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論文内容の要旨

【緒言】

個体の発生、恒常性の維持に重要な役割を担っているアポトーシスの実行因子として、カスパーゼが知られているo

いったん活性化されたカスパーゼは、下流の酵素を活性化し、最終的に染色体 DNA をヌクレオソーム単位へ切断し、

アポトーシスを引き起こす。しかし、全てのアポトーシスが上述の経路によって惹起されるのか、あるいは、全く別

の経路が存在するのかは現在でも未解決の問題である o

一方、細胞が死に至る過程ではリソソームの活性化を伴うが、 PC12細胞の細胞死を経時的にみると、核の変化に

先行して、オートファジー小体の形成が活発となる。この変化は代表的な酵素であるリソソームカテプシン B と D

の変化としてとらえることができ、これにはリソソームカテプシン群の選別輸送を担うマンノース 6 ーリン酸レセプ

ター (MPR) が関与している o そこで、本研究ではリソソームカテプシン群の細胞内輸送ならびにアポトーシスの

制御の詳細について解析した。

【材料と方法】

細胞とその培養:ラット褐色細胞腫由来の PC12細胞は大分子の Cation independent Mannose 6 -phosphate 

Receptor/insulin-like growth factor receptor (CI -MPR) を効率的に発現しているが、小分子の Cation dependｭ

ent Mannose 6 -phosphate Receptor (CD-MPR) の発現は低~\o また、 PC12細胞は血清非存在下で培養すると典

型的なアポトーシスに陥るo この細胞を培養し、実験に用いた。

cDNA クローニングと遺伝子導入:ラットの CD-MPR cDNA を、 PC12細胞の cDNA ライブラリーを用いて型の

ごとく単離した。この cDNA の C 末端に FLAG 標識を付加後、リン酸カルシウム沈殿法にて PC12細胞に導入し、 C

D-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株を樹立した。

Cell Death Assay :野生型および遺伝子導入 PC12細胞を無血清培地、 CA074 (200 μM) 添加無血清培地、ペプス

タチン A (100μM) 添加無血清培地、 CA074およびペプスタチン A 添加無血清培地で24時間培養し、その生存率を

測定した。なお、 CA074はリソソームカテプシン B の特異的阻害剤であり、ペプスタチン A はアスパラギン酸プロ

テアーゼ(カテプシン D を含む)の阻害剤である。各実験群の生存率を算出するために、 PC12細胞を無血清培地に

100ng/ ml の NGF を添加した培地で培養し、その生存細胞数を100% としてそれぞれの生存率を算出した。

免疫組織化学的解析:野生型ならびに CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株における CI- 、 CD-MPR、カテプシン
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B、 D の局在を、免疫染色後、共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。

イムノブロ y ト法による解析:野生型ならびに CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株を血清存在下、血清非存在下で

24時間培養し、それぞれ蛋白を抽出した。電気泳動し、 PVDF 膜に転写後、抗力テプシン B、 D 抗体にて免疫染色を

行い、 Scanning Imager CMolecular Dynamics) にて、免疫反応量を測定した。

細胞分画法による解析:野生型ならびに CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株から細胞質分画を採取後、 12の分画に

分離し、イムノブロ y ト法を用いてカテプシン B と D の局在を調べた。

ノーザンプロッティング:野生型ならびに CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株から RNA を抽出し、 [l2PJ で標識

した CD-MPR cDNA プロープを用いて、 Autoradiography で CD-MPR の mRNA を検出した。

【結果】

野生型 PC12細胞の CI-MPR は共焦点レーザー顕微鏡で観察すると、核周囲に強い発現がみられたが、 CD-MP

R の陽性反応は弱かった。 CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株では、 CD-MPR の陽性反応は CI-MPR のそれと同

様の陽性反応を呈した。

CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株におけるカテプシン B と D の局在を検討した結果、野生型 PC12細胞と比較検

討して、カテプシン D の免疫反応性には変化が見られなかったが、カテプシン B の陽性反応は組大化し、より明瞭

な頼粒として細胞周囲に認められた。また、細胞分画法による検索の結果、カテプシン D の局在には変化が見られ

なかったが、カテプシン B の局在は最も重い分画に移動していた。

野生型 PC12細胞を無血清培地で24時間培養し、活性型カテプシン B と D の蛋白量の変化をみると、カテプシン B

は激減するが、 D は約 3 倍に上昇した。同様に、 CD-MPR 発現株で検討した結果、カテプシン B の蛋白量は減少

せず、培養開始前と同レベルの蛋白量を有することが分かった。

遺伝子導入細胞を無血清培地で培養したところ、野生型 PC12細胞に比べ有意に生存率が上昇した。また、カテプ

シン B の阻害剤である CA074を無血清培地に添加すると、 CD-MPR 過剰発現株は野生型 PC12細胞と同様の生存率

まで低下し、更にベプスタチン A を添加すると元の生存率に復した。

【考察】

本研究結果は、 PC12細胞において、トランスゴルジ網からのカテプシン B の選別輸送に CD-MPR が深く関与し

ていることを示唆している o 通常、無血清培地で野生型 PC12細胞を培養するとカスパーゼ 3 が活性化されてアポトー

シスで死に至るが、 CD-MPR 遺伝子導入 PC12細胞株ではこの死が回避された。さらに、カテプシン B の特異的阻

害剤である CA074 を添加すると細胞死が促進され、 D の阻害剤であるペプスタチン A の添加で生存率は正常に復し

た。これらの事実は、 PC12細胞の細胞死には、カスバーゼを利用する経路以外にリソソームカテプシン B と D で制

御される経路も存在することを示している o この経路ではカテプシン D が細胞死惹起因子として働き、その活性を

カテプシン B が抑制するものと思われる。すなわち、本研究では CD-MPR によるカテプシン B の効率のよい輸送

が、細胞死を抑制する方向に作用した結果、本遺伝子導入 PC12細胞の生存率が上昇したと考えられる o

【結論】

PC12細胞の細胞死には、カスパーゼ非依存性の細胞死の経路としてリソソームカテプシン B と D によって制御さ

れる経路が存在することがわかった。また、 CD-MPR は同細胞においてカテプシン B をより効率的にリソソーム

系に輸送することを明らかにした。

論文審査の結果の要旨

本論文は、アポトーシスにおけるリソソームの活性化に注目し、リソソーム酵素の輸送経路と細胞内局在、さらに

その果たす役割について検討したものである o その結果、アポトーシスには、細胞死実行因子と考えられているカス

マーゼを介する経路とは別に、リソソームカテプシン群によって制御される経路が存在することを明らかにした。

以上の業績は、未だ解明されていないアポトーシスの機序を明らかにしていく上で貴重な知見を提供するものであ

り、博士(歯学)の学位授与に値するものと認める。
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