
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ６月 １７日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：コムギ無細胞タンパク質合成システムにより構築した無細胞プロテイ

ンアレイを用いて、カスパーゼ３に切断されるプロテインキナーゼの網羅的なスクリーニング

を行い、新規に 30 種類の基質プロテインキナーゼを見出した。切断部位の多くは、N 末もし

くはC末側のタンパク質の調節領域に位置していた。実際、いくつかの基質の個別解析により、

カスパーゼ３の切断はタンパク質機能を調整していることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Using a cell-free protein array constructed by a wheat cell-free 
protein synthesis system, comprehensive screening of caspase-3-cleaved protein kinases 
was carried out. Newly 30 protein kinases were found as substrates of caspase-3. Almost of 
cleavage sites were located on N- or C-terminal region flaking with regulatory domain. 
Actually protein function of some substrates was regulated by the cleavage of caspse-3.  
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１．研究開始当初の背景 
 細胞死は、高等生物個体の生命活動を支え
る重要な機構である。細胞は、デスシグナル
などの細胞死シグナルを受け取った後、様々
なシグナル伝達経路を活性化し、数時間から
数日の間に死を迎える。細胞死の代表である
アポトーシスは、カスパーゼと呼ばれるシス
テインプロテアーゼにより、細胞内タンパク
質が切断され、様々なシグナル伝達経路が活
性化することにより引き起こされる（図 1）
と考えられているが、その全体像は未解明の
ままである。近年、そのような状況を打破す
るために、細胞内カスパーゼ基質の網羅的な

同定に向けて、質量分析装置を用いたプロテ
オーム解析が精力的に行われているが、シグ
ナル伝達経路に関するタンパク質は細胞内
で微量であるため解析が容易ではなく、実際、
精力的な試みにも関わらず、数種類のプロテ
インカイネースが同定されたのみである。そ
のため、シグナル伝達経路関連タンパク質分
子を対象とした新たな方法論が必要である。 
 
２．研究の目的 
 カスパーゼは細胞内の基質タンパク質分
子を切断することにより、アポトーシスに必
要な様々なシグナル伝達経路を活性化する

機関番号：16301 

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2010 ～ 2013 

課題番号：22310127 

研究課題名（和文） 無細胞プロテインアレイを用いたカスパーゼ依存シグナル伝達経路の網

羅的同定 

研 究 課 題 名 （ 英 文 ）  Comprehensive identification of caspase-dependent signal 

transduction pathway using cell-free protein array 

研究代表者 

 澤崎 達也 （SAWASAKI TATSUYA） 

愛媛大学・無細胞生命科学工学研究センター・教授 

 研究者番号：50314969 



と考えられているが、その全体像は未解明で
ある。本研究では、プロテインカイネースを
中心とした 1,000 種類からなるシグナル伝達
経路プロテインアレイを作成し、カスパーゼ
３とカスパーゼ８により切断される基質分
子の同定を行い、カスパーゼにより惹起され
るシグナル伝達経路の総体を明らかにする。
同時に、本研究を通じて、プロテアーゼの基
質同定に適したプロテインアレイの技術開
発を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）シグナル伝達経路のビオチン化プロテ
インアレイの作製 
我々が既に保有している１万５千種類のヒ
ト完全長 cDNA ライブラリーおよび３年間費
やしてクローニングした 200 種類の cDNA ク
ローンを用いて、シグナル伝達関連クローン
のデータベース
（http://www.biochemweb.org/signaling.s
html）から予測される約１,０００種類のシ
グナル伝達経路遺伝子の cDNA クローンを選
択する。それらから、Ｎ末端に Flag タグ、C
末端にビオチン化した組換えプロテインア
レイを合成し、超低温フリーザーに保存した。 

（２）アルファスクリーン法による赤血球レ
セプター分子の同定 
 上記（１）で作成した Flag-ビオチン化シ
グナル伝達経路プロテインアレイを、コムギ
無細胞系で合成・精製したカスパーゼ３もし
くはカスパーゼ８で切断される分子のスク
リーニングを行った。その切断検出方法には、
アルファスクリーン法を利用した。その原理
は、３８４穴プレート中で、上記２種類、カ
スパーゼとシグナル伝達経路タンパク質を
反応させて、その後ドナービーズとアクセプ
タービーズを加えて反応させる。もし、切断
反応が起こらなければ、抗 Flag 抗体を介し
て双方のビーズが近接する。このような状態
でドナービーズを励起すると、このエネルギ
ーが近接したアクセプタービーズと反応し
蛍光を発する。しかし、カスパーゼがシグナ
ル伝達経路タンパク質を切断すれば、双方の
ビーズが近接できず、蛍光を発することがで
きない。これにより、高感度に切断反応を検
出できる。 

（３）切断断片の方向性の確認 
 上記（２）で同定されたヒトシグナル伝達
経路分子の cDNA から、コムギ胚芽無細胞タ
ンパク質合成系を用いて組換えタンパク質
を合成し、その反応液にカスパーゼを添加し、
図２のようにスクリーニングされた分子の
切断を、イムノブロット法を用いた確認した。 

（４）切断部位の同定 
 目的の分子は C末端がビオチン化されてお

り、ビオチンがストレプトアビジンと強力に
結合するという性質を利用し、ストレプトア
ビジンビーズを用いて、切断された C末側断
片を回収し、アミノ酸シークエンサーにより
分析することにより、切断部位の同定を行っ
た。さらに、切断部位をアミノ酸置換した変
異体を作成した。 

（５）アポトーシス誘導細胞における新規分
子の細胞内切断確認 
 同定されたヒトシグナル伝達経路分子の
cDNA から、動物細胞発現用ベクターに組込み、
培養細胞に遺伝子導入後、TNFαや Fas、もし
くは小胞体ストレスなどのアポトーシス誘
導条件下で、上述の分子の細胞内での切断確
認を行った。また、上記で解析された切断部
位にアミノ酸置換した変異体を用いて、アポ
トーシス誘導細胞において切断されないか
どうか確認した。 

（６）カスパーゼ切断型新規分子の導入によ
る下流シグナル分子の解析 
 新規分子の切断型の細胞への影響を調べ
るため、決定した切断部位情報を基に、カス
パーゼ切断型新規分子を構築し、細胞に導入
し、下流のシグナル分子のリン酸化や安定性
を解析した。 

（７）新規分子のアポトーシスへの影響 
 見出されたカスパーゼで切断される新規
シグナル伝達経路分子のアポトーシスへの
影響を調べるために、野生型、カスパーゼ切
断型、アミノ酸置換変異遺伝子をそれぞれ構
築し、培養細胞へ導入し、アポトーシス誘導
下における細胞死の割合を測定した。 
 
４．研究成果 
コムギ無細胞タンパク質合成システムによ
り構築した無細胞プロテインアレイを用い
て、カスパーゼ３に切断されるプロテインキ
ナーゼの網羅的なスクリーニングを行い、新
規に 30 種類の基質プロテインキナーゼを見
出した。切断部位の多くは、N 末もしくは C
末側のタンパク質の調節領域に位置してい
た。カスパーゼ３で切断される基質である
TRB3 および NEK5 の個別解析を行った。そ
の結果、TRB3 はカスパーゼ３切断により、
カスパーゼ活性が高いときは細胞死誘導を
引き起こし、カスパーゼ活性が低い ER スト
レス化ではカスパーゼを核に回避させるこ
とが分かった。NEK5 の切断は細胞死を誘導
するだけでなく、筋分化を促進することが分
かった。 
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