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 研究成果の概要（和文）：心筋細胞の容積調節に関わる容積感受性クロライドチャネル（VRAC）の活性化メカニズムを明らかにするため、VRACとイノシトールリン脂質による調節機構を検討した。その結果、I型糖尿病モデルマウスにおける PIP3と VRACの関係、PIP3産生に関与するα1受容体刺激の心筋 VRACとの関連そして PIP3の下流情報伝達系の PDK1の抑制による心機能への影響と、PDK1による VRAC調節が判明した。これらは VRACの調節メカニズムに、新知見を加えるものである。  研究成果の概要（英文）：Since it is fully unknown the mechanism in the activation of Volume-regulated anion channel (VRAC) that is an important regulator of the cell-size, I studied the relationships between VRAC activation and phosphatidylinositol signaling in mouse ventricular cells. I found the attenuation of VRAC current by PIP3 depletion in type 1 diabetic mice, the inhibition of VRAC current by α1-adrenoceptor-mediated PIP2 depletion. In addition, preliminary data suggested that the modulation of VRAC by PIP3-PDK1-Akt signaling. These results provide novel evidences in the activation of cardiac VRAC current.  交付決定額                                （金額単位：円）  直接経費 間接経費 合 計  2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 2009 年度 700,000 210,000 910,000 2010 年度 700,000 210,000 910,000 年度      年度    総 計 3,100,000 930,000 4,030,000  研究分野：心臓生理学 科研費の分科・細目：神経・筋肉生理学 キーワード：受容体、細胞内シグナル伝達、イオンチャネル、膜電流  １．研究開始当初の背景   全ての細胞には、内外の環境変化（浸透圧など）に対する容積調節機構が存在する。心筋細胞では容積感受性クロライドチャネル（VRAC）が重要である。VRACは、他にも、細
胞分化、薬物耐性、催不整脈性、アポトーシスなどに関与する。しかし膜伸展後の VRAC活性化のメカニズムは依然不明である。イノシトールリン脂質が関与するα1 受容体刺激、I型糖尿病（IDDM）、圧負荷等のモデルマウスでは、心肥大または心筋症に進展することが
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知られている。これら病的心筋におけるVRACの役割が示唆されている活性化へのイノシトールリン脂質の関与が示唆されるが、詳細は不明であった  ２．研究の目的   本研究では、様々なモデルマウスから急速単離した心室筋細胞を用いて、ールリン脂質による VRAC の調節を明らかにすることと、その結果として、リン脂質や関連する細胞内情報伝達系とVRACの活性化との関係、そしての関係を明らかにすることを目的とした ３．研究の方法   マウス心室筋細胞をランゲンドルフ法による酵素処理をすることで単離心室筋細胞を作製し、各種浸透圧刺激時の細胞容積変化を解析した。本実験には、独自に開発した細胞容積測定用ビデオ画像解析システムを用いた。更に、全細胞電流記録法を用いて電流を測定した。モデルマウスにおける電流の電気生理学的特性や薬理学的変化について比較検討した。  ４．研究成果  （1）PIP2 や PIP3による VRACの作用（図 1 図 2）   低浸透圧刺激による細胞膜伸展によってイノシトールリン脂質の PIP2させる Phosphoinositide 3-kinaseが活性化されることが知られている。このため、抗 PIP2抗体と抗 PIP3抗体の細胞内投与の VRAC 活性化への影響を検討した。低浸透圧刺激での VRAC 電流は、抗PIP3抗体の投与によって有意に減少した（図1）。  図 1 
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VRAC 電流の活性化は抑制されたが、PIP3投与は、この LY294002抗体による作用を抑制した（図低浸透圧刺激による VRAC 電流の活性化にはPIP3の存在が重要であることが示された。 図 2 
 （2）IDDMマウス心室筋細胞における流と PIP3との関係（図 3   IDDM はインスリン分泌が低下または欠損することによって発症する糖尿病である。インスリンは、前述の PI3K を活性化させる作用があることが知られている。このため、膵ランゲルハンス島 β 細胞に対する毒性を持つストレプトゾトシン（STZによって発生させた IDDM のモデルマウスの心臓から単離した心室筋細胞の測定した。その結果、 IDDM細胞では明らか  図 3に VRAC 電流活性化の抑制が観察された（図3）。  更に、細胞内に PIP3を投与すると、このVRAC 電流の減弱は回復した（図４左）。かつて心筋 VRAC 電流は細胞容積調節機構の 一つ、Regulatory volume decreaseに関与することを報告した。をビデオ画像解析法で検討したところ、確かに IDDMマウスでは RVDが減少していることが確認された（図４右）。  図 4        

電流の活性化は抑制されたが、細胞内LY294002や前述の抗 PIP2抗体による作用を抑制した（図 2）。このため、電流の活性化にはの存在が重要であることが示された。 
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 （3）α１受容体刺激における作用と PIP3との関係（図 5   α１受容体刺激では、PIP2を変換する Phospholipase C (PLCることが知られている。PIP2に存在するため、α１受容体刺激によるの活性化により、PIP2-PIP3 が減少することが予想された。このため、各種激薬による VRAC 電流への作用を検討した。その結果、α１A受容体刺激によりは抑制されることが判明（図制作用は、細胞内 PIP2 投与により減弱する（図 6）することが判明した。 図 5 
 図 6 
 （4）結論及び考察  今回の一連の実験結果により、心筋電流の活性化には、細胞膜イノシトールリン脂質である PIP3 が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。現在では、細な情報伝達系を明らかにするために、電気生理学的、薬理学的な検討やビデオ画像解析を継続している。その結果、preliminary dataであるが、PIP3-PDK1-Akt というの関与が示唆される結果を得ている。 VRACは、細胞容積調節に加が報告されている重要なチャネルである。今回の報告は、その VRACの調節メカニズムに、新知見を加えるものである。  ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者

１受容体刺激における VRAC電流への 図 6） を IP3と DAGにPhospholipase C (PLC)を活性化すPIP2 は PIP3 の上流１受容体刺激による PLCが減少することが予想された。このため、各種α１受容体刺電流への作用を検討した。受容体刺激により VRAC電流は抑制されることが判明（図 5）し、その抑投与により減弱する）することが判明した。 
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