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論文内審 の 要 旨

ミトコンド J)ア内 C，，:蜘(C，，2+，出走。〉は酸化的リン酸化の基質ぜある NADHを産生する脱水素酵素告活性化することから、

心筋の輿禽収縮連関に必要な ATP供給を調節するよで王室主喜な役割を担うと考えられている。心筋ミトコンドリアにおいて

1;1" Ca2+は Ca'計二Lニポータを介して主に流入し、 Na+-Ca2+交換体 (NC恥蜘〕を介して主iこ排出され、ミトコンドリア膜

電佼 (A<T mi匂〉とミトコンドワア外の Ca2+とNa+濃度が Ca'十由旬を規定する重要な因子である。しかし、 NCX国旬の起電性

及び膜電佼依存性はまだ明らかにされていない。これを明らかにする目的で、サボニン透過性ラット心室筋細胞を用いて

Ca2+)叫 toとA<Tm加を、Rho品2とTMREを用いてそれぞれ測定した。

無1Na+下iこ、 3自OnMCa'+液を語量流するとRhod-2蛍光は約串倍増加し、 ζの増加は Ca2+ユニポータ抑制剤 (Ruthe阻 U盟

Red: RR)によりほぼ完全に抑制された。細胞質 Na+(Na+，)は Ca2+miぬ増加を抑制L、IC闘は終)2盟主主であった。 Na+c

の存在下に CGP-37157(NCX刷。阻害剤)を投与すると、 Ca2+，也知はさらに増加した。これらの結果は、主に NCX由旬般

モードにより Ca2+ruutoが排出されることを支持する。一方、同様の実験を FCCP(プロトンイオノ 7ォア)投与による税分

極状態で行うと Na+cはCa2+，臨'"増加をより促進した (EC田=約 4聞 M)oRRとCyclospo討nA(ミトコンドリア Per明 eability

T開 閉itionPo開 (PTP)の抑制剤)はこの Oa2+皿加増加を抑制しなかったが、 CGP371571こより掬制された。脱分板状態

では NCXmiω逆モードiこより Ca吋詩人すると考えられる。これらの結果はミトコンドリア膜脱分極により NCXm加交換モー

ドが源モードから逆モードに変わることを示す。

800nMCa'+溶液でミトコンドワアiこCa2+を前負荷した後に、 Na十c依脊性 Ca2+:排出 CR盟モード〉の初速度を測定したとこ

ろ、 FCCPなどによる脱分極は Ca2+排出の初速度を減少させた。しかし、 300品.1Ca2+溶液で前負荷した場合には、脱分極

は初速度に影響しなかった。-方、 RRで Ca2+ユニポ-7を抑制した状態で、 ωonM Ca'+溶液を溝流しても、 Ca'十回匂は

上昇しなかったが、脱分援により Ca2+:由加は約 5倍まで増加した。とれらの結果は、脱モード主主び逆モードとも NCX則。活

性が品世 mi切に依存することを示す。

NCX血旬活性が11<T m血に{依存するならば、 NCXm蜘活性に伴う重量荷移動によ哲、 11<T m加が変化すると予測されたロ災際、

τ'MREによる測定で、順モードはA争犯出を脱分極し逆モードは過分極Lた。さらに、 ζの11<T mi加変化は CGP-37157に

より抑制されたa この結果i孟NCXmi加が起電科:であり、交換に伴い電荷が移動する事を示す。

実験データを慕に作成した NCXmitIJコンピュータモデルの解析から、 NCXm加の膜霞佼依存性は、ミトコンドリア内外の

Na+. Ca2+濃度iこより変化する事が示唆さきれた。また、脱分極時にミトコンドリア Na+透過性が増加することが、総胞質Na+

によち逆モードが活性化される原因であると推測された。

以上o結果よ号、 NCX則。が膜電位依存性であることによ号、 Na+cと11<Tm出変化を介して Ca2+，臨'"濃度がダイナミッタに

調節されると考えられた。
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論文 審査の結果の裏窓

ミトコンドリア内 Ca2+議度 (Ca2+m)の調節に Na+-Ca2+交換j.j;(NCXm)が寄与するが、 NCXmの機能特性は未だに不

明である。そこで、ラット心筋細胞ミトコンドワアの Ca針濃度と線電位変化を、それぞれRho品2とTM交霊を用いて測定

した。純胞質 Ca'+(Ca'，)や総胞質 Na+(Naゆ濃度を変えて般モード NCXm(Na¥/Ca>+m交換〕を活性化するとミトコ

ンドリア膜は脱分極し、逆そード (Na+mlCa2+，交換〕を活性化すると過分極した。正常態電位でを投与すると、 Ca2+ユニポ

ータを介して Ca2+mが増加するが、向時lこNa九濃度を増加すると、販モード NCXmによ勺て、この Ca2+m増加は抑制され

たロ一方、脱分極状態では、逆号-l' NCXmを介して Ca2+が流入し、 Na+cの増加は Ca肝増加を促進Lた。さらに、服モー

ドによる Ca2+排出は税分極により減少したロこれらの結果から NC主砲は膜電位依存性であると結論したc今回得られた実

験データを全て説明できる起電性NCXmモデルを開発する ζ とができた。以との結果より、 NCXm!ま膜電投依存性であり、

これによって Na:九と摸電位変化を介して Ca.2+m譲渡がダイナミックに調節されると結論された。以上の研究は、ミトコン

ド1)Y Ca2+濃度の調書iiメカニズムの理解令促進し、心臓生理学に寄与するところが多い。

従って本論文は博士(医学)の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学校授与市誇者は、平成 20年2月29臼実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け、合格と認められたもので

ある。




