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HtrA1は 細胞外 に分泌 され るセ リンプ ロテアーゼ であ り、細菌か ら哺乳動物 まで広

く分布す る。細菌 のHtrA遺 伝子 はス トレス応 答遺伝子 で あ り、熱や浸透圧 シ ョック

で発現が誘導 され細胞のス トレス抵抗性 を増加 させ る機能 が ある。哺乳動物 のHtrA1

の機能 は不 明な点が多 いが、細胞外基質 の プ ロテ オグ リカ ンや一部 のコ ラーゲ ンを分

解 し、TGF一 βの シ グナル 伝達 を阻害 す る ことが知 られ て い る。 また、加 齢黄 斑変 性

（age－relatedmaculardegeneration：AMD） を始 め、様々な ヒ トの疾患 と関連 してお

り注 目を浴 びてい る。AMDの 危 険因子 には酸化 ス トレス と遺伝素 因が あ り、HtrA1

遺伝子 のプ ロモーター領域 の1塩 基多 型 （SNP） とAMD発 症 に強 い相 関が ある。高

リスクSNPは 網膜色素 上皮 （RPE） 細胞でHtrA1の 発現 を上昇 させ ることか ら、RPE

細胞 でのHtrA1の 発現上昇がAMD発 症 に関与す ると考え られ る。 申請者 は、 「RPE

細胞 では酸化 ス トレスがHtrA1の 発現 を誘導 し、誘導 され たHtrA1がRPE細 胞 の老

化 を促進 す る。」 との仮説 を立て 、 これ を検 証 した。

申請 者はマ ウス繊維芽細胞 （MEF） 及び ヒ トのRPE細 胞株 であ るARPE－19細 胞

にH202を 添加す る ことで酸 化ス トレス による細胞老化 を誘導 した。老化マーカー と

してP21、P16、SA一 βgalactosidase活 ・性iを指標 とした。MEFお よびARPE－19細 胞

にお いて、H202添 加 による細胞老化 に伴いHtrA1の 発現が誘導 され ることを定量的

RT－PCRと ウェス タンブ ロッ ト法 で証 明 した。ARPE－19細 胞で はt－BHや ヒ ドロキ ノ

ンによ る酸化ス トレスやUV照 射 もHtrA1の 発現 を誘導 した。HtrA1ノ ックア ウ ト

マ ウスか ら単離 したHtrA1－ ／－MEFと ヘ テ ロマ ウスか らのHtrA1＋ ／－MEFの 細胞老化

につ いて検討 した ところ、HtrA1－ ／－MEFはHtrA1＋ ／－MEFIに 比べ細胞老化 が起 こ り

に くか った。しか し、酸化ス トレスによ り誘導 され る細胞死 に対 して はHtrA1＋ ／－MEFl

の方が高 い抵 抗性 を示 した。ARPE－19細 胞 とMEFにHtrA1発 現 ベ クター を導入 し

て一過 的にHtrA1の 発現 を増加 させ た後 にH202添 加 によ り細胞老化 を誘導 す ると老

化 が よ り促 進 され た 。 しか し、プ ロテ アー ゼ活 性 を持 た な い変 異 型 で あ るS328A

HtrA1は 老化 を促 進 しな い ことか ら、細胞老化 の促進 は プロテアーゼ活性 に依存す る

ことを示 した。さ らに、野生型 リコ ンビナ ン トHtrA1蛋 白質 の添加 によ って も細胞老

化が促進 され 、HtrA1は 細 胞の外 か ら作用す る ことを示 した。最後 に、HtrA1に よる

細胞老化 の促進 はP38MAPKを 活性化 し、P38MAPK阻 害剤 によ り阻害 され ること

か ら、P38MAPK経 路 を介 して いる ことを明 らかに した・
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HtrA1遺 伝子 は、ComplementFactorH（CFH） 遺 伝子 と ともに、加齢黄斑変性

（AMD） と最 も強 い相 関を示 す遺 伝子 の一つで ある。，AMDの 発症 に リンク したHtrA1

遺伝子 プ ロモー ター領域 のSNPは 、網膜色素上皮 （RPE） 細胞でHtrA1の 発現 を上

昇 させ る。 また、AMDの 病変部 ではHtrA1蛋 白質 が沈 着 し、・HtrA1をRPE細 胞で

過 剰発現 させた トラ ンスジェニ ックマ ウス はAMD様 の異常 を示 す。 この ことか ら・

RPE細 胞で のHtrA1の 発現上昇がAMD発 症 に関与す る ことが示唆 されて いる。しか

し、HtrA1の 発現 の増加 がRPE細 胞 に対 して どのよ うな作用 を持 つか につ いて は不

明で あった。AMDは 酸化 ス トレスで誘導 され るが、哺乳類 のHtrA1が 酸化 ス トレス

や細胞老化 の過 程で どのよ うな機能 を持つか報告 は少な い。

申請者 は、「RPE細 胞で は酸化 ス トレスがHtrA1の 発現 を誘導 し、誘導 されたHtrA1

がRPE細 胞 の老化 を促進す る」との仮説 を立て 、所属す る研究 室で樹立 されたHtrA1

遺伝子 ノックア ウ トマ ウスか ら調製 した胎児性繊維芽細胞 （MEF） とヒ トのRPE細

胞株で あるARpE．19細 胞 を活用 して 、 この仮説 を検 証 した。

申請者 はまず、ARPE－19細 胞 とMEFに おいてH202添 加 によ る酸化 ス トレス を与

えた ところ、誘導 され る細胞老化 に伴 ってHtrA1の 発現 が増 加す ることを示 した。ま

たARPE－19細 胞で はt－BHや ヒ ドロキ ノンによ る酸化 ス トレスやUV照 射 によ って も

HtrA1の 発現がmRNAレ ベル と蛋 白質 レベルの両方で誘導 され 、哺乳類 のHtrA1も

種 々のス トレス に応答す る ことを明 らか に した。一方 、 リソソーム阻害剤で網膜毒性

を持つ クロ ロキ ンはHtrA1を 誘導 しなか った．次 にHtrA1ノ ックアウ トマウス・ヘ

テ ロマ ウス、お よび野生 型マウスか ら単離 したMEFを 用 いて 、酸化 ス トレスで誘導

され る細胞老化 と細胞死 とHtrA1遺 伝子 量 につ いて検討 し、HtrA1は 細胞死 を抑 制す

るが細胞老化 は促進す る作 用 を持つ ことを示 した。さ らに、ARPE－19細 胞 とMEF細

胞 にお いてHtrA1の 一過1生過剰発現 や リコンビナ ン トHtrA1の 添加 は細胞老化 を促

進す るが 、そ の活性 にはプ ロテ アーゼ活性 が必須で ある ことを示 した。最後 に、細胞

老化 を促進す るHtrA1の 活性 にはP38MAPKを 介す るシ グナル伝達系が 関与 して い

る ことを明 らかに した。

以 上のよ うに、本論文 は、AMDに リンク したHtrA1遺 伝子 のSNPと 酸化ス トレ

スが相加 的 にHtrA1遺 伝子 の発現 を上 昇 させ 、RPE細 胞 の老化 を促進 す る ことが

AMDの 病態形成 メカニズ ムの一つであ ることを提唱 し、AMDの 発症 の理解 に新 たな

知見 を加 えた もので 、学術 上 、応用 上貢献す る ところが少な ぐない 。よ って審査委員

一 同は、本論文が博士 （バ イオサイエ ンス）の学位 論文 と して価値 ある もの と認 めた・


