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論文内容の要旨

1996年に酵母 Two-Hybrid 法により PKCβ(Protein Kinase Cβ) 結合タンパク質として591アミノ酸残基の

ENH1 (Enigma homologue 1)が同定された。本タンパク質はN末端に PDZ ドメインを 1 つ、 C末端に LIM ドメ

インを 3 つ有しており、 PDZ-LIM ファミリーと呼ばれるタンパク質群のひとつであった。ノーザンプロット解析及

び的 situ 免疫抗体法により、 ENH1はラット成体において心臓および骨格筋特異的に著量発現し、マウス胎仔では発

生初期の循環器系に多く存在することが判明していることから、心筋細胞の発生分化に深く関与しているのではない

かと考えられた。

そこで、 PKC 活性化剤であるホルボールエステルで処理し、心肥大化状態に移行させた新生仔ラット心筋細胞内

を蛍光抗体法で観察したところ、 ENH はサルコメア内 Z-disk に局在していた。これは、 ENH の PDZ ドメインが

Z-disk の主要タンパク質である α-actinin と結合するために観察されたことが pull-down アッセイによって確認さ

れた。これまでに我々のグループは、 ENH1が LIM ドメインを介して特定の PKC サプタイプ (α 、 β 、 7 、 t)

と結合することを報告している。これらから ENH1は PKC を心筋細胞内で Z-disk にアンカリングする役割を持っ

ているのではな L 、かと推測した。

一方、 PKC のリン酸化活性に対する ENH1結合の影響を検討したところ、特に PKCβ が ENH1の LIM ドメイン

と結合することで、そのリン酸化活性は細胞内及び試験管内で数倍に上昇した。他の研究者の薬理学的、発生工学的

解析により、心不全の主因である心筋肥大に PKCβ の活性充進が重要な役割を果たしていることが多数報告されて

いる。さらに最近、我々のグループは心肥大を誘発する液性因子によって肥大化した新生児ラット心筋細胞内 Z­

disk において、活性型 PKD (Protein Kinase D) と ENH1がトランスロケートして共局在することを見出した。ま

た PKD は PKCβ と直接リン酸化を受けて活性化されることが報告されている。以上から、心筋細胞 Z-disk 周辺に

存在する心肥大化シグナル伝達分子群には、 PKCβ-PKD 複合体が含まれており、 ENH1が足場タンパク質としてシ

グナル分子聞のクロストークを促進していると推察された。最近、神経細胞において、電位依存性N型カルシウムチャ

ネルの α1 サブユニットが ENH1の LIM ドメインと結合し、同チャネルのカルシウム透過性を顕著に変化させるこ

とが共同研究者により示された。これまでに、様々な要因によって肥大化した心筋細胞内でカルシウム濃度が上昇す

ることもよく知られており、このカルシウム濃度上昇は心筋細胞内で多く発現している L型カルシウムチャネルによ

るカルシウム流入が引金になっていると考えられている。このことから、 ENH1上で形成されたシグナル伝達分子複
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合体が、 L型カルシウムチャネル α1 サブユニットのリン酸化などの修飾を行うことによって同カルシウムチャネル

のイオン透過性を充進し、心筋細胞内へのカルシウム流入を増加しているのではなし、かと考えている o 今後、さらに

ENHlの心筋細胞内での役割を分子レベルで解析することにより、心筋発生および心肥大化機構の解明に寄与される

と期待される。

論文審査の結果の要旨

中川 宣孝君は、心筋細胞において足場として機能する PDZ-LIM タンパク質、 ENH の分子細胞生物学的研究を

行い、 ENH が細胞内及び試験管内でプロテインキナーゼ C (PKC) の一種である PKCβ と結合し、そのリン酸化

活性を充進させることを明らかにした。また、 ENH は細胞骨格系タンパク質である α-actinin と結合し、心筋細胞

内のサルコメア構造の一部である Z-disk 上で共局在することを明らかにした。さらに、心筋細胞内 Z-disk 上で

ENH が PKCß をはじめとするシグナル伝達分子を統括し、これら分子群の足場タンパク質として機能していると推

定した。心筋細胞内での PKCβ リン酸化活性の充進は心肥大化に密接に関係することから、本研究の成果は、心肥

大の発症機構解明に大きな寄与を果たすものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める o
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