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    学位論文題名

Transcriptional and Post-Translational h/Iodification
    of Apoptosis-Related Proteins，Bax and Bcl-2，

    in Human Lung Cancer Cell Lines

（ヒト肺癌細胞におけるアポトーシス関連夕ンパクの

    転写時および翻訳後修飾）

学位論文内容の要旨

  ア ポトー シスは 、正常 細胞にあっては1冒常性の維持に、がん細胞にあっては治療と嚠妾な関係がある。後者の場合、抗

がん剤、放射線、温熱などのアポトーシス誘導因子カャE用しアポトーシスカ闇雪導されるカtこの過程は導7期因子作瀏溯、

分解 期の3期に 分けら れる 。導ス 開1弼卿泡 周期の停止カ湛きる時期で、c-myc、E2Frd、cdc・2など旧細胞周期を促進し、

Rb-l、 p53、 Waf-lな ど｜ 瑚卿泡 周期を 抑制す る。作動因子期はアポトーシスに進むかどうかカ灘される時船、13cl-2ファ

ミリ ーが主 要な 役割を 果だす 。これ には I泳、 Bd瓢、 Bad丶 Bakな どのア ポト ーシス 促進因 子と、 恥l12丶Bd珊 ーBd・x丶

Al、Mdl‐1、Ba争1などの抑制因子カ洽まれる。一度、細胞カfアポトーシスに進むように決定されると、この方向は不←、ロJ逆

的で あり、自動的に分解期へと進み、細胞は典型的アポトーシスの所見を示すようになる。この間のタンバク分子の諸機能

につ いては 分子 生物学 の進歩 により かな りき綱 に分か ってき たが、 細胞内における動的変fロ輔鯛緋としての検討はまだ

十分に｜新〒オっゎぃゝない。そこで、本研究では、ヒト肺癌培養細胞を用い、Bd‐2やB拭の細胞内における動的変化：や翻訳

後 修 飾 に つ い て 検 討 す る と と も に 、 cI淤 ぬ マ イ ク ロ ア レ 一 法 を 用 い て 転 写 修 飾 に つ い て 検 討 し た 。

1．ヒト肺癌培養細醗辯における正常の膜アンカ―ドメインをもつBaxの細胞内位置異常

  不：死化している肺癧離鱚諦田包昧がBcl・2を発現していること｜ヨ：理にかなっているが｜10種類のヒト肺塘舛鶉縣田倒陳の細胞

内Bax量を ウェ ス夕一 ンブロ ット法 で検討 した ところ 、いず ゎの細 胞も りンバ 球に比 較してB弧を過剰発現していた。そ

こで 、葵礁 涼レ ーヴし 丐と査 頭燃Bd‐2と B弧 の局在を観察したところ、いづマ1の細胞もBd・・2を細胞貿内に発現してい

たが ｜＆xに関 しては 、こ れを細胞質内にのみ発現しているもの、細胞質内にも核内にも発現しているもの、細胞質内か核

内に 発現しているもの、核内にのみ発現しているものと多彩であった。＆区は骸移行シグナルをもたないため、受動的拡散

を除 けぼ本 来は 陵移行 カやできないはずである。そこで、＆灰に変異がないかどうかを検討したところ、6ば遺伝子のコド

ン184に点突然変異がみられた。しかし、この突然変異部位Iヨ同一アミノ酸をコードしており、アミノ酸配列には変「ヒが・み

られなかった。このことは、B弧の杉謝行には何らかの輸送体の関与カ迎縛要であることを示驂げる。そこで、温熱刺激Q25C、

6時 間 ）を 加 え たと ころ、 Bd・2旧湘燬 内に 留まっ たまま だった カtB弧 は全例 で核に 移行し 、そ の後、 もとも と細胞 質

内 に B弧を 発 現 し て いた 細 胞 で は 再び B弧カ 湘皰質 内にみ られる よう に顔っ た。こ のよう に、B弧の 核移行 は能 動的で

あり、その愉斟軸の存左が印謝生カ濺く牙破された。

‖ ， ヒ ト 脚 納 強 細 隣 に お け る 緑 蝕 胱 タ ン ヾ ク （ GFP） 融 合 B猷 お よ び Bd一 2タ ン 畛 の 発 現 と そ 鶴 醐 听

  B弧の核移行に何らかの輸送体が関与するかどうかを検討するために、a田l―B弧およびGFF．‐Bd‐2融合夕ンバクをI’C－10

扁平 ヒ皮癧 瀦胞 丶K冫 3膓 譖鎌朋色QG」90オ晞田胞癌細胞、QG芒も扁平出支癒細胞、およびHdb細胞に発現させ、発現量はフ

ロー 一サイ トメ トリー で、局 在は共 焦点 レーザ 一走査 顕微鏡 を用い て検 討した 。婁吏 pE蛤FPねxペクターとヰ珊pぬ舵ベ

ク夕一を作製し、大腸菌に移入さ世たところ、ヰ蔓班P・＆丘2ベク夕一の移入｜ま容易であったカ1一蔓葺pあ鉞ベク夕一の場合

は、ぬxカ浬琵嚠の場合は：大腸菌はラし、膜アンカードメイン欠損挽巧の場合I翻多入することカ゛できた。しかし、ヒト肺

癌細胞を用いた場合は、野生型6鹹でも移入カ妬頂旨であったカIその細胞の継代｜越弭難であり、移入細胞はやがて死滅した。
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このことは、移入 した野生型baxはアポトーシ ス促進因子として の機能を有するBaxを発現さ せるさせることを意味する。

そこ で、 移 入後 のGFPの局 在 を婁缶涼レ-ヴL丐と査顕衡鏡で 観察したところ、そ の局在は内在性Baxと同じで あった。従

って、Baxの杉絎には何らかの輔墓体め弔串宇する司育目艶うミさらに強く示唆された。

III， 温 囀 韓 蛾 や ゃ パ ク リ タ キ セ ル 礎 ！ 聞 瀦 を の Bcト 2の り ン 酸 fヒ や Baxの 局 在 と そ の 嶺 能 と の 縣

  Bcl-2と Baxの 相互 関 係を さら に詳細に検討するた めに、もともとBaxを細胞質 内に発現している PC-10扁平 ヒ皮癌細胞

を用い、温妻辣懾駅ゝ微小蒼慈ぱ  J-Cあるバクリタキセル処理後のBcl-2のりン酸「匕とBaxの局在の変化を検討するとともに、

アポトーシス誘導 との関係を検討し た。温熱処理後、前 述のように、BaxI劃亥ヘ移行し、アポトーシスを回避する伺句が強

くみられたカIこの場合、Bcl-2のり ン酸化は全くみられ なかった。一方、 バクリタキセル処 理を行うと、濃度依存的に、

また、接触時間依 存的に、Bcl，2が りン酸化された。この場合、Baxは細胞質内に留まり、アポトーシスが強く誘導された。

そこで、比重遠心 分鰡去で細胞内小 器宮を分離採取し、Bc，2のりン酸化やBd乞とB弧との相互作用について検討した。Bd・2

は主にミトコンド リア分画とライソ ゾーム分画に存在し たカIB弧はミトコ ンドリア分画と細 胞質分画に存在し、Bcl・2と

B餌カ湘 互作用を行うのはミ トユンドルア分画 内のみであること カ咏された。バクリ タキセル災哩によ るBd‐2のりン酸化

はミトコンドリア 分画とライソゾー ム分画でみられた。 そこで、抗B弧抗体を用いて 免疫沈瑠去で倹討 すると、B弧と結合

しているのはりン琵HヒしていないBd一2のみであり、また、Bcl・2のりン霞糾匕カ蝕曽強されるとともにBaxに縦洽するBd－2量

も減 少 レた 。こ の よう に、 Bd乏は り淵 ヒ され るこ と によ りBaxとの 結 合カ 鵬さ れ たが 、こ の 場合 のBaxはミ ト コン ド

ルア 分画 に留まルアポト ーシスを誘導する ものと考えられる 。つ量温熱弗轍によ ってもBd・2とI泳 の結合I部 目害される

カIこの場合は、Bd・2はりン醪計匕さゎ河IBax旧：未知の輸i差体と孫吉合し、杉乏へ移行し、アポトーシスカゝW避されると考え

られた。

lV． ヒト 肺癌培養知髄辨 における温羹噺噛 聾やバクリタキセ ´I砌躍驢 の懣伝子発現のcDNAマイクロアレ一法 による解听

  アポトーシス誘 導刺激の遺伝子転 写に及ばす影響を検 討するために、温 熱刺激やバクリタキセル処理後にI℃・lO細胞の

mRNAを抽 出 し、 逆転 写 法で cDNAプ ロー ブを 合 成し 、c【 ）NAマ イク ロア レ一法 で解析した。検討 した遺伝子数は5鴎種

で、機能的に6つのカテゴリ ーに分けた：がん 遺伝子、がん抑制 遺伝子、細胞周期調 節遺伝子（カテゴ リ一A）；ストレス

反応 性、 イオンチャンネ ル・イオン輸送、 細胞内刺激伝導系 に関係するタンバク をコードする遺伝 子仂テゴリ一B）；ア

ポ ト ー シ ス f鄭 曇 DNA合 成 お よび 修 復タ ンバ ク をコ ード rる遺 伝 子仂 テゴ リ 一C） ；転 写因 子 や胤 A結合 夕ン バ クを コ

ード する 遺 伝子 仂テ ゴ リー D）； 受容 体 、細 胞表 面 抗原、細胞接着因 子をコードrる遺伝子仂テゴ リーE）； およば細胞

間情 報伝 達 遺伝 子仂 テ ゴリ 一F） 。温 製 錬轍 によ り 64の 遺伝 子 カIバ クリ タキセル処理 により34の遺伝子が 、非処理の

対照 群に 比較して増矚さ れていた。この内 、峯通して増幅さ れているものカ122遷好あり 、細胞内牽啼謝云導 系に関する

もの 4遺伝 子、 ア ポト ーシ ス に関 連す る もの 6遺伝 ‘R聊乢亀合成・修 復に関連するもの 4遺伝子、 H乢へ結合 および転写

因子に関係するも の5遺伝子 、その絶3遺伝子であった。 しかし、この遺伝子群には．一定の偏句はみられなかった。温熱刺

激．で増幅される カIバクリ タキセ´レ処理で は転写カ聞剛され る遺伝子は42種類あり、カテゴリ一Dに関係するものカ澱も

多く 19遺 伝 子で 、次 い でカ テゴ リ 一Bに 属す るも の が10遺伝 子 あっ た。 カ テゴ リ一 Cに属 す るも のは6種類 であった。

このことから、ス トレス反応：カ濾 §匿されると共に…．A合成カ淵匕し、やがてはアポトーシスから逸悦する機序が明らか

に推定できた。一 方、バクリタキセ ル処理で増幅される カI温熱 露懾髏は転写カ溯制 される遺伝子tま也種類に過ぎず、カ

テ ゴ リ 一 Aが 1種 、 カ テ ゴ リ 一Cが 7種、 その 他 4種 で あっ た。 カ テゴ リー Cの7種 も、 お 互い を嘛 竃 に関 係付 け る要 素

は乏しく、主に欝 蒭砲帥を飾によル アポトーシスカ髓さ れることが推定された。興味深いことは、温熱朿撒によってもバク

ルタ キセ ル 処理 によ っ ても 非処 理 対照 より も 転黝 溯制 さ れる 遺伝 子 が45種類 あ り、 その 中 に、 mycやrarlや脚などの

がん 遺伝 子カ洽まれてい たことである。こ オ劬彌黼でどのよ うな意味を持つのか は不明であるカtがん治療の 欄均として

注 目 さ れ て い る こ と を 考 え る と 、 こ の 縦 モ 宋 ヰ ま その 司旨 眺 カミ 岻い こ とを 示し 、 検討 する 必 要卦 生カ ミ 高い 。

  以 上のように、細胞に 刔するアポトーシ ス誘導因子の影響 は複雑多彩であり、総合的ぬ見地に立って解析することの重要

性を 示すと共に、今後cI夢院の方向陸を示 しえたと考える。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Transcriptional and Post―Translational :N/Iodification

    of Apoptosis-Related Proteins，Bax and Bcl-2，

    in Human Lung Cancer Cell Lines

（ヒト肺癌細胞におけるアポトーシス関連夕ンパクの

    転写時および翻訳後修飾）

  アポト ーシス は、正 常細 胞にあ っては 恒常性 の維持に、がん細胞にあっては治療と密接な関係がある。後者の場合、抗

がん剤、放射線、温熱などのアポトーシス誘導因子カ斗關しアポトーシスカ海鱒されるが｜この過程は導入期、因子作曇憫、

分 解期 の3期 に分 けられ る。導 入期は 細胞周 期の 停止舗 匿きる 時期で 、c-myc、E2Frel¥ cdc-2などは細胞周期を促進し、

Rb-l、p鉛、Waf-lなどI謝卿鬼同期を抑制する。作動因子期はアポトーシスに進違鋤ゝどうかカ蹴される時期で、Bcl-2ファ

ミリーカq曇駁好叟剖を果たす。これには、Bax、Bcl－xS、Bad丶Bakなどのアポトーシス促進因子と、Rp丶Bd・）江ー取I‐ Xヽ

Al、Md11、 Ba争1などの 抑制因 子カキ含まれる。一懐ふ紬包がアポトーシスに進むように決定されると、このカ句は不司逆

的 であ り、自働的に分解期へと進み、細胞は典型的アポトーシスの所見を示すようになる。この間のタンバク分子の諸讃詣

については分子生物学の進歩によりかなルョ羊細に分かってきたが｜細胞内における動的変r匕や細胞全体としての検討はまだ

十 分に 1新〒 われ ていな い。そ こで、本研究では、ヒト肺癌培養細胞を用い、Bd・2やB駅の細胞内における動的変他や翻訳

後 修 飾 に つ い て 検 i中 ず る と と も に 、 cDNAマ イ ク ロ ア レ 一 法 を 用 い て 転 写 修 飾 に つ い て 検 討 さ れ た 。

1．ヒト肺癌培聾細胞粥こおける正常の膜アンカードメインをもつBaxの細胞内位靈異常

  不孤イ匕している肺癌培養細胞株がBcl―2を発現していることは理にかなっているカく10種類のヒト肺癌培養細胞株の細胞

内Ij弧量をウェス夕一ンプロット法で検討したところ、いず抑の細胞もり冫ヅほ求に．ヒ暾してB彊を過剰ラ觀していた。そ

こ で、 峯撒レーt宀一走査藷邪誕競でBd‐2とBaxの局在を観察したところ、いうマ1の細胞もBcl‐2を細胞貿内に発規してい

た カtBaxに 関して は、 これを 細脆質 内にの み発 現して いるも の、細 胞質内 にも核内にも発現しているもの、細胞黼カq亥

内に発現しているもの、核内にのみ発現しているものと多彩であった。B弧は陵移行シグ：ルレをもたないため、受動的拡散

を 除 け ほ 本 来I捌 移 行カ 氾きな kゝ ぼ吏協 る。そ こで 丶B弧 に変 異カ淞 bゝ かどう かを検 討した とこ ろ、ぬ 遺「オ 初コド

ン 184に 点究 懲 蜈 が み られ た し か し 、こ の 究 戀 鱒 繃粒 1桐 一 ア ミノ 酸を コード してお り、ア ミノ 醐馴に は変「 匕カ海

られなかった。このことは、B弧の杉飾には何らかの輸墓錐の関与め迦想要であることを示唆する。そこで、温熱刺激讎び℃、

6時間 ）を加 えた ところ 、取l―2は細 胞質内 に留ま ったままだったカくぬxは全例で核に移行し、その後、もともと細胞質

内 にB弧を発 現し ていた 細胞で は、再 びB弧が細 胞質内 にみ られる ように なった 。こ のよう に、B缸の 樛移行 は能動 的で

あり、その輸送体の存在の司讎牲が強く示唆された。

‖ ． ヒ 卜 脇 鉾 購 弸 醂 に お け 謝 艶 蛍 光 タ ン バ ク （ GFP） 融 合 B猷 お よ び Bcト 2タ ン 汐 の 発 現 と そ の 解 析

  B餌の杉飾に何らかの輸送体カ潟馳チするかどうかを検i寸するために、（丑P・B弧およG．旺’―Bd―2融合夕ンバクをK冫10

扁平ヒ皮癌細胞、Rニ．3脂瀕鎌H胞、QG・，90′ J` 細脆蘋謝珊包丶QG弼扁平上皮癧細胞、およびHdb細胞に発現さ・せ丶発職まフ
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ロ ー サ イト メ ト リ ー で、 局 在 は 共 焦点 レ ー ザ 一 走 査顕 微 鏡 を 用いて 検討 した。 詞丶pE弔 施ペ ク夕一 と正彊 B＆ 轟2ベ

ク夕 一を作製し、大腸菌に移入さ世たところ、ヰ弼R）‐8尋2ベクターの移入は容易であったが｜ヰ弼R塒鹹ペクターの場合

はぁばカ粤駿生型の恥ま大腸薗｜ま死滅し、膜アンカードメイン欠損ぬrの場合tま移入することカやできた。しかし、ヒト肺

癌紬亀を用いた場合は、野生型ろばでも移入カ妬靖ぼあったが｜その細胞の継代I越弼謹であり、移ヌ細胞はやがて死滅した。

この ことは 丶移 入した 野生型 ぬxはアポ トー‘ シス促進野としての機能を有するBaxを発現させるさせることを意味する。

そこ で、移 入後 のGFPの局在 を共焦 点レー づし 憂塁潮 醐髄訂 園諜し たと ころ、 その局 在は内 在性B弧と同じであった。従

って、B餌の杉弼行には何らかの愉墓体め弔騨ヂす―る司儀拑カミさらに強く示唆された。

川．澀期嘱や′ヾクリタキセル卿嚢如Bcト2のり凋斛ヒやB鍬の局在とその黼比の関係

  Bd12と B弧 の 相 互関 係をさ らに 詳細に 検討す るため に、も とも とIi弧を 細胞質 内に 発現し ている fClo扁平 b勘 闘珊包

を用い、温熱朿幗蝋b微小管安定剤であるバクリタキセ´レ処理後のBcl，2のりン酸化とB弧の局在の変化を検〓ヰするとともに、

アポトーシス誘導との関係を検討した。温熱処理後、前述のように、B餌は骸：へ移行し、アポトーシスを回避する働句が強

くみられたカIこの場合、Bd・2のりン酸化は全くみられカ：かった。一ワ与、バクリタキセル処理を行うと、濃度依存的に、

また、接触欝酊f衣存的に、Bd‐2がり濯町匕された。この場合、Baxは細胞質内に留まり、アポトーシスが強く誘導された。

そこで、比R・心分離法で細胞内小器官を分離採取し、Bd一2のりン醪吼コやBcl－2とB弧との相互f伽について検討した。Bd－2

は主 にミト コン ドリア 分画と ライソ ゾー ム分画 に存在 したカ IB餌は ミトコンドリア分画と細胞買分画に存在し、取412と

Baxが相互 作用 を行う のはミ トコンドルア分画内のみであることが示された。バクルタキセル処理による段I’2のりン酸化

はミトコンドリア分画とライソゾーム分画でみられた。そこで、抗B弧抗体を用いて免疫沈降法ー魂鱈寸すると、E鈿区と結合

して いるの はり ン酸化 してい ないBd‐2のみであり、また、Bd―2のりン酸化が増強されるとともにB弧に結合するBcl‐2量

も洞 沙した 。こ のよう に、Bd・ ・2はりン 酸化 される ことに よりB弧と の縦冶カ囃さゎたカくこの場合のB弧はミトコンド

リア 分画に 留ま ルアポ トーシ スを誘導するものと考えられる。一方、温熱刺激によっても取4‐2とB弧の結合は阻害される

が、 この場 合は 、Bd‐2はり ン酸化 されず 、Baxは未知の輸送体と結合し、核へ移行し、アポトーシスが回避されると考え

られた。

lvlヒト肺 喞翻 竃弸斟 荊こお ける温 羹鰯噛 駿や バクリタキセ´｜型圏臨醐瑚氈毒鬥鰯1のcDNAマイクロアレ一法による解析

  ア ポトー シス誘 導朿撒 の遺伝 子転 写に及 ぼす瀦 を検討するために、温熱痢瞰や′xクリタキセル処理後にR：‐10細胞の

耐ミ NAを抽 出し、 逆転写 法でcDNAプロー プを 合成し 、d葡乢亀 マイク ロアレ 一法で 解析 した。検討した遺伝子数はS鴎種

で、 機能讎 に6つのカ テゴ リーに 分けた ：がん 遺伝子、が・ん柳制遺伝子、細胞周期調節遺伝子仂テゴリ一A冫；ストレス

反応 性、イ オン チャン ネル・ イオン輸送、細胞内刺激伝導系に関係するタン′、クをコードする遺伝子仂テゴリ一B）；ア

ポト ーシス 関連 、餅乢 A合 成およ び修復 夕ンバ クを コード する遺 伝子仂 テゴリ一C）；転写因子や n` ぬ結合夕ンバクをコ

ード する遺 伝子 仂テゴ リーD）； 受容体 、細胞 表面抗原、細胞接着因子をコードする遺伝子、仂テゴリ一E）；および細胞

問情 報伝達 遺伝 子（カ テゴリ ーめ。 温熱 弗轍に より64の 遺伝 子カIバク リタキ セル処 理によ り34の 遺伝子 が｜非 処理の

対照群に比較して増幅されていた。この内、峯鑓iして増幅されているものが・ヽ22遺伝子あり、細胞内東贐臨翁≠系に関する

もの 4遺 伝子、 アポト ーシ スに関 連する もの・ 6遺 伝子｀ 勘乢 へ合成 ・修復 に関連 するも の4遺伝‘RH乢A結合および転写

因子 に関係 する もの5遺伝 子丶そ の他3遺伝 子であ った。しかし、この遺伝子群には―定の懴句はみられなかった。温鮴IJ

謝R嬾さ れるカくパクリタヰセ川従！理で｜ま転胃：カ淵される遺伝子ま42種類あり、カテゴリーDに関係するものガモ最も

多 く 19遺 伝 子 で ｜次 いでカ テゴリ 一BにJ喬する ものが 10遺医 子あっ た。カ テゴ リ一Cに属 するも のは6種類 であっ た。

この ことか ら、 ストレ ス反応 カ滝う亀されると共にH岨合成が活発化し、やがてはアポトーシスから逸脱する機序網目らか

に推叔きた。っヶ、パクリタヰセル処理ーd轡幅されるが｜温熱銅闇囎ま転胃：カ嵜瑠制される遺伝子は12種類に過ぎず、カ

テ ゴ ル ーAが 1種 、 カテ ゴ リ ー Cが7種 、 そ の 他4種 で あ っ た。 カ テ ゴ リ ーCの 7種 も 、お 互い を明確 に関係 付け る要素

は乏 しく、主に翻訳後修飾によルアポトーシスが惹亀されることが推定された。興味深いことは、温熱朿轍によってもパク

リ タ キ セル 処 理 に よって も非処 理対照 よりも 転写 が抑制 される 遺伝子 が45種 類あり 、その 中に 、mycやranや脚な どの

がA潤雎ミ子・カキ含まれていたことである。これ凋鬮胞内でどのような意味を持つのかは不明であるカくがん治療の標的として

注 目 さ ゎ て い る こ と を 考 え る と 、 こ の 繍 ま そ の 司 膾 酎 生 カ 牴 い こ と を 示 し 、 検 討 す る 必 要 計 生 カ 滴 い 。

  以上のように、細胞に対するアポトーシス誘導因子の影響は複雑多彩であり、総~ef<Jな攪地に立って解析することの重要

性が示されたと共に、今後の研究のhr生が示されたと考えられる。
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審査旨一一同は、これらの成果を高く評価し、また研究者として誠実ゞ，：）熱ドであり、大学院課程における研鑚や・取得単位

な ども 併 せ 申 請 者 カ瀧 封 ： 債 盤 蒋爨 境 科 学 ） の学 位 を 受 け るの に 充 分 ・ な ：資 幣 を 有 す るも の と 半 t段と し た 。
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