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論文内容の要旨

[目的]

アポトーシスは不必要な細胞を除去してし、く過程でありその生化学的な特徴として染色体 DNA の断片化を伴う。

この過程は CAD (caspase-activated DNase) およびその阻害タンパク質、 ICAD (Inhibitor of C九D) により制御さ

れている。アポトーシス時には活性化された caspase により ICAD が切断、不活性化され自由になった CAD が染色

体 DNA を断片化する。さらに最近この DNA の分解には食食細胞、リソソームに存在する DNase II の関与も示唆さ

れている。このように DNA 分解における分子メカニズムについては詳細な解析が行われてきたが、その生理的な役

割は明らかとされていない。そこで発生過程において多くの細胞がアポトーシスにより除去され遺伝学的解析の容易

な Dl'Osophila を用い、 DNA 断片化の生理的な役割を明らかとすることを目的とした。

[方法ならびに成績]

1. Drosophila ICAD (dICAD) 欠失 line の樹立

dICAD 欠失 line は P-e1ement の挿入による Localhop mutagenesis により樹立した。具体的には、 dICAD 遺伝子

の下流 60 kbp に P-element が挿入された line を同定し、この P-element を段階的に mobilize させた。これら

P-element の位置は Long-PCR 法により検討し、最終的に開始コドンの上流 17 bp の位置に P-e1ement の挿入された

1ine を樹立した。この 1ine においては ICAD のみならず CAD タンパク質も消失しており、 CAD/ICAD 変異 line と

して解析可能であることが示された。

2. Drosophila DNase II (dDNase II )変異 1ine の同定

ほ乳類 DNaseII との類似性を持つ CG7780 遺伝子を COS 細胞に発現させ CG7780 タンパク質の酵素活性を検討し

たところ、酸性条件下において顕著な DNase 活性が認められた。この結果より CG7780 遺伝子を DrosophilaDNase 

H と結論した。一方、低い酸性 DNase 活性を持つ DNase-llo の dDNase n 遺伝子変異の可能性を検討した。その結

果、 DNase-llo より単離した dDNaseII cDNA においては 223 番目のセリンがアスパラギンに置換する塩基変異を

含んでいた。さらにこの変異 dDNase II を COS 細胞に発現させた場合、そのタンパク質は殆ど酸性 DNase 活性を示
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さなかった。これらの結果より DNase-Po は dDNasell 変異 line であることが示された。

3. アポトーシス時の DNA 断片化への CAD、 DNasell の関与、及び DNA の蓄積

Drosophila におし 1て、卵、佐発生過程にアポトーシスにより細胞が除去されることが知られている。そこでこれら

の過程の DNA 断片化を dICAD 欠失 line 、 dDNasell 変異 line において linker-mediated PCR により検討した。い

ずれの過程においても野生型 line においてはヌクレオソーム単位の DNAladder が検出された。一方、 dICAD 欠失

line では全く DNA ladder が認められず CAD がアポトーシス時の DNA 断片化に不可欠であることが示された。こ

れに対し dDNasell 変異 line においては、 DNAladder は減少せず、むしろ増加していた。また、 dICAD、 dDNase

E 両欠損 line においては全く DNA ladder は観察されなかった。これらの結果より CAD、 DNasell は卵、陸発生過

程のアポトーシスにおいて異なる機構で DNA 分解に関与していることが明らかとなった。

さらに dDNasell 変異 line の ovaη を Acridine orange 染色したところ多くの未分解 DNA の蓄積が認められた。

この DNA の蓄積は dICAD 、 dDNasell 両欠損 line においても認められた。これに対し、 dICAD 欠失 line において

DNA は全く蓄積していなかった。

4. 蓄積 DNA による抗菌ペプチドの誘導

ほ乳動物においては非メチル化 DNA により感染免疫経路が活性化されることが知られている。そこで蓄積した

DNA による Drosophila の感染免疫経路活性化の可能性を検討した。抗菌ペプチドの発現を Northern blotting によ

り検討したところ野生型、 dICAD 欠失 line においてその発現は認められなかった。これに対し、 DNA の蓄積が認め

られる dDNasell 変異 line においては抗菌ペプチドの発現が誘導されていた。さらにこの発現レベルは dICAD、

dDNasell 両欠損 line において促進されていた。これらの結果よりアポトーシス時の未分解 DNA は Drosophila にお

ける感染免疫経路を活性化することが示唆された。

[総括]

以上より Drosophila 発生過程のアポトーシスにおける DNA 断片化には CAD江CAD 及び、 DNasell が関与してい

ることが明らかとなった。さらに DNA が分解されずに蓄積した場合感染免疫経路が過って活性化されることが示唆

された。

論文審査の結果の要旨

アポトーシスは不必要な細胞を除去してし、く過程であり、生化学的な指標として染色体 DNA の断片化が知られて

きた。私達はアポトーシス時に活性化され染色体 DNA を断片化する DNase 、 CAD 及びその阻害タンパク質 ICAD

を同定し、さらにこれらの分子による DNA 断片化機構が Drosophila においても保存されていることを明らかにして

きた。このように DNA 断片化機構は生物を通して広く保存されているが、その生理的な役割は未だ明らかにされて

いない。

そこでその意義を明らかにするため DrosophJ1a CAD/ICAD の変異 line を樹立した。さらにほ乳類において食食細

胞中で DNA を分解することの知られる DNasell が Drosophila にも存在することを示し、その変異 line を同定した。

これらの変異 line の解析によりアポトーシス細胞の DNA は dCAD によりヌクレオソーム単位に分解され、その後食

食細胞内で DNase II により分解されることが示唆された。さらに DNase II を欠損した場合、未分解 DNA が蓄積し、

DNA の蓄積する line では感染免疫経路が活性化され抗菌ペプチドが誘導されることを見出した。

本研究はアポトーシス時の DNA 分解が過った免疫応答を起こさない為に必要であることを示唆し、 DNA 分解の生

理的な意義を明らかにしたことは学位の授与に値すると考えられる。
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