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論 文 内 容 の 要 旨

細胞内シグナル伝達経路は,環境の変化などに対 して細胞が反応するまでの過程を媒介するシステムである｡現在までに

数多くの細胞内シグナル伝達経路の存在が明らかにされており,それらの中にはクロス トークすることによって互いに機能

を調節している例も知られている｡ 本研究では,発生過程や発がんなどの生命現象に関与することが知られている二つの細

胞内シグナル伝達経路,すなわちWnt/p-catenin経路とNF-〝B経路の両者の間においてシグナルのクロス トークが存在

することを新たに明らかにして,その分子機構の解析をおこなった｡

HepG2細胞株はβ-catenin遺伝子に変異を有 しており,β-catenin/Tcf依存的なレポーター遺伝子の恒常的に高い発現

を示した｡ また,HEK293やSaos2などの細胞株にβ-cateninを強制発現させると,β-catenin/Tcf依存的なレポーター遺

伝子の発現が克進した｡しかしながら,これらの細胞をTNFαで処理すると,このようなレポーターの発現が強く抑制さ

れることが観察された｡TNFaはNF-7CBシグナルを活性化することが知られており,また,TNFαによるp-catenin/Tcf

依存的なレポーター遺伝子の発現抑制は,Ⅰ〟Bαを同時に発現させることによって解除されることから,TNFαによる抑制

にはNF-〟Bシグナルが重要な役割を果たしていると考えられた｡そこで,NF-〟B経路の種々の構成分子を強制発現させ

て同様の実験をおこなったところ,全てTNFαと同様に抑制的に作用することがわかった｡中でもRelA (p65)が最も強

い抑制効果を示した｡

Wnt/p-catenin経路の下流標的遺伝子の一つとしてsiamoiSが報告されている｡RelAはこのsiamoisのプロモーター領

域からのβ-catenin/Tcf依存的な転写に対 しても抑制的に作用 したことから,RelAは細胞内のPICatenin/Tcf経路の下流

遺伝子に対しても抑制的に作用することが示唆された｡

これらの結果からNFIXB経路がWnt/p-catenin経路に対 して抑制的にクロス トークすることが明らかとなったが,

Wnt/p-catenin経路からNF-〟B経路-の逆方向のクロス トークは観察されなかった｡このクロス トークはRelAがp-

cateninの持つ転写活性化能を強く抑制することにより生じていると考えられた｡

この現象の詳細な分子機構を解明するために,本研究ではさらに以下のような実験をおこなった｡Wnt/p-catenin経路

においてβ-cateninが転写活性化因子として機能を発揮するためには,核内に移行してTcf/LEFfamilyタンパク質と共に

標的DNAに結合することが必要である｡そこで,RelAがこれらのどの段階で作用 しているのかを明らかにするためにゲ

ルシフトアッセイをおこなった｡その結果,RelAはp-cateninの核移行やβ-catenin/Tcf/DNA複合体の形成能に変化を

与えないことがわかった｡従って,RelAによる抑制作用は針 catenin/Tcf複合体が標的DNAに結合 した後の段階で生じ

ている可能性が考えられた｡

RelAはNF-〝Bを構成する分子の一つで,その構造内に転写活性化嶺域を持っており,NF-xBはDNA上の〟Bエレメ

ントに結合して下流遺伝子の転写の活性化を誘導する｡ そこで,β-catenin/Tcf依存的な転写の抑制に働 くRelA分子内の

責任領域を明らかにするために,いくつかのRelAの変異体を作製して,それらのp-catenin/Tcf依存的なレポーターへの
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影響を調べた｡その結果,少なくともRelAの転写活性化領域はこの抑制には必要無いことがわかった｡つまりWnt/p-

catenin経路の抑制はNF-〝Bの活性化によって発現誘導される下流遺伝子による間接的な効果によって引き起こされるも

のではないことを意味すると考えられた｡

以上の結果から,NF-〝BによるWnt/p-catenin経路の抑制にはRelAが重要な役割を果たしているが,その転写活性化

能は必要ではなく,転写活性化領域を除く他の領域が機能を発揮することが明らかになった｡

本研究で示されたように,TNFαやRelAは培養細胞においてWnt/p-catenin経路を強力に抑制することから,生体内

においてもwnt/p-catenin経路の機能 (発生段階での体軸形成,細胞の増殖を促進する機能など)を調節する役割を担っ

ている可能性が推測された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

Wnt/p-cateninシグナル伝達経路は大腸がんや肝がんなどにおいて高頻度に異常が生じていることが報告されており,

このシグナルが恒常的に活性化する結果,細胞の悪性化が誘導されると考えられている｡ 本研究の目的は,このシグナル伝

達経路に影響を与える因子を探索することである｡

このシグナル伝達経路が活性化 しているモデル系として,β-catenin遺伝子変異細胞や,β-catenin遺伝子を強制発現さ

せた培養細胞を用いた｡ この細胞にNF-〟Bシグナル伝達経路を促進する処理をほどこすとp-catenin/Tcf依存的な転写を

抑制することを見出した｡さらに,その作用点を解析 した結果,NFlJtBシグナルの下流に位置するRelA (p65)がβ-cate-

nin/Tcf複合体に対 して機能的抑制をおよぼしていることがわかった｡RelAはNF-〃Bの主要な構成成分であり,転写活

性化因子として機能している｡ したがって,この抑制はNF-〝Bにより転写が誘導される遺伝子群により生じている可能性

が疑われたが,転写活性化能を失ったRelA変異体を用いた実験から,その可能性は否定された｡また,RelAはWnt/p-

cateninシグナルが恒常的に活性化した細胞の増殖を抑制した｡

これらの結果から,NF-〟B(RelA)はWnt/p-cateninシグナル伝達経路に対 して抑制的にクロス トークし,このシグナ

ルに依存 した細胞の増殖に影響を与える可能性が考えられた｡

以上の研究から得られた知見はWnt/p-cateninシグナル伝達経路の理解に貢献するだけでなく,このシグナルに依存 し

たがん細胞の増殖制御に結びつくものと考えられる｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成14年2月25日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｡
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