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ク ロ･ マ カ リ ソ ( K
+
チ ャ ネ ル オ

ー プ ナ ー

) の

C a
2 +
チ ャ ネ ル と K

+
チ ャ ネノレに対す る作用 :

- N G l O 8 -1 5 細胞 に おける電気生理学的検討

金沢大学医学部内科学第 二 講座 (主 任 : 竹田亮祐教授)

伊 藤 裕

( 平成 4 年 1 月 8 日受付)

ク ロ マ カ リ ン ほ多く の 平滑筋組織 に お い て 筋弛緩作用を有する新 しい 種塀 の 降圧薬で ある ･ ク ロ マ カ リ ソ の 主 な 作用 部

位 は A T P 依存性 K
+

チ ャ ネ ル で あ ると考 え られ て い るが , 最近 ク ロ マ カ リ ソ が 内向き C a
2 +

電流 に 直接的に作用する 可 能性も

報告 され た .
ニ

ュ

ー

ロ ブ ラ ス ト ー マ × グ リオ
ー

マ 雑種 N G1 0 8-1 5 細胞は 2 種煩 の 膜電位依存性 C a
2 +

( T 型お よ び L 塑) 電流を

有 して い るが ,
こ の 細胞 に お い て 強 い 脱分極刺激 で 活性化 され る C a

2 +

電流の 中に 速く 不 活性化す る成分 ( N 勤 が 最近発見 さ

れ た . 本研究 で は ク ロ マ カ リ ン が どの 型の C a
2 十

電流 に 感受性 を有す るの か を 明 らか に する こ と を 目 的と して 3 種 塀 の 膜電位

依存性 C a
2 ･

電流 と K
十

電流 に 及 ぼす ク ロ マ カ リ ソ の 作用を N Gl O 8
-1 5 細胞を 用い て 検討 した ･ 50 0 FL M ク ロ マ カ リ ソ の 細胞外

液准流に よ っ て 弱い 脱 分極刺激で活性化 され る
一 過 性の C a

2 十

( T 型) 電流は22 ～ 6 6 % 抑制 され た ･ 強い 脱分極刺激 で活性化す

る持続性 の B a
2 ･

電流(L 型 C a
2 +

電 流) は29 ～ 7 3 % 抑制 された が , 強い 脱分極刺激 で 活性化 しすばやく 不活性化す る B a
2 十

電流

( N 型 C a
2 ･

電流) は ほ と ん ど影響 されな か っ た ･ T 型と L 型電 卸 こ対す る IC 50 は 共に 約1 00 jL M で 等 しか っ た ･ 上 記の 抑制作

用ほ比較的速く現れ . また 可 逆的であ っ た . 5 0 0 〟 M ク ロ マ カ リ ソ に よ り膜電位 は過分擾 しなか っ た が ,
C a
2 +
の 活動電位 の 最

大振幅ほ投与前に比べ 47 ± 6 % ( n
= 8) 減少 した . さら に ,

K
十
の 外 向きテ

ー ル カ レ ン ト(す なわ ち活動電位後退分極を形成する

電流) の 速 い 成分も同様に500 〃 M ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て45 土 6 % ( n
= 1 0) 抑制 され た ･ 以上 に よ り N G l O 8-1 5 細胞に お い て ク

ロ マ カ リ ン は T 型お よ び L 型 C a
2 +

電流 を抑制す るが ,
N 型 C a

2 十

電流を 抑制 しな い こ と が 判明 した ･ こ の 所 見は - ク ロ マ カ

リ ソ の 作用 は非特異的 で ほ なく非常 に 選択的 で ある こ と を 意味 して お り ,
ク ロ マ カ リ ン が 異な る C a

2 十

チ ャ ネ ル 分子 に 直接的

に 作用す る可 能性 が考 え られ た . こ の 結果か ら , ク ロ マ カ リ ン が 血管平滑筋弛緩をもた らす機序 の 1 つ が T 型 お よ び L 型

C a
2 十

チ ャ ネ ル を 通 る C a
2 +

流入 の 抑制で ある可 能性 が示 唆 され た .

K e y W o r d s C r o m a k ali m ,
C a
2 +
i n w a r d c u r r e n t , T -t y p e ! L- t y p e , N G l O 8

-1 5 c ell

タ ロ マ カ リ ソ ( C r o m a k ali m : B R L 3 82 2 7 : (
-

) -tr a n SM 6 - C y a n O-

3 ,4- dih yd r o- 2 ,2
-d i m et h yト4T(2

-

0 Ⅹ0
-1 - P yr r Olidi n yl)-2 H-1-b e n z o-[ b]

p y r a n
-3- 0上, L 体の み は リ マ カ リ ン とも呼ばれ る) ほ

ニ コ ラ ン ジ

ル
.
ピ ナ シ ジル な どと 共に K

+

チ ャ ネル に 作用 す る新 しい 種 煩

の 隆圧薬と して 近年開発された
1)

.
ク ロ マ カ リ ン ほ 多く の 血 管

お よ び臓器平滑掛 こお い て 著明 な筋弛緩作用を有 し, 高血 圧お

よ び 正常血 圧動物 で 末梢血管の 直接的な拡張 をもた ら し降圧作

用を示す
1 卜 3}

.
ク ロ マ カ リ ソ の 主な 作用部位 ほ K

+

チ ャ ネ ル と考

え られ て お り
2)

, そ の 作用機序 と して は 血 管平滑筋細胞膜 の

A T P 依存性 K
+
チ ャ ネ ル を 開 口す る こ とに よ り 膜電位 を過分

橡す る こ と が ラ ッ ト大動脈 ･ 門脈や
2)

,
モ ル モ ッ ト門 肝

)
･ 腸 間

膜動静脈
4)
な どの 血 管床に お い て 報告 され て い る .

しか し
, 最近に な っ て タ ロ マ カ リ ソ が膜電位の 変化を ま っ た

く 伴わ ず に C a
2 +
の 自発放電を抑制 した り

2}

∴過分極が始 ま る以

前から C a
2 十
の 活動電位を抑制 した りする な どの 報告が あり

4)

,

ク ロ マ カ リ ン に ほ K
十
チ ャ ネ ル に対 する作用に加えて それ以外

の 何 らか の 作用 機序 (お そ らく C a
2 十
チ ャ ネ ル の 抑制作用) が存

在す る こ と が 推定 され て い る . 培養神経腫瘍細胞 N G 1 0 8-1 5 に

は A T P 依存性 K
+
チ ャ ネ ル が 存在 しな い と 考え られ て い る .

した が っ て 本研究 に お い て は A T P 依存性 K
+

チ ャ ネル 以外の

チ ャ ネ ル へ の ク ロ マ カ リ ソ の 作用 を N G l O 8-1 5 細 胞 で 検討 し

た . また
一 般 に 膜電位依存性 C a

2■ト チ ャ ネ ル ほ電 気生理学的忙

丁 型 ,
N 型お よ び L 型 の 3 型 に 分燥 され る が

5)
,
こ の う ち N 塑

の C a
2 +

電流 の 存在 は血 管 な ど の 平滑筋細胞で は 認 め られ て お

らず神経系 の 細胞 に お い て の み 確認 されて い る
6)
･ N G l O 8-1 5 細

胞に お い て は最近 丁 型や L 型以外 に N 塑 C a
2 +

電流の 存在が

発見 され た十 本研究で は こ の 細胞 を用 い て ク ロ
マ カ リ ソ が ど

の 型の C a
2 十
チ ャ ネ ル に 作用す る の かを 検討 した .

材料および方法

Ⅰ . 材 料

本研究に お い て用 い た 細胞は 一 培養神経腫瘍細胞 N Gl O声-1 5

A b b r e via ti o n s : D C C , dir e ct c u r r e n t m o d e ; D H P , dih y d r o p iri di n ; D M S O , di m e t h y l s ulf o xid e ; H e p e s , N
-2

h y d r o x y e t h y l- Pip e r a di n e
- N

,

-2 - e t h a n e s ulf o nic a cid ; I C 50 , h alf i n hibitio n ･ C O n C e n t r atio n ; S E V C ･ Si n gl e ele ct r o d e

v olt a g e cl a m p ; T E A , t et r a e t h yl a m m o ni u m c hlo rid e ; T T X , t et r O d o t o xi n



ク ロ マ カ リ ソ の C a
2 +

,
K
+
チ ャ ネ ル に 対する作用

( マ ウ ス ニ ュ
ー ロ ブ ラ ス ト ー

マ ( N 1 8 T G-2) × ラ ッ ト グ リ オ ー マ

( C 6 B U-1) 雑 種細胞) で あ る . プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 (B e c t ｡ ｡

D i c k s o n , N e w J e r s e y , U S A) で 1 % ウ シ 胎 児 血 清 ( F a t al

b o vi n e s e ru m ) ( H a zle t o n , S t ･ L e n e x a , U S A ), 1 0 0 〟 M ヒ ポ キ サ

ン チ ン ( G ib c o ･ G la n d I sla n d
,
U S A ), 1 6 p M チ ミ ジ ン ( Gib c o) ,

0 ･ 2 5 m M ジ ブ チ リ ル サ イ ク リ ッ ク A M P ( ヤ マ サ 醤 胤 千葉) を

含 有す る ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 ( D ulb e c c o r n ｡ d ifi e d

E a gl e
'

s m e di u m
,
D M E M ) ( G ib c o) に お い て , C O 2 イ ン キ ュ

ベ ー

タ
ー 内で 1 0 % C O 2 を 含む 空気下 に 37 ℃ で湿 度1 00 % の 条 件で

2 ～ 3 週間培養を行 い 分化を誘導 した 細胞を使用 した . 培養中

に は培地を 2 日お きに 交換 した . プ ラ ス チ ッ ク培 養皿 の 底面全

体に は , 0 ･ 0 1 % ポ リ オ ル ニ チ ン (S ig m a , S t . L o u is , U S A ) を

15 0 m M ホ ウ酸緩衝液(p H 8 . 1) に 溶解し メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー

( M I L L E X - G S
,
M illi p o r e

,
東京) で 無菌化 した液 1 ～ 2 滴を 滴下

し塗布 した .

1 . 方法 (電気生理学的方法)

上 記の 培養 皿 と 3 M K C l を 満た した容器 とを 寒天ブ リ ッ ジに

て 電気的に 連結 した ･ さ らに 上記 の 容器中に お い た 銀 一 塩化銀

電極を介 して下記 の 増幅器に 接続 した . 催流液の 温度 を 一 定に

す るた め上 記 の 皿 を の せ た基台の 下 に ほ りめ ぐ ら した電熱線を

C r O m a k ali m 5 0 叫M

阜

47

直流電源( P S - 41 X M ･
D ai w a

･ 大 阪) に 接続 した . 濯流液温度 を

准流液中に お い た温度セ ン サ ー

プ ロ ー ブ (51 1 , Y ell o w S p ri n g s

I n s tr u m e n t
, O hi o , U S A ) と温度モ ニ タ ー (Y S I , Y ell o w S p ri n g s

I n s tr u m e n t) に よ っ て33 ～ 3 5 ℃ に 保持 した . 実験台 の 周囲を金

網張り の 衝立で さえ ぎり こ れを 接地 した ■ さらに交流様雑音 の

原因と な りうる全周辺機器〔実験台 , 倒立 顕微鏡(日 本光乳 東

京) , オ シ ロ ス コ ー プ( Ⅴ-21 2 , V C 朝 20 , 日立
, 東京) , 刺激発生

装置(D P S-1 6 5 B , ･ D ia M e d ic al S y s t e m , 東京) , マ イ ク ロ マ ニ ュ

ビ レ ー タ ー

( L eitz ･
I

G e r m a n y) , 増 幅 器 (後 述) , 記 録 計

(RJ G -41 礼 日本光電, 東京) な ど〕 を痩地 した . 准流液を 重力

に よ っ て 滴下 し, 培養皿 の 反対側か ら吸 引排除 した .

1 ･ 膜 電位 と活動電位の 測定

1 M K
'
citr a t e で 満 た した 微小 ガ ラ ス 電 極 ( Gl a s s I B B L ,

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

,
U S A ) (1 0 ～ 40 M

E2) を培養細胞に 刺入 し
, 微小電位用前置増幅器 ( D P Z -1 6 , D i a

M e di c al S y s t e m ) に て 膜 電位 を 記録 した . 静 止 膜電 位 が
~ 3 0 ～

-

6 0 m V の 細胞を 用い
, 静止 膜電位が こ れ よ り脱分極 L

て い る細胞は 除外 した ･ ホ イ ー ス ト ン ブ リ ッ ジ回 路を 内蔵 した

前置増幅掛 こて
,
5 秒間隔で0 ･ 0 5 ～ 1 . O n A の 細胞内電流通電を

0 ■ 5 秒間加 え た後 に 発生す る C a
2 +

活動電位 と活動電位後退分極

B
C O n t r O , c r o m a k a ‖m r e c o v e r y

皿 L芳心｣ , 仙
o.6 n⊥｣

岬

r l r
a b c

F ig 1 1 ･ E ff e c ts of c r o m a k ali m o n th e r e s ti n g m e m b r a n e p o t e n ti al ･ C a
2 ･

a c ti o n p ot e n ti aIs a n d s pik e af t e r h y p e r p ol a riz a ti o n s of a n
N G l O 8-1 5 c e11 ･ T h e c ell w a s p e rf u s e d wi th T ris- = C トb uff e r e d s al in e (N a C l 1 4 0 m M ･ K C 1 5 ･4 m M

,
C a C 12 1 ･8 m M , M g C 12 0 .8 m M ,

D - gl u c o s e 2 0 m M
･
T T X O ･5 p M , T ris- = C 1 2 0 m M , p = 7 ･2) pl u s l % D M S O w ith o r w ith o u t 5 00 p M , C r O m a k ali m . T h e N G l O8-1 5

C ell w a s s ti m u l a t e d b y a p pl yl n g a C O n S t a n t O ･6 n A c u r r e n t f o r O ･5 s e c e v e r y 5 s e c , a S i n d i c at e d b y th e d o w n w a r d r e c t a n g ul a r
d efl e c ti o n s ･ C a

2 +
a c ti o n p o t e n ti als (a n o d e b r e a k s pik e s) w e r e e v o k e d a t th e c e s s ati o n of c u r r e n t s ti m ul a ti o n ･ T h e p ot e n ti al s

W e r e l e d off th r o u g h a n i m p al e d mi c r o eI e c tr o d e (fill e d w ith l M K 十 citr a t e
, 1 0 M E2 ) u si n g a c o n v e n ti o n al c u r r e n t - Cl a m p r e c o r di n g

m e th o d ･ A m plifi c a ti o n w a s s a t u r a t e d d u ri n g h y p e r p ol a riz a ti o n b y e x t ri n si c c u r r e n t ･ U p w a r d a n d d o w n w a r d a r r o w s i n A
in di c a t e

,
r e S p e C ti v ely ･ th e o n s e t a n d w a s h o u t of 5 0 0 〃 M c r o m a k ali m t N o t e th a t th e r e sti n g m e m b r a n e p o t e n ti al w a s d e p ol a riz e d

Slig h tIy a n d th e C a
2 +
a c tio n p o t e n ti als w e r e s u p p r e s s ed b y 5 0 0 〟 M c r o m a k al i m ･ T h e : a m plit u d e of th e C a

ヱ+

a c ti o n p o t e n ti al s
b e g a n t o d e c r e a s e w ith a l a t e n c y of l ･6 m i n

･
a n d d e c r e a s e d t o a mi ni m u m a t 6 ･7 m in a ft e r th e o n s e t of c r o m ak ali m . T h e

tr a c e s i n･ B a r e ty pi c al e x a m pl e s of t h e C a
2 ･
a c ti o n p o t e n ti al ( i ) a n d th e s pik e af t e r h y p e r p ol a ri z a ti o n (ii ) o n a n e x p a n d e d ti m e

S C al e i n th e a b s e n c e of c r o m a k ali m (a) , a t 7 mi n a f te r th e o n s e t o f 5 0 0 〟 M c r o m a k ali h (b) a n d a t l O m i n aft e r w a s h o u t t( c) .N o t e th a t c r o m a k ali m p a r ti a " y a n d r e v e r sibl y s u p p r e s s e d th e C a
2 +
a cti o n p ot e n ti al a n d th e s pik e af t e rh yp e r p ol a ri z ati o n . T T a C e S

O b t a in e d
･
b ef o r e (○主a n d d u ri n g (○) th e a d d iti o n o f 5 0 0 p M c r o m a k ali m ･ a r e s u p e ri m p o s e d i n C ,
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を記録 した ∴ 細胞外液を ト リ ス 塩酸緩衝液 (T ris - H C L b uff e r e d

s alin e) 〔N a C l 1 4 0 m M , K C 1 5 . 4 m M
,
C a C 1 2 1 . 8 m M

,
M g C l2 0 . 8

m M
,
D - グ ル コ ー ス 2 0 m M

,
テ ト ロ ド トキ シ ン (T T X ) ( 三 共,

東 京) 0 . 5 jL M , T ri s
-h yd r o x y m e th yl

-

a m i n o m e th a n e ( T ris)- H C l

(S ig m a) 2 0 m M , P H 7 . 2〕で 潅流 した . 微小ガ ラ ス 電擾 の 作製に

は
｣ 微小電極製作故 (成茂 , 東京) を 用い た .

2 . 膜電流の 測定

微 小 電 流増 幅 器 ( A x o cl a m p -2 A , A x o n I n s tr u m e n t s .

B u rl in g a m e , U S A ) を用 い て 単電極膜電位固定法 に よ っ て膜 電

流を測定 した . N G l O 8-1 5 細胞 の 外液を ト リ ス 塩酸緩衝液 (同

上) で潅 流 し た 状 態 で ,
l M K

+

citr a t e で 満 た した 抵抗約

10 M Q の 微小 ガ ラ ス 電擾を 細胞 に 刺入 して T 型 C a
2 +

電流 と

K
十

電流を 測定 した . まず , 電極を 細胞に刺入 し, ブ リ ッ ジ モ
ー

ドで細胞内電位を記録 し, 0 . 1 n A
,
1 0 ミ リ秒の 刺激 を 10 H z で

繰 り返 し与え ブリ ッ ジバ ラ ン ス を合 わせ た , つ い で ダイ レ ク ト

カ レ ン ト モ
ー ド(d ir e c t c u r r e n t m od e , D C C) に て矩形波電圧を

入 力 し出力波形が 可 及的に 矩形波 に近似す るよ うに 上 記の 微小

電流増幅器 に 内蔵す る帰還 回路の 電気容量を加減 した . 次 に シ

ン グル エ レ ク ト ロ
ー

ド ボ ル テ
ー

ジ ク ラ ン プ (si n gl e el e c tr o d e

v olt a g e cl a m p , S E V C)
･t -

ドで デ ィ ス コ ソ テ ィ ニ ュ ア ス ク ラ

ン プに し( ス イ ッ チ モ ー ド: 2
～ 6 H z) , 上 記の 増幅器に 内蔵 の

ス テ ッ プ コ マ ン ドも ボ ル テ ー ジ コ マ ン ド モ ー ド に 切 り替 え

20 m V の ス テ ッ プで 頻回刺激 し , 増 幅器 の 利 得 を 上 げ て い っ

;
∈
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s ti r n u l u s i n t e n si t y ( n A)

F i g . 2 . A m plit u d e s of th e C a
2 +
a c ti o n p o t e n ti al s

` ( a n o d e

b r e a k s pik e s) a s a f u n c ti o n o f s ti m u l u s c u r r e n t i n t e n sit y i n

th e a b s e n c e of c r o m ak ali m ( ●) , a t 7 ～ 1 0 m i n aft e r th e

O n S e t Of l O O JL M ( ▲) a n d 50 0 FL M (○) c r o m a k ali m . T h e

a c ti o n p o t e n ti al s w e r e e v o k e d af t e r a p plyi n g a c u r r e n t of

O .0 5 ～ 1 .O n A f o r O .5 s e c . N ot e th a.
t th e p e a k o f th e a c tio n

p o t e n ti al s w a s d e p r e s s e d 4 7 土6 % ( n = 8) b y 5 0 0 FE M

C r O m a k aIi m a n d 2 0 士6 % (n = = 3) b y 1 0 0 FL M c r o m a k a.1i m .

た . ホ
ー

ル デ ィ ソ グポ ジ シ ョ ン を調節 し膜電位を
- 80 m V に 保

持 し
,
0 . 3 秒 の ス テ ッ プ を + 1 0 m V ず つ 増 加 しな が ら加え て ゆ

くと T 型 C a
2 十

電流 が現れ た ,

N 塾お よ び L 型 C a
2 +

電流 の 測定に は ホ ー ル セ ル バ ッ チ ク ラ

ン プ法を 用い た . N 塾お よ び L 型 チ ャ ネ ル で は B a
之+
を 主 な

キ ャ リ ア
ー とする の で B a

2 +

を 含 む次 の 様な取成 の 細胞外液

〔B a C l2 5 0 m M , N a C1 3 0 m M , M g C l2 1 m M , C s C 1 5 m M , D
-

グ ル

コ ー

ス 2 0 m M
, 塩化テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (t e tr a e th yl a m -

m o ni u m c hl o rid e
,
T E A ) ( ナ カ ラ イ テ ス ク , 京 都) 20 m M ,

T T X O . 1 FL M , N
-2 h y d r o x y e th ylT pi p e r a zi n e

- N
'

-2 - e th a n e

s ulf o ni c a cid ( H e pe S) (Si g m a) 1 0 m M 〕 で 潅流 し , そ の p H ほ

7 . 2 で あ っ た ,

パ
ッ チ ガ ラ ス 電極 ( G l . 5 , 成茂) を 2 段 プ ラ ー

(成茂) で 引い て作製 し , 次 に 示 す組成の 溶液 〔C s C l 1 5 0 m M ,

M g C1 2 1 m M , e th yl e n e gly c ol-b i s
-( β -

a m in o e th yl e th e r) N ,

N
'

- te t r a a C e ti c a cid ( E G T A ) ( Si g m a) 1 0 m M , A T P (S i g m a)

1 m M , H e p e s l O m M , p H 7 . 3〕 で 満た した . まず ,
ブ リ ッ ジモ ー

ドで 電極 の 電気抵抗を モ ニ タ
ー

しな がら
,
電極を 細胞膜 に接触

した さ い の 電気抵抗の 上 昇を観察 した後 に1 . O H z , 1 0 ミ リ 秒 ,

0 . 1 n A の 電気 刺激 を与 え , 吸 引 に よ り電極の 電気抵抗が 1 G Q

以上 に上 昇す るの を 待 ち , さ らに 吸引す る と電気抵抗が突然減

少 した . 次 に ,
D C C モ

ー

ドに 切 り替えモ ニ タ
ー

電圧が 矩形波状

と な る ま で帰還回路の 電気容量を 上 げ
,
S E V C モ

ー

ドに 切 り替

え D C ク ラ ン プに して 20 m V , 1 0 ミ リ秒 ,
1 0 H z の 電気刺激 を

加え , 帰還回 路 の 電気容量を最小に しな がら増幅器 の 利得を 上

げた . 膜電位 を - 8 0 m V に 保持 し, + 4 0 ～ + 1 5 0 m V の 1 秒の

ス テ ッ プ パ ル ス を 加え る と L 型と N 型 C a
2 十

電流が 得 られた .

ク ロ マ カ リ ソ を1 0 0 % ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e th yl

s u lf o x id e
,
D M S O) (和光純薬 ,

大阪) に溶解 し, 5 0 m M の 濃度で

保存 し , 使用 の 際 に 各実験 に 使用す る緩衝液 で希釈 した . 1 %

の D M S O を 加え前記 の 方法で33 ～ 3 5 ℃ に 保 っ た上 記 の 緩衝液

で 細胞を潅流 し, 本研 究 に お け る 試験薬剤 ( ク ロ マ カ リ ン ,

T E A ) を 含む 溶液もそ れ ら の 薬剤を 含ま な い 緩衝液 と同様の 経

路 で 准流 した ∴ 溶媒 の 影響 を除外す るた め , 0 . 1 % エ タ ノ ー ル

溶液中に ク ロ マ カ リ ン を溶解 し同様の 実験を行 っ た が ,
こ れ ら

の 2 種の 溶媒 の 間で は ク ロ マ カ リ ン の 作 用 に 差は 認め ら れ な

か っ た . ク ロ マ カ リ ン は ス ミ ス ク ラ イ ン ･ ビ ー チ ャ ム 製 薬

(L o n d o n , U K ) か らの 好意 に よ り入 手 した .

成 績

Ⅰ . 静止膜電位 ,
C a
2 +

活動電位 お よび活動電位後過分極 に対

す る作用

ク ロ マ カ リ ン 10 0 ～ 5 0 0 /∠ M の N G l O 8
-1 5 細胞 へ の 投 与 に

よ っ て
,
図1 A に 示 すよ う に 静止膜電位は変化 しな い か む し ろ

わ ずか に 脱分極す る傾向を 示 し( n = 1 5 細胞) , 過分極す る細胞

は な か っ た . しか し
,
過 分極刺激 の 中止 に よ り 誘発 さ れ る

C a
2 十
の 活動電位( off s pik e) の 最大振幅 は膜電位 の 脱分極 を伴 い

著明に 抑制 され た( 図1 A) . そ の 抑制作用は ク ロ マ カ リ ン 投与中

一

定 に持続 し , 投与中止 に より 可逆的 に 元に 復 し た (図I B と

C) . C a
2+

活動電位に対す る ク ロ マ カ リ ソ の 抑制作用 の 発現ほ迅

速 で
,
濯流回 路中を溶液が流れ るの に要す る時間 (1 . 6 分) を考

慮する と ほ ぼ数秒の うち に 抑制 し始 め , 最大抑制は薬剤濯流開

始後6 . 7 士1 . 0 分 ( n = 7) で得 られた .

図2 は C a
2 +

活動電位誘発の た め に 与 えた 過分棟刺激 の 強 さ

( n A) とそ れ に よ っ て 生ず る C a
鈷

活動電位 の最大振幅 との 関係



ク ロ マ カ リ ソ の C a
れ

,
E
ヰ

チ ャ ネ ル に 対す る作用

を示 す ･ ク ロ マ カ リ ン 50 0 〟 M 存在下で は C a
2 +

活動電位の 最大

振幅は べ ヒ ク ル ( D M S O) 存在下の コ ン ト ロ ー

ル よ り 平均4 7 土

6 タ= n = 即 減少 した が , ク ロ マ カ リ ン 10 0 〃 M で ほ20 士 6 %

(n = 3) の 減少 に と どま り
,
ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用ほ用量依存

性で あ っ た .

さ らPこ
, 活動電位後退分極 ( s pik e aft e rh y p e r p ol a ri z a ti o n ) も

ま た ク ロ マ カ リ ン に よ っ て 可逆 的に 抑制 され た (図1 C) .

そ こ で以下 で は 膜電位固定法 に て C a 2 十 と K
十

の 全細胸膜電流

を測定 し, そ れ ぞれ の イ オ ン 電流 に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 作用

を 調べ た .

Ⅱ . C a
2 +

電流 に対す る作用

ク ロ マ カ リ ン の C a
2 十

チ ャ ネ ル に 対す る 抑制作用 を 3 種類

(T 軋 N 塾お よび L 型) の 膜電位依存性 C a 2 ･ 電流 に つ い て 検

討 した .

1 ･ T 型 C a
2 +

電流に 対す る作用

C O nt r 0l c r o n T a b li m

5 0叫 M
r e C O V e ry
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F ig , 3 ･ E ff e c ts of c r o m a k al i m o n l o w- th r e s h old t r a n si e n t
C a
2 i
c u r r e n t s i n a n N G l O 8-1 5 c ell ･ M e m b r a n e c u r r e n ts

W e r e m e a s u r e d b y a di s c o n ti n u o u s s l n gl e- el e c tr o d e
V Olt a g e- Cl a m p t e c h niq u e w ith th e A x o cl a m p-2 A a m plifi e r
i n a s w it c h i n g m o d e o p e r a t in g a t 2 ～ 6 k H z . M e m b r a n e
C u r r e n ts w e r e l e d off th r o u g h sh a r p mi c r o el e c tr o d e s (fill e d
W ith l M K

+
cit r a t e

･
1 0 M E2 ) b y i m p ali n g c e11 s s o a k e d i n

T ris - H C トb uff e r e d s ali n e ･ U p p e r m o s t tr a c e ‥ 0 ･3 s e c s t e p
p ul s e s of - 6 0

･

-

4 0
･ - 2 0 a n d O m V f r o m a h oldi n g

p o t e n ti al of - 8 0 m V ･ L o w e r f o u r tr a c e s : i n w a r d C a
2 +

C u r r e n ts e v o k ed b y th e v olt a g e s t e p s in di c a t e d a t th e
b e gi n n l n g Of th e c u r r e n t t r a c e s f r o m - 8 0 m V i n th e
a b s e n c e o f c r o m a k ali m (1 e ft) , a t 7 ～ 1 0 mi n af t e r th e o n s e t
Of 5 0 0 FL M c r o m a k ali m ( c e n t e r) a n d at l O mi n af t e r
W a s h o u t ( ri g h t) ･ N o t e th at 5 0 0 〟 M c r o m a k ali m c a u s e d a
r e V e r Sibl e d e c r e a s e i n th e i n w a rd c u r r e n t of 4 2 士5 %
( n = = 1 0) ･ a S W ell a s i n th e o u t w a r d c u r r e n t , C r o m a k al i m
a tt e n u a t e d th e ;tr a n Si e n t i n w a r d C a

2 +

c u r r e n t a t e a c h
t e s t e d p o t e n ti al .

49

典型例を 図3 に 示 す･ 細胞 に は 0 ･ 5 〟 M の T T X の 存在 下に
- 80 m V の 固定膜電位か ら各膜電位 へ 0 ･ 3 秒 の 脱分極刺激 が加

え られ て い る ･ + 3 0 m V 以上 の 脱分極刺激に よ っ て ､

,

一

過性で

速や か に 不 活性化す る内向き電流 ( T 型 C a
2 ･

電流) が 発生 し
,

それ に 引き つ づ い て 持続性 の 外向き電流 (遅延整流 K
十

電 流 お

よ び C a
2 +

依存性E
+

電流) が 現れ た t ク ロ マ カ リ ン 5 0 0 〃 M 投

与に よ り こ の T 型 C a 2 十 電流は42 士 5 % ( n = 1 0) 減少 し , そ れ

C O nt r Ol C r O m a k ali m
5 0 叫 M

re C O V e ry

亮なm v 芦 _戸 萱 草
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F i g ･ 4 ･ E Lf e ct s of c r o m a k ali m o n h ig h- th r e sh old C a
2 ･

C u r r e n t S i n a n N G l O 8-1 5 c e11 ･ T h e p a t c h v olt a g e- Cl a m p
t e c h n iq u e w a s u s e d t o r e c o r d t h e hi g h-th r e s h old C a

2 ･

( N-
a n d しIik e) c u r r e n t s , wi th B a

2 十
a s a c h a r g e c a r ri e r i o n i n

a n e x t r a c e11 u la r s ol u ti o n of th e f oIl o w i n g c o m p o siti o n :
B a C 1 2 5 0 m M

･
N a C 1 3 0 m M

I
M g CI 2 1 rn M

,
C s C1 5 m M

,

D- gl u c o s e 2 0 m M
･
T E A 2 0 m M

･
T T X O ･1 J} M , H e p e s

l O m M
】 P H 7 ･2 4 ･ T h e p a t c h el e c t r o d e s c o n t ai n ed a s ol u ti o n

Of th e f oll o w l n g C O m p O Siti o n ‥ C s C l 1 5 0 r n M
,
M g C l2 1 m M ,

E G T A l O m M
･ A T P l m M

･
= e p e s 1 0 m M ･ p = 7 ･3 ■ U p p e r-

m O S t tr a c e ‥ 1 s e c st e p p ul s e s of - 2 0 , 0 , 2 0 a n d 4 0 m V
f r o m a h old i n g p o t e n ti al o f - 8 0 m V ･ L o w e r f o u r tr a c e s :
B a
2 十
c u r r e n t s e v o k e d b y v olt a g e st e p s in di c at e d a t th e

b e gi n n ln g Of th e c u r r e n t t r a c e s f r o m - 8 0 m V i n th e
a b s e n c e of c r o m a k a li m (1 ef t), a t 7 ～ 1 0 mi n af t e r th e o n s e t
Of 5 0 0 p M c r o m a k ali m ( c e n t e r) a n d a t l O mi n af t e r
W a Sh o u t ( ri g h t) ･ I n a h yb rid c ell d e p ola ri z e d to + 20 m V

,

th is c u rr e n t w a s a t a m a x i m u m i m m e di a t el y a ft e r a
V Olt a g e s t e p (th e N qlik e c u r r e n t) a n d d e c r e a s e d p r o g r e s siT
V el y th e r e af te r

,
a n d th e l o n g

-l a s ti n g c u r r e n t p e r sis t e d a t
th e e n d of th e l s e c d e p ol a ri zi n g s te p (th e しIik e c u rr e n t) .
N o t e th at 5 0 0 〟 M c r o m a k ali m r e d u c ed r e v e r sibl y th e
l o n g

Al a s ti n g c u r r e n t b y 5 5 士4 % ( n = 1 2), alth o u g h it h a d
littl e o r n o e ff e c t o n th e p e a k c u r r e n t e v o k e d b y a n y
t e st e d c o m m a n d p o t e n ti al .



5 0

と ともに 外向き電流も減少 L た . こ の
一

過性 C a
2 十

内 向き電流

に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用 は図3 か らプ ロ ッ ト した電流

一 電圧関係曲線か ら判断す ると
,
ス テ ッ プ パ ル ス を 加え た すべ

て の 膜電位( - 6 0 ～ - 1 0 m V ) に お い て 認め られ
,
そ の 作用は 可

逆的であ っ た (文献 8 の 図 1 参照) . また
,
こ の 作用ほ 用量依存

性であり , h alf i n hib iti o n c o n c e n tr a ti o n (I C 5｡) は 1 0 3 ± 4 FL M

( n = 4) で あ っ た .

2 . L 型 , N 型 C a
2 +

電流 に 対す る作用

N Gl O 8 - 1 5 細胞 で ほ 50 m M B a Cl2 溶液で 潅流 した 状態で細胞

に 強い 脱分極刺激 を加え る こ と に よ り ,
B a
2 十

を イ オ ン キ ャ リ

ア ー

と する 特徴ある高閲値 C a
2 +

電流が 記録 され る . 雑種細胞

1 .0
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-

h
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⊂
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-8 0 - 4 0

仙80∴

- 8 0 nl V -

4 0

h old i n g p o t e n tia l

F ig . 5 . N o r m ali z e d st e a d y
-

St a t e i n a c ti v a ti o n c u r v e s f o r 3

C O m P O n e n t S Of C a
2 +

c u r r e n t s c o n s t ru C t e d i n th e a b s e n c e of

c r o m a k ali m ( ●) a n d a t 7 ～ 1 0 mi n af t e r th e o n s e t of 5 0 0 FL

M c r o m ak ali m ( ○) . T h e g r a p h s h o w s T
-1ik e C a

2 十
とu r r e n t s

(u p p e r) , N -1ik e ( m id dl e) o r L ,1ik e (l o w e r) B a
2 +
c u r r e n t s .

S t e a d y
-

S t a t e i n a c ti v a ti o n c u r v e s o b t ai n e d b y m e a s u r l n g

C a
2 +
a n d B a

2 +
c u rr e n t s at c o n s t a n t c o m m a n d p o t e n ti al s

( - 4 0 m V a n d O m V ) fr o m dif f e r e n t h ol di n g p o t e n tial s

( n = 3 , e a C h) w e r e n o r m al iz e d . N o t e th a t th e c u r v e s i n th e

a b s e n c e a n d p r e s e n c e o f c r o m a k ali m w e r e al m o s t id e n ti c
-

al .

の 膜電位を - 8 0 m V に 保持 した 状態か ら
-

2 0 ～ + 4 0 m V 付近

へ 脱分極刺激を加え た 際に , 図4 に 示す よう に 立 ち上 が りの 速

い
一

過性の 内向き ト ラ ン ジ ェ ン ト (N 型) 電流が 流れ , 引き つ づ

き こ れ が 速や か に 不 活性化 され 1 秒後に は持続性 の (L 型) 電

流 の み が 残 され た . 不 活性化の 程度は細胞間で か な り異な っ た

が 1 秒後 に は 上 記の
一

過性 の 内 向き N 型 電流 の 5 8 土 5 %

( n = 2 5) に まで 不 活性化 した .

ク ロ マ カ リ ン 50 0 〃 M 投与に よ り ,
1 秒刺激 の 最後 の 振幅 で

み る持続性 の L 型電流 は 可 逆的に ク ロ マ カ リ ン 投与前の 5 5 土

4 % ( n = 1 2) 減少 した が ,

一 過性 の N 型 ピ ー ク 電流は ほ と ん ど

も しく は全く抑制 され なか っ た ( 図4 ) . 図 4 や 文献 8 の 図2 の

よ う に
-

8 0 m V の 膜電位か ら各膜電位に 各々 1 秒 間 の 脱 分極

刺激 を加 え た際 の L 型 お よ び N 型電流か ら プ ロ ッ ト した電流

一 電圧関係曲線 か ら判断す る と ,
L 型電流 に 対す る ク ロ マ カ リ

ン の 抑制作用 は 刺激電圧依存性 で最大抑制 ほ 0 ～ + 4 0 m V に 脱

分極 した 際に 得 られ
,
そ の 作 用 は 用量依存性 で あり IC 5｡ は1 0 2

F ig . 6 . E ff e c ts of c r o m a k ali m o n o u t w a r d s t a il c u r r e n t s

e v o k e d a t th e c e s s ati o n of a O .3 s e c d e p ol a r l Z l n g V Olt a g e

S t e P t O O m V (V c) f r o m v a ri o u s h oId i n g p o t e n ti al s ( V h) .

O u t w a rd t ail c u r r e n ts w e r e o b t ai n e d i n th e a b s e n c e of

C r O m ak ali m (2 n d r o w ) a n d a t 7 ん1 0 m i n af t e r th e o n s e t of

5 0 0 F L M c r o m a k ali m (3 r d r o w ) u n d e r th e s a m e c o n d iti o n s

a s in F ig . 3 . T h e d e p ol a rl Z l n g p r e
-

P u l s e i n d u c e d a n i n w a r d

C a
2 +

c u r r e n t f oll o w ed b y a n o u t w a r d c u r r e n t . T h e s e

C u r r e n t S W e r e h i g h e r th a n c o uld b e m e a s u r e d o n th e

a m plifi c a ti o n s et ti n g s c a l e . N o te th a t 5 0 0 FL M c r o m a k ali m

S u p p r e S S e d b y 45 士6 % ( n = 1 0) th e p e a k a m plit u d e of th e

O u t W a r d t ail c u r r e n t . T h e l o w e r g r a ph s h o w s th e

r el a ti o n s hi p b e t w e e n th e p e a k a m plit u d e s of th e o u t w a r d

t ail c u r r e n t s a n d th e p o s t
-

p ul s e p o t e n ti al s . T h e s e c u r r e n ts

r e v e r s e d a t p o s トp u l s e p o t e n ti al岳 of a b o u t
- 9 0 m V b ef o r e

( ●) a n 4
- 8 5 m V d u ri n g ( ○) th e a d diti o n of 5 0 0 FL M

c r o m a k ali m . N o t e th a t c r o m a k ali m d id n o t alt e r th e

r e v e r s al p o t e n ti al .



ク ロ マ カ リ ン の C a
2 十

,
K
十
チ ャ ネ ル に 対す る作用

士 5 ノJ M ( n = 4) で あ っ た .

一 方 , N 型電 流 は - 3 0 ～ + 5 0 m V

の 範 囲の い か な る 刺激電圧を加え て も ク ロ マ カ リ ン で は 抑制さ

れ なか っ た .

3 . C a
2 +

電流に 対する作用動態 に つ い て の 検討

さ らに ,
N G l O 8 -1 5 細胞の 3 種 類の 膜電位依存性 C a

2 +

電流 の

s te a d y
-

S t a t e 不 活性化動態 を調 べ た . 各 々 異な る膜電位 か ら

T 型電流で は M 4 0 m V へ 脱分極刺激 を加 え た 際 の C a
2 +

電 流

を , N 塾お よ び L 型電流で ほ O m V へ 脱分極刺激を加 え た際の

B a
2 +

電流を 測定 した (各 々･ n = 3) . 5 0 0 ノノ M ク ロ マ カ リ ン に よ る

T 型電流 の 抑制は固定膜電位 が - 7 0 m V よ り負に ある状態 で

は 明らか と な り , L 型電流 の 抑制 は - 1 0 m V よ り負 で明 らか と

な っ た (文献 8 の 図 3 参照) .

一

方 ,
N 型電流 の 不 活性化曲線 は

ク ロ マ カ リ ン 投与 に よ っ て変 化 しな か っ た . と こ ろが , 各々 求

めた 不 活性化曲線 を標準化 した と こ ろ
, 囲5 に 示 すよ う に 不 活

A o m v

- 4 0 m V

丁
● t - ■

● - ■

● O C O n tr 0l

【 ･ ..
0 .5 s e c

O m V

ー …

r e C O V e ry
O c r o m a k a Ji m

5 00
〃
M

● c o n tr o l
‥ `

r e C O V e r y

O T E A 2 0 m M

F ig ･ 7 ･ E ff e c ts of c r o m a k ali m o n th e t w o c o m p o n e n t s of t h e
C a
2 十
a c ti v at e d t ail c u r r e n t s : th e f a s t c o m p o n e n t w hi c h i s

C O m p o n e n t r e m ai n e d u n c h a rl g e d .

B

a

b

5 1

性化曲線は ク ロ マ カ リ ン の 有無 に よ り は と ん ど変化 し な か っ

た ･ こ の こ と は ,
ク ロ マ カ リ ン は T 型お よび L 型電流 の カ イ

ネ テ イ ク ス を変え ずに 最大振幅の み を減ず る ように 抑制 し てい

る こ と を 示唆す るt

Ⅲ ･
C a
ま+

依存性 K
+

電流に 及ぼ す影響

脱分極刺激を 止 め る と , そ れ ま で 流れ て い た 外向き電流 が

い っ た ん途切れ
,

一

瞬の ア ー チ フ ァ ク ト電流 の の ち , ふ た た び

外向き電流が流れ る ■ 後者の 外向き電流が テ ー ル カ レ ン ト と呼

ば れ これ に は 速く現れ速く減衰する成分(f a st) と ゆ っ く り減

衰す る成分 (sl o w ) が ある . 各 々 Big K
寸

お よ び S m all K
+
と呼

ばれ る 2 種類の C a
2 +

依存性 K
+

電流に よ り形成 され て い る こ と

が 判明 して い る (文献 9 の 図 2 参照) .

図 6 に 各固定膜電位か ら O m V へ の 脱分極刺激 を0 . 3 秒で 中

止 した 後に発生する テ ー ル カ レ ン ト の ピ
ー
ー ク 値を グ ラ フ で 示
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す . テ ー ル カ レ ン ト は ク ロ マ カ リ ソ 50 0 〃 M 投 与 に よ り45 ±

6 % ( n = 1 0) 抑制 され た . しか し, こ の 電流が K
+

イ オ ン の 透

過性 に よ る こ とを 示す反転電位 は ほ と んど変化 しな
か っ た ( ク

ロ マ カ リ ン 投与前 90 ±5 m V , ク ロ マ カ リ ン 投与後 85 ±5 m V ) ･

さ らに ,
テ ー ル カ レ ン † に 対す る抑制作脚こ つ い て ,

ク ロ マ カ

リ ソ と T E A と を 比較 した ( 因7) . 図7 A に 示 す よ う に ,
5 0 0

FL M ク
ロ マ カ リ ン ( a) や 20 m M T E A (b) で は テ

ー ル カ レ ン ト

の 速い 成分 は抑制 され , 遅 い 成分は 残 っ た ･ 図 7 B に 不 活性化

の 時間経過 を示す. 速 い 成分 の 不 活性化 は遅延化 した が 遅い 成

分の 不 括性化は影響 され なか っ た ■ また
,
こ の 作用ほ 薬剤 の 投

与中止に よ り可 逆的に元 に 戻 っ た ･

考 察

Ⅰ . N G l O 8 - 1 5 細胞 の特徴 : イ オン チ ャ ネル の 特異的発現

ニ ュ
ー ロ ブ ラ ス ト マ (神経芽細胞腫) C 1 3 0 0 は ,

1 9 40 年 に 米

国 ジ ャ ク ソ ン 研究所 の A/J
マ ウ ス 腹腔内に発見 さ れ た 原発性

の 交感神経節の 腫瘍 で ある
1 0 ト 12)

･
こ の 腫瘍細胞 は生体内 ( マ ウ

ス → マ ウ ス) の 移殖に よ り維持され ,
1 9 68 年 に 組織培養 に 移 さ

れ長い 突起
10)l l )
と興奮性 の 膜

l 綱
を もつ な どの 神経細胞様 の 性質

を有する こ と が 明 らか とな っ た . さ らに この 細胞は コ リ ン ア セ

チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼや タ イ P シ ソ

ハ イ ド ロ キ シ ラ
ー ゼ 活性

を有する点
14}1 5 )
か ら , 生化学的 に も神経細胞機能 を備 え て い る

こ と が示 され
,
神経機能研究の モ デ ル と して 広く用い られ る よ

ぅ に な っ た . これ らの 培養細胞神経伝達物質合成酵素活性の 面

か ら コ リ ソ 軋 ア ド レ ナ リ ン 性 ,
セ ロ ト ニ ソ 性 , 無活性型な ど

の ク ロ
ー

ン 細胞
18) 川1 6) 1 7)
が 確立 され た ･

そ の 軋 米国 NIH の N ir e n b e r g 研究室 で は ,
ニ
ュ

ー

ロ ブ ラ

ス ト マ N 1 8
17)
の ヒ ポ キ サ ン チ ン

･ グア ニ ン
･ ホ ス ホ リ ボ シ ル

ー ラ ソ ス フ エ ラ
ー ゼ 活性 を欠く変異株 N1 8 T G-2 ( チ オ グ ア

ニ ン

抵抗性) 細胞
13}
と他 の 種 々 の 細胞 を セ ソ ダイ ウイ ル ス を 利 用 し

て 細胞融合 した雑種細胞を作 りだ し, 神経機能発現
の 遺伝的解

析 に 使用 した
13)1 8 )1 g)

. 今 臥 著者 が 用 い た 培養神経腫瘍細胞

N G l O 8-1 5 ほそ の 中の 1 つ で あり , N 1 8 T G-
2 細胞 と ラ ッ ト グ

リ オ
ー マ C 6 B U -1 ( チ ミ ジ ン キ ナ

ー ゼ 欠 乱 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ

リ ジ ン 抵抗株)
抑
と の 雑 種細胞 で あ る ･ こ の 細胞 は両親細胞由来

の マ ウス と ラ ッ ト両方の 染色休約1 42 本を有 し約 4 倍 体 で あ る

た めか , 何代もの 継代培養申そ の 生理 的, 薬理 的諸性質
が比較

的安定 して発現 して い る こ と か ら
21)

,
シ ナ プ ス 形成 の 様 な 細胞

間認識過程や神経活動 の 分子 レ
ベ ル で の 解析な どの 研究に すぐ

れた 材料と して 注目 され て い る ･

N G l O 8
-1 5 細胞ほ 未分化 な状態ですで に ア セ チ ル

コ リ ン
,
セ

ロ ヤ ニ ン , ド
ー パ ミ ン

,
ブ ラ ジ キ ニ ン

,
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ な

どに 反応 し, それ らの 反応は 細胞が発現 して い る各
々 の 受容体

に よ っ て 媒介さ れ て い る と考えられ て い る
2 2) 瑚

･
こ の 細胞 が 持

っ と され る受容体 に は ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ
ル コ リ ソ m 4 タ イ

プ
騨 }

,
ア ドレ ナ リ ソ 性 α 2 タ イ プ , セ ロ ト ニ ソ 5 H T 3 タ イ プ ,

オ

ビ ュ ー

ト ∂受容 軋 ド
ー パ ミ ン

,
ブ ラ ジ キ ニ ゾ

l)
,
ア ン ジ オ テ

ン シ ソ Ⅱ , ニ ュ
ー

ロ テ ン シ ソ , ソ マ トス タ チ ン ,
セ ク レ チ ン ∫

E 2, F 2 α｣ D 2, E l , Ⅰ之な どの プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ 塀 の 受容附
ア デ

ノ シ ソ
,
A T P , エ ン ドセ リ ソ

期
受容体 などが ある ･ さ らに ,

こ

の 細胞ほ こ れ ら の 受容体 の み な らず , 分化 を 誘導す る こ と に

ょ っ て
,
N a
+
チ ャ ネ ル ,

T 塑 ･ L 型 ･ N 型険電位依存性 C a
2 +

チ ャ ネ ル
抑
, 遅 延整流型 K

十
チ ャ ネ ル , 院 電位依存性 M 型

K
･

チ ャ ネ ル ,
f 型 ･

S 型 C a
2 +

依存性 K
十
チ ャ ネ ル ,

カ チ オ ニ ッ

ク チ ャ ネ ル な ど の 多く の イ オ ン チ ャ ネ ル を 発現 して く る こ とで

も知 られ て い る
田l

.

Ⅱ . ク ロ マ カリ ン と A T P 依存性 K
十

チ ャ ネル

現在ま で に ,
K
+
チ ャ ネ ル に は 上 記の もの も含め 多く の 種類

が発見 され て お り
g)

,
K
+
チ ャ ネ ル オ

ー プ ナ ー と して ク ロ マ カ リ

ソ が どの タ イ プ の K
+

チ ャ ネ ル に作 用す るか に つ い て 以下に 示

す ような種 々 の 検討が な され て きた . 以前 よ り経 口 血 糖降下剤

と して 知 られ て い る グ リ ベ ン ク ラ ミ ドが摘出血管標本 に お い て

ク ロ マ カ リ ソ の 血 管平滑筋弛緩作用や
郎
R b
+

流 出作用 を阻害す

る こ と が 報告 さ れ
27)2 8 )

,
ま た 実 際 に 生体 に お い て も 正 常 血 圧

ラ ッ ト で グリ
ベ ン ク ラ ミ ドが ク ロ マ カ リ ソ の 降圧作用を抑制す

る こ とが 示 され た
2g)

. グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは 膵β細胞や 心 筋細胞

に お い て A T P 依存性 K
十
チ ャ ネ ル を 抑制する こ と が既 に 知 ら

れ て お り
30)3 1)

,
ク ロ マ カ リ ソ が A T P 依存性 K

+
チ ャ ネ ル に 作用

す る可能性が強く 示唆 され た ･ さ らに
,
E s c a n d e ら

32)
は心 筋細

胞 に お い て イ ン サ イ ド ア ウ ト パ ッ チ ク ラ ン プ法 を用 い た
シ ン グ

ル チ ャ ネ ル 電流 の 記録 に よ っ て ,
ク ロ マ カ リ ソ が A T P 依存性

K
十

チ ャ ネ ル の 開 口時 間を延長さ せ る こ とを 直接的
に 証明 し ,

また S t a n d e n ら
33)

も家兎腸間膜動脈 に お い て 同様に ク
ロ マ カ リ

ン が A T P 依存性 K
十

チ ャ ネ ル を 開口 させ る こ とを 報告 し, ク

ロ マ カ リ ソ の 主な作用部位 は A T P 依存性 K
十
チ ャ ネ ル で ある

と 考え て よ い で あろ う .

と こ ろ が 最近 K
十
チ ャ ネ ル へ の 作用に 加え て ク ロ マ カ リ ソ が

c a
2 +
チ ャ ネ ル の 内向き電流を抑制す る こ と が ラ ッ ト門脈平滑筋

に お い て報告 され
34〉

,
C a
2 +

チ ャ ネ ル へ の ク ロ マ カ リ ン の 作 用も

注目 され ほ じめ て い る ･ しか し な が ら , 平 滑筋細胞 は
一

般 に

A T P 依存性 K
+
チ ャ ネ ル を持 っ て お り ,

C a
2 '
チ ャ ネ ル へ の ク ロ

マ カ リ ソ の 作用 が K
+

チ ャ ネ ル の 開 口 に よ る 2 次的変化であ る

可 能性も否定 できな い . す な わ ち ,
K
十
チ ャ ネ ル の 関 口 が細胞 の

電気的活動性を変え機械的 な弛緩を 引き起 こ す機序 と し
て

,

K
十
チ ャ ネ ル の 開 口 に よ り膜電位が K

+
の 平衡電位 へ と移行す る

こ と に よ っ て膜電位依存性 C a
2 十
チ ャ ネ ル が 2 次的 に 抑制 され

細胞内 C a
2 →■濃度が 低下 し筋弛緩作用 が発現す る 可 能性も考 え

られ る . ま た そ の ほ か に も膜の 過分極が N a
十

/ C a
Z 十

交換系を 刺

激 した り
35)

, 受容体を 介 して 細胞内 C a
2 +
ス トア へ の C a

2 +

貯蔵 を

阻害す る
抑
な どの 磯序 もあ ると考 え られ て お り ,

こ れ らに 関 し

て ほ な お
一 層の 解明 が 必要で ある .

しか し
,
今回 著者が 用い た培養神経腫瘍細胞 N Gl O 8-1 5 に は

現在 ま で A T P 依存性 K
+

チ ャ ネ ル の 存 在が 確認 され て お ら

ず ,

一 般に こ の チ ャ ネ ル を 欠如 した 細胞と考え られ て い る ･ し

た が っ て N G l O 8-1 5 細胞を 用 い る こ と に よ っ て , A T P 依存 性

K
十

チ ャ ネ ル を 介 さな い そ れ 以外の ク ロ
マ カ リ ソ の 作用機序 に

っ い て検討す る こ とが 可 能で ある . 実 際 今回 の 実験 で ク ロ
､

マ

ヵ リ ン
ー

が N G l O 8-1 5 細胞の 膜電位を過分極 さ せず (図1 ) , ま
た

活動電位後退分極を形成す る K
+
の 外向きテ

ー ル カ レ ン トは む

しろ抑制 され て お り (図 6) , N G l O 8
-1 5 細胞 に は A T P 依存 性

K
+
チ ャ ネ ル を含め ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て 活性化される K

十

チ ャ

ネ ル は存在 しない と考 え られ る ･ しか しそ れ に もか か わ らず ,

c a
2 +
の 活動電位ほ ク ロ マ カリ ソ に よ っ て著 明に抑制 され て

お り

(図1 ) , ク ロ マ カ リ ソ が E
十
チ ャ ネ ル を 介す る こ と なく直接的

に C a
2･
チ ャ ネ ル に 作用す る薬物で ある可能性が本研究 に お い

て 強く示唆 される . そ こ で ,
さ ら に どの 種塀 の膜電位依存性

C a
帥
チ ャ ネ ル に作用す るか を 詳細に検討 した ･

Ⅲ .
C a
2 ･

チ ャ ネル の種痕と ク ロ マ カ リ ン作用



ク ロ マ カ リ ン の C a
2 +

, K
+

チ ャ ネ ル に 対す る作用

膜電位依存性 C a
2 +

チ ャ ネ ル ほ
, 骨格 乱 心 臥 平滑臥 な ど

の 筋肉や神経細胞 な どに 広 く分布 し
8)

t 細胞膜を 通 して C a
2 +
の

流入 を調節 し筋収縮や神経伝達物質 の 放出 に 直接関与 し て い

る
6)

･ 膜電位依存性 C a
2 十
チ ャ ネ ル ほ

, 細胞の 静止膜電位が脱分

極す る こ と に よ り活性化す る チ ャ ネ ル で あ り
,
T si e n ら

叩
ほ 電

気生理学軌 薬理学的に C a
2 +
チ ャ ネ ル を T 型 ,

L 型 お よ び

N 型の 3 型 に 分類 した ･ T 型 チ ャ ネ ル は低開値で活性化 し(活

性化電位ほ - 7 0 m V 以上) , 速や か に 不活性化す るの で
, 小 さ

な脱分極に よ っ て まず最初に 開 口 し
,
血管平滑筋の 収縮反応

38)

や 副腎球状層細胞
39)
か ら の ホ ル モ ン 分泌反応 な どの 最初の 段階

に 直接関与 して い る と考え られ て い る . しか し
,
T 型 チ ャ ネ ル

は C a
2 +
の パ ル ス 的流入 を 惹起す る の で細胞内 C a

2 +

濃度 に 及ぼ

す影響は比較的少ない ･ T 型 チ ャ ネ ル に は 低濃度で特異的に 作

用 する 薬物 ほ まだ 発見 され て い な い が
, そ の 電気生理学的特徴

か ら他 の 型 と容易 に 識別 でき る . 現在 ま で に 知 られ て い るやや

特異的 に T 型チ ャ ネ ル に 作用す る薬剤と して は ,
ジ フ ェ ニ ル

ヒ ダ ン ト イ ゾ
0)41)

, オ ク ク ノ ー

ル ( O c t a n ol)
42}

,
ア ミ ロ ラ イ ド

( A mi l o rid e)
舶 )
が あ る ･ L 型 チ ャ ネ ル は , 閥値電流 が高 い チ ャ ネ

ル で (活性化電位 ほ - 1 0 m V 以上) , 不活性化が 非常 に 遅く ▲

B a
2 +

に 対す るイ オ ン 選択性が高く した が っ て 大きな B a 打 電流

を運ぶ こ と が でき る ( ス ロ ー プ コ ン ダ ク タ ン ス
,
2 5 p S )

岬 )
. L 型

チ ャ ネ ル の 不 活性化は遅い の で , こ の チ ャ ネル は 持続的な細胞

内 C a
2 +

濃度上 昇を 必 要とす る反応 に関係す ると 考え られ
6)

,
心

筋の 収縮反応や未分化な副腎髄質細胞 (P C -1 2) か らの ノ ル エ ビ

ネ フ リ ン 放出な どの ホ ル モ ン 分泌 に 関与 し て い る胡) . L 型 チ ャ

ネル の み に 低濃度 で 選択的 に 作用す る薬剤に ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン

(d ih y d r o pirid i n , D H P ) 系 の C a
2 +

チ ャ ネ ル 阻害薬があ り45) , L 塑

チ ャ ネ ル の α l サ ブ ユ ニ ッ ト が D H P の 結合部位 と考え られ て い

る
岬

･ N 型 チ ャ ネ ル も高閲値 (活性化電位 は -

2 0 m V 以上) の

チ ャ ネル で ある が ,
L 型と 異な る の は 不活性化 の 速度が速 い こ

と と され て い る
3 7)

･ T 型お よび L 塑チ ャ ネ ル ほ神経細胞を含 め

血管平滑乱 心筋細胞な ど多く の 紅織 の 細胞に 見出 され て い る

が
,
N 型チ ャ ネ ル ほ神経細胞で の み そ の 存 在が 確認 され て い

る
6'

･ ア ン ポイ ナ 貝(C o n u s g e o g r a ph u s) の 毒素で あ る w - コ ノ

トキ シ ソ ( w ･- C O n Ot O Xi n)
47)
は あ る 種 の 動物神経細胞 の N 型

チ ャ ネ ル を 不 可逆的に 強く阻害す る
48)

. M c F a d z e a n ら
49)
に よれ

ば N G l O 8-1 5 細胞 で ほ ア セ チ ル コ リ ン が 選択的に こ の チ ャ ネ ル

を阻害す る こ と が 示 され て い る ･ 今 回 の 実験 で も
,
B a
2 1

を キ ャ

リア ー

と して パ ッ チ ク ラ ン プ法で 測定 した B a
2 +
の ピ ー

ク 電流

は 同様に ア セ チ ル コ リ ン に よ っ て 選択的に 抑制を受けて お り
,

こ の ピ ー ク電流が N 型で ある こ と は確実 である . N 型 チ ャ ネ

ル の 生理的意義 と して は こ の チ ャ ネ ル ほ 山 一

コ ノ ト キ シ ン に 感

受性を有 し D H P では 阻害され な い こ とか ら
,
シ ナ プ ス に おけ

る伝達物質放出 (た とえ ば交感神経系 ニ ュ
ー

ロ ン か ら の ノ ル エ

ビネ フ リ ン 放出) に 主要な役割を果た して い る と 考え られ て い

る
58)

･ こ れ らの 膜 電位依存性 C a
2 十

チ ャ ネ ル の う ち , こ れ まで に

単離精製 され て そ の 構造 に つ い て 解析が な され た の ほ 骨格筋の

T 管膜に 存在す る L 型 チ ャ ネ ル の み で あり
5一)

,
T 型 お よ び N

型チ ャ ネ ル に つ い て ほ まだチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 同定す ら行 な

われ てい な い 状態 で , 今現在 ,
こ れ らの チ ャ ネ ル 研究は急速 に

進歩 し つ つ ある分野 である .

本研究に よ り
,
N G l O 8 -1 5 細胞 に お い て ク ロ マ カ リ ソ ほ T 型

お よび L 型 C a
2
ナ 電流 を抑制する が

,
N 型電流を 抑制 しない こ

とが 新た に 明らか とな っ た ･ こ の 結果 は ク ロ マ カ リ ン の 作用が

53

非常に 選択的 で ある こ とを示 して お り 1
こ の こ とか らもク ロ マ

カ リ ン が膜電位依存性 C a
2 十

チ ャ ネ ル に 直接作用す る可 能性 が

示 唆 され る ･ ラ ッ ト門脈に お け る検討で ク ロ マ カ リ ン が C a 2 ･

の 内向き電流(L 塑) を 抑制す ると い う報告
珊

も あわ せ て考え る

と , タ ロ マ カ リ ソ ほ K
十
チ ャ ネ ル の み で はなく膜電位依存性

C a
2 十
チ ャ ネ ル を も標的と して い る こ と は間違い な い もの と思わ

れ る .

ま た
･
3 種頸の C a

2 +

電流 の 不 活性化曲線を標準化 した と こ

ろ
,
ク ロ マ カ リ ン の 有無 で 不 活性化曲線ほ変化 しなか っ た (図

5) ･ こ の こ とは ク ロ マ カ リ ソ が 3 種類の C a
2 十

電流 の 時間依存

性 お よび膜電位依存性の あ る不 精性化 の カ イ ネ テ イ ク ス には 影

響 を及ぼ さ ない こ と を意味 して い る .

Ⅳ ･ K
+

チ ャ ネルに 対する ク ロ マ カ リ ン間棲作用

外向きテ ー ル カ レ ン トは
, 時定数的に 速い 成分と遅 い 成分 と

に 分け られ る ･ こ の うち , 速 い 成分は T E A に よ り容易に抑制

され る が遅 い 成分は T E A で ほ 抑 制 されず に残 り (図 7 )
52)
, 1

〃 M 以下の 少量の ハ チ 轟の ア バ ミ ン 朋 や20 0 〟 M 程度 の ク ラ ー

レ
瑚
に よ っ て抑制され る ･

こ の テ ー ル カ レ ン ト の 遅い 成分は 細

胞外液に加え た カ ドミ ウ ム で 抑制 され, - 8 0 m V で 極性が反転

する の で C a
2 十

依存性 K
+

電流 と考 え られ て い るgユ
. ま た速 い 成

分も T E A 感受性を有す るの で C a
2 十

依存性 K
十

電流と 考え られ

て い るが
52}

,
こ の 成分が ク ロ マ カ リ ン に よ り特異的に 抑制 され

る こ とが 今回示 され たわ けで あり
,
こ の 事実は ク ロ マ カ リ ン に

よ り細胞内 へ の C a 2 + 流入 が 実際に 減少 した こ と を 示 唆 し て い

る .

こ れ ま で の 血 管平滑筋に お ける検討 で は 1 0 〃 M 程度の ク ロ

マ カ リ ン に よ っ て K
+

電流が 著明 に 増強 さ れ4)
,
ま た 実際 に 6

〃 M の ク ロ マ カ リ ン に よ っ て血 管平滑筋弛緩作用 が現 れ て い

る が
3)

】
こ の 濃度に 比 して 今回 の 著者の 研究で は 1 0 0 ～ 5 0 0 〃 M

と非常 に 高濃度の ク ロ マ カ リ ン が C a 2 十 電流の 抑 制 の 発現に 必

要で あ っ た ･ しか し
, そ の IC 5 0 は 海馬神経に おけ る遅延腰洗馬

流に 関す る検討
55)

と ほぼ 同程度 であ り , おそ らく神経系の 細胞

で は血 管平滑筋細胞な どに 比 べ て ク ロ マ カ リ ン に 対する感受性

が低 い と 思わ れ る .

一 方 , A r c h ら
56)
ほ モ ル モ ッ ト に お い て プ ロ

ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 , セ ロ ト ニ ソ お よび ヒ ス タ ミ ン に よ る気管平

滑筋収縮 を ク ロ マ カ リ ン が抑 制する こ と を 確か め て お りそ の

IC 50 は 血管平滑筋で の 値と ほぼ 同程度で あり , 今軋 ク ロ マ カ

リ ン は 降圧 薬と して の 使用ばか り で なく気管支拡張薬と して 利

用さ れ る 可能性もある ･ 以上 の よ う な臓器 特異性の み な らず,

ク ロ マ カ リ ン の 作 捌 こ は 血 管 に よ る特異性 の 違 い が あ り ,

B e nj a mi n ら5
7)
は正 常成人男性上肢 で の 検討で ク P マ カ リ ン は

静脈 よ りも抵抗血管に お い て 著 しい 血管拡張作 用 を有する こ と

を報告 して い る ･ また N a k a o ら
4)
は モ ル モ ッ トの 腸 間膜に お い

て ク ロ マ カ リ ン ほ 動脈 よ り静脈 で よ り強力 で持続性 の膜電位 の

過分極作用を有する と報告 して い る .

今 臥 著者 は , 主 に A T P 依 存性 K
+
チ ャ ネ ル 以外 の 町

チ ャ ネ ル お よび 膜電位依存性 C a
2 十

チ ャ ネ ル に 対す る ク ロ マ カ

リ ソ の 作用を 検討 した が , さ ら に よ り詳細 な検討を行う こ と に

よ り , そ の 他の チ ャ ネ ル に 対す る作用も明らか と なるか も しれ

な い ･ 実際! O k a b e ら
34)
に よ っ て タ ロ マ カ リ ソ は N a

･
チ ャ ネ ル

な どにもある程度 の 作用を及ぼす可能性 が報告 され て い る . ク

ロ マ カ リ ン は
, 臨床的に ほ先に も述べ た ように 末梢血管弛緩作

用 を有す る降圧薬 と して の み な らず 仁
心 血 管に働く狭心症治療

薬 , 気管支に作用する喘息治療薬と して , また心筋細胞に働く



5 4

不 整脈治療薬 と して 注 目 され て い るが ,
さ らに は 神経系作動薬

と して の ク ロ マ カ リ ソ の 広い 臨床応用 へ の 道が 開拓 され つ つ あ

る . さら に , 基礎研究 に お い て も ,
薬理 学 的に 膜電位依存性

C a
2 +

電流を分離識別す る1 つ の 手段 と して , 日 々 進歩する イ オ

ン チ ャ ネ ル 研究 に ク ロ マ カ リ ソ は大 い に 活用 され ると 期待 され

る .

結 論

K
+
チ ャ ネ ル オ

ー

プ ナ
ー

と して 知 られ る新 し い 種 類 の 降圧薬

で ある タ ロ マ カ リ ン の K
十

チ ャ ネル お よ び C a
2 十
チ ャ ネ ル に 対す

る作用 を 培養神経腫瘍 N Gl O 8-1 5 細胞を用 い て検討 し, 以下の

結果を 待た .

1 . 5 0 0 ノノ M ク ロ マ カ リ ン に よ り 膜 電位 は過分極 せ ず ,

N G l O 8 -1 5 細胞 に は ク ロ マ カ リ ン 感受性 の K
+

チ ャ ネ ル は存 在

しない と考え られ た .

一 方
,
C a
2 +
の 活動電位の 最大振幅ほ ク ロ

マ カ リ ソ に よ っ て4 7 % 減少 し, そ の 作用ほ 可 逆的 で あ っ た .

2 . 5 0 0 /J M ク ロ マ カ リ ン に よ り 3 種 類 の 膜 電位依存性

C a
2 +

電流 の うち T 型電流は42 % 抑制 され t L 塾電流も55 % 抑制

され た が
,
N 型電流 はほ とん ど影響 され な か っ た .

T 塑と L 型

電流 に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用ほ用 量依存性 で ,
I C 5｡ は

各 々 1 03 /上 M ,
1 0 2 J J M とほ ぼ等 しか っ た . こ れ らの 作用 ほ速

や か に 現れ , また 可 逆的であ っ た .

3 . 5 0 0 J上 M ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て K
+

の 外向きテ ー

ル カ レ

ン トの 速 い 成分の み が 可逆的 に45 % 抑制され た .
こ れ は ク ロ マ

カ リ ソ の C a
之+

チ ャ ネ ル 抑制作用に よ っ て 2 次的 に も た ら さ れ

た と考え られ た .

4 . N G l O 8 -1 5 細胞に お い て 膜電位依存性 C a
2 十

電流 に 対す る

ク ロ マ カ リ ソ の 作用 は 非常 に選択的 で あり ,
ク ロ マ カ リ ン が

K
十

チ ャ ネ ル の み で は な く膜電位依存性 C a
2 十
チ ャ ネ ル に も直接

作用する こ とが 示 され た .
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S e a g e r , M ･ J ･

,
J o n e s

, J . F .
,
R e b e r

,

B ･ F ･ X ･ & C a t t e r a ll
,
W ･ A ･ : S u b u nit s tr u c t u r e of

dih y d r o p y rid主n- S e n Siti v e c alci u m c h a n n el s f r o m s k el et al

m u s cl e ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A
,
8 4 , 5 4 78- 54 82 (1 9 8 7) .

4 7) O li v e r a
･
B ･ M ･

･
M c I n t o s h

,
J ･ M ･

, C r u z
,
L ･ J .

,
L u q u e ,

F ･ A ･ & G r a y , W ･ R ･ : P u rifi c a ti o n a n d s e q u e n c e of a

p r e s y n a p ti c p e p tid e t o xi n f r o m C o n u s g e o g r a ph u s v e n o m .

B i o c h e mi s tr y , 2 3 , 5 0 8 7
-5 0 8 8 (1 9 8 4) .

4 8) K 且S ai ･ H ･
･ A o s a k i

,
T ･ & F u k u d a

,
J ･ : P r e s y n a p ti c

C a- a n t a g O ni s t w -

C O n O t O Xi n ir r e v e r si bly bl o c k s N- ty P e
C a - C h a n n el s i n c hi c k s e n s o r y n e u r o n s ･ N e u r o s ci ･ R e s .

,
4
,

2 2 8- 23 5 (1 9 8 7) .

4 9) M c F a 血 e a n
･
Ⅰ･
･
M nll a n e y

,
Ⅰ･
,
鋸 o w n

,
D ･ A ･ & M illi g 叫

G ･ = A n tib o di e s t o th e G T P bi n di n g p r o t ei n , G o , a n ta g O n iz e

n o r a d r e n ali n -i n d u c e d c al ci u m c u r r e n t i n hibiti o n i n N G l O 8 -1 5
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h yb rid c ells . N e u r o n , 3 , 1 7 7-1 8 2 (1 9 8 9) .

5 0) 11 i r n i n g , L . D .
,
F o x

,
A . P .

,
M c C l e s k e y , E . W .

,

0 1i v e r a
,
B . M .

,
T h a y e r , S . A .

,
M i11 e r

,
R . J . & T si e n

,
R .

W . : D o mi n a n t r ol e of N - ty p e C a
2 +
c h a n n el s i n e v o k e d

r ele a s e of n o r e pi n e p h ri n e f r o m s y m p a th e ti c n e u r o n s .

S ci e n c e , 2 3 9 , 57 - 61 (1 9 8 8) .

51 ) C u r ti s , B . M . & C a tt e r & ll
,
W . A . : P u rifi c a ti o n of th e

C alci u r n a n t a g o ni s t r e c e p t o r of th e v olt a g e
-

S e n Siti v e c al c i u m

C h a n n el f r o m s k el e tal m u s cl e tr a n s v e r s e t u b u l e s . B i o c h e m is-

t r y , 2 3 , 2 1 1 3-2 1 1 8 (1 9 8 4) .

5 2) A d a m s , P . R .

,
C o n s t a n ti

,
A .

,
B r o w n

,
I) . A . & C l a rk

,

R . B . : I n tr a c ell u l a r C a .
2 +

a c ti v a t e s a f a s t v olt a g e
-

S e n Siti v e

K
+
c u rr e n t i n v e rt e b r a te s y m p a th e ti c n e u r o n s , N a t u r e , 2 9 6 ,

7 4 6 て49 (1 9 8 2) .

5 3) H u g u e $ , M .
,
R o m e y , G .

,
D u v a l

,
I) .

,
V i n c e n t

,
J . P .

& L a 2 d tl n S k i , M . : A p a m i n a s a s el e c ti v e bl o c k e r of th e

C al ci u m - d e p e n d e n t p o ta s si u m c h a n n el i n n e a r o bl a s t o m a

C ell s : V olt a g e
-

Cl a m p a n d bi o c h e mi c al c h a r a ct e ri z a ti o n of th e

t o xi n r e c e pt o r . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A , 79 , 1 3 0 8 -1 3 1 2

(1 9 8 2) .

5 4) K a w ai , N . & W a t a n a b e
,
M . : B l o c k a d e of C a- a C ti v a t e d

K c o n d u c t a n c e b y a p a r n i n in r a t s y m p a th eti c n e u r o n e s . B r .

J . P h a r m a c ol . , 8 7 , 2 2 5 - 2 3 2 (1 98 6) .

55) P oliti , D . M . T .
,
S u z u k i

,
S . & R o g a w s k i , M . A . :

B R L 3 4g 1 5 ( c r o m a k al i m ) e n h a n c e s v olt a g e -d e p e n d e n t K
+

C u r r e n t i n c u lt u r e d r a t hi p p o c a m p al n e u r o n s . P flu g e r s A r c h ヮ

16 8
,
7-1 4 (1 9 8 9) .

5 6) A r c h , J . R . S .
, B u c k l e , D . R .

,
B u m s t e a d

,
J .
,
C l a r k e

,

G . D .
,
T a y l o r , J . F . & T a yl o r , S . G . : E v al u a ti o n of th e

p o t a s si u m c h a n n el a c ti v at o r c r o r n ak al i m ( B R L 3 49 1 5) a s a

b r o n c h o d il a t o r i n th e g u l n e a- p Ig : C O m p a ri s o n wi th n if e di p in .

B r . J . P h a r m a c ol . , 9 5 , 7 6 3 -7 7 0 (1 9 8 8).

5 7) B e n j a m i n , D . J . W .
,
V a ll a n c e

,
P . J . T . & C o11i e r

,
J .

G ･ : B R L 3 4 91 5 i s a s el e c ti v e a r t e ri ol a r dil a t o r i n u p p e r li m b

V e S S el s i n m a n . Cli n . S ci . A b s tr .
,
75 ( s u p pl . 1 9), 4 6 (1 9 88) .

E 恥 cts of c r o m a k ali m (K
+ c h a n n e1 0 p e n e r) o n C a 2 + a n d K

+
c h a n n eI s: el e ct r o p h y si ol o g ic al st u d y i n N G 1 0 8 ･ 1 5

C ells 叫ji It o , D ep art m e n t of I n te m al M e d ici n e ( Ⅱ) , S c h o ol of M e di ci n e , K an a Z a W a U ni v er sity , K a n a z a w a 9 2 0 - J .
J u z e n M e d S ∝ .

,
1 01

,
46 - 5 6 (1 9 9 2)

K e y w o r d s C r o m a k ali m , C a 2 十 i n w ar d c u rr e n t , T ty p e , L
- ty p e , N G l O 8

- 1 5 c e11

A b st r a (:t

C r o m a k al i m i s a n o v el cl a ss of a n ti h y pe rt e n ti v e d ru g S W h ic h c a u s e r el a x ati o n i n s m o oth m u s cl e p r ep ar ati o n s ･ T h e p n n
-

Cip al site o f a cti o n o f c r o m a k al i rn i s th o u gh t t o b e j m
- S e n Siti v e K

+
c h a n n el s . I n ad d iti o n

,
it h a s r ec e n d y b e e n r e p or te d th at

C r O m a k ali m h a s a d i r e c t e 蝕c t o n i n w ard C a 2
+
c u rr e n ts ･ N G l O 8 - 1 5 n e u r ob l a s to m a X g li o m a h y b ri d c ell s h a v e b e e n r e p o rte d

t o p o ss e ss t w o ty p e s of C a
2 + ( T ･ a n d L li k e) c u rr e n ts ･ A r a pid l y i n a c ti v a d n g ( N

-1ik e) c o m p o n e n t o f th e hi g h
- th r e sh old C a 2 +

C urr e n t W a S r e C e n tl y f o u n d i n N G l O8 - 1 5 c ells ･ T h e r ef or e
,
i t i s w o r th e x a m l n l n g t O 血d o ut to w hic h s pe C l eS O f C a

2 + c u ト

r e nts c r o m ak al i m i s s e n siti v e i n N G l O8 - 1 5 c ell s ･ I n this r e p ort , th e a u t h er e x a m i n ed th e e ff C ts of c r o m ak ali m o n 3 cl a ss e s o f

C a2 + c urr e nts a n d s e v er al K + c u rr e nt s i n N G l O 8 - 1 5 c e11 s ･ E x tr a c ell ul a r pe r fu si o n wi th 5 00 F L M cr o m a k ali m pr od u c e d a n

i 血ibiti o n o f 2 2 ～ 66 % in th e l o w - th r e sh ol d tr a n si e n t C a 2 + ( T llik e) c ur re n t i n N G l O8 - 1 5 h y b ri d c ell s ･ C r o m ak ali m s u p
-

P r e SS e d th e hi g h - th r e sh ol d an d l o n g
-1 a sti n g B a

2 + c u rr e n t( L
-1i k e C a 2 + c u r r e n t) b y 2 9

～

7 3 %
,
b u t h ad al m o s t n o e ff e c t o n th e

hi g h
- th r e sh old an d i n a c ti v a d n g B a

2 + c u rr e n t ( N -1i k e C a 2
+
c urr e n t) . I C 5 0 fb r T li k e a n d L

-1i k e c u r r e n ts w a s th e s am e at a b o u t

l 00
F
L M

･
T h e i n hibit or y e 蝕 c t o f 5 00 FL M c r o m a k ali m o n C a 2

十
c urr e n ts r e s ulte d in d ep ol ar iz ati o n of th e m e m b r an e p O te n

-

ti al , an d d e cr e as e o f th e pe ak am Plit u d e of C a
2 +
a cti o n p o te n tial s d o w n t o 4 7 ±6 % ( n = 8) of th e c o ntr ol le v el b efb re cr o -

m ak al i m
･ F u r th er m or e

,
th e t ail K + o ut w a rd c u rr e n t

,
n am ely th e f as t c o m p o n e n t of aft e r h y pe rP Ol ar i z ati o n c urr e n ts , W aS als o

S u PP r eS S ed b y 5 00 p M cr o m ak ali m (45 ±6 % , n = 1 0) . T Yle re S ults cl e a rl y i n di c at e th at cr o nl ak ali m i n h ibit ed T
l
a n d L -1i k e

C a2 + c uT r e ntS Of N G l O 8 - 1 5 c ell s ･ C r o m a k ali m di d n o t i n hi bit th e N -1i k e C a 2 十 c u rr e n t ･ T Y le p re S e n t St u d y d e m o n s 打ate s th at

Cr O m ak al i m m ay a c t dir e ctl y o n di飴 re nt C a 2
十
c h an n el m ol e c ul e s r a th er 血an h a vi n g a n o n - Sp eCi n c a c d o n . n e r es ults fu r -

th e r s ug g e st th at i n a cti v a ti o n o f th e C a 2 + e n b
･

y th r o u gh th e L - a n d T -t y P e C h a n n el s m a y al s o c o n tri b u te t o a cr o m ak ali

i n d u c ed r el a x ati o n of v as c ul ar tis s u e s .


