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4. 研究成果

細胞膜Na+圃 Ca2+交換と Ca2+ポンプは、細胞内Ca2+排出を行う主要な機構であるが、

心筋細胞においては、 Na+・Ca2+交換が主に Ca2+排出を担うと考えられている o

Na+・Ca2+交換は細胞膜電位と細抱内外 Na+、Ca2づ農度によって活性が一次的に決定され

る二次性能動輸送体である。また、これ以外の活性調節システムとして、細胞内 Na+

濃度が増加したときの Na+-Ca2+交換活性の低下 (Na+依存性不活性化)、締胞内 Ca2+

増加による Na+・Ca2+交換活性の増強 (Ca2+依存性活性化)というこ次性調節機構があ

り、 Na+・Ca2+交換活性は、細胞内 Na¥Ca2+濃度によって、その活性が巧妙に調節され

ている。

さらに、細抱内 ATPがNa+・Ca2+交換を増強することが知られている。これは、イカ

の giantsquid axonにおける Na+・Ca2+交換で、最初に報告されたo イカ giantsquid 

axonNa+-Ca2+交換においては、 ATPによる Na+-Ca2+交換活性化は、リン酸化・脱リン

酸化反応によると考えられている oしかしながら、心筋細胞においてはATPがNゲ-Ca2+

交換を活性化するかどうかについては、研究者間で必ずしも合意は得られていない。例

えば、心筋細胞を低温、低 Ca2+液で培養したときに細胞から発生するブレブ膜をもち

いた giantmembrane patchにおいては、錨胞質側に投与した ATPは強力に Na+-Ca2+

交換電流を増強し、その効果は非常に長く続く。しかし、卵母細胞に発現させた NCXl

や、心筋細胞のベジクル標本においては通常の条件では ATPは Na+・Ca加交換活性を

増強しない。一方で、培養細胞に発現させた NCXlにおいては ATPはNa+-Ca2+交換

電流を増強するとの報告もある。また、卵母細胞に発現させた NCXlや、心筋細胞ベ

ジクル標本においても、非特異的proteinphosphatase阻害剤である vanadate存在下
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には、 ATPにより Na+.Ca2+交換活性が増強するとの報告があり、蛋白質リン酸化・脱

リン酸化の関与が示唆されている。

このように、 ATPのNa+.Ca2+交換に対する効果は、実験条件に依存すると推測され

る。それ故、正常心筋における ATPの効果を研究するためには、可能な限り正常に近

い実験系において行う必要があるo

一方で、膜リン脂質の一つである phosphatidylinositol 4，5・bisphosphate

(Ptdlns(4，5)乃)が Na+.Ca2+交換活性を強力に増強することが、心筋細胞ブレブ膜の

Na+網 Ca2+交換で報告された。心筋細胞ブレブ膜を用いる実験系では、 ATPによる増強

効果のほぼ 100%が lipidkinaseによる Ptdlns(4，5)乃産生増加で説明で、きると雷われ

る。しかし、上述したように、 ATPの効果には実験条件で差があるため、より正常に

近い実験系で、 Ptdlns(4，5)乃の効果を検証し直す必要があるo

このように、 ATPによる Nゲ.Ca2+交換活性化機序につては、①Na+・Ca2+交換蛋白あ

るいは関連する蛋自のリン酸化・脱リン酸化と、②lipidkinaseによる Ptdlns(4，5)乃

産生増加が、その機序として推測される。この一連の研究においては心筋細胞膜

Na+・Ca2+交換蛋自の ATPによる活性機序を、これまでに用いられているブレブ膜や、

ベジクル等よりもより正常に近いと考えられる心筋細胞から剥離したパッチ膜(マクロ

パッチ)と膜電位閤定下の心筋細胞で調べた。特に、①IATPによる活性化の有無、②

リン酸化・脱リン酸化過程の関与、③lipidkinaseによる Ptdlns(4，5)乃産生の関与を、

主に解析した。
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擦の議離婚

まず、モルモツト心室筋細胞から剥離したパッチ膜から Na+・Ca2+交換電流を記録し、

ATPにより Na+・Ca2+交換電流が増強されるかどうかを検討した。図 1にその代表的実

験結果を示す。細胞質側に投与した 2mM  ATPはNゲ-Ca2+交換電流を約3倍増加し、

その効果は可逆的であった。そして、 ATPの半飽和濃度は約 5mMであった。

A B 

7

6

5

4

3

2

 

Z
8
3
B匂

J

2 mMATP …ト γ{

b 

ート トー i玄
-1LJ 50 mM Na+ LQーすfN 

5 10 15 20 25 30 35 

Time (min) 

図 1 モルモット心室筋細胞から剥離したマクロパッチにおける

ATPによる Na+・Ca2+交換電流の増強 A. 外向き Na+-Ca2+交換電

流のピーク電流(黒丸)と定常電流(白丸)の時間経過を示す。 B.A

の時刻 (a，b， c)における 50mMNa+で誘発された Na+-Ca2+交換電

流。

ATPは、 Na+-Ca2+交換電流のピーク電流を増加する。これはおそらく、 Ca2+依存性

活性化を増強するためと考えられる。また、 ATPは Na+依存性不活性化を抑制し、定

常電流を増加した。正常心筋細胞には ATPが 5mM程度存在することを考慮すると、
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生理的状態において Na+-Ca2+交換は、 ATPで活性化された状態に維持されていると推

測される。

whole-cell膜電位庖定下のモルモツト心室筋細胞において、 Na+-Ca2+交換電流を測定

したが、ピペット肉液に ATPが存在するときと、存在しないときで、 Na+-Ca2+交換電

これはおそらく、心筋細胞内で ATPが産生され流の大きさに著明な違いはなかった。

ミトコンドリア脱共益剤であるこの考えを確かめるために、るためと考えられる。

ミトコンドリアにおける ATP産生を抑制したところ、 Na+幽 Ca2+交換

B 

竜流は 80%以上抑制された(図 2)。
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以上の結果は、正常心筋細胞膜における Na+-Ca2+交換は、細胞内 ATP存在下に活性

化された状態にあるという考えを支持する。

織村英語講按

「はじめにjで、述べたように、卵母細胞に発現させた NCXlや、心筋細胞ベジクル

標本においては、非特異的 proteinphosphatase阻害剤である vanadate存在下には、

ATPにより Na+-Ca2+交換活性が増強する。このことから、これらの実験条件において

は、 proteinphosphatase活性が何らかの原因で高くなっていて、 ATPの Na+・Ca2+交

換に対する活性が現れにくくなっていると推測される。そこで、 vanadateの効果をモ

ルモット心室筋細胞のマク口パッチ膜で検証した。図 3に示すように、vanadateはATP

の Na+・Ca2+交換電流増強効果をさらに増強し、特に定常電流を増加させた。しかし、

vanadate はATP非存在下には、 Na+・Ca2+交換電流に影響しなかった。

13 
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5 

O 

O 

モルモット心室筋細胞から剥離したマクロパッチにおける

vanadateの効果。 A. 外向き Na+・Ca2+交換電流のピーク電流(黒

丸)と定常電流(自丸)の時間経過を示すo B. Aの時刻 (a，b， c) 

における 50mMNa+で誘発された Na+-Ca2+交換電流。

図 3

vanadate はproteintyrosine phosphatase阻害剤としての作用がある。そこで、よ

り選択制の高いbpV(phen)を用いて間様の実験をしたところ、 bpV(phen)にも同様の効

これらの結果は、 ATPのNa+・Ca2+交換電流増強効果の一部には蛋白質リ果があった。

ン酸化・脱リン酸化が関与し、 Na+・Ca2+交換蛋白あるいは関連蛋自のリン酸化により、

Na+・Ca2+交換が活性化され、脱リン酸化により抑制されることを示唆する o さらに、

tyrosine protein と同様の効果を示すことから、

kinase/phosphataseの関与が強く示唆される o

議定義援し硲ìi(lお即刻:隣家;漏11m泌総数話通整難句轍~議~

次に、モルモット心室筋細胞から剥離したマクロパッチにおける、 Ptdlns(4，5)乃の

vanadate bpV(phen)が

効果を検討した。図 4に示す様に、 Ptdlns(4，5)乃は Na+-Ca2+交換電流を著自に増加さ
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せた(図 4A)。また、 phosphatidylinositol特異的 phospholipaseC (Ptdlns. PLC)(こ

より、 ATPのATPにより増強された Na+・Ca2十交換電流が抑制された(図 48)。この

ことから、 phosphatidy linositolから lipidelinaseにより Ptdlns(4，5)乃が産生される

時に ATPが必要とされ、 Ptdlns(4，5)乃産生を介して Na+.Ca2+交換が活性化されるこ

とが確認された。

A 

B 

10μ1J Ptdlns(4，5)P2 

50 mM Na+ 

0.5 U/ml Ptdlns酬 PしC

50 mM Na+ 

I~ 
LJSOlJL 

と jき

図4 A.モルモツト心室筋細胞から剥離したマクロパッチにおける

Ptdlns(4，5)乃の効果 B. ATPにより増強された Na+-Ca2+交換電

流に対する Ptdlns.PLCの効果
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最大効果で比較すると、 ATPは平均 2.3倍 Na+・Ca2+交換電流を増強したが、

Ptdlns(4，5)乃は 3.5倍であった。また、 Ptdlns(4，5)乃の効果は、 Ptdlns(4，5)乃を wash

outした後も長く続き、 ATPの効果とは著自に異なる。この違いはおそらく、 ATPに

よる Na+・Ca2+交換活性化には lipidkinaseによる Ptdlns(4，5)乃産生増加のみならず、

上述した、 proteintyrosine kinase/phosphatase の系、特に proteintyrosine 

phosphataseが強く影響することを示すと推測された。

蝉

protein tyrosine kinase/phosphatase以外の蛋白質リン酸化反応として、 PKAによ

り、 Na+・Ca2+交換活性電流が活性化されることが知られている o しかし、モルモツト心

室筋細胞等には、 PKAにより活性化される cAMP活性化 CI-電流が存在し、その、電

流一電圧曲線は Na+・Ca2+交換電流と良く似る。そのため、 PKAによる cAMP活性化

CI-電流の活性化と、 Na+・Ca2+交換電流に対する効果は厳に区別しなければならない。

図 5の実験では、 whole"cell膜電位固定下モルモツト心室筋細砲において、細臨外液

Ca2+を短時間増加させて、外向き Na+・Ca2+交換電流を誘発し、イソプロテレノールの

効果を検討した。図 5Aには、 Ca2+誘発外向き Na+・Ca2+交換電流(黒丸)と、 Ca2+非

存在下の膜流の大きさ (c品 1P活性化 Cl電流に相当:白丸)を示す。イプロテレノー

ル投与により、 cAMP活性化 Cl-電流は活性化されるが、 Ca2+誘発外向き Na+・Ca2+交換

電流は増強されず、かえってやや抑制されることがわかるo 図 58には保持電位 ("40

mV) における、イブロテレノール投与前(左)と後(右)の膜電流を示す。膜コンダ

クタンスは増加する(つまり、 c品 1P活性化 Cl電流は活性化される)が、 Ca2+誘発外

向き Na+・Ca2+交換電流はほぼ変化しない。これらの結果から、モルモツト心室筋細胞

においては、 PKA活性化は Na+・Ca2+交換電流を活性化しないと結論された。

16 



A 0.5由

1 ~lM ISO 

Z04J _ .... ‘~ ---・..... .e・・・・・・・・・
E 2 8 0.3 

4E 2国s コ 0.2 
0.1 

0.0 
} 

' 
O 2 4 6 8 10 12 14 

Time (min) 

B 
control 1μMISO 

d 

b C 

立とJ~
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図 5 モルモツト心室筋細胞の外向き Na+-Ca2+交換電流に対するイ

ソプロテレノール(180)の効果 A. Ca2+誘発外向き Na+・Ca2+交換

電流(黒丸)と、 Ca2+非存在下の膜流の大きさ (cAMP活性化 CI・

電流に相当:白丸)を示す。 B.保持電位 (-40mV)における、イ

プ口テレノール投与前(左)と後(右)の膜電流を示す。

泌総燃閥系るよ機構挙法は鱒犠滋抗議緩11機構i~.:謀議磁場性調緩

これまで述べてきたように、 ATPとPtdlns(4，5)乃は、 Na+依存性不活性化または、

Ca加依存性活性化を修飾することで、 Na+-Ca2+交換を活性化すると考えられる。培養細

胞に発現させた実験系においては、心臓発現型のNCXlはATPにより活性化され、脳・
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骨格筋細胞に発現する NCX3はATPにより活性化されないと報告されている。このこ

とは、 NCX3の不活性化機構は心臓発現型の NCXlと異なることを示唆するかもしれ

ない。そこでます、 NCX3の不活性化機構について詳しく解析した。

国 6に示すように卵母細胞に発現させた外向き NCXl交換篭流は細胞質鎮，IJCa2+を取

り除くことで現弱し、再投与することで活性化される。

NCX1 

50niM Na十

Inactive 

舎町 e
:.Na/C者{〆;J
験、:.+~!'.4 1f"".~"

Active 

図6 NCXlにおける Ca針による活性化。

NCX3はNCXlと明らかに異なる Ca併による調節機構があることが明らかになったo

つまり図?にあるように、細胞質側に Ca2+を投与すると外向き NCX3電流は活性化さ

れるが、それは一過性であり、外向き Na+.Ca加交換電流は速やかに減衰した。このこ

とは、 NCXlには Ca2+による活性化機構があるのに対して、 NCX3には Ca2+(こよる活
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性化機構と不活性化機構の両方が存在することを示唆する。

NCX3 

一色J
Inaciive 

還義 deem--4h 
滋.. ，4 :....... ~ 

Z!146cazca2+ 
~.............III.JI....守

~L 

守OOmMNa+ 

1 I 0I-lM ca2
+ 

Activelnactive 

r~ 

Ca2+ 

図 7 NCX3における Ca2+1こよる活性化。

NCXlを発現させた HEK細胞から剥離したパッチ膜において、ATPは外向き NCXl

電流を著明に増加させたが、 NCX3電流に対する効果はわずかであった。 NCXlと

NCX3における不活性化機構の違いと、 ATP効果の違いはと何らかの関係があると推

測される。
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これまで、に述べたように、Na+-Ca2+交換の不活性化機構はATP、Ca2¥Ptdlns(4，5)乃、

protein tyrosine kinase/phosphatase等による調節の作用機序に深く関与する oそこで、

不活性化機構キネティクスを検討するために、マクロパッチのヂータを基に Na+-Ca2+

交換機能をコンビュータモデル化した。図 81こモデルの概略を示す。

OUT 

‘" E3 

kn I I k23 
~h .. T，曲FEEZE，!Il!4癒E~笥

E6 

11 

若~ぷ品-主主』-蕗

日
目蝕盟副担金 I ... 

Es 、、
11 

12 

E9 
た21I I k12 

ぷふぷば、、
-lt 

図8 Na+-Ca2+交換モデルの statediagram 

このモヂルでは①マクロパッチのデータに基づき 4Nゲ lCa2+交換を想定した。

②Na+依存性不活性化 (1)と低 Ca2+で誘発される不活性化 (2)と一つの活性化状態

を考えた。③Na+の輸送を 8偲の過程に、 Ca2+輸送を 3個の過程に分割し、それぞれに

膜電位依存性を持たせた。
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シミュレーション結果を図 9fこ示す。 9Aにはマクロパッチから記録された電流電圧

関係を、 98にはシミュレーション結果を示す。 Na+-Ca2+交換電流の膜電位依存性が良

く再構築された。このような電流一電庇関係は上記③の仮説を組み込むことで初めて再

現できた。 1つの過程でイオンが輸送される様なモデルでは決してこのような電流ー電

圧関係は得られない。

A. experimantal data 
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図9 電流ー電圧関係のシミュレーション A.モルモット心室筋細

胞から剥離したマクロパッチにおける実験ヂータ B.シミュレー

ション結果
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また、図 10には、細胞内 Na+依存性、 Ca2+依存性、細胞内 Ca2+による活性化の Ca2+

依存性のシミュレーションと実験結果を示す。モデルは、良く実験結果を再構築できる。

A β C 
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図 10 モデルの Na+.Ca2+濃度依存性
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5. 今後の展望

この一連の研究から、正常心筋細胞における Na+・Ca2+交換はATP依存性に活性化

された状態にあることが明らかになった。そして ATPによる活性化の機序としては、

protein tyrosine kinase/phosphataseによる Na+・Ca2+交換蛋白もしくは関連蛋自のリ

ン酸化と、 lipidkinaseによる Ptdlns(4，5)乃産生の両方のシステムが存在することが

明らかになった。今後の展望としては、これらの ATP依存性調節系を制御する細胞外

リガンド及びシグナル伝達の解明、心不全等の様々な病態における ATP依存性調節系

の変化を解析して行きたい。また、ほ乳類においては Na+・Ca2+交換には NCXLNCX2

NCX3の3つのサブタイプが存在する o サブタイプ間における ATP依存性調節機構の

違いをより詳細に検討し、組織特異的な Na+・Ca2+交換活性の違いを明らかにして行き

たい。

6. 発表論文

以下に、発表論文を掲載する。
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