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論文内容の要旨

【目的】

血管内皮細胞は，生体内では通常は増殖をしていない静止期の状態にあり，特殊な状況においてのみ増殖を開始す

る o その制御は，血管内皮細胞の増殖因子と抑制因子のバランスによると考えられているo 固形腫療の増殖には，腫

虜自身への栄養源の補給を行うために血管新生を起こすことが必須であるo また，糖尿病網膜症，乾癖症，関節リウ

マチ，動脈硬化などの疾患は血管新生が病態の進行を促進する要因となっている。これらの疾患に対しては血管内皮

細胞の増殖を阻止することが有効であると考えられ，最近では angiostatin， vasculostatin , endostatin などが報告

されている o マクロファージは固形腫虜，動脈硬化巣，創傷など血管新生が生じる部位に多く見られ，血管新生を制

御すると考えられている。マクロファージ様細胞に分化する U -937細胞は， leukemia inhibitory factor (LIF) , 

oncostatin M (OSM) , transforming growth factor-゚  1 (TGF・ ß 1) および tumor necrosis factor-α(TNF-α) 

を産生することが報告されている o そこで U-937細胞の培養上清から血管内皮細胞の増殖を特異的に抑制する新たな

因子を見つけることを目的に精製を試み，新規の蛋白質性の因子を見出した。さらに本因子の精製とその生物学的特

性の解析を行った。

【方法ならびに成績】

マクロファージ、様細胞株 U-937細胞を無血清下で'60nM phorbol ester により刺激して得られた培養上清を，銅キ

レート，へパリンアフィニティー，陽イオン交換，逆相 HPLC を用いて部分精製した。血管内皮細胞増殖抑制活性

はウシ大動脈より単離・培養した血管内皮細胞への [3 HJ thymidine の取り込み抑制を指標とした。部分精製した

活性分画のヘパリンセフアロースに対する親和性を調べたところ，これまでに報告のある LIF， OSM および TGF-β

1 はそれぞれ0.2M ， 0.8M , 0.5M NaCl で溶出され， TNF-α は結合しなかったが，活性分画は0.75M NaCl で溶出

された。この活性分画は濃度依存性に増殖抑制活性を示し，そのED50の 120倍相当量の既知の 4 因子に対する抗体で

ウエスタンブロッティングを行ったが検出されなかった。また， これら 4 因子の飽和活性濃度において活性分画を加

えると， さらに増殖抑制が認められた。この活性分画を血管内皮細胞に添加すると細胞増殖は抑制されたが， この活

性分画を含まない培養液に換えると再び正常に増殖した。したがって， この活性分画には新規の血管内皮細胞増殖抑

制因子が存在すると考えられた。



この U-937細胞由来の新規血管内皮細胞増殖抑制因子を精製し機能解析を行うため，完全精製を試みた。 U -937細

胞の無血清培養上清50L を濃縮した後，銅キレート，へパリンアフィニティー，陽イオン交換カラムおよびフェニル

と C4 の逆相 HPLC にて分離精製した。精製標品は，還元下および非還元下での SDS 電気泳動において65kDa を示

した。トリプシン消化物のアミノ酸配列分析の結果， QSRVQISW の配列を得た。既知の蛋白質との相同性は認めら

れなかったため，仮に endothelial cell inhibitor (ECI)と名付けた。 ECI は，血管平滑筋細胞の増殖には効果を示

さず，血管内皮細胞特異的に濃度依存性に増殖を抑制した。また， fibroblast growth factor-2 (FGF-2 )あるい

は vascular endothelial growth factor (VEGF) による血管内皮細胞増殖誘導を抑制し， FGF2 や VEGF の受容体

に競合するためではなし特異的受容体を介して増殖抑制能を示すものと考えられる。 ECI は，マクロファージ由来

の増殖抑制因子 TGF-β1 および TNF-α と同程度の増殖抑制能を有し生理活性物質であると考えられる。

【総括】

マクロファージ様細胞株U-937細胞の培養上清から血管内皮細胞特異的な新規増殖抑制因子を精製した。本因子は，

還元下および非還元下での SDS 電気泳動において65kDa のバンドを示した。また，本因子は血管平滑筋細胞には効

果を示さず，血管内皮細胞に濃度依存性に増殖を抑制し，その抑制活性は TGF・ ß 1 および TNF-α と同程度であっ

た。さらに， FGF2 や VEGF による血管内皮細胞増殖誘導を抑制した。

論文審査の結果の要旨

本研究は， ヒトマクロファージ様細胞U-937細胞が分泌する新規血管内皮細胞増殖抑制因子を精製し，その生物学

的特性を解析したものである。

血管新生は，多くの固形腫蕩，動脈硬化巣，糖尿病網膜症，関節リウマチなどで認められ，血管内皮細胞の増殖が

その主体である。これを抑制することはこれらの病気の治療に貢献する D マクロファージは回形腫蕩，動脈硬化巣，

創傷部位など血管新生が見られる部位に多く存在する。これまでに報告されているマクロファージ様細胞U -937細胞

が分泌する血管内皮細胞増殖抑制因子は，血管内皮細胞に対する特異性は低い。そこで血管内皮細胞に特異的増殖抑

制因子の精製を行った。

ヒトマクロファージ様細胞株U-937細胞の培養上清から銅キレート，へパリンアフィニティー，陽イオン交換，逆

相 HPLC を用いて精製を行い，還元下および非還元下での SDS 電気泳動において65kDa の蛋白質を得た。アミノ酸

配列解析の結果，本因子は既知の蛋白質との相同性は認められなかった。本因子は血管平滑筋細胞の増殖には効果を

示さず，血管内皮細胞の増殖を濃度依存性に抑制し，その抑制活性は既知の血管内皮細胞増殖抑制因子の TGF-ﾟ 1 

および TNF-α と同程度であった。さらに，血管内皮細胞増殖因子である FGF- 2 や VEGF による増殖誘導を本因子

は抑制した。

血管内皮細胞に対する新規増殖抑制因子を精製したことは，血管新生疾患である固形腫蕩，動脈硬化，糖尿病網膜

症，関節リウマチなどの治療法の確立という観点からも学位の授与に値すると考えられる o
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