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INH-BITION　 OF　 THE　 MKP-1　 EXPRESSION　 POTENTIATES　 JNK　 RELATED

　　　　　　　　　　　　APOPTOSIS-N　 RENAL　 CANCER　 CELLS.

　　　　　　　　(腎癌細胞株 におけるMKP-1阻 害によるJNK関 連アポ トーシスの誘導)

内容の要旨

水　野

　 暫細胞癌は化学療法、放射線療法に抵抗性であり、その治療は外科

的切除が中心である。多発転移を有する症例や、術後再発例などいわ

ゆる進行性腎細胞婚に対 しては、インターフェロンやインター ロイキ

ン2を 用いた免疫療法が行われているが、効果が見 られ るのは

10-zo%程 度 であり、新たな治療法の確立が盟まれている。本研究に

おいては、MAPKs経 路によるアポ トーシス勝導が新たな治療法とな

る可能性に着目し、腎細胞癌におけるJNK経 路によるアポ トーシス誘

導とその経路におけるMKP一 重の役割にっいて検討した。

材料 ・方法;4種 類の腎癌細胞株{acttta,　 Ca緬一1,769P,　KU20・Ol)

を使用 した。nmc関 連 アポ トーシスの誘導のため、　JNK活 性剤である

アニソマイシンを使用 した。nurwを 特異的に不活性化するとされ

ているMKP・1がjNKの9ン 酸化を阻害 しているのではないかと仮定

しMKP-1の 阻宙薬であるRo-318220を 使 用した。殺細胞効果の測定は

アラマーブルー法にて行った。アポ トーシス瞬導の破認にはフローサ

イ トメトリーによるTUNEL法 、ヘキス ト33258を用いた細胞形態の観

察、アガロースゲル電気泳動によるDNA断 片化の検出を行った。細胞

内シグナルの変化の検出にはウエスタンブロッ ト法を用いた。

結果1ア 昌ソマイシン投与によって、いずれの細胞徐においてもnac

の一時的な活性化が見られたが、アポ トーシス騰導は観察されなかっ

た.Ro・318220投 与によってCaki-1,1くU20・OIにおいてMKP-1の 発現低

下を認めた。アニソマイシンとRo-318220の 同時投与によってCaki・1,

KU20・ofに お いてMKP一1の 発現低下と,wcの 持続的な活性化が観察さ

れた。両細胞株においてアポ トーシス瞬導が観察されbcl-2お よびbc1

・xLの発 現低下が認められた。このアポ トーシス騰導に」NK経 路が関

与 していることを碗認するためJNKの 阻 宵剤であるJNK　inhibitor　l

を投与 したところ、アニソマイシンとRa3且8220の 同時投与による

Caki・L　KU20.O]に お ける殺細胞効果は有意に抑制された。

考察・結瞳:本 研究では、MKP。1が 腎癌細胞においてERKよ りむしろ

JNKを 優位に阻害 していることが示された。また、腎癌細胞における

JNK関 連 アポ トーシスの誘導にはmKの 持続的な活性化が必要であ

り、MKP-1はJNKの リン酸化を阻害することでアポ トーシスを阻害 し

ていると推察された。,rnc関 連 アポ トーシスの誘導にはbc1・2ファミ

リーの関与が疑われた。本研究によn,JNK経 路 によるアポ トーシス

膀導が,新 たな腎癌治療となりうる可能性が示唆 された。

隆　一

鹸文審査の要旨

　 術後再発例を含むいわゆる進行性賢細胞癒に対 しては、インター

フzOン やインター ロイキン2を 用いた免疫療法が行われているが、

その奏効串はIS%程 度 であり、新たな治療法の砲立が蟹まれている。

本研究においては、MAPキ ナーゼ経路によるアポ トーシス誘導が新

たな治療法となる可能性に着 目し、腎細胞癌における」NK経 賂による

アポ トーシス勝導とその経路におけるMAPキ ナ ーゼホスファターゼー

1{MKP・1)の 役割について検酎 した。その結果、　MKP-1が 腎癌細胞に

おいてERKよ りむしろJNKを 優位に阻害していることが示 された.ま

た、腎癌細胞におけるmK関 連アポ トーシスの騰導にはJNKの 持観的

な活性化が必要であり、nxr・1は 」NKの リン酸化を阻害することでア

ポ トーシスを阻害していると椎察された。腎細胞癌におけるJNK関 連

アポ トーシスの誘導にはxi-rフ ァ ミリーの関与が屡われた。本研究に

より　 1NK経 路 によるアポ トーシス誘導が、新たな層細胞癌の治療と

なりうる可能性が示唆 された。

　 審査では、まず本実験で用いた」NK活 性剤アニソマイシンおよび

MKP・1阻 沓薬R〔"318220の 作用機序について賞問があn,前 者は細胞

にス トレスを与えることで1NK;カ スケー ドを活性化 し、後者はMKP・ 且

の分解を促すのではなく転写を抑制することでその生成を阻害する

との脱明がなされた。次いで腎癌細胞株においてMKP・1の 発現 とERK

の リン酸化が充進 している原因につき質問された。 これ に対 し、

MAPKカ ス ケー ドにおいてERKの 上流にあるR8飢 等のキナーゼが寛

進 している二とによりてERKの リン酸化が冗進 して337,同 時に

MKP-1の 発 現が促されている可能性が高い旨説明がな された。細胞棟

による殺細胞効果の差については、MKP一1の 発現の高い細胞株ほど

JNKの リン酸化と殺細胞効果が強く、MKP-1は アポ トーシスを阻害す

ることで町疫細胞の生存に寄与 しているとの考えが述べ られた。他の

MKPフ ァ ミリーの発癌への閲与についてはMKP-2、 　MKP・3の 発現は

ほとんど見られなかったことが説明された。臨床例におけるmncr-iの

発現に関 しては.手 術摘出標本40例 を検肘したところ$h75%の 症例で

健常部に比して腫廣郎でのMKP・1の 発現が冗進してお り、進行癌より

限局癌で発現が充進 している傾向があると説明がなされ、免疫染色や

定猷PCRに よる解価が今後の検討躁題 とされた。さらには今後の臨床

応用について質問がなされ、炎症性サイ トカインやRNA　 interferenceな

どの併用によるさらなる検尉を続けるべきであるとい う助言がなさ

れた。

　以上、本研究は今後検討され るべき躁題を残 してはいるものの、

JNK経 路 によるアポ トーシス誘導が新たな治療法となりうる可能性

が示唆された点で、今後の腎細胞癌の治療の発展に寄与 し得る有意義

な研究であると評価された。
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