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論 文 内 容 の 要 旨

近年,スフィンゴ脂質の基本骨格をなすセラミドの細胞内シグナル伝達分子としての役割が明らかにな

ってきた｡ヒト白血病細胞 HL-60の 1α,25ジヒドロキシビタミンD3による単球系-の分化の早期に

おいて細胞内セラミド量の一過性の増加が認められ,また,細胞膜透過性セラミドによりHL-60細胞の

単球系細胞-の分化が生じることが報告され,セラミドの細胞分化における働 きが示唆された｡その後,

tumornecrosisfactor-α (TNF-α),放射線,抗 Fas抗体などのアポ トーシス誘導刺激によってもセラ

ミドの増加が認められ,アポ トーシスにおけるセラミドの役割が注目を浴びるようになった｡

セラミドのアポ トーシス ･シグナル伝達経路について検討するために,まず,転写因子 AfLlを構成 し,

TNF-αなどの刺激による発現の増強が報告されている癌遺伝子 C-junに対するセラミドの効果を調べた｡

HL-60細胞 を細胞膜透過性合成セラミド (C2-セラ ミド)で処理 しノーザ ンブロ ット法にて C-jun

mRNA量の変化を調べたところ1-2時間をピークとして一過性にC-junmRNA量の増加を認め,ま

た,核 run-onアッセイにより約4倍の転写活性の増加を認めた｡さらに,ゲルシフト法にてセラミドに

よるAP-1のDNA結合活性の増加を認めた｡セラミドによるアポ トーシスにおけるAP-1の活性化の意

義を調べるため,AP-1の活性化を阻害することが報告されているcurcumin,あるいは,C-junのアンチ

センスオリゴヌクレオチ ドを用いてセラミドによるアポ トーシスに対する効果を見たところ,これらとの

共処理によりアポ トーシスが阻害されることがわかった｡すなわち,セラミドによるアポ トーシス誘導に

おいてAP-1の活性化が重要な役割を果たすことが示唆された｡

さらに,セラミドのアポ トーシスにおける役割を明らかにするために以下の実験 を行った｡protein

kinaseC(PKC)はdiacylglycerol(DAG)により活性化され細胞増殖などに関与することが知られてい

るが,セラミドによるアポ トーシスが PKC活性化分子であるDAGや TPAにより阻害されることが報

告された｡セラミドとDAGには構造上の類似性があるが inm'troの実験系においてはセラミドはPKC

活性に影響 しないことが報告されているので,別のアプローチとしてPKCの細胞内局在性に対するセラ
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ミドの効果を検討 した｡細胞を細胞質分画と膜分画に分離 し,各 PKCアイソザイムに対する抗体を用い

たウェスタンブロットにて,PKCSおよびE の膜から細胞質への移行がセラミド添加後 2-5分をピー

クとして認められた｡スフインゴミエリナ-ゼの作用によってもPKCSおよびE の細胞質-の移行が見

られたが,PLC,PLD,PLA2によっては見られなかった｡TNF-αや抗 Fas抗体を用いた実験において

もPKC-8, Eの細胞質-の移行が認められた｡次に,セラミドによるアポ トーシスがTPAにより阻害

されることを確認 し,この実験系においてセラミドによるPKC8, Eの細胞質-の移行がTPAにより

阻害され,逆に,TPAによるPKC∂, 亡の膜への移行がセラミドにより阻害されることを認めた｡また,

スタウロスポリンにPKC∂, 亡を膜-移行させる作用があり,セラミドによるアポ トーシスがスタウロ

スポリンによっても阻害されることを兄い出した｡これらの結果から,セラミドによるアポ トーシス誘導

においてPKC8および E の膜から細胞質への移行が重要な役割を果たすことが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本研究は,近年新たな細胞内シグナル伝達分子として注目されているセラミドの白血病細胞のアポ トー

シスにおける役割に関するものである｡ セラミドによる白血病細胞のアポ トーシス誘導において C-jun遵

伝子の発現増強およびC-Jun蛋白により構成される転写因子 AP-1のDNA結合活性の克進が認められ,

さらに,C--junのアンチセンスオリゴヌクレオチ ドによりセラミドによるアポ トーシスの抑制が観察され

た｡また,セラミドあるいはセラミドを介するアポ トーシス誘導刺激 (TNF-α,抗 Fas抗体)によりプ

ロテインキナーゼC(PKC)∂およびEの膜分画から細胞質分画-の移行が観察され,逆にTPAやスタ

ウロスポリンによりPKCS ･ E の細胞質から膜への移行が誘導されるとセラミドによるアポトーシスが

阻害された｡これらのことから∴セラミドによるアポ トーシス誘導に転写因子 C-Jun/APlの活性化及

びPKC8･ eの膜分画から細胞質分画への移行が関与することが示唆された.

以上の研究は,セラミドを介する白血病細胞のアポ トーシス誘導機構の解明に貢献 し,白血病の発症機

序の解明や新たな治療法の開発に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成 9年 1月27日実施の論文内容とそれに関連 した試問を受け,合格と認

められたものである｡
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