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はしがき

ATPは心臓交感神経終末や副腎髄質細胞のクロム親和性頼粒にノルアドレナリンやアドレナリンと

ともに高濃度に貯蔵されており，交感神経の共伝達物質(co-transmitter)として働いていることが知ら

れている.心臓自律神経による心筋膜興奮性の制御はその伝達物質による心筋イオンチャネル活性の

修飾によることが知られており，近年のパッチクランフ法を用いた実験により明らかにされたATPに

よる心筋イオンチャネル活性の修飾は心臓交感神経による心筋膜興奮性の調節に関わっていると考え

られている.

心筋細胞の遅延整流性!{+電流(品)は細胞膜の脱分極により時間依存性に活性化されて外向き電流を

発生し，活動電位の再分極を促進する生理的に重要な電流系である.また， Ilcはヒトを含む数種類の

ほ乳類心筋において，速い活性化動態をもち強い内向き整流性を示す急速活性型(IKr)とその活性化が比

較的遅く内向き整流性の弱い緩徐活性型(五ω)の 2つの電流成分から構成されていることが明らかにさ

れている.

我々は，モルモット心房筋細胞において， ATPはその特異的受容体であるP2ープリン作動性受容体

(P2一受容体)刺激を介してhを増大させることを見いだしており (Matsuuraet 81， J Physio1， 1996) 

本研究課題により， 1) ATPにより増大するIK成分の特定，ならびに2)それに関わる細胞内情報伝達

機構の解明に取り組んだ.その結果， 1) ATPはIKrにはほとんど影響を与えずにIK1を選択的に増大さ

せること例atsuura& Ehara， J Physiol， 1997)，ならびに2)その情報伝達機構にCAMP依存性蛋白

キナーゼ (Aキナーゼ)やリン脂質依存性蛋白キナーゼ (Cキナーゼ)は関与しておらず，チロシンキ

ナーゼを介する蛋白燐酸化反応が関与していることを示唆する実験結果を得た(Matsubayashi，

Matsuura & Ehara， Pflugers Arch， 1999， inpress). IK.は交感神経伝達物質であるノルアドレナリン

やアドレナリンによるP一受容体刺激を介するAキナーゼの活性化，ならびにαー受容体刺激を介する

Cキナーゼの活性化により増大することが知られている.本研究により， P2一受容体を介するIKIの増

大反応はカテコールアミンによるPーおよびα一受容体を介する増大反応に付加的に作用することが示

され， P2一受容体を介する IK• の増大反応が交感神経刺激時の効率的な IK• の増大に貢献していること

が予想された.

最近の遺伝性 QT延長症候群 (LQTS)の遺伝子解析により， LCrならびに IKsチャネルはそれぞれ

HERG遺伝子ならびにKvLQTl遺伝子によりコードされ，これらの遺伝子変異に起因するIKr(LQT2)

ならびに IK•(LQT1)の減少が活動電位持続時間(心電図上QT時間に相当)の延長，さらにはtorsade

de pointes型心室頗拍の発生，失神発作，急死というLQTSの病態に結びついていることが明らかに

された.本研究により明らかとなったATPによる Ilc，の増強作用がヒト心筋細胞においても観察され

るか，さらには KvLQTl遺伝子変異による IK•の減少に ATP が増強作用をもつか等， LQTSの治療薬

としてのATPならびにATP誘導体の可能性についての検討は大変興味のもたれるところである.
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研究成果

本研究課題の成果を要約すると以下の通りである.なお，その詳細は添付した発表論文に記載する.

l.ATPによる P2-受容体刺激により増大する IK成分の特定に関する実験

酵素処理により得られたモルモット心房筋細胞において，P2・受容体刺激により増大する遅延整流性カ

リウム電流 (IK)は，急速活性型 (1Kふ緩徐活性型 (1Ks)のいずれの成分であるかを，パッチクランプ

法による全細胞膜電流記録 (whole-cell recording)実験により調べた.心房筋細胞のP2-受容体刺激は，

細胞濫流液(細胞外液)中に種々の濃度 (1・50μhのの ATPを添加する事により行った.本研究によ

り以下の点が明らかになった.

(1) envelope test 

コントロール時および細胞外ATP(50μM)存在下において，・40mVの保持電位から種々の長さ (50・

2000皿s)の脱分極パルス(+40mV)を与え，11{のenvelopetestを行った.次に， subtractionにより求

めた各長さのテストパルス中のATPにより増大したん成分について，脱分極パルス中の外向き電流と

その末尾電流の大きさの比を求めてみると，パルスの長さに関わらずほぽ一定(約 0.4)の値を示した.
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(2)薬理学的実験

コントロール時において・30mVから+40mVの範囲に500msの脱分極パルスを与えてIKを活性化し，

続いて I!{rの選択的抑制剤である E.4031(5 ~LM)の存在下に同様の脱分極パルスを与え， li{をI!{r但・

4031感受性成分)と IKs但-4031抵抗性成分)に分離した.次に，細胞外ATP(1， 50μ附投与により

hが増大したととろで，同様にE・4031を作用させて，IKをIKrとIKsとに分離し，それぞれの大きさを

コントロールと比較すると，IKrの大きさはほとんど不変でIKsのみが噌大していた.

以上，(1)および(2)の実験結果により， P2-受容体刺激は，緩徐活性型の遅延整流性カリウム電流(IKs)

を選択的に増大させることが明らかとなった.

2. P2-受容体刺激による IKsの増大反応に関わる細胞内情報伝達機構の解析

酵素処理により得られたモルモット心房筋ならびに心室筋細胞にパッチクランプ法を適用して全細胞

膜電流記録(whole-cell recording)を行い， P2・受容体刺激による緩徐活性型遅延整流'性カリウム電流(ι)

の増大反応に関わる細胞内情報伝達機構について検討を行った.本研究により以下の点が明らかにな

った.

(1) GTP結合蛋白 (G蛋白)の関与について

細胞内にG蛋白の機能を阻害するGDPsS(guanosine5'-0・(2壮1Iodiphosphate))を負荷するとATPに

よる IKsの増大反応はほとんど消失したため，この反応にG蛋白の関与が示唆された.また，このATP

の作用は細胞の百日咳毒素処理によっては影響を受けなかったため，関与する G蛋白は百日咳毒素非

感受性のものであると考えられた.なお， G蛋白の関与があることにより， P2-受容体はG蛋白共役型

であるP2Y型であることも示唆された.

(2)蛋白燐酸化反応の関与について

(a)細胞に非水解性ATPアナログであるATPyS(adenosine 5'-0-(3・thiotriphosphate))を負荷すると

ATPによる増大反応は不可逆的となったため，何らかの蛋白燐酸化反応の関与が示唆された.

(b)H・7(10μM)およびH・8(5μ問存在下においてATPの増大作用は影響を受けなかったために， Aキ

ナーゼならびにCキナーゼを介する燐酸化反応の関与は否定的であった.

(c) genistein (50μM)は部分的にではあるがATPの作用を抑えたが， daidzein (50μM)は効果をおよぼ

さなかったため，チロシンキナーゼの関与が示唆された.

以上， (1)および(2)の実験結果により， ATPはP2Y型受容体を刺激して何らかのチロシンキナーゼを

介する蛋白燐酸化反応を引き起こしIKsを増大させることが示唆された.

-4-


	img-813154103-0001
	img-813154103-0002
	img-813154103-0003
	img-813154103-0004
	img-813154103-0005

