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Postnatal devel叩mental decline in lu in 血ouse ventricul虻myocyt軸

i紬Iated by L的gend肝ff perfu寧ion neth°d: C岬ari舶n甘ith chunk

method.

(ランFンドルフ殖串杜により単離されたマウス心筋細胞における内向き亜流

性R'串流の生後の城東に関する墳酎:職枕的破砕牡(chunk method)との比戟)

【日的】

心室醇細胞におけ石狩鞄電位性神轟や骨格筋と同様に細胞膜に存在する種々のイオンチャネルの開

園に伴う感電軌こより形成される.奄牡依柳生Na+^ヤネJt・叫. L型およびT型C㌔苧サネル【屯

i*^t)といゥた内向き電紐と一過性外向き電沈(hI 、 4AP感受性由急速括性型醐統K+電凍ew.

定常軸外向き打電拙(U急速括性型遅延轟沈K+ォ就く砧ならびに、内向き亜流牲K一電流C/ォ)

などの外向き電龍が括曲電位の形成に関与している.これらの電流推軸物種中心畠肪細胞の単推力態に

よゥても具なるとの細管がある.また,これらのチヤネ)I,の罪鄭己は生後変化があP 、括戟職位や静止

盛観位の地軸こ形馨を与えることが知られている。 IKIの生後変化に関して臥マウス、ヲTト、ラビy

トで生徒増加するとの報告があるが、ラットで噸韓少する、あるいは酎ヒしないとの報告もあり、

未だ統一した見知が得られていない.通常心畠肪細胞を用いて電況把鞄を行う寄合、 adultのマウスでは

上帝大曲膿lこカニ且レーションを行い.冠状軸脈に辞兼(コラゲナーゼ、プロテアーゼおよびトFプシ
■

ン)を藤旅するテンゲンドルフ推流を用いて心筋細胞の軍都が行われている.しかu酔生仔マウスでは
■

心膿が極めて小さいため辞相中での榊的破砕牡帥血oietii叫如月いられてきた.イヌの心密輸細

胞を用いた過去の報告で臥雌株性K'一竃稚杜ラングンK^フ堆施牡で単推した心畠肱細胞では確

辞できるが、血u止血曲odで単離した心室鹿細胞刊ま取扱できず、他の電流も血止method把より射出
l

することが示唆される.今回我々はマウス心畠姑細胞を全てのB齢に蜘ヽてテンゲンK;>ブ鵡龍也を用

いて草離し. /Kb-4cサAcvサha kt,Lについて生食変化を槙軒することを目的とした。

[方牡】

本研究では生徒O F剛、 7 H(day-7)、 14日(d町14)、 adultのC5乱用Jマウスを使用し、ヲンゲン

hVK7雅親牡を月いて心室肪細胞を草推した.比較として蛾O Bのマウスでは、串稚♯下で心童筋を

EiB月間　　か　　問usa闇ftiMS32詔iii置覇　誓岩E>・3iTittV,*<iH<サTi]町を虹　　還琵≡四is%i

した・括動電位の執.庸電班の鮒定に臥全細胞型Jlッチgランプ韓を用いた。倒立軸上に放置

した細包雅洗棟に31℃の正常タイロード能を持続的に推漉し、心畠佑細胞に射してガラスビペッIh電極

を曲者させ、電枕および電位を取蝕した　viaとLhはW如mblotting牡を月紬、てダニ〃坤究レベルでの

比軌を行い.さらに血はreal一血ePCRを用いて地由子レムルでの定量此奴を狩った.

(傭朝1・散文内容要旨臥研究の日的・方鈷・辞果.考慮.椿鞄の膜に妃戟し; 2干宇

軽度でタイプ等で印字すること.

..告.扶印の柵には記入しないこと。

(揖　軸
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ランゲンTtJレフ細粒によrり単蝕した新生仔マウスの心甜細胞杜長篠およそ50jim噸紋のある
l

嘩野であり.日齢が進む虹欄に酎ヒした。細胞の轟両親の掃棟となる腐容量はday-0からadult

でおよそ4借に増加した.括軌簡杜はd野0ではプラトー層があり.相射的に括静電駈持続時間仏PD)

放免いが、日齢と井にプラトー層は克くなD d町・14で一血Ltと圃亀虎となっfc.静止膜電位はd町・0で

最も稚く、日齢と井に塊(なっ私1如確定下で&]>-&サーfcun/s,屯L電流の缶牡を行ったところ.

tKlは生雀梯衰し、名u -/kuサJck,Lは重鎮軸pした。 Ihは捨執電位の第3層を形成するがd町0で最も大き

( 、 &血血では括軌電位の形成に宙阜していなかゥた。またday-0で、曲血methodとテンゲンK/vフ

津流により単触した心室肪細胞でこれらの電柾の比故を行ったところ. Ghu止methodにより単触した

心盛肝細胞で臥JKL杜およそ30%の独歩を辞めた.他の電流は有意畳を霞めなかゥた・hiはK姐.I,

Kii2.2, KU23の3つのサブユニットから構成されておりFンソ坤貿および遺伝子レ叫7,での定量比較

蝣Zf&ztl Hal圃」　叩　　卯fEEBEggniwl岩　　甲抗ISiォT^転　　　腰r;3」 mz監]買5ら

/tg質であるKvIUの弟軌を同べたところ、細胞鹿まで到達した155 KDa蜘llv曲co坤坤と曲己は

到達していない未成熟な135 WDa (core由馳町1鵬句の2つのシFナルが検出された　day-0ではいずれ

のシFナルも牌できたが、 adultでは135 kDaのみが検出された。

今厘SFJJs3冒as岩叫Zi彊眉Eサ;::サg3i;i止^1tmaE&-? Sxo&日周票田　謹眉　　間

功し、さらに過去の和音と異なHJuが盤旺田齢と弗に錬衰することを軽骨し皐.

day-0マウスの心馳ま極めて小さ( 、過去の報告では企て血血methodにより心筋細胞は草離されて

きた.しかし曲り血m古曲odによD草離された細胞の好感は丸(密酔ナるた軌細胞膜に存在するイオ

ンチャネル晴性に#轡を与える可能性もある.まだこれまでは血u血methodにより単離した句塵肪細

聞　　耳=田tzmm L.w5Sa呂　　√∴ 也 BSMbMI腰昭y frs < t」Z> k^呂Em呂　　　蓮田

に伴う電流の変化を正癖に地政がで曹ているとは青い#い.実際に我々がヲンゲン抑レフ車軸こより
Ll

半群したday-0の心畠肪細胞はchunk m曲odで単離した細胞に比べてIKlは有恵に大き( 、生嬢に擁喪

が見られ、血により形成される鯨止凍電艦はd叩-0で最も揮かった. Auを抽鵡する3つのサブユニoJ

トK姐・1、 K旭丘およびm3の裡都は動物棟や心筋の榊によっても異なると軸曹されている.我々

の寅験ではKii2.1.およびKi虎丘は遺伝子およびタンJlク貿L/ベルで生後増加がみられた軌Ki虚.3

はday-0で最も弟即時かった。ヲoJトで性新生児期にK姐.3が梯能的に重要であるとの報昔もある

がs hKlの生後の擁喪に牌する分子増席は今後某なる秩封が必要である。 「方. Ihは日齢と共に姉少し.

adultでは血の樽弗的プロpカーである♭4031を投与しても軒動屯位には酵響し軸.った。これより

EJbは新生仔期に宣蔓なせ封を果たしていることが示唆された。 4cuサ/isi /ck,Lは過去の報告と一致し生後

増加した.

E結論】

我々は新生仔マウスt・のヲンゲンFJレフ帯地牡による心肪細胞の単腔に初めて成功し、 Jx,が盤相衰

する=とを鵡思した。これら由井見臥マウス心畠筋における電気生理学的搬曲の生せ変化のメカニ

ズムの鍵明に重要な知見をもたらしたこイオンチヤネJt,由転写、和訳といった分子レベルでの生徒変
■

化層H5Tォ笠E置き男G^I'33S問ma甥只∵
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学位論文審査の稀裏の要旨

星野　其介

tzF* **3 i

(学位輸文辞走の練弟の要旨)

心轟肪細胞における括動職位は神棚と同様に細胞蕨に存在する種々のイオンチャネ
ルの珊附こ伴う威嚇により形成される.これらのチャネルの弗鄭己は生後酎巳があり、括勅
も位や静止膜亀鑑の形成に影響を与えることが知られている。本研究ではマウス心生鮮細胞を
テンゲンドルフ沖洗韓ならびにchunk methodを用いて単離し、種々わイオンチャネルの棚的
現について生額変化を故肘し、以下の点を明らかにした。

1 )　テンゲンドルワ稚拙により単離された細胞結血t血的ethodにより単推された細胞に
一

比べて内向き皐馳K.電琵tfM)捻有意に大きく、日齢と共に鴫衰する.

之　　'Klを構成する3つのサブユニ・・JトKir2. 1、およびKlr2. 2緑地伝子およびタンバク質

レベルで生食増加がみられたが、 Kir2, 3ほ出生時で最も弟魂が多lヽ

3)　退避盤擁他職(も)も日静と弗fcfcft/>した.これよりも経ち.と共に、新生仔由

にま貫な役軸を果たしていることが示唆された。

4)　'xwォ　*M>も. Lは過重の軸昔と一致し生後増加した.

本静文ほマウス心畠掛こおける電気生理学約枚能の生後変化のメカニズムの解明に重要な知
見を与えたものであり、最細軸として散文内容に牌達した戟園を受け合格したので、博士(医

巳召mXIZMTZ -b tD b E]　　嗣㌫

(緒字数　564字)

(平成24年9月3日)


