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一

チ ャ ネ ル 解析

金沢大学 医学部脳神経外科学講座 (主 任 : 山下純宏教 授)

川 村 哲 朗

(平 成4 年 2 月 4 日受付)

N G K l お よ び N G K 2 は ′
マ ウ ス ニ

ュ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞と ラ ッ ト グ リ オ

ー

マ 細胞と の 雑種細胞 N G l O 8-1 5 の 相補性

D N A ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ され た K
+

チ ャ ネ ル 遺伝子 で ある ･ 分類 上 N G K l ほ S h a k e r 関連サ ブ フ ァ ミ リ ー

に 属

し
,

N G K 2 は S h a w 関連 サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属す る . 両 チ ャ ネ ル 遺伝子 を そ れ ぞれ マ ウ ス 線維 芽細胞株 B 82 に ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ソ し
,

K
+

チ ャ ネ ル を安定 して 発現す る形質転換細胞株を樹 立 した ･ こ れ らの 細胞を 用い て 単 一 チ ャ ネ ル 電流 の 測 定を行

な い
,
N G K l お よび N G K 2 チ ャ ネ ル の 電気生理 学的性質を 検討 した ･ 両 チ ャ ネ ル は と もに 膜電位依存性 で あ っ た . 単

-

チ ャ ネ

ル コ ン ダ ク タ ソ ス は
, 細胞外 K

+

濃度を 5 ･ 4 m M と した細胞接触 パ
ッ チ ( c elトa tt a c h ed p at c h) に よ る測定か ら,

N G K l チ ャ ネ

ル で ほ II pi c o
-S i e m e n s ( p S) ,

N G K 2 チ ャ ネ ル で は 1 8 p S で あ っ た (1 8 - 2 0 ℃) . 反転電位(r e v e r s al p o t e n ti a l) は 両 チ ャ ネル が

主 に K
+

に 対 して 選択的な こ とを 示 した ･ 細胞外液の K
十

濃 度を10 倍変化 させ た 場合の 反転電位 の 変化は
,

N G K l チ ャ ネ ル で

は 51 m V
,
N G K 2 チ ャ ネ ル で は 41 m V で あ っ た ･ こ の 結果 は

,
N G K 2 チ ャ ネ ル の K

+

に 対する 選択性が 比較的低い こ と を

意味する ･ N G K l と N G K 2 両チ ャ ネ ル は 脱分極刺激 に よ り遅 い 不 活性化 を示 した が
,

不 活性 化は N G K 2 に お い て よ り顕著

で あ っ た ･ チ ャ ネル の 開状態 の 確率ほ
, 常 に N G K 2 チ ャ ネ ル の 方が N G K l チ ャ ネ ル と 比べ て 低か っ た . ま た

, 閑状態 の膜

位闇値 ほ
,

N G K l チ ャ ネ ル で は - 3 0 m V
,

N G K 2 チ ャ ネ ル で は
-

1 0 m V と な り , 両 者 で ほ膜電位 に 対す る感受性 に 相違が 認め

られ た ･ 両 チ ャ ネル の 平均 開時間は膜電位 に 依存 し
, 脱分極に よ っ て 開時間の 延長が み られた . しか し

,
両 チ ャ ネ ル の 膜電位

依存性 の 様 式に は違い がみ られ た ･ 膜電位が 10
-

5 0 m V の 範囲 で の 平均 開時間 は
,
N G K 2 チ ャ ネ ル の ほ うが常 に N G K l チ ャ

ネ ル よ り長 か っ た ･ 以上 の ように
, 2 種類 の K

十

チ ャ ネ ル 遺 伝子 産物に お い て , 電気生理 学 的性 質の 明 確な 相 違 が 認め られ

た .

K e y w o r d s v o lt a g e
-d e p e n d e n t p o t a ssi u m c h a n n el , fib r o bl a st

,
t r a n Sf e cti o n

,
S l n g le c h a n n el

r e c o rdi n g

E
+

チ ャ ネ ル ほ 細胞膜蛋白の 一 種で あり
, 神経や 筋な ど興奮

性細胞を ほ じめ
,

さま ざまな細 胞の 情報伝達 に お い て重要 な役

割 を果た す .
これ ま で電気生理 学的 に

, 膜電位依存性 K
+

チ ャ

ネ ル ( 遅延整流 d el a y e d r e c tifi e r 型 ,
A 電 流型) , 内向き 整流

(i n w a r d r e c tifi e r) 型 チ ャ ネ ル
,

A T P 感 受性 K
+

チ ャ ネ ル
,

C a
+ 十

依存性 K
+

チ ャ ネル お よ びM 電流型 チ ャ ネ ル な どが 認 め

られ て い る
')

. そ の うち , 膜電位依存性 K
+

チ ャ ネ ル ほ
よ 脱分極

刺激に よ っ て開き
, 選択的に K■十

を 通 して外 向き電流を 形成す

る ･ 神経系 に お い て , 膜電位依存性 K
十

チ ャ ネ ル は静止膜電位

に 関与す る他 ∴活動電位の 波形
2)

, 発生頻度
ユ)
お よ び発 生時点

4}

な

どを 調節す る . また こ の 種 の チ ャ ネ ル ほ
,

シ ナ プ ス か らの 神経

伝達物 質 の 放 出 の 調節 を 行な う
5)

. した が っ て 膜 電位 依存性

K
十

チ ャ ネ ル は
, 神経系に お ける情報の コ ー

ド化や 統合 に 関 与

する と考 え られ て い る
8)

.

膜電位依存性 K
+

チ ャ ネ ル 遺伝子の ク ロ ー ニ ン グは
,

シ ョ ウ

ジ ョ ウ バ エ の A 電流塾チ ャ ネル を コ ー

ドする S h a k e r 遺伝子 の

同定が 端緒 に な っ た
7 卜 10)

. そ の 後 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で は ,

S h a k e r 遺伝 子 と相 同性 は あるが 遺伝子座 の 異 な る 3 つ の遺伝

子 S h a b
,
S h al お よ び S h a w が ク ロ ー ニ ン グ され た

W 2)
. そ して

現在 ま で
,

ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル
ー3)

,
マ ウ ス

14 ト 17 )

,
ラ ッ ト

18 ト 29)
およ

び ヒ ト
抑 ､ 33 )

か ら も, 多数の 膜電位依存性 K
+

チ ャ ネ ル 遺伝子が

ク ロ ー ニ ン グ され た . 最近 に な り , 脊椎動物の K
+

チ ャ ネル 遺

伝子 を ,
S h a k e r

,
S h a b

,
S h al お よび S h a w 遺伝 子産物の アミ

ノ 酸配列と の 相同性 に 基づ い て
,

4 つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー に分類

す る こ と が 提唱され た
34)

.

さま ざま な K
+

チ ャ ネ ル 遺伝 子 が ク F!
-

- ニ ソ グされ た結軋

膜電位 依存性 K
十

チ ャ ネ ル 遺伝子に ほ 多様性 の ある こと が明ら

か に な っ た . しか し
,

ア ミ ノ 酸配列か ら推定 され るチ ャ ネルの

高次構造 に ほ
, 共通点が あ る . 膜電位依存性 K

十
チ ャ ネ ル は疎

水性の 高い 領域 で細胞膜を 6 回 貫通す る構造を も つ
. 各貫通領

域 ほ α ら せ ん構造を 形成 し
, N 末端側か ら S トS 6 と よばれ てい

る . チ ャ ネ ル の N 末端 と C 末端 は細胞質側に 存在する . また ,

A b b r e vi atio n s ニ C D N A
,

C O m pl e m e n t a r y d e o x y rib o n u cleic a cid ; C T X
,

C h a r y b d o t o xi n ; D M E M
,

D u lb e cc o

m o difie d E a gl e
'

s m e di u m ; F B S
,

f et a l b o v in e s e ru m ;
- G o h m

, gi g a
-

O h m ; k b
,

kil o - b a s e p ai rs ; M o h m ,

m e g a
-

O h m ; P B S
, p h o s p h at e b uff e r e d s ali n e ; p S , pic o

q S ie m e n s ; T E A
,
t e t r a et h y la m m o ni u m
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S5 と S 6 の 連結部位 ほ H 5 ある い ほ S S トS S 2 と よば れ , 中等

釘こ疎水性が 高く
,

疇 一

部が 膜 内に 入 り 込む 構造 を も つ
, K

十

チ ャネ ル の Sl か ら S 6 まで の 構造ほ
, 膜電位依存性 N a

+

チ ャ

ネル の α サ ブ ユ ニ
ッ トや C a

廿 チ ャ ネ ル の α 1 サ ブ ユ ニ
ッ ト で

みられ る4 つ の 分子 内繰 り 返 し単位 の 1 つ に 相 当す る . し た

がっ て膜電位依存性 E
+

チ ャ ネ ル ほ
1 4 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら

なると推定 され た . 現在 で ほ
,

K
+

チ ャ ネ ル は 4 つ の 同種 ま た

は異種の サ ブ ユ ニ
ッ ト分子 の 会合に よ っ て 形成 され , そ の 際の

組み合わせ の 違 い が
,

K
+

チ ャ ネ ル の 多様性 の 原困 の 一

つ に な

りうると考え られ て い る
35 ト 38)

K
+

チ ャ ネル 遺伝 子 の ク ロ ー ニ ン グは
. 各種の K

+

チ ャ ネ ル

を独立 して
,

ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル の 卵 母細胞
3g)

や培養細胞
40)4 1)

に

絞能的に 発現させ る こ と を 可能 に した .

また ,
パ

ッ チ ク ラ ン プ 法は
l 発現さ れ た チ ャ ネ ル の 機能 を分

子レ ベ ル で 解析す る こ と を可 能に した
42)

.
こ れ ら2 つ の 手 法に

より,
K

十

チ ャ ネ ル の 構造と機能 と の 関係の 研究ほ 急速 に 進ん

でい る .

筆者の 属する グル ー プ ほ t
マ ウ ス ニ

ュ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞

と ラ ッ ト グ リ オ ー マ 細胞 と の 雑 種 細 胞 N G 1 0 8-1 5 の 相 補 性

D N A (c o m pl e m e n t a r y D N A
,

C D N A ) ラ イ ブ ラ リ
ー

か ら2 つ の

K
+

チ ャ ネル 遺伝子 N G K l お よ び N G K 2 を ク ロ ー ニ ン グ し

た
43)

.
N G K l は Sh a k e r 閑適サ ブ フ

ァ ミ リ ー に 属 し
,

ラ ッ ト の 脳

由来である B K 2 と相同 で あり , 同 じく ラ ッ ト の 脳由来 で ある

R CK 5 と相同性が 高い ,

一 方 ,
N G K 2 は S h a w 関連サ ブ フ

ァ ミ

リ
ー

に属 し
,

ラ ッ ト の 脳 由来で ある R K S h Ⅲ と 相 同 で あ る .

ラ ッ トの 脳由来 で ある K v 4 は
,

N G K 2 と の ス プ ラ イ シ ン グの

違い に よ り生じた K
十

チ ャ ネ ル 遺伝子 で ある
25)

.

本研究で は
,
N G K l お よ び N G K 2 を そ れ ぞれ マ ウ ス 線維 芽

細胞に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し

,
K

十
チ ャ ネ ル を安定 し て 発 現

する形質転換細胞株 を樹 立 した . さ ら に こ れ ら の 細 胞か ら
,

パ ッ チ ク ラ ン プ法に よ り 単
一

チ ャ ネ ル 電流 を 測 定 , 解析 し ,

N G K l およ び N G K 2 チ ャ ネ ル の 電気生理 学的性質を検討 した .

S V イ0

0 r i / e a r l y p r o 皿 0 しO r

材料お よび 方法

1 . 試 薬 類

実験 に 用い た試薬お よ び 酵素 は下 記か ら得た . 各種 制限酵

素 , 大腸菌 D N A ポリ メ ラ ー ゼ r K l e n o w 断片
,
D N A リ ガ ー

ゼ お よび 大腸菌 ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ ク ー ゼ (宝 酒造

, 京都) ,

ジ ェ ネテ シ ソ ( G e n eti ci n
,
G 4 1 8) ( GI B C O 社 ,

G l a n d I sl a n d , 米

国) ,
リ ポ フ ェ ク チ ン (L i p of e c ti n) (B e th e s d a R e s e a r c h

L a b o r a t o ri e s
,
G aith e r s b e r g , 米国) . そ の 他の 試 薬 で 特 に 記載

の な い もの は
, 和光純薬 (大阪) の 製品を用い た .

Ⅱ . 堵裏紙胸

K
+

チ ャ ネル 遺伝子 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ を 行な っ た細 胞

は マ ウ ス 線維芽細胞株 B82 で ある . こ の 細胞を 5 % 牛胎 児血 清

(f e t a l b o vi n e s e r u m
,
F B S ) ( GI B C O 社) を 含有す る ダル ベ

ッ
コ

変 法 イ
ー

グ ル 培 地 ( D u lb e c c o m o difi e d E a gl e
,

s m e d i u m ,

D M E M ) ( G I B C O 社) に て 37 ℃
,
C O 2 濃度10 % の 環境下で 培養 し

た .

Ⅲ ･ 組み 換え D N A の 作成お よび培養細胞 へ の トラン ス フ ェ

ク シ ョ ン

1 . 組 み換 え D N A の 作成

K
+

チ ャ ネ ル 遺伝 子 の 哺乳 動物細胞 発現用 ベ ク タ
ー

と して

p K N H n e o を用 い た
44)

.
こ の ベ ク タ ー は p B R 3 2 2 と p B R 3 2 7 を

骨格に もち
,

ク ロ ー ニ ン グ部位の 上 流に S V 4 0 の 初期プ ロ モ ー

タ ー

, 下流 に ポ リ ア デ ニ レ
ー

シ ョ ン の 情報を含む β- グ ロ ビ ン

遺伝子 の 一 部が 挿入 され て い る . ま た
, 形質転換細胞を選択で

き るよ う に ネオ マ イ シ ン ( G 41 8) 耐性遺伝子 が組み 込ま れ て い

る .

N G K l 発現用 プ ラ ス ミ ド p K N G K l を次 の よ う に 作製 した .

P S P N G K 1
43 )

を S m a l で 切 断 し
, 断 端 に Hi n d Ⅲ リ ン カ M

d C A A G C T T G (東洋紡
, 大阪) を接続後 ,

H i n d Ⅲ で 消化 した .

こ の 反応産物を 1 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動 に か け ,
N G K l の

全領域を含む1 . 8 キ ロ 塩基対(kil o-b a s e p air s
,
k b) の 断片を 単離

S V -1 0

0 r i/ e a r l y p r o m o しO r

Fig ･1 ･ R e c o Ln b i n a n t pl a s m id s
, P K N G K l ( A ) a n d p K N G K 2 (B) f o r e x p r e s si o n of t h e cI o n e d K

+
c h a n n el g e n e s i n m o u s e fib r o b la s t

C ell s .
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した . こ の 断片を
, p K N H n e o の H in d Ⅲ 部位(大腸菌 ア ル カ リ

フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ処理 済み) に 挿入 し
, 順方向に 挿入 さ れ た も

の を p K N G K l と した ( 図 1 A) .

N G K 2 発 現 用 プ ラ ス ミ ド p K N G K 2 の 作 製 で は
,

ま ず

ps p N G K 2
瑚

を P s t I お よ び B a m H I で 切断 し
,

1 ･ 6 k b の

D N A 断片を 1 % ア ガ ロ
ー

ス ゲル 電 気泳動 で 単離 した ･
こ の 断

片を p B l u e s c rip t (S tr a t a g e n e
,

C alif o r n i a
,

米 国) の P s t I/

B a m H l 部位 に 挿 入 し
,

で きた プ ラ ス ミ ド を p B S N G K 2 と し

た . p B S N G K 2 を B a m H I で 切断 し, 断端を 大腸菌 D N A ポ リ

メ ラ
ー ゼ T の K l e n o w 断片に よ り平滑化 した 後 ,

E c o R V で 切

断 して
,
1 . 6 k b の D N A 断片を 1 % ア ガ P

-

ス ゲル 電気泳動で

単離 した .
こ の 断片を Hi n d Ⅲ で 切断 した p K N H n e o の 断端を

平滑化 し, さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 処理 した もの に 挿

入 した . 順方 向に 挿入 され た もの を p K N G K 2 と した ( 囲I B) ･

2 . 培養細胞 へ の K
十

チ ャ ネ ル 遺伝子の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

B 82 細胞 を 60 m m 培養皿 上 で
,
表面 の80

-

8 5 % が細胞 に 占め

られ る 程度 ま で 培 養 し
, 細胞 を 10 m M 燐酸 緩衝 生理 食塩液

( p h o s p h a t e b uff e r e d s al in e
,
P B S ) に よ り 2 回洗浄 乱 血 清無添

加の D M E M を 3 r nl 加 え ,
トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ 用 の 細胞と し

た . p K N G K l お よび p K N G K 2 そ れ ぞれ 10 J} g を 滅菌蒸 留水

5 0 〃1 に 溶 解 し
,

こ れ らを 0 . 5 / 柑 ル 1 の リ ポ フ ェ ク チ ン 50 〃1

と静か に 混和後 , 室温 に て1 5 分間放置 し
,

D N A - リ ポ フ ェ ク チ

ン 複合体を 形成 さ せ た .
こ れ ら 2 種類 の 複合体 溶液 1 00 J` l を

用意 した 細胞に そ れ ぞれ加 え
,
3 7 ℃

,
C O 2 濃度1 0 % の 下で 8 時

間培養 した . そ の 後 , 無 血清培地を 5 % F B S 添加 D M E M と

交換 して
,

さ ら に40 時間培養 した . な お
, 対照細胞作成の た め

に
,

C D N A を挿入 して い な い p K N H n e o の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ソ (S h a m tr a n sf e c ti o n) も同時 に 行 な っ た ･ ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ソ 後48 時 間を経過 した 時点か ら
,
形質転換細胞 の 選択を 開

始 した . 選択 培地 と して
,
G 4 1 8 を 最終濃度 700 〟g/ 血 とな る

よ う に 添加 した D M E M を 用い た . G 41 8 存在下で10
-

1 4 日 間

培養 し細胞の コ ロ ニ ー

を形成 させ
,

N G K l お よ び N G K 2 を ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した細胞 か ら そ れ ぞ れ 5 ク ロ ー

ン ( A 群)

お よ び10 ク ロ ー

ン ( B 群) を 単離 した . 対照細胞か らは 5 ク ロ ー

ン ( C 群) を 単離 した . こ れ ら の ク ロ
ー

ン を ホ ー ル セ ル バ ッ チ ク

ラ ン プ法
45)

( w h ol e- C ell p a t c h cl a m p r e c o r di n g) に よ り ス ク リ ー

ニ ン グ し
,

A 群 で 5 ク ロ ー

ン 中3 ク ロ ー ン
,

B 群 で10 ク ロ ー

ン

中7 ク ロ
ー

ン か ら膜電位依存性 の 外 向き電流が観察 され た ･ C

群 で は ▲ わ ずか な 外向き電流 しか観察 され な か っ た ･ A お よび

B 群 の 陽性 ク ロ ー ン に 対 して は ,
N G K l 凌) る い は N G K 2 の 全

コ ー ド領域を 含む c D N A を プ ロ ー ブ に した ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト

解析を行 な い
,
適切な 長さ の 転写産物が生成 され て い る こ と を

確認 した . 対照細胞で ほ
,
N G K l お よ び N G K 2 の い ずれ の 転写

産物も認め られ なか っ た . 以上 の ス ク リ
ー ニ ン グ に よ り陽性 と

判断 した ク ロ ー

ン に 対 して
,

単 一 チ ャ ネ ル 解析 を行 な っ た ･ そ

の うち A 群の 陽性 サ ブ ク ロ
ー

ン C L l O 2 3
,

お よび B 群の 陽性 ク

ロ ー ン C L 3 0 1 を 典型例 と して
ト 結果を 本文に 示 した .

Ⅳ . 電気生 理学的方 法

1 . 測定条件

すべ て の 測定ほ
,
3 0 m m 培養皿 に 培養 した 細胞を 倒立 位相差

顕微鏡 (日本光学 , 東京) の ス テ ー ジに の せ
, 室温 (1 8

-

2 0 ℃)

にて 行な っ た . 測定時 に 培地を 0 . 2 2 FL m フ ィ ル タ
ー ( M illi p o r e

モL B e d f o rd
, 米国) に よ り滴過 した H E P E S 緩 衝 リ ン ゲ ル 液

(H E P E S- b u ff e r e d R i n g e r
'

s s ol u ti o n) (i n m M ) ( N a C l 13 4
, K Ct

5 .4
,

M g S O 4 0 ･8 5 ,
N a H 2P O 4 1 ･ 1

,
C a C l2 1 r 8

,
N a H C O 3 5

.

DL gl u c o s e 5 . 5
,

H E P E S l O
, p H 7 .2) で 置換 した .

2 . 静止膜電位 の 測定

3 M K C l で 満 た し た 微小 ガ ラ ス 電極 ( Gl a s s IB B L) (W o rld

P r e ci si o n I n s tr u m e n t s
,
N e w H a v e n

, 米 国)(1 0 -

40 M oh m ) を培

養 細 胞 に 刺 入 し
, 微 小電 位 用 前 置 増 幅 器 ( D P 2

-

16
,
DI A

M e di c al s y st e m ) に よ り静止 膜電位を 測定 した .

3 .
パ

ッ チ ク ラ ン プ法に よ る単 一 チ ャ ネル 電流の 測定

パ ッ チ ク ラ ン プ法は H a m ilt ら
42)

の 方法 に した が っ た . すべて

の 測定ほ細胞接触 パ
ッ チ ( c elトa tt a c h e d p a t c h) に て 行な っ た

.

パ
ッ チ 電極作製 は

,
まず微小電極用 ガ ラ ス 管( G l . 5)(成茂, 東

京) を 2 段階垂直プ ラ
ー

(成茂) に よ り引き, 次 に
, 先端付近に

シ ル ポ ッ ト( ダウ コ
ー ニ ソ グ社 , 神奈川) を 塗布 して被膜を形成

後 , 熱研 磨 を 行 な っ て 作製 した . 電 極先 端 の 直径 は 1 -

2

p r n m
, 抵抗は 5 - 1 0 M o h m だ っ た . 電極 内溶液 は

, 通常＼

胸 外液 と 同 じく H E P E S 緩衝 リ ン ゲル 液を 用い た . K
'

に 対す

るチ ャ ネ ル の 選択性を 調 べ る実験 で ほ
, 電 極 内の K Cl 濃度を

2 . 7
,
1 0

,
3 0

,
7 0 お よ び 15 0 m M に 変化 させ た ･ 増減 した K Cl

は等 モ ル の N a C l に よ り置換 した . した が っ て , 電極内の 1 価

イ オ ン 濃度は 常に
一

定 だ っ た . 単 一 チ ャ ネ ル 電流 は微小電流増

幅 器 A x o p a t c h-1 C ( A x o n I n s tr u m e n ts 社 ,
B u rlin g a m e

, 米

国) に よ り測定 し た . シ ー ル 抵 抗 は 5Ll O gig a- O h m ( G o h m ) で

あ っ た ∴ 測定 デ
ー タ は パ ル ス コ

ー

ド モ ジ
ュ

レ
ー タ ー (p uls e

c o d e m o d ul a t o r
,
P C M 5 0/ E S ) ( ソ ニ ー

, 東京) を介 して ビデオ

テ ー プ レ コ ー ダ
ー

(M a st a c s
,
H i-fi) ( 日立 , 東京) に 記録した

46)
.

4 . デ ー タ 解析

単
一

チ ャ ネ ル 電流 の デ
ー タ は 1 k H z の ロ

ー バ ス フ ィ ル タ

(
-

3 d B
,
2 4 d B/ o c t a v e) を通 した 後 ,

1 2 ビ ッ ト の ア ナ ロ グ/ デジ

タ ル 変換 器 ( A D X 牒8 E ) ( カ ノ
ー

プ ス 電子 , 神 戸) を接続した

パ ー ソ ナ ル コ ン ピ
ュ

ー

タ シ ス テ ム (P C-開01 R X ) ( 日 本電気, 東

京) に よ っ て 解析 した .
コ ン ピ ュ

ー タ へ の デ ー タ 取 り込み の 周

波数 (s a m pli n g f re q u e n c y) は 5 k H z ま た ほ 10 k H z に した ･

デ
ー

タ解析用 の ソ フ ト ウ ェ ア は
l 島根 医科大学生理 学教室の榎

本浩 一 博士 が 開発 した もの を 使用 した . 単 一 チ ャ ネル を流れる

電流量(c u r r e n t a m plit u d e) お よ び チ ャ ネ ル 開状態の 確率ほ
, 電

流量 ヒ ス ト グ ラ ム を ガ ウ ス 曲線 で近似 し
, 曲線 の 開状態の ピ ー

ク の 位置お よび ピ ー ク 近傍 で 曲線が 囲む 面積よ り計算した ･ 場

合に よ っ て , 電流量を コ ン ピ ュ
ー タ 画面 で 手動 カ ー サ

ー

を用い

て 求めた . チ ャ ネ ル 開状態の 確率 は l 脱分極刺激直後か ら約8

秒間の 現象を コ ン ピ
ュ

ー タ に 取 り込 ん で 計算 した ･
チ ャ ネル の

平均閃時 間 ( m e a n o p e n ti m e) は開時間 ヒ ス ト グラ ム を単
^ 指

数関数で 近似 し, そ の 時定数か ら求め た .

ノ

成 績

f . 静止膜電位

静止膜電位は
t
C L l O 23 に お い て - 33 . 1 ±5 . 9 m V ( n

= 1 3) ,

c L 3 01 に お い て
-

3 4 . 7 ±9 . 7 m V ( n
= 1 3) で あ っ た . 両者に 有意

差は なか っ た (p o ol e d tL t e St
, p

= 0 . 0 5) ･ 以下の 成績で ほ
･
細胞

の 静止膜電位 を
- 3 0 m V と仮定 し, 電位表示 はす べ て 膜電位

(t r a n s m e m b r a n e p o t e n ti al) を 表わ す こ と に した ･

Ⅰ . 単 一 チ ャ ネル電流

一 対照細胞 ,
つ ま り p K N H n e o の み を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ソし

た細胞か らは ∴膜電位 依存性 K
+

チ ャ ネ ル は 測定され なか っ た



N G K l お よ び N G K 2 チ ャ ネ ル の 単
一

チ ャ ネ ル 解析

頼
= 20) ･

C L l O 2 3 お よび C L 3 01 の パ
ッ チ 膜 で ほ

･ 通常 ,
1 つ か

ら3 つ の レ ベ ル の チ ャ ネ ル 電流が観察 され た ･ そ れ ぞれ の レ ベ

ルの電流値は
, 最小 レ ベ ル の 電 流値 の 整 数倍 で あ っ た ･ した

がっ て
,
C L l O 2 3 お よ び C L 3 01 に は , そ れ ぞれ で 同 一 タ イ プの

チ ャ ネル が発現 して い る と考え た ･ 図2 A
,
B に C L l O 2 3 お よび

cL 301 か ら 記録 した 代 表 的 な 単
一

チ ャ ネ ル 電 流 を 示 す ･
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N G K l およ び N G K 2 チ ャ ネル ほ とも に 摸電位 依存性 に 閃き ,

脱分極が増大す る に した が っ て
, 電 流値 も増 大す る . 図 2 C ,

D に 電流値 ヒ ス ト グ ラ ム の 一 例 を示 した . 膜電位 が 10 m V の と

き , 閲状態 の ピ ー ク値 は ,
N G K l で は 0 . 9 2 p A

,
N G K 2 で は

1 . 7 0 p A とな り開状態の 確率は 明らか に N G K l チ ャ ネ ル の 方が

高か っ た .

Ⅲ . 単
一

チ ャ ネ ル コ ン ダ クタ ン ス

N G K l お よ び N G K 2 チ ャ ネ ル の 膜電位(V m ) と電流値(Ⅰ) と

の 関係を 調べ た ( 図3 ) . 両 チ ャ ネル の V m -Ⅰ関係は 直線 で 近似

で きた . こ れ ほ
, 両 チ ャ ネ ル の 単

一

コ ン ダ ク タ ン ス が膜電位 に

非依存的 で ある こ とを 示す . 直線の 傾きか ら求 めた 単
一

コ ン ダ

ク タ ン ス は
,

N G K l チ ャ ネ ル で ほ 11 pic o- S ie m e n s ( p S ) ,

N G K 2 チ ャ ネ ル で は 18 pS で あ っ た . ま た . N G K l お よ び

N G K 2 チ ャ ネ ル の 反転電位 (r e v e r s al p o t e n tia l) は
, そ れ ぞれ

- 7 2 m V およ び - 64 m V で あ っ た . こ れ は
, 両 チ ャ ネル が主 に

K
+

チ ャ ネ ル を通す こ と を示 す. しか し
, 反転電位に 差 が あ る

こ と よ り
,

両 者で K
+

の 選択性に 違い が あると考 え られ た .

N u m b e r

5 6- 3 -2 - 1 0 1 2 3 4

C u rr e nt ( P A)

F ig , 2 . T y pi c al tr a c e s of si n gl e- C h a n n el r e c o r di n g i n C L 1 0 2 3

a n d C L 3 0 1 c ells . A a n d B
,

Si n gl e- C h a n n el c u r r e n t s

r e c o r d e d f r o m C L l O 23 ( A ) a n d C L 3 01 (B ) a t v a ri o u s

t r a n s m e m b r a n e p ot e n tia ls i n d ic a t e d o n th e l ef t i n m V i n

c elトa tt a c h e d c o nfi g u l a ti o n . T h e r e s ti n g m e m b r a n e

p o t e n ti al w a s a s s u m e d t o b e
- 3 0 m V . T h e p a t c h pip e tt e

c o n t ai n e d a p h y si ol o gic al s ol u ti o n (1 3 4 m M N a Cl , 5 .4 m M

K C l) . T h e o u t w a rd c u r r e n t i s u p w a r d . C a n d D
,

a m plit u
-

d e his t o g r a m s of th e d a t a s h o w n i n A a n d B
,
r e S P e C ti v el y ,

a t tr a n s rn e m b r a n e p o te n ti al d e p ol a ri z e d f r o m
- 3 0 t o l O

m V . T h e c u r r e n t a m plit u d e s c alc ul a t e d f r o m th e p e a k

P O Siti o n s i n C a n d D a r e O .9 1 8 a n d l .6 97 p A
,

r e S p e Cti v el y .
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Ⅳ . チ ャ ネル の K
十

選択性

N G K l と N G K 2 と の K
+

の 選択性 の 違 い を 明 らか に す るた め

に ∴細胞外液 (電極 内溶液) の K
十

濃度と反転電位 と の 関係を 調

べ た ( 図4 ) . 両者 の 片対数 プ ロ ッ トは 直線 に 近似す る こ とが 可
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F i g . 3 . C u r r e n ト V Olt a g e r el a ti o n s h ip s of t w o si n gl e N G K l

a n d N G K 2 c h a n n el s . C u r r e n t s w e r e m e a s u r e d f r o m 4 t o

l O p a t c h e s . V m d e n o t e s t r a n s m e m b r a n e p o t e n ti al ･ F iu e d

( ●) a n d o p e n ( ○) c ir cl e s r e p r e s e n t th e m e a n u nit a r y

c u r r e n t of C L l O 2 3N N G K l a n d C L 3 01 - N G K 2 c h a n n el s ,

r e s p e c ti v eI y . S olid li n e s r e p r e s e n t li n e a r r e g r e s si o n s fitt e d

t o d a t a p o l n t S
,

a n d b a r s i n d i c a t e st a n d a r d d e vi a ti o n s ･

(

>

∈
〓

空
u

望
O

d
一

票
L

聖
忘
丘

能 で あり ∴細胞外の K
+

濃度が 増加す るに した が っ て
, 反転電

位 ほ正 の 方 向 へ 移動 した . こ の 関係は 両チ ャ ネ ル が 主 に K
+

に

対 して 選択性 をも つ こ とを 示 す ･ K
+

濃度を1 0 倍変化さ せたと

き の 反 転 電 位 の 変 化 ほ
,

N G K l で は 苧1 m V
,

N G K 2 で ほ

41 m V で あ っ た . 2 0 ℃ の 条件下で N e r n s t 方程 式か ら推定され

る反転電位 の 変化ほ 58 . 2 m V で あ り ,
こ の 値や N G K l チ ャネ

ル の 値 と 比較 し て
,

N G K 2 チ ャ ネ ル の 値 は 低 い . こ れ は
,

N G K 2 チ ャ ネ ル の K
+

チ ャ ネ ル に 対す る選択性が 低い ことを示

唆す る .

Ⅴ . チ ャ ネルの 不活性化過程

チ ャ ネ ル の 不 活性化 , 特 に 数秒間 に わ た っ て起 こ る遅い成分

を 見る た め , 長時 間の 脱分極 刺激 に よ る チ ャ ネ ル 電流を調べ

た . 図 5 に 過 分極 (膜電位 - 60 m V ) の 状態か ら 90 m V の脱分

極 を 約 5 秒 間 ,
2 0 秒 間隔 で 加 え た 場 合 の

,
N G K l およ び

N G K 2 の チ ャ ネ ル 電流の ト レ
ー ス と

,
そ の 加算平均に よるチ ャ

ネ ル 電流 の 再構成を 示 す .
N G K l に よ る電 流 ほ 脱分極刺激の

間, 遅 い 小 さ な減衰 を示 し
,
刺激開始4 秒後 の 減衰率は40% 程

度だ っ た .

一 方 ,
N G K 2 に よ る 電流 ほ

, 遅 い 大きな 減衰を示

し , 刺激 開始 4 秒後 の 減衰率 は80 % に 達 した . こ の 結果より,

両 チ ャ ネ ル 電流に は
, 遅い 不活性化 の 成分が 存在す るが

, 不活

性化の 程度は
,
N G K 2 チ ャ ネ ル に お い て 著明で あると い える .

Ⅵ . チ ャ ネル の 活性化過程

チ ャ ネ ル 活性化 の 動態を 調 べ るた め
, 静止膜電位か ら脱分極

刺激 を段階的 に 加 えた とき の チ ャ ネ ル 開状態 の 確率の 変化を求

Fi g . 4 . R el a ti o n sh ip s b e t w e e n e x tr a c e11 u l a r K
+

a n d r e v e r s al p o t e n ti al s f o r N G K l a n d N G K 2 c h a n n el s ■ R e v e r s al p o t e n ti als of

N G K l ( A ) a n d N G K 2 (B) w e r e pl ot te d a s a f u n c ti o n of e x tr a p ell ul a r K
･

c o n c e n tr a ti o n ･ E a c h cir cl e r e p r e s e n t s th e m e a n

r e v e r s al p o t e n tial d e ri v e d f r o m c u r r e n t -

V Olt a g e r el a ti o n s h ip s (n = 3 t o l l) a n d b a r s i n di c a t e s t a n d a rd d e vi a ti o n s ･ S olid li n e s ar e

li n e a r r e g r e s si o n s fitt e d t o th e d a t a p oi n t s ･
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めた . 囲6 に
･ 膜電位 と刺激直後か ら 8 秒間の チ ャ ネ ル 開状態

の確率との 関係を示す ･ N G K l チ ャ ネ ル で は
,

- 30 m V が開催

となっ て開状態が 出現 し
, - 1 0 m V か ら1 0 m V の 間で ほ ぼ直線

的に確率が上 昇 し
,
1 0 m V を越 え る と 確率 ほ ほ ぼ

一

定 に な っ

た.

一 九 N G K 2 チ ャ ネ ル で は
,

- 1 0 m V が閲値 とな っ て 開状

麿が出現し
,
O m V か ら 20 m V の 間で ほ ぼ直線 的に 確率が 上昇

し一
2 0 m V を 越え る と確率ほ ほ ぼ

一 定に な っ た ･ 両者を 比較す

ると
,
常に N G K 2 チ ャ ネ ル の 開状態の 確 率が N G K l チ ャ ネ ル

と比べ て 低か っ た ･ ま た ,
チ ャ ネル が 活性化する の に

･
N G K 2

チ ャネル の 方が よ り大きな 脱分極を 必 要 と した ･

Ⅶ . チ ャ ネル の平均開時間

チ ャ ネル の 不活性化お よび 閃状態の 確率は ,
チ ャ ネ ル の 開時

間の分布と関係が ある ･ 図 7 A- D は膜電位を 20 rn V
,
4 0 m V に

脱分極した ときの 閃時間 の ヒ ス ト グ ラ ム で ある ･ ヒ ス トグ ラ ム

より計算した平均開時間 と膜電位 と の 関係 を図 7 E で 示 した ･

A

+ 3 0 m V

VmO6

B

P A

m S e

2

｣
50 0

C

I P

1
5 00

2 p A

_｣
5 0 0 m s e c

2 p A

｣
5 00 m s e c

Fig ･5 ･ T i m e c o u r s e s of i n a c tiv a ti o n of N G K l a n d N G K 2

Ch a n n el s ･ I n e a c h p a n el ( A
,
N G K l ; B

,
N G K 2) ,

a V Olta g e

Ste p ( T o p) ,
8 -9 tr a c e s of c h a n n el c u r r e n t s (M id d l e) a n d a n

e n s e m bl e a v e r a g e (B o tto m ) a r e s h o w n . V olt a g e s t e p s

W e r e a p plie d f o r 5 s e c f r o m
-

6 0 m V t o 十3 0 m V a t 2 0
S e c in te r v al .

3 2 3

両チ ャ ネ ル の 平均開時間ほと もに 膜電位依存性 で あり ∴峡電位

が 高くな る に した が っ て 開時間 ほ延 長 した . さ ら に
,

N G K l

チ ャ ネ ル の 険電位に 対する平均開時間の 分布は , 直線で 近似で

きた が
,

N G K 2 チ ャ ネ ル で ほ , 非直線的関係に な っ た . また
,

開時 間は膜電位 10 m V か ら 60 m V の 範囲 で
, 常 に N G K 2 チ ャ

ネ ル の ほ うが N G K l チ ャ ネル よ り長か っ た . こ れ ら の 結果は
,

両者 の 不 活性化境構 に 相違があ る こ とを 示 唆する .

考 察

2 種顆 の K
+

チ ャ ネ ル 遺伝 子 N G K l お よ び N G K 2 は
,

N G l O 8,1 5 細胞の C D N A ラ イ ブ ラ リ ー か ら
,

マ ウス の 脳 由来の

K
+

チ ャ ネ ル M B K l の
一

部を プ ロ
ー

ブ に 用 い て ク ロ
ー ニ ン グ さ

れ た
43)

, N G l O8-1 5 細胞は マ ウス ニ
ュ

ー

ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞 妹

N 18 T G-2 と ラ ッ ト グ リ オ ー マ 細胞株 C 6B u
-1 と を セ ソ ダ イ ウ

イ ル ス に よ っ て 融合 さ せ た 雑種細 胞で あ り ,
サ イ ク リ ッ ク

A M P や プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E l な どで分化 させ る と
,

さま ざ

ま なイ オ ン 電流を観察で きる . そ の う ち , K
+

電流で ほ ∴遅延整

流 ,
M 電流 ,

C a
+ 十

依存性電流お よ び
一 過性外向き電流 な どが

報告 さ れた
45)4 7 )

. また ,
N G 1 0 8-1 5 の 親細胞で ある ニ

ュ
ー ロ ブ ラ

ス ト ー マ 細胞 で も膜電位依存性 K
+

電流や C a
+ 十

依存性 K
+

電

流が 確認され た
48)

. したが っ て
,
N G K l ある い ほ N G K 2 チ ャ ネ

ル に よ る電 流は
!

こ れ ま で に 報 告 さ れ た N Gl O 8-1 5 細 胞 や

ニ
ュ

ー

ロ ブ ラ ス ト
ー マ 細胞の 膜電位依存性 K

+

電流 の 構成要素

を な すと 考え られ る .

膜電位依存性 K
+

チ ャ ネル 遺伝子が 次 々 と ク ロ ー ニ ン グ され

た 結果 ,
チ ャ ネ ル の 電気生理 学的諸性質と チ ャ ネ ル 蛋白 の 高次

構造 と の 関連が解明 され つ つ ある . そ こ で
,
本実験で 観察 され

た チ ャ ネル の 性 質と チ ャ ネ ル 構造と の 閑適に つ い て 推察 する .

単
一

チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス は
,

N G K l で は 1 1 pS ,
N G K 2

で は 1 8 p S と な り , 両 者で 明 らか な 差 が 認め ら れ た . ま た
,

K
十

に 対す る選択性に お い て
,
N G K 2 チ ャ ネ ル は N G K l チ ャ ネ

ル と比 べ て 低い 選択性 を示 した . チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス と

K ∵選択性は
,

イ オ ン の 通過孔の 構造に 規定され る .
した が っ

て
,

K
十

チ ャ ネ ル 蛋白の どの 部位が通過孔を形成す る か は
, 重

6
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卓
云

眉
O
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d
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T h e p r o b a bliti e s o f N G K l ( ◎) a n d N G K 2 ( ○) c h a n n el s

b ei n g o p e n a t v a ri o u s d e p ol a riz a ti o n s te p s , V m d e n o t e s

t r a n s m e m b r a n e p o t e n tial ･ C u r r e n t d a t a w e r e s a m pl e d f o r

a b o u t 8 s e c af t e r th e a p pli c a ti o n of v olt a g e st e p a s i n F ig ･

2 .
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要 な 問題だ っ た ･ 最 近 に な り
,

K
十

チ ャ ネ ル の 孔構造が H5

(S S l-S S 2) 領域 で ある こ と が 判 明 し た ･ M a c ki n n o n ら
4g)

ほ
,

K
十

チ ャ ネ ル を 遮断す るサ ソ リ 毒シ ャ リ ブ ドト キ シ ソ ( c h a ryb-
d o t o xi n

･
C T X ) の 結 合部位 に 着 目 して

,
H 5 領域に 対して 部位

指 向性 変異 誘発 (sit e
- dir e c t e d m u t a g e n e si s) の 実験 を行な っ

た ･ そ の 結 乳 C T X の 結合 に影響を 与え るア ミ ノ 酸ほ =5 の両

側に 集 中 して い た ･ した が っ て
,

こ の 部分が チ ャ ネ ル 孔の細胞

外側に 位 置す る こ と を 示 唆 した ･ さ らに Y e11e n ら
50)

は
,
K

･

チ ャ ネ ル 遮 断剤テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (t e tr a e th yl a m m ｡ nト

u m
･

T E A ) を用 い て 同様の 実験を 行な っ た ･ そ の 結果
,
H 5 両

側の ア ミ ノ 酸を 変異 させ る と
, 細胞外側か らの T E A に 対する

感受性 が変 化する
一

九 H 5 の 中央付近 の ア ミ ノ 酸を 変異させ

ると
, 細胞 質側か らの T E A に 対する感受性 が変化 した . この

事実ほ
,

H 5 が細胞膜 を 2 回横 切る構造を と る こ と を示改した .

一

九 H a r t m a n n ら
51)

は
, 単 - チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ン ス と細胞

内外の T E A に 対す る感受性 が 明確 に 異な る 2 つ の K
+

チ ャネ

ル D R K l と N G K 2 との キ メ ラ チ ャ ネ ル を解析 した . D R K l の

S 5-S 6 連結 部を N G K 2 の 同部位 と置換 した キ メ ラ チ
ャ ネル で

は
,

2 つ の 性質 ほ い ずれ も N G K 2 チ ャ ネ ル の も の と等しく

な っ た ･ ま た Y o ol ら
52)

ほ
t
S h a k e r チ ャ ネ ル の H 5 領域の部位

指向性変異誘発の 実験を 行な い
, イ オ ン 選択性が 変化する こと

を 報告 した ･ H 5 の た だ 1 つ の ア ミ ノ 酸を変 異させ る こ と で
,

K
十

と比 べ て 直径 の 小 さ い N a
十

を 排除 す る性 質 は不 変だ っ た

が
,
K

十

と 比 べ て 直径の 大きい N H 4
+

,
R b

+

に 対する選択性は増

大 した . K
+

に 対す る選択性は 不 変だ っ た . 以上 の 結果よ り,

H 5 は K
+

チ ャ ネ ル の イ オ ン 通過孔の 内側壁を 形成すると考え

られ た .

そ こ で
,

N G K l と N G K 2 の H 5 領域を , 他の K
十

チ ャ ネル

と とも に 比較 して み た (図 8 A) . N G K l と N G K 2 とで は
,
H5
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,
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後部の 8 ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 5 つ に 相 違 が み ら れ る ･

H a rt m a n n ら
51)

は
,
S 6 の 手前の21 残基が チ ャ ネ ル 孔形成 に 関与

すると推定 して お り,
これ に した が え は

,
N G K l チ ャ ネ ル と

N G K 2 チ ャ ネ ル との コ ン ダ ク タ ソ ス お よ び K
+

選 択性 の 違 い

は▲
S 6 の 手前の 数ア ミ ノ 酸残基が 関与 して い る可 能性 が ある .

N G K l チ ャ ネ ル と N G K 2 チ ャ ネ ル と で は
, 活性化 の 膜電 位

開催に差が み られ ,
チ ャ ネ ル が 開状態 を と る ため に は , N G K 2

チ ャ ネル の 方が 大 き い 脱分極 を 必要 と した . 膜 電位 依 存 性

他
十

,
C a

十 十

お よび K
十

チ ャ ネル に は共 通 した S4 領域 が ある .

S 4 は ,
正電荷を帯 びた ア ル ギ ニ ン や リ ジ ン 残基 が 3 つ お きに

6 から7 回 出現す る特徴的 な 構造 を し て お り
,
電 圧感知 部位

(V Olt a g e s e n s o r) と い わ れて い た
53)

. P a p a zi a n ら
54)

は
,
S h a k e r

B チ ャ ネル の S4 の 7 つ の 正 電荷 ア ミ ノ 酸残基を , 電気的に 中

性なア ミ ノ 酸残基や 正 電荷をも つ 他の ア ミ ノ 酸残基 と1 つ ず つ

置換して
,
S 4 の 機能を 検討 した . そ の 結果 ,

1 ) S 4 の 7 つ の

正電荷ア ミ ノ酸残基の う ち特定 の もの が
, 膜 電位依存性に 関与

する こと 2 ) チ ャ ネル の 活性化 は正 電荷 ア ミ ノ 酸 と膜内の 電場

との 関係だけ で は説明 で きな い こ と 3 ) S 4 以外 の 正 電 荷 ア ミ

ノ 酸残基も膜電位依存性 に 関与す る こ と な どを 指摘 した . ま

た
,
L i m a n ら

55)
は

,
ラ ッ ト 由来 の R C K l チ ャ ネ ル を 用 い て

,
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a cid ; F
, P h e n yl al a ni n e ; G , gl y ci n e ; H

,
hi s tidi n e ; Ⅰ

,

is ole u ci n e ; K
,

l y si n e ; L
,

l e u ci n e ; M
,

m e th i o ni n e ; P
,

p r oli n e ; G , gl u ta mi n e ; R
,

a r gi ni n e ; S ,
S e ri n e ; T ,

th r e o ni q

n e ; Ⅴ
･

V alin e ; W
,
tr y p t O p h a n ; Y

,
t yr O Si n e .
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S 4 内の 正 電荷 ア ミ ノ 酸残基 が ゲ ー ト電流に 関与す る こ と を 定

量的に 証 明 した . か れ らも
,
S 4 内の 特定の ア ル ギ ニ ソ 残基が

チ ャ ネ ル の ゲ ー ト機構に重要な こ とを 明らか に した . N G K l と

N G K 2 の S 4 の ア ミ ノ 酸配列を , 他 の K
+

チ ャ ネ ル と ともに 比

較 して み ると (図 8B) ,
N G K l で 7 番目 に 出現する正 電荷 ア ミ

ノ 酸リ ジ ン 残基が N G K 2 で は バ リ ソ 残基に な っ て い る . 両 者

の 電荷ア ミ ノ 酸の 遠 い は こ の 一 点だ けで ある が
, 同 じ位置で は

S h a b
,
S h al お よ び S h a w で も正 電荷 に な っ て い ない . と こ ろ

が
,
S h ab お よ び S h al チ ャ ネ ル の 活性化開催は S h a k e r チ ャ ネ

ル とほ ぼ 等 しく 王
S h a w チ ャ ネ ル で は む し ろ低い と報告され て

い る
12)

. したが っ て
,
N G K l と N G K 2 両 チ ャ ネ ル 間の 活性化閥

値 の 相違 を
,
S 4 の 正 電荷ア ミ ノ 酸の 違 い で 説 明す る こ と は で

き ない と 考え る . な お
,
S 4 の 配列で 特徴的な の は N G K 2 に 関

連 の あ る S h a w で あり
,
S 4 内で正 電荷ア ミ ノ 酸の 繰 り返 しが

4 回 しか なく , さ らに
, 通常 ア ル ギ ニ ソ 残基が出現する 1 番目

の 位置に 負電荷を も つ グ ル タ ミ ン 酸残基が ある . S h a w チ ャ ネ

ル の 電流の 特徴は
, 活性化開催が Sh a k e r

,
S h a b お よ び S h al

チ ャ ネル よ り低く - 7 0 m V か ら - 8 0 m V で あり , ま た定常的

不 活性化 (s t e ad y
-

S t a te i n a c ti v a ti o n ) が み られ な い こ と で あ

る
-2)

. こ の 性質 ほ
,

チ ャ ネ ル 構造の 閉状態に お ける 安定性 と い

う 点か らみ る と
,
S b a w ほ 閉状態が不 安定 であ り, 開状態に な

る と構造的に 安定す ると い え る .

一

方 , 活性化闇値が比 較的高

く , 明 らか な不 活性化を示 す N G K 2 チ ャ ネ ル は
一 間状態 ほ安定

だ が
, 閑状態に な ると 構造が 不安定に な ると 考え られ る .

チ ャ ネ ル の 不 活 性過 程 を 検 討 し た 結 果 ,
N G K l お よ び

N G
●

K 2 チ ャ ネ ル に は数秒間で 起 こ る 遅い 不 活 性化が み られ た

が
, 経時的に み た 場合の 電流 の 減衰は

,
N G K 2 チ ャ ネ ル の 方が

顕著だ っ た . これ は
,

チ ャ ネル の 不 活性化 に 関与す る構造が
,

両 者の 間で 異な る こ とを示 唆する . N G K l チ ャ ネ ル と 関連の あ

る S h a k e r チ ャ ネ ル に ほ
,

不 活性化過程 に 2 つ の 成分が ある .

1 つ ほ数 ミ リ 秒間で 起 こ る速い 成分 で あり
, もう 1 つ ほ 数秒間

観察され る遅い 成分 で ある . H o s h i ら
56)

ほ
,
S h a k e r B チ ャ ネ ル

の N 末端 の 最初の19 個の ア ミ ノ酸 の 欠失や変異に よ り , 速い 不

活性化が阻害 され る こ と を示 した . ま た
,

こ の1 9個 の ア ミ ノ 酸

に 続く 領域 を長く すると 不活性化 が遷延 し
, 短く すると 不 活性

化が 加速 した . さ らに Z a g o tt a ら
57)

は ,
こ の N 末端の ア ミ ノ 酸

配列と 同 じ ペ プチ ドを , N 末端の 欠失 した S h a k e r B チ ャ ネ ル

の 細胞質側 に 作用 さ せ ると
, 速い 不 括性化が 回復する こ と を 確

認 した .
これ らの 実験事実ほ

】
A r m s tr o n g ら

5且)
の 提唱 した ボ ー

ル と 鎖 モ デ ル ( b a11 a n d c h ai n m o d eI) に 適合 した .
つ ま り

,

チ ャ ネ ル に つ なが っ たN 末端の ボ ー

ル 構造が チ ャ ネ ル の 孔を 細

胞質側か ら塞 ぐこ と で
, 急速 な 不 活性 化が 起 こ る と 考 え られ

た . そ の 後 ,
I s a c off ら

59)
ほ

,
ボ ー ル 構造 を受けと め る受容体構

造 が S 4 と S5 と の 間(S 4- S 5 l o o p) に ある こ とを 示 唆 した . こ

の 部分ほ チ ャ ネ ル 孔に 近接 し
, 不 活性化だ け で なく チ ャ ネ ル コ

ン ダ ク タ ン ス に も関与する と考え られ た . N G K l と N G K 2 の

N 末端領域に は
,
S h a k e r B の ボ ー ル に 相当するよ う な ,

ア ミ ノ

酸配列ほ み られ な い
. また , 両 チ ャ ネ ル に ほ A 電流 の よ うな速

い 不 活性化は ない
.

こ の 事実ほ ボ
ー

ル と鎖 モ デ ル に 矛盾するも

の で はな い .

不 活性化の 遅 い 成分ほN 末端を排除 しても保存され る . した

が っ て
,

こ の 成分に は N 末端以外の 構造が関与する と予想され

た .
H o s hi ら

80)
は

,
S h a k e r B チ ャ ネ ル で み られ る遅い 不 活性化

に S 6 が 関与す る こ と を報告 した . こ こ で N G K l
.
N G K 2

, 遅い
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不活性化の な い S h a k e r A およ び遅 い 不 活性 化の ある S h a k e r

B の S 6 の ア ミ ノ 酸配列を比較する と (囲 8C) ,
S h a k e r A と

S h a k e r B と で は
,

2 つ ア ミ ノ 酸残基(S h A : V V
,
S h B = A I) が

異な る . H o s hi らほ部位指向性変 異誘発の 実験 か ら ,
これ ら 2

っ の ア ミ ノ 酸残基 の うち S h a k e r B の ア ラ ニ ソ 残基が 遅い 不 活

性化に 関与す る こ と を 明 らか した .
N G K l と S h a k e r B の S 6

構造ほ相 同 で あり
,

N G K l チ ャ ネ ル の 遅 い 不 活性 化ほ S h a k e r

B チ ャ ネ ル と同 じ機構で起 こ る可 能性が高 い . N G K 2 に お い て

は
,

N G K l と比較す ると 4 ケ 所 の ア ミ ノ 酸残 塞が 異な っ て い

る .
こ れ らの 違い が

, 両 チ ャ ネ ル の 不活性化の 違い の 原困に な

るか ほ , 今 の と こ ろ不 明で ある .
V a n D o n g e n ら

印
ほ

,
S h a b 関

連チ ャ ネ ル D R K l の C 末端を 欠失 させ る と 遅 い 不 活性 化 が変

化する こ と を観察 した ,
こ れ は

一
E

十

チ ャ ネ ル に よ っ て ほ
よ 不 活

性化に S 6 以外 の 構造も関与す る こ とを 示唆す る ･ C 末端 に 注

目す ると ,
N G K 2

.
S h a w お よび K v 4 な ど S h a w 関連 サ ブ フ ァ

ミ リ ー に 属する K
+

チ ャ ネ ル で ほ ,
S 6 に 近い 位 置で 正電荷 ア ミ

ノ酸残基が 5 つ 連続する特徴的配列が認め られ る
62)

･ そ の 機 能

的意義ほ 不 明だ が , 不 活性化と の 関連 に 興味が もた れ る ･ こ の

間題 を含め K
+

チ ャ ネ ル の 構造 と畿能 と の 関連を さ らに 解明 す

るに は
l 部位指 向性変異誘発や キ メ ラ チ ャ ネ ル な どの 実験が必

要と 考え る . また
一 今後の 課題 と して

, 分子 レ ベ ル で 解明 され

た K
+

チ ャ ネ ル が , 実際の 生体内で い か な る意義を 有す るか を

明 らか に する必要 が ある .

結 論

2 種類の K
+

チ ャ ネル 遺伝 子 N G K l と N G K 2 を
,

マ ウ ス 線

維芽細胞株 B 82 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し
,
そ れ ぞれ の 遺伝 子

産物を安定 に 発現す る変異細胞株を 樹立 した , こ れ らの 細胞を

用 い て
,
N G K l お よ び N G K 2 チ ャ ネル の 単

一

チ ャ ネ ル 電流 を

測定 し
, 以下 の 結論を 得た .

1 . 単
一

チ ャ ネ ル コ ン ダ ク タ ソ ス は
,

細胞外 液 と 電極 内 の

K
+

濃度 を 5 . 4 m M と し た 細胞接 触 パ
ッ チ に お い て

,
N G K l

チ ャ ネ ル で ほ 11 p S ,
N G K 2 チ ャ ネ ル で は 1 8 p S で あ っ た ･

2 . N G K 2 チ ャ ネル の K
十

選択性は
,
N G K l チ ャ ネ ル と比 べ

て 低か っ た .

3 . 数秒間 に わ た る脱分極刺激に よ っ て
,

両 チ ャ ネ ル ほ 共に

遅い 不 活性化 を示 した . こ の 不 活性化ほ N G K 2 チ ャ ネ ル に お

い て 顕著で あ っ た .

4 . チ ャ ネル 活性化の 膜電位開催は
,
N G K 2 チ ャ ネ ル の 方が

N G K l チ ャ ネ ル よ り高か っ た . ま た チ ャ ネ ル 開状態 の 確率は
,

常 に N G K 2 チ ャ ネ ル の 方 が N G K l チ ャ ネ ル よ り低か っ た ･

5 . 両 チ ャ ネ ル の 平均閃時間ほ膜電位 に 依存 した . しか し
,

膜電位依存性 の 様式に は両 者で 相違が認 め られ た ･ N G K 2 チ ャ

ネ ル の 平均 開時間は N G K l チ ャ ネ ル よ り長か っ た .
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0 . : S tr u c t u r e of th e v olt a g e
-d e p e n d e n t p o t a s si u m c h a n n el is

highly c o n s e r v e d f r o m D r o s o p h il a t o v e r t e b r a t e c e n t r al

n er v o u s s y st e m s . E M B O J .
,
7

, 24 5 7-2 4 6 3 (1 98 8) ･

19) C h ri s ti e
,

M . J ･
,

A d e lm a n
,

J ･ P ･
,

l) o u gl a s s
,

J ･ &

N o r th ,
R . A . : E x p r e s si o n of a cl o n e d r a t b r a in p o t a s si u m

c h a n n el i n X e n o p u s o o c yt e s . S ci e n c e
,
2 44

,
2 2 1,2 2 4 ( 1 9 8 9) .

20) M c K i n n o n , D . : I s ola ti o n of a c D N A cl o n e c od i n g f o r a

p u ta tiv e s e c o n d p o t a s si u m c h a n n el i n d ic a t e s th e e xi s te n c e of

a g e n e f a mi 1y . J . B i ol . C h e m .
,
26 4

,
8 2 3 0 -8 2 3 6 (1 9 8 9) .

21) P a u l m i c hl
,

M .
,
N a s mi t h

,
P .

,
H e 11 m is s

,
R .

,
R e e d

,
K .

,

B o yl e
,

W . A . , N e rb o n n e , J . M . , P e r alt a , E . G . &

Cl a p h a m , D . E . : C l o ni n g a n d e x p r e s si o n of a r a t c a r di a c

d ela y e d r e c tifie r p o t a s si u m c h a n n el , P r o c , N a tl . A c a d . S ci .

U S A
,
88

,
78 9 2-7 8 9 5 (1 9 9 1) .

22) S t 払 m e r
,
W .

,
R u p p e r s b e r g ,

J . P .
,
S c h r 6t e r , K . H . ,

S a k m a n n
,

B .

,
S t o c k e r

,
M .

, G i e s e
,

K . P .
,

P e r s c h k e
,

A .
,

B a u m a n n
,

A . & P o n g s
,

0 . : M ole c ul a r b a si s of f u n c ti o n al

div e r sity of v olt a g e g a t e d p o t a s si u m c h a n n el s i n m a m m ali a n

b r ai n . E M B O J .
,
8

,
3 2 3 5- 3 24 4 (1 9 8 9) .

23) K i rs c h , G . E .
,
D r e w e

,
J . A .

,
V e r m a , S .

,
B r o w n

,
A .

M . & J o h o
,
R . H . : E l e c tr o p h y si ol o gi c al c h a ra c t e ri z a ti o n o f a

n e w m e m b e r of th e R C K f a m ily of r a t b r ai n K
十

c h a n n els .

F E B S L e tt リ 2 78
,
5 5-6 0 (1 9 9 1) .

2 4) S w a n s o n
,
R .

,
M a r s h a ll

,
J .

,
S m it h

,
J . F .

,
W illi a m s ,

J . B .
,

B o yl e
, M . B . , F o l a n d e r , K . , L u n e a u , C . J .

,

A n t a n a v a g e
,
J .

,
O li v a

,
C .

,
B u h r o w

,
S . A .

,
B e n n e tt

,
C .

,

S tei n
, R ･ B ･ & K a c z m a r e k

,
L . K . : C l o n i n g a n d e x p r e s si o n

Of c D N A a n d g e n o m i c cl o n e s e n c o d i n g th r e e d el a y e d

r e c tifie r p o t a s si u m c h a n n el s i n r a t b r ai n . N e u r o n
,

4
,
92 9r9 39

(1 99 0) .

2 5) L u n e a u
,
C . J .

,
W illi a m s

,
J . B .

,
M a r s h all

,
J .

,
L e v it a n

,

E ･ S ･
,
O li v a

,
C .

,
S m it h

,
J . F .

,
A n t a n a v a g e

,
J .

,
F ol a n d e r

,

K ･
, S t ei n

, R . B .
,

S w a n s o n
,

R .
,

:K a c z m a r e c
,

L . K . &

B u h r o w
･

S ･ A ･ : A lt e r n a ti v e s pli ci n g c o n trib u t e s t o K
十

C h a n n el d i v e r sity i n th e m a m m ali a n c e n t r al n e r v o u s s y st e m .

P r o c ･ N atl . A c a d . S ci . U S A
,
8 8

,
3 9 3 2- 3 9 36 (1 9 9 1) .

2 6) M c C o r m a c k
,

T .
,

V e g a
-S a e n z d e M i e r a

,
E . C . &

R u d y ･ B ･ : M ol e c u la r cl o n in g of a m e m b e r of a th ir d cla s s

Of S h a k er
hf a m ily K

+

c h a n n el g e n e i n m a m m al s ･ P r o c ･ N a tl ･

A c a d ･ S ci ･ U S A
,
8 7

,
5 2 2 7 -5 2 31 (1 99 0) .

2 7) S c h r 6 t e r
,

K - H .
,

R u p p e r s b e r g ,
J . P .

,
W u n d e r

,
F .

,

R e tti g ,
J ･

,
S t o c k e r , M . & P o n g s

,
0 . : C l o n l n g a n d

f u n c ti o n al e x p r e s si o n of a T E A- S e n Siti v e A ～ty p e p O t a S Si u m

C h a n n el f r o m r at b r ai n . F E B S L e tt
リ

2 7 8
,
2 1 1-2 1 6 (1 9 91) .

2 8) F r e c h , G . C .
,

V a n D o n g e n
,

A . M . J .
,
S c h u 5 t e r

,
G .

,

B r o w n
,
A . M . & J o h o , R . H . : A n o v el p o ta s si u m c h a n n el

W ith d el a y e d r e c tifi e r p r o p e r ti e s i s ola t e d f r o m r a t b r ain b y

e x p r e s si o n clo ni n g . N at u r e
,
3 40

,
6 4 2-6 4 5 (1 9 8 9) .

29 ) B e t s h o lt z
,
C .

,
B a u m a n n

,
A .

,
K e n n a

,
S .

,
A s h c r o f t

,
F .

M .
,

A s h c r o f t
,

S . J . H .
, B e r g g r e n

,
P - 0 .

,
G ru p e

,
A .

,

P o n g s
,
0 .

,
R o r s m a n

,
P .

,
S a n d bl o m

, J . & W e ls h , M . :

E x p r e s si o n of v olt a g e- g a te d K
十

c h a n n els i n i n s uli n- p r O d u c in g

C e11 s . F E B S L e tt . ,
26 3 , 1 21 -1 2 6 (1 9g O) .

3 0) K a m b
,

A .
,

W ei r , M . , R u d y , B .
,

V a r m u s
,

H . &

K e n y o n
,
C . : Id e n tifi c a ti o n of g e n e s f r o m p a tt e r n f o r m a ti o n

,

ty r o si n e k i n a s e
,

a n d p o t a s si u m c h a n n el f a m ili e s b y D N A

a m plifi c a ti o n . P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A .
,

8 6
,

4 3 72-4 3 76

(1 9 8 乳

31) P h ili p s o n
,

L . H .
,

H i c e
,

R . E .
,

S c h a ef e r
, K .

,

L a M e n d o l a
,
J .

,
B e ll

,
G . Ⅰ.

,
N el s o n

,
I) , J . & S t ei n e r

,
D .

F . : S e q u e n c e a n d f u n c ti o n al e x p r e s si o n i n X e n o p u s o o c yt e s

Of a h u m a n i n s uli n o m a a n d isl e t p o t a s si u m c h a n n el . P r o c .

N a tl . A c a d . S ci . U S A リ
S 8

,
5 3-5 7 (1 9 91) .

32 ) G r u p e
,

A
リ

S c h r 6 t e r
,

K . H .
,

R u p p e r s b e r g ,
J . P .

,

S t o c k e r , M . , D r e w e s
,
T .

,
B e c k h

,
S . & P o n g s

,
0 . : C l o ni n g

a n d e x p r e s si o n of a v olt a g e- g at e d p o t a s si u m c h a n n el . A

n o v el m e m b e r of th e R C K p o t a s si u m c h a n n el f a m ily . E M B O

J リ
9

,
1 74 9-1 75 6 (1 9 9 0) .

3 3) T a m k u n
,

M . M .
,

K n o th
,

K . M .
,

W a lb ri d g e
,

J . A
り

K r o e m e r , H " R o d e n , D . M . & G l o v e r
, D . M . : M o le c ul a r

Cl o n i n g a n d c h a r a c t e riz a ti o n of t w o v olt a g e-g a t e d K
+

C h a n n el c D N A s f r o m h u m a n v e n t ri cle . F A S E B J ,
,
5

,
33 1-3 3 7

(1 9 91 ) ,

3 4) C h a n d y ,
K . G . : S i m plifi e d g e n e n o m e n cla t u r e .

N a t u re
,
3 5 2

, 2 6 ( 1 9 91 ) .

3 5 ) C h ri 如i e
,

M . J .
,

N o rt h
,

R . A .
,

O s b o r n e
,

P . B .
,

D o u gl a s s
,
J . & A d el m a n

,
J . P . : H et e r o p oIy m e ri c p o t a s si u m

C h a n n els e x p r e s s e d in X e n o p u s o o c y t e s f r o m cl o n e d

s u b u nit s . N e u r o n , 2 ,
40 5- 41 1 ( 19 9 0) ,

3 6) I s a c o ff
,
E . Y .

,
J a n

,
Y . N . & J a n

,
L . Y . : E v id e n c e

f o r th e f o r m a ti o n of h e t e r o m ulti m e ri c p o t a s si u m c h a n n els in

X e n o p u s o o c yt e s . N a t u r e
.
3 4 5

,
5 3 0r 53 4 (1 9 9 0) .

3 7) R u p p e r s b e r g ,
J . P .

,
S c h r 6 t e r

,
K . H .

,
S a k m a n n

,
B

リ

S t o c k e r
,

M .
,
S e w i n g ,

S . & P o n g s
,

0 . : H e t e r o m ulti m eri c

C h a n n el s f or m e d b y r a t b r ai n p o t a s si u r n- C h a n n el p r o t ei n s .

N a t u r e
I
34 5

,
5 35- 5 3 7 (1 9 9 0) .

3 8) M a c K i n n o n , R ∴ D e t e r m in a ti o n o f th e s u b u nit st oi c hi-

o m e tr y of a v olt a g e- a Cti v at e d p o t a s si u m c h a n n el . N a t u r e
,

3 5 0
,
2 3 2-2 3 5 (1 9 91) .

3 9) T i m p e
,

L . C .
,

S c h w a r z
,

T . L .
,

T e m p el
,

B . L .
,

P a p a z i a n
,

D . M .
,
J a n

,
Y . N . & J a n

,
L . Y . : E x p r e s si o n of

f u n c ti o n al p ot a s si u m c h a n n el s f r o m S h a k e r c D N A i n

X e n o p u s o o c yt e s . N a t u r e
,
3 3 l

,
1 4 3 -1 45 (1 9 8 8) .

4 0) L e o n a r d
,

R . J .
,
K a r s c hi n

,
A .

,
J a y a s h r e e

- A i y a r
,
S .

,

D a vi d s o rl
,
N .

,
T a n o u y e

,
M . A .

,
T h o m a s

,
L .

,
T h o m a s

,
G .



3 2 8

& L e s t e r
,
H . A . : E x p r e s si o n of D r o s o p h il a S h a k e r p o t a s siu m

c h a n n el s i n m a m m ali a n c ell s i nf e c t e d w it h r e c o m bi n a n t

v e c ci ni a v ir u s . P r o c , N a tl . A c a d . S c i . U S A .
,

8 6
,

7 6 2 9-7 6 3 3

(1 9 8 9) .

41 ) K o r e n
,
G .

,
Li m a n

,
E ･

R
･ ,

L o g o t h e ti s
,

D ･ E ･
,

N a d a ト

G in a r d
,

B . & H e s s ,
P ･ : G ati n g m e c h a ni s m of a cl o n e d

p ot a s si u m c h a n n el e x pr e s s e d i n f r o g o o c y t e s a n d m a m m ali a n

c ell s . N e u r o n ,
2

,
3 9-5 1 (1 9 90) .

4 2) H a m ill
,

0 ･ P ･
,

M a r t y ,
A ･

,
N e h e r

,
E ･

,
S a k m a n n

,
B ･

& Si g w o rt h
,
F ･ J ･ : I m p r o v e d p a t c h -

Cla m p t e c h ni q u e s f o r

hi gh
-

r e S Ol u ti o n c u r r e n t r e c o r d i n g f r o m c ells a n d c e11-f r e e

m e m b r a n e p a t c h e s . P fliig e r s A r c h ･
,
3 9 1

,
8 5-1 0 0 (1 9 81) ･

4 3) Y o k o y a m a
,
S ･

,
l m o t o , K ･

,
K a w a m u r a

･
T ･

,
H i g a s hi d a

･

H .
,

l w a b e
,

N ･
,

M i y a t a
,

T ･ & N u m a
,

S ･ : P o t a s si u m

c h a n n el s f r o m N G l O 8 -1 5 n e u r o b la s t o m a- gli o r n a h y b rid c ell s ･

P ri m a r y s tr u c t u r e a n d f u n c ti o n al e x p r e s si o n f r o m c D N A s ･

F E B S L e tt .
,
2 5 9

,
3 7 - 42 (1 9 8 9) .

4 4) F u k u d a
,

K .
,

H i g a sh id a
,

H ･
,

K u b o
,

T ･ , M a e d a
,

A ･
･

A k ib a
,
Ⅰ.

,
M i sh i n a .

M ･ & N u m a
,
S ･ : S el e c ti v e c o u pli n g

w ith K
+

c u r r e n t s of m u s c a ri ni c a c e t ylc h oli n e re c e p t o r

s u b ty p e s i n N G l O 8-1 5 c e11s ･ N a t u r e ,
33 5

,
3 5 5 , 3 5 8 (1 9 88) ･

4 5) B r o w n
,

D . & H i g a s hi d a
,

H ･ : V o lt a g e- a･n d c al ci u m -

a c ti v a t e d p o t a s si u m c u r r e n t s i n m o u s e n e u r o bl a st o m a x r a t

gli o m a h y b rid c e u s . J . P h y si ol ･
,
3 97

,
1 4 9-1 6 5 (1 9 8 8) ･

4 6) B e z a n ill a
,
F . : A h ig h c a p a city d a t a r e c o r di n g d e v ic e

b a s e d o n a d i git al a u di o p r o c e s s o r a n d a vi d e o c a s s e tt e

r e c o r d e r . B i o p h y s . J .
,
4 7

,
4 3 7 - 4 41 (1 9 85) ･

4 7) R o b bi n s
,

J . & S i m
,

J . A ･ : A tr a n si e n t o u t w a rd

c u r r e n t i n N G l O 8-1 5 n e u r o bl a s t o m a X gli o m a h y b rid c e11s ･

P fliig e r s A r c h .
,
41 6

,
1 3 0-1 3 7 (1 9 9 0) ･

4 8) Q u a n d t
,

F . N . : T h r e e k in e tic all y di s ti n c t p o t a s si u m

c h a n n els i n m o u s e n e u r o bl a s t o m a c ells . J . P h y si ol ･
,

3 9 5
,

4 0 ト4 0 8 (1 9 8 8) ,

4 9) M a c K i n n o n ,
R .

,
H e g i n b o t h a r n , L ･ & A b r a m s o n

,
T ･ :

M a p pi n g th e r e c e pt o r sit e f o r c h a r y b d ot o x i n
･

a P O r eェblo c ki n g

p o t a s si u m c h a n n el i n hib ito r ･ N e u r o n
,
5

,
7 6 7 - 7 71 (1 9 9 0) ･

5 0) Y ell e n
,

G .
,

J u r r n a n
,

M . E ･
,

A b r a m s o n ,
T ･ &

M a c Iくi n n o n
,
R .

: M ut atio n s aff e c ti n g in t e r n al T E A Bl o c k a d e

id e n tif y th e p r o b a b l e p o r e-f o r m i n g r e gi o n of a K
+

c h a n n el ･

S c ie n c e ,
2 5 l

,
9 3 9 -9 4 1 (1 9 91) .

5 1) H a rt m a n n
,

H ･ A ･
,

K i r s c h , G ･ E ･
,

D r e w e
,

J . A .
,

T a gli a l a t e l a
,
M ･

,
J o h o

,
R ･ H ･ & B r o w n

,
A ･ M ･ : E x c h a n g e

o f c o n d u c ti o n p ath w a y s b e t w e e n t w o r e la t ed K
十

c h a n n els .

S ci e n c e , 2 5 l , 9 4 2 q9 4 4 (1 9 9 1) .

5 2) Y o ol ,
A . J . & S c h w a r z

,
T ･ L ･ : A lt e r a tio n of io nic

s el e c ti v ity of a K
+

c h a n n el b y m u t a ti o n of th e H 5 r e gi o n .

N a t u r e
,
3 4 9

,
7 0 0-7 0 4 (1 9 91) .

5 3) C a tt e r a 11 , W . A . : S tr u c t u r e a n d f u n c ti o n of v olta g e-

s e n siti v e io n c h a n n el s . S ci e n c e
,
2 4 2

,
5 0r6 1 (1 9 8 8) .

5 4) P a p a ヱi a n
,
D . M .

,
T i m p e , L . C ･

,
J a n

,
Y ･ N ･ & J a n

,

L . Y . : A lt e r a ti o n of v olt a g e-d e p e n d e n c e of S h a k e r p o t a s si u m

c h a n n el b y m u t a ti o n s i n th e S 4 s e q u e n c e ･ N a t u r e
,

34 9
,

3 0 5 -3 1 0 (1 9 9 1) .

5 5) L i m a n
,
E . R .

,
H e s s

,
P .

,
W e a v e r

,
F ･ & K o r e n

,
G . :

V olt a g e
-

S e n S in g r e sid u e s i n t h e S 4 r e gi o n of a m a m m ali a n

K
+

c h a n n el . N a t u r e , 35 3 , 7 5 2 - 75 6 (1 9 91 ) .

5 6) H o s h i
,

T . ,
Z a g o t t a

,
W . N ･ & A l d r ic h

,
R ･ W ･ :

B i o ph y sic al a n d m ol e c ul a r m e c h a ni s m s of S h a k er p ot a s si u m

c h a n n el i n a c ti v ati o n . S ci e n c e
,
2 5 0 , 5 33 - 5 3 8 (1 9 9 0) .

5 7) Z a g o tt a
,

W . N . , H o s hi ,
T ･ & A ld ri c h

,
R ･ W ･ :

R e s t o r a ti o n of i n a c ti v ati o n in m u t a n t s of S h a k e r p o ta s siu m

c h a n n els b y a p e p tid e d e ri v e d f r o r n S h B ･ S cie n c e , 2 50 7

5 6 8 - 5 71 (1 9 9 0) .

5 8) A r m s t r o n g ,
C . M . & B e z a nill a

,
F ･ : I n a c ti v a tio n of

th e s o d i u m c h a n n el . Ⅱ. G a ti n g c u r r e n t e x p e ri m e n ts ･ J ･ G e n ･

P h y si ol .
,
7 0 , 56 7- 5 9 0 (1 9 7 7) ･

5 9) l s a c o f f , E . Y .
,
J a n

,
Y . N . & J a n ,

L ･ Y ･ : P ut ati ve

r e c e pt o r f o r th e c y t o pl a s m i c i n a c ti v a ti o n g a t e i n th e S h ak e r

K
+
C h a n n e l , N a t u r e

,
3 5 3 , 8 6 岬 9 0 (1 9 91) .

6 0) H o s hi
,

T .
,
Z a g o t t a ,

W . N ･ & A l d r i c h
,
R ･ W ･ : T w o

T y p e s of i n a c ti v a ti o n i n S h a k e r K
+

c h a n n e ls ‥ E ff e cts of

alt e r atio n s i n th e c a rb o x y-t e r m i n al re gi o n ･ N e u r o n
,
7

,
5 杵 556

(1 9 9 1) .

6 1) V a n I) o n g e n
,

A . M . J り
F r e c h

,
G ･ C ･

,
D r e w e , J ･ A ･

一

J o h o
,

R . H . & B r o w n , A ･ M ･ : A lt e r ati o n a n d r e st o r a tio n of

K
+

c h a n n el f u n c ti o n b y d el e ti o n s at th e N- a n d C-te r m i ni ･

N e u r o n , 5 , 4 3 3-4 4 3 (1 9 9 0) .

6 2) L u n e a u
,
C .

,
W ie d m a n n

,
R ･ , S m it h

,
J ･ S ･ & W illi a m s ･

J . B . : S h a w -1ik e r at b r ai n p o t a s si u m c h a n n el c D N A
'

s wit h

di v e rg e n t 3 e n d s . F E B S L e tt ･
,
2 8 8

,
1 63-1 6 7 (1 9 91) ･
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Si n gl e C h a n n el An a ly si s of th e V olt a g e - d e p e n d e nt P ot a s si u m C h a n n el$
,
N G K l a n d N G K 2 , E x p r e s s e d i n M o u s e

Fib r o bl a st s T b ts u r o K a w am ur a
,
D ep ar t m e nt O f N e ur o s urg er y ,

S c h o ol o f M ed i ci n e
･
K an a Z a W a U ni v e r sl ty ,

K a n a z a w a

920
岬 J .

J u ヱe n M e d S ∝ ･
,
1 01

,
3 柑 ~ 3 2 9 (1 99 2)

K ey w o r d s v olt ag e -d e pe nd e n t p ot as si um C h a n n el
,
n b r o bl a st

,
tra n Sft c d o n

,
Sl n gl e c h an n el re c o rdi n g

伽 O tyP eS Of K
+

c h a m el s e x pr e s s e d i n N G l O8 - 1 5 c e11 s
･
m O uS e n e u r O bl a st o m a an d r at glio m a hy brid c ells

,
h ad b e e n id e n -

dfi ed b y m ol e c ul ar te c h niq u e ･ T h e N G K l b elo n g s t o th e S h ak e r - r el ate d s ub f a m il y an d th e N G K 2 b el o n g s t o th e S h a w - r el a t -

ed o n e . T h e N G K l an d th e N G K 2 c D N A s w e re i n d e pe nd e n tly tr an S fe cte d to th e B 8 2 m o u se a b r obl as t c ell s ･ T W o ty pe S Of

stabl y tra n sfb r m e d cl o n e s
,
e a C h e xp r e ss l n g th e N G K l an d th e N G K 2 g e n e p r o d u cts

,
W e r e e Sta blis h e d ･ E l e ct r op h y si ol o gl C al

p ro pe rh e S Of th e N G K l a n d th e N G K 2 w er e st u di ed u sin g th e s e c1 0 n e S b y si n gl e c h a n n el r e c ord i n g t e ch niq u e ･ T Yle m an n er

i n w hi ch th e c h a n n el s o pe n e d
,
W a S V Olt ag e - d e pe n d e n t ･ T h e sl o pe C O n d u c t a n c e of th e o p e n c h an n el s w as fb un d t o b e l l p S

for th e N G K I c h a 皿 el an d 1 8 pS f o r th e N G K 2 c h an n el w i th th e e x tr a c ell ul ar an d pi p e tte s ol u d o n h a vi n g a 5 ･4 m M K
+

c o n -

c en B a ti o n at 1 8 - 20 ℃ ･ T h e r e v e rs al p ot e nti al s s u g g e ste d th at b o th of th e c h ar m els w e re pr ed o m in a ntly K
'

s el e cti v e ･ I n i o n

sub sti tu ti o n e x pe n m e n tS
,
th e r e v e rs al p ot e n ti al s of th e N G K l an d d l e N G K 2 c h a n n el s c h an g e d li n e ar l y b y 5 1 m V an d 4 1

m vi re sp e c d v ely , pe r d e c a d e c h an g e in e x tr a c ell ul ar K
+

c o n c e n tr a ti o n ･ T b i s 血 di n g i n d i c at e s p o or K
十

s el e c ti vl ty O f th e

N G K 2 ch a m el s . T h e e n s e m bl e a v e r a g es of b o th c h a n n el s r e v e al e d sl o w i n ac d v a ti o n d u ri n g a l o ng p e ri o d o f d ep ol ar i z ati o n ･

I n ac ti v ati o n of th e N G K 2 c h 弧 n els w a s m or e p r o m in e n t th a n th a t o f th e N G K I c h a n n els ･ T h e a n al y sIS Of op e n - C h an n el pr ob -

abiliti e s sh o w e d th at th e N G K 2 c h a n n els r eq uir e d m o r e d ep ol a ri z ati o n fb r ac ti v ati o n th an th e N G K I c h a m el s ･ T h e pr ob abil -

ity o f th e N G K 2 c h an n el b ei n g o pe n W a S al w a y s l o w e r th a n th at o f N G K I c h a n n el ･ M e a n o pe n d m e - V Ol tag e r el ad o n s hip s o f

th e N G K l a n d th e N G K 2 c h an n el s w er e v ol tag e - d ep e n d e n t ･ T h e m an n e r Of th e d e pe n d e n c e ,
h o w e v e r

,
W a S di 触 r e nt i n e a c h

case . T h e m e an Op e n ti m e of th e N G K 2 c h an n el w as al w ay s l o n g er th an th at of th e N G K I c h a rul el i n th e 廿a n s m e m br an e

p ote nd al r a ng e of l O -5 0 m V I n th i s s t ud y , d is ti n c t el ec tr op h y si ol o gi c al c h ar a C te ri sti c s w er e fb u n d in th e N G K l an d th e

N G K 2 c h an n el s .


