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論文内容の要旨

すべての好気性細胞は酸素代謝により生じた活性中間体，スーパーオキサイド (02 ー) ，過酸化水素

(H 2 02) ，ヒドロキシラジカ Iレ(・ OH) ，から自己を防御する機構を保持している。化学療法剤投

与，放射線照射により過剰の酸素ラジカルが生成されると，防御機構のバランスを失い，細胞は死滅する。

ヒト骨髄性白血病HL-60細胞に酸素ストレスとして過剰の過酸化水素を与え細胞が乙のようなスト

レスに適応しうるかどうかを検討した。

HL-60細胞を過酸化水素で処理し増殖に対する効果を見た結果 5-200μMの過酸化水素が

s u b 1 e t ha 1 1 ev e 1 である乙とが判明した。 HL -60細胞を 5 0μM及び 100μMの過酸化水素で、

繰り返し処理したと乙ろ，数カ月後に，細胞は過酸化水素に適応し，安定に増殖するようになった。両培

養から単離したクローン， HP50-2 ， HPI00-l は親株細胞の 4 0倍および 340倍の過酸化水

素耐性を示した。また， ζれらの細胞は液体培養において凝集しながら増殖し，細胞膜の性質の変化を示

唆した。

次に， HP 5 0 ー 2 及びHPI00-l 細胞がどのようにして過剰な過酸化水素に対処しているのかを

明らかにするため， SDS-PAGE，銀染色により， steady state の各細胞の蛋白質状態， (35 S) 

Met で標識した蛋白の S D S -P AG E , F luorography により，蛋白質合成を調べたと乙ろ， 5 6 

KDa の蛋白の含量，合成が耐性細胞，特にHPI00-l において増加し， 4 4 KD a の蛋白が同細胞

で減少していた。また， 44KDa の蛋白のmediumへの分泌が耐性度が高まるにつれて増加していた。

二次元電気泳動lとより， 5 6 KD a 及び 44KDa の蛋白の等電点は，およそ 4.9 及び 5.3 であることが

わかった。一方， HL -6 0 細胞は，過酸化水素を基質として利用する酵素myeloperoxidase を特異
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的に合成している。各細胞のmye loperoxidase活性を測定したところ，両耐性細胞にはまったく活性

が見られなかった。しかし，過酸化水素分解活性は， HP5 0-2 は対照細胞の 3 倍， HPI00-l は

1 8倍であった。さらに， glutathione peroxidase 活性を測定したと乙ろ， HPI00-l は対照

細胞とほぼ同じ活性であったが， HP50-2 は対照細胞の1. 6倍の活性を保持していた。 HL-60細

胞は過酸化水素を基質として分解しうる 3 種類の酵素， myelopeoxidase , catalase , glutathio 

one peroxidase を合成しており，電気泳動の結果から耐性細胞の著しい過酸化水素分解活s性は catal

ase の作用によるのではないかと推定された。そ亡で， [ 35S ] M e t で標識した細胞の extract の

: ant i -catalase serum による， immunoprec ipi tat ion を行ったと乙ろ，耐性度が増加する

につれて" ..9 6 K.o a の.c a:talase .s1;lbuni t の合成が著七く増加していた。さらに，耐性細胞の過酸

化水素分解活性は抗体処理で、完全に除去された。以上の結果から， HP 5 0-2 及びHPI00-l 細胞

の過酸化水素に対する耐性の機構が考察された。細胞の周囲に存在する過剰の過酸化水素は，細胞からた

えず分泌され細胞を層状に包み乙んでいる 44KDa の蛋白のm~thionine 残基と反応することによっ

で，一部消費され，膜に対する過酸化水素の直接的効果が緩和される可能性がある。そして，膜を通過し，

最終的に細胞内に侵入した過酸化水素は， HP 50 ー 2細胞においては 3倍に増加した catalase と一

部glutathione peroxidase よって消去され， HPI00-l 細胞においては 1 8倍にも増加した

catalase によって完全に消去される。

H L-6 0 細胞は発癌フ。ロモーターTPAによってmacrophage-1 ike ce 11 ，乙分化誘導され， TPA

の作用には一般に活性酸素が関与しているという報告がある。そ乙で，活性酸素耐性な HL-:-60 細胞，

HP50 ー 2 及びHPI0Q...;.1 細胞のTPAに対する分化の応答を見た。 1 0 ng Iml のTPAでHP

50 :，- 2及びHPIOO-l細胞を 4 8 時間培養したと乙ろ， HL -6 0 細胞と同様に，両細胞とも器壁

への著しい接着性を示し，凝集体を形成し，分化した。また， heat -shock と酸素ストレスは類似し

た現象であり， hea t -shockによって細胞が熱耐性を保持するようになる現象が報告されている。酸素

スドレスに耐性なHP50~2 及びHPI00-l 細胞の増殖に対する 44 0Cの熱処理の効果を見たとこ

ろ，f 両細胞とも HL-60細胞に比べ著しい熱耐性を保持していた口

論文の審査結果の要旨

好気性細胞の通常の酸素代謝によって・活性酸素スーパーオキサイド (02 ・)や過酸化水素 (H202 ) 

が生成される。また薬物投与や放射線照射によっても活性酸素が産生される。乙れらの活性酸素は反応性

の強いヒドロキシラジカル(・ OH) に変換され， リピッド， DNAを修飾し細胞に障害を引き起こす。

活性酸素に対する防御機構やその調節機構は，動物細胞ではまだ十分に明らかにされていないム春日井勲

君は白血病細胞HL-60 の過酸化水素耐性変異株を分離し，その耐性機構を研究することにより，乙れ

らの問題に取り組んだ。

HL~60細胞を 50ρM過酸化水素存在下で長期に培養し 変異株HP50-2 を分離した。同様に
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1 0 0μM 過酸化水素処理で変異株HPI00-1 を得た。 HP50 ー 2 と HPI00-l の過酸化水素

に対する耐性度は親細胞のそれに比べ，それぞれ 4 0 倍， 340倍である。その耐性機構を明らかにする

ため，まず，過酸化水素の代謝に関与する酵素の活性を調べた。これらの変異株細胞当りのカタラーゼ活

性は事見細胞に比べそれぞれ 3 倍， 1 8 倍に増加していた。クVレタチオンペルオキシダーゼはHP50-2 ‘

で親細胞に比べ1. 6 倍に増加していた。ミエロペ Jレオキシダーゼは親細胞には存在するが，いずれの耐性

細胞にもまったく検出されず，過酸化水素耐性には関与していなかった。カタラーゼ活性は抗ヒトカタラ

ーゼ血清で完全に抑えられ，過酸化水素分解・活性がカタラーゼに基づくものである乙とが明らかになった。

乙れらの耐性細胞の蛋白質を二次元電気泳動法により，親細胞のそれと比較検討した結果，カタラーゼに

相当する 5 6 K D a , p 1 4. 9 の蛋白質が耐性度に応じて顕著に増加していた。乙のほかにも未同定の44

K D a , p 1 5. 3 , 4 3 K D a , p 1 5. 2 などの数個の蛋白質スポットの増加が認められた。特にカタラ

ーゼの増加は， 35s- メチオニンでパルス標識した後免疫沈降させた実験により，カタラーゼの合成速

度の増加に基づく乙とを明らかにした。

また過酸化水素耐性細胞は熱耐性も示した。変異桝田胞は共に 4 40C 5 分間の熱処理によっても成長速

度に変化はないが，親細胞は成長が抑制される。乙の乙とは過酸化水素が酸化的ストレスとして細胞に作

用し抗ストレス蛋白質を誘導し 乙れらが熱耐性を与えるものと推定される。 HL-60細胞の主要な生

物的特徴はマクロファージに分化し得る乙とであるが，どの耐性細胞においても乙の性質は失われていな

かった。すなわち耐性細胞ではどく限られた性質のみが変化増幅し そのほかの大部分の性質は安定に維

持されていると考えられる。

以上，春日井勲君はHL-60細胞の過酸化水素耐性にカタラーゼならびにグ Jレタチオンペルオキシダ

ーゼが関与していることを明らかにした。したがって，春日井勲君の研究業績は理学博士の学位論文とし

て十分価値のあるものと認められる。
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