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ヒ ト神経膠腫に お け る カ ス バ ー ゼ 1
,

カ ス バ ー ゼ 2
,

カ ス バ ー ゼ 3 の 発現

金沢大学医学部 医学科脳神経外 科学講座 (主任 : 山下 純宏)

新 井 政 幸

シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 1 種 で あ る カ ス バ ー ゼ フ ァ ミ リ
ー

( c a s p a s e f a m il y) [ イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 β変換酵 素

(i n t e rl e u ki n
- 1 β

-

C O n V e rt in g e n zy m e
,
I C E)/ セ ト3 ( c ell d e a th a b n o rn 1 al -3

,
C E D -3) フ ァ ミリ ー1 は細胞死 誘導機構 にお ける主要な

構成要素で あり
,

抗F a s/ A P O -1 (C D 9 5) 抗 体, 抗癌剤,
お よ び放射線 な どの 種 々 の 刺激に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導に お い て 重

要な経路 を なす こ とが 報告さ れ て い る . 本研 究で は神経膠芽腫 で の 壊死巣 の 発生 機構 を明らか にする た め に
, 神経膠腫 にお け

るカ ス バ ー

ゼ1 (I C E) ,
カ ス バ ー

ゼ 2 [I C E / C E D -3 ホ モ ロ グー1 L (I C E / C E D -3 h o m ol o g u e
-1 L

,
I C H -1 I)l ,

カ ス バ ー ゼ3 【シ ス テイ

ン プ ロ テ ア
ー

ゼ p 3 2 ( c y s t e i n p r o t e a s e p 3 2
,
C P P 3 2 )/ ヤ マ (Y a m a) / ア ポ パ イ ン ( a p o p ai n )] の 発現 を

,
逆転写 (r e v e r s e

tr a n s c ri p ti o n
,
R T) - P C R 法

,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法

,
免疫組織化学法を 用い て検討 した . さ ら に神涯膠芽腫に お い て は

, D N A ニ ッ

ク末端標識法を用 い て ア ポ ト
ー シス 細胞 を同定 し

,
壊死 巣と アポ ト

ー シス 細胞
,

お よ び カス バ ー ゼ 発現細胞の 局在関係 を評価

し た . 手術標本よ り得 られ た 13 例 の 神経 膠脛 (星細胞腫2 例, 退形成星細胞腫5 例 , 神経膠芽腫6 例) ,
お よ び対照脳 (て ん か

ん脳) 3 例を対象と した
.
R T IP C R 法で は カ ス バ ー ゼ 1 m R N A の 発現 を退形成星細胞脛5 例中2 例, 神経膠芽膿6 例 中6 例 に検 出

し た . カ ス バ ー ゼ 2 m R N A
,

カ ス バ ー

ゼ3 m R N A は対照脳3 例 と神経膠腫13 例の す べ て に認め られ た . イ ム ノ ブ ロ ッ ト法で は
,

カ ス バ ー

ゼ 1 蛋白 と カ ス バ ー

ゼ 3 蛋白 は
, 退形成星細胞膿か ら神経膠芽腫 にお い て 発現量が増加 して い た .

一 方
,

カス バ ー ゼ

2 蛋白 は対照脳 にも認め られ た が
, 神経膠魔の 中で は 神経 膠芽腫 に お い て 最も発現量が 増加 して い た . 免疫 組織化学法で は カ

ス バ ー

ゼ 1 蛋白が 5 例 中3 例の 退形成星細胞腫 と6 例 中6 例 の 神経膠芽腫 に おい て
,

膿瘍細胞 に発現が 認め ら れ た .
カ ス バ ー ゼ

3 蛋白 は6 例中6 例の 神経膠芽腫 の 壊 死巣 の 周 囲を含め た 大部分の 腫 瘍細胞 に発現が み られ た .
カス バ ー ゼ 2 蛋白は神経膠芽腫

の 壊死巣 の 周囲 の 腫瘍細胞 の み に発現 が認 め ら れ た . 神経膠芽腫 に お い て D N A ニ ッ ク 末端標識法 で の 陽性細胞 は壊死巣の 周

囲に多く認 め ら れ た . 以上 の 結 果 より
,

神経膠腫 にお い て は
, 腫瘍 の 悪性化 に伴 い カ ス バ ー ゼ1

,
カ ス バ ー

ゼ2
, 及 びカ ス バ

ー ゼ3 の 過剰発現 が認 め ら れ た . ま た
, 神経 膠芽腫 の 組織学 的特徴で ある壊死巣 の 形成 に は

,
カ ス バ ー ゼ2 を 中心 と した カ ス

バ ー

ゼ 2 及び カ ス バ ー

ゼ3 の 過剰発現 に よ る アポ ト
ー

シス 誘導が 関与 し てい ると推察さ れ た .

K e y w o r d s c a s p a s e
, g li o m a

,
a p O P t O Sis

,
n e C r O Sis

神経 膠芽腫 【gli o b l a s t o m a
,

世 界保健 機構 ( W o rl d H e al th

O r g an i z ati o n
,

wn 0 ) 脳腫瘍悪性度分類 Ⅳ度】 は, 外科的治療 の

みで は 完全 治癒 が期待 で きな い 悪性腫瘍 で ある . こ の 腫瘍 に対

して は 手術 に加 えて放射線療法, 化学療 法, 免疫療法 を含 む薬

学的治療が行 わ れ て い る が
, そ の 長期 治療成簡 は梅 め て 不 良で

ある
1) 2)

. 神経 膠芽腫 の 組 織学 的特徴 と し て は
, 核 の 異 形成

,

細胞退形成
, 細胞分 裂像 の 増加,

血 管 内皮細胞 の 増殖 ,
及び壊

死 巣 の 存 在 で あ る が
り

,
特 に後 者 の 2 つ は 退 形成 星 細 胞腫

( a n a pl a sti c a st r o c yto m a
,

W H O 脳腫瘍悪性度 分類 Ⅲ度) と神経

膠芽膿と を区別する特徴 的な もの で ある
. 神軽 膠芽腫 に お け る

血 管新生 の 機構 に つ い て は
,

血 管 上 皮性増 殖 国子 (v a s c u l a r

e n d o th eli al g r o w th f a c to r) な どの 増殖 国子が 低酸 素状 態で過剰

87

発現す るた め と 説明さ れ て い るが
:- 卜 5)

, 壊死 巣の 発現機構 に つ

い て は ほ と ん ど解明さ れ て い な い . T a c h ib a n a ら
6)7)

は
, 壊死 巣

周閲の 腫瘍細胞 に
,

ア ポ ト ー シ ス (自爆死
,

a P O pt O Si s)
酬) の シ

グナ ル を誘導す る 膜受容体 の
一

つ で ある F a s/ A P O -1 ( C D 9 5)
m )

の 発現が み ら れ る こ と
,

また 形態学的に ア ポ ト
ー

シ ス に陥 っ た

細胞もF a s 陽性細胞の 周 囲に認め る こ と を報告 し
,
神経膠芽膿

の 壊死 巣の 発生 にお ける F a s/ F a s Li g a n d 系 の 関与を示唆 した .

近年の 様々 な研究より
,

ア ポ ト
ー シス は あ る 共通 の 機構に よ

り 制御 さ れ て い る と 考え ら れ て い る . 線 虫 C " ≠ 〝 如血鉦 琉

摘 卯 邪 の 発 生過程 にお い て ア ポ ト ー シ ス 実行遺伝子 と して発

見 され た セ ト3 (c ell d e a th a b n o r m al -3
,
C E D - 3) は

, 哺乳類で は

イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 β変換酵 素 (i n t e rl e u ki n
- 1 β

p

c o n v e r ti n g

平成 9 年､11 月 2 8 日受付
,

平成 10 年2 月 3 日受理

A b b r e vi a ti o n s : b p , b a s e p ai r s ; C E D - 3 ,
C ell d e a th a b n o r m al - 3 ; G A P D H

, gl y c e r ald e h y d e - 3 -

p h o s p h a t e

d eh y d r o g e n a s e ; I C E , i n t e rl e u k in -1 β- C O n V e rti n g e n z ym e ; I C H - 1 L , I C E / C E D - 3 h o m ol o g u e
-1 L ; P B S , p h o s p h at e -

b u 触 r e d s ali n e ; R T
,
r e V e r S e t r a n S C ri p ti o n



8 8

e n z y m e
,
I C E ) と 相 同性 を有 し

, その 過剰発現 に よ り細胞 に ア

ポ ト
ー シス を誘導 する

Il 卜 Ⅰ3)
. 現在まで にIC E と 構造 的相同性

を有 し た 遺伝 子は
, 少 なく と も10 種類 同定 さ れ て お り

,
カ ス

バ ー ゼ フ ァ ミーj -

(c a s p a s e f a m ily) と 命名さ れ て い る
1 4)1 5)

. お

の お の の 蛋白 は
, 前駆体 と して 合成 され

,
蛋白分解 を受 ける こ

とで 活性化 され る
1 6)

. 本研究で は
,

種々 の 病 態 にお け る ア ポ ト

ー シス の 共通経路 で ある カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ ー の なか で も特 に

神経系 に お い て 重 要と 考え られ る
,

カ ス バ ー

ゼ 1 (I C E) ,
カ ス

バ ー ゼ2 [I C E / C E D -3 ホ モ ロ グー1 L (I C E / C E D - 3 h o m ol o g u e
- 1 L

,

I C H t l L)】
17 )

,
カ ス バ ー ゼ 3 [ シ ス テ イ ン プ ロ テ ア

ー ゼ p 3 2

( c y s t e i n p r o t e a s e p 3 2
,
C P P 3 2 )/ ヤ マ (Y a m a)/ ア ポ パ イ ン

( a p o p ai n)]
18 卜 20)

の 発 現を逆転写 (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n
,
R T ) -

P C R 法 ,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法,

免疫組織化学法を用い て 検討 した .

また
,

カ ス バ ー ゼ の 発現部位と 腫瘍組織 に お ける アポ ト
ー

シス

細胞 の 関係 を評 価す る た め
,

D N A ニ ッ ク 末端標識法 を用 い て

腫瘍細胞中の ア ポ ト
ー シス 細胞 を同定 した .

材料 お よび方法

Ⅰ . 組織標本

金沢大学 医学 部附属病院月齢中経外科 お よ び 関連施設 に て外 科

的切除 され た 13 例 の 星細胞系 神経膠腫を対 象 と した . 病理組

織学的分類 は
,

W H O の 脳腫 瘍分 類 (19 9 3)
1)

に従 っ た . 内訳は

星細胞腫 O o w g r a d e a s tr o c y t o m a
,

wn 0 脳腫瘍悪 性度分類ⅠⅠ

度) 2 例
,

退形成 星細胞腫 5 例, 神経膠芽腫 6 例 で ある ･ 対照

脳 と して は
,

て ん か ん 3 例 にお ける側頭葉を用い た .
い ずれ の

材料 も標本採取 後すみ や か に液体窒素 にて 凍結 し
,
▲- 13 0 ℃ に

て保 存 して
,

R N A と蛋 白の 抽 出 に供 した . 免疫 組織化 学用 に

は
,
4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに て 標本を固定後 ,

パ ラ フ ィ ン

に包捜 した .

Ⅰ . 総 R N A の分離 と R T ･ P C R

組織標本 か ら の 総R N A の 抽 出精製は
,

C h o m c z y n sk i ら
21) の

方法に 基づ い て
,

イ ソ ゲ ン (IS O G E N ) ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

, 東京)

を用 い て行 っ た . R T P C R 反応 は
,

R N A P C R キ ッ ト (P e r k i n

E l m e r
,
B r a n c h b u r g ,

U S A ) を用 い た . すなわ ち
,
0 ･6 tl g の 総

R N A を鋳型 と し
,

ラ ン ダム ヘ キ サ マ
ー を プ ラ イ マ

ー と して 逆

転写酵素 に て c D N A を合成 し た . 次 に各 m R N A に 特異的な プ

ラ イ マ
ー を用 い

,
T a q ポ リ メ ラ

ー ゼ に て c D N A 断片 の 増幅を

行 っ た .
ヒ ト カ ス バ ー ゼ1 の 塩 基配列 よ り ,

セ ン ス プ ラ イ マ

ー

と し て 5
,

- G C A C A C G T C T r G C T C T C A T T A T C T G - 3
'

(4 8 2 -5 0 6) ,

ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー

と し て 5
'

G G C T G C T C A A A T G A A A A T C G A A C C - 3
,

(1 0 1 6 -1 0 3 9)
22 )

を使 用 し

た .
ヒ ト カ ス バ ー

ゼ 2 の セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 5
'

-

G m C C T G C A C A C C G A G T C A C G -3
'

(74 2 - 7 6 3) ,
ア ン チ セ ン ス

プ ライ マ
ー

と して 5
,

- G C G T G G T T C m C C A T C T T G
′

I T G G T C A :

3
,

(9 4 9 -9 7 5)
17) を用い た .

ヒ トカ ス バ ー ゼ 3 の セ ン ス プ ライ マ
ー

と して5
,
一 C A G A G G G G A T C G T r G m G A A G -3

'

(6 53 - 67 3) ,
ア ン チ

セ ン ス プ ラ イ マ
ー と して5

,

- G T r G C C A C C m C G G T T u C C -3
'

(9 3 8 ･9 5 8)
18 ) を使用 した . それ ぞ れ の プラ イ マ

ー 合成 は グ ラ イ ナ

ー

ジ ャ パ ン (東京) に依託 した . また
,

内部 コ ン ト ロ ー ル に は

グリ セ ル ア)t/ デ ヒ ト3 , リ ン 酸脱 水素酵 素 (gl y c e r al d e h y d e
-3 -

p h o s ph at e d e h y d r o g e n a s e
,
G A P D H ) を用い た

.
プ ライ マ

ー は 既

成品 βtr at a g e n e
,
h J oll a

,
U S A) を使用 し, その 塩基配列 はセ ン

ス プライ マ
ー

が5
,

･ C C A C C C ÅⅠ
､

G G C A 姐 IT C C A T G G C A - 3
'

(2 1 2 ･

2 3 6) ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

が 5
'

一

T C m G A C G G C A G G T C A G G T C C A C C - 3
,

(7 8 7 - 8 1 1)
23)

で あ っ た .

P C R 反応 に は核酸増幅 装置タ カ ラサ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

C r ak ar a

T h e r m al c y cl e r) 4 8 0 (宝酒造
,

大津) を使用 した . 反応 は
,

9 4 ℃

で3 分間の 熱変 成後,
9 4 ℃ で1 分 間

,
6 0 ℃ を1 分 間,

7 2 ℃で 1

分 間の 3 ス テ ッ プ を1 サ イ ク ル と し, 3 5 回増幅 した . 増幅後の

P C R 産物 は2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動 し
,

エ ナ ジ ウ ム ブ

ロ マ イ ドに て 染 色後 , 紫外線 照射装 置F A S - Ⅱ (束洋紡 績
, 大

阪) を用 い て検 出 した .

Ⅱ .
P C R 産物 の塩基 配列の 解析

得 ら れ た カ ス バ ー

ゼ 1 お よ び カ ス バ ー ゼ 3 の P C R 産 物 は
,

P C R ダ イ レ ク トシ
ー

ク エ ン ス 法
2 4) を用い て 塩基配列 の 解 析を

行 っ た . すな わ ち
,

R T P C R に て増幅 した D N A 断片を直接鋳型

と し
,

蛍光色素を用 い た ダイ タ ー ミ ネ ー タ
ー

法に より塩基配列

を 決 定 し た . ウ イ ザ ド P C R プ レ プ ス D N A 精 製 シ ス テ ム

( W i z a r d P C R P r e p s D N A P u rifi c a ti o n S y s t e m ) (P r o m e g a
,

M a di s o n , U S A) を用 い て 精製 し た1 p g の P C R 産物を鋳型 と し

て オ
ー

ト サ イ ク ル シ
ー

ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (A u t o C y cl e

S e q u e n ci n g Ki t) P h ar m a Ci a Bi ot e c h
,
M il w a u k e e

,
U S A) を用い て

シ
ー

ク エ ン ス 反 応 を行 い
,

オ
ー

ト シ ー

ク エ ン サ ー (A L F r e d

D N A S e q u e n c e r
,
P h ar m a Ci a B i o te c h) に て解析 した . カ ス バ ー

ゼ 1 の P C R 産 物 に 対 す る シ ー ク エ ン ス プ ラ イ マ
ー

を 5
'
-

T G A G G T r G A C A T C A C A G G C 〟Ⅰ
､

G -3
,

(6 6 6 -6 8 7)
22)

,
カス バ ー

ゼ3

の P C R 産 物 に 村 す る シ
ー

ク エ ン ス プ ラ イ マ
ー

を 5
'

-

C A A G C m G T C G G C A T A C T G - 3
,

(8 9 7 - 9 1 5)
18)

と 設計 した
. 反応

には 核酸増幅装置 タ カ ラサ
ー

マ ル サ イ ク ラ
ー

4 8 0 (宝酒造) を使

用 し
,
9 5 ℃で 2 分 間の 変性 の 後

,
変性 95 ℃ 36 秒 ,

ア ニ
ー

リ ン

グ50 ℃ 3 6 秒 ,
伸長反応72 ℃ 84 秒 の プ ロ グ ラム で 17 サ イ ク ル

行 っ た 後
,

変性9 5 ℃ 36 秒 , 伸長反応7 2 ℃ 84 秒の プロ グ ラ ム

で13 サ イ ク ル
,

最後 に72 ℃ 10 分 間の 伸長 反応 を加えた 反応を

行 っ た .

Ⅳ . イ ム ノ ブ ロ ッ ト

T o w b i n ら
2 5)

の 方法 に従 い イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析 を行 っ た . 標

本 を0 .1 M リ ン 酸緩衝 食塩 水 (p h o s p h at e
-b u fE e r e d s ali n e

,
P B S)

b H 7 .4) 中で 超音波破砕器 にて 破砕 し, 上 宿 の み を採取後, 蛋

白定量キ ッ ト (Bi o
- R a d

,
C alif o r ni a ,

U S A ) を 使用 しB r a df o r d 法
2 6)

に より蛋白定量を行 っ た . 電気泳動 はL a e m m li
2 7)

の S D S -P A G E

法 に より行 っ た . 1 4 % の S D S を 含ん だ ゲ ル を作成 し
,

7 .5 p g の

蛋白を泳動後 ,
ア ク リ ル ア ミ ド上 に分離 さ れ た 蛋白をホ ラ イ ズ

プ ロ ッ ト A E t 6 6 7 5 ( ア ト
ー

, 東京) を用 い て
,

3 0 I n A で 一 晩 ニ ト

ロ セ ル ロ ー ス 膜 (ア ト
ー

) に転 写 した .
ニ トロ セ ル ロ

ー ス 膜を

20 m M トリ ス 塩酸横衝液 b H 7 .5) ,
50 0 m M 塩化ナ トリ ウ ム

,

0 .1 % ポ リ オ キ シ エ チ レ ン(20) ソ ル ビタ ン モ ノ ラ ウ レ
ー

ト (和光

純薬工 業 , 東京) で 洗浄 し
,

さ ら に1 % 子 ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン

を含む2 0 m M トリ ス 塩 酸緩衝 液 b H 7 .5) に室温 で8 時 間浸 し,

非特異的反応を 阻止 した .
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜を 1 次抗体 であ

る ヤ ギ 抗 ヒ ト カ ス バ ー

ゼ 1 ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 (3 tl g/ m l)

(S a n t a C ru Z I n c .
,
C alif o r n i a

,
U S A ) ,

マ ウ ス 抗 ヒ ト カ ス バ ー ゼ2

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (1 ll g/ m l) Cr r a n s d u c ti o n L a b o r a t o ri e s
,

b 裏n 離O n
,
U S 朗 ,

お よ び マ ウ ス 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ 3 モ ノ ク ロ ~

ナ ル 抗体 (1 11 g/ m l) 汀r an S d u cti o n I A b o r a to ri e s) と2 時間反応さ

せ た . その 後 ,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ダ

ー

ゼ標 識 マ ウ ス 抗 ヤ ギ

Ig G 抗体
,

あ る い はヤ ギ抗 マ ウス I g G 抗体 と30 分反応 させ
,

ア

ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ 基質 キ ッ ト (V e c t o r L a b o r a t o ri e s
,

B u rli n g am e
,

U S A ) を使用 して発色 させ た .
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Ⅴ . 免疫組織化学

ス ライ ドガ ラ ス ( シ ラ ン コ
ー

テ ィ ン グ) ( D A K O
,
G l o s t r u p ,

D e n m a rk) 上 に貼付 し た標本を
,

キ シ レ ンを用 い て脱 パ ラ フ ィ

ン した . P B S (p H 7 .4) にて 洗浄後
,
0 .0 1 M ク エ ン 酸礎衝液 b H

6 .0) 申で 50 0 W
,
3 分間の マ イ ク ロ ウ エ ー

ブ処理 を7 回線り返 し
,

抗原性の 賦 活化 を行 っ た . 0 .3 % 過 酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内

因性ペ ル オキ シ ダ ー ゼを失括させ
,

P B S で 洗浄 した 後, 非特異

的反応阻止の た め
,

5 % ス キ ム ミ ル ク を2 時 間作 用 させ た . 抗

ヒ トカ ス バ ー

ゼ 1 抗体を抗体希釈用横衝 液 ( D A K O ) で30 0 倍 に

希釈 し
,

室温で 1 時 間反応 させ た .
ビ オ チ ン標識抗 ヤ ギIg G と

反応させ た後,
ア ピ ジ ン ･ ビ オテ ン ･ ペ ル オキ シ ダ

ー ゼ複合体

(侮 c s tai n A B C ki t
,
V e c t o r I 月b o r a t o ri e s) を用い

,
最後 に0 .

0 2 %

過酸化水素加ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 -3
'

一di a m i n o b e n zidi n e
,
D A B )

にて 発色 を行 っ た . 同様 の 方法に て
, 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ3 抗体

を抗体希釈用緩衝液 に て 500 倍 に希釈 した後 , 室温 で 1 時間反

応さ せ た . ま た
,

カ ス バ ー

ゼ2 の 免疫 染色に つ い て は
,
0 .0 1 M

ク エ ン酸横衝液 b H 2 .4) を用い て抗原 の 胱活化を行 っ た後, 抗

体希釈用横衝液 にて 500 倍 に希釈 し た抗 ヒ ト カス バ ー

ゼ2 抗 体

を室温で 1 時 間反応 させ た .
カ ス バ ー ゼ 1 と カ ス バ ー ゼ 3 の 陽

性コ ン トロ ー ル と して は リ ン パ 節を用 い
,

カ ス バ ー ゼ2 の 陽性

コ ン トロ ー ル と して は 口蓋扁桃を用い た . ま た
, 陰性 コ ン トロ

ー ル と して は 1 次抗体を抜 い たも の と した .

Ⅵ . D N A ニ ッ ク末端標識法

6 例 の 神経膠芽膿に お い て
,
組織 内細胞死 検出キ ッ ト (血 5 肋

C ell d e ath d e t e c ti o n k it) (B o e h ri n g e r M a n n h ei m
,
M a n n h ei m

,

G e r m a n y) を便用 しD N A ニ ッ ク末端標 識法
28) 2 9)

を行 っ た . キ

シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン した標本を
,

蒸留水で 洗浄後
,
1 0 m M

トリ ス ク ロ ル 揺衝液 b H 7 .4) に溶解 した20 tl g/ m l プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ K (和光純薬工 業) 溶 液で37 ℃で2 0 分反応 させ た . 次 に蒸

留水で洗 浄後 ,
2 % 過酸 化水素水で20 分間処理 し

,
さ ら に蒸留

水で 洗浄後
,

タ
ー

ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ジ ル ･ ト ラ ン ス

フ エ ラ
ー

ゼ (te r m i n al d e o x y n u cl e o tid yl t r a n sf e r a s e) と フ ル オ レ

セイ ン 標識d U T P を含 む 反応 液を37 ℃ で 1 時間反応 させ た .

P B S で 洗浄後
,

ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標識 ヒ ツ ジ抗 フ ル オ レセ イ ン

抗体と37 ℃ で 20 分反応 させ
, 最後に D A B に て 発色 させ た .

成 績

I
. R T - P C R お よ び塩基配列の 解析

カ ス バ ー ゼ 1 の c D N A は65 8 塩基対の バ ン ドと して5 例 中2 例

の 退形成星細胞膜 と6 例中6 例 の 神経 膠芽腫 に検 拍さ れ た . 対

照脳3 例 , 星細胞腫2 例
,
退形成星 細胞腫5 例 中3 例 に は検出 さ

れなか っ た . P C R ダイ レ ク トシ ー ク エ ン ス 法 に よ る解析で は
,

得られ たP C R 産物は 正常 の カ ス バ ー ゼ 1 c D N A で あり
, 変異や

欠損 は見 られ なか っ た . カ ス バ ー

ゼ2 の c D N A は 23 4 塩基対 の

バ ン ドと して対照脳 と神経膠腫 の 全例 に検 出さ れ た . カ ス バ ー

ゼ3 の c D N A は30 6 塩基対の バ ン ドと して 対照脳と 神経膠腫 の

全例に検 出さ れ た (図 1) . P C R ダイ レ ク ト シ ー

ク エ ン ス 法 に よ

る解析で は
,
得 られ たP C R 産物 は正 常 の カ ス バ ー ゼ 3 c D N A で

あり
, 変異や 欠損 は見 ら れな か っ た

.

Ⅰ
. イ ム ノ ブロ ッ ト

カス バ ー セ1 蛋白 は
, 前駆体に相 当する45 k D a の バ ン ドと し

て検出 され
, 腫 瘍の 悪性度 と相 関 して 発現量 が増 加 して い た .

同様に
,

カ ス バ ー

ゼ 3 蛋白 は前駆体 に相 当する32 k D a の バ ン ド

とし て検 出さ れ
,
腫 瘍 の 悪性度 と 相関 して発 現量 が 増加 した .

カス バ ー

ゼ2 蛋白 は前駆体に相当する 48 k D a の バ ン ドと して 全

例 に発現を認め た が
, 特 に対照脳と 神経 膠芽脛 にお い て 発現量

が 増加 して い た (図2) .

I L 免疫組織化学

正常 コ ン トロ ー ル と して カ ス バ ー

ゼ 1 蛋白 と カ ス バ ー

ゼ3 蛋

白は
,

主 にリ ン パ節胚中心の リ ン パ 球の 細 胞質に
,

カス バ ー ゼ

2 蛋白 は 口蓋扁桃 の 重層扁平上 皮基 底層 細胞 の 細 胞質に
,

それ

ぞ れ 陽性反応を認 め た . 対月別削こお い て は カス バ ー ゼ 1 蛋白と

カ ス バ ー ゼ 3 蛋白の 発現 は認 め ら れ なか っ た が
,

カ ス バ ー ゼ2

蛋白 は 多数 の 神経細 胞の 細胞 質 に 陽性反応 が 認め ら れた (図

3A) . 神経膠腰 に お い て は
,

カ ス バ ー

ゼ 1 蛋白 は星細胞腫 で は

認め られ ず
,

退形成星細胞脛5 例中3 例
, 神帝膠芽腫6 例中6 例

に 陽性 反応 が み ら れ た (図 3 B) . カ ス バ ー ゼ 3 賓白の 発現 も
,

星細胞腫 で は 認め られ ず
,

退形成星細胞腫5 例 中5 例 で は多数

の 血 管 内皮細胞 と少数の 膿瘍細胞が (国 3 C) ,
神経膠 芽腫6 例

中6 例 で は
, 大部 分の 腫瘍瀾 胞と 血 管内皮細胞 に陽性 反応が み

ら れ た (図 3 D) . 腫瘍 細胞 に お ける発現部位 は細胞質,
お よ び

核 で あ っ た . カ ス バ ー

ゼ2 蛋白は星細胞膿 と退形成星細胞腫 の

腫瘍浸潤域 の 一

部の 神経細胞 に陽性所見み ら れ た . さ ら に
, 神

経膠芽腫 に お い て は
,

大部分 の 壊死巣周囲の 腫瘍胡胞が カス バ

ー ゼ2 蛋白 を過剰発現 して おり
,

細胞 質お よ び核 に陽性所見が

み られ た(図 3 E) .

Ⅳ . D N A ニ ッ ク末端標識法を もちい たア ポ ト ー シ ス 細胞の

同定

D N A ニ ッ ク 末端標 識法に お ける 陽性細胞 は神経膠芽腫の 壊

Fi g . 1 . R T -P C R a n al y si s o f c a s p a s e
-1

,- 2
,

a n d -3 m R N A i n

C O n tr Ol b r ai n s a n d a s tr o c yti c b r ai n t u m o r s . I A n e l
,

m Ol e c ul a r

W ei gh t m a rk e r s; 1 a n e s 2 -4
,

C O n tr Ol b r ai n s; l a n e s 5 -6
,
l o w g r a d e

a s tr o c yt o m a s; 1 a n e s 7 -1 1
,
a n a pl a sti c a st r o c yt o m a s; 1 a n e s 1 2 -1 7

,

gli o bl a s to m a s . T h e h u m a n G A P D H m R N A (6 0 0 b p) w a s al s o

s tu di e d a s a n i n t e r n al c o nt r ol .

Fi g . 2 . W e st e r n bl o t a n al y si s of c a sp a s e
- 1

,

-2
,

an d -3 . P r o tei n s

f r o m ti s s u e e x t r a c ts (7 .5 tl g) w e r e s u bj e c t e d t o S D S -P A G E .

′

n l e P r Ot ei n s w e r e tr a n sf e r r e d to a nit r o c ell u l o s e m e m b r an e
,

a n d r e a ct ed wi th e a c h an ti H

C a SP a S e an tib o d y . h n e s l - 3
,
C O n t r Ol

b r a i n s ; 1 a n e s 4 - 5
,
l o w g r a d e a st r o c y t o m a s ; 1 a n e s 6 ･1 0

,

an a pl a s ti c a st r o c yto m a s;1 an e S l l - 1 6
, g h o bl a s to m a s .



9 0

Fig . 4 . A p o pt o ti c c ell s (a r r o w s) i d e n tifi e d b y D N A n i c k e n d

h b el in g m e th o d in p e ri n e c r o ti c a r e a o f gli o bl a sto m a ･ × 10 0 ･

Fi g . 3 . I m m u n o h i st o c h e m i c al st ai ni n g o f c a s p a s e
-1

,

-2
,

a n d -3

i n c o n tr ol b r ai n s an d h u m an a Str O C yti c tu m o r s . (却 I n c o n tr ol

b r ai n
,

C a S p a S e -2 i m m u n o r e a c tivi t Y i s s e e n i n th e c yt o pl a s m of

n e u r o n s . (B ) S c a tt e r e d gli o bl a s to m a c ell s a r e i m m u n o r e a ctiv e

f o r c a s p a s e
-1 . (C) I n a n a pl a sti c a st r o c yt o m a

,
e n d o th eli al c ell s

a r e i m m u n o r e a c ti v e f o r c a s p a s e
-3 . (D ) A l a r g e n u m b e r of

gli o b l a s t o m a c ell s a n d e n d o t h eli al c ell s a r e d iff u s ely

i m m u n o r e a c tiv e to c a s p a s e
-3 . (E ) M a r k e d i m m u n o r e a cti vi ty to

c a s p a s e
-2 i n gli o b l a st o m a c e11 s s u r r o u n d i n g p e ri n e c r o ti c ar e a ･

I m m u n o r e a c tivi t y i s s e e n i n c yt o s ol a n d n u cl ei of t u m o r c ell s ■

( 勾 ×10 0
, ( B) ×2 5

! (C ) × 8 0
, ( D) × 2 5

, ( E) ×2 5 .

死巣 周囲 に主 に認 め ら れ , そ の 形態 は 核の 偏在,
縮小と い っ た

ア ポ ト
ー シス に特徴的 な変化を伴 っ て い た (図 4) .

考 察

線虫 仇 β循∂祓 αみd 抽 gJ 雛 乃5 の 発生 過程 の 異常 に お ける研究よ

り
,

アポ ト
ー

シ ス の 実行遺伝子で あ る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ

C E D →3 が 同定 さ れ た .
こ の C E D - 3 と 哺乳 類で の I C E が ホ モ ロ

ジ
ー を有 し

11)1 2)
,

また
,
I C E を線 維芽細胞 に強制発現 さ せ る こ

とで ア ポ ト
ー シス を誘導 させ る こ と に 成功 し

1 3)
,
細 胞の ア ポ ト

ー

シ ス の メ カ ニ ズ ム は 種を超 えて保存 さ れ て い る こ と が 示唆さ

れ た . そ の 後 ,
I C E / C E D - 3 と ホ モ ロ ジ

ー を有 す る 遺伝子が

次 々 に 同定 さ れ
, 現在 まで に少 なく と も10 種類 が カ ス バ ー ゼ

フ ァ ミ リ
ー

に属 して い る
15)

. 血 球系培 養細 胞や 上 皮系膿瘍培養

細胞 な ど にお い て ア ポ ト
ー シス を誘 導 した 際,

カス バ ー

ゼ 蛋白

の 活性化が 起 き
,

カ ス バ ー ゼ 黄白の 抑制剤 に より ア ポ ト
ー シス

が 回避 され る こ と よ り
,
現 在カス バ ー ゼ フ ァ ミリ

ー

は細胞死の
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中心的役割 を成す と考 え られ て い る
1 4)3 0)

L

3 2)
.

一

九 神経 膠腫

培養細胞 にお ける シ ス プ ラ チ ン 誘導 で の アポ ト
ー

シス の 際,
カ

ス バ ー ゼ 1 m R N A の 過 剰発 現 が 起 こ る こ と が 報 告 さ れ て い

る
3 3)

.
こ の こ と は

,
細胞 に お い て ア ポ ト

ー

シス が 誘導さ れ る状

況下で は
,

い く つ か の カ ス バ ー ゼ の 発現 が 調整さ れ て い る と 考

えられ る . しか しな が ら
,

そ の 研究 の 大部分が 培養細胞 を用い

たもの で あり , 正常 お よ び 病的状態 で の 生体内で の 発現に つ い

ての 検討は
,

ほ と ん ど為 され て い ない の が 現状で ある
34 )3 5)

ヒ ト正 常組織で は
,

カ ス バ ー

ゼ1 m R N A は胸腺, 心臓 , 肺
,

腎臓
,

膵臓 ,
腸 乱 胎盤 な どの 組織 に発 現 して い る が

, 月削こお

い て は発硯 して い な い と 報告さ れ て い る
3 6)

.

→

方 ,
カ ス バ ー

ゼ

2 m R N A は ヒ ト正 常脳 に発現する こ と を W 弧 g ら
17 )

が 報告 して

い る . さ ら に
,

マ ウ ス カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ
ー の カ ス バ ー

ゼ2 ホ

モ ロ グ で ある ネ ッ ド
･ ツ ー

( n e u r al p r e e u r s o r c ell -

e X p r e S S e d
,

d e v el o p m e n tall y d o wn - r e g ul at e d g e n e 2 ,
N e d d 2) m R N A は 成体 マ

ウ ス 大脳皮 質の 神経紳胞 に発現 する と 報告 され て い る
3 7)

.
カ ス

バ ー ゼ3 蛋白に つ い て はⅠむaj e w s k a ら
:う4)

が
, 免疫組織化学法に

て発現 を検討 した結 果,
皮膚 ,

心臓
, 肝臓 , 胸腺 , 子宮 , 乳

腸管 に発現をみ と め た が
,

腎臓
,

肺
,

脳 に お い て は 陽性所 見は

認め られ なか っ た と報告 して い る . 今 回
,
3 例の 村照脳 に お け

る検討で は
】

カ ス バ ー ゼ 1 蛋白と カ ス バ ー ゼ3 蛋白 は認 め ら れ

ず,
カ ス バ ー

ゼ2 蛋白の みが 神経細胞 に 発現 を認 め
, 従 来の 報

告とほ ぼ
一

致す るもの で あ っ た .

神経膠腺 にお い て は
,

カ ス バ ー

ゼ 1 m R N A と カ ス バ ー ゼ1 蛋

白の 発現 は よく相 関 し
,

悪性度 と 共に 発現 が 増加 した .

一

方 ,

カ ス バ ー ゼ 3 m R N A は神経膠腫仝例 に認め られ た が
,

カ ス バ ー

ゼ3 蛋白は 悪性度と 共 に発現量が 増加 して い た .
こ の 原 因と し

て は
,

イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 で 検 出不 能 な 微 量 の 蛋白 に 対 す る

m R N A に対 して
, 増幅を繰り返 した た め と考え られ た . 他の 可

能性と して
, 転写 か ら翻訳 へ の 過程 で の 調節機 構が 存在する の

かも しれな い
. 免疫組織 化学 的検討で は

,
カ ス バ ー

ゼ1 蛋白は
,

神経膠芽腫 にお い て散在 的に腫瘍細胞 が 陽性 反応を 認め た の に

対し,
カ ス バ ー ゼ 3 蛋白 は壊死 巣 を 含む 殆 どの 腫瘍細胞 に 陽性

反応を呈 した . ヒ ト正 常組織 で の 免疫染 色で の 結果
,

カ ス バ ー

ゼ3 蛋白は 短命 な細胞, 即ち細胞周期 に 入 る 細胞が 多い ほ ど過

剰発現が み ら れ る と報告 さ れ て い る . 神経膠 芽腫 は 手術摘出川寺

に は50 % 以 上 の 腫瘍 細 胞 が 細 胞 死 を 起 こ し て お り , ま た
,

10 % 以上 の 細胞が 細胞周期 に入 っ て い る事よ り
, 神経 膠芽腫 の

腫瘍細胞は 比較的短命 な細胞群で ある た め カ ス バ ー

ゼ 3 蛋白 の

過剰発現が 起きて い る と 考えら れ た
34):は 卜 4(-)

カ ス バ ー ゼ 1 蛋白お よ び カ ス バ ー ゼ 3 蛋白 は
,

正 常 ヒ ト脳 に

はわずか しか発現せ ず
,

神経 捌 副こお い て は 殆 どが 前駆体 と し

て存在 し
,
ま た

, 悪性度 と 共に そ の 党規 量が増 加 して い る
.

こ

の こ と は神 経膠芽腫の 治療 に お い て
,

こ の カ ス バ ー ゼ 1 蛋白 お

よ びカ ス バ ー

ゼ 3 蛋白を活性化 させ る こ と は
, 有用 な ア プ ロ ー

チと 考えられ る . K o n d o ら
33)

や Y u ら
41)

は
,

カス バ ー

ゼ1 を用

い た神経膠腫 の 治療法 の 可 能性 を報告 した .

一

方 ,
カ ス バ ー

ゼ

3 は現在同定 され て い る カ ス バ ー ゼ フ ァ ミ リ
ー

の 中で も
, 最 も

ア ポ ト
ー

シ ス に影響 し
,
貴 下流 に位置す る 蛋白で ある と考 えら

れ てい る
1 4)

. 抗癌剤や 抗F a s 抗体 と い っ た ア ポ ト
ー シス 誘導 因

子により カ ス バ ー

ゼ3 の 活性化が 誘導 さ れ , ポ リA D P リ ボ ー ス

ポリ メ ラ
ー

ゼ や D N A 依 存性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
,

ア ク チ ン な

どの 細胞維 持 に働く 蛋 白質が 分解 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い

る
19) 42) 4 3)

. 本研 究 に お い て
,

R T - P C R 法 に て 得 ら れ た産 物 は
,

い わ ゆ る 活性部位 と呼 ばれ る グ ル タ ミ ン ー ア ラ ニ ン ー シ ス テイ ン _

ア ル ギ ニ ン ー グリ シ ン と い うア ミ ノ 酸配列が 保 た れ , 変異 な ど

が 認め られ な っ か っ た こ と
,

ま た
,

カ ス バ ー

ゼ1 蛋白 と異 なり

免疫組織 化学法に お い て神経膠芽腫の 大部分の 膿瘍細胞 に カ ス

バ ー ゼ3 蛋白の 発現が 認め られ た こ とか ら
, 今後 の 治療の 標的

と して
,

カ ス バ ー

ゼ 3 蛋白を活性化 させ
,
腫瘍細胞 に ア ポ ト

ー

シ ス を誘導す る方法が 有力で ある と考え られ た
.

カ ス バ ー

ゼ2 蛋白 は
, 特に 対照脳 と神経膠芽厳 にお い て 発現

量 が増加 し て い た もの の
,

全例に 発現を認め た . 免疫組織化学

に お い て は
, 星細胞腫 と退形成星細胞魔 の 残存神経細胞が 陽性

所 見を 呈 した . 肝 P C R 法お よび イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に て カ ス バ

ー

ゼ2 が 全例 に 認め られ た の は 主と して 残存神経細胞が カス バ

ー

ゼ2 を発現 して い た こ と に起 因する と 考え られ た . 神経膠芽

艦 に おける カ ス バ ー

ゼ2 蛋白の 発現は
, 壊死巣周囲の

,
い わゆ

る偽性柵状構造 b s e u d o p ali s a d e) を形成 して い る腫瘍細胞 にお

い て の み 認め られ た . また
,

同部位 に D N A ニ ッ ク 末端標識法

に よ る 陽性細胞を多数認め た こ とは
,

カ ス バ ー

ゼ 2 蛋白の 過剰

発現 と ア ポ ト ー シス
, さ ら に壊死 巣形成 に極め て密接な関係が

ある こ と を示唆 し て い る と考え ら れ た . 同時 に,
カ ス バ ー ゼ 3

蛋 白も
,
すべ て の 壊死 巣周囲の 腫瘍細胞 に認め られ た こ と より

,

壊死 巣形成 の 機 構と し てカ ス バ ー

ゼ2 蛋白お よ び カ ス バ ー ゼ 3

蛋 白の 過剰発現 が何 らか の 役割 を果た して い る の で はな い かと

考 え られ た
.

カ ス バ ー ゼ2 蛋白お よ び カ ス バ ー

ゼ 3 蛋白が 構成

す る ア ポ ト
ー シス 誘導の 経 路と して

,
カ ス バ ー ゼ 2 蛋白の 過剰

発現 そ の もの が腰湯細胞 に ア ポ ト
ー シ ス を引き起 こ す

1 7)
,

カス

バ ー

ゼ2 蛋白 の 過剰 発現 お よ び 活性化 に より カ ス バ ー ゼ 3 蛋白

の 活性 化が起 こ り
,

ア ポ ト
ー

シ ス が 誘導 され る
4 4)

,
カ ス バ ー ゼ

2 蛋白の 過剰 発現 が カス バ ー

ゼ 3 蛋 白の 活性化 の 域値 を~~F げて

い る
,

と い う3 つ の 可能性 が考 え られ る .
い ずれ の 機構が 腫瘍

細胞 に ア ポ ト ー シ ス を引 き起 こ して い る の か は不 明で ある が
,

本研究 に お け る免疫組織化学 法の 結 果で は ,
ア ポ ト

ー

シス に陥

っ た細胞 に お い て カ ス バ ー

ゼ3 蛋白に 対する 陽性反応が 認め ら

れ ず
,

カ ス バ ー

ゼ2 蛋白の 過剰発現 は壊 死 巣周囲の 腫瘍細胞 に

お い て の み み られ
,

さら に
一

部 の ア ポ ト
ー

シ ス に 陥 っ た細胞に

も陽性所 見が 観察 され た .
こ れ ら の 所 見より壊死巣周匝削こお い

て の み 見 ら れ た カ ス バ ー ゼ 2 蛋白 の 過 剰発現 と
,

カ ス バ ー

ゼ 2

蛋白 の 過剰発現 に関与し た カ ス バ ー ゼ3 蛋白の 活性化が 壊死 巣

形成 の 主要な因子と な っ て い るもの と 考え ら れ た .

本研 究で は
,

カ ス バ ー

ゼ 1
,

カ ス バ ー ゼ2
, お よ び カ ス バ ー

ゼ 3 の 発現を 中心 に神経 膠腫に お ける 組織学的悪性 度, な ら び

に壊死 巣周 囲にみ られ た ア ポ ト
ー

シス 発 生機構 と の 関係を検 討

し た . しか しな が ら
,

こ の 3 類の カ ス バ ー

ゼ の み が ア ポ ト
ー

シ

ス の 経路を構成す る訳で は なく
,
他 の カ ス バ ー ゼ フ ァ ミリ

ー

お

よ び ア ポ ト
ー シ ス 抑制閃子に つ い て も

,
さ ら に検討が 必要で あ

る . 同時 に
, 神経膠芽脛に お ける壊 死 巣形成 の 機構を解明する

た め に は
,

い かな る因子が カ ス バ ー ゼ の 発現を増加さ せ , 活性

化 させ るの か
,

さ ら なる研究が 望ま れ る .

結 論

神経 膠膿13 例 (星細胞腫2 例
,

退形成星細胞腫5 例
, 神経 膠

芽腫6 例) に お ける カ ス バ ー ゼ 1
,

カ ス バ ー ゼ 2
,

カ ス バ ー

ゼ3

の 発現 を 肝 P C R 法
,
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法

,
免疫組織化学法 にて

検討 し
,

以下 の 結論 を得 た .

1 . カ ス バ ー

ゼ1 蛋白,
カ ス バ ー

ゼ 2 蛋白,
お よ び カ ス バ ー ゼ3
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蛋白の 発現 は神経膠魔 の 悪性度 と共 に増加 した .

2 . 神経膠芽腫 に お ける大部分 の 膿瘍細胞 は
,

カ ス バ ー ゼ 3 蛋

白を過剰発 現 して い た .

3 . 神経膠芽腫 に お ける壊死巣周 囲の 腫瘍細胞 に カ ス バ ー ゼ 2

蛋白の 過剰発現 が 認 め ら れ
,

ま た
,

同部位 に D N A ニ ッ ク末端

標識法陽性細胞を多数認め た .

以上 の 結果 より
, 神経 膠芽魔 の 組織学 的特徴 で ある壊 死巣 の

形成 に は
,

カ ス バ ー ゼ 2 蛋 白お よ びカ ス バ ー

ゼ 3 黄白 の 過剰 発

現 が 関与す る ア ポ ト
ー シ ス 誘導の 経路の 存在 が示 唆さ れ た .
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H ar twi e g E A

,
Y u a n J ･ I n d u cti o n

o f a p o p t o si s i n fib r o b l a s t s b y I L - 1 P
r

c o n v e r ti n g e n z y m e
,
a

m am m al i a n h o m ol o g o f th e C ･ eleg a n s c ell d e a th g e n e c e d -3 ･ C e11

7 5 : 6 5 3 -6 6 0
,
1 9 9 3

1 4) N a g at a S . A p o pt o si s b y d e a th f a c to r ･ C el1 8 8 : 3 5 5 -3 6 5
,
1 9 97

1 5) A l n e m ri E S
,
Li vi n g st o n D J ,

N i c h oI s o n D W
,
S al v e s e n G

,

T h o r n b e r r y N A
,
W o n g W W

,
Y u a n J ･ H u m a n I C E / C E D -3

p r o t e a s e n o m e n cl a tu r e ･ C el1 8 7 : 1 7 1
･
1 9 9 6

1 6) G u Y
,
W u J ,

F a u c h e u C
,
h l a n n e J - L

,
D i u A

,
Li vi n g st o n D J ,

S u M S - S . I n t e rl e u k i n
- 1 β c o n v e rti n g e n z y m e r e q u i r e s

oli g o m e ri z ati o n f o r a c ti vi ty o f p r o c e s s e d f o r m s i n vi v o ･ E M B O J

1 4 : 1 9 2 3 -1 9 3 1
,
19 9 5

17) W a n g L
,
M i u r a M

,
B e r g e r o n L

,
Z h u H

,
Y u a n J ･ I ch -1

,
a n

i c e / c e d ふ r el a t e d g e n e
,

e n C O d e s b o th p o siti v e a n d n e g ati v e

r e g ul at o r s o f p r o g r a m m e d c ell d e a th ･ C el1 7 8 : 7 3 9 - 7 5 0
･
19 9 4

1 8) F e r n a n d e s
一 Al n e m ri T

,
L it w a c k G

,
A l n e m ri E S ･ C P P 3 2

,
a

n o v el h u m a n a p o p to ti c p r o t ei n wi t h h o m ol o g y t o C a e n o rh a b ditis

el q a n s c ell d e ath p r o t ei n C ed - 3 a n d m a m m ali an i n te rl e u ki n
- 1 β

･

c o n v e rti n g e n z ym e .J B i oI C h e m 2 6 9 = 3 0 7 6 1 -3 0 7 6 4
,
1 9 9 4

1 9) T e w a ri M
, Q u a n U r

,
0

'

R o u r k e K
,
D e s n o y e r s S

,
Z e n g Z

,

B eidl e r D R
,
P oi ri e r G G

,
S al v e s e n G S

,
D i xi t V M ･ Y am a/ C P P 3 2 1

9
,

a m a m m ali a n h o m ol o g of C E D - 3
,
i s a C r m んi n h ibit a bl e p r o t e a s e

th a t cl e a v e s th e d e ath s u b str at e p ol y(A D P - Ri b o s e) p ol y m e r a s e ･

C e11 8 1 : 8 0 ト80 9
,
1 9 9 5

2 0) N i c h oI s o n D W
,
A li A

,
T h o r n b e r r y N A

,
V aill a n c o u r t J P

,

D i n g C K
,
G al 1 a n t M

,
G ar e a u Y

,
G r 皿 n P R

,
L ab ell e M

･
I ･ a Z e b nik

Y A
,
M u n d a y N A

,
R aj u S M

,
S m u l s o n M E

,
Y a m i n T T

,
Y u V L

,

M ill e r D K . I n d e n tifi c ati o n a n d i n h ib iti o n o f th e I C E / C E D -3

p r o t e a s e n e c e s s a r y f o r m a m m ali a n a p o p t o si s ･ N a tu r e 3 7 6 : 3 7 -43 ･

2 1) C h o m c z y n sk i P
,
S a c c h i N ･ S i n gl e

-

S te p m e th o d of R N A

i s o l a ti o n b y a ci d g u a n idi n i u m th i o c y a n a t e
-

p h e n o l -

C h l o r o f o r m

e x t r a cti o n . A n al Bi o c h e m 1 6 2 : 1 5 6 - 1 5 9
,
1 9 8 7

2 2) A l n e mi E S
,
F e r n an d e s T Al n e mi T

,
L it w a c k G ･ C l o ni n g a n d

e x p r e s si o n o f f o u r n o v el i s o f o r m s o f h u m a n i n t e rl e u ki n
-1

I
9

c o n v e rti n g e n z y m e w i th diff e r e n t a p o pt o ti c a c ti vi ti e s ･J B i oI C h e m

2 7 0 : 4 3 1 2 -4 3 1 7
,
1 9 9 5

2 3) M ai e r J A M
,
V o ul al a s P

,
R o e d e r D

,
M a ci a g T ･ E x t e n si o n of

li f e
-

S P a n O f h u m a n e n d o th eli al c ell s b y a n i n t e rl e u k i n
-1 α

an ti s e n s e oli g o m e r . S ci e n c e 24 9 : 15 7 0 - 15 7 4
,
19 9 0

2 4) K ell e y J M . A u t o m at e d d y e
it e r m i n a t o r D N A s e q u e n ci n g ･ I n

M D A d a m s
,
C F i e ld

,
C V e n t e r ( e d s) ,

A u t o m a t e d D N A

S e q u e n ci n g a n d An al y si s
,
1 st e d

, P 17 5 ･1 8 1
,
A c a d e m i c P r e s s ,
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b n d o n
,
1 9 9 4

2 5) T o w bi n H
,
S ta e h eli n T

,
G o rd o n J ･ E l e ct r o ph o r e ti c t r a n sf e r

of p r o t ei n s fr o m p o l y a c r yl a m id e g el s t o nit r o c ell u l o s e s h e e ts ‥

p r o c e d u r e a n d s o m e a p pli c a ti o n s ･ P r o c N atl A c a d S ci U S A 7 6 =

43 5 0 -4 3 5も19 7 9

2 6) B r a d f o r d M M ･ A r a pid a n d s e n siti v e m e th o d f o r th e

q u a n tit a ti o n o f m i c r o g r a m q u a n ti ti e s o f p r o t ei n u tili zi n g th e

p rl n Ci pl e o f p r o tei n
- d y e bi n di n g ･ An al B i o ch e m 7 2‥2 4 8 -2 5 4

,
1 9 7 6

2 7) L a e m m li U K . Cl e a v a g e o f st r u c t u r al p r o t ei n s d u ri n g th e

a s s e m bl y o f th e h e a d of b a ct e ri o p h a g e T 4 . N a tu r e 2 2 7 : 6 8 0 -6 8 5
,

1 97 0

2 8) G a v ri eli Y
,
S h e r m a n Y

,
B e n

- S a s s o n S A . I d e n tifi c a ti o n of

p r o g r a m m e d c ell d e a th i n sit u vi a s p e cifi c l a b eli n g o f n u cl e a r

D N A fr a g m e n t ati o n . J C ell B i ol l 1 9 : 4 9 3 - 5 0 1
,
1 9 9 2

29) S g o n c R
,
B o e c k G

,
D i e tri ch H

,
G ru b e r J ,

R r ch ei s H
,
W i c k

G . S ti m ult a n e o u s d e te r m i n ati o n o f c ell s u rf a c e a n d a p o pt o si s .

甘 e n d s G e n et l O : 4 1 -4 2
,
1 9 9 4

3 0) W o lf C M
,
R e y n o l d s J E

,
M o r a n a SJ ,

E a st m a n A . T h e

te m p o r al r el ati o n s hi p b e t w e e n p r o t ein ph o s p h at a s e
,
I C E / C E D -3

p r ot e a s e
,
i n tr a c ell ul a r a cidi丘c a ti o n

,
a n d D N A fr a g m e n t a ti o n i n

ap o p to si s . E x p C ell R e s 2 3 0 : 2 2 - 2 7
,
19 9 7

31) D u b r e z L
,
S a v o y I

,
H a m m a n A

,
S ol a r y E . Pi v o tal r ol e of a

D E V D -

S e n Siti v e s te p i n e t o p o si d e
-i n d u c e d a n d F a s - m e di at e d

ap o p to ti c p ath w a y s . E M B O J 1 5 : 5 5 0 4 -5 5 1 2
,
1 9 9 6

32) H a s e g a w a J ,
K a m a d a S

,
K a m iik e W

,
S hi m i z u S

,
I m a z u T

,

M at s u d a H
,
T s uji m o t o Y . I n v oI v e m e n t of C P P 3 2/ Y a m a ( -1ik e)

p r ot e a s e i n F a s
-

m e di at e d a p o pt o si s . C a n c e r R e s 5 6 : 1 7 1 3 -1 7 1 8
,

19 9 6

33) K o n d o S
,
B a r n a B P

,
M o ri m u r a T

,
T a k e u c hi J ,

Y u a n J ,

A k b a s a k A
,
B a r n e tt G H ･ I n t e rl e u ki n

- 1 /9
- C O n V e rti n g e n z y m e

m e di at e s C i s pl ati n
-i n d u c e d a p o p to si s i n m ali g n a n t gli o m a c ell s .

C an C e r R e s 5 5 : 6 1 6 6 - 6 1 7 1
,
1 9 9 5

34) K r aj e w sk a M
,
W a n g H - G

,
K r aje w s ki S

,
Z a p a ta J M

,
S h ab ai k

A
,
G a s c o y n e R

,
R e e d J C . I m m u n o h i s to c h e m i c al a n al y si s o f i n

Vi v o p atte r n s of e x p r e s si o n of C P P 3 2 ( C a s p a s e
-3) ,

a C ell d e ath

P r O t e a S e . C a n c e r R e s 5 7 : 1 60 5- 1 6 1 3
,
1 9 9 7

35) V a n d e C r a e n M
,
V a n d e n a b e el e P

,
D e cl e r c q W

,
V a n d e n

B r a n d e I
,
V o n L o o G

,
M o l e m a n s F

,
S c h o tt e P

,
V a n C ri e ki n g e W

,

B e y a e r t R
,
F i e r s W ･ C h a r a ct e ri z a ti o n of s e v e n m u ri n e c a s p a s e

f a m il y m e m b e r s . F E B S I . e tt 4 0 3 : 61 -6 9
,
1 9 9 7

3 6) K a m e n s J ,
P a s ki n d M

,
H u g u ni n M

,
T al an i a n 叩 ,

A ll e n

B an a C h D
,
B u m p N

,
H a ck e tt M

, J o h n s to n C G ,
Li P

, M a n k o vi c h

J A
,
T e rr a n o v a M

,
G h a y u r T . I d e n tiB c a ti o n a n d ch a r a ct e ri z ati o n o f

I C H -2
,

a n O V el m e m b e r o f th e i n t e rl e uld n
-1

′･ヨ
ー

C O n V e r ti n g e n z y m e

fa m ily o f c y s tei n e p r o te a s e s .J Bi oI C h e m 2 7 0 : 1 5 2 5 0 -1 5 2 5 6
,
19 9 5

3 7) K u m ar S
,
Ki n o s hit a M

,
N a d a M

,
C o p el a n d N G

,J e n ki n s N A

I n d u cti o n o f a p o p to si s b y th e m o u s e N e d d 2 g e n e
,
W hi c h e n c o d e s

a p r ot ei n si m il ar tO th e p r o d u c t of th e C b寧n O Y h a b di tis el留 a n S C ell

d e a th g e n e c e d1 3 a n d th e m a m m ali an I L l β- C O n V e rti n g e n zy m e .

G e n e s D e v 8 : 1 6 1 3 -1 6 2 6
,
1 9 94

3 8) K u i d a K
,
Z h e n g T S

,
N a S - S

,
K u a n C , Y

,
Y a n g D

,

K a r a s u y a m a H
,
R a ki c P

,
Fl a v ell R A . D e c r e a s e d a p o p to si s i n th e

b r ai n a n d p r e m at u r e l e th ality i n C P P 3 2 -d e点ci e n t m i c e . N at u r e

3 8 4 : 3 6 8 -3 72
,
1 99 6

3 9) M i gh eli A
,
C a v all a P

,
M a ri n o S

,
S c h iff e r D . A st u d y of

a p o pt o si s i n n o rm al a n d p ath ol o gi c n e rv O u S ti s s u e a fte r i n sit u

e n d -1 a b eli n g of D N A st r a n d b r e a k s . J N e u r o p ath oI E x p N e u r o1

5 3 : 6 0 6 -6 1 6
,
1 9 94

4 0) S ch i ff e r D
,
C a v al 1 a P

,
M i gh eli A

,
C hi o A

,
G i o rd a n a M T

,

M a ri n o S
,
A tt an a Si o A . A p o pt o si s an d c ell p r olif e r ati o n i n h u m a n

n e u r o e pi th eli al t u m o r s . N e u r o s ci Le tt 1 9 5 : 8 1 -8 4
,
1 99 5

4 1) Y u JS ,
S e n a

- E st e v e s M
,
P a ul u s W

,
B r e ak e丘eld X O

,
R e e v e s

S A R et r o vi r al d eli v e r Y a n d t et r a c y cli n e
-d e p e n d e n t e x p r e s si o n o f

II J l β-

C O n V e r 血g e n z y m e (I C E) i n a r a t gli o m a m o d el p r o vid e s

C O n t r Oll e d i n d u c ti o n o f a p o pt o ti c d e a th i n tu m o r c ell s . C an C e r R e s

5 6 : 5 4 2 3 -5 4 2 7
,
19 96

4 2) S o n g Q ,
L e e s

- M ill e r S P
,
K u m a r S

,
Z h a n g N

, C h a n D W
,

S m i th G C M
, J a c k s o n S P

,
Al n e m ri E S

,
Li t w a c k G

,
KIl a rl n a K K

,

L a v i n M F . D N A -d e p e n d e n t p r o t ei n ki n a s e c at al yti c s u b u n it: a

t a r g e t f o r a n I C E -1ik e p r o t e a s e i n a p o p to si s . E M B O J 1 5 : 3 2 3 8 -

3 2 4 6 , 1 9 9 6

4 3) C h e n Z
,
N ait o M

, M a s h i m a T
,
T s u r u o T . A c ti v ati o n of

A c ti n - Cl e a v a b l e i n t e rl e u k i n l
/
ヲー

C O n V e rti n g e n z y m e (I C E) f a m il y

p r o t e a s e C P P -3 2 d u ri n g c h e m o th e r a p e u ti c a g e n トi n d u c e d

a p o pt o si s i n o v a ri a n c ar ti n o m a c ell s . C a n c e r R e s 5 6 : 5 2 2 4 -5 2 2 9
,

1 9 9 6

4 4) H a rv e y N L
,
B u tt AJ ,

K u m a r S . F u n e ti o n al a c ti v a ti o n o f

N e d d 2/I C H -1 (c a s p a s e
-2) i s a n e a rl y p r o c e s s i n a p o p t o si s . J B i oI

C b e m 2 7 2 : 1 31 3 4 -1 3 1 3 9 ,
19 9 7
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E x p r e ssi o n o f C a s p a s e ql ,
･ 2

, a n d - 3 i n H u m a n A st r o c y ti e T u m o r s M a s a y u ki A r ai
,
D e p a rt m e n t o f N e u r o s u r

g e r y ,

S c h o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r si t

y , K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7

,
8 7 - 9 4 ( 1 9 9 8) ･

k e y w o r d s c a s p a s e
, g li o m a

,
a P O P t O Si s

,
n e C r O Sis

A b s t r a ct

C y s tei n e p r o t e a s e s o f th e c a s p a s e f a m ily [i n t e rl e u ki n - 1 P -

C O n V e rti n g e n z y m e ( I C E)/ c ell d e a th a b n o r m a ト3 (C E D - 3)

f a m ily] h a v e b e e n i m pli c at e d a s c o m p o n e n ts o f c ell d e a th p a th w a y a n d h a v e b e e n r e p o rt ed t o b e i n v o I v e d i n F a s/ A P O -1

( C D 9 5) ,
C h e m oth e r ap e uti c a g e n ts

,
a n d r a di a ti o n

-i n d u c e d ap o p t o si s . I n th i s s tu d y ,
W e a S S e S S e d th e e x p r e s si o n o f c a s p a s e

- 1

(I C E) ,
C a S P a S e

- 2 (I C E / C E D - 3 h o m o l o g u e
- 1 L

,
I C H - 1 L) ,

a n d c a s p a s e - 3 ( C P P 3 2 / Y a m a/ ap o p a i n ) i n 1 3 c a s e s o f p ri m a r y

a s t r o c y ti c b r ai n tu m o r s ( t w o c a s e s of l o w g r a d e a s tr o c y
t o m a s , fi v e c as e s o f a n a p l a s ti c a s t r o c y t o m a s

,
a n d si x c a s e s o f

g li o bl a st o m a s) b y r e v e r s e tr a n s c ri p
ti o n - P C R

,
W e st e r n b l o t a n al y si s

,
a n d i m m u n o hi st o c h e m i st r y ･ I n ad d iti o n

,
W e a S S e S S e d

a p o p t o si s b y D N A ni c k p e n d l a b eli n g m e th o d to s h o w th e g e o g r ap hi c r e l a ti o ns h i p b e t w e e n n e c r o si s a n d c a s p a s e e x p r e s si o n i n

h u m a n g li o b l a st o m a s . E x p r e s si o n of c a s p a s e
- 1 m R N A w a s f o u n d i n 6 0 f 6 h u m a n g li o b l a s t o m a s a n d 2 0 f 5 a n a p l a sti c

a s tr o cy t o m a s . C a sp a s e
-2 a n d - 3 m R N A e x p r e s si o n w a s f o u n d i n 3 0f 3 h u m a n c o n tr ol b r ai n s ( e p il e p ti c b r ai n s) a n d i n 1 3 0 f 1 3

p n m a ry a st r o c y ti c b r ai n tu m o r s . I n W e s te rn b l o t a n al y s IS
,
C a S P a S e - 1 a n d - 3 w e r e o v e r e x p r e s s e d i n a n ap l a sti c a st r o c y t o m a s a n d

g li o bl a s to m a s
,
C O r r el a ti n g w i th th e m alig n a n c y g r ad e

,
W h il e c a s p a s e

- 2 e x p r e s si o n w a s m a r k e dl y i n c re a s e d i n g li o b l a s to m a s .

I m m u n o h is t o c h e mi c al e x a m i n a ti o n s s h o w e d th at i m m u n or e a c ti v l ty tO C a SP a S e
p I w as d e t e c t e d i n sc att er ed tu m o r c ell s i n 3 0f 5

a n a p l a sti c a s t r o c y t o m a s a n d 6 0f 6 g li o bl a s t o m a s ･ I m m u n o r e a c ti v lty t O C a SP aS e - 3 w a s d e t e c t e d i n a l ar g e n u m b e r of t u m o r

C ells i n 6 0 f 6 g li o b l a s t o m a s
,
i n c l u d i n g p e ri n e c r o ti c a r e a s . F u r th e r m o r e

,
C a SP a S e

- 2 i m m u n o r e a c ti v l ty W a S d e t e c t e d i n

g li o bl as to m a t u m o r c ell s s u r r o u n di n g fb ci o f n e c r o si s i n w h i c h a n a c c u m ul ati o n o f gl i o m a c e ll s u n d e r g o l n g a P O P t O Si s d e t e ct e d

b y D N A n i c k -

e n d l a b eli n g m e th o d ･ T h u s
,
th e f r e q u e n c y o f c a s p as e - l

,

L 2
,

a n d - 3 0 V e r e X P r e S Si o n ap p e ar S t O C O r r el a t e w i th th e

m ali g n a n c y g r a d e o f a st r o cy ti c b r ai n t u m o rs . F u r th e r m o r e
,
C a SP aS e -2 a n d c a s p a s e

- 3 0 V e r e X P r eS Si o n m a y p l a y a n i m
p o rt a n t r ol e

i n th e p a th o g e n e sis o f n e c r o si s
,
W h ic h i s o n e o f th e h i st ol o g l C al h a11 m a r k s o f gl i o b l a st o m a ･


