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【目的】

survivinは アポトーシス抑制因子の一つである。

survivin は悪性腫 瘍で発現する。 survivin は

有糸分裂時の細胞周期を調節し、アポトーシ

スを抑制する。 survivin の 発 現 は 治 療 抵 抗 性

と予後の悪化に関連する。造血細胞で Ras 経

路が活性化し survivin が発現する。サイトカ

イン依存性マウス B リ ン パ 球 前 駆 細 胞 に Ras

遣伝子を導入し、 survivinの発現機構を解析し

た。

【方法】

① B af-3 細胞に Ras 遺伝子の変異体である

Ras(Gl2V)及び Ras(Gl2V/V45E)遣伝子を導入

した。 Baf-3細胞は インターロイキン 3 (IL-3) 

依存性マウス B リンパ球前駆細胞である。②

Ras(G12V)発現細胞で mitogen-activatedprotein 

kinase (MAPK) 経路と phosphatidylinositol-3

kinase (PI3-K) 経 路 を 解 析 し た 。 ③

Ras(Gl2V/V45E)発現細胞で PI3-K 経路を解析

した。④ Ras 発現 細胞に MAPK、 PI3-K 及び
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mammalian target of rapamycin (rnTOR)経路の

阻害剤を加え survivin の発現を解析した。⑤

survivinの発現を imuunoblotで検討した。⑥ Ras

発現細胞をエルトリエーション法にて各細胞

周 期 (G1、 G2/M、 S 期）に分離した。⑦分離

した各 細 胞 周 期 の細胞の survivin の発現を検

討 した。⑧ survivinプ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む ル

シフェラーゼ発現 プ ラ ス ミ ド の 欠 失 変 異 体 を

作成した。これらのプラスミドを Ras 発現細

胞に 導入しルシフェラーゼアッセイを行った。

【結果】

① Ras発現細胞で survivinの持続的な発現を認

めた。② MAPK と PI3-K 経路による survivin

の発現は各々独立している。 MAPK と PI3-K

は独立に survivin の発現を誘導した。③ PI3-K

経路の下流では mTOR 経路が survivin の発現

を誘導 した 。④ survivinの発現に Akt経路は関

与していなかった。⑤ Baf-3親株細胞では G2/M

期 に優位に survivin の発現が認められた。⑥

Ras 遺 伝 子 を 導 入しても G2/M 期優位の
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survivin発現は変化しなかった。⑦プロモータ

ー解析では転写開始点より 124 塩基から 190

塩基の間に存在するエンハンサー領域が Ras

遺伝子による survivin の発現増強に関与して

いた。

【考察】

Bim は BH3ーアポトーシス誘導因子である。

B af-3細胞では MAPK及び PI3-K/mTOR経路は

Bim の発現を抑制し、 Akt経路は関与しない。

Ras による survivin の発現冗進は MAPK 及び

PI3-K/mTOR 経路を介したもので、 Akt 経路は

関与し ておらず、 Bim の発現抑制と survivin

の発 現促進が同じ経路を介している。 Ras発現

細胞でも G2/M 期優位 survivin の発現は維持

されていた。 Ras 経路は -190 から— 124 塩基の

間に存在する CDE エレメントの転写を特異的

に冗進するため細胞周期依存性は維持される。

【結語】

Ras経路の活性化による survivinの発現増強の

機序を解明した。
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上記論文に関して、研究に至る背景、研究内容、研究成果の意義、学術的水準に

ついて検討し、以下のような審査結果を得た。

1. 研究の背景

survivinはアポトーシス抑制因子の一員であり、悪性腫瘍において発現するた

め広く研究が行われている。 survivinは有糸分裂時の細胞周期の調節、アポトー

シスの抑制などの機能を持っている。臨床研究では survivinの発現は治療抵抗性

と予後の悪化に関連していることが明らかになっている。最近、造血細胞におい

て Ras経路の活性化による survivinの発現の増強が報告された。本研究は Ras下

流の経路による survivinの発現機序を検討している。さらに survivinのプロモー

ター領域の解析、各細胞周期の発現も検討しており、 Rasによる survivinの発現

メカニズムを詳細に解析している。

2. 研究内容

サイトカイン依存性マウス Bリンパ球前駆細胞である Baf-3細胞に Ras遺伝子

変異体を導入した。 Ras(Gl2V)により mitogen-activatedprotein kinase (MAPK)経

路と phosphatidylinositol-3kinase (PI3-K)経路の両者を活性化、 Ras(G12V/E45E)によ

りPI3-K経路を活性化した。その際の survivinの発現を比較検討し、以下の新た

な知見を得た。



(1) Ras経路の下流では MAPK経路と PI3-K経路の両者が独立して survivin

の発現を誘導する。

(2) PI3-K経路下流では mammaliantarget of rapamycin (mTOR)経路が survivin

の発現に関与していた。

(3)エルトリエーション法にて各細胞周期ごとに分離した細胞では survivin

の発現は Baf-3親株細胞において G2/M期に強く認められたが、 Ras発現

細胞でもその発現は同様である。

(4) survi vinのプロモーター領域の解析では cis作用領域が Rasのシグナルに

関与しており、 Rasは特異的なエンハンサーエレメントを介して survivin

の転写を促進している。

3. 研究成果の意義と学術水準

本研究は Ras経路による survivinの発現機序を解析している。 Ras遺伝子変異

体を使う事によって選択的に Ras下流の経路による survivinの発現を解析するこ

とができた。また survivinの発現誘導が転写活性の増強によるものであることを

初めて示した論文である。 survivinを標的として種々の治療法が検討されている

が本研究成果は腫瘍発生の機序の解明のみならず治療法の研究にも有用であり、

学術的にも貴重である。

以上により、本論文は学位授与に十分に値するものであると判断した。
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