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序章

　中性リン脂質であるスフィンゴミエリンは細胞膜の主要な構成成分の一つである。

スフインゴミエリンは従来、構造脂質として知られてきた。しかし、1993年に

Hannunらが、　TNF一α（tumor　necrosis　factor一α）による血球系細胞のアポトーシスにお

いて、スフインゴミエリンの分解により生じたセラミド（図1）が情報伝達分子であ

る可能性を報告して以来1）、セラミドが注目を浴びるようになった。その後、TNF一

αだけでなく種々のストレス刺激によるアポトーシスにスフィンゴミエリナーゼの

活性化とそれに伴うセラミド生成の充進が起こっていることが見いだされ2－7）、セラ

ミドが様々なアポトーシスにおける脂質メッセンジャーとして働いている可能性が

示唆された。興味深いことに、神経細胞においてセラミドは、血球系の細胞と同様

に細胞死を誘導する8・　9）一方、NGF（nerve　growth　factor）除去、グルタミン酸やアミ

ロイドβタンパク質によって引き起こされる細胞死に対して抑制効果を示すという

相反する結果が報告され10・11）、神経系においてセラミドは、死のシグナル分子とし

ての機能の他に、ストレス抵抗因子や生存因子としての機能をもつことが示唆され

た。このことから、細胞種によってセラミド産生以降の下流のシグナル伝達機構が

異なっていることが推測されるが、その詳細な作用機構について不明な点が多い。

　一方、線虫の細胞致死遺伝子として同定されたCed－3の哺乳類のホモログである

caspaseは、様々なアポトーシスに深く関与している。　caspaseファミリーの中の

caspase－2（Ich－1）は、選択的スプライシングによりIch－1しとlch－1Sの二つの転写産物

が産生されることが知られている。このうち、Ich－1Lは細胞死誘導活性を有するが、

Ich－1Sは逆に抑制効果を有することから、これらは細胞死を調節する因子であると

考えられている12）。Ich－1はとくに胎児期の脳に高く発現していることから、神経細

胞のアポトーシスに深く関与していることが推定されている。しかしながら、現在

のところ、その基質や活性化制御機構など、詳細はほとんど不明である。

　そこで本研究では、まずヒト神経芽細胞腫SK－N－MC細胞を用いて、セラミドによ

り惹起されるアポトーシスの細胞内分子機構を検討した。さらに、yeast　two－hybrid

systemを用いて、ヒト胎児脳cDNAライブラリーより、　Ich－1Sと相互作用する因子の

単離に成功し、その機能について検討した。

8
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第1章　　セラミドの細胞死に対する影響

小緒

　スフィンゴリン脂質は、100年以上前に発見されているにもかかわらず、つい最近

までその生理機能についてはほとんど不明であった。しかし、スフィンゴミエリン

からセラミドを生成するスフィンゴミエリナ一心の活性が、脳組織、とくに灰白質

にきわめて強く検出されること13）、また、運動失調および精神減衰などを来すニー

マン・ピック病においては酸性スフィンゴミエリナーゼが欠損していることから、

神経細胞におけるスフィンゴ脂質、とくにセラミドの重要性が示唆されていた。さ

らに、酸性スフィンゴミエリナーゼのノックアウトマウスでは小脳プルキンエ細胞

が脱落し、運動障害がみられること14）、TNF一α、　Fas受容体スーパーファミリーに属

するNGFの低親和性受容体（p75NTR）抗体がアゴニスト結合によりスフィンゴミエリ

ン代謝を元進ずることが報告され15）、セラミドを含むスフィンゴ脂質は神経細胞の

発達、機能維持において重要な役割を果たしている可能性が考えられる。1993年に、

セラミドが血球系細胞においてアポトーシスのセカンドメッセンジャーとして働い

ていることが報告された1）。一方、神経細胞では、セラミドは細胞死の誘導と抑制

といった二面性をもつことが報告された8’11）。その二面性を解明する手段の一つとし

て、セラミドによる神経細胞のアポトーシス惹起、抑制機構を調べることが有用で

あると考えられる。そこで、ヒト神経芽細胞腫SK－N・MC細胞を用いて、セラミドに

よって引き起こされる細胞死について検討した。

1－1実験方法

1－1－1SK－N－MC細胞の培養

　ヒト神経芽細胞腫SK－N・MC細胞は10％fetal　calf（FCS）（56℃、30分間非働化処

理）を含むMinimum　Essential　Medium（MEM）において95％air－5％CO2、37℃の条

件下で培養した。

10



1－1－2　Lactate　dehydrogenase（LDH）の漏出

　Boehringer　Mannheim社のCytotoxicity　Detection　Iくit（LDH）を用いて行った。12穴

プレートに1．5×105個になるように細胞を培養し、37℃で48時間培養後、血清を

含まないメディウムに交換し、各薬物を添加して24時間培養した。培養液を回収後、

可溶化buffer（0．1％Triton　X100－PBS）を各ウェルに加えて回収、遠心し、細胞質画

分を得た。96穴プレートにPBSで1／3に希釈した培養液および細胞質画分を100μ1と、

Reaction　Mixture溶液（Diaphorase∠NAD＋mixture、　iodotetrazolium　chloride（INT）、

sodium　lactate）100μ1ずつ加え、25℃で30分間、遮光しながらインキュベートした。

HCIを最終濃度0．2　Mになるように加え反応停止した後、マイクロプレートリーダー

（CORONA　MTP－120）を用い、490　nmの吸光度を測定した。

1－1－3DNA断片化の検出

　10cmディッシュでコンフルエントになるまで培養した細胞をPBSで洗浄し、

lysate　buffer（10　mM　Tris－HCI（pH7．4）、　S’　mM　EDTA　．0．5％Triton　X100）を5　ml／dish

加え、4℃で20分間インキュベートした。lysateを回収後、27，000×g、15分間遠心

し、その上清に最終濃度40㎎／mlになるようにprotenase　Kを加え、37℃で30分間イ

ンキュベートした。インキュベーション終了後、フェノール、フェノール／クロロホ

ルム、クロロホルム抽出を各1回行い、エタノール沈殿を行った。ペレットを乾燥後、

TE（10　mM　Tris－HCI（pH　8．0）、1mM　EDTA）に溶解し、最終濃度40μg／mlになるよ

うにRNaseを加え、37℃で1時間インキュベートした。260　nmの吸光度を測定するこ

とにより各サンプルのDNAを定量し、40～60μgを電気泳動に用いた。電気泳動は

TAE（20　mM　Tris－acetate（pH　8．0）、0．5　mM　EDTA）を泳動用緩衝液として、1．8％アガ

ロースゲルで100Vの定電圧下で行った。泳動終了後、エチジウムブロマイドで染色

し、UV下で検出した。

1－1－4　クロマチン染色

　6cmディッシュでコンフルエントになるまで培養した細胞に、各薬物を添加して6

時間培養した。その後、PBSで洗浄し、　PBSで細胞を回収後、2，000×g、3分間遠心

した。ペレットを1mlのPBSで懸濁し、最終濃度1％になるようにグルタルアルデヒ

ドを加え、室温で20分間インキュベートした。インキュベーション終了後、細胞を

PBSで4回洗浄した後、20μ1のPBSで懸濁し、1mM　Hoechst33258を5μ1加え、蛍光顕

微鏡下で観察した。

11
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1－1－5　使用薬物

　本章で用いた主な試薬の入手先はつぎの通りである。

MEM　（GIBCO　BRL）　，　FCS　（Bio　Whittaker）　，　C，一ceramide　（Sigma）　．　sphingosine

（Sigma）　，　sphingomyelinase（Sigma）　，　Cytotoxicity　Detection　Kit（LDH）（Boehringer

Mannheim）、Triton　X100（ナカライテスク（株））、proteinase　K（Boehringer

Mannheim）、　agarose（ニッポンジーン）、Hoechst　33258（和光純薬（株））
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1－2　実験結果

1－2－1C2セラミド処理によるLDHの漏出

　細胞が障害を受けると細胞内の内容物の漏出が観察される。活性の測定が容易な

LDHの漏出を細胞死の指標として測定した。セラミドは直接培地に添加しても、低

溶解性および細胞膜不透過性のため細胞内に効果的に取り込まれない。そこで、脂

肪酸の短い細胞膜透過性のセラミドであるC2セラミドを用いて行った（図1）。また、

血清存在下では、直接培地にC2セラミドを添加しても、細胞死を引き起こさない。

これは、血清中に存在する成分がC2セラミドの細胞内の取り込みを阻害する、ある

いは、C2セラミドが細胞内に取り込まれた後の細胞死惹起作用を抑制するためと考

えられている。したがって、血清0％の条件で以下の実験を行った。SK－N－MC細胞

を血清無添加でC2セラミドを24時間処理したところ、　C2セラミドは濃度依存的に

LDHの漏出を上昇させた（図2）。一方、　C2セラミドの4位と5位の2重結合が無い不活

性型のジヒドロC2セラミドでは20μMの濃度でもLDHの漏出は上昇しなかった（図2）。

このことから、C2セラミドはSK－N－MC細胞の細胞死を引き起こすことが示され、こ

の細胞死は、C2セラミド特異的な作用であることが明らかとなった。
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図2SK－N－MC細胞におけるLDHの漏出に対する

　　C2セラミドとジヒドロC2セラミドの作用

各薬物を24時間処理後のLDHのleakageを測定した。
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1－2－2　スフィンゴシン、スフィンゴミエリナーゼ処理によるLDHの漏出

　SK－N－MC細胞を血清無添加でスフィンゴシンを24時間処理したところ、スフィン

ゴシンは濃度依存的にLDHの漏出を上昇させた（図3）。この結果より、　SK－N－MC細

胞においてセラミドの代謝産物であるスフィンゴシンも細胞壁を引き起こすことが

分かった。また、SK－N－MC細胞を細菌由来の中性スフィンゴミエリナーゼで24時間

処理したところ、400mU／mlの濃度でLDHの漏出が上昇した（図4）。このことから、

SK－N－MC細胞においてスフィンゴミエリンから生成された内在性のセラミドが細胞

死を引き起こすことが示唆された。
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図4SK－N－MC細胞におけるLDHの漏出に対
　　するスフィンゴミエリナーゼの作用

1－2－3　スフィンゴ脂質処理によるDNA断片化

　C2セラミド、スフィンゴシンによる細胞死がアポトーシスであるか否かを検討す

るため、最初に、アポトーシスの生化学的特徴であるDNAの断片化について検討し

た。SK－N－MC細胞に血清無添加で各薬物（20μMのC2セラミド、20μMのスフィンゴ

シン、400mU／mlのスフィンゴミエリナーゼ）を6時間処理したところ、　DNAの断片

化が生じた（図5）。一方、20μMのスフィンゴシン1－P、20μMのジヒドロC2セラミ

ドではDNAの断片化は起こらなかった（図5）。また、　C2セラミドにより惹起される

DNA断片化の時間経過を検討したところ、20μMのC2セラミド処理4時間後から、

DNAの断片化が認められ、6時間後には明らかなDNAの断片化が認められた（図6）。
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図5　SK－N－MC細胞においてスフィンゴ脂質により

　　惹起されるDNA断片化

　1．　Marker　2．　None
　3．　20　ptM　C2－ceramide　4．　20　pM　sphingosine

　5．　400　mU／ml　SMase　6．　20　ptM　sphingosine　1－P

　7．　20　ptM　DHC2－ceramide

20　ptM　C2－ceramide

012346　（h）

1018bp→レ

396bp→レ
220bp→レ

図6SK－N－MC細胞においてC2セラミドにより
　　　引き起こされるDNA断片化
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1－2－4　C2セラミド、スフィンゴシン処理によるクロマチンの凝縮

　つぎに、アポトーシスの形態学的特徴であるクロマチンの凝縮について検討した。

SK－N－MC細胞に血清無添加でvehicle（EtOH）、20　pM　C2セラミド、20　FMスフィン

ゴシン、20　PtMジヒドロC2セラミドを6時間処理後、　DNA結合性蛍光色素である

Hoechst33258染色を行い核の形態を蛍光顕微即下で観察した。その結果、　C2セラミ

ド、スフィンゴシン処理した細胞でクロマチンの凝縮が観察された（図7）。一方、

EtOH、ジヒドロC2セラミド処理はクロマチンの凝縮は認められなかった（図7）。以

上の結果より、SK－N－MC細胞においてC2セラミド、スフィンゴシンはアポトーシス

を引き起こすことが示唆された。

図7C2セラミド、スフィンゴシン処理によるクロマチンの凝縮

　　各薬物で処理後、細胞の核をヘキスト33258で染色し、

　　蛍光顕微鏡で観察した。

　　1．　EtOH　vehicle．　2．　20　ptM　C2－ceramide，

　　3．　20　ptM　sphingosine．　4．　20　ptM　DHC2－ceramide
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1－3考察

　細胞が障害を受けると細胞内容物の漏出が引き起こされる。活性の測定が容易な

LDHの漏出を細胞死の指標として、セラミドによってヒト神経芽細胞腫SK－N－MC細

胞の細胞死が引き起こされるか否かを検討した。

　セラミドは直接培地に添加しても細胞に対してほとんど効果を示さない。これは、

セラミドが細胞外から受容体を介して作用するものではないこと、細胞膜透過性が

低いことによると考えられている。そこで、細胞膜透過性の合成セラミドとして、

N．アシル基を短くしたC2セラミドを用いてLDHの漏出に対する作用を検討したとこ

ろ、C2セラミドは濃度依存的にLDHを漏出させた。また、セラミドからセラミダー

ゼによって生成されるスフィンゴシンで処理しても濃度依存的にLDHの漏出が引き

起こされた。このことから、SK－N－MC細胞においてセラミドおよびセラミドの代謝

産物であるスフィンゴシンは細胞死を引き起こすことが示唆された。また、スフィ

ンゴミエリンからセラミドを生成する酵素であるスフィンゴミエリナーゼを直接培

地に添加することにより、細胞死が引き起こされることがヒト白血病細胞U937、

HL－60において報告されているs。これは、細胞膜に存在するスフィンゴミエリンに

作用しセラミドを生成するため、細胞死を引き起こすと考えられている。そこで、

細菌由来のスフィンゴミエリナ一部の添加によってもLDHの漏出が引き起こされる

か否かをSK－N－MC細胞においても検討したところ、スフィンゴミエリナーゼの添加

によってLDHの漏出が引き起こされた。このことから、内在性のセラミドの増加が

細胞死を引き起こすことが示唆された。しかしながら、スフィンゴミエリナ一部に

よるスフィンゴミエリンの減少による膜構造の変化の結果、LDHが漏出した可能性

も考えられるが、スフィンゴミエリナーゼ処理によりDNAの断片化も引き起こされ

たことから、スフィンゴミエリナーゼによるLDHの漏出は細胞がアポトーシスを起

こした結果、生じたと推測される。

　セラミドは細胞内で糖が付加され、グリコシルセラミド、ラクトシルセラミド、

ガンダリオシドなどの糖脂質に、あるいは、セラミダ一戸によりスフィンゴシンに

代謝されることが知られている。したがって、細胞外から添加したC2セラミド、あ

るいは、スフィンゴミエリナーゼの添加によって生成された内在性のセラミドが、

スフィンゴシンなどの代謝産物に変換されることなく作用しているかどうか疑問が

残る。しかしながら、14CラベルしたC2セラミドを使用して、ヒト白血病細胞HL－60

におけるその代謝を検討したところ、スフィンゴシンなどの脂質は代謝産物として

認められなかったことが報告されている16）。このことから、SK－N－MC細胞において

もC2セラミドはスフィンゴシンなどの代謝産物に変換されることなく作用している

可能性が示唆されるが、細胞によって異なっている可能性も考えられ、今後検討が
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必要である。一方、細胞の外から添加されたスフィンゴシンは不安定で、セラミド

や、スフィンゴシン1－Pなどの他の活性脂質に代謝されることが知られている。しか

し、好中球、白血病細胞HL－60において、メディウムに添加したスフィンゴシンは

細胞死を引き起こすが、同じ濃度の膜透過性のセラミドは引き起こさないという報

告があり17’19）、ある種の細胞では、セラミドの代わりにスフィンゴシンがアポトー

シスのセカンドメッセンジャーとして働いている可能性が考えられる。今回、SK－

N－MC細胞において、　C2セラミドとスフィンゴシンの両者とも、細胞死を引き起こ

したことから、スフィンゴシン自体が細胞死を引き起こすことが出来るのか否かは

今後の検討が必要であるが、セラミドがSK－N－MC細胞の細胞死におけるセカンドメッ

センジャーになりうる可能性は高いと思われる。

　つぎに、C2セラミド、スフィンゴシン添加によるSK－N－MC細胞死がアポトーシス

によるものであるか、ネクローシスによるものであるか調べるため、アポトーシス

の生化学的特徴であるDNAの断片化および、形態学的な特徴であるクロマチンの凝

縮を検討した。その結果、C2セラミド、スフィンゴシン処理によりDNAの断片化お

よび、クロマチンの凝縮が観察された。このことから、C2セラミド、スフィンゴシ

ンによるSK－N－MC細胞死は、アポトーシスであることが示唆された。一方、スフィ

ンゴシンの代謝産物であるスフィンゴシン1－Pを添加しても、DNAの断片化は起こ

らなかった。最近、血球系細胞において、スフィンゴシン1－Pが、TNF一α、スフィン

ゴミエリナーゼ、膜透過性セラミドによるアポトーシスを抑制することが報告され

た20）。セラミドとスフィンゴシン1－Pはスフィンゴ脂質の代謝物として相互に変換可

能である。したがって、セラミドとスフィンゴシン1－Pの細胞内レベルの比が細胞の

運命（生死）を左右する可能性が考えられる。このことは、神経細胞においてセラミ

ドが細胞の違いや、添加濃度の違いによってアポトーシスを惹起したり阻害したり

するという相反する二面性を考える上で非常に興味深く思われ、今後のさらなる研

究が期待される。
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第2章 セラミドによるアポトーシス誘導におけるcaspase

　　　　　　　　の関与

小緒

　線虫（C．elegans）は、その発生過程で、131個の細胞が特定のステージでアポトー

シスを起こし、失われる。広範な遺伝学的スクリーニングによって、線虫の細胞死

実行遺伝子としてced－3、　ced－4が同定された21）。　ced－3の哺乳類のホモログが検索さ

れ、不活性型31kDa　IL－1βを活性型17．5　kDa　IL－1βに変換するIL－1βconverting

enzyme（ICE）と29％の相同性をもつことが分かった22）。　ICEはアスパラギン酸のC末

端側で基質を切断するシステインプロテアーゼで、その活性部位を含む配列QACRG

（Gln－Ala－Cys－Arg－Gly）の配列は、　CED－3でも完全に保存されている。線虫細胞死実

行遺伝子ced－3の哺乳類のホモログであるIceがアポトーシスを誘導することが予想さ

れたが、実際にラット線維芽細胞Rat－1にIceを一過性に発現させるとアポトーシスが

惹起されることが報告されas）、　ICEが哺乳類における細胞死実行因子であることが

示唆された。現在、ヒトで10種類のICE　family　proteaseが見つかっており、これら

は、ICEと同様に、アスパラギン酸のC末端側で基質を切断することから、　caspase

（cysteine　aspartase）と名付けられた24）（表1）。TNF一α、　Fasなどの処理によって惹起さ

れるアポトーシスの過程でcaspaseが活性化し、　caspaseの阻害薬はアポトーシスを抑

制することが多数報告され25’29）、アポトーシス誘導の過程にcaspaseが関与している

ことが明らかとなった。また、神経細胞のアポトーシス惹起の過程においても

caspaseの関与が報告されている30－32）。そこで今回、セラミドにより引き起こされる

SK－N－MC細胞のアポトーシスにおけるcaspaseの関与について検討した。
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表1　ヒトcaspaseファミリーとその基質

enzyme other　name substrates
tetrapeptide

唐垂?ｃぽicity

caspase－1 lCE pro－IL－1β，　actin，　pro－caspase－3 YVAD

caspase－2 lCH－1 pro－caspase－2 暉

caspase－3
CPP32，　Yama，　　　　5apopaln

PARP，　DNA－PK，　D4－GDI，　SREBP，

t1－70kDa，　pro－caspase－2，一6，一9
DEVD

caspase－4 TX，　ICEreトll，lCH－2 pro・caspase－1 WAD

caspase－5 lCErel－III，　TY ？ 一

caspase－6 Mch2 PARP，　Iamin 一

caspase－7
Mch3，　ICE－LAP3，

bMH－1
PARP DEVD

caspase－8 FLICE，　MACH，　Mch5
PARP，　pro－caspase－2，一3，一4，一6，一7，一9，一10

一

caspase－9 lCE－LAP6，　Mch6 PARP，　pro－caspase－3 一

caspase・10 Mch4，　FLICE2
PARP，　pro－caspase－2，一3，一4，一6，

黷V，一8，一9
口
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2－1実験方法

2－1－1DNA断片化の検出

　DNA断片化の検出は1－1－3の方法に準じて行った。　caspaseの非選択的阻害薬である

Z－Asp－CH2－DCBはアポトーシス誘導刺激の1時間前に前処理した。

2－1－2caspase活性の測定

　10cmディッシュにコンフルエントになるまで培養した細胞をPBSで洗浄後、3ml

のPBSで回収し、2，000×g、3分間遠心した。ペレットを600μ1のYAMA　buffer（50

mM　Tris－HCl（pH　7．4）、1mM　EDTA、10　mM　EGTA）に懸濁し、1mM　digitoninを6

叫加え、37℃で20分間インキュベートした。インキュベーション終了後、4℃、

18，000×g、20分間遠心し、上清を回収した。Bio－rad　protein　assay　kitにより各サ

ンプルのタンパク質量を定量し、そのうち40～60㎎にYAMA　bufferを加え、最終容

量が500叫になるようにし、caspase活性測定のサンプルとした。37℃で10分間イン

キュベート後、7．5叫の蛍光基質（50μMAc－YVAD－MCA、50μM　Ac－DEVD－MCA）

、1mlのYAMA　bufferを加え、この時の蛍光光度を測定した後、37℃で30～60分間

インキュベートした。インキュベーション終了後、蛍光光度を測定した。スタンダー

ドとして0．1μMAMCを用いた。また、蛍光光度は励起380　nm、蛍光460　nmで、

F2000型蛍光光度計（日立）を用いて測定した。　caspase活性の値はタンパク質1　mgあ

たり、1分間に生成されるAMCの量（pmol／min／mg）で計算した。

2－1－3total　RNAの抽出

　total　RNAの抽出はAcid　guanisium－phenol－chloroform（AGPC）法に準じて行った。

10cmディッシュにコンフルエントになるまで培養した細胞をPBSで洗浄後、2mlの

guanidine　thiocyanate（GTC）溶液（4　M　GTC、25　mM　sodium　citrate、0．5％sodium

N－lauroyl　sarcosinate、0．1　M　2－mercaptoethanol）を加え、細胞を溶解し、回収した。

200叫の2MNaOAc（pH　4．0）、2mlの水飽和phenol、380μ1のchloroform、20μ1の

isoamyl　alcoholを加え混和した後、4℃で15分間静置した。その後、4℃、10，000×

g、20分間遠心し、上層（水層）を回収し、1／10容量の3MNaOAc（pH　4．0）、等量の

2－propanolを加え、一80℃で15分間静置した。その後、4℃、12，000×g、20分間遠

心して得られたペレットを300叫のGTC溶液に溶解し、30μ1の2　M　NaOAc（pH　4．0）

、300叫の水飽和phenol、57μ1のchloroform、3μ1のisoamyl　alcoholを加え混和した後、

4℃で15分間静置した。その後、4℃、10，000×g、20分間遠心し、上層（水層）を
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回収し、1／10容量の3MNaOAc、等量の2－propanolを加え、・80℃で15分間静置した。

その後、4℃、18，000×9、20分間遠心して得られたペレットを44国のの0．1％

diethyl　pyrocarbonate（DEPC）処理滅菌水に溶解し、5μ1の10×DNase　buffer（1　M

sodium　acetate（pH　5．2）、50　mM　MgC12）、1plのDNase（134　U／μ1）を加え、25℃で30

分間インキュベートした。インキュベーション終了後、phenol／chloroform抽出を行っ

た後、2－propanol沈殿を行った。得られた沈殿を適当量のDEPC処理滅菌水に溶解し・

total　RNAとした。得られたtotal　RNAは260　nmの吸光度を測定することにより定量

した。

2－1－4RT－PCR反応

　（1）逆転写酵素反応

　2㎎のtotal　RNAに1μ1のoligo（dT）12一、，　primer（0．5μg／μ1）を加え、　DEPC処理滅菌水

で全量を10叫とし、70℃で10分間熱変性後、氷中に静置した。その後、4μ1の5×

First　strand　buffer（250　mM　Tris－HCI　（pH　8．3）　，　375　mM　KCI，　15　mM　MgC12）　，　2　pt1

のdNTPs（各10　mM）、2μ1の100　mM　dithiothreitol（DTT）、1μ1の25　U／pt1　RNase

inhibitor、0．5μ1の200U／μ1　reverse　transcriptase（RT）を加え、全量をDEPC処理滅菌水

で20叫とし、42℃で1時間インキュベートした。インキュベーション終了後、70℃

で10分間インキュベートして、反応を終了させたものをcDNA試料とした。

（2）プライマーの設定

プライマーの合成は、ホクドー（株）に合成を委託し、以下の様に設定した。

capase－1　（sense）

capase－1　（antisense）

capase－2　（sense）

capase－2　（antisense）

capase－3　（sense）

capase－3　（antisense）

capase－4　（sense）

capase－4　（antisense）

capase－5　（sense）

capase－5　（antisense）

5i－AACCCAGerATGCCCACATCC－3t

s’一’rl’AATGTCCTGGGAAGAGGTA一一3’

5’一GTTACCTGCACACCGAGTCACG－3’

5’一GCGTGGTTCMCCATC’1’lrGTTGGTCA－3t

5’一GAATATCCCTGGACAACA－3’

5’一ACGCCATGTCATCATCAAm　3’

5’一GGTCATCA’ITGTCCAGGC－3’

5t－CCA’ITGTGCTGTCTCTCC－3’

5’一ACCACATGCTAAAGAACA－3’

5’一CGA’M6CAGAAGAGGTT－3’
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capase－6　（sense）

capase－6　（antisense）

capase－7　（sense）

capase－7　（antisense）

capase－8　（sense）

capase－8　（antisense）

capase－9　（sense）

capase－9　（antisense）

capase－10　（sense）

5’一ACCCGCAGGrmCAGA－3t

5’一CATGAGCCG’ITCACAGT－3’

5’・一AGCCTGGGrmGACGTG－3t

sr－ACCGTGGAATAGGCGAAG－3’

5’一GGACTGC’llrCATCTGCTG－3’

5’一ATCTGMCCCCATGM一一3’

5’一TAACAGGCAAGCAGGAAA－3’

5’一TC’ITGGCAGTCAGGTCGC－3’

5’一AGAAGTCCAGCTCAGCCT－3’

capase－10（antisense）　5’一ACTCGGenCCTTGTCTA－3’

GAPDH　（sense）　5’一AAACCCATCACCATCT’TCCAG－3’

GAPDH（antisense）　5’一AGGGGCCATCCACAGTCTTCT－3’

　（3）PCR反応

　cDNA試料2μ1に、2μ1の10×Expand　HF　buffer（15　mM　MgC12を含む）、3．2μ1の

dNTPs（各3．2　mM）、0．2μ1のsenseおよびantisenseプライマー（20μM）、0．2μ1のhigh

fidelity　PCR　system酵素ミックス（3．5　U／μ1）を加え、滅菌精製水で全量を20μ1にし、

ミネラルオイルを重層した。Astec　Program　Temp　Control　System　PC－800を用いて、

この反応液を94℃で2分間熱変性を行い、それ以降、94℃で1分間、各プライマーに

対するアニーリング温度で1分間、72℃で1分間、各プライマーに対応するサイクル

数でPCR反応を行った。各プライマーに対するアニーリング温度およびサイクル数

を表2に示した。
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表2　各caspase　primerに対するアニーリング温度およびサイクル数

primer アニーリング温度 サイクル数 PCR　product　size　（bp）

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℃

50　℃

58℃

58　OC

52℃

54　OC

54℃

62℃

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　細胞質画分、二二二分の調製

　10cmディッシュにコンフルエントになるまで培養した細胞をPBSで洗浄後、3ml

のPBSで回収し、2，000×g、3分間遠心した。ペレットを200μ1のlysis　buffer（50　mM

Tris－HCI　（pH　7．4），　137　mM　NaCl，．　2　mM　EDTA，　l　mM　PMSF，　10　ptg／ml

aprotinin、10μg／ml　leupeptin）で懸濁し、氷中で超音波粉砕を行った後、4℃、

18，000×g、20分間遠心し、この上清を細胞質画分とした。またペレットを100四の

lysis　bufferで懸濁し、粗膜画分とした。各サンプルのタンパク質量はBio－rad　protein

assay　kitにより定量した。

2－1－6　ウエスタンプロッティング法

　調製したサンプルにLaemmi　buffer（62．5　mM　Tris・HCI（pH　6．8）、2％SDS、10％

glycerol、2％2－mercaptethanol、0．1％bromophenol　blue）を加え、5分間煮沸し可溶

化した。泳動用緩衝液としてSDS－PAGE　running　buffer（25　mM　Tris　base、192　mM

glycine、1％SDS）を用いて、　SDSを含むポリアクリルアミドゲルにサンプルを4～
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20岬aneのせ、130　Vの定電圧で約120分間泳動し、タンパク質を分離した。次に、

このゲルをtransfer　buffer（25　mM　Tris　base、192　mM　glycine、20％methnol）中で、

100Vの定電圧でニトロセルロース膜上にトランスファーした。このニトロセルロー

ス膜を以下に示す抗体に対する条件で免疫反応させた後、ECL検出システムで化学

発光させ、X線フィルムに露光して目的タンパク質を検出した。

　（1）抗ICH－1L抗体

　細胞質画分を上記の方法により15％のゲルを用い電気泳動し、トランスファー後、

ニトロセルロース膜を抗ICH－1L抗体（TBST（10　mM　Tris－HCI（pH　8。0）、150　mM

NaCl、0．1％Tween　20）で200倍希釈）で4℃で一晩軽く振とうした。　TBSTで10分、3

回洗浄後、2次抗体（抗ヤギlgG－horseradish　peroxidase標識抗体、　TBSTで5000倍希釈）

で30分間振とうした。TBSTで10分、4回洗浄後、　ECL検出システムにより検出した。

　（2）抗CPP32抗体

　細胞質品分タンパク質を上記の方法により15％のゲルを用い電気泳動し、トラン

スファー後、ニトロセルロース膜をblocking　buffer（1％BsAを含むTBsT）で1時間

インキュベー・一・・一トすることでブロッキングを行った後、抗CPP32抗体（blocking　buffer

で1000倍希釈）4℃で一晩軽く振とうした。TBSTで10分、3回洗浄後、2次抗体（抗マ

ウスIgG－horseradish　peroxidase標識抗体、　TBSTで2000倍希釈）で30分間インキュベー

トした。TBSTで10分、4回洗浄後、　ECL検出システムにより検出した。

　（3）抗tubulinα抗体

　細胞質画分タンパク質を上記の方法により11％のゲルを用い電気泳動し、トラン

スファー後、ニトロセルロース膜をblocking　buffer（1％BSAを含むTBST）で1時間

インキュベートすることでブロッキングを行った後、抗tubulinα抗体（blocking

bufferで1000倍希釈）4℃で一晩軽く振とうした。　TBSTで10分、3回洗浄後、2次抗体

（抗マウスlgG－horseradish　peroxidase標識抗体、　TBSTで2000倍希釈）で30分間振とう

した。TBSTで10分、4回洗浄後、　ECL検出システムにより検出した。

　（4）抗PARP抗体

　粗膜画分タンパク質を上記の方法により8％のゲルを用い電気泳動し、トランス

ファー後、ニトロセルロース膜をblocking　buffcr（4％スキムミルクを含むTBST）で

1時間インキュベートすることでブロッキングを行った後、抗PARP抗体（blocking

bufferで5000倍希釈）4℃で一晩軽く振とうした。　blocking　bufferで10分、3回洗浄後、
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2次抗体（抗マウスlgG・horseradish　peroxidase標識抗体、　blocking　bufferで1000倍希釈）

で30分間振とうした。blocking　bufferで10分、4回洗浄後、　ECL検出システムにより

検出した。

2－1－7　使用薬物

　本章で用いた主な試薬の入手先はつぎの通りである。

Z－Asp－CH2－DCB（ペプチド研）、digitonin（和光純薬（株））、　protein　assay　kit（Bio－

rad）、　Ac－YVAD－MCA（ペプチド研）、Ac－DEVD－MCA（ペプチド研）、AMC（ペプチ

ド研）、DNase（ニッポンジーン）、oligo（dT）12－1、　primer（GIBCO　BRL）、DTr

（Sigma）、　RNase　inhibitor（和光純薬（株））、superscript　RT（GIBCO　BRL）、high

fidelity　PCR　system（Boehringer　Mannheim）、PMSF（Sigma）、aprotinin（ヘキスト）、

leupeptin（Sigma）、SDS（和光純薬（株））、bromophenol　blue（和光純薬（株））、Tween

20（和光純薬（株））、skim　milk（雪印乳業）、BSA（Sigma）、nitrocellulose　membrane

（Bio－Rad）　，　anti－lch－IL　antibody　（Santa　Cruze）　，　anti－CPP32　antibody　（Transduction

Laboratories）、anti一αtublin　antibody（生化学工業（株））、anti－PARP　antibody

（Clontech）　，　anti－goat　lgG　（Santa　Cruze）　，　anti－mouse　lgG　（／！linersham）　，　ECL　Western

blotting　detection　reagents　（Amersham）
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2－2実験結果

2－2－1C2セラミド、スフィンゴシン、スフィンゴミエリナーゼ処理によるDNAの

　　　断片化に対するZ－Asp－CH2－DCBの効果

　C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導に、　caspaseが関与しているか

否かを調べるため、caspaseの非選択的阻害薬であるZ－Asp－CH2－DCBを用いて検討し

た。各濃度のZ－Asp－CH，一DCBを20μM　C2セラミド処理の1時間前に前処理し、6時間

後、DNAの断片化を調べた。その結果、　Z－Asp－CH2－DCBは濃度依存的にDNAの断片

化を抑制し、50～100μMの濃度でDNAの断片化は完全に抑制された（図8）。このこ

とから、C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導時に、　caspaseが関与し

ていることが示唆された。また、スフィンゴシン、スフィンゴミエリナーゼによる

SK－N－MC細胞のアポトーシス誘導時に、　caspaseが関与しているか否かをZ－Asp－CH2－

DCBを用いて同様に検討したところ、　Z－Asp－CH2－DCBは濃度依存的に20μMのスフィ

ンゴシン、400mU／mlのスフィンゴミエリナーゼによるDNAの断片化を抑制し、100

μMの濃度でDNAの断片化は完全に抑制された（図9、図10）。以上の結果から、スフィ

ンゴシン、スフィンゴミエリナーゼによるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導に、

caspaseが関与していることが示唆された。

1018bp－Hレ

396　bp　一一）＞

220bp一御レ

　　　　　図8C2セラミド処理によるDNA断片化に対するcaspase
　　　　　　　非選択的阻害薬Z－Asp－CH2－DCBの効果

3．　20　ptM　C2－ceramide　4．　100　ptM　Z－Asp－DCB
5．　1　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　C2－ceramide　6．　10　pM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　C2－ceramide

7．　50　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　C2－ceramide　8．　100　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　C2－ceramide
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1　2　3　4　5　6　7　8

1018bp一レ

396　bp－
220　bp→レ

　　図9　スフィンゴシン処理によるDNA断片化に対するZ－Asp－CH2－DCBの効果

3．　20　ptM　sphingosine　4．　100　ptM　Z－Asp－DCB
5．　1　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　pM　sphingosine　6．　10　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　sphingosine

7．　50　pM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　sphingosine　8．　100　ptM　Z－Asp－DCB　＋　20　ptM　sphingosine

1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7

1018bp一レ

396　bp）
220　bp－i＞

図10　スフィンゴミエリナーゼ処理によるDNA断片化に対するZ－Asp－CH2－DCBの効果

3．　400　mU／ml　SMase　4．　100　ptM　Z－Asp－DCB
5．　1　ptM　Z－Asp－DCB＋400　mU／ml　SMase　6．　10　ptM　Z－Asp－DCB＋400　mU／ml　SMase

7．　100　ptM　Z－Asp－DCB　＋　400　mU／ml　SMase
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2－2－2H202処理によるDNAの断片化に対するZ－Asp－CH2－DCBの効果

　馬02、UV、　heat　shockなどの各種ストレスにより細胞内のセラミドが増加するこ

とが知られており、セラミドがこれらのストレスによるアポトーシスのセカンドメッ

センジャーとして働いていると考えられてる4）。そこで、H202によるアポトーシス

においても、C2セラミドと同様にcaspaseが関与しているかどうか、　caspaseの非選択

的阻害薬であるZ・Asp－CH2－DCBを用いて同様に検討した。その結果、100μM　H20、

の12時間処理によるDNAの断片化も100μM　Z・Asp－CH2・DCBの前処理により完全に

抑制された（図11）。このことから、H202によるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導に、

caspaseが関与していることが示唆された。

1　2　3　4　5　6　7

1018bp一レ

396　bp→レ

220bp一レ

図11H202処理によるDNA断片化に対するZ－Asp－CH2－DCBの効果

1．　Marker

3．　100　pM　H202

5．　1　pM　Z－Asp－DCB＋100　ptM　H，O，

7．　100　ptM　Z－Asp－DCB　＋　100　ptM　H，O，

2．　None

4．　100　ptM　Z－Asp－DCB

6．　10　ptM　Z－Asp－DCB　＋　100　ptM　H，O，
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2－2－3　C2セラミド、スフィンゴシン、　H202処理によるcaspaseの活性化

　C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導にcaspaseが関与していること

が示唆されたが、つぎに、caspaseが実際に活性化しているか否かについて、2種類

の蛍光基質、Ac－YVAD－MCA（caspase－1様プロテアーゼに特異的な発蛍光性テトラ

ペプチド基質）と、Ac－DEVD－MCA（caspase－3様プロテアーゼに特異的な発蛍光性

テトラペプチド基質）を用いて検討した。Ac－YVAD－MCAおよび、　Ac－DEVD－

MCAを基質とするcaspaseの種類は表1に示す。20μMのC2セラミドを培養液中に添

加後、3～4時間後からAc－DEVD－MCA切断活性が上昇し、5時間後に、この活性は

最大となった。このAc－DEVD－MCA切断活性はcaspaseの非選択的阻害薬であるZ－

Asp－CH2－DCBを100μMで1時間前処理することにより完全に抑制された（図12）。一

方、Ac－YVAD－MCA切断活性（ICEなどのearly　phase　caspases活性）はC2セラミド処

理により上昇しなかった（図12）。また、不活性型のジヒドロC2セラミドではAc－

DEVD－MCA切断活性は認められなかった（図12）。以上の結果より、　C2セラミドに

よるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導時に、　Ac－DEVD－MCA切断活性、すなわち、

caspase－3様プロテアーゼが活性化されていることが確認された。
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　　　　　図12caspase活性化に対するC2セラミドの効果

SK－N－MC細胞に各薬物を0～6時間、　Z－Asp－CH2－DCBは1時間前処理後、

caspaseの蛍光基質（DEVDまたはYVAD）に対する切断活性を測定した。

一一Z一一　20μMC2一㏄ramide（基質DEVDの場合）

→一一@20μMC2一㏄ramide（基質YVADの場合）
＋　20μMDiC2一㏄ramide（基質DEVDの場合）

一一怐p@20μMC2一㏄ramide＋100μM　Z－Asp－CH2－DCB（基質DEVDの場合）
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　また、スフィンゴシン、H202によるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導時に、

caspaseが活性化しているかどうか同様に検討したところ、20μMのスフィンゴシン

を培養液中に添加後、2～3時間後からAc－DEVD・一・MCA切断活性が上昇し、4時間後

に、この活性は最大となった（図13）。一方、100μMのH202を培養液中に添加後、4

～5時間後からAc－DEVD－MCA切断活性が上昇し、6時間後に、この活性は最大と

なった（図14）。このスフィンゴシンおよび、H202によるAc－DEVD－MCA切断活性

はcaspaseの非選択的阻害薬であるZ－Asp－CH，一DCBを100μMで1時間前処理すること

により完全に抑制された（図13、14）。一方、Ac－YVAD－MCA切断活性はスフィン

ゴシン、馬02処理によっても認められなかった（図13、14）。以上の結果より、スフィ

ンゴシンおよび、40，によるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導時にもC2セラミドの

場合と同様に、Ac－DEVD－MCA切断活性、すなわち、　caspase－3様プロテアーゼが活

性化されていることが明らかとなった。
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　　　　図13caspaseの活性化に対するsphingosineの効果

＋　20μMsphingosine（基質DEVDの場合）

＋　20μMsphingosine（基質YVADの場合）

一　20μMsphingosine＋100μM　Z－Asp－CH，一DCB（基質DEVDの場合）
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　　　図14caspase活性化に対するH202の効果

一100μMH202（基質DEVDの場合）

一一
｢・一・一一　100　pM　H202（基質YVADの場合）

→一一100μMH202＋Z－Asp－CH2－DCB（基質DEVDの場合）
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2－2－4SK－N－MC細胞におけるcaspase　mRNAの発現

　現在、ヒトで10種類のcaspaseサブタイプが知られており（表1）、アポトーシス誘

導の刺激、細胞種によって、関与するcaspaseの種類が異なっていると考えられてい

る。そこで、C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシスに関与するcaspaseのサ

プタイプを検討するため、最初に、RT－PCR法を用いて、　SK－N－MC細胞に発現する

caspase　mRNAのサブタイプを調べた。その結果、　SK－N－MC細胞においてcaspase－

2、一3、一4、一6、一7、一8、一9、・一10mRNAの発現が認められた（図15）。また、20μMの

C2セラミド6時間処理は、　caspase　mRNAの発現レベルに影響を与えなかった。以

上の結果から、SK－N－MC細胞においてcaspase－2、一3、一4、一6、一7、一8、一9、一10

mRNAが発現しており、　C2セラミドはcaspaseのmRNAレベルに影響を与えないこと

が示された。
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一　caspase－3

一　caspase－5

一　caspase－7

一　caspase－9

＜トGAPDH

一　caspase－2

一　caspase－4

〈t一一　caspase－6

一　caspase－8

〈＋　caspase－1　O

図15SK－N－MC細胞におけるcaspase　family　mRNAの発現

SK－N－MC細胞におけるcaspase　family　mRNAの発現を

RT－PCR法を用いて検討した。　positive　controlとして

Jurkat細胞のtotal　RNAを用いた。
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2－2－5C2セラミド処理によるpro－caspase－2および一3のプロセシングの検討

　一般に、caspaseは活性化に伴いタンパク質レベルでプロセシングされることが知

られている。C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシスに関与するcaspaseのサ

ブタイプをタンパク質レベルで検討するため、caspase－2および3に特異的な抗体を用

いてウエスタンプロット解析を行った。その結果、20μMのC2セラミド処理により、

caspase－2の前駆体が、処理時間依存的に減少した（図16）。caspase－3の前駆体も、20

μMのC2セラミド処理により、処理時間依存的に減少した（図16）。また、サンプル

間のタンパク質量の差が無いことを確認するため、α一tubulinに対する抗体を用いて、

ウエスタンプロット解析を行い、用いたサンプル間にタンパク質量の差は無いこと

を確認した。以上の結果から、C2セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシス誘導

時に、caspase－2および一3の前駆体が減少することが明らかとなった。このcaspase－2

および一3の前駆体の減少は、caspase－2および一3が活性化に伴ってプロセシングされ

た結果、生じたと推定された。

20　pM　C2－ceramide

　　（kDa）　O　1
（A）　46，g

34．1

2　4　6　12　（h）

一　pro－caspase－2

（B）

34．1 （■■■D　（■■■●●●●■●●■嘱●　G陶哨■● 一　pro－caspase－3

（C）　8i．O

47．7
御
鱒
噸
い

　
● ＜トーα一tublin

図16pro－caspase－2、一3のプロセシングに対するC2セラミドの影響

20μMのC2セラミドで各時間処理したSK－N－MC細胞の細胞質画分を、

（A）anti－ICH－1L　pAb、（B）anti－CPP32　mAb、（C）anti一α一Tublin　mAbでウ

エスタンプロット解析した。
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2－2－6C2セラミド処理によるPARPの切断

　つぎに、caspaseの基質であるPARPがC2セラミド処理により切断されるか否かに

ついて、PARP特異的抗体を用いてウエスタンプロット解析により検討した。20μM

のC2セラミドを各時間処理したSK－N－MC細胞の粗膜画分を用いて、　PARPのC末端

側を認識する抗体でウエスタンプロット解析を行った結果、C2セラミドの処理時間

依存的にPARPの断片に相当する約85　kDaのバンドの増加が認められた（図17）。

20　ptM　C2－ceramide

（kDa）

111

83

（h）

図17PARPの切断に対するC2セラミドの効果

20μMのC2セラミドで各時間処理したSK－N－MC細

胞の粗膜画分を、anti－PARP　mAbでウエスタンプ

ロット解析した。
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　このC2セラミド処理によるPARPの断片に相当する約85　kDaのバンドの増加は、

caspaseの非選択的阻害薬であるZ－Asp－CH，一DCBを1時間前処理することにより、濃

度依存的に抑制された（図18）。また、不活性型のジヒドロC2セラミドではPARPの

切断は認められなかった（図18）。このことから、C2セラミドによるSK・N－MC細胞

のアポトーシス誘導時に、caspaseの基質であるPARPの切断が引き起こされ、この

C2セラミドによるPARPの切断はcaspaseによるものであることが明らかとなった。

以上の結果より、C2セラミドによるSK－N・MC細胞のアポトーシスの誘導にcaspase－2

および一3の活性化が一部関与していることが示唆された。

20　ptM　C2－cer　6　h 十 十 十 十 十

20　ptM　DiC2－cer　6　h 十

Z－Asp－CH，一DCB（ptM）　O

　　　　　　　（kDa）

111

83

o 1
10　50　100　O

図18　C2セラミドまたは、ジヒドロC2セラミドの各処理による
　　　PARPの切断に対する各種濃度のZ－Asp－CH，一DCBの効果
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2－3考察

　Z－Asp－CH2－DCBは、　caspaseの非選択的ペプチド阻害薬であり、脂溶性の高い

benzyloxycarbonyl基をもつため、細胞に効率よく取り込まれると考えられている33）。

そこで、セラミドによって惹起されるSK－N－MC細胞のアポトーシスにcaspaseが関与

しているか否かを明らかにするため、まず最初に、Z－Asp－CH2－DCBを用いて、　DNA

の断片化に対する効果について検討した。その結果、Z－Asp－CH2－DCBは濃度依存的

に、C2セラミド、スフィンゴシン、スフィンゴミエリナーゼにより引き起こされる

DNAの断片化を抑制した。このことから、　C2セラミド、スフィンゴシン、内在性の

セラミドによるアポトーシスの誘導にcaspaseが関与していることが示唆された。ま

た、qo2、　UV、熱ショック刺激などの各種ストレスによるアポトーシスの誘導に、

セラミドがセカンドメッセンジャーとして働いていると考えられていることから4）、

隅O，により引き起こされるDNAの断片化についても同様に検討したところ、　Z－Asp－

CH2－DCBは濃度依存的に抑制した。このことから、　H202によるアポトーシスの誘導

にもcaspaseが関与していることが示唆された。しかしながら、　SK－N－MC細胞におい

て、40，によるアポトーシスにセラミドがセカンドメッセンジャーとして働いてい

るか否か不明であり、今後検討が必要である。

　つぎに、実際にcaspaseが活性化されているか否かを、　caspaseの蛍光基質を用いて、

in　vitroの系で検討した。その結果、　C2セラミド、スフィンゴシン、　H202処理により

DEVD切断活性が上昇したが、　YVAD切断活性は上昇しなかった。現在ヒトで10種

類のcaspaseサブタイプが存在し、そのうち、　caspase－3、一7がDEVDを基質とし、

caspase－1、4がYVADを基質とすることが知られている。　SK－N－MC細胞に発現してい

るcaspaseのサブタイプをRT－PCR法により調べたところ、　caspase－2、一3、一4、一6、一

7、一8、一9、一10が発現していた。このことから、セラミドによるSK－N－MC細胞のア

ポトーシス誘導時にcaspase－3、および・7が活性化する可能性が示唆された。しかし

ながら、DEVD、　YVADを基質としない他のcaspaseサブタイプ（caspase－2、一6、一8、一

9、一10）が活性化している可能性も考えられる。そこで、つぎに、SK－N－MC細胞の

アポトーシス誘導時に活性化するcaspaseのサブタイプをタンパク質レベルで検討し

た。

　一般に、caspaseは活性化に伴いプロセッシングされることが知られている。

caspase－1（ICE）については、　ICEの前駆体（p45）が、活性化によりプロセシングされ、

p20とp10のポリペプチドがつくられ、そのp20とp10がヘテロニ量体を作り、さらに、

四量体を形成して活性型酵素となることがX線解析の結果から明らかにされており34・

35）、他のcaspaseサブタイプもICEと同様に活性化に伴いプロセシングされ、四量体
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を形成すると考えられている。そこで、セラミドによるSK－N－MC細胞のアポトーシ

ス誘導時に、caspaseがプロセシングを受けるか否か検討した。その結果、　caspase－2

および一3の前駆体が、C2セラミド処理により減少した。また、　caspaseの基質である

PARPの切断もC2セラミド処理により引き起こされたことから、セラミドによるSK－

N－MC細胞のアポトーシス誘導時に、　caspase－2および一3が活性化されている可能性が

示唆された。一方、caspase－6、7、8、9、10については、その特異的な抗体が入手出

来なかったことから、解析不可能であった。今後、抗体が入手出来次第、検討する

つもりである。

　ヒトで10種類のcaspaseが存在しており、組織、細胞の違いにより発現している

caspaseの種類が異なることが知られている。　caspase－1ノックアウトマウスでは、そ

の発生過程は正常に行われ、胸腺細胞において、放射線やステロイドホルモンによ

る細胞死に対しては影響しないものの、抗Fas抗体による細胞死は抑制されることが

報告されている36）。caspase－3ノックアウトマウスでは、胎生期に2／3以上のマウスが

死亡し、生まれてきたホモ欠損マウスは、脳神経系に異常をきたしており、生後3週

間以内に全てのマウスが死亡する。しかしながら、胸腺細胞において、デキサメタ

ゾン、抗Fas抗体による細胞死に影響を及ぼさなかった37）。これらの知見から、細胞

の種類や、刺激の種類の違いによって、caspaseが使い分けられていることが考えら

れる。一方、ラット副腎髄質褐色細胞腫細胞PC12において、カルシウムイオノフォ

アによる細胞死の過程に、caspase－1様プロテアーゼの活性が上昇し、遅れてcaspase－

3様プロテアーゼの活性が上昇し、caspase－3様プロテアーゼの活性の上昇には

caspase－1様プロテアーゼの活性の上昇が必要であることが報告されている38）。　Fas刺

激による細胞死の系では、caspase－8がcaspase－3の上流で働くことが報告されている39・

Ut｝）。これらの知見は、　caspaseファミリーの分子間で補体系のようなプロテアーゼカ

スケードを構成して、アポトーシスを引き起こす可能性を示唆している。今回筆者

が用いたSK－N－MC細胞においてセラミド処理により、少なくともcaspase－2および一3

が活性化されることが示唆された。in　vitroにおいてcaspase－3がcaspase・2を切断する

ことが報告されていることから41）、caspase－3がcaspase－2を活性化し、アポトーシス

を誘導する可能性が考えられる。しかしながら、caspase－2および一3のウエスタンプ

ロット解析の結果、caspase－2の活性化はcaspase－3の活性化より早く起きていると思

われることから、caspase－2とcaspase－3はparallelに活性化されると推測される。一方、

他のcaspase（caspase－6、7、8、9、10）も独立に、あるいは、プロテアーゼカスケー

ドを構成して関与している可能性も考えられ、今後、検討していく必要がある。ま

た、セラミドによって引き起こされるアポトーシス誘導時にcaspasc－3が活性化され

ることはすでに報告されているが42）、今回初めて、caspase－2が活性化されることを

見いだした。セラミドによるcaspase－2の活性化はSK－N－MC細胞、あるいは神経細胞
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に特異的な現象であるのか否か、さらには、セラミドによるアポトーシスの誘導に

caspase－2とcaspase－3の両方とも必要であるのか、あるいは、どちらか一方のみで十

分であるのか否か疑問が残る。今後、SK－N－MC細胞以外の神経系細胞を含む他の細

胞においてもセラミドによるcaspase－2の活性化が引き起こされるのか、さらに、

caspase－2、一3のドミナントネガティブ体を移入したtransfectantや、アンチセンス法を

用いて、caspase－2および一3の活性化がセラミドにより引き起こされるアポトーシス

に必須であるのか否か検討していく必要があろう。

　ところで、セラミドはどのような分子を介してcaspaseを活性化するのであろうか。

膜透過性のセラミドにより活性化される因子に、MAPKファミリーであるSAPK／

∫NK（stress－activated　protein　kinase／c－Jun　N－terminal　kinase）43）、セリン／スレオニンキ

ナーゼであるCAPK（ceramide　activated　protein　kinase）“）、PP2A類似のプロテインフォ

スファターゼであるCAPP（ceramide　activated　protein　phosphatase）45・　46）などが報告さ

れている。また、CAPKがRas経路のメンバーで、　Rafを活性化するKSR（kinase

suppressor　of　Ras）と同一分子であること47）、　CAPPを介して。－Mycをdown　regulation

することng）などが報告されている。これらの因子のうち、　SAPK／JNKの活性化がセ

ラミドによるアポトーシスに必要であることが、SEK1（SAPK／ERK　kinase－1）、c－Jun

のドミナントネガティブ体の強制発現や、アンチセンス法を用いた実験により報告

されている4・　49）。また、TNF一α、　UV、放射線、熱ショックなどのストレスや、　NGF

除去によるアポトーシスにおいても、SAPK／JNKが関与することが報告されている

4・　5｛1）。しかしながら、caspaseの活性化にSAPK／JNKの活性化が必須であるか否かは

不明であり、逆に、FasによるSAPK／JNK、　p38　MAPKの活性化はcaspaseの下流にあ

り、アポトーシスに関与しないことや51・52）、TNF一αによるSAPK／JNKの活性化は細

胞死と独立した現象であること53・54）が報告されており、細胞種、刺激により、

SAPK／JNKのアポトーシスへの関与は異なっていると考えられる。筆者は、セリン／

スレオニンキナーゼの阻害薬であるH－7、チロシンキナーゼの阻害薬であるハービ

マイシンAを用いて、C2セラミドによるDNAの断片化およびcaspaseの活性化に対す

る効果を検討したが、ハービマイシンA、H－7自身がアポトーシスのinducerとなり、

caspaseを活性化してしまうため、その効果をみることが出来なかった（データー未

提示）。実際、セリン／スレオニンキナーゼの阻害薬であるスタウスロポリンはアポ

トーシスのinducerとして頻繁に使用されている。したがって、ドミナントネガティ

ブ体を移入したtransfectantや、アンチセンス法を用いて、　SAPK／JNKの関与を今後検

討する必要があろう。
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第3章 セラミドによるアポトーシス誘導におけるcytochrome　cの関与

小面

　現在、主に二つのcaspaseの活性化機構が明らかにされている。一一つはFas、　TNF一α

などのレセプター刺激によるcasapseの活性化機構である。抗Fas抗体、　Fas　Iigand、

あるいは、TNF・α刺激によって、　FasやTNF・α受容体の細胞内ドメインに存在する

death　domainと呼ばれる領域55）に、　FADD（Fas－associated　protein　with　a　novel　death

domain）あるいは、　TRADD（TNFRI　associated　death　domain　protein）と呼ばれるアダ

プター分子が結合56‘58）し、さらに、caspase－8（FLICE；FADD・like　ICE）がFADDを介

して活性化され39・　a」｝）、他のcaspaseを活性化する。　caspase－8によってどのcaspaseの活

性化がどのような経路で遂行されるのかは、未だ明らかにされていない。もう一つ

は、Baxの強制発現、　UV、スタウスロポリンなど、非レセプター刺激によるcasapse

の活性化機構であり、ミトコンドリアタンパク質であるcytochrome　cが関与すること

が最近明らかになってきた。

　ミトコンドリアタンパク質であるcytochrome　cは電子伝達系の構成因子である。　in

vitroにおいてcytochrome　cは、　dATPの存在下でcaspase－3を活性化し、　DNAの断片化

を引き起こすことが報告され59）、cytochrome　cがcaspaseの活性化因子であることが示

唆された。実際にBaxやスタウスロポリンなどによるアポトーシス誘導時に、ミト

コンドリアから細胞質にcytochrome　cが漏出されることα｝”62）、アポトーシス阻害因子

であるBcl－2はその漏出を抑制することが報告されα｝・61）、　cytochrome　cがアポトーシ

スのシグナル伝達因子であることが示唆された63）。そこで、本研究では、セラミド

により引き起こされるSK－N－MC細胞のアポトーシスにおけるcytochrome　cの関与に

ついて検討した。

3－1実験方法

3－1－1細胞質画分の調製

　10cmディッシュにコンフルエントになるまで培養した細胞をPBSで洗浄後、3mI

のPBSで回収し、2，000×9、3分間遠心した。ペレットを200μ1のlysis　buffer（10　mM

HEPES－NaOH（pH　7．4）、1mM　EDTA、250　mM　Sucrose）で懸濁し、液体窒素で凍結、
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溶解を行った。その細胞懸濁液を、氷中でDounce　homogenizerで10　strokeホモジナ

イズした後、4℃、2，000×g、5分間遠心し、その上清をさらに、4℃、18，000×

g、20分間遠心し、その上清を細胞質画分とした。

3－1－2抗cytochrome　c抗体によるウエスタンプロッティング法

　細胞質画分タンパク質を2－1－6の方法により15％のゲルを用い電気泳動し、トラン

スファー後、ニトロセルロース膜をblocking　buffer（4％スキムミルクを含むTBST）

で1時間インキュベートすることでブロッキングを行った後、抗cytochrome　c抗体

（blocking　bufferで1000倍希釈）を加え4℃で、一晩軽く振とうしながらインキュベー

トした。TBSTで10分、3回洗浄後、2次抗体（抗マウスIgG－horseradish　peroxidase標識

抗体、blocking　bufferで2000倍希釈）で30分間振とうしながらインキュベートした。

TBSTで10分、4回洗浄後、　ECL検出システムにより検出した。

3－1－3　S－100野分の調製

10㎝ディッシュにコンフルエントになるまで培養したSK－N－MC細胞をPBSで洗浄

後、3mlのPBSで回収し、2，000×g、3分間遠心した。ペレットを10　cmディッシュ1

枚につき100叫のbuffer　A（20　mM　HEPES（pH　7．5）、10　mM　KCI、1．5　mM　MgC12、1

mM　EDTA、1mM　EGTA、1mM　DTT、1mM　PMSF、1μg／ml　aprotinin）に懸i濁し、

家中に15分間静置した。その後、氷山で超音波粉砕を行った後、4℃、2，000×g、

10分間遠心し、その上清を4℃、18，000×g、20分間遠心し、さらにその上清を4℃、

100，000×g、1時間遠心し、得られた上清をS－100画分とした。

3－1－4S－100（一cyt　c）画分の調製

　40叫の抗cytochrome　c抗体（native　fo㎜を認識、0．5μg／μ1）に、1：1に混合した

Protein　G一とProtein　A－Sepharose（50％slurry）を50μ1加え、氷中で3時間静置後、3－1－3

により得られたS－100画分の一部を加え、4℃で一晩回転させながら、インキュベー

トした。インキュベーション終了後、4℃、10，000×9、15分間遠心し、得られた上

清を、S－100画分からcytochrome　cを取り除いて、　S－100（一cyt　c）画分とした。

3－1－5　プラスミドのE．coliへのトランスフォーメーション

　Competent　E．　coli　100μ1にプラスミド50～100　ngを混和し、氷中で30分間インキュ

ベートした。42℃で90秒間インキュベートした後、氷中で2分間静置し、500叫の

LB　Broth（1％bacto　trypton、05％bacto　yeast　extract、170　mM　NaCl）を加え37℃

で1時間激しく振とうした。その培養液をLB／ampicilin　plate（1％bacto　trypton、0．5
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％bacto　yeast　extract、170　mM　NaCl、1％bacto　agar、50　F9／ml　ampicilin）上にスト

リー・一一’クし、37℃で一晩培養した。

3－1－6　Small　scale　preparationによるプラスミドDNAの精製

　LB／ampicilin　plate上に生育した各コロニーを、4mlのしB　Brothに、4μ1のampicilin

を加えた培養液に接種して37℃で一晩振とう培養した。培養後の菌液3mlを18，000

×g、1分間遠心し、沈殿に100叫のsolution　I（25　mM　Tris－HCI（pH　8．0）、10mM

EDTA、50　mM　glucose）を加え懸濁し、200μ1のsolution　II（O．2N　NaOH、1％SDS）を

加え穏やかに混和した後、氷中で5分間インキュベートした。150叫のsolution　III（3

Mpotassium　acetate、5Mglacial　acetic　acid）を加え、激しく混和し、忌中で5分間静

置後、4℃、18，000×g、5分間遠心し、得られた上清に等量の2－propanolを加え、室

温で5分間インキュベートした。4℃、18，000×g、15分間遠心し、沈殿を50叫のTE

（10mM　Tris－HCl（pH　8．0）、1mM　EDTA）に溶解し、1μ1の1　mg／ml　RNase加え37℃

で30分間インキュベートした。インキュベーション終了後、phenol／CHCI3抽出を1回

行い、エタノール沈殿後、得られた沈殿をプラスミドDNAとして適当量の滅菌水に

溶解した。シークエンシングを行う場合は、このプラスミドDNA溶液50μ1に対し、

30叫のPEG　6，000－NaC1（20％PEG　6，000、2．5　M　NaCl）を加え、氷中で1時間インキュ

ベート後、4℃、18，000×g、20分間遠心し、得られた沈殿をシークエンシング用プ

ラスミドDNAとして適当量の滅菌水に溶解した。

3－1－7Large　scale　preparationによるプラスミドDNAの精製

　Small　scale　preparationの際に残しておいた菌液100μ1を、500　mlのしB　Brothに500

叫のampicilinを加えた培養液に加え、37℃で一晩振とう培養した。培養後の菌液を4

℃、4，000×g、20分間遠心し、沈殿を10mlのsolution　Iに懸濁し、20　mlのsolution　II

を加え穏やかに混和し、氷中で5分間インキュベートした。15mlのsolution　IIIを加え、

激しく混和し、氷中で10分間インキュベート後、4℃、10，000×9、20分間遠心し、

その上清に等量の2－propanolを加え、室温で15分間インキュベートした・18℃・

27，000×g、20分間遠心し、得られた沈殿を6mlのTEに溶解し、6μ1の20　mg／ml

RNaseを加え、室温で15分間静置した。7．2　mg　CsCl、30μ1のEtBrを加え、　Quick－Seal

Centrifuge　Tubeに移しチューブを封入後、18℃、100，000×g、16時間超遠心した。

超遠心後、分離したプラスミドDNA層をチューブから抜き取り、もう1回同じ条件

で超遠心した。超遠心後、分離したプラスミドDNA層をチューブから抜き取り、等

量のTE飽和n－butanolを混和後、2，000×9、3分間遠心し、上層を除去する操作を繰

り返し、EtBrを除いた。下層に等量のTEを加え、その総量の2．5倍量のethanolを加え、
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室温で10分間静置した後、18℃、12，000×9、20分間遠心した。得られた沈殿をプ

ラスミドDNAとして適当量の滅菌水に溶解した。

3－1．8　プラスミドの構築

　caspase－2の全長を含むプラスミド（pBactH37Z）と、　Jurkat細胞より抽出したtotal

RNAから逆転写して得られたcDNAを鋳型として、　PCRを行い、全長のcaspase－2およ

びcaspase－3　cDNAをそれぞれ得た。得られたPCR産物に、3μ1の10×PCR　buffer（15

mM　MgC12を含む）、1．8μ1の25　mM　MgC12、3μ1の10　mM　dNTPs・0・3μ1のampliTaq

pCR　polymerase（5　U／μ1）を加え、滅菌精製水で全量を30μ1にし、72℃で20分間イン

キュベートすることによりdATPを付加した。その後、エタノール沈殿し、　PCR産物

を精製した後、Eukatyotic　TA　Cloning　Kitを用いて、　pCR3．1にサブクローニングし

た。PCR産物とpCR3．1をモル比で10：1になるように加え、滅菌精製水で5回にし、5

岬のsolution　I（DNA　Ligation　Kt　Ver．　II）を加え全量を10μ1にし、16℃で1時間イン

キュベートすることにより、ライゲーション反応を行った。このライゲーション反

応液をcompetent　E．　coli　TOP10にトランスフォームし、プレート上に生育したコロ

ニーを数クローンずつ、Small　scale　preparationにより、プラスミドDNAを精製した。

pCR3．1－caspase－2に対してはBamH　Iで、　pCR3．1－caspase－3に対してはHind　IIIで消化し・

正しい方向をもつプラスミドDNAを選択した。3－1－9に従いシークエンシングし塩基

配列を調べ、方向と塩基配列の正しいクローンについてLarge　scale　preparationによ

り、pCR3．1－caspase－2とpCR3．1－caspase－3プラスミドDNAを得た。

3－1－9　塩基配列の確認

　シークエンシングは、ABI　PRISMTM　Dye　Terminator　Cycle　Sequencing　Ready

Reaction　Kitを用いてプラスミドDNAをラベルし、373A　DNA　Sequencerを用いて行っ

た。プラスミドDNA　1μ9に、1μ1の3．2μM　primer、8μ1のDye　Terminatorを加え、滅

菌精製水で全量を20叫にした。Perkin　Elmer　Gene　Amp　PCR　system　2400－Rを用い

て、この反応液を96℃で3分間熱変性を行い、それ以降、96℃で30秒、50℃で15秒、

60℃で4分間サイクルを25回行った。反応終了後、エタノール沈殿し、6岬のloading

buffer（formamide、50μM　EDTA、　Blue　dextran）に溶解後、泳動bufferとしてTBE

（89．2mM　Tris、89　mM　Boric　acid、2mM　EDTA）を用い、6％のシークエンシング

ゲル（6％acrylamide、1×TBE、50％Urea）に電気泳動し、373A　DNA　Sequencer

を用いて解析し、塩基配列を決定した。
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34－10　in　vitro　translationによる35S－methionineラベルcaspase－2およびcaspase－3タンパ

ク質の調製

　35S－methionineラベルcaspase－2およびcaspase－3タンパク質の調製は、　TNT　T7

Coupled　Reticulocyte　Lysate　Systemを用いて行った。1Flの1μg／μl　pCR3．1－caspase－2

あるいは1㎎／μlpCR3．1－caspase－3に、25μ1のTNT　Rabbit　Reticulocyte　Lysate、2Flの

TNT　Reaction　buffer、1μ1の1　mM　Amino　Acid　Mix　Minus　Methionine、1μ1のTNT

T7　RNA　polymerase、1μ1の25　U／Ptl　RNase　inhibitor、4μ1の1000　Ci／nmol　35S－

methionineを加え、全量をDEPC処理滅菌水で50μ1とし、30℃で15時間インキュベー

トすることで、35S－methionineラベルcaspase－2およびcaspase・3を得た。

3－1－11S－100画分による35S－methionineラベルcaspase－2およびcaspase－3の切断

　50㎎のS－100あるいはS－100（一cyt　c）画分に、1μ1の20　mM　MgC12、1　plの20　mM

dATP、1μ1の35S－caspase－2あるいはcaspase－3を加え、全量をbuffer　Aで20μ1とし、30

℃で2時間インキュベートした。また、S－100（一cyt　c）画譜にcytochrome　c標品を0．2μg

加えたサンプルも同様に行った。5　ptの5×SDS　buffer（78．125　mM　Tris－HCI（pH

6．8），　2．5　9（o　SDS，　12．5　910　glycerol，　2910　2－mercaptoethanol，　O．125　e／o　bromophenol

blue）を加え、反応を停止した後、5分間煮沸し、15％ゲルでSDS－PAGEを行った。

泳動終了後、ゲルをクーマシープリリアントブルーで染色後、脱染し、乾燥させた

後、BAs　2000（Fuji）を用いて：解析した。

3・1－12　使用薬物

　本章で用いた主な試薬の入手先はつぎの通りである。

anti－cytochrome　c　antibody（Pharmingen）、anti－cytochrome　c　antibody（native　formを認

識、Pharmingen）、Protein　G－Sepharose（Pharmacia　Biotech）、Protein　A－Sepharose

（Pharmacia　Biotech），　bacto　trypton（Difco），　bacto　yeast　extract（Difco），　bacto　agar

（Difco）、　ampicillin　sodium（和光純薬（株））、Quick－Seal　Centrifuge　Tubes

（Beckman）．　Eukatyotic　TA　Cloning　Kit（lnvitrogen）　．　TNT　T7　Coupled　Reticulocyte

Lysate　System（Promega）、35S－methionine（NEN）、cytochrome　c（和光純薬（株））、各

種制限酵素（Takara）、DNA　Ligation　Kit　Ver．　II（Takara）、ABI　PRISMTM　Dye

Terminator　Cycle　Sequencing　Ready　Reaction　Kit（Perkin　Elmer）　，　ampliTaq　PCR

polymerase　（Perkin　Elmer）
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3－2　実験結果

3．．2・・1C2セラミド処理によるcytochrome　cの細胞質への漏出

　最近、アポトーシスの初期段階でミトコンドリアタンパク質cytochrome　cが細胞質

に漏出し、caspaseを活性化することが報告された59・α｝）。そこで、　SK－N－MC細胞にお

いてC2セラミド処理によるアポトーシス誘導時に、　cytochrome　cの細胞質への漏出

が起きているか否かを抗cytochrome　c抗体を用いたウエスタンプロット解析により検

討した。その結果、20　ptV（　C2セラミド処理4時間後からcytochrome　cの細胞質への漏

出が認められた（図19）。このcytochrome　cの細胞質への漏出はcaspaseの非選択的阻害

薬であるZ－Asp－CH2－DCBを100μM、1時間前処理しても抑制されなかった（図20）。

したがって、C2セラミド処理によるアポトーシス誘導時に、　cytochrome　cの細胞質

への漏出が生じること、またこの現象は、caspaseの活性化より上流で起きているこ

とが示唆された。

20　pM　C2－ceramide

（kDa）

20．9

o 1 2 4 6 12　（h）

7．4

図19cytochrome　cの細胞質への漏出に対するC2－ceramideの効果

　　各時間C2－ceramide処理したSK－N－MC細胞の細胞質画分を

　　anti－cytochrome　c　mAbでウエスタンプロット解析した。

20　ptM　C2－ceramide　＋　100　ptM　Z－Asp－CH2－DCB

（kDa）

20．9

7．4

o 1 2 4 6 12　（h）

図20C2－ceramideにより引き起こされるcytchrome　cの細胞質へ

　　　の漏出に対するZ－Asp－CH，一DCBの効果
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3－2－2cytochrome　cによるcaspase－2およびcaspase－3の活性化

　現在、cytochrome　cがcaspase－3を活性化することが報告されているが59）、　caspase－2

を含む他のcaspaseサブタイプを活性化するか否かは不明である。そこで、

cytochrome　cがcaspase－2を活性化するか否かを、　SK－N－MC細胞のS100画分を用いて、

in　vitroの系で検討した。まず最初に、　S100画分およびS－100（一cyt　c）画分が正しく調

製されているか否か調べるため、抗cytochrome　c抗体を用いたウエスタンプロット解

析により検討した。その結果、S100画分においてcytochrome　cの存在が確認された・

一方、免疫沈降法によりS100画分からcytochrome　cを除去したS－100（一cyt　c）画分にお

いてはcytochrome　cのバンドは検出されなかったことから、　S　100画分およびS－100（一

cyt　c）画分が正しく調製されていることが確認された（図21）。また、　S－100（一cyt　c）画

分に馬心臓から精製したcytochrome　c標品を0．2μ9加えたサンプルにおいて

cytochrome　cのバンドが検出された（図21）。
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図21SK－N－MC細胞のS－100画分を抗cytochrome　c抗体で
　　　ウエスタンプロット解析
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　この三つの画分を用いて、in　vitroにおいてcytochrome　cがcaspase－2を活性化するか

否かを検討した。その結果、S100画分とともにインキュベートしたサンプルにおい

て、35S－caspase－2の前駆体がプロセッシングされて生じたと推定される33　kDaのバン

ドと、14kDaのバンドが検出された。一方、　S　100画分からcytochrome　cを除去した

S100（一cyt　c）画分においては、この二つのバンドは検出されなかった（図22）。さら

に、S100（一cyt　c）画分に、　cytochrome　c標品を0．2μ9加えたサンプルでは、再びこの二

つのバンドが検出された（図22）。以上の結果から、in　vitroにおいて、　cytochrome　cに

より活性化されるシグナルはcaspase－2の前駆体を切断すること、すなわち、　caspase－

2を活性化することが示唆された。また、caspase－3についても同様に行ったところ、

S100回分とともにインキュベートしたサンプルにおいて、35S－caspase－3の前駆体がプ

ロセシングされて生じたと推定される11kDaのバンドが検出された（図22）。一方、

S100（一cyt　c）画分において、11kDaのバンドは消失した（図22）。S100（一cyt　c）画分に

cytochrome　c標品を0．2μg加えたサンプルで、再びこの11　kDaのバンドが検出された

（図22）。以上の結果より、in　vitroにおいて、　cytochrome　cはcaspase－3を活性化するこ

とが示唆された。
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図22caspase・2、一3の切断に対するcytochrome　cの効果
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3．3考察

　C2セラミド処理によりミトコンドリアタンパク質であるcytochromc　cが細胞質に

漏出するか否かを検討した。その結果、C2セラミド4時間処理後から細胞質への漏

出が観察された。C2セラミドによるcaspase－2および一3の活性化は、　C2セラミド処理

後、4～6時間後から引き起こされることを第2章で示した。また、caspaseの非選択

的阻害薬であるZ－Asp－CH2－DCBは、　cytochrome　cの細胞質への漏出を抑制出来なかっ

た。以上のことから、cytochrome　cの細胞質への漏出は、あらゆるcaspaseの活性化に

先行して起こることが示唆された。

　しかしながら、cytochrome　cがどのような機序でミトコンドリアから遊離されるの

か明らかではない。ミトコンドリアタンパク質で、電子伝達系の構成因子である

cytochrome　c　oxidase　subunit　IIは、スタウスロポリンなどのcytochrome　cを漏出させ

る刺激によって、細胞質へ遊離はしない61）。このことから、cytochrome　cの細胞質へ

の漏出は、ある程度の特異性があるように思われる。アポトーシスの誘導の初期の

段階でミトコンドリアの膜電位が低下し、Bcl－2がそれを抑制することが報告されて

いる（s4’66）。さらに、　Bcl－2はcytochrome　cの細胞質への漏出を抑制することも報告され

ているa）・　61）。また、ミトコンドリアタンパク質であり、単独でcaspaseを活性化する

AIF（apotosis－inducing　factor）は、ミトコンドリア膜電位の損失にともなって遊離す

ることが知られている67）。これらのことから、ミトコンドリアの膜電位の低下が

cytochrome　cの漏出に関与していることが考えられるが、一方で、　Baxによって誘導

されるcytochrome　cの漏出は、　Bcl－2で抑制されないこと、　cytochrome　cの漏出はミト

コンドリアの膜電位の低下より早く生じることα〕）など、cytochrome　cの漏出に対する

ミトコンドリア膜電位の低下の関与を否定する報告も存在する。したがって、

cytochrome　cの漏出に対するミトコンドリア膜電位の低下の関与は明らかではない。

最近、Bcl．2ファミリーがイオンチャンネルを形成し、膜の透過性を制御している可

能性が報告された68’7〔｝）。また、cytochrome　cを遊離させるBaxが、イオンチャンネル

活性をもつことが報告された71）。これらのことから、Bcl－2ファミリーがミトコンド

リア内外のイオンのバランスの変化によって、あるいは、ミトコンドリア膜上にボ

アを形成して、cytochrome　cの遊離を制御している可能性が考えられる。したがって、

細胞内のセラミドが何らかのシグナルを介して、ミトコンドリアに作用し、イオン

バランスの変化、あるいは、ミトコンドリア膜上にボアを形成して、cytochrome　cを

細胞質に漏出させる可能性が考えられるが、この点については単離したミトコンド

リアを用いて、セラミド添加のこれらの影響を調べるなどさらなる検討が必要であ

る。
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　現在までに、in　vitroでcytochrome　cがcaspase－3を活性化することは報告されている

が59）、caspase－2を活性化するか否かは未だ明らかではない。そこで、　SK・N－MC細胞

のS－100画分を用いて検討したところ、in　vitroにおいてcytochrome　cはcaspase－3と同

様に、caspase－2を活性化することを初めて見いだした。しかしながら、　cytochrome　c

がどのような機序でcaspase－2を活性化するのかは明らかではない。最近、

cytochrome　cによるcaspase－3の活性化機構が報告された72）。細胞質へ遊離した

cytochrome　cは、線虫のCed－4のヒトのホモログとして同定されたApaf一　1（apoptotic

protease　activating　factor－1）73）と結合し、このcytochrome　c、　ApafL1複合体がcaspase－9

と結合することにより、caspase－9が活性化され、下流のcaspase－3を活性化するとい

うものである。また、cytochrome　c、　Apaf－1複合体とcaspase－9の結合には、　dATPが

必要である。第2章のcaspase－2および一3のウエスタンプロット解析の結果は、

caspase－2とcaspase－3の活性化が独立して起こっていること・すなわち・caspase－3が

caspase－2を活性化するのではないことを示唆しており、したがって、　cytochrome　cに

よるcaspase－2の活性化機構として、次のような機構が考えられる。細胞質へ遊離し

たcytochrome　cはdATPとともにApafL1と結合し、　caspase－9を活性化し、活性化され

たcaspase－9が直接、あるいは、他のcaspaseを介してcaspase－2を活性化するという機

構である。一方、Apaf－1とcaspase－9の結合は各々のN末端に存在するCARD（caspase

recruitment　domain）とロ尊ばれる領域で結合することが知られている72）。　N末端に

CARDをもつcaspaseは、　caspase－9の他に、　caspase－1、一2、一4、一5が存在し、　Apaf－1が

caspase－9の他に、他のCARDをもつcaspaseと結合する可能性も考えられる。　SK－N－

MC細胞において、　caspase－9とcaspase－2の両方とも存在していることをRT－PCR法に

より明らかにしたが、PCRサイクルの違いから、　caspase－2の方が、　caspase－9よりも

多く発現していると思われる。したがって、cytochrome　cがApaf－1とともに、直接

caspase－2と結合し、活性化する可能性も十分に考えられる。今後、　Apaf4とcaspase－

2が結合出来るか否か、セラミド刺激によりcytochrome　c、　Apaf一　1、　caspase－2の複合

体が形成されるのか否かを検討する必要があろう。
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第4章　　ICH－1S結合タンパク質の単離

小緒

　caspase－2（Ich－1）は、マウスの神経系の発生初期に発現する遺伝子としてクローニ

ングされたNedd2（neuronal　precursor　cell－expressed，　developmentally　down－regulated

［genes］）74・75）cDNAをプローブとして、ヒト胎仔脳cDNAライブラリーよりクローニ

ングされた12）。Ich－1は胎児期の各組織で発現が認められるが、とくに神経細胞死が

充進している胎児期の脳での発現が顕著であることから、神経細胞のアポトーシス

に深く関与していると推定されるが、詳細はほとんど不明である。Ich－1はスプライ

シングの違いにより2種類のmRNAが合成され、一方は435アミノ酸から成るタンパ

ク質（ICH－1L）、他方は312アミノ酸から成るタンパク質（ICH－1S）をコードする（図

23）。ICH－1Lは他のcaspaseと同様に、過剰発現によりアポトーシスを誘導する12）。

一方、ICH－1Sの高発現はlch－1Lを発現しているRat－1細胞の血清除去によるアポトー

シスを抑制することから12）、ICH－1は細胞の生死を、その異なるスプライシングに

よる二つの産物を介して制御する因子であると推測される。しかしながら、その基

質、活性化調節機構および、ICH－1Sの細胞死抑制機i構など、　ICH・1の生理的役割の

詳細については不明な点が多く残されている。そこでまず、ICH－1しに対する調節因

子の解明をyeast　two－hybrid　systemを用いて試みたが、酵母における本遺伝子の強制

発現は細胞死を惹起するために解析不可能であった。そこでつぎに、ICH－1Sと相互

作用するタンパク質の単離をyeast　two－hybrid　systemを用いて試みた。

　　　　　　　　　　　　　　　　p12　　　　　p18
・（唱一一一一一ニー一一一一一一御レ　ーレ

1CH－1S　［＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝［＝＝＝＝＝＝＝＝コ盤羅翻

QACRG
（301　一306）

　291　312

　　　　　　　　　　図23　1CH－1しおよびICH－1Sの構造

図中に、caspaseの活性部位であるQACRGアミノ酸配列（國）、ICH－1Sに特異的

なアミノ酸配列幡）、予想されるICH－1しのプロセッシング部位（D）を示した・
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4－1実験方法

　two－hybrid　systemによるスクリーニングはClonetech社のMATCHMAKER　Two－

hybrid　system　2を用いて添付のプロトコールに従って行った。またその概要を図24

に示した。

TRPI AD human　fetal　brain

library　cDNA

pAS2－1 pPACT2

1ch－1S LEU2
BD

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sequential　transform　plasmids　into

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　yeast　strain　CG－1　945

　　　expression　of　both　hybrid　proteins　in　the　same　cell：

DNA－BD　I　Ich－IS　i　十　1　AD／library　protein

　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　piate　culture　on　SD／　一His／　一Trp　／　一Leu，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　select　for　cotransformants　in　which

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　two　hybrid　proteins　interact

　　　　　o　　o　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　　　　　　　　oo　　　　　　　　　　　　　　o

　　　o　　　　　　　　　　　　o

　　（一His，　一Trp，　一Leu）

　　　　　　　i？／2S，azY，f，05，g’，g，？6a，c）tosidaseactivity

oo
o
o

図24two－hybrid　systemによるスクリーニングの概略

　1次スクリーニングとしてHisの発現、2次スクリーニングとして

　β一galactosidaseの活性を指標にした。

　DNA－BD　：　GAIA　DNA－bindidg　domain

　AD　：　GAL4　activation　domain

　e：　6－gal－positive　colonies　are　candidates

　　　　for　interaction　of　the　two　hybrid　proteins．

　O：　P－gal－negative　co［onies　are　false　positives．
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4．1－1　bait用プラスミドの構築

　Ich－1Sの全長を含むプラスミド（pBactH30Zl）1ngに、2μ1の10×Expand　HF

buffer（15　mM　MgC12を含む）、3．2μ1のdNTPs（各3．2　mM）、0．2μ1のsenseおよび

antisenseプライマー（20μM）、0．2μ1のhigh　fidelity　PCR　system酵素ミックス（3．5　U／μ

1）を加え、滅菌精製水で全量を20μ1にし・ミネラルオイルを重層した・Astec

program　Temp　Control　System　PC－800を用いて、この反応液を94℃で2分間熱変性

を行い、それ以降、94℃で1分間、60℃で1分間、72℃で1分間のサイクルを30回行

い、PCR反応を行った。このPCR産物をTAEを泳動用緩衝液として、1．2％低融点ア

ガロースゲルで電気泳動を行った。泳動終了後、エチジウムブロマイドで染色し、

UV下で全長のIch－1S　cDNAに相当するバンドを切り出し、5倍量のTEを加え、60℃

で5分間加熱し、低融点アガロースゲル断片を溶解した。phenol抽出、　phenol／CHC13

抽出の順に各1回行った後、エタノール沈殿を行い、5’、3’側にNcoIsiteを付加した

全長のIch－1S　cDNAを得た。このPCR産物に、2μ1の10×Nco　I　buffer（500　mM　Tris－

HCl（pH　7．5）、100　mM　MgC12、10　mM　DTT、1MKCl、0．1％BSA）、1μ1の4～12

U／μlNcoIを加え、滅菌精製水で全量を20μ1にし、37℃で2時間インキュベートした。

65℃で15分間インキュベートし、反応を終了させた後、高融点アガロースゲルで精

製し、5’および3’側をNco　I端にした全長のIch－1S　cDNAを得た。

　一方、bait用のプラスミドであるpAS2－1をNco　Iで切断した後、5μ1の10×CIAP

buffer（500　mM　Tris－HC1（pH　9．0）、100　mM　MgC12）、1μ1の10～30　U／μl　CIAPを加え、

滅菌精製水で全量を50叫にし、37℃で30分間インキュベートした。phenol抽出を行

いCIAPを失活させた後、エタノール沈殿を行い、5’末端を脱リン酸化した。この

pAS2－1と5’、3’側をNco　I末端にしたlch－1S　cDNAをモル比で1：10で混合し滅菌精製

水で5叫にし、5μ1のsolution　I（DNA　Ligation　Kt　Ver．　II）を加え全量を10国にし、

16℃で1時間インキュベートすることにより、ライゲーション反応を行った。この

ライゲーション反応液をcompetent　E．　coli（DH5α）にトランスフォームし、得られた

クローンをLarge　scale　preparation（3－1－7の方法）により、　bait用プラスミド、　pAS2－1・

Ich－1Sを得た。このpAS2－1－lch－1SはGAL4　DNA結合ドメインがIch－1SのN末端でつな

がっており、GAL4　DNA結合ドメインとICH－1Sの融合タンパク質を発現することを

確認した。

4－1－2　ヒト胎児脳cDNA　libraryの増幅

　宿主であるEcoli（DH5α）株にトランスフォームされた状態のヒト胎児脳

MATCHMAKER　cDNA　Iibrary菌液1μ1を、最終濃度50μ9／mlのアンピシリンを含む

直径15cmのしB／ampicilin　plate　120枚に接種した。30℃で一晩インキュベートした後・

プレート上に現れたすべてのコロニーを摂取し、2しのLB　Broth（50μ9／ml　ampicilin
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を含む）に移して30℃で6時間振とう培養した。3・1－7の方法に準じてプラスミドを精

製し、libraryプラスミドを得た。

4－1－3pAS2－1－lch－1Sの酵母細胞株CG4945への導入

　bait発現ベクターpAS2－1－Ich－1Sの酵母細胞株CG－1945への導入は酢酸リチウム法7（”

77）により行った。YPD　plate（2％difco　peptone、1％bacto　yeast　extract、1．8％

bacto　agar、2％glucose）上に生えた酵母細胞株CG－1945のコロニーを、50　m1のYPD

培養液（2％difco　peptone、1％bacto　yeast　extract、2％glucose）に接種して・30℃

でODαx、＝1．2～1．8になるまで前培養した。この前培養液にYPD培養液を加えて300

mlとし、さらに3時間培養した。遠心して酵母細胞を回収した後、1．5　mlのTE／LiAc

溶液（10mM　Tris－HCI（pH　7．5）、1mM　EDTA、100　mM　LiAc）に懸濁し、このうち

100叫に、100ngのpAS2－1－lch－1S、100　P9のssDNA、600μ1のPEG／LiAc溶液（10　mM

Tris－HCI（pH　7．5）、1mM　EDTA、100　mM　LiAc、40％PEG　6000）を加え、30℃で

30分間振とう培養した。70叫のDMSOを加え、42℃で15分間インキュベートした後・

氷中に3分間静置した。18，000×g、5sec遠心し、沈殿を1mlのTEで洗浄した後、

500叫のTEに懸濁し、そのうち100μ1をTrp冒SD　plate上にまき、30℃で2～3日間イン

キュベートし、トランスフォーマントを得た。得られたトランスフォーマントCG－

1945（bd／Ich－1s）は単独で、レポーターであるHis　3遺伝子産物

（imidazoleglycerophosphate　dehydrogenase）と、β一ガラクトシダーゼのどちらのレポー

ター活性も検出不可能であることを確認した。

4－1－4　ヒト胎児脳cDNA　libraryのCG－1945（bd／Ich－1S）への導入

　Trp『　SD　plate上に生育したCG－1945（bd／Ich4S）のコロニーを、50　mlのTrp－SD培

養液に接種して、30℃でODαx、＝1．2～1．8になるまで前培養した・この前培養液に

Trp－SD培養液を加えて300　mlとし、さらに3時間培養した。遠心して酵母細胞を回

収した後、1．5mlのTE∠LiAc溶液に懸濁し、そのうち1mlに、50μ9のヒト胎児脳

cDNA　library、2mgのssDNA、6mlのPEG／LiAc溶液を加え、30℃で30分間振とう培

養した。700叫のDMSOを加え、42℃で15分間インキュベートした後・雨中に3分間

静置した。遠心し、沈殿を10m1のTEで洗浄した後、10　mlのTrp一　Leu’”　His’　SD培養

液に懸濁し、30℃で6～12時間振とう培養した。その培養液を直径15㎝のTrp－

Leu－His－SD　plate　10枚にまき、30℃で10日間インキュベートし、　His　3レポーター

遺伝子の発現を指標にして、Ich－1Sと相互作用するヒト胎児脳cDNA　libraryをもつク

ローンをスクリーニングした。
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4－1－5β一ガラクトシダーゼアッセイ（CG－1945）

　His　3陽性クローンをTrp－Leu－His－SD　plate上のナイロンメンブレン上へ線状接

種した後、30℃で2日間インキュベートした。そのナイロンメンブレンを液体窒素

に浸し凍結させた後、室温で溶解、乾燥させ、0．27％の2一メルカプトエタノールお

よびβ一ガラクトシダーゼの基質であるX－Gal　334μg／mlを含むZ　buffer（60　mM

Na2HPO4、39・9mM　NaH2PO4・10・1　mM　KCl・1・OmM　MgSO4）を浸透させたろ紙に

重ね、30℃でインキュベートした。経時的に観察して、コロニーが青色になったも

のを陽性とした。

4－1－6His　3陽性、β一ガラクトシダーゼ陽性酵母細胞からlibrary由来cDNAの増幅

　スクリーニングにより得られたHis　3陽性、β一ガラクトシダーゼ陽性のコロニーを

爪楊枝でかき取り、10叫のzymolyase溶液（265　mU／ml　zymolyase、1・2　mM　solbitol・

100mM　N％HPOOに懸濁し、37℃で5分間インキュベートした。そのzymolyase溶液

を鋳型にして、prey用のベクターであるpACT2のマルチクローニングサイトの両端

を認識するプライマーを用いて、PCR法によりlibrary由来cDNAを増幅した。1μ1の

zymolyase溶液に、2μ1の10×PCR　buffer（15　mM　MgC12を含む）、1．2国の25　mM

MgC12、3．2μ1のdNTPs（各1．25　mM）、0．2叫のsenseおよびantisenseプライマー（20μM）、

0．2叫のampliTaq　PCR　polymerase（5　U／μ1）を加え、滅菌精製水で全量を20μ1にし、

ミネラルオイルを重層した。この反応液を94℃で3分間熱変性を行い、それ以降、

94℃で1分間、56℃で1分間、72℃で3分間もサイクルを30回行い、library由来

cDNAを増幅した。

4－1－7　塩基配列の決定

　4－1－6より得られたPCR産物を1％の低融点アガロースゲルで電気泳動し、精製し

た後、EcoRI、　XhoIで消化し、　pACT2のEcoR　I、　Xho　Iサイトヘサブクロ一国ングし

た。pACT2のマルチクローニングサイトの両端を認識するプライマーを用いて・3－

1－9の方法に準じて塩基配列を決定した。

4’1“8PACT2－ISBPおよびpACT2－CnBの作製

　Jurkat細胞のtotal　RNAから2－1－4の方法に準じてRT－PCR法により5’末端にEcoR　I、

3，末端にXho　Iサイトをもつ全長のISBP　cDNA、5’末端にBamH　I、3。末端にXho　Iサイ

トをもつ全長のCnB　cDNAを作製し、　pACT2のEcoR　I、　Xho　IあるいはBamH　I・Xho

Iサイトヘサブクローニングし、pACT2－ISBPおよびpACT2－CnBを得た・
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4．1－9β一ガラクトシダーゼアッセイ（Y187）

　200ngのpAS2－1由来プラスミドと、100　ngのpACT”由来プラスミドを4－1－3の方法

に準じて酵母細胞株Y187にトランスフォームし、ナイロンメンブレンを上にのせた

Trp－Leu－SD　plateにまき、30℃で2～3日間インキュベートし、ナイロンメンブレ

ン上に、pAS2－1由来プラスミドと、　pACT”由来プラスミドの両方を発現している酵

母細胞を成育させた。その後、4－1－5の方法に準じてβ一ガラクトシダーゼアッセイを

行った。

4－1－10　ノーザンプロット法

　（1）プローブの標識法

　プローブに用いる全長のISBP　cDNA　100　ngを100℃で3分間処理後急冷し、

Random　Primer　DNA　Labeling　Kit　Ver　IIを用いて、　random　primerとdNTP混合溶液、

1．85MBq［α一32P］dCTP、　klenow酵素を加え、滅菌精製水で全量を20μ1にし、37℃で

30分間インキュベートした。65℃で15分間加熱後、Sephadex　G－50カラムを充填した

スピンカラムにて未反応の［α一32P］dCTPを除去した。得られたプローブの放射活性を

測定し、ハイブリダイゼーションに用いる量を算出した。

　（2）ノーザンプロット解析

　ノーザンプロット解析はHuman　Multiple　Tissue　Northern　Blotを用いて行った。

membraneをexpressHyb　hybridization　solution中で68℃、30分間インキュベートし、

プレハイブリダイゼーションを行った。つぎに、1×106cpm／mlになるようにプロー

ブを加えたexpressHyb　hybridization　solution中で68℃、1時間インキュベートするこ

とによりハイブリダイゼーションを行った。その後、0．05％SDSを含む2×SSC

（0．3Msodium　citrate、3MNaCl）溶液中で、室温で10分間インキュベートすること

により洗浄し、この洗浄操作を4回行った。さらに、0．1％SDSを含む0．1×SSC溶

液中で、50℃、20分間を2回インキュベートすることにより洗浄し、非特異的なRI

の吸着をできるだけ除去した。洗浄後、オートラジオグラフィーにより解析した。

4－1－11COS－7細胞の蛍光標識法

　（1）pCR3．1・一ISBP・・T7の作製

　4－1－8により作製したpACT2－ISBP　l　ngを鋳型にし、　T7　tagをコードする配列を

sense　primerの5・に付加したプライマーを用いてPCRを行い、5’末端にT’配列をもつ全

長のISBP　cDNAを得た。　PCRは、96℃で2分間熱変性させた後、96℃で1分、60℃
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で1分、72℃で1分のサイクルを25回行った。得られたPCR産物をEukaryotic　TA

Cloning　Kitを用いて、　pCR3．1にサブクローニングし、　pCR3．1－ISBP－T7を得た。

　（2）COS－7細胞の培養

　COS－7細胞は10％FCS（56℃、30分間非働化処理）を含むDulbecco’s　modified

Eagle’s　medium（DMEM）において95％air－5％CO　2、37℃の条件下で培養した。

　（3）COS－7細胞へのトランスフェクション

　　COS－7細胞へのトランスフェクションはDEAE－dextran法により行った。カバー

グラスを入れた6cm　dishに培養24時間後に約50％コンフルエントになるようにCOS－

7細胞を培養した。24時間後、メディウムを除去し、5mlのPBSを加え、室温で15分

間静置後、PBSを除き、2mlのPBSで希釈した1　mg／ml　DEAE－dextran溶液を加え、室

温で9分間静置した。その後、5m1のPBSで2回洗浄し、5　ngのpCR3．1－ISBP－T7を含む

325叫のPBSを加え、37℃で30分間インキュベートした。80μM　chloroquineを含む

メディウムに置換し、37℃で4時間インキュベート後、通常のメディウムに換え、

37℃で48時間インキュベートした。

　（4）COS－7細胞の蛍光標識法

　プラスミドをトランスフェクトしてから48時間後のカバーグラス上のCOS－7細胞

を3．5cm　dishに移し、5mlのPBSで洗浄した後、1mlの5％ホルムアルデヒドで10分

間固定した。つぎに、0．1％のTritonを含むPBSに置換し、5分間静置し、抗体の膜透

過性を高めた。PBSで2回洗浄した後、　blocking　buffer（5％goat　serumを含むPBS）で

10分間インキュベートすることでブロッキングを行った後、抗T7抗体（blocking

bufferで250倍希釈）を500μ1加え、室温で1時間反応させた。　PBSで10分間放置を3回

繰り返して洗浄後、FITCラベルされた2次抗体（抗マウスIgG－FITC標識抗体、　PBSで

500倍希釈）を500μ1加え、室温で1時間反応させた。再びPBSで10分間放置を3回繰り

返して洗浄後、0．5㎎ノmlのHoechst33258500μ1で1分間処理することにより、細胞の

核を染色した。PBSで1回洗浄後、90％グリセロールでスライドグラスに封入し・蛍

光顕微鏡下で観察した。

4－1－12　GST融合タンパク質の精製

　全長のISBP　cDNAあるいはIch－1S　cDNAのEcoR　I断片を、　GST融合タンパク質発

現ベクタ・…一…であるpGEX6P－2のEcoR　Iサイトに挿入し・Ecoli・BL21ヘトランス

フォームし、LB／ampicilin　plateにまいた。同様に、　pGEX6P－2のみもE・coli・BL21へ
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トランスフォームした。LB／ampicilin　plate上に生えたコロニーを、10　mlのしB　Broth

に、10国のampicilinを加えた培養液に接種して37℃で一晩振とう培養した。その培

養菌液5mlに500　mlのしB／ampicilin　mediumを加え、30℃で培養し、菌液の600　nmの

吸光度が約0．8になったとき、IPTGを最終濃度0．1　mMになるように加え、さらに4時

間培養を続けた。培養液を4℃、4，000×9、10分間遠心し、沈殿を20mlの氷冷PBS

で懸濁し、超音波粉砕後、1mlの20％Triton　X－100を加え、氷水中に時々撹搾しな

がら30分間放置した。4℃、12，000×9、10分間遠心し、上清を91utathione－Sepharose

4B　2　m1を充填したカラムに添加した。20　mlのPBSで2回カラムを洗浄後、2mlの

elution　buffer（50　mM　Tris－HCI（pH　8．0）、10　mM　glutathione）を添加し、10分間静置

した。その後、約200叫ずつ分注しながら抽出し、その各抽出間分のタンパク質を

定量し、タンパク質量の多い画分を精製タンパク質画分とした。その後、3しのPBS

で透析し、GST－ISBP、　GST－ICH－IS、　GSTタンパク質を得た。

　GST－ISBPについてはPreScission　proteaseを用いて、　GSTとISBPを切り離し、　ISBP

タンパク質を得た。1．8mgのGST－ISBPを100μ1の50％glutathione－Sepharose　4Bと混

合し、PBSで全量を1mlとし、4℃で1時間回転させながらインキュベートした。遠

心し、沈殿を1mlのPBSで3回洗浄した後、200岬のcleavage　buffer（50　mM　Tris－HCI

（pH　7．0）、150　mM　NaCl、1mM　EDTA、1mM　DTT）に懸濁し、10μ1の2　UA

PreScission　proteaseを加え、4℃で一晩回転させながらインキュベートした後、遠心

し、その上清をISBPタンパク質とした。

4－1－13　in　vitro　translationによる35S－methionineラベルcaspase－2およびISBPの精製

　35S－methionineラベルcaspase－2およびISBPの精製は、　TNT　T7　Coupled　Reticulocyte

Lysate　Systemを用いて、3－1－10の方法に従って行った。

4－1－14　35S－ISBPとGST－ICH－1Sのin　vitro結合実験

　4　ngのGSTあるいはGST－ICH－1Sを5μ1の35S－methionineラベルISBPと混合し、　NETN

buffer　（20　mM　Tris－HCI　（pH　8．0）　，　100　mM　NaCl，　1　mM　EDTA，　O．Ol　％　NP－40，　O．1

％BSA）で全量を200μ1とした。4℃で2時間回転させながら、インキュベートした

後、20回の50％のglutathione－Sepharose　4Bを加え、4℃で2時間回転させながら・イ

ンキュベートした。遠心し、沈殿を500叫のNETN　bufferで5回洗浄した後、25μ1の

Laemmi　bufferを加え、5分間煮沸し、遠心後、上清をSDS－PAGEに用いた。泳動終

了後、ゲルをクーマシーブリリアントブルーで染色後、脱染し、乾燥させた後、

BAS　2000を用いて解析した。
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4－1－15　QIAfilter　Plasmid　Midi　Kitを用いたプラスミドの精製

　1mlのしB／Amp　mediumに大腸菌を接種し、37℃で一晩振とう培養した。その培養

菌液25叫に25mlのしB／Amp　mediumを加え、37℃で12～16時間振とう培養した。培

養液を4℃、6，000×g、10分間遠心し、沈殿を4mlのbuffer　P1（50　mM　Tris－HC1（pH

8．0）、10mM　EDTA、　IOO　Pt9／ml　RNase　A）に懸濁し、4mlのbuffer　P2（200　mM

NaOH、1％SDS）を加え穏やかに混和した後、室温で5分間静置した。4mlの氷冷し

たbuffer　3（3　M　potassium　acetate（pH　5．5））を加え、混和した後、　QIAfilter　cartridgeに

移し、室温で10分間静置した。plungerでlysateをQIAgen－tipに移した後、10mlの

buffer　QC（50　mM　MOPS（pH　7．0）、1MNaCl、15％isopropanol）で2回洗浄した。

その後、5m1のbuffer　QF（50　mM　Tris－HCI（pH　8．5）、1．25　M　NaCl、15％

isopropanol）でDNAを抽出し、イソプロパノール沈殿を行いプラスミドを精製した・

4－1－16　欠失変異体の作製

　ISBPの各種欠失変異体の作製は、　PCR法により削摩変異体cDNAを増幅後、

pACT2のEcoR　I、　Xho　IあるいはBamH　I、　Xho　Iサイトに挿入して行い、一方、　Ich－1S

各種欠画変異体の作製は、PCR法により欠失変異体cDNAを増幅後、　pAS2－1のNco　I

サイトに挿入して行い、QIAfilter　Plasmid　Midi　I（itを用いて、プラスミドDNAを精

製した。

4－1－17Jurkat　100，000　g　cell　lysateの調製

　（1）Jurkat細胞の培養

　Jurkat細胞は10％FCS（56℃、30分間非等化処理）を含むRPMI1640において95％

air－5％CO2、37℃の条件下で培養した。

　（2）Jurkat　100，000　g　cell　lysateの調製

　1×107／mlの細胞密度のJurkat細胞に、最終濃度250　ng／mlになるように抗Fas抗体

を加え、各時間培養した。培養後、4℃、2，000×9、3分間遠心し、細胞を回収し・

1mlの氷冷したRPMI（FCS・・）で2回洗浄した。400μ1のextraction　buffer（10　mM

HEPES－NaOH（pH　7．4），　50　mM　NaCL　2　mM　MgC12，　5　mM　EDTA，　1　mM　DTT，

40mMβ一glycerophosphate）に懸濁し、液体窒素で凍結させた後、37℃で温め、溶解

させた。この凍結溶解をさらに3回行った後、4℃、12，000×9、15分間遠心し・そ

の上清を4℃、100，000×9、1時間遠心し、上清をJurkat　100，000　g　cell　lysateとした・
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4－1－18　ln　vitro　cleavage

　1叫の35S－methionineラベルcaspase－2あるいはISBPに、50μgの抗Fas抗体で各時間処

理したJurkat　100，000　g　cell　lysateを加え、　rcaction　buffer（20　mM　Tris－HCI（pH　7．4）、

10mM　DTT、0．1　mM　EDTA）で全量を20μ1にした。また、必要があれば、5μ9の

ISBPをこの反応液の中に加えた。30℃で各時間インキュベート後、5μ1の5×

laemmli　buffer（2－1－6参照）を加え、反応を停止させた後、5分間煮沸し、20国をSDS－

PAGEに用いた。泳動終了後、ゲルをクーマシーブリリアントブルーで染色後、脱

染し、乾燥させた後、BAS　2000を用いて解析した。

4－1－19　プライマーの設定

　プライマーの合成は、ホクドー（株）に合成を委託し、以下の通りに設定した。

4－1－1で用いたプライマー

　Ich－IS－Nco　1　（sense）

　Ich－IS－Nco　1　（antisense）

4－1－6で用いたプライマー

　pAer2　（sense）

　pACT2　（antisense）

4－1－8で用いたプライマー

　ISBP－EcoR　1　（sense）

　ISBP－Xho　1　（antisense）

4－1－11で用いたプライマー

　ISBP－T7　（sense）

ISBP－T7　（antisense）

5’一TATCCATGGCAATGCATCCTCATCATCAG－3’

5’一TATCCATGGTAGAGCAAGAGAGGCGGTG－3’

5’一CTA’ITCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC一一3’

5’一GTGAACTTGCGGGGrmCAGTATCTACGAT－3’

5’一AAGAATTCTAATGGGGGGCTCGGGCAGT－3i

5’一ATCTCGAGCAGGACAATCTTAAAGGAG－3’

5’一ATGGenCTATGACTGGTGGTCAACAAATGGGT

　ATGGGGGGCTCGGGCAGTCG－3t

5’一TCACAGGACAATC”1’TAAAGGAGCT－3’

4－1－16で用いたプライマー

　ISBPACI13　（sense）　5’一TAAGAA’ITCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’
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ISBPACI13　（antisense）

ISBPAC174　（sense）

ISBPAC174　（antisense）

ISBPAC178　（sense）

ISBPzCxC178　（antisense）

ISBPAC182　（sense）

ISBPAC182　（antisense）

ISBPZXC185　（sense）

ISBPz（NC185　（antisense）

ISBPAC188　（sense）

ISBPAC188　（antisense）

ISBPAN115　（sense）

ISBPANI15　（antisense）

ISBPAN47　（sense）

ISBPAN47　（antisense）

ISBPAN18　（sense）

ISBPAN18　（antisense）

ISBPAN9　（sense）

ISBPAN9　（antisense）

Ich－1SAC138　（sense）

5’一ATACTCGAGGCGGAAGGCATAATGGGACT一・3t

5’一TAAGAA　［TCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’

5’一一ATACTCGAGCTGGAAerCAGAGAGG’ITGA－3’

5’一TAAGAATTCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’

5’一ATACTCGAGCTAGGAGATGACGTGCTGGA－3t

5’一TAAGAATTCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’

5’一ATACTCGAGCTAGTCTGGAGAACGGGAGA－3’

5’一TAAGAA’1’1’CCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’

5’一TATCTCGAGrrAGCTGGCAAAGTCTGGA－3’

5’一TAAGAA”ITCCTATGGGGGGCTCGGGCAGT－3’

5’一TATCTCGAGTTAC’1’rAAAGGAGCTGGCAAA－3’

5’一TATGGATCCTAGAC’1’ITGATGATGACGGA－3’

5’一TATCTCGAGTCACAGGACAATCrrAAA－3’

5’一TATGGATCCTATCACTTCGGGCACAAG－3’

5’一TATCTCGAGTCACAGGACAATC”1’rAAA－3’

5’一TTAGAAIrrCACITGACG’ITCCTGAC－3’

5’一TATCTCGAGTCACAGGACAATC’TTAAA－3t

5’一TATGAA’IVTCTGTCCAAGGAGCTGCTG－3t

5’一TATCTCGAGTCACAGGACAATCTTAAA－3’

5t一・TATCCATGGCAATGCATCerCATCATCAG－3’

Ich－ISAC138（antisense）　5’一TlrACCATGGATC’ITTAITGTCTAGGGAGT－3’

Ich－ISZN　C291　（sense）　5’一TATCCATGGCAATGCATCcrCATCATCAG－3’

Ich－ISAC291　（antisense）　5’一TATCCATGGTTATCCACCGCAGGCCTGG－3’

Ich－ISAC301　（sense）　5’一TATCCATGGCAATGCATCCTCATCATCAG－3’

Ich－ISAC301　（antisense）　5’一AGCCCATGG’ITACAGAAGGAGGTGCCCAAG－3’

Ich・一ISAC138　（sense）　5’一TATCCATGG　MrGGTCCTGTCTGCCTTCAG－3’

Ich－ISAC138（antisense）　5’一TATCCATGGTTATCCACGGCAGGCCTGG－3’

4－1－20　使用薬物

　本章で用いた主な試薬の入手先はつぎの通りである。

MATCHMAKER　Two－hybrid　system　2（Clontech）、pBactH30Z1（大阪大学医学部・三

60



浦正幸博士より恵与）、低融点アガロース（Bio－rad、　FMC）、　CIAP（NIPPON

GENE），　DHsct（GIBCO　BRL）　，　Human　Fetal　Brain　MATCHMAKER　cDNA　Library

（Clontech），　difco　peptone（Difco），　Yeast　nitrogen　base　without　amino　acid（Difco），

YEASTMAKER　Yeast　Transformation　System（Clontech）、ナイロンメンブレン

（Amersham）、X－Gal（和光純薬（株））、zymolyase（生化学工業（株））、Random　Primer

DNA　Labeling　Kit　Ver　II　（Takara）　，　［ct－32P］　dCTP　（NEN）　，　Sephadex　G－50

（Pharmacia），　Human　Multiple　Tissue　Northern　Blot　（Clontech）　，　DMEM　（Sigma）　，

DEAE－dextran　（Pharmacia）　，　chloroquine　（Sigma）　．　goat　serum，　anti－T7　antibody

（Novagen）、anti－mouse　IgG（FITC標識）（Organon　Teknika）、pGEX6P－2（Pharmacia）、

BL21　（Stratagene）　，　IPTG　（Pharmacia）　，　glutathione－Sepharose　4B　（Pharmacia）　，

glutathione　（Pharmacia）　，　PreScission　protease　（Pharmacia）　，　QIAfilter　Plasmid　Midi

Kit（Qiagen）　，　RPMI1640　（GIBCO　BRL）　，　anti－Fas　antibody　（MBL）
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4－2　実験結果

4．2－1　Two－hybrid　systemによるスクリーニング

　全長のlch－1S　cDNAをGAL4のDNA結合ドメインと融合するように、　pAS2－1プラ

スミドに構築し、一方、GAL4の転写活性化ドメインと融合するように、ヒト胎児

脳cDNAライブラリーをpACT2プラスミドに構築した。この二つのプラスミドを、

酵母細胞株CG－1945に導入し、　Trp－Leu’　His”　SD　plateで培養し、　His3レポーター遺伝

子を発現するトランスフォーマントの選択を行った。約100万個のトランスフォーマ

ントをスクリーニングした結果、6個のヒスチジン陽性クローンが得られた（表3）。

さらに、これら6個のヒスチジン陽性クローンをβ一ガラクトシダーゼ（β一Gal）活性を

指標にし、二次スクリーニングした結果、6個ともβ一Gal陽性であり、最終的に6個の

His、β一Gal陽性クローンを得た（表3）。

表3　ライブラリースクリーニングの概略

The　number　of　screening　for　yeast　transfomants 1x106

The　number　of　His　positive　clones 6

The　number　ofβ一gal　positive　clones 6

ICH。1Sをbaitとしてヒト胎児脳cDNAライブラリーを

スクリーニングした。
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4－2－2His、β一Gal陽性クローンの解析

　スクリーニングより得られた6クローンについて、ライブラリー由来のcDNAを

PCR法により増幅後、サブクローニングし、塩基配列を決定した。その結果、この6

個のクローンは全て同一であった。そこで、このクローンをICH－1S　binding　Protein

（ISBP）と命名した。データーベース検索を行い、既知の遺伝子との相同性を検討し

た結果、ISBPはインテグリン細胞内ドメイン結合タンパク質（CIB：calcium－and

integrin－binding　protein）として、最近、単離された遺伝子78）と同一であることが明ら

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

％の相同性をもち、C末端側に二つのEFハンドモチーフをもつ、191個のアミノ酸か

ら成る、約25kDaの低分子量Ca2＋binding　proteinであることが分かった78）（図25）。
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図251SBPのアミノ酸配列とカルシニューリンBサブユニット、カルモジュリンとの相同性

全長ISBPのアミノ酸配列を示した。カルシニューリンBサブユニットあるいはカルモジュリン

と同一のアミノ酸を網掛け（i：iiii：iii）で示した。

CnB　：　calcineurin　B

CAM　：　calmodulin
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　つぎに、ICH－1SとISBPの結合特異性を検討するため、　yeast　two－hybrid　systemを

用いて、β一ガラクトシダーゼ活性を指標にして検討した。ISBPは指示酵母細胞であ

るY187に、　ICH－1Sとともに導入した時のみ、β一ガラクトシダーゼ活性が認められ、

GAL4のDNA結合ドメインのみ、あるいは、核タンパク質であるラミンCとともに

導入した時は、β一ガラクトシダーゼ活性が認められなかった（表4）。また、ISBPと

58％の相同性をもつカルシニューリンBとICH－ISをともに導入した時も、β一ガラク

トシダーゼ活性は認められなかった（表4）。以上の結果よりICH－1SとISBPの結合特

異性が示された。

表4　1CH－1SとISBPの結合特異性

DNA－binding　hybrid activation　hybrid interaction

GAL4bd－ICH－1S GAL4ad－ISBP
十

GAL4bd－ICH－1S GAL4ad 顧

GAL4bd GAL4ad－ISBP 一

GAL4bd－lamin　C GAL4ad－ISBP 一

GAL4bd－ICH。1S GAL4ad－CnB 騨

ICH・1SとISBPの結合特異性をtwo－hybrid　systemを用いて、

β・galactosidaseの活性を指標にして調べた。

GAL4bd　：　GAL4　DNA－binding　domain

GAIAad　：　GAL4　transcription　activation　domain

CnB　：　calcineurin　B
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4－2－31SBP　mRNAの組織分布

　ISBP　mRNAの組織分布を調べるため、　ISBP　cDNAをプローブとして用いて、ヒト

成人各組織におけるISBP　mRNAの発現をノーザンプロット解析により検討した。そ

の結果、調べた全ての組織（心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓）に発

現していることが明らかとなった（図26）。同様に、ヒト胎児各組織におけるISBP

mRNAの発現を調べた結果、脳、肺、肝臓、腎臓の各組織に発現していることが明

らかとなった（図26）。

（A）　ISBP （kbp）

9．5－

7．5一

4．9一

　adult　tissues

2．4－

1．35一

（kbp）

9．5－

7．5一一

4．9一

fetal　tissues

轟鋸♂

e

2．4－

1．35一　ut

（B）P－actin　g，s－

　　　　　7．5一

4．9一一

2．4一

1．35一

9，5－

7。5一

49一

2．4一

1　．35一

ri“

　　　　図26　ヒト各組織におけるISBP　mRNAの発現

ヒト各組織のmRNA（2μg　mRNA／lane）を用い、放射標識した全長の
ISBP　cDNA（A）、あるいはβ一actin（B）をプローブとして・ノーザン

プロット解析を行った。
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4－2－41SBPの細胞内局在

　ISBPの細胞内での局在について検討した。　N末端にT7エピトープを付加したISBP

をCOS－7細胞に発現させ、抗T7抗体を用いた蛍光抗体法により発現させたタンパク

質の細胞内での局在を解析した。また、同時に、ヘキスト33258を用いて核を染色し、

核と細胞質の位置を確認した。その結果、ISBPは核、細胞質の両方に存在している

ことが示された（図27）。

　　　　　　　　　　　　　図27　1SBPの細胞内局在

　　　　A、COS－7細胞にPCR－3．1－ISBP－T7発現ベクターをトランスフェク

　　　　トし、蛍光抗体法により発現させたタンパク質の細胞内局在を検

　　　　湿した。B、ヘキスト33258で核を染色した。

4－2－5　in　vitroにおけるICH－1SとISBPの結合

　つぎに、ICH－ISとISBPの直接的な結合を確認するため、　in　vitro結合実験を行った。

大腸菌で発現、精製したGST－ICH－IS融合タンパク質あるいはGSTと、　in　vitro転写、

翻訳系により35S－methionineラベルした35S－ISBPとの結合性を検討したところ、　GST－

ICH－1S融合蛋白質と35S－ISBPは結合したが、　GSTと35S－ISBPは結合しなかった（図

28）。以上の結果より、ICH－1SとISBPの直接的な結合が確認された。

」
－
の
O

望

8　　　琢
　　　　　　●1惣

図28in　vitroにおけるGST－ICH－1Sと35S・・ISBPの結合

大腸菌で発現、精製したGST、あるいはGST－ICH－1Sと、

35Sラベルした35S－ISBPとの結合を検討した。
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4．2－6　1SBPとICH－1Sの結合部位

　ICH－1SとISBPの結合部位を調べるため、　ISBPおよび、　Ich・1Sの各種欠失変異体を

用いて、yeast　two－hybrid　systemにより、β一ガラクトシダーゼ活性を指標にして解析

した。

　最初に、ICH－1Sの結合に必要なISBPの領域を調べるため、10種類のISBP欠失変異

体を用いて：解析した。その結果、ISBPのC末端側を欠損させた変異体とICH－ISの結

合は認められなかった。さらに、ISBPのC末端側3アミノ酸残基を欠損させた欠失変

異体△C188においても、　ICH－1Sとの結合は見られなかった。一方、　N末端18アミノ

酸まで欠損させた変異体はICH－1Sとの結合活性が認められたが、　N産繭47アミノ酸

まで欠損させると結合活性は消失した（図29）。以上の結果から、ICH－1SはISBPのC

末端側に結合すること、とくに、C末端側3アミノ酸および、　N末端18から47アミノ

酸の間が結合に必要であることが示唆された。

ISBP

　　1　9　18wt
47

11曾5

binding　to

lCトト1S
i74　182　188
178　185　191

　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　　　1　EF－1　EF－21
△c113［ゴ＝ゴ＝＝ゴ＝＝＝＝＝＝＝＝ゴ1

△C174　［＝工＝＝亡＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ囲躍［興野囲コ

△C182［≒＝＝＝＝＝＝mp＝コii

△C188［ゴ＝‡＝＝＝ヒ＝＝＝＝＝＝＝＝睡團］囲＝＝＝］

　　　　　　　　　　　　　　　　gANI15

AN47

zxN18

ZNN9

tr＝　＝

1　＝＝　＝＝＝1

図29　1CH－1SとISBP欠失変異体の相互作用

十

十

ISBP欠失変異体とICH－1Sの相互作用を、　two－hybrid　systemを

用いて、β一galactosidase活性を指標にして検討することによ

り、ISBPの結合部位を検討した。
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　つぎに、ISBPの結合に必要なICH－1Sの領域を調べるため、4種類のICH－1S欠失変

異体を用いて解析した。ICH－1Sの1から291アミノ酸残基まではICH－1しと全く同一で、

292番目から312番目の20アミノ酸がICH－1しと異なる領域である（図23）。ICH－1しと全

く同一のアミノ酸組成である欠失変異体△C291はISBPとの結合活性は認められなかっ

た。また、C末端側10アミノ酸を欠損させた変異体△C301においても、　ISBPの結合

は見られなかった。しかしながら、N末端側138アミノ酸残基を欠損させた変異体と

ISBPとの結合活性が認められた（図30）。以上の結果より、　ISBPはICH－1SのC末端側

に結合すること、また、ICH－1Sに特異的なC末端のアミノ酸が必要であることが示

唆された。

ICH－1S

　　　t
　wt

　　　　binding　to

　　　　　ISBP
　301
291　312
　　　　　十

△C291［＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝；＝＝＝＝＝＝コ

AC301　［＝　＝＝　＝　＝　＝＝＝＝　＝＝

AN138 十

　　　図30　1SBPとICH－1S欠失変異体の相互作用

ICH－1S欠失変異体とISBPの相互作用を、　two－hybrid　systemを

用いて、β一galactosidase活性を指標にして検討することによ

り、ICH－1Sの結合部位を検討した。

（團）ICH－1Sに特異的なアミノ酸配列
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4－2－7caspaseによるISBPの切断

　ISBPのアポトーシスに対する作用を検討するため、　ISBPがcaspascの基質に成りう

るか否か、抗Fas抗体を処理したJurkat　cell　lysateを用いて、　in　vitroの系で検討した。

in　vitro転写、翻訳系により35S－methionineラベルした35S－ISBP、あるいは、35S－

caspase－2と、抗Fas抗体を各時間処理したJurkat　cell　lysateを30℃で2時間インキュベー

ト後、SDS－PAGEを行い、　Bas2000を用いて、オートラジオグラフィーを行った。そ

の結果、抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateによりcaspase－2の前駆体がプロセッシン

グされて生じたと推定される33kDaのバンドと、14　kDaのバンドが検出された（図

31）。一方、抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateによりISBPは切断されなかった（図

31）。以上より、in　vitroにおいて、抗Fas抗体処理によりJurkat細胞で活性化される

caspaseの基質にISBPはならないことが示唆された。

ISBP

Jurkat　lysates　O　2　4　8

pro－caspase－2

0　2　4　8　（h）
（kDa）

28．3　一

e■■レ●■）●●〈ト35S－ISBP

（kDa）

49・5■融■N■開■＜ト35S－pr・一caspase－2

34．2一 @　　　　　一顧聯　一一　く嘲卜p33

　　　　　唱」一r’L・　　一　噸■■■■b

19s9　’

19．9一

nM　〈＋　p14

　図31in　vitroにおけるcaspaseによる35S－ISBP、35S－pro－caspase－2の切断

抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateと、35S－ISBP、あるいは35S－pro－caspase－2をイ

ンキュベートした後、SDS－PAGEを行い、35S－ISBP、あるいは35S－pro－caspase－2の

切断された断片が検出されるか否か検討した。
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4－2－8　1SBPによるcaspaseの活性化の抑制

　つぎに、ISBPがcaspaseの活性に影響を与えるかどうかを、抗Fas抗体を4時間処理

したJurkat　cell　lysate用いて検討した。抗Fas抗体を処理したJurkat　cell　lysateと、35S－

caspase－2の混合溶液中に、大腸菌で発現、精製したISBPタンパク質あるいはbufferの

みを添加し、30℃で各時間インキュベート後、SDS－PAGEを行い、　Bas2000を用い

て、オートラジオグラフィーを行った。その結果、ISBPを添加することにより、

caspase－2の前駆体の切断が一一部抑制された（図32）。以上より、抗Fas抗体処理により

Jurkat細胞で活性化されるcaspaseの活性化をISBPは、直接あるいは間接的に抑制す

ることが示唆された。

ISBP　一 一　十　十　十　十　十　十

Jurkat　lysates　O　15　30　45　60　120　O　15　30　45　60　120　（min）

（kDa）

48’7　一　eaSS88■N「aBS●●■B＜一35S鰯P「o’casPase’2

33．4　一一

20．7　一一一

剛岬・ @一■■L　乙■■L 6隔 ｭトP14

　　図32抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateによる35S－pro－caspase－2の

　　　　　切断に対するISBPの効果

抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateと35S－pro－caspase・2の混合溶液に、大腸菌で発

現、精製した5μgのISBP、あるいはbufferのみを加え、各時間インキュベートした

後、SDS－PAGEを行い、35S－pro－caspase－2の切断された断片を検出した。
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4－3考察

　yeast　two。hybrid　systemを用いて、ヒト胎児脳cDNAライブラリーからICH－1Sと結

合するタンパク質（ISBP）を単離した。ホモロジー検索の結果、　ISBPはインテグリン

細胞内ドメイン（Mlbと結合するタンパク質として最近クローニングされたCIB78）と同

一であることが明らかとなった。インテグリンは細胞表面に発現される細胞接着受

容体で、αとβ鎖から構成されている。現在、少なくとも15種類のα鎖、8種類のβ鎖

が知られており、その組み合わせにより約20種類のインテグリンが存在する。イン

テグリンは、赤血球以外の生体内の全ての細胞膜表面に発現し、細胞間、または細

胞マトリックスと細胞間の接着を担い、細胞の形態維持、運動、発生、増殖、分化、

造血、癌細胞の転移、血小板凝集など多岐にわたる細胞現象に重要な役割を果たし

ていることが知られている。また、内皮細胞、上皮細胞などの接着性の細胞では、

細胞外マトリックス分子との相互作用が、細胞の生存に必要であることが報告され

ている79・8〔1）。一方、血球系細胞株において、フィブロネクチンがインテグリン

VLA。5を介してアポトーシスを誘導すること81）、β2インテグリンがTNF一αによる好

中球のアポトーシスを増強すること82）が報告されており、インテグリンはこれらの

アポトーシスに密接に関与していると考えられている。このことから、インテグリ

ンのアポトーシスに対するISBP（CIB）の関与が想像される。しかしながら、　CIBは

インテグリン（㌔と特異的に結合し、他のインテグリンファミリーには結合しないこ

とが示されている77）。インテグリン（㌔β3は血小板、巨核球に特異的に発現し、その

凝集に関与していることが知られている。一方で、血小板は無核であるためアポトー

シスは存在しないと考えられている。したがって、ISBP（CIB）が血小板の凝集に関

与する因子である可能性は十分にあるが、インテグリンを介するアポトーシスへの

ISBPの関与は無いと考えられる。

　ISBPはカルシニューリンBサブユニットと58％、カルモジュリンと56％の相同性

をもち、C末端側に二つのEFハンドモチーフをもつ、低分子量Ca2＋binding　protein

であることが明らかとなった。カルシニューリンはCa2＋とカルモジュリンによって

制御されている唯一のホスファターゼであり、Ca2’　／カルモジュリン依存性シグナル

伝達言路で活性化され、細胞の増殖、分化や細胞周期、転写制御因子の調節機構な

どに関わっていることが知られている。また、カルシニューリンAの活性型遺伝子

を導入した細胞において血清除去下でアポトーシスが誘導されること83）・そのアポ

トーシスはBcl－2との直接結合により抑制されることが報告されているge）・カルシ

ニューリンは触媒サブユニットであるカルシニューリンAと調節サブユニットであ

るカルシニューリンBから成る。カルシニューリンBは分子量19kDaで四つのEFハン
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ドモチーフをもつ、低分子量Ca2＋binding　Proteinである。　ISBPはカルシニューリン

Bサブユニットと最も高い相同性をもつことから、カルシニューリンBと同様に、未

知の酵素の調節サブユニットに成りうる可能性が考えられる。一方、EFハンドモチー

フを二つもつ低分子量Ca2＋binding　proteinとしてp2285）、　CHP（calcincurin　B

homologous　protein）86）が知られている。　P22、　CHPともにカルシニューリンBと高い

相同性をもち、P22は膜輸送に85）、　CHPはナトリウム／プロトンポンプに86）関与する

ことが報告されている。ISBPとの相同性は高くないが、　ISBPとp22、　CHPは、　C末端

にEFハンドモチーフを二つもつ低分子量Ca2＋binding　Proteinのファミリーを形成し

ている可能性が示唆される。

　ICH－1SはC末端側から20アミノ酸がICH－1しと異なるアミノ酸組成をもつ領域で、

それ以外のアミノ酸組成はICH－1しと全く同一である12）。ISBPとICH－1Sの結合部位を

検討したところ、ISBPとICH－1Sは各々のC末端側で結合すること、　ISBPのICH－ISへ

の結合には、ICH－ISに特異的なC末端側のアミノ酸組成が必要であることが示唆さ

れた。このことから、ISBPはICH－1しと結合出来ないことが示唆された。また、　ISBP

はインテグリン（㌔の細胞内ドメインと結合するCIBと同一であることから、　ICH－1S

のC末端側とインテグリンαIlbの細胞内ドメイン間にホモロージーが存在するか否か

検討したが、両者の間にホモロージーは存在しなかった。しかしながら、本論文に

おいて、ISBPとICH－1Sは各々のC末端側で結合することを示したが、　CIB（ISBP）と

インテグリン（iglbがどの領域で結合するのか明らかではない。したがって、　ICH－1Sと

の結合部位（C末端側）と異なる領域で、CIB（ISBP）はインテグリン（㌔、と結合するの

かもしれない。

　つぎに、ISBPのアポトーシスに対する作用を検討するため、　ISBPがcaspaseの基質

に成りうるか否かを、抗Fas抗体処理したJurkat　cell　lysateを用いて検討したところ、

ISBPはcaspaseの基質にならないことが示唆された。つぎに、　caspaseの活性化に対す

る効果について検討したところ、in　vitroにおいてISBPはICH－1Lを基質とするcaspase

の活性化を一部抑制した。ICH－1Lを基質とするcaspaseはcaspase－2、一3、一8、一10であ

り、抗Fas抗体処理したJurkat細胞において、　caspase－2、一3、一8、一10が活性化される

ことが報告されている。ISBPはICH・1Sに結合するタンパク質として単離されたこと

から、ISBPはcaspase－2の活性化を調節することが示唆される・ISBPはICH－1L

（caspase－2）と直接結合できないことが明らかになったことから、　ISBPがcaspase－2に

直接作用して、その活性を抑制するとは考えにくい。一方、Ich－1SはJurkat細胞にお

いて発現していることが報告されている12）。したがって、ISBPはJurkat細胞のICH－

1Sに作用することにより、　caspase－2の活性化に何らかの影響を与える可能性が考え

られる。しかしながら、ICH－1Sがcaspase－2以外の他のcaspaseの活性化に影響を与え

る可能性や、ISBPがICH－1Sを介さずにcaspaseの活性化に影響を与える可能性も考え
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られる。今後さらに詳しく、ISBPのcaspase抑制作用について検討していく必要があ

る。

　一方、ISBP　mRNAのヒトでの組織分布を検討したところ、　ISBPは成人、胎児で

検討した全ての組織において発現していた。このことから、ISBPは一一種のハウスキー

ピング遺伝子である可能性が考えられる。ハウスキーピング遺伝子である

cytochrome　cがアポトーシスの情報伝達の中ではcaspase活性化因子として機能するよ

うに、ISBPも細胞の生存、維持などの重要な機能をもちながら、アポトーシスなど

他の機能に関与している可能性も考えられる。実際、ISBPはインテグリン細胞内ド

メイン結合タンパク質であるCIBと同一分子であることから、血小板の凝集におい

てISBP（CIB）はインテグリンからのシグナルを媒介するメディエターとして機能す

ると推測されている。今後、ISBPのアポトーシスに対する作用のみならず、　ISBPが

有する他の細胞内機能についても検討していきたい。
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終章

本研究成果を以下に示した。また、今回の結果から予想されるSK－N－MC細胞にお

けるセラミドのアポトーシス惹起機構を図33に示す。

1）C2セラミド、スフィンゴシン、スフィンゴミエリナーゼ処理は、ヒト神経芽細

胞腫SK－N－MC細胞のアポトーシスを引き起こした。

2）C2セラミドによるアポトーシス誘導時に、　caspase－2および一3が活性化すること

が示唆された。

3）C2セラミドはミトコンドリアタンパク質cytochrome　cの細胞質への漏出を引き起

した。

4）in　vitroにおいてcytochrome　cはcaspase－2および一3の前駆体の切断を引き起こした。

5）yeast　two－hybrid　systemを用いて、　caspase－2から選択的スプライシングより生じ、

アポトーシス抑制活性を有するICH－1Sと結合する約25　kDaのタンパク質を単離した。

ISBPはインテグリン細胞内ドメイン（igi、と結合するタンパク質として最近クローニン

グされたCIBと同一分子であり、カルシニューリンBサブユニットと58％、カルモジュ

リンと56％の相同性をもち、C末端側に二つのEFハンドモチーフをもつ、191個のア

ミノ酸から成る約25kDaの低分子量Ca2＋binding　proteinであった。

6）ISBP　mRNAはヒト各組織で発現していること、その細胞内局在は核、細胞質の

両方に存在していることが明らかにされた。

7）ICH－1SとISBPは各々のC末端側で結合していることが示唆された。とくに、

ISBPのC末端側3アミノ酸および、　ICH－1Sに特異的なC末端のアミノ酸が必要である

ことが示唆された。

8）in　vitroにおいて、　ISBPはcaspaseの活性化を一部抑制することが示唆された。
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　以上の結果から、SK－N－MC細胞において、セラミドはcytochrome　cを漏出し、

caspase－2、一3を活性化させ、アポトーシスを引き起こすことが示唆された。最近、

PC12細胞において、低酸素ストレスにより細胞内セラミドが上昇し、　caspaseが活性

化され、アポトーシスを誘導することが報告された87）。一方、一過性の脳虚血にお

いて、遅延性細胞死が起こる海馬錐体細胞でNedd2の発現が上昇することが報告さ

れている88）。低酸素ストレスは脳虚血におけるin　vitroのモデルであると考えられて

いることから、一過性の脳虚血における遅延性神経細胞死にセラミド、caspaseが関

与している可能性が考えられる。それゆえに、セラミドによるcaspaseの活性化は、

神経疾患における細胞死に密接に関わっていると考えられ、セラミドの神経細胞死

に対する役割および、その分子機構はますます重要になってきていると思われる。

　一方、1993年にcaspaseが哺乳類における細胞死実行因子であることが示唆されて

以来、caspaseを中心にアポトーシスの分子機構が急速に解明されてきた。最近、

caspaseによって活性化されるアポトーシス特異的なDNA分解酵素（CAD：caspase・

activated　DNase）とその阻害因子（ICAD：inhibitor　of　CAD）が同定され、　casapseの活

性化から、DNAの分解までの伝達機構が明らかとなった89）。このように、　ApafL　1／

cytochrome　c、あるいは、　death　domain／TRADD／FADDによるcaspase活性化機構お

よび、caspase活性化からアポトーシスの最終ステップまでの機構が明らかにされつ

つある。今回筆者が単離したISBPの細胞内の作用については不明である。しかしな

がら、in　vitroにおいてISBPはcaspaseの活性を抑制することが示唆されたので、細胞

内においてcaspaseの活性化を制御する因子である可能性が考えられる。したがって、

セラミドによるアポトーシス誘導における細胞内ISBPの発現量など、その役割を検

討することが、セラミドを含むアポトーシスの分子機構の解明の前進に寄与すると

思われる。ISBPの細胞内機能について早急に検討することが今後の重要な課題であ

る。
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　　　　　　　H202　etc

　　　　　　　　　　　x

　　　　　　　　　　　　　SMase　sphingomyelin
　　　　　　　　　　　　　　　　　x／

　　　　　　　　　　sphingosine　一．qE一一一一一　ceramide

　　　　　　　　　　　　　　xx　／

pro－caspase－2　／　mitochondria　5／　pro－caspase－3

　　　　　　＜トー　cytochrome　c　　－

図33

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PARP　cleavage
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ

セラミドによって引き起こされる細胞死の機構

llt〈，z－Asp－CH2－DCB　li／lil　］ttir：A！

　　　　apoptosis／／）t
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