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研究要旨 

 本分担研究では、運動神経細胞及びドパミン神経細胞の選択的な細胞死を呈するペリー症候群の分子病

態を解明するため、2 種類の培養細胞ライン（HeLa 細胞、SH-SY5Y 細胞）へのペリー症候群責任遺伝子

産物 p150glued の細胞死への影響を検討した。 

 まず、ペリー症候群責任遺伝子 p150glued をコードした野生型及び変異型プラスミド DNA（哺乳類細

胞発現ベクター使用）を作製し、培養細胞に導入し、核形態およびトリパンブルーexclusion 試験により細

胞死を検討し、ウェスタンブロッティングにて各種アポトーシス関連蛋白の活性化を評価した。同様の実

験を p150glued siRNA ノックダウン条件下でも施行した。以上の実験から、変異型 p150glued 強制発現

では、caspase-9/caspase-3 の活性化および Annexin V/propidium iodide 陽性細胞の増加を認めたことか

ら、内因性カスケードの活性化によるアポトーシス誘導を確認した。また p150glued siRNA ノックダウン

では、caspase-8 の活性化を認め、同現象は pan caspase inhibitor である zVAD および caspase-8 inhibitor

にて著明に抑制されたことから、外因性アポトーシス経路の活性化が示唆された。さらに同条件を同時に

施行したところ、変異型 p150glued の単独過剰発現に比し、更なるアポトーシスの増加を認めたことから

本疾患では gain-of-toxic function および loss-of-function の両者が関与していることが示唆された。 

 

 

Ａ．研究目的 

 p150glued の野生型、変異型遺伝子をコードす

るプラスミドを培養細胞に導入し、細胞死を評価

することにより、ペリー症候群の病態生理を明ら

かにすることを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

I. 蛍光顕微鏡観察による細胞死評価 

 変異型 GFP-p150glued construct を作製し、

HeLa 細胞への導入を行う。細胞死は下記に示す

様々な方法で行った。まず、野生型 p150glued、

変異型 p150glued (G59S、G71R)を 6-well plate

に播いた HeLa 細胞に、lipofectamine 2000 (1 

ul/1ug plasmid DNA)を用いて遺伝子導入した。

24 時間後にトリプシン処理し、トリパンブルー

染色を施行しトリパンブルー陽性細胞を細胞死

陽性とカウントした。さらに GFP 陽性細胞の中

で、核型の変化により細胞死を評価した。 

II． フローサイトメーターによる細胞死評価 

 GFP でタグされた変異型 p150glued を HeLa

細胞に導入し、24 時間後に Annexin V/PI 染色

を用いてアポトーシスの評価を行った。 

III.  

 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組み換え実験については順天堂大学倫理

委員会より承認を得、行った。 

 



Ｃ．研究結果

 結果１：
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 結果２： 
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図のように siRNAと p150glued強制発現を同時

に施行した場合、siDCTN1 条件下での G59S ま

たは G71R の強制発現により、Annexin V/PI 陽

性細胞数が著明に増加した。 

 

Ｄ. 考察 

 変異型 p150glued 強制発現により内因性アポ

トーシス経路の活性化が確認された。過去の報告

では変異型 p150glued 強制発現により生じた凝

集物が、ミトコンドリアを巻き込んで存在すると

いう報告もあり、本研究でも膜電位の低下したミ

トコンドリアの増加を認めたことから、同現象に

続く内因性経路の活性化が示唆された。さらに

p150glued siRNA ノックダウンにより、

caspase-8を含む外因性経路の活性化も確認され

たため、本疾患分子病態において、両者が併存し

てアポトーシスを誘導している可能性が考えら

れた。 

 

Ｅ．結論 

 ペリー症候群分子病態において、

gain-of-function および loss-of-function 両者の

アポトーシスへの関与が示唆された。 

 

Ｆ．健康危険情報 

分担研究者報告書のため記載の必要 

なし。 
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