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｢ASC-mediatedNmcBactivationleadingtolL8productionrequires

caspase-8andisinhibitedbyCLARP」

論文

JBioLChem

Vbl､280,Ｎ0.15,15122-151302005年４月掲載

ASCを介したNF-出の活性化とlL-Sの産生にはCaspase-Sが関与する

長谷川瑞穂（はせがわみずほ）

リガンド応答領域とCARD12のエフェクター・ドメインＣＡＲＤ

を融合させたキメラタンパク質(以後C12N2)を作製し，その機

能を調べた（図1A)．まず，NFLにＢ依存性のレポーターとＡＳＣ

とともにＣ１２Ｎ２を，元来Nod2のリガンドであるＭＤＰに応答

しないHEK293細胞へ導入し，樹立株（以後MAIL8）を単離し

たこの株をMDPで刺激するとNFL,ｃＢが活性化される．この

とき，細胞質内に凝集体構造が形成され，Ｃ１２Ｎ２とＡＳＣはこ

の凝集体への局在した（図1B)．この凝集体構造はＣ１２Ｎ２と

ASC単独に発現させた細胞で認められないことから，ＡＳＣは刺

はじめに

様々な病原に対する生体防御機構は，植物から動物まで幅広

く存在している．ヒトでは，細胞質内のＮｏ．タンパク質や細胞

膜上のToll様受容体などが病原成分を認識する．これらのホモ

ログは植物にも存在し，生体防御の根幹はよく保存されている

といえる')．Ｎｏ．タンパク質は，ヌクレオチド結合性多量体化

ドメイン(ＮＯＤ)を持つタンパク質の総称であり，ヒトでは約

20種類が知られる．典型的なＮｏ．タンパク質は，中央にＮＯＤ，

Ｎ末端側にＣＡＲＤなど下位因子と結合するエフェクター・ドメ

イン，Ｃ末端側に応答すべきリガンドを規定するセンサー・ド

メインＩＲＲをもつ')．

このうち，CARD12は下位タンパク質ＡＳＣと結合し，NFL随Ｂ

活性化，アポトーシス，Caspase-1依存`性的IL1β産生を誘導す

る2)．また，Nodl,Nod2は特異的細菌成分を認識し，細菌に対

する免疫応答に重要な役割を果たす．筆者らはキメラＮｏ．タン

パク質の機能を解析することにより，CARD12が介するNFLにＢ

活性化の分子メカニズムを明らかにした．

CARD12/ASC系のシグナル依存的活性化システムの確立

CARD12はリガンド応答性ドメインＬＲＲを持つが，その刺激

上流因子は不明であった．そこで，ＡＳＣを介した刺激依存的活

性化のしくみを明らかにするため，刺激上流因子が既知で，し

かもよく機能の解析されているＮｏ．タンパク質であるNod2の
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（A）ＩＬ－８の産生(B)Caspase阻害剤の効果（JBioLChem
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図５ＡＳＣを介したNFL随Ｂ活性化機構のモデル図

激依存的にC12N2へ結合し，凝集体を形成することがわかっ

た．このことは，ＣＡＲＤ12,ＡＳＣは刺激依存的に結合し，細胞

内で凝集体を形成することでＮＦ－ｊｃＢ活性化を誘導することを

示唆する．

ＣＡＲＤ12/ASCを介したNF-随Ｂの活性化にはCaspase-8の

酵素活性が必要である

このCARD12とＡＳＣの集合以後の過程で，どのようにして

ＮＦにＢが活性化されるのか，分子レベルでさらに詳しく調べた．

ASC凝集によって誘導されるアポトーシスではCaspase-8が重

要な役割を果たしている2)．また，著者らが以前調べたFasを

介した情報伝達系では，Caspase-8が刺激依存的なアポトーシ

スだけでなくNFL随Ｂ活性化に必須の役割を果たしている3)．こ

れらのことから，ＡＳＣの介するNF-にＢ活性化においても

Caspase-8の関与を考えたそこで，MAIL8のCaspase-8の発現

量をsiRNAにより抑制したところ，ＭＤＰ刺激によるＮＦＭＢ活

性化も抑制された（図2A)．このことから，ＡＳＣを介したＮｍｃＢ

活性化にはCaspase8が必要であることが示唆された．Caspase‐

８はプロテアーゼであるので，次にこの酵素活性が必要かどう

かを阻害剤やドミナントネガティブ変異タンパク質の発現の影

響で検討したところ，ＡＳＣを介したNF-出活性化にも

Caspase-8の酵素活性が必要であることがわかった（図2B)．そ

こで，Caspase-8の局在性を調べたところ，刺激依存的に

Caspase-8もＡＳＣ凝集体へリクルートされた（図2C)．このこと

は，ＡＳＣを介したNFL随Ｂ活性化は凝集体へCaspase-8をリクル

ートすることによって誘導されることを示唆する．

CLARPはＣＡＲＤ12/ASCを介したNF-にＢの活'性化を抑制する

Caspase-8活性はCLARPにより調節されることが知られる4)．

そこでＡＳＣ情報伝達系の調節におけるCLARPの関与を検討し

た．MAIL8でCLARPを過剰発現させたところＭＤＰ刺激による

NFLにＢ活性化が抑制され，CLARPによる負の調節機構が明ら

かとなった（図3A)．次に，CLARPの局在性を調べたところ，

Caspase-8同様に，ＡＳＣ凝集体への移行が認められた（図3B)．

このことから，CLARPはＣＡＲＤ12,ASC,Caspase-8集合体に結合

することで阻害的にASC情報伝達系を調節することがわかった．

ＣＡＲＤ12/ASCはＮＦ－ｌｅＢの活性化依存的にケモカインlL-8の

産生を誘導する

こうしたＡＳＣを介したNFL雁Ｂ活性化はどのような遺伝子の

転写と結びつくのであろうか．ＭＤＰで刺激したMAIL8の培養

上清に存在する分泌タンパク質をELISAにより検索したとこ

ろ，細菌キラーである好中球の呼び寄せに重要なケモカイン

Ｌ８の分泌が認められた（図4A)．この分泌は，ＮＥｒＢ活性化

同様に，プロテアソームやcaspaseの阻害剤での前処理，ドミ

ナントネガティブ1-花ＢａやCLARPの過剰発現により抑制された

(図4B)．これらのことから，ＡＳＣはNFLにＢ活性化を介してＬ

８分泌を制御する可能性が考えられる．

まとめ

以上の結果を図５にまとめた．ＡＳＣはリガンド依存的に

CARD１２との結合，凝集体を形成し，caspase-8をこれにリクル

ートする．caspase-8酵素活性依存的に活性化されたNFL花Ｂは

ケモカインⅡ－８の産生を誘導する．ショウジョウバエの

caspase-8ホモログも自然免疫応答に重要な役割を果たしてお

り，今回の発見は，caspase-8の自然免疫応答における役割が

進化的によく保存されていることを示すものである．最後に，

本研究は金沢大学癌研究所で成されたものであり，ひとえに須

田貴司教授のご指導・ロﾋﾛ宅激励ならびに同輩諸兄との共同研究

と暖かいご支援の賜物であることを特記させていただきます．
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