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論文内容の要旨

アウス胎児の心臓組織片をtrypsin 処理して得られた個々の心筋細胞は，培養下で白発的に拍動し，

個々の心筋細胞はかなり安定した固有の拍動数を持っていることは良く知られている。培養心筋細胞

の拍動性に対する薬理学的な研究は多くなされているが，それに対するmedium conditioning の効果

はあまり報告されていない。本研究では，まず培養心筋細胞の拍動性に対する細胞密度及び、medium

condi tioning の効果について調べ，次に conditioned medi um( CM) 中に存在する心筋細胞の拍動促進

因子を部分的に精製しその性質を調べた。

(1)心筋細胞をhigh density(HD) と low density(LD) で 1 日間培養した。拍動する細胞の割合と，

拍動数の平均値はいずれもHDの方がLD より高い値を示した。またLDでも HDでも培養日数が経つ

につれて拍動する細胞の割合，拍動数の平均値はともに増加するが，その増加のしかたがHDでは速

く LDではゆるやかであった。

(2) 心筋細胞をconditioned medium 中で培養すると，新しいmedium 中で培養したときより拍動数

の平均値は高い値になった。

以上のことから，心筋細胞の拍動数はmedium conditioning により増加することが示されたが，こ

のことを更に確めるために次の実験を行なった。

(3) 同一plate上に心筋細胞の密度の高い部分 (HD-area) と低い部分(LD-area) をつくった。

まわりをHD-area で固まれたLD-area にある心筋細胞の方が， control に比べて拍動数は高い値を示

した。

(4) (3)と同じ方法を用いてHD-area に他の臓器(肺，腎，骨格筋)の細胞，株細胞(FL ， L) ，ニワト
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リ胎児の細胞及び、ハ虫類のiguana 心臓由来の細胞を培養しでも同様の効果が見られた。したがって，

心筋細胞の拍動性に対するmedium conditioning の効果は臓器特異性も種特異性も見られなかった。

次に， conditioned medium 中の心筋細胞の拍動促進因子の部分的精製とその性質を調べた。

(5) 活性因子は透析されず"， ultrafiltration により retentate に残り，飽和硫安で沈澱した。

(6) その因子は熱に不安定で;， trypsin , pronase ，及び~hyaluronida se 処理により失活するが， neuｭ

raminidase 処理では失活しなかった。これらの結果は促進因子が高分子で， しかも glycoprotein で

あることを強く示唆している。

(7) 濃縮したCM を Sephadex G-200 にかけると，活性のmain peak はhemoglobin とほぼ同じ位置

に溶出されてきた。このことから活性因子の分子量は 5 -7 X10 4daltons であると考えられる。

(8) crude CM を SDS-polyacrylamide gel 電気泳動にかけると， 20本以上のprotein bands と約

10本のPAS-stainable bands が見られるが， Sephadex G -200 の活性peak の電気泳動パターンでは，

10本のprotein bands と l 本のPAS-stainable band が見られた。

論文の審査結果の要旨

マウス胎児の心臓をtrypsin 処理して得られた単一心筋細胞が，培養下で自発的に拍動することは

よく知られている。大塚君は心筋細胞をhigh dens i ty で 1 日間培養した時の拍動する細胞の割合と拍

動数の平均値がいず、れも low density で培養した時の値より高いことを示した。さらに心筋細胞を

conditioned medium 中で培養すると，新しいmedium 中で培養したときより拍動数の平均値が高い

ことを観察した。またマウス胎児の心臓のみならず他の臓器の細胞，株細胞，ニワトリ胎児の細胞む

よび、ハ虫類の心臓由来の細胞のconditioned medium もマウス心筋細胞の拍動数を高めることを確め

。
た

大塚君はこれらの結果に基づき マウス胎児から trypsin 処理によって得た細胞を培養して condi-

tioned medium を得，その中の活性因子がセロハン膜で透析されず， ultrafiltration により retentate

に残り，飽和硫安で沈澱することを示した。しかも，培養単一心筋細胞の拍動数の増加は加える濃縮

conditioned medium の量に比例することを明らかにし，活性の定量化に成功した。

大塚君はこの活性困子が熱に不安定で、trypsin ， pronase むよび、hyaluronidase 処理により失活する

ことから glycoprotein であると結論した。またゲルろ過法によってその分子量は 5 -7 X104dalton 

であると推定した。 105個の心筋細胞にゲルる過法で得られた活性肉千を約80μg 加えると，拍動数は

2倍になり，またそのSDS-polyacrylamide gel 電気泳動では 1 本の多糖類を含むband がみられた。

大塚君はこのようにして，心筋細胞の拍動を促進する活性因千が種々の細胞から conditioned meｭ

dium 中に遊離されること，それが分子量 5 -7 X 1Q4 のglycoprotein であることを示した。多量のcon­

ditioned medi um を得るのが困難なため，まだ活性因子は十分精製されていないが，大塚君のこの研

究は単一心筋細胞の拍動の生理学的研究に新しい分野を聞いたものとして高く評価される。
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以上の理由により大塚君の論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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