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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、染色体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CADがヒスチヂン残基を活性部位に持つDNaseで

あること、ICADはCADのDNAへの結合を阻害することを示した。また、CADと

ICADのN- 末端に存在するCAD領域は共通の構造を持ち複合体を形成することも

示された。一方、ショウジョウバエからCAD、ICAD遺伝子を単離し、CADによる

DNA切断の機構が哺乳動物ばかりでなくハエでも保存されたシステムであること

を示した。

２．研究実施内容

ａ．CAD DNase の反応機構とICADによるCADの阻害機構

　まず、CAD、ICAD組替え蛋白質をBaculovirus, SF- ９ 細胞系を用いて大量に

調製しCADはDNAを効率良く切断する中性DNaseであること、その際、３'OH 基を

持つDNA断片を形成することを示した。アポトーシスを起こしている細胞は

Terminal transferaseで染色（TUNEL染色）されるがCADが３'OHを持つDNA断

片を形成することはCADがこの染色反応の責任分子であることを支持する。マ

ウスCADには１４個のシステイン残基、１０個のヒスチジン残基が存在する。シス

テイン残基の修飾試薬はCAD DNase活性を失活させないが、ヒスチジン残基の修

飾試薬（diethylbicarbonate）は低濃度でCAD DNaseを可逆的に失活させた。さ

らに、CADのC- 末端側に存在する４個のヒスチジン残基に変異を導入するとこの

変異体はCAD活性を示さなかった。以上の結果からCADはヒスチジン残基を活

性部位に持つDNaseと結論された。一方、ICADはCADの活性を抑制するがその

抑制機構の酵素化学的解析からICADはCADの活性部位に結合するのではなく

CADがDNAに結合する過程を阻害することが示された。
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ｂ．CAD、ICADタンパク質の構造解析

　DNaseであるCADその阻害蛋白質であるICADのN- 末端には約８０アミノ酸か

らなる相同領域CAD/CIDE domainが存在し、この領域はICADがCADのシャペ

ロンとして作用する上で必須である。昨年度の本研究でCADのCAD/CIDE領域

の構造をNMRを用いて決定した。本年度はICADのCAD/CIDE領域がCADのそ

れと同様の構造をしていること、CADとICADのCAD/CIDE領域はお互いに相互

作用し複合体を形成することが示された。このことはCADのリボソーム上で合

成時にCAD蛋白質のN- 末端部位が合成されると速やかにICADが結合しCADの

foldingを促進する可能性を示唆している。

ｃ．ショウジョウバエからのCAD，ICADの精製とcDNAの単離

　染色体DNAの分解を伴ったアポトーシスは哺乳動物ばかりでなくハエや線虫

でも見られる現象である。これら下等生物のアポトーシスにおけるCAD、ICAD

の関与を検討した。すなわち、ショウジョウバエの細胞株（Schneider ２）から

CAD、ICADを精製し、これら蛋白質に対するcDNAを単離した。ショウジョウ

バエのCAD、ICADは哺乳動物の遺伝子とアミノ酸配列上約２０％の相同性を示し

た。特に、N- 末端のCAD領域、DNaseとしての活性に必要なヒスチジン残基は良

く保存されていた。しかし、マウスやヒトのCADとは異なりハエCADが活性化

されるにはICADばかりでなくCADもカスパーゼによって切断されることが必要

であった。さらに、ショウジョウバエの神経細胞株（BG-２）をキナーゼの阻害剤

H-８で処理すると細胞はDNAの切断を伴って死滅するがこの際、CAD、ICADが

切断されること、カスパーゼに抵抗性のICADを発現している細胞ではDNAの切

断が起こらないことが示された。今後はCADやICADの遺伝子を欠失したショウ

ジョウバエを樹立し、ハエの発生におけるアポトーシスの生理的役割を検討する

予定である。

ｄ． Fasリガンドによるネクローシスの分子機構

　私達は、これまでに、FasリガンドはFasに結合することによりアポトーシスを

誘導することを示してきた。この際、FADDと呼ばれるadaptor分子を介してカス

パーゼ８，カスパーゼ３が活性化され、上記に示したCAD，ICAD系を用いてDNA

が切断され、細胞は死に至る。一方、私達はカスパーゼ８の発現を欠くヒト

Jurkat 細胞を見いだした。この細胞にFasを過剰発現しFasリガンドで処理した

ところ意外なことにこの場合も細胞は死滅した。この際、カスパーゼの活性化は

起こらずDNAの断片化も誘導されなかった。しかし、この際、細胞、特にミトコ

ンドリアは膨潤しネクローシスの形態を伴っていた。また、ミトコンドリアの膜

電位は顕著に低下していたが、アポトーシス時に見られるチトクロームCの放出

は認められなかった。一方、種々の代謝阻害剤を検討したところ、ある種の抗酸
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化剤（PDTC，pyrrolidine dithiocarbamate）が、このネクローシスの過程を顕著

に阻害した。実際、Fasリガンドによる細胞死はカスパーゼの阻害剤とPDTCの存

在下でほぼ完全に抑制された。以上の結果は、Fasリガンドはアポトーシスばか

りでなく、ネクローシスの過程をも誘導することを示している。今後は、この過

程に関与する分子を同定する必要があろう。
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