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輸 文 内 容 の 要 旨

本論文において申請者は,Fasを介するアポトーシス誘導のシグナル伝達において重要な働きを行う新規分子FLASHを

発見し,そのcDNAクローニングによる構造決定を行うと同時に,その作用機作を分子レベルで明らかにしたOアポト-シ

スという細胞死は多細胞生物の発生や恒常性の維持に必要不可欠な現象であるO 具体的には,個体の正常な発生や生体の恒

常性の維持のために,害をなす細胞や不必要な細胞はアポト-シスという細胞死の機構によって除去されている. 噂乳轍動

物ではFasと名付けた細胞表層タンパク質がアポトーシス誘導の引き金となるスイッチをオンにするレセプタ-分子とし

て発見され,免疫系を中心として生理的に重要なアポトーシスを誘導すると注目されているoまた,Fasを介するアポトー

シス誘導のシグナル伝達経路を理解することで,細胞が死ぬという道筋が決定される分子機構を明らかにすることができる

と期待され,世界中で精力的に研究が行われている｡アポトーシス誘導の分子機構ではカスバ-ゼと呼ばれる一群の蛋白質

分解酵素が重要な役割を演じていることが明らかになっているが,Fasを介するアポ ト-シス誘導ではカスパーゼ8

(FLICE)と呼ばれる酵素が最初に活性化され本質的な役割を有することが証明されてきた｡本研究は,Fasを介するカス

パーゼ8の活性化に関与するFLASHと命名した新規分子を発見し,cDNAクローニングによって構造を決定すると同時

に,その作用機作を分子レベルで明らかにしたものである｡

Fasが刺激されると,その細胞内ドメイン(deathdomainと呼ばれる)にFADD(里as一旦SSOCiated旦eath旦omain)と命

名されたアダプター分子が会合し,さらにFADDにカスバ-ゼ8が会合することが知られている｡これらの分子から成る複

合体をDISC(旦eath･阜nducing9ignaling里Omplex)と呼ぶが,DISCの中でカスバ-ゼ8が自らを切断することによって活

性化し,アポトーシスが実行されると考えられてきた0本論文では,カスパーゼ8(FLICE)を活性化するDISCの構成成

分に未知の分子が存在する可能性を考え,カスバ-ゼ8と結合する分子をYeastTwo･hybrid法によってクローニングする

ことを試みたOその結果,新規分子の断片を得ることに成功し,続いてこの断片をプローブとして全長のcDNAをクローニ

ングしたoFLASH(些ICE一旦SSOCiated生ugeprotein)と命名したこの新規分子は分子量220kDaの巨大分子であり,カス

バ-ゼ8やFADDと結合できるドメインと自己会合する領域を有していた.ヒト細胞株にFLASHを強制発現させると,

FLASHはFasの刺激の有無に関わらずカスパーゼ8と会合しており,Fasを刺激したときにだけFas･FADDとも複合体

を形成した｡FLASHに特異的に反応するペプチド抗体を作成し,細胞内に発現しているFLASHを検出した結果,FLASH

はpISCの構成成分であることが判明した.この結果 FLASHは常にカスパーゼ8と会合しており,この複合体がFasが

刺激されたときにFADDと共にDISCを構成することが示された0

次に,FLASHがFas刺激後のカスバ-ゼ8の活性化に関わるかを調べたoFLASHの全長またはカスバ-ゼ8会合領域

や自己会合領域を細胞に強制発現させた後に,Fasを刺激LFas誘導アポトーシスやFas誘導カスバ-ゼ8の活性化に与

-222-



える影響を解析した｡その結果,全長のFLASHはFas誘導カスパーゼ8の活性化やFas誘導アポトーシスを増強した｡ま

た,カスバ-ゼ8会合領域や自己会合領域だけを発現させたときにはFas誘導アポトーシスとカスパーゼ8の活性化が抑制

されたoこれらの結果はFLASHがカスパーゼ8の活性化に深く関わることを示唆したものである.

Fasを介するアポトーシスは,自己反応性免疫担当細胞の除去やがん細胞の除去において機能することが知られている｡

そこで,Fasを介するアポトーシスを抑制するがん遺伝子産物がFLASHを介してカスバ-ゼ8の活性化を抑制する可能性

を解析したOアデノウイルスのがん遺伝子産物EIB19Kタンパク質は,Fasを介するアポトーシスとカスバ-ゼ8の活性

化を抑制するが,Fas･FADD･カスバ-ゼ8には直接結合できないことが報告されていた｡そこで,FLASHとEIB19K

が細胞内で結合できるかを解析したところ,両者は結合すること,EIB19KはFLASHとカスバ-ゼ8の複合体をミトコ

ンドリア外膜や核膜の表層にトラップすることを示唆する結果を得たOまた,EIB19KのFasを介するアポトーシス誘導阻

害活性は,FLASHを過剰発現することで解除できることも示したOこれらの結果は,がん遺伝子産物EIB19Kが細胞をが

ん化させる際に,FLASHを介してカスバ-ゼ8をミトコンドリアや核膜に隔離することによりカスパーゼ8のDISC-め

移動を阻止することを示唆するものであるOがん細胞がFasを介する除去機構から免れる分子機構の一つを示しており興味

深い｡

鎗 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

アポトーシスという細胞死は多細胞生物が正常に発生し,生体の恒常性を維持するためには必要不可欠の重要な現象であ

る｡ アポトーシスを実行する細胞内分子機構としては,生物の種を越えて保存されているカスパーゼというプロテア-ゼの

活性化という事象が示され,注目を集めている｡しかし,カスバ-ゼが活性化される分子機構については不明な点が多い｡

本申請論文により,申請者はカスバ-ゼの活性化機構について,特にFasを介するアポトーシス誘導時におけるカスパーゼ

8の活性化機構を解析し,カスバ-ゼ8の活性化に関わる新規分子FLASHを発見し,そのクローニングと解析を行ってい

る｡本研究は,アポトーシス誘導の細胞内シグナル伝達の解明に極めて重要な貢献をした研究であると評価できる｡

まず申請者は,細胞表層のアポト-シス誘導レセプター分子Fasを刺激したときのカスパーゼ8の活性化に関与する新規

分子が存在すると考え,カスパーゼ8と結合する分子をYeasttwo･hybrid法でスクリ-こングし,FLASHと命名した分

子をクロ-ニングしている｡従来,Fasを刺激したときのカスバ-ゼ8の活性化にはアダプター分子FADDだけの関与で十

分だという考えを提唱する研究者が多数存在していた｡その中で,新たな分子FLASHを兄いだしたことは,アポトーシス

の誘導と制御機構を分子レベルで理解する上で独創的かっ重要な発見であり,高く評価できる｡

更に,申請者はこのFLASHのドメイン解析を行い,カスバ-ゼ8と会合するドメインを決定すると同時に,FLASHに

は自己会合領域の存在することを明らかとした｡線虫のカスパーゼであるCED-3はCED-4という自己会合能力のあるタ

ンパク質によって活性化され,噛乳類のカスバ-ゼ9はApaf-1という自己会合能力のあるCED-4ホモログによって活性

化されることを考えあわせると,〔ED-4様活性が不必要とされてきたFas下流のカスバ-ゼ8の活性化にもCED-4様活

性を有する分子の関与することを示したことになり,大変興味深い｡更に,FLASHの全長や上記各領域だけを細胞に過剰

発現させる実験を行い,FLASHがFasの下流におけるカスパーゼ8の活性化に,カスバ-ゼ8会合 ドメインと自己会合領

域の二カ所で深く関わることを示したO 以上の研究は,現在の生物学で最も注目されている研究分野の一つであるアポトー

シスの研究領域において,その細胞内分子機構の理解に大きな新しい手がかりを与えるものであったO

更に,申請者はがん遺伝子産物であるアデノウイルスEIB19Kタンパク質がFLASHと結合し,FLASHとカスバ-ゼ8

の複合体をミトコンドリア外膜や核膜に隔離することによってFasを介するカスバ-ゼ8の活性化を抑制することを示し

た｡ アデノウイルスEIB19Kタンパク質は, アポトーシスを抑制するBcl-2のファミリーに属する分子である｡線虫で

紘,Bc1-2ファミリーに属するCED-9がCED-4･CED-3とアポプトゾームと呼ばれる複合体を作ってCED-3の活性

を抑制することが報告されている｡一方,噂乳類で明らかにされたCED-4ホモログであるApAト1はBcl-2ファミリー

タンパク質とは会合しないことが最近明らかとなってきた｡線虫のシステムとは異なっているとされていたFasを介するア

ポト-シス誘導の分子機構が,アポプトゾ～ムという意味においては,APaト1･カスバ-ゼ9の系より線虫から保存され

ていたことを示している｡また,申請者の研究によりFLASHを介してFasを介するアポトーシス誘導が正方向と負の方向

両方に制御されることが示されたが,これにより,発がんの分子機構や免疫系の制御機構に新たな光が当てられたと考えら
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れる.以上の研究は,アポトーシスの実行時に細胞内で引き起こされている現象を分子レベルで具体的にとらえたものであ

り,ア甘トーシスの細胞内シグナル伝達機構を明らかにする上で,大きな貢献をしている｡

よって,博士 (理学)の学位論文として価値あるものと認める｡なお,主論文に報告されている研究業績を中心として,

これに関連した研究分野について諮問した結果,合格と判定した｡
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