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論文内容の要旨

[目的]

細胞膜に発現する Na+/Ca2+ 交換体 (NCX) は， 3 個の Na+ と 1 個の Ca2+ をイオン濃度勾配及び膜電位に依存

して可逆的に交換輸送する重要な細胞内 Ca2+ 濃度 ([Ca2+ Ji) 調節系である o NCX は通常， さまざまな刺激時に増

加した細胞内 Ca2+ を細胞外へ汲み出す輸送系として機能するが，虚血再濯流時などのように，細胞内 Na+ 濃度が増

加し膜電位が上昇するような状況下では，逆に Ca2+ を流入させることも知られている。電気生理学的な研究から，

心筋において豊富に発現する I 型交換体 (NCX 1) は輸送基質でもある細胞内 Ca2+ と Na+ により活性制御されるこ

とが報告されている。 NCX 1 分子の細胞質内ドメインに存在する Ca2+ 制御部位にサブμM オーダー (Kd="""O.3μ

M) の Ca2+ が作用すると NCXl はスイッチオンされ (Ca2+ 依存性活性化)，また細胞内 Na+ 濃度が増加すると不活

性化機構が克進する (Na+ 依存性不活性化)。しかし，これら細胞内カチオンによる活性制御が intact な細胞におい

てどのような生理的役割をもつか未だ明確になっていない。そこで本研究では，カチオン制御部位に変異を導入した

NCX 1 cDNA を細胞系に発現させ， [Ca2+l 調節における NCXl のカチオン制御系の役割について検討を行った。

【方法】

イヌ心筋の NCX 1 cDNA に部位特異的変異法を用いて変異を導入し， Ca2+ 制御部位を低親和性 (Kd=""" 1μM) 

にさせた変異型 NCX 1 (Ca一 mutant) ， Na+ 依存性不活性化を示さない変異型 NCX 1 (Na -mutant) 及び細胞内

ドメインを欠損させた変異型 NCX 1 (ムー mutant) を作成した。リン酸カルシウム法を用いて， これら変異型 NC

Xl 及び野生型 NCX 1 cDNA を CCL39線維芽細胞に安定に高発現させ，得られた発現細胞の交換輸送特性，

[Ca2+l 及び細胞特性の変化の詳細な比較を行った。

【結果】

得られた発現細胞の交換体の発現量を比較したところ， Ca -mutant は野生型 NCX 1 とほぼ同程度の発現， Naｭ

mutant 及びム -mutant は30-50%の発現を示した。この発現量比は45Ca2+ 取り込みで測定した交換輸送活性とほ

ぼ相関していた。そこで，これら発現細胞をトロンビンで刺激し，その際に起こる [Caわl 変化を測定して検討した

ところ， 3 種類の変異交換体のうち Ca-mutant では細胞外 Na+ 依存性 Ca2+汲み出し活性が野生型 NCX 1 に比べ
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て著明に低下していることを見出した。また，細胞内 Na+ 負荷による [Ca2+]i の増加反応を調べてみると，野生型

NCX 1 及び Ca-mutant では [Ca2+ ];が一過性に増加するのに対して， Na -mutant 及びム- mutant では

[Ca勺 1 は持続的に増加した。外向き交換電流を測定すると，前者は Na+ 依存性不活性化を示す交換体であり，後者

は Na~ 依存性不活性化を示さない交換体であった。興味深いことに，後者の細胞では，前者と異なって持続的な細

胞内 Na+ 負荷により細胞死が起こることが明らかになった。

【総括】

本研究では， NCXl に関わる [Ca2+]; 調節において内在性カチオン制御系がどのような役割を有するか検討した。

Ca2+ 制御部位が低親和性になった変異型 NCX 1 (Ca -mutant) 発現細胞では， トロンビンなどの生理的刺激でお

こる [Ca勺 i transient の際に細胞外 Na+ 依存性 Ca2+ 汲み出し活性が顕著に低下すること， また Na+ 依存性不活性

化を持たない変異型 NCX 1 (Na -mutant，ム -mutant) 発現細胞では，生理的な培養条件下 ouabain 処理によっ

て Ca2+ 過剰負荷が誘起され細胞死が号|き起こされることが示された。これらの結果は， Ca2 + 依存性活性化機構は

[Ca2+]i 増加時に NCX 1 による Ca2+ 汲み出しを起動するスイッチとして，また Na+ 依存性不活性化機構は細胞内に

Na+ が負荷された異常時に NCXl を介する Ca2+ 過剰負荷を抑制する仕組みとして役割を持つ可能'性を示唆する o こ

れら内在性カチオン制御系は， NCX 1 が様々な細胞環境に応じて [Ca2+]i を恒常的に調節していくための重要な制

御系であると考えられるo

論文審査の結果の要旨

心筋 Na+/Ca2+ 交換体 (NCX 1 )は輸送基質でもある細胞内 Ca2+ と Na+ により活性制御されるが， intact な細

胞における生理的，病態的意義については未だ明確になっていない。本研究は，カチオン制御部位に変異を導入した

NCX 1 cDNA を細胞系に発現させ， [Ca2+] i 調節における NCXl カチオン制御系の役割について検討したものであ

る o Ca2+ 制御部位が低親和性になった変異型 NCX 1 発現細胞では， トロンビンなどの生理的刺激でおこる [Ca2+]i

transient の際に細胞外 Na+ 依存性 Ca2+ 汲み出し活性が顕著に低下すること，また Na+ 依存性不活性化を持たない

変異型 NCXl 発現細胞では，生理的な培養条件下 ouabain 処理によって Ca2+ 過剰負荷が誘起され細胞死が号!き起こ

されることが示された。これらの結果は， Ca2+ 依存性活性化機構は [Ca2+] i 増加時に NCX 1 による Ca2+ 汲み出しを

起動するスイッチとして，また Na+ 依存性不活性化機構は細胞内に Na+ が負荷された異常時に NCX 1 を介する

Ca2+ 過剰負荷を抑制する仕組みとして役割を持つ可能'性を示唆する o この研究は，内在性カチオン制御系が NCX 1 

が様々な細胞環境の変化に対応して， [Ca2+]i を調節するための重要な制御系であることを示唆するもので，学位の

授与に値すると考えられるo
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