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1.研究目的
　アポトーシスの実行に中心的な役割を果たす一群のプロテアーゼ、カスパー
ゼ族についてその機能と制御機構を明らかにすることが研究目的である。これ
までカスパーゼの研究は主に培養細胞を用いて行われてきたが、本研究では発
生におけるアポトーシス、種々のストレスによって起きる病理学的アポトーシ
スなど生体内での細胞運命決定に関わるカスパーゼの機能と制御に注目する。
これらの研究の推進は個体の細胞レベルで生／死、正常／異常というバランス
がどのようにして成り立っているかを明らかにし、生物の構築原理解明に貢献
する事が期待される。

2.平成 15 年度の研究計画
　異常な立体構造を持つ蛋白質が小胞体内に蓄積することは細胞にとってスト
レスとなり、ストレスが長く継続したり、強度が強い時にはアポトーシスが起
こることが分かってきた。このアポトーシスにおいてはカスパーゼ１２をイニ
シエーターとするカスパ－ゼ・カスケードが起動することが示唆されている。
カスパーゼ-１２が生体内のどこでいつ活性化しているかを探り、このプロテア
ーゼが生体内で果たす役割やその制御機構について探究するため、平成１５年
度はカスパーゼ-１２の活性化を組織レベルで検出する新たな手段を得る事を目
指す。まずカスパーゼ-１２の活性化に伴うプロセシング部位を明らかにし、プ
ロセシングによって生ずるペプチド断端の構造を特異的に認識する抗体の作製
を試みる。また、カスパーゼ-１２とは異なる状況下で活性化するイニシエータ
ー、カスパーゼ-９の活性化を検出する抗体（工業所有権（特許）申請済み）を
用い、正常発生に伴うアポトーシス及び病態におけるアポトーシスにおいてこ
のカスパーゼが関与しているか否かについて検討する。

3.平成 15 年度の研究成果



　アポトーシス（細胞死）は正常な発生やホメオスタシスの維持などに必要で、
その異常は癌をはじめとする数多くの病気の原因となる。アポトーシスの実行
を担うカスパーゼ・プロテア－ゼ族とその調節因子が数多く見い出されてきた。
カスパ－ゼ族の中でイニシエータ－タイプと呼ばれるカスパ－ゼは種々のアポ
ト－シス刺激に最初に応答して活性化し、その後のアポトーシス反応を引き起
こす事が in vitro 系で示されている。しかし、イニシエータ－・カスパーゼが生
体内のどこで、いつ、どのようなきっかけによって活性化してアポトーシスを
起こすのかという問題はほとんど解かれていない。この問題に挑戦するため、
イニシエータ－・カスパーゼの活性化やカスパーゼの基質の切断を特異的に認
識する抗体の開発を進め、それらを用いて生体内でのイニシエータ－・カスパ
ーゼ活性調節の機構を明らかにすることを目指している。
　カスパーゼの活性化は前駆体の特異的プロセシングにより起こり、活性化し
たカスパーゼは基質の特定箇所のアスパラギン酸残基のペプチド結合を切断す
る。従って、アポトーシスの起こる前には存在しなかったペプチドの切断末端
が活性化カスパーゼや基質に現れる。これまで、切断末端の構造（N または C
末端を含む数残基のペプチド）に対応したオリゴペプチドを用いてウサギを免
疫することにより切断末端認識抗体の作製を試みてきた。本年度は小胞体スト
レスに応答して働くカスパーゼ-１２のプロセシングを認識できる抗体の作製に
成功した。この抗体を用いてマウス胚切片を染色し、胚発生における筋分化に
伴うアポトーシスにおいてカスパーゼ-１２が活性化している事を組織レベルで
検出した。また、カスパーゼ-９の基質切断を認識する抗体を用い、発生におけ
る腎臓分化、成体の肺における線維腫の初期にイニシエータ－・カスパーゼ-９
が活性化してアポトーシスを起こす事を示した。発生に伴うアポトーシスは単
に余剰細胞の除去のために起こり、細胞数を調節する働きがあるとされてきた
が、器官形成に適していない細胞を除去するという質的な選択をしている事を
示唆するデータを得た。この結果はアポトーシスの生物学的意義の理解を変え、
生物の構築原理の理解に新たな視点を与えるきっかけになる可能性がある。

4.目的と成果の要約
　カスパ－ゼ・カスケードを起動させるイニシエータ－・カスパーゼが生体内
のどこで、いつ、どのようなきっかけによって活性化し、アポトーシスを起こ
すかという問題に取り組んでいる。イニシエータ－・カスパーゼの活性化やカ



スパーゼの基質切断を特異的に認識する抗体の開発を進め、正常な胚発生や成
体の病理組織で見られるアポトーシスにおいて特異的なイニシエータ－・カス
パーゼが活性化していることを検出した。

5.研究成果の概要（英文）
   By using specific antibodies, we have detected activation of “initiator-type” caspases in

either apoptosis associated with organogenesis during development or that found under

pathological conditions.
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