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助

は しがき

近年, ミ ト コ ン ドリア 膜 に は様々 なイ オ ン チ ャ ネル が存在 し, 細胞 の 生死 に

深く 関与 して い る こ とが 明らか とな っ た｡ われ われ は , ミ ト コ ン ドリア A TP 感

受性 K
＋

( m i t o K AT P) チ ャネル が虚血プ レ コ ン ディ シ ョ ニ ン グ (可逆性虚血 によ っ

て 心筋が虚血耐性を獲得す る 内因性 心筋防御機棉) に重 要 な役割を担 っ て い る

こ とを報告 した｡ 心筋細胞表面膜 の イ オ ン チャ ネ ル は , 心不全 ･ 心肥大 あるい

は 心房細動 によ っ て リ モ デリン グが起こ る こ とが知 られて い る｡ しか しなが ら,

心筋細胞 ミ ト コ ン ドリ アイオ ン チ ャ ネ ル の リ モ デリ ン グに関する知見 はこ れま

で全く得られて い ない o 本研 究は , m i t o K A TP チ ャネル の リモ デリ ン グの病態を明

らか に し, 心不全 にお ける プ レ コ ンデ ィ シ ョ ニ ン グの 修飾, あるい は心房細動

の発生 ･ 慢性化と の 関連を解明する こ と を目的に行 なわれ た｡

実験は , B I O 1 4 . 6 ハ ム ス タ
ー

を心不 全 モ デ ル と して用 い て行 な っ た｡ われわ

れ の 研究室 は , こ の B I O 1 4 . 6 ハ ム ス タ
ー

で は 心筋細胞表面膜イ オ ン チ ャネル の

リ モ デリ ン グが起 こ り, L 型 c a
2 '
チ ャ ネ ル電流 (工｡ a) や

一

過性外 向き電流 (I
t o)

な どが減少 して 活動電位持続時間が 延 長 して い る こ とを報告 した ｡ そ こ で ,

m i t o E
A TP チ ャ ネ ル 活 性化 の 指標と して フ ラボ プ ロ テ イ ン 自家蛍光を測定 し,

m i t o K A TP チ ャ ネル 開 口薬 で ある ジア ゾキ シ ドの 効果 を検討 した o そ の 結果, B IO

1 4 ･ 6 ハ ム ス タ ー 心室筋細胞 で は mi t o K AT P チ ャ ネル の密度は減少 して い な い と考

えられ る｡ しか しなが ら, フ ラボプ ロ テ イ ン 酸化反応 の 1 a t e n c y が延長 して い

る の で , m i t o K A T｡ チ ャネル 活性化 の 細胞 内情報伝達系とく に P K C に対する応答に

異常が あ る の で は ない か と推測される ｡

今回の 実験結果 は, m i t o K AT ｡ チャ ネル に リ モ デリ ン グが起 こ っ て い る可能性を

示唆するも の で あ る｡ 最近 , m i t o K AT ｡ チ ャ ネル の 分子構造は , ミ ト コ ン ドリア 内

膜に ある A B C 蛋白の ひと つ で ある M A B C l と s u c c i n a t e d eh y d r o g e n a s e がその 構
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成分子 で ある こ と が示唆され て い る o しか しなが ら, チ ャ ネル 孔 を構成する分

子 の 同定には 至 っ て い ない o 今後, m i t o K A TP チ ャ ネル の 分子構 造が解明されれば ,

チ ャ ネ ル の リモ デリ ン グに 関す る新たな知見も得られ る こ とが期待 で きる ｡ ま

た, 心 房細動におけ る m i t o K A TP チ ャ ネル の リ モ デリ ン グや m i t o K
AT P チ ャネル 以外

の ミ ト コ ン ドリアイ オ ン チ ャ ネル (C a
2 ＋

活性化K
'

チ ャ ネル な ど) の リ モ デリ ン グ

な ど解映す べ き 課題が多く残 され て い る . 本研究 がそ の 一

助と なれ ば幸い で あ

る｡
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研究発表

学会誌等

1 ･ S u z uk i ”
, S a i t o T , S a t o T , T a m a g a w a M , M ik i T , S e i n o S , N a k a y a H .

C a r d i o p r o t e c t i v e e f f e c t o f d i a z o x i d e i s m e d i a t e d b y a c t i v a t i o n o f

s a r c o l e m n a l b u t n o t m i t o c h o n d r i a l A T P -

s e n s i t i v e K
'

c h a n n e l s i n m i c e
.

C 1
'

r c ul a t l
'

o n 2 0 03 ; 1 07 : 6 8 2
-

68 5 .

2 ･ I ch i n o s e M , Y o n e m o c h i H , S a t o T ･ S a ik a w a T ･ D i a z o xi d e t r i g g e r s

c a r di o p r o t e c t i o n a g a i n s t a p o p t o s i s i n d u c e d b y o x i d a n t s t r e s s . A m I
月ウy s l

'

0 1 H e a r t C l
'

r c 月らy s 1
'

0 1 2 0 0 3 ; 2 8 4 : H 2 2 3 5
-

H 2 2 4 1 .

3 ･ S a t o T , T ak i z a w a T , S a i t o T , K o b a y a s hi S , H a r a Y , N ak a y a H . A m i o d a r o n e

4 .

5 .

6 .

7 .

8 .

i n h ib i t s s a r c ol e m m al b u t n o t m i t o c h o n d r i a l K
AT P
C h a n n e l s i n g ui n e a p i g

v e n t r i c ul a r c e l l s . J 月ウa m a c oI E x p 乃 e r 2 0 0 3 ; 3 0 7 : 9 5 5 - 96 0
.

I ij i m a Y , N a g a i T , M i z u k a m i ”, M a t s u u r a a , O g u r a T , W a d a H , T o k o H ,
A k a z a w a H

,
T a k a n o E , N a k a y a H , K o m u r o I ･ B e a t i n g i s n e c e s s a r y f o r

t r a n s di f f e r e n t i a t i o n o f s k e l e t a l m u s c l e -

d e r i v e d c el l s i n t o

c a r d i o m y o c y t e s . EA S E B I 2 0 0 3 ; 1 7 : 1 3 6 1 -

13 63 .

H a n a d a E , O h t a ni H , 日i r o t a M , U e m u r a N , N a k a y a H , K o t a k i H , S a t o H ,

Y a m a d a Y
･
I g a T ･ I n hi b i t o r y e f f e c t o f e r y t h r o m y c i n o n p o t a s s i u m

c u r r e n t s i n r a t v e n t ri c ul a r m y o c y t e s i n c o 叩 a r i s o n w i t h d i s o p y r a m i d e .

J j 惣a r m j % a z m a c o 1 2 0 0 3 ; 5 5 : 99 5 - 1 0 0 2 .

S a t o T , L i Y , S ai t o T , N a k a y a H ･ M i n o x i d il o p e n s m i t o c h o n d r i al K ATP
c h a n n e l s a n d c o n f e r s c a r di o p r o t e c t i o n . B T I j % a m a c o 1 2 0 0 4 ; 1 4 1 :
3 6 0

-

3 6 6 .

I s h i d a H ･ E i g a s h ij i m a ”, H i r o t a Y , G e n k a C , N a k a z a w a H , N a k a y a H , S a t o
T ･ N i c o r a n d il a t t e n u a t e s t h e m i t o c h o n d ri a l C a

2 ＋
o v e r l o a d w i t h

a c c o 叩 a n y i n g d e p o l a r i z a t i o n o f t h e m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e i n t h e h e a r t .

N a u D y 27
-

S c Jh l
'

e d e b e l g
'

s A r c h j % a m a c o 1 2 0 0 4 ; 3 6 9 : 1 9 2
-

1 9 7 .

M a t s u u r a K ･ N a g a i T ･ N i s h i g a k i N , O y a m a T , N i s h i J , W a d a H , S a n o M ,
T o k o H ･ A k a z a w a H , S a t o T , N a k a y a H , E a s a n u k i H , K o m u r o I . A d u l t c a r d i a c

S c a
-

1 p o s i t i v e c e l l s di f f e r e n t i a t e i n t o b e a t i n g c a r d i o m y o c y t e s . J B l
･

0 1

曲 e m 2 0 0 4 ; 2 7 9 : 1 1 3 8 4
-

1 1 3 9 1 .

9 . S a e g u s a N ,

A M P 5 7 9 , a

o n n a t i v e

用 a r m a c o l

1 0 . O h t s u k a M
,

H , N a k a y a

l l .

S a t o T , O g u r a T , K o m u r o I , N a k a y a H ･ = n h i b i t o r y e f f e c t s o f

n o v e l c a r d i o p r o t e c t i v e a d e n o s i n e A l/ A 2 A r e C e p t O r a g O n i s t ,
I K r a n d c l o n e d H E R G c u r r e n t ･ N a u 17J - S c J h 1

･

e d e b e r g
,

s A r c h

2 0 0 4 ; 3 7 0 : 4 9 2
-

4 9 9 .

T a k a n o H
,
Z o u Y , T o k o H , A k a z a w a H , °i n Y , S u z u k i M , H a s e g a w a

日
,
K o m u r o I ･ C y t o k i n e t h e r a p y p r e v e n t s l e f t v e n t r i c u l a r

r e m o d e l i n g a n d d y s f u n c t i o n a f t e r m y o c a r d i a l i n f a r c t i o n t h r o u g h

n e o v a s c ul a r i z a t i o n . FA SE B I 2 0 0 4 ; 1 8 : 8 5 1 -

8 5 3 .

Oh t s uk a M , T a k a n o fl , S u z uk i ”, Z o u Y , A k a z a w a ”, T a m a g a w a ”, W a k i m o t o
E , N a k a y a 坪, K o m u r o I ･ R o l e o f N a

＋
-

C a
2 ＋
e x c h a n g e r i n m y o c a r d i a l
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i s c h e m i a/ r e p e r f u s i o n i nj u r y : e v a l u a t i o n u s i n g a h e t e r o z y g o u s N a
ヰ

- C a
2 ＋

e x c h a n g e r k n o c k o u t m o u s e m o d e l . B 1
'

o cA e m B 1
'

o p h y s R e s' C o m u D

20 0 4 ; 3 1 4 : 8 4 9
-

8 5 3 .

1 2 . H a m a d a H , S u z u k i ”, Y u a s a S , M i m u r a N , S h i n o z uk a N , T ak a d a Y , S u z u k i

M
,
N i s h i n o T

,
N a k a y a H , K o s e k i H , Åo e T . D il a t e d c a r di o m y o p a t h y c a u s e d

b y a b e r r a n t e rl d o p l a s m i c r e t i c u l u m q u a li t y c o n t r o l i n m u t a n t K D E L

r e c e p t o r t r a n s g e n i c m i c e . M o I C el l B 1
'

0 1 2 0 0 4 ; 2 4 : 8 0 0 7
- 8 0 1 7 .

13 . K u m a A , H a t a n o M , M a t s ui M , Y a m a m o t o A , N a k a y a H , Y o s b i m o r i T , O h s u m i

Y , T o k u h i s a T , M i z u s h i m a N . T h e r o l e of
-

a u t o p h a g y d u r i n g t h e e a rl y

n e o n a t al s t a r v a t i o n p e r i o d . N a t u r e 2 0 0 4 ; 4 3 2 : 1 0 3 2
-

10 3 6 .

1 4 . S a i t o T , S a t o T , M i k i T , S e i n o S , N a k a y a H . R o l e o f A TP
-

s e n s i t i v e K
＋

c h a n n e l s i n e l e c t r o p hy s i o l o g i c a l a l t e r a t i o n s d u r i n g m y o c a r di a l

i s c h e m i a : a s t u d y u s i n g K i r 6 . 2 n ul l m i c e . A m J j 恐y s l
'

01 H e a r t C 1
'

r c

m y s l
.

0 1 2 0 0 5 ; 2 8 8 : H 3 5 2
-

Ⅲ3 5 7 .

1 5 . S a t o T , S ai t o T , S a e g u s a N , N a k a y a H . M i t o c h o n d r i a l C a
2 ＋

-

a c t i v a t e d K
＋

c h a n n e l s i n c a r di a c m y o c y t e s : a m e c h a ni s m of
■

t h e c a r di o p r o t e c t i v e

e f f e c t a n d m o d u l a t i o n b y p r o t e i n k i n a s e A . C l
'

r c ul a t 1
'

o D 2 0 0 5 ; i l l :

2 07
-

2 1 2 .

1 6 . S h i n m u r a K , T a m ak i a , S a t o T , I s h i d a H , B o l l i R . P r o s t a c y c l i n

a t t e n u a t e s o x i d a t i v e d a m a g e o f m y o c y t e s b y o p e n i n g o f m i t o c h o n d王
･

i a l

A T P
-

s e n s i t i v e K
'

c h a n n e l s v i a t h e E P S r e c e p t o r . A m J m y s 1
'

01 H e a r t C l
'

r c

j W s l
'

0 1 (i n p r e s s)

和文総説

1 . 中谷晴昭, 鈴木可乳 植村展子, 佐藤俊明, 小倉武彦, 玉川 正次, 霊 園良恵

斉藤智亮, 三枝紀子 , 三木隆司, 清野進 . 心血管系 にお ける K AT P チ ャネル

の 役割 . 心 慮∠野 2 0 0 3 ; 2 3 (S u u p l . ) : S 3
-

3
-

S 3
-

1 8 .

2 . 中谷晴昭 . Q T 延長薬物 の細胞電気薬理学的評価法 . β廃 館 2 0 0 3 ; 1 2 1 :

3 8 4
-

3 9 2 .

3 . 中谷晴昭 . イオ ン チ ャネル の リ モ デリ ン グ. cA m lA C 月別C T f C E 2 0 0 3 ; 1 4 :

4 .

5 .

6 .

3 5
-

39 .

中谷晴昭, 三木隆司, 清野進 , 山田勝也 , 稲垣陽也 , 鈴木 将, 佐藤俊明,

山 田充彦 , 松 下賢治, 倉知嘉久 , 有 田最. 各種臓器 の A T P 感受性 K
＋

チ ャネ

ル の 構造と機能 : 薬物制御 によ るQ O L の 向上 をめざして . β虞 館 2 0 0 3 ;

12 2 : 2 4 3
-

2 5 0 .

中谷晴昭 . A T P 感受性 K
＋

チャ ネ ル を標的と した虚血 ･ 冠撃縮
一

心血管K AT P チ

ャ ネル . 屠学の あ ゆみ 2 00 4 ; 2 0 8 : 3 8 8 - 3 9 2 .

石 田英之, 佐藤俊明, 東島直子, 広 田有希 , 源河朝広 , 角野敏息 小泉敬
一

, 星合美奈子 , 中谷晴昭, 中滞博江 . N i c o r a n d i l の 心筋保護作用と

p e r m e a b i l i t y T r a n s i t i o n P o r e の 関係 に つ い て . m e r R e s 2 0 0 4 ; 3 : 4 75
-

47 8 .

7 . 中谷晴昭 . 各種実験動物の 心筋活動電位と K
'

電流系 の 多様性 .
ノよ､ 富野

2 0 0 4 ; 2 4 : S 1 4 2
-

S 1 4 7 .

8 . 中谷晴昭 . 分子 か ら見た不整脈 の成因と不整脈薬物療法をめ ぐる最近 の 進
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歩. 廃酵 2 0 0 4 ; 5 3 : S 8 1 - S 9 0 .

9 ･ 中谷晴昭 ･
ニ フ ェ カ ラ ン トと ソ タ ロ - ル の 電気 生理学的作用 . 心音囲

2 00 5 ; 2 5 : 2 6
-

3 4 .

1 0 ･ 佐藤俊明･ ミ ト コ ン ドリ ア を介す るプ レ コ ンディ シ ョ ニ ン グの成立機構.

5 彪:麻会爵 ( 印刷中)

学会発表

1 1 斉藤智亮, 佐藤俊明, 三木 隆司, 清野 進, 中谷晴昭 . A T P 感受性 K
･

チ ャ
ネル(E i r 6 ･ 2) 遺伝子欠損 マ ウス 心筋の虚血時電気生理学的変化 5 廃 館

2 .

3 .

4 .

5 .

6 .

7 .

8 .

9 .

1 0 .

2 0 0 3 ; 1 2 2 :2 9 P ( 第 1 0 8 回 日本案理学会関東部会 2 0 0 3 . 6 . 1 4 , 千葉)
斉藤智亮 佐藤俊明, 中谷晴昭. 心筋虚血時の 電気 生理学的変化に お ける
A T P 感受性 K

＋

チ ャネル の 役割 の検討 .
/I: . 富野 2 0 0 3 ; 23 : 4 85 ( 第 2 0 回 日本心

電学会学術集会2 0 0 3 . 9 . 8 - 9
, 東京)

三枝紀子, 佐藤俊明, 小室 一 晩 中谷晴昭. 心房筋 A T P 感受性 K
'

チ ャ ネル
を介す る心房性ナトリウム利尿 ペ プチ ド分泌 の修飾.

-

瑠i r 6 . 2 欠損 マ ウ ス
を用 い た検討 ｢ 心膚 囲 2 0 0 3 ; 2 3 : 4 8 5 ( 第 2 0 回 日本心電学会学術集会
2 0 0 3 . 9 . 8 - 9

, 東京)
三枝紀子, 佐藤俊明, 小室

一

晩 中谷晴昭. A T P 感受性 K
十

チ ャネル を介す
る心房性ナ トリ ウム 利尿 ペ プチ ドの分泌調乳

-

K i r 6 . 2 遺伝子欠損 マ ウス
によ る検討 -

5 廃 館 2 0 03 ; 1 2 3 : 3 0 P ( 第 1 0 9 回 日本薬理学会関東部会
2 00 3 . 1 0 . 4

, 東京)

佐藤俊明 ･ ミ ト コ ン ドリ ア を介する プ レ コ ン ディ シ ョ ニ ン グの 成立機棉 .

β虜麻会爵 2 0 0 3 ; 2 3 : S 1 8 9 ( 日本臨床麻酔学会 2 3 回大会 2 0 0 3 . 1 0 . 2 3 - 2 5
,

下関)

S a t o T , S a i t o T , N a k a y a H ･ B e p r i d i l 叩 e n S m i t o c h o n d r i a l A TP -

s e n s i t i v e

p o t a s s i u m c h a n n e l s a n d c o n f e r s c a r di o p r o t e c t i o n . J M oI C el l C a r d 1
･

0 1

2 0 0 3 ; 3 5 : A 1 7 ( A b s t r a c t s f r o m t h e 2 0 t h A n n u al M e e t i n g , J a p a n e s e S e c t i o n
o f t h e l n t e r n a t i o n a l S o c i e t y f o r H e a r t R e s e a r c h , 2 0 0 3 . l l . 22 - 2 4

,

T o k y o)

佐藤俊明, 中谷晴昭. 虚血 心筋保護にお ける表面膜お よび ミ ト コ ン ドリ ア
内膜K A TP チ ャ ネル の 役乱 β 舶 2 0 0 4 ; 1 2 ‥

.
3 8 (第 1 4 回 日本病態生理学

会大会2 0 0 4 . 1 . 2 4 - 2 5 , 東京) .

S a t o T
･
N a k a y a H ･ O p e ni n g o f m i t o c h o rld r i a l C a

2 ＋
-

a c t i v a t e d E
･

c h a n n e l s

a t t e n u a t e s t h e C a
2 '
o v e r l o a d i n m i t o c h o n d r i a . J j % a m a c o I S c l

･

2 0 0 4 ; 9 4 (S u p p l ･ Ⅰ) : 2 6 8 P (T h e 7 7 t h A n n u a l M e e t i n g o f T h e J a p a n e s e
P h a r m a c o l o g i c a l S o c i e t y 2 0 0 4 . 3 . 8 - 1 0 , O s a k a)
S a t o T

･
N ak a y a H ･ N S 1 6 1 9 o p e n s t h e m i t o ch o n d r i a l c a l c i u m -

a c t i v a t e d K
･

c h a n n e l s a n d a t t e n u a t e s t h e m i t o c b o n d r i a l C a
2 ＋
o v e rl o a d i n g ui n e a

-

p i g

v e n t r i c u l a r c e1 1 s ･ C 1
'

r c J 2 0 0 4 ; 6 8( S u p pl . I) : 4 4 9 ( Th e 6 8 t h A n n u a l
S c i e n t i fi c M e e t i n g o f t h e J a p a n e s e Ci r c u l a t i o n S o c i e t y 2 0 0 4 . 3 . 2 7 -

2 9
,
T o k y o)

S a t o T , S a i t o T , M i k i T , S e i n o S , N a k a y a a . A T P
-

s e n s i t i v e K
･

c h a n n e l

i s n o t i n v o l v e d i n t h e e x t r a c e l l u l a r E
十

a c c u m u l a t i o n i n i s c h e m i c m o u s e
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h e a r t . A b s t r a c t s o f T h e 3 1 s t l n t e r n a t i
.
o n a l C o n g r e s s o n

El e c t r o c a rd i o l o g y 7 3 (2 0 0 4 . 6 . 2 7 - 7 . 1
,
K y o t o)

l l . N a k a y a H , S u z uk i M , S a t o T , M ik i T , S e i n o S . Pムセh o p h y s i o l o g i c a l a n d

p r o t e c t i v e r o l e s o f k a t p c h a n n e l s i n i s c h e m i a/ r e p e r f u s i o n :

r e
-

e v a l u a t i o n u s i n g k a t p c h a n n e 卜k n o c k o u t m i c e . J JW oI C e ll C a r d 1
'

01

2 00 4 ; 3 7 : 3 1 0 (A b s t r a c t s f r o m t h e X V I II W o r l d C o n g r e s s o f t h e

l n t e r n a t i o n a l S o c i e t y f o r H e a r t R e s e a r c h 2 0 0 4 . 8 .
7 - l l , B r i s b a n e)

1 2 . 中谷晴昭 , 鈴木 将, 佐藤俊明, 三木 隆司, 清野 進 . 虚血性心疾患にお

ける K AT P チ ャ ネル の 役軌 ( 日本薬学会生物系薬学部会 ｢ 生体機能と創薬 シ

ン ポジウム 2 0 0 4+ 2 0 0 4 . 9 . 1 0
, 名古屋)

1 3 . 藤田久徳, 小倉武彦 , 植村展子, 佐藤俊明, 中谷晴昭. 吸入麻酔薬イ ソフ

ル ラ ン の血管拡張作用機構の解析 .
ノよ, 窟野 2 0 0 4 ; 2 4 : 3 7 7 ( 第2 1 回日本心電

学会学術集会 2 0 0 4 . 9 . 1 3 - 1 4 , 京都)

14 . S a e g u s a N , S a t o T , M i k i T , S e i n o S , N a k a y a ”. K i r 6 . 2
-

d e f i c i e n t m i c e

a r e s u s c e p t i b l e t o s t r e t c h
-

i n d u c e d s e c r e t i o n o f a t r i al n a t r i u r e t i c

p e p t i d e : K AT P C h a n n el a c t s a s a n e g a t i v e f e e db a c k m e c h a n i s m? c l
'

r c u l a t l
'

0 1 7

2 00 4 ; 1 1 0 (S u p p l . ⅠⅠⅠ) : ⅠⅠト17 (A b s t r a c t s f r o m S c i e n t i f i c S e s s i o n s

2 00 4 . l l . 7 - 1 0
,
N e w O r l e a n s , L o u i s i a n a , U S A)

15 . S hi n m u r a K , T a m a k i a , M a r u y a m a T , S a t o T , B ol l i R . O p p o s i t e r o l e s o f

c
-

s r c t y r o s i n e k i n a s e o n m y o c a r d i a l i s c h e m i a / r e p e r f u s i o n i nj u r y a n d

i n t h e d e v e l o p m e n t o f i s c h e m i c p r e c o n d i t i o ni n g . C l
'

r c u l a t 1
'

o n 2 0 0 4 ;

1 1 0(S u p p l . ⅠⅠⅠ) :ⅠI I -

1 37 (A b s t r a c t s f r o m S c i e n t i
y
f i c S e s s i o n s 2 0 0 4 . l l .

7 - 1 0
,
N e w O rl e a n s

,
L o u i s i a n a

,
U S A)

1 6 . S a t o T , S a i t o T , S a e g u s a N , N ak a y a H . O p e n i n g o f m i t o c h o n d ri al C a
2 ＋

a c t i v a t e d K
＋

c h a n n e l s b y N S 1 6 1 9 q t t e n u a t e s t h e m i t o c h o n d r i a l C a
2 ＋

o v e r l o a d w i t h a c c o m p a n y i n g d e p o l a ri z a t i o n o f t h e m i t o c h o n d r i a l

m e m b r a n e . C l
'

r c ul a t 1
'

o D 2 00 4 ; i l o( S u p p l . I I I) : II I
-

2 0 6 (A b s t r a c t s f r o m

s c i e n t i f i c S e s s i o n s 2 0 0 4 . l l . 7 - 10
,
N e w O r i e a n s

,
L o ui s i a n a

,
口SA)

1 7 . I s h i d a H , H i g a s hij i m a N , N a k a z a w a H , N ak a y a 班, S a t o T . E f f e c t s o f

o p e n i rl g O f m i t o c h o n d r i a l A TP
-

s e n s i t i v e a c h a 甲 e l s o n m i t o c h o n d r i al

p e r m e a b i l i t y t r a n s i t i o n p o r e o p e n i n g . C 1
'

r c u l a t 1
'

0 17 2 0 0 4 ; i l o (S u p p l .

ⅠⅠⅠ) : ⅠⅠト 2 0 7 (A b s t r a c t s f r o m S c i e n t i f i c S e s si o n s 2 0 0 4 . l l . 7 - 10 , N e w

O ri e a n s , L o u i s i a n a , U S A)

1 8 . S a t o T , N a k a y a H . M o d u l a t i o n o f c a r d i a c mi t o c h o n d r i a l

c a l c i u m -

a c t i v a t e d p o t a s s i u m c h a n n e l s b y p r o t e i n k i n a s e A . J M o I C e ll

C a r d 1
'

0 1 2 00 4 ; 3 7 : 1 0 7 6 (A b s t r a c t s f r o m t h e 2 1 s t A n n u a l M .e e t i n g o f t h e

J a p a n e s e S e c t i o n , I n t e r n a t i o n a l S o c i e t y f o r H e a r t R e s e a r c h ,

2 0 0 4 . l l .
2 4

-

2 5 , Y a m a n a s h i)

出版物

1 . 佐藤俊明, 中谷晴昭 . E チャネ ル遮断作用 .

"

抗不整脈薬のす べ て (第 2

版)
”

( 小川 聡 , 大江 透, 井上 博 編) p 7 2 - 8 2 ( 2 0 03) 先端 医学社, 東京

2 . 有田鼻, 小川聡 , 山 口巌, 中谷晴昭 編. 循環器薬物治療実践 シ リ ー ズ Ⅰ
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3 .

4 .

5 .

6 .

7 .

8 .

不整脈 に ア ミ オ ダロ ン をどう使う か
.

. (2 0 03) ライ フ メ ディ コ ム

平岡昌和, 山下武志, 中谷晴昭, 有 田異 編. 循環器薬物治療実践 シ リ ー

ズ ⅠⅠ 緩徐解離型 N a
＋

チャ ネル遮断薬の 実際. ( 2 0 0 3) ライ フ メデ ィ コ ム

中谷晴昭 ･ 循環器疾患解剖と生理 ダイナ ミ ッ クメディ シ ン 3 . 下条文乱
斎藤康 監修. (2 0 0 3) 西村書店

中谷晴昭 ･ K
'

電流. 新不整脈学 c a r di a c A r rh y t h m i a . 杉本恒明 監修, 井
上博 編集 . (2 0 0 3) 南山堂

中谷晴昭 . イオ ン チャ ネル リ モ デ リ ン グと心室不整脈 . 不整 脈 2 0 0 3 . 杉
本恒明 監像 井上博 編集. (2 0 0 3) メ ディ カ ル レ ビ ュ ー 社

l

中谷晴昭 ･ イオ ン チャ ネル - の 作用 に基づく抗不整脈薬の 選択 . 不整脈治
療の 基礎と臨床. 中谷晴昭, 中沢潔芳鼠 (2 0 0 4) ライ フ サイ エ ン ス 出版株
式会社

児玉逸雄, 靖水歩, 中谷晴昭, 有田鼻 編 . 循環器薬物治療実践 シ リ ー ズ

ⅠⅠⅠ β遮断薬による心不全 ･ 不整 脈治療の基礎と臨床 . カ ル べ ジ ロ ー

ル を

中心 と して . (2 0 0 4) ライ フ メデ ィ コ ム
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研究成果

心不全 ハ ム ス タ ー ( B I O 1 4 . 6) における ミ トコ ン ドリア

A T P 感受性 K
'

チャ ネ ル の リモ デリ ン グ

佐藤俊明 , 中谷晴昭

千葉大学大学院医学研究院薬理学

Ⅰ は じめに

心筋細胞 のイ オ ン チ ャ ネル は , 心不全 ･ 心肥大 ある い は 心房細動 によ っ て リ

モ デリン グが起 こる こ とが知 られて い る
1)
｡ 心筋細胞 ミ ト コ ン ドリア 内膜にある

A T P 感受性 K
十

( m i t o K AT P) チ ャ ネル は, 虚血プ レ コ ン ディ シ ョ ニ ン グ ( 可逆性虚

血 に よ っ て 心筋が虚血耐性を獲得する現象) に重要な役割を担 っ て い る
2)
｡ リモ

デリ ン グ心筋で はプ レ コ ンデ ィ ヨ ニ ン グ によ る心筋保護効果が減弱する こ とが

報告され て い る が
3)
,
こ れが m i 七o K A TP チ ャ ネル の リモ デリ ン グに起 因す るか どう

か は全く不 明 で ある ｡ よ っ て本研究 の 目的 は , m i t o K ATP チ ャ ネル の リ モ デリ ン グ

の 病態を明らか に し, 心不全 にお ける プ レ コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グの 修飾, あ る い

は 心房細動 の 発生 ･ 慢性化との 関連を解明する こ とで ある ｡

Ⅱ 方法

心不全 モ デル と して B I O 1 4 . 6 ハ ム ス タ
ー
4)
, 対照群と して F l β ハ ム ス タ ー を用

い て 実験を行な っ た｡

(1) BI O 1 4 . 6 と F l β ハ ム ス タ
ー

の 心室筋細胞をそれぞれ コ ラ ゲナ ー ゼ処理 によ

り単離 し実験に供 した｡ ミ ト コ ン ドリア の 酸化還元状態を安定させ るた め, 単
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離した心室筋細胞を培養液 (5% 牛血清を含む D M E M) に少 なくとも 3 時間以上保

存 した｡

(2) 心室 筋細胞 を蛍光顕微鏡 ス テ ー ジに 置い たチ ャ ン バ ー に入れ , グル コ
ー ス

を含まな い T y r o d e 液 で港流 した ｡ T y r o d e 液 の 組成は , N a Cl 1 4 0 , K C 1 5 . 4 , C a C1 2

1 . 8
,
N a H
2
P O
｡
0 . 3 3

,
M g C 1 2 0 . 5

,
H E P E S 5 (p H = 7 . 4) で ある ｡

(3) M i t o K A TP チ ャ ネル 活性化 の指標と して フ ラ ボプ ロ テイ ン自家蛍光を測定した｡

M i t o E
A TP チ ャ ネル の 開 口 により K

＋

が 細胞質か ら マ トリ ッ ク ス - 流入す る と, 呼吸

鎖にお ける 打 の排出が促進 され る ためフ ラボブ ロ ティ ン酸化反応が冗進 して蛍

光が増強する ｡ フ ラボプ ロ テイ ン自家蛍光 は励起波長 4 8 0 n m , 測光波長 5 2 0 n m

にて 測定 した
5)
｡

(4) 蛍光強度は脱共役薬で ある 2 , 4 -

di n i t r o p h e n o l ( D N P) を実験終了時に 添加

して
, 最大酸化反応を起 こ した ときの フ ラボブ ロ ティ ン自家蛍光を 1 0 0 % と した

相対値 で表示 した｡

(5) デ ー タ は 平 均値 ± 標準 誤 差 で 表 示 し て ある ｡ 有 意差 の 検 定 は A N O V A

( F i s h e r
'

s p o s t h o c t e s t) を用 い て , P 〈O . 0 5 を有意差 ありとみな した｡

Ⅲ 結果

心筋細胞 に m i t o E AT P チ ャネル の 選択的開 口薬で あ るd i a z o x i d e を添加すると フ ラ

ボプ ロ テイ ン自家蛍光 の 強度が増加す る
5'
o 図 1 A と 1 B は

J
B I 0 1 4 ･ 6 と F l β ハ ム

ス タ ー の 心筋細胞 に di a z o x i d e ( 1 0 0 Fl u) を添加 したとき の フ ラボプ ロ テイ ン

自家蛍光の経時的変化の典型例をそれぞれ 示 して い る ｡ B I O 1 4 . 6 の 心筋細胞 は ,

di a z o xi d e を添加 して か らフ ラ ボプ ロ テ イ ン 自家化蛍光が増加 しは じめ る まで

の 時間 (l a t e n c y) が約 1 5 分あり , そ の あと蛍光は徐 々 に増加 して D N P の 蛍光

強度 の約 4 0% ま で達 した｡ 一 九 対 照群で あ る F l β の 心筋細胞で は , 1 a t e n c y が
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B I O 1 4 . 6 より短く ( 約 8 分間) , そ の あと フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光は D N P の 蛍

光強度の 約 4 0% ま で 増加 した ｡ 図 1 C は d i a z o x l d e (1 00 〟 M) による フ ラボプ ロ

テイ ン酸化反応 を多数例で ま とめたも の で ある ｡ B I O 1 4 .
6 は 48 . 1 ± 5 . 7% , F l β

は 4 5 . 1 ± 5 . 6% ま で フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光がそれぞれ増加 し, 両者に差 はみ

られ なか っ た ｡ し か しなが ら, 図 1D に示す ごとく , B I O 1 4 . 6 の 1 a t e n c y は 1 5 . 2

±0 . 7 分, F l βは 8 . 0 ± 1 . 2 分で あり , B I O 1 4 . 6 の ほうが有意 に延長 して い た ｡

われ われ は , m i t o K A TP チ ャ ネル が p r o 七e i n ki n a s e C ( P K C) により括性化され

ると
,
1 a t e n c y が 短縮す る こ と を報告 し た

5
･
6)
｡ そ こ で , P K C を活性化する

b r a d y k i n i n の B I O 1 4 . 6 心筋細胞 m i t o K A TP チ ャ ネル に 対する作用を検討 した｡ 図

2 A に フ ラ ボプ ロ テ イ ン 自家蛍光の経時的変化 の典型例を示す｡ B I O 1 4 . 6 の J[J 筋

細胞 は , di a z o x i d e ( 1 0 0 LL M) を添加す る と約 15 分の 1 a t e n c y があり, そ の あ

と D N P の蛍光強度 の約 5 0% まで増加 した｡ D i a z o x i d e を w a s h o u t した あと ,

b r a d y k i n i n ( 1 F l u) を単独 で添加 して も フ ラボブ ロ ティ ン 自家蛍光は変化 しな

か っ た｡ しか しなが ら, b r a d y ki ni n 存在下に d i a z o x i d e を添加 すると, 非存在

下と比較 して , 1 a t e n c y は 約 7 分 - 短縮 し, フ ラボプ ロ テイ ン自家蛍光もD N P の

蛍光強度の 約 7 0 0/o まで増加 したo 図 2 B に示す よ うに , d i a z o x i d e 単独 で は 4 3 . 8

± 6 . 8% で あ っ た フ ラボプ ロ テ イ ン自家蛍光が , b r a d y k i ni n 添加 によ り 63 . 7 ±

3 . 6% に有意に増加 した (P 〈O . 0 5) ｡ また , 図 2 C に示すように , b r a d y k i n i n 存在

下で は 1 a t e n c y が 1 6 . 2 ± 0 . 7 分か ら 8 . 4 ± 0 .
7 分 - 有意に短縮 した (P 〈O . 05) 0

すなわち, b r a dy k i n i n に より d i a z o x i d e の フ ラボプ ロ テイ ン酸化反応が増強 し

たo

Ⅳ 考察

本研究で は 心筋症 ハ ム ス タ ー

B I O 1 4 . 6 を用 い て m i t oK AT ｡ チ ャ ネル の 機能解析
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を行な っ た o こ の ハ ム ス タ
ー で は心筋細胞表面膜の イ オ ン チ ャ ネル の リ モ デリ

ン グが起 こ り, L 型 C a
2 ＋
チャ ネル 電流 (I c a) や

-

過性外 向き電流 (I t ｡) が減少 し

て活動電位持続時間が延長 して い る
7)
｡ 今回の 実験で は , B I O 1 4 . 6 ハ ム ス タ

ー

心筋細胞 は , 対照群で ある F l βと比較 して , m i t o E AT P チ ャ ネル 活性化 の指標 で あ

るフ ラボプ ロ テ イ ン酸化反応 の 1 a 七e n c y は延長 して い た ｡ しか しながら, フ ラ

ボブ ロ テ ィ ン 自家蛍光の増加 の程度に は 差が なか っ た ｡ 両群で 同程度の酸化反

応が起 こ っ た こ とか ら, m i t o K A TP チャ ネル の 密度は B I O 1 4 . 6 心筋細胞で減少 し

て い な い と推察され る ｡ B I O 1 4 . 6 心筋細胞 の 1 a t e n c y が b r a d y k i n i n に より短縮

し, か つ 酸化 反応 も増強 したo こ の 効果 は , a d e n o s i n e が P K C を介 して m i t o K ATP

チ ャ ネ ル を活性化 し 1 a t e n c y を短縮させ る こ とと 一

致 して い る
6)
o したが っ て ,

BI O 1 4 . 6 心筋細胞 は , 細胞 内情報伝達系とく に P E C の 活 性化 に異常がある の で

は ない か と推測され る o 実際, B I O 1 4 . 6 で は PK C の 活性化が低下 して い る との

報告もあり
8)
, こ の 点 は さらに検討をする必要がある ｡

今回 は心室筋細胞を用 い て検討 したが, 心房筋細胞 の m i t o K AT P チ ャ ネル機能や

心房細動 に お け るリ モ デリ ン グ に つ い て も今後検討す る予 定 で あ る ｡ 最近 ,

m i t o E
AT P チ ャ ネル の 分子構造は , ミ ト コ ン ドリア 内膜 に あ る A B C 蛋白 の ひ と つ で

ある M A B C l と s u c c i n a t e d e h y d r o g e n a s e がその 構成分子 で ある こ とが 示唆され

て い る
9)
｡ 残念なが ら, チャ ネル 孔 を構成する分子 の 同定 に は まだ至 っ て い な い ｡

今後, m i t o K ATP チ ャ ネル の分子構 造が解明されれば, チ ャ ネル の リ モ デリ ン グに

関する新たな知見も得られ る で あろう｡ 最近 , 心筋細胞 の ミ ト コ ン ドリ ア 内膜

に は C a
2 ＋

活性化 K
'

( m i t o K ｡ a) チ ャ ネル が存在する こ とが報告された
10)
o われ わ

れ は , m i t o K c a チ ャ ネル が p r o t e i n k i n a s e A によ っ て活性化 され , m i t oE AT P チ ャ

ネル と同様 に ミ ト コ ン ドリア 内 c a 2
十

過負荷 を抑制 して 心筋保護的に働く こ とを

報告 した
1 1)
. こ の m i t o E ｡ a チャ ネル の リ モ デリ ン グに つ い て も , 非常に興味 の あ
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る重要 な研 究課題 で あり, 今後検討 した い と考えて い る｡
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図 2
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A b st r a c t

S a e g u s a e t al . P ag e 2

O bj e ctiv e : W 岨 e atri al n at ri u r e ti c p ep tid e ( A N P) h a s b e e n sh o wn t o b e r el e a s e d m ai nl y

fr o m c a rdi a c m u s cl e c ells i n r e sp o n s e t o 血i al d ist e n si o n , th e r eg ul at o ry m e c h an i s m s of

A N p s e c r eti o n a r e still n ot fu lly u n d e r st o o d . W e s o u g 出 t o d et e r mi n e w h eth e r

A T P - s e n siti v e K
'

( K J U P) c h a n n el m od ul at e s th e s e c r e ti o n of A N 汽 u sin g mi c e w ith

h o m o zy g o u s k n o c k o ut of th e 鮎r6 ･ 2 ( a p o r e -f o mi n g s ub mi t o f c a rd ia c K m p ch a 皿 el)

g e n e ･ M c 也 o d s : K A r P C h an n el c u r r e n ts w e r e r e c o r d ed 丘o m is ol at ed m o u s e atri al c ells

wi th p at c h cl am p t e ch niq u e s ･ Pl a s m a A N P c o n c e n tr ati o n i n an e s th eti z ed mi c e
,
A N P

c o n土e n土 a n d s e c r eti o n in i s ol ated atri al p r e p a r a ti o n s w e r e d ote - ed b y

r adi oi rr - un o a s s ay ･ A cti o n p ot e nti al s w e r e r e c o rd e d fr o m th e is ol ated atri a . R e s u lts :

E x p o s t u e t o 2 ,4
-di nitr op h e n ol (1 0 0 p M ) e v o k ed a glib e n cl a mi d e - s e n siti v e K A T P C h a m el

c u r r e nt in at ri al c ells 丘o m wi 1d -

ty p e ( W T) b ut n ot E i r6 . 2 kn o ck o u t ( Ki r6 .2 K O) mi c e .

Al th o u g h th e r e w e r e n o s lg nifl C an t d iff er e n c e s in th e b a s al pl a s m a A N P l e v el b et w e e n

W T an d Ki r 6 ･2 K O mi c e , v ol um e e xp an si o n c a u s ed a s lg mi fi c an t el e v ati o n of pl a s m a

A N T c o n c e n tr a ti o n i n Ki r6 ･2 K O b ut n ot W T mi c e wi th a c c o m p an y l n g h y p ot e n si o n .

Wh e n i s ol at ed le ft a;tri a w e r e s tr e tc h ed
,
A N P s e

J
C r et ed in to th e b ath 丘o m K ir6 .2 K O atri a

w a s s lg ni fl C a n tly hi gh e r th an th at 丘o m W T at ri a ･ F u rth e rm o r e
,
s tr et chi n g th e at ri a 丘o m

W T b u t n o t Ki r6 12 K O mi c e s ig nific a n tly s h o rt e n e d th e a cti o n p ot e mi al d u r ati o n . A

h yp ot o ni c str e t ch o f th e m e m b r an e in d u c ed th e glib e n cl a mi d e -

s e n siti v e K A T P C h a m el

c u r r e nt i n at ri al c e11s 丘o m W T b ut n o t Ki r6 .
2 K O mi c e . C o n cl u si o n s : K ir6 .2 i s

e s s e Ⅱti al fTo r th e 丘m cti o n o f K A T P C h a r m el in m o u s e atri al c ells . G i v e n th at Ei r 6 .2 K O

mi c e a r e s u s c eptibl e t o str e t c h in d u c ed s e c r eti o n of A N P
,
o u r r e s ul ts s u g g e st th at K n p

ch m ll el m ay a c t a s a n eg ati v e f e e d b a c k m e ch a nis m f o r th e c o n tr ol of A N P s e c r e ti o n .

K ey w o r d s : n atri u r eti c p eptid e; K -ÅT P ch a m el; m y o c yt e s

- 1 8 -
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1 . ‡n☆F O d Ⅶc ti o n

S a e g u s a et al 一 P ag e 3

A T P - s e n siti v e K
'

( K J W P) ah a - el s , ori gi n al ly dis c o v e r ed in c a rdi a c m u s cl e [1] , a r e

P r e s e n t i n m a n y tis s u e s an d pl ay an i m p o rt a n t r ol e i n v a ri o u s c ell ul a r r e sp o n s e s [2] . T h e

m ol e c ul a r id e n tity of s a r c ole m m al K A T P C h an n el s is n o w k n o wn t o b e a

h et e r o - o c ta m e ri c c o m pl e x of fo ur p o r e
-fa r mi n g s ub u nit( K ir6 ･ Ⅹ) an d fわu r s ulf o H yl u r e a

r e c e pt o r r e g ul at o ry s u b u mi t ( S U R)[2] . P r e vi o u s st u die s h a v e sh o wn th at m ut an t mi c e

l a c ki n g th e 鮎r6 ･2 s ub mi t of K A T P Ch a 皿 el s ( K ir6 ･2 K O mi e) displ ay o b vi o u s

i m p ai rm e Ⅱt of th e i n s uli n r e sp o n s e t o gl u c o s e [3] an d a y e s u s c eptibl e t o g e n e r ali z e d

s ei z u r e s a 鮎 r b ri ef h yp o xi a [4] ･ O u r r e c e n t s t ud ie s u si n g th e K ir6 .2 K O mi c e h a v e

p r o vid ed dir e c t e vid e n c e th at Ei r6 ･ 2 f o rm s th e p o r e r e g i o n Of v e n tri c ul a r K ∬ p ch a m el s

[5] a nd th e a cti v ati o n o f K A = T Ch a - els p h y s an i m p o rt a n t r ol e i n c a rdi o p r ot e cti o n [6] .

M o r e r e c e ntly , K ir 6 ･ 2 K O m o u s e m o d els hi gh ligh t th e i m p o rta n c e o f K m p ch a m els i n

th e ad apt ati o n t o str e s s b ey o n d th eir r ol e in cy t o p r o t e c ti o n [7] .

Al th o u g h c o n sid e r abl e ad v an c e s h a v e b e e n m ad e in r e c e = t y e a r s t o w a rd s

un d e r st an d in g th e n at ur e o f v e 血i c ul a r K 灯P Ch an n el s , th e m ol e c ul a r id e = tib r a n d

触1Ctio n al r ol e of atri al K A T P Ch a m el s ar e p o o rly un d e r st o o d . A tri al diste nti o n c a u s e s

r el e a s e i nt o th e cir c ul ati o n of atri al n atrh m ti c p ep tid e ( A 肝) , a h o r m o n e th at pl ay s a

r ol e in th e r eg u h ti o n of c a rdio v a s c ul a r h o m e o s t a sis [8] ･ Si n c e th e g ati n g of th e at ri al

K m p ch a m el is m e ch a n o s e n siti v e [9] , th e r el ati o n ship t o th e p r o c e s s of A N P s e c r eti o n i s

a s ubj e ct o f c o n sid e r abl e int e r e st ･ 監血 et al . [ 1 0] r ep o rt ed th at th e K A T P Ch a m el bl . c k e r

glib e n cl a mi d e s u p p r e s s ed th e str et ch - s ti m ul at ed A N P s e c r eti o n & o m r at atri a . O n th e

oth e r h an d , c o n ni cti n g o b s e rv ati o n w a s r ep o rt ed th at th e K A T P C h a J n el bl o ck e r

t olb ut a mi d e in c r e a s ed th e r el e a s e of A N P in n e o n at al r at at ri al m y o c yt e s [1 I] . M o r e o v e , ,

X u et al l [1 2] r e p o rt e d th at th e st r e t ch -i n d u c ed A N P s e c r e ti o n w a s i nhibit e d b y R A T ,

c h a - el op e n e r s ･ T h u s , th e r e s ul ts s o f a r o bt ai n ed b y u s i n g K N P Ch a 皿 el bl o ck e r s a n d

- 1 9 -
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op e n e r s a r e n o t c o n cl u si v e ･ h thi s st ud y , w e s o u gh t t o d et e mi n e w h eth e r at ri al K A T P

ch a n n el r e g ul ate s th e s e c r e ti o n o f A N P , u s l n g Ki r6 .2 1 d e fi ci e nt mi c e . T h e r e s ult s s h o w

t h t 且ir6 .2 is e s s e nti al fo r d l e fu n ctio n of atri al K m p ch a r m el an d K ir6 .2 -d efici e nt mi c e

a r e s u s c eptibl e t o th e str e tc h -i n d u c e d s e c r e ti o n of A N P .

- 2 0 -
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2 . M c 地 o d s

S a e g u s a et al . P a g e 5

2 ･ 1 ･ K i r 6 . 2 - d ejici e n t m i c e

A ll p r o c e d t u e s w e r e p e r fo r m ed i n c o n f o mi ty w ith th e G uid e f o r th e C a r e a n d U s e

of L a b o r a t o ry A n i m als 即I H p u bli c ati o n N o ･ 85 - 23
, r e vis ed 1 9 9 6) , an d w e r e ap p r o v ed

b y th e l n stit uti o n al A 由 m al C ar e a nd U s e C o mi tt e e of C hib a U niv e r sity ･ A m o u s e li n e

d e fi ci e nt in th e K ∬ p ch a m el s w a s g e n e r at ed b y t a rg ete d dis ru pti o n of th e g e n e c o di n g

f o r E ir6 ･ 2
, a s d e s cri b ed p r e vi o u sly [3] . C 5 7 B L/6 mi c e w e r e u s ed a s c o n tr ol b e c a u s e

th e y h ad b e e n b a ck c r o s s e d t o a C 5 7 B L/6 st mi n fo r fi v e g e n e r atio n s . T w elv e - t o

f o u rt e e n - w e ek s old K ir 6 .2 - d efl Ci e Ⅱt mi c e o r C 5 7 B L/ 6 c o n tr ol mi c e w e r e u s ed i n this

st u d y .

2 ･ 2
･ E l e c h

･

o p h y siolo g y

Si n gl e atri al c ell s w e r e e n zy m ati c al1y is ol ぬ d b y th e m e th o d of S u z uki et al . [5]

wi th s o m e m o difi c ati o n s , Si n gl e - c h a n n el a n d w h ole - c ell m e m b r an e c u rr e nt s w e r e

r e c o rd ed b y th e p atc h
-

cl am p m e th o d a s p r e vi o u sly d e s c rib e d [5 ,6] . Wh ol e - c ell c Ⅵ∬e n t

r e c o rd in g s w e r e p e rf o r m ed at 3 6
o

C w i th n y st atin i n th e pip ette s ol uti o n ･ Si n gl e at ri al

c ells w e r e s u p e r fu s ed wi th th e H E P E S - Ty r o d e
'

s s ol uti o n ( in m M ) : N a Cl 14 3 , K C 1 5 . 4
,

C a C12 1 ･8 , M g C12 0 ･ 5
,
N a H 2P O 4 0 3 3 , gl u c o s e 5 ･5 , an d H E P E S - N a O H b u ff e r 1 0 (p H -

7 ･4) I T h e pip ett e s ol uti o n c o n t ai n ed (in m M ): K -

a sp ar t at e 1 1 0 , K C1 2 0 , M g C12 1 . 0
,

C a C12 I LO
,
E G T A O ･ 1

, a n d H E P E S - K O H b u W e r 5 (p H - 7 .4) , wi th 2 5 0 p g/ mi n y st at in . A

r am p
-

p uls e p r ot o c ol ト1 0 0 t o ＋5 0 m V o v e r 2 ･5 s e c o n d s , r ep e at ed at 3 0 - s e c o n d h t e rv al s)

w a s u s ed t o r e c o rd th e q u a si
-

st e ad y - st a te m e m b r an e c u r r e nt ･ F o r th e e x p e ri m e n ts o f

hy p ot o ni c str et ch of th e m e m b r an e (Fig 1 6) , th e i s ol at ed atri al c ell s w e r e e x p o s e d t o th e

l o w - chl ori d e is ot o ni c o r h y p ot o ni c s ol uti o n i n o rd e r t o mi ni mi z e s w ellin g
-i n d u c ed

chl o rid e c v r r e n t c o n t 血 ati o n [ 1 3] ･ Ⅰs ot o ni c s ol uti o n c o n t ai n e d (in Hi M ) : N a -

a sp a rt at e

- 2 1 -
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8 0
,
K C 1 5 ,4

,
C a C l2 l ･8

,
M g Cl2 0 . 5

,
N a H 2P O 4 0 .3 3 , gl u c o s e 5 .5

,
m a mi t o1 11 9

,
an d

H E P E S - N a O H b u ff e r 1 0 (p H - 7 ･ 4
,

記3 6 o C) w i血 th e o s m ol a ri ty of 3 0 0 m o s m o u k g H 2 0 .

H y p ot o mi c s ol uti o n w a s p r ep a r e d b y s l m Ply o mi ttin g m a n nit ol 丘o m t h e i s ot o ni c

s ol uti o n wi t h th e o s m ol ali ty of 1 8 0 m o s m ol/k g H 2 0 ･ F o r s in gl e
-

ch a rL n el r e c o rdi n g s

丘o m th e c ell ･ att a ch e d p at ch e s , sy m m e tri c al hig h K
'
e x t e r n al an d i n t e m al s ol uti o n s

( 記2 2
o

C) w e r e u s e d ･ T h e e xt e m al s ol uti o n c o n t a in ed (i n m M ) : K Cl 1 4 0 , E G T A 5 ,

N a 2
- A T P O ･1

,
an d H E P E S - K O H b u ff e r 5 (p H - 7 . 4) , an d th e pip ett e s ol utio n c o n t ai n e d

(i n 叫 : K Cl 14 0 , M g C12 1 ･ 8
,
C a C l2 1 ･8

,
an d H E P E S - K O H b u ff e r 5 (p H - 7 .4) . T h e

c u r r e n t sig n als w e r e digitiz e d at 2 k H z fo r d at a
,
a n aly sis w ith p Cl am p s o 氏w ar e ( A x o n

l n st ru m e n t s , F o st e r CiQ r , C A) .

2 . 3 . V ol u m e e x p a n si o n

T h e mi c e w e r e an e s th etiz ed wi th Ⅷ eth an e ( 1 .5 g a g , i .p .) an d pl a c e d o n a h e at in g

p ad t o m ai nt ai n r e c t al t e m pe r at u r e s at 3 7
o

C . T h e l e 氏 e xt e r n al j u g ul a r v ei n w a s

c a m ul at e d with s m all p oly e th yle n e c a th et e r s f o ri ntr a v e n o u s i n fu si o n . V ol m e

e x p an si o n w a s p e r f o r m ed b y a m o d ific ati o n of th e m e th od of Ki shi m ot o et al . [1 4] . T h e

l a ct at ed Rj n g e r
'

s s o h tio n c o nt aimi n g 4 .5 % b o vi n e s e r um al b u mi n w a s i n fu s ed at a r at e

o f 2 0 0 pl/h /g (b od y w eight) f or 3 0 mi n . T h e r a Lt e Of in fu si o n w a s th e n l o w e r ed t o 4 .3

pl瓜/g f o r an oth e r 3 0 mi n . I n s o m e e x p e ri m e nt s th e i niti al i n fu si o n r at e w a s i n c r e a s e d

fr o m 2 0 0 t o 4 0 0 トLl他/g f or 3 0 mi n , a 洗er w hi ch th e i n fu si o n w a s c o nt in u e d at a r a t e of 4 .3

p 仙/g fo r 3 0 mi n ･ T h e s e i n fu si o n s w e r e c a mi e d o ut w ith a mi c r oi n h si o n p u m p ( H a r v a r d

A p p a r a t u s , M A) I A t th e e n d o f th e v ol um e e x p an si o n , b lo o d ( 7 0 0 pl) w a s d r a wn 丘o m

th e ri g ht c a r o tid ar t e ry , c oll e ct e d h t o tu b e c o nt ai ni n g E D T A an d ap r oti mi n , an d

c e = t ri fu g ed f o r 2 0 mi n at 4
o

C ･ Pl a s m a s am pl e s w e r e st o r ed at
- 8 0
o

C u n til an aly z ed b y

A N P r adi oir m un o a s s ay .

- 2 2 -
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2 . 4 . H e m o dy n a m ic m e a s u r e m e n ts

A rt e ri al bl o o d p r e s s u r e w a s m e a s u 托 d c o ntin u o u sly in mi c e an e s th eti z ed w ith

u r e th an e ･ T h e ri gh t c a r o tid a rt e ry w a s c a m ul at ed w i th s m all p oly eth yle n e c ath et e r s f o r

th e m e a s u r e m e n t o f bl o o d p r e s s u r e vi a a p r e s s ur e tr a n sd u c e r . H e a rt r at e w a s d e ri v ed

丘o m th e a r t e ri al bl o od p r e s s 1汀e S lg n al .

2 1 Is ol at e d at ri al p r ep a r a ti o n s

Tis s u e b ath p r e p a r ati o n s o fl e 丑 atri a w e r e p r e p a r ed b y a m o difi c a:ti o n o f th e

m e th o d d e s c ri b e d b y B ild er et al .[ 15] . B ri e n y , l eft at ri a fr o m W T a n d E i r6 . 2 K O mi c e

w e r e dis s e c t ed B e e
,
an d pla c ed i n a 3

-

m l w a t e rj a c k ete d ti s s u e b ath c o nt ai mi n g

H E P E S - Ty r o d e
'

s s ol uti o n (p H - 7 ･ 4) g a s s ed w i th 1 0 0 % 0 2 (37
o

C) . T h e ed g e of

p r ep a r a ti o n w a s p i n n ed t o th e ru b b e r b a s e o f th e ti s s u e b a th an d el e ctri c al ly p a c ed at a

丘e q u e n cy o f 5 H z ･ A A e r l O mi n e q uilib r ati o n , th e b ath s ol uti o n w a s di s c a rd e d an d l mi

of fr e sh H E P E S - T y r o d e
'

s s ol Ⅶti o n w a s ad d e d t o th e b a th ･ A t ri al p r ep a r ati o n s w e r e

in c u b ated i n th is s ol utio n w i血 o r wi th o ut str et c h sti m d u s . T h e atri a c o n n e c t ed t o a

s tri n g w e r e st r e tc h ed wi th a fl X ed r e sti n g t e n si o n of O ･ 5 g ･ A lt e r 1 O mi n of in c ub atio n ,

th e b a th s ol u tio n w a s c olle ct e d i nt o a t u b e c o ntai mi n g E D T A an d ap r otini n , an d st o r ed at

- 8 0
o

C u ntil an al y z ed b y A N p r adi oi r n m un o a s s ay ･

2 ･ 6 ･ A N P c o n t e n t of th e at ri a

T h e h e a rt s w e r e r apidly r e m o v e d 丘o m th e an e s th eti z ed mi c e an d th e l e允 at ri a

w e r e dis s e ct e d o ut an d i m m edia[t ely fr o z e n i n liq uid mi tr o g e n ･ T h e ly s at e s w e r e ob t a in ed

fr o m th r e e p r e p ar ati o n s b y h o m o g e ni z ati o n i n ic e -

c old b u ff e r ( 0 .1 m M a c e ti c a cid) . T h e

ly s at e s w e r e i n c u b at ed f o r 8 mi n at l O O
o C

,
k ep t o n i c e f o r 1 5 mi n a n d cl e a r ed by

c e ntri fu g ati o n at 6 6 , 0 00 x g f o r 2 0 m in at 4
o
C ･ P r o t e in c o n c e n tr ati o n w a s d et e r mi n ed b y

th e B C A p r pt ei n a s s ay kit (P I E R C E , R o c k fo rd , I L) .

- 2 3 -
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2 . 7 . A N P r a di oi m m u n o a s s ay

T h e c o n c e n tr a ti o n of i mm un o r e a cti v e A N P w a s m e a s u r ed b y c o Ⅱ 皿 er Ci ally

a v ail abl e r adi oi m m u n o a s s ay , a s d e s c ri b ed p r e vi o u sly [1 6] . T h e th r e sh old fo r d et e cti o n

of A N P w a s 1 . 5 p gノ血1 .

2 . 8 ･ A c ti o n p ote n ti al r e c o rdi ng s

T h e p r ep a r ati o n s of l eft at ri a fr o m W T an d 監ir6 .2 K O mi c e w e r e m o un t ed in a

r e c o rd in g c h am b e r an d p e r fu s ed at a c o n st an t fl o w ( 5 mi / mi n) w i th T y r o d e
'

s s ol u ti o n (in

m M ) : N a C l 1 2 5 , K C1 4 .0
,
C a Cl2 2 . 7

,
M g C12 0 .5

,
N a H 2P O 4 1 .8

, gl u c o s e 5 .5
,
an d

N al I C O 3 2 5 an d g a s s e d wi th 95 % 0 2/ 5 % C O 2 ( 3 7
o
C) . A cti o n p ot e n ti al s w e r e e v o k ed b y

el e ct ri c al fleld sti m ul ati o n at 5 H z (2 - m s r e ct an g ul ar p ul s e s a t 2 ×th r e sh ol d i nt e n sity)

an d r e c o rd e d b y u s e o f a 3 M K Cl
- fllle d mi c r o el e ctr od e (tip r e si st an c e l O I T 2 0 M f2) . T h e

e d g e o fl e 丑 at ri al p r ep a r a ti o n w a s s tr e t ch ed wi th a fl X ed r e sti n g t e n si o n o f O ･5 g ･

T r an s m e m b r an e p ot e n ti al w a s r e c o rd e d b y a dir e c t c u r r e n t p r e am plifi er ( M E Z - 72 0 0
,

N ih o n K o h d e n
,
T o k y o , J ap a n) an d digi ti z ed ( P o w e r L ab 2/2 0 , 冬D I n str um e n t s , C a stl e

H ill
,
A u st r ali a) .

2 . 9 ･ D r u g s

T h e foll o w i n g d ru g s w e r e u s ed : n y st at in ( W 祉o P u r e C h e mi c als , O s ak a , J ap an );

glib e n cl a mi d e (S ig m a - Al d ri c h J ap an , T ok y o , J ap an ) . N y st a 血 w a s dis s ol v e d in

m e th an ol at a c o n c e nt r ati o n of 1 0 m g/ d an d ad d ed t o th e pip ette s ol uti o n at a

c o n c e n tr atio n o f 2 5 0 い.g/ mi j u st b e fo r e e x p e ri m e nts . Glib e n cl a mi d e w a s dis s ol v ed i n

di m eth yl s ulf o xi d e a s a st o ck s o h ti o n of 1 0 m M , an d f m al c o n c e Ⅱt r ati o n of di m eth y l

s ul f o xi d e w a s l e s s th a n 0 . 1 % .
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2 . 1 0 . S t a ti sti c s

Al 1 d at a a r e p r e s e n t ed a s m e an 士 S E M ･ St ati stic al c o m p ari s o n s w e r e m ad e w ith

t h e u s e o f St ud e ni
'

s t t e st o r A N O V A c o m bi n ed wi th Fis h e r p o st h o e te s t , a s ap p r op ri at e ･

A p v al u e o fl e s s t h an 0 ･ 0 5 w a s c o n sid e r ed sig nifl C 皿t .

- 2 5 -
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3 . R e s Ⅶlt s

S a e g u s a et al . P a g e 1 0

3 ･ 1 . K A T P Ch a n n eljTu n ctio n i n a tri a l c ells

W e ru st e v al u at ed K N P C h a - el fu n cti o n in atri al c ell s is ol at ed fr o m wi 1d -

ty p e

( W T) an d E ir6 .2 -d efi cie rlt ( Kir 6 . 2 K O) mi c e . Wh ol e -

c ell m e m b r an e c u r r e n ts w e r e

r e c o rd e d u 血 g a r a I 叩
-

p ul s e p r o t o c ol (Fig s ･ 1 A a nd l B) . T h e r e w e r e n o sig ni丘c 皿 t
l

diife r e n c e s in th e d e n sity of th e o ut w a rd c Ⅷ汀e nt at 0 m V b et w e e n atri al c ells i s ol ate d

丘o m W T (1 ･4 j = 0 ･1 p A /p F , A
- 6) an d K ir6 ･2 K O mi c e (1 .6 土 0 . 1 p A /p F , n

- 6) i n th e

c o nt r ol c o n diti o n ･ I n W T c ell s , m e t ab oli c i n hib itio n w i th a gl u c o s e - fr e e , 10 0 p M

D N P - c o n t ai nin g s ol uti o n i n d u c e d an o tlt W a rd c u rr e n t (9 .1 土 0 . 1 p A /p F at 0 m V , n
- 6) ,

w hic h , b y virt u e of it s bl o ck ad e b y 1 LL M glib e n cl a mi d e (1 .3 土 0 . 1 p A 佃F , n - 6) , w a s

c o 血 e d t o b e th e K A T P C u rr e n t ･ H o w e v e r , s u ch a m e m b r an e c u rr e n土c h an g e w a s n ot

o b s e rv e d i n K ir6 ･ 2 K O c ells (l ･ 6 土 0 ･1 p A /p F a R e r m e t ab olic i n hibiti o n , n
- 6) . Wh e n

th e atri al c ells w e r e e x p o s ed t o a s ol uti o n c o n t ai ni n g D N P ( 1 0 0 p M ) , si n gl e K A T P

ch a m el a c ti vity c o ul d b e r e c o rd ed 丘o m 2 5 of 2 5 c ell - a;tt a ch ed p at c h e s o f 9 W T mi c e

伊ig ･ 1 C) I T h e ch a m el op e n in g s w e r e i n hib ite d b y ad ditio n of 1 LL M glib e n cl a mi d e t o

th e s ol uti o n (d at a n o t sh o wn ) . T h e li n e a r sl op e c o n d u ct an c e , o b t ai n ed fr o m th e

c u r r e nt - v olt a g e r el ati o n ship 丘o m
- 10 0 m V t o - 10 m V f o r th e si n gl e ch a m el c u ∬e nt o f

W T c ells
,
w a s 71 ･ 6 土 1

1 7 p S ( n = 7) ･ I n c o n t r a st , o p e ni n g o f K n p ch a m els c o uld n ot b e

r e c o r d ed fr o m a ny c e11
1 att a C h e d p atc h e s o f Ki r6 . 2 K O c ell s ( n - 1 8) . T h e s e r e s ults

i n dic at e th at Ki r6 .2 i s e s s e n ti al fo r th e 血n cti o n of K N P C h a m el i n at ri al c ell s .

3 ･ 2 ･ EH e ct of v ol u m e e x p a n si o n o n p la s m a A N P l e v el

l n an e s th eti z ed mi c e
,
th e r e w e r e n o s lg mi flC a n t diff er e n c e s in th e b a s al pl a s m a

A N P c o n c e n tr ati o n s b et w e e n W T (2 8 ･ 7 土 3 . 0 p g/h d , n
- 7) an d E i r6 .2 K O mi c e (3 6 .6 土

4 ･9 p g/ mi , A
= 6) I A lt e r v ol Ⅶ n e e x p an si o n (2 0 0 pl/h/ g f o r 3 0 mi n a n d 4 .3 p u h/g fo r

- 2 6 -
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an o th e r 3 0 mi n) , th e pl a s m a A N P l e v el w a s i n c r e a s ed t o 3 1 .8 土 1 . 6 p g/ mi ( n
-

7) i n W T

mi c e , b ut this c h an g e w a s n ot s t atisti c all y sig mi fi c a nt( p
≡ 0 ,

.3 8 5 v s . b a s eli n e) , O n th e

oth e r h a n d
,
K ir 6 ･ 2 K O mi c e r e a c t ed t o v ol um e e x p an si o n an d th e pl a s m a A N T

c o n c e n tr ati o n si g nific a ntly in c r e a s ed t o 7 3 ･ 5 j= 13 ･4 p g/ mi ( n - 5 , p - 0 . 02 1 v s . b a s elin e) .

T h e el e v ati o n of pl a s m a A N P l e v els o b s e rv ed i n K ir6 ･2 K O mi c e w a s n o t ably hi g h e r

th an th at ob s e rv ed in W T mi c e( p
-

0 .0 0 4) 咋ig . 2) . Wh e n th e i mi ti al i n fu si o n r at e w a s

i n c r e a s e d 舟o m 2 0 0 t o 4 00 pl 仙g f o r 3 0 mi n ( th e n th e r a te of i n fu si o n w a s l o w e r e d t o 4 .3

pl 伽g f o r 3 0 mi n) t o gi v e a s e v e r e v ol u m e e x p an si o n , th e pl a s m a A M P c o n c e nt r ati o n i n

W T mi c e si g mi fl C a n tly in c r e a s ed t o 4 9 ･8 土 8 ･2 p g/ mi ( n - 4
, p

- 0 . 02 4 v s . b a s el in e) . T his

v al u e w a s n o t sig nific an tly di H e r e nt A :o m th at in Ei r6 ･2 K O mi c e (5 3 . 9 j = 4 . 9 p g/h d , n
-

4) . T h e s e r e s ults i n di cat e th at K ir6 ･ 2 K O mi c e a r e s u s c eptibl e t o th e A N P s
l
e c r eti o n b y

v o h m e e x p an si o n .

3 ･ 3 ･ H e m o dy n a m i c eH e cts of v ol u m e e xp a n si o n

T h e r e w e r e n o s lg nifi c an t di ff e r e n c e s i n th e b a s al v al u e s o f m e an a rt e ri al p r e s s u r e
■

( M ) b et w e e n W T a nd Ei r6 ･2 K O mi c e (Fig . 3) . T h e v al u e s o f M A p at 3 0 m 払 of

v ol u m e e x p an si o n w e r e si mi la rly i n c r e a s e d in b o th W T (1 1 2 . 0 土 4 . 1 % o f b a s eli n e
, n

-

4) an d E i r 6 ･2 K O mi c e (11 1 13 j = 2 13 % of b a s elin e
,
n
- 4) . I n W T mi c e , M A P r et u m e d t o

b a s el in e l e v el s a 鮎r 6 0 mi n of v ol Ⅵm e e x p an si o n ( 9 6 ･ 7 土 6 ,2 % o f b a s el血e , A - 4) . I n

c o nt r a s t , 6 0 mi n of v ol u m e e x p a n si o n i n th e Ki r 6 ･ 2 K O mi c e p r o d u c ed sig nifi c a nt

d e c r e a s e i n M A P (8 1 ･ 0 土 4 ･ 7 % of b a s el in e
,
n
- 4

, p
< 0

. 05) . T h e r e w e r e n o si g ni fl C an t

di ff er e n c e s i n th e b a s al v al u e s of h e a rt r at e b et w e e n W T (6 5 4 土 3 1 b p m , n
- 7) an d

Ki r6 ･2 K O mi c e (6 4 2 土 5 0 b p m , A - 5) . V ol um e e x p an si o n did n o t alt e r th e h e a rt r at e i n

b oth W T ( 68 9 土 2 5 b p m , n
- 7) an d K ir 6 ･2 K O mi c e ( 6 4 4 土 5 0 b p m , n - 5) .

3 ･ 4 ･ A N P s e c r e ti o n P o m i s ol ate d at ri a

- 2 7 -
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I s ol at e d m o u s e atri al p r ep a r atio n s w e r? u s ed t o s t ud y th e dir e ct e u e ct of

m e ch a ni c al str et ch o n A N ㌘r el e a s e . As sh o wn i n Fi g . 4 , i n m o st c a s e s th e A N P

c o n c e ntr ati o n did n ot e x c e ed th e th r e sh old f o r d et e cti o n (≧1 . 5 p g/ d ) . W e th e r e f o r e

r ep e at ed th e e x p e ri m e nt un til th e A N P s e c r etio n w a s d et e c t e d in 4 o r 5 o f th e

p r e p a r ati o n s in e a c h gr o u p . I n c o n tr ol ( n o n - str e t ch) c o n diti o n s , A N P s e c r e ti o n w a s

d et e ct ed ih 4 of 1 7 a[tri a 丘o m W T an d in 5 of 13 atri a 丘o m K ir6 .2 K O
,
r e sp e c ti v ely . T h e

m e an A N P c o n c e n tr ati o n in e a c h of 4 o r 5 p r ep a r ati o n s ( W T; 2 . 2 j = 0 .2 p g/h d , K ir6 . 2

K O ; 2 . 8 土 0 .4 p g/ mi ) w a s n ot st atisti c ally sig n ific an t . A ft e r m e c h an i c al str et ch f o r 1 0

m 血
,
A N P s e c r e ti o n w a s d et e c te d i n 4 of 1 5 atri a 丘o m W T . I n K ir6 . 2 K O atri a

,
A N P

s e c r eti o n w a s d et e c t e d i n 4 of 8 p r ep a r ati o n s , an d th e m e an A N P c o n c e n t r ati o n (4 .9 j =

0
,
7 p g/ mi ) w a s n o t ably hi gh e r th at th at ob s e rv e d in W T at ri a (2 .4 土 0 .3 p g/h d) 也 -

0 . 04 6) .

A N P c o Ⅱt e H t O f atd a o bt a in e d 丘o m W T an d E ir 6 .2 K O mi c e w a s 0 . 6 4 土0 3 0

n g/ m g p r ot ei n an d 0 . 7 4 j = 0 .2 3 n g/ m g p r ot ei n , r e sp e cti v ely ; th e s e v al u e s did n ot r e a ch

st ati sti c al sig nifi c an c e ( A - 3
, p

- 0 .6 9 6) .

3 . 5 . A c ti o n p ot e n ti als i n is ol at e d a t ri a .

R ep r e s e n t ati v e r e c o r di n g s o f a cti o n p ot e d i al s b ef o r e an d aR e r 5 mi n of str e t ch a r e

sh o wn i n Fig s ･ 5 A an d 5 B . T h e a cti o n p ot e Ⅱti al d t m ti o n ( A p D) i n th e W T atri u m w a s

sh o rt e n ed at 5 m in of str e t ch
,
w hil e th e A P D r e m a in ed un alt e r e d i n th e Ki r6 . 2 K O

atri um ･ As s u r r m a ri z ed in Fig . 5 C , st r e t chi n g th e W T atri a s lg nifl C an tly s h o rt e n ed th e

A P D m e a s u r e d at 9 0 % r ep ol w i z ati o n ( A P D 9 0) to 71 , 8 士 3 .4 % of c o n t r ol ( n
- 4

, p
-

0 ･ 0 0 4) I Str e t ch -i n d u c ed sh o rt e ni n g of A P D 9 0 W a s n ot Ob s e rv e d in Ki r6 .2 K O atri a(9 8 .6

土 0 .7 %
,
n
= 4) .

3 . 6 . H y p ot o ni c st r e tc h
-i n d u c e d K A T P C u r r e n t
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T o d et e mi e w h eth e r K m p ch a n n el c u - n ts c o ul d b e m e ch an i c ally i n d tl C ed , th e

n y st ati n
-

p e rf o r a t ed p at c h w a s u s e d t o r e c o rd w h ol e -

c ell m e m b r a n e c u 汀e nt S
,
an d atri al

c ell s w e r e p e r fu s ed wi th eith e r is ot o ni c o r h y p ot o mi c s ol uti o n s ･ F ig 1 6 A sh o w s th e

r ep r e s e n t ativ e c ⅦT e nt tr a c e s r e c o r d e d i n r e s p o n s e t o v olt ag e r am p s f r o m
- 1 0 0 t o ＋5 0

m V ･ I n an at ri al c ell o f W T
,
a h y p ot o mi c str et ch of th e m e m b r a n e f o r 1 0 mi n e v o k ed an

o u t w a rd c n 汀e nt th at c o uld b e r e d u c ed b y th e s u b s eq u e n t ap pli c atio n of glib e n cl a mi d e (1

LA M ) I T h e r e v e r s al p ot e n ti al of th e gl ib e n cl a mi d e -

s e n siti v e c u r r e nt , w hi c h is ol ated b y

digit al s u bt r a cti o n of th e c u ∬e nt tr a c e i n th e p r e s e n c e of glib e n cl a mi d e 丘o m th at un d e r

h y p ot o mi c c o n diti o n , w a s cl o s e t o th e K
＋
e q uilib ri um p ot e rlti al ( - 8 0 m V

,
d at a n ot

sh o wn ) A O n th e oth e r h an d
,
a h yp o t o mi c str e t ch o f th e m e m b r an e sli gh tly in c r e a s ed th e

o u t w a rd c u r r e r[t i n Ki r6 ･2 K O c ell s
,
b ut this c t - nt w a s n ot bl o c k ed b y glib e n cl a mi d e .

As s u - a ri z ed in F ig ･ 6 B
,
hy p ot o mi c str e t ch of W T c ells si g nifi c an tly in c r e a s ed th e

glib e n cl a mi d e ･ s e n sitiv e o u t w a rd c u r r e n t a t 0 m V fr o m O ･2 3 j = 0 ･ 03 t o l ･ 73 土 0 3 6 p A /p F

( n I 4
, p
< 0 ･ 05) I H o w e v e r , i n K ir6 .2 K O c ells

,
a gl ib e n cl a mi d e - s e n siti v e o u t w a rd

c Ⅶ T e nt W a s n ot e v o k ed t m d e r hy p ot o ni c str et ch ( & o m O ･1 3 土 0 . 03 t o 0 . 1 6 土 0 . 0 7 p A /p F ,

A
= 4

, p
≡ 0 ･6 6) I T h e s e r e s ults i n dic at e th at K m p ch a m el c u r r e n t is a c ti v at e d b y

h y p ot o ni c str e t ch o f th e m e m b r a n e i n at ri al c ells fr o m W T b tlt n Ot 鮎r 6 .2 K O mi c e .

- 2 9 -
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4 ･1 ･ K i r 6 ･ 2 jTo r m s th e p o r e of at ri al K A T P Ch a n n el s

A p r e vi o u s s t u d y u s l n g P r i m a ry C ult u r e d n e o n at al r at atri al c ell s s u g g e st ed th at

m ol e c ul a r c o m p o siti o n of atri al K n p ch a 皿 el s m ay b e di ff e r e nt 丘o m th at o f v e n tri c ula r

K JU P C h a r Ln el s b a s ed o n th e 血皿Cti o n al an d p h a - a c ol o gic al p r ofil e s [1 7] . I n th e p r e s e n t

s t u d y , h o w e v e r , a gl ib e n cl a mi d e - s e n siti v e K A n C h a m el c t m e r[t c o uld b e ob s e r v ed

d u ri n g m et ab oli c i n hibiti o n in atri al c ell s of W T b ut n o t Ki r6 . 2 K d mi c e (F ig s . 1 A an d

l B) I I n additi o n , w e f o u n d th at th e mi t a ry c o n d u ct an c e o f si n gl e K N P Ch an n el c u r r e n t

in W T m o u s e a tri al c ells ( 7 1 . 6 土 1 . 7 p S , A
- 7

,
Fig . 1 C) w a s cl o s e t o th at of v e n t ri c ul a r

c ells (7 5 ･9 土 1 ･3 p S , A
- 7

,
d at a n ot sh o wn ) . T h e r ef o r e , it c an b e c o n cl u d e d th at Ei r 6 .2 i s

e s s e n ti al f o r th e 血IICti o n o f m o u s e at ri al K
J m C h a 皿 els an d Ki r6 .2 K O mi c e a r e

p ot e n ti al ly u s e fu l t o e x a m i n e w h e th e r K N P C h a m el m o d ul at e s th e s e c r eti o n of A N R

4 . 2 . K A T P Ch a n n el m o d ul a te s A N P s e c r eti o n i n vi v o a n d i n v it r o

lt is a c kn o w l ed g e d th at A N P is st o r e d a s p r o
- A N Y w ithi n th e gr an ul e s o f

c a rdi o m y o cyt e s an d r el e a s ed in r e sp o n s e t o a t ri al str e tc h [1 8 ,1 9] . P r o - A N P i s cl e a v ed

d u ri n g th e r el e a s e p r o c e s s b y a c a rdi a c p r ot e a s e , c o ri n , t o fo r m th e b iol o gi c al ly a cti v e

C -t e 血 al A N P 【2 0] ･ H e r e w e e x a mi n ed
,
in vi v o a n d i n vitr o

, w h e th e r K A T P Ch a m el is

c ru ci al fo r th e r e g An ii o n of A N P s e c r e ti o n ･ Pl a s m a v ol um e e x p an si o n w a s u s ed a s a

m e an s of p r o d u ci n g r el e a s e o f th e c a rdi a c A N P g r an ul e s i n vi v o . T h e r e w e r e n o

si g mi fl C an t di ff er e n c e s in th e b a s al pl a s m a A N P l e v els ( Fi g . 2) b et w e e n W T a n d K ir 6 .2

K O mi c e . A 鮎r th e initi al v ol Ⅶ m e e x p an si o n ( 2 0 0 LLU h/ g fTo r 3 0 mi n) , M A P i n W T a nd

Ki r6 ･2 K O mi c e in c r e a s e d t o si mi l ar e x t e n ts ( Fi g . 3) , s u g g e sti n g th at th e v ol um e

e x p 弧 Si o n s e e m ed t o b e e q u al ly e ff e cti v e in b oth W T an d Ki r6 ･2 K O mi c e . I n W T mi c e
,

h o w e v e r
,
v ol u m e e x p an si o n w a s i n s uffi ci e nt t o c a u s e a s lg nifi c an t in c r e a s e i n pl a s m a

- 3 0 -
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A N P c o n c e n tr ati o n ･ D e spite a r a th e r mi ld v ol u m e e x p a n si o n , a s lg nifl C an t in c r e a s e o f
●

pl a s m a A N P c o n c e ntr ati o n w a s o b s e rv e d i n Ki r6 ･ 2 K O mi b e (Fig ･ 2) I A N P p r o m o te s

di u r e sis/ n atri u r e si s a n d r ed u c e s v a s c ul a r t o n e [8] ･ C o n s eq u e n tly , h y p ot e n si o n mi g ht

o c c u r in E i r6 ･2 K O b ut n o t W T mi c e (Fi g ･ 3) , a c c o m p a mi e d b y an e x c e s si v e s e c r eti . n .f

A N T .

A N P s e c r e t ed i nt o th e b ath & o m a tri al tis s u e i n vitr o w a s s m all an d ≦3 0 % of

P r e p ar ati o n s e x c e e d ed th e th r e s h old f o r d et e cti o n i n c o n t r ol c o n diti o n s
･
H o w e v e r

,
4 o f 8

p r ep a r ati o n s (5 0 % ) & o m K ir6 ･2 K O mi c e e x c e ed ed th e th r e sh old f or d et e c ti o n a 鮎r

m e c h an i c al str et ch a n d th e A N P c o n c e n tr ati o n w a s g r e at e r th a n th at o f W T atri a g i g . 4) .

T h u s
,
i n v itr o st u d y u s m g is ol at ed atri a w a s c o n si st e n t w ith th e fi n di n g s l n Vi v o . S i n c e

●

A 抑 c o nt e n t o f W T atri a w a s n ot st ati sti c a u y di ff er e nt fr o m Ei r6 ･2 K O atri a( Fi g . 5) , in

viv o an d i n v itr o st u die s s u g g e st th at K i r6 ･ 2 K O mi c e a r e s u s c eptibl e t o str e t ch -i n d u c ed

s e c r eti o n of A N R F u rth e r m o r e
, g l V e n th e f a ct th at an e x c e s

■

s o f A N P p r od u c e d

h y p ot e n si o n i n B h 6 ･ 2 K O mi c e
,
it is r e a s o n abl e t o s u p p o s e th at a cti v atio n o f K A T P

ch a m els is a m e c h an i s m f o r f e ed b a c k in h ibiti o n of sti m ul at e d A 附p r ele a s e .

4 ･ 3 ･ A c ti v a ti o n of at ri al K A T P C h a n n el s by m e c h a ni c al str e tc h

B a s e d o n p h a r m a c ol o gic al e x p e ri m e n ts , it h a s b e e n p r o p o s e d th at K m p ch a m el s

r eg ul at e A N P s e c r eti o n [1 0 ,11] I I n th e p r e s e n t s t u d y , w e f o u n d th at m e ch a ni c al str e t ch

sh o rt e n ed th e a cti o n p ote n ti al d u r ati o n i n W T at ri a
,
b u t n o t i n K ir 6 ･2 K O at ri a( fig . 5) .

V an W ag o n e r [9] r ep o rt ed th at K A J P C h a Jl n el s i n r a t a trial c ells w e r e m e ch an . s e n siti v e

an d a c ti v a t ed b y a h y p ot o ni c s w elli n g ･ L at e r o n , B a r o n e t al . [1 7] al s o d e m o n s tr at ed a

h y p ot o mi c -i n d tl C ed a c ti v ati o n of th e atri al ap p e n d ag e K A T P Ch a n n el c u r r e Ⅱts . I n

a g r e e m e n t w i th p r e vi o u s r ep o r ts , w e c o uld r e c o rd th e gl ib e n cl am id e - s e n siti v e K j m

c h a m el c u r r e n t i n r e sp o n s e t o a h y p ot o mi c str et c h i n atri al c ell s o f W T b u t n o t Ki r 6 .2

K O mi c e
r

( Fi g 1 6) ･ Al th o u g h w e did n oti n v e s tig at e t h e h y p ot o ni c s tr e t ch -i n d u c e d A 肝

- 3 1 -
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s e c r e ti o n , Ji a o et al . [1 1] h a v e d e m o n str at ed th at a h y p oto ni c s w ellin g in c r e a s e s A N P

s e c r e ti o n i n r at at ri al m y o cy t e c ult u r e . T o g eth e r , th e s e fi n d in g s s u g g e st th at m e c h a ni c al

sti m ul u s o f atri al m y o c yt e s a c ti v at e s K A T P C h an n eli n a s s o ci ati o n w ith A N P s e c r e ti o n .

4 , 4 . P o s sible m e ch a n i s m s u n d e rlyi n g K A TP Ch a n n el
- m e di a t e d r e g ul ati o n of A N P

s e c r e ti o n .

O u r o b s e rv ati o n s r ais e th e q u e s ti o n o f h o w str e t ch -i n d u c e d o p e n l n g Of K A T P

ch a m els p r e v e nt s e x c e s si v e r el e a s e of A N P . T h e di agr am of Fi g . 7 sh o w s th e p o s sible

m e ch a mi s m un d e rly in g K A T P Ch an n el
-

m edi ate d r eg ul ati o n of A N P s e c r etio n . M e ch a ni c al

str et ch i n is ol at e d at ri al tis s u e s w a s r e p o r t ed t o i n c r e a s e th e in tr a c ell ula r C a
2＋
t r an si e n ts

an d th e l ate d u r eLti o n of th e a c ti o n p ot e n ti al s , w hich w a s a s c ri b ed t o th e str et ch
-i n d u c ed

ch an n el a ctiv ati o n an d r e s ul t a nt a u g m e r[t a ti o n o f th e N a
＋
/ C a
2 ＋

- e x c h an g e r i n w a rd

c u r r e n t[ 2 1 ,2 2] . It h a s al s o b e e n p r o p o s ed th at i nt r a c ell ul a r C a
2 '

pl ay s a c ri tic al r ol e in

A N P s e c r eti o n 丘o m atri al c ells
,
an d c h an g e s of c yt o s olic C a

2 ＋
c o n c e n tr ati o n a ff e ct s

A N P s e c r e ti o n [8 ,2 3 ,2 4] , A cti v ati o n of at ri al K A T P Ch a m els b y m e ch an i c al str et ch m ay

d e c r e a s e th e c yt o s oli c C a
2 ＋
c o n c e n tr ati o n b y ab b r e vi at in g th e a c ti o n p ot e n ti al s , w hi c h is

e x p e c t ed r ed u c e th e ti m e f o r C a
2 十
i n 血 Ⅸ vi a しtyp e C a

2 ＋
ch a - els an d t o i n c r e a s e th e

ti m e f o r C a
2 十
e - si o n th r o u g h th e N a

＋
/ C a
2 ＋

- e x ch an g e s y st e m ･ Wh at e v e r th e

m e c h an i s m h v ol v ed
,
th e p r e s e n t st u dy cl e a rly d e m o n s tr at e s th at K ∬ p ch a n n el s

n eg ati v ely r eg u h t e A N P s e c r e ti o n 丘o m at ri al tis s u e s .

4 . 5 . C o n cl u si o n s

A N P i s k n o wn t o p r o d u c e a v a ri e ty of p h y si ol o gi c al a cti o n s s u c h a s di u r e ti c ,

v a s o dil ati v e [2 5 ,26] , an ti -is c h e mi c [2 7] an d an tih y p e rtr op hi c a cti o n s [2 8] . I n th e p r e s e n t

st u dy w e h a v e p r o vid ed e vid e n c e th at Ki r 6 .2 i s e s s e n ti al f o r th e fu n cti o n of K m p

c h a n n el i n atri al m y o c yt e s , an d th at K A T P Ch a n n el
- d ep e n d e nt m e ch a ni s m c o n trib ut e s t o
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t h e r e g ul ati o n of A N P s e c r e ti o n ･ R e c e n tly , a fu n cti o n al st ud y u s m g E i r6 1 2 K O mi c e h a s

d e m o n st r a t ed th at dis ru p tio n of K A T P Ch a - el fu n cti o n l e ad? t o i m p air ed C a
2 ＋
h a n dli n g ,

c a rdi a c d y s 血n cti o n an d l eth al a r rh yth mi as un d e r vig o r o u s sy m p ath etip sti m ul ati o n ,

s u g g e st in g r e q uir e m e n t of K A r P Ch a m el s f o r ad apt ati o n t o ph y si ol o gi c al str e s s [ 7] .

F u rth e rm o r e
,
it h a s b e e n r ep o rt e d th at i n 血ilin g h e a r ts th e m e t ab oli c d y s r e g ul atio n o f

K A J P Ch a m el s c a n o c c u r an d r e s ult an t l o s s o f p r ote cti v e m e ch an i s m s e x p an d s th e ri sk of

di s e a s e p r o g r e s si o n [2 9] . T h e r ef o r e , A N P s e c r e ti o n i n d tlC ed b y i m p air ed K A T P Ch a m el

血n cti o n m ay pl ay a c o m p e n s at o ry r ol e b y p r ot e c ti n g th e h e a rt un d e r p a th o p h y si ol o gic al

st a‡e s ･ It is li k ely , h o w e v e r , th at un d e r p h y si ol o gi c al c o n diti o n s K m p c h a m el m ay a ct a s

a n e g ati v e f e e d b a ck m e c h a ni s m f o r th e c o n tr ol of A N P s e c r etio n .

- 3 3 -
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T his st u dy w a s s u p p o rte d in p a rt b y G r an t s
-i n - A id f o r S ci e n tifi c R e s e a r ch & o m

J ap an S o ci ety fo r th e P r o m o ti o n of S ci e n c e , th e M its u i L i fe S o ci al W elfa r e F o un d atio n ,

K . W at an ab e R e s e a r ch F o un d ati o n
,
an d 也e V ehicl e R a c in g C o Ⅱ 皿 e m O r a ti v e F o un d atio n .

W e a r e g r at e fu l t o D r s ･ S ･ S ein o an d T ･ M i ki , K ob e U mi v e r sity , f o r g e n e r o u s d o n ati o n of

Ki r6 .2 K O mi c e . W e al s o th a n k D r s , H . U e m tlr a an d D r . T . O g w a f o r h elp fu l dis c u s si o n ,

an d M s . Y . R ei e n an d I . S ak a shit a 丘)I e x c ell e nt t e ch ni c al an d s e c r et a ri al a s si st an c e .
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Fig tl r e L e g e n d s

S a eg u s a et al . P ag e 2 2

Fig ･ 1 ･ ( A) E ff e ct of m et ab olic i n hib iti o n wi th a gl u c o s e -fie e
,
D N P -

c o nt aimi n g ( 1 0 0

p M ) s ol u ti o n an d c o ap plic ati o n of gl ib e n cl a mi d e ( G L B , 1 p M ) o n th e

ny st a 血 -

p e rf o r at ed w h ol e -

c ell m e m b r an e c u r r e nt s r e c o rd ed fr o m atri al c ell s of W T

(l e允) an d K ir 6 ･ 2 K O mi c e (ri gh t) I ( B) C Ⅵ∬ e nt d e n siti e s at 0 m V 丘o m c o n t r ol ( n - 6 of

W T
,
n
I 6 of Ki r 6 ･ 2 K O

,
bl a ck b a r) , D N P -tr e at e d ( n - 6 of W T , A - 6 of Ki r6 .2 K O ,

g r ey b ar ) an d D N P ＋G L B ( A
- 6 of W T , d a rk g r ey b a r) mi c e of at ri al c ell s a r e

s t m z w i z e d ･ V al u e s a r e m e an 土 S E M ･

*
p
< 0

.0 1 v s . c o ntr ol . ( C) Si n gl e - ch an n el c u r r e n t

r e c o rd in g s in th e c ell - att a c h ed m o d e b y additi o n o f D N P (1 0 0 p M ) 丘o m at ri al c ells of

W T (1 e耳) an d Ki r6 ･2 K O mi c e (righ t) . T h e t e s t p ote mi al i s in dic at ed o n th e l eR .

F ig ･ 2 ･ E ff e ct o f v ol um e e x p an si o n o n pl a s m a A N P le v el s o f W T an d 監ir 6 .2 K O mi c e .

T o p p an el sh o w s th e e xp e ri m e n t al p r ot o c ol . B ott o m p an el sh o w s s u 皿 a ri z ed d at a f o r

pl a s m a A N P c o n c e nt r ati o n . B l o o d s am p le s w e r e d r a wn a t b a s el in e ( A - 7 o f W T
,
n
- 6

of K ir 6 ･2 K O , g r ey b a r) , a n d a 鮎r v ol um e e x p an si o n ( A
-

7 of W T
,
A
- 5 of Ki r6 .2 K O

,

bla c k b a r) . V al u e s a r e m e an 土 S E M ,

F ig ･ 3 ･ E ff e ct of v ol um e e x p an si o n o n m e an ar t e ri al p r e s s Ⅷ e ( M A P) in an e s th eti z ed

mi c e ･ ( A) C h an g e s of M A P b ef o r e @ a s eli n e) a n d aft e r 3 0 a nd 6 0 mi n of v ol um e

e x p an si o n ･ ”) M J W s a r e gi v e n a s a pe r c e nt a g e of th e v al u e m e a s u r e d a土b a s el in e . D at a

r e p r e s e n t m e an 土 S E M of 4 e xp eri m e n t s fTo r e a ch g r o up ･

*
p
< 0 ･ 05 v s ･ b a s elin e

,
# p <

0 . 0 5 v s . 3 0 m i n .

F ig . 4 . E ff e cts of m e ch an i c al str et c h o n A N P s e c r e ti o n in i s ol at e d atri a & o m W T an d

K ir6 ･2 K O mi c e ･ T h e th r e sh old fo r d ete cti o n o f A N P (1 .5 p g/ mi ) i s r ep r e s e ∬t ed a s d ott ed

- 3 8 -
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1i n e ･ E a c h sy m b ol r ep r e s e n t s d at a 丘o m i n di vid u al p r ep a r ati o n s ･ Cl o s ed sq u a r e s i ndi c at e

th e m e an an d t h e v e rti c al b ar s i n di c at e S E M .

F ig ･ 5 ･ R e p r e s e nt ati v e r e c o rdi n g o f a cti o n p ot e n ti al s b e fo r e ( C o ntr ol , bl a ck) an d 5 mi n

a 鮎r st r e t ch ( St r et ch , g r e y) i n th e atri u m o f W T ( A) a n d Ki r6 ･2 K O ( B) mi c e . ( C)

S ur f - a ri z e d effe cts o f str e tc h o n th e a c ti o n p ot e nti al d u r atio n ･ T h e a c ti o n p ot e n ti al

d u r ati o n
.

a t 9 0 % r ep ol ari z ati o n ( A P D 9 0) w a s m e a s u r ed 5 mi n aB e r st r et ch a n d gi v e n a s a

p e r c e rlt ag e Of th e c o n tr ol v al u e ･ D at a r e p r e s e n t m e an 土 S E M of 4 e xp e ri m e nt s fa r e a ch

g r o u p .

*
p
< 0 . 0 5 v s . c o nt r ol .

F ig ･ 6 ･ A c ti v ati o n of th e atri al K j m C u r r e n t b y h y p ot o mi c str et ch ･( A) O ri gi n al

w h ol e -

c ell v olt a g e
- r a m p c u r r e n t s tr a c e s of at ri al c ell s 丘o m W T (1e革) an d K ir6 .2 K O

mi c e (ri gh t) ･ ”) G lib e n cl a mi d e - s e n siti v e c u rr e n t d e n siti e s･ at 0 m V i n W T ( n - 4) a n d

K ir6 ･ 2 K O ( A = 4) atri al c ells a r e s um m a ri z ed ･ V al u e s a r e m e an 土 S E M .

*
p
< 0 . 0 5 v s .

c o 血 o1 .

Fig ･ 7 ･ H y p o th eti c al r e p r e s e n t ati o n o f m e c h an i s m b y w hich op e m n g of K A T P Ch a m el s

a c ts a s a n e g ati v e m o d ul at o r of A N P s e c r e ti o n . M e ch an i c al str et c h i n atri al tis s u e

i n c r e a s e s th e i ntr a c ell ul a r C a
2 ＋
c o n c e n tr ati o n ([ C a

2 '

]i) an d th e r eb y sti m ul ate s th e , el e a s e

of A N R O n th e o th e r h an d
,
K m p ch a - el o p e n s w h e n st r e tc h ed an d d e c r e a s e s [ C a

2

1 i b y

s h o rt e ni n g o f a cti o n p ot e nti al d u r ati o n ( A P D) , w hi ch i n t u m i n hib it s th e r ele a s e . f A N R

( ＋): sti m ul ati o n ,( ) : i n hibiti o n ･ ( S e e t e x t fo r d et ails .)
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