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〔目的 (Purpose)) 

匝ammaliantarget 01 rapa皿ycin叩 mplex1 (皿TORC])は、タンパク質合成の促進とタンパク質分解の抑制に関わる、

セリン/スレオニンキナーゼ活性を有する皿TORを中心としたタンパク質複合体である。 Rbeb(Ras bomolog enricbed in 

brain)はインスリン受容体からAktに至るシグナル伝達機構の下流に位置するタンパク質であり、 mTORClと結合する

ことでmTORClの立体構造変化と活性化を誘導する。 invitroにおいてRbebが心筋細胞の肥大・成長に関与している報

告はなされているものの、 invivoにおける機能は明らかでない。本研究では遺伝子改変動物を用い、心筋細胞の成長

・肥大過程における IDVIVOでのRbeb-mTORCI経路の機能解析を目的とした。

〔方法ならびに成績 (Metbods/Results)) 

心筋細胞特異的IIbeb欠損マウスを作成するため、 IIbeb遺伝子のexon3の前後に10xP配列を挿入したfloxed IIbebマウス

を作成した。 floxedIIbeb'マウスをαmyosin-beavy-cbainpromoter制御下にCreRecombinaseを発現する aAfHC-CreTg 

マウスと交配した。 IIbe/Jl"，Ifl"，;aAfIIC-Cre'の心筋細胞特異的IIbeb.欠損 (KO)マウスとIIbe/Jl"，Ifl"，;aAfHC-Cre-のコントロ

ール (CTLlマウスを得るためにHbebf1ox/floxマウスとIIbebfJo的 ;aAfIIC-Cre'マウスを交配した。 KOマウスは生後8日から死

亡し始め10日には全例が死亡した。生後5日では両群間で心重量の有意差が認められなかったが、生後8日においてKO

マウスはCTLマウスに比べ心重量は有意に低値を示した。次いで心臓超音波法を用いて拡張末期左室内腔径LVIDdと収

縮末期左室内腔径LVlDs、左蜜径短縮率FSを測定し'L.'機能を評価した。生後5日では両群聞でLVIDd、LVIDs，FSに有意

差は認めなかった。 KOマウス生後8日では、 KOマウス生後5日およびCTLマウス生後8日に比べてLVlDd、LVlDsの有意な

拡大とFSの有意な低下が認められた。心臓HE標本から心筋細胞横断面積を測定したところ、生後5日では両群間で有意

差が認められなかったが、生後8日ではCTLマウスに比べKOマウスの横断面積は有意に低値を示した。下流シグナリン

グ評価として、ウエスタンブロット法にてリポソームタンパク質S6と翻訳開始因子eIF4Eの結合制御タンパク質4E-BPI

のリン酸化状態を検討した。 S6、4E-BPlともにKOマウスではCTLマウスに比べて生後5日からリン酸化が低下していた。

KOマウスではCTLマウスに比べて阻TORClの活性が生後6日から低下していることが示唆された。生後8日のeIF4Eと

4E-BPIの結合を免疫沈降法にて評価したところ、 KOマウスにおいてのみ両者の結合が認められた。翻訳活性を評価す

るためsucrosegradient法を用いて翻訳活性解析を行った。生後8日ではKOマウスはCTLマウスに比ベポリソーム領域

の低下を認め、 mRNA翻訳活性低下が示唆された。 KOマウスにおける心機能低下の原因がmRNAの翻訳低下によるタンパ

ク質合成不全であると考え、 IIbebと4E-BP1との両欠損マウスを作成した。 IIbe/Jl"，Ifl";4EBP1-/-;σAfHC-CrげをDKOマウス

とし、 IIbe/Jl"Ifl";4E-BP fI+; a IJHC-Cre'をSKOマウスとして生後8日で比較した。 DKOマウスはSKOマウスに比べ、翻訳活

性の改善、心筋細胞横断面積の有意な増大、心重量の有意な増加、 LVlDd、LVlDsの有意な縮小、 FSの有意な上昇を認

めた。生存率においてもDKOマウスはSKOマウスに比べ有意な改善が認められた。以上よりIIbeb:欠損によって認められ

た表現型は4E-BP1との両欠損により救済されることが示された。 IIbebのもう一つの下流であるタンパク質分解に関わ

るオートファジー完進の関与を検討するため、オートファジーの評価を行った。生後8日におけるオートファジーマー

カータンパク質p62およびLC3-11の変化は認められなかった。また、オートファジー必須遺伝子Atg51の欠損はKOマウス

の生存率を救済できなかった。以上より心筋細胞における生後早期のIIbebの機能は、タンパク質合成克進による心筋

細胞成長にあることが示唆された。

[総 括 (Conc1 us i on) ) 

Rbeb-mTORCl経路は心筋細胞の肥大・成長過程において必須であることが示唆された。
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論文審査の結果の要旨

皿TORCl1皿ammali叩 target01 rapamycin complex 1)はタンパク質の合成促進と分解抑制を行うタンパク質複合体であ

り、 RheblRasho皿ologueenriched in brain)はその活性化を誘導する。本研究では心臓のinvivoにおけるRhebの機

能解析を行った。心筋細胞特異的Rheb欠損 IKO)マウスは、生後 5日からmTORCl活性が低下し、生後8日から 10日に心

筋細胞の肥大・成長障害と心機能低下を伴って死亡した。生後8日のKOマウス心ではmRNAの翻訳低下が認められた。

翻訳開始因子eIF4Eの結合タンパク質である4E-BPlとの二重欠損により、 KOマウスの表現型が改善した。しかしオート

ファジーによるタンパク質分解については、 KOマウス表現型への関与は認められなかった。以上より皿RNAの翻訳低下

がKOマウスの表現型に関与することが示唆された。

Rhebが心臓の肥大・成長に必須の役割を果たす乙とを明らかにした研究であり学位に値するものと認める。


