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論 文 内 容 の 要 旨

輝β細胞において電位依存性カルシウムチャネル (VDCC)はインスリン分泌を惹起するカルシウム

イオンを細胞内に取り込むという重要な役割を果たしている｡neuroendocrine/β-cell型 VDCCα1サブ

ユニットとしては,ヒト脳型,ヒトβ細胞型などがクローニングされているが,ラットの脳型はヒトと比

較してそのC端で大きくアミノ酸配列が異なっている｡そこで,インスリン分泌調節の分子機構を解明す

る一環として,ラットの降β細胞型 VDCCα1サブユニットのクローニングおよびその機能解析を試み

た｡

(1) ラット障β細胞型 VDCCα1サブユニットのクローニング

ラット障β細胞由来細胞株であるRINm5FよりcDNAライブラリーを作成し,ヒトCACN4CDNA

をプローブ としてスクリーニングを行い,C端領域の異なるクローンを用い, 2種類の cDNA

(rCACN4A,rCACN4B)を構築した｡fulllengthform (rCACN4A)は2203個のアミノ酸から構成さ

れ,ヒトCACN4とは95%,ウサギ骨格筋,ラット大動脈のVDCCとの相同性はそれぞれ67%,64%で

あった｡細胞内領域には10個の proteinkinaseA によるリン酸化部位と1個の proteinkinaseCによる

リン酸化部位が存在し,各種リン酸化酵素によりチャネル機能が調節されていることが示唆された｡

(2)fulllengthform (rCACN4A)と truncatedform (rCACN4B)の比較

rCACN4Bは1668個のアミノ酸より構成される｡ これは,rCACN4AのC端にある1つのエクソン上の

2塩基AGが splicingacceptorと認識されたため,イントロンがspliceされるときに58bp多くsplice

きれ,アミノ酸翻訳時に frameshiftを起こした truncatedform であった.そこで,この欠如する部分

を爽むようにプライマーを合成しラット障ラ氏島cDNAを鋳型に用いてRT-PCR法を施行 した後,

PCR産物をサザンブロッティングに供 した｡rCACN4A,rCACN4Bに共通な,或いはrCACN4A,

rCACN4Bにそれぞれ特異的なオリゴプローブを用いてハイブリダイゼーションを行った結果,

rCACN4AとrCACN4Bは共に正常ラット障ラ氏島に発現していた｡

- 1683-



(3)altemativesplicingの存在

ラットとヒトではそのアミノ酸配列が大きく異なる領域が他に2カ所存在した｡ 1つはrepeatIとre-

peatIの間の細胞内領域,2つめはrepeatⅣのS3とS4の間の細胞外領域で,これらの部分を爽むよう

にプライマーを合成し,ラット障ラ氏島のcDNAを鋳型に用いてRT-PCR法を施行したところ,この

部分には2種の大きさの異なるfragmentが存在していた｡ヒトCACN4の遺伝子構造から想定すると,

これらの部位では altemativesplicingにより大きさの異なるfragmentができあがるものと考えられた｡

(4)機能解析

rCACN4A或いはrCACN4Bを発現ベクターpCMV6bに導入し,リボフェクション法にて Chinese

hamsterovary(CHO)細胞に遺伝子導入し,これらを発現する細胞株を確立した｡次に,VDCCのβ2

サブユニットをこれらの確立した細胞株に遺伝子導入し,α1,β2サブユニット共に発現する細胞株を確

立した｡この4種の細胞株の電気生理学的機能をパッチクランプ法にて検討した結果,遺伝子導入してい

ないCHO細胞,rCACN4A,rCACN4Bのみが発現しているCHO細胞ではカルシウム電流は検出でき

なかったが,β2サブユニットと共発現した細胞株では,rCACN4A,rCACN4B共にカルシウム電流を

検出することができた｡これに,L型カルシウムチャネルのアゴニストである (±)BayK8644を負荷

した場合,その電流量はrCACN4A,rCACN4B共に増大していた｡以上より,rCACN4A,rCACN4B

共にVDCCとしての機能を有していることが明らかとなった｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

申請者はインスリン分泌調節の分子機構を解明する一環として,ラットの障β細胞型VDCCalサブユ

ニットのクローニングおよびその機能解析を行った｡クローニングの結果,ラット障β細胞型VDCCα1

サブユニットは,2203個のアミノ酸からなる fulllengthform (rCACN4A)とaltemativesplicingを受

け frameshiftを起こしたために,そのC端の短くなった1668個のアミノ酸からなる truncatedfrom

(rCACN4B)の2種類存在していた｡ また細胞膜貴通領域repeatIとrepeatⅢの間の細胞内領域と,re-

peatⅣの segment3と4の間の細胞外領域に altemativesplicingを受ける部位も存在した｡さらに,各

αサブユニット単独,あるいはβサブユニットと共に遺伝子導入したCHO細胞を用いてパッチクランプ

法を行った結果,rCACN4A,rCACN4Bはβサブユニ ットと共に発現することにより,それぞれ

VDCCとしての機能を有していることが明らかとなった｡

以上の研究は障β細胞に発現する電位依存性カルシウムチャネルの遺伝子構造を解明し,その機能の理

解に寄与するところが大きい｡

したがって,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,本学位授与申請者は平成9年1月16日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認め

られたものである｡
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