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緒言

タンパク質の もつ機能 は構造 と密接に関わっており,タン

パク質 はそれぞれに特異的な立体構造 を形成 してはじめて機能

することができる.それではそれぞれの タンパ ク質に固有な立

体構造 はどのように決定 され,また保存 されてきたのであろう

か ?

熱 ショックタンパ ク質hsc70のATPアーゼ ドメインの立体

構造は,アミノ酸配列上相同性のないヘキソキナーゼあるいは

Gアクチンの立体構造にきわめて酷似 している(1,2).また酸

素結合能 とい う点 で類似の機能 を有するグロビン族の タンパク

質 (ヘモグロビンα鎖,ヘモグロビンβ鎖, ミオグロビン及び

レグヘモグロビン)は,ヘムを支 えるア ミノ酸以外のほとんど

のアミノ酸が保存 されていないにも関わ らず,その立体構造は

普遍に保 たれている(3).このようにア ミノ酸配列に相同性が

認められないようなタンパ ク質でも立体構造が非常に良 く似 て

いる場合がある.この事象 を説明 しうる仮説 として次のような

ものが考えられる.1)同 じ祖先型の遺伝子か ら進化 してきた,

2)全 く異 なる祖先型の遺伝子 から進化 してきたが,立体構造

の安定性 を決める要因による制約 か ら同 じ構造に収赦 した.後

者の可能性 はFinkeFsteinらの提唱 した"タンパ ク質の安定な

立体構造は有限である" とい う説に基づいている(4).最近で

はこの考 えか ら"inversefording"っまり"ある特定のアミ

ノ酸配列が とる立体構造 を考 える"の とは逆に"ある典型的な

立体構造 をとりうるようなアミノ酸配列 はなにかを考 える"こ

とに意味が求 め られている(5,町 さらにグロビン族の場合の

ように構造が機能 との何 らかの相関の もと保存 されることもあ

り得る･つまり3)ある特定の機能発現に都合の良い立体構造

が保存 されたとい う可能性 である.このような機能発現に直接

関係 している立体構造の例 として,効率のよい機能発現に不可

欠である立体構造 を維持するために必要 であると考 えられてい

る構造モジュール (モジュール とは球状 ドメイン内部において
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コンパク トな構造を形成 しているセグメン トをいう(7))ある

いは機能発現に重要な特有の立体構造の維持に必要な共通配列

であるEFハン ド,ヘ リックス ･ターン ･ヘ リックス,Znフィ

ンガー(8)などの"構造モチーフ"などを考えても良いだろう.

機能と深 く結びついた立体構造 というものが現実に存在 してい

ると仮定することにより,類似の立体構造を有するタンパク質

問でその機能が共有 されていると考 えることも可能である.例

えば,hsp70の基質結合部位の立体構造は,主要組織適合抗原

複合体 クラス1(MHCclassI)のペプチ ド結合部位の立体構造

に似た構造であることが報告されている(9,10).上記の仮説

をもとに考えると,未だ明 らかとなっていないhsp70の基質認

識機構がMHCクラスlの特異的ペプチ ド結合機構になぞらえて

考えることが可能であることを示 している.

このような機能発現に直接関連 した立体構造の発見及び解

明は,タンパク質工学的研究の最終的なゴールとされているタ

ンパク質のdenovo合成に対 し多 くの知見 をもたらすこととな

るであろう,これまでにもコイル ドコイル(ll),ヘ リカルバン

ドル(12), βシー ト(13)あるいはTIMバ レル(14)といった立体

構造をもつタンパク質がdenovoで創製されてはいる.確かに,

インテグリン受容体への結合能を有するコイル ドコイル(15)あ

るいはジチオスレイ トール結合能 を有するβシー ト(16)などの

例はあるが,自由に目的の機能 を付与 させたタンパク質を合成

することができるまでにはいたっていないのが現状である.そ

のため現時点では,タンパク質工学的手法を用い機能発現に対

して何 らかの役割 を担っている立体構造の維持に重要な残基 を

同定するとともに,立体構造の変化がどのような機能上の変化

を誘導するかあるいは立体構造の変化によりそのタンパク質の

挙動がどのように変化 しまたその リガン ドあるいは他のタンパ

ク質による認識そして相互作用にどのような変化 を誘導するか

を詳細に解析 し,機能発現 と立体構造との密接な関係 を明 らか

にする必要がある.

この観点から本研究では,8本の逆平行 βシー トからなるβ
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バ レル構造 (樽状構造) を有 し, またβバ レル内に疎水性小分

子 を結合 しうるとされているリボカ リンファミリーに属するタ

ンパク質であるβ-ラク トグロブリン (β-LG)に着 目 した.

リボカ リンファミリ-に属するタンパ ク質はI'nv/-voにおいて

は輸送 タンパ ク質 として機能 しているもの と考 えられている.

これまでに結晶化 された リボカリンファミリーのタンパ ク質 と

しては. β-LG(17,18).血清 レチノール結合 タンパ ク質 (

RBP)(19,2町 インセクチシアニン(21), ビリン結合 タン

パク質(22).majorurinaryprotein(23), α-2U-グロブリン

(23).odorantbindingprotein(24)などが知 られてお り.い

ずれのタンパ ク質 もその特徴的な立体構造であるβバ レル構造

を有することが明かとなっている.ア ミノ酸配列の相同性 か ら

は. α111aCidglycoprotein(25),androgendependent

secretoryprotejn(26),アポ リポタンパ ク質D(27).

aphrodisin(28),humanplacentalprotein14(29), α1-ミク

ログロブリン(30)､pyrazine-bindingprotein(166)などのタ

ンパク質が リボカ リンファミリーに属 していると考 えられてい

る (Fig.1).朝告 されたほとんどの タンパ ク質で リガン ドと

してレチノール.フェロモン.ホルモン, コレステロ-ルなど

の疎水性小分子が同定 されている.唯一 プロスタグランジンD

合成酵素 は,酵素活性 を有するリボカリンとして知 られている

(31).

リボカリンファミリーのアミノ酸配列の比較の結果 (Fig.1).

ほとんどのメンバーにおいて保存 されている残基の存在が指摘

されている(32). β-LGのアミノ酸配列 をもとに残基番号 を記

載すると,N末近傍に存在する'7Gly-'8xaa-19T.p,C末近傍に

存在すが 7Thr198Asp-99Tyr,124Arg, さらに66Cysと160cysとの

閣のS-S結合 などが比較的良 く保存 されている.保存 された配

列17G-y-18Xaa-19Trp及び97Thr-98Asp-99Tyrはともにβバ レルの

底に位置 していると考 えられてお り(18),19Trpに相当するレ

チノール結合 タンパ ク質中のTrp残基 は疎水性 クラスターを形

成 していると考 えられている(19).
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また遺伝子構造も非常に似た構造を有 していることが知 ら

れており(31),これら保存 された残基は,エキソンとイン トロ

ンの境界に近い,同じような位置にコー ドされていることが判

明 している(33).

本研究においては,タンパク質の構造及び機能の維持に対

して,ある特定の残基が果たす役割 を明 らかにするため,部位

特異的変異導入法により変異型β-LGを作製 した (第一章).

部位特異的変異を導入する残基 として,本研究ではこれら保存

された残基の中からβ-LGの'9Trpを選択 した.この残基が,

特徴的な機能及び構造を有するリボカリンファミリー内で唯一

完全に保存された残基であるとともに (Fig.1),リボカリン

ファミリーと似た立体構造を有 し,やはり疎水性小分子 を結合

するceHularretinoid/fattyacidbindingproteinファミリ-に

おいても保存 されていることから(19),その構造及び機能の維

持に対 して重要な残基であると考えられた.さらに,この残基

がレチノールの結合に対 して重要であるとする説と全 く関与 し

ていないとする説の相反する二つの説が提出されており,この

残基の機能維持における意義 を, リボカリンファミリーではこ

れまで報告のない部位特異的変異導入法による新たな視点から

明 らかにすることを目的とした.

実際にその変異型β-LGの構造及び機能が,変異の導入に

伴いどのように変化 したか.特に構造上の微妙な変化がどのよ

うな機能上の変化 を引き起こすかについて詳細に解析 した (第

二章及び第三章).さらに変異型 β-LGの構造解析の手段 とし

て15種類の抗 β-LGモノクローナル抗体 を用いることにより,

微細な構造変化 を検出することが可能 となり,変異導入に伴 う

構造変化の程度あるいは構造変化 を起こ した領域に関 して詳細

な情報を得ることに成功 した.これをもとにリボカリンファミ

リーの特徴であるその構造及び機能の維持に重要な残基の同定

及び構造と機能との密接な相関関係 を明 らかにすることを試み

た.

さらに変異型β-LGで積出されたタンパク質としての属性
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の変化が./'nvivoにおけるβ-LGの機能にどのような影響を与

えうるかを解析することの一貫 として,変異型 β-LGの酵母に

おける分泌発現に焦点 をあて研究 を行った (第四章).興味深

いことに,ある変異型β-LGではその酵母における分泌量が野

生型β-LGに比べ大幅に増大 していることが兄いだされた.I

残基置換の導入に伴 う微妙なタンパク質 としての属性の変化に

伴い.inv/'voにおけるそのタンパク質の挙動あるいは他のタ

ンパク質との相互作用に変化が生 じたことが示唆 された.タン

パク質としてのどのような属性の変化が,酵母細胞内における

どのような挙動の変化 を誘導 し,あるいは他のタンパク質によ

るどのようなE,x'V誠の変化が生 じ酵母における分泌量が変化 した

のか詳細に解析することを試みた.



第-章 部位特異的変異導入法による変異型β-LGの作製

序

部位特異的変異 を導入する残基 として,本研究ではリボカ

リンファミリーで唯一完全に保存 された残基であるβ-LGの

'9Trpを選択 した.この残基の レチノールとの結合に対する機

能に関 しては,X線結晶解析像 をもとに した構造解析あるいは

分光学的解析から様々に頬推 されてはいるが未だ結論はでてい

ない.またリボカリンファミリーと同じ様な立体構造 を有する

ce=ularretinoid/fattyacidbindingproteinファミリーにおい

ても,この残基に相当するTrp残基が保存 されており,'9Trpが
リボカリンファミリーにおけるその特徴的な立体構造の維持に

対 して重要であると考えられた.そこでこの残基の構造及び機

能維持における意義 を.リボカリンファミリ-ではこれまで試

みられていない部位特異的変異導入法により,新たな観点から

明らかにすることを目的とした.

変異 を導入する残基が9Trpと決定 した時点で次に考えなけ

ればならないのは,どの残基に置換するかである.この際参考

としたのは,各アミノ酸がタンパク質分子の構築に対する構造,

機能の両面での寄与 を総合 した尺度 として利用することのでき

る,立体構造既知のタンパク質群について集積 されているアミ

ノ酸置換傾向のデータである (Tablel)(34).これは,β構

造.露出及び埋没領域に存在するTrpが,分子進化の中で許容

されてきたそれぞれのアミノ酸への置換傾向を示 している.さ

らに,アミノ酸選択の基準 として,その側鎖の化学的性質 (育

能基,電荷,水素結合能など)あるいは側鎖の大きさ,疎水性

度と親水性度,二次構造の形成傾向なども考慮すべきである.

それら一連の算出値 をTablelに示 した.これらの情報 を鑑み,

Trpに似た性質のアミノ酸 としてPhe及びTyrを,あまり似て

いない性質のアミノ酸の代表 としてAlaを選択 し以後の研究を
行った.
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部位特異的変異導入法 としてもっとも良 く用いられている

のは,変異部位 を含むオリゴヌクレオチ ドと変異 を導入 したい

タンパク質の遺伝子の全部あるいは一部が挿入 された一本鎖鋳

型DNAをアニーリングさせた後,T4DNAリガーゼの存在下

DNAポ リメラーゼを用いて二本鎖 を形成 させ,大腸菌に導入

後,野生型 と変異型 を選択するという方法である(42). しか し

この方法は,目的の変異体 を得る効率が非常に低いという欠点

があり,変異導入効率 を上昇 させるために様々な改良法が報告

されている.例 えば,gappedduplex法(43),Kunkel法(44),

ダブルプライマ一法(45)などであるが,その中でも,Ekstein

らにより考案 された方法(46)(oligonucleotide-directedin

vI'tromutagenesis:Amersham)は,その高収率 と簡便 さか

ら現在では多 くの研究者により利用 されており,本研究におい

てもこの方法に基づき変異型 β一LGの作製 を試みた.

大腸菌は,タンパク質工学の分野において異種 タンパク質

の大量生産 を行 う場合宿主 として良 く用い られている. しか し

この場合,組換え型タンパク質は往々に して細胞内に不溶性の

封入体 (inclusionbody) として生産 され,精製操作 と同時に

Unfolding/refolding操作 を行い,もとの立体構造 を保持 した

組換え型タンパク質 を得る努力がなされている. しか し,β

-LGにおいては,一度変性 させるといかなる再生操作 を経ても

β-LGの特定の領域において完全なrefoldingが起 こらないこ

とが確認 されている(47).このように,多少なりとも天然型タ

ンパク質と構造の異なるタンパク質 を題材 として,タンパク質

の構造 と機能の相関 を詳細に解明することには限界があるもの

と考えられた.そこで,天然型タンパク質 と限 りなく近い構造

を有 した組換え型タンパク質 を得るには,そのタンパク質 を細

胞外へ分泌 させることが理想であると考 え,本研究では,酵母

Saccha｢omycescerevisiae (AH22株) を宿主 として選択 し

た.

酵母における分泌発現 を行 う発現ベクターとしては,2pm

の複製起点 を有する多コピー型プラスミ ドpYGIOOを用いた.
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pYGIOOは,解糖系遺伝子であるグリセルアルデヒド3●リン酸

脱水素酵素のプロモーターをもち,このプロモーターはホスホ

グリセリン酸キナーゼやアルコール脱水素酵素のプロモーター

と同様に強力な転写活性 を有するものとして知 られている.

また酵母において,異種タンパク質 を分泌発現するために

必須であるとされているシグナルペプチ ドは,β-LG自身が分

泌タンパク質であることから,β-LG自身のシグナルペプチ ド

を用いて分泌発現 を行った.

当初の日的により,変異型β-LGをできる限り穏和な条件

により精製することを心がけた.ここで作製 した変異型β-LG

は,変異の程度がそれほど大きくないので.その精製法は基本

的に変異 を導入 していない野生型β-LGの精製法に準 じて行う

こととした･厳密には, 1残基置換によってもタンパク質の構

造はわずかな変化 を起こしており,その構造の差が精製過程に

おいて大きな挙動の変化 となって現れることも否定できないが,

野生型β-LGの挙動を参考に,変異型β-LGの挙動 を注意深 く

観察することにより克服可能であると考えた.
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材料及び方法

之とβ-ラク トグD ブIJン (p -LG)A

天然型ウシβ-LG (遺伝変異体A),還元 カルボキシメチル

化 (RCM)β-LGはArmstrongの方法に基づき調製 した(48).

ポ リアクリルアミ ド電気泳動 (PAGE),あるいはSDS-ポ リ

アクリルアミ ド電気泳動 (SDS-PAGE)により単一に精製 さ

れていることを確認後,以下の実験に使用 した.β-LGの還元

カルボキシメチル化は,ア ミノ酸分析により確認 を行った. β

-LG及びRCMβ-LG溶液の濃度は.吸光係数Ei訂(278nm)-9.6

mg･ml~'を用いて算出 した(49)･

#母B び培地-

酵母はSaccharomycescerevI'sI'aeAH22株(Mata,

Leu2-3,Leu21112,hI'S41519,canl) を用いた.AH22株 は東

大工学部 ･熊谷泉博士より譲 り受けた.Leu十の形質転換体の

選択には,0.67% yeastnitrogenbase (アミノ酸不含有) (

Difco,Detroit.ML).10%ブ ドウ糖,0.5%硫酸アンモニウ

ム,0.1% リン酸二カリウム,0.05%硫酸マグネシウム,0.05

%塩化カリウム,0.002%硫酸第一鉄及び40JJg/mlLヒスチ

ジンを含 む合成最少培地 (YMM) を用いた(50).酵母の形質

転換時に用いる酵母完全培地 (YPD)の組成 は,2%

Bactopepton (Difco),1% yeastextract(Difco),2%ブ

ドウ糖 とした.

部位好男紳変異凄.̂彦一

部位特異的変異導入法は.Ecksteinらの方法(46､51)に基

づき.oLigonucleotide-directedI'nvitromutagenesiskit(

Amersham,Buckinghamshire,UK) を用いた.変異導入用

オリゴヌクレオチ ド (23mer)はAppliedBiosystems (

FosterCity.CA)model391PCR-MATEDNA合成機 を用い

て合成 した1'9TrpをAIa (W19A)IPhe (W19F).Tyr(

11
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W19Y)に置換するための変異 オリゴヌクレオチ ドはそれぞれ

以下のものを用いた.

Ala: 5'-CCGCCCCTGACGCATGAGGAACC-3A

phe: 5l-CCGCCCCTGA生をGATGAGGAACC13l

Tyr: 5㌧CCGCCCCTGAATGATGAGGAAGG-3-

野生型 との間で生 じるミスマッチは下線 により示 した.

鋳型 となる野生型 β-LGに相当する一本鎖DNA (SSDNA)

は.M13K07をヘルパ-ファージとして用い,pBB29により

調製 した(52).変異オ リゴヌクレオチ ドの5㌧リン酸化 は,50

pmolの合成変異オ リゴヌクレオチ ド,10XT4ポ リヌクレオチ

ドキナーゼ緩衝液3JLl.滅菌水25JJl,10mMATPIpl及びT4

ポ リヌクレオチ ドキナーゼ1FLl存在下.全量30FLHこて37℃15

分間行 った,70℃で10分間加熱 し反応 を停止 させた.次にこ

の5■-リン酸化 オリゴヌクレオチ ドを鋳型のssDNAにアニール

させた.アニールは,ssDNA5直 , リン酸化変異 オリゴヌク

レオチ ド (～1.6pmol/〃l)2.5JJl,キ ッ トに付属の緩衝液 1

を3.5FLl.滅菌水6/̀]%加 え.70℃3分. さらに50℃3分間で

行った.氷中に10分間静置 しアニール を安定化 させた.ここ

に,塩化マグネシウム溶液5/∠l,dCTPα･Sを含 んだヌクレオ

チ ド混合液 1を19FLl,滅菌水 を6FLl.更にKlenow断片1.5FLl,

T4DNAリガーゼ2.4声 を加 え16℃で12時間静置することによ

り,変異DNAス トラン ドの合成及ライゲ-ションを行 った.

これにより,野生型 と変異型のハイブリッ ド二本鎖が合成 され

た.次に,キッ トに付属のフィルターにより二本鎖の合成が不

完全な一本鎖DNAを除去 した.二本鎖DNAをエタノール沈殿

乳 真空乾燥 し25FLlの緩衝液 2に酒解 した.その10/川 こ65

〃lの緩衝液 3及びdCTPαSの導入 された鎖 を切断することの

できない制限酵素NcJ'10.625JJlを加 え.37℃で90分間反応 さ

せることにより,野生型の鎖にニ ックを入れた.緩衝液 4及び

滅菌水で希釈 したエキソヌクレアーゼ‖ 2FLJ,0.5M塩化ナ ト

リウム及び緩衝液 4を10FLl%加 え,37℃で30分間反応 させる

ことにより,ニ ックの入った野生型の鎖 を部分的に消化 した.
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70℃で15分間加熱することにより酵素 を失活 させた.部分消

化 したDNA (ギャップ トDNA)に,dCTPαSは含 まないヌク

レオチ ド混合液 2を13FLl,塩化マグネシウム溶液 5FLl.DNA

ポ リメラーゼLO.86FLl及びT4DNA リガーゼ 0.8FLl%加 え,

16℃で3時間反応 させることにより部分消化 された野生型の鎖

杏,変異型の鎖 を鋳型 として再合成 させ,変異型DNA二本鎖

を合成 した.エタノール沈殿により,未使用のヌクレオチ ドを

除去 し,dCTPαSを含 んだDNAでも容易に形質転換可能であ

るとされている大腸菌TGl株 を形質転換 した.得 られた形質

転換体の うち.正 しく変異 が導入 された確率は約85-90%程

度であった.

変異型cDNAの塩基配列は,Sequenasever2.Okit(

UnitedStatesBiochemicaは土,CIeaveland,OH) を用い,

マニュアルに従いサ ンガー法により確認 した.酔母発現ベ クタ

ーへの挿入法は,野生型 β-LG発現ベ クター (pYBSSl)の作

製法に準 じて行った.つまり作製 した変異型cDNAは,Sacは

Smalによる切断後,T4DNAポ リメラ7-ゼにより平滑末端化

した･酵母発現ベクターpYGIOOは,グ リセルアルデ ヒ ド三 リ

ン酸脱水素酵素 (GAPD)のプロモーター及びターミネーター

を有 し,そのクローニング部位 であるSa/l部位 を平滑末端化 し,

先の断片 を挿入することにより.変異型 β-LG発現プラスミ ド,

pYBW19A (19TrpをAlaに置換 した変異型 β-LG作製用),

pYBW19F ('9TrpをPheに置換 した変異型 β-LG作製用)およ

びpYBW19Y ('9TrpをTyrに置換 した変異型 β-LG作製用) を

作製 した(52,53).

酵母の形質転換-

酵母の形質転換 は,アルカリ金属法により行 った(54).単

一コロ二~からOD66｡が1.0になるまで.30℃にて坂口フラス

コを用いて培養 し,その うちの一部 をとり遠心分離後,滅菌水

にて洗浄 した.その菌体にに0.5mlの滅菌水 と0.5mlの0.2M

酢酸 リチウムを加 え.30℃にて一時間振丑培養 した.培養後,
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100JJげ っ分注 し (コンビーテン ト細胞),そこにDNAを約

10FLg加えた.30℃にて,30/J)間培養後,60%ポ リエチレン

グリコ-ル4000を100FLl加え.よ く撹拝 しさらに30℃にて一

時間培養 した.42℃,5分間の熱処理後,滅菌水で2回洗浄 し,

YpDにてピペ ッティングにより懸濁 し,30℃で一時間培養 し

た.培養後,遠心分離にてYPDを除 き,YMM (ヒスチジン含

有)100FLHこて.ピペ ッティングにより懸濁 し,ヒスチジン

含有YMM寒天培地にプレーティングした.

野生型,35び変異型 6-LGの膚梨-

形質転換 したS.cereviseaeを,3mlのYMM液体培地に植

菌後30℃で4日間培養 し,10Jまでスケールアップ した.スケ

ールアップ時は,前培養液の約2%程度 を植菌することとした.

10gの培養液 を遠心分離 (5000xg,15分),ろ過 (ポアサ

イズ :0.8JJm)後,上清 を回収 し,ペ リコンラボカセッ ト

(ペ リコン膜 :PTGCOLCM2,公称分子量限界10000,

MHipore,Bedford,MA)を用いた限外 ろ過により20倍濃縮

した･さらに2gの0･05M イミダゾール緩衝液 (pH6.7) を用

いたダイアフィル トレーションにより16倍に希釈 した.この

溶液 を0･05M のイミダゾール緩衝液 (pH6.7)で平衡化 した

DEAE-Sephacel(Pharmacia.Uppsala.Sweden)カラム

(2.5×15cm)に供 した.カラムを3ベ ッ ド体積のイミダゾー

ル緩衝液で洗浄後,Oから0.5MNaClを含んだイミダゾール緩

衝液の直線勾配で溶出を行った.野生型あるいは変異型 β-LG

を含む画分は.脱イオン水に対 して透析後,凍結乾燥 を行った.

この凍結乾燥物 をリン酸緩衝生理食塩水 (p巨s:0.llMリン

酸､o･4MNaCr.0.02% NaN3.pH7.1)に溶解徽 TSKgel

G3000SWxL (トーソー,東京) を用いたサイズ排除高速液体

クロマ トグラフィー (HPLC)に供 した.展開はPBSを用い,

流速o･5ml/minで行った. β-LGを含 む画分を透析後,透析乾

燥 し120℃にて保存 した･各精製過程において､ β-LGを含 む

画分の積出はサン ドイッチ酵素免疫測定法により行った.
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旦之 F/-(ッチ酵素免疫測定彦 (1ン ドイ ッチEL/SA岳) I

溶液中の β-LGの定量及び検 出はサ ン ドイ ッチELISA法に

より行 った(52ト マイクロタイ トレーションプ レー ト (

Maxisorp.Nunc.Roskilde,Denmark) を2mg/mlの抗 β

-LGモノクローナル抗体 (mAb)62A6で固相化後,天然型 あ

るいは組換 え型 β-LGを含 む溶液 を加 え,室温 で二時間静置 し

た.固相化mAb62A6に結合 したβ-LGは,アルカ リフォスファ

ターゼ (ALP:タイプvH-S.Sigma,St.Louis)標識 した抗

β-LGmAb61C1(55)により,その基質 であるp-ニ トロフェニ

ルリン酸二ナ トリウムと反応 させることで積 出 した.正 しくフォ

ールテ ィング したβ-LGの濃度 は,ELISA値 (A4｡5) と天然型

β-LGの濃度の対数値 をプロッ トすることにより得 た濃度依存

曲線 をもとに決定 した.

野生型虜 び愛 異型 6-LGの席梨度 の評価-

以上の方法によ り精製 された野生型及びW19Yの精製度 を,

逆相 カラム を用いたHPLC及びSDS-PAGEを行 ったゲルの

Coomasiebrilliantblue染色により確認 した.

逆相 カラム としては,VydacC18protein&peptideカラム

(SeparationsGroup.Hesperia.CA) を用いた.溶媒 とし

ては,アセ トニ トリルー0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA)系 を

用い,アセ トニ トリルの0-80%への直線勾配により分離 を行 っ

た.検出は,280nmにて行 った.

SDS-PAGEはLaemmliらの方法に(56)基づ き,還元条件下

にて行 った.
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結果

塵旦好男舶変異尊ス話による変異型6-LGcDNAの作製-

19TrpのAla,Phe及びTyrへの置換の方法 として.本研究で

はoligonucleotide-directed/nv/'tromutagenesiskit(

Amersham)を用いて行った.このキッ トを用いた場合のア

ニール推奨温度は37℃であったが,変異導入部位近傍に,餐

異導入プライマーと相同性のある領域が存在 していたため,こ

こでは50℃で行った.この方法による変異導入効率は,

double-primer法などと比べて格段に高 く85-90%程度であっ

た.

ここで作製 した変異型 β-LGcDNA.pBBW19A,

pBBW19F及びpBBW19Yを平滑末端化 した後,酵母発現ベク

ター (PYGIOO)に挿入 した (Fig.2),それぞれの断片が正

しい方向で挿入 されているかは,PslIとH/'nd川による二重切

断あるいはPstltXbaIによる二重切断により確認 した (Fig.3).

野生型Bび変異型6-LGの酵母による生産 と*量密着液か らの

塵選一

野生型及び変異型 β-LGDNAIOFLgによる,S.cerevI'siae

AH22株の形質転換の結果,約100ぐらいのコロニーが出現 し

たが,野生型,変異型 β-LG間でその数に差はなかった. しか

し,コロニーの出現する速度に差がみ られ,W19Aの出現速度

が野生型及び他の変異型β-LGに比べ再現性良 く速かった.

野生型及び変異型 β-LG精製のため,それぞれのcDNAを含

むベクターにより形質転換 した酵母 を液体培地にて培養 し,

10Jまでスケールアップした.この培養液 を遠心分離後,限外

ろ過により濃縮 した.損失 をなくすため,このろ液 をそのまま

イオン交換クロマ トグラフィーに供することも試みたが.濃縮

による塩濃度の上昇のためか,陰イオン交換樹脂である

DEAヒ-Sephacelへの吸着が起 きなかったことから,ダイアフィ

ル トレーション(57)によりイミダゾール緩衝液に対 して希釈 を
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行い,陰イオン交換 クロマ トグラフィーに供 した･野生型ある

いは変異型 β-LGの陰イオン交換 クロマ トグラフィーによる分

画により (Fig.4).それぞれのβ-LGはいずれも同等のイオ

ン強度 (約0.3M塩化ナ トリウム)にて溶出された.また酵母

由来の東経タンパク質の ピークとは離れた位置で酒出されたこ

とから,それら多 くの爽推タンパク質の除去には,どのβ-LG

についても成功 していると考 えられた. しか しW19Yを除 き,

絶対量 としては吸光値でほとんどピークとして観察 されない程

度の量であり,さらに爽維タンパク質の混入が考 えられたため,

他の手段による精製の必要があった.野生型,W19A及び

W19FのA2｡｡及びELISA値のプロファイルはどれも似通ったも

のであったが,W19Yのプロファイルでは,かなり多量の

W19Yが酒出されたことを示 していた.これは,W19Yが野生

型に比べて酵母における発現量が5倍以上上昇 していたという

結果 と合致 していた (第四章).なぜ,W19Yの発現量が野生

型に比べて上昇 したのかについては後の章で触れることとする.

サン ドイッチELISA法により検出された,野生型及び変異

型β-LGを含む画分 を透析 ･凍結乾燥後,更なる精製のためサ

イズ排除クロマ トグラフィー (TSKgelG3000SWxL) に供 し

た.展開緩衝液 としては,カラムへの吸着 を防 ぐためPBSを用

いた.野生型及び変異型 β-LGをこのカラムに供 した結果,い

ずれのβ-LGに関 しても,保持時間約20分で溶出されてきた (

Fig･5-peaks).ここでも,β-LG以外に様々など-ク (

peak1,2,3.4,6)が観察 され,央雑タンパク質からの分

離がこのカラムにより可能であることが示された.このプロファ

イルからもわかる通 り,野生型及びW19Yは精製後+分量のタ

ンパク質量が得 られたが,W19AやW19Fではかなり少なかっ

た.構造及び機能解析 を行 うためにはミリグラム単位の変異体

タンパク質が必要であることから,後の解析では変異体 タンパ

ク質としてはW19Yを代表 として用いることとした.得 られた

画分は,透析 .凍結乾燥後120℃において保存 し.後の実験

に用いた.
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野生型JZZぴW19Yの膚製度の確p-=,ぎー

野生型及びW19Yの精製度の確認のため,VydacC18

protejn&peptideカラムを用いた逆相HPLCに供 した結果,野

生型β-LG及びW19Yともほぼ同じ保持時間で単一ピークを示

し (Fig.6).またSDSIPAGEによるゲルのCoomasie

briHiantblue染色の結果,単一バン ドであることが判明 した (

Fig･7)･このことから,以上の精製法により精製された野生

型及びW19Yを用いて構造及び機能の解析 を行うことは十分可

能であると考えられた.
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考察

酵母 を用 いた変異里 タンパ ク質生産一

これまでに酵母 を宿主 として用いた,組換え型タンパク質

の生産については数多 くの報告がなされている.天然型タンパ

ク質とできる限り近い構造 をもつ野生型 タンパク質 を得る目的

で,本研究では酵母 を宿主 として選択 したが,変異型タンパク

質 (W19FやW19A)では分泌量が大 きく減少 していた.これ

は,変異の導入に伴 う変異型タンパク質上に生 じた微妙な構造

変化により,酵母細胞内で異常なタンパ ク質 となり分泌が不能

になったものと考 えられた (第四童).このため,構造維持に

対 して何 らかの機能 を有する残基 を置換 した場合には,その変

異型タンパク質が酵母により分泌 されな くなることがあること

を留意 しなければならない.その点だけを考えると,どのよう

な変異型タンパク質でも原理上は生産可能である大腸菌の系は,

様々な変異型タンパク質 を作製 したい場合には試みる価値があ

るものと考えられた.

さらに本研究と同 じグリセルアルデヒ ド3'リン酸脱水素酵

素のプロモーターを用いて分泌発現 を試みた例 として,ブタホ

スホリパーゼA2(58),植物由来のプレタウマチン(59),ニワ ト

リ卵白リゾチーム(53)などが知 られている.野生型タンパク質

の場合,その分泌発現量はブタホスホ リパ-ゼA2で約119mg/l

であり,本研究における野生型 β-LGの分泌発現量 (0.89

mg/l)はほぼ同等の レベルのものであることが判明 した. し

かし,アルコール脱水素酵素プロモーターを用いたマウス符粒

球マクロファージコロニー刺激因子 (GM-CSF)の分泌発現

量は50mg/I,同様のプロモーターを用いたウシインターロイ

キン2では60mg八 さらにホスホグリセ リン酸キナーゼプロ

モーターを用いたヒ ト神経成長因子では5g/Iもの分泌発現量

が観察 されている.その分泌発現量が,プロモーターの選択に

左右 されるのか,タンパク質自身の有する性質に左右 されるの

かは明 らかではない･このことを明 らかに し,物質生産法 を確
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立するためには様々な系により分泌発現 を試みることが重要で

あると考えられる.

変星空6-LGの据#一

野生型及び変異型 β-LGcDNAを含む各発現プラスミ ドに

より形質転換 を行った酵母 を大量培養 (10g) し,野生型 β

-LGを酵母培養上清中から精製する方法に準 じて変異型か LG

の精製 を試みた.つまり遠心分離 ･漉過後の培養上清 を限外 ろ

過により20倍濃縮 した.さらにイミダゾール緩衝液にて希釈

後,陰イオン交換カラムに供 した.塩化ナ トリウムの直線勾配

により溶出 し, β-LGを含む画分 を透析 .凍結乾燥後.サイズ

排除クロマ トグラフィーに供 した.β-LGを含む画分 を透析 ･

凍結乾燥することにより精製標晶 とした.

これまで,野生型 p-LGの精製法 として抗 β-LGモノクロー

ナル抗体 を用いたアフィニティーカラムによる方法や培養上清

を透析後,凍結乾燥 し,体積 を大幅に減少 させてから以上のよ

うな精製を行 う方法 を試みた.アフィニティーカラムを用いた

方法では,上記の方法により精製 したものに比べて,精製 した

野生型 β-LGの構造が部分的に変性 して しまっていることが確

認 された･これはアフィニティーカラムに吸着 したβ-LGの溶

出のためにかなり厳 しい条件にさらされることにより,β-LG

の立体構造の一部に破綻が生 じるためであると考 えられた.こ

のことから,β-LGに関 してはなるべ く穏和な条件で精製 を行

う必要があることが示 された.また,実験操作上の扱い易 さを

考え,凍結乾燥によりまず体積 を減 らしてから精製 を行 うこと

も試みたが,大量の培養上清 (10g) を完全に透析することは

困難であり,透析乾燥後の標晶中に多量の塩が残存 しているこ

とが判明 し,残存する高濃度の塩によるタンパク質の構造への

影響が考えられたことからこの方法による精製も断念せざるを

得なかった.

これらの点 を踏まえて前述の方法により野生型及び変異型

β-LGの精製を試みた結果,野生型β-LGでは2m9程度,
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W19Yでは15mg程度の精製標晶が得 られた.ところが,

W19FやW19Aでは最終的な段階まで精製を進めると,その精

製標品量は極めて少量であった.これはそれら変異型β-LGの

酵母における発現量自体が減少 したためと考えられ,それと同

時に変異を導入 したことに伴 うβ-LGとしての挙動の変化によ

り,野生型 β-LGと同様の方法では効率よく精製されないため

であると考えられた.構造及び機能の解析のためには,ミリグ

ラム単位のタンパク質量が必要であることから,以下の実験で

は,野生型β-LG及び変異型β-LGとしてはW19Yをその代表

として用いることとした.

それぞれのβ-LGの精製度 を,SDS-PAGEを行ったゲルの

CBB染色及び逆相カラムを用いたHPLCにより確認 した.野生

型β-LG及びW19Yともいずれも95%以上の純度であると判断

され,ここで精製された野生型β-LG及びW19Yを用いて構造

及び機能の解析 を行うことは十分可能であると考えられた.

変異型 タンパ ク質 を生産 する宿主 とLrの磨母 :そのflj点 と欠

貞一

酵母に関 しては発酵工学及び培養工学的知見の蓄積が豊富

で,さらに近年では膨大な遺伝学的知識 を背景にして細胞学的,

分子遺伝学的な解析が進み,大腸菌を用いる場合とほぼ同様の

手法で物質生産に利用できる状況 となってきた.また,嘉等真

核生物由来のタンパク質を用いてタンパク質工学的研究を行 う

際,できる限り天然型タンパク質 と同等の構造 を保持 した組換

え型タンパク質を得るということを重視すると,細胞内構造,

代謝経路,分泌経路,タンパク質の修飾などが嘉等生物 と酷似

しているという点から.酵母が宿主 として選択 されることが多
い .

しかし,酵母細胞内におけるタンパク質分泌経路の複雑 さ

から,導入する変異によっては異常なタンパク質として認識 さ

れ,上清中に分泌 されなくなる場合がある.この点は,タンパ

ク質工学的研究を行 う際に致命的な欠点 となりかねない問題で
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ある･このように変異導入に伴い分泌 されなくなる場合,ある

いは変異型タンパク質 を大量に必要 とする場合には,大腸菌 を

宿主 として用いた系 を試みる価値があると考えられる.最近で

は,大腸菌を用いた発現系も改良が加えられ,直接遺伝子 を発

現させるばかりでなく,ヒ ト成長ホルモンN末端側139アミノ

酸残基(60)や 人ファージCrl(N末端30アミノ酸残基)(61)な

どとの融合タンパク質 として発現 させる方乳 β-ラクタマー

ゼ(62),アルカリホスファターゼ(63)あるいは夕順 タンパク質

ompF(64)などのシグナルペプチ ドを発現 させたいタンパク質

のN末に挿入 して,大腸菌の菌体夕に 分泌 させる方法,あるい

はタンパク質のN末にヒスチジンのクラスターを挿入 し,Niカ

ラムに通すことで簡便に目的のタンパク質 を精製することがで

きる方法(65)など様々な方法が考案 されている.

しか し大腸菌 を用いた組換え型 タンパク質の生産では,産

物への糖鎖付加や遺伝子イン トロンの除去が起 こらないことが

問題 となる･そこで最近ではバキュロウィルスを用いた昆虫細

胞での組換え型タンパク質の大量生産が注 目されている.また

遺伝子 を動物細胞に導入 し発現 させる技術の進歩から.動物細

胞 を用いた組換え型 タンパク質の生産 も試み られて糾 , レセ

プターなどの発現 クローニングのための- として確立 され,

多 くの成果が報告 されている･ しか しこれら培養細胞 を用いた

場合には,その培養に血清 を用いることからどうしても費用が

かさむことは無視することのできない欠点である.

また,invI･voでは発現不能なタンパ ク質の調製手段 として

連続式無細胞 タンパク質合成系も注目されている･mRNAを漆

加 してタンパク質合成 を行 う無細胞系は,Nirenbergらにより

大腸菌抽出液 を用いて初めて朝告 された(66).その後,コムギ

肱芽,ウサギ網状赤血球から調削 れる無細胞系が確立 され市

販もされている･ しか し,これらの無細胞系では翻訳反応時間

が短 く,合成 されるタンパク質量 も微量でありタンパク質の調

製手段 というよりは,翻訳あるいはプロセシング機構の解析に

用いられてきたにすぎない.最近.spiri- こより的 された
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連続式無細胞タンパク質合成系では,タンパク質合成で消費 さ

れるアミノ酸やエネルギー源などの基質を連続的に反応酒へ供

給すると同時に,生成タンパク質などを限外ろ過膜 を通 して系

外へ取り出すことにより連続的にタンパク質の合成 を7子うこと

に成功 している(67)･この方法により,ファージタンパク質,

カルシ トニン.ジヒ ドロ葉酸 レダクターゼなどの酵素やグロビ

ンなどを反応系1mlあたり50〃gか ら4m9合成できたことが

朝告されている(68,69)･基礎研究には応用範囲の広い技術
として今後の進展が期待 される.

このように組換え型タンパク質の生産手段には様々な系が

あるが,目的に応 じ使い分けることが重要である.
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第二章 変異型 β-LGの構造解析

序

タンパク質の機能は,その構造 と密接に関係 している.変

異型タンパク質 を作製 し,特定残基の有する機能的意義 を明 ら

かにするためには,導入 した置換が構造に対 して及ぼす影響に

ついてできる限 り詳細にかつ正確に把握する必要がある.この

ためタンパク質の構造 を解析する場合,2次構造含量 を指標 と

して評価するCDスペク トルの測定では,全体 としての傾向は

把握できるが,それぞれの残基の正確な位置 さらには変異の導

入に伴 う微妙な構造変化及びその変異の影響が立体構造上 どこ

まで及んでいるかというようなそれぞれの残基 レベルでの情報

は得 られない.そのため.タンパク質工学的研究 を行 うために

は原子 レベルでの構造解析技術 を罵区催 し,得 られた情報 をもと

に構造 と機能の相関 を明 らかに してい く必要がある.

タンパク質の立体構造 を決定するための有力な手段 として

はX線結晶構造解析及び核磁気共鳴 (NMR)が知 られている.

タンパク質の立体構造解析に対する研究方法は両者で大 きく異

なっており.X線結晶構造解析では,タンパク質分子全体の大

まかな構造から出発 し,その後精密化 を繰 り返 して微細構造 を

明 らかに してい くのに.対 して,NMRではプロ トン同士の近距

離情報を数多 く積み上げて,タンパク質分子全体の構造 を明 ら

かに していくという点で対照的である.X線解析には結晶化 と

いう難関があり,溶液中のタンパク質から直接データが得 られ

るNMRはこの点で優れていると考 えられる. しか し現段階で

はNMRは対象が分子量20000以下の分子に限 られているため

(70,71),構造解析の分解能あるいは精度 という点ではX線解

析がやや有利であると考 えられている.この点 を改良すべ く最

近では, 15Nや13C などの安定同位体で標識 したアミノ酸 を特異

的にタンパク質に取 り込ませることにより確実にアミノ酸 タイ

プの同定 を行 う方法,甲斐荘 らにより報告 された'3C-'5N二重
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標識法(72)あるいは安定同位体 を均一に取 り込ませ,安定同位

体の化学 シフ トに従ってプロ トンシグナルの編集 を行 う三次元

NMRなどの開発により高分子量タンパク質の解析がある程度

は可能 となってきた(73-75).

これらの方法 を用いることにより,部位特異的変異導入法

により作製 された変異型タンパク質において認められる安定性

の変化あるいは構造変化 を説明 しうるがというとそうとは限 ら

ない･X線結晶解析の結果から,溶液論的解析結果 を定量的に

解釈するのは一般的に難 しく,アミノ酸置換により安定性が変

化 しても,X線結晶解析の結果からそのエネルギー変化 を説明

することは難 しい.NMRでは,H,C,Nなどの各原子の磁気

的環境 を知ることができるので,アミノ酸置換による立体構造

変化を棉出する感度はNMRの方が高いが.NMRで検出できる

変化がどのような立体構造変化に対応するがを見極めることは

容易ではない･またそれぞれ,解析に要するタンパク質量は,

×線結晶解析で10-100mg,NMRで5-50mg/mは かなり大

量にあるいは高濃度に必要であることも.これらの解析法 を試
みる際の制約 となりうる.

そこで我々は,少量のタンパク質量で,高感度に,再現性

良 くタンパク質上に生 じた構造変化 つまりアミノ酸置換によ

り生 じる微妙な構造変化 を積出するための手段 としてモノクロ

ーナル抗体 (mAb) を用いることを考 えた.これまでの研究

から,熟変性 したβ-LGの構造 をmAbをプローブとして用いて

解析することにより, β-LG分子上で,熱変性に対 して構造変

化 を起こしやすい領域あるいは起 こしに くい領域の同定 を行っ

ている(4町 また最近,一度変性 させたβ-LGをあらゆる方法

で再生させても,ある特定の卸 或だけはrefordingLえないと

いうことをmAbを用いて示 し･分光学的性質あるいは生物活

性などの変化 としては現れないような微細な構造変化 をmAb

によって検出することに成功 している(47).

これまでにも,チ トクロームC(76),アルカリホスファター

ゼ(77),インターロイキン3(78),HLA-A2(79),ilnfluenza
31



virushemagglutinin(80)あるいはStaphylococcal

nuclase(81)などのタンパク質の構造解析の手段としてmAbが

用いられてきている.いずれのタンパク質においても,mAb

をプローブとして用いた構造解析法は,CDなどでは検出する

ことのできない局所的で微細な構造変化 を積出 しうる有効な手

段とされている(82ト タンパク質工学的手法を用いて作製 した

変異型タンパク質の解析においては,変異 を導入 した残基周辺

ばが Jでなく.一次構造上はなれた領域にまでその残基置換の

影響が及び構造がわずかに乱れていることが確認 されている.

このように,mAbを用いた構造解析においては,特定領域の

構造に関 して高感度な情報が得 られるということが特徴である

と考えられる.

一般にmAbは抗原 となるタンパク質の立体構造,つまり立

体構造上ある特定の位置関係に存在するエピ トープを認識 して

いる.ある条件により,タンパク質が完全に変性 しないまでも

構造変化を起こし,そのエピ トープを形成する残基の空間配置

が乱れると,mAbとタンパク質の親和性は変化 を示す.そこ

で観察された微妙な親和性の変化 を追跡することにより,その

エピ トープ近傍の立体構造が変化 したかどうかを判断すること

ができる.具体的にいうと,これらmAbをプローブとして用

いるタンパク質の構造解析の指標 となるのは,天然型タンパク

質に対するmAbの親和性 と比較 した場合の,構造を調べたい

タンパク質に対するmAbの親和性の変化である.この親和性

が天然型タンパク質に対するmAbの親和性 と同等であれば,

そのmAbの認識するエピ トープ近傍の構造は天然型タンパク

質と同等に保たれているものと考えられる.もしこの親和性が

天然型タンパク質に対するものとは明 らかに異なり,変性 した

タンパク質に対する親和性に近いような場合には,その領域の

構造は変性 しているものと判断することができる.この判断は,

天然型タンパク質に対するmAbの親和性 と変性 したタンパク

質に対するmAbの親和性は異なるという仮定のもとに成 り立っ

ている.実際大抵のmAbは天然型タンパク質と変性 したタン
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バク質 を区別 し,それぞれに対する親和性 は異なっており,た

とえその親和性の差が小 さくても実験条件 を検討することによ

り結果的に大 きな差 として観察することも可能である.それに

加え,抗原-抗体反応つまりはタンパク質-タンパク質相互作

用の鋭敏 さから,mAbを用いた構造解析の高感度 さは成 り立 っ

ているものと考えられる.

特定領域における構造変化 を正確に把握するためには,そ

のmAbのエピ トープを局限化する必要がある.これまでmAb

のエピ トープを局限化するための試みとして,抗原であるタン

パク質の酵素分解物あるいは化学処理分解物 を用いて,mAb

に対 して親和性 を有するフラグメン トをエピ トープとしてきた

が,この方法によるエピ トープの局限化には限界があり,必ず

しもエピ トープが決定できるわけではなかった.最近では合成

ペプチ ド,年引こ10残基程度のペプチ ドをタンパク質全域にわ

たり,1残基づつず らして作製したペプチ ド (ピンペプチ ド法)

を用いたエピ トープマッピングも行われており,より正確なエ

ピ トープの局限化が可能 となってきた..

しかし,タンパク質を抗原 としてmAbを作製 した場合,必

ず しも自分の解析 したいと思 う領域あるいはタンパク質全体の

構造を調べたい場合にはタンパク質全体 を網羅するような領域

をエビ ト プとした一連のmAbが得 られるわけではない.ど

のエピ トープを認識するmAbが得 られるかは,抗原であるタ

ンパク質の性質に依存 した問題であり,自分の意のままに作製

することはできないという欠点はある･この点を克服するため,

最近では構造 を調べたいと考えている領域 (ペプチ ドフラグメ

ン ト)にキャリアーを結合 させ,作製 した抗ペプチ ド抗体 を構

造解析のプローブとして用いる試みもなされている.抗ペプチ

ド抗体の特異性は基本的に抗原 としたペプチ ドフラグメン トに

限定されるため,エピ トープの局限化 も容易であるとともに,

タンパク質上の様々な領域 をエピ トープとして認識するmAb

の作製も原理的には可能であることから,タンパク質の全体構

造を解析する手段としての抗ペプチ ド抗体に期待が寄せられる.
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しか し,これ ら抗ペプチ ド抗体 は,タンパク質 を抗原 として作

製 したmAbに比べ.もとのタンパ ク質に対する親和性 は大 き

く低下することから,その後の解析において困難 を招 く場合 も

ある.

そこで本研究においては, β-LGの19Trpを置換 したことに

よりどの程度の構造変化が生 じたか,抗 β-LGmAbをプローブ

として用いることにより詳細に解析することを試みた.さらに,

19Trpの置換の影響がどの程度一次構造上 あるいは立体構造上

離れた領域にまで及んでいるかを解析するため,比較的広い範

囲にわたりそれぞれのエピ トープを有する,特異性の異 なる

15種頬のmAbを用いて構造解析 を試みた.また.最終的な立

体構造維持に対 して19Trpが果たす機能的意義ばかりでな く,

変性後再生 させた変異型タンパ ク質の構造 を同時に解析するこ

とにより,19Trpがβ-LGのrefoldingに対 して果たす機能的意

義についても解析することを目的 とした.
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材料及び方法

変異AU,6-LG溶液の濃度~評塵基一

変異型 β-LGにおいては,Trp残基がAla,Phe,Tyr各残基

に置換 されているため,各変異型 β-LGの吸光係数 は,芳香族

アミノ酸数 とそれぞれの残基の吸光度の積の総和 を基に算出 し

(83),これらの値 を用いて精製 した変異型 β-LGの濃度 を評価

した･それぞれの変異型 β-LGの吸光係数は,W19Aでは6.52

mg･ml~1,W19Fでは6･62mg･ml∴ W19Yでは7.27mg･ml-1
と算出された.

円二色性窟光 rCD)スペ ク トル-

CDスペク トルの測定 はJascoJ-20旋光分散計 を用い,10

mm厚のセル を用いて行った･それぞれのタンパク質の濃度 は

0･41mg/mlに調製 し,溶媒 としてはPBSを用いた.測定条件

は,Scanspeed:10 nm/minlWaVelengthexpansion:5

nm/minlSamPrlngtIme:0･5,repeattimes:8.scaJe:

5mdegree/cm,timeconstant:4S,sm :1nmにて行った.

野生型及び変異型 β-LG溶液についてそれぞれCDスペ ク トル

を測定 し･5nm間隔でチャー ト上の読み を測定後,その値 と

感度 (スケール)から楕円率¢を算出 した.

¢-感度 (°eg/cm)× チャー トの読み (cm)

次に算出 した楕円率は.平均残基楕円率 【o】で表示するこ

とにより各種 β-LGにおける二次構造含量 を評価 した.

le]- (Mo.¢)/ (100･C.I) (degree･cm2/dmor)

ここで,Moは平均残基分子量 (113),Cはg/m横 位の酒

質の濃度,/はdm単位のセルの光路長 を示す(84).

鞄 堕 -(85,
86)

塩酸 グアニジンによる変性過程 は,CD222億 を測定するこ

とにより追跡 した･ β-LGは様 々な濃度の塩酸 グアニジン存在
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下,5時間室温で静置 した･変性の熱力学的パラメーターを算

出するために.二状態遷移の仮定に基づ き変性曲線 を解析 しI

変性のGibbs自由エネルギ-変化 を,ある濃度の塩酸 グアニジ

ン存在下における末変性及び変性各画分 をCD222倍 より想定 し,

次の式に基づき算出 した :

AGD- - RTln (OF- 0)/ (0-OU)

Oは222nmにおける分子楕円率,oFあるいはOUはそれぞれ

未変帆 変性状態における分子楕円率 を示す･変性剤非存在下

における変性の自由エネルギー変化, AG㌘はTanfo｢dによる

変性剤結合式により決定 した(87):

AG｡-AG㌘- An･RT (1.ka)

aは塩酸 グアニジンの結合活性,△∩は未変性,変性状態問

での変性剤の結合部位数の差 を示 している.塩酸 グアニジンの

結合定数 (k)は1.0として,非線形最小二乗法により評価 を行 っ

た.

モノクロ-ナル抗体-

各B細胞ハイブリ ドーマクローンを用いて調製 したマウス腹

水中からの21B3,31A4,61B4,61C1及び62A6からのモノ

クローナル抗体 (mAb)の調製は以下 に述べる方法に準 じて

行った(48,88).抗 β-LGモノクローナル抗体LG3.1,LG3.2,

LG3.3,LG4.1,LG5.1,LG5.3,LG8.1,LG8.2,LG13.1及

びLG16.1は,農林水産省 ･畜産試験場 ･栗幅純一博士 より供

与 された.モノクローナル抗体の精製は,プロテインG

SuperoseHR10/2 (Pharmacia/LKB) を用いたFPLCあるい

はMAbTrapT"Gllキッ ト (Pharmacia/LKB)により行 った.

FPLCにおけるカラムの平衡化には,20mM リン酸ナ トリウム

緩衝液 (pH7.0) を用いた.腹水 は,10000xgで10分間遠心

分離後, リン酸ナ トリウム緩衝液で平衡化 したSephadex

G25を通過 させて脂質 を吸着 させた後,洩過 (0.22トm) L

FPLCに供 した･溶出は0.1M グリシンー塩酸 (pH2.7) を用

いて行い,溶出液は即座に1MTris一塩酸 (pH8.0)により中
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和 した.硫酸アンモニウムを用いた塩析 によりモノクローナル

抗体 を濃縮 し,後の実験に用いた.同様 に調製 した腹水 を

MAbTrapT"Gllキッ トを用い.説明書に基づき精製 を行った.

モノクロ-ナル抗体の濃度は.吸光係数13.8mg.mJ-'を用い

算出 した.

窟合酵素免疫測定点 (RE出合EL/SA岳) による61LR 立体構造

歴遊一

競合ELISA法以下に述べる方法で行った(48).液相中に存

在する組換え型 か LG (野生型及び変異型)に対する各種mAb

の結合能は,様々な濃度の組換 え型 β-LGの存在下,固相化 し

たβ-LGに対 して競合的に結合 したmAbを,ALP標識 したヤギ

抗マウスイムノグロブリン (Cappel,CochranvHe,PA)に

より検出することにより評価 した.

天然型β-LGの固相化 は,β-LGのPBS溶液 を96穴プレー

ト中にて静置することによって行い,その濃度 は21B3,31A4,

61C1,62A6及び61B4を用いた場合は011mg/mは し.その

他のmAbを用いた場合は0･001mg/mlとした･21B3,31A4,

61C1,62A6及び61B4各種mAbは,天然型 β-LGに対 して作

製 されたものであるのに対 して,その他のmAbはキャリアー

であるKLH (キーホール リンペ ッ トヘモ シアニン) を結合 させ

たβ-LGのペプチ ド断片に対 して作製 されたものであるため.

β-LGに対する親和力が前記五つのmAbに比べて弱 く,競合抗

原による競合が起 こりに くかった･そのために,固相化 したβ

-LG量 を減 らすことで,同濃度の競合抗原存在下においても競

合が生じるように したものである･競合抗原 (組換え型 β-LG)

濃度は･10〟g/ウエル を最高に,4倍希釈ずつ7段階の希釈系

列を用いた･mAbは,非競合ELISA法にてA4｡5が0.5-0.8程度

に発色する濃度に希釈 して用いた･反応 は30分から2時間程度

行い,発色の程度の弱いものについては4℃で遮光 し一晩放置
した.

さらにβ-LGの15val-29lleに相当するペプチ ド,あるいは
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19TrpをTyrに置換 したペプチ ドを用い競合ELISA法 を試みた.

これらのペプチ ドは.ChironMimotopesPty.Ltd.(Clayton,

Victoria,Australia)より購入 した.

野生型 6-LGJitび変異里 6lLGの変性.弄び再生一

野生型及び変異型 β-LGの変性 は,6M塩酸 グアニジンを含

むPBS中に.各種 β-LGを2mg/mlの濃度 で酒解 し,室温にて

5時間静置することにより行った.変性 β-LGの再生 は,4℃に

てPBSに対 して透析することにより行った.PBSの交換 は4時

間ごとに行った.

再生J6-LGノ弄び再生 W19Yの構造解析一

透析により再生 した各 β-LG溶液は,280nmにおける吸光

値 をもとに濃度 を算出後,競合ELfSA法に供 した.競合ELJSA

法及びそれによる構造解析 は前述の方法 で行った.
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結果

FT二色性偏光 rcD) スペク トルによ_を≡勧 進塵-

野生型及び変異型 β-LGの有する全体的な構造 を解析する

ために,まず野生型及び変異型β-LGの二次構造含量の比較 を,

CDスペク トルの測定により行った (Fig.8),CDスペク トル

の測定に伴 う誤差 を考慮に入れ,それぞれのβ-LGに対 して

CDスペク トルの測定 を三回行い,その度に得 られた平均残基

楕円率の平均 をとり,それぞれのβ-LGのCDスペク トル とし

た･CDスペク トルの測定は,200-260nmにわたり行った.

ここで得 られた野生型 β-LGのCDスペク トルは,これまでに

朝告されている天然型 β-LGのCDスペク トル とほぼ同等の も

のであった･野生型及びW19Yのスペク トルは.210nm付近

及び200-205nm付近 を除いて良 く似たスペク トル を有 して

いた･特に,タンパク質中の α-ヘ リックス含量の算出が可能

である222nm付近の平均残基楕円率は両者でほぼ同等であっ
た.

テ1-て:･'石･a･油 EこJ-吉野呈iiV.･!こ･t-qT･雫型,I:;-LGL;･摘み ?_jtE

野生型及び変異型 β-LG分子の集合状況に関 しての情報 を

得る目的で,分子の荷電状態及び分子 としての大 きさによる分

離が可能であるディスク電気泳動 を試みた.還元SDS-PAGE

を試みた結果 (第一章),野生型 とW19Yとの間で大 きな遣い

は兄いだされなかったが,ディスク電気泳動では,明 らかな違

いが兄いだされた (Fig･9).野生型 β-LGは,天然型 β-LG

とほぼ同等の移動度 を示 し,分子種 としてもほぼ均一な集団で

あり,荷電状況及び分子の大きさについても野生型 とほぼ同等

であることが判明 した･ し- ,W19Yは野生型に比べその移

動度はわずかに小 さく,またバン ドも比較的拡甜 していた.

T｢pをTyrに置換 したことに伴 うタンパク質分子全体 としての

見かけのpKaの変化も考えられるが,バン ドが拡散 したことは,
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W19Yの溶液状態における集合状態が,野生型 β-LGに比べ均

一でな く.分子 として不安定であると推定 した.

塵磨 グア二ジと を基担え 麹 遡 上 安定性の評
塵一

塩酸 グアニジンによるβ-LGの変性過程 を,塩酸 グアニジ

ン濃度に対するCD222億の変化 を追跡することにより行った (

Fig･10)･不安定なタンパク質の変性過程 を追跡するために

は,尿素などのような他の変性剤 を用いるよりも,塩酸 グアニ

ジンを用いた場合の方が,よりGibbs自由エネルギー変化 (

AG)と塩酸 グアニジン濃度が直線関係 を示すことが知 られて

いることから(89).ここでは変性剤 として塩酸 グアニジンを用

いた･野生型 β一LGはこれまで報告 されているように,塩酸 グ

アニジンによる変性 に対 してシクモイ ド曲線 を描 き,未変性状

態から変性状態へ二状態遷移であることを示 している.この結

果からは,folding中間体の存在 は観察 されなかった.W19Y

についても,野生型 と同様に二状態遷移 を示 したことから,変

性曲線の解析 から水中における変性のGibbs自由エネルギー変

化 (△GE20)の算出が可能であることが示唆 された.

Tanfordらによる変性剤結合式 を基に,それぞれのβ-LGの

変性剤非存在下における変性の自由エネルギー変化 (AG:20)

を,cD,22億 を基に算出 した.野生型 β-LGの△GE20は11.2

kcal/moIで.これまでに朝告 されているβ-LGの △GE20億に良

く合致 した(90). ところが.W19Yの AGE20は,野生型β-LGの

AG:20に比べ大 きく低下 し.4.3kcal/molであった.また,野生

型β-LGの末変性状態か ら変性状態への遷移 を示す塩酸 グアニ

ジン濃度は約2.5Mであったが,W19Yでは大幅に低濃度側に

シフ トし.約1.2Mであった.このことは,19Trpへの変異の導

入により,β-LGの全体構造の安定性が大幅に低下 したことを

意味 している.

塁生型盈 び変異AVJ6-LGに対 する15膚好 の虎,6-LGmAbの#全
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これまで当研究室において,天然型 β-LGを免疫原 として

作製された数種のmAbは,変性/再生過程 を通 じて再生 させ

たβ-LG上に生 じた,局所的で微妙な立体構造上の変化 を検出

する,非常に鋭敏なプローブとなりうることを報告 してきた

(47.48).この構造解析法は,抗 β-LGmAbの,天然型 β

-LGあるいは変性 β-LGに対する親和性が異 なっていることを

基に している･本研究においては,天然型 β-LGあるいはKLH

に結合 させたβ-LGのペプチ ドフラグメン トに対 して作製 され

た15種類のmAbを用いて,より詳細に,野生型及びW19Yに

おける立体構造上の,分光学的解析によっては検出することの

できない微妙 な差異 を検出 ･解析することを試みた.

これ らmAbを用いた競合ELISA法により,変異型 β-LGの

野生型あるいはRCMβ-LGへの立体構造上の類似性 を評価す

るため,各種mAbのW19Yに対する親和性 と,mAbの野生型

あるいはRCMβ-LGとの親和性 とを比較 し,そのmAbの

W19Yに対する親和性が,野生型あるいはRCMβ-LGの どちら

に対する親和性 に近いかあるいは同等であるかを評価 した.こ

の競合ELISA法において,一定濃度のmAbと様々な濃度の試

料 としたβ-LGとを含 む溶液 を静置 した.プレー トのウェルに

固相化 されたβ-LGに対するmAbの競合的な結合は,試料 とし

た競合抗原濃度 と固相化 されたβ-LGに結合 したmAbの量 をプ

ロッ トした結合曲線 から評価 した.ここで用いたRCMβ-LG

は,部分的にではあるが大 きく変性 したβ-LGを代表するもの

として用いている.RCMβ-LGの構造が十分破壊 されている

ことは,CDスペ ク トルにより確認清みである.

ここで用いた15種類のモノクローナル抗体の結合特異性 を

Table2に示 した.mAb61B4,62A6,61C1,21B3及び31A4

は天然型 β-LGを免疫原 として作製 されたmAbであり,前者3

つのmAbは天然型 β-LGと強 く結合 し,後者2つのmAbは変性

β-LGと強 く結合する.それに対 して,LG3.1,LG3.2,

LG3.3,LG4.1.LG5.1,LG5.3,LG8.1,LG8.2.LG13.1及
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MAD lmmunogen BJndlngspecificity PeptidereglonImportant

forbindingtomAb

61B4

62A6

61C1

2183

31A4

LG31

LG32

A.

UI LG33

- LG41

LG51

LG53

LG81

LG82

LG13

LG16

natNeβ-LG natJVeβ-LG,,RCMp-LG

natNeβ-LG natrveβ-LG''RCMβ-LG

natlvep-LG nat-veβ-LG,RCMβ-LG

natIVeβ-LG natEVeβ-LGくくRCMβ-LG

nativeβ-LG natNeβ-LGくくRCMP-LG

25Alal34Ala十KLH natJVeβ-LG<RCMp-LG

22Lelユー38pro十RLH natlVeβ-LG<RCMβ-LG

22Leu-36ser･KLH natlveβ-LG<RCMβ-LG

32Leu-46Leu･RLZZ natNeβ-LG<RCMβ-LG

42Tyr-56=1e十RLH natNeβ-LG-'RCMβ-LG

42Tyr156=le･RLH natJVeβ-LG'RCMβ-LG

72nel86Ala･Ku natlVeβ-LG<RCMβ-LG

72Zle-86Ala･RLH natlVeβ-LG<RCMβ-LG

l19cy8-133Leu･礼H natlVeβ-LG<RCMβ-LG

149Leu-162=1e十mE natlveβ-LG<RCMβ-LG

125Thr-135Ly8

clo8eヒ0125Thr-135Lys

closetO15vall29=1e

15va1129=le

8Ly8-19Trp

28AspJ4Ala

28Å8p-36ser

31I｣eu-3Gser

35Gln-42Tyr

Ntl

ND

80Ala-83LyEI

79pr0-85A8p

122Leu-12Bval

ND

NDnotdetermlned

Table2PropertJ'esofantiサLGmonoclonaJantibodJ'es
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びLG16･1各種mAbは,それぞれに対応するβ-LG由来の合成

ペプチ ドフラグメン トに,キャリアーであるKLHを結合 させた

ものを免疫原 としたものであるため,天然型 β-LGに対する結

合能は弱 く,変性β-LGに対 して強い結合能 を示 した.このよ

うに変性 β-LGを強 く認識するmAbは.試料 とするβ-LGの構

造が破壊あるいは乱れている場合に,そのβ-LGとの結合力が

増大することを意味 してお り,構造が乱れているとい うことに

関 しては有用 な情報 を提供 しうる,構造解析のためのより優秀

なプローブになりうるもの と考えられた.

これ らmAbの結合特異性 は.比較的β-LG全体にわたって

おり･ しかも立体構造を強く認識するmAbも3種あること力,6,

β-LGに生 じた微細な構造変化 を,局所的な レベルでばかりで

なく,全体的な レベルでも評価可能であると考 えられた.β

-LGの構造に関 して･ さらに詳細で,確実な情報 を得るために

は,各種mAbの結合特異性 を局限化する必要があるが,これ

までその局限化に未だ成功 していないものに関 しては,これま

での情軌 こ従 う (mAb62A6,61C1)･tともに抗ペプチ ド抗

価 (LG5･1,LG5･3及びLG16･1)に関 しては,その免疫原で

あるペプチ ドを･多少長い領域ではあるが結合領域 とし.構造

変化 を起 こ している領域 を評価 した (Table2).

これらmAbを用いて競合ELJSA法を試みた結果.mAb61B4,

62A6.61C1及びLG16･1のW19Yに対する結合能は,RCMβ

-LGに対する結合能 とは大 きく異 なり,野生型 β-LGに対する

結合能 とほぼ同等であった (Fig.ll).野生型 と比べた

W19Yに対するmAbの結合能の変化 は.結合能の増大 という変

化と,減少 とい う変化により観察されたImAb31A4.LG5.3.

LG8･2及びLG13.1のW19Yに対する結合能は,野生型及び

RCMβ-LGに対する結合能の どちらとも同等でない,その中

問の結合能を示 した (Fjg･12).その他のmAb21B3,LG3.1,

LG3･2,LG3,3,LG4.1,LG5.1及びLG8.1のW19Yに対する

結合能 は,野生型 β-LGに対する結合能に比べはるかに強 く,

ほぼRCMβ-LGに対する結合能 と同等であった (Fig･13).
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FiglllBindingcurvesformAbstowil岬 LG,RCMβ-LGandW19Y
B/BoistheratiooftheabsorbanceinthelaststepofEUSA
inthepresenceofvariousconcentrationsofacompetitive
antigentotheabsorbanceintheabsenceofthecompetitive
antigen.

0:W‖dβ-LG,A:W19Y.●:RCMβ-LG.
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Figl12BindingcurvesformAbstowildβ-LG,RCMβ-LGandW19Y
B/Boistheratioo川1eabsorbanceJntheraststepofELISA
inthepresenceofvariousconcentratlOnSOfacompetitIVe
antigentotheabsorbanceintheabsenceofthecompetitive
antigen.

〇･wildβ-LG.A:W19Y,● RCMp-LG.
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ぎ 06 Fig･13BindingcurvesformAbsto
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O:wildβ-LG,A:W19Y,●:RCMp-LG･

49



野生型 β-LGに比べたいずれの結合能の変化 も.各種mAbの

W19Yに対する結合能の増大 という変化で観察 された.

mAbをプローブとして用いた構造解析により明 らかとなっ

た,19Trpへの変異導入に伴 う構造変化が,どの程度大きなも

のであるかを判断するための対照 として,'29AspをAlaに置換

したD129Aの構造 を同様の方法により解析 した.W19Yでは,

19Trp置換の影響が比較的広い範囲にわたり.野生型β-LGに

対する結合能に比べて,多 くのmAbで,そのW19Yに対する結

合能について遣いが観察 されたが,D129Aに対 しては,野生

型β-LGと同等の結合能 を示すmAbがほとんどであった (Fig.

14)･野生型 β-LGに対するもの とは異なった結合能 を示 した

mAb (61B4,62A6,LG13･1)は.いずれも129Aspをエピ ト

ープの一部 として含んでいるものであり,これらの結合能の低

下は,mAbの結合に対 して直接重要である残基 (129Asp)の置

換に伴 う直接的な効果 を反映 したものであると考えた.

竺TrpのTyrへの置頻がmAb21B3の#合(=Bぽす影響一

変異型タンパク質の構造解析のためのプローブとしてmAb

を用いる場合,構造解析の指標 として用いるのは,野生型ある

いは変性 タンパク質 と比較 した場合の,変異型タンパク質に対

するmAbの結合能の変化である.この結合能の変化が観察 さ

れるのは,1)置換残基がエピ トープに含 まれており,変異タ

ンパク質に対するmAbの結合が,その置換により直接影響 を

受ける場合,2)置換残基が直接mAbとの結合には関与 してい

ないが,置換の導入に伴 う構造変化により,mAbの結合が影

響を受ける場合である.置換 を導入 した残基がそのmAbのエ

ピトープを形成する残基でない場合には,観察 される結合能の

変化は,2)の影響 を反映 したものであると考えることができ

るが,置換 を導入 した残基がエピ トープを形成する残基である

場合には,そこで観察 される結合能の変化が1),2) どちら

の影響 を反映 したものであるのか,あるいは双方の影響 を反映

したものであるのかを評価する必要がある.
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Fig･14-1B.ndingcurvesformAbstowFEdβ-LG(opencircle),

RCMβ-LG(closedcirc一e)andD129Arclosedtrianqle).
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An喝encone(llg∧velJ)
Anlrgencone(pg仙elr)

LG8.2

Ant'gencone(LlgN'叫

甲 06
a)

Fig･14-2BindingcUⅣesformAbstowildβ-LG(opencircle),

RCMβ-LG(closedc.rcle)andD129A(closedtriangle).
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今回用いた15種類のmAbの うち,19Trpをそのエビ ト プの

一部 として含 んでいるものは21B3であり,21B3の場合に上記

の1),2) どちらの影響 を反映 したものであるのか評価する

ことを試みた･このために121B3のエビ ト-プの一部 を含 む

と考えられているペプチ ドフラグメン ト(15vaト 29Jle)につ

いて,野生型に相当するもの と.19T,pをTyrに置換 したW19Y

に相当するもの を合成 し-そのそれぞれに対する21B3の結合

能を競合ELISA法により評価 した･その結果,野生型に相当す

る15vaト 291leと19TrpをTyrに置換 した15vaト 29lleとの間で,

21B3に対する結合能に違いは兄いだされなかった (Fig.15).

このことは,19Trpは21B3との結合に直接関与する残基ではな

く,21B3において観察 されたW19Yに対する結合能の変化 は,

間接的な効果つまり残基置換により誘導 された構造変化 を反映

したものであることが判明 した.

再生JClLGに対 する15膚腰 のmAbの庶 合壁-

これまで,4種類のmAb (21B3.31A4.62A6及び61B4)

を用いた研究により.mAb21B3及び31A4の認識する領域 は,

再生 しに くい領域 として知 られている.そこで今回はさらに

11種類のmAbをプローブとして用い,再生 しに くい領域につ

いての詳細な解析 を試みた.

61C1,61B4,62A6,LG5.3,LG13,1及びLG16.1各mAb

の,再生 β-LGに対する結合能は,野生型に対する結合能 とほ

ぼ同等であった (Fig.16).mAb21B3,31A4,LG3.1,

LG3･2,LG3.3,LG4.1,LG5.1,LG8.1及びLG8.2の再生 β

-LGに対する結合能 は,野生型 β-LGに対する結合能 とは遣い

が認め られた (Fig.17-1,2). しか し,再生 β-LGに対する

いずれのmAbの結合能 も.RCMβ-LGに対する結合能 と同等

のレベルにまで変化 したものではなく,野生型及び再生 β-LG

に対する結合能の中間 を示 した.

穿生W19Yに対 する15膚腰 のmAbの府会Gtt-
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Fig･16BindingcurvesformAbstowild,refofdedandRCMβ-LG.
0:wHdβ-LG,口:refoldedp-LG.●:RCMβ-LG.
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Figl17-1BindingcurvesformAbstowild,refoldedandRCMβ-LG.
0●wildβ-LG,□:refoldedβ-LG,●:RCMβ-LG.
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Fig･17-2BindingcurvesformAbstowJrld.refoFdedandRCMβ-LG.
0:wHdβ-LG,□･refoJdedβ-LG,●二RCMp-LG.
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W19Yに対する15種類のmAbの結合能 を,野生型及びRCM

β-LGに対する結合能 と比較することにより,最終的なβ-LG

の立体構造の維持に対 して19Trpが果たす役割について解析 し

てきた･ここでは,変性後,透析により再生 させたW19Y (再

生W19Y) を用い,再生W19Yに対する結合能の変化 を解析 し

た･再生W19Yに対するそれぞれのmAbの結合能 を,野生型,

RCMβ-LG及びW19Yに対する結合能 と比較することにより,

19Trpがβ-LGのrefoldingに対 しどのように関与 しているかを

解析 した･再生W19Yに対する各種mAbの結合能の変化に基づ

き,次のような解釈が可能 であると考 えられる,つまり1)再

生W19Yに対する結合能が,W19Yに対する結合能 と同等であ

るもの ;そのmAbの認識する領域 は,'9Trpの有無に関わらず

refolding可能である,すなわち,その領域のrefoldingに19Trp

は関与 していない･2)再生W19Yに対する結合能がW19Yに

対する結合能に比べ変化 したもの ;そのmAbの認識する領域

のrefoldingにおいて,19Trpが何 らかの重要な機能 を果た して

いる.

このような観点か ら解析 を行った結果,mAb61C1,LG5.3

及びLG812の再生W19Yに対する結合能は,W19Yに対する結

合能にほぼ同等であった (Fig･18). ところが,mAb31A4.

61B4,62A6,LG13.1及びLG16.1の,再生W19Yに対する結

合能は,W19Yに対する結合能に比べ変化 し,よりRCMβ-LG

に近い結合能 を示 した (Fig.19).W19Yに対する結合能が

すでにRCMβ-LGに対する結合能にほぼ同等であった

mAb21B3,LG3.1,LG3.2,LG3.3,LG4.1,LG5.1及び

LG8･1の,再生W19Yに対する結合能 は,W19Yの変性/再生

に伴 う結合能の変化 つまり野生型 β-LGに近い結合能 を示す

ことはな く,やはりRCMβ-LGとほぼ同等の結合能 を示 した

(Fig.20).





Fig19BindingcurvesformAbstoW19Y,refoldedW19YandRCMβ-LG
△:W19Y,▼'refoldedW19Y,●:RCMp-LG.
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Fig･20BindingcurvesformAbs
toW19Y,refoldedW19Y

andRCMp-LG.
△:W19Y･▼:｢efok】edW19Y,●:RCMβ-LG.
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考察

CDによる二Jk償還解析一

円二色性偏光 とは,左及び右円偏光が光学活性な分子 と相

互作用することにより生 じる現象 をいう･タンパク質のペプチ

ド結合は240nm以下の遠紫タは6波長領域にいくつかの電子遷

移をもっているが,ペプチ ド結合の状態によってその電子遷移

状態は変化 を示す･その結果,この波長領域で観測 されるCD

スペク トルはタンパク質の主鎖の基本構造であるαヘ リックス､

βシー ト･不規則構造などによって異なり,タンパク質分子上

に生 じた微妙 な二次構造の変化の追跡が可能である.CDは異

なった二次構造 を区別するという面での感度の良 さから,タン

パク質の二次構造の研究に頻繁に利用 されてきた.CDによる

二次構造研究の長所は,その容易 さと低濃度のタンパク質溶液

で測定可能であることであり,タンパク質の有する全体的で,

平均的な性質 を観察するには適 した方法である.

タンパク質の とる二次構造によって特異的なCD帯が遠紫外

部に現れる･ αヘ リックスは最 も大きなCDを示す二次構造で

あり,222nmと208nmに負の極大,191-193nmに正の極

大を示 し, β構造は216-218nmに負の極大,195-200nm

に正の極大 を,不規則構造は195-200nmに負の極大 を示す

ことが知 られている (Fi9.21)(91ト

これらの情報 をもとに,野生型 β-LG及びW19Yに関 して得

られたCDスペク トル を比較 してみると,ともにβ構造に特有

なスペク トル を有 し,W19Yは野生型β-LGとほぼ同等の二次

構造を維持 していることがわかる. しか し,200nm近傍で

W19Yのスペク トルが負に極小 を示 していることから,何 らか

の構造変化が起 き,不規則化 した構造の存在が示唆 された. し

かし,CDスペク トルの測定だけでは,その不規則構造がどの

領域の構造変化 を反映 したものであるか,あるいはどの程度の

構造変化 を反映 したものであるかは判断することはできない.
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裂 嘩 盈 至1 左-

タンパク質の安定化に寄与 しているエネルギーとしては,1)

静電的相互作札 2) ファンデルワールス相互作用,3)水素

結合,4)疎水性相互作用,5)共有結合 (S-S結合)などが考

えられる (Table3)･静電的相互作用 としては,タンパク質

表面から少 し埋 もれた,実効誘電率の低い環境に存在する塩結

合(92)あるいは電荷及び永久対極子間の相互作用による安定化

エネルギーがタンパク質の安定化に寄与 しているものと考えら

れている(93)･タンパク質中の原子が占める体積の割合は,I

定の半径の球 を最密充填 した場合の割合に近 く,その結果,-

つ一つとしては比較的弱いファンデルワ-ルス相互作用もタン

パク質全体 としては大 きな寄与 を示す･中性子線結晶解析によ

り同定可能 となった水素結合は, αヘ リックスやβシー トなど

の二次構造 を形成 したポ リペプチ ド主軌 こ存在する確率が高い.

この水素結合-本の寄与は△G--1--3kcar/moIであるとさ

れている(94,95)･この他にも水素結合は,二つのベンゼン

環間の相互作用あるいはベンゼン環水素 と酸素の相互作用 とし

ても寄与 している･疎水性相互作用 とは,疎水性基が水 をさけ

て分子内部に集まろうとする相互作用のことをいい,タンパク

質の安定化に大 きく寄与 している.この相互作用はファンデル

ワールス相互作用 と疎水性基の水和エネルギーの寄与からなっ

ており,M川erらにより提唱された式(96)によりその概算値は

算出可能である(97).タンパク質はS-S結合 を形成することに

より,変性状態のコンホメーションのエン トロピー (S)が減

少し安定化すると考 えられている(98).それに対 して,タンパ

ク質が安定化するのは変性状態のエンタルピー (H)が増加す

るためであるいう考 えもある(99).これらエネルギーとコンホ

メーションのエン トロピ-,ひずみのエネルギーなどが相殺 し

た結果,いずれのタンパク質も末変性状態は変性状態よりもわ

ずかに5-15kcal/mol安定であるにすぎない.なぜタンパク

質の△Gが10kcal/mo拝呈度 しかなく,どのようなタンパク質で

も同じような値であるのかは謎 とされている.
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Table3 EstimatedvaJueso fstab ilizingenergyforp-lactogJob u=n(167)

Stabilizlngfactor StabirizJngenergy(kc8I/moI)

ContormatlLonaーe∩tropy +534-十1620

EIectrostaticinteraction ～0(otfseHed)

VanderWaalsinteraction(36) -380

Hyd｢oge∩bo∩d -55--725

Hyd｢ophobicinleractio∩(97.ー68) buriedsuTacearea=19712A
-0.024x19712=-173



本研究においては∴ 9TrpをTyrに置換 したことに伴 うβ

-LGの安定性の変化 を,ポ リペプチ ド主鎖の二次構造含量 を反

映するとされているCD222億の塩酸 グアニジン濃度依存的な変

化を追跡することにより解析 した･野生型 β-LGの水中におけ

る変性のGibbs自由エネルギ-変化 (AG:P)は.ll.2

kcal/molとなり,Raymondらにより報告 された値 と良 く一致

した(90)･W19Yの AGEカは,野生型β-LGの△G許に比べ6.9

kcal/mol減少 していた, さらに,未変性状態から変性状態へ移

行する遷移塩酸 グアニジン濃度は,野生型 β-LGで2.5M,

W19Yでは1･2Mであった･これほど大 きな安定性低下はなに

が原因 となって引き起 こされたのであろうか ?

これまであるタンパ ク質における残基置換 とそれに伴 う安

定性の変化に関 しては.T4ファージリゾチーム(100,101),

トリプ トファン合成酵素 αサブユニッ ト(102),バルナーゼ

(103),およびバクテ リオファージジーンVタンパク質(103)を

用いて精力的に研究 されてきた.置換残基の, もとの残基に対

するどのような性質の変化がタンパク質の安定性の変化に大 き

な影響 を与えうるのか 7順 を追 って考えてみると (Tablel),

1)疎水性の変化 ;アミノ酸残基の疎水性 を測 る尺度 としては,

溶媒移送ギプス自由エネルギー (Glyに対する有機溶媒から水

への移送エネルギー)(104)やOMHスケール (optimal

matchinghydrophobicity)(105)が提唱 されているが.今回

のような芳香族アミノ酸の置換の場合には,それぞれの値 と

AGとの間で比例関係が成 り立 たないことが知 られていること

から,ここか ら直接判断することはできない. しかし,Trp及

びTyrに対するそれぞれの値にそれほど大 きな差はなく,今回

観察 されたほどの違いを生み出すほどの疎水性の遣いがあると

は考 えられない.2)容積の変化 ;TablelからTrpとTyrの間

ではそれほど宗貞著な容積の差がないことから,これが原因で分

子内部のパ ッキングが変化 しそれとともに安定性が低下 したと

も考 えられない.3)溶媒露出表面積の変化 ;溶媒露出表面積

の変化 はその まま疎水的相互作用の変化 となることが知 られて
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いるが,これもT｢pとTyrの間では大きな差はない.4)静電的

相互作用の変化 ;タンパク質内部の疎水性の低下は静電的エネ

ルギーの低下 を引き起 こす可能性のあることが示唆 されている

(106)･分子内部に存在するTrpをTyrに置換することで分子内

部の疎水性が低下 し,静電的エネルギーが低下 した可能性は考

えられる･5)温度因子の小 さい構造に存在する残基の置換 ;

温度因子の小 さいつまり硬い構造に存在する残基は安定性に重

要であるとされている(107)･ しか しTrpの存在する領域は.

mAbをプローブとして用いた実験から熟に対 して比較的不安

定な領域であると考 えられていることから(48),この可能性 は

低いもの と考 えられる･6)水素結合 ;タンパク質の立体構造

全体 としての変化は微細であるにも関わらず.1本の水素結合

の欠落に伴 う置換残基周辺のわずかな構造変化が結果的に安定

性に大 きな影響 を与 えることが知 られている(101).

これ ら安定性の低下 を引き起こしうる原因を総合 し,

W19Yにおける安定性の低下の原因を考えてみると,RBPにお

ける'9Trpに相当するTrp残基は,水素結合ネッ トワークを形成

していることが知 られていることから(19).19Trp残基の置換

に伴 う水素結合の欠落が主要な原因の一つとして考えられる,

つまり,'gTrpを中心 として形成 されている水素結合ネッ トワ

~クは,タンパク質全体の安定性 を維持するために重要である

と考えられた.

変異型celtularretinolbindingprotein日を用いたアクリル

アミ ドによるStern-Volmer分析の結果,'9Trpに相当する9Trp

残基は全体的な構造の維持に関与 している残基であるとされて

いるが,全体的な構造の安定性 を維持するという形で関与 して

いるかどうかは明 らかにされていない(10町 しかし19Trpに相

当する6Trp残基 をTyrに置換 した変異型fattyacidb■nding

PrOteinにおいては､その変性剤に対する安定性は水中におけ

る変性の自由エネルギー変化に換算すると約1.Okcal/molほど

の低下 しか観察 されていない(109).以上の2つのタンパク質

はリボカリンファミリーと近縁のcelluJarretinojd/fattyacid
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bl'ndingproteinファミリーに属 している･このファミリーに

おける'9Trpに相当するTrp残基は全体的な構造の維持に対 して

何 らかの機能 を有 してはいるが,安定性の維持 という点ではそ

れほど重要な残基ではないと考えられる･本研究においてβ

-LGにおける19Trp残基は,β-LGの安定性の維持に対 して重要

な残基の一つであることが明 らかとなったことから, リボカリ

ンファミリーとcelrularretinoid/fattyacidbindingproteinファ

ミリーではその保存 されたTrp残基の有する機能,特にタンパ

ク質の全体的な構造の安定な維持に果たす機能に関 しては両者
で異なる可能性が示唆 された,

≡芸 慧 竺 血 朋 に加 でい'-- 'mAbをプ

β-LGにおける19Trpはβバ レルの底に位置 し(18).また

RBPにおいて'9Trpに相当するTrp残基は疎水性 クラスター杏

形成 していると考えられていることから(19),この残基は

19Trp近傍の局所的な構造の維持に重要.-etあると考えられた.

また,W19Yの安定性 は野生型 β-LGに比べ大きく減少 してい

たことから,'9Trpの置換の影響が全体的な構造にも及んでい

るもの と考えられた･そこで,一連の抗 β-LGmAbをプローブ

として用いて.野生型 β-LG及びW19Yの19Trpを中心 とした領

域あるいは'9Trpから離れた領域の立体構造の比較 を試みた.

mAbの野生型あるいは変異型β-LGに対する結合能の差は,

次のように解釈可能である :置換残基 をそのエビ ト プの一部

として含んでいるmAbの,変異型 β-LGに対する親和性が野生

型β-LGに対する親和性 と異なるような場合.その違いは置換

残基の側鎖の変化あるいはエピ トープ近傍の構造変化によるも

のであると考 えられる. しか し,置換残基 (今回の場合は

'9Trp)をエピ トープの-部 として含んでいないmAbの場合､

親和性の変化は抗原抗体反応に対する19Trp置換の直接的な効

果を反映するものではなく,置換残基から離れた領域に生 じた

構造変化 を示すものである.本研究では,前者に属するmAb
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として21B3が挙げられる･2183にて観察 された親和性の変化

が･直接的な効果 を反映 したものであるか,間接的な効果 を反

映 したものであるかをピンペプチ ドを用いて検証 した結果 (

Fig115).19TrpのTyrへの置換は,抗原抗体反応 自体に影響

を与えないことつまり19Trpは21B3のβ-LGへの結合に対 して

重要な残基でないことが明 らかとなった･このことから,

21B3で観察 された親和性の変化はそのまま間接的な効果つま

り19Trpの置換に伴 う構造変化 を反映 したものであると考えら

れた･その他のmAbはすべて後者に当てはまることから,い

ずれのmAbの親和性の変化 も19Trp置換に伴 う構造変化 を反映

していると判断できた･各種mAbのW19Yに対する親和性の変

化の様子はTable4に総括 した.

1眉 換残基 ('9Trp)近傍の立体構造 (Fig･22) :

一次構造に沿 って19TrpからTyrへの置換の影響 をみてみると,

mAb21B3.LG311.LG3･2.LG3.3,LG4.1,及びLG5.1の

W19Yに対する親和性 は,野生型 β-LGに対する親和性 と大 き

く異なりほぼRCMβ-LGに対する親和性 と同等であったこと

から,15Valから56lleにかけて大 きな構造変化が起 きていると

考えられた･ しか し,LG5･3のW19Yに対する親和性 は,野生

型及びRCMβ-LGに対する親和性の中間 を示 したことから,

42Tyrから56lleにかけては部分的に野生型 β-LGに近い構造 を保

持 していることが示唆 された･ さらに,N未領域 (8Lys-

19Trp) を認識するmAb31A4の親和性 も野生型及びRCMβ

-LGに対する親和性の中間 を示 したことから,19Trpの置換の

影響はN末にまではそれほど及んでいないと判断できた.つま

り,19Trpの置換の影響はN末方向よりはC末方向に昂頁著で,

19Trpは19TrpのC末側が形成する立体構造の維持にとって重要

な残基であると考 えられた･言い換えると,Aス トラン ド中央

の残基である'9Trpの置換により,N末のランダムコイル部分

はそれほど大 きな影響は受けていないが,A,B,及びCス ト

ラン ドの構造が大 きく乱れたことが観察 され了 9TrpがA,B,
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及 びCス トラン ドが形成する立体構造の維持にとって重要な残

基であると考えられた･また,LG5･3のW19Yに対する反応性

から,Cス トラン ドは,A,Bス トラン ドと同程度に大きな構

造変化 を受けているわけではなく.LG5･3により認識 される領

域は部分的に野生型 β-LGに近い構造を維持 していると考えら

れた･つまり,Cス トラン ドはW19Yの構造がRCMβ-LG様の

構造から野生型β-LG様の構造へ回復する境界であると考えら
れた.

この保存 されたTrp残基がリボカリンファミリー内で疎水性

のクラスターを形成 しているという知見とイ井せて考えると(19),

疎水性 クラスター中のたった一残基の置換によりクラスター構

造が破壊され,水素結合 を介 して安定化 されているβス トラン

ドの立体構造が,水素結合の欠落 とともに破壊 されたものと判

断された･つまり,'9Trpの置換の影響が一次構造に沿って伝

わったわけではなく,'9Trpの置換に伴 うクラスターの破壊と

ともにAス トラン ドが構造変化 を起こし,Aス トラン ドと水素

結合を介 して安定化 されているBス トラン ドさらにはBス トラ

ンドと水素結合を介 して安定化 されているCス トラン ドの構造

が破壊 され,Aス トラン ドの構造変化が,立体構造上近接 し,

さらに水素結合により結ばれているB,Cス トラン ドに伝わっ

たものと考えられた.

2･'gTrpからは一次構造上も立体構造上も離れた領域の立体構
追 :

80Na- 83Lys領域 を認識するLG8.1のW19Yに対する親和性

は.野生型 β-LGに対する親和性 とは大きく異なり,RCMβ

-LGに対する親和性 とほぼ同等であった･一万.79pr0-85Asp

を認識するLG82のW19Yに対する親和性は,野生型β-LGと

RCMβ-LGに対する親和性の中間であった.Dス トラン ドを認

識するmAbは得 られなかったことから,Dス トラン ドの構造に

ついて論 じることはできない. しかし,上記の項で観察 された

ようなA,B,Cス トラン ドの大きな構造変化は,一部Eス トラ
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ン ドにおいても観察 されるが (LG8･1).LG8.2のW19Yに対

する親和性 はある程度野生型 β-LGに対する親和性 に近づいて

おり,A,B,Cス トラン ドで観察 された構造変化が巨ス トラン

ドまで完全には伝 わってお らず,ここでもW19Yが野生型 β

-LGに近い構造 をとり始めているもの と判断 された.逆に言 う

と,19Trpの置換の影響は,A,Bス トラン ド及びCス トラン ド

の一部にまで及び,Cス トラン ドとEス トラン ドにかけて少 し

ずつ構造が回復 を始めていると考 えられた.

3･'9Trpか ら一次構造上 は離れているが,立体構造上は近い領
域の立体構造 :

LG13･1のW19Yに対する親和性 は野生型及びRCMβ-LGに

対する親和性の中間 を示 し.LG13.1の認識する122Leu1,28var

領域 はわずかに構造変化 を起 こ していることが判明 した.その

他のmAb61B4,62A6,LG16･1の親和性 はほぼ野生型 β-LG

に対する親和性 と同等であり,125Thr-135Lys及び149Leu-

162Ileの構造 はほぼ野生型 β-LGに近い構造 を維持 していると

考えられた.

このことか ら,A,B,Cス トラン ドで観察 された構造変化

が,一部Hス トラン ドにも伝 わっていることが示 された.REP

に関する研究から(19),Hス トラン ドは6本の水素結合 を介 し

てAス トラン ドと相互作用 をしていることが示 されていること

及びA,B,Cス トラン ドで観察 された構造変化 はEス トラン ド

において一部緩和 され,構造の回復が観察 されたことから判断

して,Aス トラン ドの構造変化が直接水素結合 を介 してHス ト

ラン ドに伝 わったもの と考 えられた･それ以外の領域,つまり

αヘ リックス,Hス トラン ドとαヘ リックスの間のループ,I

ス トラン ド及びC末端の構造は,ほぼ野生型 β-LGと同等の構

造を維持 していることが明 らかとなった. αヘ リックスは.比

較的Aス トラン ドに近 く存在 しているが, αヘ リックスとAス

トラン ドの間の水素結合は観察 されてお らず,そのために構造

変化 もαヘ リックスまで伝 わらないもの と考 えられた.
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このように19Trp置換に伴 う構造変化 は一次構造に沿 って伝

わり･Aス トラン ドが構造変化 を起 こ し, さらにAス トラン ド

の構造変化が,水素結合により相互作用 している隣接 したある

いは立体構造的に近い位置にあるβス トラン ドに伝 わるもの と
考えられた.

また19Trp以外の領域 に変異 を導入 した変異型 β-LG (

D129A) では構造変化が全 く観察 されなかったことから,

W19Yで観察 された構造変化 は'9Trpに特異的なものであると

考えられた･このことか ら19Trpは,A,B,Cス トラン ドを中

心とする立体構造 を維持するために重要 な残基の一つであると
考えられた.

･JIL7亘 ;ll,L'近･t･-NflL･､fLHd,ng･q!･･': /二 ･･L-･ト･､･1:Jr_

塵量地 . 一

天然型 β-LGを塩酸 グアニジンにて変性後,透析により再

生 し,その再生 β-LGの立体構造 を同様にmAbをプローブとし

て用い解析 した･これまでの研究で21B3により認識 される領

域は,いかなる方法によってもrefoldingしないことが確認 さ

れている(47)･本研究においては, さらに11種類のmAbを用

いてより詳細 な解析 を試みた･その結果,21B3.31A4.

LG3･1,LG3･2･LG313,LG4･1,LG5.1,LG8.1及びLG8.2

にて,再生 β-LGに対する親和性 と天然型 β-LGに対する親和

性 との間に違いが観察 された (Fig･17).これは,変性/再

生操作によりrefoJdjngすることのできない領域が,8Lys-

56Heとかなり広い範囲にわたっていることを示 している. また,

その他のmAbの再生 β-LGに対する親和性 はほぼ天然型 β-LG

に対する親和性 と同等であったことか ら (Fig.16).122Leu

-135Lysあるいは149Leu-162Heは完全に天然型 β-LGと同等の

立体構造 を維持 しているもの と考 えられた.

ここでrefordingLに くい領域 とされた8Lys-56lleはA,B,

Cス トラン ドに相当 し,W19Yで構造変化が認め られた領域に

一致 した･つまりこの領域 は微妙 な相互作用の乱れにより構造
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変化 しやす く. さらに一度変性するとrefordingLに くい領域

であると考 えられた･またrefordingが完全に進行する領域 と

された･Hス トラン ド, αヘ リックス,その間のループ及びC

末端領域 は,W19Yにおいても構造変化が認められなかったこ

とから,この領域 は'9Trp近傍の構造変化の影響は受けに くく,

変性 してもrefoldingLやすい領域であると考 えられた.この

ことから,A,B,Cス トランドとHス トラン ド,αヘリックス､

その間のループ及びC末端領域は構造維持及びrefoldjngtこ関 し

てそれぞれ別のfoldingドメイン様の構造 を形成 していること

が示唆 された･これまでの研究で,21B3及び31A4のエビ ト

プ近傍構造は熱変性に対 して構造変化 しやすく,末変性状態か

ら変性状態への遷移温度は67-68℃であるのに対 し､61B4及

び62A6のエビ ト プ近傍構造は構造変化 しに くく遷移温度は

80℃とされてきた(48)･この遷移温度はそれぞれの ドメイン

の構造 としての‖堅 さ日 を示す指標 となりうるもの と考 えられ
た.

霊芝竺遊 芸 芸 慧 空 坦姓

天然型β-LGの場合 と同様に,W19Yを変性後,透析により

再生 し,もとのW19Yの構造まで巻 き戻ることができるかどう

かを棉証 した.この際,すでに構造がRCMβ-LGと同等の レ

ベルまで乱れている,21B3,LG3･1,LG3･2,LG3.3,LG4.1,

LG5･1.LG8･1のエピ トープ近傍の構造は.変性/再生過程 を

経ても構造が回復することはなかった (Fig.20).LG5.3及

びLG8･2の認識するエビ ト プ近傍は,19Trpの置換に伴い完

全には乱れていないが,野生型 とRCMβ-LGの中間の構造 を

有する領域である･この領域 はW19Yの変性/再生に伴いもと

のW19Yの構造にまでrefoldingするということは (Fig.18),

これらの領域の構造維持に対 して'9Trpは重要な機能 を果た し

ているが,refoldingに関 しては'9Trpは少なくともW19Yの構

造にまで巻 き戻るためにはなんら機能 していないと判断された.
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W19Yを用いた構造解析から.31A4の認識する領域の最終的

な構造の維持に対 して19Trpは何 らかの機能 を有 していると考

えられたが,再生W19Yを用いた結果から (Fjg･19),8Lys

-19Trp領域のrefoJdingに関 しても19Trpが何 らかの機能 を有 し
ていることが示唆 された.

さらに,61B4,62A6･LG13･1及びLG16･1を用いて.再

生W19Yの構造 を解析 した結果 (Fig･19),A,B,Cス トラ

ン ドとは独立 したfoldingドメインを形成 していると考えられ

たHス トラン ド, αヘ リックスとその間のループ,C末端領域

は,W19Yの最終的な構造の維持に関 し,A,B,Cス トラン ド

により形成 される ドメインからは独立 し,19Trpの置換の影響

を受けないにも関わらず,W19Yを変性/再生 させるともとの

W19Yの構造にまで回復 しないことが判明 した･このことは,

この ドメインの最終的な立体構造の維持に対 して重要でないと

考えられていた19Trpが実は,Hス トラン ド, αヘ リックスと

その間のループ,C末端領域のrefoldingには何 らかの機能 を果

たしていることを示唆 している･このことは,/〃ゾルOにおけ

るfoldingと/'nvitroにおけるrefoldingの問の微妙な差異により

生 じた変化であると考 えられた.

以上得 られた結果 を2つの ドメインの構造 とい う観点からま

とめるとTable5のようになる･それぞれの ドメインを別々に

エピ トープとして訊 識する大抵のmAbの親和性 は協調 して変

化 しており,確かにβ-LGが2つの ドメインからなると推測す

ることができた･このように,変異型β-LGあるいは様々な条

件下におけるβ-LGを用い,mAbをプローブとして局所単位の

微妙な構造変化 を追跡することにより,球状タンパク質であり

ながら,その領域により構造の維持に対する安定性あるいは

refoldingの しやすさが異なることが明 らかとなった.
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第三章 変異型β-LGの機能解析

序

β-LGがレチノールを結合する部位については,様々な説

が提唱 されている･一つは･レチノールがβバレル内に結合し,

19Trpがレチノール結合部位 を形成 しているとする説である

(17)･この結合部位はβ-LGのX線結晶解析のデ-タから.レ

チノールを結合 したRBPをもとに座標変換 し,

mode卜buildingによりレチノ-ルを結合させたβ-LGを構築後,

同定されたものである･(17).これによると, βバレルの

calyxの底に存在する19Trpがレチノール結合部位 を形成 してお

り,レチノールから10Aの距離にあると考えられた.ここで

提唱された結合部位は,ほぼ同じ構造を有するRBPのレチノ

ール結合部位 と立体構造的には同じ部位であった(24).またβ

-LGのレチノール結合能に関 しては様々な研究,特に分光学的

な研究が盛んに行われ,レチノールを結合させたβ-LGの捌 又

スペク トル及び蛍光スペク トルの観察から結合部位はTrpを含

んでおり,レチノールのβイオノン環 との間に複雑なエネルギ

~の遷移が存在することが示唆され(110),Trpがレチノール

の結合に何 らかの形で関与 していると考えられていた.

β-LGにinv/'lroでレチノ-ルを結合 させ,アポ体 とホロ体

の電子密度差 を算出 した結果,別の レチノール結合部位 として

βバレルとは異なる分子表面のポケッ トの存在が示唆 された.

このことはβ-LGとRBPではレチノールの結合様式に遣いがあ

ることを意味 しており(18),このことを支持する実験結果 とし

ては次のようなものが挙げられる.1)β-LGに結合 したレチ

ノールは,RBPに結合 したレチノールに比べアルコール脱水

素酵素により容易に分解 されてしまう.2)β-LGに結合 した

レチノールは他の レチノイ ドにより容易に置換 されて しまう.

3)回転緩和時間の測定からレチノールはβ-LGの比較的

flexibleな領域に結合 している(110).4)β-LGに結合 したレ
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チノールの発する蛍光収量は,RBPに結合 したレチノールの

発する蛍光収量の約1/2である(110).5)β-LGあるいはRBP

からレチノールへのエネルギー遷移の効率が異なる(111).つ

まり,β-LGの レチノール結合様式はRBPのものとは異なって

いるという仮説が提出された.

さらにβ-LGのβバ レルの中にレチノール を結合 させると

いう操作 をmolecurardynamicssimulationにより行い,アポ

体とホロ体及び レチノール を結合 させた直後 と安定化 した後で

大きく揺 らぐ領域 を同定することにより,β-LGにはレチノー

ル結合部位が二つ存在するという報告もなされている(112ト

β-LGにはレチノール結合部位が二つ存在するという考えは,

β-LGに対 してレチノ-ル とEllipticineあるいは

PrOtOPOrPhyrinIXが同時に別々の領域に結合するという実験

事実からも示唆 されていた(113,114).さらに,同 じくリボ

カリンファミリーに属するmajorurinaryproteinとα12u-グ

ロブリンはほぼ同等の立体構造 を維持 していながら,その リガ

ンド結合部位 は微妙に異なることが報告 されており(23),また

odorantbindingproteinではダイマーの境界に リガン ドを結

合することが知 られている(24)ことから,立体構造及びその機

舵.β-LGとRBPに関 していえばレチノール結合能が同 じであ

れば結合部位 も同 じであると考えるのは正 しい論理展開である

とは言いがたい.

このようにβ-LGの結晶構造が明 らかとなっていながら,

そのレチノール結合部位については直接的な証明がこれまでな

されていない･それはレチノールを結合 したホロ体のβ-LGの

結晶体がこれまで得 られていないということが主な原因である

とされている･またもともとβ-LGは,その レチノール結合能

に関 して様々な研究が展開 され,その後X線結晶解析により

RBPとの立体構造上の類似性が指摘 されたことから, レチノ

~ル結合様式に関 してもRBPになぞらえて考えられることが

多かった･ しか し現時点 までに集積 された実験事実を鑑みると,

β-LGとRBPとではその レチノール結合様式に違いがあると考
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える方が自然 であると思われ, レチノール を結合 したRBPを

もとにmodeI-buildingされた結果同定 されたβ-LGにおけるレ

チノール結合部位及び レチノールの結合に対する19Trpの機能

については改めて別の視点から問い直す必要があると思われた.

本研究においては,19Trpを置換 した変異型 β-LGを用い,

レチノ~ルの結合に対する19Trpの関与について根証 した. さ

らに前章において観察 された微細な構造変化が レチノールの結

合に対 してどのような影響 を及ぼ しているかについても明 らか

にすることを試みた･これまで リボカリンファミリーにおいて

は･変異型 タンパ ク質 を用いてその リガン ド結合部位 を形成あ

るいはリガン ド特異性 を決定する残基の同定はなされてお らず,

ここで作製 した変異型β-LGを用い解析 を行 うことにより

-9Trpの機能的意義に関 して新たな情報が得 られるもの と考 え

られた.



i::i

材料及び方法

レチノールJ#合性試験-

レチノールがβ-LGに結合 したときに発する蛍光 を利用 し

た蛍光滴定実験は,Hitachi650110S蛍光/Ji光光度計 を用いて

行った･ レチノール (All-trans-retinor,Sigma)の野生型.

変異型 β-LGに対する飽和結合試験は,Fugateらの滴定法

(110)を一部改変 して行った.600pmolのβ-LGを含 む1mlの

溶液に,25pmolの レチノール を含 む1JjIのエタノール溶液 を

涛加衡 混和 し暗所 で1分間静置 した.蛍光強度 は,励起波長

342nm (バ ン ドパス4nm),発光波長475nm (バン ドパス4

nm)により測定 し,比蛍光強度は,それぞれの飽和蛍光強度

を1･0として算出 した.結果 は,蛍光滴定法により解析 した

(115)･単一の結合部位の見かけの解離定数 (K･｡)は,式< 1

>に示 したmass-law方程式 を基に,線形最小二乗法 を用 い算

出 した(115).

P｡α- (R｡/∩) (α/ 1-α)-K●｡/∩ <1>
ここで, α はレチノールの結合 していない結合部位画分 を.

R｡は全 レチノール濃度,p｡は全 タンパ ク質濃度 を示 している.

αは,滴定曲線上のそれぞれの点で式<2>を用いて算出 した.

α- (F-Fmax) / (F｡-Fmax) <2>

ここで,Fはある レチノール濃度における蛍光強度 を,Fmax

は全 β-LGが レチノールで飽和 した時点における蛍光強風 F｡

は初期蛍光強度 を示 している.

レチノール濃度依存的な,475nmで発光 して くる励起 スペ

ク トルの測定 は.野生型及び変異型β-LG600pmo偏 在下,

レチノール を25pmoげ っ加 え,その各点において475nmで

発光する励起 スペク トル を測定 した.

4iGに# 合 しfL-レチノール由来の励起 スペ ク トルの脚定一

β-LGに対するレチノールの結合に対 して,'9Trpが直接 レ

チノールの βイオノン環 とのエネルギー遷移 を通 じて, レチノ
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-ル分子の安定化に寄与 しているかを積証するため,β-LGに

結合 したレチノール由来の475nmにおける励起スペク トル を

測定 した.β-LGに結合 したレチノール分子の励起 は,340

nm付近 で起 こるはずであるが,励起 したβ-LG中の芳香族 ア

ミノ酸 からの励起 エネルギー遷移が起 こっているとすると.

280nmで励起 されたβ-LGの芳香族 アミノ酸由来のエネルギ

ーがレチノールの βイオノン環に遷移後発光 したことを示す,

励起スペク トル上の ピークが観察 されるはずである.

野生型及び変異型 β-LG5,5nmo偏 在下, レチノール を6.0

nmol加 え,β-LGに結合 したレチノールが475nmで発光する

際の励起 スペ ク トル を250-400nmで測定 した.この際対照

として,タンパ ク質中の芳香族ア ミノ酸 から.結合 したレチノ

ールへの励起エネルギー遷移が観察 される血清 レチノール結合

タンパ ク質 (ThebindingsiteLtd･.Birmingham,UK) を
用いた.

J4iGiE据 合 L,I--L,テノールのアルコITル壁丞量 墜芽 に対 す旦

度盛塵-

β-LGに結合 した レチノール分子のアルコール脱水素酵素

に対する反応性 は､ レチノ-ルのアルコール基が,アル コール

脱水素酵素により分解 されたことに伴 う蛍光強度の減少 を測定

することにより行 った. レチノールータンパク質複合体 は,

0･5m9の野生型β-LGあるいはW19Y,27nmolのレチノール,

140JlmOrのKClをPBS中で混和することにより形成 させた.

終体積2mlの複合体 を室温で15分間静置後,o･2〟lのNAD (

Sigma),2FLmOlの ピル ビン酸ナ トリウム.7ユニッ トの乳酸

脱水素酵素 (Sigma).0.1ユニッ トのアルコール脱水素酵素

(Sigma)を加 えた.励起波長,発光波長 をそれぞれ.342

nm,475nmに設定 し,前述の方法に準 じて,アルコール脱水

素酵素により分解 されていない レチノールの蛍光強度 を,1あ

るいは5/I)間隔 で測定 した.結果 は.アルコール脱水素酵素添

加時 (時間 :o)におけるレチノール由来の蛍光強度 を100%
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結果

レチノール据合性試験-

β-LGの生理機能は未だ明 らかとなっていないが,β-LGは

疎水性小分子 を結合するとされているリボカリンファミリーに

属 しており,実際 レチノールはβ-LGに結合することがこれま

でに報告 されている･そこで, レチノールのβ-LGへの結合に

対する'9Trp残基の役割 を評価するため,W19Yに対するレチ

ノールの結合活性 を測定 した. レチノールは溶液中においてほ

とんど蛍光 をもたないが,β-LGに結合することにより,蛍光

強度が大幅に増大することが知 られている.この蛍光強度の増

大は, レチノールがβ-LGに結合することにより, レチノール

分子の剛性 (rigidity)が増大すること,特にポ リエン鎖部分

よりむ しろβ-イオノン環においてその剛性 (rigidity)が増

大することにより引き起 こされるものと考えられている.この

性質から･ レチノール濃度依存的な蛍光強度の変化 を測定する

ことにより. レチノールのβ-LGへの結合を追跡することが可

能である･ レチノールの野生型 β-LGあるいはW19Yに対する

濃度依存的な結合曲線により, レチノールの飽和は,ほぼ同濃

度の レチノールを加 えた時点で観察 された (Fig.25).蛍光

滴定法に基づき, レチノールの野生型 β-LG及びW19Yに対す

る見かけの解離定数 (K'd) を算出 したところ,野生型β-LG

に関 して得 られた値 は.Fugateらにより報告 された値 とほぼ

~致 した(110)･さらに野生型 β-LGとW19Yの間のK･｡値がほ

ぼ同等であったことから,W19Yは野生型 β-LGと同様に効率

的にレチノールを結合 しうることが判明 した.このことは

19Trpは,蛍光滴定法により観察 しうるような形で, レチノー

ルのβ-LGに対する結合に対 し必須ではないことを示唆 してい

る.

と王/ -ルが,#合 しfLIJ6-LG襟~合体の励起 スペ クトルー

そこで, レチノールの結合に対する'9Trpの関与 を明 らかと
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するため,β-LGからレチノールへのエネルギー遷移 を観察 し

た･このエネルギー遷移は,β一LGに対するレチノールの結合

を安定化すると考えられており, β-LG中の芳香族アミノ酸残

基において励起 されたエネルギーが, レチノールのβ-イオノ

ン環に遷移 し,蛍光 を発するという現象である･蛍光波長 を,

レチノールの発する蛍光 を観察するため475nmに固定 し,励

起波長 をスキャンすることにより観察 される,励起スペク トル

上の340nm付近の ピークはレチノール自身が励起 され,発光

したことを示 しているが,280nm付近に観察 されるピークは

β-LG中のアミノ酸が励起 され,その励起エネルギーが, レチ

ノ~ルのβ~イオノン環へ遷移 した後, レチノールが発光 した

したことを示 している.

ここでは対照 として.RBPを用いた.これまでの研究で

RBPにおいては,タンパク質中のアミノ酸残基から, レチノ

~ルへのエネルギー遷移が観察 されることが知 られている.確

かに,280nm付近にピークが観察 され,RBPからレチノール

へのエネルギー遷移が起こっていることが示された (Fig.26),

さらに,野生型 β-LGについて同様の実験 を行ったところ,徳

弱ではあるがβ-LG由来の ピークが観察 され,β-LGからレチ

ノ~ルへのエネルギー遷移がβ-LGにおいても起こっているこ

とが示 された (Fig.26).このエネルギー遷移はこれまで

19Trpにより担われているもの と考 えられていた.ところが,

W19Yについても280nm付近にW19Y由来のピークが観察 さ

れたことから,β-LGからレチノール分子へのエネルギー遷移

に対 して'9Trpは直接的な機能 を担っておらず, レチノール分

子の結合あるいはその安定化に対 して'9Trpが直接重要な役割

を果た していないことがこの実験からも明 らかとなった.

しか し,280nm付近で観察 されたβ-LGあるいはW19Y由

来のピークは,ほぼ同等の励起波長において観察 されているに

も関わらず,340nm付近で観察 される,それぞれのβ-LGに

結合 したレチノール自身の発する蛍光の強度及びその蛍光強度

を与える波長に違いがみ られた.すなわち,W19Yに結合 した
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レチノール自身の発する蛍光強度は野生型β-LGに比べて半減

し.W19Yに結合 したレチノール自身の発する蛍光最大波長は.

野生型 β-LGに比べてred-shiftを示 した.W19Yに結合 したレ

チノールの発する蛍光強度の半減は,加えるレチノール濃度依

存的に観察 された (Fig･27)･このことは,親和性 という点

では遣いのみ られなかった両者におけるレチノール結合様式に

遣いが存在 し, レチノールを取 り囲む環境が野生型β-LGと

W19Yとの間で異なっていることが示唆 された.

アルコ-ル戯水素摩素(ADH) による, JglLGに据合 したレチ

ノールの分解 -

リボカリンファミリーを代表 とする,疎水性小分子 を輸送

するタンパ ク質の機能 としては,特異的なリガン ドを高親和性

で結合することとともに.結合 しているこの リガン ドをタはBか

らの攻撃から守ることであると考えられる･ β-LG及びRBPは.

体内においてレチノール分子 を結合 し,比較的分解 されやすい

レチノールをADHなどによる分解から･守 り,輸送タンパク質

として安定に レチノール を標的組織あるいは細胞に輸送するも

のとされている.

見かけの解離定数から判断する限 り, レチノールの野生型

あるいはW19Yに対する親和性に遣いはみ られなかった.そこ

で､輸送 タンパク質 としてのもう-つの機能である, リガン ド

の安定性 を維持するという観点から,結合 したリガン ドの安定

性がどの程度保たれているかについて野生型及びW19Yについ

て解析 した.

結合 したレチノールの加水分解酵素 (ADH)による消化速

度あるいは消化率 を求めることにより,野生型 β-LG及び

W19Y間で,それぞれに結合 したレチノールの安定性 を比較 し

た. レチノールのADHによる消化作用は,NAD及び肝アルコ

ール脱水素酵素存在下における,酵素的酸化作用によるレチノ

ールの消失に伴 う蛍光強度の減少 を,時間を追 って測定するこ

とにより評価 した.W19Yに結合 したレチノールは,野生型 β

91



.IO
U
コaL
･S
u
P
J
)

･Ile

P

a
PPtこ
O
U
O
!ttZL1U
a
D
U
O
C)a
u
l
U
Ô
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-LGに結合 したレチノールに比べ,より迅速に酸化 された (

Fig･28)･このことは,W19Yに結合 したレチノールは,野

生型β-LGに結合 したレチノールよりも不安定であることを意
味 している.
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complexeswerethenincubatedatroomtemperatureafter
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まず, レチノールのβ-LGへの結合に対する19Trp残基の機

能を評価するため,蛍光滴定法に基づきW19Yに対するレチノ

ール結合能 を測定 した(110)･この結果 (Fig.25),1) レチ

ノールの飽和 は,野生型 β-LG及びW19Yにおいてほぼ同濃度

のレチノール を加 えた時点で観察 され,2)算出 されたレチノ

ールの野生型β-LG及びW19Yに対する見かけの解離定数 (K･d)

はほぼ同等であったことか ら判断 して,W19Yは野生型 β-LG

とほぼ同等の レチノール結合能 を有 していることが判明 した.

このことにより,19Trpが レチノールの結合に対 して不可欠な

残基ではないとい うことが明 らかとなった.

つぎに'9Trpが レチノールの結合に対 して何 らかの機能 を果

たしているかどうかを確認するために, レチノールの結合 を安

定化するとされている(110)β-LGから.レチノールへのエネル

ギー遷移 を観察 した.このエネルギー遷移 は蛍光波長 を475

nmに固定 し,励起波長 を250nmから400nmまでスキャンし

た場合に280nm付近に ピークとして観察 される.RBP及び野

生型 β-LGで観察 されたタンパ ク質中の芳香族アミノ酸か らレ

チノールの βイオノン環へのエネルギー遷移は,W19Yにおい

ても観察 された (Fi9.26).このことから,β-LGに結合 し

たレチノール を安定化すると考 えられていたβ-LGか らレチノ

ールへのエネルギー遷移は.'9TTPだけにより担われているわ

けではないことが明 らかとなった.つまり19Trp残基 はレチノ

ールの結合に対 して直接的な機能 を果た してはいないと考 えら

れた.

以上の結果 から, レチノールの結合部位がPapizらの予測 し

たβバ レル内であるのか(17)あるいはMonacoらの予測 した分

子表面のポケッ トであるのか(18).その同定は不可能ではある

が,少な くともリボカリンファミリー内で完全に保存 された残
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基である19Trpは,β-LGとレチノール との結合に関 しては.

不可欠で直接的な機能 を担っているわけではないことが明 らか

となった･X線結晶解析に基づきレチノールがβバ レルの中に

結合 し,その結合に対 し'9Trpが重要な役割 を演 じているとし

たPapizらの予測(17)及びレチノ-ルはβバ レルではなく分子

表面のポケッ トに結合するとしたMonacoらの考 え(18)を併せ

てこの結論 を解釈すると,1) レチノールはβバ レルに結合 し

ているが,19Trpはレチノールの結合に対 して直接的な機能 を

果たしていないかあるいは2) レチノールは分子表面のポケッ

トに結合 し,'9Trpはレチノールの結合に対 して直接機能 して

いないという二つの可能性が考えられた.この点に関 しては次

の項でさらに考察 を行 うこととする.

それぞれ別の疎水性小分子 を結合するリボカリンファミリ

ー内で唯一完全に保存 された残基である19Trpが,異なるリガ

ン ドの特異性 を決定 しあるいはその リガン ドの結合に重要であ

るとは考 えに くく,その意味でもβ-LGの'9Trp残基がレチノ

ールの結合に対 して重要でないことは妥当であると考 えられる.

確かに リボカリンファミリーと同 じ様な立体構造 (βclam構

追)を有 し.また疎水性小分子 を結合するとされている

retinoid/fattyacidbindingproteinファミリーにおいてもβ

-LGの'9Trpに相当するTrp残基 は保存 されており (cellular

retinolbindingproteinllでは9Trplfattyacidbinding

proteinでは6Trp),19FINMRを用いたTrp残基の機能解析に

関する研究から,そのTrp残基は直接 レチノールの結合には関

与 しておらず,それとは異なる107Trp残基がレチノールの結合

には重要であるとされている(116-108).このことから, リ

ボカリンファミリーあるいはretinoid/fattyacidbinding

PrOteinファミリーにおいて同様に保存 されたTrp残基が, リ

ガン ドの結合に対 して直接的な関与はしていないという点で両

者に共通 していることを, リボカリンファミリーに属するタン

パク質でははじめて明 らかとすることができた.
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野生型 β-LG及びW19Yに対するレチノールの結合能の測定

から,'9Trpはレチノールの結合に対 して直接的な関与はして

いないことが明 らかとなった･ceHurarretinoid/fattyacid

bindingproteinにおいても. β-LGの19Trpに相当する9T,p残

基は, レチノールの結合に対 して直接的な関与は していないこ

とが示 されている. しか し, レチノールが結合することにより

9Trp残基に'gF-NMR上でわずかな化学 シフ トが観察 されるこ

とから. レチノールの結合に対 して何 らかの機能 を有 している

と考えられている(117).そこで,この二つのプロテインファ

ミリー内で完全に保存 された残基である19Trpがレチノールの

結合に対 してどのような機能 を有 しているかを蛍光励起スペク

トルの測定から詳細に解析 した.

レチノール分子はβ-LGあるいはRBPに結合 し, レチノー

ル自身の分子 としての剛性 (rigidity)が増大するに伴い,そ

の蛍光収量が増大することが知 られている(118).ところが本

研究において用いた変異型 β-LGであるW19Yにレチノールが

結合 した場合,その蛍光収量は野生型 β-LGに結合 したレチノ

ールの約1/2に低下 し,さらに最大励起波長は長波長側にシフ

トしていた.蛍光収量の減少は,結合 しているレチノール分子

の動き (mobility)の上昇の結果,励起 されたエネルギーの蓄

積効率が減少,つまり励起エネルギーの非放射性崩壊効率の増

大により起 こると考 えられている(118,119).また,RBPを

用いた研究か ら.RBPに結合 したレチノールの励起及び発光

スペク トルがβ-LGに結合 したレチノールに比べ短波長側にシ

フ トしているのは.RBPではβ-LGに比べ レチノールがより非

極性な環境に結合 していることを意味 しているとされている

(118ト これらの研究 をあわせてW19Yについて得 られた結果

(蛍光収量の減少 と最大励起波長の長波長側へのシフ ト) を考

えると.W19Yに結合 したレチノール分子の剛性 (rigidity)

が減少 し,W19Yに結合 したレチノールに対する溶媒分子の接
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近効率 (accessibility)が増大 したことによるもの と判断する

ことができる･このことは,W19Yにおいてレチノールを取 り

囲む環境が微妙に変化 し.W19Yに結合 しているレチノール分

子が不安定化 されていることを意味 している.

実際に,W19Yに結合 したレチノールは,野生型 β-LGに結

合 したレチノールに比べ,アルコール脱水素酵素により酸化分

解されやす くなっていた.

以上得 られた結果 を19Trpの レチノールの結合に対する機能

的意義 とい う観点から考 えてみると.19Trpはレチノ-ルの結

合に対 して直接的な役割 を担 ってはいないが,結合 したレチノ

ールの剛性 (rigidity)を維持 し.また溶媒分子が近づかない

ように レチノール結合部位の構造 を保つことにより,結合 した

レチノール を安定化 し,アルコール脱水素酵素 などによりレチ

ノールが分解 されることを防 ぐために重要であると考 えること

ができる.

J6-LGにお けるレチノール結合,,iu位liどこか ?-

前述のようなレチノール結合部位の環境の変化は,'9Trpの
置換に伴 う構造変化により引き起 こされていると考 えられる.

'gTrpの置換により構造変化 を示 した領域 はA,B,Cス トラン

ドであったことか ら,A,B,Cス トラン ドがβ-LGにおけるレ

チノール結合部位の一部 を形成 しているもの と判断することが

できる. また構造変化の観察 されなかった領域 であるHス トラ

ン ド, αヘ リックス及びその間のループ,C末端部分 はレチノ

ールの結合に関与 していないと考 えられた.このことから

'9Trpは,β-LGにおけるレチノール結合部位の構造 を保 ち.

レチノールが安定に維持 されるために重要な機能 を有する残基

の一つであると考 えられた,

レチノールがβバ レルあるいは分子表面のポケッ トいずれ

に結合 しているかを以上の結果だけから判断することは不可能

である. しか し,A,B,Cス トラン ドをその結合部位の一部

としているβバ レル説では,A,B,Cス トラン ドにおける構
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造変化 がその ままレチノール を取 り囲む環境の変化 であると考

えることが可能 である･分子表面ポケ ッ ト説ではその レチノー

ル結合部位 は了 36phel139Ala1143Leu.3vaト 5Gln.105phe

-106cys,117Leu-119Cys及び95Leuから形成 されていること

から(18),ここで観察 された構造変化 と直接結 びつけて議論 す

ることはできない･ そのためには19Trpによりこの領域の構造

がどの程度影響 を受 けるか,あるいはA,B,Cス トラン ドの

形成する立体構造が レチノール結合部位の一部 として含 まれて

いないかなどの解析 を待 たなければな らない.
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第四董 変異型 β-LGの酵母における分泌量が,野生型β-LG

に比べて増大 した原因に関する解析.

序

'9Trpの残基置換の影響は, β-LGの構造及び機能における

前述のような変化ばかりでなく,酵母における分泌発現量にも

大きな変化 を誘導 した･すなわち'9TrpをPheやAlaに置換 した

場合にはその分泌量は大 きく減少 したにも関わらず,Tyrに置

換 した場合にはその分泌量は野生型 β-LGに比べ5倍以上増大

した･タンパク質にある変異 を導入することによりその変異型

タンパク質が分泌 されなくなる例 というのは数多 く報告 されて

おり,正 しいfoldingのできないタンパク質 (malforded

protein)は細胞内に蓄積 し,分泌不能な凝集体 (a9gregate)

を形成すると考 えられている.ところが,タンパク質の翻訳領

域に変異 を導入 し､それに伴いその変異型タンパク質の酵母あ

るいは動物細胞における分泌量が増大 したという例は限 られた

数の報告 しかなされておらず.その原因も未だに明 らかにされ

ていない･このようにたった1残基の置換が, しかも'9Trpl残

基をどの残基に置換するかにより分泌量が増減するという現象

は,分泌タンパク質の有するどのような特徴により.あるいは

それにより誘導 された/'nvI'voにおけるそのタンパク質の挙動

のどのような変化により説明 しうるか解析することは,タンパ

ク質の分泌あるいはfolding機構に関 し知見 を提供 しうると考

えた.

変異導入に伴い分泌量が増大 したタンパク質 としては,チ

トクロームP450g及び と トリゾチ-ムが知 られている.チ ト

クロームP450gの酵母における分泌量は,チ トクローム

P4502Cファミリーで完全に保存 された残基である180Ser杏

Cysに置換することに伴い4-6倍増大すると報告 されている

(120). ヒ トリゾチームでは,77cysと95cysをともにAlaに置

換 し,S-S結合 を除去するに伴い8倍程度増大することが確認
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されている(121)･チ トクロームP450gの分泌量増大は,/n

vivoにおけるタンパク質の安定性が増大 したことによるとされ

ている･対 してヒ トリゾチームでは分泌量増大の原因を解明す

べく精力的に研究が行われている.その結果変異型 リゾチーム

の分泌量増大は分泌効率あるいは分泌速度の増大が原因である

と推察 されている(121,122ト その分泌効率の増大 を引き起

こすタンパク質 としての特徴の変化は次の二点であると考えら

れている,1)コンパク トな立体構造 をとりやす くなった

(123),2)立体構造はほとんど変化 していないが(124),安定

性は大 きく低下 しunfolding速度は増大 していた(125),この

両タンパク質においても.分泌量増大 を引き起 こす原因として

のタンパク質の属性の変化に対 しては一部反する考えが提唱 さ

れており,分泌量増大 を引き起こす直接的な原因が本当に存在

するか,存在するとしたらどのような変化であるのか明確な答

えは出 されていない.本研究では分泌量増大を引き起 こした

W19Yを用い,上記二つのタンパク質 との異同を考慮に入れつ

つ,W19Yにおけるたった1残基の置換がどのような変化 を誘

導 し,またタンパク質 としての属性の変化が酵母細胞内におけ

るどのような挙動の変化 を引き出 し,分泌量増大に至ったかを

詳細に解析することを試みた.

変異 を導入することにより分泌不能 となるタンパク質 とし

ては,糖鎖のついていないtissueprasminogenactivator(

tPA)(126).細胞夕日ごメインに変異 を導入 したインスリンレ

セプター(127),変異型helpessimplexvirustypelenvelope

protein(128)など数多 く知 られている.一般に,正常に

foldingすることのできないmatfoldなタンパク質は小胞体内に

蓄積 し分泌 されない.このmalfoldなタンパク質の分泌不能の

メカニズムついては最近特に注目を集め,そこに主に関与 して

いると考 えられているのがimmunogJoburinheavychain

bindingprotein (BiP)である.分泌タンパク質のinv/'voで

のfoldingを補助するmolecularchaperone(129-131)である

BiPは,小胞体内で分泌タンパク質 と結合する.そのタンパク
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質が正常にfoldingすれば解離するが,malfoldなタンパク質で

あるとその解離が起こらず安定に結合 し続け,それに伴いfree

なBiP量が減少するとBiPの転写が促進される(132,133).

malfoJdなタンパク質が小胞体に蓄積すると,つまりfreeな

BiP量が減少すると活性化 されるBiPプロモータ-上のシスエ

レメン トも同定されており(134,133),さらに小胞体内での

freeなBiP量の減少を感知 し,その情報 をERから核へ伝えるセ

リン/スレオニンキナーゼ様タンパク質 (Ernlpあるいは

Irelp)も同定されている(135.136).このように,malfoldな

タンパク質の小胞体内での蓄積 と分泌不能のメカニズムについ

ては多 くのことが明 らかとなってきた.

それでは分泌不能 という現象への関与が明 らかとなりつつ

あるBiPが.W19Yで観察 されたような分泌量の上昇に何 らか

の形で関与 していることはあり得ないだろうか.その関与に関

しては二通 りの可能性が考えられる.1)BiPの発現量が低下

しそれに伴いタンパク質の分泌量が増大する可能性.これまで

の研究でアンチセンスRNAによりBiPの発現を抑制すると分泌

タンパク質量が上昇 し(126),またその道にBiPを過剰に発現

させると分泌タンパク質量が減少することが知 られている

(137).このことは確かにBiPの発現量低下がタンパク質分泌

量増大 を引き起こした例であると考えられる.分泌量の増大 し

たW19Yにこの可能性 をあてはめると,例えばβ-LGとBiPと

の問の相互作用効率がβ-LGへの変異の導入に伴い低下 し,そ

の結果freeなBiP量が上昇することにより,BiPの発現量が負

に制御 され分泌量増大が引き起こされたと考えることも可能で

ある.またこのBIP発現量の低下 を引き起こすシグナルとして

は,freeなBiP量の変化以外のものである可能性 も十分考えら

れる.2)BiPの発現量が増大 しそれに伴いタンパク質の分泌

量が増大する可能性.上述のようにBiPの発現量は.小胞体内

にmalfoldなタンパク質が蓄積 しfreeなBiP量が減少すること

により増大する.この際malfoldなタンパク質とBiPとは安定

な (stable)会合を起こし,解離はしないと考えられている.
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しかし正常な分泌タンパク質とBiPとの問の相互作用は一時的

なもの (transient)であるとされており.その結合 と解離 を

繰り返すことでタンパク質がfoldingすると考えられている

(138)･W19Yについて考えてみると, β-LGとBiPとの間の相

互作用効率が変異の導入に伴い上昇 し.その結果f,eeなBiP量

が減少することによりBiPの発現が促進 される･ただしこの際,

W19YとBiPとの会合は安定なものではなく一時的なもので,

W19Yのfoldin9が潤滑に進行することにより分泌量増大が引

き起こされたとも考えられる.

同様に小胞体内タンパク質であるProteindisulfide

isomerase (PDl)は,/'nvI'troにおいてタンパク質のfoJding

の律速段階の一つであるS-S結合のかけがえを触媒する酵素で

ある(139).PDlはBiPと同様に小胞体内でのmalfoldなタンパ

ク質の蓄積によりその発現が促進 されることが知 られている

(136)･またPD=まBiPと全 く同様に発現制御 されるわけではな

いことも知 られていることから(140),何 らかの形でしかも

BiPとは異なった機構に基づき,分泌タ･ンバク質の分泌効率に

寄与 している可能性 も考えられた.

以上のようにタンパク質の分泌あるいはfoldingにおいて,

小胞体内で中心的な役割を演 じていると考えられているBiPと

PDl%例に挙げ.W19Yの分泌効率上昇に対する関与を推察 し

た.

さらに酵母における分泌タンパク質の膜透過に関与 してい

ると考えられているタンパク質はこれまでに多数報告されてい

る.小胞体膜内腔に存在 し膜透過に直接関与 していると考えら

れているSec61p.Sec62p,及びDnaJホモログである

Sec63p(141),/'nvI-voにおいてタンパク質のERやミ トコン ド

リアへの輸送あるいはプレタンパク質を輸送可能な構造に保つ

のに必要であるとされ,細胞質に存在 しているhsp70(142)な

どはその代表である.Sec61pは晴乳類あるいはバクテリアに

そのホモログの存在が指摘され(143),Sec61pを介 した膜透

過は進化的に保存 されたプロセスであると考えられている.こ
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のSec61pはSec62p,Sec63pと複合体 を形成 し,BiPとの複

雑な相互作用の後にポ リペプチ ドの膜透過 を完遂 させることが

報告 されている(141.144).細胞質に存在するhsp70には,

DnaJホモログであるYDJIpによりそのポ リペプチ ドとの親和

性あるいはATP活性が制御 されているSsal/2p(145-147),

リボゾ-ムと会合 しタンパク質合成を補助するSsbl/2p(148).

ミ トコン ドリアへの輸送 を補助するSsclp(149)などが知 られ
ている.

タンパク質の膜透過は翻訳 と同時 (co-translationaり ある

いは翻訳終結後 (post-translational)に起 こる(150).膜透

過が起 こるチャンネルは受動的なポアであり(151),タンパク

質の膜透過はbrownianratchetにより等区動 され(152).小胞体

内でのシャペロンとの結合 ･folding･糖鎖付加 ･S-S結合の形

成などによりはじめて完遂すると考 えられている(152,153

)･このようにタンパク質の膜透過は受動的な過程であり,

実際多 くのタンパク質は膜透過 を完遂せず.細胞質に投げ出 さ

れてしまうと報告 されている(154).つ･まりタンパク質の膜透

過効率はシャペロンとの相互作札 foldingなどの効率に依存

して変化するもの と考えられる.その際細胞質に投げ出された

タンパク質 と結合 し,膜透過可能な構造 を維持 させているのが

Ssalp～4pである(153).この うちSsalpは細胞質にタンパク

質が蓄積することによりその発現量が増大することが知 られて

おり(155),Ssalpの発現量 を追跡することによりタンパク質

の膜透過効率の変化がもとで引き起こされた分泌効率の変化に

対 し何 らかの知見が得 られるものと考えた.

以上のような推測 を確かめるために,野生型 β-LG及び

W19Yを産生する酵母におけるBiP,PDl及 びssalpの発現量

をmRNAレベルで解析 した.



材料及び方法

酵母虐着上清中に存在 すき_41 亘星型定量二

酵母培養上清中に存在する組換え体 β-LGの積出及び定量

は,前述のサン ドイッチELISA法により行った(52).培養上清

中に存在するβ-LGの定量には,酵母最少寒天培地上に,形質

転換の約-週間後に出現 したコロニーか6.3mlの液体最少培

地に植菌 し,約4日間培養 した培養液 を用いた.標準 β-LG溶

液 (1mg/mり 及びサンプル培養液の希釈は,PBSイween (

0･05%Tweenを含んlt'pBS)で行った･標準 β-LG溶液は,

1014-10~6mg/mlL=わたり.1002倍希釈の希釈系列 を作製 し.

その濃度に対 して405nmにおける吸光値 をプロッ トすること

により標準曲線 を作製 した.サンプル培養液は31-37倍希釈に

わたり,3倍希釈 を行い,同様に滴定曲線 を作製 した.ELISA

値 (A405) がo･8となる点における標準液の濃度 と,サンプル

培養液の希釈倍率 を標準曲線及びサンプル培養液の滴定曲線か

ら推定 し,培養液中に存在するβ-LG量 を定量 した.

基発虜 クロ-ンの選択Bび保存彦一

同じプラスミ ドで形質転換 を行い,さらには,同じプレー

ト上に存在するコロニー間でもその分泌するβ-LG量に違いが

兄い出 された,そのため､それぞれのプラスミ ドで形質転換 を

行った酵母の分泌するβ-LG量の定量 をいくつかのクローンに

ついて行い,もっとも高発現のクローンを凍結保存 し,同 じロッ

トを用いて以下の実験 を行 うことを試みた.5-10個のコロ二

~から.3mlのYMMに植菌 し,3-4日後に分泌 されているβ

-LG量 をサン ドイッチELISA法により定量 を行い,最 も発現量

の多いもの をスケールアップ後,以後の実掛 こ供 した.最も発

現量の多いロッ トについては､その培養液 を15%グリセロー

ル1m伸 に100FL拝呈懸濁 し,液体窒素で急速に凍結後,-80

℃にて保存 した.再現性 を保つために,RNAの調製にはここ

で凍結保存 したロッ トを常に利用 した.
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酵母か らのRNAの抽出一

前 日にOD600が約0･2となるようにスケールアップ した酵母

培養液100mrを･oD600が約110になるまで30℃で振丑培養 し.

対数増殖初期の細胞からRNAを抽出 した.その培養液 を1500

×gで遠心分離後,氷冷 したPBSで細胞 を洗浄 した. さらに

1500×gで遠心分離衡 安定化緩衝液A (1M ソル ビ トール,

50mM リン酸 カリウム緩衝液 pH7.8.10mM塩化マグネシ

ウム,2mMジチオス レイ トール (DTT))1mH=掛 萄し,30

℃で10分静置 した･1500×g,5分遠心分離乳 安定化緩衝液

B (1M ソル ビ ト ル,25mM リン酸 カリウム緩衝液pH7.8,

25mM コハク酸ナ トリウム緩衝液pH5.511M塩化マグネシ

ウム,2mM ジチオス レイ トール)400〟lL=再懸濁 した.ここ

にRNaseインヒビターであるRNasin (40ユニ ッ ト/FEZ) (

Promega,Madison,Wl) を2JJl加 え.30℃で2分間静置 し

た･安定化緩衝液BIOOFLlに懸濁 したザイモ リエース (生化学

工業.東京)10mgを加 え更に30℃ ､30分静置 した.プロ ト

プラス ト化 したことを宗頁微鏡下で確認後.20% SDSを50FL伽

え.室温で2分間静置することにより.細胞を完全に破壊 した.

粘性が出て白濁 したその溶液 を,水飽和 フェノールで-臥 水

飽和 フェノール/ クロロホルム (水飽和 フェノール :クロロホ

ルム :イソア ミルアルコール-25:24:1)で水層が透明にな

るまで抽出 を繰 り返 し除 タンパ ク質 を行い,最後にクロロホル

ム (クロロホルム :イソアミルアルコール-24:1)により抽

出を行 った.得 られた水相に1mJのエタノール を加え.15000

×gの遠心により核酸 を沈殿 させた.沈殿に4M 塩化 リチウム

200FLlを加 え, ピペ ッテ ィングにより烹分子量RNA以外の核

酸 をほぼ完全 に溶解 させた.1000×g (6500rpm)の遠心で

沈殿 を回収後,200FLlのTES緩衝液 (10mMTris-HCIpH

7.5.1mM EDTA.0.5% SDS)を加え沈殿 を完全に酒解 した.

溶液中の塩 は, クロロホルムで抽出する (遠′いま10000×gで

行った)ことにより除いた,得 られた水相に,20JJJの3M 酢
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酸ナ トリウム,400Jjlのエタノール を加え,全RNAを沈殿 さ

せた･15000×gl10分間で遠心することにより沈殿 を副 文し,

真空乾燥後,DEPC処理水 (o･1%二炭酸エチル水)に酒解 し,
全RNAサ ンプル とした.

/ - ゲシフロ ッ上旦 塵二上土互む

ノ-ザ ンプロッ ト分析には,1.2%アガロース/6.7%ホル

ムアルデ ヒ ドのゲル を用いた.1.2gのアガロースを72mlの滅

菌水に懸濁後,電子 レンジにて加温溶解 し,55℃ まで冷却 し

た･そのゲル溶液に10mlの10×泳動緩衝液 (0.2M

3-Morpholinopropanesulfonicacid (MOPS).10mM

EDTA,10mM酢酸ナ トリウムpH7.0)と18mlの37%ホル

ムアルデ ヒ ドを加 えよ く混和後,更に10/I)間冷却 した. 45℃

程度まで冷却 したゲル溶液 をゲル作製板に注 ぎ,45-1時間放

置 した,ゲルの厚 さは3-4mm程度 とした.

1-10/̀gの全RNAを含 むRNA溶液4JJHこ.脱 イオン化ホル

ムアミ ド10FLL ホルムアルデヒ ド4FLl,.10×泳動緩衝液2JLF.

400FLg/mlのエチジウムブロマイ ド2FLlを加え完全に混和 した.

65℃で10分間加熱 LRNAを変性 させた後,氷上で急冷 して安

定化 した.2FLlのdye溶液 (50%グリセロール.0.5mM

EDTApH8.0,0.25% ブロモフェノールブルー,0.25% キシ

レンシアノール,0.1%二炭酸エチル) を加 え,1X泳動緩衝液

中3V/cmで泳動 を行 った.電気泳動後.ゲル を滅菌水で10分

間洗浄後,20XSSC (3.OM塩化ナ トリウム,0.3Mクエン酸

ナ トリウム)中に15分間浸 した.滅菌水に10分間,20XSSC

に10分間浸 し.振遺 しておいたニ トロセルロース膜 (BAIS85;

Schleicher&Schue日,Keene,NH)にキャビラリー法に基づ

き12時間以上転写 を行 った.転写後の膜 は,3MMペーパー上

にて完全に乾燥するまで静置 した (約1時間).その膜 を80℃

2時間.真空で乾熱後,プレハイブリダイゼーション液 (5×

SSC ,50%ホルムアミ ド,5×Denhart-S溶液(157),0.5%

SDS;この溶液25mlに対 して1mg/mrのサケ精子DNA500pr
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を電子 レンジで500ワッ ト2分間加熱徽 急速に氷冷 して加え

た･)の入ったビニール袋に浸 し密閉 した･42℃で2時間静置

後.そのプレハイブリダイゼーション液に. [α - 32p]dCTP (

AmershamlPB10205)にて標識 したプローブを加え更に42

℃で12時間以上静置 し,ハイプリダイゼイションを行った.

プローブの作製には,ランダムプライマーDNAラベ リングキッ

ト (宝酒造.京都) を用いた.膜の洗浄は1×SSC,0.1%

SDS溶液で42℃,15分 を2-3臥 更に65℃で30分間行った.

露光及び現像 は,X線 フィルム (Fuji)あるいはBAS2000イメ

-ジンクプレー ト (Fujix) を用いて行った.積出されたバン

ドの定量は,BAS2000イメージアナライザ- (Fujix)あるい

はNIHimage1.45画像解析 ソフ トを用いて行った.

invitro転写 .顧訳系-

バクテ リオファージSP6のRNAポ リメラーゼプロモータI

が,マルチクローニング卸 或のす ぐ上流に配置 されており,/n

vitroでの効率的なRNA合成用のテンプレー トとして利用 され

ているpSP65プラスミ ドを.I'nvitro転写物作製のためのクロ

ーニングベクターとして用いた.pSP65プラスミ ドは東京大

学農学部微生物学研究室より供与 された.5･脱 リン酸化処理 を

施 したpSP65のSacl切断物に,pBB29,pBBW19Y,

PBBW19F,pBBW19Aの各Sacl切断物を挿入することにより,

それぞれpSPWt,pSPW19Y,pSPW19F,pSPW19Fを得た.

プラスミ ドに挿入 された断片の方向の確認は,SmaJで切断す

ることにより行った.これらのプラスミ ドを常法に基づき大量

に調製 し(157),転写のための鋳型 とした.

まずrun-off転写物作製のため,プラスミ ドに挿入 された野

生型及び変異型 β-LGcDNAの3'T流が,平滑末端 となるよう

に終止 コ ドンの31塩基下流のSmal部位で切断 し,鋳型プラス

ミドの直線化 を行った.Sma/部位の切断には鋳型プラスミ ド

10/Jgを用い,フェノール/クロロホルム抽出,クロロホルム

抽出後,1/10容の3M 酢酸ナ トリウム (pH7.0)及び2容のエ
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タノール を加 え･遠心分離及び真空乾燥後.10FLlのDEPC処

理水に溶解 した (直線化鋳型プラス ミド)･この1FLlt=対 して,

5×転写至道化緩衝液 (200mMTris-HCIpH7.5,30mM塩

化マグネシウム,10mM スペル ミジン,50mM塩化ナ トリウ

ム)4FLJ.lOOmMDTT2JJr.RNasinO.5〟= OmMATP,

10mMGTP,10mM UTP,10mMCTP各1〃げ っ,DEPC

処理水7･5〃l,SP6RNAポ リメラーゼ (宝酒造,35ユニ ッ ト/

〃り 1〃lを加 え,全量20〃lにて37℃ で1時間反応 を行 った (

Promega,RiboprobeHCoreSystemテクニカルマニュアル

を参照 した)･ フェノール/ クロロホルム抽出,クロロホルム

抽出後,1/10容の3M酢酸ナ トリウム (pH7.0)及び2容のエ

タノール を加 え,-70℃にて30分以上静置 した.遠心分離に

より合成 されたRNAを回収 し,真空乾燥後20〟lのDEPC処理

水に溶解 した･最終的なRNA濃度 は0.5FLg/FL侶 度 であった.

ここで合成 したRNAを用いて,/〃∨〟ro翻訳 を試みた./n

v/'lro転写 されたRNA2FLl(約1〃g)に10FLlの ウサギ網状赤血

球ライセ- ト (N90Y;Amersham)‥10/̀lのDEPC処理水,

0,2775MBqの35S-メチオニン (SJ.1515,Amersham) を加

え,30℃ で60分間静置 LinvI'tro翻訳 を行った.

さらに, ミクロソーム膜 をこの反応系に加 えることにより,

invI'troでの タンパ ク質のプロセシング効率あるいは膜透過効

率の比較 を試 みた.上記の反応系にイヌ腫脹 ミクロゾーム膜 (

N.270;Amersham) を10FLl加 え,同様 にI'nvI'troタンパ ク質

合成反応 を行 った.

ミクロゾーム膜存在下,非存在下におけるそれぞれの反応

液 を氷中に10分間置 くことにより反応 を停止 させ,その一部

をLaemmliの方法に準 じ.15%アクリルアミ ドゲル を用いた

SDS-PAGEに供 した.残 りの画分には1容のグ リセロール を加

え,-20℃にて保存 した.SDS-PAGE終了後,ゲル を直接乾

燥 させ,オー トラジオグラフィーに供 した.

分子量マーカーは,高分子量 レンジ用RainbowT"マーカー

(Amersham) を用 いた.
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ウ=スタンフロ ッ ト分析-

ウェスタンブロッ ト分析に用いたサンプル としては,酵母

培養上清画分 と酵母細胞内画分 を用いた･前述の方法で凍結保

存 しておいた野生型及び変異型 β-LGの各高発現 ロッ トから.

3mlの酵母最少培地に植菌後,3日間培養 した酵母培養液 を

3000×gで遠心分離後,その上清 を酵母培養上清画分 とした.

遠心分離によって回収 した菌体 を1容の水冷PBSに懸濁 し,

mRNAの抽出の際 と同様の方法でスフェロプラス ト化後,

SDSにより細胞 を破壊することにより,酵母細胞内画分 とし

た.

電気泳動 は,還元条件あるいは非還元条件下でLaemmli法

を基にSDS-PAGEを行った.酵母培養上清画分あるいは酵母

細胞内画分に対 してそれぞれ1容の2×サンプル緩衝液 (還元

条件下 では5%∨/Vの2-メルカプ トエタノール を加 え,非還元条

件下では2-メルカプ トエタノ-ルは加 えない.) を加 え.95

℃5分間煮沸後,電気泳動に供 した (非.還元条件 では37℃30分

静置 した).泳動後,セミ ドライ型 ブロッティング装置 ミリプ

ロッ トSDE (Millipore)を用い.使用説明書に従い,

immobilon膜 (PVDF膜,MHlipore)にタンパク質の転写 を行っ

た.その膜 を1% ウシ血清アルブミン ･フラクション∨ (生化

学工業,東京)/PBSJweenに浸 し,1時間室温にて静置す

ることにより膜のブロッキングを行った.PBSイweenで膜 を

汰浄後,一次抗体 としてPBSJweenで希釈 した抗 β-LG

mAb21B3約5/Jgを加 え,1時間室温にて静置 した.同様に,

PBSITweenにて洗浄後,PBSITweenで希釈 した西洋ワサビ

パーオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスlgG (Cappel'MResearch

product.Durham,NC)5/Jl%加 え1時間室温で遮光静置 し

た.p巨s-Tweenで洗浄後,化学発光基質 (ECLウェスタンブ

ロッテ ィング積出システム ;RPN2106,Amersham)を用い,

X線 フィルム上にてβ-LGの積出を行った.ECLを用いた発色

法は,使用説明書に準 じて行った.露光 は,バ ン ドの強 さに応
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じて15秒 から2分程度行った.

分子量マ-カーは,プレステインSDSIPAGEスタンダー ド

(Lowrange,BioRad,Richmond,CA)あるいはRainbow

'M マーカー (恵分子量 レンジ,Amersham) を用いた.

/1.JLス/ チ=触 ,122)

それぞれの発現プラスミ ドで形質転換 を行った酵母 を.

100mJの合成選択培地でOD6｡.が1.0になるまで培養後.遠心

分離により集菌 し,1mlのYMMで2回洗浄 した.1mlのYMM

で懸濁 した後,4JJCiのTran35S-Label(lCNBiomedicalslnc,

CA) を加 え,30℃5分間パルスを行った.遠心分離により集

菌後,標識停止溶液 (0.7%yeastnitrogenbasewithout

aminoacid,2%グルコ-ス.30mM メチオニン,5mM シ

ステイン)1mtを加え,チェイスを開始 した.一定時間ごとに,

50〃lずつ分取 し,遠心分離により菌体を除いた.この上清に,

抗β-LGマウス抗血清20JJは 加 え,4℃で-晩振達 し,抗原

-抗体複合体 を形成 させた.ここに,固定化 した

Staphylococcusaureus菌体10%懸濁液 (1gGSORB,The

enzymecenter.MA) を400ノバ加え.室温で1時間娠蓋する

ことにより免疫沈降物 を形成 させた.1000×gの遠′いこより得

た沈殿 をPBSイweenで4回洗浄後,2-メルカプ トエタノール

を含んだサンプル緩衝液で完全に混和 し,95℃5分間煮沸 し,

上清チェイス画分 とした.

チェイス開始時において,酵母細胞内で標識 されているβ

-LG量 を,全標識 β-LG量 とした.各チェイス時間において分

泌 されたβ-LG量 は,ここで求めた全標識 β-LG量に対する比

によって表現 した. この β-LGの調製のために,まずチエイス

開始時に50Jjlを標識酵母培養液より分取 し,遠心分離後.

YMMにて3回洗浄 した.その菌体に.100FLlの煮沸緩衝液 (2

%sDS､0.15MTris-HCIpH7.5,1mM EDTApH8.0,5%

2-メルカプ トエタノール,更に使用直前にPMSF (終濃度2

mM ;フェニ ルメチルスルフォ二ルフルオライ ド)) を加 え,
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5分間煮沸 した･そこに,900〟lのTNET緩衝液 (1%

TritonX-100,140mM塩化ナ トリウム･1mMEDTApH8.0,

50mMTrisIHCIpH8･0).PMSF (終濃度 :2mM)及びロイ

ペプチン (終濃度 :o･2mg/ml))を加えた･15000Xg,10
分間遠心後,その上清に抗 β-LG抗血清 を同様に20〃伽 え,

この後の免疫沈降後の操作は,前述 と同様の方法で行った.

サンプル緩衝液にて煮沸を行った,各時間における上清チェ

イス画分及びチエイス開始時における細胞内画分 を

SDS-PAGEに供 した･泳動後ゲルを直接乾燥 させ,BAS2000

イメ~ジンクプレー トを用いて露光及び現像 を行い.さらにバ

ン ドの定量 を行った･分子量マーカーはRainbowマーカーを

用いた.

動物細胞 (C()S-7細腰)(=よる野生型地 上Gの分礎
発虜-

動物培養細胞であるCOS-7細胞 を用いて,野生型及び変異

型β-LGの分泌発現 を試みた.Cos-7細胞での分泌発現には,

リンホカイン受容体遺伝子の,Cos-7細胞における発現 クロ

~二ンクを目的 として開発 された,pME18Sを用いた.このベ

クターは東大 ･医科研横田崇博士より供与 された.このベクタ

ーはSRαプロモーターを持ち.Cos-7細胞での複製が可能で

あり,高コピー数ベクターであるpUCの複製起点 を持つこと

から,少量の培地から トランスフェクションに必要な量の

DNAの精製が容易であることが知 られている.

まず,pME18SをEcoRJ及びXbaIで切断後.野生型及び変

異型 β-LGcDNAのEcoRJ.Xbal切断断片 を挿入 した.目的の

断片が挿入 されているかどうかは,Pstfで切断することにより

確認 した.アルカリtSDS法(157)に基づき調整 したプラスミ

ドを用いてCOS-7細胞の形質転換を試みた.

形質転換は,DEAヒ-デキス トラン法により行った(158ト

形質転換の前 日に植 えつぎを行い2-5×105個/5mlとなるよ

うに10%ウシ胎児血清 (G旧CO,Gaithersburg,MD)を含
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んだ,ダルベ ッコ変法イーグル培地 (DMEM,9･5g/に ッス

イDMEM2,3･7g/l重炭酸ナ トリウム,10mMHEPES,4

mMLグルタミン,5×10-5日2-メルカプ トエタノール,

100∪/mlペニシリン (寓有製薬.東京),100/Lg/mlス トレ

プ トマイシン (明治製菓,東京))に懸濁後,半径6cmのディッ

シュ (BectonDikinson,LincornPark,NJ)にて培養 した.

70-80%コンフルーエン トに達 したときに培地交換 (DMEM

+10%FCS)を行い,1MHEPESpH7･120〃lを加えた.こ

こで形質転換に用いるDNAO.1-2〃gを含 む溶液に滅菌水 を

加え全量 を80〃lとし,そこに,50mg/mlDEAE-デキス トラ

ン (Pharmacia)20〟lを加えよく櫨拝 しておく.この溶液

100JJltlOOmM クロロキン (Sigma)2JJl%細胞に加えた後,

37℃,二酸化炭素5%存在化で培養 した.2時間後,10%ジメ

チルスルホキシ ド (DMSO,ガスクロ用,和光) を含むPBS

(-)(8g/=急化ナ トリウム,012g/f塩化カリウム.1115g/l

リン酸水素二ナ トリウム,0.2g/-リン酸二水素カリウム)2

mは 加 え.2分間培養後PBS(-)にて細胞 を洗浄 し.引き続

き5%FCSを含んだDMEMで4-5日間培養 を行った.

培地中に分泌 されたβ-LGの定量は前述 したように,サン

ドイッチELISA法により行った.培養上清の保存は,-20℃

にて行った.

7 ロティンジスル フlFlイソメラ-ゼ (PD/),熱 ショックタ

ンパ ク質 (Hsp70;SSAl).免疫 グロプIJン童顔居合タ>/f

ク質 (BI'P)春彦mRNA量のLt軒一

酵母におけるI'nv/'voでのfoldingに関与 していると考えられ

ているタンパク質の中で,本研究ではPDl(小胞体),SSAl

(細胞質),巨ip (小胞体)が,酵母細胞質内あるいは小胞体

内におけるquaHycontrolにどのように関与 しているかをノー

ザンブロッ ト分析により解析 した.

酵母PDl遺伝子は,生物化学研究室水永博士より供与 され

た.酵母PDJ全長遺伝子 を挿入されたプラスミ ドpUC18 (

113



6-6A) をまずβam川で切断 し,約5kbの断片を精製後さらに

Kpnl及びpsllで二重切断を行った.アガロース電気泳動によ

りそれぞれの断片を分離後.約216kbの断片をGenecleanHキッ

トを用いて精製 し,ランダムプライマーDNAラベ リングキッ

ト (宝酒造)及び【α-32p】dCTPを用いて標識 を行いノーザン

ブロッ ト用のプローブとした.

BiP及びssAlは報告 されている塩基配列 を基に､まず

RT-PCR法で目的の断片を増幅するためのプライマーを設計 し

た(155,159).

BiP:

5●-ACTACTGCAGCAGACTAAGCGCTGGCAAGC-3･

(+班 :12-31)

5--ACTACTGCAGGACACTTACTTCTACAGCGG-3･

(一鎖 :440-459)

SSAl:

5--AGCACTGCAGCTTTGCTAATGATCGTGTGG-3-

(+鎖 :54-73)

5■-ACTACTGCAGCGTGTTCTTCCTTACCCTTC-3'

(-鎖 :558-577)

これらプライマ-の合成は,CycloneplusDNA

synthesizer(MiliGen/Bioserch,Burlington.MA)を用い

て行った･プライマーの精孝削ま,オリゴパックEX (Millipore)

を用いた.鋳型DNAとアニールする部位が20塩基対,非アニ

ール部位が10塩基対 とし,非アニール部位である増幅断片の

両端にPstけ イ トを導入 した.プライマー中のPstけ イ トは下

線で示 した.これらのプライマーを用いてRT-PCR法により,

巨ip,SSAIDNA断片の増幅 を試みた.鋳型としたRNAは,野

生型β-LGで形質転換 した酵母から抽出 した全RNAを用いた.

この鋳型RNAl/Jgに (-)鎖側に相当するプライマー10pmol

(1Jjl).10×Avjanmyeloblastosisvjrus(AMV)由来逆転

写酵素用緩衝液 (0.5MTris-HClpH8.3,0.1M塩化マグネ

シウム,0.5M塩化カリウム,10mMDTT,100/Jg/mlウシ
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血清アルブミン)2〃J%加 え,滅菌水にて全量 を1615〃Iとし

た･この溶液 を95℃で2分間加熱後,氷冷 し,42℃で30分間

ア二-ル をした･ここに.25mMdNTP混合液 (pharmacia)

1FL= OmM スペル ミジン塩酸塩1JJl.RNasin (Promega)

1FLl.10ユニ ッ ト/FLlのAMV逆転写酵素 (International

Biotechnologies,tnc･.NewHaven,CT)0･5Jjlを加え42℃

1時間逆転写反応 を行い.cDNAのファース トス トラン ドを合

成 した･90℃5分間煮沸後.氷冷 し酵素の失活及びRNA鎖 と合

成 したcDNA鎖 を解離 させ,PCRの鋳型 とした.

この鋳型1FLHこ滅菌水18FLl.10×Taq緩衝液 (酵素に涛付

されたもの を用いた).1mMdNTP混合液2.5JJl, (+)鎖,

(-)鎖に相当するプライマー10pmoげ っ,Taqポ リメラー

ゼ (ニ ッポ ンジーン.東京)o･4ユニ ッ トを加 え,全量25FLlで

PCRを行 った.PCRは,94℃30秒 (変性),55℃20秒 (ア

ニール),72℃2分 (伸長反応)で,30サイクル行った.反応

後,Pstlにより切断 を行い,反応液の一部 を取 りアガロース電

気泳動により合成 された断片の大 きさ.を確認後.Geneclean

Hを用い目的の断片の精製 を行った.その断片 を.Pstl切断後

5'脱 リン酸化処理 を施 したpSP65ベクターに挿入 した.サンガ

ー法によりそれぞれ増幅 された断片の塩基配列を決定 した結果,

それぞれ目的の遺伝子が増幅 されたものであることが判明 した.

このそれぞれのDNAを常法に基づき大量調製後(157).Pstl切

断 したもの を鋳型 とし,ランダムプライマーDNAラベ リング

キッ ト (宝酒造)及び【α-32p】dCTP (Amersham)を用い,

標識 を行い, ノーザ ンブロッ ト用のプローブとした.

ノーザ ンブロッ ト及びハイブリダイゼーションは前述の方

法に準 じて行 った.露光及び現像 はBAS2000イメージングア

ナライザーを用いて行い,併せてバン ドの定量 も行った.
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結果

酵母虐着上清 中に分泌発虜旦旦左 堅皇聖地 遥 旦
旦塵一

野生型及び変異型 β-LGcDNAを含 む酵母発現プラスミ ド

を前述の方法により作製 し,アルカリ金属法に基づき酵母 (S.

cerev/'siae.AH22株)の形質転換 を行った. ヒスチジン含有

合成選択培地 (YMM)にて4日間培養後,サン ドイッチELISA

法により培養上清中に分泌 された各種 β-LG量 を定量 した.そ

れぞれロッ ト問の分泌量のばらつきを考慮 して,5-10個のコ

ロニーを無作為に選択 し培養 を行った.その結果,W19Yの分

泌量 (6･08±2168mg/I)は野生型 β-LG (0190±0121mg/l)に

比べ,5倍以上上昇 していた. しか し,W19F及びW19Aの分

泌量 は野生型 β-LGに比べ減少 し,それぞれo･70±0･21mgハ

0･48±0･20mg/)であった (Fig.29).W19Yの分泌量 は,コロ

ニー,ロッ トあるいは培養時間の違いに関わ らず常に野生型 β

-LGに比べて増大 していた.またW19･Aの分泌量は,常に野生

型 β-LGよりも減少 し,ロッ トによってはまった く分泌 してい

ないもの も存在 した.

rH母薗体内に存荏 する野生型JZZび変異型6-LGmRNA量のLt

慶一

全RNA量 を正確に測定するため,調整 したRNA溶液に沈殿

が存在 していないことを確認後,100倍希釈 した溶液のOD26｡

値 から全RNA溶液の濃度 を正確に決定 した (10D26｡-40〃

g/mI).全RNA各2Jjgを,6.7%ホルムアミ ドを含 んだ1.2%

アガロースゲル を用いた電気泳動により分画後,キャビラリー

法に基づきニ トロセルロース膜に転写 した.β-LGmRNAを

積出するためのプローブとしては,'9Trp部位に導入 した変異

の影響 を排除するため.変異導入部位 を含 まない533bpのPstI

断片 をランダムプライマーラベ リングキッ トにより32p標識 し

て用いた.洗浄の条件 は,45℃ ･5分間,45℃ ･20分間,65
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℃ ･20分間で行った･酵母28SrRNA量 を対照 とし,各mRNA

存在量の比較 を行った･NlHイメージ画像解析ソフ トを用いて.

各バン ドの定量 を行ったところほぼ同等であり,酵母菌体内に

存在する野生型及び変異型各mRNA量に差は兄いだされなかっ

た (Fig･30)･このことから,野生型及び変異型各 β-LGを

分泌発現するそれぞれの酵母菌体内における各mRNA存在量は,

それぞれのβ-LGの分泌量に関わらず一定であることが判明 し
た.

In-V/'tro粛訳系 を用 いた野生型J32Ult変異型 6-LGの露訳御室旦

塵室一

野生型及び変異型 β-LGmRNAの転写効率及び翻訳効率 を

invI'tro転写 ･翻訳系 を用いて評価 した.invitro翻訳において

鋳型 として用いるmRNAは,SP6RNAポ リメラーゼプロモー

ターの下流に各cDNA断片 を挿入後,バクテ リオファージ

SP6RNAポ リメラーゼによりinv/'troにおいて合成 したものを

用いた･またこの際,野生型及び変異型 β-LG各cDNAからの

mRNAの合成 を定量的に行 うことにより,各転写効率の比較 も

併せて行った,

それぞれのcDNAが挿入されたプラスミ ドベクターを平滑末

端化後,吸光値 から正確な濃度 を決定 した.各直線化プラスミ

ド1JJgを鋳型 として用い,テクニカルマニュアルに従い/〟

V/'tro転写 を試みた.フェノール/クロロホルム抽出後､エタ

ノール沈殿及び真空乾燥 を行い20JJlのDEPC水に溶解 した.

一部 をとりOD26｡から.濃度 を検定 したところいずれも約0.5

FLg/〟拝呈度であった.その うちの4FLFを取 り,β-LGmRNA

検出用のプローブを用いてノーザンブロッ ト分析 を行 うことに

より各 β-LGmRNAの転写効率の比較 を試みた.その結果,

いずれのmRNAも単一バン ドを示 し,また同分子量の各mRNA

が検出された (Fig.31).NIHイメ-ジ画像解析 ソフ トを用

いて.各バン ドの定量 を行ったところほぼ同量であったことか

ら,野生型及び変異型 β-LG各mRNAの転写効率は,I'nv/'lro
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の系 を用いてみる限 りほぼ同等であった.

I'nv/'troで作製 したmRNAを鋳型 として次に/･nvitro翻訳 を試

みた･invitro転写 されたmRNA各1〃gをウサギ網状赤血球ラ

イセー トに加 え,35S標識 メチオニン存在下,30℃ ･60分間反

応 を行った･反応液の うち5〟lをとり,15%ポ リアクリルア

ミ ドゲル を用いたSDS-PAGEに供 し,ゲルを乾燥後オー トラ

ジオグラフィーを行った･いずれの翻訳産物 も単一バン ドを示

した (Fig･32)～NlHイメージ画像解析 ソフ トを用い.各バ

ン ドの定量 を行ったところほぼ同量であった･このことから,

野生型及び変異型各 β-LGの翻訳効率は.inv/･t,Oの系でみる

限 り同等であることが判明 した.

j クロ卿 選透過効率
の此薮-

さらに,I'nv/'tro翻訳反応系にイヌ牌臓 ミクロゾーム膜 を加

え,/'nv/'lroにおける野生型及び変異型 β-LGの.

co-trans/ationa/なプロセシング効率 を比較 した.翻訳後 ミク

ロゾーム膜 を通過 し.シグナルペプチ ドを切断 された各 β-LG

は,電気泳動ゲル (15%アクリルアミ ド)上明 らかに判別 し

うるバ ン ドとして積出された.またミクロゾーム膜を通過せず,

シグナルペプチ ドを保持 したままの各プレβ-LGと考えられる

バン ドも検出 された (Fig.33).シグナルペプチ ドを切断 さ

れた各 β-LG (成熟体 β-LG)量 と切断 されていない各 β-LG

(プレβ-LG)量 を,N旧 イメージ画像解析 ソフ トを用いて定

量 し,その比 を求めプロセシング効率 を比較 した.野生型 β

-LGと比較 した場合のW19Yのプロセシング効率 は同等かある

いはわずかに低下 していた.さらにW19F特にW19Aにおいて,

野生型β-LGに比べそのプロセシング効率の低下が観察 された.

以上のことか ら,ウサギ網状赤血球ライ七一 ト及びイヌ腸腺 ミ

クロゾーム膜 を用いた/nV〟roプロセシングの系において,野

生型及び変異型 β-LGの間でプロセシング効率すなわち膜透過

効率にわずかな差が存在することが示唆 された.
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酵母培養上清中に分泌 された各 β-LG量及び細胞内に存在

する各 β-LG量 を定量的に比較するため,あるいは酵母細胞内

に存在する各 β-LGの存在状態 を比較するために,前述の方法

により調製 した各 β-LGの酵母培養上清画分及び酵母細胞内画

分 をそれぞれウェスタンブロッ ト分析に供 した.それぞれの画

分に2-メルカプ トエタノール を加 え,煮沸することにより還元

条件下 で調製 したサンプルは.それぞれのサンプルの定量的な

比較 を行 う場合に用いた･また2-メルカプ トエタノールを加 え

ずに,37℃ ･30分間静置することにより非還元条件下で調整

したサ ンプルは.酵母細胞内に存在する各 β-LGの存在状態の

比較 を行 う場合に用いた.15%ポ リアクリルアミ ドゲル を用

いたSDS-PAGEにより各 タンパ ク質 を分離後,PVDF膜に転写

した･化学発光基質 を用いることにより膜に転写 されたβ-LG

を積出 した･一次抗体 としては還元 ･非還元いずれの条件にお

いても,変性 したβ-LGをより強 く認識する抗 β-LGモノクロ

ーナル抗体21B3を用いた.

還元条件下において調製 したサンプル を用いたウェスタン

ブロッ ト分析の結果 をFig.34に示 した.酵母培養上清中の各

β-LG量 をNIHイメージ画像解析ソフ トを用い比較 したところ.

野生型 β-LG量に比べ,W19Y量 は2.24倍増大 していたが,

W19FやW19Aは培養上清中に検出 されなかった.ここで観察

されたW19Yの分泌量増大率は,サン ドイッチELISA法により

定量 した結果 と比べわずかに低下 していた.次に,酵母細胞内

に存在する各 β-LG量 を,同様の方法により定量 したところ,

野生型 β-LG量に比べW19Y量は大 きく減少 し,野生型 β-LG

のわずか約8%程度であった.酵母細胞内に存在するW19Y量

が.野生型 β-LG量に比べ大 きく減少 し.培養上清中に存在す

るW19Y量が野生型 β-LG量に比べ増大 していたことから,

W19Yの酵母細胞内における分泌効率が増大 したことが示唆 さ
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れた･ また,酵母細胞内に存在するW19F量やW19A量は,野

生型 β-LG量に比べ多 く･数本のバン ドが同時に検出された,

このことから,分泌不能な変異型 β-LG,W19FやW19Aは酵

母細胞内において凝集体 を形成 しているかあるいはプロテアー

ゼにより分解 されていると考 えられた.

非還元条件下において調製 したサンプルを用いたウェスタ

ンブロッ ト分析の結果 をFig･35に示 した･還元条件下で野生

型β-LGとW19Yにおいて培養上清画分で検出されたバン ドは

ここでも単一バ ン ドを示 した･ しか し,野生型 β-LG及び

W19Yの酵母細胞内画分は,量的には野生型 β-LGの方が多い

がともに二本のバン ドを示 した･分子量的には同 じでありなが

ら,集合状態の違 う分子が存在 しているもの と考 えられた. さ

らに.W19F及びW19Aの酵母細胞内画分は.非還元条件下に

おいて拡散状態のバ ン ドとなり.単-の分子種 として存在せず,

凝集 した状態あるいはプロテアーゼにより分解 された状態で存

在 していることがここで明 らかに示 された.

∠アルス/ チ=イス真顔 による野生AU,Kび変異型 JClLGの分泌効

率のLt薮-

それぞれの発現プラスミ ドで形質転換 を行った酵母 を,

OD6｡｡が1.0になるまで培養 し,35S標識 メチオニン及びシステ

イン混合物 を加え､5分間培養することによりパルスを行った.

過剰量の無標識 メチオニン及びシステインを加 えることにより

パルス を停止 させ,同時にチェイスを開始 した.チエイス開始

後,10,30,60,120,180,240分後に培養上清を回収 した.

この上清に抗 β-LG抗血清 を加 えることにより,β-LG特異的

に抗原-抗体複合体 を形成 させた後,プロテインAを細胞表面

上にもつ,固定化 したStaphy/ococcusaureus菌体 をさらに

加 えることにより免疫沈降物 を形成 させ,培養上清中に存在す

るβ-LGを特異的に沈降 させた.十分洗浄後.15%アクリルア

ミ ドゲル を用いたSDS-PAGEに供 し.確認 されるバン ドの強

さを分泌 されたβ-LG量 とした.チェイス開始時の酵母細胞内
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画分 をサンプル として供 したSDS-PAGEにおいて検出された

バン ドの強 さを,全標識 β-LG量 とした.

野生型及び変異型 β-LGに関 して調製 した,各チェイス時

間における培養上清 をサンプル とした免疫沈降物 を,

SDS-PAGEに供 した結果 をFig･36に示 した.さらに,それぞ

れの β-LGについて,チエイス開始時の酵母細胞内画分 を試料

とした免疫沈降物 を同様にSDS-PAGEに供 し,そこで積出 さ

れた全標識 β-LG量 を基準 として,上清中に分泌 されたβ-LG

の割合 を表 したもの をFig･37に示 した.バン ドの強 さの定量

には,イメージングプレー トBAS2000を用いた.

Fig･36,37か ら･明 らかにW19Yの分泌速度が野生型 β

-LGに比べ上昇 していることが判明 し,チェイス後比較的はや

い時期 からW19Yの分泌が観察 された･W19Fについては,分

泌速度 は野生型 β-LGとそれほど変わ らないにも関わらず.最

終的に分泌 されるW19F量が減少 していることが明 らかとなっ

たIW19Aは.W19Fとは異 なり.培養上清中に全 く分泌 され

ないことが判明 した.以上の結果 からW19Yについては分泌速

度の上昇により,酵母における分泌量が増大 したもの と考 えら

れた. また,分泌の観察 されなかったW19FやW19Aについて

ち,分泌 されない原因は異 なっていることが示唆 された.

野生型.弄び変異型,6-LGを分泌発虜 する酵母菌体内 に存荏する,

プ ロテ1ンジスル フl I/イソメラーゼ (PDI),熱 ショックタ

r>/でク質 rHsp701'SSAl),免疫 グロブIJン童顔#合タンパ

ク質 (B/'P)各mF7NA量のLt軒一

野生型及び変異型 β-LGcDNAを含 む発現プラスミ ドを用い

形質転換 を行った酵母細胞より,前述の方法に基づき全RNA

を調製 した.OD26｡値 に基づきそれぞれの全RNA溶液の濃度 を

正確 に決定 した後,各全RNA8FLgを6.7%ホルムアルデヒ ドを

含 む1.2%アガロースゲルによる電気泳動に供 した.ノーザン

ブロッ ト分析 は前述の方法に準 じて行った.PDlは酵母PD卜全

長遺伝子 を含 むプラスミ ド6-6AをBamHl.Pstl及びKpnI切断
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Fig･36 Secretronkineticsofwildandmutantβ-LGinyeast.
Yeastt｢ansformantswerepUIsedandchasedwlth
methionlneandcystelne,fo‖wedbyimmunoprecIPItation
usingant卜β-LGantiserum.lmmunoprecIPitantsfrom
thecuururesupernatantswereanalyzedbySDSIPAGE
usmg 15% acrylamidegels.Thechasetrmesare
indicatedatthetop.





により得 られた約2･6kbの断片を,ssAl及びBiPは報告 されて

いる塩基配列 をもとにRT-PCR法に基づき,酵母全RNAから

増幅 したそれぞれ約500及び450bpの断片 をプローブとして用
いた.

BAS2000イメージアナライザーを用いたバン ドの定量の結

果 (Fig･38),分泌不能な変異型β-LG (W19F及びW19A)

により形質転換 した酵母細胞中では,PDl及びBiPの各mRNA

存在量が増大 し,SSAlmRNA量もわずかに増大 していた.こ

れら二種の変異型β-LGは,酵母小胞体内において凝集体 を形

成 し,その凝集体の存在がPDl及びBiPの転写 を促進 したもの

と考 えられた.またSSAlmRNA量のわず力滝 増大は,Fig.

33で観察 された膜透過効率の低下に伴い,細胞質内にW19Fや

W19Aが蓄積 したことによるものと考えられた.

分泌量が増大 したW19Yでは,PDlmRNA量は野生型 β-LG

に比べわずかに減少 し,BiPmRNA量は野生型 β-LGに比べ増

加 していた･またSSAlmRNA量は野生型β-LG及びW19Fや

W19Aに比べ際だって増大 していた.

一残基置換により誘導 されたβ-LGの構造及び安定性の変

化が,酵母細胞により認識 され,そのfording及び分泌が複雑

な制御 を受けている可能性が示唆 された.
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正 しくfoldingしたβ-LGのみを検出可能であるサン ドイッ

チELISA法により,酵母培養上清中に分泌 された野生型及び変

異型 β-LG量 を定量 した結果,W19Yの分泌量 (6.08±2.68

mg/I)は野生型 6 -LG (0190±0･21mg/I)に比べ5倍以上増大

していた･逆にW19FとW19Aの分泌量 (0170±0･21mg/I及び

0･48±0･20mg吊 は野生型β-LGに比べ減少していた (Fig.29).

このようにたった1残基の置換に伴い,分泌量が増減する現象

は序で示 した2,3の朝告があるのみである.第二章における

構造解析 をもとに明 らかとなった.残基置換に伴 うタンパク質

としての属性の変化により,酵母細胞内におけるそのタンパク

質の挙動がどのように変化するかあるいはinvivoにおける

foldingあるいは分泌 を補助するタンパク質 (シャペロン)に

よる認識にどのような変化が生 じるかを研究することは､未だ

明 らかとはなっていないI'nv/'voにおけるタンパク質のfolding

及び分泌機構に対 し何 らかの新たな知見 を提供 しうるものであ

る.

遭伝子か らタン/卿 で,変男尊スに伴

う効率の変化lS認め られを かっfL--

変異導入に伴 う遺伝子 レベルでの変化 を解析するため,転

写効率.mRNA存在量及び翻訳効率の比較 を試みた./'nvitro

転写系による転写効率の比較の結果 (Fig.31)､野生型β

-LGと変異型 β-LGの間に違いは兄いだされなかった.プロモ

ータ-の強さあるいはプロモ-タ-から転写開始点までの距離

が原因 となり転写効率が変化することがないように,酵母にお

いて分泌発現 を行 うベクターと野生型及び変異型β-LGcDNA

のそのベクターへの挿入法はすべて同一にした.このことから,

導入 した変異により直接転写効率が上昇することはないと判断

できた.酵母細胞内におけるmRNA存在量 をノーザンブロッ ト
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分析により比較 した結果 (Fig･30),ここでも野生型及び変

異型 β-LG間で差 は兄いだされなかったことから,変異導入に

伴いmRNAの安定性が変化 していないことが示 された.さらに

このことからそれぞれのcDNAを挿入 された発現プラスミ ドベ

クターの酵母細胞内における安定性及びコピー数にも遣いがな

いと判断できた･ さらに/'nv/･tro翻訳系 を用いた翻訳効率の比

較の結果 (Fig･32),野生型及び変異型 β-LG間に差は兄い

だされなかった･以上の結果から,野生型及び変異型 β-LG各

cDNAか らそれぞれのタンパク質が合成 されるまでの過程 で,

変異の導入に伴 うその効率の変化は認め られなかった.つまり

W19Yの分泌量増大の原因は,変異導入に伴 うタンパク質 とし

ての属性の変化が原因であると予測 された.

変異貨人 に伴 うタンパ ク質 とL,Tの属性の変化 と虜透過翠率一

第二幸 で述べたように,分泌量の増大 したW19Yの安定性

は野生型 β-LGに比べ大 きく減少 し,また'9Trpを中心 とする

領域の構造が野生型 β-LGに比べて乱れた構造 となっていた.

このことは.タンパ ク質 としての柔軟性 (flexibitity)の増大

を示唆するものである.二次構造あるいは三次構造における柔

軟性 (flexibility)の増大 したタンパク質の膜透過効率が増大

する可能性について,I'nvI'troにおけるプロセシング効率 をも

とに検討 した結果 (Fig.33).分泌量増大 β-LGであるW19Y

の膜透過効率が増大することはな く,かえってわずかに減少 し

ていた.

この童の序でも述べたように,タンパ ク質の膜透過は

brownianratchetにより馬区動 される受動的な過程であり,膜

透過効率 は,小胞体内での シャペロンとの結合 ･そのタンパク

質のfolding･糖鎖付加あるいはS-S結合の形成などの翻訳後修

飴などの効率に大 きく左右 されると考えられる(152).タンパ

ク質 としての柔軟性 (flexibility)の増大は上記のような様 々

な過程の効率 を上昇 させる可能性があると考 えられたが,/n

v/'troプロセシングの系 を用いて判断する限 り (Fig.33),タ
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ンバク質としての柔軟性 (flexibility)の増大が直接タンパク

質の膜透過効率 を増大 させるとはいえないことが明 らかとなっ

た･さらに,正 しいfoldingが起こらないと考えられるW19F

やW19Aではプロセシング効率が低下 し,膜透過不全がこれら

変異型β-LGの分泌量減少の原因の一つである可能性が考えら

れた･ しかし,このI'nvI'troプロセシングの系がI･nv/･voの膜透

過を正 しく反映 しているかあるいは酵母において観察 された分

泌量増大 という現象が,ウサギ網状赤血球 とイヌ肺臓 ミクロソ

ームを用いたinvitroの系においても再現 されているかという

疑問は未だに存在 し,よりI'nv/'vo (酵母)に近い形で膜透過

効率を議論する必要がある.

分泌効率JIZび分泌速度のLt好一

野生型及び変異型 β-LGの分泌効率 を比較するために,酵

母培養上清中に分泌 された各 β-LG量及び細胞内に残存 してい

る各 β-LG量 をウェスタンブロッ ト分析により測定 した (Fig.

34)･その結果分泌量の増大 したW19Yでは,細胞内画分に対

する上清画分の比 (Ex/lntヒ)は.野生型 β-LGに比べ明 らか

に増大 していた･一方分泌量の減少 したW19FやW19Aでは,

上清画分ではほとんど認められず細胞内画分に多 くのバン ドが

積出され,このことはW19FやW19Aが酵母細胞内で凝集体 を

形成 していることを示すものである.ここで観察された分泌量

増大β-LGにおけるEx/ln比の増大は,やはり分泌量の増大 し

た変異型 リゾチームにおいても観察 されており.Ex/Jn比の増

大はそのタンパク質の分泌効率の増大を示すものであるとされ

ている(121,123).またこのEX/ln比の増大つまり分泌効率の

増大は,タンパク質としての柔軟性 (flexib冊y)あるいは/'n

vI'voにおけるそのタンパク質のコンパク トな構造のとり易 さが

原因であるとされている.

W19YのEx〃n比が野生型 β-LGに比べ大きく増大 していた

ことから､W19Yにおいてもその酵母における分泌効率が増大

したことにより分泌量が増大 したと考えられた.またW19Yの
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分泌効率が増大 した原因としては,変性剤に対する安定性の研

究よりその安定性が野生型 β-LGに比べて大幅に減少 している

ことが明 らかとなっていることから (第二章),W19Yのタン

パク質 としての柔軟性 (flexibility)の増大が考 えられた.普

たmAbを用いたW19Yの構造解析の結果,W19Yは野生型 β

-LGに比べ'9Trpの近傍の立体構造がわずかに乱れており,タ

ンパク質 としては野生型β-LGに比べほぐれた構造 を維持 して

いることが推測 された.このことから.W19YがI'nvI'voにおい

て野生型 β-LGと同様にコンパク トな構造 を維持 しているとは

考 えに くく,またコンパク トな構造 をとりやすいにもかかわら

ず分泌量が増大 しない変異型 リゾチームも報告 されていること

から判断 して(123),J'nv/'voにおいて,そのタンパク質がコン

パク トな構造 を保 っているか,多少ほぐれた構造 をしているか

ということだけでは,分泌量の変化 を必ず しも説明することは

できないと考 えられた.

それではこの分泌効率の上昇 という現象は,I'nvI'voにおけ

るW19Yの どのような挙動の変化により引き起 こされたのであ

ろうか ?変異の導入に伴い起こりうる変化 としては,/'nvivo

におけるタンパク質の安定性の変化,プロテアーゼによる消化

効率の変化.folding速度の変化などが考えられる.そこで本

研究ではそれぞれのβ一LGの酵母における分泌速度の比較を行っ

た.分泌速度は,パルス/チェイス法に基づき一定時間内に酵

母培養上清中に分泌 される各β-LG量 を定量することにより比

較 した.その結果 (Fig.36,37),分泌量の減少 したW19F

とW19Aでその挙動に違いが観察 された.W19Aは酵母からは

全 く分泌 されないが,W19Fではその効率が低下 してはいるが

最終的には標識 された全W19Fの内その40%程度が分泌 されて

いた.W19Fの分泌量はサン ドイッチELISA法においてはほと

んど検出不可能なレベルであったことから判断 して,W19Fは

酵母上清中で非常に不安定で.培養中に分解 されるものと考え

られた.また分泌量の増大 したW19Yでは明 らかに野生型β

-LGに比べ酵母における分泌速度が上昇 していることが判明 し
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た･このことからウェスタンブロッ ト分析により観察 された

W19Yの分泌効率の増大は,W19Yの酵母における分泌速度の

増大がその原因の一つであることが明 らかとなった.この分泌

速度の増大とは具体的にはどのオルガネラにおける,どのよう

な過程の速度が増大 したことを意味 しているかは定かではない

が, リゾチームを用いた研究では小胞体において分泌速度増大

タンパク質は分泌可能な構造をとりやすいことが原因ではない

かと推察 されている(122ト また小胞体内で合成 されたタンパ

ク質の分泌速度 を決める律速段階は,ERを出るとき (exit

f｢om ER)であるとされている(160).確かにリゾチームを用

いた研究においても,細胞内に残存 している野生型 リゾチーム

の多 くはERに存在 しているのに対 し,分泌量増大変異型 リゾ

チームでは,その多 くがERからゴルジ体へかけて分布 してい

ることが確認 されている(122).さらにそのERを出るときの速

度はそのタンパク質のfolding速度に依存 していると考えられ

ていることから(160),分泌速度の変化はそのタンパク質の

foldingの速度の変化により説明 しうるものであるかもしれな

い. しかし.タンパク質は/'nvI'voにおいては/'nv/'troにおける

foldingとは異なり,様々な他のタンパク質 (シャペロン)の

補助のもとfoldingを行 うことから.I'nvI'voにおけるfolding速

度がこれらシャペロンとの相互作用の変化により左右 されるこ

とも十分考えられ,分泌速度が変化 した正確な原因を究明する

ためには,タンパク質の属性の変化から誘導 されるそのタンパ

ク質の挙動の変化ばかりでなく,他のタンパク質との相互作用

の変化 をも考慮に入れて考える必要がある.

Foldl'n.qRび分滋 を補助 するタン/1.ク質 であるB/'P,PD/虜び

rSsalpの厨与-

W19Yの分泌量増大に.folding及び分泌を補助するタンパ

ク質であるBiP.PDl及びSsalpがどのように関与 しているか

あるいはしていないかを解明するための手始めとして,それぞ

れのmRNAの転写がどのような制御 を受けているかを解析 した.
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序でも述べたように,BiP及びpDf各mRNAは小胞体にmalfold

なタンパク質が蓄積することにより誘導 され,SsalmRNAは

細胞質にタンパ ク質が蓄積することにより誘導 されることが報

告 されている･本研究では分泌量の増大 したW19Y,分泌量の

減少 したW19FとW19Aさらに野生型 β-LGを分泌発現 してい

る酵母 から全RNAを抽出 し.上記各mRNAの存在量 をノ-サ

ンプロッ ト分析により比較検討 した.その結果,分泌量の減少

したW19FとW19Aでは,野生型 β-LGに比べBiPmRNA量が大

きく増大 し,PDl及びSsal各mRNA量 もわずかなが ら増大 し

ていた･先の酵母細胞内画分の ウェスタンブロッ ト分析の結果

と併せて考 えると.W19F及びW19Aは酵母小胞体内において

凝集体 を形成 していることが示唆 された.またW19FやW19A

の膜透過効率の減少に伴 い (Fig.33),細胞質画分にW19F

やW19Aがわずかなが ら蓄積 し,SsalmRNAの転写が促進 さ

れたもの と考 えられた.

つぎに分泌量の増大 したW19YではPDlmRNA量がわずか

に減少 し.BiP及びSsalmRNA量が野生型 β-LGに比べ増大

していた.PDlmRNA量がなぜわずかに減少 したかは定かでは

ないが,W19Yの分泌量増大に対 してPDlが何 らかの形で関与

している可能性が示唆 された.BiPmRNA量が増大する原因は,

小胞体内におけるfreeBiP量の減少であるとされている.

malfoldなタンパ ク質の場合,タンパ ク質 とBiPとの間の相互

作用 は安定で解離 しないことからfreeBiPが減少すると考 えら

れてきたが,W19YにおけるBiPmRNA量の増大 はどのように

説明可能であろうか ?BiPmRNA量の増大がfreeBiP量の減少

が原因であると考 えると,W19YとBiPとの間の相互作用効率

が野生型 β-LGに比べ上昇 し､ しかもその相互作用が安定なも

のではな く一般の分泌 タンパ ク質 との問で検出 される一時的な

ものであるとすると,相互作用効率が増大 した分だけW19Yの

folding効率 も増大 したと考 えられる.一方BiPmRNA量が

freeBiP量の減少により誘導 されるのはmalfoldなタンパ ク質

の場合のみであるとすると,W19Yに生 じた何 らかの属性の変
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化をBiPが見分けそれにより誘導 されたとも考えられる.さら

にSsalmRNAはW19Yにおいて野生型 β-LGに比べ増加 して

いた･これは1)細胞質内にW19Yが蓄積 していることを意味

している可能性 と2)それ以外の新たな原因つまりW19Yの示

す何 らかの挙動の変化によりSsalの転写が制御 されている可

能性が考えられる･1)を説明する仮説として次の様なものが

考えられる,SRPを介 したco-translationaは 膜透過が多 くの

W19Yで完遂 されずに細胞質に投げ出される. しか しSsalpと

の相互作用効率の上昇 したW19Yは細胞質においてSsalpによ

り補助 され.その結果細胞質中のfreeなSsalp量が減少 し

SsalmRNAが誘導 されるとともに,post-translationaは 膜透

過をスムーズに行 うことができるようになる.W19Y以外の各

β-LGはW19Yと同様に細胞質に投げ出されても,Ssalpとの

相互作用がW19Yほど効率よく起こらないため,SsalmRNA

の誘導もかからず,posHranslationalな膜透過 も促進 されな

い .

しかしここで観察 された各mRNAの変動から直接それらタ

ンパク質の分泌量増大に対する関与 を正確に推察することは不

可能である.各タンパク質とW19Yとの相互作用の変化 を直接

観察する必要があると思われる.

このようにfolding及び分泌に関与するシャペロンのW19Y

の分泌量増大に対する関与 を正確に把握するためには,野生型

β-LGと比較 した場合の各シャペロンとW19Yとの間の相互作

用の変化 を知る必要がある.これまでBiPを代表に してその結

合特異性が精力的に研究 されているが未だそのコンセンサスは

得 られていないのが現状である(161-165).今後の研究の進

展が期待 される領域である.



総合討論

本研究では,変異の導入に伴い生 じた構造変化 を詳細に解

析 し,そこで観察 された微妙な変化が機能に対 してどのような

影響 を及ぼ し,また酵母細胞内における存在状態あるいは挙動

にどのような変化 を誘導 したかを解析 してきた.

それではW19Yは.19Trpへの変異の導入に伴い.どの桂度

野生型 β-LGとは異なるタンパク質 となったのであろうか 7機

能的変化としては, リガンド結合部位の構造がわずかに変化 し,

結合 したリガン ドが不安定化 していることが観察 されたが, リ

ガン ドとの親和性にはそれほど大 きな変化はなく劇的な変化が

生まれているとは考 えられない. しか しmAbとの親和性 を指

標にW19Yに生 じた変化 を評価すると,野生型β-LGとは大き

な違いがあると判断できる.mAbとの親和性の変化 とは,タ

ンパク質一タンパク質相互作用の変化であり,相互作用するタ

ンパク質からは全 く別のタンパク質 として認識 されていると考

えられる.同様に,酵母 を用いた実験からも,酵母細胞内にお

いては野生型 とは全 く別のタンパク質 として存在あるいは認識

されているのかも知れない.機能的にはそれほど大 きな変化 を

示 していないにも関わらず,他のタンパク質 との相互作用ある

いは/'nvIIvoにおける挙動あるいはJ'nvivoにおける他のタンパ

ク質による認識に大 きな変化が誘導 されていた.このことは,

機能的にはほとんど違いの観察されないタンパク質においても,

/'nvI'voにおいて全 く異 なるタンパク質 として存在 しあるいは

認識 されている可能性 を示唆するものである.

mAbを相手 としたタンパク質問相互作用の変化は,W19Y

に生 じた構造変化が原因であるが,/'nvivoにおけるW19Yの挙

動の変化あるいはmolecularchaperoneなどの他のタンパク

質による認識の変化は,W19Yに生 じたどのような変化が引き

金 となって引き起 こされたのであろうか ?W19Yに生 じた局所

的な三次元構造の変化やタンパク質 としての安定性の変化だけ

では説明することのできない,/'nvI'voでのfoldingの変化
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mo-ecularchaperoneとの相互作用の変化などが考えられる.

構造や安定性の変化によりタンパク質としてどのような属性の

変化が誘導 され,それによりどのような認識の変化を生み出 し

たか,今後の展開が待たれる.

最後に, リボカリンファミリーに属するタンパク質にとっ

て'9Trpはどのような意義 をもち,そして保存されてきたので

あろうか ?W19Yを用いた研究から,その リガン ドであるレチ

ノールの結合能には,野生型β-LGとの間でほとんど差が認め

られないが,レチノールを取 り囲む環境にわずかな変化が兄い

だされ,結合 しているレチノールの安定性 も低下 していた.さ

らにW19Y自身の安定性 も大きく低下 していた.リボカリンファ

ミリーに代表 される輸送タンパク質にとっては,結合するリガ

ンドの安定性はもちろん.自身の安定性 を確保することにより.

標的となる細胞あるいは組織にリガン ドを安定に運ぶことが重

要な機能であると考えられる.β-LGを用いた本研究から,リ

ガン ドを安定に結合 し,そしてタンパク質自身の安定性 をも維

持 しうる残基 として,'9Trpが進化上保存 されてきたものと考

えられた.
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要約

<序>

タンパク質のもつ機能は構造と密接に関わっており,タン

パク質の構造変化は,タンパク質の機能発現にとって重大な変

化 を誘導 しうる,ただ し.構造変化の大きさと機能に与える影

響の大きさとの関係は必ず しも明 らかでない.特定のタンパク

質の構造と機能の相関を正 しく評価するためには,タンパク質

の構造に起 きた微細な変化 を高精度に検出するとともに,その

変化がタンパク質の機能発現に対 してどのような変化 を誘導 し

ているかについて,様々な視点からの研究により兄いだきなけ

ればならない.タンパク質工学的手法により作製 した変異型タ

ンパク質を用い,ある特定残基がタンパク質の構造及び機能の

維持に果たす意義 を評価する手法は非常に有効ではあるが,特

定残基のアミノ酸置換に伴 う直接的な変化とともに,変異 を導

入 した残基近傍の構造変化などの間接的な変化 をも正確に把握

し,それらにより誘導 される機能変化 との相関 を知ることによ

り初めて,その残基の機能的意義が明 らかとなる.

ウシβ-ラク トグロブリン (β-LG)は,8本の逆平行β

-シー トからなるβ-バレル構造を有 し,機能的にも疎水性小

分子 (レチノール) を結合するという特徴から,リボカリンファ

ミリーに属することが知 られている. リボカリンファミリーに

属するタンパク質はこれまで数多 く報告 されているが,構造 と

機能の相関あるいはその維持に重要な役割を果たす残基につい

て解析 された例は少ない.'9Trpはリボカリンファミリー内で

唯-完全に保存 された残基である.そこで本研究では.19Trp

がその特徴的な構造や機能の維持および分泌にどのように関与

するのか詳細に解析 した.

<変異型β-LGの構造解析>

19Trpは,リボカリンファミリーと類似 したβ-ス トラン ド

トポロジーを有するceHularretinoid/fattyacidbinding
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proteinファミリーにおいても保存 されており,その特徴的な

構造の維持に重要な残基であると考 えられてきた.そこで部位

特異的変異導入法により,'9TrpをTyrに置換 した変異体W19Y

を酵母 を用いて作製 し,'9T,pの構造維持における意義 を評価

した.

W19Yに大 きな構造変化 は起 きていないことを,円二色性

偏光スペク トルの測定により確認 した. しか し変性剤に対する

W19Yの安定性 は野生型に比べ大 きく低下 (AAG㌘=

6･9kcal/mol) しており, β-LG全体の構造維持に何 らかの破

綻 をきた していることが明 らかとなった.そこで.β-LG分子

に生 じた微細 な構造変化の積出に有効なプローブとなりうるこ

とが知 られている15種類のモノクローナル抗体 (mAb) を用

いて (1). さらに詳細 な構造解析 を試みた.その結果.

129AspをAJaに置換 した変異型 か LG (D129A) では観察 され

なかった構造の乱れが,W19Yでは'9Trpを中心 として比較的

広い範囲にわたり観察 された.その置換の影響 は,一次構造に

沿 ってみると'5valか ら56lleの卸 戒で認め られ,'9T.pのN末側

よりもC末側 が形成 する高次構造の維持に重要 であると考 えら

れた･ また局所の構造ばかりでな く,'9Trpか ら一次構造上 も

立体構造上 も離れた領域において微妙な構造変化が観察された.

ここで構造変化が観察 された'9Trpを中心 とする領域 は,in

vitroではrefoldjngLに くい領域 として知 られており (1).こ

の領域 は,巻 き戻 りに くく,構造変化 しやすい領域 であると判

断できた. さらにW19Yのjnvitrorefoldingでは,19Trpは一次

構造上 は離れているが立体構造上 は近い, さらに別の領域の

refordingにも重要 であることが示 された.

<変異型 β-LGの機能解析 >

これまで, レチノールの結合に対 し19Trpは中心的な機能 を

果た しているとする説 と全 く関与 していないとする説が提出 さ

れている.前者は, レチノールー レチノール結合タンパ ク質複

合体 を基に したmodeトbuHdingから,後者はapo体,holo体 そ
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れぞれのβ-LG間の電子密度差の算出から示唆 されている.そ

こで,'9Trpがレチノールの結合に不可欠な残基であるかどう

かを,W19Yを用い解析 した･ さらに,ここで観察 された微細

な構造変化が, レチノールの結合に対 してどのような影響 を及

ぼすかについても併せて解析 した.

野生型及びW19Yについてレチノール結合性 を検討 した結

果, レチノールの飽和はほぼ同等の濃度で観察 され,それをも

とに算出 したレチノールの野生型及びW19Yに対する解離定数

はほぼ同等であった.また. β-LG中の芳香族アミノ酸からの

レチノール分子への励起エネルギーの遷移は,野生型及び

W19Yでともに観察 され, レチノール分子 を安定化 させるとい

われているこのエネルギー遷移が 9Trpにより担われているわ

けではないことが明 らかとなった･以上のことから,19Trpが

レチノールの結合に対 して不可欠な残基ではないことが示 され

た･そこで,さらに19Trpの機能的意義 を明 らかにするため.

結合 したレチノール を取 り囲む環境 を､結合 したレチノールの

励起スペク トルを測定することにより評価 した.その結果,

W19Yに結合 したレチノールの励起スペク トルは,red-shiftを

示 し,強度 も半減 した.このことは,W19Yに結合 したレチノ

~ルのmobHityが増大 し,溶媒分子のaccessibilityが増大 した

ことを意味 している.確かに,W19Yに結合 したレチノールは

野生型に比べ,アルコール脱水素酵素により分解 されやす くなっ

ていた.

これ らのことから,'9Trpはレチノールの結合に直接重要な

わけではなく,β-LG全体の構造の安定性,及び結合 したレチ

ノール分子の安定性の維持に重要な残基であることが判明 した.

ここで観察 されたレチノール結合部位の環境の変化は,mAb

により積出されたW19Y分子の微妙な構造の歪みにより説明 さ

れうるもの と考 えられ, β-LG分子の微妙 な構造変化が,機能

的変化 を誘導 しうることが示 された.

<変異型 β-LG (W19Y)の酵母における分泌量増大の原因解
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析>

'9Trpへの残基置換の影響は, β-LGの構造及び機能におけ

る上記のような変化ばかりでなく,酵母における分泌発現量に

も大 きな変化 を誘導 した.すなわちW19Yでは野生型 β-LGに

比べ/Ji泌畳が5倍以上増大 し,PheやAlaに置換 したW19Fや

W19Aはほとんど分泌 されなかった.このように.あるタンパ

ク質における残基置換が.酵母における分泌量増大 を導いたと

いう例 は数少ない.77cysと95cysをAlaに置換 し,S-S結合 を

欠失 させた変異型 リゾチーム (C77/95A) では酵母における

分泌量増大が観察 され,それはS-S結合の欠失に伴 うタンパク

質 としてのmolecularflexibilityの増大が原因であろうと考 え

られている.そこで本研究では,W19Yの酵母における分泌量

増大の原因解明 を試みた.

ノーザンブロッ ト分析により,野生型及び変異型β-LG (

W19Y.W19F,W19A)問で酵母におけるmRNA存在量に違

いは兄いだされなかった.invitro翻訳系 を用いた実験から,

各 β-LG間で翻訳効率に差がないことが判明 した. ミクロゾー

ム存在下でinvitro翻訳 を行 うことにより.それぞれのβ-LG

の膜透過効率を比較 した結果,ここでも違いは兄いだされなかっ

た.酵母培養上清あるいは酵母菌体内に存在する各 β-LG量 を

ウェスタンブロッ ト分析により解析 したところ,酵母菌体内に

存在するW19Y量 は野生型に比べ大 きく減少 していた.パルス

/チエイス実験により,培養上清に分泌 される速度 を比較 した

ところ,W19Yの分泌速度は野生型β-LGに比べ上昇 していた.

以上の結果 を併せると,W19Yの分泌効率が野生型β-LGに比

べ上昇 していると考 えられた. さらに,タンパ ク質のfolding

や分泌に関与 していると考 えられている,SSAl.BiP及びPDl

の各mRNA量 をノーザンブロッ ト分析により解析 したところ,

W19YではSSAlmRNA量が,W19FやW19AではBiP及びPDl

各mRNA量が増大 していた.malfoldなタンパク質が小胞体に

蓄積することにより,BiPやPDlの転写が促進 されることが知

られていることから,W19FやW19Aでは小胞体において分泌
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不能な凝集体 を形成 していることが示唆 された.さらにW19Y

の酵母における分泌量増大に関 しては.W19Yのmolecular

flexibHityの増大が,酵母小胞体内での移行速度 を増大 させた

と考えられ,さらにSSAlなどの関与が示唆 された.以上のこ

とから､-残基置換により誘導 された変異型β-LGの微妙な構

造あるいは安定性の変化に伴い,置換残基 をもつ各々のβ-LG

が酵母菌体内においてはそれぞれ全 く異種のタンパク質として

存在あるいは認識 されている可能性が示唆 された.

<まとめ>

以上の結果から, リボカリンファミリー内で唯一完全に保

存された19Trpは.19Trpを中心とする局所の構造ばかりでなく,

全体の構造を維持するため,あるいはレチノールを取 り囲む環

境 を維持するために重要な機能を有する残基の一つであると考

えられた. リガン ドを結合 し.標的組織あるいは細胞にリガン

ドを安定に輸送することがキャリアータンパク質 としての機能

であると考えると,以上のような機能的意義を有する'9Trpは,

β-LGがキャリアータンパク質 として安定に機能するために進

化的に保存 されてきた可能性がある.

1･Hattori,M･,Ametani,A･,Katakura,Y.,Shimizu,M.,and

Kaminogawa,S.(1993)J.B/'o/.Chem.268,22414-22419
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