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論 文 内 容 要 旨

シ スプラチ ンは臨床 において最 も広 く用 いちれてい る制 がん剤 の一つ であ るが、副作用や がん細胞 の

獲 得耐性 が本 薬剤 を用 いた治療の大 きな妨 げ とな ってい る。本研究 ではモデル生物 と して 出芽酵母 を用

いて シスプ ラチ ンに対す る細胞応答 とそ の機構 の解明 を試み た。 出芽酵母 は遺伝 学的な検討 を容易 に行

うこ とができ、各遺伝子 の機能 について の知 見 も豊富に蓄積 され てい る。また、酵母遺伝 子 の多 くは ヒ

トな どの哺 乳類 と機能 的に共通 してい るこ とか ら、酵母 を用い た研究 で得 られ る知見 は ヒ ト蛋 白質の機

能 を解明す る上 で有用 な情報 とな る。

まず、シスプ ラチ ンによ り発現が変動す る酵母の遺伝 子群 をDNAマ イ ク ロア レイ分析に よ り検索 し、

得 られ た結果 をRT-PCR法 で確認 した ところ、 シスプラチ ンに よって鉄の恒常性維持 に関与す る少な く

とも15種 の遺伝子群 の発現 レベル が上昇す る ことが明 らか となった。興 味深い こ とに、 これ ら遺伝 子群

は全 てが鉄 不足に応答 して活性化 され る転写調節 因子A飼 によ り発現が制御 されてい るもので あった。

そ こで、シス プラチ ンに よる発現誘導 が確 認'された遺伝子群 の中でプ ロモー ター に関す る研 究が比較的

に良 くな され てい る遺伝子FE73の プ ロモー ター を用いて レポー ター ア ッセ イを行 った ところ、シ スプ

ラチ ンに よる転写誘 導にFE73プ ロモー ター 中のAftlbindingsiteの 存在 が不 可欠であ ることが明 らか と

な った。 また、 シスプラチ ンによるFE73プ ロモー ターの活性化 に必要なAftl構 造 中の領 域は、鉄 のキ

レー ト剤bathophenanthrolinedisulfonicaciddisodiumsalt(BPS)に よ り鉄 の取 り込 みを阻害 した 際の活性化

に必 要な領域 と一致 した。 そこで、鉄 の細胞内へ の取 り込 みに対す るシスプラチ ンの影響 を検討 した と

ころ、シスプ ラチ ンが酵母細胞 内への鉄の取 り込み を抑制す るこ とが判 明 した。

次 に、シ スプラチ ン毒性 と鉄 との関係 を検討 した ところ、過 剰の鉄 を培地 中に添加す る こ とによって

シスプ ラチ ンの毒性 が著 しく軽減 され るこ とがは じめて明 らか となった。 なお、この培地 中への鉄 の添

加 は、細胞 内へのシスプ ラチ ンの取 り込みやDNAへ の結合量 にはほ とん ど影響 を与 えなか った。

酵母 は鉄 の取 り込 み機 構 と して、 低親 和性 の二価 鉄 の トラ ンスポ ー ター で あ るFet4を 介 した10w

af且nityirontramsportsystemと 、Fet3とFtr1の 複合体 によるhighaf価tyirontramsportsystemを 有 し、 こ

れ ら因子 は全 て転写調節 因子Aft1に よ り発現 が制御 されてい る。 そ こで これ ら鉄 の恒 常性 維持 に働 く

因子 の欠損 酵母 を用い てシ スプ ラチ ン感受性 に対す る影響 を検 討 した ところ、FE74欠 損 に よる影響 は

認 め られなか?た もの の、細胞 内への鉄輸送能 が低いFE73欠 損株 、F7:R1欠 損株 また はAFτ1欠 損株 が

それ ぞれ シス プラチ ンに対 して高い感受性 を示 した。 またBPSに よって細胞 内へ の鉄 の取 り込み を阻害

す るこ とに よって も酵母 のシスプ ラチ ン感受 性が顕著 に増加 した。 したが ってAmの 制御下 で働 く.high

af行nityirontramsportsystemは シスプ ラチ ン毒性 に対 して防御的 に作用 し、 このシステ ムが機能せず細胞

内へ の鉄の供給 が不足す る とシスプ ラチ ンの毒性 が増強 され るもの と考え られ る。なお、シ スプラチ ン

以外 の化合 物の毒性 に対す る鉄添加 またはAFTI欠 損 の影響 を検討 した ところ、酸化 ス トレス誘導剤(過

酸化 水素 、パ ラコー ト、 メナ ジオ ン)、 抗 がん剤(ア ドリアマイ シ ン、ペ プ ロマイ シ ン、5一 フル オ ロウ

ラシル、 アクチ ノマイ シ ンD)、DNA障 害剤(メ チル メタンスル ホ ン酸)と いった今 回検 討 した化合物
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の 中にはシスプ ラチ ンの場合 と同様 の結果 とな るものがな かった ことか ら、本研 究で認 め られた現象 は

シス プラチ ンに比較 的特有 のものである と考 え られ る。

鉄 は細胞 の生存 に必須 の元素で あ り、細胞 内には鉄含有酵素が多 く存在す る。そ こで次に鉄含有 酵素

であ るア コニ ターゼ、 スクシネー トデ ヒ ドロゲナーゼお よび3一 イ ソプロピルマ レー トデ ヒ ドオゲナーゼ

の活性 に対す るシス プラチ ンの影響 を検討 した。 その結果、 これ ら酵素 の活性 は細胞 をシスプ ラチ ン処

理す るこ とによ って低下 し、その活 性低下 は培地 中に鉄 を添加 す るこ とによって認め られ な くなった。

以上の結果 か ら、 シスプラチ ンに よる鉄 の取 り込 み抑 制が鉄含有酵素 の活性 を低下 させ ることに よって

シスプ ラチ ン毒性 の増強 に寄与 しズ いる可能性 が考 え られ る。 しか し、細胞 内へ の鉄輸送能の低いAFτ1

欠損株やFE刀 欠損 株で は、通 常時 の細胞 内への鉄 の取 り込 み量が正 常細胞 を シスプ ラチ ン処理 した際

よ りも著 しく低いの にも関わ らず、野性株 とほぼ変わ らない細胞増殖 を示す こ とか ら、シスプ ラチ ンに

よる細胞 内の鉄 含有酵素活性 の低下が細胞増殖抑 制を引 き起 こしてい るわけではない と考え られ る。 し

か し、鉄含 有酵素活 性の減少が シスプラチ ンの毒性の増強に関与 してい る可能性 は否定 できない。

次 に シ ス プ ラチ ンに よ る細胞 内 へ の鉄 の取 り込 み 阻害 機 構 につ い て 検 討 した。Highamnityiron

transportsystemは 欠損す ると細胞内へ の鉄輸 送能 が低下す る ことか らシ スプラチンが この機構 を阻害す

ることによって、細胞 内への鉄 の取 り込 み を抑 制 してい る可能性 が考 え られ る。そ こでhighamnityiron

transportsystemの 構 成 因子 であるFet3の 鉄 の酸化活性 に対す るシ スプラチ ンの影響 を検討 した ところ、

シスプ ラチ ンがFet3の 酵素活性 を低 下 させ る ことが明 らか とな つた。なお、Fet3を 含む膜 画分 をシスプ

ラチ ン と反 応 させ て もFet3活 性 が認 め られなか った こ とか ら、 シス プラチ ンは直接Fet3の 活性 を阻害

す るわ けでは ない と思 われ る。何 れに しろ、 シス プラチ ンはFe6の 活性 を阻害す ることに よって鉄 の取

り込 み を抑制す る可能性が考 え られ る。一方、 シスプラチ ンが細胞 内への銅の取 り込み を抑制す る との

報告 が ある。Fet3は 酵素活性 に必須 の因子 として銅 を含 有 してい るが、 シスプラチ ンが銅 の取 り込 み を

阻害す るこ とによって、Fet3へ の銅 の結合量 が減少 し、 その結果 としてFet3の 酵素活性が低下 して細胞

内への鉄の取 り込み量 が減 少 してい る可能性 も考 え られ る。そ こでシスプラチ ンによるFet3活 性阻害に

対す る銅添加 の影響 を検討 した ところ、銅添加 によって シスプラチ ンによるFet3活 性阻害の抑制が認め

られ た。 また当研 究室で は、銅添加 に よ りシスプラチ ンの毒性 が軽減 され るこ とを明 らかに してい る。

そ こで この銅 添加 によるシスプ ラチ ン毒性軽減効果 とFet3の 関係 を検討 した ところ、Fet3が 欠損 した酵

母 では銅 に よる毒性 軽減効果が ほ とん ど認 め られなか った。

以上 をま とめ る と、 シスプ ラチ ンは細胞 内へ の銅 の取 り込み を阻害す るため、細胞 をシスプ ラチ ン処

理 す る とFet3へ の銅 の供給 量 が減少 して・Fet3の活性 が低下す る と考 え られ る。その結果 と して、high

af丘nityirontransportsystemが 機能 しな くな るた めに細胞 内への鉄の取 り込み が減少 し、それ に応答 して

Aftlが 活性化 され て、鉄 の恒常性維持 に関与す る因子群の発現 が上昇す るもの と考え られ る。 また、本

研 究に よ り、細胞 内へ の鉄 の供 給不足が シスプラチ ンの毒性 を増強す るこ とが示唆 され、鉄 を十分に供

給す るこ とに よ りシスプラチ ンの毒性 が軽減 され るこ とも明 らか とな った。
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この鉄の取 り込み量低下によるシズプラチン毒性の増強機構の解明は、シスプラチンの副作用や耐性

獲得機構を明らかにするために重要な手がか りとなるものと思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨

シスプラチンは様々な悪性腫瘍に対 して有効な制がん剤であるが,副 作用やがん細胞の耐性獲得が本

薬剤 を用いた治療 の妨げとなっている。本研究は,真 核生物のモデル として出芽酵母を用い,シ スプラ

チンに対する細胞応答 とその機構の解明を試みたものである。

本研究では,ま ず,シ スプラチンにより発現が変動する酵母の遺伝子群 をDNAマ イクロアレイ分析

により検索 した。その結果,鉄 の恒常性維持に関与する少なくとも14種 の遺伝子群の発現 レベルをシス

プラチンが上昇させることが判明 し,ま た,こ れ ら遺伝子は全てが鉄不足に応答 して活性化される転写

調節因子AfUに より発現が制御 されているものであった。シスプラチンによる発現誘導が確認 された遺

伝子の中でプロモーターに関する研究が比較的に良くなされている鉄取 り込み因子Fet3の 遺伝子プロモ

ーターを用いてレポーターアッセイを行った ところ,シ スプラチンによる転写誘導にFE73プ ロモータ

ー中のAftlbindingsiteの 存在が不可欠であることが明らかとなった。また,シ スプラチンによるFE73

プロモーターの活性化に必要なAft1構 造中の領域は,鉄 の取 り込み阻害剤による活性化に必要な領域 と

一致 した。そこ.で,鉄 の細胞内への取 り込みに対するシスプラチンの影響 を検討 した.ところ,シ スプラ

チンが酵母細胞内への鉄の取 り込みを抑制す ることが判明した。 さらに,過 剰の鉄を培地中に添加する

ことによってシスプラチンの毒性が著 しく軽減されることも明らかとなった。また,細 胞内への鉄輸送

能が低いFE73欠 損株またはAFτ1欠 損株がシスプラチンに対 して高感受性を示すことも確認された。し

たがって,シ スプラチンによって鉄の取 り込みが抑制 され,そ れによってシスプラチンの毒性が増強 さ

れると考えられる。一方,鉄 取 り込み抑制に応答 してAft1が 活性化 され,鉄 の取 り込みに関与するFet3

などの遺伝子発現を促進す ると思われる。シスプラチンが,酵 母における鉄の特異的取 り込み機構の主

要な構成因子であるFet3の 活性 を間接的に抑制することも明 らか となり,さ らにその機構 として,Fet3

の活性に必須の役割を果たす銅の細胞内への供給のシスプラチンによる阻害が示唆された。以上の結果

か ら,シ スプラチンは細胞内への銅の取 り込みを阻害 してFet3へ の銅の供給量を抑制することによって

Fet3の 活性を低下させ,そ の結果 として細胞内への鉄の取 り込みが減少 し,そ れに応答 してAft1が 活性

化されて,鉄 の恒常性維持に関与す る因子群の発現が上昇するものと考えられる。

本論文はシスプラチンによる毒性発現機構 とそれに対する細胞応答機構 を解明する上で貴重:な情報を

提供するものであり,そ の学術的価値は極めて高い。よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 として

合格 と認める。
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