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論文内容の要旨

[ 背景ならびに目的 ]

心臓において Ca2 + は、興奮収縮連関における最も重要なセカンドメッセンジャーであり細胞内 Ca2 + 濃度の上昇

は収縮力の増加を惹起する。また心筋細胞において細胞内 Ca2 + 濃度の上昇はプロテインキナーゼ C (PKC) 等の

Ca2+ 依存性情報伝達分子を活性化し心筋細胞肥大を引き起こす。この事より心機能の増大と心肥大の抑制は両立し

えない現象のように考えられる。心臓 Ca2 + ATPase (SERCA2a) は拡張期に細胞質から筋小胞体内へ Ca2 + を能動

輸送する。その過剰発現は心筋の収縮弛緩を増強させる事が報告されている。ホスホランパン (PLN) は、 SERCA2a

の Ca2 + 親和性を低下させる事によりその活性を抑制している。 SERCA2a と PLN の相互作用部位は、 in vitro の検

討により細胞質部位と膜貫通部位の 2 ケ所にある事が示されているが、細胞質における SERCA2a-PLN 相互作用の

in vivo における意義は明らかではない。本研究の目的は、 1 )細胞質ドメインの SERCA2a-PLN 相互作用の in vivo 

における生理学的意義を明らかにし、 2) SERCA2a-PLN 相互作用を抑制する事の圧負荷心肥大における病態学的意

義を検討する事である。

[ 方法ならびに成績

1. トランスジェニックマウス (TG) の作成及び同定

αmyosin heavy chain promoter を用いて細胞質内相互作用部位における PLN との相互作用を消失させた変異型

SERCA2a の心筋特異的 TG をマイクロインジェクション法にて作成した。 TG の同定は polymerase chain reaction 

(PCR) 、及び Western blot にて行った。 SERCA に対する PCR により、 5 系統の TG を同定した。各系統において

SERCA2a 特異抗体を用いた Western blot を施行したところ、 non-transgenic littermate control (NLC) に比して

有意な SERCA2a の蛋自発現レベルの増大(1.59 倍)を認める系統が得られ、以後の実験において同系統の TG 及び

その NLC を用いた。

2. SERCA2a -PLN 相互作用の評価

筋小胞体への Ca2 + 取り込みを 45 Ca2+ を用いた Millipore filtration 法を用いて測定し最大酵素反応速度 Vmax

ならびに Ca2 + 親和性の指標としての EC50 を算出した。 TG において Vmaxは有意な変化は認めなかったがEC50 は
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有意に低値であった。この結果より SERCA2a が PLN と細胞質部位において機能的に相互作用を持つ事が ln VlVO 

において示された。

3. 単離心筋細胞の評価

10 週齢の TG 及び NLC からランゲンドルフ法を用いて心筋細胞を単離し edge detection 法にて収縮弛緩を評価し

た。又 fura-2 を用いて単離心筋細胞における Ca2 + transient を測定した。その結果 TG において Ca2 + 放出の増大

とそれに伴う収縮性の増大を認めた。また細胞内 Ca2 + 減少時定数の短縮および弛緩時間の短縮を示し拡張性が増大

していることが示された。

4. 生理的条件下における心機能評価

1n vivo における心機能の評価のためマウスの左心室にカテーテルを挿入し心拍数、左室収縮期圧、左室拡張末期圧、

最大並びに最小の dp/dt を測定した。その結果 TG において収縮性の指標である最大の dp/dt の増大並びに拡張性の

指標である最小の dp/dt の低下を認め生理的に心機能の増大している事が示された。

5. 圧負荷心肥大の評価

Transvel'se Aortic Constriction operation を用いて TG に圧負荷を作成し 1 週間後における心肥大を検討した。左

心室の負荷の指標として左右内頚動脈の圧較差を測定し、心肥大の指標として生体における左室重量腔骨長比及び心

室筋における心房利尿ホルモン (ANF) の発現を検討した。その結果圧較差に有意な差を認めなかったが左室重量腔

骨長比の増大は TG において有意に抑制された。また ANF の心室筋における mRNA 発現は、 TG において NLC に

比して有意に抑制された。以上より TG において圧負荷心肥大が抑制される事が示された。

6. PKC translocation assay 

心筋をホモジナイズし細胞質分画と膜分画に分離した。各分画を用いて Western blot にて 3 種類の PKC isoform 

(α 、 ß 1 、 E )の translocation を検討した。その結果 Ca2 + 依存性の PKC である PKCα 及び ß 1 の活性化は TG

において抑制されていた。また Ca2+ 非依存性である、 PKCE の活性化は TG において NLC と差を認めなかった。

この結果より心機能が充進した TG において Ca2 + 依存性 PKC の活性化が抑制されることが示唆された。

〔総括〕

本研究において SERCA2a と PLN が細胞質部位において機能的に相互作用を持つ事が示された。またこの相互作

用の抑制は、心機能を増大しかっ圧負荷心肥大を抑制する事が示された。

論文審査の結果の要旨

本研究において野生型及び、 in vitro においてホスホランパンと相互作用を持たない事が報告されている、変異型

の心臓カルシウム ATP アーゼ(以下 SERCA2a) を心筋特異的に過剰発現させたトランスジェニックマウスを作成し

た。両トランスジェニックマウスを用いた検討により、 SERCA2a が、生体内で細胞質部位においてホスホランパン

と機能的相互作用を持つ事が示された。両トランスジェニックマウスは、 SERCA2a の過剰発現に伴い共に in vitro 

及び in vivo の検討で収縮性と拡張性が充進している事が示された。次いで両トランスジェニックマウスを圧負荷モ

デルを用いて心肥大における SERCA2a とホスホランバンの相互作用の病態学的意義を検討した。野生型 SERCA2a

のトランスジェニックマウスはコントロールとに比して心肥大に差を認めなかったが、変異型の SERCA2a のトラン

スジェニックマウスにおいては圧負荷による心肥大が有意に抑制され、本相互作用を抑制する事により生体内におい

て心肥大の形成が抑制される事が示された。さらに心肥大が抑制された機序を検討するために、プロテインキナーゼ

C の活性化を圧負荷前後の心臓において検討した。野生型の SERCA2a のトランスジェニックマウスでは、カルシウ

ム依存性のプロテインキナーゼ C の活性化は圧負荷前後においてコントロールと差を認めなかったが、変異型の

SERCA2a のトランスジェニックマウスにおいてはカルシウム依存性のフ。ロテインキナーゼ C の活性化が有意に抑制

されており、心肥大が抑制された機序としてカルシウム依存性心肥大関連分子の抑制が示唆された。本研究により、

SERCA2a とホスホランパンの相互作用を抑制することにより、心機能の克進と圧負荷による心臓のリモデリングの

抑制が同時に起こる事が明らかとなった。この結果は、学位の授与に値すると考えられる。
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