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審 査 の 結 果 の 要 旨
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本研究は ､ 生物学的に非 常 に重要 な現象で あ る アポ ト
ー シ ス の 中で

､
2 本鎖の

R N A( d s R N A) に よ る アポト
ー

シス の 経路を明 らか にす る こ とを目的と し た ｡ そ

の ため に最近 注目されて い る R N A i の 技術 を用 い て ､ 独 自 の 発現 ベ ク タ
ー

ライ

ブ ラリ
ー

を作製して ス クリ ー ニ ングを行 い
､ 下記 の 結果 を得 て い る ｡

1
. 細胞 の 中に d s R N A ( または R N A ウイ ル ス な ど) が導入され る と ､ アポ

ト ー シス が誘導され る事が知られて い る ｡ 合成の si R N A を細胞 に導入 し

て も ､ こ の よ うな 非特異的な遺伝子 抑制効果 を引 き起 こ しう る た め ,

s iR N A を用 い て d s R N A によ る アポ ト
ー シ ス の 経路 を解析す る こ とは 困

難で あ る と考 え られて きた ｡ しか し, 細胞 の 中で d s R N A を発現 させ る ベ

ク タ ー 系を用 い る こ と に よ り , アポ ト
ー シ ス が誘導さ れ な い 事を示 し ､

siR N A 発現 ベ クタ
ー に よ る d s R N A の アポ ト ー シス 経路 の 解析を可能に

した ｡

2 . ア ポト
ー

シス 関連遺伝子 ､ キナ - ゼ ､ 転写 因子 な ど 2 4 1 の 遺伝子 をタ ー

ゲ ッ トとし ､ およ そ 7 0 0 個の si R N A 発現ベ クタ ー を作製 して ､ d s R N A

によ る アポ ト ー シ ス 経路に 関わ る 因子 の スク リ ー

ニ ン グを行 っ た ｡ その

結果 ､ ミ トコ ン ドリ ア関連遺伝子 ､
M A P K な ど 2 8 の 遺伝子 にお い て ､

そ の 遺伝子 をノ ッ ク ダウ ンする と d s R N A によ る アポ ト ー シ スが抑制さ

れ る事 を見 出 した ｡

3
. これ ら の 因子 に関 して ､ 解析 を行 っ た ｡ d s R N A によ る アポト ー シス を誘

導す る と c y t o c b r o m e c が放出され る 事をウ エ ス タ ン ブロ ッ テ ィ ングの 手

法を用 い て確認し ､ d s R N A に よる ア ポト ー シ ス の 経路 にミ トコ ン ドリア

を介す るも の が存 在して い る事を示 した ｡ 次に ミ トコ ン ドリ ア の 上 流に

位置す る 因子 を同定する ため に
､ ス クリ

ー

ニ ン グで 取れ た因子 に 対す る

si R N A 発現ベ クタ ー

を導入 して か らア ポ ト ー シ ス を誘導 し､ cy t o c h r o m e

c の 放出 に影響 を与え る も の が あ る か どう か を解析 した ｡ そ の 結果 ､

J N K /S A P K をノ ッ ク ダウ ンす る と ､ c y t o c h r o m e c の 放出が抑 制され る事

2
･

1



を示 した｡

4 . d s R N A に よ る ア ポ ト
ー

シ ス を誘導す る と ､ E R K l/2 の リ ン 酸化が誘 導さ

れ る事 をウ エ ス タ ン ブロ ツ テ ィ ングの 手法を用 い て 解析 し ､ d s R N A によ

る ア ポト
ー

シス の 経路にお い て E R K 2 が 関与して い る事 を示 したo さ ら

に ､ E R K 2 の 上流に位置する 因子 を同定する ため に
､

スクリ
ー

ニ ン グで

取れ た因子 に対する si R N A 発現ベ クタ
ー

を導入 して か ら アポト
ー シ ス を

誘導 し ､ E R K l/2 の リ ン酸化 に影 響を与 える もの があ るか どう か を解析 し

た o そ の 結果､ M S T 2 お よび p K C α をノ ッ ク ダウ ンす る と ､ d s R N A に よ

る E R K l/ 2 の リ ン酸化が抑制された o よ っ て M S T 2 お よびp K C αが E R K 2

の 上流の 因子 として 働きうる と結論された ｡

以上
, 本論分 は ､ d s R N A によ る アポ ト

ー

シス の 経路の 解析を行 い
, 今まで 知 ら

れ て い た P K R 依存 的な経路 に加えて ､ 新た に J N E / S A P K を介す る ミ トコ ン ド

リア の 経路および M S T 2
･ P K C α を介する E R K 2 の 経路が存在す る こ と を明 ら

か に した ｡ 特に ,

一

般 に は細胞の 生存や 増殖に関与する と考え られて い る E R K 2

がア ポ ト
ー

シ ス 促進 的に働 い て い る事 を d s R N A の ア ポ ト ー シ ス の 系 にお い て

初め て 示して い る ｡ 本研究は
, 非特異的な抑制効果を引き起 こ さな い si R N A 発

現 ベ クタ ー

を用 い た ライ ブリ
ー

の 構築 に成功し, それ を用 い て ､ d s R N A の アポ

ト
ー シ ス 経路を解析 し ､ 今まで 同定され て い な か っ た新し い 経路の 同定 に 成功

して お り , 学位の 授与に値す る もの と考 え られ る ｡
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