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電位依存性Ca2、チャネルは、活性化される膜電位の違いにより低電位活性化型(T型)と高電位活性化
型(L、 N、 P/Q、 R型)に分類される。さらに T型 Ca.、チャネノレには、 caβ.1、 caβ.2及びCaβ.3 の 3 種
類のアイソフォームが存在し、静止膜電位からわずかに脱分極することで活性化される性質から、主に
神経興奮、ホルモンや神経伝達物質の分泌、筋収縮、細胞の増殖や分化等の調節に寄与することが示さ
れている。 T型Ca2,チャネルの3つのアイソフォームのうち、特にCaβ2はその発現や機能変化と疾患
との関連性を指摘する報告が数多く存在する。興味深いことに、川畑らのグループは、 caβ.2 のチャネ
ル機能が、第3の生体内ガスメッセンジャーとして注目されている硫化水素(珊S)により増強されるこ
とを見出している。さらに伺グループは、内因性に産生されるH2SによるCaβ2の機能増強が、体性痛、
神経損傷や抗癌剤による神経障害性疹痛及び内臓痛の発症に寄与すること、 H追ドナーがCaβ2を高発
現する神経前駆細胞の神経分化を誘起するととを報告している。ある種の癌細胞は C孤32 を含む T 型
Ca2、チャネルやH2S合成酵素を発現しているととがそれぞれ異なるグループによって明らかにされてお
リ、癌の発症や予後にもH追/caβ2系が何らかの影響を及ぼしていることが考えられる。 caβ2 のチャ

ネノレ機能は、 ca2ツCalmodulin、dependent protein k血ase Ⅱ(caMKID や Protein kinase A (PKA)等によるり
ン酸化調節の他に、アスパラギン(N)結合型糖鎖修飾によっても調節を受けることが知られている。2
型糖尿病モデルマウスにおいては、 N型糖鎖修飾の亢進よってCaβ2の発現及び機能が増強され、 、^二L

ーロパチーの発症に寄与する可能性が示唆されている。一方、 caβ2 のタンパク発現量は転写促進因子
の 1 つである earlygrowthresponsel (Egr・D により促進的に、抑制因子である repressorelement・1(臨・D
SilenC血g 廿anscriptionfactor (旺SI)により抑制的に制御されるととが明らかとなっている。そこで、
研究では、 H2S及びN型糖鎖修飾によるチャネル機能調節やEg・1及び旺STによるチャネル発現調節
に焦点をあて、神経前駆細胞の神経様分化及び前立腺癌細胞の神経内分泌様分化における Caβ2T 型
Ca2、チャネルの挙動と役害川こついて検言寸を行った。

第 1章では、 caβ2 を自然に高発現している神経前駆NGI08-15細胞において、 H2S による Caβ2活性
化を介した神経分化における細胞内シグナルについて検討した。川畑らのグルーブは、NGI08-15細胞を
H2S ドナーである NaHS で処置すると、神経分化の指標である神経突起伸長や高電位活性化型(hi帥・
Voltage,activated、 HVA) ca2、チャネノレ電流(HVA、C如ents)の増加が誘起されることを報告している。そ
こで、第 1章では、 NGI08-15細胞における NaHS誘起神経突起伸長やHVA・C町釦tSの増加が、 srC型チ
ロシンキナーゼ阻害薬PP2 の前処置により抑制されること、また、 NaHS は SrC のりン酸化レベルを増
加させることを示した。このNaHS誘起 SrCりン酸化は細胞内 Ca2、キレーターBAPTA/AM、 T型Caカチ
ヤネル阻害薬mibe丘adn及びT型Ca2、チャネルの3つのアイソフォームのうち Caβ2 を選択的に阻害す
る ascorbicacid によって抑制された。同様に、 NaHS 誘起神経突起伸長も BAPTA/AM、 mibe丘adi1及び
ascorbicacid により抑制されることが報告されている。これらの結果から、 NGI08-15細胞の H追により
誘起される神経様分化には、 caβ2T型 CaNチャネルの活性化を介した細胞内 Ca力濃度上昇に続く Src
リン酸化が関与していることが示唆された。

第2章では、前立腺癌細胞の神経内分泌様分化に伴うH途/Cゐ32系の挙動と役割について検討した。
大部分の前立腺癌はアンドロゲン依存性に増殖する性質を有する為、薬物療法もしくは外科的処置によ
り血中のアンドロゲン量を減少させる、あるいは、アンドロゲン受容体遮断薬を用いるホルモン療法が
非常に有効とされている。しかし、一定期問の治療継続により、ほとんどの患者において前立腺癌がホ
ルモン療法に対して抵抗性を示すようになり、癌増殖が再燃する。そのホルモン療法抵抗性を獲得する
メカニズムのーつとして、前立腺癌細胞が神経内分泌様に分化することが挙げられる。神経内分泌様に

分化した前立腺癌細胞自身は増殖活性が低く、アンドロゲン受容体を欠損しているため、従来のホルモ
ン療法ではこの細胞の機能を抑制することはできない。一方、神経内分泌様分化前立腺癌細胞は、増殖
性ニューロペプチド等の細胞増殖因子を産生、分泌することで周囲の癌細胞の増殖を促進する結果、腫

傷全体がホルモン療法に抵抗性を示すようなる。興味深いことに、ヒト前立腺癌LNcaP細胞は、培地中
アンドロゲン除去、炎症性サイトカインの 1つである mterleukin.6(1L、6)刺激あるいは糸剛包内 CyclicAMP
(CAMP)量を増加させる薬物により神経内分泌様に分化し、それに伴い Caβ2T型Ca2、チャネルを高

発現するようになる。また、細胞膜透過性 CAMP アナログである dibutyrylcAMP (db・CAMP)処置によ
り神経内分泌様分化したLNcaP細胞では、 caβ2はCa告依存的な分泌反応に関与する。一方、ホルモン

療法抵抗性の前立腺癌細胞には H追合成酵素である Cystathion血e・γ・1yase (CSE)あるいは Cystathionine・β・
Synthase(CBS)も発現していることから、前立腺癌においてH2Sが何らかの病態生理学的役割を担って
いる可能性がある。そこで、第2 章では、 db、CAMP誘起神経内分泌様分化LNcaP細胞の分泌機能調節
における内因性H2S/caβ2T型Ca2、チャネルの役害IRこ焦点をあて、さらに神経内分泌様分化LNcaP細
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1のCゐ32のンハクΠに'1る子E即'・1 ひ U 子RESTの<にっい
ても検討を行った。その結果、 db、CAMP処置により神経内分泌様分化したLNcaP細胞でみられる T型
Ca"チャネノレ電流(T、C叩ents)は、 H追ドナーである Na11SやN礎S処置により増大し、この効果はT型
Cが、チャネル阻害薬によって抑制された。また、 LNcaP細胞では神経内分泌様分化に伴い、 H追合成酵
素である CSE のタンパク発現が増加していた。次に Ca2、依存的に分泌される Prostaticacidphosphatase
(PAP)分泌量を指標として、神経内分泌様分化LNcaP細胞の分泌反応における H2S/Cゐ32系の関与を

検討したところ、神経内分泌様分化したLNcaP細胞では基礎的PAP分泌が亢進しており、この分泌反
応はCSE阻害薬及びT型Ca⑳チャネル阻害薬により抑制された。これにより、ヒト前立腺癌LNcaP細
胞は、db、CAMP処置による神経内分泌様分化に伴ってCaβ2T型C記+チャネル及びH2S合成酵素CSE
の発現が増加する結果、 CSE依存的に産生される内因性H2S が、 autocrine中aracrhle的に Caβ2 のチャネ
ル機能を増強することで分泌反応を促進している事が示唆された。また、 db・CAMP 処置した LNcaP 細
胞では、 caβ2 の転写促進因子 Egr、1 の発現増加と転写抑制因子旺ST の発現低下が確認され、さらに
Caβ2 の発現増加は Egl、1 のノックダウンによって抑制された。このことより、 db・CAMP誘起神経内分
泌様分化LNcaP細胞におけるCaβ.2の過剰発現には、 Eg卜1の発現増加と旺STの発現低下が関与する

とが示唆された。こ

3 章では、 db、CAMP誘起神経内分泌様分化LNcaP細胞に発現する Caβ.2 チャネル機能に及ぽすア
スパラギン結合型(N型)糖鎖修飾の影響にっいて検討を行った。糖尿病を合併する前立腺癌患者は、
糖尿病を併発しない患者と比ベ、早期にホルモン療法に対して抵抗性を獲得し、予後が不良であるとの
臨床報告がある。一方、 caβ.2過剰発現細胞を高グルコース培地下で培養することで、 C瑜32のN型糖
鎖修飾が亢進し、チャネル機能や膜発現が促進されることが報告されていることから、糖尿病を併発す
る前立腺癌患者の予後悪化に N 糖鎖修飾による Caβ2 の機能増強が関与することが考えられる。そこ
で、caβ2チャネル機能に及ぼすN型糖鎖修飾の影響を明らかにするため、高グルコース培地(24.9mM、
450mg/dL)もしくは低グルコース培地(5.6mM、 10om創dL)下で神経内分泌様分化させた LNcaP細胞
の T、C叩飢tS と Caβ2 タンパク発現量の変化を比較した。その結果、低グノレコースに比ベて高グノレコー
ス負荷は神経内分泌様分化LNcaP細胞に発現する1・C叩伽tS及びCaβ.2のタンパク発現量を有,思に増加
させた。また、 N型糖鎖の生合成阻害薬であるtunicamycinや細胞外のN型糖鎖を切断する脱Nグリコ
シノレ化酵素 PNGaseF は、高グノレコース条件下でのみ T・C如伽tS を有意に抑制した。これらの結果から、
高グルコース条件下の神経内分泌様分化LNcaP細胞では、 caβ2 のN型糖鎖修飾が亢進されるととで
Caβ2のチャネル機能が増強されていると考えられる。神経内分泌様分化前立腺癌のCaβ2は増殖因子
の分泌を促進させることでホルモン療法抵抗性に寄与することから、今回の知見は、糖尿病と前立腺癌
を併発する患者における予後不良の原因を解明する上で重要な示唆を与えるものと考えられる。

今回の検言寸により、神経前駆細胞に発現する Caβ2T型CaカチャネルはH追により機能増強され、
Ca2、流入を介して SrC 型チロシンキナーゼ依存的に神経様分化を誘導することが明らかになった。この
成果は、 H2S/caβ2 系が疹痛の誘発だけではなく、神経分化や神経損傷後の軸索再生に寄与する可能性
を示唆するものであり、神経系における H2S/caβ2系の役割を理解する上で新たな発見となった。また、
神経内分泌様分化前立腺癌細胞の Caβ2 は、分化に伴って発現増加した CSE により産生される内因性
H2Sや高グルコース負荷によるN型糖鎖修飾の亢進によりチャネル機能が増強されることが明らかとな
つた。神経内分泌様分化前立腺癌に発現するCaβ2は、増殖因子等の分泌促進を介して、前立腺癌のホ
ルモン療法抵抗性獲得に寄与することが考えられている。そのため、本研究により得られた知見は、ホ
ルモン療法抵抗性獲得メカニズムの一部を明らかにする重要な成果であり、有効な治療法のないホルモ
ン療法抵抗性前立腺癌に対する新規治療薬の開発にも将来寄与しうるものである。
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第3 の生体内ガスメッセンジャーである硫化水素田追)は、caβ2T型Cが、チャネルの機能を増強し、
体性痛、神経損傷や抗癌剤による神経障害性疹痛及び内臓痛の発症に寄与する。また、 H2SはCaβ2
高発現する神経前駆細胞の神経分化を誘起する。一方、癌の発症や予後にもH2S/caβ2系が何らかの影
響を及ぼす可能性が指摘されている。caβ2のチャネル機能は、アスパラギン(N)結合型糖鎖修飾によ
つて調節を受けており、2型糖尿病モデルマウスにおいては、 N型糖鎖修負市の亢進よって C風3.2 の発現
及び機能が増強され、ニューロパチーの発症に寄与する可能性が示唆されている。また、 caβ2 のタン

パク発現量は転写促進因子の 1つである e釘WgroMhNSP伽Sel(E名卜D により促進的に、抑制因子であ
る repressorelement・1(旺・D silenchlg廿幼Scriptionfactor (旺ST)により抑御伯勺に制御されることが明らか
にされている。本博士学位論文は、これらの最新知見に基づき、 H追及びN型糖鎖修飾によるチャネル

機能調節やEgl、1及び臨ST によるチャネル発現調節に焦点をあて、神経前駆細胞の神経様分化及び前
立腺癌細胞の神経内分泌様分化におけるCaβ2T型Cが、チャネルの挙動と役割について検討した研究成
果をまとめたものである。
第 1章では、 caβ2 を自然に高発現している神経前駆NGI08-15細胞において、 H2S による Caβ.2活性

化を介した神経分化における細胞内シグナルについて検討している。その結果、NGI08-15細胞における
N証IS誘起神経突起伸長やHVA・C町伽tS の増加が、STC型チロシンキナーゼ阻害薬PP2 の前処置により
抑制されること、また、 NaHS は SrC のりン酸化レベルを増加させることが示された。この NaHS 誘起
SrC りン酸化は細胞内 Ca2、キレーターBAPTNAM、 T 型 Ca2゛チャネノレ阻害薬 mibe丘adi1 及び T 型 Ca2ーチ
ヤネルの 3つのアイソフォームのうち Caβ2 を選択的に阻害する ascorbicacidによって抑制された。こ
れらの結果から、 NGI08-15糸醐包のH2S により誘起される神経様分化には、 caβ2T型Cが、チャネルの活
性化を介した細胞内Cが、濃度上昇に続くSrCりン酸化が関与する可能性を示唆している。

第2章では、db、CAMP誘起神経内分泌様分化LNcaP細胞の分泌機能調節における内因性H途/caβ2T
型Ca2、チャネルの役割に焦点をあて、さらに神経内分泌様分化LNcaPホ醐包の Caβ2 のタンパク発現増

加における転写促進因子E即、1及び転写抑制因子旺STの発現変化についても検討を行っている。その
結果、 db,CAMP 処置により神経内分泌様分化した LNcaP 細胞でみられる T 型 Ca2、チャネル電流(T・
C噂ents)は、 H2S ドナーである NaHSやNa2S処置により増大し、この効果はT型Ca2、チャネル阻害薬
によって抑制されることが示された。また、 LNcaP細胞では神経内分泌様分化に伴い、 H2S合成酵素で

ある CSE のタンパク発現が増加していた。次に Ca力依存的に分泌される Prostaticacidphosphatase(PAP)
分泌量を指標として、神経内分泌様分化LNcaP 細胞の分泌反応における H追ノCaβ2 系の関与を検討し
たところ、神経内分泌様分化したLNcaP細胞では基礎的PAP分泌が亢進しており、この分泌反応はCSE
阻害薬及びT型Ca2、チャネル阻害薬により抑制された。これらの知見に基づき、ヒト前立腺癌LNcaP細
胞は、 db、CAMP処置による神経内分泌様分化に伴ってCaβ2T型C記十チャネル及びH濁合成酵素CSE

の発現が増加する結果、 CSE依存的に産生される内因性H2S が、autocrme/paracrine的に Caβ2 のチャネ
ル機能を増強することで分泌反応を促進している可能性を示唆している。また、 db、CAMP 処置した

LNcaP細胞では、caβ2の転写促進因子Egl、1の発現増加と転写抑制因子郎STの発現低下が確認され、
さらにCaβ2の発現増加はEgl、1のノックダウンによって抑制されことから、 db・CAMP誘起神経内分泌
様分化工NcaP細胞におけるCaβ2の過剰発現には、E8r・1の発現増加と臨STの発現低下が関与する可
能性を指摘している。

第3 章では、 db・CAMP誘起神経内分泌様分化LNcaP細胞に発現する Caβ2 チャネル機能に及ぼす
アスパラギン結合型(N型)糖鎖修飾の影響について検討を行っている。まず、高グルコース培地(249

mM、 450mg/dL)もしくは低グルコース培地(5.6mM、10omg/dL)下で神経内分泌様分化させた LNcap
細胞の T、C唖肌tSと Caβ2 タンパク発現量の変化を比較した結果、低グノレコースに比ベて高グルコース
負荷は神経内分泌様分化LNcaP細胞に発現するT.cun伽tS及びCaβ2のタンパク発現量を有意に増加さ

せるとの知見を得ている。また、 N型糖鎖の生合成阻害薬である t山liC血ycinや細胞外のN型糖鎖を切
断する脱Nグリコシル化酵素PNGaseFは、高グルコース条件下でのみT・C叩釦tSを有意に抑制すること
を見出した。これらのことより、高グルコース条件下の神経内分泌様分化LNcaP糸畍包では、 caβ2のN
型糖鎖修飾が亢進されることでCaβ.2のチャネル機能が増強される可能性を示唆している。これらの結
果は、糖尿病と前立腺癌を併発する患者における予後不良の原因を解明する上で重要な新知見である。
本研究によって、神経前駆細胞に発現するCaβ2T型Ca2、チャネルはH2Sにより機能増強され、 Cず、

流入を介して SrC 型チロシンキナーゼ依存的に神経様分化を誘導することが明らかにされた。また、神
経内分泌様分化前立腺癌細胞のCaβ2は、分化に伴って発現増加したCSEにより産生される内因性H追
や高グルコース負荷によるN型糖鎖修飾の亢進によりチャネル機能が増強されることが示され、前立腺
癌のホルモン療法抵抗性獲得メカニズムの一部を明らかにするための手がかりが得られた。本研究で

論文 査結果 の 要
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旨



得られた成果は、生体内におけるH2SとCaβ2T型Ca2、チャネルの役割と両者の相互関係の理解する上
で極めて重要な知見であり、当該分野の研究の発展に大きく寄与するものと考えられる。以上、本論文
は、博士学位論文として十分な内容を含んでいるものと高く評価できる。
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