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研究成果の概要（和文）：約1000種類のシグナル伝達タンパク質cDNAクローン［300種類のプロテインキナーゼ（PK）
および700種類の１回膜貫通領域タンパク質（sTMP）］を用いて、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（NCタグプロテインアレイ）を合成することに成功し、カスパーゼ１（CASP1）で切断される基質を探
索した。その結果、１種類のタンパク質がCASP1で切断される基質として見出された。それらの切断部位を同定し、in 
vitroおよび細胞内で切断されることを明らかとした。さらに、C末側の切断断片が核内で安定に存在することが確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We were successful to make a NC-tagged protein array consisting of about 1,000 
kinds of signal transduction proteins from 300 protein kinases and 700 singe transmembrane proteins, 
which these proteins were fused to N-terminally FLAG tag and C-terminally biotin ligation site to detect 
protein cleavage by AlphaScreen technology. We screened and found a protein cleaved by capase-1 (CASP1) 
in the protein array. A single cleavage site in a protein was identified by alanine mutagenesis. The new 
protein was also cleaved in the cells that CASP1 was activated and the C-terminally cleaved fragment was 
located in the nucleus although the N-terminal fragment seemed to be degradated. These results suggest 
that this protein is a novel substrate protein for CASP1.

研究分野： 蛋白質科学
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１．研究開始当初の背景 
	 炎症は様々な疾患に関わる非常に重要な
生物学的事象として知られ、そのステップは
inflammasome（NALP, ASC, プロカスパー
ゼ１）の形成に続き、システインプロテアー
ゼであるカスパーゼ１（CASP1）の活性化と、
CASP1 によるインターロイキン１β（IL-1
β）や IL-18の切断（成熟化）である。CASP1
は炎症の中心的役割を担い、同種のプロテア
ーゼであるカスパーゼ４や５（CASP4, 
CASP5）をも活性化し、炎症誘導機構を惹起
していると考えられている。CASP1 が IL-1
βや IL-18以外にも、他の細胞内タンパク質、
特に IL-1βの様なシグナル伝達タンパク質
分子を切断し、炎症を誘導している可能性は
非常に高い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、
数種類のシグナル伝達分子が同定されたの
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 
	 炎症は様々な疾患に関わる生物学的事象
として知られ、その最初のステップはシステ
インプロテアーゼであるカスパーゼ１
（CASP1）の活性化と、CASP1 によるイン
ターロイキン１β（IL-1β）の切断（成熟化）
である。CASP1 は、細胞内の基質タンパク
質分子を切断することにより、炎症誘導機構
を惹起していると考えられているが、上記の
基質以外の基質タンパク質は不明のままで
ある。本研究では、申請者が構築してきたプ
ロテインキナーゼや 1回膜貫通タンパク質を
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用いて、CASP1 に
より切断される基質分子の網羅的な同定を
行い、CASP1 により惹起される炎症誘導機
構のシステムを明らかにする。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）CASP1 により切断されるシグナル伝
達タンパク質（sTMPおよび PK）の探索	
	 申請者らが３年間費やして構築した約１
０００種類のシグナル伝達タンパク質 cDNA
クローンを用いて、組換えプロテインアレイ
を構築し、CASP1 で切断される分子のスク
リーニングを行った。	

（２）見いだされた分子の切断部位同定	
	 上記Ｉで合成したタンパク質分子は C末端
がビオチン化されている。またＮ末端は Flag

タグが付加されている。そのため、切断断片
を区別することができる。SDS-PAGE ゲル上の
移動度により、切断断片のおおよそのサイズ
を予測した。また予測切断部位の変異体によ
り最終的に切断部位を同定した。	

（３）細胞における新規シグナル伝達基質分
子の切断解析	
細胞レベルの解析は、HEK293T 細胞および老
化モデル細胞を用いて行った。通常細胞の
CASP1 の活性化にはリポ多糖添加により行
った。発現確認は、定量的ＰＣＲおよび抗体
を用いて転写・タンパク質レベルで行った。	

（４）新規基質分子および切断断片の細胞内
での安定性および局在の解析	
同定されたシグナル伝達分子および切断断
片の安定性および細胞内局在を確認した。こ
れら解析により、切断断片の生理的意義を予
測することができた。	
	
４．研究成果	
（１）−１.	sTMPおよび PKプロテインアレ
イの構築	
	 申請者らが３年間費やして構築した約
1000種類のシグナル伝達タンパク質 cDNA ク
ローン［300種類のプロテインキナーゼ（PK）
および700種類の１回膜貫通領域タンパク質
（sTMP）］を用いて、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（NC タグプロテインアレイ）を合成す
ることに成功し、超低温フリーザーに保存し
常時利用可能な状態とした。	
（１）−２.	CASP1 により切断されるシグナル
伝達タンパク質の検出	
	 上記で作成した NC タグシグナル伝達プロ
テインアレイを用いて、コムギ無細胞系で合
成・精製・活性化させた CASP1 で切断され
る分子のスクリーニングを行った。アルファ
スクリーン法により切断検出を行った。その
結果、１種類のタンパク質が CASP1 で切断
される基質として見出された。	

（２）切断部位の同定	
	 合成したタンパク質分子は N 末端が Flag、
C 末端がビオチン化されている。そこでイム
ノブロッティングにより切断断片を確認し
たところ、切断箇所がＣ末側に位置し、１箇
所の可能性が示唆された。また、CASP1 は
アスパラギン酸（D）のカルボキシ基側を切
断するため、Dを探索したところ、切断断片
のサイズから判断して、切断される可能性の
あるアミノ酸配列を予測する事ができた。そ
こで、その Dをアラニンに置換させた変異体
を用いたところ、CASP1 による切断が確認
されなかった。以上のことから、その部位を
切断部位と判断した。	

（３）−１.炎症誘導細胞における新規分子の
細胞内切断確認	
	 上記で同定されたシグナル伝達基質分子



の cDNA を動物細胞発現用ベクターに組込み、
HEK293T に CASP1 と供に遺伝子導入し、そ
れぞれのタンパク質の発現を確認した。それ
らの細胞に、リポ多糖添加処理により、
CASP1 の活性化を誘導したところ、シグナ
ル伝達基質分子の切断が確認された。これら
の切断は、リポ多糖添加しない場合や、
CASP1 の活性に必要なシステインをセリン
に置換した変異体では確認できなかった。さ
らに、CASP1 の阻害剤でも確認できなかっ
た。そして、シグナル伝達基質分子の切断部
位変異体においても切断が確認できなかっ
た。以上から、新規に見出したシグナル伝達
基質分子は細胞内においても CASP1 により
切断されることが確認された。	
（３）−２.老化により CASP1 恒常的に活性
化される細胞における内在新規シグナル伝
達基質分子の切断確認	
	 老化細胞の中には、CASP1 が活性化して
いる細部株種が存在する。その老化細胞株を
使い、内在の新規シグナル伝達基質分子が切
断されるかどうか調べた。内在のタンパク質
が市販抗体で検出されることを確認した。培
養時間を長くすることにより CASP1 の活性
化が観察されるため、CASP1 の既知基質で
ある IL-1β の切断を指標に CASP1 の活性化
の条件で解析したところ、内在の新規基質分
子も切断されることがわかった。これらの切
断は、CASP1 の阻害剤では確認できなかっ
た。以上のことから、過剰発現系ではなく、
生理的条件下において、新規分子は CASP1
により切断されることが分かった。	

（４）炎症誘導細胞における新規分子切断断
片の細胞内局在の確認	
	 上記で同定されたシグナル伝達分子のＮ
末端もしくはＣ末側をそれぞれ区別できる
抗体を市販抗体の中から選抜した。上記の老
化細胞株を用いて切断断片を調べた結果、Ｃ
末側断片のみを確認することができた。この
ことは、Ｎ末側の断片は切断後すぐ分解され
るが、Ｃ末側断片は安定に存在することが明
らかとなった。また、その局在を共焦点レー
ザー顕微鏡により解析したところ、切断後の
Ｃ末側断片は核内に存在することがわかっ
た。このことは、Ｃ末側断片が核内に何らか
の生物学役割を担っている可能性を示唆し
ている。現在、レンチウイルス系を用いて、
新規分子の CASP1 切断Ｃ末側断片もしくは
CASP1 で切断できない変異体を恒常的に発
現する安定細胞株の樹立を行い、細胞の分化
等への影響を解析している。	
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