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学位論文内容の要旨

  細胞膜の主要な構成成分のーつであるスフインゴミエリンから生成するセラミドが、血球

系細胞においてアボトーシスのセカンドメッセンジャーとして働いていること、一方、神経

細胞においてセラミドは細胞死の誘導と抑制といった相反する二面性をもつことが報告され、

細胞種によってセラミド産生以降の下流のシグナル伝達機構が異なっていることが推測され

るが、その詳細な作用機構について不明な点が多い。また、細胞死実行遺伝子である

caspaseの中のcaspase-2 (l[ch-l)は、選択的スプライシングによりIch-lLとIch-lSのニつの転写

産物が産生され、このうち、Ich-lLは細胞死誘導活性を有するが、Ich-lSは逆に抑制効果を

有することから、これらは細胞死を調節する因子であると考えられている。Ich-lは胎児期

の脳に高く発現していることから、神経細胞のアボトーシスに深く関与していることが推定

されているが、その詳細はほとんど不明である。そこで本研究では、まず、ヒト神経芽細胞

腫SK-N-MC細胞を用いて、セラミドの惹起するアボトーシスの細胞内分子機構を検討した。

さらに、yeast two-hybrid systemを用いて、ヒト胎児脳cDNAライブラリーより、ICH-1Sと相

互作用する因子の単離に成功し、その機能について検討し、以下に記述する新知見を得た。

1．セラミドによるヒト神経芽細胞腫SK-N-MC細胞のアボトーシス誘導

  細胞死の指標として、培養液中に遊離した乳酸脱水素酵素(LDH)の活性を測定したとこ

ろ、細胞膜透過性の（ニ2セラミド、スフインゴシン、スフインゴミエリナーゼの添加により、

濃度依存的にLDHの活性が上昇した。また、アボトーシスの形態学的な特徴であるクロマ

チンの凝縮および、生化学的な特徴であるDNAの断片化も認められたことから、02セラミ

ド、ス フインゴ シンによ る細胞死 はアボト ーシスであることが示唆された。

2．セラミド惹起アポトーシスにおけるcaspaseCD鹽与

  c as paseの非選択的阻害薬Z-Asp-CH 2-DCBは濃度依存的に02セラミドの惹起するDNAの断

片化を 抑制した。っぎに、caspasejjS活性化されているか否か 、二つの螢光基質を用いて検

討したところ、（ニ2セラミドによりcaspase-3-like protease活性上昇が弓fき起こされた。一方、

caspase-l-like protease活性は全く認められなかった。現在、ヒトで10種類のcaspaseサブタイ

プ の存 在 が知 られ てい る。 そ こで 、SK-N-MC細 胞に発現するcaspaseのサプタイブをRT-PCR

法を用いて調べたところ、caspase-2，‐3，‐4，‐6，‐7，‐8，‐9および-10の発現が認められた。っぎに、

02セラ ミ ドに より 惹起 されるSK-N-MC細胞のアボトーシスの際 にcaspase-2およぴ一3が活性

化 され る こと が分 かっ た。 以 上の 結果 から 、02セ ラミ ドに よる SK-N-MC細胞のアボトーシ

スにcaspase-2およびぅの活性化が関与していることが示された。
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3．セラミドによ量cytochromecの細胞質への漏出

  最近、ミトコンドリアタンバク質であるcytochromecがcaspaseの活性化因子であることが

報告された。そこで、セラミドによるSK-N-MC細胞のアボトーシスに対するcytochromecの

関与を検討した。その結果、（ニ2セラミド処理により、cytochromecの細胞質への漏出が認め

られた。このcytochromecの細胞質への漏出はZ-Asp-CHz-DCBにより抑制されなかった。さ

らに、in vitroにおいてSK-N-MC細胞から調製したcytochromecはcaspase-2および‐3を活性化

した。以上より、02セラミド処理によるSK-N-MC細胞のアボトーシス誘導時に、

cytochromecの細胞質への漏出、それに続くcaspase-2およびぅの活性化が関与していること

が示唆された。

4．  ICH-1S binding prote！！（堡旦旦竺単離

  yeastMo―hybridsystemを用いて、Ich‐1Sの全長をbむtとし、ヒト胎児脳cDNAライプラリー

をスクリーニングした。その結果、6個の陽性ク口ーンを得た。この6個のク口ーンの塩基配

列を調べたところ、すべて同二であった。そこで、このクローンをICH‐1Sbindingprotein

OSBP）と命名した。データーベース検索の結果、このクローンがコードする配列は、イン

テグリン細胞内ドメイン結合蛋白質として、最近、単離されたものと同一であることが明ら

かとなった。ISBPはカルシニューリンBサブュニットと58％、カルモジュリンと56％の相同

性をもち、C末端側にニつのEFハンドモチーフをもつ低分子量（約25kDa）Ca2十binding

proteinであることが分かった。ISBPcDNAをプロープとしてヒトの各組織におけるISBP

mRNAの発現をノーザンブロット解析により検討したところ、ISBPm恥nは調べた各組織

のすべてに発現していた。また、螢光抗体法により、ISBPの細胞内局在を検討したところ、

ISBPは核、細胞質の両方に存在していることが分かった。

5．  ICH-1SとISBPの結合解析

  ICH-1SとISBPの直接的な結合を確認するため、in vitro結合実験を行ったところ、ICH-1S

とISBPとの結合が確認された。っぎに、ICH-1SとISBPの結合部位をyeast twoーhybrid system

により解析した。その結果、ICH-1SはISBPのC末側に結合すること、とくに、C末側3アミ

ノ酸および、N末端18から47アミノ酸の間の配列が結合に必要であることが示唆された。一

方、ISBPはICH-1SのC末側に結合すること、また、ICH-1Sに特異的なC末端のアミノ酸が必

要であることが示唆された。

壘二caspaseに対するISBPの効果

  ISBPのcaspaseに対する作用を検討するため、ISBP/Jscaspaseの基質になりうるか否か検討

したところ、ISBPはcaspaseの基質にならないことが示唆された。っぎに、ISBP/Jscaspaseの

活性に影響を与えるか否か検討したところ、in vitroにおいてISBPはcaspaseの活性を一部抑

制することが示唆された。

  今回、単離に成功したISBPはセラミドなどによるアボトーシスの分子機構の解明に大き

く寄与すると考えられ、ISBPの細胞内機能の検討が期待される。
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ヒト神経芽細胞腫におけるセラミドのアポトーシス

惹起機構とICH-1S結合蛋白質の単離

  申請者は、ヒト神経芽細胞腫SK-N-MC細胞におけるセラミドのアボ

トーシス惹起機構を検討してきたが、今回、同機構へのcytochromecお

よぴ、caspaseの関与を明らかにするとともに、caspase―2関連蛋白質

(ICH-1S)と相互作用する蛋白質の単離に成功し、その機能についても

新知見を得、本学位論文審査として申請した。

  細胞膜の構成成分のスフインゴミエリンから生成したセラミドは血

球系細胞のアポトーシスに関与するが、神経細胞において細胞死の誘

導と抑制という相反する作用を示すことから、細胞種によってセラミ

ドの細胞死および抑制機構が異なることが予想される。一方、細胞死

実行因子であるcaspase-2 (Ich-l)にはIch-lLとIch-lSのニつの転写産物が

あり、Ich-lLは細胞死誘導活性、Ich-lSは逆に抑制活性を有することが

知られているが、その詳細は不明である。そこで申請者はセラミドに

よる神経細胞死の分子機構を解明すること、また、ICH-1S結合蛋白質

を単離し、機能を明らかにすることを目的に本研究を行い、次のよう

な点を明らかにした。

  細胞死の指標として、培養液中に遊離した乳酸脱水素酵素(LDH)の

活性を測定したところ、細胞膜透過性のC2セラミド(C2-C)、スフイン

ゴシン(SS)、スフインゴミエリナーゼ(SMase)の添加により、LDHの

活性が上昇した。また、クロマチンの凝縮および、DNAの断片化が認

められたことから、C2-C、SS、SMaseによる細胞死はアポトーシスで

あることを示唆した。このC2-C、SS、SMaseによるDNAの断片化は、

Z-Asp-CH2一DCB（caspaSeの非選択的阻害薬）により濃度依存的に抑制さ



れた。また、C2-C、SSによりcaspase-3様のprotease活性が上昇したこと

から、C2-C、SSによるアポトーシスに、caspase-3様proteaseが関与する

可 能性 を示 唆し た。っ ぎに 、SK-N-MC細 胞に 発現す るcaspaseの サブタ

イプをRT-PCR法を用いて解析したところ、caspase―2，―3，―4，‐6，―7，‐8，‐9お

よ び-10の発現を認めた。C2-Cによって活性化されるcaspaseのサブタイ

プを調べるため、caspase-2およぴ－3に特異的な抗体を用いてウエスタン

ブ口ット解析を行ったところ、caspase-2および‐3の前駆体が減少するこ

と を 見 い だ し た 。 さ ら に 、 caspaseの 基 質 で あ る poly (ADP-ribose)

polymerase (PARP)の 切断 も認 めら れたことから、C2-Cによるアポトー

シスにcaspase-2および‐3の活性化が関与することを示唆した。っぎに、

C2-Cに よる cytochromecの 細胞 質へ の漏出、さらに、無細胞の系におけ

るcytochromecによるaspaseー2および・3を活性化することを見いだした。

以 上の 結果 より 、C2-Cによ るア ボト ーシス誘導時に、cytochromecの細

胞質への漏出、それに続くcaspase-2および・3の活性化が生じることを示

唆した。

  ICH-1Sと 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 を 単 離す る た め 、 yeast two-hybrid

systemを用いて、Ich-lSの全長をbaitとして、ヒト胎児脳cDNAライブラ

リ ーを スク リ一 二ング した 。6個の 陽性クローンの塩基配列を調べたと

ころ、全て同一であることを見いだし、このクローンをICH－1S binding

protein (ISBP)と命名した。データーベース検索の結果、このクローン

が コー ドす る配 列は、 イン テグ リン 細胞 内ド メイ ン結 合蛋 白質 と同一

で ある こと 、さ らに、 ISBPはカ ルシ ニューリンBサブュニットと58％、

カ ル モ ジ ュ リ ン と 56％ の 相同 性を もち 、C末 端側 にニ つの EFハ ンド モ

チ ーフ をもつ約25 kDaのCaz+ binding proteinであることが分かった。

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に より 、ISBP mRNAは 調べ た各 組織 全て に発 現

す るこ と、 また 、螢光 抗体 法に より ISBPは核 、細 胞質 の両 方に 存在す

る こと を示 した 。っぎ に、 大腸 菌で 発現 、精 製し たGST-ICH-1Sは、in

vitro転写、翻訳系により35S_methionineラベルした35S_ISBPと結合するこ

と を確 認した。ISBPおよび、Ich-lSの各種deletion mutantsを用いて、

yeast two-hybrid systemによりICH―1SとISBPの結合部位を調ぺたところ、

ICH-1Sは ISBPの C末 端 側 3アミ ノ酸 およ ぴ、 N末端 18か ら47アミ ノ酸 の

間 が結 合に 必要 である こと を示 唆し た。 一方 、ISBPは ICH-1Sに 結合す

る ため に特 異的 なC末 端側 のア ミノ 酸が必要であることを示唆した。つ

きfに、ISBPはcaspaseの基質にならなかったが、ISBPはcaspaseの活性を

一 部抑 制し たこ とから 、ISBPは アポ トー シス 抑制 に関 与す る因 子であ

ることが示唆された。



  以上、本審査委員会は本論文をヒト神経芽細胞腫におけるセラミド

のアポトーシス惹起機構に関し新知見を得るとともに、単離、同定し

たICH-1S結合蛋白質(ISBP)のアボトーシス抑制への可能性を示唆した

内容であると判定し、博士（暮学）学位を受けるに十分値すると認めた。


