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 カルシウムイオン（Ca2+）は細胞内の主要なセカンドメッセンジャーのひとつで

あり、筋収縮、神経伝達物質やホルモンの開口放出、外分泌、遺伝子発現の制御、

細胞死誘導など多彩な細胞機能を司る。細胞内 Ca2+濃度は約 100 nM と低濃度に保

たれているが、多種多様な Ca2+結合タンパク質が発現しており、それらが局所的な

Ca2+濃度上昇をシグナルとして受容し、それぞれが特異的な経路を調節することで、

的確な細胞応答を可能としている。 

 Apoptosis-linked gene 2（ALG-2）は、Ca2+結合モチーフである EF-hand 構造

を 5 つ連続してもつ penta-EF-hand（PEF）タンパク質であり、マウス T 細胞の T

細胞受容体刺激によるアポトーシスに必須の遺伝子産物として同定された。しかし

ながら、その後に作出された ALG-2 ノックアウトマウスの T 細胞は野生型マウス

と同様にアポトーシスを発動したことから、その役割には疑問符がついた。一方で、

マウス T 細胞に限らず、様々な培養細胞系を用いた実験系では、ALG-2 およびその

相互作用タンパク質である ALG-2-interacting protein X（ALIX）の細胞死に対す

る重要性が指摘されている。また、ヒトの胃がん患者に対する抗がん剤療法の疫学

調査から、抗がん剤療法が奏功した群では、そのがんの ALG-2 の発現量が有意に高

いこと、さらには種々の大腸がん細胞株において ALG-2 発現量と抗がん剤による

細胞死割合に相関があることが報告された。しかし、これらの抗がん剤処理による

細胞死において、高発現している ALG-2 がどのように作用しているかは不明であ

った。 

 これまでに、ALG-2 の相互作用タンパク質が複数同定され、ALG-2 の認識する

アミノ酸配列モチーフ（ALG-2-binding motif、ABM）が報告されてきた。そして、

ABM をもつ多くのタンパク質について ALG-2 との結合が示されているが、それら

の結合の生理的意義が解明されていないタンパク質が、複数残されている。本学位

論文においては、ALG-2 との相互作用が示されているタンパク質の中から、抗がん

剤処理により発現量の増加が報告されている cell death-inducing p53 target 

protein 1（CDIP1）に着目し、動物培養細胞を用いたタンパク質間相互作用の生化

学的解析手法と、細胞死の生化学的および分子細胞生物学的実験手法を用いて、

CDIP1 の発現によって誘導されるアポトーシスにおける ALG-2 の役割の解明を目

指した研究が展開されている。さらに、CDIP1 が、アポトーシス誘導の前段階とし

てオートファジーを誘導することを新たに見出し、CDIP1 が誘導するオートファジ

ーとアポトーシスについての関係性に関する解析がすすめられ、それらの成果がま

とめられている。以下に要点を記す。 

（１）CDIP1 が誘導する細胞死における ALG-2 および endosomal sorting complex 

required for transport-I（ESCRT-I）の影響の解析 

 CDIP1 が誘導する細胞死に対する ALG-2 の役割の解明を目的として、ヒト胎児 
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腎由来細胞株 HEK293 の ALG-2 ノックアウト細胞を用いて、緑色蛍光タンパク質

GFP を融合させた CDIP1（GFP-CDIP1）を、ALG-2 との共発現の有無の条件下で

発現させ、その細胞死活性を定量した。その結果、GFP-CDIP1 の発現によって細

胞死が誘導されたが、その細胞死は ALG-2 の共発現によってさらに促進された。細

胞死の形態としては、カスパーゼ-3/7 の活性化を伴っていたことからアポトーシス

と考えられた。また、ALG-2 は二量体を形成し、Ca2+依存的に異種あるいは同種の

タンパク質の結合を促進する活性をもつが、CDIP1 は ALG-2 と結合することで、

ESCRT-I の構成タンパク質である tumor susceptibility gene 101（TSG101）との

結合が促進された。ESCRT-I は、TSG101、VPS28、VPS37、MVB12/UBAP1 の

ヘテロ四量体からなるが、VPS37 には VPS37A から VPS37D の四種のアイソフォ

ームのいずれかが、また MVB12/UBAP1 は、MVB12A、MVB12B あるいは UBAP1

の三種のタンパク質のいずれかが ESCRT-I を形成する。この 12 種の組み合わせの

ESCRT-I について、CDIP1 との結合と細胞死誘導活性を検討し、CDIP1 との Ca2+

依存的な結合は、VPS37C と MVB12B を含む ESCRT-I が最も強く、またこの

ESCRT-I との共発現によって CDIP1 の細胞死誘導が顕著に促進された。以上より、

CDIP1 によって誘導されるアポトーシスは、ALG-2 と特異的な組み合わせの

ESCRT-I が発現している細胞において増強されるものと考察した。 

（２）CDIP1 のアポトーシスおよびオートファジー誘導の解析 

 データベース上、VPS37C が比較的多く発現するとされているヒト乳がん細胞株

MCF7 を用いて、テトラサイクリンの誘導体 doxycycline（Dox）の添加により

CDIP1 を発現誘導できる細胞株を樹立し、そのアポトーシス誘導の分子メカニズム

の解明を目指した。その解析過程において、オートファジー誘導のマーカーとして

汎用される microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3（MAP1LC3、LC3）

の脂質化が、アポトーシス誘導に先立って検出された。リソソームの機能阻害剤の

添加の有無による LC3 の脂質化の増減への影響を検討する、いわゆるオートファ

ジーフラックスアッセイにより、CDIP1 発現による LC3 の脂質化は、オートファ

ジーの誘導によることが明らかとなった。ALG-2 の発現を RNA 干渉法により抑制

した条件で、同様の実験をおこなった結果、CDIP1 発現によるオートファジー誘導

が促進され、一方でアポトーシス誘導が抑制された。同様の結果は、オートファゴ

ソームの生合成に必須のクラス III PI3 キナーゼ VPS34 の阻害剤 SAR405 を処理

した細胞でも観察された。これらの結果から、CDIP1 発現誘導時に ALG-2 が十分 

に発現する細胞では、CDIP1 誘導性のオートファジーが抑制され、アポトーシスが 

誘導されるのではないかと考察した。 

（３）CDIP1 のリン酸化および分解経路の解析 

 CDIP1 は、Western blot（WB）による生化学的解析では、SDS-PAGE 上、移動 
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度の異なる二本のバンドとして検出された。この原因を探るために、CDIP1 発現細

胞の細胞溶解液を試験管内で脱リン酸化酵素処理をして解析した結果、移動度の遅

いCDIP1のバンドはリン酸化されたCDIP1であることが判明した。さらに、CDIP1

のリン酸化部位を同定するために種々の点変異体を用いて解析し、CDIP1 の 32 番

目の Ser 残基（S32）がリン酸化されていることを明らかにした。この周囲のアミ

ノ酸配列から、そのリン酸化を担う酵素として、cyclin-dependent protein kinase

（CDK）が候補として考えられ、その阻害剤である Roscovitine を培地に添加し、

CDIP1 の発現を誘導したところ、WB 解析において CDIP1 の移動度の遅いバンド

のシグナル強度が低下した。この結果から、CDIP1 のリン酸化には CDK 活性が関

与すると考えられた。さらに、CDIP1 の S32 について三種の点変異体（Ala への置

換、S32A; Asp への置換、S32D; Glu への置換、S32E）を発現誘導できる細胞株を

樹立した。これらのタンパク質の発現誘導が引き起こすオートファジーとアポトー

シスを比較した結果、S32D および S32E 変異体の発現は、S32A 変異体の発現に比

べ、オートファジーとアポトーシスが顕著に誘導された。この結果から、CDIP1 の

リン酸化が CDIP1 のこれらの活性を増強すると考察した。また、CDIP1 がオート

ファジーを誘導することから、その分解速度を検討した。その結果、CDIP1 はおよ

そ 9 時間でその大半が分解されること、その分解はリソソームが担っていることを

明らかにした。また、SAR405 を用いた解析結果から、その分解の一部はオートフ

ァジーによるものと考察した。 

 

 以上のように、本論文にまとめられた内容は、ALG-2 の発現が多い細胞は、CDIP1

を介するアポトーシスが促進されることを示しており、ALG-2 のアポトーシス誘導

の分子機構の全容解明に貢献するものである。さらに、CDIP1 のオートファジーお

よびアポトーシス誘導の分子機構の一端を明らかにしており、独創性と新規性が認

められる。よって、審査委員会は、本論文が博士（農学）の学位授与に十分な価値

があると判断し、合格と判定した。 
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