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［序論］
  生体の恒常性は細胞の増殖、分化とともにその死によっても調節されているが、こ
の死は外的要因による細胞死（ネクローシス）とは異なルアポトーシスとぃう過程を
経る。アポ卜―シスでは形態的に細胞の縮小や核の濃縮が見られ、また生化学的には
DNAのヌクレオゾ―ム単位の断片化が詔められる。神経系でのアボ卜一シスに関す
る研究は、免疫系に比べると遷れているのが現状である。そこで、著者は神経細胞に
おけるアボトーシスの機序を解明する目的でヒ卜神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞を用い、
血清除去によルアポ卜一シスが生じるか否か、さらにその機序は何かについて検討し
た。SH-SY5Y細胞はアボ卜一シス抑制活性を有するBcl-2を内在的に強く発現してぃ
る。Bcl-2は239個のアミノ酸残基からなる分子量26 kDaの腰蛋白質（核、ミ卜コン
ドリアおよび小胞体に局在）で神経系（ニューロン）と免疫系（胸腺、脾臓およぴり
ンパ節）におぃて顕著な発現が認められる。Bcト2の作用機序に関しても徐々に解明
されつつあるが、Bcト2の発現調節機構に関してはその遺伝子上流の解析を含めほと
んど明らかにされていなぃ。そこで、SH-SY5Y細胞におけるBcト2の発現調節機構を
生化学的に検討した。また、アポトーシスは生理的な現象だけに限らず、ある種の神
経疾患におぃても認められる現象であることが示されてぃる。神経毒の1種1．メチル‐
4-フェニルピリジニウムイオン(MPP゙ ）はパーキンソン病の症状を引き起こす1．メ
チル-4-フェニル―1，2，3，6-テ卜ラヒド口ピリジン(MPTP)の活性本体で、MPP゙
自身も加vitroでドパミン(DA)神経細胞やSH-SY5Y細胞に対して致死効果を示すが、
その細胞死カゞアポ卜一シスなのかネクロ―シスなのかに関し結諭は得られてぃない。
そこで、このMPP゙ の細胞死惹起機序に関して検討した。

［実験結果および考察］
1）血清除去によるアポ卜ーシス
  SH-SY5Y細胞を血清存在下から無血清状態に移すと、24時間後にはアポト―シス
の特徴であるヌクレオソ―ム（180～200 bp)単位のDNAの断片化が認められた。
この時、ほとんど全ての細胞はディッシュに付着しており、死細胞に特異的なトリパ
ンブルーによる細胞染色も認められなかったが、その後の時間経過とともに細胞サイ
ズの縮小が認められ、これらの細胞は卜リパンブルーによって染色された。また、培
地中への乳酸脱水素酵素(LDH）の漏出(LDH leakage)を測定したところ、除去
後1日の時点では対照群に比べて有意な増加は認められず、その後の時間経過ととも
に増加した。以上の結果より、細胞死に先立ってDNAの断片化が認められることか
ら血清除去による細胞死はアポ卜一シスによることが分かった。そこで、このアポト
ーシスの機序を知る目的で種々の薬物を用いて抑制効果を検討した結果、エンドヌク
レアーゼ阻害葉であるアウリントリカルボキシリックアシッド(ATA)で前処置すると、
DNAの断片化は完全に抑制された。以上の結果から、血清除去によるアポ卜一シス



にATA感受性のエンドヌクレアーゼが関与していることが示唆された。
2） Bcl-2の発現調節機構
  SH‐SY5Y細胞におけるBcl-2の発現調節機構をウエスタンブロッ卜およびノーザン
ブロット法を用いて検討した。Bcl-2発現に及ばす種々の薬物の効果を検討した結果、
PKC活性化薬であるTPAおよびレチノイン酸(RA)処置によってBcl-2の発現量はぃ
ずれも対照群に比べて増加した。この両薬物の作用はPKC阻害薬のスタウロスポリン
およびカルフオスチンC前処置によって抑制された。この結果よりBcl-2の発現量増
加におけるPKCの関与が示唆されたので、っぎに受容体を介してPKCを活性化する
薬物の効果について検討した。ムスカリン性アセチルコリン(mACh）受容体は本細
胞におぃてホスファチジルイノシ卜一ル(PI）代謝回転の促進を介してPKCを活性化
させる唯―の受容体であるが、そのアゴニス卜であるカルバコール(CCh)で3日間
処置したときにBcl-2の発現量は対照群よりも増加した。また、この作用もスタウロ
スボリンおよびカルフォスチンC前処置によって抑制された。さらに、このCChの作
用がmACh受容体サブタイプのうちmユ受容体を介していることが分かった。一方、
膜透過性のcAMP誘導体であるジブチリルcAMP (diBu-cAMP)処置によってBcl-2の
発現量は対照群よりも減少した。この作用はPKA阻害薬のH-89前処置によって抑制
されたことから、Bcト2の発現量減少におけるPKAの関与が示唆された。同様に、他
のPKA活性化薬としてアデニル酸シクラ―ゼを直接活性化するフォルスコリンおよび
GTP結合蛋白質の―種のGsを活性化するコレラ毒素（1yg/ml)で処置した場合にも
Bcl-2発現量が減少した。以上の結果から、SH-SY5Y細胞におけるBcl-2発現に対し
て、PKCとPKAはそれぞれ正と負の調節因子であることが明らかとなった。

3） MPP゙ によるアボ卜一シス
  各濃度（1いM～lmM)のMPP゙ で4日間処置したとき、ImMにおぃてのみDNA
のヌクレオソーム単位の断片化が認められた。ImM MPP゙ 処置による断片化の経時
変化を調べると、処置後2日目で弱いながらも認められ、断片化の程度は処置時間と
ともに増大した。また、断片化を起こしている細胞はぃずれも卜リパンブル―によっ
て染色されなかった。したがってMPP゙ による細胞死もアポ卜―シスによることが推
定された。ミ卜コンドリア呼吸鎖(complexl）の阻害がMPP゙ の作用の―つである
が、呼吸鎖を阻害する他の薬物（アンチマイシンAおよびオリゴマイシン）で処置し
た場合にもDNAの断片化（アポトーシス）が生じた。っぎに、Bcl-2の発現に対する
MPP゙ の効果を検討したところ、DNAの断片化が起きる濃度および処置時間におぃて
発現量の増加が認められ、この作用はスタウロスボリン前処置で抑制されたがアポト
ーシスの方は抑制されなかった。以上の結果から、MPP゙ はアポ卜ーシスを引き起こ
すと同時にBcl-2発現量を増加させるとぃうユニ―クな性質を持つこと、両者は異な
る作用桂序によることが分かった。このうちBcl-2発現量の増加に関しては、PKCを
介していることが分かった。また、ミ卜コンドリア呼吸鎖の阻害薬でアポトーシスが
生じたことから、ミ卜コンドリア呼吸鎖の阻害がMPP゙ によるアポ卜一シスの機序で
ある可能性が示唆された。

［まとめ］
1）SH-SY5Y細胞の血清除去による細胞死はアボトーシスによることが分かった。
    また、その機序にATA感受性のエンドヌクレアーゼが関与していることが示唆さ
  れた。
2） SH-SY5Y細胞はBcト2を内在的に発現してぃるが、PKCとPKAがそれぞれ正と負
  にBcl-2の発現を調節していることを明らかにした。
3）神経毒MPP゙ による細胞死もアポトーシスによることが分かった。その機序とし
  てミ卜コンドリア呼吸鎖の阻害が示唆された：また、MPP゙ はBcト2発現を増加さ
  せること、その機序にPKCが関与していることを示した。
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  申請者板野泰弘は、神経細胞における薬物の作用機序に関する生化学的、

分子生物学的研究を進めてきたが、今回、「ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細

胞におけるBcl・2の発現調節機構とアポト―シスに関する研究」とぃう題目

の学位論文を提出してきた。

  細胞死はネクロ―シス（壊死）とアポ卜ーシス（枯死、遺伝子の関与する

細胞死）に大別される。最近、B細胞リンパ腫より発見されたがん遺伝子

bcl-2のコ―ドする蛋白質Bcl-2が神経系組織にも発現し、神経細胞のアポト

―シス抑制に関与することも見い出されたが、その詳細な機構は明確にされ

ていない。本論文はヒ卜神経芽細胞腫であるSHーSY5Y細胞を用いて、血清

除去およぴ神経細胞毒1－メチル-4-フェニルピリジニウムイオン(MPP゙ ）の

アポ卜一シス惹起機序、ならびにBcl-2の発現調節機構とアポト―シス抑制

機構への関与について解析した研究であり、以下の新知見を得てぃる。

  まず、SH-SY5Y細胞の培養メディウムより血清を除去すると1日後にアポ

トーシスの指標であるDNAの断片化を認めたが、この時点で、細胞死の指標

としての乳酸脱水素酵素(lactate dehydrogenase，LDH）漏出およびトリ

パンブルーによる細胞染色が認められなかったことより、血清除去による細



胞死はアポトーシスであることを示した。

  血清除去により誘起されるSH-SY5Y細胞のアポ卜―シスに対する各種薬

物処理の作用を検討することにより、以下の点を示した。すなわち、1）ア

ポト―シスはコルジセビンやシクロヘキシミドにより抑制されなかったこと

より、このアポトーシスには致死蛋白質のde novo合成系は関与せず、また

2）ピ口口リジンジチオカルバメートによっても抑制されなかったことより、

活性酸素種の関与もなぃと推定した。一方、3）エンドヌクレア―ゼ阻害薬

のアウリントリカルボン酸がこのアポ卜―シスを抑制したことより、内因性

のェンドヌクレア―ゼの関与することを示唆した。

  次に、SH-SY5Y細胞におけるBcl‐2発現調節に関し細胞内情報伝達機構の

点より検討し、1）ブロテインキナーゼC (PKC)が促進的に、゛プロテイン

キナーゼA (PKA)が抑制的に関与すること、2）神経分化誘導薬であるレ

チノイン酸（RA)もBcl-2発現を促進するが、これにPKCが関与することを

示した。また、本細胞にはmヨ型ムスカリン受容体が存在し、これを刺激する

と、イノシト―ルリン脂質代謝の促進と細胞内Ca2゙ 濃度([Ca2l)の上昇に

よるPKC活性化を介し、Bcl-2発現を促進することを明らかにした。

  中枢神経系ドパミン神経細胞の変性疾患の1つで運動失調を主症状とする

パーキンソン病の発症機構は不明であるが、その原因神経毒として

1‐メチル-4_フェニル‐1，2，3，6‐テトラヒドロビリジン(MPTP)の代謝産物

MPP゙ が考えられている。しかし、MPP゙ の神経細胞変性作用機構は明らかに

されていなぃ。申請者は本SH-SY5Y細胞に対しMPP゙ が細胞死を惹起するこ

と、さらにこれに先行してDNA断片化の生ずることを見し一丶出し、MPP゙ のド

パミン神経細胞死誘起効果にアポトーシスの関与すること、さらにその機構

はミトコンドリア呼吸鎖の阻害効果である可能性を示唆した。また、MPP゙

のアポトーシス惹起効果はアウリントリカルボン酸により抑制されなかった

ことより、血清除去によるアポト―シスと異なることを見い出した。

  また、MPP゙ はアポトーシスを引き起こす一方で、Bcl-2発現量を増加させ



るとぃう興味ある結果を得た。また、MPP゙ のこのBcl-2発現増加作用はPKC

を介すること、MPP゙ はアボトーシス惹起作用とは異なる機構でBcl-2発現作

用を示すことを見い出した。

  以上のように、本論文はヒト神経芽細胞腫におけるアポトーシスとその機

序についての解析を行い、さらに、Bcl-2発現の細胞内調節機構とそのアポ

卜一シスとの関連性について新知見を提示しており博士（薬学）の学位を受け

るに十分値すると認めた。


