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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、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活性化され種々の細胞内分子を切断する。この最終段階

で、カスパーゼは特異的なDNase （CAD）の阻害分子（ICAD）を切断することに

よりCADを活性化し色体DNAを切断する。本研究は、CADの活性化機構、反応機

構、および、アポトーシスにおける染色体DNA切断の生理作用を解析をすることを

目的とした。その結果、本年度はICADはCADの阻害作用ばかりでなくCADの合成

時にシャペロンとして作用すること、その際、CAD，ICADのN- 末端に共通に存在

するドメイン（CADドメイン）　が必須であることを示し、その構造をNMRを用い

て決定した。また、カスパーゼにより切断されないICADを発現するトランスジェ

ニックマウスを作成したところ、このマウスから調製した胸腺細胞は、ex vivo では

種々のアポトーシス刺激により、DNAの断片化が起らないのに対し、in vivo では

DNAの切断が起こっていることが判明した。このことを詳細に解析した結果，アポ

トーシスを起こした細胞がphagocytes により貪食された後、そのリソゾームに存在

する酸性DNase により標的細胞の染色体DNAが切断されることが示された。一方、

ショウジョハエの細胞株よりCADを精製し、そのcDNA を単離した。これらは、ほ

乳動物の遺伝子と比べ、17‐20％の相同性を示した。

２．研究実施内容

�　CADの合成におけるICAD蛋白質のシャペロンとしての役割

　CADを細胞内あるいは無細胞系で合成した場合、aggregates を形成し、機能の

ある蛋白質として合成されない。この際、ICADが存在するとCAD蛋白質は正常

に折り畳まれICADとの複合体として回収される。このことから、ICADはCADに

対して特異的なシャペロンとして作用すると考えられた。そこで、大腸菌を用い

てCADを産生しこれをinclusion bodies として回収した。この蛋白質をグアニジン

塩酸により可溶化した後、ICADの存在下でrefoldingさせるとCAD蛋白質がICAD

との複合体として回収された。この際、reticulocyte lysateおよびATPが必須であっ

た。以上の結果は、ICADはCADに対する特異的なシャペロンとして作用するこ
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と、その際、reticulocyte lysateに存在する蛋白質がICADの作用をATP依存的に補

佐することを示している。ところで、ICADにはalternative splicing によって産生さ

れる2種のform （ICAD-L およびICAD-S）が存在するが、CADに対するシャペロ

ンとしての活性は、ICAD-L にのみ認められた。このことは、CADは細胞内では

ICAD-Lとのみ複合体を形成しているという結果と一致する。

�　CAD、ICADタンパク質の構造解析

　CAD，ICADの作用機構を理解するには、その三次構造の解明が必須である。

その一端として、まず、CADのN- 末端 80アミノ酸 （CAD domain） を大腸菌を

用いて調製し、その構造をNMR を用いて決定した。この領域は、CADばかりで

なく、ICADのN- 末端部位にも見いだされ、ICADがCADのシャペロンとして作用

する際、これらの領域の相互作用が必須と考えられる。CADのこの領域は、１個

のα-helixと５個のβ-sheetsからなりその表面には親水性のアミノ酸の部位が存

在し、この部位がICADとの相互作用する領域と予想される。現在、この約80アミ

ノ酸から成るCAD，ICADの複合体を調製し、その三次構造の決定を試みている。

�　CAD、 ICAD 遺伝子を欠質するマウスの樹立

　CAD，ICADの生理作用を解明するには、その遺伝子発現機構を解析すること

が必須である。そこで、まず、マウス CAD、ICADの染色体遺伝子を単離し、そ

の構造を決定した。その結果、CADは7個のエクソン、ICADは６個のエクソンか

らなり、ともにマウス４番の染色体に隣接して存在することを示した。また、ヒ

トのCAD，ICAD遺伝子も同様の構造をしており、１番の染色体に存在すること

を示した。一方、CAD，ICAD遺伝子は様々な組織に発現していることをNorthern 

hybridization, Western Blotting により示した。特にアポトーシスの際DNA断片化が

よく観察されるリンパ球系の組織(胸腺･脾臓)において顕著な発現が認められた。

また、CAD, ICAD遺伝子のプロモーターをルシフェラーゼ遺伝子と結合させたレ

ポーター遺伝子を用いた解析から、CAD，ICAD遺伝子ともに種々の組織で発現

されるいわゆる"house-keeping genes" であることが確認され、アポトーシスが種々

の組織、細胞で起る普遍的な現象であることと対応していた。

　次いで、CAD，ICAD遺伝子の生体における役割を解析する目的で、カスパー

ゼによって切断されないICADをコードする遺伝子をヒトElongation Factor 1α の

プロモターの下流に挿入し、この遺伝子を普遍的に発現するトランスジェニック

マウスを樹立した。このマウスから調製した胸腺細胞はガンマ線照射、グルココー

チコイド、Fasの活性化などにより死滅したが、本来起るべき染色体DNAの断片

化は全く誘導されなかった。ところが、胸腺や子宮でのin vivoでのアポトーシス

における染色体DNAの断片化は、正常マウスのそれと同等に観察された。そこで、

この細胞を詳細に検討したところ、これらアポトーシスを起こしている細胞は、
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マクロファージに貪食されていることが示された。実際、CADが作用できない細

胞にアポトーシスを誘導した後、マクロファージに貪食させたところ、その染色

体DNAはアポトーシスに特異的なラダーを示して分解された。以上の結果はアポ

トーシスを起こしている細胞は"eat me"シグナルを提示し、マクロファージなどの

食細胞に貪食されること、この標的細胞は貪食された後、リソソーム内で、酸性

DNase (DNase II) によりそのDNAが分解されうることを示している。

�　ショウジョハエからのCAD, ICADの精製とcDNAの単離

　発生段階におけるアポトーシス、染色体DNAの切断の生理作用を解析するため

ショウジョハエの細胞株からCAD を精製し、その部分アミノ酸配列を決定し、こ

の蛋白質に対するcDNAを単離した。ショウジョハエのCADはマウスやヒトCAD

とアミノ酸配列上約20％の相同性を示した。このCADをCOS細胞に発現させるこ

とにより、CADは52kDaの蛋白質として合成された後、カスパーゼによって切断

活性化されることが示された。この機構はマウス、ヒトのCADとは異なっている。
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