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ラ ッ ト角膜内皮細胞 の 創傷治癒過程 に お け る ギ ャ ッ

プ結合蛋白質の 発現変化 と細胞増殖 、ポ ン プ機能
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心 筋細胞に お けるギ ャップ結合蛋 白 （コ ネキシ ン 43）とカ

ル シウム動態の 同時観察の 試み
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【目的】角膜内皮細胞は、Na
＋−K ＋ ATPase等に よ るポ

ン プ機能と、タイ ト結合に よるバ リア機能 を有 し、

角膜 の 透明性 を維持 し て い る。し か し、手術侵襲な

どで 細胞数 が 減少 した 場合、角膜内皮細胞 は 増殖能

が 低い た め 、創傷治癒過程が進行 し に く い 。そ の た

め細胞数の ロ ス が多い 場合、角膜浮腫 が発 生 し不可

逆的 な視力低下 を招く。こ の よ うに、角膜 内皮 の 創

傷治癒過程は、視力回復に密接 に関連 して お り、そ

の メカ ニ ズ ム を理解す る こ とは重要 で あ る。

　ギ ャ ッ プ結合 は細胞間 コ ミ ュ ニ ケ
ー

シ ョ ン を担 っ

て お り、 細胞 の 遊走 、 増殖 、 分化 の 過程 に関与 して

い る 。 われ われ は 、 角膜 内皮細 胞 の 創傷治癒過程 で 、

ギ ャ ッ プ結合蛋 白質　connexin （Cx）の 発現が変化 し、

そ の 変化が創傷治癒過程に影響を及 ぼす とい う仮説

を立 て た。今回、創傷治癒過程 にお ける角 膜内皮細

胞 の 増殖 とポ ン プ機能 の 変化を、Cx の 発現変化 と比

較 し、そ れ らの 関係を検討 した 。

【方法】ラ ッ ト角膜輪部よ り前房 内 へ 30G 針 を刺入

し、角膜内皮に擦過創 を作成 、

一
定期間の 後 （3 時

間後か ら 21 日後）、 眼球を摘出 した 。 角膜 内皮細胞

で の Cx43 の 発現 、
　 Ki−67 陽性 細胞 の 出現、　Na

＋−K
＋

ATPase の発現を、免 疫組 織化 学を用 い て 検討 した。

【結果】創作成後 3 時間 で 創周 囲 の Cx43 の 発現 は減

少 し始めたが、それ よ り遅れ て 1 日後 に創周 囲 の 細

胞群が Ki−67 陽性 とな っ た 。 3 日後 に Cx43 の 発現 が

最も減少し た時、Ki−67 陽性 の 細胞数は最大 とな っ た 。

Cx43 の発現の 回復 とともに Ki−67 陽性 の 細胞数 も減

少 した。Na
＋−K ＋ ArPase の 発 現は 、　 Cx43 の低下に続

い て減少 し、5 日後以降 Cx43 の 発現が回復し た後に 、

遅れ て 回復 した。

【結論 】角膜内皮細胞 の 創傷治癒過程に お い て 、角

膜 内皮細胞 の 増 殖及 び ポ ン プ機能が 、Cx43 の 発 現変

化 に密接に関係する こ とが分か っ た 。

【目的 】心臓にお ける主たるギャッ プ結合蛋白で あるコ ネ

キシ ン 43（Cx43）の 発 現異常が致死性不整脈の 重要な

病態基盤に なると考 えられてお り、そ の
一

つ として 不 整

脈の発生源で ある心筋梗塞境界部に お け る Cx43 の 発

現異 常が報告されて い る 。 また他 方 で 心 筋細胞内カ ル

シ ウム の 動態異常が 不 整脈源性 を有するこ とも知られて

い る。生 きた 心 筋細胞 、組織 に お い て Cx43 とカ ル シ ウム

動 態を同時に観察することが困難 であっ たため 、Cx43

の 発 現異常と細胞内カル シ ウム 動態異 常 の 関係に つ い

て は十分 検討され て い ない 。そ こで 我 々 は両者を同時

に観察検討するこ とを試みた 。 【方 法】ア デノウイル ス ベ

クタ
ー

を用 い 、赤色蛍光蛋白（皿 RFPI）を Cx43 の C 端に

付加 した発現 ベ クター（Adv．CMV ．Cx43．mRFPI ）を作製

した 。 哺乳 1 日齢新生仔ラッ トの 心筋細胞を単離培養し、

培養 2 日 目にアデノウイル ス ベ クターに よる遺伝子導入

を行い
、 培養 4 日か ら6 日の 間 に カ ル シ ウムイン ジケ

ー
タ

ー（fluo3AM）を loadし、リアル タイム 共焦点レ
ーザー

顕微

鏡を用い て観察 した。【結果 】培養心筋に お い て Cx43

過剰発現プラ
ー

クおよび細胞内カ ル シ ウム 動態 （カル シ

ウム トラン ジ ヱ ン ト（以下 CaT ）、カ ル シウム ウェ
ーブ（以下

CaW ））を同時に観察するこ とに成功した。個々 の 心筋細

胞で興奮に伴っ た細胞 内に均
一な CaT を生 じ、ほ ぼ細

胞間で同期して お り、異常なカル シ ウム 動態である CaW

も
一部の 細胞で 観察され た 。

しか し、CaT の 同期性 、

CaW の 細胞間伝播性に つ い て は wild 　type と比 較して

Cx43 増加 に 伴う変化は認めなか っ た。【総括】ギャ ッ プ

結合蛋 白お よび 細胞 内カ ル シ ウム 動態の 同時観察に 成

功 した。今後、ギャ ップ結合 蛋 白の 発現異常と不整 脈の

関連を究明する有用なツール に なるもの と期待され る。
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