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読 文 内 容 の 要 旨

【研究の背景と目的】

粥状動脈硬化の初期過程において重要な役割を果たしている単球の遊走 ･接着は,ケモカインの一種であるMCP-1

(monocytechemoattractantprotein-1)によって制御されていると考えられている｡ しかし,単球におけるMCP-1受容

体を介した情報伝達機構はほとんど解明されていない｡

本研究ではFAK (fokcaladhesionkinase)類似のチロシンキナーゼ蛋白で,血球系細胞に豊富に発現の見られるPyk2

(proline-richtyrosinekinase2)に着目し,MCPll受容体を介した情報伝達経路におけるPyk2の畢たす役割を検討したO

【方法】

ヒト単球由来THP-1細胞をMCP-1で刺激し,免疫沈降 ･western blotting法により,Pyk2のチロシンリン酸化およ

びPyk2と結合するチロシンリン酸化蛋白の同定 ･解析を行った｡またCOS-7細胞にCCR2(MCP-1受容体)および

Pyk2(wildtypeまたはkinasenegativemutant(KNM))遺伝子を導入し,Pyk2を介する情報伝達経路の解析を行った｡

【結果コ

THP-1細胞をMCP-1で刺激するとPyk2は30秒から2分をピークにリン酸化される. また,Pyk2と結合するチロシ

ンリン酸化黄白としてpaxillin,S∫cfamilyの一つであるLym,She,Grb2を同定した｡paxillin,Lyn,ShcはMCP-1刺激に

よりリン酸化されるが,LynのみがPyk2との結合がMCP-1依存性に増強し,paxillin,She,Grb2はMCP-1刺激によっ

てもPyk2との結合は不変であった｡CCR2及びPyk2のwildtypeの遺伝子を導入したCOS-7細胞においても,MCP-1

刺激によりPyk2とLynの結合の増強を認めたが,Pyk2のKNM遺伝子を導入した場合は,MCP-1刺激によってもその

結合の変化は認めなかった｡

次にCOS-7細胞にCCR2,Pyk2およびMAPキナーゼ (ERKまたはp38)遺伝子を導入した｡p38は,Pyk2のwild

typeを導入した場合MCP-1刺激によりリン酸化されるが,KNM を導入した場合はMCP-1刺激によってもリン酸化さ

れなかった.一方,ERKはPyk2のwildtype,KNMいずれを導入しても,MCP-1刺激によりリン酸化された.この結

果は,Shcや Grb2がMCP-1刺激によってもPyk2との結合が不変で奉った結果と合致する. また,Pyk2のリン酸化部

位のうちGrb2の結合部位である,881番目のチロシン残基がMCP-1潮激によってもり､ン酸化されなかったこともこれら

の結果を支持する｡

【結論】

THP-1細胞において,Pyk2はpaxillin,Lyn,She,Grb2と複合体を形成するが,MCP-1受容体からの情報伝達におい

Pyk2のリン酸化に依存していないと考えられ,Pyk2はこれらの情報伝達分子とコンプレックスを作りながら,MCP-1依

存性,非依存性のシグナルを下流へ振り分けているように見えるo MCP-1による重要な生物学的反応として細胞遊走能の
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克進や細胞接着性の克進があるが,Pyk2はMCP-1による単球の遊走や接着において重要な役割を果たしている可能性が

考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

粥状動脈硬化の初期過程で重要な役割を担う単球の遊走 ･接着は,ケモカインの一種であるMCP-1が制御していると

考えられる｡ 本研究では血球細胞に豊富に発現しているチロシンキナーゼPyk2が,MCP-1受容体を介した情報伝達経路

において果たす役割を免疫沈降 ･westernblotting法に串り検討したOヒト単球由来THP-1細胞をMCP-1セ刺激すると

Pyk軍はリン酸化されたOまたPyk2はpaxillin,Lyh,She,Grb2と結合したが,-LynのみがPyk2との結合がMCP-1によ

り増強し,その他の結合は不変であった｡＼次にCOS-7細胞にMCP-1受容体,pyk2(wildtypeまたはkinasenegative

mutant(PKM)),MAPキナーゼ (ERR.またはp38)遺伝子を導入した｡MCP-1によるp38のリン酸化は,PKM を導

入すると阻害されたが,ERKのリン酸化はPKMを導入しても影響されなかった｡THP-1細胞においてPyk2は様々な情

機能の発現を担うと考えられる｡

以上の研究は,MCP-1受容体を介した情報伝達機構においてPyk2が重要な役割を果たしているという事実を解明し,

認める｡なお,本学位授与申請者は,平成13年2月26日実施の論文内容とそれに関した諮問を受け,合格と認められた者で

ある｡
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