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研究成果

(平成 17年度研究成果)

抗 Fas抗体､あるいは TRAIL刺激によりアポ トーシス細胞死が誘導される白血病

細胞を用いて､カスパーゼー8､カスバ-ゼ-3の活性化がどの細胞周期において誘

導されるかを明らかにすることを目的に以下の解析を行ったoカスパーゼ-8､カス

パーゼ-3の活性化の検討には､抗活性化カスパーゼー8､抗活性化カスパーゼ-3抗

体､および活性化カスパーゼ-8､活性化カスパーゼ-3に特異的に結合する標識ペ



プチドを用いて､抗Fas抗体､あるいはTRAILにて刺激した白血病細胞株を染色し､

その反応 (結合)性をフローサイ トメトリーにて解析した｡また､細胞周期 (回転)

の検索には､Propidiumiodide染色によるDNA量測定法を用い､フローサイ トメ ト

リーにて解析した｡その結果､カスパーゼー8の活性化された細胞分画は､GO/G1期

の細胞集団から連続性に認められた｡また､カスパーゼ-3の活性化された細胞分画

は､GO/G1期からS期の細胞集団から連続性に認められた｡さらに､カスパーゼ-8､

あるいはカスパーゼ-3の活性化の細胞周期特異性の有無を詳細に検討するために､

カスパーゼー8､あるいはカスパーゼ-3の活性化した細胞における細胞周期特異的

サイクリン蛋白の発現プロフィールを検索した｡サイクリン蛋白の発現は､抗サイ

クリンA(S期特異的)抗体､抗サイクリンBl(G2-M期特異的)抗体､抗サイクリ

ンE (lateG卜earlyS期早期特異的)抗体にて染色し､フローサイ トメ トリーを用

いて解析した｡その結果､カスパーゼー8の活性化された細胞､カスパーゼー3の活

性化された細胞は､ともにサイクリンA陰性､サイクリンBl陰性､サイクリンE陽

性を示 した｡以上の結果より､細胞死受容体を介 して誘導されるカスパーゼの活性

化には細胞周期特異性が認められ､カスパーゼー8の活性化は､GO/Gi期において､

カスJi-ゼ-3の活性化は､GO/G1期からear1yS期にかけて誘導されることが示唆

された｡次年度においては､細胞回転を阻害することにより､細胞死受容体を介す

る刺激によるカスパーゼの活性化が抑制され､その結果として細胞死の誘導が障害

されるかを検討する予定である｡また､細胞周期による､細胞死シグナル伝達に関

与する種々の蛋白分子 (カスパーゼ､アポ トーシス抑制蛋白)の発現の変化につい

ても検討を加えたい｡



(平成 18年度研究成果)

抗 Fas抗体刺激によりアポ トーシス細胞死が誘導される白血病細胞株を用いて､

カスバ⊥ゼー8､カスパーゼ-3の活性化がどの細胞周期において誘導されるかを明

らかにした｡その結果､カスパーゼー8の活性化は､GO/G1期において､カスパーゼ-

3の活性化はミGO/G1期からearlyS期にかけて誘導されることが示唆された (平成

17年度実績)O今年度においては､抗 Fas抗体刺激によりカスパーゼ-3の活性化

された細胞をセルソーティングにより分離 し､細胞周期調節蛋白の発現を検討 した

ところ､サイクリンE､サイクリンDl陽性､サイクリンA､サイクリンBl､p27/kip-1､

Ki67陰性であり､カスパーゼ-3の活性化は､Gl後期からear1yS期にかけて誘導

されていることが確認された｡

また､細胞増殖/生存に重要なpI3Kinase/Akt経路の活性と細胞死受容体を介 し

た細 胞 死 誘 導 の 関連 を検 索 した ｡ TRAIL (Tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducingligand)刺激による細胞死誘導に対して耐性を獲得 した細胞に

おいては､Aktのリン酸化が誘導されてお り､PI3Kinase/Akt経路が活性化されて

いた｡耐性細胞をPI3Kinase阻害剤で前処理することにより､TRAILによる細胞死

誘導が見られるようになり､PI3Kinase/Akt経路の活性化が細胞死誘導の耐性化に

関与していると考えられた｡また､Aktのリン酸化の克進の機序に関しては､2つの

フオスプァタ-ゼ (PTEN/phosphateandtensinhomologuedeletedonchromosome

lO､PHLLP/PHdomainleucine-richrepeatproteinphosphatase)の発現を解析 し

た｡PHLLPの発現は､感受性細胞と耐性細胞の間に差は認められなかった｡PTENも



感受性細胞と耐性細胞ともに同程度の発現を認めたが､リン酸化 (不活性化)PTEN

の発現は､耐性細胞において著しく増加 していた｡すなわち､耐性細胞におけるAkt

のリン酸化 (活性化)の克進は､Aktの活性化を抑制するPTENのリン酸化克進によ

る不活性化によることが示唆された｡

次年度においては､細胞回転を阻害することにより､細胞死受容体を介する刺激

によるカスパーゼの活性化が抑制され､その結果として細胞死の誘導が障害される

かを検討する予定である｡また､PI3Kinase/Akt経路と並んで細胞増殖/生存に重

要なMEK/MAPK経路に関しても検討を加える予定である｡

(平成 19年度研究成果)

抗 Fas抗体刺激によりアポ トーシス細胞死が誘導される白血病細胞株を用いて､

細胞回転の休止の細胞死誘導-の関与を検討した｡PhoboIEster処理により細胞回

転をGl早期に休止させることにより､抗 Fas抗体刺激により誘導される細胞死､お

よびカスパーゼの活性化は著しく抑制された｡この結果は､カスパーゼー8の活性化

がGO/G1期に､カスパーゼ-3の活性化はGO/G1期からearlyS期にかけて誘導され

るという結果 (平成 17/18年度実績)とよく一致していた｡

さらに､PI3Kinase/Akt経路と,並んで細胞増殖/生存に重要なMEK/MAPK経路に関

して､急性リンパ性白血病 (ALL)細胞における役割について検討を加えた｡MAPKの

うち､JNKとp38に関しては､解析 した全てのALL細胞において活性化 しており､細

胞間の差異は認められなかった｡これに対して､ERKl/2の活性化は､B細胞系 ALL､

T細胞 ALLともに約 30%の細胞において活性化が認められた｡さらにMEKl/2活性剤､



UO126を用いて ERKl/2活性を抑制することによる細胞増殖/細胞死-の影響を検討

した｡その結果､ALL細胞においては､UO126添加によりERKl/2活性は常に抑制さ

れたが､細胞増殖が抑制される細胞群と､さらに細胞死が誘導される細胞の2群に

分けられた｡

細胞死誘導受容体を介したシグナル伝達系とPI3Kinase/Akt系(平成 18年度実績)､

あるいはMEK/MAPK系 (平成 19年度実績)との関連性の検討は､複数のシグナル伝達系

のクロス トークによる細胞増殖･抑制の決定機構の解明に結びつく興味ある結果である

と思われる｡


