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緒 言  
タンパク質の遊離SH基のレドックス（酸化還元）状態は細胞機能を制御する

うえで重要であることが知られている。これらの遊離SH基を還元状態に保つた

めに主に２つの機構が知られているが、その一つにGlutathione (GSH)/gluta 
-redoxin (GRX) systemがある。血小板由来増殖因子(Platelet-derived growth 
factor (PDGF)-BB)は心筋の発生に重要である事が知られているが、その制御に、

GRXによるレドックス機構がいかに関わるかは明らかにされていない。本研究

ではGRXを過剰発現させた心筋系培養細胞を用いて、PDGF-BBによる増殖制御

に対するGRXの影響について、low molecular weight protein-tyrosine 
phosphatase (LMW- PTP)を介した新たな分子機構を明らかにした。 

 
対象と方法 

GRX を定常的に過剰発現するラット心筋芽細胞由来 H9c2 細胞株 
(H9c2-GRX)及びコントロール細胞 (Control) を作成し、0.5nM PDGF-BB を投

与し細胞増殖を比較した。PDGF シグナルは、PDGF-BB 投与後の PDGF 
Receptor (PDGFR)βのリン酸化について Western Blot 法により解析した。ま

た、LMW-PTP 及び GRX の RNA double-stranded small interfering RNAs 
(siRNA) を作製し、LMW-PTPの阻害薬であるPTP inhibitor (PTPI-III)やGRX
の阻害薬であるCadmiumなどのPDGFシグナルへの影響を調べた。LMW-PTP
の活性は免疫沈降サンプルを用い p-nitrophenyl phosphate を基質として測定

した。抗酸化剤として Trolox や N-acetyl cystein (NAC)の効果も検討した。In 
vitro において、精製した LMW-PTP に H2O2を投与し、遊離 SH 基をブロック



する 4-acetoamido-4’-maleiamidylstilbene-2,2’-disulfonic acid でラベルした後、

還元及び非還元状態のLMW-PTPの構造的変化をWestern Blot法により評価し

た。同時に LMW-PTP の活性を測定した。さらに、GSH/GRX system の

LMW-PTP の酸化還元状態制御への関与について解析した。 
 
結果 
 PDGF-BB 添加後 3 日目において、Control に比して H9c2-GRX の増殖は約

25%抑制されていた。同様に PDGFRβのリン酸化は Control に比して

H9c2-GRX は抑制されていた。LMW-PTP 及び GRX の発現を siRNA により抑

制すると PDGF-BB 投与後の PDGFRβのリン酸化は増強された。また、

PTPI-III により LMW-PTP の活性は抑制され、PDGFRβのリン酸化が亢進し

た。Control と比して H9c2-GRX は PDGF-BB 投与後 LMW-PTP の活性は抑制

されていたが、Cadmiumで処理するといずれもLMW-PTPの活性は抑制され、

PDGFRβのリン酸化は亢進した。以上から、PDGFRβのリン酸化抑制には

LMW-PTP が関与し、その LMW-PTP の活性亢進に GRX が関わることが示唆

された。PDGF-BB 投与後、細胞内の Peroxide は増加したが、Trolox 及び NAC
を添加すると PDGF-BB 投与後の PDGFRβのリン酸化は抑制され、LMW-PTP
の活性は亢進された。次に In vitro で LMW-PTP に H2O2を投与すると、濃度

依存性に LMW-PTP の活性が低下し、同時に LMW-PTP のオリゴマーが形成さ

れた。一方、H2O2による LMW-PTP の活性の低下は GSH 再合成系により抑制

されたが、GRX の追加投与によりさらに抑制され、同様に LMW-PTP のオリゴ

マーの形成も阻害された。 
 
考察 
 GRX が LMW-PTP のレドックス状態を制御することによりその活性状態を

維持し、PDGFRβのリン酸化を抑制し、PDGF 依存性の細胞増殖を制御するこ

とが示唆された。また、作用機構として GSH/GRX system が H2O2により誘導

される不活化や構造変化から LMW-PTP を保護することが考えられた。 
 現在、LMW-PTP 以外の PTP がリン酸化された PDGFR の脱リン酸化を酸化

還元により制御する事が知られている。本実験系においても、PDGF シグナル

制御についてさらに明らかにするうえで、他の PTP の GRX による制御につい

ても検討する事が重要である。 
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