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‘æ1•Í•@•@ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì•×–EŽ€‚É‘Î‚·‚é‰e‹¿
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•@ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒŠƒ“Ž‰Ž¿‚Í•A100”NˆÈ•ã‘O‚É”­Œ©‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚É‚à‚©‚©‚í‚ç‚¸•A‚Â‚¢•Å‹ß

‚Ü‚Å‚»‚Ì•¶—•‹@”\‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í‚Ù‚Æ‚ñ‚Ç•s–¾‚Å‚ ‚Á‚½•B‚µ‚©‚µ•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒ“

‚©‚çƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ð•¶•¬‚·‚éƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒiˆê•S‚ÌŠˆ•«‚ª•A”]‘g•D•A‚Æ‚­‚ÉŠD”’Ž¿

‚É‚«‚í‚ß‚Ä‹­‚­ŒŸ•o‚³‚ê‚é‚±‚Æ13•j•A‚Ü‚½•A‰^“®Ž¸’²‚¨‚æ‚Ñ•¸•_Œ¸•Š‚È‚Ç‚ð—ˆ‚·ƒj•[

ƒ}ƒ“•EƒsƒbƒN•a‚É‚¨‚¢‚Ä‚ÍŽ_•«ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚ªŒ‡‘¹‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚©‚ç•A

•_Œo•×–E‚É‚¨‚¯‚éƒXƒtƒBƒ“ƒSŽ‰Ž¿•A‚Æ‚­‚ÉƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì•d—v•«‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚Ä‚¢‚½•B‚³

‚ç‚É•AŽ_•«ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚ÌƒmƒbƒNƒAƒEƒgƒ}ƒEƒX‚Å‚Í•¬”]ƒvƒ‹ƒLƒ“ƒG•×–E

‚ª’E—Ž‚µ•A‰^“®•áŠQ‚ª‚Ý‚ç‚ê‚é‚±‚Æ14•j•ATNFˆêƒ¿•A•@FasŽó—e‘ÌƒX•[ƒp•[ƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚É‘®

‚·‚éNGF‚Ì’á•e˜a•«Žó—e‘Ì•ip75NTR•j•R‘Ì‚ªƒAƒSƒjƒXƒgŒ‹•‡‚É‚æ‚èƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠ

ƒ“‘ãŽÓ‚ðŒ³•i‚¸‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê15•j•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ðŠÜ‚ÞƒXƒtƒBƒ“ƒSŽ‰Ž¿‚Í•_Œo•×–E‚Ì

”­’B•A‹@”\ˆÛŽ•‚É‚¨‚¢‚Ä•d—v‚È–ðŠ„‚ð‰Ê‚½‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•B1993”N‚É•A

ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ªŒŒ‹…Œn•×–E‚É‚¨‚¢‚ÄƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÌƒZƒJƒ“ƒhƒ•ƒbƒZƒ“ƒWƒƒ•[‚Æ‚µ‚Ä“­‚¢

‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚½1•j•Bˆê•û•A•_Œo•×–E‚Å‚Í•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Í•×–EŽ€‚Ì—U“±‚Æ—}•§

‚Æ‚¢‚Á‚½“ñ–Ê•«‚ð‚à‚Â‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚½8•f11•j•B‚»‚Ì“ñ–Ê•«‚ð‰ð–¾‚·‚éŽè’i‚Ìˆê‚Â‚Æ‚µ

‚Ä•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚é•_Œo•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒXŽä‹N•A—}•§‹@•\‚ð’²‚×‚é‚±‚Æ‚ª—L—p‚Å

‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚»‚±‚Å•Aƒqƒg•_Œo‰è•×–EŽîSK•|N•EMC•×–E‚ð—p‚¢‚Ä•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É

‚æ‚Á‚Äˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚é•×–EŽ€‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B

1•|1ŽÀŒ±•û–@

1•|1•|1SK•|N•|MC•×–E‚Ì”|—{

•@ƒqƒg•_Œo‰è•×–EŽîSK•|N•EMC•×–E‚Í10•“fetal•@calf•iFCS•j•i56•Ž•A30•ªŠÔ”ñ“­‰»•ˆ

—••j‚ðŠÜ‚ÞMinimum•@Essential•@Medium•iMEM•j‚É‚¨‚¢‚Ä95•“air•|5•“CO2•A37•Ž‚Ì•ð

Œ•‰º‚Å”|—{‚µ‚½•B
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1•|1•|2•@Lactate•@dehydrogenase•iLDH•j‚Ì˜R•o

•@Boehringer•@MannheimŽÐ‚ÌCytotoxicity•@Detection•@I‚­it•iLDH•j‚ð—p‚¢‚Ä•s‚Á‚½•B12ŒŠ

ƒvƒŒ•[ƒg‚É1•D5•~105ŒÂ‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É•×–E‚ð”|—{‚µ•A37•Ž‚Å48ŽžŠÔ”|—{Œã•AŒŒ•´‚ð

ŠÜ‚Ü‚È‚¢ƒ•ƒfƒBƒEƒ€‚ÉŒðŠ·‚µ•AŠe–ò•¨‚ð“Y‰Á‚µ‚Ä24ŽžŠÔ”|—{‚µ‚½•B”|—{‰t‚ð‰ñŽûŒã•A

‰Â—n‰»buffer•i0•D1•“Triton•@X100•|PBS•j‚ðŠeƒEƒFƒ‹‚É‰Á‚¦‚Ä‰ñŽû•A‰“•S‚µ•A•×–EŽ¿‰æ

•ª‚ð“¾‚½•B96ŒŠƒvƒŒ•[ƒg‚ÉPBS‚Å1•^3‚ÉŠóŽß‚µ‚½”|—{‰t‚¨‚æ‚Ñ•×–EŽ¿‰æ•ª‚ð100ƒÊ1‚Æ•A

Reaction•@Mixture—n‰t•iDiaphorase•ÚNAD•{mixture•A•@iodotetrazolium•@chloride•iINT•j•A

sodium•@lactate•j100ƒÊ1‚¸‚Â‰Á‚¦•A25•Ž‚Å30•ªŠÔ•AŽÕŒõ‚µ‚È‚ª‚çƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B

HCI‚ð•Å•I”Z“x0•D2•@M‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É‰Á‚¦”½‰ž’âŽ~‚µ‚½Œã•Aƒ}ƒCƒNƒ•ƒvƒŒ•[ƒgƒŠ•[ƒ_•[

•iCORONA•@MTP•|120•j‚ð—p‚¢•A490•@nm‚Ì‹zŒõ“x‚ð‘ª’è‚µ‚½•B

1•|1•|3DNA’f•Ð‰»‚ÌŒŸ•o

•@10cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÅƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚ðPBS‚Å•ô•ò‚µ•A

lysate•@buffer•i10•@mM•@Tris•|HCI•ipH7•D4•j•A•@S•f•@mM•@EDTA•@•D0•D5•“Triton•@X100•j‚ð5•@ml•^dish

‰Á‚¦•A4•Ž‚Å20•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•Blysate‚ð‰ñŽûŒã•A27•C000•~g•A15•ªŠÔ‰“•S

‚µ•A‚»‚Ì•ã•´‚É•Å•I”Z“x40‡r•^ml‚É‚È‚é‚æ‚¤‚Éprotenase•@K‚ð‰Á‚¦•A37•Ž‚Å30•ªŠÔƒC

ƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•AƒtƒFƒm•[ƒ‹•AƒtƒFƒm•[ƒ‹•^ƒNƒ•ƒ•ƒz

ƒ‹ƒ€•AƒNƒ•ƒ•ƒzƒ‹ƒ€’Š•o‚ðŠe1‰ñ•s‚¢•AƒGƒ^ƒm•[ƒ‹’¾“a‚ð•s‚Á‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ðŠ£‘‡Œã•A

TE•i10•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@8•D0•j•A1mM•@EDTA•j‚É—n‰ð‚µ•A•Å•I”Z“x40ƒÊg•^ml‚É‚È‚é‚æ

‚¤‚ÉRNase‚ð‰Á‚¦•A37•Ž‚Å1ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B260•@nm‚Ì‹zŒõ“x‚ð‘ª’è‚·‚é‚±

‚Æ‚É‚æ‚èŠeƒTƒ“ƒvƒ‹‚ÌDNA‚ð’è—Ê‚µ•A40•`60ƒÊg‚ð“d‹C‰j“®‚É—p‚¢‚½•B“d‹C‰j“®‚Í

TAE•i20•@mM•@Tris•|acetate•ipH•@8•D0•j•A0•D5•@mM•@EDTA•j‚ð‰j“®—pŠÉ•Õ‰t‚Æ‚µ‚Ä•A1•D8•“ƒAƒK

ƒ••[ƒXƒQƒ‹‚Å100V‚Ì’è“dˆ³‰º‚Å•s‚Á‚½•B‰j“®•I—¹Œã•AƒGƒ`ƒWƒEƒ€ƒuƒ•ƒ}ƒCƒh‚Å•õ•F

‚µ•AUV‰º‚ÅŒŸ•o‚µ‚½•B

1•|1•|4•@ƒNƒ•ƒ}ƒ`ƒ“•õ•F

•@6cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÅƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚É•AŠe–ò•¨‚ð“Y‰Á‚µ‚Ä6

ŽžŠÔ”|—{‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•APBS‚Å•ô•ò‚µ•A•@PBS‚Å•×–E‚ð‰ñŽûŒã•A2•C000•~g•A3•ªŠÔ‰“•S

‚µ‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ð1ml‚ÌPBS‚ÅŒœ‘÷‚µ•A•Å•I”Z“x1•“‚É‚È‚é‚æ‚¤‚ÉƒOƒ‹ƒ^ƒ‹ƒAƒ‹ƒfƒq

ƒh‚ð‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å20•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•A•×–E‚ð

PBS‚Å4‰ñ•ô•ò‚µ‚½Œã•A20ƒÊ1‚ÌPBS‚ÅŒœ‘÷‚µ•A1mM•@Hoechst33258‚ð5ƒÊ1‰Á‚¦•AŒuŒõŒ°

”÷‹¾‰º‚ÅŠÏŽ@‚µ‚½•B
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1•|1•|5•@Žg—p–ò•¨

•@–{•Í‚Å—p‚¢‚½Žå‚ÈŽŽ–ò‚Ì“üŽè•æ‚Í‚Â‚¬‚Ì’Ê‚è‚Å‚ ‚é•B

MEM•@•iGIBCO•@BRL•j•@•C•@FCS•@•iBio•@Whittaker•j•@•C•@C•Cˆêceramide•@•iSigma•j•@•D•@sphingosine

•iSigma•j•@•C•@sphingomyelinase•iSigma•j•@•C•@Cytotoxicity•@Detection•@Kit•iLDH•j•iBoehringer

Mannheim•j•ATriton•@X100•iƒiƒJƒ‰ƒCƒeƒXƒN•iŠ”•j•j•Aproteinase•@K•iBoehringer

Mannheim•j•A•@agarose•iƒjƒbƒ|ƒ“ƒW•[ƒ“•j•AHoechst•@33258•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j
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1•|2•@ŽÀŒ±Œ‹‰Ê

1•|2•|1C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éLDH‚Ì˜R•o

•@•×–E‚ª•áŠQ‚ðŽó‚¯‚é‚Æ•×–E“à‚Ì“à—e•¨‚Ì˜R•o‚ªŠÏŽ@‚³‚ê‚é•BŠˆ•«‚Ì‘ª’è‚ª—eˆÕ‚È

LDH‚Ì˜R•o‚ð•×–EŽ€‚ÌŽw•W‚Æ‚µ‚Ä‘ª’è‚µ‚½•BƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Í’¼•Ú”|’n‚É“Y‰Á‚µ‚Ä‚à•A’á

—n‰ð•«‚¨‚æ‚Ñ•×–E–Œ•s“§‰ß•«‚Ì‚½‚ß•×–E“à‚ÉŒø‰Ê“I‚ÉŽæ‚è•ž‚Ü‚ê‚È‚¢•B‚»‚±‚Å•AŽ‰

–bŽ_‚Ì’Z‚¢•×–E–Œ“§‰ß•«‚ÌƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Å‚ ‚éC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ð—p‚¢‚Ä•s‚Á‚½•i•}1•j•B‚Ü‚½•A

ŒŒ•´‘¶•Ý‰º‚Å‚Í•A’¼•Ú”|’n‚ÉC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ð“Y‰Á‚µ‚Ä‚à•A•×–EŽ€‚ðˆø‚«‹N‚±‚³‚È‚¢•B

‚±‚ê‚Í•AŒŒ•´’†‚É‘¶•Ý‚·‚é•¬•ª‚ªC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì•×–E“à‚ÌŽæ‚è•ž‚Ý‚ð‘jŠQ‚·‚é•A‚ ‚é

‚¢‚Í•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ª•×–E“à‚ÉŽæ‚è•ž‚Ü‚ê‚½Œã‚Ì•×–EŽ€Žä‹N•ì—p‚ð—}•§‚·‚é‚½‚ß‚Æ•l

‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•AŒŒ•´0•“‚Ì•ðŒ•‚ÅˆÈ‰º‚ÌŽÀŒ±‚ð•s‚Á‚½•BSK•|N•|MC•×–E

‚ðŒŒ•´–³“Y‰Á‚ÅC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ð24ŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Í”Z“xˆË‘¶“I‚É

LDH‚Ì˜R•o‚ð•ã•¸‚³‚¹‚½•i•}2•j•Bˆê•û•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì4ˆÊ‚Æ5ˆÊ‚Ì2•dŒ‹•‡‚ª–³‚¢•sŠˆ

•«Œ^‚ÌƒWƒqƒhƒ•C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Å‚Í20ƒÊM‚Ì”Z“x‚Å‚àLDH‚Ì˜R•o‚Í•ã•¸‚µ‚È‚©‚Á‚½•i•}2•j•B

‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÍSK•|N•|MC•×–E‚Ì•×–EŽ€‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê•A‚±

‚Ì•×–EŽ€‚Í•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh“ÁˆÙ“I‚È•ì—p‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B
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•@•@•@•@•@•@•@•@o
•@C2•|ceramide•iuM•j•@o•@1•@s•@10•@15•@20
DHC2•|ceramide•iuM•jˆê•@ˆê•@ˆêˆê•@ˆê•@ˆê•@ˆêˆê•@20

•}2SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¯‚éLDH‚Ì˜R•o‚É‘Î‚·‚é

•@•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÆƒWƒqƒhƒ•C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì•ì—p

Še–ò•¨‚ð24ŽžŠÔ•ˆ—•Œã‚ÌLDH‚Ìleakage‚ð‘ª’è‚µ‚½•B
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1•|2•|2•@ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[•ˆ—•‚É‚æ‚éLDH‚Ì˜R•o

•@SK•|N•|MC•×–E‚ðŒŒ•´–³“Y‰Á‚ÅƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“‚ð24ŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•AƒXƒtƒBƒ“

ƒSƒVƒ“‚Í”Z“xˆË‘¶“I‚ÉLDH‚Ì˜R•o‚ð•ã•¸‚³‚¹‚½•i•}3•j•B‚±‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•A•@SK•|N•|MC•×

–E‚É‚¨‚¢‚ÄƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì‘ãŽÓŽY•¨‚Å‚ ‚éƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“‚à•×–E•Ç‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‚±‚Æ‚ª

•ª‚©‚Á‚½•B‚Ü‚½•ASK•|N•|MC•×–E‚ð•×‹Û—R—ˆ‚Ì’†•«ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚Å24ŽžŠÔ

•ˆ—•‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A400mU•^ml‚Ì”Z“x‚ÅLDH‚Ì˜R•o‚ª•ã•¸‚µ‚½•i•}4•j•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•A

SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¢‚ÄƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒ“‚©‚ç•¶•¬‚³‚ê‚½“à•Ý•«‚ÌƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ª•×–E

Ž€‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

60
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•k‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•ˆ—•‚É‚æ‚èDNA‚Ì’f•Ð‰»‚¨

‚æ‚Ñ•AƒNƒ•ƒ}ƒ`ƒ“‚Ì‹Ã•k‚ªŠÏŽ@‚³‚ê‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒV

ƒ“‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–EŽ€‚Í•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•Bˆê•û•AƒXƒtƒB

ƒ“ƒSƒVƒ“‚Ì‘ãŽÓŽY•¨‚Å‚ ‚éƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“1•|P‚ð“Y‰Á‚µ‚Ä‚à•ADNA‚Ì’f•Ð‰»‚Í‹N‚±

‚ç‚È‚©‚Á‚½•B•Å‹ß•AŒŒ‹…Œn•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“1•|P‚ª•ATNFˆêƒ¿•AƒXƒtƒBƒ“

ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[•A–Œ“§‰ß•«ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ð—}•§‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê

‚½20•j•BƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÆƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“1•|P‚ÍƒXƒtƒBƒ“ƒSŽ‰Ž¿‚Ì‘ãŽÓ•¨‚Æ‚µ‚Ä‘ŠŒÝ‚É•ÏŠ·‰Â

”\‚Å‚ ‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÆƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“1•|P‚Ì•×–E“àƒŒƒxƒ‹‚Ì”ä‚ª•×–E‚Ì

‰^–½•i•¶Ž€•j‚ð•¶‰E‚·‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚Í•A•_Œo•×–E‚É‚¨‚¢‚ÄƒZƒ‰ƒ~

ƒh‚ª•×–E‚Ìˆá‚¢‚â•A“Y‰Á”Z“x‚Ìˆá‚¢‚É‚æ‚Á‚ÄƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ðŽä‹N‚µ‚½‚è‘jŠQ‚µ‚½‚è

‚·‚é‚Æ‚¢‚¤‘Š”½‚·‚é“ñ–Ê•«‚ð•l‚¦‚é•ã‚Å”ñ•í‚É‹»–¡•[‚­Žv‚í‚ê•A•¡Œã‚Ì‚³‚ç‚È‚éŒ¤

‹†‚ªŠú‘Ò‚³‚ê‚é•B
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‘æ2•Í ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚É‚¨‚¯‚écaspase

•@•@•@•@•@•@•@•@‚ÌŠÖ—^

•¬••

•@•ü’Ž•iC•Delegans•j‚Í•A‚»‚Ì”­•¶‰ß’ö‚Å•A131ŒÂ‚Ì•×–E‚ª“Á’è‚ÌƒXƒe•[ƒW‚ÅƒAƒ|ƒg•[

ƒVƒX‚ð‹N‚±‚µ•AŽ¸‚í‚ê‚é•B•L”Í‚Èˆâ“`Šw“IƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚É‚æ‚Á‚Ä•A•ü’Ž‚Ì•×–EŽ€

ŽÀ•sˆâ“`Žq‚Æ‚µ‚Äced•|3•A•@ced•|4‚ª“¯’è‚³‚ê‚½21•j•B•@ced•|3‚ÌšM“û—Þ‚Ìƒzƒ‚ƒ•ƒO‚ªŒŸ•õ‚³

‚ê•A•sŠˆ•«Œ^31kDa•@IL•|1ƒÀ‚ðŠˆ•«Œ^17•D5•@kDa•@IL•|1ƒÀ‚É•ÏŠ·‚·‚éIL•|1ƒÀconverting

enzyme•iICE•j‚Æ29•“‚Ì‘Š“¯•«‚ð‚à‚Â‚±‚Æ‚ª•ª‚©‚Á‚½22•j•B•@ICE‚ÍƒAƒXƒpƒ‰ƒMƒ“Ž_‚ÌC––

’[‘¤‚ÅŠîŽ¿‚ð•Ø’f‚·‚éƒVƒXƒeƒCƒ“ƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚Å•A‚»‚ÌŠˆ•«•”ˆÊ‚ðŠÜ‚Þ”z—ñQACRG

•iGln•|Ala•|Cys•|Arg•|Gly•j‚Ì”z—ñ‚Í•A•@CED•|3‚Å‚àŠ®‘S‚É•Û‘¶‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B•ü’Ž•×–EŽ€ŽÀ

•sˆâ“`Žqced•|3‚ÌšM“û—Þ‚Ìƒzƒ‚ƒ•ƒO‚Å‚ ‚éIce‚ªƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ð—U“±‚·‚é‚±‚Æ‚ª—\‘z‚³

‚ê‚½‚ª•AŽÀ•Û‚Éƒ‰ƒbƒg•üˆÛ‰è•×–ERat•|1‚ÉIce‚ðˆê‰ß•«‚É”­Œ»‚³‚¹‚é‚ÆƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ª

Žä‹N‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚êas•j•A•@ICE‚ªšM“û—Þ‚É‚¨‚¯‚é•×–EŽ€ŽÀ•sˆöŽq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª

Ž¦•´‚³‚ê‚½•BŒ»•Ý•Aƒqƒg‚Å10Ží—Þ‚ÌICE•@family•@protease‚ªŒ©‚Â‚©‚Á‚Ä‚¨‚è•A‚±‚ê‚ç

‚Í•AICE‚Æ“¯—l‚É•AƒAƒXƒpƒ‰ƒMƒ“Ž_‚ÌC––’[‘¤‚ÅŠîŽ¿‚ð•Ø’f‚·‚é‚±‚Æ‚©‚ç•A•@caspase

•icysteine•@aspartase•j‚Æ–¼•t‚¯‚ç‚ê‚½24•j•i•\1•j•BTNFˆêƒ¿•A•@Fas‚È‚Ç‚Ì•ˆ—•‚É‚æ‚Á‚ÄŽä‹N‚³

‚ê‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì‰ß’ö‚Åcaspase‚ªŠˆ•«‰»‚µ•A•@caspase‚Ì‘jŠQ–ò‚ÍƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ð—}

•§‚·‚é‚±‚Æ‚ª‘½•”•ñ••‚³‚ê25•f29•j•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚Ì‰ß’ö‚Écaspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é

‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B‚Ü‚½•A•_Œo•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒXŽä‹N‚Ì‰ß’ö‚É‚¨‚¢‚Ä‚à

caspase‚ÌŠÖ—^‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é30•|32•j•B‚»‚±‚Å•¡‰ñ•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚é

SK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‚¨‚¯‚écaspase‚ÌŠÖ—^‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B
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•u•F•G‰TƒÏ

•\1•@ƒqƒgcaspaseƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚Æ‚»‚ÌŠîŽ¿

enzyme other•@name substrates
tetrapeptide
“‚•‚?‚ƒ‚Ûicity

caspase•|1 lCE pro•|IL•|1ƒÀ•C•@actin•C•@pro•|caspase•|3 YVAD

caspase•|2 lCH•|1 pro•|caspase•|2 •ô

caspase•|3
CPP32•C•@Yama•C•@•@•@•@5apopaln PARP•C•@DNA•|PK•C•@D4•|GDI•C•@SREBP•C

t1•|70kDa•C•@pro•|caspase•|2•Cˆê6•Cˆê9
DEVD

caspase•|4 TX•C•@ICEreƒgll•ClCH•|2 pro•Ecaspase•|1 WAD

caspase•|5 lCErel•|III•C•@TY
•H

ˆê

caspase•|6 Mch2 PARP•C•@Iamin ˆê

caspase•|7
Mch3•C•@ICE•|LAP3•C

bMH•|1
PARP DEVD

caspase•|8 FLICE•C•@MACH•C•@Mch5
PARP•C•@pro•|caspase•|2•Cˆê3•Cˆê4•Cˆê6•Cˆê7•Cˆê9•Cˆê10

ˆê

caspase•|9 lCE•|LAP6•C•@Mch6 PARP•C•@pro•|caspase•|3 ˆê

caspase•E10 Mch4•C•@FLICE2 PARP•C•@pro•|caspase•|2•Cˆê3•Cˆê4•Cˆê6•C
ê‚V•Cˆê8•Cˆê9

Œû
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2•|1ŽÀŒ±•û–@

2•|1•|1DNA’f•Ð‰»‚ÌŒŸ•o

•@DNA’f•Ð‰»‚ÌŒŸ•o‚Í1•|1•|3‚Ì•û–@‚É•€‚¶‚Ä•s‚Á‚½•B•@caspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚é

Z•|Asp•|CH2•|DCB‚ÍƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±ŽhŒƒ‚Ì1ŽžŠÔ‘O‚É‘O•ˆ—•‚µ‚½•B

2•|1•|2caspaseŠˆ•«‚Ì‘ª’è

•@10cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÉƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚ðPBS‚Å•ô•òŒã•A3ml

‚ÌPBS‚Å‰ñŽû‚µ•A2•C000•~g•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ð600ƒÊ1‚ÌYAMA•@buffer•i50

mM•@Tris•|HCl•ipH•@7•D4•j•A1mM•@EDTA•A10•@mM•@EGTA•j‚ÉŒœ‘÷‚µ•A1mM•@digitonin‚ð6

‹©‰Á‚¦•A37•Ž‚Å20•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•A4•Ž•A

18•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•ã•´‚ð‰ñŽû‚µ‚½•BBio•|rad•@protein•@assay•@kit‚É‚æ‚èŠeƒT

ƒ“ƒvƒ‹‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿—Ê‚ð’è—Ê‚µ•A‚»‚Ì‚¤‚¿40•`60‡r‚ÉYAMA•@buffer‚ð‰Á‚¦•A•Å•I—e

—Ê‚ª500‹©‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É‚µ•AcaspaseŠˆ•«‘ª’è‚ÌƒTƒ“ƒvƒ‹‚Æ‚µ‚½•B37•Ž‚Å10•ªŠÔƒCƒ“

ƒLƒ…ƒx•[ƒgŒã•A7•D5‹©‚ÌŒuŒõŠîŽ¿•i50ƒÊMAc•|YVAD•|MCA•A50ƒÊM•@Ac•|DEVD•|MCA•j

•A1ml‚ÌYAMA•@buffer‚ð‰Á‚¦•A‚±‚ÌŽž‚ÌŒuŒõŒõ“x‚ð‘ª’è‚µ‚½Œã•A37•Ž‚Å30•`60•ªŠÔ

ƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•AŒuŒõŒõ“x‚ð‘ª’è‚µ‚½•BƒXƒ^ƒ“ƒ_•[

ƒh‚Æ‚µ‚Ä0•D1ƒÊMAMC‚ð—p‚¢‚½•B‚Ü‚½•AŒuŒõŒõ“x‚Í—ã‹N380•@nm•AŒuŒõ460•@nm‚Å•A

F2000Œ^ŒuŒõŒõ“xŒv•i“ú—§•j‚ð—p‚¢‚Ä‘ª’è‚µ‚½•B•@caspaseŠˆ•«‚Ì’l‚Íƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿1•@mg‚ 

‚½‚è•A1•ªŠÔ‚É•¶•¬‚³‚ê‚éAMC‚Ì—Ê•ipmol•^min•^mg•j‚ÅŒvŽZ‚µ‚½•B

2•|1•|3total•@RNA‚Ì’Š•o

•@total•@RNA‚Ì’Š•o‚ÍAcid•@guanisium•|phenol•|chloroform•iAGPC•j–@‚É•€‚¶‚Ä•s‚Á‚½•B

10cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÉƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚ðPBS‚Å•ô•òŒã•A2ml‚Ì

guanidine•@thiocyanate•iGTC•j—n‰t•i4•@M•@GTC•A25•@mM•@sodium•@citrate•A0•D5•“sodium

N•|lauroyl•@sarcosinate•A0•D1•@M•@2•|mercaptoethanol•j‚ð‰Á‚¦•A•×–E‚ð—n‰ð‚µ•A‰ñŽû‚µ‚½•B

200‹©‚Ì2MNaOAc•ipH•@4•D0•j•A2ml‚Ì•…–O˜aphenol•A380ƒÊ1‚Ìchloroform•A20ƒÊ1‚Ì

isoamyl•@alcohol‚ð‰Á‚¦•¬˜a‚µ‚½Œã•A4•Ž‚Å15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A4•Ž•A10•C000•~

g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•ã‘w•i•…‘w•j‚ð‰ñŽû‚µ•A1•^10—e—Ê‚Ì3MNaOAc•ipH•@4•D0•j•A“™—Ê‚Ì

2•|propanol‚ð‰Á‚¦•Aˆê80•Ž‚Å15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A4•Ž•A12•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“

•S‚µ‚Ä“¾‚ç‚ê‚½ƒyƒŒƒbƒg‚ð300‹©‚ÌGTC—n‰t‚É—n‰ð‚µ•A30ƒÊ1‚Ì2•@M•@NaOAc•ipH•@4•D0•j

•A300‹©‚Ì•…–O˜aphenol•A57ƒÊ1‚Ìchloroform•A3ƒÊ1‚Ìisoamyl•@alcohol‚ð‰Á‚¦•¬˜a‚µ‚½Œã•A

4•Ž‚Å15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A4•Ž•A10•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•ã‘w•i•…‘w•j‚ð
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‰ñŽû‚µ•A1•^10—e—Ê‚Ì3MNaOAc•A“™—Ê‚Ì2•|propanol‚ð‰Á‚¦•A•E80•Ž‚Å15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B

‚»‚ÌŒã•A4•Ž•A18•C000•~9•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ‚Ä“¾‚ç‚ê‚½ƒyƒŒƒbƒg‚ð44•‘‚Ì‚Ì0•D1•“

diethyl•@pyrocarbonate•iDEPC•j•ˆ—•–Å‹Û•…‚É—n‰ð‚µ•A5ƒÊ1‚Ì10•~DNase•@buffer•i1•@M

sodium•@acetate•ipH•@5•D2•j•A50•@mM•@MgC12•j•A1pl‚ÌDNase•i134•@U•^ƒÊ1•j‚ð‰Á‚¦•A25•Ž‚Å30

•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•Aphenol•^chloroform’Š•o‚ð•s‚Á

‚½Œã•A2•|propanol’¾“a‚ð•s‚Á‚½•B“¾‚ç‚ê‚½’¾“a‚ð“K“–—Ê‚ÌDEPC•ˆ—•–Å‹Û•…‚É—n‰ð‚µ•E

total•@RNA‚Æ‚µ‚½•B“¾‚ç‚ê‚½total•@RNA‚Í260•@nm‚Ì‹zŒõ“x‚ð‘ª’è‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è’è—Ê

‚µ‚½•B

2•|1•|4RT•|PCR”½‰ž

•@•i1•j‹t“]ŽÊ•y‘f”½‰ž

•@2‡r‚Ìtotal•@RNA‚É1ƒÊ1‚Ìoligo•idT•j12ˆê•A•C•@primer•i0•D5ƒÊg•^ƒÊ1•j‚ð‰Á‚¦•A•@DEPC•ˆ—•–Å‹Û•…

‚Å‘S—Ê‚ð10‹©‚Æ‚µ•A70•Ž‚Å10•ªŠÔ”M•Ï•«Œã•A•X’†‚É•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A4ƒÊ1‚Ì5•~

First•@strand•@buffer•i250•@mM•@Tris•|HCI•@•ipH•@8•D3•j•@•C•@375•@mM•@KCI•C•@15•@mM•@MgC12•j•@•C•@2•@pt1

‚ÌdNTPs•iŠe10•@mM•j•A2ƒÊ1‚Ì100•@mM•@dithiothreitol•iDTT•j•A1ƒÊ1‚Ì25•@U•^pt1•@RNase

inhibitor•A0•D5ƒÊ1‚Ì200U•^ƒÊ1•@reverse•@transcriptase•iRT•j‚ð‰Á‚¦•A‘S—Ê‚ðDEPC•ˆ—•–Å‹Û•…

‚Å20‹©‚Æ‚µ•A42•Ž‚Å1ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•A70•Ž

‚Å10•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚Ä•A”½‰ž‚ð•I—¹‚³‚¹‚½‚à‚Ì‚ðcDNAŽŽ—¿‚Æ‚µ‚½•B

•i2•jƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚Ì•Ý’è

ƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚Ì•‡•¬‚Í•AƒzƒNƒh•[•iŠ”•j‚É•‡•¬‚ðˆÏ‘õ‚µ•AˆÈ‰º‚Ì—l‚É•Ý’è‚µ‚½•B

capase•|1•@•isense•j

capase•|1•@•iantisense•j

capase•|2•@•isense•j

capase•|2•@•iantisense•j

capase•|3•@•isense•j

capase•|3•@•iantisense•j

capase•|4•@•isense•j

capase•|4•@•iantisense•j

capase•|5•@•isense•j

capase•|5•@•iantisense•j

5i•|AACCCAGerATGCCCACATCC•|3t

s•fˆê•frl•fAATGTCCTGGGAAGAGGTAˆêˆê3•f

5•fˆêGTTACCTGCACACCGAGTCACG•|3•f

5•fˆêGCGTGGTTCMCCATC•f1•flrGTTGGTCA•|3t

5•fˆêGAATATCCCTGGACAACA•|3•f

5•fˆêACGCCATGTCATCATCAAm•@3•f

5•fˆêGGTCATCA•fITGTCCAGGC•|3•f

5t•|CCA•fITGTGCTGTCTCTCC•|3•f

5•fˆêACCACATGCTAAAGAACA•|3•f

5•fˆêCGA•fM6CAGAAGAGGTT•|3•f
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capase•|6•@•isense•j

capase•|6•@•iantisense•j

capase•|7•@•isense•j

capase•|7•@•iantisense•j

capase•|8•@•isense•j

capase•|8•@•iantisense•j

capase•|9•@•isense•j

capase•|9•@•iantisense•j

capase•|10•@•isense•j

5•fˆêACCCGCAGGrmCAGA•|3t

5•fˆêCATGAGCCG•fITCACAGT•|3•f

5•f•EˆêAGCCTGGGrmGACGTG•|3t

sr•|ACCGTGGAATAGGCGAAG•|3•f

5•fˆêGGACTGC•fllrCATCTGCTG•|3•f

5•fˆêATCTGMCCCCATGMˆêˆê3•f

5•fˆêTAACAGGCAAGCAGGAAA•|3•f

5•fˆêTC•fITGGCAGTCAGGTCGC•|3•f

5•fˆêAGAAGTCCAGCTCAGCCT•|3•f

capase•|10•iantisense•j•@5•fˆêACTCGGenCCTTGTCTA•|3•f

GAPDH•@•isense•j•@5•fˆêAAACCCATCACCATCT•fTCCAG•|3•f

GAPDH•iantisense•j•@5•fˆêAGGGGCCATCCACAGTCTTCT•|3•f

•@•i3•jPCR”½‰ž

•@cDNAŽŽ—¿2ƒÊ1‚É•A2ƒÊ1‚Ì10•~Expand•@HF•@buffer•i15•@mM•@MgC12‚ðŠÜ‚Þ•j•A3•D2ƒÊ1‚Ì

dNTPs•iŠe3•D2•@mM•j•A0•D2ƒÊ1‚Ìsense‚¨‚æ‚Ñantisenseƒvƒ‰ƒCƒ}•[•i20ƒÊM•j•A0•D2ƒÊ1‚Ìhigh

fidelity•@PCR•@system•y‘fƒ~ƒbƒNƒX•i3•D5•@U•^ƒÊ1•j‚ð‰Á‚¦•A–Å‹Û•¸•»•…‚Å‘S—Ê‚ð20ƒÊ1‚É‚µ•A

ƒ~ƒlƒ‰ƒ‹ƒIƒCƒ‹‚ð•d‘w‚µ‚½•BAstec•@Program•@Temp•@Control•@System•@PC•|800‚ð—p‚¢‚Ä•A

‚±‚Ì”½‰ž‰t‚ð94•Ž‚Å2•ªŠÔ”M•Ï•«‚ð•s‚¢•A‚»‚êˆÈ•~•A94•Ž‚Å1•ªŠÔ•AŠeƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚É

‘Î‚·‚éƒAƒj•[ƒŠƒ“ƒO‰·“x‚Å1•ªŠÔ•A72•Ž‚Å1•ªŠÔ•AŠeƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚É‘Î‰ž‚·‚éƒTƒCƒNƒ‹

•”‚ÅPCR”½‰ž‚ð•s‚Á‚½•BŠeƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚É‘Î‚·‚éƒAƒj•[ƒŠƒ“ƒO‰·“x‚¨‚æ‚ÑƒTƒCƒNƒ‹•”

‚ð•\2‚ÉŽ¦‚µ‚½•B
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•\2•@Šecaspase•@primer‚É‘Î‚·‚éƒAƒj•[ƒŠƒ“ƒO‰·“x‚¨‚æ‚ÑƒTƒCƒNƒ‹•”

primer ƒAƒj•[ƒŠƒ“ƒO‰·“x ƒTƒCƒNƒ‹•” PCR•@product•@size•@•ibp•j

caspase•|1

caspase•|2

caspase•|3

caspase•|4

caspase•|5

caspase•|6

caspase•|7

caspase•|8

caspase•|9

caspase•|10

GAPDH

58•@OC

58•@OC

54•@OC

58•Ž

50•@•Ž

58•Ž

58•@OC

52•Ž

54•@OC

54•Ž

62•Ž

40

28

34

28

40

32

28

35

39

32

17

858

234

462

203

354

458

371

468

359

462

361

2•|1•|5•@•×–EŽ¿‰æ•ª•A“ñ“ñ“ñ•ª‚Ì’²•»

•@10cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÉƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚ðPBS‚Å•ô•òŒã•A3ml

‚ÌPBS‚Å‰ñŽû‚µ•A2•C000•~g•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ð200ƒÊ1‚Ìlysis•@buffer•i50•@mM

Tris•|HCI•@•ipH•@7•D4•j•C•@137•@mM•@NaCl•C•D•@2•@mM•@EDTA•C•@l•@mM•@PMSF•C•@10•@ptg•^ml

aprotinin•A10ƒÊg•^ml•@leupeptin•j‚ÅŒœ‘÷‚µ•A•X’†‚Å’´‰¹”g•²•Ó‚ð•s‚Á‚½Œã•A4•Ž•A

18•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A‚±‚Ì•ã•´‚ð•×–EŽ¿‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•B‚Ü‚½ƒyƒŒƒbƒg‚ð100Žl‚Ì

lysis•@buffer‚ÅŒœ‘÷‚µ•A‘e–Œ‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•BŠeƒTƒ“ƒvƒ‹‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿—Ê‚ÍBio•|rad•@protein

assay•@kit‚É‚æ‚è’è—Ê‚µ‚½•B

2•|1•|6•@ƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒeƒBƒ“ƒO–@

•@’²•»‚µ‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚ÉLaemmi•@buffer•i62•D5•@mM•@Tris•EHCI•ipH•@6•D8•j•A2•“SDS•A10•“

glycerol•A2•“2•|mercaptethanol•A0•D1•“bromophenol•@blue•j‚ð‰Á‚¦•A5•ªŠÔŽÏ•¦‚µ‰Â—n

‰»‚µ‚½•B‰j“®—pŠÉ•Õ‰t‚Æ‚µ‚ÄSDS•|PAGE•@running•@buffer•i25•@mM•@Tris•@base•A192•@mM

glycine•A1•“SDS•j‚ð—p‚¢‚Ä•A•@SDS‚ðŠÜ‚Þƒ|ƒŠƒAƒNƒŠƒ‹ƒAƒ~ƒhƒQƒ‹‚ÉƒTƒ“ƒvƒ‹‚ð4•`
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20–¦ane‚Ì‚¹•A130•@V‚Ì’è“dˆ³‚Å–ñ120•ªŠÔ‰j“®‚µ•Aƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•ª—£‚µ‚½•BŽŸ‚É•A

‚±‚ÌƒQƒ‹‚ðtransfer•@buffer•i25•@mM•@Tris•@base•A192•@mM•@glycine•A20•“methnol•j’†‚Å•A

100V‚Ì’è“dˆ³‚Åƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ•ã‚Éƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒ@•[‚µ‚½•B‚±‚Ìƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[

ƒX–Œ‚ðˆÈ‰º‚ÉŽ¦‚·•R‘Ì‚É‘Î‚·‚é•ðŒ•‚Å–Æ‰u”½‰ž‚³‚¹‚½Œã•AECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚Å‰»Šw

”­Œõ‚³‚¹•AX•üƒtƒBƒ‹ƒ€‚É˜IŒõ‚µ‚Ä–Ú“Iƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ðŒŸ•o‚µ‚½•B

•@•i1•j•RICH•|1L•R‘Ì

•@•×–EŽ¿‰æ•ª‚ð•ã‹L‚Ì•û–@‚É‚æ‚è15•“‚ÌƒQƒ‹‚ð—p‚¢“d‹C‰j“®‚µ•Aƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒ@•[Œã•A

ƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ð•RICH•|1L•R‘Ì•iTBST•i10•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@8•B0•j•A150•@mM

NaCl•A0•D1•“Tween•@20•j‚Å200”{ŠóŽß•j‚Å4•Ž‚Åˆê”ÓŒy‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚½•B•@TBST‚Å10•ª•A3

‰ñ•ô•òŒã•A2ŽŸ•R‘Ì•i•Rƒ„ƒMlgG•|horseradish•@peroxidase•WŽ¯•R‘Ì•A•@TBST‚Å5000”{ŠóŽß•j

‚Å30•ªŠÔ•U‚Æ‚¤‚µ‚½•BTBST‚Å10•ª•A4‰ñ•ô•òŒã•A•@ECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚É‚æ‚èŒŸ•o‚µ‚½•B

•@•i2•j•RCPP32•R‘Ì

•@•×–EŽ¿•i•ªƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•ã‹L‚Ì•û–@‚É‚æ‚è15•“‚ÌƒQƒ‹‚ð—p‚¢“d‹C‰j“®‚µ•Aƒgƒ‰ƒ“

ƒXƒtƒ@•[Œã•Aƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðblocking•@buffer•i1•“BsA‚ðŠÜ‚ÞTBsT•j‚Å1ŽžŠÔ

ƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[•Eˆê•E•Eˆêƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½Œã•A•RCPP32•R‘Ì•iblocking•@buffer

‚Å1000”{ŠóŽß•j4•Ž‚Åˆê”ÓŒy‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚½•BTBST‚Å10•ª•A3‰ñ•ô•òŒã•A2ŽŸ•R‘Ì•i•Rƒ}

ƒEƒXIgG•|horseradish•@peroxidase•WŽ¯•R‘Ì•A•@TBST‚Å2000”{ŠóŽß•j‚Å30•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[

ƒg‚µ‚½•BTBST‚Å10•ª•A4‰ñ•ô•òŒã•A•@ECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚É‚æ‚èŒŸ•o‚µ‚½•B

•@•i3•j•Rtubulinƒ¿•R‘Ì

•@•×–EŽ¿‰æ•ªƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•ã‹L‚Ì•û–@‚É‚æ‚è11•“‚ÌƒQƒ‹‚ð—p‚¢“d‹C‰j“®‚µ•Aƒgƒ‰ƒ“

ƒXƒtƒ@•[Œã•Aƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðblocking•@buffer•i1•“BSA‚ðŠÜ‚ÞTBST•j‚Å1ŽžŠÔ

ƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½Œã•A•Rtubulinƒ¿•R‘Ì•iblocking

buffer‚Å1000”{ŠóŽß•j4•Ž‚Åˆê”ÓŒy‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚½•B•@TBST‚Å10•ª•A3‰ñ•ô•òŒã•A2ŽŸ•R‘Ì

•i•Rƒ}ƒEƒXlgG•|horseradish•@peroxidase•WŽ¯•R‘Ì•A•@TBST‚Å2000”{ŠóŽß•j‚Å30•ªŠÔ•U‚Æ‚¤

‚µ‚½•BTBST‚Å10•ª•A4‰ñ•ô•òŒã•A•@ECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚É‚æ‚èŒŸ•o‚µ‚½•B

•@•i4•j•RPARP•R‘Ì

•@‘e–Œ‰æ•ªƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•ã‹L‚Ì•û–@‚É‚æ‚è8•“‚ÌƒQƒ‹‚ð—p‚¢“d‹C‰j“®‚µ•Aƒgƒ‰ƒ“ƒX

ƒtƒ@•[Œã•Aƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðblocking•@buffcr•i4•“ƒXƒLƒ€ƒ~ƒ‹ƒN‚ðŠÜ‚ÞTBST•j‚Å

1ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½Œã•A•RPARP•R‘Ì•iblocking

buffer‚Å5000”{ŠóŽß•j4•Ž‚Åˆê”ÓŒy‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚½•B•@blocking•@buffer‚Å10•ª•A3‰ñ•ô•òŒã•A
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2ŽŸ•R‘Ì•i•Rƒ}ƒEƒXlgG•Ehorseradish•@peroxidase•WŽ¯•R‘Ì•A•@blocking•@buffer‚Å1000”{ŠóŽß•j

‚Å30•ªŠÔ•U‚Æ‚¤‚µ‚½•Bblocking•@buffer‚Å10•ª•A4‰ñ•ô•òŒã•A•@ECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚É‚æ‚è

ŒŸ•o‚µ‚½•B

2•|1•|7•@Žg—p–ò•¨

•@–{•Í‚Å—p‚¢‚½Žå‚ÈŽŽ–ò‚Ì“üŽè•æ‚Í‚Â‚¬‚Ì’Ê‚è‚Å‚ ‚é•B

Z•|Asp•|CH2•|DCB•iƒyƒvƒ`ƒhŒ¤•j•Adigitonin•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•A•@protein•@assay•@kit•iBio•|

rad•j•A•@Ac•|YVAD•|MCA•iƒyƒvƒ`ƒhŒ¤•j•AAc•|DEVD•|MCA•iƒyƒvƒ`ƒhŒ¤•j•AAMC•iƒyƒvƒ`

ƒhŒ¤•j•ADNase•iƒjƒbƒ|ƒ“ƒW•[ƒ“•j•Aoligo•idT•j12•|1•A•@primer•iGIBCO•@BRL•j•ADTr

•iSigma•j•A•@RNase•@inhibitor•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•Asuperscript•@RT•iGIBCO•@BRL•j•Ahigh

fidelity•@PCR•@system•iBoehringer•@Mannheim•j•APMSF•iSigma•j•Aaprotinin•iƒwƒLƒXƒg•j•A

leupeptin•iSigma•j•ASDS•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•Abromophenol•@blue•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•ATween

20•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•Askim•@milk•i•áˆó“û‹Æ•j•ABSA•iSigma•j•Anitrocellulose•@membrane

•iBio•|Rad•j•@•C•@anti•|lch•|IL•@antibody•@•iSanta•@Cruze•j•@•C•@anti•|CPP32•@antibody•@•iTransduction

Laboratories•j•Aantiˆêƒ¿tublin•@antibody•i•¶‰»Šw•H‹Æ•iŠ”•j•j•Aanti•|PARP•@antibody

•iClontech•j•@•C•@anti•|goat•@lgG•@•iSanta•@Cruze•j•@•C•@anti•|mouse•@lgG•@•i•^•Ilinersham•j•@•C•@ECL•@Western

blotting•@detection•@reagents•@•iAmersham•j
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2•|2ŽÀŒ±Œ‹‰Ê

2•|2•|1C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA‚Ì

•@•@•@’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê

•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚É•A•@caspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚©

”Û‚©‚ð’²‚×‚é‚½‚ß•Acaspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ð—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ

‚½•BŠe”Z“x‚ÌZ•|Asp•|CH•CˆêDCB‚ð20ƒÊM•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚Ì1ŽžŠÔ‘O‚É‘O•ˆ—•‚µ•A6ŽžŠÔ

Œã•ADNA‚Ì’f•Ð‰»‚ð’²‚×‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A•@Z•|Asp•|CH2•|DCB‚Í”Z“xˆË‘¶“I‚ÉDNA‚Ì’f•Ð

‰»‚ð—}•§‚µ•A50•`100ƒÊM‚Ì”Z“x‚ÅDNA‚Ì’f•Ð‰»‚ÍŠ®‘S‚É—}•§‚³‚ê‚½•i•}8•j•B‚±‚Ì‚±

‚Æ‚©‚ç•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@caspase‚ªŠÖ—^‚µ

‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Ü‚½•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚É‚æ‚é

SK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@caspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©‚ðZ•|Asp•|CH2•|

DCB‚ð—p‚¢‚Ä“¯—l‚ÉŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A•@Z•|Asp•|CH2•|DCB‚Í”Z“xˆË‘¶“I‚É20ƒÊM‚ÌƒXƒtƒB

ƒ“ƒSƒVƒ“•A400mU•^ml‚ÌƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚É‚æ‚éDNA‚Ì’f•Ð‰»‚ð—}•§‚µ•A100

ƒÊM‚Ì”Z“x‚ÅDNA‚Ì’f•Ð‰»‚ÍŠ®‘S‚É—}•§‚³‚ê‚½•i•}9•A•}10•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•AƒXƒtƒB

ƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚É•A

caspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

1018bp•|HƒŒ

396•@bp•@ˆêˆê•j•„

220bpˆêŒäƒŒ

•@•@•@•@•@•}8C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚écaspase
•@•@•@•@•@•@•@”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–òZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê

3•D•@20•@ptM•@C2•|ceramide•@4•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB
5•D•@1•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@C2•|ceramide•@6•D•@10•@pM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@C2•|ceramide

7•D•@50•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@C2•|ceramide•@8•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@C2•|ceramide

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@27
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1•@2•@3•@4•@5•@6•@7•@8

1018bpˆêƒŒ

396•@bp•|
220•@bp•¨ƒŒ

•@•@•}9•@ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê

3•D•@20•@ptM•@sphingosine•@4•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB
5•D•@1•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@pM•@sphingosine•@6•D•@10•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@sphingosine

7•D•@50•@pM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@sphingosine•@8•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@20•@ptM•@sphingosine

1•@•@•@2•@•@•@3•@•@•@4•@•@•@5•@•@•@6•@•@•@7

1018bpˆêƒŒ

396•@bp•j
220•@bp•|i•„

•}10•@ƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê

3•D•@400•@mU•^ml•@SMase•@4•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB
5•D•@1•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•{400•@mU•^ml•@SMase•@6•D•@10•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•{400•@mU•^ml•@SMase

7•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@400•@mU•^ml•@SMase
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2•|2•|2H202•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA‚Ì’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê

•@”n02•AUV•A•@heat•@shock‚È‚Ç‚ÌŠeŽíƒXƒgƒŒƒX‚É‚æ‚è•×–E“à‚ÌƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ª‘•‰Á‚·‚é‚±

‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ª‚±‚ê‚ç‚ÌƒXƒgƒŒƒX‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÌƒZƒJƒ“ƒhƒ•ƒb

ƒZƒ“ƒWƒƒ•[‚Æ‚µ‚Ä“­‚¢‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚é4•j•B‚»‚±‚Å•AH202‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX

‚É‚¨‚¢‚Ä‚à•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Æ“¯—l‚Écaspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚©‚Ç‚¤‚©•A•@caspase‚Ì”ñ‘I‘ð

“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•EAsp•|CH2•|DCB‚ð—p‚¢‚Ä“¯—l‚ÉŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A100ƒÊM•@H20•A

‚Ì12ŽžŠÔ•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA‚Ì’f•Ð‰»‚à100ƒÊM•@Z•EAsp•|CH2•EDCB‚Ì‘O•ˆ—•‚É‚æ‚èŠ®‘S‚É

—}•§‚³‚ê‚½•i•}11•j•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AH202‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚É•A

caspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

1•@2•@3•@4•@5•@6•@7

1018bpˆêƒŒ

396•@bp•¨ƒŒ

220bpˆêƒŒ

•}11H202•ˆ—•‚É‚æ‚éDNA’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ÌŒø‰Ê
1•D•@Marker

3•D•@100•@pM•@H202

5•D•@1•@pM•@Z•|Asp•|DCB•{100•@ptM•@H•CO•C

7•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@100•@ptM•@H•CO•C

2•D•@None

4•D•@100•@ptM•@Z•|Asp•|DCB

6•D•@10•@ptM•@Z•|Asp•|DCB•@•{•@100•@ptM•@H•CO•C
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2•|2•|3•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•A•@H202•ˆ—•‚É‚æ‚écaspase‚ÌŠˆ•«‰»

•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚Écaspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ

‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½‚ª•A‚Â‚¬‚É•Acaspase‚ªŽÀ•Û‚ÉŠˆ•«‰»‚µ‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©‚É‚Â‚¢‚Ä•A2Ží—Þ

‚ÌŒuŒõŠîŽ¿•AAc•|YVAD•|MCA•icaspase•|1—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚É“ÁˆÙ“I‚È”­ŒuŒõ•«ƒeƒgƒ‰

ƒyƒvƒ`ƒhŠîŽ¿•j‚Æ•AAc•|DEVD•|MCA•icaspase•|3—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚É“ÁˆÙ“I‚È”­ŒuŒõ•«

ƒeƒgƒ‰ƒyƒvƒ`ƒhŠîŽ¿•j‚ð—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•BAc•|YVAD•|MCA‚¨‚æ‚Ñ•A•@Ac•|DEVD•|

MCA‚ðŠîŽ¿‚Æ‚·‚écaspase‚ÌŽí—Þ‚Í•\1‚ÉŽ¦‚·•B20ƒÊM‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ð”|—{‰t’†‚É“Y

‰ÁŒã•A3•`4ŽžŠÔŒã‚©‚çAc•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ•A5ŽžŠÔŒã‚É•A‚±‚ÌŠˆ•«‚Í

•Å‘å‚Æ‚È‚Á‚½•B‚±‚ÌAc•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«‚Ícaspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•|

Asp•|CH2•|DCB‚ð100ƒÊM‚Å1ŽžŠÔ‘O•ˆ—•‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚èŠ®‘S‚É—}•§‚³‚ê‚½•i•}12•j•Bˆê

•û•AAc•|YVAD•|MCA•Ø’fŠˆ•«•iICE‚È‚Ç‚Ìearly•@phase•@caspasesŠˆ•«•j‚ÍC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ

—•‚É‚æ‚è•ã•¸‚µ‚È‚©‚Á‚½•i•}12•j•B‚Ü‚½•A•sŠˆ•«Œ^‚ÌƒWƒqƒhƒ•C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Å‚ÍAc•|

DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}12•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É

‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@Ac•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«•A‚·‚È‚í‚¿•A

caspase•|3—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŠm”F‚³‚ê‚½•B

1•@50

•@•@•@•@•‡•@•@•@•@50•@•@•@•@1
•iO̧•_•¼•E•_•Î•¸ƒ¿•j•r•©•†oo

•@•@•@OoŒr•Bƒ³‚À•vƒ¿

L

•@•@•@•@•@•@O•@1•@2•@3•@4•@5•@6
•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@Vme•@•ihr•j

•@•@•@•@•@•}12caspaseŠˆ•«‰»‚É‘Î‚·‚éC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÌŒø‰Ê
SK•|N•|MC•×–E‚ÉŠe–ò•¨‚ð0•`6ŽžŠÔ•A•@Z•|Asp•|CH2•|DCB‚Í1ŽžŠÔ‘O•ˆ—•Œã•A

caspase‚ÌŒuŒõŠîŽ¿•iDEVD‚Ü‚½‚ÍYVAD•j‚É‘Î‚·‚é•Ø’fŠˆ•«‚ð‘ª’è‚µ‚½•B

ˆêˆê Zˆêˆê•@20ƒÊMC2ˆê‡tramide•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j

•¨ˆêˆê @20ƒÊMC2ˆê‡tramide•iŠîŽ¿YVAD‚Ì•ê•‡•j

•{•@20ƒÊMDiC2ˆê‡tramide•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j
ˆêˆê œ•p@20ƒÊMC2ˆê‡tramide•{100ƒÊM•@Z•|Asp•|CH2•|DCB•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j
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•@‚Ü‚½•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AH202‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A

caspase‚ªŠˆ•«‰»‚µ‚Ä‚¢‚é‚©‚Ç‚¤‚©“¯—l‚ÉŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A20ƒÊM‚ÌƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“

‚ð”|—{‰t’†‚É“Y‰ÁŒã•A2•`3ŽžŠÔŒã‚©‚çAc•|DEVD•Eˆê•EMCA•Ø’fŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ•A4ŽžŠÔŒã

‚É•A‚±‚ÌŠˆ•«‚Í•Å‘å‚Æ‚È‚Á‚½•i•}13•j•Bˆê•û•A100ƒÊM‚ÌH202‚ð”|—{‰t’†‚É“Y‰ÁŒã•A4

•`5ŽžŠÔŒã‚©‚çAc•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ•A6ŽžŠÔŒã‚É•A‚±‚ÌŠˆ•«‚Í•Å‘å‚Æ

‚È‚Á‚½•i•}14•j•B‚±‚ÌƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“‚¨‚æ‚Ñ•AH202‚É‚æ‚éAc•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«

‚Ícaspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•|Asp•|CH•CˆêDCB‚ð100ƒÊM‚Å1ŽžŠÔ‘O•ˆ—•‚·‚é‚±‚Æ

‚É‚æ‚èŠ®‘S‚É—}•§‚³‚ê‚½•i•}13•A14•j•Bˆê•û•AAc•|YVAD•|MCA•Ø’fŠˆ•«‚ÍƒXƒtƒBƒ“

ƒSƒVƒ“•A”n02•ˆ—•‚É‚æ‚Á‚Ä‚à”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}13•A14•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•AƒXƒtƒB

ƒ“ƒSƒVƒ“‚¨‚æ‚Ñ•A40•C‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É‚àC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì

•ê•‡‚Æ“¯—l‚É•AAc•|DEVD•|MCA•Ø’fŠˆ•«•A‚·‚È‚í‚¿•A•@caspase•|3—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ªŠˆ

•«‰»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

100

ˆê

•Z
5

‡t

•iO̧•_•¼•E•_‚ë•¸ƒ¿•j•r•©•†oooŒr•Bƒ³•©o•vƒ¿

i

T

•f

’šŒE

•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒR•@•@•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒ••@•@•@•@•@•@•@ƒR

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@Time•ihr•j

•@•@•@•@•}13caspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É‘Î‚·‚ésphingosine‚ÌŒø‰Ê

•{•@20ƒÊMsphingosine•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j

•{•@20ƒÊMsphingosine•iŠîŽ¿YVAD‚Ì•ê•‡•j
ˆê•@20ƒÊMsphingosine•{100ƒÊM•@Z•|Asp•|CH•CˆêDCB•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j
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•i0̧•_“ñ•¸‚±•B•¸ƒ¿•j•r•©•†oooŒr099ƒ¿

300

200

100

o

•@0•@•@•@2•@•@•@4•@•@•@6•@12
•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@Time•@•ihr•j

•@•@•@•}14caspaseŠˆ•«‰»‚É‘Î‚·‚éH202‚ÌŒø‰Ê

ˆê100ƒÊMH202•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j
ˆêˆê ¢•Eˆê•Eˆêˆê•@100•@pM•@H202•iŠîŽ¿YVAD‚Ì•ê•‡•j

•¨ˆêˆê100ƒÊMH202•{Z•|Asp•|CH2•|DCB•iŠîŽ¿DEVD‚Ì•ê•‡•j
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2•|2•|4SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¯‚écaspase•@mRNA‚Ì”­Œ»

•@Œ»•Ý•Aƒqƒg‚Å10Ží—Þ‚ÌcaspaseƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•i•\1•j•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U

“±‚ÌŽhŒƒ•A•×–EŽí‚É‚æ‚Á‚Ä•AŠÖ—^‚·‚écaspase‚ÌŽí—Þ‚ªˆÙ‚È‚Á‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢

‚é•B‚»‚±‚Å•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÉŠÖ—^‚·‚écaspase‚ÌƒT

ƒvƒ^ƒCƒv‚ðŒŸ“¢‚·‚é‚½‚ß•A•Å•‰‚É•ART•|PCR–@‚ð—p‚¢‚Ä•A•@SK•|N•|MC•×–E‚É”­Œ»‚·‚é

caspase•@mRNA‚ÌƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ð’²‚×‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A•@SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¢‚Äcaspase•|

2•Aˆê3•Aˆê4•Aˆê6•Aˆê7•Aˆê8•Aˆê9•A•Eˆê10mRNA‚Ì”­Œ»‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•i•}15•j•B‚Ü‚½•A20ƒÊM‚Ì

C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh6ŽžŠÔ•ˆ—•‚Í•A•@caspase•@mRNA‚Ì”­Œ»ƒŒƒxƒ‹‚É‰e‹¿‚ð—^‚¦‚È‚©‚Á‚½•BˆÈ

•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•ASK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¢‚Äcaspase•|2•Aˆê3•Aˆê4•Aˆê6•Aˆê7•Aˆê8•Aˆê9•Aˆê10

mRNA‚ª”­Œ»‚µ‚Ä‚¨‚è•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ícaspase‚ÌmRNAƒŒƒxƒ‹‚É‰e‹¿‚ð—^‚¦‚È‚¢‚±‚Æ

‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

•@•@•@•@ŽÓ
•@•@

@•@‡Š

ts

ˆê•@caspase•|3

ˆê•@caspase•|5

ˆê•@caspase•|7

ˆê•@caspase•|9

•ƒƒgGAPDH

ˆê•@caspase•|2

ˆê•@caspase•|4

•qtˆêˆê•@caspase•|6

ˆê•@caspase•|8

•q•{•@caspase•|1•@O

•}15SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¯‚écaspase•@family•@mRNA‚Ì”­Œ»

SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¯‚écaspase•@family•@mRNA‚Ì”­Œ»‚ð

RT•|PCR–@‚ð—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B•@positive•@control‚Æ‚µ‚Ä

Jurkat•×–E‚Ìtotal•@RNA‚ð—p‚¢‚½•B
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2•|2•|5C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚épro•|caspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚Ìƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚ÌŒŸ“¢

•@ˆê”Ê‚É•Acaspase‚ÍŠˆ•«‰»‚É”º‚¢ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿ƒŒƒxƒ‹‚Åƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª’m

‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•BC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÉŠÖ—^‚·‚écaspase‚ÌƒT

ƒuƒ^ƒCƒv‚ðƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿ƒŒƒxƒ‹‚ÅŒŸ“¢‚·‚é‚½‚ß•Acaspase•|2‚¨‚æ‚Ñ3‚É“ÁˆÙ“I‚È•R‘Ì‚ð—p

‚¢‚ÄƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A20ƒÊM‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚è•A

caspase•|2‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ª•A•ˆ—•ŽžŠÔˆË‘¶“I‚ÉŒ¸•­‚µ‚½•i•}16•j•Bcaspase•|3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚à•A20

ƒÊM‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚è•A•ˆ—•ŽžŠÔˆË‘¶“I‚ÉŒ¸•­‚µ‚½•i•}16•j•B‚Ü‚½•AƒTƒ“ƒvƒ‹

ŠÔ‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿—Ê‚Ì•·‚ª–³‚¢‚±‚Æ‚ðŠm”F‚·‚é‚½‚ß•Aƒ¿ˆêtubulin‚É‘Î‚·‚é•R‘Ì‚ð—p‚¢‚Ä•A

ƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚ð•s‚¢•A—p‚¢‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹ŠÔ‚Éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿—Ê‚Ì•·‚Í–³‚¢‚±‚Æ

‚ðŠm”F‚µ‚½•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±

Žž‚É•Acaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ªŒ¸•­‚·‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B‚±‚Ìcaspase•|2

‚¨‚æ‚Ñˆê3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ÌŒ¸•­‚Í•Acaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ªŠˆ•«‰»‚É”º‚Á‚Äƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚³‚ê

‚½Œ‹‰Ê•A•¶‚¶‚½‚Æ•„’è‚³‚ê‚½•B

20•@pM•@C2•|ceramide

•@•@•ikDa•j•@O•@1
•iA•j•@46•Cg

34•D1

2•@4•@6•@12•@•ih•j

ˆê•@pro•|caspase•|2

•iB•j

34•D1 •i•¡•¡•¡D•@•i•¡•¡•¡•œ•œ•œ•œ•¡•œ•œ•¡•ú•œ•@G“©•£•¡•œ ˆê•@pro•|caspase•|3

•iC•j•@8i•DO

47•D7

Œä–•“Ó‚¢
•@•œ

•ƒƒg•[ƒ¿ˆêtublin

•}16pro•|caspase•|2•Aˆê3‚Ìƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚É‘Î‚·‚éC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì‰e‹¿

20ƒÊM‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÅŠeŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½SK•|N•|MC•×–E‚Ì•×–EŽ¿‰æ•ª‚ð•A

•iA•janti•|ICH•|1L•@pAb•A•iB•janti•|CPP32•@mAb•A•iC•jantiˆêƒ¿ˆêTublin•@mAb‚ÅƒE

ƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚µ‚½•B
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2•|2•|6C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éPARP‚Ì•Ø’f

•@‚Â‚¬‚É•Acaspase‚ÌŠîŽ¿‚Å‚ ‚éPARP‚ªC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚è•Ø’f‚³‚ê‚é‚©”Û‚©‚É

‚Â‚¢‚Ä•APARP“ÁˆÙ“I•R‘Ì‚ð—p‚¢‚ÄƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚É‚æ‚èŒŸ“¢‚µ‚½•B20ƒÊM

‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ðŠeŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½SK•|N•|MC•×–E‚Ì‘e–Œ‰æ•ª‚ð—p‚¢‚Ä•A•@PARP‚ÌC––’[

‘¤‚ð”FŽ¯‚·‚é•R‘Ì‚ÅƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½Œ‹‰Ê•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ì•ˆ—•ŽžŠÔ

ˆË‘¶“I‚ÉPARP‚Ì’f•Ð‚É‘Š“–‚·‚é–ñ85•@kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚Ì‘•‰Á‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•i•}17•j•B

20•@ptM•@C2•|ceramide

•ikDa•j

111

83

•ih•j

•}17PARP‚Ì•Ø’f‚É‘Î‚·‚éC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÌŒø‰Ê

20ƒÊM‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÅŠeŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½SK•|N•|MC•×

–E‚Ì‘e–Œ‰æ•ª‚ð•Aanti•|PARP•@mAb‚ÅƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒv

ƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚µ‚½•B
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•@‚±‚ÌC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éPARP‚Ì’f•Ð‚É‘Š“–‚·‚é–ñ85•@kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚Ì‘•‰Á‚Í•A

caspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•|Asp•|CH•CˆêDCB‚ð1ŽžŠÔ‘O•ˆ—•‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•A”Z

“xˆË‘¶“I‚É—}•§‚³‚ê‚½•i•}18•j•B‚Ü‚½•A•sŠˆ•«Œ^‚ÌƒWƒqƒhƒ•C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Å‚ÍPARP‚Ì

•Ø’f‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}18•j•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•EN•|MC•×–E

‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•Acaspase‚ÌŠîŽ¿‚Å‚ ‚éPARP‚Ì•Ø’f‚ªˆø‚«‹N‚±‚³‚ê•A‚±‚Ì

C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éPARP‚Ì•Ø’f‚Ícaspase‚É‚æ‚é‚à‚Ì‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B

ˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•EMC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±‚Écaspase•|2

‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ÌŠˆ•«‰»‚ªˆê•”ŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

20•@ptM•@C2•|cer•@6•@h
•\

•\
•\

•\ •\

20•@ptM•@DiC2•|cer•@6•@h •\

Z•|Asp•|CH•CˆêDCB•iptM•j•@O

•@•@•@•@•@•@•@•ikDa•j

111

83

o 1 10•@50•@100•@O

•}18•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Ü‚½‚Í•AƒWƒqƒhƒ•C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÌŠe•ˆ—•‚É‚æ‚é
•@•@•@PARP‚Ì•Ø’f‚É‘Î‚·‚éŠeŽí”Z“x‚ÌZ•|Asp•|CH•CˆêDCB‚ÌŒø‰Ê
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2•|3•lŽ@

•@Z•|Asp•|CH2•|DCB‚Í•A•@caspase‚Ì”ñ‘I‘ð“Iƒyƒvƒ`ƒh‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚è•AŽ‰—n•«‚Ì•‚‚¢

benzyloxycarbonylŠî‚ð‚à‚Â‚½‚ß•A•×–E‚ÉŒø—¦‚æ‚­Žæ‚è•ž‚Ü‚ê‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é33•j•B

‚»‚±‚Å•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚Á‚ÄŽä‹N‚³‚ê‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Écaspase‚ªŠÖ—^

‚µ‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©‚ð–¾‚ç‚©‚É‚·‚é‚½‚ß•A‚Ü‚¸•Å•‰‚É•AZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ð—p‚¢‚Ä•A•@DNA

‚Ì’f•Ð‰»‚É‘Î‚·‚éŒø‰Ê‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AZ•|Asp•|CH2•|DCB‚Í”Z“xˆË‘¶“I

‚É•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚é

DNA‚Ì’f•Ð‰»‚ð—}•§‚µ‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•A“à•Ý•«‚Ì

ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±‚Écaspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Ü

‚½•Aqo2•A•@UV•A”MƒVƒ‡ƒbƒNŽhŒƒ‚È‚Ç‚ÌŠeŽíƒXƒgƒŒƒX‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±‚É•A

ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ªƒZƒJƒ“ƒhƒ•ƒbƒZƒ“ƒWƒƒ•[‚Æ‚µ‚Ä“­‚¢‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚©‚ç4•j•A

‹÷O•C‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚éDNA‚Ì’f•Ð‰»‚É‚Â‚¢‚Ä‚à“¯—l‚ÉŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A•@Z•|Asp•|

CH2•|DCB‚Í”Z“xˆË‘¶“I‚É—}•§‚µ‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•A•@H202‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±

‚É‚àcaspase‚ªŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A•@SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¢

‚Ä•A40•C‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÉƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ªƒZƒJƒ“ƒhƒ•ƒbƒZƒ“ƒWƒƒ•[‚Æ‚µ‚Ä“­‚¢‚Ä‚¢

‚é‚©”Û‚©•s–¾‚Å‚ ‚è•A•¡ŒãŒŸ“¢‚ª•K—v‚Å‚ ‚é•B

•@‚Â‚¬‚É•AŽÀ•Û‚Écaspase‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©‚ð•A•@caspase‚ÌŒuŒõŠîŽ¿‚ð—p‚¢‚Ä•A

in•@vitro‚ÌŒn‚ÅŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•A•@H202•ˆ—•‚É‚æ‚è

DEVD•Ø’fŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ‚½‚ª•A•@YVAD•Ø’fŠˆ•«‚Í•ã•¸‚µ‚È‚©‚Á‚½•BŒ»•Ýƒqƒg‚Å10Ží

—Þ‚ÌcaspaseƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ª‘¶•Ý‚µ•A‚»‚Ì‚¤‚¿•A•@caspase•|3•Aˆê7‚ªDEVD‚ðŠîŽ¿‚Æ‚µ•A

caspase•|1•A4‚ªYVAD‚ðŠîŽ¿‚Æ‚·‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B•@SK•|N•|MC•×–E‚É”­Œ»‚µ‚Ä‚¢

‚écaspase‚ÌƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ðRT•|PCR–@‚É‚æ‚è’²‚×‚½‚Æ‚±‚ë•A•@caspase•|2•Aˆê3•Aˆê4•Aˆê6•Aˆê

7•Aˆê8•Aˆê9•Aˆê10‚ª”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒA

ƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚Écaspase•|3•A‚¨‚æ‚Ñ•E7‚ªŠˆ•«‰»‚·‚é‰Â”\•«‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚µ‚©‚µ

‚È‚ª‚ç•ADEVD•A•@YVAD‚ðŠîŽ¿‚Æ‚µ‚È‚¢‘¼‚ÌcaspaseƒTƒuƒ^ƒCƒv•icaspase•|2•Aˆê6•Aˆê8•Aˆê

9•Aˆê10•j‚ªŠˆ•«‰»‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚à•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚»‚±‚Å•A‚Â‚¬‚É•ASK•|N•|MC•×–E‚Ì

ƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚ÉŠˆ•«‰»‚·‚écaspase‚ÌƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ðƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿ƒŒƒxƒ‹‚ÅŒŸ“¢‚µ

‚½•B

•@ˆê”Ê‚É•Acaspase‚ÍŠˆ•«‰»‚É”º‚¢ƒvƒ•ƒZƒbƒVƒ“ƒO‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B

caspase•|1•iICE•j‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•A•@ICE‚Ì‘O‹ì‘Ì•ip45•j‚ª•AŠˆ•«‰»‚É‚æ‚èƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚³‚ê•A

p20‚Æp10‚Ìƒ|ƒŠƒyƒvƒ`ƒh‚ª‚Â‚­‚ç‚ê•A‚»‚Ìp20‚Æp10‚ªƒwƒeƒ•ƒj—Ê‘Ì‚ð•ì‚è•A‚³‚ç‚É•A

Žl—Ê‘Ì‚ðŒ`•¬‚µ‚ÄŠˆ•«Œ^•y‘f‚Æ‚È‚é‚±‚Æ‚ªX•ü‰ð•Í‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚Ä‚¨‚è34•E

35•j•A‘¼‚ÌcaspaseƒTƒuƒ^ƒCƒv‚àICE‚Æ“¯—l‚ÉŠˆ•«‰»‚É”º‚¢ƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚³‚ê•AŽl—Ê‘Ì
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‚ðŒ`•¬‚·‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚»‚±‚Å•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒV

ƒX—U“±Žž‚É•Acaspase‚ªƒvƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚ðŽó‚¯‚é‚©”Û‚©ŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A•@caspase•|2

‚¨‚æ‚Ñˆê3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ª•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚èŒ¸•­‚µ‚½•B‚Ü‚½•A•@caspase‚ÌŠîŽ¿‚Å‚ ‚é

PARP‚Ì•Ø’f‚àC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚½‚±‚Æ‚©‚ç•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éSK•|

N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@caspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚ª

Ž¦•´‚³‚ê‚½•Bˆê•û•Acaspase•|6•A7•A8•A9•A10‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•A‚»‚Ì“ÁˆÙ“I‚È•R‘Ì‚ª“üŽè•o

—ˆ‚È‚©‚Á‚½‚±‚Æ‚©‚ç•A‰ð•Í•s‰Â”\‚Å‚ ‚Á‚½•B•¡Œã•A•R‘Ì‚ª“üŽè•o—ˆŽŸ‘æ•AŒŸ“¢‚·‚é

‚Â‚à‚è‚Å‚ ‚é•B

•@ƒqƒg‚Å10Ží—Þ‚Ìcaspase‚ª‘¶•Ý‚µ‚Ä‚¨‚è•A‘g•D•A•×–E‚Ìˆá‚¢‚É‚æ‚è”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é

caspase‚ÌŽí—Þ‚ªˆÙ‚È‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B•@caspase•|1ƒmƒbƒNƒAƒEƒgƒ}ƒEƒX‚Å‚Í•A‚»

‚Ì”­•¶‰ß’ö‚Í•³•í‚É•s‚í‚ê•A‹¹‘B•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä•A•úŽË•ü‚âƒXƒeƒ•ƒCƒhƒzƒ‹ƒ‚ƒ“‚É‚æ

‚é•×–EŽ€‚É‘Î‚µ‚Ä‚Í‰e‹¿‚µ‚È‚¢‚à‚Ì‚Ì•A•RFas•R‘Ì‚É‚æ‚é•×–EŽ€‚Í—}•§‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª

•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é36•j•Bcaspase•|3ƒmƒbƒNƒAƒEƒgƒ}ƒEƒX‚Å‚Í•A‘Ù•¶Šú‚É2•^3ˆÈ•ã‚Ìƒ}ƒEƒX‚ª

Ž€–S‚µ•A•¶‚Ü‚ê‚Ä‚«‚½ƒzƒ‚Œ‡‘¹ƒ}ƒEƒX‚Í•A”]•_ŒoŒn‚ÉˆÙ•í‚ð‚«‚½‚µ‚Ä‚¨‚è•A•¶Œã3•T

ŠÔˆÈ“à‚É‘S‚Ä‚Ìƒ}ƒEƒX‚ªŽ€–S‚·‚é•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A‹¹‘B•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä•AƒfƒLƒTƒ•ƒ^

ƒ]ƒ“•A•RFas•R‘Ì‚É‚æ‚é•×–EŽ€‚É‰e‹¿‚ð‹y‚Ú‚³‚È‚©‚Á‚½37•j•B‚±‚ê‚ç‚Ì’mŒ©‚©‚ç•A•×–E

‚ÌŽí—Þ‚â•AŽhŒƒ‚ÌŽí—Þ‚Ìˆá‚¢‚É‚æ‚Á‚Ä•Acaspase‚ªŽg‚¢•ª‚¯‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•l‚¦‚ç

‚ê‚é•Bˆê•û•Aƒ‰ƒbƒg•›•t•‘Ž¿ŠŒ•F•×–EŽî•×–EPC12‚É‚¨‚¢‚Ä•AƒJƒ‹ƒVƒEƒ€ƒCƒIƒmƒtƒH

ƒA‚É‚æ‚é•×–EŽ€‚Ì‰ß’ö‚É•Acaspase•|1—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ÌŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ•A’x‚ê‚Äcaspase•|

3—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ÌŠˆ•«‚ª•ã•¸‚µ•Acaspase•|3—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ÌŠˆ•«‚Ì•ã•¸‚É‚Í

caspase•|1—lƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[‚ÌŠˆ•«‚Ì•ã•¸‚ª•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é38•j•B•@FasŽh

Œƒ‚É‚æ‚é•×–EŽ€‚ÌŒn‚Å‚Í•Acaspase•|8‚ªcaspase•|3‚Ì•ã—¬‚Å“­‚­‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é39•E

Ut•p•j•B‚±‚ê‚ç‚Ì’mŒ©‚Í•A•@caspaseƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚Ì•ªŽqŠÔ‚Å•â‘ÌŒn‚Ì‚æ‚¤‚Èƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[ƒJ

ƒXƒP•[ƒh‚ð•\•¬‚µ‚Ä•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‰Â”\•«‚ðŽ¦•´‚µ‚Ä‚¢‚é•B•¡‰ñ•MŽÒ

‚ª—p‚¢‚½SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨‚¢‚ÄƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚è•A•­‚È‚­‚Æ‚àcaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3

‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•Bin•@vitro‚É‚¨‚¢‚Äcaspase•|3‚ªcaspase•E2‚ð•Ø’f‚·‚é

‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚©‚ç41•j•Acaspase•|3‚ªcaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚µ•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX

‚ð—U“±‚·‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•Acaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ÌƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒv

ƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚ÌŒ‹‰Ê•Acaspase•|2‚ÌŠˆ•«‰»‚Ícaspase•|3‚ÌŠˆ•«‰»‚æ‚è‘•‚­‹N‚«‚Ä‚¢‚é‚ÆŽv

‚í‚ê‚é‚±‚Æ‚©‚ç•Acaspase•|2‚Æcaspase•|3‚Íparallel‚ÉŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é‚Æ•„‘ª‚³‚ê‚é•Bˆê•û•A

‘¼‚Ìcaspase•icaspase•|6•A7•A8•A9•A10•j‚à“Æ—§‚É•A‚ ‚é‚¢‚Í•Aƒvƒ•ƒeƒA•[ƒ[ƒJƒXƒP•[

ƒh‚ð•\•¬‚µ‚ÄŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚à•l‚¦‚ç‚ê•A•¡Œã•AŒŸ“¢‚µ‚Ä‚¢‚­•K—v‚ª‚ ‚é•B‚Ü

‚½•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚Á‚Äˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚Écaspasc•|3‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê

‚é‚±‚Æ‚Í‚·‚Å‚É•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚ª42•j•A•¡‰ñ•‰‚ß‚Ä•Acaspase•|2‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ð

Œ©‚¢‚¾‚µ‚½•BƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚écaspase•|2‚ÌŠˆ•«‰»‚ÍSK•|N•|MC•×–E•A‚ ‚é‚¢‚Í•_Œo•×–E
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‚É“ÁˆÙ“I‚ÈŒ»•Û‚Å‚ ‚é‚Ì‚©”Û‚©•A‚³‚ç‚É‚Í•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±‚É

caspase•|2‚Æcaspase•|3‚Ì—¼•û‚Æ‚à•K—v‚Å‚ ‚é‚Ì‚©•A‚ ‚é‚¢‚Í•A‚Ç‚¿‚ç‚©ˆê•û‚Ì‚Ý‚Å•\

•ª‚Å‚ ‚é‚Ì‚©”Û‚©‹^–â‚ªŽc‚é•B•¡Œã•ASK•|N•|MC•×–EˆÈŠO‚Ì•_ŒoŒn•×–E‚ðŠÜ‚Þ‘¼‚Ì•×

–E‚É‚¨‚¢‚Ä‚àƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚écaspase•|2‚ÌŠˆ•«‰»‚ªˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚é‚Ì‚©•A‚³‚ç‚É•A

caspase•|2•Aˆê3‚Ìƒhƒ~ƒiƒ“ƒgƒlƒKƒeƒBƒu‘Ì‚ðˆÚ“ü‚µ‚½transfectant‚â•AƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒX–@‚ð

—p‚¢‚Ä•Acaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ÌŠˆ•«‰»‚ªƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX

‚É•K•{‚Å‚ ‚é‚Ì‚©”Û‚©ŒŸ“¢‚µ‚Ä‚¢‚­•K—v‚ª‚ ‚ë‚¤•B

•@‚Æ‚±‚ë‚Å•AƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Í‚Ç‚Ì‚æ‚¤‚È•ªŽq‚ð‰î‚µ‚Äcaspase‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚Ì‚Å‚ ‚ë‚¤‚©•B

–Œ“§‰ß•«‚ÌƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚èŠˆ•«‰»‚³‚ê‚éˆöŽq‚É•AMAPKƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚Å‚ ‚éSAPK•^
•çNK•istress•|activated•@protein•@kinase•^c•|Jun•@N•|terminal•@kinase•j43•j•AƒZƒŠƒ“•^ƒXƒŒƒIƒjƒ“ƒL

ƒi•[ƒ[‚Å‚ ‚éCAPK•iceramide•@activated•@protein•@kinase•j•g•j•APP2A—ÞŽ—‚Ìƒvƒ•ƒeƒCƒ“ƒtƒH

ƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Å‚ ‚éCAPP•iceramide•@activated•@protein•@phosphatase•j45•E•@46•j‚È‚Ç‚ª•ñ••‚³

‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚Ü‚½•ACAPK‚ªRasŒo˜H‚Ìƒ•ƒ“ƒo•[‚Å•A•@Raf‚ðŠˆ•«‰»‚·‚éKSR•ikinase

suppressor•@of•@Ras•j‚Æ“¯ˆê•ªŽq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ47•j•A•@CAPP‚ð‰î‚µ‚Ä•B•|Myc‚ðdown•@regulation

‚·‚é‚±‚Æng•j‚È‚Ç‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚±‚ê‚ç‚ÌˆöŽq‚Ì‚¤‚¿•A•@SAPK•^JNK‚ÌŠˆ•«‰»‚ªƒZ

ƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•ASEK1•iSAPK•^ERK•@kinase•|1•j•Ac•|Jun

‚Ìƒhƒ~ƒiƒ“ƒgƒlƒKƒeƒBƒu‘Ì‚Ì‹­•§”­Œ»‚â•AƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒX–@‚ð—p‚¢‚½ŽÀŒ±‚É‚æ‚è•ñ••

‚³‚ê‚Ä‚¢‚é4•E•@49•j•B‚Ü‚½•ATNFˆêƒ¿•A•@UV•A•úŽË•ü•A”MƒVƒ‡ƒbƒN‚È‚Ç‚ÌƒXƒgƒŒƒX‚â•A•@NGF

•œ‹Ž‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‚¨‚¢‚Ä‚à•ASAPK•^JNK‚ªŠÖ—^‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é

4•E•@5•o1•j•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•Acaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚ÉSAPK•^JNK‚ÌŠˆ•«‰»‚ª•K•{‚Å‚ ‚é‚©”Û‚©‚Í

•s–¾‚Å‚ ‚è•A‹t‚É•AFas‚É‚æ‚éSAPK•^JNK•A•@p38•@MAPK‚ÌŠˆ•«‰»‚Ícaspase‚Ì‰º—¬‚É‚ 

‚è•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ÉŠÖ—^‚µ‚È‚¢‚±‚Æ‚â51•E52•j•ATNFˆêƒ¿‚É‚æ‚éSAPK•^JNK‚ÌŠˆ•«‰»‚Í•×

–EŽ€‚Æ“Æ—§‚µ‚½Œ»•Û‚Å‚ ‚é‚±‚Æ53•E54•j‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¨‚è•A•×–EŽí•AŽhŒƒ‚É‚æ‚è•A

SAPK•^JNK‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ö‚ÌŠÖ—^‚ÍˆÙ‚È‚Á‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•B•MŽÒ‚Í•AƒZƒŠƒ“•^

ƒXƒŒƒIƒjƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚Ì‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éH•|7•Aƒ`ƒ•ƒVƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚Ì‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éƒn•[ƒr

ƒ}ƒCƒVƒ“A‚ð—p‚¢‚Ä•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éDNA‚Ì’f•Ð‰»‚¨‚æ‚Ñcaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É‘Î‚·

‚éŒø‰Ê‚ðŒŸ“¢‚µ‚½‚ª•Aƒn•[ƒrƒ}ƒCƒVƒ“A•AH•|7Ž©•g‚ªƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ìinducer‚Æ‚È‚è•A

caspase‚ðŠˆ•«‰»‚µ‚Ä‚µ‚Ü‚¤‚½‚ß•A‚»‚ÌŒø‰Ê‚ð‚Ý‚é‚±‚Æ‚ª•o—ˆ‚È‚©‚Á‚½•iƒf•[ƒ^•[–¢

’ñŽ¦•j•BŽÀ•Û•AƒZƒŠƒ“•^ƒXƒŒƒIƒjƒ“ƒLƒi•[ƒ[‚Ì‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éƒXƒ^ƒEƒXƒ•ƒ|ƒŠƒ“‚ÍƒAƒ|

ƒg•[ƒVƒX‚Ìinducer‚Æ‚µ‚Ä•p”É‚ÉŽg—p‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•Aƒhƒ~ƒiƒ“ƒgƒlƒKƒeƒB

ƒu‘Ì‚ðˆÚ“ü‚µ‚½transfectant‚â•AƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒX–@‚ð—p‚¢‚Ä•A•@SAPK•^JNK‚ÌŠÖ—^‚ð•¡ŒãŒŸ

“¢‚·‚é•K—v‚ª‚ ‚ë‚¤•B

39



‘æ3•Í ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±‚É‚¨‚¯‚écytochrome•@c‚ÌŠÖ—^

•¬–Ê

•@Œ»•Ý•AŽå‚É“ñ‚Â‚Ìcaspase‚ÌŠˆ•«‰»‹@•\‚ª–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•Bˆêˆê‚Â‚ÍFas•A•@TNFˆêƒ¿

‚È‚Ç‚ÌƒŒƒZƒvƒ^•[ŽhŒƒ‚É‚æ‚écasapse‚ÌŠˆ•«‰»‹@•\‚Å‚ ‚é•B•RFas•R‘Ì•A•@Fas•@Iigand•A

‚ ‚é‚¢‚Í•ATNF•Eƒ¿ŽhŒƒ‚É‚æ‚Á‚Ä•A•@Fas‚âTNF•Eƒ¿Žó—e‘Ì‚Ì•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“‚É‘¶•Ý‚·‚é

death•@domain‚ÆŒÄ‚Î‚ê‚é—Ìˆæ55•j‚É•A•@FADD•iFas•|associated•@protein•@with•@a•@novel•@death

domain•j‚ ‚é‚¢‚Í•A•@TRADD•iTNFRI•@associated•@death•@domain•@protein•j‚ÆŒÄ‚Î‚ê‚éƒAƒ_

ƒvƒ^•[•ªŽq‚ªŒ‹•‡56•e58•j‚µ•A‚³‚ç‚É•Acaspase•|8•iFLICE•GFADD•Elike•@ICE•j‚ªFADD‚ð‰î

‚µ‚ÄŠˆ•«‰»‚³‚ê39•E•@a•v•p•j•A‘¼‚Ìcaspase‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é•B•@caspase•|8‚É‚æ‚Á‚Ä‚Ç‚Ìcaspase‚ÌŠˆ

•«‰»‚ª‚Ç‚Ì‚æ‚¤‚ÈŒo˜H‚Å•‹•s‚³‚ê‚é‚Ì‚©‚Í•A–¢‚¾–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚Ä‚¢‚È‚¢•B‚à‚¤ˆê‚Â

‚Í•ABax‚Ì‹­•§”­Œ»•A•@UV•AƒXƒ^ƒEƒXƒ•ƒ|ƒŠƒ“‚È‚Ç•A”ñƒŒƒZƒvƒ^•[ŽhŒƒ‚É‚æ‚écasapse

‚ÌŠˆ•«‰»‹@•\‚Å‚ ‚è•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚écytochrome•@c‚ªŠÖ—^‚·‚é‚±‚Æ

‚ª•Å‹ß–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚Ä‚«‚½•B

•@ƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚écytochrome•@c‚Í“dŽq“`’BŒn‚Ì•\•¬ˆöŽq‚Å‚ ‚é•B•@in

vitro‚É‚¨‚¢‚Äcytochrome•@c‚Í•A•@dATP‚Ì‘¶•Ý‰º‚Åcaspase•|3‚ðŠˆ•«‰»‚µ•A•@DNA‚Ì’f•Ð‰»

‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê59•j•Acytochrome•@c‚ªcaspase‚ÌŠˆ•«‰»ˆöŽq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦

•´‚³‚ê‚½•BŽÀ•Û‚ÉBax‚âƒXƒ^ƒEƒXƒ•ƒ|ƒŠƒ“‚È‚Ç‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•Aƒ~ƒg

ƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚©‚ç•×–EŽ¿‚Écytochrome•@c‚ª˜R•o‚³‚ê‚é‚±‚Æƒ¿•p•h62•j•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‘jŠQˆöŽq

‚Å‚ ‚éBcl•|2‚Í‚»‚Ì˜R•o‚ð—}•§‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚êƒ¿•p•E61•j•A•@cytochrome•@c‚ªƒAƒ|ƒg•[ƒV

ƒX‚ÌƒVƒOƒiƒ‹“`’BˆöŽq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½63•j•B‚»‚±‚Å•A–{Œ¤‹†‚Å‚Í•AƒZƒ‰ƒ~ƒh

‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚éSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‚¨‚¯‚écytochrome•@c‚ÌŠÖ—^‚É

‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B

3•|1ŽÀŒ±•û–@

3•|1•|1•×–EŽ¿‰æ•ª‚Ì’²•»

•@10cmƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÉƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½•×–E‚ðPBS‚Å•ô•òŒã•A3mI

‚ÌPBS‚Å‰ñŽû‚µ•A2•C000•~9•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ð200ƒÊ1‚Ìlysis•@buffer•i10•@mM

HEPES•|NaOH•ipH•@7•D4•j•A1mM•@EDTA•A250•@mM•@Sucrose•j‚ÅŒœ‘÷‚µ•A‰t‘Ì’‚‘f‚Å“€Œ‹•A
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—n‰ð‚ð•s‚Á‚½•B‚»‚Ì•×–EŒœ‘÷‰t‚ð•A•X’†‚ÅDounce•@homogenizer‚Å10•@strokeƒzƒ‚ƒWƒi

ƒCƒY‚µ‚½Œã•A4•Ž•A2•C000•~g•A5•ªŠÔ‰“•S‚µ•A‚»‚Ì•ã•´‚ð‚³‚ç‚É•A4•Ž•A18•C000•~

g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A‚»‚Ì•ã•´‚ð•×–EŽ¿‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•B

3•|1•|2•Rcytochrome•@c•R‘Ì‚É‚æ‚éƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒeƒBƒ“ƒO–@

•@•×–EŽ¿‰æ•ªƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð2•|1•|6‚Ì•û–@‚É‚æ‚è15•“‚ÌƒQƒ‹‚ð—p‚¢“d‹C‰j“®‚µ•Aƒgƒ‰ƒ“

ƒXƒtƒ@•[Œã•Aƒjƒgƒ•ƒZƒ‹ƒ••[ƒX–Œ‚ðblocking•@buffer•i4•“ƒXƒLƒ€ƒ~ƒ‹ƒN‚ðŠÜ‚ÞTBST•j

‚Å1ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½Œã•A•Rcytochrome•@c•R‘Ì

•iblocking•@buffer‚Å1000”{ŠóŽß•j‚ð‰Á‚¦4•Ž‚Å•Aˆê”ÓŒy‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚È‚ª‚çƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[

ƒg‚µ‚½•BTBST‚Å10•ª•A3‰ñ•ô•òŒã•A2ŽŸ•R‘Ì•i•Rƒ}ƒEƒXIgG•|horseradish•@peroxidase•WŽ¯

•R‘Ì•Ablocking•@buffer‚Å2000”{ŠóŽß•j‚Å30•ªŠÔ•U‚Æ‚¤‚µ‚È‚ª‚çƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B

TBST‚Å10•ª•A4‰ñ•ô•òŒã•A•@ECLŒŸ•oƒVƒXƒeƒ€‚É‚æ‚èŒŸ•o‚µ‚½•B

3•|1•|3•@S•|100–ì•ª‚Ì’²•»

10‡pƒfƒBƒbƒVƒ…‚ÉƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚Ü‚Å”|—{‚µ‚½SK•|N•|MC•×–E‚ðPBS‚Å•ô•ò

Œã•A3ml‚ÌPBS‚Å‰ñŽû‚µ•A2•C000•~g•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ‚½•BƒyƒŒƒbƒg‚ð10•@cmƒfƒBƒbƒVƒ…1

–‡‚É‚Â‚«100‹©‚Ìbuffer•@A•i20•@mM•@HEPES•ipH•@7•D5•j•A10•@mM•@KCI•A1•D5•@mM•@MgC12•A1

mM•@EDTA•A1mM•@EGTA•A1mM•@DTT•A1mM•@PMSF•A1ƒÊg•^ml•@aprotinin•j‚ÉŒœi‘÷‚µ•A

‰Æ’†‚É15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A•XŽR‚Å’´‰¹”g•²•Ó‚ð•s‚Á‚½Œã•A4•Ž•A2•C000•~g•A

10•ªŠÔ‰“•S‚µ•A‚»‚Ì•ã•´‚ð4•Ž•A18•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A‚³‚ç‚É‚»‚Ì•ã•´‚ð4•Ž•A

100•C000•~g•A1ŽžŠÔ‰“•S‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½•ã•´‚ðS•|100‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•B

3•|1•|4S•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚Ì’²•»

•@40‹©‚Ì•Rcytochrome•@c•R‘Ì•inative•@fo‡o‚ð”FŽ¯•A0•D5ƒÊg•^ƒÊ1•j‚É•A1•F1‚É•¬•‡‚µ‚½

Protein•@Gˆê‚ÆProtein•@A•|Sepharose•i50•“slurry•j‚ð50ƒÊ1‰Á‚¦•A•X’†‚Å3ŽžŠÔ•Ã’uŒã•A3•|1•|3

‚É‚æ‚è“¾‚ç‚ê‚½S•|100‰æ•ª‚Ìˆê•”‚ð‰Á‚¦•A4•Ž‚Åˆê”Ó‰ñ“]‚³‚¹‚È‚ª‚ç•AƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[

ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•A4•Ž•A10•C000•~9•A15•ªŠÔ‰“•S‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½•ã

•´‚ð•AS•|100‰æ•ª‚©‚çcytochrome•@c‚ðŽæ‚è•œ‚¢‚Ä•A•@S•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•B

3•|1•|5•@ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ÌE•Dcoli‚Ö‚Ìƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ••[ƒVƒ‡ƒ“

•@Competent•@E•D•@coli•@100ƒÊ1‚Éƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh50•`100•@ng‚ð•¬˜a‚µ•A•X’†‚Å30•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…

ƒx•[ƒg‚µ‚½•B42•Ž‚Å90•bŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½Œã•A•X’†‚Å2•ªŠÔ•Ã’u‚µ•A500‹©‚Ì

LB•@Broth•i1•“bacto•@trypton•A05•“bacto•@yeast•@extract•A170•@mM•@NaCl•j‚ð‰Á‚¦37•Ž

‚Å1ŽžŠÔŒƒ‚µ‚­•U‚Æ‚¤‚µ‚½•B‚»‚Ì”|—{‰t‚ðLB•^ampicilin•@plate•i1•“bacto•@trypton•A0•D5
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•“bacto•@yeast•@extract•A170•@mM•@NaCl•A1•“bacto•@agar•A50•@F9•^ml•@ampicilin•j•ã‚ÉƒXƒg

ƒŠ•[•Eˆêˆê•fƒN‚µ•A37•Ž‚Åˆê”Ó”|—{‚µ‚½•B

3•|1•|6•@Small•@scale•@preparation‚É‚æ‚éƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚Ì•¸•»

•@LB•^ampicilin•@plate•ã‚É•¶ˆç‚µ‚½ŠeƒRƒ•ƒj•[‚ð•A4ml‚Ì‚µB•@Broth‚É•A4ƒÊ1‚Ìampicilin

‚ð‰Á‚¦‚½”|—{‰t‚É•ÚŽí‚µ‚Ä37•Ž‚Åˆê”Ó•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B”|—{Œã‚Ì‹Û‰t3ml‚ð18•C000

•~g•A1•ªŠÔ‰“•S‚µ•A’¾“a‚É100‹©‚Ìsolution•@I•i25•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@8•D0•j•A10mM

EDTA•A50•@mM•@glucose•j‚ð‰Á‚¦Œœ‘÷‚µ•A200ƒÊ1‚Ìsolution•@II•iO•D2N•@NaOH•A1•“SDS•j‚ð

‰Á‚¦‰¸‚â‚©‚É•¬˜a‚µ‚½Œã•A•X’†‚Å5•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B150‹©‚Ìsolution•@III•i3

Mpotassium•@acetate•A5Mglacial•@acetic•@acid•j‚ð‰Á‚¦•AŒƒ‚µ‚­•¬˜a‚µ•AŠõ’†‚Å5•ªŠÔ•Ã

’uŒã•A4•Ž•A18•C000•~g•A5•ªŠÔ‰“•S‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½•ã•´‚É“™—Ê‚Ì2•|propanol‚ð‰Á‚¦•AŽº

‰·‚Å5•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B4•Ž•A18•C000•~g•A15•ªŠÔ‰“•S‚µ•A’¾“a‚ð50‹©‚ÌTE

•i10mM•@Tris•|HCl•ipH•@8•D0•j•A1mM•@EDTA•j‚É—n‰ð‚µ•A1ƒÊ1‚Ì1•@mg•^ml•@RNase‰Á‚¦37•Ž

‚Å30•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•BƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒVƒ‡ƒ“•I—¹Œã•Aphenol•^CHCI3’Š•o‚ð1‰ñ

•s‚¢•AƒGƒ^ƒm•[ƒ‹’¾“aŒã•A“¾‚ç‚ê‚½’¾“a‚ðƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚Æ‚µ‚Ä“K“–—Ê‚Ì–Å‹Û•…‚É

—n‰ð‚µ‚½•BƒV•[ƒNƒGƒ“ƒVƒ“ƒO‚ð•s‚¤•ê•‡‚Í•A‚±‚Ìƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA—n‰t50ƒÊ1‚É‘Î‚µ•A

30‹©‚ÌPEG•@6•C000•|NaC1•i20•“PEG•@6•C000•A2•D5•@M•@NaCl•j‚ð‰Á‚¦•A•X’†‚Å1ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…

ƒx•[ƒgŒã•A4•Ž•A18•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½’¾“a‚ðƒV•[ƒNƒGƒ“ƒVƒ“ƒO—pƒv

ƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚Æ‚µ‚Ä“K“–—Ê‚Ì–Å‹Û•…‚É—n‰ð‚µ‚½•B

3•|1•|7Large•@scale•@preparation‚É‚æ‚éƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚Ì•¸•»

•@Small•@scale•@preparation‚Ì•Û‚ÉŽc‚µ‚Ä‚¨‚¢‚½‹Û‰t100ƒÊ1‚ð•A500•@ml‚Ì‚µB•@Broth‚É500

‹©‚Ìampicilin‚ð‰Á‚¦‚½”|—{‰t‚É‰Á‚¦•A37•Ž‚Åˆê”Ó•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B”|—{Œã‚Ì‹Û‰t‚ð4

•Ž•A4•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A’¾“a‚ð10ml‚Ìsolution•@I‚ÉŒœ‘÷‚µ•A20•@ml‚Ìsolution•@II

‚ð‰Á‚¦‰¸‚â‚©‚É•¬˜a‚µ•A•X’†‚Å5•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B15ml‚Ìsolution•@III‚ð‰Á‚¦•A

Œƒ‚µ‚­•¬˜a‚µ•A•X’†‚Å10•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒgŒã•A4•Ž•A10•C000•~9•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A

‚»‚Ì•ã•´‚É“™—Ê‚Ì2•|propanol‚ð‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å15•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•E18•Ž•E

27•C000•~g•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½’¾“a‚ð6ml‚ÌTE‚É—n‰ð‚µ•A6ƒÊ1‚Ì20•@mg•^ml

RNase‚ð‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å15•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B7•D2•@mg•@CsCl•A30ƒÊ1‚ÌEtBr‚ð‰Á‚¦•A•@Quick•|Seal

Centrifuge•@Tube‚ÉˆÚ‚µƒ`ƒ…•[ƒu‚ð••“üŒã•A18•Ž•A100•C000•~g•A16ŽžŠÔ’´‰“•S‚µ‚½•B

’´‰“•SŒã•A•ª—£‚µ‚½ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‘w‚ðƒ`ƒ…•[ƒu‚©‚ç”²‚«Žæ‚è•A‚à‚¤1‰ñ“¯‚¶•ðŒ•

‚Å’´‰“•S‚µ‚½•B’´‰“•SŒã•A•ª—£‚µ‚½ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‘w‚ðƒ`ƒ…•[ƒu‚©‚ç”²‚«Žæ‚è•A“™

—Ê‚ÌTE–O˜an•|butanol‚ð•¬˜aŒã•A2•C000•~9•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•ã‘w‚ð•œ‹Ž‚·‚é‘€•ì‚ðŒJ

‚è•Ô‚µ•AEtBr‚ð•œ‚¢‚½•B‰º‘w‚É“™—Ê‚ÌTE‚ð‰Á‚¦•A‚»‚Ì‘•—Ê‚Ì2•D5”{—Ê‚Ìethanol‚ð‰Á‚¦•A
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Žº‰·‚Å10•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½Œã•A18•Ž•A12•C000•~9•A20•ªŠÔ‰“•S‚µ‚½•B“¾‚ç‚ê‚½’¾“a‚ðƒv

ƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚Æ‚µ‚Ä“K“–—Ê‚Ì–Å‹Û•…‚É—n‰ð‚µ‚½•B

3•|1•D8•@ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚Ì•\’z

•@caspase•|2‚Ì‘S’·‚ðŠÜ‚Þƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh•ipBactH37Z•j‚Æ•A•@Jurkat•×–E‚æ‚è’Š•o‚µ‚½total

RNA‚©‚ç‹t“]ŽÊ‚µ‚Ä“¾‚ç‚ê‚½cDNA‚ð’’Œ^‚Æ‚µ‚Ä•A•@PCR‚ð•s‚¢•A‘S’·‚Ìcaspase•|2‚¨‚æ

‚Ñcaspase•|3•@cDNA‚ð‚»‚ê‚¼‚ê“¾‚½•B“¾‚ç‚ê‚½PCRŽY•¨‚É•A3ƒÊ1‚Ì10•~PCR•@buffer•i15

mM•@MgC12‚ðŠÜ‚Þ•j•A1•D8ƒÊ1‚Ì25•@mM•@MgC12•A3ƒÊ1‚Ì10•@mM•@dNTPs•E0•E3ƒÊ1‚ÌampliTaq

pCR•@polymerase•i5•@U•^ƒÊ1•j‚ð‰Á‚¦•A–Å‹Û•¸•»•…‚Å‘S—Ê‚ð30ƒÊ1‚É‚µ•A72•Ž‚Å20•ªŠÔƒCƒ“

ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚èdATP‚ð•t‰Á‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•AƒGƒ^ƒm•[ƒ‹’¾“a‚µ•A•@PCRŽY•¨

‚ð•¸•»‚µ‚½Œã•AEukatyotic•@TA•@Cloning•@Kit‚ð—p‚¢‚Ä•A•@pCR3•D1‚ÉƒTƒuƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚µ

‚½•BPCRŽY•¨‚ÆpCR3•D1‚ðƒ‚ƒ‹”ä‚Å10•F1‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É‰Á‚¦•A–Å‹Û•¸•»•…‚Å5‰ñ‚É‚µ•A5

–¦‚Ìsolution•@I•iDNA•@Ligation•@Kt•@Ver•D•@II•j‚ð‰Á‚¦‘S—Ê‚ð10ƒÊ1‚É‚µ•A16•Ž‚Å1ŽžŠÔƒCƒ“

ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•Aƒ‰ƒCƒQ•[ƒVƒ‡ƒ“”½‰ž‚ð•s‚Á‚½•B‚±‚Ìƒ‰ƒCƒQ•[ƒVƒ‡ƒ“”½

‰ž‰t‚ðcompetent•@E•D•@coli•@TOP10‚Éƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ€‚µ•AƒvƒŒ•[ƒg•ã‚É•¶ˆç‚µ‚½ƒRƒ•

ƒj•[‚ð•”ƒNƒ••[ƒ“‚¸‚Â•ASmall•@scale•@preparation‚É‚æ‚è•Aƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚ð•¸•»‚µ‚½•B

pCR3•D1•|caspase•|2‚É‘Î‚µ‚Ä‚ÍBamH•@I‚Å•A•@pCR3•D1•|caspase•|3‚É‘Î‚µ‚Ä‚ÍHind•@III‚Å•Á‰»‚µ•E

•³‚µ‚¢•ûŒü‚ð‚à‚Âƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚ð‘I‘ð‚µ‚½•B3•|1•|9‚É•]‚¢ƒV•[ƒNƒGƒ“ƒVƒ“ƒO‚µ‰–Šî

”z—ñ‚ð’²‚×•A•ûŒü‚Æ‰–Šî”z—ñ‚Ì•³‚µ‚¢ƒNƒ••[ƒ“‚É‚Â‚¢‚ÄLarge•@scale•@preparation‚É‚æ

‚è•ApCR3•D1•|caspase•|2‚ÆpCR3•D1•|caspase•|3ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚ð“¾‚½•B

3•|1•|9•@‰–Šî”z—ñ‚ÌŠm”F

•@ƒV•[ƒNƒGƒ“ƒVƒ“ƒO‚Í•AABI•@PRISMTM•@Dye•@Terminator•@Cycle•@Sequencing•@Ready

Reaction•@Kit‚ð—p‚¢‚Äƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚ðƒ‰ƒxƒ‹‚µ•A373A•@DNA•@Sequencer‚ð—p‚¢‚Ä•s‚Á

‚½•Bƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA•@1ƒÊ9‚É•A1ƒÊ1‚Ì3•D2ƒÊM•@primer•A8ƒÊ1‚ÌDye•@Terminator‚ð‰Á‚¦•A–Å

‹Û•¸•»•…‚Å‘S—Ê‚ð20‹©‚É‚µ‚½•BPerkin•@Elmer•@Gene•@Amp•@PCR•@system•@2400•|R‚ð—p‚¢

‚Ä•A‚±‚Ì”½‰ž‰t‚ð96•Ž‚Å3•ªŠÔ”M•Ï•«‚ð•s‚¢•A‚»‚êˆÈ•~•A96•Ž‚Å30•b•A50•Ž‚Å15•b•A

60•Ž‚Å4•ªŠÔƒTƒCƒNƒ‹‚ð25‰ñ•s‚Á‚½•B”½‰ž•I—¹Œã•AƒGƒ^ƒm•[ƒ‹’¾“a‚µ•A6–¦‚Ìloading

buffer•iformamide•A50ƒÊM•@EDTA•A•@Blue•@dextran•j‚É—n‰ðŒã•A‰j“®buffer‚Æ‚µ‚ÄTBE

•i89•D2mM•@Tris•A89•@mM•@Boric•@acid•A2mM•@EDTA•j‚ð—p‚¢•A6•“‚ÌƒV•[ƒNƒGƒ“ƒVƒ“ƒO

ƒQƒ‹•i6•“acrylamide•A1•~TBE•A50•“Urea•j‚É“d‹C‰j“®‚µ•A373A•@DNA•@Sequencer

‚ð—p‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ•A‰–Šî”z—ñ‚ðŒˆ’è‚µ‚½•B
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34•|10•@in•@vitro•@translation‚É‚æ‚é35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚Ñcaspase•|3ƒ^ƒ“ƒp

ƒNŽ¿‚Ì’²•»

•@35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚Ñcaspase•|3ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì’²•»‚Í•A•@TNT•@T7

Coupled•@Reticulocyte•@Lysate•@System‚ð—p‚¢‚Ä•s‚Á‚½•B1Fl‚Ì1ƒÊg•^ƒÊl•@pCR3•D1•|caspase•|2

‚ ‚é‚¢‚Í1‡r•^ƒÊlpCR3•D1•|caspase•|3‚É•A25ƒÊ1‚ÌTNT•@Rabbit•@Reticulocyte•@Lysate•A2Fl‚Ì

TNT•@Reaction•@buffer•A1ƒÊ1‚Ì1•@mM•@Amino•@Acid•@Mix•@Minus•@Methionine•A1ƒÊ1‚ÌTNT

T7•@RNA•@polymerase•A1ƒÊ1‚Ì25•@U•^Ptl•@RNase•@inhibitor•A4ƒÊ1‚Ì1000•@Ci•^nmol•@35S•|

methionine‚ð‰Á‚¦•A‘S—Ê‚ðDEPC•ˆ—•–Å‹Û•…‚Å50ƒÊ1‚Æ‚µ•A30•Ž‚Å15ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[

ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Å•A35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚Ñcaspase•E3‚ð“¾‚½•B

3•|1•|11S•|100‰æ•ª‚É‚æ‚é35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚Ñcaspase•|3‚Ì•Ø’f

•@50‡r‚ÌS•|100‚ ‚é‚¢‚ÍS•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É•A1ƒÊ1‚Ì20•@mM•@MgC12•A1•@pl‚Ì20•@mM

dATP•A1ƒÊ1‚Ì35S•|caspase•|2‚ ‚é‚¢‚Ícaspase•|3‚ð‰Á‚¦•A‘S—Ê‚ðbuffer•@A‚Å20ƒÊ1‚Æ‚µ•A30

•Ž‚Å2ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B‚Ü‚½•AS•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ˆ‚Écytochrome•@c•W•i‚ð0•D2ƒÊg

‰Á‚¦‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚à“¯—l‚É•s‚Á‚½•B5•@pt‚Ì5•~SDS•@buffer•i78•D125•@mM•@Tris•|HCI•ipH

6•D8•j•C•@2•D5•@9•io•@SDS•C•@12•D5•@910•@glycerol•C•@2910•@2•|mercaptoethanol•C•@O•D125•@e•^o•@bromophenol

blue•j‚ð‰Á‚¦•A”½‰ž‚ð’âŽ~‚µ‚½Œã•A5•ªŠÔŽÏ•¦‚µ•A15•“ƒQƒ‹‚ÅSDS•|PAGE‚ð•s‚Á‚½•B

‰j“®•I—¹Œã•AƒQƒ‹‚ðƒN•[ƒ}ƒV•[ƒvƒŠƒŠƒAƒ“ƒgƒuƒ‹•[‚Å•õ•FŒã•A’E•õ‚µ•AŠ£‘‡‚³‚¹‚½

Œã•ABAs•@2000•iFuji•j‚ð—p‚¢‚Ä•F‰ð•Í‚µ‚½•B

3•E1•|12•@Žg—p–ò•¨

•@–{•Í‚Å—p‚¢‚½Žå‚ÈŽŽ–ò‚Ì“üŽè•æ‚Í‚Â‚¬‚Ì’Ê‚è‚Å‚ ‚é•B

anti•|cytochrome•@c•@antibody•iPharmingen•j•Aanti•|cytochrome•@c•@antibody•inative•@form‚ð”F

Ž¯•APharmingen•j•AProtein•@G•|Sepharose•iPharmacia•@Biotech•j•AProtein•@A•|Sepharose

•iPharmacia•@Biotech•j•C•@bacto•@trypton•iDifco•j•C•@bacto•@yeast•@extract•iDifco•j•C•@bacto•@agar

•iDifco•j•A•@ampicillin•@sodium•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•AQuick•|Seal•@Centrifuge•@Tubes

•iBeckman•j•D•@Eukatyotic•@TA•@Cloning•@Kit•ilnvitrogen•j•@•D•@TNT•@T7•@Coupled•@Reticulocyte

Lysate•@System•iPromega•j•A35S•|methionine•iNEN•j•Acytochrome•@c•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•AŠe

Ží•§ŒÀ•y‘f•iTakara•j•ADNA•@Ligation•@Kit•@Ver•D•@II•iTakara•j•AABI•@PRISMTM•@Dye

Terminator•@Cycle•@Sequencing•@Ready•@Reaction•@Kit•iPerkin•@Elmer•j•@•C•@ampliTaq•@PCR

polymerase•@•iPerkin•@Elmer•j
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•w‡j•A
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3•|2•@ŽÀŒ±Œ‹‰Ê

3•D•D2•E•E1C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚écytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o

•@•Å‹ß•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì•‰Šú’iŠK‚Åƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿cytochrome•@c‚ª•×–EŽ¿

‚É˜R•o‚µ•Acaspase‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚½59•Eƒ¿•p•j•B‚»‚±‚Å•A•@SK•|N•|MC•×–E‚É‚¨

‚¢‚ÄC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@cytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o

‚ª‹N‚«‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©‚ð•Rcytochrome•@c•R‘Ì‚ð—p‚¢‚½ƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚É‚æ‚èŒŸ

“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A20•@ptV•i•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•4ŽžŠÔŒã‚©‚çcytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R

•o‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•i•}19•j•B‚±‚Ìcytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚Ícaspase‚Ì”ñ‘I‘ð“I‘jŠQ

–ò‚Å‚ ‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚ð100ƒÊM•A1ŽžŠÔ‘O•ˆ—•‚µ‚Ä‚à—}•§‚³‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}20•j•B

‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@cytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿

‚Ö‚Ì˜R•o‚ª•¶‚¶‚é‚±‚Æ•A‚Ü‚½‚±‚ÌŒ»•Û‚Í•Acaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚æ‚è•ã—¬‚Å‹N‚«‚Ä‚¢‚é‚±

‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

20•@pM•@C2•|ceramide

•ikDa•j

20•D9

o 1 2 4 6 12•@•ih•j

7•D4

•}19cytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚É‘Î‚·‚éC2•|ceramide‚ÌŒø‰Ê

•@•@ŠeŽžŠÔC2•|ceramide•ˆ—•‚µ‚½SK•|N•|MC•×–E‚Ì•×–EŽ¿‰æ•ª‚ð

•@•@anti•|cytochrome•@c•@mAb‚ÅƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚µ‚½•B

20•@ptM•@C2•|ceramide•@•{•@100•@ptM•@Z•|Asp•|CH2•|DCB

•ikDa•j

20•D9

7•D4

o 1 2 4 6 12•@•ih•j

•}20C2•|ceramide‚É‚æ‚èˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚écytchrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö

•@•@•@‚Ì˜R•o‚É‘Î‚·‚éZ•|Asp•|CH•CˆêDCB‚ÌŒø‰Ê

45



3•|2•|2cytochrome•@c‚É‚æ‚écaspase•|2‚¨‚æ‚Ñcaspase•|3‚ÌŠˆ•«‰»

•@Œ»•Ý•Acytochrome•@c‚ªcaspase•|3‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚ª59•j•A•@caspase•|2

‚ðŠÜ‚Þ‘¼‚ÌcaspaseƒTƒuƒ^ƒCƒv‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚©”Û‚©‚Í•s–¾‚Å‚ ‚é•B‚»‚±‚Å•A

cytochrome•@c‚ªcaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚©”Û‚©‚ð•A•@SK•|N•|MC•×–E‚ÌS100‰æ•ª‚ð—p‚¢‚Ä•A

in•@vitro‚ÌŒn‚ÅŒŸ“¢‚µ‚½•B‚Ü‚¸•Å•‰‚É•A•@S100‰æ•ª‚¨‚æ‚ÑS•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚ª•³‚µ‚­’²

•»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚©”Û‚©’²‚×‚é‚½‚ß•A•Rcytochrome•@c•R‘Ì‚ð—p‚¢‚½ƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð

•Í‚É‚æ‚èŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AS100‰æ•ª‚É‚¨‚¢‚Äcytochrome•@c‚Ì‘¶•Ý‚ªŠm”F‚³‚ê‚½•E

ˆê•û•A–Æ‰u’¾•~–@‚É‚æ‚èS100‰æ•ª‚©‚çcytochrome•@c‚ð•œ‹Ž‚µ‚½S•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É‚¨

‚¢‚Ä‚Ícytochrome•@c‚Ìƒoƒ“ƒh‚ÍŒŸ•o‚³‚ê‚È‚©‚Á‚½‚±‚Æ‚©‚ç•A•@S•@100‰æ•ª‚¨‚æ‚ÑS•|100•iˆê

cyt•@c•j‰æ•ª‚ª•³‚µ‚­’²•»‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŠm”F‚³‚ê‚½•i•}21•j•B‚Ü‚½•A•@S•|100•iˆêcyt•@c•j‰æ

•ª‚É”n•S‘Ÿ‚©‚ç•¸•»‚µ‚½cytochrome•@c•W•i‚ð0•D2ƒÊ9‰Á‚¦‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚É‚¨‚¢‚Ä

cytochrome•@c‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•i•}21•j•B

•ikDa•j

20•D9•@ˆê

OOƒ}‚Ì

•i•Z

ê•„‚

nl•jOOFI‚Ì

2•„o•{•i2•„•Š•j09•|‚Ì

7•D4•@ˆê

•}21SK•|N•|MC•×–E‚ÌS•|100‰æ•ª‚ð•Rcytochrome•@c•R‘Ì‚Å
•@•@•@ƒEƒGƒXƒ^ƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í
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•@‚±‚ÌŽO‚Â‚Ì‰æ•ª‚ð—p‚¢‚Ä•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚Äcytochrome•@c‚ªcaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚©

”Û‚©‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AS100‰æ•ª‚Æ‚Æ‚à‚ÉƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚É‚¨‚¢

‚Ä•A35S•|caspase•|2‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ªƒvƒ•ƒZƒbƒVƒ“ƒO‚³‚ê‚Ä•¶‚¶‚½‚Æ•„’è‚³‚ê‚é33•@kDa‚Ìƒoƒ“

ƒh‚Æ•A14kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•Bˆê•û•A•@S•@100‰æ•ª‚©‚çcytochrome•@c‚ð•œ‹Ž‚µ‚½

S100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É‚¨‚¢‚Ä‚Í•A‚±‚Ì“ñ‚Â‚Ìƒoƒ“ƒh‚ÍŒŸ•o‚³‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}22•j•B‚³‚ç

‚É•AS100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É•A•@cytochrome•@c•W•i‚ð0•D2ƒÊ9‰Á‚¦‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚Å‚Í•A•Ä‚Ñ‚±‚Ì“ñ

‚Â‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•i•}22•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚Ä•A•@cytochrome•@c‚É

‚æ‚èŠˆ•«‰»‚³‚ê‚éƒVƒOƒiƒ‹‚Ícaspase•|2‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ð•Ø’f‚·‚é‚±‚Æ•A‚·‚È‚í‚¿•A•@caspase•|

2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Ü‚½•Acaspase•|3‚É‚Â‚¢‚Ä‚à“¯—l‚É•s‚Á‚½‚Æ‚±‚ë•A

S100‰ñ•ª‚Æ‚Æ‚à‚ÉƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚É‚¨‚¢‚Ä•A35S•|caspase•|3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ªƒv

ƒ•ƒZƒVƒ“ƒO‚³‚ê‚Ä•¶‚¶‚½‚Æ•„’è‚³‚ê‚é11kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•i•}22•j•Bˆê•û•A

S100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É‚¨‚¢‚Ä•A11kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚Í•ÁŽ¸‚µ‚½•i•}22•j•BS100•iˆêcyt•@c•j‰æ•ª‚É

cytochrome•@c•W•i‚ð0•D2ƒÊg‰Á‚¦‚½ƒTƒ“ƒvƒ‹‚Å•A•Ä‚Ñ‚±‚Ì11•@kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½

•i•}22•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚Ä•A•@cytochrome•@c‚Ícaspase•|3‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±

‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

caspase•|2
•@•@•@•@•@ƒÖƒ³Ž•‚Ì•r••Ž£•v•½•uoŽV•B•{•i2•„•Š•jOOƒ}‚Ì•@•@•@•@•@•i2•„08•j09•|‚Ì•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@OOT‚Ì•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@ˆê•Z•väŠOO•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@Ži•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@D•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@ˆË

caspase•|3

•ikDa•j

•@•@•@ˆê—–ˆêŒÚ•@•@—“—H•«‹r•@•@•¡ŒÚ•¡i•œ•@•@o•¡—H‘Ë•@•@•ã–²•Œˆê

•@•@•@•@•@•@•@•@•@ˆê
20•D7•@ˆê

•@•@•@•@•@ƒ}•[•@•D•@rr•˜•œ•E•f•ƒŽ°ˆêpl•@1

7•D6ˆê

•@•@•@•@•@‚Ìƒ³”l‚Ì•r••Ž£•v•½•uoŽV•B•{•i2•„•Š•jOOƒ}‚Ì•@•@•@•@•@•i2•„•Š•j09‚ •@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@OOƒ}‚Ì•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@ˆê9äŠOO

48•E7ˆê–••›•œŠI9•ƒ–mpr•Bˆêcaspase•|2•@33•D4•|ii8ZS‚®ˆêpr•Eˆêcaspase•|3

33•D4ˆê•@t1•Dr•f•@1111t•@1111r•fˆêp33
•@•@•@•@•@•@•@•@á@•¡•¡P•@Œ•“©•¡D

20•D7•@ˆê

•@•@•@•@•h•@•@ed•E•E‚µ‚­ƒgp14

7•D6ˆê

•}22caspase•E2•Aˆê3‚Ì•Ø’f‚É‘Î‚·‚écytochrome•@c‚ÌŒø‰Ê
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3•D3•lŽ@

•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•‚É‚æ‚èƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚écytochromc•@c‚ª•×–EŽ¿‚É

˜R•o‚·‚é‚©”Û‚©‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh4ŽžŠÔ•ˆ—•Œã‚©‚ç•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R

•o‚ªŠÏŽ@‚³‚ê‚½•BC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚écaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ÌŠˆ•«‰»‚Í•A•@C2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•ˆ—•

Œã•A4•`6ŽžŠÔŒã‚©‚çˆø‚«‹N‚±‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ð‘æ2•Í‚ÅŽ¦‚µ‚½•B‚Ü‚½•Acaspase‚Ì”ñ‘I‘ð

“I‘jŠQ–ò‚Å‚ ‚éZ•|Asp•|CH2•|DCB‚Í•A•@cytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚ð—}•§•o—ˆ‚È‚©‚Á

‚½•BˆÈ•ã‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•Acytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚Í•A‚ ‚ç‚ä‚écaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É

•æ•s‚µ‚Ä‹N‚±‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

•@‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•Acytochrome•@c‚ª‚Ç‚Ì‚æ‚¤‚È‹@•˜‚Åƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚©‚ç—V—£‚³‚ê‚é‚Ì

‚©–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢•Bƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å•A“dŽq“`’BŒn‚Ì•\•¬ˆöŽq‚Å‚ ‚é

cytochrome•@c•@oxidase•@subunit•@II‚Í•AƒXƒ^ƒEƒXƒ•ƒ|ƒŠƒ“‚È‚Ç‚Ìcytochrome•@c‚ð˜R•o‚³‚¹

‚éŽhŒƒ‚É‚æ‚Á‚Ä•A•×–EŽ¿‚Ö—V—£‚Í‚µ‚È‚¢61•j•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•Acytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö

‚Ì˜R•o‚Í•A‚ ‚é’ö“x‚Ì“ÁˆÙ•«‚ª‚ ‚é‚æ‚¤‚ÉŽv‚í‚ê‚é•BƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì—U“±‚Ì•‰Šú‚Ì

’iŠK‚Åƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚Ì–Œ“dˆÊ‚ª’á‰º‚µ•ABcl•|2‚ª‚»‚ê‚ð—}•§‚·‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä

‚¢‚é•is4•f66•j•B‚³‚ç‚É•A•@Bcl•|2‚Ícytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚ð—}•§‚·‚é‚±‚Æ‚à•ñ••‚³‚ê

‚Ä‚¢‚éa•j•E•@61•j•B‚Ü‚½•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚è•A’P“Æ‚Åcaspase‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é

AIF•iapotosis•|inducing•@factor•j‚Í•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA–Œ“dˆÊ‚Ì‘¹Ž¸‚É‚Æ‚à‚È‚Á‚Ä—V—£‚·

‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é67•j•B‚±‚ê‚ç‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚Ì–Œ“dˆÊ‚Ì’á‰º‚ª

cytochrome•@c‚Ì˜R•o‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é‚ª•Aˆê•û‚Å•A•@Bax‚É‚æ‚Á‚Ä—U“±

‚³‚ê‚écytochrome•@c‚Ì˜R•o‚Í•A•@Bcl•|2‚Å—}•§‚³‚ê‚È‚¢‚±‚Æ•A•@cytochrome•@c‚Ì˜R•o‚Íƒ~ƒg

ƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚Ì–Œ“dˆÊ‚Ì’á‰º‚æ‚è‘•‚­•¶‚¶‚é‚±‚Æƒ¿•l•j‚È‚Ç•Acytochrome•@c‚Ì˜R•o‚É‘Î‚·‚é

ƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA–Œ“dˆÊ‚Ì’á‰º‚ÌŠÖ—^‚ð”Û’è‚·‚é•ñ••‚à‘¶•Ý‚·‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•A

cytochrome•@c‚Ì˜R•o‚É‘Î‚·‚éƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA–Œ“dˆÊ‚Ì’á‰º‚ÌŠÖ—^‚Í–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢•B

•Å‹ß•ABcl•D2ƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚ªƒCƒIƒ“ƒ`ƒƒƒ“ƒlƒ‹‚ðŒ`•¬‚µ•A–Œ‚Ì“§‰ß•«‚ð•§Œä‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â

”\•«‚ª•ñ••‚³‚ê‚½68•f7•k•p•j•B‚Ü‚½•Acytochrome•@c‚ð—V—£‚³‚¹‚éBax‚ª•AƒCƒIƒ“ƒ`ƒƒƒ“ƒlƒ‹

Šˆ•«‚ð‚à‚Â‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚½71•j•B‚±‚ê‚ç‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•ABcl•|2ƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚ªƒ~ƒgƒRƒ“ƒh

ƒŠƒA“àŠO‚ÌƒCƒIƒ“‚Ìƒoƒ‰ƒ“ƒX‚Ì•Ï‰»‚É‚æ‚Á‚Ä•A‚ ‚é‚¢‚Í•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA–Œ•ã‚Éƒ{

ƒA‚ðŒ`•¬‚µ‚Ä•Acytochrome•@c‚Ì—V—£‚ð•§Œä‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•A

•×–E“à‚ÌƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ª‰½‚ç‚©‚ÌƒVƒOƒiƒ‹‚ð‰î‚µ‚Ä•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚É•ì—p‚µ•AƒCƒIƒ“

ƒoƒ‰ƒ“ƒX‚Ì•Ï‰»•A‚ ‚é‚¢‚Í•Aƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA–Œ•ã‚Éƒ{ƒA‚ðŒ`•¬‚µ‚Ä•Acytochrome•@c‚ð

•×–EŽ¿‚É˜R•o‚³‚¹‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é‚ª•A‚±‚Ì“_‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í’P—£‚µ‚½ƒ~ƒgƒRƒ“ƒh

ƒŠƒA‚ð—p‚¢‚Ä•AƒZƒ‰ƒ~ƒh“Y‰Á‚Ì‚±‚ê‚ç‚Ì‰e‹¿‚ð’²‚×‚é‚È‚Ç‚³‚ç‚È‚éŒŸ“¢‚ª•K—v‚Å‚ 

‚é•B
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•@Œ»•Ý‚Ü‚Å‚É•Ain•@vitro‚Åcytochrome•@c‚ªcaspase•|3‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ‚Í•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é

‚ª59•j•Acaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚©”Û‚©‚Í–¢‚¾–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢•B‚»‚±‚Å•A•@SK•EN•|MC•×–E

‚ÌS•|100‰æ•ª‚ð—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚Äcytochrome•@c‚Ícaspase•|3‚Æ“¯

—l‚É•Acaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ‚ð•‰‚ß‚ÄŒ©‚¢‚¾‚µ‚½•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A•@cytochrome•@c

‚ª‚Ç‚Ì‚æ‚¤‚È‹@•˜‚Åcaspase•|2‚ðŠˆ•«‰»‚·‚é‚Ì‚©‚Í–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢•B•Å‹ß•A

cytochrome•@c‚É‚æ‚écaspase•|3‚ÌŠˆ•«‰»‹@•\‚ª•ñ••‚³‚ê‚½72•j•B•×–EŽ¿‚Ö—V—£‚µ‚½

cytochrome•@c‚Í•A•ü’Ž‚ÌCed•|4‚Ìƒqƒg‚Ìƒzƒ‚ƒ•ƒO‚Æ‚µ‚Ä“¯’è‚³‚ê‚½Apafˆê•@1•iapoptotic

protease•@activating•@factor•|1•j73•j‚ÆŒ‹•‡‚µ•A‚±‚Ìcytochrome•@c•A•@ApafL1•¡•‡‘Ì‚ªcaspase•|9
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‚¤‚à‚Ì‚Å‚ ‚é•B‚Ü‚½•Acytochrome•@c•A•@Apaf•|1•¡•‡‘Ì‚Æcaspase•|9‚ÌŒ‹•‡‚É‚Í•A•@dATP‚ª
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2‚ªŒ‹•‡•o—ˆ‚é‚©”Û‚©•AƒZƒ‰ƒ~ƒhŽhŒƒ‚É‚æ‚ècytochrome•@c•A•@Apafˆê•@1•A•@caspase•|2‚Ì•¡•‡

‘Ì‚ªŒ`•¬‚³‚ê‚é‚Ì‚©”Û‚©‚ðŒŸ“¢‚·‚é•K—v‚ª‚ ‚ë‚¤•B

49



‘æ4•Í•@•@ICH•|1SŒ‹•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì’P—£
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ƒ“ƒO‚³‚ê‚½12•j•BIch•|1‚Í‘ÙŽ™Šú‚ÌŠe‘g•D‚Å”­Œ»‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚é‚ª•A‚Æ‚­‚É•_Œo•×–EŽ€‚ª
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ƒVƒX‚ð—}•§‚·‚é‚±‚Æ‚©‚ç12•j•AICH•|1‚Í•×–E‚Ì•¶Ž€‚ð•A‚»‚ÌˆÙ‚È‚éƒXƒvƒ‰ƒCƒVƒ“ƒO‚É
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•@•hŽå‚Å‚ ‚éEcoli•iDH5ƒ¿•jŠ”‚Éƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ€‚³‚ê‚½•ó‘Ô‚Ìƒqƒg‘ÙŽ™”]
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‚ðŠÜ‚Þ•j‚ÉˆÚ‚µ‚Ä30•Ž‚Å6ŽžŠÔ•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B3•E1•|7‚Ì•û–@‚É•€‚¶‚Äƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ð•¸
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‚ÅODƒ¿x•A••1•D2•`1•D8‚É‚È‚é‚Ü‚Å‘O”|—{‚µ‚½•B‚±‚Ì‘O”|—{‰t‚ÉYPD”|—{‰t‚ð‰Á‚¦‚Ä300

ml‚Æ‚µ•A‚³‚ç‚É3ŽžŠÔ”|—{‚µ‚½•B‰“•S‚µ‚Ä•y•ê•×–E‚ð‰ñŽû‚µ‚½Œã•A1•D5•@ml‚ÌTE•^LiAc
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4•D1•|9ƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[ƒAƒbƒZƒC•iY187•j
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•s‚Á‚½•B

4•|1•|10•@ƒm•[ƒUƒ“ƒvƒ•ƒbƒg–@

•@•i1•jƒvƒ••[ƒu‚Ì•WŽ¯–@

•@ƒvƒ••[ƒu‚É—p‚¢‚é‘S’·‚ÌISBP•@cDNA•@100•@ng‚ð100•Ž‚Å3•ªŠÔ•ˆ—•Œã‹}—â‚µ•A

Random•@Primer•@DNA•@Labeling•@Kit•@Ver•@II‚ð—p‚¢‚Ä•A•@random•@primer‚ÆdNTP•¬•‡—n‰t•A
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•@•i3•jCOS•|7•×–E‚Ö‚Ìƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒNƒVƒ‡ƒ“

•@•@COS•|7•×–E‚Ö‚Ìƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒNƒVƒ‡ƒ“‚ÍDEAE•|dextran–@‚É‚æ‚è•s‚Á‚½•BƒJƒo•[

ƒOƒ‰ƒX‚ð“ü‚ê‚½6cm•@dish‚É”|—{24ŽžŠÔŒã‚É–ñ50•“ƒRƒ“ƒtƒ‹ƒGƒ“ƒg‚É‚È‚é‚æ‚¤‚ÉCOS•|

7•×–E‚ð”|—{‚µ‚½•B24ŽžŠÔŒã•Aƒ•ƒfƒBƒEƒ€‚ð•œ‹Ž‚µ•A5ml‚ÌPBS‚ð‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å15•ª

ŠÔ•Ã’uŒã•APBS‚ð•œ‚«•A2ml‚ÌPBS‚ÅŠóŽß‚µ‚½1•@mg•^ml•@DEAE•|dextran—n‰t‚ð‰Á‚¦•AŽº

‰·‚Å9•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A5m1‚ÌPBS‚Å2‰ñ•ô•ò‚µ•A5•@ng‚ÌpCR3•D1•|ISBP•|T7‚ðŠÜ‚Þ

325‹©‚ÌPBS‚ð‰Á‚¦•A37•Ž‚Å30•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B80ƒÊM•@chloroquine‚ðŠÜ‚Þ

ƒ•ƒfƒBƒEƒ€‚É’uŠ·‚µ•A37•Ž‚Å4ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒgŒã•A’Ê•í‚Ìƒ•ƒfƒBƒEƒ€‚ÉŠ·‚¦•A

37•Ž‚Å48ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B

•@•i4•jCOS•|7•×–E‚ÌŒuŒõ•WŽ¯–@

•@ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ðƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒNƒg‚µ‚Ä‚©‚ç48ŽžŠÔŒã‚ÌƒJƒo•[ƒOƒ‰ƒX•ã‚ÌCOS•|7•×–E

‚ð3•D5cm•@dish‚ÉˆÚ‚µ•A5ml‚ÌPBS‚Å•ô•ò‚µ‚½Œã•A1ml‚Ì5•“ƒzƒ‹ƒ€ƒAƒ‹ƒfƒqƒh‚Å10•ª

ŠÔŒÅ’è‚µ‚½•B‚Â‚¬‚É•A0•D1•“‚ÌTriton‚ðŠÜ‚ÞPBS‚É’uŠ·‚µ•A5•ªŠÔ•Ã’u‚µ•A•R‘Ì‚Ì–Œ“§

‰ß•«‚ð•‚‚ß‚½•BPBS‚Å2‰ñ•ô•ò‚µ‚½Œã•A•@blocking•@buffer•i5•“goat•@serum‚ðŠÜ‚ÞPBS•j‚Å

10•ªŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚·‚é‚±‚Æ‚Åƒuƒ•ƒbƒLƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½Œã•A•RT7•R‘Ì•iblocking

buffer‚Å250”{ŠóŽß•j‚ð500ƒÊ1‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å1ŽžŠÔ”½‰ž‚³‚¹‚½•B•@PBS‚Å10•ªŠÔ•ú’u‚ð3‰ñ

ŒJ‚è•Ô‚µ‚Ä•ô•òŒã•AFITCƒ‰ƒxƒ‹‚³‚ê‚½2ŽŸ•R‘Ì•i•Rƒ}ƒEƒXIgG•|FITC•WŽ¯•R‘Ì•A•@PBS‚Å

500”{ŠóŽß•j‚ð500ƒÊ1‰Á‚¦•AŽº‰·‚Å1ŽžŠÔ”½‰ž‚³‚¹‚½•B•Ä‚ÑPBS‚Å10•ªŠÔ•ú’u‚ð3‰ñŒJ‚è

•Ô‚µ‚Ä•ô•òŒã•A0•D5‡rƒmml‚ÌHoechst33258500ƒÊ1‚Å1•ªŠÔ•ˆ—•‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•A•×–E‚Ì

Šj‚ð•õ•F‚µ‚½•BPBS‚Å1‰ñ•ô•òŒã•A90•“ƒOƒŠƒZƒ••[ƒ‹‚ÅƒXƒ‰ƒCƒhƒOƒ‰ƒX‚É••“ü‚µ•EŒu

ŒõŒ°”÷‹¾‰º‚ÅŠÏŽ@‚µ‚½•B

4•|1•|12•@GST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì•¸•»

•@‘S’·‚ÌISBP•@cDNA‚ ‚é‚¢‚ÍIch•|1S•@cDNA‚ÌEcoR•@I’f•Ð‚ð•A•@GST—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿”­

Œ»ƒxƒNƒ^•E•cˆê•c‚Å‚ ‚épGEX6P•|2‚ÌEcoR•@IƒTƒCƒg‚É‘}“ü‚µ•EEcoli•EBL21ƒwƒgƒ‰ƒ“ƒX

ƒtƒH•[ƒ€‚µ•ALB•^ampicilin•@plate‚É‚Ü‚¢‚½•B“¯—l‚É•A•@pGEX6P•|2‚Ì‚Ý‚àE•Ecoli•EBL21‚Ö
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ƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ€‚µ‚½•BLB•^ampicilin•@plate•ã‚É•¶‚¦‚½ƒRƒ•ƒj•[‚ð•A10•@ml‚Ì‚µB•@Broth

‚É•A10•‘‚Ìampicilin‚ð‰Á‚¦‚½”|—{‰t‚É•ÚŽí‚µ‚Ä37•Ž‚Åˆê”Ó•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B‚»‚Ì”|

—{‹Û‰t5ml‚É500•@ml‚Ì‚µB•^ampicilin•@medium‚ð‰Á‚¦•A30•Ž‚Å”|—{‚µ•A‹Û‰t‚Ì600•@nm‚Ì

‹zŒõ“x‚ª–ñ0•D8‚É‚È‚Á‚½‚Æ‚«•AIPTG‚ð•Å•I”Z“x0•D1•@mM‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É‰Á‚¦•A‚³‚ç‚É4Žž

ŠÔ”|—{‚ð‘±‚¯‚½•B”|—{‰t‚ð4•Ž•A4•C000•~9•A10•ªŠÔ‰“•S‚µ•A’¾“a‚ð20ml‚Ì•X—âPBS

‚ÅŒœ‘÷‚µ•A’´‰¹”g•²•ÓŒã•A1ml‚Ì20•“Triton•@X•|100‚ð‰Á‚¦•A•X•…’†‚ÉŽž•XŠh•ï‚µ‚È

‚ª‚ç30•ªŠÔ•ú’u‚µ‚½•B4•Ž•A12•C000•~9•A10•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•ã•´‚ð91utathione•|Sepharose

4B•@2•@m1‚ð•[“U‚µ‚½ƒJƒ‰ƒ€‚É“Y‰Á‚µ‚½•B20•@ml‚ÌPBS‚Å2‰ñƒJƒ‰ƒ€‚ð•ô•òŒã•A2ml‚Ì

elution•@buffer•i50•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@8•D0•j•A10•@mM•@glutathione•j‚ð“Y‰Á‚µ•A10•ªŠÔ•Ã’u

‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A–ñ200‹©‚¸‚Â•ª’•‚µ‚È‚ª‚ç’Š•o‚µ•A‚»‚ÌŠe’Š•oŠÔ•ª‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð

’è—Ê‚µ•Aƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿—Ê‚Ì‘½‚¢‰æ•ª‚ð•¸•»ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‰æ•ª‚Æ‚µ‚½•B‚»‚ÌŒã•A3‚µ‚ÌPBS

‚Å“§•Í‚µ•AGST•|ISBP•A•@GST•|ICH•|IS•A•@GSTƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð“¾‚½•B

•@GST•|ISBP‚É‚Â‚¢‚Ä‚ÍPreScission•@protease‚ð—p‚¢‚Ä•A•@GST‚ÆISBP‚ð•Ø‚è—£‚µ•A•@ISBP

ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð“¾‚½•B1•D8mg‚ÌGST•|ISBP‚ð100ƒÊ1‚Ì50•“glutathione•|Sepharose•@4B‚Æ•¬

•‡‚µ•APBS‚Å‘S—Ê‚ð1ml‚Æ‚µ•A4•Ž‚Å1ŽžŠÔ‰ñ“]‚³‚¹‚È‚ª‚çƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B‰“

•S‚µ•A’¾“a‚ð1ml‚ÌPBS‚Å3‰ñ•ô•ò‚µ‚½Œã•A200–¦‚Ìcleavage•@buffer•i50•@mM•@Tris•|HCI

•ipH•@7•D0•j•A150•@mM•@NaCl•A1mM•@EDTA•A1mM•@DTT•j‚ÉŒœ‘÷‚µ•A10ƒÊ1‚Ì2•@UA

PreScission•@protease‚ð‰Á‚¦•A4•Ž‚Åˆê”Ó‰ñ“]‚³‚¹‚È‚ª‚çƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½Œã•A‰“•S

‚µ•A‚»‚Ì•ã•´‚ðISBPƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚½•B

4•|1•|13•@in•@vitro•@translation‚É‚æ‚é35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚ÑISBP‚Ì•¸•»

•@35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚¨‚æ‚ÑISBP‚Ì•¸•»‚Í•A•@TNT•@T7•@Coupled•@Reticulocyte

Lysate•@System‚ð—p‚¢‚Ä•A3•|1•|10‚Ì•û–@‚É•]‚Á‚Ä•s‚Á‚½•B

4•|1•|14•@35S•|ISBP‚ÆGST•|ICH•|1S‚Ìin•@vitroŒ‹•‡ŽÀŒ±

•@4•@ng‚ÌGST‚ ‚é‚¢‚ÍGST•|ICH•|1S‚ð5ƒÊ1‚Ì35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹ISBP‚Æ•¬•‡‚µ•A•@NETN

buffer•@•i20•@mM•@Tris•|HCI•@•ipH•@8•D0•j•@•C•@100•@mM•@NaCl•C•@1•@mM•@EDTA•C•@O•DOl•@•“•@NP•|40•C•@O•D1

•“BSA•j‚Å‘S—Ê‚ð200ƒÊ1‚Æ‚µ‚½•B4•Ž‚Å2ŽžŠÔ‰ñ“]‚³‚¹‚È‚ª‚ç•AƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½

Œã•A20‰ñ‚Ì50•“‚Ìglutathione•|Sepharose•@4B‚ð‰Á‚¦•A4•Ž‚Å2ŽžŠÔ‰ñ“]‚³‚¹‚È‚ª‚ç•EƒC

ƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½•B‰“•S‚µ•A’¾“a‚ð500‹©‚ÌNETN•@buffer‚Å5‰ñ•ô•ò‚µ‚½Œã•A25ƒÊ1‚Ì

Laemmi•@buffer‚ð‰Á‚¦•A5•ªŠÔŽÏ•¦‚µ•A‰“•SŒã•A•ã•´‚ðSDS•|PAGE‚É—p‚¢‚½•B‰j“®•I

—¹Œã•AƒQƒ‹‚ðƒN•[ƒ}ƒV•[ƒuƒŠƒŠƒAƒ“ƒgƒuƒ‹•[‚Å•õ•FŒã•A’E•õ‚µ•AŠ£‘‡‚³‚¹‚½Œã•A

BAS•@2000‚ð—p‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ‚½•B
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4•|1•|15•@QIAfilter•@Plasmid•@Midi•@Kit‚ð—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚Ì•¸•»

•@1ml‚Ì‚µB•^Amp•@medium‚É‘å’°‹Û‚ð•ÚŽí‚µ•A37•Ž‚Åˆê”Ó•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B‚»‚Ì”|—{

‹Û‰t25‹©‚É25ml‚Ì‚µB•^Amp•@medium‚ð‰Á‚¦•A37•Ž‚Å12•`16ŽžŠÔ•U‚Æ‚¤”|—{‚µ‚½•B”|

—{‰t‚ð4•Ž•A6•C000•~g•A10•ªŠÔ‰“•S‚µ•A’¾“a‚ð4ml‚Ìbuffer•@P1•i50•@mM•@Tris•|HC1•ipH

8•D0•j•A10mM•@EDTA•A•@IOO•@Pt9•^ml•@RNase•@A•j‚ÉŒœ‘÷‚µ•A4ml‚Ìbuffer•@P2•i200•@mM

NaOH•A1•“SDS•j‚ð‰Á‚¦‰¸‚â‚©‚É•¬˜a‚µ‚½Œã•AŽº‰·‚Å5•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•B4ml‚Ì•X—â‚µ

‚½buffer•@3•i3•@M•@potassium•@acetate•ipH•@5•D5•j•j‚ð‰Á‚¦•A•¬˜a‚µ‚½Œã•A•@QIAfilter•@cartridge‚É

ˆÚ‚µ•AŽº‰·‚Å10•ªŠÔ•Ã’u‚µ‚½•Bplunger‚Ålysate‚ðQIAgen•|tip‚ÉˆÚ‚µ‚½Œã•A10ml‚Ì

buffer•@QC•i50•@mM•@MOPS•ipH•@7•D0•j•A1MNaCl•A15•“isopropanol•j‚Å2‰ñ•ô•ò‚µ‚½•B

‚»‚ÌŒã•A5m1‚Ìbuffer•@QF•i50•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@8•D5•j•A1•D25•@M•@NaCl•A15•“

isopropanol•j‚ÅDNA‚ð’Š•o‚µ•AƒCƒ\ƒvƒ•ƒpƒm•[ƒ‹’¾“a‚ð•s‚¢ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ð•¸•»‚µ‚½•E

4•|1•|16•@Œ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚Ì•ì•»

•@ISBP‚ÌŠeŽíŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚Ì•ì•»‚Í•A•@PCR–@‚É‚æ‚è•í–€•ÏˆÙ‘ÌcDNA‚ð‘•••Œã•A

pACT2‚ÌEcoR•@I•A•@Xho•@I‚ ‚é‚¢‚ÍBamH•@I•A•@Xho•@IƒTƒCƒg‚É‘}“ü‚µ‚Ä•s‚¢•Aˆê•û•A•@Ich•|1S

ŠeŽíŒ‡‰æ•ÏˆÙ‘Ì‚Ì•ì•»‚Í•APCR–@‚É‚æ‚èŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘ÌcDNA‚ð‘•••Œã•A•@pAS2•|1‚ÌNco•@I

ƒTƒCƒg‚É‘}“ü‚µ‚Ä•s‚¢•AQIAfilter•@Plasmid•@Midi•@I•iit‚ð—p‚¢‚Ä•Aƒvƒ‰ƒXƒ~ƒhDNA‚ð•¸

•»‚µ‚½•B

4•|1•|17Jurkat•@100•C000•@g•@cell•@lysate‚Ì’²•»

•@•i1•jJurkat•×–E‚Ì”|—{

•@Jurkat•×–E‚Í10•“FCS•i56•Ž•A30•ªŠÔ”ñ“™‰»•ˆ—••j‚ðŠÜ‚ÞRPMI1640‚É‚¨‚¢‚Ä95•“

air•|5•“CO2•A37•Ž‚Ì•ðŒ•‰º‚Å”|—{‚µ‚½•B

•@•i2•jJurkat•@100•C000•@g•@cell•@lysate‚Ì’²•»

•@1•~107•^ml‚Ì•×–E–§“x‚ÌJurkat•×–E‚É•A•Å•I”Z“x250•@ng•^ml‚É‚È‚é‚æ‚¤‚É•RFas•R‘Ì

‚ð‰Á‚¦•AŠeŽžŠÔ”|—{‚µ‚½•B”|—{Œã•A4•Ž•A2•C000•~9•A3•ªŠÔ‰“•S‚µ•A•×–E‚ð‰ñŽû‚µ•E

1ml‚Ì•X—â‚µ‚½RPMI•iFCS•E•E•j‚Å2‰ñ•ô•ò‚µ‚½•B400ƒÊ1‚Ìextraction•@buffer•i10•@mM

HEPES•|NaOH•ipH•@7•D4•j•C•@50•@mM•@NaCL•@2•@mM•@MgC12•C•@5•@mM•@EDTA•C•@1•@mM•@DTT•C

40mMƒÀˆêglycerophosphate•j‚ÉŒœ‘÷‚µ•A‰t‘Ì’‚‘f‚Å“€Œ‹‚³‚¹‚½Œã•A37•Ž‚Å‰·‚ß•A—n‰ð

‚³‚¹‚½•B‚±‚Ì“€Œ‹—n‰ð‚ð‚³‚ç‚É3‰ñ•s‚Á‚½Œã•A4•Ž•A12•C000•~9•A15•ªŠÔ‰“•S‚µ•E‚»

‚Ì•ã•´‚ð4•Ž•A100•C000•~9•A1ŽžŠÔ‰“•S‚µ•A•ã•´‚ðJurkat•@100•C000•@g•@cell•@lysate‚Æ‚µ‚½•E
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4•|1•|18•@ln•@vitro•@cleavage

•@1‹©‚Ì35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹caspase•|2‚ ‚é‚¢‚ÍISBP‚É•A50ƒÊg‚Ì•RFas•R‘Ì‚ÅŠeŽžŠÔ•ˆ

—•‚µ‚½Jurkat•@100•C000•@g•@cell•@lysate‚ð‰Á‚¦•A•@rcaction•@buffer•i20•@mM•@Tris•|HCI•ipH•@7•D4•j•A

10mM•@DTT•A0•D1•@mM•@EDTA•j‚Å‘S—Ê‚ð20ƒÊ1‚É‚µ‚½•B‚Ü‚½•A•K—v‚ª‚ ‚ê‚Î•A5ƒÊ9‚Ì

ISBP‚ð‚±‚Ì”½‰ž‰t‚Ì’†‚É‰Á‚¦‚½•B30•Ž‚ÅŠeŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒgŒã•A5ƒÊ1‚Ì5•~

laemmli•@buffer•i2•|1•|6ŽQ•Æ•j‚ð‰Á‚¦•A”½‰ž‚ð’âŽ~‚³‚¹‚½Œã•A5•ªŠÔŽÏ•¦‚µ•A20•‘‚ðSDS•|

PAGE‚É—p‚¢‚½•B‰j“®•I—¹Œã•AƒQƒ‹‚ðƒN•[ƒ}ƒV•[ƒuƒŠƒŠƒAƒ“ƒgƒuƒ‹•[‚Å•õ•FŒã•A’E

•õ‚µ•AŠ£‘‡‚³‚¹‚½Œã•ABAS•@2000‚ð—p‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ‚½•B

4•|1•|19•@ƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚Ì•Ý’è

•@ƒvƒ‰ƒCƒ}•[‚Ì•‡•¬‚Í•AƒzƒNƒh•[•iŠ”•j‚É•‡•¬‚ðˆÏ‘õ‚µ•AˆÈ‰º‚Ì’Ê‚è‚É•Ý’è‚µ‚½•B

4•|1•|1‚Å—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[

•@Ich•|IS•|Nco•@1•@•isense•j

•@Ich•|IS•|Nco•@1•@•iantisense•j

4•|1•|6‚Å—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[

•@pAer2•@•isense•j

•@pACT2•@•iantisense•j

4•|1•|8‚Å—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[

•@ISBP•|EcoR•@1•@•isense•j

•@ISBP•|Xho•@1•@•iantisense•j

4•|1•|11‚Å—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[

•@ISBP•|T7•@•isense•j

ISBP•|T7•@•iantisense•j

5•fˆêTATCCATGGCAATGCATCCTCATCATCAG•|3•f

5•fˆêTATCCATGGTAGAGCAAGAGAGGCGGTG•|3•f

5•fˆêCTA•fITCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCˆêˆê3•f

5•fˆêGTGAACTTGCGGGGrmCAGTATCTACGAT•|3•f

5•fˆêAAGAATTCTAATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3i

5•fˆêATCTCGAGCAGGACAATCTTAAAGGAG•|3•f

5•fˆêATGGenCTATGACTGGTGGTCAACAAATGGGT

•@ATGGGGGGCTCGGGCAGTCG•|3t
5•fˆêTCACAGGACAATC•h1•fTAAAGGAGCT•|3•f

4•|1•|16‚Å—p‚¢‚½ƒvƒ‰ƒCƒ}•[

•@ISBPACI13•@•isense•j•@5•fˆêTAAGAA•fITCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f
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ISBPACI13•@•iantisense•j

ISBPAC174•@•isense•j

ISBPAC174•@•iantisense•j

ISBPAC178•@•isense•j

ISBPzCxC178•@•iantisense•j

ISBPAC182•@•isense•j

ISBPAC182•@•iantisense•j

ISBPZXC185•@•isense•j

ISBPz•iNC185•@•iantisense•j

ISBPAC188•@•isense•j

ISBPAC188•@•iantisense•j

ISBPAN115•@•isense•j

ISBPANI15•@•iantisense•j

ISBPAN47•@•isense•j

ISBPAN47•@•iantisense•j

ISBPAN18•@•isense•j

ISBPAN18•@•iantisense•j

ISBPAN9•@•isense•j

ISBPAN9•@•iantisense•j

Ich•|1SAC138•@•isense•j

5•fˆêATACTCGAGGCGGAAGGCATAATGGGACTˆê•E3t

5•fˆêTAAGAA•@•mTCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f

5•fˆêˆêATACTCGAGCTGGAAerCAGAGAGG•fITGA•|3•f

5•fˆêTAAGAATTCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f

5•fˆêATACTCGAGCTAGGAGATGACGTGCTGGA•|3t

5•fˆêTAAGAATTCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f

5•fˆêATACTCGAGCTAGTCTGGAGAACGGGAGA•|3•f

5•fˆêTAAGAA•f1•f1•fCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f

5•fˆêTATCTCGAGrrAGCTGGCAAAGTCTGGA•|3•f

5•fˆêTAAGAA•hITCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT•|3•f

5•fˆêTATCTCGAGTTAC•f1•frAAAGGAGCTGGCAAA•|3•f

5•fˆêTATGGATCCTAGAC•f1•fITGATGATGACGGA•|3•f

5•fˆêTATCTCGAGTCACAGGACAATCrrAAA•|3•f

5•fˆêTATGGATCCTATCACTTCGGGCACAAG•|3•f

5•fˆêTATCTCGAGTCACAGGACAATC•h1•frAAA•|3•f

5•fˆêTTAGAAIrrCACITGACG•fITCCTGAC•|3•f

5•fˆêTATCTCGAGTCACAGGACAATC•fTTAAA•|3t

5•fˆêTATGAA•fIVTCTGTCCAAGGAGCTGCTG•|3t

5•fˆêTATCTCGAGTCACAGGACAATCTTAAA•|3•f

5tˆê•ETATCCATGGCAATGCATCerCATCATCAG•|3•f

Ich•|ISAC138•iantisense•j•@5•fˆêTlrACCATGGATC•fITTAITGTCTAGGGAGT•|3•f

Ich•|ISZN•@C291•@•isense•j•@5•fˆêTATCCATGGCAATGCATCcrCATCATCAG•|3•f

Ich•|ISAC291•@•iantisense•j•@5•fˆêTATCCATGGTTATCCACCGCAGGCCTGG•|3•f

Ich•|ISAC301•@•isense•j•@5•fˆêTATCCATGGCAATGCATCCTCATCATCAG•|3•f

Ich•|ISAC301•@•iantisense•j•@5•fˆêAGCCCATGG•fITACAGAAGGAGGTGCCCAAG•|3•f

Ich•EˆêISAC138•@•isense•j•@5•fˆêTATCCATGG•@MrGGTCCTGTCTGCCTTCAG•|3•f

Ich•|ISAC138•iantisense•j•@5•fˆêTATCCATGGTTATCCACGGCAGGCCTGG•|3•f

4•|1•|20•@Žg—p–ò•¨

•@–{•Í‚Å—p‚¢‚½Žå‚ÈŽŽ–ò‚Ì“üŽè•æ‚Í‚Â‚¬‚Ì’Ê‚è‚Å‚ ‚é•B

MATCHMAKER•@Two•|hybrid•@system•@2•iClontech•j•ApBactH30Z1•i‘å•ã‘åŠwˆãŠw•”•EŽO
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‰Y•³•K”ŽŽm‚æ‚èŒb—^•j•A’á—Z“_ƒAƒKƒ••[ƒX•iBio•|rad•A•@FMC•j•A•@CIAP•iNIPPON

GENE•j•C•@DHsct•iGIBCO•@BRL•j•@•C•@Human•@Fetal•@Brain•@MATCHMAKER•@cDNA•@Library

•iClontech•j•C•@difco•@peptone•iDifco•j•C•@Yeast•@nitrogen•@base•@without•@amino•@acid•iDifco•j•C

YEASTMAKER•@Yeast•@Transformation•@System•iClontech•j•AƒiƒCƒ•ƒ“ƒ•ƒ“ƒuƒŒƒ“

•iAmersham•j•AX•|Gal•i˜aŒõ•ƒ–ò•iŠ”•j•j•Azymolyase•i•¶‰»Šw•H‹Æ•iŠ”•j•j•ARandom•@Primer

DNA•@Labeling•@Kit•@Ver•@II•@•iTakara•j•@•C•@•mct•|32P•n•@dCTP•@•iNEN•j•@•C•@Sephadex•@G•|50

•iPharmacia•j•C•@Human•@Multiple•@Tissue•@Northern•@Blot•@•iClontech•j•@•C•@DMEM•@•iSigma•j•@•C

DEAE•|dextran•@•iPharmacia•j•@•C•@chloroquine•@•iSigma•j•@•D•@goat•@serum•C•@anti•|T7•@antibody

•iNovagen•j•Aanti•|mouse•@IgG•iFITC•WŽ¯•j•iOrganon•@Teknika•j•ApGEX6P•|2•iPharmacia•j•A

BL21•@•iStratagene•j•@•C•@IPTG•@•iPharmacia•j•@•C•@glutathione•|Sepharose•@4B•@•iPharmacia•j•@•C

glutathione•@•iPharmacia•j•@•C•@PreScission•@protease•@•iPharmacia•j•@•C•@QIAfilter•@Plasmid•@Midi

Kit•iQiagen•j•@•C•@RPMI1640•@•iGIBCO•@BRL•j•@•C•@anti•|Fas•@antibody•@•iMBL•j
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4•|2•@ŽÀŒ±Œ‹‰Ê

4•D2•|1•@Two•|hybrid•@system‚É‚æ‚éƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO

•@‘S’·‚Ìlch•|1S•@cDNA‚ðGAL4‚ÌDNAŒ‹•‡ƒhƒ•ƒCƒ“‚Æ—Z•‡‚·‚é‚æ‚¤‚É•A•@pAS2•|1ƒvƒ‰

ƒXƒ~ƒh‚É•\’z‚µ•Aˆê•û•AGAL4‚Ì“]ŽÊŠˆ•«‰»ƒhƒ•ƒCƒ“‚Æ—Z•‡‚·‚é‚æ‚¤‚É•Aƒqƒg‘ÙŽ™

”]cDNAƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚ðpACT2ƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚É•\’z‚µ‚½•B‚±‚Ì“ñ‚Â‚Ìƒvƒ‰ƒXƒ~ƒh‚ð•A

•y•ê•×–EŠ”CG•|1945‚É“±“ü‚µ•A•@Trp•|Leu•f•@His•h•@SD•@plate‚Å”|—{‚µ•A•@His3ƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`

Žq‚ð”­Œ»‚·‚éƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ}ƒ“ƒg‚Ì‘I‘ð‚ð•s‚Á‚½•B–ñ100–œŒÂ‚Ìƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒH•[ƒ}

ƒ“ƒg‚ðƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚µ‚½Œ‹‰Ê•A6ŒÂ‚ÌƒqƒXƒ`ƒWƒ“—z•«ƒNƒ••[ƒ“‚ª“¾‚ç‚ê‚½•i•\3•j•B

‚³‚ç‚É•A‚±‚ê‚ç6ŒÂ‚ÌƒqƒXƒ`ƒWƒ“—z•«ƒNƒ••[ƒ“‚ðƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[•iƒÀˆêGal•jŠˆ•«‚ð

Žw•W‚É‚µ•A“ñŽŸƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚µ‚½Œ‹‰Ê•A6ŒÂ‚Æ‚àƒÀˆêGal—z•«‚Å‚ ‚è•A•Å•I“I‚É6ŒÂ‚Ì

His•AƒÀˆêGal—z•«ƒNƒ••[ƒ“‚ð“¾‚½•i•\3•j•B

•\3•@ƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[ƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚ÌŠT—ª

The•@number•@of•@screening•@for•@yeast•@transfomants 1x106

The•@number•@of•@His•@positive•@clones 6

The•@number•@ofƒÀˆêgal•@positive•@clones 6

ICH•B1S‚ðbait‚Æ‚µ‚Äƒqƒg‘ÙŽ™”]cDNAƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚ð

ƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚µ‚½•B
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4•|2•|2His•AƒÀˆêGal—z•«ƒNƒ••[ƒ“‚Ì‰ð•Í

•@ƒXƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚æ‚è“¾‚ç‚ê‚½6ƒNƒ••[ƒ“‚É‚Â‚¢‚Ä•Aƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[—R—ˆ‚ÌcDNA‚ð

PCR–@‚É‚æ‚è‘•••Œã•AƒTƒuƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚µ•A‰–Šî”z—ñ‚ðŒˆ’è‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A‚±‚Ì6

ŒÂ‚ÌƒNƒ••[ƒ“‚Í‘S‚Ä“¯ˆê‚Å‚ ‚Á‚½•B‚»‚±‚Å•A‚±‚ÌƒNƒ••[ƒ“‚ðICH•|1S•@binding•@Protein

•iISBP•j‚Æ–½–¼‚µ‚½•Bƒf•[ƒ^•[ƒx•[ƒXŒŸ•õ‚ð•s‚¢•AŠù’m‚Ìˆâ“`Žq‚Æ‚Ì‘Š“¯•«‚ðŒŸ“¢‚µ

‚½Œ‹‰Ê•AISBP‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“Œ‹•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿•iCIB•Fcalcium•|and

integrin•|binding•@protein•j‚Æ‚µ‚Ä•A•Å‹ß•A’P—£‚³‚ê‚½ˆâ“`Žq78•j‚Æ“¯ˆê‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç

‚©‚Æ‚È‚Á‚½•BISBP‚ÍƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ58•“•AƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“‚Æ56

•“‚Ì‘Š“¯•«‚ð‚à‚¿•AC––’[‘¤‚É“ñ‚Â‚ÌEFƒnƒ“ƒhƒ‚ƒ`•[ƒt‚ð‚à‚Â•A191ŒÂ‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‚©

‚ç•¬‚é•A–ñ25kDa‚Ì’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@protein‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•ª‚©‚Á‚½78•j•i•}25•j•B

1SBP•@MGGSGSRLSK•@ELLAEYQDLT•@FLTKQEILLA•@HRRFCELhL•D•C1•D•CIPQ•@EQRSVESSLR

CnB•@MGNEA•@SYPLEII•IillFl•Dlil•D•Ci•@SHF•@DADE•G•^•DKRI•hGK

CAM•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@MADQL•@•@TEEQ•HAEFKE•@•@AFSLFDKDGD

ISBp•@l“«K—†rK
CnB@”®ili”R—ÛIV
CAM•@•@•@•@MRS—•GQi‰ô•ë•ÞL

PArPSL•D5•Dli•Giiii•Elil•@D•@lliii•CEDELIf•EiiY•Dlgil•o•Ci•CiP•@TBTP•Hli15i5YY•|

•@•@•@•@•@•@tl•^llli•GIEGvtsQ•fF•D•f•Ds•Dvˆê“ï‹¿
•@•@•@•@•@•@ttTMMARKMK•@DTDSEEEIR•DE

AQv•@p•@F•Dg•D•@•CQI•@L•@S•D•D•C•C

GSLSVE•@EFMSI

GTITTKELTV

•@•@•@EF•h1

•pŠ••‘˜_‚ä
itL•f P•@iR•D•@•DV•@EDKICIGN

EF•|2
ISBP ¿LŒïlilK•c•cL—«CLTGEI•“•F•cDT‘éSASƒÃ•ÞK•ÛL•c•üNILEES•¹‘ËTl•ANL

•Fll“öƒh‘Ë1•c•ci”^1“ñll•c‚ä”ÙVD•@IIIII•w‹r‘âY

S•DE•D•C•C•DEQHY•D•CiiSRS

•ÆCAWGG‚µ
E•C•@•CE•@tt•DVQMMTAK

CnB•@ˆê•E1•filHKKM•|VVil•@DV

•}251SBP‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_”z—ñ‚ÆƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg•AƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“‚Æ‚Ì‘Š“¯•«

‘S’·ISBP‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_”z—ñ‚ðŽ¦‚µ‚½•BƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚ ‚é‚¢‚ÍƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“

‚Æ“¯ˆê‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‚ð–ÔŠ|‚¯•ii•Fiiii•Fiii•j‚ÅŽ¦‚µ‚½•B

CnB•@•F•@calcineurin•@B

CAM•@•F•@calmodulin
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•@‚Â‚¬‚É•AICH•|1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡“ÁˆÙ•«‚ðŒŸ“¢‚·‚é‚½‚ß•A•@yeast•@two•|hybrid•@system‚ð

—p‚¢‚Ä•AƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[Šˆ•«‚ðŽw•W‚É‚µ‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•BISBP‚ÍŽwŽ¦•y•ê•×–E‚Å‚ 

‚éY187‚É•A•@ICH•|1S‚Æ‚Æ‚à‚É“±“ü‚µ‚½Žž‚Ì‚Ý•AƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[Šˆ•«‚ª”F‚ß‚ç‚ê•A

GAL4‚ÌDNAŒ‹•‡ƒhƒ•ƒCƒ“‚Ì‚Ý•A‚ ‚é‚¢‚Í•AŠjƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚éƒ‰ƒ~ƒ“C‚Æ‚Æ‚à‚É

“±“ü‚µ‚½Žž‚Í•AƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[Šˆ•«‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•\4•j•B‚Ü‚½•AISBP‚Æ

58•“‚Ì‘Š“¯•«‚ð‚à‚ÂƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“B‚ÆICH•|IS‚ð‚Æ‚à‚É“±“ü‚µ‚½Žž‚à•AƒÀˆêƒKƒ‰ƒN

ƒgƒVƒ_•[ƒ[Šˆ•«‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•\4•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚èICH•|1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡“Á

ˆÙ•«‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

•\4•@1CH•|1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡“ÁˆÙ•«

DNA•|binding•@hybrid activation•@hybrid interaction

GAL4bd•|ICH•|1S GAL4ad•|ISBP
•\

GAL4bd•|ICH•|1S GAL4ad ŒÚ

GAL4bd GAL4ad•|ISBP ˆê

GAL4bd•|lamin•@C GAL4ad•|ISBP ˆê

GAL4bd•|ICH•B1S GAL4ad•|CnB ‘Ë

ICH•E1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡“ÁˆÙ•«‚ðtwo•|hybrid•@system‚ð—p‚¢‚Ä•A

ƒÀ•Egalactosidase‚ÌŠˆ•«‚ðŽw•W‚É‚µ‚Ä’²‚×‚½•B

GAL4bd•@•F•@GAL4•@DNA•|binding•@domain

GAIAad•@•F•@GAL4•@transcription•@activation•@domain

CnB•@•F•@calcineurin•@B
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4•|2•|31SBP•@mRNA‚Ì‘g•D•ª•z

•@ISBP•@mRNA‚Ì‘g•D•ª•z‚ð’²‚×‚é‚½‚ß•A•@ISBP•@cDNA‚ðƒvƒ••[ƒu‚Æ‚µ‚Ä—p‚¢‚Ä•Aƒqƒg

•¬•lŠe‘g•D‚É‚¨‚¯‚éISBP•@mRNA‚Ì”­Œ»‚ðƒm•[ƒUƒ“ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚É‚æ‚èŒŸ“¢‚µ‚½•B‚»

‚ÌŒ‹‰Ê•A’²‚×‚½‘S‚Ä‚Ì‘g•D•i•S‘Ÿ•A”]•A‘Ù”Õ•A”x•AŠÌ‘Ÿ•A•œŠi‹Ø•A•t‘Ÿ•AäX‘Ÿ•j‚É”­

Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•i•}26•j•B“¯—l‚É•Aƒqƒg‘ÙŽ™Še‘g•D‚É‚¨‚¯‚éISBP

mRNA‚Ì”­Œ»‚ð’²‚×‚½Œ‹‰Ê•A”]•A”x•AŠÌ‘Ÿ•A•t‘Ÿ‚ÌŠe‘g•D‚É”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾

‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•i•}26•j•B

•iA•j•@ISBP •ikbp•j

9•D5•|

7•D5ˆê

4•D9ˆê

•@adult•@tissues

2•D4•|

1•D35ˆê

•ikbp•j

9•D5•|

7•D5ˆêˆê

4•D9ˆê

fetal•@tissues

•Œ‹˜•‰

e

2•D4•|

1•D35ˆê•@ut

•iB•jP•|actin•@g•Cs•|

•@•@•@•@•@7•D5ˆê

4•D9ˆêˆê

2•D4ˆê

1•D35ˆê

9•C5•|

7•B5ˆê

49ˆê

2•D4ˆê

1•@•D35ˆê

ri•g

•@•@•@•@•}26•@ƒqƒgŠe‘g•D‚É‚¨‚¯‚éISBP•@mRNA‚Ì”­Œ»

ƒqƒgŠe‘g•D‚ÌmRNA•i2ƒÊg•@mRNA•^lane•j‚ð—p‚¢•A•úŽË•WŽ¯‚µ‚½‘S’·‚Ì
ISBP•@cDNA•iA•j•A‚ ‚é‚¢‚ÍƒÀˆêactin•iB•j‚ðƒvƒ••[ƒu‚Æ‚µ‚Ä•Eƒm•[ƒUƒ“

ƒvƒ•ƒbƒg‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½•B
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4•|2•|41SBP‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý

•@ISBP‚Ì•×–E“à‚Å‚Ì‹Ç•Ý‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B•@N––’[‚ÉT7ƒGƒsƒg•[ƒv‚ð•t‰Á‚µ‚½ISBP

‚ðCOS•|7•×–E‚É”­Œ»‚³‚¹•A•RT7•R‘Ì‚ð—p‚¢‚½ŒuŒõ•R‘Ì–@‚É‚æ‚è”­Œ»‚³‚¹‚½ƒ^ƒ“ƒpƒN

Ž¿‚Ì•×–E“à‚Å‚Ì‹Ç•Ý‚ð‰ð•Í‚µ‚½•B‚Ü‚½•A“¯Žž‚É•AƒwƒLƒXƒg33258‚ð—p‚¢‚ÄŠj‚ð•õ•F‚µ•A

Šj‚Æ•×–EŽ¿‚ÌˆÊ’u‚ðŠm”F‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AISBP‚ÍŠj•A•×–EŽ¿‚Ì—¼•û‚É‘¶•Ý‚µ‚Ä‚¢‚é

‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•i•}27•j•B

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•}27•@1SBP‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý

•@•@•@•@A•ACOS•|7•×–E‚ÉPCR•|3•D1•|ISBP•|T7”­Œ»ƒxƒNƒ^•[‚ðƒgƒ‰ƒ“ƒXƒtƒFƒN

•@•@•@•@ƒg‚µ•AŒuŒõ•R‘Ì–@‚É‚æ‚è”­Œ»‚³‚¹‚½ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚ðŒŸ

•@•@•@•@Ž¼‚µ‚½•BB•AƒwƒLƒXƒg33258‚ÅŠj‚ð•õ•F‚µ‚½•B

4•|2•|5•@in•@vitro‚É‚¨‚¯‚éICH•|1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡

•@‚Â‚¬‚É•AICH•|IS‚ÆISBP‚Ì’¼•Ú“I‚ÈŒ‹•‡‚ðŠm”F‚·‚é‚½‚ß•A•@in•@vitroŒ‹•‡ŽÀŒ±‚ð•s‚Á‚½•B

‘å’°‹Û‚Å”­Œ»•A•¸•»‚µ‚½GST•|ICH•|IS—Z•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ ‚é‚¢‚ÍGST‚Æ•A•@in•@vitro“]ŽÊ•A

–|–óŒn‚É‚æ‚è35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹‚µ‚½35S•|ISBP‚Æ‚ÌŒ‹•‡•«‚ðŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A•@GST•|

ICH•|1S—Z•‡’`”’Ž¿‚Æ35S•|ISBP‚ÍŒ‹•‡‚µ‚½‚ª•A•@GST‚Æ35S•|ISBP‚ÍŒ‹•‡‚µ‚È‚©‚Á‚½•i•}

28•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•AICH•|1S‚ÆISBP‚Ì’¼•Ú“I‚ÈŒ‹•‡‚ªŠm”F‚³‚ê‚½•B

•v•|‚ÌO

–]

8•@•@•@‘ô
•@•@•@•@•@•@•œ1‘y

•}28in•@vitro‚É‚¨‚¯‚éGST•|ICH•|1S‚Æ35S•E•EISBP‚ÌŒ‹•‡

‘å’°‹Û‚Å”­Œ»•A•¸•»‚µ‚½GST•A‚ ‚é‚¢‚ÍGST•|ICH•|1S‚Æ•A

35Sƒ‰ƒxƒ‹‚µ‚½35S•|ISBP‚Æ‚ÌŒ‹•‡‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B
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4•D2•|6•@1SBP‚ÆICH•|1S‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ

•@ICH•|1S‚ÆISBP‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ‚ð’²‚×‚é‚½‚ß•A•@ISBP‚¨‚æ‚Ñ•A•@Ich•E1S‚ÌŠeŽíŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚ð

—p‚¢‚Ä•Ayeast•@two•|hybrid•@system‚É‚æ‚è•AƒÀˆêƒKƒ‰ƒNƒgƒVƒ_•[ƒ[Šˆ•«‚ðŽw•W‚É‚µ‚Ä‰ð•Í

‚µ‚½•B

•@•Å•‰‚É•AICH•|1S‚ÌŒ‹•‡‚É•K—v‚ÈISBP‚Ì—Ìˆæ‚ð’²‚×‚é‚½‚ß•A10Ží—Þ‚ÌISBPŒ‡Ž¸•ÏˆÙ

‘Ì‚ð—p‚¢‚Ä•F‰ð•Í‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AISBP‚ÌC––’[‘¤‚ðŒ‡‘¹‚³‚¹‚½•ÏˆÙ‘Ì‚ÆICH•|IS‚ÌŒ‹

•‡‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‚³‚ç‚É•AISBP‚ÌC––’[‘¤3ƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚ðŒ‡‘¹‚³‚¹‚½Œ‡Ž¸•Ï

ˆÙ‘Ì•¢C188‚É‚¨‚¢‚Ä‚à•A•@ICH•|1S‚Æ‚ÌŒ‹•‡‚ÍŒ©‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•Bˆê•û•A•@N––’[18ƒAƒ~ƒm

Ž_‚Ü‚ÅŒ‡‘¹‚³‚¹‚½•ÏˆÙ‘Ì‚ÍICH•|1S‚Æ‚ÌŒ‹•‡Šˆ•«‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½‚ª•A•@NŽY–š47ƒAƒ~ƒmŽ_

‚Ü‚ÅŒ‡‘¹‚³‚¹‚é‚ÆŒ‹•‡Šˆ•«‚Í•ÁŽ¸‚µ‚½•i•}29•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•AICH•|1S‚ÍISBP‚ÌC

––’[‘¤‚ÉŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ•A‚Æ‚­‚É•AC––’[‘¤3ƒAƒ~ƒmŽ_‚¨‚æ‚Ñ•A•@N––’[18‚©‚ç47ƒAƒ~ƒm

Ž_‚ÌŠÔ‚ªŒ‹•‡‚É•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

ISBP
•@•@1•@9•@18wt

47
11‘\5

binding•@to
lCƒgƒg1S

i74•@182•@188
178•@185•@191

•@•@•@•@•@•@•\
•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@1•@EF•|1•@EF•|21•¢c113•mƒS••ƒS••••ƒS••••••••••••••••ƒS1

•¢C174•@•m•••H••••–S••••••••••••••••••••••••••••••ƒRˆÍ–ô•m‹»–ìˆÍƒR

•¢C182•m•à••••••••••••mp••ƒRii

•¢C188•mƒS•••ö••••••ƒq•••••••••••••••••‡š£•nˆÍ•••••••n

•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@•@gANI15

AN47
zxN18

ZNN9

tr•••@••

1•@•••••@••••••1
•}29•@1CH•|1S‚ÆISBPŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p

•\

•\

ISBPŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚ÆICH•|1S‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p‚ð•A•@two•|hybrid•@system‚ð

—p‚¢‚Ä•AƒÀˆêgalactosidaseŠˆ•«‚ðŽw•W‚É‚µ‚ÄŒŸ“¢‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ

‚è•AISBP‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B
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•@‚Â‚¬‚É•AISBP‚ÌŒ‹•‡‚É•K—v‚ÈICH•|1S‚Ì—Ìˆæ‚ð’²‚×‚é‚½‚ß•A4Ží—Þ‚ÌICH•|1SŒ‡Ž¸•Ï

ˆÙ‘Ì‚ð—p‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ‚½•BICH•|1S‚Ì1‚©‚ç291ƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚Ü‚Å‚ÍICH•|1‚µ‚Æ‘S‚­“¯ˆê‚Å•A

292”Ô–Ú‚©‚ç312”Ô–Ú‚Ì20ƒAƒ~ƒmŽ_‚ªICH•|1‚µ‚ÆˆÙ‚È‚é—Ìˆæ‚Å‚ ‚é•i•}23•j•BICH•|1‚µ‚Æ‘S

‚­“¯ˆê‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‘g•¬‚Å‚ ‚éŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì•¢C291‚ÍISBP‚Æ‚ÌŒ‹•‡Šˆ•«‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á

‚½•B‚Ü‚½•AC––’[‘¤10ƒAƒ~ƒmŽ_‚ðŒ‡‘¹‚³‚¹‚½•ÏˆÙ‘Ì•¢C301‚É‚¨‚¢‚Ä‚à•A•@ISBP‚ÌŒ‹•‡

‚ÍŒ©‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•AN––’[‘¤138ƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚ðŒ‡‘¹‚³‚¹‚½•ÏˆÙ‘Ì‚Æ

ISBP‚Æ‚ÌŒ‹•‡Šˆ•«‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•i•}30•j•BˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚æ‚è•A•@ISBP‚ÍICH•|1S‚ÌC––’[‘¤

‚ÉŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ•A‚Ü‚½•AICH•|1S‚É“ÁˆÙ“I‚ÈC––’[‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‚ª•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦

•´‚³‚ê‚½•B

ICH•|1S
•@•@•@t
•@wt

•@•@•@•@binding•@to
•@•@•@•@•@ISBP
•@301
291•@312
•@•@•@•@•@•\

•¢C291•m•••••••••••••••••••••••••••G••••••••••••ƒR

AC301•@•m•••@•••••@•••@•••@•••••••••@••••

AN138
•\

•@•@•@•}30•@1SBP‚ÆICH•|1SŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p

ICH•|1SŒ‡Ž¸•ÏˆÙ‘Ì‚ÆISBP‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p‚ð•A•@two•|hybrid•@system‚ð

—p‚¢‚Ä•AƒÀˆêgalactosidaseŠˆ•«‚ðŽw•W‚É‚µ‚ÄŒŸ“¢‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ

‚è•AICH•|1S‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ‚ðŒŸ“¢‚µ‚½•B

•iš£•jICH•|1S‚É“ÁˆÙ“I‚ÈƒAƒ~ƒmŽ_”z—ñ
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4•|2•|7caspase‚É‚æ‚éISBP‚Ì•Ø’f

•@ISBP‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‘Î‚·‚é•ì—p‚ðŒŸ“¢‚·‚é‚½‚ß•A•@ISBP‚ªcaspasc‚ÌŠîŽ¿‚É•¬‚è‚¤

‚é‚©”Û‚©•A•RFas•R‘Ì‚ð•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚ð—p‚¢‚Ä•A•@in•@vitro‚ÌŒn‚ÅŒŸ“¢‚µ‚½•B

in•@vitro“]ŽÊ•A–|–óŒn‚É‚æ‚è35S•|methionineƒ‰ƒxƒ‹‚µ‚½35S•|ISBP•A‚ ‚é‚¢‚Í•A35S•|

caspase•|2‚Æ•A•RFas•R‘Ì‚ðŠeŽžŠÔ•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚ð30•Ž‚Å2ŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[

ƒgŒã•ASDS•|PAGE‚ð•s‚¢•A•@Bas2000‚ð—p‚¢‚Ä•AƒI•[ƒgƒ‰ƒWƒIƒOƒ‰ƒtƒB•[‚ð•s‚Á‚½•B‚»

‚ÌŒ‹‰Ê•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚É‚æ‚ècaspase•|2‚Ì‘O‹ì‘Ì‚ªƒvƒ•ƒZƒbƒVƒ“

ƒO‚³‚ê‚Ä•¶‚¶‚½‚Æ•„’è‚³‚ê‚é33kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚Æ•A14•@kDa‚Ìƒoƒ“ƒh‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•i•}

31•j•Bˆê•û•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚É‚æ‚èISBP‚Í•Ø’f‚³‚ê‚È‚©‚Á‚½•i•}

31•j•BˆÈ•ã‚æ‚è•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚Ä•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚É‚æ‚èJurkat•×–E‚ÅŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é

caspase‚ÌŠîŽ¿‚ÉISBP‚Í‚È‚ç‚È‚¢‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

ISBP

Jurkat•@lysates•@O•@2•@4•@8

pro•|caspase•|2

0•@2•@4•@8•@•ih•j
•ikDa•j

28•D3•@ˆê

e•¡•¡ƒŒ•œ•¡•j•œ•œ•qƒg35S•|ISBP

•ikDa•j

49•E5•¡—Z•¡N•¡ŠJ•¡•ƒƒg35S•|pr•Eˆêcaspase•|2

34•D2ˆê@•@•@•@•@•@ˆêŒÚ—ü•@ˆêˆê•@‚­š}–mp33

•@•@•@•@•@•¥•vˆêr•fL•E•@•@ˆê•@“Ó•¡•¡•¡•¡b

19s9•@•f

19•D9ˆê

nM•@•q•{•@p14

•@•}31in•@vitro‚É‚¨‚¯‚écaspase‚É‚æ‚é35S•|ISBP•A35S•|pro•|caspase•|2‚Ì•Ø’f

•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚Æ•A35S•|ISBP•A‚ ‚é‚¢‚Í35S•|pro•|caspase•|2‚ðƒC

ƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½Œã•ASDS•|PAGE‚ð•s‚¢•A35S•|ISBP•A‚ ‚é‚¢‚Í35S•|pro•|caspase•|2‚Ì

•Ø’f‚³‚ê‚½’f•Ð‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚é‚©”Û‚©ŒŸ“¢‚µ‚½•B
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4•|2•|8•@1SBP‚É‚æ‚écaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚Ì—}•§

•@‚Â‚¬‚É•AISBP‚ªcaspase‚ÌŠˆ•«‚É‰e‹¿‚ð—^‚¦‚é‚©‚Ç‚¤‚©‚ð•A•RFas•R‘Ì‚ð4ŽžŠÔ•ˆ—•

‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½•B•RFas•R‘Ì‚ð•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚Æ•A35S•|

caspase•|2‚Ì•¬•‡—n‰t’†‚É•A‘å’°‹Û‚Å”­Œ»•A•¸•»‚µ‚½ISBPƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ ‚é‚¢‚Íbuffer‚Ì

‚Ý‚ð“Y‰Á‚µ•A30•Ž‚ÅŠeŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒgŒã•ASDS•|PAGE‚ð•s‚¢•A•@Bas2000‚ð—p‚¢

‚Ä•AƒI•[ƒgƒ‰ƒWƒIƒOƒ‰ƒtƒB•[‚ð•s‚Á‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê•AISBP‚ð“Y‰Á‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•A

caspase•|2‚Ì‘O‹ì‘Ì‚Ì•Ø’f‚ªˆêˆê•”—}•§‚³‚ê‚½•i•}32•j•BˆÈ•ã‚æ‚è•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚É‚æ‚è

Jurkat•×–E‚ÅŠˆ•«‰»‚³‚ê‚écaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚ðISBP‚Í•A’¼•Ú‚ ‚é‚¢‚ÍŠÔ•Ú“I‚É—}•§‚·

‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

ISBP•@ˆê ˆê•@•\•@•\•@•\•@•\•@•\•@•\

Jurkat•@lysates•@O•@15•@30•@45•@60•@120•@O•@15•@30•@45•@60•@120•@•imin•j

•ikDa•j

48•f7•@ˆê•@eaSS88•¡N•uaBS•œ•œ•¡B•ƒˆê35SˆñP•uo•fcasPase•f2

33•D4•@ˆêˆê

20•D7•@ˆêˆêˆê

•„–¦•E @ˆê•¡•¡L•@‰³•¡•¡L 6Šu ­ƒgP14

•@•@•}32•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚É‚æ‚é35S•|pro•|caspase•|2‚Ì

•@•@•@•@•@•Ø’f‚É‘Î‚·‚éISBP‚ÌŒø‰Ê

•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚Æ35S•|pro•|caspase•E2‚Ì•¬•‡—n‰t‚É•A‘å’°‹Û‚Å”­

Œ»•A•¸•»‚µ‚½5ƒÊg‚ÌISBP•A‚ ‚é‚¢‚Íbuffer‚Ì‚Ý‚ð‰Á‚¦•AŠeŽžŠÔƒCƒ“ƒLƒ…ƒx•[ƒg‚µ‚½

Œã•ASDS•|PAGE‚ð•s‚¢•A35S•|pro•|caspase•|2‚Ì•Ø’f‚³‚ê‚½’f•Ð‚ðŒŸ•o‚µ‚½•B
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4•|3•lŽ@

•@yeast•@two•Bhybrid•@system‚ð—p‚¢‚Ä•Aƒqƒg‘ÙŽ™”]cDNAƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚©‚çICH•|1S‚ÆŒ‹

•‡‚·‚éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿•iISBP•j‚ð’P—£‚µ‚½•Bƒzƒ‚ƒ•ƒW•[ŒŸ•õ‚ÌŒ‹‰Ê•A•@ISBP‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“

•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“•iMlb‚ÆŒ‹•‡‚·‚éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚Ä•Å‹ßƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚³‚ê‚½CIB78•j‚Æ“¯

ˆê‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•BƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚Í•×–E•\–Ê‚É”­Œ»‚³‚ê‚é•×–E•Ú’…Žó

—e‘Ì‚Å•Aƒ¿‚ÆƒÀ•½‚©‚ç•\•¬‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•BŒ»•Ý•A•­‚È‚­‚Æ‚à15Ží—Þ‚Ìƒ¿•½•A8Ží—Þ‚ÌƒÀ•½

‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•A‚»‚Ì‘g‚Ý•‡‚í‚¹‚É‚æ‚è–ñ20Ží—Þ‚ÌƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚ª‘¶•Ý‚·‚é•BƒCƒ“

ƒeƒOƒŠƒ“‚Í•A•ÔŒŒ‹…ˆÈŠO‚Ì•¶‘Ì“à‚Ì‘S‚Ä‚Ì•×–E–Œ•\–Ê‚É”­Œ»‚µ•A•×–EŠÔ•A‚Ü‚½‚Í•×

–Eƒ}ƒgƒŠƒbƒNƒX‚Æ•×–EŠÔ‚Ì•Ú’…‚ð’S‚¢•A•×–E‚ÌŒ`‘ÔˆÛŽ••A‰^“®•A”­•¶•A‘••B•A•ª‰»•A

‘¢ŒŒ•AŠà•×–E‚Ì“]ˆÚ•AŒŒ•¬”Â‹Ã•W‚È‚Ç‘½Šò‚É‚í‚½‚é•×–EŒ»•Û‚É•d—v‚È–ðŠ„‚ð‰Ê‚½‚µ

‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚Ü‚½•A“à”ç•×–E•A•ã”ç•×–E‚È‚Ç‚Ì•Ú’…•«‚Ì•×–E‚Å‚Í•A

•×–EŠOƒ}ƒgƒŠƒbƒNƒX•ªŽq‚Æ‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p‚ª•A•×–E‚Ì•¶‘¶‚É•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê

‚Ä‚¢‚é79•E8•k1•j•Bˆê•û•AŒŒ‹…Œn•×–EŠ”‚É‚¨‚¢‚Ä•AƒtƒBƒuƒ•ƒlƒNƒ`ƒ“‚ªƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“

VLA•B5‚ð‰î‚µ‚ÄƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ð—U“±‚·‚é‚±‚Æ81•j•AƒÀ2ƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚ªTNFˆêƒ¿‚É‚æ‚é•D

’†‹…‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ð‘•‹­‚·‚é‚±‚Æ82•j‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¨‚è•AƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚Í‚±‚ê‚ç‚Ì

ƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É–§•Ú‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AƒCƒ“ƒeƒOƒŠ

ƒ“‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‘Î‚·‚éISBP•iCIB•j‚ÌŠÖ—^‚ª‘z‘œ‚³‚ê‚é•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A•@CIB‚Í

ƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•i‡`‚Æ“ÁˆÙ“I‚ÉŒ‹•‡‚µ•A‘¼‚ÌƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“ƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚É‚ÍŒ‹•‡‚µ‚È‚¢‚±

‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚Ä‚¢‚é77•j•BƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•i‡`ƒÀ3‚ÍŒŒ•¬”Â•A‹•Šj‹…‚É“ÁˆÙ“I‚É”­Œ»‚µ•A‚»‚Ì

‹Ã•W‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•Bˆê•û‚Å•AŒŒ•¬”Â‚Í–³Šj‚Å‚ ‚é‚½‚ßƒAƒ|ƒg•[

ƒVƒX‚Í‘¶•Ý‚µ‚È‚¢‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•AISBP•iCIB•j‚ªŒŒ•¬”Â‚Ì‹Ã•W‚ÉŠÖ

—^‚·‚éˆöŽq‚Å‚ ‚é‰Â”\•«‚Í•\•ª‚É‚ ‚é‚ª•AƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚ð‰î‚·‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ö‚Ì

ISBP‚ÌŠÖ—^‚Í–³‚¢‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•B

•@ISBP‚ÍƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ58•“•AƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“‚Æ56•“‚Ì‘Š“¯•«

‚ð‚à‚¿•AC––’[‘¤‚É“ñ‚Â‚ÌEFƒnƒ“ƒhƒ‚ƒ`•[ƒt‚ð‚à‚Â•A’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@protein

‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•BƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“‚ÍCa2•{‚ÆƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“‚É‚æ‚Á‚Ä

•§Œä‚³‚ê‚Ä‚¢‚é—Bˆê‚ÌƒzƒXƒtƒ@ƒ^•[ƒ[‚Å‚ ‚è•ACa2•f•@•^ƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…ƒŠƒ“ˆË‘¶•«ƒVƒOƒiƒ‹

“`’BŒ¾˜H‚ÅŠˆ•«‰»‚³‚ê•A•×–E‚Ì‘••B•A•ª‰»‚â•×–EŽüŠú•A“]ŽÊ•§ŒäˆöŽq‚Ì’²•ß‹@•\‚È

‚Ç‚ÉŠÖ‚í‚Á‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚Ü‚½•AƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“A‚ÌŠˆ•«Œ^ˆâ“`Žq

‚ð“±“ü‚µ‚½•×–E‚É‚¨‚¢‚ÄŒŒ•´•œ‹Ž‰º‚ÅƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ª—U“±‚³‚ê‚é‚±‚Æ83•j•E‚»‚ÌƒAƒ|

ƒg•[ƒVƒX‚ÍBcl•|2‚Æ‚Ì’¼•ÚŒ‹•‡‚É‚æ‚è—}•§‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚ége•j•EƒJƒ‹ƒV

ƒjƒ…•[ƒŠƒ“‚Í•G”}ƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Å‚ ‚éƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“A‚Æ’²•ßƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Å‚ 

‚éƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“B‚©‚ç•¬‚é•BƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“B‚Í•ªŽq—Ê19kDa‚ÅŽl‚Â‚ÌEFƒnƒ“
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ƒhƒ‚ƒ`•[ƒt‚ð‚à‚Â•A’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@Protein‚Å‚ ‚é•B•@ISBP‚ÍƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“

BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ•Å‚à•‚‚¢‘Š“¯•«‚ð‚à‚Â‚±‚Æ‚©‚ç•AƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“B‚Æ“¯—l‚É•A–¢

’m‚Ì•y‘f‚Ì’²•ßƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚É•¬‚è‚¤‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•Bˆê•û•AEFƒnƒ“ƒhƒ‚ƒ`•[

ƒt‚ð“ñ‚Â‚à‚Â’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@protein‚Æ‚µ‚Äp2285•j•A•@CHP•icalcincurin•@B

homologous•@protein•j86•j‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B•@P22•A•@CHP‚Æ‚à‚ÉƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“B‚Æ•‚‚¢

‘Š“¯•«‚ð‚à‚¿•AP22‚Í–Œ—A‘—‚É85•j•A•@CHP‚ÍƒiƒgƒŠƒEƒ€•^ƒvƒ•ƒgƒ“ƒ|ƒ“ƒv‚É86•jŠÖ—^‚·‚é

‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•BISBP‚Æ‚Ì‘Š“¯•«‚Í•‚‚­‚È‚¢‚ª•A•@ISBP‚Æp22•A•@CHP‚Í•A•@C––’[

‚ÉEFƒnƒ“ƒhƒ‚ƒ`•[ƒt‚ð“ñ‚Â‚à‚Â’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@Protein‚Ìƒtƒ@ƒ~ƒŠ•[‚ðŒ`•¬‚µ

‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚é•B

•@ICH•|1S‚ÍC––’[‘¤‚©‚ç20ƒAƒ~ƒmŽ_‚ªICH•|1‚µ‚ÆˆÙ‚È‚éƒAƒ~ƒmŽ_‘g•¬‚ð‚à‚Â—Ìˆæ‚Å•A

‚»‚êˆÈŠO‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‘g•¬‚ÍICH•|1‚µ‚Æ‘S‚­“¯ˆê‚Å‚ ‚é12•j•BISBP‚ÆICH•|1S‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ‚ð

ŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•AISBP‚ÆICH•|1S‚ÍŠe•X‚ÌC––’[‘¤‚ÅŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ•A•@ISBP‚ÌICH•|IS‚Ö

‚ÌŒ‹•‡‚É‚Í•AICH•|IS‚É“ÁˆÙ“I‚ÈC––’[‘¤‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‘g•¬‚ª•K—v‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³

‚ê‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AISBP‚ÍICH•|1‚µ‚ÆŒ‹•‡•o—ˆ‚È‚¢‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Ü‚½•A•@ISBP

‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•i‡`‚Ì•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“‚ÆŒ‹•‡‚·‚éCIB‚Æ“¯ˆê‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚©‚ç•A•@ICH•|1S

‚ÌC––’[‘¤‚ÆƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“ƒ¿Ilb‚Ì•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“ŠÔ‚Éƒzƒ‚ƒ••[ƒW•[‚ª‘¶•Ý‚·‚é‚©”Û‚©

ŒŸ“¢‚µ‚½‚ª•A—¼ŽÒ‚ÌŠÔ‚Éƒzƒ‚ƒ••[ƒW•[‚Í‘¶•Ý‚µ‚È‚©‚Á‚½•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A–{˜_•¶‚É

‚¨‚¢‚Ä•AISBP‚ÆICH•|1S‚ÍŠe•X‚ÌC––’[‘¤‚ÅŒ‹•‡‚·‚é‚±‚Æ‚ðŽ¦‚µ‚½‚ª•A•@CIB•iISBP•j‚Æ

ƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•iiglb‚ª‚Ç‚Ì—Ìˆæ‚ÅŒ‹•‡‚·‚é‚Ì‚©–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•A•@ICH•|1S‚Æ

‚ÌŒ‹•‡•”ˆÊ•iC––’[‘¤•j‚ÆˆÙ‚È‚é—Ìˆæ‚Å•ACIB•iISBP•j‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•i‡`•A‚ÆŒ‹•‡‚·‚é‚Ì

‚©‚à‚µ‚ê‚È‚¢•B

•@‚Â‚¬‚É•AISBP‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‘Î‚·‚é•ì—p‚ðŒŸ“¢‚·‚é‚½‚ß•A•@ISBP‚ªcaspase‚ÌŠîŽ¿

‚É•¬‚è‚¤‚é‚©”Û‚©‚ð•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•@cell•@lysate‚ð—p‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A

ISBP‚Ícaspase‚ÌŠîŽ¿‚É‚È‚ç‚È‚¢‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Â‚¬‚É•A•@caspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É‘Î‚·

‚éŒø‰Ê‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•Ain•@vitro‚É‚¨‚¢‚ÄISBP‚ÍICH•|1L‚ðŠîŽ¿‚Æ‚·‚écaspase

‚ÌŠˆ•«‰»‚ðˆê•”—}•§‚µ‚½•BICH•|1L‚ðŠîŽ¿‚Æ‚·‚écaspase‚Ícaspase•|2•Aˆê3•Aˆê8•Aˆê10‚Å‚ 

‚è•A•RFas•R‘Ì•ˆ—•‚µ‚½Jurkat•×–E‚É‚¨‚¢‚Ä•A•@caspase•|2•Aˆê3•Aˆê8•Aˆê10‚ªŠˆ•«‰»‚³‚ê‚é

‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•BISBP‚ÍICH•E1S‚ÉŒ‹•‡‚·‚éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚Ä’P—£‚³‚ê‚½‚±‚Æ

‚©‚ç•AISBP‚Ícaspase•|2‚ÌŠˆ•«‰»‚ð’²•ß‚·‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚é•EISBP‚ÍICH•|1L

•icaspase•|2•j‚Æ’¼•ÚŒ‹•‡‚Å‚«‚È‚¢‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚½‚±‚Æ‚©‚ç•A•@ISBP‚ªcaspase•|2‚É

’¼•Ú•ì—p‚µ‚Ä•A‚»‚ÌŠˆ•«‚ð—}•§‚·‚é‚Æ‚Í•l‚¦‚É‚­‚¢•Bˆê•û•AIch•|1S‚ÍJurkat•×–E‚É‚¨

‚¢‚Ä”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê‚Ä‚¢‚é12•j•B‚µ‚½‚ª‚Á‚Ä•AISBP‚ÍJurkat•×–E‚ÌICH•|

1S‚É•ì—p‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚è•A•@caspase•|2‚ÌŠˆ•«‰»‚É‰½‚ç‚©‚Ì‰e‹¿‚ð—^‚¦‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦

‚ç‚ê‚é•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•AICH•|1S‚ªcaspase•|2ˆÈŠO‚Ì‘¼‚Ìcaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É‰e‹¿‚ð—^‚¦

‚é‰Â”\•«‚â•AISBP‚ªICH•|1S‚ð‰î‚³‚¸‚Écaspase‚ÌŠˆ•«‰»‚É‰e‹¿‚ð—^‚¦‚é‰Â”\•«‚à•l‚¦
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‚ç‚ê‚é•B•¡Œã‚³‚ç‚É•Ú‚µ‚­•AISBP‚Ìcaspase—}•§•ì—p‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚µ‚Ä‚¢‚­•K—v‚ª‚ 

‚é•B

•@ˆê•û•AISBP•@mRNA‚Ìƒqƒg‚Å‚Ì‘g•D•ª•z‚ðŒŸ“¢‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A•@ISBP‚Í•¬•l•A‘ÙŽ™‚Å

ŒŸ“¢‚µ‚½‘S‚Ä‚Ì‘g•D‚É‚¨‚¢‚Ä”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•AISBP‚ÍˆêˆêŽí‚ÌƒnƒEƒXƒL•[

ƒsƒ“ƒOˆâ“`Žq‚Å‚ ‚é‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚é•BƒnƒEƒXƒL•[ƒsƒ“ƒOˆâ“`Žq‚Å‚ ‚é

cytochrome•@c‚ªƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚Ì•î•ñ“`’B‚Ì’†‚Å‚ÍcaspaseŠˆ•«‰»ˆöŽq‚Æ‚µ‚Ä‹@”\‚·‚é‚æ

‚¤‚É•AISBP‚à•×–E‚Ì•¶‘¶•AˆÛŽ•‚È‚Ç‚Ì•d—v‚È‹@”\‚ð‚à‚¿‚È‚ª‚ç•AƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚È‚Ç

‘¼‚Ì‹@”\‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â”\•«‚à•l‚¦‚ç‚ê‚é•BŽÀ•Û•AISBP‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•×–E“àƒh

ƒ•ƒCƒ“Œ‹•‡ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Å‚ ‚éCIB‚Æ“¯ˆê•ªŽq‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚©‚ç•AŒŒ•¬”Â‚Ì‹Ã•W‚É‚¨‚¢

‚ÄISBP•iCIB•j‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“‚©‚ç‚ÌƒVƒOƒiƒ‹‚ð”}‰î‚·‚éƒ•ƒfƒBƒGƒ^•[‚Æ‚µ‚Ä‹@”\‚·

‚é‚Æ•„‘ª‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B•¡Œã•AISBP‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚É‘Î‚·‚é•ì—p‚Ì‚Ý‚È‚ç‚¸•A•@ISBP‚ª

—L‚·‚é‘¼‚Ì•×–E“à‹@”\‚É‚Â‚¢‚Ä‚àŒŸ“¢‚µ‚Ä‚¢‚«‚½‚¢•B
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•I•Í

–{Œ¤‹†•¬‰Ê‚ðˆÈ‰º‚ÉŽ¦‚µ‚½•B‚Ü‚½•A•¡‰ñ‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç—\‘z‚³‚ê‚éSK•|N•|MC•×–E‚É‚¨

‚¯‚éƒZƒ‰ƒ~ƒh‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒXŽä‹N‹@•\‚ð•}33‚ÉŽ¦‚·•B

1•jC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒVƒ“•AƒXƒtƒBƒ“ƒSƒ~ƒGƒŠƒi•[ƒ[•ˆ—•‚Í•Aƒqƒg•_Œo‰è•×

–EŽîSK•|N•|MC•×–E‚ÌƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX‚ðˆø‚«‹N‚±‚µ‚½•B

2•jC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—U“±Žž‚É•A•@caspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚ªŠˆ•«‰»‚·‚é‚±‚Æ

‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B

3•jC2ƒZƒ‰ƒ~ƒh‚Íƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒAƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿cytochrome•@c‚Ì•×–EŽ¿‚Ö‚Ì˜R•o‚ðˆø‚«‹N

‚µ‚½•B

4•jin•@vitro‚É‚¨‚¢‚Äcytochrome•@c‚Ícaspase•|2‚¨‚æ‚Ñˆê3‚Ì‘O‹ì‘Ì‚Ì•Ø’f‚ðˆø‚«‹N‚±‚µ‚½•B

5•jyeast•@two•|hybrid•@system‚ð—p‚¢‚Ä•A•@caspase•|2‚©‚ç‘I‘ð“IƒXƒvƒ‰ƒCƒVƒ“ƒO‚æ‚è•¶‚¶•A

ƒAƒ|ƒg•[ƒVƒX—}•§Šˆ•«‚ð—L‚·‚éICH•|1S‚ÆŒ‹•‡‚·‚é–ñ25•@kDa‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð’P—£‚µ‚½•B

ISBP‚ÍƒCƒ“ƒeƒOƒŠƒ“•×–E“àƒhƒ•ƒCƒ“•iigi•A‚ÆŒ‹•‡‚·‚éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Æ‚µ‚Ä•Å‹ßƒNƒ••[ƒjƒ“

ƒO‚³‚ê‚½CIB‚Æ“¯ˆê•ªŽq‚Å‚ ‚è•AƒJƒ‹ƒVƒjƒ…•[ƒŠƒ“BƒTƒuƒ†ƒjƒbƒg‚Æ58•“•AƒJƒ‹ƒ‚ƒWƒ…

ƒŠƒ“‚Æ56•“‚Ì‘Š“¯•«‚ð‚à‚¿•AC––’[‘¤‚É“ñ‚Â‚ÌEFƒnƒ“ƒhƒ‚ƒ`•[ƒt‚ð‚à‚Â•A191ŒÂ‚ÌƒA

ƒ~ƒmŽ_‚©‚ç•¬‚é–ñ25kDa‚Ì’á•ªŽq—ÊCa2•{binding•@protein‚Å‚ ‚Á‚½•B

6•jISBP•@mRNA‚ÍƒqƒgŠe‘g•D‚Å”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ•A‚»‚Ì•×–E“à‹Ç•Ý‚ÍŠj•A•×–EŽ¿‚Ì

—¼•û‚É‘¶•Ý‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚½•B

7•jICH•|1S‚ÆISBP‚ÍŠe•X‚ÌC––’[‘¤‚ÅŒ‹•‡‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•´‚³‚ê‚½•B‚Æ‚­‚É•A

ISBP‚ÌC––’[‘¤3ƒAƒ~ƒmŽ_‚¨‚æ‚Ñ•A•@ICH•|1S‚É“ÁˆÙ“I‚ÈC––’[‚ÌƒAƒ~ƒmŽ_‚ª•K—v‚Å‚ ‚é
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