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Cross-talk　 between　 ERK　 MAP　 kinase　 and　 Smad　 signaling　 pathways　 enhances

　　　　　　　　 TGF一(3-dependent　 responses　 in　human　 mesangial　 cells.

(メ サ ン ギ ウム細胞 の 、TGF一 β刺激反 応 にお け る、　ERK　 MAPkinase及 びSmadシ グナル の交 互作 用)

内容の要旨

林　田

　腎糸球体硬化症の病態 には、細胞外基質 似 下ECM)の メサ ンギウ

ム領 城への沈着 と尿細管領峨 の狭小化 を特徴 とす る。その病態 には

tr飢sfbmingg【oMh飴 伽rβ(以 下TGF一・P)等様々なサ イrカ イ ンの関与

が指 簡 され ているが詳細 は不明であ る。私 どもは腎糸球体硬化 の発症

にお いてTGF・βがいかにECMの 産生を促す のか、細 胞内 シグナル伝逮

機構の調 節 を検肘 して きた。本論 文では7GF・βの作 用にお けるERK

MAP　 kinaseおよびSmadシ グナルの交互作用 を検尉 した。

(対象 と方法)ヒ トメサンギウム細胞お よびマ ウス乳腺上皮細胞にお

いて、TGF・β1(1.Onglml)の 刺激後団PA加 醜rで 細胞 内蛋白を抽 出、

一部は抗Smad2/3抗 体 にて免疫 沈降 し、Smallリン酸 化、重合 をWestern

blot法にて検討 した。・o.aaz(1)collagen　 promoteま たはSmed3-Gal4/

Gel-Lux　reporterはリポ フェクシ ョン法 にて細胞導入 し24時 間TGF-p1

刺激に よる転写活性を測定 した。

(結果 と考察}ヒ トメサンギ ウム細胞 にお けるTGF・β1の刺 激におい

て、ERK　MAP　 kinaseの阻害薬 はS㎜d3転 写活性Smad2/3の セ リン リン

酸化及 びSmad4と のヘテ ロマー形成を有意に抑制 したが、マ ウス乳腺

上皮細胞で はその効果 が露 められずERK　 MAP　 kinaseの 関与は細胞特

異的 で あ る ことが示 され た。 阻害薬 の 掬制 効果 は、免疫 沈降 した

Smed2/3分 子内の総 リン酸化セ リン量にお いて有 意であうたが 、受容

体特 異的SSXSモ チーフの リン酸化には有意差 を認 めなかった。受容

体 キナー ゼの基質 セ リンを欠 くSmadiAはTGF・P1刺 激 によ り分子内

に リン酸化 セ リンが認 めらfL,ERKMAP　 kinnsel阻害薬は これを抑 制 し

た。この結果は、TGF・p1刺激 によ り活性 化 されたERK　MAP　 kinauを 介

して、R-Small分 子 内のSSXSモ チーフ以外のセ リン リン酸化が誘 導 さ

れ る ことを示唆 した。次 に7GF・β1のコラーゲ ン転写 誘導は、活性型

MAP　 ERK　kinase　kinate(calv1EK)発 現下で有意にn進 し、またSmed3

コンス トラク トの導入はコラー ゲン転写 を`n進 した。受容体基質セ リ

ンを欠 くSmed3Aの 導 入はTGF・β1の転 写騰 導活性 を完 全に抑制 した

が、caMEKに よる転写 冗進 は影 響を受 けなか っ た。一 方ERK　 MAP

kinase基質配列 を欠 くSmad3EPSMコ ンス トラク トを導入 した細胞 で

はcaMEKに よる転写冗進は抑制 されたが 、　TGF-plの 転写勝 導には有

意な変化 を認めなか った。

　 以上 の結果か ら、ERK　MMkinaceカ スケー ドとの 交互作用は 、Smad

シ グナル伝 達機 構 を調節 しヒ トメサ ンギ ウム細胞 にお けるTGF一(i.刺

激によるコラー ゲン発現に相乗的 に作用す るこ とが明 らかにされ た。

朋　子

論文審査の要旨

　腎糸球体硬 化症では、細胞外基質のメサ ンギ ウム領域への沈着や尿

細管領域 の狭小化が特 徴で あ り、この病態 の発症 には、服mslbmi㎎

growth　faaor(TGF)Pな ど種々のサイ トカイ ンの関与が想定 され てい

る。本研 究では、培養 ヒ トメサンギ ウム細胞 を用いて7GFpの 細胞外

基質の産生充進にお ける細胞内 シグナル伝逮機 構 を検atし た。

　 ヒ トメサ ンギウム細胞においてTGF{Siは 、　ERK　MAP　 kinaseを刺激 し

た。ERK　MAPkineseの 阻宙薬は、　Smadと 呼ばれる細胞内 シグナル伝逮

因子、すな わちSmad

3転 写活性 、Smad2!3の セ リン リン酸化お よびSmad4と のヘテ ローマ

形成 を有意 に抑制 し、HRK　 MAP　 kinaseカスケー ドとSmadシ グナル伝

達機構 とが密接 に関係 していることを明 らか に した。このよ うな作用

はマ ウス乳腺上皮細胞 では認 め られずERKMAPkinaseの 関 与は細胞

特異的 である とした。

　 次にTGFpiの=ラ ー ゲン転写誘導 は、活性型MAP　 ERK　kinasekinase

(caMEK)発 現下で有意 にn進 した。受容体基 質セ リンを欠 くSmad

3Aの 導入は 、㎎Fβ;の 転 写誘導活性 を完全 に抑 制 したが、　ceMEKに よ

る転写充 進は影 響を受けず、一方ERK　 MAP　 kin囲eの基質配列 を欠 く

Smad　3　EPMコ ン トラス トを導入 した細胞で十t.　caMEKに よる転 写n

進 を認 めなか ったが、TG耶1の 転写 誘導に は有 意な変化 はみ られ な

かづた。

　 以 上の研 究成績 か ら、ERK　 MAP　 kinaseカ スケー ドの 交互作 用が

$medシ グナル伝遠 を調節 し、メサ ンギ ウム細胞 にお けるTGF{i刺 激に

よるコラーゲ ン発現に相乗的に作用 している と結 論 した。

　 このよ うな研究 に関 して まず問題 とな ったの が使 用 され たメサ ン

ギウム細胞の安定性であ る。ヒ トの メサンギ ウム細胞を用いてい るこ

とか らどの程度の継 代培養 された ものが妥 当で あるかが間題 とされ

た。本研究 では何度かの検討で5-6代 目の細胞が安定 していた こと

か ら、5-6継 代の細胞 を用いてす ぺての実験 を した とされ た。また

対照 として用い た上皮 細胞 がヒ トでは な くマ ウス乳腺 上皮細 胞 を用

いたことが問題 とされ たが、このよ うな実験 で しば しば用 い られ る代

表的 な細胞 であるか らとされた。

　 次にメサ ンギウム細胞 にお けるTGFpの 刺激でERK　MAP　 kinace.カス

ケー ドとSmndシ グナル伝達機 構 とが蜜接 に関係 して コラーゲ ン発現

に作用す るこ とを明 らかに した が、この機構 の解明を臨床 に どう生 か

す かが議論 された。TGFQの 発現 さ らにその刺激に よる細胞 内シグナ

ル伝逮機樽が種 々の条件 によって影響 を受け ること も解明で きたの

で、細胞内 シグナル伝達の局所的な阻止 によn,腎 硬 化の阻止 に有効

な薬剤の開発 を進 めていきたい とされ た。

　 以上のよ うに本研究は メサンギ ウム細胞 において、TGFβ による細

胞 外基質産 生に関す る細 胞内シグナル伝達機構 を明瞭 に示 され 、腎硬

化の領域 に大 きく貢 献す る鵠文 と評価 され た。
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