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学位論文内容の要旨

  アポトーシスの誘導には、システイン残基を活性中心に持っプ口テアーゼであるcaspaseの活性化が重要で

あるが、この活性化機構の調節の全貌は明らかになっていない。caspaseは線虫から哺乳類に至るまで保存さ

れており、caspaseの活性化は線虫で最も詳細に検討されてきた。CED―3は線虫において唯―見いだされてい

るcaspaseで、CED-4に結合し活性化するが、この活´陞イ匕はBCL-2ホモログのCEDー9により阻害されるこ

と、また、ceBNIP3とCED―3が結合しアポトーシスを誘導するが、CEDー9によってアポ卜ーシス抑制され

ることも幸＆告されている。ceBNIP3はヒトBNIP3の線虫ホモ口グであるが、ヒトのBNIP3ではBCL-2ファ

ミリーのアポトーシス抑制夕ンバク質との関連性が示唆されているものの、caspaseカスケードの調節への関

与を研究した報告はない。本研究ではBNIP3のcaspaseカスケード調節機構への関与を明らかにするために、

BNIP3の 細 胞 死 誘 導 に 関 わ る ド メ イ ン お よ び BNIP3とCED―3の 結 合 につ い て 検討 し た 。

  研究方法

  本研究では、アポトーシスの誘導に重要なBNIP3のドメインの検索、BNIP3とCED―3によるアポトーシス

の 誘 導能 の 検 索、 BNIP3と CED― 3の 結 合 能 の検 索 、CED―3の 細胞内 局在の検 索を行 った。

  アポトーシスの誘導に重要なBNIP3のドメインを検索するにあたり、ヒ卜、線虫、マウスにおけるBNIP3

のホ モロジーをNCBI BLAST searchのBLASTPを用いて検索した。検索結果より、野生型のBNIP3

(BNIP3vv0からBH3ドメインを含む27アミノ酸を削除したBNIP3 A27と膜員二通ドメインを削除したBNIP3

△TMを作製した。細胞死誘導におけるこの肖IJp~:領域の重要陸を検討するため、ヒト骨肉腫由来細胞株のSaos2

にpcDNA3、pcDNA3一BNIP3wt、pcDNA3－BNIP3△27、pcDNA3一BNIP3△TMをそれぞれ単独で遺伝子

導入しGENETICINを用いて選択培養した後のコ口ニー数を算定した。

  BNIP3とCED―3によるアポトーシスの誘導能を検言寸するため、ヒト骨肉腫由来細胞株の293TにpcDNA3、

pcDNA3十pcDNA3-CED-3、 pcDNA3十pcDNA3―BNIP3wt、pcDNA3+pcDNA3－BNIP3△TM、pcDNA3-

CEDー3十pcDNA3―BN[P3wt、pcDNA3―CED―3十pcDNA3ーBNIP3 ATMの6通りの組み合わせで遺伝子導入

した。12時間後に固定、X―galで染色後、染色陽性細胞に対するアポトーシスを起こしている細胞の割合を算

定した。

  BNIP3とCED―3の結合能を検討するため、グルタチオンS-トランスフウラーゼ(GST)融合夕ンバク(GST、

GSTIIBMP3wt、GSrlBMP3△1M）と35Sーメチオニン標識したCED―3を混合した後、緩衝液で洗浄を繰り

返し、得られたサンフンレを電気泳動で展開した。

  CED一3の細胞内局在を検索するため、ミドルザル腎由来細胞株のC鵠7にpcDNA3ーCED―3とpcDNA3、

pcDNA3―CED―3とpcDNA3ーBMP3wtの2通りの組み合わせで遺伝子導入した。12時間後固定、染色し、

共焦点レーザー顕微鏡でCEDもの局在を検討した。

― 768 -



  結果 と考察

  BNIP3の ホ モ 口 ジ ー検 索 の 結 果 、中 央 部 の BH3ド メ イ ン を含 む 領 域 と 膜貫 通 ド メ イ ン にお い て 高 い ホモ ロ

ジ ーを 示 し た 。 ま た、 BNIP3 A27、 BNIP3 A′ rMを 培 養 細 胞に 遺 伝子導 入し細 胞死 誘導能 を検討 した結 果、 い

ず れの BNIP3ミ ュ ー タ ン トに お い て も アポ ト ー シ ス 誘導 能 の 顕 著 な低 下 が 見 ら れ 、BNIP3に よ る ア ポ トー シ

ス の誘 導 に お い て BH3ド メ イン お よ び 膜 貫通ド メイン の双 方が重 要であ ること が示唆 され た。こ れまで の報告

で は 、 BH3ド メ イ ン を 介 し て BNIP3は ア デ ノ ウ ィ ル ス ElB19Kあ る い は BCL・xLと 結 合 する が 、 こ の ドメ イ

ン を削 除 す る の みで はBNIP3のア ポトー シス誘 導能が 完全に 失わ れるこ とはな いとさ れて いる。 これは 、BNIP3

が BCLセ や BCLう く Lのア ポ 卜 ー シ ス抑 制 能 を阻害 するだ けでな く、他 の異 なるア ポトー シスの 誘導 経路を 持っ

て いる こ と を 示 唆 する 。 そ の 1つの 可 能 1生 とし て BNIP3と caSpaSeの 相 互 作 用 が あり 、 Y盈 udaら に よ ると 線

虫 の BMP3ホ モ ロ グ ceBMP3は CED一 3と 結 合 し 、 相 乗 的 に ア ポ 卜 ー シ ス を 誘 導 す る と さ れ て い る 。 こ の 報

告 を 元 に 、 BMP3と CED－ 3の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 CED― 3、BMP3wt、 BNIP3△ ′ rM

を pcDNA3と 共 に そ れぞれ 遺伝子 導入し たも のでは それぞ れ平均 9． 3％ 、10．8％、 614％ のアポ トー シス誘 導に

対 し 、 BMP3wtと CED一 3を 共 導 入し た も の で は、 各 々 の 単 独導 入 に よ り 誘 導さ れ る 細 胞 死の 約 2倍 に あた る

平 均40． 1％ のア ポ ト ー シ スを 誘 導 し た 。こ の こ と は 、 この 培 養細 胞中に おいて BNIP3が CED－3と 協調 して相

乗 的 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し て いる こ と を 示 唆す る 。 一 方 、 膜貫 通 ド メ イ ンを 削 除 し た BMP3△ 1Mと CED13

で は 約 15． 3％ と 、 BMP3wtと CEDも に 見 ら れ る よ う な 相 乗 効 果 は 見 ら れ な か っ た 。こ の こ と か ら 、BNIP3

は CED― 3と 協調 し てア ポトー シスを 誘導す るが、 それ らが相 乗的に 作用す るた めには 膜貫通 ドメイ ンが必 要で

あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 次 に ヒ トの BMP3と CEDー 3の 結 合 を 検 討し た 結 果 、 ．mvitrOの 系 に お いて BNIP3△

TMとCED－3との 結合カ 躡簡忍され、8莫貫通ドメインはこの結合に関与しないことカミ示唆された。さらに、CED－3

の 細 胞 内 局 在 を BMP3Mの 共 発 現 の 有 無 で 検 索 し た とこ ろ 、 CEか3単 独 発 現 で紬 包 質 に び まん 性 に 分 布 して

い たCED― 3の細 胞 内 局 在 は、 BMP3存 在 ・ Fで ミト コ ン ド リ ア上 へ と 変 化 し た。 こ の こと から 、BMP3は CED一 3

をミ トコン ドリア ヘ局在 変化さ せア ポトー シスを 誘導さ せる ことが 示唆さ れた。

  BMP3に 存 在 す る 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、BCI′ 2fami】yに 保 存 さ れて い る 20残基 前 後 の 疎 水性 ア ミ ノ 酸 か ら

な る領 域 で あ り 、ア ミノ酸 配列上 に相 同性は 存在し ないが 、ある 種の 機能的 ホモロ ジーが 報告 されて いる。 こ

の 膜貫 通 ド メ イ ン の意 義 は 、 こ れら BCLセfami】 y夕 ン バ ク 質 をミト コンド リアヘ 局在化 させ ること にある と

考 えら れ 、 今 回 の 実験 結 果 を 合 わせ 考 え ると、 BNIP3の膜貫 通ドメ インの アポ トーシ ス誘導 におけ る役割 は、

BMP3に 結 合 し た CED－ 3（ caSpaSe） をミ ト コ ン ド リア 上 に 集 積 させ る こ と に あ るこ と が 示 唆 され た 。 ヒ ト

caSpaseの う ち caspaSe一2、 ― 3、― 9の ミト コンド リアヘ の局 在が報 告され ている が、 これら には単 独でミ ト

コン ドルア に局在 できる ような 配列 が見ら れない ことか ら何 らかの タンバ ク質と 複合体を形成することにより、

ミ トコ ン ド リ ア ヘ の局 在 が 可 能 とな る も の と 想像 さ れ 、 BNIP3がその ような タンパ ク質 の1つ であ る可能 性が

高い と考え られる 。
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BNIP3とCED-3の結合によるアポトーシスの誘導

  審査は向後、松本および川崎審査委員全員が出席のもとに、まず論文申請者に対
して申請論文の内容の要旨を説明させ、論文の内容について審査委員の口頭試問を
行った。以下に申請諭文の要旨と審査の内容を述べる。

  論文申請者は現在ヒトBNIP3のcaspaseカスケード調節機構への関与を明らかに
することを目的として実験を行っているところであるが、本論文においてはヒト
BNIP3と線虫のcaspaseであるCED―3の結合について報告したものである。アポト
ーシスの誘導にはcaspaseの活性化が重要であるが、この活性化機構の全貌は明ら
かになっていない。caspaseは線虫から哺乳類に至るまで保存されており、caspase
の活性化は線虫で最も詳細に検討されてきた。CEDー3は線虫において唯一見いださ
れているcaspaseで、CEDー4に結合し活性化するが、この活性化はBCL－2ホモ口グ
のCEDー9により抑制される。また、線虫のBNIP3がCED－3と結合しアポ卜ーシス
を誘導することが報告されているが、ヒトのBNIP3ではBCL－2ファミリーのアポト
ーシス抑制夕ンパク質との関連性が示唆されているものの、caspaseカスケードの
調節への関与を研究した報告はない。そのため、論文申請者はヒ卜BNIP3の細胞死
誘導に関わるドメインおよびヒ卜BNIP3とCED―3との結合について検索した。
【実験方法および材料】
  アポ卜ーシスの誘導に重要なBNIP3の機能ドメインを検索するためNCBI BLAST
searchのBLASTPを用いてホモ口ジーを検索し、機能ドメインであるBH3ドメイン
と膜貫通ドヌインをそれぞれ削除したBNIP3△27、BNIP3△TMを作製した。細胞死
誘導におけるこの削除領域の重要性を検索するため、ヒト骨肉腫由来細胞株の
Saos2に野生型と変異型のBNIP3をそれぞれ単独で遺伝子導入しGENETICINを用い
た選択培養でコ口二ー数を算定した。
  BNIP3とCED―3によるアポトーシスの誘導能を検討するため、ヒト骨肉腫由来細
胞の293TにBNIP3（野生型、変異型）、CED－3をそれぞれ単独導入、あるいはBNIP3
とCED―3を共導入してアポ卜ーシスの割合を算定した。
  BNIP3とCED－3の結合能を検索するため、BNIP3（野生型、変異型）のグルタ
チオンS－トランスフェラーゼ（GST)融合蛋白を35S_メチオニン標識したCED―3
と混合し電気泳動で展開した。
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  CEDー3の細胞内局在を検索するためミドリザル腎由来細胞株のCos7にCED－3
単独導入、あるいはBNIP3とCED－3を共導入し共焦点レーザー顕微鏡でCEDー3
の細胞内局在を検索した。
【結果および考察】
  BNIP3のホモロジー検索を元に作製したBNIP3△27、BNIP3△TMにおいて細胞
死誘導能を検索した結果、いずれにおいてもアポ卜ーシス誘導能の顕著な低下を
認めた。また、BNIP3とCED―3の共導入により各々の単独導入の約2倍のアポト
ーシスが誘導されたが、BNIP3の膜貫通ドメインを削除することによりその効果
は失われた。一方in  vi troの系でBNIP3の膜貫通ドメインの有無に関わらず
BNIP3とCED－3が結合すること、またBNIP3によりCED－3がミトコンドリアヘ局
在変化することが確認された。このことからBNIP3は膜貫通ドメインによって
CED－3をミトコンドリアヘ局在変化させアポトーシスを誘導させることが示唆
された。
  本研究結果は、これまで報告されてきたヒトBNIP3のアポトーシス誘導経路
とは異なり、ヒトBNIP3のcaspaseカスケード調節機構への関与を強く示唆す
るものである。

  現在、論文申請者はこのアポ卜ーシスの誘導経路に関して実験を進めている所
である。本研究はアポトーシスの誘導経路を検索し、歯科領域におけるアポトー
シスの調節に関して、さらなる発展が期待される研究分野である。
  今後の展望に関してもしっかりとした研究計画をもっており、将来性の点にお
いても高く評価されるものであった。よって、学位申請者は博士（歯学）の学位
授与にふさわしいものと認めた。


