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論文内容の要旨

〔目的〕

血小板はカルパイン (Ca2 +依存性中性蛋自分解酵素)を豊富に含む細胞の 1 つであり，刺激受容にと

もなってカルパインの基質であるアクチン結合蛋白 (ABP) およびタリン (P -235) の限定分解が観

察されている1) が，その生理的意義はまだ解明されていない。一方，刺激受容にともない分子量47 ， 000の

蛋白 (47K) は C ーキナーゼにより，また分子量20 ， 000の蛋白 (20K; ミオシン軽鎖)はミオシン軽鎖

キナーゼ (MLCK) およびC ーキナーゼの両者によって燐酸化されそれらの燐酸化が血小板の分泌

反応などを調節するものと考えられている。また， MLCK と C ーキナーゼはともにカルパインにより

限定分解され， C ーキナーゼは Ca2 +非依存性の活性型へ変換すると報告されている。従って，カルパイ

ンはMLCKおよびC ーキナーゼを分解することにより蛋白燐酸化反応に影響を与え，刺激受容後の血

小板反応を制御する可能性が考えられる。

そこで私たちは，カルパイン阻害剤としてN-ethylmaleimide (N EM) を用い， 20K燐酸化におけ

るカルパインの関与について検討した2) が， NEMはカルパインのみならず血小板反応に重要なミオシ

ンの Mg
2

+ - ATPase 活性なども阻害するため，本研究では，より基質特異性の高い合成ペプチドカ

ルパイン阻害剤を用い，血小板蛋白燐酸化反応におけるカルパインの関与について検討を行った。

〔方法ならびに成績〕

1. 各種カルパイン阻害剤の阻害活性の検定

一定量のヒト血小板より精製したカルパイン -1 と種々の阻害剤とを 5 分間 incubation した後熱変

性カゼインを基質として 200μMCa2 + とともに加え20分間反応させた後，残存するカルパイン活性を
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測定した。 0.02u カルパイン -1 に対する 1 D50値は，用いた回害剤によりそれぞれNEM: 120μM ， 

epoxy succinate derivative CE -64) : 240μM，合成ペプチドカルパイン阻害剤 CN-acetyl-Leu 

Leu -Methioninal : L -L -M) : 0.12μMであった。

2. ヒト血小板反応に対する阻害剤の作用 血小板カルパイン- 1 に対し最も強い阻害を示し，その濃

度ではミオシン Mg
2

+-ATPase 活性を抑制しない 100μ g/mPの L-L-Mを用いて血小板反応に

対するその効果を検討した。血小板(intact) に対してL-L-Mの膜透過性が低いため，ヒト洗浄血

小板を超音波破砕して得た破砕血小板 CHomogenate platelets ; H -P) および Knight and Scrutton 

の方法3) にて調整した高電圧処理膜高透過性血小板 CElectropermeabilized platelets ; E -P) を用意

した。 H-P ， E-Pでは蛋自分解および燐酸化反応に対する L-L-Mの影響を調べ， E-P ではさ

らに血小板濃染頼粒に特異的にとり込まれるアクリフラピンを用い阻害剤の分泌反応に対する効果の

検討も行った。

H-P , E-P はL-L-M と 370Cで一定時間 incubation した後， Ca2+ 1 mM と一定量の r ー沼P­

ATP を添加 1 分後に反応を停止し， SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った後， ABP , P-

235の分解をデンシトメーターにて測定した。 20K. 47K燐酸化は電気泳動後オートラジオグラフィー

により判定した。さらに， 20K蛋白はトリプシン処理後， 2 次元ペプチドマッピングを行い，オートラ

ジオグラフィーにて， MLCK依存性ホスホセリン部と C-キナーゼ依存性ホスホスレオニン部への沼p

の取り込みを解析した。

H-P , E-P において， Ca2+添加後AB p , P -235蛋白の限定分解および， 20K , 47K蛋白の燐酸

化反応が認められた。 L-L-M存在下では蛋自分解および燐酸化反応の濃度依存性抑制が認められ

たが， E-Pでのアクリフラビン分泌抑制は観察されなかった。 20Kペプチドマッピングでは， H-P 

において， MLCKおよびC ーキナーゼ依存性にそれぞれのペプチド群の燐酸化が認められ，両群の燐

酸化は， L-L-Mで抑制された。 E-PではMLCK依存性に燐酸化されるペプチド群のみ認められ，

L-L-Mはこの燐酸化を抑制した。

〔総括〕

今回使用した L-L-Mは従来カルパイン阻害剤として用いられてきた薬剤 CNEM ， E-64) に比

し約1 ， 000倍高い活性を示し，カルパインの生理的役割を解明する上で有用な薬物であると考えられた。

しかし，このL-L-Mは細胞膜透過性が低かったため， H-P と E-Pを用いてカルパイン依存性20

Kおよび47K燐酸化反応の解明を行った。

H-P , E-P において Ca2 +添加にともなう蛋白燐酸化反応にカルパイン依存性20K ， 47K燐酸化経

路の存在が示唆された。一方， 20K はMLCK ， C ーキナーゼ両者により燐酸化されるが，生理的条件

ではMLCK依存性燐酸化反応のみが作用し，この燐酸化にカルパインが関与していると考えられた。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，種々のカルパイン阻害剤を用いて血小板の‘活性化機構の一つである蛋白燐酸化反応におけ

るカルパインの関与を明らかにしたものであるO 合成ペプチドカルパイン阻害剤は，カルパインに対

し強い阻害活性を示し，特異性も高く，この合成阻害剤は破砕血小板，高電圧処理血小板におけるアク

チン結合蛋白 CABP) およびタリン CP -235) の限定分解を抑制すると同時に ミオシン軽鎖 αOK)

および47K蛋白の燐酸化も抑制した。以上より ミオシン軽鎖キナーゼ C ーキナーゼ活性化にカルパ

インの関与が示唆された。

一方，破砕血小板におけるミオシン軽鎖はミオシン軽鎖キナーゼ， C ーキナーゼ両者により燐酸化さ

れたが，より生理的条件に近い高電圧処理血小板でのミオシン軽鎖は，ミオシン軽鎖キナーゼのみによ

り燐酸化された。

これらの知見は，カルパインの生理的機能を解明する上で重要であり，学位に値するO
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