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はしがき

ゲノム解読が行われでも、単一遺伝子異常が病気を引き起こしてくるのは 2%程度であり、

残り 98%は環境因子や伝染性因子等の諸因子の影響をうけて発症してくる。特に心不全の形

成にはレニンーアンジオテンシン系や交感神経系といった多くの血管作動物質の活性化、そ

の受容体、情報伝達系の変化が複雑に絡み合い、一分子だけで病態を意義づけるのは困難で、

生物学的な解析をするためには、多数のタンパク質を一度に解析することが重要である。遺

伝子の発現はmRNAレベルとタンパク質レベルの両面から検討されてきたが、トランスクリプ

トーム研究を中心としたmRNAでの検討ではメッセージの多寡をみてはいるものの、必ずしも

実際の発現タンパク質の量を表しているわけではない。現に肥大のシグナルにおいても、多

数の情報伝達系に転写時あるいは翻訳後修飾(リン酸化、アセチル化、グリコシル化など)

が起こり、既存の方法ではその不全心形成への分子生物学的な機序の解明は十分であるとは

言えない。今回我々は、不全心筋で特異的あるいは有意に発現変化するタンパク質を探索す

る方法としてプロテオーム解析によるディファレンシャル ディスプレーを取り入れて以下

の点について検討を行った。

1)高頻度右室ベーシングにて作製した心不全イヌ筋と正常心筋との比較を通して、プロテオ

ーム解析による不全心での発現タンパク質のスクリーニングを行う。この手法での 2次元ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法にて一度に数百のタンパク質の発現を検証し、心不全の病

態形成過程において、肥大や線維化、心筋保護に関係する細胞活性調節のカギとなるタンパ

ク質の同定をMALDI/TOF-MSによる質量分析にて行う。

2)心不全関連たんぱく質の同定に引き続いて、それらの機能発現に重要な意味を持つ翻訳後

修飾のー形式であるリン酸化について、特異的抗リン酸化抗体を用いて Western blot 

analysisを行い、発現様式の違いを正常心との比較にて行う。さらにセリン残基のリン酸

化部位の同定も行い、実際のたんぱく質レベルでの変化の実態、シグナル伝達路をとらえ、

新たな心不全の病態の指標や治療の新たな標的たんぱく質の検索を試みる。
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研究成果

心不全の病態形成が単一の因子で形成されることはないという事実から、不全心での特異的

発現タンパク質を網羅的に探索することが重要であると考えられる。我々は頻拍誘発性心不

全イヌモデ、ルを用いて、不全心筋組織でのタンパク質発現を正常心筋と比較し、特異的発現

タンパク質の同定を行った。 2次元 gel上に約 500個のたんぱく質スポットを確認した。不

全心にて 20タンパク質スポットが正常心と比して変化しており、 その内 14スポットが発

現増加、 6スポットが低下していた。特に発現変化の大きい 9スポットについて

2DE/MALDI-TOF MSによるプロテオームフ。ロファイリング、質量分析データーベース解析を行

った。その結果alphaB-crystallinや srnallheat shock protein (HSP)27、HSP20が不全心

にて有意に増加していることを同定した。またミトコンドリア、エネルギー代謝に関連する

rnyoglobin， fatty acid-binding protein， cytoskeletal protein の一つである

tropornyosin-alpha chainの発現低下を同定した。 alphaB-crystallin、HSP27、HSP20が同

じ srnallheat shock protein群に属することより、今回我々は srnallheat shock protein 

の発現に注目し、翻訳後修飾の一つであるリン酸化について更なる検討を加えた。それら

srnall heat shock proteinは心不全においては本来の nativeforrnではなく、リン酸化した

ものが有意に増加しており、 alphaB-crystallinに関して言えば、 59番目のセリンのリン

酸化型、 HSP27では47、62番目のセリンのリン酸化型が心不全で有意に増加していた。

以前に転写後リン酸化修飾を受けることで、 srnallHSPは抗アポトーシス作用等の心保護作

用を発揮することが報告されており、心不全においても抗アポトーシス作用にそれらたんぱ

く質が関連している可能性がある。 smallheat shock proteinは Highrnolecular HSPとは

異なり、慢性の心不全状態で発現していることから、慢性心不全の病態形成に特別な働きを

していることが示唆される。今後これらのたんぱく質の発現をヒト心筋レベルで、検証したり、

また血液中濃度の測定を試みることで、心不全重症度の新たな指標となりうるか検討してゆ

きたい。

これら成果の一部を添付した論文にでも報告する。
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