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論文内容の要旨

現在の治療では充分な効巣を得られない重症心血管系疾患の治療において効巣的な再佐治療む開発が強く望まれている白

血管および心臓む再生作用を持つ因子を探索するため、マウス胎生鎮の心外様細胞を培養する系を擁立し、培養心外際細胞

の発現遺伝子の解析を行った。本研究においては解析された遺伝子のなかからヘパリン結合性細胞外マトリックスタンパタ

である CCNlに着目した。

CCNlは血管新生や細胞の生存にかかわる分泌タンパクである。CCNlのマウス心臓における発現を盟副知hybridizat油E

で確認すると、胎Jt.中期には心外l葉、および心筋に発言が見られるが、粉症1後期には発裁は弁膜にのみ限局きれ心筋には発

現が認められない。心筋梗塞ラットにおいては心筋梗塞近傍郊において CCNlの発現が認められることがこれまでに報告さ

れていた。ラット培養心筋線胞に過酸化水素刺激を行うと CCNlの臨RNA発現が上昇すること告確認した。 CCNlの心筋

細胞に対する作用i主党Ibれていなかったため、本研究において CCNlの心筋細胞に対する効累について検討した。パキ品ロ

ウィルスによち昆虫細胞S忠告の培養上清中に CCNlタンパヲを分泌させ、コンビナント CCNlタンパタを精製したロこの

ザコンピナント CCNlを間相化させたプレートによる心筋細胞の顕相化結合実験において CCNlは心筋総胞と用量依存性

に結合し、レンチウィルスによ坦心筋細胞のβ1インテグリンをノックダウンすることによ哲この結合は抑えられた。これ

らの結果によ哲 CCNlは心筋細胞とslインチグリンを介して総合することが示唆された。次1:レンチウィルスによるRNAi

をもちいて培養心筋細胞において内凶性CCNlをノックダウンしたところ酸化ストレスに対して生存する細胞は誠少したロ

逆にレンチウィルスにより CCNlを培養心筋細胞において過剰発現させることで、過酸化水素による酸イヒストレスに対して

生存する細胞が増えた。またワコンピナント CCNl'Iを培養心筋総胞に2μgl臨lの濃度で投与することにより、問機の細胞死

抑制作用が認められた。 TUNEL染色においても TUNEL弱性細胞は有意に減少Lアポトーシスを抑制していることが確か

められた。これらの給果によち CCNlは培養心筋締胞の酸化ストレスによる締胞死告抑制することが示唆寄れた。次iこウエ

スタンプロット法によ哲リコンビナント CCNlo投与により心筋細胞ではA齢、 FAKおよびE豆Kl/2oワン酸化が誘導さ

れることを確認した。 β1インテグリンをノックダウンすることにより AKT，ER瓦の CCNlによるリン酸化は抑えられた。

また内弱性CCNlをレンチウィルスによる RNAiをもちいてノックダウンすることによ哲 AKTのザン酸化は抑えられた。

PIふ誕国曲の阻害撲である Wort盟組必且およびER瓦の阻害書きである PD9畠自59の前処霞をおとない CCNl投与をおこな

うと、過酸化水素による細胞死の抑制効果はPD宮阜05習により部分的に抑えられ、 Wort盟関盟国により完全1:抑えられた。

これらの結巣より CCNlの心筋細胞における細胞保護効巣i主主I<:AKTを介していることが示された。

本研究により培養心筋締胞においてCCNlは酸化ストレスによりその発現が誘導され、主にインチグリ yβl-Akt経路を介

して心筋細胞保護効果をもっζとが示唆された。 ζのCCNlは血管新生作用を持つζ とが知られており、本研究により明ら

かにされた心筋細胞保護効果と合わせて心疾患に対する治療に有用である可能性があるa
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論文審 の結擦の要旨

へパリン結合性細胞外7 トワックス蛋白である CCN11立ヒトおよびマウス、ラットにおいて心筋梗湾近傍郊において発現

が認められることが報告されているが、心筋細胞に対していかなる効果をもつのかは知られていなかった@本研究では、ラ

ット培義心筋細胞に過酸化水素税激安行うと CCN1の酷RNA発現が上昇すること安明らかにし、ワコンピナント CCN1を

用いた顕梱化結合試験により CCNlが心筋細胞と護接結合することを示した。培養心筋細胞に対するリコンピナント CCNl

C添加又はレンチウィルスによる CCN1の過剰発現によって、酸化ストレスによる心筋鍛胞死及びアポトーシスが抑制さf

れ、逆に CCN1のRNA干渉によるノックダウンにより総胞死が増加した。これらの作用は、心筋総胞でのインテグザンβ

1のノックダウンにより消失した。また CCNlの投与により心筋細胞においてFAK、ERK、AKTのリン酸化が促進され、

PIふ恒瑚舶の阻害薬である Wort皿a臨血の前処鐙によって CCN1の過酸化水素による細胞死抑制効巣は抑えられた。これ

らの結巣より培養心筋細胞において CCN1は酸化ストレスによりその発事誌が誘導され、主としてインチグリンβ1、AKTを

介して細胞保護効果をもつことが示されたロ

以との研究は心臓の病的状態における CCNlの機能の解明に貢献するとともに、心疾患に対する治療への応用も期待され

るものである。

したがって、本論文は博士(医学〕の学位論文として何億あるものと認める。

なお、本学佼授与申請者は、平成 19年 10月5臼実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたもので

ある。




