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論文内容の要旨

【目的】

内向き整流性カリウムチャネル (Kir) はカリウムイオンを通すことで細胞の静止膜電位をカリウム平衡膜電位附

近まで低下させ，正常な心筋の活動電位の発生に必須の役割を果たしていることが知られている。このカリウム背景

電流(IK1) を構成する古典的内向き整流性カリウムチャネルが，今までクローニングされた膜 2 回貫通型カリウムチャ

ネル (Kir2.0) のどのサブユニットで構成されているかを明かにするのが本研究の目的である。

【方法ならびに成績】

材料はランゲンドルフ法でラットの心臓に16% コラゲナーゼ含有する濯流液を導入し，単離した心房，心室筋細胞

を顕微鏡下で微細ガラス管を用いて吸引採取し使用したD まず心筋における mRNA の発現を単離心筋細胞を対象に

RT-PCR 法により検討した。報告されている 3 つの Kir2.0サプユニットそれぞれに特異的な DNA 配列に対するオ

リゴヌクレオチドプライマーを作成し，単離細胞から抽出した mRNA を鋳型とする cDNA に対して RT-PCR を行っ

たところ， Kir2.2ìこ対する増幅バンドを確認できたが， Kir2. 1, 2.3 については 2 種類のプライマーで検討したが

RNA の発現は見られなかった。次に Kir2.0サブユニットそれぞれを， HEK293T細胞，アフリカツメガエル卵母細

胞に発現させ各々のチャネノレをノ-{ 'Y チクランプ法によって測定し，先に単離した心筋細胞のカリウム背景電流(IK1)

と比較検討した。 Kir2. 1， 2.2, 2.3それぞれを発現した系から得られた各チャネルのシングルチャネルのコンダクタ

ンスはそれぞれ， Kir2.1: "-'21pS, Kir2.2: "-'29pS, Kir2.3: から llpS であった。一方心筋から得られたチャネル

のコンダクタンスは28pS で， Kir2.2のそれとほぼ同じであった。また -80mV における平均開口時間はKir2.1 : "-' 

250msec, Kir2.2: "-' 100msec, Kir2.3: "-'300msec に対し， IK1>では"-'100msec でKir2.2 とほぼ同じであった。

【総括】

今までその構成ユニットの不明であった心筋細胞のカリウム背景電流(IK1) は mRNA の発現と電気生理学的検討

により， Kir2.2サブユニットで構成されていると示唆された。



論文審査の結果の要旨

心臓は全身に血液を循環させるポンプである。 心臓の規則正しい調律は洞結節にあるペースメーカ細胞の自発的興

奮により制御され，興奮は刺激伝導系つまり，房室結節を介し His 束，フ。ルキンエ繊維を伝って心室筋に到達する経

路を通り心臓全体のリズミカルな収縮，弛緩を行っている o

心臓の各部位には電気的に分化した各細胞が機能的に働いており，それぞれの電気的特徴は洞結節での浅い静止膜

電位と短い活動電位，一方フ。ルキンエ繊維，心室筋での深い静止膜電位と長い持続時間ということで表される O この

電気生理学的差は，古典的内向き整流性K+チャネル(IK1) の発現濃度の差に依存しており， IKl の分子生物学的解析

が，心臓生理を解明する上で重要な点であった。

本研究は IK1 電流の電気生理学的特徴を実際に提示した上で，今まで IKl に電気生理学的特徴のにている Kir2.0サプ

ファミリーのクローンを強制発現した系と比較検討したものである。ここでパッチクランプ法を用いて， Kir2.2が

IK1 電流とほぼ同様のチャネル性質を持つことを示している。分子生物学的にはノザンブロットの結果を踏まえ，個々

の心筋細胞から single cell RT -PCR による mRNA の微量解析という新しい手法を使い， Kir2.2のみの mRNA の

発現をしめしている。このことからい電流は Kir2.21こよって構成され，心臓における各部での電気生理学的特徴を

決定する重要な分子であることを明らかにした。

今まで未知であった 1](1 チャネル分子の同定を single cell RT-PCR という新しい技法を取り入れて検討しており，

またその結論は心臓の電気的分化に言及し，心臓電気生理学の見地からも大きく貢献した内容であると考える。以上

より本研究論文は学位に値するものと認める。
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