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論文内容の要旨

【目的】

造血因子/受容体系を介した血球の増殖・分化の制御機構は、正常造血のみならず造血器腫蕩の病態に深く関わっ

ていると考えられているo 近年、真性多血症患者の赤芽球系前駆細胞は、 Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) 

の感受性が上昇していることが報告されている o 一方、 myelodysplastic syndrome (MDS) 患者の無効造血の原因

として、患者赤芽球系前駆細胞における erythropoietin (EPO) の反応性の低下が報告されている D 赤芽球系細胞増

殖に及ぼす IGF-I の作用とその分子機構を明らかにすることはこれらの病態解明に寄与すると考えられる。今回私

は、赤白血病細胞株 F-36P を用いて、 EPO/EPO 受容体を介するシグナル伝達に対する IGF-I の影響とその分子

機構を明らかにした。

【方法ならびに成績】

1) F-36P 細胞の EPO 依存性細胞増殖に対する IGF-I の影響

F-36P 細胞を種々の濃度の EPO、 IGF-I にて48時間培養し、細胞増殖を 3H-thymidine uptake にて検討した。

IGF-I は、単独では F-36P 細胞の増殖を誘導しなかったが、 EPO による増殖を約7.5倍に促進した。

2) EPO/EPO 受容体を介するシグナル伝達における IGF-I の効果

EPO/EPO 受容体を介するシグナル伝達に重要な STAT5 のチロシンリン酸化について免疫沈降法を用いて検討

した。 EPO/IGF-I 併用刺激による STAT5 のチロシンリン酸化は、 EPO 単独刺激時に比べ増強が認められた。次

に STAT5 の転写能を調べるため、 STAT5 の標的遺伝子の一つである c-CIS の mRNA の発現を Northern blot 法

にて検討した。 EPO/IGF-I 併用刺激による CIS の発現は、 EPO 単独刺激時に比べ増強が認められた。さらに STA

T5 依存性に遺伝子発現が認められる β カゼインのプロモーター領域をルシフエラーゼ遺伝子に導入し、ルシフエラー

ゼ活性を指標に STAT5 の転写活性を定量した。 EPO/IGF-I 併用時の β カゼインールシフエラーゼの発現は、

EPO 単独時と比べ、約1.5倍の増強が認められた。以上より IGF-I は F-36P 細胞において EPO による STAT 5 の

チロシンリン酸化を増強し、転写機能も増強することが明らかになった。

3) STAT 5 のリン酸化と細胞増殖促進作用との関係

Isopropy 1-゚  -D -thioga1actopyranoside (IPTG) によって発現が誘導される dominant negative の STAT 5 

(dn-STAT 5) のプラスミドコンストラクトを作成し、 F-36P 細胞に導入した。この細胞を用いて、 EPO、 IGF-
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I による細胞増殖反応について検討した。 dn-STAT 5 を発現させると、 EPO 依存性細胞増殖は30%抑制され、 IGF­

I の EPO 依存性増殖の促進効果は60%抑制された。以上より IGF-I による EPO 依存性細胞増殖の促進効果に

STAT 5 のチロシンリン酸化の増強が関与していることが明らかになった。

4) STAT 5 のリン酸化のメカニズムの検討

STAT5 の上流にある JAK2 のチロシンリン酸化を検討した。 EPO 単独、 EPO/IGF- 1 刺激において JAK 2 の

チロシンリン酸化は差を認めず、 IGF-I の STAT5 のリン酸化増強には JAK2 は関与していないと考えられた。次

に、 IGF-I/IGF-1 受容体を介するシグナル伝達に重要な Ras の関与を検討するために、 IPTG によって発現が誘

導される dominant negative の Ras (dn -Ras) のプラスミドコンストラクトを作成し、 F-36P 細胞に導入した。

この細胞を用いて STAT5 のチロシンリン酸化と細胞増殖反応について検討した。 dn-Ras を発現させると、 IGF­

I による STAT5 のチロシンリン酸化の増強は消失し、さらに IGF-I の EPO 依存性増殖の促進効果も 60%抑制され

た。以上より IGF-I は Ras を介して EPO による STAT5 のチロシンリン酸化を増強すると考えられた。

【総括】

IGF-I は Ras を介して EPO による STAT5 のチロシンリン酸化を増強し、 EPO 依存性細胞増殖を促進すること

が明らかになった。 IGF-I 感度の上昇を示す真性多血症において、 IGF-I がその病態や病状に関与している可能性

が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は、赤白血病細胞株 F-36P を用いて、 EPO/EPO 受容体を介するシグナル伝達に対する IGF-I の影響と

その分子機構について検討した。その結果、 1) IGF-I は EPO による細胞増殖を促進し、その分子機構には IGF­

I が EPO による STAT5 のチロシンリン酸化及びその転写活性を増強することが関与していること、 2) IGF-1 は

Ras を介して EPO による STAT5 のチロシンリン酸化を増強すること、を明らかにし、 IGF-I と EPO のシグナル

伝達経路における新しいクロストークが存在することを解明した。

真性多血症患者の赤芽球系前駆細胞では IGF-I の感受性が上昇していることや、 MDS 患者の赤芽球系前駆細胞

における EPO の反応性の低下が報告されているo 本研究の結果は、 IGF-I と EPO のシグナル伝達経路におけるク

ロストークの解析が真性多血症発症メカニズムの解明につながる可能性や、 EPO と IGF-I の併用が MDS 患者の無

効造血の治療に応用できる可能性を示唆している。よって赤芽球系細胞に対する IGF-I の作用機序を明らかにした

本論文は臨床的にも極めて意義のあるものと考えられ、充分学位授与に値すると認めるo
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