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論 文 内 容 の 要 旨

アポトーシスは多くの場合,ミトコンドリアの膜電位の破綻が早期に引き起こされ,ミトコンドリアの機能を障害すると

ともにチトクローム Cが逸脱Lcaspase-3が活性化される｡ しかしながら,骨髄異形成症候群由来p39細胞を用いてeto･

posideでアポトーシスを誘導した場合,チトクローム Cの逸脱を伴わないアポトーシスが観察された｡さらに,etoposide

で処理したP39細胞ではフローサイトメトリーにてミトコンドリアの膜電位 (AVm)の変化が検出されなかったo

pH感受性蛍光プローブであるFITC-dextranを用いたフローサイトメトリーでは,etoposide処理後90分までは経時的

な蛍光強度の上昇が認められ,P39細胞ではetoposide処理によってライソゾームpHが上昇することが示唆された｡また,

細胞内ATP濃度を経時的に観察したところライソゾームpHの上昇に先行して細胞内ATP濃度が低下していた｡ライソ

ゾームの膜に存在し,ライソゾーム内のpHを至適に維持するvacuolarH+-ATPaseの特異的阻害剤であるba丘lomycinA

及びconcanamycinAlはP39細胞ではアポトーシスを誘導したが,HL60細胞ではほとんどアポトーシスを惹起しなかっ

た｡etoposideでアポトーシスを誘導したP39細胞では,caspase-3の活性化に引き続いてDNAラダーの形成がみられた

が,ライソゾーム由来プロテアーゼの阻害剤であるE-64dはcaspase-3の活性化を抑制し,濃度依存性にアポトーシスを

抑制した｡また,ウェスタンブロット法ではetoposide処理後1時間では無処理細胞の2倍,4時間では無処理細胞の約10

倍量のカテプシンLが検出され,P39細胞のアポトーシスおけるカテプシンLの関与が示された｡

これらの知見から,etoposide処理によるP39細胞のアポトーシスでは,細胞内ATPの低下がライソゾームの機能不全

を引き起こしてライソゾーム酵素であるカテプシンLが漏出し,caspase-3の活性化に関与していることが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

骨髄異形成症候群由来p39細胞を用いてetop?sideでアポトーシスを誘導したところ,従来報告されているものとは異な

るミトコンドリアの関与しないアポトーシス機構の存在が示唆されたため,その解析を行った｡pH感受性蛍光プローブで

あるFITC-dextranを用いて調べたところ,P39細胞ではetoposide処理によってライソゾームpHが上昇し,その上昇に

先行して細胞内ATP濃度が低下した｡vacuolarH十一ATPaseの特異的阻害剤はP39細胞ではアポトーシスを誘導したが,

HL60細胞では殆どアポトーシスを惹起しなかった｡さらに,etoposideでアポトーシスを誘導したP39細胞ではcaspase-

3の活性化後DNAラダーの形成がみられたが,ライソゾーム由来プロテアーゼの阻害剤であるE-64kはアポトーシスを

抑制した｡この抑制実験及びウェスタンブロット法の結果から,当該プロテアーゼとしてカテプシンLが考えられた｡こ

れらの知見から,etoposide処理によるP39細胞のアポトーシスでは,細胞内ATPの低下によるライソゾームの機能不全

によってライソゾーム酵素が漏出し,caspase-3の活性化に関与していることが示唆された｡

本研究は,アポトーシスの分子機構の解明に貢献し,骨髄異形成症候群や白血病などの血液疾患,その他の痛の病態解明
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や治療応用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13年3月

16日実施の論文内容とそれに関係した試問を受け,合格と認められたものである｡
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