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ACBP,acyl-CoA-bindingprotein

Ac-DEVD-MCA,acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-a-(4-methyl-coumaryl-7-amide)
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PBS,phosphatebufferedsaline

PI,propidiumiodide

PIPES,piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonicacid)
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YO-6,  trans-4-aminomethylcyclohexanecarbonyl-L-(0-2-pyrimidyl)tyrosine-3-carboxyanilide 
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緒 言

1972年 にWyllieとKerr[1]ら によ り見出 された アポ トー シスは、様 々な生命現象や病 態

において きわめて重要 な意義 を有す る と考 え られ てい る[2,3,4,5]。 また 、多 くの薬物 にお

いてアポ トー シス誘 発作用[6,7,8]や 抗アポ トー シス作用[9,10,ll]が 報告 され、それ らの

シグナル カスケー ドは薬理学 的に も注 目され てい る。アポ トー シスシグナル カスケー ドに

関 して は、受容体[12,13,14]、 ミ トコン ドリア障害[15]、 小胞体ス トレス[16]の 面か ら

活発 に研 究 されてお り、複雑 なシ グナル カスケー ドの存在が報告 されて いる(Fig.1)[15]。

アポ トー シスの生化学的特徴 の1つ で あるヌ ク レオ ソーム単位 のDNA断 片化 はアポ トー

シス の最終段階で あ り、 この反応 はカスパーゼ活 性化DNA分 解酵素(CAD)[17,18]に よ

り触媒 され る。本酵 素活性 の調節 に関 して は詳細 な研 究がな されてい るが、触媒 を受 ける

DNAの 核 内での挙動 に関す る情報 は極 めて少ない。

Fig.1.Manydeathsignalsconvergeontomitochondriaandreleasemultipleintermembranespace

proteins.Blackarrowsrepresentcaspase-dependentcelldeathpathways;dashedarrowsrepresent

caspase-independentcelldeathpathway;greyarrowsrepresentthecollvergenceofdeathsignalsonthe

mitochondriaandthesubsequentreleaseofintermembranespaceproteins.Avarietyofapoptoticstimuli

(deathdomainreceptors,chemotherapeutics,DNA-damagingagents,growth-factorwithdrawal,and

irradiation)triggermitochondria,whichresultsinthereleaseofapoptoticprote血sincludingcytochrome

c,AIF,endonucleaseG,Smac/DIABLO,Omi/HtrA2,andACBP.Cytochromecinducescaspase

activationbyb血d血gtoApaf-1.Smac1DIABLOandOmi/HtrA2canneutralizeIAPinhibitionof

caspases.AIFandendonucleaseGareinvolvedincaspase-independentnuclearDNAdegradation.

ACBPcanpromotetheactivationofm-calpain,whichbelongstoafamilyofcysteineproteinases.The

releaseofPTBfrommitochondriaisnotclear,sinceitlacksamitochondriallocalizationsignal.

1



DNAは 核 タ ンパ ク質で構成 され たヌ クレオ ソーム コア とともにクロマチ ンを形成 し、密

に折 りたた まれ て核 内に収納 され ている[19]。 従 って、DNAを 標 的 とす る酵 素の作用 は

通常は制 限 されてい る と考 え られ、転 写時な どの必要時 にクロマチ ン構造が弛緩 し、酵素

との相互作用 が可能 な形 態 をとるこ とが示 され てい る[20,21,22]。 このクロマチ ン構 造変

化を調節 す る機構 の一つ に ヒス トン化学修飾 が知 られてい る[20,23,24,25,26]。 ヌ ク レオ ソ ♂

一ムの構成成 分で あるヒス トンは進化 上非常 によ く保存 された分子量約10 -30kDaの 塩基

性 タンパ ク質で、大き く分けてH1、H2A、H2B、H3、H4の5種 類 が存在す る。 これ らは

N末 部分 に ヒス トンテ ール と呼ばれ る修飾部位 を含 んでお り、アセ チル化[20,21]、 リン酸

化[27,28,29,30]、 メチル化[25,31,32]な どの様 々な翻訳後修飾 を受 け ることが知 られてい

る。 これ らの ピス トン化 学修飾 は転 写調 節[20,21,22]や 細胞周 期[27,28,29,30]な ど種 々

の細胞機 能の調節 に関与 してい る。これ と関連 し、Leeら[33]は 、アポ トーシス実行過 程

におけ るク ロマチ ン構 造変化 の可能性 を報告 して い る。

この よ うな背景において、本研 究 では、アポ トー シス実行過程 におけ るヒス トン化 学修

飾 の役割 を追究す る 目的で、新規選択 的プ ラス ミン阻害薬お よび'〃v∫加 細胞 障害モデルで

のアポ トーシス誘発 について、またアポ トー シス実行過程 にお け るヒス トン化 学修飾 につ

いて検討 した。 さらに、アポ トー シス実行過程 にお けるクロマチ ンのDNA分 解 酵素 に対

す る感受性変化 につ いて検討 した。

2



本 論

第一章 アポ トー シスに よる細胞死

第一節 選択 的プ ラス ミン阻害Yo-2に よるアポ トー シス

YO-2(Fig.2)は トラネ キサム酸、picolyltyrosineお よびoctylamineの3つ の構成要 素か ら

な り、新規 の選択 的プ ラス ミン阻害薬で ある[34]。 本化合物 は免疫 抑制マ ウスに移植 され

た ヒ ト腫瘍 細胞 の増殖 お よび転移 を抑制す ること[35]、 種 々の ヒ ト腫瘍細胞株 に細胞 死 を

誘発す るこ と[36]が 報 告 され てい る。本研 究では、YO-2に よる細胞 死がアポ トーシス に

よるものか どうか、また このアポ トーシス誘発作用 がプ ラス ミン阻害作用 と関係 してい る

か否 か検討 した。

Fig.2.ThestructureofYO-2.

実験方法

繃 の培養 ラ ッ ト胸腺 細胞 は既報 の方法 に よ り調製 した[37]。 幼若雄性 ラッ ト(4-5

週齢)の 胸腺 よ り胸腺細胞 を採取 し、細胞密度10×106cells/mlで5%CO2、37℃ 条件下、

10%ウ シ胎児血 清 を含むRPMI1640培 地 で培養 した。胸腺細胞 は調製後 、直 ちに実験 に使

用 した。

D弼 貅 盈率 の嫐 ぎ ラ ッ ト胸腺 細胞 をYO関 連化合物 また は各種 タンパ ク質分解酵素

阻害薬 の存在 下で培養 し、アポ トーシスの生化学的指標 であるDNA断 片化率 を測定 した。

細胞(10×106cells)を 細胞溶解用緩衝液(10mMTris-HCI(pH7.4),10mMEDTA,0.5%

TritonX-100)中 で4℃ 、15分 以上放置 して溶解 後 、細胞溶解液 を遠心分離 した。上清(断

片化DNA)お よび沈殿(非 断片化DNA)のDNA量 をジフェニルア ミン法[38]に よ りそ

れ ぞれ 定量 した。DNA断 片化率 は、総DNA量(上 清DNA量+沈 殿DNA量)に 対す る断

片化DNA量(上 清DNA量)の 割合(%)で 表示 した。
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アガ'々 一一ヌ クシ〃霞 気潔動 κ よ るD弼 の分 折30ｵMYO-2存 在 下 また は非 存 在 下 で培 養

した ラ ッ ト胸 腺 細 胞(20×106cells)か らDNAを 抽 出 し、1.8%ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で

分 析 した 。DNAは 臭化 エ チ ジ ウム染 色 に よ り検 出 した[33]。

AnnexinV-EGFP/PI二 轢 哲30ｵMYO-2存 在 下 ま た は非 存 在 下 で 培養 した 胸 腺 細 胞

(10×106cells)を 、AnnexinV-EGFPApoptosisDetectionKit(Medica1&BiologicalLaboratories

Co.,Ltd.,Nagoya,Japan)で 染 色 後 、 共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡(LSMGB200,01ympusOptical

Co.,Ltd.,Tokyo,Japan)で 観 察 した。

蕨 の形 讐 鋤 觀 察 胸 腺 細 胞(10×106cells)を30ｵMYO-2ま た は各 種 タ ンパ ク質 分 解

酵 素 阻 害薬 存 在 下 で 培養 後 、5%ホ ル ムア ル デ ヒ ドを含 むPBSで4℃ 、15分 間 以 上 放 置 し、

固 定 した。300×g、10分 間遠 心 分 離 して 細 胞 を回 収 し、PBSに 再 懸 濁 した。核 の 染 色 は細

胞 懸 濁 液(10×106cells/lnl)に12.3ｵg/mlHoechst33342を 加 え、室 温 で10分 間 反 応 させ る

こ とに よ り行 っ た。 細胞 をPBSで 洗 浄 後 、核 を 共 焦 点 レーザ ー顕 微 鏡 で観 察 した[39】 。

D弼 砺 ケ危!ご対 ナ る丿クヌ パ ー ゼ隙 害嚢 の彭 響 胸 腺 細 胞 を カ スパ ー ゼ 阻 害 薬 で1時 間前

処 置 後 、30ｵMYO-2存 在 下 ま た は非 存 在 下 で さ らに6時 間培養 し、 ジ フ ェニ ル ア ミン法

に よ りDNA断 片 化 率 を測 定 した 。

カ ス パ ー ゼ階 盤 の瀚 ぎ 蛍 光 合 成 基 質 を用 い た カ ス パ ー ゼ ー3、カ ス パ ー ゼー8お よび カ ス

パ ーゼ ー9様 活 性 の 測 定 は既 報 に よ り行 った 。30ｵMYO-2存 在 下 ま た は非 存在 下 で 培 養 し

た胸 腺 細 胞(100×106cells)を50ｵ1の 抽 出用 緩 衝 液(50mMPIPES-NaOH(pH7.4),50mM

KCI,5mMEGTA,2mMMgC12,20ｵMcytochalasinB,1mMphenylmethylsulfonylfluoride,1

mMdithiothreitol,1ｵg/mlchymostatin,1ｵg/mlleupeptin,1ｵg/mlpepstatinA,2.83ｵg/ml

E-64-d)に 懸 濁 して 凍結 融 解 を繰 り返 した もの を酵 素標 品 と した。 活 性 測 定 用 緩 衝 液(100

mMHEPES-KOH(pH7,5),10%sucrose,0.1%CHAPS,10mMdithiothreitol,0.1mg!ml

ovalbuxnin)で 酵 素 標 品 を希 釈 した後 、100ｵMAc-DEVD-MCA、Ac-IETD-MCAま た は

Ac-LEHD-MCAと37℃ で反 応 後 、AMCの 蛍 光 を測 定 し、 それ ぞ れ カ ス パ ー ゼ ー3、カ スパ

ーゼ ー8、カ ス パ ー ゼー9様 活 性 と した[40]。

実 験 結 果

ラ ッ ト胸 腺 細 胞 を種 々 の 濃 度 のYO-2存 在 下 で6時 間培 養 す る と、30ｵMで も っ と も顕

著 なDNA断 片 化 が 見 られ た(Fig.3)。Yo-2のDNA断 片 化 作 用 は反 応 時 間 に依 存 して増 加
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Fig.3.TheeffectofvariousconcentrationsofYOcompoundsonDNAfragmentationinrat

thyrnocytes.ThethymocyteswereincubatedwithdifferentconcentrationsofYOcompoundsfor6h

Aftertheincubation,thecellswerecollectedandDNAfragmentationwasdetermined.Valuesare

means±SEMof3-4separateexperiments.(A)○,YO-0;●5,YO-2;口7,YO-3;■,YO-4;▲,

YO-5.(B)○,YO-1;●,YO-6.
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Fig.4.TheeffectofincubationtimeonDNAfragmentationinratthymocytes.Thecellsweretreated

with30ｵMofvariousYOcompoundsforindicatedtimes.Aftertheincubation,DNAfragmentation

wasdetermined.Valuesaremeans±SEMof3-4separateexpe血1ents.(A)◇,control;○,YO-0;●

YO-2;口,YO-3;■,YO-4;▲,YO-5.(B)○,YO-1;●,YO-6.

した(Fig.4)。 そ の他 のYO化 合 物 につ い て も同様 の 検討 を行 っ た。プ ラス ミン阻 害 作 用 の

強 いYO-0、YO-3、YO-4、YO-5[34]はYO-2と 同様 にDNA断 片 化 作 用 を示 した が 、プ ラ

ス ミン阻 害 作 用 の弱 いYO-1お よびYO-6[34]は ほ とん どDNA断 片 化 を 起 こ さな か っ た。

YO-3お よびYO-5は10ｵMで 、YO-0お よびYO-4は30ｵMで 最 も強 いDNA断 片 化 作 用

を示 した(Fig.3)。Yo-o、Yo-3、Yo-4、Yo-5のDNA断 片化 作 用 はYo-2と 同様 に反 応 時

間 に依 存 して増 加 した(Fig.4)。 ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り、YO-2に よ るDNA断 片
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化は ア ボ トー シスの生 化学 的特 徴 で ある ヌ ク レズ ソー ム 単位 であ る こ とが確 認 され た

(Fig.5)0
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Fig.5.ElectrophoreticanalysisoffragmentedDNAfromthethymocytestreatedwithYO-2.The

cellsweretreatedwith30ｵMYO-2for6h.C,control;Y,YO-2.
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Fig.6.AnnexinV-EGFPandpropidiumiodidestainingofuntreatedandYO-2treatedthymocytes.
Thecellswereincubatedwith30ｵMYO-2fc)rindicatedtime,thenthecellswerestainedwith
AnnexinV-EGFP(green)andpropidiumiodide(red)withoutfixation.Therightpanelsindicatedthe
dioptricimagesofthesamefieldofvision.(A)control;(B)YO-2-treated.Bar,10ｵm.

6



さらに、 アポ トー シス初期 に観 察 され るフォ スフ ァチジル セ リン(PS)の 細胞膜 内側 か ら

外側への転移[41,42]がYO-2に よ り起 こるか ど うかについて、AnnexinV-EGFP(緑 色蛍光)

1PI(赤 色蛍 光)二 重染色 によ り調べ た。1時 間 の30ｵMYO-2処 置 によ り、PSの 細胞膜外側

へ の転移 を反 映す るAnnexinV-EGFP色 陽性細胞 の増加 が見 られた。AnnexinV-EGFP染

色 陽 性 細 胞 はYO-2の 反 応 時 間 に 依 存 して 増 加 した 。2時 間 のYO-2処 置 で は

AnnexinV-EGFP色 と共 に死細胞 を反映す るPI染 色 も陽性 を示す細胞が認 め られ、6時 間

のYO-2処 置 においては大部分の細胞 がAnnexinV-EGFP染 色、PI染 色共 に陽性 で あった

(Fig.6)。 また、YO-2存 在下で1時 間か ら9時 間培養 した細胞 の核 をHoechst33342染 色 の

後 、共焦 点 レーザ ー顕微鏡 で観 察 した ところ、YO-2の 反応 時間に依存 して、アポ トーシ

ス細胞 の特徴で ある凝縮 した核の増加が見 られた(Fig.7)。

Oh

肇n

6氈

sn

Co織m雛 YO.2

Fig.7.LaserscanningmicroscopicimagesofthymocytestreatedwithYO-2.Thethymocyteswere

treatedwithorwithout30ｵMYO-2forindicatedtimes.Thecellswerefixedandthenwerestained

with12.3ｵg/mlHoechst33342.Bar,10ｵm.

YO-2の ア ポ トー シス誘 発 作用 に お い て 、YO-2の3つ の構 成 要 素 の うち のい ず れ が 重 要

で あ るか を 明 らか にす るた め に、各 構 成 要 素 のDNA断 片化 作 用 を調 べ た。しか しな が ら、

トラネ キ サ ム 酸 、picolyltyrosineお よびoctylamineはDNA断 片 化 作 用 を 示 さな か っ た(Fig.

8)。 さ ら にYO-2の 構 造 か らoctylamineの み を除 い た 化 合 物 、 ま た は トラネ キサ ム酸 の み
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を除いた化合 物について も検討 を行 ったが、 いずれ もDNA断 片化 を起 こさなかった(デ

ー タ非表示)
。

40

欝ご
30

0
r+

瑟20

葛

誤

蹇10

0
0 36

Time(h)

9

Fig.8.EffectofelementscomposingYO-20nDNAfragmentation.Thethymocytesweretreatedwith

30ｵMtranexamicacid,O-picolyltyrosineorn-octylaminefor6h.Aftertheincubation,DNA

fragmentationwasdetermined.Valuesaremeans土SEMof3-4separateexperiments.◇,control;●,

YO-2;○,tranexamicacid;■,0-picolyltyrosine;口,n-octyla】 血e.
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Fig.9.EffectofotherproteaseinhibitorsonDNAfragmentationinratthymocytes.Thecellswere

treatedwithvariousconcentrationsofproteaseinihibitorsfor6h.Aftertheincubation,DNA

fragmentationwasdetermined.ValuesaremeanstSEMof3-4separateexperiments.O,pepstatinA;

●,leupeptin;口,AEBSF;■,DFP;▲,E-64-d.

次 に、YO-2の アポ トーシス誘発 作用 とプ ラス ミン阻害作用 との関連 を明 らか にす る一

端 と して、既存 のプ ラス ミン阻害薬 やその他 の タンパ ク質分解酵 素阻害薬 がDNA断 片化

を起 こす か ど うかを検討 した。プ ラス ミン阻害薬 であるleupeptin、AEBSFお よびDFP、 酸

性プ ロテ アーゼ 阻害薬 であ るpepstatinA、 システ イ ンプ ロテアーゼ阻害薬であ るE-64-dは
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いずれ も著明 なDNA断 片化作用 を示 さず(Fig.9)、 また、これ らのタンパ ク質分解酵素阻

害薬処置 によっては核 の凝縮 が見 られなか った(デ ー タ非表示)。

Control

YO-2

0 102030
DNAfragmentation(%)

40

Fig.10.TheeffectofcaspaseinhibitorsonDNAfragmentationinducedbyYO-2.Thecellswere

preincubatedinthepresenceof50ｵMZ-DEVD-FMKand12.5ｵMZ-VAD-FMKfbrlh.Then,30

ｵMofYO-2wasaddedtothecells,andwasincubatedfor6h.ValuesaremeanstSEMof3-4

separateexperiments.Opencolumn,none;hatchedcol㎜,Z-DEVI)一 ㎜;solidcol㎜,

Z-VAD-FMK.

(A) (B) (C)

10

簾
身鑿8
曇∫雛

雛震4

雛 蒹

餮

0 24
Time(h)

s

4

羹議
3

蒹ぞ鼕

1
蓼羣
蹴 耋

龕

0 24

Time(h)
6

4

雀

爵 耄3臺3

纏

鏤襲

碧羣攤 蕈

耋

0 24

Time(h)
s

Fig.11.CaspaseactivationinYO-2-treatedthymocytes.Thymocyteswereincubatedintheabsenceor

presenceof30ｵMYO-2forindicatedtimes.Theactivitiesofcaspase-3(A),-8(B)and-9(C)were

determinedusingthesubstratesAc-DEVD-MCA,Ac-IETD-MCAandAc-LEND-MCA,respectively.

Valuesaremeans士SEMof3separateexperiments.○,control;●,YO-2-treated.
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次 に、YO-2誘 発 アポ トー シスのシ グナル カスケー ドにつ いて検 討 を行 った。 カスパ ー

ゼー3阻 害薬 であ るZ-DEVD-FMKお よび非選択 的カスパ ーゼ 阻害薬で あるZ-VAD-FMKは

いずれ もYo-2に よるDNA断 片化 を抑制 した(Fig.lo)。 さ らに、蛍光合成基質 を用 いてカ

スパーゼー3(DEVDase)、 カ スパーゼー8(IETDase)お よび カスパ ーゼー9(LEHDase)様 活性 を

測定 した。YO-2は これ らの活性 を反応 時間に依存 して増加 させ 、4時 間か ら6時 間のYO-2

処置 によ りすべ ての活性 はいずれ もコン トロール の2倍 以上の活性 を示 した(Fig.11)。 イ

ム ノブ ロ ッテ ィング分析 に よ り、活性型カ スパーゼー9お よび カスパ ーゼー3の存在 、チ トク

ロムCの 細胞質 への放 出が確認 された(デ ータ非表示)。

考察

ラッ ト胸腺細胞 をYO-2存 在 下で培養 す る と反応時 間に依存 したDNA断 片化 の増加 が見

られた。 さらに、YO-2に よるDNA断 片化 がヌ クレオ ソーム単位 で ある こと、アポ トー シ

ス初期 細胞 の特徴 の1つ で あるPSの 細胞膜 内側 か ら外側 への転移 がYO-2に よ り誘発 され

るこ とが示 され た。 また、形態 学的観 察 によ り、YO-2処 置 に よ り核 の凝縮が起 こ るこ と

も確認 され た。 これ らの生化 学的お よび形態 学的検討 よ り、YO-2が ラ ッ ト胸腺細胞 に ア

ポ トー シスを誘発 させ ることが明 らか となった。 このYO-2の アポ トーシス誘発作 用 にお

いて、YO-2の3つ の構 成要素 の うちのいず れが重要で あるか を明 らかにす るために、各

構成 要素 のDNA断 片化作用 を調 べた。 しか しなが ら、 トラネ キサ ム酸 、picolyltyrosineお

よびoctylamineは いず れ もDNA断 片化 作用 を示 さなか った。また、YO-2の 構造 か ら構 成

要素の1つ を除いた2種 類 の化合物 も同様 にDNA断 片化 を起 こさなかった こ とか ら、YO-2

のアポ トー シス誘発作用 には3つ の構 成要素すべてが必要で ある と考 えられ た。

その他 のYO化 合物 について もDNA断 片化 作用 について検討 を行 った。 プラス ミン阻

害作用 の強 いYO-0、YO-3、YO-4、YO-5がDNA断 片化 作用 を示 したのに対 して、プ ラス

ミン阻害作用 の弱 いYO-1お よびYO-6はDNA断 片化 作用 を有 していなかった。この こ と

か ら、YO-2の ア ポ トー シス誘発 作用 がプ ラス ミン阻害作用 と関連 してい る可能性 が示唆

され た。 しか しなが ら、プ ラス ミン阻害作用のあ る トラネ キサ ム酸や既存 のプ ラス ミン阻

害薬 が ほ とん どDNA断 片化作用 を示 さなかった ことか ら、YO-2の 両作用 の関連性 の詳細

は不 明で ある。

YO-2誘 発 アポ トー シスのシ グナルカス ケー ドにつ いては、カスパ ーゼ阻害薬がYO-2に

よるDNA断 片化 を抑 制 した こ とお よびYO-2が 反応 時間に依存 してカ スパーゼー3、カ スパ

ーゼー8およびカスパーゼー9様活性 を増加 させ た こ とか らカスパーゼ 系 を介 してい ると考 え

られ た。イ ムノブ ロ ッテ ィング分析 に よ り、活性型カスパーゼー9お よびカスパ ーゼー3の存

在 が確 認 され たが、活性型 カスパーゼー8は検 出 されなかった こ とよ り、IETDase活 性 の増

加 は、カスパ ーゼー8では な く他 のタンパ ク質分解酵 素 の触媒 によ り基 質が分解 された結果
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と考 えられ た。 また、YO-2処 置 によ りチ トク ロムCの 細胞質へ の放出が起 こった ことか

ら、本化合物 による胸腺細胞ア ポ トー シス誘発作用が ミ トコン ドリア機 能障害 と関連 して

い ることが示唆 された。
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第 二節 培 養 ヒ ト正 常 ア ス トロサ イ トinvitro細 胞 障 害 モ デル で の アポ トー シス

脳 神 経 外 科 手 術 に お い て人 工脳 透析 液 の代 わ りに 生 理 食 塩 液 で灌 流 す る と、炎 症 反 応 が

誘 発 され 頭 痛 ・高 熱 等 の 副 作 用 が発 現 す る こ とが報 告 され て い る[43,44,45]。 一 方 、Takuma

ら[46]は 培 養 ア ス トロサ イ トにお いてCa2+パ ラ ドック ス 障 害 に よ りア ポ トー シ ス が誘 発

され る こ と を報 告 して い る。 本 研 究 で は 、培 養 ヒ ト正 常 ア ス トロサ イ トにお い て 生 理 食 塩

液 の短 時 間 暴 露 後 の再 灌 流 で ア ポ トー シ ス が誘 発 され るか否 か検 討 した。

実 験 方 法

ii'7/一 培 養 ヒ ト正 常 ア ス トロサ イ トお よび 培 地 類(AGMBulletKit)はClonetics,

BioWhittaker,Inc.(Walkersville,Maryland)よ り購 入 した 。 細 胞 は5%CO2、37℃ 条 件 下 で

AGMBulletKitを 用 い 、添付 の マ ニ ュア ル に従 って 培養 した 。TUNEL染 色 お よび 核 の形 態

観 察 用 に は75cm2の カ ル チ ャー フ ラス コで3回 継 代 後 、3.4×104cells/340ｵ1/well(1.7cm2)

で細 胞 を播 種 し、継 代 した 翌 日 とそ の後 は48時 間 か ら72時 間 ご と に新 しい培 地 に交 換 し

た。位 相 差 顕 微 鏡 に て 細胞 の増 殖 状 態 を確 認 し、ス ラ イ ド上 の70-80%ま で細 胞 が 増 殖 した

時点(約8日)で 実 験 に用 い た 。 ま た 、 ヒス トン リン酸 化 の 分析 用 に は直 径100㎜ ま た

は150㎜ の デ ィ ッシ ュ を用 い て2-4回 継 代 培養 を行 い 、デ ィ ッシ ュ上 の60-80%ま で増 殖

した 時 点(17日 か ら28日)で 実 験 に用 い た。

生 理 蘊 灘 よ0ウ ロ 脳 黼 凌 の暴 齷 細胞 を洗 浄 後 、生 理 食 塩 液 ま た は 人 工 脳 脊 髄 液

(Table1)で5%CO2、37℃ 条 件 下 で30分 か ら1時 間暴 露 した 。細 胞 は暴 露後 直 ち に 、あ る

い は新 しい 培 地 に交 換 して さ らに培 養 を継 続 後 に 実 験 に供 した 。 生 理食 塩 液 あ る い は 人 工

脳 脊 髄 液 の 代 わ りに培 地 を用 い て 同様 の操 作 を行 っ た も の を コ ン トロール と した 。

Table1.Comvositionofnerfusates.

ComponentSalinesolutionArtificialcerebrospinalfluid

Na154mEq145.4mEq

K+-2.8mEq

Mgt+-2.2mEq

Cat+-2.3mEq

Cl-154mEq128.5mEq

HCO3-23.1mEq

Pi-1.1mmol/1

Glucose-61.Omdl

繃 空 序 率 の雌 細 胞 を5×103cells/wellで96we11プ レー トに播 種 し、 翌 日に新 しい

培 地 に交 換 した 。播 種2日 後 に100ｵDwellで 生 理 食 塩 液 あ るい は 人 工脳 脊 髄 液 に細 胞 を暴
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露 し、暴露直後(0時 間)お よび新 しい培地 に交換 して12時 間か ら48時 間培養後 の細胞生

存率 をMTT改 良法で あるCellCountingKit-8(D(>jindoLaboratories,Kumamoto,Japan)を 用

い、添付マ ニュアル に従 って測定 した。

T㎝EL契 脅〆こよるD醐 貅 必 の麓出 正常培地 、生理食塩液 あるいは人 工脳脊 髄液に

30分 間暴露後 、新 しい培地 に交換 して24時 間培養 した細胞 を固定、洗浄後、insituApoptosis

DetectionKit(TakaraShuzoCo.,Ltd.,Kyoto,Japan)を 用いてTUNEL染 色 を行 った。 細胞 を

PBSで 洗 浄 して蛍光顕微鏡 に よ り観 察 した。

羨 の礁 学的 觀察 チ ャンバー ス ライ ドに培養 した ヒ ト正 常アス トロサイ トを正 常培

地、生理食塩 液 あるいは人工脳脊 髄液 に1時 間暴露 し、暴露直後(0時 間)お よび正常培 地

で24時 間か ら48時 間培養 した細胞 を10%中 性緩衝 ホル ムアルデ ヒ ド液 で固定後、12.3

ｵg/mlHoechst33342で 核 を30分 間染色 した。細胞 をPBSで 洗浄 し、共焦 点 レーザー顕微

鏡 で核 を観 察 した。

実験結果

培養 ヒ ト正 常アス トロサ イ トの細胞生 存率 に対す る生理食塩液 あるいは人 工脳 脊 髄液

暴露 の影響 を調べた。細胞 を正 常培 地に30分 間暴露後 、新 しい培地 に交換 して48時 間 ま

で培養 を継 続 した コン トロール では、細胞 の増殖が観 察 され、48時 間では暴露 直後の約2

倍 の増殖 を示 した。 一方 、生理食塩液 に暴 露 した場合 には、暴露直後 の細胞 生存率が コン

トロール の約50%に 低下 した。生理食塩液暴 露後 、正 常培 地に交換 して48時 間まで培養

を継続 した が、細胞 の増殖 はほ とん ど見 られ なか った。人工脳脊 髄液 に暴 露 した場合 にも

暴露 直後 に生理食 塩液暴露 と同様 に細胞 生存 率が低下 していたが、正常培地 に交換後12

時間か ら48時 間では細胞増殖 が見 られ、48時 間後 には暴露直後 の約2倍 に増殖 していた

(Fig.12)。 生理食塩液 お よび人 工脳脊 髄液暴露 によるDNA断 片化 の有無 をTuNEL染 色 に

よ り検 出 した。生理食塩液暴露 によ りTUNEL染 色陽性細胞が認 め られた。一方 、生理食

、 塩液 のか わ りに人 工脳脊髄液 に暴露 した細胞 では コン トロール の場合 と同様 にTUNEL染

色 は陰性 であった(Fig.13)。Hoechst33342で 染色 した核 につ いて形態 学的観 察 を行 った。

生理食 塩液 の1時 間暴露 によ り暴露 直後 か ら一部の核 に凝縮 が認 め られた。正 常培地 に交

換 後24時 間か ら48時 間培養す ると凝縮 した核や 内部構 造が消失 した核 が観 察 された。 こ

れ に対 して、人 工脳脊髄液への暴露 では暴 露直後 、正 常培地 に交換後24時 間お よび48時

間 の培養 に よ り大部 分 の核 は コン トロー ル とほぼ 同様 の正 常 な形 態 を示 して いた(Fig.

14)0
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 Fig. 12. Viability of human astrocytes exposed to various perfusates. Astrocytes were incubated with 
fresh growth medium for indicated times following exposure to growth medium (control), saline 
solution or artificial cerebrospinal fluid for 30  min, and the viability of the cells were tested by use 
of WST-8. Values are means  ± SEM of 4 separate experiments. 0, control;  ^, saline solution;  •, 
artificial cerebrospinal fluid.

(A)

(B)

(C)

Fig. 13. TUNEL reactivity of human astrocytes exposed to various perfusates. All panels show 
 TUNEL staining of human astrocytes exposed to normal growth medium (A), saline solution (B), or 

artificial cerebrospinal fluid (C) for 30  min. After exposure, these perfusates were replaced with 

growth medium and the cells were incubated for 24 h. Positive TUNEL staining is indicated by 
arrows. Bar, 100  um.
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Fig.14.Laserscanningmicroscopicimagesofhumanastrocytestreatedwithpe血sates.Human

astrocyteswereincubatedinnormalgrowthmediumfor24hafterexposuretosalinesolutionor
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考察

培養 ヒ ト正 常アス トロサイ トを生理食塩 液 に30分 間暴露す る と暴 露直後に細胞生存率

の著 しい低 下が見 られ た。 暴露後 に正常培地 に交換 して48時 間まで培養 を継続 したが、

細胞 の増殖 はほぼ完全 に抑制 され ていた。人工脳脊髄液 に暴露 した場合 にも、暴 露直後 に

生理食塩 液暴露 と同様 の細胞生存率低下が認 め られ たが、正常培地 に交換後12時 間か ら

48時 間の培養 で細胞 の増殖 が観察 され た。48時 間後には暴露直後 の約2倍 の細胞増殖 を

示 し、 コン トロール とほぼ 同等 の増殖率で あった。人工脳脊髄液暴 露 によ り生理食塩液暴

露 と同様 の著明な細胞生存率低 下が暴露直後 に見 られ たに もかかわ らず、正常培 地に交換

後 はコン トロール と同等 の細胞増殖率 を示 していた。CellCountingKit-8に よる細 胞生存率

の測定 では、WST・8が ミ トコン ドリアの脱水 素酵 素で還 元 され て生 じるWST-8ホ ル マザ

ン量 を生存細胞 の指標 としてい ることか ら、人 工脳脊髄液暴露で見 られ た暴露直後の細胞

生存率低 下は一時的 な ミ トコン ドリアの機能 障害 による可能性 が考 え られた。生理食塩液

暴露 に よる細胞 障害がア ポ トー シスに よるか どうかを明 らか にす るために、TUNEL染 色

によ るDNA断 片化 の検 出を行 った ところ、生理食 塩液暴露 を行 った細胞で24時 間正常培

地 で培養 後にTUNEL陽 性細胞 が認 め られ 、アポ トーシスの生化学的特徴 であるDNA断 片

化 が示 された。 また、形 態学的検討 によ り核 の凝縮が観 察 された。 これ らの結果 よ り、培

養 ヒ ト正常アス トロサイ トを生理食塩液暴露後 、正常培 地で培養 を継 続す るとアポ トー シ
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ス様 の細胞障害 が起 こるこ とが示 され た。

培養 ラ ッ トアス トロサイ トをCa2+一丘ee溶 液 に短 時間暴露後 、Ca2+を 含む正常培地 で再灌

流す る とCa2+パ ラ ドックス障害 と呼 ばれ る細胞障害が誘発 され[46,47,48,49]、 このCa2+パ

ラ ドックス障害 にはDNA断 片化 や核凝縮等のアポ トー シスの生化 学的お よび形態学的特

徴が伴 うこ とが示 され ている[46]。 また、培養 液 中か らのグル コースの除去 はアス トロサ

イ トに細胞障害 を誘発 させ る ことも報 告 され てい る[50]。 このこ とよ り、生理食 塩液暴露

でお こる培養 ヒ ト正 常アス トロサイ トのアポ トーシス様 細胞 障害 にはCa2+パ ラ ドックス障

害や グル コー ス飢餓 の関与 の可能性 が考 え られた。一方 、人工脳脊 髄液の暴露 によって は

TUNEL染 色 によるDNA断 片化 は検出 されず 、核 の形態 も大部分が コン トロール細胞 と同

様 の正常 な形態 であったこ とか ら、人工脳脊 髄液 を生理食塩液の代 わ りに用い るこ とで こ

の細胞 障害が回避 できるこ とが示 された。

小括

1.新 規 プ ラス ミン阻害薬YO-2は ラッ ト胸腺 細胞 にアポ トー シス を誘発 させ るこ とが明 ら

か となった。

2.YO-2の アポ トーシス誘発 作用がプ ラス ミン阻害作用 と関連 してい る可能性が考 え られ

た。

3.YO-2誘 発胸腺 細胞 アポ トーシスには ミ トコン ドリア機 能障害 の関与 が示唆 され た。

4.培 養 ヒ ト正常アス トロサイ トを生理食塩液 に短 時間暴露後、正 常培 地で24時 間か ら48

時間培養 を継続す る と、細胞 生存率の低下な らび に細胞増殖の抑 制が起 こるこ とが示 さ

れ た。

5.生 理食塩 液暴露 で起 こる細胞 障害 にはアポ トーシス の生化 学的お よび形 態学 的特 徴 で

あ るDNA断 片化 お よび核 の凝縮 が伴 うこ とが明 らか となった。
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第二章 アポ ト`.シ ス とヒス トン リン酸化

第一節 薬物誘発 アポ トーシスにお け るヒス トン リン酸化

ラ ッ ト胸 腺細胞 を ヒス トン脱 アセチル化 酵素 阻害薬 で処 置す るとアポ トー シスが誘 発

され、 この時DNA断 片化 に先立 ってク ロマ チン構造 を変化 させ る と考 え られ る ヒス トン

H4の アセチル化亢進が起 こるこ とが報告 されてい る[33]。 本節では、 も う1つ の主要な

ヒス トン化 学修飾 であ るヒス トン リン酸化 の役割 について、タンパ ク質脱 リン酸化酵素阻

害薬誘発 アポ トーシスを 中心に検討 を行 った。

実験方法

繃 の鱶 第一章第一節 に記 した方法で行 った。

DNA断 ケ盈率 の勣 ぎ ラ ッ ト胸腺細胞(10×106cells)を タンパ ク質脱 リン酸化酵素阻

害薬であ るカ リキュ リンAあ るいはオカダ酸存在 下で培養 し、第一章第一節 に記 した方法

でDNA断 片化率 を測定 した。

アガ冶 一ヌクシレ霞 気膕 〆ごよるD弼 の分祈 胸 腺細胞(10×106cells)を10nMカ リキ

ュ リンAあ るいは100nMオ カダ酸存在 下で6時 間培養後 、巨大DNA断 片(約50kbp)の

生成 を確 認 した。細胞 をPBS50ｵ1に 懸濁 し、あ らか じめ暖 めたPBSで 溶解 した1%InCert

agarose(FMCBioProducts,Rockland,Maine)を 等量加 えて4℃ 、30分 間放置 して固化 させた。

ゲル片 を05MEDTA、1%sarcosylお よび0.5mg!mlproteinaseKを 含 む溶液 中で50℃ 、24

時間反応 した後 、1%FastLaneagarose(FMCBioProducts,Rockland,Maine)で バイ アス正弦

電場 ゲル電気泳動 を行 った[51]。 また、ヌク レオ ソー ム単位 のDNA断 片化 は、第一章第

一節 に記 した方法 で調べ た
。

蕨 の形 態学的巍察 胸 腺細胞(10×106cells)を10nMカ リキュ リンAあ るいは100nM

オカダ酸存在 下で8時 間培養後 、第一章 第一節 に記 した方法で核 の形態 を観 察 した。

溜 遜1!夕齧 タ ン パ ク 貿 グ ン ー'の 覆 討 ラ ッ ト胸 腺 細 胞(100×106cells!ml)を

phosphate-freeRPMI1640中 で[32P]リ ン酸(11.lMBq/m1)で1時 間標識後、細胞 を洗浄 した。

標識後 の細胞 を各種薬物の存在下で30分 か ら4時 間培養 した(10×106cells/ml)。 細胞(40

×106cells)を 細胞溶解液(167mMTris-HCI(pH6.8),5%SDS,2mM2-mercaptoethanol)で

溶解 し、細胞内総 タンパ ク質 とした。これ を12.5%SDS-PAGEで 分析 した(ゲ ル サイズ8.5

cm×5.5cm)。 タンパ ク質 の検 出はCBB染 色に よ り行 った。 さらに、バイオイ メー ジング
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アナ ラ イ ザ ー(BAS-1000,FujiPhotoFilmCo.,Tokyo,Japan)に よ る リン酸 化 タ ンパ ク質 の

検 出 を 行 った[51】 。

どス みン グ ン發 宿 の分 杤 前 述 の とお り、 胸 腺 細 胞 を[32P]リ ン酸 で 標 識 後 、各 種 薬 物存

在 下 で 培養 した 。細胞(40×106cells)を 緩 衝 液(lOmMTris-HC1(pH7.6),150mMNaC1,15

mMMgCl2,3%glycerol)で 懸 濁 した後 、 等 量 の0.2%TritonX-100を 含 む 同上 緩 衝 液 を加 え

て溶 解 した 。 細 胞 溶 解 液 を緩衝 液(IOmMTris-HC1(pH7.6),1.5mMMgC12,25%glycero1)

に重 層 して350×g、10分 間 遠 心 分 離 し、核 分 画 を調 製 した。 核 か ら0,4N硫 酸 で ヒス ト

ン分 画 を 抽 出 した。 この ヒス トン分 画 を酢 酸 尿 素 一TritonX-100(AUT)ゲ ル 電気 泳動[51]

お よびSDS-PAGEとAUTゲ ル 電 気 泳 動 を組 み合 わせ た 二 次 元 電気 泳 動 で 解 析 した(ゲ ル

サ イ ズ は い ず れ も85cm×5.5cm)。SDS-PAGEの 場 合 と同様 にCBB染 色 お よびBAS-1000

に よ る リン酸化 タ ンパ ク質 の検 出 を行 った。

キ ャ 左 ラ゚ 〃 一 雹 気泳 動 〆こよ る咨 覆 どヌ みン 含量 の定 量 細 胞(40×106cells)か らの ヒ

ス トン 分 画 の 抽 出 は前 述 の 方 法 に よ り行 い、 ヒス トン分 画 は等 量 の0.4NNaOHで 中 和 し

実 験 に 用 い た 。 各 種 ヒス トン含 量 の 定 量 に はQuanta4000Eキ ャ ピ ラ リー 電 気 泳 動 装 置

(WatersCorporation,Milford,Massachusetts)を 用 い た。 試 料 を落 差 法 に よ り溶 融 石 英 キ ャ ピ

ラ リー(内 径50ｵm×60cm)内 に導 入 し、0.2Mホ ウ酸 ナ トリウム(pH9.3,0.05MSDSを

含 む)中 で30ｵA定 電 流 で泳 動 した 。ピー ク はUV検 出器 で185㎜ の吸 収 をオ ン キ ャ ピ ラ'

リー 検 出 した 。デ ー タ はMillennium2010)ChromatographyManager(ver.2.18)に よ り解 析 し

た。

実 験 結 果

ラ ッ ト胸 腺 細 胞 にお い て 、カ リキ ュ リンA、 オ カ ダ 酸 は6時 間 処 置 に よ り、そ れ ぞ れ3nM

お よび100nMで もっ と も顕 著 なDNA断 片 化 作 用 を示 した(Fig.15A)。 これ らの タ ンパ ク

質脱 リン 酸化 酵 素 阻害 薬 に よ るDNA断 片 化 は 、カ リキ ュ リンAで は2時 間 、オ カ ダ 酸 で

は4時 間 の ラ グ タイ ム の後 、反応 時 間 に依 存 して増 加 した。(Fig.15B)。 ア ポ トー シ ス の 生

化 学 的 特 徴 で あ るヌ ク レオ ソー ム 単 位 のDNA断 片 化 に先 立 っ て 、DNAは まず 約200-300

kbpのDNA断 片 に 切 断 され 、さ らに切 断 され て約50kbpのDNA断 片 が生 成 す る こ とが 知

られ て い る 【52]。DNAを バ イ ア ス 正 弦 電 場 ゲル 電 気 泳 動 に よ り分析 した 結 果 、 この約50

kbpのDNA断 片 の 生成 が 見 られ た(Fig.16A)。 さ らに 、タ ンパ ク質 脱 リン酸 化 酵 素 阻 害 薬

に よ るDNA断 片 化 が ヌ ク レオ ソー ム 単位 で あ る こ とが 確 認 され た(Fig.16B)。 形 態 学 的 検

討 に よ り、 これ らの タ ンパ ク質 脱 リン酸 化 酵 素 阻 害 薬 存 在 下 で 培 養 した細 胞 の 大 部 分 で 核

の凝 縮 が観 察 され た(Fig.17)。
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Fig. 15. The effects of calyculin A and okadaic acid on DNA fragmentation  in rat thymocytes. (A) 
The cells were incubated with various concentrations of calyculin A or okadaic acid for 6 h. (B) The 
cells were treated with 10 nM calyculin A, 100 nM okadaic acid or without inhibitor for indicated 
times. After incubation, DNA fragmentation was determined. Values are means ± SEM of 4 separate 
experiments.  0, control; 0, calyculin A-treated;  •, okadaic acid-treated.
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Fig. 16. Electrophoretic analyses of fragmented DNA from the thymocytes treated with protein 

phosphatase inhibitors. The cells were treated with 10 nM calyculin A or 100  nM okadaic acid for 6 
h. (A) Biased sinusoidal field gel electrophoresis, (B) Conventional agarose gel electrophoresis. 1, 
control; 2, calyculin A-treated; 3, okadaic acid-treated.
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Fig. 17. Laser scanning microscopic images of thymocytes treated with protein phosphatase 

inhibitors. The thymocytes were treated with 10  nM calyculin A or 100 nM okadaic acid for 8 h. The 

cells were fixed and then were stained with 12.3  ug/m1Hoechst 33342.
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Fig. 18. Incorporation of [32P]orthophosphate into proteins in the thymocytes treated with calyculin 
A, okadaic acid or dexamethasone. The cells were treated with 10 nM calyculin A, 100 nM okadaic 
acid or 0.1  uM dexamethasone for indicated times. Proteins were analyzed by SDS-PAGE. (A) CBB 
staining, (B) BAS detected. 1, control; 2, calyculin A-treated; 3, okadaic acid-treated; 4, 
dexamethasone-treated. M, marker.

次に、カ リキュ リンAお よびオ カダ酸に よ り誘発 され るアポ トー シスにお けるタ ンパ ク
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質 リン酸化 について調べた。胸腺細胞 を[32P]リ ン酸 で1時 間標識後 、カ リキュ リンAあ る

いはオカダ酸存在 下で30分 か ら4時 間培養 した細胞 か ら細胞 内総 タンパ ク質 を抽 出 し、

SDS-PAGEで 分析 した。カ リキュ リンAは30分 間、オカ ダ酸は2時 間処 置後 か ら約15kDa

のタンパ ク質(矢 印)の リン酸化 亢進 が見 られた(カ リキ ュ リンAは1時 間で30%増 、オ

カダ酸 は4時 間で20%増)(Fig.18)。 この タンパク質 の リン酸化亢進 はいずれ も少な くとも

4時 間まで持続 していた。 ヒス トンのSDS-PAGEで はH1を 除 く各 ピス トン分子種 がいず

れ も14-20kDaの 間 に泳動 され る[53]こ とか ら、 この約15kDaの リン酸化 タ ンパ ク質 は

ヒス トンで ある可能性 が考 え られ た。そ こで、同様 に処置 した細胞 の核 か らヒス トン分画

を抽 出 し、AUTゲ ル電気泳動 で解析 した。

Fig. 19. Incorporation of  [32P]orthophosphate into histones in the thymocytes treated with calyculin 
A, okadaic acid or dexamethasone. The cells were treated with 10 nM calyculin A, 100 nM okadaic 
acid or 0.1  JAM dexamethasone for indicated times. Histones were analyzed by AUT gel 
electrophoresis. (A) CBB staining, (B) BAS detected. 1, control; 2, calyculin A-treated; 3, okadaic 
acid-treated; 4, dexamethasone-treated. M, marker.

Table2.ThecomarisonofthetimecoursesofDNAfraentationandhistonehosholation

Treatment Increaseof

DNAfraentation

Increaseof

histonenhosnhorvlation

10nMCalyculinA

O.5h

Zh

4h

100nMOkadaicacid

2h

4h

8h

十

幵

十

幵
柑

十

1
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SDS-PAGEの 分析結果 と同 じ時間経過 で ヒス トンH2A/H3お よびHlの リン酸化亢進 が認

め られた(カ リキュ リンAは1時 間で36%お よび43%増 、オカ ダ酸 は4時 間で56%お よび

11%増)(Fig.19B)。 タンパ ク質脱 リン酸化酵素阻害薬 に よる ヒス トン リン酸化の亢進 はア

ポ トー シス実行過程 であ るDNA断 片化 に先立 って起 こるこ とが判 明 した(Table2)。 また、

AUTゲ ル電気泳動 のCBB染 色 では、 ヒス トンに導入 され たアセチル基の数 に依存 してバ

ン ドの移動度が小 さくな る[33]が 、カ リキsリ ンA、 オカダ酸 あるいはデキサメ タゾン

(0.1ｵM)処 置 は ピス トンH4群 のバ ン ドのパ ター ンに影響 を与 えなかった。す なわ ち、 こ

れ らの処置はいずれ もヒス トンアセチル化 に影響 を与 えない ことが示 され た(Fig.19A)。

AUTゲ ル電気泳動の結果 で はH2A/H3の どち らが リン酸化 されてい るのか判明 しなか った

ため、AUTゲ ル電気泳動 とSDS-PAGEを 組 み合わせた二次元電気泳動 を行った ところ、

著明な リン酸化亢進 が見 られ たのはH2Aで あるこ とが判 明 した(Fig.20)。

Fig. 20. Incorporation of [32P]orthophosphate into histones in the thymocytes treated with protein 

phosphatase inhibitors. The cells were treated with 10 nM calyculin A or 100  nM okadaic acid for 
the indicated times. Histones were analyzed by two-dimensional polyacrylamide electrophoresis and 
radioactivity was detected by BAS-1000. (A) calyculin A-treated, (B) okadaic acid-treated.
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カ リキ ュ リンA処 置に よるヒス トン各 分子種 の量的変化 につ いてキャ ピラ リー電気 泳

動 によ り検 討 した(Fig.21)。 しか しなが ら、カ リキ ュ リンAお よびオカダ酸処置細胞の ヒ

ス トン各分子種 の含量 は コン トロール と比べて差 が認 め られなか った(Fig.22)。 また、 ヒ

ス トン脱 アセチル化酵素 阻害薬 である トリコス タチ ンA(10nM)お よび酪酸(5mM)で 処

置 した場合 も同様 に ヒス トン含 量の変化 は見 られ なかった(デ ータ非表示)。
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Fig.21.SeparationofmolecularspeciesofhistonebyHPCE.Theextractswerepreparedfromthenuclei

ofratthymocytes.ThesamplesolutionswereappliedtoHPCEbyhydrostaticinjectionfor30sea(A)

theauthentichistonemixturecontai血1gH1,H2A,H2B,H3andH4,㊤)thenuclearextractsfromrat

thymocytes.

さらに、アポ トー シスを誘発 させ るその他 の薬 物 について もヒス トン リン酸化 お よび ア

セチル化 に対す る影響 を検討 した。トリコスタチ ンAお よび酪酸は ヒス トンアセ チル化 を

亢進 させ たが(Fig.23A)、 ヒス トン リン酸化 には影響 を与 えなかった(Fig.23B)。 また、ア

ポ トーシス を誘発す るこ とが示 されて いる抗 ガ ン薬 のエ トポシ ド(10ｵM)(Fig.23)、 胸腺

細胞 に対す るアポ トーシス誘発 作用が よ く知 られ てい るデ キサ メタゾン(Fig.19)、 第一

章第一節 で アポ トー シス誘発作用 を示 したYO-2(30ｵM)(デ ー タ非表示)は 、 ヒス トン リ

ン酸化 お よび アセ チル化 のいずれ に対 して も影響 を及 ぼ さなか った。
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Fig. 22. The effects of calyculin A and okadaic acid on the level of histones. The nuclear extracts 
were prepared from the nuclei of rat thymocytes treated with 10 nM calyculin A or 100 nM okadaic 
acid. Values are means ± SEM of 3 separate experiments.  0,  control; 0, calyculin A-treated;  II, 
okadaic acid-treated.
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Fig. 23. Incorporation of  [32P]orthophosphate into histones in the thymocytes treated with 
trichostatin A, sodium butyrate or etoposide. The cells were treated with 10 nM trichostatin A, 5 mM 
sodium butyrate or 10  1.1M etoposide for indicated times. Histones were analyzed by AUT gel 
electrophoresis. (A) CBB staining, (B) BAS detected. 1, control; 2, trichostatin A-treated; 3, sodium 
butyrate-treated; 4, etoposide-treated. M, marker.
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考察

ラ ッ ト胸腺細胞 をカ リキュ リンAま たはオカ ダ酸存在 下で培養 す る と、ラグタイムを経

て反応 時間に依存 したDNA断 片化 の増加 が観 察 され た。 さらに、 これ らのタンパ ク質脱

リン酸化酵 素阻害薬 は約50kbpのDNA断 片 の生成 お よびヌク レオ ソーム単位 のDNA断

片化 を起 こす ことが示 された。また、形態 学的検討 に よ り凝縮 した核が観察 され、 これ ら

のタ ンパ ク質脱 リン酸化 酵 素阻害薬 は ラ ッ ト胸腺 細胞 にアポ トー シス を誘発 させ る こと

が 明 らか となった。

この ときのタンパ ク質 リン酸化 の変化 につ いてSDS-PAGEで 分析 を行 った ところ、約15

kDaの タンパ ク質 の著 明な リン酸化亢進 が観 察 され た。 この リン酸化 タンパ ク質が ヒス ト

ンで ある可能性 が考 え られ たので、 ヒス トン分 画 についてAUTゲ ル電気泳動 お よびAUT

ゲル電気泳動 とSDS-PAGEを 組み合 わせ た二次元電気泳動 によ り分析 した結果 、カ リキ ュ

リンAあ るいはオカダ酸処置 が ヒス トンH2Aお よびHlの リン酸化 を亢進 させ るこ とが明

らか となった。カ リキュ リンAお よびオカ ダ酸処置 に よる ヒス トンH2Aお よびH1の リン

酸化亢進 はそれ ぞれDNA断 片化 のラグタイ ムであ る30分 お よび2時 間か ら起 こ りは じめ、

少 な くとも4時 間まで持続 していた。この よ うに、 トリコス タチ ンAや 酪酸 によ り誘発 さ

れ るアポ トーシスに先 立って ヒス トンアセ チル化 が亢進す るの と同様 に、カ リキュ リンA

や オカ ダ酸 に よって起 こるア ポ トーシス に ヒス トン リン酸化 が先 立 って亢進す るこ とが

示 され た。 ヒス トン リン酸化亢進 の時間変化 とDNA断 片化 の時間変化 は関連 した挙動 を

示 し、いずれ もカ リキュ リンA処 置の方がオ カダ酸 処置に比べて先行 していた。また、ア

ポ トーシスの誘発 においてオカダ酸はカ リキ ュ リンAよ り高濃度 を必要 とした。カ リキュ

リンAは タ ンパ ク質脱 リン酸化酵素(PP)1お よびPP2Aを 同程度 に強力 に阻害す るのに対

してオカ ダ酸はPP1に 対す る作用がPP2A阻 害作用 に比べて弱い[54]こ とか ら、 タンパ

ク質脱 リン酸化酵素 阻害薬 に よるアポ トー シスの誘発 にはPPIの 関与が考 え られ た。

ヒス トン リン酸化 は凝縮 ・弛緩 とい った ク ロマチ ン構造 の調節 に密接 にかか わってい る

ことが細 胞周期[28,29,30]や 転 写調節[24,26,55]に 関連 した研 究 に よ り明 らかに されて

い る。ア ポ トーシスにお けるヒス トン リン酸化 に関 しては、カ ビ毒 のgliotoxinが 胸腺細胞

にアポ トー シスを誘発 させ 、また このアポ トー シスに先 立って ヒス トンH3のSer-10が リ

ン酸化 され るこ とがWaringら[56]に よって報告 され ている。 さらに、gliotoxinはcyclic

AMPレ ベ ルの上昇 とcyclicAMP依 存性 タンパ ク質 リン酸化 酵素(Aキ ナーゼ)活 性化 を誘

発す るこ と、Aキ ナーゼの阻害薬がgliotoxinに よ るヒス トンH3リ ン酸化 とアポ トー シス

誘発 を抑制す るこ とが示 されてい る[56]。 また、Rogakouら[57]お よびTalaszら[58]は 、

ヒス トンH2Aサ ブ ファ ミリーの一つであ るH2A.XのSer-139リ ン酸化 がFasな どによるア

ポ トー シスにおいてDNA断 片化 の開始 に関与す る可能性 を示 してい る。

以上 の成績 は、 ヒス トン リン酸化 が ヒス トンアセチル化[33]と 同様 にアポ トー シス実

行過程 において重要な役割 を担 ってい る可能性 を示唆 してい る。
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第二節 培養 ヒ ト正常ア ス トロサイ トinvitro細 胞 障害モデル におけ るヒス トン リン酸化

第一章 第二節 において 、培養 ヒ ト正 常アス トロサイ トに生理食塩液 を短時間暴露後 、正

常培地 に戻 して培養 を継続す るとアポ トーシス様細胞 障害が起 こるこ とを示 した 伽vitro

細胞障 害モデル)。 また、第二章第 一節 にお いて、い くっ かの薬物 に よ り誘発 され るアポ ト

ー シス において、 ヒス トン リン酸化 やアセチル化 な どの ヒス トン化 学修飾 がアポ トー シス

に先立 って起 こるこ とを明 らかに した。本節 では、invitro細 胞障害モデル にお ける ヒス ト

ン化 学修飾 の変化 について検討 を行 った。

実験方法

繃 の鱶 第一章第二節 に示 した方法で行 った。

∠生理 鯑 灘 よびス工鵬 鏃 の奏齷 第一章第二節 に示 した方法 で行 った。

どヌ みン グン震 落 の分 杤 細胞 を[32P]リ ン酸(0.37MBq/ml)で1時 間標識後 、生理食塩

液 あるいは人工脳脊 髄液 に30分 間暴露 した。暴露直後(0時 間)お よび暴露後1時 間か ら

6時 間培養 した細胞 か ら第 一章第一節 に示 した方 法 に準 じて核 を調製 し、 ヒス トン分画 を

抽出 した。得 られた ヒス トン分画 につ いてAUTゲ ル電気泳動 を行 い、 ヒス トン リン酸化

の変化 を解析 した[51]。

N嬲 ア ミノ酸配 嬲 杤 ヒス トン分画 をAUTゲ ル(13.5cm×24cm)で 分離 し、 リン

酸化 の変化 が認 め られたバ ン ドを切 り出 した。 ゲル を2回 洗浄後 、Tris-HCI(pH8.0)中 で

35℃ 、20時 間 トリプシ ン消化(0.01ｵg/ｵ1)を 行 った。分解 物 は逆柵 肌C(2.0㎜ ×250

㎜TSKge10DS-80TsQA,TOSOHCorporation,Tokyo,Japan)で 分離 した。 瀦 は0-90%ア

セ トニ トリル(0.1%ト リフル オ ロ酢酸 を含 む)の リニア グ ラジ ェ ン トで行 い(流 速0.2

ml/min)、 ペ プチ ドマ ップ を作成 した。HPGIOO5A(AgilentTechnologiesInc.,PaloAlto,

California)ま たはProcise494cLC(AppliedBiosystemsJapanLtd.,Tokyo,Japan)プ ロテ イ ン

シー クエ ンサーに よ りペ プチ ドのN末 端 ア ミノ酸配列 を分析 し、バ ン ドの タンパ ク質 を同

定 した。

実験 結果

[32P]リン酸 で標識 した培養 ヒ ト正 常アス トロサイ トを生理食塩液 に30分 間暴露 し、 ヒ

ス トン化 学修飾 に対す る影響 につ いて検討 した。CBB染 色 の結果 よ り、生理食塩液 、人工
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脳脊 髄液 暴露 はいずれ もヒス トンアセ チル化 に対 して影響 を与 えない こ とが確認 され た

(Fig.24A)。 一方 、BAs-loooに よる リン酸化 の検 出 において、生理食塩 液の30分 間暴露に

よ り暴 露直後 に著 明な ヒス トン様 タ ンパ ク質 の リン酸化 の変化 が認 め られ た。 ヒス トン

H2AIH3付 近のバ ン ドの うちPlお よびP2の リン酸化 が亢進(Plリ ン酸化 は102%増 、P2

リン酸化は135%増)し たのに対 してP3は 脱 リン酸 化(P3リ ン酸化 は57%減)が 観 察 され

た(Fig.24B)。Plお よびP2リ ン酸化は生理 食塩液暴露 の直後 に コン トロール の約2倍 に

増加 した。この リン酸化は培養 時 間 とともに減少 したが、いずれの培養 時間 において もP1

お よびP2リ ン酸化 は コン トロール に比べて増加 していた。人工脳脊髄液 の暴 露 によって

も同様 の タンパ ク質 リン酸化の変動 が認 め られたが、その程度 は生理食塩液 の場合 に比べ

て軽 度で 、正 常培地 に交換 して3時 間培養 後 にはコン トロール と同程度 の リン酸化 を示 し

た(Fig.24B)。

Fig. 24. Incorporation of  [32P]orthophosphate into histones in human astrocytes treated with saline 
solution or artificial cerebrospinal fluid. Human astrocytes were incubated in normal growth medium 
for the indicated times after exposure to saline or artificial cerebrospinal fluid for 0.5 h. Histones were 
analyzed by AUT gel electrophoresis. (A) CBB staining, (B) BAS detected. C, control; S, saline 
solution; A, artificial cerebrospinal fluid. M, marker.

生理食塩 液暴 露によ りP3は 暴露直後 に コン トロールの112以 下の リン酸化 レベル を示 した。

正 常培地交換 後3時 間で はコン トロール の約2/3の リン酸化 レベルで あったが 、6時 間で

は逆 にコ ン トロール の約15倍 の リン酸化 レベル を示 した。 人工脳脊髄液 の暴 露に よって

も暴露直後 には生理食塩液暴露 と同様 にP3リ ン酸化 レベルの減少 がみ られた が、暴露1
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時 間後 には コン トロール とほぼ同程度の リン酸化 レベル に回復 した。

72
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Fig.25.Separationofphosphorylatedhistonespreparedfromnucleiofsalinesolution-treatedcells

usinglongAUTgels.1,salinesolution;2,control.

これ らの ヒス トン分 画 をlongAUTゲ ル で分離 した ところPl、P2お よびP3は いずれ も

2つ の成分 に分離 した(Fig.25)。Pl、P2お よびP3の 各バ ン ドを トリプシ ン消化 して得 ら

れたペ プチ ドを逆相HPLCで 分離 してペ プチ ドマ ップ を作成 した(Fig.26)。 さらに一部の

ペプチ ドにつ いてN末 端 ア ミノ酸配列分析 を行 いPl、P2お よびP3の 同定を試 みた。P2。、

P2b、P3。 およびP3bよ り得 られ たペ プチ ドのN末 端 ア ミノ酸配列 はいず れ も ピス トンH2A

の 内部 配列 に一致 し、それ ぞれ ピス トンH2Aサ ブ タイ プの一種 で あ るこ とが示 され た

(Table3)。PIの ペプチ ドマ ップはP2と 非 常に類似 してお り(Fig.26)、Pl、 お よびPlbは ヒ

ス トンH2Aで あることが推 定 された。 さらにP1、 お よびPlbに 特徴 的なペ プチ ドについて

N末 端 ア ミノ酸配列分析 を行 った ところ、いずれ もユ ビキチ ンの内部配列 に一致 してお り、

Pl。お よびPlbは ユ ビキチ ン化 ヒス トンH2A(uH2A)で あるこ とが判 明 した(Table3)。
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Fig. 26. HPLC profiles of polypeptide fragments of Pla  and P2a after digestion with trypsin. 

Absorbance was measured at 210 and 280 nm.
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Table3.Peptidesequencesderivedfromphosphorvlatedproteins.

BandPeptidesequenceComments

Pla*tlTLEVEPSDTinternalsequenceofubiquitin

Plb*TITLEVEPSDinternalsequenceofubiquitin

P2aVTIAQGGVLPNIQAVLLinternalsequenceofhistoneH2A

P2bVTIAQGGVLPinternalsequenceofhistoneH2A

PiaAGLQFPVGRinternalsequenceoflustoneH2A

P3,,ATIAGGGVIPinternalsequenceofhistoneH2A

*ThepeptidemapsofPlagreedwiththoseofP2 .

考 察

培養 ヒ ト正 常ア ス トロサ イ トのア ポ トー シス様 細胞障 害に ヒス トン化学修飾 が関与 し

てい るか否 かを検討 した。 ヒス トンアセチル化 は生理食塩液お よび人工脳 脊髄液の暴露 に

よってはほ とん ど変化 が認 め られなか った。 これ に対 して、生理食塩液暴露 は暴露直後 か

らヒス トン リン酸化 を著 しく変動 させた。N末 端 ア ミノ酸配列分析 の結果、 これ らの ヒス

トンがいずれ もH2Aで あること、また、そ の うちの一部はuH2Aで あるこ とが 明らか とな

った。ヒス トンH2Aは 進化上非常 によ く保存 され ている ヒス トン各分子種の 中で も比較 的

サブ タイプが多い分子 種で あ り、 ヒ トで はH2A1、H2A.2、H2A.M、H2A.X、H2A.Zの 少

な くとも5種 類 が確認 され てい る[59]。 ま た、ユ ビキチ ン化 はH4を 除 く各 ヒス トン分 子

種 に見 られ る翻訳後修 飾で あるが、特 にH2Aお よびH2Bで よ く起 こるこ とが示 されてお

り、高等真核 生物 では5-15%のH2AがuH2Aと して存在 してい る[60]。 ヒス トンユ ビキ

チ ン化 の クロマチ ン構 造 にお ける役 割 は不 明な点 が多いが、ユ ビキチン化 ヒス トンと転 写

活性領域 の クロマチ ン との間には相関 があ ることか ら、ヒス トンユ ビキチ ン化 がクロマチ

ンの折 りたたみに対 して抑制的 に機 能す るか、も しくは クロマ チ ンの弛緩状態 を維持す る

よ うな作用 を有す る可能性 が示唆 され てい る[61]。 生理食塩液暴 露に よ り、暴露直後に著

明 な リン酸化 亢進 が認 め られた ヒス トン(P1)はuH2Aで あった ことか ら、 このヒス トン

H2Aは ユ ビキチ ン化 と リン酸化 の2つ の翻訳後修飾 を同時 に受 けてい ることが判明 した。

ヒス トンの翻訳後修飾 には リン酸化、アセチル化 、ユ ビキチ ン化 のほかにメチル化やADP

リボシル化が知 られ ている[59]。 これ らの化学修飾 は1種 類 の ヒス トン分子種 に対 して単

独で起 こるだけで な く、複数 箇所 または2種 類以上 の修飾 が同時に起 こるこ とが報告 され

ている[24,26,55,62]。Galasinskiら[59]はhumanerythroleukemiacellよ り酸抽 出 した ヒス

トン分画 の質量分析 に よ り、各 ヒス トン分子種 が、非常 に多様 な修飾パ ター ンで存在 して

いる ことを示 してい る。 さらに、 ヒス トンH3のSer10リ ン酸化が転写制御 に関連 した ヒ

ス トンアセ チル化 を促進す る[63,64]こ とな どが報告 され、各種化学修飾が協 同的 に作用

して、転写 、複製、修復 、細胞周期な どの様 々な細胞機能 を調節 してい る可能性 が示 され

てい る[55,59,62]。uH2Aリ ン酸化 は生理食塩液 の暴露直後でのみ著明な亢進 が見 られ たこ

とか ら、培養 ヒ ト正常 アス トロサイ トのアポ トーシス様細胞障害 の引 き金 の1つ として重
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要で あるのか もしれ ない。 一方 、人工脳脊 髄液暴露に よって も生理食塩液 暴露 と同様 の ヒ

ス トンH2Aリ ン酸化 の変 動が観 察 された が、その作用 は軽度 であった。生理食 塩液暴露 に

よる ヒス トンH2A(P2)の リン酸化亢進 が少 な くとも培養6時 間まで持続 していた のに対

して、人工脳脊髄液暴露 では培養3時 間で ほぼコン トロール と同程度 に回復 していた。 こ

れ らの結果 よ り、 ヒ ト正常 アス トロサイ トのアポ トーシス誘発 にはアポ トーシス に先 立っ

て起 こる急激 なuH2Aリ ン酸化(Pl)の 変動 とその後 の持続 的なH2Aリ ン酸化 の亢進(P2)

が重要で ある可能性 が考 え られ た。

虚 血 再 灌 流 あ る い は 過 酸 化 水 素 暴 露 に よ りmitogen-activatedprotein(MAP)kinase

(MAPK)の う ちMAP/extracellularsignal-regulatedkinase(ERK)、p38kinaseお よ び

stress-activatedproteinkinase/c-JunNHZ-terminalkinase(JNK)が 活 性化 され るこ とが示 され

てい る[65,66,67,68]。ERKお よびp38kinaseはCfOSやcjunな どの初発初期遺伝 子 の発現

に関与 して ヒス トンH3を リン酸化す るこ とが報告 されてい る[64]。 また、death-associated

protein(DAP)likekinase(Dlk)/Zipperinteractingprotein(ZIP)kinaseは アポ トーシス に関与す

るこ とが示 され てい る[69,70]が 、本酵 素は ヒス トンH2A、H3お よびH4を 基質 とし、ク

ロマチ ン構 造 を変化 させ るこ とに よ り転写 ・複製 にかかわ る因子群 との相 互作用 を調節 し、

転写や複 製 を制御す る可能 性が示 唆 されて い る[71]。 培養 ヒ ト正常アス トロサイ トの生理

食 塩液 暴露 で誘 発 され る ヒス トン リン酸化 の亢進 には これ らの タンパ ク質 リン酸化 酵 素

が関与 してい るのか もしれ ない。

タ ンパ ク質脱 リン酸化酵 素阻害薬 によ るラ ッ ト胸腺細 胞 のアポ トー シス にお いて ヒス

トンH2Aお よびHlの リン酸化亢進が アポ トーシスに先 立って起 こるこ とを第二章第 一節

で示 したが、invitro細 胞障害モデル と考 え られ るヒ ト正常アス トロサイ トのア ポ トーシス

において も ヒス トンH2Aリ ン酸化 の亢 進が認 め られた。異 な る細胞 系や刺激 に よって誘発

され るア ポ トーシスに先 立って ヒス トンH2Aリ ン酸化 の亢進 が起 こるこ とが明 らか とな

り、アポ トー シス実行過程 において ヒス トン リン酸化 が重要な役割 を担 ってい る可能性 が

示唆 された。

小括

1.タ ンパ ク質脱 リン酸化酵素 阻害薬 であ るカ リキュ リンAお よびオカ ダ酸は ラ ッ ト胸腺

細胞 にア ポ トー シスを誘発す ることが示 された。

2.こ れ らの タ ンパ ク質脱 リン酸化 酵素 阻 害薬 に よるア ポ トー シス に先 立 っ て ヒス トン

H2Aお よびH1の リン酸化亢進 が起 こるこ とが明 らか となった。

3.こ れ らの タンパ ク質脱 リン酸化酵 素阻害 薬 の処置 は ピス トン各分子種 の含 量 を変化 さ
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せ なかった。

4.ヒ ス トン脱 アセ チル化 酵素阻害薬の処置 は ヒス トン リン酸化 に影響 を及 ぼ さず 、また、

抗 ガ ン薬(エ トポシ ド)、グル ココルチ コイ ド(デ キサメ タゾン)お よびYO-2は ヒス ト

ン リン酸化お よび アセ チル化 をいずれ も変化 させ なかった。

5.培 養 ヒ ト正常 アス トロサイ トinvitro細 胞障害モデル のアポ トーシスにお いて、 ヒス ト

ンH2Aリ ン酸化 の亢進 が先 立って起 こるこ とが明 らか となった。
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第三章 ア ポ トーシス誘発 とクロマチ ンの1)NA分 解 酵素感 受性

第二章 にお いて、一部のア ポ トー シス に先立 って ヒス トンH2Aリ ン酸化 が亢進 す る こと

を示 した。 また 、 ヒス トン脱 アセ チル化酵 素阻害薬 で誘発 され るアポ トー シスにお いて、

DNA断 片化 に先 立って ヒス トンH4の アセチル化亢進 が起 こる ことがLeeら[33]に よ り

報告 され てい る。一方、 ヒス トン化学修飾の役 割 につ いては転 写制御や 細胞周期 に関連 し

て詳細 に研 究 され てお り、 ヒス トン化学修飾が クロマ チ ン構 造に影 響 を与 え、 これ らの細

胞機 能 を調節 す るこ とが示 されてい る[20,25,30]。 そ こで本章 では、アポ トー シスにお い

てDNA断 片化や核 の凝縮 に先 立 って起 こるヒス トン化学修飾 が、ク ロマチ ンのDNA分 解

酵素感受性 に影響 を及 ぼす か否 かを検討 した。

実験方法

ii%7/_第 一章第一節 に示 した方法で行 った。

単鏃 〆ごおb〃るD醐 蛎 ケ盈 ラッ ト胸腺細胞(40×106cells)を 各種薬 物存在 下で培養

後、核 を調 製 した。 ク ロマ チ ンの内在性DNA分 解 酵素 に対す る感 受性 は、単離 した核 を

40ｵ1のDNA断 片化用緩衝液(15mMTris-HCI(pH7.4),60mMKCI,15mMNaCI,0.15mM

2-mercaptoethano1,0.34Msucrose,10mMsodiumhydrogensulfite)中 で30分 か ら2時 間反応

後、反応 液 を10,000×g、20分 間遠心分離 し、上清お よび沈殿 のDNA量 をそれ ぞれPicoGreen

(MolecularProbes,Inc.,Eugene,Oregon)を 用い て測 定す るこ とで検討 した。核 の反 応 に よる

DNA断 片化 は総DNA量(上 清DNA量+沈 殿DNA量)に 対す る断片化DNA量(上 清DNA

量)の 割 合(%)で 表示 した。

DNA嶄 盈率 の齪 ラ ッ ト胸 腺細胞 をデ キサ メタゾ ン単独 または グル ココル チ コイ

ドレセ プ ター アンタ ゴニス トであ る ミフェプ リス トン(10ｵM)共 存下で4時 間培養 し、第

一章第一節 に示 した方法でDNA断 片化率 を測 定 した
。

カ スパ ー ゼ・3蕎荏 の瀚 ぎ ラ ッ ト胸腺細胞 を0.1ｵMデ キサメ タゾン単独ま たは10ｵM

ミフェプ リス トン共存 下で2時 間培養 し、第一章第一節 に示 した方法でカ スパー ゼー3様活

性 を測定 した。

実験結果

タンパ ク質脱 リン酸化酵 素阻害薬で誘発 され る胸 腺細胞 アポ トーシス において、ク ロマ
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チンのDNA分 解 酵素感 受性 が変化す るか ど うかを調 べた。5nMカ リキュ リンA存 在 下ま

たは非存在 下で1時 間か ら4時 間培養 した細胞 か ら核 を調製 し、ク ロマチンの内在性DNA

分解酵素 に対す る感 受性 を評価 した。本化合物 存在下で2時 間培養 した細胞の核 を緩衝 液

中で1時 間反応 した とき、DNA断 片化が コン トロール に比べて亢進 してお り、 この核 の

DNA断 片化 は細胞 の培養 時間に依存 して増加 した(Fig,27)。 この内在性DNA分 解酵 素に

よるDNA断 片化はヌ ク レオ ソー ム単位 で あるこ とが確認 され た(Fig.28)。
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Fig. 27. The effect of histone phosphorylation on endogenous DNase sensitivity. Thymocytes were 
incubated in the presence or absence of 5 nM calyculin A for 1, 2, 3 and 4 h. After the treatment with 
calyculin A, the nuclear fractions were prepared. The resulting nuclei were incubated in the DNA 
fragmentation buffer for 1 h, and then DNA in the soluble fraction and pellet were determined using 
PicoGreen. Values are means ± SEM of 4 separate experiments. 0, control;  •, calyculin A-treated.

嫻12

煽

,0000

sOOO

9000

zOOO

十〇〇〇

500

250

Fig. 28. Electrophoretic analysis of soluble chromatin from the thymocytes treated with calyculin A. 
Thymocytes were treated with or without 5 nM calyculin A for 2 h, and nuclei were prepared. The 
soluble chromatin was obtained from the nuclei incubated in the DNA fragmentation buffer for 1 h. 
Agarose gel electrophoresis of the soluble chromatin (60 ng DNA/well) prepared from control (lane 1) 
and calyculin A-treated (lane 2) thymocytes. M, DNA size marker.

カリキュ リンA存 在下で4時 間培養 した細胞核を用いて、核のDNA断 片化に対する緩衝
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液 中での反応 時間について検討 を行 った。 コン トロール細胞の核で は緩衝液 中での反応 時

間に依存 して核 のDNA断 片化 が緩や かに増加 し、2時 間の反応 では30分 間反応 した とき

の約2倍 のDNA断 片化率 を示 した。 一方 、カ リキュ リンA処 置細胞核 では核 のDNA断

片化 は30分 間の反応 でほぼ平衡状 態 とな り、2時 間までほ とん ど増加 が見 られ なかった

(Fig.29)0

30

欝ご

£20

蕃

葛謬
10

く

ぎ

0
00.511.52

1ncubationtime(h)

Fig.29.TheeffectofincubationtimeonnuclearDNAfragmentation.Thymocyteswereincubatedin

thepresenceorabsenceofsnMcalyculinAfor4h.AfterthetreatmentwithcalyculinA,thenuclear

fractionswereprepared.TheresultingnucleiwereincubatedintheDNAfragmentationbufferforO.5,

1,1.5and2h,andthenDNAinthesolublefractionandpelletweredeterminedusingPicoGreen.

Valuesaremeans土SEMof8separateexpe血1ents.○,contro1;●,calyculinA-treated.

本系でのDNA断 片化 に対す る既知DNA分 解 酵素阻害薬 の作用 につ いて検討 した。0.1mM

ア ウリン トリカル ボン酸[72]ま た は1mMZn2+[73]を 含 む緩衝液 で核 を1時 間反応 し、

DNA断 片化 率 を測定 した。コン トロール細胞核お よび カ リキ ュ リンA処 置細胞核 のDNA

断片化 はいずれ もZn2+に よ りほぼ完全 に抑制 され たが、ア ウ リン トリカル ボン酸 はいずれ

のDNA断 片化 に対 して も影響 を及 ぼ さなかった(Fig.30)。

他の ヒス トン化 学修飾 であ るヒス トンアセ チル化 につ いて、 クロマチ ンの内在 性DNA

分解酵素感受性 に対す る影響 を調 べた。 ヒス トン脱 アセ チル化酵 素阻害薬 であ る トリコス

タチ ンAお よび酪酸 は ラッ ト胸腺細胞 にアポ トー シス を誘発 させ るこ とが示 されて いる。

10nMト リコス タチ ンAま たは5mM酪 酸存在 下で3時 間培養 した細胞 か ら得 た核 を緩衝

液 中で1時 間反応す る と、DNA断 片化の亢進が認 め られ た(Fig.31)。
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Fig.30.TheeffectofDNaseinhibitorsonnuclearDNAfragmentation.Thymocyteswereincubated

血thepresenceorabsenceof5nMcalyculinAfor4h.AfterthetreatmentwithcalyculinA,the

nuclearfractionswereprepared.TheresultingnucleiwereincubatedintheDNAfragmentation

bufferwithorwithoutDNaseinhibitorsforlh,andthenDNAinthesolublefractionandpe皿etwere

determinedusingPicoGreen.ValuesaremeansfSEMof4separateexperiments.Opencolumns,

withoutDNaseinhibitor;hatchedcolumns,wi血0.1n曲 曲iricarboxylicacid;solidcolumns,with

lmMZn2+.
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Fig.31.TheeffectofhistoneacetylationonendogenousDNasesensitivity.Thymocyteswere

incubatedinthepresenceorabsenceof10nMtrichostatinAorsmMsodiumbutyratefor3h.After

thetreatmentwiththeinhibitors,thenuclearfractionswereprepared.Theresultingnucleiwere

incubatedintheDNAfragmentationbufferforlh,andthenDNAinthesolublefractionandpellet

weredeterminedusingPicoGreen.Valuesaremeans±SEMof3separateexpe血1ents.

他 の薬 物 によるアポ トーシスにお いて も、内在 性DNA分 解酵 素に対す るク ロマチンの

感受性変化 について検討 した。30ｵMYO-2存 在 下または非存在 下で1時 間か ら4時 間培

養 した細胞か ら核 を調製 し、核 のDNA断 片化 率 を測定 した。YO-2存 在 下で2時 間培養 し

た細胞 の核 を緩 衝液 中で1時 間反応す る と、DNA断 片化 の亢進 が観察 された(Fig.32)。
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Fig.32.TheeffectofYO-20nendogenousDNasesensitivity.Thymocyteswereincubatedinthe

presenceorabsenceof30ｵMYO-2for1,2and4h.AfterthetreatmentwithYO-2,thenuclear

fractionswereprepared.TheresultingnucleiwereincubatedintheDNAfragmentationbufferforl

h,andthenDNAinthesoluble丘actionandpelletweredete面nedusingPicoGree11.Valuesare

means±SEMof4separateexpe血1ents.○,control;●,YO-2-treated.
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Fig.33.Theeffectoftheglucocorticoidreceptorantagonistmifepristoneondexamethasone-induced

DNAfragmentationinratthymocytes.Thecellswereincubatedwithvariousconcentrationsof

dexamethasoneinthepresence(■)orabsence(●)oflOμMmifepristonefbr6h.A負erthe

incubation,DNAfragmentationwasdetermined.ValuesaremeansfSEMof4separateexperiments.

さらに、デキサメタ ゾン誘発 アポ トーシスについて も検討 を加 えた。ラッ ト胸腺細胞 を0.1

ｵMデ キサメタゾ ン存 在下で4時 間培養す ると、デキサメ タゾンの濃度 に依存 してDNA断

片化 が増加 し、 グル ココルチ コイ ドレセ プ ター ア ンタゴニス トであ る ミフェプ リス トン

(loｵM)は このDNA断 片化 を抑制 した(Fig.33)。 また、 ミフェプ リス トンはデ キサ メタ

ゾンに よるカスパーゼー3様活性 の上昇を抑制す ることが確認 され た(Fig,34)。
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Fig.34.Theeffectofmifepristoneondexamethasone-inducedcaspase-3activation.Thecellswere

treatedwithO.1ｵMdexamethasoneinthepresenceorabsenceof10ｵMmifepristonefor2h.Then,

theextractsfromthecellswereprepared.Theresultingextractswereusedastheenzyme

preparations.Theacdvityofcaspase-3wasdeterminedusingthesubstrateAc-DEVD-MCA.Values
aremeansfSEMof3separateexperiments.Opencolumns,withoutmifepristone;hatchedcolumns,

withmifepristone.

クロマチンの内在性DNA分 解酵素感受性に対す るデキサメタゾンの影響についても調べ

た。デキサメタゾンで2時 間処置 した細胞の核 を緩衝液中で1時 間反応 したとき、コン ト

ロール細胞 に比べて核 のDNA断 片化 が亢進 していた(Fig .35A)。 また、ミフェプ リス トン

はデキサ メタ ゾンに よるDNA分 解酵 素感 受性 の亢進 を抑制 した(Fig.35B)。

(A) (B)

一=-1

...

O

c

葛
蕊

蹇

01234

Time(h)

Control

Dexamethasone(Dex)

Mifepristone

Dex+Mifepristone

0 246810
DNAfragmentation(%)

Fig.35.DNAfragmentationinthenucleifromthymocytestreatedwithdexamethasone.Thymocytes

wereincubatedinthepresence(●)orabsence(○)ofO.1ｵMdexamethasoneforindicatedtimes

(A).ThymocyteswereincubatedwithO.1mMdexamethasoneinthepresenceorabsenceof10ｵM

mifepristonefor2h(B).Afterthetreatmentwiththecompounds,thenuclearfractionswere

prepared.Theresultingnucleiwereincubatedinthebuffersolutionforlh,andthenDNAinthe

soluble丘actionandpelletweredete㎜ 血edusingPicoGreen.Valuesaremeans±SEMof3-4

separateexperiments.
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考察

胸腺細胞 においては核 に存在す るDNA分 解酵 素がアポ トーシスにお けるヌク レオ ソー

ム単位 のDNA断 片化 を触媒 してい ることが報 告 され ている[73,74]。 本 実験 では、カ リキ

ュ リンA処 置 によ り内在性DNA分 解活1生が増加 してい ることを示 した。核 の緩衝 液 との

反応 に よるDNA断 片化 は コン トロールお よび カ リキュ リンA処 置 のいずれ において も

DNA分 解酵 素阻害作用が知 られ てい るZn2+に よ り抑制 された ことか ら、核 のDNA断 片化

は核 内に存在す るDNA分 解酵素 が触媒 してい ることが示唆 され た。 ア ウ リン トリカルボ

ン酸 は非 特異 的なDNA分 解酵 素の 阻害 薬で あ るが、酵素 の種類 に よ り感 受性 が異 な る

[75]こ とか ら、今 回実験 に使用 した濃度で はDNA断 片化 が抑制 されなかった可能性 が考

え られ た。 カ リキュ リンAに よるヒス トン リン酸化 は30分 処置後 か らコン トロール に比

べて増加 しは じめ、1時 間処置後 には著 しい リン酸化亢進 が起 こることを第二章第一節 で

示 した。一方、カ リキュ リンA処 置細胞 の核 のDNA断 片化 は1時 間の ラグタイムを経て、

2時 間後か ら増加 していた こ とか らク ロマチンのDNA分 解酵 素に対す る感 受性 亢進 には

ヒス トン リン酸化 が関与 してい る可能性が考 え られた。Gliotoxinは ヒス トンH3の リン酸

化 を亢 進 させ て胸腺 細胞 にアポ トー シス を誘発 す るが、本化合 物 はク ロマチ ン に対す る

DNA分 解酵 素の感 受性 を亢進 させ るこ とが報告 され てい る[56]。 また、 ヒス トンアセチ

ル化 は クロマ チン構造 を弛緩 させ るが、高アセチル化 されたヌ ク レオ ソーム コアで再構成

された クロマ チンは コン トロール に比べてDNaseI感 受性 が増加 してお り、 クロマチ ンの

存在状態 によ りDNA分 解酵 素の感 受性が変化す るこ とが示 され てい る[76]。Leeら[33]

は ヒス トン脱 アセ チル化酵 素阻害薬 がラ ッ ト胸腺細胞 にアポ トーシスを誘発 し、本 アポ ト

ー シスに先立 って ヒス トンH4ア セチル化 が亢進す ることを報告 してい るが
、 トリコスタ

チ ンAや 酪酸処置 に よ りクロマチ ンのDNA分 解酵 素感 受性が亢進す るこ とが明 らか とな

った。 これ らの ことよ り、ア ポ トー シスにおけるクロマ チ ンのDNA分 解酵素 に対す る感

受性 の亢 進 には、 ヒス トン リン酸化や アセチル化 に起 因す るクロマチ ン構造変化 が関与 し

てい る可能性 が考 え られ た。

クロマチ ンのDNA分 解酵素感 受性 は、YO-2お よびデ キサ メタゾン誘発 アポ トー シス に

お いて もカ リキュ リンA誘 発 アポ トー シスの場 合 と同様 に亢進 していた。これ らのアポ ト

ー シス刺激 は第 二章 第一節 に示 した よ うに
、ヒス トン リン酸化や アセ チル化 には影響 を与

えな い こ とか ら、DNA分 解活 性 は これ以外 の ヒス トン化 学修 飾やhighmobilitygroup

(HMG)proteins[77]な どの非 ヒス トンタンパ ク質な どによって調節 され ている可能性 が推

察 され る。また、 ミフェプ リス トンはデ キサ メタゾンによるカ スパ ーゼー3様活性上 昇お よ

びDNA分 解 酵素 に対す る クロマチ ンの感 受性亢進の両方 の過程 を抑制 した ことか ら、 ア

ポ トー シス実行過程 で あるDNA断 片化 には、触媒す るDNA分 解酵素 の活性化 とともに基

質 であ るク ロマチ ンの本酵 素 に対す る感受性変化が関与す るもの と思 われ た。
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これ らの結果 は、 クロマチ ンのDNA分 解酵素 に対す る感受性変化が 、種 々の刺激 で誘

発 され るアポ トー シス実行 において、重要 な過程 の1つ であ る可能性 を示唆す る。

小括

1.カ リキュ リンA処 置細胞 の核 を緩 衝液 中で反応 させ ると、カ リキュ リンAの 処置 時間

に依存 して 内在性DNA分 解酵 素に よるDNA断 片化 の亢進 が見 られ た。なお、カ リキュ

リンAに よる核 のDNA断 片化 はDNA分 解酵 素阻害作用 をもつZn2+に よ り抑制 され る こ

とが示 され た。

2.ト リコス タチンAま たは酪酸 で処置 した細胞の核 におい て、内在性DNA分 解酵素 に よ

るDNA断 片化 が亢進す るこ とが示 され た。

3.YO-2処 置細胞 か ら得 た核 にお いて、内在性DNA分 解酵素 によるDNA断 片化 の亢進 が

示 された。

4.グ ル ココル チ コイ ドレセ プター アンタ ゴニス トであ る ミフェプ リス トンがデ キサ メタ

ゾンによるDNA断 片化 お よびカスパ ーゼー3様活性 の上昇 を抑制す ることを示 した。

5.デ キサ メタ ゾン処置細胞 の核 にお いて、内在性DNA分 解酵素 によるDNA断 片化亢進

が見 られ 、 このDNA断 片化 は ミフェプ リス トンに よ り抑制 され る ことが明 らか となっ

〆 た
。
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総 括

本研 究 はア ポ トー シス実行 過程 にお け る ヒス トン化学修飾 の役 割 を解 明す る ことを 目

的 として、種々 の刺激 で誘発 され るアポ トー シス にお け るヒス トン化 学修飾 な らびにク ロ

マチ ンのDNA分 解 酵素感 受性 について検討 した ものであ る。

まず 、新 しいアポ トー シス誘発剤 の 開発 を 目指 し、新 規プ ラス ミン阻害薬YO-2が ラ ッ

ト胸腺 細胞 にアポ トー シス を誘発 させ るこ とを生化 学 的お よび形 態学 的検討 によ り明 ら

か に した。種 々のYO化 合物 を用い た検討 に よ り、詳細 は不 明であ るが、本 アポ トー シス

にプ ラス ミン阻害作用 が少 な くとも一部関連 してい る可能性 が示 された。 また、YO-2に

よる胸 腺細 胞 アポ トー シス には ミ トコン ドリア機 能 障害 が関与 して い るこ とが示唆 され

た。

薬物誘発 アポ トーシス とは異 な るモデル として、培養 ヒ ト正常 アス トロサイ トのinvitro

細胞障害モデル について検討 を行 った。培養 ヒ ト正常 アス トロサイ トを短時 間生理食塩液

に暴露 した後 、正常培地 に戻 して培養 を継続 す る とアポ トーシスの生化 学的お よび形態学

的特徴 であ るDNA断 片化お よび核 の凝縮 が検 出 され 、本 モデル がアポ トー シス様細胞 障

害で ある ことを示 した。また、本細胞 障害に先立 って ヒス トンH2Aリ ン酸化亢進 が起 こる

こ とを明 らかに した。

ア ポ トーシスにおけ るヒス トン リン酸化 の役割 を明 らか にす るために、タンパ ク質脱 リ

ン酸化酵 素阻害薬 を用 いた検討 を行 った。カ リキ ュ リンAお よびオカ ダ酸 が ラッ ト胸腺細

胞 にアポ トー シス を誘発 させ ることを生化 学的お よび形態学 的検討 に よ り明 らかに した。

この ときの タンパ ク質 リン酸化 の変化 をSDS-PAGEお よびAUTゲ ル電気泳動 によ り分析

し、ア ポ トー シスに先 立って ヒス トンH2Aお よびH1の1.ン 酸化 が亢進 してい ることを明

らか に した。 タンパ ク質脱 リン酸化酵 素阻害薬 による ヒス トン リン酸化 の変化 はいずれ も

DNA断 片化お よび核 の凝縮 よ り早 い段 階での反応 であ り、カスパ ーゼ カスケー ドな ど既 知

のア ポ トー シス シグナル の途 中や下流 に位置す る反 応で はな く、これ らのシ グナル と平行

して実行 され ることが示唆 され た。

ヒス トン リン酸化 な どの ヒス トン化 学修飾 は ク ロマ チ ン構造 を変化 させ る一因で あ る

ので 、アポ トーシス誘発 におけ るクロマチ ン構造変化 の 関与 につ いて検討 を行 った。カ リ

キュ リンA存 在 下で培養 した細胞 か ら単離 した核 を緩 衝液 中で反応す る とDNA断 片化 の

増加 が見 られ、 クロマチ ンの内在 性DNA分 解酵素 に対す る感 受性亢進 が示唆 された。 ま

た、ヒス トンアセチル化 を亢 進 させ る トリコス タチ ンAお よび酪酸誘発 アポ トーシス にお

いて もDNA分 解酵素感受性 が増大す るこ とが示 され た。 これ らの結果 は ヒス トン リン酸

化や アセ チル化 な どの ヒス トン化学修飾 がアポ トー シス実行 において 、クロマ チンのDNA

分解酵 素u,受 性 を調節 す る可能性 を示唆す る もの と考 え られた。

また、クロマ チ ンの内在性DNA分 解 酵素 に対す る感 受性変化 はYO-2お よびデ キサ メタ
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ゾン誘発 アポ トー シスにおいて も認 め られ、アポ トー シス実行の一過程 として重要で ある

可能性 が示唆 された。

本研 究では、種 々の刺激 で起 こるアポ トー シスにおいて、クロマ チ ンのDNA分 解酵素

感受性 が亢進す る ことを明 らかに した。 ヒス トン リン酸化や アセチル化 な どの ヒス トン化

学修飾 は、アポ トー シス実行過程 において、 クロマチ ンの本 酵素感 受性 を調節す る機構 の

1つ として機 能す る可能性 を示 した。す なわ ち、ヒス トン化 学修飾 はDNA分 解酵素の活性

とともにアポ トーシス実行過程 において機 能 的役 割 を有す るもの と考 え られ る。一方で ヒ

ス トン リン酸化や アセチル化 に影 響 を及 ぼ さないデ キサメタゾンやYO-2に よ り誘発 され

るアポ トーシスにおいて も、同様 にクロマチ ンのDNA分 解 酵素感 受性変化 が見 られ、 ク

ロマチ ンの本 酵素感 受性 を調節 す る機構 として、 ヒス トン リン酸化や アセチル化以外 の別

の機構 が存在す る可能性 が推察 された。

ア ポ トー シス実行 に関 して はカスパ ーゼ カス ケー ドな どその シグナル伝 達系 の詳 細や

制御 分子の存在 がす で に明 らか に されて いる。DNA断 片化 を触媒す るDNA分 解酵素 とし

ては、カスパ ーゼ カスケー ドの下流 にあ るCADが よく知 られ てい るが、クロマチ ンのDNA

分 解酵 素感受性 が アポ トー シス実行 メカ ニズ ムに関与 してい る可能性 を示 した点 が本 研

究の特徴で ある。 アポ トーシスにお けるクロマチ ンの本酵素感受性 を調節す る機構 の一つ

として ヒス トン リン酸化 や アセチル化 な どの ヒス トン化学修飾 が 関与 してい るこ とを示

したが、 ヒス トン リン酸化や アセチル化 を伴 わ ない アポ トーシスにお けるDNA分 解酵素

感 受性 の制御機構 について は詳細 は不明で、今後 の検討課題で ある。
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結 論

アポ トー シス実行過程 の主役 はDNA分 解酵素で あるが、本研 究ではDNA分 解 酵素 の基

質 となるDNAの 方 に着 目し、まず 、新 規プ ラス ミン阻害薬YO-2並 びにアス トロサイ ト病

態モデル のアポ トーシス作 用を明 らか に し、これ ら並び にタンパ ク質脱 リン酸化 酵素阻害

薬 のアポ トー シスにおける ヒス トン リン酸化 につ いて、 さ らにクロマチ ンの 内在性DNA

分解酵素感受性 につ いて検討 し以 下の結論 を得た。

1.新 規プ ラス ミン阻害薬YO-2が ラ ッ ト胸腺細胞 にアポ トー シス を誘発 させ るこ とを明

らか に した。 またこの作用 はプラス ミン阻害作用 と関連 してい る可能性 を示 した。

2.培 養 ヒ ト正 常アス トロサイ トを生理食塩液 に暴露 しその後再灌流す ると、アポ トー シ

スが誘発 され るこ とを明 らかに した。

3.タ ンパ ク質脱 リン酸化酵 素阻害薬(カ リキュ リンA、 オカ ダ酸)に よ りラ ッ ト胸 腺細

胞 にア ポ トー シスが誘発 され る ことを示 した。

4.タ ンパ ク質脱 リン酸化酵素 阻害薬 に よるアポ トーシスにおいて、DNA断 片化 に先立 っ

て ヒス トンH2A、Hlの リン酸化 の亢進が見 られ た。培養 ヒ ト正常アス トロサイ トin

vitro細 胞 障害モデル でのアポ トーシスにおいて も、核 の凝縮 に先 立って ヒス トンH2A

リン酸化 の亢進が起 こるこ とを明 らかに した。

5.種 々の アポ トーシス誘発(YO-2、 デキサ メタゾ ン、タンパ ク質脱 リン酸化 酵素 阻害薬 、

ヒス トン脱 アセチル化酵素 阻害薬)に おいて、ク ロマ チンの内在性DNA分 解酵 素 に対

す る感受性 が亢進 してい るこ とを示 した。

以上、新規 アポ トーシス誘発化 合物 であるYO-2、 グル ココルチ コイ ドお よびタ ンパ ク

質脱 リン酸化酵 素阻害薬 はラ ッ ト胸腺細胞 にアポ トー シスを誘発 させ るが、 これ らの アポ

トーシス誘 発 にはいずれ もク ロマ チ ンのDNA分 解 活性 の亢進 が伴 っていた。 この こ とは

アポ トー シス刺激 の種類 に関わ らず 、アポ トー シス実行 においてクロマチ ンのDNA分 解

酵素に対す る感受性変化が 関与す る ことを示唆す るもの と考 え られ た。また、 タンパ ク質

脱 リン酸化 酵素 阻害薬や培養 ヒ ト正 常アス トロサイ トinvitro細 胞障害モデル な どの一部

のアポ トー シスにお いて は、アポ トーシス実行過程で あ るDNA断 片化 に先 立って ヒス ト

ン リン酸化 の亢進 が認 め られ た ことか ら、ク ロマ チンのDNA分 解酵 素感受性 の変化 には

ヒス トン リン酸化 な どの ヒス トン化 学修飾が関与 してい る可能性 が考 えられ た。
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この ように、アポ トー シス実行 において、カスパーゼカスケー ドを介 したCADな どの

DNA分 解酵素活性化 と平行 して、ク ロマチ ンのDNA分 解酵素 に対す る感 受性変化が関わ

っている可能性 が示 された。 また、 このク ロマチ ンの本酵素感受性 を調節す る機構 の1つ

として ヒス トン化 学修飾 の関与が示唆 され た。
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