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研究成果の概要（和文）： 
麻酔薬プレコンディショニングの重要なファクターであると考えられているミトコンドリア

のイオンチャネルの電気生理学的特徴を調査した。マイトプラストはラットの心筋より単離し

たミトコンドリアからから作製した。ミトコンドリア KATP チャネル電流と考えられる電流は

記録できなかった。記録電極に 150mM の KCl 溶液を用いた条件下にて、コンダクタンスが約

110pS のチャネル電流が記録された。このチャネル電流はクロライドイオンをグルタミン酸に

置換すると消失した。TEA-Cl を用いた際には電流に変化はなく、クロライドイオンを通過さ

せるチャネルであることが判明した。また、DIDSによりブロックされたことから IMAC( inner 
membrane anion channel)であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：  

We studied electrophysiological profiles of mitochondrial ion channels, which are known 
as important factors in anesthetic-induced preconditioning. Mytoplasts were obtained from 
isolated rat hearts by osmotic shock. Mitochondrial KATP channel were not detected in this 
study. We identified a mitochondrial ion channel with a conductance of 110pS in equimolar 
150mM KCL solution. This channel current was removed when the 150mM KCL bath 
solution was replaced with 150mM K-glutamate. When 150mM TEA-Cl was used as bath 
solution, the current was not affected. In addition, The current was inhibited by DIDS, a 
chloride channel blocker. These results suggested that the mitochondrial ion channel was 
IMAC (inner membrane anion channel). 
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１． 研究開始当初の背景 
短時間、可逆性の虚血の繰り返しによりも

たらされる心筋のプレコンディショニング

作用（Ischemic Preconditioning; IPC）は

1986 年に Murry らにより発表された心筋保

護作用である(Murry CE et al. Circulation 
1986;74:1124-36)。その後、吸入麻酔薬によ

る プ レ コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ 作 用

(Anesthetic-induced Preconditioning; APC）

が IPC と同様に心筋保護作用をもたらすデ

ータが 1997 年に報告された（Kerstern JR et 
al. Anesthesiology 1997;87：361-370）。 
APC の効果は、まず初めに心筋梗塞巣の縮小

が証明され、その後に APC 発現の機序とし

て G 蛋白、プロテインカイネース C、プロテ

インタイロシンカイネース、 Reactive 
Oxygen Species (ROS）、Nitric Oxide（NO）

などの細胞内情報伝達系への作用が報告さ

れてきた。また、パッチクランプ法を用いた

細胞膜上のATP感受性カリウム（sarcKATP）
チャネルや、電位依存性イオンチャネル(ナト

リウムチャネル、カルシウムチャネルなど)
への APC の効果についての研究も発表され

ている。近年の報告では、ミトコンドリアが

APC の心筋保護効果における重要な役割を

担っているとの考えが主流になってきてい

る。ミトコンドリアを介する APC の効果発

現機序としては、ミトコンドリアの Ca2+過
負荷の減少、膜電位の保持、およびアポトー

シ ス の 抑 制 な ど が 報 告 さ れ て い る

（Ljubkovic M et al. Am J Physiol Cell 
Physiol. 2007;292：C1583-1590）。これらの

メカニズムに関するミトコンドリアに存在

するイオンチャネル、トランスポーターとし

ては、Ca2+依存性カリウム（mitoKCa）チ

ャネル、ATP 感受性カリウム（mitoKATP）
チ ャ ネ ル 、 mitochondrial permeability 
transition pore （ mPTP ） な ど が あ る

(O’Rourke B et al. Physiology 
2005;20:303-315)。また、心筋虚血による致

死性不整脈（心室頻拍、心室細動など）に関

与するチャネル (inner membrane anion 
channel;IMAC）もミトコンドリア内膜に存

在することが知られている。しかし、これら

の研究はミトコンドリア内の Ca2+濃度や膜

電位の測定、あるいは選択的ブロッカーの使

用による心筋梗塞巣の縮小や抗不整脈作用

といったプレコンディショニング作用の消

失を証明するなどの、チャネルの作用の間接

的な観察である。また電気生理学的研究とし

ては、人工的に作製した脂質二重膜にミトコ

ンドリアから抽出したチャネル蛋白を発現

させてチャネル電流を記録したものがある

（ Jiang MT et al. Anesth Analg. 
2007;105:926-932）。しかし、ミトコンドリ

ア上に存在するネイティブのイオンチャネ

ルの活動と APC の関連性について直接的に

観察した研究は現在のところ報告されてい

ない。しかし、これまでの研究から、APC に

よる心筋保護作用におけるミトコンドリア

イオンチャンネルの関与は上記のとおり明

らかである。パッチクランプ法を用いた APC
の作用発現に関わる種々のミトコンドリア

イオンチャネルの今回の研究は、今後 APC
のメカニズムを明らかにしていく上で新し

く、重要な分野である。 
 
２．研究の目的 
APC による心筋保護作用に重要な役割を果

たしているミトコンドリアのイオンチャネ

ルのほとんどはその内膜に存在することが

わかっている(O’Rourke B et al. Physiology 
2005;20:303-315)。そこで、それらのイオン

チャネルの活動を観察するためにミトコン

ドリアの外膜を取り除いたもの（マイトプラ

スト）を作製し、パッチクランプ法を用いて

直接的にチャネルの電気生理を観察する。マ

イトプラストの作製には、これまでジギトニ

ンを使う方法と、Osmotic Shock を利用する

方法が報告されている。今回は、ネイティブ

のイオンチャネルの活動の観察が目的であ

るので、内膜への薬理学的影響が少ないと考

えられる後者の方法をとることとした。現在

のところ、ミトコンドリアに存在する各々の

イオンチャネルを確実に isolation して記録

する方法は確立されていない。これは、ミト

コンドリアのチャネルのイオン選択性が細

胞膜上のイオンチャネルに比べて低いこと

が一因である。今回の研究では、これまでの

報告におけるチャネルのコンダクタンスお

よび、それぞれのチャネルの選択的ブロッカ

ーを用い、さらに各々のチャネルに対して最

適な実験溶液のイオン組成を見つけ出すこ

とも目的とする。このように、各々のチャネ



ルを同定し、電気生理学的特徴を研究するこ

とが主な目的となる。さらに、各々のチャネ

ルに対する APC の作用について、in vivo 
APC モデルを用い、APC のミトコンドリア

イオンチャネルに対する作用を解明するこ

とを最終目的とする。対象は APC の心筋保

護効果の発現に強く関与しているとされる

mitoKCa チャネル、mitoKATP チャネル、

及び IMAC とする。 
 
３．研究の方法 
１）ミトコンドリアの単離 
ラット計200 匹を用いる。十分な麻酔下にラ

ットの心臓を摘出し、氷上でマンニトール－

スクロース（MS）溶液内にて心室筋を細かく

刻んだ後にホモジェナイズする。その後、ミ

トコンドリアを単離するために、低速および

高速で遠心分離を行う（4℃）。単離したミト

コンドリアはMS溶液中にて氷上で保存する。 
２）マイトプラストの作製 
マイトプラストはOsmotic Shock を利用し

て作製する。１）で得られたミトコンドリア

の浮遊液を低浸透圧溶液中に入れ5 分間の

Osmotic Shock を与えた後、遠心分離を行い

（4℃）マイトプラストを抽出する。得られた

マイトプラストは高浸透圧溶液中にて氷上で

保存する。 
３）パッチクランプ法 
＜ガラス電極の作製＞ 
パッチクランプ用のガラス電極は、現有の水

平牽引型の電極作製器を用いて作製する。先

端にはヒートポリッシュを施す。ガラス電極

の抵抗はチャネル電流記録用の溶液中にて

15-20MΩとなるように作製する。 
＜チャンネル電流の計測＞ 
各イオンチャンネル電流の計測は室温下でシ

ングルチャネルモード（insede-out patch）を

用いて行う。チャネル電流の記録はアンプリ

ファイアー、アナログ-デジタルコンバーター、

電流観察・記録ソフトウェアpClamp10を用

いる。解析にはpClamp10 およびOrigin７ソ

フトウェアを用いる。倒立顕微鏡のチャンバ

ーでマイトプラストを確認し、ガラス電極

（15-20M、等浸透圧溶液中）を接触させギガ

オームシールを形成した後、パッチ膜を

excise する。チャネル電流の記録は、はじめ

にramp protocol を用いて記録した後、

single-channel protocol を用いて、チャネル

の活動する電圧を中心に各電圧でのシングル

チャネル電流の記録を行う。チャネルの同定

は、これらの記録から得られたチャネルのコ

ンダクタンスおよび各チャンネルの選択的ブ

ロッカー投与により行う。また、チャネルの

開口確立（NPo）を用いて解析を行う。 
４．研究成果 
 マイトプラストは前述のごとくラットの

心筋から得たミトコンドリアから作製した。 

十分な麻酔下にラットの心臓を摘出し、マン

ニトール－スクロース溶液内にて心室筋を

細かく刻みホモジェナイズした。その後、ミ

トコンドリアを単離するために、低速

（2000rpm）および高速（9000rpm）で遠心

分離を行った（4℃）。単離されたミトコンド

リアは MS 溶液中にて氷上で保存した。この

方法で得られた分画がミトコンドリアであ

ることは、蛍光色素（マイトトラッカー）で

標識し、蛍光顕微鏡下で確認した。また、ミ

トコンドリアの生理学的活性は酸素消費量

の測定により正常であることを確認した。マ

イトプラストは上記の方法によって得られ

たミトコンドリアから Osmotic Shock を利

用して作製した。ミトコンドリアの浮遊液を

低浸透圧溶液中に入れ 5 分間の Osmotic 
Shock を与えた後、遠心分離を行い（4℃）

マイトプラストを抽出した。得られたマイト

プラストは高浸透圧溶液中にて氷上で保存

し、パッチクランプ法による生理学的研究に

用いた。 
 パッチクランプに用いたガラス電極は水

平牽引型の電極作製器を使用し、抵抗はチャ

ネル電流記録用の溶液中にて 15-20MΩとな

るように調整した。電極内、記録チャンバー

内ともに等浸透圧溶液を用い、記録は

cell-attached mode 及び inside-out mode に

て行った。今回の研究でターゲットとした

mitoKCa チャネル、mitoKATP チャネル、

及び IMAC であるが、チャネルのコンダクタ

ンスから mitoKATP チャネル電流と思われ

る電流は記録できなかった（過去に発見率

４％と報告されている）。150mM の KCl 溶液

を用いた条件下にて、コンダクタンスが約 110 pS
のチャネル電流が記録された。このチャネル電流

は、K-glutamate に溶液を置換すると消失した。

TEA-Cl を用いた際には電流に変化はなく、クロ

ライドイオンを通過させるチャネルであることが

判明した。また、DIDS によりブロックされたこ

とから IMAC であると考えられた。 
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