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論文内容の要旨

【目的】

虚血再濯流時の細胞内 Ca 過負荷が再瀧流障害に重要な役割を担っていることが知られており， この過程に

ca1pain が関与している可能性が示されている。

しかし， in vitro の実験では μ-ca1pain の活性化に必要な Ca 濃度は数μM 以上と細胞内 Ca 濃度として極めて高

いこと， ca1pain の阻害蛋白である ca1pasta tin が心筋では十分量存在し ca1pain 活性を抑制していると考えられるこ

となど， ca1pain の病態への関与に否定的な考えもある。そこで，心筋細胞において細胞内 Ca 濃度上昇に伴って

ca1pain が活性化されるか検討するために， Ca 濃度と ca1pain 活性を m VIVO にて同時に測定する系を開発し，細胞

内での Ca 変動に伴う ca1pain 活性動態を調べた。

【方法】

ca1pain 活性は， tι-butωox勾yc伺ar巾bony外1-Le叩u

計測した。 Bo∞c-Le閃u-Me抗t-CMAC は，細胞膜を透過後 thio1 化により細胞内に留まり， ca1pain 特異的に Met と

CMAC の結合が切断されて MAC となると強い蛍光を発する。細胞内 Ca 濃度は MAC と蛍光特性が異なる fura red 

を用いて計測した。成熟モルモットの心臓から心室筋細胞を単離し， fura red は AM 体 (10μM) を用いて導入し，

Boc-Leu-Met CMAC (10nM) は直接負荷後，蛍光が安定するまで約30分間濯流した。細胞内 Ca 過負荷は， Ty10de 

液中の Na を cho1ine で置換した液 (Na free 液)により濯流して誘発させた。

360nm (fura red 用)と 430nm (Boc-Leu-Met-CMAC 用)の 2 種の単波長光を 2 秒ごとに各々 1 秒間細胞に照射

し，発生した蛍光を集光後， 510nm の dichroic reflector で 2 つに分離した。透過光は fura red の蛍光測定領域であ

る 520-560nm でフィルター後 photomu1tip1ier A (PM-A) で計測し，反射光は MAC の蛍光測定領域である 465-495

nm でフィルター後 photomultiplier B (PM-B) で計測した。

【成績】

fura red のみ負荷した細胞において，濯流液を Na free 液に置換したところ， 430nm 励起に対する PM-A の計測

値 (430) は ， i夜置換後1350 ::t 1446秒 (N=3) から上昇を開始し，さらに1403 ::t 1247秒後，対照時の 139 ::t 23% にま

-381-



で増加した。一方， 360nm 励起に対する PM-B での計測値 (360) は， 1430が最大となった時点でも対照時の 104.6

::t 5.9% に留まっていた。一方， Boc-Leu-Met CMAC のみを負荷した細胞では， 1360の値は液置換後947 ::t 238秒

(n=めから上昇を開始し，さらに592 ::t 118秒後ピークとなった。この時のピーク値は対照時の 11 1. 5 ::t 5.8% であっ

た。一方 1430 は 1360最大時において対照時の99.9 ::t 0.4%であった。以上の蛍光色素の単独導入の結果より， 1430 と

1360の時間的変化は互いに他へ干渉しておらず，細胞内 Ca 濃度と calpain 活性が独立して測定できることが明らか

となった。

次に， calpain の活性化が細胞内 Ca 濃度の増加と一致しているかを調べるために， fura red と Boc-Leu-Met-

CMAC の両者を負荷した心筋細胞で同様の実験を行ったo Na free j.夜に置換後， まず 1430の増加が認められ， 引き

続いて 1360の増加が認められた。そこで， 1430が上昇を開始した時点を基点とし両者の関係を検討したところ ， i夜置

換後772 ::t 540秒 Cn=5) でまず細胞内 Ca 濃度を示す1430が上昇を開始し，その160 ::t 45秒後に calpain 活性の指標で

ある 1360が上昇を開始した。 1360上昇開始時点での 1430の増加は137 ::t 32%であった。 1430は最大 179 ::t 56% まで増加

し， 1360の最大値は138 ::t 26%であった口以上の結果より， calpain は Ca 過負荷の極めて早い時期から活性化され，

細胞内 Ca 濃度の増加とともにその活性も増加することが示唆された。また，細胞の形態は， calpain 活性が上昇開

始した時点では rod shape であったが，その後 squair shape となり，最大値を示した時点では round shape となっ

ていた。

【総括】

calpain 活性指示薬と細胞内 Ca 濃度指示薬を同時に単離心筋細胞に導入し， calpain 活性化に必要な Ca 濃度を m

VIVO で測定した。その結果，心筋細胞においては calpain は比較的低い Ca 濃度で活性化されることが明らかとなっ

fこ o

論文審査の結果の要旨

stunned myocardium における収縮不全の発生に細胞内 Ca オーパーロードが重要な役割を担っていることが知ら

れており，その過程に calpain が関与する可能性が示されてきた。しかし， in vitro で知られる calpain の活性化に

必要な Ca 濃度は，細胞内のそれに比しはるかに高く， また，心筋には， calpain の内因性阻害蛋白である

calpastatin が十分量存在し， calpain の活性が完全に抑制されている可能性がある。そこで，本研究では，単離心筋

細胞を用いて，細胞内 Ca 濃度と calpain 活性を同時に計測する系を開発し，心筋細胞内で calpain 活性化に必要な

Ca 濃度を計測した。 calpain 活性は， Boc-Leu-Met-CMAC により， Ca 濃度は， fura red により計測し，これらを同

時に心筋細胞内に導入し，その励起蛍光を分離して計測した。細胞外を Nafree 液で濯流し，細胞内 Ca オーバーロー

ドを誘発したところ， Ca が増加開始して160秒遅れて Calpain が活性化された。 calpain 活性化時の Ca 濃度を推定

したところ，約300nM であった。本研究は，初めて細胞内において Ca 濃度と calpain 活性を同時に計測する系を開

発し，細胞内での calapin の活性化に必要な Ca 濃度を明らかにした点で重要な意義があり，心筋細胞内では， ln Vlｭ

tro の結果と異なり，はるかに低い Ca 濃度で calpain は活性化され，短時間の虚血再濯流時の Ca オーバーロードに

より伺lpRin が清件化され得ることを示した点で興味深し、。以上より，本研究は，博士(医学)の学位授与に値する

と考えられる。
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