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論文内容の要旨

[目的]

発生過程の個体では時空間的な系列に従い、様々なイベント(個々の細胞における増殖・分化・細胞死等)が誘導

され成体へと成長する。プログラム細胞死は遺伝学的に制御された計画的な細胞死であり、多くの発生過程の多細胞

生物で認められる現象である。カスパーゼ、は細胞死が実行される際に活性化されるシステインプロテアーゼであり、

下流の様々な基質を限定分解することにより、細胞死を完遂する。カスパーゼ、ファミリーであるカスパーゼー3 やカス

ノミーゼ-9 のノックアウトマウスでは細胞死を主たる原因と考えられる、大脳皮質における異常肥厚、視床・視床下部

の形成異常や第三脳室の閉鎖など、中枢神経系に表現型が強く認められる。また、カスパーゼ、の活d性化因子で、ある

Apaf-l のノックアウトマウスでも類似した表現型が報告されており、これらのカスパーゼの活性化は発生過程におけ

る重要なイベントの一つであると考えられる。よって個体の発生過程におけるカスパーゼ活'性化の時空間的制御機構

やその発生学的な意義を解明することは、細胞死研究だけでなく発生学上非常に重要であると考えられる。生体内の

分子機能を解析するための強力な手段として蛍光蛋白質を用いた FRET (蛍光共鳴エネルギー移動)を利用する方法

が注目されている FRET を利用することで優れた時間・空間的分解能をもって分子の解析ができる。本研究では、

個体レベルで、のカスパーゼの生理機能の解析を可能にする、 FRET を利用した新規カスパーゼ indicator の開発を行

う。さらに、生きた細胞においてカスパーゼ、活性化の時空間的な制御機構を明らかにする事を目的とする。

[方法並びに成績]

リアルタイムに蛋白質の動態を解析する際、時間・空間分解能が重要となる。そこで私は、蛍光共鳴エネルギー移

動 (FRET) を利用したシステムの開発に取り組んだ。これまで、 FRET を用いた活性型カスパーゼ indicator が報告

されている。それらは FRET の donor に ECFP を、 acceptor に EYFP を用い、両分子間にカスパーゼの至適切断配

列を含むリンカー配列を挿入している。しかしながら、これらは proton や chloride イオンに高い感受性を示す EYFP

を FRET アクセプターに採用している。よってカスパーゼ、に起因しない偽シグナルを検出することが推測され、特に

in vivo における応用は限界があると考えられる。私はこれらを克服するために、活性型カスパーゼに対する新規
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indicator rSCATJ を開発した。 SCAT は FRET アクセプターに Venus を用いることで in vitro において proton、

chloride イオンに対し高い安定性を示した。さらに、 HeLa 細胞においても、 SCAT は ECFP-EYFP ベアに対して偽

シグナルに対し高い抵抗性を示した。また、 ECFP-EYFP ペアにおけるカスパーゼ非依存的な FRET の部分的な解消

は EYFP の不活性化によるものであり、 Venus を採用することで高い安定性が得られることが明らかになった。

私はさらに、カスパーゼの時空間的な活性化パターンを解析するために、TNFα 処理時の HeLa細胞において SCAT

を用いたリアルタイムイメージング解析を行った。 SCAT3 では、細胞死時の形態変化に先立ち 10 分以内に活性化が

終了した。また、 SCAT3 を核に特異的に発現させ核内の活性化を解析したところ、核の形態変化に先行して核内で

カスパーゼ 3 が活性化することを見いだした。また、カスパーゼ・3 の活性化は刺激の種類や濃度によらず、すべて
all-or-none のパターンで起こることが明らかになった。

さらに、カスパーゼが示す all-or-none の活性化パターンが知何にして制御されているかを解析するために、 IAP

ファミリー蛋白質に着目した。 IAP 蛋白質は活性化カスパーゼに結合することが知られているが、実際に生理的状況

下においてカスパーゼの活性調節に機能しているかは不明である。そこで、内在性の IAP 蛋白質の機能を阻害し、カ

スパーゼ-3 の活性化パターンを解析したところ、早い活性化以前に遅い活性化パターンが認められた。このことから、
内在性の IAP 蛋白質はカスパーゼ、活性化パターンを制御していると考えられた。

[総括]

本研究では、新規カスパーゼ indicator を開発し、生きた細胞レベルでのカスパーゼ活性化パターンの制御機構を

明らかにした。今後この indicator は個体レベルでのカスパーゼ、活性化パターンを解析する際に、強力なツールにな
るものと期待される。

論文審査の結果の要旨

申請者は、細胞死実行因子カスパーゼ 3 を生きた細胞で時空間的に観察するために FRET (蛍光共鳴エネルギー移
動)を利用した新規 indicator の開発、並びに培養細胞におけるカスパーゼ 3 の活性化パターンめ解析を行った。申

請者は ln 吋vo での使用を見据え、 FRET アクセプターにプロトン・クロライドイオンに非感受性の Venus を採用す

ることで、これら環境因子に耐性の新規 indicator、 SCAT3 を開発した。これにより、生細胞内において従来型の

ECFP-EYFP ベアが検出するカスパーゼに起因しない偽シグナルに耐性な indicator を開発することに成功した。ま

た申請者は SCAT3 を用いて、生細胞内における細胞死誘導時のカスパーゼ 3 の活性化パターンを明らかにした。カ
スパーゼ 3 活性化は細胞質から核へと伝播すること、さらに核内における活性化は、細胞死の際に観察される核の形

態変化に先立つて起こることを明らかにした。また FRET の解消は all-or none のパターンをとること、さらにこの
パターンは内在性 IAP ファミリー蛋白質により制御されていることを明らかにした。本研究は、これまで明らかでな
かった生細胞内におけるカスパーゼ 3 活性化パターンに関する重要な知見を与えるだけでなく、生体レベルでの解析
を初めて可能にする技術の開発に寄与するものであり、学位の授与に値する，ものと考えられる。
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