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論文内容の要旨

1912年 Burrows はニワトリ座心臓片を培養した際，移殖組織より遊出してくる細胞中に自動拍動を

示すものの存在を見い出した。それ以後細胞培養法の開発改善に伴い， トリプシン等の蛋自分解酵素

で心筋を処理して得た個々の細胞を適当な条件下で培養すると，細胞の成長，分化，拍動，薬物に対

する感受性等生体における心臓と同様の機能を示すことが明らかにされつつあり，培養心筋細胞系は

生体における心臓の示す正常あるいは異常な諸性質の解析に広く用いられている。また近年，培養細

胞の機能が種々のホルモン及び液性因子の影響を受け，生体におけるこれらの物質の作用を反映して

いる・ことが明らかにされている。そこで培養心筋細胞系を用い心臓機能を制御する物質を検索し，心

筋細胞自身が活性物質を放出していることを認め，活性本体の分離精製を行なった。

本論

第一章 ラット心筋培養炉液の心筋細胞機能への影響

ラット心筋を細片とした後 Eagle MEMを加え37・において 5 %C02-95%air 中で 4 日間培養し培

養炉液を得た。 Table 1 に示すようにラット心筋培養炉液は心筋細胞の成長の指標である spreading

及び beating機能を促進するとともに拍動不整改善作用を示した。また培養日数を長くすると活性の

上昇と平行して培養炉液中の蛋白含量が増加し，活性物質が培養炉液中に遊離されることが示唆され

た。

第二章 心筋細胞成長促進因子の精製

ニワトリ経心筋細胞より放出される成長促進因子は高分子蛋白質であることが報告されていること
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Table 1. Effects of Culture Filtrates on Spreading, Beating and Arrhythmic Movement of 
Myocardial Cells in Culture 
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Each value represents mean 土 s.e.(n-5).
a) Added 1 ml for neonatal and 0.3 ml for adult into each dish 
b) P く0.05 : significantly different from solvent value 
c) pく 0.01 : significant1y different from sOlvent value 
d) The arrhythmia was incompletely suppressed. 

Table n. Effects of Heart Extracts on Spreading and Beating of Rat Myocardial 
Cells in Culture 

samp1ea) Spreading 
Spreading 亀 We11-spreading も

Beating 
Re1ative Re1ative 
beating も beating rate 

Solvent 

Rat 

Bovine 

Rabbit 

16.5 .:t 1.6 
b) 

38.4 土 2.3
b) 

28.2 .:t 0.8 

24.3 土 0.6C )

19.8 ,:1; 2.7 

51.5 土 10.5C )
b) 

67.3 ま 5.0
b) 

40.6 士 1.7
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39.3 ま 4.9C )
b) 

75.' .:t 1.2 

56.2 .:t 9.'c) 

Each va1ue represents mean 土 s.e.(n=5).
a) Extract : precipi七ate sa1ted out with 30-50 も saturated ammonium 
su1f ate , added 0.-55 mg for spreading and 11 mg for bea七ing into 
each dish 
b) P く0.01 : significant1y different from solvent va1ue 
c) pく 0.05 : significant1y different from so1vent va1ue 

より，高分子分画を得る目的でラット，牛，家兎心筋より抽出を行なった。すなわち心筋を細片とし

た後，アセトンで乾燥し pH 8.0 の水で抽出を行った。抽出液につき硫安分画を行ったところ Table

E に示すように30-50%沈澱に培養炉液と同様 spreading及び beating機能促進活性を認めた。そこ

で牛心筋からのものについて精製を進めた。硫安沈澱を DEAE セルロース， Sephadex G-I00, CM 

セルロースにより順次分画し，活性分画として bovine ventricle protein (BVP) を得た。 BVPは

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動において一本のバンドを与え， Sephadex G-100 によるゲル

炉過法により分子量は100000と決定した。蛋白含量は99.8%で糖は含まず，アミノ酸分析により 18種

のアミノ酸を含むことを認めた。また carrier ampholyte を用いた電気泳動的等電点分画により B

VPは pH 6.4 に単一のピークを与え，単一性を確認すると同時にその等電点は pH6.4であること

を認め (Table 皿) ，また BVPはジスルフイド結合の開裂により分子量70000 と 31000の 2 成分に分か

れ，この際活性が消失することを認めた。 Table N, V に示すように BVPは 10μg/meの濃度で培

養心筋細胞の spreading， beatingを促進したが，血清存在下での beating には作用しなかった。さら

に BVPが長期培養における心筋細胞の成長を明らかに促進することを確認するとともに (Fig. 1), 

Fig.2 に示すように虚血状態におけるラット摘出心臓の拍動性を正常に維持し，心筋細胞壊死に対し

でも有効で、あることを認め，またこのものの spreading促進作用が細胞のもつ蛋白分解能阻害による

ものではないことを明らかにした。さらに心筋細胞の拍動不整に対しで BVPは改善作用を示さない
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ことを認めた。

Table m. Physicochemical Properties of BVP 
Mo1ecu1ar weight 

Protein content 

100000 (ge1 fi1tration method using Sephadex G・100)

99.8 も(Lowry.Fo1in method) 

Amino acid composition Asp(8.0)a) Thr(9.1) 
Pro(4.2) G1y(7.5) 
Va1(12.2) Met(0.7) 
Tyr(3.9) Phe(2.1) 
Arg(2.7) Trp(2.0) 

Ser(13.8) 
A1a(4.2) 
11e(2.2) 
Lys(3.6) 

Carbohydrate content neg1igib1e (pheno1-H
2
S0
4 
method) 

Isoe1ectric point pH 6.4 

G1u(l3.2) 
Cys/2 (1. 9) 
Leu(7.2) 
His (1. 4) 

a) Mo1ar ratio C も) of standard amino acid by hydro1ysis with 6 N HC1 at 
1100 for 24 hr and by u1traviol鑼 absorption method for Trp 

Table N. Effect of BVP on Spreading of Myocardial Cells in Culture 

Fina1 
Samp1e concentration Spreading 亀 We11-spreading 亀

( pg/m1 ) 

So1vent 。 18.0 土 1.1 15.1 土 0.7

BVP 1 22.0 士 0.7a ) 17.8 土 1.2

BVP 10 23.7 土 0.8a ) 27.0 土 0.8a )

Each ~a1ue represents mean 土 s. e. (n = 3 ). 
a) p く0.01 : significant1y different from so1vent va1ue 

Table V. Effect of BVP on Beating of Myocardial Cells in Culture 

Fina1 Re1ative Re1ative 
Cu1ture Samp1e concentration beating も beating rate 

( }1g/m1 ) 

Solvent 。 43.6 土 5.0 23.0 土 0.9

Serum-free 
BVP 1 70.4 土 11.4 26.7 会 2.2

cu1ture 
BVP 10 77.6 土 4.0

a) 40.3 土 4.6b )

Cu1ture with Solvent 。 101.0 土 3.4 100.3 士 3.4

serum BVP 10 117.6 ま 6.8 108.6 土 4.6

Each va1ue represents mean 土 s.e.( n = 3 ). 
a) p く0.01 : significant1y different from solvent va1ue 
b) Pく 0.05 : significant1y different from solvent va1ue 
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(b) ( a) 

Fig.1. Typical Morphologies of Myocardial Cells in 10 days Culture. 

a) with 1 % serum ; b) With 1 % serum and BVP(10μg/mi) 
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Fig.2. Effect of BVP on Beating of Ishemic Perfused Rat Heart. 

-0ー After perfusion 10 min at 60mmHg, the hearts 

were perfused at 30凹nHg.

__._ After perfusion for 10 min at 60 mmHg, the 

hearts were prefused with BVP (10μ9 /mi) at 30mmHg. 

Each point represents mean 土 s. e. (n= 4). 

a) pく0.05 : significantly different from group without BVP. 
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拍動不整改善因子の精製

心筋培養j戸液の高分子分画には拍動不整改善作用が見られないので，牛心筋より低分子分画を得る

目的で熱水抽出を行い，培養液の低カリウム濃度により生じる拍動不整改善作用を指標に精製を行っ

た。すなわち牛心筋をホモジナイズ後 pH 4.5 に調整し， 100 0 , 20分間加熱抽出を行い，抽出液を，

Dowex 50W, Sephadex G・10 によるカラムクロマトグラフイーにより分画し，最

後にペプタイドマップ法により精製を行い antiarrhythmic peptide (AAP) を得た。 AAPはダンシ

第三章

Sephadex G-25, 

Fig.3 に示すようにル化後のポリアミドシートによる 2 次元クロマトグラフィーにより単一であり，

AAP はニンヒドリン反

カルボキシベプチダーゼ法及びアミノ酸分析に応陽性で糖及び核酸を含まず，

よりその一次構造は Fig 4 に示すように Gly-Pro-Hyp-G ly-Ala -G ly であると決定した。

Sephadex G・15 を用いたゲル拘晶法により分子量は 450 であると決定したo

ダンシルーEdman法，

(285)a) 
60 

(439) 

. L..... Arg-pro-pro・G1y-Phe­
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Fig.3. Molecular Weight Determination of AAP on Sephadex G-15 Column 

Column : O.9X156佃

Buffer : O.2M sodium citrate buffer (pH 4.25) 

Flow rate: 20me /hr for buffer and lOme /hr for ninhydrin 
a) The molecular weight was given in parentheses. 
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Fig.4. Amino Acid Sequence of AAP 
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Fig.5. Effect of AAP on Arrhythmic Movements of Myocardial Cells 

Induced by Low Potassium 

(0) rhythmic beating, (.) rhythmic beating with continuous 

cellular fibri llation, (.Â.，ム) irregular beating with continuous 

cellular fibrillation; (企) strong and weak beating counted, 

(ム) only strong beating counted. 

a) The mean of 3 dishes (6 regions of cell clusters) 

AAP は Fig.5 に示すように低カリウム濃度で生じる心筋細胞の拍動不整に対して改善作用を示し，

高カルシウムあるいはウアパイン添加による拍動不整， さらに組織レベルでの拍動不整に対しでも有

AAPはこれまで知られている抗不整脈活性を有するベプタイドとは化学的

に異なっており，その構成アミノ酸として Hyp が含まれているが生体内において Hyp を含む物質であ

るコラーゲンとも異なることを認めた。また AAPは beating機能を抑制し (Table VI) , 

効であることを認めた。

キニジンと

さらにAAP は spred-同様拍動性の抑制が拍動不整改善作用の一因となっていることが示唆された。

ing を促進し長期培養においても BVPよりは弱いが成長促進作用を示した。

Table VI. Effect of AAP on Beating of Myocardial Cells in Culture 

Ra1ative beating 亀 Relative beating rate 
Serum-free cu1ture Cu1ture with serum Cu1ture with serum 

Fina1 
concentration 
( pg/m1 ) 

Samp1e 

Solvent 

AAP 

_A.AP 

AAP 

98.8 :t 1.6 100.0 :t 2.1 

103.5 :1; 8.0 

74.3 :t 9.48) 
b) 

6司 .3 :t 6.7 

43.1 .:1:. 2.2 

38.5 :1; 2.9 

38.0 :t 3.6 

33.2 :t 2.6a) 

0 

0.01 

0.1 

1 

87...3 :t 3.0a) 
b) 

77.8 :t 4.6 

Each va1ue represents mean 土 s.e.(n=5).
a) pく 0.05 : significant1y different from solvent value 
b) Pく 0.01 : significantly different from so1vent value 
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第四章 BVP及びAAPの作用機作に関する検討

BVP及びAAPは心筋細胞の蛋白合成を有意に促進し (Table ")，これらの物質の成長促進作用の

機作のーっとして蛋白合成の促進が挙げられ，心筋細胞の成長は他の細胞の場合と同様，複数の因子

により維持されていることが示唆された。また Table 咽に示すように心筋細胞内へのカルシウムの

取り込みに対して BVPは作用しなかったが， AAPは拍動不整改善作用を示す濃度で明らかにカル

シウムの取り込みを作抑し，これによって細胞内イオン濃度の異常が是正され拍動不整改善作用が起

こるものと考えられる。

Table VI. Effects of BVP and AAP on Macromolecular Synthesis of 

Myocardial Cells in Culture 

Sample 
Final 
concentration 
( M ) 

Incorporation of -H-c倒npound into cell・ (cpm/l05 cells) 3 

Protein ___ _. _, _ RNA _... DNA 
protein precursor -------- precursor preCUr80r DNA 

So1vent 

BVP 

AAP 
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4050 ま 514 842 ~ 116 1572 ま 268
b) 

3252 企 438 1251 ま 213""1388 企 304

Ce1!s(105 cells/dish) were incubated for 48 hr with 3H-leucine(1 pCi) , 3H-uridine(1 pCi) 
or 3H~thymidine(1 pCi). Each value represents mean 土 8.8. ( n -5 ). 
a) pく 0.01 : significant1y different from solvent value 
b) Pく 0.05 : significant1y different from 801vent va1ue 

Table 咽. Effects of BVP and AAP on Incorporation of “ Ca in 

Myocardial Cells in Culture 

Fina1 
Sample concentration 

( M ) 

45 
Incorporation of ~JCa 

(cpm/mg protein , mean * s.e. ,n = 5 
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結論

1 )心筋細胞に直接作用しその機能を調節する物質として心筋より成長，拍動性を促進する bovine

ventricle protein(BVP) 及び拍動不整を改善する antiarrhymic peptide (AAP) の 2 種の新規物

質を単離することに成功した。

2) B VPは分子量100000の蛋白質で等電点は pH6.4であり，分子量70000及び31000の 2 本鎖より

成り立っており，この構造が作用の発現に必要であることを認めた。また AAPは Gly-Pro-Hypｭ

Gly-Ala-Gly のアミノ酸配列を示す分子量470 のヘキサペプタイドであり，これらの物質は心筋に

特異的に存在することを認めた。

3) B VPは単一心筋細胞の生存性，細胞質の伸展及び蛋白合成を促進することで成長，筋繊維束へ

の組織化を促進し拍動数及び拍動細胞の割合を増加することにより拍動性を促進することを認め，
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このものの成長促進作用は細胞の蛋白分解能の抑制によるものではないことを明らかにしたo

4) AAPは低カリウム濃度，高カルシウム濃度あるいはウアパイン添加により生じる拍動不整に対

して改善作用を有し，この作用が拍動数及び拍動細胞の割合を減少させること，また細胞内へのカ

ルシウム取り込みを抑制するとともに細胞内イオン濃度の異常を是正することに起因していること

を認めた。

齢文の審査結果の要旨

心筋細胞に直接作用しその機能を調節する物質として，心筋より成長・拍動性を促進する分子量

100000の蛋白質 (B VP) 及び拍動不整を改善するヘキサペプタイド (AA P) の 2 種の新規物質を

単離することに成功し，特に AAPは Gly-Pro-Hyp-Gly-Ala-Gly の新規物質であることを認め，

その薬として有効性を確立した。よって薬学博士としての価値ある論文と認める。
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