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論 文 内 容 の 要 旨

アポ トーシスにおいてはDNAの低分子 (約 180bpの整数倍)断片化が一つの指標 と考えられてきた

が,最近の報告では高分子 (200kbp及び30kbp)断片化も重要な役割を担っていることが示唆されてい

る｡ 本研究では,(1)この高分子のDNA断片化がアポ トーシスにのみ特異的なものかどうか,(2)高分子

DNA断片化を司るエンドヌクレアーゼ活性が無刺激の細胞に内在するのか,内在するのならばどのよう

なイオン要求性を示すのかについてヒト白血病細胞株を用いて検討 した｡

(1)A23187とThapsigarginは細胞内カルシウムを増加させ,ともに細胞死を起こすことが知られて

いる｡ これらの薬剤を一定時間添加すると,骨髄性白血病細胞株のHL60は形態的にアポ トーシスを示

した｡この時にいわゆるラダーパターンと呼ばれるDNAの低分子断片化がアガロースゲル電気泳動法に

て確認 され,パルスフィール ド法にて DNAの高分子断片化がみ られることも確認 された｡一方,

A23187とThapsigarginによってTリンパ性白血病細胞株のMOLT-4は形態的にネクローシスを示 し,

ラダーパターンもみられなかったのにも関わらず, DNAの高分子断片化がアポ トーシス時同様に認めら

れた｡また,これらのDNA断片化はエンドヌクレアーゼの阻害作用を持つ亜鉛イオンにて抑制された｡

(2)Autodigestion(様々なイオン存在下に細胞の分離核 と細胞質をmixさせる方法)を用いて解析 し

たところ,DNAの高分子断片化を司る内在性のエンドヌクレアーゼが両細胞株に確認された｡さらに,

イオン依存性についても検討 したところ,アポ トーシスを呈 しやすい細胞 (HL60)においては内在性

のエンドヌクレアーゼがマグネシウムに強い依存性を示 し,ネクローシスを呈 しやすい細胞 (MOLT-4)

ではカルシウムにのみ強 く依存 していた｡これらの内在性のエンドヌクレアーゼ活性はともに亜鉛イオン

によって抑制されることが確認された｡細胞質と分離核 を混合するautodigestionと分離核のみの auto-

digestionを比較することにより内在性のエンドヌクレアーゼ活性の細胞内局在性を調べたが,両細胞株
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とも細胞核中ではなく細胞質内に存在することが示された｡また,DNAの高分子断片化を誘導するエン

ドヌクレアーゼ活性がカルシウムイオノフォアで刺激されたあとで両細胞の細胞質中から核中に移動して

いることも超遠心法にて確認された｡

本研究において,DNAの高分子断片化はアポ トーシスのみに特異的ではなくネクローシスにおいても

みられることが初めて示された｡また,DNAの高分子断片化を司る内在性のエンドヌクレアーゼの存在

も確認 し,そのイオン要求性と局在性を初めて検討した｡以上のように,細胞死のメカニズムを明らかに

する上で重要な知見を得ることができた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文はアポ トーシスとネクローシスにおけるDNAの高分子断片化とそれに関与するエンドヌクレア

ーゼの性質について検討 したものである｡ アポ トーシスにおいてはDNAの高分子 (200kbp及び30

kbp)断片化が重要な役割を担っていることが示唆されているが,ネクローシスにおいて調べた報告はこ

れまでにない｡

本研究ではHL-60におけるアポ トーシスの場合同様,MOLT-4細胞におけるネクローシスの際にも

DNAの高分子断片化が認められた｡また,Autodigestion法によって,DNAの高分子断片化を司る内在

性のエンドヌクレアーゼが両細胞株中に確認され,HL60においてはマグネシウムに強い依存性を示し,

MOLT-4ではカルシウムにのみ強く依存する事が示された｡また,エンドヌクレアーゼ活性は両細胞株

とも細胞質内に存在することが示された｡

以上の研究は,DNAの高分子断片化がアポ トーシスのみに特異的ではないことを初めて示し,また,

それを司る内在性エンドヌクレアーゼの存在と,そのイオン要求性及び局在を初めて明らかにしたもので

あり,細胞死のメカニズムの解明に寄与する所が多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値のあるものと認める｡

なお,本学位授与申謂者は,平成 9年2月21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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