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1. 研 究 の 目的

自然退縮 (積極 的な治療 を受 ける ことな く腫瘍が自発的に縮小 ・消失すること)

はがんで稀 に見 られ る非 常 に興 味深い生物学的現象である (Papac, 1998)。 しか

しなが ら多 くの場合 、が ん の自然退縮現象が どのようなメカニズムでおきてい

るかについてはよくわかっていない。神経芽腫は小児の腹部に好発する神経堤

由来の腫瘍であ り代表的な小児固形がん として知 られるが、様々ながんの中で

自然退縮 が最 も高頻度にみ られ る腫瘍 として もよく知 られている (Pritchard &

Hickman, 1994; Papac, 1998; Yamamoto et al., 1998)。 従 って神経芽腫 は古 くか ら

が んの 自然退縮 に関わるメカニズムを解明するための格好の研究対象 となって

きた。これまでの知見によれば、神経芽腫の自然退縮では免疫系によるがん細

胞の排除を積極的に示す所見に乏 しく、また神経芽腫細胞はしば しば成熟 した

神経節細胞への分化 を示すがこれだけでは腫瘍細胞の 「消失」を説明できない

ことか ら、 自然退縮のプロセスにはがん細胞の自殺 (プ ログラム細胞死) が 関

与 して いる もの と考 え られて きた(Pritchard & Hickman, 1994) 。一方、細胞 の 自

殺 (プ ログラム細胞死) に関す る研究 は これ までの ところ専 らアポ トーシス と

呼ばれ顕著な核の濃縮 を特徴 とする細胞死 (Kerr et al.,1972) について行 われてき

たため、 「プ ログラム細胞死すなわちアポ トーシス」という考え方が広 く受け

入れ られている。従 って神経芽腫の自然退縮 に関与す るプログラム細胞死も当

然アポ トーシスであるもの と期待され、 このような仮説に基づいた研究が一時

期盛んに行われた。 しか しなが ら予想外なことに、一連の研究の結果 はアポ ト
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ー シス の 関 与 を積 極 的 に示 す も の で は な か っ た。 す な わ ち、 自然 退 縮 を起 こ し

や す い神 経 芽 腫 のサ ブ グル ー プ と起 こ しに く いサ ブ グ ル ー プ で 比較 した 場 合 、

多 くの 場 合 両 者 で ア ポ トー シ ス の 頻 度 に 有 意 な 差 が 検 出 され ず (Ikeda et al.,

1995; Koizumi et al., 1995; Tomni et al., 1997) 、 また 仮 に有 意 な 差 が 認 め られ て も

そ の差 はわ ず か な もの で あ り (Oueetal., 1996; Hoehner et al., 1997)、 自然退 縮 の

起 こ りや す さ の違 い を説 明 す る に は十 分 な もの とは言 え な か った 。 こ の よ うな

結 果 を裏 付 け るか の よ う に、 最 近 報 告 され た 神 経 芽 腫 の電 子 顕 微 鏡 的検 討 の結

果 、 神 経 芽 腫 腫 瘍 内 で は しば し ば変 性 所 見 が 認 め られ るが そ の 変性 像 はmyelin

body, lamellated lysosomeと い った リソ ソー ム 構 造 の増 大 や 自喰 小 胞 の出 現 を特

徴 と して い る こ とが 明 らか とな っ た (Kodet, 1998) 。 これ らの変 性 所 見 は ア ポ ト

ー シス と は 異 な る プ ログ ラム 細 胞 死 で あ る 「autophagic degeneration」 の特 徴 と

され る もので あ る こ とか ら (Kitanaka & Kuchino, 1999)、 上 記 の電 子 顕 微 鏡 的 観

察 の結果 は神 経 芽 腫 腫 瘍 内でautophagic degenerationが 起 き て い る こ とを示 して

い る。

Autophagic degenerationは1973年 にSchweichel & Merkerに よ って 最 初 に報 告

され た 生理 的 細 胞 死 の 一 型 で あ る。Schweichel & Melkerは 発 生 過程 にあ るマ ウ

ス ・ラ ッ トの 組織 を電 子 顕 微 鏡 に よ り詳 細 に観 察 し、 一 定 の 時 期 ・部 位 で 再 現

性 よ く細 胞 死 が お き て い る こ と、 そ してそ れ らの 細胞 死 が 形態 学 的 に3つ の タ

イ プ に分 類 され る こ とを見 出 した (Schweichel & Merkel, 1973)。 「タイ プ1生 理

的細 胞 死 」 は 早 期 か らの核 の顕 著 な 濃 縮 像 を主 徴 とす る細 胞 死 で ア ポ トー シス

(Kerr et al., 1972) と同 」 の もの で あ る 。 これ に対 して 「タイ プ2生 理 的細 胞 死
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(autophagic degeneration)」 は細 胞 質 の 変 化 が 主 体 で 、初 期 に は細 胞 質 にお け る

リソ ソ ー ム 構 造 の増 大 を 特 徴 と し後 に 自喰 小 胞 の 出 現 を伴 う細 胞 死 で あ り、核

の変 化 に乏 しい (Schweichel & Merkel, 1973)。 このautophagic degenerationが アポ

トー シス と同様 に遺 伝 子 レベ ル で 制 御 され る プ ログ ラム細 胞死 で あ る の か 、 あ

る い は 制 御 さ れ な い受 動 的 な 細 胞 死 (ネ ク ロー シ ス) の一 形態 に過 ぎ な い の か

は 長 ら く不 明 で あ っ た が 、最 近autophagic degenerationが シ グナ ル伝 達 因子Ras

によ って 制 御 され る こ とが 明 らか とな り (Chi & Kitanaka et al., 1999; Kitanaka &

Kuchino, 1999)、 ア ポ トー シス と同様 に 「遺 伝 子 レベ ル で制 御 され る細 胞 死 」 す

な わ ち プ ロ グ ラム 細 胞 死 の一 型 で あ る と考 え られ る よ うにな って きた 。

興 味深 い こ と に、 神 経 芽 腫 で はH-Ras, TrkAそ してN-Mycな どの分 子 マ ー カ

ー の発 現 レベ ル が 予 後 とよ く相 関 す る ことが 知 られ て お り、N-myc遺 伝 子 の増

幅 や 過 剰 発 現 が 予 後 不 良 の マ ー カー で あ る の に対 して (Brodeuletal., 1984)、H.

RasやTrkAの 高発 現 が見 られ る症 例 は 予後 が よ い (Matsunaga et al., 1991; Tanaka

etal., 1991, 1998; Nakadaetal., 1993; Nakagawara et al., 1993)。 この こ とはH-Ras

やTrkAの 過 剰 発 現 が 何 らか の未 知 の メカ ニ ズ ム を介 して腫 瘍 細 胞 の排 除 に貢

献 して い る 可 能 性 を示 唆 す る もので あ る が 、上 述 の如 く神 経 芽腫 で はautophagic

degenerationが 起 き て い る こ とが 示 され て お り (Kodet, 1998)、 加 えてautophagic

degenerationがRasに よ っ て 誘 導 さ れ る こ と も 明 らか とな っ て い る (Chi&

Kitanaka et al., 1999; Kitanaka & Kuchino, 1999)。 そ こで 本 研 究 で は 、神 経 芽 腫 に

お い てRasの 発 現 が 元 進 す る と ア ポ トー シ ス と は 異 な っ た 自殺 プ ロ グ ラ ム

(autophagic degeneration)の 活 性 化 を介 して 腫 瘍 の 退 縮 ・治 癒 傾 向 が促 進 され る
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という仮説を立て、神経芽腫腫瘍サンプルを用いたin vivoの 解 析な らびに培養

神 経芽腫細胞 を用いたin vitroの解析 を通 じて このような仮説 の検証を行った。
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2. 研究 の方法

(1) 神経芽腫腫瘍検体を用いた解析

対 象 本 研 究 のin vivo (腫 瘍 組 織) の解 析 に は1972年 か ら1999年 の間 に神 奈

川 県 立 こ ど も 医療 セ ンタ ー に お いて 初 回 手 術 に よ り摘 出 され た 神 経 芽 腫 の腫 瘍

検 体 を 用 いた 。対 象 と した 症 例 は、マ ス ・ス ク リー ニ ン グ (Ijiri et al., 2000; Nishihira

et al., 2000) に よ り腫 瘍 の存 在 が 判 明 した 症 例(mass-screening cases)、 な らび に臨

床 症 状 を も って 発 症 しInternational Neuroblastoma Staging System (INSS) (Brodeur

et al., 1993) のstage 3あ る い は4と 診 断 され た1歳 以 上 の症 例 (clinically-detected

cases) で あ る 。 また 、以 下 の いず れ か に該 当す る 症 例 は 除 外 した 。1) 手 術 に

先 立 って 放 射 線 療 法 あ る い は化 学 療法 を受 け た 症例 、2) 径1cmに 満 た な い

小腫 瘍 片 しか 得 られ な か った 症 例 、3) 抗 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト抗体 に よ る免

疫 染 色 にて 明 瞭 な 染 色 像 が 得 られ ず 、 保 存 ・固 定 状 態 が 不 良で あ った と判 断 さ

れ る検 体 しか 得 られ な か っ た 症 例 。 この よ うな基 準 によ る除 外 の結 果 、最 終 的

に 今 回 の研 究 の 対 象 とな っ た 症 例 はmass-scleening casesが87例 、clinically-

detected casesが24例 で あ った 。

免 疫 染 色 ホ ル マ リ ン固 定 ・パ ラ フ ィ ン包 埋 され た 腫 瘍 検 体 か ら厚 さ～4ミ ク

ロ ン の 切 片 を切 り出 し、 キ シ レ ンに よ る脱 パ ラ フ ィ ン処 理 な らび にエ タ ノー ル

シ リー ズ に よ る親 水 化 を行 った 後 、 過酸 化 水 素 (メ タ ノー ル 中0.3%) 処 理 によ

っ て 内 因 性 ペ ル オキ シ ダー ゼ を不 活 化 した 。また10mMク エ ン酸 バ ッフ ァー (pH

6.0) 中 で マ イ ク ロ ウエ ー ブ処 理 (1500W、10分x2回) をす る こ とによ り抗 原
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賦活 を行った。抗原賦活後の切片は5%ブ タ血清 中で10分 間イ ンキ ュベー トし

ブ ロッキ ングを行った。

H-Ras蛋 白質 の検 出には抗H-Rasマ ウスモ ノク ローナル抗体 (Calbiochem社 、

Ab-1) を用 い、100倍 希釈液 中セ 氏4度 でのイ ンキュベー シ ョンをオーバーナ

イ トで行った。二次抗体にはペルオキシダーゼ標識された ラッ ト抗マウスIgG

抗体 を用 い、50倍 希釈液 中で室温1時 間のインキ ュベー シ ョンを行 った。発色

はジアミノベ ンジジンを用いて行い、ヘマ トキシリンによる対比染色を行 った。

H-Ras免 疫染 色の特異性 は一次抗体 の省略や抗原吸収法によって陽性像が消失

することによ り確認 した。また、副腎の実質細胞はRasを 発現 し間質細胞 は発

現 して いな い ことから (Furth et al., 1987)、 副腎実質細胞、間質細胞 をそれぞれ

免疫染色における陽性な らびに陰性コントロール として用いた。H-Ras免 疫染

色 の結 果 の判 定 は以下 のよ うに行 った。すなわち細胞 レベルでは明らかにバッ

クグラウン ドよ り高いシグナルを示す細胞のみを陽性 と判定し、それ以外のも

のは陰性とした。また、各症例 の代表切片とその連続切片に対 してそれぞれヘ

マ トキシリン ・エオジン (H&E) による染色 と抗H-Ras抗 体 による免疫 染色 を行

い、20個 以上 のRas陽 性 細胞 (細胞 断片 を含む) か らなる変性腫瘍細胞 の集落

で 変性腫 瘍細胞の間にRas陰 性 の非変性腫瘍細胞 を含 まない ものを 「Ras陽 性

変 性領域 (focal area of degeneration associated with Ras expression) 」 と定義 した。

さ らに、Ras陽 性変性領 域 を全 く認 めない症例 を陰性症例、1個 以上認 め る症

例 を陽性症例 と判定 し、全症例に占める陽性症例の割合を算出することによ り

Ras陽 性変性領域 の出現頻度 を半定量的に算出した。
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抗活性型カスパーゼ3断 片 (p20/p17) 特異抗体 (Kouroku et al., 1998)(国 立精

神 ・神経セ ンター桃井隆先生 より供与) によ る免疫 染色は抗H-Ras抗 体 による

免疫染色 と同様 の方法 で行 った。

TUNELア ッセ イ 神経芽腫腫 瘍検体 を用いたTUNELア ッセイはBoehringer

Mannheim社 のin situ細 胞死検 出キ ッ トPODを 用 いて添付の使用説明書 に従 っ

て行 った。実験法の概略 としては、免疫染色の場合と同様にホルマリン固定 ・

パ ラフィン包埋切片を脱パラフィン ・親水化 した後、浸透化液にて浸透化させ、

TUNEL反 応溶液 (teminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) お よび フルオ レセイ

ン標識dUTPを 含む) 中でイ ンキュベー シ ョンを行 った。洗浄後、ペルオキシ

ダーゼ標識抗 フルオ レセイン抗体 と反応させ、未反応の標識抗体 を洗浄除去後、

ジアミノベンジジンを加えて発色させた。

電子 顕微鏡解析 腫瘍検体を25%グ ル タール アルデ ヒ ドにて固定、2%四 酸化

オ ス ミウム にて後 固定 を行 い、エタノールシリーズによる脱水後エポン樹脂に

包埋 した。厚さ1ミ クロンの薄切切片 に対 してPAS染 色 (1%過 ヨウ素酸水溶

液 中で10分 、次 いでSchiff反 応液 中で10分 反応 させた後 、硫酸 にて洗浄 を行

い発色) を行 い、PAS陽 性 の変性細胞 を光学顕微鏡下 に同定 した。 このPAS陽

性 変性細胞 を含 む切片 に連続 す る腫瘍検体を、変性細胞が存在する部位 を中心

に残すように トリミングし、PAS陽 性変性細胞 を包含す る 「連続超薄切片 (0.04

ミ ク ロン)」 を切 り出 した 。 このよ うに して作成された超薄切片を酢酸ウラン

とクエン酸鉛 にて染色し透過電子顕微鏡を用いて観察を行った。
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(2) プ ラス ミ ド構 築

pcDNA3wtRas、pcDNA3RasV12に つ いて は 、そ れ ぞ れ 野 性 型H-ras、 変 異恒 常

活 性 型H-rasのcDNA断 片 を含 むpBR322wtRas, pBR322RasV12 (理 化 学研 究 所

横 山 茂 之 先 生 よ り供 与) か らClal, SalIを 用 いてH-rasの コー デ ィ ン グ領 域 を含

むcDNA断 片 を切 り出 し、一旦pGEM7ベ クタ ー (Promega社 よ り購 入) のClaI,

XhoIサ イ ト に 挿 入 しpGEM7wtRas, pGEM7RasV12を 作 成 し た 。 さ ら に

pGEM7wtRas, pGEM7RasV12か らBamHI, XbaIに よ りrascDNA断 片 を再度 切 り

出 し、 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 用 ベ ク タ ー で あ るpcDNA3 (サ イ トメガ ロ ウイ ル ス プ

ロ モ ー タ ー に よ り遺 伝 子 発 現 を 制 御 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 。

Invitrogen社 よ り購 入) のBamHI, XbaIサ イ トにサ ブ ク ロー ニ ングす る こと によ

り得 た 。

pcDNA3p35はpcDL-SRalpha-p35 (住 友 化 学 村 上 裕子 先 生 よ り供 与) よ りBamHI,

EcoRIに て バ キ ュ ロ ウイ ル スp35遺 伝子 断片 を切 り出 し、pcDNA3のBamHI,

EcoRIサ イ トにサ ブ ク ロー ニ ン グ して 作 成 した 。

pcDNA3mbclxLはpSK(-)mbclxL (大 阪大 学 辻 本 賀 英 先 生 よ り供 与) よ りEcoRI

にて マ ウスbcl-xLのcDNA断 片 を切 り出 し、pcDNA3のEcoRIサ イ トにサ ブ ク

ロー ニ ン グす る こ と によ り作成 した 。

Enhanced Green Fluorescent Proteinを 発 現 す るpcDNA3EGFPベ クタ ー は 国立

が ん セ ン ター研 究 所 生物 物 理 部 、野 口耕 司先 生 よ り供 与 を受 けた 。

pTA-Hygは テ トラサ イ ク リ ン結 合 性 転 写 活 性 化 因 子tTA (Gossen & Bujard,

1992) を発 現 す る ベ クタ ー でハ イ グ ロマ イ シ ン耐 性 遺 伝子 を含 む 。pT2-GNはtTA
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反 応 性 エ レメ ン トを含 むサ イ トメ ガ ロウイ ス ル プ ロモ ー ター によ りlacZ遺 伝 子

(ベ ー タ ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ を コー ドす る) の 発 現 を制 御 す る発 現 ベ クタ ー で 、

ネ オ マ イ シ ン耐 性遺 伝 子 を含 む (Adachi et al., 1996; Chi & Kitanaka et al., 1999)。

これ らの ベ ク タ ー は 国 立 が んセ ン ター研 究 所 生 物 学 部 横 田 淳 先 生 よ り供 与 を受

けた 。pT2-wtRasはpT2-GNよ りSall, BamHIを 用 いてlacZ遺 伝 子 断 片 を切 断 ・

除去 しT4ポ リメ ラー ゼ に よ り末 端 平 滑 化 した の ち 、pcDNA3wtRasか らKpnI,

ApaIを 用 い て 切 り出 した 野 性 型H-rasのcDNA断 片 をT4ポ リメ ラー ゼ によ る

末 端 平 滑 化 後 サ ブ ク ロー ニ ン グす る こ とに よ り得 た 。pT2-RasV12は 同様 の方 法

でpT2-GNのlacZ遺 伝 子 断 片 をpcDNA3RasV12のH-ras cDNA断 片 と置 き換 え

る こ と によ り作 成 した 。

pTrkAはpLTRSVneoTrkA (千 葉 県 が ん セ ン タ ー 中川 原 章 先 生 よ り供 与) よ

りEcoRIに てtrkA cDNA断 片 を切 り出 し、pFLAG CMV2ベ クタ ー(コ ダ ック

社 よ り購 入)のEcoRIサ イ トに挿 入 して 得 た 。pFLA. GCMV2ベ クタ ー はN末

端 にFLAGタ グ を付 加 で き るベ ク ター で あ り、trkAcDNA断 片 はFLAGタ グ に

対 してin-frameに 挿 入 され て い る こ とを確 認 した 。

(3)細 胞 培 養

ヒ ト神 経芽 腫 細 胞 株SH-SY5Y,GAMB,IMR32,LA-N-5, SMS-KCN, TGW, RTBM1

は 千 葉 県 が ん セ ンター 中川 原 章 先 生 よ り供 与 を受 けた 。 これ らの細 胞 は10%ウ

シ胎 児 血 清 を添加 したRPMI1640培 地 を用 い て 、5%炭 酸 ガ ス存 在 下 、セ 氏37

度 の 条 件 に て 湿 式 イ ンキ ュ ベ ー タ ー 内 で 培 養 を行 っ た 。 また 、培 養 用 の デ イ ッ
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シ ュ に は コ ラ ー ゲ ン ・コ ー ト製 品 (Biocoat Collagen-I, Becton Dickinson社)を

用 い た 。

(4) トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン

ヒ ト培 養 神 経 芽 腫 細 胞 を用 い た トラ ンス フェ ク シ ョ ンはEffectene Transfection

Reagent (Qiagen社) を用 い 、原 則 と して 添 付 の プ ロ トコー ル に従 って 行 った。

具 体 的 に は以 下 の如 く行 った 。 トラ ンス フ ェ ク シ ョ ン の2日 前 に細 胞 を2x

105/dishの 密度 で ま き こん だ 。 トラ ンス フェ ク シ ョ ン に用 い る プ ラス ミ ドDNA

総 量 は特 に指 示 の な いか ぎ り1マ イ ク ロ グ ラム を用 い、 これ にBuffer EC 150

マ イ ク ロ リ ッ トル 、Enhancer 4マ イ ク ロ リッ トル を加 え撹 拌 、4分 間 室 温 静置 、

次 いでEffectene 12.5マ イ ク ロ リ ッ トル を加 え激 し く撹 拌 し10分 間 室 温静 置 し

た 。 この 間 細 胞 はPBSに て洗 浄 後 新 鮮 なRPMI1640培 地 を4ミ リ リッ トル 加 え

た 。10分 間静 置 したDNA溶 液 を この よ うに準 備 した 細 胞培 地 に滴 下 し丁 寧 に

撹 拌 しイ ンキ ュ ベ ー タ ー に戻 した。 約6時 間後 培 地 を吸 引 除去 し、PBSに て一

度 洗 浄 後RPMI1640培 地 を加 え再 度 イ ンキ ュベ ー タ ー に戻 し培 養 、 後 の解析 に

供 した 。

(5)コ ロ ニ ー フ ォ ー メ ー シ ョ ン ア ッ セ イ

pcDNA3 (コ ン トロー ル ベ ク ター) 、pcDNA3wtRas、pcDNA3RasV12の プ ラス ミ

ドベ クタ ー を各1マ イ ク ロ グ ラム用 いて 、前 記 の方 法 に従 っ て トラ ンス フェ ク

シ ョ ンを行 った 。SH-SY5Y細 胞 に対 して は トラ ンス フェ クシ ョン翌 日か ら選 択
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薬剤 としてGeneticinを800マ イ クログラム/ミ リ リッ トル とな るように培地中

に加えた。GAMB細 胞 の場合 は トランス フェクシ ョン翌 日に細胞を10分 の1

の密度 にな るよ うにまき直 し、そ の翌 日か ら培地中にGeneticinを800マ イ クロ

グラム/ミ リリッ トル とな るよ うに加え培養を行った。約2週 間後 に形成 された

コロニー の数 を顕微鏡下で計数 した。コロニー形成率はpcDNA3ベ クターの ト

ランス フェクシ ョンによ り形成されたコロニー数を100%と して、 これ に対す

る百分率 にて表示 した。

(6) テ トラサ イ ク リ ン除去 によ り遺 伝子発現 誘導可能な安定的遺伝子導

入神経芽腫 細胞株 (ス テー ブル トラ ンス フェ ク タ ン ト) の樹立

前記 の方法 に従 って、SH-SY5Y細 胞 に対 してpTA-Hyg+pT2-GN、pTAーHyg+

pT2-wtRas、pTA-Hyg+pT2-RasV12の 組み合わせで トランス フェク ションを行

った。 トランスフェクション6時 間後 に行 う培地交換以降 、細胞の維持は0.5

マイ ク ログラム/マイ ク ロリッ トル のテ トラサイ クリン存在下で行った。 トラン

スフェクション翌 日に細胞をコロニー形成可能な低密度にまき直 し、さらにそ

の翌 日か らHygromycin B (800単 位/ミ リリッ トル) な らび にGeneticin (400マ イ

クログ ラム/ミ リ リッ トル) の添加 によ り薬剤選択 を開始 した。約3週 間後 に形

成 された個 々の コロニーを単離 したうえで培養、 これ以降は選択薬剤の濃度は

Hygromycin B (400単 位/ミ リリッ トル) な らび にGeneticin (200マ イ クログラム/

ミ リリッ トル) で培養 を行 った。各 クロー ンを十分 に増殖させた後、それぞれの

クロー ンをテ トラサイクリン存在下 ・非存在下で3日 間培養 し細胞 ライセー ト

13



を調整、後述のウエスタンブロッテイング法によって遺伝子産物の発現誘導効

率 を判定 し、以降の実験に用いるクロー ンを選定 した。クローン差による判定

の誤 りを避けるため、ステーブル トランスフェクタン トを用いた実験ではそれ

ぞれの遺伝子型につき複数のクローンを用いて実験 を行い、結果の一貫性を確

認 した。結果の項にはそれぞれの代表的なクロー ンを用いて得 られた結果を表

示した。

(7) In vitro実 験系 にお け る細胞 死 関連 ア ッセ イ

ー 過性発現系 における細胞変性 の形態学的評価SH-SY5Y細胞 、GAMB細

胞 に対 して各種 ベ クター プ ラス ミ ドをpcDNA3EGFPプ ラスミ ドとともに トラ

ンス フェ クションし、 トランスフェクション後24あ るいは48時 間の時点で蛍

光顕微鏡 を用 いてGFP陽 性細胞 を観察 した。GFP陽 性 細胞 の うち断片化 あるい

は円形化 したものをdegenerating cellと 判定 し (細胞断片が集族 して見 られる場

合は1個 の変性細胞 に由来す る もの と判定 した)、GFP陽 性細胞 の総数 に対す

る割合 を百分率で算出 した。

細胞死の判定 接着細胞 (ト リプシ ンによ り遊離) な らびに浮遊細胞 の両者 を

回収 ・遠 心 し、沈殿した細胞のペレッ トをPBSに て再 浮遊 した。 この浮遊液 に

等量 の0.4%ト リパ ンブルー染色液 を加 えて染色 した後、位相差顕微鏡下で判定

を行った。 トリパンブルーを排出できない細胞を死細胞 と判定 したが、生細胞

と比較 して直径が明 らかにその半分に満たない小さな細胞片は計数 しなかった。

細胞死の割合は100x (死細胞の総数)/ (死細胞 の総数+生 細胞 の総数)と
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して百分率で算出 した。

TUNELア ッセ イ な らび に ヨウ化 プ ロ ピジウム染色 コラーゲン ・コー トさ

れたカバース リップを敷いた60-mm dishに 細胞 をまき込 み、図の説明の記載の

とお りに処理を行った後PBSに て細胞 を軽 く洗浄 し4%ホ ルムアルデ ヒ ドを含

むPBS中 で室温約30分 間固定 を行 った。以降はIn Situ Apoptosis Detection Kit

(Wako社) を用 いて添付 のプ ロ トコール に従 って実験を行った。すなわち0.1%

TlitonX-100を 含 む0.1%ク エ ン酸 ナ トリウム液 による浸透化の後TdT存 在下

にフル オ レセ イ ン標識dUTPと 反応 させ、次 いでペルオキシダーゼ標識抗フル

オ レセイン抗体 と反応 させた。陽性 シグナルはジアミノベンジジンを加えるこ

とによ り可視化 した。ヨウ化プ ロピジウムによる染色は、浸透化処理 までは

TUNELア ッセ イ と同様 の操 作 を行 い、そ の後 ヨウ化プロピジウム水溶液(25

マイ ク ログラム/ミ リ リッ トル) と反応 させ蛍光顕微鏡下で観察 を行った。

電子顕微鏡解析 培養神経芽腫細胞をセルスクレーパーにてdishよ り剥離 ・

回収 し遠 心 した。PBSに よる洗浄後再度遠心 し細胞 のペ レットを1.0%グ ル ター

ル アルデ ヒ ドにて固定 、1.0%四 酸化 オス ミウム にて後固定を行 った。エタノー

ルシリーズによる脱水後、サ ンプルをcpoxy resinに 包埋 し超薄切片 を切 り出 し

た。超 薄切片は酢酸ウランとクエン酸鉛 にて染色 し、透過電子顕微鏡を用いて

観察を行った。

(8) ウエ ス タ ンブ ロ ッテイ ング

セル ス ク レーパー によ り接着細胞 を剥離 し、浮遊細胞 とともに回収 して遠心 を
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行 っ た 。PBSに よ る洗 浄 の 後再 度 遠 心 し、細 胞 のペ レ ッ トを細 胞 溶 解 用 バ ッフ

ァー (25mM TIis-HCI pH 7.6, 50mM NaC1, 2% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholate,

0.2% sodium dodecyl sulfate (SDS))に 懸 濁 した 。懸 濁 液 を遠 心 し不 溶 性 画 分 を除

い た 上 清 を細 胞 ライ セ ー トと して 回 収 した 。 細 胞 ライ セ ー ト中 の 蛋 白質 濃 度 は

BCAプ ロテイ ンア ッセ イ キ ッ ト (Pierce 社) を用 い て 測 定 し、各 レー ン と も泳

動 す る蛋 白質 量 は等 量 にな る よ う に した 。 各サ ンプ ル (細 胞 ライ セ ー ト) に等

量 の2xSDSサ ンプル バ ッ フ ァー を加 え 煮沸 した後 にSDSポ リア ク リル ア ミ ド

ゲ ル にて 電 気 泳 動 を行 っ た 。泳 動 ・分 離 した 蛋 白質 はセ ミ ドライ 型 蛋 白質 転 写

装 置 を用 いて ニ トロセ ル ロー ス メ ン ブ レ ン に転 写 した 。 転 写 後 のニ トロセ ル ロ

ー ス メ ン ブ レン は5%ス キ ム ミル ク を含 むPBSに 浸 しブ ロ ッキ ン グ を行 った。

一 次 抗 体(anti-c-Ha-Ras rabbit polyclonal antibody, C -20 , Santa Cmz; anti-

poly (ADP-ribose) polymerase rabbit polyclonal antibody, BoehIinger Mannheim) は5%

スキ ム ミル ク 、0.1%Tween20を 含 むPBS (抗 体 希 釈 バ ッ フ ァー) に希 釈 し、 室

温2時 間 メ ンブ レ ン と反 応 させ た 。 抗 体 希 釈 バ ッフ ァー に よ る洗浄 の後 ペ ル オ

キ シ ダー ゼ 標識 二 次 抗 体 (ヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗 体) を抗 体希 釈 バ ッ フ ァー に よ

り1,000倍 希 釈 し室 温1時 間 メ ン ブ レン と反 応 させ た 。 二次 抗 体 反 応 後 メ ン ブ

レ ンを0.1% Tween20を 含 むPBSに て 洗 浄 し、ECLTM Westem Blotting Detection

Reagents (Amersham-Pharmacia社) を用 いて メ ン ブ レ ン上 の抗 原 抗 体 複 合 体 を

化 学 発 光 させ 、X線 フ ィル ム に露 出 す る こと によ り可視 化 した。

(9) 培 養 細 胞 に対 す る 免 疫 染 色
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コ ラー ゲ ン ・コー トされ た カバ ー ス リッ プ を敷 い た60-mm dishに 細 胞 を ま き こ

み 、 図 の説 明 の記 載 の とお りに処 理 を行 った 。 そ の後PBSに て 細 胞 を軽 く洗 浄

し4%パ ラホル ム ア ル デ ヒ ド、0.3% Triton X-100を 含 むPBSに て 固定 を行 な っ

た 。 固定 後 ブ ロ ッキ ン グ を2%ウ シ血 清 アル ブ ミ ン(BSA)、0.3% TritonX-100を

含 むPBS中 で 行 った 。一 次 抗 体 は抗cytochromec抗 体(mouse monoclonal antibody,

No.556432, Pharmingen社) を トリス 緩 衝 生 理 食 塩 水 で200倍 に希 釈 し室 温 にて

2時 間反 応 させ た 。PBSに よ る洗 浄 後2%BSA、0.3% Tdton X-100を 含 むPBS

に て二 次 抗 体 (ロ ー ダ ミ ン標 識 ヤ ギ 抗 マ ウスIgG抗 体) を1,000倍 に希釈 し、

室 温 ・遮 光 状 態 に て1時 間 反 応 させ た 。PBS洗 浄 、蒸 留 水 によ る洗 浄 後 カバ ー

ス リ ップ を乾 燥 させ 、 マ ウ ン ト液 を用 いて ス ライ ドグ ラス に 固定 し蛍光 顕 微 鏡

を用 いて 観 察 を行 った 。
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3. 実験 の結果

(1) 神 経 芽腫 腫 瘍組 織 にお け るRas蛋 白質 の発現 とnon-apoptoticな 細

胞 変 性

Ras蛋 白質 の発現が神経 芽腫 にお ける腫瘍細胞死の誘導 に関与 しているという

仮説を検証するため、まず最初 に神経芽腫患者より得 られた腫瘍検体 を用いて

免疫組織化学的解析 を行い、Ras蛋 白質 を発現 す る腫瘍細胞が どのような形態

変化を示 しているかについて調べた。 これまでの報告 によれば、マス ・スクリ

ーニ ングによって見 出された 自然退縮 の可能性 が高い症例 (Yamamoto et al.,

1998; Nishihira et al., 2000) を含め予後良好 とされ る神経芽腫 ではH-Ras蛋 白質が

高発現 して いる ことが明 らか となっている(Tanaka et al., 1991, 1998; Nakada et a1.,

1993; Hiyama et al.,1997)。 この点 を確 認す るため の予備的 実験 としてmass-

screening casesに 由来す るい くつか の腫瘍検体 に対 して抗H-Ras抗 体 によ る免

疫 染色 を行 った ところ、従来の報告に」致 して明瞭な陽性像を確認することが

できた。そ こで次に腫瘍の連続切片に対 してヘマ トキシリン ・エオジン染色と

H-Ras免 疫 染色 とを行 い、両者 を比較 す ることによってRas陽 性反応 を示す細

胞 の形態的特徴 について検討を行った。その結果、抗H-Ras抗 体 に対 して強 く

染 まる領域がヘ マ トキシリン ・エオジン染色において明らかに細胞変性領域と

思われる部位 と一致することが明らかとなった(Fig.1、A-aとA-b、B-aとB-b、

C-aとC-b、D-aとD-bを 比較)。 強拡大 の条件下で さ らに詳細な検討を行 った

ところ、変性過程にある細胞の核はアポ トーシスに見 られるような濃縮像を示
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して お らず 顕 著 な 断片 化 を伴 っ て い る こ とが 明 らか とな っ た (Fig.1D-e。 矢 印 は

断 片 化 を起 こ して い な い変 性 細 胞 核 を指 し、二 重 矢 印 は断 片化 した 核 の集 ま り

を指 して い る)。 核 の み な らず細 胞 自体 も断 片化 して い る こ とは 小 さ くな っ た細

胞 残 骸 か ら も明 らか で あ り(Fig.1D-e)、 ま たH-Ras染 色 の 陽 性 像 が 小 さ く不 規

則 な 大 き さ を示 して い る こ とか ら も間接 的 に推 測 で き る(Fig.1、A-b、B-b、C-

b、D-b、E)。 このよ うなRas陽 性 の変 性 細 胞 の分 布 パ ター ンに 関 して は 、Fig.1E

に示 す よ うに 正 常 腫 瘍 細 胞 の間 に散 在 性 に見 られ るパ ター ン と、 ま と ま った 細

胞 変 性 領 域 と して 出 現 す るパ ター ン(Fig.1,A-D)と が認 め られ た 。 また 、 神 経

芽腫 で は しば しばfibrovascular stromaに よ り隔て られ た 分 葉構 造 が 存在 し、分

葉 内 で は 間 質 か らの距 離 に応 じて 増 殖 因 子 等 の濃 度 勾 配 が 形 成 され 間 質 か ら離

れ る ほ ど細 胞 死 が お きや す い とい う考 え方 が あ る(Hoehner et al.,1995)。 しか し

な が らRas陽 性 の変 性 細 胞 の分 布 とfibrovasculal stromaと の 間 に は一 定 の 関 係

は認 め られ な か った 。 同様 の所 見 はclinically-detected cases (臨 床 症 状 を もって

発 症 しINSSのstage 3あ る い は4と 診 断 され た1歳 以 上 の症 例 で 、一 般 的 に予

後 不 良群 と され る (Brodeur, 1995)) で も観 察 され た もの の 、mass-screening cases

に比 較 して 明 らか に出現 頻度 が 低 か った 。 す な わ ちRas陽 性 の 細 胞変 性 領 域 の

認 め られ る症 例 の割 合 はmass-screening casesで87例 中53例 (60.9%) で あ っ た の

に対 しclinically-detected casesで は24例 中7例(29.2%)と 有 意 に(P=0の06)低 か

っ た 。

前 述 の ご と くRas陽 性 の変性 細 胞 は核 の濃 縮 像 を示 さな い こ とか ら、神 経 芽

腫 腫 瘍 細 胞 は核 の 濃 縮 を最 も重 要 な 形 態 学 的 特 徴 とす る ア ポ トー シス と は異 な
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った細胞死 を起 こしている可能性が示唆された。そ こで この点について検討を

行 うために、アポ トー シスの制御 ・実行因子であるカスパーゼの活性化の有無

やアポ トー シスに特徴的とされる3'-OH末 端 をもったDNA断 片の出現の有無

につ いて調べ た。カスパーゼ3は カスパーゼ ・カス ケー ドの活 性化の終末段階

で機能す る実行カスパーゼであり、その活性化はカスケー ドの上流で機能する

カ スパ ー ゼ によ る限定 分 解 を受 ける ことでお きる ことが知 られ て い る

(Thornberry and Lazebnik, 1998; Nicholson, 1999)。 そ こで この限定分解 によ り活

性 型 となったカスパーゼ3断 片 (p20/p17) を特 異的に認識す る抗体 (Kouroku et al.,

1998) を用 いて神経芽腫腫瘍 組織 に対する免疫染色を行ったところ、組織内に散

在するアポ トー シス細胞では陽性像が確認されたのに対 し、(対 応す る連続切

片 を用 いたH-Ras免 疫染 色の結果 か ら推定 される) Ras陽 性 の変性領域 内の細

胞 には陽性像 を認めなかった (Fig. 1、C-bとC-dを 比較。C-d内 の矢印 は代表的

な活性 型カスパーゼ3陽 性 の アポ トー シス細胞 を指す)。 同様 にアポ トー シスに

特徴 的なDNA断 片の 出現 をTUNEL法 によって調べた ところ、や は りアポ ト

ー シス細胞には陽性像 を認めたのに対 し、Ras陽 性 の変性細胞 には明 らかな陽

性像 を認めなかった (Fig. 1C-c)。 これ らの結 果 は形態学 的な所 見 とともに、Ras

を高発現 す る神経 芽腫腫瘍 細胞がカスパーゼの活性化を伴わないnon-apoptotic

な細胞死 を起 こして いる ことを強 く示唆するものである。

これまでの研究か らRasの 高発現 は細胞 の種類 によって はアポ トーシスとは

異なったプログラム細胞死autophagic degenerationを 誘導でき ることが明 らか と

な って いる (Chi & Kitanaka et al., 1999; Kitanaka & Kuchino, 1999)。 そ こで神経芽
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腫 腫 瘍 組 織 で み られ る このnon-apoptoticな 細 胞 死 がautophagic degenerationの 特

徴 を有 して い るか につ いて 検 討 を行 った 。 最 近 自喰 リソ ソー ム がPAS染 色 陽 性

とな る こ とが報 告 され た ことか ら (Geddes et al., 1996)、 まず 腫 瘍 組 織 の連 続 切 片

に対 してPAS染 色 な らび に抗H-Ras抗 体 に よ る免 疫 染 色 を行 い両 者 を比 較検 討

した と ころ 、Ras陽 性 の細 胞 変 性 領 域 に強 いPAS陽 性 反 応 が 認 め られ た (Fig. 1、

D-bとD-dを 比較)。 また 、電 子 顕 微 鏡 解 析 用 に固定 した 腫 瘍検 体 の薄 切 標 本 を

PAS染 色 し、PAS陽 性 の 変 性 細 胞 の 存在 部 位 を確 認 した うえ で そ の部 位 に連続

す る検 体 部 分 を超 薄 切 片 と して 切 り出 し、透 過 電子 顕 微 鏡 に よ る観 察 を行 っ た。

そ の結 果PAS陽 性領 域 に見 られ た 変 性 細胞 (細 胞 と して の構 造 を保 って い る も

の) は 核 の変 化 に乏 し く、 細 胞 質 に多 数 の 一 次 リソ ソー ム の出 現 を伴 っ て いた

(Fig. 2)。 また 、 お そ らく 自喰 リ ソ ソー ム と思 われ る二 次 リソ ソー ム の 出現 も確

認 され た (Fig. 2、 矢 印)。 これ らの 所見 はautophagic degenerationに 特 徴 的 とされ

る 形 態 学 的 変 化 で あ る (Schweichel & Merker, 1973; Clarke, 1990; Zakeri et al.,

1995; Kitanaka & Kuchino, 1999)。 また 、 この よ うに細胞 と して の形 態 を保 っ て

い る変 性 細 胞 の 周 辺 に は多 数 の細 胞 断片 が 認 め られ た が 、 断 片 中 に も リ ソ ソー

ム構 造 が 認 め られ た こ とか ら (Fig. 2、 二 重 矢 印)、 変 性 細胞 はautophagicな 変化

を起 こ し始 めた 後 に 断片 化 して い る こ とが 推 察 され た。

(2) Rasの 発 現 を介 した 神 経 芽 腫 細 胞 死 の 誘 導

腫 瘍 検 体 を用 い たin vivoの 解 析 結 果 は腫 瘍 細 胞 にお け るRas蛋 白質 の 高発 現 と

カ ス パ ー ゼ ・カ ス ケー ドの活 性 化 を伴 わ な いnon-apoptoticな 細 胞 死 の 間 に非 常
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に密接な関係があることを示 しているが、それ らの間の因果関係を示す もので

はない。そ こで次に神経芽腫細胞 におけるRasの 発現が腫瘍 組織 で見 られた よ

うなnon-apoptoticな 細胞死 の原 因 とな っているか どうかについて調べるため、

培養神経芽腫細胞を用いてin vitroで の検討 を行 った。今 回のin vitroア ッセイ

で は野性 型のH-ras遺 伝子 に加えて恒 常活性 型のH-rasV12遺 伝子 も用いたが、

これ はRasシ グナル伝達経路 を効率的 に活性化する目的で用いたものであ り、

実際のヒ ト神経芽腫では他の多 くのヒト腫瘍 とは異なってras遺 伝子 に変異 は

見 られな い (Ballas et al., 1988: Moley et al., 1991)。

In vitroの 遺伝子導入実験 に適 した神経芽腫細胞株を選定するためのパイ ロッ

ト実験 として、まず最初にヒ ト神経芽腫細胞株のパネルに対 してRas発 現 ベ ク

ター (pcDNA3wtRas) を一過性 に導 入 しRas蛋 白質の発現 レベル をウエスタンブ

ロッテイングにて確認 した。その結果、検討を行った7つ の細胞株 (SH-SY5Y,

GAMB, IMR32, LA-N-5, SMS-KCN, TGW, RTBM1) の うちIMR32、LA-N-5、

SMS-KCN、TGW、RTBM1で は遺伝子導入効率が著 しく低 くほとんどRas蛋 白

質 の発現 を確認す る ことがで きなかった。一方、SH-SY5Y、GAMB細 胞で は神

経芽腫腫瘍 にお ける発現 レベルに遜色ない程度のRas蛋 白質 の発現 を確認す る

ことがで きたため (data not shown)、 以降 は これ ら二 つの神経芽腫細胞株を用い

て遺伝子導入実験 を行 った。

Rasの 発現 が神経芽腫細胞 に対 してin vivo (腫瘍組織 内) で見 られた よ うな

不規 則な 大 きさへ の断片化 を伴った細胞変性を誘導するか どうかを調べるため

野性型Ras (RasWt)、 活性型Ras (RasV12) の発現ベ クター をGFPを 発現す るべ
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クターとともにSH-SY5Y細 胞 、GAMB細 胞 に遺伝子導入 し、GFP陽 性細胞 の

形態学 的変化 を観察 した (Fig. 3A)。 そ の結 果、 いずれ の神経 芽腫細 胞株におい

てもGFP陽 性細胞の多 くが細胞 の 円形化や不規則な大きさへの断片化など細胞

変性を示唆する形態変化を呈することが明 らかとなった。また、グリオーマ細

胞 内で活性型Ras (RasV12) を発現 させた場合 は細胞質の空胞化が顕著に見 られ

たが (Chi & Kitanaka et al., 1999; Kitanaka & Kuchino, 1999)、 神経芽腫細胞の場合

は これ とは異 なってほとん ど空胞は見 られず、この点でも腫瘍組織 における所

見 と一致 していた。さらに、Rasの 発 現によ り誘導 され る このよ うな形態学的

変化はアポ トーシスのそれ とも異なっているように思われた。すなわち、スタ

ウロスポ リンや血清除去 により誘導 されたアポ トーシス細胞は円形化は示す も

のの細胞の断片化は軽度であ り、また細胞断片の大きさも比較的均一であった

(Fig. 3A, and not shown)。Fig.3Bに 示す よ うにRasに よ り誘導 される細胞変性

の割合 はいずれの細胞株でも野性型Rasよ り活性型Rasで 高か ったが、Ras蛋

白質 の発現 レベル 自体 は活性 型 よ りも野性型の方が高い傾向が見 られた (Fig.

3C)。 この ことは活性型Rasの 方 が細胞変性誘導効率 が高 い、すなわち細胞変

性の誘導効率はRasの シグナル伝達 因子 としての活性 と相関していることを示

している。

つぎにこのようなRasの 発現 によ り誘導 され る形態学 的な変化が実際に細胞

死 を反映 したものであるかについて異なったアッセイ法によ り検討した。すな

わち発現ベクターを細胞に導入 し選択薬剤存在下に培養することによ り遺伝子

導入 された細胞が形成するコロニーの数 を計測するコロニーフォーメーション
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ア ッセ イ を行 った (Kitanaka et al., 1995; Chi & Kitanaka et al., 1999)。 そ の結 果Ras

発 現 ベ ク ター を導 入 した 場 合 に は コ ン トロー ル ベ ク ター を導 入 した場 合 に 比 べ

て コ ロニ ー 形 成 に至 る まで 生 存 ・増 殖 す る細 胞 が 有 意 に減 少 す る こ とが 確 認 さ

れ 、Rasの 発 現 が 細 胞 死 を誘 導 して い る こ とが 示 唆 され た (Fig. 3D)。 また コ ロ

ニ ー フ ォー メー シ ョン ア ッセ イ にお いて も野性 型 よ り活 性 型Rasが よ り強 くコ

ロニ ー 形 成 を 抑 制 した こ とか ら、Rasの 細 胞 死 誘 導 能 は そ の活 性 に依 存 して い

る と考 え られ る。 この よ うな考 え方 を さ らに支 持 す る所見 と して活 性 型Rasの

effector loop regionに 点 変 異 を導 入 す る こと によ りそ の シグ ナル 伝 達 活 性 を失 わ

せ た変 異 体RasV12/D38N (Abdellatif & Schneider, 1997) が 形 態 学 的 な ア ッセ イ 、

コ ロ ニ ー フ ォー メー シ ョ ン ア ッセ イ の い ず れ にお い て も神 経 芽 腫 細胞 に対 す る

細 胞 死 誘 導 能 を失 っ て い る こ とが確 認 され た (data not shown)。

(3) Rasに よ り神経 芽 腫細 胞 に誘導 され る細胞死 のnon-apoptoticな 特

性

つ ぎ に、Rasに よ り誘導 され る神 経芽腫細胞 の細胞死を トランスフェクション

の影響が無い状態で解析する目的で、Rasの 発現 レベル を培地 中のテ トラサ イ

ク リン濃度の変化により調節できるSH-SY5Y細 胞 のステー ブル トランス フェ

クタ ン トを作成した・用いた実験系はTet-Offシ ス テム と呼 ばれ 、テ トラサ イ

ク リン存在下では目的とす る遺伝子の発現が抑制され、培地中のテ トラサイク

リン濃度を下げることによ り遺伝子発現が誘導されるシステムである (Gossen &

Bujard, 1992)。Fig. 4Aは 樹立 したステー ブル トランス フェクタントであるSH-
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SY5Y-TA-GN (Control)、SH-SY5Y-TA-RasWt (Ras Wt)、SH-SY5Y-TA-RasV12 (Ras

V12) 各細胞 の培地 か らテ トラサイ ク リンを除去 し経時的にRas蛋 白質 の発現変

化 を調 べた結果で ある。 コントロール細胞 (SH-SY5Y-TA-GN) で はRas蛋 白質 の

発現 は一貫 して認 め られ な いのに対しRas発 現細胞 (SH-SY5Y-TA-RasWt, SH-

SY5Y-TA-RasV12) ではテ トラサイ ク リン除去後2, 3日 目か ら検 出可能な レベ

ル のRas蛋 白質 の発現 が誘導 されて くる。 このようなステーブル トランスフェ

クタン トを用いて、まずRasの 発現が細胞 の生死 に及 ぼす影響 について調べた。

Fig.4Bに 示す よ うにコン トロール細胞ではテ トラサイクリンの除去 自体は死細

胞の割合には影響を与えないが、野性型Ras、 活性型Rasを 発現する細胞で は

Ras蛋 白質 の発現 誘導 に平行 して死細胞の割合が増加 した。Rasの 発現 によ り

誘導 され た死 細胞 を位相差顕微鏡下に観察すると、神経芽腫腫瘍組織や一過性

の遺伝子導入実験 において認め られたのと同様 に細胞が不規則かつ著 しい断片

化 を起 こしていることが確認 された (Fig.4C)。 つ ぎに このステー ブル トランス

フェクタン トを用いた実験系においてRasに よ り誘導 され る細胞死 がアポ トー

シスで特徴的 に見 られる核クロマチ ンの濃縮を伴 っているか どうかをDNA親

和性物 質 ヨウ化 プ ロピジウム によ る染色にて検討 した (Fig. 5A)。 従 来 の報告 ど

お り (Nath et al., 1996; Posmantur et al., 1997)、 本実験 で もSH-SY5Y細 胞 をスタウ

ロスポ リンで処 理す る とヨウ化プロピジウムに濃染する核をもったアポ トーシ

ス細胞の出現が確認された。これに対 してRasの 発現 によ り誘導 される細胞死

で は細胞 とともに核 も断片化 していることが確認されたが、断片化 した核 を含

めて明 らかな核 クロマチンの濃縮像は認め られなかった。 このように核クロマ
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チ ンの濃縮を伴わず断片化 しなが ら細胞が死滅 している像は神経芽腫腫瘍組織

においてRas蛋 白質 高発 現部位でみ られた細胞変性像 (Fig. 1D-e) を再現す るも

ので ある。 さ らにTUNELア ッセ イを行 った ところ (Fig. 5B)、 スタウ ロスポ リ

ン処 理 によ り生 じたアポ トーシス細胞はTUNEL陽 性 とな るの に対 して、Ras

の発現 によ り細胞死 をきた した細胞 には陽性像 を認めなかった。また、透過電

子顕微鏡 による観察を行ったところ (Fig. 5C)、 腫瘍組織の電子顕微鏡所見 (Fig. 2)

と同様 に、Rasを 発現 し変性 を起 こしつつあ る細胞 (細胞 として の形態 を保 っ

て い るもの) は核 の変 化 に乏 しく細胞 質 に リソソーム構造の増大を認めた。以

上 の一 連 の結果 は神 経芽腫 細胞 にお けるRas蛋 白質 の 発 現 がautophagic

degenerationの 特徴 を有 するnon-apoptoticな プ ログラム細胞 死 を誘導 して いる

ことを示 している。

(4) Rasに よ り神 経 芽 腫 細胞 に誘 導 され る細胞死のカスパーゼ非依存性

な らびにBcl-2フ ァミ リー蛋 白質 に よ る細 胞死 抑 制 に対す る非感受性

Rasに よ り誘導 され る神 経芽腫細胞 の細胞死が形態 ・生化学的性質のみならず

その制御機構 においてもアポ トー シスと全く異なるものであるかどうかを明ら

かにするため、アポ トーシス制御において中心的な役割を果たしているカスパ

ーゼやBcl-2フ ァミ リー蛋 白質 (Thornberry and Lazebnik, 1998; Adams and Cory,

1998) がRasに よる神経芽腫細胞死 の制御 に関与しているか否かを検討した。ま

ず細胞死のカスパーゼ依存性を検討するため合成 (z-VAD-fmk, Boc-Asp-fmk) な

らびにウイルス 由来 (baculovirus p35) の汎カスパーゼ 阻害物質 (Ekert et al., 1999)
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を用いて実験 を行 った。これ らの汎カスパーゼ阻害物質はSH-SY5Y、GAMB

の いず れの細胞 株 にお いて もス タウ ロスポリンにより誘導されるアポ トーシス

を有意に抑制 してお り、使用 した実験条件下で これ らの阻害物質が機能 してい

ることが確認された (Fig. 6, B and D)。 同様 の実験条件 でRasの 一過性発現 によ

り誘導 され る細胞 変性に対する汎カスパーゼ阻害物質の効果を調べたところ、

いずれの阻害物質 も有意な抑制効果を示さなかった (Fig. 6, A and C)。 また、ス

テ ー ブル トラ ンス フェ クタン トを用 いたRas発 現 誘 導実験 系 にお いて もz-

VAD-fmkはRasに よる細胞死誘導 を抑制 しなかった (Fig. 6E)。 これ らの結果 は

Rasに よる神経 芽腫 の細胞死誘 導 にはカスパーゼの活性を必要 としな いことを

示 している。次に神経芽腫細胞におけるRasの 発現がカスパーゼの活 性化 を惹

起す るか否かについて検討を行った。Fig. 6Fで はカスパーゼ ・カスケー ドの活

性化 状態 をモニターするため、カスパーゼ ・カスケー ドの下流で機能する実行

カスパーゼ (カスパ ーゼ3、7) の基質poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) の

切 断状態 をウエ スタ ンブ ロッテイ ング法 によって調べた (Nicholson, 1999)。 ス

タ ウ ロスポ リン処理 によ りアポ トーシスを誘導 した細胞内ではカスパーゼによ

る限定分解の結果生じるPARPの 切断断片 (約85kDa) が出現 しこのPARP断

片 の出現 は汎カスパーゼ 阻害剤 によって抑制されるが、このようなPARP断 片

はRasの 発現 によ る細胞死誘 導の過程で は認め られなかった (Fig. 6F)。 この結

果 はRasの 発現による神 経芽腫 の細胞死誘導の過程でカスパーゼ ・カスケー ド

の活性化が起きていないことを示す ものであり、腫瘍組織 においてRas蛋 白質

を高発現す る変性腫瘍細胞 においてカスパーゼ3の 活性化が検 出され なかった
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所 見 (Fig. 1C-d) と よ く一 致 して い る 。 次 にRasに よ り誘 導 され る神 経 芽 腫 細 胞

死 の 制 御 へ のBcl-2フ ァ ミ リー 蛋 白質 の 関与 に つ い て検 討 した 。 ア ポ トー シス

に特 異 的 に 関 与 す るカ ス パ ー ゼ と は異 な り、Bcl-2フ ァ ミ リー 蛋 白 質 は カ ス パ

ー ゼ 非 依 存 的 な ネ ク ロー シ ス様 細 胞 死 の制 御 に も関 与 して い る こ とが 知 られ て

いる (Green & Reed, 1998)。 こ こで は 一般 的 にBcl-2に 比 して よ り強 い細 胞 死 抑

制能 を持 つ とさ れ るBcl-xL (Gottschalk et al., 1996; Kitanaka et al., 1997; Shinoura

et al., 1999) を 用 いて 、 これ に よ る細 胞 死 抑 制 の 有 無 を見 る こ とに よ りBcl-2フ

ァミ リー の関 与 の可 能 性 に つ い て調 べ た。Fig. 6Dに 示 す よ うにBcl-xLは ス タ

ウ ロス ポ リン に よ り誘 導 され る神 経 芽腫 細 胞 の アポ トー シス を効 率 よ く抑 制 し

た の に対 し、Rasに よ り誘 導 され る細 胞 変 性 に対 して は有 意 な 抑 制 効 果 を示 さ

な か っ た (Fig. 6C)。 近 年 ア ポ トー シス な らび に一 部 の カ スパ ー ゼ 非 依 存 的 な ネ

ク ロー シス 様 細 胞 死 の制 御 にお いて 細 胞 内 小器 官 で あ る ミ トコ ン ドリアが 中心

的 な 役割 を果 た して い る ことが 明 らか にな りつ つ あ る (Green & Reed, 1998)。 ミ

トコ ン ドリア は 細胞 死 の シ グナ ル を受 け 取 る と ミ トコ ン ドリア膜 の 透 過 性 の 亢

進 を介 して ミ トコ ン ドリア膜 間 腔 に 存在 す るcytochromec (Liu et al., 1996)、

Smac/DIABLO (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000)、AIF (Susin et al., 1999) な ど

の細 胞 死 シ グナ ル伝 達 分子 を細胞 質 に放 出 す る こ とが 知 られ て い る。そ こでRas

に よ り誘 導 され る神 経 芽 腫 の細 胞 死 にお い て も この よ うな ミ トコ ン ドリアの 変

化 が起 き て い るか 否 か をcyotochromecに 対 す る免 疫 染 色 によ り検 討 した (Fig. 7)。

未 処 理 状 態 で はcytochrome cは ミ トコ ン ドリア局 在 パ ター ン を示 して い る が 、

SH-SY5Y細 胞 をス タ ウ ロス ポ リンで 処 理 す る こ とに よ りア ポ トー シ ス を誘 導 す
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ると、予想通 りにcytochrome cは サイ トゾルに瀰漫性 に局在す るようにな り、

ミトコンドリア膜の透過 性の変化が検出された。 これに対 してRasの 発現 によ

り変性 をお こしつつ ある細胞ではcytochrome cの サイ トゾル 流出を示す瀰漫性

の染色パターンは認め られなかった。この結果は必ず しもRasに よ る細胞死 の

制御 に ミ トコ ン ドリアが全 く関与していないことを意味するものではないが、

アポ トーシスで一般的に認められるミ トコン ドリア膜の透過性亢進はRasに よ

り誘導 され る神経芽腫 の細胞死 には関与 していないことを示 している。Bcl-xL

を含むBcl-2フ ァミリー蛋 白質 はミ トコン ドリア膜の透過性の制御を介 して細

胞死を制御 していると考え られていることか ら (Adams and Cory, 1998)、 このよ

うな結果 はBcl-xLがRasに よ る神経芽腫 の細胞死誘導 を抑制しないという上述

の結果 とよく一致するものである。以上の結果は総 じてRasに よ り誘導 され る

神経芽腫 の細 胞死がその制御機構を含めてアポ トーシスとは本質的に異なるも

のであることを示 している。

(5) TrkAに よ るRas依 存 的 神 経 芽 腫 細 胞 死 の増 強

過 去 の神 経 芽腫 に対 す る臨 床 免疫 病 理 学 的解 析 の 結果 はRasを 単 独 で 高発 現 す

る神 経 芽 腫 の症 例 よ りもRasに 加 え てTrkA (神 経 栄 養 因 子 (NGF) 高親 和 性 受

容 体) を 同時 に高 発 現 す る 症例 の ほ うが 予 後 が よ い傾 向 に あ る こ と を示 して い

る (Tanaka et al., 1998)。TrkAの 活 性化 はRasを 活 性化 し うる こ とが 明 らか に さ

れ て い る こ とか ら (Li et al., 1992; Burchill et al., 1995; Segal et al., 1996)、 上 記 の報

告 はTrkAの 高 発 現 がTrkAシ グ ナル 伝 達 経 路 の活 性 化 を介 してRasの 細 胞 死 誘
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導活性をさらに上昇させ、神経芽腫腫瘍細胞の退縮傾向を促進することによ り

さらに良好な予後をもた らしている可能性を示唆するものである。そ こで培養

神経芽腫細胞SH-SY5Yを 用 いた遺伝子導入 実験 によ りこのよ うな可能性につ

いて検討を行った。SH-SY5Yは 機能的なTrkAを 発現 していない細胞で、NGF

の添加 によって も神経分化が誘導 されないこと、遺伝子導入 したTrkAの 高発

現 のみ (リガ ン ドで あるNGFの 添加 のな い状態) で神経分化 が誘導 される こ

と、な らび にTrkAの 遺伝子導入 によ りNGF反 応 性が回復す る ことな どが明 ら

か にされている (Lavenius et al., 1995)。 これ らの点は実際 に実験 に用いたSH-

SY5Y細 胞 にお いて再現 され (Fig.8A)、TrkAは 高発現単独 によって活性化 され、

さ らにNGFの 添加 によ りそ の活性 が増 強 され ることが確認された。 つぎに導

入するRas発 現ベ クター の量 を変化 させ 、TrkAの 高発現 の有 無NGF添 加 の

有無 の条 件下 で変性細胞 の割 合を計測 し、Rasに よ り誘導 され る細胞死 に対 す

るTrkAの 効果 を調べ た (Fig.8B)。Rasを 発現 させ な い状態 ではTrkAの 高発現

やNGF添 加 の有無 は変性細胞の割合 に有意な影響 を与えなかったのに対 して、

Rasを 発現 させた状態 ではTrkAの 高発現 によ り明 らか に変性細胞 の割合が増加

し、そ こにさらにNGFを 添加す る ことによ り細胞死 誘導が増強された。 しか

しなが らTrkAを 遺伝子導入 しな い状態 ではNGFの 添加 はRasに よる細胞死 誘

導 を増強 しな い ことか ら、NGFに よる細胞死 増強はTrkA依 存的である ことが

示 され た。 また、TrkAの 高発現やNGF添 加 の有 無はRas蛋 白質 の発現 レベル

には影 響 を及 ぼ していないことから (Fig.8C)、TrkAに よるRasの 細胞死誘導能

の増強 は発現 レベル の変化によるものでな く、活性 レベルの変化 によるもので
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あると考え られる。以上の結果 はTrkAの 高発現 がRasの もつ神経芽腫細胞死

誘導能 を増強 しうることを示 してお り、TrkAとRasが 相 乗的に機能 して神経芽

腫細胞 の 自殺 ・腫瘍の退縮傾向を誘導することによってよ り良好な予後が もた

らされるという考え方を支持するものである。
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Fig.1A

Fig. 1. Ras overexpression and non-apoptotic degeneration of tumor cells in

neuroblastoma tissues. Serial tumor sections (A-a, b) were stained either with

hematoxylin-eosin (H & E) or with anti-H-Ras (Ras) as indicated in each panel. In

the H & E-stained section, the margin of the degenerating area is marked by white

arrows. Positive signals for immunostaining appear brown. Scale bars, 100μm.
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Fig.1B

Fig. 1. Ras overexpression and non-apoptotic degeneration of tumor cells in
neuroblastoma tissues. Serial tumor sections (B-a, b) were stained either with
hematoxylin-eosin (H & E) or with anti-H-Ras (Ras) as indicated in each panel. In
the H & E-stained section, the margin of the degenerating area is marked by white
arrows. Positive signals for immunostaining appear brown. Scale bars, 100μm.
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Fig.1C

Fig. 1. Ras overexpression and non-apoptotic degeneration of tumor cells in
neuroblastoma tissues. Serial tumor sections (C-a, b, c, d) were stained either
with hematoxylin-eosin (H & E), with anti-H-Ras (Ras), with anti-p20/p17
active caspase-3 fragments (p20/p17), or by the terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) method, as indicated in
each panel. Positive signals for immunostaining and TUNEL assay appear
brown. In the H & E-stained section, the margin of the degenerating area is
marked by white arrows. The presence of a "gap" within the degenerating area

may reflect active retraction (shrinkage) of the tissue following degeneration.

Samples of typical apoptotic cells with positive staining for active caspase-3 (C-
d) or TUNEL (C-c) are indicated by black arrows. Scale bars, 100μm.
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Fig.1D

Fig. 1. Ras overexpression and non-apoptotic degeneration of tumor cells in
neuroblastoma tissues. Serial tumor sections (D-a, b, c, d) were stained either
with hematoxylin-eosin (H & E), with anti-H-Ras (Ras), by the terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)
method, or by the periodic acid-Schiff (PAS) method, as indicated in each panel.
Positive signals for immunostaining and TUNEL assay appear brown, and

positive PAS staining appears red-purple. In the H & E-stained section (D-a), the
margin of the degenerating area is marked by white arrows. Samples of typical

apoptotic cells with positive staining for TUNEL (D-c) are indicated by black
arrows. (D-e) is a magnified view of the boxed area in (D-a). Samples of
unfragmented degenerating nuclei and clusters of fragmented nuclei are indicated
by shlgie and double arrows, respectively, in(D-e). Scale bars, 100μm.
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Fig.1E

Fig. 1. Ras overexpression and non-apoptotic degeneration of tumor cells in

neuroblastoma tissues. A single neuroblastoma section was stained with anti-H-

Ras antibody and shown in panel (E). Positive signals for immunostaining
appear brown. Scale bar, 100μm.
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Fig.2.

Fig. 2. Transmission electron microscopic analysis of neuroblastoma
samples. Degenerating (A) and non-degenerating (B) tumor cells found
in a neighboring area. The degenerating cell has more electron-dense

primary lysosomes as well as secondary lysosomes (single arrows),
which are possibly autolysosomes. Degenerating cell is surrounded by
cell fragments containing lysosomal structures (double arrows). N,
nucleus. Scale bars, 5μm.
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Fig.3.

Fig. 3. Induction of neuroblastoma cell death by Ras expression in vitro. (A-C)
Human neuroblastoma cell lines SH-SY5Y and GAMB were co-transfected with
0.5μg of the indicated pcDNA3 expression plasmids (Vector, Ras Wt, Ras V12)

together with the green fluorescent protein (GFP)-expressing plasmid (0.5μg). As a

control for apoptosis, neuroblastoma cells were transfected with the GFP plasmid
alone and treated with staurosporine 24 h after transfection (Staurosporine). GFP-

positive cells were photographed 2 days after transfection or staurosporine
treatment (A), and GFP-positive cells showing morphological degeneration were
scored 2 days after transfection. The results (mean +/- standard deviation) are from
three separate transfection experiments and are shown in panel (B). Transfected
cells were also analyzed for Ras protein expression levels by immunoblotting with
anti-H-Ras antibody (C).
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Fig.3D

Fig. 3. Induction of neuroblastoma cell death by Ras expression in vitro. (D)
SH-SY5Y and GAMB cells were transfected with the indicated pcDNA3
expression plasmids (1μg), and colony formation assay was done. The results

(mean +/- standard deviation) are from three separate transfection experiments.
The graph indicates the number of colonies relative to the number of colonies
formed by control vector transfection, which was set to 100.
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Fig.4A

IB:αH-Ras

Fig. 4. Induction of neuroblastoma cell death in vitro by inducible expression
of Ras in stable transfectants. (A) SH-SY5Y-TA-GN (Control), SH-SY5Y-
TA-wtRas (Ras Wt), and SH-SY5Y-TA-Ras V12 (Ras V12) cells cultured in
the presence of tetracycline or in its absence for the indicated periods were
subjected to immunoblot analysis using anti-H-Ras antibody.
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Fig.4

Fig. 4. Induction of neuroblastoma cell death in vitro by inducible expression of
Ras in stable transfectants. (B) SH-SY5Y-TA-GN (Control), SH-SYSY-TA-
wtRas (Ras Wt), and SH-SY5Y-TA-Ras V12 (Ras V12) cells were cultured in
the presence and absence of tetracycline, and the percentage of dead cells was
determined by the dye exclusion method. The results (expressed as the mean +/-
standard deviation) are from three separate experiments. (C) Phase-contrast
micrographs of the indicated cells cultured in the presence and absence of
tetracycline (Tc[+] and Tc[-], respectlvely) for 5 days.
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Fig.5A

Fig. 5. Characterization of neuroblastoma cell death induced by Ras in vitro.

(A) Lack of nuclear condensation in Ras-induced neuroblastoma cell death.
SH-SY5Y-TA-wtRas (Ras Wt) and -TA-RasV12 (Ras V12) cells cultured in
the absence of tetracycline for 5 days as well as parental SH-SY5Y cells either
treated with staurosporine or left untreated for 2 days were subjected to

propidium iodide staining. Phase-contrast micrographs of the corresponding
areas are presented in the upper panels. In (A), apoptotic cells are indicated by
white arrows.
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Fig.5B

Fig. 5. Characterization of neuroblastoma cell death induced by Ras in vitro.

(B) Lack of DNA fragmentation in Ras-induced neuroblastoma cell death.
SH-SY5Y-TA-wtRas (Ras Wt) and -TA-RasV12 (Ras V12) cells cultured in
the absence of tetracycline for 5 days as well as parental SH-SY5Y cells
either treated with staurosporine or left untreated for 2 days were subjected
to terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling
analysis. Phase-contrast micrographs of the corresponding areas are

presented in the upper panels.
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Fig.5C

Fig. 5. Characterization of neuroblastoma cell death induced by Ras in vitro.

(C) Electron micrographs of SH-SY5Y-TA-wtRas cells cultured in the
absence (Ras induction (+)) and presence (Ras induction (-)) of tetracycline
for 5days. N, nucleus. Scale bars, 1μm.
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