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１．研究計画の概要 
(1)心筋の興奮・収縮は細胞内情報伝達により
制御されており，なかでもカルモデュリン依
存性キナーゼ（CaMKII）は重要な役割を果
たしている．我々は以前の研究から，α受容
体刺激時にプロテインキナーゼ C（PKC）が
活性化され，それに伴い CaMKII が活性化さ
れ，L 型 Ca 電流が増大することを明らかに
した．本研究ではそれをさらに発展させ，心
筋に PKC-CaMKII の系が普遍的に存在する
ことを示すことである． 
 
(2)本研究では，心筋において，α受容体と同
様 PKC を活性化するといわれている，エン
ドセリン(ET-1)の L 型 Ca 電流に対する効果
およびその細胞内情報伝達系を中心に検討
した． 
 
２．研究の進捗状況 
(1)ラット単離心筋に穿孔パッチクランプ法
を適用し，L 型 Ca 電流を測定した．この方
法は，アンホテリシン B を用いて，パッチ膜
に１価のイオンのみが通過する小孔をあけ
て細胞にアクセスする方法である．ピペット
内液に Ca バッファーを用いないので，Ca を
介した反応を検討することができ，より生理
的である．保持電位を-40mV に固定し，0mV
への脱分極パルスを 10 秒毎に与え，Ca 電流
を測定した． 
 
(2)ET-1(10 nM)は一相性に電流を上昇させ
た．電流は 1.21±0.17 nA から 1.53±0.19nA
に， 28.9%上昇した．ET-1 投与後 15 分と
20 分の値に有意差はなく，15 分の時点で定
常状態に達すると考え，以降の実験では 15

分値を測定した． 
 
(3)まず，ET-1 の効果がエンドセリン受容体
のどのサブタイプを介するかを検討するた
め，ETA 受容体，および ETB 受容体の選択
的阻害薬である，BQ-123 および BQ-788 存
在下で ET-1 の効果を検討した．BQ-123 存在
下では，ET-1 の作用は消失したが，BQ-788
存在下では非存在下と同様の電流の上昇を
認めた． 
 
(4)ラット心室筋の膜分画を用い，ウェスタン
ブロットを行い，ETA および ETB 蛋白の発
現を検討した．ETA は心室筋に発現していた
が，ETB は発現していなかった．膜電流の結
果とあわせ，ET-1 の効果は ETA 受容体を介
すると考えられた． 
 
(5)次に PKC 阻害薬であるキレリスリン存在
下で ET-1 の効果を検討したところ，ET-1 の
作用が消失した． 
 
(6)次に，CaMKII の選択的阻害薬である，
KN-93 およびその不活化アナログである
KN-92 存在下で検討を行った．KN-93 存在
下では ET-1 の効果は消失したが，KN-92 存
在下ではET-1はL型Ca電流を上昇させた． 
 
(7)これらの結果から，ET-1 は，ETA 受容体
-PKC-CaMKII を介して L 型 Ca 電流を上昇
させていると考えられた．これらは，α受容
体刺激時の細胞内情報伝達系と同一であり，
心筋細胞に普遍的に PKC-CaMKII のカップ
リングがあることが示唆された 
 



３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している． 
（理由） 
 当初，アンジオテンシンの効果も検討する
予定であったが，予備実験により，アンジオ
テンシンはL型電流を変化させないことがわ
かった．また，ラット右室乳頭筋において収
縮を検討したが，アンジオテンシンは収縮も
変化させないことがわかった．過去の文献と
照らしあせても，ラットにおいてはアンジオ
テンシンの AT1受容体あるいはその下位のカ
スケードの発現が十分でない可能性があり，
エンドセリンに関する実験に集約させた． 
 本来，実験をエンドセリンに集約させた分，
進行はすすんでなければならないが，生化学
的実験が困難を極め，CaMKII 活性の上昇を
とらえるには至っていない． 
 生理学的実験に関しては概ね完結に近づ
いている． 
 
 
４．今後の研究の推進方策 
 今回の主たる目的である CaMKII の関与
について，CaMKII の阻害薬を現在 KN-93
しか検討していないので，他の阻害薬
（autocamtide-related inhibitory peptide, 
AIP）などを使用して，KN-93 と同様な結果
が得られるかどうかを検討する． 
 蛋白レベルにおいて，CaMKII 活性を測定
する．実際には，CaMKII が自己リン酸化さ
れているときにのみ結合する抗体，および，
自己リン酸化の有無にかかわらず結合する
抗体を併用し，自己リン酸化を活性の指標と
する．ET-1 投与により CaMKII 自己リン酸
化が増えるかを検討する． 

これらの成果を 2009 年 7 月に京都で開催
される国際生理学会大会で発表予定であり，
また，アメリカ心臓学会にも演題を提出中で
ある．学会などにおける discussion を踏まえ
て，海外欧文雑誌に投稿する． 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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