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要旨 

 アポトーシスは最終的に蛋白分解酵素である実行カスパーゼが活性化し、特定の蛋白

質（デスサブストレイト）を分解することにより進行する。我々は癌抑制蛋白 hScrib のア

ポトーシスへの関与とその機能を検討した。hScrib はアポトーシスが進行する過程で実行

カスパーゼ、特にカスパーゼ 3 によって分解を受けるデスサブストレイトであることがわ

かった。hScrib におけるカスパーゼ 3 の切断部位は 504 番目のアミノ酸の C 末側である。 

この部位は細胞接着に関わる蛋白複合体を崩壊させるのに効果的な切断部位であることが

推測される。アポトーシスが進行する過程で hScrib が分解されることによりアドヘレンス

ジャンクションを形成する蛋白質の分解が進行し、細胞接着の崩壊が促されることによっ

て異常細胞を正常細胞から離解させるというシステムの可能性が示された。  
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序文 

1．アポトーシス 

組織のホメオスターシスは細胞の生死の均衡が保たれていることにより維持されている。

細胞は DNA ダメージ等を受けた際に内在的に自己破壊するメカニズムが備わっており、そ

のメカニズムは細胞のプログラム死－アポトーシスと呼ばれる（１）。多細胞生物の中で組

織のホメオスターシスを調節している多くのメカニズムはアポトーシスと深く関わってお

り、細胞の分化や臓器生成にも関連している（２）。アポトーシスが障害されると組織のホ

メオスターシスが崩れ腫瘍形成の原因となる。またアポトーシスに対して抵抗性であると

腫瘍細胞は生体内の免疫機能による監視から逃れやすくなり、化学療法、放射線療法等に

抵抗性となりやすくなることが臨床上問題となっている。よってアポトーシスの機能を理

解することは新しい癌治療を構築するに当たって非常に重要である。 

2．カスパーゼ（caspase） 

カスパーゼ（caspase）とは cysteinyl asparatic acid protease の略で、現在までにヒトでは 12

種類の遺伝子が見つかっている（3）。アポトーシスの誘導はカスパーゼカスケードの活性

化が中心的なシグナルとなる。カスパーゼは N 末端側からプロドメイン・大サブユニット

（p20）・小サブユニット（p10）がつながった前駆体として存在するが、アポトーシス誘導

時はプロドメインが切断され、大サブユニットと小サブユニットそれぞれ 2 つずつからな

る四量体の活性型プロテアーゼとなる（４）。カスパーゼカスケードと呼ばれる理由は開始
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カスパーゼから実行カスパーゼへと、それぞれが活性化することによりシグナルが伝わり

増幅されるからである（図１）。 

またカスパーゼはアミノ酸配列のアスパラギン酸の C 末側を切断する特徴があり、特に

カスパーゼ3においてはアミノ酸配列D-X-X-DのC末側が典型的な切断部位であることが

知られている（5）。 

3．アポトーシスのシグナル伝達経路 

通常、アポトーシスを引き起こすシグナルは大きく２つに分けられる。１つは細胞膜に存

在するデスレセプターを介する extrinsic pathway と呼ばれる経路で、もう１つはミトコン

ドリアを介する intrinsic pathway と呼ばれる経路である。この２つの経路は最終的に蛋白分

解酵素であるカスパーゼが活性化することによってアポトーシスに至る。 

デスレセプターとは TNF（腫瘍壊死因子：tumor necrosis factor）レセプター ファミリー

に属するレセプターファミリーで、その中の多くは細胞内領域に DD（death domain）と呼

ばれるドメインを持つⅡ型膜タンパク質であり、アポトーシス誘導シグナルを細胞内に伝

達するレセプターである（6、7）。その主要な分子としては Fas、TNF レセプターⅠ（TNFR

Ⅰ）、TRAIL レセプター（DR4/TRAIL-R1 と DR5/TRAIL-R2）等がある（7、8）。それらの

デスレセプターにリガンドが結合すると細胞内領域に存在する DD に FADD（Fas-associated 

death domain）が会合する。FADD は C 末端側に DD をもち、N 末端側に DED（death effector 

domain）をもつアダプター分子である。DD や DED は αへリックス構造を繰り返して持つ

分子であり、基本的にホモフィリックな相互作用で結合する。すなわち、デスレセプター
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の DD と FADD の DD が会合し、FADD の DED に DED をもつ分子が会合する。その分子

は、プロドメインに DED を持つ開始カスパーゼであるカスパーゼ 8 とカスパーゼ 10 であ

る。デスレセプター・FADD・プロカスパーゼ 8 からなる DISC(death-inducing signaling 

complex)と呼ばれる複合体が形成され、DISC の中でプロカスパーゼ 8 が切断されることに

よって活性化する（9、10）（図 2）。また活性化したカスパーゼ 8 は DISC から遊離し、実

行カスパーゼであるカスパーゼ 3 やカスパーゼ 7 を切断して活性化させる。カスパーゼ 8

が直接実行カスパーゼを切断してアポトーシスを誘導する細胞は TypeⅠ細胞（活性化した

免疫の細胞が代表例である）と呼ばれる。 

一方、カスパーゼ 8 が実行カスパーゼを直接切断せずにアポトーシスを誘導する系も存

在する。カスパーゼ 8 は Bcl-2 ファミリーの BH3 only タンパク質の 1 つである Bid を切断

する。切断された Bid はミトコンドリアに作用してシトクロム C を放出させ、カスパーゼ

9 の活性化を誘導する（9、10）。Bid を切断してアポトーシスを誘導する細胞は TypeⅡ細

胞と呼ばれる（肝臓の実質細胞が代表的な例である）。活性化したカスパーゼ 9 は実行カス

パーゼであるカスパーゼ 3、カスパーゼ 6、カスパーゼ 7 を活性化させ、それらの実行カス

パーゼがデスサブステレイト(death substrates)と呼ばれる特定のタンパク質を分解すること

により細胞内の化学的変化、形態学的変化を引き起こしアポトーシスに至る（図 3）。 

3.癌抑制遺伝子 

癌細胞では、いくつかの遺伝子に発現の低下や変異がみられる。それらの遺伝子は癌の発生

を抑制する機能を持つと考えられ，癌抑制遺伝子（tumor suppressor gene; TSG）と呼ばれている
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（１１）。Rb 遺伝子が網膜芽細胞腫の発生に深く関わる遺伝子として発見されて以降，様々な遺伝

子が癌抑制遺伝子の候補として同定されている。正常な状態では癌抑制遺伝子の産物は，細胞

周期の制御，アポトーシスの誘導，転写の制御，DNA 損傷の修復など様々な活性を持つことが報

告されている。 

ショウジョウバエにおいては，癌抑制遺伝子はその遺伝子の変異体の特徴から２種類に分類さ

れる（１２）。ひとつは細胞密度が単純に上昇することに伴い組織が異常に増大する過形成性癌抑

制遺伝子（hyperplastic tumor suppressor gene; hTSG）である。もうひとつは細胞極性の崩壊によっ

て、組織が異常に増大する異形成性癌抑制遺伝子（neoplastic tumor suppressor gene; nTSG）で

ある。前者として PTEN, Tsc1/2, salvador, warts, hippo, fat などが同定されており，後者として lethal 

giant larvae (lgl), discs large (dlg), scribble (scrib) が同定されている（図４）。 

 

4．異形成性癌抑制遺伝子（neoplastic tumor suppressor gene; nTSG） 

野生型のショウジョウバエの成虫原基（成虫の体幹に発生していく部分）は、３齢幼虫後期にな

ると分化・増殖を休止する。ところが nTSG 変異型のショウジョウバエでは、３齢幼虫後期になって

も成虫原基が増殖を休止せず上皮性の腫瘍を形成することがわかっている。この腫瘍を顕微鏡

下に観察すると一つ一つの細胞が円形で，周囲との接着に乏しく，多層に積み重なってできてい

ることがわかる。またこの腫瘍は周辺の組織に浸潤したり，遠隔臓器に転移したりする。このように

ヒトの癌組織に類似した特徴を持っているため、nTSG は癌研究の分野で注目されている。ショウ

ジョウバエでは現在のところ lethal giant larvae (lgl), discs large (dlg), scribble (scrib)という３つの
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異形成性癌抑制遺伝子がみつかっているが，それぞれの変異体の表現型は非常に似ている。そ

のため 3 つの nTSG は、あるプロセスにおいて共通した経路で機能していると考えられている。3

つの nTSG が発現する異形成性癌抑制蛋白（neoplastic tumor suppressor protein）の構造は，無

脊椎動物から脊椎動物にいたるまで高度に保存されている（12）。Lgl は数個の WD40 

(tryptophan-aspartic acid)ドメインと aPKC (atypical Protein Kinase C)により修飾されるリン酸化ドメ

インを持っている。Dlg は MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase)ファミリー蛋白のひと

つで，3 個の PDZ (PSD95, Dlg, ZO-1)ドメイン，SH3 (Src Homology 3)ドメイン，GUK (Guanylate 

Kinase)ドメインからなっている。Scrib は LAP4 蛋白であり，16 個の LRRs (Leucine Rich Repeats)

と 4 個の PDZ ドメインからなっている（図 5）。 これらの 3 つの蛋白は Scrib 複合体として細胞内で

協調して機能していると考えられているが，その詳細は未だ不明である。Dlg と Scrib は上皮細胞

の側底部に局在しており，細胞膜に結合する足場蛋白であることがわかっている。一方， Lgl の

局在は Dlg や Scrib とは異なっていると考えられている。また Dlg のヒトホモログである hDlg はア

ポトーシスシグナルの中で、実行カスパーゼであるカスパーゼ-3 によって分解されるデスサブスト

レイトであることが報告されている（13）。 

5.Scrib 

Scribは前述の通り、LAP4蛋白でありN末側から16個の LRRs (Leucine Rich Repeats)、LAPSD-a、

LAPSD-b、4 個の PDZ ドメインからなっている。Scrib は正常細胞においては細胞膜のアドヘレン

スジャンクションに局在し、同じ異型性癌抑制蛋白 Dlg や細胞接着において中心的な役割を担う

蛋白質である E-cadherin と相互作用していることが報告されている（14,15）。Scrib は細胞の極性
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保持を担っており、ショウジョウバエにおいて Scrib が変異すると、細胞極性が崩壊することにより

細胞が異常増殖し組織が癌化することが知られている。また我々のグループの研究で Scrib のヒト

ホモログである hScrib は、上皮細胞の G1 期から S 期における細胞周期を調節することにより細胞

の異常増殖を抑えていることが報告されている（16）。hScrib は子宮頚癌の原因ウィルスであるハイ

リスク HPV（16 型、18 型）E6 癌蛋白の標的蛋白質であり、ユビキチン‐プロテアソーム系を介して

分解されていることが報告されている（図 6）（17、18）。また臨床検体において、正常子宮頚部上

皮から前癌病変である子宮頚部異型上皮、子宮頚部浸潤癌へ進行するに従って hScrib の蛋白

発現が減少することが免疫染色法、ウェスタンブロット法において確認されている。また mRNA レ

ベルにおいても、子宮頚部浸潤癌組織における hScrib の発現の減少が認められている。一方

HPV 陰性の子宮頚癌組織においては、hScrib の発現の減少は認められなかったことから、HPV

陽性の子宮頚癌の発生には hScrib の分解が大きく関わっていると考えられる（19）。以上のことか

ら hScrib は重要な癌抑制蛋白質であり同じ nTSG である hDlg がデスサブストレイトであることが報

告されていることから、今回我々は hScrib がデスサブストレイトであるかに注目し、アポトーシスに

おける役割とその機能解析について検討行った。 
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方法 

1．細胞の培養方法とアポトーシス誘導法 

 HaCaT 細胞（ヒト皮膚角化細胞株）、CaCo-2 細胞（大腸癌細胞株）、Hela 細胞（子宮頚癌細胞

株） それぞれを 10％BSA（invitrogen）DMEM 溶液に密な状態（コンフルエント）になるまで培養

した。アポトーシス誘導は 0.24J UV 照射、200nM エトポシド（Ｓｉｇma），500ng/ml 抗 Fas 抗体

（MBL）、100μg/ml サイクロヘキシミド（Sigma）、2000U/ml TNF-α（Relia Tech GmbH）にて行った。

追加実験として 50μM Z-DEVD-FMK（R＆Dsystems）、Ac-VEID-CHO（Biomol）等のカスパーゼ

阻害剤を培養液に添加し、上記のアポトーシス誘導を行った。 

2.ウェスタンブロット法による解析 

蛋白抽出液を得るために培養細胞を用いた。ディッシュ上で培養した細胞を上記方法でアポトー

シス誘導したのち、時間ごとに NP-40 lysis buffer (100mM Tris-HCl at pH 8.0, 100mM NaCl, 1% 

NP-40)で回収した。回収した液体を -80℃で凍結した後に氷上で融解させ 15000rpm で 20 分間

遠心し, 上清をタンパク抽出液として使用した。アポトーシス誘導時における hScrib の発現の変化

を調べるために、抗 Scrib 抗体（Santa Cruz Biotechnology）を用いウェスタンブロット法にて確認し

た。またタンパク量を合わせるためのコントロールとして抗 α-Tublin 抗体を、アポトーシス誘導時の

発現の変化の比較として抗 hDlg 抗体（Santa Cruz Biotechnology）、抗 LaminB1 抗体（Santa Cruz 

Biotechnology）を用いた。またアポトーシス誘導時のカスパーゼ 3 の活性化の判定として抗

procaspase-3（Santa Cruz Biotechnology）抗体を、GFP－Scrib の発現を確認のために抗 GFP 抗体
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(Zymed)を用いた。 

3．蛍光免疫染色による解析 

 アポトーシス誘導時の hScrib の局在の変化を検討するために，蛍光免疫染色法を用いた。

HaCaT 細胞、CaCo-2 細胞を coverslip 上で密な状態（コンフルエント）になるまで培養した。上記

方法にてアポトーシス誘導した培養細胞を 4％のホルムアルデヒドで固定し，0.2％の Triton X-100

で浸透化した。10%BSA（Invitrogen）PBS 溶液でブロッキングをした後に，一次抗体として抗 Scrib

抗体（400 倍希釈）, 抗 hDlg 抗体（100 倍希釈）を用いて培養細胞と反応させた。一次抗体を丁寧

に洗浄して，蛍光標識二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-goat Ab 

（ Invitrogen），Alexa Fluor 568-conjugated donkey anti-goat Ab （ Invitrogen） , Alexa Fluor 

488-conjugated rabbit anti-mouse Ab,Alexa Fluor 568-conjugated rabbit anti-mouse Ab 

（Invitrogen）（それぞれ 200 倍希釈）を用いて培養細胞と反応させた。またアポトーシスの判定とし

てヘキスト染色を行った。２次抗体を丁寧に洗浄した後 Hoechst33342(Sigma)を用いて培養細胞

を反応させた。Hoechst33342 を丁寧に洗浄した後 MountQuick （Daido Sangyo）を用いて固定後， 

共焦点顕微鏡下に観察した。 

4.遺伝子導入法による解析 

さらに培養細胞内に pEGFP -WT hScrib 及び pEGFP mutant hScrib(pEGFP -504DA hScrib)を

遺伝子導入し，GFP 融合 hScrib 蛋白及び 504DA hScrib 蛋白を強発現させて、アポトーシス誘導

時の hScrib の変化と機能について検討を行った。MDCK 細胞（イヌ腎臓由来細胞株）を coverslip

上で培養し、Polyfect Transfection Reagent（Qiagen）、Effectene Transfection Reagent（Qiagen）を
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用いてpEGFP -WT hScrib及びpEGFP-504DA hScribを遺伝子導入した。遺伝子導入された培養

細胞に UV 照射にてアポトーシス誘導を行い、それぞれ時間ごとに 4％ホルムアルデヒドで固定し，

0.2％ Triton X-100 で浸透化した。10%BSA（Invitrogen）PBS 溶液でブロッキングをした後に，一

次抗体として抗 E-cadherin 抗体(BD Trasnduction Laboratories)（400 倍希釈）を用いて培養細胞と

反応させた。一次抗体を丁寧に洗浄して、蛍光標識二次抗体として Alexa Fluor 568-conjugated 

rabbit anti-mouse Ab （Invitrogen）（200 倍希釈）を用いて培養細胞と反応させた。またアポトーシ

スの判定としてヘキスト染色を行った。２次抗体を丁寧に洗浄した後、Hoechst33342(Sigma)を用

いて培養細胞を反応させた。Hoechst33342(Sigma)を丁寧に洗浄して MountQuick （Daido 

Sangyo）を用いて固定後，蛍光顕微鏡下に観察した。また WT hScrib と 504DA hScrib のアポトー

シス時における細胞離解への関与を比較するために、遺伝子導入された MDCK 細胞それぞれ

300 個の内、アポトーシス細胞（ヘキスト染色により核の凝集や断片化が認められる細胞）数、細胞

接着が消失している細胞（E-cadeherinの発現が消失している細胞）数を測定した。またHPV-E6に

よるアポトーシス誘導時における hScrib への影響を検討するために、293T 細胞株に pCMV-16E6

ベクター（HPV 16 型 E6 ベクター）を遺伝子導入し UV 照射にてアポトーシス誘導を行った。 

5.In vitro translation 法による解析 

hScrib とカスパーゼの関係を調べるために In vitro translation 法にて検討を行った。Promega 

TNT coupled transcription-translation Rabbit-Reticulocyte lysate system(Promega)にて[35S]メチオ

ニンでラベルした hScrib および hScrib mutants を作成した。それらを caspase-3(Chemicon), 

caspase-6(Alexis)、caspase-7(Chemicon)、caspase-8(Bio vision) 存在下に 37℃、１時間反応させ
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た。それぞれの反応物を SDS－PAGE 法にて電気泳動を行い、autoradiography 法にて解析を行

った。 

6.hScｒib のベクター作成と変異体作製 

hScrib(GenBank accession number AY062238）の cDNA の全長を pcDNA3 （Invitrogen）ベクター

にサブクローニングした。Scrib 内のアスパラギン酸をアラニンにアミノ酸置換した変異体を overlap 

polymerase chain reaction 法 を 基 に し た QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit II 

（Stratagene）を用いて作製した。 

変異体作製のためのプライマーの配列は以下の通りである。 

Asp504Ala    5´‐CCTTGCCAGCCAGCCTCTGGGTCGCCC-3´ 

Asp526Ala    5´‐GGCCTGAGTGAAGCCTCTCGCCCATCTGCC-3´ 

Asp1068Ala   5´‐GTGAACGGGCAAGCCGTGCGGGATGCC-3´ 

Asp1071Ala   5´‐CAAGACGTGCGGGCTGCCACGCACCAAG-3´ 

Asp1131Ala   5´‐GGCAACCCCCGCGCCCCCACAGACGAG-3´ 

Asp1134Ala    5´‐CGCGACCCCACAGCCGAGGGCATCTTC-3´ 

内部ドメインを欠損させた hScrib の変異体を作成するために、polymerase chain reaction 法（PCR

法）を用いて以下のアミノ酸配列である cDNA を作成し、pcDNA3 （Invitrogen）ベクターにサブク

ローニングした。 

LRR＋PDZ1-3  （アミノ酸 1-1099） 

LRR＋PDZ1-2  （アミノ酸 1-950） 
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LRR＋PDZ1    （アミノ酸 1-815） 

LRR＋LAPSD   （アミノ酸 1-492） 

LRR         （アミノ酸 1-387） 

また Scrib と GFP の融合タンパク質を作成するために Scrib の cDNA の全長を pEGFP－C1 ベク

ター(invitrogen)にサブクローニングした。 

7.TUNEL 法による解析 

HaCaT 細胞、CaCo-2 細胞を coverslip 上で密な状態（コンフルエント）になるまで培養した。上記

方法にてアポトーシス誘導した培養細胞を 4％のホルムアルデヒドで固定し，0.2％の Triton X-100

で 浸 透 化 し た 。 10%BSA （ Invitrogen ） PBS 溶 液 で ブ ロ ッ キ ン グ を し た 後 に 、 Promega 

Dead-ENDTMFluorometric TUNEL System(Promega)を用い、TUNEL 法にてアポトーシス解析を

行った。 
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結果 

1.アポトーシス誘導時における hScrib の発現の変化 

Hela 細胞に対して抗 Fas 抗体、サイクロヘキシミド（デスレセプターを介するアポトーシ

スシグナルを増強させる試薬）、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加群にわけて、それぞ

れアポトーシス誘導を行い時間ごとに蛋白抽出し、抗 hScrib 抗体及びコントロールとして

抗 α-tublin 抗体にてウェスタンブロット解析を行った。抗 Fas 抗体添加群では時間が経過す

るに従って hScrib の発現は低下し、170kDa 付近に新たなバンドが確認された。サイクロヘ

キシミド添加群でも同様の経過が認められ、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加群ではそ

の傾向がより顕著に認められた（図 7）。このことから hScrib はアポトーシス誘導時に分解

され、発現が減少することから推測される。また C20aa にエピトープを持つ抗 hScrib 抗体、

PDZ1-4 ドメインにエピトープを持つ抗 hScrib 抗体とエピトープの異なる抗 hScrib 抗体を用

い、ウェスタンブロット解析にて比較検討を行った。両方の抗体ともアポトーシス誘導行

うと 170kDa 付近に cleavage が認められたので、p170 hScrib は PDZ ドメインを含む C 末側

であることがわかる（図 8）。また TNFα単独では hScrib の発現の変化はほとんど認められ

なかったが、TNFα/サイクロヘキミド添加群にてアポトーシス誘導すると、抗 Fas 抗体と同

様 hScrib の発現の減少が認められ（図 9）、デスサブステレイトとして広くしられている蛋

白質 laminB１(20)と比較してもアポトーシス誘導時に同程度分解を受けることがわかる

（図 10）。次にアポトーシス誘導時の hScrib の細胞内の発現の変化を調べるために、HaCaT
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細胞に UV 照射にてアポトーシス誘導し、抗 hScrib 抗体にて蛍光免疫染色、アポトーシス

の判定はヘキスト染色を行った。UV 非照射群では、hScrib は細胞膜に発現が認められるが、

UV を照射するとアポトーシス細胞（ヘキスト染色にて核の凝集化、断片化が認められる

細胞）においては、細胞膜での hScrib の発現が減少し細胞質に瀰漫性に認められることが

わかる（図 11）。次に TUNEL 法によって解析を行った。HaCaT 細胞に UV 照射にてアポト

ーシス誘導を行い、時間ごとに細胞固定し抗 hScrib 抗体にて蛍光免疫染色、アポトーシス

の判定として Promega Dead-ENDTMFluometric TUNEL System(Promega)を用い TUNEL 法にて

アポトーシス解析を行った。UV 照射後、時間が経過すると TUNEL 陽性細胞が増加し、TUNEL

陽性細胞においては hScrib の細胞膜における発現の減少が認められた。また図 12 矢印に示さ

れている UV 照射後 4 時間後という比較的早期のアポトーシス細胞においても、hScrib の細胞膜

における発現の減少が認められた（図 12）。このことから hScrib は、アポトーシス誘導時の比較的

早期の段階で分解を受けることがわかる。 

次に既にカスパーゼ 3 に分解されると報告されている、同じ異形成性癌抑制遺伝子（neoplastic 

tumor suppressor gene; nTSG）である hDlg との比較を行った。HaCaT 細胞に UV 照射、エトポシド

にてアポトーシス誘導を行い時間ごとに蛋白抽出し、抗 hScrib 抗体、抗 hDlg 抗体にてウェスタン

ブロット解析を行った。UV 照射した群でもエトポシド添加した群においても、hDlg より hScrib にお

いて早期での発現の減少が認められた（図 13）。また CaCo2-細胞に UV 照射にてアポトーシス誘

導を行い時間ごとに固定し、抗 hScrib 抗体、抗 hDlg 抗体にて蛍光免疫染色を行った。蛍光免疫

染色においても hDlg より hScrib において細胞膜における早期での発現の減少が認められた（図
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14）。 

2. hScrib の実行カスパーゼによる分解 

In vitro translation 法にて[35S]メチオニンでラベリングした hScrib を発現し、カスパーゼ 3、

カスパーゼ 6、カスパーゼ 7、カスパーゼ 8 と反応させ、autoradiography 法により解析を行っ

た。hScrib は実行カスパーゼであるカスパーゼ 3、カスパーゼ 6、カスパーゼ 7 によって分解を受け

た（図 15）。またカスパーゼ 3 阻害剤を添加した反応物では、カスパーゼ 3 による分解を受けなか

った（図 16）。これにより hScrib は実行カスパーゼによって分解されることが推測される。 

次に細胞内でアポトーシス誘導時に実行カスパーゼに分解されるかを確認するために、カスパ

ーゼ阻害剤を使った実験を行った。HaCaT 細胞に UV 照射した群、カスパーゼ 3 阻害剤

（Z-DEVD-FMK）を添加した細胞に UV 照射した群、カスパーゼ 6 阻害剤（Ac-VEID-CHO）を添

加した細胞に UV 照射した群に分け時間ごとに蛋白抽出し、抗 hScrib 抗体にてウェスタンブロット

解析を行った。UV 照射した群では hScrib は時間ごとに発現の減少が認められるが、カスパーゼ

阻害剤を加えた群では発現の減少が認められなかった。特にカスパーゼ 3 阻害剤を加えた群で

は、カスパーゼ 6 阻害剤を加えた群と比較してより hScrib の分解の阻害が認められた（図 17）。こ

のことから hScrib はアポトーシスカスケードが進行していく過程で、実行カスパーゼ特にカスパー

ゼ 3 によって分解を受けるデスサブステレイトであることがわかった。 

3. hScrib におけるカスパーゼ-3 の切断部位の検索 

カスパーゼはアミノ酸配列の中で、アスパラギン酸の C 末側を切断する特徴がある。しかし hScrib

のアミノ酸配列の中でアスパラギン酸は 100 個以上認められるので、まず hScrib の内部ドメイン欠
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失変異体を作成し切断部位を推定した。PCR 法にて hScrib の内部ドメイン欠失変異体である

LRR-PDZ3 、LRR-PDZ2 、LRR-PDZ１ 、LRR-LAPSD 、LRR を作成し、pcDNA3 にサブクローニ

ングした。それらのサンプルを In vitro translation 法により[35S]メチオニンにてラベリングした内部

ドメイン欠失変異体を発現し、カスパーゼ 3 と反応させた。LRR-PDZ3、LRR-PDZ2、LRR-PDZ１は

カスパーゼ 3 によって分解されたが LRR-LAPSD、LRR はカスパーゼ-3 によって分解されず、図

18 の三角印はカスパーゼ 3 によって分解された hScrib の N 末側、矢印は内部ドメインを欠失させ

た各 hScrib 変異体がカスパーゼ 3 によって分解された C 末側部分であることがわかる。このことか

ら切断部位は LAPSD から PDZ１の間にあると推測される（図 18）。次に LAPSD から PDZ１の間に

あるアスパラギン酸をアラニンに変える点突然変異体を N 末側にあるアスパラギン酸から最初に 2

個作成し、pcDNA3 にサブクローニングした（pcDNA3-504DA Scrib 及び pcDNA3-526DA Scrib）。

上記のようなサンプルを In vitro translation 法により[35S]メチオニンにてラベリングした点突然変

異体を発現させカスパーゼ 3 と反応させたところ、504DA hScrib においてカスパーゼ 3 に分解を

受けなかった（図 19）。すなわち hScrib におけるカスパーゼ 3 の切断部位は 504 番目のアミノ酸の

C 末側であり、このアスパラギン酸は LAPSD から PDZ1 の間にあるアスパラギン酸の中で最も N 末

側に存在する。 

4. アポトーシスシグナルにおける hScrib の役割 

これまでの実験から hScrib はアポトーシスが進行する過程で実行カスパーゼによって分解される

デスサブステレイトであることがわかったが、それがアポトーシスシグナルの中でどのような役割を

持つか検討するために遺伝子導入法にて検討を行った。MDCK 細胞に pEGFP-WT hScrib、
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pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入し、その 48 時間後 UV 照射にてアポトーシス誘導を行った。

時間ごとに固定し、細胞接着の判定として抗 E-cadherin 抗体(21)にて蛍光免疫染色、アポトーシ

スの判定としてヘキスト染色を行った。pEGFP-WT hScrib が遺伝子導入されている MDCK 細胞に

おいては UV 照射前では GFP-WT Scrib は細胞膜に発現しているが、UV 照射後ではその細胞

膜での発現の減少が認められる。それに伴い細胞膜に発現している E-cadherin も UV 照射後は

発現の減少が認められ（すなわち細胞接着の消失が認められる）、ヘキスト染色により核の凝集や

断片化等のアポトーシス像が認められた（図 20、21）。一方、カスパーゼ 3 によって分解されない

hScrib すなわち pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入した MDCK 細胞においては、UV 照射前で

は Wild type 同様 GFP-504DA hScrib は細胞膜に発現しているが、UV 照射後もその細胞膜での

発現は保たれている。それに伴い pEGFP-504DA hScrib が遺伝子導入された MDCK 細胞におい

ては UV 照射後も E-cadherin の細胞膜での発現が保たれている（すなわち細胞接着が保たれて

いる）が、ヘキスト染色においてはアポトーシス像が認められた。このことからカスパーゼ-3 によっ

て hScrib が分解されないと細胞内ではアポトーシスが進行しているが、細胞接着の消失すなわち、

細胞離解が起らないという現象が認められる（図 22、23）。次にウェスタンブロット法を併用し解析

を行った。MDCK 細胞に pEGFP-WT hScrib、pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入し、その 48 時

間後 UV 照射にてアポトーシス誘導した。UV 照射後、時間ごとに蛋白抽出し抗 GFP 抗体にてウ

ェスタンブロット解析を行った。pEGFP-WT hScribを遺伝子導入した群では GFP-WT hScrib 蛋白

はアポトーシス進行過程において、カスパーゼの分解により経時的にその発現は減少した。一方、

pEGFP-504DA hScribを遺伝子導入した群では、その発現の減少は認められなかった（図24）。次
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に定量的なアプローチを行った。MDCK 細胞にて pEGFP ベクター（コントロールベクター）、

pEGFP-WT hScrib、pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入し、UV にてアポトーシス照射後 8 時間後

に固定し、遺伝子導入された MDCK 細胞それぞれ 300 個について細胞接着の消失が起きている

細胞の割合（E-cadeherin の発現が減少している細胞の割合）、アポトーシス細胞（ヘキスト染色に

て核の凝集化や断片化が認められる細胞）の割合を検討した。コントロールベクター、pEGFP-WT 

hScribが遺伝子導入された細胞では UV照射するとアポトーシス細胞の割合と細胞接着の消失が

起きている細胞の割合が増加するが、pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入した細胞では、UV 照

射するとアポトーシス細胞の割合は増加するが（80％強）、細胞接着の消失している細胞の割合

の増加は抑えられる（10％弱）（図 25）。このことからアポトーシス進行過程の中で実行カスパーゼ

が活性化し hScrib を分解することによって、細胞接着の消失が進行することが推測される（図

26）。 

5. HPV-E6 によるアポトーシス誘導時の hScrib への影響 

HPV-E6 によるアポトーシス誘導時の hScrib への影響を検討するために、293T 細胞株に

pCMV-16E6 ベクター（HPV 16 型 E6 ベクター）、及びコントロールベクターを遺伝子導入した。遺

伝子導入後、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加群にてアポトーシス誘導し時間ごとに蛋白抽

出を行い、抗 Scrib 抗体を用いてウェスタンブロット法にて検討を行った。アポトーシス誘導前にお

いては、コントロールベクターを遺伝子導入した細胞株よりも pCMV-16E6 ベクターを遺伝子導入

した細胞株において hScrib の発現は低下していた。アポトーシス誘導後においては、コントロール

ベクターを遺伝子導入した細胞よりも pCMV-16E6 ベクターを遺伝子導入した細胞の方が p170 
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hScrib すなわち hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage の生成が抑えられた。（図 27） 

考察 

1．hScrib と実行カスパーゼの関係について 

組織のホメオスターシスは細胞のプログラム死のシステム、すなわちアポトーシスにより保たれて

いる。また細胞間接着の崩壊は、癌細胞や炎症細胞等の異常細胞を正常細胞から切り離す意味

において、アポトーシスが進行する過程の中で重要な段階の一つである。 

アドヘレンスジャンクションやタイトジャンクションに存在する細胞接着を形成する蛋白質の中で

E-cadherin,β-catenin,FAK,PAK2,fodrin,plakogloblin,hDlg,ZO-1,ZO-2,occludin,MAGI-1,MAGI-2

等がカスパーゼによって分解されることが報告されている(21-29)。今回我々の研究で hScrib は実

行カスパーゼであるカスパーゼ 3、カスパーゼ 6、カスパーゼ 7 によって分解されるデスサブステレ

イトであり、主にカスパーゼ 3 によって分解されることがわかった。 

またアポトーシスシグナル伝達経路の中で、TNF-α や Fas リガンド等のデスリガンドを介する経

路でも UV 照射やエトポシド等のミトコンドリアを介する経路においても hScrib は分解を受けること

がわかった。すなわち、どのアポトーシスシグナル伝達経路においても hScrib は分解されることが

示され、その分解がアポトーシスの中で必要不可欠であることが推測される。また早期の TUNEL

陽性細胞すなわちアポトーシス細胞においても hScrib の細胞膜での発現の減少が認められたの

で、hScrib の分解はアポトーシスの早期の段階で起っていると推測できる。 

hDlg はショウジョウバエで発見されている異形成性癌抑制遺伝子（neoplastic tumor 

suppressor gene; nTSG）である dlg のヒトホモログであり、カスパーゼ 3 によって分解されるデスサブ
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ストレイトであることが報告されている。今回我々はアポトーシス誘導時における hScrib と hDlg の

発現の比較を行ったが、hScrib の方がより早く発現の減少が認められた。これらの結果は hScrib

の発現がアドヘレンスジャンクションの形成に重要であり、その発現の減少がアドヘレンスジャンク

ション形成蛋白質複合体の崩壊、すなわち細胞接着の消失に必要であることが推測される。また

hScribがデスサブストレイトとして広く研究されている LaminB1と同程度分解されることから、hScrib

は数多く報告されているデスサブストレイトの中でも重要な位置を占めることが推測される。 

 

1-2 hScrib におけるカスパーゼ３の切断部位について 

カスパーゼはアミノ酸配列の中でアスパラギン酸の C 末側を切断する特徴があり、特にカスパ

ーゼ 3 では DXXD という典型的なアミノ酸配列の切断部位が報告されている。hScrib の中にも

DXXD 配列が 2 か所認められ（D1068－V－R－D1071、D1131－P－T－D1134）、 この中のアスパラギ

ン酸をアラニンに変える点突然変異体を作成したが、それぞれがカスパーゼ 3 によって分解され

たので DXXD というカスパーゼ 3 の典型的な切断部位は、hScrib においては切断部位でなかっ

た。（unpublished data）。 

 hScrib は LAP（LRRｓ and PDZ）蛋白質の中の一つであり、N 末側から 16 個の LRRs と C 末

側に 4 つの PDZ ドメインを有する(30)。また LRRs と PDZ ドメインの間に LRR に類似した 38 個の

アミノ酸に構成されているドメインがあり、それを LAPSD-a と呼ぶ。また LAP 蛋白質に特異的に存

在し LRR モチーフとも関連せず、LRRs と PDZ ドメインの間で LAPSD-a の下流にある蛋白質を

LAPSD-b と呼ぶ。われわれは始めに hScrib の内部ドメイン欠失変異体を作成しカスパーゼ 3 に
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おける hScrib の切断部位を検討したが、PDZ ドメインには切断部位は無く、LAPSD と PDZ1 の間

に切断部位が存在することがわかった。 

さらに切断部位を特定するためにアスパラギン酸をアラニンに変えるアミノ酸置換体を作成し、

カスパーゼ 3 を反応させたが 504DA‐hScrib において分解が認められなかった。すなわち hScrib

の切断部位が 504 番目のアミノ酸の C 末側であり、この部位は LAPSD-b と PDZ1 の間に位置しそ

の中のアスパラギン酸の中でも最も N 末側に存在する。hScrib の LRRs から LAPSD-b まで含む N

末側（hScrib1-724、hScrib1-518）は、上皮細胞の細胞膜に局在することが報告されている(15)。また

同じく LAPSD-a,LAPSD-b を含んでいても、hScrib の N 末側（hScrib1-495）は細胞膜に局在せず細

胞質に局在することが報告されている(16)（図 28）。このことからカスパーゼ‐3 に切断された hScrib

の N 末側(hScrib1‐504)は細胞膜に局在しないと推測することができる。また hScrib は主に PDZ ドメ

インを介して ZO-2、zyxin-related proteins、Lipoma Preferred Partner(LPP)protein、TRIP6 等の蛋

白質と相互作用することにより、上皮細胞間の細胞接着に関わる蛋白複合体を形成している(31)。

hScrib の切断部位が 504 番目のアミノ酸の C 末側であることは、hScrib の細胞膜での発現を減少

させ細胞接着に関わる蛋白複合体を崩壊させるのに効果的な切断部位であることが推測される。 

 

1-3 アポトーシスにおける hScrib の役割 

アポトーシスにおいて細胞接着の崩壊は癌細胞や炎症細胞等の異常細胞を正常細胞から切り離

す意味において、重要な過程の１つである。遺伝子導入法を用いた実験によりカスパーゼ 3 によ

って分解されない hScrib すなわち 504DA hScrib を強発現した細胞では、細胞内においては核の
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凝集や断片化などアポトーシスが進行していたが、hScrib、E-cadherin の細胞膜での発現は保た

れていた。すなわちカスパーゼ‐3 によって hScrib が分解されないと、細胞内ではアポトーシスは

進行していくが細胞が離解しないという現象が認められる。このことからアポトーシスが進行する過

程で実行カスパーゼによって hScrib が分解されることにより、E-cadherin 等アドヘレンスジャンクシ

ョンを形成する蛋白質の分解が進行し細胞接着の崩壊が促されることによって、異常細胞を正常

細胞から離解させるというシステムが考えられる（図 26）。 

 

1-4.本研究における臨床への発展 

 本研究によりアポトーシスが進行しても異常細胞が正常細胞から切り離されず、組織の癌化が進

行するような hScrib の状態は以下の 2 つの場合が考えられる。まず一つは異常細胞にカスパーゼ

3 抵抗性である hScrib の変異がある場合である。すなわち hScrib の 504 番目のアミノ酸に変異が

ある場合であり、様々な婦人科癌組織の臨床検体において hScrib の 504 番目のアミノ酸の変異が

あるか検討する必要がある。2 つ目は hScrib がカスパーゼ 3 による分解とは異なる分解を受け発

現が減少している場合である。本研究において HPV E6 ベクターを細胞に遺伝子導入後、アポト

ーシス誘導するとコントロール群と比較して、E6 ベクターを導入した細胞において p170 hScrib、す

なわち hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage の生成が抑えられた。HPV E6 蛋白質により hScrib

がユビキチン‐プロテアソーム系を介して分解されているので、アポトーシスを誘導しても hScrib の

カスパーゼ依存性 cleavage の生成が抑制される（図 29）。この検討により癌蛋白である HPV E6 に

よって抑制される hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage 自体が、アポトーシス進行過程にて重要な
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因子である可能性が考えられる（32）。すなわちカスパーゼ 3 によって hScrib が分解されアドヘレ

ンスジャンクションにおける hScrib の発現が減少する事だけではなく、それによって生成される

hScrib のカスパーゼ 3 依存性 cleavage が細胞接着関連蛋白を崩壊し、細胞離解を進行させる必

要不可欠なシグナルである仮説が考えられる（図 29）。この仮説から HPV E6 による hScrib の分

解によってアポトーシス進行時におけるカスパーゼ依存性 cleavage の生成が抑制され、細胞離解

が阻害されると考えられる（図 29）。以上より子宮頚癌では HPV E6 による hScrib の分解は細胞極

性や細胞周期調節の崩壊だけでなく、アポトーシス時の細胞離解を阻害することにおいても癌化

を引き起こしている可能性が考えられる。しかし hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage が細胞離解

させるシグナルである仮説及び HPV E6 によるアポトーシス時の細胞離解の阻害については、今

後更なる詳細な in vitro による検討と臨床検体を用いた検討が必要である。  

  また化学療法や放射線照射抵抗性の癌のメカニズムの解明は臨床において重要である。

hScrib にカスパーゼ 3 抵抗性の変異がある場合、またはカスパーゼ 3 とは異なった分解を受け発

現が減少している場合において、抗癌剤等によってアポトーシスを誘導しても癌細胞が正常細胞

から切り離すことができず治療抵抗性になる可能性が考えられる。すなわち hScrib の変異や発現

の減少は正常組織から癌組織への進行だけでなく、既に癌化している組織における化学療法や

放射線治療抵抗性に強く影響している可能性がある。例えば婦人科癌において卵巣癌は多くの

組織型において化学療法が著効する一方、卵巣明細胞癌においては抗癌剤感受性が低く予後

不良な組織型であることが多くの基礎的及び臨床的知見から明確になってきている。我々のグル

ープの研究にて卵巣明細胞癌では、その臨床検体を使用し Tissue マイクロアレイ法にて切片
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を作製し抗 hScrib 抗体を用いて免疫染色を行った所、化学療法が著効する他の組織型と比

較して優位に hScrib の発現の低下が認められた。（unpublish deta）。すなわち hScrib の発現の低

下が化学療法抵抗性につながる可能性が考えられる。以上のことより hScrib のアポトーシスへの

関与を今後更に研究することにより、組織の癌化及び化学療法や放射線耐性の癌のメカニズムの

解明につながる可能性が示された。 
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(図 1)カスパーゼの活性化 

 

p20 p10プロドメイン

p10p20プロドメイン

p10

p10

p20

p20

プロドメイン

プロドメイン

プロカスパーゼ 活性型カスパーゼ

 

 

 

カスパーゼは N 末端側からプロドメイン・大サブユニット（p20）・小サブユニット（p10）
がつながった前駆体として存在する。前駆体はアポトーシスが進行する過程で切断され、

大サブユニットと小サブユニット 2 つずつからなる四量体の活性型プロテアーゼとなる。 
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(図 2)デスレセプターを介するアポトーシス誘導シグナル 

 

active caspase‐8

 

 

 

デスリガンドがデスレセプターに結合するとデスレセプターの DD と FADD の DD が会合

し、FADD の DED に DED をもつ分子が会合する。その分子はプロドメインに DED を持つ

開始カスパーゼであるカスパーゼ 8 である。デスレセプター・FADD・カスパーゼ 8 からな

る DISC(death-inducing signaling complex)と呼ばれる複合体が形成され、DISC の中で近接し

たプロカスパーゼ 8 が切断されることによって活性化する。 
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（図 3）アポトーシスシグナル伝達経路 
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アポトーシスシグナル伝達経路には大きく分けてデスレセプターを介する経路とミトコン

ドリアを介する経路が 2つある。それらの経路は最終的に実行カスパーゼを活性化させ、

デスサブステレイトを分解することによりアポトーシスに至る。 
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（図 4）癌抑制遺伝子の分類 

 
 

ショウジョウバエにおける研究にて癌抑制遺伝子は、その変異体の特徴から２種類に分類 
されている。ひとつは、細胞密度が単に上昇することに伴い組織が異常に増大する過形成性 
癌抑制遺伝子である。もうひとつは細胞の極性保持が崩壊した組織が異常に増大する異形成 
性癌抑制遺伝子である。前者として PTEN, Tsc1/2, salvador, warts, hippo, fat などが同定されてお

り後者として lethal giant larvae (lgl), discs large (dlg), scribble (scrib) が同定されている。 
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（図 5）異形成性癌抑制遺伝子（neoplastic tumor suppressor gene; nTSG） 

Three nTSG of Drosophila

4PDZs16 LRRs

dlg (discs large)

3PDZs SH3 GUK

scrib (scribble)

WD40s

lgl (lethal giant larvae)

Three nTSGs are found in Drosophila melanogaster.

 

 
 

Lgl は数個の WD40 ドメインと aPKC (atypical Protein Kinase C)により修飾されるリン酸化ドメインを

持っている。Dlg は MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase)ファミリー蛋白のひとつで，

3 個の PDZ ドメイン，SH3 ドメイン，GUK ドメインからなっている。Scrib は LAP4 蛋白であり，16
個の LRRs と４個の PDZ ドメインからなっている。 
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（図 6）hScrib と HPV E6 の関係について 

 
hScrib は子宮頚癌の原因ウィルスであるハイリスク HPV（16 型、18 型）E6 癌蛋白の標的蛋白質で

あり、ユビキチン‐プロテアソーム系を介して分解されていることが報告されている 
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（図 7） 抗 Fas 抗体、サイクロヘキシミド刺激による hScrib の発現の変化 
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Hela 細胞に対して抗 Fas 抗体、サイクロヘキシミド（デスレセプターを介するアポトーシ

スシグナルを増強させる試薬）、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加群にわけて、それぞ

れアポトーシス誘導を行いウェスタンブロット解析を行った。抗 Fas 抗体添加群では時間

が経過するに従って hScrib の発現は低下し、170kDa 付近に新たなバンドが確認された。サ

イクロヘキシミド添加群でも同様の経過が認められ、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加

群では、その傾向はより顕著に認められた。 
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（図 8） エピトープの異なった抗 hScrib 抗体によるウェスタンブロット解析 
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C20aa にエピトープを持つ抗 hScrib 抗体、PDZ1-4 ドメインにエピトープを持つ抗 hScrib 抗

体とエピトープの異なる抗 hScrib 抗体にてウェスタンブロット解析し比較検討を行った。

両方の抗体ともアポトーシス誘導行うと 170kDa 付近に cleavage が認められたので、p170 
hScrib は PDZ ドメインを含む C 末側であることがわかる。 
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（図 9）TNFα、サイクロヘキシミド刺激による hScrib の発現の変化 

0hr 4hr 8hr 24hr 0hr 4hr 8hr 24hr

TNF TNF/CHX
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Hela 細胞に対して TNFα、TNFα/サイクロヘキシミド添加群にわけて、それぞれアポトーシ

ス誘導を行いウェスタンブロット解析を行った。TNFα添加群では hScrib の発現の減少は

ほとんど認められなかったが、TNFα/サイクロヘキシミド添加群では時間が経過するに従

って hScrib の発現は低下し、170kDa 付近に新たなバンドが確認された。 
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（図 10） アポトーシス時におけるデスサブステレイト laminB1 と hScrib との発現の変化の比較 

Scrib
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Procaspase-3

TNF/CHX 0hr      4hr      8hr      24hr

250kDa－

170kDa⇒

 

 

 

デスサブストレイトとして広く報告されている laminB1 と hScrib とのアポトーシス誘導時の発現の比

較を行った。hScirb と laminB1 は、同程度のアポトーシス刺激で同程度分解を受けることがわかっ

た。 
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（図 11） 蛍光免疫染色法による、アポトーシス誘導時における hScrib の局在の変化の検討 

UV(－) UV（＋）

Scrib

Hoechst

 

アポトーシス誘導時の hScrib の細胞内における発現の変化を調べるために、HaCaT 細胞に

UV 照射にてアポトーシス誘導し、抗 hScrib 抗体にて蛍光免疫染色、アポトーシスの判定

はヘキスト染色を行った。UV 非照射群では hScrib は細胞膜に発現が認められるが、UV を

照射するとアポトーシス細胞（ヘキスト染色にて核の凝集化、断片化が認められる細胞）

では hScrib の細胞膜での発現が減少し、細胞質に瀰漫性に認められた。 

 

・矢印→核の凝集化 

・三角印→核の断片化 
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（図 12）TUNEL 法によるアポトーシス誘導時における hScrib の発現の変化の検討 

Scrib

TUNEL

merge

UV 0hr UV 2hr UV4hr UV6hr UV8hr

 

 

 

HaCaT 細胞に UV にてアポトーシス誘導行い、時間ごとに細胞固定し抗 hScrib 抗体にて蛍

光免疫染色、アポトーシスの判定として TUNEL 法にてアポトーシス解析を行った。UV 照射し

て時間が経過すると TUNEL 陽性細胞が増加し、TUNEL 陽性細胞では hScrib の細胞膜におけ

る発現の減少が認められた。また矢印に示されているように、UV 照射後 4 時間後という比較的早

期のアポトーシス細胞においても hScrib の細胞膜における発現の減少が認められた。 

 

 



41 
 
 

（図 13）ウェスタンブロット解析によるアポトーシス時の hScrib と hDlg との発現の変化の比較 
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HaCaT細胞にUV照射、エトポシドにてアポトーシス誘導を行い時間ごとに蛋白抽出し、抗hScrib,
抗 hDlg 抗体にてウェスタンブロット解析を行った。UV 照射した群においてもエトポシド添加した群

でも hDlg より hScrib において早期での発現の減少が認められた。 
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（図 14）蛍光免疫染色法によるアポトーシス時の hDlg と hScrib の発現の変化の比較 
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CaCo-2 細胞に UV 照射にて、アポトーシス誘導を行い時間ごとに固定し、抗 hScrib 抗体、抗 hDlg
抗体にて蛍光免疫染色を行った。蛍光免疫染色においても、hDlg より hScrib において細胞膜に

おける早期での発現の減少が認められた。 
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（図 15） in vitro 法における hScrib とカスパーゼとの反応 
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In vitro translation 法にて［35S］メチオニンでラベリングした hScrib を発現し、カスパーゼ

3、カスパーゼ 6、カスパーゼ７、カスパーゼ 8 と反応させ autoradiography 法により解析を行

った。hScrib は実行カスパーゼであるカスパーゼ 3、カスパーゼ 6、カスパーゼ 7 によって分解を受

けた。 
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（図 16）in vitro 法における hScrib とカスパーゼ３及びカスパーゼ 3 阻害剤との反応 
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In vitro translation 法にて［35S］メチオニンでラベリングした hScrib を発現し、カスパーゼ

3、カスパーゼ 3+カスパーゼ 3 阻害剤と反応させ、autoradiography 法により解析を行った。カ

スパーゼ 3 阻害剤を同時に添加した反応物では、カスパーゼ 3 による分解が抑えられた。 
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（図 17）細胞内における実行カスパーゼによる hScrib の分解 
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HaCaT 細胞に UV 照射した群、カスパーゼ 3 阻害剤を添加した細胞に UV 照射した群、カスパー

ゼ 6 阻害剤を添加した細胞に UV 照射した群に分け時間ごとに蛋白抽出し、抗 hScrib 抗体にて

ウェスタンブロット解析を行った。UV 照射した群では hScrib は時間ごとに発現の減少が認められ

るが、カスパーゼ阻害剤を加えた群では発現の減少は認められなかった。特にカスパーゼ 3 阻害

剤を加えた群では、カスパーゼ 6 阻害剤を加えた群と比較してより hScrib の分解の阻害が認めら

れた。 
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（図 18） 内部ドメイン欠失変異体によるカスパーゼ 3 の hScrib における切断部位の推定 
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hScrib の内部ドメイン欠失変異体である LRR-PDZ3、LRR-PDZ2、LRR-PDZ1、LRR-LAPSD、LRR
を作成し、pcDNA3 にサブクローニングした。それらのサンプルを In vitro translation 法により RI
でラベリングした内部ドメイン欠失変異体を発現し、カスパーゼ 3 と反応させた。LRR-PDZ3、

LRR-PDZ2、LRR-PDZ1 はカスパーゼ-３によって分解されたが、LRR-LAPSD、LRR はカスパーゼ

3 によって分解されなかった。 
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（図 19）アミノ酸置換体によるカスパーゼ 3 の hScrib における切断部位の特定 
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LAPSD から PDZ１の間にあるアスパラギン酸をアラニンに変える点突然変異体を N 末側にあるア

スパラギン酸から最初に 2 個作成し、pcDNA3 にサブクローニングした（pcDNA3-504DA Scrib 及

び pcDNA3-526DA Scrib）。上記のようなサンプルを In vitro translation 法により[35S]メチオニン

にてラベリングした点突然変異体を発現させカスパーゼ 3 と反応させたところ、504DA hScrib にお

いてカスパーゼ 3 に分解を受けなかった 
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（図 20）遺伝子導入法によるアポトーシス誘導時の WT Scrib の機能解析（強拡大） 
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（図 21）遺伝子導入法によるアポトーシス誘導時の WT Scrib の機能解析（弱拡大） 

WT                  E-cadherin               merge        Hoechst

UV-

UV 8hr

UV24hr

 

 

 

MDCK 細胞に pEGFP-WT hScrib を遺伝子導入し、その 48 時間後 UV 照射にてアポトーシス誘

導した。時間ごとに固定し細胞接着の判定として抗 E-cadherin 抗体にて蛍光免疫染色、アポトー

シスの判定としてヘキスト染色を行った。pEGFP-WT hScrib が遺伝子導入されている MDCK 細胞

では UV 照射前は細胞膜に GFP-WT hScrib の発現が認められたが、UV 照射後は細胞膜におけ

る発現の減少が認められる。それに伴い細胞膜に発現している E-cadherin も UV 照射後は発現の

減少が認められ、ヘキスト染色にて核の凝集や断片化等のアポトーシス像が認められた。 
 

 

 

（図 22） 遺伝子導入法によるアポトーシス誘導時の 504DA Scrib の機能解析（強拡大） 
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（図 23） 遺伝子導入法によるアポトーシス誘導時の 504DA Scrib の機能解析（弱拡大） 
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D504A                E-cadherin           merge         Hoechst

UV-
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UV24hr

 

 

カスパーゼ 3 によって分解されない hScrib すなわち pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入した

MDCK 細胞では、UV 照射前は細胞膜に GFP-504DA hScrib の発現が認められるが、UV 照射後

も細胞膜での発現が保たれている。それに伴い GFP-504DA hScrib が遺伝子導入された MDCK
細胞においては、UV 照射後も E-cadherin の細胞膜での発現が保たれている（すなわち細胞接着

が保たれている）が、ヘキスト染色にて典型的なアポトーシス像が認められる。 
 

 

 

 

 

（図 24）遺伝子導入法、ウェスタンブロット法によるアポトーシス誘導時の 
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     WT hScrib 及び 504DA hScrib の発現の変化 

GFP-WT Scrib GFP-504DA Scrib

UV      0hr        4hr        8hr         24hr         UV    0hr      4hr      8hr       24hr   

250kDa⇒
250kDa⇒

 

 

MDCK 細胞に pEGFP-WT hScrib、pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入し、その 48 時間後 UV
照射にてアポトーシス誘導した。時間ごとに蛋白抽出し、抗 GFP 抗体にてウェスタンブロット解析

を行った。pEGFP-WT hScrib を遺伝子導入した群では GFP-WT hScrib の発現の減少が認められ

たが、pEGFP-504DA hScrib を遺伝子導入した群では GFP-504DA hScrib の発現は認められなか

った。 

 

 

 

 

（図 25） 遺伝子導入法によるアポトーシス時における hScrib の機能解析 
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MDCK 細胞に pEGFP ベクター（コントロールベクター）、pEGFP-WT hScrib、pEGFP-504DA 
hScrib を遺伝子導入し UV 照射にてアポトーシス誘導後、細胞固定し遺伝子導入された MDCK
細胞それぞれ 300 個について、細胞接着の消失が起きている細胞の割合（E-cadeherin の発現が

減少している細胞の割合）、アポトーシス細胞の割合を検討した。コントロールベクタ‐,pEGFP-WT 
hScrib が遺伝子導入された細胞では、UV 照射するとアポトーシス細胞の割合と細胞接着の消失

が起きている細胞の割合が増加するが、pEGFP-504DA hScrib が遺伝子導入された細胞では、

UV 照射するとアポトーシス細胞の割合は増加するが（80％強）、細胞接着の消失が起きている細

胞の割合の増加は抑えられる（10％弱）。 

 

 

（図 26）アポトーシス時における hScrib の役割
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Apoptosis induction

WTScrib

504DAscrib

Cleavage of scrib

Resistant to cleavage of scrib

Intact expression of E-cadherin

Loss  of E-cadherin expression

Cell detachment

Resistant to cell detachment

アポトーシス進行する過程において実行カスパーゼが hScrib を分解すると、アドヘレンスジャンク

ションの崩壊が進行し細胞が離解する。 
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（図 27）HPV-E6 によるアポトーシス誘導時の hScrib への影響 

 
HPV-E6 によるアポトーシス誘導時の hScrib への影響を検討するために、293T 細胞株に

pCMV-16E6 ベクター（HPV 16 型 E6 ベクター）、及びコントロールベクターを遺伝子導入した。遺

伝子導入後、抗 Fas 抗体/サイクロヘキシミド添加群にてアポトーシス誘導し時間ごとに蛋白抽

出を行い、抗 Scrib 抗体を用いてウェスタンブロット法にて検討を行った。アポトーシス誘導前にお

いては、コントロールベクターを遺伝子導入した細胞株よりも pCMV-16E6 ベクターを遺伝子導入

した細胞株において hScrib の発現は低下していた。アポトーシス誘導後においては、コントロール

ベクターを遺伝子導入した細胞よりも pCMV-16E6 ベクターを遺伝子導入した細胞の方が p170 
hScrib すなわち hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage の生成が抑えられた。 
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（図 28） LAPSD-a,b を含む hScrib の N 末側における局在 
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hScrib の LRRs～LAPSD-b まで含む N 末側（hScriｂ1-724、hScrib1-518）は、上皮細胞の細胞膜に局

在することが報告されている。また同じく LAPSD-a,LAPSD-b を含んでいても hScrib の N 末側（ｈ

Scrib1-495）は細胞膜に局在せず、細胞質に局在することが報告されている。 
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(図 29) hScrib がカスパーゼ-3 による分解とは、異なる分解を既に受け発現が減少している場合 

hScribCaspase‐3

E6 etc

Caspase‐dependent
cleavage

cell  detachment

hScribCaspase‐3

Caspase‐dependent
cleavage

cell  detachment

(a)正常細胞の場合

(b)hScribがHPV E6等によりカスパーゼ3とは異なる分解を既に受けている細胞の場合

 

 

アポトーシスが進行する過程において、カスパーゼ3によってhScribが分解されることにより生成さ

れるカスパーゼ依存性 cleavage がシグナルとして働き、E-cadherin 等アドヘレンスジャンクションを

形成する蛋白質の分解が進行し細胞接着の崩壊が促されることによって、異常細胞を正常細胞

から離解させるという仮説が考えられる。HPV E6 蛋白質や他の原因により hScrib がカスパーゼ 3
とは異なる分解を受けている場合、アポトーシスを誘導しても hScrib のカスパーゼ依存性 cleavage
の生成が抑制され細胞離解させるシグナルが作動しないことが推測される。 
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