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論文内容の要旨

【目的】

Bcl-2 の線虫ホモログである CED- 9 は、 caspase のホモログである CED- 3 により限定分解を受け、 Bcl- 2 

に類似した C末端ドメインと、バキュロウイルス由来の caspase 阻害タンパクである p35に類似したN末端ドメイン

の 2 つの機能ドメインに分解されることが知られているo また、 Bcl- 2 は線虫の細胞死を部分的に抑制するが、 CE

D-9 は晴乳類細胞の細胞死を抑制しないことが報告されている。線虫の細胞では、 CED- 9 は CED- 4 と結合し

ミトコンドリアの外膜に局在する o 私達は、 CED- 9 と異なり Bcl- 2 はミトコンドリア内膜に局在することを示し

てきた。このことより私は、 1) CED-9 が晴乳類細胞ではミトコンドリアに局在することが出来ないため細胞死

を抑制出来ないこと、さらに、 2) CED-3 により限定分解された CED- 9 はミトコンドリアに局在することによっ

て細胞死を抑制するとの仮説の基に本研究を行った。

以上の仮説を証明する目的で、本研究では CED- 9 の晴乳類細胞での細胞死抑制効果と細胞内局在を検討した。

【方法ならびに成績】

CED-9 の晴乳類細胞での局在と機能を調べるため、全長 CED- 9 CFull CED-9 )或いは、より Bcl- 2 に似

た C 1 -67アミノ酸残基を欠損した) c末端領域(ムN CED-9) を PC12細胞と、 HeLa 細胞にそれぞれ強制発現

させ、安定に発現する細胞株を樹立した。 PC12細胞は血清除去により、 HeLa 細胞は TNF-α と cycloheximide に

よりアポトーシスを誘導し、生存率を調べた。両細胞株とも、 Full CED-9 を発現させた細胞株は野生型細胞と同

程度にアポトーシスに陥ったが、ムN CED-9 を発現させた細胞株はアポトーシスを抑制した。また、細胞分画を

用いて検討した結果、 Full CED-9 及びムN CED-9 発現 PC12細胞では両タンパクともミトコンドリア画分と小

胞体膜画分に局在した。一方、 HeLa細胞ではムN CED-9 はミトコンドリア画分と小胞体膜画分に局在したが、

Full CED-9 はミトコンドリア画分にはほとんど局在しなかった。これら細胞よりミトコンドリアを単離し、

trypsin で消化したところ、 Full CED-9 は外膜タンパクと同様にすぐに消化されたが、ムN CED-9 は抵抗性を

示した。さらに、凍結超薄切免疫電顕法を用いて各細胞を観察したところ、ムN CED-9 の陽性金粒子は PC12細胞、

HeLa 細胞ともに、小胞構造とミトコンドリア内膜に観察され、 Full CED-9 の陽性シグナルは両細胞ともミトコ

ンドリア内膜には観察されなかった。以上のことから、 CED- 9 が晴乳類細胞で細胞死を抑制するにはN末67残基

の欠損とミトコンドリア内膜への局在が必須であることが示唆された。
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【総括】

本研究により以上のことが明らかになった。 1) Full CED-9 は晴乳類細胞で、ミトコンドリア外膜あるいは小

胞構造に局在し、細胞死を抑制しなかった。 2 )ムN CED-9 は主にミトコンドリア内膜に局在し、細胞死を抑制

した。これらのことから、 CED- 9 が晴乳類細胞で細胞死を抑制するには、単にミトコンドリアに局在することだ

けではなく、ミトコンドリア内膜に局在することが重要であることが示唆された。

私達はこれまで、 Bcl- 2 がミトコンドリア内膜に局在することを示してきており、本研究はその結果を強く裏付

けるものである。今後、 Bcl- 2 のミトコンドリアでの詳細な機能解析が期待される。

論文審査の結果の要旨

Bcl-2 は細胞死抑制因子であり、一般にミトコンドリア外膜に局在すると考えられている。しかし、ミトコンド

リア膜電位の維持に重要な役割を果たしていることから、ミトコンドリア内膜に局在するとの報告もある。この様に、

Bcl-2 が細胞内のどこに局在するか長年明確な答えはなかった。申請者は本研究以前に Bcl- 2 がミトコンドリア

内膜に局在することを種々の方法を用いて示してきt:o 本研究では視点を変え、線虫の Bcl- 2 ホモログである

CED-9 を用いて解析することにより、 Bcl- 2 のミトコンドリア内膜への局在を示唆している。 CED- 9 は晴乳類

細胞では細胞死を抑制しないことが知られている。申請者は、このことは CED- 9 の晴乳類細胞での局在に起因す

るのではな L、かという発想に基づき、本研究を行った。本研究により明らかになったことは以下の点である。

1) CED-9 は、晴乳類細胞ではミトコンドリア内膜に局在せず、細胞死を抑制しな L 、。

2) c邸pase の線虫ホモログである CED- 3 により限定分解された CED- 9 は、晴乳類細胞のミトコンドリア内膜

に局在し、細胞死を抑制する。

以上のことから、晴乳類細胞における線虫の細胞死抑制因子である CED- 9 の機能発現には、単にミトコンドリ

アに局在することだけではなく、ミトコンドリアの内膜に局在することの重要性が示された。

ある特定のタンパクの機能を考慮する上で、その機能を発揮する「場」を同定することは非常に重要な点であるo

本研究は、 CED- 9 を晴乳類細胞に導入し、その局在と細胞死抑制機能との相関を明らかにしたものであり、この

結果は Bcl- 2 がミトコンドリア内膜に局在することを強く裏付けているo 以上の成果は細胞死抑制機構解明への貢

献度が大きく、学位の授与に値すると考えられる。
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