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論文内容の要旨

【目的】

ゲルソリンは、アクチンの重合・脱重合の調節により細胞の形態変化、運動性を制御するアクチン調節タンパク質

である。最近、ゲルソリンは、①カスパーゼの基質として切断を受け、その結果生じた断片が Ca 2 + 非依存的にアク

チンを切断すること、およびN末端側断片の過剰発現はアポトーシスを誘導しうること、②過剰発現により、様々な

刺激により誘導されるアポトーシスが抑制されること、などによりアポトーシスのシグナル伝達においても関与する

ことが示唆されている o 我々は、これまでゲルソリンによるアポトーシス抑制機構の解析を行い、カスパーゼの活性

化やそれに先行してみられるシトクロームCの細胞質への漏出が抑制されていることを見いだし、ゲルソリンのアポ

トーシス抑制機能はミトコンドリアより上流で発揮されると考えていた。そこで本研究では、ミトコンドリアにおけ

るゲルソリンの標的分子の検索をはじめとした詳細な解析を行った。

【方法ならびに成績】

ヒトゲルソリン (hGsn)、マウスゲルソリン (mGsn)、およびカスパーゼ 3 による hGsnの切断断片のアポトーシ

スへの影響を調べるため、それぞれをHeLa*田胞に一過性に発現させた。その結果、 hGsn はVP16 (エトポシド)で

誘導されるアポトーシスを抑制するのに対し、 mGsn はアポトーシスを促進することが観察された。また、 C末端側

断片 hGsnー C に強いアポトーシス抑制効果がみられた。さらに、 HeLa 細胞に anti-sense hGsn を導入し endoge­

nous hGsn が減少した細胞では、アポトーシスの促進がみられた。これらの結果から、 hGsn は mGsn とは異なり強

いアポトーシス抑制活性を有し、 C末端側領域がその活性に重要であると考えられた。

hGsn を過剰発現させた Jurkat 細胞では主にオルガネラ分画に局在しているのに対し、 Jurkat 細胞親株では主に

cytosol に局在していた。そこで、ゲルソリンのアポトーシス時にみられるミトコンドリア変化を検討するため、ラッ

ト単離ミトコンドリアを用いて実験を行ったo hGsn は顕著に膜電位低下を抑制し、それに相応してシトクロームC

の漏出の抑制がみられた。 mGsn ではそのような効果はみられなかった。また hGsn-C、およびその領域内の G 5 

ドメインに膜電位低下の抑制効果がみられた。これらの結果より、 hGsnのアポトーシス時にみられるミトコンドリ

ア変化の抑制効果にはC末端側領域の特に G 5 ドメインが必須であることがわかった。

最近、ミトコンドリア外膜に存在するチャネル VDAC がアポトーシスの際のミトコンドリア変化に重要な役割を

担っていることが明らかにされたので、 hGsn の VDAC 活性に与える影響を検討した。ゲルソリンを過剰発現させた
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Jurkat 細胞 (JGF) の lysate およびミトコンドリア( 1 mg/ ml) をリコンビナント hGsn と 5 分間反応させた

lysate について免疫沈降を行ったところ、 hGsn と VDAC の結合が確認され hGsn が VDAC を直接制御しているこ

とが示唆された。そこで次に、ラットから精製した VDAC をリポソームに埋め込んだ VDACーリポソームを作製し、

sucrose の取り込みによるリポソームの swelling により、 hGsn の VDAC 活性に与える影響を調べた。その結果、

hGsn は濃度依存的に sucrose の取り込みを抑制し、 hGsn-C、 G5 に抑制効果がみられた。また、 Ca 2 + 存在下で

hGsn の sucrose 取り込みの抑制効果が増強された。この結果から、 hGsn は Ca 2 + 依存的に VDAC 活性を抑制し、そ

の結果アポトーシス時のミトコンドリア変化を抑制すると考えられた。

【総括】

ヒトゲルソリンは、マウスゲルソリンと異なりアポトーシス抑制能を有し、 C末端領域がその活性を示すのに重要

であることが明らかになった。またゲルソリンは、細胞、ミトコンドリアで VDAC との相互作用が認められ VDAC

活性の抑制能を有することから、ヒトゲルソリンは、 VDAC活性の調節を介してアポトーシスの抑制に重要な役割

を担っていると考えられた。 C末端領域の中でもG5 ドメインはヒトとマウス間で相向性が低く、またヒトゲルソリ

ンのこのドメインは、膜電位低下の抑制効果、および VDAC活性抑制効果を示すことから、ヒト、マウスゲルソリ

ンのそれぞれがもっアポトーシス調節能の違いは、このドメインの違いによるものと考えられた。

論文審査の結果の要旨

ゲルソリンは、アクチンの重合・脱重合の調節により細胞の形態変化、運動性を制御するアクチン調節タンパク質

であるが、最近、①カスパーゼの基質として切断を受け、その結果生じた断片が Ca 2 + 非依存性にアクチンを切断す

ること、およびN末端側断片の過剰発現はアポトーシスを誘導しうること、②過剰発現により、様々な刺激により誘

導されるアポトーシスが抑制されること、などによりアポトーシスのシグナル伝達においてもその関与が注目されて

いる o 我々は、これまでゲルソリンによるアポトーシス抑制機構の解析を行い、カスパーゼの活性化やそれに先行し

てみられるシトクロームCの細胞質への漏出が抑制されていることを見いだし、ゲルソリンのアポトーシス抑制機能

はミトコンドリアより上流で発揮されると考えていた。本研究は、ミトコンドリアにおけるゲルソリンの標的分子の

検索をはじめとした詳細な解析を行った。

ヒトゲルソリンは、強いアポトーシス抑制能を有し、それにはC末端領域の特に G 5 ドメインが重要であること、

一方マウスゲルソリンはアポトーシス促進能を有することが明らかとなった。また、ヒトゲルソリンはマウスゲルソ

リンとは異なり、膜電位低下やシトクロームCの漏出のようなアポトーシスの際のミトコンドリア変化を抑制するこ

とがわかった。さらにリポソームを用いた系により、ヒトゲルソリンは抗アポトーシス機能を有した Bcl-XL と同様

に、直接結合することにより VDAC 活性を抑制することが示された。

これらの結果から、ヒトゲルソリンは、 VDAC の調節を介してミトコンドリアの膜透過性を制御し、アポトーシ

ス抑制効果を示すと考えられるo

以上本研究は、アクチン調節タンパク質ゲ.ルソリンのもつ新規の機能で、あるアポトーシス抑制の分子メカニズムの

解明に大きく寄与するものであり、学位に値すると考えられるo
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