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ウ シ網膜色素上皮における異なる3 種類 の K チ ャ ンネ ル
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網膜色素上皮 (r e ti n al pi g m e n t e pith eli u m , R P E) 細胞の K コ ン ダク タ ン ス を構成する K チ ャ ン ネル を特定 し, それ ら が

ど の よう に 制御 され て い るか を解明する こ と を目的と して
, 新鮮単離 され た ウ シ RP E の ホ ー ル セ ル 電流 を パ ッ チ ク ラ ン プ 法

で 調 べ た . ウ シR P E 細胞の 平均静止膜電位 は -

6 4 m V で あ っ た (1 8 5 例) . ウ シ RP E 細胞 に は1 種類の 内向き整流 K 電蘭 と2 種

類 の 外向き整流K 電流が 存在 し た. 内向き整流 K 電流は 時間非依存性 で , 細胞外 C s
+

に よ り選択的に阻害さ れ た .
この チ ャ ン

ネ ル の コ ン ダク タ ン ス は細胞外 K
+

濃度の 増加 に伴 っ て減少 し た .
こ の 現 象は K チ ャ ン ネ ル と して は非典型的である が , R P E

が網膜 下 腔の E
+

濃度を制御す るうえで好都合であ ると 考えら れ る . 内向き整流 K チ ャ ンネ ル の 活性 を維持す る に は ピ ペ ッ ト

内に 高濃度 (2 ､ 4 m M ) の A T P が 必 要で あ っ た . 1 番目 の 外 向き整流 K 電流 は膜脱分極の 継続 に より不活性化 さ れ る遅延型外

向き整流 K 電流で あ っ た .
こ の チ ャ ンネ ル は- 40 m V より陽性の 膜電位で の み 開い て おり

,
従 っ て こ れ が 静止 K コ ン ダク タ ン

ス と し て 働 い て い る と は 考え ら れ な い . 遅 延 型外向き整 流 K 電 流 は 細胞外 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン

(t e tr a e th yl a m m o ni u m i o n , T E A
+

) に より選択的 に阻害さ れた. 2 番目 の 外向き整流K 電流 は膜脱分極 を継続 して も不活性化 し

な い 持 続型外向き整流 K 電流で あ っ た .
こ れ は調 べ た 全細胞 の 24 % に お い て の み 記録さ れ た . こ の チ ャ ン ネ ル の 開 口開催電

位 は約- 9 0 m V で あ っ た . 高濃 度の B a
2十
は持続型外向き整流 K 電流を阻害し たが ,

T E A
+

は こ れ を 阻害しなか っ た . 内向き整

流 K チ ャ ン ネル お よ び持続型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル は 静止膜電位付近 で開い て お り
,
従 っ て これ らが ウ シR P E の 静止 E コ

ン ダク タ ン ス を構成す る こ と が 判明 した . さ らに K チ ャ ン ネ ル 阻害剤に対す る感受性の 節点か ら
,
内向き整流 K チ ャ ンネル お

よ び持続型外向き整流 K チ ャ ン ネル は そ れ ぞ れ RP E の 微絨毛突起側 お よ び基底側に存在す ると 考えられ る .

K e y w o r d s p ot a s si u m c h a n n el , r e tin al pi g m e nt e pith eliu m , p at C h cla m p , W h ole - C ell c u r r e n t , b o vi n e

網膜色素上皮 (r e ti n al pi g m e n t e pith eli u m , R P E) は 視細胞 と

脈絡膜 と の 間に位置 し, 血 液 ･ 網 膜関門と して の 役割の 大部分

を担 っ て い る . R P E の 微絨 毛突起は網膜下腔と称さ れ る 細胞外

間隙を介 して 視細胞外節に面 して い る . R P E の 重要な 機能の
→

つ は視細胞周囲の 細胞外液の 成分お よ び 容量 を調節する こ と で

ある .
こ れ は すな わちR P E の 微絨毛突起側お よ び基底側に存在

する イ オ ン
,
代謝産物ある い は 水の 輸送体の 働きに よ る . 視細

胞周囲に お け る イ オ ン の 平 衡状態の 破綻 は視細胞機能の 障害に

つ な が り
l)
, ま た 網膜 卜膵 にお け る細胞外液の 貯留 は網膜剥離

の 原因と なり得 る
2)

. 従 っ て視細胞周囲の 微細環境 を正 常 に 維

持す る こ と は視覚 に と っ て 非常 に重要である .

両生類
3) 4)

,
ウ シ

5) 6)あ る い は ヒ ト7)の R P E ･ 脈絡膜の 組織切片

を用 い た 電気生理学的研究 に よ れ ば ,
R P E の 徴絨毛突起側お よ

び基底側 に は比較的大き な K コ ン ダク タ ン ス が存在す る . R P E

は こ れ ら の K コ ン ダ ク タ ン ス を 介 して E
+

を総 量で 神経網膜側

か ら 脈絡膜側 へ 輸 送する
4)5 ) 8) 9)

. ま た こ れ ら の K コ ン ダク タ ン

ス は RP E に お ける E C O 3~■~お よ び Cl~ の 輸送 の 量や 方向をも制

御す る
10 ) 11)

. こ れ ら RP E の K コ ン ダ ク タ ン ス の 機能を詳 しく理

解す る た め には , それ らを構成する E チ ャ ン ネル を特定 し, さ

ら に それ ら の チ ャ ン ネル が どの よ うに 制御さ れ て い る か を知る

必 要が ある .

R P E の K チ ャ ンネ ル に関 して は
,
まず新鮮単離さ れ た カ エ ル

R P E 細胞 を用い た パ ッ チ ク ラ ン プの 実験 にお い て
,
2 種類 の K

チ ャ ン ネ ル に 山東す る電流
,
す な わ ち 内向き整流 K 電流およ び

遅延型外向き整流圧電流の 存在が報告さ れ た
1 2)

.
こ れ ら の うち

内向き整流 K チ ャ ン ネ ル は生 理 的膜電位 に お い て 機 能 して お

り
,
そ れ ゆ え に RP E の 静止 K コ ン ダク タ ン スを構成する K チ ャ

ン ネ ル の▼･【
一 候補 で ある こ とが 示唆さ れ る .

瑚在
, 哺乳類 の RP E の K チ ャ ン ネ ル に 関して はあま り 多く は

知 ら れて い な い . 霊長類の 新鮮甲_離 RP E に お い て 外向き整流K

電流 の 存在が近年報むさ れ たが
l:Ⅲ 4)

, そ れ ら の 結 果に は 小 一 致

な点 が ある . す な わち W e n ら
1:り
が 報告 し た サ ル お よ び ヒ トの

新鮮単離R P E に お ける外向き整流 K 電流 は膜電位依存性, 油性

化の 時間経過お よ び 阻害剤 に対する感受性 な どの 特性に お い て

カ エ ル R P E の 遅延型外向き整流 K 電流に類似 して い る . し か し

筆者 ら
14)
が 報 告した 新鮮 ヒ ト RP E にお ける 持続型外向き整流 K

電流 は
,
上 記 の よ うな特性 に お い て遅延型外向き整流 K 電流

と は 異な り, む し ろ 神経細胞 に お け る M 電流
Ⅰ5)
に類似 して い

た . 良好な状態 の 新鮮 ヒ トRP E 細胞を恒常的に得 るの は容易で

はなく, ま た実験 に用い 得た ヒ トR P E 細胞 にお い て死 後変化の

平成 9 年1 0 月 27 日受付, 平成1 0 年1 月 8 日受理

A b b r e vi ati o n s : 4 r A P
,
4 - a m i n o p y ridin e; D M S O ,▼di m e th yl s u lf o xid e; E K , e q uilib ri u m p o t e n tial of p o t a s siu m ; t K

+

] ｡ ,

e x t r a c ellul a r c o n c e n t r ati o n of p ot a s si u m io n ; KL , dis s o ci ati o n c o n st an t; N M D G , N
-

m e th 河- D -

gl u t am i n e; R P E , r e t in al

p ig m e n t e p ith eliu m ; R s , S e rie s r e si st an C e; T m ,
t etr a e th yl am m O n iu m
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関与も否定できな か っ た の で , 上 記の 結果の 不
一 致 の 理 由は い

ま だ に解明 され て い な い . 哺乳類の 培養R P E 細胞 に お い て も K

チ ャ ン ネル が 発現 して い る が ,
そ れ ら の 性質は 新鮮R P E の K チ

ャ ン ネ ル の それ と は 異な っ て い る
1(S)

.

本研究で は 入 手が 比較的容易で , 膜輸送 の 研究対象
5) 6) 1 1) と し

ても よく用い ら れ る ウ シR P E に着日 し た . 酵素的に新鮮単離さ

れ た RP E 細胞に お い て パ ッ チ ク ラ ン プ法 にて ホ ー ル セ ル 電 流を

記録 し
,
そ の うち K チ ャ ン ネル に 由来する成分を解析 し た . 新

鮮分離 ウ シ RP E に お い て は3 種類 の 圧電流, す なわ ち内向き整

流 K 電流, 遅延型外向き整流 K 電蘭 お よ び持続型外向き整流 K

電流が 発現 して い た .

対象お よび方法

_
t . 溶 液

細胞外を港流 す る 標準 リ ン ゲ ル 液 は 以 下 の 組 成 を有 し

(13 5 m M N a Cl , 5 m M K Cl , 1 0 m M H E P E S , 1 0 m M グ ル コ
ー

ス
,

監ニ｡
一1 0 m V

幸二
D

(

s
u
)

¢

O
u

男
0

コ

P
u

8
P
し

0

エ

U

比 良

1 .8 m M C a C 1 2
,
1 m M M g C 12) , そ の p H は N a O H の 滴'■F に て7 .4

に 設定 さ れ た . E
十

,
C s

十

,
B a
2 十

あ る い は テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ

ウ ム イ オ ン (t e t r a e th yl a m m o ni u m , T E A
+

) の 濃度が 異 な る細胞

外溶液 は , そ れ ら の Cl 塩 を等 モ ル 濃度 の N a C l と 置換す る こ と

で 得ら れ た . 4 - ア ミ ノ ビリ ジ ン (4 - a m i n o p y rid i n e , 4 , A P) を含む

溶液 は, N a C l と の 置換 に よ っ て 得 ら れ た が , そ の p H を7 ,4 に

保 つ た め に E Cl を滴下 す る必要があ っ た . キ ニ ジ ン を含む 溶液

は
,
ジメ チ ル ス ル ホ キ シ ド(di m e th yl s ulf o x id e , D M S O ) を溶媒

と した 高濃度溶解液 の 適量を標準リ ン ゲ ル 液 に加える こ と で 得

ら れ た . そ の 際 の 最終 D M S O 濃度 は0 .1 % (容量) 以 下 で あ っ た .

すべ て の 細胞外溶液の 浸透圧 は288 ± 5 m O s m /1 に保た れ た .

標準 の ピ ペ ッ ト内 充填液 は 以 下 の 組成を有 し (30 m M K C l ,

1 0 0 m M K グ ル コ ネ ー

ト
,
5 m M H E P E S

,
1 0 m M エ チ レ ン グリ

コ ー ル ビ ス ( P - ア ミ ノ エ チ ル エ ス テ ル) - N , N , N
'

,
N
'
- テ トラ 酢酸

,

0 .5 m M C a C 1 2 , 2 m M M g C 12) , その p H は K O H を加 える こ と に

よ り7 .2 に 設定 され た . こ こ で 遊離 C a
2十

濃度 は約2 × 10~~
8
M に

ー1 0 0 0
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V oIt a g e ( m V)

0 .01 0 .1 1 1 0

【C s
+

]
｡ ( m M )

Fi g . 1 . I s ol ati o n a n d c o n c e n tr a ti o n -d e p e n d e n t b l o c k b y C s
'

of th e i n w a rd l y r e c ti fyi n g K c u r r e n t . 仏) F a m ili e s o f w h ol e
-

C ell c u r r e n t s

e v o k ed b y l
-

S e C V Olta g e
-

P ul s e s to p o t e n ti al s r an gi n g 丘
･

O m - 1 4 0 t o + 4 0 m V h
･

O m a h old i n g p o t e n ti al o f - 1 0 m V . T h e c ell w a s i n iti all y

b ath e d i n th e st a n d a rd R i n g e r s ol u ti o n w ith l O O FL M G d
3 十
( u p p e r p an el) , a n d th e n w a s e x p o s e d t o 5 0 m M e x te r n al C s

+

(l o w e r p a n el) ･

C u r r e n t s w e r e r e c o rd e d i n th e w h ol e - C ell - P at C h c o n 負g u r ati o n wi th 4 m M A T P i n th e pip e tt e s ol u ti o n . (B) S te a d y - S t at e C u r r e n t ⊥V Olta g e (I
-

V ) r el ati o n s h ip s i n th e ab s e n c e ( - ) a n d p r e s e n c e ( … - - … ) of 5 0 m M C s
+

. C u r r e n t s w e r e g e n e r a t e d b y 2
-

S e C V Olt a g e ィ a m p fr o m + 4 0

t o
～

1 6 0 m V . C u r r e n ts r e v e r s e d at
-

7 5 m M i n th e c o n t r ol p e r fu s a te a n d a t
-

3 1 m V i n th e p r e s e n c e o f C s
'

. ( C) C s
+
- S e n Siti v e c u r r e n t ,

o b t ai n e d a s th e d iffb r e n c e b e tw e e n t h e I N c u rv e S i n (B) . T h e diff e r e n c e c u r r e n t r e v e r s e d a t
-

8 2 m V
,
W h i ch i s cl o s e to th e e q uilib ri u m

p o t e n ti al of K
+

(E K) . P ) C o n d u ct a n c e ヤ 01t ag e r el a ti o n s h i p . C h o r d c o n d u ct an C e W a S C al c u l a t e d 血
･

O m d a ta i n ( C) , u Si n g th e e q u a ti o n (1) ･

(E ) C o n c e n t r a ti o n -d e pe n d e n c e o f th e C s
+
-i n d u c e d b l o c k of th e i n w a r dl y r e cti & in g K c u r r e n t . Am plit u d e s of th e K c u r r e n t o b t ai n e d b y th e

e q u ati o n (2) i n v ar i o u s e x t r a c ell ul a r C s
+

c o n c e nt r a d o n (【C s
+

] ｡) w e r e n o rm ali z ed t o th e v al u e i n th e al 3 S e n C e Of C s
十

. S y m b oI s r e p r e s e n t 盲

(n = 5) fo r m e a s u r e m e n ts w h e n th e m e m b r an e p O te n ti al s w e r e
- 3 6 m V (●) a n d

- 1 2 0 皿 Ⅴ(○) , an d th e p o siti v e an d n e g a ti v e e r r o r b ar S

i n di c a te S E M a t
- 3 6 m V a n d at - 1 2 0 m V

,
r e S P e C ti v el y . S m o o th c u rv e i s th e l e a sトS q u ar e S 丘t of th e d at a a t

-

3 6 m V t o th e e q u a ti o n (3)

w ith K d Of O .5 2 m M .



ウ シ網膜色素上皮の K チ ャ ン ネル

棲衝 さ れ た . こ の 溶液 の 浸透圧 は27 8 ± 5 m O s m /1 で あ っ た .

こ の ピ ペ ッ ト内充填液 お よ び標準 リ ン ゲ ル 液 に含有する E
十

濃

度か ら N e r n s t の 式 を用 い て 計算 さ れ る 理 論的な K 平 衡電位

( e q u ilib ri u m p o t e n ti al of p o t a s si u m , E K) は
-

8 6 m V で あ っ た .

本研究 の 当初 に お い て は細胞 の 容積増加 に より活性化さ れ る

Cl 電 流が 観察 さ れ る こ と が あ っ た
1 7)18)

.
こ の 場合 に細胞 の 静止

膜電位 は徐 々 に 脱分極す る傾向にあ っ た の で , こ の 電 流が 観察

され た細胞 は本研究 の 対象か ら 除外 さ れ た . 後に こ の 電流 の 活

性を抑制す る 目 的で , ピ ペ ッ ト内充填液 の K グ ル コ ネ
ー

ト濃度

を8 3 m M に 減 量す る こ と に よ っ て 溶 液 の 浸透圧 を2 4 4 ± 5

m o s m /1 に 低下 させ た (仝185 例 中1 10 例) . こ の ピ ペ ッ ト内溶

液 と標準 リ ン ゲ ル 液 と の 組成 か ら計算 さ れ る E Iくは
-

83 m V で あ

っ た .

細 胞 に よ っ て は -

1 0 0 m V よ り陰性電位で の 膜過分極 の 持続

に よ っ て 大きく律動する内向き電流 が観察 され た . 内向き整流

0 .0 5 m M B a
2 +

r
A

~ 1 0 m V

2 0 0 m s e c

(

<
d
)

l

u

少
ヒ
コ

U
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K 電流の 特牲を調べ る際に は こ の 律動する内向き電流の 混入 は不

都合であるの で , こ れ を阻害する目的で細胞外港流液 に100 〃M

の G d
3 十

を加える こ と が あ っ た ( Cl 塩) . こ の 濃 度の G d
3 十
は内向

き整流 K 電流 の 膜竃位依存性, 時間依存性 お よ び 阻害剤 に対す

る感受性 に は有意な影響を及ぼ さ な か っ た . しか し G d
3 十
は2 種

類 の 外 向き整流 K 電 流の 時間依存性 を大きく変化させ た の で
,

こ れ ら2 種類の 電流の 解析に は G d
3 十
存 在下 で の 結果 を用 い なか

っ た .

細胞 分離f即答液 は以下 の 組成を有 し〔13 5 m M N - メ チ ル D - グ

ル タ ミ ン ( N -

m e th yl
- D -

gl u t a m i n e , N M D G ) - C l , 5 m M K C l ,

1 0 m M H E P E S
,
1 0 m M グル コ

ー

ス
,
3 m M E D T んK O H

,
3 m M

シ ス テ イ ン
,
0 .2 m g/ m l タ イ プ Ⅲ パ パ イ ン〕, そ の p H は N M D G

塩基 の 滴1ご にて7 .4 に設定さ れ た .

カ リ ブ ドトキ シ ン (c h ar ib d o to xi n) 仏1 a m o n e L a b s , E I s a r e m ,

I s r a el) を除く試薬 はす べ て シ グ マ (S i g m a , S t . L o ui s , U S A) か

0
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u
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コ
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む
>

漂
儲
虚

- 1 5 0 - 1 0 0 - 5 0 0

M e m b r a n e p ot e nti a[( m V)

C

0 .0 0 1 0 .0 1 0 .1 1 1 0

【B a
2 +

] ｡ ( m M )

Fi g . 2 . T b e e fE e c t of e x t e r n al B a
2 +
o n th e i n w a rdly r e c ti &i n g K c u r r e n t . (朗 F a m ili e s of w h ol e

-

C ell c u r r e n ts r e c o rd e d i n th e p e rf o r a t ed
-

p a t ch c o n 5 g u r a ti o n i n th e ab s e n c e (u p p e r p a n el) a n d p r e s e n c e O o w e r p a n el) of O .0 5 m M c x te rn al B a
2 +

･ T h e m e m b r a n e p o t e n ti al w a s h eld

a t - 1 0 m V a n d th e n cl a m p e d t o p o t e n ti al s r a n gi n g A
･

O m
-

1 5 0 t o + 1 0 m V in 2 0 - m V i n c r e m e n t s . T n e c o n tr ol p e r fu s at e c o n t ai n e d O ･1

m M G d
3 +

. I n th e p r e s e n c e of O .0 5 m M B a
2 十

,
i n w a r d c u r r e n ts e v o k e d b y l ar g e h y pe r p Ol a ri zi n g v olta g e

-

p ul s e s d e c a y e d w ith a n e x p o n e n ti al

ti m e c o u r s e
,
C O n Si st e n t w ith a v olta g e

-d e p e n d e n t bl o ck . (B ) E 鮎 ct s of B a
2 +
o n I N r el a ti o n s hi p o f th e w h ol e

-

C ell c u r r e n t ･ S t e a d y
-

S t at e

c u r r e n ts i n th e ab s e n c e o f B a
2 十

( ●) ( a v e r a g e v al u e s of th e c u r r e n ts i n th e u p p e r p a n el o f (A) b e t w e e n 9 0 0 a n d l O O O m s e c) a n d

i n st a n t a n e o u s ( 口) a n d s te a d y - St at e ( } ) c u r r e n t s i n th e p r e s e n c e of O .0 5 m M B a
2十

(c u r r e n t v al u e s i n th e l o w e r p an el of (朗 at l O m s e c a n d

a t 9 9 6 m s e c
,
r e S p e Ctiv ely) . (C) C o n c e n t r a ti o n - a n d v olt a g e -d e p e n d e n c e of th e B a

2 +
-i n d u c e d b l o ck o f th e in w a r d r e ctin e r ･ Am plit u d e s o f

th e K c u r r e n t o b t ai n e d b y th e e q u a ti o n (2) i n v ar i o u s e x tr a c e11p l ar B a
2 +

c o n c e n tr ati o n ([ B a
2 十

] ｡) w e r e n o r m ali z e d t o th e v al u e i n th e

a b s e n c e of B a
2 +

. S y m b oI s r e p r e s e n t 豆 fo r m e a s u r e m e n t s a t
- 3 6 (●) an d

-

1 2 0 m V (○) (n = 3 t o 6) ･ E r r o r b a r s i n di c a te S E M ･ T h e

c o n ti n u o u s c u rv e W a S th e l e a s t - S q u a r e S fit o f th e d a t a m e a s u r e d a t th e t w o v olt a g e s t o th e e q u a
ti o n (3) , W i th K d V al u e s of 1 2 8 FL M

a t
-

3 6 m V an d 3 1 FL M at
- 12 0 n N .
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ら購入 され た .

Ⅱ . 細胞の 分離

ウ シ の 眼球 は食肉加工場 に お い て屠殺直後に摘出さ れ た . そ

の 場で 直ち に眼球を赤道部 に て割半 し, 周囲を氷で冷却 した容

器内の 標準 リ ン ゲ ル 液 に そ の 眼球後極側 を浸 し, 1 時 間以 内に

研究室 に運 んだ. 研究室 にお い て , その 眼球後極都側 の 硝子体

を除去 し
,
神経網膜を丁寧 に剥離 ･ 除去 した .

つ い で視神経乳

頭 より~F 方の 色素 に富 む領域より
,
数 m m 四方 の RP E ･ 脈 絡膜

組織片を切り出 し た .
こ の 組織片 を試験管内の パ パ イ ン を 含有

す る細胞分離用溶液 (上 記) に室 温 に て1 0 分 間浸 し, つ い で

0 .1 % の ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン を含有する標準リ ン ゲ ル 液に3 分間

浸 し て パ パ イ ン の 反応を停止さた . さ らに 組織片を標準 リ ン ゲ

ル 液 に10 分 間浸 し た後 に試験管 ご と 軽く撹拝 し, その 溶液 の

一 部を顕微鏡下 で 観察 し た . R P E 細胞が 単離さ れ るま で
,
こ の

一 連 の 分離作業を反復 した . ただ し2 回目以 降の パ パ イ ン の 作

(
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比 良

用時間 はす べ て5 分間 と し た . 細 胞の 単離 に は パ パ イ ン の 作 用

時間 に して 通常20 ～ 3 0 分を要 し た . 試験 管内の 2 ～

3 m l の 標 準

リ ン ゲ ル 液内に 浮遊ある い は沈殿 した単離 RP E 細胞 を実験に用

い る まで4 ℃ に て保存 した .

Ⅱ . 細 胞の設置 ･ 濯読

経胞潅流用 の チ ェ ン バ ー

は 倒立位相差顕微鏡 ダ イ ア フ ォ ト

( ニ コ ン , 東京) の 鏡台 に設置
･ 固定で きる よう に研究室 にて 作

成 され た . チ ェ ン バ
ー 外 壁に は透明 の ア ク リ ル

, 底 部に は ス ラ

イ ドグ ラ ス が 用 い ら れ , そ の 内容積は約2 m l で あ っ た . まず約

0 .5 m l の 単 離R P E 細胞が 浮遊す る溶液 (上 記) をチ ェ ン バ
ー 内 に

パ ス ツ
ー

ル ピ ペ ッ トに て 滴下 した . 多く の 細胞 が沈殿 して ス ラ

イ ドグ ラ ス に接着するまで 1 0 ～ 2 0 分間を経 た後, 標準 リ ン ゲ

ル 液 の 港流を開始 し た . 液流液 は 60 m l 注 射 シ リ ン ジ外套か ら

ポ リ プ ロ ピ レ ン お よ び シリ コ ン 製 の チ ュ
ー

ブ を用い て 自然落｣~F

で 毎分3 m l の 流速 に て チ ェ ン バ ー まで 導か れ た . チ ェ ン バ
ー

内
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Fig ･ 3 ･ R el a ti o n s h ip b et w e e n th e i n w ar dけr e c tify i n g K c h an n el an d e x t r a c e11 ul a r K
+

c o n c e n t r a ti o n ([ K
+

] ｡) . ( 朗Ⅰ- V r el a土i o n sh i p s o b tai n e d i n

a si n g l e c ell w h e n [K
+

] o w a s 2 m M ( … … ‥ - ･) , 5 m M ( - ) an d 2 0 m M ( … … - ) . ¶ 1 e W h ol e - C ell - p at C h c o n A g u r a ti o n w a s a p pli e d w i th 4

m M A r P i n th e pip ett e s ol u ti o n ･ j ul e x te r n al $ 01 u ti o n s c o n t ai n e d O .1 m M G d
3 +

. C u r r e n t s w e r e g e n e r a t e d b y 2
-

S e C V Olt a g e
-

r a m p fr o m + 4 0

to
-

1 6 0 m V ･ (B) I N c u rv e S Ob t ai n e d 血
･

O m th e s a m e c ell i n th e p r e s e n c e of 5 0 m M e x te rn al C s
+

w i th 2 m M ( … ･ ･ ‥ ･ ･ ･ ･) , 5 m M ( - ) an d

2 0 m M ( … - … ) K
+

. A ll th r e e t r a c e s ar e S u p e ri m p o s e d o n o n e an 0 th e r . ( C) C s
+
-

S e n Siti v e c u r r e n t s . T h e I N r el a ti o n sh i p of th e i n w a rd

r e c tiB e r i n e a c h [K
+

】o w a s i s ol at e d b y ta ki n g th e di飴 r e n c e b e t w e e n I N c u rv e $ m e a S u r e d i n th e a b s e n c e (朗 an d p r e s e n c e (B) of C s
+
. (D )

R el ati o n sh i p b et w e e n th e c h an n el c o n d u c t an C e a n d [ K
ト

】｡. I n e a ch c e11 , th e i n w ar d a n d o u t w ar d c h o rd c o n d u c ta n c e s o f th e i n w ar d r e ctiA e r

W e r e m e a S u r e d a t E K 士 2 5 m V i n 2
,
5 a n d 2 0 m M [ K

十

】｡ , an d w e r e th e n n o rm al i z e d t o th e v al u e s o b s e rv e d i n 5 m M [Ⅰぐ] ｡ . T h e s y m b oI s

r e p r e s e n t 烹 o f th e r el a点v e i n w a r d ( △) an d o u t w ar d (○) c o n d u c t an C e S (n = 5) .
′

m e n e g a ti v e an d p o siti v e e r r o r b ar S i n d i c at e S D o f th e

r el ati v e i n w ar d a n d o u t w a rd c o n d u c ta n c e s
,
r e S p e C ti v el y .



ウ シ網膜色素上皮の K チ ャ ン ネ ル

の 潅流液容積が常 に約0 .5 m l に 保た れ る よう に 吸引用注射針か

ら チ ュ ー ブ を適 して 吸引 ･ 排液 され た . チ ェ ン バ
ー

内 の 混流液

の 交換 は チ ュ
ー

ブ の 途 中 に設置 した 港流 ス イ ッ チ を用 い て 60

秒 以 内 に行わ れ た .

Ⅳ .
パ ッ チ ピ ペ ッ ト

パ ッ チ用 ピ ペ ッ ト に は外径1 .5 m m 内径1 .2 m m の 7 0 5 2 ガ ラス

微小管 (G a rn e r G l a s s , C l a r e m o n t , U S A ) を用 い , プ ロ グ ラ ム

式水平型 ピ ペ ッ ト プ ラ ー

(S u tt e r I n s t r u m e n t s , S a n R a f a el ,

U S A) に て ピ ペ ッ ト先端部を作製 した . ピ ペ ッ ト先端部 の 浮遊

容量を減 らす目的で , ピペ ッ トの 攣 曲部付近か ら で きる 限り先

端開口部近く にまで シ)L / ガ
ー

ド
㊥

(S yl g a r d
㈲

) ( D a w C o r n i n g ,

M i dl a n d
,
U S A) を塗布 し, つ い で 加熱 に よ っ て これ を凝固さ

せ た . さ ら に細胞膜をパ ッ チ する直前に , ピ ペ ッ ト先端部を マ

イ ク ロ フ ォ
ー

ジ (成重, 束京) にて 加熱形成 した . そ の 際 の ピ

ペ ッ ト先端開口部 の 大き さ は ,
1 0 m l 注 射 シ リ ン ジ に装着 した

ピ ペ ッ ト の 先端を エ タ ノ ー ル l糾二浸 し, シリ ン ジ 内の 10 m l の

0 2 4 6 8 1 0

Ti m e ( m in)

(
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ご
u

巴
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⊃

U
0

0 2 4 6 8 1 0

Ti m e ( m i n)

6 8 1

空気を内筒に て加圧 し た際 に ピ ペ ッ ト先端か ら発砲 し始め る と

きの 空気の 容量が 6 .2 ～ 7 .O m l と な る よう に調整 した
1 9)

. こ れ は

電 極I利 こ 塩 化 カ リ ウ ム を 充填 し た 場合 の ピ ペ ッ ト抵 抗値

b ip e tt e i n p u t r e si st a n c e) で4 ､ 5 M Q に相当し た .

細胞膜全体 の イ オ ン チ ャ ン ネル に 由来する箇乱 すなわちホ

ー ル セ ル 電流を記録す る パ ッ チ ク ラ ン プ の 手法 と して は 下記の

よ う に穿孔 パ ッ チ (p e rf o r a t e d -p at C h) 法あ るい ほ ホ
ー ル セ ル バ

ッ チ ( w h ol e - C ell - P a tC h ) 法を用 い た . 穿孔 パ ッ チ 法で は ピペ ッ

ト内液 に含有 した ナイ ス タ シ ン (n y s ta ci n) ある い は ア ン ホ テ リ

シ ン B ( am p h o t e ri ci n B) の 作用 により パ ッ チ 膜に チ ャ ン ネル 孔

が 形成 され る こ と に よ っ て ホ
ー ル セ ル 記録が 確立さ れ る

20)
. こ

の チ ャ ン ネル 孔を透過する溶質は1 価の イオ ン 郡a
+

,
灯 お よ び

Cl~) に限 ら れ ,
他の 細胞内の イ オ ン や 代謝産物 は ピペ ッ ト内

に拡散 し ない , 従 っ て 本法で は細胞の 恒常性 が保 たれ る ため 比

較的長時間 (1 時間以 上) の 電流記録 が可能である . 本研究で の

穿孔 パ ッ チ法 (68 例) に はす べ て ア ン ホ テ リ シ ン B を用 い た .
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pi p e tt e s ol u ti o n c o n tai n i n g 2 m M 幻
､

P ･ T h e c ell w a s b ath e d i n th e st a n d a r d Ri n g e r s ol u ti o n wi th o u t G d
3 +

･ S y m b o I s d e pi c t c u r r e n ts

m e a s u r e d a t
q 3 6 m V (○) a n d at

- 8 3 m V (●) , W hi ch r e p r e s e n t th e i n w a r dl y r e c ti & i n g K c u r r e n t an d th e r e si d u al c u r r e n ts , r e S p e C ti v ely ･

m e b o x i n di c a te s e x p o s u r e of th e c ell t o 2 0 m M e x te rn al C s
+

. (B ) I N c u rv e S O b t ai n e d i n th e s a m e c ell a s i n (朗 at 6 0 s e c (
- ) , 6 ･5

m i n ( " " -) an d d u ri n g e x p o s u r e t o e x t e m al C s
+

at 7 mi n ( ‥ ･ ‥ ･ ‥ ･) ･ ( C) An id e n ti c al e x p e ri m e nt in a n o th e r c ell di al y z e d wi th 〟r P
-& e e

pi p ett e s ol u ti o n ･ T h e c u r r e n t a t
-

3 6 m V d e c r e a s e d to z e r o wi th i n 8 m i n a n d th e r e afte r w a s u n a 蝕 c te d b y 2 0 m M e x t e rn al C s
+

,
in di c a ti n g

c o m pl e t e
"

ru n
- d o wn

"

of th e i n w a rd r e c tiB e r . ( D) I N c u rv e S O b tai n e d fr o m th e s am e C e11 i n (C ) a t 30 s e c (
- ) , 8 ･5 m i n ( " … -) a n d

d u ri n g e x p o s u r e t o 2 0 m M e x te rn al C s
+

a t 9 .5 m i n ( ･ ･ ･ ･
･ ･) ･
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Fig ･ 5 ･ 二m e d el a y e d o u tw a r dl y r e c ti & i n g K c u r r e n t an d its d e p e n d e n c e o n th e h ol di n g p ot e n ti al ･ ㈱ C u r r e n ts w e r e eli cit e d 血
･

O m a h ol di n g
p o t e n ti al o f

仙

9 0 m V b y a s e ri e s of v ol ta g e
-

p ul s e s t o p o t e n ti al s r a n gi n g fr o m - 1 0 0 t o + 3 0 m V i n l O - m V i n c r e m e n t s . V olta g e - St e p S W e r e
a p pli e d a t l O

-

S e C i n te rv al s ･ C u r r e n ts w e r e r e c o r d e d i n th e w h ol e - C ell - P a t Ch c o n五g u r a ti o n w i th A T P- fr e e pip e tte s ol u ti o n . (B ) C u r r e n ts
e v o k e d i n th e s am e C ell b y th e v olta g e

- S t e P S fr o m a h old i n g p ot e n ti al of
q

l O m V to th e s a m e p o t e n ti al s a s i n ( 礼 (C) I N r el ati o n sh i p s
O b t ai n e d a t h old i n g p o t e n ti al s o 卜 9 0 m V (○) a n d

-

1 0 m V (●) , u Si n g th e d a ta i n ( 刃 a n d (B ) ･ D a t a p oi n t s r e p r e s e n t p e a k a m plit u d e s o f
th e o u t w a rd c u r r e n t s

,
if a n y ･ O th e r w i s e , th e y r ep r e s e n t a v e r a g e a m plitu d e s o f c u r r e n t s m e a s u r e d b e t w e e n l 1 5 0 a n d 1 2 0 0 m s e c .
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一8 0 - 4 0 0 4 0

V o 舶唱e ( m V)
Fi g ･ 6 ･ V olta g e

- d e p e n d e n c e o f th e d el a y e d o u t w ar dl y r e c ti fyi n g
K c u lT e n t ･ C o n d u ct a n c e ･ V Olta g e r el a ti o n sh ip w a s m e a s u r e d i n

th e s t a n d a rd Ri n g e r s o l u ti o n . C h o r d c o n d u c t a n c e a t e a c h

m e m b r a n e p o t e n ti al w a s c al c ul a t ed 血
･

O m l e a k - S u b t r a c t ed p e a k

C u r r e nt $ a C C O rdi n g to th e e q u ati o n (1) . I n e a c h c ell , th e c h o r d
C O n d u c t a n c e w a s n o r m ali z e d t o th e m a xi m u m v al u e

,
W hi c h

W a S O b t ain e d b y B ttin g th e d at a t o a B ol tz m an n fu n c ti o n gi v e n

b y th e e q u a ti o n (4) ･ S ym b oI s an d v e rti c al b ar S r e P r e S e n t 更 ±

S D fo r 1 3 c ell s ･ ¶一e S m O O th c u rv e i s th e l e a s t - S q u ar e S 飢 of

th e d a ta p o in t s t o th e e q u ati o n (4) w ith th e v al u e s o f V l /2 = +

2 .5 m V a n d k
n
= =

- 1 3 .7 m V . All c ell s w e r e r e c o rd e d i n th e

wi 1 01 e - C ell - p at Ch c o n丑g u r a ti o n wi th A T P
- & e e pi p e tte s ol u ti o n .

ア ン ホ テ
1
) シ ン B をま ず D M S O に 溶解 し, そ の 適量を標準 ピ

ペ ッ ト内液 に て希釈 し ( D M S O 濃度 は0 .4 % ) , 最終の ア ン ホテ

リ シ ン B 濃度
,
2 0 0 〟 g/ m l を得 た . こ の ア ン ホ テ リ シ ン B 含有

ピ ペ ッ ト内充填液は冷蔵庫内 (4 ℃ , 暗所) に保存 され , 作成 し

て か ら1 時間以 内 に佗用さ れ た .
ア ン ホ テ リ シ ン B 分子 が 細胞

膜 に触 れ る と ギ ガ オ ー ム シ ー ル ( 下 記) の 形成 が 困難であ る .

従 っ てまず先端開口部か ら ア ン ホ テ リ シ ン B を 含まな い 標準 ピ

ペ ッ ト内液を液 コ ラ ム の 良 さ に し て2 00 ､

3 0 0
′

′∠ m 吸 引 し
,
つ

い で ア ン ホ テ リ シ ン B 含 有 ピ ペ ッ ト内液を ピ ペ ッ ト後端か ら 充

填 し た , -→-
･ 方ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 は ギ ガ オ ー ム シ ー ル ('卜記)

を形成 した 後
,
l吸引 ある い は 通電 にて パ ッ チ膜 を破く こ と に よ

っ て ホ ー ル セ ル 記録 を確立する方法であ る . こ の 場 合に は ピ ペ

ッ ト内充填液が細胞内に拡散する た め , 細胞内組成 の 変化に よ

っ て イ オ ン チ ャ ン ネル が 不活性化す る こ とが あ る . しか し逆 に

細胞内成分を自由 に設定 できる と い う利点があ る. 本研 究で の

ホ
ー ル セ ル バ ッ チ 法 (11 7 例) に お い て は ,

目 的に応 じて 標準 ピ

ペ ッ ト内充填液 に2 ～ 4 m M の A T P ( M g 塩) を加 える こ とが あ

っ た . ホ
ー ル セ ル バ ッ チ 法で は ピペ ッ ト内 には 先端 と後端 の 両

側 か ら 同 じ組成 の 溶液 を充填 した .

すべ て の ピ ペ ッ ト内充填液 は予 め シリ ン ジ フ イ ル タ ー (孔径

0 .2 /J m ) に よ り濾過 され た .

Ⅴ . ホ ー ル セ ル 電 流の 記録

パ ッ チ ピペ ッ トの 電位 は パ ッ チ ク ラ ン プ 用ア ン プ, ア ク ソ パ

ッ チ
⑧

仏ⅩO P a t C h
6

) 仏Ⅹ O n I n st ru m e n t S , F o st e r C ity , U S A) を介

して コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

(4 8 6 型 C P U) の ソ フ ト ウ ェ ア
ー

,
ピ ー

ク ラ
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ン プ
餌

b C l a m p
"9

) (A x o n I n s tr u m e n t s) に て 制御 さ れ た . こ の 電

位固定時に ピペ ッ トに 流れ る電流は同ア ン プ にて増幅さ れ ,
オ

シ ロ ス コ
ー

プ に て 観察さ れ た . 不関電極と して は 銀
･ 塩化銀電

極
一

案天 ブ リ ッ ジ (4 % 寒天
･

1 5 0 m M K Cl 溶液) を用い た .

パ ッ チ ピ ペ ッ トを内液充填の 後直ちに ピ ペ ッ トホ ル ダ ー

に装

着 し, ピ ペ ッ ト先端をチ ェ ン バ
ー の 港流液 に浸 した .

こ れ 以 降

ホ
ー ル セ ル 記録 の 状態を確立するまで , 電圧 + 1 0 m V の 矩形波

刺激 に よ っ て 惹起 され る 電流 ( シ ー ル テ ス ト電流) を オ シ ロ ス

コ
ー プ で 観察 し た . まずそ の 基線 をゼ ロ に補正 し, シ

ー

ル テ ス

ト電流が 矩形波状と な る こ とを確認 し た .
つ い で顕微鏡'1

く
●

で マ

イ ク ロ マ ニ ビ ュ レ
b

ダ
ー

(N e w p o rt , Ⅰrv i n e , U S A) を操作 し て,

ピ ペ ッ ト先端を目的 とする R P E 細胞 の 基底側の 細胞膜 に接触 さ

せ た . さ ら に シ
ー ル テ ス ト電流 の 振幅 か ら計算 さ れ る ピ ペ ッ

ト ･ 細 胞膜間 の 抵抗 が十分 に大きく な る ま で (通常 10 G n 以

(

<
d

ご
じ

巴
L

コ

U

(

<
d
)

l

u

巴
L

コ

U

2 5 0 2 7 5 3 0 0

Ti m e ( m s e c)

C

1 0 0 0

Ti m e ( m s e c)

68 3

上) , す なわ ちギ ガ オ ー ム シ
ー

ル が得 ら れ る まで , ピ ペ ッ ト内

に徐 々 に 陰圧をか け細胞膜を吸着させ た .

そ の 後 ホ ー ル セ ル 記録の 状態 を確立する方法は以■F の 2 通 り

で あ っ た . まず穿孔 パ ッ チ法で は ,
ア ン ホ テ リ シ ンB の 作用 に

より パ ッ チ 膜の 透過性 が十分に大きくなる まで
,
すな わち ピペ

ッ トお よ び パ ッ チ 膜に 由来す る抵抗 ( s e ri e s r e si s ta n c e , R s) が

徐 々 に 減少 して 30 M rユ以 下 に な るま で , 通常1 0 ～ 2 0 分 間待模

し た . ¶一
･

方 ホ
ー

ル セ ル バ ッ チ法で は ,
さ ら に ピペ ッ ト内に 大き

な陰圧を かけて パ ッ チ 膜を破砕 した . こ れ は矩形波状の シ
ー ル

テ ス ト電流が 急峻 な ピ
ー

クを有す る汲形に突然 に変化する こ と

に よ っ て確認 され た ,

駄 は膜電位ス テ ッ プ によ り惹起さ れ る膜容量依存性電流の 振

幅か ら計算 され た
21)

. ホ
ー ル セ ル 電流記録時の 粘 は穿孔 パ ッ チ

法で は23 士 8 M n 区 ± S D , 6 8 例) , ホ
ー ル セ ル バ ッ チ 法で は
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- 1 0 0 - 9 0 - 8 0 - 7 0 - 6 0 -5 0

M e m b r a n e p ote nti al ( m V)

D

- 8 0 - 6 0 - 4 0 - 2 0 0 2 0 4 0

M e m b ra n e p ot e ntj al ( m V)

Fi g . 7 . I o n
- S el e ctiv ity of th e d el a y e d o u t w a r dly r e c ti fy i n g K c u r r e n t . 仏) T ail c u r r e n ts r e c o r d e d 血

･

O m a C ell b a th e d i n th e s ta n d a rd Ri n g e r

s ol u ti o n (5 m M [ K
+

] ｡) . T h e w h o l e - C ell - p at C h c o n 短 u r ati o n w a s a p pli e d w ith A T P - fr e e pi p e tte s ol u ti o n ･ T h e m e m b r a n e v olt a g e w a s 血
一

S t

d e p ol a ri z e d 女) r 2 4 0 m s e c fr o m a h oldi n g p o t e n ti al of - 8 0 m V t o + 3 0 m V to m a xi m ally a c ti v a te th e c o n d u c t a n c e (n o t s h o w n) , a n d th e n

w a s h y p e r p ol a ri z e d t o p ot e n ti al s r a n gi n g f r o m
-

1 0 0 t o - 5 0 m V , W hi ch d e a c tiv a t e d th e c o n d u c ta n c e t o p r o d u c e t ail c u r r e n t s ･ T Yl e

m e m b r an e p O te n ti al w a s h eld at
-

8 0 m V f o r l O s e c b e t w e e n t e st p ul s e s ･ T h e n oi s y tr a c e s d e pi c t th e tai 1 c u r T e n t$ a n d th e s m o o th t
r a c e s

r e p r e s e n t e x p o n e n ti al B t s o f th e d a ta p o i n ts . T h e t r a c e s w e r e l o w
-

P a S S A lt e r e d a t 5 k H z . (B) Am plit u d e s of th e t ail c u r r e n ts d e te r m i n e d b y

e x p o n e n ti al B t s o f th e c u r r e n t r el a x ati o n s i n (朗 pl o tt e d a s a fu n c ti o n of th e t e st p o t e n ti al ･ T h e st r ai gh tli n e i s th e b e st 丘t of th e d a t a p o in ts

b y li n e a r r e g r e s si o n ･ ¶1 e C r O S S - P Oi n t b e t w e e n th e x
- a Xi s a t z e r o c u r r e nt a n d th e r e g r e s si o n li n e i n di c at e s a r e v e r s al p o te n ti al of

-

7 4 m V ･

(C) C u r r e n t s r e c o rd e d 紐o m a n o th e r c ell i n 14 0 m M [ K
+

] ｡ . T h e w h ol e - C ell - P a t Ch c o n五g u r ati o n w a s a p pli e d wi th A r P - & e e pi p e tt e s ol u ti o n ･

T h e m e m b r an e V Olt a g e w a s s te p p e d fr o m a h oldi n g p o t e n ti al of
-

8 7 m V t o v ar i o u s t e st p o te n ti al s i n lO
- m V i n c r e m e n ts ･ (D ) P e a k

c u r r e n t s 血
･

O m ( C) pl ott e d a s a fu n c ti o n o f v o lta g e .



6 8 4

1 1 ± 4 M rユ 区 ± S D , 1 1 7 例) で あ っ た .

膜容量依存性電流 は ア ン プ 内蔵回路 に よ っ て 相殺され た . R s

が 2 0 M n を超 え る場合 に は ア ン プ内蔵回路 に よ っ て そ の 50 ､

8 0 % が 補正 さ れ た . ま た ア ン プ の ロ ー バ ス フ ィ ル タ
ー

は 通常

1k H z に設定さ れ た (以下 で フ ィ ル タ
ー の 設定値が 異な る 場合 に

は そ の 旨を記載 し た) . こ れ ら の 修飾の 後 に シ グ ナ ル は デ ジ タ

ル 化 され , 彼の 解析 に用 い る ため に コ ン ピ ュ ー タ ー の デ ィ ス ク

内 に保存さ れ た .

膜 電 位固定 の プ ロ ト コ
ー

ル は 大きく分 けて 以 下 の 3 種 類

で あ っ た . そ の 1 は , 保 持電位を静止膜電位付近 (通 常 は
-

6 0 m Ⅵ に設定 し, そ こ か ら持続時間120 ミリ 秒の 10 m V 陽性 の

矩形波刺激を与える プ ロ ト コ
ー ル で あっ た .

こ れ に より惹起さ

れ る 膜容量依存性電流か ら細胞膜容量 ( m e m b r a n e c a p a cit a n c e)

5 0
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刷

比 良

お よ び R s を計 算 し , こ れ ら が 実験を通 して ほ ぼ
一

定 で あ る こ

とを確認 した . そ の 2 は
, 膜電位 を保持電位か ら ある 刺激電位

に矩形波様 に変化 さ せ る プ ロ ト コ
ー ル で あ っ た . 刺激電位 はあ

る範囲内 で (例 えば - 14 0 ､ 十 4 0 m Ⅵ 10 m V あ る い は20 m V 毎 に

変化 させ て
,
5 ～ 3 0 秒 間隔に て 反復 させ た .

こ れ ら 異な る刺激

電位 に より惹起 さ れ る それ ぞ れ の 電流 は
,
通常 は刺激開始時 に

そ ろえて 重ね あわ せ て描出さ れ た (例 えば 図1 A を参照) . そ の 3

は
, 刺激電位 をある範囲内で傾斜状 に持続的に変化 させ る プ ロ

ト コ
ー

ル であ っ た . こ の プ ロ ト コ
ー ル は 持続的 な電流 ･ 電圧 曲

線を得 る の に有用 であ るが , それ は 時間依存性の 電流成分が不

活性化 して い る条件 下 に限 ら れ る . 本研 究で は
,
時間非依存性

で ある内向き整流 K 電 流 の 電流 ･ 電圧 関係を調 べ る 目的 に限

り
, 保持 電位を一10 m V と し刺激電位を + 40 m V か ら

-

1 6 0 m V

0

0

0

0

(
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∈
)

l

u

男
S

u

8
む

∈
F

0 2 0 4 0

V olt a g e ( m V)

-1 2 0 -1 0 0 - 8 0 - 6 0 -4 0 - 2 0 0

V olt a g e ( m V)

F i g . 8 . A cti v ati o n
-

a n d d e a c ti v ati o n -1 d n e ti c s o f th e d el ay e d o u t w ar dly r e cti &i n g K c u r r e n t . 仏) T i m e c o u r s e of a c ti v a ti o n . T h e n oi s y tr a c e s

a r e th e a v e r ag e s of t w o s e p ar a t e S e t S O f c u r r e n ts g e n e r at e d b y a s e ri e s of v olt a g e
-

p u l s e s t o th e p o t e n ti al s i n di c at e d . T h e m e m b r a n e

p o t e n ti al w a s h e ld at
-

7 0 m V 血r 8 s e c b e t w e e n v olt a g e
-

p ul s e s . T Yl e tr a C e S W e r e l o w
-

p a S S B lte r e d a t 2 k H z a n d c o r r e c te d f o r r e sid u al

C a P a Cit ati v e ar tif a ct s b y s u b t r a c tin g th e s c al e d s u b
- th r e s h old c u r r e n t s .

r

r h e s m o o th c u rv e S r
･

e p r e S e n t th e l e a st
-

S q u a r e S 丘t o f th e d a t a to a

H o d gk i n
･ H u x l e y n

2

m o d el gi v e n b y th e e q u ati o n (5) . T h e c ell w a s b ath e d i n th e s ta n d a r d Ri n g e r s ol u ti o n . T h e w h ol e - C ell - p a tC h

C O n 負g u r a ti o n w a s u s e d wi th A T P せ e e pi p e tt e s ol u ti o n . ( B) V ol ta g e -d e p e n d e n c e of th e a c ti v ati o n ti m e c o n st an t . E a c h sy m b ol a n d e r r o r

b a r r e p r e s e n t s 富 ±S D f o r 6 c ell s . F o r e a c h c ell , t h e a c ti v ati o n ti m e c o n s t a n t w a s d e t e r m i n e d a s s h o w n i n ( A) . T h e c u rv e i s a n

e x p o n e n ti al 丘t o f th e d at a p oi n t s , i n d i c a 血 g th at th e a cti v a ti o n ti m e c o n st a n t d e c r e a s e d e
-f ol d i n 3 1 .7 m V . (C ) Ti m e c o u r s e of d e a c tiv ati o n .

D e a ctiv 血 n g c u r r e n ts a t v a ri o u s m e r hb r an e p O t e n ti al s w e r e 丘仕e d a s s h o wn i n Fig . 7 A t o o b t ai n ti m e c o n s ta n ts fo r d e a c ti v a ti o n . E a c h

Sy m b ol a n d e r r o r b ar r e p r e S e n t S 富 ±S D f o r 4 t o 6 c ell s . T h e c u rv e i s an e X P O n e n ti al 飢 o f th e d a ta p oi n t s , Sh o w i n g th a t th e 也m e c o n st an t

i n c r e a s e d e -fbld i n 6 4 .8 m V .
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まで2 秒間で 傾斜状 に変化さ せ る プ ロ ト コ ー ル を 用い た . 持 続

的な 電流 ･ 電圧 関係を得 る際 に は そ れ ぞ れ の 記 録 にお ける R s

に よ る 電圧 降 下を補正 した . 以 上 の 他, 不活性化の 綬や か な時

間経過 を調 べ る際 に は ,
I) e C o u s e y

22)
に よ る エ ン ベ ロ

ー

プ 試験

L ･2 ｡ m V → R 盟 虹ニ
1 s e c

予二 = 二

685

( e n v el o p e t e st) を用い た (固9C 参照) .

す べ て の 実験 は室温(23 ～ 2 5 ℃) の 下 で 行わ れ た .

Ⅴ【. 電流波形お よ び測定値 の解析

ピペ ッ ト先端お よび 寒天 ブリ ッ ジ にお ける 液相間電位 を飽和
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L 4 ｡ m V → 腿 虹ニ
Fig ･ 9 ･ I n a c tiv ati o n of th e d el a y e d o u tw a r dl y r e c tif yi n g K c u r r e n t ･ ㈱ T i m e c o u r s e of in a ctiv ati o n ･ T h e n o享Sy tr a C e S r e p r e S e n t C u r r e n t S
e v o k e d b y l

-

S e C m e m b r a n e d e p ol a ri z ati o n s t o p o t e n ti al s r a n gi n g f r o m 山1 0 t o + 4 O m V ･ T h e s u p e r l m p O S e d s m o o th t r a c e s ar e

e x p o n e n ti al fits of th e d e c a y l n C u r r e n tS ･ T h e m e m b r a n e w a s h el d a t - 8 0 m V f o r 1 5 s e c b e tw e e n v olt a g e
-

p ul s e s t o all o w ti m e f o r r e c o
v e r y

h
･

O m i n a c tiv a ti o n . T h e c ell w a s b ath e d i n th e s ta n d a r d Ri n g e r s o Iu ti o n . T h e w h ol e
- C ell - P a te h c o nfi g u r ati o n w a s a p pli e d w ith A T

P -f r e e

pip e tt e s ol u ti o n . ( B) V olta g e
- d e p e n d e n c e o f th e i n a cti v ati o n ti m e c o n st a n t

L T h e o pe n Ci r cl e r e p r e s e n ts th e ti m e c o n s ta n t d e te
r m i n e d fr o m

th e fitti n g c u rv e S i n ( A) . T h e cl o s e d ci r cl e r e p r e s e n t s th e ti m e c o n s ta n t o b t ai n e d b y th e e n v el o p e m e th o d a s s h o w n
i n ( C) ･ (C )

E sti m a ti o n of th e i n a c ti v a ti o n ti m e c o u r s e b y th e e n v el o p e te s t i n th e s a m e c eIl a s i n (朗 . T h e u p p e r p a n el s h o w s a f a m ily o f e u r r e n ts

a cti v at e d b y 5 0 0
-

m S e C V Olt a g e
-

p ul s e s t o + 4 0 m V f oll o w i n g p r e p ul s e s to
- 2 0 m V of v a r yi n g d u r a ti o n ･ Le ak c u r r e n t s w e r e n ot s u b tr a c t ed ■

T h e B r s t c u r r e n t
,
W h i c h h a d n o p r e p u l s e b ef o r e it , r O S e t O a p e ak a n d th e n w a s i n a c ti v a te d p a rti a11y ･ T h e s e c

o n d c u r r e n t
,
W h ic h f oll o w e d a

7 5 0 - m S e C P r e p ul s e to
-

2 0 m V
,
r O S e t O a S m all e r p e ak , i n d i c a ti n g th at a s u b s ta n ti al fr a c ti o n of th e

c h a n n el s w a s al r e ad y i n a cti v at e d ･ P e ak

c u r r e n ts b e c a m e p r o g r e s si v el y s m all e r wi th l o n g e r p r e p ul s e s ･ B e t w e e n e a c h tri al ･ th e m e m b r a n e
v olt a g e w a s h el d a t

-

8 0 m V f o r 3 0 s e c

to all o w th e d el a y e d r e cti 鮎 r ch a n n el t o r e c o v e r fr o m i n a cti v ati o n ･

′

m e i n te r ru p te d li n e i s a n e x p o n e n ti al c u r v e w ith a ti m e c o n s ta n t of 9 0 0

m s e c . n e l o w e r p a n el sh o w s c u r r e n t s p r o d u c e d i n th e s a m e c ell b y a n id e n ti c a
l v olt a g e

- Cl a m p p r o to c ol a s sh o w n i n th e u p pe r p
a n el

e x c e pt th at p r e p u l s e s w e r e t o
-

4 0 m V ･ T h e i n t e r r u p t e d li n e i s a n e x p o n e n ti al c u r v e w ith a ti m e c o n s ta n t o f 2 1 8 2 m s e c ･ ( D) A

r e p r e s e n ta ti v e e x a m pl e of th e s t e a d y
-

S t a te i n a cti v ati o n ･ P e a k s of th e d el a y e d r e c tifi e r e v o k e d b y t e s t p ul s e s t o
+ 4 0 m V f r o m

v a ri o u s h ol di n g p o t e n ti al s w e r e m e a s u r e d ･ B ef o r e eli citi n g th e t e s
t p ul s e t o + 4 0 m V , th e m e m b r a n e w a s h eld a

t -

9 0 m V f o r 3 0

s e c a n d th e n a t e a c h t e s t h ol di n g p o t e n ti al f o r 3 0 s e c ･ D a t a
_
W e r e n O r m ali z e d t o th e m a x i m u m p e a k c u r r e n t , W hi c h w a s o b tai n e d

w h e n th e t e s t h ol di n g p o te n ti al w a s
-

9 0 m V . T h e s m o o th c u rv e i s th e l e a s t
q

s q u a r e s fit of th e d a ta p oi n t s t o th e e q u a ti o n ( 6) w ith

v al u e s of V l /2 =
-

3 5 .1 m V a n d k n = 8 .5 m V .
T h e p e rf o r at e d

-

p at C h c o n 丘g u r a ti o n w a s u s e d ･ T h e i n w ar d r e c tifi e r w a畠 bl o c k e d b y

e x p o si n g th e c ell t o 2 0 m M e x t e r n al C s
+

.
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K C l ブ リ ッ ジ を 用 い て 実測 し た . 電流波形の 描出
･ 解析 にあ た

り, そ の 値 に よ っ て 膜電位を補 正 した (標準液使用時で 10 m Ⅵ .

測定値の 理論式 へ の 近似 に は, 膜電位を制御す る ソ フ ト ウ ェ

ア ー

(上記) に付 随の 解析 ソ フ トウ ェ ア
ー

,
あ る い は 波形解析

用 ソ フ ト ウ ェ ア
ー

で あ る シ グ マ プロ ッ ト⑧(Si g m a Pl o t
@

) u a n d el

S ci e n ti丘c S oft w a r e
,
S an R af a el

,
U S A ) を用 い た .

統計的解析値を特記 し ない 限り盲 ± S D の 形式 に て 記載 した .

Ⅶ . チ ャ ンネ ル の 不活性化 と非活性化

膜電位依存性 に開 口す るチ ャ ン ネル は 閉 じ た状態 ( cl o s e d

st a t e) , 開 い た 状 態 ( o p e n s t a t e ) あ る い は 不 活性 化状 態

(i n a cti v a t e d st a t e) の い ずれ か の 状 態 にあ る . 本報 で は不活性

化状態 に至 る過程 を不活性化 (i n a c ti v ati o n) , ま た 閉 じ た状態

に至る過程 を非活性化 (d e a cti v a ti o n) と 記載 し, こ れ ら を区別

し た
2 3)

.

成 績

Ⅰ . 細胞膜 の電気生 理的パ ラメ ー

タ
ー

新鮮単離 さ れ た ウ シR P E 細胞 は雪 だ るま型の 形態を呈 し, そ

の 微繊毛突起側 と基底側は閉鎖帯 (tigh tj u n c ti o n) に相 当す る と

考え ら れ るく び れ で 区切 ら れ て い た . 徴繊毛突起側半球 は径5

､

1 0 〃 m で , 黒色 の 色素 に富み , 多数 の 突起 を有し た ･

一 方基

底側半球 は径1 5 ～ 3 0 〃 m で , 表面の 滑 ら かな細胞膜 を有 した ■

ギ ガ オ
ー

ム シ
ー

ル は 仝例 で 基底側 の細胞膜 に て行 わ れ た .

パ ッ

チ の 標 的と して は , 基底側 の 細胞膜 が明るく滑 ら か で , 徴 絨毛

突起が長く か つ 多く ,
容 積の 小 さい 細胞を選 んだ. 膜 容量依存

性電流か ら計算 さ れ る ウ シR P E 細胞 の 細胞膜容量 は82 ± 2 2 p F

(18 5 例) で あ っ た .

各細胞で ホ
ー ル セ ル 電流の 記録を開始する際 に, 電流を ゼ ロ

に固定 した と きの 膜電位す なわ ち静止膜電位を測定 し た , 標準

■

_ _ _ _ _
_

_
_

_
_ _

2 0 m M T E A
'

5 0 0 p A

5 0 0 m s e c _ ≡こ
. -

∴ ご

比 良

リ ン ゲ ル 液液流下 で の ウ シ R P E 細胞の 静止膜電位 は, 穿孔 パ ッ

チ法 に お い て
-

6 3 ± 8 m V (6 8 例) , ホ
ー ル セ ル バ ッ チ 法 にお い

て- 64 ± 1 2 血Ⅴ(11 7 例) で あ っ た .

Ⅰ . ホ
ー ル セ ル 電流

新鮮単維 ウ シP R E 細胞 にお い て3 種類の 異 な る 圧電流 が発現

して い る こ と が 下 記 の よ う に確認 さ れ た . す な わ ちそ れ ら は ,

内向き整流K 電流 (i n w a rd l y r e c ti &i n g K c u r r e n t) , 遅延 型外向

き整流 K 電流 (d el a y e d o u t w a r dl y r e c ti fy in g K c u r r e n t) お よ び 持

続型外向き整流 K 電流 ( s u s t ai n e d o u t w a r d l y r e c tif yi n g K

c u r r e n t) で あ っ た . こ れ ら K 電流 は, 各々 の 膜 電位依存性, 阻

害剤 に対す･ る反応 ,
A T P 依存性, 発現頻度 な どの 特性を利用 し

て 下 記の よ う に分離 さ れ解析さ れ た .

記録 した ほ と ん どの 新鮮 ウ シ R P E 細胞で は , 上 記3 種類 の 圧

電流以外 に優位なイ オ ン電流は観察 さ れ な か っ た . す べ て の K

電 流 が 不活性化 さ れ た 記録条件 で は , 残 余 電流 の 電流
･ 電

圧 曲 線 は 傾き が小 さ い 直線状 と な り ,
そ の 際 の 静止膜電位

は - 30 皿 Ⅴ付近 で あ っ た (図1A , 1 B を参照) . こ の 残余電流 は

主 に Cl 電流 あ る い は非選択的陽イ オ ン 電流あ る い は そ の 両 者

に よ っ て構成 さ れ る と考え られ る .

以 下 で は3 種類 の 圧電流 そ れ ぞ れ の 膜電位依存性 ,
時間依存

性 ,
K チ ャ ン ネ ル 阻害剤 に対す る特性な ど の 解析結果を K 電流

の 種類別に記載す る.

Ⅱ . 内向き整流 圧電流

1 . 内向き整流 K 電流 の 分離お よ びそ の 膜電位依存性

内向き整流 K 電流 は, 記録 した すべ て (18 5 例) の 新鮮単離 ウ

シ RP E 細胞 に お い て 発現 し て い た . 内向き整流 K 電流を調 べ る

際 に は
,
膜 電位 を- 10 m V ある い は そ れ より陽性側電位 に保持

す る こ と に よ っ て 遅延型外向き整流 K 電流を完全 に不活性化 さ

せ た (Ⅳ 項参照) . 持続型外向き整流 圧電流 が発現 して い る細胞

0 ■6

0 ･ 4

0 ･2

1

u

¢
ヒ
⊃

0

叉

心

>

駕
竜
虎

【T E A
'

] ｡ ( m M)

1 0 0

Fi g . 1 0 . S e n siti vi ty o f th e d el a y e d o u tw ar dl y r e c ti & i n g K c u r r e n t t o e x t e rn al T E A
+

･ ㈱ F am ili e s of c u r r e n t s r e c o r d e d i n th e s a m e c ell i n th e

ab s e n c e ( u p p e r p a n el) an d p r e s e n c e O o w e r p a n el) of 2 0 m M e x t e rn al T E 〟 ･ n e P e rf o r at e d
-

p at C h c o n fi g u r ati o n w a s a p pli e d ･ T h e c o n tr ol

p e r fu s a t e c o n t ai n e d 2 0 m M C s
･

t o b l o c k th e i n w a rd r e c ti 鮎 r ･ Le a k c u r r e n t s w e r e s u b t r a c te d ･ (B) R el a ti o n sh i p b e t w e e n th e c u r r e n t

am plit u d e an d e ) d r a c ell ul ar C O n C e n tr ati o n o f T E A
+

(rr E A l ｡) ･ I n e a c h c ell , p e a k c u r r e n t s w e r e e v o k e d b y v olt a g e
-

St e p S t O O m V fr o m a

h ol di n g p o t e n ti al 0 卜 8 0 m V a t v a ri o u s [T E A
+

] 0
,
an d th e n w e r e n o r m ali z e d t o th e c u r r e n t m e a s u r e d i n th e ab s e n c e o f T 肌

ト
･ E a c h s ym b ol

an d e r r o r b a r r e p r e s e n t s 富 士S D f o r 4 c ell s .
r

r h e c u rv e i s th e l e a st - S q u a r e S 丑t of th e d at a p oi n t s t o th e e q u a ti o n (3) wi th K d Of 5 ･1 m M ･



ウ シ網膜色素上皮 の E チ ャ ン ネ ル

(全体 の 約24 % ,
一Ⅴ項 参照) は , 以 下 の 内向き整流 K 電流 の 解

析 の 村象か ら 除外 さ れ た .

図1 A 上 の 波形は 標準リ ン ゲ ル 液の 潅流下 で 膜電位を -

1 0 m V

に保持 し岬14 0 か ら + 4 0 m V の 範囲で 1 .2 秒の 電位ス テ ッ プを与

え た と き に 導出 さ れ た ウ シ R P E の ホ
ー

ル セ ル 電 流 で あ る .

2 0 m V 毎 の 電位 ス テ ッ プ変化 に より惹起 され る電流 は膜過分極

側 で内向き (図で は 下向き) に よ り大きく な っ た . す な わち内

向き整流型の イ オ ン チ ャ ン ネル に 由来す る電流が ホ ー ル セ ル 電

涜 の 優位を占め る こ と が 示唆さ れ る . 電流 は電位刺激と と もに

速 や か に (10 ミリ秒 未満) ある レベ ル にまで 変化 し, そ の 後は

時間依存性 がなく平坦であ っ た . 同 一 の 細胞で 傾斜状電位刺激

に よ っ て 得ら れ た電流 ･ 電圧関係を図1B に示 した .

次 に K チ ャ ン ネル 阻害剤 の
一

つ
,
C s

+

に 感受性を示す電流成

分 に つ い て検 討 し た . 図1 A 上 と 同
一

の 細胞 に お い て 50 m M の

細胞 外 C s
+

の 存在下 で 同じ電圧固定プ ロ ト コ
ー ル に よ っ て 惹起

さ れ た ホ
ー ル セ ル 電流を図1A 下 に

,
ま た その と き の 電流 ･ 電

圧 関係を図1 B に示 し た . C s
+

に より 内向きお よ び外向きの 電流

は著 しく減弱 し
,
あと には振幅の 小 さ な電流が残 っ た . そ の 残

存電流 の 電流 ･ 電圧 関係 は約 - 1 0 0 m V か ら O m V の 範 囲で は 直

線状 であ っ た . 標準 リ ン ゲ ル 液鹿流下で - 75 m V で あ っ た 静止

十30 m V

£ニ｡ - 8 ｡ 邑

(

<
d

ご
じ

聖
｣

コ

0

6 8 7

膜電 位 は C s
十

の 港流 に よ っ て -

3 1 m V に まで 脱分極 し た (図

1 B) . 佃の ウ シ R P E 細胞に お い て も細胞外 C s
十

に よ る ホ
ー ル セ

ル 電 流 の 変化 は同様 で あ っ た . す な わ ち細胞外 K
+

濃 度

(e x t r a c ell u l a r c o n c e n tr a ti o n o f p o t a s si u m i o n , [ K
十

] ｡) が 5 m M

の 条件にお い て , C s
+

の 細 胞外投与 (10 ～ 5 0 m M ) に よ っ て 静

止膜電位は -

68 士 6 m V か ら
-

4 0 土 5 m V にまで 脱分極 した (18

例) . 細胞 外C s
十

存在下の 静止膜電位 が理論的 Cl 平衡電位であ

る - 3 6 m V に近 い こ とか ら
,
残存 電流の 主な成分 は Cl 電流で あ

る と考え られ る .

囲1 C の 電流 ･ 電圧曲線 は C s
十

海流前後 にお ける2 つ の 電流 ･

電 圧曲線 (国1 B) の 差を描出 し た もの で あり, す な わ ち分離

さ れ た C s
十

感受性 の 内向き整流成分の 電流 ･ 電圧 関係を示 し

た .
こ の 逆転電位 (r e v e r s al p o t e n ti al) は

-

8 2 m V で あり, E K

(
岬

8 3 m Ⅵ に極め て 近い こ と か ら ,
こ の 電流 は その ほ と ん どが

打 に よ っ て 担わ れ て い ると考えら れ る . 逆転電位 より陽性側 の

電位 に お ける外向き電流の 抑制が著 しくない こ と は
,
こ の チ ャ

ン ネル の 内向き整流作用が弱 い こ とを意味す る.
こ の 電流 ･ 電

圧曲線 か ら以下 の 式 によ っ て各膜電位 にお け るチ ャ ン ネル の イ

オ ン 透 過 性 す な わ ち コ
ー

ド コ ン ダ ク タ ン ス ( c b o r d

c o n d u c t a n c e) を計算 し, 図1 D に示 し た .

-1 2 0 -8 0 - 4 0 0 4 0

M
.

e m b r a n e p ot e n ti aI( m V)

Fi g . 1 1 . S u s t ai n e d o u t w a r dl y r e c ti &i n g K c u r r e n t a n d it s in d e p e n d e n c e o n th e h oldi n g p o t e n ti al . (刃 A f a m il y of c u rr e n t s e v ok e d fr 0 rn a

h ol di n g p o te n ti al o f
-

8 0 m V b y 2 .4 - S e C V Olt a g e
-

P ul s e s t o p o te n ti al s r a n gi n g fr o m - 1 1 0 t o + 3 0 m V . T h e p e rf o r a te d
-

p at Ch c o n五g u r a ti o n

W a S a p pli e d . m e p e r fu s at e c o n tai n e d 50 m M T E A
+

t o b l o c k th e d el ay e d r e c ti五e r . (B) C u r r e n ts e v o k e d i n th e s am e C ell & o m a h oldi n g

p o t e n ti al o f
q

l O 血V b y th e v olt a g e
-

St e p S t O th e s a m e p o te n ti al s a s i n (朗 . (C) S t e ad y - St at e I - V r el ati o n s hip s o b t ai n e d wi th h old i n g

p o t e n ti al s o f
- 8 0 血Ⅴ(○) an d

- 1 0 m V (●) . D a ta p oi n ts r e p r e s e n t th e a v e r a g e v al u e s o f th e c u r r e n t s i n (朗 a n d (B ) m e a s u r e d b e t w e e n

2 .2 a n d 2 .4 s e c .
′

m e i n t e r ru Pt e d li n e r e p r e s e n t s th e i n st a n t an e O u S C u r r e n t m e a S u r e d l O m s e c a允e r th e o n s et of th e v olta g e
-

p ul s e s fr o m

th e h old in g p ot e n ti al of
- 8 0 血V i n (朗 .
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g
=

ⅣⅠ-､ - V r)
･ 式1

こ こ で
, g は コ

ー

ド コ ン ダク タ ン ス
,
Ⅰはチ ャ ン ネル 由来の 電流

,

V m は 膜電位
,
V r は チ ャ ン ネル の 逆転電位をあ ら わ す . Ⅳm

-

V J は チ ャ ンネ ル の 駆動電圧 (d ri vi n g f o r c e) を意味す る .
コ

ー

ド コ ン ダク タ ン ス は膜電位 の 脱分極と と もに漸減 し た が , 調 べ

た 膜電位 の 範囲で は ( + 4 0 m V まで) ゼ ロ と な る こ と は なか っ

た . す なわ ち こ の チ ャ ン ネル は弱 い 内向き整流 を有 し, どの 膜

電位 にお い て も閉 じる こ と が な い と考 えら れ る . 内向き整流作

用 を量的 に評価す る た め , 内向きお よ び 外向きの コ
ー

ド コ ン ダ

ク タ ン ス を測志 し た . 1 8 個 の 細 胞に お い て
-

1 1 0 m V (E K よ り

2 5 m V 陰性 側) に お け る 内向き コ
ー

ドコ ン ダ ク タ ン ス お よ び

-

6 0 m V (E K よ り25 m V 陽性側) にお け る外向き コ
ー

ド コ ン ダ ク

タ ン ス は そ れ ぞ れ 5 .4 ± 2 .7 n S お よ び 3 .1 ± 1 .6 n S で
,
こ れ ら よ

り内向き ･ 外向き コ ー ドコ ン ダ クタ ン ス 比1 .7 が得 ら れ た .

膜電位 を- 20 m V よ りも陰性 に保持 した 際 に は内向き整流 K

電流 に 遅延型外向き K 電 流が 混入 す るが , 後者 は C s
+

に感 受性

を欠く の で ( Ⅳ項参照) , こ の 場 合で もC s
+

に よ る 内向き整流 K

電流 の 分離は可能で あ る . こ の よ う に して保持電位 を
-

7 0 皿 Ⅴ

まで 過分極 させ て も, 上記の 内向き整流 K 電流 の 膜電位依存性

は不変であ っ た (図 は省略) .

2 . K チ ャ ン ネル 阻害剤に対する感受性

以 下 に示す よう に新鮮 ウ シ R P E に お い て 細胞外 C s
+

は内 向き

整流 K 電流を膜電位非依存的に阻害 した . 国1 E に内 向き整流

E 電流振幅と C s
+

濃度 と の 関係 を示 し た . あ る濃度の C s
十

存 在下

で 残存す る K 電流 の 対照 と の 比 (5 例) を膜電位
-

3 6 m V ある い

は
00

1 2 0 m V に お い て 測定 し た . 各挟電位 にお け る内向き整流 K

電流 は以 下の 式 に よ っ て計算され た.

I E = I T 一都 Ⅳm
-

E I)
‥ 式2

I L
g I ｡

=

(E I 一 - E IJ

こ こ で
,
I E は内 向き整流 E 電流 ,

I T は 全ホ ー ル セ ル 電流, g I 一は

残 存電流 の コ
ー

ドコ ン ダ ク タ ン ス
,
Ⅴ
.1､ は 膜電位 ,

E I . は残 存電

流の 平衡電位 (
-

3 6 m V ) , ⅠⅠ. は E K にお ける ホ
ー ル セ ル 電 流 ( こ

れ は残存電流 の み を反映す る) をあ ら わ す. どの C s
+

濃度 にお

い て も2 つ の 異 な る膜電位 で測定 さ れ た 阻害率 に有意差 はな

か っ た (t 検定 ; p < 0 . 0 1) . よ っ て C s
十

に よ る内 向き整流 K 電

流 の 阻害 は膜電位 に依存し ない こ と が 示唆 さ れ る . 図1 E の 曲

線 は -

3 6 m V に お け る測定値を 以 下 の 式 に最小 二乗法に て 近似

し て得 られ た .

旦 = 1
I c

【B】

)
･ ･ ･ 式3

こ こ で
,
I B は 阻害剤存在 下 で の 内 向き整流 K 竃流 ,

Ⅰ｡ は 対照

(阻害剤投与前) の 内 向き整流 K 電流, 【B] は 阻害剤の 濃度 をあ

ら わ す. 解 離定数(di s s o ci a ti o n c o n s ta n t , K A) は 阻害率50 % と

なる 濃度 であ る . こ の 解析 か ら 得 られ た K d は0 .5 2 m M で あ っ

た .

一

方B a
2 +
に よ る 内向き整流 K 電流の 阻害は以下 に示す よう に

膜電位 に依存し た . 図2 A に 同 じ細胞 か ら記録 さ れ た0 .0 5 m M

の B a
2 +
の 細胞外港流前後 にお け る2 つ の ホ

ー ル セ ル 電流を示 し

比 良

た . 0 .0 5 m M の B a
2 +

の 存在下 で は 内向き電流は時間依存性 に減

少 し, 膜が より過分極す る ほ ど減少の 振幅 は よ り大きく な っ た .

図2 B に 0 ,0 5 m M の B a
2 十

の 存 在下 で の 膜電位刺激 か ら10 ミ 1) 秒

お よ び996 ミ リ 秒 に お ける電流 ･ 電圧 関係を示 し た. 両者の 電

流 の 差 は膜電位が よ り 過分極す る ほ ど大きく な っ た .
こ れ ら の

現象 は膜電位 が よ り 過分極す る ほ ど B a
2 +

に よ る 内向き整流 K 電

流 の 阻害 の 程度 が より大きく な る こ とを反映 し て い る と 考えら

れ る .

図2 C に- 3 6 m V お よ び - 1 2 0 m V の 膜電位 に お け る 内向き整

流 K 電流の 振幅 と B a
2 十

濃度 との 関係を示 し た . 電流の 振幅は 定

常状態 の 時点で測定 さ れ た . 各膜電位 に お け る測定値 を式3 に

近似 して 得 ら れ た 曲線 は膜電位 の 過分極 と と も に左 に移動 し

た. B a
2 +
に よ る 阻害の K d は , - 12 0 m V で は31 〃M , - 6 0 m V で

は77
′
" M (図で は省略) ,

-

3 6 m V で は12 8 /∠ M で あ っ た .

他 の K チャ ン ネル 阻害剤 の 内向き整流 K 電流
へ の 影響 に つ い

て もlご 記の よ う に調 べ た . 2 0 m M の T E A
十

は 内向 き整流 K 電流

を変化 させ な か っ た . 高濃度 (5 0
､

1 0 0 m M ) T E A
+

溶 液下 で は

内向き整流 K 電流 は 幾分阻害 さ れ た が, こ れ は T E A
十

と の 置換

イ オ ンで あ る N a
十

の 濃度減少 に起因する と 考え られ る .

種 々 の K チ ャ ン ネ ル の 阻害剤であ るキ ニ ジ ン (10 0 〃 M ) の 細

胞外投与は内向き整流 K 電流 を ほ ぼ完全に阻害 し た (4 例) . グ

1) ベ ン ク ラ ミ ド 鹿1ib e n cl a m id e) (1 0 0 /L M ) は 内向き整流打電

を変化させ な か っ た (2 例) .

3 . K
ト

選択性 お よ び 細胞外 K
十

濃度依存性

図3 A に同 一 の 細胞 に お い て異なる【灯] ｡ (2 , 5 お よ び20 m M )

にお い て 得 ら れ た ホ ー ル セ ル 電流の 電流 ･ 電圧 関係を示 し た .

【K
+

】｡ の 増 加 に よ っ て電 流 ･ 電圧 曲線 は そ の 形 をあまり変え る

こ と なく右方向に移動 した .

一

方 C s
+

の 存在下 で は【E
+

】( ,を 変え

て も電流 ･ 電圧 曲線 は ほ と ん ど変化 しなか っ た (図3 B) . C s
十

に

よ っ て分離 さ れ た 内向き整流K 電流 の 電流 ･ 電圧 曲線 は 【K
+

] -】

の 変 化に 伴 っ て ほ ほ E Iくの 変 化分 だ け 水平方向 に移動 し た (図

3C) . 内向き整流K チ ャ ン ネ ル の 透過惟と 【打】(, と の 関係 を調 べ

る た め
,
そ れ ぞ れ の 【K

十

】｡ にお い て 同一
･ の 駆動電圧 に よ る コ ー

ド コ ン ダク タ ン ス の 大 き さ を計算 し比較 し た . 例 え ば E K ±

2 5 m V の 膜電位 で測定 し た外向きお よ び 内向きの コ ー ド コ ン ダ

ク タ ン ス ( こ の 場 合の 駆動電圧 は25 m V) は , 【K
+

】(, の 5 m M か ら

2 m M へ の 減少 に よ りそ れ ぞ れ 対照 (5 m M ) の 1 3 4 ± 1 1 % お よ び

12 3 ± 1 0 % に増加 し,
一

方 【K
十

】.) の 5 m M か ら20 m M へ の 増加 に

よ り それ ぞ れ 対照 の 50 ± 1 1 % お よ び54 ± 1 3 % に減 少 した (l 叉1

3 D) .

同時に得 ら れ た 逆転電位 は【K
十

】｡ が 2 m M (E K = - 1 0 6 m V) で

は¶104 ±3 m V (5 例) , 5 m M (E K = - 8 3 m V) で は- 83 ± 6 m V

(2 5 例) , 2 0 m M (E Iく
= - 4 8 m V ) で は- 51 ± 5 m V (5 例) であ っ た .

以 上 の 結 果か ら得 ら れ た 【K
十

] ., の 1 0 倍変化あた り の 逆転電位の

変化 は53 m V で あり, あ る チ ャ ン ネル が 完璧 な K
十

選択性 を有す

る場合の 値58 皿Ⅴ に 近似 し た . よ っ て こ の 内向き整流チ ャ ン ネ

ル は 高い E
十

選択性を有する と 考えら れ る .

4 . 細胞 内A T P 依存性

穿孔 パ ッ チ 法を用い た場合 に は, 内向き整流 圧電流 は通常60

分以 上 に わ た っ て 安定 に記録さ れ た .

一 方ホ ー ル セ ル バ ッ チ法

に お い て は 下 記 の よう に 内向き整流 E 電流の 活性 は ピペ ッ ト内

充填液の A T P 濃度 に 依存 し た . 図4 A に ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法

に お い て ピ ペ ッ ト 内 に2 m M の A T P を含 有す る場合 の 代表的

な ホ ー ル セ ル 電流 の 経時的変化を示 し た . こ の 細胞 に お い



ウ シ網膜色素上皮の E チ ャ ンネ ル

て- 36 m V は 高濃度 C s
十

存在下 で の 残存電流 の 逆転電位であり,

そ の 電位で の 電流の ほ と ん ど は内向き整流 K チ ャ ン ネ ル に由来

する . ま た- 83 m V は 内向き整流 K チ ャ ン ネル の 逆転電位であ

り , そ の 電位で の 電流 は内向き整流 圧電流以外の 確存電流 であ

る .
パ ッ チ 膜破砕直後 の 電流変化 は ドナ ン (D o n n a n) 電位 の 減

少に 起因す る と考えら れ る . そ の 後- 36 m V にお ける K 竃流 は

C s
十

に よ り可 逆的に阻害 され るま で ほ ぼ
一

定で あ っ た . ま た電

流 ･ 電圧 関係か ら弱い 内｢司き整流作問を有する K 電流が 維持 さ

れ た こ と が 確認 され た (図4 B) . 同様 な結果は , 2 m M あ る い は

4 m M の A T P を 含有する ピ ペ ッ ト内液を用 い て ホ
ー ル セ ル バ ッ

チ法 を行 っ た他 の 11 例 に お い ても観察 さ れ た .

山

方図4 C に ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法に お い て ピ ペ ッ ト内に 〟rP

を含まな い 場合の 代表的 な ホ ー ル セ ル 電流 の 経時的変化 を示 し

た . こ の 場 合 - 3 6 m V に お ける 打電流 は急激 に減少 し約8 分以

内に完全 に消失 した . そ の 際の 電滝 ･ 電圧 関係 の 変化か ら, 消

失 し た 電流 が 内向き整流 K 電 流で あ る こ とが 確認 さ れ た (図

4 D) . 同様 な結果 は他 の 10 例 にお い て も観察 され た . 以 上 の 結

果か ら
,
内向き整流 K 竃流 の 活性の 維持 に は細胞内A TP が 必須

で ある こ と が 判明 した .

Ⅳ . 遅 延型外向き整流 K 電流

1 . 膜電位依存性

図5 A に膜脱分極刺激 によ り惹起 され る 遅延型外向き整流 K

電 流の 典型例 を示 し た . 膜電 位を- 90 m V に保持 し- 30 m V あ

る い は よ り陽性の 電位まで脱分極 させ る と頂点 に至 っ てか ら ゆ

っ く り と 減衰す る外向き電流が惹起 され た .

一 方図5B の よ う

に 同 じ細胞 で保持電位 の み を し

1 0 m V に脱 分極 さ せ た場合 に

は
,
どの 刺激膜電位 にお い て も惹起 さ れ る電流 は小 さく時間依

存性を有 さ なか っ た .
こ れ はす な わち遅延型外向き整流 K 電流

が 不活性化 し た こ と を示唆する . 図5 A と5 B にお け る電流の 頂

点振幅 (頂点が 無 い 場合は平坦部 の 平均値) と膜 電位と の 関係

を図5 C に 示 し た . 保 持電位 が- 90 m V の 際 に は 優位を占め た

689

外向き整流の 電流 ･ 電圧 関係が , 膜電位を刺激の 間 -

1 0 m V に

保持する こ と に よ っ て 完全に消失 した . こ の よう なウ シR P E の

遅延型外向き整流 K 電流は 上 記の よ うな脱分極刺激を試 した す

べ て の 細胞 (16 7 例) にお い て観察 され た . 遅延型外向き整流 K

電流の 特性 を調べ る 際 には 持続型外向き整流 圧電流 (下 記) を

発濁 して い る細胞 を対象か ら除外 した . また必要 に応 じて ÅT ?

を含有 しな い ピペ ッ ト内液 を細胞内 に拡散 させ る かあ るい は 高

濃度の C s
十

を含有する細胞外液を湛流する か の い ずれ か によ っ

て 内向き整流 K 竃流の 混 入を完全に除去 した.

5 m M K
+

を 含有す る リ ン ゲ ル の 激流下で は遅延型外向き整流

圧電流 の 剛｣ 閥値電位は
-

4 0 m V 付近で あ っ た (図5 A , 5 C) . 遅

延型外向き整流K 電流が 由来する チ ャ ン ネル の 膜電位依存性を

調 べ るた め に
, 外向き電流の 頂点振幅か ら式1 を用い て コ ー

ド

コ ン ダク タ ン ス を計算 し
,
こ れ と 脹電位 との 関係を図6 に示 し

た
.

コ ー

ド コ ン ダ ク タ ン ス の 大きさ は細胞 に よ っ て ばら つ く の

で
, 各細 胞に お ける最大コ ー

ド コ ン ダク タ ン ス に対す る比を検

討 した . 園6 の 曲線 は各測定値 を以下の B o ltz m a n n の 関数 に最

小二 乗法 に て近似 させ る こ と に よ っ て 得 られ た .

g l

g s
l + e x p(
里
謡)

‥ ･

式4

こ こ で
, g は

コ ー ドコ ン ダク タ ン ス
, g S は最大 (飽和) コ

ー

ドコ

ン ダク タ ン ス
,
V
m
は膜電位, V l/2 は コ ー ドコ ン ダク タ ン ス が 最

大の 50 % と な る膜電位をそれ ぞ れ あら わ す. k
｡
は 膜電 位 へ の

依存度 を意味する定数 (単位 は m V) で ある . 5 m M Iぐ の 存在下

にて コ
ー

ドコ ン ダク タ ン ス は 約
-

4 0 m V の 閥値電位を有 し, 膜

電位 の 陽性化 に と もな っ てS 状 に増加 し
,
約 + 4 0 m V 付 近で

飽和 し た . 国6 の よ う に ホ ー ル セ ル バ ッ チ 法 を用 い た1 3 個

の 細 胞 に お い て 5 m M lぐ の 存 在~~F で の g s は 8 .5 ± 2 , 8 n S
,

V l/ 2 は + 2 .5 ± 3 .8 m V , k ,. は- 1 3 .7 ± 1 .4 m V で あ っ た . こ れ ら

B

8

6

4

2

む

O

u

男
0

⊃

P

u

O
U

P
J

O
エ
U

U

>

;
和
一

¢

∝
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Fi g . 1 2 . V olt a g e
- d e p e n d e n c e o f th e s u st ai n e d o u t w a rd l y r e c ti fyi n g K c h a n n el . (朗 T ail c u r r e n t s a c ti v ati n g a t

- 3 0 m V f o ll o w i n g th e

p r e p u l s e s t o p o t e n ti al s i n di c ate d , ¶ l e C e11 w a s b a th e d i n th e st a n d ar d R i n g e r s ol u ti o n a n d r e c o r d e d i n th e w h ol e
-

C ell - P a t Ch c o n丘g u r ati o n

wi th 4 m M A T P i n th e pip e tt e s ol u ti o n . (B ) C o n d u ct a n c e ⊥V Olt a g e r el a ti o n s h ip . T h e c h o r d c o n d u ct an C e W a S C al c ul a te d b y th e e q u ati o n (7) ,

an d w a s n o r m al i z e d t o a m a xi m u m v al u e i n e a c h c ell . E a c h s y m b ol a n d e r r o r b a r r e p r e s e n t s 富± S E M fo r lO c ell s . T h e $ m O O th c u rv e i s

th e l e a st T Sq u ar e S 丘t o f th e d a ta t o th e e q u ati o n (4) wi th Ⅴal u e s of V l/2 =
-

6 3 .1 m V a n d k n =
-

9 .3 m V .
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と 穿孔 パ ッ チ 法 にて 得 られ た値 毎 =8 .3 ± 1 .9 n S
,
V l/ 2 = + 6 .8 ±

2 .4 m V , k n ≡ - 1 3 .3 ± 1 .4 m V
,
1 0 例) と の 間には 統計学的な有意

差 はなか っ た .

2 . E
十

選択性

図7 A に 十 30 m V , 2 4 0 ミリ 秒の 脱分極刺激 にひ き続く -

1 00 m V

か ら
-

5 0 m V の 範囲で の 膜 過分極 に よ っ て惹起 さ れ た 電流を示

した . こ の よう に 遅延型外向き整流 K 電流が 頂点に達 し た直後

に膜電位を過分極電位 に戻すと , チ ャ ン ネ ル が 閉 じる 過程 (非

活性化) に 由来す る テ
ー

ル 電流 匝il c u r r e n t) が 観察さ れ た . 図

7 A の 生 波形 に重 な る滑 ら か な曲線 で示 し た よ う に, 電 流 の 減

衰 は 指数関数の 近似曲線 に よく適合 し, そ の 極性 は - 7 0 ､ -

8 0 m V に て逆転 した . 図7B に示 し た よう に
, 各膜電位 で の テ

ー

ル 電 流振幅か ら近似直線を求め
,
それ が Ⅹ軸 と交差す る点 の 電

位 ( こ の 細胞で は
-

7 4 m Ⅵ をテ
ー ル 電流 の 逆転電位 と した . 7

個 の 細胞 に お い て 【打] ｡ が5 m M (E K =
-

8 3 m Ⅵ の 際 の 逆転電位

は
-

7 2 .2 ±4 .6 m V で あ っ た .

一

方 [ 打】【, が 1 4 0 m M (E K = O m Ⅵ の 場 合に は ,
膜脱分梅刺激に

4 0 p A

｣ . . . . 山▲

-2 0 m V

- 3 0 m V

-4 0 m V

-5 0 m V

-6 0 m V

1 ▼l r ▼

･ ･ ･
‥ - ･ ･ l■･ 山

▲ ･

.
= ｣ 山 山

†
I -1 叩

■l l ▼
'
- l

l l l

50 0 1 0 0 0

Ti m e ( m s e c)

-9 0 m V

-1 0 0 m V

-11 0 m V

- 12 0 m V

ノ
ー 千∃二二≡革声声竺三三五 亘= ≡

巴
20 0 m s e c

比 良

よ り惹起 さ れ る 遅延型外向き整流 K 電 流 の 極性 が E E 近傍 に

て 逆転 し た . 図7 C に そ の 代表例を示 し た . 頂 点 を有す る電

流 は , 十 3 m V よ り 陽性 の 刺激電位 で は 外向き
,
+ 3 m V より

陰性 の 刺激電位 で は 内向き であ っ た .
こ の 際 の 逆 転電位 は

頂点電流振幅 と電圧 の 関係 に よ っ て (図7 D ) よ り 詳細 に計

測 さ れ た . 1 0 個 の 窮椚包に お い て [ K
十

】｡ が1 4 0 m M の 際 の 逆 転

電位 は -

2 .6 士 1 . 5 m V で あ っ た . [ K
+

] ｡ が 7 0 m M ( E K =
-

1 7 m V) の 場 合に も, 活性 化 さ れ た 遅延型外向き整流 K 電 流

の 極性 が 同様 に E K 近傍 に て 逆転 し た (図 は 省略) . 6 個 の 細

胞 に お い て [ K
十

] t, が 7 0 m M の 際 の 逆 転電位 は
-

1 1 .3 ± 1 .8 m V

で あ っ た .

以 上 の 結果 か ら 得 られ る 【K
十

】(, の 1 0 倍変化あ たり の 遅延型外

向き整流 E 電流 の 逆転電位 の 変化 は52 . 1 m V で あり
, 完璧 な K

十

選択性を有す る場合 の 値58 m V に近似 した . 従 っ て遅延型外向

き整流K チ ャ ン ネル は 高い K
+

選択性を有す る と考え ら れ る .

3 . 活 性化, 非活性化の 時間依存性

図8A に -

1 0 m V か ら + 4 0 m V の 膜脱分極刺激 に よ り惹起 され

1 0 0 0

Ti m e ( m s e c)

2 0 0 0

+ 3 0 m V

+ 2 0 m V

+ 1 0 m V

O m V

- 1 0 m V

(
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手

ー1 2 0 - 1 0 0 -8 0 -6 0 - 4 0

V olt ag e ( m V)

Fi g ･ 1 3 ･ A cti v a ti o n
-

an d d e a c ti v a ti o n -k i n e ti c s o f th e s u st ai n e d o u t w a rdl y r e cti & i n g K c u r r e n t . 仏) Ti m e c o u r s e o f a c ti v ati o n . C u r r e n t s w e r e

e v o k e d fr o m a h old i n g p o t e n ti al of
-

7 0 m V b y v olt a g e
-

p ul s e s t o th e p o t e n ti al s i n di c at e d ･ T h e p e rf o r a te d
-

p a tC h c o n負g u r ati o n w a s a p pli e d A

E a ch n oi s y tr a c e i s 也 e a v e r a g e o ft h r e e s e p ar at e ru n S . T h e p e r fu s at e c o n t ai n e d lO O m M T E 〟 an d 2 0 m M C s
+

. Le ak c u r r e n t s w e r e s u b t r a c t e d .

S m o o th t r a c e s sh o w e x p o n e n ti al 鮎 s o f th e c u r r e n ts . O 3) ¶ m e c o u r s e o f a c ti v a ti o n i n a n o th e r c ell .
′

m e p e r fu s at e w a s s a m e a s i n (朗 .

C u r r e n t s w e r e e v o k e d fr o m a h oldi n g p ot e n ti al of
- 7 0 m V b y v olt a g e

-

p u l s e s t o th e p o t e n ti al s i n d i c at e d .

′

m e s m o o th tr a c e s h o w s th e

l e a st - S q u a r e S 丘t of th e d at a t o ei th e r a si n gl e e x p o n e n ti al fu n c也o n (
- 1 0 r n V) o r an e q u ati o n w hi ch c o n si s ts o f t w o e x p o n e n ti al fu n c ti o n s (O

m V a n d m o r e p o si ti v e p ot e n ti al s) . (C) Ti m e c o u r s e o f d e a c tiv ati o n . T h e n oi s y tr a c e s r e p r e s e n t d e a c ti v ati n g c u r r e n t s p r o d u c e d b y
h y p e rp ol a ri zi n g t h e m e m b r a n e fr o m a h ol di n g p ot e n ti al of

-

3 0 m V to v olt a g e s i n di c a te d . T Yl e S m O O th t r a c e s a r e e x p o n e n ti al a t s of th e

C u r r e n t S ･ T Yl e W h ol e - C ell -p a tC h c o n B g u r a ti o n w a s a p pli e d wi th 4 m M A T P i n th e pip e tt e ･ T h e p e r fu s at e w a s t h e $ t a n d a rd Ri n g e r s ol u ti o n ･

の) V olt a g e -d e p e n d e n c e o f th e d e a cti v a ti o n ti m e c o n s ta n t . E a ch s y m b ol a n d e r r o r b ar r e p r e S e n t S 富士 S E M f o r 8 c ell s .
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た遅延型外向き整流 K 電流の 代表例 を示 した . 外向き電流 は刺

激開始か ら わず か に 遅れ て 立 ち上 が り, い わ ゆ るS 状の 時間経

過を呈 した . こ の 時閉経過 は刺激電位が より脱分極す るほ ど速

く な っ た . こ の 活性化 の 波形は以下 の H o d g ki n
- H u xl e y の n

2
モ

デ ル 式に よ く適合 した .

Ⅰ = Ⅰ.】 il - e X p 卜 t/ T )i
2

‥ 式5

こ こ で
,
Ⅰは 刺激開始か ら の 時 間t にお け る 電流振幅 ,

I p は頂点

電流振幅, T は 時定数をそれ ぞ れ あ ら わ す. 図8 B に6 例か ら

得 られ た活性化 の 時定数 と膜電位 と の 関係 を示 した . 例 えば活

性化 の 時定数は -

1 0 m V で は 38 .3 士 5 .9 ミ リ 秒, + 4 0 m V で は

9 .0 ± 1 .5 ミ リ秒で あ っ た .

チ ャ ン ネ ル の 活性化 に引き続 い て 膜電位 を過分極 させ る と ,

チ ャ ン ネル の 非活性化 を反映 した 時間依存性の 電流変化が観察

さ れ , 図7 A に そ の 代 表例を示 した . 非活性化の 時間経過 は指

数関数の 近似曲線に よ く適合 し, 膜電位が より過分極する ほ ど

速く な っ た . 図8 C に 7 例 か ら 得 られ た 非情性化の 時定数 と膜

電位 と の 関係 を示 した . 例え ば -

1 2 0 m V で は9 .4 ± 4 .1 ミ リ 秒

で あ っ た 非括惟化 の 時定数 は
-

6 0 m V で は 23 .3 ± 8 .3 ミ リ 秒と

増加 した .

4 . 不活性化過程

膜脱分極 の 持続 に よ っ て遅延型外向き整流 K 電施 は不晴性化

を呈 し た. 図9A に膜電位を- 10 か ら+ 4 0 m V の 範囲で1 秒間脱

分極 さ せ たと き に観察 され る不活性化電流 の 典型例を示 した .

図9 A に お い て 生波形 に重な っ た滑 ら か な 曲線 で示 した よう に

そ の 時 間経過は指数関数 モ デ ル に よく適合 し た. 図9 B に図9A

に て得 ら れ た不活性化の 時定数と膜電位 と の 関係を示 した . 膜

電位 が- 10 m V か ら + 4 0 m V の 範囲で は不活性化の 時定数 は膜

2 m M B a
2 +

4 0 0 p A -3 0 m V

5 0 0 m s e c

6 9 1

電位 に依存せずほ ぼ一山 定で あ っ た∴

不活性化の 時定数に は細胞 によ らて か な りの ば ら つ きが み ら

れ た
.
1 5 個 の 細胞 にお い て ホ ー ル セ ル バ ソ テ法 の 確立後5 分か

ら15 分 の 時点で 膜 を+ 40 m V に脱分極 して 得ら れ る不活性化の

時定数の 富 士 S D は 14 1 8 士 7 5 5 ミ リ 秒, そ の 範 囲は357 ～ 2 7 2 2

ミ リ 秒で あ っ た . 不活性化の 時定数 は穿孔 パ ッ チ法 で は より大

きく なり
,
射固の 細胞 にお い て そ の 富 士S D は35 5 9 ±8 9 3 ミリ 秒

,

そ･ の 範囲 は223 4
､ 4 6 0 7 ミリ 秒で あ っ た . 従 っ て 細胞質内の あ

る物質に よ っ て不活性化が制御さ れ て い る可 能性がある二･

刺 激電位 が - 1 0 m V より も陰性側 に お い て は , 時 間経過の

遅 い 活性化電流 が混 入する の で (図5 A を 参照) , 不活性化の

特定数を図9 A の よ うに 直接的に測嘉す る こ と は困難 である .

こ れ を克服する た め に エ ン ベ ロ
ー

プ試験 (上 記) を用 い , その

代表例 を図9 C に示 し た . 例 え ば -

2 0 m V にお ける 不活性化過

程を調 べ る際 に は ,
図9 C の 上 に示 し た よう に異な る持続時間

の -

2 0 皿Ⅴの 前刺激 に引き続く + 40 m V
,
5 00 ミ リ秒の 脱分極刺

激によ っ て 遅延型外向き整流圧電流 を活性化させ た .

- 2 0 m V

の 前刺激時間が長く なる ほ ど不描性化が進行 し, 頂点振幅は減

少 した . こ の 頂 点振幅減少 の 時間経過 はす なわ ち
-

2 0 m V にお

け る不活性化の 過程 を意味す る . 図9 C 下 に 示 し た よ う に-

4 0 m V にお い て は不活性化は よ り遅く, か つ より不完全 とな っ

た . 図9 C に 示 し た よう に不活性化 の 時間経過 は指数関数の 近

似曲線 によ く適合 し た.
こ れ ら の 不活性化の 特定数 は - 20 m V

お よ び- 40 m V にお い てそ れ ぞ れ0 .9 秒お よ び2 .2 秒で あ っ た .

同様の 方法で測定し た各膜電位 に お け る不活性化の 時定数 を囲

9B に 示 した .
O m V より 陰性 の 膜電位 に お い て 不活性化の 時定

数は膜電位に依存 した. 同様の 傾 向は ホ
ー ル セ ル バ ッ チ法あ る

い は 穿孔 パ ッ チ法 にて 記録 した 他の 6 例 にお い て もみ ら れ た .
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Fi g . 1 4 . S e n siti vity o f th e s u s tai n e d o u t w a r dly r e cti fyi n g K c u r r e n t to e x t e rn al B a
2 +

･ u ) F a m ili e s of w h ol e - C ell c u r r e n ts m e a s u r e d i n th e

a b s e n c e (u p p e r p a n el) a n d p r e s e n c e O o w e r p a n el) o f 2 m M B a
2 +
i n th e b a th . T h e w h ol e - C ell -P a tC h c o n丘g u r a ti o n w a s a ppli ed wi th 4 m M

A T P i n th e pi p ette s ol u ti o n . T h e c o n t r ol p e r fu s a t e c o n t ai n e d 2 0 m M T E A
･

a n d 5 m M C s
･

･ (B ) C o n c e n t r a ti o n -d e p e n d e n c e o f th e B a
2
㌧

i n d u c e d b l o c k . E a c h s y m b ol a n d e r r o r b a r r e p r e s e n ts 更
±S E M f o r 3 t o 8 c ell s ･ F o r e a c h c ell , th e m a xi m u m c h o rd c o n d u c t a n c e i n th e

p r e s e n c e o f B a
2十
w a s c al c ul at e d 血

･

O m th e t ail c u r r e n ts u si n g th e e q u ati o n (7) , an d th e n w a s n o rm al i z e d t o th e v al u e d e t e r m i n e d i n th e

a b s e n c e of B a
2 +

. ¶l e C u rv e i s th e l e a s t , S q u a r e S 五t of t h e d a t a p oi n ts t o th e e q u a ti o n (3) wi th K d Of l ･1 m M ･
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図5 B に示 した よ う に膜電位 を脱分極電位 で長時間 (約15 秒

以上) 保持する と 遅延型外向き整流K 電流は完全に不活性化 さ

れ た . 定常状態 の 不活性化 は, 膜電位を様 々 な電圧 に3 0 秒 以

上 固定 した後 に 同 一 の 脱 分極刺激を与える こ と に よ っ て 調 べ ら

れ た . こ の よ うな実験 の 1 例 を 囲9 D に示 した . 脱分 極刺激 で

活性化さ れ る 電流は ,
-

6 0 m V よ り陰性の 保持電位 で は変化 が

な か っ た が
,

-

6 0 m V よ り 陽性電位 で は 徐 々 に 減弱 し , -

1 0 m V より陽性電位で は完全 に消失 した . 図9 D の 曲線 は 各測定

値を以下の B oltz m a n n の 関数に最小二乗法 にて 近似 させ る こ と

によ っ て得られ た .

I p l

I
s

l + e x p( 笥
･

式6

こ こ で
,
Ⅰ
｡
は外 向き電流 の 頂点振幅, I s は 外向 き電流 の 頂点振

幅の 最大値 ,
V l, は 脱分極刺激前 の 保持電位, V l/ 2 は 外 向き電流

の 頂点振幅が最大値 の 50 % と な る とき の 保持電位をそ れ ぞれ

あ らわ す. k ｡ は膜 電位 へ の 依存度を意味す る定数 で あ る . 図

9 D の 例 にお い て V l/2 は -

3 5 .1 m V
,
k n は8 .5 m V で あ っ た . 同様

の 結果は 他の 2 例 で もみ らjt , 計3 例 にお い て V l/ Z は
-

3 6 .5 ±

2 .1 m V
,
k n は9 .2 ± 0 .7 m V で あ っ た . この 結果 か ら, 保持 電位

を
-

7 0 m V よ りも陰性 に設定すれ ば 最大活性化電流 が得 られ る

こ と
, また保持電位を - 1 0 m V よ りも陽性 に設定す れば遅延型

外向き整流 K 電流を完全 に不活性化できる こ と が確認され た .

5 . E チ ャ ン ネル 阻害剤 に対する感受性

ウ シR P E の 遅延 型外向き整流 K 電流 に お い て , まず T E A
+

の

1 s e c

比 良

阻害作用 に関 して 以 下 の よ う に検討 した . 図10 A に対 照リ ン ゲ

ル 液お よ び20 m M T E A
+

溶液 の 潅流下 で 同 山 の 細胞か ら記録さ

れ た 遅延型外向き整流 K 電 流を示 し た .
こ の 細 胞 に お い て

2 0 m M の T E A
+

は遅 延型外向き整流 K 電 流 の 8 0 % を阻害 した .

図10 B に4 例か ら得 ら れ た様々 なT E A
十

濃 度に お ける 遅延型外向

き整流E 電流の 頂点振幅比 を示 し た . 図10 B の 曲線 は各測定値

を式 3 に 近 似 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ ,
こ の と きの K d は

5 .1 皿 M で あ っ た .

次 にK チ ャ ン ネ ル 阻害剤 ,
4 r A P の 遅延型外向き整流 K 電流 に

対す る阻害作用を検討 した . 3 例 に お い て 1 m M お よ び5 皿 M の

4 , A P の 阻害率 はそ れ ぞ れ29 .7 ± 3 .2 % お よ び45 .3 士 2 .1 % で あ っ

た . 4 , A P 濃度 を10 m M に増 加 し ても阻害率は 43 .7 ± 3 .5 % と増

加 しなか っ た (5 例) . 1 0 0 〃 M の キ ニ ジ ン は遅延型外向き整流 K

電流をほ ぼ 完全 に阻害 した (5 例) .

一 方細胞外 B a
2十
の 遅延型外向き整流K 電流 に対す る阻害作用

はわず か で , 例 えば2 m M お よ び10 m M の B a
2 十
の 阻害率 は それ

ぞ れ5 ,0 ± 3 .0 % (5 例) お よ び24 .5 ± 7 .9 % (3 例) で あ っ た . 細

胞外 に投与 さ れ た C s
十

(5 ～ 2 0 m M
,
9 例) ある い は カ リ ブ ド トキ

シ ン (5 n M , 3 例) は遅延型外向き整流K 電流 の 振幅お よ び 時間

経過 を変化 さ せ なか っ た .

† . 持続型外向 き整流 K 電流

1 . 膜 電位依存性

調べ た す べ て の ウ シ R P E 細胞 の 約24 % (1 8 5 例中44 例) にお

い て
,
長時間の 脱分極 に よ っ て も全く不活性化されずにその 活

性が持続する外向きK 電流 が 観察 され た . こ の 持続型外向き整

流 K 電流 は 下 記の よう に膜電位依存性, 時 間経過 お よ び 阻害剤

5 m M C s
+

4 0 0 p A - 30

50 0 m s e c

Fig . 1 5 . T Yl e e ff e c t s o f e x t e r n al T E A
+

a n d C s
+

o n th e s u st ai n e d o u t w ar dl y r e cti &i n g K c u r r e n t ･ (朗 F a m ili e s of w h o l e
-

C ell c u r r e n ts r e c o rd e d

in th e a b s e n c e ( u p p e r p an el) an d p r e s e n c e O o w e r p a n el) o f 2 0 m M T E A
ト
in th e b a th . T h e c o n tr ol p e r fu s a te w a s th e s t an d ar d Ri n g e r

s ol u ti o n . ( B) F a mi 1i e s o f w h ol e - C ell c u r r e n t s r e c o r d e d i n th e al ) S e n C e b p p e r p an el) an d p r e s e n c e G o w e r p an el) o f 5 m M C s
+

i n th e b a th ･

T h e c o n tr oI p e r fu s a te c o n tai n e d 2 0 m M T E A
r

:



ウ シ網膜色素上皮 の E チ ャ ン ネル

に対する感受性の 観点 にお い て 遅延型外向き整流 K 電流と は 明

ら か に 異 な っ た . 持続型外向き整流 K 電流を遅延型外向き整流

K 電流 か ら分離 して 解析す る際 に は
,
保 持電位を脱分極させ て

後者を完全に不活性化 さ せ る か , あ る い は高膿度 T E A
+

溶液を

港流 して 後者を阻害 した (Ⅳ項参照) . また 下記 の よう に時間依

存性 の 成分の み を解析す る こ と に よ っ て 内向き整流 K 電流の 混

入 を回避 した .

図11 A お よ び11 B に5 0 m M T E A
+

を含 む溶液の 潅流 下で 同
一

の 細胞 か ら 記録され た ホ
ー ル セ ル 電流 を 示 した . こ の 濃度の

T E A
+

に よ っ て 遅延型外向き整流 K 電流 は ほ ぼ完全に阻害 され

た (図10 B 参照) . こ の 細 胞に お い て は 保持電位- 80 m V か らの

脱分極刺激 に よ っ て綾 徐 に立ち上 が る 外向き電流 が惹起 され
,

少 なく と も2 .4 秒 間それ は不活性化 され なか っ た (図11 A) .

一

方膜電位を - 1 0 m V に保持 し た場合 に は (図11 B) , 過分極刺激

によ っ て 時 間依存性 に変化する電流 (c u r r e n t r el a x ati o n) が 惹起

され , そ の 極性 は約 - 8 0 m V すな わち E E 付近 にお い て 逆転 した.

従 っ て こ の 電流成分 は Ⅹ チ ャ ン ネ ル に 由来 し, こ れ が 閉 じ る

(非活性化する) 過程を反映す る と考え ら れ る . また 膜電位 が各

刺激電 圧 か ら
-

1 0 m V に 戻る 際に は 外向き に時間依存性 に増大

す る テ ー

ル電 流が観察 され た .
こ の テ

ー ル 電流は チ ャ ン ネル が

開く (活性化する) 過程 を 反映す る と考え られ る .

図11 C に - 8 0 m V お よ び- 10 m V の 保持 電位か ら惹起 さ れ た

ホ ー ル セ ル 電流 の 定常状態で の 電流 ･ 電圧 関係を示 した . 2 つ

の 電流 ･ 電圧 関係が ほ ほ
一

致 し た こ と か ら ,
こ の チ ャ ン ネ ル

は
-

1 0 m V の 保持電圧 で は完全 に開 い て おり , 刺 激間隔である

15 秒 の 間全く不活性化 され な い と 考え ら れ る . 図5C と 囲11 C

を比 較す ると , こ の 持続型外向き整流 E 電流 の 保持電位 へ の 依

存性 が遅延型外向き整流 E 電流の それ と全く異な る こ と は明確

であ る . 保持 電位 を- 80 m V に設定 した 際の 刺激開始直後 (10

ミ リ 秒後) の 電 流
･ 電圧関係 と定常状態 の 時点で の そ れ と の 比

較か ら (図11 C) , 持 続型外向き整流 K 電流 は- 60 m V よ りも陽

性の 電位刺激 によ っ て 活性化さ れ る こ と が示唆 され る .

開 口 開催電位 と推定 され るm 60 m V 付近で は 活性化の 時間経

過が遅く, か つ E K に 近く て チ ャ ン ネ ル の 駆動電は が 小さ い の

で
, 活性化電流 が過小評価 さ れ る可 能性 がある . 従 っ て持続型

外向き整流 K チ ャ ン ネ ル の 透過性と電圧 と の 関係 を調 べ る際 に

は脱分極電位 に お け る テ ー ル 電流 (上 記) を解析 し た . 図12 A

に膜電位を各前刺激電位 か ら保持電位 である一30 m V に戻 し た

と き に記録 さ れ た テ ー ル 電流を示 した .
こ こ で 基線 を越 え て外

693

向 きに活性化 され る 電流 は観察さ れ ない の で , こ の 電圧 固定プ

ロ ト コ
ー ル で は 遅延型外向き K 電流を無視で きると考え ら れ

る . 前刺激電位が - 12 0 m V か ら
-

9 0 m V の 範囲で ほ テ
ー

ル 電流

は 同 じ電流 レ ベ ル か ら 始まり
,
新 た な定常状態 レベ ル にまで指

数関数的 に変化 した . 次 に前刺激電位 が -

8 0 m V か ら
-

4 0 m V

の 範囲で は テ ー ル 電流は より陽性 の 電流 レ ベ ル か ら始ま っ て 先

と 同 じ定常状態 レ ベ ル にま で 変化 し た . 最 後 に前刺激電位

が - 3 0 皿Ⅴか ら - 1 0 m V の 範囲で は テ ー ル 電流は ほ ぼ 基線に 一

致 して 一

定で あっ た . こ れ らの 結果か ら, 持続型外向き整流 K

電 流は
-

90 Il Ⅳ より陰性電位で は完全 に非活性化さ れ ,

- 8 0 m V

か ら
-

4 0 m V の 範囲で は部分的に活性化 さ れ ,

-

3 0 m V よ り陽

性電位 で は 完全 に活性化 され る と 考え ら れ る . この チ ャ ン ネ

ル が 指数開放的 に開閉 しか つ 不活性化 さ れ な い こ と か ら
, 各

膜 電位 に お ける コ ー

ド コ ン ダ ク タ ン ス は以 下 の 式 に よ っ て 表

わ され る .

g
=

g s
- △ g (十30)

‥ 式7

こ こ で
, g は

コ
ー

ドコ ン ダ ク タ ン ス
, 節 は

コ
ー ドコ ン ダク タ ン

ス の 最大値, △ g (
-

3 0) は膜電位 を
-

3 0 m V に戻す こ と に より

変化 し た コ ー

ドコ ン ダク タ ン ス ( 各テ
ー ル 電流振幅を膜電位

が - 30 m V の 際の 駆動電圧 で ある53 m V で 除 した値 に等 しい) を

それ ぞれ あ らわ す.
こ の よう にテ ー ル 電流か ら計算さ れ た最大

コ ー

ドコ ン ダ ク タ ン ス は計10 例 にお い て3 .4 ± 2 .3 n S で あ っ た .

図1 2 B に1 0 例 の 各細胞 にお い て 最大値 で標準化 し た コ
ー

ドコ

ン ダク タ ン ス 比と 電圧 と の 関係を示 した . 図12 B の 曲線は式4

に よ る 近似曲線で
,
n / 2 は

-

6 3 .1 m V
,
k ｡ は

-

9 .3 m V で あ っ た .

こ の 結 果 ,
持 続性外向き整流 K チ ャ ン ネ ル の 開口 開催電位

は -

9 0 m V 付近で ある こ とが 判明 した .

2
.
E
十

選択性

図11 B や 図1 3C に示 した よ うに 過分極利敵に よ っ て時間依存

性 に変化す る電流 の 極性は E K 付 近で 逆転 し た . 個 々 の 細胞 に

お ける逆転電位 はその 電流変化 の 振幅 と膜電位と の 関係か ら 求

め ら れ た (囲は 省略, Ⅳ
-

2 項参照) . 【K
+

】｡ が5 m M の 際の 逆転

電位 は- 84 ± 4 m V (1 2 例) で あり, E K (
-

8 3 m V) に近似 した .

[ K
十

レが2 0 m M (E K = - 4 8 m V) の 際の 逆転電位 は- 4 6 ± 5 m V (3

例) , 2 m M (E K = - 1 0 6 m V ) の 際の 逆転電位 は- 98 ± 1 m V (3 例)

で あ っ た . 以 上 の 結果か ら得ら れ た 【K
+

1 . , の 1 0 倍 変化あた りの

逆転電位の 変化は52 m V で あり, 完璧 な K
十

選択性を 有す る場合

の 倍58 m V に近似 した . 従 っ て 持 続型外向き整流K チ ャ ン ネ ル

T a b le l . D iff e r e n c e b et w e e n t w o t yp e s o f o u t w a r dly r e ctifyi n g K c h a n n els i n b o vi n e R P E

C h a n n el

ty p e

C h o r d c o n d u c t a n c e

- V Olt a g e rel a ti o n s hip

g s ( n S)
* V

. n ( m V )
*
k
n ( m V )

*

慧霊冒
n

In a cti v a ti o n

a t竃還) i n芸鼠) i n慧憲監,
D el a y e d

O u t W a rdly

r e c ti 吋in g
K c h a n n el

S u s t ai n e d

O u t W a r dly
r e c tif yi n g
K c h a n n el

8 .5 + 3 - 1 4

3 .4
-

63
-

9

H o dg ki n

- H u xl ey ,

D
2
m o d el

E x p o n e nti al

m o d el

P r e s e nt 2 3

A b s e n t 2 9 7

> 10 5 .1

1 .1 > 5 0

* P a r a m et e rs in th e e q u a tio n (4) .



6 9 4 高 比

は高い 打 選択性を有す る と考えら れ る .

3 . 活性化と非活性化の 時間経過

図13 A に
-

6 0 m V か ら
-

2 0 m V の 刺 激に よ っ て 活性化 され た

持続型外向き整流K 電 流の
一 例を示 した . こ こ で 内向き整流 K

電流お よ び遅延型外向き整流 K 電流は それ ぞ れ 細胞外溶液中 の

20 m M C s
+

お よ び 10 0 m M T E A
+

に よ っ て あら か じ め阻害 さ れ た .

こ れ ら の 阻害剤 は持続型外向き整流 K 電流の 活性化の 時間経過

に は影響を与えな か っ た . 図13 A の 生 波形 に重なっ た 滑 らか な

曲線 に て示 し た よう に活性化 の 時間経過 は指数関数の 近似曲線

に よく適合 した . 多くの 例で
-

1 0 m V より 陽性電圧 の 刺激 に よ

る活性化電流の 時間経過 は以 下 の よ う に より複雑であ っ た . 図

13 B に細胞外の 20 m M C s
+

お よ び10 0 m M T E A
+

の 存在下 に お い

て
-

10 m V か ら 十30 m V の 刺激 に よ っ て 惹起され た持続型外向

き整流 K 竃蘭を示 した .

- 1 0 m V にお ける 活性化の 時間経過 は

1 つ の 指 数関数曲線 に よく適合 した が , より陽性電位 にお ける

活性化 の 時間経過 の 近似 に は2 つ の 指 数関数の 和 を要 し , こ の

際 の より遅い 時定数は 500 ､ 1 0 0 0 ミ リ秒 であ っ た .

図1 3 C に 標 準 リ ン ゲ ル 液湛流 下 の 細胞 に お い て 幌電位

を -

3 0 m V の 保持電位 か ら より陰性 の 各膜電位 に変化 さ せ る こ

と に より惹起 され た持続型外向き整流 K 電流 の 非活性化過程を

示 し た. この 保持電圧 で は遅延型外向き整流K 電流成分の 混 入

はみ られ ず (上 記) , ま た 内向き整流 K 電流は 時間依存性 を有 し

な い の で
,
E チ ャ ン ネル 阻害剤を用い なく ても持続型外向き整

流 K 電流の 非活性化過程 の 分離 ･ 解析 が 可能である . 図13 C の

滑 ら かな曲線で示 した よ うに , この 非 活性化電流波形 は指数関

数の 近似曲線 に よく適合 した . 図13 D に同様の 解析を行 っ た計

8 例 か ら得られ た非情性化 の 時定数と膜電位 との 関係を示 した .

非情性化の 時定数 は
-

1 2 0 ～
-

6 0 m V の 範囲で は脱分極 に伴 っ

て 増加 し,
-

6 0 m V 付 近 にて 最大と なり, さ ら に 脱分梅す る と

減少 し た. 例 えば 非活性化 の 時定数の 貢 ± S E M は- 1 2 0 m V で

は 42 ± 6 ミリ 秒,
-

6 0 m V で は29 7 ± 1 9 ミ リ 秒で あ っ た . 持 続

型外向き整流 圧電流 の 非情性化の 時定数は遅延型外向き整流 K

電流の それ の 約10 倍 で あ っ た .

4 . K チ ャ ン ネ ル 阻害剤に対す る感受性

閻14 A に2 m M B a
2 +
溶 液の 瀧流前後 に お い て 記録 さ れ た ホ

ー

ル セ ル 電流 の
d

例を示 した . 2 m M B a
2 十
に よ っ て 持続型外向き

整流 K チ ャ ン ネ ル に由来す る過分極刺激に よ っ て 時間依存性 に

変化する電流成分 お よ び テ
ー ル 電流の 振幅が 低下 し た . 図14 B

に8 個の 細胞 か ら得 ら れ た 持続型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル の コ

ー

ド コ ン ダク タ ン ス と 細胞外B a
2十

濃度と の 関係 を示 し た . 滑 ら

か な曲線 で示 し た よ う に 各測定値 は式3 の 近 似式 に よ く適合

し
,
そ の 際の K d は1 .1 m M で あ っ た .

図13 A お よ び B に示 し た よ う に持続型外向き整流 K 電流 は

100 m M T E A
+

によ っ て も完全 には 阻害さ れ なか っ た . 図15 A に

示 した よう に2 0 m M T E A
+

は 時間依存性 の 成分 をほ と ん ど変化

させ なか っ た . 4 例 にお い て 20 m M T E A
+

存在下で の 持続型外向

き整流 K 電 流 の 最大 コ
ー ドコ ン ダ ク タ ン ス は 対 照 の 9 5 .1 ±

3 .9 % で あ っ た .

図15 B に5 m M C s
十

の 細胞外投与 の 前後 にお け るホ
ー ル セ ル 電

流を示 し た . C s
十

は持緯型外向き整流 E チ ャ ン ネ ル 由来の テ
ー

ル 電流振幅 を ほ と ん ど変化さ せ な か っ た . 6 例 にお い て 5 m M

C s
十

の 存在下 で の テ
ー ル 電流振幅 か ら計算 された定常状態 の 最

大 コ
ー ドコ ン ダ ク タ ン ス は対照の 97 .4 土1 2 .8 % で あ っ た .

一 方

図15B に示 した よう に5 m M C s
+

は 過分極電位に おける時間依存

性電流成分を か な り減弱させ た . 同様 の 傾向 は 他の 5 例 に お い

て も観察 され ,
C s

十

が 持続型外向き整流 K 電流を膜電位依存的

に阻害す る こ と が示唆 さ れ る .

考 察

本研究 に よ っ て , R P E の イ オ ン チ ャ ン ネ ル 研究 の モ デ ル と し

て酵素的に単離さ れ た 新鮮 な ウ シ RP E 細胞 を利用できる こ と が

明 ら か とな っ た . 他 の 種か ら 分離 し た R P E 細胞
1 2) 1 4)
と 同様 に ,

単離ウ シ R P E 細胞 は形態的 に極性を有 し, そ の 微繊毛突起側で

は多数の 突起 が観察 さ れ た . ウ シR P E 細 胞 の 平均静止膜電位

は- 64 m V (1 8 5 例) で あり, J o s e p h ら
6)
に よ る 新鮮 ウ シ R P E ･

脈絡膜組織片の 港流実験 にお い て (5 m M 【灯】｡ , 3 5 ℃) 細胞内微

小電極を介 して 測定 され た RP E の 静止 膜電位 に近似 した .

ウ シ RP E に 発現 し て い た3 種類の E 電流 は上 記 の よ う に膜電

位依存性
,
時 間依存性 お よ び K チ ャ ン ネル 阻害剤に対す る感受

性 の 観点 にお い て 互 い に異な っ て い た .

本研究 に お ける ウ シ お よ び 近年報告 さ れ た 両性類
1 2) 21)
の 新鮮

単離R P E に発現 して い る内向き整流 K 電流 に共通す る特性 は以

下 の よう で あ っ た . そ の 1 と して , 内向 き整流 K 電流 は膜電位

の 変化に よ り速や か に (10 ミ リ 秒未満) 定常 レ ベ ル に達 し, 時

間が経過 して も減衰 し なか っ た . すな わ ち時間依存性を望 さ な

か っ た . その 2 と して
,
内向 きの 整流作用 は弱く

,
こ の た め に

R P E の 生 理的膜電位で ある -

7 0
､ - 5 0 m V にお い て も内向き整

流K チ ャ ン ネル は 幾分開い て い る . 従 っ て こ の チ ャ ン ネル は 静

止膜電位を決定す る K コ ン ダク タ ン ス の
一

成分 で ある と 考え ら

れ る . そ の 3 と して , 内向き整流電流 は K チ ャ ン ネ ル 阻害剤 で

ある C s
十

お よ び B a
か
に より洩度依存的 に阻害さ れ た . 他 の 組織

にみ ら れ る 内向き整流 K 電 流 に お い て , 細 胞外 C s
+

あ る い は

B a
2 十
に よ る電 流の 阻害 は通常 は膜電位依存性で ある

2 4) 2 5)
. す な

わち膜電位が より陰性 にな る ほ ど 阻害率 は より大きく な る. し

か し両生 類 の 新鮮単練 RP E にお い て は C s
+

あ る い は B a
2 +

によ る

内向き整流 K 竃流 の 阻害 は膜電位 に依存 し な い
21)

.
ゥ シR P E の

内向 き整流K 電流 に対する細胞外 C s
十

に よ る 阻害作用も膜電付:

に依存せ ず, K d 値 で 0 .5 2 m M を示 した . こ の 値 はカ エ ル RP E に

お ける 軋 値0 .7 9 m M に近似 し た
21)

.

一

方 ウ シ RP E の 内向き整流

K 電 流の 細胞外 B a
2 +

に 対す る感受性 は膜電位 に依存 した . B a
2 十

に よ る 阻害作用が膜電位依存的である こ と は, チ ャ ン ネル で の

B a
2 十
の 結 合部位 が膜 の 表面で は ない こ と を示唆す る

神
.

従来よ り 報告 さ れ て い る 他の 組織の 内向き整流 K チ ャ ン ネル

に お い て は通常は [ K
+

】(, が 増加す る に 伴 っ て チ ャ ン ネ ル の 透過

悼も増大する
2 5) 2 7)

. しか し ウ シ R P E の 内向き整流K チ ャ ン ネ ル

の コ
ー

ド コ ン ダ ク タ ン ス は 2
､ 2 0 m M の 範囲 に お け る [ K

十

] ., の

増加 に伴 っ て 減少 した . 光刺激 に よ る視細胞 の 過分極 に伴 っ て

網膜 下 腔 の K
十

濃度 は お よ そ 5 m M か ら2 m M に ま で 減少 し (ネ

コ)
2 8)

,
その 際 RP E の 微絨毛突起側 K コ ン ダク タ ン ス は K

十

を細

胞外 に放出す る こ と に よ っ て 網膜 下 腔 の E
十

濃度 を横衝する働

きを有す る と考え られ る . R P E に お い て 内向き整流 K チ ャ ン ネ

ル が徴絨毛突起側 E コ ン ダ ク タ ン ス に相 当する こ と が 間接的 に

証明さ れ て お り
2 9)

, 低 い [ 灯】｡ で 内 向き整流虻 チ ャ ン ネ ル の 透

過性 が増大す る こ と は , 網膜下 腹の 光刺激 に よ る K
十

濃度減少

を綬衝す るうえで好都合であ る.

R P E の 内向き整流チ ャ ン ネ ル の 定常状態活性 に細胞内A T P が

不可 欠で ある と い っ た 新知見 が得 られ た . す な わちg I? を含ま

な い ピ ペ ッ ト内液 を ホ
ー

ル セ ル バ ッ チ 法 に より細胞内へ 拡散さ

t

暮
-



t

暮
-

ウシ網膜色素上皮 の E チ ャ ン ネル

せ る と 内向き整流 K チ ャ ン ネ ル の 活性 は数分の うち に消失 し

た . ｣-
^ 方2 ～

4 m M の A T P を細胞内 へ 拡 散さ せ る と 同チ ャ ン ネ

ル の 活性 は1 0 分以 上 に わ たり持続 し た . A T P に よ る チ ャ ン ネ

ル 活性 の 制御 に関 して は 様 々 な種類の 内向き整流 K チ ャ ン ネ ル

にお い て報告 さ れ て い る . 例え ば 〟r P 感 受性 K チ ャ ン ネ ル に対

す る細胞内A T P の 効果 は 二 面性を有す る . す なわ ち低濃度の

(0 .1 m M 程 度) A T P は チ ャ ンネ ル の 燐酸化機構を介 して そ の 定

常活性を維持す るが
3 0):1 1)

, 高 濃度 の (2 m M 程度以 上) A T P は

チ ャ ン ネ ル へ の 非加水分解的な結合を介 して そ の 活性を阻害

す る
3 2):i 3)

. た だ しウ シ の RP E の 内 向き整流 K 電流で はA rP 感受

性 E チ ャ ン ネル の 阻害剤である グリ ベ ン ク ラ ミ ド
34)
に感受性が

な か っ た の で , 両者が 同類の チ ャ ン ネ ル で あ る と は考え られ な

い
. 同様 に チ ャ ン ネル 活性 の 碓特 にA T P の 結 合が不可欠であ る

内向き整流 K チ ャ ン ネ ル は他 に も例 があ るが
:瑚:糊

, そ の 際 に は

A T P の 加水分解を伴う こ と が 示唆 さ れ て い る . ウ シ RP E の ホ
ー

ル セ )t/ パ ッ チ 法 にお い て は ,
十分 な A T P (4 m M ) を含 む ピ ペ ッ

ト内液 か ら M g
2 十

を 除去す る と 内向き整流 K チ ャ ン ネル の 活性

が消失 し た (図は 省略, 5 例) . 従 っ て その 活性 の 維持 には A T P

の 加 水分解が必要である こ と が示唆 さ れ る .

脱 分極刺激を試み た す べ て の ウ シ R P E 細胞 に お い て観察 さ れ

た 緩徐 な不活性化を伴う外向き電流 は , そ の 膜 電位依存性 ,

時間経過 お よ び 阻害剤 に対す る感受性 の 観点 か ら , 他 の 組織

細胞
:i7) 3 8)
お よ び カ エ ル R P E

1 2)
にお い て み ら れ る 遅延型外向き整

流 K 電流 に 類似 し て い た . そ の 活性化過程 は H o d gk i n - H u xl e y

の n
2

モ デ ル に よく適合 し, こ の チ ャ ン ネル が 複数の 閉状態 を有

する こ とが 示唆 され る
3 9)

. 不活性化の 時定数 は陽性 の 膜電位 に

お い て は ほ ぼ
一

定で あ っ た が ,
コ ン ダ ク タ ン ス が 部分的に し か

開い て い な い より陰性 の 膜電位 にお い て は増加 した . こ の 結果

か ら, R P E の 遅 延型外向き整流K チ ャ ンネ ル も不活性化は閉状

態か ら は起 こ ら ない と する モ デ ル
22)
に従うと 考 え られ る .

ウ シ RP E の 遅延型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル の 間口 開催電位 は

約 - 4 0 m V で あ っ た . す なわ ち こ の チ ャ ン ネ ル は定常 の RP E の

静 止電位 より少なくとも10 m V 脱 分極 し な い と 開I､...1 しな
い

. 従

っ て 生 理 的状態 で遅延型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル が 静止E コ ン

ダク タ ン ス と し て機能 し てい る と は 考えら れ な い .

調 べ た 細胞 の 約24 % にお い て , 脱分 極刺激 を持続 し て も不

泊件化 しな い 外 向き繋流 K 電流が み ら れ た .
こ の 持続捜外向き

整流 K 電流 は以 ドの 観ノ.与二に よ っ て遅 延型外向き整流 K 電流と は

明 ら か に 区別 さ れ る ( 衷1 参照) . そ の 1 と し て , 保持 電位を

O m V 付近 に 設定す る と, 遅延型外向き整流 K 寵流は 完全に不活

性化 した が , 持 続型外向き盤流K 電 流 の 活性 は持続 した . そ の

2 と して
,
電流 の 泊性化お よ び非活性化の 時間経過 か ら推察さ

れ る チ ャ ン ネ ル の 開閉モ デ ル は持続型外向き整流 K 竃流に お い

て より 単純であ る . そ の 3 と して , チ ャ ン ネ ル の 開= 間借電位

は二吐い に約50 m V 異な っ て い た . そ の 4 と して , 措続型外向き

整流 K 電流 の T E A
+

お よ び B a
2 +

に 対す る感受性は遅延型外向き

整流 K 電流 の そ れ ら に 比 べ そ れ ぞ れ 10 分の 1 未 満お よ び10 倍

以上 で あ っ た .

持続 型外向き整流 K 電流は 膜電位依存性, 時間依存性お よ び

阻害剤 に対す る感受性 にお い て神経細胞
15)
,
平滑筋紺胞

40)
ある

い は神 経芽細胞腫
■ 膠腫 ハ イ ブリ ッ ド細胞

41)
な どに み ら れ る M

電流 や サ ン シ ヨ ウ ウ オ の 杵体細胞 にお ける M 様電流
42)
に類似 し

て い た . M 電流 の 特徴 は ム ス カ リ ン お よ び その ア ゴ ニ ス トによ

っ て 抑制 され る こ とで あ る
1 5)4 3)

. しか しなが ら ウ シR P E の 持続
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型外 向き整流 K 電蘭 は ム ス カ リ ン の ア ゴ ニ ス トの
一

つ カ ル バ コ

ー ル (0 ,2 ､ 1 00
′
" M ) によ っ て抑制 され なか っ た (3 例) . M 電流

に 関する報告は興奮性細胞 に限られ て お り
, 非興奮性細胞 であ

る R P E で は こ の チ ャ ン ネル の 制御様式が異な る可 能性 がある .

ウ シ 肝 E の 持続型外向き整流 K 電流 は
,
新鮮単維され た ヒ ト

R P E の 持続型外向き整流 K 魔流 用 に極め て 類似 して い た . すな

わ ち両者 は同様 に指数関数的に活性化 され , ゆ っ くり と非活性

化さ れ , 高濃度 の 細胞外B a
2 +

によ ･

? て 阻害 さ れ , 細 胞外T E A
+

に は感受性を示 さなか っ た . また ヒ トお よ び ウ シR P E の 持続塑

外向き整流 K 電流の 活性化開催電位 は静止膜電位よ り も陰性側

にあ っ た . すなわち持続型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル は 静止膜電

位 に お い て 開い てお り
,
静止 K コ ン ダ クタ ン ス と して の 役割を

担 っ て い る こと が ウシ にお い て も確認さ れ た .

こ れ まで に ヒ ト以 外の 種 (両生 類あ る い は ラ ッ ト) の R P E に

お い て持続型外向き整流 打電流 が記録 さ れ た こ と は なか っ た の

で
,
ヒ トに お け るそ の 発現 には 疑問点が残 っ て い た

1 4)
. す な わ

ちヒ トRP E 細胞 は死 後数時間を経た ア イ バ ン ク の 眼球か ら 分離

さ れ た た め
,
持続型外向き整流K チ ャ ン ネ ル の 発現 には 死 後変

化が関与 し て い る 可能性 が否定 できなか っ た
1 4)

. しか し今 回
,

死 後短時間で細胞の 単離が可能である ウ シ RP E にお い て も持続

型外向き整流K チ ャ ン ネル の 発現を確認できた こ と か ら ,
こ の

チ ャ ン ネル は 内向き整流E チ ャ ン ネル と 同様 に生 体R P E で も活

性化 して い る と考えら れ る .

R P E の 微絨毛突起側お よ び 基底側に存在する静止K コ ン ダク

タ ン ス は R P E の 細胞 内と網膜下脛 お よ び脈絡膜 と の 間で K
十

を

受動的に輸送す る こ と に よ っ て
,
祝細 胞周囲お よ び RP E 自体の

K
十

に 関わ る微細環境 を維持 して い る
4)5)1 1)

. ま た 微絨毛突起側お

よ び基底側の 膜電位 は こ れ ら 静止 K コ ン ダク タ ン ス に よ っ て 決

定 され る
4) 6)

.

R P E の 静止 K コ ン ダクタ ン ス に相当す る K チ ャ ンネ ル を特定

す る研究は下記の よう に最近に な っ て 進展が み ら れ た . カ エ ル

の RP E
･ 脈絡膜切片を用い た 実験

2皇"
に お い て微 純毛突起側の 静

1ヒK コ ン ダク タ ン ス の 阻喜剤 に対する感受性が内l句き整流 K チ

ャ ン ネル の それ
1 2) 21 I に極め て 近似 し た こ と か ら, 徴絨 毛突起側

の 静l卜E コ ン ダ ク タ ン ス は 巨 にl勺向き整流K チ ャ ン ネル によ り

構成 され る こ と が 証明さ れ た . 上 記の よう にウ シ RP E の 内向き

整流 K チ ャ ンネ ル の 特性は カ エ ル R P E の そ れ に 規似し て い た こ

と か ら
,
ウ シ RP E に お い て も こ の チ ャ ン ネ ル が 徴絨毛突起側の

静直K コ ン ダク タ ン ス を構成 して い る と 考え ら れ る .
こ れ は さ

ら に
,
1二記の よう に チ ャ ン ネル の コ ー

ドコ ン ダ ク タ ン ス と[ K
'

] り

と の 関係が 網暇 卜腔の)ヒ刺激 に よ る K
-

濃度減少を績衝す るう

え で 好都合で あ っ た結黒か ら も 支持 され る .

R P E の 基底例 の 静1l二K コ ン ダ クタ ン ス に関 して は 未だ 充斜 二

は解明さ れ てい ない が , そ れが 島漉度の B a
2+

によ っ て 阻害 され

る こ とが R P E ･ 脈絡膜標本に徴′ト電極 を刺 人 し た実験 によ り判

明 して い る 胴
4)

. ゥ シR P E で 同程度の B a
2 +

に対 する感受性 を示

した の は持続型外向き竪流 K チ ャ ン ネ ル の み で あ っ た . 従 っ て

こ の チ ャ ンネ ル が 基底側に局在 し, 静1ヒK コ ン ダク タ ン ス を構

成 して い る可 能性があ る,

持続 型外向き整流 K 電流 の 発現率 が 24 % で あ っ た 理 由 の

詳細 は不明で あ る . た だ し彼 の 研 究 で サ ル R P E に お い て 細

胞内 C a
2 +

濃度を C a イ オ ノ フ ォ ア
ー

で ある イ オ ノ マ イ シ ン (1
～

2 〃 M ) で 上 昇させ る と内向き整流 打電流は減衰 し, 持続 型外向

き整流 E 電流が 増大する例があ っ た (未発表) . 従 っ て持続型外
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向き整流 K 電流が 観察 さ れ な か っ た ウ シ RP E で は細胞内 C a
2ヰ

に

依存す る制御機構 に よ っ て そ の 活性が 抑制さ れ て い た 可 能性が

ある .

結 論

新鮮な網膜 か ら単維 され た ウ シRP E 細胞 の ホ
ー ル セ ル 電流を

パ ッ チ ク ラ ン プ法を用い て検討 し
,
以下 の 結論を得 た .

1 . 単 維 ウ シ R P E 細胞 は 形態的に極性 を有 し, 1 8 5 偶 の 細胞

に お ける 平均静止膜電位 は -

6 4 m V で あ っ た .

2 . ウ シR P E には 1 つ の 内向き整流K チ ャ ン ネ ル と 2 種類の 外

向き整流K チ ャ ンネ ル が発現 して い た .

3 . ウ シ R P E の 内向き整流 E チ ャ ン ネ ル は膜電位依存性 お よ

び 阻害剤 に対する感受性 に お い て両生 類 RP E の それ に類似 し て

おり
,
R P E の 徴絨毛突起側 の 静止 E コ ン ダク タ ン ス を構成す る

と考え られ る .

4 . 内向き整流K チ ャ ン ネル の 透過性 は【灯】｡ の 減少に 伴 っ て

増加 し た . こ の 現象は 微繊毛突起側の K コ ン ダク タ ン ス と し て

光刺激に よ る網膜 下脛 の E
+

濃度減少を緩衝す るうえで好都合

であ る.

5 . ウ シ RP E の 内向き整流 K チ ャ ン ネル の 活性を維持す る た

め には 細胞内の A T P が必須 で ある こ とが 判明 した .

6 . 2 種類 の 外 向き整流 E チ ャ ン ネ ル は, 膜電位依存性, 時 間

依存性 お よ び 阻害剤 に対する感受性 に お い て 互 い に 明 らか に異

な っ て い た .

7 . 遅 延 型 外 向き整 流 K チ ャ ン ネ ル の 開 口 閲値電 位 は

約 - 4 0 m V で あり
,
R P E の 静止 K コ ン ダ ク タ ン ス を構成 しな

い .

8 . 持続 型外向き整流 K チ ャ ン ネ ル は , R P E の 静止 膜電位 に

お い て開い て い る こ と お よび 高濃度の 細胞外B a
2 +
に より 阻害 さ

れ る ことか ら
,
R P E の 基底側 の 静止 E コ ン ダ ク タ ン ス を構成す

る と考えら れ る .

9 . イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 機能 に 関す る 今後 の 研究に お い て ウ

シR P E は 良好なモ デ ル と なり得 る .
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T h r e e I)is ti n ct T y p e s of K C h a n n els i n B o vi n e R eti n al P i g m e n t E p it h eli u m M a s a y u ki T a k a h i r a , D e p a rt m e n t o f
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- C ell c u r r e n t
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b o vi n e

A b st r a c t

W h ol e - C ell c u r r e n ts f r o m n
.

e s h l y i s ol a t e d r e ti n al p ig m e n t ep ith eli al ( R P E) c e11 s o f th e b o vi n e w e r e r e c o r d e d b y th e p a t c h

Cl a m p t e c h ni q u e t o i d e n ti fy K c h a n n el s w hi c h c o m p r l S e th e r e s ti n g K c o n d u c t a n c e o f th e R P E c e11 s a n d to el u c id at e h o w th e s e

C h a n n el s a r e r e g u
l a t e d ･ T h e a v e r a g e r e sti n g m e m b r a n e p o te n ti al o f th e b o v i n e R P E c e11 s w a s

- 6 4 m V ( n = 1 8 5) . A n i n w a r d ly

r e c ti fy i n g K c u rr e n t a n d t w o ty p e s o f o u t w a r d ly r e c tif yi n g K c u r r e n ts w e r e p r e s e n t i n th e b o v i n e R P E c ells . T h e i n w a r d ly

r e c ti fy i ng K c u r r e n t w a s ti m e -i n d e p e n d e n t , a n d w a s s el e c ti v el y i n h ib i t e d b y e x t r a c ell u l a r C s
+

. c o n d u c t a n c e o f th i s c h a n n e l

d e c r e a s e d a s e x t r a c e11 u l a r K
+

c o n c e n t r ati o n i n c r e a s e d ･
T h i s b e h a v i o r i s u n c o m m o n a m o n g K c h a n n el s , b u t w o ul d b e u s e fu 1 f o r

r e g u l ati o n o f K
+

c o n c e n tr a ti o n i n th e s u b r e ti n al s p a c e b y th e R P E .
H ig h c o n c e n t r a ti o n ( 2 t o 4 m M ) o f A T P w a s r e q u i r e d i n th e

p l P e tt e tO m ai n tai n th e a c ti v lty O f t h e i n w a rd r e c tifi e r . T h e fi r s t o u t w a r d ly r e c ti fy i n g K c u r r e n t w a s th e d el a y e d o u t w a r d

r e c tifi e r w h i c h w a s i n a c ti v at e d b y p r ol o n g e d m e m b r a n e d e p ol a ri z a ti o n . T h i s c h a n n el w a s a c ti v e o n l y w h e n th e m e m b r a n e

P O te n ti al w a s ab o v e
～ 4 0 m V

,
i n di c atl n g th a t thi s c h a n n el d o e s n o t s e r v e a s th e r e s tl n g K c o n d u c t a n c e . T h e d el a y e d o u t w a r d

r e c ti fi e r w a s s el e cti v e ly i n hi bite d b y e x t r a c e ll ul a r te t r a e th yl a m m o n i u m
十

( T E A
十

) . T h e s e c o n d o u t w a rd ly r e c tify i n g K c u r r e n t

W a S th e s u s t ai n e d o u t w a r d r e ctifi e r w h i c h w a s n ot i n a c ti v a t e d b y p r ol o n g e d m e m b r a n e d e p ol a ri z a ti o n . T h i s c u r r e n t w a s

e x h i bi te d o n l y
i n 2 4 % o f th e t o t al c ell s . T h i s K c h a n n el h a d a n op e n l n g th re s h o ld a r o u n d

- 9 0 m V . H ig h c o n c e n tr ati o n s o f

B a
2 +
b l o c k e d th i s c h a n n el

,
b u t T E A

十

d i d n o t ･ T h e i n w a r d r e c ti fi e r a n d th e s u s ta i n e d o u t w a rd r e c ti丘e r w e r e ac ti v e a t th e r e stl n g

P O te n ti al , r e V e ali n g th at th e s e c h a n n els c o m p r l S e th e r e sti n g K c o n d u c t a n c e s o f th e b o vi n e R P E . F u r th e r m o re
,
O n th e b a si s o f

S e n Siti vi tie s t o K c h a n n el bl o c k e r s
,
th e i n w a rd r e c tifi e r a n d th e s u s t ai n ed o u t w a r d r e c tifi e r c o u l d b e l o c a te d i n th e a

p
I C al a n d

b a s o l a te r al si d e s o f th e R P E
,
r e SP e C ti v el y .


