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　バ イ オ フ ァ ク タ
ーと して ，ス フ ィ ン ゴ 脂 質が 注 目 さ

れ て い る．中 で もセ ラ ミ ドが ，ア ポ トーシ ス の シ グナ

ル 伝 達 に お い て 重要 な役割 を果 た す と い う多くの 論文

が ある．従来セ ラ ミ ドは 酵素法 に よ っ て 定 量 され て き

た が，量近 そ の 方法 に疑 問が提出 され て い る．そ こ で

我 々 は ，HL −60 細胞 の ア ポ トー
シ ス に お け る セ ラ ミ ド

量 の 変化 を，Esl−MSIMs （Finnigan　MAT 　TSQ 　7000）を

用 い て 測定した 。
マ ス ス ペ ク トル を使 う場合で も MSl

MS で な い と特異 性 が 低 い とい わ れ て い る．今回 の 実験

で は 、非 天 然 型 の CI7 ：0 を用 い る こ と に よ り，回 収 率

も初 め て
’
考慮 した．

　HL −60 細 胞 に ア クチ ノ マ イ シ ン D （AcD ）10μ91mLを作

用 させ る と，図 ｝に 示す よ
’
うに 、最 も含量が 高い セ ラ ミ

ドで あ る q6 ；0 が4時間後有意 に 増加 した．他 の セ ラ ミ

ド類 （C24 ：L．C26 ：1）も4 時 間 後 に 有意 に 増加 した ．　 C18 ；

O，　C22：1 は6時間後に有意 に 増加 した．

　AcD は こ の 10pglmlの 濃度条件 で は 6時間後に 8096の

ア ポ トーシ ス を引 き起 こ し，L5 時間後 に ミ トコ ン ドリ

ア か ら細胞質へ の シ トク ロ
ー

ム c の 移動 が 起 こ る こ と，

4時間後に Caspase ・3 の 活性化が有意 に 起 こ る こ とが
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ア クチ ノ マ イ シ ン D 添加後の HL ・60 細胞 に おけ

る C16 ：0 セ ラ ミ ドの 変化 と カ タ ラ
ーゼ の 効果

そ れ ぞ れ の 点 は 平均値 ± SD ．図の 中 で 異な る 添

字 間 に は 統 計 的 に 有 意 差 が あ る こ と を示 す
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我 々 の 研究 で 判明 して い る 1，の で ，セ ラ ミ ドの 増加 は ア

ポ ト
ー

シ ス の プ ロ セ ス に お い て シ トク ロ
ー

ム c の 細胞質

へ の 移動 よ り下 流 で あ る こ とが わ か っ た．

　 さ ら に，AcD に よ る ア ポ ト
ー

シ ス は カ タ ラーゼ で 阻

害 され る こ と か ら，H ．O 、が重要な役割を果 た す こ と が

わ か っ て い る 1｝．本 実験 で も図 1に 示 す よ う に，カ タ

ラ
ー

ゼ に よ っ て ア ポ トーシ ス を阻 害す る とC16 ：0 セ ラ ミ

ドの 増 加 も有意 に 阻害 され，他 の セ ラ ミ ド類 の 増加 も

有意 に抑制 さ れ た ，こ の 結 果 は ，セ ラ ミ ドの 増 加 は

H201 の 発生 よ り下流 で あ る こ とを示 し て い る．カ タ

ラーゼ は シ トク ロ
ー

ム ‘
・
の 漏出 も Caspase−3 の 活性化 も

阻 害す る こ と 1）を 合わ せ る と，セ ラ ミ ドの 増加 は H ，O ，

の 発 生 ，シ トク ロ ー
ム c

・
漏出の 下 流 に 位 置 す る と共 に ，

Caspase−3 の 活性．化 と同時期 に 起 こ る こ と が わ か る ，

　セ ラ ミ ドの 増加 に よ っ て ，ア ポ トーシ ス を 引 き起 こ

す と され る Duunorubicin（Dau ｝に つ い て も同様 の 実．験 を

行 っ た 。Dau も HL −60 細胞 に 6時 間 で 75％ の ア ポ トー

シ ス を起 こ す 濃度条 件 （5pM ＞で 実 験 を 行 っ た ．　 Duu も

AcD 同様，15 時間 で シ トク ロ
ー

ム ‘
・の 漏 嶌 を 起 こ し，

4時 間 後にCaspusc−3の 活性化を引 き起 こ す り．しか も，

AcD と 同様 力 タ ラーゼ が こ れ らの プ ロ セ ス もア ポ トー

シ ス も阻 害す る こ とが わ か っ て い る 1）2｝．Dau も，4時間

後 に C16 ：0．　C24 ：1．Cl8 ：0，C22：］．　C26：1 セ ラ ミ ドを 増加

させた．しか もこ れ ら の 増加 は ，カ タ ラ
ー

ゼ に よ っ て

有意 に 阻 害 され た ．こ れ ら の 結 果 よ り，Dau に お け る

セ ラ ミ ドの 増加 も AcD と 同様 の 場所 に 位置 す る こ とが

判明 した ，

　以 ．．ヒよ り，HL −60 細胞 に お け る AcD や Dau に よ る ア

ポ トーシ ス に お い て
，

セ ラ ミ ドの 増加は H っO っの 発生 や

シ トク ロ
ー

ム c の 細胞質 へ の 移動 の 下 流 に 位置 し，

Caspase −3 の 活性化 と ほ ぼ 同 時期 で あ る こ と が 判明 し

た、
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