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研究成果の概要（和文）：心筋におけるプロテインキナーゼ C（PKC）とカルモデュリン依存

性キナーゼ（CaMKII）のカップリングについて検討した．ET-1 刺激に対する L 型 Ca 電流の

反応を穿孔パッチクランプ法で測定した．ET-1 は L 型 Ca 電流を増大させた．この変化は，

ETA 受容体拮抗薬 BQ-123 で抑制され，ETB 受容体拮抗薬 BQ-788 では抑制されなかった．

また，PKC 阻害薬キレリスリンで抑制され，CaMKII 阻害薬 KN-93，AIP で抑制された．こ

れらの事から，ET-1 は ETA 受容体－PKC－CaMKII の経路で L 型 Ca 電流を増大させると考

えられた． 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the effect of endothelin-1 (ET-1) on L-type Ca 
current (ICa) of rat ventricular myocytes using perforated patch clamp technique. ET-1 (10 
nM) increased ICa. This increase was blocked by a selective ETA antagonist BQ-123 but 
not by a selective ETB antagonist BQ-788. The increase was blocked by a PKC inhibitor 
chelerythrine and a CaMKII inhibitor KN-93 but not by its inactive analogue KN-92. The 
increase was blocked by another CaMKII inhibitor AIP. These results suggested that ET-1 
increased ICa via an ETA-PKC-CaMKII pathway.   
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１．研究開始当初の背景 
(1) 内因性，外因性の物質，あるいは伸展
などの機械的刺激が心臓に作用するときに

は，細胞内の情報伝達系を介して反応を惹起
する．多くの場合，細胞内の蛋白のリン酸化
を介して反応が生じる．交感神経β1受容体



刺激は膜直下の Gs 蛋白を介してアデニル酸
シクラーゼを活性化して細胞内の cAMP を上
昇させ，最終的にはプロテインキナーゼ Aが
細胞内の蛋白をリン酸化して作用を発現す
る．交感神経 α1 受容体刺激は膜直下の Gq
蛋白を介してホスホリパーゼ C（PLC）を活性
化してプロテインキナーゼ C（PKC）が細胞内
の蛋白をリン酸化して作用を発現すると考
えられている．この Gq 蛋白は α1 受容体だ
けでなく，アンギオテンシン AT1 受容体やエ
ンドセリン ETA 受容体とも共役して，病態生
理時の心筋の調節にも深く関与している． 
 
(2) 従来これらのGq関連受容体の刺激はGq
蛋白を介して PLC を活性化し，ホスファチジ
ルイノシトール 2リン酸の水解により，イノ
シトール 3リン酸とディアシルグリセロール
を産生して，ディアシルグリセロールがプロ
テインキナーゼ C（PKC）を活性化し，最終的
にプロテインキナーゼ C が Ca チャネルなど
各種蛋白をリン酸化することにより作用を
発現すると考えられていた． 
 
(3) 我々はこの系にカルモデュリン依存性
キナーゼ（CaMKII）が関与していると考えた．
そこで，Gq 関連受容体を刺激したときに，PKC
が CaMKII，CaMKII が各種蛋白をリン酸化し
て作用を発現するとの仮説を立てた． 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではこの仮説を証明するために，Gq 関
連受容体刺激時に L型 Ca電流が上昇するか，
それが CaMKII 阻害薬により消失するかを検
討する． 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞の単離 
ラットをエーテル麻酔後，ペントバルビター
ルでさらに麻酔し，心臓を摘出し，ランゲン
ドルフ法で灌流を行う．十分に灌流したとこ
ろでコラゲナーゼ処理を行い，心筋細胞を単
離する．ET-1 の効果は細胞のｃAMP レベルの
影響を受けるので，ラットにストレス無く心
臓を摘出し，十分な灌流が重要である．本研
究は本学動物実験委員会の承認を受け（19-
－013），代表者は，動物実験教育訓練（第
19-252 号），遺伝子組み換え実験安全講習お
よび病原体等取り扱い講習（第 19-83 号）を
受講・履修済みであり，動物に苦痛を与えな
いよう配慮して実験を行う． 
 
(2) L 型 Ca 電流の測定 
L型Ca電流は穿孔パッチクランプ法で測定を
行う．この際には，通常のホールセル法で使
用するよりも抵抗の低い，先端抵抗が 1-2 M

Ωのものを使用する．穿孔パッチクランプ法
は，1 価のイオンのみをパッチ膜にあけて細
胞内にアクセスする方法なので，ピペット内
液に Ca 緩衝薬を使用しない．よって，細胞
内 Ca を介した反応を測定するのに最適であ
る．ピペット先端に細胞内液，その後ろにア
ンホテリシン Bを含む細胞内液を充填し，ギ
ガシールを作成する．その後 10 mV の過分極
パルスを与え，細胞に穴があき十分なアクセ
スが得られるまで待つ．膜電位を-40 mV に固
定し，0 mV まで脱分極パルスを与え，L型 Ca
電流を測定する．脱分極は十分なリカバリー
を待つために 10 秒に 1 回与える．電流－電
圧曲線を得るときには，-30 mV から+40 mV
までの脱分極パルスを 10 mV おきに与える． 
 
(3) 蛋白の測定 
ラット単離心筋を超遠心し，細胞膜分画を抽
出する．電気泳動の後，ウェスタンブロット
にて ETA，ETB の抗体を用いて，これらの蛋
白が細胞膜に存在するかを検討する．  
 
４．研究成果 
 
(1) 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． 

 
(2) 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 (1 µM)および BQ-788 
(1 µM)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． 
 
(3) 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． 



 
 
(4) 次に PKC阻害薬であるキレリスリン (5 
µM)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． 
 
(5) 次に，CaMKII の選択的阻害薬である，
KN-93 (500 nM)およびその不活化アナログで
ある KN-92 (500 nM)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． 
 
 

ocamtide-related 
bitory peptide (AIP）は，KN-93 と比べ，

) これらから，ラット心室筋細胞におい
，ET-1 は ETA 受容体-PKC-CaMKII を介して
Ca電流を増大させていることがあきらか

なった． 

による電流の上昇は，PKC 阻害薬
erythrine (10 µM)，CaMKII 阻害薬 KN-93 

  

容体，ETA 受容体ともに Gq に結
す る 膜 ７ 回 貫 通 型 受 容 体 で あ り ，
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(7) 今回の主たる目的である CaMKIIの関与
について，KN-93 以外の阻害薬についても検
討 を 行 っ た ． aut
inhi
より非特異的作用が少ないペプチドである．

細胞を AIP (10 µM)で incubation し，さらに
AIP存在下で穿孔パッチクランプを行い ET-1
の効果を検討したところ，ET-1 の効果は消失
した． 
 
(7
て
L型
に
 
(8) これらの実験と並行し，α1A 受容体刺
激時の L 型 Ca 電流の反応についても検討し
た．まず，α1A 受容体の選択的作動薬である
A-61603 (0.1 µM)を投与したところ，L型 Ca
電流が増大した．この反応は PLC 阻害薬
U73122 (1 µM)で抑制されたが，その negative 
controlであるU73343では抑制されなかった．
A-61603
chel
(0.5 µM)で抑制されたが，KN-93 の negative 
contorolであるKN-92では抑制されなかった．
 
(9) α1A 受
合
Gq-PKC-CaMKII-L型Ca電流の系が示唆された．
 

５
（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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