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略語

PAF: irl小絞活性化|必 f-(platclct activatin邑factor)

TNF 腕章芸域死凶 I三 (tumornccrosis factor) 

lCE:インターロイキン ls転換階ぷ (intcrlcukinls-cOl1vcrtin呂じnzymc)

TLC: ;\~回クロマトグラフィー

DAPI : 4'，凸ーdiamidino-2-phenylindole

PLi¥ ホスホリノfーゼへ (phospholipasc1¥，) 

cPlλ2 .細胞質ホスホリペーゼA，_(cytosolic phospholipasc A，) 

sPLA，分i必型ホスホリバーゼへ (sccretoryphospholip出cA，)

iP凶 2・カルシウム)1=依仔悦ホスホリパーゼA，_(calcium-indcp叩 dcntph(叩 holipascA，l 

BEL . bromocnol lacton 

DMSO : dimcthyl sulfoxide 

AACOCF
3 
: arachidonyl trifluoromethyl ketonc 

MAFP : mcthyl arachidonyl fluorophnsphonate 

EDTA : ethylenediaminc lctraacetic acid 

A TP : adenosine tri phosphatc 

CoA : cocnzyme A 

pCMB : p-chloromcrcuribcnzoatc 

NGF . ne刊 egrowth factor 

SDS : sodium dod巴cvlsulfatc

PAGE:凹lyacry加nido呂clcrcctrophoresis 

百可FR:TNFレセプター

CHX .サイクロヘキシミド
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I はじめに
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17 iB:紀の以微JJlの発flJJにより、生物のJ上本的な共通したA，'li.i1!のIjij，'，:か制IIljuてあみルい

う概念が*1'.み出された。 19j崎市e.になると、細胞はf"IらかのハリアーによりK切られ、

その中に袋のような村 rと水熔波が合まれるものであることがー般に正・/1いられた概念

となった。しかし、このノ〈リアーが脂質1''1:の分fにより十倍成されていることが'1;1唆され

たのは 19Ll1紀も終わろうとする 18951j のことで、 Ovcrton か )f~'1'11]民の忍j必1'1:の'J..:;!検よ

り導きだした。今|り己に入り、科学的な技術の足UtとJじに'j'.j..}.IJ失のli)fJ'Cむはずと11なな勢い

で進み、現イビではfj:.体肢はタンパク'fI、 I}ン脂質やコレスチロールの分(-かが.J10 nmの

りさをもって規則，的に正しく岐んたものと与えられている。そしてこのii1iJrtjか、込J枕し

てi:'JHIIすることで袋状になり細胞を形作っているのである。

ところで、 生体映は細胞という '1 :.命のj以小 tjí.似の il{li ，'t: あるいは制IJ'j・に I~.:t)~i な物である

ことはおお、もない。 )y長十t~j告による外以と細胞内の分離は、調11胞の独，'CI'I を似つことで、

細胞個々の仰1性の縦、i:にも|対勺してきた。さらに、細胞は'1:1州民により作コンパートメ

ントごとに分隊され、その機能が!滋滑に，tm1fiされているc このようにII史的治による分間十
は，[;.物の進化にあ、いて.:[i:~な役書1Iを~たしてきたっ

'Lu:n英の構成成分は化'ア:的にはたんぱく'i'Jと脂質の2つの成分である。そのtいでし附

質は、'1:体股が正*ノド性を持つバリアーとしての機能をノj、すために，r(波!な分 fである。

1925 年に Gorter と Grcnclcl により IJ行自分 rが 2 刊凶であるこ とがノ1; された。彼らはJJ~Ifll

球のl脂質を仙IUし、 1粍分子J肢を形成したところieのJftrflllまの 21，0'1のIflifuになったことか

ら、 2'sIi'1であることを提唱した。さらに、 1972fドには'1，体11失は1，1，1まった桃込をしてい

るのではなく、生体肢の構成:Jl!ぷは非対称分イIjを'J、し、股はタイナミックに流動1'1のあ

る憐迭であるとL、う現イ1:も股の)15本構造として認められている「流動モザイクモチル」

がSingerとNicolsonにより提11日された。しかし、近年まではこのようにその桃辺や符煩

の研究か行なわれていたのみで、生化学的には7主11される物質ではなかった。ところか、

生体検主袋.fl~)点成分のグリセロリン脂質の l つであるイノシ卜ールリン IIi'T自の細胞|人j情

報伝達経路への関与は、生体脱が分(-的に大きく il:l-lを浴ひるきっかけを作った。

Micheliは1975{joにホルモンによるホスファチジルイノシ卜ール代謝の/c.iiLか初J)胞内



へのカルシウムイオンを流入させると鰍;11した。この総(tfは、似IJtH1か吋1¥11~'1 fr~徒に[問 IJ

するという縦念を初めてtII:にぶしたものであり、この1'11;i命はは々なね余IlIljl干そi~ f.て、.fJ~

(tではイノシトール代謝[1<1似として細胞|人11'1';線伝法では'1'心H甘な{古川っけに間かれてい

る。この発見がまさにスイッチを入れたかのように、生1'H{'ド川との|民lIZについての'1..イヒ

ヴザ~tJ脂質 lす究がスター卜した。

Takcnawaは以|、にぷすように脂質の機能を大きく Rつに分刻している [IJ

1 : 'I:Efli百性を持つ脂質

2 : i，1i1ヰモジュレータとしての脂質

3 シグナル伝達に閲りする脂質

4 : n~アンカーリング脂質

5 : 1I失f品j戊成分としての脂質

井上.flI!活 jtj を持つ脂質メディエーターはリゾホスファチジン~!2 [21、Ifll小似川町化凶

子(PAF) [3]やエイコサノイド走ft 4]を始めとして多数作イドすることが切らかにさ

れている。これらには付異的な受年半休がイ'f{[し、その受符休からのシクナルfムj主終路に

ついても現在盛んに研究が進められている。

~~>U汚性が特異的な脂質の添加lにより変化することは、プロテインキナーセ C [5，凸]

や制11胞村絡系のタンパクにおいて女11られている。ホスファチジルイノシ卜ール2リン円安

は、ホスホ Uパーゼ Dの活性化 [7Jのみならずアクチン!Tc{i'-ド11'，1;'[K]なと多係な俄

能を心す。他にも、細胞内的幸II伝i主においてセカンドメッセンジャーの供給似!として働

くことも剖らかとなっている。また、股とたんぱく質をつなき11'.めるIJFi伐としてホスファ

チジルイノシトールやミリスチン般やノ守ルミチン酸などのIJtrlJh円安なとがある-l)j

セカンドメッセンジャーとして以近、スフィンゴミエリナーゼヵ、}JII水分解することに

よりI't.'トーされるセラミドが注目されている [1り宅 11J 0 lIannunらは中IJi5t<iこ!よ;符して、ス

フィンゴミエリナーゼが1日常化され、セラミドのJ)rULか促進されることを級代ーしている

[12]。セラミドは、スフィンゴミエリンヘホスファチジルコ リンとのコリン公倹以此、

により再び戻ることから、この分解と州生はスフインコ ζエリンサイクルと11・Fはれ、市IJ



郡しする群ょにスフィンゴミエリナーゼがあげられるーこのように、 Ilf日ω は~. t; '1.Jl1! ((J 

('l'illには数多くの脂質の代謝に|羽りするdf'!';のfバピかある l3 。

ijfi'l代謝に|刻りする静ぷは)，1;白か11行自であることから、).I;'i'l，，;{{，;i¥tに1¥¥1りする川;分は林

水物質におl平[;性があると考えられる それゆえ、静本初裂における;1<的被'1'での(jイ1:は

酵ぷにとっては好ましくない環境であり、活性のH1失なとを引きやすい，また、 invitro 

でのlえは、も;1<(11液'1'で行うことか多く、'天際の部IIJJ包【l'での/x_Iムが側然できにくい火 1，'，1，か

あり、これらの酵ぷの精製は凶燥な場合か多い内しかし、ニーマン ・ビソク的がスフィ

ンゴミエリナーセ‘の欠如が!y;U材であること 14 や P八Fアセチルノ、ィトラーセかヒト

滑脳必の以凶ift伝子であること日5Jなど、 i5J丙と常般に!泊りするIIJ能れ|が;J、唆されて

いる。

IIIT'i'l代謝とそれに|見lりするIW，#Jnの解析は、後々な'1二体Jj!，~を lijl らかにしていく木主11

の"I能性を泌めている。現代休liljtを緋めている疾病のIJ;U刈解明やらしかするとJ立伝的の

~f. UJJにもつながる口I能ji[:さえ子怨され、興味深い。本研究では、 JI止 j!Iになり iì:IJ を集め

ているアポトーシスという布11胞死に焦点を絞り解析を行った。 7ボトー:/スは誕tlll包構造

のダイナミックな変化をfloう羽象である。すなわち、股他地の変化か人きいと]二怨され

るm象である。本研究では脂質の '1'でも iニ~構成成分のクリセロリン 11 \1 '('1 について tl:11 

し、アポ卜ーシス:こ伴う変動を解析した。さらに、この変動に|刻りする f~ ，高1Mみのなか

でも悦アシル化、再アシル化博ぷについて倹，;.JをIJIIえた。



II アポトーシス細胞における

グリセロリン脂質の変化と

代謝酵素群の変動
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11 -] 序論

'JJ，*において細胞は噌殖しさらには必んでL、く。この際椛は、巧妙lこt制ttiiされ'1:1本は

制1;¥.1iJ:を維持している。細胞の榊航機はについては粕)J的に研究が込められてきたが、

細胞死についての研究は、日正くなりゆくものであるためか、J1iIYI!(機十時の桝1リlにあIしては

.(;'v く遅れていた。しかし、 1972 年に術見学Hの Kerr らはね徴 (I~な形態を心す制胞比

を見い:Uし、ギリシ-?Mfで木の%が秋になると離れて議ちることを日、l沫する、アポ(離

れる)卜ーシス(落ちる〉、と名付けた[1品]。さらに、アポ卜ーシスは的則的なl好』よ

かみ災は ~í くから匁| られていたものであったが、定義がなくぷ主11 されてはいなかったこ

とも明らかとなった。

Kcrrらの報fitから剤lIn0JEを形態学{均等の特徴により、分先月して与えるようになった。

アポトーシスによる細胞先の例として、先生段階での細胞化やや11経細胞先なとがあげら

れる。特に発生段階の細胞必はプロクラムされた細胞死とも呼ばれ、このブロクラム制11

胞死とアポトーシスが同じむ味として取り扱われることもあった しかし、アポトーシ

スはー般的には能動的な死を指すことが多く、細菌感染やウイルス感染による制11胞の兆

なとはプログラム細胞死とは/11'べないものである。このアポトーシスと対比される制1111包

妃として、外界からの刺激等による受動的な必のネクローシスかある。ネクローシスは

11本語では主主死と訳される。アポトーシスとネクローシスは剤IIJJ包形態に大きなだが凡ら

れる。アポトーシス細胞は組織学的にクロマチンの凝縮、政濃縮や断パA化、細胞質の断

11"化が観察されるが、細胞内容物は細胞外へ漏れださなL、0 ・)j、ネクローシス細胞は

細胞構造が依域され、細胞内谷物は外へと制一れだすc このことは、アポトーシス細胞か

周りの細胞に影響を与えず、炎症bむよ;を起こすことなく除かれていくのに対し、ネクロー

シス細胞は炎症を惹起することの原附としてJfえられる。

アポトーシス細胞は生化学的にもいくつかの特徴をのする。例えば、 DNAのヌクレオ

ソーム可i位での断片化はアポトーシス細胞の検出にもmいられる1¥:":R的な特徴である。
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ぷ近、アポトーシスにおける DNAの断11化をおこなうヌクレエースかl，iJ定された 田17.

l品『。この防長は、アポトーシスに関りする主要な凶子の Cu"p‘k'>Cプロチ 7ーゼ:こより

制御されている。この Casp品 Cプロテアーセ、もアポトーシス細胞における'1化'"?IIりな大

きな特徴の 1つである [19-21J。級以の先生段階での細胞タヒに|見lりする地1ム(-ccd-J 

のホモログとして発見されたインターロイキン 11~ 変換昨ぷ ( IC、E) は [22: 、システイ

ンプロテ7ーゼて大きなファミリーか{t-.(EすることがIりIかとなったn これらのファミリー

は、 11.いに活開化するカスケードをアポトーシス細胞において形成していることかぶさ

れ、アポトーシスの中心的な役割lを来たしていると考えられている

アポトーシスの研究が注円を浴び始めたのは、 19891rにYoncharuらか惚(11したl1LFas 

抗体の発S~からである [23J 。この抗体を 8 細胞に加えると調IIJI(1 r~が u湾独された。ま

た、このJ1:tの細胞%は形態つ~:IドJにも'['.化学的にもアポトーシスのねi放をボした。さらに、

この抗体が認識する抗原 Fa叫ま 1991{f'.に IIOhらによりクローニンクされた [241 Faお

国民貫通別の似たんぱく質でその他造から胸筋域汐EIAi子 (TNF) レセプターのファミリー

に属する。また、細胞内にデスドメインとよばれる配列を持つのが特徴で、このドメイ

ンを介して細胞死のシグナルが細胞内に伝述される(詳細については後述) さらに、

F捕に対する lノガンドも 1993{ドに Sudaらにより免見され [25J、'1イ本は調IIJJ包化のため

の機備をb耐えていることが明らかとなった。

Fas のシステムの発見により IJ.i本にとってのアポトーシスの11~ .f1H"[:的、 l災'‘{:(Iなな EiJ定

か見u'[され、自己免疫疾患やガン、さらには街H米とf杭古京:などt綴L々 なi絞皮氏，忠，'1'よ

[注土H度{はまますます1高高くなつた。しかし、アポトーシス細胞における脈問に関しての研究

は、アポトーシスに伴い細胞小体の形成や伎の凝縮など細胞形態の変化にj'Joう'L体脱椛

造の変化、すなわち膜脂質の変動が子怨されるが、スフィンゴミエリン代謝の解析以外

はほとんど行なわれてはいない。また、アポトーシス細胞かマクロファージなとに合食

されるためのマーカーとして、ホスファチジルセリンが細胞股の外側をJ('Jくことか縦(lf

され [26・32)、膜リン脂質の変化がアポトーシスに何らかの役主Ijを来たすことも F怨

される。そこで、アポトーシス細胞におけるクリセロリン脂質の家化をg制べた。さらに、

ーIJ- 'h'一I
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この変化に対応した代議I両手，tf.干の変動についても合わせて険列した

](-2 脱アシル化反応

Il-2-1 アラキドン酸遊間t反応

アポトーシスを誘導するサイトカインである Fasの刺激によるアラキドン俄i位向'W~l~: 

の変化を観察するため、ヒト r~. 抜l4<系L' llfll病細胞株 U937 細胞をあらかじめ政射傑，瀧ア

ラキドン駿で標識した後、係々な泌広 (0，5， 50 ng/ml)のfit:Faお抗体lrtで処.f11lすること

でアポトーシスを誘導した。 121/;]'1] 11後に細胞を凶収し、ドールの ~ä、 [ 33 J により 11行

官l圏分を拙:1¥した。 ドールの1i11:r:itは極性を持つ脂質は1itill:されす、脂肪円安や"'111，11行官

のように傾性を持たないH旨質が抗IIWされるc そこで的出後、 TLCによりれJJ行'1.'1を分離し、

各々の政射活性を測定した (Fig.2・1)。そのがi*、 ドールの ~iJ、により11I1 :1:した 11行切

断分の政射前性は抗 Fas 抗体坑依イメ的に附加していた。 そのJ1i/1111 はì!ti. ~jIÞ アラキドン般!止

の哨加によるものであった。他の小判脂質ーには大きな変動はf泌総されなかったか、ジア

シルグリセロールfifの有志なi杓加が観察された (Fi邑.2-1)。この1(1/加は、 リンIHU:tの

新'1:合成経路が克進したか、ホスホリパーゼCが活性化したI1f能ド|が与えらuる。

U937細胞の抗Fぉ抗体処.f11Iにより、 Fig.2-1で徳擦されたアラキドン般i!ti.併について、

抗Fas抗体量依存性並びに抗 Fas抗体処即時!日l依存性を調べた (Fi邑.2-2)。その紡*、

抗F品抗体処1'1[3時間後からアラキドン椴遊離の土台加が観察された さらにそのj佐雌祉

は抗 Fas抗体地ならびに処理時tfm去作的に楠加し、抗 F出抗体 1()()ngim1処f1J1では処J.lrr

前の約 6f告になった。 .)j、水処.E!li細胞においては、 24時間後でもアラキドン俄滋離

の有志な哨Inは観察されなかった。これらの結果より Fasによるシクナルによりアラキ

ドン酸遊離ヵ、増加することが示唆された。

-12- U~ rr r;;:. 
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放射アラキドン駿際議 U937細胞の抗 F凶抗体処111¥による

ドール仙IUu何分における政射活性のJ:(II}Jr1
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さらに、このアラキドン敵遊離反応か抗 Fa、抗体か Fw，分 fに結合し、対11胞牝のシ y

ナルのスイッチを入れたためであることを隊かめるfj的で、アポトーシスをみやするこ

F出 )j(，;1: 3 :1: とがqtJ虫では不ロI能な抗 Fas抗体を川いて先位と1，;1織の実験を行った

体以上の複令体を作ることにより細胞化のシグ丸ナルを細胞内に伝えることか主11られてい

る [34-36] 0 Fig. 2-1. -2で川いた抗 F品抗体の CH-llは、抗体のクラスか lιMである

しため Fa，分 fーを is合することが吋能であり、アポ卜ーシスが誘導できる [23.371 

かし、 IgGである SM111は抗体のみでは F出を号令させることがイ<"J能なため、 7ボトー

シスを誘導することができない。この抗体をmいた結来、 jjd本ftiに関わらずFラキドン
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酸必離i止は未処理細胞と去が比られなかった (Fig.2-3)。この車内t..I!ーから、アラキドン

l'i!2遊離はアポトーシスの進行と相|到するロJ能性が不1凌された。
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アポ トーシスを誘導できない抗 Fas抗体 何Ml1)によるFi邑.2-3

アラキ ドン駿遊離反応
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lト2-2 アポトーシスとの相関

次に、1ft:F us抗体処埋に伴うアラキドン関空遊離反応とアポトーシスとの+111則1'1を，泌べ

る11的で、アポトーンスの定[誌を試みた。)ji.よーとしては、 トリパンブルー染色による死

細胞;容の測定 (Fig. 2-4) とDNAに特史的に紡介する 'lli:)t.品集の

~'.6' -diamidino-2-phenylindolc (DAPI)を川口、た DNA断J-¥化の淀川 (Fig.2-:;) 3HJを

わった。50nglmlの抗Fas抗体処IlH611年間後からの怠な妃制l抱ギの.t{i1)JfIか州察され、 12

時間後にはおよそ、ド数の細胞が死んでいた (Fi呂・ 2-4、ぶ)0 DNAのヌクレオソームIji

1¥1.への断)-1化はアポトーシスに特徴的である。そこで、法心により断J:・化した DN八と

インタクトな DNAとを分離し、 DAPIを)IJいてたはした。fJt:FιIS jJL体処.PI[911.¥川後には

約30%が断片化しており (Fig.2-5、1，:)、 12時間後には抗 Fas抗体 1ng/mlでも断J:

化の傾向が見られ、 10nglml 以上でイí.むに地加していた (Fig . 2-5 、イ j ) 。 さらに、'人~1僚

に細胞から DNAを抽出して1区気泳fi)jを行ったところ、 JAF拙抗体 1ng mlでは断J:化し

ていない DNAが多いが、 10.100 nglmlとなると断片化した DNAが制君主され始め、lOO

時Imlてはインタクトな DNAはほとんど観苦笑されなかった (Fi昌 2-6)。
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Fig.2-4 トリパンブルー染色によるアポトーシス細胞の定:，1(/，: : Hc F凶抗体

100 nglmlにおける時間依存性、.ti: 12時間後のrJLF別抗体lst依イ{1fl二)
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1I-2-3 脂肪酸選択'VT.

抗F出抗体処理により U937剤TIIJ包に E誘却したアポ トーシスの.illiれによく +111則して、ア

ラキドン般j笠維が観察されることがりjらかになった。細胞外からの除々な刺激によりア

ラキドン酸遊離反応が起こることが係々な細胞において観揺さされている [39 これら

のアラキドン酸遊離反応に|刻 t止する併ぷとして、細胞質ホスホリバーゼ，¥ (cPLA，) 

が知られてむ、る [40，41]0 cPlへはアラキドン隊合イjーリン 11聞に i剖(fI~(こ作川するた

め、アラキ ドン酸カスケードの1)仙台鰐ぷとして1'/.uJ:づけられている静ぷである a そこで、

抗Fas抗体刺激によるアラキドン倣遊離反応がアラキドン般村民的に制終されるか介か

をまず，~~べることで cPLA2 の|刻りの訂官!(について検討した。

U937細胞をアラキドン般のかわりに政射標識オレイン俄あるいはパルミチン椴で24

日午|li汁:!~øÜし、抗 Fas 抗体処理によりアポトーシスを誘導した。 2411寺 11\1後:に細胞を 1111以し、

ドールのみ-法により抽出した脂質 I!~i分を TLC により分離し、放射 t川'1: を iJlIJ í.i.::し九。そ

の結果、Fig・2-1と同機にノ{Jレミチン般 (Fig.2・7)やオレイン椴(I'iは 2-H)で限減した

場合ら、脂肪酸の抗 Fas抗体育t依{f的なj泣縦が観察された。脂肪椴jQI出Ifの'/;'Ij{?はどの脂

肪散で標識した場合もほとんど芳:が1nfく、 JiLFas 抗体により論導されたアポトーシスに

fI'う脂肪酸遊離反応には、脂肪椴選択性はないと~えた。

Fig.2-7‘-Hよりトリアシルグリセロールのアポ トーシスにHう笈化が矧察さut.こa そ

こで、 Brigh& Dyer法[42Jにより脂質凶i分をすべて抽出し、 TLCによ り分隊後、政射

活性を測定した。すると、ドールmlril t.tとIriJじくアラキドン般 (Fig.2-9、 u 、オレ

イン酸 (Fig.2-9、下)のどちらの放射標滋脂肪駿で標識したよ易合も、抗 Fu，Hdf処.f!nに
よる脂肪酸遊離は観察された。また、トリアシルグリセロールについてはアラキトン酸

標識の場合、減少が観察された。 Balsindcらは、 P円3品紛8Dl細11胞j泡包において外J米j(;刺己と(.:'i'仇l'ダ

ン時峻堂の政り込みがリン脂質とトリアシルグリセロ一ルでは総路がi迎♀うことを〆ボIド4し、 トリ

ー17- 部Jll;t 



アシルクリセロールへの.l{i(り込みは脂質の祈'I.i川正系からによるこ止を十1t;iTした iιu

4' ~ílf究の車内*より、アポトーシス紺りIJ~においておí'1--;;./次系による11甘口今IJXm!J¥.トの"Jiit:

性が与えられる。
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Iト2-4 関与する降京併の解析

1，1 Fas 抗体処埋に f'l~う脂肪間企遊離Ii'，~、は、アラキドン円安選択 (1り な引象では~!(かったこ

と(Fig.2-7、品、めより、 cP凶 zのみが|則りする.m象ではなし、とJ5えられた。そこで、

この脂肪酸遊離反応にどのような醇ぷか関与するかについて、次に検Hした。 i段階ffilJ行IJJj

酸;iiに対応する中性1J!1't!1の大きな減少は観察されなかった(Fi呂.2・9>ことから、グリ

セロリン脂質に注目し、どのリン脂質純から遊離されるかを始めに，iJ，~べた

U937納i胞を放射標識アラキドン酸あるいはオレイン関空であらかじめ 2411.¥'1/11似ぷし、

次に、 tJLFas 抗体処llf1241時間でアポ卜ーシスを誘導した。 24[1.¥'11'，]後の制11胞およびJ庁益

波から B，'jιh&. Dycr法により、脂質|白l分をJTJi/Uした。2次兄 TLCによりリンjj行質件将を

分離後、各々の紋身、f活性をiJ!'J定した。

調11胞をアラキドン椴傑識した場合、主主射標識アラキドン1i!2-;¥，1'fホスファチジルコリン

とホスファチジルエタノールアミンが減少し、遊離アラキドン般と 1""'l:1J行自を~む，，111分

がT，1，IJIIした (Fig.2-1O)。ところで、必離アラキドン般と'1'↑叩Jfi'l'lをfTむIrllj分のW，IJIIIま、

遊離アラキドン駿のb償却Iによるものであることは既に俄認している (Fi呂 2-り)(;他の

リン脂質はホスファチジルイノシトールやホスファチジルセリンを始めとして、分解さ

れることにより生成するセラミドがアポトーシスを読導すること L料、 45Jか主11られて

いるスフィンゴミエリンもほとんど変化しなかった。しかし、スフィンゴミエリン代謝

はアポトーシスの早い段附でおきるとされており [46J、抗 F凶抗体処開からJ;ti.l、11判m

ではRが観察される可能性がある。遊離アラキドン般の明加:，((11.5 %)はホスファチ

ジルコリンの減少量 (4%)とホスファチジルエタノールアミンの減少1ft(R %)の和

とー致していた。このことは、ホスファチジルコリンとホスファチジルエタノールアミ

ンからアラキドン駿が遊離したnJ能性をポ1!s2している。
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政射アラキドンR費税減 UlJ37細胞のアポトーシスにflうFig.2-10 

政身、f標識アラキドンR27Tイiリンl指針の変化

相11胞をオレイン般で株識した場合にも、.i!lt縦オレイン般のJ1iilJIIか矧淡された(Fi品

2・11)。放射オレイン椴隊"哉リン 1I行伐の減少は、ホスファチンルコリンか~'，: 1の減少fg'j

lilJにあるものの、アラキドン椴441識調111取でf必然されたホスファチジルエタノールアミン

のむなな減少は観察されなかった (Fi呂.2-11)。ホスファチジン般の減少は滋溺オレイ

ン般の地加に対応するhlは減少しておらず、 Fiι2-9の政射アラキトンfi12+;~I~11哉制 111犯で iり l

らかになったトリアシルグリセロールの減少と考えあわせると、 JJ行't'tの1JiII..{i}J.X.かアポ

トーシス細胞で減少しているためと考えることかできる。

また、このアラキドン般標識細胞とオレイン般標識細胞での高山県のぷは、これら桁iめ

般のリン1I旨1'1へのアシル化小I:inの配向性の泣いであるとJ5えるe 飽和11削占的のパルミチ

ン般やステアリン般なとはリン脂質の Lに11'1:に{jイ(.し、イ4飽和JJ行11M唆は 2f，' 

ることが知られている [47] 0 その中でも、アラキドン椴はリン11行口の 1:に2.f，'(にエス
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テル紡介して仔拘:している [4K]。本以r.i::がオレイン内定燃ぷ判I¥IJ包よりも、 「う←トン門官

標;~誕1\1]包で変化が大きく観察されたことは、このアポトーシスに f'jóう IJ竹 IJ)j般jωJlilx_!，心に

リン1H1'rrの2位を加水分解する静本の PLA.が関うすることをぷ1唆している
40 
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l氏射 t!J~ ，i能オレイン隊合イJ リン IJfi'f'Jの変化

PLへはクリセロリン脂質の 2位のアシル鎖を加水分角/fし、 j山jli脂肪円安とリソハリン脂

質を必生する静素である [49-51 J。このntA;は、ヘピ心'1'に検川されるばかりかノ、チ

毒にも検出され、開を泣えてjよく仔イ主することが明らかにされている。 P1A は近年隙々

なグ)レープにより次々とJ宣伝子ク ロ一二ングがなされ、ファミリーを形成していること

が羽かとな内つつある [52J。

日市乳動物においてク ローニンクされている れ人は、大きく 1Ndfiに分けることかで

きる。 lつめは、比較的低分 (ijt:の分泌仰の醇ぷで、この'1'には J)¥'.1、PL̂与や lIA )\~ 

'PLA，が合まれる [53J 0 1)¥'.1 sPLA，は、消化酵，f，・として)5えられてきたか、引先的な
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レセプターの存ヂrが明らかにされ [54-5H 、細胞地販機能守り やエイコサノイドバ.

'1:_ [60.61 Jなとーへの関うがぶ唆されている。 llAヰ')sPLへにつL、ては、 I¥';;'I~ にて，i(し

く述べる。絞近になり、I1C相 sPLA，[62.63 J、v)t~ sPLA， [o4・m と λ )\~sP~

f68Jの3種類が相次いでクローニングされた。これらはし、ずれも分[.:，(14 kDaの低

分子祉の分泌型酵素である。システイン残基を 10個以L持ち、分子|付でジスルフィ卜

結合を作り、 3次構造を保っている o t;:riN_cj'心はヒスチジン伐)，~ ω で、フロモフェ

ナシルブロミド ¥BPB)はこのヒスチジンに作JHすることで活性をl'Il押する J また、活

性1M見にはn凸4オーダーのカルシウムイオンが必裂である。

2つめは、細胞質に仔復する両分円liで、アラキドン般選択的に働く cPLA，である。

この静ぷについては11[なにて詳しく述べる。

3つめは、傍索活性発現にカルシウムイオンを必裂としないカルシウム)p依(fi'l_ホス

ホリパーゼ‘A:.(iPJA， )である [70，71] 0 iPLA:_ ，;1:始めに P3制 D，細胞でIjl_附!?製され

[72]、CHO細胞を始めとし、様hな細胞や臓器からクローニングされた 73 -75 

t躍進の特徴として、 8つのアンキリンリピートとリパーゼに保作されている G-X-S-X-G

モチーフを持つ。また、分子-fitは80kDaであるが、オリゴマーを形成して約]()()kDaの

わ一大分子として存在する。ヒトの cD1、以も)0(:近になり クローニンクされたか、スプライ

シングの遠いにより少なくとも 3 栂矧のアイソフォームがイfイ1:する吋能'1'1:が〆)~II~ されて

いる [76J。また、 iP凶 2には選択的町J(-剤としてブロモエノールラクトン (BEL)が

存{_[する [77]0 iPLA:_の機能としては、 P388D，細胞でのアンチセンス引IJt、た解析

から、細胞膜リン脂質のリモデリングに闘うしていることがぶされた [7HJ。

4つめは、 PAFのアセチル必を加水分解する、 PAFアセチルハイドロレースである

[79J 0 t華々な生理活性を持つ PAF をイ三滑化する醇ぷで、 Úl1唆 jí~ と細胞内 J刊の 2 締の

fメイEが明らかにされており、それぞれクローニングされている。

そこで、アポトーシスにf半う脂肪駿j佐敵以応に関与する PLへの|イ広をぷみるために、

分泌型、細胞質却、カルシウム非依{i-型の各符に特異的なIi[i'，守井1)を川いて倹dした。
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Pt¥Fアセチルハイドレースについては、円安化リン11行伐をwcrにするこんか刈「バている
か LK()' 、.iuri;\ の長Jt'i脂肪般には作川しない点か副長i りを ~f}L した。なJJ 、本J，(I，じ、の変

化i;!:アラキドンf唆隙JiR細胞を川いたほうがf必然しやすいと}5え、以降l立政射 fうキトン

俄似I繊細胞を刈いて行った。

あらかじめ 2411叩¥J反射アラキドン円安似品した Uり37制1111包に、 J/Lド出 Jid本IIJIJng，mlで

アボトーシスを誘導するときに限'II{-j刊をJl:作させた アポトーンス"元将 241I.'ill'] iをにj2i

殺されてきた放射活れを測定し、 111['，1;.斉IJを加えす{こ (DMSOのみ)アポ卜ーシスを治持

した細胞の欣射祈 ~I:を 1()(Jf'?，として、 Iq-l'~;.剤を加えた場合の遊 ~!jlの)川介をボめた(ドi呂

2-12)。

cPIへの限刀斉IJであるアラキドニルトリフルオロメチルケトン(八八【、O(・F，)は係々

時IIIJ包にお L 、て cPLf\，の関与する以応をド1l'，1;.している[!ì L~ 0 LJl)37細胞ライセート"，

のcPU丸山性は、 1"，M AACOCF
3で 94Ci，が抑制され、 lりμMA八COCド，で〉.じ全に抑制さ

れた (datanot shown)。このがi5長から](JIl MAACOCF，で'U貨を~J ~) たとこん、アポトー

シスに fl うアラキドン民主滋離反応を全く m~l;. しなかった (F唱。 2-12) 以卜の糾i!.l!:より、

cPしへの|対りはないと Jすえた。また、 Jどな ~W，'十Jj'をü ったところ cPLA、かγポトーシス

に!判、限定分解されることを切らかとし、 ，i'(知lについては第 111";'，~にて述べる。これら

のことより、 cPLA，はアポ卜ーシスに{竹アラキドン倣j山JU反応にl民lりしなし、計九命し

た。

アメリカのリリ一社で開発された、ヒ卜 IIA刷れA、村民rnlll['，I;'斉IJLY311727は [112-

X4 、本W，i::に影響を勺えなかった (Fi呂.2-12)。このドll'，l;.市IJは、ヒト IIAJ¥'/ Pし八の椛

追をJt;に、コンピューターモデルにより「ドられた化合物で、 )t;'l'Iに対するMk刑IIJのポケッ

トにはまりこみ、活性を阻'占する。また、市1'1:'1'心のヒスチジンに紡介することですべ

てのおPLA，活性を抑制するとされている、ブロモフェナシルフロミド(BPB) [K5) 

や11J¥リPしへの阻'J]-剤として開発された、チェロシン Al 11凸]む似11*をぶさなかった。

以上のこ cより、アポトーシスに1'1'うアラキドン円安遊離以J.i:.:への、ザlA，の|対 JJむffji:
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iりとなった

ところが、 cP凶 2とiPしにのドIl';持IJであるメチルアラキトニルフルオロホスオ、工ート

11"¥7，88]を加えると、 アラキドン限i鐙雌は MAI'P10 nMからj!P;J，I] '5)， 1 ~fìめ、(MAFP) 

1Il0nMではが}50句、lμMではお 句か抑制lされた (Fi呂.2-12)c cPLA、の|見11Jか)5え

ら仁ないことから、アポ トーシス{こnうアラキドン険j泣矧ibil.i::への iPLAの|民J' j か /J~I安

された。そこで、 iPし\の特)'Uj~ なドIl'， I{-斉IJ として主1I られている BEI.を加えたところ、ドIl

BEL MAFP 

，}}似向が矧奈され、 50μMではが}40%抑制した (Fig.2-12)
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アポトーシスに伴うアラキドン般遊隊反応において iPlへの|刻 Ij.1J、Fll.':-削によ・)，j;1唆

された。また、政射オレイン円安際ぷ細胞を!日いた場合のオレイン Mj佐 ~lliIえは、ら、 lμM 

.¥1AFPによりfiJl告され (datanot、hown)、アホトーシスにff.う IJ行IJ)j般.iIli出jf)x.比は M入IP
によりH1.)fされた 3 しかし、 ~Il'， j研IJの感:受性がノ?まで r， íJ í-とされた i礼人と(正式なってい

る 刻イ1・のところtt世代された iPしへは sELに対して村Wl'!:.t.J')ij1く、 11Mのオーダーで効

果か刷れる [77，HH; 。しかし、"j~1えは;で:立、 BEL に較べておよモ不) I.(J(J() jj; :'v1AI Pの

んの、感'豆1"'1ーか r~5い 3 そこで;k; 1採に iP I.A~i月刊をil!日記することにした

八ckcrmannらの万法 [72 に従い爪1'1を iWJ 主とすることとしたか、)，~'['jを以卜のIII!I11に

ょっ生えた。 Fig.2-10に示した係にホスファチジルエタノールアミンの減少がめi1rーであ

ることと、オレイン険よりもアラキドンF複合作リン桁質で変化かλきかったことから、

ジパルミトイルホスファチジルコリンから lノfルミトイルー2-アラギ卜ニルホスファチ

ジルエタノールアミンに笈えた。
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ドig.2・13 アポトーシス誘導 UlJ37細胞:いの iPLA爪1'1
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rriton x -100存紅ドのソニケーションによりリボソームを形成させた)，lよれをJIJl、て、

EDTAやATPの存布 1:40 "cで 30分!ilJ反応をfjった その品J，l料、 JiL1 "" JAft;~、処.f11'.、

抗Fa，抗体 10あるいは 100ng!mlで 12時I/¥J処..flj!した U937細胞のライセート'1'の iPし1

の比i，Iif+t(pmol / min / mg)は、それぞれ 2.14、2.25、1.胞であり、 fAFa， j/Lj-¥>， :，lには
関係なくほぼー定であった(fig.2-13)。すなわち、アポトーシス制胞に才:;l、ても変化

しないと考えられる。

i欠に、 MAFPとBELのU937細胞ライゼートrt'の iPLA，i，fjjtlにりえる問中について"時

べた。ライゼートと問古州jをあらかじめ 5分111]インキュベーシ Jンし、その後、 !H'Iを

/JIIえ!iJ，c:を行った。その結果、10μMMAFPの処Eliで階ぷ爪'Itlは約 K5(nかjfll;jjlJされた

(F唱。 2-14)。さらに 1μMの淡l立においても約 70%のi，T;YIーがJ[II;1川された (dat"not 

shown)， )j BELは、 10μMでも抑制傾向は見られず、 50].lMを/JIIえることで、約 3()

%の活性が抑制された (Fi呂田2-14)。このJqJ;1i1J傾向及び波皮は、 [i呂 2・12でぶしたアラ

キドン椴遊離反応の場介と良く似ていた。

in vitro 
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MAFP処F附11胞における il'l入品1'1.T;-まず、¥-1AFドをJn、て検，;'fを行ったさらに、

市Jj.じした。 UlJ37制抱をむ'LFa~ 抗体 100n品mlと10μM汎Alrの[，IIJんて 1211)';/'，] ~込f1 I'.倍、

綻l胞を 1[11収し 、 iPLA二 i~1i.f:を iJ!iJ:.i::した。その品，l;!ÆJ:、比活 tl は M/\I' P 木処f'I'.細胞ω7 イセー

ト[こ'1次べ、約 lり分の lであり (Fiι2-14)、 MAFPが細胞|人jでも iPL司令;，f，I'1をド11勺する

ことが切らかになった。次に、リン脂質草111lえの当主化について、政与!アづキドン般十，~~I{uiU:部11

胞を用いて，調べたところ、アラキドン般遊離は抗 Fa，fIL11>.ふ処f1ll制11胞とIodWQよでJiJl;jjIJ
された (Fig.2-15)c また、アポトーンスにn.う絞射アラキトンF俊介イjホスファチジル

エタノールアミンの減少は級挺されず、アポトーシスを成砕していはい判11胞のレヘル以

月1
Anti-Fas Ab (ー}

Anti-Fas Ab (+) 100 ng/ml 

Anti-Fas Ab (+) t 10μM MAFP 

1-1こ[1I1復した (Fig.2・15)。
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以下にぷす点、よ')アポトーシスに1'1，う脂肪酸遊縦反応へのiPlλ.のl弘lりか'J、唆された

l 脂肪酸選択性がなかった (Fig.2-7.-8・り)。

2・iPLへ l但'JHfljの MAFPおよび BELにより部分的に脂肪般遊離bUi:.:か抑制された

(Fig.2-12)。

3 アポトーシス細胞中に iP凶 z活性が検出され (Fig.2-13)、この爪1'1はドIl'，I;.ifljに

より抑制された (Fi呂 2・14)。また、阻'1'-;泌!笠が 2の場合の泌!支と良く似ていた。

4 アポトーシス誘導時に問時に MAFP処.l!llーした細胞では、 iPしに活性が低 1:してい

た (Fig.2-14)。

5 この細胞では、脂肪殴遊離が観察されずホスファチジルエタノールアミンの減少

もjqJ制されfこ (Fig.2-15)。

Dcnnisは、 iPLへはリン脂質のリモデリングに関リする階ぷとして小川町づけている。

アポトーゾス細胞においては細胞膜が大きく変化するため、リンIJ行'CIのリモデリングも

盛んであると与えると、本研究の結果はDennis の説と;f ffí しな~ ， )また、アポトーシ

ス細胞において iPLA，活性がえ'である (Fig.2-13) にもかかわらず、 JJ行IJ/j~ ili'郎n l (か

榊加することについては、アポトーシスによる細胞膜憐jziE化あるいは期IIlj仙人jの爪jij:，淵

節尉子の変化などにより説明できるとおーえている。Hullin-Matsuuaらは、 HL-o()細胞に

細胞刺激により活性化され、ホスファチジルエタノールアミンをホスファチジルコリン

より良い1品質とする iPLA，を検出した [89]。今後、この両手ぶとみ;研究で検11:した両手ムー

の~刈を確かめると共に、 MAFP 処理はホスファチジルコリンの減少には彬型車しなかっ

たこと (Fig.2-15)からホスファチジルコリンに働く新規 Pしへの閃りについても検，iJ

したい。
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11-3 アシル CoA合成酵素と加水分解酵ぷ-

lト3-1 アシル CoA 加ノk分W(Mふ;

アポトーシスに1'1'う脂肪般jJj1自1f:)x応に、 iPLA.，が|見!リすることを lト2て心したc しか
し、ド1['.1;'庁1)でこの遊維が完全に抑制されない点なとから、 iPLA‘の切りのみでIliilJh般遊

離のすべてを説明することはできなL、。そこで次に、 Pし、以外のれ路をJうえた IlrrlJJj 

般にコエンザイム A (CoA) がエステル乱"介したアシル(，oAはI)tiIW般分的i'(1い'xiuati

)によるエネルギーバ生の11:先物伎や附'['f{¥-l1)(:の材料としても.f(，比な物'{'[であみ この

アシル CoAが加水分解を受ければIJ行w俊がバイ1:，される。そこで、アポトーシス制11胞に
おけるこの反応の変化にil:l1した。

アシル Co/¥加水分解Mぷーは、細川包内のアシル CoAのlitを訓Di'lする的ぷあるいはIJ行Ij)j

殺f?成の:lU[終スデーノプの昨ぷーとして定義されている [り0; 1:1，々な細胞でj川'1か検111さ

れ、現イLのところアシル CりA加水分解防ぷとして4fiHj1円1・りs]、7シル c"八チオエ

ステレースとして 3精鋭 [99-[()!、の，ij-7 -1唱先日か l ， iJ~とされている

アシル CoA加水分解両手ぷは肝臓に3柿完(j[91，92， 94J 、lJì~ と川!í~に l 何お'1検 11: されて

おり[則、 95J 、肝臓の再手ぶには pcroxi~o l11c prolifcratorによりI;;{;;ぶされる制IIIJ包'clにイfイlー

するものと、ミトコンドリアに存イfするものがある。知IIJ(g'[引こイfイlーするM，+ミのクローニ

ングの結果 [97，')町、脳に{JイEする両手ぷ [りU，とホモロジーがr:iJいことかぶされ、 I"J

じJ立1ぷfから免税していることがぶl凌されているn

アシル CoAチオエステレースは、 2純j3'jが 1')')4{I:，にクローニングされ、 1Hjj1はWJ'i

脂肪段、 1-1胞II~領員は F巾~一ι3川旨 IJJ肪UめIjri椴費を i良込 L 、リj人I~'{'白I とした [刊りり川J0 H的'r打-寸勺4竹作lド:になり、 ほlほ孟"υ"JI山JI川1I，'j'引{こ 2つの

クグ、ル一プから H印IVい-1ウイルスJ感ぷ染により細IJ胞l胞包にf発'u現}見tする Ncf夕ンノfクと4何州111付J.{'

夕ンパクとしてアシル Co山Aチオエステレ一スカか、検i出村され、クローニンクされた 1()()守

1()1]。これは、 19')4作ーにクローニングされた鮮ぷとは災なり、おrtJ，!の防本であった。

-30ー 出 1[ ，';-，~ 



また、 Ncf により静~i;I;1'I:か I-_HすることやそのUi fTか CD~ íUJlのj)~ト'(:lKJ J i .)る二ふ

がぶされ、アシル CoA}jIUJ<分解RFぶーが細胞機能に|対l止することが初めて IJ，II変され、 fT

後のJIQ/)1/が期待される。

そこで、アポトーシス細胞におけるアシル CoA加水分解防ぷi，-r，./'/.を、加水分解により

生じる Co八 ;1日分のチオールのl吸光度卜ケ1・により ìlli):;'とした[リ 1] 。アラキトノイ J~ ct協

と事11胞 'l1 I'iJi~} とをリン般バッファ-'1'で、 30 C、3分11¥11え1.1'.、させ 232nmのlぬた!交を測

定し、その変化より活性を求めた，その紡!.l!:、 iAF凶抗体でアボトーシスを 1211.¥'1/¥1治

導した LY37納胞の)jが、アポトーシスを誘砕していない知IJ):iiこ牧べ、比(，'1'/'1・かぶJJ. 74 

1白'nJかっfこ Lドig.2-16)。

2 
〉、
-+-
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噌~。占、
<( '0' 

(l) 0 1 
>u.. 
.ょ=、ー'
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n=4 

* p < 0.05 
o 
Anti-Fas (ー)Anti-Fas (+) 

Fig.2-16 アポトーシス UY37細胞におけるアシル CoA加水分解防本爪1'1
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しかし、 l吸光度読IJ:':':による実験では、測定fl!(がつ主しないことやドIU:州か日-)!)~た J主

の I;~焼かあることなとから、アラキトン椴か ["'C. で級品、J t:~~ぷされた f ラートドノ f ル

CoA を JI，い、遊離してくる欣舟J't'，~，:哉アラキドン般のほから爪 1'1 をil!lJ:どした .そU)事N1AJ:、

l/L Fas Hd1>:処.f.1H12 H.y/IlJによりアポ卜ーシスを読導した U937制111/包のんが、 J/bir射十，;~t'~I;ìit)t~

習を月jいた幼合と IriJ係に、議持していない紺11]包に較べ1.71日比川1'1:か1.げしていた

(ト1品2-17)。

2 
b 
〉

ι) -司、

〈雪
ω石 1
::>LL 
司陣d 、ー--
ro 。
庄

* 

n=4 

* P < 0.05 

o 
Anti-Fas (-) Anti-Fas (+) 

Fig.2-17 アポトーシス細胞におけるアシルCoA!J/I;j(分Io/(~y.，f~i，川'1

()iJl:Mf~~識J日立を!日いて iJ!IJ定)の Lrl

アシル CoA!JlI水分解鮮京活性を抑制する，;Â~か、アポトーシス"先導 U937 制 111胞，/，のア

シル CoAIJIl Ij(分解醇ぷ1川中に彩轡をうえるかについて訓べた。 511m'，I;庁IJである

p-chloromercuribenzoalc (pCM B )は 10μMで、ラットで検11:された2何J;(lのアシル CoA

I)IJ水分解彬ぷをどちらとも完全にm:，りする [92J。そこで、1.5分間!のプレインキュベー

ション時に pCMBを)Hfさせ、 nIj処E[した後、活性を 3分/l1l測定した。その品占拠、アポ

トーシス誘与の千1・慨にI)¥lわらず、細胞，/，のアシルCoA加水分解両手ぷi，flnはpCMB[()μM 
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で前()c;， 以卜ドIl'Yされた (Fig.2-1H)。また、 IllMではiMI:カ、ほとんとドIl'，I:δれなか》

たことから、ラットの脳で検11:されたタイプより、肝機で倹:1:されたタイプにjr;_l、と巧

• Fas (ー)
巴 Fas(+) 

十量T
寸~

120 

(
J
C
E
5
Z
U〈

m
E
E
-同
E
O庄

えられる

10 0.1 

p-CMB (μM) 

in vitroにおけるアシル CoA加水分解的ぷ爪i'I'.にあfするFig.2-1民

p-chloromerucuribcnzoatc (pCM ß ) の似IJ~

アポトーシス誘導細胞'1'のアシル CoA加点分wm，4;ーが pCMB(こより抑制Jcされたこと
から、 pCMB がアポ ト ーシスに 1'1，うアラキドン椴遊離反応にとのような )j~~;却をリえるか

をi欠lこ，羽べた。その結果、 pCMB泌l正か 1'.11するに従ってアラキドン椴ili自11':，¥は減少し

こσJ車占拠カ、た (Fig.2-1リ) 0 40μMでは (i()%、 50llMでは 70%の.i1li~fff.か Fll'，りされた

ら、アポトーシスに1'1'-うアラキドン円安遊離反応にアシル CoA加水分解的ぶの!日llJかノJ;

唆された。しかし、アシル CoA JJ l1水分角ギ防ぷの他の阻'I~;' 剤である clo fillr ic acidは2mM

でもアラキドン般.i1li雌を阻宍しなかった (Fig.2・19) 0 5 mMのclo!ibric<Jcidてラット脳

に俗化するタイプの 70%が、肝臓にイfイl'するタイプの 4り%ヵ、 mv，trnの1，[，'I'L iJliJ i-tにお

、て阻'ιされる [92]c clofibric acidかアラキドン酸i位向性以泌を1:ll'l;'しない.f1HIIIとして、
a-
Y
T
 

--'
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アポ卜ーシス細胞'1' に検出した門1~は 1I卜峨担であると)5えると、 clnlihriL i1cidによるfiIl

'Ji-WJ*かはにくいと子五!されることが'J;J1~される。また、じInlihncι ，cid の 11リ 17 制1 1]包 I)~

へJfiり込む;1;11合か忠いことも子忽1される。

刃
ro 

。印p〈吋炉

〈〉C3 

-< 
b里

g喝、。。
『コ門。
) 

120 

2 20 30 40 50 

p明CMB(μM)

0.2 2 

Clofibric Acid 
(mM) 

Fig.2-19 アポトーシスにnうアラキドン酸遊師以此;に対する

アシル CoAJJU/J< ~tWmf信組主~Jの彩平等

ところで、 pCMB処到した細胞'1'のアシル CoA加水分解MJ，â円|吐を iJ!lJ~じしたところ抑

制l幼巣かなかった (datanot shown)。そこで、アポ卜ーシスに伴うアラキトン般遊級以

止、にアシル CoA加水分解醇ぶーが|廻りするか行かを検討するために、アポトーシス細胞

のアラキドン険遊離を抑制する試;¥iJのMAFPで U937細胞をアポトーシスA呼¥1.¥に処.f1H

し、細胞内のアシルCoA加水分解防本活性をiJ!II:.i:した。 fAド品 liL体 1110印刷と MAFP

-34- め 11.;'i: 



l()μMを，;Jß~ に処 Ftl した細胞を ["l lIXし、判11胞町 Idlj 分のアシル CoA !JII水分川仰木ir.1'[キ

測定した，JJL ras抗体処月!により比活性は UIし、 M八FP処jl[!(こよりγポトーシ スキ，先

得していなし‘細胞と["JNI笠まで間性は抑制された (Fiι2-2(j)

しかし、invitroでは MAFPによりアシル CoAiJll/l<分解分解憎みγ川'l.LJ:I!ll，l;されなかっ

MAFPは悼みー活1"1を凶接m'，与するのではなく、 i，i;'I'[..，iJ.'日iJた (datanOlぉhown1ことから、

隊十II}に H らかの作 4Jをする "J 姥1'1:か "'J~I唆された。また、 pCMsは、 5H，，~北であるため

その'11でも、 iPlλ(j:SH "A'.¥!:のに t1i々な ~Lfに影響を IJ えることが与えられる

7-11 0 5.5' -dithiobiぉ(2-nitrobcnzoicacid)により爪'1'1がJfJl制されることが惚(11されている

このが;~(立、 pCM I3 が iPし'\に l'r:Jll し、アラキドン酸遊間UX: I，i:;を jfJl;[jlJすゐ "J 能'1' 1 をぷ 11変

している
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MAFP処恩納lfYcl"J総tLI~Û分<1 'のアシル Co八加水分解鮮，hí， 1'i-.t:化
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アシル CoAiT)N両手ふ;r;r;nl卜3-2

アポトーシス細胞においてアシル CnA)JII水分解防本川1'1か/'.'<1'するこ七がぶl唆された

そこで、 itli./，i;;であるアシル CoA合成階ぷ1，f，1'1の定化について次に.iJMべてみた

lリリり 1/.(こアシルCoA合成鰐ぷはルシフエラーゼファミリーに凶する防止Jで[，り2

I()~ およびヒトのIli可と111縦より103 はラットIJFより[1り2]、19921ドにはラット脳

他{こらを~N':l3'!u)j川吐かオ1たクローニンク105 19Y4年にはマウスのJl削h細胞より

[()1¥ 検/1:されており [106，107] 、さらにアラキドン酸特氏自~な1日中む ffi 行されている

また、これらの両手品;の'1'には fattyacy卜CoA'ynthctasc吋ign礼lurcIllotil (ドACS.110 

ら1昌nalurcmotif)と 11子ばれる将を雌えて保イrされている 25アミ/限内CylJか{rイ1.し、この

:\M}は 1，'i i'l やWl'l認識に丑去な~~iS分であることか報告されている [ 111 1

1，litlはマグネシウムイオン、 ATP、CnAの{f:イ1:卜、 l皮射撚訓アラキドン円安から'1.1&さ

れる欣射4思議アラキドニルCoAのi止をl日械に測定した。 jft:Fa， 1/[1本 I()()ngJmlでアボトー

7ボトーシス，;fii4i後シスを治導した細胞ライセー卜'1'のアシル CoA 介hx~~ 4; iM'1 は、

の11.1'/111依(J的に減少し、 12時間後には説得していない細胞の約 4分の lとなった(トl呂
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アポトーシス細胞ライセートのアシル CoAイ干)1.主昨ぷ爪1'1の変動
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以|ーの主h*から、アシル CoAji:，;Q.tllll転は;えト出抗体によりA呼された〆オ、ト シス組|

泡にではJJIIJ]<分解静ぷ活性か/じ進し、 {tJ成併糸川竹が抑制されることより、人¥， γ.~ÚI 

かmm般がみもiされるノヴrnJに傾くと)5-えられる (Fi品2-22)

IACYICOr-六三日
" ::: 

f I 町 oASynthetase 1 

fjiiJZZι hS v 

Fig.2-22 アシルCoA代議Ilul転(アシルCoA介成解ぷと加水分解防本)

ところで、アシルC'oAの合成にはATP)1'依作的なIMIの{iイ1:かSu呂Juraらにより14t:lf

されている[1 12] 。この活性は、リン 11日目へのアシル)，~iIiI;f3;防本のi!!.以!心と)5えりれ、

先ほとのアシル o凶作成解ぷ爪1'1 に必~jlの八TP とマグネシウムイオンを必 I~ としなし、

また、アラキドン般に選択1'1が強く、 11日IJM吸を遊雌するリン11行'C1はホスファチジルイノ

シトールやホスファチジルコリンである。アラキドン民主がJjy:刻限品されたホスファチジ

ルコリンをJ;l:'f1に、 1 mMCoAと 1% BSAイメイ1.，ド、アポトーシス U<J37制11胞のライゼー

トを 30分間 370Cで反応させた。 Brigh& Dycr i.ムーにより%1XJ.i:;のホスファチ Yルコリン

なとを|徐き、生成されてくるアラキドノイル CoAの日を求めたところ、アポ卜ーシス

のl誘導による比活性の変化は観君主されなかった(ドi呂 2-23) このM.kによってもアシ

ル('oAが供給される uI能性がノ示唆された。また、ホスファチジルコリンをLい、)，1;伐と

することやアラキドン般選択性があることよりアポ卜ーシス細胞における J~~アシル以!，i:;

:こ|迎うするuI能1'1も与えられる。
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Anll.Fas Ab 
(100 ng'ml) 

ATPJ判衣μ1"1・アシルCoA合成田Fぷ前1'1のアポトーシス"元?}によろ変化Fig.2-23 

rシルアポトーシス細胞において、アシル CoA: I~:が低下することがが唆された。

CoAは脂質イ干TItや脂肪酸分解の'l'Im物質として!T(唆なj，'t:ii'i:っけにあるが、 JI止近では、知!
'211人j輸送をkfiめとした保々な細胞内のシステムの4調節に|刻りしていることがりlらかになっ

ている LI13J ，また、知11.泡内のアシルCoA泌J立はアシル ('oA*-，';介タンノfケ'ふにより、

厳iヰ;に調節されており、アポトーシス制11胞において子惣されるアシルれ>A:，{:の変動や

そのな~についての解析は立義あることと与えられる。従米、細胞 11']のアシル CoA Ilt 

はTLCや Hi呂h-pcrformanceliquiu chromatography (HPLC)をJlJl、てiJ[lJ:.とされてきたか

[114.115J、松近アシルCo八にあIする抗体がl泊先され [11旬、アシル CÔ :，::のiJ!lJfi::

などの以いツールとなりえると忠われる。

また、アシルo凶 作成酵ぷi;fr1t~.を特民的にm古する薬剤である lriac~in c 処聞により

117 、アシルCoA合成両手ぷ爪N.をtOJl刀するケルRaji細胞の分化が;診製されることや

!!HJ、レニンがヒトのij，jiガン細胞にアポトーシスを"秀主与することもり!らかにされており

アンルCoA旦の仮?;1・性の維持が細胞にとって南安であることが/J，I唆される。

l
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J
 

U
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II-4 再アシル化反応

Iト4-1 アポトーシス制胞におけるリン)j日iHll成変動

あらかじめlJ937細胞を枚射アラキドン微微減し、 j;chtぉj;L休でアポトーシスを，if;4/

すると、ホスファチジルエタノールアミンやホスファチジルコリンから rラキトン円安が

遊離すること (F iι2-10 ) から、アポトーシス細胞においてリン llfí'，口組成に人さな ~!T;)j

が'1:.じている可能性が与えられた このことを倣かめるために、 ~ 'H J快品クリセロー

ルあるいはじ'PJ際識JEリン般で制胞内のリンJJ何回'目的を似ぷした， Fiι. 2-:~4 にがすよ

うに、アラキドン峻などの脂肪般で細川包を際識した場介はAの11f:li'iか、グリセロールで

奴ぷしたるjfTはBの{i/:，，'(か、 11:リン円安ではCの1，):，，'i:が際識される

これらの細胞を川い、アポトー

シス戊停によるリン脂質組成の変

化を調べた。 24時間jそれぞれの級

品Jf，':，識化合物を川いて細胞を似，;m

した。細胞をお1:(1争後、 t;cF出抗体

lIJ() ng!ml 処聞によりアポトー"/ス

を説得した。 24時間後に細胞を1"1

収し、 Briιh& Dycr il:により脂質

|由j分をjjlJ山した。

B 

C 

2 i欠Jl:TLC!こより各リン脂質を分雌 Fi且・ 2-24 リン JJ行1行における保々な政舟It~，識

し、各々の政射活性を測定した。 物1白による t~f{l;制収 1;'i~ 

:'H]グリセロール傑識した場合も (Fi昌・ 2-25)、 ["r 11:リンf後初Lぷした場合も

Fig.2-26) 1; ン脂質組成のλきな変化は飢君主されなかった 。 さらに、政~H7 ラキドン

相39- めI1，'; 



般原，;故調H胞そ mいfこ場介に観主主されたホスファチシルエタ/ール f ミンムホ λ フ J~ -fジ

ルコリンの減少は観然されなかった
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リン脂的存[l)JX変動
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11-4-2 アシル CoA リゾリン1H1T1アシルトランスフエラーゼi，f， ~I 

アポトーシス細胞において脱アシル化的ぷ反応がjじ進し、政射1)行1M俊弘川iリン1)行'CI: I~: 

が減少するにも|対わらずリン1)行自申lliえに変化か紛然されないのは、 '1.1点したリソ '1ン1)行

口にflfひeアシルjまが付加する 11j:アシル化以I.i:、か応:illiしているためと与え、 fンル(1)，¥

リヅホスファチジルコリンアシルトランスフエラーゼ爪1'1:を制定した ι11リー 121J 0 7 

ラ A卓ニド/イル Co凶A と』肱主矧身卦射、十刊tN桁百U肪'j~椴俊耐』似.!~I決;忠札~I識リソホスフアチジルコリンf什r{1'tトド、 制lリ胞!山包ライセ一

トをj以メL泌ぶさせた。 j反豆L此必tぶ;後Br口1呂h&. Dycr i，はよ-によりl附l指行'[白，'11州11巾刈11吋Ij分をh仙ili山|ハlし、 fLCにより分断した。

生成されてきた政卦:tf;~1~ ホスファチジルコリンの，1;1){干をiJ!I)jとしてIW，b目付を;)(めた J

その*h*、-IJi:F凶抗体 lOOng/mlによりアポトーシスを 121I.')'1I1)，，};;4した uリ37制IJ包は
誘引していない細胞に較べ、比r;r;1'1がが)2.7 f，'~ 卜令長f.した (F i呂. 2-27)。このi，T，'I'I.I'.'r{に

より、アポトーシスにffう脱ア・ンル化以此、により'L)点したリソリンIJ竹町は品川すること

なしに 11fびリン脂質へ);.lり、アポ卜ーシス細胞においてリン|前回全助か自主~>fされないと

宅えられる
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柑 P< 0.01 
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Anti-Fas (ー) Anti-Fas (+) 

rig.2・27 アポトーシス誘石崎IIJJ~における、アシル CoA リソリン)j行自アシルトラン

スフエラーゼ爪1'1の変動
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アポ卜ーシスの進行に対する脱アシル化以応の関与11-5 

本研究で観察してきた脱アシル化&1，(:がアポ卜ーシスのifUJ に必~!!のJJ~ ~であるか作

ボr' かを{市かめるために、アポトーシスにおける比細胞本への附刀剣の~i~科を，J，'，Jべた

トーシスにf平うアラキトン椴遊離以1，(:を抑制する，:.t¥:箆の MAFPをl;LトιL'>-I;L!1>.処Jll[1I.')(こ l

'v1八[1'μMM 長させ、 G，12，24 1I.'ill¥H灸の死細胞やを測定した(Fiι. 2-2~) 。そのがt tぷ、

をJUfさせて-!J'[Fas Hd，}処111[2411.'ill¥J後では約 75%以仁の制1I1J包か化んでおり、 MAf'Pに

fポ卜ーシス成4-主(， 1I.¥'I/lJ よる化細胞ネの低下は*，'-Jo %であった (Fi呂 2-2~) 。しかし、

後には MAFPJHiにより、必指1111包3終のイf.0、な約 3%の低 トかf必然され、 1211.¥'I/¥J後lこは

約時。5(~lo 近く州制l胞ネが低 卜した (F i呂 田 2-2~) 。この品jp栄より、 JJì~アシル化は Yポトー

シスにおいて必須なHLf2事ではないにしろ、アポトーシスの.ifr-i)'に 111.~ 、段IWrでIlUりする

了

!U-*dトであることがボ唆された。
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fI-6 神経細胞死におけるリン脂質変動

[1-6-1 アポトーシスに作うリン桁日変!I"UJ

ここまで、 t)LF品抗体処.f11Iによるアポトーシス制119包おけるリン11行口変動をよjべてきた

この市では、相iI終成長[刈(-(NGF)を除去することにより"え持される Yポトーシベにお

けるリン脂質変動を誹jべ、抗 Fw，抗体処.f11¥によるアポトーシスの均千?と'1攻べた 1111経細

胞のモデルとして、ラット/ri1J1"f弘ifi'l'1111-*PC12細胞を川いた PCI2細胞は:'>JGIにより

神科係に分化し、神経伝i主物切にも応符:1'1.をJNつようになるため、 fillk:千のモデルとして

lTlし、られる[122J。

:-IGI-{f{I:ドで I~It\j PC12細胞を土台益すると、 Fiι2-2<)の;':0)リ(1!こ'1'"すようにト111終

tl'iに分化する。この PC12細胞を NGFや凶lil';を合まないよ;''i1也で洗(flし、 I川島を絞ける

ことでアポトーシスを誘呼した [123，124 J。アポ卜ーシスした知111包は、 1i品2-2')のイ{

の写ム:のように相II*~:た起が消火し丸い細胞となった

Fig.2・29 アポトーシス誘導lIii(;，:)と説導後(イi)の PC12制11包
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この操作によりアポトーシスか必却されたかについて、アホトーシスの:.i:':，:".1】'¥¥

DNAの断)¥化{よ λC，(除J、1211.'rl:¥Hを[こが， fTする ~()'t試薬である DAPI をJlH、てねった

から観察さすJfiめ、 2411手間後には約自)rbの細胞が断JJ化をおこしていた (1ig. 2-30) 

これらの細胞から DNAを抗IIIIlしアガロースゲル'必え泳動すると、 NGI-除)，'1211.¥'II¥J後

から断11化された DNAが観察され、 2411.¥'I1¥J後には断)¥化していない DNAかほとんと

iJl祭されなかった (ri邑 2-30 、 'I;J~) 。
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アホトーシス誘導後 (NGF除去後)36 U刊iJの細胞をl[ll以し、リンIjh'Ci*lU，J(令 f寸;k 

シスn売jj'.¥riijの制胞と比較した。制Ij包から脈問|由i分を 8ri品hiY. l)ycr 11:により 111111:し、].I欠

k、、JeTLCにより分離後手千々のスポットをかきlfi(り、 fTまれる リンのlliを'A:111すゐこ

リンIJiWI~止を求めた。 そのがi*、リン JJij'i:'Hll成はスフインコミエリ ンやホスファイジル

セjンの割合は減少したものの、大きな劣化は{必然されなかった (Fig.2・.11) 

アポトーシス細胞では、スフィンゴミエリンが分解されセラミドをJI('1寸るスフィン

しかし、 ~III終調IIIYl'H~ において44 -46~ コiエリン 1"1転かおこることが主11られている

ここでf必然されるスフノ125 はセラミドがアポトーシスを仰;Jiljするとの報;17もあり

ンコミエリン凶の減少がセラミドの沌生と|刻与するのかやセラミトか制11胞でどのような

1動きをするかなとの点で興味がもたれる。

また、ホスファチジルセリンはアポトーシス細胞においてl[wtJj誌の|人111[1jか同外側へ卜

ランスロケーションすることがま[[られており [26-32]、外側Ijに[i'lくこ止で外米 1'1:の防

ぷに作川されやすくなることが合イfiaの減少に|見J'j.するかなとは今後の検.i-Jぷ起である

u開 FC ys鈎。附、淘Q叫§締p同z珂咽"α"帥‘."柑.
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NGF除i、により神経細胞に誘導したアポトーシスにおいてもリンH行'Cli:lli，ld立大きく変

化しなかった。これは、抗 Fas抗体により U937細胞に誘導した 7ポトーン互の財イ?と

r'íJ様であったο そこで、抗 Fas 抗体によるアポトーシスにおいて観討をされたH~~アシル化

JiJ，c;のお進が、このアポトーシスにおいても観終されるかについて、 1欠に倹，:.jした

神経徐に分化させた PC12 細胞を 2411年同級射傑識アラキドン般で十，!~~ぷし、 h【ìIを除

去することでアポ卜ーシスを誘導した。細胞からHl'i質を行IIIU後、 TLCにより分離した作々

のリン脈質の'&射活性を測定した。その結果、放射標識アラキドン椴.i¥Hllf.が矧祭された

(Fig. 2-32)。この遊離i止は DNAの断Ji化により定並した (Fi且2・30) lポトーンスの

進行に('"-い噌加した (Fig.2-33)。十J(.Fas 抗体で誘導したアポトーシスの場合と[，;J様に

政射オレイン般傍識した PC12 細胞を月j いた場介もオレイン般の ili~1f.か lr.l1終された

(dala not shown)。これらのことから、 NGF除去により誘殺される 7ボトーンスにお

いても、法貨特典性がない欣射標識脂肪般の遊離反応がぶ進した。どのリンH行自からア

ラキドン般が遊敵したかを検討すると、 HFas抗体で誘導したアポトーシス制胞とは災

なり、反射係識アラキドン酸合千Jホスファチジルイノシ卜ールが大きく減少した。ホス

77チジルエタノールアミンは抗 Fas抗体で誘導したアポ卜ーシスの場合と[，iJ依に減少

した (Fig.2-32)。放射棋識アラキドン酸-;+イ子ホスファチジルイノシトールは lJlJ37細

胞では 5%程度の割合で合まれていたが、 PC12細胞では約 30%泣くも介まれている。

これは、 PCL2細胞でのホスファチジルイノシトール代謝[ul転が峨んなため、 Jti射似識

アラキドン酸がよく取り込まれたためと考えられ、アポトーシス細胞における脂肪椴遊

離反応は、代謝回転の盛んなリン脂質からおきることもボl安される。

さらに、 PC12細胞のアポトーシスにおける脂肪酸遊離反応に[!J，jりする両手ぷ併につい

て、阻害斉Ijを用いて調べた。その結果、抗 Fas抗体で誘導したアポトーシスの均イ?とrJIJ

僚に (Fig.2-12) 、 iPIA の阻努剤である HELSS と MAFP が脂肪椴遊 ~lif'l)(:l. c;を抑制した

(Fig. 2-34) 0 NGF除去によるアポトーシス細胞における脱アシル化以応にも iPIAの

関与が示唆され、アポトーシス細胞において曽j底的におこっている以応であることか示

唆された。また、細胞外カルシウムを EGTAを添加することでキレートして除いてもア
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ラキトン俄ill~維以応i主観察され( Fi邑・ 2-33) 、細胞外カルシウムの (f~11 ならひい対IIIJ包l人l

LySO PC Lysophosphahdylchol1ne 
SM ， Sphlngomyehnc 
Lyso PE Lysopho叩hahdylcthanolamlne
PI . PhosphahdyllnoSllol 
PC ， Phosphatldylchollne 
PS ; Phosphatldylscnnc 
PE ; Phosphatldylelhanolamlnc 
PA; Phoaphatldlc aCld 
FFA ， Froo fatly acid 

へのカルシウムのiit人は必攻，tJ.いことがぶl唆された
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II-7 まとめ

政射!脂肪酸標識細胞にHLFas 抗体によりアポトーシスを誘導すると、 IjJ.射I:~~ ，iì\~ IH1Ij/j般

のj遊離が観察された。その遊離誌はアポトーシスの進行に良く相関しており、アポ卜ー

シスに関勺しておこる現象であると考えた。さらに、この現象は糾IH成長|刈 fを除ょす

ることで PC12細胞に誘導したアポトーシスでも観察されたことから、かなりアポトー

ゾスにおいて詐遍的にi観察される現象であることが示唆された。しかし、アポトーシス

にW~、脱アシル化は先進されたものの、リン脂質組成の人:きな変化は制どをされなかったコ

これは、脱アシノレ化により生じたリソリン脂質を再びアシル化する、 rl}アシル化防.4;1，月

性か上昇したためであることを明かとした。すなわち、アポトーシス細胞においてはリ

ノMfI質の脱アシル化、再アシル化回転がJi:進していることとなる。これらの現象はアポ

卜ーシスにおいてとのような芯味を持っているのであろうか。

アポトーシス細胞は細胞の機造が大きく変化する特徴を{fする。弘:に、アポトーシス

が進行するとアポトーシス小休と名付けられた、ベシクルを政11:する。これらの細胞情

造の変化にド料、細胞膜構造の変化も咋然予怨される。また、アポトーシス小体の欣1Mに

関与する俄備は、今までにエキソサイトーシスで研究されてきた機構よりも細胞分裂の

機椛に近いと考えられており、細胞分裂の際に股倣fi'iiji1立にリゾリン脂質が集まとも，i 

われることから、アポ 卜ーシスに伴う細胞憐造の変化にリン脂質の脱アシノレ化‘ Il}アシ

ル化サイクルが重要であることが示唆される。また、リンJlrt'i'lfi' J点は細胞1古JJ切と関.i11し

ていることが示唆されており[126J、段近アポトーシスの細胞周期依存ttとJじに興味

がもたれる。

ところで、脱アシル化を阻脅する試薬であるMAFPが、アポトーシスそのものには影

響を与えず、進行を遅らすことが示唆された。/子同は、 トリパンブルーをJIIいた必細胞

本の測定で検討したが、細胞術造変化に直接関勺する、細胞外j決ーへのホスファチジルセ

リンのトランスロケーション、すなわちアネキシン Vの結合能やマクロファージの食食
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能などを指針として、アポトーシス細胞をとらえていくことで、I]~~yシル化1>(1ふの γポ

卜ーシスにおける意義がりjらかになると}切符される。

脂質代謝凶転とアポトーシスについては、スフインコミエリンサイウルについては多

くの研究がなされているが、他にも、)Jr1)j)j自主合成をm'，I:-するケルレニンによ り7ボトー

シスが誘導されること [118]、ホスファチジルコリンをft(.!l:することができないiUJ立

浪受性の chincsehamster ovary細胞がアポトーシスにより化ぬこと '127)、アポ卜ーシ

ス;こf料、飽和脂肪酸合イミーリン脂質がWIJJ!Iすること L128 ~や Chillnn らにより CnA )1依

f!吟のアシル~，以移酵ぷを限主するとリン脂質へのアラキトン般の分布が金化し、アポ

卜ーシスを誘導すること [129-132]が織作されている。いずれの(山花におし、ても、 M

が7ポトーシスの誘導のシグナルとなるのかについては倹く.itBべられてはL、ない。これ

らの報告と本研究とから、リン脂質がM'li¥"j1I:を維持できなくなるこ とで、アポトーシス

がa持導されることを仮説として縫IIf¥する。また、内アシル化をjqi'，l，:する，;<¥柴としてチメ

ロザールがある [133，134 Jが、この似説に従うとアポトーシスを泌持することかでき

ると与えられ、今後の検，j-Jぷ題である。

また、脱アシル化に関与する幣ぷーとして iPLA，を考えたが、 iPLA，はその i~1'1: ，iJ，\j í1íí機

併や指JIJJ包内での挙動などについては明らかにはされておらず、今 [nl倹 11: した爪 1'1 も ~ll'， I:­

剤の感受ヤtか既存のものとは災なっており、民に解析カ、必吹:であると与えられる。 Jば近、

iPLAはスプライシングにより微々なノ〈リアントが介在することが予処!されており [7(，J、

それとの関係も興味深い。

他にも、アシル CoA~謝恒l'I[_i;の、F彼I も大きく崩れていることがぶl凌された。これらの

結災から、細胞内のアシル CoAの坑が減少していることが巧えられ、こ のことも細胞

内の何常性の維持に関与すると~えられる。

アポトーシス細胞においては、様々な1W常牲が乱れていることがりjらかとなった。こ

のことから、アポトーシスの研究を通して細胞の↑可7古性維持機椛もlりlらかにされうると

考えられる。
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III アポトーシス細胞における

細胞質ホスホリパーゼA2 (cPLA2) 
の限定分解
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II1-1 序論

細胞質ホスホリパーゼへ(cPLA， ) [4U、41Jは定のレベルで係々な搬出や細胞

に発現しており、そのアミノ殴配列はよくt!lイメされている。アラキドン門般量f合Tイの]リン)桁l前行斤町"

を他のl精l指旨M必j酸を予合守むリン!脂l悶旨質より、良い基質とするためアラキドン!唆カスケードのJ)fJlzfi

傍ょとして重要である。 749アミノ酸からなる計算|二分子ほお kDaの蛍i'1'1'1であるが、

SDS-PAGEでは 11UkDaの位置に泳動される。これは、 C木端付近に(/イ1:するプロリン

が多く含まれる配ダiJによるためと考えられている。活性'j1心は228需11のセリン校法で、

この周辺のアミノ酸配列は多くのセリンエステラーゼやrj'nリパーゼでよくよLられる

Gly-X-Ser-X-Glyのモチーフである [135J。また、活性(こ必波:な必1Jl:なアミノ峻に 549

-lHIのアスパラギン椴と 200.f耳目のセリンがある [136J。そのけ1でも、 549得11のア

スパラギン般は、 subtilisinファミリープロテアーゼで保ιされている活性に必鋭なアス

パラギンl唆とモチーフがー殺する [137J。

cPLA，はインターロイキン 1や TNFを始めとした様々なサイトカイン刻の刺激のみ

ではなく、 UV [138Jや酸化 [139-141J等によっても前例化されることが明らかにさ

れている。活性化を制御する凶子としては、カルシウムイオンが挙げられる。 invitroの

活科測定においては 0，3-2μMのカルシウムイオン濃度で祈Vlo化される [142J。また、

一定濃度ぷ上のカルシウムイオンが仔{生すると、 cPLt¥のNA<illJに作イ|ーするカルンウム

依千f性リン脂質結合ドメイン (CaLBドメイン)により細胞膜へとcPLA，は移動し、 11英

に結合する [143，144 J。現在では、細胞の刺激に呼応した細胞内カルシウムイオン濃

度上昇で cPIA'城周辺膜へと移行することが明らかにされている ~ 145 ・ 147 ' 。 他に

も、 505杏自のセリンが MAPキナーゼによりリン酸化を受け、;r，r;'jtJが l士会lーすることも

報告されている [148J。しかし、不活化のメカニスムや細胞肢のターゲット分子なと

についての報告はなく、未知な点も多く残されている。

抗Fas抗体で U937細胞にアポトーシスを誘導 した際に、細胞をあらかじめ政射アラ
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キドン酸傑治しておくと、 Jtl射様識アラキトン般がi佐古をすることをはL、:1:し、 II，'?で述

べてきた。 このアラキドン椴遊縦l以』え〈υL応ぶに↑閃刻f勺}する同醇手糸ぷ;として cPLレ-lλL屯1をJ巧5ええ-たカが、以ドの1山，り‘.'

において|限関主剥j'勺7は~定的となつた。 1 オレイン再椴費t傑祭識細胞を川いると、アラキトン同椴貴と

同附』脱2皮オレイン椴も遊離され、アラキドン問険費選択的な反l此と、ではなかつた-2 じCP[凶λ人、i選き

J択附H附h的リな阻二得作F剤剤F刊lである AACOCF，によってこのアラキドン般遊附bdc、は抑制されなかった

さらに、細胞内での動態について検討したところ、アポトーシスに1'1'い cPLAが似:.i:

分解されることを見出した。また、この限定分解にはアポトーシスによりi，-r;n化される

凶 pa;e-3が関りすることや cPLAzに{f{Eする限定分解サイトをlリ!らかとしたので 111/戸

で述べる。

IIl-2 アポトーシスに伴う cPLA2の限定分解

1lI-2-1 cPLA2 ffi性の変動

始めに、アポ卜ーシスに伴い細胞ライセートrl'のcPLAzi;[;1;1がどのように変助するか

を、 2{立のアラキドン駿が政射標識されたホスファチジルエタノールアミンを)，(;'('1，こ、

カルシウムイオン存在 FでiJllJ:.i:した。tJcFas 抗体処到!あるいは水処.f11l制仰を [211与間後

に回収し、細胞を超音波破砕した後、 cPLAょ活性を370Cで30分II¥J測定した。その高li*、

比活性はも'LFas抗体量依存的に減少し、l()ng!mlでは氷処rm細胞のおよそ 50%、 100

n抑 lではおよそ 10分の 1までになった (Fig.3-1) 0 cPLAz活性は徐々なサイトカイ

ン刺激により上昇することが女l陥れているため、抗 Fas抗体刺激による爪in1氏卜のメカ

ニズムはとても興味深く、次にイムノプロッティングによりタンパクの変化を検，Hした。
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抗Fas抗体処J!!!細胞における cPl.A21，川|変動

cPLA2タンパク質の変化

隙々 なうtFas抗体量で処.flliした細胞を 1211寺II¥J後に間以し、 SDS-PAGEにより 10凶タ

ンパク質/Iancで泳動後、ニトロセルロース股にトランスファーした。リ|きあ:き抗ヒト

cPLA，ウサギポリクローナル抗体で、イムノプロッティングを行った。そのが;*、分[-ほ

110 kDa に見られるインタクトな cP~ のバンドは抗 F品抗体引がWIJJII するに従し 、治く

なり、 50ng/mlではほぼ完全に消失した (Fig.3-2、u。かわって分 f批判 kDaにお7

fこなバンドが抗 Fas抗体5nglmlから見え始め、抗 Fas抗体:Jtが附加するに従い波くなっ

た (Fig.3-2、t)。このインタクトな cPLA:，の消失と 78kDa タンパクの :H~比はトリ パ

ンブルー染色により求めた死細胞ネ (Fig.3-2、'1')や DNA(こ特.¥'6的lこがr介する蛍i't，試

車iDAPI を用いた DNA断片化3終(Fig.3-3、下)と良く杯"刻していた。インタクトな

CPLA
2 はf自滅したときの死期11胞は 30%以上であった。
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次に、抗 Fu，抗体ほを 50ng/mlと え:にし、抗 F出抗体処ll!!1I.¥'lIlJを交えてhiJ11のだ験

を行った。その結果、インタクトな 110kDaの cPし礼二のバンドはわLド出抗体処fli[ll.¥I/¥J'衣

存II~に治くなり、 911!J 間後にはほぼ消失した (ri昌 3-3 、 u。また、抗 Fas1!Lf本処1'1[3

時間後には 78kDa に新たなバンドが観苦笑され』ffめ、処即時I/\Jf火{(-的に~~くなった( ト l詰

Jより。これらの現象は比細胞;f(Fi旦.3-3、rll)とDNAの断JI・化Jド (1士1呂 3-3、 ト)

にえくキfI[渇していた。やはり、インタクトな cPLA，のパンドがほほ山全にがi:たした 911.'1

!日!後の従紺llreFf¥は 30%であった。
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Trypan Blue 

Dye Exclusion 

60 

50 
( 

ポ
-40 
'" 
l'l30 

* 

Fluorometric Method 

Using DAPI 

q
u
 n
 

n

u

n

u

n

U

ハU

4

3

2

1

 

(
J
C
c
o
=
sc
o
E回
E
』
〈
Z
Q

1 3 6 9 12 

Culture Period (hr) 

Fig.3-3 抗 Fas抗体で誘導したアポトーシス Uり37細胞における

cPL.九限定分解のjj[Fas抗体処照時IllJ依存1'[:
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以上の結果より、抗 Fas抗体で誘導したアポトーシス U937細胞において、アポトー

シス依仔杓に cPLA.，が消火し、新たに 78kDaタンノザ質がIJ1JJtすることがl引らかになっ

1lI-2-3 アポトーシス細胞に誘導される cPLA1分解爪件の検11:

そこで、アポトーシス細胞に cPLA.，を分解する活性が誘導されるか汗かについて、パ

キュロウイルスをJm、た系で Sf9細胞に発現させたリコンビナントマウス cPLiにあるい

はinvitro transcription/translation 1.去をJI1いて作製した 135S]メチオニン標識 cPLA喝をJlH、て

確かめた。リコンビナントマウス cPLA2はノ〈キュロウイルスを感染させた Sf9調11胞のr可

能性|回分ï)、ら、 DEAE セフアロースカラムとフェニルスーノ fーロースカラムを川いM~

した。その結果、イムノブロッテインクーで単一バンドとなった (datanot shown)。また、

ηRNA polymcrascとウサギ網状亦 jft[球のライセートを川いた、ll1VltTO 

rranscription/translation 法により 135 S] メチオニン標識マウス cPL~ を作製し SDS-PAGE を

行ったところ、オートラジオグラフィーにより 110kDaの位院に収ソ〈ンド、が併iし:忍で?き

た (clatanot shown)。

抗FastJ:f本 100ng!mlで 12U.y問アポトーシスを誘導させた U937細胞ライセート とリ

コンビナントマウス cPLA.，を 37"cで反応させ、 SDS-PAGE後イムノブロッテインクに

より解析した。その結果、インタクトな cPLA.， 0)バンドはl刈、時!日j依イ刈に減少した

(Fig. 3-4'> 0 6時間後にはノ〈ンドの濃さはo時間のおよそ+分となった。

次に、 ["S]メチオニン標識 cP凶 2を用い、抗 Fas抗体 100ng!mlによりアポトーシス

を誘導した U937細胞のライセートと 37"Cで 41l手間以氏、させ、 SDS-PAGE後オートラ

ジオグラフィ ーにより解析した。その結果、 110kDaに.hlられたインタクトな cPLA.，の

ハンドはアポトーシスを誘導していない U937細胞ライセートを反応させても劣化しな

かった (Fig.3-5)。しかし、アポトーシスを誘導させた U937細胞のライセー卜を反応
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させると、ライセートは依存的に 11りkDaのインタクトな cPLr¥のハントは if'j失した

ラfセー卜](JLlI ( 1 x 10' ccll;)と反応させると、4H手1111後にはインタクトなじPIλ。の，、

ンドは戸全にtì':í~たした ( Fig. 3-5) また、インタクトな cPLλ喝のノ、ンドがライセート

lii依{{的に消火していくのにあI し、新たに 7~ kDaにバンドか矧終されkfiめ、ヲイセー

トi，dMf旬(こ将'1/111した (Fig.3-5)。

以上のがI来より、 HLF出抗体処.f!liによりアポトーシスを"洗ぬした Uり37制胞にじPしに

を限定分解する活性が誘導されることがlりlらかになった。

Recombinant cPLA2 
+ 

Apoptotic U937 Cell Lysate 

o 0.5 1 2 46  (hrけ) 

ベぷ丙-“;一司吋ふ山l 

Fig. 3-4 jfc Fas 抗体誘;g，アポトーシス U937細胞ライセートによる

m vltroでのリコンビナントマウス cPLAの分解
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Fig.3・5 抗 Fas抗体活導アポトーシス U<.J37細胞ライセー卜による

1日VltroでのI"S1メチオニン際識 cPしへ:の分解
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III-3 cPLA2限定分解機構の解析

![ト3-1 αlspas巴fijl害斉IJのI話料

アポトーシス細胞においてシステインプロテアーゼである casp出じファミリープロテ

アーゼが主要な役刻を但うことが明らかにされている [1リー 21J 総1tのフlロクラム紺l

胞先に関与する遺伝一r-のIつである ccd-3の目前乳動物ホモログとして、インターロイキ

ン 11~ 転換静ぷ ( intcrlcukin 1s-convcrting enzyme: ICE)が見っかり [22]、それ以降 1C、E

とホモロジーがあるタンパクが次々と発凡され、場イ王では 12NdiJ1以上のプロテアーゼ

77ミリーを形成している。これら Caspaseファミリーはアスパラギン般の後ろで切断

する特徴があり、さらにはほとんど祉がイミ病性別で細胞|人jにがイJeし、他の C品 p出Cにより

分解され活性化される。それゆえ、アポトーシスにおいて'1'心的な役訓をはたすこれら

のプロテアーゼは、 11いに活性を制御するカスケードを形成している。1ft:r..おiiC体や

i.'JF受存体からのシグナルは受符体にイFイEするデスドメインを介して、 F刈)0

(Fas-associating protein with a novc1 dcath domain protcin ) [14¥J Jや TRAOO(TN FR-1 

断。じiatcddeath domain protcin) [150Jなどのデスドメインをもっアダプタ一分fの恨介

により細胞内に伝えられてし、く。 j成近では、この俊介休に Caspasc-Kが車内イ干し、

Cωp配se-lなどを分解により活性化することで、 Caspasc-3のf汚性化につながりアポトー

シスが進行する仮説 [151，152]が不され文持されてはいるが、山sp出Cの1汚性化は細胞

極や刺激の追いにより異なることが阻r~消lの夫'験から示唆されてお り L153 、 Ca\pa~c

活性化の組合せには多段性があると考え られる。 Ca~pa~e ファミリーの).l; 'êl.otc!識には切

断されるアスパラギン般を含めて、 N 末端側に 4 つのアミノ般筏)，~のみが必 tlであるこ

とが'1ミされている [154]。この配列をj毒に Nicho1sonらは3つのグループに分矧してい

る(Fig・3-6) [155] 0 1つめは、サイトカインの成熟や分泌に|刻りするグループで

C描p，目e-l、4、5が属する。2つめは DEXO配列を認識し、アポトーシスの際の係々な

60- 知山らす



タンパク自の分解，こ関うしているとJ5-えられていて、 C出 P，l'C・2、人 7か回する 1つめ

は、 C出 p"，c-6、品、 9が属しており、 Caspaぉcの分解に11)係するとJ}えられている

Specificitιes ofCαspαsesαnd Gnαnzyme B 

Oplimal Telrapeplide Seqυence Macromolecular SubSlrate Cleavage Sequences 

Enzymo P4 P3 P2 Pt P4 P3 P2 Pl Subs!rate 

~o..m1811・okm-I自由・ f

caspase-1 W E H 0 prO-inle同eu6(1n-1s由・"
lnlet1OfOf、yll'ldoonglactor 

01 E V 10 問 ly(AOP-ri回同)po/ymer回'

01 E V 10 ONA-dep・n曲"'P<凶骨，Inkma岨恒
DI G P 10 

caspase-.す o E V 0 
70kDa Ul small nb閉山地叩'01副n

o J E P t 0 sler剖 r骨事JlalO叩刷自門'¥enl.b的 dlngprol副n

01 E L 10 04 G'prololn dlSSOCI副剛1inhlbl!OI' 

01 E E 10 huntlnglln 

CiJspass-6 V E H 0 tafTllnA 

g直 nzyn噌 B I E P 0 
caspase-J ptO・，_.
目印画・7P'国内町me

Fig.3-6 "忍識配ダ1)を4にした C品開問の分士3'1
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そこで、アポトーシスに伴い観察される cPIA、の限定分解かc."pa.，eによる川口E1t:こ

どちらCa'>pa，c plt'，l;.斉IJとしては 2fH(l)IJ l、たついてl'Il刀剣をJIH、ることで検，，-tしたー

CaspascのJ);'白になっている。 Ac-YV八1)-('110u: の m)~丹IJ もペプチド~I.J.-;1{-州lで、

これらをCaspasc- l に対して効果がノj、され、 Ac-DEVD-CHO は Caspa..， c-3 に効~かある

(SIメチオニン標識 cPLA，をも ちし、た 111V Jtro 限広州f検 1 1\系に 1111え、先)j~i-訓べた

!iL F出抗体 ]()IJnι'mlで 1211手1I1J処.fll[した UY37細胞のライセートとドIU:斉1j{f{leトス7'C

で4時IftJbUじさせた。その結果、 Ac-DEVD-CHOは()，]μMでインタクトな げLA、タンパ

クの消火ならびに 7HkDaタンパクへの変換すなわち限定分解をドIl'.りした (トi品 3・7)。

Ac-YVAD-CHOは 10μMでも cPLA，の 110kDaから 7HkDaへの限定分解をIlIl'，I;.しなかっ

た (Fi晶子7)。この結果より、 cPlへ の限定分解は Caspasc-3係プロテアーゼによりわ

なわれることがぶ唆された。
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Caspase 間性iJllJiEIIl-3-2 

そこで次に、実際に細胞'1'の C品 pasc1汚tlをlJ!1J比した。ペプチド蛍光J，l'Cfとして

:ιII.'fll'.] 刈ca-YVADAPIく(Dnp)とMca-DEVDAPK(Dnp)を問L、た。 J/LFw，抗体 100ng 011で

このうち!Op邑タンパク処EIiした細胞を川収後、凍結融解を繰り返すことで彼域した

を蛍 )'t J，~質と 30 'Cで 30分|品j)メ泌させた。 lえI，i:.:;伎の蛍光をIlj)]起iJ.H"， 32:; 11111 、 illリ主~IJ主k

392 nmでiJ!1J定した。 Mca-YVADAPK(Dnp)とMca-DEVDAPK(Dnp)はそのアミノ椴円以りに

より各々 C出pasc-lとC出P出c-3i，TiVI:がilllJ'.Lされる。 Ca，pasc-3i月1'1はl/L1 山 JiLl本処flj!II.¥
卜)。IHI依存的に 仁昇し、 12時間後には()1I.'il日jの細胞の約 3.5{だにな った (1í 品 ・ 3-~ 、

-j主していた(I ・ 1 邑.'\-~、cPLA，の限定分解のタイムコースと此 くこれは、

Casp掛か!i，IiltlはJ/LF出抗体処J11!111干11¥1で L舛し、 611.'H/fl後までIoijf'，Uitのi，Tonを似ち、り
1: )。この品ii~は cPLA 限定11.¥'1/¥1後にはほぼ (1時間のレベルまで低トーした (rig.3-1{、

分解のタイムコース とー致しなかった。以 上の結果と m'， I:-l1lJの品川)~より、 JiL Fa<，抗体に

より"先導されたアポトーシスにおける cP凶 2の限定分解にじl甲山-3か|見iりしていると

Time Course 

AnIJ.Fas Ant，bOdy 50 ng川計

o 3 6 9 12 (hr) 

Western Blottlna r--司』ー- - ，川制

ofcPし"'2 -I 
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111-3-3 限定分解位置の同定

Caspaseプロテアーゼファミリーは必町認識に特徴がある。 Casp<l¥c-3は DEXD:~lí1\i:を

認識することより [155J、cPLA， t~，にこの配列を探したところ、 522 得 11 のアスパラギ

ン般の付近が 4致した。もし、この DELD"'A が Ca~pasc により切断される :}IWt:である

としたら、 522番目までのアスノfラギン倣までの断片の分(-:誌は、アミノ木端までのア

ミノ鍛数との比から計算して 77凸kDaとなり、実際に観察される断J¥の分{-:，t 7P. kDa 

(Fig.3・2、・3)とほぼー致する。そこで、この 522蓄日のアスパラギン般を Caspasc-3

による切断部位と子忽し、アスノfラギン般をアスノぞラギンに変児させた cPl人を

sitc-dircctcu mutagenesis 法を用いて、点突然変.í'~を導入するこ とで{'I'裂した。このんμ;の

概'll!について以下に記す。導入したい変)'~のプライマーをセンス側とアンチセンス~lljの

似・用意し、cPLA，のcDNAが組み込まれたプラス ミト、をj制リに耐熱nポリメレースに

より伸長反応を行う。生成したニックの入った環状 DNA と鋳)\~として川いたプラスミ

ドの混液を、メチルイヒされた配列を認織する制限隊ぷで処開し、 Wí~のプラスミトを分

解する。鋳1'1のプラスミ卜‘は大腸l:ti内で復製されているため、メチル化をうけておりおIJ

阪防本に感受性である。さらに、ニックの人った段状 DNAは大腸[:¥ljにトランスフェク

ションすると、環状のプラスミドとなって地える。プラスミドをtlli:Ilし、そのシークエ

ンスを確認して点突然変異が導入されたプラスミドを得た。

このプラスミドを用いて、 invi甘otranscriotion/l回 nslation法により lおSJメチオニン標識

cPLA，(D522N)を作製した。次に、[J5S]メチオニン標識 cPLへ.(D522N)かアポトーシス
細胞ライセートにより分解されるかいなかについて検討した。その紡果、 370Cで 411.f

問反応させると cPLA，は限定分解され78凶 aの断片になったが、 cPLA，(D522N)は分解

されなかった (Fig.3-9) 。このことから、この変異により Caspasc-3 が cP凶2 を)J~質と

して認識できなくなったことが明らかとなった。
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Fig.3-9 [
35S[メチオニン標識 cPJA，il?るし、は cPlへの522N)の

アポトーシス細胞ライセートによる invitrn限定分解の解析

さらに、 cPIへの 523呑Hのアミ/般のコドンを終止コドンにかえた cP1.A， (1-522)を

PCR法を用いて作製し、 mVl加 transcription/岡山lation1.ムーにより ["S[メチオニン十忠誠した。

この、 ['5S]メチオニン際識 cPlへ(1-522)をSDS-PAGE仏¥1水勤したところ、 cPLA"IJ) 

アポトーシスにより生成される 78kDa断JI"と|同じf九段に泳動された (Fi昌子10)。以 1:

の結果より、抗 F凶抗体により誘導されたアポトーシスにおいて、 cPLへは5221昨日の

アスパラギン般のい一昨で Caspase-3により限定分解されることかりJらかになった。
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tJL Fas抗体処J!Hにより成噂されるアポ卜ーシス細胞で似務される cPLA、の

7R kDaの断Jlと cPLA、(1-月22)とのl江主i泳3))1で、の修動j止の比牧

IlJ1.定分解政物の内子ぷ市't'le

抗Fas抗体で誘呼したアポトーシス細胞における cPLA，爪1'1:はアポトーシスlこ1料、減

少した(Fi昌子1)。これは、 cPJA，か限定分解により 522お"で断J;化して、 54')~ 

[1の活性発現に必須なアスパラギン椴 [137]が除かれるためi，Ti1'i.か火われると]字句、し

た。そこで、細胞に cPLA(ト522) を発引させ、再手索活1fl を測定することでこの似 li}~:こ

ついて検討した。

ヒト胎児野細胞 2')3細胞にリポフェクション法で、コントロールベクターあるいは

cPLA，、 cPlλρ22N)、cPJA，(1・522)の cDNAを組み込んだベクターをそれそれトラ
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ンスフェクションした【何時11¥11，去に朝日胞を1"lllXし、ライセートいの cPl¥パ1"を，¥!IJ'，.c

した。その結果、 cPし主2を発現させた細胞Ij'の cPlλoir~作はコントロールベウターキ感

染させた剤lHIi包の約41Iiに 1:げーしていた(Fi呂・ 3・11)。また、 522孫11のアス"二ノギン僚

をアスパラキンに変えた cPL~(D522N) を JU>l させた細胞は、 cPIA を )VJ~させた制 11包

とr，i!f'，U主の cl'l.A"活性を4、した (Fi邑・3-11)0 しかし、 cPレ\ (ト弓:m を発土l~ させた制IJ胞

は内l.iJiり、 cPLA
2活性はコントロール制IJ胞と変わらなかった Fig. 3-11 )。このもIjlぶ

より、 cPLA勾は抗 F国抗体によるアポ卜ーシスにより 522孫11の 7スパラギン的で限定

分解を受け、 54<) 番 "のアスパラギン般か除かれることで前件そ消火すると宅えよ)~1る

Immunoblotting 

"i [':岨( 切 ι ー斗‘: ..;"... ..  ~ 83kDa 
、εc 、、
E 。
、εa 旬，
主、

〉

〈‘t聞Z』a 

ヨc.. 

%今ぺも

Fig. 3-11 cP~ および変災 cP~免税調11胞ライセートの cP凶 I月 111
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日1-4 普遍性

Hト4-1 fJt Fas抗f本によるアポトーシス

ヒトliii'l'J'悦以系 'Irfilir詰細胞株 HL-60細胞をJtjいて、抗 FasJ'/L体によりアポトーシスを

誘導すると、]ng，mlから 7HkDa断!¥がfdl終され始め、 ]0nψmlてはインタクトな 110

kDaのcPLA，は限定分解によりほとんと消滅した (Fig.3-12)。この11，')の9凶IIIJ包千:お

びDNA断JJ化与をftllt務したところ、 50ngJrnl f)L F出抗体で約30旬以|の制IJ包かγポトー

ンスしており、約 30(10の細胞が DNAの断!¥化を1[..じていた (dutan川、hown)，このf.h

*は、 U937瑚11胞の場合と以く似ていた。このように、 Uリ37制11)出以外の制胞において

もjAFas j/L体により誘導されたアポトーシスにお L 、て、 cPL人の líJ~ í.L分 WI~が似~'fされた

118 kD 

Anti-Fas Antibody 
(ng/ml) 

1 5 10 50 

月噌 Intact
86 kDa-' 

4・・Cleaved

Fig.3・12 ヒト riij付髄l:j(系1'11川内細胞株 HL-oり細胞に

抗 Fa~ 抗体で i~~;r;ーしたアポトーシスにおける cPLA の似応分解
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I11-4-2 抗ガン剤により目涜導されたアポトーシス

ガン細胞を抗ガン舟!なとの柴州lで処到!したときに観察される細胞化はアポト シスで

あると惚(ifされている c156J。しかし、この抗力ン剤による 7ポトーシスの械協につ

いては、 j克イ1:のところよくはわかっていない。 ijLガン斉IJにより剤1111包|付{こf"Jらかの似II{-か

生じると、アポトーシスの進行に|民l りする分 fがそれを ñ{-!~f& し、アポトーンスにヤると

与えられる。また、C品pascファミリープロテアーゼの|対りかボl唆される仰:11-(よ多く({

f正するが [ 1 ')7- 1 59J 、統_(!'~な見解はf~i られていない。 1也にら、セラミトを介するシ

グナルの|刻りもi']，唆されている [1(JOJ。そこで、DNAトポイソメレース 11i川刊を ~I[，Ii 

し、アポトーシスを品導することが知られているエトポシド[1.% ]を)11い、 lJ9J7判11

胞および HL-(JO細胞にアポ 卜ーシス誘導し、この場合の cPLA、の限定分解について倹，i.f

した。

椅々のd:V良のエトポシドで細胞を 1n:'ill¥J処.f1Hし、洗浄後さらに 1()II.'J'I日JJ:i¥公を続けた。

10時間後に制l胞を川収し、抗ヒト cPLへ抗体を川いたイムノフロ ッテインクをわった 2

あわせて化細胞+、作びに DNA断};.化 3容のiJlUぷも行った向そのがi*、エトホシト必肢が
仁界するに従いインタクトな cPl人のバンドは減少した。また、エトポノ卜‘必l泣か l

凶 mlから cPL人の限定分解旅物の7HkDa の断JI が i(!，!終されkfiめ、エトポシド iJ~~J止にf，'[，っ

て必くなった (Fig.3-13)。エトポシド5、]()μg/ml処flHでそれぞれ必紺|胞やは 16句、

48 r，もで、 DNAの|制化，t.;は 30%、54%であったが、インタクトなじPLA，1}) 1、ントは

完全にはif'ii，威しなかった (Fi品 3-13)0 この車内*は、 fJt:f'凶 JA体によるアボトーシスの

場合と'ftなっていた。エトポシド処.wU937細胞において DEVDllIl'，Ii斉IJ感'立'1'1ーのプロテ

アーゼ (?ttらく C国 pasc-3f，:jDの関 tJがぶ唆されており、 J/LF出抗体によるアボトーシ

スの終路とクロスすることが示唆されている [lllIJ。この cPLAの限定分解のPJ:はエ

トポシドで誘へ与されるCaspase-3Hiプロテアーゼが抗 Fasf/L休により"先J与されるプロテ

アーゼと椅却が異なるのか、あるいは ill-か少ないためと与えられ、 i，i;1'1.化される

-69- 日111，';-;: 



C出pa~e が車lJ i数により使い分けられていると L 寸似:i~lを .11 1: 11)1するものとら行え l) )， t る

118k Da 

86k Da 

Etoposide (μg/ml) 

o 0.5 1 5 10 

鞍暗炉・

噌行時デ
Intact 

Cleaved 

Fi昌子13 エトポシド処sl1により U937細胞に誘導したアポトーシスにおける

cPLA，の限定分角I~{ とアポ卜ーシスのみとは

11ト4-3 ij~(場壊タヒ!大1 [- (TNF)によるアポトーシス

1服直1坊釘I峻1衷i夕必H肉f (Tumor nc児ccα叩ro口叩3

兄知!られ、細胞の増舶や分化などの1'1'111をぷす [162]0 TNF叉作休(よ分[-:li}J、汚5kDaの

rNFR1と7.'kDaの廿刈FR2の 2f • .fi'l1lイIイjーする。これらの細胞外ドメインは判11粁)JxW刈

子の受作{本や Fasに似ており、ファミリーを形成している [1凸3.164 ，また、 T;-¥FRI
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のCAミ端側には細胞内ドメインとして、デスドメインと名付けられ、 l‘出の"1¥1IJ包|人J，I'~'lJ ; t'( 

!こら'1イiごするドメインが(f.(， する 165 。テスド メインを持つアダプタ一分 rと:ih

1本のデスドメインが結合することにより、アポトーシスのシクナルは剖¥11)包|人jにとい必さ

れてL、く。アダプタ一分 f-のTRADD[150]、FADDII相 、fUCF:. 1引. 1:'i2 かHL

r本を形成し、 Caspascファミリーの爪性化にとつなかることが144(l，されている [201

また、 TRAF(ThFR-掛川ciatcdfactor) 2 [1凸白] は11'[銭 TNドR2と車内fTするのみならず

rRJへDDを介して TNFRlとも復合体を形成し、 RIPを介して NF (nuclcar fac!<>I) -1{ 13の

活性化を導く [167J。また、 JNK(c-Jun N-tcmlinal protcin kinasc) を日!っィヒする内t;1fも

ある [161']，以卜のことより、廿可Fのシグナルはアポトーシスを治やするシクナル以

外にも、 JNK~汚 111 イヒや NF-KB の活n化を if:t くことがIVJ らかにされ始めている

そこで、 TNFからのシクナルにより誘与されるアポトーシスにおいて、 cPl人 0)目4hi:

分解がif¥1苦笑されるかについて、次に検討した。 5x 10"∞IIs/mlの U937制¥1胞を 1，ゅrnlの

サイクロヘキシミド(CHX)の千五イピドで、 10U/mlのヒ卜リコンビナント γNF

I Genzymc から購入) で処現した。 CHX 与を加えることによりタンパク 't't:~11えを1'Il '， I; し、

有11胞をf1i極的にアポトーシスへとi古jかわせた。その結巣、処.flll3 II.'Jll¥J後にはが)35 (干の

細胞が、 oll寺1m後には 50%を越える細胞がアポトーシスしていた (Fi昌子14) また、

6 時間後からは死細胞41，の変化は観察されなかった。 2411.\' ll'd後においては、木処fl l! ~~lI)j包

の化調11胞不は 10%以 トで、相刈Fや CHXqq虫処1'1[のタヒ制11)包本も 15旬以、卜であった

(Fig.3-14)。各々の日午山jに細胞を1111収後、J'iLヒト cPLへ抗体でイムノフロッテインク

を行った。 cPLAの|反応分解は 311寺!日j後には観苦笑され、 71'1くDa断):が/1:JJLした (Fi邑

3-14) 0 TNFや CHX単独刺激24時間後の細胞におし、ては、 cPLAの|桜山分解(よ似終さ

れなかった (Fig.3-14)。また、抗F出抗体で誘導したアポトーシスの場介と )1'1なり 、

インタクトな cPLA、の完全な消火はf必然されなかった。このjtj川jは、エトポシド処.fIllに

より誘導されるアポトーシスの場合と:lii'i似していた。この針決は、 TNrレセプターから

のシグナルと F凶からのシグナルとでは.'Mなる終l院がイィイlーすることをぶしていると)5え

られる。
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TNFとサイケロヘキシミドにより Uり37制1111包に。坊j4したFig.3・14

アポトーシスにおける cPl.A，の限定分解と化創111出ょが

サイトカイン除ムーによる肥満k~lI胞のアポトーシス11ト4-4

Ifll球系の細胞は造血幹細胞が地刷、分化することにより J片山l内に制作されている

、サイト16りの細胞のT11舶や分化を肯lる|刈 fーがサイトカインや妓着払uなとであり
Ij[，;il:l:j制1111包{ま 11>-3カインは特にI血球系細胞の維持に必引なiIHt:[刈子であるい70.17リ

をtfiめとするサイトカインのμ伐によりが十字されている。これらのサイト力インの供給

こ0)ようにして1洗

l
 
i
 

--J
 

b
川
河

172 を祈っと、肥満細胞はアポトーシスに判徴的な形態を 1]"す
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洋したアポ卜ーシス肥満細胞における cPIλーの限定分解について険，:.Jした

IL-3のりしがおlとして WEHI細胞のI庁長 I'HiをJIJい、マウス十j・1bll';冷却IIIJ::1よ:)~}f l- させ、

J庁長してきた肥i出1細胞 CBMMC)を 31['1Wf:HI 収益l-.iiiを今まなL、1;'-.')也で，tri'し人

11.-3を合まない崎地でさらにI庁長をあLけると、 2411.¥'II¥J後にはが].iO旬、 61l11.'111'.] i去に aよ約

千放の制JJ包の DNAが断J¥'化していた (Fig.3-15) この均千干の cPLAタンハケの変化

をJ/Lヒト cPLAュjiL休を別いた、イムノブロッテインクにより訓べたところ、じPl¥ :d.の

t:化、wびに限定分解は観察されなかった (Fiι3・15)u ;;'; Irll川 rlí~ J; i去の〆ホ卜ーシス

の陵情については、アケチノマイシン D添加lによりrlU;されることから刈人江タン，、ヶ

免JJlが必叫であることが〆1'1唆されたり[173 、 ('w， pasc か必波ないとω 主Irl，~ げ4'な

どがれH(i「されているが、Ji}近、 C凶 P出 c-3が IL-21徐ょによるアポトーシス仁川lりするこ

とが4くされ、まだ混沌としている。また、 cPLA、の限定分解か仰泌されないf[f!rlJとして、

r"，やTNFなとの刺激により"先導されたアポトーシスとは災なった慨tNjの(J・イ1ーかιえら

れる。 012 24 36 48 6o (hr) 

cPLA戸お?で盆ーでど

Fluorometric Method Using DAPI 

) ( 、v《、

E二。
10百
e 
qE J 

← 0旬、『1 

〈

Z 。10 
。
o 12 24 36 48 60 

Culture Period (hr) 

* * p<0.01 
* p<0.05 

Fig.3-15 IL-3除去により肥満細胞に"秀噂したアポ卜ーシスにおける ιドし八 ω変化
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Hト5 cPLA2限定分解の生物学的意義解明への試み

11トシ1 cPLAz限定分解産物の細胞|人l分布

cPJA (ま N~端制IJ に存イEするカルシウム依イf.tt膜移行ドメイン (CaIB ドメ イン)依

(f的lこ、カルシウムイオンにより股1IIIj分に移行することが知られている l143.144

そこで、断片化された cPLA"か細胞内のどこに仔花するかを調べた 抗 F出抗体 II)(J

nglmlで241時間アポトーシスを誘導した U937細胞と抗 F出抗体処111¥をしないじ937細

胞を 241時間後にいi収し、超長引皮破砕した。それぞれの細胞ライセートを 100，1)り(Jx呂、 l

1I~r，jlの起 iぶ心で分離した。 紐述心後の r.71Jを細胞質問i分、沈殿をI-.iI'J と [， ;J:I':のバッファー

で鯨樹させたものを膜凶分とし、 SDS-PAGE屯気泳動により分除した。分離後、抗ヒト

cPLA，抗体を附いたイムノプロッテイングにより保住部似を係~J(C{した。その判決、アポ

トーシスを誘導していない細胞では、 cPL、は細胞質両分と)j!.'!llflj分の1.I，jlllJj分にインタク

トなまま存在した (Fig.3-16)。アポトーシスを 2411年間誘導した細胞においては、ラ

イセート中には限定分解された cPLA，のみが観察され、インタクトな cPLAは見られな

かった (Fig.3・16)。このライセートを民に分lilijしたところ、 cPしへの限定分解バー物は

すべてj燥[可分lこイ了在した (Fig.3-16)。

さらに、この現象を般かめるために、 I~'SJ メチオニン標識 cPLへならびに I"SI メチ

オニン標識cP凶，(1-522)を用いた。これらの標識体と U937細胞のライセートとを凶IL:-

させ、超j卓心により分画した。上消と沈殿をそれぞれ電気泳動し、オートラジオグラフィー

を行った。その結果、 Figure3-16でボした invivoで観察された現象と[，;Jじく、インタク

トな cPLA，は細胞質と膜画分の両万に仔{f.し、 cP凶，(1-522)は膜l凶分にのみ飢祭された

(Fig.3・17)。
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cP lλz の股移行には CalB ドメインの|則リが I~j らかになっているが、この4占拠かじパ、

Jドjld側に股移行を調節する部分がイfイiすることが与えられる Sicrra-Ilonigm;mnら(立、

サプコンフレン卜なと皮細胞rl'の cPLへは妓IllJi分に什:イ1・し、その分[-:，~'か 70 kDaであ

ると縦 (tfした [147J。さらに、彼らは抜への移:(Jに関りする配ダIJか 2カ，ijicPLAに(r

/E寸ると指摘している。 lつは 273需11から 2陶器11のアミ/般にかけてfメ{Iする後(f. 

{f.シグナルである [176J 0 2つめは 55611HIから 565~II のアミノ般にかけて (iイl す

る倣外輸送シグナルである [177，17s]。十車外輸送円以リはアポトーシスにIN、除かれる

配列であり、4>:f!研究にて観察された.fJU!( との l刻~がIJ!i!く〆J;I凌される。

11I-5-2 cPLA~ および cPLA2 変児休出発割 293 細胞の' 1 :.化γ (10 f~l(，析

cPLA，の限定分解のアポトーシスの進行への彩終ならびにアポ卜ーシスにおける広義

を明らかにするためのツールとして、 cPLA，あるいはアポ卜ーシスにより限定分附され

る印位の 522苔rJのアスノfラギン般をアスパラギンにかえた cPlλ(])S22~) を 1:.:， ~VJl

した細胞を燐築した。ヒト胎児1"1-111*293 細胞は cPLA，_の発現が少ない制11胞であると J~

に逃伝子持人に良く月Jl、られるため、み;ヌ;;験に川いた。日IIi手L動物プVJlベクターにじPL¥、

あるし、は cPLA，_(D522N)をサブク ローニングした。このベクターをリポフェクション法

で2り3細胞にトランスフェクションをした。 iiL'I:.物質の G41Xへの耐何処仰をベクター

遺伝 fーの何常的発裂のマーカーとして川い、 cPLA， f:~j免税妹 l っと、 cPしへ(D522N) 1:.:' 

発:EJt株 2 つ (A8 と 日4) を得た。れ々の細胞地舶は E1 4 か少し'，'.~、ものの人;きな 1.: は

観察されなかった (Fig.3-18)。
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Fig.3-1H cPLA，あるいは cPLA，(D522N)r(:j発現293紡11泡トランスフ tーマント

の細胞榊州1

次に、これらトランスフォーマントの細胞応符1'1を調べる11的で、カルシウムイオノ

フォア刺激あるいは Iしl/FCS による刺激に H刊よ;したアラキト‘ン椴遊離以 J.~:を訓べた ，

cPLA，は細胞内カルシウム濃度 I-.Hや MAPキナーゼのリン酸化により前例:化され、ア

ラキドン般を遊離させることが矢I1られている [41.42J。そこで細胞をあらかじめ級品I

1:'Ri:'~アラキドン酸で標識し、カルシウムイオノフォアのA23Hì7 1O μM で]()分川刺激す

ることで、細胞内カルシウムイオン泌!支 [.11によるI!IJII寺(1'')な細胞応符をI淵べた。その結

果、 cPLA，を過剰発現している細胞のアラキドン徴遊離坑はコントロール制11胞の約41:"1

であった ( Fig.3-19 ) 。と ころが、 cPl人(D522N) はA231H7 車IJ i)'~に よるアラキトン徴iIit

離反応は)L巡;しなかった (Fig.3-21)。また、 1ngJml IL-lとFCSで 41I.'rll¥J刺激するこ
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とで観第される、細胞内イオン濃度 1.舛に依作しな l 、I.~:終によるアラキトン般道縦 Ji.I，~、

でもいj慌の現象が観察された。 cPLA，を品発呪している細胞は、コントロール ~lii胞に校

cPしi¥(D522:¥)をた呪しべて約7倍のアラキドン酸を遊離した (Fig.3-19)。しかし、

た細胞はコントロール納胞とだが観察されなかった (Fi呂 3-1り)。げLA，(D522N)，;1:. 

Fig.3-11に，j、したように、 mvltroにおいては爪['1:がtP.1J定されることから、この変]111，が出

性に~~響を勺えていないことがわかる。しかし、細胞内において悦ぶ川 '['1ーを免J犯できな

いことがぶl愛され、この変!l付、細胞内の cPl.J弘前1't化あるいは制111泡|付輸送に;;計年を 11え

ることが考えられる。すなわち、このアポトーシスによる断JI化1;-sfl'/:の522孫"のアス

パラギン西空がじPLi¥，の新たな活性調節機椛に|泊りするgil1"':であることか予知される。
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I11-6 まとめ

ftL F出抗体により誘導されたアポトーシス U937細胞でf必然された cPLAの I'J~J.l分解

は、アポ卜ーシスの進行と良く柑|刻していた。また、 TNF や抗ガン州lにより I;Þ;~!される

アポトーンスでも観察され、かなりアポトーシスにおいて11・必的な刷象であるとJ7えり

れる。また、限定分解官官位はアポトーシスにより的判化するC出pasc-3係プロァアーセ

がndl識する配列として知られた閉じ列 DXXDとー致する、 DEI，D"'Aの戸22孫11のアスパ

ラギン酸であった。しかし、限定分解のれJJ工は細胞椅や 1::元将 JJil、により)'~なり、 01f! ll刈

{'l土ょにより誘導したアポトーシスにおいてはほとんど観察されなかった。このことは、

アポトーシス割11胞において活性化されている Caspase分 f絡の多様'111・をボすと 15えりれ

るの Ca掛出叫l恰出川ト討叶4河p邸cフ7 ミリ一プロテア一ゼによるカスケ一ドlはよプロテア一ゼによる 11川し、のi川l円t 

判イ化ヒという.'入}，I.以，1，1、

作られているとJ与5えられる。

ところで、アポトーシスにおける cPJAの限JLjについてはいくつかの悩;hがある。

H，明kawaらは Tl¥Fα に耐性を獲得した Lり29 細胞では cPI 八:の発JJ~:aが減少しているこ

とを示し、さらに、 cPJAタンパクを発現させることでIfu.f'l'I:は刈!日されることをWLaし

た [179J 0 ] ayaclevらは、この細胞を片H、て、アポトーシスに伴うセラ ミドの';r.:'1..に

cPl.A，が軍主主であることを示した [1 HO J 0 Voclkcl-] ohon，onらは Tl¥ド によるアポトーシ
スにおいて cPLA，が必袋なことを過剰発現やアンチセンスの系をJll~ 、てノI、した llR1ω

MacEw出1もTNFやNGFレセプターからのシグナルにより cPLA271ft'!'lか 1.げするこ とを

報告している [182]。

CPJAのアポトーシスに伴う限定分解については、 Vocllω1-]ohol1sol1らは C311A級車iI

.::;-:細胞において報告している[183J。彼らは、この分解により指IIIl包|付 cPLA，7Ifr刊か低

下する ζ 報告tしており、...js;{iff究の結果とー放する。しかし、Wis，in呂らはIlditiン制Illl包
MCF-7Slに廿サFにより誘導したアポトーシスでは、アポトーシスに伴うアラキドン円安
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.iil械の沖11111が、断片化された cPLA，の抗性化によるためであると111il初日..ltニfll¥-1

この綴;与は、アラキドン般i佐隣への cPl人の|刻lJのん、で本iiJf・1tとytなっていあ 小u)f'l'e_

では 1I ~~(で述べたようにfJL F出抗体により洗導されたアポトーシスにflうfうキトン険

遊自W- b叫;は iP凶2 によることをイ.~I唆した。また、抗ドas j)日本によりアホトーシスを疏必

した場合、 cPLA，は完全に限定分解され、インタクトな c凡んはうそく消火していた‘し

かし、彼らのFHfi了や本研究でも TNFにより誘導されたアポトーシスではインタクトな

cPl人は完全には消火せず、かなり絞る。 TNFにより誘導されるアボトーシスにおいて

は、この残ったインタクトな cPLA二がi，'i1'1イヒしてアラキドン般j佐出11を起こしている "J能

性が与えられ、現イE削'存斉IjをJtJいた検，i-tをわっている。

また、 TNFに耐性を獲科した L929制11胞をJTlし、て、抗 F品抗体によりアポ卜ーシスを

誘与したところ、アポトーシスに cPLA，は|刻りしないことが純作されている l が

FasとTNFは11人、に制胞必の終路においてクロスするが、全くl，iJじi予断ではない rNト

の刺激からは MAPキナーゼの活性化などのシグナノレも伝わり、このようなシクナルの

多係性がアポトーシスにおける cPlλ2の閃リについて統 的な見解か{!JられないJ'I[IIIの

lっと与えられる。

C出P出巴ファミ J ープロテアーゼの法的となる分 f-は、数多く f~;与されている ポリ

ADP リポースポリメラーゼ ( PPAR ) は、ノトやアポトーンスの.iiUJ の間以II.~としてらその

時ぷの限定分解が肘いられるほとイd〆?なタンパクである rlH(，. IH7J この両手ぷはHli訟

を受けた DNAの修復に凶りすると与えられている。 DN八ー依作1']プロテインキナーゼも

Dt¥A 本鎖修復に関うする防ぷで、アポトーシス{こ{料、分解される [IHH 制1I胞内1'，'j

報伝達に関勺する分子の中にもアポトーシスlこ{、札、限定分解を受けるものがある 制J役

立細胞純たんぱく質問B) L 1 師、 190JはcPしへとI，;Jじく限定分解によりイ、川1'1:化され

る。 しかし、Ghay山 らはプロテインキナーゼ Coがアポトーシスによる似定分解を宝:け

ると活性化されアポトーシスを;l!_に促進させることをボし r191 、限定分解により活

性化されるタンパク(MAPキナーゼキナーゼ [192J、カルノ、ィン IIりわや p21I日ザL

化キナーゼ 2 ~ 194 J )の仔イ|ーを十世作した。|脂質に関りする物としては、副IIIJ包I)'Jコレス
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テロール濃度の調節に関りするおterolrcgulator~ clcmcnt-binuing protcin (S伏トlll'、かうバけ

られる [195‘19oJ。

また、 L基t質となるものでは、紛細iJ胞抱T付i将絡4に関 1リJする分子が多い フオドリン lド《り仰j刀7-1ド川《リ}

ラミン [ロ2()削J(川().2，却01リ]なとど、がアポ卜一シスにより限川山ご分角併j午1を受受:ける。こ れらの分 fωI:Hλ:

分解がアポトーシスにおける形態変化に必要であることを惣像するのは作幼である し

かし、アポトーシスの進行における立義についてはほとんと明らかにされていないl Jlt 

近になって、 Raoらは巾間系フィラメントのラミンの切断にアポトーシスにおけるぷJ主

をがした。切I析r.il分に変異を導入したラミンを発現させた細胞にアポトーシスを品砕す

ると、細胞必や DNA の断J:ー化が遅れ、般の凝縮かI(n~jfされていた [202 ] 内ラミンの分

解がアポトーシスにおいて、伎の形態、変化に4主要な役"，1;11を%たしているこ とカ川、l唆され

fこ。

cPL¥の限定分解も、限定分解産物が般に移行することや限定分解剖ij'l:に役Y4を待人

した cPLA，は細胞内では機能しないことなど、限定分解に何らかのむ~tがあることを F

位、させる知比が見出された。トランスフォーマントを川いたWi~析は、アポトーシベにお

ける cPLへの役割|のみではなく、新たな cPLA，の細胞|付での1'1ザ11や爪1'1化微怖を解明す

る手助けになることが多いにノj~l~ される。
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IV アポトーシスにイ半う細目包1莫の
分泌性 IIA型ホスホリバーゼ、A2に対する

感受性の獲得
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IV-l 序論

アポトーシス細胞はホスファチジルセ jンが制l胞の外側IJに配向することにより、 1ク

ロファージか認識し、会食される。このことからも、アポトーシス布nlJ包においてマクロ

な政変化の吋能性が~.えられる。

PLA，の中でも分泌引の I!A)I~ sP凶 2は、炎J，U'f¥WLや免鋭利叩11胞などに人::rUこ{{{I'

し、炎1主の別，'W;イヒに関与する分(-IJ( 14 kDaのタンパクである [2()J。炎J，I:1;1一中IJi紋によ

り、保々な描1¥胞で発現が誘導され、プロスタグランジンを始めとするエイコサノイドバ'

'1ーにl渇勺している報化が多数見られる [204-209J。また、 [!A )\~ ，PLr'¥、は制111犯IJ央ぷ1(11

にt{1Eするへパラン抗酸に結合して作JiJするとxえられている i2101v しかし、ふ刺
激の正常な制胞のj例:'1:)J英はJJ日本分解することができず [204.21ト 2131、砂くに 'J、寸ーよう

な活性化された細胞の股に対してアタックする。カルシウムイオノフォア刺激のM'i'f.:!，

[212]、抗原抗体刺激肥満細胞 [213JやTNF刺激Ull代|人i).J(細胞 l204Jなとは細胞外

から l凶 J\~ sP凶 zを作用させると、プロスタグランジンj{(J-j:.か似進する 他にも、制111.胞

の活科化lこより政/1..¥される小体にも llA)\~ sPLA，が{'f川し、 lysoPAを供給するという

考えも報令されている [214J。

このように、 [!A型ぉPLA，は活性化された細胞膜、すなわちi"Jらかの椛応変化により

JIA 1'!日Pl人 に対して感受仰を独得した膜構造に作用することがぷI愛される。そこで、

アポトーシス細胞も flA)1'1 sPLへに感受性を示すようなIJ英構造変化をしている"JIiE:1'1か

あると予想し、 NGF 除去によりアポトーシスをJ先導したラット i.iIJ'~f髄自制BMi 剤111泡林

PC12細胞 [122]ならびに抗 Fas抗体によりアポトーシスを疏与した U937制胞を川い

て検討した。
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IV -2 IIA型 sPLAo感受性の獲得

IV-2-J flll終成長Itl[-I~ムーによるアポトーシス

ラット副作髄質褐色純細胞株 PC12細胞は NGF . 215] の uイ1: ト、 N'~:t除制 1I包へと分

化する [122]。この分化した PCI2制11胞の府主主波から NGドならひに1(111，')を除くと判11胞

はアポトーシスする~123. 124 。このアポトーシスにおいて、アポトー:/スの足t1Jに

("1'いアラキドン般遊総;止が明JJIIすることを II立でぶした そこで、さ らに剖111出外に 111¥

)¥'1 sPLA..を作在させることにより、アラキドン椴溢維にどのような変化か制修されるか

を倹什した。

1 i湿I[¥JNGF の {j在卜で神経憾に分化させた PC12 細胞を NGド と Iflli ，';を~~まない.t('，'l也

でHI"J洗浄し、さらに府主主を絞けた。すると、 241時間後には日(J%の制111]包か Dl¥Aの断

JI化をおこしていた (Fi邑.2-30)。あらかじめ 2411叩封j皮射似"故アラキトン微でkJTぷし

たPC12細胞を用いると、アポ卜ーシスc:rn、政射標識アラキドン微かjJu附してきた
(Fig. 2-34、4-1)。また、アポトーシス必導叫に、ラット IIll小似からJ/t:wカラムをJJIl、

ることで桁製してきた IIA刷 sPLA:，を共存させたところ、アラキドン椴j佐削lまぶしくm

~1! された (Fig. 4-1) 。 そのLìYI~~t{YJ I J はアポトーシス誘導 2411.'lII'，]後すなわち fポトーシ

スが逆行した段併で強かった。アラキドン俄遊離li:は 2411年1i¥J後には I1八 )¥'1.，ドLAを添

加していない細胞の 6倍以仁の 65%にまで速した (Fi呂 4-1)。
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Fig.4-1 アポトーシスに伴うアラキド、ン再生遊離反出の IIA J\~ sPLAこによるJ1;tliDWf刀l

この精強効果が !lA'i'I sPLA，に依イ州であるかを調べるため、 IIAJ¥リsPIA， :j[を変化

させた。その結巣、アポトーシス誘持 2411年間後のアラキドン椴i位縦iitは、 IIAJp、PL/¥，
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:Il~ {衣{!的に側主された(Fi呂， 4-2) IIA1~sPLA， 1 凶 mlでJ1，Vl~~!幼~か州 t4{iめ、 F

凶 mlでは本処用細胞に絞べが，)4倍以"，も附強された。

70 
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sPLA2 (μg/ml) 

Fi昌 4-2 ITA }盟 sPLA，によるアポトーシス(こfドうアラキドン円安遊出!UX:I.i:;

の別強効果の IlA }I~ sP LA， i，'c依イげ|
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~益凶 (1珍んによるアポトーシスは~主主!刈 fを {iイ仁させるとおこらない ‘ こ (j) I・ポトー

シスか銀行ごにより誘得されたものではなく、栄径|刈 fが除かれたためおこったこと今{泊ー

かめるため、 NG上を共存させた。その高占拠、 NGFイfイ(ドではアラキトン般道削J反応も

抑制され (Fig.4-J、BとE)、さらに lIA)I~ sPLi¥感受'1'1:は礎科しなかった (1・1品川、

CとF)0 IIA 型 ザしl\.， i~受性はアポトーシスにより後作すみものであることか.IJ'唆さ

れfニ。

ところで、 [IA}¥" s P LA，は活性発羽にカルシウムイオンを必 I~とする 21凸 そこで、

府公波に EGTA を IJIIえ、細胞外カルシウムイオンを除くことによる効~を，(~~fべたl その

結ペー、 EGTA作イEトーでは IIAJ\~! sPLA，によるアラキドン椴逝削uえ此;のWI~~l幼民は制淡さ

れなかった (Fig.4-3、Cと0)。この紡*より IIA)\~ sPLA.のアラキドン椴ili~lfl !i.1，亡、m

ini必'1*には醇ぷ活性が必1.tであることがボl唆された。

IlA Jt~ sPLA，はヘパリンに潟l和nが強く 、効果発射にはへハリンへのが『??か必須であ

ると ~fわれている [2 10J。そこで、へハリン車内令部似のリジン伐Jえをグルタミン般に

かえてヘパリンへの結合性を無くした、変'14ILA J1'! sPlλ， 21() のがl決を倹，;.Jした、

この幻，'4IlA担 sPLA，KE4はマウスの IIAJl'1ザしへの$Z.¥Ydtであるために、ます、マウ

スIIA型sPL九のPCl2細胞のアポトーシスにおけるアラキドン椴ili雌kl.i:.、への似'1*を

調べたところ、ラットの IIAJ¥'1 sPLA， とぷはなかった (fi呂 4-.1、 Cと(j) また、ヘパ

リンに総合できない lIA )I~ sPLへの KE4も1，，1υ，，1 f.依是のアラキドンf椴喰i遊佐刷t断縦1昨l叫判バ1(1，判r

(Fi氾g.4-3、GとH)。これらの結果より、 PC12知l胞はアポトーシスにI'loい IIAJ\~ 

sPLA，感受性を獲得し、アラキドン椴遊縦bi_k、が榊強される。この明必1:tJ1*に [[八 J刊

PLへのヘパリンへの志向介は必咲なく、 再H~祈性は必~であった。
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Fig.4-3 アポトーシス PC12細胞の微々な処Ellによる

lLA梢 sPLA，感受性獲得への;影糾
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次に、どのリン脂質からのアラキドン椴遊離が別強されるかについて倹.f.tした

J相当Plλ共イF下、 NGF除去によ りアポトーシスを 2411.il日j誘;q，した細胞を1111似し、Ijfi'ci 

そのが，*、l由ii}を倒:Ll後、 2i欠JじTLCによ り分縦し、作リン11行質の政井口町生をli!i1:ょした

どのリン脂質も減少していたが、特に、ホスファチジルエタノールアミンの減少がm.fi
こととであった (Fig.4-4) 0 IlA)t'J sPLA

2は基質として円安判リンIIfi't'[を好む L5り 203

この結栄はど予防しなかった。
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JV-2-2 抗 Fas抗体によ り誘導されたアポトーシス

U937細胞を抗F凶抗体で処理することでアポトーシスを"元叫し、 l凶 J¥'I，PL八i添加l
による効果を調へた。 5または 50nglmlの抗F出抗体で 1211手!日j処f1Hした uり37~~1I'胞に ]()

凶 mlのIIM¥'IsPLA，を加え、さらに 12時間反応を続けた。その結巣、 IIAJ¥')ザ lA，を

加えたほうがアラキドン椴遊隊反応が1)'il~Ó! された。 また、このÞ，Yl~TI~効取はむ'L F"， 抗体:I(

が多し、ほど強かった (Fig.4-5)。
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その仏製、的lX に i;，~少している

*唆

** 

さらに、どのリン脂質から滋離して くるかをE調べた
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IV-3 まとめ

PC12 細胞の栄公凶{-除去あるいは抗 F出~iL休により U937 調111胞に j;{$;[iしたアポトーシ

スiこより細胞は、 flA砲 sPl人感受性を獲得した。[!A)\~ sPし、は炎l ，U， J I リ Iに~く飢哲き

され、炎f'Eの哨忠化や段々な疾病に|対りしているとJ5えられている 50，20.' また、

Il A)科 sPL人を1f.1;~' な細胞に処.f.Ip.しでもほ とんと効果ははられないが、サイトカインな

とにより前'n化された細胞や断Ji化された細胞小体には作川でき、その幼以がmf.にI凡
れることが別らかにされている。すなわち、 llA)\~ sPLAは制|山政の劣化、おそらく

"乱れ"を沼識するとも与えられる。アポトーシス調11胞に IIA刷、PLAは('1'111寸ること

が IIJ能であるという今同の結果は、アポトーシス細胞のJ1財体jLの変化を Jf~!冶'j!: 1'.以外の

~L.f~への感'立:nを指標として説明したことになる。さらに、 PC12 細胞と L・旧7 剤111.胞と

いった、動物問や111-*:が巡った細胞に、%なった)j法で"禿J与したアポ卜ーシスにおいて

J~jffiに観察されたことからも、アポ卜ーシス細胞に共通しておきている J>l ~とであること

がぶ唆される。また、我々のliW先'ギでは1'1-髄十JI*マウス肥満制1111包から、 j!'.ilflll刈(-の IL-3

を除去することで誘得されたアポトーシスにおいても16HJ<の IIA司'!sPI.A!必'立'1'1:の舷j!}

を切らかにしており[217J、ノ':-IUJの結果を支ねする。アポトーシスによる制1111包1)央の変

化ほ、 I[A)¥'.IsPLA，の感受刊一の観点から与えると、炎鋭部位や炊j↓日gj¥'，:における制御の

変化と共i!!iしているといえよう。すなわち、アポトーシス知111包も '1.体内で 11八 )\~ sPし¥，

のターゲッ卜となりえる。

炎症部11/:において llA型 sPLA，の作H1により、アラキドン般か供給されアラキトン椴

カスケードが開始することで、エイコサノイドが産'1:.される粁路の{jイ1:を、'i数本では1ii

近FHPt した [2 18 J 。ま た、 j肥満細胞に E誘導したアポトーシスにおいて、 i!ii ~fft してきた

アラキドン股がプロスタグランジン D2 に代謝されることも lりj らかにしている ~2[7J 0 

このことから、アポトーシス細胞が炎出部位において、 i疋Eくにイ什{.イイ作仁する l川lι.'i市fバi

ラキドンR綬費のf供共給乱源臣となりえるllJ能制もぷl唆凌される。
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lIA:'l'! sPL1\の細胞への作 )IJ には、ヘパリンへの結介が必~íjであることをJえをは械 ;'1ー

してきた [2¥OJ c しかし、アポトーシス細胞への1'1')11にはヘパリンへのが，;;-1'1.を全く

必要とはせず、再手J震活性のみが必要であった。この結-*は、アポトーシス細胞の!以情iiE

が刺激等により観祭される股構造とは大きく災なることを不l唆しているととえられる

また、lIA型 sPLへはアポトーシス細胞のホスファチジルエタノールアミンとホスファ

チジルセリンへの作j干jが顕著で、これはrIA 有'!sP~ が般利リン日行自をよい)，~'t'[とする

in vitroでのぷ質特異'['1:の実験結果と 致していた。これらのリン附伎はJ山市は )f~'t'ill失の

細胞質仰11を戸'1いてイ字化している。しかし、アポトーシスにおいて1'i!Z'['1リン11¥'i口か形町JI民

の外側にトランスロケーションすることが切らかになっており、本研究の札'，*はこの羽

象にぷ回しない結果である。

アポトーシスにより細胞の形態は大きく変化することは、 lりlらかな'W.kである。この

形態変化により、幣ぷへの認識を獲得することを本附先においてIJ'した。これは、アポ

卜ーシス細胞がJf'i詰細胞とは災なることを、 DNAの断}¥'化などでぶす今までの慨念と

はit1ったアプローチでぶした。アポトーシス細胞は、炎J ，iJ'fIJ1，i:や版1fllfilWiを ~fìめとした

疾患部位に多く作犯することがJ5・えられ、これらの疾，\l~をJ作，1lJ.';化する危険'['1:も与えられ

うるともいえよう。炎症を起こさずに、給かに死んでいくプロセスとして正義されたア

ポトーシスは、本~に炎J~:反応に関係しないのであろうか。それは、合食による|徐よと

のハランスが，f];裂であると与えられる。新たな炎症以此J関り分子としてアポトーシス細

胞も考える必裂が示唆される。
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V 総括
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細胞タヒにアポトーンスという概念が役場し、 25{Iーか絞過した この1/¥1:ニドホ kー/ス

の研究は驚災的なペースで行なわれ、ノトや割"胞俄能の 1 つとして羽1I1J~9ヒかやけられるよ

うになった。 その釧究はアポトーシスの分子機椛に'i'心が iifí~ かれ、 C川pa..， c ソ ァミリー

やF凶や廿サFからのシグナルに関勺するアダプタ一分子が次身と11Ijらかにされている0

;j>:研究でt11Jした膜構造の変化は、アポトーシスにおいて人;きな特徴であるにもかかわ

りず、その解析l立遅れている。本研究では、 IJ英悦jtt変化をグリセロリンIJ行'f1"にiUIし、

分子のレベルでWI~析することで以トのことを IljJ らかにした。

アポトーシス細胞において、あらかじめ細胞をj氏刺附1J)j徴収識しておくとJAI品抗体

により誘導されたアポ卜ーシスに作い、政射税減1Ji'1JJ1i般が遊離してきた。IJ日lJiJ般をjju自11'

するリン脂質の同定や阻得斉IJをj刊いた検l十jより、このj位制UiJ.i:、に iPL八ーが|民J'jすること

を|リjらかにした。 iPLA，はその活性調節機111;t.;:どはlリ]らかにされてはいないか、映リン

桁伎のリモデリングに閃りしていることが報公されており [7HJ、 iPIAのアホトーン

スにおける股変動への関うはアポトーシス細胞における以リンIJ行自のリモデリンク・の八;

進を示唆する結果である。しかし、 iPLAzの阻'刀剣をJl1いて抗 F，山抗体により"ル，qされ

るアポトーシスへの影響を調べたが、アポ卜ーシス1'1体には/花く杉鍔をIJえす、 Yボトー

シスは進行した。ところが、 トリパンブルー染色による比紛1I山中測定によ り、 fポトー

シスの早い段階で、アポトーンスの進行が遅れることをノ);1唆する*-，Ii*を糾た。アポトー

ンスにはコミットメント(死ぬことを不可逆的に決定付ける)のポイントヵ、イfイ|ーすると

されている。 iPLA，がJ.UJりする脱アシル化はこのポイント以降にイfイlーすると}5.えられるの

しかし、 mw州jを用いた場合、;影響がとのようなJW~系として1rM'ざされるかは、アポトー

シスの進行を測定する段々な凶r( DNA の断)1'化、 Caspasc のi，li 'I'j 化、細胞}f~i患のぎ主化、

ホスファチジルセリンの配向性の変化など〕を検討していく必要があると与えられる。

また、 invitroにおける観察のみではなく、マクロファージの合食能への;;多仰なとの in

vivoでの変化についても検討が必要となるであろう。

また、アポトーシス細胞において脱アシル化がJ[進されるものの、リン)J行問料l!戊には

大きな変化は観察されなかった。このことから、内アシル化防ぷの比祈1'1の I'，HをF似
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したところ、アポトーシス細胞において IJ'Iが見られた。アポトーシス判11胞にんいてmt

アンル化 .flfアシルイヒ反応、Landsサイクル、の刈進が制察された γポトーシス細胞

におけるリン脂質代謝サイクルの，r('~判ーについては、 1ui近、 Chi l!on らが Co八 JI'1代(i1'1: 

のアシルトランスフエラーゼのi![l'，I;.によるアポトーシスの，沈硲を宇14(lfしていること

[ 130 J や Cui らがホスファチジルコリン 'j:.D-成問弁による アポトーシスのI~~;，q を縦 ;1;.ー

していること [127Jなどからも鮮側できる。しかし、アポトーンスにおけるわ.;.[;'[っけ

につL、てはその見A午は得られておらず、今後IY-jらかにしていく必咲かあると)jえられる

脱アシル化反応を調べるj的平日で、アシル CoA代謝に|刻ltする昨ぷの変動をlりlらかにし

た c アポトーシス細胞においてアシル CoA 加水分角ff.~!(: ぷーの比/，T; 1'1ーが 1 .. ~I し、 7シル

CoA合成両手ぷ活性が低下することがlりlらかになった。この1.i.1，i:.;によりアポトーシス制11胞

において、アシル CoAは減少することになる。先ほどぶしたように、アポトーシス制[J

胞では併アシル化反応がぶ進しており、これらの結果を)jえあわせると刻11胞内ア:/ル

CoA ~Itの減少が子怨される。アシル CoA は、脂質合成や脂 IJ心眼分断の'i'IlIJtWCl として

if( i!:であり、その呈はアシルCoA結合タンパクによりlIIIi'iヰ;にl淵節されている llJJ。

制抱l付に存イEするアシルCoAは数 lOl.lMであることが報;与されており、このほとんど

はタンパクや細胞膜と紡令してイfイEし、 i些両日しているアシルぐりAは数 10nMである。

アシル CoAの拾により影響を受けるタンノfクの多くはIJI'i'['Ii l.iHに|比lりする防本で、ア

シルCoAにより鮮ぷ/，151'jが向上主される。また、エネルギー}i('I..に|見lりする階ぷも前例

が問主される。これらの酵ぷ沼1'jーがアポトーシス細胞で F似されるアシルι・oA:，¥:の減

少によりどのように変化するかは、アポトーシス細胞におけるエネルギーバー'jーを与える

点でも典味がもたれる。さらに、アシルCoAはイオンチャネルゃある怖の PKC分 fの

活性調節にも関うすることが報f与されており、これらとアポ卜ーシスとの関係も興味深

い。また、生成される脂肪微についても、その況により細胞におけるエネルギー}ir'.'j二や

ミトコンドリア股の透過性に影響をうえることが桜子?されており、アポトーシス剤11胞に

おいてミトコンドリアの役訓の手愛性か以近特に注引をがびている.W.k[21りー 221Jと

与えあわせると大変興味深い。
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さらに、本研究ではアポトーシスにtn、cPLA.が Caspw，>c-.i:こより限定分角，'.-¥ ~ lゐこ

とをlりlらかにした。アポトーシス!こt'l'うtユi、pa，>cのt月刊化による十五守な 7ンハ '1ω限定
分紛が鰍;りされており、そのむ義についていくつかのタンパケてゆlらかにされ，.).)ある

しかし、ほとんどのタンノfクはアポトーシスの進行には[1'1.弘山りしないと行えられてお

り、 cPLA，もアポトーシスの進行への|対うについては何定的に与える c!'1λ/、ソク f

ウトマウスが作製され、プロスタノイド):1':'ト.や炎lJ，へのl対lrかlりlらかにされているか

222. 223]、cPLA.の'J二体の↑1{，，';¥，'I'jの維持への!対IJはlリjらかになっていない 主らに、

エイコサノイド1('1と細胞のアポトーシスへの|見j;辿:[主山l主釘4μ(にこついての1械世:?lfむ多く L比よら4れ!..るること

から [ロ224-227η] 、c此人の/ぺ1:イf体本判判1↑'1町i

よる限主定i主:分解のω削l究により|り別リ引jらかになることカが、JO則U初l斤f手待.在5されるc また、 7ポ卜ーシベにより

限定分解を叉けないように変災を将人した cPLヘ(1】522N)はアラキトン円安をj出JIIさせる
反応に対してI，i;:学干しない。さらには、断);.化μより山刻する仁川八 の 7HkDa I*Jiパはす

へて)J失1111)分に仔イEする。これらのことから、この 522孫11の 7スハラギン機付近に

cPしへの活性調節や細胞|人1!fi)J態にl対うするl;il{立が(t化することも〕下位!でき、今後解析す

る必安がある。

ところで、アポトーシス細胞はIIAJ\~ sPL人 への感受性を役作した。これは、〆ホトー

シス細胞が制l出版椛造を変化させることを彬本を月jいて小したことにな乙 IÎJ¥'.I 

dしへの傷容のある細胞への作JIJについては、いくつかの線(lfがあり l22K-:DIJ I、IIA

別山人が大~:に似正する炎位制ll!~におけるアポトーシスを始めとする ilrl!i~ をj.'fつ細胞

のイf イEは、炎~Æ1i泌をm感化させる IIf能刊がある 実際の休|人lにおける、マクロファー

ジによるi1食と IIA)\~ sPLA::への感覚1'HiQ1~f とのH草間的な|刻係について倹sげする必't'か

与えられる。

アポトーシス細胞において保々な変化をグリセロリンllfi慣にii:l1し制祭した その変

化のアポトーシスにおける広義については、まだ、暗やみの'1'である。しかし、この解

明は、アポ卜ーシスの研究のみならずiI:常細胞機能の維持の側先にもつなかると J'怨さ

れ、今後に期待かもてる。
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VI 試薬ならびに方法
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V卜l 試薬

マウス cPLI¥cDNAは辻本陣 1:(開化守・研究所〕より、 Hcヒト cPLAウサギjiLi本lよ()r

J. D. Clark (Gcnctic5 institutc) より供う Jftいた。 cPLA，の?Il'，I;.庁Ij <lr<lじhidonoyl

trifuluororncthyl kctonc (AACOCF，)、 cPLA..と iPLA のドIl '，1;，庁IJ mcthyl 

arachidonylflllllorophosphonatc (MAFP)、 iPl人 のJlIl''!;'fiIJbromocnol I<lc!onc (BF.I.)は

Caymanより入手した。ヒトlIAJ¥'isPLA，の附'，1成IJLY311727は Dr.R. M. Kr<ll1lcr (I.illy 

rescarch)よ打{共勺頂L、た。Caspasc1111 '.i手斉Ij(Ac-YVAD-CHO、Ac-DF.VO・CHO)とプロテ

アーゼ!也刀斉IJの chymostatin は Pcptidc Institlltc より ca，p出c )，~ 'tl 

(MωYVADAPK(Dnp)ーOH、 Mca-OEVDAPIく(Dnp)ーOH)は rakaraより人下した。

4'，6' -diami【Jino-2-phcnylindolc(OAPI)、p-bromophcnacylbromidc、Icupcptin、山ltipain、

pep，tatin、cytllchalasin B、Nα-bcnzoyl-arginine cthyl cstcr、trizm乱h出 c(Triおj 、hovinじおじrllm
a1bllmin (BSA)、3-1(3-cholamidopropyl)dimethylammonio ]-I-propanc'lIlfon<ltc、。valbmin、

制 chidonoylCoA、p-choloromercurybcnzoic acid、cyclohcximidcは Si呂maより購入したう

EOTA、EGTAは dojinより購入した。その他の試薬は wakoよりJlllj人した。01¥八のオリ

ゴマーやプライマーは作製を pharmaciaに委託した。

VI-2 細胞培養

VI-2-1 U937細胞、 HL-60細胞

ヒトI:P-核球系白血病細胞株 U937細胞 (RIKENCcll Bank)あるいはヒト fjij付悩[.I.:j(，y;ミ1'1

血病細胞妹 HL・60細胞 (RIKENCell Bank)は 1()%ウシ )J台児 Iflli~I (JRH siosciencc)、2

mMグルタミン (Gib∞BRL)、100U/mlペニシリン、 100[J.glmlストレプトマイシン
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(大日本製薬)を合む RP附 1640崎地(ニッスイ)をmい、 3[[ 1止に 2x 10、ceJlsmlで
370C、5% CO

2の条件で継代した。

VI-2-2 PC12細胞

ラット副腎髄質尚色脆細胞株 PC12細胞 (HcalthSciencc Rcscarch R品川rccs8ank)は 1U

%ウマr(rrII'j(JRH 8ioscicncc ) 、 5% ウシ胎.!J~lfIlil'i (JRH Bioscicncc)、2mMグルタミン

(Gibco BRL)、]OOU/mlペニシリン、 1(1)μ呂Imlストレプトマイシン (大[1-+:製薬)を

合む RPMl1640j:在地(ニッスイ〉をJllい、 2x 1 ()' ccJls/mlで 37C、5% ('0，の条件で淋

代した。神終様に分化させるときには、コラーゲンコートされた(，i¥.プレー ト (IWAKI)

に2x 10' cclls/wcllJ2 m1となるように 5μ邑Imlのマウス NGF2.5S(ケミコン)を加えた

RP附 1640j:宮地で 37"C、5% CO
2の条件でJ-;t1主した。また、 2[[ lJJにタ μg，mlの NGFを

含む RPM11640土台地を交役した。

Vト2-3 293制1包

ヒト Jlfî .!J~腎細胞 293 細胞 (Rikcn ccJl b出lk)はRPMl1640j:':'iJ:也でtiti益を行い、 5[1後と

に0.25%トリプシン (GibcoBRL)、0.01% EDTAを刀H、て指11胞を浮必ーさせ、 [II[収し、

1 x 10' ceJls/mlで 37"C、5%CO，の条f'I:で縦代した。

Vl-3 アポトーシスの誘導

VI-3-1 PC12細胞へのアポトーシスの誘導

NGFの存れドで 6円陪lコラーゲンコートプレートで神経様に分化させた PC12細胞を
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~射アラキドン西宮あるいはオレイン椴で似品する場介は、 0.1 JlCiml!lll Yヮキドン殴

(DuPont NE¥')あるL、は ().OμCi.ml!'HIオレイン円安(DuPont，1ごヘ) ~JJIIえ、 さらに 24

R.Y[i;J1;1i益した。細胞はl位111とNGFを加えていない RPMII640桁地で川l似たった後、ラ

パーポリスマンを月]いていl以した。さらに Irllil~ を 1mえていない的地をJl J い、 1.0り() rpm、

5分間の述心で細胞を洗う操作を 5[Il[繰り返した。次に 1λ10cclls mlの紺l仰泌1比にIfll

fl?を合まない同地に賜溺し、 37C、5%CO、の条例ーでアポトーシスを必持した

V卜3-2 抗 Fa日抗体によるアポトーシスの請呼

U937細胞あるいは HL-60剤11胞を1;¥;1主211後に[u[収し、 RPMllo判的地て 3[Il[洗った。

政舟|アラキドン椴あるいはオレイン酸で標識する場介は、 0.1JlCilmlドH1 i'ラキドン敗

(Dupont NEN)あるいは().品μCi/ml!'HIオレイン椴 (DuPnntNlょN)を2411.j'[i¥JliijにJJIIえ、

政射グリセロールあるいは』卜。リン椴で燃織する場合は、 2μCi，mll、HIグリセロール

(DuPnnt NEN)あるいは15f.LCilml!"P!II:リ ン椴 (DuPOnlNI::Nlを241l.'j'[i'，JliijにIJIIえた。

1 x 1 ()7 cclls/ml の細胞濃度になるようにI在地に豚ð~ させ、十A ヒ卜f'w，抗体 Cll-l1 (臥戸1.

物予研究所)を加え、 37
0

C、5%C02の条例でアポトーシスを読やした。

VI-3-3 エトポシドによるアポトーシスの誘;q.

U937細胞あるいは Hし60細胞を Vト3-2の操作で調製し、エトポシド (Sigma)で 111寺

町]処却した。 3回細胞を洗った後エトポシドを合まない収地でさらに lOIl.'i'li¥J1iH去を続

けアポトーシスを誘導した。
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VI-4 アポトーシスの定量

Vト4-1 アガロースゲルによる DNAのl析);化の観察

細胞を 400μg!mlの Protcin品 cK (べーリンガーマンハイム)を合む し}山 buffcr( I () 

mM TrisーllCl(pH 7.4)、lOmMEDTA、0，5% Triron Xー1(0)に脈泌し、 55
0

Cで細胞か(VJi泌

され溶液がi差別なるまで、 1I洗ιl'処.fI]1した。フェノール納11¥を2.[ll[~ Jい、次にエタノー

ル沈殿をした。得られた沈殿を 10mM  Tris-HCl (pH 8，0)、 ImM fO'lA治j伎にi件解し、

100μ品ImlRNasc (ニッポンジーン)と 11挽l山ふさせた。フェノール111111¥、エタ/ールii:

J殺し、 DNA1~点液を得た。このi特液を 2 % Agarosc S (ニッポンジーン 7ケ、ル1G主dJk動に

より分縦し、 uvランプ(コスモバイオ〉ドでな兵を搬った(ポラロイド)

Vト4-2 DAP! を川いた DNA断JJ-化の定 ld-

アポトーシスを誘与した細胞 1x 10マ例を|叶収し、 PBSで洗った後、主仁川JIJI {ッファー

(5 mM  Tris-l-lCl (pH 7.4)、 1mMEDTA、0，5%TrilonX-1(0) 1 mliこ1係?似し、 i.K1'，に 2り

分1m放置した。次に 27司(J()Ox gで 20分17¥1、 4
0
Cで泌心し、 1"， i，'j ( 断J: イヒした DN八を~

むV と沈殿(インタク トな DNA ) を仰た。沈殿は広 ~~:川バ ッファー 1 ml(こl係削し、そ

れぞれを 1分間フランソン社のソニケーターを川い、 powcr30、50%パルスサイクル

で起背波依砕した。この溶液に、 4'"o' -diamidino-2-phenylindolc (DAP 1)を !OOng/mlと

なるように加え、 日itachiの:iiUtiJ!1j定装inで))j})起波長 3o2nm、測定波長 454nmでill)¥:;を

測定した。

Vト4-3 死細胞本の測定
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トリパンフεルー染色により、必細胞と止細胞数を数え、そのL七本により、化調111.山中を

求めた。

VI-5 遊離脂肪酸量の測定

VI-3-1やVJ-3-2の)j法でアポ卜ーシスを誘導したj反射際ぷアラキド ン般やオレイン械

で僚識された細胞ならびに土庁長液を 定H山口Hこ[111以し、ドールの波法により滋縦断肋般

を他山した。 ドールの変法とは以ドのようなんlikである。先ほどの細胞依械に H，GをJ1II

え750μlとし、 トールd>t柴(isoprnpannl: Jトhcptanc: 1 N Mt倣=7H:20:2) 1.25ml、nーへ

プタン 750~I を加え 5 分間批判、した。 次に、 3 ， 000 rpmで 5分!日Ji;;i心し、 l:Ii"iを 11-へプ

タンがあらかじめ 750μlいれである別の試験符に移した。この;試験:il;，;にさらに治iJeのシ

リカケ、ルをJmえ、 5分1m撹，q，し、 3，000rpmで5分!日j遠心した。このI-.I:"'i'こillJ..11UIl1 IJ)j般か

抽出される。遊離脂肪椴t止を測定するために、この卜.h"jをシンチレーシゴンカクテルと

混合し、アロカ社の液体シンチレーションカウンターで政射川悦を測定した。また、作

符 m';!;.~1jが本 Jえ!，é~にリえる影科を調べた，tzには、アポトーシス，誘導11.[にこれら jql' ， I;斉IJを

共仔させた。

VI-6 脂質の薄層クロマトグラフィー CTLC)

による分離

VI-6-1 脂質の抽出 (Brigh& Dyer 11) 

細胞ならびに細胞情益液を同以し、メタノールとクロロホルムを比ネかJJ< メタノー

ル クロ ロホルム=0.8:2:1となるように順訴に加えた。5分!日Jfl'tJ:'ド後0.2Mクエン般
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をケロロホルムと同は加えさらに 5分間j悦rドした，次に、クロロホルムをit:f'.'とl，iJ:，(IJII

え、;]< メタノール・クロロホルム 0.9: 1 : 1とし、 5分[1¥JJiHi、後 3.000，pm、戸分'I¥J

i主心した。 ドli"jのクロロホルムj刊をスピッツ竹に移し、 t'tひクロロホルムを}JIIえ、 jjυ'['，

~心、 )111Hjを2同繰り返した。 31111の1l1l:1Jによりスピ yツ仇・にえめたクロロホルムを

IWAKIのエパポレーターをJ!ll、て、減11:乾[，I;[させた。.i@:Il:のクロロホルムを加え、脂

質 I~'Î分とした。

VI-2 2次元 TLC

Vト6-1のJj法でJIIIH:したJJ日目i何分に必波に応じてAhanti11の州市リン11行口似j伐 (PC、

PE.， PS、PI、PA、SM、LysoPC、LysoPE)を加え、 ]()cmx !O叩 1のシリカ凸()ケ・ルプレー

ト〈メルクネ1-.)の在タlにスポットした。 1次i[;ljの協媒として、クロロホルム メタノー

ル酢殿水=65 : 25 : 4 : 2 (v/V/v)を川い、厳1mした。良く乾燥させた後、 2次jじ11の

法媒は、クロロホルム メタノールギ椴=65・25:R自(v/vv)で以IHJした ヨード允

色により各符リン精賀、 rt'i1JJ日1百と脂肪般の1.'，:ii'iをIriJiioし、そのスポットをかきJ[i(り紋
射前例 il!IJ:;とある L 、はリンの定 ~tによるリン脂質 biの定抗をわった。 [ " Pjll : リン似て株t殺

した細胞を用いた場合は、フジフィルムvのBAS20()()を川いてイメージンク解析を行っ
た。

Vト3 'I~ 'rj 脂質分離の TLC

Brigh & Dycr法や Doleの変法により llllU:した脂質削分を、シリカ(I()ゲルプレートを

用い、ヘキサン エーテル 酢酸=RO : 30 : 1 (v/v/v)の以ー|井l溶媒で分縦した。分離後は

V卜2の)j/よ-に基づき解析した。
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VI-7 ホスホリパーゼ A;>.(PLA:'.)活性測定

Vト7-1 細胞質 PLA2 (cPLAz)間性測定

細胞を PBSで洗った後、 TBSノ、ッファー(lOmMTris-HCI(pIl7.4)、150mM :'-1，，(，1) 

に~，泊~し、 VI-4-2 でぷしたように細胞を l 分間程jtf泌破砕した この描11胞のライセート

をlfIいて、 100mM Tris-HCI (pH 9.0)、4mM CaCIとり.1% 13S八 を;~む!.Jùi::的被で、 2μM

l-palmitoyl-2-1 "CJarachidnnyl-呂Iyccrophm，phoctanolaminc(OuPont NEN )を)，k'Clに、 37'C 

で30分Il¥JR!，i::させた。 トルエンに的解しているjム質は、 2HA4ガスでトルエンを乾11<1さ

せた後、/.1<を}JIJえ、パス引のソニケーターをjIJし、てリポソームにしてからJlH、た。

PlA，活性は、反!ふにより遊離した欣身、Jf~J~識アラキドン般を、 V[-川こぶしたドールの変

法により打1111: し、液体シンチレーションカウンターでそのほを IJlIJ~としたも九より求めた 3

V卜7-2 カルシウムJIミ依作性 PLA2 (iPLAz)爪in以IJ主i.:

細胞を 1mMEOTA、0.34M sucroscを合む 10mM HEPES (pll 7.5)ノ、ッファーで洗った

後、 1mMO'打を含んだこのノくッファ ーに 3.3x 10' cclls/mlで財:制した。制111出版削減を

Vト4-2のん1法で超音波破砕した後、 10，り00x gで 30分|品JjM，し、し、その I'，i，';をJ.il.よ:に川

いた。)，1;質に 20μMl-palmitoyl-2・I"qarachidonyl-glyccrophoゅhoctannlaminc([)uPont NE:.N) 

をIlJい、 100mM  HEPES (pH 7.5)、5mM EOTA、0.4mM  Triton X-l0り、 0.1mMATPの*Il

成のハッファーでソニケーションによりリポソームとした後、ライゼートを}JIIえ 40C 

で30分間反応させた。活性は cPLAzの場合とi，;H主に求めた。 lill';t{-州lのみ:Ii. 1，ぶに Irえる

影仰を誠|べた際には、あらかじめ 40'cで5分間細胞ライゼート とliIlη剤とを以泌させ

た3
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Vト8 アシル CoA合成酵素活性測定

Vトふ1 de口ovo合成酵ぷ間性制定

細胞を阿以後 PBSで洗い、 TBSに豚itjし、 Vト4-2のJiWで起li'fil主{V;れかした l正I，i;;減

(100 mM  Tris-HCl (pH 8.0)、150mM  KCI 、 ~O mM  ATP、15m.v! M且Cl.、月 mMDTT、ラ

mMCoA) ，こ 25011M 13H]アラキドン椴(0.1μCi加 1)をJν'11として加え、さ らに細胞ラ

イセートを加えており μlとし、 37
0

Cで 30分1m!えlじさせた。'I..!戊したアラキトノイル

CoAはドールの変法を用いて本l山i;;のアラキドン般と分離させた。すなわち、ドールの

t，:i.んでヘブタン肘を除くことにより本以此;のアラキドン般を除き、ノ'.I<I['jに fラキドノイ

ルCoAを仙，11した。 i放i註なアラキドン般の泌人を|徐くために、 2mgtmlのステ fリン円安

(Funakoshi)を合むヘプタンを月H、た。日1'1:はノドIvi1 mlの1fJ:4，j日1'1.を測定し、この111'(

を1.725倍することで求めた。

VI-8-2 ATP非依存性

細胞を[nJ以後、 SETノ〈ッファー (250mM  sucrosc、10mM Tris-HCI (pll 7.4)、1mM 

EDTA)に1x 10' cclls/mlで豚加し、 Vト4-2のん-法で l分!日J.tii('j-波紋1j!，¥した。このライセー

卜をliH‘て、hi.応液(10mM HEPES (PH 7.3)、1mM01A、1mM EDT八、 1r~ BSA) (こ)，~

質として 2μMl-pa1mitoylふ[14C]arachidonylちIycerophosphocholinc(DuPont N EN)を1111え

25りμ!とし、 370Cで 30分間反応させた。 l:iJ芯後、 25nmolのhcptadeα1(0)'1Co八 (Sigma)

を加え、 Brigh& Dycrの方法で木反L亡、の PCやアラキドン酸をクロロホルムI('Iに抗IIH1し

た。クロロホルム周を除く J栄作を 3川繰り返し、ノ'.I<Mに'1:.成したアラキドノイル CoA

をドlJljXし、主主射活性を測定した。
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VI-9 アシル CoA加水分解酵素活性測定

V卜9-1 JI"J.&刻版滋lH1'を11Jいた1，T;t'l= iJlIJ A 

納胞を[11]収後、 SETノ〈ッファーに 1x [()' cclls mlで勝部し、 Vト4-2の}ji)、で 1分[1¥1担i

ir.波紋(1'，'しした。ライセートを 100，000λ 呂、 1時[1¥1述心分縦し、その 1'，出合[()().()(川、s

supとした。試験告に 0，2M ')ン般ノ〈ッファー 5()Oμlに [OO.()()()X耳、up.と水をIJIIえり()O

fl-Iとし、 300Cで1.5分間プレインキュベーションを行った。0.2mMアラキ l、ニ)[..日A

(in 0.[ M クエン徴バッファー(pH4，(5))をlOOμIIJLIえ、Ilui_::を 300Cで 3分II'd-iJった

J分後lこ232nmのl投光度を測定し、このイ1"と E= 4250 M"cm"より11:，11えした CI)Aのl止を

求め、 i吊性とした。

Vト9-2 肱射標識人E質をJIlt、た祈'VI=iJlIJA

Vトりー1の)jitでf周製した[00，0り(Jx g sup，を，;rI;料としてJl]いた の ，;r\験 ~1;; にり 2M リン般

バッファー 125μlに ]()().O()Ox g supと/1<を加え 175μ!とし、 3()ncで 1，5分11¥1ブレイン

キュベーションを行った。 ["C[アラキドノイル Co八 (0.08μCi/ml)を(j()μMとなるよ

うに加え、全btを250μlとし、 300Cで 3分11¥11又!よ;をわーった。 IJII水分解により j佐縦され

たアラキドン酸はドールの変1.1;ーをJIJいて11[1/J~し、その政射i，T;1'!=を iJ判定して 1，Ti 1'1 を求めた。

阻3剤jのみ;反応にうえる影鰐を調べた際には、ド[1芹剤と 100，()()りX品川Pーをリン般ノ、ツ

ファー中であらかじめ 30
0
Cで1.5分IlllJxJじさせた。
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VI・10 アシル CoA:リゾリン脂質

アシルトランスフェレース活性測定

細胞を[1司以後、ハッファー (2りmMTris十ICI(pH 7.4)、151)mM NaCI、1111M !:.DfA、20

qェチレングリ コール)に鯨溺し、 Vト4-2の)jyi;で趨fy波紋砕をわった このフイセー

トをJνιとして O.2mMアラキドノイjレCnAと5mM I"CJリソ PC(0.2 flCi ml)そ11]l、

て、先ほとのバッファーに 5mMDTTを加えた以応波て一37'Cで l戸分1I'，j!x.1，i:、させた， Iメ

応後 Brigh& Dycrのん一法で)J旨'i.'llllq分を柑l山し、この指i'lllhi分をクロロホルム .メタノ ー

ル 1Mアンモニア水 =65:25:4の民IJf.J裕媒を川いて、 TI，Cにより分断lした

BAS20()(1を)IJいた解析より、生成された I'Cの;年IJ千?をrl::1¥した。

VI-ll イムノブロッテイング

細胞を凶似し PBSで洗浄後、 PBSに lx10'α11ぉIml に豚濁して Vト4-2 の )J 訟で必(~.被

破作した。作サンプルは 10凶 タンパク/レーンで 10% (W/V) SDSーポリアクリルアミ

ドゲル泡以泳動を 2ーメルカプトエタノールを合む辺刈条例4 卜でむった。 i水動後ニトロ

セルロースI1央(Schleichcr叩 dSchucJl)にセミ ドライ )i式のエレク トロブロ ッテインク装

ia ( Bio-Rad ) でタンパクを転 '~1 した 。1'J{に、 5% スキムミルクを合む TPBS (().5 % 

Tween-20を含むPBS)でブロ ッキングを行い、さ らに TPBSでニトロセルロースl換を 3

m洗った。次に、抗ヒト cPLAz抗体を 1: 10，00りで加え、宅ilntで1>i.J，じさせた。 TPBSで l

次抗体を 5811洗浄した後、 2次抗体の抗ウサギ IgG(H+L)ヒツジ抗体 (Zymcu)と本出

で反応させた。 TPBSで 5[111洗浄した後、 ECLウエスタンフロ y ト解析システム

(Amcrsham)を用いた'却も発色を行い、 X線フ ィルム (Knuak)に感光させりL1't化した。
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VI-12 ['5S 1メチオニン標識 cPLA，の作製

(in vitro transcription / translatioll ) 

I"S]メチオニン棋をcPJA，のイノト製は PRO百 INscript""キット (Alllhion)をJI]L 'iζi J -) 

た。 H的の cDNAを合むプラスミド 0ラμιを transcriptionハッファー、T1あるいは 17

ポリメレース (5U/ml)と Riho!1uc(caseinhibitor (5 U/llll) を~~む IOld の以!ぶ放を 30 じ

で15分I/¥J以泌させたc 続いてこの反応波に translationバッファ一、 rcticu locytcのフイセー

ト、 63μCiの1-"s1メチオニン (Amcrsham)を加え、全:I~:を 50 111 とした。 30 '乙でりり分

|品l反応させ、さらに RN剖cA(Sigllla)を 100μ呂Imlで加えて30C で 10 分!日JJxJ~; させた。

生成物は、 SDSーポリアクリルアミト、ゲル 'd_;:~\i.永動を 1iい、オートラジオクラフィによ

り6ili認しfこ。

VI-13 リコンビナントマウス cPLA2の調製

も'j主主主で既に作製された、マウス cPLへの cDNAがサフクローニンクされた

baculovirus lTansfedionベクター (Pharlllingcn)をSf9細胞 (Invitro邑cn)にトランスフェ

クションさせた。 4日後の細胞を同収し、各締プロテアーゼド/l'，I;'剤 (1mM phcnylmcthyl 

sulfonyl fluoridc、lmMNα-bcnzoyl-argininc cthyl cstcr、10μ品川lllcupeptin、]()μgJml antipain) 

をJJI1えた SETバッファーに勝街し、 Vト4-2の)ji1;で 1分I/¥J必，，'fiJj(li!lift!.'した。ライセー

トを 100，000x呂で 111主間述心することにより得た 1(J0.0()()x且supをDE1¥I:.-Scphacclカ

ラムにアプライした。あらかじめ TBSにより千衡化してあったカラムをアプライ後に

TBSでよく洗った。I吸おしたlaiI分は 10mM Tris-HCI (pH 7.4) ハッファーのl~，'~#:l l止の 150

mMからSOOmMへのリニアグラジエントにより熔/1-1させ、フラ クションことに分取し

た。 V卜7・lでぶしたん一法で科フラクションの cPJA:活性をiJlI出し、活性が1"1かったフラ
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クションを$めた。このフラクンョンを 5.¥1;'\I uCI 法i伎を川いてl1.Að~1立を1.\11にした後、

IMNaCI を合む1りmMTri!¥-HCI(pH 7.4)で‘!と徐行ヒしたphcnyhupcrm.cカラム、I'h‘lrmacia)

にアプライした。カラムをよく洗った後、出を合まないlOmM丁目、-11('1(pH 7...)ハッフ rー

で政府IliJj分をが山した。各両分について cPLA，i，Ii'VIをiJlIJii.:し、「川点斤川e↑f性l'ザ

いてはさらにイムノフロツテインクを行い、 cPLA_の{r:{1:を{l(l'，;;{{した

VI-14 cPLA今のinvitroにおける

アポトーシス細目包ライセートによる分角ギ

抗Fasfit:W処即ーによりアポトーシスを 1211!fIIJJ ，~導した U<J37 制!I 11包およびふ処.flll糾胞を

1111以し、 PBSで洗った後、 10mM Tris-HCI (pH Rり)ノ、ッファー (弓 111MDIT、1mM 

phcnylmcthyl ，ulfonyl fluoridc、1μg!mlantipain)に将、部し、 VI-4-2のん伏で 1jjH'rl，凶行彼
自制作し、ライセートを得た。これらのライセー トとV卜12でイ午製した1"51メチオニン惚

識cPLAzとを 370Cで e定時|旬以Lじさせた。以此;後、 sos-ポリアクリル7ミトケ、lレlι丸

山初jし、オートラジオグラフィーにより解析した。リ コンビナントの cPLAーを)IH、る場

合は、 Vト13 で打'j!裂してきた cPI人とライセー卜を以Lじさせた。この.tJ~イì' よ、 Jえ J.i:.:後イ

ムノプロッティングにより角予析した。これらの以応における ca，p出 eIill '，1(-非IJ
(Ac-YVAD-CHO、Ac-OEVO-CHO)の効栄を調べる際には、bi.1.i::減'1'にIIIl'N斉IJを{fれさ

せ反応を行った。

VI-15 caspase活性調Ij定

アポトーシス細胞中のωspasc-l、ωsp掛か3活性は、それぞれに対する蛍光法的を別

いて測定した。抗 F描 liLW処sllによ りアポ卜ーシスを誘得させた U937制1111包1X j07例を

)
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雑時的にいJL以し、 llllllJノ、ッファー (50m:vt PIPES (pH 7.0)、刈 m:vtKCI、:;mM J::(， IA、2

m:-'l MgCl，、 1mM DIT、20μMcytocha旬、inB、 1mM phcn~ Imcth~ I、ultりnyl!lunriuc、 l

μgJlnllcupeptin、1μg!ml pepstatin A、50 !.l邑Imlantipain、!Oμ品川Ichy l1lw，tatin) (こ1採:1却後、

;~，";させた。凍結と解泌を 2 川繰り返した。 36 凶タンパク分をタ(){)ドl の以 I， C:ノ〈ヴフ，ー

(!O()mM HEPES(pH 7.5)、10%削 crosc、0.1rt" 3-[(3-cho!al1liuopropy!)dil1lcthy!"ml1l()nio 1 

-トprop'旧白u!fonate、 10 mM  DT了、 0.1 mgJm! ovalbmin) (こ})IJえ、 ! 11M 0)岱 it1，1; 'C1 

(ωspabc-l JjJ _¥1ωーYVADAPK(Dnp)ーOH、ωp凶 c-3)jj Mω-DEVDAPK(Dnp)ー011) と30'c 

で30分IIIJ反応させたζ，Iff}J起!I.k:_k325 nm、iJ!lJ定j波長 392nmで蛍)tをillリkとすることで、

切断されたAnの剖介を求めた。

VI-16 変異 cPLA2の作製

Vト16-1 cPLA2 (D522N)の{午製

マウス cPLえの 522 番 H のアミノ般をアスパラギン般からアスパラギンに~y(させた

cPLへ(D522N)は、 QuikChange'''1ぉitc-dircctcdmutagencsbキット (Stratagcnc)を}IH、て作
製した。このキットを用L、て 522孫11のコドンを GTCから Gl寸に従えた。 pBK司CMV

(S凶 tagen巴)ベクター(こ E∞RIサイトでサブクローニンクされたマウス cPI-̂，cDNAに、

変災を干線部に導入したセンス、アンチセンスの両合成オリゴマー(5' -C CIT C(jA 

TGA CGA GCT CAA CGC AGC GGT AGC AG-3'、ターCTGC -IAC CGC i GC Gγr GAG 

crc GTC ATC GAA GG-3')をアニールさせ、 pf'uDNAポリメレースによ り、。11長以1，;::

をffうサイクル反応を 12roJ行令ったoW¥リになったプラスミドを除くため、メチル化前i

1立を 11&1~する制限酵素 Dpn [ で 37 0C 、 1 時間1処J11[した。~)'~が i与入されたプラスミドを

大腸IJtiXLl-bluc supercompctent cell (Strata呂ene)(こトランスフェクシゴンし、 トランス

フォーマントを得た。トランスフォーマントからプラスミドを』調製し、シークエンスを
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T叫 cyclc，ctjllcncin且kil(Takara)をilH、たダイデオキンj去により、J'i動蛍}巳シークーLン
サー DSQ-l()I)Oし ( Shimadzu ) で決定し、~Ytの導入を催広告した

Vト16-2 ιPLA2 (1-522)の作製

523 i昨11を;キl上コドンにかえたプライマ-(:'"ーTCAGTCGAGι寸 CGTCAT C(I，¥ A-.i' ) 

とcPl人の N木端のプライマー (5'-ATGTCA甘TATAGAl‘CCTTAC-J')で VI-16-1で

用いたベクターを鋭)~r!に cx Taqポリメレース (Tabra)で円、R反応をiJった。Wlltl，iさ

れたおよそ 1(1)()hpの断Jiを pCR'''3，lベクター (Invitro邑cn)にライゲー ショ ンした

ライゲーション反応終f後、 λl助l革iTopl OF' !.upcrcompctcnt ccll (lnvitro呂cn)にトランス

フェクションした。トランスフォーマントからプラスミドを，;州製し、制限内れれ l:.coRl 

処却により正しい長さのインサートの存イf'，を(i{ti，l1!.した。さらに、 Vト16-1でのん訟をIIJ

いてシークエンスの線認も行った。

VI-17 293細胞へのトランスフェクション

293細仰へ cPLA，のインタクトあるいは変児休の cDNAはしipofcctAMINEPLUS rca呂町11

(GibωBRL)を用いてトランスフェクションした。Vト16で1'1:製したプラスミドを

CsC~趨 ili心により精製し、そのうち 4μg を 250 il1の OptトMEM(Gihco sRし)に加え、

8μlのplusrcaιcntと宝慌で 15分間反応させた。 JXI芯液にさらに 250μlの Opti-Ml二M と

12μlのリポフェクトアミンを加え、室温で15分間以此、させた。このJXI，i;:被を(， cmシャー

レに 1x 105 cclls/mlで 3R 1口l府長した 293細胞にhllえた。31i!ill¥J後に RPMI16401;"[1也にう之

換し、さらに 48時間、 370CでCO，インキュベータ-rl1でlj"l:必を続けた。41-¥11，')・Il'd後に紛l

胞を同収し、目~}約百十1:の訓iJA::およびイムノブロティングをわ っ た。
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VI-18 トランスフォーマント293細胞の作製

I:7j免税させたいタンパケの cDNAを合むプラスミド2凶 と200判!の Opti・MI.MのiW伎

をCcllfectin (Gibco BRL) 5μ!と20(Jμlの Opti・MEMの泌波に泌せfTわせ、月()分11¥1本jill

で反応させ九。3cmシャーレにコンフレントまで以後させた 2り3細胞をOpti-ML:v1で洗

い、さらに先ほど。の以応j伎をOpti-MEMrl'にゆっく りと加えた (， lI.'fll¥l後lこRPMI164り.1:"，

地に交換し、さらに 2411，'[11¥1後にもう イ支土庁地をうど換した。 的地うと快から4~ 11"1'1:¥1後lこ、

細胞を 2x LOをccllS/lOOμVwcllで 96穴プレートに継代した この叫に土庁地に州oμ品，mlで

G41R (Gib∞BRLlを}JrJえた。tjt -コロニーが在日総された火から制11胞を1111似し、12i1:.プ

レー トに縦代した。側々の火から RNAを TriZOL(Gibco BRL)をJIH、て訓製し、/ー

ザンブロッティングを行った。プローフとして別途調製したマウス cPLA，の N木端断

1Iを klcnowfr;唱mcntを丹H、た Randomprimcr DNA labcllin呂kitvcr. 2， () (Takara)により

ヤ際識したものをmいた。mRNAの発現が刈かった妹はさらに、イム/フロ ッティン

グや活性iJUJ;L:なとを行い、 1:'1免税株をi!f-t.こ。

Vト19 IIA型 sPLA2の調製

VI-19-1 ラッ ト口AJ日sPLA2の調製

ラッ トlLAJ\~ sP凶 2はラッ ト1(11小似よりM製した。ラット 1(J() pじからIrll小似を訓製し、

IMl、laCIイヂイ正 ドで超青波紋砕した。このライセートを l()(J，OO()x呂、 1時間起.i.hl心してj!f-

られたJ:Wを、抗ラッ トIlAJt'l sPI人ポリクローナル抗体を紡介させた抗体力ラムにア

プライさせたc吸着|由i分は pH2，0のグリシンハッファーをJ11 ~、てが:C;rHした 11'1ちに'1'

和後活科を測定し、 llA)目sPLA，ilイf.1出|分を舵dし、 ILAi¥'! ~PLA; を{:}.た 。

ー113- 立"VI ，':i 



VI-l SI-2 マウスlIA )Ç~! sPLAヲおよびその変異体 KE4の1川製

Sf9制胞に cDNAを組み込んだベクターを感染し、免税させることで.1;¥:{f;'{liに分泌さ

れたリコンビナント醇ぷは、ヘパリンセフアロース ( Phannacia ) に 11及行させて ~N裂した

後、抗マウスI[A.I¥'!sPLA吋 抗体を主人介させた~;L1本カラムを月]いて~に fl'í;J.1した

VI-20 タンパク定量

BCAプロテインアッセイキット (Picrce)でBSAをmいて検111:総を州き、"え料のタン
ペク!止を求めた。
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論文の内容の要旨

論文題目 アポトーシス細胞におけるグリセロリ ン11日1貨

脱アシル化・再アシル化酵素群の解析

氏名 厚味厳ー

【 rn アポトーシスと吋ばれる細胞死は細胞への~，\íLの ~IJig):により;元J吊きれ、相u f.包 ' J 、 11、のI[， IJ~やIbの晶f

リとなど細胞械泣のλきな変化を伴うこ とから、小11、政椛込の人きな金化か]'，':'.'δれるか、その'1化 J的午

前析はほとんど行なわれていない 本研究ではアポトー ンスに伴うクリヒロリノ ìllj '{'i の定化及ひそれに I~J

わる代謝iIJポほの変動について解析した

【'よ験と給米1

(1)アポトーシスに伴うグリセロリン脂質代謝の充進:}/1.射作品アラ午トン喰てあらかしめ17

...t"たヒ 卜中校球系"'llfll病細胞株 U切7細胞にt/LFa， JAI-t-処fll'でアホトーノλ'!:-.¥長:，.，qした L ころ、 hHtl:'

~llアラキドノ般'ì(1 t;スブァチジルコリン及ひホスファチ ジ/レエタノールアミンかイ1.0，(こ，1o<<'J/し、段高幹ア

ラキドン1叡)<{j，oJ(二Jof/JJUした このill離アラキ 1:ン般のJ'fI}jllはtILF出抗体処J1I'H'，i:¥Jお上ひ:，:1点(f(I:jτ9り、

アポ卜-:/スの庄ii:こ相関していた I..J 憾のス験を、 h~MI:~，i'Aクリセ口ー んあるt;，1 dリノ峨;あ ζかし

め付!議した細胞をHJいて1i ったところ、アポトーシス"元将によるクリセロリノJ\m~Il IJ~ にイ].'::，ら;t;{;;. 制が

支れす、リソリン脂質の諸積もなかった 以 1_0)r.h :..l~は、①アポト シス::1'i'l、ク，)l! ['リノ，;Wfio悦了

ンル化以吃、が花.dLしていること、②脱ア シル化により '1hJ<.した 1)ソリノ附'i'l(よ1
'
Iγ シノレイにけt7リ{.Oリ



〆!ii't'lに1;，'.ることをd安して、、る

( 2 )アポ トーシスに伴う cPLA，の限定分解:'1 H，峡.'~愉 "\(IJ~í}であ心 '1 1 {! U '1・.'h'n 2 l\~ 

のエスァル4ltf?を1I11水分断する併みであるホスホリパーセ A， P0¥  はJ見のまでに刈 111十，"1:1'1)'1. 1 v)サ

フすイプが1，，)立されている その '1 ' で、1*ヤむ細胞や倣誌に~~忠HI~I に {r (1 "る制"::l'l'iトペ 1'1'、 t'λ 

じl'し九 はアラギドン西空合イj リン，mnに;:rr jl~的に ('1m し、 '~I);紋に 0'['1，し・した釧白 I"I/} 1レ ・ ウム ('..;:J~: Iげら

ルにより品tl 化され剖胞f'~へ移行することから、アラキトン悠(l謝 IJIj Qi i ~こ '1; ，)~な f立，1 ，:11 ，'..ーいっム r~ . ~.)_! 

て、、る

(2 -) )発見;アポトーンスにflう脱アシル化IxJ.i:.、!-d>lA、が I~Iりする>111削'li'，1巳I~i..:しi'J'I' f!rし人

しかし、 U's7革101包lドの cl'LA汁百件は]'，組、lこ)且し、 IILl'出j九イ{-::11依(rfドJIこ;位少した ま人、 fオ、 1 '/λ 

細11(1'1'の cPLA2タン，<クを jjc ヒト cPLA，ボリク円一ナルliLf~，をnJ t 、/こウエスタン7u " f f :.-ケド主り

川べたところ、みかけの分 f:，1が 1J() klJaのイノタクト tj.cI'LA，がd'jツ、し、 7KklJ，lω タ/川'';か1I'，J!tし

た この現役はアポトーシスの.ilU，(先制11))包，宇のNJIJIIおよひ IJNAの|村r}，化 にIIlIYJしてレ/、 よた、JiL

柑>i'illでがるエトポシドにより UY:<7釧胞にアドトーゾスをi克:.;.干した11，}介、あるL、{よし|、 tji，';'J'~;fLこ!， YII'II(ll

J内側胞株 HL60割11胞にliCF"" 抗体またはエトボシド処1'1!でアポトーンス会読将したIL:f「!:む1，引止め現象

か量.~，毛さまlt二

( 2 -2 )限定分解 のメ カニズム 111叶 叩

I ra l1~Cnpll t)1l Ir加、latit)JlU，;で 1"日JMCI j~ 同世 c1'LA， を

作製し、 111しFa，1;，体処1'~，でアポ ト ーンスを，.fl'fl.した

凋
-
T

2
H
m
z
一o

Z 
N 
N 
m 
O 

o 4 Time (h) 

I~ Intact 

Uリヌ7細胞のうイセートと以}，i:.，させた、 その結民

|何日Jcl'LA‘のイノタク トなハノ ドは剤IIHi!lのライセ

トlJあるいは反応時間依ιn0に減少し、 7自klJaタ

ノパクか'11&した |記 l、左2μl この家換はア

ポトーンスを品導していない細胞のライセー卜では

118 kDa-

86kDa-

~ Cleaved 

5J!官舎さ ~1 な1;、勺たこ c油、;:，、アポトーシスにより

cl'L八を限定分解するプロテアーゼ;M'fが細胞に誘

与されるこんが小唆された

1'，1 1 r、1Mcl t~'! ，"1i c1'LA i-)1)、、人

限定分iIYr'l主11¥f{~ 



アポトーシスfJ)J並行に十1'(、C匹p品cFamil) 7円干アーセb、;1，1'1化三1.心 、刈、'1~山凡， 1'1"¥ ;¥ '11: 

にドa~~七分断'倹 H~系で持ャ険 ît した fr ，li~ 、 Caspa、べ"1['，'':剤か 1.1，1，1心を抑制l し，に ミ二一割， ::J I {l' 1 

の t 品P品むヌ IMI ぞを íJl!I~としたとニろ、 IA Fas IA1f- ~"'I' 311l1iUfをよ ・)UJJlIJit<{i的!て 1i，' L、d'l.J、十1:ι，tif!

の紅白川変化とよく HJtl，¥1していた さらに、 cPLλ2の又21ft I1のアスバラ干ンf皆川li!1U)l 俄川制Ii、こ

れまでtll;可のある Caspasc.3が認識するコ /，-t!/サス円以1IのJ)λXIJサイトかイF{Iすら ιi -，'， 11し、日J

帯1Iのアスパラキン惨をアスパラギンに変えた cl' Lへ (1 】S2~ r\)をfJ '}~し、この花火山 l 九山、 /d' 1. ン

λ?" 長持した U叩7 細胞ライセートにより、 J:JIí-i:分解されるか l~かを;J~べた その .~.I，~、企"い1'1λtよ Cj

.i.:分解きれなか qた、|χ11、Il2州， また、 52~ 市 11 を終11 コド/，-かえたけ'1-\， (1 、 22) ".' ('，. ~;I 'J 1.、

止ころ、アポトーシスにより観察される 7XklJaのげLA，J1I氾分WIJJi物止1，，1しい jitl'!~ i¥k 11}) ~~‘ i..'~ ~t~~ 

じl'し主 (1.522)を細胞に先J)!させたところcJ'LA，i;r， ~1 はたJJi. ßíj と t:がはられらか門人 以|の仏米より

cP Iλ、卜の 5ロ22~貯許汀 Uの)}ア，スパラギン R駿費カか、ド出 i依占 f介f 的なアポ卜一ンス[にこゴ1'1下れ!ド，冗L

分島飢"清判t剖111い、山V であると車糾粘J占i~百命k したn また、 f明~Jν"よ1淡A止t いことに cド門LAz〆( 1卜.522) (よ制制釧IIJ胞Il'引"ド州i川'1)分fで!υ.11，仏ゆノ 山I/'~11山"川11)υt! ι，1べ、

lul以された

(2 -3 )限定分解の生物学的意義 .ヒ卜)1古川府側胞十':t.::93朝日胞におけるド、1(1-1'1d'L̂ ，のたjJ，I_(;l

~)t:l l 限界以トであった この釧胞にイ/タクトなじI' LA: あるいはじI'L八、(l J522~) の ill1，‘(<1刊人し、

lu，常的に発現した細胞はを樹山した よれらの細胞の1，1<，1.に(jむらXははられtiか，人

(2 -4 )限定分解部位の Asp'"の新たな側面 ;インタクトな cPLへとcI'LA、(IJS22N)の釧山

活1'1化に伴うアラキトンfj[j控緋反比、の;f~ò~を胡べた そのも"!4~、.，(:，..タジトなじ l' し\. !.、 )Vl~ Lt剖11112!

では十ftlii且りカルシウムイオノフ"'アによるH[JII'I(I!JA，lli敬、または lしlと1(11;，'，中1I，~(による，'i1t (J!J'I"I，!，の

|刈名でイj ，ì;lなアラキドン鮫遊離1\~'5虫丸:IJ米が制務されたが、 cl'LA， (1l5221¥)を1tJJLした車111胞では七九↓の

刺激においてもアラキドンl竣遊離はlJiI:l<とXーがえよかった しかし、 cI'LA， (υ5221¥) 1tJ.ll制IJlI包0)7イセー

ト中の cPL'¥，話相は1Ji株と較べての'由、に1¥'，'加lしていた この結果か句、じI'L!ヘ、の Asp (よ fう.ト lン

綾1i;J.li品位での cI'LA2機能発現に'l'.2!!な役;1，'11をJ日うこ止をボ唆している

( 3 )アシル CoA代謝関連酵素務の変動 :

(3 - 1 )再アシル化酵素活性 (1)に小したようにアボトーシス釧胞ではリソリン11;;'(11，.1りひ

アシル)~が付加し、')ンlití'é'fに炭るf'1アゾル化Jx..比、が/L.ilLしていると i''+ll， された II;(i 2 i¥ ï~ ~~$、 1 1 1 ア

シル化静本の lつであるアンル CnAリソホスファチジルコリンアン/，卜うンλゾ三ノ セ，1，1'1そ川正し

たところ、アポトー γス制犯では比爪判が初、(;，~. I 11'していた
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(3 -2)アシル CoA加水分解酵素 : 、l

に小したようにアホトーンス制抱てはクリ七日リン

illi't'lの脱アンル化以陀がJl:.iJtしていることかり、本

以 1，(.:、に [\:[~IIの Vレ\，アイ、，ザイムが l品lりすることそ

t'.l:，iし、 lill'J{押lの対IJ;ιを怜o'tしたところ、カルシウ

ム.JI'f{(イf一世 I'LAこの肌'，l;斉jて抑制lされた しかし、

2 ) に 'J;~- cPI.A を始め、説先日のカルンウムi氏

({.~e I'LA、のFllli剤は全く効巣が心かった また、

I'LA，によらないアラキトン椴i些勝争手路として、|斗

2 Ilにボすアシル c，叫加水分解静ふにnriし人

その村民、アボトーンス釧胞では比話料が約 21/~ 

! :!llしており、 Ac)1("，悼 の)Jf1水分解がJLillしてい

た また、i!!!JlI.I，んであるアンル CnA~hX恨み(kt'1

[よ、アポト ゾス制H胞では比i;ro'l'lかが， 1分の lに減

少したことより、アポトーシスに1'1司、この、l'控rJ>l.I，心

;よ大占くらに側Lていることがわかった

A 

区亙豆E 州 cω叫 W岬机LA州町酬仰"川旧附f帥、
〉「一一一一一一¥

l Lysophospholipi川 巨hosphOhPii]

テτJ
~ 

月出q
E豆矢 田

州 CoAS川

1<12 アホト ::，.. ，/，、~...H ~) ~J ・ i ル ('n ヘ

fl謝W!J'1!f，~み liíυ)~dJJ

(4 )アポトーシスに伴う細胞膜の分泌型IlA型ホスホリパ ーゼ A，に対する感受性の獲得:

ILA J目、PLA2 は U::: 7;';状態にある細胞の脱には (~川できないが、 ikt'l 化主れた剤11'1包の似 /'I ，t f'/.III できとニ止

が叩lらかにされている そこで、アオ、ト シλに作う制l胞脱構造の変化に kり 日λ刊IJ~P l.A !必'正YUーら

るかを検，;-1した 神経燥にlrIJ鮮Tli:k凶{¥N(，J' により分化させた PCJ2制IIIt包から N(，r<>， F~:l、 J るこム

!こよりアボトーンスを誘導した PCl2 細胞をあらかじめ肱射怯議アラキトノ波て!"~，，1 しご ';i (と、アポ

トーンスに伴うアラキトン般の足立離が制終される さらに、 IIA刷、I'I-̂，をJtイf(~廿る t このアノ i トン

椴治離はおしく 1目)]uし、アポトーシス細胞が IÎ ~') 'I'L̂ ， (こ感受t'1となった u切7紺1:;1JiL h"j)¥，Wて

アホトーンスを誘導した均介にも、この榊強均!.iU..M!採された このj\;/~[Ii似J 米{ふ 11 ，\ iI;'.J、I'I-̂ の制lIi包へ

の('loJilに必須と宅えられていたへパリンへの村合は必強とせず、酵糸川t'1か必l些亡あコた ア，1卜'ンス

細胞が牛付、内で IIAK，Y sPLA，の際的制IIH包となる "1能1'1jJ<，J、唆きれた
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[ちが]

アドト-/ス削犯で、クリセロリノIJli'['lのI!¥I.アメル化おとひ111アン'"fしはい、~ '_! ) 1"" ;:. I ヲ '1，γη. 

/J¥ /1江主していることが小Il?fされた 111ふレベルの j柏市7の仏米、 ωアン，.~ ( ο1レ"/lV)Il， ' 、2I 

ιot\リソリン 111m ア 0" レJ.I~転移防ふi，f，t'1のiLill.をiリ!らかにした 今後は、これらの，か /.1.ト λ 

制犯におけるア日トーンス小休形成や細胞!IWJr/lfヒなと'のむ，!i仏事UlIY，M桃1iiの定化!-l.jJ.c トキ111..1"， irVi，ム

ポ f~ つ必 fll~:O) っと士11返し、解析する I勺どである

jiL ト品 jiL件、て"長押されたアポトーンスにfI'ぅ ι 出)la\c-~ i，fd"化に主るじ1'1λ の、"品11ωはJr--v. n~'jL 

分解により、 i円門党現に必棋とされるア，J時H_J，Iーの つ 1、lp' が11<iJほか司Lる 'の/めr11i}.llf，1'1
かげ1:;'ょすると号えられる さらに、この限定分解:，!11山JM辺は、①川I'!化に('!う政十年lJ(I)"m，jJ、'2'I'I);!U-.D'j 

I.~、したアラキドン峻ft.M、で Jlに ， fi 泣な 1，<'，1;1) 手作っと]":\1.'.<"れた
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