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新規caspase結合蛋白質GMEB1の

単離・同定および機能解析

学位論文内容の要旨

  Caspaseはシステインプロテアーゼであり，アポトーシス実行因子として重要な

役割を担っている，Caspaseファミリ―のーつであるcaspase-2は胎児期の各組織

で発現が認められるが，とくにニューロン死が亢進している胎児期の脳での発現が顕

著である．また，近年caspase-2はハンチントン病やアルツハイマ一病などの関連も

報告されている．したがってニューロンのアボトーシスや様々な病態に深く関与して

いることが推定されているが，詳細については不明な点が多い．そこで本研究では，

caspase-2活性化調節機構の詳細を解明するために，caspase-2結合蛋白質の単離・

同定さらに機能解析を試みた．

】！Caspase-2結金蛋自質Q皇離

  Procaspase-2と相互作用する蛋白質を単離するためにprocaspase-2 (C303S)の

全長をbaitとしたyeast two-hybridスクリ―ニングを行ったその結果16個の陽性

クローンが得られ，そのうちUbc9およびglucocorticoid modulatory element binding

protein-l (GMEB1）を結合蛋白質として単離・同定した，Caspase-2のGMEB1結

合部位をyeast two-hybrid systemを用いて検討したところCARDおよび全長との結

合は認められたが，CARDを除いたp20/p10とは結合しなかった，このことから，

GMEB1はprocaspase-2のCARD部分と結合することが示唆された．さらに，他の｀

サブタイプのprocaspaseとの結合を調べたところprocaspase-8および‐9との結合

は見られたが，procaspase-l，‐3，‐4，‐7との結合は認められなかった．同様に

procaspase-8との結合部位を調ぺたところ｜GMEB1はprocaspase-8のプ口ドメイ

ン中のC末側のDED部分と結合することが示唆された．次に，GMEB1のcaspase

結合部位を検討したところ，GMEB1のC末側(AA 509-563)が結合に重要であるこ

とが示唆された，この領域はQヘリックス構造をとることが推定されており，caspase

のプ口ドメインであるCARDおよびDEDもaヘリックス構造を有していることから，

この領域を介して両者が結合していることが考えられた，Yeast内でprocaspase-2，

‐8および‐9とGMEB1との結合が確認されたことから，HEK293T細胞内でcaspase

がGMEB1と結合するか否かを検討した．GMEB1を過剰発現するHEK293T細胞を

調製し，ここにprocaspase:2，，‐8または‐9を―過性に強制発現させ，免疫沈降反応

を行いその後Western Blottingを行った．その結果，いずれにおいても特異的結合バ
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ンドが検出された．さらに，内在性GMEB1とprocaspaseとの結合を免疫沈降法に
    f
より確認したところ，同様の特異的バンドを検出した．以上より，GMEB1はHEK293
T細胞内でprocaspase-2，‐8および‐9と結合していることが明らかとなった．

2： Caspase活 性 但 塾 よ 埜 Z並 上 一 シ ス に お け る GMEBl o機能 iEtfi

  Proaspase-2はプロドメインにCARDを有しており，このCARD同士の結合によ

り多量体化し，自己活性化する．GMEB1の結合特異性から，caspase-2活性化に影

響を及ばす可能性が示唆された．一般に，caspaseが一旦活性化すると自身を含めた

ほとんどの内在性caspaseは次々に切断され活性化するため，caspase-2のみの調節

機構を明らかにすることは困難である．そこでFKBPとFK506が結合する性質を利

用したシステムを用いてデスシグナル非依存的にcaspase-2のみを特異的に活性化

、する系を構築したところ，GMEB1はcaspase-2の活性化およびアボトーシスを抑制

した．また，caspase-8および．9経路を活性化させる生理的なデスシグナルである

Fasによるアボト―シスをGMEB1は抑制した，このときcaspaseの活性化も抑制し

ていた，さらに，加vitroにおいてもGMEB1はcaspaseの活性の上昇を抑制した．

―方，神経芽細胞腫であるSK-N-MC細胞に低酸素ストレスを負荷すると内在性

GMEB1蛋白質量の減少に従いcaspase-2の活性化およびアポト―シス細胞の増加が

認められた，以上より，GMEB1はプ口ドメインに結合することでcaspaseの活性化

を抑制しアポト―シスを抑制していることが示唆された，また，低酸素ストレス下で

はGMEB1蛋白質量の減少がcaspaseの活性化およびアボトーシスを惹起している可

能性が示唆された．

量：   呈ウ 丞畳 所越 塵血 ！三担 ！2るGMEBlQ三ユ -旦 2堡護勧 墨Q撞討

  低酸素ストレスや脳虚血に対して様々な分子がニュ―ロン保護効果を示すことが

知られている，GMEB1もcaspaseの活性化とそれに続くアポトーシスを抑制したこ

とから，次に動物個体におけるGMEB1の効果，とくに脳虚血に対するニュ―口ン保

護作用の有無を検討した．まず，Neuron-specificenolase (NSE)プロモ―夕一を用

いて，C末にhaemaggulutinin (HA)タグを付加したヒトGMEB1をニュ一口ン特異

的に発現するトランスジェニック(TG)マウスを作出した，次に，コン卜口―ルマウ

スおよびTGマウスの中大脳動脈(MCA)を閉塞し，局所脳虚血モデルマウスを作製し

た，脳梗塞巣，脳浮腫および神経症状を指標としてGMEB1のニューロン保護効果を

検討したところ，いずれのパラメー夕―においてもTGマウスで改善傾向（抵抗性）

が認められた，したがって，GMEB1はMCA閉塞による局所脳虚血においてニュ―

ロン保護作用を示すことが明らかになった，
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  Caspaseはシステインプ口テア―ゼであり，アボト―シス実行因子として重要な

役割を担っている．Caspaseファミリーのーつであるcaspase一・21削台児期の各組織

で発現が認められるが，とくにニa―ロン死が亢進している胎児期の脳での発現が顕

著である，また，近年c鵠pase‐2はハンチン卜ン病やアルツハイマー病などの関連も

報告されている，したがってニュ―ロンのアポトーシスや様々な病態に深く関与して

いることが推定されているが，詳細については不明な点が多い，そこで本研究では，

caspase‐2活性化調節機構の詳細を解明するために，caspase．2結合蛋白質の単離・

同定さらに機能解析を試みた，

i：,Caspase-2結合量自質Q皇藍

  Procaspase-2と相互作用する蛋白質を単離するためにprocaspase-2 (C303S)の

全長をbaitとしたyeast two－hybridスクリーニングを行った，その結果16個の陽性

ク口一ンが得られ；そのうちUbc9およびglucocorticoid modulatory element binding

protein-l (GMEB1）を結合蛋白質として単離・同定した，Caspase-2のGMEB1結

合部位をyeast two-hybrid systemを用いて検討したところCARDおよび全長との結

合『ま認められたが，CARDを除いたp20/pioとは結合しなかった．このことから，

GMEB1はprocaspase-2のCARD部分と結合することが示唆された，さらに，他の

サブタイプのprocaspaseとの結合を調べたところprocaspaseー8およびー9との結合

は見られたがiprocaspase－1，‐3，‐4，－7との結合は認められなかった，同様に

procaspaseー8との結合部位を調べたところ，GMEB11まprocaspase-8のプロドメイ

ン中のC末側のDED部分と結合することが示唆された．次に，GMEB1のcas pase

結合部位を検討したところ，GMEB1のC末側(AA 509－563)が結合に重要であるこ

とが示唆された，この領域は＆ヘリックス構造をとることが推定されており，caspase

のプ口ドメインであるCARDおよびDEDもaヘリックス構造を有していることから，

この領域を介して両者が結合していることが考えられた，Yeast内でprocaspase-2，
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‐8および‐9とGMEB1との結合が確認されたことかぅ，，HEK293T細胞内でcaspase

がGMEB1と結合するか否かを検討した．GMEB1を過剰発現するHEK293T細胞を

調製し，ここにprocaspase-2，‐8または．9をー過性に強制発現させ｜免疫沈降反応

を行いその後Western Blottingを行った．その結果，いずれにおいても特異的結合バ

ンドが検出された，さらに，内在性GMEB1とprocaspaseとの結合を免疫沈降法に

より確認したところ，同様の特異的バンドを検出した，以上より，GMEB1はHEK

293T細胞内でprocaspase－2，―8および‐9と結合していることが明らかとなった．

2！ Caspase活 蛙 盤 蔓 よ 塑 ． Zポ ト ― シ ス に お け る GMEBlQ機 饉 鰹 樋

    Proaspase-2はプ口ドメインにCARDを有しており，このCARD同士の結合によ

り多量体化し，自己活性化する，GMEB1の結合特異性から，caspase-2活性化に影

｀響を及ぼす可能性が示唆された，ー般に，caspaseが一旦活性化すると自身を含めた

ほとんどの内在性caspaseは次々に切断され活性化するため，caspase-2のみの調節

機構を明らかにすることは困難である，そこでFKBPとFK506が結合する性質を利

用したシステムを用いてデスシグナル非依存的にcaspase―2のみを特異的に活性化

する系を構築したところ，GMEB1はcaspase-2の活性化およびアポトーシスを抑制

した，また，caspase-8および－9経路を活性化させる生理的なデスシグナルである

FasによるアポトーシスをGMEB1は抑制した，このときcaspaseの活性化も抑制し

ていた，さらに，加vit。においてもGMEB1はcaSpaSeの活性の上昇を抑制した．

―方，神経芽細胞腫であるSにN―MC細胞に低酸素ストレスを負荷すると内在性

GMEB1蛋白質量の減少に従いcaspase‐2の活性化およびアポ卜―シス細胞の増加が

認められた．以上より，GMEB1はプロドメインに結合することでcaspaseの活性化

を抑制しアボト―シスを抑制していることが示唆された．また，低酸素ストレス下で

はGMEB1蛋白質量の減少がcaspaSeの活性化およびアポトーシスを惹起している可

能性が示唆された，

呈：   呈 空 丞 畳N脳 虐血 に おけ る GMEB1． Q三三 二 目2偲 謹勤 墨Q撞 駐

  低酸素ストレスや脳虚血に対して様々な分子がニュ―ロン保護効果を示すことが

知られている，GMEB1もcaspaseの活性化とそれに続くアポトーシスを抑制したこ

とから，次に動物個体におけるGMEB1の効果，とくに脳虚血に対するニュー口ン保

護作用の有無を検討した，まず，Neuron-specificenolase (NSE)プロモー夕―を用

いて，C末にhaemaggulutinin (HA)タグを付加したヒトGMEB1をニュ―口ン特異

的に発現するトランスジェニック(TG)マウスを作出した，次にIコント口―ルマウ

スおよびTGマウスの中大脳動脈(MCA)を閉塞し｜局所脳虚血モデルマウスを作製し

た，脳梗塞巣，脳浮腫および神経症状を指標としてGMEB1のニュ―口ン保護効果を

検討したところ，いずれのバラメーターにおいてもTGマウスで改善傾向（抵抗性）

が認められた，したがって，GMEB1はMCA閉塞による局所脳虚血においてニュ一

口ン保護作用を示すことが朗らかになった，
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