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研究成果の概要（和文）：ATP 感受性 K+（KATP）チャネルの構成分子である Kir6.1 あるいは
SUR2 遺伝子欠損（KO）マウスに観察される Prinzmetal 型狭心症の原因として、血管内皮細
胞の KATPチャネルの機能失調が関与するか否かを検討するため、血管内皮細胞が K+ チャネル
開口薬に電気生理学的に反応を示すかを検討し、KATPチャネル関連遺伝子の有無について検討
した。マウス単離肺血管内皮細胞およびマウス培養内皮（UV）細胞において K+ チャネル開口
薬に対する膜電位変化は観察されず、real time PCR によっても KATPチャネル関連 mRNA は
十分検出できなかった。一方、内臓平滑筋であるマウス膀胱平滑筋細胞では K+ チャネル開口
薬で KATP電流を誘発し、RT-PCR によって Kir6.1 および SUR2B の mRNA が検出された。ま
た、Kir6.2 KO マウスの膀胱平滑筋細胞では K+ チャネル開口薬の投与で KATP電流が誘発され
たが、Kir6.1 KO マウスの細胞では誘発されなかった。これらの結果から、血管内皮細胞の
KATPチャネルは冠状動脈攣縮の発生に関与する可能性は低いと結論された。 

 
研究成果の概要（英文）：It has been reported that Prinzmetal-type angina pectoris is 

observed in Kir6.2-deficient or SUR2-deficient mice. In order to determine whether 

dysfunction of ATP-sensitive K+ (KATP) channels in endothelial cells is involved in the 

development of vasospastic angina in Kir6.2-deficient or SUR2-deficient mice, we 

evaluated elecrophysiological responses to K+ channel openers by using patch clamp 

techniques and gene expression by using real time PCR in endothelial cells. K+ channel 

openers failed to affect the membrane potentials in vascular endothelial cells isolated from 

pulmonary tissues of wild type mouse and cultured mouse endothelial cells (UV cells). Ion 

channel genes related to KATP channels were hardly detected in these endothelial cells. In 

contrast, in mouse urinary bladder mRNA of Kir6.1 and SUR2B could be detected by 

RT-PCR. The K+ channel opener pinacidil induced KATP current in visceral smooth muscle 

cells of wild type and Kir6.2-deficient mice, but not those of Kir6.1-deficient mice. These 

results suggest that KATP channel in vascular endothelial cells is unlikely to play an 

important role in the induction of vasospastic angina in mouse. 
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１．研究開始当初の背景 

血管平滑筋細胞の ATP 感受性 K+（KATP）
チャネルはこれまでの研究によって、Kir6.1

と SUR2B からなるとされてきた。確かに
Kir6.1あるいは SUR2Bの遺伝子欠損マウス
においては、Prinzmetal 型の異型狭心症を発
症する事が我々の研究室と米国の研究室か
ら発表された（Miki et al., Nat. Med. 2002; 

Chutkow et al., J. Clin. Invest., 2002)。しか
しながら、血管平滑筋細胞において SUR2B

遺伝子のレスキューを行っても依然として
冠状動脈の攣縮反応が観察された事から、血
管平滑筋以外の KATP チャネルにその原因を
求めようとする論文も発表された（Kakkar 

et al., Circ. Res. 2006）。すなわち、単純に血
管平滑筋細胞の KATP チャネルの失調によっ
てKir6.1あるいはSUR2Bの遺伝子欠損マウ
スにおける、Prinzmetal 型の異型狭心症を説
明する事が可能かという疑問である。そこで、
冠状動脈攣縮の要因として内皮細胞に存在
するとされる KATP チャネルに着目し、その
構成分子およびその機能的役割について検
討を試みる事とした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、内皮細胞に存在する KATP チ
ャネルのポア分子構成成分を同定すると共
に、その失調が攣縮などの冠状動脈の機能障
害に関与するか否かを明らかにする事を目
標とした。野生型のマウスの血管内皮細胞に
おいてKATPチャネルの存在が確認されれば、
Kir6.2 あるいは Kir6.1 のノックアウトマウ
スを用い、内皮細胞に存在する KATP チャネ
ルのポア分子構成成分を確定して、その失調
による攣縮などの冠状動脈機能障害への関
与を明らかにする目的で本研究を開始した。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験動物と血管内皮細胞の単離 

 実験動物としては KATP チャネルポア成分
である Kir6.2 あるいは Kir6.1 を遺伝的に欠
損させたマウスの対照として、6 週齢の野生
型 C57BL/6 マウスを用いた。ウレタン麻酔
を行った後、肺組織を摘出し、PBS および
DMEM でよく洗浄した後、コラゲナーゼ含
有溶液を加え、37℃の CO2(5%) インキュベ
ーターを用いて 1 時間静置させた。その後ピ
ペッティング操作によって細胞を単離し、
100 μm 孔のフィルターを通過させた細胞を
回収し、培養した。3－4 日間培養した後、細
胞を Dynabeads M-450 Sheep anti-rat IgG

でコーティングした Rat anti-mouse CD102

抗体で 4℃１時間処置した。0.25％トリプシ
ン/EDTA 溶液で細胞を分離し、MASC LS+ 

分離カラムを用いて内皮細胞を単離し初代
培養を行い、3 日後程度で実験に供した。 

(2) 血管内皮細胞を用いた電気生理学的実験 

 培養内皮細胞を HEPES-Tyrode 液（組成 

NaCl 143、KCl 5.4、NaH2PO4 0.33、MgCl2 

0.5、CaCl2 1.8、Glucose 5.5、HEPES 5 mM、
pH 7.4）で灌流し、パッチクランプ法を用い
てカレントクランプモードで膜電位測定を
行い、K+ チャネル開口薬（ピナシジル、ニ
コランジル）やスルホニル尿素薬（グリベン
クラミド）の作用を検討した。電極液は
ruptured patch 法の時には通常の電極液（組
成 KOH 110、l-aspartate 110、KCl 20、
MgCl2 1、ATP-K2 5、Phosphocreatinine-K2 

5、CaCl2 1.42、EGTA 10、HEPES 5 mM、
pH 7.4）を用い、perforated patch 法の時に
はナイスタチンを含む電極液（組成 KOH 110、
l-aspartate 110、KCl 20、MgCl2 1、CaCl2 1、
EGTA 0.1、HEPES 5 mM、pH 7.4、nystatin 

300-400 μg/ml）を使用した。 

(3) 血管内皮細胞のイオンチャネル mRNA

発現量の測定 

 培養したマウス肺血管内皮細胞および市
販血管内皮細胞の UV 細胞（ヌードマウスの
紫外線照射誘発癌由来の血管内皮細胞）を用
いて、real time PCR によって Kir6.1、Kir6.2、
SUR1、SUR2 の mRNA 発現量を測定した。
また、各種 K+ チャネル mRNA（KCNH2、
KCNQ1、Kv1.5、Kv2.1、Kv4.2、Kir2.1、
Kir3.1、Kir3.4）や Ca2+ チャネル mRNA

（Cav1.2）についても検討を行い、対照とし
て心房組織を用いてこれらの mRNA 発現量
測定結果と比較した。 

(4) 内臓平滑筋細胞の電流解析と KATP チャ
ネル関連遺伝子解析 

 内臓平滑筋の代表として、野生型、Kir6.2

あるいは Kir6.1 のノックアウトマウスの膀
胱平滑筋細胞を単離して、以前我々が報告し
た方法（Suzuki et al., Circ. Res. 2001）と同
様に、パッチクランプ法を用いて膜電流を測
定した。K+ チャネル開口薬のピナシジルに
よってグリベンクラミド感受性 K+ 電流が惹
起されるか否かについて検討を行った。また、
real time PCRによってKATPチャネル関連遺
伝子である Kir6.1、Kir6.2、SUR1、SUR2

の mRNA を膀胱組織、心臓（心室）組織に
おいて測定した。 

 
４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞の膜電位に対する K+ チャ
ネル開口薬の影響 

 野生型マウス肺組織から単離した培養微
小血管内皮細胞の膜電位をパッチクランプ
法によって測定した。当初、ruptured patch

法によって膜電位の測定を行った。しかし、
明らかな K+ チャネル開口薬（KCO）による
膜電位変化が観察されなかったので、より細
胞内の生理的環境を保持する事が可能な



perforated patch 法を用いて膜電位を測定し
た。図 1 に示すように、K+ チャネル開口薬
（KCO）であるピナシジルを 100 μMの濃度
で与えても膜電位は-38.3 + 3.6 mV から
-37.9 + 2.9 mV へと有意な変化は認められな
かった（n = 9）。また、もう一つの K+ チャ
ネル開口薬であるニコランジルを 1 mMの濃
度で灌流しても膜電位は-40.5 + 7.8 mV から
-40.2 + 8.1 mV へと有意な変化は認められな
かった（n = 7）。 

 

 

 次に購入し培養した UV 細胞を用いて同様
の実験を行った。マウス UV 細胞においても
同様にパッチクランプ法によって膜電位を
測定し K+ チャネル開口薬の作用を検討した
（図２）。K+ チャネル開口薬(KCO)であるピ
ナシジルを 100 μMの濃度で与えても膜電位
は-52.5 + 5.2 mV から-50.6 + 6.7 mV と有意
な変化を惹起しなかった（n = 4）。また、1 mM

のニコランジルによっても膜電位は-41.2 + 

4.4 mV から-41.5 + 5.5 mV へと有意な変化
は認められなかった（n = 3）。これらの K+ チ
ャネル開口薬投与後にグリベンクラミドを
加えても図 2に示すように明らかな膜電位の
変化は認められなかった。このように、マウ

ス肺微小血管内皮細胞およびマウス UV 細胞
において、K+ チャネル開口薬（KCO）であ
るピナシジルあるいはニコランジルに反応
する膜電位変化は認められなかった。 

 

(2) 血管内皮細胞のKATPチャネル関連遺伝子 

 野生型マウス肺組織から単離した培養微
小血管内皮細胞のイオンチャネル mRNA を
real time PCR によって測定した。マウス血
管内皮細胞においては、KATPチャネル関連遺
伝子の Kir6.2、SUR1、SUR2 の mRNA 発
現がほとんど見られず（図 3）、Kir6.1 の
mRNA 発現は、心房組織における発現の 1/3

程度であった。これに対して心房組織のイオ
ンチャネルに関しては、Kv4.2、Kv1.5、
KCNQ1、KCNH2 などの電位依存性 K+ チャ
ネル遺伝子、Kir3.1、Kir3.4 と言ったリガン
ド作動性 K+ チャネル遺伝子、そして Cav1.2

と言ったL型Ca2+ チャネルmRNAが発現し 

 

ていた（図 4）。また、購入し培養した血管内
皮細胞の UV 細胞においても、マウス肺組織
の培養微小血管内皮細胞と同様に Kir6.1、
Kir6.2、SUR1、SUR2 といった KATPチャネ



ル関連 mRNA がほとんど見られなかった 
（図 5）。このように、心筋組織（心房組織）
に比して、血管内皮細胞系では非常に KATP

チャネル関連遺伝子が尐ない事が明らかと
なった。 

 

(3) 内臓平滑筋細胞における KATP チャネル
電流とその関連遺伝子 

 内臓平滑筋細胞のATP感受性K+ チャネル
の構成ポア分子を同定するために、Kir6.2 欠
損マウスおよび Kir6.1 欠損マウスの膀胱組
織より酵素的に平滑筋細胞を単離し、パッチ
クランプ法によって膜電流を測定した。
Kir6.2 欠損マウスの膀胱平滑筋細胞では、野
生型マウスの膀胱平滑筋細胞と同様に、ピナ
シジルは 0.1 μM以上の濃度で濃度依存性に
10 μM のグリベンクラミドに感受性を示す
K+ 電流を惹起させた。一方、Kir6.1 欠損マ
ウスの膀胱から単離した平滑筋細胞ではピ
ナシジルは 100 μMの濃度でもグリベンクラ
ミド感受性 K+ 電流を惹起しなかった。これ
らの結果から、内臓平滑筋細胞の ATP 感受

性 K+ チャネルにおいても、血管平滑筋細胞
の ATP 感受性 K+ チャネルと同様に、そのポ
ア成分は Kir6.1 からなる事が示唆された。 

 次に野生型マウスの膀胱組織の KATP チャ
ネル関連遺伝子の mRNA を RT-PCR によっ
て測定し、心臓組織の KATP チャネル関連遺
伝子と比較検討した。心臓組織においては
Kir6.1、Kir6.2、SUR2（SUR2A、SUR2B）、
SUR1 遺伝子を検出する事ができた。一方、
膀胱組織ではSUR2BとKir6.1が検出できた
が、Kir6.2 や SUR2A、SUR1 はほとんど検
出できなかった（図 6）。これらの結果から、
膀胱という内臓平滑筋の KATP チャネルの構
成分子はSUR2BとKir6.1と結論する事がで
きると思われた。 
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