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論  文  内  容  の  要  旨  

スフィンゴ脂質であるセラミドは，種々のストレスが惹起する細胞死を制御する重要なシグナル分子の一つとして認識さ  

れてきた。ROS（活性酸素種）による紳胞障害が白血病細胞においてアポトーシスを誘導する際に，セラミド産生が増加  

することが報告されている。一方，セラミドはROS産生を増加するとともにROSスカベンジャーであるグルタチオンを制  

御することによりアポトーシスを効率的に誘導することが知られている。これまでアポトーシス誘導時にセラミド・シグナ  

ルの下流で，蛋白分解酵素カカスバーゼー3が重要な働きをしていることが知られているが，ROSとカスバーゼー3との関係  

は不明であった。   

我々は，ヒト骨髄性白血病細胞株Hし60を用いて，セラミドによるアポトーシスにおける酸化障害とカスバーゼー3の役  

割を明らかにするべく検討した。2’－7’一dichlorofluorescindiacetate（DCGH－DA）を用いて細胞内ROS産生を測定すると，  

5FLMの細胞膜透過性C2－セラミド（N－aCetylsphingosine），または20FLMのH202を12時間添加しても，それぞれ単独では  

ROS産生はほとんどみられなかった。5FLMのC2－セラミドを12時間処理の後，20〟MのH202を添加するとROS産生が相乗  

的に克進され，アポトーシスに至る細胞も増加した。またROSによる酸化障害の指標としたTBARS（thiobarbituric acid  

reactive substance）の産生も克進された。これらから，セラミドはROSスカベンジャー機構を抑制している可能性が示唆  

された。これまで，セラミドによるグルタチオンの抑制は報告されているが，セラミドとカタラーゼとの関連は詳しくは明  

らかになっていない。C2－セラミドはカタラーゼ活性を時間および濃度依存特性に低下させた。この結果は抗カタラーゼ抗  

体による免疫沈降後の酸素活性測定によっても確認された。次に，カタラーゼmRNA及び蛋白の変化をノーザンとウエス  

タン・プロテイング法により検討したところ，カタラーゼ活性が低下する12時間では蛋白レベルでの低下がみられたものの，  

mRNAの低下がみられたのは36時間以降であり，セラミドによるカタラーゼ活性の抑制はmRNAの低下によるものではな  

いことが示唆された。   

H202が誘導するアポトーシスとTBARS産生のC2－セラミドによる克進は，カスバーゼー3のインヒビターである  

DMQD－CHOの存在下ではみられず，セラミドによるアポトーシスおよび酸化障害はカスバーゼー3を介していると考えら  

れた。また，C2－セラミドによるカタラーゼ活性の低下がDMQD－CHOにより回復されることから，カスバーゼー3はセラ  

ミドがカタラーゼを抑制する上流で働くことが考えられた。免疫沈降法により抗カスバーゼー3抗体によりカタラーゼが，  

また，抗力タラーゼ抗体によりカスバーゼー3が共沈してきた結果より，カタラーゼにはカスバーゼー3の蛋白切断点である  

DXXD構造がないものの，カスバーゼー3が直接カタラーゼを分解している可能性が考えられた。f乃V〟roで精製カタラー  

ゼにリコンビナントのカスバーゼー3，－6，－8，－9を添加してカタラーゼ活性を測定したところ，カスバーゼー3によって  

のみ活性の低下をみた。また，カタラーゼをカスバーゼー3とインキエペートしSDS－PAGEにて分離するとカタラーゼ蛋白  

の減少と分解産物と思われるフラグメントが検出された。   

以上の結果より，セラミドはカスバーゼー3の活性化を介してカタラーゼ蛋白を分解しカタラーゼ活性を低下させる機構，  
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すなわちスカベンジャーの抑制を介してROSの酸化障害を克進し，抗アポトーシス・シグナルを阻害する事によって効果  

的にアポトーシスを誘導すると考えられた。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

スフィンゴ脂質であるセラミドは，種々のストレスが惹起する細胞死を制御する重要なシグナル分子の一つとして認識さ  

れてきた。本研究は，ヒト骨髄性白血病細胞株Hし60を用いて，セラミドによるアポトーシスにおける酸化障害とカスバ  

ーゼー3の役割を検討したものである。   

DCGH－DAを用いて細胞内ROS産生を測定し，5FLMの細胞膜透過性C2－セラミドまたは20FLMのH202を12時間添加して  

も，それぞれ単独ではROS産生はほとんどみられなかったが，5FLMのC2－セラミドで12時間処理の後，20FLMのH202を添  

加することによりROS産生が克進したことから，セラミドはROSスカベンジャー機構を抑制している可能性が考えられた。   

C2－セラミドはカタラーゼ活性を時間および濃度依存性に低下させた。カタラーゼmRNA及び蛋白の変化を検討したと  

ころ，カタラーゼ活性が低下する時間とmRNAの低下がみられた時間の関係より，セラミドによるカタラーゼ活性の抑制  

はmRNAの低下によるものではないことが示唆された。   

C2－セラミドによるカタラーゼ活性の低下がDMQD－CHOにより回復されることから，カスバーゼー3はセラミドがカタ  

ラーゼを抑制する上流で働くことが考えられ，免疫沈降法およびSDS－PAGEにより，カスバーゼー3が直接カタラーゼを分  

解していることを示した。   

以上の研究は，セラミドの誘導するアポトーシスにいて，カスバーゼー3とカタラーゼの関係の解明に貢献し，白血病の  

病態究明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15年3月10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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