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(論文内容の要旨)

ｱﾎﾞﾄ-ｼｽは､個体の恒常性の維持や免疫系等に重要な役割を果たしているoこれまでに､

細胞内ｽﾄﾚｽによるﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱを介した経路と､ｻｲﾄｶｲﾝによる柵胞膜上のﾃﾞｽﾚ

ｾﾌﾟﾀ-を介したｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導機構が知られているoまたこれらの機構が異常をきたすと､

様々な疾患が誘起されることが報告されており､ｱﾎﾞﾄ-ｼｽの制御がこれら疾患の治療法に

つながる｡本研究では､作用機序の異なる2つのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導機構について､ｱﾎﾞﾄ-ｼ

ｽを制御することを目的とした｡

薬剤によるﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱを介した経路において､ Reactive Oxygen Speciesに着目した｡本

研究で用いた3種類の薬剤は､いずれもﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱからのﾁﾄｸﾛﾑcの放出とｶｽﾊﾟ-

ｾﾞ3の活性化を引き起こしたoさらに,ﾁﾄｸﾛﾑﾉCの放出に伴うﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱの酸素消費

量の減少は､ｶﾀﾗ-ｾﾞにより回復したoまた､ｶﾀﾗ-ｾﾞやpBNを添加すると､ｶｽﾊﾟ-

ｾﾞ3の括性やｱﾎﾞﾄ-ｼｽ誘導が抑制された｡つまり､薬剤によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導機構にお

いて､ H202やoHIが､ｼｸﾞﾅﾙ因子として機能し,抗酸化剤によりその効果が抑制されること

が示唆された｡

また,細胞膜上のﾃﾞｽﾚｾﾌﾟﾀ-を介した経路において､ﾃﾞｽﾚｾﾌﾟﾀ-ﾌｱﾐﾘ-間のｱ

ﾐﾉ酸配列の相同性と､ TRAIL-DR5複合体の立体構造をもとに結合部位を推定し､ DR5由来

ぺﾌﾟﾁﾄﾞを設計した｡ TRAILによるL929柵胞へのｱﾎﾞﾄ-ｼｽ誘導は､いずれのDR5由来ぺ

ﾌﾟﾁﾄﾞ共存下でも有意に抑制された｡このうち､抑制効果が高く､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ特異的に抑制した

DR5P6について､ﾚｾﾌﾟﾀ-ﾌｱﾐﾘ-間の構造の相同性をもとに､ TNFRl由来ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞと

Fas由来ぺﾌﾟﾁﾄﾞを設計した.これらのぺﾌﾟﾁﾄﾞは､それぞれﾘｶﾞﾝﾄﾞ特異的にｱﾎﾟﾄ-ｼｽ

を抑制した｡

さうに､ぺﾌﾟﾁﾄﾞﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いて､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導するﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞのｽｸﾘ-ﾆﾝ

ｸﾞを行い､その効果を検討した｡ L929細胞に再現性よくｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導したﾋﾞ-ｽﾞのｱ

ﾐﾉ酸配列を解析した結果､得られたｱﾐﾉ酸配列間で相同性が認められた｡得られたぺﾝﾀ

ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞをﾋﾞ-ｽﾞ上に再構築し､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導能についての再現性が認められたo蛍光標

識した4量体化ぺﾌﾟﾁﾄﾞをも用いた結合解析から､細胞膜上に存在するﾚｾﾌﾟﾀ-と結合して､

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽｼｸﾞﾅﾙを括性化している可能性が示唆された｡

本研究により､ 2つの異なる経路において､ｱﾎﾞﾄ-ｼｽ誘導または抑制が可能になった.

薬剤によるﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱを介した経路では､ROSがﾒﾃﾞｨｴ-ﾀ-として機能することから,

抗酸化剤等によりその作用を抑制できることが示された｡また､ｻｲﾄｶｲﾝによるｱﾎﾟﾄ-

ｼｽは､それぞれの受容体由来ぺﾌﾟﾁﾄﾞにより､特異的に抑制された｡さらに､担体に結合し

たぺﾌﾟﾁﾄﾞにより､細胞膜上の受容体を介してｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導できる可能性が示唆された｡



梶原-美

(論文審査結果の要旨)

近年､細胞の増殖や分化だけでなく､細胞の自然死-ｱﾎﾞﾄ-ｼｽｰが多細胞生物

の発生と恒常性の維持に重要な役割を呆たすことが明らかになってきた｡したがって､

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽの破綻は癌や自己免疫疾患､神経変性疾患などの重篤な病気を引き起こ

す原因となる.本論文では抗癌剤等の薬剤によるｱﾎﾞﾄ-ｼｽ誘導経路の解明と,ｱ

ﾎﾞﾄ-ｼｽを誘導するﾘｶﾞﾝﾄﾞとその受容体の構造情報に基づく方法､並びに網羅的

な方法によりｱﾎﾞﾄ-ｼｽを制御する分子の設計をﾃ-ﾏとして､以下に示す成呆を

挙げた｡

(1)抗癌剤(ｱｸﾁﾉﾏｲｼﾝD､ H7､ﾀﾞｳﾉﾙﾋﾞｼﾝ)によって誘導されるｱﾎﾟ

ﾄ-ｼｽに括性酸素種が閑与することを､ｶﾀﾗ-ｾﾞや抗酸化剤を用いて初め

て明らかにしたoまた､ｱｸﾁﾉﾏｲｼﾝDによって誘導される活性酸素種が､

ﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱからのﾁﾄｸﾛ-ﾑcの放出に関わることも明らかにしたo

(2)ｱﾎﾞﾄ-ｼｽを誘導するﾘｶﾞﾝﾄﾞ(TRAIL)とその受容体(DR5)の複合体の

Ⅹ線結晶構造解析結果に基づいて受容体のﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合部位を予測した｡予測

部位に相当する合成ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞは､ﾘｶﾞﾝﾄﾞによるｱﾎﾞﾄ-ｼｽを阻害したこと

から,結合部位の-つであることが示された｡

(3)さらに､ﾘｶﾞﾝﾄﾞとの複合体の構造が未知のｱﾎﾞﾄ-ｼｽ受容体ﾌｱﾐﾘ-に

同様の予測を適用して得られた合成ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞが､各ﾘｶﾞﾝﾄﾞ特異的にｱﾎﾞﾄ-

ｼｽを阻害したことから､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合部位が受容体ﾌｱﾐﾘ-間で保存され

ており､その特異性はｱﾐﾉ酸の1次配列が決定しているという仮説を提案し

たo本仮説は他のﾘｶﾞﾝﾄﾞ-受容体系にも適用できると期待される.

(4).未知のｱﾎﾞﾄ-ｼｽﾘｶﾞﾝﾄﾞの探索を網羅的に行う試みとして､ﾋﾟ-ｽﾞ上に構

築したﾗﾝﾀﾞﾑぺﾌﾟﾁﾄﾞﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いて､新規なｱﾎﾞﾄｰｼｽ誘導ぺﾌﾟ

ﾁﾄﾞを複数種見いだした｡これらのﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ分子は､担体との組合せにより､

組織工学･再生医療への適用が期待されるものである｡

以上のように本論文は､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽの誘導機構を分子ﾚべﾙで詳細に解明するこ

とから､ｱﾎﾞﾄ-ｼｽを制御する新規な分子の設計指針を与えるものであり､その独

自性と有用性から､学術上および実用上の責献が大である｡よって､審査委員-同は

本論文が博士(工学)の学位論文として価値あるものと認めた｡


