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論　文　内　容　要　旨

（ふ　り　が　な）

氏　　　　名

かわさき　まさやす

川　崎　誠　康‘

学位論文題目

E飴ctofHiS・Gl河如mdifde山崎d丘Omd朋nain50fhighmolecularwei帥

田ni加g組皿聞押印貼bnofc姐¢肝m由由Sisb融l加蜘組d加軸
（高分子キニノーゲン・ドメイン5由来　ヒスチジン・グリシン・リジン．

モチーフの癖転移抑制効果）

［目的］

高分子キニノーゲンは肝臓で産生される分子量’12万の一本鎖ポリ‘ペプチド構造のタンパク

質である。近年その6つの生理ドメインのマッピングが行なわれ、ドメイン4のブラジキニ
ン以外に、ドメイン2・3がシステインプロテアーゼ阻害酵素である事や、血液凝固の内因

系の補酵素として働く時、ドメイン年が第11因子やプレカリクレインと結合する部位であ

る事などが解明され、多機能タンパク質としての性質が明らかとなった。中でもドメイン亭

佃5Ⅱ）は、血小板凝集抑制、リンパ球の血管内皮への接着阻事、癌細胞の細胞外マトリッ
クス（m）への接着・浸潤阻事、血管新生阻害など様々な細胞機能に関与することが報草

されている。本研究はこのD5Hにおける癌細胞の接着・浸潤阻害機能と血管新生阻害機能を
‘癌の抑制に応用するペく、それぞれの阻専活性における中心的なアミノ酸由列（モチーフ）
及びその作用樵序を明らかにする事を目的とした。
亡方法］　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

1．血正加での癌細胞接着・浸潤阻害におけるD5輝の活性中心配列の検討

ヒト乳癌株化細胞を用いてECM・の一つであるビトロネタチンに対する接着能やビトロネタ
チンをケモアトラクタントとした際のマトリゲルへの浸潤能を検討した。D5耳のアミノ酸配

列を分割する形で合成したペプチド（D5H由来ペプチド）共存下での各機能の阻事率を求め、
阻害活性を示したペプチドに共通する配列より括畦の中心配列であるモチーフを同定した。

2・マウ．ス実験的肺転移モデルにおけるモチーフの阻害効果の検討
マウス尾静脈より悪性黒色腫細胞を注入し肺転移を形成する系において、血正加で阻害

活性を示したモチーフを含むペプチドを同時投与し、転移抑制効果を検討した。

3．細胞接着・浸潤阻害に関与す卑癌細胞膜のD5Hレセプターの検出
乳癌細胞膜をビオチン化したの‘ち膜タンパク質を可溶化し、これにD5月を結合させた。その

うちD5雄の細胞接着・浸潤におけるモチーフ部分と特異的に姑合するタンパク質のみを同じ
配列を持っペプチド溶液を高濃度加える事で解離させこ電気泳動して検出した。

4．血管新生阻害作用における活性中心部位の同定
ヒト静脈血管内皮細胞（HUVEC）をマトリゲル上で培養し管腔形成させるアッセイにおいて、

D5Ⅶ由来ペプチド共存下での形成阻害を指標として、血管新生阻害作用におけるD5日の活性
中心配列を検討した。
1［結果］

1．癌細胞の接着・浸潤を阻害したペプチドは、いずれもと不チジンーグリシンーリジン（貼K）
という共通のアミノ酸配列を有し、．そのうちリジンをアルギニンに置き換えたペプチド

卸刺及びタンパク質（D榔48吋は阻害活性が消失した。

（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、

2千字程度でタイプ等で印字すること。

2．＊印の欄には記入しないこと。
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2．HGKペプチドを投与した群の肺転移総数は著しく減少した（阻害率95％）。一方HGRペプ
チドを投与した群は阻害率27％と効果の減弱が顕著であった。

3．分子量95kDaの．タンパク質が特異的に検出された。
4．肝VEC由管腔形成はl氾Kモチ」フによらず、・そのc末端側に位置する配列脚K腿を有す

るペプチドによって阻事された。
［考察］

D5打における癌細胞の接着・浸潤阻害モチーフが相識であるという事が、中。加・五日甘粕
において示された。またその効果はアミノ酸の持つチャージ依存性でなく、酉己列依存的で

あるという事がリジンを同じ塩基性のアルギテンに変換すると失癒した事より明らかとな
った。この作用機序の仮説としてD5Kが細胞表面の接着レセプターにモチーフ癖分を中心と

して結合する事で阻害する為と考えた。当初そのレセプター悼インチグリン等のビトロネ

タチンレセプターと予測されたが、今回縛られたバンドはモ！マーであり分子量も異なる
ゆえ該当せず、新い、タンパク質であ畠可能性が出て来た。現時点ではD5且は自身のKKの

部位を中心に95kDaの細胞膜レセプターに結合し、．そこからのシグナルがインチグリン等の
接着系のレセプターからのシグナル伝達を細胞内でブロックする事で細胞活動が抑制され

ると考えている。一方貼Kモチーフの血管新生阻害における効果も検討したが、その活性中
心は珪K部分の更にC末端側の領域に存在すると推定された。このH曜モチーフを認識する

95kDaレセプターや血管新生阻害に関与するレセプターを向定．しこそれらを介した癌転移抑
制機構を明らかにする事が出来れば、新しい癌抑制系が確立されると考えられる。
［結論］‘

1．癌細胞の接着・浸潤を阻害するD5月中の最小機能配列は貼Kであった。

2・．中正甲においても貼Kモチーフによる癌転移抑制効果が示された。　　　　　一
3．貼Kモチーフによる接着・浸潤阻害作用には、95kDaの細胞表面レセプターが関与してい

ると考えられた。
4．血管新生阻宰活性中心は貼Kモチーフではなく、それに続くC末端側の領域に存在する

と推定された。
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