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1.研究実施の概要 

アポトーシスは生理的な細胞死の過程であり、カスパーゼと呼ばれるプロテアーゼ、

CADと呼ばれるDNaseによって実行される。そして、アポトーシスを起こした細胞は、マク

ロファージなどの食細胞により貪食処理される。本研究は、アポトーシスにおける染色体

DNA切断の分子機構、生理作用を明らかにすることを目的とした。我々はこれまでにアポ

トーシス時の染色体DNAの分解は死細胞に存在するCADばかりでなく、マクロファージのリ

ソソームに存在するDNase IIによっても担われていることを示した。実際、CAD、DNase 

II両遺伝子を欠損したマウスでは、種々の臓器に未分解のDNAが大量に観察された。そし

て、この未分解のDNAが自然免疫を活性化し、これにより産生されたインターフェロンな

どのサイトカインが種々の臓器の発生を抑制する可能性を見出した。このことは、アポト

ーシス時のDNA分解が生体の恒常性を維持する上で重要な反応であること、その破綻が自

己免疫疾患などを引き起こす可能性を示唆している。 

 

2.研究実施内容 

1.目的 

アポトーシスは、有害な細胞、無用の細胞を除去する細胞死の機構である。この過

程では、カスパーゼと呼ばれる一群のプロテアーゼが順次活性化される。カスパーゼ

は種々の細胞内コンポーネントを切断し、このことが細胞膜の湾曲、核の凝縮と断片

化、染色体DNAの分解を引き起こし、細胞を死へと誘導する。一方、この死細胞はその

最終段階でマクロファージなどによって貪食処理される。本研究では、アポトーシス

のシグナル伝達機構、特にアポトーシス時のDNA分解の分子機構、生理作用を明らかに

すること、さらにマクロファージによるアポトーシス細胞の貪食の分子機構を明らか

にすることを目的とした。 

2.CADによるアポトーシス細胞での染色体DNAの切断 

私達はこれまでにFasリガンドによって誘導されるアポトーシスのシグナル伝達の解

析からこの過程ではカスパーゼが活性化され、その下流に存在するCAD (caspase-

activate DNase) が染色体DNAを分解することを生化学的に明らかにした。しかし、そ



の後、欧米のグループにより、アポトーシス時のDNA分解はCADばかりでなくミトコン

ドリアから遊離されるendonuclease Gと呼ばれるDNaseによっても起こる可能性が指摘

された (参考論文１と２)。そこで、私達はCAD遺伝子を欠損したマウスを樹立しCAD以

外のDNaseがアポトーシス時のDNA分解に関与している可能性を検討した。そして、CAD

欠損マウスから調製した胸腺細胞、脾臓細胞、肝細胞 （hepatocytes）、繊維芽細胞 

(fibroblasts)をさまざまなアポトーシス刺激で処理したところ、どのような刺激でも、

正常細胞では見られるDNA断片化が全く観察されなかった。このことはアポトーシス時

のDNA分解はCADによってのみ担われていることを示している。ところで、アポトーシ

スにおける染色体DNAの切断はショウジョハエでも見出される反応である。私達はこれ

までにショウジョハエからCAD、ICAD遺伝子を単離し、これらは哺乳動物のCAD、ICAD

に対応していることを生化学的に示した。今回、ハエICAD遺伝子の近傍に存在するP-

element をトランスポゼースを用いて移動させることにより(local hop)、P-element

をICAD遺伝子内に持つハエを樹立した。このハエではICADがシャペロンとしてCADの発

現に必要であることに一致して、ICADたんぱく質ばかりでなくCADたんぱく質も全く発

現されていなかった。野生型ハエの胚を紫外線で照射すると数多くの細胞にアポトー

シスが誘導されTUNEL 陽性となる。一方、ICAD欠損ハエの胚に紫外線を照射しても

TUNEL陽性細胞は一切、産生されなかった。この結果はショウジョハエにおいてもアポ

トーシス時に死細胞内でDNA断片化を引き起こす酵素はCADであることを示している。 

3.アポトーシス細胞のDNA分解におけるDNase IIの役割 

アポトーシス細胞は生体においてマクロファージによって速やかに貪食される。私

達はこれまでにアポトーシス細胞のDNAは死細胞のDNaseばかりでなく、死細胞がマク

ロファージによって貪食された後、マクロファージ内のDNaseによっても分解される可

能性を指摘した (参考論文３)。そのことを検討するため、アポトーシスを起こしたマ

ウス胸腺細胞をマウス胚肝臓や胸腺から調製したマクロファージに貪食させ、死細胞

の核DNAの分解を追跡した。その結果、野生型マクロファージ内では貪食されたアポト

ーシス細胞のDNAは速やかに分解されるのに対し、DNase II欠損マクロファージ内では

長時間にわたってそのDNAが残存した。また、CAD、DNase II両遺伝子を欠損するマウ

スではその胚発生過程において胸腺などの臓器に大量の未分解DNAを持つマクロファー

ジが認められた。以上の結果は発生過程でおこるアポトーシス細胞のDNAはマクロファ

ージリソソームに存在するDNase IIによっても分解されることを示している。 

一方、ショウジョハエの遺伝子データベースにマウスやヒトDNase IIと類似性をも

つ遺伝子を見出した。この遺伝子をCOS細胞で発現させることにより、この分子が哺乳

動物のDNase IIと同じように酸性で活性を持つDNaseであることを確認した。ついで、

Drosophila Stock Center に保管されているハエの変異体の中からDrosophila DNase 

II遺伝子の変異体を見出し、この変異体ではDNase IIたんぱく質の中央部で点変異が

導入され、その酵素活性を失っていることを明らかにした。ショウジョハエの卵・発

生過程では16細胞期に1個の細胞のみが卵として生存し、残りの細胞はナース細胞とし



て作用し、その後死滅する。DNase II遺伝子に変異を持つハエの卵巣には未分解のDNA

の蓄積が認められた。このことは、卵の発生過程で無用となり死滅したナース細胞は

周りの卵胞細胞によって貪食され、その細胞が持つDNase IIによって分解されること

を示している。 

4.アポトーシス時の分解を免れたDNAによる自然免疫の活性化 

CAD、DNase II遺伝子を欠損したマウスではその胸腺の発達が顕著に遅れ、その大き

さや細胞数は野生型マウスの約１０分の１であった。タイプⅠインターフェロン（αや

β）を新生マウスに注射すると胸腺の発達を阻害することが知られている。そこで、

CAD、DNase II欠損マウスにおける種々のサイトカインの発現をReal-time PCRを用い

て検討した。その結果、インターフェロンβ遺伝子の発現がDNase II欠損マウスでは野

生型マウスに較べ約１０倍、CAD、DNase II両遺伝子を欠損したマウスでは約１００倍

増強していた。以上の結果はアポトーシス時に分解を免れたDNAがマクロファージを介

して自然免疫を活性化し、これがインターフェロンβ遺伝子の活性化へと導き、産生さ

れた大量のインターフェロンβが胸腺の発生障害をもたらしたことを示唆している。と

ころで、ショウジョハエでは自然免疫は抗細菌ペプチド、抗カビペプチド遺伝子の活

性化として体現される。ICAD、DNase II遺伝子を欠損するショウジョハエよりRNAを調

製してこれら遺伝子の活性化を検討したところ、抗細菌ペプチドであるDiptericinや

Attacin遺伝子の構成的活性化が認められた。このことはショウジョハエにおいてもア

ポトーシス時における分解を免れたDNAが自然免疫を活性化することを示している。 

5．結論 

アポトーシス時のDNA分解は1980年に見出され、アポトーシスのマーカーとして広く

用いられている。しかし、この分解を起こす酵素、DNA分解の生理的意義など長い間不

明であった。私達は1998年カスパーゼによって活性化されるDnase (CAD)を同定し、こ

の酵素がアポトーシス時のDNA分解を担っていると提唱した。しかし、いまだにこの過

程への他のDNaseの関与も報告されている。今回、CAD遺伝子を欠損したマウスを樹立

し、CAD欠損細胞ではアポトーシス時にDNA分解が起こらないことを示したことは、こ

の論争に終止符を打つものと考えられる。 

ところで、CADを欠損しているためDNA分解の起こらない細胞でもアポトーシス刺激

により細胞は死滅する。このことは、DNAの分解は細胞死に必須の過程ではないことを

示している。また、CAD欠損マウスは発生異常を示さず、生体内でのCADの生理作用は

不明であった。今回、CADとDNase II両遺伝子を欠損するマウスやハエを樹立し、アポ

トーシス時のDNA分解はCADとDNase IIによって担われていることを証明した。そして、

そのマウスやハエの解析からアポトーシス時にDNAが分解されないと自然免疫を活性化

するという全く意外な結果が得られた。このことはアポトーシス時のDNA分解が動物の

恒常性を保持するために大変重要な過程であることを示している。さらにこの結果は、

アポトーシス時にDNAが分解されないと免疫系が破綻することを示しており、今後自己

免疫疾患との関係など検討する必要があろう。 
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