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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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