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【要 約】

gp130はIL6関連サイトカインのシグナルトラン

スデューサーとして働き，心臓を始め， さまざまな

組織，細胞種に発現している。培養心筋細胞のgp130

をLeukemiaInhibitory factor (LIF)や car-

diotrophin-1で活性化させると，心肥大をおこすこ

とが報告されている。一方，他の細胞系において，

LIFはphosphatidylinositol(PI) 3 -kinase-Akt 

/protein kinase B (PKB) pathwayを活性化する

ことが報告されている。しかし，心筋細胞において

LIFによる心肥大反応におけるこの情報伝達の役割は

明らかではないため，その解明を行った。ラット培養

心筋細胞において， LIF はPI3 -kinase， Akt/PKB 

を活性化した。さらに， LIFによるAkt/PKBの活

性化は， PI 3 -kinaseの特異的な抑制剤LY294002に

よる前処置，およびPI3 -kinaseのドミナントネガティ

ブムp85を発現するアデノウィルス (AxCAムp85)

を心筋細胞に感染させることで，抑制された。すなわ

ちLIFは， PI 3 -kinaseの活性化を通じて， Akt/ 

PKBを活性化していることが判明した。次に， LIF 

は心筋細胞において蛋白合成を約1.8倍増加させた。

このLIFによる蛋白合成の促進は， L Y294002， 

AxCAムp85により完全に抑制された。 LIFによるPI

3 -kinase-Akt/PKB pathwayの活性化は蛋白合

成に必要であり，心筋細胞肥大に関与することが示唆

された。

【緒
可
E
a
a
言

心肥大は，本来，血行動態などの心への負荷に対す

る生理的な反応であり，適応過程であるが，肥大の進

行とともに心機能の悪化因子となり，心不全の惹起因

子となる。疫学的にも，心肥大は，心臓死に対する独

立した危険因子であり，心血管死を約2倍に増加させ

ることが明らかになっている(1)。それゆえに，心肥大

のメカニズムを解明することは，心疾患，特に心不全

の治療法を考える上で非常に重要である。

心肥大を生じる刺激としては，血圧などの血行動態，

機械的刺激に加えはうカテコラミンやはエンドセリ

ン(4)アンジオテンシン II(5. 6)などの液性因子の関

与が大きいことが明らかになっている。そして，最近

になり新たな液性因子として， cardiotrophin-1 

(CT-1)やleukemiainhibitory factor (LIF)な

どのサイトカインの存在が注目されてきた(7. 8. 9)。

これらはIL-6関連サイトカインであり， シグナル伝

達物質であるgp130を介してその情報を細胞内へ伝達

する (7.8.九 IL-6関連サイトカインとしてはこの他に

もIL-6， IL-ll ， oncostatin Mやciliaryneurotrophic 

factorなどがあげられる。

gp130は血液，免疫系細胞のみならず心筋細胞にも

高いレベルで発現している。そして， IL-6とIL-6受

容体を共発現させたトランスジェニックマウスは心肥

大を呈することが明らかにされ(1ヘさらにはCT-1や，

LIFの刺激がラット培養心筋細胞を肥大させることが

報告され(7. 8. 9) IL-6関連サイトカインが心筋細胞

肥大の誘導因子であることが明らかになった。

Key W ords : LIF，心肥大， PI 3 -kinase， Akt/PKB 

(167) 



48 

IL-6関連サイトカインによる心筋細胞肥大の細胞

内情報伝達路としては， gp130を介して， MAPK 

(mitogen activated protein kinase)およびJAK

(Janus kinase) /ST A T (signal transducers and 

activators of transduction)へ至る伝達路の存在が

報告されていたが，最近になり， IL-6関連サイトカ

イン，とくにLIFが，心筋細胞においてもPhospha-

tidylinositol (PI) 3 -kinaseを活性化することが明

らかになった〔ω。PI3-kinaseはイノシトールリン脂

質のD3位をリン酸化する酵素であり，増殖因子やサ

イトカインが受容体に結合すると， PI3時kinaseが活

性化される。 PI3 -kinaseの脂質産物はpleckstrin

homology (PH) domainやSrchomology 2 (SH 

2) domainを通じ，下流因子に結合し活性化する。

PI3 -kinaseの細胞内での役割は，いろいろ報告され

ているが，下流因子の詳細は不明である。最近， PI 

3 -kinaseの下流因子としてAkt/protein kinase B 

(PKB)が報告された。 Akt/PKBはセリンスレオニ

ンキナーゼで， N末端にPHドメイン，活性化領域が

ある。 PDGF，EGFなどは受容体チロシンキナーゼ

を介し， Akt/PKBを活性化することが報告されて

いる (12，13，はへそしてこの反応は， PI3 -kinaseの活

性化を介していることが報告されている。 PI3-kinase-

Akt/PKB経路は，平滑筋細胞や脂肪細胞において，

蛋白合成に関与していることが報告されている(16，17)。

しかしながら， LIFによる心筋細胞肥大反応における

PI 3 -kinase-Akt/PKB経路の関与は明らかでない。

今回私達は， LIFによる心筋細胞肥大の細胞内情報

伝達における， PI 3 -kinase-Akt/PKB経路の関与

を明らかにする目的にて， ラット培養心筋細胞を用い

た検討を行った。そして， LIFがラット培養心筋細胞

において， PI 3 -kinase-Akt/PKB経路を活性化す

ること，そして心筋細胞の蛋白合成を促進することを

示した。さらに， LIFによる蛋白合成の促進はPI3-

kinase-Akt/PKB経路の・活性化を介していることを

示した。

【方 法】

材料

Sprague明DawleyラットはCharlesRiver COsaka， 

Japan)から入手した。培養メデイウムはLife

technology (Geithersburg， MD)より入手した

Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient 

Mixture F-12 (DMEM/F12)を用いた。リコビナ

ントLIFは， Pepro Tech (London， England)よ

り入手した。 LY294002はCalbiochem(San Diego， 

CA)より入手した。 Akt/PKBに対するヒツジのポ

リクローナル抗体はUpstateBiotechnology (Lake 

Placid， NY)より入手した。 ProteinG-Sepharose 

4 Fast Flow はAmershamPharmacia Biotech 

(Uppsala， Sweden)より入手した。

心筋細胞培養

(168) 

既報の方法にて，新生児ラットの心臓より心筋細胞

を培養した(18，肌ヘ心筋細胞は， 6.0X104/crrfの濃度

で培養した。

リコンビナントアデFノウイノレス

PI 3 -kinaseのドミナントネガティプ変異体(ムp85)，

Akt/PKBのドミナントネガティブ変異体(Akt-AA)

および， β-galactosidaseを発現するアデノウイルス

ベクターをそれぞれAxCAムp85，AXCAAktAA， Ax 

CALaczとする，既報の方法にて準備した06，21，2ヘ心

筋細胞の培養開始24時間後に， これらのアデノウイル

スを表に示した量 (multiplicity of infection 

(MOI))を感染させ，感染後48時間で実験に使用したD

P13 -kinase， Akt/PKBのアッセイ

PI3 -kinaseの脂質リン酸化活性， Akt/PKBのリ

ン酸化活性を，以前報告した方法で測定した(21， 2九細

胞抽出液を抗フォスフォチロシン抗体， または，抗

Akt/PKB抗体で免疫沈降し， PI，または， ヒスト

ンH2Bを基質にして invitro kinase assayをしたO

蛋白合成アッセイ

蛋白合成の測定を既報の方法で測定した(24)。心筋細

胞を1000U/mlのLIFで24時間刺激しドHJleucine 

(0.5μCi/mL)をかきとる 4時間前に加えた。放射

線活性は，液体シンチレーションスペクトロメトリー

で測定した。

【結 果】

LIFによる心筋細胞でのPI3 -kinaseの活'性化

LIFのPI3-kinaseに対する影響を調べるために，

培養心筋細胞をLIFで刺激し，フォスファチジルイノ

シトールを基質にしてPI3 -kinase活性を測定した。

図 1に示す通り， LIFは刺激後 5分以内でPI3 -

kinaseを活性化し始めた。 LIFは10分でPI3 -kinase 

を最高約3倍活性化した。 PI3 -kinaselこ特異的な阻

害剤LY294002を，抗フォスフォチロシン抗体による

免疫沈降物質に加えると，ファチジルイノシトール1

リン酸のスポットは完全に消失した。これにより，こ
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凶1 LIFによる心筋細胞でのPI3 -kinaseの活性化
培養心筋細胞与をlOOOU/mlのLIFで図に示した
時間刺激した。抗リン酸化チロシン抗体で免疫

沈降を行い， pho印hatidylinositol(pI)を
基質にinvitroキナーゼアッセイを行った
図)。リン酸化されたPIを定量化した(下図)。
量は 2回の独立した実験結果の平均をグラフに

示した。
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閲2 LIFによる心筋細胞でのAkt/PKBの活性化
培養心筋細胞を1000U/mlのLIFで、閣に示した
時間刺激した。抗Akt/PKB抗体で免疫沈降
を行い， ヒストンH2Bを基質にinvitroキナー
ゼアッセイを行った(上図)。 リン酸化された

ヒストンH2Bを定量化した。下図は2回の独
立した実験結果の平均をグラフに示した。
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図3 LIFによるPI3-kinase依存性のAkt/PKBの
活性化

A)培養心筋細胞を50mMのLY294002で10分
間前処置した1000U/mlのLIFで15分間刺激
した。抗Akt/PKB抗体で免疫沈降を行い，
ヒストンH2Bを基質に invitoroキナーゼ
アッセイを行った。

B)培養心筋細胞に， PI3同kinaseのドミナン
トネガ、ティブ変異体(ムp85)を発現するア
デノウイルス (AxCAムp85)を5MOI感染
させ， 1000U/mlのLIFで15分間刺激した。
抗Akt/PKB抗体で免疫沈降を行い， ヒス
トンH2日告基質にAkt/PKBのinvitroキ
ナーゼアッセイを行った(上図)。抗リン

酸化チロシン抗体で免疫沈降を行い，

phosphatidylinositol (PI)を基質にPI3
kinaseのinvitroキナーゼアッセイを行っ
た(下図)。

のアッセイ系における， PI3削kinaseの特異性が証明

された。ムp85はPI3…kinaseの調節ユニットの変異

体で， catalytic subunitに対する結合部位を欠失し，

ドミナントネガテイブとして広く使われているοAx

CAムp85を感染させると，完全にLIFによるPI3-ki 

na開の活性化が抑制された(関3B下)。

LIFによる心筋細胞でのAkt/PKBの活性化

次に我々は， PI 3 -kinaseの下流分子と報告されて

いるAkt/PKBの活性化に対するIFの影響を調べた。

図2!こ示すように， LIFは刺激後5分以内でAkt/

PKBを活性化し始め， 15分で最高約6倍活性化したo

PI3 -kinase!こ依存しない経路がAkt/PKBを活性す

(169) 
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図4 LIFによるPI3 -kinase-Akt/PKB経路を介
する蛋白合成の促進

A)培養心筋細胞を50mMのLY294002で10分
間前処置し， 1000U/mlのLIFで24時間刺激
した(左図)。また，培養心筋細胞にAxCA
ムp85を5MOI感染させ， 1000U/mlのLIF
で24時間刺激した(右図)。蛋白合成は[3日]
leucineの細胞内への取込みを， LIF刺激後
24時間で測定した。図は2回の独立した実験
結果の平均をグラフに示した。

B)培養心筋細胞にAxCAAktAAを200MOI感
染させ， 1000U/mlのLIFで24時間刺激した。
蛋白合成は， [3 HJ leucineの細胞内への取
込みを， LIF刺激24時間で測定したo 図は 2
回の独立した実験結果の平均をグラフに示し

た。

ることが報告されているため， LIFによるAkt/PK

Bの活性化はPI3 -kinaseを介しているかどうか検討

した。培養心筋細胞をLY294002で前処置すると， LI 

FによるAkt/PKBの活性化が完全に抑制された。さ

らに，培養心筋細胞にAxCAムp85を感染させると，

LIFによるAkt/PKBの活性化が完全に抑制された

(図3B上)。すなわち培養心筋細胞においては， LIF 

によるAkt/PKBの活性化はPI3-kinaseを介してい

ることが示された。

LIFによる心筋細胞の蛋白合成における PI3 

-kinase-Akt/PKB経路の活性化の必要性

LIFによる蛋白合成にPI3 -kinase-Akt/PKB経

路の活性化が必要かどうかを検討した。 LIFで培養心

筋細胞を刺激すると，蛋白合成が約1.8倍に増加した

(図4)。このLIFによる蛋白合成促進はLY294002に

より完全に抑制された。 AxCALacZの感染は， LIF 

による蛋白合成促進に影響を与えなかったが， AxC 

Aムp85の感染は， LIFによる蛋白合成促進を完全に

抑制した。これらのデータは， LIFによる蛋白合成促

進はPI3 -kinase依存的であることを示している。次

に， LIFによる蛋白合成促進はAkt/PKBを介して

いるか調べた。 LIFによる蛋白合成促進はAxCAAkt

AAの感染により完全に抑制された。これらのデータ

は， LIFによる蛋白合成促進はAkt/PKB依存的で

あることを示す。

【考察】

今回の検討により，培養心筋細胞において， LIFは

PI 3 -kinaseを活性化し，それを介し， Akt/PKBを

活性化することが明らかになった。さらに， LIFによ

る蛋白合成の促進に， PI3 -kinase-Akt/PKB経路

の活性化が必要であることも判明した。

様々なPI3 -kinase活性を持つ酵素が同定されてい

るが，それらは 4つのクラス，すなわちクラス 1a， 

クラス 2，クラス 3に分類されている (25，約。中でも，

85kDの調節サブユニットと110kDの活性サブユニッ

トのヘテロダイマーであるクラス 1aのPI3 -kinase 

は最もよく解析されており，増殖因子の情報伝達にお

いて，重要な役割をしていることが明らかになってい

る(2九この調節サブユニットは 2つの8H2ドメイ

ンを有し， これらの8H2ドメインがチロシンリン酸

化された蛋白に結合することで，脂質リン酸化活性を

有するようになる (25，26)。今回の検討にて，心筋細胞に

おいて， LIFは抗リン酸化チロシン抗体による免疫沈

降物質中のPI3 -kinase活性を増加させた。このこと

は， LIFにより活性化されるPI3-kinaseがクラス 1

aのPI3 -kinaseである可能性，ならびにLIFによる

PI 3 -kinaseの活性化にはチロシンリン酸化蛋白が必

要であることを示唆している。 LIFによる， PI 3 -

kinaseの活性化に必要なチロシンキナーゼと，その

標的蛋白はまだ同定されていない。

我々は，培養心筋細胞において， LIFがAkt/PK

Bを活性化することを示した。 PI3 -kinase 以外の経

路を介しAkt/PKBが活性化されることも報告され

ているが(27，28) 増殖因子によるAkt/PKBの活性化

にはPI3 -kinaseの活性化が必要十分で、あると報告さ

(170) 



れている。心筋細胞において， LIFによるAkt/PK

Bの活性化はPI3-kinase阻害剤LY294002で抑制さ

れた。今のところ， LY294002は，我々の使った濃度

では， PI3 -kinase特異的回害剤であるが， PI3主mas

e 以外の分子を抑制する可能性も否定できない。また，

LY294002に文すしては， クラス 2のPI3 -kinaseは上l二

較的抵抗性であるが，本薬剤はクラス 1a 以外のPI3-

kinaseをも抑制することが報告されている (2九そこ

で，我々は，分子学的な手法， PI 3 -kinaseのドミナ

ントネガティブ変異体であるムp85を発現するアデノ

ウイルスを用いさらなる検討を行った。ムp85はPI3-

kinaseの・活性サブユニットpll0に結合サイトを欠い

たP13-kinaseの調節サプユニットp85の変異体であ

り， PI-kinaseのドミナントネガティブとして広く使

われている(16，21.28， 29， 3九そしてムp85は， LIFによる培

養心筋細胞のAkt/PKBの活性化を抑制した。以上

より， LIFはクラス 1aのPI3-kinaseを介し， Akt/P 

KBを活性化することが示唆された。

LIFの受容体が心筋細胞に存在し， LIF刺激が心筋

細胞肥大をもたらすことはすでに広く認められている。

その細胞内情報伝達路としては， JAK/8TAT系の

関与が報告されており，培養心筋細胞においてLIF刺

激により，早期にJAK1， 2，そして8TAT3のチ

ロシンリン酸化が生じること，さらに8TAT3のドミ

ナントネガティブ変異体にて， LIFによる心筋細胞の

蛋白合成が抑制されることが明らかになっている。さ

らに，アンジオテンシンやエンドセリンなどのG蛋

白質結合型受容体刺激による心肥大に深く連関する

MAPKの活性化も， LIF刺激において必要であるこ

とが示されているは1)。

心筋細胞肥大に伴い，心筋細胞には蛋白合成の増加，

アクチンフィラメントのサルコメアへの再構成，心房

ナトリウム利尿ペプチド (ANP)などの胎児蛋白の

遺伝子発現などの種々の変化が出現する。なかで‘も種々

の蛋白合成の増加は心筋細胞肥大に必須である。今回

の検討にでもLIFにより，心筋細胞の蛋白合成が増加

した。最近， CHO細胞において， PI 3 -kinase-Akt 

/PKB経路は，インスリンによる蛋白合成に必要で

あると報告された(16)。そこで我々は，心筋細胞におい

て， LIFによる蛋白合成促進には， PI 3 -kinase-Akt 

/PKB経路が必要かどうか調べた。 LIFによる蛋白

合成促進は， LY294002，ムp85により完全に抑制さ

れた。すなわちLIFによる蛋白合成促進には， PI 3 -

kinaseが必要であることが示された。次に，今回，

PI 3 -kinaseの下流のターゲットと同定したAkt/

PKBの関与を調べた。現在のところAkt/PKBの抑

制剤が報告されていないので， Akt/PKBのドミナ

(171) 
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ントネガティブ変異体を用いた。 Akt-AAは， リン酸

化部位をアラニンに代えたものでドミナントネガティ

ブとして広く用いられているCl6，22，32，3九 AxCAAktA

Aは， LIFによる蛋白合成促進を完全に抑制した。以

上により，培養心筋細胞において， LIFによる蛋白合

成促進には， PI3 -kinase-Akt/PKB経路が必要で

あることが示された。一方， LIF刺激による心筋細胞

肥大に伴い，アクチンフィラメントのサルコメアへの

再構成， ANPなどの胎児蛋白の遺伝子発現も認めら

れることが報告されているが，それらの変化における

P1 3 -kinase-Akt/PKB経路の関与に関しては，現

在検討中である。

私達はすでに1L-6関連サイトカインのみならず，

心不全の病態への関与が強く示唆されているTNFα

が，心筋細胞の蛋白合成を促進し，その細胞内情報伝

達路にもPI3 -kinase-Akt/PKB経路が関与するこ

とを見出している (34)0 PI 3 -kinase-Akt/PKB経路

は心筋細胞肥大シグナルにおいて重要な役割を果たし

ていることが推定される。今後， PI 3 -kinase-Akt/ 

PKB経路と，すでに報告されているJAK/8TATを

介する経路， MAPKを介する経路との関連， さらに

はPI3 -kinase-Akt/PKB経路の上流因子，下流因

子を同定することにより，心筋/心筋細胞肥大の機序

の解明がさらに進むと考えられる O
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Abstract 

gp130， a signal transducer of the IL-6-related cytokines， is expressed in the heart. Recent 

studies revealed that activation of gp130 by stimulation of cardiotrophin-l and leukemia 

inhibitory (LIF) in cardiomyocytes induces hypertrophy. It has been demonstrated that LIF 

activates phosphatidylinositol (PI)3-kinase and Akt/protein kinase (B) pathway in several cell 

types. However， the role of PI3-kinase-Akt/PKB pathway in signal transduction of cardiac 

hypertrophy is yet not studied. In this study， we examined the activations of PI3-kinase and 

Akt/PKB by LIF and their roles in protein synthesis in cultured neonatal rat cardiomyocytes. 

Treatment of cardiomyocytes with LIF resulted in rapid activations of PI3-kinase and Akt/PKB. 

Akt/PKB activation by LIF was inhibited by a PI3-kinase specific inhibitor L Y294002 and 

adenovirus-mediated expression of a dominant negative mutant of PI3-kinase (AxCA ~ p85)， 

indicating that LIF activates Akt/PKB through PI3-kinase activation. Further， LIF-induced 

protein synthesis was inhibited by pretreatment with L Y294002， AxCAムp85and expression of a 

dominant negative mutant of Akt/PKB， AxCAAkt. These results indicate that activation of 

PI3-kinase-Akt/PKB pathway plays an important role in LIF-induced protein synthesis of 

cardiomyocytes and， thereby， cardiac hypertrophy. 
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