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研究成果の概要： 

アポトーシスの誘導による癌細胞の細胞死を誘導することでその除去を目的とし、その間連
連酵素である caspase-3 と DNA 断片化因子に光応答性分子を組み込み、光照射によって活性化
することで人工的なアポトーシスの誘導を検討した。光分解性の 2-nitrophenylglycine 
4,5-dimethoxy-2-nitrophenylglycine(DMNpg)を DNA 断片化因子の阻害タンパク(ICAD)の切断
位置に導入し、細胞外転写翻訳反応で光機能化 ICAD が高収率で発現され、精製した。精製した
光機能化 DNA 断片化因子へ光照射を行うと ICAD の分解が起こり、光機能化 DNA 断片化因子複合
体への光照射によって、DNase 活性の発現を行えることを見出した。さらに細胞内導入のため
に HIV 由来の TAT 配列の導入した光機能化 DNA 断片化因子を合成した。これによって細胞導入
と光照射によるアポトーシスの誘導を検討できる系を構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
アポトーシス（プログラムされた細胞死）の
制御機構が近年、分子レベルで理解できるよ
うになり、生体は癌細胞のような修復不能な
細胞を除去するため、アポトーシスを誘導し
て行うことが明らかになってきた。癌治療を

行なう上で、多くの薬剤は DNA に損傷を与
え、癌細胞を死滅させる。しかしながら、癌
治療に用いる抗癌剤や制癌剤の多くは正常細
胞と癌細胞の両方に作用し、副作用の面で困
難が多い。これに対して、作用機構が明らか
にされつつあるアポトーシスに関与した酵素
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を機能化し用いることで、選択的な癌細胞の
死滅を狙うことができると考えられる。これ
に加え、光学機器の精密化、特に短パルス高
ピークパワーのレーザーの開発により、細胞
透過性の良い長波長の光照射でも 2 光子反応
を起こすことが可能になり、細胞内小器官程
度の大きさのターゲットに対して空間的及び
時間的に光反応の制御を行うことが現実のも
のとなってきた。これらの作用機構が明らか
にされつつあるアポトーシスに関与した酵素
を制御し、選択的な癌細胞の死滅を狙うこと
ができる新規な癌治療法が必要とされる。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではアポトーシスの情報伝達経路の
最終段階で作用する caspase-3 及びヌクレ
アーゼの複合体である DNA fragmentation 
factor (DFF)に着目し、これらのアポトー
シス関連タンパクをその反応機構に応じて
光機能化し、癌細胞に導入することで、光
反応によるアポトーシスの誘導を人為的か
つ強制的に行い、癌治療への応用を目指す。
アポトーシスの最終段階で染色体を分解す
るヌクレアーゼ CAD(caspase activated 
DNase; DFF40)の活性化を厳密に光化学反応
で制御できれば、より直接的なアポトーシ
スの誘導が可能となる。CAD はヌクレアー
ゼである CAD とそれに結合し阻害するタン
パク ICAD(inhibitor of caspase activated 
DNase; DFF45)からなる複合体で、caspase-3
が ICAD を分解し、活性化したヌクレアーゼ
CAD が核内に移行し染色体の断片化を行い、
アポトーシスが誘導される。この caspase-3
による位置選択的なICADのペプチド鎖切断
を 行 う た め 、 光 切 断 性 ア ミ ノ 酸
2-nitrophenylglycine(Npg) を ICAD の
117,224 番目に導入した光機能化 ICAD を合
成し、光照射によって ICAD の位置選択的な
切断とそれに伴うヌクレアーゼ CAD の活性
化を検討する。 

さらに光機能化したICADを含むDFF複合体
を細胞内に導入し、光照射によって DFF45 の
分解と CADの活性化を行う。活性化された DFF
は多量体を形成し核内へ移行し、染色体の切
断を行い、最終的にアポトーシスを誘導する。
これによって、今までにないアポトーシス
関連酵素の人工的な活性化によって癌細胞
の除去の方法を検討する。 
 
 
 
3．研究の方法 
DNA 断片化因子は Caspase activated DNAase 
(CAD)その阻害タンパク(ICAD)からなりアポ
トーシスシグナル伝達の上流にあるプロテ

アーゼ caspase-3 による ICAD の位置特異的
な切断(117 と 224 残基)により CAD が活性化
される。このため、この ICAD 特異的な切断
位 置 に 光 分 解 性 の 4,5-dimethoxy- 
2-nitrophenylglycine (DMNpg)をペプチド主
鎖に導入し光化学反応により ICAD の切断と
CAD の活性化を試みた。哺乳類細胞であるウ
サギの網状赤血球細胞抽出物を用いて、PCR
で増幅したICADと CADのｃDNAから細胞外転
写翻訳反応で共発現を行った。ICAD の 117 番
目への位置特異的な DMNpg 基の導入を 4塩基
コドンと細胞外翻訳反応によって行った。
DMNｐｇは有機化学的手法で合成し、核酸２
量体である pdCpA と結合し、さらに 4塩基ア
ンチコドンをもつｔRNA(-CA)に RNA ligase
によって結合し、目的とする DMNpg-tRNA を
合成した。これを用いて、ICAD の 117 番目を
4 塩基コドン CGGG に変異させたｃDNA を PCR
で増幅し、上記の細胞外転写翻訳反応で発現
を行った。これらの活性と光機能化した酵素
の光照射による活性化を DNAの切断によって
測定した。 
 

 
図 1.DFF 複合体の模式図と活性化の機構。（左
側)天然型の DFF 複合体と caspase-3 による
DFF45(阻害タンパク)の切断と DFF40(ヌクレ
アーゼ)の活性化。（右側）Npg の導入で光機能
化した DFF45 と光照射による DFF45 の切断と
DFF40 の活性化。 
 
 
 
４．研究成果 
第一に、天然型のヒト由来 ICAD/CAD の細胞
外翻訳反応による発現と酵素活性の保持に
ついては報告がないため、その活性化方法に
ついて検討した。細胞外翻訳反応を用いて、
PCR で増幅した ICAD と CAD の cDNA から細胞
外転写翻訳反応で共発現を行うと、目的の
ICAD と CAD の発現が見られた。この ICAD と
CAD を共発現した複合体を精製し、caspase-3
を添加し、ICAD の切断を行うと特異的な切断
が見られ、λDNA と反応させると DNA の分解
が見られた。 
 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
図 2．ICAD (DFF45)の光機能化。全長の
L-DFF45 (ICAD-L)と C 端が短い S-DFF45 
(ICAD-S)にそれぞれ Npg を導入し、DFF40 と
共発現を行う。光機能化した Npg-ICAD を含
む DFF 複合体に光照射を行い、DFF40(CAD）
活性化の発現を行う。 
 

 
 
図 3．光機能化 DFF 複合体の合成と反応性。
(A)DMNpg-ICAD/CAD 複合体の共発現による細
胞外翻訳反応(SDS-PAGE）。DMNpg-tRNA 存在下
でのみ全長の ICAD が合成される(lane 3,6)。
ICAD-L は全長、ICAD-S は C 端を短くしたも
の。（B）光機能化 ICADの光反応性(SDS-PAGE）。
366 nm の水銀ランプの照射により、
DMNpg-ICAD の分解が似られる。（C）光機能化
DFF 複合体による光照射依存的な DNA 切断活
性化(agarose gel)。光機能化 DFF 複合体は
光照射によってのみ DNA切断活性を回復する。 

 
よって、この実験系で天然型の ICAD/CAD

複合体が合成でき、活性を保持させることが
可能であることが明らかとなった。 
次に、ICAD の 117 番目への位置特異的な

DMNpg 基の導入を拡張コドンと細胞外翻訳反
応によって行った。ICAD/CAD の共発現系で
DMNpg を導入し、DMNpg-ICAD/CAD 複合体の合
成が 30-40%の収率で行なえる系を確立した。 
合成したDMNｐｇモノマーへ光照射（366 nm、
0 ℃）を行うと速やかに、DMNｐｇの分解が
見られた。合成・精製した DMNpg-ICAD へ光
照射 （366 nm）を行うと ICAD の分解が見ら
れ、光反応性を有することが明らかとなった。 

DMNpg-ICAD/CAD 複合体は、同様に細胞外翻
訳反応で合成し、精製を行った。精製された
DMNpg-ICAD/CAD複合体はDNAの切断活性を有
していなかったが、同条件での光照射によっ
て、DNA 切断活性を発現できることが明らか
となった。また、DMNpg-ICAD/CAD 複合体は
caspase-3 による活性化を受けず、内在性の
caspase-3 による活性化を受けないことも明
ら か と な っ た 。 こ れ に よ っ て 、
DMNpg-ICAD/CAD 複合体を使用し、光照射によ
ってのみ DNA分解を制御できる人工酵素の構
築に成功した。 
 
光機能化したアポトーシス関連酵素を細

胞内に導入するための研究を行った。細胞内
導入のために HIV（ヒト免疫不全ウィルス）
の TAT 配列（YGRKKRRQRRR）を caspase-3 へ
導入することを試みた。N 末端または C 末端
に TAT 配列を cDNA に組み込み、光機能化し
た caspase-3 の合成を行った。細胞に侵入可
能にするための TATペプチドを結合した光機
能化 caspase-3 を Npg-tRNA と拡張したコド
ンを用いて細胞外翻訳反応で合成した。 
 
 

図 4. TAT を導入した光機能化 caspase-3 へ
の光照射による活性化。照射前後の活性を時
間依存的に測定。Rhodamine110-DEVD を基質
に使用し切断反応物を蛍光強度で測定。 
 
 



 

 

TAT を導入した光機能化 caspase-3 の光照
射による活性化を試みた。Npg 導入による
caspase-3 活性の抑制及び光照射による活性
化は、光照射を行わない状態では不活性であ
るのに対し、光照射によって活性が時間依存
的に上昇することが明らかとなった。また、
TAT 配列を導入していないものと同様の活性
を持ち、光によって酵素活性の誘導ができる
ことを明らかにした。TAT を導入した光機能
化 DNA断片化因子の合成と光照射による活性
化も同様の方法を用いて行い、活性の誘導が
可能であった。以上のように、光機能化した
DFF 複合体及び caspase-3 の細胞導入と光照
射によるアポトーシスの誘導を検討が可能
となった。 
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