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序章 

 

1. はじめに 

 

プロラクチンは主に脳下垂体前葉に存在するプロラクチン産生細胞（ラクト

トロフ）で合成、分泌される分子量約 23kDa のペプチドホルモンである。主な作

用として乳汁の合成、乳腺の発達、妊娠の維持等が知られているが、その他に恒

常性を維持する機能を中心に 300 を超える機能が報告されている。プロラクチ

ンはプロテアーゼ切断、リン酸化、糖付加、二量体化等、様々な翻訳後修飾を受

けることが知られているが、この多岐にわたる作用は翻訳後修飾によって産生

される異型プロラクチンによるものであると考えられている。本研究では特に

プロテアーゼ切断、リン酸化を受けた異型プロラクチンに着目し研究を行った。 

プロテアーゼ切断を受け分子量 11-18kDaになった異型プロラクチンはバソイ

ンヒビンと呼ばれており、抗血管新生作用、抗血管拡張作用等を持つことが報告

されている。これまでにバソインヒビンの作用に関する研究は多数報告されて

いるが、受容体に関する研究は報告されていない。そこで本研究ではバソインヒ

ビンの受容体を探索することを目的とした。 

また、近年バソインヒビンが妊娠関連疾患である周産期心筋症に関与する可

能性が報告されている。バソインヒビンと周産期心筋症の関連性についての研
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究は、その殆どがバソインヒビンの持つ抗血管新生作用によるものである。本研

究ではバソインヒビンの心臓線維芽細胞に対する影響を調べ、周産期心筋症と

の関連性の理解を深めることを目的とした。 

リン酸化を受けた異型プロラクチンはリン酸化プロラクチンと呼ばれている。

リン酸化プロラクチンは通常のプロラクチンと分子量の差異は無く、等電点が

変化する。未修飾のプロラクチンとは異なる作用を持つことが報告されている

が、その産生機序は明らかになっていない。本研究ではプロラクチンをリン酸化

する酵素の特定を目的とした。 

本章では、プロラクチン、バソインヒビンと周産期心筋症、リン酸化プロラク

チン、本研究の概略を述べる。 
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2. プロラクチン 

 

プロラクチン（Prolactin: PRL）とは、主に脳下垂体前葉のプロラクチン産生

細胞（ラクトトロフ）で合成、分泌される分子量約 23kDaのペプチドホルモンで

ある。ヒト PRLは 199 アミノ酸残基から構成されているが、マウス PRL は 197ア

ミノ酸残基から構成されていて、ヒト PRLの 8、9番目に相当するアミノ酸残基

が欠失している(Cooke et al. 1981, Cooke et al. 1980, Kohmoto et al. 

1984)。ヒト PRLの構造中では、6つのシステイン（cys）残基間に 3 つのジスル

フィド結合（cys4-cys11、cys58-cys174、cys191-cys199）が存在する(Cooke et 

al. 1981)。また、PRLの構造は 4つのαへリックスに折りたたまれている(Keeler 

et al. 2003)(Fig. A)。PRLを構成するアミノ酸の 50%はαへリックス中に存在

し、残りのアミノ酸はループ構造を形成している。マウス PRLはヒト PRLと 60%

の配列が一致しており、ヒト PRL と同様に 3 つのジスルフィド結合と 4 つのα

へリックスを持つ。また、成長ホルモン（Growth Hormone: GH）、胎盤性ラクト

ゲン(Placental Lactogen: PL)と構造が類似していることから GH/PRL ファミリ

ーに分類されており、魚類から哺乳類まですべての脊椎動物に幅広く分布して

いる。 

  

 



5 

 

 

Fig. A PRLの構造 

 PRLは 4つのαへリックス構造とそれをつなぐループ構造を持つ。PRLを構成

するアミノ酸の 50%はαへリックス中に存在する。N末端側から第 1 へリックス

（青）、第 2へリックス(緑）、第 3へリックス（黄）、第 4へリックス（赤）であ

る。(Robles et al. 2018 より引用) 

 

a. 生理作用 

PRL は 1920 年から 30 年代にかけて下垂体抽出物から乳汁合成を誘発する物

質として同定され、その乳汁を合成する作用から、泌乳(lactation)の前に分泌

されるという意味でプロラクチン(Prolactin)という名称がつけられた(Riddle 

et al. 1933)。主な作用は哺乳類の乳腺発達や乳汁の合成促進、妊娠期の黄体維
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持作用、母性行動等の生殖に関する作用であるが、現在では 300 を超える機能

が報告されており、白血球の増殖促進による免疫作用、魚類の浸透圧調整、両生

類の成長、変態、鳥類の就巣行動や育児行動があげられる(Bole-Feysot et al. 

1998, Freeman et al. 2000)。さらに PRL は癌や創傷治癒の過程で起こる血管

新生に関与することが明らかになっている(Corbacho et al. 2002)。 

 

b. 受容体とシグナル伝達 

前述した PRL の多岐にわたる作用は、PRL の特異的受容体である PRL 受容体

（PRL receptor: PRLR）と結合することでシグナル伝達が起こるとされている。

PRLR は一回膜貫通型の受容体で、細胞外領域、膜貫通領域および細胞質領域の

3つの領域から構成されている。ヒト、マウス、ラット等では細胞質領域の長さ

が異なる long form と short formが存在する。PRLが PRLRの long form に結合

すると、受容体の二量体化が誘導され、PRLR の細胞質領域に恒常的に存在して

いる Janus Kinase 2(JAK2)が活性化し、PRLR のチロシン残基がリン酸化される。

それにより PRLRのリン酸化チロシン残基に Signal Transducers and Activator 

of Transcription 5（STAT5)が結合し活性化すると、STAT5は PRLRから解離し、

二量体を形成後、核内へ移行し、遺伝子の転写を制御している(Bernard et al. 

2015)。この経路を JAK-STAT 経路と呼び、PRLR はその他に Mitogen-Activated 



7 

 

Protein Kinase(MAPK)、Phosphoinositide 3 Kinase(PI3K)、Srcキナーゼを介

してシグナル伝達経路が活性化することが報告されている(Lee R. C. H. et al. 

1999, Vara et al. 2001)。一方、PRLRの short formは long form と比べると

細胞内領域が短く、JAK2を持たないため、JAK-STAT経路によるシグナル伝達が

行われず、MAPK や PI3K によるシグナル伝達が行われる(Binart et al. 

2010)(Fig. B)。 

 

Fig. B PRL受容体とシグナル伝達 

 PRLRには long form と short formが存在し、活性化させるシグナル経路が異

なる。PRLR long form は JAK-STAT経路が主なシグナル伝達経路であるが、PRLR 

short formはその構造上、JAK-STAT経路によるシグナル伝達が行われず、MAPK

や PI3kによるシグナル伝達が行われる。 
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c. 分泌制御 

PRL の分泌は視床下部から放出される PRL 放出因子（Prolactin Releasing 

Factors: PRF）と PRL 抑制因子（Prolactin Inhibiting Factors: PIF）によっ

て制御されている。下垂体における分泌は通常、視床下部から放出される PIFに

より抑制制御を受けているが、特定の条件下では視床下部から放出される PRFに

より分泌が亢進される。視床下部から放出される PIF としてドーパミン、ソマ

トスタチン、GABA（γ-Gaminobutyric acid）、PRFとして甲状腺ホルモン放出ホ

ルモン、オキシトシン、ニューロテンシン、エストロゲンが報告されている

(Freeman et al. 2000)。主に、視床下部における PRLの分泌抑制はドーパミン

がラクトトロフのドーパミン D2 受容体に結合することで制御されている

(Freeman et al. 2000)。PRLの分泌は性周期による影響を受けることも知られ

ており、発情前期から発情期にかけて分泌量が増加する。この分泌促進はエスト

ロゲンがラクトトロフのエストロゲン受容体に結合することで制御されている

(Caron et al. 1978)(Fig. C)。 

 

 

 

 



9 

 

 

 

Fig. C PRLの分泌制御 

PRLの分泌は視床下部から分泌される PRF と PIFによって制御されている。

ドーパミンや GABA、TRHやオキシトシンにより PRLの分泌が制御される。ま

た、下垂体に存在するエストロゲン受容体を介して、エストロゲンにより PRL

分泌を促進される。 

 

d. 異所性 PRLと異型 PRL 

前述した通り、PRL の生理作用は多岐にわたり、現在では 300以上の機能が報

告されている(Freeman et al. 2000)。これらの機能は未修飾の PRL で引き起こ

されているだけでなく、異所性、および異型 PRL が存在することにより機能の

多様性を持つとされている。PRLは主に下垂体前葉のラクトトロフで産生される

が、それ以外の組織細胞中で産生される異所性 PRLが存在する。これまでに、脳
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組織、乳腺、胎盤、膵臓、脾臓等で PRL の発現が報告されている(Emanuele et 

al. 1992, Harigaya et al. 1997, Horiguchi et al. 2004, Meuris et al. 

1983, Steinmetz et al. 1993)。これらの組織では PRLRの発現も確認されてお

り、自己分泌、傍分泌により作用することができ、これにより血中の PRL濃度に

関係なく、PRL の作用を発現することが出来ると考えられている(Bernichtein 

et al. 2010)。また、PRLには翻訳前後に修飾を受けることで構造が変化した異

型 PRL の存在も報告されている(Sinha 1995)。主な修飾としてリン酸化、プロ

テアーゼ切断、糖付加、重合、選択的スプライシングが挙げられる(Table A)。

構造が変化することで安定性や半減期、受容体結合、生理作用への影響を与える

ことが考えられ、PRL の機能の多様性の一端を担っていると考えられている。 
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Table A 種々の異型 PRL 

 PRLは翻訳前後に修飾を受けることで構造が変化することが知られており、こ

の構造が変化した PRL を異型 PRLと呼ぶ。 

異型 PRL の種類  

プロテアーゼ切断 プロテアーゼにより切断 

リン酸化 リン酸化酵素によりリン酸化 

糖付加 糖が付加 

重合 分泌顆粒内で重合、二量体を形成 

選択的スプライシング 選択的スプライシングにより切断される 
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3. バソインヒビン 

  

バソインヒビン（Vasoinhibin: Vi）とは PRLがプロテアーゼによって切断さ

れた異型 PRLの一種であり、抗血管新生作用、抗血管透過誘導作用、抗血管拡張

作用を持つことが知られている。これらの機能から脈管新生を意味する

Vasogenesis と阻害を意味する Inhibition から Vasoinhibin(バソインヒビン)

と名付けられた(Clapp et al. 2006)。バソインヒビンと名付けられる以前は、

通常の分子量よりも小さい PRL という意味で 16kDa PRL や切断 PRL と呼ばれて

いた。選択的スプライシングによる異型である可能性も考えられたが、PRLと異

なる mRNA から合成されるものではないことが報告された(Mittra 1980)。現在

では、バソインヒビンは単一の種ではなく、PRLがプロテアーゼによって切断さ

れ産生される N末端側 11-18kDaのタンパク質と定義されている(Clapp et al. 

2006)。さらに、PRL/GH ファミリーである成長ホルモン（Growth Hormone: GH）

や胎盤性ラクトゲン（Placental Lactogen: PL）がプロテアーゼにより切断され

生じる N 末端側の断片も同様の作用を持つことが確認されている(Struman et 

al. 1999)。プロテアーゼ切断により C末端側の断片も産生されるが、これは抗

血管新生作用を示さないことが報告されている(Khurana et al. 1999)。 

 Vi及び 16kDa PRL はラット・マウス・ヒト下垂体中(Cruz-Soto et al. 2009, 
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Sinha and Gilligan 1984, Sinha et al. 1985)、ヒト血管内皮細胞(Corbacho 

et al. 2000)、ヒト・ラット胎盤(Perimenis et al. 2014)、ウシ黄体(Erdmann 

et al. 2007)、げっ歯類視床下部(Zamorano et al. 2014)、軟骨(Macotela et 

al. 2006)、網膜(Ge et al. 2007)で検出されている。加えて、ヒトとラットの

血清、血漿中、ヒトの羊水、尿でも検出されている。また、in vitro の実験に

おいて、げっ歯類では心臓、前立腺、脾臓、肺、腎臓、乳腺(Baldocchi et al. 

1993, Clapp 1987, Compton and Witorsch 1984, Hilfiker-Kleiner et al. 

2007, Ishida et al. 2014, Wong et al. 1986)、ヒトでは乳腺と胎盤が全長

PRLから Vi及び 16kDa PRL を産生することが報告されている(Baldocchi et al. 

1995, Gonzalez et al. 2007)。また、下垂体における 16kDa PRLと PRLの存在

比は一定ではなく、生理状態によって変化する。例えば、メス未経産ラットでは

16kDa PRL/PRL比率が 0.22であり、妊娠期においては 9日目の比率は 0.37、12

日目の比率が 0.77 と増加する(Mittra 1980)。同様に、ヒトにおいても妊娠後

期に血漿中 16kDa PRL 濃度が高くなることも明らかになっている(Sinha et al. 

1985)。 

 

a. Vi産生酵素 

Vi は PRL がプロテアーゼ切断された N 末端側 11-18kDa の断片と定義されて
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いるが、この分子量の違いは様々なプロテアーゼにより PRLが切断され Viが産

生されることに起因している。PRL を切断するプロテアーゼにはカテプシン D

（Cathepsin D: CathD）(Piwnica et al. 2004)、マトリックスメタロプロテア

ーゼ（Matrixmetalloproteinase: MMP）(Macotela et al. 2006)、骨形成タンパ

ク質 1（Bone morphogenetic protein-1: BMP-1）(Ge et al. 2007)が挙げられ

る。これらのプロテアーゼが全長 PRL のα-へリックスや第 3 へリックスと第 4

へリックスをつなぐ long loop 内の様々な部位で PRL を切断することで様々な

分子量の Viが産生される(Fig. D)。 

CathDとはリソソーム性アスパラギン酸プロテアーゼであり、酸性条件におい

て重鎖と軽鎖が結合した成熟型 CathD となる。成熟型 CathD は 337 個のアミノ

酸からなり、重鎖は 196アミノ酸、軽鎖は 141 個のアミノ酸残基からなる(Faust 

et al. 1985)。成熟型 CathDは hPRLの N末端側 132番目と 133番目、147番目

と 148 番目、150 番目と 151 番目の間を切断し、それぞれ約 15kDa、16.8kDa、

17.2kDaの Viを産生する(Piwnica et al. 2004)。MMPとは、細胞外基質を分解

する酵素の総称である。MMPファミリーに属する MMP-1、2、3、8、9、13は hPRL

の N末端側 150番目と 151番目、132番目と 133番目、124番目と 125 番目、111

番目と 112番目の間を切断し、それぞれ約 17.7kDa、16.8kDa、14.1kDa、12.5kDa

の Viを産生する。MMPs が PRLを Viに切断する切断能比は以下のとおりである；
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MMP-8＞MMP-13＞MMP-3＞MMP-1＞MMP-2＞MMP-9(Macotela et al. 2006)。BMP-1

とは骨組織や軟化の促進作用を有する骨形成因子の一種である。BMP-1 は hPRL

の N末端側 152番目と 153番目の間を切断し、約 17kDaの Viを産生する(Ge et 

al. 2007)。また、GH はプラスミン、トロンビン、サブチリシン、キモトリプシ

ンによって切断され Vi となり、PL はプラスミンによって切断され Vi になるこ

とが明らかになっている(Russell et al. 1981)。 

 
Fig. D PRL/GH/PLファミリーの切断部位 

 血管新生作用を持つヒト PRL、GH、PLは種々のプロテアーゼにより切断され、

抗血管新生作用を持つ Viとなる。プロテアーゼは、第 3へリックスと第 4へリ

ックスを繋ぐ long-loop 内を切断し、様々な分子量の Viが産生される。(Clapp 

et al. 2009より引用) 
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b. 生理作用 

Vi の作用は名前の由来にもなっている血管新生を抑制する作用が主である。

血管新生とは、既存の血管から新しい血管が分岐することである。血管は、血管

平滑筋細胞、周皮細胞からなる壁細胞と血管内皮細胞により構成されている。血

管新生は、血管内皮細胞と壁細胞間の接着が緩むことから始まるとされている

(Clapp et al. 2009)。この接着のゆるみは、一酸化窒素合成酵素（nitric oxide 

synthase: NOS）を介した一酸化窒素（nitric oxide: NO）や血管内皮細胞増殖

因子(vascular endothelial growth factor: VEGF)により引き起こされる。血

管内皮細胞と壁細胞間の接着が緩んだ後、血管内皮細胞は細胞外基質分解酵素

により基底膜、細胞外基質を分解しつつ、 VEGF や線維芽細胞増殖因子

(fibroblast growth factor: FGF)により増殖促進作用を受けることで新たな血

管を形成していく。FGF や VEGF は血管内皮細胞に作用することで、血管内皮細

胞の増殖を促進することが知られており(Clapp et al. 2008)、Vi はこの細胞増

殖を抑制することで血管新生を抑制する。インターロイキン-1β（Interleukin-

1β: IL-1β）は血管内皮細胞の遊走を促進することが報告されており、Vi は

IL-1βによる細胞遊走を抑制する(Lee S. H. et al. 2007)。血管新生の過程に

おいて、血管内皮細胞が増殖、遊走することで新たな血管を形成するが、Vi は

血管内皮細胞の増殖、遊走を阻害し、血管新生を抑制することが報告されている
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(Clapp et al. 2006)。加えて、Viは血管内皮細胞のアポトーシスを誘導するこ

とも報告されている。 

また、Viは NOの産生を抑制することにより血管拡張の抑制を引き起こすこと

が知られている。血管内皮細胞における NO の産生には NOSが密接に関係してい

る。NOSにはアイソフォームである、誘導型 NOS（inducible nitric oxide: iNOS）、

内皮型 NOS（endothelial nitric oxide synthase: eNOS）、神経型 NOS（neuronal 

nitric oxide synthase: nNOS）が存在する。Viは STAT1を抑制することで iNOS

の発現を抑制、eNOS のリン酸化を抑制することで NO合成を抑制し、血管拡張を

抑えることが報告されている(Garcia et al. 2008, Garcia et al. 2014, Lee 

S. H. et al. 2005)。 

 

c. シグナル伝達 

Vi の抗血管新生作用は血管新生の様々な段階を阻害することによりその作用

を示す。現在までに、その様々な作用を引き起こしているシグナル伝達経路の一

部が明らかになっている。 

VEGFによる血管内皮細胞の増殖は Rasが活性化され、それに続く MAPKカスケ

ードによって引き起こされる。Vi は Ras および下流の Raf を抑制することで

MAPKを抑制する(Lee S. H. et al. 2007)。加えて、MAPKを抑制する Sprouty-
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1の発現を上昇させる(Sabatel et al. 2010)。MAPKの抑制により、cyclin D1

や cyclin B1 を減少させることで細胞増殖を抑制する。また、cyclin 依存性キ

ナーゼ阻害因子 p21 cip1 や p27 kip1 を刺激することによって、G0 期と G2期

で内皮細胞の細胞周期を停止させることも報告されている(Tabruyn et al. 

2005)。 

Viは B-cell lymphoma-extra large(Bcl-xL)を Bcl-extra small(Bcl-xS)へと

変換することで caspase-1、caspase-3 を活性化し、アポトーシスを引きこす。

また、核内因子 kB(nuclear factor-kappa B: NFkB)の活性化を引き起こし、

caspase-8、caspase-9を活性化し、caspase-3によるアポトーシスを引き起こす

ことが報告されている。 

 

d. 受容体 

Viは PRLRと結合するが、その結合は非常に弱く、PRLと同様のシグナル伝達

はおこらないと考えられている(Clapp et al. 1989)。PRLの PRLR に対する結合

は PRL の第 4 へリックスが主要結合部位であるが、Vi ではその第 4 へリックス

がプロテアーゼにより切断され欠損しているため、PRLR に対する結合が弱くな

っていると考えられる。これまでに、Vi と高い親和性を持つタンパク質として

52kDa と 32kDa のタンパク質がウシ脳微小血管内皮細胞において同定されてい



19 

 

るが(Clapp and Weiner 1992)、その後、Vi の受容体に関する報告は少なく、受

容体は未解明のままである。近年の報告において、マウスの血漿中で内在性 PAI-

1と Viが複合体を形成することが報告されている(Bajou et al. 2014)。血管内

皮細胞表面で、PAI-1/urokinase-type plasminogen activator(uPA)/uPA 受容体

(uPAR)複合体と共局在し、その複合体形成が Viの抗血管新生作用に必要である

ことが報告されている(Bajou et al. 2014)。しかし、Viのすべての作用を説明

出来る特定の受容体は未だ発見されておらず、異なる細胞表面受容体が存在す

る可能性が考えられる。 

 

e. Viと疾病 

PRL-Vi がもたらす拮抗した血管新生作用が崩壊することで、疾病が引き起こ

される可能性が明らかになっている。糖尿病性網膜症は糖尿病の合併症のひと

つであり、視野狭窄や視力の低下、失明を招く疾患である。この網膜症は眼底の

血管から脆弱な毛細血管が新生することで、網膜の圧迫や硝子体内への出血を

起こす。この患者血中では Vi濃度が低いことが示された(Triebel et al. 2009)。

また Viは直接的に網膜血管形成に作用し、血管の成長と拡大を妨げて、アポト

ーシスによって脈管後退を促進する(Garcia et al. 2008)。これにより Viは糖

尿病性網膜症と関連した網膜血管形成と脈管透過性を防ぎ、症状の改善と予防
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を促進する。この糖尿病性網膜症のように PRL-Viの均衡の崩壊によって疾患が

引き起こされる例があり、PRL の分泌が昂進する周産期心筋症に Vi が関与する

可能性が考えられている。 
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4. 周産期心筋症 

  

周産期心筋症（peripartum cardiomyopathy: PPCM）とは、心疾患の既往がな

かった女性が、妊娠、出産を機に突然心不全を発症する妊娠関連疾患である。心

不全に見られる全身浮腫や呼吸困難を主な病態とし、心臓の形態は拡張型心筋

症と似た左心室の肥大、拡張を示す。重症の場合は死に至るため、欧米では産褥

婦間接死亡原因の上位にあり、日本においても難治性疾患に指定されている。

1971年に提唱された PPCMの定義は「1. 出産 1ヵ月前から出産 5ヶ月後の間に

新たに心不全が発症する」、「2. 心不全の確定的な原因がない」、「3. 心疾患の

既往がない」とされている(Demakis et al. 1971)。また欧州心不全協会による

PPCMの定義は、「1.他に原因がないにもかかわらず妊娠末期、または分娩数か月

以内に左室機能収縮障害による心不全を呈する特発性心筋症」、「2.左室駆出率

(LVEF)が 45％未満」とされている。この定義に基づくドイツ人 PPCM 患者の研究

において、妊娠早期（28週以前）に PPCMを発症する患者もいたことから、PPCM

は妊娠の周期に関係しているというよりも、母体の生理状態に関係している可

能性が示唆された(Haghikia et al. 2013)。 
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a. 発症率と危険因子 

2011年に神谷らは(Kamiya et al. 2011)、左室駆出率 50%以下、もしくは左

室短縮率 30%以下という心機能障害の閾値を含め、日本国内調査を行った。この

結果では、約 2万出産に 1例の確率であり、高齢出産においては約 1万出産に 1

例であることが明らかになった(Kamiya et al. 2011)。2007年の米国内調査で

は全体の発症率が約 4,000出産に 1例であり、人種別で見ると黒人（1/1,400）、

アジア人（1/2,400）、白人（1/4,100）、ヒスパニック（1/9,900）の順で発症率

が高く人種により発症率に差があることが分かっている(Brar et al. 2007)。

また、年齢による発症率の差も報告されており、発症の 50%以上が 30 歳以上で

あることが報告されている。妊娠中にタンパク尿や高血圧といった症状を示す

疾患である子癇前症や高血圧が PPCMの発症に強く関与することも報告されてお

り、約 1,000症例を対象にした調査では子癇前症患者が 22%、高血圧患者が 37%

の割合で存在した。PPCMは多胎妊娠時に頻繁に見られ、PPCM患者の 9%が双子を

妊娠した患者であり、報告数は少ないが、三つ子を妊娠した際に PPCM を発症し

た事例も報告されている(Arany and Elkayam 2016)。 

その他にも薬物乱用、貧血、喘息、長期的な子宮収縮抑制剤の摂取、糖尿病、

肥満、栄養失調等が PPCMの危険因子と考えられているが、これらは十分に検証

されていない。 
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b. 発症原因 

PPCM が重篤な妊娠合併症として認識され始めたのは 18 世紀ごろと言われて

いるが、現在に至るまで明確な発症原因は明らかになっていない。今日に至るま

で多くの研究が行われ、発症の原因として拡張型心筋症の一病型説、異常免疫反

応説、ウイルス性心筋炎説、遺伝的な要因、内分泌異常などが発症原因と提唱さ

れている(Ntusi and Mayosi 2009, Sliwa et al. 2010)。 

 

b-i. 拡張型心筋症の一病型説 

 PPCM は病態として左心室の拡張が起こることから、妊娠時に拡張型心筋症が

発症した状態であるとされていた。しかし、PPCM は出産 1 ヵ月前から分娩後 5

ヵ月の産褥期に起こる疾病であり、拡張型心筋症であれば血流のストレスが最

もかかる妊娠中期に起こることが妥当であること、PPCM は約 30%の患者で心機

能が完全に回復するが、拡張型心筋症では殆どが回復しないことから、病状の進

行と予後が異なるため、現在は否定されている(Bollen et al. 2015)。 

 

b-ii. 免疫異常説 

 異常な自己抗体の産生が PPCMの原因になると考えられている。妊娠中は体内

にいる胎児への拒絶反応が起こらないよう、母体では免疫機能が低下した状態
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になっているが、出産後には低下した免疫力が回復する。この免疫機能の回復が

過剰に起こると心臓への障害を引き起こすと考えられている。この出産後の免

疫力回復は出産後 1 ヵ月前後で起こるため、PPCM の発症時期と一致している。

PPCM 患者に心筋タンパク質に対する抗体、心不全に関与するβアドレナリン受

容体の抗体が存在することが報告されている(Liu et al. 2014)。 

 

b-iii. ウイルス性心筋炎説 

 心筋炎とは心筋細胞が炎症した病態のことであり、心臓の収縮をつかさどる

心筋細胞で広範囲に炎症が起こると心臓の収縮能が低下する。多くの心筋炎は

ウイルスにより引き起こされることが報告されており、妊娠期は免疫機能が低

下しているので、ウイルス性心筋炎への罹患率が上昇する時期である。PPCM で

は約 30%の患者に心筋炎が見られることが報告されており(Oconnell et al. 

1986)、30%の患者からウイルスゲノムが検出されている(Bultmann et al. 2005)。 

 

b-iv. 遺伝的な要因 

 PPCM の発症には遺伝が関与している可能性があると報告されており、拡張型

心筋症とした遺伝子に変異が起こることが明らかになっている (van 

Spaendonck-Zwarts et al. 2014)。また、PPCM 患者では副甲状腺ホルモン関連
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タンパク質近傍の領域に一塩基多型が存在することも明らかになっている

(Horne et al. 2011)。 

 

b-v. 内分泌異常 

 心筋細胞特異的に STAT3をノックアウトしたマウスでは PPCMと同様に、妊娠、

出産を経ることで PPCM 様の左心室拡張が確認された(Hilfiker-Kleiner et al. 

2007)。Signal Transducers and Activator of Transcription 3(STAT3)は活性

酸素除去酵素マンガンスーパーオキシドジスムターゼ(manganese superoxide 

dismutase: MnSOD)の発現を制御する因子で、酸化ストレスから心筋を保護する

作用があるが、このマウスでは STAT3 が欠損したことにより、妊娠時の心臓へ

の保護が無くなり、MnSOD が減少することで心筋への酸化ストレスが上昇する。

それにより心筋での CathDが増加し、妊娠や泌乳により増加した PRLを切断し、

Viが生成される。産生された Viの持つ抗血管新生作用により微小循環に障害を

与えることで PPCMが発症する。さらに、このマウスにドーパミン DA2 型受容体

のアンタゴニストであるブロモクリプチンを投与し PRL 分泌抑制処置をするこ

とで妊娠、出産を経ても PPCM 様の症状が現れず、Vi が PPCM に関与する可能性

が示された(Hilfiker-Kleiner et al. 2007)。また、このマウスは PPCMのモデ

ルマウスとしても有用である可能性が考えられている。 
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 また、ミトコンドリア生合成に関与し、心臓を含む多くの組織の代謝に関与し

ている転写子補助因子であり、VEGF 産生を促進することが知られている

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-α(PGC-

1a)を心筋特異的にノックアウトしたマウスでも、PPCMと同様の症状を示したこ

とが報告されている(Patten et al. 2012)。心筋細胞から PGC-1aをノックアウ

トすると、STAT3をノックアウトした心筋細胞と同様に酸化ストレスが上昇する

ことで Viが産生され、この Viによって PPCM が引き起こされると報告されてい

る。このマウスに対し、VEGFを単独で投与してもPPCMの発症は抑制されないが、

ブロモクリプチンと同時に投与することで PPCMの発症が抑制されることを明ら

かにした。 

 PI3K/Akt シグナリングは妊娠中の機械的な負荷やエストロゲンによって活性

化され、妊娠中の心臓肥大や保護に関与している。しかし、心筋特異的な Akt過

剰発現マウスは PPCM と同様の症状を示し、STAT3 ノックアウトと Akt 過剰発現

を組み合わせたマウスでは単独で過剰発現させる場合よりも心臓の線維化と炎

症が増加することが報告されている(Ricke-Hoch et al. 2014)。 

 さらに、Viが血管内皮細胞に作用すると、NF-kB活性化を介した micro RNA の

産生、micro RNA含有エキソソームの放出を促進することが明らかになっている

(Halkein et al. 2013)。この血管内皮細胞由来の micro RNAは心筋細胞の代謝
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活性を低下させること、健常妊娠女性と比較して PPCM患者の血中には高濃度の

microRNA が存在することも明らかになっていることから、micro RNA を介した

Viの血管新生阻害作用、心筋細胞傷害作用により PPCMが引き起こされるという

仮説が立てられている(Halkein et al. 2013)。 
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5. リン酸化プロラクチン 

  

リン酸化プロラクチン（phosphorylated PRL: PPRL）は異型 PRL の一種であ

り、リン酸化酵素によりリン酸化された PRLの総称である。ラット、ヒト(Oetting 

et al. 1986)、ウシ(Brooks et al. 1990)の下垂体において、PRLのリン酸化が

同定され、PRLの主要な翻訳後修飾としてリン酸化があるとされている。現在ま

での PPRL 解析では、リン酸化部位や PPRL 量は種特異性があるとされている

(Brooks et al. 1990)。最も多く研究されているのが、ラットとヒトにおいて

であり、ラットでは 177 番目のセリン、ヒトでは 179 番目のセリンがリン酸化

部位であることが報告されている(Wang and Walker 1993)。また、ラットでは

58 番目もしくは 63 番目のスレオニンもリン酸化されている可能性があり(Kim 

and Brooks 1993)、ウシ PRLでは 179と 180 番目のセリンがリン酸化されるこ

とが報告されている(Wang et al. 1996)。 

 

a. 生理作用 

PPRL の生理作用として、非リン酸化 PRL に対してアンタゴニストとして作用

することが PRL の生理活性を測定する方法である Nb2 リンパ細胞増殖アッセイ

によって確認されている(Krown et al. 1992)。また、PPRLは非リン酸化 PRLの
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自己分泌を調整する機能があり、GH3細胞からの非リン酸化 PRL分泌を抑制して

いる(Chen et al. 1998)。その作用が PPRL の濃度依存的に変化するという報告

があり、高濃度の時は、非リン酸化 PRLのアゴニストとして作用し、低濃度の時

はアンタゴニストとして作用する。 

 PPRLは様々な癌細胞に対する作用が報告されている。PPRLはヒト前立腺癌細

胞において JNK、c-fos、c-junを活性化することでアポトーシスを誘導する(Du 

and Wu 2012)。また、PPRL はヒト乳がん細胞においてビタミン D受容体及び p21

を介して細胞増殖を阻害することが報告されている(Xie et al. 2010)。加えて、

PPRL は皮膚がんの主要な発がん物質である太陽光の紫外線に対する感受性を低

下させる傾向にあり、紫外線による皮膚癌の発症を抑制していることが報告さ

れている(Guzman et al. 2008)。これらの作用から、PPRLは癌に対して抑制的

に働いている可能性が示唆されている。 

 

b. リン酸化酵素 

抽出した非リン酸化 PRL を cAMP dependent kinase(PKA)、p21-activated 

kinase 2(PAK2)によりリン酸化処理を行うと、リン酸化 PRL が合成されること

が報告されている(Horiguchi et al. 2007)。しかし、現在までに生体内におけ

る PRLをリン酸化する酵素は同定されていない。 
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6. 本研究の概略 

  

PRLの作用は乳汁の合成をはじめ、300を超える機能が報告されている。その

機能の多様性を担っているのが異所性 PRL と異型 PRL である。本研究では特に

異型 PRLである Viとリン酸化 PRLに着目し、その作用や合成機序を明らかにす

ることを目的とした。 

 Vi研究では受容体探索と新規作用の解明を目指した。Viは血管新生に関わる

作用を中心に様々な作用が報告されているが、Vi の受容体については未解明で

ある。本研究では生成過程が Viと類似しているエンドスタチンの受容体である

インテグリンを Viの受容体候補に挙げ、受容体探索を行った。その結果、Viは

インテグリンα5β1 を介して作用することを明らかにした。また、Viは妊娠関

連疾患である PPCMとの関連性が報告されている。PPCMの病態として心臓の線維

化が知られているが、現在までに心臓の線維化に関する研究は行われていない。

そこで本研究では Vi により心臓の線維化が起こる可能性があると予想し、心臓

線維芽細胞に対する Viの影響解析を行った。その結果、Viは心臓線維芽細胞の

線維化マーカーであるα-smooth muscle actin の発現量を増加させることを確

認した。 

 リン酸化 PRL研究ではリン酸化酵素の同定を目指した。未修飾の PRLが PAK2、
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PKA によりリン酸化されることは in vitro 実験で確認されているが、in vivo

での実験は行われていない。本研究ではマウス下垂体組織における PRL とリン

酸化酵素の局在を組織化学的に解析した。その結果、PAK2 と PRL の共局在が観

察された。その後、下垂体において PAK2が PRLのリン酸化を担っているか確認

するため、下垂体細胞の PAK2をノックダウンさせ、その影響を確認した。その

結果、PAK2 をノックダウンさせた下垂体細胞中ではリン酸化 PRL の生成量が減

少することを明らかにした。このことから、下垂体における PRL のリン酸化を

担う酵素が PAK2であることを同定した。 
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第一章 バソインヒビンの受容体探索 

 

1-1 緒言 

 

本章では、現在までに明らかになっていない Vi受容体を特定することを目的

とした。 

 Vi は PRL がプロテアーゼ切断されることで生成する異型 PRL の一種である。

その作用は主に、抗血管新生作用であることが報告されている(Ferrara et al. 

1991)。Vi の前駆体である PRL は血管新生作用を持つことが報告されており

(Struman et al. 1999)、PRLと Viは拮抗した作用を持つ。PRLは PRLRに結合

し、シグナル伝達が起こることが報告されているが、Viは PRLRに対する結合能

を持っているものの、その結合力が弱く、PRL と同様のシグナル伝達は起こらな

いと考えられている(Clapp et al. 1989)。PRLは構造中に 4つのαへリックス

を持ち、その第 1へリックスと第 4へリックスが PRLRと結合することが知られ

ている。そのうち第 4へリックスが PRLRと主に結合する部位であることが明ら

かになっている。しかし、Viは CathDなどのプロテアーゼにより PRLR との結合

を担っている第 4 へリックスが欠損し、構造が変化しているため、PRLR との結

合が起こらないと考えられている。また、Vi が血管内皮細胞において VEGF誘導
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性の rasやその上流の rafを抑制することで MAPK経路を抑制すること、caspase-

1 や caspase-3 を活性化させることでアポトーシスを誘導する等の作用に関わ

るシグナル伝達経路の解明が報告されている(Lee S. H. et al. 2007, Tabruyn 

et al. 2003)。このことから Viには PRLRとは異なる Vi受容体が他に存在する

ことが示唆されているが、現在まで発見に至っていない。 

 抗血管新生因子として知られるエンドスタチンやアンジオスタチンはその生

成過程や作用に Viと類似する点を持つことが報告されている。エンドスタチン

は CathD、CathB、CathL や MMP-7等のプロテアーゼにより 18型コラーゲンが切

断されることで生成される。また、アンジオスタチンは MMP-3、MMP-7、MMP-9に

よりプラスミノーゲンが切断されることで生成される(Lijnen et al. 1998, 

Patterson and Sang 1997)。これらの抗血管新生因子を産生するプロテアーゼ

は、序章で述べた通り、PRL を Vi へと切断することが知られているプロテアー

ゼと同種である。また、前駆物質である 18 型コラーゲンやプラスミノーゲンは

血管新生作用を持つことが報告されている。このエンドスタチンやアンジオス

タチンはインテグリンという受容体に結合することで抗血管新生作用を引き起

こすことが報告されている。 

 インテグリンとは、細胞と細胞外マトリクス（extracellular matrix: ECM）

との接着や細胞同士の接着において非常に重要な役割を担う膜貫通型の受容体
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である。インテグリンは通常α鎖とβ鎖の 2種類のサブユニットから構成され、

非共有結合によりヘテロ二量体として存在している。哺乳類では 18 種類のα鎖

と 8種類のβ鎖が存在し、それらが組み合わさることで現在までに 24種類のヘ

テロ二量体が同定されている(Humphries et al. 2006)。インテグリンサブユニ

ットは、細胞外領域と膜貫通領域、細胞質領域を持つ(Nermut et al. 1988)。細

胞質領域では、Talin、Vinculin、Focal adhesion kinase(FAK)、β-actin、

Integrin-linked kinase などの細胞骨格分子やシグナル伝達因子と結合してお

り、細胞外領域ではコラーゲンやフィブロネクチン、ラミニンなどの ECM 分子

と結合している。インテグリンは数多くのリガンドと結合能を持つことが知ら

れているが、インテグリンの多くは ECM のアルギニン-グリシン-アスパラギン

酸(RGD)配列を認識し、結合している。しかし、近年 RGD配列を有していないエ

ンドスタチンとインテグリンα5β1、タムスタチンとαvβ3 との結合が報告さ

れた(Sudhakar et al. 2003)。エンドスタチンはインテグリンα5β1を介して

FAKのリン酸化を抑制し、Rasの活性化を抑制することで細胞遊走を抑制してい

る(Urbich et al. 2002)。また、タムスタチンはインテグリンαvβ3を介して

FAK のリン酸化を抑制し、PI3K の活性化を抑制することで細胞増殖を抑制して

いる(Maeshima et al. 2002)。インテグリンの基本シグナル経路は VEGFといっ

た増殖因子と同じであり、インテグリンα5β1 に結合するエンドスタチンは内
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皮細胞において cyclinD1を抑制することでアポトーシスを引き起こす(Digtyar 

et al. 2007)。インテグリンは細胞接着に関与する因子と知られていたが、近年

では細胞増殖や細胞遊走などに関与する受容体であることが示唆されている。 

 エンドスタチンやアンジオスタチンを生成する酵素がカテプシンファミリー

や MMP であること、前駆物質と拮抗的な作用を持つこと、またシグナル因子で

ある Ras を介して血管新生を抑制することに加え、Vi がエンドスタチンと同様

に RGD配列を持たないことから、本研究ではインテグリンを Viの受容体の候補

とし、Viと結合能の評価を行った。 

 Vi との結合能の評価は固相結合解析により評価した。また、共免疫沈降法に

より Viとインテグリンが複合体を形成するかを検証した。免疫中和実験ではイ

ンテグリン抗体を用いることにより、Vi が有するアポトーシスや細胞増殖抑制

作用を中和するかを TUNEL法及び BrdU染色によって評価した。 
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1-2 材料と方法 

 

＜リコンビナント Vi の作製＞ 

 本実験に用いる Vi としてリコンビナント Vi(rVi)を作製した。この rVi はマ

ウス PRL の N 末端から 145 番目までのアミノ酸残基で構成されている。当研究

室において、Viの配列を組み込んだ pET49b(+)を大腸菌 DH5αへ形質導入し、目

的タンパク質の発現および精製まで北山ラベス株式会社(Japan)に委託し作製

した。大腸菌内毒素であるエンドトキシン含量は体内への投与および添加実験

が可能な値の 3 分の 1 程度であるため、添加実験に悪影響なく使用できると判

断した。本実験で使用したこのリコンビナント Viは、以降 rViと表記している。

Viは 50mM Na-Phosphate Buffer（Vi Buffer, pH8.0）に溶解されているため、

本実験では Viのコントロールとして Vi Buffer も使用した。 

 

＜Biotin 付加＞ 

 固相結合解析に使用する rVi、Fibronectin（FN, BD Bioscience, USA）、

Collagen(COL1, Sigma Aldrich, USA)リコンビナントマウス PRL（rmPRL, 

National Hormone & Peptide Program, USA ） は EZ-Link ™ NHS-PEG4-

Biotinylation Kit（Thermo Scientific, USA）を用いて Biotin付加を行った。
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Kitの取り扱い説明書に従い、目的タンパク質に Biotinを付加した後、2-D Quant 

Kit（GE healthcare, USA）を用いて濃度測定を行った。 

 

＜固相結合解析＞ 

 1mM MnCl₂および 1mM CaCl2を含む Tris-Buffered Saline（TBS, Tris-HCl 3g，

KCl 0.2g，NaCl 8g， up to milliQ 1000ml，pH7.4）で懸濁した Recombinant 

Human インテグリン β1（Abnova, Taiwan）、α5β1（R&D Systems, USA）、αv

β3(R&D Systems)、α1β1(R&D Systems)を96wellプレート（Thermo Scientific）

に 100ng/well で添加し 4℃オーバーナイトでプレートに固相した。翌日、過剰

なリコンビナントインテグリンを除去し、DELFIA PLATEWASH（PerkinElmer, USA）

で Wash Buffer（1mM MnCl2, 0.05% Tween20 in TBS）を用いてプレートを洗浄

した。洗浄後、Blocker™ BSA in TBS （10X） Concentrate（Thermo）を TBSで

10倍希釈にしたものを 50μl/well添加し 2 時間ブロッキングを行った。プレー

ト洗浄後、あらかじめ Biotin を付加した rVi、FN、rmPRL をそれぞれ 0, 10, 

100nM/wellで添加し、3時間室温で反応させた。プレートを洗浄後、Streptavidin 

conjugated with Peroxidase（ImmunoBioScience, USA）を 50μl/well 添加し

室温で 30分反応させた。再び、プレートを洗浄後、1-StepTM Ultra TMB ELISA

（Thermo）を 50μl/well 添加し、室温で 20 分間反応させた。その後、1M H2SO4
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（WAKO）を 50μl/well 添加して反応を停止させ、遮光後 Enspire Multimode 

Plate Readers（PerkinElmer）を用いて 450nm における吸光度を測定した。 

  

＜共免疫沈降法＞ 

 共免疫沈降法は immunoprecipitation kit (proteinG)（Roche, Switzerland）

の方法に則って行った。1.1µg の rVi、Recombinant Mouse PRL（rPRL, National 

Hormone & Peptide Program, USA）を 1mM MnCl2を含むリン酸緩衝生理食塩水

（Phosphate buffered saline: PBS）で希釈し調製し、それぞれ 100ng の

Recombinant Human Integrin α5β1（R&D Systems）と混合し、4℃で一晩ロー

テーターで振盪させながらインキュベートさせた。また、proteinG agarose 

40µl に Mouse Anti-Human Integrin alpha5beta1 Monoclonal Antibody（イン

テグリンα5β1抗体, Merck Millipore, Germany）2µg を加え、4℃で一晩ロー

テーターで振盪させながらインキュベートさせ、proteinG agarose にインテグ

リンα5β1 抗体を固定させた。ネガティブコントロールとして、インテグリン

α5β1抗体の代わりにマウス IgGを proteinG agarose に固定させた。翌日、抗

体を固定させた proteinG agarose にマウス IgG 2µg を加え、4℃で 2時間ロー

テータ―で振盪させながらインキュベートし、ブロッキングを行った。その後、

この混合液に前日に調製したインテグリンα5β1混合液を加え、4℃で 1時間ロ
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ーテータ―で振盪させながらインキュベートさせた。混合液を 4℃、12,000g、1

分で遠心後、上清をアスピレーターで除去した。その後、1mM MnCl2を含む洗浄

バッファー1（150mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5% sodium deoxycholate, 50mM 

Tris-HCl, pH 7.5） 1mlを加え、ビーズを懸濁し、4℃で 20分間ローテーター

で振盪させながらインキュベートさせた。再度同じ操作を繰り返した後、4℃、

12,000g、1分で遠心後、上清をアスピレーターで除去した。その後、1mM MnCl2

を含む洗浄バッファー2（500mM NaCl, 0.1% Nonidet P40, 0.05% sodium 

deoxycholate, 50mM Tris-HCl, pH 7.5） 1ml を加え、ビーズを懸濁し、4℃で

20 分間ローテーターで振盪させながらインキュベートさせた。再度同じ操作を

繰り返した後、4℃、12,000g、1分で遠心後、上清をアスピレーターで除去した。

その後、1mM MnCl2を含む洗浄バッファー3（0.1% Nonidet P40, 0.05% sodium 

deoxycholate, 10mM Tris-HCl, pH 7.5） 1ml を加え、ビーズを懸濁し、4℃で

20分間ローテーターで振盪させながらインキュベートさせた。4℃、12,000g、1

分で遠心後、上清をアスピレーターで完全に除去した。その後、2-メルカプトエ

タノールやドデシル硫酸ナトリウムを含んだ 2X Sample Buffer 50µl を加えよ

く混合した後、95℃で 5分間加熱処理を行い、proteinG agarose からタンパク

質を溶出させた。室温、12,000g、1分で遠心後、上清を回収し、その後の SDS-

PAGEで使用した。 
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＜SDS-PAGE＞ 

 共免疫沈降法で得られたサンプルと分子量マーカー（Precision Plus Protein 

WesternC Standards, Bio-Rad, USA）を各ウェルにそれぞれ 15µl、5µl添加し、

270V、30mA、140分で泳動した。この時、ポジティブコントロールとして、rVi、

rPRLを同時に添加し泳動した。rViと rPRLの検出には、15% Polyacrylamide Gel

を使用した。なお、泳動バッファーには Tris-Glycine Buffer（Tris 3.0g, 

Glycine 14.4g, 10% SDS 10.0ml, milliQ to 1,000ml）を用いた。 

 

＜Western blotting＞ 

SDS-PAGE後、Polyacrylamide Gel はセミドライ式転写装置（Trans-Blot Turbo 

Transfer System, Bio-Rad, USA）を用いて、PVDF メンブレン（pore size 0.45µm, 

Merck Millipore, Germany）にタンパク質を転写した。転写条件は 0.2A、10V、

30分で行った。転写バッファーには、Tris-Glycine Buffer（Tris 3.0g, Glycine 

14.4g, Methanol 200ml, milliQ to 1,000ml, pH 8.3）を用いた。転写後、メ

ンブレンは Tween 20 を含むトリス緩衝生理食塩水（Tris Buffered Saline with 

Tween 20: T-TBS）で室温で 15分間振盪しながら洗浄し、EzBlock Chemi（ATTO, 

JAPAN）を用いて室温で 30 分間振盪しながらブロッキングを行った。ブロッキ

ング後、T-TBSで室温で各 5分、3回振盪しながら洗浄した。その後、一次抗体
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を 4℃で一晩振盪させながら反応させた。翌日、T-TBS で室温で各 5 分、3 回振

盪させながら洗浄した。その後、二次抗体を室温で 30分間振盪させながら反応

させた。反応後、T-TBS で室温で各 5 分、3 回振盪しながら洗浄した。その後、

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate（ Merck Millipore, 

Germany）をメンブレン 1cm2あたり 0.1mlの割合でメンブレンに注ぎ、遮光下で

室温 5分間反応させた。反応後のメンブレンは、LAS-4000（GE healthcare, USA）

を用いて検出を行った。一次抗体は Rabbit 由来 PRL-N末端認識抗体(1.0×10-3, 

当研究室作製)、二次抗体は peroxidase Labeled anti-rabbit IgG(1.0×10-4, 

Vector Laboratories, USA)を使用した。なお、一次抗体、二次抗体ともに、Can 

Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution（TOYOBO, Japan）を用いて希

釈を行った。また、分子量マーカーの検出には Precision Protein StrepTactin-

HRP Conjugate（Bio-Rad, USA）を使用した。 
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Table. B 共免疫沈降法から Vi検出までの実験手法まとめ 

1. Viとインテグリンα5β1の結合 

1.1µg Vi or PRL と 100ng インテグリンα5β1を 4℃ O/Nで反応 

 

2. ビーズとインテグリン抗体の結合 

40µl アガロースビーズと 2µg インテグリンα5β1抗体を 4℃ O/Nで反応 

※ネガティブコントロールには 2µg マウス IgGを使用 

 

3. ブロッキング 

抗体が結合したアガロースビーズと 2µg マウス IgGを 4℃ 2hで反応 

 

4. 免疫沈降 

ブロッキング後の抗体が結合したアガロースビーズと 1.で調整した Vi or 

PRL/インテグリンα5β1複合体を 4℃ 1h で反応 

 

5. 洗浄 

洗浄バッファー1-3を用いて洗浄 

 

6. 溶出 

溶出バッファーを用いて溶出 

 

7. 検出 

溶出したサンプルを SDS-PAGE、その後、PRL-N末端認識抗体を用いて Western 

Blotting 

 

＜細胞培養＞ 

 本実験では、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC, DS ファーマバイオメディカル, 

Japan）を使用した。培養するにあたり、EGM™-2 BulletKit（ロンザジャパン, 

Japan）を培養培地（endothelial growth medium: EGM）として使用し、Kitの

方法に則って調製した。5% CO2、95% Air、37℃で培養し、5日ごとに 2.5×103 
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cells/cm2の割合で継代した。実験には、継代数 5-7代目の細胞を用いた。 

 

＜TUNEL 法＞ 

 TUNEL 法は In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein（Roche, 

Switzerland）を使用し、kit の方法に則って行った。 HUVEC を CORNING® 

BIOCOATTM CELLWARE RAT TAIL COLLAGEN, TYPE1 8-Well CultureSlides

（Corning,USA）に 1.0×104 cells/wellの密度で播種した。その後、5% CO2、

95% Air、37℃で 24 時間培養して、HUVECをスライドに接着させた。翌日、培地

をアスピレータ―で除去し、3.2µg の rVi を含む培地を添加し、24 時間培養し

た。コントロールとして、Vi bufferを含む培地と培地のみ（EGM）を添加した。

翌日、PBS で 1 回洗浄し、4%パラホルムアルデヒド/PBS で HUVEC を室温で 1 時

間固定させた。PBSで各 2分、2回洗浄後、0.1% Triton X/クエン酸ナトリウム

バッファーを用いて氷上で 5分間反応させ、浸透化処理を行った。PBSで各 2分、

2回洗浄後、3% Bovine Serum Albumins（Sigma, USA）、20% Normal goat serum

（Vector Laboratories, USA）を含む Tris-HCl buffer（pH7.5）を用いて室温

で 30 分間ブロッキングを行った。PBS で各 2 分、2 回洗浄後、アポトーシス細

胞を染色するために TUNEL 反応混合液を添加し、37℃で 1 時間遮光下でインキ

ュベートした。この TUNEL 反応混合液は、Kit の方法に従い、酵素溶液であるタ
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ーミナルトランスフェラーゼ、リコンビナントを標識溶液であるヌクレオチド

混合液で 10 倍希釈し調製した。PBS で各 5 分、3 回洗浄後、核の染色のために

FLUOROSHIELD™ Mounting Medium With 4,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI, 

Immuno BioScience Corp, USA）を添加し、MICRO COVER GLASS（MATSUNAMI, Japan）

をかけて封入後、室温で 30分以上遮光下で反応させた。その後、共焦点レーザ

ー顕微鏡 FLUOVIEW FV1000（OLYMPUS, Japan）を用いて蛍光発色を観察し、細胞

の写真を撮影した。なお、観察の際のポジティブコントロールとして、DNA分解

を引き起こすために Recombinant DNaseⅠ（RNase-free）（Takara, Japan）を用

いて DNase 処理した HUVEC を用意した。また観察の際のネガティブコントロー

ルとして、TUNEL 反応試薬を添加しない TUNEL 未染色である HUVEC を用意した。 

 

＜BrdU 染色＞ 

 HUVECを CORNING® BIOCOAT™ CELLWARE RAT TAIL COLLAGEN, TYPE1 8-Well 

CultureSlides（Corning,USA）に 1.0×104 cells/well の密度で播種した。その

後、5% CO2、95% Air、37℃で 24時間培養して、HUVECをスライドに接着させた。

翌日、培地をアスピレータ―で除去し、3.2µg の rViを含む培地を添加し、24時

間培養した。コントロールとして、Vi buffer を含む培地と培地のみ（EGM）を

添加した。翌日、培地をアスピレータ―で除去し、10µM の BrdU（Merck Millipore, 
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Germany）を含む培地を添加し、24時間培養した。翌日、PBSで 1回洗浄し、70%

エタノールで HUVEC を室温で 30 分間固定させた。この後の PBS 洗浄後から

Detector Antibody 添加までは、 BrdU Immunohistochemistry Kit（Merck 

Millipore, Germany）を使用し、kit の方法に則って行った。PBS で各 2 分、2

回洗浄後、Denaturing Solution を用いて室温で 30分間反応させ、浸透化処理

を行った。PBSで各 2分、2回洗浄後、Blocking Solution を用いて室温で 30分

間ブロッキングを行った。その後、Biotin標識された BrdU抗体である Detector 

Antibodyを添加し、室温で 1時間反応させた。PBSで各 2分、2回洗浄後、10倍

希釈したブロックエース（大日本住友製薬, Japan）で 500倍希釈した DyLight® 

594 Streptavidin（Vector Laboratories, USA）を添加し、室温で 2 時間遮光下

で反応させた。核の染色のために FLUOROSHIELD™ Mounting Medium With 4,6-

diamidino-2-phenylindole（DAPI, Immuno BioScience Corp, USA）を添加し、

MICRO COVER GLASS（MATSUNAMI, Japan）をかけて封入後、室温で 30 分以上遮光

下で反応させた。その後、共焦点レーザー顕微鏡 FLUOVIEW FV1000（OLYMPUS, 

Japan）を用いて蛍光発色を観察し、細胞の写真を撮影した。 

 

＜免疫中和実験＞ 

インテグリンβ1、α5β1 抗体を用いた免疫中和実験を行った。HUVEC を
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CORNING® BIOCOATTM CELLWARE RAT TAIL COLLAGEN, TYPE1 8-Well 

CultureSlides（Corning,USA）に 1.0×104 cells/well の密度で播種した。その

後、5% CO2、95% Air、37℃で 24時間培養して、HUVECをスライドに接着させた。

翌日、培地をアスピレータ―で除去し、PBS で 1 回洗浄後、Mouse Anti-Human 

Integrin beta1 Monoclonal Antibody(インテグリンβ1抗体, clone 18/CD29：

BD Transduction Laboratories）を 6.0×10-2μg/well 添加、または Mouse Anti-

Human Integrin alpha5beta1 Monoclonal Antibody（インテグリンα5β1抗体, 

Merck Millipore, Germany）を 6.0×10-2 µg/well 添加し、2時間反応させた。

インテグリン抗体の対照としてマウス IgGを使用した。2時間後、培地をアスピ

レータ―で除去し、3.2µg の rViを含む培地を添加し、24時間培養した。コント

ロールとして、Vi buffer を含む培地と培地のみ（EGM）を添加した。その後の

TUNEL法、BrdU染色は前述した通りに行った。 

 

＜細胞数計測＞ 

 細胞数計測は NIH imageJ software を用いて行った。1wellから 100 倍の倍率

で 5か所の写真を撮影し、DAPI陽性核と TUNEL 陽性核または BrdU陽性核を合わ

せた画像を取得した。それぞれの色の核を分節化して認識し、個数計測によりシ

グナル数を測定した。1well 中の 5 枚の画像それぞれにおいて同様の操作を行
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い、DAPIと TUNEL、BrdU シグナルの平均値を算出した。その後、画像内の DAPI

シグナルにおける TUNEL シグナルの割合および DAPI シグナルにおける BrdU シ

グナルを TUNEL陽性細胞率、BrdU陽性率として算出した。 

 

＜統計解析＞ 

 TUNEL 法と BrdU 染色から得られた細胞数計測の測定結果は、平均値±標準誤

差（Mean±SEM）で表した。有意差検定には t検定を用いた。P<0.05 で有意差あ

りとした。 
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1-3 結果 

 

Viとインテグリンの結合確認実験 

 Vi がインテグリンに対して結合能を示すかを固相結合解析を用いて検証した。 

インテグリンβ1を固相した wellに FNを 10nM、100nM添加した際の吸光度を

測定した。その結果、10nM、100nM共に 0nM と比べて有意に高い吸光度が確認さ

れた。また、Vi を 10nM、100nM 添加した際も同様に 10nM、100nM 共に 0nM と比

べて有意に高い吸光度が確認された。しかし、mPRL を添加した際は濃度に関わ

らず吸光度の増加は見られなかった。また、全ての添加濃度で FNよりも rViが

高い吸光度を示していた(Fig. 1-1a)。 

インテグリンα5β1 を固相した well に FN を 10nM、100nM 添加した際の吸光

度を測定した。その結果、10nM、100nM共に 0nMと比べて有意に高い吸光度が確

認された。また、Vi を 10nM、100nM 添加した際も同様に 0nM と比べて有意に高

い吸光度が確認された。しかし、mPRL を添加した際は濃度に関わらず吸光度の

増加は見られなかった。また、全ての添加濃度で FNよりも rViが高い吸光度を

示していた(Fig. 1-1b)。 

インテグリンα1β1 を固相した well に COL1 を 10nM、100nM 添加した際の吸

光度を測定した。その結果、10nM、100nM共に 0nMと比べて有意に高い吸光度が 
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Fig. 1-1 インテグリンβ1及びインテグリン α5β1の結合能解析 

0、10、100nM のビオチン付加タンパク質を 100ng/wellのインテグ

リンでコートした 96 ウェルプレートに添加し、3 時間後、吸光度

を測定した。 

(a)インテグリンβ1 

(b)インテグリンα5β1 

(Mean±SEM、n=3,**=p<0.01) 
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確認された。また、Vi を 10nM、100nM 添加した際も同様に 0nM と比べて有意に

高い吸光度が確認された。しかし、mPRL を添加した際に吸光度の増加は見られ

なかった。また、全ての添加濃度で rViよりも COL1が高い吸光度を示していた

(Fig. 1-2a)。 

インテグリンαvβ3 を固相した well に FN を 10nM、100nM 添加した際の吸光度

を測定した。その結果、10nM、100nM共に 0nM と比べて有意に高い吸光度が確認

された。また、Vi を 10nM、100nM 添加した際も同様に 0nM と比べて有意に高い

吸光度が確認された。しかし、mPRL を添加した際に吸光度の増加は見られなか

った。また、全ての添加濃度で FNと rViは同じ程度の吸光度を示していた(Fig. 

1-2b)。 

 

インテグリンα5β1 と Vi の結合実験 

固相結合解析の結果から、Vi との結合をより確実にするため、最も結合能が高

いインテグリンα5β1と Viを用いて、共免疫沈降を行った。その後、Viを検出

する抗体を用いて Western Blotting を行った。Vi とインテグリンα5β1 をプ

リインキュベートした混合液からは Western Blotting により 16kDa 付近にバン

ドが検出された。一方で、PRL とインテグリンα5β1 をプリインキュベートし

た混合液からは 23kDa 付近のバンドが検出されなかった。また、インテグリン 
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Fig. 1-2 インテグリンα1β1及びインテグリン αvβ3の結合能解析 

0、10、100nM のビオチン付加タンパク質を 100ng/wellのインテグリ

ンコートした 96 ウェルプレートに添加し、3 時間後、吸光度を測定

した。 

(a)インテグリンα1β1 

(b)インテグリンαvβ3 

(Mean±SEM、n=3, *=p<0.05) 
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α5β1抗体の代わりにマウス IgGを用いて共免疫沈降を行った結果、Vi、PRLと

もに同じ分子量のバンドが検出されなかった(Fig. 1-3)。 

 

免疫中和実験 

 Viがインテグリンを介して作用しているかを検証するために、HUVEC へ Vi刺

激をする前にインテグリン抗体を添加し、インテグリンを中和することで、Viの

HUVEC に対するアポトーシス促進作用が中和されるかどうかを TUNEL 法を用い

て確認した。 

 抗体非存在下では、Viにより HUVECの TUNEL陽性細胞率が 80%を超えており、

コントロールと比べ優位に増加したが、インテグリンβ1抗体で中和した条件下

では、Vi を添加した際の TUNEL 陽性細胞率上昇が見られず、コントロールとの

TUNEL 陽性細胞率に差がなかった(Fig. 1-4)。また、インテグリンα5β1 抗体

で中和した条件下でも、Vi 添加による TUNEL 陽性細胞率上昇が見られず、コン

トロールとの TUNEL 陽性細胞率に差はみられなかった(Fig. 1-5)。 

 インテグリンα5β1 中和により Vi の細胞増殖作用が抑制されるかを BrdU 染

色により評価した。しかし、本研究における 24 時間の Vi 刺激では HUVEC の細

胞増殖率に影響を与えなかった(Fig. 1-6)。 
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インテグリン抗体 マウス IgG 

PRL: Prolactin 

Vi: Vasoinhibin 

In: インテグリンα5β1 

Mr: 分子量マーカー 

Fig. 1-3 バソインヒビンとインテグリン α5β1を用いた共免疫沈降 

インテグリン α5β1 を用いた免疫沈降後の rVi と mPRL を PRL 抗体

を用いた Western blotting で検出した。マウス IgGは免疫沈降のネ

ガティブコントロールとして用いた。 
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Fig. 1-4 インテグリンβ1抗体を用いた免疫中和実験 

(a)インテグリン β1抗体を添加した HUVEC に Viを添加し、24時間培養し

た後、TUNEL法により染色を行った。青: 核、緑: TUNEL陽性細胞  

(b)TUNEL陽性細胞率を数値化し、グラフ化した。 

(Mean±SD、n=3、**=p<0.01) 
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Fig. 1-5 インテグリンα5β1抗体を用いた免疫中和実験 

(a)インテグリン β1抗体を添加した HUVEC に Viを添加し、24時間培養し

た後、TUNEL法により染色を行った。青: 核、緑: TUNEL陽性細胞 

(b)TUNEL陽性細胞率を数値化し、グラフ化した。 

(Mean±SD、n=3、**=p<0.01) 
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Fig. 1-6 インテグリン α5β1抗体の細胞増殖率に与える影響 

(a)インテグリンα5β1 抗体を添加した HUVEC に Vi を添加し、24 時間培

養した後、BrdU染色法により染色を行った。青: 核、赤: BrdU 陽性細胞 

(b) BrdU陽性細胞率を数値化し、グラフ化した。 

(Mean±SD、n=3) 
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1-4 考察 

 

本章では、インテグリンα5β1が Viの受容体である可能性を示唆した。イン

テグリンはα鎖とβ鎖の 2つのサブユニットから構成され、現在までに 24種類

のヘテロ二量体が同定されている(Humphries et al. 2006)。その中でインテグ

リンβ1鎖は最も多くの組み合わせを持ち、ヘテロ二量体を構成している。そこ

で、固相結合解析により Vi がインテグリンβ1 鎖と結合するかを検討したとこ

ろ、インテグリンβ1 と Vi が結合することが確認された。また、インテグリン

は通常二量体として存在するため、インテグリンアイソフォームであるインテ

グリンα5β1、インテグリンα1β1、インテグリンαvβ3 と結合するかを検討

した。その結果、検討したすべてのインテグリンアイソフォームに Viが結合す

ることを示した。特にインテグリンα5β1 は他のインテグリンアイソフォーム

に比べて高い結合能を示していた。この可能性をさらに検証するために、インテ

グリンα5β1と Viを用いた共免疫沈降を行ったところ、固相結合解析と同様に

Viとインテグリンα5β1が結合することを示した。また、免疫中和実験により、

HUVEC に対する Vi の作用がインテグリンβ1、インテグリンα5β1 抗体で抑制

されるかを検討したところ、TUNEL染色において免疫中和によるアポトーシス率

の低下が見られた。このことから、Viがインテグリンα5β1を介してアポトー
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シスを誘導していることを明らかにした。 

 Viは PRLと拮抗的な作用を示すことから、PRLRとは異なる受容体が存在する

と考えられている。共免疫沈降の結果から分かる通り、PRL とインテグリンα5

β1の結合は確認されなかったことから、インテグリンα5β1と Vi が特異的な

作用に関与していることが考えられる。前駆物質である PRL とは結合せず、Vi

のみと結合する理由は両者の構造の違いによるものであると推測される。その

生成過程に Viと多くの類似点を持つ、抗血管新生因子であるエンドスタチンや

アンジオスタチンなどは前駆物質からの構造変化によりインテグリン結合部位

が露出し、特異的に結合すると考えられている。その為、Vi も同様に前駆物質

であるプロラクチンがプロテアーゼにより切断されることで構造が変化し、イ

ンテグリンα5β1との結合部位が露出する可能性が考えられる。現在までに Vi

の詳細な立体構造は明らかにされておらず、本研究では Vi とインテグリンα5

β1との結合部位を明らかにすることは出来なかった。一般的にインテグリンは

アルギニン-グリシン-アスパラギン酸(RGD)配列を認識し、結合することで細胞

接着に関与することが知られている(Shiokawa et al. 1999)。細胞外マトリク

スの一種である FN は主にインテグリンα5β1 と RGD 配列を介して結合するこ

とが分かっている(Nagae et al. 2012)。しかし、インテグリンα5β1と結合す

ることが報告されたエンドスタチンには、RGD 配列やその類似配列である GD 配



59 

 

列も含まれていないことが報告されている(Sudhakar et al. 2003)。また、抗

血管新生因子であるタムスタチンは RGD 配列を持っているが、インテグリンと

RGD非依存的に結合し作用することが報告されている(Floquet et al. 2004)。

本研究でインテグリンα5β1 との結合が確認された Vi は配列中に RGD 配列を

持たないため、その結合はエンドスタチンやタムスタチンと同様に、RGD非依存

的な結合であることが考えられる。 

 インテグリンα5β1 抗体を用いた中和実験では HUVEC に対する Vi のアポト

ーシス促進作用の緩和が確認された。これは Viがインテグリンα5β1を介して

アポトーシス作用を促進している可能性を示している。Dhanabal らはエンドス

タチンがインテグリンα5β1を介して、Bcl-2発現減少や Caspase3 の発現を増

加させることで内皮細胞のアポトーシスを誘導することを報告している

(Dhanabal et al. 1999)。また、Tabruynらは HUVECにおいて Viは Caspase-3、

caspase-8、Caspase-9 を活性化させアポトーシスを誘導することが知られてい

る(Tabruyn et al. 2003)。このことから Vi のシグナル伝達にはインテグリン

α5β1が関与している可能性が考えられる。 

 過去の研究において、Clapp らは Vi と高い親和性を持つタンパク質として

52kDa、32kDaのタンパク質を同定している(Clapp and Weiner 1992)。しかし、

インテグリンの分子量はこれらに比べて大きく、単量体でもα鎖が 120-170kDa、
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β鎖が 90-100kDa 程度である。このことから、Vi とインテグリンの複合体の形

成にはその他のタンパク質が関与しており、Vi が複数のタンパク質による複合

体を形成するのではないかと推測している。Bajouらは Viが PAI-1/uPA/uPAR 複

合体と共局在し、この複合体が抗血管新生作用に重要であることを報告してい

る(Bajou et al. 2014)。また、Taruiらは uPARがインテグリンと直接結合し、

細胞内シグナル伝達を起こすことを報告している(Tarui et al. 2001)。これら

のことから、Vi、インテグリン、PAI-1/uPA/uPAR が複合体を形成し、抗血管新

生作用の役割を担っていることが推測できる。Vi、インテグリンα5β1、PAI-

1/uPA/uPARの関係性については今後検証していく必要がある。 

 インテグリンは 1 つのリガンドが複数のインテグリンアイソフォームと結合

することが特徴として挙げられる。タムスタチンはインテグリンα5β1、αvβ

3、α3β1と結合する(Sudhakar et al. 2003)。本研究で、Viはインテグリンα

5β1、αvβ3、α1β1 の複数のインテグリンアイソフォームと結合する可能性

が示唆された。これら 3 種類のインテグリンは全て血管内皮細胞での発現が確

認されており、抗血管新生作用に関与することが知られている。このことから、

Vi は血管内細胞膜に存在するこれらのインテグリンと結合し、抗血管新生作用

を引き起こしていると考えられる。 

 インテグリンは現在 24種類のアイソフォームが報告されており、そのシグナ
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ル伝達は全て同じ経路ではない。インテグリンα1β1 とアレステンが結合する

と FAK のリン酸化を抑制し、下流の Raf/MEK/ERK1/2/p38-MAPK 経路を抑制する

ことで血管内皮細胞の遊走、増殖、管形成を阻害する。インテグリンαvβ3 に

タ ム ス タ チ ン が 結 合 す る と FAK の リ ン 酸 化 を 抑 制 し 、 下 流 の

PI3k/Akt/mTOR/4EBP1 経路を抑制することで細胞増殖阻害を引き起こす

(Sudhakar et al. 2003)。インテグリンα5β1とエンドスタチンが結合すると

FAKのリン酸化を抑制し、下流の MAPK経路を抑制する(Sudhakar et al. 2003)。

つまり、インテグリンアイソフォームにより伝達するシグナル経路が異なり

様々な作用を誘導していることが分かる。タムスタチンのように複数のインテ

グリンを受容体としている分子では、抗血管新生作用や抗腫瘍性作用等の作用

が異なるシグナル伝達経路で制御されていることが報告されている(Borza et 

al. 2006)。このことからアポトーシスや増殖阻害、血管拡張阻害等、数多くの

機能を持っている Vi は一種類のインテグリンに結合するだけでなく、複数のイ

ンテグリンに結合することでこれら作用のシグナル伝達を引き起こしているこ

とが考えられる（Fig. E）。しかし、本研究では固相結合解析で Viとインテグリ

ンαvβ3、インテグリンα1β1 との結合を示しただけであり、これらのインテ

グリンが Viの受容体であると結論付けるには更なる検証が必要である。 
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Fig. E Viとインテグリンアイソフォームのシグナル伝達の仮説 

Vi はインテグリンアイソフォームに結合し、異なるシグナル伝達経路を介して

様々な作用を発現する。また、同じアイソフォームから異なるシグナル伝達経路

を活性化する。 
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第二章 心臓線維芽細胞における Vi の影響解析 

 

2-1 緒言 

  

周産期心筋症(Peripartum cardiomyopathy: PPCM)とは心臓病に罹ったことの

ない女性が妊娠出産を経て、発症する心疾患である。現在に至るまで、明確な発

症原因は不明であるが、PRLがプロテアーゼにより切断され生成される異型 PRL

の一種である Vi が関与している可能性があると報告された(Hilfiker-Kleiner 

et al. 2007)。この Viのもつ抗血管新生作用が妊娠に伴う血管新生を抑制する

ことで、心筋症を発症するのではないかという仮説が立てられている。これらの

報告から PPCMの発症原因は Viではないかとして様々な研究が行われている。 

 PPCMの症状は様々なものがあり、その中の 1つに心臓の線維化が挙げられる。

心臓の線維化とは心室中に異常なコラーゲン蓄積が見られる症状のことである。

このコラーゲンの蓄積は主にⅠ型コラーゲンによるものであり(Jugdutt 2003)、

心筋細胞の脱落を必要としない反応性線維化と心筋細胞の脱落した隙間を埋め

るように起こる修復性線維化の 2つに分類される(Weber and Brilla 1992)。線

維化は心筋細胞の脱落による心臓の破裂を防ぐという重要な役割を担っている

が、コラーゲンには心筋細胞の収縮能は無く、線維化が進行すると心臓の硬化が
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進み、心機能の低下につながるとされている。この線維化には筋線維芽細胞が関

与していることが多く報告されている(Wynn and Ramalingam 2012)。筋線維芽

細胞とは、線維芽細胞の活性型細胞であり、組織の線維化において重要な役割を

担っている。筋線維芽細胞の発生源については様々な報告がされているが、主な

発生源は線維芽細胞の分化である。線維芽細胞が筋線維芽細胞に分化するとα-

平滑筋アクチン（α-smooth muscle actin: α-SMA）を高発現し、収縮能が増加

することが報告されており、α-SMA は線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化マー

カーとして用いられている(Hinz et al. 2001)。筋線維芽細胞は健常な人の心

臓では見られず、損傷した心臓において見られることが報告されている

(Souders et al. 2009)。この線維芽細胞の分化を引き起こす主な因子として報

告されているのが Transforming growth factor-β(TGF-β)である。TGF-βとは

細胞遊走、増殖、分化、アポトーシス、細胞外マトリクス産生など、様々な作用

を持つサイトカインである。TGF-βは TGF-β受容体に結合すると Smad2/3 のリ

ン酸化を引き起こす。リン酸化された Smad2/3 は Smad4 と結合し、Smad 複合体

を形成する。この Smad 複合体が核内へ移行し、線維化に関わるシグナル伝達を

調節することが報告されている(Lan 2011)。また、TGF-βにより分化した筋線維

芽細胞は、ECMタンパク質の合成促進、線維性コラーゲンの編成に関与する MMP

の活性抑制や MMP の阻害剤である組織性メタロプロテアーゼ阻害因子(Tissu 
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inhibitors of metalloproteinase: TIMP)の合成により ECMの分解を抑制する

ことで線維化を引き起こすことが報告されている(Vaillant et al. 2001)。 

 線維化が起こる主な心疾患として心筋梗塞が挙げられる。心筋梗塞とは何ら

かの原因による冠動脈の狭窄により血流量が減少し、心筋が虚血状態になり壊

死してしまう疾患である。この壊死した心筋細胞の穴を埋めるようにコラーゲ

ンの蓄積が起こり、心臓の線維化が起こる。この心筋梗塞患者の血中においても

TGF-β量が増加していることが報告されている(Sanderson et al. 2001)。 

 PPCMは Viの抗血管新生作用により妊娠時に起こる血管新生が抑制され、心筋

が虚血状態になることで発症すると考えられている。このことから、PPCM にお

ける線維化も Viの抗血管新生作用によって心筋が虚血状態になり、壊死するこ

とで起こっていると考えられる。これら 2つの機序は「虚血による心筋の壊死」

という点で見ると心筋梗塞と類似した機序であると言える。 

しかし、PPCM患者の血中において、心筋梗塞患者で増加する TGF-βの血中量

が健常妊娠女性と比較して増加していないことが報告されている(Forster et 

al. 2008)。前述した通り、線維化の主な原因は TGF-βが主な原因であると考え

られているが、近年、TGF-βを介さない線維化の報告がされている(Kaviratne et 

al. 2004)。  

一方で PPCM患者ではインターロイキン 6（Interleukin-6: IL-6）の血中量が
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増加することが示されている(Forster et al. 2008)。IL-6は、心臓では血管内

皮細胞や線維芽細胞などで産生・分泌される炎症性サイトカインの 1種であり、

ラット心臓線維芽細胞においてコラーゲン量の増加や、筋線維芽細胞への分化

に関与することが知られている(Melendez et al. 2010)。また、IL-6発現の際

に NF-κB経路が活性化することが報告されている(Brasier 2010)。NF-κBとは

ストレスやサイトカインなどの刺激によって活性化する転写因子の一種である。

不活性状態の時はインヒビターであるインヒビターκB(Inhibitor-kappa B: I

κB)と結合して細胞質内に存在している。細胞が刺激を受容すると、インヒビタ

ーκBキナーゼ(Inhibitor-kappa B Kinase: IκK)へシグナル伝達が起こり、I

κKが IκBを分解することで NF-κBが活性化する(Ghosh et al. 1998)。活性

化した NF-κBは核内に移動し、mRNAの転写を促す。過去の実験において、ウシ

副腎皮質毛細血管内皮細胞において Vi が NF-κB を活性化してアポトーシスを

誘導することが報告されている(Tabruyn et al. 2003)。 

これらのことから PPCM における心臓の線維化機序は TGF-β非依存的である

可能性が考えらえる。本研究では、Vi が心臓線維芽細胞を活性化し、線維化を

引き起こすと仮説を立て、Vi を心臓線維芽細胞に添加することで線維化関連遺

伝子へ与える影響を解析する。 
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2-2 材料と方法 

 

＜細胞培養＞ 

 本実験ではヒト心臓心室線維芽細胞（Normal Human Cardiac Fibroblast – 

Venticular: NHCF-V, Lonza Japan, Japan）を使用した。10%ウシ胎児血清含有

Fibroblast Growth Medium-3（FGM-3, Lonza Japan, Japan）を通常培地として

用いた。細胞は 95% Air-5% CO2、37℃で培養し、3～4 日毎に NHCF-V は

2,500cells/cm2の割合で継代した。 

 

＜リコンビナント Vi の作製＞ 

 本実験ではリコンビナント Viを使用した。作製方法は第一章で記述したのと

同様である。 

 

＜NHCF に対する刺激実験＞ 

 ノンコート 60mm Dish に 5,000×104cells/cm2 の割合で NHCF を播種し、95% 

Air-5% CO2、37℃で培養した。24時間後、50nM の Viを添加し、24、48時間刺激

した。その後、0.02%EDTA-0.1%トリプシン液を用いて NHCFを Dishから剥がし、

抽出 Bufferで懸濁し細胞を回収した。対照群として、Vi Buffer を添加し、24、
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48時間培養した NHCF を回収した。 

 

<Total RNA 抽出> 

 細胞からの total RNA 抽出には RNeasy Mini Kit（Qiagen, Netherlands）を

使用し、Kit のプロトコルに則り行った。抽出 Buffer で懸濁した細胞懸濁液を

超音波破砕機で破砕後、同量の 70%エタノールを添加しよく混合した。RNeasyス

ピンカラムに細胞懸濁液を全量添加し、遠心することでカラムに RNA を吸着さ

せた。その後、RNeasy スピンカラムに洗浄 Buffer を添加し、遠心することでカ

ラムを洗浄した。吸着させた RNAは RNase free water で溶出した。RNA溶液の

濃度は Bio spectrometer（Eppendorf, Germany）により 260nmの波長の吸光度

を測定することで算出した。 

 

＜逆転写＞ 

 NHCF の cDNA 作製は QuantiTect Reverse Transcription Kit（Qiagen, 

Netherlands）を使用し、Kitのプロトコルに則って行った。450-500ng の RNAを

含む溶液にゲノム DNA 除去 Buffer を添加し、42℃、2 分間熱処理することで、

ゲノム DNAの除去を行った。その後、Quantiscript Reverse Transcriptase、RT 

Primer Mix、Quantiscript RT Buffer を添加し、42℃、30分間熱処理すること
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で cDNA を作成した。最後に、95℃、3 分間熱処理することで、Quantiscript 

Reverse Transcriptase を不活化した。 

 

<Real Time PCR> 

 Real Time PCRは SYBR Select Master Mix(Applied Biosystems, USA)を使用

し、Kitに則って行った。cDNA、DNase free water、プライマー、SYBR Select 

Master Mix を混合して Real Time PCR を行った。No Template Control として

cDNAの代わりに DNase free water を混合した。測定機器は Applied Biosystems 

7500 Fast Real Time PCR System(Applied Biosystems, USA)を使用し、トリプ

リケイトで測定した。内在性コントロールとして GAPDH を使用した。遺伝子発

現量は Vi Buffer 処理群を基準とした比率で算出した。本研究では線維芽細胞

の分化マーカーであるα-SMA、線維化を引き起こす主要因子として知られる

TGF-β、線維化した組織の主要構成因子である Col-Ⅰ、Col-Ⅲ、コラーゲンの

合成酵素である MMP-1、その阻害酵素である TIMP-1、TIMP-2 の遺伝子発現を確

認した。使用したプライマーとその産物塩基数を Table Cに示す。 
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Table C: PCRおよび Real Time PCRで使用したプライマー 

因子名 配列（5’→3’） Product size 

α-SMA 

Forward CCGACCGAATGCAGAAGGA 88bp 

Reverse ACAGAGTATTTGCGCTCCGAA 

TGF-β 

Forward TTATTGAGCACCTTGGGCACT 124bp 

Reverse TGGGCTTGTTTCCTCACCTT 

Col-Ⅰ 

Forward CAGCCGCTTCACCTACAGC 83bp 

Reverse TTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC 

Col-Ⅲ 

Forward GAAGATGTCCTTGATGTGC 270bp 

Reverse AGCCTTGCGTGTTCGATAT 

MMP-1 

Forward ATTTCTCCGCTTTTCAACTT 168bp 

Reverse ATGCACAGCTTTCCTCCACT 

TIMP-1 

Forward TTGTGGGACCTGTGGAAGTA 269bp 

Reverse CTGTTGTTGCTGTGGCTGAT 

TIMP-2 

Forward GCACATCACCCTCTGTGACTT 110bp 

Reverse AGCGCGTGATCTTGCACT 

GAPDH 

Forward ACGGATTTGGTCGTATTGGG 214bp 

Reverse CGCTCCTGGAAGATGGTGAT 
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＜免疫細胞化学(Immunocytochemistry: ICC)＞ 

過去に IL-6の発現に関与している NF-kBの活性化が心臓線維芽細胞において

も関与しているか確認する為、NF-kBの活性化を免疫細胞化学で確認した。培地

中に Viが 50nMとなるように調製した。通常培地を除去後、50nM Vi 含有培地を

添加し、60min反応させた。ポジティブコントロールは Endotoxin(Sigma-Aldrich, 

USA)を 100ng/mlとなるよう通常培地で希釈したものを添加した。ネガティブコ

ントロールには DMSO を添加した通常培地を添加した。Vi 添加後の培地を除去

し、PBS(−)を添加して洗浄した。PBS(−)を除去後、4%PFA(PFA 40g, PBS up to 

1,000ml)を添加して室温で 15分間固定した。その後、PBS(NaCl 8.50g, Na2HPO4・

12H2O 2.87g, NaH2PO4・2H2O 0.33g, H2O up to 1,000ml)で洗浄した。その後、

0.1％ TritonX/PBS (和光純薬工業株式会社, Japan)に 2分間浸し、浸透処理を

行った。PBS で洗浄した後、非特異結合を防ぐためにブロックエース(大日本住

友製薬, Japan)を添加し、室温で 30分放置した。PBSで 2回洗浄後、一次抗体

として NF-kB p65 Rabbit mAb(1.0×10-3, cell signaling, USA)を添加し、4℃ 

Overnight で反応させた。ネガティブコントロールには、一次抗体ではなく 10

倍希釈したブロックエースを添加した。翌日 PBSで洗浄後、二次抗体として cy3 

conjugated affiniPure Goat anti-rabbit IgG(5.0×10-2, Jackson Immuno 

Research, USA)を添加し、室温遮光で 1 時間反応させた。ネガティブコントロ
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ールには 10倍希釈したブロックエースを添加した。PBSで 2回洗浄後、DAPI入

り封入剤の FLUOROSHIELD with DAPI(Vector, USA）で核を染色し、NEO MICRO 

COVER GLASS, (松浪硝子工業, Japan）を用いて封入した。最後に共焦点レーザ

ー顕微鏡 FV1000D(OLYMPUS, Japan）で蛍光発色を観察し、組織の写真を撮影し

た。 

 

＜統計解析＞ 

 数値化した測定結果は、平均値±標準誤差（Mean±SEM）として示した。有意

差検定には t検定を使用した。P<0.05で有意差ありとした。 
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2-3 結果 

 

心臓線維芽細胞の分化マーカー発現確認 

 Vi が心臓線維芽細胞を活性化させ、筋線維芽細胞に分化させるかどうかを確

認する為、50nMの Vi を添加し、24、48時間培養した NHCF-Vから抽出した mRNA

を用いて、α-SMAの発現量を Real Time PCR で確認した。その結果、24時間 Vi

刺激をした NHCF-Vでは Vi Buffer添加群との間に有意な差は見られなかったが

(Fig. 2-1a)、48時間 Vi刺激をした NHCF-V では Vi Buffer添加群と比べて発現

量が有意に増加していた(Fig. 2-1b)。また、Viのα-SMA発現増加に TGF-βが

関与しているかを確認する為、TGF-βの発現量も Real Time PCRで確認した。

その結果、Vi刺激時間に関わらず、Vi添加群と Vi Buffer添加群との間に発現

量の差は見られなかった(Fig. 2-1a、b)。 

 

心臓線維化関連遺伝子の発現確認 

 Vi が心臓線維芽細胞における線維化関連遺伝子発現に影響を与えるか確認す

る為、50nM の Vi を添加し、24、48 時間培養した NHCF-V から抽出した mRNA を

用いて、Col-Ⅰ、Col-Ⅲ、MMP-1、TIMP-1、TIMP-2の発現量を Real Time PCR で

確認した。その結果、Col-Ⅰ発現においては、Vi刺激時間に関わらず、Vi添加 
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Fig. 2-1 線維芽細胞の分化マーカーに対する Viの影響 

 50nMの Viを添加し、24時間(a、c)、48時間(b、d)培養した NHCFに

おける α-SMA、TGF-β発現量を Real Time PCR で確認した。(Mean±

SEM, n=3, **=p<0.01) 
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群と Vi Buffer添加群との間に発現量の差は見られなかったが(Fig. 2-2a、b)、

Col-Ⅲ発現においては、24時間の Vi刺激では Vi添加群と Vi Buffer 添加群と

の間に発現量の差は見られなかったが(Fig. 2-2c)、48 時間の Vi 刺激では Vi 

Buffer添加群と比べて Vi 添加群で発現量が有意に減少していた(Fig. 2-2d)。

また、コラーゲン編成に関与するタンパク質である MMP-1、TIMP-1、TIMP-2発現

は刺激時間に関わらず、Vi添加群と Vi Buffer 添加群との間に有意な差は見ら

れなかった(Fig. 2-3)。 

 

TGF-β非依存的な線維化関連遺伝子の発現確認 

 TGF-β非依存的な線維化機序を確認する為、50nMの Viを添加し、24、48時間

培養した NHCF-Vから抽出した mRNAを用いて、IL-6発現量を Real Time PCR で

確認した。その結果、24時間刺激、48時間刺激共に、Vi Buffer 添加群に比べ

て発現量が有意に上昇していた(Fig. 2-4)。また、過去の研究において Viによ

る IL-6 増加の際、NF-kB の活性化が確認されている。心臓線維芽細胞でも同様

に Viにより IL-6の発現が増加する際、NF-kB の活性化が起こっているかを免疫

組織化学法を用いて確認した。50nMの Viを添加し、60分培養した NHCF を 4%PFA

で固定し、NF-kB抗体を用いて染色し、共焦点顕微鏡で観察し、撮影した。その

結果、コントロールでは NF-kB が細胞質で発現しているのに対し、Vi 添加後の
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NHCF では細胞質で発現している NF-kB だけではなく、NF-kB が核内で凝集して

いることが確認された(Fig. 2-5)。 
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Fig. 2-2 コラーゲン産生遺伝子に対する影響 

 50nMの Viを添加し、24時間(a、c)、48時間(b、d)培養した NHCFに

おける Col-Ⅰ、Col-Ⅲを Real Time PCR で確認した。(Mean±SEM, n=3, 

*=p<0.05) 

0

0.5

1

1.5

Con Vi

相
対

発
現

量
 

(a) Col-Ⅰ 

0

0.5

1

1.5

Con Vi

相
対

発
現

量
 

(b) 
Col-Ⅰ 

0

0.5

1

1.5

Con Vi

相
対

発
現

量
 

(c) 
Col-Ⅲ 

0

0.5

1

1.5

Con Vi

相
対
発
現

量
 

(d) 
Col-Ⅲ 

* 



78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-3 Viの線維化関連遺伝子対する影響 

 50nM の Vi を添加し、24 時間(a、c、e)、48 時間(b、d、f)培養した

NHCFにおける MMP-1、TIMP-1、TIMP-2を Real Time PCR で確認した。

(Mean±SEM, n=3) 
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Fig. 2-4 Viの IL-6に対する影響 

 50nMの Viを添加し、24時間(a)、48 時間(b)培養した NHCFにおける

IL-6を Real Time PCR で確認した。(Mean±SEM, n=3, **=p<0.01) 
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Fig. 2-5 Viの NF-kB活性化確認 

 50nM の Vi を添加し 60 分培養した NHCF における NF-kB 発現を免疫組

織化学により確認した。(a)Bar=150µm (b)Bar=50µm 
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2-4 考察 

  

本章では NHCF-Vにおいて Viが TGF-β非依存的にα-SMA発現を上昇させるこ

とを示した。線維芽細胞は分化することで活性型の筋線維芽細胞になる。この筋

線維芽細胞ではα-SMA が高発現しており、このα-SMAは筋線維芽細胞への分化

マーカーとして用いられている。筋線維芽細胞は健常な人の心臓では見られず、

線維化が起きている心臓で見られることが報告されている。線維芽細胞の分化、

線維化を引き起こす主な原因として TGF-βが知られている。しかし、近年では

TGF-βを介さない線維化が報告されている。プロスタグランジン F2αはプロス

タグランジン F受容体を介して、Rho/Rock経路を活性化させることで TGF-β非

依存的に線維化を誘導する(Oga et al. 2009)。IL-13も TGF-β非依存的に線維

化を誘導することが報告されているが、詳細なシグナル経路は明らかになって

いない(Kaviratne et al. 2004)。加えて、Integrin-Linked kinase を介した線

維化も報告されている(Li et al. 2009)。Integrin-Linked kinase とは細胞内

セリン/スレオニンタンパク質キナーゼであり、下流シグナル因子のリン酸化に

よりシグナル伝達を制御している。インテグリンβ1サブユニット結合分子とし

て同定されており、細胞接着、生存、分裂、細胞外マトリクスの蓄積に関与して

いる。本論文では第一章で Viとインテグリンβ1鎖、インテグリンα5β1が結
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合することを示している。このことから Viがインテグリンに結合し、Integrin-

Linked Kinase を介して TGF-β非依存的にα-SMAの発現を増加させている可能

性が考えられる。 

 また、本研究では Viにより NHCF-Vにおける IL-6発現の増加及び NF-kBの活

性化を引き起こすことを示した。IL-6 は心臓では血管内皮細胞や線維芽細胞で

産生、分泌されるサイトカインの一種であり、ラット心臓線維芽細胞においてコ

ラーゲン量の増加や、筋線維芽細胞への分化に関与することが報告されている

(Melendez et al. 2010)。また、この IL-6 発現には転写因子である NF-kBの活

性が関与していることが知られている。IL-6 は可溶性 IL-6 受容体(soluble 

interleukin-6 receptor: sIL-6R)と結合し、JAK/STAT経路を介して細胞内でシ

グナル伝達が起きる(Rose-John and Neurath 2004)。IL-6のみを添加したラッ

ト心臓線維芽細胞ではコラーゲン量は増加しないが、IL-6と sIL-6R を添加した

ラット心臓線維芽細胞ではコラーゲン量が増加し、線維芽細胞が筋線維芽細胞

へ分化することが報告されている(Rose-John and Neurath 2004)。このことか

ら IL-6 が sIL-6R と結合することで線維化が引き起こされると考えられる。本

研究では Vi により IL-6 の発現量が増加したことのみを示しており、Vi によっ

て心臓線維芽細胞及び周辺細胞において sIL-6R発現が増加するかを調べること

でα-SMAの発現増加機序の解明に繋がると考えられる。本研究では Viの添加に
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より心臓線維芽細胞における NF-kB の活性化を確認している。このことから、

Viが心臓線維芽細胞の NF-kBを活性化し、IL-6発現を増加させていると考えら

れる。また、IL-6の発現量は腫瘍壊死因子α(Tumor Necrosis Factor-α: TNF-

α)の濃度依存的に調節されていることが報告されている(Brasier 2010)。心臓

線維芽細胞の細胞表面には TNF-α受容体（TNFR1）が存在しており、TNF-αがこ

の受容体に結合することで、p38 MAPK、Akt、NF-kBなどが活性化し、IL-6が発

現する(Saha et al. 2007)。過去の研究において Viを添加した血管内皮細胞で

TNF-αの発現量が増加することが報告されている(Nakajima et al. 2017)。こ

のことから心臓において心臓線維芽細胞のIL-6発現は血管内皮細胞由来のTNF-

αによっても制御されている可能性が考えられる(Fig. F)。 

 さらに本章では、心臓線維芽細胞におけるコラーゲン性の組織再構築に関わ

る MMP、MMPの阻害因子である TIMP、コラーゲン発現に関わる Col-Ⅰ、Col-Ⅲ発

現に対する Vi の影響を確認した。心臓線維芽細胞において Vi は MMP、TIMP、

Col-Ⅰ発現に影響を与えないことを示した。しかし、Col-Ⅲの発現量を抑制する

傾向が見られた。Col-Ⅰや Col-Ⅲは細胞外マトリクスの主要構成成分であり、

線維化の際に発現量が増加すると仮説を立てていたが、仮説とは異なる結果が

得られた。Volkらは(Volk et al. 2011, Volk et al. 2009)、Col-Ⅲ遺伝子を

ノックダウンしたマウスから採取した皮膚線維芽細胞は、ワイルドタイプマウ
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スから採取した皮膚線維芽細胞と比較して、収縮能が高く、α-SMA の発現が促

進することを報告している。このことから Vi により Col-Ⅲ遺伝子が抑制される

ことで、α-SMAの発現量が増加した可能性も考えられる。 

 Col-Ⅰは心筋梗塞後の線維化部位の主要構成成分であることが報告されてお

り、Col-Ⅰの発現増加はα-SMA 発現増加、つまり筋線維芽細胞への分化による

ものであると考えられる(Cucoranu et al. 2005, Pan et al. 2013)。しかし、

本研究においてはα-SMAの発現量増加は見られたものの Col-Ⅰ発現量の増加は

見られなかった。本研究では Vi によってα-SMA の発現量が 1.36 倍に増加した

が、TGF-βを添加した際のα-SMA 発現量はより多く増加することが報告されて

いる(Cucoranu et al. 2005)。このことから Viが Col-Ⅰ発現量に影響を与えな

かったのは Viによる線維芽細胞の分化が不十分であったことが原因であると考

えられる。本研究では NHCF-Vに Vi刺激をする際、血清 10%を含む通常培地を使

用したが、細胞への刺激を通りやすくするため、刺激前と刺激の際、血清 0.2%

を含む低血清培地を使用し、α-SMAの発現量変化を確認する必要がある。 
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Fig. F Viによる線維芽細胞の活性化機序の仮説 

線維芽細胞で IL-6発現が増加し、傍分泌、自己分泌により活性化する。内皮細

胞で発現が増加する TNF-αにより IL-6の発現が促進される。また、Col-Ⅲの発

現抑制により活性化が起こる。 
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第三章 リン酸化プロラクチンの産生機序解明 

 

3-1 緒言 

  

PRL は分子量約 23kDa のペプチドホルモンで下垂体にあるラクトトロフから

主に合成、分泌される。主な作用は乳汁の合成、乳腺の発達、妊娠の維持等が知

られているが、その他に 300 を超える機能を持つことが報告されている(Bole-

Feysot et al. 1998, Freeman et al. 2000)。この機能の多様性は翻訳前後に

修飾を受け構造が変化した異型 PRL によるものであると考えられている。リン

酸化 PRL(Phosphorylated Prolactin: PPRL)もその異型 PRLの一種である。リン

酸化 PRL は PRL がある種の酵素でリン酸化されることで生成する(Aramburo et 

al. 1992, Oetting et al. 1986)。PRLのリン酸化部位は種特異性があり、ラッ

トでは 177 番目のセリン、ヒトでは 179 番目のセリンがリン酸化部位として報

告されている(Wang and Walker 1993)。また、ラット PRLの 58番目、63番目の

スレオニン、ウシ PRL の 179番目、180番目のセリンがリン酸化されることも報

告されている(Kim and Brooks 1993, Wang et al. 1996)。さらに、エストロゲ

ンを投与したマウス PRLでは 133番目のセリン、58番目、63番目のスレオニン

がリン酸化され、セリンリン酸化 PRL(PPRLS)とセリン/スレオニンリン酸化
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PRL(PPRLT)が産生することも報告されている(Horiguchi et al. 2007a)。エス

トロゲンを投与したマウスでは下垂体中だけではなく血清中からもリン酸化

PRLが検出されており、エストロゲンはリン酸化 PRLの合成だけでなく分泌も制

御する可能性も報告されている（Horiguchi et al. 2007b）。未修飾の PRL と

PPRLTの等電点はそれぞれ 5.93、5.67である。また、PRLのリン酸化は性周期、

妊娠の間に生理的に調整されている(Ho et al. 1993)。PPRLの作用は多岐にわ

たり、細胞増殖抑制、抗血管新生作用、細胞の分化誘導作用などが報告されてい

る(Chen et al. 1998, Guzman et al. 2008, Ueda et al. 2006, Walker 2007, 

Xie et al. 2010, Xu et al. 2003)。前立腺癌細胞のアポトーシスを誘導する

作用も報告されている(Du and Wu 2012)。それ故に、PPRLは生理状態、病理状

態共に重要な役割を担っていると考えられる。 

PRL のリン酸化は PAK2 を含む分泌顆粒中で起こることが報告されている

(Greenan et al. 1989, Wicks and Brooks 1999)。PAK2はセリン/スレオニンリ

ン酸化キナーゼであり、Rho タンパク質のエフェクターとして知られている。

PAK2は活性型を持ち、その活性は autoinhibitory domain(AID)とよばれる配列

により制御されている。PAK2 は不活性状態では二量体を形成しており、AID が

互いの自己リン酸化を阻害し、それにより PAK2 のもつキナーゼ活性を抑制して

いる。PAK2に存在する GTPase結合ドメインに Rhoファミリー低分子量 Gタンパ
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ク質が結合すると、二量体化が阻害され単量体になる。単量体になると自己リン

酸化が起こり、リン酸化 PAK2(pPAK2)として知られる活性型の PAK2 となる(Jung 

and Traugh 2005)。この PAK2の活性化に関与している分子として Ras-related 

C3 botulinum toxin substrate(Rac1)や Cell division cycle protein42(cdc42)

が知られている。 

 Rac1 及び Cdc42 は Rho ファミリー低分子量 G タンパク質に属する分子量約

21kDa の GTP 結合型タンパク質である。広く知られる三量体 G タンパク質と同

様、グアニンヌクレオチド三リン酸(GTP)結合型が活性状態を示し、グアニンヌ

クレオチド二リン酸(GDP)が不活性状態を示すが、サブユニット構造を持たずに

単量体として存在する(Rojas et al. 2012)。これら 2つの活性は Rho guanine 

nucleotide exchange factor(Rho GEF)と Rho GTPase-activating protein(Rho 

GAP)により調節されている。GDP結合型に Rho GEF が作用することによって GTP

結合型となる GDP-GTP 交換反応が引き起こされ、活性型となる(Garcia-Mata and 

Burridge 2007)。Rho GAP は Gタンパク質の持つ GTPase活性の促進、GTPの加

水分解反応を促進することで不活性化状態へ導いている(Tcherkezian and 

Lamarche-Vane 2007)。 

 堀口らの研究において卵巣除去雌マウスに E2投与をしたマウス下垂体中でリ

ン酸化 PRLの増加が確認されている(Horiguchi et al. 2007a)。また、現在ま
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でにリン酸化酵素の候補として PAK2や PKA などが挙げられているが、E2との関

係性が明らかになっていない。これらのことから、本章では E2投与卵巣除去雌

マウス下垂体及び E2 投与雌マウス下垂体初代培養細胞を用いて、E2 と PRLリン

酸化酵素の関係性を解明することを目的とした。 
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3-2 材料と方法 

 

＜実験動物＞ 

 実験動物は当研究室で飼育・繁殖している ICRマウスを使用した。暗期、明期

を 12時間周期、一定温度（22℃±2℃）で管理されている動物室で、自由給水、

自由給餌にて飼育した。70～90 日齢の雌マウスを雄マウスと交配させ、繁殖し

た。出産した日を 0 日齢とし、実験には 8～9週齢の雌マウスを使用した。8～9

週齢のマウスは小動物用麻酔器（Muromachi, Japan）で気化したイソフルラン

（麻酔導入 3%、麻酔維持 2%）により麻酔をした。性周期によるエストロゲンの

影響を排除するため、麻酔下で卵巣除去処理（Ovariectomized: OVX）をし、7日

経過した雌マウスに 10mg の 17-βエストラジオール（E2, Tokyo Chemical 

Industry, Japan）を含む 2cmのサイラスティックチューブ（Kaneka, Japan）を

頸部皮下に移植、7 日間飼育した。コントロールマウスでは E2 を含まないサイ

ラスティックチューブを頸部皮下に移植した。これらのマウスは解剖前に体重

を測定し、下垂体採取後に子宮を採取し、重量を測定した。 

 

＜組織切片の作成＞ 

 イソフルラン麻酔下のマウスを開胸し、10ml の PBS を心臓の左心室から灌流
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することで全脱血を行い、その後 10mlの 4% PFA(PFA 40g, PBS up to 1,000ml)

を同様に心臓の左心室から灌流し、灌流固定を行った。灌流固定後のマウスから

下垂体を採取し、4% PFA で 2時間浸漬固定を行った。浸漬固定後、70%のエタノ

ールで洗浄した下垂体は、自動包埋機（Sakura Finetek Japan, Japan）により

脱水、キシレン透徹、パラフィン浸潤を行った。70%、80%、90%エタノールに 1

時間、100%エタノールに 2 時間（1 時間×2 回）浸け、脱水を行った。その後、

キシレンに 3時間（1時間×3回）浸して、キシレン透徹を行った。その後、恒

温槽で溶解したパラフィン溶解液に 3時間（1時間×3回）浸し、パラフィン浸

潤を行った。その後、パラフィンに包埋し、4℃で保存した。パラフィン包埋し

た下垂体はミクロトーム（Carl Zeiss, Germany）で 6µmに薄切した後、約 50℃

のお湯で伸展し、スライドグラス（MATSUNAMI, Japan）に組織を貼り付け、50℃

のインキュベーターで一晩乾燥させた。 

 

＜免疫組織化学＞ 

 薄切した組織切片をキシレンに 15分（5分×3回）浸け、脱パラフィンを行っ

た。その後、100%エタノールに 5分、90%、80%、70%エタノールに 1分ずつ浸け、

親水処理を行い、milliQ で洗浄した。その後、イムノセーバー(2.0×10-2 in 

milliQ)に浸し、115℃で 5 分間オートクレーブ処理をし、抗原の賦活化を行っ
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た。milliQで洗浄後、PBSで 3分間×3回洗浄を行った。その後、0.1% TritonX 

in PBS に 15分間浸し、浸透化を行った。PBS で 3分間×3回洗浄を行い、抗体

の非特異的結合を防ぐため、組織上にブロックエース（Japan）を滴下し、室温

で 1時間ブロッキング処理を行った。PBSで 3分間×3回洗浄を行った後、10倍

希釈したブロックエースで希釈した PRLモノクローナル抗体（5.0×10-3, Abcam, 

USA）を滴下し、4℃で一晩反応させた。翌日、PBSで 3分間×3回洗浄を行った

後、10 倍希釈したブロックエースで希釈した cy3 conjugated anti rabbit 

secondary antibody(5.0×10-2, Vector laboratories)を滴下し、室温で 1時間

反応させた。反応後、PBS で 3分間×3回洗浄を行い、10% ウサギ血清を滴下し、

抗体のブロッキングを行った。ブロッキング後、PBSで 3分間×3回洗浄を行い、

10 倍希釈したブロックエースで希釈した alexafluor 647 conjugated PAK2 

antibody(2.5×10-2, abcam)を滴下し、1 時間室温で反応させた。PBS で 3 分間

× 3 回洗浄後、 DAPI を含む封入剤（ FLUOROSHIELD with DAPI, Vector 

laboratories, USA）滴下し、カバーガラス(MATSUNAMI, Japan)を用いて封入し

た。FLUOVIEW FV-1000(Olympus, Japan)で蛍光を観察し、画像を取得した。200

倍の倍率で無作為に 10ヶ所画像を取得し、それぞれの PRL、PAK2、DAPI陽性細

胞数を Image J(NIH, USA)を用いて数値化した。 
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<Total RNA 抽出> 

 total RNA抽出には RNeasy Mini Kit（Qiagen, Netherlands）を使用し、Kit

のプロトコルに則り行った。下垂体を抽出バッファーに加え、超音波破砕機で破

砕後、同量の 70%エタノールを添加しよく混合した。RNeasyスピンカラムに全量

添加し、遠心することでカラムに RNA を吸着させた。その後、RNeasy スピンカ

ラムに洗浄 Bufferを添加し、遠心することでカラムを洗浄した。吸着させた RNA

は RNase free waterで溶出した。RNA溶液の濃度は Bio spectrometer（Eppendorf, 

Germany）により 260nm の波長の吸光度を測定することで算出した。 

 

＜逆転写＞ 

 cDNA作製は QuantiTect Reverse Transcription Kit（Qiagen, Netherlands）

を使用し、Kitのプロトコルに則って行った。450-500ngの RNAを含む溶液にゲ

ノム DNA 除去 Buffer を添加し、42℃、2 分間熱処理することで、ゲノム DNA の

除去を行った。その後、Quantiscript Reverse Transcriptase、RT Primer Mix、

Quantiscript RT Buffer を添加し、42℃、30分間熱処理することで cDNAを作

成した。最後に、95℃、3 分間熱処理することで、Quantiscript Reverse 

Transcriptaseを不活化した。 
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<Real Time PCR> 

 Real Time PCR は SYUBR Select Master Mix(Applied Biosystems, USA)を使

用し、Kitに則って行った。cDNA、DNase free water、プライマー、SYBR Select 

Master Mix を混合して Real Time PCR を行った。No Template Control として

cDNAの代わりに DNase free water を混合した。測定機器は Applied Biosystems 

7500 Fast Real Time PCR System(Applied Biosystems, USA)を使用し、トリプ

リケイトで測定した。内在性コントロールとして GAPDHを使用した。 

 

＜SDS-PAGE＞ 

 下垂体から抽出したタンパク質を各ウェルにそれぞれ15µg添加し、250V、20mA、

80分で泳動した。PAK2 の検出には 12.5% Polyacrylamide Gel を使用した。な

お、泳動バッファーには Tris-Glycine Buffer（Tris 3.0g, Glycine 14.4g, 10% 

SDS 10.0ml, milliQ to 1,000ml）を用いた。 

 

＜Western blotting＞ 

SDS-PAGE後、Polyacrylamide Gel はセミドライ式転写装置（Trans-Blot Turbo 

Transfer System, Bio-Rad, USA）を用いて、PVDF メンブレン（pore size 0.45µm, 

Merck Millipore, Germany）にタンパク質を転写した。転写条件は 2mA/cm2、10V、



95 

 

45分で行った。転写バッファーには、Tris-Glycine Buffer（Tris 3.0g, Glycine 

14.4g, Methanol 200ml, milliQ to 1,000ml, pH 8.3）を用いた。転写後、メ

ンブレンは Tween 20 を含むトリス緩衝生理食塩水（Tris Buffered Saline with 

Tween 20: T-TBS）で室温で 15分間振盪しながら洗浄し、EzBlock Chemi（ATTO, 

JAPAN）を用いて室温で 30 分間振盪しながらブロッキングを行った。ブロッキ

ング後、T-TBSで室温で各 5分、3回振盪しながら洗浄した。その後、PAK2抗体

（2.5×10-2, cell Signaling Technology, USA）、pPAK2抗体(2.5×10-2、Sigma 

Aldrich, USA)を 4℃で一晩振盪させながら反応させた。翌日、T-TBS で室温で

各 5分、3回振盪させながら洗浄した。その後、peroxidase-labeled anti-rabbit 

IgG antibody(1.0×10-4, Vector laboratories)を室温で 30分間振盪させなが

ら反応させた。反応後、T-TBSで室温で各 5 分、3回振盪しながら洗浄した。そ

の後、Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate（Merck Millipore, 

Germany）をメンブレン 1cm2あたり 0.1mlの割合でメンブレンに注ぎ、遮光下で

室温 5分間反応させた。反応後のメンブレンは、LAS-4000（GE healthcare, USA）

を用いて検出を行った。一次抗体、二次抗体ともに、 Can Get Signal 

Immunoreaction Enhancer Solution（TOYOBO, Japan）を用いて希釈を行った。

また、分子量マーカーの検出には Precision Protein StrepTactin-HRP 

Conjugate（Bio-Rad, USA）を使用した。検出されたバンドは Image J を用いて
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数値化し、GAPDHの値で補正した。 

 

＜下垂体初代培養＞ 

 8-9 週齢のマウスをイソフルラン麻酔下で OVX 処置をし、7 日間飼育した。7

日経過したマウスをイソフルラン麻酔下で開胸し、5mlの PBSを左心室から灌流

することで脱血を行った。脱血後、下垂体を採取し、氷冷 PBSで洗浄した。洗浄

後、顕微鏡下で下垂体後葉を除去した。その後、下垂体前葉を solution 1(1%ト

リプシン、0.2%コラゲナーゼ in Hanks’ balanced Salt Solution, HBSS)に浸

し、37℃のウォーターバス中で 15分振盪させた。振盪後、2,000g で 5分間遠心

し、上清をアスピレーターで除去した。その後、solution 2（1%トリプシン、0.2%

コラゲナーゼ、0.5µg/ml DNase in HBSS）を加え、37℃のウォーターバス中で 5

分振盪させた。振盪後、2,000g で 5 分間遠心し、上清をアスピレーターで除去

した。その後、solution 3(5mM EDTA in HBSS)を加え、37℃のウォーターバス中

で 5 分振盪させた。振盪後、2,000g で 5 分かん遠心し、上清をアスピレーター

で除去した。その後、沈澱した細胞を HBSS で懸濁し、細胞懸濁液をセルストレ

ーナー(corning, USA）で濾過した。濾過した細胞懸濁液の一部を取り、血球計

算版で細胞数を計測した。初代下垂体前葉細胞は 8 ウェルチャンバーに 1.0×

105cells/well の密度で播種し、一晩培養し、接着させた。培地には
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10%FBS(Corning)、PenStrep(Sigma Aldrich)を含む Medium199(Thermo Fisher 

Scientific)を使用した。細胞接着後、アスピレーターで培地を除去し、100nMの

siPAK2(SI01368647, Qiagen)、siControl(AllStars negative Control siRNA, 

Qiagen)及び INTERFERin(Polyplus transfection, France)を含む培地を加え、

一晩培養した。その後、終濃度が 1.0×10-8M になるよう E2を細胞に添加し、48

時間培養した。Total RNAの抽出は RNeasy mini kit、逆転写による cDNAの作

製は QuantiTect Reverse Transcription kit を用いて、kitのプロトコルに則

って行った。 

 

＜免疫細胞化学＞ 

 E2処理した下垂体前葉細胞は E2含有培地をアスピレーターで除去し、PBSで

洗浄後、4%PFAを加え、室温で 15分静置し、固定した。PBSで洗浄後、0.5%TritonX 

in PBSを加え、室温で 3分間浸透化を行った。その後、PBSで洗浄し、ブロック

エースを加え、室温で 30分ブロッキング処理を行った。ブロッキング後、PBSで

洗浄し、10倍希釈したブロックエースで希釈した PRLモノクローナル抗体（5.0

×10-3, Abcam）を滴下し、4℃で一晩反応させた。反応後、PBSで洗浄し、10倍

希釈したブロックエースで希釈した anti-rabbit cy3 secondary antibody（5.0

×10-2）を滴下し、室温で 1時間反応させた。反応後、PBSで洗浄し、10%ウサギ
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血清を滴下し、室温で 1時間反応させた。反応後、PBSで洗浄し、10 倍希釈した

ブロックエースで希釈した alexafluor 647 conjugated PAK2 antibody(2.5×

10-2)を滴下し、室温で 1 時間反応させた。PBS で洗浄後、DAPI を含む封入剤

（FLUOROSHIELD with DAPI, Vector laboratories, USA）滴下し、カバーガラ

ス(MATSUNAMI)を用いて封入した。FLUOVIEW FV-1000(Olympus)で蛍光を観察し、

画像を取得した。 

 

＜二次元電気泳動＞ 

 E2処理した下垂体前葉細胞から E2含有培地をアスピレーターで除去し、HBSS

で洗浄した。HBSSを除去後、9.8M Urea Sample Bufer(9.8M Urea, 4% CHAPS, 

2% IPG Buffer, 40mM DTT, milliQ)を 100µl加え、細胞を溶解した。細胞溶解

液と等量の膨潤バッファー(8M Urea, 2% CHAPS, 2% IPG Buffer, 2.8mg/ml DTT, 

0.002% BPB, milliQ)を加え、膨潤用トレイに滴下した。滴下したサンプル上に

IPG Dry Strip(pH3-10, GE HealthCare, USA)を載せ、乾燥を防ぐためシリコン

オイルを滴下し、12 時間静置することでゲルの膨潤及びサンプルの浸潤を行っ

た。膨潤したゲルを二次元電気泳動槽にセットし、電極をゲル両端にセットし、

1次元目の電気泳動を行った。泳動条件は最大電力 3,500Vで 56,000Vh になるよ

うに泳動を行った（500V 2 時間、1,000V 1 時間、2,000V 1時間、3,000V 1 時
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間、3,500V 14時間）。電気泳動後の IPG Dry Stripは SDS平衡化バッファーⅠ

（6M Urea, 75mM Tris-HCl, 29.3% Glycerol, 2% SDS, 10mg/ml DTT, 0.002% 

BPB, milliQ）に浸し、15分振盪した。その後、SDS平衡化バッファーⅡ（6M Urea, 

75mM Tris-HCl, 29.3% Glycerol, 2% SDS, 25mg/ml iodoacetamide, 0.002% BPB, 

milliQ）に浸し、15 分振盪し、平衡化させた。平衡化したゲルを 12.5%のポリア

クリルアミドゲルにセットし、定電流 40mA で 5 時間泳動した。その後、PRL ポ

リクローナル抗体を用いた Western Blotting を行った。 

 

＜統計解析＞ 

 各群の数値は平均値±標準誤差（Mean±SEM）で示した。グループ数が 3以上

のときは Tukey-Kramer test、グループ数が 2のときは T-testを用いて統計解

析を行った。有意水準 5%で有意差ありとした。 
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3-3 結果 

 

PRL とリン酸化酵素の局在確認 

 本実験では E2 による PRL のリン酸化機序を解明するため、マウスに E2 を投

与した。その E2投与が正確に行われているかを確認する為、8～9週齢のマウス

に OVX処置をした後、E2を投与し、7日間飼育した。その際の E2投与マウス下

垂体の大きさを確認し、子宮重量を測定した。その結果、E2 処理したマウスで

はコントロールマウスに比べ、下垂体の肥大が確認された(Fig. 3-1a)。また、

E2 処理したマウスの子宮重量はコントロールマウスに比べ有意に増加していた

(Fig. 3-1a、b)。また、E2投与マウス下垂体における PRL陽性細胞率を免疫組

織化学法を用いて確認した。PRL陽性細胞率は全細胞数（DAPI陽性細胞）に対す

る PRL陽性細胞数の割合で示した。陽性細胞率 E2処理したマウスではコントロ

ールマウスに比べ PRL陽性細胞率が有意に増加していた(Fig. 3-2c)。 

 PRLと PAK2及び PKA の下垂体内局在を確認する為、E2を投与し 7 日間経過し

たマウスから下垂体を採取し、免疫組織化学法を用いて組織学的に検証した。そ

の結果、PRLと PAK2 は共局在していることが確認されたが(Fig. 3-2b)、PRLと

PKAは共局在しないことが確認された(Fig.3-2a)。また、E2投与によりその局在

に変化があるかを確認したところ、E2投与による局在の変化は見られなかった 
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Fig. 3-1 E2投与による下垂体、子宮重量の変化 

 (a)OVX処置後 7日経過した雌マウスに E2を投与し、7日後の下垂体

の形態を確認した。(b)同様に子宮重量を測定し、体重比をグラフ化し

た。(Mean±SEM, n=3, **=p<0.01) 
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Fig. 3-2 E2投与による下垂体内の PKA 及び PAK2局在確認 

 OVX 処置後 7 日経過した雌マウスに E2 を投与し、7 日経過した下垂

体における PRL と(a)PKA 及び(b)PAK2 の局在を免疫染色により確認し

た。(c)PRL陽性細胞の割合を数値化してグラフ化した。(d)PRL 陽性細

胞中の PRL-PAK 両陽性細胞の割合を数値化してグラフ化した。(Mean±

SEM, n=3, **=p<0.05) 
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(Fig. 3-2a、b)。また、E2投与による PRL と PAK2の局在率の変化を確認した。

局在率は PRL陽性細胞数に対する PRL-PAK2 両陽性細胞数の割合で示した。その

結果、PRLと PAK2の局在率にも変化はみられなかった(Fig. 3-2d)。 

 

E2投与による PAK2 発現への影響解析 

 E2投与がマウス下垂体中における PAK2発現に影響を与えるか確認する為、E2

投与マウス下垂体における遺伝子、タンパク発現量を Real Time PCR と Western 

Blotting により確認した。その結果、E2 投与によりマウス下垂体中の Pak2 遺

伝子発現が減少することが明らかになった(Fig. 3-3)。また、同様に E2投与に

より総 PAK2 タンパク発現量も減少することが明らかになった(Fig. 3-4a、b)。 

 PAK2には活性型であるリン酸化 PAK(pPAK2)が存在することが知られているた

め、E2投与によってpPAK2タンパク発現量に影響を与えるかをWestern Blotting

で確認した。その結果、E2 投与によりマウス下垂体中の pPAK2 タンパク発現量

が減少することが明らかになった(Fig. 3-4c、d)。しかし、マウス下垂体におけ

る pPAK2/総 PAK2比率は E2投与により有意に上昇することを明らかにした(Fig. 

3-4e)。 
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Fig. 3-3 E2 投与による PAK2遺伝子発現量の変化 

 OVX 処置後 7 日経過した雌マウスに E2 を投与し、7 日後の下垂体に

おける PAK2 遺伝子発現量を Real Time PCR で確認した。(Mean±SEM, 

n=3, *=p<0.05) 
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Fig. 3-4 E2投与による PAK2タンパク発現量の変化 

 OVX 処置後 7 日経過した雌マウスに E2 を投与し、7 日後の下垂体に

おける PAK2(a、b)および pPAK2(c、d)タンパク発現量を確認した。各

値は GAPDHで補正した。(e)pPAK2/PAK2 比率をグラフ化した。 

(Mean±SEM, n=3, **=p<0.01) 
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PAK2 ノックダウンによる E2誘導性 PRL リン酸化への影響解析 

 E2によるリン酸化に PAK2が関与しているかを確認する為、OVX処置後７日間

経過したマウスの下垂体前葉初代培養細胞の PAK2発現を PAK2の siRNA（siPAK2）

によりノックダウンし、その影響を確認した。その結果、siPAK2 を導入した下

垂体前葉初代培養細胞では PAK2 の発現量が有意に減少していた(Fig. 3-5a)。

また、E2 を添加した初代培養細胞でも PAK2 の発現量が減少していた。しかし、

コントロール siRNA(siControl)を導入し、E2 を添加した初代培養細胞では PAK2

の発現量が減少しなかった。また、初代培養細胞に siPAK2を導入した際の PAK2

発現の変化を免疫細胞化学法により確認した。その結果、siPAK2導入により PAK2

の蛍光強度の低下することが確認された(Fig. 3-5b)。 

 siPAK2によるノックダウンが、E2誘導性の PRLリン酸化に影響を与えるか確

認する為、siPAK2 を導入した初代培養細胞に E2 を投与し 48 時間培養し、抽出

したタンパク質を用いて二次元電気泳動を行った。二次元電気泳動により、E2を

添加していない下垂体前葉初代培養細胞における未修飾 PRL 及びセリンリン酸

化 PRL(PPRLS)、セリン/スレオニンリン酸化 PRL(PPRLT)の発現が確認された(Fig. 

3-6a)。また、E2を添加した初代培養細胞において PPRLTと PPRLSの未修飾 PRL

に対する存在比が有意に増加することが示された(Fig. 3-6b、c)。加えて、E2に

より増加した PPRLS/PRL の存在比が siRNA導入により有意に減少した(Fig. 3- 
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Fig. 3-5 siPAK2 による PAK2の抑制 

 (a)下垂体初代培養細胞に siPAK2を導入した際の mRNA発現量を Real 

Time PCRで確認した。(b)また、タンパク発現を細胞組織化学法で確認

した。(Mean±SEM, n=3, *=p<0.05) 
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Fig. 3-6 siPAK2 による E2誘導性リン酸化 PRLへの影響 

 下垂体初代培養細胞に siPAK2を導入した際のリン酸化 PRL発現を二

次元電気泳動で確認した(a)。また、PPRLT/PRL(b)、PPRLTS/PRL(c)の存

在比をグラフ化した。(Mean±SEM, n=3, *=p<0.05) 
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6b)。また、PPRLT/PRL の存在比も同様に siRNA 導入により有意に減少した(Fig. 

3-6c)。 

 

E2による PAK2 活性化因子発現への影響解析 

 E2 が PAK2 の活性化因子である Rac1 と cdc42 発現に影響を与えるか確認する

為、E2投与マウス下垂体中における Rac1及び Cdc42タンパク発現量を Western 

blotting で確認した。その結果、E2 投与による Rac1 の発現量変化は見られな

かったが、Cdc42の発現量は有意に増加した。 
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Fig. 3-6 E2投与による PAK2活性化因子への影響 

 OVX 処置後 7 日経過した雌マウスに E2 を投与し、7 日後の下垂体に

おける Rac1 および Cdc42 発現量を Western Blotting で確認した。 

(Mean±SEM, n=3, *=p<0.05) 
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3-4 考察 

 

 本章では E2 投与マウス下垂体における PRL のリン酸化は PAK2 により誘導さ

れることを示した。 

 過去の研究において E2投与マウス下垂体中でリン酸化 PRL発現が確認されて

いることから、E2 投与における PRL のリン酸化機序を解析するため、本研究で

は主に E2 投与をしたマウスを使用した。E2 投与をしたマウスは下垂体の大き

さ、子宮重量、下垂体中の PRL陽性細胞数を確認することで、適切な処置が行わ

れているかを確認した。E2 を投与したマウスではコントロールマウスに比べて

下垂体の肥大が観察された。また、E2 投与マウスでは子宮重量がコントロール

マウスに比べて有意に増加していた。加えて、下垂体中の PRL 陽性細胞数は E2

投与マウスで有意に増加していた。これらの結果は本研究における E2投与が適

切に行われていることを示している。 

 PRLは翻訳前後で修飾を受け構造が変化することで、機能の多様性を獲得する。

この構造が変化した PRL は異型 PRL と呼ばれる。リン酸化 PRL も異型 PRL の一

種であり、翻訳後にリン酸化酵素によりリン酸化されることで生成する。現在ま

でに、PAK2や PKAが PRLをリン酸化する酵素の候補とされているが、E2を投与

した際の下垂体中の局在や発現量の変化は未解明であった。その為、本研究では
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E2 投与したマウス下垂体内のリン酸化酵素局在を免疫組織化学法を用いて組織

学的に解析した。その結果、マウス下垂体中では PKA と PRL は共局在しておら

ず、PAK2と PRLが共局在していることを明らかにした。このことは、E2投与の

有無にかかわらず、PRL のリン酸化に PKA は関与しておらず、PAK2 が主にリン

酸化を担っている可能性を示唆している。そこで次に、下垂体において E2投与

が PAK2発現に与える影響を Real Time PCR と Western Blotting で解析した。

その結果、E2投与により PAK2の遺伝子発現及びタンパク質発現が低下すること

を明らかにした。また、PAK2には活性型である pPAKが存在することが知られて

いることから、E2 投与が pPAK2 のタンパク質発現に与える影響を Western 

Blottingで解析した。その結果、E2投与により pPAK2のタンパク質発現が低下

することを示した。これは、E2 投与によって細胞内リン酸化反応が減少すると

いう報告がされており(Walker 2007)、その結果と一致する。この結果は E2 に

よりPRLがリン酸化される事実と矛盾するが、pPAK2/PAK2の割合に着目すると、

E2 投与によりその割合が増加していることを示した。このことは、PRL のリン

酸化は pPAK2 量ではなく pPAK2 の存在比が上昇することで引き起こされる可能

性を示唆している。また、E2の PRLリン酸化誘導に PAK2が関与していることを

明らかにするために、PAK2 siRNAを用いて PAK2 遺伝子をノックダウンした下垂

体前葉細胞を用いて、リン酸化 PRL量の変化を二次元電気泳動により確認した。
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はじめに siPAK2の導入により、下垂体前葉細胞中の PAK2発現は有意に低下し、

siControl 導入では発現量に差がなかったことから、siPAK2 導入により正常に

PAK2の発現が抑制されたことを示した。また、E2投与により下垂体前葉細胞中

の PPRL/PRL存在比が有意に増加することが確認された。この結果は in vivoで

E2 による PRL のリン酸化が確認された結果と一致したことから(Horiguchi et 

al. 2007)、初代下垂体前葉細胞はリン酸化 PRL研究において有用であると考え

られる。この E2により増加した PPRL/PRL存在比は siPAK2の導入により有意に

低下した。このことから下垂体前葉における E2 の PRL リン酸化誘導には PAK2

が関与していることが示唆された。E2 により増加した PPRLS/PRL 存在比は

siPAK2導入をすることで有意に低下していたが、siPAK2導入後も微量に検出さ

れている。このことは下垂体中における PPRLS のリン酸化には PAK2 以外のリン

酸化酵素が関与している可能性を示唆している。また、E2 により増加した

PPRLT/PRL 存在比は siPAK2 導入をすることで検出が出来ないレベルまで低下し

た。このことは E2 誘導性の PPRLS 発現の大部分に PAK2 が関与している可能性

を示唆している。 

PRLはラクトトロフの分泌顆粒中に Zn2+を中心として凝集して蓄えられている

(Sankoorikal et al. 2002)。Ca2+で処理をした下垂体中では PPRL量が増加しな

かったが、Zn2+で処理した下垂体中では PPRL 量が増加したことが報告されてい
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る(Wicks and Brooks 1999)。このことから PAK2に加えて、Zn2+で活性化する

リン酸化酵素が PRL のリン酸化酵素の候補として挙げられるだろう。 

下垂体前葉における E2 の PRL リン酸化誘導に PAK2 が関与していること、そ

のリン酸化には PAK2 発現量ではなく pPAK2/PAK2 存在比の関係が示唆されてい

ることから、本研究では PAK2の活性化因子として知られている、rac1及び cdc42

発現に対する E2の影響を解析した。その結果、E2投与したマウスの下垂体にお

いて Rac1 発現には変化がなかったが、cdc42 発現は有意に増加していた。この

ことから、E2投与のマウス下垂体における PAK2 の活性化には cdc42 発現が関与

している可能性が示唆された。 

 本章では下垂体前葉細胞において E2が PRL のリン酸化を引き起こし、そのリ

ン酸化が siPAK により抑制されること、また E2 により cdc42 発現が増加し、

pPAK2/PAK2 存在比が増加することを示した。このことから、マウス下垂体にお

いて E2 による cdc42 発現上昇、それに伴う PAK2 の活性化により PRL をリン酸

化している可能性を示した。 
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Fig. G マウス下垂体における E2誘導性リン酸化 PRLの生成機序仮説 

マウス下垂体中では E2 により cdc42 発現が増加し、pPAK2/PAK2 比率が増加す

る。この PAK2により PRLがリン酸化され、リン酸化 PRLが生成する。 
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第四章 総合考察 

  

本研究では異型 PRL であるバソインヒビンの受容体探索、線維化に関する機

能解明、またリン酸化 PRL の生成過程に関する研究を行った。第一章ではバソ

インヒビンの受容体を明らかにするため、バソインヒビンとインテグリンアイ

ソフォームの関係性を解析した。その結果、血管内皮細胞におけるバソインヒビ

ンのアポトーシス誘導作用はインテグリンα5β1 を介して引き起こされること

を明らかにした。第二章ではバソインヒビンの新たな機能を解明するため、バソ

インヒビンが線維芽細胞に与える影響を解析した。その結果、バソインヒビンに

は TGF-βを介さずに線維芽細胞を活性化させる機能があることを明らかにした。

第三章ではマウス下垂体においてエストロゲンにより誘導されるプロラクチン

のリン酸化を担う酵素を解析した。その結果、マウス下垂体におけるエストロゲ

ン誘導性プロラクチンリン酸化は PAK2により引き起こされることを明らかにし

た。 

第一章では Viがインテグリンα5β1に結合することを明らかにした。現在ま

でに Viは下垂体や血管内皮細胞を含む様々な組織で確認されているが、Viを産

生する組織は同定されていない。インテグリンα5β1 は細胞の基底膜側に存在

し、下垂体で生成された Vi は血液を介して輸送されるため、下垂体由来 Vi と
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インテグリンα5β1 が結合する可能性は低いと考えられる。その為、Viとイン

テグリンα5β1が結合するのであれば、その Viは下垂体以外で産生される異所

性 PRL由来の可能性が考えられる。この異所性 PRL由来の Viがオートクライン

やパラクラインにより近傍、自身の細胞に発現しているインテグリンα5β1 に

結合することで作用を引き起こしている可能性が考えられる。その為、Vi の血

中濃度が上がることなく、Viを産生する組織で局所的に Viの作用が生じる可能

性も考えられる。 

第二章では Vi が心臓線維芽細胞のα-SMA 発現を TGF-β非依存的に増加させ

ることを明らかにした。現在までに報告されている Viの作用は名前の由来にも

ある通り、殆どが血管新生に関するものである。本研究で明らかにした Viと線

維化を関連付ける結果は、過去に例の無い結果である。本研究では、心臓線維芽

細胞の活性化マーカーであるα-SMA の発現量が Vi によって増加することを示

したに留まるが、Vi と心臓の線維化の関連性が明らかになることで、周産期心

筋症患者において血中 TGF-β量が増加せずに、心臓の線維化が確認されること

を解明する手掛かりにもなり得る。また、周産期心筋症における心臓の線維化は

重症患者において確認される病態であることから、重症化を防ぐ治療法を解明

する手掛かりになるのではないかと考えている。第一章で Viとインテグリンα

5β1 の結合が確認されたこと、過去の研究において線維化に integrin linked 
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kinase が関与している報告があることから、周産期心筋症の線維化においても

Vi とインテグリンが密接に関係している可能性が考えられる。今後の研究の発

展により、周産期心筋症、バソインヒビン、インテグリンの三者の関係性が明ら

かになっていくことが予想される。 

第三章ではエストロゲンにより誘導されるプロラクチンのリン酸化が PAK2に

より誘導されることを明らかにした。現在までに、プロラクチンをリン酸化する

酵素を報告した例はあるが、リン酸化酵素と PRLのタンパク質を用いた in vitro

の実験であり、in vivo においてプロラクチンのリン酸化酵素を特定した例は本

研究が初である。エストロゲンは性周期を決定するのに重要な因子であり、その

時期により分泌量が大きく変化する。月経前に月経前症候群(premenstrual 

syndrome: PMS)と呼ばれる様々な身体的不調を訴える状態がある。具体的な症

状には浮腫、乳房痛、倦怠感、抑うつなどが挙げられるが、詳細な原因は明らか

になっていない。現在までに PRL は 300 を超える機能が報告されており、体内

における様々な生理状態に関与していることが予想される。性周期における PRL

量の増加はエストロゲンの増加と同時に起こるが、PRLと PMSの関係は現在まで

に明らかになっていない。エストロゲンにより増加するリン酸化 PRL がその症

状に関与していることは否定できない。 

また、エストロゲンを長期投与したマウスはプロラクチノーマのモデルマウ
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スとして用いられている。プロラクチノーマは下垂体内における PRL 産生細胞

が増加し、PRL 細胞における分泌細胞の肥大化、血中への PRL 分泌量が増加し、

高 PRL 血症を発症する下垂体腺腫の一種である。現在、臨床では RIA を用いた

血中 PRL 濃度の測定が行われている。しかし、症状を呈している高 PRL 血症患

者と同程度の血中 PRL 濃度を示しているが、高 PRL 血症の病状を示さない人が

多い。これは純粋な血中 PRL 量だけでなく、リン酸化 PRL 量により差異が出て

いる可能性が考えられる。本研究ではエストロゲンにより PAK2を介した PRLの

リン酸化が確認されている。このことから高 PRL血症患者の血中リン酸化 PRL濃

度や PAK2 活性を測定することでより正確な診断が出来る可能性が考えられる。 

 本研究では異型 PRL の受容体探索、新規作用の解明、産生機序の解明を行っ

た。PRLは自身の特徴である異型性や異所性により 300を超える機能を持つと考

えられている。また、数多くの異型 PRL や異所性 PRL は作用が明らかになって

いるが、生体内での存在意義の不明なものも多い。これら異型 PRL、異所性 PRL

の受容体や産生機序が明らかになることは生体内での存在意義を明らかにする

ためにも重要であると考えられる。 
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