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緒  言

  低酸素に伴う心筋細胞障害発生の成因として，細胞内Caz゙ 濃度の上昇が注目されている。こ

のCa2゙ が細胞障害を引き起こす機序のーっとして，心筋細胞を含めた多くの細胞自身が持って

いる蛋白分解酵素（プロテア―ゼ）が活性化され，細胞内構造蛋白を分解する為であるとする仮

説が出され，その具体的酵素としてカルパインが挙げられている。

  本研究の目的は，カルパインが低酵素による心筋細胞障害にいかなる関与をしているかを様々

なプロテアーゼ阻害薬および特異的阻害薬を用いて検討し，これらの薬剤が細胞障害の進展を予

防する事が出来るか否かを明らかにすると共に，カルパインが細胞障害を発生させる機序を解明

するために，低酵素の進行に伴って細胞膜構成蛋白のーっであるフォドリンとその分解産物がど

の様な変化を示すかを検討する事である。

方  法

  ＠心筋細胞培養法

    Wister系ラットより0．2％trypsinを用いて単一心筋細胞を調製し，modificd minimum

  essential mediumおよび10％fetal bovine serum，5％C02，95％air，3了℃pH7.4で培

  養した。

  ◎心筋細胞の低酸素化

    心筋細胞の培養液を95％N2，5％COよで飽和したKrebs・Henseleit，HEPES (K-H，

  HEPES) bufferに変更し，95％N2，5％COz，37℃の条件下で6時間まで低酵素化を行つ

  た。

  ◎細胞外プロテアーゼ活性

    低酵素負荷後のK・H．HEPES bufferから細胞成分を除去し，lmlを採取してプロテアー

  ゼ活性を測定した。
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，＠細胞内プ口テアーゼ活性

    低酸素負荷を加えた心筋細胞をcytosolic buffer  (KC1 120mM，MgSOi4mM，ATP4

  mM，EGTA2mM，HEPES 20mM)で洗浄した後，同buffer中で氷冷しながら超音波を

  用いて細胞を破砕した。このbufferからlmlを採取し，以下の方法でカルパイン活性を測

  定した。

  ◎カルパイン活性測定法

    基質にa・カゼインを用い，37℃，30minの条件で反応を行った。Trichloro acetic acid

  で反応を停止させた後，上清の吸光度を280nmで測定した。

    またPhosphoramidone（10ロM)，Pepstatinく 1〃M)， Leupeptinく10餌M)，

Phenylmetyl sulfonyl fluoride (PMSF，lmM)およびEthylenediaminetetraacetic acid

  (EDTA，   15mM)に っい て ，細 胞 外プ ロ テア ー ゼ活性へ の影響を検 討した。

  ◎細胞死亡率の測定には0． 023％trypan blueを用いた。

  ◎低酸素負荷中のK・H，HEPES bufferのpH変化

    K・H，HEPES buffer中のpHは，pHメーターを用いて低酸素および好気的条件の負荷

  中に，それぞれ1時間毎に6時間まで測定した。

  ◎細胞内フォドリン変化

    心筋細胞の細胞膜分画を採取し，2ぷg蛋白／laneに調製した後電気泳動を行った（8～25

  ％濃度勾配ゲル）。ゲル上の蛋白は，銀染色で可視化する一方，泳動した蛋白をニト口セルロー

  ス膜に転写し，抗フォドリン抗体を用いたイムノブロッティング法により検討した。

  ◎カルパイン阻害薬の濃度決定

    E -64およびカルパスタチンにっいて，それぞれ10 -。 M～10－8M，0～20Uの濃度を使用し

  て低酸素化を行いこれらの薬剤の使用濃度を決定した。

結  果

  ＠低酸素条件下での心筋細胞死亡とプ口テアーゼ活性

    低酸素下でのプ口テアーゼ活性は，細胞内外共に低酸素化1時間後より上昇し，いずれの時

  間においても好気的条件下での活性より高値を示した。低酸素化6時間後，細胞死亡率は好気

  的条件での結果に比して約14倍の高値を示し，特に低酸素化4時間以降は急速な増加を示した。

  一方，好気的条件下での細胞死亡率は6時間後も低値であった。なお低酸素負荷中のK・H．

  HEPES buffer中 の pHは ，い ず れの 時 間に お いて も 中性域に 保たれてい た。



◎カルパイン阻害薬の効果

  E・64（10ー5M)およびカルパスタチン（10U）は，プ口テアーゼ活性を充分に抑制したた

め，本研究ではこれらの濃度を用いた。細胞内のプ口テアーゼ活性はE -64で抑制された。細

胞外プロテアーゼ活性もE -64及びカルバスタチンによヮて抑制された。さらにE-64は，心筋

細胞死を抑制した。

  細胞外プロテアーゼ活性はleupeptinおよびEDTAで抑制されたが，P:VSF phospho-

ramidoneおよびpepstatlnでは抑制されなかった。

◎細胞内フォドリンの変化

  低酸素負荷の進行に伴って125Kd蛋白が増加を示したが，E，64はこの蛋白の増加を抑制し

た。抗フォドリン抗体を使用してイムノブ口ッティングを施行したところ，低酸素負荷に伴っ

てフォドリンが減少し，その分解産物である125Kd蛋白が増加する様子がより明瞭に示され

た。

  E，64は，これらの変化をいずれも抑制した。

考  案

  低酸素負荷中に上昇した細胞内外のプ口テアーゼ活性を，様々な蛋白分解酵素阻害薬の存在下

で測定した結果，システインプ口テアーゼに属し，その活性化に金属イオンを要求する事が分かっ

た。そこで，カルパイン活性を不可逆的に阻害するE・64を投与した所，細胞死亡率，細胞内お

よび細胞外プロテアーゼ活性はいずれも抑制された。さらに，カルパインの選択的阻害ペプチド

であるカルパスタチンは，細胞外のブ口テアーゼ活性を完全に抑制した。これらの事から，この

プロテアーゼがカルパインである事が明らかになった。また，低酸素負荷中に測定した細胞内へ

のCaz゙ 流入が，好気的条件での変化に比して増加を示したことから，カルパインが活性化され

，る前提条件となる細胞内Caz゙ 濃度上昇が実際に発生することが示唆され，低酸素条件でのカル

パインの活性化が裏付けられた。

  最近，カルパインの活性化と細胞障害発生の関わりを明らかにする新たな所見のーっとして，

細 胞膜裏打 ち蛋白であ るフォドリ ンとその分 解産物が注 目される様 になった。

  今回の実験結果から，低酸素負荷の進行に伴って，従来指摘されて来た収縮蛋白の分解に加え

て，細胞膜の裏打ち蛋白であるフォドリンも分解を受けること，そしてそれが心筋細胞障害発生

の一因であることを明らかにした。



結  語

  心筋細胞の低酸素化に伴って，細胞内蛋白分解酵素であるカルパインが活性化され，この酵素

が細胞膜構成蛋白の一種であるフォドリンを分解する事が，低酸素による心筋細胞障害発生の一

因である事を明らかにした。また，カルパインに対する活性阻害薬が，低酸素に伴うフォドリン

の分解を抑制し，心筋細胞障害を軽減させる可能性がある事も併せて明らかにした。

学位論文審査の要旨

  低酸素に伴う心筋細胞障害発生の成因として，細胞内Ca2゙ 濃度の上昇が注目されており，そ

の機序のーっとして心筋細胞を含めた多くの細胞自身が持っている蛋白分解酵素が活性化され，

これらが細胞内構造蛋白を分解する為であるとする仮説が提唱されている。本研究の目的は，細

胞内蛋白分解酵素であるカルパインが，低酸素による心筋細胞障害にいかなる関与をしているか

を様々なプロテアーゼ阻害薬および特異的阻害薬を用いて検討し，これらの薬剤が細胞障害の進

展を予防する事が出来るか否かを明らかにすると共に，カルパインが細胞障害を発生させる機序

を解明するために，低酸素の進行に伴って細胞膜構成蛋白のーっであるフォドリンとその分解産

物がどの様な変化を示すかを検討する事である。

  Wistar系ラットより単一心筋細胞を調製した。心筋細胞の低酸素化は，心筋細胞の培養液を

95％N2，5％C02で飽和したKrebs・Henseleit，HEPES（K、H，HEPES) bufferに置換し，

95％N2，5％C02，37℃の条件で6時間まで行った。細胞外プロテアーゼ活性は，低酸素負荷

後のK・H．HEPES bufferから細胞成分を除去した後測定した。細胞内プ口テアーゼ活性は，

低酸素負荷を加えた心筋細胞を超音波を用いて破砕して測定した。カルパイン活性は基質にd，

カゼインを用い，37℃，30分で反応を行ワた後，上清の吸光度を280nmで測定した。細胞死亡

率の測定にはtrypan blueを用いた。細胞内フォドリンの変化は，心筋細胞の細胞膜分画を採

取し，2U9蛋白/laneに調整した後，電気泳動を行ワた（8～25％濃度勾配ゲル）。ゲル上

の蛋白は，銀染色で可視化する一方，泳動した蛋白をニト口セル口ース膜に転写し，抗フォドリ

ン抗体を用いたイムノブロッティング法により検討した。
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  低酸素下でのプロテアーゼ活性は，細胞内外共に低酸素化1時間後より上昇を示し，いずれの

時間においても好気的条件下での活性より高値を示した。低酸素負荷開始6時間後，細胞死亡率

は好気的条件での結果に比して約14倍の高値を示した。細胞内のプ口テアーゼ活性は，カルパイ

ン阻害薬であるE，64（10- 5M)で抑制された。細胞外プ口テアーゼ活性も，E，64及びカルパス

タチン（10U)によって抑制された。さらにE・64は心筋細胞死も抑制した。抗フォドリン抗体

を使用してイムノブ口ッティングを施行したところ，低酸素負荷の進行に伴ってフォドリンが減

少し，その分解産物である125Kd蛋白が増加した。E-64は，これらの変化をいずれも抑制した。

  これらの事から，心筋細胞の低酸素化に伴ワて，細胞内蛋白分解酵素のーっであるカルパイン

が活性化され，この酵素が細胞膜裏打ち蛋白の一種であるフォドリンを分解する事，そしてそれ

，が低酸素による心筋細胞障害発生の一因である事が明らかになった。また，カルパインの阻害薬

がフォドリンの分解を抑制し，心筋細胞障害を軽減させる可能性がある事も併せて明らかになっ

た。

  口頭発表の審査会において，菅野教授より，低酸素条件における細胞内pH変化とカルパイン

の好適pHの関係にっいて，細胞障害を引き起こすカルパインのアイソザイムにっいて，低酸素

条件で上昇する細胞内Caz゙ の由来にっいて，さらにNeonetalとadultの両心筋細胞の低酸素

に対する抵抗性の差異にっいての質問がなされた。また小林教授より，低酸素条件ではフォドリ

ン以外にどの様な蛋白が分解を受けるかにっいて，fura・2の細胞内移行にっいて，低酸素条件

で細胞内Caz+濃度が上昇する機序にっいて，カルシウムイオノフォア投与によるカルパイン活

性の変化にっいての質問がなされた。さらに小山教授より，実際の虚血条件と本実験で負荷した

低酸素条件の違いにっいて，内因性インヒビター投与による低酸素中のカルパイン活性制御の可

能性にっいて，低酸素条件でフォドリンがどの様な切断を受けるかにっいて，そして低酸素によ

る心筋細胞障害とカルパイン以外のカルシウム依存性酵素(PLA2等）の関与にっいての質問

がな’された。これらに対し，申請者は概ね妥当な回答を行った。また，その後行われた菅野，小

林両審査教授との試問においても，概ね妥当な回答がなされた。

  本研究は，低酸素によって発生する心筋細胞障害に，細胞内蛋白分解酵素の一種であるカルパ

インが関与しており，その標的となる細胞構成蛋白のーっが細胞膜裏打ち蛋白の一種であるフォ

ドリンであることを明らかにしたものであり，有意義な研究と考えられ，学位授与に値するもの

である。


