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１．研究実施の概要

　本研究は、浸透圧性膨張直後の容積調節（Regulatory Volume Decrease: RVD）の

分子メカニズムを解明し、病的条件下におけるその破綻による細胞死のメカニズム

を明らかにし、それを防御するための分子戦略を確立することを目的としている。

そのために、RVDに関与するチャネル、トランスポータ、レセプター分子を同定す

ること、その活性化メカニズムを明らかにすること、更には、虚血性細胞死及びプ

ログラム細胞死とRVD異常の関係を明らかにすることに取組んでいる。

２．研究実施内容

　すべての動物細胞の容積は固有の正常値に調節されており、たとえ異常浸透圧環

境下において収縮・膨張が強いられたとしても、その後速やかに正常容積へと復帰

する能力を持っている。ところが虚血などの病的条件下ではそのメカニズムが破綻

をきたし、細胞膨張の持続から細胞死へと至る。本研究は、脳細胞、心筋細胞、上

皮細胞におけるRVDメカニズムを分子レベルで解明し、心筋細胞、脳神経・グリア

細胞及び上皮細胞の病的条件下におけるRVD破綻の分子機構を解明し、それを防御

するための分子論的戦略を確立するために行われている。

�　RVDメカニズムの生理学的解明

　二光子レーザー蛍光顕微鏡を用いた三次元的容積測定法の開発に成功をみたの

で、この方法を、形態が複雑でこれまで研究対象としてとり上げにくかった脳神

経細胞や腎密集斑細胞に適用した。その結果、神経型に分化したNG108-15細胞は

RVDを示さないこと、腎密集斑細胞膜の水透過性はかなり高いことが明らかと

なった。

　RVDを実現するCl流出を担う容積感受性Clチャネル（VSCC）の活性化メカニ

ズムは未だ不明である。私達はヒト上皮細胞を用いて生物物理学的検討を行い、

VSCC活性化のメカニズムは細胞容積変化そのものや、膜張力変化や静水圧には

直接関係せず、細胞内骨格系が関与した膜のバネエネルギーに関係することを明

らかにした。

　胞膨張時には細胞内からATPも放出され、これが細胞外から作用してRVDを促
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進させることを前年度に明らかにしたが、このメカニズムは細胞内Ca動員増にも

とづく容積調節性Kチャネルの活性化亢進によることを新たに明らかにした。ま

た、肝細胞においてはこの細胞膨張時の放出ATPこそがVSCC活性化の原因であ

るとの説が提唱されたが、ヒトやマウスの上皮細胞では（CFTRの発現の有無に

かかわりなく）この説は正しくないことを明らかにした。

②　RVD機能蛋白の分子論的同定

　RVDは細胞からのKCl流出と、それに駆動された水流出によって達成される。

多くの細胞でこのKCl流出はCa依存性Kチャネルと容積感受性Clチャネル

（VSCC）の開口によってもたらされる。このKチャネル活性化のためのCa動員は、

膜伸展感受性メカノセンサーカチオンチャネル（SAチャネル）の開口と、細胞内

Caストアからの放出によってもたらされる。細胞膨張時のATP放出はこの細胞内

Ca動員を亢進させる。以上がこれまで私達が明らかにしてきたRVDの分子メカニ

ズムであるが、これに関与するVSCC、SAチャネル、ATP放出路の分子実体は未

だ不明である。VSCCについてはClC3説が提出されたが、私達はこれに対して同

定基準を提出して、その同定は充分でないことを指摘してきた。ATP放出路につ

いてはVSCCやCFTRを介して行われるという説が提出されているが、私達は自ら

開発したモノクローナル抗体や特異的阻害剤を使用して、その両者ともそれに該

当するものではないことを明らかにした。この放出ATPの細胞外作用点である

ATPレセプターはヒト上皮細胞株Intestine４０７ではP2Y2型であることを同定した。

また、SAチャネルの候補蛋白として酵母からSAチャンネル遺伝子mid1を同定す

ることに成功した。

③　虚血性細胞死・プログラム細胞死におけるRVD異常

　RVDに関与するVSCC活性には細胞内でのATP結合が不可欠である。虚血条件

下でのATP欠乏は、Naポンプ活性の低下（によるダブルドナン平衡の破綻）によ

る細胞膨張をもたらすが、それに対抗するRVD機能までもが抑制されることにな

るので、持続性膨張が強いられてネクローゼ細胞死がもたらされるものと考えら

れる。事実、ミトコンドリア毒素3-NPAによる脳線条体傷害には、アストロサイ

トの著しい膨張とネクローゼ死が伴われていること、これはニューロン死より先

行すること、を明らかにした。

　一方、アポトーシス過程には持続性細胞収縮（私達はこれをApoptotic Volume 

Decrease: AVDと命名した）が伴われることが知られており、アポトーシスと細胞

収縮後の容積調節（Regulatory Volume Increase: RVI）との関係についてはアメリ

カにおいて調べられはじめているが、RVD能との関係についてはこれまで知られ

ていない。そこで私達は、スタウロスポリンやTNFαなどによってアポトーシス

を誘導した神経系、上皮系及びリンパ系培養細胞においてRVDを観察し、AVD時
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にはRVDの異常亢進が必ず伴われることを発見し、更に加えて、RVDに関与する

VSCCを阻害するとアポトーシス諸反応（チトクロームｃ放出、カスパーゼ活性

化、DNAラダー、電子顕微鏡像変化など）は完全に阻止されて細胞死も救済され

ることを明らかにした。
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