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論 文 内 容 の 要 旨 

（目的） 

 チロシンキナーゼ成長因子受容体からのシグナルを介する分子が、癌細胞の増殖と生存に関与していることは良く

知られている。STATs（signal transducers and activators of transcription）もそのひとつであるが、その STATs

が恒常的に活性化されている場合、増殖シグナルの伝達が制御不能に陥ることが報告されている。STAT を制御する

分子として SOCS の役割は多く報告されている。また STAT を制御する分子として PIAS（protein inhibitor of 

activated STAT）蛋白も知られている。前立腺癌やリンパ腫で PIAS3 の機能不全、欠損が増殖と抗癌剤感受性の低

下に関わっているとの報告が見られる。しかし肺癌においてはその役割についての報告は余りなされていない。今回

われわれは PIAS3 が肺癌細胞において果たす役割を検討した。 

（方法ならびに成績） 

 まずわれわれは肺癌細胞において JAK/STAT、PI3-K を抑制することが、増殖と抗癌剤感受性にどのような影響を

与えるかを検討した。ヒト肺腺癌の細胞株である A549 に JAK 阻害剤 AG490 を加え、その増殖を見ると、JAK 阻害

剤を加えたほうは対照群に比べて有意に増殖が抑制された。別のヒト肺腺癌の細胞株 LCD でも同様に増殖は抑制さ

れた。今度は PI3-K の阻害剤である LY294002 を A549 に加えたところ AG490 の場合と同様に増殖が抑制された。

次に MTT assay 法を用いて抗癌剤感受性について検討した。AG490 あるいは LY294002 を加えた場合の抗癌剤に対

する IC50 を、対照群の IC50 で除し比較した。JAK 阻害剤を加えたほうがほぼ感受性が変わらないのに対して、PI3K

阻害剤を加えたほうは感受性が約２倍から８倍上昇した。JAK、PI3K 系を抑制すると、いずれにおいても増殖は抑

制されるが、抗癌剤感受性は PI3K の径路を抑制した場合のみ改善した。 

 次に PIAS3 遺伝子を組み込んだプラスミドを用いて肺癌細胞株 A549、LCD、EBC1 の stable transfectant を作

成した。発現は Myc tag で確認した。また PIAS3 蛋白の増加を Western blot で確認した。作成した transfectant を

IL6 で刺激し western blot で確認したところ A549 では明らかに STAT のリン酸化が抑制された。EBC1 では

transfectant のリン酸化が対照群の細胞に比べて早期に減弱した。作成した transfectant の増殖を検討した。A549
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の対照群の細胞と PIAS3 を過剰発現させた transfectant の増殖を比べた場合 transfectant の増殖は抑制された。

A549 の対照群の細胞に SOCS3 をアデノウイルスベクターで過剰発現させた場合、対照群の細胞に比べて明らかに増

殖が抑制された。PIAS3 を過剰発現させた transfectant に SOCS3 をアデノウイルスベクターで過剰発現させたもの

と、コントロールベクターを感染させたものを比較すると、SOCS3 を過剰発現させたほうが増殖は抑制された。以

上より PIAS3 は SOCS3 に相乗効果を示すものと考えられた。A549、LCD、EBC1 いずれにおいても PIAS3 を過剰

発現させたほうが、対照群に比べて有意に増殖が抑制された。PIAS3 を導入した transfectant で抗癌剤感受性を検討

した。いずれの細抱株でもカルボプラチン、ビノレルビンに対して２倍から 12 倍の感受性の増強が認められた。そ

れに対して SOCS3 をアデノウイルスベクターで導入したものでは抗癌剤感受性に変化は認められなかった。PIAS3

を導入した transfectant と対照群の細胞株をカルボプラチンに曝露し、Bcl-XL を Western blot で見たところ、PIAS3

を過剰発現した細胞株のほうは Bcl-XL の発現が有意に抑制された、次に IL-6 で刺激を行いリン酸化 Akt の発現を見

たところ、A549 では、PIAS3 を過剰発現した細胞株のほうは対照群に比べて有意に抑制された。また EBC1 では IL-6

刺激後 30 分で、PIAS3 を過剰発現した細胞株のほうは、リン酸化 Akt の発現が対照群に比べて減弱した。リン酸化

Erk はいずれも変化を認めなかった。 

 今度は SOCS3 を強制発現した A549 を IL-6 で刺激した。リン酸化 STAT は対照群に比べて有意に発現が抑えられ

たが、リン酸化 Akt、リン酸化 Erk のいずれも、PIAS3 を過剰発現した場合とは異なり、変化は見られなかった。ま

たカルボプラチンの曝露でも Bcl-XL に変化は認められなかった。 

 次に PIAS3 の発現を siRNA を用いて阻害し、検討した。A549、EBC1、LCMS では PIAS3 を阻害した結果、リ

ン酸化 Akt のシグナルの増強を認めた。A549、LCMS で PIAS3 を阻害し、その増殖を検討した。いずれも PIAS3

の発現を阻害したほうは対照群に比べて増殖が促進された。また抗癌剤感受性も、PIAS3 の発現を阻害したほうは感

受性が半減し、悪化した。 

 A549、EBC1 にプラスミドを用いて PIAS3 を導入した後、Akt で免疫沈降し、PIAS3 で blot し、検討したところ

Akt と PIAS3 は結合している可能性を示した。また IL-6 で刺激を行わなかったものと、刺激したものを比較すると

IL-6 で刺激したほうが結合が強い傾向にあった。 

（総括） 

 肺癌細胞において PIAS3 を過剰発現させることで、細胞の増殖を抑制するだけでなく、抗癌剤感受性を増強させ

る可能性が示唆された。抗癌剤感受性の増強は PIAS3 が、リン酸化 Akt を抑制した結果生じたと考えられた。それ

に対して SOCS3 を導入した場合では細胞の増殖は抑制されたが、抗癌剤感受性に変化は認められなかった。またリ

ン酸化 Akt にも変化は認められなかった。PIAS3 が PI3K の径路にどのようにして影響を与えるかはさらに詳細な検

討が必要だが、以上から PIAS3 は JAK/STAT、PI3K の径路を標的にした癌治療に有用な可能性が示唆された。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 チロシンキナーゼ成長因子受容体からのシグナルを仲介する STAT はその抑制分子である SOCS や SHP 蛋白の機

能不全により恒常的に活性化し、癌細胞の増殖と生存に寄与している。我々は第３の抑制分子である PIAS3 の肺癌

細胞における役割について検討した。PIAS3 をヒト非小細胞肺癌細胞株 A549 において過剰発現させると増殖を抑制

するだけでなく抗癌剤感受性も増強した。これは、Akt のリン酸化が抑制されるためであることが示された。一方、

SOCS3 を過剰発現させても抗癌剤感受性は変化せず、また、Akt のリン酸化も抑制されなかった。また PIAS3 を

siRNA を用いて阻害すると肺癌細胞の増殖は促進され、抗癌剤感受性も悪化した。以上より、PIAS3 は肺癌悪性化

において、重要な役割を果たしていると考えられた。以上の内容は学位に値すると考える。 

― 500 ― 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


