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    学位論文題名

De任 ・ eCdVeCalCiuminnuXinratnlye10n10nOCydC

    leuken五aCeuSマゾkCharereSiStanttO

    d征f．erendadon－inducingeff．ectsoflipidA

    化ipidAの分イ臨秀導効果に抵抗陸を示すラット骨髄単球陸

    自血病細胞におけるカルシウム流入機構の欠陥）

学位論文内容の要旨

目的）LipidAは、lipopolysaccharide (LPS)の活性部位であり、抗腫瘍活性、単球

の活性化、endotoxic shockの誘導など多彩な活性を有している。さらにLipidAが、

ある種の自血病細胞の分化を誘導することも知られている。最近Kob ayashiらは、

lipidAによる分化誘導がカルシウム依存性のkinaseであるcalmoduhn kinaseの阻

害剤によっても阻害されることを報告した。また、細胞内遊離カルシウム濃度の上昇

がLipid_Aの細胞内シグナル伝達機構に関与することがすでに報告されている。以上

の事実は、LipidAによる自血病細胞の分化誘導機構に細胞内遊離カルシウム濃度の

上昇が関与する可能性を示している。本研究では、LipidAによって分化するラット

骨髄単球性自血病細胞とLipidAの分化誘導効果に抵抗性を示す亜株を用いて、Lipid

A処理後の細胞内遊離カルシウム濃度の上昇を測定し、LipidAの分化誘導に細胞内

遊離カルシウム濃度の上昇が関与する可能性を検討した。さらに、カルシウムイオノ

フォアによって細胞内にカルシウムイオンを強制的に流入させることによって分化

誘導抵抗性細胞の分化が誘導されるか否かを検討した。

材料と方法）LipidAの誘導体であるON0-4007および14C標識ON0-4007は小野

薬品工業株式会社より供与された。カルシウムin dicatorであるFura-2/AMは同仁化

学研究所より、IonomycinおよびLPSはSigma Chemicalより、Psitectrigeninは

Kyowa Medix Co. Ltd.より、CalphostinCおよびW-7はBIOMOL Research

Laboratories Inc.より購入した。LPSによってマクロファージ様細胞に分化するラッ

ト骨髄単球性自血病細胞株c-WRT-7 (P2)株およびP2をLPSにて処理後分化しなか

った細胞より樹立したLR株を用いた。LR株は、LPSによって分化せず、また増殖

も阻害されない。＠細胞増殖に対するON0-4007の効果は、104個の細胞を段階希釈

したON0-4007とともに100山のRPMI-1640培地にて3日間培養し、最後に6時

間500 yg/mlのMTT試薬を添加して培養後、100山のIs oprop anolを添加して



ELIZA readerにて測定した。◎分化誘導効果は、latex beadsと2日間培養後、5個

以上のbeadsを貪食した細胞の比率を算定した。◎LipidAreceptorは、FITC標識

LPSを用いたFACSにて検討した。特異的結合は、非標識LPSおよび非標識LipidA

をFITC標識LPSの50倍加えた時との比較にて判定した。また、ON0-4007およ

び14C標識ON0-4007を用いてScatchwd plot analysisを行いreceptor数および結

合平衡定数を求めた。＠細胞内遊離カルシウム濃度は、10 pLM Fura-2/AMを細胞に

負荷後、fetal calf serumを添加した測定buffer (Hepes buffrcontaimnglmM

Ca2十）に2X106／mlにて浮遊させ、HitaCMnuoreSCenCeSpectrophotometerにて測

定した。◎0N0一4007とIonomyC血の併用による分化誘導効果は、0NO一4007を非

添加もしくは10嵋．／ml添加し、IonomydnをO、0．1、0．5、1胤添加してP2細胞

およびLR細胞のbeadsを貪食した比率を算定した。

◎種々のシグナル伝達阻害剤による0NO’4007の分化誘導阻害効果は、段階希釈し

たシグナル伝達阻害剤とlopg／Inlの0N014007を同時に添加して、P2細胞および

LR細胞のbeadsを貪食した比率を算定した。

結果）◎P2細胞は、0NO・4007によって用量依存性に増殖が阻害されたが、LR細

胞は阻害されなかった。◎P2細胞は、0N0‐4007によって用量依存性に分化が誘導

されたが、LR細胞の分化は誘導されなかった。◎P2細胞、LR細胞ともにI卸idA

receptorを保有しており、それぞれ8．167X107個および3．39X107個のreceptorを持

ち、平衡定数は114．3nMおよび66．76nMであった。＠P2細胞では、ONO一4007

添加後1分以内に細胞内遊離カルシウム濃度の急激な上昇が認められたが、LR細胞

では認められなかった。◎P2細胞で認められた0NO．4007添加後の細胞内遊離カル

シウム濃度の急激な上昇は、細胞外液中のカルシウムをE飢丶Aにてキレートすると認

められなくなった。◎0NO．4007とIonomyc血を併用すると、LR細胞でも10nom3d

の濃度依存性に分化が誘導された。◎Psitectri醫eniIlとCa亅phos伍nCはONO一4007

による分化誘導を阻害しなかったが、Calmodul泣bnaseの阻害剤であるW‐7とカ

ルシウムのキレート剤であるE師丶Aによって用量依存性に0NO・4007による分化誘

導を阻害した。

考案）本研究にて、P2細胞のI亅ipidAによる分化誘導におしゝて、細胞外カルシウム

の流入による細胞内遊離カルシウムの上昇が重要な役割を果たしていること、LR細

胞では細胞外カルシウム流入機構に欠陥があるためにLipidAの分化誘導効果に抵抗

性を示すことが示唆された。しかしながら、Ionomy・dn単独ではP2細胞およびLR

細胞の分化は誘導されず、分化誘導には細胞内遊離カルシウムの上昇以外のシグナル

伝達分子も必要と考えられた。Kobayaskらは、P2細胞のON014007による分化誘

導がtyrosinebnaseの阻害剤であるHerbimydnによって抑制されることを報告し

ており、tyrosineknaseを介したシグナル伝達経路が必要と考えられる。LPSが作

用を示す際のカルシウムイオンの役割については現在でも確定していないが、LPSに

よって遊離カルシウムイオンの上昇が認められるとする報告は数多くある。最近、カ

ルシウムイオノフエアによってFdenderythT01eukemiaceuが分化すること、細胞内



遊離カルシウムイオンの上昇によってc-mybmRNA発現が抑制されることが報告さ

れた。この事実および本研究の結果は、自血病細胞の分化にカルシウムイオンの上昇

がsecondmessengerとして重要な役割を果たしている可能性を示唆する。
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    学位論文題名
De艶CmeC甜ciumi皿uXinratmyelomonocy血
    leuken五aCe11S洲CharereSiStanttO
    齟eren6adon・induCingeffectsoflipidA

(LipidAの分f瞬導効果に拗湛を示すラット,騨球性

    自血病細胞におけるカルシウム流ス機構の欠陥）

  申請者tま、分化誘導剤による癌治療法（分化誘導療法）の発展を期して、LipidA

による分化誘導シグナル伝達機構を理解することを目的に、分化誘導抵抗性株を樹立

し、抵抗性獲得の機序を検討した。以前Kobayashiらは、LipidAによる分化誘導が

カルシウム依存性のkinaseであるcalmodulin kinaseの阻害剤により阻害されること

を報告している。申請者はその報告に着目し、LipidAによる自血病の分化誘導機構

に細胞内遊離カルシウ厶濃度の上昇が関与する可能性を考えた。本研究では、Lipid

Aによって分化するラット骨髄単球性自血病細胞株と、LipidAの分化誘導効果に抵抗

性を示す亜株を用いて、LipidA処理後の細胞内遊離カルシウム濃度の上昇を測定し、

LipidAの分化誘導に細胞内遊離カルシウムの上昇が関与するのかを検討した。さら

に、カルシウムイオノファによって細胞内に強制的にカルシウムイオンを流入させる

ことによって、分化誘導抵抗性細胞の分化が誘導されるか否かを検討した。その結果、

分化誘導感受性株では、LipidAの添加後1分以内に細胞内遊離カルシウム濃度の急

激な上昇が認められたが、分化抵抗性株では認められなかった。また、分化誘導感受

性株で見られたLipidA添加後の細胞内遊離カルシウムの急激な上昇は、細胞外液の

カルシウムをEGTAにてキレートすると認められなくなった。LipidAによる分化誘導抵

抗性株は、LipidAとカルシウムイオノファを併用することで、LipidAおよびカルシ

ウムイオノファの用量依存的に分化が誘導きれた。また、分化感受性株のLipidAに

よる分化は、細胞外液のカルシウムをキレートすると認められなくなった。

  以上の結果を基に、申請者は、LipidAによる自血病細胞の分化誘導において、細



胞外カルシウムの流入による細胞内遊離カルシウムの上昇がsecond messemgerとし

て重要な役割を果たしていることを示唆した。また、LipidAの分化誘導効果に対す

る抵抗性獲得の機序のーっとして、細胞外カルシウム流入の欠陥があると考えた。し

かしながら、カルシウムイオノファによって強制的に細胞内にカルシウムイオンを流

入させても分化が誘導されなかったことから、LipidAによる分化誘導には細胞内遊

離カルシウムの上昇とは無関係の別のシグナル伝達経路も存在すると推測した。

  以上の学位論文内容を申請者はおよそ13分に渡って発表示した。その後の質疑応答

では、カルシウムイオノファ以外に、分化誘導抵抗性株の分化を誘導することはでき

ないのかと言う質問に対し、申請者は1994年のKobayashiらの論文を引用し、oxygen

radicalによる分化誘導の可能性を示唆した。また、分化抵抗性株のLipidAとカル

シウムイオノファの併用による分化誘導効果が30％程度であることにどのような見解

をもっているのか、と言う質問に対して申請者は、ク口―ニングされた抵抗性株にあ

る種のheterogeneityが存在し、カルシウムに対する域値、感受性が異なるため、

分化誘導効果が30％という低値となったものと考えられる、と回答した。さらに、そ

の他の分化抵抗性癌細胞においても同様の機序により抵抗性を獲得しているのか、と

質問された。申請者は、他の分化抵抗性細胞にっいて調べてはいないが、フレンド自

血病細胞(Friend erythroleukemia cell)の分化に細胞内遊離カルシウム濃度の上

昇が関与するという報告（1993)があり、異なる癌細胞の分化誘導機構においても細

胞内カルシウムの上昇が重要な役割を果たしている可能性が考えられるので、抵抗性

獲得の樹序としてカルシウムイオンの流入機構の欠陥は異なる細胞でも充分に考えら

れると思う、と回答した。分化の指標を貪食能のみで判断することに問題はないか、

分化誘導機構においてカルシウム上昇の下流にあるシグナル伝達経路にっいてどのよ

うな分子を想定できるのか、と質問があった。申請者は、多段階の分化過程を有する

マク口ファ―ジへの分化を貪食能のみで判断するのは確かに不十分であり、分化誘導

療法を根底に研究を進めるのであれば、少なくとも分化誘導に伴う細胞増殖抑制ある

いはアポトーシスの誘導を確認すべきであった。また、カルシウム下流のシグナル伝

達経路に関しては、Calmodulin Kinase Inhibitor W7により分化誘導効果が抑制され

たことから、カルシウムの下流にCalmodulin Kinaseが関与すると考えられるが、そ

れ以上のことは現時点では推測がっかない、と回答した。

  この論文は、ExperimentalCell Research（1996）に掲載された。審査員一同は、

これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑚や取得単位なども併せ申請者が

博士（医学）の学 位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


