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論文内容の要旨

ギャップ結合は、隣接する細胞が狭い間隙を隔てて相対する部分に存在するチャネルで、径 2nm の通路を通して

隣接細胞間を直接に連絡する。 1 つの細胞の細胞膜にはギャップ結合の半分のへミチャネルが存在し、隣接細胞のへ

ミチャネルと結合してギャップ結合が形成される。ギャップ結合のへミチャネルはコネキシンの 6 量体より構成され、

イオンや情報伝達物質が内部の親水性の孔を通過して細胞間の情報伝達を可能にする。心筋ではコネキシン43

(Cx43) で構成されたギャップ結合が介在板に存在し、心筋細胞の膜電位変化を瞬時に伝搬して各細胞の興奮の周期

性に寄与している o このギャップ結合の通過性は pH、膜電位、細胞内のセカンドメッセンジャーによっても調節を

受ける。

我々は Cx43の機能解析により(i)Cx43の 2 つの細胞外ループがギャップ結合の形成に重要であること(日ギャップ結

合の心筋細胞介在板での局在が細胞内 ZO-l との結合により制御されること(üj)心筋症ハムスターにおける Cx43の

機能低下は c-Src による Cx43のチロシン燐酸化により惹起され、心筋細胞介在板においてギャップ結合の局在が

低下することを見いだした。今回、我々は心筋細胞介在板での Cx43と細胞内 ZO-l との結合が C一 Src によりいか

に制御されるかについて検討した。

【方法ならびに成績】

(1) c-Src によるチロシン燐酸化が Cx43と細胞内 ZO-l との結合に及ぼす効果

培養ラット心筋細胞に活性型 c-Src (c -Src (Y527F) : kinase 活性抑制部位欠損)ないし不活性型 c-Src (cｭ

Src (delta83-142) 、 c-Src (delta143 -245) 、 c-Src (K295M) : kinase活性部位欠損)を遺伝子導入し、この心筋

細胞の溶解物において抗 ZO- 1 抗体、抗 Cx43抗体で免疫沈降とウエスタンプロットを行い、 ZO- 1 と Cx43の結

合に及ぼす c-Src 活性の効果を検討した。活性型 c-Src は Cx43を燐酸化すると共に ZO-1 との結合を解離した。

この際、燐酸化と同時に c-Src と Cx43の結合が認められた。

(2) c 一 Src によるCx43の燐酸化部位の同定とCx43 と ZO- 1 の結合に及ぼす効果

HEK293細胞に種々の燐酸化部位の変異した Cx43を遺伝子導入し、細胞内 ZO- 1 との結合を活性型 c-Src の存

在、非存在下において検討した。方法は抗 ZO-l 抗体、抗 Cx43抗体による免疫沈降とウエスタンプロットを用い

た。 ZO-l との結合は Cx43の303-382残基を欠損させると失われた。さらに Cx43 (Y265F) (265番目のチロシン
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をフェニルアラニンへ変異)および Cx43 (P277/280/283/284A) (c-8rc の 8H3 ドメインとの結合候補部位の

プロリンをアラニンに変異)では活性型 c-8rc による ZO-1 との結合解離は抑制された。

(3) Cx43の ZO-1 結合ドメインと ZO-1 の Cx43結合ドメインの結合に対する c-8rc の制御機構の検討

Cx43の ZO- 1 結合ドメイン (227-382残基)と ZO- 1 の Cx43結合ドメイン (143-245残基)を PCR により作

成し、 T7 ・、ポリヒスチジン融合蛋白質として精製した。この 2 つの蛋白質の結合を精製 c-8rc 酵素の存在、非存

在下において検討した。両者の結合は、 c-8rc による Cx43の ZO-1 結合ドメインの燐酸化とそれに続く Cx43と c-

8rc の 8H2 ドメインの結合により解離することが確認された。

(4) 細胞内および細胞表面に存在する Cx43蛋白質の半減期に及ぼす c-8rc の効果

種々の燐酸化部位の変異した Cx43が発現した HEK293細胞を作成した。細胞内および細胞表面に存在する Cx43

蛋白質の半減期は、[358J メチオニンで新製蛋白質をラベルした後メチオニン存在下で培養を行い358 の減少曲線より

検討した。細胞表面の Cx43は細胞表面蛋白質のビオチン化とビオチン化蛋白質のアピヂン・アガロースによる精製、

および抗 Cx43抗体による免疫沈降、 8D8-PAGE での分離と、 358 のオートラジオグラフにより評価した。 c-8rc

存在下では Cx43の半減期は細胞内と細胞表面の両者で減少した。 c-8rc に対するチロシン燐酸化部位の欠損した

Cx43の半減期は正常であった。また ZO-1 結合部位欠損 Cx43では c-8rc 非存在下でも半減期の減少を認めた。

(5) Cx43 と ZO-1 の結合とその c-8rc による制御が Cx43の機能に及ぼす効果

種々の燐酸化部位が変異した Cx43発現HEK293細胞において、顕微鏡下で 2 隣接細胞への刺入電極より細胞聞の

電気的コンダクタンス (G j ) を計測したo c-8rc 存在下では Cx43発現細胞は G j の減少を示したが、 c-8rc に対す

るチロシン燐酸化部位の欠損した Cx43発現細胞では c-8rc による G j の減少はわずかであった。 MAPK に対するセ

リン燐酸化部位の欠損した Cx43発現細胞では G j の減少を認めた。また ZO-1 結合部位欠損 Cx43発現細胞では c-

8rc 非存在下でも G j の減少を認めた。

【総括】

Cx43の機能において ZO- 1 との結合は重要であり、この結合は c-8rc により制御されている。 c-8rc による

Cx43のチロシン燐酸化と 8H2 ドメインを介する c-8rc と Cx43の結合が ZO- 1 との解離を惹起することが判明し

fこ。

論文審査の結果の要旨

本研究は、心筋細胞介在板において細胞聞の情報伝達や膜電位変化の伝搬を担うギャップ結合を構成する Cx43 と

細胞内 ZO-1 との結合が c-8rc によりいかに制御されるかについて検討したものであるo

c-8rc は Cx43を燐酸化すると共に ZO-1 との結合を解離し、このとき Cx43 と c-8rc の結合が出現した。一方、

303-308残基の欠損した Cx43では ZO- 1 との結合は失われた。 c-8rc 存在下では Cx43の半減期は細胞内と細胞表

面の両者で減少し、 ZO- 1 結合部位の欠損した Cx43は c-8rc 非存在下でも半減期が減少した。また、 c-8rc 存在

下では Cx43発現細胞聞の電気的コンダクタンスも減少し、 ZO-1 結合部位の欠損した Cx43の発現細胞聞では c-

8rc 非存在下でも減少した。

以上より、 Cx43の機能において ZO-1 との結合は重要であり、この結合は Cー 8rc による Cx43のチロシン燐酸化

と c-8rc と Cx43の結合により解離されることが明らかになった。

本研究院、心不全におけるギャップ結合の機能の低下ひいては心筋収縮力の低下や不整脈発生の機序の解明に貢献

するものであり、学位に値するものと考えられる。
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