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筋肉および神経の変性疾患の細胞死における

　　　カスパー廿の仏性化に関する研究

　　　　　　　　　　　　第１章。序論

　１．アボトー-シス

　アポトーシス（即optosis）は，多細胞生物の発生過程における形態形成や

生体の防御／Ｍ常性の維持に働いており，生体の維持に不可欠な細胞死である。

アポトー-スの過程は遺伝子によって制御されており，能動的な細胞の死といえ

　アホト一一シスの概念は，今から25年ほど前にKerr，Wynie，Cu�川こよっ

て細胞死の形態観察により提唱されたものである。損傷や病死によるネクロー-

シス（necr（）sis；壊死）では細胞は膨潤し崩壊するが，アポトーシスを起こし

た細胞では，細胞の縮小および粒子化といった明らかに異なる様子を示すこと

　を見い出した。アポトーシス（apoptosis）という言葉は，apo（o爪離れる）

とpE（）sis（faning，離れる）を合わせた合成語であり，「生」の特徴であるマイ

ト一一シス（nlitosis : 細胞分裂）に対比させて名付けられた（Kerr et al.,1972）

　アホトー一シスを起こした細胞は特徴的な形態変化を示す。核の凝集，断片化

かおこり，細胞自体が断片化してアポトーシス小体といった小頚粒が形成され

る（Aralds et a1.，1990）。また，生化学的には，核ＤＮＡのヌクレオソｰ一一ム

甲｡位での断片化が生じ，アポトーシスの指標とされている。

　２．アポトーシスの実行遺伝子

　アポトーシスの研究は，当初細胞の形態学的な観察から始まった。近年にな

ってアポトーシスの制御に関する重要な遺伝子が次々にクローニングされ，ア

ポトーシスの引き起こされる分子機構が明らかになりつつある。

　アポドー一シスの分子遺伝学的な解析は，遺伝学的解析が可能で細胞死を観察

する上で優れたモデルである線出（Caenorhabditis elegans ； C．ｅｌｅｇａｎｓ）の

研究によって明らかにされたところが多い。多細胞生物の発生過程において，

特定の場所で特定の時期に細脳死が起きることは，プログラム細胞死

　（ドｏｇｍｍｍげlc囲d四Lh :↓）CD）としで古くから知られている（S肌mders 。
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１９６６ ：Ｌｏｃｋｓ国ｎ，１９７引 線玉の場合，卵から成兜に至る過程の細胞系譜が

明らかになっており，死生過程で圭O㈲個の細胞が生し必ず珀1個の特定の

細胞が特定の発生ステージで死ぬことがわかっている（EmseLaレ199Ta）。

この死んでいく細胞の約８割は神経系の細胞に出来レ他は上皮，箭，生殖系

列などに由来している。これらのプログラム細脳死は，核や細胞の凝縮，細胞

の断片化といったアポトーシスの特徴を示す。

　Hoワitzらは，この細胞死に異常のみられる突然交叉体（cell dea出

社ｎ（ｍｒに1:（コd交異体）を10種類（c�ぺ～cedづO）同定レその相互関係

を明らかにした（EHis et a1.ス991a）。その結果，線虫において，プログラム

細胞死に働くドの遺伝子が固定された。まずはじめに細胞死交異体として細胞

の貪食異常に関与する遺伝子であるced一士，にcd-2が見い出され（日edgcock

討匪ス983），次いで細胞死の実行に関わる遺伝子としてcecト3，cecトペが発

見された（EIHs et al.，1986） C肛ト３ ced一刊本細胞死に必須な遺伝子で

あ肌　これらの変異体では死ぬべきｴ31個の細胞死がすべて阻害され，摺1個

の余分な細胞を持った個体が生じる。一方，ced-3 ，ccdづとは逆に突然変異

体の表現型から細胞元の抑制に関与する因子としてced一9が見い出された

　（I･len阿慰ner（ごt註バ992）。ced-9は細胴元を抑制し細脳死が作動するかど

うかを制御する遺仏子で，この機能が欠失すると過剰な細胞死が引き起こされ

る。また，ccd-3 ，c匹ト4は細胎児を起こさない細胞でも才ンの状態になって

いて，ccd-9によって抑制されている（Enis eL al.ス991b）。

　ニれらの遺伝子の解析が進行に従って，線虫の細胞死関連遺伝子に対応する

哺乳類の相同遺伝子が発見されてきた。

　まずCed-3は，遺伝子構造の解析から哺乳勤物のインターロイキン１β変換

酵素（汗珪匹LeukinぐLμconvビ山万 enzyrne : にE）とアミノ酸レベルで28％の

相即匹を待っていることが明らかになった（Ｙ皿nctdに摺93；Miomctaに

掴り3）。その後，脊柿勁物においてにE / Cedぐけ目同遺伝子が次々と単離さ

れ，ファミリーを形成していることがわかってきた。これらの遺伝子群は，カ

ズパーゼ（casDase）ファミリーと呼ばれ，現在までに十数種類が発見されて

し

る。カスパーゼは、いずれも活性中心にシステイン残基をもつシステインプ

ロテアーゼで、ブロテアーゼ活性部位のアミノ酸配列(ＱＡＣＸＧ)が共通に保存

ｊ



されており

c(山一3は，

基質をその特定配列のアスパラギン酸のＣ末端側で切断する。

構造および罪質特異性の面からにＥ［カスパー一万］_）よりも，カス

パーゼ3（CPP32）（ﾄﾞ匹［landes-Ahモn汀図t a1.ス99巾の方により近似してい

ることが明らかになった（xoeetaに1996）。

　また，珀旧年にはc（ズトりが哺乳類の比ト2と相「司な遺伝千万あることが明ら

かとなった（同心四r出（了et aLス9㈲）

23％の相同性を持っており，BH1，BH2

においてより抽聯生か高く

ぐ

能機

悦レ2はc匹卜9とアミノ酸レベルで

巾cト2 homology）と呼ばれる領域

的にも保存されていることが認められた。後

比卜2の類縁遺伝子が次々とみつかり

わかった。hcト2ファ
リゝ

こ

ファミリーを形成していることが

は，その機能から大きく細胞死を抑制するグルｰ-

フと紺脳死を促進するブルー-プに２分される。前者には，L)c1-2 bc1-XL、 な

どが，後者にはbax，bak，bad，bklなどが発見されている。

　一一一方，cedヅIの哺乳類における相同遺伝子は長く同定されていなかったが，

1997年にWangらのグループによりapaト1（apoptotic protease activating

factor : Apaf）が.ced-4の相同遺伝子として明らかにされた（Zou et al.｡

1997）。Λpaト1は，Cecト4と相同性を示す領域に加え，Ced-3と相同性をも

位部つ およびＷＤづOと呼ばれる蛋白質結合領域をもつ。 Cecト4と相同性を

にはdATP結合部位があり，dATP，ADaf-2，ΛDaト3の存在下で，もつ領域にはdATP結合部位があり，dATP，ADaf-2，ΛDaト3の存在下で，

ﾊDaト1がカスパーゼ３の活性化を引き起こすことが示された。後に同グルヽ一プ

の詳細な解析により，ADaト2はシトクロムc，ADaf-3はカスパーゼ９である

二

八

とが示された（Li et al.,1997）。ミトコンドリアから放出されたシトクロ

ｃは，Apaf- 1 とdATPの存在下でカスパーゼ９を活性化し 活性化された

カスパーゼ９がカスパーゼ３を活性化することにより，最終的にアポトーシス

に侍従的な細胞の変化をもたらす。一方，細胞死の抑制に働くBcト2ファ
りに

ヽ

-八丈　ミトコンドリアからのシトクロムｃの液汁1を阻害レApaf一圭とカスパ

ーゼ９に結合することで細胞死の抑制に働くと考えられている。

　これらのことから、細胞死の実行における基本的なシステムとして、綸巾に

おけるCed-3，Cecト4，Ced-9の関係は進化を通して，哺乳類のカスバーゼ

ファミｌ

かっか。

ｊ
-

加計一仁Scト27ァミリー則列係として保存されていることがわ
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３．ノックアウトマウスによるプログラム細胞死の解析

近年までに　いくつかの細脳死実行遺伝子のノックアウト宍　近年までに　いくつかの細脳死実行遺伝子のノックアウトマウスが作製さわ。

個体のプログラム細胞死におけるこれらの遺伝子の働きが遺伝学的に解析され

して て

　カスパーゼファミリーのノックアウトマウスとしては，カスパーゼ１のノッ

クアウトマウスが最初に作製された（Kuida（桂aに1995）が，顕著な細胞死

の変化をみせなかった。それに対して，カスパーゼ３のノックアウトマウスで

は中枢神経系において顕著な異常をみせている。脳において，細胞死の減少に

よる神経細胞の増加により髄液の交通路が遮断され，かなりの数のノックアウ

トマウスが水頭症を発症していた（Kuida et a1.,1996）。

　カスパーゼ３の上流に泣訴するカスパーゼ９のノックアウトマウスでは，カ

スパーゼ３の異常とよ＜似ているが，カスパーゼ９の方が異常が認められた範

囲が広く，その程度が重かった。中枢神経系において顕著な異常がみられ，神

経上皮細胞の増加が激しく，神経組織が頭蓋の外に飛び出してしまう状態がみ

られた。また，活性型カスパーゼ３陽性の神経細胞が著明に減少していた

　（Kuidaet a↓｡ス998）。

　cedづの相同遺伝子，ADaト1のノックアウトマウスは胎生致死で，その表

現型はカスパーゼ９のノックアウトマウスとよく似ており，中枢神経系におい

て顕著な異常をみ廿，脳，頭部の特徴的な形態異常を示した（Yoshida et al.，

上998；Cecooietaに1998）。

　一方，細胞死の抑制に関わるBcト2のノックアウトマウスでは，リンパ球系

細胞，皮膚の色素上皮細胞，小腸，神経系などでアポトーシスの増強がみられ

た（veis et a1.け993 ；Nakayama et a1.,19㈲）。Bc1-xのノックアウトマウ

スでは，神経系の異常はカスパーゼ３もしくは９のノックアウトマウスに比べ

ると，ちょうど逆の表現型を示した。脳および脊髄の，細胞周期を停止して分

化しつつある未成熟神経細胞が存在する領域に多くの細胞死が認められた。本

来この領域の未成熟神経細胞はプログラム細脳死を起こすことが知られている

が，Scﾄxノックアウトマウスでは本来の数と比較して多量に細胞死を引き起

こしていることが明らかとなった。Bcﾄxが未熟な神経細胞の生存に必須であ

り，そのアポトーシスの抑制にBcﾄxが働いていることが予想された。また未
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梢神経節の神経細胞の多くもＴＵＮEL法により細胞死を起こしていることが詔

められている（Motoyanm eL 註け㈲5）。

　これらの遺伝子変異マウスの解析により，Apaト土→カスパーゼ９→カスパ

ーゼ３を介したアポトーシス機構が脳の発生，形態形成に重要な役割を果たし

ていることが示された。また，同時にADaf-1→カスパーゼ９→カスパーゼ３

が，発生における唯一のアポトーシス誘導機構でないことも示唆され，個体発

生の過程ではApaトエおよび類似物質と多くのカスパー廿が複雑にアポトーシ

スを制御しているものと推察されている。各論で述べるが，本研究は神経系に

おけるプログラム細胞死の分子機構解明を一つの目的としており，レチノイン

酸で神経分化するマウスのテラトカルテノーマ由来のP19 EC 細胞を用いて，

その過程でおこる細胞死を神経系でのプログラム細胞死のモデルとして，カス

パー廿３の関与とその制御機構を中心に解析を行った。

　４．アポトーシス誘導因子とその分子機構

　細胞が外部から，なんらかのシグナルを受け取ることによっても，アポトー

シスは開始される。 TNF（tumor necrosis組ctor），Fasリガンド（Fas

融こnd : FasL），といった細胞外からのＤ四th Factor のシグナルは細胞膜土

の特異的レセプターを介して細胞内に伝達され，アポトーシスを誘導する。ま

た，生存に必要な増殖因子が除かれたり，細胞同士あるいは細胞外基質との接

着が破壊された場合や，病理的なストレスによっても，それがシグナルとなっ

てアポトーシスが開始される（MCConkey et al.バ990）。特定のアポトーシ

スシグナルに対する感受性は細胞ごとに異なる。

　上）Death 1≒ctor

　Fas仁ＴＮＦといったDca出Factorによるアポトーシスの誘導機構は比較的

よく解析されている。ＴＮＦはCarswe11らによってマウスに移植した肉種に壊

死を起こす因子として発見された，さまざまな生理活性をもつ多機能性のサイ

トカインである（Pennica et a1.，1984；Tracey et a1.ス994 : Yどnazalj ，

1995）。TNドは，FasL，CD/mリガンドとともにＴＮＦファミリーを形成し

ている。
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　De凱hﾄﾞactorのシグナル受容体として，ＴＮドレセプター（t土皿oに回cTo示

削ctor receDtoﾄﾞ：ＴＮﾄﾞ10やFasが知られても０，これらは掲示の相同性から

ＴＮド／ＮＧＦレセプターファミリーを形成している。このＴＮＦ／ＮＧＦレセプ

ターファミリーには，ＴＮ円そのほかにFas，低親和性ＮＣＦレセプターＤ祁

　（D75NGFR ），CD 40， CD2庄OX顔が含まれ，細胞外にシステインに富

む繰り返し構造を共通にもっている。

　TNFR，Fasは，細胞膜の外側にリガンド結合部位，内側であるＣ末端側にア

ポトーシスのシグナル伝達に必須の領域death domain （DD）を有している

　汀artagHa et a1.,1993）。 DDに結合して，deathシグナルを細胞内でカスバ

ーゼに伝えるアダプター蛋白質としてＴＲＡＤＤ（ＴＮＦＲ卜associated Death

L）omain Drotein），FADD（Fas-associaLed D匹出Domain Drotein），兄P

　（receptorintemc出席Drotein）がクローニングされている（Hsu et aレ

1995 ；Chinnaiyan et a1.，1995；Stan匹r et a1.ス995）。

　Fasを介した細胞死のシグナル伝達の分子機構はよく解明されている。FasL

がその受容体であるFasに結合すると，Fasの細胎内領域にあるＤＤに

EADDがそのＣ端にあるDDを介して会合する。一方，FADDは，Ｎ端にDED

　（cleatheffedor domain）と呼ばれる領域を持ち，このDEDを介して同様に

Ｎ端にＤＥＤを持つカスパーゼ８が会合する（Muzio et a1.ス996）。こうして，

ﾄﾞas，EADD，カスパーゼ８の複合体（cleath-inducing s汝nanng comDlex ；

DISOが形成され，DISCの中でカスパーゼ８は活性化される。活性化された

カスパーゼ８は，下流のカスパーゼをプロセッシングして活性化する（図１）。

　一方，ＴＮＦＲ１の場合，TRADD，FADDを介したアポトーシス誘導のほかにも，

NF-ﾊ;Ｂの活性化を介したアポトーシスの抑制など多彩なシグナル伝達経路を

持っている。

　また，同一ファミリーに属するD75 NGFR の場合，ＤＤの存在が明らかでは

なく，TNFRやFasと同様に，細胞死に関与するか否か不明であったが，ｐ７５

ＮＧＦＲを発現させたニューロンは細胞死を誘導されること，また，この細胞死

はp75 NGFR に対するモノクロナール抗体で抑制されることから，p75 NGFR

も細胞死に関係することが示唆されている（Frade et a1.ス996）。p75 NGFR

の欠損が前脳のコリン作動性ニューロンの細胞死を抑制することから，p75

６



ＮＧＦＲは特殊なニューロンの細胞死に関係しているこどが明らかになっている

　（Ｖ皿derznct a1.ハ996）。こうした結果から，神経特異的な油性因子が

D75 NGFR を介して神経細胞死に関与している可能性も考えられている。

　２）生存因子の除去による細胞死

　アポトーシスは細胞の生存に必要な液性因汗の除去によっても誘導される。

　PDGF（Dlat�eレderived grow廿1毎ctor），IGド（insulin-1ike grow出

鋲ごor几FGド印broblast growth factor），NGド（nervc grow山factor）な

どの各種増殖因子は,それらのチロシンキナーゼ型レセプターを介してP13K

（DhosDhatidylinositoにy-kinase）を活性化する（Arcaro et a1 ﾑL993）。円3K

はAkLを活性化し（Marte et a1ごL996），Aktによりリン酸化された己adは，

L3cトXLとのBad / RcﾄXLヘテロダイマーを形成できなくなる。その結果，ア

ポトーシスを抑制する機能をもつBcトXL / 13cﾄXLのホモダイマー形成が増大

レ細胞死の抑制に働く（ﾄﾞranke et a1.ス997；Du［］ek ct 征討997）（図２）。

　神経細胞は発生過程で多くの細胞がアポトーシスにより消失することが知ら

れている（OpDcnheinl et a1.討991）。神経細胞の生存には標的細胞からの神

経栄養因子や，求心性入力といった生存のためのシグナルが必要であり，これ

らを充分に受け敢ることができなかった細胞がアポトーシスによって死んでい

くものと考えられている（Korsching et 征ごL993）。神経栄養因子としては，

NGF（nerve grow出factor），BDNF（brain-derived neuroけoDhic毎cto削

NT-3（neurotroDhin-3）などが知られている。実際，ＮＧＦ，ＢＤＮＦ，ＮＴべ3

や，それらのテロシンキナーゼ型レセプターであるＴｒｋ Ａ,Ｂ,Ｃのノックアウト

マウスでは多くの後根神経節（dorsalroot gaJlgHa : DRG）や三叉神経節など

の末梢神経系のニューコンガ細胞死を起こす。ln vitroでも血清，ＮＧＦを培養

成中から除去すると，DRGのニューロンに細胞死が誘導される（Snid（てet a1.，

T994）。血清除去により誘導されるPC12細胞の神経細胞死は，ＮＧＦの添加に

よって抑制される。このＮＧＦによる細胞死の抑制は，Pi3Kの特異的な阻害剤

であるWorLmaninnによって阻害されることから，PI3Kは神経細胞の生存に

とって必須なシグナルであることが示された（Yaoet al.，1995）。また，こう

した神経栄養因子の除去によるDRGの細胞死は，Ecト2によっても抑制される
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（Garda et a1.,1992）。

　一方，脳など中枢系の神経細胞は，末梢神経細胞と異なり，単一の神経栄養

因子やそのレセプターの欠損では大きな影響を受けない。しかし複数の神経

栄養因子およびレセブターを欠損させることにより，海馬，皮質の神経細胞が

アポトーシスを起こすことから，中枢神経細胞は複数の神経栄養因子やFGFフ

ァミリーなどの生存因子によってその生存が維持されていると考えられている

　3）Anoikis

　インテグリンなどによるECM（ext:ra cenu�rma出x）との結合も，細胞の生

存維持に働いていることが示唆されてきた（Howlett et a1.,1995 ；Zh皿尽et

能計995）。上皮細胞や内皮細胞はECMに対する接着が阻害されると，細胞の

形態変化やＤＮＡ断片化を伴うアポトーシスが誘導される（Mcred礼hetaに

1993 ；Frisch はaに199/1）。また，Bc1-2がこうした接着依存性の細胞死を

抑制することが知られている（Frisch ct a1.ス994）。

　ﾄﾞrischらは，こうした上皮細胞や内皮細胞の細胞接着依存性のアポトーシス

をラテン語のhornelessにちなんで，アノイキス（anoikis）と呼ぶことを提唱

している。この接着依存性のアポトーシスは上皮，内皮細胞だけでなく，骨格

筋細胞，神経芽細胞などの分化の過程でも引き起こされる現象であると考えら

れる。インテグリンは叫　β鎖からなるヘテロダイマーでこれまでに２０種類

以上が報告されている。インテグリンからのシグナル伝達の経路については，

これまでに拾ｄ-２の発現量の変化（Zhang et al.け995），R11o，FAK，

円玉Ｎ，ＭＡＰＫ，ＰＫＣ（ＪＮＫ）などの活性化，また細胞内pﾄIの変化，C示汗

流人の変化が報告されている（Howe et a1.ス998）。最近，インテグリンに

結合するＦＡＫがAktを活性化することが明らかにされてきており，よって，

ECMからインテグリンを介したシグナルは，増殖因子のチロシンキナーゼ型

レヤプターを介したシグナル同様にAkt:からBadのリン酸化により，Bc1一XL

を機能的な状態におくことで細胞の生存に働いていると考えられている（図２）。

4)細胞周期が関与する細胞死

細脳死は細胞周期の進行とも深い関連があり，ＤＮＡ修復過程やさまざまな

８



細胞分化の過程で細胞死が起こることが知られている。特にI)53，c-n-lycの

関与が示唆されている。

　1)53の機能としては，ＤＮＡに損傷を受けた細胞の細胞周期をGI期で庄めて

ＤＮＡ修復の時間かせぎをすること，また，異常を起こした細胞に積極的にアポ

トーシスを誘導することで癌化を抑制することが示唆されている(Lowe et aし

1993 ； Clarke et a1 1993） G1期からS期への細胞周期の移行は，kL)とサイ

リク ンによって制御されている。ＣＤＫ（ｃｙｄｉにdeDendent kinasG）4/6

サイクリンＤ複合体によってRbはリン酸化されると，転写因子Ｅ２Ｆと結合

できなくなり，遊離したＥ２ＦはＤＮＡ合成に必要な遺伝子の発現を誘導して

細胞周期をG1からS期に移行させる。一方，D53はp21の発現を誘導レp21

はＣＤＫ４／６，サイクリンＤ複合体を阻害することで細胞周期をＧ上期に停止さ

せる。c-mycも細胞周期のＧＯ／Ｇ工期からS期への移行に関わっている。

　p53の下流にはBd-2ファミリーが存在するとの報告（Miyashita et aに

よ995）や，mycの下流にはFasシグナルが存在するという報告がある（Doly

はaに↓997）。また，カスパーゼ９の欠損やADaト1のノックアウトマウスは

D53のノックアウトマウスと同様な形質を示すことから（Kuida d aに1998），

細胞周期と関連する細胞死にはカスパーゼ活性化の関与も示唆されている。

p53に結合レ細胞周期を調節しているRI⊃はカスパーゼの基質でもある

　Odniごke et al.ﾚL996）。また，細胞周期に関与するサイクリンはプロテアゾ

ームにより分解されることが知られているが（King et a1.ﾑL9㈲），プロテア

ソーム阻害剤は細脳死を誘導したり，分化を誘導することが知られている。こ

うした細胞死でもカスパーゼが活性化されることが見い出されている（FUj汪a

浪aに1996）。

　ビタミンＡの誘導体であるレチノイン酸は様々な癌細胞の再分化を誘導する

ことが知られているが，細胞分化の過程で細胞死を誘導する。レテノイン酸に

より神経細胞分化するP19EC細胞は，その分化過程に多くの神経前駆体細胞

でＤＮＡ断片化をともなう細脳死が生じる。その細胞死はBcト２ファミリーに

より抑制される（Okazawa et a1.,1996）ことから，神経細胞分化に伴う細胞

郷 こもカスパーゼファ ミリーの活性化が示唆された。各論で述べるが，本研究

では，このP19EC細胞の細胞死におけるカスパーゼ３の関与について解析を
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行っている

５．疾患とアポ･トーシス

？

　筋肉や神経の遺伝性変性疾患においては，細胞が進行性に死んで(変性して)

｣1く。近年になって，これらの疾患の原因遺伝子が解明されてきている。また，

この細胞死がアポトｰシスの様式をとっていることが明らかになってきた。

　士）筋疾患と細胞死

・筋ジストロフィー

　筋ジストロフィーは代表的な筋疾患であり，筋繊維の壊死，再生を主病変と

し遺仏性で進行性筋力低下を示す疾患の総称である。症状令兄症過程からい

くつかのタイプに分類されている。Duchenn（ご型筋ジストロフィーや，

F矩比er型筋ジストロフィーにおいては原因遺伝子としてジストロフィン

　（dystroDhin）が解明されているO玉）ffman et a1.け987）。さらに　いくつ

かのタイプの筋ジストロフィーの原因遺伝子が，筋細胞膜の基底膜蛋白質であ

るメロシン（ラミニンα２）や，ジストロフィン結合蛋白質の土つであるαサ

ルコグリカン，βおよびフサルコヅリカンの遺伝子であることが明らかとなっ

ており，筋ジストロフィーの病態と筋細胞膜の異常の関連が強く示唆さわてい

る。

　筋ジストロフィーにおける筋細胞死は従来まで単に「壊死」としてとらえら

れてきたが，ＤＮＡの断片化といったアポトーシスの様式をとった細胞死である

ことが明らかになってきている。Duchenne梨筋ジストロフィーのモデルマウ

スであるmdxマウス（Matsuda et al.バ995；Sm江h et al.,1995）や，フサル

コグリカン欠損マウスにおいて（ﾄlack et al.ス998），DNA断片化を伴うア

ポトーシス形式の細脳死が検出されている。また，mdxマウスにおいては

ＤＮＡ断片化を示すアポトーシス横組脳死が先行レ後にネクローシス様の細

胞死へ移行するとの報告もある（TidbaHはaに珀95）。これは，培養細胞系

で，アポトーシスの実行過程においてカスパーゼの活性化プロセスを阻害する

と，ネクローシス様細胞死へ移行するという近年の報告例との関連が想起され

る（vercalnlTmnetaに珀98a ; vercammen et aLス998b）。
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　しかしながら，筋ジストロフィーにおいて筋紺胞膜の異常からアボドー-シス

にいたる分号機構は明らかになっていない。

・先天性筋ジストロフィー

　先天性筋ジストロフィー（Congcnitaレn心c1訂dysげoDhy:CMD）は，出

生時または生後数カ月以内に筋力低下を示すタイプの筋ジストロフィヽ－で，脳

形成障害または知能障害を伴う福山梨と伴わない非福山梨の２種類におもに分

類される臼ぐobayashi et a1.ﾑL996）。さらに非福山梨先天性筋ジストロフ

ィーにはメロシン欠損が報告されている（H�b出俗寸£der（ﾆet a1.,1り95）。

メロシンを欠損し常染色体劣勢遺伝のジストロフィー症を示すdy / dy マウス

は，先犬|生筋ジストロフィーのモデルマウスとして知られている（Sunada ct

註八9㈲）。

　ラミニンはインテグリンぼ7β:Lを介してＥＣＭからの筋細胞の生存シグナル

として作用しており，近年の研究でラミニンα２の欠損が，hl vivo および削

▽江ro万筋細胞にアポトーシスを誘導することが報告されている（vachon et

a↓｡ス996；vachon ct a1.ユ997；Miyagoeet al.,1997）。メロシンの変異は，

先天性筋ジストロフィーの原因として考えられているが，メロシンからの生存

シグナルがどのような分子機構によって筋細胞死を制御しているかについては

明らかではない。

　2）神経変性疾患と神経細胞死

・アルツハイマー病

　アルツハイマー病の病態として，顕著な老人災と神経直線維変化の増犬がみ

られる。

この老人災の主成分はアミロイドβ（amyloidβ:Aβ）というβシート構造

をとる蛋白質である。後にＡβは，アミロイド前駆体蛋白質（amyloid

Drccursorprotein : AL）P）と名付けられた1型膜貫通蛋白質の膜貫通領域近傍

に位置するzに2アミノ酸であることが明らかになった。APPから異常に切り出

されたＡβが，不溶性になって沈着し神経変性を引き起こすとの説が提唱され

ている。APPには，カスパー-ゼ３，６に基質として認識されるアミノ酸配列が

あり，カスパーゼ３，６によるAPPの切断が病因に関与しているとの報告があ

上士



る（Bames et al.，1998 Gervais et al.，1999 ；Pellegrini ellaに１９９９

けBlanc et al.ス999）。一方，蓄積されたＡβがカスパー廿３を活性化し神経

細胞死を誘導するとの説もある⑤etsuki et 註］999）。

・CAGリピート伸長をともなう神経変性疾患

　遺仏性神経変性疾患には，その患者において原因遺伝罫内のＣＡＧリピート

が異常に伸長していることが確認されているものがある。例として，ハンデン

トン舞踏病(Huntingtonls disease

[Machado-]os印h disease : MJD)

卜ｍ） マシャドージョセフ病

実状核赤核浜谷球ルイ体萎縮症

(dentatoruL)raレpamdoluysian atrophy

１ 型

DRPIA）

２型，６型 ７型，および球脊髄性筋萎縮症，

　遺伝性脊髄小脳変性症

といった神経変性疾生か

知られており，共通にニューロンの変性と消失といった神経細胞死を示す。

これらの疾患においてＣＡＧリピートはいずれも原因遺伝子のコード領域内

に存在し，ＣＡＧリピートの伸長けポリグルタミンをコードする。

　Perutzらは，ポリグルタミンは水素結合を介して互いに結合レ異常に伸

長したポリグルタミンが細胞内で凝集して神経細胞に障害をきたす可能性を示

唆した（Pげutz et a1.ス9㈲）。実際に　これらの疾患の患者の障害を受ける部

分の神経細胞において，原因遺伝子産物のポリグルタミンを含む凝集体が核内

封人体として存在することが明らかになった（DiFigHa et a1.

etaに1997）。また，培養細胞系で異常伸長したポリグルタ

珀97 Paulson

ミンを発現させる

と凝集体が形成され，アポトーシスが誘導されることが示された（lkeda et aに

1㈲6）。アポトーシスが誘導されるメカニズムとして，近年になってポリグル

タミン凝集体が細胞死の実行を担うカスパーゼファミリーのカスパーゼ８を活

性化することが報告されている（Sanchez et 示

1999）。

1999 Miyashita et al.，

　６．活性型カスパーゼに対する特異的抗体作製の意義

　カスパーゼファミリーはアポトーシスの実行過程において，中心的な役割を

果たすプロテアーゼである。カスパーゼファミリーは活性の無い（低い）前駆

体（不活性型，プロカスパーゼ）として生合成される（Thor面erry et a1.，

D98）。そして，数力所を切断されて活性型となる。カスパーゼの基本構造と

（
ＺＩ
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して，Ｘ端側からプロドメイン，犬サブユニット，小サブユニットからなり，

長いブロドメインを持ち才リゴマー形成により自己活性化するイニシエーダー

カスパーゼ（上位のカスパーゼ：カスパヽ一万８，９など）と，短いプロドメイ

ンを持つエフェクターカスパーゼ（下位のカスパヽ－万；カスパーゼ３，６，７

など）に分類される。アポトーシス誘導時には，上位のカスパー万が，下位の

カスパー万をプロセッシングして活性化していくプロテアーゼカスケード（カ

スパーゼカスケード）が機能する（Cohen,珀97）（匹け）。カスパーゼの基

質としてはさまざまな核や細胞質の蛋白質が知られており，細胞死の過程に関

わるものとしては，DNΛ断片化をもたらすＤＮＡ分解酎素CAD（msDds（ケ

皿tivaけ（）DNase）の抑制因子ICAD（inhH⊃itor of CΛD）（Enari et a↓｡ユ998）

や，ＤＮＡの修復に関わるポリADPリボースポリメラーゼ（Doけ（ADP-

ri1）osc）Doけmcrase : PARP）などが存在する（Nicholson et a1.,1995）。

　各種細胞死におけるカスパーゼの関与を解明にするためには，カスパーゼの

活性化を検出する必要がある。組織および細胞集団の細胞死において，酵素活

性を測定したり，市販されている不活性型を認識する抗体を用いてイムノブロ

ットを行う
｀７゛

こ とにより，不活性型断片の減少を検出することによってカスパー

ゼの活性化を見い出すことができる。しかしながら，このような方法では，用

いる基質が必ずしも酵素に特異的でないこと，さらに生体内で起こるアポトー

シスは，組織の細胞全体に必ずしも集中的に多量に起こるわけではなく，ごく

一部の細胞のみに散発的に起こることが多いことから，組織および細胞集団全

体ではカスパーゼの活性化を直接検出することは困難である。

　Saido，0hmiらは，フォドリンおよびカルパインの切断部位に対するペプ

干ド抗体を作製レ組織特異的なプロテアーゼの活性化を検出した（Saido et

d1.ス993；Kikuch洸tこ1.ﾚL995）。この抗体はニ切断前の蛋白質は認識せず活

性化して切断された断片を認識する。また，Kourokuらは，活性型のカスパ

ーゼ３を特異的に認識する抗活性型抗体を作製レマウス発達過程におけるカ

スパーゼ３の活性化を調べている（Kouroku et al.ユ998）。これは，活性化

して切断されたカスパーゼ３犬サブユニットのＣ端側５アミノ酸を抗原として，

抗体を作製したものである。
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●本研究の目的

　各論で述べるが，本研究は主に二つの研究課題を中心に行われているご一つ

はレテノイン酸によるP珀EC細胞の神経細胞分化過程で観察される細脳死を，

発生過程に観察される中枢神経系でのプログラム細胞死のモデルとして，カス

パーゼ３活性化と制御の分子機構の解析である。もう一つは各種カスパーゼの

切断点特異的な抗活性型抗体を作製レカスパーゼファミリーが筋，神経変性

疾患に見られる細胞死に関与しているかを明らかにすることである。
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第２章　材料と方法

　実験で使用した材料と方法は，第３章と第斗章について単複する箇所が多い

ので本章でまとめて記述する。

１．細胞培養

　１)Ｐ１９ＥＣ 細胞

　PTg EC紆|胞は，拍cln細胞培養皿(m?ctoﾊDickilビ)ピドＡＬＣＯＸ頷03)で，

ｄＭＥＭ[ｍｉｎ削mn匹ssentialmedj.し]m)(S㈲丁1a)に10％(V/V)の牛胎児血清

(fetalbovine semm : ﾄﾞBS)

(EQUITECH-BI0,L(T)T No.SFB30-732)を加えた培養液を川いてＣ０２イン

キュベーター中で，37号，５％Ｃ０２の条件で培養を行った。P抽EC細胞の継

代は，ピペットで培養液を細胞にふきつけて培養皿から剥がレ　１日置きに士/

10および士/20に希釈して行った。長期間継代を行うと神経細胞への分化能

を失う可能性が高いため，10％DMSO一FHSに懸濁して液体窒素中に保存して

おいた細胞を士～2ヵ月ごとに戻して実験に使用した。

　2）レテノイン酸によるＰ１９ ＥＣ 細胞の神経分化

　I几9EC細胞の神経分化誘導は，MCRumeyらの原法に従って行った

（MCDumcy et a1.,1982）。

　細胞密度を1×105ハ礼に調整レ　１μＭの全トランスレチノイン酸（以降

ことわらない限り，レチノイン酸と表記）（S厦ma）存往下で細胞接着性の低い

mcnlバクテリア川培養皿（Becton Dickjnson : BBL Stackcr dish）を用いて

2-3日間培養レ細胞凝集魂を形成させた。その後，1函00xg，5分間の遠心

で細胞を回収レ　レテノイン酸を含まない培義肢で2回洗った後，通常の10

cm細胞培養皿に移した。レチノイン酸を除いた培養成で，2-3口培養するこ

とで神経細胞へと分化させた。また，全トランスレチノイン酸以外にも９シス

レテノイン酸，レチノール，（各S厄nm）を用いて同様に神経分化誘導を行った。

ｒ
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　3）COS細胞

　COs細胞は，10 cm 細胞培養且で］O％（V∧）FI石－cハｍＭを用いて（::o2

インキュベーター中で，3y（へS％C02の条件で培養を行った。 COs細胞の

継代は，培養液を取り除きリン酸緩衝生理食塩水（DhosDh凱e寸）u汀（Ted

snnne : PBS ）で細胞を洗浄した後，ドJプシン溶液（O∠L％ドリプシン一〇｡05

％EDTA-PBS）を加えて3八八　２分間処理して培養皿から剥がレ士目匿きに

1/10および1/20に希釈して植え継いだ。

　4)マウスＤＲＧニューロン

　ET土5のマウス肝から[]1心ニューロンを調製し初代培養を行った。妊娠マ

ウス(↓C↓ぇ:口本クレアより購入)をジエテルエーテル(和光)を用いた過麻酔

により屠殺レ胚を摘出した。胚から脊椎骨を取り出し眼科川ハサミとピン

セットを用いて，脊椎骨の両側にある後根神経節を摘出した。培養皿の中で，

眼科用ハサミを用いて神経節を小片に切り分けた後，0.25％トリプシン

Oi忙o)，0.肌％DNase l(S叫ma)を含むａ ＭＥＭ中で，37口で10分間インキ

ュベートした。FCSを2m1程度加えて反応を止め，ビッベッティングして細

胞を分散させた。L500xg，八分，肩口で遠心して細胞を集め，上清を収り

除いて血清入りの培義肢に惑溺レセルストレイナー(70μmナイロンメッ

シュ)(B匹ton Dickinson : FALCON)を通して細胞塊を取り除いた後，細庶

政を測定し適切な細胞密度に調整した。

　培養皿はポリエチレンイミンであらかじめコーティングしたものを用いた。

ポリエテレンイミン(ナカライ)を，0.15Mホウ酸緩衝肢(pH8.肩)で10％に

希釈いるか滅菌して室温で保存した。使用時にOュ5Mホウ酸緩衝液(DH8坤

で５倍に希釈して細胞培養皿の表面が完全に浸るように加え，一晩おいてコー

ティングした。アスピレーターでポリエチレンイミン溶液を取り除者滅菌水で

ご回洗い，使用するまで血特大の培養肢で浸しておいた。

　培養肢は，ａＭＥＭに士O％(V/V)ﾄﾞＢＳ－ａＭＥＭに碩/1グルコース，5μ

M cytosine βづ訃amﾋ)inofumnosidc(Signm)，101可/n11NGﾄﾞ7S(和光)を

加えたものを用いた。Ｃ０２インキュベーター中で，37で，5％C02の粂件で

斗－フド]間培養をした。実験に使川する前日に細胞分裂を阻害するcytosinc

珀



侑づ弁amF)ino削mllosi(馳(混入する神経細胞員外の細胞の増殖を抑えるため

に添加）を含まない培養液に収り替えた。

2.細胞死の検定

　Ｄトリパンブルー染色による細胞死の検出

　セルスクレイパーを用いて細胞を培養皿からはがレ滅菌スピッツ（栄研）

に回収した。細胞数が少ないときは，仁500×肌5分間大竹でで遠心して細胞

を集め上清を捨てて１ｍ１程度の培養成に細胞を慾濁して濃縮した。細胴慾濁

波と0.5％ドヤベンブルー溶液（Flow）を上：１で混合し血球計算板（エル

マ）で，染色されていない生細胞と青色に染色された死細胞の数を汗ﾄ測した。

死細胞数／総細胞数から，細胞の死亡率を算出した。３試料について計測レ

平均土標準偏差（SD）を求めた。

　2)アガロー-スゲル電気泳勤によるＤＮＡ断片化の検出

　ＤＮＡ断片化の検出は，Pringentらの改良法(附iﾊgent et a1.け993)に基づ

いて行った。回収した細胞のペレットにＤＮＡ抽出川緩衝液(20mM Tris-

HC1(DH7.4)－20mM EDTΛ(DH8.0)一ｴ％Tr江onxぺ00)400μ1を加えて懸

濁後，氷上に10分間置いた。10 mgソm1RNaseΛ(Boehringer Mannheinj

2μ1を加え37万万1時間インキュベート後，20 mg / ml Drotdnase K (和光八

副を加えさらに37万万工時間インキュベートした。

　インキュベーション後，フェノール/クロロホルム抽出を行い，ソ上O量の

3M酢酸ナトリウム(DH5.2)と2.5倍量の99.5％エタノールを加えて-80万万30

分間冷却した。7,500xg，狐分間，4での遠心でＤＮＡを沈殿として回収レ

フO％エタノールで洗浄後，TE bu汀げ(10 mM Tris HCopH7.5)－1mM

EDTA(DII8.0))に溶解した。 ＤＮＡ溶液は，０．２μｇ／ｍ１のエチジウムブ｀ロマ

イドを含む士｡8％アガロースゲル(ＦＭＯで電気泳勣して断片化の検出を行っ

た。
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3.酵素活性の測定

　ｴ）細胞の回収

　セルスクレイパーを用いて培養皿から細胞を剥がレ培養液ごと滅菌スピッ

ツに回収レ　士,即Oxg,5分回覧で遠心して細胞を集めた。上消を捨てて，冷

却したPBSに細胞を懸濁して1.5 n41マイクロ遠心チューブ（アシスト）に移

し5,000xg，5分］万万遠心（HIMAC-150，日立製作所）した後，［l消を

捨ててペレットとして回収した。回収した細胞のペレットに卜80万万保存した。

　２）カスパーゼ３様酵素活性の測定

　回収した細胞のペレットは，あらかじめ冷却した0.2％Tr江onx光L00－PDS

に懸濁し数回ピベッティングした後，水上に10分間匿いた。5,000×匹5分，

丁にて遠心分離して得られた上活を細胞抽出液として酵素活性測定に川いた。

　カスパーゼ上の酵素活性は，カスパーゼ１の基質として知られているDro

IL1-βの蛍光標識合成ペプチドAc-YVAD-MCA（Thomberry et a1.ス992）

　（ベプテド研）を，カスパーゼ３様の酵素活性は，カスパーゼ３の基質として

知られているPARPの蛍光標識合成ペプヂドAc-DEVD-MCA（Nicholson et

aj.ス995）（ベプテド研）をそれぞれの基質として測定した。珀Oμ1の系で，

細胞抽出液10μ1，mOμM蛍光標識合成ペプテド，エｍＭｄ江hio出r�to1

0TT），50nmITｺﾞs-HCI（DH 7.5）に洞察レ37窓で20分間インキュベートし

た後，0.2M Tris-HC1 （pH9几｡3n几10％SDS 100 μ1を加えて反応を停土さ

廿た。蛍光光度計（F-3000，日立製作所）を用い，励起光380 nm で波長耶0

nmの蛍光弛度を測定した。蛍光強度の測定位は３試行の平均値土標準偏差

（SD）をとり，蛋白質量］コmg，反応時間１分間相当の値に換算して，酵素活

性の指標とした。

　3）蛋白質の定量

　細胞抽出液の蛋白質濃度はT3mdford法によって求めた（所adford et a1，

ｴ9孫）。蒸留水で５倍希釈したEmdford試薬（BiO RAD）1mlに細胞抽出

液エμ1を加えて，分光光度計（220A，目立製作所）で595 nm の吸光度を測
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定した。１ｍｇ八州のウシ血清アルブミン出SΛ汁)o∇inc sげu汀回出小皿面)

(s胆ma)溶液をスタンダードとして検伝線を作成レ俎∩質瀬古を計算した。

　/1)P13Kの活性測定

　PI-3K活性の測定はArcaro＆Wymannの方法(Arcaro白コ|八9闘)によ

って行った。回収した細胞を溶出液(20 mM Tris-ﾄに即ﾄI(7ふ)－ｎｎＭＭｇ(ｺ三

一１ｍＭ ＣａＣと一Ｂ７ｍＭＮaＣト１ ｍＭ Ｎａ３Ｖ０４－士％NPづO一員爪ブリセロ

ールー１ ｍＭ ＰＭＳＦ一士Oμgハ11tロイベブシン)に溶解した。13,㈲OrDm，10

分間遠心分離レ　ト清に抗P13K(D85)抗体(NmL)を加えて4で八一晩放置し

た。形成した免疫複合体を，混合したプロテインＧとＡにより免疫沈降にて共

沈させた。この共沈物を２０ ｍＭ Ｈ即es緩衝液(DH 7.4)に溶解した後，反応液

　(20 mM Tris-H(ｺDH 7.5－士O mM Mg02 －10 mM ATP － 200 μg八丁11フォ

スファテジルイノシトールー200μg/m1フォスファチジルセリンー1m Ci アー

[氾則ATP]で25惣，:LO分間インキュベートした。これらを落居クロマトグラ

フィー用プレート(メルク)にスポットレ展開液(クロロホルム／メタノール

/25％アンモニア溶液／蒸留水；86:76yLO:工4)で展開して藻屑クロマトグラ

フィーを行った。展開後のプレートは，BAS 2000 imagc analyzcr (フジ)で

結果を解析をした。

４．ＲＴ-ＰＣＲ

　1）細胞および組織からのtota1 RNA の調製

　細胞および組織からtotaにぇNAの抽出は，グアニジン溶液と塩化セシウム

超遠心による方法（Sanj⊃rooket示にL989）を用いて行った。細胞および組織

に，4M guanid削注lm出iocyanaLe（GT）溶液を加え，19Gの注射針をとりつ

けたシリンジ（テルモ）万波の出し入れを十数回繰り返して懸濁レあらかじ

め塩化セシウム溶液（5マＭ ＣｓＣレ０．１ＭＣＨ３ＣＯＯＮａ（ｐＨ５．０）－５ｍＭ

ＥＤＴＡ）を加え万おいた超遠心チューブ（Bc（ﾆkman）に移した。GT懸濁液と

塩化セシウム溶液の容積比が２：士となるように加え，50,000xg，2時間，

20で万遠心した（TL摺O : Beckman）後，上清を捨てRNAの沈殿を冷却し

ｎ）



た80％エタノールで２回洗浄してから，ETSレ1汀ピ(工OrnMTHs-1に1(pH

7.5卜訂nM EDTA一 士％SDS)に溶解した。フェノール抽出を２回繰り返し

エタノール沈殿後，RXA沈殿を蒸留水に溶解した。

　2)1ぐレＰＣＲ

　つづいて，tot�KNΛからcDNAを合成した。

　まず，TomlKNΛs(士μg)に1巡mdorn hex四回r([]げkin E池げ特μ1を加え，

70郷スＯ分でアニーリング後，氷トにて2分開静匿した。U)XKT-PCR bu付け

(100n債ITris-HO(pH8.3)－500 mM KCレ２５ｍＭ Ｍ以上卜Lｽﾞ几　２．弓ｍＭ

ｄＮＴＰｓ２μ１，０ュＭＤＴ１スμ|，０ぶU/μIRNascinh叱)汁oF(宝酒造)０．弓引，

MMLV Reverse TranscriDtase (GIBCO)0.5μ1を加え，37でnl奇問の逆転写

酵素反応によりにＤＮＡを合成した。 99で，10分で反応を停止させた後，蒸留水

40μ1を加えPCR(Dolymemsechain reaction)に用いた(Saiki et al ，↓988)。

　cDXA溶液士μ仁　１．２５μＭプライマー(フォワードおよびリバース)，

0.21ｪIM dNTPs ， 0.弓 UnitsTaq ポリメラーゼ(Promega)。O nlM Tris-

HC1(pH8.3)，50 rnM K0 ， 2酒ｍＭ ＭｇＯ２を組成とする20μ1の系で，ＰＣＲ

反応を行った。ＰＣＲは，95で2分を士サイクル，95でンL分と60で1分を35サイ

クル，60で7分を1サイクルで行った。

　プライマーは以下の配列のものを用いた。

・マウスカスパーゼ８

　　　５'-ＣＡＧＧＣＴｒＧＣＣＡＡＧＧＡＡＧＴＡＡ-３'

　　　５'-ＴＣＴｒＣＣＧＴＡＧＴＧＴＧＡＡＧＧＴＧ-３'

　PCR産物は0.2μg/n七のエテジウムブロマイドを含む2％アガロースゲル

で電気泳勤して結果を確認した。

3）定量的ＫＴ-ＰＣＫ

レテノイン酸によるP士9EC細胞の神経分化過程におけるカスパーゼ肌　７
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･ 1 ㎜ ㎜

悦ト2，FGFRづ,２１,／]の発現量の変化をRT刊で尺により調べた。増帽され

たPCR産物の足部鋳型cDNA肌と比例するような少ないサイクル数を設定し

て定量的なPCKを行った。また，ｍＲＮＡ量のコントロールとしてｍＧ３ＰＤＨ

の発現をみた。

bd-2，mG3PD腫　ﾄﾞＧﾄﾞ1ぐ工2,3スは，95で2分を1サイクル，95大工1分と

60で士分を30サイクル，60で7分を1サイクルでＰＣＫを行った。カスハーゼ

‰　７は両者に尹ﾐ遜配列のプライマーを使って，95万万2分をLLサイクル，9y(‾ｽ

1分と卵で1分を27サイクル，卵で7分を1サイクルでPCRを行った。プライ

マーは以下の配列のものを川いた。

・カスパーゼ３，７共通配列プライマー

　　　　5しＡＴＴＣＡＧＧＣ(Ｃ／Ｔ)ＴＧＣＣＧ(Ｔ／Ａ)ＧＧ(Ｔ／Ｇ)ＡＣ-３'

　　　　５'-ＡＧＴＴＣ(Ｃ／Ｔ)ＴＴ(Ｇ／Ｔ)ＧＴＧＡＧＣＡＴＧＧＡ-３１

・ｂｃト2

　　　　5≒AAGAAT]ﾌＣＣＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡＴＧ一３'

　　　　５'-ＡＡＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧ-３１

・ｍＧ３ＰＤＨ

　　　　５'-ＣＴＣΛＴＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣΛＴＧＣ-３１

　　　　５'-ＣＴＣＴＴ｀ＧＣＴＣＡＧＴＧＴＣＣＴＴＧＣ-３１

・ＦＧＦＲ-１

　　　　５'一丁‾ΓＣＴＧＧＧＣＴＧＴＧＣＴＧＧＴＣＡＣ-３１

　　　　５'-ＧＣＧＡＡＣＣＴＴＧＴＡＧＣＣＴＣＣＡＡ-３'

・ＦＧＦＲ-２

　　　　５'-ＴＴ｀ＣＡＴＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣＴＴＧＧＴ-３'

　　　　５≒ＡＡＴＡＡＧＧＣＴＣＣＡＧＴＧＣＴＧＧＴＴΓＣ-３１

・ＦＧＦＲ-３

　　　　５'-ＣＴＡＧＴＧ丁ＦＣＴＧＣＧＴＧＧＣＧＧＴ-３'

　　　　５'-ＴＴＣＴＴＩＡＴＣＣＡＴｒＣＧＣＴＣＣＧＧ－３１

・ＦＧＦＲ-∠１

　　　　５１-ＣＴＧＴＴＧＡＧＣＡＴＣＴＩ'ｒＣＡＧＧＧ-３１

上Ｑ
／
〕



５'-ＣＧＴＧＧＡΛＧＧＣＣＴＧＴＣ已八Tに(‾1-3

　PCＲ庶物は0.2μg/m1の工千ジウムブロマイドを言む割仏アガロー一スゲル

で電気泳勣して結果を確認した。

５．マウスカスパーゼ8のＰＣＲクローニング

　１）ＰＣＲ産物のクローニング

　ＰＣＲ産物は，31端にチミジン１塩基の突出末端をもつＴベクター-を使川する

TΛクローニング法によりクローニングした（Mead et al ，1991）。Tベクタ

ー-として，pGEM-T-Easy vector （Promega）を用いた。ＰＣＲ産物溶液４．５

μ１にＴベクター（50 ng / μ1）0.5μLLigation-kit ver.2so］｡1（宝

酒造）５μ１を加え，!6°C，1時間でライゲーションを行った。

　つづいて，JM109コンピテントセルをライゲーション産物でトランスフォー

メーションした。jM109コンピテントセル100μ口こライゲーション産物５μ

　Ｉをゆるやかに混ぜて，氷中で30分間放置した。次に42℃，45秒の熱ショッ

クを加え，さらに水中に2分置いた。ＳＯＣ培地（2％tryptone －0.5％yeast

extract －0.05％NaC1 －2.5 mM KCト10 nlM MgCI2 －10mM MgSO4 －20

mMグルコース）を900μ1加え37℃,1時間振とう培養後，0.1M IPTG， 4％

X-g池各40μ1を塗ったアンピシリン入（100μg/ml）LB（Luria-Bertani ；1

％Tryptone- 0.5％Yeast extracレ1％NaCI）アガープレートにスプレッダー-

でプレーティングし，37℃で一晩インキュベートした。

　2)インサートチェック

　トランスフォーメーション後，インサートチェックは大腸菌のコロニーをテ

ンプレートにしてPC良法により行った。白色コロニーを選択して滅菌したつま

ようじでアンピシリン入ＬＲアガープレ一トと96六ThげmoWeL1(Coster)に

植菌した。

　クローニングしたそれぞれのPCK産物の両端にあるプライマーを用いて，95

で2分を土サイクル，95石工分と60で士分を祁サイクル，60で7分をょサイク
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ルのPCRを行った。PCR庶物は0.2μg/mlのエチジウムブロマイドを言言2

％アガロー一スゲルで電気泳勤して目的長のＤＮＡ断片の生成を確認した。目的

長のインサートをもつコロニーはプラスミドＤＮΛを調製するために、アンピシ

リン入LB液体培地川ｍＮこ植菌して37てで一晩振とう培養した。

６．プラスミドＤＮＡの調製

　プラスミドＤＮＡの調製は，QIΛGEN↓)hsmid Mi tj Kit (OIAGEN)を用いて

行った。以下試薬等は全てキットのものを川いた。

　3ド⑤一晩培養液を払頷Oxg，5分で遠心して所体を集めた。_に消を捨て

Pバ50 mM Tris-HC1 (pH8,O)一士OrnM EDTA一士00μg/m1RNascA)Tm港

加え懸濁後，500川ずつ２本のｴ｡5rn1マイクロ遠心管に分注した。それぞれに

P2(200 mM NaOトレ1％SDS)500μ1を加え５分間室温で放置した｡次にＰ３(Ｓ

ＭＣＨ３ＣＯＯＫ(Ｄﾄ15.5))500μ1を加え水中に10分開放置した。

　6,000xg，10分遠心レその上清をそれぞれL5 m1 マイクロ遠心管に移

し再度6,000xg，工O分遠心した。この上消は，ＱＢＴ(７５０ ｍＭＮａＣト

50mMMOPSDﾄ↑7.0－Ｂ％イソプロピルアルコール八m1で平衡化した

OLへGEN-TiD 20 に通した。QIAGEN-TID 20 をＯＣ(１ＭＮａＣト50 mM

MOPS DH7.0一匹％イソプロピルアルコール)１ｍｌで４回洗浄した。その後，

０Ｆ(Ｌ２５ＭＮａＣレ50 1nM T州s-HC1(DH 8.5)－15％イソプロピルアルコー

ル)800μ1でプラスミドＤＸＡを溶出した。ＤＮＡ溶液にイソプロピルアルコー

ル頷Oμ1を加え，室温で6,000xg，30分間遠心した。上清を除去し70％エ

タノールでＤＮＡの沈殿を洗浄後，蒸留水に溶解した。

７．ＤＮＡ塩基配列の決定

　ＤＮＡ塩基配列はA.L.F.11全自動ＤＮＡシークエンサー（Pharmada）を用い

て解析した。シークエンスサンプルは，Taq DNA ボリメラーゼを用いたAuto

Cyde Sequencing 法により調製した。

　0.6rnlチューブにddATP，ddCTP，ddGTP，ddTΓP，（Pharmada）を2

μ1ずつ入れ，Ａ,Ｃ,Ｇ,Ｔ反応用チューブとした。reactionbuffer 2 μ1，

dNTPs mix 5 μ1，dilution buffer 1.5μl，蛍光標識primer 2 μ1（以上，

凹



1付ｍｍＪｃ胤Λ11toCvcle Sequenc汀痢川試薬)，Ta(け)ＮΛポリメラーゼ(5

所出／μＤ Ｏ｡５則(Drome卵)，ＤＮＡ溶液７則(ＤＮΛ５μｇを含む)，を混

合した後，社則ずつΛ,Ｃ,Ｇ,丁反応川チューブに分汪した。ミネラル才イル20

則を重刻して，95で36秒，50で36秒，72で84秒を17サイクル，つづい

て，95で36秒，72てで胴秒を13サイクルのL)CＲ反応を行った。ＰＣＫ終ド後，

欧oD.so↓(Phamlac匝川副を加え，9yCで３分問熱変性さ廿てからＤＮＡシｰ-

クエンスに川いた。

８．ｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙのスクリーニング

　マウスカスパーゼ８の全長を言打cloneを得るためにＰＣＲクローニング

したＤＮＡ断片をプローブとして，P19RA CDNA Hbmワ（Stmmgene）から5

×10oのプラークをスクリーニングした。ファージ（λZΛPIDの宿主大腸菌

としてXL（L固ﾛe MRF’ を用いた。XLぐL mue MRF’は，10 n4M MgS04 ，0.2

％マルトースを言むLR 10 m1 で37で，一晩培養後，1,500xg，5分で遠心

して菌体を集め，珀ｍＭ ＭｇＳ０４３ｍに懸濁し水中に20分以上おいた。ファ

ージ液を加えて，3ド0，20分で感染させた後，約60でに保温しておいたLD

に）Dアガー（0.7％アガロースを含むLB）5m1を加えてLJアガヽ一プレート上

に重層しか。 37で，８時間インキュベートしてプテ一クを形成させた。

　士)プラークハイブリダイゼーション

　ニトロセルロースフィルター(PROTRAN HA 85 : S＆S)をLR Lop アガー上に

約３分開静置してプラークのリフティングを行った。フィルターは，アルカリ

溶液(0.5MNaOH,1.5 M NaC1 )で５分間処理しでアルカリ変性後，中和液

(0.5 M Tris-HC1 (DH 7.5)一ｴ｡5 M NaCI )で５分間中和レ　２ＸＳＳＣで洗浄し

てから３ＭＭろ紙上に置いて風乾した。つづいて80でで2時間ベーキングした。

　プラークハイブリダイゼーションのプローブとして，PCRクローニングした

マウスカスパーゼ８のEcol祠断片を使用した。

　フィルターを50％ホルムアミドを含むハイブリダイゼーション溶液

　(Hyレidizationb口且ぽtablcts PRN1肌：Ａｍぽsham)(5XSSC＜L％SDS

－1％protehL)1ckぽ－50％ホルムアミド)で犬12回で2時間プレハイブリダ
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イヤー-ションした後，Meg耶r面已DNAlabcn削戻 Syst円n(Amersham)を川

いてランダムプライム法でこPcﾋﾟdCTPで標識したＤＮＡプローブを加え，於

てで一晩ハイブリダイゼーションをした。フィルターは，2XSSC－Oj％SDS

溶液およびO∠LXSSC－0.1％SDS溶液で42で入　１時間の洗浄を各々２回行い，

BAS 2㈲Oで結果を解析をした。陽性プラークのみられたフィルターは，-80

こに２日間おいてＸ線フィルムに感光した。Ｘ線フィルムの陽性シグナルとLB

アガープレート,ヒのプラークを照合レ陽性と坦われるブラークをLB toD ア

ガーごとピペットマンで吸い収り，SM(susDension me(鋲lm)に懸濁した。

　単一の陽性プラークを分離するまで，２次および３次スクリーニングのプラ

ークハイブリダイゼーションを行った。

　2）ヘルパーファージによるサブクローニング

　cDNA nbra万から分離したファージのクローンは，ヘルパーファージを川い

たin vi▽o cxcisionにより入ZAP IIからpBlucscript SK（-）ヘサブクローニン

グした。

　Ｘレ1 B11］eMRFIは，10 mM MgS04 ，0.2％マルトースを含むLB10m1で

37几一晩培養後，3,500 即匹石分で遠心して所体を集め，10 mM MgS04

冊u1に熊沢し水中に20分以上おいた。XL几L B1し1eMIぞ’熊濁波200μ1，

EXAssist hdDer phage 液（Stmtagene）工μに　クローニングしたファージ液

1μ1を混合レ37で，15分間インキュベーションした。 LB3m1を加えて37

で，３時間振とうした後，65で，20分の熱処理を加えて，5,000xg。15

分，が二で遠心した。この上清10μ1を，10 mM MgS04に熊沢したSOLＲ

200μ1に加え，37で，］応分インキュベーションした。つづいて50－1μ1を適

当量のL引こ熊濁して，アンピシリン人I｡Bプレートにプレーティングレ37

でで一晩インキュペートした。

　コロ二－を選択してPCK法によるインサートチェック，プラスミドＤＮＡの

調製，DNA sequence による塩基配列の確認を行った。

　cDNA nけ匹yからクローニングしたマウスカスパーゼ８のクロー-ンは，総

出コドンの石鍋812 bp からをコードしており，全長は含んでいなかった。

一
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９．マウスカスパーゼ８全長および活性やコンストラクトの作製

　(こDNAHl/)mryから分離したcloneをもとにマウスカスパーゼ８の全長お

よび活性型コンストラクトを作製した。カスパーゼ８は，細胞に弛発現さ甘る

とＤＥＤを介して会合レ　自己活性化して細脳死を誘導するので，DEDを除い

た⊃ンストラクトを作製した。各コンストラクトは以下の配列のプライマーを

使用して，95てこ2分を1サイクル，95言士分と60で2分をTLOサイクル，卵拡７

分を。サイクルのP(玉により作製した。 PCＲ産物は，ＴＡクローニング法に

よりDGENI-T easy vector にクローニングした。

・マウスカスパー廿８(-ＤＥＤ)

　　　５'-ＴＣＡＣＧＧΛ⊂ＴＴＣＡＧＡＣＡＡＡ(レ３'

　　　５'-ＴＦＡＧＧＧＡＧＧＧＡＡＧＡＡＧＡＧ-３'

・マウスカスパーゼ８活性型(-DED)

　　　5'-TCACGGACTTCAGACAAAG-3'

　　　51-TCAATCCACTTCT匈ＡＡＧＴ-３'

T0.EGFP(enhanced green fluorescent Drotein)

　　　融合カスパーゼ８の作製

　DEGFP －C土vector(Clontech)を用いて，Ｎ偏にEGFPを融合したカスパー

ゼ８の発現系を作製した。

　マウスカスパーゼ８全長(-ＤＥＤ)，マウスカスパーゼ８活性型(-ＤＥＤ)，

それぞれのＥＣＯＲＩ断片を，DEGFP －C1 のＥＣＯＲＩサイトにサブクローニング

した。

ｎ．ＥＧＦＰ融合ポリグルタミンタンパクの作製

　工）ポリグルタミン伸長遺伝子のＰＣＲクローニング

　（でACリピートを言むＤＮΛ断片は，DRPLA店者および健常者各3名の白血球

から調製したゲノムＤＮＡを鋳型として，9yC2分を1サイクル，95で1分，60

郷工分，72てこ士分を30サイクル，72で10分を士サイクルのPCRにより増幅

した。

　プライマーは以下の配列のものを川いた。
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　　　ぶ-ＣＡＣＣＡＧＴＣＴＣＡＡＣＡＣＡＴｃΛＣＣＡＴＣべy

　　　ぶ-CCTC(でＡＧＴＧＧＧＴＧＧＧＧΛΛΛＴＧＣＴ(＞即

　ＰＣＲ庶物は0.2μg荷足のエナジウムブロマイドを営む3％アガロースゲル

で電気泳勣して結果を確認した。また，ＴＡクローニング法によりＤＧＥＭＪト

Easy vectorにクローニングレDNA sequenc(づこより塩基配列の確認を行っ

た。

　２）サザンハイブリダイゼーション

　電気泳勤終ド後のアガロースゲルを，強アルカリ液（0.5 M NaOﾄト↓ふＭ

ＮｄＯ卜弱アルカリ液（0.04 M NaOトレ圭。５Ｍ ＮａＯ）で各々T5分ずつ振とう

しDNΛを変性させた。トレーに台を置きその上に３ＭＭろ組を敷き弱アルカ

リ液に浸した。その上にアルカリ変性させたゲル，ナイロンフィルタヽ一一

　（Hybond-N十:Amersh訂n），3MMろ紙２枚，ペーパータオル，重りを載

せた。室温で20時間以上置きナイロンフィルターにＤＮＡを転写した。フィル

ターは，2XSSCで洗浄後，ハイブリダイゼーションをした。プローブは，

ＣＡＧリピート伸長遺伝子のEcoRI断片を用いた。 50％ホルムアミドを含むハ

イブリダイゼーション溶液で，42万万2時間プレハイブリダイゼーションした

後，32PぽdCTPで標識したプローブを加え，42万万一晩ハイブリダイゼーシ

ョンをした。フィルターは，2XSSC －O∠L％SDS溶液および0.1XSSC－OごL％

SDS溶液で42で，］j時間の洗浄を各々２回行い，BAS 2000 万結果を解析を

した。

３
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　Ｑ１１，Ｑ７２コンストラクトの作製

リグルタミン伸長遺伝子Ｑｎおよび072コンストラクトは，PCRクロー

ニングした仙常者およびDRPLA患者のポリグルタミン伸長遺伝子のＤＮＡ断片

を鋳型として，95で2分を士サイクル，95で1分，60で2分を10サイクル，

60で7分をエサイクルのPCＲにより作製した。プライマーは以下の配列のも

のを川いた。

　　　5'-ΛTGCATCACCACCAGCAACAGCAA-31

　　　51-CTAGGCふＣＣＣＡＧＡＧＩＴＴＣＣＧＴＧＡＴＧ-３'
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　ＰＣＲ産物はＴＡクローニング法によりＤＧＥＭ-Ｔ一回lsy vヅtorにクローニン

ヅレＤＮＡｓ印服mcoにより塩基配列の確認を行った。

　固玉クローニングしたＱｎ,Ｑ７２のECORI断片は，DEcぶ1)－c上vcctorの

ＥcoRIサイトにサブクローニングしてＮ端にEGFPを融合したＤＥＧＦＰ－Ｏｎ，

(叙2の発現系を作製した。

１２．細胞への遺伝し斤導入

　培養細胞への遺伝子導入(トランスフェクシコン)はリン酸カルシウム法に

より行った。

　トランスフェクショレ面目にCC)S細胞を６ｃｍ細胞培養皿(灰以o八

Dickinson : FALCON )1枚あたりに2×10叫固にまきなおしか。翌日，トラン

スフェクションの２時間前に新鮮な培養液に交換した。上｡5m1マイク口述右折

にＤＮＡ溶液220μバDNAlOμ9分を含む)と2.5 M Ca02 30 μ1を入れ，そこ

に2XHES(HEPES buf址rcd saLine)(DH7.05)250μ1を一滴ずつよく混ぜな

がら添加した。室温で30分開放置した後，細胞上に均－･になるようにゆっくり

と滴ドした。トランスフェクション開始から５時間後，ＤＮＡ溶液を含む培養能

をアスピレーターで除去し細胞を培養液で２回洗った後，新鮮な培催能を加え

た。

ｴ3.マウスカスパーゼ８，９活性化切断部位特異的認識抗体の作製

　1）活性型カスパーゼ特異的抗体の作製

　活性型カスパーゼの切断部位に対する特異的抗体の作製は上西道や大海らに

よるフォドリンおよびカルパインの切断部位に対する抗体作製法に基づいて行

った（Saido eL aに珀93 ； Kikuchi et al.,1995）。

　マウスカスパーゼ則　９の活性化切断部位の5アミノ酸に加え，Ｎ末端に担

体に結合させるためのシステインを付加した計らアミノ酸のペプテドを合成し

た（サワデーテクノロジー）。合成ペプチドをKLH（Keyhole Limpet

ﾄLcmocyam拍（S胆ma）に結合させたものをウサギ（ニュージーランドホワイ

ト種，医科学動物研究所）に免疫レ　アフィニティクロマトグラフィーにより
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抗体を精製した。

・合成ペプチドとＫＬ目の結合

　まず，合成ペプチドをＫ□｣へ結合さ七万。KLﾄにOmにを0.2Mリン酸カリ

ウム緩衝液(pH 7.0)2mに溶解した。Tn痢のMn縦ロレｍ削(血止ﾚ)L)cnヱoyト

N-hydroxysucdn面副e esteO (Si印丁証)をＮ,Ｎしジメチルホルムアミド(ナ力

ライタスク)67μ1で熔かしたMBS溶液をこれにゆっくり加え，室温で30分以

上振とうした。あらかじめ0.2Mリン酸カリウム緩衝液(DH7.0)で平衡化し

たセファデックスG-25ゲルろ過カラム(φ0.8×30(⊃m)(mO RAD)にアプ

ライレ川縁樹液にて流出両分を分散した。各流出I内分について，波長280

nmにて吸光度を測定レKL口とMBSの複合体であるKLﾄ･ﾚMDSを形成してい

る両分について集めた。なお，カラムを用いる一一一連の操作は肩万万行った。

　このＫＬＨ-ＭＬ恰溶液0.4njに2.5mg/Ojm1の濃度で合成ペブテドを加

え，室温，肩時開以上振とうレＫＬＨ-ベプテド結合物とした。分注して-20で

万保存した。

・抗原による免疫

　このKLトトペプテド結合物を抗原としてウサギを免疫した。初回免疫では結

核菌兄弟を含むFreund complate adjuvant (Gibco)を川いた。これを23G注

射針(テルモ)をつけた注射筒を用いてnn1測り取り，さらにもう１本の同様

な注射筒でＫＬＨ-ベプテド結合物を吸いとっ万後，接続管を装着して２本の注

射筒を連結した。注射筒の内筒を交互に動かレ液を移動させることによって

均一一なエマルジョンを作製した。

　ウサギを固定レフO％エタノールであらかじめ拭いた背中などの皮下数力所

にエマルジョンを注射した。追加免疫として2回目以降はFre und conmlate

adjuvant:の代わりに結核菌死菌を含まないFreun(目ncomDlate acuuvant

(Gibco)を用いて約２週間毎，計3回にウサギに追加免疫を行った。初回免疫か

ら数えて3および4回目免疫後にウサギ抗血清を採取した。ウサギを固定用箱に

入れ，耳の血管を拡張させた後，アルコール綿で拭き中央の動脈に珀Ｇの翼状

針(テルモ)を刺し血液を採取した。　37で，2時間で放置後さらに肩口で一晩静匿

した。拡卵Oxg，/に几5分間遠心分離レ血清を集め分注して-30万万保存

した。
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　2）アフィニティカラムの作製および抗体の精製

　Ａトトセファロース4R巾吊1mョc翁）約Tに頌をOぶＭＮａに1溶液および蒸留水万

洗浄レ101nMリン酸カリウム緩衝液（DH7.0）で平衡化した後，Ｎ,Ｎ’--ジメ

干ルホルムアミドレ↓m1で溶解したMBS 20 m9 分をゆっくりと加え室温で80

分間振とうした。これをガラスろ過器を川いてＯｊＭリン酸カリウム緩衝談

　（pH7.0）で洗浄し再び同級街談4m1で膨潤させ，蒸留水に溶かした合成ペプ

テドを5n場/0.2m口目えた。水酸化カリウム溶液を川いてDH 6.5に調整し，社

てこ万一晩振とうした。その後，終濃度75mMになるように2-メルカプトエタ

ノール（Signm）を加え，さらに/ドCコ｡5時間振とうしガラスろ過器を用いて50

mM Tris一目CI（D日7万で洗浄レ樹脂に結合していないペプチドおよび試薬を

洗浄した。この樹脂を注射器外筒（テルモ）にカラムとして充填した。

　血清を，上記のペブチドを結合させたアフィニティカラムに載せ，3岫回繰

り返しカラムを通して抗体を結合させた後，0.5M NdO－50mM Tris-HC1

（DH7万万２回洗浄した。O∠LMグリシンーHC1（pH2.5）によって溶出レ酸竹

下による活性低下を防ぐため，あらかじめ冷却した2M Tris-HC1 （DH8.0）中に

分散した。波長280nmにて吸光度を測定し，蛋白首足の多い両分を実験に使用

した。終濃度0.02％になるように防腐剤としてアジ化ナトリウムを加えてポC

に保存した。

　なお，カスパーゼ３の活性型特異的抗体は，Kourokuらの作製した抗体を

供与していただいたものを使用した（Kouroku et a1.ﾊﾞL998）。

１４．イムノブロット

　１)ＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動

　(SDS-PAGE : SDS-Dolyacrylamide gel clectrophpresis)

　SDS寸)ＡＧＥは1acmmli法によって行った(Laemmlida1.，1970)。電気泳

動はスラブゲル装置(和科盛)を川いた。試料に5XSDS-PAGE sample

L)ゴfer(終濃度50 mM Tris一口(ｺ(pH6.8)－2％SDS －0.1％ブロモフェノール

ブルー一上O％グリセロール)を加え，95c0，5分間の熱処理を行った。12％ま
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かはTO％分離ゲルを用いて，80Vの定電圧で分子にマーカー（Ａ口lershmn）

とともに泳勤した。

　2）ウエスタンブロット

　ＳＤＳ-ＰＡＧＥ終了後，アクリルアミドゲルからニトロセルロースフィルター

に蛋白質を転写した。セミドライタイプ転写装置（バイオクラフド）の（－）

電極板の上にあらかじめTmnsfer Du汀er（20％メタ∧づレＴ雨3筒/トブリシ

ン工聡4g/D に浸した３ＭＭろ組を5枝垂れ，この目ごFmn肘四ｍげf四でリンス

したアクリルアミドゲルをのせた。ゲルの上にＴｍｎゴ四Bufferを浸したニト

ロ七ルロースフィルター（S付1回付把r＆SchucH）1枝と３ＭＭろ紙３枝を重ぬ

た。（十）の電極板をの廿，フィルター1 cm2 あたり２ｍＡの定電流で50分

間通電した。

　3）抗体反応

　フィルタ一一を，Ｇ十ｍ且k（0.5％スキムミルクーOユ％Triton-X 100づ）｡3

％ヤギ血清－0.1％NaN3-PBS）中で室温で30分間振とうしブロッキングをし

た。つづいて，Ｇ十nmkで希釈したづ欠抗体の反応池中でフィルターを4几一

晩振とうした。各抗体は以下のように希釈して川いた。

・抗GFP抗体（Boehringer Mannheim）×1/上000

・抗活性型カスパーゼ３抗体　×１／５皿

・抗活性型カスパーゼ８抗体　×1 / 500

・抗活性型カスパーゼ９抗体　×1 / 500，

　次にフィルターを，PHSm皿k（0.5％スキムミルクー0.1％TritoにＸ工00

－PBS）で５分間ずつ５回，室温で振とうして洗浄した。二次抗体として，ア

ルカリフォスファターゼ標識しか抗マウスまたはウサギイムノグロブリン抗体

　①rome卯）を使用した。二次抗体をＧ十ｍ趾で祁00倍に希釈した抗体反応

池中でフィルターを室温，40分間振とうした。この後，一次抗体反応の時と同

様に洗浄レ発色反応を行った。
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　４)アルカリホスファターゼ発色反応

　フィルターをアルカリフォスファターゼ匝汀f四(拍O mMTris一目O

　(DH9.5)一拍O回Ｍ ＮａＯ－５ｍＭ ＭｇＣ１２)に移し　５分間室温で振とうした。

次にアルカリフォスファターゼBufferにNBT(n江mhhｺe tetmzoUum)、

BCぶ(5-brolnoづ-chlom-3づndolyトトDhosDhate)を加えた発色反応池中で

発色反応を行った。適当なところで反応を止めフィルターを蒸留水で洗った。

15.免疫染色

　士)組織切片の作製

　妊娠マウス(ICR:日本クレア)から胚を摘出レノ1％パラホルムアルデヒド

ーPES中で4で八　一一晩で振とうして固定した。30゜バw/V)sしにros(ケPHSで置

換レ　さらにず(ﾆ，一一一晩で振とうした後，０ＣＴコンパウンド(MILES)で包埋

した｡クリ才スタットで6μmの厚さに切り，あらかじめベクターボンド試薬

(vector)によりコートしたスライドガラス上に切片を固定した。

　2）凍結筋組織切片の作製

　２週齢のdy/dyマウス（メロシン欠損マウス）およびB6マウスは過剰エー

テル麻酔により屠殺レ骨格筋組織を摘出した。筋組織は，液体窒素で冷却し

たイソベンタン中で瞬間凍結した。つづいてクリ才スタットで6μmの厚さに

切０，あらかじめベクターボンド試薬によりコートしたスライドガラス上に切

片を固定して凍結切片を作製した。

　以下，免疫染色，ＴＵＮＥＬ法バn situ ハイブリダイゼーションにおいて，ス

ライドガラストに固定した組織切片の反応や洗浄の操作は，ことわらないかぎ

り立型染色瓶を用いて室温で行った。

　3）免疫染色

　スライドガラス上に固定した組織切片をPbSで5分間2回洗浄レ切片に付

着しているＯＣＴコンパウンドを洗い落とした。2％H202 －PBSにて5分間処理
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した後，PBSで５分間３回洗浄した。さらに10 mM 過ヨウ素酸－PBSにて20

分間処理し，再びPBSにて5分間ら回洗浄した。Ｇ＋ｍ且k中で士時間ブロッキン

グした後，1次抗体反示談に浸し３日間ずじに放置した。以降，免疫染色にお

いて２次抗体反応からアビジンービ才ジン標識までは，ベクタステインA13C-

PO（ウサギ胆Ｇ）キット（vector）の試薬を使用した。切片を，PBS mnk で

10分問６回洗浄した後，ビ才チン化抗ウサギイムノグロブリン抗体（キット

付属）をG＋nmknlUあたり2.5μ1加えた２次抗体反応池中に37で，士時間

置いた。つづいて，PDS m且kで10分間５回洗浄後，PBS m且klm1あたりアビ

ジンＤＨ，ビ才チン化ペル才キシダーゼ（ともにキット付属）各5μ1を加えた

標識反示談中に37で，ﾑL時間置いた。

F）RSで５分間５回洗浄後，発色反応談（士OmM Tris-HO （DH 7.5）-0.02％

DAB－0.005％H202）中に切片を移し発色反応を行った。

　４)ＥＧＦＰ融合蛋白質と蛍光標識抗体を用いた二重染色

　トランスフェクション前日にCOS細胞およびP19 EC細胞を，3.5cm細胞

培養皿(灰でton Dickinson : FALCON)の底面に置いたカバーグラス上にまき

なおした。翌日，リン酸カルシウム法によりEGFP融合遺伝子のトランスフェ

クションを行った。

　細胞は，4％パラホルムアルデヒドーPBSで室温，20分間放置して固定レ

PBSで５回洗浄した。Ｇ十ｍ且kでブロッキング後，Ｇ十mUkで希釈した1次抗体

反応液を加えてずCで1晩振とうした。PBS milkで5回洗浄後，二次抗体反応液

としてＧ十ｍ且kで200ｲ音希釈したテキサスレッド標識抗ウサギイムノグロブリ

ン抗体を使用レ37で，1時間反応させた。

　PBSで5回洗浄後，グリセロールで封入した。共焦点レーザー(CSU-10，ヨ

コカワ)を用いて解析した。

16.TじＮＥＬ法によるＤＮＡ断片化の検出

　抗活性型カスパーゼ３抗体による免疫染色を行ったマウス組織切片で，つづ

いＴＦＵＮＥＬ法(Ｔピmi四回leoxymlcleotidyltransferase(TdT)-mediated
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dUTPうiotin nick end 1趾）油ng）によるＤＮＡ断片化の検出（Gavriel図日止，

1992）を行い，問一組織切片上でカスパーゼ３の活性化とアポトーシスの発生

を調べた。

　免疫染色は，前項に記述したとおりの方法で行った。免疫染色終了後，aDOI⊃

拍g（Oncor）を用いてＴＵＮＥＬ法によりＤＮＡ断片化の検出を行った。

　切片をPDSで３分間斗回洗浄した。 37でにて士μg / mtProt白目皿eK-PBS

中で５分間処理した後，エタノール：酢酸＝2:工の混合液に浸し　｛Oてこ，5分

間放置して固定した。組織切片をPBSで５分間２回洗浄した後，

EquiHbにtion buffピ（キット付属）を２滴滴下して室温で10分置いた。次に

ＴｄＴ酵素反応液（キット付属）5/Uパを滴下し加湿槽にスライドを入八万

3yCで士時間インキュベーションした。あらかじめ37（Cに加湿しておいた反

応停止，洗浄液（キット付属）で30分間洗浄レ　さらにPt3Sで］_回洗浄した。

T13ST（（）.T％（w/俯Tween-20 －TBS）で５分間２回洗浄レ0.5％ブロッキ

ング試薬-TFドΓ中に１時間おいてブロッキングした。アルカリホスファター

ゼ標識抗DIC（digoxjgen吊）抗体（Boehringer Mannheim）を0.5％ブロッ

キング試薬-TBSTで2,000ｲ剖こ希釈した抗体反応液を切片上に滴下しスライ

ドガラスを加湿槽に入れぐCで一晩置いた。

　２ｍＭレバミソールーTBST中で工O分間３回洗浄レ発色反応液（100 mM

TrjにHO（DH9.5）－100 mM NaO －50 mM MgCL2 －0.1％（w/V）Tweelレ20

－2回Ｍレバミゾール）中で10分間振とう後，発色反応液nnlあたり

nitroblue tetr乙oHum（NBT）溶液4.5μ1，X-PhosDhate 3.5μ1を加えた発

佐波中に移し染色瓶全体をアルミホイルで色んで暗所に置いた。

　発色停止液（10nWITris-HC1（DH8.0）一士mM EDTA （pH8.0））で士O分間２

㈲洗浄した後，水分を取り除いてグリセロールで封入しカバーグラスをかけた。

17.in situハイブリダイゼーション

　1）DIG標識ＲＮＡプローブの作製

　マウスカスパーゼ３および７のＤＩＧ標識したRNAプローブを作製した。

RNAプローブの鋳型ＤＮＡとして，カスパーゼ３はcDNAの5’側797 bp の

列
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ＥにolぐI断片を，カスパーゼフはcDNAの5蕪810 bD のEcoRトxhol断片を

DRluesc朗)ｔＳＫ(つヘサブクローニングしたものを使用した。それぞれの鋳型

ＤＮＡは，制限酵素処理により直線化した。これらの直線化DNA TLμgを鋳型

として，ＤＩＧRNΛ1abeHng mix (Bc岨汀inger Mamlhdm)2μU35 UnitsT7

またはT3(Gibco)RNAポリメラーゼ，/10 Units lえNase inh比)汁or(宝酒造)，

組)ｍＭ Ｔｒｉｓ-ＨＣＩ(ＤＨ８．０)，６ｍＭ Ｍｇ０２，川ｍＭ ＮａＣＩ，士ＯｍＭＤＴＴ，２

ｍＭ即ermidinを組成とする100μ1の系で，37cC 2時間の反応によりRNA

を合成した。 0.2 M EDTA (DH 8.0)を2μ1加えて反応を停止させ，士八〇倍量

の/にVI LiO と３倍量の珀O％エタノールを加えて-80でに20分間おきエタノー

ル沈殿を行った。沈殿をＤＥＰＥＣ処理蒸留水に溶かレー一部を０．２μｇハエ11の

エテジウムブロマイドを含む2％アガロースゲルで電気泳勣してRNAの合成を

確認した。RNA濃度を測定し，ＤＩＧ標識RNAプローブとして使用した。

　2）組織切片を用いたin situ ハイブリダイゼーション

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Wilkinson ctLal.ス992）

・ハイブリダイゼーション

　スライドグラスに固定した組織切片はPBT（0.1‰Tween-20－PBS）で

上O分洗浄してから，１ｍｇハT11 Proteinase K-PBT中で37で，lO分間インキ

ュベーションしか。 PBTで１分間３回洗浄後，4％（w/V）パラホルムアルデヒ

ドーPBS中で20分間固定し，PBTで士分間２回洗浄してハイブリダイゼーシ

ョンを行った。 ＤＩＧ標識しかRNAプローブを加えたハイブリダイゼーション

溶液（5XSSC －50 μg / ml yeast RNA 一上％SDS －50 μg / nU hel）arin－50

％ホルミアルド）50肩を切片上に滴下しカバーグラスを載せてハイブリダイ

ゼーション才－ブン（MHS-04 : EYELA）中で，70で，一晩ハイブリダイゼ

ーションを行った。

・洗浄～抗体反応

　洗浄液1（5XSSC＜L％SDS－50％ホルミアルド）で65ご，30分の洗浄を

三回行った後，洗浄液1?（2XSSC－50％ホルミアルド）で65で，30分の洗

浄を２回行った。

　洗浄の操作の問に抗体反応液を調製した。ヤギ血清（コージンバイ才）を

づ5-



6,000xgドにでら分間遠心した上清を70でで30分間加熱して拙作およびアル

カリボスファターゼの不活化を行った。つづいて，１≒ヤギ血清(不沃化済)

－5n恰斤n1レバミゾールーT13STを加えた溶液で，アルカリホスファターゼ標

識抗ＤＩＧ抗体を5,0㈲倍に希釈レ　４でで30分開振とうしたものを抗体反応

液とした。洗浄液２による洗浄後，TBSTで３回洗い，10％ヤギ血清(不沃化

済)－5n侶/m1レバミソこルーPRST中でＵ寺間，室温で振とうした。抗体反ル

液上00μ1を切作土に滴下しスライドグラスを加脳槽に入れ，斗でで一晩置い

た。

・発色反応

　TBST申で20分間３回章混で振とうに発色反応液(100 mM TrisづICI

(pH9.5)－100 mM NdCレ50 mM MgO2 －0.1％(w/V)Tween-20)で５分問

洗った後，発色反応液]コ屈あたりnitroblue tetrazoHum (NET)溶液ぺにμI，

X-Phosphteよ5μ1を加えた発佐波中に移し染色瓶全体をアルミホイルで包

んで暗所に置いた。

　発色停止液(10 mM Tris-HC1 (DH8.0)－1 mM EDTA (DH8.0))で10分問２

回洗浄した後，水分を取り除いてクリヤロールで封入しカバーグラスをかけた。

　3)who↓e mounon situ ハイブリダイゼーション

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(Co削on ct a1.討993)

・マウス胚の固定

　妊娠マウスから胚を摘出し４％パラホルムアルデヒドーPBS中で4几一

晩で振とうして固定した。翌日，PBTで５分間２回洗浄後，25％メタノール

ーPBT，50％メタノールーPBT，75％メタノールーPBT，工00％メタノール

即頃に５分ずつ振とうして，メタノール置換レー30でで一晩おいた。次に

75％メタノールーPBT，50％メタノールーPBT，25％メタノールーPBT，

PBTの順に５分ずつ振とうしPRTに筒音換えた。

・ハイブリダイゼーション

　ド｡十1202－P汀Γで１時間処理後，PBTで５分間３回洗浄した。つづいて，

摺μｇハn1 Proteinase K-PHTで]箔分間処理後，2mgハーn1グリシンーP3T，

0,2％グルタルアルデヒドづに拓パラボルムアルデヒドーPBTでそれぞれ５分

づらｰ
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おいて再固定しか。 PBTで５分間２回洗浄後，ハイブリダイゼーション溶液(5

XSSC －50 μズ／ｍ↑ｙ四stRNA 一生％SDS－50μぶ八nlhcDariドレ50 ゜6ホルミ

アルド)申にマウス胚を移し　ハイブリダイゼーションオー-ブンを川いて70

で，]一時聞振とうしてプレハイブリダイゼーションをした。つづいて，ＤＩＧ標

識ＫＮＡプローブを加えたハイブリダイゼーション溶液に換えて，70で，一一晩

ハイブリダイゼーションを行った。

・洗浄～抗体反応

　ハイブリダイゼーション終了後，洗浄液士(5XSSC －1 ％SDS －50 ％ポル

ミアルド)で70で，30分の洗浄を２回行った後，洗浄液２(士O mM Tris-HO

(D日7ぶ)－0.5MNaOレ0.↓％Tweerレ20)で70こ，10分，室温５分間２[司の

洗浄を行った。洗浄液２にRNase AをT00μgハljの濃度で加えた溶液中で37

で，15分問２回振とうしてRNase処理をした。処理後，洗浄液２，洗浄液3

　(2XSSC －50 ％ボルミアルド)で室温万考５分，洗浄液３で70で，30分間

２回，THSTで５分間３回の洗浄を行った。マウス胚を摺％羊血清－TBST中

で90分間振とう後，アルカリホスファターゼ標識抗ＤＩＧ抗体をドら羊血清－

TRSTで5,㈲O倍に希釈した抗体反示談に移し，斗で万一晩振とうした。

・発色反応

　マウス胚を，２ｍＭレバミソールーTBST中で５分間３回，ずCで圭時間３回

洗浄を行った。さらに２ｍＭレバミソールーTBST申で４惣万一晩振とうし

た。

　発色反応液(mo mM Tris-HCt (pH9.5)－ｴ00 mM NaCト50mMMg02－

0.1％(w/V)Tween-20 －2 n詣/Iレバミゾール)中で↓O分間３回振とう後，発

色反応液１ｍＬあたりnitroblue teぴazoL鉛m(NBT)溶液4.5μ1，X-

PhosDhateよ5副を加えた発色旅中に移し染色瓶全体をアルミホイルで包

んで嶮所に置いた。発色を確認後，発色佐山液(ＩＯｍＭＴ山一HO(pH8.0)－1

mM EDTΛ(D118.0))で上O分間３回洗浄した。マウス胚は写真撮影後，がCの

嶮所に保存した。

貿-
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３章　神経細胞死におけるカスパーゼ活性化の分子機構の解

］

序論

　多細胞生物の正常な形態行政のためには，発生過程において特定の時期に特

定の細胞が死ぬプログラム細胞死（Drogmlこ皿dc囲d四出:PCD）加重百万

ある。PCDに発生学の現場からから提唱されたものだが，現在ではアポトー

シスの概念の一つとしてとらえられ万いる。神経系は，その発生分化過程にお

いてアポトーシス加顕著におこる系として知られている。シナプスの形成過程

においては，過剰に生産された神経細胞の20-80％は細胞死を起こし消失する。

　個体の発生過程における神経細胞死は，２つの型に大きく分類される。一つ

は，発生の早期に起こる細脳死で，これは神経管がまだ閉じる前の時期からみ

られ，まだ分裂を続けている神経上皮細胞やごく若い神経細胞における細胞死

万ある（Blaschke et a1.ス996）。もう一つは，発生の比較的後期に起こる細

脳死で，神経細胞部分化成熟し標的細胞とシナプス形成した時期にみられ，従

来よりnaturally occulTing neuronat death と呼ばれてきたものである

　（Fcrreret aL計990）。とくに末梢神経系においては，神経細胞の生存に標

的細胞からの神経栄養因子や，求心性入力を介したセカンドメッセンジャー

　（Ca2+など）といった生存のためのシグナルが必要であり，これらを充分に

受け敢ることができなかった大部分の神経細胞がアポトーシスによって死ん万

いくものと考えられている（ODpenheim et aL.ﾚL991）。神経栄養因子として

は，ＮＧレＢＤＮＦ，ｙ卜3などが知られている。これらの因子や，そのテロシ

ンキナーゼ型レセプター一万あるTrk A旧,Ｃのノックアウトマウスでは多くの後

視神経節（dorsaけoot gangHa : DRG）や三叉神経節などの末梢神経細胞が細

胞死を起こす（Snidごet a1.け994）。ln vitroでも血清，ＮＧＦを培養旅中か

ら除去すると，DRGニューロンに細胞死が誘導される。

　カスパーゼファミリーによ，アポトーシスの実行過程において中心的な役割を

果たしているプロテアーゼ万あり，多くのアポトーシス例においてその関与加

報告されている。血清やＮＣＦの除去によるDI乙ニューロンの神経細胞死は。

　　　　　　　　　　　　　　　　　づ梱-



Crlu Aや比卜2によって抑制される。また，ln viけoの運動神経のアポトーシ

スがカスパーゼ１の阻害剤によって抑制されることも報告されている

　（Ｍｍ厦呂etaに1993）。こうしたことから，末梢神経細胞死の分子機構に

はカスパーゼファミリーの関与が示唆されてきた。

　一方，発生の早期に起こる神経細胞死はシナプス形成以前のため，神経生存

因子の欠如では説明がつかず，いまだ不明な点が多い。神経系のプログラム細

胴元を誘導する因子については，その多くが明らかでないがBMPづが前脳の

脈絡叢細胞や菱脳の神経冠前駆体細胞の細胞死に関与していることが知られて

いる（Grahamけa1.,199/1）。菱脳や指開の細胞元にはBMPづとともにレ干

ツイン酸シグナルの関与が示唆されている（Zou eレ11.ス996）。また，ニワト

リ胚の神経管の背服軸の分化に伴ってホメオボックス遺伝子Msx-2が神経管

の最背側に発現するが，この領域は神経管の分化に伴って神経細胞死のみられ

る位置と一致するとの報告がある（Takahashi et a1.ス990）。Msx-2は，

SMPづによって発現が誘導されることが知られている。このように発生早期

に起こる神経細脳死は神経細胞の分化過程と関連している可能性が高い。こう

した発生初期の脳に見られるプログラム細胞死にも，カスパーゼが関与してい

ることがKuidaらのカスパーゼ３ノックアウトマウスの解析により明らかにさ

れてきた（Kuida et alレL996）。

　我々は，発生初期の脳でのプログラム細胞死におけるカスパーゼ３の分子機

構を明らかにするために神経細胞分化のモデル系として知られているP19

EC細胞を用いて研究を行った。円9EC細胞は，MCBumeyらにより樹立さ

れたマウステラトカルテノーマ細胞で，１ｕＭのレチノイン酸存在下で細胞接

着性の低い培養皿を用いて細胞間の凝集を高めたような状態で２日間程度培養

することにより，神経細胞の前駆体であるネステン陽性の神経上皮細胞へと分

化させることができる。さらに　レチノイン酸非存在下で，細胞接着性のある

培養皿で培養することにより２－３日でXLAP -2， NF，A2B5陽性の神経細胞

へと分化させることが可能である（MCBumey（几a1.ス982）。この神経分化

の過程で，Rレサイクリンなどの細胞周期の制御に関与する遺伝子やさまざ

まな神経分化に関係する遺伝且MASけHESなどの発現がみられる。さらに

神経分化したPD EC細胞は，GABA受容体を発現レ　コリンアセチルトラン

恂-



スフェラーゼ活性を持つことから，中枢神経系のコリン作動性ニューロンに近

い細胞に分化するものと坦われる。形態，機能からレチノイン酸により分化誘

導したPl9EC細胞由来の神経細胞は中枢神経系に近い性格を持っていると考

えられる。よって，中枢神経系における未分化細胞から成熟神経細胞への神経

分化過程を培首吊で再現することが可能であり，神経細胞分化に関与する遺伝

子とその機能解析の研究系として∧最適なモデルとして使われている。また，

円9EC細胞は神経上皮細胞へと分化する過程で，ＤＮＡ断片化を伴うアポトー

シスが観察される（Slack et a1.ス995；Okazawa eに1.ス996）ことから，神

経細胞死の研究素材としても適している。

　本研究では，中枢神経細胞分化のモデル系であるレチノイン酸によるPT9

ECI細胞神経分化の系と，発生過程のマウスDI帽ニューロンを用いて神経細胞

死の分子機構について検討した。なかでも，カスパーゼカスケードの下流に位

置し，アポトーシスの実行に直接関与するカスパーゼ３に着目して神経細胞死

におけるその活性化機構について解析した。

結９
乙

　I.レテノイン酸によるP19神経分化過程における細胞死とカスパーゼ

３様酵素活性化の分子機構

1）P19EC細胞の神経分化過程における細胞死とカスパーゼ３様酵素の

活性化

　P19 EC細胞を，神経分化誘導の条件である１μＭの全トランスレチノイン

酸存在下の細胞凝集状態で培養すると，48時間以内にアポトーシスの指標で

あるＤＮＡ断片化が検出1された（図3A）。それに伴いカスパーゼ３様プロテア

ーゼの天然基質として知られるPAIぇPのn6 kDa から85 kDa への切断が生じ

た（図3囚。

　また，カスパーゼ３の合成基質Ａｃ-ＤＥＶＤ-ＭＣＡを用いて，この過程におけ

るカスパーゼ３様酵素活性を測定した結果，著明な活性の上昇がDNA断片化

やPAIぇPの切断に先行して，24時間から36時間にかけて一過性に検出された
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　（図３０　。

　レデノイン酸処理による円9EC細胞におけるカスパー七３様酵素活性の上

昇は，カスパー七阻害剤であるAc-DEVD-CH0，Ac-YX乙jxlう･ＣＭＫによって

濃度依存的（1一大OμM）に抑制された（図/IA）。カスパーゼ３様酵素活性の

抑制に対応して，レテノイン酸により誘導されていた細胞死とＤＮＡの断片化

も抑制された（図4B,0.

　これらの結果から，レテノイン酸によるP摺EC細胞の神経分化過程で観察

される細胞死にはカスパーゼ３様プロテアーゼの関与が明らになった。

　また，ＤＮＡの断片化およびカスパーゼ３様酵素の活性化は，全トランスレ

チノイン酸だけでなく，９シスレテノイン酸によってももたらされた。しかし

PDEC細胞に対して神経分化誘導能をもたないレテノｰ一万ﾚでは，ＤＮＡの断片

化もカスパーゼ３様酵素の活性化もみられなかった（図５Ａ,ｍ。

　円_9LC細胞が成熟した神経細胞へ分化するのに必要な凝集状態での培養過

程を軽率とも，レテノイド処理のみでもわずかではあるがＤＮＡの断片化が検

出され（図5A），カスパーゼ３様酵素は活性化されることが確認された

　（図5B）。

2）P19EC細胞の神経分化過程におけるカスパーゼ３，７およびbcレ2の

発現の検出

　レテノイン酸は校内受容体を介して，遺伝子発現を調節している。レテノイ

ン酸処理によるＰ士9EC細胞の神経分化過程において，増大するカスパーゼ３

様酵素を同定レその分子機構を調べる目的で，２種類のカスパーゼ３様酵素，

カスパーゼ肌　７のｍ尺ＮＡ発現量の変化を両者に共通する塩基配列のプライ

マーを川いた定量的RT-PCRにより調べた。

　このプライマーによるマウスカスパーゼ肌　７のPCR産物の塩基長は，それ

ぞれ訓且）D,349bDと近接しており，そのままではアガロースゲル上での分離

が困難なため，マウスカスパーゼ３のPCR産物をEcoRI処理することで分離し

た。

　この結果円9EC細胞の神経分化過程において，マウスカスパーゼ３，７の

発現量に変化はみられなかった（図6）。一方，カスパーゼの活性化を抑制す
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ることが知られているbcト2はOkazawaらの報告（Okazmva et al｡パ9㈲）と

同様に　レテノイン酸処理下でわずかながらｍＲＮＡ発現量の減少がみられた

　（図6）。

　3）WorUnanninによるカスパーゼ３様酵素活性とアポトーシスの促進

　Pｴ9EC細胞の神経分化過程においてカスバーゼ３様酵素活性が著明に増大

するのに対し，カスパーゼ３，７の発現量，およびL）cト２の発現量がほとんど

変勤しないことから，カスパーゼ３様酵素の活性化にリン酸化などにによる修

飾が関与していないかを検討した。 PI3Kは生存因子による細胞生存の情報伝

達系に存在することが知られていることから，PI3Kとカスパーゼ活性化制御

との関係について検討した。

　PI3Kの阻害剤であるWortmarminは，P珀EC細胞において土０２ｎＭで

P13K活性を完全に抑制した（図7A）。レチノイン酸処理下のP19 EC 細胞に

おいて，PI3K活性を抑制する濃度（l02ぐＬ０ ３ｎＭ）のWortmann吊はカスパ

ーゼ３様酵素活性を増大させた（図7B）。このときに，ＤＮＡ断片化の促進も

みられた（図7C）。

　しかしP19 EC細胞にレテノイン酸処理を施さずにカスパーゼ３様酵素

活性が検出されないような細胞では，Wortmanninのみの処理ではカスパー七

３様酵素活性の増大も細胞死の促進もみられなかった（図7江Ｏ。一方，

Wor廿nmTmin（ュペL0 3 nM）存在下において，カスパーゼ肌　７およびbcト2

のｍＲＮＡ発現址の変化はみられなかった。よって，WorLmalmi�こよるP13K

の抑制は，直接カスパーゼ３様プロテアーゼの発現の増大や，カスパーゼを抑

制するbcト2の発現量の減少といった調節を引き起こすものでなく，むしろレ

チノイン酸によるP19EC細胞の神経分化過程で増大するカスパーゼ３様酵素

活性をなんらかの機構を介して正に調節していることが考えられる。別の言い

方をすれば，P13Kはカスパーゼ３様酵素活性を負に調節することにより，細

胞の生存を維持している可能性が考えられた。

４）ＦＧＦファミリーによるカスパーゼ３様酵素活性の抑脳

細胞増殖因子，生存因子の情報伝達系は，その受容体に結合したPI3Kの活

12
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性化か関与していると考えられてきた（Arcaro etia1ス993）。最近，その分

子機構の解析が急速に進展レPI3Kの生成物であるホスファテジルイノシト

ール３,４,５一三リン酸（Pレ3,4,5－P）がAktを活性化レその活性化A�

により，Badがリン酸化されることが明らかとなった。リン酸化されたBadは

レト3-3と強い親和性があるため，BcトXLと結合できなくなり，細胎児を抑制

する活性をもつBc1-XLのホモダイマーの量が増え，結果として細胞の生存維持

に働＜ことが明らかにされた（Franke et a1.け997；Dudek et aに1997）。

円3Kの阻害剤であるWortmanninは，PI3K活性を阻害することにより下流で

あるAktの活性化を抑制しBadとEd- XLのヘテロダイマーを形成を促進する

ことにより細胞の生存を負に調節することが考えられる。

　B（1ﾄXLをP19EC細胞に強発現させると，レチノイン酸による神経分化過程

で観察されるカスパーゼ３様酵素の活性化が抑制された。よって，BcﾄXLはカ

スパーゼ３様酵素の活性化を抑制することにより，神経分化過程のPDEC細

胞のアポトーシスを抑制していることが考えられた（図8A）。

　そこで，どのような増殖，生存因子がPI3K→Akt→Bad / BcﾄXLを介した機

構でカスパーゼ３様酵素活性を調節しているかを調べた。各種増殖因子によっ

て，１μＭのレテノイン酸で30時間処理した巴9EC細胞におけるカスパーゼ

３様酵素活性の上昇は，濃度依存的に抑制された。特にbFGF（FGF-2），

FGF-9は，カスパーゼ３様酵素の活性化に対して工ngハ元で顕著な抑制を示

した（図9A,m。

　L）FGFについて，レチノイン酸処理によるP19 EC 細胞の神経分化過程にお

けるカスパーゼ３様酵素の活性化および細胞死の抑制を調べた。lo ng/m1 の

bFGFを添加することによって，カスパーゼ３様酵素活性およびＤＮＡ断片化は

顕著に抑制された（図１０Ａ,Ｂ,０．

　５）ＦＧＦＲからのシグナル伝達とカスパーゼ３様酵素活性

　bFGFからの生存シグナルの伝達機構を調べるために，まず，レテノイン酸

処理によるPD EC細胞の神経分化過程におけるＦＧＦレセプターの発現をR卜

PCRで調べた。RT-PCRの結果，FGFR1は597bDと330bp，FGFR2は629bF），

383bD，289bp，ﾄﾞGFR-3は小46 bp， FGﾄﾞIト4は550bD，のＤＮＡ断片が得られ
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た。FGFI仁，２に複数のＤＮＡ断片が検出されたのはそれぞれのスプライシン

ヅによる。いずれのPCK産物もDNA sec]uenceによって目的のFGFRが生成さ

れていることを確認した。

　P19 EC細胞の神経分化過程で FGFR T1，2,3の発現量はほとんど変化がみ

られなかったが，FGFR4の発現量は神経分化とともにやや減少をみせた（図

↓

1A）。

ﾄﾞＧﾄﾞRはチロシンキナーゼ活性を持っているので，ヂロシンキナーゼの阻害

剤であるハービマイシンAG00nM）を添加して，P摺EC細胞におけるカス

パー廿３様酵素活性の変化を調べた。その結果，ハービマイシンＡはレチノイ

ン酸処理下のカスパーゼ３様酵素活性を増大させた。そして，bFGFによるカ

スパーゼ３様酵素活性の抑制を阻害した（図nB）。これらの結果から，

FGPRのチロシンキナーゼ活性は，カスパーゼ３様酵素の活性化を抑えること

で細胞死の抑制に働いていることがわかった。

６)Ｐ]ｊ)ＥＣ細胞の神経分化過程におけるカスパーゼ３活性化断片

　(p2()/17)の検出

　Kourokuらの作製した活性化カスパーゼ３を特異的に認識する抗p20/↓7抗

体(抗活性型カスパーゼ３抗体)を用いて(Kouroku et aに1998)，イムノ

ブロットによりレチノイン酸処理によるP19 EC 細胞の神経分化過程における

カスパーゼ３の活性化を検出した。

　レテノイン酸処現下のＰ士9EC細胞においてカスパーゼ３活性化断片

[D20/]ﾏ)が出現し註)ﾄﾞGFを添加することによって消失することがわかった(図

10B） また，bFGF処理後士時間以内にカスパーゼ３の活性化断片[p20/]マ)

が消失した。また，bFGFは，カスパーゼ３の活性化に伴う活性化断片

（D20/N）の生成を抑制した（図工OB,12C）。　このように，bFGFはカスパー

ゼ３の活性型へのプロセッシングを抑制することで，カスパーゼ３および細胞

死を抑制していることがわかった。

7）bFGFRシグナルによるカスパーゼ３様酵素活性の抑制の分子機構

bﾄﾞGFの，PTg EC細胞における細脳死抑制の作用機体を調べるために　レ

図
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チノイン酸処理下のＰ珀EC細胞にbFGFの短時間処理を行ない，33時間後の

カスパーゼ３様酵素活性を調べた。　レチノイン酸添加開始後３時間のL）ﾄﾞGF処

理だけでカスパーゼ３様酵素活性は60％抑制された。 bFGドによるカスパーゼ

３様活性の抑制効果は非常に短時間で現われることから，レテノイン酸による

円9EC細胞の分化の方向を変えることで作用するのではなく，FGFRを介し

たリン酸化シグナルによるものであることが示唆された（図12A）。

　レチノイン酸処理下のP佃EC細胞にbFGFを添加すると時間依存的にPI3K

が活性化された。このPI3Kの活性化は102 nM のWortmanninによって抑制

された（図13A）。

　また，ﾋ）ﾄﾞGFによDadをリン酸化レWortmmminはbFGFによるUadのリン

酸化を抑制した。（図認b）これらの結果から，bFGFは，PI3K→Akt→ﾄ仇Ｄ

のリン酸化の経路を使ってカスパーゼ３様酵素の活性化を抑制レP19 EC 細

胞における細胞死の抑制に働いていることが示唆された。

　８）Ｐ↓９ＥＣ細胞の神経分化に対するbFGFの効果

　P19EC細胞を，神経細胞分化誘導の条件である１ｕＭのレチノイン酸存在

下で細胞凝集状態で培養し神経細胞へと分化させた。抗MAP-2抗体を川いた

免疫染色により，神経細胞への分化を確認した。このときに，bﾄﾞGF処理によ

りアポトーシスおよびカスパーゼ３様酵素の活性化を抑制しても，P19 EC 細

胞は抗xtΛP-2抗体陽性の神経細胞へと分化した（図14）。

II.マウスＤＲＧニューロンにおける神経細胞死とカスパーゼ３様酵素の

活性化

う↓

削s且uハイブリダイゼーション法によるマウス胚における

カスパーゼ３ ｍＲＮＡ発現の検出

　カスパーゼ３様酵素の活性化が，レテノイン酸による円9EC細胞の神経分

化過程における細胞死に深く関与していることが明らかとなったので，実際の

発生過程における神経細胞のプログラム細胞死にカスパーゼ３様酵素が関与し
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ているか否かを調べる目的で，in situハイブリダイゼーション法を川いてマウ

ス胚におけるカスパーゼ３および７の発現について解析を行った。

　E工0.5のマウス胚で，ＲＮＡプローブによるwho1四nountin s江uハイブリ

ダイゼーションを行い，カスパーゼ３の発現を調べた。カスパーゼ３のnlRNΛ

は後根神経節，三叉神経節を含む末梢神経系に強く発現がみられた（図上5a）。

しかし脳，脊髄などの中枢神経系における発現は比較的弱かった。これらの

シグナルは，生体内のmRNAと結合するアンチセンス方向のRNAプローブに

よるハイブリダイゼーションでのみ検出された。（図認b）マウス胚の切片ll

でのin sitUハイブリダイゼーションの結果，カスパーゼ３のmRNAは顔面神

経節（図15c）と後根神経節（図15d）に強く発現がみられた。これらのシグ

ナルは，生体内のJコRNΛと結合するアンチセンス方向のプローブでのみ検出

された（図15e）。しかレカスパーゼ７の強いシグナルは神経系で観察され

なかった。

　2）血清，ＮＧＦ除去によるＤＲＧニューロンヘのアポトーシス誘導と

　カスパーゼ３様酵素活性の検出

　in s比uハイブリダイゼーション法により，カスパーゼ３ ｍＲＮＡの発現が強

くみられたＤRＧから神経細胞を調製した。血清とＮＧＦを除去することにより

アポトーシスを誘導し神経細胞死へのカスパーゼ３の関与を調べた。

　カスパーゼ３様酵素活性は時間経過とともに増大レそれに伴ってＤＮＡ断

片化が検出された。しかレカスパーゼ工様酵素活性は変化しなかった（図工6

a）。また，血清とＮＧＦ除去によるカスパーゼ３様酵素活性の増大は，カスパ

ーゼ３様酵素のｍ害剤であるＡｃ-ＤＥＶＤ-ｃＨｏによって抑制された。しかレ

カスパーゼ上様酵素の阻害剤であるAc-YVAD-CHOでは抑制されなかった

　（図16b）。DNA断片化も同様にＡｃ-ＤＥＶＤ-ＣＨＯによって抑制されたが，

Ａ（ケＹＶＡＤ-ＣＨＯでは抑制されなかった（図16c）。これらの結果から，DRＧ

の細胞死においてカスパーゼ１様酵素よりも，むしろ，カスパーゼ３様酵素の

方が深く関与していることが示唆された。
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3.考察

（1）レチノイン酸による門9EC細胞の神経分化過程における細胞死

本研究では，神経細胞分化のモデル系であるレテノイン酸による円9EC紺

胞の神経分化の系を用いて，

について詳細な検討をした。

神経分化過程に発生するアポトーシスの分子機構

レチノイン酸はビタミンＡの類縁体であるレチノイドの:L種で、

として全トランスレテノイン酸とシスーレチノイン酸が存在する。

光学異性体

レテノイン

酸の校内レセプターは，RAR(retLnoic add receDtor)，RXR(retinoid x

receptor)の２種類が存在し，RARには，全トランス，9-シスーレチノイン酸

がともに結合するが，RXRには9-シスーレテノイン酸のみが結合する。レテノ

イン酸レセプターは転写因子として働き，RARづ汽ＲまたはRXR－RXRとい

った２量体を形成して，それぞれ特定の応答配列に結合して遺伝子の発現を制

御する。

　レチノイン酸は，PDEC細胞の神経分化に関連するさまざまな遺伝子の発

現を制御する
｀ｱ゛

こ とにより、神経分化を誘導していることが考えられるが、実際

にどの遺伝子の発現を制御することにより神経細胞分化を制御しているか否か

は明らかでない。また，P19EC細胞の場合，成熟した神経細胞へ分化するには

単にレテノイン酸処理するだけでなく，凝集状態での培養過程が必要である。

よって，凝集過程においても，細胞表面の接触によるシグナル伝達など神経分

化に関わるなんらかの分子機構が働いているものと思われる。例えば，ショウ

ジョウバエにおけるNotchは，神経分化した細胞に発現し細胞間相互作川によ

り周囲の隣接した細胞に対して他方抑制を行うが，Pｴ9EC細胞の神経分化過

程において，Notchの哺乳類相同遺伝子が働いているとの報告もある(Nye et

a1.,1994)。このように，凝集過程のPｴ9EC細胞のにおいて細胞間相互作用に

より機能するなんらかの因子が働いている可能性がある。

　一方，神経分化過程におけるPDEC細胞のアポトーシスについては，G1期

からS期への細胞周期の移行との関与が指摘されている。Shckらは，兄)ファ

ミリーに結合する変異型EIAをP19 EC 細胞に強発現することで，神経分化に

伴う細胞死が誘導されることを報告している(Slack et a1
ｊ（

Ｄ
ｑ
）

ｑ
）

１ また，

Nho�yaらは，レテノイン酸による神経分化過程のP士9EC細胞において

ｉ
Ｉ
ト
｀ 7-

ぞ



G］｡からS期に移行するときに細脳死が起きているとの報告をしている

（Njnomiya et al.パ997）。

　本研究の結果，円9EC細胞の細胞死の実行にカスパーゼ３様酵累加京大な

関与をしていることがわかった。全トランスレチノイン酸だけでなく，神経分

化誘導能をもつ９シスレチノイン酸によってもP19EC細胞にアポトーシスお

よびカスパーゼ３様酵素の活性化がもたらされた。しかし神経分化誘導能を

もたないレチノールでは細胞死は誘導されなかった（図5）。

　また，P19EC細胞が成熟した神経細胞へ分化するのに必要な凝集状態での培

養過程を経ずとも，レチノイン酸処理のみでわずかではある加カスパーゼ３様

酵素は活性化され細胞死が付ﾓじた（図5）。PD EC細胞は，レテノイン酸処理

単独で細胞増殖が抑制され，神経細胞の前駆体であるネスチン陽性の神経上皮

細胞の段階に分化する。よって，カスパーゼ３様酵素の活性化や細胞死の誘導

は神経上皮細胞へと分化する時点から生じており，この細胞死は神経上皮細胞

への分化と関連して発生していることが示唆される。

　bFGFによってアポトーシスおよびカスパーゼ３様酵素の活性化を抑制して

も，Pｴ9EC細胞は神経細胞へと分化した（図14）ことから，アポトーシスは

神経分化にとって必ずしも必須の過程ではないものと思われる。

　P士9EC細胞は，レチノイン酸処理を行うだけでなく，加えて細胞凝集状態

におくことで，カスパーゼ３様活性やＤＮＡ断片化が飛躍的に増犬した（図
【
’
Ｄ ）。

よって，レチノイン酸処理により神経L皮細胞へと分化したP上9EC細胞にお

いては，その生存維持に細胞接着によるシグナルが重要となっていることが考

えられる。上皮細胞や内皮細胞においては，細胞外基質への接着からインテグ

リン→FΛK→A�→BAD，といったリン酸化の生存シグナルが働いており，細

胞外基質への接着を失うことでアポトーシスが誘導される皿o脂sという現象

が知られている（Mered江h et a1.，1993；ﾄﾞriscllet a1.け994）。 ECM→イン

テグリンのシグナルはbﾄﾞＧﾄﾞ，ＮＧＦなどの液性囚子の生存シグナルにより置き

換えることが可能であり，L）ﾄﾞＧﾄﾞ，ＮＧﾄﾞなどの液性因子も，その受容体から

PI3K→Akt→RADのリン酸化の経路を使って細胞の生存に働く。

　本研究では，BcﾄXLやP↓3Kの活性化能をもつL）FGFがカスパーゼ３の活性

化を抑制することにより，レテノイン酸によるP19EC細胞の神経分化過程で
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の細胞死を抑制していることを明らかにした。こうした結果から，レチノイン

酸処理されたP土9EC細胞は，ECMからの生存シグナルに強く依存する神経上

皮細胞へと分化したことにより，ECMからの生存シグナルが欠除した非付着

性の凝集状態におくことで，顕著なカスパーゼ３様酵素の活性化と細胞死をお

こすものと考えることができる。bFGﾄﾞによるP13K / Akt の活性化は，Bcレ

XLを介してカスパーゼ３の活性化を抑制することで細胞死を抑制し，また，

Wo巾TtaninnはPI3K / Akt の活性を抑制することによりカスパーゼ３の活性

化を促進するものと思われる。

　以上のことから，レチノイン酸によるP珀EC細胞の神経分化過程における

アポトーシスの誘導には，

　エ）レテノイン酸による神経（上皮）細胞への分化あるいは増殖抑制に伴う

　　　アポトーシス

　２）分化した神経上皮細飽か細胞接着を失うことによるアポトーシス

といった２つのプロセスが存在していることが考えられる。

　（２）マウス発生過程におけるカスパーゼ３の発現

　発生過程において，神経細胞はnaturally occurring neuronal death と呼ば

れるアポトーシスによって大半が消失することが知られている。この細胞死の

調節機構として，神経生存因子による神経細胞の生存維持が提唱されてきた。

十分な神経生存因子を受け取ることのできなかった神経細胞にはアポトーシス

が誘導されると考えられている。 in vitroにおける血清やＮＧＦの除去による

DRGニューロンの神経細胞死には，カスパーゼファミリーの関与が示唆されて

きた。

　本研究の結果，カスパーゼ３のｍＲＮＡ発現は，E10.5のマウス胚において顔

面神経節，後根神経節，をはじめとする末梢神経系に弛くみられた（図15a,（ご，

雨。そして，DRGニューロンにおいて，血清，ＮＧＦ除去による神経細胞死

に伴いカスパーゼ３様酵素の活性化がみられた。これらは，カスパーゼ３様酵

素の阻害剤であるＡレＤＥＶＤ-ＣＨＯによって抑制された。　これらの結果から，

自尽Gニューロンの神経細胞死の分子機構にカスパーゼ３様酵素が関与してい

ることが明らかになった（図俑）。

　しかレカスパーゼは不活性な前駆体（プロカスパーゼ）としてつくられ，
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上位のカスパーゼや他の因子などによってプロセッシングされることで初めて

活性をもつ。したがって，mRNAが発現していてもその部位で必ずしもカスパ

ーゼが活性化しているとはいい難い。Kouroku ，Uraseらは活性型カスパー

ゼ３に対する特異的抗体どroNEL法を用いてマウス神経系発達過程における

アポトーシスとカスパーゼ３の活性化の関係を調べている。その結果によると，

後根神経節および三叉神経節での，カスパーゼ３の活性化および細胞死は

ｍＲＮＡの発現より遅れて検出されている。そして，カスパーゼ３の活性化と

プログラム細胞死は一致して起こっていることを報告している（Kouroku浪

a1.,1998）。また，最近Umseらは，BcﾄXL欠損マウスでの神経細胞死を活

性型カスパーゼ３に対する特異的抗体を用いて解析することにより，緑虫での

にed3と（こed9の関係がマウス神経細胞のプログラム細胞死において，カスパ

ーゼとBcﾄXLの関係として保存されていることを明らかにしている（Umse et

註,1998）。したがって，こうした生体におけるカスパーゼの作動をみるには，

カスパーゼのｍＲＮＡの検出に加えて活性梨カスパーゼの特異的認識抗体の併

用が重要であるといえる。

　-一方，近年では，各種ニューロトロフィックファクターやそのレセプタヽ-，

カスパーゼファミリーやBcﾄ２ファミリーのノックアウトマウスが次々と作製

され，これらの遺伝子の働きが個体レベルで解析され明らかになりつつある。

　ニューロトロフィックファクターであるＮＧＦ，ＮＴ-３，ＢＤＮＦや，そのレセ

プターTrkA，B，Cのノックアウトマウスでは，後根神経節や三叉神経核など

の末梢神経細胞に細胞死がみられており，これらの因子が神経細胞の生存に必

要なことが明らかにされている（Snider et aに1994）。

　カスパーゼファミリーについては，カスパーゼ１のノックアウトマウスでは，

顕著な神経細胞死の変化をみせなかったが（Kuida eL a1.,1995），カスパー

ゼ３のノックアウトマウスは脳などの中枢神経系に細胞死の減少による顕著

な異常をみせている（Kuida et a1ごL996）。本研究においても，ＤＲＧニュー

ロンの神経細胞死に伴いカスパーゼエ様酵素の活性化はみられず，また，カス

パーゼ１様酵素の阻害剤によって神経細胞死やカスパーゼ３様酵素の抑制もみ

られなかったことから，神経細胞死において，カスパーゼ１はカスパーゼ３ほ

ど重大な関与はしていないように思われる。
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第4章 カスパーゼファミリーの活性化断片特異的抗体の

作製とそれらを川いた筋変性疾患，神経変性疾患

におけるアポトーシスの解析

　　　　　　　　　　　　　　　　１．序論

　カスバーゼファミリーは，アポトーシスの実行過程において中心的な役割を

果たしているプロテアーゼであり，哺乳類においては，昆種類以上の分子種

から構成されていることがわかっている。カスパーゼファミリーは活性の低い

不活性型の前駆体として生合成され（Thornberry et a1.け998卜数力所を切

断されて活性型となり機能を持つ。したがって，生体内でのカスパーゼの活性

化をみるには，カスパーゼのmRNAの発現や蛋白質の発現をみるだけでは不

十分であるといえる。

　また，カスパーゼファミリーには，アポトーシス誘導時には，上位のカスパ

ーゼが，下位のカスパーゼをプロセッシングして活性化していくカスパーゼカ

スケードが機能する（CohenﾑL997）。したがって，アポトーシスの過程にお

いて活性化するカスパーゼの分子種を明らかにすることは，アポトーシス実行

の分子機構を理解するうえで非常に重要である。カスパーゼの活性化の検出方

法としては標識合成ペプチド基質を川いた酵素活性の測定が広く行われている，

しかし新規のカスパーゼが発見されることで，同一の基質を分解する複数の

カスパーゼが存在することが明らかになってきた。例えば，合成基質Ac-

DEVD循帽Ａの場合，カスパーゼ３だけでなくカスパーゼ７によっても分解さ

れる。よって，合成基質を川いた酵素活性の測定だけでは，特定のカスパーゼ

の活性化を検出するのは難しい。また，培養細胞系における薬剤などによるア

ポトーシス誘導とは異なり，生体の組織内におけるアポトーシスは細胞全体に

一様に起こるのではなく，ごく一部の細胞のみに散発的に起こり，死細胞は速

やかに消滅してしまうことが多い。したがって，カスパーゼの活性化も少数の

細胞において，比較的短時間発生することが考えられる。このような場合にお

いて，酵素活性の測定やイムノブロットによる活性型断片の検出は難しいとい

える。
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　Sj（≒Ohmiらは，フォドリンおよびカルパインの切断部位に対するペブ

チド抗体を作製レ組織特異的なプロテアーゼの活性化を検出した（Saido浪

八に1993 ； Kik皿目et al.バ995）。Kourokuらは，活性型のカスパーゼ３を

特異的に認識する抗活性型抗体を作製レ免疫染色によりマウス発達過程にお

けるカスパーゼ３の活性化を調べている（Kouroku et a1ごL998）。これは，

活性化して切断されたカスパーゼ３大サブユニットのＣ端側５アミ尹酸を抗原

として，抗体を作製したものである。

　この抗体作製法を応用してカスパーゼカスケードの上位に位置するカスパー

ゼ８，９の切断点特異的な抗体を作製した。カスパーゼ９は，さまざまな刺激

によりミトコンドリアから流失したテトクロームｄこより，活性化されたADaト

エと結合することによって，自己切断し活性化して下位のカスパーゼ３などを

活性化する。一方，カスパーゼ８は細胞外からのdeath signa1 によって活性化

レ下位のカスパーゼを活性化することが知られている。さらに，Bidを介し

てミトコンドリアから干トクロームcの放出を誘導することから，カスパーゼ

りの上流から作用していることも考えられている（Li et a1ごL998 ； Luoetaに

珀98 ；Gross et at.ﾑL999）。

　本研究では，これらのカスパーゼに対する活性型特異的抗体を用いて，筋肉，

神経の変性疾患における細胞死において，カスパーゼファミリーの活性化機構

について検討した。

　筋肉，神経の変性疾患における細胞死は，長い間原因不明の細胞の壊死とさ

れてきた。しかし近年になってこれらの細胞死がアポトーシス様式の細胞死

であることが明らかとなった。

　筋ジストロフィーは筋線維の壊死，再生を主病変とする筋疾患の総称である。

この筋ジストロフィーにおける筋細胞の死が，ＤＮＡの断片化を伴うアポトーシ

スの様式をとった細胞死であることが明らかになってきている（Matsuda et

al.ス995 ；Sm汁h et a1.ﾚL995 ；Hack d a1.バ998）。また，原因遺伝子の解明

から，筋ジストロフィーの病態と筋細胞膜の異常との関連が弛く示唆されてい

る。筋細胞の基底膜の主要な構成成分であるメロシンが，筋細胞の生存維持に

深く関わっていることが報告されている（vachon et a1.ﾑL996）。メロシンは

Ｍ鎖をもつラミニンファミリーの士種である。ラミニンは筋細胞膜トからのジ
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ストログリカンと結合してジストロフィンを介してアクチン線維を維持すると

ともに　インテグリンａ７β１と結合してFΛK→Akt→何個のリン酸化を介し

て筋細胞の生存に関与していると考えられている。非福山型先天性筋ジストロ

フィーにはメロシン欠損が報告されている（He!L）出京-Lでclerc et al.ユ995）。

メロシンを欠損し常染色体劣性遺伝のジストロフィー症を示すdy / dy マウス

は，先天性筋ジストロフィーのモデルマウスとして知られている（Sunada et

註ニ9㈲）。メロシン欠損から筋細胞死に至る分子機構は明らかではないが，

このような背景から皿oikis様の細胞死との関連が示唆される。

　近年になって，ＣＡＧリピートの伸張を原因遺伝子にもつ遺仏性神経変性疾患

の患者の神経細胞では，校内に凝集物の蓄積が観察される①iF頃1ia et nに

珀97 ； Paulsonctal.ス997）ことが報告されている。原囚遺伝子産物そのも

のは校内に蓄積しないが，プロセッシング産物であるポリグルタミン領域を含

むペプテドは校内に凝集レ細胞死を誘導することが知られている（lkeda et

j.ス996）。垣塚らは，これら遺伝性神経変性疾患が校内でのポリグルタミン

の蓄積が原因とであるとの仮設を提唱するとともに　これら疾患を総称してポ

リグルタミン病と呼ぶことを提唱している。

　今年になり，核内で凝集したポリグルタミンがカスパーゼ８などを活性化し

て神経細胞死をもたらすことが報告された（S皿chez et a1.ス999 ； MiyashiL

ct a1.ス999）。また，アルツハイマー病においても，カスパーゼの関与が示唆

されている（Bames e

1999 ；LeBlanc et al.，

ｔ

１

a1.，:L998 ； Gervais et al.，1999 ；Pellegrini et al.，

999 ； Uetsuki et al.，1999）。
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果結り
乙

1.先天性筋ジストロフィーマウス（dy/（Jy）骨格筋における

　カスパーゼ３，９の活性化

　１）ＲＴ-ＰＣＲによる筋細胞における細胞死関連遺伝子の発現

　未分化中胚葉細胞株↓OT/2とマウス筋芽細胞株C2C12細胞を川いてカスパ

ーゼとbcト2ファミリー，aDafぺの発現をRT-PCRで調べた。10T/2 ，

C2C工2ともに　カスパーゼファミリーは，3,6,7,8,9ス2,の発現がみられ特

にカスパーゼ穏の発現が強くみられた。L）cト2ファミリーについては，レトｘ，

ｈｘ汁）akの発現がみられたが，ヒレ2，badの発現はわずかであった。また，

耶涯くLも10T/2とC2C12で同様に発現していた（図17）。

　2）生存因子除去による筋細胞死の誘導とカスパーゼ３様酵素の活性化

　C2C12細胞を生存因子を除いた状態に置参筋細胞死の誘導とカスパーゼ

３様酵素の活性化を調べた。培養液から血清を除去（-／一），血清除去後に

WorLmaninnを添加し／ＷＴ），血清除去後に細胞接着性が低い状態に移行し

/Agg），血清除去後にWortmaninnを添加しさらに細胞接着性が低い状態に移

行（Agg/WT八の条件下でそれぞれ培養した。低接着性条件での培養には，

細胞接着性が低いバクテリア用培養皿を用いて行った。

　血清除去後，７時間ほどでカスパーゼ３様活性の上昇がみられ，工9時間後

にはＤＮＡ断片化もみられた（図掴）。血清除去に加えWortmaninnを添加す

ることで顕著なカスパーゼ３様酵素の活性化とＤＮＡ断片化がみられた（-／

ＷＴ）。さらに加えて，細胞接着性が低い状態におくことでその効果は増強さ

れた（Λgg / WT ）。

3）筋疾患モデルマウス骨格筋におけるカスパーゼ恥　９の活性化と

　アポトーシス

父週齢のdy/dyマウス（メロシン欠損マウス）およびF妬マウス（対照）の

- ●
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骨格筋におけるカスパーゼ３，９の活性化の関係を連続切片を川いた二重染仏

法により調べた。

　抗活性型カスパーゼ３抗体に陽性な筋線維はdy/dyマウスにみられたが(図

珀a)，対照のB6マウスではみられなかった(図上9L))。dy/dyマウスでは上

％以上の筋線維が陽性だった。また，dy/dyマウスで抗活性型カスパーゼ３抗

体に陽性な全ての筋線維は，抗活性型カスパーゼ９抗体にも陽性であった(図

Dc)。

　よって，カスパーゼ９→カスパーゼ３といったカスパーゼ活性化のカスケー

ドが作勁していることが示唆された。

　(図珀)

　dy/dyマウスの筋組織切片で，抗活性型カスパー-ゼ３抗体による免疫染色と

ＴＵＮＥＬ法の二重染色を行った(図20)。

　dy/dyマウスではＴＵＮＥＬ陽性の筋線維において，同時に抗活性型カスパー

ゼ３抗体でも陽性のものがみられ，dy/dyマウスの骨格筋におけるアポトーシ

スにおいてカスパーゼ3の活性化が検出された(図20c)。しかしながら，

ＴＵＮEL陰性だが抗活性型カスパーゼ３抗体で陽性(図認L))，TUNEL陽性だが

抗活性型カスパーゼ３抗体に陰性(図20d)の筋線維も存在した。

11.神経変性疾患における神経細胞死とカスパーゼファミリーの関与

　士）ＤＲＰＬＡ患者ゲノムＤＮΛにおけるＣＡＧリピート仲長の検出

　Ｄ尺PIユ患者および健常者各3名のゲノムＤＮＡを鋳型としてPCＲを行った結

果，DRPLA患者のゲノムＤＮＡでは，60から70リピートものＣＡＧリピートの

伸長がみられた（図趾A）。

　DEGI7P -Q72， Qnをｃｏｓにトランスフェクションレ抗GFP抗体による

イムノブロットで発現を調べた。アミノ酸配列から予測される分子鼠は，Q72

が39 kDa ，Qnが肌kDaだが，イムノブロットの結果，それぞれ46k］⊃aと

37 kDa にバンドが検出された（図趾B）。
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　2）ポリグルタミンの核内凝集とカスパーゼ８の活性化

　T）EGFP-Q72，QnをP19Ec細胞でそれぞれ過剰発現させた。DE（‾ぶP－

Q72は核内で凝集体を形成していたが，－Ｑｎでは凝集体の形成はみられなか

った（図22）。

　抗カスパーゼ８活性型抗体を川いてポリグルタミンの校内凝集とカスパヽ一七

８の活性化を調べたところ，DEGFP -Q72の校内凝集体と一致してカスパー七

８の活性化がみられた。細胞質においては，カスパーゼ８の活性化はみられな

かった。

　一方，－Ｑｎでは凝集体を形成せずカスパーゼ８の活性化もみられなかった。

（図22）

１
上

ぐ

　　　　　　　　　　　　３．考察

）dヅdyマウス筋線維にみられるカスパーゼ３ ９の活性化と細胞死

の解析

　本研究では，メロシン欠損マウス（dy / dy マウス）の骨格筋線維において

ＴＵＮＥＬ法によるアポトーシスの検出と，活性型カスパー-ゼ３，９に対する特

異的認識抗体を用いてカスパーゼ３，９の活性化の検出を行った。

　本研究の結果，メロシン欠損マウス（dy/dyマウス）の筋線維において，カ

スパーゼ３の活性化を伴うアポトーシス（ＤＮＡ断片化）が検出された。また，

カスパーゼ９，３の活性化が同一の筋線維で検出されたことからから，カスパ

ｰ一ﾋﾞ９→カスパーゼ３といったカスパーゼ活性化のカスケードが作勤してい

ることが明らかになった。

はBadをリン酸化するこ

ラミニン/インテゲリンからのリン酸化のシグナル

とで，Bcl-XLのホモダイマー形成を促し，カスパー

ゼの抑制に働＜機能的な状態にする。 dy/dyマウスでは，メロシンからの生

存シグナルを欠損しているためBcl-XLの働きが抑えられ，そのために，カス

パーゼ９活性化の抑制が弱くなっており，カスパーゼ９→カスパーゼ３の活

性化カスケードが作動しやすくなっているものと考えられる。

　カスパーゼ３の活性化とアポトーシスの検出においては，同一筋線維に いお

ＴＴＵＮＥＬ陰性だが抗活性型カスパーゼ３抗体で陽性（図20b），TUNEL

陽性だが抗活性型カスパーゼ３抗体に陰性（［な120d］の筋線維も存在もみられ
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た。これは，異なる進行状況のアポトーシス像をとらえているものと考えられ

る。つまり，ＴＯＮＥＬ陰性だが抗活性型カスパーゼ３抗体で陽性（図20L））の

筋線維は，カスパーゼ３の活性化は生じているがDNA断片化は進んでいない

もの，TUNEL陽性だが抗活性型カスパーゼ３抗体に陰性の筋線維（図20d）

は，カスパーゼ３の活性化のピークが過ぎてアポトーシスの終了が近いものと

考えられる。また，カスパーゼ３の活性化が検出されない筋線維については，

別のカスパーゼ活性化のカスケードが働いていることも考えられる。カスパー

ゼカスケードの下流に位置するカスパーゼとしては，３以外にも６，７などが

知られており，また，マウスにおいて骨格筋ではカスパーゼ３よりもカスパー

ゼ12が強＜発現していることが知られており（Craen（比a1.ス997），筋細胞

死の実行に関与していることが推測される。

　ところで，dy/dyマウスは，メロシンを欠損しているため全ての筋線維にお

いてメロシン/インテグリンからの生存シグナルを欠如していることになる。

それにもかかわらずＴＵＮＥＬ陽性や，カスパーゼ３の活性化が全ての筋線維に

おいてみられたわけではなかった。dy/dyマウスは，生後２－３週頃より後肢

のひきずりと痙幸を発症レ進行吐の筋力低下と筋萎縮を示し生後５－６ヵ

月以内に死亡する。したがって，同時に全ての筋線維が細胞死するわけではな

い。本実験で，ＴＵＮＥＬ陽性の筋線維の割合がそれほど多くなかったのは

dy/dyマウスの発註の進行状況とも一致しているといえる。　このように全て

の筋線維で同時に細胞死が起きないのは，細脳死を促進または抑制する囚子の

発現量が筋線維ごとに異なる可能性が考えられる。骨格筋線維は，種々の分類

法により多くの生化学的性質の異なる筋線維タイプに分類される。さらに筋

線維タイプタイプの構成要素から，骨格筋は，おもに白筋（速筋，fast

musc圈　と赤筋（遅筋，slow musc回に分けられる。したがって，筋線維ご

とに細脳死関連遺伝子の発現量が異なるために，細胞死の誘導に対する耐性も

異なり，筋細胞死の進行状況が違ってくることが推測される。

　本研究の結果，カスパーゼの活性化が組織内の細胞全体に一様に起きるので

はなく ご＜一部の細胞のみに散発的に起こるような現象に対して，抗活性型

カスパーゼ抗体の使用によるカスパーゼ活性化細胞の検出が非常に有効である

ことが明らかとなった。現在，他の活性型カスパーゼを認識する抗体として，
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カスパーゼカスケードの上位に位置するカスパーゼ８と，下位に属するカスパ

ーゼ６の活性化を検出する抗体の作製に成功している。今後，筋細胞死におい

て９→３以外にどのようなカスパーゼが活性化されるのか明らかにしていく

つもりである。

　（2）神経変性疾患における神経細胞死とカスパーゼファミリーの関与

　本研究では，活性化したカスパーゼ８を特異的に認識する抗体を川いた結果，

カスパーゼ８はポリグルタミン凝集塊とともに校内でのみ活性化していること

が明らかになった（図22）。

　細胞質から校内への物質の移行には校膜孔を通過する必要がある。紋服孔は

イ才ンのような低分子や分子量20づOkDa程度の小さな蛋白質は自由に通すが，

大きな分子は（場合によっては小さな分子も）通ることができない。このよう

な蛋白質の校膜孔の通過には，NLS配列（n uclear loca血ation s頃na1 : 校移行

シグナル）をもつことが必要であり，ATPとGTPを消費するactive nudear

transportによって校内へ輸送される。しかレカスパーゼ８や本研究で用い

たEGFP融合ポリグルタミン遺伝子EGFP -Q72は，校移行シグナルをもって

おらず，これらが校内へ移行するシステムは不明である。また，本研究の結果，

カスパーゼ８が細胞質ではなく，ポリグルタミン凝集塊とともに校内でのみ活

性化することが明らかになったが，この活性化のシステムについても不明であ

る。

　カスパーゼ８はDEDにより，細胞死シグナルの受容体Fasとアダプター分子

LWっＤを介して複合体（death-inducing s胆naHng（⊃omDlex : DISO を形成

レ　このDISCのなかでカスパーゼ８は活性化される。近年，DISCの構成分子

としてlmaiらによって新規分子ﾄﾞLASH（FLICE-associsted hoge Drotein）

がクローニングされた。細胞がdeath s胆na1を受容していないときでも

FLへSHは，カスパーゼ８と結合した状態で存在している。また，にＡＳＨは

校外移行シグナル（NES）や校内移行シグナル（NLS）をもっている。したが

ってカスパーゼ８は，ポリグルタミン凝集塊とともにFLASHを介して校内へ

移行レオートプロセッシングにより活性化されて下位のカスパーゼを活性化

していることも考えられる。実際にﾄﾞasを介したアポトーシス誘導が，

づ8-



acUve nuclelrtr皿sDoげを阻害するWGA（wheat匹rm ag副uLinilパ小麦胚

凝集レクチン）によって抑制されるとの報告がある。（Ynsuhm八洲7）

今後の研究において，カスパーゼの校内移行システムの解析や，校内でのカス

パーゼ活性化機構の解析が必要になってくるものと思われる。

　　　　　　　　　　　　第５章　総括的考察

　緑虫において，細胞死の実行を支配する遺伝子ccd-3,ccd一肩,ce[]-9が発見

され，脊椎動物でのこれらホモローグとしてシスティンプロテアーゼであるカ

スパーゼファミリー，テトクロームcの結合蛋白質であるADaト士とBcl‥-2ファ

ミリーが固定された。in vitro巾細胞レベルでは，三者の関係は進化的に保存

されていることが，多くの研究から明らかとなっている。また，個体において

も，カスパーゼ３，９巾ADaト1の欠損マウスで，脳での神経細胞死が抑制され，

脳形成異常が見い出されおり，比ﾄx欠損マウスでは後脳，末梢神経細胞での

大量の細胞死が見られることから，神経系でのプログラム細胞死にこうした遺

伝子の関与が明らかになっている。最近，浦瀬らはカスパーゼ３の活性化断片

を特異的に認識する抗活性型抗体を用いて，比ﾄxの欠損マウスでの後胴，末

梢神経細胞でカスパーゼ３の活性化が起こっていることを報告しており，cccト

9/Uにﾚxとced-3/カスパーゼの関係は進化的に保存されていることが明らか

となっている(Urase eL alyL998)。

　しかしながら，哺乳類の発生過程の脳でプログラム細胞死の開始を指令する

因手巾シグナルについては，依然明らかでない。脳神経細胞のプログラム細胞

死の指令するシグナルを研究するにあたり，発生過程における神経細胞分化と

細胞死を実験系として用いることができれば，こうした研究の展開に大いに役

立つはずである。われわれは，レチノイン酸により神経細胞分化し，その過程

で細胞死するPTLg EC細胞に注目レその細胞死の機構を解析した。この細胞

死を，・レテノイン酸による神経上皮細胞への分化の細胞死，・神経上皮細胞

のAnoikisの細胞死，としてとらえることができるのではないかというのが，

われわれの結論である。An()ikisによって神経上皮細胞が脳でプログラム紆I脳

死しているかについてはこれからの課題であるが，ECM巾FGFファミリーな

どの保護因子，それにHcト２ファミリーが非特異的な細胞死を調節して，脳の

ら9



形態形成や機能に必要なプログラム細胞死を実行していることは明らかと思わ

れる。

　一方 レテノイン酸は単独で神経細胞を含む多くの細胞を分化誘導，増殖抑

制するとともに細胞死を誘導することが知られており とく１

プログラム細胞死に関与することが知られている（Zou et a1

イン酸に

活性化は

こ指間や菱脳での

，199G）。レデノ

よる神経上皮細胞分化で観察されるわずかな細胞死とカスパーゼ３の

生体内でのプログラム細胞死の指令因子としてレチノイン酸が関与

している可能性を完全に否定するものではない。最近，藤田らはBMP一斗は単

独ではP珀EC細胞のカスパーゼの活性化や細胞死を誘淋しないが，レテノイ

ン酸と協調して付着性のP19 EC細胞の細胞死を，カスパーゼ９と３の活性化

を介して促進することを明らかにしている（Fujita et a1

のようにレチノイン酸は他の因子と協調する
｀ア’

こ とにより

上999 in Drcss）。こ

発生過程における脳

神経細胞のプログラム細胞死に関与している可能性が十分考えられる。

一方，ヒト筋変性疾患，神経変性疾患にみられる細胞死の機構については，そ

の多くは不明であったが，最近，このような変性疾患の細胞死にも，カスパー

一方，ヒト筋変性疾患，神経変性疾患にみられる細胞死の機構については，そ

の多くは不明であったが，最近，このような変性疾患の細胞死にも，カスパー

ゼの活性化が実行に関与しているとの報告がなされている。変性疾患では，プ

ログラム細胞死と同様，実際の疾患部でどのカスパーゼの活性化がなされてい

るかが，特に重要である。われわれは，カスパーゼの活性化に必須であるカス

パーゼファミリー全メンバーの切断点を同定するとともに，切断点に対する特

異抗体である活性化抗体を作製レ免疫染仏法により生体内疾患部でのカスパ

ーゼの活性化を同定しようと試みた。メロシン欠損の先天性筋ジストロフィー

のモデルマウスであるdy/dyマウスの筋組織では抗活性型カスパーゼ３，９抗

体陽性の筋線維が観察され，メロシン／インテグリンのシグナル欠損がカスパ

－ゼ３ ９の活性化を誘導し，細胞死をもたらすことが明らかとなった。 今後

カスパーゼの活性化を抑制する阻害剤や筋細胞生存因子による筋細脳死予防の

治療法の開発が可能かもしれない。

　また，二うした抗活性型抗体は，細胞内でのカスパーゼ活性化の場所を特定

するのにも役立つ。 ＣＡＧリピートの伸長を原囚とするハンテントン舞踏病，

ＤＲＰＬΛなどの神経変性疾患では，ポリグルタミンによる校内凝集が細胞死

を誘導すると考えられてきたが（DiFi固ia ct aにJJ97 ； Paulson et aに1997），
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今年になり，カスパーゼ８の活性化がポリグルタミンにより誘導されることが

報告された（Sancレzeta1.,1999 ； Miyashh eL a1.ス999）ものの，どのよ

うにカスパーゼ８を活性化するか不明であった。われわれはカスパーゼ８の抗

活性型抗体を作製レカスパーゼ８がポリグルタミン凝集とともに校内で活性

化されることを明らかにすることができた。この発見は今後，ポリグルタミン

がどのように細胞質内のカスパーゼ８を校内で活性化させるかという問題を提

起するとともに，こ

と治療法の開発に犬

うしたCΛGトリプレットリピート病の発症の分子機構解明

こＣきし 役立つものと思われる。このようにカスパーゼは発生

過程でのプログラム細胞死のみならず，各種変性疾患においても細胞死の実行

に関与していることが明らかとなった。
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・図１

　カスパーゼの活性化機構

　アポトーシス誘導時には，上位のカスパー廿，カスパーゼ削　９などが，下

位のカスパーゼ３，６，７などを順次プロセッシングして活性化していくカス

パーゼカスケードが機能するレ下位のカスパーゼの基質としては，ＤＮＡの修復

に関わるPARPや，ＤＸＡ分解酵素CADの抑制因子ICADなど，さまざまな校章

細胞質の蛋白質が知られている。

　主要なカスパーゼの活性化機構としては，ﾄﾞas章ＴＮＦなどのdea出シグナル

により，上位のカスパーゼ削10が活性化され∧下位のカスパーゼを活性化す

る経路と，ミトコンドリアから放出されたシトクロムcがADaト1，dATPと，

カスパーゼ９に結合して活性化レ下位のカスパーゼを活性化する経路がある。
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・図２

　生存因子によるアポトーシスの抑制

　ﾄﾞＧﾄﾞやＮＧＦなどの各種増殖因子はアポトーシスを抑制して細胞の生存維特に

働く。増殖因子のテロシンキナーゼ型レゼプターに結合したP↓3KはAkLを所

作化レ　活性化Ａｋｎこより，Badがリン酸化される。リン酸化されたDadは

鍋-3-3タンパクと弛い親和性があるため，BcトXLと結合できなくなり，細脳

死を抑制する活性をもつBcﾄXLの水子タイマーの量が増え，結果として細胞の

生存維持に働くと考えられている。

　また，液性の増殖囚子のほかにインテグリンなどによる細胞外基質との糾合

も，細胞の生存維持に働いている。インテグリンからのシグナル伝達の経路に

ついては，インテグリンに結合するＦＡＫがAktを活性化することが明らかにさ

れてきており よって，細胞外基質からインテグリンを介したシグナルは，増

殖因子のテロシンキナーゼ型レセプターを介したシグナル同様にAktから

|:悦dのリン酸化により，灰卜XLを機能的な状態におくことで細胞の生存に働

いていると考えられている。
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・図3

　P士9EC細胞の神経分化過程における絹脳死とカスパーゼ３様酵素の活

性化

Ａ）Ｐ１９ＥＣ細胞の神経分化過程におけるＤＮＡ断片化の検出

　Pｴ9EC細胞を，神経分化誘導の条件である1μNIの全トランスレチ∧ずン

酸存在下の細胞凝集状態で培養して，１日ごとに細胞を回収した。細胞から

ＤＮＡを調製して，上｡8％アガロースゲルで電気泳勤しアポトーシスの指標で

あるＤＮＡ断片化を検出した。

　左より，P珀EC細胞レチノイン酸処理前，レチノイン酸処理後い刊土　］

□目，３［］目

Ｂ）Ｐｌ９ＥＣ細胞の神経分化過程におけるPARPの切断の検出

　レチノイン酸によるPD EC 細胞の神経分化過程における，カスパーゼ３様

ブロテアーゼの天然基質PARPの切断を抗PA茫）抗体によるイムノブロットに

より検出した。

　PARP T俑kDaはPΛRP全長，85 kDn行匹n忙ntは切断されたﾄﾞＡ卜崖の断片

を示す。

　左より，P19 EC細胞レチノイン酸処理問結節，レテノイン酸処理後１目口，

２目口，３目口

ＯＰ士９ＥＣ細胞の神経分化過程におけるカスパーゼ３様酵素活性の検出

　レテノイン酸によるP摺EC細胞の神経分化過程における，カスパーゼ３様

酵素の活性を調べた。蛍光標識合成ペプチドAc-DEVD-MCAを基質として，

37万万20分間インキュベートした後，励起光詔Onm万波長46011mの蛍光強

度を測定した。蛍光強度の変化量を蛋白質量↓n腐，士分開梱当の値に換算し

て酵素活性の指標とした。

85

ペー－



ｊＡ

Ｏ

j皿皿皿

　　　-　　7’¬-　－　㎜

-

Ｏ
　
　
　
　
　
　
　
・
０
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
０
　
　
　
　
　
　
　
０

Ｒ
　
　
　
　
　
　
　
ｒ
］
“

　
‾
i
r
r
u
I
J
r
l
l
!
4
o
l
d
l
l
u
l
l
f
u
m
0
9
1
7

1
1
1
u
q
s
s
!
:
u
l
i
l

狗

０

図３

レチノイン酸処理
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・図４

　カスパーゼ阻害剤によるＰ士９ＥＣ細胞のアポトーシスの抑制

　１μＭのレチノイン酸処理下のPTg EC細胞におけるカスパー七３様酵素所

作の上昇およびアポトーシスは，カスパー七阻害剤であるAc-DEVL）-［］０，

Ａｃ-ＹＶＡＤ-ＣＭＫによって濃度依存的（1－10μM）に抑制された。

Λ）カスパーゼ阻害剤によるカスパーゼ３様酵素活性の抑制

　蛍光標識合成ペプテド八にＤＥＶＤ-ＭＣＡを基質として，カスパーゼ３様酵素

活性を調べた。

蛍光強度の変化量を蛋白質量1n塔，１分間相当の値に換算した後パ証言剤を

添加しないサンプルの数値を狂）O％として相対値を算出した。

　０　１μＭレテノイン酸処理十八ｃ-ＤＥＶＤ-ＣＨＯ　エー１０μＭ

　●　１μＭレチノイン酸処理十Ａｃ-ＹＶＡＤ-ＣＭＫ　１－土OμM

Ｂ）カスパーゼ阻害剤による細胞死の抑制

　細胞を回収して，ドjパンブルー染色により細胞の死亡率を訓べた。染色さ

れていない生細胞と青色に染色された死細胞の数を計測して，死細胞数／総細

胞数から細胞の死亡率を算出した。

　○　工μＭレチノイン酸処理十Ac一DEVD-CH0　1－10μM

　●　土μＭレチノイン酸処理十Ac一Ｙ‾ＶＡＤ-ＣＭＫ　１－土OμM

Ｃ）カスパーゼ阻害剤によるＤＮＡ断片化の抑制

　細胞からＤＮＡを調製して，1.8％アガロースゲルで電気泳勤し，アポトーシ

スの指標であるＤＮＡ断片化を検出した。
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・図５

　レチノイド処理下のＰ１９ＥＣ細胞におけるＤＮＡ断片化および

　カスノト一ゼ３様活性の検出

　P19 EC細胞を各種レチノイド誘導体1μNI存在下で，それぞれ細胞凝集状

態または非凝集状態で48時間まで培養した。12時間ごとに細胞を回収して

ＤＮΛ断片化およびカスパーゼ３様活性を調べた。

Λ）レチノイド処理下のＰ１９ＥＣ細胞におけるＤＮＡ断片化の検出

　細胞からＤＮＡを調製して，1.8％アガロースゲルで電気泳勤し，アポトーシ

スの指標であるＤＮＡ断片化を検出した。

alltrans RA : 全トランスレチノイン酸，９ｄｓＲＡ：９シスレチノイン酸，

ＲＯＨ：レチノール,（-）：レチノイドで未処理,Agg（-）:非凝集培養,Agg汗）：

凝集培養

ｍ　レチノイド処理ドのＰｴ９Ｅｃ細胞におけるカスパーゼ３様活性の

　検出

　蛍光標識合成ペプテドＡ(ケDEVD-MCAを基質として，カスパーゼ３様酵素

活性を調べた。

蛍光強度の変化量を蛋白質呈上n頂，１分間相当の値に換算して酵素活性の指

標とした。

○全トランスレテノイン酸／非凝集培養，●全トランスレテノイン酸／凝集培

養，□りシスレテ∧イン酸／非凝集培養，■りシスレデノイン酸／凝集培養，

△レテノール／非原泉培養，▲レチノール／凝集培養，▼レテノイドで末処理

／凝集培養

闘
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・図６

　レチノイン酸処理によるＰ１９ＥＣ細胞の神経分化過程における

　カスパーゼ３７およびbcレ2の発現

　P19 EC細胞を土μＭのレチノイン酸存配下の細胞凝集状態で詔時開まで培

養した。

昆時間ごとに細胞を回収してRNAを調製レ定量的茫卜P(玉によりカスパー

ゼ３７およひt)c1-2の発現量の変化を調べた。

　２種類のカスパーゼ３様酵素，カスパーゼ３７は両者に共通配列のブケイマ

ーを用いて1で卜PCRを行った。マウスカスパー一ゼ３７のPCR産物の広壮長け

それぞれ割止p,3/19bDと近接しているため，カスパーゼ３のPCK庶物を

Eco圀処理することで分離した。

また，ＲＮＡ量のコントロールとして，ｍＧ３ＰＤＨの発現をみた。

ﾉにより，Ｍ：分子量マーカー，P19 EC 細胞レチノイン酸処理前，レテ∧イン

酸処理後認-48時間
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図７

Ｗｏｒｍｍｍ雨肩こよる円９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性と

アポトーシスの促進

A）WortITnmn削による円９ｎＣ細胞の円３Ｋ活性の抑制

　円訃lの阻害剤Wc）1寸ｍ四面八よ円９ＥＣ細胞において10八八1でP1困ぐ江川

を完全に抑制した。

Ｏｎ サンプル添加位置 円3ﾄ ボスファテジルイノシトール３リン酸

PLLg EC細胞をW()rtnmnr面卜L －10:‰Mおよび，１μ･Ｍのレチノイン酸存ｲ

ドまたは非存在下の細胞凝集状態で耶時開倍朧した。細胞を回収レ　ルスハ

－ゼ３様酵素活性，ＤＮＡ断片化を調べた。

mWortmanninによるＰ１９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性の増加

　蛍光標識合成ペプテドＡ(ｹﾞ土)EVD-MCAを基質として，カスパーゼ３様酵素

活性を調べた。蛍光強度の変化肌を蛋白質昂にLm匹　１分間相当の値に換算し

て酵素活性の指標とした。10こに10貼帽のWortmay山八丈　レチノイン酸存

在下の円9EC細胞におけるカスパーゼ３様酵素の活性化を促進した。

ＯＲＡＯ：レ干ツイン酸なし＋Wo巾Ｔｍｍ☆に－103 nM

●にソ十トレ干ノイン酸処理十Wortnm口口inレベ03nM

O Wortmanninによる1几９ＥＣ細胞のアポトーシスの促進

アポトーシスの指標であるＤＮＡ断片化を検出した。 102 ０１ ３ｎＭの

Wo山lmnljnは，レチノイン酸存在下のP土9EC細胞におけるＤＮＡ断片化を

促進した。

　RΛ(-):

　RA(十)

レ干ノイン酸なし十Worumannin 1－103 nM

レチノイン酸処理＋Wortmanni口１一拍３ｎＭ

93
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・図8

13cレXL弛発現によるI)TgEC細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の抑制

Ａ）Ｂｃ↓-ＸＬ強発現によるＰ上９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の

　抑制

　L3cﾄXLをにりEC細胞に強発現させると，レ干∧イン酸処理による神経分化

過程に観察されるカスパーゼ判子房素の活性化が抑制された。カスパーゼ３様

酵素活性は，蛍光標識合成ベプテドＡレＤＥＶＤ一ＭにＡによって調べた。蛍光節

度の変化量を蛋白質呈上ｍＬ　ょ分間相当の値に換算して酵素活性の指標とし

た。

OPTLgEC細胞をレテノイン酸処理，●DcﾄXLを強発現したP摺EC細胞をレ干

ツイン酸処理

ｍイムノブロットによるUc1-XL発現の確認

　抗B(JトXL抗体によるイムノブロットでBcレXLの強発現を確認した。

二ＰＤＥＣ細胞

＋:8(⊃ﾄXLを強発現じたP19EC細胞

り5-
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・図９

各種生存因子によるＰ１９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の抑制

　１μＭのレチノイン酸処理30時間における円9EC細胞のカスパー-ゼ３様

酵素活性は，FGFファミリーをはじめとする各種増殖因子により濃度依存的に

抑制された。カスパー-ゼ３様酵素活性は，蛍光標識合成ペプチドＡｃ-ＤＥＶＤ-

ＭＣＡによって訓べた。蛍光強度の変化量を蛋白質量１ｍｇ，１分間柿当の値

に換算して酵素活性の指標とした。

Ａ）各種増殖因子によるＰ１９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の抑制

　レチノイン酸処理円9EC細胞十●HGF，0bFGF，▲EGF，△NGF

Ｂ）ＦＧＦファミ

制

リーによるP19EC細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の抑

　レチノイン酸処理P19 EC細胞十●aFGF，0bFGF，▲FGF4，△17GF7

■FGF9，

　破線は未処理P19 EC細胞

斤-

w7？ti-

　　　兄
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・図川

L)17GFによるＰ士９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性およびアポトーシス

　の抑制

　１μＭのレ干ノイン酸処理によるドLりLC細胞の神経分化過程におけるカス

パー廿３様酵素の活性化およびアポトーシスは万万Cド(101マハゴ)によっ

て抑制された。

Ａ)Ｌ)ＦＧＦによるＰ１９ＥＣ細胞のカスパーゼ３様酵素活性ﾐの抑制

　力足パー一一ゼ３様酵素活性は，蛍光標識合成ペプテドＡケDEVIンＭ[二八によっ

て調べた。蛍光強度の変化量を蛋白質量]コ1痢，士分開梱当の値に投節して酵

素話性の指標とした。

　○レテノイン酸処理円9EC細胞

bF
Ｌゝ

Ｊ
ぐ

(TOly/�)

●レテ∧イン酸処理円9EC細胞÷

ｍｂドＧＦによるＰ仙ＥＣ細胞のカスパーゼ３活性化の抑制

　抗活性型カスパーゼ３抗体を用いて，１μＭのレチノイン酸およびL)ﾄﾞ(:;ﾄﾞ

　(10ng 八八)で30時間処理下のP士9EO細胞におけるカスパーゼ３特性片肺

片の出現を訓べた。hﾄﾞGF処理は，レテノイン酸処理の1'1りEC細胞における

カスパーゼ３の活性化を抑制した。

]八未処理P]｡9EC細胞，２：円りEC紆]胞をレテノイン酸処理，３：Ｐ摺EC

細胞をレテノイン酸十1⊃ﾄﾞGF（士On尺八削）処理

ＯｂＰＧＦによるＰ圭９ＥＣ細胞のアポトーシス抑制

　細胞を回収してＤＮＡを調製レ　アポトーシスの指標であるDNA断片化を検

出した。

１μＭのレテノイン酸処理によるP19 EC細胞の神経分化過程において，

ｊＧドし (10ng/mDによってアポトーシスは抑制された。

RΛ:P19EC細胞をレチノイン酸処理，

RA十いﾄﾞGI 円りEC細胞をレヂノイン酸十L）に;ﾄﾞ（10 ng ハ川）処理

珀
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・図且

ＦＧＦＲからのシグナル仏達とカスパーゼ３様酵素活性の変化

Ａ)レチノイン酸処理によるＰ１９ＥＣ細胞の神経分化過程におけるﾄﾞ(行長

　の発現

　P珀EC細胞を，士μＭのレテノイン酸存在下の細胞凝集状態で肩8時問焙五

した。LL2時間ごとに細胞を回収してRNAを調製レ定量的RT刊万代により

ﾄﾞＧドレセプダーの背現量の変化を調べた。 RT-PC艮の結果，ﾄﾞGﾄﾞ↓こは597L)Dと

330bD，ﾄﾞＧ↓服2は629L)D，383L)p，28㈲p，FGFR-3は小筒bp，FGﾄﾞ1ト岨ま

550bp，のＤＮＡ断片が得られた。ﾄﾞGFＲ仁　２に複数のＤＮＡ断片が検出された

のはそれぞれのスブライシングによる。P圭9EC細胞の神経分化過程で，

ﾄﾞGFR 17］の発現量はほとんど変化がみられなかったが，FGﾄﾞ1ド↓の背現量

は神経分化とともにやや減少をみせた。

n）ハービマイシンＡによるＰ上９Ｅｃ細胞のカスパーゼ３様酵素活性の変化

　チロシンキナー万の阻害剤であるハービマイシンA（100 nM）を添加して，

レテノイン酸（↓μ帽）およびbFOF（土OI示ハlj）存在下におけるP19 EC細

胞のカスパーゼ３様酵素活性の変化を調べた。ハービマイシンΛはレテノイン

酸処理下のカスバヽ一万３様酵素活性を増大させた。そして，bFGFによるカス

パーゼ３様酵素活性の抑制を阻害した。

　カスパーゼ３様酵素活性は，蛍光標識合成ペプテドＡｃ-ＤＥＶＤ-ＭＣＡによっ

て調べた。蛍光弛炭の変化量を蛋白質量１ｍ乱　］｡分開梱当の値に換算して酵

素活性の指標とした。

ＲＡ：いハ4レ干ツイン酸，bFGド:bFGﾄﾞ（10 ng ハ1雨，he山雨万c削：且）0

r1Mハービマイシンヘ

上 肌
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・図T12

bFGFの短時間処理によるP19EC細胞のカスパー-ゼ３様酎素活性化の

制抑

Λ）bF（汀の短時間処理によるに9EC細胞のカスパーゼ３様酵素活性化の

制抑

P19 EC細胞を，１μＭのレチノイン酸存在下の細胞凝集状態で33時間培蓋

した。 二朗川口　ﾄ）ﾄﾞ（;ﾄﾞ（↓On証ハ岨）を短特開示加して，3割|寺開後の内人バ

一万３様酵素活性の変化を副べた。カスパーゼ３雍酵素仏性にL、レテノイン酸

処理33時間のサンプルの活性値を100％

として相対価を算出した。

未処理のサンプルの活性値をO‰

ロレチノイン酸処理，・レチノイン酸十bFGF，斜線：未処理，

P珀EC細胞の培養ぷ3時問における各処理の期問を示す。

　PDEC細胞を，１μＭのレチノイン酸存在ドの細胞凝集状態で培養した。

30特問後，L）ﾄﾞGF（10 ng ハ川）を添加して，時間経過における，カスバーゼ

３様酵素活性の変化およびカスパーゼ３の活性型へのプロセッシンブを湖べた｡

Ｂ）ｂＦＧＦ添加後，３時問におけるカスパーゼ３様酵素活性の抑制

　カスパーゼ３様酵素活性は，蛍光標識合成ペプテドＡｃ-ＤＥＶＤ-ＭＣΛによっ

て調べた。蛍光弛度の変化量を蛋白質量レ陽仁　１分間相当の値に換算して酵

素活性の折襟とした。

　○レチ∧イン酸処理円9EC細胞，●レテノイン酸処理円9EC紆丿胞＋

ｂＦＧＦ（１０ １１ｇ／ ｍＤ

Ｃ）ｂＦＧＦ添加後， ３時間におけるカスパーゼ３のプロセッシングの抑制

抗活性型カスパヽ－ゼ３抗体を川いて，カスパー一ゼ３活性型断片(p2()/17)の

出現を調べた。bFGF処理後１時間以内にカスパー-ゼ３の活性化断片は消失し

た

　（
）

レチノイン酸処理， 伴） レチノイン酸十いﾄﾞGI7（10 ng ハｍ）

生０ ―
う
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・図13

bFGFRシグナルによるカスバーゼ３様酵素活性の抑制の分子機構

A)b1こＧＦによるPI3Kの活性化とWortman�nによる抑制

　１μＭレチノイン酸存在下の細胞凝集状態で，円9EC細胞を2,1時間培養し

た。bFGF(1〔〕ng / mD を添加後，細胞を回収してPI3Kの活性化を調べた。た。bFGF(1()n

bﾄﾞＧﾄﾞ添加により

添加20分後，円

時間依存的にP↓訃レゲ活性化された（女川 また，DF(討

SKの阻害剤W()rmmyUrlを加えPISKの抑制を湖べた、

P13Kの活性化は工O八州のWo匹皿nninによって抑制された（右図）

Ｏｎ サンプル添加位置，PI3P : ホスファチジルイノシトール３リン酸

ｍｂドＧＦによるHadのリン酸化の抑制

　円9EC部]胞にL矩dを強発現させて，工μＭレテノイン酸存在下の細胞凝聚

状態で2/↓時間培養した。bﾄﾞG17けOng八ｺj)およびWortm肝面ｎ(摺ＯｎＭ)

を添加して30分後にL俎dのリン酸化を調べた。

　L)FGFはBa[]をリン酸化レWortnｭanljnはL)ﾄﾞＧドによるRadのリン酸化を

抑制した。

ＲΛ：１μＭレチノイン酸，ｂＦＧＦ ：ｂＦＧＦ（１０ｒ呪／ｍＤ

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ

ＷＴ 100 nM

1こから，抗ＦＬＡＧ抗体によるFLAG Bad の発現確認，Badのリン酸化の検出

10
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・図川

Ｐｴ９ＥＣ細胞の神経分化に対するｂＦＧＰの効果

　PDEC細胞を，神経細胞分化誘導の条件である才μＭのレチノイン酸存白

下の細胞凝集状態で託時間培養レ神経細胞へと分化さ牡瓦。抗ＭΛト2抗体

を川いた免疫染色により，神経細胞への分化を確認した。L)FGﾄﾞけO[席白川]

処理を加えてアポトーシスおよびカスパーゼ３様酵素の活性化を抑制しで礼

円9EC細胞は，抗‾MAP-2抗体陽性の神経細胞へと分化した。

手交Λ：土μＭレテノイン酸処理，I交Ａ十L)ﾄﾞGﾄﾞ：１μＭレテノイン十卜)ﾄﾞＧﾄﾞ(川I頂

ハ川)処理

づ07
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・図15

irl sitt.]ハイブリダイゼ･-一一ション法によるＥ１〔〕。５マウス胚における

カスパーゼ３ｍ]ｌＮΛ発現の検出

(a)，(b)

　E1()｡5のマウス胚で，ＲＮＡﾌjコープによるwh()le moLmt. 削s出｣ハイフリ

ダイゼーションを行い，カスパーゼ３のｍＲＮＡ発現を訓べた。

(a)カスパーゼ３アンチセンスヅjコーブ,(b)カスパー--ゼ３センスフ｣ローブ(対

照)

矢頭：後根神経節，矢印：７叉神経節。

(c)，(d)，(e)

　E10.5マウス胚組織切片によるin situ ハイブリダイゼｰ-ションでカスノト一ゼ

３ｍＲＮＡの発現を調べた。(c)顔面神経節，(d)後根神経節，に強く発現が

みられた。(e)カスパーゼ３センスプローブ(対照)

１()９
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・図TL6

1�清，ＮＧド除去によるL)1ぇＧニュ

カスパーゼ３様酵素活性の検出

a）血清，ＮＧＦ除去に

カスパーゼ活性の検出

ロレヘのアポトーシス誘導と

よるＤＲＧニューロンヘのアボト

征矢Ｌ ;ニューロンの焙首旅中から

シス誘導と

血清とＮＧＦを除去してアポトｰ一一シスを誘

導した。暗闇経過とともにＤＮΛ断片化が検出された。また‥カスパー廿判玉

酵素活性は時間経過とともに増大したが，カスパーゼ工様賠素活性は変化しな

かった。

　酵素活性測定の基質としてカスパーゼ１様酵素はΛｃ-ＹＶＡＤ-ＭＣＡ，カスバ

ーゼ３様酵素はＡｃ-ＤＥＶＤ-ＭＣＡをそれぞれ川いた。基質を分解して]バデあた

りレ4MのX足Ａを生成する酵素活性をバ_Jとした。

○カスパーゼ１様酵素活性，●カスパーゼ３様酵素活性

血清とＮＧＦを除去した培養池中で，DRGニューロンを旧|寺開培養した。

ＮＧＩ･ カスパーゼ阻害剤の添加によるカスパーゼ３様酵素活性およびアボｌ

レスの抑制を調べた。

士 十ＮＧＦ（ｴOnドmD 消血 ２ NGF（10ng/m1） 清血 ３ 十

ＮＧＦ（士O!東川帽，斗にＮＧﾄﾞけOng/mD ，血清，十20μ.M Ac-L）EVI①

ＣＨ０，５：－ＮＧドGOng/�），血清，＋20μ帽Ａｃ-ＹＶΛに）-Ｃ目O

b）カスパーゼ阻害剤によるカスパーゼ３様酵素活性の抑制

　酵素活性測定の基質としてAc-L）EVL）几帽Ａを川いた。基質を分解して１分

あたりいIMのＭＣＡを生成する酵素活性を士Ｕとした。カスパーゼ３様酵の阻

害剤Ａｃ-ＤＥＶＤ-ＯＩＯおよびＮＧドにより，カスパーゼ３様酵素の活性化は抑

制された。

c）カスパーゼ阻害剤によるカスパー･ゼ３様酵素活性およびアポトーシス

の抑制

アポトーシスの指標である|⊃ＮＡ断片化を検出よた。カスパーゼＳ様酵素の

Ｌ汗Ｉ 一
―

剤Ac-に)EVI‾)＜ﾄにおよびＮＧドにより

１レL

ＤＮＡ断片化は抑制された。

曹雫゛'9ぞ町-
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・図に

筋細胞における紬胞死関辻遺伝子発現の検出

　未分化中胚葉細胞株TOT/2とマウス筋斗細胞株(:T2しに細胞を川いてカスバ

ーゼとHcレ2ファミリー，AD肘ぺの発現をズレPに尺で潤べた。

― １()Ｔ／２，２ ：Ｃ２Ｃ１２

１
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－
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１
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カスパーセ‾３

カスパーゼ６

カスパーゼ７

カスパーセ８

カスパーゼ９

カスパーゼ12
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・図18

生存因子除去による筋細胞死の誘導とカスパーゼ３様酵素の活性化検出

　Ｃ２Ｃ認細胞を生存因子を除いた状態に置き，筋細胞死の誘導とカスパーゼ

３様酵素の活性化を訓べた。血清除去後，７時間はどでカスパー万３様活性の

上昇がみられ，1引時間後にはＤＮＡ断斤化もみられた。血清除去に加え

Wo出lmllinnを添加することで顕著なカスパヽ一万３様酵素の活性化とＤＮＡ斯斤

化がみられた。さらに加えて，細胞接着性が低い状態におくことでその効果は

増強された。

(-／づ：血清除去，(-／ＷＴ)：血清除去＋H)O[1M Wc]r出皿雍ln添加，し／

Ａｇｇ)：血清除三十細胞接着除去，(Ａ尽尽几ＶＴ)：血清除去十川OIΛ1

W()巾工凪n吊n添加十細胞接着除去

土↓

=¬””7T
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・図１９．

筋疾患モデルマウス骨格筋におけるカスパー-ゼ３，９の活性化検出

　２適齢のdy/dyマウス（メロシン欠損マウス）の骨格筋におけるカス八一一ゼ

３，９の活性化の関係を連続切片を川いた二重染色法により調べた。

a,c）dy/dyマウス（メロシン欠損マウス），b,d）B6マウス（対照）

a,b）抗活性型カスパーゼ３抗体による免疫染色，c,d）抗活性型カスパー一ゼ９

抗体による免疫染色

矢印：陽性の筋線維

レフ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｒ゛‾７”刄‾｀

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〃　ゝ　Ｊ「

　　　　　　　　　　　　　　　ｌ　ｓり・・・

　　　　　　　　　　　　　Ｓ　Ｉｒ・｜
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・図20

筋疾患モデルマウス骨格筋におけるカスパー-ゼ３の活性化と

アポトーシスの検出

　２週齢のdy/dyマウス（メロシン欠損マウス）の筋組織切片で，抗活性型カ

スパーゼ３抗体による免疫染色ど17しJNEL法の二重染色を行った。

a）正常筋線維，b）抗活性型カスパーゼ３抗体陽性筋線維，c）TしJNF工および抗

活性型カスパーゼ３抗体陽性筋線維，（|）ＴＵＮＥＬ陽性筋線即

自矢印：ＴＵＮＥＬ陽性（紺），黒矢印：抗活性型カスパヽ-ゼ３抗体陽性（荼）

且り
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・図２１

ＤＩＵ⊃ＬＡ患者ゲノムＤＮＡにおけるCΛGリIう一ト仲長の検日

Λ)ＤＲＰＬＡ患者ゲノムＤＮＡにおけるＣＡＧ ＩＪピｰ-ト伸長の検出

　DI石)LA患者および健常者各3名のゲノムＤＮＡを鋳扇としてＰＣＲを行った。

L:)1えPLA患者のゲノムＤＮＡでは，60から70リピートものＣＡＧリピートの仲長

がみられた。

１，２，３：健常者ゲノムＤＮＡ，４，５，６：Ｄ圀?LA患者ゲノムＤＮΛ，

Ｂ)ＥＧＦＰ融合ポリグルタミン遺伝子発現系の作製

　pECFP -Q72，Q11をＣＯＳにトランスフェクションし，抗GFP抗体による

イムノブロットで発現を調べた。アミノ酸配列から予測される分子量は，Q72

が39 kDa ，Q11が31 kDaだが，イムノブロットの結果，それぞれ/16 kl)aと

37 kDa にバンドが検出された。

1　:pEGFP -Q11， 2　:pEGFP -Q72

Eご↓
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・図２２

ポリグルタミンの校内凝集とカスパー一万８の活性化

　I)ECjFI)－072，0じLをＰＤＥ(で細胞でそれぞれ過剰発現させた。DEGﾄﾞﾄﾞｰ

Q72は校内で凝生体を形成していたが，－Ｑｎでは凝有体の形成はみられなか

った。抗活性型カスパーゼ８抗体を川いてポリグルタミンの校内凝聚とカスバ

ーゼ８の活性化を調べたところ，|止Ｇﾄﾞ↓'-072の校内凝集体と一致してカスバ

ー万８の活性化がみられた。細胞質においては，カスパーゼ８の活性化はみら

れなかった。一方，－011では凝集体を形成世才カスパーゼ８の活性化もみら

れなかった。

ﾄﾞ(汀P:E(‾玉P融合蛋白質の発現(緑色卜aけ卜m8D387 : 抗活性型カスバー

ゼ８抗体による免疫染色(赤色)，D‰se(lonstにsレ位相差顕微鏡像

上 23
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