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  Hepatocyte growth factor in vascular cell function:

    regulation of endothelial isoform of

nitric oxide synthase and its physiological significance

    （ 肝 細 胞 増 殖 因 子 に よ る 血 管 機 能 の 調 節 ：

内皮型一酸化窒素合成酵素eNOSの活性化と細胞機能への関与）

学位論文内容の要旨

  肝細胞増殖因子(HGF)は肝部分切除後に起こる肝再生のための増殖因子とし

て精製され、クロ一二ングの結果、繊維芽細胞や癌細胞が分泌する細胞分散因

子(Scatter factor)と同一の分子であることが明らかとなった。その後、HGFは種々

の組織の修復再生や乳腺の発達、管腔の形成にも関わることが見出され、それ

にはHGFと特異受容体'c-Metの結合と、それに弓｜き続く受容体チロシンキナニ

ゼによるmitogen-activated protein kinase (MAPK:ERK)経路やphosphatidylinositol

3-kinase (PI3-kinase)経 路の賦 活化 が重要 であ るとさ れて いる。

  これらに加えて、HGFは強い血管新生作用を持つこと、実験的血管障害モデ

ルでは障害部位にHGFが発現することや、HGFを投与すると障害の発生・進

展が抑制されることが知られており、ヒトにおいては血管の閉塞等による循環

器障害の改善を目指してHGF遺伝子治療が試みられている。しかしながら、HGF

の血管機能調節に関わる分子メカニズム倣詳細については不明な点が多い。

  一酸化窒素（NO）は内皮細胞機能の維持や血管の弛緩、血管平滑筋細胞の

異常増殖の抑制など様々な役割を持つ。本学位論文では、HGFの血管内皮細胞

機能に対する作用にっいて内皮型一酸化窒素合成酵素eNOSへの効果に焦点を

絞って解析を行い、血管障害や機能破綻の端緒と考えられている炎症性サイト

カインによる細胞接着因子の発現に及ぽす影響を調べた。

  ウシ血管内皮細胞株(BAEC)をHGFで刺激すると、その濃度に依存してeNOS

酵素活性が上昇しNO生成が増加した。酵素活性の上昇と並行してHGFは

eNOS活性化に関与する部位特異的リン酸化を惹起した。このりン酸化はPI3-

kinaseの阻害剤(wortmannin)で完全に抑制され、MAPK経路の阻害剤は影響し



なかった。またPI3-kinaseによって活性が調節されるeNOSリン酸化酵素protein

kinase B/Akt (Akt)のドミナントネガティブcDNAの細胞への導入はeNOSのり

ン酸化を抑制した。細胞をwortmanninで処理するとHGFによるeNOS酵素活

性の上昇が部分的に抑制されたので、HGFは少なくとも一部はPI3-kinase/Akt

経路を介するeNOSのりン酸化を介してNO産生を増大させることが明らかと

なった。さらにAktの活性化にはHGFによる細胞内Ca2゙ の増加が必要である

ことが示唆された。eNOSの酵素活性発現にも細胞内Ca2゙ 濃度の上昇が必須で

あることから、HGFによるeNOS活性増大にはeNOSのりン酸化に加え細胞内

Ca2゙ の変化が関与するものと考えられた。

  近年、血管内皮細胞は同一の幹細胞に由来するものの、大動脈、微小血管あ

るいは静脈を構成する内皮細胞は各々異なる性質を示すことが明らかにされつ

つある。次にHGFに対する応答が血管内皮細胞の種類によって影響を受ける

か否かを明らかにするために、微小血管内皮細胞のモデルとして瀕用されるヒ

ト臍帯静脈由来内皮細胞HUVECとウシ大動脈由来のBAECを用い比較検討し

た。HUVECをHGFで刺激すると、BAEC同様にAktおよぴERKの活性化とeNOS

酵素活性の上昇が観察された。しかしながら、BAECとは異なりHUVECでは

HGFによりp38MAPKも活性された。なょわち微小血管内皮では大動脈内皮と

は異なるHGF応答が惹起されうること、微小血管においてもeNOS活性を変

化 さ せ る こ と で HGFの 機 能 が 発 現 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た。

  上記のようなHGFの血管系に対する作用の生理的意義を明らかにするため、

炎症時に発現が増大する細胞接着因子E-selectinの動態に及ぽす影響をHUVEC

を用いて調べた。腫瘍壊死因子TNF-aで細胞を刺激すると強いE-selectin mRNA

の発現がみられたが、細胞をHGFで予め処理すると、その濃度に依存してTNF-a

の作用が抑制された。またHUVECにおいてもHGFはeNOS活性を増加させ、

その効果はNO合成阻害剤L-NAMEやwortmanninで抑制された。またHGFの

TNF-aによるE-selectin mRN‘Aの発現に対する抑制効果も、L一NAMEや

wortmanninによって阻害された。っまりHGFはNO産生の促進を介してTNFl

Qによる細胞接着因子発現を抑制することが示された。

  以上のように本研究では、HGFが血管内皮細胞の種類に係らず一酸化窒素NO

の産生をeNOSのりン酸化を促進して増大させること、そのNO産生を介して

血管障害の最初のステップである細胞接着因子の発現を抑制することを明らか

にした。これらの新知見は、HGFの血管保護機構の一端を明らかにしたもので

あり、HGFあるいはその遺伝子を用いた血管障害の治療に寄与すると思われ

る。
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    学位論文題名

  Hepatocyte growth factor in vascular cell function:

    regulation of endothelial isoform of

nitric oxide synthase and its physiological significance

    ． （ 肝 細 胞 増 殖 因 子 に よ る 血 管 機 能 の 調 節：

    内皮型一酸化窒素合成酵素eNOSの活性化と細胞機能への関与）

  肝細胞増殖因子(HGF)は肝臓を始めとして種々の組織の修復再生や乳腺の発達、管腔の

形成に関わる増殖因子であるが、強い血管新生作用を持つことが知られている。本博士論

文は、HGFの血管機能調節の分子メカニズムについて、血管の弛緩や内皮細胞の機能維

持に関わる→酸化窒素（NO)とその合成酵素endothelial isoform of nitric oxide synthase

(eNOS)に焦点を絞って検討したものである。

  第1章では、  ウシ大動脈血管内皮細胞株(BAEC)を用いて、HGF刺激によって濃度・

時間 依存的にeNOS酵 素活性が上 昇しNO生成が 増加するこ とを見出し、このeNOS活性

の上 昇と並行し てeNOS部位特異的リン酸化が起こることを確認した。HGF刺激による

eNOSリン酸化と活性化は、phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase)の阻害剤(wortmannin)

や、PI3-kinaseによって活性が調節されるeNOSリン酸化酵素protein kinase B/Akt (Akt)の

ドミナントネガテイブcDNAの細胞への導入によって抑制されたが、mitogen-activated

protein kinase (MAPK:ERK)経路の阻害剤では影響されなかった。さらに、Aktの活性化に

はHGFによる細胞内Ca2゙ の増加が必要であることが示された。eNOSの酵素活性発現に

細胞内Ca2゙ 濃度の上昇が必須であることを考え併せて、HGFによるeNOS活性増大には

Aktに よ る eNOSの り ン 酸 化 と 細 胞 内 Ca2゙ の 増 加 が 重 要 で あ る と 結 論 し た 。

  血管内皮細胞は同一の幹細胞に由来するものの、大動脈、微小血管あるいは静脈を構成

する内皮細胞は各々異なる性質を示すことが知られている。そこで第2章では、HGFに



対する応答が各内皮細胞で異なるか否かを明らかにするために、ヒト臍帯静脈由来内皮細

胞HUVECを用いて検討した。HUVECをHGFで刺激すると、BAECと同様にAktおよぴ

ERKの活性化とeNOS酵素活性の上昇が観察された。しかしBAECとは異なりHUVEC

ではHGFによりp38MAPKも活性化された。このように、HGFはHUVECにおいてもeNOS

を活性化しうるが、BAECとは異なる応答も惹起することが明らかになった。

  血管内皮細胞に対するHGF作用の生理的意義を明らかにするために、第3章では

HUVECを用いて炎症時に発現する細胞接着因子E-selectinに及ぼす影響を調ぺた。腫瘍

壊死因子TNF-aで細胞を刺激するとE-selectin mRNA発現が著しく増加し、実際に好中球

の接着が起こったが、予めHGFで処理するとその濃度に依存してTNF-aに対する応答が

抑制された。このHGFの抑制効果は、NO合成阻害剤N゚ -nitro-L-arginine methyl ester (L-

NAME)やwortmanninで解除された。なお、これら2種類の阻害剤がHGFによるeNOS

活性化を抑制することも確認した。これらの結果から、HGFはNO産生の促進を介して

TNF-aによる細胞接着因子の発現を抑制すると結論した。

  以上のように本博士論文は、HGFが血管内皮細胞でのeNOSのりン酸化を促進してNO

の産生を増大させ、血管障害誘発の初期反応である細胞接着を抑制することを明らかにし

た。これらの成果は、HGFの血管保護メカニズムの一端を明らかにしたものであり、獣

医学の発展に大きく寄与するものである。よって審査委員一同は、Makondo Kennedy氏が

博士（獣医学）の学位を受けるに充分の資格があると認めた。


