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論文内容の要旨

骨格筋興奮収縮連関における T管と筋小胞体 (SR) との間での信号伝達機構や SR からの Ca2+ 放出機構は明らか

ではない。本研究ではこの信号伝達機構を内在性因子間のチェインリアクションとして捉えるために，因子の同定と

その役割の解析を行った。

SRCa2+ チャネルはスチルベン誘導体の DIDS により活性化され，その結合因子は SR の30kDa タンパク質 (30k)

であった。 30k 周辺での分子構築を生化学的に調べた結果， 30k はカルセケストリン (CSQ) , ジヤンクチンといっ

たチャネル制御因子と複合体を成して SRCa2+チャネルを制御していると考えられた。 30k の部分アミノ酸配列はミ

トコンドリアの ADP/ATP 交換輸送体 (AAT) とほぼ同一であった。マーカー酵素アッセイと抗体反応より， この

30k はミトコンドリアの混在ではなく，確かに SR に存在することがわかった。また， AAT の抗体や阻害剤のアトラ

クチロシドが SRCa2+ チャネル活性に影響を及ぼすことから，このタンパク質の興奮収縮連関における重要性が確認

できた。最後に，ウサギ骨格筋 AAT の cDNA のクローン化に成功し，発現させた AAT は CSQ と結合した。以上の

ことから， 30k と AAT はおそらく同一であると考えられた。

上記とは別に，興奮収縮連関における内在性因子の役割を調べるための系を確立した。骨格筋から T管と SR が結

合した膜複合体を調整し， T管に脱分極刺激を与えたときの SR からの Ca2+ 放出 (DICR) を測定した。 DICR は 2

成分から成り，速度解析より速い成分はSR内の局所的な Ca2+ プールにより制御されることが示唆された。次に，他

の組織で Ca2+ 動員を引き起こす細胞内メッセンジャーの効果を調べたo cyclic ADP-ribose (cADPR) と IP3 は，脱

分極刺激下で Ca2+ 放出量を増大させたが，カフェインによる Ca2+ 放出は cADPR のみが増強を起こした。つまり

cADPR と IP3 はどちらもチャネルをより開きやすくさせるが，その作用点は異なると考えられた。更に， cADPR は

カルモジュリンとの協同的な制御であることがわかった。

論文審査の結果の要旨

脊椎動物の骨格筋では，運動神経からの刺激によって筋細胞膜が興奮し活動電位が筋細胞の横行細管 (T管)に伝

えられ， T管膜が興奮すると，それに対侍する筋小胞体 (SR) から Ca2+ が筋細胞質内に放出され， この Ca2+ によっ
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て筋収縮が起こる O この T管膜の興奮が SR 膜に伝えられる過程を興奮収縮連関と呼ぶが，その分子機構については，

T管に存在する DHP 受容体が活性化されると，アロステリックな相互作用によって SR 膜に存在する ryanodine 受

容体という SRCa2+ チャネルから Ca2+ が放出されることが解っているが，不明な点が多 ~)o 近年， その制御に種々

の内在性因子が関与することが示唆されてきた。本論文はそのような内容性因子の同定と機能の解析を行ったもので

ある。

先ず， SRCa2 + チャネルはスチルベンの誘導体の DIDS によって活性化されるが， その結合因子は SR の 30kDa タ

ンパク質 (30k) であることを明かにした。次いで， この30k 付近の分子構築を生化学的に調べた結果， 30k はカル

セケストリン (CSQ) ， ジヤンクチンといった制御因子と複合体を成して SRCa2+ チャネルを制御していることを明

らかにした。更に， この30k のアミノ酸配列を調べたところミトコンドリアの ADP/ATP 交換輸送体 (AAT) とほ

ぼ同じであった。しかし，マーカー酵素アッセイによってこのタンパク質はミトコンドリアの混在ではなく，確かに

SR にこのタンパク質が存在すること示した。また， AAT の抗体や阻害剤であるアトラクチロシドが SRCa2 + チャネ

ル活性に影響を及ぼすことを示した。更に，ウサギ骨格筋の AAT のクローン化に成功し，大腸菌で発現させたとこ

ろ，発現した AAT は CSQ と結合することを示した。これらのことから， AAT と同じタンパク質が 2 つの機能を持っ

ている可能性を示唆した。

これとは別に，興奮収縮連関における内在性因子の役割を試験管内で調べるための系を確立した。すなわち，骨格

筋から T管と SR が結合した膜複合体を調整し，イオン置換によってT管膜を興奮させたときにSRからの Ca2+ 放出

(DICR) を測ることに成功した。その結果， DICR には 2 成分があり，速い成分は SR 内の局所的な Ca2+ プールによっ

て制御されていることを示唆する結果を得た。この系を用いて， cyclic ADP-ribose, IP3, カルモジュリンによる制

御機構を明らかにした。

以上のように，本論文は興奮収縮連関に関与する内在性分子の検索において新しい分子の発見，更にそれらの機能

の測定法を確立したもので，分子生理学の分野に重要な知見を与えるものであり，博士(理学)の学位論文として価

値あるものと認める o
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