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論文内容の要旨

染色体 DNA の断片化は、長らくアポトーシスの生化学的定義の 1 っとして考えられてきた。最近私達は、アポトー

シス時に活性化されるシステインプロテアーゼであるカスパーゼに依存して活性化される DNase (CAD) とその阻

害蛋白質 ICAD を同定し、 CAD がアポトーシスに際して染色体 DNA を切断する DNase であることを示した。そ

こで私は、 CAD のアポトーシスにおける役割、およびアポトーシスにおける染色体 DNA 断片化の意義を、ショウ

ジョウバエの分子遺伝学を用いて個体レベルで明らかにすることを試み、その遺伝子を単離した。

【方法ならびに成績】

ショウジョウバエの座由来の培養細胞である Schneider 細胞 (S 2) から調製した細胞抽出液を活性型カスパー

ゼの存在下、プラスミドと反応させると、顕著な DNase 活性が検出された。このことは、増殖している S 2 細胞の

細胞質にはカスパーゼによって活性化される不活性型 DNase が存在することを示している。この CAD 活性は、組

換え型マウス ICAD をアッセイ系に加えることにより阻害された。このことは、この DNase がショウジョウパエに

おける CAD であることを強く示唆しており、 l]_rosophila Qaspase-~ctivated J2Nase (dCAD) と命名した。ついで\

S 2 細胞を約20 リットル培養し、その細胞抽出液より、 DEAE-Sepharose、 BIue -Sepharose、 Gel filtr叫ion、お

よびマウス ICAD を担体としたアフィニティークロマトグラフィーにより dCAD を約11万倍にまで精製し、約1.5

μgの精製標品を得た。この精製 dCAD は SDS ポリアクリルアミド電気泳動法により分子量32kDa と 20kDa の蛋白

質から成り立っていた。そこで、これら蛋白質のアミノ酸配列を決定し、それを基に PCR 法、プラークハイプリダ

イゼーション法により、 dCAD cDNA を単離した。この cDNA は450アミノ酸からなる分子量52kDa の蛋白質をコー

ドしており、そのアミノ酸配列上には精製した dCAD の 2 つの蛋白質から得られたペプチドの配列が存在した。ま

たその配列は、マウス CAD やヒト CAD と約22%の相同性をもっており、この cDNA が Drosophila CAD をコード

する cDNA であることを示唆した。

この cDNA が実際に dCAD をコードしていることを確認するため、 dCAD 遺伝子を COS 細胞に一過的に発現さ

せたところ、 dCAD は aggregate として回収され、 DNase 活性は確認できなかった。一方 dCAD を、共同研究者の

向永らと共に同定した dICAD とともに発現させたところ、 dCAD は dICAD との複合体として、可溶画分に回収さ

れた。そしてこの画分をカスパーゼで処理したところ、顕著な DNase 活性を示した。このことは、 dCAD が DNase
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活性を有すること、マウス CAD の場合と同様に、この蛋白質が生成されるには dICAD がシャペロンとして作用す

る必要があることを示唆している。

ところで、マウス CAD ・ ICAD は複合体を形成しているが、これにカスパーゼが作用すると ICAD が切断されて

遊離し、自由になった CAD が DNA を切断する。この際、 CAD 自身はカスパーゼでは切断されな L 、。一方、

dCAD は32kDa、 20kDa のサプユニットを持つ蛋白質として精製された。そこで、ショウジョウバエの培養細胞で

ある BG 2 -c 2 細胞にキナーゼ阻害剤のH-7 を加えアポトーシスを誘導したところ、 dICAD ばかりではなく

dCAD も切断された。このことは、 dCAD の切断がアポトーシス時に生理的に起こるものであることを示唆してい

るo 実際、カスパーゼによって切断されない変異 dCAD には、 dCAD 活性は全く検出できなかった。

【総括】

本研究において、ショウジョウバエにおいても CAD、 ICAD が存在し、 CAD によるアポトーシス時の DNA 断片

化が、後生動物間で広く保存された機構であることが示された。さらに、ショウジョウバエにおいては、 dCAD が

カスパーゼ、によって切断されてはじめて DNase 活性を持つことが明らかとなり、 CAD 蛋白質の反応機構、進化を

考えるうえで興味深い結果が得られた。

論文審査の結果の要旨

染色体 DNA の断片化は、長らくアポトーシスの生化学的定義の 1 っとして考えられてきた。最近私達は、アポトー

シス時に活性化さね染色体 DNA を切断する DNase である CAD を同定した。しかし、アポトーシスにおける DNA

断片化の意義は未だ明らかとされていな L、本研究では、それをショウジョウバエ遺伝学を用いて明らかにするため

に、 Drosophila CAD (dCAD) 遺伝子を単離した。また dCAD 蛋白質の生化学的解析を行った。

ショウジョウパエの培養細胞である Schneider 細胞からの細胞質画分を出発材料として、 dCAD 活性を11万倍に

精製した。精製蛋白質のペプチド配列を決定し、それを基に cDNA を単離した。この cDNA は450アミノ酸からな

る分子量52kDa の蛋白質をコードしており、マウス CAD と約22%の同一性を示した。次に、この cDNA を COS 細

胞に一過的に発現させ、細胞抽出液を調製した。 dCAD は単独では正常な折畳みができず、 dICAD との共発現によ

りはじめて、複合体として細胞抽出液中に回収された。そしてこの抽出液はカスパーゼに依存した顕著な DNase 活

性 (dCAD 活性)を示した。一方、 dCAD はアミノ酸配列上にカスパーゼによって切断されうる配列を l ケ所持っ

ていた。マウスでは、アポトーシス時に ICAD がカスパーゼにより切断されて遊離し、自由になった CAD が DNA

を切断するが、 CAD 自身は切断されな L 、。そこで、ショウジョウバエの培養細胞である BG2 -c 2 細胞にアポトー

シスを誘導したところ、 dICAD ばかりではなく dCAD も切断された。カスパーゼによって切断されない変異 dCAD

を作成したところ、 dCAD 活性は全く検出できず、この切断が dCAD の活性化に必須であることがわかった。

本研究において、 CAD によるアポトーシス時の DNA 断片化が、後生動物間で広く保存された機構であることが

示された。さらに、ショウジョウバエにおいては、 dCAD がカスパーゼによって切断されてはじめて DNase 活性を

持つことが明らかとなり、 CAD 蛋白質の反応機構、進化を考えるうえで興味深い。今後の遺伝学的な解析が期待さ

れ、これらの結果は学位の授与に値すると考えられる。
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