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論文内容の要旨

(目的)

心筋小胞体膜蛋白質ホスホランパンは， cAMP 依存性燐酸化を受けることにより小胞体カルシウムポンプを活性

化し，小胞体へのカルシウム取り込みを克進させ，カテコラミン β作用時の心筋収縮力増大と弛緩速度の増加をもた

らす。我々は，ホスホランパンによる心筋小胞体カルシウムポンプの活性調節を酵素反応論的・蛋白質化学的に解析

し，両蛋白質問の直接相互作用によってホスホランバンがカルシウムポンプを抑制しており，ホスホランパン燐酸化

は，相互作用を脱抑制することを明らかにしてきた。このカルシウムポンプ抑制作用は，両蛋白質の相対量に依存す

るため，カルシウムポンプ活性は，両蛋白質の量比を介して蛋白質の発現レベルでも調節されている可能性がある。

そこで本研究は，ホスホランバンの発現調節に関わる因子についての検討を行った。

ホスホランバン遺伝子は既にクローニングされており，その 5 '隣接領域に cAMP response element (CRE) 様

配列を持つことが特徴として指摘されているO また，心筋を含め筋肉細胞は，甲状腺ホルモンによって強い遺伝子発

現調節を受けることが知られているO 甲状腺機能克進状態では，心筋収縮力及び弛緩速度の増大，小胞体カルシウム

輸送能の克進がみられ，逆に甲状腺機能低下時には心筋収縮力が低下するO このことは，ホスホランパンーカルシウ

ムポンプ系が甲状腺ホルモンによる発現調節を受ける可能性を示唆する O そこで本研究では，カテコラミン βl 刺激

と甲状腺ホルモンによるホスホランパンの発現調節を検討し，カルシウムポンプと比較した。

(方法ならびに成績)

ラット心筋初代培養系を五島の方法に従って作成した。 10 % FCS 存在下に 48 時間培養した後，無血清培地に置換，

さらに 48 時間培養して，カテコラミンまたは甲状腺ホルモンを負荷し， 48 時間日まで経時的に細胞を液体窒素で凍

結して， acid-guanidium thiocyanate-phenol-chloroform 法にて RNA を抽出し， northern blot を行った。

カテコラミンは， epinephrine (10-7
", 10-5M) , isoproterenol (10-7

", 10-5 M)，及びそのアナログとして受容体を介

さず]こ細胞内cAMP、濃度を上昇させる forskolin (10-5M) , dBcAMP (10 -4 M) を用いた。甲状腺ホルモンは， 3 , 

3 ), 5 -triiodothyronine (T 3 , 10 _12 '" 1 0-6 M) を用いた。ラットホスホランバンDNA は，ラットゲノム DNA から

PCR によって得た。この 0.3kbp の PCR fragmentをdideoxy 法にて両鎖をsequence したところ，ウサギホスホラン

パンと同一のアミノ酸配列をコードしていたため，プロープとして用いた。カルシウムポンプは， ウサギ心筋型小胞

体カルシウムポンプの約 0.7kbp の PstI fragment (2617-3360) を，内部標準としてヒ卜 β アクチンゲノムの第 4 エ



クソンを含む約 O.4kbp の Hinfl fragment をプロープとして用いた。 mRNA 量は， Bioimage-analizer を用いて β

アクチンで基準化し，無負荷状態に対する相対量として求めた。

カテコラミン負荷により，薬理作用として自己拍動数の増加・細胞収縮率の増大が観察されたが，いずれの時間

(30分--48時間)でも，またいずれの濃度でも，ホスホランパン及びカルシウムポンプ mRNA 量に有意な変化はみ

られなかった。 Forskolin， dBcAMP にても両 mRNA 量の有意な変化はみられなかった。

T3負荷によって，経時的にホスホランパン mRNA 量は漸減し， 24 時間後には約 1/2 に減少して 48 時間後まで

持続した。一方，カルシウムポンプ mRNA 量は 6 時間後から有意な増加を示し，その後漸増して 48 時間後には 50

%以上の増加となった。 48 時間後でみたT3 の ED50 は，ホスホランパンについては約 10- lO M，カルシウムポンプに

ついては約10- 11 M であった。

(総括)

ホスホランパンは，遺伝子の 5'隣接領域に CRE 様配列を持つが，カテコラミン β刺激が発現調節に働いているこ

とを示す所見は得られなかった。

一方，甲状腺ホルモンによってホスホランパンの発現は抑制され，逆にカルシウムポンプの発現は増加した。甲状

腺ホルモンに対してホスホランパンの発現調節はカルシウムポンプに比し時間的により早く反応するが，調節域はよ

り高濃度側に偏していた。

以上より，甲状腺ホルモンは心筋小胞体カルシウム輸送系に対し，カルシウムポンプのみならずその調節蛋白質ホ

スホランパンの発現調節を介して効果を増幅している，即ち，ホスホランパンとカルシウムポンプに対し逆の発現調

節作用を持つため，甲状腺機能克進時には，ホスホランパンの抑制作用が減弱してカルシウムポンプ活性が克進し，

逆に低下時にはカルシウムポンプ活性が低下すると考えられるO この現象は，心筋小胞体カルシウムポンプーホスホ

ランパン系が甲状腺機能異常状態における心機能障害の要因のーっとして関わっていることを示唆するO

論文審査の結果の要旨

心筋小胞体カルシウム輸送調節は，心筋の興奮-収縮関連において心筋収縮・弛緩特性の両方を規定するとともに，

カテコラミン刺激による強心作用発現にもあずかつており，心機能調節のうえで重要な因子であるO 本論文は，心筋

小胞体カルシウム輸送調節系蛋白質の液性因子による発現調節を詳細に検討し，カルシウム輸送調節メカニズムにつ

いての新しい考え方を甲状腺機能との関連において示したものとして評価でき，学位に値すると考えるO
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