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3 ∵ア セ チ ル ピ リ ジ ン投与 に よ る ヒ ト ニ ユ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ の

ア ポ ト ー シ ス

金沢大学医学部附属神経情報研究施設 情報伝達研究部門 ( 主任 : 加藤 聖教授)

村 瀬 真

3- ア セ チ ル ピリ ジ ン (3- a C e tylp y ridi n e , 3 - A P ) は ,
ナ イ ア シ ン ア ミ ドの ア ナ ロ グ で あ り , 神経毒性を有す る こ と が 知 られ

て い る . 我 々 ほ , 培養 ヒ ト ニ ユ

ー

ロ ブ ラ ス ト
ー マ I M R- 3 2 細胞 に 0 .3

-1 rn M の 3- A P を 投 与 し た と こ ろ 細胞 死 を 誘導 で き た

が
,
同濃度 の 3- A P 投与は ! 線椎芽細胞や褐色細胞腰や グ リ オ ー マ な どの 培養非神経細胞 , 培養 マ ウ ス ニ ュ

ー ロ ブ ラ ス ト
ー

マ

に は 効果 が なか っ た . 3- A P に よ る ヒ ト ニ ュ
p ロ ブ ラ ス ト ー マ 細胞 死は , ア ク チ ノ マ イ シ ソ D ( R N A 合成阻害剤) , シ ク ロ へ キ

シ ミ ド(蛋白質合成阻害剤) あ るい ほ ア ウ リ ソ ト リ カ ル ポ ン 酸( エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ お よび 蛋白質合成阻害剤) に よ り阻止 され

た . ま た
,
こ の 細胞死 は ナ イ ア シ ン ア ミ ド投与 に よ っ て も阻止 され た . さ ら に 細胞死の 電子顕微鏡観察に よ り核 の 凝縮 ･ 断片

化 , 染色質の 濃縮 , 細胞膜や 核膜 の 保存が認め られ た . しか し
,
D N A の 断片化は 電気泳動上 は 明確で な か っ た .

こ れ ら の 結果

か ら
,
3 - A P に よ り誘導 され る ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト

ー マ 細胞死 は ▲
ア ポ ト

ー シ ス の 特徴を 有す る こ と が 明 ら か に な っ た .

K e y w o r d s a p o p t o sis , el e c t r o n m ic r o s c o p y , n e u r O bla st o m a , 3
- a C e t ylp y ridin e , p r O g r a m m e d c e11

d e a t h

細胞死 に 見られ る 形態学的特徴 と して l 壊死に お ける細胞体

横の 増加 , 細胞質蛋白質の 変性, 細胞 内小器官の 崩壊がある .

壊死 で は ,
A T P 欠乏 に よ る カ ル シ ウ ム の 細胞内流 入 が ,

カ ル

シ ウ ム依存性 フ ォ ス フ ォ リパ ー ゼ を活性化す る こ と に よ り非 可

逆的な膜 の 破壊 と細胞溶解 ,
D N A の ラ ン ダ ム な断 片化 が起 こ

ると 考えられ て い る .

細胞死に は , 壊死以外 に ア ポ ト
ー

シ ス と して 知 られ る タ イ プ

が あ る
1 ト 5)

.
ア ポ ト

ー

シ ス の 特徴 と して ほ , 細胞体横の 減少お よ

び 染色質濃縮 と膜の プ レ ブ形成 ,
ヌ ク レ オ ゾ

ー ム 単位 の D N A

断片化 (電気泳動上
` `

D N A ラ ダ ー

"

と い う) , R N A と 蛋白質の

新規合成が必要 である と い う 3 点が 強調され て い る .

脊椎動物や無脊椎動物 の 神経系形成 に お い て ,
ア ポ ト

ー シ ス

が重要な 役割を果たす と考 え られ て い る が ,
神経 細胞 の ア ポ

ト
ー

シ ス に お け る 分子機構 に は 不 明な 点 が 多 い
8)

～ 9)
. 現 在 ,

b cト2 フ ァ ミ リ
ー ( b cト2 , b cトx お よ び b a x), C- M y c , p 5 3 ,

T R P M - 2/ S G P , I L- 1β変換酵素 ,
F a. s/ A P O

-1 な どが ア ポ ト
ー シ

ス に 関与 して い る 分子 と して報告 され て い る
1 0ト 抑

. さ ら に , 線

虫の ア ポ ト ー シ ス に は
,
C e d-3 , C e d-4 お よ び c e d -9 の 関与が 判

明 して い る
2T)2 8)

実験動物 に 3 - ア セ チ ル ピ リ ジ ン (3 - a C e t yl p y rid i n e , 3 - A P) を投

与す る と , 運動障害を誘発 し, こ の 3
- A P の 作用 は , 下 オ リ ー

ブ核 , 海馬皮質 , 疑核 , 舌下神経核 , 脚間核 , 視床下部視交叉

上核 , 異質線状体投射糸 , 迷走神経背側運動核 , 脊髄神経節 ,

交感神経節 に 選択的 に細胞死を誘導す る こ と が 知 られ て い

る
29) ～ 3 5)

. そ こ で , 神経細胞 の 細胞死に お ける分子機構 の さ ら な

る解明の た め に , 我 々 ほ種 々 の 培養細胞に 3 - A P を 投与 し, 細

胞の 3-A P 感受性 を検討 した . そ の 結 果, ヒ ト ニ ユ
ー ロ ブ ラ ス

ト ー マ 1 M R- 3 2 細胞が ,
3- A P 投与に よ り ,

ア ポ ト ー シ ス に 特徴

的な細胞死に 至 る こ と が 明 らか に な っ た .

対象 お よび 方法

Ⅰ . 試 薬

ナ イ ア シ ン ア ミ ド
,
シ ク ロ へ キ シ ミ ド

,
ア ク チ ノ マ イ シ ン

I)
,
ア ウ リ ソ ト リ カ ル ポ ン 酸 ( a u ri n tri c a r b o x yli c a cid , A T A ) ,

ェ ト ポ シ ド( ト ポ イ ソ メ ラ
ー ゼ Ⅱ 阻害剤) ほ , い ずれ も シ グ マ 社

(S t . L o u is , U S A ) の 商 品を使用 した . 3- A P (和光純薬 , 東京) ,

ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー

グ ル 培 地 (D ulb e c c o
'

s m o difi e d E a gle
'

s

m e d i u m
,
D M E M ) , H a m

'

s F 1 2
,
Lr1 5 お よ び馬 お よび 牛胎仔血清

( GI B C O , G r a n d I sl a n d , U S A ) , エ ポ キ シ レ ジ ン ( 日新 E M , 東

京) , ア ラ マ ブ ル ー

準液 (Bi o s o u r c e I n t e r n ati o n al , C a m a rill o ･

U S A) は , 各社の 商 品を使用 した .

Ⅱ . 細胞培養

ヒ ト ニ ユ

ー

ロ ブ ラ ス ト
ー マ I M R 32 細胞 ,

マ ウ ス ニ ュ

ー ロ ブ

ラ ス ト
ー マ N S 2 0 Y 細胞お よび N 18 T G 細胞 ,

ラ ッ ト グ リオ
ー

マ B u-1 7 細胞 ,
ラ ッ ト 褐 色細 胞腫 P C1 2 細 胞 ,

マ ウ ス

NI H 3 T 3 細胞 ほ 】 林要害知博士 (森永乳業生物科学研究所) よ り

供与され た . ラ ッ ト胎児大脳皮質細胞 ほ , 胎齢1 4 日 の フ ィ ッ

シ
ャ

ー ラ ッ ト ( 日本 ク レ ア , 東京) よ り調整 した .
こ れ ら細胞

は
,
5 % 牛胎 仔血 清加 D M E M に て37 ℃ , 5 % C O 2 存在 下で

35 m m 培 養皿 に 5 ×1 0ソm l 密度 で 培養 した . 培養細胞 に 種 々 の

平成 7 年 9 月 6 日受付 , 平成 7 年1 0月1 3 日受理

A b b r e vi a ti o n s : A T A
,
a u ri n t ric a rb o x yli c a cid ; D M E M ,

D ulb e c c o
'

s m o difi e d E a g le
'

s m e di u m ; 3
- A P ,

3 - a C e t yl p y ridi n e



培養 ヒ ト ニ ユ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ の ア ポ ト ー

シ ス

濃度の 3-A P (0 , 弧 1 0 0 , 3 0 0 . 1 0 0 恥M ) を 添加 し, そ の 後 ア ラ

マ ブル ー 溶液 に 対す る染色性 を指標 に して , 生存細胞数 を経時

的に 計数 した . 3- A P 添加に よ る ヒ ト ニ ユ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ 細

胞死 に 対す る種 々 の 薬剤の 影響を調査す るた め に ,
ナ イ ア シ ン

ア ミ ド (0 , 1 0 , 5 0 , 1 0 0 , 1 50 , 3 0 恥M ) , ア ク チ ノ マ イ シ ン D ( 0 ,

0 .01 , 0 .0 3
,
0 .1

,
0 .3 J唱/ m l) , シ ク ロ へ キ シ ミ ド (0 , 0 .1 , 0 .3 , 1 ,

3 p g/ m l) , A T A (0 , 3 0 , 1 0 0 , 3 0 0 , 1 0 0 0 jJM ) を 3- A P と 同時 に 添

加 し24 時間後 に 生存細胞数を計数 した .

Ⅲ . 生存細胞の計数

培養細胞 に 種 々 の 薬剤を添加 して 20 時間後に ,
ア ラ マ ブ ル

ー

溶液を 添加 しさ ら に 4 時間培養 した . 生存細胞数ほ , ス ペ ク ト

ロ フ ォ ト メ
ー タ ー ( M o d e1 3 5 50 m i c r o pla t e r e a d e r , B i o R a d ,

M el vill e
,
U S A ) を 用い て計数 した . 全細胞数に 対す る生存細胞

数の 占め る比 を計算 し , 統計処理 を 行 っ た .

Ⅳ . D N A の 電気泳動

3 - A P 処置 した 細胞を , リ ン 酸緩衝生理食塩水( p H 7 .4) で 洗

浄後 に 1 m l の 融解溶液 (5 m M T ri s 【p H 7 .4], 2 0 m M E D T A ,

0 .5 % T rit o n X- 1 0 0) を 加え て 回収 した . 回収 した 細胞を ,
4 ℃

に て 2 分間遠心 し, そ の 上 清か ら ,
ト リ ス 緩衝 フ ェ ノ ー ル ( p H

(

訳
)

ロ

事
田
J

ヨ
U

U

0 0

80

6 〇

.
亜

2 0

0

1

6 4 9

8 .0) と ク ロ ロ フ ォ ル ム ー

イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル (2 4 : = Ⅴ/ v]) を

用 い て D N A を抽出 した . D N A ほ エ タ ノ
ー ル 沈殿 後 に ト リ

ス ー E D T A 液に 回 収 し R N a s e A (5 0 m g/ m l , 3 7 ℃ , 3 0 分) 処理

後 , 再 び ト リ ス 緩衝 フ ェ ノ ー ル (p H 8 .0) と ク ロ ロ フ ォ ル ム ー イ

ソ ア
.
ミ ル ア ル コ

ー ル を 用い て 抽出 さ れ た . D N A は1 . 5 タ̀ ア ガ

ロ ー ス ゲル に よ り ∴電気泳動に か けられ ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド

に よ り可 視化 された .

ェ ト ポ シ ド処 理 し た IM R -3 2 細 胞 の

D N A も 同様 に 抽出 し, そ の 電気泳動 パ タ ー

ン を 解析 した .

V . 電子顕微鏡観察

正常 IM R -3 2 細胞ねよ び 3-A P 処理24時 間後の I M R-3 2 細胞

を
,
2 . 5 % グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド , 2 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド/

0 . 1 M リ ン 酸緩衝生理食塩水で 2 時間固定 し た 後 ,
1 % オ ス ミ

ウ ム 酸水溶液 で処理 した . 細胞ほ , 1 % 酢酸ウ ラ ン 水溶液処理

後 ,
エ タ ノ ー ル で 脱水 し エ ポキ シ レ ジ ン に 包噂 され60 ℃で48 時

間重合 した . 重合 した標本か ら, ウ ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム に よ り

超薄切片を作成 し , 酢酸ウ ラ ン と鉛 に よ る 二 重染色後に 透過型

電子顕微鏡 ( 日立 , 東京) で 観察撮影 した .

Ⅵ . 統計処理

各実扱後 の 生存細胞数 の 検定 に は ,

一 元配 置分散分析

0 3 n l O O 3 0 0 10 0 0 0 3 0 10 0 3 00 10 0 0 0 3 0 1 0 0 3 0 0 10 0 0

3
-

a C e t y l p y ri d i n e ( FL M )
Fi g ･ 1 ･ T h e c y t o t o xi c eff e c t s of 3- A P u p o n v a ri o u s ty p e s of c ult u r e d c ells ･ C e11 s w e r e c ult u r e d i n th e p r e s e n c e of 3- A P f o r 2 0
h r ･ T h e r e af t e r

,
a O n e- t e n th v ol u m e of a la m a B l u e w a s dir e c tly a d d e d t o e a c h di sh a n d th e c ells w e r e c ult u r e d f o r a n o th e r 4 h r .

T h e c ell r a ti o i n e a c h di sh w a s e sti m a t e d s p e c tr o p h o t o m e tri c ally . E a c h v al u e r e p r e s e n t s 支土S E M of t ri plic a t e o r q u a d r u plic a t e

di s h e s ･ C ells i n p a n el s A , B , C , D , E a n d F a r e N 1 8 T G 8 , N S 2 0 Y , NI H 3 T 3 , B u-1 7 , P C 1 2 c ell s a n d r a t e m b r y o n al c o rti c al
n e u r o n s

,
r e S p e C ti v ely . M o u s e n e u r o b l a s t o m a N S 2 0 Y c ell s (B ) w a s sli gh tly s e n siti v e t o 3 - A P . T h e c o r ti c al n e u r o n s of r a t

e m b r y o s ( F) w e r e h ig h ly s e n siti v e t o 3- A P , b u t a n o th e r c ell li n e s a r e r e si s t a n t . * M e a n v al u e s t h a t a r e s t a tis ti c ally diff e r e n t f r o r n
th e c o n tr ol v al u e o b t ai n e d i n th e a b s e n c e of 3- A P (S c h effさ

'

s F-t e S t W ith a si g n ifi c a n c e l e v el of p < 0 ,0 01) .



65 0

( A N O V A ) を 行 っ た う え ,
S c h eff 6

'

s F 検定を 用 い た . 危険率

( p) が0 . 0 0 1 以下 をも っ て 有意差と判定 した .

成 績

Ⅰ . 培養細胞 に対する 3 - A P の 毒性

3- A P ほ , 実験動物に 運動障害を引き起 こ す神経毒 であ り特

定 の ニ ュ

ー ロ ン が 3- A P に対す る感受性を有して い ると 考え ら

れ る .
こ の 点を , 種々 の 培養細胞を 用 い て 検討 した . 図 1 お よ

び 図2 に 示 され る よ う に , 多く の 非神経細胞は 3- A P の 毒性 に

対 して 抵抗性を 示 した . しか し
,
I M R - 32 細胞と 胎生 ラ ッ ト 大

脳皮質 ニ ュ

ー

ロ ン は
,
3 - A P に 対 して 極め て 強 い 感受性 を 示 し

細胞死に 至 っ た . そ こ で , 3- A P に よ り誘導され るIM R-3 2 細胞

の 細胞死 の 特徴 を解析 した .

I M R -3 2 細胞に 対す る 3 - A P の 致死効果を検討す るた め に ,

生存細胞数の 計数を行 っ た (因2 A ) . 1 0 0 p M 以下 の 3-A P 投与

は
, 細胞に 致死 効果を与えなか っ た が ,

3 0 毎M 以 上 の 濃 度 で

(

訳
)

0

召
出
J

白
む

U

Nia ci n a m id e ( 止 M )

0 5 10 15 20

In c u b atio n ti m e ( h r)

F ig . 2 . T h e 3- A P-i n d u c e d n e u r o n al c ell d e at h of I M R p3 2

a n d it s i n hibiti o n b y n i a cin a. mi d e
. I M R-3 2 c e 11s w e r e

t u lt u r e d f o r 2 4 h r w ith v a ri o u s a m o u n ts of 3 - A P i n t h e

a b s e n c e ( A ) a n d p r e s e n c e ( B) of ni a ci n a mi d e (0
-

3 0 0 FL M ) .

T h e c ell r a ti o w a s e sti m at e d a s d e s c rib e d i n F i g . 1 . T h e

C O n C e n tr a ti o n s of 3 - A P o v e r 3 0 0 p M si g n ifi c a n tly l o w e r e d

th e s u r vi v al r a t e ( A ) . T h e c e ll d e a th w a s c o m pl e t ely

in hi bit e d w h e n n ia c i n a m id e o Y e r 1 5 0 iL M w a s a d d e d ･ A

C O n C e n tr a ti o n of 3 - A P u s e d i n (B ) is l m M .
* M e a n v al u e s

th a t a r e ･ S t a tis ti c ally diff e r e n t f r o m th e c o n tr oI v al u e
O b t ai n e d i n th e a b s e n c e of 3- A P ( A ) o r n i a ci n a m id e ( B)
(S c h eff 6

'

s F - t e St wi th a si g n ific a n c e l e v el of p < 0 .0 01) .

C : T i m e Ia p s e a n aly si s of 3
- A P -i n d u c e d c ell d e a th of

I M RT3 2 c ell s . C ell s w e r e c u lt u r e d f o r u p t o 1 5 h r i n th e

p r e s e n c e of 3
- A P (1 m M ) , a n d at i n di c a t e d ti m e s , a

o n e
-t e n th v ol u m e of al a m a B l u e s ol u tio n w a s a d d e d t o e a c h

W ell . O n e h o u r th e r e af t e r
,
th e s u r vi v in g c e11 s w e r e

C O u n t e d a n d e s ti m a t e d a s d e s c rib e d in F ig . 1 . M o r e th a n

9 0 % of th e c ell s w e r e kill e d wi thi n 1 5 h r . * M e a n v al u e s

th a t a r e s t a tis ti c all y diff e r e n t f r o m th e c o n t r ol v al u e

Ob t ai n e d i n th e O h r ( S c h eff 6
'

s F- t e S t W ith a sig n ifi c a n c e

le v el o王 p < 0 .0 01) .

ほ
t 用 量 依 存的 な 細胞致 死 効果 が 認 め られ た . 1 0 恥M の

3- A P 投与に よ り, 1 0 % の 細胸減少 を認 め ,
1 m M で ほ90 % の 減

少 を認め た .

Ⅱ . 3 - A P 誘導細胞死の特徴

3 - A P 誘導細胞死 の 特徴を解析する ため に ,
ア ク チ ノ マ イ シ

ン D , シ ク ロ へ キ シ ミ ド , A T A , ナ イ ア シ ン ア ミ ドを 培養細胞

に 3 - A P と同時添加 して 生存細胞数を計数 した . そ の 結果 ,
ナ

イ ア シ ン ア ミ ド 15 恥 M 以上 の 添加に よ り細胞死 ほ , 完全 に 阻

止さ れ た (図2 B) . 3- A P (1 m M ) の 効果ほ , 投与後 7 時間以降か

ら有意差 を持 っ て 現わ れ た た め ( 図 2C) , 生存細胞数 の 計数ほ
,

薬剤投与後24 時間で 行 っ た .
ア ク チ ノ マ イ シ ン D

,
シ ク ロ へ キ

シ ミ ド
,
A T A の 投 与は . 3 - A P 誘導細胞死 を 部分的に 阻止 した

(図 3) . こ れ らの 結果ほ !
3- A P 誘導細胞死 の 進 行に は R N A お

(

訳
)

0

事
由
一

月
U

U

0 3 0 10 0 3 00 100 0

A u ri n t ri c a rb o x y li c a cid ( 〝 M )

0 0 . 1 0 .3 1 3

C y clo h e xl m id e (L L g / m但)

F i g . 3 . T h e i n h ib it o r y eff e c t s of a c ti n o m y ci n D ( A c D ) ,

c y cl o h e xi m id e (C H X ) a n d a u ri n t ric a rb o x yli c a cid ( A T A ) o n

3- A P-i n d u c e d c ell d e at h . C ell s w e r e c ult u r e d f o r 2 4 h r

wi th th e i n d i c a t e d a m o u n t s of e a c h r e a g e n t i n t h e

p r e s e n c e o r a b s e n c e of 3- A P (4 0 0 m M ) . T h e r e aft e r , t h e

r a tio o f s u r vi vi n g n e u r o n s w a s e s ti m a t e d a s d e s c rib e d in

F i g . 1 ,L･ A , T h e s u r vi v l n g C ell r a ti o w a s c o m p a r e d b et w e e n
"

A c D ( w h it e b a r s)
"

a n d
"

A c D + 3- A P (b la c k b a r s)
"

u n d e r

th e c o n diti o n s of e a c h c o n c e n t r a ti o n of A c D . T h e r e w e r e

n o sig n ifi c a n t diff e r e n c e s u n d e r th e c o n diti o n s of O .1 a n d

O .3 p g/ m l of A c D . T h e 3- A P-i n d u c e d d e a th i s i n h ibit e d

u n d e r th e s e c o n c e n tr a ti o n s of A c D . B
,
T h e c ell r a ti o w a s

c o m p a r e d b e t w e e n
"

C H X ( g r a y b a r s)
"

a n d
"

C H X + 3- A P

( s trip e b a r s)
' '

u n d e r t h e c o n d iti o n s of e a c h c o n c e n tr a ti o n

Of C H X . T h e r e w e r e n o sig n ific a n t diff e r e n c e s u n d e r th e

c o n d iti o n s of O .3 a n d l p g/ m l of C H X . T h e 3- A P
-i n d u c e d

d e ath i s i n hib it e d u n d e r th e s e c o n c e n tr a ti o n s of C H X . C
,

T h e c ell r a ti o w a s c o m p a r e d b e t w e e n
"

A T A (b l a c k b a r s)
"

a n d
"

A T A + 3- A P (d o tt e d b a r s)
"

u n d e r th e c o n d itio n s of

e a c h c o n c e n tr a ti o n of A T A . T h e r e w e r e n o s lg n ifi c a n t

d iff e r e n c e s u n d e r ･th e c o n d iti o n s of 3 0 0 a n d l O O O /JM of

A T A . T h e 3 - A P -i n d u c e d d e a th i s i n hibit e d u n d e r th e s e

c o n c e n tr a
.
ti o n s of A T A .

* S t a tis ti c ally sl g nifi c a n t d iff e r e n c e

b e t w e e n a b s e n c e of 3, A P a n d p r e s e n c e of 3
- A P (S c h eff 6

'

s

F -t e St wi th a si g nifi c a n c e le v el of p < 0 .0 01) .
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Fig . 4 . A n aly si s of n u cl e o s o m e l a d d e ri n g i n 3
- A P- tr e at e d

I M R-3 2 c ells ･ T o a n aly z e l a d d e ri n g , D N A w a s al s o

e x tr a ct e d a t e a c h p oi n t a n d r e s ol v e d o n a l .5 % a g a r o s e

g el . T h e D N A w a s s t ai n e d wi th et hidi u m b r o mi d e . L a n e

l , D N A si z e m a r k er ; l a n e s 2 t o 5 a r e D N A s f r o m c ell s

i n c u b at e d w ith 3- A P f o r O , 3 , 1 2 0 r 2 4 h r , r e S P e C ti v ely .
L a n e 6 i s D N A f r o m c ell s i n c u b a t e d w ith e t o p o sid e (1 0

m g/ m l) , a n i n h ibit o r of t o p ois o m e r a s e Ⅲ, W hi c h i s k n o w n
t o i n d u c e a p o p t o si s i n m a n y t y p e s of c ells . D N A la d d e ri n g

W a S u n d et e c t a b le i n th e p r e s e n c e o f 3
- A P

,
b u t o n ly a

f ai n t s m e ar w a s d et e c t e d i n e a c h l a n e .

よび 蛋白質 の 新規合成 が必 要 で あ る こ と を 示 して い る .

次に , 3- A P 誘導細胞死 に おけ る D N A の 切断様式を電気泳

動法に よ り調査 した . 図4 に 示 した よ うに
,
D N A ラ ダ ー 形成

は 認め られ なか っ た .
ェ ト ポ シ ドほ

t
多く の 細 胞死 に お い て

D N A ラ ダ ー 形成 を誘導す る こ と が知 られ て い るが
,
I M R- 3 2 細

胞に 投与 した結果 D N A ラ ダ ー 形成 は 認め られ な か っ た .
こ の

よ う に 3- A P 誘導細胞死 ほ 生化学的に ほ , ア ポ ト ー

シ ス の 特徴

を 備え て い るが ,
ヌ ク レ オ ゾ

ー

ム 単位の D N A 断片化ほ 認め ら

れ な か っ た .

Ⅲ . 3 - A P 投与 に よ る I M R - 3 2 細胞 の 形態学的変化

正常 IM R-3 2 細胞 は , 微 小管 を含ん だ 細胞質突起と 円 形の 核

を 有 し, 核 の 染色質ほ均質 で あ っ た . 隣接する細胞間に は , 突

起に よ る接触が見 られ た が ,
デ ス モ ゾ ー ム な どの 膜の 分化は な

か っ た . ま た
,
細胞質内に は , ミ ト コ ン ド リ ア と空胸が み られ

た (図5 A , 臥 3-A P 投与後24 時間の 細胞形態を , 透過型電子顕

微鏡で 観察 した と こ ろ , 大部分 の 細胞は突起が消失 し , 隣接細

胞と の 接触 は見 られ な か っ た(図5 C , D ) .

一 部の 細胸 で ほ , 細胞

質お よ び核 の 電子密度が増大 し, 核が 凝縮 ･ 断片化 し ア ポ ト ー

シ ス の 特徴 を呈 して い た . さ ら に
, 細胞質内小器官に は , 腰大

は 見 られ な か っ た . 細 胞膜 か らは ,
ア ポ ト

ー

シ ス 小体が , 細胞

間隙に 突出 して い た が , 隣擦細胞に よ る ア ポ ト
ー シ ス 小体の 貴

食像は見られ な か っ た .

考 察

ア ポ ト
ー シ ス は

,
中枢神経系 の 発生過程に 関与す る こ と が知

られ て い る . 神経系に お ける ア ポ ト ー シ ス の 分子機構を解明す

るた め に は
, 神経細胞 ア ポ ト ー シ ス の モ デ ル を樹立 し解析す る
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F ig . 5 . E l e c tr o n r n i c r o g r a p h s o f I M R
- 32 c ell s c ult u r e d w ith

O r W ith o u t 3 - A P . A a n d B
,
I M R -3 2 c ell s wi th n o 3- A P .

I M R- 3 2 c e11 s h a v e h o m o g e n e o u s n u cl ei a n d c y t o pl a s m -

M a n y c y t o pl a s m i c p r o c e s s e s p r o tr u d e f r o m t h e s o m a t a . C

a n d D
.
c ells i n c u b at e d w ith 3- A P f o r 2 4 h r . T h e s o m a t a

a r e c o n v ol u t e d o r l o sl n g t h ei r c y t o pl a s m i c p r o c e s s e s .

N u cl ei ( a r r o w s) a r e c o n d e n s e d a n d f r a g m e n t e d . A

m e m b r a n e- b o u n d a p o p t o ti c b o d y is i n di c a t e d ( a r r o w h e a d) .
T h e c y t o pl a s m is h ig hly el e c t r o n d e n s e . S c al e b a r s = 5

〃m ･

こ とが 有用で ある . ナ イ ア シ ン ア ミ ドの ア ナ ロ グ で ある 3-A P

ほ , 鶏胎児に 対して 催 奇形作用 を有 し
36)

,
ラ ッ ト中枢 神経系に

お い ては 選択的な神経細胞 死 を 起 こ す
31)

. 本研究 で , 我 々 ほ

3- A P を ヒ ト ニ ユ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ に 投与すると ア ポ ト ー

シ ス

を起 こす こ と を示 した . 3- A P ほ ナ イ ア シ ン ア ミ ドに 類似 の 構

造 を有 し , ナ イ ア シ ン ア ミ ドの 競合剤で あるた め ,
3- A P に 誘

導 され る ア ポ ト ー

シ ス ほ
,
N A D お よ び N A D P の 欠乏 に よ る と

考え られ る
37卜 42)

. ま た本実験 に お け る 3-A P に よ る細胞死 は 1

ナ イ ア シ ン ア ミ ドの 同時投与 に よ り完全 に 阻止 さ れ た . しか

し
, 実験に 用 い た細胞株に よ り 3- A P 感受性は , 著 しく異な っ

た .
ヒ ト ニ ユ

ー ロ ブ ラ ス ト ー マ I M R- 32 細胞 およ び ラ ッ ト胎生

期 ニ ュ

【

ロ ン ほ
,
3- A P に 著 しい 感受性を有 し細胞死 に 至 る が ,

ラ ッ ト褐色細胞踵 P C1 2 細胞, マ ウ ス ニ ュ
ー ロ ブ ラ ス ト ー マ

N S 2 0 Y 細胞 およ び N 18 T G 細胞 ,
ラ ッ ト グ リ オ

ー

マ B uT1 7 細

胞 お よ び マ ウ ス NI H 3 T 3 細 胞は ,
3- A P に 対 し て 非感受性 で

あ っ た . 種差 に よ る 3-A P 感受性 の 有無は 】 3-A P の 生体内投与

に よ っ て も確認 さ れ て い る . す な わ ち ,
ラ ッ ト の 履 歴内 に

3- A P を投与する と下 オ リ
ー

ブ核 に 顕著 な細胞死 が み られ る

が
38)3 1) 3 4) 3 5)

,
マ ウ ス に お い て ほ細胞死誘導は見られ な い (村瀬, 未

発表 デ ー タ) . こ の よ うな細胞種ある い は動物種 に よ る3 - A P 感

受性 の 有無は , 細胞が ナ イ ア シ ン ア ミ ド欠乏に 対応す る際の 代

謝経路 の 差に 依るもの であろ う.
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3 - A P 処理忙 よ る IM R -3 2 細胞 の 形態変化 は , ア ポ ト
ー シ ス

の 特徴 を備えて い た が ,
ア ポ ト

ー シ ス 小体が近接する細胞 に 貪

食 されて い る像は 見 られな か っ た . 本実験に おける培養条件下

で は
l
細胞膜か ら離れ た ア ポ ト ー シ ス 小体ほ培養液中に 浮遊 し

て し まうた め , そ の 貴食像が認め られ な か っ た 可 能性 が ある .

I M R- 3 2 細胞自身の 貪食能に つ い て は 一 同細胞 が 3 - A P 感 受性

で あるた め に 貪食能が発揮 され て い な い 可能性もあり , 不 明で

ある .

ア ク チ ノ マ イ シ ソ D や シ ク ロ へ キ シ ミ ド投与に よ る 3- A P 誘

導細胞死の 阻止 は , こ の 細胞死の 進行に R N A お よ び蛋 白質の

新鋭合成が必要 で ある こ と を 示 してい る . また こ れ ら 薬剤 に よ

る細胞死阻止効果は ,
大部分の ア ポ ト ー シ ス の 特徴 で ある

43)4 4)

従来 の 神経系細胞死 の 報告で ほ , グル タ ミ ソ 酸に よ り誘導 され

る C 6 細胞死
一5〉
,
サ イ ト カ イ ン に よ り誘導され る交感神経節細

胞貯
¢}

ト 栄養因子除去 に よ る P C1 2 細 胞 貯
7】

や 運動神経細胞

死
叫
に お い て は D N A ラ ダ

ー

が形成 される こ とが 証明 され て い

る . しか し , 3
- A P を 投与 した I M R - 3 2 細胞 に D N A ラ ダ ー 形

成 は見 られ なか っ た . D N A ラ ダ ー が 出現 しな い ア ポ ト
ー シ ス

の 例 と して は , 交感神経節 ニ ュ

ー

ロ ン お よび P C 1 2 細胞 に お け

る プ ロ グラ ム 細胞死
珊

,
ス タ ウ ロ ス ポ リ ソ に よ り 誘導 され る

M O L T -4 細胞の 死
抑
や グル タ ミ ン 酸 に よ る 培養小脳顆粒細胞

死
紺
が 報告されて い る . また , 明 らか なア ポ ト ー シ ス で あ っ て

も ヌ ク レ オ ソ ー ム 単位の D N A 分解が 見 られ な い と い う報告も

ある
52)

.
ェ トポ シ ドは , 種 々 の 細胞に お い て D N A 断片 化 を起

こ す こ と が知 られ て い るが
53 ト 561

,
I M R -3 2 細胞 に 投与 した 場合

細胞死にも関わ らず ,
D N A 断片化は観察 され な か っ た . こ れ

ら の 報告も併せ て 考え る と , 持続 的な D N A 断片化ほ IM R - 3 2

細胞 ア ポ ト ー シ ス の 進行 に 必ず しも必須 で は な い 可能性も考 え

られた
5T ト 5g)

. しか し
,
D N A 断片化開始 が ア ポ ト

ー シ ス 進行 の 原

因の 一 つ で ある可 能性 は 残 され て い る . こ の よ う に 本実験 で ほ

D N A 断片 化 が 観察 さ れ な か っ た が
,
A T A 投 与 に よ る

I M R -3 2 細胞死の 部分的な抑制ほ ▲
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 阻害

に よ るもの で ほ なく , む しろ蛋白質合成 の 阻害に よ るも の と考

え られ る .

結 論

ナ イ ア シ ン ア ミ ド抵 抗剤 であ る 3- A P ほ , 培 養 下 の ヒ ト

ニ
ユ

ー

ロ ブ ラ ス ト
ー マ 1 M R - 3 2 細胞に 選択的に 細胞死 を誘導 し

た .､ こ の 細胞死は , 形態学的 に は ア ポ ト ー

シ ス の 特徴 を有 し,

また 蛋白質や R N A 阻害剤 に よ り細胞死の 進行 が阻止 された .

ヌ ク レオ ゾ ー ム 単位の D N A 断片化 は見 られな か っ た が ,
こ の

細胞死は ア ポ ト
ー シ ス に 属す る と考え られ た .

こ の 3 - A P 誘導

IM R - 3 2 細胞死は , 神経細胞死の 分子磯序の 解析 に 有用 な モ デ

ル とな ると考 え られ る .
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m e c h a n is r n s o王 d e v el o p r n e n t al n e u r o n al d e at h . A n n u . R e v .

N e u r o s ci .
,
1 6

,
3 ト4 6 (1 9 9 3) .

9 ) R a ff , M . C .
,
B a r r e s , B . A . , B u r n e , J . F .

, C ol e s , H .

S . , I s hi z a k i , Y . & J a c o b s o n , M . D . : P r o g r a m m e d c ell

d e a th a n d th e c o n tr ol of c e11 s u r vi v al : 1 e s s o n s f r o m t h e

n e r v o u s s y s t e m . S c i e n c e
,
2 6 2

,
6 9 5 - 7 0 0 (1 9 9 3) .

1 0) I t o h , N .
,
Y o n e h a r a

,
S .
,
I s h ii

,

J
A .

,
Y o n e h a r a , M . ,

M i z u s h i m a
,
S .
,
S a m e s h i m a , M . , H a s e , A .

,
S e t o , Y . &

N a g a t a , S . : T h e p oly p e p tid e e n c o d ed b y th e c D N A f o r

h u m a n c ell s u rf a c e a n ti g e n F a s c a n m e d i a te a p o p t o sis . C ell ,

6 6
,
2 3 3 -2 43 (1 9 9 1) .

1 1) k y p ri a n o u , N .
,
A l e x a n d e r

,
R . B . & I s a a c s

,
J . T . :

A c ti v ati o n of p r o g r a m m e d c ell d e a th b y r e c o m bi n a n t h u m a n

t u m o r n e c r o sis f a c t o r pl u s t o p ois o m e r a s e Ⅲ-t a r g e t e d d r u g s i n

L 9 2 9 t u m o r c ell s . J . N a tl . C a n c e r I n s t . , 8 3 , 3 4 6N 35 0 (1 9 9 1) .

1 2) B i s s o n n e t t e , R . P .
,
E c h e v e r ri

,
F
り
M a h b o u bi

,
A . &

G r e e n , D . R . : A p o p t o ti c c ell d e at h i n d u c e d b y c- m y C is

i n hibit e d b y b cト2 . N a t u r e
,
3 5 9

,
5 5 2-5 5 4 (1 9 9 2) .

1 3) E v a n , G . Ⅰ.
,
W y11i e , A . H .

,
G il b e r t

,
C . S .

,
L it tl e w o o d ,

T . D .
,
L a n d

,
H .

,
B r o o k s , M . , W a t e r s , C . M .

,
P e n n

,
L Z .

& H a n c o c k , D . C . : I n d u c ti o n of a p o pt o si s i n fib r o b l a s ts b y

C- m y C p r O t ei n . C e11 , 6 9 , 1 1 9-1 2 8 (1 9 9 2) .

1 4) F a n idi , A .
,
H a r r i n gt o n , E . A . & E v a n

,
G . l . :

C o o p e r ati v e i n t e r a c ti o n b e t w e e n c- m y C a n d b cl-2 p r o 虹

O n C O g e n e S . N a t u r e , 3 5 9 , 55 4
- 5 5 6 (1 g 9 2) .

15) K o r s r n e y e r , S . J . : B cト2 : a n a n tid o t e t o p r o g r a m m e d

c ell d e a th . C a n c e r S u r v .
,
15
, 1 0 5-1 1 8 (1 9 9 2) .

1 6) S e rl , S . : P r o g r a m m e d c e11 d e a th : C O n C e P t , m e C h a n is m

a n d c o n tr ol . B i ol . R e v . C a m b . P hilo s . S o c .
,
6 7

,
2 8 7-31 9

(1 9 9 2) .

17) S hi , Y .
,
G l y n n , J . M .

,
G uilb e r t

,
L . J .

,
C o tt e r , T . G ･

,

B is s o n n e tt e
,
R . P . & G r e e rt

,
I) . R . : R ol e f o r c - m y C i n

a c ti v a tio n -i n d u c e d a p o p to ti c c ell d e a th i n T c ell h y b rid o m a s
･

S ci 餌 C e , 2 5 7 , 2 1 2- 21 4 (1 9 9 2) .

1 8 ) B oi s e , L . H .
,
G o n z a l e z

,
G . M .

,
P o s t e m a

,
C .
E
り
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D i n g , L ･
, L i n d s t e n

,
T .

,
T u r k a

,
L . A .

,
M a o

, X .
, N u n e z

,
G .

& T h o m p s o n , C ･ B ･ : b cトx
,
a b cl-2- r el a t e d g e n e th a t

f u n c ti o n s a s a d o m i n a n t r e g ul a t o r of a p o p t otic c e11 d e a th .

C eu
,
7 4

,
5 9 7 - 6 0 8 (1 9 9 3) .

1 9) C l a r k e , A ･ R ･
,
P u rd i e

,
C . A .

, H a r ris o n
,
D . J .

,

M o r ri s , R ･ G ･
,
B ir d

,
C . C .

,
H o o p e r , M . L .

& W ylli e , A .

H ･ : T h y m o c y t e a p o p t o si s i n d u c e d b y p 5 3
-d e p e n d e n t a n d

i n d e p e n d e n t p a th w a y s . N at u r e , 3 6 2 , 8 4 9-8 5 2 (1 9 9 3) .

2 0) M i u r a , M ･
,
Z h u

,
H .

, R o t ell o , R . , H a r t w i e g , E . A . &

Y u a n , J ･ : I n d u c ti o n of a p o p t o si s i n fib r o b la s ts b y I し1β-

C O n V e r ti n g e n z y m e , a m a m m ali a n h o m ol o g o王 th e C . el e g a n s

C e11 d e a th g e n e c ed 3 . C ell
,
7 5

,
6 5 3- 66 0 (1 9 9 3).

2 1) O lt v a i , Z ･ N .
, M illi m a n

,
C . L . & K o r $ m e y e r , S . J . :

B cIT 2 h et e r o d i m e ri z e s i n vi v o w ith a c o n s e r v e d h o m ol o g ,

B a x
,
th a t a c c el e r a t e s p r o g r a m m e d c ell d e a th . C ell

,
7 4

,

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

2 2) S u d a , T ･ , T a k a h a sh i
,
T .

,
G oI s t ei n

,
P . & N a g a t a ,

S ･ : M ol e c u l a r cl o ni n g a n d e x p r e s si o n of th e F a s li g a n d , a.
n o v el m e m b e r of th e t u m o r n e c r o si s f a ct o r f a m ily . C ell , 7 5 ,

1 1 69 -1 1 7 8 (1 9 93) .

2 3) V ei s , D . J .
,
S o r e n s o n

,
C . M .

,
S h u tt e r

, J . R . &

K o r s m e y e r , S . J . : B cl -2 -d efi ci e n t mi c e d e m o n s tr a t e

f ul mi n a n t ly m p h oid a p o p t o sis , P Oly c y stic k id n e y s , a n d

h y p o pi g m e n t e d h air . C ell , 75 , 2 2 9 - 2 4 0 (1 9 9 3) .

2 4) Y u a n , J .
,
S h a h a m

,
S .

, L e d o u x , S .
,
E lli s

,
H . M . &

H o r wi t z
,
H . R . : T h e C . el e g a n s c e11 d e ath g e n e c e d-3

e n c o d e s a p r o t ei n si m il a r t o m a m m ali a n in t e rl e u ki n-1β-

C O n V e rti n g e n z y m e . C ell , 7 5 , 6 4 ト6 5 2 (1 9 9 3) .

2 5) Z h o n g , L . T .
, S a r a fi a n

,
T .
,
K a n e

,
D . J .

,
C h a rl e s

,
A .

C .
,
M a h

,
S . P .

,
E d w a r d s

,
R . H . & B r e d e s e n

,
D . E . : b cl-2

in hib it s d e at h of c e n tr al n e u r al c ell s i n d u c e d b y m u lti pl e

a g e n t s ･ P r o c ･ N a tl ▲ A c a d . S ci . U S A .
,
9 0

,
4 53 3T 4 5 3 7 (1 9 9 3) .

26) G a glia r d i n i , V .
,
F e r n a n d e z

,
P . A .

,
Le e

,
R . K .

,

D r e xl e r
,
H . C . A .

, R o t e ll o , R . J .
,
F i s h m a n

,
M . C . &

Y u a n
,
J ･ : P r e v e n ti o n of v e r t e b r a t e n e u r o n al d e ath b y th e

C r m A g e n e . S ci e n c e , 2 6 3 , 8 2 6- 82 8 (1 9 9 4) .

2 7) E 11i s , R . E . & H o r vit z
,
H . R . : T w o C . el e g a n s g e n e s

C O n tr Ol th e p r o g r a m m ed d e a th s of s p e cifi c c e11s i n th e

P h a r y n x . D e v el o p m e n t , 1 1 2 , 5 91- 6 0 3 (1 9 91 ) .

2 8) H e n g a r t n e r , M . 0 .

,
E lli s

,
R . E . & H o r v it z

,
H . R . :

C a e n o r h a b diti s el e g a n s g e n e c e d- 9 p r o t e c ts c e11s f r o m

p r o g r a m m e d c ell d e a th . N a t u r e
,
3 5 6

,
4 9 4- 49 9 (1 9 9 2) .

2 9) H i c k s , S . P . : P a th ol o gic ef f e c t s of a n ti m et a b olit e s . Ⅰ.

A c u t e Ie si o n s i n th e h y p o th ala m u s , P e rip h e r al g a n gli a , a n d

a d r e n al m e d u11 a c a u s e d b y 3- a C e tylp yrid i n e a n d p r e v e n t e d b y

n i c o ti n a mi d e . A m . J . P a th ol . , 3 l , 1 8 9-1 9 9 (1 9 5 5) .

3 0) I) e s cli n , J . C . & E s c u bi
,
J . : E ff e c t s of 3 - a C e tylp y riT

d i n e o n th e c e n tr al n e r v o u s s y s t e m of t h e r at , a S d e m o n -

S tr at e d b y silv e r m e th o d s . B r ai n R e s . , 7 7 , 3 4 9-3 6 4 (1 97 4) .

3 1) B al a b a n
,
C . D . : C e n t r al n e u r o t o xi c eff e c ts of i n tr a q

p e rit o n e a11y a d m i n is t e r e d 3
-

a C e tylp y rid in e , h a r m ali n e a n d

ni a ci n a m id e in S p r a g u e- D a w l e y a n d L o n g- E v a n s r a t s : a

C riti c al r e vi e w of c e n tr a1 3- a C e t yl p y ridi n e n e u r o t o x i cit y . B r ai n

R e s . R e v .
,
9
,
2 1- 4 2 (1 98 5) .

6 53

3 2) D e u t c h , A ･ Y ･
,
R o si n

,
D . L

, G ol d s t ei n
,
M . & R o t h

,

R ･ H ･ : 3- a C e tylp y ridi n eTi n d u c e d d e g e n e r a ti o n of th e

ni g r o s tria t al d o p a m i n e s y s te m : a n a ni m al m o d el of oli v o _

p o n to c e r e b ell a r atr o p h y
-

a S S O Ci a t e d p a r k in s o ni s m ･ E x p .

N e u r ol . , 10 5
,
1 - 9 (1 9 8 9) .

33) D e u t c h , A . Y
り
E I s w o r th

,
J . D .

, R o th
,
R . H . &

G o ld s t ei n
,
M ･ : 3 - a C e tyl p y rid i n e r e s ult s i n d e g e n e r a ti o n of

th e e x tr a p y r a m id al a n d c e r e b ell a r m o t o r s y s t e m s : l o s s of th e

d o r s ol a t e r al stri a t al d o p a mi n e i n n e r v a ti o n . B r ai n R e s .
,
5 2 7

,

9 6-1 0 2 (1 9 9 0) .

3 4) M u r a s e , S ･ : C li m b in g fib r e d e s tr u c ti o n trig g e r s m o s s y

fi b r e s p r o u ti n g in a d ult r a t c e r e b e u u m ･ N e u r o r e p o r t , 6 ,

7 7 7 - 7 81 (1 9 9 5) .

3 5) M u r a s e , S ･ : A x o n al el o n g a ti o n of g r af t e d , e m b r y o n ic

i n f e rio r oliv a r y n e u r o n s i n th e a d ult r at c e r e b e11 u m a n d th eir

S y n a p ti c f o r m a ti o n o n h o s t P u r ki nj e c ells . A c t a A n a t .

N i p p o n . , 70 , 11 6
-1 2 9 (1 9 9 5) .

3 6) C a pl a n , A . I .
,
Z wi 11i n g , E . & K a p l a n , N . 0 . :

3- a C e t yl p y rid i n e ‥ eff e c t s i n v itr o r el at e d t o t e r a t o g e n ic

a c ti vi t y i n c h ic k e n e m b r y o s . S ci e n c e , 1 60 , 1 0 0 9
-1 01 0 (1 9 6 8) .

3 7) H e r k e n , H . : F u n c ti o n al d is o r d e r s of th e b r ai n i n d u c e d

b y s y n th e sis of n u cl e otid e s c o n t ai n i n g 3L a C e t ylp yridi n e .

Z eit s c h r ･ K li n ･ C h e m . K li n . B i o c h e m
リ
6
, 3 5 7 -3 6 7 (1 96 8) .

3 8) R o s e n b e r g , M . J . & C a pl a n , A . Ⅰ. : N i c oti n a m id e

a d e n i n e d i n u c le o tid e le v el s i n c hi c k li m b m e s o d e r m al c e11s i n

vi t r o : eff e c t s of 3 - a C e tylp y rid in e a n d ni c o ti n a m id e . J .

E m b r y ol ･ E x p . M o r p h ol . , 3 3 , 9 4 7-9 5 6 (1 9 75) .

3 9) A n d e r s o n , W . A . & F l u m e r fe lt
, B . A . : A lig h t a n d

el e c tr o n mi c r o s c o pic st u d y of th e ef f e c t s of 3
-

a C e tylp y rid i n e

i n t o x ic a ti o n o n th e i n f e ri o r oli v a r y c o m pl e x a n d c er e b eLl a r

C O r t e X ･ J . C o r n p . N e u r ol , , 1 9 0 , 1 5 7-1 7 4 (1 9 8 0) .

4 0) A n d e r s o n , W ･ A ･ & F l u m e r f elt , B . A . : S e n siti v ity of

r a t i nf e ri o r oli v a ry n e u r o n s t o 3v a c et ylp y rid i n e . D e v . B r ai n

R e s
リ
3 1 4

, 28 5-2 9 1 (1 9 84 ) .

4 1) W e ll e r , M .
, M a ri n i

,
A . M . & P a ul

,
S . M . : N i a ci n-

a m id e bl o c k s 3 - a C e tylp y ridi n e t o xi city of c e r e b ell a r g r a n ul e

C ells i n v itr o . B r ai n R e s .
,
5 9 4

,
1 6 0-1 6 4 (1 9 9 2) .

4 2) S a n c h e z , P . A .
,
P e r e z

,
P .
,
V ill a

,
A .

,
P a s c u a l

,
A . &

A r a n d a , A ･ : N ic o ti n a mi d e a n al o g s a n d D N A- d a m a gi n g

a g e n t s d e pl e t e th y r oid h o r m o n e r e c e p t o r a n d c- e r b A m R N A

l e v el s i n p lt uit a r y G H I c ells . M oI . C ell E n d o c ri n ol.
,
9 1

,

1 27-1 3 4 (1 9 9 3) .

4 3) W a l k e r , N . I .
,
H a r m o n

,
B . V .

,
G o b e

,
G . C . & K e r r

,

J ･ F
.
: P a tt er n s of c ell d e a th . M e th o d s A c hi e v . E x p .

P a th ol
リ
1 3

, 1 8-5 4 (1 9 88) .

4 4) M a r ti n , S . J . : A p o p t o si s : S ui cid e , e X e C u ti o n o r

m u r d e r? T r e n d s C ell B i ol
リ
3
,
1 4 1 -1 44 (1 9 9 3) ,

4 5) K a t o , S . , N e gi s hi , K .
,
M a w a t a ri

,
K . & K u o

,
C . H . :

A m e c h a ni s m f o r gl u t a m a t e t o x ic it y i n th e C 6 gli o m a c ells

i n v o l vi n g i n hibiti o n of c y s ti n e u pt a k e l e a di n g t o glu t ath io n e

d e ple ti o n . N e u r o s ci e n c e
,
4 8

,
9 0 3L 91 4 (1 9 9 2) .

4 6) K e s s l e r , J . A .
,
L u d l a m

,
W . H .

,
F r eidi n

,
M . M .

,
11 all

,

D . H .
,
M i c h a el s o n

,
M . D .

,
S p r a y , D . C .

,
D o u g h e r t y , M .

& B a t t e r
,
D . K . : C yt o ki n e

-i n d u c e d p r o g r a m m e d d e a th of



6 5 4

C ult u r e d s y m p a th e ti c n e u r o n s . N e u r o n , 1 1 , 1 1 23
-1 1 3 2 (1 9 9 3) .

4 7) P i tt m a n , R . N . ,
W a n g , S .

,
I)i B e n e d et t o , A , J . &

M i11s , J . C . : A s y st e m f o r c h a r a c t e rizi n g c e u u la r a n d

m ol e c ul a r e v e n t s i n p r o g r a m m e d n e u r o n al c ell d e a th . J .

N e u r o s ci .
,
13
,
3 6 6 9 -3 6 8 0 (1 9 9 3) .

4 8) C o r n ell a , J . X .
,
S a n z - R o d ri g u e z , C .

,
A ld e a

,
M . &

E s q u e r d a , J . E . : S k elt al m u s cl e -d e ri v e d tr o p hi c f a c t o r s

p r e v e n t m o t o n e u r o n s f r o m e n t e ri n g a 工I a C ti v e c ell d e a th

P r O g r a m i n vi t r o . J . N e u r o s ci . , 1 4 , 2 6 7 4
- 26 8 6 (1 9 9 4) .

4 9) M e s n e r , P . W .
,
W i n t e r s

,
T . R . & G r e e n

,
S . H . :

N e r v e g r o w th f a c t o r w ith d r a w aトi n d u c e d c ell d e a th i n

n e u r o n al P C 1 2 c e11s r e s e m bl e s th a t i n s y m p a th e ti c n e u r o n s .

J . C e11 B i ol . , 11 9 , 1 6 6 9-1 6 80 (1 9 9 2) .

5 0) F a l ci e r i , E .
,
M a r t elli

,
A . M .

,
B a r e g gi , R .

,
C a t al di

,

A . & C o c c o
,
L . : T h e p r o t ei n k in a s e i n h ibit o r s t a u r o s p o ri n e

i n d u c e s m o r p h ol o gi c al c h a n g e s ty pi c al of a p o p t o sis i n

M O L T-4 c ell s wi th o u t c o n c o mi t a n t D N A f r a g m e n t ati o n ,

B i o c h e m . B io p h y s . R e s , C o m m u n . , 1 93 , 1 9T2 5 (1 9 9 3) .

5 1) M o n t p i e d , P .
,
W ell e r

,
M . & P a ul

,
S . M . : N- m e th yl-

D -

a S p a r t at e r e C e p t O r a g O n is t s d e c r e a s e p r o t o o n c o g e n e b cl
- 2

m R N A e x p r e s si o n in c ult u r e d r a t c e r e b ell a r g r a n ul e n e u r o n s .

B i o c h e m . B i o ph y s . R e s . C o m m u n . , 1 95 , 6 2 3
-6 2 9 (1 9 9 3) .

5 2) C o h e n , G . M .
,
S u n

, Ⅹ. M .
, S n o w d e n , R . T . , D i n s d a l e ,

D . & S k ill e t e r
,
D . N . : K e y m o r p h ol o gi c al f e a t u r e s of

a p o p t o si s m a y o c c u r i n th e a b s e n c e o = n t e r n u cl e o s o m al D N A

f r a g m e n ta ti o n . B i o c h e m . J . , 2 8 6 , 3 3 ト334 (1 9 g 2) .

5 3) S h i m i z u , T .
, K u b o t a

,
M .

,
T a n i ヱa W a

,
A .

,
S a n o

,
H .

,

K a s a i
,
Y .

,
H a s hi m o t o

,
H .

, A k i y a r n a , Y . & M ik a w a
,
H . :

I n hib iti o n of b o th e t o p o sid e
-in d u c e d D N A f r a g m e n t a ti o n a n d

a c ti v a ti o n of p ol y ( A D P- rib o s e) s y n t h e sis b y zi n c i o n .

B i o c h e m . B i o ph y s . R e s . C o m m u n .
,
1 6 9

,
1 1 7 2-1 1 7 7 (1 9 90) .

5 4) W a l k e r , P . R . , S mi t h
,
C .

,
Y o u d a l e

,
T .

,
L e bl a n c

,
J .
,

W h itfi el d
, J . F . & S i k o r s k a , M . : T o p oi s o m e r a s e Ⅱ-r e a C ti v e
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