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【はじめに】 
 アポトーシスは核の凝集、断片化と、細胞の泡沫化を特徴とする死の様式であり、その異常は、

癌、神経変性疾患、自己免疫疾患等につながる重要な現象である。アポトーシスでは細胞への刺

激によって生じるシグナルが、細胞内を伝達し一連の分子群を介して、Caspase と総称されるシス

テインプロテアーゼの活性化を伴い細胞死を引き起こす。このカスケードには様々なアポトーシ

ス抑制分子が存在しており、細胞死の誘導にバランスをとっている。Fas や TNF による Death 
Receptorを介したアポトーシスにおいては FLIPがアポトーシス抑制分子として働いていることが

知られている。 
 FLIP は約 55kDa の蛋白質であり、Caspase8 と高いホモロジーを有する。しかし、Caspase の活

性中心に対応するシステイン残基がないために、Fas シグナリングにおいて、Caspase8 と競合し、

Caspase 活性化を阻害することでアポトーシスを抑制する。しかし FLIP のノックアウトマウスは

Caspase8 や FADD のノックアウトマウスと同様、胎生致死であり、その原因がいずれも心筋の発

育不全であること、また一方、Fas のノックアウトでは発生に支障はないこと等のこれまでの報告

から、FLIP には Fas シグナリング阻害以外の機能があると推測される。(Fig.1A,B) 
 また、βカテニンはあらゆる細胞に遍く発現する約 92KDa の蛋白質である。カドヘリンの裏打

ち分子として細胞接着において重要な役割をしている。それ

ターとして発生における器官形成や細胞の癌化に重要な

役割をすることが知られている。細胞質に存在するβカテ

ニンは通常すみやかにユビキ

チン−プロテアソーム系で分解

されているが、Wnt シグナルが

入ることでその分解が抑制さ

れ、下流の転写活性化がおこる。

このβカテニン分解系の異常

と同時に Wnt シグナルのメディエー

A 

Fig.1A: FLIP 分子の模式図。B: アポトーシスカスケードにおけるFLIPの機能
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は細胞の癌化にとって、重要なステップであると考えられている。 
 本研究において、FLIP-L がβカテニンの蓄積を引き起こし、さらに Wnt シグナリングの増強を

実験・結果】 
ninの蓄積とそのメカニズム

引き起こすことを、in vitro と in vivo 両方において明らかにし、その分子機構について C 末端領

域に着目し解析を行った。 
 
【

FLIPによるβ-cate  
ast 内で FLIP が S100A10 と結合すること、293T

細 P

常

に

FLIP-L
が

これまでの研究から、当研究室において、Ye
胞において FLIP の共発現により S100A10 が蓄積することが明らかとなっていた。そこで、FLI

の一過性発現が同様にβカテニンの蓄積をするのではないかと予測し、解析をおこなった。 
293T 細胞に全長型 FLIP (FLIP-L) とβカテニンを共発現させると、βカテニンの蓄積が、非

顕著に見られた。次に、FLIP の各種欠損変異体および splicing variant である FLIP-S を用いて調

べた結果、FLIP の N 末端 DED ドメインにβカテニン蛋白質蓄積の活性があることが確かめられ

たが、特に FLIP-L に、強い活性が見られた。(Fig.2A) さらに、内在性のβカテニンに対しても

FLIP が蓄積する作用を示すかどうかを調べた結果、内在性のβカテニンに対しては FLIP-L のみ

がβカテニンを蓄積する活性を示し、その他の欠損変異体では見られなかった。(Fig.2B) 
この結果から、FLIP はその DED ドメインでβカテニンの蓄積をひきおこし、その活性は

最も強いことが明ら

かになった。そこで次に、

この FLIP によるβカテ

ニンの蓄積のメカニズ

ムを解析した結果、ユビ

キチン化の阻害による

ものであることが明ら

かとなった。(Fig.2C) 
FLIP-Lによるβcateninの局在変化とTcf転写活性化 
 Wnt シグナリングやβカテニ

A βcatenin/FLIP共発現 B FLIPの単独発現

ン分解系の異常があると、通常速やかに分解されている細胞質β

部が核移行し、核内で転写因子 Tcf/Lef と

FLIP-S や genous

れ作製した。

カテニンは蓄積する。蓄積したβカテニンは、その一

complex を形成し転写活性化を引き起こす。そこで、FLIP-L により蓄積したβカテニンが核移行

しているかについて、免疫染色により検討した。その結果 FLIP-L の一過性発現によってβカテニ

ンが増加し、一部が核に移行している様子がみられた。

(Fig.3) 次にその下流の Tcf 転写活性化が誘導されてい

るかどうかについてレポーターアッセイにより検討した。

その結果、FLIP-L の遺伝子導入により顕著な Tcf 転写活

性化が観察された。が、その他の FLIP variants では転写

活性化は観察されなかった。(Fig.4A) また、exogenous
なβカテニンと FLIP とを共発現した場合はβカテニン

の単独発現に比べ Tcf 転写活性が更に増強した。しかし、

は、転写活性のさらなる増強は見られなかった。(Fig.4B) 
に遺伝子導入したβカテニンの蓄積が見られるにもかかわらず (Fig.2A)、Tcf 転写活性の増強がみ

られない (Fig.4B) ことから、FLIP-L による Tcf 転写活性化は、βカテニン蛋白を細胞質に蓄積す

るだけではなく、何らかの転写活性化を増強する機能も重要であると考えられる。 
 この FLIP-L によって生じるβcatenin/Tcf 転写活性化をより生理的に近い条件で見るために、

FLIP-L およびそのスプライシングバリアントである FLIP-S の恒常性発現株をそれぞ

C 末欠損変異体および FLIP-S において

他の欠損変異体では exo
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Fig.3: FLIP-L によるβカテニンの局在変化 



これらの細胞は一過性に過剰発現した FLIP と比べ、約 1/50 の FLIP を恒常的に発現した。この恒

常性発現株は FLIP-L, S ともに Fas 刺激によるアポトーシスに強い抵抗性を示し、FLIP が Fas シグ

ナルを阻害することが確認された。これらの細胞を Wnt3a で刺激すると、FLIP-L を高発現する細

 

胞でのみ、Tcf 転写活性の増強がみられた。(Fig.4C) 

内在性FLIPの機能

 内在性の FLIP にも Wnt シグナルを制御する機能があるか

どうかを
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Fig.4A: FLIP-L による Tcf 転写活性化。          B: FLIP とβカテニン共発現での Tcf 転写活性化。         C: 各 FLIP 恒常性発現株の Wnt3a 応答性（Tcf 転写活性） 

明らかにするために、FLIP-L を高発現し、Wnt シグ

リ

FLIP を比較的高発現し Wnt3a 感受性であ

ナ ング感受性の細胞を各種癌細胞から探索した。その結果、

肺腺癌細胞 A549 が

ることを見出した。そこで、内在性 FLIP の蛋白量を short 
hairpin RNA (shRNA) を用いて低下させ、Wnt3a に対する感受

性を調べた。その結果、FLIP をノックダウンした細胞では

Wnt3a による Tcf 転写活性が減弱した。これらの結果から、

A549 細胞では、内在性 FLIP が Wnt シグナリングを増強して

いることが示唆された。(Fig.5) 
in vivoでのFLIP-Lの機能 
 Wnt シグナルは発生過程において体軸の形成にも重要な機能

り、カエルの卵割期において将来腹側になる領域に Wnt シグナ

ると二次体軸が形成されることが

Fig. 5: 内在性FLIPをノックダウンした際のWnt3a応答性 

を果たしていることが知られてお

ルのメディエーターを微少注入す

知られている。そこで、FLIPによ ivo
るために、FLIP の mRNA を Xenopus Embryo ４細胞期の腹側赤道面に

性の上昇

るWntシグナルの増強が in v
の系でも見られるか検討す

微少注入した。その結果、頻度は低く、不完全ではあるが二次体軸の形成が見られた。さらに、

FLIP の mRNA をごく少量のβカテニンとともに微少注

入すると、βカテニン単独に比べ、二次体軸の形成頻度

が上昇した。また、FLIP-S やその他の欠損変異体では二

次体軸の形成は全く見られなかった。(Fig.6) 
 この二次体軸の形成がWntシグナルの増強によるもの

かを調べるために、Xenopus 胚の動物極 (animal cap) を
用いて Tcf 転写活性化をルシフェラーゼアッセイで検討

した。その結果、FLIP-L の用量依存的に転写活

が見られた。これらの結果から、FLIP-L による Wnt シグ

ナリングの増強は in vivo の系においても確認された。 
FLIP-LによるWntシグナル増強の分子機構解析 
 FLIP が Wnt シグナリングを増強するという新しい機能

るために、FLIP のどのドメインが Wnt シグナリング活性

 C末端側を42アミノ酸短くした変異FLIP (Δ438) にはTcf 転写活性化能がないことから、

XenopusFig.6: FLIP-L injectionによる二次体軸の誘導（  Embryo）

について、分子メカニズムを明らかにす

化に重要なのかについて検討した。 
C末端

与することが推測された。C末のアミノ酸配列を近傍の領域がFLIP-LによるWntシグナル増強に関



解析した結果、核移行シグナル (NLS) に類似した配列があることを見出した。(Fig.7A) そこで、

これまで細胞質蛋白質と考えられてきたFLIPが核にもある可能性を考え、FLIPを高発現する癌細

チン化を阻害することにより Wnt シグナルを増強することを、in vitro, in vivo におい

明らかにした。また、これまで細胞質蛋白として考えられてきた FLIP-L が核にも局在している

にし、FLIP-L の C 末端領域に NLS に類似した配列があり、その配列が Tcf 転写活性

り、このような FLIP を

Fig.7A: FLIP-L C 末端領域のアミノ酸配列。B: 内在性 FLIP の細胞内局在。C: NLS 類似配列変異体の細胞内局在。

D: NES-FLIP-L の模式図。E: NES-FLIP-L の Tcf 転写活性化能。F: NES-FLIP による外来性βカテニンの蓄積。

胞を細胞質、核に分画した。その結果、FLIP-Lは細胞質、核の両方に存在するのに対し, FLIP-Sは
細胞質画分に存在した。(Fig.7B) 次に、FLIP-LのC末端近傍に存在するNLS類似配列の変異体を

作製し、細胞内での局在を調べた。その結果、これらの変異型FLIP-Lはいずれも核への局在がほ

とんど見られなくなった。(Fig.7C) そしてこれらの変異型FLIP-LではTcf 転写活性化能がなくな

ったことから、FLIP-Lの核局在がWntシグナルの増強に関与する可能性が示唆された。そこで、

FLIP-LのN末端側に核外排出シグナル (NES) を付加したNES-FLIP-L (Fig.7D) を作製し、まず細胞

内での局在を調べた。その結果、

NES-FLIP-Lは主に細胞質に局

在することが確認された。次に

NES-FLIP-LのTcf 転写活性化

能について調べた結果、この

NES-FLIP-Lは、exogenousなβ

カテニン蛋白質を蓄積する活

性は野生型のFLIP-Lと全く同

等に観察されたにもかかわら

ず、Tcf 転写活性化能は明らか

に減弱していた。(Fig.7E,F) こ

の結果から、FLIP-Lの局在制御

（核局在）がFLIP-LによるTcf
転写活性化という機能にとっ

て重要であることが強く示唆

された。 
 
【まとめ】 
 本研究において私は、FLIP-L が従来のアポトーシス制御分子、としての働きのほかに、βカテ

ニンのユビキ

て

ことを明らか

の誘導に必要であること、さらには FLIP-L の核局在が Tcf 転写活性化に重要であることを見出し

た。 
 FLIP はメラノーマなどの多くの癌で過剰発現してい

ることが報告されている。これは、生体内で発生した癌

細胞が宿主の免疫系から逃れて生き延びていく上で有

利であ 高発現した細胞が選択的

に生き残ってくるためであろうと考えてきた。しかし、

FLIP は Wnt シグナルを増強することにより、従来考え

てきたより積極的に細胞癌化に関与する可能性が考え

られる。今後、現在進行中である FLIP-L の C 末端領域

結合蛋白の解析、及び、FLIP-L の C 末に変異を持つマ

ウスの解析を進め、さらに詳細に FLIP-L の未知機能を

解明していく予定である。 
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