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原　著

心筋細胞興奮収縮連関におよぼす第3のキナーゼ系

Rhoキナーゼの役割について

茆原　るり

The Role of Rho Kinase : Third Kinase System in the Regulation of Excitation-Contraction Coupling of 
Cardiac Muscle 
Ruri Chihara (Second Department of Internal Medicine, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 350 -0495, Japan)

It has been known that various neurohumoral factors play important roles in the regulation of contraction and 
relaxation in cardiac muscle. Earlier reports suggested that angiotensin II play important roles in the pathogensis 
of chronic heart failure. However, the roles of endothelin 1 have not been fully clarified. Thus, we investigated 
the roles of endothelin in excitation -contraction coupling and relaxation in isolated single ventricular myocytes. 
We focused on the third kinase system: Rho dependent protein kinase (ROCK) in addition to the protein kinase 
A and C. We isolated single ventricular myocytes from Wister rats and measured intracellular calcium transients 
and cell contraction simultaneously. When we pretreated cells with PKC inhibitor, exposure to endothelin -1 
still produced positive inotropic and lusitrophic ef fects. These ef fects were not observed when cells were 
pretreated with PKC inhibitor and ROCK inhibitor or myosin light chain kinase inihibitor. Effects of myosin 
light chain phosphatase inhibitor simulated those of endothelin -1.  Inhibition of myosin light chain phosphatase 
accelerated the phosphorylation status of cardiac myosin light chain resulting in positive inotropic action similar to 
endothelin -1. Our results suggested that endothelin might activate myosin light chain not only via PKC but also via 
ROCK pathway. 
　Our working hypothesis is that endothelin 1 may produce positive inotropic effects via ROCK pathway.  Thus we 
try to reveal the role of ROCK pathway in the regulation of contraction and relaxation in cardiac muscle.
Keywords: Endothelin, Cardiac muscle, Myosin light chain, Rho kinase, Protein kinase C, Excitation -contraction 
coupling
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緒　言

　心臓は一日に約10万回の収縮・弛緩を繰り返し全
身へ血液を送り出している．この繰り返し収縮は心筋
の自動性によって主として制御されているが，その収
縮性そして最近注目されている弛緩機能や拡張期に
おいても交感神経系，レニン－アンギオテンシン系，
アルギニン，バソプレッシン，エンドセリンなどの神
経体液因子による制御が深く関与していることがわ
かってきた．短期的な作用は膜受容体とそれに連なる
G蛋白を介しての作用が主であり，古典的にはβ受容
体が刺激されGs蛋白を介してアデニリルシクラーゼ
を活性化，さらにAキナーゼ系の活性化を介する作用

経路がよく知られていた．カテコラミンの静脈内投与
は効率的に細胞内cAMP濃度を上昇させ，そして劇的
に心筋と心室の収縮力を増大させFrank -Starlingメカ
ニズムに依存せずまた肺うっ血を生じることなく十分
な心拍出量を確保することができる．1980年代に基
礎研究材料として心不全患者の心筋が得られ，その
β受容体が著明に減少していることが示された．これ
がいわゆるβ受容体のdown regulationである．レセプ
ター薬理学の方法でも直接証明され，カテコラミンに
対する反応性の点でも，摘出心筋標本やあるいは臨床
データからも，β刺激が慢性心不全では正常心筋にく
らべて有効ではないことが明らかとなった．また1996
年Packerらにより発表されたU.S.Carvedilol Heart 
Failure Study 1)により 1970年代に導入されたβ遮断薬
による慢性心不全の治療は生命予後改善効果があるこ
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とがはっきりとし，1990年代に急速に普及すること
になった．この治療を行っている慢性心不全患者が急
性増悪したときには，大量カテコラミン使用により強
心効果が得られるとしてもその効果は不確実であり，
また理論的も矛盾のある治療となってしまう．この経
緯から，心不全の治療においてβ受容体を介する機序
以外の経路の解明とその経路を用いた治療法の確立に
注目がされた．
　心筋に特異的に存在するphosphodiesterase Ⅲの阻
害薬でcAMPの分解を抑制することで心筋の収縮力
を増すことが試みられた．しかし短期的にはcAMPを
上昇させるAキナーゼ系薬剤が心不全を改善するが，
その後に生ずる心筋細胞の荒廃つまり病的肥大と
リモデリングが長期予後を悪化させてしまう結果と
なった（アムリノン，ミルリノンなど）．この他にも
VIP（vasoactive intestinal peptide）などの心筋細胞に
存在するGs蛋白にカップルしcAMPを増加させるリ
ガンドとその膜受容体の研究が盛んにおこなわれた．
しかしこれらが実用化されることなく現在に至って
いる．
　そしてカテコラミンのもう一方の受容体である
α受容体についての研究もおこなわれた．α刺激は
血管収縮を生じ心筋に対する効果はあまり注目され
ていなかったがSimpsonら2）はα刺激が心筋細胞の肥
大に極めて重要な役割を演じているのに対してβ刺
激の役割は小さいと提唱し，α受容体への注目が集
まった．α受容体が刺激されるとGq蛋白を介してホ
スホリパーゼCを活性化しイノシトール三燐酸回路
を活性化する．これにより細胞内Ca2+の上昇ならびに
プロテインキナーゼC（PKC）の活性化をきたし，Ca2+

による活性化の感度を著明に増強，心筋細胞の肥大・
細胞外マトリックスの増生を生ずることが一連の研
究で示された．PKCの活性化による細胞内アルカリ
化が心筋の収縮力を増すこと，一定の条件下におい
てはイノシトール3燐酸が筋小胞体からのCa2+を放出
し収縮に影響することも判明した．これまで強心作用
の機序はcAMPによる制御だけが注目されてきたが
それ以外にもさまざまな経路があることが示唆され
るようになった．また，この結果血管作動物質でGq
にカップルした受容体を介するものは心筋に対して
何らかの効果を持つことが想定された．Suematsu ら
の研究によると，不全心では GαqとRhoAの蛋白発
現やミオシン軽鎖（MLC）調節のリン酸化は明らかに
増加し，この結果α1 receptor - GqシグナルがPKCの
経路ではなく主にRhoA - Rho kinaseの経路を通って心
筋線維のCa2+感受性を増加させ，心不全の進行に関与
すると推定される3)．
　強力な血管収縮物質であるアンジオテンシンⅡ
（ATⅡ）もまた心筋に対する強力な作用があること
がわかった．1987年発表されたCooperative North 

Scandinavian Enalapril Survival Study （CONSENSUS）4)

などによりアンジオテンシン変換酵素阻害薬が心
不全の長期予後を改善し，その作用機序が血管拡
張作用や腎臓への作用以外に直接の心筋への効果
であることがわかってくると，心筋での local renin 
angiotensin systemへの注目度は高くなった．ATⅡは
AT1受容体を刺激しGq蛋白を介してPKCを活性化し
Mitogen -activated protein kinaseなどを活性化する．こ
れにより心筋肥大や繊維芽細胞の増殖・コラーゲンの
合成が促進される．またATⅡとエンドセリン1（ET-1）
がNa+ -H+交換体を活性化し細胞内をアルカリ化，その
結果Ca2+の感受性が上昇するとの報告もある5)．心肥大
初期や急性心不全の時期には伸展負荷によりATⅡの
局所濃度が上昇するとともにAT1・AT2受容体の発現が
急速に増加しATⅡの作用が増強するが，不全心では
AT1・AT2受容体は共に発現が低下し，心臓線維芽細胞
においてAT1・AT2受容体の発現は亢進する．
　一方でわれわれのグループはET-1が正常の哺乳類
の心筋細胞にどのような影響を与えるかを検討した
（Kohmoto et al,6)）．成ラビットの心筋細胞では細胞内
アルカローシス化により収縮力を増強する．それに対
して不全心筋と類似性があるとされる新生ラットの
培養心筋細胞においては逆に細胞内アシドーシスを生
じて収縮力を減弱させることを示した．このことから
心筋細胞へのGq蛋白系の情報伝達は場合によって陽
性変力作用も陰性変力作用も生じることがわかった．
Gqを介する血管作動物質あるいはサイトカイン受容
体の遮断が心不全の生命予後を改善するのではないか
という類推からエンドセリンあるいはバソプレシンの
経口投与可能な受容体拮抗薬が開発され臨床研究がな
された．しかしV1受容体拮抗薬は開発されたものの臨
床的有用性が小規模研究で明らかにできなかったこと
もあり実用化されていない．
　それに対してエンドセリンは大規模研究では明ら
かな効果が証明されていないが可能性を残しており，
あらたなET受容体拮抗薬が開発され大規模研究が
行われている．心筋細胞には主にET-1が作用する．
ET-1は細胞内kinase pathwayを介して様々な生物学的
効果を持っているが，心筋細胞ではET-1はPKCを介
して陽性変力作用を持っていることが知られている．
PKC はNa+ -H+ 交換体をリン酸化し，細胞内のアル
カローシス化をする．Na+ -H+ 交換体を加速すること
によってNa+イオンは細胞質内で蓄積され，一過性に
Na+ -Ca2+ 交換体の活性化を引き起こす．その結果心筋
線維のCa2+感受性を増加させ陽性変力作用をおこす．
このようにPKCはET-1による心筋細胞の収縮におい
て鍵となる酵素とされている．PKCはまたMLC2のリ
ン酸化や，トロポニンI，トロポニンC，C蛋白を保持す
るために重要な酵素であると報告されている 7, 8)．これ
らの収縮蛋白はアクチン・ミオシンの相互作用を直
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接調節すると考えられている．一方ET-1の収縮効果
は平滑筋細胞においてRho -dependent protein kinase
（ROCK）を活性化し，MLCのリン酸化を惹き起こし
細胞内Ca2+の増加による血管収縮を起こす．他の血管
作動物質と異なりPKCを介するのみならずRho kinase
というまったく別のリン酸化過程を介して心筋の興
奮収縮連関に作用する可能性が示唆されている．Rho
は低分子量G蛋白であり増殖・成長のシグナルを仲
介する分子である．Rho kinaseはRhoの標的蛋白であ
り，Rhoと結合することで活性化される蛋白質リン酸
化酵素である．これはMLC2のリン酸化を促進しMLC
脱リン酸化酵素を阻害することでミオシンとアクチン
の親和性を増加させることが知られている．以上より
ET-1の作用機序として①PKCを介してNa+ -H+交換体
に作用し細胞内をアルカローシスにしCa2+感受性を上
昇させる②PKCを介してMLCに作用しMLCのリン酸
化をさせる以外に，Rho -ROCKを介してMLCをリン
酸化することが知られている 9)． ET -1 -ROCK-MLCリ
ン酸化の経路は主に平滑筋細胞において報告されてい
るが 10)，培養された新生のラットの心室筋細胞におい
ても見られることが示されている11 -14)．
　不全心ではMLC2の脱リン酸化による収縮の反応は，
ベースのMLC2の脱リン酸化レベルが減少しているに
もかかわらず増強されることが報告されている 15)．こ
のことからも心不全心筋細胞の収縮におけるMLCリ
ン酸化の役割は正常時と比較して大きくなることが
推測され，心筋細胞におけるET-1の作用経路の解明，
ET-1 -ROCK-MLCリン酸化の経路の解明は心不全の
治療において有用であると考えた．Rho/ROCK経路の
解明のために，今回成ラットの心室筋細胞を用いて心
筋細胞の興奮収縮連関におけるRhoキナーゼ系が演ず
る役割について検討することにした．前述したように
ET-1がMLCのリン酸化を惹き起こす経路としてPKC
を介する経路とRho/ROCKを介する経路の二種類が
ある．このことからRho/ROCKの経路を見出すために
はPKCの経路を阻害する必要があり，PKC阻害剤を用
いてその経路の存在を解明した．

方　法

心室筋細胞単離
　我々はUS National Institutes of Healthにより認
証されたGuide for the Care and Use of Laboratory 
Animalsに従ってWistar ratを飼育し実験使用した．
（NIH Publication No.85 -23 , revised 1996）Wistar rat
（200～250 g）の心臓から従来のコラゲナーゼ灌流法
に基づいて心筋細胞を単離した 6)．麻酔したラットよ
り心臓を摘出し，素早く大動脈部分でランゲンドル
フ灌流装置に接続した．0 -Ca2+溶液（組成は126 mM 
NaCl，4.4 mM KCl，1.0 mM MgCl2，13 mM NaOH，
24 mM HEPES，2.5 g/L taurine，0.65 g/L creatine 

monophosohate，0.55 g/L sodium pyruvate，0.14 g/L 
NaH2PO4，2 g/L glucose）で5分間灌流した後，0.1 
mM Ca2+の入った酵素液（0 -Ca2+溶液に0.1 mM CaCl2

を加え，100 mg/dL typeⅡcollagenase （Worthington 
Biochemicals, Freehold, NJ, USA）と 10 mg/dLの
protease （Sigma）を加えて作成）で8～12分灌流した．
灌流液は37℃・pH 7.4で維持した．灌流圧が十分に
低下したことを確認した後，酵素を含まない0.1 mM 
Ca2+溶液（0 -Ca2+溶液に0.1 mM CaCl2を加えた溶液）で
5分間洗い，左心室を切り出し同溶液中で左心室を鋏
で細かく切り細胞浮遊液は茶漉しを用いてフィルター
した．細胞懸濁液のCa2+濃度を1.0 mMまで上昇させ
て室温で保存し，単離後6時間以内に使用した．
細胞内Ca2+濃度の測定
　単離した細胞はLaminin（Colaborative Inc, USA）でコー
ティングしたchamberに付着させ，30分間 3～4μMの
Ca2+蛍光色素である fluo -3AMが含まれたHEPES 溶液
（126 mM NaCl，4.4 mM KCl，1.0 mM MgCl2，1.08 mM 
CaCl2，13 mM NaOH，11 mM glucose，24 mM HEPES，
25℃，pH 7.4）で感作処理した．その後 fluo -3の含
まれないnormal HEPES溶液で15分以上洗った．細
胞に485 nmの励起光を照射し，530 nmの蛍光を測
定した．530 nmの蛍光強度の増加は細胞内Ca2+濃
度の増加を意味する．測定には蛍光顕微鏡システ
ム（DX -1000, Solamere Technology Group, Salt Lake 
City, UT）を使用した．灌流速度は約2.0 ml/minとし，
chamber内の還流液は実験中1～1.5 mlでほぼ一定に維
持した．測定は30±1℃で行った．細胞内Ca2+の指標と
してF/F0を用いた．F0は細胞を0.25 Hzで電気刺激し
た時の拡張終期の530 nmの蛍光値を，Fは実際の測定
値を示す16)．
細胞収縮の測定
　心室筋細胞はプラチナ電極を用いて4秒毎（0.25 
Hz）にパルス幅4 msec，閾値1.5倍の電圧で収縮を誘
発した．細胞の両端の長さは持続的にvideo motion 
detector（Crescent Electronics, Salt Lake City, UT）で記
録し，細胞内Ca2+濃度と同時測定した．
データ処理
　カルシウム発光シグナルおよび細胞収縮はアナログ
アンプ（日本光電）により処理した後ADコンバーター
（Digidata 1200）によりオンラインで時系列データ記録
ソフト（Axoscope）を用いて汎用PC（コンパック社製）
によりハードディスク装置に保存した．解析および図
作成にはソフトウェア（Microcal Origin）を使用した．
データは平均値±標準誤差で表示し比較を行った．
また，細胞内Ca2+濃度・細胞短縮（細胞径の変化）を比
較する際，最大収縮までの時間の逆数（1/TP）を細胞
の収縮性，50％まで弛緩する時間（T1/2）を細胞の弛緩
性を示す指標として用いた．



106 茆原　るり茆原　るり 心筋細胞興奮収縮連関におよぼす第3のキナーゼ系Rhoキナーゼの役割について

結　果

1） 薬物処理をしない単離心筋細胞とエンドセリ
ンを投与した後の細胞における細胞内Ca2+濃度
（[Ca2+]i），細胞短縮（FS）のピーク値に有意な変化
は認めなかった（ET-1投与前細胞内Ca2+濃度 2.448
から投与後2.312，ET-1投与前細胞短縮 113.4から
投与後 119.3とそれぞれ有意差はない）．しかし細
胞内Ca2+濃度及び細胞短縮は，エンドセリンによ
り共に1/TPは短縮，T1/2は有意に増加し，このこ
とからエンドセリンが心筋細胞の収縮・弛緩速度
を促進していることを示唆した（表 1）．ET-1拮抗
薬を投与するとこの収縮・弛緩の促進作用は消失
することは以前の実験にて示されている6)．

 　エンドセリンの心筋細胞における興奮収縮連
関におよぼす影響のうちPKCを介するメカニズ
ムを取り除く目的で特異的なPKC阻害剤である
bisindolylmareimide（BIS, 100 nM）を十分に効果を
出すために fluo -3AMで感作する際から30分以上加
え前処理した．その濃度については文献を参考に
した17 -19)．

2） ついでBISに加えET-1（250 nM）を含むHEPES溶液
で還流した．図1 -Aに示すようにPKC経路が遮断
された状態では細胞内Ca2+ピークや最大細胞短縮
にはエンドセリンは影響を与えない．（細胞内Ca2+

濃度のピークは2.72±0.22から2.63±0.21，最大細
胞短縮のピークは101.18±3.18から102.19±3.69と
有意な変化は認めなかった．）しかしそれらの波形
に注目すると細胞内Ca2+濃度，細胞収縮ともにピー
クに達するまでの時間は短縮し，また弛緩過程が
速くなっていることがわかる．つまりPKC以外の
経路が収縮速度と弛緩速度に影響をあたえている．

3） 縦軸に1/TP，横軸にT1/2をプロットした（図 1 -B） ．
上段は細胞内Ca2+濃度，下段は細胞短縮について
の解析を示す．PKC経路遮断の条件で有意に細胞
収縮の大きさは変化しなかったが，1/TPの有意な
増 加（[Ca2+] i の1/TPは 6.10±0.32か ら6.56±0.36
まで変化（NS），FSのそれは4.75±0.34 から 5.81
±0.56までp＜0.01で有意に変化した（n＝12）．）と

T1/2の有意な短縮を認めた．（[Ca2+] i のT1/2は226±
10 msecから211±7 msecへ，FSのそれは150±14 
msecから126±13 msecへ減少し，共にp＜0.05と
有意であった（n＝12）．）（図 1 -B）．

 　ET-1の心筋細胞収縮作用において，PKCの活性
化を必要としない収縮・弛緩速度を促進させる経
路が存在する可能性がある．

4） ROCKがこの経路にかかわっているかどうかを
調べるために，心筋細胞をBISに加え，更にRho 
kinase inhibitor （ROCK inhibitor）であるY-27632
（10μM）で処置した．その濃度は文献を参考に
した 14, 20, 21)．図2 -ABに示すように，この条件下で
はET-1を投与してもそのピークの大きさ，および
収縮・弛緩時間は変化しなかった．ET-1の収縮・
弛緩に対する作用の一部にROCKが関与している
ことが示唆された．（細胞内Ca2+濃度のピークは
ET-1投与前後で3.05±0.32から2.73±0.20，最大細
胞収縮は101.95±8.78から107.53±9.49と有意な変
化は認めなかった．また，[Ca2+]i の1/TPは5.50±
0.43 から 5.51±0.35まで，FSの1/TPも4.19±0.37
から4.55±0.46と有意な変化はなかった（n＝4）． 
T1/2 については[Ca2+] i のT1/2が218±16msecから
239±40 msec，FSのそれは144±28 msec to 132±
24 msecと共に有意な変化は認めなかった（n＝4）．）

 　ROCKはMLC脱 燐 酸 酵 素（myosin light chain 
phosphatase ;  MLCP）をリン酸化することで
不活化し，MLCの脱リン酸化が減少することに
よって，リン酸化されたMLCが増加すると報告
されている 9)． MLCP不活化が収縮速度と弛緩速
度を促進するのに鍵となるステップであると考え
られる．この経路が実際に機能していることを示す
ためにさらに以下の実験を行った．

5） 心筋細胞をBISと共にMLCK（myosin light chain 
kinase）  inhibitorであるML-9（3μM）で処理した．
その濃度はIC50値より決定した（Ki 3.8μM）．PKC
とMLCKの両者を遮断した条件下ではET-1は収
縮・弛緩時間に影響を及ぼさなかった（図 3 -AB）．
（細胞内Ca2+濃度のピークはET-1投与前後で2.52±
0.19から2.38±0.23，最大細胞収縮は119.34±6.72
から122.52±6.97と有意な変化は認めなかった．
1/TPにおいては[Ca2+]iが6.2±0.18から6.3±0.32，
FSが4.32±0.23から4.55±0.31までと有意な変
化を認めず（n＝5），またT1/2も[Ca2+] i が233±13 
msecから234±12 msec，FSのそれは143±29 msec
から132±2 msecと有意な変化を認めなかった．）

 　つまりET-1の作用はPKCとMLCKをあらかじめ
阻害しておくと認められないことが示された．　

6） myosin light chain phosphatase （MLCP） inhibitor
であるcalyculin Aの細胞収縮・細胞内Ca2+濃度
の変化について検討した．その濃度はIC50値か

　 細胞内 Ca濃度　 細胞短縮　

　 ET-1 投与前 後 ET-1 投与前 後

1/TP(s-1) 6.25 ± 0.15 7.25 ± 0.267 5.05 ± 0.157 5.81 ± 0.202

T1/2(msec) 222.4 ± 13.7
213.6 ±

12.56
156.8 ± 9.394 99.6 ± 9.13

表 1．エンドセリンによる細胞内カルシウム濃度，細胞短縮
の変化
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図 1． A: 黒色はPKC阻害剤であるbisindolylmareimide （BIS, 100 nM）のみ，橙色はBISにET-1（250 nM）を加えた際の結果で
ある．F0は細胞を0.25 Hzで電気刺激した時の拡張終期の530 nmの蛍光値，Fは実際の測定値，FSは細胞短縮の大きさの
割合を示す．PKC阻害剤であるbisindolylmareimide（BIS, 100 nM）で心室筋細胞を10分間前処置し，加えてET-1（250 nM）
を含むHEPES溶液で還流すると,細胞内カルシウムピークや最大細胞短縮にはET-1は影響を与えなかったが，細胞内カルシ
ウム濃度・細胞収縮ともにピークに達するまでの時間は短縮し，また弛緩過程の速度も速くなっている．B: 黒色はPKC阻
害剤であるbisindolylmareimide （BIS, 100 nM）のみ，橙色はBISにET-1（250 nM）を加えた際の結果である．縦軸にピークま
での時間の逆数（1/TP），横軸にピークの50％まで弛緩する時間（T1/2）をプロットした（n＝12）．上段は細胞内カルシウム濃
度，下段は細胞短縮についての解析を示す．細胞短縮のピークまでの時間と50％弛緩時間は共に明らかに短縮した． （1/TP
は4.75±0.34から 5.81±5.6へとp＜0.01の , T1/2 は150±13.9から126±13.1へと p＜0.05の有意な変化を認めた．）同時に測定
した細胞内Ca2＋濃度もまたTP・T1/2を短縮させたことに一致して明らかに減少した． （1/TP は6.1±0.03 から6.63±5.98へ
変化，T1/2 は226±9.72から211±7.17へと有意に変化した．）

図  2． A: 心筋細胞をBISに加えて，Rho kinase inhibitorであるY-27632（10μM）で処理した．黒色はBISにY-27632（10μM）
を加えたもの，水色はさらにET-1を加えたものを示す．この条件下ではET-1は収縮・および弛緩時間を短縮させなかった．
（n＝4） B:黒色はBISにY-27632（10μM）を加えたもの，水色はさらにET-1を加えたものを示す．BIS＋Y-27632＋ET-1では
細胞内カルシウム濃度，細胞短縮において1/TPとT1/2は共に変化しなかった．（1/TP において[Ca2+]i は5.50±0.43 から 
5.51±0.35まで，FSにおいても4.19±0.37から4.55±0.46と有意な変化はなかった（n＝4）． T1/2 については[Ca2+] i が218±16 
msecから239±40 msec ，FSが144±28 msec to 132±24 msecと共に有意な変化は認めなかった（n＝4）．）

BA

BA
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図 3.  A: BISと共にMLCK（myosin light chain kinase）  inhibitorであるML-9（3 µM）で処理した．黒色
はBISにML-9を加えたもの，桃色はさらにET-1を加えたものを示す．この条件下でET-1を加えると
収縮・弛緩時間には影響しなかった．（n＝5） B: 黒色はBISにML-9を加えたもの，桃色はさらにET-1
を加えたものを示す．BIS＋ML-9＋ET-1でも細胞内カルシウム濃度，細胞短縮において1/TP とT1/2
は共に変化しなかった．（1/TP は[Ca2+]iが6.2±0.18から6.3±0.32，FSが4.32±0.23から4.55±0.31ま
でと有意な変化を認めず（n＝5），またT1/2も[Ca2+] i が233±13 msecから234±12 msec ，FSのそれは
143±29 msecから132±2 msecと有意な変化を認めなかった．）

図 4.  A:黒色はBISにcalyculin A を加えたもの，緑色はさらにET-1を加えたものを示す．MLCP 
inhibitorであるcalyculin Aで処理するとET-1と同じように細胞内カルシウムピークや最大細胞短縮を
示さずに収縮・弛緩速度を速めた．（n＝8） B: 黒色はBISにcalyculin A を加えたもの，緑色はさらに
ET-1を加えたものを示す．細胞内カルシウム濃度においてET-1と同様に，1/TP （6.37±0.25 から6.71
±0.27へ変化 p＜0.05）とT1/2 （233±14から213±13へ変化 p＜0.05）は共に有意に短縮した．細胞短縮に
おいても1/TP （5.63±0.3から6.24±0.34へ変化p＜0.01）は有意に短縮し，T1/2（116±10から104±9へ
変化）は短縮傾向となった．

BA

BA
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ら求めた（IC50 2 nM22))．図 4 -ABに示したように
calyculin A 3 nMはET-1と同じように収縮・弛緩速
度を速めた．（細胞内Ca2+濃度のピークはcalyculin 
A投与前後で2.47±0.12から2.48±0.14，最大細胞
収縮は79.59±3.99から77.99±3.68と有意差は認め
なかった．1/TP は[Ca2+] i で6.37±0.25から6.71±
0.27とp＜0.05で有意に変化した．FSでも5.63±0.3
から6.24±0.34とp＜0.01で有意に変化した（n＝8）．
T1/2 については[Ca2+] i は233±1 msecから213±13 
msecまでp＜0.05と有意な変化を認め，FSのそれは
116±10 msecから104±9 msecと変化した（n＝8）．）

7） MLCP inhibitorであるcalyculin AをBISとML-9で前
処置された心筋細胞に投与した場合にはやはり収
縮・弛緩時間に影響を及ぼさなかった（図 5 -AB）．
（細胞内Ca2+濃度のピークはcalyculin A投与前後
で2.44±0.12から2.43±0.22，最大細胞収縮は91.40
±2.76から91.37±3.10と有意差は認めなかった．
1/TPは[Ca2+] i が6.28±0.11から6.1±0.07，FSのそ
れは4.72±0.23から4.67±0.22と共に変化を認めな
かった（n＝3）．また，T1/2でも[Ca2+] iが218±6 msec
から207±8 msec，FSが119±5 msecか ら105±18 
msecと共に有意な変化を認めなかった（n＝3）．）
PKCとMLCKが不活性化された状態ではcalyculin A
の効果は発揮されなかった．

 　以上よりMLCPを阻害した場合MLCKを介して

収縮弛緩が促進することが判明した．まとめを図
6・7に示す．この結果より心筋細胞において，ET-1
がMLCを活性化する経路としてPKCを介する経路
のほかにROCKを介する経路が作動していること
が再確認された．

考　察

　ET-1は強力な血管収縮物質であり，血管収縮作用・
血管平滑筋増殖作用・陽性変時変力作用・心肥大作用
などを持つ．心筋細胞ではETA受容体，ETB受容体共
に発現しており，心不全時には血中のET-1レベルは
増加し，血管収縮・血管平滑筋増殖・心収縮力増加，
アルドステロン分泌・心肥大などの作用を及ぼすこ
とが知られている．その血中濃度はNYHAクラスや左
室駆出率・心係数などの重症度と相関していること
が知られている 23)． また，心筋虚血や心不全などの際
には心室壁に圧や容量などの応力がかかり，ATⅡと
共にET-1が産生されNa+ -H+交換体を活性化し心筋細
胞内をアルカリ化する．その結果Ca2+の感受性が上昇
することが知られている 5)．さらにET-1が未熟な細胞
においては細胞内Ca2+濃度を減少させ筋収縮を抑制し
わずかに細胞内をアシドーシスに，一方成熟した心筋
細胞においては細胞内Ca2+濃度の増加なしで筋収縮を
増大し，細胞内をアルカローシスへ変化させたという
報告 6)もあり，ET-1の効果は不全心では細胞内pHの

図 5.  A:黒色はBISとML-9を加えたもの，赤色はさらにcalyculin A を加えたものを示す．calyculin A
にBISとML-9を加えて処理するとET-1と同様，収縮・弛緩時間を短縮させなかった．（n＝3） B: 黒色
はBISとML-9を加えたもの，赤色はさらにcalyculin A を加えたものを示す．calyculin A＋BIS＋ML-9
では細胞内カルシウム濃度，細胞短縮において1/TP とT1/2は共に変化しなかった．（1/TP は[Ca2+] i 
が6.28±0.11から6.1±0.07，FSのそれは4.72±0.23から4.67±0.22と共に変化を認めなかった（n＝3）．
また，T1/2でも[Ca2+] iが218±6 msecから207±8 msec，FSが119±5 msecから105±18 msecと共に有
意な変化を認めなかった（n＝3）．）

BA
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変化の点でも細胞収縮を低下させることが考えられ
た．さらにMLC2の脱リン酸化による収縮の反応は，
不全心においてMLC2の脱リン酸化レベルが減少して
いるにもかかわらず増強されることが報告されている
ことから15)，心不全時におけるエンドセリンの役割は
正常時と比較してより大きくなると考えられた．
　Rhoは低分子量G蛋白でありアクチン細胞骨格系の
再編成を介し細胞運動や細胞接着など細胞内において
多岐に渡る細胞反応の調節に関与している．平滑筋細
胞ではカルシウム感受性機構による収縮への寄与の報
告がある10)．RhoはMLCのリン酸化に関与してアクチ
ンミオシン相互作用を惹き起こし，Rho -kinaseの活動
を通じてミオシン軽鎖の脱リン酸化酵素を阻害するよ
うに作用しMLCのリン酸化を促進する 9)． 一方 RhoA
は心臓の洞結節機能・房室結節機能を調節し，その過
発現は徐脈や心不全の進行を起こすことが示されて
おり 25)，平滑筋のみならず心筋細胞においてもその作
用が関与することが考えられる．心臓発生の点で心筋
細胞と血管平滑筋細胞は共に中胚葉より発生すること
から，心不全において幼若化した心筋細胞は平滑筋細
胞に類似すると大胆な推測をすれば，ET-1及びその
作用機序はより重要なものとなると考えられる．
　我々はRho kinaseとMLC kinaseが成ラットの心室
筋細胞における細胞収縮と細胞内Ca2+濃度へのET-1
の効果に関与することを示した．ET-1はPKC阻害下
においてピーク値を変化させることなく細胞収縮・弛
緩のスピードを加速させた．これらの結果はET-1が
MLCリン酸化と細胞内Ca2+濃度に依存した経路を介
して収縮・弛緩を加速させると考えさせる．Clement
らはすでに心筋細胞においてPKCがトロポニンIや

トロポニンC，C蛋白のような収縮機構と同様にMLC
を直接リン酸化することを示している 7, 8)． また，PKC
の活性はNa+/H+交換体を活性化することによってア
ルカローシスを惹き起こす．それに伴い流入したNa+

はNa+ -K+ATPase活性が十分にあればすぐにくみ出さ
れるが虚血や不全心筋あるいはジギタリスの存在下
ではNa+/Ca2+交換体に依存する可能性があり，Ca2+の
蓄積を起こす可能性がある 5)． ジメチルアミロライド
（Na+/H+交換体阻害薬）は部分的にET-1の陽性変力作
用をブロックするがET-1が誘導する収縮作用は増加
しなかったとの報告があり必ずしも生理的条件下での
メカニズムではない可能性もある26)．
　また，MLCはMLC kinaseと同様にPKCによりリン
酸化されることが報告されている 7, 8, 27)．ET-1がGq依
存性の経路を介するレセプターを通してPKCを活性
化する強い因子の一つであるため，PKCが機能的に有
効である場合にMLCのリン酸化の機能的な意味を検
出することはとても難しい．
　我々の実験では，PKC阻害に特異的な阻害薬である
bisindolylmareimide （BIS）100 nMを使用し，ET-1の
PKCを介する陽性変力作用を完全に阻害した 28)． この
条件でET-1の収縮・弛緩の促進作用を検討したの
は我々が最初である．ET-1拮抗薬を投与するとこの
収縮・弛緩の促進作用は消失することは以前の実験に
て示されている 6)．ET-1の収縮・弛緩の促進作用はさ
らにRho kinase阻害薬であるY-27632 （10μM）または
MLC kinase阻害薬であるML-9（5μM）で処理すると
完全に阻害された 26)． ET -1の代わりにMLCP inhibitor
であるcalyculin Aを投与するとET-1と類似した反応
を観察することができ，その作用もまたMLCK阻害薬

図 7. 今回明らかとなった経路は，ET-1によってRho kinase
が活性化し，MLC脱リン酸化酵素がリン酸化されること
で脱リン酸化作用が阻害され，結果MLCリン酸化が持続し
MLC kinaseと同様に心筋の収縮・弛緩作用にpositiveに関与
していると考えられた．

図 6. ET-1の心筋細胞における作用機序．PKAを介して筋
小胞体からのCa2+の放出を亢進し細胞内Ca2+濃度を上昇さ
せる以外に，PKCを介してNa-H交換体に作用し細胞内を
アルカローシスにしCa2+感受性を上昇させる経路とPKCを
介してMLCをリン酸化させる経路がある．その他に今回
Rho -ROCKを介してMLCをリン酸化し細胞内Ca2+を変化さ
せる経路が明らかとなった．
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ML-9で阻害された 22)．つまりMLCPの阻害はMLCK
によるMLCのリン酸化作用を優位とすることで，
ET-1の陽性変力作用と同様の作用を行うことが推測
された．今回の結果より心筋細胞において，ET-1が
PKCを介する経路のほかにROCKを介して収縮弛緩
の速度を上昇させることが判明し，その機序として
MLCのリン酸化が考えられた（図7）．今回の実験結
果および今までの文献の結果を合わせると図6の様に
なる．正常心筋におけるET-1の作用機序は①PKCを
介してNa+ -H+交換体に作用②PKCを介してMLCに作
用③Rho/ROCKを介してMLCに作用する機序が認め
られた．どの経路が最も重要であるかについては今回
の実験のみからでは推測の範囲をでない．しかしPKC
阻害剤下においてもET-1の効果は認められ，さらに
ROCKを阻害することで消失することからRho/ROCK
経路は微々たる存在ではなく重要な因子のひとつで
あることは確かである．心筋細胞の興奮収縮連関に
最も重要な役割を演じているのはカテコラミンを中
心とするPKAを介する経路でありその意味ではPKC
の役割も小さいといえる．しかし生理的条件下では
小さな役割を演じているに過ぎないPKC系も心不全
などの病的条件下では重要であると推定されている．
Rho/ROCK系はさらに生理的条件下ではその興奮収
縮連関に対する寄与は小さいとしても病的条件下では
クリティカルな役割を演じている可能性がある．そこ
で我々のグループでは心筋リモデリングを生じたモ
ノクロタリン心不全ラットモデルでの実験を開始して
おりその役割を検討している．心不全の心筋細胞にお
いても同様の作用が存在するのか，その役割は重要に
なってくるのかについて今後さらなる研究を行ってい
く必要がある．
　以上に述べた様に不全心において細胞内の神経体
液因子の変化が生じると，ET-1の役割も正常時より
も重要になることが予想されET-1の制御が必要と考
えられる．現在エンドセリン拮抗薬（エンドセリン受
容体遮断薬）の臨床応用が検討されている．特にETA

レセプター阻害薬・ETA/ETBレセプター阻害薬が心
不全の悪化を予防する効果があると考えられ 29)，非選
択的ETA/ETBレセプター阻害薬であるボセンタンを
急性投与すると全肺血管抵抗や肺動脈圧，肺毛細血管
圧の低下と心係数の増加を示し，心不全に対して血管
拡張作用を引き起こして有効であると考えられた 30)．
ET-1による左室収縮のインデックスEmaxの増加は
ETA レセプター阻害薬（S -0139）によって完全にブロッ
クされ，ETB レセプター阻害薬ではブロックされな
かったとの報告もある 26)．また，ETAレセプター阻害
薬であるBQ-123が三ヶ月の治療で慢性心不全のラッ
トの生存率を改善することが示されている 29, 31, 32) ．
BQ-123投与により明らかに肺高血圧と右室肥大の進
行を阻害し，組織検査にてBQ-123は肺動脈内膜の肥

厚化の予防に効果があるとの報告もある 33) ．非選択的
ETA/ETBレセプター阻害薬であるボセンタンは現在肺
高血圧症に対し経口投与にて米国では認可され，慢性
心不全においても治験中である．
　今回我々はPKC系の興奮収縮連関への影響検討に
くわえてエンドセリンによる作用の一部をなす第3
の系Rhoキナーゼ系が演ずる役割について検討した．
心筋細胞においてET-1がMLCを活性化する機序とし
てROCKを介する経路の重要性を示した．
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