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審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 宮内 浩

本研究は ､ 細胞 の 機能発現 .

a p op t o si s な どに 重要な役割 を持 ち ､ 極めて 広範な組織や細

胞 に 存在す る イ ノ シ ト
ー

ル 3 リ ン 酸受容体q P
3 R) に つ い て ､ I P 3 R を全 く 発 現 し な い

K n o c k o u t C ell が作製され た こ と を利用 し
､

こ れ に異 なる発 現量で IP 3 R を発現 させ
､ 刺激

に よ り A p o p t o si s を誘導する系 を用 い て ､ 細胞 内 C a
2 +

動態を測定 し､ 発 現量 に よ る細胞機

能誘導の 解析を試み たも の で ､ 下記 の 結果 を得て い る ｡

1 . 従来 ､ IP 3 R サブ タイ プ の 単独発 現 の 生物種 は なく(個体 と して 生存 でき な い た め) ､ よ

うやく近年 c ell l in e と して 確立 され た｡ しか し､ 単独発現系で も ､ 依然と して発 現量

と細胞 内 C a
2 +

濃度変化や 細胞機能 と の 相関を直接観察で き る実験 系は存在 しな い
｡ ま

た ､ I P 3 R は それぞれ の サ ブタイ プが ､ 組織 ･ 生物種 に よ っ て 発現 量が決 ま っ て お り ､

欠失 して も相互 に補完 しあう こ とが ない と言 われ て お り ､ 発現量 に よ る機能発現 の 違

い を知 る方法もな い ｡ 今回 の 実 験系 の 特徴は ､ 単独発 現の 系で ､ 発 現量 に よ っ て 細胞

内 C a
2 +

変動が変わり ､ そ の 結果 ､ A p o p t o si s 誘導率も変わ る こ とを観察でき た こ とに

ある｡ 従 っ て ､ こ の 論 文で 主 張 した い こ と は ､ 発現量 の 違い が細胞機能発現 に関わ る

こ と を初め て 直接示 した こ と で ある o

2 . こ の こ と を解析す る た め に
､
C a

∑+

si g n al の 量的解析 と して ､ 平均 C A
2 +

上 昇量を算出 し

た｡ 野生種 の D T 4 0 細胞 で は ､ 平均 C a
2 +

上昇( =

y) と刺激抗体 M 4 の 濃度( = ⇒とで ､ 両

対数 グラ フ 上 で 直線に近似 で き ､ こ れは y
=
a x

b
ゐ出力関数 で 表記する こ と が でき る と

考えられ る ｡ a は C a
2 +

si g n al の 振幅を､ b は M 4 濃度に依存 した 勾配 を反映す る ｡ D T 4 0

細胞株で b e st 丘t した時の a , b 値は ､ a ±5 4 ± 1 0 ､ b = 0 . 2 2 ± 0 . 0 8 で ､ 計算上 b ≦ 1 で あ

ると ､ M 4 濃度と平均 C a
2 +

上 昇の 関係 は より非線形的に な る ｡ 同様に ､ 安定発 現細胞

株で係数を算出する と ､ a
,
b 値 はそれぞれ ､ 高発 現細胞株 ( K M N l

,
K M N 1 3) で は 低

発 現細胞株( K M N 6 0
,
K M N I O 7) と比 べ

､ a の 値は より大きく ､ a ( K M N l
,
E M N 1 3)

≧ a ( E M N 6 0
,
K M N I O 7) と な っ た ｡ これ は ､ C a

2 +

si g n al の 振幅は ､ 発 現強度に応 じて

大きく なる こ とを示 して い る ｡

一

方 で ､ b 値は い ず れも b ≦ 1 と計算され ､ 平均 C a
2 +

上昇量 と M 4 濃度の 関係 は安定発 現細胞株でも線形 に な らな い こ とを示 し､ さらに b
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値 に有意差があ る こ とか ら高発 現細胞株と低発現細胞株で は非線形性の 程度が異な る

こ とが 示唆され る ｡
つ まり ､ b 値も高発 現細胞株 の方 が低発現細胞株 より 大き い 傾向

を示す の で ､ 発 現 レ ベ ル は 非線形 性 に影響す る｡ 従来 の 論文 で は ､ I P
3
R サブ タイ プ の

組み合わせ を欠如 した 変異 D T 4 0 細胞株 を用 い る と ､

I P
3 R l は ､ やや 不規則 な C a

2 +

o s cill a ti o n を生 じ､

I P B R 2 は ､ 持続的で規則的な C a
2 +

o s cill a ti o n に必要で
､

I P 3 R 3 は ､ 単相 の C a
2 +

上 昇を生 じる傾向 に ある ､

と報告され て い るが
､ それぞ れ の タイ プ の 発現 量に つ い て は 考慮され て い な い

｡ 本 研

究の 実験結果 か らは ､ 受容体 の 細胞 内発 現量が 細胞 内 C a
2 +

動態に有意に影響 し､ 結果

的に機能発現 も異な っ て く る こ とを示 し､ C a
2 +

上昇とIP 3 R サブタイ プと の 関係は 発現

畳 も考慮す べ きで あ る こ と を示唆 した ｡
こ の た め ､ 各々 の IP

3 R サブタイ プ間 の 機能的

な違い を解析す る には ､ 組織種 や生物種 に よ る 固有の 発 現量 の 違い も考慮 し､ 各サブ

タイ プ の 機能 と細胞機能発 現 と の 相関 を検討す る 必要 があ る こ と を示 した ｡

3 . 免 疫電 子顕微鏡 の 結果 に つ い て ､ 細胞 内微細構造の 保存性 が 悪く ､ 特異抗体も受容 体

の 存在部位で あ る小胞体上 に集積 して い る と は確認 しが たく ､ 唆味 なデ ー タ の た め ､

免 疫電顕 の 結果 を論文に載 せ る こ と を取りや め ､ 図と関連表 記 を削除 した ｡

4 . 野生種 の D T 4 0 細胞株 にお い て ､ M 4 抗体に よ る B C R 刺激で誘導され る A p o p t o si s に

つ い て 知 見を追加 し､ 本 文 中に も最近 の 知見 の 引用 を追加 した ｡

5 . 各図 に お い て ､ 図 の 表記 の順 を野生種 P T 4 0) ､ t ri p l e kn o c k o u t c ell ( R 2 3 - l l) ､ 単独発

現細胞株(E M N l ,
E M N 13 ,

K M N 6 0
,
K M N I O 7 : 前 2 者が 高発現 ､ 後 2 者が低発 現) の

順 に統 一 した ｡

6 . 免疫細胞染色 に つ い て ､ 本文と図 の 表現 の 蔀離を修正 し､ また比 較 しやす い 写真を使

用 した｡

7 ∴ I P 3 R の 特異的抗体で ある ､ 4 C l l 抗体､ 1 8 A I O 抗体に つ き ､ 文献を明示 し､ 本文中に

も内容を補填 したc

以上 ､ 本論文 は IP 3 R に つ い て 自然界 に は存在 しない 単独 の サブタイ プだ けを発現 した安

定細胞株 を作製 し､ これま で 比較され た こ との な い発 現量差に よ る細胞内 C a
2 +

動態の 変化

を解析 し
､

細胞機能発現の 多様性 をもた らす可能性 を明 らか にす る ととも に ､ 各サブ タイ

プの 混在 の た め今まで 不可能 に等 しか っ た単独の サブタイ プ の 機能解析に 今後重要 な貢献

をもた らす と考えられ ､ 学位の 授 与 に値す る も の と考えられ る ｡
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