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学位論文内容の要旨

背 景

  プラスミノゲンアクチベータインヒビター1(plasminogen activator inhibitor type1，PAI-1）は
線溶系の重要な生理的阻害因子であり，循環血液中PAト1濃度の増加は心血管疾患の危険

因子と捉えられている．凝固・線溶系の異常は，インスリン抵抗性患者における心血管疾患罹
患率および死亡率の増加と関連する，
  肝細胞増殖因子(hepatocyte growth factor，HGF)は血管新生作用を有する内皮増殖因
子である．血清HGF濃度は多くの心血管疾患の重症度と相関し，また，インスリン抵抗性患者
において血清HGF濃度が上昇することが知られている．培養肝細胞においてHGFはPA卜1発
現を促進することから，HGFは線溶系に作用し，心血管疾患の病態形成に関与する可能性が
示唆される．
  インスリン抵抗性患者においてPAト1レベルが上昇するが，その調節機構は完全には解明さ
れていない，インスリン抵抗性患者によくみられる脂肪肝の程度と血清PAI一1レベルは相関する
ことから ，肝臓は循環血液中PA卜1レベルを規定する重要な臓器と考えられる，
  本研究の目的は，肝細胞における，HGFによるPA卜1発現に関わる分子生物学的機構を解
明し，動 脈硬化性血栓 症に対する新 たな治療法の開発に寄与することである．

方法と結果

  ヒト肝細胞由来細胞株HepG2をHGFで刺激したところ，細胞培養液中のPAI-1濃度は用
量依存性に増加した(0.5ng/mlで2.3士1.3倍，5ng/mlで3.5*1.3倍，50ng/mlで7.9土2.7
倍，100ng/mlでll.l士5.6倍，ウエスタンブロット法，n=3）．また，HGF刺激によりHepG2細胞
PA卜1mRNA発現は有意に増加した(0.5ng/mlで1.7士0.4倍，50ng/mlで3．3士0．9倍，ノーザ
ンブロット法，n‾3），さらに，マウスにHGF（100いg/kg）を静脈内投与したところ，肝臓における
PAI一1mRNA発現は有意に増加した（1．4倍，リアルタイムPCR法）．
HGFによるPAIー1mRNAの増加は，mitogenーactivatedproteinkinase（MAPK）kinase特異
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的阻害薬U0126およびreceptor tyrosine kinase阻害薬genisteinにより抑制された．一方，
protein kinaseC経路阻害薬GF109203Xおよびphosphatidylinositol3－kinas阻害薬
LY294002では抑制されなかった．
ルシフェラーゼァッセイでは，HGFによるPAI-1遺伝子プロモーター（ー829～+36bp領域）活性
の上昇が認められた（2.0土0.3倍，n－―5），短縮プロモーターによる検討で，HGF応答領域は

－171～―120bpに存在すると考えられた．PA卜1プロモーター-158～―153bpにEBox配列
（5’－CACATG－3’）が存在する．このEBoxに点変異を導入すると，HGFによるPAI-1プロモー
ター活性の増加は有意に抑制された．このことから，このE BoxがHGF応答配列であると考えら
れた．
  Electrophoretic mobility shift assayによる検討の結果，このEBox配列には転写因子
upstream stimulatory factor（USF)―1およびUSFー2の二量体が結合し得ることが明らかになっ
た．
  USFはDNAと結合する際にりン酸化を必要とすることから，HGFによるUSFのりン酸化を検
討した．HGFで刺激したHepG2細胞の核抽出液をUSF―1特異的抗体で免疫沈降し，抗リン
酸化セリン抗体を用いてりン酸化USF―1を検出したところ，HGFはMAPKおよびtyrosine
kinase経路を介してUSFー1をりン酸化することが明らかになった．
  HepG2細胞にUSFー1発現ベクターを遺伝子導入すると，PAI-1遺伝子プロモーター活性は
増加した，HGFによるPAI―1遺伝子プロモーター活性の増加は，転写因子sterol regulatory
element binding protein（SREBP)―laおよぴーlc発現ベクターをそれぞれ遺伝子導入すると抑
制されたがISREBP―2発現ベクターの遺伝子導入では抑制されなかった．さらに，USF－1による
PA卜1プロモーター活性増加はSREBP―laの共発現により抑制された，このことから，SREBPーla
はPAI-1発現においてUSFー1と相互作用することが明らかになった．

考 察

  HGFおよぴその特異的受容体であるc―Metがヒト血小板にも見出されることなど，HGFと血栓
性疾患の関係を示唆する報告は数多い．このことから，HGFによるPAI-1発現を制御することは
心血管疾患の治療および予防に寄与すると考えられる．本研究において我々は，HGFによる
PAl-1発現調節機構の一部を解明した．
  HGFはcーMetに結合し，その細胞内tyrosine kinaseドメインを活性化して多くの細胞内情
報伝達物質を動員する．HGFの多面的作用はMAPKおよびPI-3 kinase経路を介してもたらさ
れることが知られている．本研究の結果から，HGFによるPA卜1遺伝子発現は，MAPK経路を介
したUSFのりン酸化を経ることが明らかになった．
  USFは遺伝子転写調節領域上のEBox配列（5’-CANNTG－3’）を認識する．HGFによる
PA卜1遺伝子プロモーター活性の増加は，転写因子SREBP―laおよび－lcベクターを遺伝子導
入することにより抑制され，さらに，USFー1発現ベクター遺伝子導入によるPA卜1遺伝子プロモ
ーター活性の増加は，転写因子SREBPーlaを共発現させることにより抑制された，SREBPは
USFと同じbasiゼ―helix―loopーhelix familyに属することから，転写調節領域にあるEBoxへの結
合に際して，これらの転写因子が何らかの相互作用をすることが示唆された．→方，HGFによる
PAI-1遺伝子プロモーター活性の増加は，SREBPー2遺伝子導入では抑制されなかった．これは
SERBP－ 1と SREBP― 2で は EBoxへ の 親 和性 に 差 が あ る と の報 告 に一 致す る．
  HGFはインスリン抵抗性において過剰発現し，USFは炭水化物や糖・脂質代謝に関わること
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から，HGFによるPAト1発現調節機構の解明は，代謝異常と動脈硬化性血栓症を新たに関連
づけるものと捉えることができる．
本研究の成果’は，インスリン抵抗性といった動脈硬化性血栓症の高危険群患者に対する新
たな治療法の開発に寄与することが期待される．
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Hepatocyte Growth Factor Regulates
E Box―Dependent PlasmlnogenACtiVatorInhibitor
    TypelGeneEXpreSS10nlnHepG2LiVerCenS

(HepG2細胞における肝細胞増殖因子によるEBox依存症プラスミノゲン

  アクチベータインヒビター1遺伝子発現調節機構に関する研究）

  プラスミノゲンアクチベータ¢ノヒビター1 (pas血nogenac血繊or，血hibitorロpe1，PAト1）は線溶系の生理

離艇齟子であり，循環血液中PA卜1濃度の増加は心血管疾患の危鰡子と捉えられている．凝固・線溶

系の異常は，インスリン抵抗性患者における心血管疾患罹患率および死亡率の増加と護耐る．舸潮I胞

増細子（bepaめc舛e罰awm缸尤or，HGF冫は血管新生作用を有する内皮増殖因子である，血清HGF濃度

は多くの´い血管疾患の重鑑渡と相関し，また，インスリン抵あ弛患者において血清HGF濃度が上昇するこ

とが知られている．培養鼾瀬H胞においてHGFはR虹―1発現，を伍鎚サることから，HGFは線溶系に作用し，

心血管疾患の病臓H繃こ関与する可能陞カミ示唆される，インスリ：/抵抗性患者においてPAHレベルが上

昇するが，その調節臓構は完全には解明されていない．インスリン抵抗性患者によくみられる脂肪肝の程

度と血清P．AHレベルは相関することから，E瀧ぼ循環血液中PAHレベルを規定する重要な臓器と考え

られる．；本研究の目的は，胴孫聞包における，HGFによるPAト1発現に関わる分子生物学轡掩謝冓を解明し，

動所弼町ヒ1生血栓症に対する新たた治療法の開発に寄争することである．

  ヒM瑚馳由来細胞抹H印G2をHGFで粥瞰lたところ，細脆蜂瀁液中のPAト1濃度は用量依存牲に増

加した，また，HGF東I激によりHepG2細胞PAトlmRNA発夢むま有意に増加した，さらに，マウスにHGFを

静朋ヤ崎投与したところ，胴：臓におけるPA卜lInRNA発現旧：有意にゅ曽加した．HGFによるPAト1mRNAの増

加は，InitogerrそCtivat・edprote血妊琶Be（MAPK）蚰簡se特異離雁培薬U0126およぴreceptorりroS血1eぬ1ase

阻害薬ge尚s晒nにより抑制され´た．―づぇ舛ote虹k血aseC阻害薬GF109203XおよびphosphatiみlinoS辻01

3瑙nas阻害薬IY294002では抑制されなかった．ルシフェラーゼアッセイでは，HGFによるPAH遺伝子

プロモーター（1829～十36bp領嚇活性の上昇が認められた．短縮プロモーターによる検討で，HGF応答

領域は・二171～―12（n）pに存在すると考えられた，PAト1プロモーター―158～－153bpにEBox配列
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（5’－CACATGー3')が存在 する．このEBoxに点変異を 導入すると，HGFによるPN-1プロモーター活性の

増加は有意に抑市iJされた，このことから，このEBoxがHGF応答配列であると考えられた.Eユectrophor出c

mo恥ぢsh沚asSayによる検 討の結果，このEBox配列には 転写因子upStr℃amm弧dataヴ齔tor（USF）ー1お

よび US卜 2の 二量 錐が 結合 し 得る ことが明らかになった ．USFはDト弧と結合する際に り濯牝を必要と

す る こ と か ら ， HGFに よ る UsFの り ン 酸化 を検 諦虎 ．HGFで 刺醐 ー たHepG2細 胞 の核 抽出 液を US卜1

特異 臓樹 で勉 支 沈降 し， わ砂 ン醐 はりン抗体を用いてり ン醐匕USF一1を検出したと ころ，HGFはMAPK

お よ ぴ 卿 鹸 k缸 ase経 路 を 介 し て USP1を り ン 醐 け る こ と が 明 ら カ 牝 な っ た ． HepG2細 胞に U舛 1発

現バクターを遺伝孑導入するとJP甜1遺伝子プロモ＾ータ丶I一灘は±曽加した．HGFによるPA卜1遺伝子プ

ロモーター活性の増加は，転写因子Ste賦r昭1】at邨′elem卸tぬdめgpr・ate血（SREBP）ー1aおよびー1c発現ベ

クターをそれぞれ遺伝子導入すると抑制されたが，sREBP一2発現ベクターの遺伝子導フ心’は抑制されな

かっ た． さら に ，US卜1に よ るPAHプロモーター活性増加 はSREBPlaの共発現により抑 制された．この

こ と か ら ， SREB卜 1aは P． 甜 ― 1発 現 に お い て US卜 1と 相 互 作 用 す る こ と が 明 ら か に な っ た ．

  I珊「およびその特黌墜珸醒＃ドであるc―M乱がヒト血小板にも見出されることなど，H汀と血栓性疾患

の関 係を 示唆 す る報 告付 耋熨 多い ．このことから，mFに よるPAト1嬲きを制御するこ とは心血管疾患

の 治 廉 お よ ぴ 予 防 に 寄 与 す る と 考 え ら れ る ． 本 研 究 に お いて 我 々は ，HGFに よる PAト 1発 瑪臨 黼

の一部を解明した．HGFiよインスリン抵抗陛において過剰発呪し，UsFは炭7jくイば勿や糖・脂質代謝に関

わることから，HGFによる PA卜1発呪誘嶺醜囈購に鰍よ，千噸駐異常と載棚随剛M生血栓症を類：たに関連

づけるものと捉えることができる．

  口頭発表に際し，主査の 三輪教授から内因陸に弼Fカ 鍵肋ロする機序，PAト1プロモーターに他の珊開

麟 鯆 或 カ 淳在 する 爾眺 ，さ ら にUSFリ ン唆 fヒの 局 在と 意卦 こつ い て質 問繊 £さ れた ． 狐ヽ で冨 睦

の 桝 謝 授 か ら 血 諦 鮭 に お け る PAI一 1の 意 義 ， HGF遺 ぼ 隴 黼 こ お け る 栓 め 爾 眦 こ つ い て 質

問がなされた．最後に副査 の簡井瑚受からインスリン 抵碗陛におけるーヒ流ヌディ エ一夕ーとHGFとの

関連 ，今 後の研究の方向性に ついて質問がなされた．い ずれの質問に対しても，申請 者は研究結果に

基づいて，あるいは文献貴匂知識により，概ね適切な回答を行った．

  この論文は，インスリン 抵抗牲における線溶不全の発症饑溝を報告したものとして，Arほぬcl｛駒s過

m． ombo晦 and弧 c血 B蜘 gy諾 で 高 く 評 価 さ れ ， 今 後 ， イ ン ス リ ン 黝 性 と い っ た 醐 禰 騨 甜 血 樹 め

高危膨群患者に対する新たな治療法の開発に寄与することが期待される．

  審査員一同は，これらの 成果を高く評価し，大学院 調呈における研鑚や．驗得単出なども併せ申請者

が博士（医学）の学位を受けるのに充分詮資格を有するものと半咤した．
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