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背景
  多くの細胞増殖因子はチロシンキナーゼタイプのレセプターに結合しレセプタニをりン酸
化し下流へとシグナル伝達していく，シグナル伝達物質のなかでもRas蛋白は細胞周期シグ
ナル伝達において中心的な役割をはたしておりExtracellular signal-regulated kinase
(Erk)やphosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)などの下流シグナル伝達物質を活性化する・
Rasの活性化はCyclin D1蛋白の発現を増加させ，CyclinDlはcyclin-dependent kinase
(CDI04または6と結合し細胞周期の制御蛋白であるretinoblastoma (Rb)蛋白をりン酸化
する．Rb蛋白がりン酸化されると外部の刺激に関係なく細胞はGl期からM期まで完了す
ることになる，
  GO期の細胞が細胞増殖因子の刺激を受けて増殖するにはRb蛋白がりン酸化されるまでに
2回別々のシグナル伝達が必要である，初回のシグナル伝達はErkの活性化と転写因子であ
るc-mycの誘導であり，2回目はcyclinDlの誘導に必要なPI3Kの活性化であることが報告
されているが，このニつのシグナルの活性化がどのように関連しているかは明らかにされて
いない．
  Macrophage migration inhibitory factor (MIF)は敗血症，炎症，細胞増殖などの場におい
て重要な働きをしている蛋白であることが報告されているが，その機能は十分に解明されて
いない．細胞内のMIFがp53の機能を抑制することやMIFノックアウトマウスから分離し
た線維芽細胞ではCyclinD1の発現が抑制されていることから細胞増殖には促進的な作用を
有することが示唆されている．一方，MIFはJabl依存的にサイクリン依存性キナーゼ抑制
蛋白であるp27Kip1を安定化し細胞増殖を抑制しているという相反する報告もみられる．
  細胞増殖因子による刺激に対して細胞内MIFが細胞増殖に促進的に働くのか抑制的に働
  くのか明らかにするために，MIFアンチセンスアデノウイルスベクターを用いてMIFの発
現を抑制し，NIH3T3細胞の血清刺激におけるシグナル伝達，細胞周期進展に関する検討を
行った．MIFがlate G1期におけるシグナル伝達に重要な働きをしていることを本研究で明
らかにした．
対象および方法
  マウスアンチセンスHIFをコードしたアデノウイルスベクター(AxCA－MIFAS)を用いて以
下の実験を行った。コン卜ロールとしてロ―ガラクトシダーゼ遺伝子をコードしたアデノウイ
ルスベクターくAxCA―LacZ)を使用した。AxCAーMIFASによるIAIF蛋白発現の抑制効果はWestern
blotting法にて行った。NIH3T3細胞にAxCAーMIFASとAxCA一LacZを卜ランスフェクションし
無血清培地で36時間培養後，10％FBS含有の培養液と交換し経時的に細胞を回収し以下の解
析を行った。細胞周期はDigitonin処理した細胞をPI (propidium iodide)で染色しFACS
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Caliburで解析した。経時的に回収した細胞を溶解しCyclin Dl，p－tyrosine，p－Aktの発現量
をimmunoblot ting法にて解析した。Rasの活性化状態はRaf－lRas binding domain (RBD)IGST
融合蛋白を用い，結合したGTPーRasをグルタチオンアガロースで回収しimmunoblot法にて検
出した。細胞表面と細胞内に発現するPDGFレセプターロの状態はフローサイトメトリーと免

疫螢光染色にて解析した。
結果
  AxCA-HIFASを卜ランスフェクションした細胞は血清刺激に反応を示さずS期に入ることが
できなかった。AxCA-NfIFASをトランスフェクションした細胞がS期に入らなぃ理由を明らか
にするためにGO期からS期に進むために必要なCyclin Dlの発現を行った。AxCA－LacZでは
十分なCyclin Dlの発現増強が見られたがAxCA-HIFASでは全く発現増強がされなかった。Cy
増殖因子によるCyclin Dlの発現はlate Gl期におけるRas－PI3Kの活性が重要なことから
Rasの活性イ匕状態であるGTP－Rasの発現量，またPI3Kの活性化でりン酸化されるAktの解析

を行った。late Gl期にあたる血清刺激後4時間以降でAxCAーUIFASをトランスフェクション
した細胞はRasおよびAktの活性化が抑制されていた。またPDGF，FGF，EGFなど多くの増殖
因子受容体であるチロシンキナーゼタイプの受容体の分子量は170―200k Daでありこの分
子量でのtotal cell lysateのチロシンリン酸化状態の解析も同時に行った。Ras，Aktの結
果と同様にチロシンのりン酸化も血清刺激4時間以降でAxCA-)AIFASをトランスフェクション
した細胞では抑制されていた。以上のデータはIdIFがlate Gl期において増殖因子レセプタ
ーリン酸化の上流に関与していることを示唆していると考えられアデノゥイルスのE3蛋白
．の影響を受けないとされる、PDGFレセプターロのtraffickingの変化を解析した。フローサイ

トメ卜リーの解析ではAxCA－LacZではPDGFレセプターロは血清刺激2時間までに細胞内へ
internalizeし，late Gl期のRasの活性化時間と一致して3－4時間で細胞表面へrecycling
する現象が観察された。一方でAxCA-IdIFASでは2時間までコン卜ロール同様にinternalize
そたが3－4時間でのrecyclingの現象は認められなかった。Confocal studyでも同様の現
象が観察された。このことはlate Gl期におけるRasの再活性化がチロシンキナーゼレセプ
ターのrecyclingに依存している可能性を示唆している。Cytofix/Cytoperm solutionにて
処理を行い細胞表面と細胞内を合わせたtotalのPDGFレセプター量を測定すると
AxCA-VIFASとAxCA－LacZでは差が見られなかった。これらの結果からHIFはPDGFレセプタ
ーのtraffickingに作用してlate Gl期におけるRasの再活性化に重要な役割を果たしてい

るものと考えられた。
考察
    MIFは腫瘍増殖，腫瘍による血管増成にも重要な蛋白であることが報告されている。最
近ではMIFとp53のダブルノックアウトマウスの解析から，MIFが癌抑制遺伝子であるp53
の機能を抑制することが報告されている。これらの知見はMIFが細胞増殖に重要な役割を演
じている可能性を示唆している。しかしながら細胞増殖という点においてMIFの分子生物学
的なメカニズムは明らかにされていない。本研究において得られた結果によりMIFの病理生
物学的機能，また細胞内シグナル伝達機能，特に細胞増殖と言う点に関してより深い知見が
得られた。
  細胞周期におけるシグナル伝達の働きは複雑であり，数時間にわたっていくっかのシグナ
ル伝達が相互に作用していると考えられている。本研究において、AxCA-MIFASで卜ラン
スフェクトしたNIH3T3細胞が血清刺激に反応せず，Cyclin Dlの発現が抑制され細胞がS
期へ進めなぃことが初めて示された。AxCA-MIFASでトランスフェクトした細胞はearly
phaseで血清刺激後3時間まではRasの活性化が起こるが，la te phaseに相当する4時聞以
降はシグナルが伝わっていないことが明らかとなった。細胞表面のPDGFレセプターロの解
析ではコントロールの細胞で最初の刺激によるinternalizationの後に3一4時間でPDGFレ
セプターロのrecyclingが起こっていることが新たに判明した。またAxCA-MIFASで卜ラン
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スフェク卜した細胞では3－4時間後にPDGFレセプターロのrecyclingが見られず，チロ
シンキナーゼタイプのレセプターのlate Gl phaseでのrecyclingによるシグナル伝達に
MIFが関与していることが示唆された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

細胞増殖シグナル伝達における

マクロファージ遊走阻止因子(R/IIF)の役割

  G0期の細胞が細胞増殖因子の刺激を受けて増殖するにはRb蛋白がりン酸化されるま

でにRasを中心として2回別々のシグナル伝達が必要である．初回のシグナル伝達はErk

の活性化と転写因子であるc-myくの誘導であり，2回目はcyclinDlの誘導に必要な

PI3Kの活性化であることが．報告されているが，このニつのシグナルの活性化がどのよう

に関連しているかは明らかにされていない． Macrophage migration inhibitory

factor (MIF）は敗血症，炎症，細胞増殖などの場において重要な働きをしている蛋白

であることが報告されている，その機能は十分に解明されていない．細胞増殖因子による

刺激に対して細胞内MIFが細胞増殖に促進的に働くのか抑制的に働くのか明らかにする

ために，MIFアンチセンスアデノウイルスベクターを用いてMIFの発現を抑制し，NIH3T3

細胞の血清刺激におけるシグナル伝達，細胞周期進展に関する検討を行った，マウスアン

チセンスMIFをコードしたアデノウイルスベクター．(AxCA-MIFAS)を用いて以下の実

験を行った。コン卜ロールとしてロ．ガラクトシダーゼ遺伝子をコードしたアデノウイル

ス ベク ター (AxCA-LacZ)を 使用 した 。NIH3T3細胞にAxCA―MIFASとAxCA-LacZを

卜ランスフェクションし無血清培地で36時間培養後，10％FBS含有の培養液と交換し経

時的に細胞を回収しコン卜ローノレとの比較解析を行った。AxCA-MIFASをトランスフェ

クションした細胞は血清刺激に反応を示さずS期に入る｀ことができなかった。AxCA-

MIFASを卜ランスフェクションした細胞がS期に入らない理由を明らかにするためにGO

期からS期に進むために必要なCyclin DIの発現を行った。AxCA-LacZでは十分なCyclin

DIの発現増強が見られたがAxCA-MIFASでは全く発現増強がされなかった。細胞増殖因

子によるCyclin Dlの発現はlate GI期におけるRas-PI3Kの活性が重要なことからRasの

活性化状態であるGTP-Rasの発現量，またPI3Kの活性化でりン酸化されるAktの解析を

行った。late Gl期にあたる血溝刺激後4時間以降でAxCA-MIFASを卜ランスフェクショ

ンした細胞はRasおよびAktの活性化が抑制されていた。またPDGF，FGF’EGFなど多く

の増殖因子受容体であるチロシンキナーゼタイプの受容体の分子量は170－200k Daであ

りこの分子量でのtotal cell lysateのチロシンリン酸化状態の角牟析も同時に行った。Ras，Akt

の結果と同様にチロシンのりン酸化も血清刺激4時間以降でAxCA-MIFASを卜ランスフ

ェクションした細胞では抑制されていた。以上のデータはMIFがlate Gl期において増殖
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因 子 レ セ プ タ ー リ ン 酸 化 の 上 流 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る と 考 え ら れ ア デ ノ ウ イ

ルスのE3蛋白の影響を受けないとされるPDGFレセプクー卩のLrarrickingの変化を解析

し た 。 フ 口 ー サ イ ト メ 卜 リ ー び ） 解 ｜幵 で はAxCA-L,¥cZで はPDGFレセ ブJタ ーロ は ｜flI．t舟 刺激

2‖やI冊！までに糸lIl胞内′、inter11alizeし｜late Gl Wlc/) Rcisの打斤やIイ匕‖許｜ffJと，一致して3-－4‖おmJ

で ネ‖ ‖ ｜色 表j(ljr. recyclingす る肌 鍛 が観 察さ れ た。 ．カ で AxCA-MIFASでは2liお｜7tJまでコン

卜 ロ ー ル I司 様 に i11ternalizeそ た が 3― 4‖ キ If‖ で び 〕 recyclingの 脱象 は認 め られ なか っ た。

Confocal studyで も I司 様 の 現 象 が 繊 察 さ れ た 。 こ の こ と は late GljgHこ お け る Rasの 再 活 性

化がチ口シンキナーゼレセプターのrecyclingに依存している可能性を示唆している。

Cytofix/Cytoperm solutionに て 処 理 を 行 い 細 胞 表 而 と 露 lIJ胞 内 を 合 わ せ た totalの PDGFレ セ

プター量を測定するとAxCA-MIFASとAxCA-LacZでは差が見られなかった。これらの結

果 か ら MIFは PDGFレ セ プ タ ー の trafflckingに 作 用 し て late Gl如 ｜ ｜ こ お け る Rasの 再 活 性

化 に 重 要 な 役 害 ｜ ｜ を 果 た し て い る も の と 考 え ら れ た 。 AxCA-MIFASを 卜 ラ ン ス フ ェ ク ト し

たNIH3T3細胞が血清刺激に反応せず，Cyclin Dlの発現が抑制され細胞がS期へ進め

ないことが初めて示された。AxCA-MIFASをトランスフェクトした細胞はearly phase

で血清刺激後3時間まではRasの活性化が起こるが，late phaseに相当する4時間以

降 は シ グ ナ ル が 伝 わ っ て い な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 細 胞 表 面 の PDGFレ セ プ タ ー ′ ゴ の

解析ではコン卜ロールの細胞で最初の刺激によるinternalizationの後に3－4時間

でPDGFレセプターロのrecyclingが起こっていることが新たに判明した。また

AxCA-MIFASを卜ランスフェク卜した細胞では3－4時間後にPDGFレセプターロの

recyclingが見られず，チロシンキナーゼタイプのレセプターのlateGl phaseでの

recyclingによるシグナル伝達にMIFが関与していることが示唆された。

  公開発表に際し，副査の石橋教授よりPDGFレセプター以外のレセプターとMIFとの

関連の考察，また副査の田中一馬教授からレセプターのtraffiくkingに対して機能し

ていると考えられるMIFの局在性の考察，主査の小林教授からtraffickingに影響す

る他の既知蛋白とMIFの関連性についての質問があり，いずれの質問に対しても申請者

は過去の文献報告や自身の研究結果をもとに概ね妥当に回答した。

  本研究は、増殖因子依存性の細胞周期進展においてMIFがチロジンキナーゼ型レセプ

ターの細胞内recyclingに関わることをはじめて見出した点で評価され、今後のこの分

野の研究に寄与するものと期待される。

  審 査 一 同 は 、 こ れ ら の 成 果 を 高 く 評 価 し 、 申 請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 充

分な資格を有するものと判定した。
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