
    博士（医学）  我妻智博
学位論文題名

不死化ヒトアストロサイトの腫瘍化における

    ア ダ プ タ ー 分 子 CRKの 機 能 解析

学位論文内容の要旨

【背景と目的】アダプター分子Crkは、スプライシングバリアントとしてCrk亅（SH2‐SH3）

およびCrkII（SH2‐SH3・SH3）が存在し、脳腫瘍においては双方が過剰発現していることが報

告されているが、それぞれが細胞の癌化にもたらす機能の相違については不明である。本

研 究では、 不死化 正常ヒトアス卜ロサイト（NonnalHumanAStroc舛e；NHA、星状細胞）を

用 いて、分 子生物 学的手法によりCrkの過剰発現がヒトアストロサイトの悪性化に与える

影響を解析した。

【材料と方法】本研究には、NHA-TS (Normal Human Astrocytes immortalized by hTERT and

SV40ER，earlyregion)細胞を使用した。この細胞にCrklおよびCrkII発現用レトロウイルス

(pCX4-puroFlag-CrkIおよびpCX4-puroFlag-CrkII)を感染させ、CrkI過剰発現株NHA-TS-C1

およ ぴ Crkll過 剰発 現 株 NHA-TS-C2、 お よ びそ の 陰 性コ ン ト ロ ール 細 胞を作 製した。

O細 胞 増 殖能 ：   1X l05個の 細胞を 10％ウシ胎 児血清 含有DMEMに懸 濁し、 直径60 mmの

  細胞培養皿またはタイプI・丶コラーゲン塗布培養皿上に播種し、37℃、5％C02環境下にて

  培養した。翌日より連続4日間、血球計算盤(Fisher Scientic，USA)を用いて細胞数を計

  測した。

◎細胞 運動能（ 創傷治癒 試験）：タイプIコラーゲンを塗布した35 mm培養皿に、l.Ox105

  個のCrklおよびCrklI過剰発現細胞を播種した。24時間後、100％コンフルエントになっ

  た各種 細胞株表 面にイエローチップを用いてー直線を引き、PBSで洗浄後、新しい培養

  液に交 換した。 37℃、5％C02環境下で培養し、0、5、7時間後の細胞の移動度を測定し

  た。細胞の移動距離の測定は、3回の実験において培養皿上の4視野をランダムに選び、

  傷害面間隙を測定し、それらの平均値と標準偏差を算出した。

◎足場非依存性増殖能（コロニーフォメーションアッセイ）：直径60 mmの培養皿に0.7％

  bacto agar含有培地（5ml)を添加し、固化させた。その後、0.36％noble agar（3ml)に2xl04

  個の細胞を懸濁し、作製したbacto agar上に分注した。冷却後培地が固まったことを確認

  後 、 37℃ 、 5％ C02条 件 下 で 3～ 4週 間 培 養 し， ゲ ル 内の コ ロ ニー 数 を 計測 し た 。

＠Rac-l及びRasのプル ダウンア ッセイ： Rac-l及 びRasの活性化は、プルダウンアッセイ

  にて解 析した。 CrkIおよびCrkll過剰発現細胞は、100 mmコラーゲン塗布培養皿上で約

  80％の細胞密度で培養後、lysis bufferで可溶化し、14，000g、40C、1分間遠心後、上
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清を細 胞抽出液 とした。 活性化 Rac-lの測 定には、2mgのタンパク質にGST-Pakl 10 Vg

及びGlutathione Sepharose 4Bを20 ptL添加した。一方、活性化Rasの測定には、1mgの

タンパク質にRaf-l RBD agalose (Millipore)を10pLL添加した。 4゚ Cで1時間回転後、遠心

し、沈降したビーズをlysis bufferで3回洗浄し、2xLaemli Bufferを20 yL加え、95°Cで

5分間処理後に遠心沈殿し、それぞれの上清を20 pL泳動した。

【結果】Crkl過剰発現ヒトアストロサイトにおけるチロシンリン酸化状態を検討したとこ

ろ、CrkI過 剰発現株 である NHA-TS-C1細 胞におい ては，p130Cas及びpaxillinと思われる

130 kDaと70 kDa付近のタンパク質のチロシンリン酸化が検出された。一方、Crkll過剰発

現株で あるNHA-TS-C2細胞に おいては 、Crkllと推測される37 kDa付近のタンパク質のり

ン酸化が有意に亢進していた。

  NHA-TS-C1細 胞にお いてCrkはp130CaSと直接結合し、親株と比べて結合量も増加した。

細胞増殖能はM仏ーTS‐Cl細胞が優位に亢進したが、細胞運動能はCrkJI過剰発現株である

NHA‐TS‐C2細胞が有意に亢進した。これらの結果より、NHA・TS．C1細胞は増殖シグナルを、

NHA‐TS‐C2細胞は運動能を亢進していることが示唆されたため、次にCrkの下流因子であ

るRac・1およびRaSの活性化を解析した。NHA－TS‐Cl細胞においてはRasが、NHA．TS．C2

細胞においてはRac‐1がそれぞれ活性化していた。この結果から、CrkIはRasの活性化を通

じて増殖シグナルを、CrkIIはRacの活性化を通じて運動性を活性化していることが示唆さ

れた。さらに、正常ヒトアストロサイトにおいて、Crk亅は足場非依存性増殖能を促進する

が、一方CrkIIはこれを抑制することが明らかとなった。

【考察 】CrkI過剰発 現ヒト アストロサイトにおいて、Crklはりン酸化p130Casと直接結合

していることが明らかとなった。チロシンのりン酸化が検出された70 kDaのタンパクに関

しては、分子量の増大が認められなかったため、リン酸化パキシリンである可能性と、Crk

との結合量が非常に少ないことから、別のりン酸化タンパク質(2ap70等）である可能性が示

唆された。

  CrkIの過剰発現は、通常ヒトアストロサイトにおいて足場非依存性増殖能を促進するが、

CrklIは逆にこれを抑制することが明らかとなった。従来CrklおよびCrklIは、過剰発現に

より双方が細胞の悪性度を亢進すると考えられていたが、正常ヒトアストロサイトにおい

ては、CrklIの過剰発現は悪性度を亢進させなかった。これらの結果から、CrklIが細胞の悪

性度亢進に寄与する為には、細胞に何らかの遺伝子変異（増殖シグナルの活性化等）が必要で

ある可能性が示唆された。本研究における一連の実験から、過剰発現されたCrklおよびCrkII

は、明確に異なる機能を有していることが示された。

【結論】正常ヒトアストロサイトにおいて、CrkIの過剰発現は足場依存性および非依存性

増殖能の両方を促進し、Crkllの過剰発現は細胞運動能を亢進するが、足場非依存性増殖能

は抑制することが明らかとなった。以上から、CrklおよびCrkllは、正常ヒトアストロサイ

ト に お い て 明 確 に 異 な る 機 能 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
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不死化ヒトアストロサイトの腫瘍化における

    ア ダ プ タ ー 分 子 CRKの 機 能 解 析

アダプター分子CRKは、スプライシングバリアントとしてCRKI (SH2-SH3)およぴCRKII

(SH2-SH3-SH3)が存在し、脳腫瘍においては双方が過剰発現していることが報告されているが、そ

れぞれが細胞の癌化にもたらす機能の相違については不明である。本研究では、不死化正常ヒトアス

トロサイト(Normal Human Astrocyte; NHA、星状細胞）を用いて、分子生物学的手法によりCRK

の過剰発現がヒトアストロサイトの悪性化に与える影響を解析した。

CRKI過剰発現ヒトアストロサイトにおけるチロシンリン酸化状態を検討したところ、CRIq過剰

発現株であるNHA-TS-C1細胞においては，p130Cas及びpaxillinと思われるタンパク質のチロシ

ンリン酸化が検出された。一方、CRKII過剰発現株であるNHA-TS-C2細胞においては、CRKl[Iと

推測されるタンパク質のりン酸化が有意に亢進していた。NHA-TS-C1細胞においてCRKは

p130Casと直接結合し、親株と比べて結合量も増加した。細胞増殖能はNHA-TS-C1細胞が優位に

亢進したが、細胞運動能はCRKII過剰発現株であるNHA-TS-C2細胞が有意に亢進した。次にCRK

の下流因子であるRac-lおよびRasの活性化を解析した所、NHA-TS-C1細胞においてはRasが、

NHA-TS-C2細胞においてはRac-lがそれぞれ活性化していた。この結果から、CRKIはRasの活

性化を通じて増殖シグナルを、CRKIIはRacの活性化を通じて運動性を活性化していることが示唆

された。さらに、正常ヒ卜アストロサイトにおいて、CRKIは足場非依存性増殖能を促進するが、一

方CRKIIはこれを抑制することが明らかとなった。CRKIの過剰発現は、正常ヒトアストロサイト

において足場非依存性増殖能を促進するが、CRKIIは逆にこれを抑制することが明らかとなった。

従来CRKIおよびCRKIIは、過剰発現により双方が細胞の悪性度を亢進すると考えられていたが、

正常ヒトアス卜ロサイトにおいては、CRKIIの過剰発現は悪性度を亢進させなかった。本研究にお

けるー連の実験から、過剰発現されたCRKIおよびCRKIIは、明確に異なる機能を有していること

が示された。また、この細胞を本研究室独自のスクリーニングシステムに応用しCRKI特異的阻害

剤を探索した所、Jak3 inhibitor VIを同定し、CRKIに対し特異的阻害効果を持つこと明らかにし

た。

  口頭発表の後、副査の濱田淳一准教授からグリオーマではCRKの発現量上昇の機序について質問
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確な結論を得ておらず、不明である

について質問があり、現在本研究に

おいてCRKIIのみ認識する抗体とCRKIおよびCRKIIの両方を認識する2種類の抗体があり、そ

の差を見れば発現の比較をすることは可能であることを回答した。次にコラーゲン以外にも使用した

基質について質問があり、コラーゲン以外にもノーマル、ポリ-L-リジン、フィブロネクチン、ラミ

ニンコートのディッシュを用いたが、この中で一番細胞が親和性を持ったのがコラーゲンであったこ

と、グリオーマはコラーゲン豊富な血管周囲に巻き付いて伸張する組織像が見られること、一部の実

験（ウンドヒーリングアッセイ）はコラーゲンでなければ難しい点を回答した。次に副査の佐邊壽孝教

授から、本研究に 用いられた不死化細胞におけるSV40ERの役割について、p53やRb等の遺伝子

と相互作用しIDH1やSrc等との関連していることから、実験系や結果の解釈に慎重であるべきと

の指摘があった。また学位論文本文中、参考文献について誤認に基づく記載の指摘があり、修正が求

められた。主査の松野吉宏教授からは、学位論文において、スクリーニングに用いていないCRKII

ルシフェラーゼ発現株の記載があったこと、”正常”アストロサイトと”不死化”アストロサイトの双方

の記載の統一性における指摘を受けた為、記述の修正が求められた。次に、本文中においてCRKI

のみ阻害剤を探索した理由について尋ねられたが、本研究においてCRKIIは運動能を亢進しており、

CRKIと比較してコロニー形成能も低かったことから、CRKII特異的阻害剤探索は行っておらず、

今後の課題であると回答とした。次にCRK阻害剤の毒性について質問があったが、本スクリーニン

グで用いた阻害剤は全て5yMであり、今後は各阻害剤のICso値により近い値で検討する必要がある

旨返答とした。最後に副査の田中教授からは本質疑応答における検討すべき課題及び不死化アストロ

サイト樹立におけ るSV40ERの機能やCRKの過剰発現の原因等における、説明不足の指摘と、同

定したJak3 inhibitor VIが阻害するシグナル伝達経路とCRKとの関連の質問を受けた。これに関

して発表者は推測したシグナル伝達経路についてスライドを使用し回答した。なお、口頭発表当日指

摘された、上記の学位論文本文中の修正点については、すでに適切に修正されたことを確認した。

この論文は、CRKが正常細胞に及ばす発がん機構を解明する上で重要な知見を提示しており、腫瘍

生物学のさらなる発展に寄与するものと期待される。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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