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第 1牽 は じめに

プロス タグランジンは 1930年､アメ リカの産婦人科医 クルソロ

クによって偶然発 見 された物質である｡その本体がエイコサポ リエ ン

酸 に由来 する5月環 をもつ化合物 であるこ とが明 らかにされて以来､

同 じエイ コサポリエン酸に由来する生理活性物質が次々 と発見 され構

造が解明 され､ トロンボキサン､ ロイコ トリエン､ プロスタサイク リ

ン､ リボキシン､ ロイコ トキシン等 と命名された｡一万､1972年､

ベンベニス トらは IgEで感作 したウサギの好塩基球細胞 を抗原で刺

激 した培養上清中に血小板 を活性化する因子､血小板活性化 因子 (P

AF)を発見 した｡その後､1980年にこの因子 が 1-0 -アルキ

ルー2-アセチル-グリセ ロホスホコリンであるこ とが明 らかになっ

た 1)｡

これら"脂質性生理活性物質" は､生体 内においてはホルモン等 の

生理活性物質 と比較 して極 めて微JFliifで生体 に様々な反応 を及 ぼすこ と

が知 られ ているo またこれ らの物質は､恒常的に産生 されるのではな

く､生体 の様々な生理的状況に応 じて産生 され､その産生機構 は極 め

て複雑に制御 されていると考えられている.一方で これら脂 質性生理

活性物質 の産生異常 (産生増加､産生低下 ) と様々 な疾患 との関連 が

報告 されてお り､医薬品等 の開発 という点 に於ても脂質性生理活性物

質は､注 目されている2)0

ところでこれら脂質性生理活性物質の前駆体であ るリゾリン脂質 や

ェイコサ ポリエン酸 (アラキ ドン酸)は,m胞内に於 て遊離型 では殆 ど

存在せず､生体膜構成成分 の一つであるグ リセロリン脂質の 2位 のエ

ステル結合 をホスホリパーゼA2が加水分解することにより遊離 される
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(図 1)O また､ ホスホリパーゼCの作用 によりリン脂質か ら生成 し

たジアシルグリセロールからジアシルグリセロール リパ-ゼによって､

エイコサ ポリエン酸が生成 する経路 もある種の細胞 においては報告 さ

れているが､大部分の脂質性生理活性物質 の前駆体 産生にはホスホ リ

パーゼA2が関与 していると考えられ､本酵素 を研究することは脂質性

生理活性物質産生機構 を解明するためには重要であると考えている｡

高等動物由来のホスホリパーゼA2の研究は､比較的多JliiiTに存在する

謄液中に兄いだされている分泌型酵素､ typ el型ホスホリパーゼA

2について行われてきた3)-5)Qこの酵素は分子丑が約 14kDa

で､細胞外へ分泌 するシグナル配列 を有 しているこ と6)､その活性

発現にmMオーダーのCaイオン濃度 を必 要 としていることからも細

胞外 に分泌 され食餌中のリン脂質分解に関わる酵素 であると考 えられ

ている｡ ごく最近 この酵素 に対す る細胞表面上のレセプターがクロー

ニングされ､ リン脂質分解以外 に細胞増殖 活性があ ることが報告 され

た 7)- 9)｡その生理的意義 については不明ではあるが､興味ある

知見である｡

当教室 をは じめい くつかのグループがこの酵素 とは明 らか に性質の

異なる酵素､ typell型ホスホリパーゼA2を様々な炎症局所浸出液

(10- 15)､ や活性イヒしたJh,1､枚の上清中 (16- 18)に兄 い

出 し精製 ､追伝子 (19-22)を単離 したOこの酵素は分子量 14

kDaで膝液から分泌 される酵素 と同様 に活性発現 にmMオーダーの

caイオ ン濃度 を必要 とす る｡ 血小板 に於 いては本酵素は分泌源粒 の

ひとつである α抑粒 に貯留 されてお りPAF､ トロンビン､ コラーゲ

ン等の,紺胞外刺激 により分泌 される (16)｡ また炎症性サイ トカイ

ンであるTNF (臆痴壊死 因子) (23-28)､ インター ロイキン
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1 (29-30)､インターロイキン6 (25)あ るいはLPS (リ

ボポリサ ッカライ ド) (3 1)等 の細胞外 の刺激に より遺伝子発現が

誘導 され細胞外- の分泌が促進 されていることが報告 されてお り､本

酵素が炎症局所 に於いて炎症反応増悪化や脂質性生理活性物質の産生

に関与 していると考えられている｡ また村 上 らは､肥満細胞 に細胞外

から日型 PLA2を添加 すると脱顕粒反応 が惹起 されることを見出 し

た ｡

Ⅰ型､ⅠⅠ型ホスホリパーゼA2はアミノ酸の 1次構造約 30%程度 の

類似性が あるが (19-21)､ これらとは全 く梢 進上､相 同性 を認

められない分子韮 85kDaの酵素､細胞 質ホスホ リパーゼA2 (c

ytosolic PLA2 ;cPLA2) が発見 された｡私は修士課

程 に於いてこの酵素 をヒ トの血小板から精製 しその性状 を明 らかに し

た｡その後 この酵 素は様々な動物 の血小板 (33-34)ほか､単球

系 白血病株 U937細胞 (34-35)､マクロフ ァージ (36-3

7)､様々な臓器中 (38-39)に発現 していることが明 らかになっ

た｡cPLA2 にはい くつかの特徴的酵素学的性質がある｡第~の性

質 として本酵素が アラキ ドン酸含有基質を極めて選択的に加水分解 す

ることである｡これは､14kDaホスホリパーゼA2 には無い性質

である｡第二の性 質 として活性発現にはFLMオーダーのCaイオンで

活性化で きることである｡ これは血小板 をは じめとする多 くの細胞 で

細胞外 の刺激により本酵素が細胞内で活性化できることを示 している0

さらにその一次梢進の解析 (34-35)から cPLA2には､pro

telれ K 】｡ase C γ等 が持 っているCALBドメインをその

N末端付 近に有 してお りCa依存 的に細胞 質から細胞膜上へ と移行 す

ることが報告 されている｡ さらにcPLA2はMAPキナーゼによるセ
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リン残基 の リン酸化のコンセンサス配列 をを有 してお り､ リン酸化 さ

れ活性調節 されることが報告 されている (40-41)｡これらの結

果 よりcPLA2が細胞外 の刺敵 に応答 したアラキ ドン酸代謝物産生

反応 に関わる酵素 としてにわかに注 目されるようになった｡

脂質性生理活性物質産生 にか関わ りうるホスホリパーゼA2につい

て酵素学 的､造伝 生化学的知見の蓄積がな されていが､実際 の ところ

様々な状況に於いていずれのホスホリパーゼA2が関わるのかについ

ての明確 な証明が なされていないのが現状 である｡血小板 をは じめ多

くの細胞 ににおいてはさきに述べ た2種類のホスホ リパーゼA2 (Il

型､ cPLA2)が共布 している｡ごく最近De∩∩1Sらは､マ ウ

スマクロファージ様細胞株 P388細胞 にLPSで刺激 した時のプロ

スタグランジ ン産生が､ 14kDaII型ホスホリパーゼA2の アンチ

センスDNAを共存 させた ときに抑制する ことを報告 し､LPS刺敦

による プロス タグランジン産生にはⅠⅠ型ホスホリパーゼA2が関与す

ることを示 したが (42)､こうした報告 は極めて少ないのがホスホ

リパーゼA2研究の現状である｡

私 は､ こうした状況の中でサイ トカイン刺激によるプロス タグラン

ジン産生 に関心 を持 って研 究 を始 めたoホスホリパ ーゼA2の詳細 な

酵素学的研究がな される以前 よりTNF,IL-1,IL-6をは じ

め とするサイ トカインは､様々な細胞 に対 してプロスタグラ ンジン産

生 を促す ことが知 られてお り (4 3) (表 2)､サ イ トカイ ンによる

ホスホリパーゼA 2､シクロオキシゲナーゼ等の活性化が予想 されて

きたO またTNFが州胞悌書活性 を発揮す るときホスホリパ ーゼA2

の活性化が必要であることが古 くから報告 されていた (44-47)0

私 はサイ トカインのうちTNFに注 目して､いかなるホスホリパーゼ
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高等動物由来ホスホリパーゼA2の性状
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A2が活性化するか､ またその活性化横橋 を明 らか にするために研 究

を始めた｡その過程 で私 は､既知 の酵素 とは異 なる酵素 を発 見 した｡

以下の章では､その発見の経緯､精製､性状解析 について報告する｡



第 2章 TNF刺激 による85kDacPLA2の低下 と新規 60

kDaホスホリパーゼA2の発現

2-1 序

本章では ラッ ト胎児由来繊維芽細胞株由来 3Yl細胞 (図 2) を用 い

てTNF刺激による細胞内ホスホ リパーゼA2の変化 について酵素学

化学的､迫伝生化 学的手法 を用いて調べた｡3Yl紺胞 は九州大学木

村 らが樹 立 した細胞株 (85)であ り､様 々な因子 の形質転換能を調

べるのに汎用 され る細胞です｡本研究で 3Y l細胞 を用いた理由は､

(1)この細胞がきわめて正常細胞 に近 く､接着阻止､血清依存的である｡

(2)当研究室では､ラット由来の既知のホスホリパ ーゼA2に対する抗

体､遺伝子 を有 しているo(3)他 の紘維芽細胞 と比較 してホスホリパ ー

ゼA2活性が高い｡(4)本細胞株 には､多彩な形質転換細胞 (癌遺伝 子

過剰発現細胞､温度感受性細胞)株が樹立されている等があげられる｡

私が研究 を始めた当初､繊維芽細胞中のホスホリパ ーゼA2に関す る

酵素学的 (どんなアイソザ イムが存在するかなど)検討については､

殆 どなされていないのが現状であった｡

(図2)



2-2 材料 と方法

2-2- 1 材料

ラッ ト胎児由来繊維芽細胞株 3Y l細胞 は､国立予防衛生研究所上

原博士 よ り御供与 して頂いた｡DMEMは､ 日水製薬 (東京) より購

入 した｡ ウシ胎児血清 (feta1 ca1f serum)はCe

11 Cu1ture Laboratories (0hio,

USA)より購入 した｡ ヒ トリコンビナン トTNFαは､大 日本製薬

(大阪) より御 供与 して頂いた0 1-palm lt0yI-2- [14

C]-arachIdo∩oy1-glycerophosphoe

tha∩o1am i∩eは､NENより購 入 した｡抗マウスイムノビ

ーズはバイオラ ド (USA)より購入 した｡

2-2-2 細胞培養

fisherラッ ト胎児由来繊維芽細胞株 3Yl細胞並びに 3Yl癌

遺伝子過剰発現細胞株の培養は 10% (V/V)FCS-DMEM培

養液中で 5%CO2下で行 った｡通常の培 養は0.2Ⅹ104-2xl

o 4 cel1s/cm2で行 った｡継代 は､0.25% tryps

i∩e-5mM EDTA溶液で細胞 を剥 し､新鮮 な培養液 を添加 し

て トリプシンを不活性化 した｡TNF等で刺激する場合はさらに飽和

状態 ( 5xlO 4 cel1s/cm2) まで培養 した｡

2-2-3 TNFによる,赤川胞の刺激

飽和状態 まで培養 した細胞 をPBS (-) で洗静ののちヒ トリコンビ
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ナン トTNFαを特 に指定 しない場合以外 は 1000u/m l濃度 で

添加 しさらに 14時間培養 した｡

2-2-4 ホスホリパーゼA2活性測定のための酵素源の調製

刺激細胞 を トリプシンーEDTA溶液で回収 し､250mM suc

rose, 10mM T ris-HC l (pH7.4), 1mM

EDTA (SET溶液)に懸濁 して4℃で 3000rpm､5分

間達心 して洗排 したo液絡濃度が 107 cel1s/m l程度 になる

ようSET溶液に再懸濁 したC細胞懸濁液 をBransone社製 の

ソニケタ-で強度 20で 10秒 x6回超音波処理 した｡超音波処理 し

た溶液 を4℃で3000rpm､5分間遠心 した上清 を酵素源 とした｡

2- 2- 5 ホスホリパーゼA2の活性測定法

ホスホリパーゼA2 活性は 100 mM Tris-HC l媛循液

pH 9･0, 4 mM Ca2Cl, 0･1% Bovine

serum a1bum in (esse∩tia1 fatty

acids free), 2/∠M 1-palm itoy1-2

- [14C]- arachido∩oy1-g lycerophosp

hoethano1am l∩e (52mCi/∩mol)を含む反

応液 250〃 1中で測定 した｡37℃で 25分間測定 した後､Dot

e試薬 (1S0pr0pa∩01e:hepta∩e:1N H2SO

4-78:20:2) 1.25m lを加えて反応 を停止 したoDole

の変法に従い溶媒分画によ り遊離放射標識脂肪酸 を抽出 して､液体 シ

ンチレー ション溶液 と混合 してBeckm anカウンターで放射活性

を測定 した (86)0
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2-2-6 蛋 白質定立

蛋 白質定 量 はBCAキッ ト (P 1erCe社製､USA)を用 いて測

定 した｡ スタンダー ドとしてBovl∩e Serum a 1bum

inを用 いた｡

2-2-8 ノーザ ンブロッ ト解析

(1) tota 1RNAとpo1yA (+)RNAの調製 RNAの調

製 には AGPC法 を用 いて回収 した｡細胞 を回収 して鯉菌 PBS (

-)で 1回洗掛 した後､So lution D液 '1に 500FLl/ 1

07ce11sの割合で懸濁 した｡細胞懸濁液 をポリ トロンで強度 5で

約 1分 間処理 をした｡本液 に 50FLlの 2Mの酢酸 ナ トリウム紋衝 液

(pH4)､ 500FLlの DEPC (d iethylperoca

rbonate)処理 フェノール､クロロホルム :イソアミルアル コ

ール (49:1)溶液 を順次添加 した後､30秒 間激 しく混合 した｡

*l So1ut10nD液の組成 (調製後 1ケ月以内に使用)

s t o c k s o 1u t i on■2 5 0m 1

2-メルカプ トエ タノール 0.36m l

*2 S t o c k s o 1ut i onの組成

DEPC- treated W ater 58.6m l

Guanid1∩ium th iocya∩ate 50g

0.75M Sod ium citrate (pH 7.0)

3.52m 1

10% sarcosy1 5.28m 1
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を混合 して､65 ℃､30分反応 させ遮光保存 した｡

氷上で 15 分間静置後､4℃､ 8000xgで 15分間遠心 した｡

2相に分離 した上清 を回収 して等量のイソプロピル アルコールを加 え

て-20℃で 5時間放置 した4℃､8000Xgで 15分間遠心 した｡

沈澱物 を回収 して Sol.D液 200FLlに溶か して等丑のイソプロ

ピルアル コールを加えて-20℃で 1時間放置 した04℃､ 8000

xgで 15分間遠心 した｡沈澱物を回収 LDEPC処理H20に20FI

lに溶か しこれ を totalRNA画分 とした｡濃度 は､OD260

より算出 した｡ totalRNA画分 をエ タノール沈澱 したのち 10

mM T r1S-HCl (pH 7.4) lmM EDTA,

0.1% SDS溶液 (以下 e1ut10n溶液 )にRNA500

〃g当 り100〃 1の割合 で溶解 した｡RNA溶液 にoligote

x dT30 (第-化学)懸濁液 500FLlを添加 し混合 したOこの

混合液 を 65℃で 5分間処理 した後､氷上 で急冷 した｡本液 に66〝

1の 5M NaC l溶液 を加 え37℃で 15分間処理 した｡室温､卓

上遠心機 で8000Xgで 5分間遠心 して上洛 を除去 した｡沈澱物 を

300〟 1の elution溶液 に再懸濁 した｡65℃で 5分 間処理

した後､室温､8000xgで 5分間達心 して上清 を回収 した｡上清

を再度遠心 した後 エタノール沈澱 して適当量のDEPC未処理オー ト

クレーブH20にRNAを溶解 し､ これをpolyA (+)RNA画分

とした ｡

(2)ラッ ト85kDacPLA2 プローブの作成

4IL1､5x逆転写反応綾循液 (BRL､USA)､ 2FLl､ 1
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OmM dNTP混合 液 (フアルマ シア)､ 2〃 1､ 1%BSA

(BRL)､2〃 1､ 1.6mg/m l dT primer (フア

ルマシア)､ lill､RN asi∩ (Promeどa､USA)､ 2

〃 1､DTT (BRL)を含むRNA逆転写反応液 中に65℃､5分

間､0℃､2分間で処理 を したpolyA (+)RNA､ 1 (〃g

/ 7〃 1)､MOM LV由来 RNA逆転写酵素 (BRL)､ 200

(unit/〃 1)を加えて37℃､ 1時 間反応 させ､ 1本鎖 cDN

Aを作成 した｡逆転写反応液は､ 4〃 1ずつ分注 して-80℃に保存

した｡

4〃 1､逆転写反応液､ 10〃 1､ 10xPCR用紋循液 (宝酒造)､

2〃 1､ 10mM dNTP (dATP､ dCTP､dGTP､dT

TP)､ 7〝 1の85kDacPLA2 用PCRプライマー (センス ;

atggcIcccgaciiaLtigga (humam cPLA2 :

1087-1107 アンチセンス ;caaaggagacagtggat

aaga (humam cPLA2:1521-1501)) 1〃 1､

Taqポ リメラーゼ (ロッシュ､スイス)､ 76FLl､dH20を含む

pcR溶液 を､92℃､5分間処理後､ (92℃､ 1分､51℃､ 2

分､ 72℃､ 3分 )のサイ クルを 40回行 って､ 72℃､ 10分反応

させて徐冷 した｡PCR反応物を 1.0%低融点アガロース (宝酒造)

にて電気 泳動 を行 い回収 した｡回収 したPCR産物 をblu∩tin

gキッ ト (宝酒造)により平滑末端化 した｡平滑末端化断片 をT4k

1∩aSe (フアルマシア)で処理 をした｡このPCR産物 をPTZ

19R- SmaI消化 に組替え大腸菌 JM 109に組み込み クローニ

ングした｡本ベクターからEcoRI､B amHIにより切 り出 した

断片 をラット85kDacPLA2の遺伝子 プローブとした0
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(3)ラッ ト14kDall型 PLA2 プロー ブの作成 当教室､駒田 ら

がラッ ト巨核球の cDNAライブラリーより単離 した cDNA (21)

を用いた｡

(4)遺伝子プローブの放射標識化

放射標 識化 プローブの作成には､ニック トランス レーションキッ ト

(宝酒造 )を用いて行 った｡25/̀ 1､cDNA溶 液､4/∠1､ 10

x反応綾循液､10FJl､dCTP (111TBq/mM)､ lFLl､

酵素溶液 (DNaseI､DNApo1ymerase) を含む反応

液 を 15℃､2時 間処理を した後､5FLlの反応停 止液 を添加 して 7

0℃､5分間で酵素を失活 させた｡反応液 をSephadex G5

0 (7 アルマシア､スエ ーデン) 3m lのゲル塘過カラムクロマ ト

グラフィーで未反応 dCTPと放射標識プ ローブを分離 した｡ この方

法での比活性は 1xlO 8 cpm/〃gDNA以上であった｡

(5)電気泳動 とノーザ ンブロット解析

totalRNA,あるいは polyA (+)RNA､4.5FL1

(totalRNAで 20-30〃g,polyA (+)RNAで 5

-10〃g)とsample buffer (2〃 1､ 10xMOP

S絞祷液､ lolll､ホルムアミド､3.5FLl､ホルムアルデヒ ド､

3〃 1, dye) を混合 して 65℃､5分 間､0℃､2分間処理 を し

たOこのサ ンプル をMOPS級碓液 (10mM MOPS､ pH7.

0､ 1mMEDTA)､2% (V/V)ホルムアルデヒ ドを含む 0.

8%アガ ロ-ス中で怒気泳動 を行 った｡電気泳動終了後､0.5FLg
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/m lのエチジュムプロミ ド溶液でゲルを 5分間､染色 したのち､2

xssc (20XSSC;3M NaC l､0.3M クエ ン酸 3ナ

トリウム 2水和物 )で 15分間ずつ､3回処理 した｡20XSSCに

ょりキヤ ビラリー トランス法でBIODINE B (PALL社製 ,

USA)メムプレンに 10時間程度かけて トランス ファーした｡ トラ

ンスファー後のメ ンブレンを2xSSCで 3分間沈 静の後,UVク ロ

ス リンカーにてクロス リンクしたQメンブ レンを予 め 65℃で30分

間処理 を したプレハイブリダイゼーション液 t組成 :6xSSC､ 5

0% ホルムアミド､5xデンハル ト溶液 (100xデンハル ト溶液 :

2%<W/v>fIC0l､2%<W/V>BSA､2%<W/V>

ポリビニルピロリ ドンー40)､25mM リン酸紋循液 pH7.

0､0. 1% SDS､0.2mg/m l サケ精子 DNAt中で 4

2℃で 4時間以上放置 した｡その後､予め 65℃で 30分間処理 を し

たハイブ リダイゼーション液 陳L成 :6XSSC､ 50% ホルムア

ミド､5xデンハ ル ト溶液 (100xアンハル ト溶 液 :2%<W/V

>fic ol､2%<W/V>BSA､2%<W/ V>ポリビニル ピ

ロリドン-40)､20mM リン酸綾祷 液 pH7.0､0.1%

sDS､0.1mg/m l サケ精子DNA､10ng/m l､放

射標識 プローブl 中で42℃で 12時間以上放置 した｡メプ レンの洗

糾 ま､2xSSC-0,1%SDS溶液で65℃､30分 x2回､0･

1xSSC-0. 1%SDS溶液 で 65℃､30分 間行 った｡メムプ

レンは､ イメージアナライザーBAS2000 (富士写英､東京)､

あるいはオー トラジオグラフィーにより解析 した｡

2-2-9 未刺激 3Yl細目泡とTNF刺激 3Yl細胞 のSuper

17



ose 12 FPLCカラムクロマ トグラフィー

10mM TrIS-HCl,pH7.4､ 150mM NaC l､

1mM EDTAで平衡化 した Superose 12FPLCに末

刺激 3Y l細胞､ 800fJgとTNF刺激 3Yl細胞､400FLgの

紺胞質可溶性画分 を300〃 lの容量でアプライした｡流速 0･3m

1/mlnで溶出 した｡カラムクロマ トグラフィーか らの溶出液 を0.

3m l/ fractI0n (1分/ fraction)の割合で分画

したo各 フラクシ ョンについて2-1-5に示 した方法でホスホリパ

ーゼA2活性 を測定 した｡溶出位置については､バイオラ ド社製の分千

立マーカー (670kDa､ 150kD a､44kDa､ 17kD

a､ 1.7kDa;) を同一条件下でアプライして決定 した｡

2-2-11 各種抗体 との反応性

(1)抗 85kDacPLA2抗体 による活性吸収 実験 :500FLlの

サンプルチューで プTBS-0. 1%BSA存在下 で 3Yl細胞､T

NF刺激細胞の可溶性画分 (100pmo1/hr)と抗 ウサギ血小

板由来 85kDacPLA2抗体 RHY4 (87) 0-30/Jgと 2

時間､4℃で反応 させたo反応液 は50jLlとした｡反応後 あ らか じ

めTBSで膨潤 した抗マウスイムノグロブ リンビーズ 30FLlと混合

して 30分間室温 で反応 させた｡反応後 3000rpm､5分､4℃

で遠心 して上措60〝 1を酵素源 としてホスホリパ ーゼA2活性 を測

定 した｡表示は抗体 0〃gのときの活性 を 100% ととして残存活性

を示 している｡

(2) 抗 14kDa11塑ホスホリパーゼA2抗体による活性吸収実験 :

500〃 1のサンプルチューでプTBS-0･1%BSA存在下で 3
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yl細胞 ､TNF刺激細胞 の可溶性画分 (loopmo1/ hr) と

抗 ラッ ト14kDaII型 ホスホ リパ ーゼA2抗体 R377 (88) 0

-60〃gと2時 間､4℃で反応 させた｡反応液は 50〃 lとした｡

反応後 3000rpm､5分､4℃で達心 して上清 30〝 1を酵素源

としてホスホリパ ーゼA2活性 を測定 したo表示は抗体 OFLgの とき

の活性 を 100%ととして残存活性 を示 している｡

2-2- 12 TNF刺激後のイオノプア刺激 によるアラキ ドン酸代

謝物遊離反応

コ一二ング社製 24w e llプレー トに3y l細胞 を飽和状態 まで培

養の後､ 2-2-3の方法 に従 いTNF刺激 を行 った｡刺激終了 6時

間前に [3H]アラキ ドン酸 (Amersham,USA)を0.5FL

ci添加 してさらに培養 した｡細胞 をPBS-0. 1%BSAで洗浄

後､ 1%FCS-DMEM溶液 にA23187を最終濃度が 2〝M

(あるいは OM)になるよう添加 して､ 10分間､ 37℃で培養 した｡

培養後､培養液 と細胞 を回収 してそれぞれの放射活性 を測定 した｡表

示は､取 り込 まれた放射活性に対する遊離活性の割合 (%)で示 した｡
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2-3 結果

2-3-1 TNF,IL-1刺激による繊維芽細胞株 3Yl細胞 中

のホスホ リパーゼA2活性の変動

TNF (1000u/ml)､で ラット胎 児由来繊維芽細胞株 3Yl

細胞 を 12時間刺激 したところ､ それぞれの刺激に より細胞 内の酵素

活性が約 10倍程度 に上昇 するこ とが観察 された｡一方､細胞外 の酵

素活性 は､検出出来なかった0本酵素活性 は､その大部分が細胞質可

溶性中に回収 された｡また IL-1で刺激 した場合 も同程度 の酵素活

性上昇が観察 された｡

2-3-2 TNF刺激による細胞内のホスホリパ ーゼA2活性の経

時的変動

3Yl細胞 を1000u/mlのTNFで刺激する と図3に示すよう

に､刺数後 3時間目より細胞中のホスホリパーゼA2 活性が上昇する

ことが観 察 され､ 14時間 目程度 まで酵素活性は上昇 した｡刺激後 1

4時間後 のホスホ リパーゼA2活性は未刺 激細胞の酵素活性 の約 10

倍程度だった｡

2-3-3 TNFの用益依存性

刺激時 間を14時r指=こ固定 して､TNFの用-FTBi依存性について検討

した｡その結果､ 3Yl対日抱中のホスホ リパーゼA 2を活性化するた

めには､ 102 u/m l以上必要であることが分かった (図 4)0
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図3EffectofTNF-TreatmentonCell-Associated
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2-3-4 アクチノマイシンDとデキサメタゾンの効果

TNF刺激 による 3Yl細胞中のホスホリパーゼA2活性上昇 に､R

NA阻害剤であるアクチノマイシンDと抗炎症性ステロイ ド剤である

デキサメ タゾンが どの様 な効果 をおよはす かについて調べた｡その結

果､アクチノマイシンD (1mg/ml)､デキサメタゾン (1uM)

でTNFによるホスホリパーゼA2活性上昇を有意に抑制 した (図 5)0

なおいず れの薬物 も既に存在するホスホリパーゼA 2活性 にたい して

は影響 を与えなか った｡このことは､TNFによる細胞内のホスホ リ

パーゼA2の活性化 には新 たな蚤 白質合成 を介 していることを示唆 し

ている｡

2-3-5 85kDacPLA2量の変動

3Yl細胞 とラッ ト脳からcPLA2をPCR法に より増幅 クローニ

ングした｡その結 果､今回ノーザ ンブロッ ト解析 に用いた断片 は､ ヒ

ト､マウス とも90%以上 の相同性があった｡がTNF刺激 によるに

ょる85kDacPLA2の変動 を遺伝子 レベルで調べた｡末刺激細

胞では､図 6に示すように約 3kbのところにバ ン ドが検出 された｡

一方TNFで 10時間刺激 した細胞では､極めてその発現JniR-が低下 し

ていた｡ この結果 は､2-3-4の結果か ら3Yl細胞 に於 てTNF

により活性化するホスホリパーゼA2はcPLA2とは異なることが

示唆 された｡

2-3-6 抗体の反応性

3Yl,17lll胞 とTNF葬U敢細胞の可溶性画分 中のホスホリパーゼA2活

性の各種抗体 との反応性 について調べた｡末刺激 3Yl対口胞中の酵素
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活性のおよそ 80%が抗 85kDacPLA2抗体 ににより吸収 した｡

さらに抗 14kDalI型 PLA2抗体 と反応する酵素活性 も検 出され

た0-万TNFに より刺激 した3Yl細胞 可溶性画分の大部分 の酵素

活性は､85kDacPLA2､ 14kDalI型 PLA2に対 するい

ずれの抗体 とも反応 しなか った (図 7)｡ このことはTNF刺激 3Y

l細胞 に於いては既知のホスホリパーゼA2と免疫化学学的 に異なる

酵素が発現 していることが強 く示唆 された｡

2-3-7 Superose12FPLCゲル油過カラムクロマ ト

グラフィー上における変化

2-3-5､2-3-6の結果 よりTNFにより刺激 した 3Yl細

胞中には新規のPLA2が存在す る可能性 が予想 された｡そ こでタン

パク質 レベルで未刺激州胞 とTNF刺激細胞でどの様 な変化 がみ られ

るかにつ Superose12FPLCゲ ル嘘過カ ラムクロマ トグラ

フィーを使 って調べた｡束刺激細胞では大部分のホスホリパ ーゼA2

活性が推定分子量 100kdaの ところに溶出 した｡ (図 8A)この

活性は2-3-5､2-3-6の結果､またラット血小板中に存在 す

る85kDacPLA2の溶出位置 とも一致するこ とから､cPLA

2由来の酵素活性 と結論 した0-万TNFで刺激 した細胞 については､

大部分の酵素活性が推定分子量 60kDaのところに溶出 (図 8B)O

従 って3Yl,BTB胞 に於いてTNFにより活性化するホスホリパーゼA

2はこの分子量 60kDaの酵素 であるこ とが予想 された｡ またSu

perose12FPLCカラムクロマ トグラフィーにおいて今回用

いた溶 出液では､14kDaTl型ホスホリパーゼA2は分子'-& 14k

Daのところには溶出されず､非常に低分子量のところにきわめて低
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い回収率で回収 されて来るため本実験では検出出来なかった｡

2-3-8 イオノフォア2次刺激に対するTNFの効果

3Yl細 胞 をTNFで 14時間刺激後のイ オノフォアA23187､

2次刺激 に対する効果を調べた｡その結果末刺激細胞では､イオノフォ

ア刺激に よりアラキ ドン酸代謝物 (アラキ ドン酸､ PGE2)の遊離

が観察 された｡一方TNF刺激後 のアラキ ドン酸代 謝物遊離 が有為 に

低下 した｡ (図 9)

2-3-9 14kDalT型ホスホリパーゼA2の検出

(1)遺伝 子 レベルの検出 :ノーザ ンブロッ ト解析 に より14kDaII型

ホスホ リパーゼA2の発現 を検討 した｡未刺激細胞 では 14kDall

型ホスホ リパ-ゼA2の迎伝子 を示す約 1kbのところにバ ン ドが検

出された｡一方TNFで 10時間刺激 した細胞 に於 いては未刺激細胞

と比較 して約 5倍程度発現量が上昇 した (図 10)｡

(2)酵素学的､免疫化学的手法に よる検出 :10万 g細胞質可溶性画分

については末刺激細胞では､14kDall型ホスホリパ ーゼA2特異

抗体 に反応するホスホリパ ーゼA 2活性が存在することを示 した (図

7)｡ また可溶性画分についてMONOQFPLCカラムクロマ トグ

ラフィー を行 った結果､100mM NaCl存在 下で溶出する画分

に酵素 活性 を確認 した (89)｡ この活性が 14kDaII型ホスホ リ

パーゼA2である と予想 している｡TNF刺激細胞 に於いては､遺伝

子 レベルでは､発 現並が上昇 しているにも関わらず､ホスホ リパーゼ

A2活性 として 14kdaホスホ リパーゼA2を検 出出来なかった｡

一方細胞培養上清､10万 g沈澱画分 (膜画分)中には今回用いた酵
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素活性測定法ではホスホリパーゼA2活性 が検出出来なかった｡そ こ

で抗体 を用いてウェスタンブロッ ト解析で､膜画分 14kDaTI型 ホ

スホリパ ーゼA2の検出を試みた｡その結 果TNF刺激細胞 に於いて

は分子量 14kDaのところにバ ン ドが検 出 された (図 11)｡ この

ことはTNF刺激 により14kDall型は細胞内の局在性が変化 して

いることを示 している｡
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2-4 考察

ラット繊維芽細胞株 3Yl細胞中には､85kDacPLA2が発現

している ことを酵素化学的､免疫化学的､遺伝生化 学的手法 を用いて

証明 した｡最近繊 維芽細胞 に関 しては､ ヒ ト肺繊維 芽細胞株W I-3

8細胞 (34)､ ラット繊維芽細胞株 Rat-2細胞中 (46)に 8

5kDacPLA2が逝伝生化学的手法 を用いて存在するこ とが報告

されている｡3Yl糾胞 をイオノフォア刺 激するとアラキ ドン酸代 謝

物産生が こう進 した (図 9TNF未刺激細胞).おそらくこれは､L

inらの報告 (47)から､cPLA2が活性化 (リン酸化､細胞 内

局在性の変化)す ることに よるものである と予想 している.繊維芽細

胞中の85kDacPLA2は､PDGF､ATP､EGFといった

蛋白合成 を介 さない比較的短時間 (分単位 )の脂質性生理活性物質産

生に関わっていると考えている｡

一万､ 3Yl細胞 をTNFで刺激すると､時間オ-ダーで細胞内の

ホスホリパーゼA 2活性が蛋白合成 を介 して上昇 した｡おそ らくTN

F刺激 に よりホスホリパーゼA2の発現誘導 されていると予想 してい

る｡ しか も興味深 いことに85kDacPLA2はTNF刺激 によ り

発現抑制 されるこ ととがわかった｡当初､恒常的に発現 していると考

えられていた85kdacPLA2が実は様々な細胞外刺激 により遊

伝子発現制御 され ることが他のグループか ら相次いで報告 されるよう

になった｡W 1-38細胞 (48)､ ヒ ト滑膜由来繊維芽細胞 (49)

を IL-1で刺激するとcPLA2が発 現誘殺 されることが報告 さ

れている｡ またヒ ト単球をGM-CSF刺 激するとcPLA2の発現
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に2相性 が見 られ ることが報告 されている (50)｡ さらにTNFで

刺激によ りHeLa細胞 (51)､上皮細胞 (52)においては cP

LA2が遺伝子誘導 されることが報告 され､これは私の結果 と反対 の

ものであ った｡TNFレセプターを過剰発 現 した細胞 においてはTN

F刃対敵 によ り､ cPLA2の変動は見 られない と報告 もされている

(90)0TNFは､細胞 によって全 く正反対の性 質 (細胞 障害性､

州胞増殖 活性)を示すサイ トカイ ンであ り (53),糸m胞種 に よるcP

LA2の発現の違 いはそうした状況 を反映 している と考 えている｡私

はこの細胞種 によるcPLA2の発現の違 いをC一mycの発現 と結

び付けて 5章で考察 したのでそちらを参照 していただきたい｡

3Yl,井川胞 をTNFで刺激 した場合に活性化するホスホリパーゼA

2は既知 のホスホ リパーゼA2とは免疫化 学的､酵素化学的 に異なる

分子量 60kDaのホスホ リパーゼA2であることを示 した｡85k

DacPLA2の迫伝子が減少す ることか ら､60kDaホスホリパ

ーゼA2は85kDacPLA2の蛋白分 解酵素や､同一避伝子か ら

のスプライシングの違いに よる産物ではないと予想 している｡ しか も

TNF刺激によりイオノフォア刺激に対す る反応が低下 しているこ と

が､60kDaホスホリパ ーゼA2は85kDacPLA2と異なる

酵素の活性制御 を受けている可能性 を示 している｡

さらに 3Yl州胞では､ この2つのホス ホリパーゼA2に加 えて 1

4kDalI型ホスホリパーゼA2が発現 していた｡Il型ホスホリパーゼ

A2はTNF刺激により発現が誘導 された｡ この結果は､平滑筋細胞､

アス トログリア細胞､等の結果 と一致 した｡ しかもTNF刺激 によ り

発現 した酵素は膜画分へ と移行擦 る可能性 を示 した (23-28)0

村上 らは､血管内皮#ln胞 (30)､肝,*EI=泡由来BRL細胞 (54)を
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TNFで刺激 した場合 のプ ロスタグラ ンジ ン産生 は この 14kDalI

型ホスホ リパーゼA2が関与することを特 異的阻害 を用 いて示 してお

り､3Y l細胞 においてもその可 能性が予想 されるが､ さらに特異 的

阻害剤､ アンチセ ンスを用 いた実験 を行 って確かめ る必要が あると考

えている｡



第 3車 60kDaホスホ リパーゼA2の精製 と性状解析

3-1 序

第 2車で既知のホスホ リパーゼA2とは異 なる酵素が存在するこ と

が明 らかになった｡そこで本章では､この新規 60kDaホスホ リパ ー

ゼA2の性状 と構造 を明 らかにするために3Yl細胞 を大量 に培養 して

精製 を試みた｡ さらに桶 製品で性状解析 を行 った｡ また精製品を用 いて

一部 アミノ酸配列 を決定 した｡

3-2 材料 と方法

3-2- 1 材料 DEAE-Sephacelイオンカラムクロマ

トグラフィー､Superose12､MONOQ､CNBr活性化 S

epharose､FPLCカラムクロマ トグ ラフィーシステムはフ ア

ルマシア (ス ウェーデ ン) より購入 した｡Po1y プロリン (MW 3

000)は､シグマ より購入 した｡Phe∩y1-Toyopear1

カラムクロマ トグラフィ-は東 ソー (東京) よ り購入 した0 1-p a1

m itoy1-2- [14C]- 1i∩oleoyl-phosphat

idylcholine､1-palm itoy1-2- [14C]- 1

i∩ o1eoy1-phsphatidy1ethano1am i∩e

はNENより購入 した0 ll [14C]-palm itoy1-2- 1
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ysophosphatldylcholi∩eはAmershamよ

り購入 した｡ 1-paim itoy1-2- Iysophosphat

idyIcho1i∩e はフナコシより購入 した｡その他 の試薬は生

化学用､特巌試薬 を用 いた｡

3-2-2 TNF刺激 3Yl細胞からの 60kDaPLA2の精製

(1)酵素源の調製 コ一二ングT225 (cm2) カルチャーデッシュで

90枚分 (1xlO 9 cel1s)のTNF刺激細胞か ら精 製を行 っ

た｡TNF刺激 3Yl細胞 を2-2-4の方法 で細胞 を破壊 した｡超音

波破壊画分 を超遠心機 70-P (日立､東京) で 100､000Xg､

4℃､ 1時間遠心 してえられた可溶性画分 を酵素源 とした｡

(2)DEAE-Sephacelカラムクロマ トグラフィー DEAE

Sephacel､75m lを¢2. 5cmx20cmのカラ

ム管 (バイオラ ド,USA)に充頃 したoカラムを20mM Tr1S

-HCl､pH7.4､ 150mM NaC l､ lmM EDTA溶液

でカラム容量の 5倍立で平衡化 した.平衡化後 ､細胞質可溶性画分 を流

速 30m l/時間でアプライした｡全量 をアプライ後､平衡化溶液 で

280nmの吸光度が0.005以下になるまでカラムを洗浄 したのち､

20mM Tris-HC l､pH7.4､300mM NaC l､ 1

mM EDTA溶液で溶 出 したO溶出は､280nmの吸光度が 0.0

05以下 になるまで行 った｡なおカラムクロマ トグラフィーはすべて 4

℃で行 った｡使用後のカラムクロマ トグラフィーは､2M NaC I港

液で洗浄の後､30%エタノール溶液で保存 し再利用 した｡非吸着画分､

35



吸着画分 いずれも､5m l/fractionの割合で分取 し､各 fr

act10nの一部分 を 280nmの吸光度測定 と､ホスホリパーゼA

2活性測定 に用いた｡なおホスホリパーゼA2活性 には各 fractio

nから10/∫1を酵素源 として､測定は2-2-5の方法に従 った｡

(3)ポリプ ロリンアフイニテ-カ ラムクロマ トグラフィーの作成 CN

Br活性化 Sepharose4B､4gを 1mM HC l中に膨潤

して4℃で 15分間静道 した｡静置後 4℃､750rpm (クボタ製遠

心機)で 30秒遼心 して上清 を除去 して新 たに 1mM HC lを加 えて

洗掛､遠心 を3回行 った.洗掛後のゲ)i,に0.1M NaHCO3-0.

25M NaCl溶液 に膨潤 した｡再度同溶液 で洗浄後､ポ リプロリン

10mg/m lを含 む 10m lの 0.1M NaHCO 3-0･25

M NaCl溶液にゲル を再膨潤 した｡これを 4℃で回転 しながら12

時間以上ゲルとポリプロリンとを反応 させた｡反応後､遠心 して上清 を

除去 して1M エタノールアミン (pH8.0)10m lに再膨潤 して､

室温で回転 させなが らゲルを2時間かけてブロ ッキングした｡遠心後 し

て上清 を除去 して0.1M TrIS-HCl､pH8.0- 0.2

5M NaCl浴液にゲルを膨潤 したOゲルを ¢1.5cmx20cm

のカラム管 (バイオラ ド)に充填 した｡充填後 ､カラムを0.1M 酢

酸旋律液､pH4.0-0.25M NaCl溶液 と0.1M Tri

s-HCl､pH8.0- 0.25M NaCl溶液 とで交互に洗浄

し､最後 に 10mMTris-HC l､pH7.4､150mM Na

cl溶液で平衡化 して保存 した｡

(4)フェニル- トヨバ ールカラムクロマ トグラフィー フェニル- トヨ
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パール､50m lを¢2.5cmx15cmの カラム管 (バイオラ ド,

USA)に充填 した｡ さらにプ レカラムとして(3)で作製 した､ ポリプ

ロリンカラムクロマ トグラフィーを接続 した｡ カラムを20mM T r

is-HCl､pH7.4､800mM NaCl､1mM EDTA

溶液でカラム容FTili:の 5倍量で平衡化 したo平衡化後､20mM Tr 1

s-HC 1(pH7.4)-2M NaCl溶 液でDEAE-Seph

acelカラムホスホリパーゼA2活性画分 を最終 NaC l濃度 が

0.8Mになるように調製 した後､カラムに流速 30m l/時間でア

プライ した｡全品 をアプライ後､平衡化溶液で280nmの吸光度が 0.

005以下になるまでカラムを洗掛 した｡プレカラムを離脱後､20m

M TrIS-HCl､pH7.4､50mM NaCl､ 1mM E

DTA溶液で溶出 した｡溶出は､280nmの吸光度が 0.005以下

になるまで行 った｡使用後のカラムクロマ トグラフィーは､蒸留水で沈

静の後､30%エタノール溶液で保存 し再利用 した｡非吸着画分､吸着

画分いずれも､5m l/ fract10nの割合で分取 し､各 frac

tionの一部分 を280nmの吸光度測定 と､ホスホリパーゼA2活

性測定に用いた｡ なおホスホリパーゼA2活性 には各 fractio∩

か ら10/∫1を酵素源 として､測定は2-2-5の方法 に従 った｡

(5)Superose12 FPLCカラムクロマ トグラフィー フェ

ニル- トヨバールカラムクロマ トグラフィーホスホリパーゼA2 活性

画分 をセン トリコン10 (アミコン､USA)により最終容量が 300

〟 1になるまで濃縮 した｡Superose12FPLCを20mM

Tris-HCl､pH7.4､100mM NaCl溶液で平衡化後､

濃縮ホスホリパーゼA2 活性画分 をアプライして流速 0,3m l/m
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inで溶出 した｡0.3ml/fraction で分取 した｡なお ホ

スホ リパ ーゼA2活性 には各 fractionから3FJlを酵 素源 と し

て､測定 は2-2-5の方法 に従 ったO

(6)MON0 Q FPLCカラムクロマ トグラフ ィー MONOQF

PLCを 20mM Tris-HCl､pH7.4､150mM Na

Cl溶液 で平衡化 した｡Superose12FPLCホスホ リパー ゼ

A2 活性画分 をアプライ して流速 0.5ml/mlnで平衡化溶液 で

洗粉 した｡溶出は､NaCl濃度 を 150mMから500mMまでの リ

ニアグラジエ ン ト (50分間)で行 った｡分取 は 0.5ml/frac

tion で行 った｡なお ホスホ リパーゼA2活性 には各 fracti

onから3FLlを酵素源 として､測定 は2-2-5の方法 に従 った0

3-2-4 SDSポ リアクリルアミ ド電気泳動

Laemmllの方法 (55)に従 って行 った｡泳動終了後 の染色は銀

賞ヒ色法いた0

3-2-5 性状解析

(1)益質特 異性 和製 60kDaホスホ リパーゼA2を酵 素源 に 2-2

-5の方法 に したがい､基質で酵素活性 を測定 した｡いずれの基質 も 2

〃Mとした｡

(2)Ca要求性 精 製 60kDaホス ホ リパーゼA2を酵素源 にCa

-EGTA液 (pCa7-3) (34)､TrIS-HCl(pH7.

4)の条件 で 2- 2- 5の方法 に従 い測定 した｡

(3)リゾホスホ リパーゼ活性 精 製 60kDaホス ホ リパ ーゼA2を用
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いて藤 守 (56) らの方法 に従い測定 した(,基質 として 1- [14C]

-palm itoyl- 1ysoPCを反応溶液中で 100FLMにな る

ように加 えた｡他の条件対照 としてラット血小板由来 85kDaPLA

2の部分粍製品を用いた｡



3-3 結果

3-3- 1 60kDaホスホ リパーゼA2の精製

(1)DEAE-Sephacelカラムクロマ トグ ラフィー TNF刺

激 3Yl細胞可溶性画分 をDEAE-Sephacelイオン交換 カ ラ

ムクロマ トグラフィーにアプライ した｡本条件 下では全 ての酵素活性 が

吸着 した｡吸着 した活性 の大部分が 300mMNaC lにて溶出 した画

分 に回収 された (図 12a)

｡本条件 で未吸着画分 に酵素活性が存在 しない ことは､TNF刺激 3Y

l州胞可溶性画分中には 14kDaI､日型ホスホ リパーゼA2が殆 ど存

在 しないことをしめ している｡

(2)Phe∩y 1-Toyopearlカラムクロマ トグラフィー D

AEA活性画分 をPhe∩y1-Toyopearlカラムクロマ トグ

ラフィーにアプライ した｡本条件下では全 ての酵素活性が吸着 した｡敬

着 した活性の大部分が 50mMNaC lにて溶 出 した画分 に回収 され た

(図12a)｡

(3)Superose12FPLCカラムクロマ トグラフィー Phe

∩yl活性画分 をセン トリコン 10で濃縮 して Superose12F

pLCカラムクロマ トグラフィーにアプライ した｡本条件下 では大部分

が推定分子量 65kDaの ところに回収 された (図 12a)｡

(4)MONO QFPLCカ ラムクロマ トグラフィー Superos

e12FPLC活性画分 をMONO QFPLCカラムクロマ トグラフィ

ーにアプライ した｡ 150mMNaC lか ら500mMNaC lまでの

リニアグラジエ ン ドをかけて溶出 したところ｡NaC l濃度が 300m
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M程度の ところにメインのタンパクピークに一致 してホスホ リパーゼA

2活性が溶出 した (図 12a)0

(5)SDS-PAGE MONOQFPLCの活性画分 について SDS

-pAGEを行 った｡その結果､還元条件下､非還元条件下いずれの場

合 も分子量約 60kDaのところに単一バ ン ドとして観察 された｡この

分子量サイズはSuperose12FPLCカラムクロマ トグラフィ

ーにおける溶出位置 とも一致 した｡

(6)相製のまとめ (i)か ら(4)のカラムクロマ トグラフィーを行 って可溶

性画分 200mgより最終摘製品約 5FLgを得 たO精製倍率 は約 970

0倍で放終比活性は750nmol/min･mgであった (図 12b)a
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3-3-2 60kDaホスホリパーゼA2の性状解析

(1)基質特 異性 60kDaホスホリパ ーゼA2の基質の脂肪恨鎖に関

する特異性について調べ た｡その結果､60kDaホスホ リパーゼA 2

はリノール酸含有基質 よ りアラキ ドン酸含有基 質を約 20倍効率 よく加

水分解 した｡ホスフアチデルコリンあるいはホスフアチデルエタノール

アミンのいずれの場合 も同程度加水分解 した｡ (図 13) 基質 1位 の

脂肪酸の結合様式の鎖 に よる違いを調べた｡ 1位がアルキル型の場合 に

おいてもアシル型の約 20%の効率で加水分解 した｡ (図 14)

(2)Caの要求性 60kDaホスホリパーゼA2のCa要求性 につ い

て調べたoPEを基質に した場合､ 1mMEGTA存在かでは､殆 ど活

性が検出出来なかった｡酵素活性は､ 10~6 M程度 より活性が発現 し

10~5 Mでほぼ最大活性 を示 した｡ (図 15)

(3)リゾホスホ リパーゼ活性 85kDacPLA2は､ ホスホ リパ ~

ゼA2活性 と同時にリゾホスホリパーゼ活性 を有 していることが報告 さ

れている (56-57)｡そこで 1- [14C]-palm itoy1

-2- 1ysophosphaヒidylcholineを基質にした

場合の リゾホスホリパーゼ活性 についてラッ ト85kDacPLA2と

比較 をした｡その結果､ 85kDacPLA2は､ 1-palm ito

y1-2- [14C]-arachldonoy1-phosphat

ldylchollneを基質にした場合のホスホリパーゼA2活性 の

約 60%程度の酵素活性 を有 している｡この結 果は､ウサギ血小板由莱

85kDacPLA2とほほ一致 している｡一万60kDaホスホ リパ
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-ゼA2に関 しては､ほとんどリゾホスホリパーゼ活性が検出出来なかっ

た｡ (図 16)

(4)p-BPBに対する効果 p-BPBは 14kDaTT型ホスホリパ ー

ゼA2に対 し阻害する物質であるop-BPBを60kDaホスホリパ

ーゼA2に作用 させたところ､Caを前処理す るしないに関わらず 0.

5mMでほほ完全 に阻害 した｡ (図 17)

(5)抗体 に対す る反応 性 当教室藤守は､ ウサ ギ血小板由来 85kDa

cpLA2に対するモノクローナル抗体 を樹立 した｡そのうちラット血

小板由来 cPLA2と交叉性 を示すいずれの抗体 とも60kDaホスホ

リパーゼA2は反応 しなかった｡ (図 18)
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3-4 考察

TNF刺激 3Yl細胞の可溶性画分 より分子量約 60kDaのホスホ リ

パーゼA2を精製 した.最終和製品の比活性は､ ヒ ト85kDacPL

A2を輔製 した時の比活性 とほほ同程度であった｡14kDaIT型ホス

ホリパーゼA2と比較す ると約 50分の 1であ った｡60kDaホスホ

リパーゼA2を精製するにあた り工夫 した点は､PDI (プロテインジ

イソメラーゼ)を除去するためにPDIに対す るアフイニテーカラムを

用いてことである｡このカラムを用いない場合 ､ホスホリパーゼA2と

pDIを除去することは不可花巨と々 えているO多 くの実験者がホスホ リ

パーゼA2精製の投終段 階においてもなおPD Iが混入することを指柄

している (57)｡ トリグリセ リドリパーゼは､PDIと複合体 を形成

して､機能 しているとい う報告があるがホスホ リパーゼA2とPDIの

関連 については現在の ところ全 く不明である｡

いずれのカラムクロマ トグラフィーにおいて もホスホリパーゼA2は

ほほ単一 ピークとして検 出された｡ このことはTNF刺激 した3Yl細

胞可溶性画分の大部分の酵素がこの 60kDaホスホリパーゼA2であ

ることを示 している｡ 精製 60kDaホスホ リパーゼA2のアミノ醍

配列 ごく一部 を決定 した. KALYYANMはヒ ト､マウス85kD

acpLA2のアミノ酸配列 と70パーセン トのホモロジーが観察 され

た｡ しか しなが ら現在 の ところ85kDacPLA2にとってこの部分

がいかなる機能をもった ドメインであるかは明確 に示 されていないo~

方､MSSENという配列 にはホモロジーは認 められなかったo またN

末端アミノ酸配列については確認出来なかったoこの 2つ配列 をもちい

てPCR反応 によりcDNA断片の単離を試み たが､現在の ところ成功

50



していない｡ さらにアミノ酸配列 を調べる必要があると考えている｡

60kDaホスホリパーゼA2は､Caイオン濃度が約 1か ら10FLM

で活性化する｡ これは85kDacPLA2が約 1FLMで最大活性 を示

すのとは若干異なっていた｡さらに 60kDaのホスホ リパーゼA2は､

きわめて高いアラキ ドン酸含有基質に対する選択性 を示 していた｡この

選択性 は85kDacPLA2よりも高いと考 えている｡ さらに60k

DaホスホリパーゼA2はアルキルアシルPC も加水分解するこから血

′｣､板活性化因子前駆体産生に寄与する可能性 も考 えられた｡ 60kD a

ホスホリパーゼA2のこれらの性状は85kDacPLA2と類似 して

いた｡ しか しなが ら60kDaホスホリパーゼA2にはリゾホスホリパ

ーゼ活性が検出出来なか った｡85kDacPLA2には､ホスホリパ

ーゼA2活性の他 にリゾホスホリパーゼ活性 を有 していることが示 され

ているが現在のところその生理的意鼓について明確 な解答は得 られてい

ない｡60kDaホスホ リパーゼA2と85kDacPLA2の唯一 の

酵素学的違いといってよい｡この リゾホスホ リパーゼ活性 を有 していな

いことが 3Yl細胞 において 60kDaホスホ リパーゼA2と85kD

acpLA2のアイソザ イムの変化の生理学的意義について調べる糸 口

になると考 えている｡



第 4章 生体内での 60kDaホスホ リパーゼA 2様酵素の発現

4-1 序

2串､3章でラッ ト胎児由来繊維芽細胞 中にTNFで刺激する と分 子

JliLf60kDaの新規 のホスホリパーゼA2が発 現することを報告 した.

本章では 60kDaホスホ リパーゼA2の生体 ラッ トでの発現 につい て

検討 を試みた｡

グラム陰性菌の,糾lJ抱壁 に存在する リポ多糖 (1ipopo1ysac

charides;LPS)は､ ヒ トや各種実験動物で内在性 のTNF

の産生 を誘導することが報告されている (58159)｡そこで生体 ラッ

トにLPSを投与 してホスホリパーゼA2の活性変動 を調べそれを手 が

か りに 60kDaホスホ リパーゼA2の発現 を調べ た｡

4-2 材料 と方法

4-2- 1 材料

w ister rat (7週令) は日本生物 材料 より購入 した｡サ ル

モネラミネソタRe595株 由来 リボポ リサ ッカライ ド (LPS)は シ

グマ (USA)より購入 した｡その他 の試薬 は特級 を用 いた0

4-2-3 LPS処挫

LPSを0.22iLmの細菌的フィルターを通 した生理的食塩水 に最

終濃度 1mg/mlになるように懸濁 したO懸 濁液 をチ ップタイプの ソ

52



ニケ一夕ーで強度 20で 10秒 x3回ソニケ- ションして透明な液に し

た｡本液は使用するまで-20度で保存 した｡ ラッ トにLPSを投与す

る場合はLPS原液を生理的食塩水で 10倍 に希釈 した溶液 を 1.5m

1/kg･bodyの濃度で尾静脈 より投与 した｡

4-2-4LPS処理 をしたラットの各臓器 中のホスホリパーゼA2活

性の測定 LPS処理 24時rLq後ラットをエーテル麻酔 したO断頭 して

充分 しゃ血 した後肺､脳 ､心臓､-削減､相接､肝臓 を締出 した.嫡出臓

器はホモジナイズ用溶液 (SET溶液+0.1mMPMSF)で充分 洗

掛 したo析剖用はさみで充分粉砕 した各種臓器 を湿韮Jiii-の 5倍立のホモ

ジナイズ用溶液に懸濁 した｡本液をポッタ一式 ホモジナイザーで 800

-1000rpmでホモジナイズ した｡ホモジ ナイズ液 をクボタ冷却遠

心機で4℃で3500回転で 10分 間遠心 して非破壊画分 と核画分 を除

去下｡その後超遠心機で 4℃､100､000gで 1時間遠心 し可溶性

画分 を調製 した｡ これ を酵素源 として 1-palm itoyI-2-

[14C]-arachldo∩yl-pho sphatldylch

01i∩eを基質に 100mM Tris-HCl(pH9.0)､4

mM CaC12､0･1mM DTT､0･1mg/m l BSA存

在下で酵素活性 を測定 した｡

4-2-5 デキサメタゾンの効果

デキサメタゾンを最終濃度 7.5mg/m lになるようにエタノール

に溶解 した｡ このデキサメタゾン溶液を5%含 む生理的食塩水 を2m 1

/kgbody背部皮下 より投与 したo対照 として 5%エ タノールを含

む生理的食塩水 を投与 したoデキサメタゾン処理 5時間後 4-2-2に
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示した方法 に従いLPSを投与 し､ホスホリパーゼA2活性 を測定 した0

4-2-6 ノーザ ンブロット解析 による脳 中の85kDacPLA2

量の検討

LPS処理､未処理 それぞれのラットの脳 を摘出後無菌的なPBS

(-)で充分洗浄 し､湿重量の 10倍立の so1.Dを加えた02-2

-#の方法 に従いmRNAを調製 した｡ノーザ ンプロ ト僻折 にはそれぞ

れmRNAIO〃gを使用 した｡プローブはラッ トcPLA2を用いて､

2-2-#の方法に従 いノーザ ンブロット脈折 を行 った.シグナルが非

常に弱いので､BAS2000イメージアナライザーで exposeし

た｡

4-2-7 DEAE-Sephacelイオ ン交換クロマ トグラフィ

ゲル容量が 20mlのDEAE-Sephacelイオン交換カラム

を 20mMTr1S-HCl緩循液 (pH7.4)､135mM

NaCl､ 1mMEDTAを含む平衡化溶液で充分平衡化 したoL

ps処理および未処理 ラ ットの脳の可溶性画分 60mgを本 カラムク ロ

マ トグラフィーに流速 20ml/hでアプライ した.吸光度 280nrn

が 0.01以下になるまで平衡化溶液で洗浄 した後 240mMNaC 1

を含む溶出溶液で吸光度 280nmが0.01以下になるまで溶出 した｡

さらに 1MNaClを含 む溶出溶液で溶出 した｡各 フラクションは 5m

1/フラクションの割合 で回収 し､そのうち 50/∠1をホスホリパーゼ

A2活性測定 に用いたo



4-2-8 DEAE分画の抗体 との反応性

DEAE各分画ホスホ リパーゼA2､約 80pmo1/hrを酵素源

として 14kDaII型 ホスホリパ ーゼA2､cPLA2抗体 で活性吸収

を行 った｡方法は2-2-4に従い行 った｡

4-2-9 ホスホリパーゼA2の精製

(1)酵素源 の調製 50匹のラッ トを4-2-3の方法で LPS処理 を

した｡4-2-4の方法 で細胞 を破壊 した｡超 音波破壊画分 を超遠心機

70-P (日立､東京)で 100､000xg､4℃､ 1四時間遠心 し

てえられた可溶性画分 を酵素源 とした｡

(2)DEAE-Sephacelカラムクロマ トグラフィー DEAE

Sephacel､200m lを ¢5.0cmx20cmの カ

ラム管 (バイオラ ド,USA)に充填 した｡カ ラムを20mM Tr 1

s-HCl､pH7.4､135mM NaC l､1mM EDTA溶

液でカラム容量の5倍量 で平衡化 した｡平衡化 後､細胞質可溶性画分 を

流速 40ml/時間でアプライ した｡全量 をアプライ後､平衡化溶液

で 280nmの吸光度が 0.005以下になる までカラムを洗掛 したの

ち､20mM TrlS-HCl､pH7.4､240mM NaCl､

lmM EDTA溶液で溶出 したQ溶出は､280nmの吸光度が 0.

005以下になるまで行 ったOなおカラムクロマ トグラフィーはすべ て

4℃で行 った｡使用後のカラムクロマ トグラフィーは､2M NaC l

溶液で洗掛の後､30%ユタノ-ル溶液で保存 し再利用 したO非吸着画

分､吸着画分いずれも､ 10m l/fract10nの割合で分取 し､
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各 fract10nの一部分 を280nrnの吸 光度測定 と､ホスホ リパ

ーゼA2活性測定 に用 いたOなおホスホリパーゼAZ活性 には各 frac

tionから50FLlを酵素源 として､測定 は 2-2-5の方法 に従 っ

た｡

(3)フェニ )i,- トヨパ ールカラムクロマ トグラ フィー フェニル- トヨ

パール､ 50m lを¢2.5cmx15cmの カラム管 (バイオラ ド,

USA)に充填 した｡ カ ラムを20mM Tris-HC l､pH7.

4､800mM NaC l､ lmM EDTA溶液でカラム容量 の 5倍

壷で平衡化 した｡平衡化後､20mM TrlS-HC l(pH7.4)

-2M NaC l溶液でDEAE-Sephacelカラムホスホ リパ

-ゼA2活性画分 を最終N aC l濃度が 0･ 8Mにな るように調製 した

後､カラムに流速 30m l/時間でアプライ した｡全量をアプライ後､

平衡化溶液で 280nmの吸光度が 0.005以下 になるまでカラム を

洗掛 した｡20mM T ris-HC l､pH 7.4､300mM N

ac l､ 1mM EDTA溶液で潜出 した｡溶 出は､280nmの吸 光

度が 0.005以下 にな るまで行 った｡ さらに 20mM T rlS-H

c l､pH7.4､50mM NaC l､ 1mM EDTA溶液で溶 出

した｡溶出は､280nmの吸光度が0.005以下 になるまで行 った｡

使用後のカラムクロマ トグラフィーは､蒸留水 で洗浄の後､30%エ タ

ノール溶液で保存 し再利 用 した｡非吸着画分､吸着画分 いずれ も､5m

1/ fract10nの割合で分取 し､各 fract10nの一部分 を

280nmの吸光度測定 と､ホスホ リパーゼ A2活性 測定 に用 いた｡ な

おホスホ リパーゼA2活性 には各 fractionか ら50FLlを酵 素

源 として､測定 は 2-2-5の方法 に従 った｡
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(4)MONO Q FPLCカラムクロマ トグラフィー MONOQF

PLCを20mM Tr1S-HCl､pH8.5､150mM Na

cl溶液で平衡化 したQ活性画分 をアプライして流速 0.5m l/m i

nで平衡化溶液で洗掛 した｡溶出は､NaCl濃度 を 150mMから 6

oomMまでのリニアグラジュン ト (50分間)で行 った｡分取は 0.

5m l/ fract10n で行 った｡なおホスホリパーゼA2活性 に

は各 fractionか ら10〃lを酵素源 と して､測定は2-2-5

の方法 に従 った｡

(5)Superose12 FPLCカラムクロマ トグラフィー

MONOQ活性画分 をセ ン トリコン 10 (アミコン､USA)により最

終容量が 300FLlになるまで濃縮 したoSuperose12FPL

cを20mM Tris-HCl､pH7.4､100mM NaC l

溶液で平衡化後､濃縮ホスホ リパ ーゼAZ 活性画分 をアプライして

流速 0.3m l/m inで溶出 した｡0.3m l/fractio∩

で分取 した｡なおホスホリパーゼA2活性 には各 fractionか ら

10〃1を酵素源 として､測定は2-2-5の方法 に従 った0

4-2-10 性状脈析

フェニル トヨパール活性画分 を用いてCa要求性､ リゾホスホリパ ー

ゼ活性 を調べた｡方法は､3-2-5に従 ったO



4-3 結果

4-3- 1 LPS処理に よるラッ ト各臓器 中のホス ホリパーゼA2活

性の変動

LPS処理 24時間後の各臓器のホスホリパーゼAZ 活性 を調べ た

ところ図 19に示すように肺､脳､腎臓 におい て未処理ラッ トの臓器 と

比較 して約 3倍程度酵素活性が上昇することが観察 された0-万､図 1

9に示す他の臓器に於ては有為な酵素活性の上昇は観察 されなかった0

4-3-2デキサメタゾンの効果

抗炎症ステロイ ド剤であるデキサメタゾンの､LPS投与によるホス

ホリパーゼAZ 活性の上昇に対する効果 を調べた｡ その結果図 20に

示すようにデキサメタゾ ン投与群 において有為 にLPSによる酵素活性

の上昇 を抑制 した｡一方､デキサメタゾン単独 では内在性のホスホリパ

ーゼA2 活性には殆 ど影響 を及ぼさなかった｡

4-3-3LPSによる脳【11の85kDcPLA2 の変動

脳 に着 ElLLPS処PJiによる85kDcPLA2 の変動 を調べた｡

その結果､図 21に示す ように未処理ラット脳 中には極めて少ないもの

の85kDcPLAZが遺伝子 レベルで発現 していることを確 認 した｡

一方LPS処理 した脳では 85kDcPLA2の発現正は未処理脳 と比

較 して 5分の 1に低下 した｡ これは培養細胞で ある3Yl州胞 をTNF

で刺激 した結果 と一致 した｡
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図20
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4-3- 4DEAE-Sephacelイ オン交換 クロマ トグラフィ

LPSを処理 した脳 においても3Yl細胞でみ られたようなホスホ

リパーゼA2アイソフォーム変動が観察 されるのではないか と予想 しイ

オン交換 クロマ トグラフィーによるホスホ リパーゼA2の分離を試みたO

図 22に示す ように未処理脳では 135mMN aC l存在下 でカラム

に吸着 しなかった画分 にピーク 1が､ 1M NaC lで溶出 した画分 に

ピーク3のホスホリパーゼA2活性が検出 されたo ピーク 1の活性は図

#に示 す抗体 による活性吸収の結 果か ら14kDT ypeIIホスホ リ

パーゼA2由来の酵素活性 と結論 した｡一方 ピーク3は､85kDcP

LA2由来の酵素活性であることが示唆 された｡同様の条件下でLPS

処理 ラッ ト脳可溶性画分 についてカラムク ロマ トグラフィーを行 った

結果､ cPLA2由来のピーク3の活性が減少 したのと同時に新 たに2

40mMN aC lで溶出 した画分 にピーク2のホスホリパーゼA2活性

が検出 された｡この活性は図23に示すように既知 の抗体 とは全 く反

応 しなか った｡先 に示 した末分画脳可溶性画分 に於 ける活性上昇はこ

のピーク2のホスホリパーゼA2の新 たな発現 によるもの と予想 した0

4-3-5 ピーク2の精製

LPS処理 したラッ ト50匹の細胞質可溶性画分 より粍製 を試みた｡

図24はその精製過程 をまとめた結果である｡MONO QをpH7.

4からp H8.5に変更 したのが効果的であった｡最終ステ ップの S

uperose 12FPLCのホスホリパーゼAZ活性画分 について

SDS-PAGEを行 った結果図 24に示 すように分子Jliif60kDの

ところに単一なバン ドが検出された｡ またSuperose 12F

pLCカラムクロマ トグラフィーにおけるホスホリパーゼA2 活性の
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DEAESephacelColumnChromatographyofNormalRatBrainPLA2and
LPS-TreatmentRatBrainPLA2

NormalRatBraln

20106d OOFr8Ctionnumber

LPS_TreatedRatBrain

20 ■) 60

FraCt10nnumber

図23

LmmunoreactivityofPhospholipaseA2ActivitiesinDEAE
-SephacetFractions

ロ三三三コ 匹亘[]

-ー
(LLIdp)hIAIIaItYIJ

㈱

∴o

0

0
m

0

o

O
描

oo

o

(%)̂一!̂
)一OC
ICn
P
ISOJ
EV
l
d

Anlト14kDtHIPLAZ AntIICPI,A2 Ant卜14kD8HPLA2 Anti-cPLA2 AntH4kDa‖PLA2 AntkPLAZ

Antibodies



図24
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位置 も分子量 60kDの溶出位置 と一致 した0

4-3-6 脳か ら精製 した 60kDa酵素の性状

(1)Ca要求性 脳由来 60kDa酵素は､ 10~6Mより活性が発現

しほほ 10-5M程度で最大活性 を示 した｡

(2)リゾホス ホリパーゼ活性 脳由来 60kDa酵素は､ リゾ活性 が

検出出来 なかった｡これら二つの結果は3Yl細胞 から精製 した酵素

の性質 と一致 していた｡



4- 4 考察

LPSは､生体 に対 し様々な影響 を及ぼす ことが報告 されている｡マ

クロファージからのTNF､IFN産生､血栓形成 (DIC)､血管

内皮細胞損傷､発熱反応等 が報告 されている (61-62)｡脳内 に

於いては､血液脳 関門の透過性 を冗進 させ ること (63-64)､ ミ

クログリア細胞 に対 してTNFをは じめとして､IL-1, IL-6

といったサイ トカイン産生 を促すことが報告されている (65-66)0

LPSを全身に投与 したときの酵素活性の変動 について｡本実験では､

顕著な酵素活性の変動は､脳､肺､腎臓 において観察 された｡他の臓

器が全 くLPSに対 し反応 しない とは考え られず､脳以外の細胞 にお

いでもイオン交換 カラムクロマ トグラフィー等の分析が必要である と

考 えている｡ 中野 らはラッ トにLPSを投与 したときの 14kDall

型ホスホ リパーゼ A2が脳 ､動脈､肺臓､肺､胸腺 で誘導 されるこ と

を報告 している (31)｡今回肺臓で殆 ど変化がみ られないのは､酵

素測定条件 による ものと考 えている｡本条件では､DTT､BSA脊

含み PCを基質に しているので 14kDaホスホリパーゼA2の関与

を極力抑 えている｡ さらに脳 について細か く調べた｡肺 についてもほ

ほ同様の結果を得 ている｡85kDacPLA2の変動 について迫伝

生化学的手法 を用 いて調べ たが､未処理脳 中での 85kDacPLA

2の発現立は非常 に少なか った｡ これはC 1arkらの結果 と一致 し

ていた (34). 85kDacPLA2迫伝子は一般にその臓器中で

の発現壷 が低いといわれている (67) oLPSに よりこの 85kD

acpLA2が非常に低下 した｡生体内での 85kDacPLA2の
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迫伝子発現 に関する知見は今のところこれがは じめてである｡

イオン交換カラムの結果か ら未処理脳 中には 14kdaII型ホスホ リ

パーゼA 2､85kDacPLA2が存在 することが分かった｡LP

S処理に よりこれ らに加 えて60kDaホスホリパ ーゼA2ときわめ

て類似 の酵素が発現 していた｡ 14kDaII型ホスホリパーゼA2も

LPS処 理により酵素墓が増大 していたo これは中野 らの結果 と一致

するもの､未処理脳 中にも 14kdall型 ホスホ リパーゼA2がかな

り多 く存在す る点では一致 しなかった｡当教室松沢 らは脳 中では､Il

型ホスホ リパーゼA2が分泌源粒 中に存在 することを示 している (6

9)0

LPS処 理脳中よ り60kdaホスホリパ ーゼA2様の酵素 を精製 し

た03Y l細胞か らの 60kdaホスホリパーゼA2とカラム上の挙

動が一致 した｡ またリゾホスホリパーゼ活性がない点や抗体 の反応性

からおそ らく脳中の 60kdaホスホリパ ーゼA2と3Yl細胞 60

kdaホスホリパ ーゼA2は同一のものであろうと考えている｡これ

らの反応 はLPSにより脳 ミクログリア細胞からTNFが産生 され脳

中のいずれかの細胞 に作用 して起 きている と考 えているO さらに詳細

な検討が必要 と考 えている｡



第 5章癌原遺伝子 C-mycと85kDacPLA2

5-1 序

私 は､第 2章か ら第 4章において､TNF刺激 によ りある種 の条件 下

では､cPLA2 が減少 して､新規 60kDaホスホ リパーゼA2

が発現誘 導するこ とを示 した｡一方私 は､ 当教室池本守学士 と共同で

癌化 に伴 うアラキ ドン酸代 謝異常 について研究 を行 ってきた｡その結

果 C-myc病原 迫伝子 と85kDacPLA2の低下 と関連 につ い

て明 らかに したので本草ではその点 について報告する｡

5-2-2 材料

ヒ ト単球系 白血病細胞株 U937細胞 は理化学研究所 の細胞 バ ンク よ

り購入 したO ラッ トC-mycプ ローブは､築地国立癌 センターの杉

山晶規博士 より御供与 していただいた｡

5-2-3 細胞培養

U937細胞 は､10%FCSをふ くむRPMI1640 (日水製薬､

東京) を基本培地 として 5%CO2下､37℃で培養 した｡継代 は､5

xlO 5ce11/mlでおこなった｡

5-2-4 TNFによるU937紺胞 の刺激

0937細胞､1xlO 6ce11/mlの濃度 で 1000u/mlの
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濃度のTNFを含 む培地で さらに培養 し､刺激後 0､2､6､ 14時

間後の細胞 を回収 した｡回収 した細胞 は､PBS (-)で洗浄の後 2

-2-2に示す方法でmRNAを回収 した｡

5-2-5 TNFによる3Y l細胞の刺激

3Yl細胞 を刺激 する方法 は2-2-1に準 じて行 い細胞 を回収 し､

RNAを調製 した｡

5-2-6 ノーザ ンブロット解析 によるC-mycjliu-の定JrliLi-

(I)ラットC-myc迫伝子 プローブの作成 :ラッ トC一mycの染色

体迫伝子 の exon3を含む断片 (H i∩dIll-BgllI断片､) を

PTZ19R (BamHI､H indHT制限酵素処理)に2-2-8

に示 した方法でライダーシ ョンした｡この遺伝子 を JM 109細胞 で

増や し､ 2-2-2に示す方法で プラスミ ドを回収 した｡回収 したプ

ラス ミドをH i∩dIIIとEcoRIで制限酵素酵素処理 したC-myc

迫伝子断片 を含む遺伝子 を低融点 アガロースで回収 しこれをプローブ

とした ｡

(2)プローブの放射標識化 :2-2-8の方法 にしたがった｡

(3)ノーザ ンプ ロ解析 :U937糸耶泡のノーザ ンブ ロッ ト解析 には各サ

ンプル 5jJgのmRNAを用いて行 った03yl細胞 については､各

サンプル 30pgの totalRNAを用いて行 った｡ノーザ ンブロッ

ト解析の方法につ いては2-2-2の方法 にしたが った｡ただ しU9

37細胞 については､ラッ トC-mycプローブを用いたので､プ レ
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ハイブリダイゼー ション､ハイブ リダイゼーションの温度 を､ 40℃

にさげておこなった｡ハイブリダイゼーシ ョン後の沈静 も2xssc

-0.1%SDS溶液で 55℃で 2回､0.2xssc-0.10/oS

DS溶液で 55℃で 1回行 った｡

5-2-7 85kD cPLA2の定量

(1)プローブの作製 :85kDcPLA2のオープ ンリーディングフ レ

ームをすべて含むプラス ミド (旭化成 (秩) よ り供与) をEcoRIと

Bg lllで制限酵素処理 した断片 を 2-2-8の方法 に従い低融点 ア

ガロースで回収 した断片 をプローブとした｡



5-3 結果

5-3-1各種癌遺伝子導入 3Yl細胞株 中のホスホ リパーゼA2 活

性

各種癌 遺伝子導入細胞 に於ける細胞内の ホスホリパーゼA 2活性 に

ついて測定 した ところmyc迫伝 子牛入細胞株 が有 意 に酵素活性の低

下が観察 された (鼠 25)0

5-3-2 3Y1-myc､3Yl糸目胞 の Superose12F

PLC

5-3- 1で示 したmyc糸刺胞の細胞内酵 素活性の低下が酵素歪の低

下 による ものかを調べるために3Ylと3Y1-myc細胞 について

Superose12FPLCゲル嘘過カ ラムクロマ トグラ フィー を

行 った｡ その結果 図 26に示す ように分子量約 100kDa付近のホ

スホ リパ ーゼA2活性が低下 していることが観察 された｡ この活性 は

さきに示 したように cPLA2由来の酵素活性 と結論 している｡

5-3-3TNF刺激 による3Yl細胞 の内在性 C一myc迫伝子変

動

3Yl細胞 をTNFで刺激 する と､図 27に示す よ うに､未刺激飽和

状態 3Yl細胞 で は､C一myc造伝子が発現 して いなかったものの

刺激後 2時間で C-myc立 は､最大発現 を示 し､ その後持続的に発

現 していた｡一方 cPLA2の発現丑は､ C-myc発現 に ともない
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急速に減少 した｡

5-3-4TNF刺激 によるU937細胞 の C-myc量 とcPLA

2量の関連

U937細胞 をTNFで刺激する と未刺激細胞で発 現 していた C一m

ycが 2時間目では､減少 しその後再び未刺激細胞 以上に発現 してい

ることが分かった0-万cPLA2品-は､ は じめ発現 していたものの

TNF刺 激による C-myc量の増加にともない急速に減少 した (図

28)0
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5-4 考察

様々な細胞株於て細胞 を癌遺伝子 を導入 して細胞 を形質転換時のアラ

キ ドン酸代謝の変動について報告 している｡src遺伝子 を導入 した

トリ胎児 由来繊維芽細胞でアラキ ドン酸代 謝物産生反応が克進 ことを

報告 している (70)｡また ras迫伝子導入細胞 でアラキ ドン酸代

謝物産生反応の低下 を報告 している (71)｡ これ らの報告 において

これらの遊伝子産物がアラキ ドン酸代謝のいずれの ところに作用す る

かについては明確 な結果を得ていない｡おそらくアラキ ドン酸代謝異

常 を起 こす原因として考えられるこ とは､(1)ホスホリパーゼA2､ シ

クロオキシゲナーゼ､その他 PG産生酵素の低下 (2)細胞外刺激のホ

スホ リパーゼA 2への情報伝 達異常等 が考え られる｡今 回私 は､ C

-myc癌原遺伝 子 を導入 した細胞でアラキ ドン酸代謝物産生反応 の

低下が85kDacPLA2の低下であることを明 らかにした｡おそ

らく生体 内においてもC-MYCタンパク質が過剰発現 している様 な

癌 (リンパ腫等) で同様な現象が見 られることを期待 している｡ある

種のプロスタグラ ンジンをは じめ とするアラキ ドン酸代謝物 が細胞増

殖抑制や転移抑制が報告 されてお り (90)､アラキ ドン酸代謝物産

生の低下 は癌の増悪化 と関連があるのではないかと考えている｡ さら

にPGE2は､ C -myc迫伝子 そのものの発現を抑制することが報

告 されている (91)｡

従 って､C-myc遺伝子 による cPLA2の低下 は､オー トクライ

ン的に働 くPGE2産生 を低下 させ､C一myc迫伝子の持続的発現

を促す可能性 を示 し､細胞の持続的増殖 を起 こす可能性も考 えられる0

正常細胞 において も内在性 のC-myc避伝発現 と85kdacPL
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A2の低 下 を示す ことが出来たoTNF刺激によりC-mycの発現

バターンは細胞種 によって異なる といわれ ている｡ 3Yl細胞 の様 に

増加する細胞 (お もにTNFによ り細胞増殖が見 られる細胞 ) (73

-74)､HeLa細胞の ように C-myc遺伝子 が急速に減少す る

細胞 とに分けられ る (75-76)｡HeLa細胞 でTNF刺激 によ

り85kDacPLA2が増加す るのは C-myc遺伝子の発現の違

いによるのではないか と予想 している｡

U937細胞では､未刺激細目抱において C一mycが発現 しているに

もかかわ らず､ cPLA2が発現 していた｡これは､今 までの結果 と

矛盾する様 に考え られるが､C-mycに関する最近の知見 か ら以下

のように説明できる｡C-mycは､その活性発現 のためには､ある

種の複合体 の形成 を必要 とする｡その複合体は､数種存在 し､max,

mad,m ixlと呼ばれている (92-93)｡

maxはほほ様々な細胞 に普遍的 に存在 していると考えられている｡

一方､mad,m ixlは､細胞種や細胞 の刺激に より変動 するこ と

が報告 されてお り (92-93)､これらの因子の変動が C-myc

の作用 を調節 していると考 えられる｡この C-mycを制御 する因子

の変動のが未刺激時の C-mycとTNF刺激時の C-MYC蛋白質

の働 きを変えていると考 え られる｡このこ とを証明するためにはさら

に詳細な検討が必要 と考えている｡

C-myc遺伝子産物は､現在の ところ転写調節因子 として作用す る

と考 えられてお り (77)､C-MYC蚤 白質が直接､あるいは別 の

転写因子 を調節 して､85kDacPLA2の発現制御 していると考

えているが さらに詳細 な検討が必要であると考えているD
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第 6章 まとめ

私 は本実験で､ラ ット胎児 由来繊維芽細胞株 3Yl細胞株 をTNFで

刺激する と､細胞 内の酵素活性が約 10倍 に上昇す ることを兄いだ し

た｡この酵素活性 上昇は既知のホスホリパ ーゼA2の活性上昇 による

ものではな く分子量 60kDの新規のホスホリパーゼA2の新 たな発

現による ものであることを明 らか にした｡ さらに､ 85kD cPLA

2がTNF刺激に より減少 するこ とを兄いだ した｡ この減少 は培養細

胞 による特殊な系 ばか りでな くラ ットをLPSで刺 激 したときの脳 に

於いても同様 なアイソフォーム変化が観察 されるこ とから生体内に於

いてもTNFが誘導 される状況 に於いては充分起 こ りうる反応である

と考えている｡果 して､ 8 5kD cPLA 2と 60kDホスホ リ

パ ーゼA2の アイ ソフォー ムパ ター ン変化 は生理 的 にどの よう な

意味が あるのか｡

同一細胞 内である種の刺激 により酵素のアイソザイ ムが変化 する例 と

してプロテインカイネース C (PKC)が あげられ る｡PKCは数種

のアイソザ イムが存在することが報告 されている (80)o HL-60

をTPAで刺激す るとPKCのアイソフォームのパ ターン変化が観察

されることが報告 されている (81)｡ しかしなが ら生理的意義 につい

ては不明である｡

60kDホスホリパーゼA 2が 85kDcPLA2と酵素学的に違 う

点は､現在 のところリゾホスホリパーゼ活性 を有 していない点である｡

これは60kDホスホリパ ーゼA 2が積極 的にリゾ リン脂質産生に寄
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与していると予想 される｡最近､LysoPA､LysoPC､ といっ

たリゾリン脂質の生理的機 能について注 目 されている｡LysoPA

は様々な成長因子 やサイ トカインにより産生 され細胞表面上 のある種

のレセプ ターを介 して細胞 増殖活性 を有 しているこ とが報告 されてい

るoLysoPCについては､細胞傷害活性の他 に細胞内の PKCを

活性化す る働 きを有 していることが明 らか になっている0 60kDホ

スホリパ ーゼA2は､こうした働 きを持つ リゾリン脂質産生 に関わ っ

てTNFが もつ細胞増殖活性 を表現 している可能性 も考えられる｡ さ

らにTNFのある種の活性発現 にたいし､ ホスホリパーゼA2が活性

化するに も関わらずシクロオキシゲナーゼ､ リポキシゲナーゼの特異

的阻害剤では無効であ り､

アラキ ドン酸､あるいはリゾリン脂質の関与 を指摘する報告 もある｡

85kDcPLA2が C-myc遺伝子が高発現 しているときは低 く

その発現 は抑えられている｡細胞 内に於いて C-m ycが高発現 して

いるときは細胞内MAPカイネースがさわめて高い状況にあると考 え

られている｡従 って､MAPカイネースに よって85kDcPLA2

が制御 されていることを考 えると85kDcPLA2の細胞増殖時 の

発現量低 下は必要量以上に脂質性生理活性物質を産生 しない という点

で合 目的であると考えられるO

今後 60kdaホスホリパーゼA2の構造や活性制御機構が明 らかに

なった暁にはこれらの疑問にたいしても答 えることが出来るだろう｡
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