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論文内容の要旨

細胞膜脂質を介する情報伝達システムにおいて,ホスホリパーゼ系と脂質キナーゼ系が重要な役割を果たして

いる｡ホスホリパーゼ D(PI,D)は,主に膜リン脂質の主要成分であるホスファチジルコリン(PC)を加水

分解して.細胞内でセカンドメッセンジャーとして機能するホスファチジン酸(PA)やジアシルグリセロール

(DG)を産生する膜リン脂質分解酵素である｡種々の動物細胞において･ホルモンや増殖因子などの刺激に応

答して活性化され.様々な細胞応答に関与することが示唆されており,細胞内情報伝達におけるPCターンオ~

バーを担う新規のシグナル変換酵素として重要視されている○中でも好中球では･PLDは走化性因子などの刺

激に応答して迅速に活性化され,活性酸素種の産生.脱顆粒,主食といった好中球機能と密接に連関している可

能性が示唆されている｡しかし,PLDの活性制御機構の詳細については不明な点が多く残されている0そこで

本研究では,好中球の培養細胞系モデルとして知られているヒト前骨髄性白血病細胞株(HL60細胞)を用いて

PLDの活性制御機構について検討を行った｡

pLD活性の制御にはーいくつかの因子が関与することが示唆されており,HL60細胞および好中球においては

低分子量GTP結合蛋白質のRhoファミリー蛋白質(RhoA,Rac.Cdc42Hs)およびADPリボシル化因子(Arf)

が,活性化因子として作用することが示されていた｡そこで本研究では.これらの低分子量GTP結合蛋白質と

は異なる活性化因子の探索を試みた｡無細胞系において.サイトゾル画分を除いたHL60細胞由束の膜画分では

ホルポール12_ミリステート13_アセテート(PMA)によるPI,Dの活性化は軽微であるが,サイトゾル画分の添

加によって顕著な活性化が示された｡このサイトゾル画分中に存在するPMA依存性の活性化因子を精製し･プ

ロテインキナーゼCa(PKCa)であることを明らかにした｡PKCaによるPLDの活性化は.PMAおよびCa2'

の存在下でみられるが,活性化の補助因子としてホスファチジルイノシトール4,5-ビスリン酸(PIP2)が必要

であった｡また,PKCaによるPLD活性化は,活性型RhoAによって著しく促進され,PKCaとRhoAはPLDを

協調的に活性化することが示された｡

一方,HL60細胞は種々の分化誘導剤で処理することにより好中球様細胞への分化が誘導される｡ジブチリル

サイクリックAMPやレチノイン酸の添加によりHL60細胞を好中球様に分化誘導した場合,種々の刺激に対して

pLD活性が著しく上昇することが見い出された｡そこで,HL60細胞の好中球様分化に伴う非水解性GTPアナロ

グ(GTPγS)依存性のPLD活性の変化を無細胞系で調べたところ,経時的に著明な活性上昇がみられた｡分化

に伴いサイトゾル中のPKCaおよぴArfの蛋白質量が増大することが示されたが.分化前後のHL60細胞から調

製した膜およびサイトゾル画分を用いた再構成実験から,分化に伴うPLD活性の上昇ほサイトゾルではなく膜
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画分の変化に起因することが推測された｡ウエスタンプロット法で活性化因子RhoAの分化誘導に伴う細胞内局

在の変化を検討したところ,膜画分に著しく増加していることが示された｡また,分化した細胞の膜結合性

PLD活性はRhoAの機能を不活化することが知られている菌体外毒素(C3毒素および毒素B)によってほぼ完全

に抑制された｡一方,分化前後の膜画分より部分精製したPLD画分とリコンビナントArfとの再構成系実験ではt

分化した細胞由来のPLD活性が未分化の活性に比べ増大しており,PLD酵素の量的な増加が示唆された｡そこ

で.ヒトPLD遺伝子(h乱Dl)のmRNA発現をRT-PCR法により解析した結果.分化に伴いhWlmRNAの

発現が顕著に増大していることが示された｡

本研究によって,HL60細胞のPLDの活性化にはRhoおよびArfといった低分子量GTP結合蛋白質に加え

PKCαも関与し,これらが互いに協調してPLD活性を制御することが再構成系実験より明らかにされた｡またt

好中球様分化に伴うPLD活性の上昇はt PLD活性化因子RhoAのサイトゾルから膜画分への移行という局在変化

とPLDの量的な増加に起因する可能性が示唆され,PLDが好中球の機能発現に必須の役割を果たしているとい

う従来の推測を強く指示する結果が得られた｡

論文審査の結果の要旨

申請者 大口健司は.HL60細胞を用いてPLDの活性制御機構について詳細な解析を行い,PKCaがPLDの活

性化因子として作用することを明らかにするとともに.好申球様分化に伴うPLD活性の上昇が,PLD活性化因

子である低分子量GTP結合蛋白質のRhoAの膜画分への移行とPLD自体の発現量の増加によって誘起されること

を示した｡

この研究はt 細胞膜脂質を介するシグナル変換機構に新しい知見をもたらし,細胞内情報伝達メカニズムの研

究の発展に寄与するものと考えられる｡
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