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Tumor necrosis factor-αによるモルモット

心室筋遅延整流性カリウム電流の抑制

新潟大学医学部第一内科学教室（主任：相澤義房教授）
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TNF-ƒ¿ Inhibits Slow Component of Cardiac Delayed Rectifier

K Currents in Guinea Pig Ventricular Myocytes

Katsuharu HATADA
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(Director: Prof. Yoshifusa AIZAWA)

BACKGROUND: Tumor necrosis factor- a (TNF- a) is an essential mediator of

cardiovascular changes observed during the bacterial sepsis, rnyocardial infarction, and

heart failure and it decreases myocardial contractility. However, its electrophysiological

property is unknown. We here report that TNF- a inhibits cardiac delayed rectifier
pottasium current (IK).

METHOD: Ventricular myocytes isolated from guinea pig hearts were voltage-
clamped by conventional whole-cell mode (34-36*0. Amplitudes of tail and steady-

state ( 2s pulse) currents were measured as IK. Intrapippete and extracellular K con-

centrations are 150 mM (pCa= 8 ) and 5.4 mM, respectively. To minimize L-type Ca

currents, nisoldipine ( 2 ,«M) was usually added to extracellular solution.

RESULTS: TNF- a suppressed the IK by 98.4+1.9% that had been enhanced to -
2 -fold by isoproterenol (ISO; 20 nM), although it did not affect the basal IK. The

action was dose-dependent with ICso of ll.6±0.69 ng/ml (n=23). TNF- a antagonized

histamine- and forskolin-enhanced IK (n=: 4 )1 but failed to inhibit that enhanced by in-

ternal application of cyclic AMP (n=4 ). Preincubation of myocytes with PTX (5

l-iff/ml for>120 rnin) abolished the inhibitory action of TNF- a on ISO-enhanced IK
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irlh渥tior,abolished洩einhib豆も0㌢yactionofTNF- aom王SO-enhanced王K(n-那 ,and

CコtePramideinhibitedISO-enhancedII(as肌,ellasTNF-αdid.

CONCLUSION:TNF-αinhibitedIItinadose-dependentmannerbymodulating

CAMPconcentrat､ion,andPYX-sensitiveG proteinandsphingom)･･plinpat･hwa),were

concernedwiththeinhibit-oryactiononISO-enhancedIK. UnderpathologicalCondi-

tions.TNF-αmayprolongtheactionpoteLntialduration,therebyleadstointracellt卜

larCaolTerload.

lie.vwords:TNF-α.delayedreetifieI､Ⅰくcuurent.sphingosine-1-ph()sphate

漉壌組織壊死因子,遅延整流が ノウム電流,スフィンゴシン1-]ン醸

緒 閑

crosisfactor-a伴NF-a)は,心筋梗塞 1),心筋

炎2)3),拡張型心筋症 2欄 了慢性心不全 5ト 8)などの病

的状態で循環血中に増加 し,心血管系の重要な調節因子

として作用している.心肥大-の関与や心筋収縮力抑

制9)をきたすことも報告されているが,この心筋収縮

力抑制の機序としては直接作用 9)や誘導型 NO合成酵

素 GNOS)発現の完進によるグアニル酸シクラーゼを

介した作周 10),また,β受容体刺激に対する反応性を低

下させることにより細胞内 cyclicAMP(CAMP)濃

度を低下させ収縮力を減弱させる作用11)が考えられて

いる,また,冠循環の低下による心機能の低下も一因と

考えられていが 2).

一方,TNT-αは心筋イオンチャンわ レの調節 も報

告されており,ウサギ且3),およびラット14)心室筋細胞

では basalのL一型 C壬1電流を減少させることや,pro-

teinkinaseA系 津KA)を抑制してモルモット心室

筋 PKA依存性 C1電流を減少させることが報告され
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ている.また,TNF-αはeel､amide,spllillgOSine.

sphingosine-1-phosphateといった膜脂質を介 し

た細胞内情報伝達弟を制御 し15),業際モルモット心房筋

では sp h ingosiIIPW1--phosphateによる∴百日咳毒

素感受性 G 蛋白 (Gi)の活性化を介 したアセチルコ

リン感受性 拡 電流の活性化が報告されている姉.この

ように TNF-αは心筋収縮や心筋イオンチャネル調節

に重要な役割を果たす PKA の活性化-の抑制効果を

持つと考えられる.しかし,心筋活動電位再分極相を規

定し,かつ PKA により調節 される遅延整流 K 電流

HK)への影響は不明である.今回我々は,TNT-αの

モルモット心室筋 IK に対する作用を検討 したので報

i-tl--する.

実験材料及び方法

モルモット (体慕l)50-350g)左心室よi)既報のご

とく17)18)酵素処理法により得られた畢離心室筋細胞を

用い実験 をおこな･;,た.す なわち.pentobaI･bital

(501Tlg/kg:腹腔内投与)麻酔下に間柄し.心娘を切 り

ILI'.し.ランゲンド)L7還流基間をFljい.大動脈より逆行

性還流を36℃で行--,た.まず Tyrode液 (表l)を5

表2 バイペ､ソト内溶液組成

mmol/L

KCl

h･･TgCl._,

lく2ATP

Na2CrP
EGTA

HEPES
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図1 無刺激時 lIくに対するTNF･-.(rU)勃IrA

A:TNT-a(20ngIml)授与前後の全細胞型電流の案記録.a,bはBの各束印に対応
B:TNトー･α投与前後の末尾電流密度

TNト .α投与前後に有意差は/なかった.

分間還流Lた後に心筋の拍動が停_lLするまで Cafree

T)丁Ⅰ,し'dL,液にて還流を千十 ノた.さらに0.4mg/mlの

collagenase恒,pel,sigllla社製)入り Tyrode液

にて15-20分還流を行′,た.その後室温の 1くB液榔

(秦ll)を還流 し.eollagcm.lSP を除去 した後に,KB

液中にて細胞を単離 した.パッチクランプ実験で用いた

パ [ペ ット溶液の組成は表2に示す とお i)で.pCa-

8.0とした.すべての実験は36℃で行い.細胞外液には

T.vrode液を剛 ､2."M の nisoldipine(Bayt汀 社製l

を加え L型 Ca電流を抑制 した.e壬1rbaehol((Teh).

isoproterenolLISO),histamine(Iiis1,foI･Skolin

膵sk),CyclicAMP (CAMP),TNF-a (Si欝ma

社製)はス トック液を作成 し測定直前に調整 した.百日

咳毒素 (Sig･ma社製)は KB液にて溶解 し,5ll欝/

mlに調整 し,実験の際には心筋梱胞を36℃にて120分

以上反応させ用いた.

lIくのi粧封土,仝細胞型パ､ソチ J/ランプ法によi)行っ

た.電流測定は先端抵抗 2一･･･-5m.･Inのパ･11/<tソト (ナリ

シゲ社製)を用い,パッチクランプ増幅器 (Axopateh

200B,Axon社製)を用いて行った.ギガシー ルを

T.vrode液還流下に作成 し.パ 1'ベ ット内に除圧 (-20

emH201をかけてパッチ下膜を破壊 し wholeeellを

作成 した後に電流測定桐の珊胞外港に変更し電流測定を

行った.lIくの測定は通l凱 保持電位一･iOmV から2秒

間の脱分極パルスを10秒ごとに種々の膜電位に与え,-

40mV まで再分極させた際の末尾電流 を測定 し,電淀

値は細胞容量にて補正 した電流密度として表した.デー

ターの解析は pCLAMP6.0､ノ7 トウエア (Axon社

製)を用い行った.数値デ-夕-は平均士標準誤差にて

示 し,有意差検定は studentt一検定により行い,p<

0.05を有意とした.
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図2 ⅠsopTOteTenOlHSO)にて増強されたIKに対するTNF-αの効果

A:王SO,TNT-α投与前後の実記録

B:王SO20nMにて増強した末尾電流密度に封するTNF-αの効果

ⅠKはISO20nMにて179±34%増加したが,TNT-αョong/mlにて61.5士9.3%抑制された.

結 果

1. 無刺激時及びβ刺激により増強した tl(に対

する TNF-αの影響

図1は撫刺激時及び TNF-α投与時の IIく電流の

莫記録と IK 末尾電流の時間経過を示す.IK電流は保

持電位-4OmV より2秒間の+40mV までの脱分極パ

ルスを与えた後に-40mV まで再分極させ記録した.

王K は TNF-αを20ng/ml)投与前 (a)及び後 (b)

で変化は認められなかった.

図2は,王SOによるβ刺激にて増強された 王K に対

する TNF-α投与前後の IK の寛記録と末尾電流の

実記録例である.20nmol/1の IS()にて,IIく 末尾電

流値は179±34?吊二増加した (n-22).TNF-α (20

ng/ml)の追加投与によi)lSO にて増加 した IIく末

尾電流成分の62±10%が減少した (n-8).図に示す

309

10 (min)

様に多くの文集では TNF-αの washout効果は認

めなかった.

図3A は-60mV よi)十60mV までの10mV 転の

脱分極ステップパルスを与えた際の IK の実記録で,上

より無刺激時,ISO20nn101/1投与[軒 TNF-α20ng/
ml追加投与時の記録を示している.その際の IIく末尾

電流を縦軸に,脱分極魔圧を横軸にとりプロットした電

流電圧関係を図3Bに示す.ISO投与により IK 末尾

電流は増大し,TNT-a追加投与により抑制が認めら

れるが,IK の活性化の閥電位に変化は認めなかった.

同様の実験を異なる5個の細胞で行い,各々の脱分極パ

ルスでの末尾電流を+60mV の脱分極パルスを与えた

際の末尾電流により除すごとにより標準化したものが図

3('である.曲線は Boltzmann式に fitした_TNF-

α投与前後で Vo.5及び slopefactor(k)に変化は認

められなかった.



310 新潟医学会雑誌 第 115巻 第 7号 平成13年 (200117月

(pA/PF)

Eコ

ISO20nM+TNF-α20ng/ml

#
a

i

5nA
｣

2sec

A
l
JS
U
a
P

l
u

aJJn
O
ニ
e
t
N
l

h
JsuaP
lu
aJJnUニ
E!t
Nfp
a
z
ニ
e

Lu
Ou

4

2

0

0

0

-40 40 80 (mV)

･40 0 40 80 (mV)

図3 TNF-I-αのIK抑制効果の電位依存性

A:--60mVより十60Ⅰ･nVまでのtestpulseによる私ヰ己の実記録
■ eontrol

● ISO20nM

▲ lSO20nM+TNF-a20ng/ml
B:各条件下での電流電圧関係

C:各条件下での標準化電流電柱関係
B()lt_znlann式にritした.

図3D は20nnlOl/1の ISO により増強された IK

に対する TNF-αの抑制の濃度依存性 曲線 を示す

(n-23).曲線は f･Iill式に fitL,TNF-αは ISO

(20nmol/1)にて増加した ⅠⅠくを最大98±2%抑制 し,

IeSLlは11.6±0.69ng/mlであり,Hill常数は 1.1士

0.1であった.

2.TNF-αの IK 抑制機序の模討

この TNF-αの Ilt抑制は撫刺激時には認められ

ず,β刺激により増強した 三振 にのみ認められること,

IK の/3刺激による増強はI3受容体一刺激性 G 蛋白
(Gs)/アデニレー トシクラーゼーCA九･lP 系を介 し

PKA を活性化することによるものであることから,こ

の TNF-αの IK 抑制は PKA の活性化に括抗する

作用によるものと考えられる.そのため上記の細胞内情

報伝達系のどの部位に TNF-αが関与しているのか

を明らかにするために,次に 王K を ISO と同様に増強

する種々の薬剤を開いて検討を行った.histanlineは

モルモ･ソト心室筋において H2レセプターを介し,Gs

/アデニレー トシクラーゼを活性化し,cAh･,IPを増加さ

せ 沢 を増強する事が知られているが1g),histamine

(250nmol/l｣)にて増加した IK の末尾電流 (170±

69%)は TNF-α (ョong/ml)によi)その37±13%

が抑制された Ln-4)(図5A).forskolinは麦角ア
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図4 TNF-αの抑制効果の濃度依存性

横軸にTNF-α濃度,縦軸にISOにて増加したⅠIiに対するTNF-αの抑制準を
示す.

PlotはIlill式にFit､した,

ルカロイドの一種であi),アデニレー トシクラーゼを面

接刺激し,細胞内 cAMP を増加させることが知られて

いる2tl).forskolin(50Onmol/1)にて増加した IIくの

末尾電流 (175±4.7%)は TNF-α(ョong/ml)に

よりその58士13%が抑制された くn-4),次に cAMP

により増強した ⅠKに関しても同様の検討を行った,パ

イペット溶液に直接 cAMPLlmmol/I)を添加 し,

細胞内を cAMP にて遼流 した.cAMP 添加により,

パ･ソナ下降が破壊されるとほほ同時に.IKはISO(20

nmol/I),histamineL250nmol/1),forskolin(500

(ョong/ml)は増強された Iltを抑制しなかった (8±
lワも,n-4日 図5C1.これらの結果よi).TNF-α

はアデニレートシクラーゼを活性化L cAl:lPが増加

するレベルでこの作用に措抗することが明らかとなった.

Gsを介したアデニレー トシケラーーゼの活性化には百EJ

咳毒素 (PTX〕感受性 G 蛋自 (Gilが措抗すること

が知られている.TNF-αの 11く抑制作用-の Giの

関与の有無の検討をするために PTX にて前処理 (5

FLg/ml,36℃.120min)し.Giの効果を消失させた

細胞を用いて,同様の実験を行った.図6に示すように

PTX にて前処理を行った細胞では 王SOにより増強 し

た 王Kにたいする TNF-a及びムスカリン受容体を

介して Giを活性化する演目レバコ-ルの抑制作用紺 は

消失していた.以上の結果より TNF-αは Giを介

して.Kを抑制していることが示唆された.

しかし.TNF一α受育休と Giとの coupling は報

告されておらず,また,構造自体,膜7回貫通型のG蛋

白共役聖母苓体とは異なるため,次に TNF-αと Gi

との連関の検討を行I-)た.TNF-αは TNF-α受容

体を介してsphingm11yelinaseを活性化し,sphingo一

mさ,elinを分解し,eera111ide/sphingosinp/Sphingos

imp-1-phosphat･p経路を活性化L apotosis,炎症

性ホルモンの誘導などの反応を起こす22)ことが知られ

ているが.モルモLL/ト心房筋では sphingosine-11p-

hosphateによる Giを介した ACh感受性 Tt電流

の活性化16)も報告されており,本検討での TNF-α

によi)Giとの連関について ceramide-sphingosine
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の効果

Histanlinp250nMにより170±69ob増加 し.TNF-α

20ng/mlにて37±13%糾】倒された.(n-｣=
Ⅰ3:Forskolinによi)増強された IIく′鶴損二村するTNF-α

の効果

20ng/mlにて油土13?摘欄りされた.(ll-▲l)
(l:eAh･:IP細胞内投与にて増強されたIlくに対するTNF-L-α

の効果

cAMPlmM にて増強したlIくはTNF--α20ng/mlに
てコントロー.一一ルと比べ8±lC'Oとほとんど抑制しなかっ

た.
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図6 PTX前処理をされた細胞に対するTNF-αの抑制効果

PTXにて前処理した細胞にはCarbacholによるIKの抑制は消

失しているが同様にTNF-aによる王SO増強IK電流の抑制効果

も消失した.

系が関与しているかについての検討を行った.

N101eoyle汰anolamine(NOB)は ceTamidase

阻害薬の一つであり,細胞外より反応させることにより

sphingOSine,sphing･osine榊1榊phosphateの合成

が阻害される.NOE(5ilmol/i,36℃,60min)によ

る前処置を行った後に,同様の実験を行い ceramide-

sphi咽 OSine系の関与についての検討を行った.なお,

NOE単独では ⅠK に変化は認めなかった.図6A に

示すように,ISOにて増加 した 王K に対 し TNF-α

(20mg/ml)を作用したところ,王K には有意な変化は

認めず,NOE前処理により TNF-αの抑制効果は消

来した (n-4).また,sphingosineによる 王SO 依

存性 ‡K に射する効果も細胞膜透過性の sphingosine

である N-acetyl-D-sphingosine(C2-ceTamio

de)を用いて行った,C2-ceTamide(2flmol/1)

は,ISOにて増強した ⅠK を TNF-鐙 と同様に抑制

した (68士27%,nニ=4)(図6B).

以上のことから TNF-αによるISO依存性 王K の

抑制には eeTamide-sphin嘗OSine系の関与が明らかと

な-.)た.

考 案

今回の検討では,TNF-eyによりモルモット心室筋

細胞で無刺激時の ⅠK は抑制されなかったが,初めて

PKA 誘発性 ⅠK が抑制されることが明らかとなった.

この抑制の機序に関しては,無刺激時の 王K は TNF-

αにより抑制されなかったこと (図1),histamine

(.350nI1101/I,図5Å)や roI･Skolill沌OOllm01/1.図

5B)によって増強した 王K も TNF-aほ同様に抑制

すること,Giを抑制する PTX にて処理した場合 (拷

6)や細胞内に直接 cAMP を投与 した場合 (図5C)

にこの反応が打ち消されることより,Gi/アデニレ- ド

サイタレ-スの経路が関与していると考えられた.TN

F-a受容体と Gi蛋白との連関については,TNF-

α により活性化 され る ceramide/sphingosine/

sphingosine-1-pho叩htltPの系の sphingosine-

1-phosphateと Giとの連関がモルモット心房筋で

報告されており16),ceramideを分解 L sphi咽OSine

にする酵素であるeeTamiぬseを阻害する NOEによ

る前処置にて TNF-鑑の 王K抑制作用は消失し,以上

のことから,この P拡A 誘発性 王K の抑制には cera-

mide/sphingosine/sphingosine･---1∩-phosphate/
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図7 TNF･.--aの抑制効果へのeera111idase阻害茸及びsphillgOSineの作間

C･eramidase阻雷港である.NllleoylethanolamineLNOE上前処理 し5FLh:I,

60min)L-,て.lSOにて刺激されたIlH 159±17Ot､)に対してTNF.Iαの抑制効

果は10i:4%と認められなかった.(n-射

と同様に68±27%抑削された.

Gi/アデニレートサイクレースの経路が関与しているこ

とが明らかとなった.

TNF-αが心筋細胞の調節に果たす授割に関しては,

現在までさまざまな経過が報告されている.ラ･ソト心室

筋細胞やハムスターの単離乳頭筋標本では TNF-一一α

によりカテコラミンに対する反応性の低下や収縮力抑制

が報告されており25)26),その反応は NOの合成阻害薬

である L-NMMA によりTNF-αの抑制が完全に

阻止されるので NOの産生.したがって,グアニル酸

シクラーゼの活性化により書起されるものと考えられ

が 5).また,細胞内 Caホメオスタシスの変化に直接

起囚する反応や細胞内の Gi/アデニレー トシ.I/ラーゼ

を介した反応が報吉されている.前者は成熟ネコ心筋細

胞標本で.収縮中に生じる細胞内 Ca トランジェント

が細胞をあらかじめ TNF-aにて処置しておくと著明

に減少する,この反応は L-NMMA では阻止きれな

いことより,細胞内 Caホメオスタシスの変化が原因

と考えられている25)26).後者ではラットの培養心筋細

胞で Gi蚕【LJを介した CA九:･IPの減少による収縮力低

下も報吉されている281.本検討でも TNF-αの抑制

作周が PTX 前処置により阻害きれることより Giを

介した PKA 系の抑制による反応であり同株の現象を

みている可能性がある,また,データは示していないが､

NO合成酵素阻害薬である L-NMMA 前投与にても

この反応は阻害されなかったことよりNO を介する反

応ではないと考えられた.
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-.方.TNF-α と Giとの連関については cera-

nlide-sphingosirle系の関与が報苦されている.TNF-

αが sphingol･11ielinase を活性化し,膜蛋白リン脂

質である sphingom.velillを細胞内に放出させ.eera一

mi°e-sphingosine系を活性化することによl).細胞

内 sphingolipidsが増加し,種々の作用を示すことが

知られている.ラ､ソト心室筋細胞では sphingosineに

よる L型 Caチャネル電流の抑制及びそれによる小

胞体よりの Ca放出が減少しにより心筋の収縮力の低

下をおこすことが報告されていが5),27ト 30).また,モ

ルモ､ソト心房筋では sphingosineの分解産物である

sphingosine-1-phosphateによる Giの活性化に

よるアセチルコリン感受性がノウム電流の活性化が報告

されている161.本研究でも eeramidase阻害薬である

N-oleoylethanolamine投与により TNF-･pαの仰

制作Ff用i阻害されることよi),sphingosine lリ､降の

sphingolipidが IIくの抑制に関与していると考えら

れる.膜透過性のsphingosinpである CL1---1leramide

にて同様の IK の抑制が見られていることもこれを支

持する所見と考えられる.過去の報苦では sphingo-

sineの Giとの coL1plillgは報吉されておらず.モル

モット心房筋と同様に.Sphingosinp---1--phosphate

結 語

心不全時,心筋梗塞後などの病的環境において TNF-

α.カテコラミンはともに上昇することが知られている

が,その際に TNF-αは Cel･anlide/sphingosille/

sphingosine-1-phosphate/Giを介しカテコラミ

ンに浩抗し,心筋収縮力抑制や王Kの抑制による活動電

位の延長及びそれによる Caoverload により催不整

脈的及び心筋障害的に働くと考えられた.
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