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論  文  内  容  の  要  旨  

心筋細胞は胎生期には活発に増殖・分裂を繰り返すが，出生とともにその分裂能を失う。出生後心筋細胞は様々な刺激に  

対し肥大を起こすが，肥大は蛋白合成の量的な増加だけでなく，エンドセリンー1（ET－1）の心室における発現など，心  

筋遺伝子発現の質的変化によって特徴づけられる。この過程は心筋機能不全と密接に関連し，この過程の解明は心不全の分  

子生物学レベルでの解明に有用である。低分子GTPaseであるRhoは，心筋細胞において様々な細胞骨格依存性の細胞機  

能や，伸展・Gq蛋白誘導性の肥大反応を仲介する。Rhoのエフェクターの一つであるROCKが肥大反応を伸介すること  

が示唆されてきたが，Rho／ROCKとその下流のシグナルの関係は知られていない。一方，心筋細胞肥大の核内情報伝達に  

おいてGATA転写因子が重要な役割を果たしていること，そのリン酸化にMAP kinaseの一種であるextrace11ular signal  

－regulatedkinase（ERKl／2）が関与し，これが心肥大反応におけるET－1遺伝子の発現増加に必要であることが報告され  

たため，今回Rho／ROCKシグナルが下流のGATA－4に連結するか検討した。   

この目的のために我々はROCKの選択的阻害薬であるY－27632を用いた。新生児rat培養心筋細胞を調整し，α1一交感  

神経刺激剤であるPhenylephrine（PE）または村照として生食を加えた。Y－27632は3－1qLMの濃度でPEによる心筋細  

胞横径の増大を有意に抑制した。ノーザンブロツティングによる検討では，Y－27632はPEによる心筋特異的な肥大マー  

カーであるβ一myOSinheavy chain，atrialnatriuretic factor遺伝子の発現の誘導を有意に抑制した。心筋細胞を用いて  

transienttransfectionassayによりET－1遺伝子のプロモーター活性を求めたところ，Y－27632はPEによるET－1プロモ  

ーター活性の増加を有意に抑制した。次にCOS細胞を用いてtransienttransfection assayによりET－1遺伝子のプロモー  

ター活性を求めたところ，GATA－4，5の強制発現によりET，1プロモーター活性は強く克進した。また，同時にROCK  

のdominantnegative変異体またはactive変異体を強制発現させると，ET－1プロモーター活性はそれぞれ有意に抑制，克  

進した。PE又は対照として生食を加えたNIH3T3細胞および心筋細胞から核蛋白を回収しウエスタンプロット法を施行し  

たところ，心筋細胞ではY－27632は用量依存的にPEによって誘導されるERKl／2のリン酸化を抑制したが，NIH3T3細  

胞ではこの抑制はごくわずかに認められるにすぎなかった。心筋細胞においてY－27632がGATA－4のDNA結合能を修  

飾するか確認するために核蛋白を抽出しETrlプロモーター上のGATA－4結合部位を含むオリゴヌクレオチドをプロー  

ブとしてelectrophoretic mobility shift assay（EMSA）を施行したところ，Y－27632はPEによって誘導される心筋  

GATA－4のDNA結合活性の増大を軸Mの濃度で有意に抑制したが，p53のDNA結合活性には影響を与えなかった。   

近年，アクチンのトレッドミルがROCKの基質の一つであるLIM kinaseを介して核へ到達するシグナルの収欽点であ  

ることが報告されたため，アクチンのダイナミクスがPEによって誘導されるRho／ROCKを介するERK／GATA－4の活  

性化に役割を果たすか検討した。PEまたは村照として生食を加えた心筋細胞から核蛋白を回収しウエスタンプロット法を  

施行したところ，アクチンの重合を抑制するLatrunculinBは用量依存的にPEによって誘導されるERKl／2のリン酸化を  
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抑制した。また，PE又は対照として生食を加えた心筋細胞から核蛋白を抽出しET－1プロモーター上のGATA－4結合部  

位を含むオリゴヌクレオチドをプローブとしてEMSAを施行したところ，Latrunculin BはPEによって誘導される心筋  

GATA－4のDNA結合活性の増大を100nMの濃度で有意に抑制したが，P53のDNA結合活性には影響を与えなかった。  

更に，Latrunculin BはPEによって誘導される心筋細胞横径の増大および筋原繊維構築を有意に抑制した。   

以上より，α1一交感神経刺激による心筋細胞肥大反応において，Rho／ROCK経路はERKl／2を介して転写因子GATA  

－4の活性化に寄与すること，またRho／ROCK経路から下流のシグナルへ至る収赦点としてアクチンのダイナミクスが関  

与していることが示された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

心筋細胞内で低分子GTPaseRhoはROCKを介して様々な肥大反応を仲介する。一方，心筋細胞肥大の核内情報伝達に  

GATA転写因子が重要な役割を克たしており，そのリン酸化にextraceiiuiar signai－reguiated kinase（ERKi／2）が蘭与  

し，これが肥大反応におけるエンドセ1）ンー1（ET－1）遺伝子の発現増加に必要と判明した。そこで，Rho／ROCKシグナ  

ルが下流のERK／GATA－4に連結するか検討した。ROCKの選択的阻害薬Y－27632はフユニレフリン（PE）刺激による  

心筋細胞径の増大，肥大マーカー遺伝子発現の誘導，ET－1プロモーター活性の増加，ERKl／2のリン酸化，及び心筋  

GATA－4のDNA結合活性の増大を有意に抑制した。アクチン重合抑制剤Latrunculin BはPE刺激によるERKl／2のリ  

ン酸化，心筋GATA－4のDNA結合活性の増大，心筋細胞径の増大・筋原繊維構築を有意に抑制した。以上の結果から，  

α1交感神経刺激による心筋細胞肥大反応においてRho／ROCK経路はERKl／2を介してGATA－4の活性化に寄与するこ  

と，またRho／ROCK経路から下流のシグナルへ至る収赦点としてアクチンのダイナミクスが関与していることが示された。  

以上の研究は心肥大の分子生物学レベルでの解明に貢献し，心肥大に対する新たな治療法の開発に寄与するところが多い。   

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15年2月  

4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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