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　　 Calmodulin　 kinases　 II　and　 N　 and　 calcineurin　 are　involved　 in　leukemia　 inhibitory

　　　　　　　　　　　　　　　　factor-induced　 cardiac　 hype血ophy　 in　rats.

(白血 病 阻止 因子 誘発性心 肥大 にお ける カルモデ ュ リン依存性 キ ナーゼn、IVお よび カル シニ ュー リンの役割 〉

加　藤 隆 弘

内容の要旨

　 当教 室では これ までIL-6フ ァミリーの白血 病阻止因 子(LIF)が 心

肥大 を誘発す ること、成獣 ラッ ト心筋細 胞 にお いてLlFに よりL型 カ

ル シウム(Ca)電 流お よび細胞内Ca濃 度 が増 大す るこ とを報告 して

きた。一方、近年の研 究に よn,カ ルモデュ リン依存 性 リン酸 化酵

素 カルモデュ リンキナーゼ1,rv(CaMK[、CaMKN)お よびカル

モデ ュリン依存性脱 リン酸化 酵素カ ルシニュ ーリン(CN)が フェニ

レフ リ ン誘発性心肥 大形戒 に重要な働 きをす るこ とが報 告 された。

以上の こ とか ら本研究 ではLIFに よる心肥 大形成 に これ らCa感 受性

酵 素が関与 しているの ではないか と考 え、 ラッ ト培 養心 筋細胞 をIA

いてL【Fによる心肥 大反応におけるCaMK　 II、CaMKNfiよ ぴCNの 役

割 につい て検 討 した。 バ ッチ クランプ法 に よ りCa電 流 はLIF刺 激後

IS分 で最大 となるこ とを確認 した。　Ca感 受性色 素Fluo・4を用 いた測

定ではLlF刺 激 によ り細胞 内Ca濃 度 は増大 し刺激後IS分 で最 大 とな

った。L1F刺 激 によ りCaMKD#3よ びCaMKNの リン酸化酵 素活性 、

およびCNの 脱 リン酸化酵 素活性は刺激後IS分 後に最大 となった。転

写因子NFAT・3はCNに よ り脱 リン酸化 され核 へ移行す る ことが 知 ら

れている。LIFはNFAT・3ル シフェ ラーゼ活性 をs倍 に増 大 し、この

作用はCNの 阻害薬サ イクロスポ リン(CsA:5(/ng/ml)に よ り完 全に

阻害 された。し型Caチ ャネル違断薬ニ カルジ ビン(Ni)お よびベ ラ

バ ミル(Ve)はLIF刺 激 によるCaMK　 n、CaMKiYお よびCNの 活性化

をほぼ完 全に阻害 した。Niお よびVeはLIF刺 激に よる[sH]・ フェニ

ルアラニ ン(Phe)取 り込み増 大 を観寄 した。免疫沈降 ウエ ス タンブ

ロ ッ ト法 では、UFは ボスホ リバ ーゼC・Yl(PLC)を リン酸化 しな

かった。 ラジオ イ ミュ ノア ッセ イ法 に よるイ ノ シ トール3リ ン酸

(IP3)の 測定ではLlF刺 激では1p3の 増 大はみ られず、　CaJ｢7大に対す

るPLCの 関与 は否定 された。しlF{3c・fos(30分}、 　BNP(i時 間)、

skclCla【α・aclin(za時聞)、　ANP(24時 聞)の 発現 を誘 導 し、　CaMK　 n、

CaMK【V阻 害薬のKN62(IOpmolll)は そ の誘導 を部分的 に阻害 し

た。KN6213LIFに よる['x]一Phc取 り込み増大 を濃度依存性 に 附害

した。ロF刺 激 によるc・fos.　ANP、 およびBM}(1x8110)の 発現誘導

はCNの 阻害薬FK506,、　CsAい ずれの影響 も受 けな かったが、　CsAに

よ り刺激 後2時 間か ら24時 聞でのBNPの 発現が抑 制 された。　CsAは

LIFに よる 〔'N]一PheY取り込み増 大を部分的 に阻害 した。 以.isを総合

して.LIFは 心筋細胞 にお いてL型Ca電 流 を増 大 させ るこ とに よn

CaMK　 11,CaMKIVお よびcraを活性化 し。 これ らの活性 化はLIFに よ

る心筋細 胞肥大形成 において重要な役割 を果た している ことが示 さ

れた。

論文審査の要旨

　 近 年の研 究に よ り.CaMKI、 　CaMKIVお よびcalcincurin(CN)な

どの カル シウム{Ca)感 受 性酵素が心 肥大形成 に重 要な働 きをする

ことが波 目 されてい る。 しか しなが ら白血病 蹴止因子(LIF)の よう

な即13D受 容体 を介 する シグナ ル伝達 におい て13Caシ グナル を作動

させ るこ とは報告 されてい ない。本研 究で は、LIFに よる心肥 大形成

にCa感 受 性酵 素が 閲与 してい るか を明 らかにする こ とを試み た。そ

の結果 、口Fは 胎生 ラ ット培養心筋 細胞 におい てL型Ca電 流 を増 大 さ

せる ことによ りCaMK且1、　CaMKIVお よびCNを 活 性化 し、これ らの活

性化はLlFi:よ る心筋細胞肥 大形戒 にお いて垂要な役割 を果 た してい

ることが示 された。

　 審査 にお いては 、 まずLIFに よるL型Ca電 流 増大 の機 序 に閲 して 、

LIFの 直接 的作用 に よるもの か、それ ともCaMKII、 　CaMKIVidよ び

CNの 活性化 に より引 き起 こ され たものかが不明確で あ ることが指摘

され た。 これ に対 し、CaMKII、 　CaMKIV};よ ぴCNさ らにはPKA、

PKC,　 PI3K,1AK,　 p38MAPK、 チ ロシ ンキナーゼ の阻害剤の いずit

を用 いて もLlFに よるL型Ca電 流増 大は抑制 されない こ と、そ して そ

の後 の実験 か らL型Caチ ャ ネルαサ ブユ ニ ッ トのC末 端 に2つ の

MAPK認 識 配列 があ り、L[Fに よるL型Ca電 流増 大は その うちの1つ

がMAPKに よ リリン酸化 され る ことに よ り引 き起 こ される こ とが示

された と回答 され た。続いて 、細胞 内Ca濃 度測定 にお いて、その蛍

光指示薬 に定 量性 を出せ るFora2を 使用 するべ きで あった との指摘が

な された。Fura2は 成獣 ラッ ト培養 心筋細 胞で は良 く取 り込 まれたが 、

胎 生 ラ ッ ト培 養心筋 細胞 では取 り込み不良 であ ったため と回答 され

たが,さ らにFluo4を 使用 す るな らば,コ ン トロー ルを設定 し半定量

化 する工夫 をするぺ きであ った との指摘が な され た。Cau#!度 測定 に

関 して は、心 筋細胞 の持つ拍動 とい う特 性が 測定値 に影響す る可能

性 も指 摘 された 。NFAT・3ル シフ ェ ラ ーゼ ア ッkイ で はpositive

convolと して用 い られ た イオノ フォアは非生理 的で あ り、 よ り生理

的 なconuolが 望 ましい とされ た。臨床的 意義 につい ての審奇 も行 な

われ、 日常臨床 で使用 されてい るCaチ ャネル阻害剤の心 肥大抑 制に

お ける有用性 の一部 を説明 する もの と回答 された。最後 にLIFの 持つ

既 知の心肥 大作用機 序 と比較 して 、本研 究で示 され た カル シウム感

受 性酵 素 を介 す る機 序 の 占 め る割 合 が 貿 問 され た。 こ れ に対 し

['H]・Pho取 り込み増大 や細胞1面積増 大に対す る抑 制作用の程度 か ら

MAPK系 が メ インであ り、他 が それぞ れ部分的 に閲与 してい る もの

と考 え らitる と回答 された。以 上の よ うに、本研 究は さらに改 善 し

うる点 を残 している ものの 、心筋細 胞肥 大作用 におけ るLlFの 新 しい

作用機序 を明 らかに した点が 有意 義であ ると評価 された。
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