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as a second messenger 

(TPA投与による単球系細胞株 U937細胞の分化におけるカタラーゼの役割:

細胞内伝達物質としての過酸化水素の役割)
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指導(紹介)教授目 山川光徳

申請者氏名.山本哲生

[目的]マクロファージ等の食食細胞が異物を食食したり、抗腫蕩活性を示す上で、活

性酸素種 (reactiveoxygen species: ROS)の産生は重要である。しかし、造血細胞の分化に

おける ROSの役割については十分に解明されていない。本研究では、マクロブァージ

の分化における ROS産生の役割について検討した。

[方法および結果]ヒト前単球系細胞株U937細胞を 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat 
(TPA)で処理すると、細胞表面分化マーカーである CDl1bとCD36が発現し、食食能も

上昇するととを確認した。 TPA処理したU937細胞では、これらの分化マーカーの発現
に伴い、 ROSの産生が増加した。抗酸化物質である N-acetyl-L-cysteine存在下では、 TPA

による U937細胞の分化が阻害され、 ROSがマクロファージの分化において君主要である
ことが示唆された。そこで、 ROSの消去に関連する抗酸化酵素の発現についてWestem

blot法と Northemblot法で調べた。その結果、 TPA処理した U937細胞ではH202をH20
とO2に変える酵素である catalaseが減少した。一方、 superoxide(02-)をH202とO2に変

える酵素である mallgallesesuperoxide dismutase (MnSOD)は増加した。 Copperlzillc

superoxide dismutase (CuZllSOD)や glutathiolleperoxidase (GSH-Px1)の発現には変化がな

かった。 CatalaseでU937細胞を前処理すると、百Aで誘導される ROS産生の増加が抑
制された。この時、 CDl1bの発現や食食能の上昇も抑制された。すなわち、 catalaseを

加えると TPAによる U937細胞の分化誘導が限害される事が示された。
U937細胞と同様に、ヒト前骨髄球系細胞株旦60細胞を TPAで処理するとマクロフ

ァージへの分化が誘導される。 I江60細胞の変異細胞株である HP100-1細胞は、 catalase

を HL60細胞の 6倍以上も高発現しており、その他の抗酸化酵素である MnSOD、

CuZnSOD、GSH-Pxlの発現量には差がみられない。高濃度のH202を添加する実験から、
HP100帽l細胞は catalaseを高発現する故に H202処理能が高く、細胞内に H202を蓄積し

難い状態にある事が分かった。との HP100-l細胞は TPA処理による分化誘導に対して

高い抵抗性を有していた。

[結語]本研究では、 catalaseが TPAによる単球系分化を抑制したことから、 catalase

の減少とその結果起こる細胞内 H202の蓄積が、 τPAによって誘導されるマクロファー
ジ分化において重要である事を明らかにした。
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I論文審査結果要旨}
マクロファージ等の食食細胞の機能において、活性酸素種 (ROS)の産生が重要であること

はよく知られている。しかし、マクロファージの分化において ROS産生がどのような役割

を演じているかについては不明な点が多い。その点を明らかにするため、山本哲生氏は以

下の実験を行った。

ヒト前単球系細胞株 U937細胞は、 12-O-tetradecanoy1phorbol-13-acetate (TPA)によりマ

クロファージ様細胞に分化誘導される。 U937細胞を TPAで処理すると、細胞表面分化マー

カーである CD11bとCD36の発現が増加し、食食能も上昇した。 TPA処理した U937細胞

ではこれらマーカーの発現に伴い、 ROSの産生が増加した。抗酸化物質である

N-a印刷ーL-cys句ine(NAC)存在下では TPAによる U937細胞の分化が阻害され、 ROSがマ

クロブァージ分化において重要であるこ左が示唆された。そこで、 ROSの消去に関連する

抗酸化酵素の発現について調べた。その結果、 TPA処理した U937細胞ではH202をH，Oと

0，に変える酵素である cata1aseが減少した。一方、 superoxideをH，O，と 0，に変える酵素で

あるMnSODは増加していた。 CuZnSODやGSH-Px1の発現変化は見られなかった。 Cata1ase

で U937細胞を前処理すると、 TPAにより誘導される ROS産生の増加は抑制された。この

時、 CDllbの発現増加や食食能の上昇も抑制された。すなわち、 catalaseを加えると TPAに

よる U937細胞の分化誘導が限害される事が示された。以上の結果より山本哲生氏は、

catalaseの減少とその結果起こる細胞内H，O，の蓄積が、TPAによって誘導されるマクロファ

ージ分化において重要であると結論した。

本研究には新知見も含まれており、結果の考察も適切であった。

会では本研究は学位(医学博士)の授与に値すると判断した。
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