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熊本大学大学院医学薬学研究部細胞病理学分野 ，

2 ダー
ト マ

ス 大 学医 学部生化学講座、

　器 官或い は組織で の 細 胞 分 化 を 決 定 す る特異 的 な遺伝子

発 現 制御機構を 理 解す る為 に は 、 DNA の メ チ ル 化 等 の エ ピ

ジ ＝ ネ テ ィ ッ ク な 修飾状態 の 解析が 不 可欠 で あ る 。

一
方 で、

細 胞 単 位 で の エ ピ ジ ェネ テ ィ ッ ク な 修飾状態 を把 握 す るた

め に は 組織細胞化学的方法論 が 有効で あ る が、特定 の DNA

配 列 で の メ チ ル 化 の 有 無 の 同定 は 不 可 能 で あ っ た。そ こ で 、

我 々 は 制限 酵素働 α IIと Mr ρ 1が 同
・
の 塩 基 配 列 CCGG の

メ チ ル 化修飾状態 に よ り作用 が 異 な る こ と に 注 目 し た 新 し

い 方法論、histo　endonuciease −linked　detection　of 　methylation

sites　ot
’
DNA （HELMET ）法 （Reb を 開発 し、今回、細胞分化

・

増殖活性 が 非常 に 高 い マ ウ ス 小腸 上 皮細胞 で の DNA メ チ

ル 化状態 の 評価を 彳b た 。組織は 4e／。PFA ／O．OIMPBS 固定 パ

ラ フ ィ ン 包埋 材料を 用 い た。HELMET 法 で は 、組織切片 上

で タ
ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ ェラ

ーゼ （TdT ）を 用 い て ジ デ オ キ

シ ヌ ク レ オ チ ド （ddNTP ）を 取 り 込 ま せ 予 め DNA の 3’−OH

切断部位 へ の 新 た な 塩基 の 付加 を ブ ロ ッ ク し た 後 に、メ チ

ル 化 CCGG を 切断 で き な い Hpa 　II処 理 を 行 っ た 。そ の 後、
TdT 反 応 に よ り脱 メ チ ル 化 CCGG 切 断

．
部位 を Biotin−16−

dUTP で 標識 し た。次 に 再度 ddNTP で ブ ロ
ッ ク 後、メ チ ル

化 の 有無 に 関 わ らず CCGG を 切断す る MSp　T処理 を 行 い、
TdT 反応 に よ リ メ チ ル 化 CCGG 切断部位 を Dig−ll−dUTP で

標識 し、蛍光免疫組織化学的 に シ グ ナ ル を 視覚化 し た 。 そ

の 結果、小腸上 皮で の 脱 メ チ ル 化 CCGG 部位 は 陰窩、中間部、
先 端部共 に 同程 度 の 発現が 認 め ら れ た の に 対 し、メ チ ル 化

CCGG 部位 は 絨 毛 先端部ほ ど 強 く認め ら れ た 。．更に 小 腸 先

端部の ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 で は 顕 著な 脱 メ チ ル 化 が 生 じ て い

る こ と が TUNEL 法 と HELMET 法 の 二 重 染色 に よ り明 らか

と な っ た 。以上 よ り、小腸 上 皮 の 細胞分化制御に DNA メ

チ ル 化状態 が 関与す る こ とが 示 唆 され る と と もに、細胞 死

誘導へ の エ ピ ジ ェネ テ ィ ッ ク な 調節機構 の 関与 も示 唆 さ れ

た 。
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　旺 盛 な 異 物貪食 と種 々 の 生理 活性物質産生 に よ り生体防

御 の 要 と位置づ け ら れ る マ ク ロ フ
ァ
ージ （M φ） は 活発 な

コ レ ス テ ロ ール 代謝 を 行 う細胞 で もある。事実、粥状動

脈硬 化 病巣 で は 大 量 の コ レ ス テ ロ ール エ ス テ ル を 蓄積 し

た 泡沫 化 M φが 様 々 な機能 分 子 を 産生 して 粥 腫形 成 を 制御

し て い る。わ れ わ れ は コ レ ス テ ロ ール に よ る M φの 細 胞 機

能 制 御 機 構 を 明 らか に す る た め に 、コ レ ス テ ロ ール の エ

ス テ ル 化 を触媒す る 酵素 で あ る acyl 　 coenzyme 　 A ：ehe ］esterol

acyltransferase 　 l （ACATI ） に 着 目 して 解析 を行 っ た。粥状

動脈硬化病 巣 内 の ACArl 陽 ！生細 胞 の 大 部 分 は M φで あ り、

電顕 的検討 の 結果、本 来管状 の 小 胞 体 膜 に 存 在 す る ACATl

の
一

部 ぱ コ レ ス テ ロ
ール 負荷 に 伴 っ て 小 胞 体 由来 の 小 胞 構

造 に も出現 し て い た 。 各種 の オ ル ガ ネ ラ マ
ーカ ーと共 焦 点

レ
ーザ ー

顕微鏡 な ら び に 細胞亜 分 画 法 を 用 い た 検討 の 結

果、M φの ACA
’
1
’
1 の 一部 は コ レ ス テ ロ

ール 負 荷 後 に ト ラ ン

ス ゴ ル ジ ネ ッ ト ワ ー
ク や 後期 エ ン ド ゾーム ／ ラ イ ソ ゾーム

（LE） マ
ー

カ
ー

を 有す る 特異 な オ ル ガ ネ ラ （ACATI −LE） に

移動 し て お り、こ の オ ル ガ ネ ラ は 効 率 的 な コ レ ス テ ロ
ール

の エ ス テ ル 化 を 担 っ て い る こ とが 明 ら か に な っ た。一・
方、

ACAT 　I−LE を有す る M φで は フ ァ
ゴ ゾーム の 成 熟遅 延 が 生

じ て 異物貪食能 が 低 下 して い た。C 型 ニ ーマ ン ピ ッ ク 病

（NPC ） で は 細胞 内 コ レ ス テ ロ ール 輸 送 蛋 白の 欠 損 に よ り

大量 の コ レ ス テ ロ
ール が LE に 蓄積 して 細 胞傷害 を 来す が、

ACATI −LE は NPC 病 態 に お い て も細 胞 内 に 蓄積 した コ レ ス

テ ロ
ール を効 率 的 に エ ス テ ル 化 し て い た。 コ レ ス テ ロ ール

負 荷 に 伴 う ACAI1レLE の 出現 は 細 胞 内 コ レ ス テ ロ ール 代謝

の み な ら ず M φ の 細 胞 機能 そ の も の を 制御 して お り、そ の

一
方 で 大 量 の LE 内 コ レ ス テ ロ ール を エ ス テ ル 化 して 細胞

傷害 を軽 減す る NPC の 治 療法 開 発 に も繋 が る重要な 知見で

あ る 。
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