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はしがき

A T P 感受性 K ' チ ャ ネル は 1 98 3 年 ､ 野間によ っ て は じめて心髄細胞におい て

見い だされ ､ その研究が緒 に つ く こ ととな っ た ｡ 続い て ､ こ の チャ ネル が藤臓

ラ ンゲル ハ ン ス 島β細胞 にも存在 し､ 血糖値の変化によるイ ン ス リ ン分泌調節

にお い て 大 きな役割を果たす こ とが 明 らか とな り ､ 1 9 8 0 年代の後半に は ､

s u w o n yl u r e a 系経 口抗糖尿病薬が こ の A T P 感受性 K
＋ チ ャ ネル を抑制す る薬物

で ある こ とが明 らかにさ れた ｡ 同時に ､ 本邦で 開発され抗狭心症薬として 用 い

られて きて い た n i c o r an d il と い う薬物が A T P 感受性 Ⅹ
＋
チャ ネル を酒性化する

薬物､ すなわち E ＋ チ ャ ネル開口薬で あ る こ とが証明された｡ 1 9 8 0 年代後半か

ら 1 99 0 年代前半 にかけて ､ 多くの K
＋
チ ャ ネルの ク ロ

ー ニ ン グがなされ ､ その

分子構造が明らかとな っ た . しか しなが ら､ A T P 感受性 K
＋ チャ ネル の分子構

造はなかなか同定されなか っ たが､ 1 9 9 5 年､ 共同研究者で ある千葉大学の清野

教授らの グル ー プが､ 膜 2 回貫通型の ポア部分を形成する蛋白( E i re . 2) に A B C

蛋 白の
一 種で あ る s ul f o n yl u r e a 受容体 ( S u 乱) 蛋白を共発現させ ると､ 見事に

A T P 感受性 Ⅹ･ チ ャ ネルの機能を再現で きる こ とを示 し､ それ以降､ A T P 感受

性 K ･ チャ ネル に関す る研究は大きな進歩を遂げる こ ととな っ た｡ その後､ 千葉

大学の 三木らが n r 6 . 2 の ジ ー

ン 夕 - ゲテ ィ ン グによ っ て) ック アウ トマ ウス の

作成にも成功 し､ 各種組織 における A T P 感受性 E
＋ チャ ネル の役割を検討する

こ とが可能となりつ つ あ る ｡

A T P 感受性 K ･ チ ャ ネル はそ の発見当時より ､ 心篇細胞の低酸素時ある い は

虚血時の活動電位幅短縮に関与すると考えられて きた ｡ 心崩虚血時に 披活動電

位幅が短縮 し､ その 結果活動電位プ ラ ト
ー 相で の C a ＋ ＋ 流入が減少して細胞障害

が軽減 し､ 心筋保護的に働くと考えられて きたo すな わち A T P 感受性 K
' チ ヤ
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ネル の活性化は病態 にお ける 一 種の適応現象と考えられて きた . 事実､ こ の チ

ャ ネル を活性化する Ⅹ† チ ャ ネ ル開口薬は虚血心筋保護作用を示すこ とが多く

報告されて きた o しかしなが ら､ 最近 K ' チ ャ ネル 開口其の 心筋保護作用は細胞

膜 に存在する A T P 感受性 K
＋

チ ャネル で 披なく､ ミ トコ ン ドリ ア に存在するあ

る種の A T P 感受性 E 十 チャ ネル が活性化 して発現するとい う仮説も提唱されて

い る o また ､ 心筋 に短時間の虚血負荷を与えるとそ の後の 冠動脈閉塞時の 心筋

梗塞巣が減少するとい う
”

i s c h e mi c p r e c o n diti o ni n g
”

とい う現象が存在す る が､

そ の 成立 にもミ ト コ ン ドリア A T P 感受性 K ' チ ャ ネ ル の 活性化が関与する とさ

れて い る o そ こで 本研究で は､ Ki r6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用 い ､ 心筋細胞膜

に存在する A T P 感受性 K
'
チ ャ ネル の 病態生理的役割を明らかに する ため本研

究を遂行した｡

得 られ た実験成績より､ 代謝阻害時ある い は E ' チ ャ ネル 開口薬投与時の活動

電位短縮には m r 6 _2 をポア成分とす る心筋細胞膜A T P 感受性E
＋ チャ ネル の存

在が必須で ある こ と ､ i s c h e mi c p r e c o n di ti o ni n 嘗の 成立 にも心筋細胞膜 A T P 感

受性 E ＋ チャ ネル の活性化が重要で ある こ とが明らかとな っ た ｡ また､ 虚血
･ 再

潅読後の 心機能 の 回復にも心簸細胞膜 A T P 感受性 K ＋ チ ャ ネル が重要な役割を

果たして お り､ そ の 活性化が C a ＋十 過負荷を軽減さ せ､ 再潅流後 の 心収縮機能回

復を増強する こ とが明 らかとな っ た｡

本 研 究 の 目 的 の 大 部 分 は 達 成 さ れ た と 考 え て い る が ､ i s 血 e m i c

p r e c o n diti o n i n g の 成立 におけるミトコ ン ドリ ア A T P 感受性K
' チャ ネル はなん

ら役割を果た して い ない の か､ ある い はミ トコ ン ドリア A T P 感受性 K
'
チ ャ ネ

ル の 選択的開口薬とされる di a z o xi d e の 虚血心簸保護作用がミトコ ン ドリ アあ

る い は細胞膜 A T P 感受性 K
＋
チ ャ ネル の うち､ どち らの チ ャ ネル の 活性化を介

して い るかな どに つ い て現在検討中で ある ｡ 今後､ 細胞膜 A T P 感受性 K
＋

チヤ
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ネル の 心筋保護効果 の細胞内機構､ ミ トコ ン ドリア A T P 感受性 K ' チ ャ ネル と

い われるもの の 本体､ および細胞膜 A T P 感受性 K
＋

チャ ネル との 関係なども検

討 しなければならない で あろう
T

o 本研究が心筋細胞膜 A T P 感受性 K ＋ チャ ネル

の病態生理学的役割の見直しとその再評価､ そ して 新 しい 心筋保護薬開発など

に関連 した今後の研究の発展 に 少しで も寄与出来れば率い で ある｡

こ の 冊子 に は本研究の 成果 の み ならず､ 本研究の背景とな っ た論文ある い は

投稿申の論文も含めて い る ｡ 本研究は平成 1 1 年度および平成 1 2 年度科学研究

補助金により行われたもの で あり､ 本助成に心より感謝 したい ｡
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u r a T ,

T am a g a w a M , F u ru s a w a Y , S a k a sh it a I , S u z u ki T , M ik i
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1 . 中谷晴昭 . K
'

チ ャ ネル遮断薬の展望 - Ⅰ
駄 遮断薬から次世代 へ -

. 循環器

4 5 : 2 2 7 -2 3 2 , 1 9 9 9

2 . 中谷晴昭 ､ 小倉武彦 ､ 松本泰典､ 大本由樹 . 不整脈を起 こす心臓病の分子

生物学的背景.
T h e r a p e u ti c R e s e a r ch 2 0 : 9 - 1 4

,
1 9 9 9

3 . 中谷晴昭 . 薬物と Q T 延 良 日本製薬業協会医薬品評価委員会基礎研究部

会部会通信 1 9 : 1 7 -6 1
,
2 0 0 0

4 . 中谷晴昭 . 2 1 世紀a) 抗不整脈薬 - 新規 K
'

チ ャ ネル遮断薬の現状と展望 -

.

不整脈治療の最前戦 一 薬物治療と非薬物治療 - 5 5 :5 8 -6 4
,
2 0 0 0

5 . 中谷晴昭 ､ 小倉武彦, 古滞良恵､ 植村展子 ､ 大本由樹､ 玉 川正次 ､ 渡逸康

秀 ､ 庶事男 ､ 垢下育英､ 鈴木俊雄 ､ 森 勝巳､ 小林 智. 抗不整脈薬の K
＋

チ

ャ ネル遮断作用とそ の 電気生理学的意義. 心電 図 20 : 1 9 5 - 2 0 1 , 2 0 0 0

6 . 中谷晴昭 . 医学教育 のな かの 心電図読解 . 心電 図 2 0 : 1 9 3 - 1 9 4 , 2 0 0 0
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- 7 -



T am a g a w a M , S u z u ki T : E ff e ct s of b e p ri dil o n c a rd i a c K
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c o m p a ri s o n wi th am i o d a r o n e ･ N e w S t r at e gi e s f o r An ti a r rh yt h mi c

t r e at m e n t ｢ 抗不整脈療法 の新しい潮流+ 公開研究会 1 9 9 9 年 5 月 東京

2 . O h m ot o Y
,
O g u r a T , K o b a y a s h i S , U e m u r a H , T am a g a w a M , N a k a y a

H :

I n h ibit o r y e ff e ct s of a p ri n di n e o n c a r di a c E
＋

c u r r e n t s : p o s sib l e m e c h a n i s m

of it s e 氏 c a c y a g ai n st at ri al & b ri n a ti o n ･ N e w S t r a t e gi e s fo r

An ti a r rh yt h mi c T r e at m e n t
｢ 抗不整脈療法の新しい潮流+ 公開研究会

1白99 年 5 月 東京

3 . 鈴木俊雄 , 関川敏彦 ､ 根元哲治 , 中谷晴昭 : ラッ ト脊髄圧迫障害モデルの

運動機能回復に対する M S - 1 5 3 の効果 第 10 0 回 日本薬理学会関東部会

1 9 9 9 年 6 月 鶴見

4 .
N a k a y a H : M o d ul a ti o n of c a r di a c li g an d

-

F at e d K
'

ch an n el s b y

a n ti a r rh y th m i c d r u g s an d th e p h a r m a c ol o gi c al si g n i fi c an
c e ･ S e c o n d

E u r o p e an C o n g r e s s of P h a r m a c ol o g y S ym p o si u m 1 9 9 9 年 7 月 ブタ ペ ス

ト

5 . 中谷晴昭 : 病態にお ける K
'

チ ャ ネルの異常化と不整脈治療 第 10 回九州

不整脈研究会 1 9 9 9 年 7 月 福岡

6 . 中谷晴昭 : 慢性心不全とレニ ン ア ンジオテ ン シ ン系の薬理学 第 3 回 レ ニ

ン ･ アン ジオテ ンシ ン系の薬理学 教育講演 1 9 9 9 年 9 月 千葉

7 . 山 口浩史 , S ch w a rt z A ､ V a r a di G , 中谷晴昭 : 電位依存性 C a
2 ＋
チ ャ ネル

のゲ ー

テイ ン グにお ける電位セ ンサ
ー

内の プロ リ ンの役割 第 1 0 1 回日本

案理学会関東部会 1 9 9 9 年 1 0 月 東京
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8 . 植村展子 , 中谷晴昭 : モルモ ッ ト心房筋細胞の K
'

電流系と実験的心房柵動

に対する J T V - 5 1 9 の抑制効果 第 1 6 回日本心電学会学術集会 1 99 9

年 1 0 月 甲府

9 . 中谷晴昭 : 抗不整脈薬の K
'

チ ャ ネル遮断作用とそ の電気薬理学的意義 第

1 6 回日本心電学会学術集会 パ ネルディス カ ッ シ ョ ン 1 9 9 9 年 1 0 月 甲府

1 0 . 中谷晴昭 : アミ オグロ ンと心筋リガン ド作動性 K
'

チャ ネル 第 1 6 回日本

心電学会学術集会 ラ ンチ ョ ンセ ミ ナ -

1 9 9 9 年 1 0 月 甲府

l l . 松本泰典､ 中谷晴昭 : 心筋症ハ ム ス タ
ー

における心室筋細胞の膜電流変化と

それ に対する E T A 受容体括抗薬の影響 第 1 6 回日本心電学会学術集会

19 9 9 年 1 0 月 甲府

1 2 . 中谷晴昭 : R ol e of A T P -

s e n siti v e K
＋

ch a n n el i n c ar di o v a s c ul a r s y st e m : A

fu n cti o n al st u d y u si n g 旺辻6 . 2 d e 丘ci e n t mi c e K
'

チ ャ ネル ワ ー

ク シ ョ ッ

プ ｢心臓 K
'

チ ャ ネル の 構造と機能+ 学術講演 1 99 9 年 1 0 月 名古屋

1 3 . 中谷晴昭 : 循環器系に おける A T P 感受性 K
＋

チ ャ ネルの役割 - E 血6 . 2 ノ

ッ クアウ トマ ウス を用 い た検討 一 第 7 回心筋虚血と K チ ャ ネル研究会 特

別講演 1 99 9 年 1 0 月 京都

1 4 . N a k a y a H : N e w i n si gh t s i n t o A T P
- d ep e n d e n t p ot a s sil l m Ch a n n el s :

E n o c k o u t m i c e Am e ri c a n H e a rt As s o ci ati o n 7 2 n d S ci e n ti fi c S e s si o n s

19 9 9 年 1 1 月 アトラン タ

1 5 . 中谷晴昭 ､ 松本泰典 ､ 増田義昭 : 心筋症ハ ム ス タ
ー における心不全 に伴う電

気的リモデリ ングとそれに対する E T A 受容体括抗薬慢性投与の影響 第9

回日本循環薬理学会 19 9 9 年 1 2 月 京都
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1 6 . 中谷晴昭 ､ 鈴木 将､ 大本由樹 ､ 坂本直哉 ､ 三木隆司 ､ 清野 進 : 遺伝子欠

損マ ウス を用い た心血管系における E 止6 .
2 の 役割の解析 平成 1 1 年度生

理研究会 1 99 9 年 1 2 月 岡崎

1 7 . 中谷晴昭 : ｢ 2 1 世紀の循環器用薬剤+ 2 0 0 0 年 1 月 静岡

18 . 中谷晴昭 : ｢ A T P 感受性 K
＋

チ ャ ネルの薬理+ 第 4 回虚血心 と麻酔研究

会 特別講演 2 0 0 0 年 1 月 東京

1 9 . 中谷晴昭 : ｢ 不整脈治療の現状と未来+ 東京フ ラテ の会 講演 2 0 0 0 年

3 月 東京

2 0 . 中谷晴昭 : ｢ イオ ンチ ャ ネル を標的とする薬剤の最近 の進歩+ N a
＋

チ ャ ネ

ル速断薬の 電気薬理学的作用 第 7 3 回日本案理学会年会 シ ンポジウム

2 0 0 0 年 3 月 横浜

2 1 . 西 田 浮､ 植村展子 ､ 小倉武彦､ 古滞良恵､ 矢花秀雄､ 中谷晴昭 : モ ル モ ッ

ト単離J[J 筋細胞の カリウム電流に対するアジミ ライ ドの抑制作用 第 7 3

回 日本薬理学会年会 2 0 0 0 年 3 月 横浜

2 2 . 山口 浩史 , 斎藤俊弘､ 増田善昭 ､ 中谷晴昭 : JL 筋 L 型 C a
' ＋

チ ャ ネル の細胞

膜発現 に対す る付属サブユ ニ ッ トの 協同的効果 第6 3 回 日本循環器学会

年会 2 0 0 0 年 4 月 大阪

2 3 . 大本 由樹､ 坂本直哉 ､ 鈴木 将 ､ 中谷晴昭 : K r 6 ･ 2 ノ ッ ク アウトマ ウス重用

い た細胞膜 A T P 感受性 E
＋

チ ャ ネル の病態生理的役割の解析 一 虚血 ｡ 再港

流の 心収縮能からの検討 一 第 6 3 回日本循環器学会年会 2 0 0 0 年 4 月 大

阪

2 4 . 中谷晴昭 : 薬物 と Q T 延長 山之内製薬株式会社 安全性研究所講演会 講
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演 2 0 0 0 年 5 月 東京

25 . I s hi h a r a M ､ N a k a y a H ､ It o H : P h a r m a c o d y n a mi c i n t e r a cti o n of sil d e n a fi 1

wi 蝕 v a ri o u s v a s o dil a t o r s i n i s ol a t e d r at v a s c ul a r ti s s u e s 第 3 回アジア ･

オセ アニ ア ･ ア ン ドロ ロ ジ ー 学会 2 0 0 0 年 5 月 幕張

2 6 . 鈴木 将､ 植村展子 ､ 坂本直哉 ､ 大本 由樹､ 小倉武彦, 三木隆司 ､ 清野 進 ､

中谷晴昭 : E 止6 .2 ノッ ク アウトマ ウス を用 い た血管平滑筋 A T P 感受性 K
＋

チ

ャ ネル機能分子 の 同定 第1 0 2 回 日本薬理学会関東部会 2 00 0 年6 月 東

京

2 7 . 櫛田俊 一

､ 小倉武彦､ 増臼寿昭 ､ 中谷晴昭 : H E R G チ ャ ネル の遅い活性化 ､

脱活性化速度 の規定因子となる分子機構につ いて 第 1 0 回 循環基礎研

究会 2 0 0 0 年 9 月 千葉

2 8 . 西 田 浮､ 植村展子 ､ 小倉武彦､ 中谷晴昭 : アジミ ライ ドの心筋 E
＋

チャ ネ

ル抑制作用 の電気薬理学的解析 第 1 7 回 日本心電学会学術集会 2 0 0 0 年

1 0 月 東京

2 9 . 鈴木 将 ､ 植村展子 , 大本由樹､ 小倉武彦､ 中谷晴昭 : 正江6 . 2 ノ ックアウト

マ ウス を用 いた心筋および血管 A T P 感受性 Ⅹ
＋

チ ャ ネル機能分子 の 同定

第 1 7 回日本心 電学会学術集会 2 0 0 0 年 1 0 月 東京

3 0 _ 中谷晴昭 : 病態における心筋 E
＋

チャ ネル の役割 第 7 回表蔵王心臓 ･ 血

管討論会 2 0 0 0 年 10 月 宮城

3 1 . 櫛田俊 一

､ 小倉武彦 ､ 増田善昭 ､ 中谷晴昭 : H E R G チャネル の遅い活性化 ･

脱活性化速度の規定因子となる分子機構につ いて 第 1 03 回 日本薬理学

会関東部会 2 0 0 0 年 1 1 月 東京
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3 2 . 中谷晴昭 : A T P 感受性 K
'

チ ャ ネ ル遺伝子 ( E i r6 . 2) の ノ ッ ク アウ トマ ウス

における心臓機能の変化 と虚血耐性 第 2 4 回細胞情報伝達系北海道研究

会 基調講演 2 00 0 年 1 1 月 札幌

3 3 . 中谷晴昭 : 薬理学から見た レ ニ ン ･ ア ンジオテ ン シ ン系薬とそ の治療学的意

義 学術講演会 特別講演 2 0 0 0 年 1 1 月 千葉

3 4 . 松本泰典 , 中谷晴昭 : 心 筋症ハ ムス タ
ー 心筋細胞の電気生理学的特性変化に

対するエ ン ドセリ ン受容体遮断薬長期投与の影響 平成 1 2 年度生理研究

会 ｢ 心 ･ 血管系イオンチ ャ ネルの発生分化とそ の適応+ 2 0 0 0 年 1 1 月 岡

崎

3 5 .
M a t s um ot o H ､ M a s u d a ‡Ⅰ､ N a k a y a H : L o n g

･

-t e r m t r e a t m e n t wi th an

e n d ot h eli n - A r e c ep t o r an t a g o n i st i m p r o v e s th e s u r vi v al r a t e b y i n h ibiti n g

el e ct ri c al r e m o d e h g i n c a r di o m y o p a th i c h am st e r s 第 1 7 回 国際心臓研

究学会 (IS H R) 日本部会 2 0 0 0 年 1 2 月 大阪

3 6 . 中谷晴昭 : アミ オグロ ン の マ ルチチ ャ ネル遮断作用とそ の電気薬理学的意義

東北ア ミオグロ ン研究会 2 0 0 0 年 1 2 月 盛岡

3 7 . 小倉武彦 ､ 古川哲史 ､ 稲垣暢也 ､ 中谷晴昭 : 蛋 白 - 蛋 白結合による C r チ ャ

ネル の機能制御 第 7 4 回 日本薬理学会年会 シ ンポジウム 2 00 1 年 3 月

横浜

3 8 . 植村展子 ､ 鈴木 将､ 椛沢政司､ 石原順就､ 小倉武彦, 中谷晴昭 : m r 6 .
2 ノ

ック アウ トマ ウス を用 いた勝脱平滑筋における A T P 感受性 Ⅹ
＋

チ ャ ネル機

能分子 の同定 第74 回 日本薬理学会年会 2 0 0 1 年 3 月 横浜

39 . N ak a y a H , M at s u m ot o Y , 血h a r a I , Y a m a g u ch i
- K o lm o R , O g u r a T , Y a b an a
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H
,
M a s l ld a Y : L o n g

-t e r m e n d .o t b .eli n A r e c ep t o r bl o ck a d e i n h ib it s el e ct ri c al

r e m o d e h g i n c a rd i o m y o p ath i c h am st e r s ･ l o th l n t e r n a ti o n al C o n g r e s s

o n C a r di o v a s c ul a r P h a r m a c oth e r a p y 2 0 0 1 年 3 月 京都
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研究成果

緒言

1 9 8 3 年 の 心簸細胞で の A T P 感受性 E ＋ チ ャ ネル の発見( 1) 以来､ こ の E ･ チ

ャ ネ ルは心茄虚血時に活性化 し､ 措動 電位幅を短縮させ て C a ＋ ･ 過負荷を軽減さ

せ ると考えられて い る o 事実､ A T P 感受性 E ＋ チ ャ ネル を活性化する薬物､ す

なわ ち E ＋ チ ャ ネル開口薬が虚血心筋に対して保護作用を持つ と い う こ とは多

く の研究に よ っ て 明らかに されて い る ( 2 , 3 , 4 ,) ｡ ま た､ 短時間の虚血負荷によ

つ て そ の 後の 心篇梗塞巣が減少するとい う
''

i s ch e mi c p r e c o n di ti o ni n ピ
,

とい う現

象も存在するが ( 5) ､ その 成立 にも A T P 感受性 E ･ チ ャ ネル の活性化が関与す

るとされ て きた ( 6 , 7) . しか しながら､ E ＋ チ ャ ネル 開口薬 の虚血心筋保護作用

が必ずしも精勤電位幅 の短縮を伴わない こ と (8 , 9) ､ あ る い は E ･ チ ャ ネル遮

断作用 をも つⅠⅠⅠ群抗不整脈薬を用 い ､ 虚 血時の 活動電位幅の短縮を抑制して も

is ch e mi c p r e c o n di ti o ni n g が消失 しな い こ と ( 1 0 , l l) から､ 細胞膜 A T P 感受

性 K ' ( S a r c E A T P) チャ ネル 活性化以外の なんらか の細胞内機構が関与する こ と

が示唆された ｡

最近 ､ こ の虚血心笈保護に関与す る細胞内機構 のひ と つ と して ミ トコ ン ドリ

ア に存在す る K ＋ チ ャ ネル が注目されて い る ｡ こ の チ ャ ネ ル はミ トコ ン ドリ ア の

内膜に存在 し､ A T P ､ 甜b e n cl a mi d e で抑制され､ 各種 K ･ チ ャ ネル 開口 薬で 活

性化するためミトコ ン ドリ ア A T P 感受性 K 十 ( M it o K A T P) チ ャ ネル と呼ばれ る

こ ととな っ た ( 1 2) ｡ また ､ di a z o xi d e が こ の チ ャ ネル を選択的に活性化する薬

物で あり､ 5 - h y d r o x y d e c a n o a t e (5 H D) が抑制する薬物で あ る こ とが明 らかと

なり ( 1 3) ､ ミ トコ ン ドリ ア A T P 感受性 K ･ チ ャ ネル の 活性化が E . チ ャ ネル

開口薬あるい は
.
:i s ch e m i c p r e c o n diti mi n g による心筋保護の機序と考えられ る

-
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よう にな っ た ( 1 4 , 1 5 , 1 6 , 1 7) 0

それで は､ 細胞膜 A T P 感受性 E ＋ チャ ネル は どの ような役割を放たして い るの

で あろ うか ? こ の 疑問 に答え る べ く ジ ー

ンタ - ゲテ ィ ン グ法 を用 い て作製 した

ノ ッ クア ウ トマ ウス を用 い て 実験を行う こ ととした . 細胞膜 A T P 感受性 K ' チ

ャ ネル の 分子構造は膜 2 回貫通型の ポ ア成分( m r6 . X) に A B C 蛋白の 一 種で あ

る s ul血 n yl u r e a 受容体 ( S U R) が合わさり機能する こ とが明らかとな っ て いる

( 18) . これ まで の研究により､ 勝臓型 の A T P 感受性 Ⅹ＋ チャ ネル 披 E 止6 . 2 と

S U R l か らな り､ 心臓型の A T P 感受性 K ＋ チ ャ ネル 披 m r6 . 2 と S U R 2 A からな

ると考えられ て い る ( 1 9 , 2 0 , 2 1) o 最近 ､ 三木らは Ⅹi r 6 . 2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス ( E i r 6 .2 ＋) の 作製に成功し､ 勝臓ラ ンゲル ハ ン ス 島β細胞の グル コ ー

ス ある

い は s ul f o n yl u r e a 系抗糖尿病薬によるイ ン ス リン 分泌が消失して い る こ とを示

されて い る ( 2 2) ｡ われわれも こ の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス ( 旺辻6 . 2
･

/
I

) を用 い ､ 心

臓機能調節に は E 辻6 .
2 は重要で あるが､ 血管平滑筋の機能調節に は重要で ない

こ とを明らか に して い る ( 2 3) ｡ 本研究で は E 血6 .2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用

い ､ 心筋の細胞膜 A T P 感受性 E ＋ チャ ネル の 病態生理学的役割を明らかに する

ため実験を行 っ た｡

実験方法

1 . 電気生理学的実験

野生型 ( W T , C 5 7 B L /6 マ ウス) お よび Ⅹ止6 . 2 ノ ッ ク ア ウ ト ( K O) マ ウス を

u r et h an e 麻 酔 し ､ ラ ン ゲ ン ドル フ 法 に よ っ て 心 臓を 潅流 し た o 正 常

H E P E S ･ T y r o d e 液 で 濯流 した後 ､ コ ラ ゲ ナ
ー ゼ を 含有 す る C a ＋＋ 除 去

H E P E S ･ T y r o d e 液 に変え ､ 2 0 分 港流して心室筋細胞を単離した o 単離した心脇

細胞を高 K ' ､ 低 C l
･

液で ある K B 液中に浮遊させ使用まで冷蔵庫に保存したo

- 1 5 -



正常 H E P E S
- T y r o d e 液の組成は N a C l 1 4 3 ､ K C 1 5 ･ 4 ､ C a C 12 1 ･ 臥 M g C 12 0 ･ 5 ､

N a H 2P O 4 0 . 3 3 ､ gl u c o s e 5 ふ H E P E S
- N a O H b 11 鮎 r ( p H 7 ･ 4) 5 m M で ある o

ま た K B 液の 組成は K O H 7 0 ､ トg h t a m a t e 5 0 ､ K C 1 4 0 ､ t a
u ri n e 2 0 ､ ⅨH 2 P O 4

2 0 ､ M g C 1 2 3 ､ gl u c o s e lO ､ E G T A l ､ ⅡE
P E S ･ K O H b u ff e r ( P II 7 ･ 4) 1 0 m M で

ある ｡

パ ッ チク ラ ン プ法によ っ て 単
一

チ ャ ネ ル電流お よび全細胞膜電流を記録 したo

単離心室笈細胞を倒立顕微鏡の ス テ
ー ジ上 に固定した実験槽 ( 容量約 1 m l) に

撒き､ 実験を行 っ た｡ パ ッ チ電極は二段引き電極作製器 ( 成茂
P B ･ 7) を用 い作

製 し､ 先端を熱処理 した｡

単
一

チ ャ ネ ル 電 流 は室 温 で 以前報 告 した方 法 ( 2 4 ) に 従
っ て o p e n

c e n ･

a tt a ch e d 法 で 記 録 し た ｡ こ の 時 の 電 極液 は K C l 1 5 0 ､ C a C 12 2 ､

H E P E S
-

N a O H b u ff e r(p H 7 . 4) 5 m M を含む もの を用 い ､ 細胞内液を K C l 1 5 0 ､

A T P ･ N a 2 0 _0 0 1 ､ E G T A l ､ H E P E S
･ K O H b u ff e r (p H 7 ･

4) 5 m M と して 実験

を行 っ た ｡ 記録 は室温 ( 2 0
･2 5

｡

C ) で パ ッ チ クう ン プ ア ン プ ( 日 本光電

c E Z
･

2 3 0 0) を用 い て 行い ､ パ ル ス コ
ー ドモ ジ ュ レ

ー タ
ー (I n st r u t e c h C o rp ･

v R
･

1 0 B ､ 米国) を経て ビデオテ
ー プ レ コ

ー

ダ
ー ( H it a ch i V T

･ F 2 0) に保存し

た ｡ G a u s si an fi 1t e r で処理後 ､ p C L A M P の ソ フ トウ
ェ ア ( 血 o n l n st r u m e n t ､

米国) の入 っ た I B M 型 コ ン ピ ュ
ー タ

ー ( C o m p a q P r o h e a 4/5 0 ､ 米国) で 解

析した ｡

全 細胞膜電流記録お よび活動電位記録 は 3 6 ± 1
o

C で 行 っ た o 電極 内液は

E O H l l O ､ L
-

a s p a rt at e l l O ､ E C 1 2 0 ､ M g C
12 1 ､ 瓜 P

･ K 2 1 ､ p h o sp h o c r e a ti n i n e
･ E 2

1 ､ E G T A I O ､ H E P E S
･ K O H b u ff e r ( p Ⅰ‡7 ･4) 5 m M を含む もの で あり､ p C a

8 に調整 したもの を使用 した○ また､ 細胞外液披 H E P E S
･

T y r o d e 液を用 い た o

パ ッ チ電極を細胞に接着さ せ陰圧 で 吸 引 して ギガオ
ー ム シ

ー ル を作製した後､
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さらに パ ッ チ膜を被壊し､ 全細胞膜電流記録 モ ー

ドとした｡ 全細胞膜電流の記

録は単 一 チ ャ ネル 電流記録と同じ ア ン プ を用い ､ コ マ ン ドパ ル ス の生成､ 電流

の記録 な どはやは り p C L A M P の ソ フ トウ ェ ア の入 っ たコ ン ピ ュ
ー タ を用 い て

行 っ た ｡ 擬似定常電流を記録するために r am p p u l s e p r ot o c ol を用い た｡ すなわ

ち保持電位
･4 0 m V か ら 1 .2 m Vノm s の割合で ＋5 0 m V へ 脱分極させ ､ その後

･

1 0 0 m V へ ･

1 . 2 m V / m s の速度で 過分極させ ､ 過分極時に記録きれた電流記録

から電流 ･ 電圧 関係を得た o また心室施細胞よりカ レ ン トク ラ ン プ モ ー ドで膜電

位を記録し0 . 1 H 2; で電気刺激を与え活動電位を記録 したo

2 . i n vi v o 虚血 再濯流実験

野生型および Ⅸir6 .2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を u r e th an e 麻酔して人 工 呼吸を

行 っ た ｡ 開胸後左冠動脈を 4 5 分紡糸 して その後 1 2 0 分再潅流した｡ 再濯流後

1 2 0 分 た っ たと こ ろで 冠動脈を再び結熟し､ 色素を注入 し連流域を同定した ｡ そ

の後心臓をい く つ かの 切片に切 り､ 1 % t rip h e n yl七et r a z o h u m ch l o ri d e ( T T C)

液で 3 7
o

C ､ 5 分間処置し､ 非梗塞部の染色を行い a r e a at ri s k の うち梗塞巣の

占める割合を重量比で算出 した o l s c h e m i c p r e c o n diti o ni n g は 4 5 分の冠動脈閉

塞 に先立ち ､ 3 分間の 冠動脈閉塞を5 分間隔で 3 回線り返 し行 っ た｡

3 . i n vi t r o 虚血再濯流実験

野生型 ( W T , C 5 7 B L /6 マ ウス) お よ び K r6 . 2 ノ ッ ク ア ウト ( K O) マ ウス を

u r et h an e 麻酔 し､ 心臓を摘出して ラ ン ゲ ン ドル フ法に よ っ て E r eb s ･ H e n s el ei七

液で 定流港流した( 3 m 〟m i n) . E f eb s ･ H e n s el eit 液の 組成は N a C l l1 9 ､ ⅩC 1 4 .8 ､

C a C 12 2 .5 ､ M g S O 4 1 . 2 ､ E H 2P O 4 1 . 2 ､ N afI C O 3 2 4 . 9 ､ gl u c o s e 1 0 m M で あり､

9 5 % 0 2 ＋ 5 % C O 2 で飽和 した ( p H 7 .
4) ｡ 左房か ら左室 にポリ エ チ レ ン ビ ニ ル

製の バ ル ー ンを挿入 し､ 左室拡張期圧が 5
-

10 m m H g となるように生理的食塩水

で満た し､ 圧 トラ ンス ジ ュ サ ー に つ ない で左室内圧を連続的に測定した ｡ 濯流

- 1 7 -



を 1 5 分間停止 して その後 3 0 分間再濯流 して 左室機能変化を観察した｡ ま た､

再濯流時の 心簸逸脱酵素で あ る L D H (1 a ct at e d e h y d r o g e n a s e) お よび C K

( c r e a ti n e k i n a s e) の 濯流液 へ の流 出量 を測定 したo

4 . 統計学的検討

す べ て の デ - 夕 は平均値±標準誤差で 示 し､ 統計学的解析に S t u d e n t t ･

t e s t

を用 い て 行 っ て ､ 危険率は 5 % 以下 を有意とした｡

実験成績

1 . 野生型お よび 馳 6 . 2 ノ ッ クア ウ トマ ウス 心室筋細胞の 電気生理学的反応

図 1 に示 すよう に ､ 野生型 マ ウス の 心室茄細胞の o p e n c ell
-

a tt a ch e d p at ch で

は細胞膜を破壊し､ 内膜側を A T P を 1 叶M しか含まな い 液にさ らすと単
一 チ ャ

ネ ル活動が記録された｡ こ の単 一 チ ャ ネル 電琉は 1 m M の A T P を潅流す る こ と

により開口が抑制され､ 1 0 p M 由ib e n cl a mi d e で抑制され たこ とから､ A T P 感

受性 K ＋ チ ャ ネル の活動と い う こ とが明 らか とな っ た ｡

小
一 +増/

v
r
u p t u r e

A T P l m M G li b e n cl w id e l O p M
且 m i n

図1 ･ 野生型 マ ウス 心室筋細胞の o p e n c.e n
-

a tt a ch e d p at c h で 観察され たA T P 感受性
E
＋

チ ャ ネル電流と1 血 M A T P ある い は1 0 p M 如b e n d a mi d e による抑制 o

- 1 8 1



また､ 図2 に 示すように ､ 単 一 チャ ネル電流のス ロ ー プコ ン ダクタ ン ス は 8 2 p S

で あ り､ こ の値 は他の動物種の 心筋細胞で観察されたもの と近似するもの で あ

っ た ( 2 1) 0

p A

＋$ O m V 慨 -

一2 0 m V

卿
-

･ 6 0 - V
- 拙甑 - 40 -ア 榊印

棚
･

･4 0 - V 幽鮒轡楓-

＋2 0 m V

O m V

伽 V

欄
･80 m V

磯
+ 3 p A

4 0 m s

8

4

l t l l 1 1 1 I

1

8 0
-

4 0
o

4 0 8 0

m V

-

4

i2 pS

｢8

図2 . 野生型 マ ウス 心室筋細胞で観察された種々 の電位における

単
一

A T P 感受性K
＋

チ ャ ネル電琉とそのス ロ ー プ コ ンダク タ ン ンス o

一

方 ､ E i r6 .
2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の心室篇細胞で は内膜側を低 A T P 溶液にさら

して も単 一 チ ャ ネル活動は記録されず ､ U D P ある い は c r o m a k a h m を加えても､

や はり A T P 感受性 K ' チャ ネル の 活動は認められなか っ た ( 図 3) .

-
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C T O m a k ali n 3 0 BA N

S
u p t

忠 二 且 m i n

P u p t u T e

i

C r o m a k a 姐m 3 0 BL M
耳野 馳 兄ロ鞍

A T P l m M
申叫切払盛鍵中軸杓砿

図3 ･ Ⅹ 姐 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス 心室筋細胞 の o p e n c ell
-

a tt a c h e d p at ch での 電流記録.
1J D P 存在下ある い はK ' チャ ネ ル開 口薬の c r o m a k a h 存在下で も単 一 A T P 感受性
K
＋

チ ャ ネ ル活動は記録されなか っ た .

次に Ⅹ＋ チャ ネル開口薬 に対する全細胞膜電流および活動電位の変化を観察

した ｡ 野生型の 心室筋細胞 にお い て 3 0 p M c r o m a k a h を与 える と図 4 に示 す

よう に外向き電流が増強し ､ そ の反応は 1 p M 由ib e n cl a mi d e の 添加で 元 に戻 っ

た . しか し､ E i r6 _ 2 ノ ッ クア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は 3 0 トI M c r o m a k a li m

を与 えて も外向き電流の活性化は認められなか っ た ( 図5) 0
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n A

- 1 0
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0

6
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l
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5
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･

8 0 脚

C T O m a k a 血 m 3 0 p M 払)
C oコ虎T Ol ( a)

～
- ＋ G h b e n cl a m id e 1 m M (a)

o m V

I

4 0

' 5

-

O

v

m

y
v

敬
a) (

i

l

0
1

1
(

:
‥ 5

▼
▲
1 1 J

■
▲

1 0

I

= 1 =

1 0 0 血Ⅴ

1 5 血

図4 . 野生型 マ ウス 心室筋細胞の全細胞膿電流に対するc r o m a k a h の作用 .

図に示 した様な ラ ンプパ ルス プ ロ トコ - ル を2 0 秒に1 回与えながら

擬似定常電流を記壕した.

n A

K i T 6 .望
＋

n A 1

( a)

も

-

1 0 0

/ c T O m a k a 血 8 0 p 朋 0))
ミ
ミ ＋ G iib e 皿Cl a 皿id e l 岬
.
c o 皿t T Ol ( a)I

-go o 50 m V

-

2

- 4

＋5 0 血Ⅴ

･

4 0 m V
-

1 0 0 n V

G h b e n cl a m id e 1 p M
脚 町

辿 監
I ; 也) (苧)

息
∇

0
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l 王 : 1 王 j ; : :5皇l
J

l

l I l 】

l

= . i l I
●

I

i

I

. Il o

i i

1 5 Ⅱ 皿

図5 .
E 止6 . 2 ノ ッ ク アウ トマ ウス 心室筋細胞の全細胞膜電流に対する

c r o m a k a 止m の 作用 . C r o m a 立a h ( 30 叫M ) で外向き電涜の

活性化は認められなか っ た ｡
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図 6 は こ れらの 実験 にお い て r am p p ul s e を与えて記録した擬似定常電流の O

m v で の 電流密度をまとめたもの で ある ｡ K r6 . 2 ＋/ ' の 心室筋細胞で は有意 の電

流密度の増加が認められたが､ E i r6 ･
2

･/ ･ の 心 室筋細胞で はそ の変化は見られな

か っ た｡

p A /p F

2 0

1 0

監止6 .望
＋/＋

☆
p < 0 .0 5

K i T 6 . 訂/
‾

F
B
&F
^J %% *i

q,!
H?
>
xB
%
nA

%
x&
p

㌔ 轍
図6 . 野生型 ( K r6 . 2

' / ') ある い はノ ッ ク ア ウト ( K r 6 .
2 ＋) マ ウス 心室筋細胞で の

外向き電流に 対するc r o m a k a 止m ( 3 0 1血生) あ る い は由ib e n d a mi d e ( 1 p M )
添加の影響｡ 擬似定常電流の O m V にお ける電流密度をまとめて ある ｡
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もうひとつ の K
' チャ ネル 開口薬で あるp i n a ci 血1 で も同様の現象が認められ

た｡ 野生型の 心室筋細胞にお い て 2 0 0 p M pi n a cid il を与える と図 7 に示すよう

に外向き電流が増強 し､ その 反応は 1 いM glib e n cl a mi d e の 添加で 元 に戻 っ た ｡

n A

8

4

∩

-

P i n a ci dil 望0 0 BA M

＋Gliもe n cl a 皿id e l

-

C o n t r ol ( a)

.
m V

-

1 0b 4 P7
-

5b

-

4

1ib e n cl a 皿 .id o l

5 0
＋5 0 m V

l且M
･

4 0 n V

E i T 6 .望
＋/＋

n A 伝
4

2 a)

P i n a cid i1 2 0 0 ･

p M

1
也)

(め

i

1 0 1 5 2 0

(h)

けM (a)

-

l o o n V

エ 皿

図7 . 野生型 マ ウス 心室筋細胞の 全細胞膜電流に対す るpi n a ci 血1 の作用 o

図に示 した様な ラ ン プパ ル ス プ ロ トコ ー ル を2 0 妙に1 回与えながら

擬似定常電洗を記銘 した . 2 0 0 ドM のp i n a cidil で 外向き電流が活性化 し､

その 電涜は1 p M g h b e n d a mi d e の 漆加で抑制された. 下段に レコ
ー ダ ー の

実記録 ､ 上段 に は擬似定常電流の実記録を示してある｡

しかしなが ら､ 図 8 に示すように ､ E i r6 .2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の心室蔵相胞で

は 20 0 p M pi n a ci dil を与 えて も外向き電流の活性化は認められなか っ た o
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l
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d e l p M ( a)
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0 0 m V

1 0 丑 皿

図8 .
E 辻6 .2 ノ ッ クア ウ トマ ウス 心室筋細胞の 全細胞膿電流に対するp i n a ci dil の

作用. P i n a cidil (2 0 0 p M ) で外向き電流の活性化は認められなか っ た o

図9 披擬似定常電流のO m V で の 電流密度をまとめたもの で あるが､ K r6 ･2 ＋/＋ の

心室筋細胞で は有意の電流密度の増加が認められたが ､ E i r6 .2 小 の 心室筋細胞

で はそ の 変化 は見られなか っ た｡
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図9 . 野生型 ( E 血6 . r
/ '
) ある い はノ ッ クア ウ ト ( K x 6 _ 2 ＋) マ ウス で の外向き

電溌に対するpi n a cidil (2 0 0 叩M ) あるい は甜b e n d a mi d e ( 1 p M ) 添加の

影響｡ 擬似定常電涜のO m V におけ る電流密度をまとめてある ｡

こ れらの 膜電流変化は活動電位変化 の差と して表れた｡ 図 1 0 に示すよう に野

生型心室筋細胞で は 3 0 p M c r o m a k a h に よ っ て活動電位幅の著明な短縮がお

きたが､ E 止6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は活動電位幅の変化は認め

られなか っ た ｡ P i n a ci d il ( 2 0 0 トI M ) におい て も活動電位幅の著明な短縮が野生

型心室筋細胞で お き､ そ の反応は 1 ドM glib e n cl a mi d e の 添加で 元 に戻 っ たが､

Ⅸ止6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 心室箭細胞で は20 0 p M pi n a cidil を与えて も活動

電位幅の変化は認められなか っ た ( 図 1 1) ｡
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1 0 0

5 0

- 5 0
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1 00

E 汝6 .望
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0
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3 0
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O )
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1 5
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1 0 0 m s

☆
P 〈O .0 5

C o n t r ol C r o n a k a h

血V

I O

5 0

-

5 0

-

1 0 0

Ⅸ並6 .望＋

C o n t r oI

C r o m a k 召血 m 3 0 p M

0

E 辻6 .2 ＋

5 0

C o n t m l C r o m a k 8 血 m

1 0 0 m s

図1 0 . 野生型 ( Ⅹ辻6 _ 2
＋/＋
) およびノ ッ クア ウ ト ( E i r 6 .

2
-/ -) マ ウス 心室筋細胞 に

対する c r o m a k a h (3 0 p M ) の作用 ｡ カ レ ン トク ラ ン プモ
ー

ドで膜電位を

記録し､ 0 . 1 H z で電気刺激を行 っ た . 下段に9 0 % 再分極時点で の活動電位

幅 ( A P D 9 .) の まとめを 示 してある . C r o m a k 曲 m は野生型心室筋細胞の みで

活動電位幅を短縮させ た ｡
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濫i T 6 .望
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P < 0 . 0 5

C o n 七r ol

n . S .

P i n a cidil

C o n t r ol 別 皿 a d 血1

図1 1 . 野生型 ( K r 6 . 2
＋/＋
) およびノ ッ ク ア ウト ( Ⅹ血6 .2 1/ ～) マ ウス 心室蔵相胞 に

対す る p i n a cidjl (2 0 0 ドM ) の作用 ｡ カ レ ン トクラ ン プ モ
ー ドで膜電位を

記録 し ､ 0 . 1 H z で電気刺激を行 っ た o 右側に9 0 % 再分極時点で の活動電位

幅 ( A P I) 9 .) の まとめを示 して あ る o P i n a cidjl は野生型心 室筋細胞の み で

活動電位幅を短縮させ た｡

次に虚血類似状態に お ける活動電位変化 の 差異 に つ い て検討した ｡ 単離 した

心簸細胞を無グル コ ー

ス ､ di n it r o p h e n ol ( D N P , 5 0 p M ) 含有液で濯流すると､

野生型 の心室筋細胞で は外向き電流が活性化 したが ､ K r6 .
2 ノ ッ ク アウ トマ ウ

ス の 心室筋細胞で は電流変化は認められなか っ た( 図 1 2) ｡ それ を反映するかの

よう に､ 野生型 の 心室筋細胞で は こ の代謝阻害による活動電位幅の 有意 の短縮

が観察されたが､ E i r6 .2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の心室筋細胞で はその反応は認め

られなか っ た ( 図 1 3) 0
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図1 2 . 野生型 ( K 止6 .2
＋/＋) お よび ノ ッ ク ア ウト ( E 止6 .

2 ＋) マ ウス 心室笈細胞の

擬似定常電流 に対 す る代謝阻害の影響 ｡ 心室簸細胞を無グル コ ー

ス

di n it r o p h e n ol (I ) N P) 5 0 p M 含有液で濯流して 全細胞膜電流の変化 を

観察 した ｡

m S

Ⅸi r 6 .2
＋/ ＋

監i r 6 .2
-/ -

C o n t r o l

D N P 5 0 ll M

D N P 5 0 IA M ＋

G lib e n cl a mi d e 1 0 p M

/
C o n t r ol

D N P 5 0 p M

+ 10 m V

1 0 m s

5 0

4 0

㌔3 0
白■
< 2 0

1 0

m S

5 0

4 0

ま3 0
E)

i 2 0

1 0

P < 0 .0 5

c o n tr ol M et a b olic I n h ibiti o n

A . S .

C o n t r ol M e t a b oli c I n h ibiti o n

図 1 3 . 野生型 ( m r6 . 2
＋/＋) お よびノ ッ ク ア ウ ト ( Ki r6 .

2 ･/ -

) マ ウス 心室筋細胞
括動電位に対する代謝阻害の影響 . 左側 に 0 . 1 H z で刺激 して得られた

活動電位の実記録と右側 に 9 0 % 再分極時の活動電位幅 に対 する作用

をまとめて ある ｡ 野生型 心室窮細胞で は代謝阻害に よ っ て 活動電位幅が

短縮 し､ glib e n cl a mi d e 1 0 p M の 添加で部分的に回復 したo
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図1 4 は活動電位幅の経時的変化をまとめたもの で あるが､ 野生型 の心室筋細胞

で は代謝阻害に よ っ て徐々 に活動電位幅の短縮が見られ ､ 1 0 p M gl ib e n cl a mi d e

の 漆加で部分的に回復 したが ､ 叫6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は代

謝阻害に よ っ て も活動電位幅の変化ははとんど認められなか っ た｡ こ れらか ら

虚血類似状態にお ける活動電位の短縮には K r6 . 2 をポア 成分 とする心筋細胞膜

A T P 感受性 E ＋ チ ャ ネル の存在が必須であるこ とが明らかとな っ た0

m S

4 0

3 0

○

くh

良

葛2 0

1 0

D N P 5 0 抄M
G lib e n cl a m id e 且O p M

K O

耶

m

図1 4 . 野生型 ( W T) お よびノ ッ ク ア ウト ( K O) マ ウス心室筋細胞活動電位幅の

代謝阻害時の経時的変化 . 野生型心室筋細胞で は無グル コ
ー ス ､ d i d t r op h e n ol

( D N P , S O 脚) で 活動電位幅は短縮し､ g L b e n d a mi d e ( 1 0 p M ) の添加により

部分的に回復した｡ しか しなが らE 辻6 . 2
イ

.

心室筋細胞で は活動電位幅はほとんど

変化しなか っ た ｡
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2 . 野 生 型 お よ び m r6 . 2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る i s ch e m i c

p r e c o n diti o mi n g

E 止6 . 2 ノ ック ア ウ トマ ウス にお い て i s ch e mi c p r e c o n diti o n i n g が影響を受け

る か否 かに つ い て検討を行 っ た o 図 1 5 に示すように左室に占める a T e a at ri s k

の 割合 に は4 群間で差 が認められなか っ た ｡ 野生型 マ ウス におい て ､ 4 5 分の 冠

動脈閉塞に先立ち､ 3 分間の冠動脈閉塞を 5 分間隔で 3 回線り返 し､ i s d l e m i c

p r e c o n di ti o mi n g を行うと､ 梗塞巣は有意に減少した . E 止6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス にお い て冠動脈を4 5 分結熱して その後 1 2 0 分再潅流 した際の梗塞巣は野生型

で認められたもの と差異が認められなか っ た｡ しか しな がら､ 同様 の プ ロ トコ

ー ル で i s c h e mi c p r e c o n diti o ni n g を行 っ た場合､ 梗塞巣の減少は認められず､

む し ろ増加 して い た ｡ こ の よ う に ､ 馳 6 . 2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス にお い て は

i s ch e mi c p r e c o n di ti o ni n g が廟失する こ とが明らか とな っ た.

% w t . A A R / T o t al

6 0
0
/.

40 %

2 0 %

0 %

図 1 5 .

W ild W ild 瓦0 ⅩO

C o a t P r e c o n C o n t P r e c o n

a w e

4 m /o

W / o

”/o

% v t . Ⅰs ./ A A R

｢
車:
l
l

●

l

n
三 1 3

○

●

; ト
至葦
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●

○

●

n
= 1 4 n
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★

p
く0 .0 5

喜
■

…

n - 7

W ild W ild K O K O

C o n t P r e c o n C o n t P
.

r e c o n

野生型 ( W il d) お よび m r6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス で冠動脈閉塞
･ 再潅

流時の心筋梗塞巣. 左側に左 心室 にお ける危険領域( a r e a a t ri s k , A
A R)

の 割合 ( 重量比) を示 し､ 右側に は A A R に示 す梗塞巣の割合を示 して

ある ｡ 野生型 マ ウス で はi s ch e mi c p r e c o n diti mi n g で梗塞巣の減少
が

認められたが､ ノ ッ ク ア ウトマ ウス で は梗塞巣の減少は認められず､

むしろ増加 して い た ｡
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3 . 野生型お よび m r6 . 2 ノ ッ クア ウ トマ ウス摘出心 における虚血 ･ 再濯流時の

収縮機能変化

左室内圧を持続的に計測しながら定流濯流を 15 分停止 した後 3 0 分 間再潅流

して その変化を観察 した ｡ 図 1 6 に野生 型および 氾 r6 . 2 ノ ッ ク アウ トマ ウス摘

出心 に おける虚血 ･ 再濯流時の 収縮機能変化を示す ｡ 野生型摘出心 におい て は

虚血後速やかに収縮は停止し､ 虚血後期にな っ て拡張期圧の 上昇が観察された

が､ 再潅流後そ の 収縮機能は比較的早く回復した ｡ こ れ に対して ､ I G r 6 .
2 ノ ッ

ク ア ウ トマ ウス摘出心 で は虚血早期で は心筋の収縮が完全に停止せず､ 左室拡

張期圧が徐々 に上昇しは じめ､ 15 分の 虚血最終時点で は非常に高度なもの とな

っ た ｡ また､ 再潅流後もその回復は遅く不完全なものであ っ た ｡

K i r6 .2 ＋/ ＋

E i r6 .2
-/ -

20 Ⅱ 皿 H g

2 m i n

図 1 6 . 野生型 ( K r 6 .2 .′･) お よびノ ッ クア ウト ( E 止6 ･ 2 ＋) マ ウス 摘出心 に

お ける虚血 ･ 再潅流時の 左室収縮能の変化｡ 左室内圧を計測 しなが ら

15 分間の 港流停止 ､ . その後 3 0 分 の再潅流を行い ､ 左室収縮能の経時

的変化を観察した｡
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図 1 7 に左室収縮期圧および拡張期圧の経時的変化をまとめてある . Ⅸ血6 .慧 ノ ツ

ク ア ウ トマ ウス 摘出心で は虚血時の拡張期圧の 上昇は早くか つ 高度で あり､ 再

潅流時の収縮機能回復は不完全なもの で あ っ たo また､ 再 港流時に流出する C K

および L D H も野生型摘出心よりも E 血6 . 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス 摘出心で高度で

あ っ た ( 図 18) 0

皿 m IⅠg

ユ80 】

90

80

70

h
60

;> 50
i
40

3 0

ユ0

10

0

十 E i r 6 .2 ＋/＋

サ E i r6 .2
1/ -

10 20 30 40 50 6 0 70 m i n

図 1 7 . 野生型 ( E i r6 .2
＋/ ') お よびノ ッ ク ア ウ ト ( E 辻6 . 2

-/ ･) マ ウス 摘出心 に
お ける虚血 ･ 再濯流時の収縮期圧および拡張期圧 の経時的変化0

Ⅰ帆
C K

w u 瓜

1 2 0

1 0 0

8 0

古0

4 0

2 0

'

E i r 6 .2 ＋/ ＋ E i r 6 .2
-/ I

l ュo

1 0 0

$ 0

石0

4 0

ユ0

L D H

E i r 6 .2 ＋/＋ E i r6 .2
･/ -

図 1 8 . 野生型 ( K r6 . 2 ＋/＋) お よびノ ッ ク ア ウ ト ( K r6 .2 ･/ I) マ ウス摘出心 の
c r e ati n e ki n a s e ( C X ) および1 a ct a t e d eh y d r o g e n a s e ( L D H ) の 1 5 分
間虚血後､ 再濯流した際の最大流出量 ｡
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考察

本研究によ っ て Ei r 6 . 2 が心筋細胞膜 A T P 感受性 K ＋ チャ ネル の ポア 成分で あ

る こ とが明らかとな っ た. い ままで の こ の K 止6 .
2 の ノ ッ ク ア ウトマ ウス を用 い

た機能的実験 により､ 血管平滑施の細胞膜 A T P 感受性 K
＋
チャ ネル の ポ ア 成分

は E i r 6 .2 以外のサ ブ ユ ニ ッ トからなると予想され ( 2 3) ､ こ れらは対照的で あ

り興味深い o Ⅸi r6 .2 ノ ック ア ウ トマ ウス の心室賎細胞で は Ⅹ＋ チ ャ ネル開口薬

に対する反応 ､ すなわち外向き K ＋ 電流の活性化あるい 杜活動電位幅の短縮は認

められなか っ た . また､ 虚血頬似状態における活動電位幅の短縮には K 辻6 .
2 を

ポ ア成分とす る心筋細胞膜 A T P 感受性 K ' チ ャ ネル の存在が必須である こ とが

明 らか とな っ た ｡

以前の報告 (2 5 , 2 6) と
- 致 して ､ 野生型 マ ウス におい て も他の動物種と同

様 にis c h e mi c p r e c o n diti o n i n g とい う現象が認められたo しか しながら､ m r6 . 2

の ノ ッ ク ア ウトマ ウス にお い て は､ 4 5 分の 冠動脈閉塞に先立ち､ 3 分間の冠動

脈閉塞を5 分間隔で 3 回線り返 したがis 血. e m i c p r e c o n di也o n 血 g は認め られず､

梗塞巣はむ しろ 45 分の冠動脈閉塞単独 に比 しやや大 きい ほ どで あ っ た ｡ ミ トコ

ン ドリ ア膜の A T P 感受性 Ⅹ
＋
チ ャ ネル の機能は保たれて い るとい う こ とも確認

されて おり ( M a rb an ら､ 未発表デ
ー タ) ､ 今回の現象は心筋細胞膜 の A T P 感受

性 K ' チ ャ ネル の 欠損に起因するも の と解釈される o こ の実験成績はウサギ の 心

筋ある い は心室筋細胞にお い てi s ch e mi c p r e c o n d iti o n i n g や di a z o xi d e の 心筋保

護作用が細胞膜 A T P 感受性 K
' チ ャ ネル の 特異的遮断薬で あ る H M R I O9 8

( H M R 1 8 8 3) で抑制されなか っ たとい う報告(2 7 ,2 8) と矛盾する もの で ある ｡ 内因

性心筋保護機構には動物種に よ っ て 多少差があるの かも しれな い が､ 少なく と

も本研究の結果からは､ 細胞膜 A T P 感受性 E ＋ チャ ネル の活性化は is ch e mi c

p r e c o n diti o mi n g の 成立 に非常に重要で あると考えられる ｡
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摘出潅流心で左室内圧を測定 しなが ら虚血再潅流を行うと ､ h 6 .2 の ノ ッ ク

ア ウ トマ ウス にお い て は左室収縮機能の回復は野生型 の 心臓 に 比 べ て 明らか に

悪 か っ た ｡ 虚血時の 左室拡張期圧 の 上昇が高度で あり､ 細胞内 C a
＋＋
過負荷を示

唆す る実験結果が観察された ｡ こ の 理 由と して虚血後も活動電位の短縮がお こ

らず､ 活動電位プ ラ ト ー 相で の C a ＋＋ 流入がお きたと解釈され る o 最近 ､ 培養細

胞の細胞膜に A T P 感受性 K ＋ チ ャ ネル の構成成分で あ る E 止6 . 2 と S tJ R 2 A を発

現させ ると代謝阻害時の細胞内 C a
＋＋
過負荷を抑制したとの報告がある(2 9) ｡ こ

の細胞は活動電位を発生 して い な い と考えられ るの で ､ どの ような機構で細胞

内 C a ･ 十 過負荷を抑制 したか は不明で あ る がミ トコ ン ドリ ア を含めた細胞内

c a ♯. 制御機構を考慮 しな ければ ならな い で あろう(3 0 , 3 1) 0

K r 6 . 2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用 い た本研究により心筋細胞膜 A T P 感受悼

K ･ チ ャ ネ ル の 役割 が 非
■

常 に 大 き い こ と が わ か っ た . 最 近 ､ i s ch e m i c

p r e c o n diti o mi n g や E
＋ チ ャ ネル 開口薬に よる心筋保護作用 にお けるミ トコ ン ド

リア A T P 感受性 K ' チ ャ ネル の 重要性が非常に強調されて い る ｡ ミ トコ ン ドリ

ア A T P 感受性 K ' チ ャ ネル を介する心筋保護機構を否定するも の で はない が ､

そ の機構が発現するためには､ 細胞膜の A T P 感受性 Ⅹ
＋ チ ャ ネ ル がわずかで も

機能して い なけれ ばならな い の かも しれな い ｡ 今後 ､ ミ トコ ン ドリ ア A T P 感受

性 K ･ チ ャ ネル の心笈保護機構 へ の 関与 が どの程度か ､ ある い 披細胞膜 A T P 感

受性 Ⅹ＋ チ ャ ネル との機能的関係など更なる検討が必要と思われる ｡

文献

1 . N o m a A . A T P ･

r e g u l at e d K
'
c h a n n el s i n c a r di a c m u s cl e ･

N at u r e

3 0 5 :1 4 7
･

1 4 8
,
19 8 3

2 . C ol e W
,
M c P h e r s o n C

,
S o n t a g D . A T P

･

r e 卯1 a t e d K
'
ch an n el s p r ot e ct t h e

- 3 4 -



m y o c a r di u m a g ai n st i s ch e mi a/r e p e r fu si o n d am a g e . C i r c R e s 6 9 :5 7 1
- 5 8 1

,

1 9 9 1

3 .
Y a o Z , G r o s s a . A cti v ati o n of A T P -

s e n siti v e p ot a s si u m ch an n el s l o w e r s

th e th r e sh ol d f o r i s ch e mi c p r e c o n diti o mi n g i n d o g s . Am J P h y si o1

2 6 7 :H 1 8 8 8
･

H 1 8 9 4 , 19 9 4

4 . M i z u m u r a T
,
N i th ip ati k o m a , G r o s s G J . B i m a k 山i m , a n A T P

･

s e n si ti v e

p ot a s si u m ch an n el op e n e r , mi mi c s t h e ef fe ct s of i s ch e mi c p r e c o n diti o ni n g

t o r e d u c e i n f a r ct si z e , a d e n o si n e r el e a s e , a n d n e u t r o p hil fu n cti o n i n .
d o g s .

C i r c ul ati o n 9 2 :1 2 3 6
･

12 4 5
,
19 9 5

5 . M u r r y C E , J e n n m g s R B , R ei m e r E A .
P r e c o n diti o n i n g wi th i s ch e mi a : a

d el a y of l eth al c e n i nj u ry i n i s ch e mi c m y o c a rdi u m . C i r c ul a ti o n

7 4 :1 12 4
-

1 13 6
,
19 8 6

6 . G r o s s G J
,
A u ch a m p a ch J A . B l o c k a d e of A T P

･

s e n siti v e p ot a s sit l m

ch an n el s p r e v e n t s m y o c a r di al p r e c o n diti o mi n g i n d o g s . C i r c R e s

7 0 :2 2 3
･ 2 3 3 , 1 9 9 2

7 . S c h ul z R
,
R o s e I

,
H e t l S Ch G . I n v ol v e m e n t of a cti v a ti o n of A T P

- d ep e n d e n t

p ot a s sit l m Ch an n el s i n i s ch e mi c p r e c o n diti o mi n g i n s wi n e ･ Am J P h y si o1

2 6 7 :H 1 3 4 1
･ Ⅱ1 3 5 2; 1 9 9 4

8 .
Y a o Z

,
G r o s s G J . E ff e ct s of th e E A T P Ch an n el op e n e r b i m a k 山i m o n

c o r o n a r y b l o o d n o w , m o n o p h a si c a cti o n p ot e n ti al d u r ati o n , an d i n f a r ct

si z e i n d o g s . C i r c ul ati o n 8 9 :1 7 6 9
･

1 7 7 5
,
19 9 4

9 . G r o v e r G J , D
'

Al o n 21 0 A J
,
P a rh a m C S , D a rb e n zi o R B . C a rdi op r ot e cti o n

wi th th e K A T P Ch an n el o p e n e r c r o m a k al i m i s n ot c o r r el at e d wi th i s ch e mi c

m y o c a r di al a cti o n p ot e n ti al d u r ati o n ･ a C a r di o v a s c P h a r m a c ol

- 3 5 -



2 6 :1 4 5
･

1 5 2 , 19 9 5

1 0 . G r o v e r G J
,
D
'

A l o n z o A J , D z w o n c z y k S , P a rh am C S , D a rb e n zi o R B .

P r e c o n diti o n i n g l S n ot a b o h sh e d b y th e d el a y e d r e cti fi e r K
' bl o ck e r

d o fe tili d e . Am J P h y si o1 2 7 1
:H 1 2 0 7 ･ H 1 2 1 4

,
1 9 9 6

l l . S ch ul t z J E 才, K w o k W M , H s u A E , G r o s s G J .
T e ri k al an t , an

i n w a r d
-

r e cti fi e r p ot a s si u m ch an n el bl o ck e r , d o e s n ot ab o h s h th e

c a rd i o p r ot e c ti o n i n d u c e d b y i s ch e mi c p r e c o n diti o n i n g i n th e r at . a M ol l

C e 皿 C a r di o1 3 0 : 18 1 7 ･ 1 8 2 5 , 1 9 9 8

1 2 . P a u c ek P , M i r o n o v a G , M a h di F , B e a vi s A D , W ol d e gi o r gi s a , G a r h d K D .

R e c o n stit u ti o n a n d p a rti al p u ri fi c ati o n of th e glib e n cl a mi d e
･

s e n siti v e
,

A T P - d ep e n d e n t K
＋
c h an n el fr o m r at li v e r a n d b e ef h e a rt mi t o c h o n d ri a ･ J

B i oI C h e m 2 6 7 :2 6 0 6 2
･

2 6 o 6 9
,
19 9 2

1 3 . G a r h d E D
,
P a u c e k P , Y a r o v

- Y a r o v o y V , M u r r a y H N , D a b e n zi o R B ,

I)
'

A l o n z o A J
,
L o d g e N J , S mi th M A , G r o v e r G J ･ C a r di op r ot e cti v e e ff e ct of

di a 2; O Xi d e an d it s i n t e r a cti o n wi th mi t o ch o n d ri al A T P
･

s e n siti v e K ＋

ch an n el s : p o s sibl e m e ch a n i s m of c a r di op r ot e c ti o n . C i r c R e s 8 1:1 0 7 2
-

1 0 8 2 ,

1 9 9 7

1 4 .
Li u Y , S at o T , 0

'

R o u rk e B
,
M a rb an E . M it o c h o n d ri al A T P

- d ep e n d e n t

p o t a s si u m c h an n el s
: N o v el e ff e ct o r s of c a r di op r ot e cti o n ? C i r c ul ati o n

9 7 :2 4 6 3 ･ 2 4 6 9
,
1 9 9 8

1
-5 . S at o T

,
0
'

R o u rk e B , M a rb an E . M o d ul a ti o n of mi t o ch o n d ri al

A T P - d ep e n d e n t K
'
ch an n el s b y p r ot ei n ki n a s e C . C i r c R e s 8 3 :1 1 0

-

1 1 4
,

1 9 9 8

1 6 . G r o s s G J
,
F r y e r R M . S a r c ol e m m al v e r s u s m it o ch o n d ri al A T P

･

s e n siti v e

- 3 6 -



E ＋ ch a n m el s an d m y o c a r di al p r e c o n diti o n i n g . C i r c R e s 8 4 :9 7 3 - 9 7 9
,
1 9 9 9

1 7 . 0
'

R o u r k e. B . M y o c a r di al E A T P ch an n el s i n p r e c o n d iti o n i n g . C i r c R e s

8 7 :8 4 5
-

8 5 5 , 2 0 0 0

1 8 .
I n a g a k i N , G o n oi T , C l e m e n t J P I V , N a m b a N , I n a z a w a ∫, G o n z al e z a ,

A g uil a r
- B r y a n I J , S ei n o S , B r y a n J ･ R e c o n stit u ti o n of I K A T P : an i n w a r d

r e cti fi e r s u b u n it p l u s th e s u lf o n yl u r e a r e c ep t o r . S ci e n c e 2 7 0
'

･ 1 1 6 6 ･

1 1 70
,

1 9 9 5

19 . I n a g a ki N , G o n oi T , C l e m e n t J P I V , W an g C Z , A g u il a r
- B r y an L , B ry a n ∫,

s ei n o S . A f am il y of s u W o n yl u r e a r e c ep t o r s d e t e r mi n e s th e

p h a r m a c ol o 由c al p r o p e rti e s of A T P
･

s e n siti v e E ･

＋
ch an n el s ･

N e t l r O n

1 6 :1 0 1 1 ･

10 1 7
,
1 9 9 6

2 0 . S ei n o S : A T P
･

s e n sitiv e p o t a s si u m ch a n n el s m o d el of h et e r o m u lti m e ri c

p ot a s si u m c h an n el/r e c ep t o r a s s e m b h e s ･ An n u R e v P h y si o1 6 1 :3 37
･ 3 6 2

,

19 9 9

2 1 . Y o k o sh ik i H , S u n a g a w a M , S ek i T , S p e r el a k i s N ･ A T P ･

s e n siti v e K ＋

ch an n el s i n p an c r e ati c , c a rdi a c , an d v a s c ul a r s m o o th m u s d e c e u s ･ Am J

P も.y si o1 2 7 4 :C 2 5
- C 3 7 , 1 9 9 8

2 2 . M ik i T , N a g a s hi m a a , T a shi T O F , K ot a k e T , Y o sh it o m i H , T a
m a m ot o A ,

G o n oi T , I w an a g a T , M iy a 2: a k i I , S ei n o S ･ D ef e cti v e i n s u li n s e c r e ti o n an d

e n h an c e d i n s t 山皿 a Cti o n i n K A:T P c h an n el
-

d e fi ci e n t mi c e . P r o c N a tl A c a d

S ci U S A 9 5 : 10 4 0 2
-

10 4 0 6 , 19 9 8

2 3 . S u 21 u k i M , L i R A , M i ki T , U e m u r a H , S ak a m ot o N , O h m ot o
･

S ek i n e Y ,

T am a g a w a M , O g u r a T , S e in o S , M a r b an E , N a k a y a H ･ F un cti o n al r ol e s

of c a rdi a c an d v a s c ul a r A T P
･

s e n siti v e p ot a s si u m c h an n el s cl a ri 丘e d b y

- 3 7 -



E 血6 . 2
-

kn o c k o u t mi c e . C i r c R e s (i n p r e s s)

2 4
.
N a k a y a H , T a k e d a Y , T b h s e N , K an n o M . E ff e ct s of A T P ･

s e n siti v e K ＋

ch a n n el bl o c k e r s o n th e a cti o n p ot e n ti al sh o rt e n i n g i n h y p o xi c an d

i s ch a e mi c m y o c a rdi u m . B r a P h a r m a c ol 1 0 3 :1 0 1 9
-

1 0 2 6
,
1 9 9 1

2 5 . G 1 1 0 Y
,
W u W J

, Q i u Y , T a n g X L , Y an g Z , B o n i R .
D e m o n st r ati o n of an

e a rl y an d a l a t e p h a s e of i s ch e mi c p r e c o n di 也o ni n g i n mi c e . Am J P h y si o1

2 7 5 :H 1 3 7 5
･ Ⅱ1 3 8 7 , 1 9 9 8

畠6 . M o mi s o n R R
,
J o n e s R

,
B yf o r d e A M , S t ell A R , P e a rt I , H e a r d ri ck J P ,

M a th e r n e G P . Tr an s g e n i c o v e r e x p r e s si o n of c a r di a c A l a d e n o si n e

r e c ep t o r s m 皿 C S i s ch e mi c p r e c o n d iti o n i n g . Am J P h y si o1

2 7 9 :H I O 7 1
･ Ⅱ10 7 8

,
2 0 0 0

2 7 . J n n g 0 , E n gl e rt H C , J u n g W , G o g el ei n H , S ch ol k e n s B A , B u s ch A E , Li n 2:

W . T h e K A T P ch a n n el b l o c k e r m 1 8 8 3 d o e s n ot a b o h s h th e b e n e 丘t of

i s ch e mi c p r e c o n diti o mi n g o n m y o c a r di al i n f a r ct m a s s i n an e s th eti z e d

r a b b it s .
N a u n y n

-

S ch mi e d e b e r g
'

s A r ch P h a rm a c o1 3 6 1 :4 4 5 -

4 5 1
,
2 0 0 0

2 8 . S at o T
,
S a s a k i N

,
S e h a r a s e y o n I , 0

'

R o u rk e B , M a r b an E . S el e cti v e

p h a r m a c ol o gi c al a g e n t s i m p li c at e mi t o ch o n d ri al b u t n ot s a r c ol e m m al

E A T P Ch a n n el s i n i s c h e mi c c a rd i o p r ot e c ti o n . C i r c u l ati o n 1 0 1 :2 4 1 8
-

2 4 2 3
,

2 0 0 0

2 9 . J o v an o vi c A , J o v an o vi c S , L o r e n z E , T e r zi c A . R e c o m b i n an t c a rd i a c

A T P -

s e n siti v e E ＋ ch a n n el s u b u nit s c o n f e r r e si st an c e t o w a r d s ch e mi c al

h y p o xi a
･

r e o x y g e n ati o n i nj u r y . C i r c u l ati o n 9 8 :1 5 48
･

1 5 5 5 , 1 9 9 8

3 0 . J o v an o vi c N , J o v an o vi c S , J o v an o vi c A , T e r zi c A . G e n e d e h v e r y of

E 辻6 .2/ S U R 2 A i n c o nj u n cti o n wi th p i n a cid il h a n dl e s i n t r a c en ul a r C a
2 ＋

- 3 8 -



h . m e o st a si s lュn d e r m et a b oli c st r e s s . F A S E B ∫ 1 3 :9 2 3
･9 2 9 , 19 9 9

3 1 .
H o lm u h a m e d o v E L , W an g L , T e r zi c A ･ A T P ･

s e n siti v e K ' ch an n el op e n e r s

p r e v e n t c a
2 .
o v e rl o a d i n r at c a rd i a c mi t o c h o n d ri a ･ ∫ P h y si ol ( L o n d)

5 1 9 :3 4 7
･

3 6 0 , 1 9 9 9
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Ⅰ血払ib it o T y E 飽 c七s o f B e p Tidil o 皿 t h e U 比T a
-

r a p id D el a y e d

R e cもi鼠e T 監＋ C 岨 r T e n 七 a 皿d h K v l .5 C h a n n e l C Ⅶ .T r e n 七:

C o m p a ri s o n W it h A 皿i o d a T O n e a n d E
･ 4 0 3 1

S a七o r tl K o b a y a s h i
l

Y o s h i e R ei e n 2

T a k e h i k o O g Ⅶ r a
B

T o s h i h i r o S ai七o l

Y o s h i a ki M a s u d a l

&

Ⅱ a r u a k i N a k a y a
2

1 T h e T h i r d D e p a T t m e 皿七 of l n t e m al M e di ci n e

&

2 D e p a Tt m e n 七 o f P h a r m a c ol o g y ,

C h i b a ロn i v e r si七y S c h o ol of M e di ci n e

W o r d c o Ⅶn t:5 0 7 4

C o r r e s p o n d e n c e : H a r u a k i N a k a y a , M D , P h D

D e p a rt m e n t of P h a r m a c ol o g y

C h ib a ロ n i v e r si七y S c h o ol of M e di ci n e

l
- 8 -

1 Ⅰ皿 O h a n a
,
C h u o - k u , C h ib a 2 6 0

1

8 6 7 0 , J a p a n

T el: ＋8 1 - 4 3
-

2 2 6 -

2 0 5 0

F a x : ＋8 1
･ 4 3 - 2 2 6 - 2 0 5 2

e
･

m ai 1 : n a k a y a @ m e d _ 孤 . c h ib a -

u . a c .j p

- 4 5 -



S a t o m K o b a y a s h i , Y o s h i e R ei e 皿 , T a k e h ik o O g Ⅶ r a , T o s h i h i r o S ai t o ,

Y o sh i a k i M a s l l d a
,
a n d ‡王a r u a k i N a k a y a

- I n h ib it o r y e ff e c t s of b e p ri dil

o n t h e u lt r a -

r a p i d d el a y e d r e ctifi e r K
'
c u r r e n t a n d h K v l . 5 c h a n n el

c u r r e n t : C o m p a ri s o n wi t h a m i o d a r o n e a n d E
-

4 0 3 1 .

A B S T R A C T

O bj e c ti v e : T h i s st u d y w a s u n d .e rt a k e n t o e x a mi n e th e effe ct s of

b ep ri d il o n th e ul t r a
･

r a p id d el a y e d r e cti fi e r K
'
c u r r e n t (I E u r) i n r at at ri al

m y o c yt e s a n d th e h u m an c a r di a c K ＋ (h K v 1 . 5) ch an n el c u r r e n t st a bl y

e x p r e s s e d i n H E K 2 9 3 c ell s i n c o m p a ri s o n wi th th e eff e ct s of a mi o d a r o n e

an d E -

4 0 3 1 ･ M e t h o d s : M e m b r an e c u r r e n t s w e r e r e c o r d e d u si n g th e

w h ol e -

c ell c o n 丘g u r ati o n of th e p at ch
･

cl am p t e c lm i q u e i n e n z y m ati c a n y

i s ol at e d r at a t ri al m y o c yt e s an d H E K 2 9 3 c e u s e x p r e s si n g h K v l .5 ch an n el s .

R e s u l t s : B ep ri dil i n h ibit e d I E u r e h cit e d b y a d e p ol a ri 2: a ti o n p ul s e t o ＋4 0 m V

i n r at a t ri al c e n s wi th th e I C 5 0 V al u e of O ･4 8 p M . B e p ri dil al s o i n h ib it e d

th e h E v l ･ 5 ch an n el c u r r e n t wi th th e I C 5 0 V al u e of 6 ･6 p M ･ T h e i n h ibit o ry

effe ct s of b ep ri d il o n h r i n r a t a t ri al c e n s an d h K v 1 . 5 c u r r e n t i n H E K 2 9 3

c e n s ふe r e v olt a g e
･

d ep e n d e n t ･ A 血 o d a r o n e w e a k l y i n h ib it e d r at at ri al Ⅰ払 r

an d h K v l ･ 5 c u r r e n t ･ I n c o n t r a st
,
E - 4 0 3 1 at a c o n c e n t r ati o n of l O トI M h a d

littl e i n fl u e n c e o n th e s e c u r r e n t s ･ C o n c h l Si o n : B ep ri dil i n h ib it s I x u r an d

h K v l
･5 ch an n el c u r r e n t i n a v olt a g e

･ d ep e n d e n t m an n e r ･ T h e i n h ibit o r y

effe ct s of b ep ri dil m a y h e u s e fu l f o r t h e an ti a r rh y th mi c e ff e ct s a g a 皿 St a t ri al

丘b ri H a ti o n .

- 4 6
-



D i s cip li n e : E x p e ri m e n t al ; O bj e ct of S t u d y : H e a rt; I , e v e且: C e n ul a r;

E x p e rti s e : E l e ct r o
I

P h y si ol .

監e y W o r d s
: An ti a r r h y th mi c a g e n t s , I o n ch a n n el s , M e m b r a n e c u r r e n t s ,

R ep ol a ri z ati o n

- 4 7 -



1 . I n 七r o d u cti o n

A t ri al fi b ri n a ti o n ( A F) i s th e m o st c o m m o n p e r si st e n t c a rd i a c

a r rh y th mi a an d p r e v al e n c e of A F i s e sti m at e d t o b e 6 %
i n th o s e ol d e r 払 a n

6 5 y e a r s [1] . S i n c e A F i s a s s o ci a t e d wi th c o n sid e r a bl e m o rb idit y a n d

m o rt al i ty [ 2
･

4】, th e i n si gh t i s g r o wi n g th at it m a y b e n e c e s s a ry t o r e st o r e

a n d m ai n t ai n si n u s rh y th m r a th e r th an t o c o n t r ol th e v e n t ri c ul a r r a t e

d u ri n g A F . Al t h o u gh th e p r e ci s e m e c h an i s m of A F i s n ot fu 皿y u n d e r st o o d ,

r an d o m r e e n t r y of c o e x i sti n g m ul tip l e w a v el et s i n th e at ri a i s th e m o st

h k el y m e ch a n i s m 【5】. As a c ti o n p ot e n ti al d u r ati o n i s a m aj o r d et e r mi n a n t

of th e r e fr a ct o r y p e ri o d , it w o ul d b e of i m p o rt an c e t o e v al u a t e t h e eff e ct s of

an ti a r r h y th mi c d ru g s o n r e p ol a ri 21i n g K
'
c u r r e n t s i n a t ri al c e n s ･ M an y K

＋

c u r r e n t s i n cl u di n g th e d el a y e d r e cti fi e r K
＋
c u r r e n t (I x) , th e t r an si e n t

o u t w a r d c u r r e n t (I t .) , th e i n w a r d r e cti & e r E
＋
c t l r r e n t ( h l) a n d t h e

m u s c a ri n i c a c et yl ch o h e r e c ep t o r
-

o p e r at e d K
'
c u r r e n t (I K A C h) a r e i n v olv e d

i n ti e r e p ol a ri z ati o n of th e a t ri al a cti o n p o t e n ti al [6] . O n e of th e p ri m a r y

K ･ c u r r e n t s i n v ol v e d i n a t ri al r e p ol a ri z ati o n i s th e ul t r a
-

r ap i d d el a y e d

r e cti fi e r K ･ c u r r e n t (I K u r) b e c a u s e th e E ＋ c u r r e n t a cti v at e s v e r y r a p idl y an d

i n a cti v a t e s h ttl e d u ri n g th e w h ol e pl at e a u p h a s e of th e at ri al a cti o n

p ot e n ti al .
T h占I K n r h a s b e e n r e c o r d e d f r o m r a t 【7】, d o g [8】 a n d h u m a n

a t ri al m y o cy t e s

●

【9】. I t h a s b e e n p r op o s e d .
th at h u m a n K v l ･ 5 (h K v l ･ 5)

un d e r h e s th e h r f o u n d i n h u m an a t ri al m y o c yt e s [9
-

1 1] . I n a d diti o n
,

el e
.

ct r o p h y si ol o gi c al st u di e s 【1 2 , 1 3】 h a v e sh o w n th a t th e h K v l ･ 5 - h k e

- 4 8 -



c u r r e n t c o ul d n ot b e r e c o d e d f r o m h u m an v e n t ri c ul a r m y o cyt e s . T h e r ef o r e
,

a n ti a T rh yt h m i c 血 u g s h a vi n g i n h ibit o r y a cti o n o n I K u r w o ul d b e e x p e ct e d t o

s u p p r e s s r e e n t r a n t at ri al a r r h y th mi a s m o r e eff e cti v el y .

B e p ri d il i s a s s u m e d t o b e an a n 也a r rh yth mi c d m g p o s s e s si n g cl a s s I

an d Ⅳ p r op e rti e s . S e v e r al r e p o rt s fTT O m O u r a n d oth e r l ab o r at o ri e s h a v e

d e m o n st r a t e d th at b e p ri dil i n h ib it s th e L
･

t y p e C a
' '
c u r r e n t a s w e 皿 a s th e

N a ･ c u r r e n t i n i s ol at e d c a rdi o m y o c yt e s [ 1 4 , 1 5] . I n a d d iti o n , b ep rid il

i n h ib it s s e v e r al R ･ c u r r e n t s s u ch a s th e d el a y e d r e cti fi e r K
'
c u r r e n t (Id ,

I K A Ch , Ⅰ七. , th e N a
♯ -

a c 也v at e d K ' c u r r e n t (I K N 且) a n d th e A T P
･

s e n siti v e K ＋

c u r r e n t (I K A T P) [ 1 5 -

19] . S u c h a m u lti c h an n el b l o c k e r h a s b e e n s h o w n t o b e

eff e cti v e a g ai n st n ot o n l y v e n t ri c ul a r a r rh y th mi a s b u t al s o at ri al

a r 血y th mi a s 【2 01 . H o w e v e r , ､ e ff e ct s of b ep ri dil o n I R n r h a v e n ot b e e n

e v al u at e d . A c c o rdi n gl y , th i s st u d y w a s Ⅶn d e rt a k e n t o d et e r mi n e th e

e ff e ct s of b e p ri dil o n th e I h r i n r a 七 at ri al m y o cy t e s an d th e h X v l ･5 ch a n n el

c u r r e n t e x p r e s s e d i n ⅡE K 2 9 3 c e n s Ⅵ･Si n g th e w h ol e
･

c e n p at ch cl am p

t e ch n i q u e . h a d diti o n
,
t h e e ff e ct s of b e p ri dil w e r e c o m p a r e d wi th th o s e of

a mi o d a r o n e , a p r ot oty p e m ul ti ch a n n el bl o ck e r , a n d E
･

4 0 3 1
,
a cl a s s Ill

an ti a r rh y th mi c 血 u g .

-

4 9
-



2 . M e t h o d s

2 . 1 I s ol a ti o n of sl n gl e a tT l
'

al c ell s

T h e e x p e 血 e n t s w e r e p e rf o r m e d u n d e r t h e r e 卯1 ati o n s of th e A 血 m al

R e s e a r ch C o m mi tt e e of C h i b a U n i v e r sity S ch o ol of M e di ci n e _ T h i s

i n v e sti g ati o n c o n f o 皿 S t O th e G u l
'

d e fo r th e C a t ,a a n d U s e of L a b w a 吻 ′

A B l
'

m a l s p u bli sh e d b y th e U S N ati o n al I n stit u t e s of H e al th( N I H P u b h c a ti o n

N o . 8 5 12 3
,
r e vi s e d 19 9 6) . s i n gl e at ri al m y o cy t e s w e r e o b t ai n e d f r o m r a t s b y

e n z ym a ti c di s s o ci a ti o n , a s d e s c ri b e d p r e vi o u sly [2 1】･
T h e h e a rt s w e r e

r a p idl y r e m o v e d f r o m th e r at s ( 2 0 0
･ 3 0 0 g) an e st h eti z e d wi th p e n t o b a rbit al

s o di u m , an d m o u n t e d o n a m o d 述 e d L an g e n d o rff p e r fu si o n s y st e m f o r

r et r o g r a d e p e r fu si o n wi th a n o r m al ⅡE P E S
- T y r o d e s ol u ti o n (3 7

o

C) . T h e

p e r fu s a t e w a s t h e n c h a n g e d t o a n o mi n a n y C a
' ' ･f r e e T y r o d e s ol u ti o n , an d

c h an g e d t o a s o h ti o n c o n t ai n i n g 0 .0 4 % w /v c o n a g e n a s e ( W a k o , O s a k a ,

J a p an ) . A ft e r di g e s ti o n , th e h e a rt w a s p e r fu s e d wi th h i gh K
＋

,
l o w C I

A

s oll lti o n ( m o di fi e d E r aftb rtih e ( E B) s ol u ti o n) 【2 1】. A t ri al ti s s u e w a s c u t

i n t o s m al l p i e c e s i n th e m o di fi e d E B s ol u ti o n , a n d t h e p i e c e s w
e r e g e n tl y

a 由t a t e d t o di s s o ci at e c e 皿s .
T h e c e n s u sp e n si o n w a s st o r e d i n a r e fr i g e r a t o r

(4
o

C ) an d u s e d o n th e s am e d a y . T h e c o m p o siti o n of th e n o r m al

H E P E S ･ T y r o d e s ol u ti o n w a s ( m M ) : N a C l 1 4 3 , K C 1 5 ･ 4
,
C a C1 2 1 ･ 8 , M g C 1 2 0 ･5

,

N a H 2P O ｡ 0 .3 3
, gl u c o s e 5 . 5 a n d H E P E S

･ N a O H b u ff e r ( P H 7 ･ 4) 5 ･ 0 ･ T h e

n o mi n a n y c a
. . ･ fr e e T y r o d e s ol u ti o n w a s p r ep a r e d b y si m p ly o mi t ti n g C a C 1 2

- 5 0
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f r o m th e n o r m al H E P E S
- T y r o d e s ol u ti o n . T h e c o m p o si ti o n of th e m o difi e d

K B s ol u ti o n w a s ( m M ) : K O H 7 0 , L
-

gl u t a mi c a ci d 5 0 , K C 1 4 0 , t a u ri n e 2 0 ,

E H 2 P O 4 2 0
,

M g C 1 2 3 , gl u c o s e 1 0
,

e th yl e n e

gly c ol
-

hi s
-

2
-

am i n o et yl eth e r)
- N

,
N , ”, ”

-

t et r a a c eti c a ci d ( E G T A) 1 ･0 an d

H E P E S I K O H (P H 7 .
4) 1 0 .

2 . 2 T } a n sf e c tl o n a n d C ell c LZltzl r e

F d l -l e n gth C D N A of h u m a n K v l ･ 5 w a s h g at e d t o th e m am m a L an

e x p r e s si o n v e ct o r P C D N A
- 3 . 1 (I n vit r o g e n) .

H E K 2 9 3 c e u s w e r e t r an s fe ct e d

wi t h t h i s p l a s mi d u si n g L ip o fe ct A M I N E P L U S ( G ib c o) f o n o w e d b y s el e cti o n

an d p r op a g a ti o n i n D ul b e c c o
'

s m o d 述 e d E a gl e
'

s m e di u m ( m m M , G ib c o)

s u p p l e m e n t e d wi th 1 0 % fe t al b o vi n e s e r u m ( Gib c o) , 1 0 0 u/ m l p e ni c 皿 n , 1 0 0

p g/ m l st r e p t o m y ci n an d 1 m g/ m l G e n eti ci n ( a 4 18 , G ib c o) ･
T h e c ul t u r e s

w e r e p a s s e d e v e r y 3
･ 5 d a y b y tl S e Of a b ri ef t ry p si n t T e at m e n t ･ T h e c e n s

w e r e m ai n t ai n e d at 3 7
o

C i n 5 % C O 2 an d p l a t e d o n gl a s s c o v e r s u p s 2
･3

d a y s b ef o r e el e ct r o p h y si ol o gi c al e x p e ri m e n t s I

2 . 3 E l e ct m p h y sl ol og 7
'

c &1 s t u d y

Wh ol e
-

c ell m e m b r an e c u r r e n t r e c o rdi n g s w e r e p e rf o r m e d b y th e p at ch

cl a m p m eth o d . S i n gl e a t ri al m y o cy t e s o r H E E 2 9 3 c e n s w e r e p
l a c e d i n a

r e c o r di n g ch am b e r ( 1 m l v ol u m e) att a ch e d t o a n i n v e rt e d mi c r o s c o p e

- 5 1 -



(o ly m p u s I M T
-

2 , T ok y o , J a p an ) , an d s u p e r fu s e d wi th th e H E P E S
-

T y T O d e

s ol u ti o n at a r at e of 3 mi / mi n ･ T h e t e m p e r at u r e of t h e e xt e r n al s ol u ti o n

w a s k e p t c o n st a n t a t 3 6 ±1
o

C ･ G l a s s p at ch p ip ett e s wi t h a tip di am et e r of

2
･3 p M w e r e h e at

･

p o h sh e d an d m l e d wi th an i n t e r n al s o
l u ti o n c o m p o s e d of

( m M ) : K O H 1 1 0 , L
-

a sp a rt at e 1 10 ,.
K C 1 2 0 , M g C 1 2 1 , A T P

-

K 2 5 ,

p h o s p h o c r e a ti n e
- K 2 5 , E G T A 1 0 a n d = E P E S

-

E O H (P H 7 ･ 4) 5 ･
T h e f r e e

c a ･ ･ c . n c e n t r a ti o n i n th e p ip ett e s ol u ti o n w a s a dj u st e d t o p C a 8 ･ T h e

r e si st a n c e of th e p ip ett e 五皿e d wi th th e i n t e r n al s ol
u ti o n w a s 1 - 3 M E L A ft e r

th e gi g a oh m s e al b et w e e n th e
tip a n d th e G e n m e m b r a n e w a s f o r m e d , th e

m e m b r an e p at ch w a s di s ru p t e d b y a p p
lyi n g m o r e n e g a tiv e p r e s s u r e

t o m a k e

th e w h ol e c e u v olt a g e
･

cl am p m o d e l T h e el e ct r o d e w a s c o n n e ct e d t o a

p a t ch / w h ol e c e u cl a n p
am p li fi e r ( N i h o n K oh d e n C E Z

- 2 3 0 0
,
J a p an ) ･

R e c o r di n g si g n al s w e r e 瓜t e r e d at
1 k H z b an d wi d th , an d s e ri e s r e si st a n c e

w a s c o m p e n s a t e d b y 4 0
･

7 0 % ･
V olt a g e c o m m an d p ul s e s w e r e g e n e

r a t e d
,

an d d at a w e r e a c q u i r e d b y an I B M c o m p atibl e c o m p
u t e r ( C o m p a q P T O 血 e a

4/5 0 wi th a 2 0 0 M b yt e h a r d di s c , U ･ S ･ A ･) u si n g P C L A M P s oft w a r e ( 加 o n

l n st ru m e n t s , F o st e r C it y , C A , U ･ S ･ A ･) I
C tl r r e n t Si g n al s w e r e di gi ti z e d wi th

a s am p li n g i n t e rv al of 2 k H z a n d st o r e d o n t h e
h a r d di s c of th e c o m p u t e T ･

A li q u i d j u n cti o n p ot e n ti al b et w e e n th e i n t e rn al s o
l u ti o n an d th e b a th

s ol u ti o n of
- 8 m V w a s c o r r e ct e d .

I n th e e x p e ri m e n t s u si n g r at at ri al m y o cy t e s ,
m e m b r an e c u r r e n t s w e r e

r e c o r d e d b y d e h v e ri n g 1 0 0 m s d ep ol a ri zi n g p
ul s e s f r o m a h oldi n g p ot e n ti al

of ･ 6 0 m V t o v olt a g e s b et w e e n
･ 4 0 m V an d ＋4 0 m V i n i n c r e m e n t s of 10 m V
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at a r at e of 0 .
1 H z . A 洗e r th e st a bi h z ati o n of th e m e m b r an e c u r r e n t s i n th e

c o n t r ol c o n diti o n , t h e b ath s ol u ti o n w a s s wi t ch e d f r o m n o r m al

H E P E S ･ T y r o d e s ol u ti o n t o N a
＋ 愈 e e a n d C o ' ＋

-

c o n t ai n i n g T y r o d e s ol u ti o n t o

bl o c k C a ･ ･ c u r r e n t an d N a
＋
c u r r e n t . T h e c o m p o si ti o n of th e s ol u ti o n w a s

( m M ) : ch o k e C l 1 4 3 , E C 1 5 .
4
,
E H 2 P O 4 0 . 3 3

,
M a C 1 2 ･ 6 H 2 0 0 . 5 , g h c o s e 5 ･5

,

H E P E S 5 , at r o pi n e s ul p h at e O ･ 0 0 5
,
C a C 1 2 1 ･ 8 , C o C 12 2 ･ A fte r th e

st a bili z a ti o n of t h e m e m b r a n e c u r r e n t , r a t a t ri al c e n s w e r e e x p o s e d t o

an ti a r rh yt h mi c 血u g s ･ A 鮎 r e x p o s u r e t o o n e of th e an ti a r rh y th mi c d ru g s ,

4
･

a mi n o p y ri di n e (4
- A P

,
3 m M ) w a s a p p h e d t o th e c ell s si n c e 4

･ A P w a s

r e p o rt e d t o i n h ibit I R u r i n r a 七 a七ri al c ell s at a r e
l ati v el y h i gh c o n c e n t r a ti o n

【7】. T h e 4 ･ A P -

S e n siti v e c u r r e n t w a s d e si g n at e d a s l x u r , an d th e p e r c e n t

i n h ib iti o n of t h e c Ⅵ.r r e n t b y an an ti a r r h y th mi c d r u g 廊a s c al c u l at e d ･

I n a p a rt of e x p e ri m e n t s effe ct s of b ep ridil o n th e a
cti o n p ot e n ti al w e r e

e x 弧 血e d i n r a t at ri al c e n s . T h e a cti o n p ot e n 七i al w a s r e c o r d e d i n th e

c u r r e n t
-

cl a m p m o d e u si n g th e s a m e p ip ett e s ol u ti o n an d th e n o r m al

H E P E S ･ T y r o d e s ol u ti o n ･ T h e c ell s w e r e sti m ul at e d b y p a s si n g 2 m s

c u r r e n t s th r o u gh th e pip ett e at a r a t e of O 12 H z ･

I n p at ch cl a m p e x p e ri m e n t s u si n g H E 馳 93 c ell s ,
m e m b r an e c u r r e n t s

w e r e e h cit e d b y 2 0 0
-

m S d ep ol a ri2;i n g p ul s e s f r o m
- 8 0 m V t o v olt a g e s

b et w e e n
･ 6 0 m V a n d 6 0 m V ,

an d t h e n cl am p b a ck t o
一 生O m V f o r 2 0 0 m s i n

n o r m al T y T O d e s ol u ti o n . Aft e r t h e a tt ai n m e n t of st abl e m e m b r an
e c u r r e n t s

th e c e n s w e r e e x p o s e d t o o n e of v a ri o u s an ti a r rh yth mi c d ru g s ･

- 5 3 -



2 . 4 D T u g S

T h e f o n o wi n g d ru g s w e r e ll S e d
: b e p ri d il (S a n k y o P h a r m a c e u ti c al C o ･

,

T ok y o , J a p a n) , a m i o d a r o n e ( T ai sh o P h a r m a c e u ti
c al C o ･

,
T ok y o , J a p a n) ,

E ･

4 0 3 1( N
-[ 4 -[[ 1 -[ 2 -(6 ･

m e t h yl
･

2
･

p y ri di n y l) et h yl]
･

4
･

p ip e ri d i n yl] c a rb o n yl
-

p h e n yl] m e th an e S ul p h o n a mi d e di h y d r o ch l o ri d e di h y d r a
t e) ( E i s ai C o ･ ,

L t d ･

T s u k u b a , J a p a n) , a t r o p i n e s u lf a t e m o n o h y d r a t e ( W a k o , O s a
k a , J a p an ) ･

B ep ri d il a n d am i o d a r o n e w e r e p r ep a r e d
a s a st o ck s ol u ti o n of 1 0 m M i n

di m e th yl s ul p h o xid e ･ It w a s c o n fi rm e d th at th e s ol v e n t s h a d n o i n n u e n c e

o n th e m e m b r a n e c u r r e n t s . O th e r d ru g s w e r e di s s ol v e d i n di sti n e d w at e
r ･

2 . 5 S t a tl s ti c s

A n v al u e s a r e p r e s e n t e d i n t e r m s of m e an ± S E M ･
S t u d e n t

'

s i
-

t e st

f o r p ai r e d o r un p ai r e d o b s e rv a t
i o n s w a s u s e d f o r st a ti sti c al an al y si s ･ P

v al u e s of l e s s th an 0 _0 5 w e r e c o n si d e r e d si g ni fi c an t . T h e

c o n c e n t r a ti o n
-

e ff e ct d at a w e r e fi tt e d a n d I C 5 0 V al u e s w e r e ob t ai n e d u si n g

D elt a G r a p h P r o fe s si o n al ( D elt a P oi n t , P ol a mi d c o m p u ti n g , T o
k y o , J a p an ) ･

-
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3 . R e s Ⅶ1七s

3 .1 E ＋f e c t s of b ep n
'

d l
'

1
,
a m l

'

o d a z 10 n e a n d E
-

4 0 3 1 o n ZE u r 1
'

n m t a t T l
'

al c ell s

E ff e ct s of b ep Tidil o n t h e I K u r th a t w a s r e c o r d e d f r o m r at at ri al m y o cy t e s

i n th e N a ･
-f r e e a n d C o ' ＋ ･

c o n t ai mi n g T y r o d e s ol u ti o n w e r e e x a mi n e d .

F i g u r e 1 s h o w s r e p r e s e n t a ti v e t r a ci n g s of I E n r b ef o r e an
d aft e r l an d 3 ドM

b ep ri dil . T h e o u t w a r d c u r r e n t r o s e r a p idl y t o a m a xi m al l e v el an d th e n

sl o w ly an d p a rti a n y i n a cti v at e d ･ T h e o u t w a r d c u r r e n t w a s l a r g ely

i n hib it e d b y 3 m M 4
-

a mi n o p y ridi n e (4
･ A P) , a s p r e vi o u sl y r ep o rt e d b y B oyl e

an d N e rb o n n e 【7】. H e r e w e d e si g n a t e d t h e r a pidl y a cti v ati n g , s u st ai n e d

c o m p o n e n t 任s u s o r l s s) of th e o u t w a r d c u r r e n t , w h i ch K v l ･5 p r o もab ly

un d e rli e s 【2 2】, a s I 払 r . B e p rid 止 at a c o n c e n t r ati o n of 1 p M si g n i fi c a n tly

d e p r e s s e d th e st e a d y st at e o -1t W a r d c u r r e n t , w h ch w a s m e a s u r e d at t
h e e n d

of tb . e d e p ol a ri z; ati o n p ul s e t o 4 0 m V , f r o m l ･ 1 ±0 ･ 2 n A t o O ･
7 ±0 ･ 1 n A

,

(p < o .o 5
,
n
= 6) .
B e p ridil at a c o n c e n t r ati o n of 1 p M r e d u c e d th e s

t e a d y st at e

c u r r e n t s (6 6 . 3 ±4 . 6 % ) m o r e eff e cti v ely th a n th e p e a k
`
c u r r e n t ( 2 9 .

5 ±7 ･2 %)

at ＋4 0 m V
,
s u g g e sti n g th a t b e p rid il mi gh t a ct a s an op e n ch an n el bl o ck e r ･

T h e c u r r e n t
･

v olt a g e (I
- V ) r el a ti o n s hi p s f o r th e st e a d y st at e o u t w a rd

c u r r e n t s i n th e ab s e n c e an d p r e s e n c e of 1 o r S 汁M b ep ri dil a r e s
u m m a ri z e d

i n F i g u r e l ･ B ep ri dil r e d u c ed I R n , o v e r W h ol e v olt a g e r an g e o v e
r w h i ch th i s

c u r r e n t w a s a cti v at e d .
B ep ri d il i n h ibit e d h r of r at at ri al m y o cy t e s i n a

c o n c e n t r a ti o n
-

d ep e n d e n t m an n e r (F i g u r e 2) . T h e c al c u l at e d I C 5 0 V al u e of

- 5 5
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b e p ri d il f o r i n h ibiti n g I - '
w h i ch w a s m e a s u r e d at th e e n d of d ep ol ar i z a ti o n

p ul s e t o ＋4 0 m V , w a s O ･ 4 8 ドM ･

A mi o d a r o n e al s o i n h ib it e d I 払 r i n r at at ri al c e n s al th o l l gh th e p ot e n c y

w a s l e s s p ot e n t th an b e p ri dil o n m ol a r b a si s ･ F ig u r e 3 A s h o w s

r e p r e s e n t ati v e t r a ci n g s of I K u r i n th e a b s e n c e an d p r e s e n c e of 1 0 p M

a mi o d a r o n e . T h e o u t w a r d c u r r e n t w a s m a rk ed ly s u p p r e s s e d b y 3 m M

4
-

A P .
T h e o u t w a r d c u r r e n t m e a s u r e d a t th e e n d of th e 1 0 0 m s

d e p ol a ri zi n g p ul s e s t o ＋4 0 m V b ef o r e an d aft e r l O けM a mi o d a r o
n e w a s l ･ 2 ±

o .3 n A an d 0 .6 ＋_ 0 . 1 n A (P < 0 .0 5 , n = 5) , r e s p e cti v ely . T h e c al c u l at e d I C 5 0

v al u e of a mi o d a r o n e f o r i n h i biti n g I E u r , W hi ch w a s m e a s u r e d at t h e e n d of

d ep ol a ri z ati o n p u l s e t o ＋4 0 血Ⅴ, w a s 7 ･0 いM ･ I n c o n t r a st , E
-

4 0 3 1 h a rd ly

aff e ct e d I 払 r i n r a t at ri al c e n s , a s s h o wn i n F i g u r e 3 C . T h e I E u r W a s

i n si g niii c an tly ch an g e d 血o m 1 . 0 ±0 . 2 n A t o 1 .
1 ±0 .
1 n A aft e r 10 p M E

･

4 0 3 1

( n . s .

,
n = 7 ) .

3 . 2 E u e ct s of b ep n
'

d l
'

1 o n th e a ctl o D P Ot e n よi al

E ff e ct s of b e p rid il o n th e a c ti o n p ot e n ti al of r at a t ri al c ell s w e r e

e x a m i n e d i n th e c u r r e n t cl a m p m o d e . T h e b a s e li n e ch a r a ct e ri sti c s of

a c ti o n p ot e n ti al s r e c o r d e d fr o m si n gl e a t ri al m y o cy t e s sti m ul at e d at O ･2 H z

w e r e a s f o 皿o w s : r e sti n g m e m b r a n e p ot e n ti al ,
-

7 8 .6 ±1 . 1 m V ; a cti o n p ot e n ti al

a m p h t u d e , 1 3 9 .5 t 4 .8 m V ; a cti o n p ot e n ti al d u r a ti o n at
- 5 0 m V ( A P D 1

5 0 m V) ,

- 5 6 -



5 9 .8 ±5 .3 m s ( n = 5) . B ep ri dil at a c o n c e n t r a ti o n of 1 LA M p r ol o n g ed A P D
･

5 0 m V

b y 5 3 .5 ±7 .8 % (P < 0 .0 5 , n = 5) , a n d t h e p r ol o n g ati o n w a s r e v e rt e d t o w a r d th e

c o n t r ol a 洗e r w a s h o u t ( F ig u r e 4) .

3 . 3 戯fe cts of b ep n
'

d l
'

1
,
a m 1

'

o d a m D e a n d E
-

4 0 3 1 o n h K v l ･ 5 ch a n n el c u z T e n t l
'

n

H E K 2 9 3 c ell s

E ff e ct s of b ep ri 血1 , a mi o d a r o n e an d E
- 4 0 4 1 o n th e p ot a s si u m c u r r e n t

th r o u gh h K v l .5 c h a n n el s st ab l y e x p r e s s e d i n H E E 2 9 3 c en s w e r e e x a mi n e d ･

R ep r e s e n t ati v e c u r r e n t t r a ci n g s i n th e a b s e n c e a n d p r e s e n c e of b ep
ridil a r e

sh o wn i n F i g u r e 5 . T h e c e 皿 w a s h el d at
･8 0 m V an d 2 0 0 m s d ep ol a ri zi n g

p ul s e s f r o m
-6 0 m V t o ＋6 0 m V i n i n c r e m e n t s of 1 0 m V st ep s w e r e a p p h e d

e v e r y 1 0 s . T h e h K v l ･ 5 c u r r e n t r o s e r a pid ly t o a p e a k an d th e n sl o w ly a n d

p a rti al l y i n a cti v at e d ･ B e p ridil at a c o n c e n t r a ti o n of 1 0 p M r e d u c e d th e

st e a d y st at e c Ⅵ .r r e n t at ＋4 0 m V b y 6 2 . 3 ±3 ･0 % ( fr o m 5 ･6 ±0 ･3 n A t o 2 ･ 1 ±0 ･2

n A
,
P < 0 . 0 5

,
n
= 5) , an d th e p e a k c u r r e n t b y 1 7 .3 ±2 ･ 7 % (f r o m 6 ･ 3 ±0 ･3 n A t o

5 .
2 ±0 .4 n A

,
P < 0 .0 5) . B ep ri d n i n h ib it e d th e st e a d y s t at e c u r r e n t m e a s u r e d

at th e e n d of th e d ep ol a ri zi n g p ul s e s m o r e eff e cti v ely t h a n th e p e a
k c u r r e n t

,

s u 紺 e Sti n g th a t b e p ri d il b i n d s p r ef e r e n 七i a 皿y t o th e op
e n st at e of th e ch a n n el ･

T h e c u r r e n t
･

v olt a g e r el ati o n s h ip s of th e st e a d y st a t e c u r r e n t b e
f o r e an d

a 洗e r 3 a n d 1 0 p M b ep ri d il a吏e sh o w n i n F i 即 ･r e 5 ･ B ep ri dil r e d u c e d h E v l ･5

ch an n el c u r r e n t o v e r th e w h ol e v olt a g e r an g e o v e r w h i ch th i s c u r r e n t w a s
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a cti v a t e d
,
b u t th e i n h ib it o r y effe ct w a s m o r e p r o mi n e n t at m o r e p o siti v e

p ot e n ti al s ･ T h e f r a cti o n al b l o c k of h E v l ･5 ch an n el c u r r e n t b y l O いM

b e p ri dil at th e e n d of d ep ol an z m g p u l s e s t o 0 m V an d ＋6 0 m V w a s

O ･3 1 ±0 ･0 4 an d O ･ 6 5 ±0 ･ 0 3
,
r e sp e c ti v el y ･ F ig u r e 6 s h o w s th e

c o n c e n t r a ti o n ･ d ep e n d e n t i n h ib iti o n of th e h E v 1 . 5 ch an n el c u r r e n t m e a s u r e d

at th e e n d of 2 0 0 m s d e p ol a ri zi n g p ul s e s t o ＋4 0 m V b y b e p ri d il , an d t h e

c al c ul at e d I C 5 0 V al u e w a s 6 ･6 トI M .

I n c o n t r a st
,
am i o d a r o n e an d E -

4 0 3 1 払il e d 七o i n h ib it th e h X v l . 5

ch an n el c u r r e n t m a r k e d ly ･ F i g u r e 7 in u st r at e s r ep r e s e n t ati v e t r a ci n g s of

h K v l ･ 5 ch an n el c u r r e n t i n th e a b s e n c e an d p r e s e n c e of 1 0 p M a mi o d a r o n e

o r 1 0 p M E
-

4 0 3 1 i n H E E 2 9 3 c e 皿s ･ T h e c u r r e n t m e a s u r e d at t h e e n d of th e

2 0 0 m s d e p ol a ri zi n g p ul s e s t o ＋4 0 m V w a s 4 .3 ±0 . 4 n A a n d 4 .0 ±0 . 4 n A

b ef o r e an d a 鮎 r l O ドM am i o d EL r O n e
,
r e s p e c ti v el y ( P < 0 . 0 5 . , n

= 1 2) . T h e

st e a d y st at e h E v l ･5 ch an n el w a s i n s lg mi & ca L n tl y ch an g e d f r o m 4 .
4 ± 1 . 1

n A t o 4 ･ 2 ±1 . 2 n A b y 10 P M E
-

4 0 3 1 ( n = 4) .
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4 .
D i s c u s si o n

T h e ult r a T a Pi d d .el a y e d r e ct 述 e r X
＋
c u r r e n t (I K n r) h a s b e e n r e c o r d e d i n

c a rdi o m y o c y t e s of m an y an i m al s p e ci e s s u ch a s r at 【7 , 2 3】, d o g [8 ,2 4】 a n d

m o u s e 【2 5】. T h e K
＋
c u r r e n t i s an o u t w a rdly r e ctif9 i n g a n d h i 紳1y s el e cti v e

E ･ c h an n el wi th a r a p i d ti m e c o u r s e of a cti v ati o n . T h e cl o s e bi op h y si c al

c o r r e sp o n d e n c e b et w e e n I R u r i d e n tifi e d i n h Ⅶ m an at ri al c e u s an d h K v l ･5

c u r r e n t s u g g e st s th a t h K v l ･5 11 n d e 血 e s I K u r C h a n n el ･ S u p p o rt f o r th i s

c o n c e p t d e ri v e s 血o m th e o b s e rv a ti o n th at a n ti s e n s e oli g o d e o x y n u cl e ot
i d e s

di r e ct e d a g ai n st t h e K v l ･5 c e di n g s e q u e n c e r e d u c e d I 払 r i n c ul t ll r e d h u m a n

at ri al m y o cyt e s b y 5 0 % , wi th o u t a ff e cti n g ot h e r c u r r e n t s 【2 6】･ T h u s , th e

I E u r h a s b e e n p o st ul at e d t o b e t h e p r e d o mi n an t d el a y e d r e cti & e r K
＋
c tl r r e n t

r e sp o n sib l e f o r h u m an a t 血al b u t n ot v e n 血 c ul a r r ep ol a
ri z a ti o n ･ T h e r ef o r e

,

it c an b e e x p e ct e d th a t a n ti a r rh y th mi c d r u g s i n h ibiti n g I E u r m a y e
ffe cti v el y

p r e v e n t th e o c c u r r e n c e of a t ri al fi b ri皿ati o n wi th o u t fe a r of e x c e s si v e Q T

p r ot o n g a ti o n .

It h a s b e e n r e p o rt e d th a t s e v e r al an ti a r rh yth mi c d r u g s i n h ibit I 臥 r

a n dJ o r K v l .5 c u r r e n t . Q 血 di n e w a s sh o w n t o i n h ibit I血 r at c 血 i c a n y

r el e v an t c o n c e n t r a ti o n s (I C 5 0 : 5 p M ) i n h u m an at ri al m y o c yt e s al th o u gh

n e c ai d d e p r od u c e d h ttl e eff e ct o n th e K
'
c u r r e n t [ 2 7】･ P r op af e n o n e , a

cl a s s l c a n ti a r rh y th mi c d r tl g , W a S al s o r e p o rt e d t o i n h
ib it I E u r i n h u m an

at ri al c e n s a n d h K v l .5 c u r r e n t a t th e th e r a p e u ti c c o n c e n t r a ti o n s 【28 , 2 9】.

I n t e r m s of ､efF e ct s of cl a s s I工Ⅰ an ti a r rh yth mi c d r u g s o n I K n r , a m b a si h t e an d
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cl o fi1i u m w e r e sh o w n t o i n h ibit I E u r i n h u m a n at ri al m y o cy t e s al th o u gh b oth

a -

s ot al ol an d E ･

4 0 3 1 fa il e d t o al t e r th e K ･ c u r r e n t【3 0 , 3 1】. C o n si st e n t wi t h

th e r e p o rt , E
-

4 0 3 1 h a r dl y a ff e ct e d th e I E u r i n r at at ri al m y o c y t e s an d h E v l . 5

c ll r r e n t e x p r e s s e d i n H E E 2 9 3 c e n s . A m i o d a r o n e i s cl a s si fi e d a s a cl a s s III

a h ti a r r h y th mi c d - g al th o u gh t h e el e ct r o p h a rm a c ol o gi c al eff e ct s a r e r e a n y

c o m p l e x an d t h e d ru g i n h ib it s m a n y m e m b r an e c t l r r e n t S i n cl u di n g N a
十

,

C a ' ' an d E ＋ c u r r e n t s 【3 2】･ R e c e n t st u di e s [3 3 ･

3 6] h a v e s u g g e st e d th a t

a c u t e an d ch r o mi c a d mi mi st r a ti o n of a m i o d a r o n e i n h ib it di ff e r e n t ki n d s .f K ･

c u r r e n t s ･ A c u t e a mi o d a r o n e i n h ibit s I 恥 I E l , I K A C h an d I K N a i n a d diti o n t o

th e i n h ibi ti o n of th e N a ' an d C a . . c u r r e n t s w h e r e a s ch r o mi c a mi o d a r o n e

i n h i bit s It o a n d h s ･ T h e p r e s e n t st u d y d e m o n st r at e d th a t a c u t e

a d mi n i st r a ti o n of a mi o d a r o n e w e a k l y s u p p r e s s e d h K v l . 5 c u r r e n t i n

H E E 2 9 3 c e n s an d I E u r i n r at a t ri al c ell s ･ I n th i s c o n t e x t , a r e c e n t r ep o rt

【3 7】sh o w e d th at a h i gh c o n c e n t r a ti o n ( 10 0 p M ) of a mi o d a ごO n e Sli gh tly (b y

18 % ) i n h i bit e d E v l ･ 5 c u r r e n t e x p r e s s e d i n X e n o p u s o o cy t e s . H o w e v e r
,
it

w a s r ep o rt e d th at ch r o ni c t r e at m e n t wi th a m i o d a r o n e r e d u c e d E v ュ.5 m R N A

l e v el i n r at v e n t ri cl e 【3 8】･ T h e r e fo r e
,
w e c an n ot e x cl u d e th e p o s sibi h t y th a t

l o n g
･

t e r m t r e at m e n t wi th a mi o d a r o n e d e c r e a s e s 血 e d e n sit y of I E n r i n a t ri al

c e 皿s a n d p r ol o n g s th e a cti o n p ot e n ti al d u r a ti o n _

B e p ri d n i s an an ti a r rh y th mi c d ru g p o s s e s si n g m ul ti ch an n el bl o ck i n g

a cti o n h k e a mi o d a r o n e al th o u gh th e d r u g d o e s n ot h a v e a n ti a d r e n e r gi c

eff e ct s o n th e h e a rt . B e p ri dil w a s s h o wn t o i n h ib it m an y K
＋
c u r r e n t s s u ch

a s l n , I E s , I E l , Ⅰ七o , I K A C h , I K N a an d I K A T P i n a d diti o n t o it s i n h ib it o ry a cti o n o n
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th e N a 十 an d C a 十＋ c u r r e n t s 【1 4 -

1 9】. I n thi s st ll d y b e p ri d il al s o i n h ibit e d I 払 r

of r at a 上ri al c ell s an d h E v l . 5 c u r r e n t at th e th e r a p e u ti c c o n c e n t r ati o n s .

B e p ri dil i n h ib it e d th e st e a d y
･

s t a t e c u r r e n t s th a n th e p e a k c u r r e n t s

m o r e effe cti v ely , s 11 g 嘗e Sti n g th a t th e d r u g i n h ib it s I K u r an d h K v l .5 c ll r r e n t

a s a n o p e n c h a n n el bl o c k e r ･ T h e i n h ibiti o n of th e s e c u r r e n t s b y b ep ridil

w a s g r e at e r a t m o r e d e p ol a ri z e d p ot e n ti al s ･ M o st of th e v olt a g e d ep e n d e n t

b l o ck mi gh t b e a tt rib u t a b l e t o v olt a g e d ep e n d e n c e of I K u r an d h K v l ･5 c u r r e n t

a cti v ati o n . T も.u s , b e p ri dil i n h ib it e d th e s e c u r r e n t s i n a ti m e
･

an d

v ol七a g e
･ d e p e n d e n t f a s h i o n ･

S i mi l a r m o d e of b l o ck i n g a cti o n w a s ob s e rv e d

wi th q u i n i di n e 【2 7】 an d p r o p af e n o n e 【2 8 , 2 9] .

It i s w ell kn o w n th a t el e ct ri c al r e m o d e h g , i . e .

,
al t e r ati o n of

el e ct r o p h y si ol o 由c al p T O p e rti e s , c an b e i n d tl C e d i n th e at ri al m y o c a rdi u m

d u ri n g r e p etiti v e el e ct ri c al a cti vi ty [3 9】･
Al th o u gh i n iti a n y at ri al

fi b ri n a ti o n t e r mi n at e s sp o n t a n e o u sly wi th i n a f e w s e c o n d s , th e r ep etiti v e

i n d t l Cti o n of at ri al 丘b ri n ati o n l e a d s t o p r o g r e s si v e p r ol o n g a ti o n of th e

d u r ati o n of t h e i n d t l C e d p a r o x y s m s of at ri al fi b ri n a ti o n .
T h i s p h e n o m e n o n

i s c a n e d a s
"

at ri al 丘b ri 1l ati o n b e g et s at 血al 丘b r n l ati o n
カ

a n d p r ob ab ly d u e t o

th e el e ct ri c al r e m o d e li n g s l l Ch a s sh o rt e n l n g S Of at ri al a c ti o n p ot e n ti al an d

at ri al r e 血a ct o ri n e s s 【39】. Al th o t1 gh th e p r e ci s e m e c h an i s m ( s) u n d e rl yi n g

th e el e ct ri c al r e m o d e h g h a v e n ot b e e n w ell e st ab h sh e d , th e d e c r e a
s e d

d e n sity of th e L
-

ty p e C a
. .
c u r r e n t m a y pl a y a n i m p o rt an t r ol e i n th e

el e ct ri c al r e m o d e h n g i n th e ch r o n i c p h a s e 【4 0] . M o r e r e c e n tly it h a s b e e
n

d e m o n st r a t e d th at h i gh
-

r at e a t ri al p a ci n g I n c r e a s e d th e m R N A l e v el of t h e
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E v ュ.5 ch an n el wi th i n a fe w h o u r s i n r at h e a rt s 【4 1】. T h e r ef o r e , th e

an ti a r rh y th mi c d ru g s p o s s e s si n g E v 1 .5 ch an n el b l o ck i n g a cti o n m a y b e

t l S e fu l t o p r e v e n t o r t e r mi n a t e th e r e c u r r e n c e of p a r o x y s m al at ri al

& b ri n a ti o n wi th i n a sh o rt p e ri o d .

B ep ri dil h a s b e e n sh o wn t o i n h i b it I 恥 I K s , 【19] a n d I E .A C h [ 1 5】 i n

a d diti o n t o N a ＋ an d C a ' ' c h an n el bl o ck a d e . T h i s st u d y h a s d e m o n st r a t e d

th at b ep 血d il c an al s o i n h ibit I 払 r . T h e s e el e ct r o p h y si ol o gi c al eff e ct s of

b ep ri d il m a y b e u s e fu l f o r th e an ti a r rh yth mi c e ff e ct s , e sp e ci a n y f o r th e

p r e v e n ti o n o r t e r m i n a ti o n of a t ri al fi b rill a ti o n .
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A c k n o w 且e d 野 n e n 七s

T h e a u t h o r s w a n t t o e x p r e s s th ei r th an k s t o D r . M . M . T am k u n f o r

p r o vi di n g u s th e cl o n e of h K v l . 5 c h a n n el s . T h e a llt h o r s th an k M .

T a m a 首a W a an d I . S a k a sh it a f o r t h ei r 七e ch ni c al a n d s e c r et a ri al w o rk . T h i s

w o rk w a s s u p p o rt e d i n p a rt b y a G r an t
-i n ･ A i d 血o m th e M 払i st r y of

E d u c ati o n , S ci e n c e , S p o rt s a n d C ul t u r e of J a p an a n d a . W at a n ab e R e s e a r ch

F u n d .
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R e f e r e n c e s

【1】 F ei n b e r g W M , B l a ck s h e a r J L , L a u p a ci s A , K r o n m al R , H a rt R G .

P r e v al e n c e , a g e di st rib u ti o n a n d g e n d e r of p ati e n t s wi th at ri al

丘b 血u ati o n . A r ch i n t e r n M e 且1 9 9 5;1 5 5 :4 6 9 -

4 7 3 .

【2] B r a u d F N , A b b ott R D , K an n el W B , W o lf P A . C h 虻 a Ct e ri sti c s an d

p r o 印 O Si s of l o n e at ri al fi b ri n ati o n ･ 3 0 y e a r s f o n o w
･

u p i n th e

F r a m 血 gh a m st t ld y . J jl M A 1 9 8 5;2 5 4 :3 4 4 9 - 3 4 5 3 .

【3】 K o p e ck y S L , G e r s h B J , M c G o o n M D , Wh i s n a n t J P , H o lm e s D R , II st ru p

D P
,
F ry e R L . T h e n a t u r al h i st o r y of l o n e at ri al fi b ri m a ti o n _ A

p o p ul a ti o n
- b a s e d st u d y o v e r th r e e d e c a d e s . N E n gl J M e d

1 9 8 7;3 1 7 :6 6 9
-

6 7 4 .

【4】血p e rt J S , P et e r s o n P , G o d W e d s e n J . A t ri al fi b ri 皿ati o n : n at u r al h i st o r y ,

c o m p h c ati o n an d m an a g e m e n t . An n R e v M e d 1 9 8 8;6 9 :5 1 9 - 5 2 9 .

【5】 A u e s si e M A
,
L a m m e r s W J E P

,
B o n k e I M

,
N o 皿e n J . E x p e ri m e n t al

e v al u ati o n of M o e
'

s m ul ti pl e w a v el et h y p oth e si s of a t ri al fi b ri n a ti o n .

I n : Zip e s D P , J al if e J , e d s ･ C a r di a c A r rh yt h mi a s . N e w Y o r k , G r u m

& S t r att o n . 19 8 5 : 2 6 5 ･

2 7 6 .

【6] R o d e n D M
,
G e o r g e j u J r . S t ru ct u r e a n d fu n cti o n of c a r di a c s odi u m an d

p o t a s si u m ch a n n el s . Am J P h y si ol 1 9 9 7;2 7 3 :H 5 1 1
- H 5 2 5 .

【7】 B o yl e W A , N e rb o n n e J M . A n o v el ty p e of d e p ol a ri z ati o n
･

a cti v at e d K ･

c u r r e n t i n i s ol at e d a d ul t r at at ri al m y o c yt e s ･ Am J P h y si ol

1 9 9 Ⅰ;2 6 0 :H 1 2 3 6 - H 1 2 4 7 .
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【8】Y u e L , F e n g a , L i G R , N at七el S . C h a r a ct e ri z ati o n of a n ul t r a r a pi d

d el a y e d r e cti & e r p ot a s sit l m Ch an n el i n v ol v e d i n c a n i n e at ri al

T e p Ol a Ti z ati o n .
∫P h y si ol (L o n d) 1 9 9 6;4 9 6 :6 4 7

-

6 6 2 .

[9] W an g Z , F e r mi n i B , N att el S . S u st ai n e d d ep ol a ri z ati o n
･i n d n c e d

o u t w a r d c u r r e n t i n h u m an at ri al m y o c yt e s : E vi d e n c e fo r a n o v el

d el a y e d r e cti 五e r E
＋
c u r r e n t si mi l a r t o K v l .5 cl o n e d c h a n n el c u r r e n t s .

C i r R e s 1 9 9 3; 7 3 :1 0 6 1
-

1 0 7 6 .

【10] F e di d a D , W ibl e B , W an g Z , F e r mi n i B , F a ll St F , N att el S , B r o wn A M .

I d e n tity of a n o v el d el a y e d r e cti fi e r c u r r e n t f r o m h Ⅶ m a n h e a rt wi th a

cl o n e d K 十 c h an n el c u r r e n t . C i r c R e s 1 9 9 3 ,
'

73 :2 1 0 ･ 2 1 6 .

【1 1】 S n y d e r s D J , T a m k u n M M , B e n n ett P B ･ A r ap idl y a cti v ati n g an d

sl o w ly i n a c 也v ati n g p ot a s si u m ch a n n el cl o n e d 血o m h u m an h e a rt ･

F un cti o n al an al y si s aft e r st a bl e m a m m al i a n c e n c ul t u r e e x p r e s si o n ･

J G e n P h y si ol 1 9 9 3 ;1 0 1 :5 1 3
- 5 4 3 .

【1 2】 K o r a r 2; e W S k a H , P e et e r s G A , S a n g ui n etti M C . R ep ol a 血zi n g E
＋

c 1 1 r r e n t S i n n o n f ai li n g h u m a n h e a rt s : S i mi l a riti e s b et w e e n ri gh t s ep t al

s u b e pi c a r di al an d l eft s u b e pi c a r di al v e n t ri c ul ai m y o c yt e s I C i r c ul ati o n

1 9 9 5 ;9 2 : 1 1 7 9
･

1 18 7 .

【1 3】 Li G R , F e n g ∫, Y u e L , C a r ri e r M , N att el S . E vi d e n c e f o r t w o

c o m p o n e n t s of d el a y ed r e cti fi e r K
'
c u r r e n t i n

'

h t l m an V e n t 血c ul a r

m y o c yt e s . C i r c R e s 1 9 9 6; 7 8 :6 8 9 ･ 6 9 6 ･

【1 4】Y at an i A , B r o w n A , S ch w a rt z A .
B ep ri dil bl o ck of c a r di a c c al ci u m a n d

s o di u m ch a n n el s . ♂P h a r m a c oI E 荒P T h e y 1 9 8 6 ;2 3 7 :9
･

1 7 ･
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【15】E a r a Y , N a k a y a Ⅱ . S D - 3 2 1 2 , a n e w cl a s s l a n d I V an ti a r rh y th mi c d r u g :

a p ot e n t i n h ibit o r of th e m u s c a ri n i c a c etyl ch o h n e
･

r e c e p t o r
-

o p e r at e d

p ot a s si u m c u r r e n t i n 印 1 n e a P ly at ri al c ell s ･ B r ∫ P h a r m a c ol

19 9 5;1 1 6 :2 75 0
-

2 7 56 .

【1 6】B e r g e r F , B o h c h a r d U , Ⅱ af n e r D ･ E ff e ct s of t h e c al ci u m e n t ry b l o c k e r

b e p ri d il o n r ep ol a ri zi n g an d p a c e m a k e r c u r r e n t s i n s h e e p c a
r di a c

p u rki nj e S b e r s .
N a un y n

･ S c h mi e d e b e r g
'

s A r c h P h a r m a c ol

1 9 8 9;3 3 9 :6 3 8
･6 4 6

【1 7】M o ri K , K ob a y a s h i S , S ait o T , M a s u d a Y , N a k a y a Ⅱ ･
I n h i bit o ry e ff e ct s

of cl a s s I an d Ⅳ an ti a r r h y th mi c d ru g s o n th e N a
＋ ･

a cti v a 七e d K '

ch an n el c l l r r e n t l n g u l n e a pi g v e n t ri c ul a r G e n s ･

N a tl n y n
- S c h mi e d eb e r g

'

s A r c h P h a r m a c ol 1 9 9 8 ;3 5 8 :6 4 1
･ 6 4 8 ･

【18】 w an g J C , 私 y o s u e T , K ri y am a X , A 血t a M ･ B e p rid il difE e r n ti a 皿y

i n h ib it s t w o d el a y e d r e cti fi e r K
'
c u r r e n t s

,
Ⅰ払 an d I E s , i n g ui n e a

-

p i g

v e n t ri c ul a r m y o c yt e s . B r I P h a r m a c o1 1 9 9 9 ,
'

1 2 8 :1 7 3 3
-

1 7 3 8 ･

【19】 Li Y , S at o T , A 血 a M . B ep ri d il b l u n t s th e sh o rt e n i n g of a cti o n

p ot e n ti al d tl r ati o n c a t l S e d b y m e t a b o h c i n h ib iti o n vi a b l o ck a d e of

A T P ･

s e n siti v e K ' ch an n el an d N a ' -

a c ti v a t e d K ' ch a n n el s .

1 9 9 9;2 9 1 :5 6 2
- 5 6 8 .

【2 O] R o d e n I) M . An ti a r rh y th mi c d ru g s .
I n : fl a r d m a n J G

,
Li m b i r d L E ,

e d it o r s . G o o d m a n & G i lm an
'

s T h e P h a r m a c ol o gi c al B a si s of

T h e r a p e u ti c s , 9
th
e d . N e w Y o r k : M c G r a w - H im

,
1 9 9 5 :8 3 9

･

8 7 4 ･

【2 11 M o ri K , H a r a Y , S ai t o T , M a s u d a Y , N a k a y a H .
An ti ch o li n e r由c e ff e ct s

- 6 6
-



of cl a s s III a n ti a T rh y th mi c d m g s i n g ui n e a
･

p ig at ri al c ell s
: diff e r e n t

m ol e c u l a r m e c h an i s m s . C i r c ul a ti o n 19 9 5;9 1 :2 8 3 4
･

2 8 4 3 .

【2 2] B a r r y D M , N e rb o n n e J M . M y o c a rdi al p ot a s si u m ch a n n el s :

E l e ct r op h y si ol o 由c al a n d m ol e c 山 a r d i v e r sity . An n u R e v P h y si ol

1 9 9 6;5 8 :3 6 3 ･ 3 9 4 .

【2 3】G u o W , K a mi y a E , Li u W , T oy a m a ∫. D e v el op m e n t al ch a n g e s of ul 七r a

r a p i d d el a y e d r e ctifi e r K
＋
c u r r e n t i n r at v e n t =i c ul a r m y o cy t e s ･

P 皿tig e r s A r c h 1 9 9 7;4 3 3
:4 4 2

･ 4 4 5 ･

[2 4】 J e ck C , B oy d e n P . A g e
･

r el a t e d a p p e a r a n c e of o u t w a r d c u r r e n t m a y

c o n t rib u t e t o d e v el op m e n t al difF e r e n c e s i n v e n t ri c ul a r r ep ol a ri z a ti o n ･

C i r c R e s 19 9 2 ;7 1: 13 9 0
-

1 4 0 3 .

【2 5] F i s et C , C l a rk R B , L a r s e n T S , G il e s W R .
A r a pi dly a cti v ati n g

s u st ai n e a K ･ c u r r e n t m o d ul at e s r ep ol a ri z ati o n an d

e x cit a ti o n ･

c o n t r a cti o n c o u p 払n g 班 a d u lt m o u s e v e n t ri cl e ･ J P h y si ol

(L o n d) 1 9 9 7;5 0 4 :5 5 7 -

5 6 3 .

【2 6] F e n 首 J , W ib l e B , L i G R , W a n g Z , N att el S .
An ti s e n s e o li g o n u cl e oti d e s

di r e ct e d a g ai n st E v l ･ 5 m R N A sp e cifi c a n y i n h ib it ul t r a r a pi d d el a y e d

r e cti& e r K ･ c t l r r e n t i n c ul t tl r e d a d ult h u m a n at ri al m y o c yt e s . C ir c

R e s 1 9 9 7;8 0 :5 7 2
-

5 7 9 .

【2 71 W an g Z , F e r mi B , N att el S .
E ffe ct s of fl e c ai n id e , q u i n idi n e an d

4
･

am i n o p y ri di n e o n t r a n si e n t o tlt W a r d an d ul t r a r a p i d d el a y e d

r e cti fi e r c u r r e n t s i n lm m an at ri al m y o cy t e s ･ I P h a r m a c oI E x p T h e y

1 9 9 5;2 7 2 : 1 8 4 ･

1

19 6 .

- 6 7
-



【2 8】 F r an q u e z a L , Ⅴal e n 21u el a C , D elp o n E , L o n g ob a r d o M , C a b a 皿e r o R ,

T am a rg o J ･ E ff e ct s of p r o p af e n o n e an d 5
- h y d r o x y

-

p r o p a fe n o n e o n

h K v l .5 ch an n el s . B r ∫P h a r m a c ol 1 9 9 8 ;1 2 5 :9 6 9 ･ 9 7 8 .

【2 91 S e ki A , H a gi w a r a N , E a s an u k i H .
E ff e ct s of p r op af e n o n e o n K

'

c u r r e n t s i n h u m an at ri al m y o c y t e s . B r I P h a r m a c ol

1 9 9 9 ,
'

1 2 6 :1 1 5 3 ･

1 1 6 2 .

【30] F e n s a , W a n g Z , Li G R , N att el S . E ff e ct s of cl a s s III an ti a r r h y th mi c

d r u g s o n t r an si e n t o u t w a r d an d ul t r a
-

r a p id d el a y e d r e cti fi e r c t l r r e n t S

i n h u m an a t ri al m y o c y e s . J P h a r m a c oI E 貫P T h e r 1 9 9 7;2 8 1 :3 8 4
･ 3 9 2 ･

【3 1】S n y d e r s D J , Y e ol a S W . D et e mi a n t s of a n ti a r r h yth mi c d ru g a c ti o n ･

E l e ct r o st a ti c an d h y d r o p h o bi c c o m p o n e n t s of b l o ck of th e h l m an

c a r di a c h K v l . 5 ch a n n el . C i r c R e s 19 9 5; 7 7 :5 7 5
･

5 8 3 .

【3 2】 K o d a m a I , K am i y a a , T o y a m a ∫. C e n ul a r el e ct r op h a r m a c ol o g y of

a mi o d a r o n e . C a r di o v a s c R e s 1 9 9 7;3 5 :1 3
-

1 9 .

【33】 m eh n ∫, T h o m a s D , K a rl e C A , S ch 61 s W , Ⅹ色bl e r W . I n hi bit o r y e ff e ct s

of th e cl a s s III an ti a r r h yth mi c d r u g a m i o d a r o n e o n cl o n e d fI E R G

p ot a s si u m ch a n n el s . N a u n y n
･ S c h mi e d e b e r g

'

s A r ch P h a r m a c ol

1 9 9 9;3 5 9 :2 1 2 -

2 19 .

【3 4】 W a t an a b e Y , H a r a Y , T am a g a w a M , N a k a y a H . I n h ib it o ry e ff e ct s of

a m i o d a r o n e o n t h e m u s c a ri n i c a c et yl ch o h e r e c ep t o r
-

o p e r a t e d

p ot a s si u m c u r r e n t i n 酢11 n e a P i g a t ri al c ell s . ∫ P h a r m a c oI E x p T h e r

1 9 9 6;2 7 9 :6 1 7
･ 6 2 4 .

【35] M o ri K , S ai t o T , M a s u d a Y , N a k a y a H . E fE e ct s of cl a s s III

- 6 8 -



a n ti a r rh yth mi c d m g s o n th e N a
' -

a c ti v a t e d K ' ch a n n el s i n g u i n e a pi g

v e n t ri c ul a r G en s .
B r I P h a r m a c ol 19 9 6;1 1 9 :13 3

･

1 4 1 _

【3 6】v a r r o A , V i r a g L , P a p p J G . C o m p a ri s o n of ch r o mi c an d a c llt e eff e ct s of

a mi o d a r o n e o n th e c al ci u m an d p ot a s si u m c u r r e n t s i n r a b bit i s ol a t e d

c a rd i a c m y o c yt e s . B r ♂P h a r m a c ol 1 9 9 6; 1 1 7 :1 18 1
･

1 1 8 6 ･

【3 7】 R o lf S , H a v e rk a m p W , B o r g g r ef e M , M u B h o ff U , E c k a r dt L ,

M e r g e n th al e r J , S n y d e r D J , P o n g s 0 , S p e c k m an n E J , B r ei th a r d t a ,

M a d ej a M .
E ff e ct s of an ti a r rh y th mi c d r u g s o n cl o n e d c a r di a c

v olt a g e
･

g a t e d p ot a s sil l m Ch an n el s e x p r e s s e d i n X e n o p u s o o cyt e s ･

N a u n y n
･ S ch mi e d eb e r g

'

s A r c h P h a r m a c o1 2 0 0 0 ;3 6 2 :2 2
･ 3 1 ･

【3 8】 K a mi y a K , C h e n g ♂, K o d am a I , T o y am a I . M o 血1 a ti o n of r ep ol a ri zi n g

p ot a s si u m ch an n el s an d K v l ･5 m R N A b y l o n g
･

t e r m t r e at m e n t wi th

a mi o d .a r o n e . C i r c u l ati o n 1 9 9 5 ;9 2 :S l
･ 3 7 3 ( A b st r a ct)

【3 9】 W ijf fe 1 s M C E F , Ⅸ止ch o h of C J H J , D o rl a n d R , A n e s si e M A ･ A t ri al

丘b ri 11 a ti o n b e g et s at ri al fi b d 皿a 也o n
: A st u d y i n a w a k e c h r o n i c all y

i n st r u m e n t e d g o at s . C i r c ul a ti o n 1 9 9 5;9 2 :1 9 5 4
･

1 9 6 8 ･

【40] Y u e L , F e n s ♂, G a s p o R , Li G R , W a 喝 Z , N att el S ･ I o n i c r e m o d e 五n g

u n d e rl yi n g a cti o n p ot e n ti al ch an g e s i n a c an i n e m o d el of at ri al

fi b ri n a ti o n . C i r c R e s 1 9 9 7;8 1 :5 1 2
･

5 2 5 .

【4 1】Y a m a sh it a T , M u r a k a w a Y , H a y a mi N , F u k u i E , K a s a ok a Y , I n o u e M ,

o m at a M ･ S h o rt
-

t e r m
.

effe ct s of r a p id p a ci n g o n m R N A l e v el of

v olt a g e
-

d ep e n d e n t Ⅸ･

･
ch a n n el s i n r at at ri tl m : E l e ct ri c al r e m o d e h n g i n

p a r o x y s m al a t ri al t a ch y c a rdi a ･ C i r c ul ati o n 2 0 0 0; 10 1 :2 0 0 7
-

2 0 1 4 ･

- 6 9
-



F i g tl T e L e g e n d s

F i g . 1 . E ff e ct s of b e p rid il o n I K u r i n r at at ri al m y o c yt e s .
M e m b r a n e c u r r e n t s

w e r e e h cit e d b y 1 0 0 m s d e p ol a ri 21i n g p ul s e s f r o m
･ 6 0 m V t o v olt a g e s

b et w e e n 1

4 0 m V an d ＋4 0 m V i n st ep s of 1 0 m V i n c o n t r ol c o n diti o n

an d i n t h e p r e s e n c e of 1 p M (tip p e r) o r 3 p M b ep ri d il G o w e r) .
T h e

st e a d y
-

s t at e c u r r e n t
-

v olt a g e (Ⅰ
･

V) r el ati o n s h ip s b ef o r e ( C o n t r ol) an d

a免e r b e p ri dil ( R e p) a r e sh o wn o n th e ri gh t si d e . E a ch p oi n t

r ep r e s e n t s th e m e an ±S E M of 5
･ 6 r at a t ri al m y o cy t e s .

F i g . 2 . C o n c e n t r ati o n -

r e sp o n s e c u rv e f o r th e i n h ib it o r y eff e ct of b ep rid il o n

I E 血‡ i n r a t at ri al c ell s . P e r c e n t i n h ib iti o n of th e 4 ･ A P ･

s e n si ti v e

c u r r e n t a t th e e n d of 1 0 0 m s d ep ol a 血zi n g p ul s e s t o ＋4 0 m V i s

i n di c at e d o n th e o rdi n at e an d th e c o n c e n t r a ti o n s of b ep rid il a r e o n

th e a b s ci s s a . T h e c al c ul a t e d I C 5 0 V al u e w a s 0 .
4 8 p M . E a ch p oi n t

r ep r e s e n t 5 t h e m e an ±S E M of 5
-

6 e x p e ri m e n t s .

F i g . 3 . E ffe ct s of a m i o d a r o n e an d E - 4 0 3 1 o n I E n , i n r at at ri al c e n s . E ff e ct s of

a mi o d a r o n e a n d 4 -

a m i n o p y ri di n e ( 4
･ A P) o n I K u r a r e Sh o wn i n p an el

A . T h e st e a d y
･

s t a t e c u r r e n t v olt a g e r el a ti o n sh ip s b ef o r e an d a 洗e r

l O ドM a mi o d a r o n e a r e sh o w n o n th e ri gh t si d e .

C o n c e n t r a ti o n ･

r e sp o n s e c u rv e f o r th e i n h ib it o ry effe ct of a mi o d a r o n e

o n I E n r i s sh o wn i n p a n el B . R e p r e s e n t a ti v e ch an g e s of a 丑e r l O ドM

-

7 0
-



E ･ 4 0 3 1 a r e sh o w n i n p an el a . P ul s e p r ot o c ol w a s th e s a m e a s s h o w n

i n p a n el A .

F ig . 4 . E ff e ct s of b ep ri dil o n th e a cti o n p ot e n ti al r e c o r d e d f r o m r at a t ri al

c ell s . R e p r e s e n t ati v e c h an g e s of th e a cti o n p ot e n ti al c o n fi g u r a 也o n

aft e r l トI M b e p rid il a r e d ep i ct e d i n u p p e r p an el s . S u m m a ri z e d

ch an g e s of a cti o n p ot e n ti al d u r ati o n at
- 5 0 m V ( A P D ･

5 0 m V) a r e s h o wn

i n l o w e r P an el . V al u e s a r e e x p r e s s ed . a s m e an ± S E M of 5 c e n s ･

* P < 0 .
0 5 v s c o n t r ol .

F ig . 5 . E f fe ct s of b e p ridil o m h X v l ･5 ch an n el s st a bly e x p r e s s e d i n H E R 2 9 3

c e n s . R e p r e s e n t a ti v e c u r r e n t t r a c e s a 洗e r 3 トI M an d ･ 1 0 ドM b e p ridil

a r e s h o w n i n u p p e r a n d l o w e r p a n els , r e s p e cti v ely ･ T h e

st e a d y
･

s t at e c u r r e n t
･

v olt a g e (I V ) r el a ti o n sh ip s b ef o r e an d a 洗e r

b ep ri dil ( R e p) a r e sh o Ⅵ Ⅶ o n th e ri gh t sid e of e a ch p an el ･ E a ch

p oi n t r ep r e s e n t s th e m e an ±S E M of 5 e x p e ri m e n t s ･

F i g . 6 . C o n c e n t r a ti o n
-

r e sp o n s e c u rv e f o r th e i n h ib it o ry effe ct of b ep ridil o n

h K v l .5 ch an n el c u r r e n t i n 王壬E K 2 9 3 c e n s . P e r c e n t i n h ibiti o n of th e

c u r r e n t a 洗e r 2 0 0 m s d e p ol a ri 2 1i n g p ul s e t o ＋4 0 m V w a s u s e d a s an

i n d e x of b l o c k a n d .
th e c al c ul at ed . I C 5 0 V al u e w a s 6 . 6 p M 二 E a ch

p oi n t r ep r e s e n t s th e m e a m ±S E M of 5 e x p e ri m e n t s ･

- 7 1
-



F i g . 7 . R ep r e s e n t ati v e c u r r e n t t r a c e s of h K v l .5 ch a n n el s e x p r e s s e d i n

H E E 2 9 3 c e 皿s aft e r a mi o d a r o n e ( u p p e r p a n el) a n d E
･

4 0 3 1 q o w e r

p an el) _ P ul s e p r o t o c ol i s s h o wn i n t h e u p p e r i n s et , N ot e th a t

n ei th e r a mi o d ar o n e n o r E ･

4 0 3 1 p r o d u c e s a m a r k e d i n h ib iti o n of

h K v l .5 c t l r r e n t i n ⅡE K c ell s at a c o n c e n t r ati o n of l O ドM .

- 7 2 -
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