
博 士 （ 医学 ）西 尾太 郎

学 位 論 文 題 名

創傷治癒における解糖系の役割と

解糖系酵素PFK―2/PFKFB3の関与

学位論文内容の要旨

創傷治癒過程は病理学的に、炎症期、増殖期、再生期の3つのステージで構成される。

Epidermal growth factor(EGF)はケラチノサイトの遊走・増殖に関与し、創傷治癒過程で重

要な役割を担うとともに、線維芽細胞の解糖系を活性化することが報告されている。

解糖系の律速酵素は6－ ph osph ofru cto-1‐kin ase (PFK-1）であるが、PFK-1の活性化因子とし

てFructose-2，6-bisphosphate(F2，6BP)が発見された。F2，6BPは6‐ph osph ofructo-2‐

    、・

kin ase (PFK-2）によりFructose- 6-phosphate(F6P)から合成され、ATPによるPFK-1の活

性の阻害に拮抗し、解糖系を強く活性化させる。PFK-2は同一分子内にフオスフんターゼドメ

インも持つ二機能性酵素で、少なくとも4つの遺伝子座でコードされており(PFKFB1～4)、各

アイソフオーム間でキナーゼとフオスファターゼの活性比や、プロテインキナーゼによる活性

調節機序が異なる。

  PFKFB3蛋白はキナーゼ活性が最も高く、胎盤などの増殖が盛んな臓器やエネルギー代謝を

解糖系に依存している脳に発現している。PFKFB3遺伝子は19のエクソンで構成され、エク

ソン13から19は選択的スプライシングにより組織特異的な発現様式を示す。PFKFB3はヒト

腫瘍で高発現し低酸素やインスリンによって発現が誘導され、腫瘍細胞の増殖に重要な役割を

果たすと考えられ、解糖系の亢進における最も重要なPFK-2アイソフオームである。

ヒトの類上皮癌細胞の細胞株をEGFで刺激すると、F2，6BPの増加並びにPFK-2の活性が上

昇することが知られている。また、EGFは線維芽細胞におけるF2，6BPの増加を介して解糖系

を活性化し細胞増殖を促進する事も報告されている。

  このように細胞増殖には解糖系の関与カi重要であり、創傷治癒には細胞増殖が不可欠である

が、創傷治癒と解糖系の関連性については明白ではない。解糖系と創傷治癒・ケラチノサイト

の増殖の関連性を明らかにするため、解糖系を促進させる重要な酵素であるPFK-2／PFKFB3

のケラチノサイトにおける発現とEGFの関連に着目し、創傷治癒における解糖系の役割と解

糖系酵素PFK-2／PFKFB3の関与についての検討をおこなった。

  ケラチノサイトにおける解糖系と細胞増殖の関連性を検討するために、HaCaT細胞に2‐
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d eoxyglu cose(2- DOG)を作用させ解糖系を抑制し、細胞増殖に対する影響を検討した。2-DOG

は グル コー スに比ベ6時間、12時間後に有意にI-Ia CaT細胞の増殖を抑制した。

  ヒトケラチ丿サイトにおける選択的スプライシングによるPFKFB3アイソフオームの発現様

式を解析するためエクソン13から19を特異的に増幅するプライマーを用いてRT- PCRを行

った。新生児ケラチ丿サイトでは、二種類のアイソフオームが発現しPFKFB3- ACG、

PFKFB3- AGと命名した。HaCaT細胞でもケラチノサイトと同様のアイソフオームの発現を

確認した。

  非腫瘍細胞であるケラチノサイトにおけるF2，6BP量に与えるEGFの効果を検討した結果、

EGFの濃度依存性にF2，6BPの量は増加し、解糖系が促進していることが明らかとなった。

  EGFのPFKFB3 mRNAの発現に対する影響を検討するためHaCaT細胞をEGFで刺激し、

リアルタイムRT- PCRでPFKFB3 mRNAの発現を定量した。EGF刺激により時間依存性に

PFKFB3 mRNAの発現誘導が認められた。また、PFKFB3 mRNAの発現はEGFの濃度依存

性に増加した。

  EGFの刺激によるHaCaT細胞におけるPFKFB3- ACG、PFKFB3- AGの発現の差を比較す

るためエクソン13から19を特異的に増幅するプライマーを用いてRT- PCRを施行した。EGF

の刺激でPFKFB3- ACGがPFKFB3- AGに比ベ発現が強く認められた。

  In vivoにおけるケラチノサイトでのPFKFB3蛋白の発現を確認するため、マウスの皮膚創

傷部でのPFKFB3蛋白の発現を抗PFKFB3抗体を用いて免疫組織学的に検討した。12週・雄

のC57BL/ KSJマウスに傷を作成し免疫染色を行った。3日目の創傷部における再生上皮のケ

ラチ丿サイトにPFKFB3の発現が多く認められた。

    PFKFB3蛋白は誘導型PFK-2とも命名され、アンチセンスオリゴヌクレオチドで発現を

抑制すると、F2，6BPの減少とともに細胞増殖も抑制されるが、今回の実験から、in vivo,in vitro

ともにケラチノサイトの増殖にPFKFB3を介する解糖系の活性化が重要で特に創傷治癒過程に

おける増殖期に重要であることが示唆された。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

創傷治癒における解糖系の役割と

解糖系酵素PFK－2/PFKFB3の関与

  解糖系の律速酵素は6一phosphofructo－1―kinase (PFK－1）であるが、PFK―1の活性化因子と

してFructose－2，6―bisphosphate（F一2，6－BP)が発見された。F-2，6一BPは6-phosphofructo－
2－kinase (PFKー2）によりFructose－6－phosphate（F－6一P）から合成され、解糖系を強く活性

化させる。PFKー2は同ー分子内にフオスファターゼドメインも持つ二機能性酵素で、少なく

とも4つの遺伝子座でコードされており(PFKFBIー4）、各アイソフオーム間でキナーゼとフ
オスファターゼの活性比や、プロテインキナーゼによる活性調節機序が異なる。PFKFB3蛋白

はキナーゼ活性が最も高く、解糖系の亢進における最も重要なPFK－2アイソフオームである。

PFKFB3遺伝子は19のエクソンで構成され、エクソン13から19は選択的スプライシングに
より組織特異的な発現様式を示す。増殖能が高いヒト腫瘍細胞や癌組織で解糖系の律遠酵素

である誘導型PFKー2(iPFK－2）が高発現している事が報告され、iPFK－2はPFKFB3にコードさ

れ、細胞増殖において重要であることが示唆されている。
  また、Epidermal growth factor (EGF)は、ケラチノサイトの遊走・増殖に関与し、創傷

治癒過程で重要な役割を担うことが報告されているが、ヒトの類上皮癌細胞の細胞株や線維

芽細胞のF2，6BPの増加並びにPFK―2の活性の上昇を介して解糖系を活性化し細胞増殖を促進
する事も報告されている。

  糖尿病患者における創傷治癒の遅延は、種々の面から重要な問題で、糖尿病慢性合併症の
原因として、高血糖による細胞内の解糖系亢進に起因する細胞内代謝異常が重要であると考

えられている。そこで、糖尿病における創傷治癒遅延の原因を解明するため、ケラチノサイ

トにおける解糖系の調節機序を明らかにすることを目的とし、以下の事実を明らかにした。
・ヒトケラチノサイトのcell lineであるHaCaT細胞において、2－deoxy－D－glucoseを用い

  た解糖系の抑制に伴い細胞増殖の抑制が認められた。

・EGFでHaCaT細胞を刺激した結果、PFKFB3－ACG、PFKFB3―・AGの2種類の選択的スプライシ
    ングによるPFKFB3アイソフオームが認められた。

・EGFでHaCaT細胞を刺激した結果、解糖系の中間代謝産物であるF－2，6-BPの量がEGFの

  濃度依存性に増加した。
・EGFでHaCaTを刺激した結果、PFKFB3 mRNAの発現は時間、濃度依存性に増加を認め、2

  つのアイソフオーム間では、キナーゼ活性の調節に必要なりン酸化部位を含む
  PFKFB3一ACGが強く発現が誘導された。

・マウスに傷を作成凵亢PFKFB3抗体を用いて免疫染色を行った結果、創傷治癒過程で増殖
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  期 の 創 傷 部 の 辺 縁 の ケ ラ チ ノ サ イ ト で 、 PFKFB3の 発 現 を 認 め た 。
以上より、in vivo，in vitroともにケラチノサイトの増殖にPFKFB3を介する解糖系の活性
化が重要で特に創傷治癒過程における増殖期に重要であることが示唆された。
  糖尿病患者の創傷治癒遅延はファイブロブラストの増殖遅延も関与するが、keratinocyte
を用いた理由としては、創傷部のkeratinocyteにおいてPFKFB3が高発現したためと回答し
た。マウスの皮膚の免疫染色で創傷部にPFKFB3の高発現を認めたが、正常組織の提示の必要
性に関する指摘をいただいた。EGFがPFKFB3を高発現させたのは直接作用か細胞増殖による
結果かという質問には、双方考えられ得ると回答した。keratinocyteとHaCaTを両方用いた
理由についての質問があり、keratinocyteは継代により角化するため、keratinocyteとHaCaT
のアイソフオームが同じであることを確認した後、HaCaTを使用したが、keratinocyteの角
化防止にはCa濃度を下げる事の必要性について指摘をぃただいた。PFKFB3一ACGとPFKFB3―・AG
の違いについては、リン酸化部位であるSer461の存在の有無であるが、酵素活性の違いにつ
いて詳細は不明であることを述べた。in vitroでの創傷治癒モデルに関する実験の施行の有
無については、施行したが明らかな結果はえられなかったと述べた。EGFレセプターからAMPK
に対するシグナルの存在の有無については、不明であると述べた。また、PFKFB3抗体はりン
酸化に重要なSer461が存在するエクソンCに含まれる配列を用いて作製したが、PFKFB3一ACG
以外に対しての認識の可能性については、PFKFB3一AGは認識しないものの、他の選択的スプ
ライシングアイソフオームは認識する可能性があり得ると回答した。糖尿病との関連につい
て今後の方針に対しては、糖尿病の動物を使用し実験を行う必要性、in vitroの創傷治癒モ
デルを作成し実験を継続する事が望ましいと述べた。
  この論文は創傷治癒における解糖系の関与について解明し、高く評価され、創傷治癒にお
ける糖尿病コントロールの重要性を解糖系の観点から再確認し、今後、創傷治癒において解
糖系が新たなる治療の助勢となる可能性がある点で期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども併
せ申請者が博士（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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