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論文内容の要旨

網膜において細胞K+濃度を一定にする機能を持つといわれる， ミュラー(グリア)細胞の内向き整流 K+チャネル

を電気生理学的に調べ，これが10種類以上存在する内向き整流K+チャネルファミリーのいずれに一致するかを，分

子のレベルで明らかにすることを目的とした。

【方法ならびに成績】

方法

ウサギ網膜から/マパイン分解によって単離したミュラー細胞と， クローン化された内向き整流 K+ チャネルを発現

させたヒト胎児由来の培養細胞HEK293T 細胞について， whole-cell および single-channel の両モードでのパッチク

ランプ法による電気生理学的実験を行い，観察された K+チャネルを詳細に比較した。

成績

ウサギミュラー細胞での200パッチを超える実験からは，内向き整流 K+チャネルが 1 種類のみ観察された。この

K+ チャネルの↑生質は， HEK293T 細胞に発現させた内向き整流K+チャネルクローンのうち KAB-2/Kir4.1 チャネル

の性質に類似していた。そこでさらにこの 2 種類のチャネルについて詳細な比較検討を行った。 Whole-cell モードに

おいで両細胞には Ba 2+感受性の内向き整流性の電流を観察した。 Single-channel モードにおいては両チャネルの単

位コンダクタンス，イオン選択性を比較し，その結果両チャネルがともに約 25pS の単位コンダクタンスを有し，

K+特異的なイオン選択性を示すことを明らかにした。さらにキネティック解析の結果，両チャネルの開口時間・閉

鎖時間の一致が見られることを示した。これらを総括し，ウサギミュラー細胞に発現する内向き整流 K+ チャネルは

KAB-2/Kir4.1 であると結論した。

【総括】

グリア細胞は1出においてその体積の実に90%を占めながら，その働きについては神経細胞ほど深く解明されていな

い。神経系において神経細胞が発火することにより細胞外 K+濃度が上昇すると，これにより神経細胞の静止膜電位
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が浅く(脱分極側に偏移)なるが，この傾向が放置されればやがて神経活動は阻害される O グリア細胞には，細胞外

K+を取り込んで細胞外濃度の上昇を防ぎ，神経組織の恒常性を維持する spatial buffering と呼ばれる働きがある。

この spatial buffering にはグリア細胞に発現する内向き整流 K+チャネルが不可欠と考えられているが，詳細は明ら

かになっていな ~'o

KAB-2/Kir4.1 はラット脳から cDNA として単離された内向き整流K+チャネルクローンであり，特にグリア細胞

に強く発現することから， KAB-2/Kir4.1 が spatial buf f ering に関与することが示唆された。今回パッチクランプ

法による比較を行った結果，網膜のグリア細胞であるミュラー細胞に存在する内向き整流 K+ チャネルが， KAB-

2/Kir4.1 と電気生理学的に一致することが示された。この事実は今まで電気生理学的にのみ同定されていたウサギ

ミュラー細胞の内向き整流K+チャネルに分子的背景を与え，さらに KAB-2/Kir4.1 が spatial buff ering において重

要な役割を果たす可能性がきわめて高いことを示すものである。

論文審査の結果の要旨

本論文は， ウサギ網膜の主なグリア細胞であるミュラー細胞の内向き整流K+チャネルをパッチクランプ法を用い

て電気生理学的に調べ， このチャネルがクローン化された内向き整流K+チャネルのひとつである K AB -2/Kir4.1 に

一致することを示したものである D

神経系で神経細胞の活動により細胞外Kキ濃度 ([K+]o) が大きく変動していると考えられている。この [K+]。の

変動はシナプスの伝達を妨げ，神経系の正常な機能を阻害する。グリア細胞にはこの [K+]。の変動を調節して神経

系の恒常性を保つ機能が存在し (spatial buffering)，この機能はグリアの内向き整流K+チャネルによって行われる

とされてきたが，実際に 10種以上存在するチャネルのうちいずれが関与するかは不明であった。本論文は網膜の主要

なグリア細胞であるミュラー細胞において KAB-2/Kir4.1 がこの spatial buffering を行っている本体である可能性

を強く示した点で意義深い口それらを示すため本論文は，級密に計画され精細な観察手法に裏付けられた実験に基づ

いており，また総じて実験医学としての総意に富んでいるため，博士(医学)の学位授与に値すると判断した。
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