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略語⼀覧 

 

ATP adenosine triphosphate （アデノシン三リン酸） 

cAMP cyclic adenosine monophosphate （環状アデノシン⼀リン酸） 

CD circular dichroism （円偏光⼆⾊性） 

CNgb chimeric neuroglobin （キメラニューログロビン） 

DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium （ダルベッコ改変イーグル培地） 

DMSO dimethyl sulfoxide （ジメチルスルホキシド） 

DTT dithiothreitol （ジチオスレイトール） 

E. coli Escherichia coli （⼤腸菌） 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid （エチレンジアミン四酢酸） 

FBS fetal bovine serum （胎児ウシ⾎清） 

FITC fluorescein isothiocyanate （フルオレッセインイソチオシアネート） 

FM4-64 N-（3-triethylammoniumpropyl）-4-（6-（4-（diethylamino） 

 

phenyl）hexatrienyl）pyridinium dibromide 

 

（N-（3-トリエチルアンモニウムプロピル）-4-（6-（4-（ジエチルアミノ）   

 

 フェニル）ヘキサトリエニル）ピリミジウムジブロマイド ） 

GDI guanine nucleotide dissociation inhibitor 

 

（グアニンヌクレオチド解離阻害因⼦）   

GdnHCl guanidine hydrochloride （グアニジン塩酸塩） 

GDP guanosine diphosphate （グアノシン⼆リン酸） 

GST glutathione S-transferase （グルタチオン S-トランスフェラーゼ） 

GST-HNgb GST-fused human neuroglobin （GST融合ヒトニューログロビン）  

GTP guanosine triphosphate （グアノシン三リン酸） 

Hb hemoglobin （ヘモグロビン） 

HNgb human neuroglobin （ヒトニューログロビン） 

HRP horse radish peroxidase （⻄洋わさびペルオキシダーゼ） 

IPTG isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

 

（イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド） 

Mb myoglobin （ミオグロビン） 

MTS  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-  

 

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt 

 

（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5-(3-カルボキシメトキシフェニル)-2- 
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 (4-スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム塩） 

NAC N-acetylcystein （N-アセチルシステイン） 

Ngb neuroglobin （ニューログロビン） 

NGF nerve growth factor （神経成⻑因⼦） 

NP-40 Nonidet P-40 

one-way ANOVA one-way analysis of variance （⼀元配置分散分析） 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis （ポリアクリルアミドゲル電気泳動） 

PBS phosphate-buffered saline （リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔） 

PCR polymerase chain reaction （ポリメラーゼ連鎖反応）  

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride （フッ化フェニルメチルスルホニル） 

PVDF polyvinylidene difluoride （ポリフッ化ビニリデン） 

SDS sodium dodecyl sulfate （ドデシル硫酸ナトリウム） 

SEM standard error of mean （標準誤差） 

ZNgb zebrafish neuroglobin （ゼブラフィッシュニューログロビン） 
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1.  序論 

1.1.  ニューログロビン（Ngb）とは 

 ニューログロビン（Ngb）は、2000 年にヒトとマウスの脳から発⾒されたグロビン蛋⽩質であ

る[1]（図 1）。グロビン蛋⽩質はバクテリア、原⽣⽣物、菌類、植物、動物など様々な⽣物種に

存在しているが、ヒトの⽣体内には⾚⾎球に存在するヘモグロビン（Hb）と筋細胞に存在するミ

オグロビン（Mb）のみであると考えられていた。Ngb は約 17 kDa、約 150 アミノ酸残基の単

量体のグロビン蛋⽩質であり、主に脊椎動物の中枢神経系[2,3,4,5]や網膜[5,6]などに特異的に発

現している。2000 年に初めて報告された際はヒトとマウスのみの報告であったが[1]、その後の

研究からゼブラフィッシュをはじめとする⿂類[7]や⿃類[8]、両⽣類[9]の脳でも Ngb の発現が確

認され、現在では広く脊椎動物⼀般に発現している蛋⽩質であると考えられている。ヒト[10,11]

やマウス[12]では X 線結晶構造が明らかになっており、また Ngb は Hb や Mb などと同様に 8 本

のα-ヘリックスからなるグロビンフォールドを構成し、ヘムを含み酸素と可逆的に結合すること

が確認されている[10,13]。しかしながら、そのアミノ酸配列の相同性は、Ngb-Hb 間で 25%未満、

Ngb-Mb 間で 21%未満と低く、また分⼦系統樹によれば、Ngb は Hb や Mb の祖先のグロビンか

ら約 760 万年前に分岐したと推定されており、Hb と Mb とが分岐した約 550 万年前よりも以前

に分岐した蛋⽩質であることが⽰唆されている[1]。⼀⽅で、ヒト Ngb とマウス Ngb の間でのア

ミノ酸配列の相同性は、約 94%程度と⾮常に⾼く、種を超えて⾮常に⾼く保存されていることが

わかっている[1]。 

 Ngb はその⽴体構造の変化に特徴がある[10,14]。グロビン蛋⽩質のヘムの中⼼に位置する鉄原

⼦は通常、鉄⼆価（ferrous ; Fe2+）型と鉄三価（ferric ; Fe3+）型のいずれかの状態を取る。Hb

や Mb の場合、ヘムの⽚側から近位のヒスチジン（His）が配位し、もう⼀⽅からは、鉄⼆価に

おいては酸素が、鉄三価においては⽔が配位する。⼀⽅で Ngb の場合、鉄⼆価および鉄三価 Ngb

のヘムに対して近位の His と遠位の His が両側から配位する。これを bis-His 型 Ngb と呼ぶ。ま

た、遠位の His が酸素と置き換わると、⽚側からのみ近位の His が配位し、もう⼀⽅から酸素が

配位した状態となる。これを mono-His 型 Ngb と呼ぶ。通常酸素環境下においては、Ngb は⼆

価鉄に酸素が配位（ferrous -O2 ; Fe2+ -O2）しているが、酸化ストレス環境下では鉄が酸化され
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て三価鉄（ferric ; Fe3+）になり、酸素が外れて His が配位する。このヘム近傍構造の変化に伴っ

て⽴体構造が⼤きく変化する（図 2）。このような⽴体構造の変化は⼀部の他のグロビン蛋⽩質、

例えば 2001 年に発⾒された脊椎動物の繊維芽細胞や肝星細胞で発現するサイトグロビン

[15,16,17]などでもみられるが、⽴体構造が変化することの⽣理的な意義については未だ明らか

になっていない点が多い。 

 

1.2.  Ngb の細胞保護能 

 Ngb は発⾒された当初、主に脳や神経細胞に酸素を供給していると考えられていたが、翌年の

2001 年には、低酸素や虚⾎再灌流に伴う酸化ストレスから神経細胞を保護する機能があること

が報告された[18]。低酸素環境下においたマウスの初代培養の神経細胞や、局所的な脳虚⾎状態

にしたマウスの脳内において Ngb の発現量が上昇することや、マウスの神経細胞にアンチセンス

オリゴを導⼊することで酸化ストレスに伴う細胞死が増⼤し、⼀⽅で Ngb の過剰発現により神経

細胞の⽣存率が上昇することが報告された[18]。加えて、Ngb を過剰発現させたマウスにおいて

は⼤脳の虚⾎傷害が減少することも報告された[19]。これらの報告により、Ngb が酸化ストレス

に応答して発現量を上昇させ、神経細胞死を抑制する細胞保護能に注⽬が集まり、現在に⾄るま

で Ngb の細胞保護に関する様々な研究がなされるようになった。2006 年には、Ngb を組み込ん

だトランスジェニックマウスにおいて、Ngb が虚⾎に伴う酸化ストレスから⼼筋細胞を保護する

ことが報告され、神経細胞以外の細胞においても細胞死を抑制することが判明した[20]。これま

でに Ngb の細胞保護に関する作⽤機序については様々な仮説が存在している。具体的には、細胞

内において活性酸素種の除去を⾏っているという説[21,22]や、細胞内の NO を除去するという説

[21,22]、ミトコンドリアから放出されたシトクロム c と直接相互作⽤し、アポトーシスを抑制す

るという説などが存在している[23]。しかしながら、いずれの仮説においても未解明な部分が多

く、Ngb の細胞保護に関する作⽤機序が解明できたとは⾔い難い。その⼀⽅で、当研究室におい

て Ngb がヘテロ三量体 G 蛋⽩質 Gαi/o に対するグアニンヌクレオチド解離阻害因⼦（GDI）と

して機能することが明らかになった。 
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図 1. ヒト Ngb の⽴体構造  

ヒト Ngb の⽴体構造（Protein Data Bank code : 4MPM）を⽰した。ヒト Ngb 内のヘムを拡⼤

して右に⽰した。 

 

 

  

Heme iron protoporphyrin  complex 
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図 2. ヒト Ngb の構造変化  

ヒト Ngb の構造変化についての模式図を⽰した。通常酸素環境下（図左側）では、ヘムに対して

近位の His と酸素が配位する（mono-His 型）。酸化ストレス環境下（図右側）になると、鉄が酸

化され、酸素が外れ遠位のヒスチジン（His64）がヘムに配位する（bis-His 型）。ヘム近傍構造

の変化に伴い、蛋⽩質の⽴体構造が変化する。 

 

  

His96

	 	 	 	 	

	 	

His64

O2

His96

His64
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1.3.  ヒ ト Ngb の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 解 離 阻 害 因 ⼦

（GDI）としての活性と細胞保護能 

 

 当研究室の先⾏研究により 2003 年に、鉄三価ヒト Ngb が GDP 結合型のヘテロ三量体 G 蛋⽩

質 Gαi/o[24,25]と相互作⽤し、グアニンヌクレオチド解離阻害因⼦（GDI）として GDP/GTP の

交換を阻害することが判明した（図 3）[26]。このことから、通常酸素環境下では酸素を配位し

ているヒト Ngb が、酸化ストレス環境下では鉄が酸化されて酸素が外れ、bis-His 型 Ngb に構造

変化することで、Gαi/o と相互作⽤し、GDI 活性によって細胞保護に関わるシグナル伝達経路を

活性化する可能性が考えられた。2008 年には当研究室の先⾏研究により、GDI 活性のないヒト

Ngb 変異体は細胞死を抑制できないことから、細胞保護能にはヒト Ngb の GDI 活性が重要であ

ることが判明した[27]。さらに 2012 年には、ヒト Ngb の GDI 活性が酸化ストレスに伴う cAMP

濃度の減少を抑制することで、細胞死を抑制することが判明した（図 3）[28]。これらのことか

ら、ヒト Ngb は酸化ストレスセンサーとして機能し、Gαi/o の下流のシグナル伝達経路を制御す

ることで神経細胞を酸化ストレスから保護する働きがあることが明らかになった。加えて、鉄三

価ヒト Ngb は脂質ラフトに局在する膜蛋⽩質フロチリン[29]と相互作⽤し[30]、また密度ショ糖

勾配遠⼼による解析をすると、ヒト Ngb とフロチリンの局在が⼀致することから[28]、酸化スト

レス環境下において、ヒト Ngb がフロチリンと相互作⽤し、細胞質から脂質ラフトへと移⾏すこ

とが判明した。このようにして、ヒト Ngb は脂質ラフトへと移⾏し、Gαi1 の制御因⼦として機

能することで、細胞死を抑制することが明らかになった。 

 

1.4.  GDI 活性および細胞保護に重要なアミノ酸残基 

 現在までにヒト Ngb の GDI 活性に重要なヒト Ngb のアミノ酸残基がいくつか特定されている。

先⾏研究から、ヒト Ngb は GDI 活性をもつ⼀⽅で、ゼブラフィッシュ Ngb（⿂類 Ngb）は GDI

活性をもたないことが判明した[31]。さらに、ヒト Ngb の極性残基を、⿂類 Ngb の極性をもた

ない残基に置換した変異体では、GDI 活性がなくなることが判明した（図 4）[31]。具体的には、

ヒト Ngb の 53 番⽬のグルタミン酸（Glu）をグルタミン（Gln）に（E53Q）、97 番⽬のアルギ
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ニン（Arg）を Gln に（R97Q）、118 番⽬の Glu を Gln に（E118Q）および 151 番⽬の Glu を

アスパラギン（Asn）に（E151N）に部位特異的に置換したヒト Ngb は GDI 活性をもたないこ

とが⽰された[31]。加えて、これらの変異体は細胞保護能をもたないことも判明した[27]。した

がって、ヒト Ngb の GDI 活性および細胞保護には Glu53、Arg97、Glu118、Glu151 が重要で

あることが判明した。また、これらのアミノ酸残基が保存されている Ngb は、細胞保護能をもつ

可能性が⾼いと考えられ、興味深いことに、これらのアミノ酸残基がすべて保存されているのは

北⽅真獣類と呼ばれる⼀部の哺乳動物においてのみであり、したがって Ngb の細胞保護能は進化

的に⽐較的新しい段階で獲得されたものであると考えられる（図 4）[32]。 

 

1.5.  ヒト Ngb と Gαi1 の相互作⽤ 

 先に述べたように、E53Q ヒト Ngb 変異体、R97Q ヒト Ngb 変異体、E118Q ヒト Ngb 変異

体および E151N ヒト Ngb 変異体は GDI 活性をもたないことは判明しているが、これらの変異

体が Gαi/oと相互作⽤しないのかどうか、つまり、GDI活性に重要なアミノ酸残基（Glu53、Arg97、

Glu118 および Glu151）が、Gαi/o との相互作⽤にも重要であるかどうかは依然として不明のま

まである。しかしながら 2007 年には、ヒト Ngb の Glu53 と Gαi1 の Ser44 が相互作⽤し、ヒト

Ngb の Glu60 と Gαi1 の Ser206 が相互作⽤することを⽰唆する報告がなされた（図 5）[33]。

これは、ヒト Ngb と Gαi1 を混合したものを架橋し、トリプシンにより切断した後、質量分析を

することで、ヒト Ngb と Gαi1 とが相互作⽤する領域を特定しようとしたものである。このこと

から、GDI 活性に重要であるヒト Ngb の Glu53 は Gαi1 との相互作⽤にも重要であり、また新

たに、ヒト Ngb の Glu60 が Gαi1 との相互作⽤および GDI 活性に重要であることが⽰唆された。

また、Glu53 と Glu60 は、ヘム近傍構造の変化に伴って構造が変化することが知られている CD-D

領域およびその近傍に位置しており[12]、これらの残基は Gαi1 との相互作⽤に重要な残基であ

る可能性が⾼いと考えられる。 
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図 3. ヒト Ngb（HNgb）の GDI 活性と細胞保護能  

HNgb は、通常酸素環境下ではヘテロ三量体 G 蛋⽩質 Gαi/o と相互作⽤しないが、酸化ストレス

環境下では HNgb の⽴体構造が変化し、GDP 結合型 Gαi/o と相互作⽤して GDP と GTP の交換

を阻害する（GDI 活性）[26]。Gαi/o が不活性型になると、アデニル酸シクラーゼ活性の抑制が

解除され、ATP から cAMP が産⽣される。HNgb は酸化ストレス環境下における cAMP 濃度の

低下を抑制することで細胞死を抑制する[28]。 
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図 4. ヒト Ngb の GDI 活性に重要なアミノ酸残基（Glu53、Arg97、Glu118 および

Glu151）と Gα i1 との相互作⽤部位であることが⽰唆されたアミノ酸残基（Glu60）の

⽣物種間の配列⽐較  

Wakasugi et al. （2011）[32]より改変して引⽤した。図上部の数字はヒト Ngb における残基番

号を⽰す。保存性の⾼い酸性アミノ酸または塩基性アミノ酸を⻩⾊で⽰した。 

 

 

  

�� �� �� �� 53 60� 97� 118 151�
Mammalia Eutheria  Boreotheria Human E� E R E E 

Monkey  E E R E E 
Mouse E E R E E 
Rat E E R E E 
Dolphin E E R E D 
Cow E E R E E 
Pig E E R E E 
Horse E E R E E 
Rabbit E E R E E 

Afrotheria Elephant N E R E E 
Metatheria �� Opossum Q E K E E 

�� Prototheria �� Platypus R E K E E 
Aves �� �� Chicken Q E Q E L 
Reptillia �� �� Anole Lizard Q E Q E P 
Amphibia �� �� Frog Q E R E D 
Osteichtyes Zebrafish P E Q Q N 
�� �� �� Fugu Q E Q Q N 
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図 5. 質量分析の結果に基づくヒト Ngb（HNgb）と Gα i1 の相互作⽤部位の予測  

HNgb の⽴体構造（Protein Data Bank code : 4MPM）と Gαi1 の⽴体構造（Protein Data Bank 

code : 1KJY）を⽰した。HNgb と Gαi1 を混合したものを架橋し、トリプシンにより切断した後、

質量分析した解析から⽰唆された相互作⽤に重要な残基を⽰した[33]。 
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1.6.  ⿂類 Ngb の細胞膜透過 

 ⿂類 Ngb はヒト Ngb と約 50%の相同性をもち、ヒト Ngb と同様にヘム鉄に対して酸素と遠位

のヒスチジン残基が競合的に結合する[34]。先に述べたように、ヒト Ngb は GDI 活性をもち、

細胞保護能を有するが、⿂類 Ngb は GDI 活性をもたず、細胞保護能もないことが判明している

[26,27,31]。その⼀⽅で当研究室の先⾏研究から、⿂類 Ngb は細胞外から細胞内へ移⾏する細胞

膜透過能をもち、ヒト Ngb はもたないことが明らかになった[35]。さらに、⿂類 Ngb 特有の N

末端のリシン残基（Lys）の極性をなくした変異体、K7A/K9Q ⿂類 Ngb 変異体および

K21Q/K23Q ⿂類 Ngb 変異体には細胞膜透過能がないこともわかった[36]。したがって、⿂類

Ngb の細胞膜透過には⿂類 Ngb の Lys7、Lys9、Lys21 および Lys23 が重要であることが判明

した。これらの残基は⿂類 Ngb においてのみ保存されており、細胞膜透過能は⿂類の Ngb に共

通する機能であると考えられる（図 6）。加えて、細胞表⾯のグリコサミノグリカンを⽋いた細胞

に対して、⿂類 Ngb は細胞膜透過しなかったことから、⿂類 Ngb の細胞膜透過には細胞表⾯の

グリコサミノグリカンが重要であることが判明した[37]。これらのことから、細胞膜透過には、

⿂類 Ngb 特有の N 末端の正電荷を帯びたリシン残基が、細胞表⾯の負電荷を帯びたグリコサミ

ノグリカンと相互作⽤することが重要であると考えられる（図 7）。 

 

1.7.  細胞膜を透過し細胞死を抑制するキメラ Ngb 

 Ngb は 4 つのエクソンから構成されており、蛋⽩質レベルでは 4 つの構造単位モジュール M1

〜M4 で構成されている。モジュールとは、各アミノ酸残基におけるα炭素間の距離が近く、コ

ンパクトにまとまった領域を指し、それぞれのモジュールはエクソンに対応していることが報告

されている[38]。当研究室の先⾏研究において、この Ngb のモジュール構造を利⽤してキメラ

Ngb が作製された（図 8）[39]。これは、細胞膜透過に重要なアミノ酸残基を含む⿂類 Ngb の

M1 と細胞保護に重要なヒト Ngb の M2〜M4 を融合したものである。このキメラ Ngb は GDI

活性を有し、培地に添加しただけで、細胞内に導⼊され、酸化ストレスに伴う細胞死を抑制する

ことが報告された[35]。 
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1.8.  Ngb の神経突起の伸⻑作⽤ 

 2013 年にヒト Ngb の過剰発現が神経突起の伸⻑を促進することが初めて報告された[40]。そ

の後、2016 年にはマウス Ngb も神経突起の伸⻑能をもつことが報告された[41]。しかしながら、

これまでに Ngb の細胞保護に関する報告は数多く存在しているものの、Ngb が神経突起の伸⻑

に関連する直接の報告はこの 2 報のみであり、未だその作⽤機序は明らかになっていない。 

 

1.9.  研究⽬的 

 このような背景を受けて本研究では、 Ngb の細胞保護能に関して、第 2 章においてはヒト Ngb

の Glu60 が GDI 活性や細胞保護能に重要であるかを明らかにすることを⽬的とし、第 3 章にお

いてはヒト Ngb と Gαi1 との相互作⽤に重要なアミノ酸残基を特定することを⽬的とした。また

第 4 章においては、キメラ Ngb の神経突起の伸⻑能を検証し、神経突起を伸⻑させる作⽤機序

を解明することを⽬的とした。 
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図 6. ⿂類 Ngb の細胞膜透過能に重要なアミノ酸残基（Lys7、Lys9、Lys21 および Lys23） 

Wakasugi et al. （2011）[32]より改変して引⽤した。図中の左右の数字は、それぞれの⽣物種

の Ngb における残基番号を⽰す。⿂類 Ngb の細胞膜透過能に重要なアミノ酸残基（Lys7、Lys9、

Lys21 および Lys23）を⾚⾊で⽰した。 

 

  

EE DB LKA IB GI GKA IB LE F 35 5 5 	

GFC O 35 5 5 	

GL 5 35 5 5 	

K 5 35 5 5 	

GDHABF 35 5 5 	

GN 35 5 5 	

B 35 5 5 	

GI 35 5 5 	

BK 3 35 5 5 	

IGKA IB D HA FK 3 35 5 5 	

K KA IB Q 1HG LE 5 3 5 3- 050 3

Q IGKGKA IB Q D KOHL 0 5 3 5 5 050

M Q Q AB C F 5 5 33 5 5 5 3 5

HKBDDB Q Q FGD BP I 5 55 333 5 3- 5 0 5

EHAB B Q Q IG - 3 5 3- 5 3 53 3 55

1 K B AKO I B A - 5 - - 53 5 -0-

G B A - 5 - - 5 5 -0-

L L - 55- - 5 5 -0- 5

C - 5 - - 5 5 -0- 5

5KB CD C - 5 - - 5 5 -0- 5

BF GN IGLK - - - 5 5 - - 5

B A - 5 - - 5 5 -0- 5

L L - 55- - 5 5 -0- 5
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図 7. ⿂類 Ngb の細胞膜透過  

⿂類 Ngb が細胞外から細胞内へ導⼊される機序を模式図で⽰した。細胞膜透過には⿂類 Ngb の

正電荷を帯びたリジン残基が、細胞表⾯の負電荷を帯びたグリコサミノグリカンと相互作⽤する

ことが重要である[37]。また、エンドサイトーシスの⼀種であるマクロピノサイトーシスにより

細胞内へと導⼊されると考えられる[37]。 
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図 8. ⿂類 Ngb、ヒト Ngb およびキメラ Ngb のモジュール構造  

⿂類 Ngb を桃⾊、ヒト Ngb を⽔⾊で⽰した。また、細胞外から細胞内へと導⼊される細胞膜透

過能の有無および細胞死を抑制する細胞保護能の有無を⽰した[35,39]。 
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2.  ヒト Ngb の細胞保護能における Glu60 の重要性 

2.1.  要旨 

 当研究室の先⾏研究において、ヒト Ngb が酸化ストレス環境下で、⽴体構造を変化させ、ヘテ

ロ三量体 G 蛋⽩質 Gαi/o と特異的に結合し、GDP 解離阻害因⼦（GDI）として働くことを明ら

かにした。さらに、GDI 活性のない E53Q、R97Q、E118Q および E151N ヒト Ngb 変異体そ

れぞれが、細胞死を抑制できないことも明らかにした。このことから、ヒト Ngb の Glu53、Arg97、

Glu118 および Glu151 が GDI 活性および細胞保護能に重要であることを⽰した。また、ヒト

Ngb と Gαi1 を架橋し、トリプシン処理した後に質量分析を⾏った解析から、Glu60 がヒト Ngb

と Gαi1 の相互作⽤に重要な残基であることが⽰唆された。加えて、Glu60 は酸化ストレス環境

において⽴体構造が⼤きく変化する CD-D 領域の近傍に位置する残基である。これらのことから

本研究では、Ngb の細胞保護能に重要な新たなアミノ酸残基を明らかにするため、ヒト Ngb の

Glu60 に着⽬し、その重要性を検証した。Glu60 の極性をなくした E60Q ヒト Ngb 変異体を作

製し実験を⾏ったところ、E60Q ヒト Ngb 変異体は、野⽣型ヒト Ngb と同様のヘム近傍構造を

とるものの、GDI としての活性がないことが判明した。さらに、分化させた SH-SY5Y 細胞にヒ

ト Ngb を過剰発現し、過酸化⽔素を加えて酸化ストレスを与えたところ、野⽣型ヒト Ngb は細

胞死を抑制したのに対して、E60Q ヒト Ngb 変異体は細胞死を抑制できないことがわかった。

以上のことから Glu60 は、GDI 活性および細胞保護能に重要であることが新たに判明した。ま

た以前から Ngb の細胞保護能は Ngb の活性酸素種の除去能によるという仮説が提唱されていた

ため、野⽣型および上記の変異体間の活性酸素種の除去能の解析を⾏った。その結果、これらの

ヒト Ngb 間での活性酸素種の除去能には違いがないことが判明した。したがって Ngb の細胞保

護能には、Ngb の活性酸素種の除去能ではなく、GDI 活性が重要であることが明らかになった。 
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2.2.  実験⽅法 

2.2.1. 発現ベクターの作製 

2.2.1.1. Ngb の発現ベクターと部位特異的変異体の作製  

 Ngb を⼤腸菌に発現させるベクターは当研究室において以前作製された pET20b-ヒト Ngb、

pET20b-E53Q ヒ ト Ngb 、 pET20b-R97Q ヒ ト Ngb 、 pET20b-E118Q ヒ ト Ngb お よ び

pET20b-E151N ヒト Ngb[26]を⽤いた。また哺乳動物細胞に発現させるベクターは、pcDNA3.1-

ヒト Ngb[28]を⽤いた。加えて pET20b-ヒト Ngb あるいは pcDNA3.1-ヒト Ngb を鋳型として部

位特異的変異を導⼊し、pET20b-E60Q ヒト Ngb および pcDNA3.1-E60Q ヒト Ngb を作製した。

部位特異的変異の導⼊は、QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis Kit（Stratagene）のプロ

トコルに従い⾏った。具体的には、変異を含むプライマーを⽤意し、pET20b-ヒト Ngb あるいは

pcDNA3.1-ヒト Ngb のプラスミド全⻑を PCR 反応により増幅した。この PCR 産物に DpnⅠ を加

え、37℃で 1 時間処理し、鋳型プラスミドを選択的に分解した。これを E.coli DH5α株に形質転

換して、50 µg/mL のアンピシリンを含む TYE 寒天培地上に 37℃で⼀晩培養後、形質転換体を

含むコロニーを得た。変異が導⼊されたことは、DNA シークエンスの解析（FASMAC）により

確認した。導⼊した部位特異的変異と使⽤したプライマーは以下の通りである。 

E60Q forward primer : 5'- GGACTGTCTCTCCTCGCCTCAGTTCCTGGACCACATGAGG -3' 

E60Q reverse primer : 5'- CCTCATGTGGTCCAGGAACTGAGGCGAGGAGAGACAGTCC -3' 

 

2.2.1.2. Gα i1 の⼤腸菌発現ベクターの作製  

 Gαi1 の cDNA は Ultmate ORF Clones Human（HORF01、Invitrogen）より⼊⼿した。発

現プラスミドは N 末端に 6×His タグを有する融合蛋⽩質として発現させる pET151/D-TOPO プ

ラスミドを⽤いた。pET Directional TOPO Expression Kit（Invitrogen）のプロトコルに従い、

Gαi1 のプライマーを⽤意し、⽬的の配列を PCR 反応により増幅し、発現プラスミドを作製した。

使⽤したプライマーは以下の通りである。 

 

Gαi1 forward primer : 5'- GCTGTAACAGATGTCATCATAAAAATAATCTAAAAGATTGTGGTCTCTTTTAA 

-3' 
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Gαi1 reverse primer : 5'- TTAAAAGAGACCACAATCTTTTAGATTATTTTTATGATGACATCTGTTACAC -3' 

 

2.2.2. 発現ベクターの精製 

 ⼤腸菌に蛋⽩質を発現させるベクターは E.coli DH5α株に形質転換し、TYE 寒天培地上に

37℃で⼀晩培養後、形質転換体を含むコロニーを得た後に、QIAprep SPIN Miniprep kit

（QIAGEN）⽤いて精製した。哺乳動物細胞に蛋⽩質を発現させるベクターは E.coli DH5α株

に形質転換し、TYE 寒天培地上に 37℃で⼀晩培養後、形質転換体を含むコロニーを得た後に、

EndoFree Plasmid Maxi Kit（QIAGEN）を⽤いて精製した。精製後、フィルター滅菌（Millex-GV、

0.22 µM、Merck Millipore）をした。 

 

2.2.3. 蛋⽩質の発現および精製 

2.2.3.1. Ngb の発現および精製  

 Ngb の発現および精製は、当研究室の先⾏研究[26,28,31]に従って以下のように⾏った。はじ

めに、当研究室において以前作製された pET20b-ヒト Ngb[26]および pET20b-E60Q ヒト Ngb

を Escherichia coli (E. coli) BL21（DE3）株に塩化カルシウム法によって形質転換し、50 µg/mL

のアンピシリンを含む TYE 寒天培地上に 37℃で⼀晩培養した。得られた菌体を 50 µg/mL のア

ンピシリンを含む 2×TY 培地に移し、37℃で 6 時間振盪培養した後、イソプロピル-β-D チオガ

ラクトピラノシシド（IPTG）を0.4 mM になるように添加し、Ngb の発現を 37℃で 4 時間誘導

した。菌体は 4,000 rpm、室温で 7 分間遠⼼し、回収した。 

 回収した菌体は 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)、 0.4% 

(v/v) イソプロピルアルコール飽和フッ化フェニルメチルスルホニル (PMSF)、プロテアーゼイ

ンヒビターカクテル（Complete EDTA-free、Roche Diagnostics）で懸濁した。懸濁した菌体は

氷上で超⾳波破砕し、10,000 rpm、4℃で 30 分間遠⼼し、上清を回収した。回収した上清は 20 mM 

Tris-HCl（pH 8.0）で平衡化した DEAE Sephacel（GE Healthcare）を充填したカラムにかけ、

20 mM Tris-HCl（pH 8.0）で洗浄後、20 mM Tris-HCl （pH8.0）、 150 mM NaCl を流して

Ngb を溶出した。回収した Ngb は Amicon Ultra（Millipore）を⽤いて 4,000 rpm、4°C で遠

⼼し濃縮した。濃縮した Ngb は 20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、150 mM NaCl で平衡化した 

Sephacryl S-200（GE Healthcare）を充填したカラムにかけて、⾚⾊画分を回収した。さらに、



   23 

得られた画分は 20 mM Tris-HCl （pH 8.0） に置換した後、HiTrap Q HP（GE Healthcare）

を⽤いた FPLC にかけて精製した。精製した Ngb は Amicon Ultra を⽤いてリン酸緩衝⽣理⾷

塩⽔（PBS）に置換した。精製した Ngb は-80℃に保存した。 

 紫外可視分光光度計 UV-2450（Shimazu）を⽤いて紫外可視吸収スペクトルを測定し、Ngb

の濃度を求めた。具体的には精製した Ngb（鉄三価 Ngb）の 413 nm に存在するソーレー帯の

吸光度からεsoret = 122 mM-1 cm-1[33]を⽤いて計算した。 

 

2.2.3.2. Gα i1 の発現および精製  

 pET151/D-TOPO-Gαi1 を E.coli BL21（DE3）株に形質転換し、50 µg/mL のアンピシリンを

含む TYE 寒天培地上に 37℃で⼀晩培養した。得られた菌体を 50 µg/mL のアンピシリンを含む

2×TY 培地に 37℃で 6 時間振盪培養した後、IPTG を 30 M になるように添加し、Gαi1 の発現

を 25℃で 18 時間誘導した。菌体は 4,000 rpm、室温で 7 分間遠⼼し、回収した。 

 Gαi1 の精製は、先⾏研究[44]に従って以下のように⾏った。回収した菌体は Binding Buffer

（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、300 mM NaCl、10 mM イミダゾール、20 mM β-メルカプトエ

タノール、0.4 %（v/v）PMSF、プロテアーゼインヒビターカクテル 1 錠）中に菌体を懸濁した。

懸濁した菌体は氷上で超⾳波破砕し、10,000 rpm、4℃で 30 分間遠⼼し、上清を回収した。回収

した上清は Binding Buffer で平衡化した Ni-NTA His Bind Resin（Novagen）を充填したカラ

ムにかけ、Binding Buffer で洗浄し、さらに Wash Buffer（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、300 mM 

NaCl、20 mM イミダゾール、20 mM β-メルカプトエタノール、0.4 %（v/v）PMSF）で洗浄し

た。Elute Buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）、300 mM NaCl、250 mM イミダゾール、20 mM 

β-メルカプトエタノール、0.4%（v/v）PMSF）を流して、6×His タグ付きの⽬的蛋⽩質を溶出

した。回収した蛋⽩質は Amicon Ultra を⽤いて TEV Reaction Buffer（50 mM Tris-HCl（pH8.0）、

150 mM NaCl、50 µM GDP、20 mM β-メルカプトエタノール、0.4% PMSF（v/v））に置換し

た。 

 N 末端に付加された 6×His タグを除くため、TEV turbo protease（MoBiTec）を Gαi1 に対し

て重量⽐ 100 分の１量で添加し、4℃で 24 時間処理した。TEV turbo protease は Binding Buffer

で平衡化した Ni-NTA His Bind Resin（Novagen）を充填したカラムにかけて除去し、素通り画

分を回収することで⽬的の蛋⽩質を得た。得られた蛋⽩質は Amicon Ultra を⽤いて Store Buffer
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（50 mM HEPES（pH 8.0）、1 mM EDTA、2 mM DTT、200 µM GDP）に置換し、-80℃に保

存した。 

 

2.2.4. 円⼆⾊性（CD）スペクトル 

 紫外領域における CD スペクトルは、当研究室の先⾏研究[39]に従って以下のように⾏った。

分光偏光計 J-805 （Nihon Bunko）を⽤いて 20℃で 200 nm から 250 nm の範囲で測定した。

試料は 50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) 中に希釈し、光路⻑ 1 mm のものを⽤いて測定を⾏った。

1 残基あたりの平均楕円率（ 𝛩  ; deg cm2 dmol-1）は、実測値（𝛩!"# ; deg）、蛋⽩質の濃度およ

び試料のアミノ酸残基数をもとにして、以下の式により求めた。 

𝛩 =  𝛩!"# 0.01× 蛋⽩質の濃度 × アミノ酸残基数  

 

また、α-ヘリックスの含有率（𝑓!）は、先⾏研究[45]に基づき以下の式によって計算した。  

𝑓!  =  − 𝛩 !!! !" + 2340 30300  

 

2.2.5. GDP 解離アッセイ 

 GDP 解離アッセイは、当研究室の先⾏研究[26]に従って以下のように⾏った。Buffer A（20 mM 

Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl、10mM MgSO4）中で 300 nM Gαi1 と 2 µM [3H] GDP

（[8,5’-3H]GDP（20-50 Ci/mmol）、PerkinElmer Life Sciences）を 25℃で 1.5 時間反応させた。

その後、10 µM Ngb 存在下または⾮存在下において 2 mM GTP を添加した。氷冷した Buffer A 

1 mL に希釈し反応を停⽌させ、ニトロセルロースフィルター（0.45 µm）（ADVANTEC）に通

した。ニトロセルロースフィルターは氷冷 Buffer A を⽤いて 3 回洗浄し、⾵乾させ、液体シン

チレーションカウンター LS 6500（Beckman Coulter）により測定した。 

 

2.2.6. 細胞培養 

 SH-SY5Y 細胞（CRL-2266）は、10 %（v/v）胎児ウシ⾎清（FBS）、100 unit/mL ペニシリン、

100 µg/mL ストレプトマイシンを含む Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium （DMEM）と F-12

の 1:1 混合培地（DMEM/F-12、GIBCO）中で、通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持したイ

ンキュベータ（Astec）内で培養した。培地は 3 ⽇または 4 ⽇に 1 回の頻度で交換し、週に 1 度
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の頻度で 1:20 の割合で継代した。培養した細胞は 10 µM レチノイン酸（Sigma-Aldrich）を含

む培地で、3 ⽇毎に交換しながら計 6 ⽇間培養して分化させた。細胞の分化は、位相差顕微鏡

（Olympus IX71、Olympus）により形態の変化を観察して確認した。 

 

2.2.7. 細胞へのプラスミドの導⼊ 

  分化させた SH-SY5Y 細胞に対するプラスミドの導⼊は LipofectamineTM 2000（Invitrogen）

を⽤いて⾏った。具体的には、96 ウェルプレートでは 100 µL/ウェルの培地あたり、DNA 0.2 µg

および OPTI-MEM（GIBCO）25 µL の割合で混合した溶液と、Lipofectamine 2000 0.5 µL お

よび OPTI-MEM 25 µL の割合で混合した溶液をそれぞれ作製し、室温で 5 分間静置した。さら

にこれらの溶液を混合し、室温で 30 分間静置した。混合液の全量を 96 ウェルに加えて、通常酸

素環境（37℃、5% CO2）を維持したインキュベータ内で 24 時間培養した。35 mm ディッシュ

では 2 mL/ウェルの培地あたり、DNA 4.0 µg および OPTI-MEM 250 µL の割合で混合した溶液

と、Lipofectamine 2000 10 µL および OPTI-MEM 250 µL の割合で混合した溶液をそれぞれ作

製し、96 ウェルプレートの場合と同様の⽅法で導⼊した。 

 

2.2.8. SH-SY5Y 細胞の過酸化⽔素処理 

 分化させた SH-SY5Y 細胞をポリ-D-リシンコートされた 96 ウェルプレート（BioCoat）に 5.0

×105 /mL の密度で播種し、24 時間培養した。その後 2.2.7 の通りに Lipofectamine 2000 を⽤い

てプラスミドを細胞内へ導⼊した。その後、培地を新たにし、100 µM の過酸化⽔素を加えて 24

時間培養した。 

 

2.2.9. ウェスタンブロット解析 

 細胞は 35 mm ディッシュにおいて培養して回収した後、蛋⽩質を調製して、ウェスタンブロ

ット解析を⾏った。具体的には、まず培地を取り除き、細胞を PBS で 2 回洗浄した。Lysis Buffer 

（50 mM Tris-HCl pH8.0、150 mM NaCl、2 mM EDTA、1% NP-40、0.4 %（v/v）PMSF、プ

ロテアーゼインヒビターカクテル 1/4 錠）をサンプルあたり 100 µL ずつ加えて、懸濁し、スク

レーパーにより細胞を掻き取り回収した。その後、氷上において超⾳波破砕を⾏い、15,000 rpm、

4℃ で 10 分間遠⼼した後、上清のみを回収した。 
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 蛋⽩質の濃度は Bradford 法により測定した。蛋⽩質を 98℃で 5 分間熱処理をした後、ポリア

クリルアミドゲルを⽤いて、25 mA の電流の下、電気泳動を⾏った。セミドライ⽅式の転写装置

TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL（BIO-RAD）を⽤いて蛋⽩質をポリフッ化ビ

ニリデン （PVDF）膜に転写した。PVDF 膜に転写後、Blocking Buffer（0.1% Tween, 5%（w/v）

スキムミルクを加えた 10 mM Tris-HCl pH8.0 溶液）に浸し、⼀晩 4℃で振盪した。Wash Buffer

（0.1 % Tween を添加した 10 mM Tris-HCl pH8.0 溶液）で洗浄した後、⼀次抗体で 1 時間処

理し、再び洗浄した。同様に⼆次抗体で 1 時間処理し、洗浄した。AmershamTM ECLTM Western 

Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）で処理した後、LAS 4000 mini（GE Healthcare）

によって発光を検出した。 

 使⽤した抗体については以下の通りである。ヒト Ngb に対するウサギポリクローナル抗体

（1:500、Santa Cruz）に対しては、⻄洋ワサビペルオキシダーゼが結合した抗ウサギ抗体（1:5000、

GE Healthcare）を⼆次抗体として⽤いた。Actin モノクローナル抗体（1:500、Sigma-Aldrich）

対しては、⻄洋ワサビペルオキシダーゼが結合した抗マウス抗体（1:4000、GE Healthcare）を

⼆次抗体として⽤いた。 

 

2.2.10. 細胞⽣存率の測定 

 細胞⽣存率は MTS 法により 96 ウェルプレートにおいて測定した。MTS 反応は、100 µL の

培地に対し 20 µL の Celltiter 96 AQueous One Solution （Promega）を添加し、通常酸素環境

（37℃、5% CO2）を維持したインキュベータ内で 3 時間培養した後、Beckman Coulter DTX880 

plate reader（Beckman Coulter）で 490 nm の吸光度を測定した。 

 

2.2.11. 活性酸素種の除去能の測定 

 活性酸素種の除去能は、先⾏研究[46,47]に従い、フェントン反応により活性酸素種を発⽣させ、

フェナントロリン（1,10-phenanthroline）を⽤いて⽐⾊定量を⾏うことで測定した。具体的には、

100 µLの 0.75 mM フェナントロリン、200 µLの 5 mM PBS（pH 7.2）、100 µLの 0.75 mM FeSO4、

50 µL の超純⽔（Milli-Q ⽔）を混合し、最後に 50 µL の 0.01%の過酸化⽔素を加えて、反応を

開始し、37℃で 1 時間静置した。フェナントロリンは⼆価鉄と錯体を形成し⾚⾊を呈する⼀⽅、

酸化されると無⾊になることから、536 nm の吸光を測定し Af とした。活性酸素種の除去能を求
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める計算式は以下の通りである。 

𝑠𝑐𝑎𝑣𝑒𝑛𝑔𝑖𝑛𝑔 𝑟𝑎𝑡𝑒 =  1 −  
𝐴! − 𝐴!
𝐴! − 𝐴!

×100% 

過酸化⽔素の代わりに超純⽔を加えた時の吸光度を A0、過酸化⽔素の代わりにサンプルを含む溶

液（100 µg/mL）を加えた時の吸光度を As、超純⽔の代わりにサンプルを含む溶液（100 µg/mL）

を加えた時の吸光度を Ax とした。活性酸素除去のポジティブコントロールとして N-アセチルシ

ステイン（NAC、Sigma-Aldrich）、ネガティブコントロールとしてミオグロビン（Mb、Wako）

を⽤いた。 
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2.3.  実験結果 

2.3.1. E60Q ヒト Ngb 変異体の構造 

 60 番⽬のグルタミン酸（Glu60）が GDI 活性や細胞保護能に重要であるかを調べるために、

極性をなくした E60Q ヒト Ngb 変異体を作製した。はじめに、E60Q ヒト Ngb 変異体が野⽣型

ヒト Ngb と同様のヘム近傍構造をとるかを調べるために、紫外可視吸収スペクトルを測定した。

図 9A には、鉄三価型（ferric ; Fe3+）、鉄⼆価型（ferrous ; Fe2+）および鉄⼆価 CO 結合型

（ferrous-CO ; Fe2+-CO）ヒト Ngb のそれぞれのスペクトルを⽰した。鉄⼆価 O2 結合型ヒト Ngb

は⾃動酸化されて直ちに鉄三価型ヒト Ngb に変化するため[10]、鉄⼆価 O2 結合型ヒト Ngb のモ

デルとして鉄⼆価 CO 型ヒト Ngb を⽤いた。すると、E60Q ヒト Ngb 変異体は、野⽣型ヒト

Ngb と同様のソーレー帯（Soret band）（鉄三価型：413 nm、鉄⼆価型：425 nm、鉄⼆価 CO

結合型：418 nm）および Q 帯のピークが観察された（表 1）。このことから、E60Q ヒト Ngb

変異体は野⽣型ヒト Ngb と同様のヘム近傍構造をもつことが判明した。 

 次に E60Q ヒト Ngb 変異体の⼆次構造を調べるために、E60Q ヒト Ngb 変異体と野⽣型ヒト

Ngb の CD スペクトルを測定した。すると、どちらの蛋⽩質についてもα-ヘリックスの存在を

⽰す 208、222 nm にピークが観察された（図 9B）。このピークの値からα-ヘリックス含量を求

めたところ、E60Q ヒト Ngb 変異体は、野⽣型ヒト Ngb と同様のα-ヘリックス含量を⽰した

（E60Q ヒト Ngb 変異体：68.2%、野⽣型ヒト Ngb：69.2%）（表 1）。このことから、E60Q ヒ

ト Ngb 変異体は野⽣型ヒト Ngb と同様の⼆次構造をもつことが判明した。また、GDI 活性のな

い他の変異体についても、野⽣型ヒト Ngb と同様の⼆次構造をもつことを確認した（表 1）。 
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図 9. E60Q ヒト Ngb 変異体の構造解析  

（A）E60Q ヒト Ngb 変異体の紫外可視吸収スペクトル 鉄三価 (太線)、鉄⼆価 (実線)および鉄

⼆価 CO (点線)の E60Q ヒト Ngb 変異体の紫外可視吸収スペクトルを⽰した。測定は PBS（pH 

7.4）、20℃で⾏った。（B）紫外領域における鉄三価の野⽣型ヒト Ngb（実線）および E60Q ヒ

ト Ngb 変異体（点線）の CD スペクトルを⽰した。Ngb の濃度はヘムの含有量をもとに 5 µM に

調製した。測定は 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.4）、20℃で⾏った。 
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2.3.2. E60Q ヒト Ngb の GDI 活性 

 ヒト Ngb の Glu60 が、Gαi1 からの GDP の解離を抑制するのに重要であるかを調べるため、

E60Q ヒト Ngb 変異体を⽤いて GDP 解離アッセイを⾏った。過剰量の GTP を添加したときを

0 分として、Gαi1 に対する[3H]GDP の結合率を経時的に観察したところ、ヒト Ngb の⾮存在下

（PBS）においては 10 分で 30%程度まで解離が進んだのに対して、野⽣型ヒト Ngb の存在下に

おいては 60%程度にまで解離が抑制されていた（図 10）。⼀⽅で、E60Q ヒト Ngb 変異体は、

PBS の場合と同様に GDP の解離が起こっていた（図 10）。このことから、E60Q ヒト Ngb 変異

体には GDI 活性がなく、したがって、Glu60 がヒト Ngb の GDI 活性に重要であることが判明し

た。 

 

2.3.3. E60Q ヒト Ngb の細胞保護能 

 次に、Glu60 がヒト Ngb の細胞保護能に重要であるかを調べるために、分化させた SH-SY5Y

細胞に哺乳動物細胞発現ベクター（pcDNA3.1）を⽤いて E60Q ヒト Ngb 変異体を導⼊し、酸

化ストレスを与えて細胞の⽣存について評価した。酸化ストレスとして過酸化⽔素を⽤いた。 

 はじめに、pcDNA3.1-WT ヒト Ngb および pcDNA3.1-E60Q ヒト Ngb によりヒト Ngb が細

胞に発現したことをウェスタンブロット解析により確認した（図 11A）。次に、過酸化⽔素を与

えて MTS 法により細胞の⽣存について評価したところ、野⽣型ヒト Ngb は細胞死を抑制したの

に対して、GDI 活性のない E60Q ヒト Ngb 変異体は細胞死を抑制できないことがわかった（図

11B）。したがって GDI 活性のない E60Q ヒト Ngb 変異体は、酸化ストレスに伴う細胞死を抑

制できないことから、ヒト Ngb の GDI 活性がヒト Ngb の細胞保護能に重要であることが確認さ

れ[27]、さらにヒト Ngb の細胞保護能には Glu60 が重要であることが判明した。 

 

1. Ngb GDI Ngb  
 

WT E53Q E60Q R97Q E118Q E151N 
	  

Soret (nm) 413 413 413 413 413 413 
visible (nm) 533 532 534 532 532 532 
CD  
[Θ]222nmx (10-4) (deg cm2 dmol-1) -2.32 -2.4 -2.29 -2.26 -2.34 -2.36 
α- (%) 69.2 71.5 68.2 66.9 69.5 70.2 
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2.3.4. GDI 活性のないヒト Ngb 変異体の活性酸素種の除去能 

 ヒト Ngb の細胞保護に関する作⽤機序として、活性酸素種の除去能によるものであるという仮

説が提唱されている[22]。そこで、活性酸素種の除去能がヒト Ngb の細胞保護能の重要であるか

を調べるため、細胞保護能のない E53Q、E60Q、R97Q、E118Q および E151N ヒト Ngb 変異

体それぞれの活性酸素種の除去能を調べた。するとヒト Ngb は、ミオグロビン（Mb）に⽐べて

⾼い除去能を⽰すものの、野⽣型ヒト Ngb とヒト Ngb 変異体との間には、活性酸素種の除去能

に違いがないことがわかった（図 12）。したがって、ヒト Ngb の細胞保護能は、活性酸素種の除

去能によるものではないことが判明した。 
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図 10. E60Q ヒト Ngb 変異体の GDI 活性  

0.3 µM の[3H]GDP を結合させた Gαi1 に対して、過剰量（2 mM）の無標識 GTP を 10 µM Ngb 

（野⽣型ヒト Ngb（WT）または E60Q ヒト Ngb（E60Q））存在下または⾮存在下で添加した。

0、5、10 分後にそれぞれ分取し、ニトロセルロース膜 （0.45 µm）に通した。GDP 結合率は、

0 分後の Ngb ⾮存在下（PBS）における値を 100%として計算した。値は独⽴した 4 回の実験に

おける平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、

Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（* ; p<0.05、** ; p<0.01） 
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図 11. 野⽣型ヒト Ngb（HNgb）および E60Q HNgb 変異体の細胞保護能  

（A）空ベクター、野⽣型 HNgb（WT HNgb）または E60Q HNgb 変異体発現ベクターを分化

させた SH-SY5Y に導⼊し、24 時間培養した。細胞破砕液は SDS-PAGE を⾏い、HNgb および

β-actin の抗体を⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。⽮印は HNgb およびβ-actin の想定

される位置を⽰した。（B）分化させた SH-SY5Y 細胞は HNgb を過剰発現し、過酸化⽔素を添加

して 24 時間培養後した。細胞の⽣存については MTS 法によって評価した。値は独⽴した 6 回

（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意差は one-way 

ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（** ; p<0.01） 
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図 12. 野⽣型  ヒト Ngb（WT HNgb）、E53Q、E60Q、R97Q、E118Q、E151N HNgb

変異体、N-アセチルシステイン（NAC）およびミオグロビン（Mb）の活性酸素種の除去

能  

過酸化⽔素を添加して反応を開始させ、37℃で 1 時間静置し、536 nm の吸光度を測定した。値

は独⽴した 3 回の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意差は one-way 

ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（* ; p<0.05、** ; p<0.01） 
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2.4.  考察 

 本研究では、ヒト Ngb の Glu60 が GDI 活性や細胞保護能に重要であること明らかにした。本

研究でその重要性を明らかにした Glu60 は、GDP 結合型 Gαに結合するいくつかのペプチドに

おいても保存されている（図 13）。加えて 61 番⽬のフェニルアラニンおよび 62 番⽬のロイシン

を含む EFL の保存性も⾼く（図 13）、Ngb の EFL モチーフが GDP 結合型 Gαと相互作⽤に重

要であることが⽰唆される。 

 ファージディスプレイ法により発⾒された KB-752 は 16 アミノ酸残基からなるペプチドであ

り、GDP 結合型 Gαi1 と相互作⽤することが報告された[48]。加えて KB-752 と Gαi1 の複合体

の X 線構造解析から、KB-752 は Gαi1 の switchⅡ領域（a.a. 199-219）に相互作⽤することが

明らかになった[48]。Gαの switch 領域とは、GDP 結合時と GTP 結合時に構造が変化し、Gβ

γとの相互作⽤に重要な領域である[49]。また、RNA ディスプレイ法（In vitro virus 法）によ

り発⾒された R6A も GDP 結合型 Gαi1 と相互作⽤する 17 アミノ酸残基からなるペプチドであ

り[50]、この相互作⽤には R6A の 17 アミノ酸残基のうち 9 アミノ酸残基（R6A-1）が重要であ

ることも明らかになった[50]。その後、R6A-1 と KB752 が競合的に Gαi1 と相互作⽤することか

ら、R6A-1 もまた、Gαi1 の switchⅡ領域と相互作⽤することが⽰唆された[51,52]。また、R6A-1

は Gαi1 以外の他の Gα（Gαo、Gαs、Gαq/11 および Gα12/13）とも相互作⽤することが明らか

になった[51,52]。さらに R6A-1 を鋳型として R6A-1-like ペプチドが合成された[53]。⼀⽅で、

RNA ディスプレイ法により、Gαi1 とは相互作⽤せずに Gαs と特異的に相互作⽤する mGSP-1

も発⾒された[53]。 

 これらのペプチドの配列とヒト Ngb のアミノ酸配列を⽐較すると、ヒト Ngb の Glu60 から

Leu62 にわたる EFL のモチーフの保存性が⾼いことが判明した（図 13）。このことから上記の

ペプチドと同様にヒト Ngb は Gαi1 の switchⅡ領域を介して相互作⽤することが⽰唆される。 
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図 13. ヒト Ngb（HNgb）、R6A、R6A-1、R6A-1-like（8.1.08）、mGSP-1 および KB-752

ペプチドの配列⽐較  

HNgb と Gαと相互作⽤するペプチドの配列を⽐較した。HNgb と相同性の⾼いアミノ酸残基を

⻩⾊で⽰した。HNgb の配列の上に HNgb のアミノ酸番号を⽰した。表の上部には質量分析から

判明した HNgb との相互作⽤に重要な Gαi1 の残基を⽰し、表の下部には X 線結晶構造解析から

判明した KB-752 との相互作⽤に重要な Gαi1 の残基を⽰した。Gαi1 の switchⅡ領域（a.a. 

199-219）は⻘⾊の四⾓で⽰した。加えて、特に保存性の⾼い EFL のモチーフを⻘い四⾓で⽰し

た。また、Gαi1 または Gαs と相互作⽤する蛋⽩質は＋、相互作⽤しない蛋⽩質はとして表の

右側に⽰した。 
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3.  ヒト Ngb と Gαi1 との相互作⽤部位の解析 

3.1.  要旨 

 当研究室の先⾏研究において、ヒト Ngb が酸化ストレス環境下で、⽴体構造を変化させ、ヘテ

ロ三量体 G 蛋⽩質 Gαi/o と特異的に結合し、GDP 解離阻害因⼦（GDI）として働くことを明ら

かにした。さらに、ヒト Ngb の Glu53、Glu60、Arg97、Glu118 および Glu151 が GDI 活性お

よび細胞保護能に重要であることを明らかにした。しかしながら、Ngb が Gαi/o と相互作⽤し、

Gαi/o に対する GDI として機能することは明らかになっていたが、どのアミノ酸残基を介して

相互作⽤するかは判明していなかった。そこで本研究では、Ngb の制御機構の解明を進めるため、

ヒト Ngb と Gαi1 との相互作⽤部位の特定を試みた。はじめに、GDI 活性のないヒト Ngb を組

み込んだ哺乳動物細胞発現ベクターを⽤いて、細胞保護能における GDI 活性の重要性を確認し

た。次に GDI 活性に重要なアミノ酸残基を置換した Ngb 変異体を作製し、Gαi1 との相互作⽤解

析を⾏ったところ、これらの変異体は Gαi1 と相互作⽤ができなくなることが判明した。さらに、

Gαi1 側の相互作⽤部位を特定するため、X 線結晶構造解析の結果をもとに Ngb と Gαi1 の複合

体構造を予測し、相互作⽤に重要と考えられるアミノ酸残基を推定した。これらの残基を部位特

異的に置換した Gαi1 変異体を作製し、野⽣型 Ngb との相互作⽤解析を⾏ったところ、ヒト Ngb

の Glu53、Glu60、Glu118 と Gαi1 の Lys46、Lys70、Arg208、Lys209、Lys210 が相互作⽤に

重要であることが判明した。この結果を受けてヒト Ngb と Gαi1 の複合体のドッキングモデルを

提唱した。 
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3.2.  実験⽅法 

3.2.1. 発現ベクターの作製 

3.2.1.1. Ngb の発現ベクターと部位特異的変異体の作製  

 Ngb を⼤腸菌に発現させるベクターは当研究室において以前作製された pET20b-ヒト Ngb[26]

を⽤いた。また哺乳動物細胞に発現させるベクターは、pcDNA3.1-ヒト Ngb[28]および 2.2.1.1

において作製した pcDNA3.1-E60Q ヒト Ngb を⽤いた。加えて 2.2.1.1 に記載した通りに

pET20b-ヒト Ngb あるいは pcDNA3.1-ヒト Ngb を鋳型として部位特異的変異を導⼊し、

pET20b-R97C ヒ ト Ngb 、 pET20b-E151Q ヒ ト Ngb 、 pcDNA3.1-E53Q ヒ ト Ngb 、

pcDNA3.1-R97Q ヒト Ngb、 pcDNA3.1-R97C ヒト Ngb、 pcDNA3.1-E118Q ヒト Ngb、

pcDNA3.1-E151N ヒト Ngb および pcDNA3.1-E151Q ヒト Ngb を作製した。導⼊した部位特

異的変異と使⽤したプライマーは以下の通りである。 

 

E53Q forward primer : 5'- GCCGCCAGTTCTCCAGCCCAGAGGACTGTCTCTCCTCGCC -3' 

E53Q reverse primer : 5'- GGCGAGGAGAGACAGTCCTGTGGGCTGGAGAACTGGCGGC -3' 

E60Q forward primer : 5'- GGACTGTCTCTCCTCGCCTCAGTTCCTGGACCACATGAGG -3' 

E60Q reverse primer : 5'- CCTCATGTGGTCCAGGAACTGAGGCGAGGAGAGACAGTCC -3' 

R97Q forward primer : 5'- AGCCTGGGCAGGAAGCACCAGGCAGTGGGTGTGAAGCTC -3' 

R97Q reverse primer : 5'- GAGCTTCACACCCACTGCCTGGTGCTTCCTGCCCAGGCT -3' 

R97C forward primer : 5'- CCTGGGCAGGAAGCACTGTGCAGTGGGTGTGAAGC -3' 

R97C reverse primer : 5'- GCTTCACACCCACTGCACAGTGCTTCCTGCCCAGG -3' 

E118Q forward primer : 5'- GGTGAGTCTCTGCTCTACATGCTGCAGAAGTGTCTGCGCCCTGCC -3' 

E118Q reverse primer : 5'- GGCAGGGCCCAGACACTTCTGCAGCATGTAGAGCAGAGACTCACC -3' 

E151N（pET20b） forward primer : 5'- GGCTGGGATGGCAACTAATCTAGAGGGC -3' 

E151N（pET20b）reverse primer : 5'- GCCCTCTAGATTAGTTGCCATCCCAGCC -3' 

E151Q（pET20b） forward primer : 5'- GAGTCGAGGCTGGGATGGCCAGTAACTCGAGCACCACCACCA

CCAC -3' 

E151Q（pET20b） reverse primer : 5'- GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTACTGGCCATCCCAGCCTCG
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ACTC- 3' 

E151Q（pcDNA3.1） forward primer : 5'- GAGTCGAGGCTGGGATGGCCAGTAATCTAGAGGGCCCGTT

TAAACC -3' 

E151Q（pcDNA3.1）reverse primer : 5'- GGTTTAAACGGGCCCTCTAGATTACTGGCCATCCCAGCCTCG

ACTC -3' 

 

3.2.1.2. グルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）融合ヒト Ngb（GST-

ヒト Ngb）発現ベクターの作製  

 GST-ヒト Ngb を⼤腸菌に発現させるベクター当研究室において以前作製された pGEX4T-1-

ヒト Ngb[28,39]を⽤いた。これを鋳型として 2.2.1.1 に記載した通りに部位特異的変異を導⼊し、

pGEX4T-1-E53Q ヒト Ngb、 pGEX4T-1-E60Q ヒト Ngb、 pGEX4T-1-R97Q ヒト Ngb、

pGEX4T-1-R97C ヒト Ngb、pGEX4T-1-E118Q ヒト Ngb、pGEX4T-1-E151N ヒト Ngb およ

び pGEX4T-1-E151Q ヒト Ngb を作製した。導⼊した部位特異的変異と使⽤した E151N および

E151Q 以外のプライマーは 3.2.1.1 の通りであり、E151N および E151Q のプライマーは以下の

通りである。 

 

E151N forward primer : 5'- GGCTGGGATGGCAACTAACTCGAGCG -3' 

E151N reverse primer : 5'- CGCTCGAGTTAGTTGCCATCCCAGCC -3' 

E151Q forward primer : 5'- GAGTCGAGGCTGGGATGGCCAGTAACTCGAGCGGCCGCATCG -3' 

E151Q reverse primer : 5'- CGATGCGGCCGCTCGAGTTACTGGCCATCCCAGCCTCGACTC -3' 

 

3.2.1.3. N 末端を除いた Gα i1 の⼤腸菌発現ベクターの作製  

 2.2.1.2 において作製した pET151 D-TOPO-Gαi1 を鋳型として短縮型 Gαi1（a.a. 26-354）の

プライマーを⽤意し、⽬的の配列を PCR 反応により増幅した。pET Directional TOPO 

Expression Kit（Invitrogen）のプロトコルに従い、発現ベクターを作成した。使⽤したプライ

マーは以下の通りである。 

 

短縮型 Gαi1 forward primer : 5'- CACCGACGGCGAGAAGGCGGCGCGCGAGGTCAAGCTGCTGC -3' 
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短縮型 Gαi1 reverse primer : 5'- GCAGCAGCTTGACCTCGCGCGCCGCCTTCTCGCCGTCGGTG -3' 

 

3.2.1.4. Gα i1 の部位特異的変異体の作製  

 3.2.1.3 で作製した短縮型 Gαi1 を鋳型として、2.2.1.1 に記載した通りに部位特異的変異を導⼊

し、pET151 D-TOPO-R86A Gαi1、pET151 D-TOPO-K180L Gαi1、pET151 D-TOPO-R208

A/K209A/K210 Gαi1、pET151 D-TOPO-E236Q Gαi1、pET151 D-TOPO-E238N/E239Q G

αi1、pET151 D-TOPO-K46A Gαi1、pET151 D-TOPO-K67A Gαi1 および pET151 D-TOPO

-K70A Gαi1 を作製した。導⼊した部位特異的変異と使⽤したプライマーは以下の通りである。 

 

R86A forward primer : 5'- CCAGTCAATTATTGCTATCATTGCGGCTATGGGGAGGTTGAAG -3' 

R86A reverse primer : 5'- CTTCAACCTCCCCATAGCCGCAATGATAGCAATAATTGACTGG -3' 

K180L forward primer : 5'- GTTCTCAGAACTAGAGTGCTAACTACAGGAATTGTTGAAACC -3' 

K180L reverse primer : 5'- GGTTTCAACAATTCCTGTAGTTAGCACTCTAGTTCTGAGAAC -3' 

R208A/K209A/K210A forward primer : 5'- GGAGGTCAGAGATCTGAGGCGGCGGCGTGGATTCATTGCT

TCGAAGG -3' 

R208A/K209A/K210A reverse primer : 5'- CCTTCGAAGCAATGAATCCACGCCGCCGCCTCAGATCTCTG

ACCTCC -3' 

E236Q forward primer : 5'- CGACCTGGTTCTAGCTCAAGATGAAGAAATGAACCG -3' 

E236Q reverse primer : 5'- CGGTTCATTTCTTCATCTTGAGCTAGAACCAGGTCG -3' 

E238N/E239Q forward primer : 5'- CGACCTGGTTCTAGCTGAAGATAACCAAATGAACCGAATGCATG -

3' 

E238N/E239Q reverse primer : 5'- CATGCATTCGGTTCATTTGGTTATCTTCAGCTAGAACCAGGTCG -3

' 

K46A forward primer : 5'- GCTGGTGAATCTGGTGCAAGTACAATTGTGAAGC -3' 

K46A reverse primer : 5'- GCTTCACAATTGTACTTGCACCAGATTCACCAGC -3' 

K67A forward primer : 5'- GGTTATTCAGAAGAGGAGTGTGCACAATACAAAGCAGTGG -3' 

K67A reverse primer : 5'- CCACTGCTTTGTATTGTGCACACTCCTCTTCTGAATAACC -3' 

K70A forward primer : 5'- GGAGTGTAAACAATACGCAGCAGTGGTCTACAGTAACACC -3' 
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K70A reverse primer : 5'- GGTGTTACTGTAGACCACTGCTGCGTATTGTTTACACTCC -3' 

 

3.2.2. 発現ベクターの精製 

 2.2.2 に記載した通りに精製を⾏った。 

 

3.2.3. 蛋⽩質の発現および精製 

3.2.3.1. Ngb の発現および精製  

 2.2.3.1 に記載した通りに発現および精製を⾏った。 

 

3.2.3.2. GST および GST-ヒト Ngb の発現および精製  

 pGEX4T-1 またはヒト Ngb が挿⼊された pGEX4T-1-ヒト Ngb を Escherichia coli (E. coli) 

BL21（DE3）株に塩化カルシウム法によって形質転換し、50 µg/mL のアンピシリンを含む TYE

寒天培地上に 37℃で⼀晩培養した。得られた菌体を 50 µg/mL のアンピシリンを含む 2×TY 培

地に移し、37℃で 6 時間振盪培養した後、IPTG を0.4 mM になるように添加し、Ngb の発現を

30℃で 18 時間誘導した。菌体は 4,000 rpm、室温で 7 分間遠⼼し、回収した。回収した菌体は 50 

mM Tris-HCl（pH 8.0）、1 mM EDTA、1 mM DTT、0.4 %（v/v）PMSF、プロテアーゼインヒ

ビターカクテル 1 錠で懸濁した.これを氷上で超⾳波破砕し、10,000 rpm、4℃で 30 分間遠⼼し

て上清を回収した。回収した上清は PBS、1 mM DTT で平衡化したグルタチオンセファロース 

4B (GE Healthcare) を充填したカラムにかけ、PBS、1 mM DTT で洗浄後、50 mM Tris-HCl

（pH 8.0）、10 mM 還元型グルタチオンで溶出した。溶出した GST または GST-ヒト Ngb は

Amicon Ultra を⽤いて PBS に置換して-80℃で保存した。  

 

3.2.3.3. Gα i1 の発現および精製  

 2.2.3.2 に記載した通りに発現および精製を⾏った。 

 

3.2.4. 細胞培養 

 SH-SY5Y 細胞は、10 %（v/v） FBS、100 unit/mL ペニシリンと 100 µg/mL、ストレプトマ

イシンを含む DMEM/F-12 中で、37℃、5% CO2（通常酸素環境下）を維持したインキュベータ
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内で培養した。培地は 3 または 4 ⽇に 1 回の頻度で交換し、週に 1 度の頻度で 1:20 の割合で継

代した。培養した細胞は 10 µM レチノイン酸を含む培地で、3 ⽇毎に交換しながら計 6 ⽇間培養

して分化させた。細胞の分化は、位相差顕微鏡（Olympus IX71、Olympus）により形態の変化

を観察して確認した。 

 

3.2.5. 細胞へのプラスミドの導⼊ 

  分化させた SH-SY5Y 細胞に対するプラスミドの導⼊は Lipofectamine 2000 を⽤いて⾏った。

具体的には、96 ウェルプレートでは 100 µL/ウェルの培地あたり、DNA 0.2 µg および OPTI-MEM 

25 µL の割合で混合した溶液と、Lipofectamine 2000 0.5 µL および OPTI-MEM 25 µL の割合で

混合した溶液をそれぞれ作製し、室温で 5 分間静置した。さらにこれらの溶液を混合し、室温で

30 分間静置した。混合液の全量を 96 ウェルに加えて、通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持

したインキュベータ内で 24 時間培養した。 

 

3.2.6. SH-SY5Y 細胞の過酸化⽔素処理 

 分化させた SH-SY5Y 細胞をポリ-D-リシンコートされた 96 ウェルプレートに 5.0×105 /mL の

密度で播種し、24 時間培養した。その後 3.2.5 の通りに Lipofectamine 2000 を⽤いてプラスミ

ドを細胞内へ導⼊した。その後、培地を新たにし 100 µM の過酸化⽔素を加えて 24 時間培養し

た。 

 

3.2.7. 細胞⽣存率の測定 

 細胞⽣存率は MTS 法により、96 ウェルプレートにおいて確認した。MTS 反応は、100 µL

の培地に対し 20 µL の Celltiter 96 AQueous One Solution を添加し、通常酸素環境（37℃、5% 

CO2）を維持したインキュベータ内で 3 時間培養した後、Beckman Coulter DTX880 plate reader

で 490 nm の吸光度を測定した。 

 

3.2.8. Gαi1 を⽤いた GST プルダウンアッセイ 

 グルタチオンセファロース４B 懸濁液 50 µL を Buffer A（10 mM HEPES（pH 7.4）、150 mM 

NaCl、10 mM MgCl2、0.1 % Tween-20）で懸濁し、15,000 rpm で 10 秒間遠⼼して上清を除い
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た。Buffer A に希釈した GST 融合蛋⽩質 12.5 µg をグルタチオンセファロース４B に添加し、4 ℃

で 1 時間攪拌した。Buffer A で洗浄したグルタチオンセファロース４B に 10 µM GDP 含む

Buffer A に希釈した 50 nM 短縮型 Gαi1 を添加し、さらに 4℃で 2 時間攪拌した。Buffer A で

洗浄した後、50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、10 mM 還元型グルタチオンを加えて溶出した。 

 

3.2.9. CD スペクトル 

2.2.4 に記載した通りに測定を⾏った。 

 

3.2.10. GDP 解離アッセイ 

2.2.5 に記載した通りに測定を⾏った。 

 

3.2.11. ウェスタンブロット解析 

2.2.9 に記載した通りにウェスタンブロット解析を⾏った。使⽤した抗体については以下の通り

である。ヒト Ngb に対するウサギポリクローナル抗体（1:500、Santa Cruz）に対しては、⻄洋

ワサビペルオキシダーゼが結合した抗ウサギ抗体（1:5000、GE Healthcare）を⼆次抗体として

⽤いた。 Actin モノクローナル抗体（1:500、Sigma-Aldrich）、Gαi マウスモノクローナル抗体

（1:1000、Cell Signaling）対しては、⻄洋ワサビペルオキシダーゼが結合した抗マウス抗体

（1:4000、GE Healthcare）を⼆次抗体として⽤いた。 
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3.3.  実験結果 

3.3.1. GDI 活性のないヒト Ngb 変異体の細胞保護能と Gαi1 との相互作⽤ 

3.3.1.1. ヒト Ngb の発現確認と細胞保護能の検証  

 当研究室の先⾏研究において、蛋⽩質導⼊試薬 Chariot を⽤いて GDI 活性のない E53Q、R97Q、

E118Q および E151N ヒト Ngb 変異体それぞれが細胞保護能をもたないことを明らかにした

[27]。本研究では、はじめに哺乳動物細胞発現ベクター（pcDNA3.1）を⽤いたときに同様の結

果が得られるかを確認するため、分化させた SH-SY5Y 細胞に野⽣型ヒト Ngb または GDI 活性

のないヒト Ngb 変異体を過剰発現し、過酸化⽔素を与えて細胞の⽣存について評価した。ウェス

タンブロット解析によりヒト Ngb の発現を確認し（図 14A）、MTS 法により細胞の⽣存につい

て評価したところ、Chariot を⽤いた結果と同様に、野⽣型ヒト Ngb は細胞死を抑制できるが、

GDI 活性のないヒト Ngb 変異体は細胞死を抑制しなかった（図 14B）。しがたって、過剰発現系

を⽤いて GDI 活性がヒト Ngb の細胞保護能に重要であることを確認した。 

 

3.3.1.2. ヒト Ngb と Gα i1 の相互作⽤の検証  

 次に、GDI 活性に重要な Glu53、Glu60、Arg97、Glu118 および Glu151 のそれぞれが Gαi1

と相互作⽤に重要であるかを検証するために、GST プルダウンアッセイによりヒト Ngb と Gα

i1 の相互作⽤を調べた。当研究室の先⾏研究において、表⾯プラズモン共鳴を⽤いて鉄三価型ヒ

ト Ngb が GDP 結合型 Gαi1 と相互作⽤することを発⾒し[26]、さらに GST を融合した鉄三価型

ヒト Ngb（GST-ヒト Ngb）もまた、GDP 結合型 Gαi1 と相互作⽤することを明らかにした[28]。

このことから GST タグがヒト Ngb と Gαi1 の相互作⽤に影響を及ぼさないということが判明し

たため、本研究でも GST-ヒト Ngb を作製して相互作⽤の検証を⾏った。 

 また、Gαi1 の N 末端はα-ヘリックスで、外に突出したような構造をとり、Gαi1 単独の結晶

においては結晶化できないことや[54]、Gαi1 の複合体の X 線結晶構造解析においては N 末端の

25 アミノ酸残基を⽋失させて結晶化していることが報告されている[55]。これらの先⾏研究を参

考にし、本研究では N 末端の 25 アミノ酸残基を⽋いた Gαi1（短縮型 Gαi1）を作製して相互作

⽤の検証を⾏った。 

 GST プルダウンアッセイにより GST-ヒト Ngb と GDP 結合型の Gαi1 との相互作⽤を検証し
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たところ、野⽣型ヒト Ngb は相互作⽤が確認されたのに対して、GDI 活性のないヒト Ngb 変異

体はすべて相互作⽤しなかった（図 15）。このことから、GST を融合した鉄三価型ヒト Ngb（GST-

ヒト Ngb）が GDP 結合型 Gαi1 と相互作⽤することを確認した。加えて Glu53、Glu60、Arg97、

Glu118 および Glu151 のそれぞれが Gαi1 との相互作⽤に重要であることが判明した。 

 

3.3.2. ヒト Ngb と Gαi1 のドッキングモデル 1 に基づく Gαi1 側の重要残

基の特定 

 3.3.1 において、Gαi1 との相互作⽤に重要なヒト Ngb のアミノ酸残基を特定した。これを受け

て次に Gαi1 側の重要なアミノ酸残基の特定を⾏った。Gαi1 の重要なアミノ酸残基を特定するに

あたり、はじめに図 16 に⽰すドッキングモデルを作製した。このドッキングモデルは 1）Gαi1

との相互作⽤にはヒト Ngb の Glu53、Glu60、Arg97、Glu118 および Glu151 が重要であるこ

と、2）架橋したヒト Ngb と Gαi1 を質量分析した実験から、ヒト Ngb の Glu53 と Gαi1 の Ser44、

および Glu60 と Ser206 が近接した位置に存在すること[33]、の 2 点を考慮して作製した。ヒト

Ngb の重要なアミノ酸残基に近接する Gαi1 側の極性残基を⻘⾊で⽰した。 

 このドッキングモデルが適切であるかを検証するために、⻘⾊で⽰した極性残基の極性をなく

した変異体（R86A Gαi1 変異体、K180L Gαi1 変異体、R208A/K209A/K210A Gαi1 三重変異体

（triple mutant）、E236Q Gαi1 変異体および E238N/E239Q Gαi1 ⼆重変異体（double mutant））

を作製し、GST プルダウンアッセイにより GST-ヒト Ngb との相互作⽤を検証した。K180L、

E238N および E239Q の変異は、ヒト Ngb と相互作⽤しない Gαs のもつアミノ酸残基に置換し

たものである。すると、R208A/K209A/K210A Gαi1 三重変異体はヒト Ngb と相互作⽤しない⼀

⽅で、R86A Gαi1 変異体、K180L Gαi1 変異体、E236Q Gαi1 変異体および E238N/E239Q Gα

i1 ⼆重変異体はヒト Ngb と相互作⽤した（図 17AB）。このことから、ヒト Ngb との相互作⽤に

は、Gαi1 の Arg86、Lys180、Glu236、Glu238 および Glu239 は重要ではなく、Arg208、Lys209

および Lys210 が重要であることが判明した。加えて、図 16 に⽰すドッキングモデルは適切では

ないことがわかった。 
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図 14. 野⽣型ヒト Ngb（HNgb）、E53Q、E60Q、R97Q、E118Q および E151N HNgb

変異体の細胞保護能  

（A）空ベクター、野⽣型 HNgb（WT HNgb）または GDI 活性のない HNgb 変異体発現ベクタ

ーを分化させた SH-SY5Y に導⼊し、24 時間培養した。細胞破砕液は SDS-PAGE を⾏い、HNgb

およびβ-actin の抗体を⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。⽮印は HNgb およびβ-actin

の想定される位置を⽰し、分⼦量は kDa として左側に⽰した。（B）分化させた SH-SY5Y 細胞

は HNgb を過剰発現し、過酸化⽔素を添加して 24 時間培養した。細胞の⽣存については MTS

法によって評価した。値は独⽴した 6 回（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバ

ーは SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests に

より解析した。（** ; p<0.01） 
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図 15. 野⽣型ヒト Ngb（HNgb）、E53Q、E60Q、R97Q、E118Q および E151Q HNgb

変異体の Gα i1 との GST プルダウンアッセイ  

GST、GST 融合野⽣型鉄三価 HNgb（GST WT HNgb）または GDI 活性のない GST 融合鉄三価

HNgb 変異体を GDP 結合型 Gαi1 と混合し、グルタチオンセファロース 4B を添加して撹拌、洗

浄した後、10 mM 還元型グルタチオンを加えて溶出した。溶出液は SDS-PAGE を⾏い、Gαi1

の抗体を⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。⽮印は Gαi1 の想定される位置を⽰し、分⼦

量は kDa として左側に⽰した。 
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図 16. ヒト Ngb（HNgb）と Gα i1 の複合体のドッキングモデル 1 

HNgb の⽴体構造を⻩⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 4MPM）、細胞保護能に重要な残基

を橙⾊で⽰した。Gαi1 の⽴体構造を⽔⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 1KJY）、HNgb と

の相互作⽤に重要であると考えられる残基を⻘⾊で⽰した。 
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図 17. R86A、K180L、R208A/K209A/K210A、E236Q または E238N/E239Q Gα i1

変異体の野⽣型ヒト Ngb（HNgb）との GST プルダウンアッセイ  

GST または GST 融合野⽣型鉄三価 HNgb（GST HNgb）を GDP 結合型の各 Gαi1 変異体と混

合し、グルタチオンセファロース 4B を添加して撹拌、洗浄した後、10 mM 還元型グルタチオン

を加えて溶出した。⽤いた Gαi1（A）および溶出液（B）は SDS-PAGE を⾏い、Gαi1 の抗体を

⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。⽮印は Gαi1 の想定される位置を⽰し、分⼦量は kDa

として左側に⽰した。  
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3.3.3. 様々な⽣物種における Ngb の配列⽐較に基づく重要残基の絞り込み 

3.3.3.1. 様々な⽣物種における Ngb の配列⽐較  

 当研究室の先⾏研究により GDI 活性に重要なヒト Ngb の Glu53、Arg97、Glu118 および

Glu151 は、北⽅真獣類と呼ばれる哺乳動物においてのみ、そのすべてが保存されていることが

明らかになった[32]。これは GDI 活性をもつヒトの Ngb の極性残基を、GDI 活性をもたない⿂

類の Ngb の極性をもたない残基に置換した変異体を⽤いた実験に基づくものである。このことか

ら北⽅真獣類のもつ Ngb が GDI 活性や細胞保護能をもつことが⽰唆された。 

 本研究では、新たなドッキングモデルを作成するために、以前に⽐べてより広範な⽣物種の

Ngb の配列を⽤いて配列⽐較を⾏い、Ngb 側の重要なアミノ酸残基について再考した（図 18）。

すると同じ北⽅真獣類の中でも、ヒト Ngb の Arg97 に対応する残基がオオコウモリ（Megabat）

の Ngb ではシステイン（Cys）になっており、ヒト Ngb の Glu151 に対応する残基がガラゴ（Bush 

baby）ではグルタミン（Gln）になっていた。そこでこれらの残基が重要であるかを検証するた

めに、R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体を作製し、それぞれの構造、細胞

保護能、Gαi1 との相互作⽤および GDI 活性について検証した。 
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図 18. Ngb の GDI 活性に重要なアミノ酸残基の⽣物種間の配列⽐較  

ヒトの Ngb の GDI 活性に重要なアミノ酸残基に対応するガラゴ、マウス、オオコウモリ、ゼブ

ラフィッシュおよびフグの Ngb の配列を⽰した。図上部の数字はヒト Ngb における残基番号を

⽰す。ヒト Ngb と相同なアミノ酸残基を⻩⾊で⽰した。 

 

 

  

53 60 97 118 151 
Mammalia Human E E R E E 
	Boreotheria Bush baby E E R E Q 

Mouse E E R E E 
Megabat E E C E E 

Osteichtyes Zebrafish P E Q Q N 
Fugu Q E Q Q N 
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3.3.3.2. R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体の構造  

 はじめに、R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体が野⽣型ヒト Ngb と同様の

ヘム近傍構造をとるかを調べるために、鉄三価型ヒト Ngb の紫外可視吸収スペクトルを測定した

（図 19A）。すると、これらの変異体は、野⽣型ヒト Ngb と同様の吸収スペクトルを⽰し、ソー

レー帯（soret）のピークも野⽣型ヒト Ngb と同様の 413 nm にピークが観察された（表 2）。こ

のことから、R97C ヒト Ngb および E151Q ヒト Ngb 変異体は野⽣型ヒト Ngb と同様のヘム近

傍構造をもつことが判明した。 

 次に、これらの変異体の⼆次構造を調べるために、CD スペクトルを測定した。すると、どち

らの蛋⽩質ついてもα-ヘリックスの存在を⽰す 208 nm および 222 nm にピークが観察され、

野⽣型と同様の CD スペクトルを⽰した（図 19B）。また、このピークの値からα-ヘリックス含

量を求めたところ、野⽣型ヒト Ngb と同様のα-ヘリックス含量を⽰した（R97C ヒト Ngb 変異

体：68.9%、E151Q ヒト Ngb：73.4%、野⽣型ヒト Ngb：71.4%）（表 2）。このことから、R97C 

ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体は野⽣型ヒト Ngb と同様の⼆次構造をもつこと

が判明した。 

 

  

2. Ngb GDI Ngb 	  
 

WT WT E53Q E60Q R97Q R97C E118Q E151N E151Q 

 

Soret (nm) 413 413 413 413 413 413 413 413 413 

CD  �� �� �� �� �� �� �� �� ��

[Θ]222nmx (10-4) (deg cm2 dmol-1) -2.32 -2.4 -2.4 -2.29 -2.26 -2.32 -2.34 -2.36 -2.46 

α- (%) 68.9 71.4 71.5 67.9 66.9 68.9 69.5 70.2 73.4 

references 1  1 1 1  1 1  
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図 19. R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体の構造解析  

（A）野⽣型ヒト Ngb、R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体の紫外可視吸収

スペクトルを⽰した。鉄三価型の野⽣型ヒト Ngb (太線)、R97C ヒト Ngb 変異体 (実線)および

E151Q ヒト Ngb 変異体(点線)の紫外可視吸収スペクトルを⽰した。測定は PBS（pH 7.4）、20℃

で⾏った。（B）紫外領域における鉄三価の野⽣型ヒト Ngb (太線)、R97C ヒト Ngb 変異体 (実

線)および E151Q ヒト Ngb 変異体(点線)の CD スペクトルを⽰した。Ngb の濃度はヘムの含有

量をもとに 5 µM に調製した。測定は 50 mM リン酸ナトリウム緩衝液（pH 7.4）、20℃で⾏った。 
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3.3.3.3. R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体は、野⽣型

ヒト Ngb と同様に細胞保護能をもつ  

  次に、Arg97 および Glu151 がヒト Ngb の細胞保護能に重要であるかを調べるために、分化

させた SH-SY5Y 細胞に哺乳動物細胞発現ベクター（pcDNA3.1）を⽤いて R97C ヒト Ngb 変異

体および E151Q ヒト Ngb 変異体を導⼊し、過酸化⽔素を与えて細胞の⽣存について評価した。

はじめにヒト Ngb の発現をウェスタンブロット解析により確認した（図 20A）。次に、過酸化⽔

素を与えて MTS 法により細胞の⽣存について評価したところ、これらの変異体は野⽣型ヒト

Ngb と同様に細胞死を抑制した（図 20B）。このことから、Arg97 および Glu151 はヒト Ngb の

細胞保護能に重要ではないことが判明した。 

 さらに、GST プルダウンアッセイにより GST-R97C ヒト Ngb および GST-E151Q ヒト Ngb

と GDP 結合型の Gαi1 との相互作⽤を検証したところ、これらの変異体は野⽣型ヒト Ngb と同

様に Gαi1 と相互作⽤した（図 21）。このことから、Arg97 および Glu151 は Gαi1 との相互作⽤

に重要でないことが判明した。3.3.1.2（図 15）では、R97Q ヒト Ngb 変異体および E151N ヒ

ト Ngb 変異体は Gαi1 と相互作⽤しなかったが、これは 97 番⽬の Arg を Gln に置換した変異や

151 番⽬の Glu を Asn に置換した変異、それ⾃体によって蛋⽩質の⽴体構造に摂動が⽣じ、結果

として Gαi1 と相互作⽤できなくなっていたのではないかと考えられる。 

 また、これらの残基が GDI 活性に重要であるかを調べるため、R97C ヒト Ngb 変異体および

E151Q ヒト Ngb 変異体を⽤いて GDP 解離アッセイを⾏った。過剰量の GTP を添加したときを

0 分として、Gαi1 に対する[3H]GDP の結合率を経時的に観察したところ、これらの変異体は野

⽣型ヒト Ngb と同様に GDP の解離を抑制した（図 22）。したがって、これらの変異体は野⽣型

ヒト Ngb と同様に GDI 活性をもつことから、Arg97 および Glu151 はヒト Ngb の GDI 活性に

重要ではないことが判明した。 

 これらの結果から Arg97 および Glu151 は Ngb の細胞保護能、Gαi1 との相互作⽤および GDI

活性に重要な残基ではないことが明らかになった。 
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図 20. 野⽣型ヒト Ngb（HNgb）、R97C および E151Q HNgb 変異体の細胞保護能  

（A）空ベクター、野⽣型 HNgb、R97C HNgb または E151Q HNgb 変異体発現ベクターを分

化させた SH-SY5Y に導⼊し、24 時間培養した。細胞破砕液は SDS-PAGE を⾏い、HNgb およ

びβ-actin の抗体を⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。（B）分化させた SH-SY5Y 細胞は

HNgb を過剰発現し、過酸化⽔素を添加して 24 時間培養した。細胞の⽣存については MTS 法

によって評価した。値は独⽴した 4 回（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバー

は SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests によ

り解析した。（** ; p<0.01）  
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図 21. 野⽣型ヒト Ngb（HNgb）、R97C および E151Q HNgb 変異体の Gα i1 との GST

プルダウンアッセイ  

GST、GST 融合野⽣型鉄三価 HNgb（GST WT HNgb）、GST 融合 R97C 鉄三価 HNgb 変異体

（GST R97C HNgb）または GST 融合 E151Q 鉄三価 HNgb 変異体（GST E151Q HNgb）を

GDP 結合型 Gαi1 と混合し、グルタチオンセファロース 4B を添加して撹拌、洗浄した後、10 mM

還元型グルタチオンを加えて溶出した。溶出液は SDS-PAGE を⾏い、Gαi1 の抗体を⽤いてウェ

スタンブロットにより解析した。⽮印は Gαi1 の想定される位置を⽰し、分⼦量は kDa として左

側に⽰した。 
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図 22. R97C および E151Q ヒト Ngb 変異体の GDI 活性  

0.3 µM の[3H]GDP を結合させた Gαi1 に対して、過剰量（2 mM）の無標識 GTP を 10 µM Ngb 

存在下または⾮存在下で添加した。0、5、10 分後にそれぞれ分取し、ニトロセルロース膜 （0.45 

µm）に通した。GDP 結合率は、0 分後の Ngb ⾮存在下（PBS）の試料における値を 100%とし

て計算した。値は独⽴した 4 回の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意

差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（* ; p<0.05、

** ; p<0.01） 
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3.3.4. ヒト Ngb と Gαi1 のドッキングモデル 2 に基づく Gαi1 側の重要残

基の特定 

 これまでの実験結果から、ヒト Ngb と Gαi1 の相互作⽤にはヒト Ngb の Glu53、Glu60 およ

び Glu118 のみが重要であることを明らかにした。そこで、これらの残基に着⽬して新たなドッ

キングモデルを作製した（図 23）。ヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 に近接する Gαi1

側の極性残基を⻘⾊で⽰した。 

 このドッキングモデルが適切であるかを検証するために、⻘⾊で⽰した極性残基（Lys46、

Lys67 および Lys70）の極性をなくした変異体（K46A Gαi1 変異体、K67A Gαi1 変異体および

K70A Gαi1 変異体）を作製し、GST プルダウンアッセイにより GST-ヒト Ngb との相互作⽤を

検証した。すると、K46A Gαi1 変異体と K70A Gαi1 変異体はヒト Ngb と相互作⽤しない⼀⽅

で、K67A Gαi1 変異体は野⽣型 Gαi1 と同様にヒト Ngb と相互作⽤した（図 24AB）。このこと

から、ヒト Ngb との相互作⽤には Gαi1 の Lys67 は重要ではなく、Lys46 と Lys70 が重要であ

ることが判明した。 

 3.3.2（図 17）で重要であることを明らかにした Gαi1 の Arg208、Lys209 および Lys210 と合

わせて、ヒト Ngb と Gαi1 の相互作⽤には、Gαi1 の Lys46、Lys70、Arg208、Lys209 および

Lys210 が重要であることが明らかになった。加えて、図 23 に⽰したドッキングモデルは適切で

あると考えられる。 
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図 23. ヒト Ngb（HNgb）と Gα i1 の複合体のドッキングモデル 2 

HNgb の⽴体構造を⻩⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 4MPM）、細胞保護能に重要な残基

を橙⾊で⽰した。Gαi1 の⽴体構造を⽔⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 1KJY）、HNgb と

の相互作⽤に重要であると考えられる残基を⻘⾊で⽰した。 
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図 24. K46A、K67A および K70A Gα i1 変異体の野⽣型ヒト Ngb（HNgb）との GST

プルダウンアッセイ  

GST または GST 融合野⽣型鉄三価 HNgb（GST HNgb）を GDP 結合型の各 Gαi1 変異体と混

合し、グルタチオンセファロース 4B を添加して撹拌、洗浄した後、10 mM 還元型グルタチオン

を加えて溶出した。⽤いた Gαi1（A）および溶出液（B）は SDS-PAGE を⾏い、Gαi1 の抗体を

⽤いてウェスタンブロット解析を⾏った。⽮印は Gαi1 の想定される位置を⽰し、分⼦量は kDa

として左側に⽰した。 
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3.4.  考察 

3.4.1. Gαi1 の重要な残基について 

 本研究では、まず哺乳動物細胞発現ベクターを⽤いてヒト Ngb の細胞保護能には、ヒト Ngb

の GDI 活性が重要であることを確認した。さらに GST-ヒト Ngb を⽤いた GST プルダウンアッ

セイから、ヒト Ngb の Glu53、Glu60、Arg97、Glu118 および Glu151 が Gαi1 との相互作⽤に

重要であることも明らかにした。しかしながら、様々な⽣物種の Ngb の配列⽐較に基づき、R97C 

ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体を作製して解析を⾏うと、ヒト Ngb の Arg97

および Glu151 はヒト Ngb の GDI 活性、細胞保護能および Gαi1 との相互作⽤のいずれにも重

要ではないことが明らかになった。R97Q ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体がい

ずれも GDI 活性や細胞保護能をもたなかったのは、導⼊した変異それ⾃体により、ヒト Ngb の

⽴体構造に摂動が⽣じ、その結果 Gαi1 と相互作⽤できなくなったためであると考えられる。こ

のことから、ヒト Ngb の重要な残基は Glu53、Glu60 および Glu118 の 3 つのアミノ酸残基の

みであることを明らかにした。加えて、ヒト Ngb との相互作⽤に重要な Gαi1 のアミノ酸残基が

Lys46、Lys70、Lys208、Lys209 および Lys210 であることを明らかにした。これらのことから、

ヒト Ngb の負電荷をもつアミノ酸残基と Gαi1 の正電荷をもつアミノ酸残基の静電気な相互作⽤

によって複合体を形成することが⽰唆された。このことは、Gαと Gαの制御因⼦の静電的な相

補性が相互作⽤に重要であるという報告に⽭盾しない結果である[56]。また本研究では、ヒト Ngb

の Glu53 と Gαi1 の Lys46、ヒト Ngb の Glu60 と Gαi1 の Arg208、Lys209、Lys210 およびヒ

ト Ngb の Glu118 と Gαi1 の Lys70 がそれぞれ相互作⽤する複合体のドッキングモデルを提唱し

た（図 25）。 

 先⾏研究においてヒト Ngb と Gαi1 を架橋し、トリプシン処理した後、質量分析した実験から、

ヒト Ngb の Glu53 と Glu60 が Gαi1 の Ser44 と Ser206 とそれぞれ近接した位置に存在するこ

とが⽰唆された[33]。本研究で明らかにした Lys46、Arg208、Lys209 および Lys210 は質量分

析に基づいて⽰唆されたアミノ酸残基 Ser44 と Ser206 に⾮常に近接した位置に存在し、先⾏研

究に⽭盾しない結果であるといえる。また X 線結晶構造を調べると、Gαi1 の Lys46 は Gαi1 の

GDP と近接した位置に存在していることから、ヒト Ngb が Gαi1 の Lys46 を介して相互作⽤す

ることで、Gαi1 から GDP が解離するのを抑制していると考えられる。さらに、Gαi1 の Arg208、
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Lys209 および Lys210 は、switchⅡ領域（a.a. 199-219）と呼ばれる Gβγや Gαの制御因⼦の

相互作⽤に重要な領域に位置している[49]。このことからヒト Ngb もまた、Gαの他の制御因⼦

などと同様に switchⅡ領域を介して相互作⽤すると考えられる。 

 ⼀⽅で、ヒト Ngb と Gαi1 を架橋し、トリプシン処理した後、質量分析を⾏った先⾏研究にお

いて、ヒト Ngb の 103 番⽬から 119 番⽬に対応するペプチドのピークが消失していることが観

察された[33]。これはヒト Ngb の 103〜119 の領域が、Gαi1 との相互作⽤に重要であることを

⽰唆するものである。本研究では、ヒト Ngb の 103〜119 の領域に含まれる Glu118 が、Gαi1

の Lys70 と相互作⽤する複合体のドッキングモデルを提唱し、これも先⾏研究に⽭盾しない結果

を得たと考えられる。また、Gαi1 に対する GDI として機能する LGN 蛋⽩質の GoLoco モチー

フは、Gαi1 のαヘリカルドメイン（a.a. 45-176）の Tyr69 および Val72 と相互作⽤することが

判明している[57]。Lys70 はこの近傍に位置しており、ヒト Ngb は Gαi1 の Ras-like ドメインだ

けでなく、αヘリカルドメインを介して相互作⽤するものと考えられる。 

 さらに Gαi1 の Lys46、Arg208、Lys209 および Lys210 はその前後のアミノ酸残基も含めて、

Gαi/o、Gαs などの多くの G 蛋⽩質で保存されている⼀⽅で、Lys70 は Gαi/o では保存されてい

るものの、Gαs では Val になっている（図 26）。したがって、Gαi/o の Lys70 のもつ正電荷が、

Gαi/o とヒト Ngb との特異的な相互作⽤に重要であると考えられる。 

 

3.4.2. ヒト Ngb の重要な残基について 

 本研究により、ヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 が、Gαi1 との相互作⽤、GDI 活性

および細胞保護能に重要であることを明らかにした。 

 Glu118 は⿂類を除く多くの⽣物種において保存されており、Glu60 はすべて⽣物種で保存さ

れている⼀⽅で、Glu53 は北⽅真獣類と呼ばれる⼀部の哺乳動物においてのみ保存されいる。し

たがって、Ngb の GDI 活性や細胞保護能は北⽅真獣類のみが有する機能であり、Ngb の細胞保

護能が進化的に獲得されたことを⽰唆している。ただ、⼀部のアザラシの Ngb はヒト Ngb の

Glu53 に対応する残基がリシン（Lys）になっており、加えて他の⽣物種とは異なり神経細胞で

はなくアストロサイトにおいて発現が⾼いことが報告されている[58,59]。このアミノ酸残基およ

び局在の違いは、アザラシの Ngb が他の哺乳動物の Ngb とは異なる機能をもつ可能性を⽰唆し

ている。 
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 またヒト Ngb の Glu60 およびその前後の配列は、他の Gαi1 の結合蛋⽩質である R6A-1 や

KB-752 と⾮常に⾼い相同性を有し、ヒト Ngb はこれらの蛋⽩質と同様に Gαi1 の switchⅡ領域

と相互作⽤する可能性を第 2 章の 2.4 の考察において述べた。本研究において提唱したドッキン

グモデルは、ヒト Ngb の Glu60 が、Gαi1 の switchⅡ領域に位置する Arg208、Lys209、Lys210

と相互作⽤するというものであり、2.4 に述べた考察に⽭盾しないものである。また Glu60 およ

びその前後の配列はすべての⽣物種の Ngb で保存されていることから、ヒト Ngb の Glu60 およ

びその前後の配列は、Gαi1 との相互作⽤における核となる領域であると考えられる。 
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図 25. 想定されるヒト Ngb（HNgb）と Gα i1 の複合体のドッキングモデル  

HNgb の⽴体構造を⻩⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 4MPM）、細胞保護能に重要な残基

を橙⾊で⽰した。Gαi1 の⽴体構造を⽔⾊で⽰し（Protein Data Bank code : 1KJY）、HNgb と

の相互作⽤に重要な残基を⻘⾊で⽰した。 
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図 26. ヘテロ三量体 G 蛋⽩質 Gαの配列⽐較  

ヒト Ngb との相互作⽤に重要な Gαi1 のアミノ酸残基（Lys46、Lys70、Arg208、Lys209 およ

び Lys210）およびその前後の配列を、Gαo および Gαs と⽐較した。図上部の数字は Gαi1 の残

基番号を⽰す。図下部のアスタリスクはこれらの G 蛋⽩質において、アミノ酸残基が相同である

ことを⽰す。ヒト Ngb との相互作⽤に重要な Gαi1 のアミノ酸残基（Lys46、Lys70、Arg208、

Lys209 および Lys210）と相同性の⾼い残基を⻘⾊で⽰した。 
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4.  Ngb の神経突起伸⻑能の作⽤機序の解明 

4.1.  要旨 

 当研究室の先⾏研究において、ヒト Ngb が酸化ストレス下において GDP 結合型 Gαi/o と結合

し、GDP 解離阻害因⼦（GDI）として働き、cAMP 濃度の低下を抑えることで細胞を保護して

いることを明らかにした。加えてゼブラフィッシュ Ngb（⿂類 Ngb）には細胞保護能がないが、

細胞外から細胞質内に移⾏する細胞膜透過能があり、他⽅ヒト Ngb には細胞膜透過能がないこと

を⾒出した。また Ngb は 4 つのエクソンにコードされ、蛋⽩質においてはモジュール M1〜M4

に分割できることを利⽤して、⿂類 Ngb の細胞膜透過能に重要なモジュール M1 とヒト Ngb の

細胞保護能に重要なモジュール M2〜M4 を融合し、培地に加えるだけで細胞内に導⼊され、酸

化ストレスから細胞を保護するキメラ Ngb の作製にも成功した。近年ヒト Ngb の過剰発現によ

り神経突起の伸⻑が促進させることが報告されたため、本研究ではキメラ Ngb を培地に添加した

だけで神経突起を伸⻑させるかどうかを解析した。その結果キメラ Ngb は培地への添加により神

経突起を伸⻑させたが、ヒト Ngb や⿂類 Ngb は伸⻑させなかった。加えて細胞膜透過に重要な

リジンを置換した K7A/K9Q キメラ Ngb 変異体は神経突起を伸⻑させなかった。このことから

キメラ Ngb は細胞質内に導⼊された後、神経突起を伸⻑させることが判明した。さらに、神経突

起の伸⻑における⽴体構造変化の重要性を調べるため、遠位のヒスチジン（His）をバリンに置

換した H67V キメラ Ngb 変異体（ヒト Ngb の H64V に相当）を作製し培地に添加した。すると

H67V キメラ Ngb 変異体においても神経突起の伸⻑が観察され、⽚側からのみ His が配位した

mono-His 型 Ngb にも神経突起の伸⻑能があることが明らかになった。mono-His 型 Ngb は Gα

i/o とは相互作⽤しないことから、神経突起の伸⻑には Gαi/o とは異なる分⼦が関与していること

が⽰唆された。また、神経突起の伸⻑が Ngb の GDI 活性によるものかを調べるため、GDI 活性

をなくした E56Q、E63Q および E121Q キメラ Ngb 変異体を作製し培地に添加した（ヒト Ngb

の E53Q、E60Q および E118Q に相当）。すると E56Q キメラ Ngb 変異体は神経突起を伸⻑さ

せる⼀⽅で、E63Q キメラ Ngb 変異体と E121Q キメラ Ngb 変異体は伸⻑させなかった。した

がって、神経突起の伸⻑には Glu63 および Glu121 のみが重要であることが判明した。Glu63 と

Glu121 は多くの⽣物種で保存されている⼀⽅で、Glu56 は北⽅真獣類と呼ばれる⼀部の哺乳動
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物においてのみ保存されていることから、神経突起の伸⻑能は細胞保護能よりも進化的に古い段

階で獲得されたことが⽰唆された。 
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4.2.  実験⽅法 

4.2.1. 発現ベクターの作製 

 Ngb を⼤腸菌に発現させるベクターは、当研究室において以前作製された pET20b-ヒト

Ngb[26]、pET20b-キメラ Ngb[39]、pET20b-⿂類 Ngb[39]および pET20b-K7A/K9Q キメラ

Ngb[36]を⽤いた。また pET20b-キメラ Ngb を鋳型として 2.2.1.1 に記載した通りに部位特異的

変異を導⼊し、pET20b-E56Q キメラ Ngb、pET20b- E63Q キメラ Ngb、pET20b-H67V キメ

ラ Ngb および pET20b-E121Q キメラ Ngb を作製した。導⼊した部位特異的変異と使⽤したプ

ライマーは以下の通りである。 

 

E56Q forward primer : 5'- GCCGCCAGTTCTCCAGCCCAGAGGACTGTCTCTCCTCGCC -3' 

E56Q reverse primer : 5'- GGCGAGGAGAGACAGTCCTGTGGGCTGGAGAACTGGCGGC -3' 

E63Q forward primer : 5'- GGACTGTCTCTCCTCGCCTCAGTTCCTGGACCACATGAGG -3' 

E63Q reverse primer : 5'- CCTCATGTGGTCCAGGAACTGAGGCGAGGAGAGACAGTCC -3' 

H67V forward primer : 5'- CGCCTGAGTTCCTGGACGTCATCAGGAAGGTGATGC -3' 

H67V reverse primer : 5'- GCATCACCTTCCTGATGACGTCCAGGAACTCAGGCG -3' 

E121Q forward primer : 5'- GGTGAGTCTCTGCTCTACATGCTGCAGAAGTGTCTGCGCCCTGCC -3' 

E121Q reverse primer : 5'- GGCAGGGCCCAGACACTTCTGCAGCATGTAGAGCAGAGACTCACC -3' 

 

4.2.2. 発現ベクターの精製 

 ⼤腸菌に蛋⽩質を発現させるベクターは E.coli DH5α株に形質転換し、TYE 寒天培地上に

37℃で⼀晩培養後、形質転換体を含むコロニーを得た後、QIAprep SPIN Miniprep kit（QIAGEN）

⽤いて精製した。 

 

4.2.3. Ngb の発現および精製 

 Ngb は 2.2.3.1 に記載した通りに発現および精製を⾏った。 
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4.2.4. 細胞培養 

 PC12 細胞（RCB0009、RIKEN Cell Bank）は、10%（v/v）FBS、10%（v/v）ウマ⾎清、2 mM 

L-グルタミン、100 unit/mL ペニシリンと 100 µg/mL ストレプトマイシンを含む DMEM（GIBCO）

培地中で、通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持したインキュベータ内で、3 ⽇または 4 ⽇に 1

回の頻度で 1:8 の割合で継代した。 

 

4.2.5. 神経突起の伸⻑の評価 

 PC12 細胞に Ngb を 2 ⽇間作⽤させる実験は以下のようにして⾏った。PC12 細胞をポリ-D-

リシン（Sigma-Aldrich）でコートした 35 mm ガラスボトムディッシュ（Iwaki）、またはポリ-D-

リシンコートされた 96 ウェルプレートに 2.0×104 /mL の密度で播種し、通常酸素環境（37℃、

5% CO2）を維持したインキュベータ内で、24 時間培養した。その後 10 µM Ngb、PBS または

100 ng/mL NGF（mouse NGF 2.5S（GradeⅡ、Alomone Labs Ltd.））を培地に添加し、48 時

間培養した。細胞の観察は微分⼲渉顕微鏡（Nikon C2 plus、Nikon）、または位相差顕微鏡

（Olympus IX71、Olympus）を⽤いた。1 ウェル当たり 3 つの視野を観察し、合計約 300 個の

細胞を計数した。10 µm 以上の神経突起をもつ細胞を神経突起が伸⻑した細胞として計数した。 

 PC12 細胞に Ngb を 5 ⽇間作⽤させる実験は以下のようにして⾏った。PC12 細胞をポリ-D-

リシンでコートした 35 mm ガラスボトムディッシュ、またはポリ-D-リシンコートされた 96 ウ

ェルプレートに 5.0×103 /mL の密度で播種し、通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持したイン

キュベータ内で、24 時間培養した。その後 10 µM Ngb、PBS または 100 ng/mL NGF（mouse NGF 

2.5S（GradeⅡ、Alomone Labs Ltd.））を培地に添加し、48 時間培養した。さらに 24 時間毎に、

培地の半量を 10 µM Ngb、PBS または 100 ng/mL NGF を含む培地に交換し、合計 72 時間培養

した。細胞の観察は微分⼲渉顕微鏡または位相差顕微鏡を⽤いた。1 ウェル当たり 3 つの視野を

観察し、合計約 200 個の細胞を計数した。細胞体の直径以上の神経突起をもつ細胞を神経突起が

伸⻑した細胞として計数した。 

 

4.2.6. Ngb のフルオレセインイソチオシアネート（FITC）標識 

 Ngb は Fluoreporter FITC protein labeling kit（Molecular Probes）の 製品プロトコルに従

い、フルオレセインイソチオシアネート（FITC、Dojindo）で標識した。具体的には、500 µL
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の 2.0 mg/mL Ngb にジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解した 1.0 mg/mL FITC 50 µL を添

加し、遮光した状態で室温、1 時間撹拌した。結合していない FITC は Sephadex G-25 Medium

（GE Healthcare）を充填したカラムにかけて除いた。FITC 標識した Ngb の濃度はソーレー帯

の吸光度から求め、FITC の濃度は A494nm からε494nm = 68 mM−1 cm−1 を⽤いて求めた。実験に

は FITC に対する蛋⽩質のモル⽐が 0.9-1.3 のものを⽤いた。  

 

4.2.7. Ngb の細胞内導⼊の観察 

 PC12 細胞をポリ-D-リシンでコートした 35 mm ガラスボトムディッシュに 2.0×104 /mL の密

度で播種し、通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持したインキュベータ内で、24 時間培養した。

その後、無⾎清培地（DMEM、2 mM グルタミン）で洗浄し、3 µM の FITC 標識した Ngb を含

む無⾎清培地に交換して 1 時間培養した。さらに、FBS を最終 2%、FM4-64（Molecular Probes）

を 1 µM になるように添加して、24 時間培養した。細胞は氷冷した PBS で 2 回洗浄し、1 mL

の PBS を加えて、共焦点レーザー顕微鏡（Nikon C2 plus、Nikon）で 488 nm の波⻑のレーザ

ーを⽤いて観察した。 

 

4.2.8. PC12 細胞の過酸化⽔素処理 

 PC12 細胞をポリ-D-リシンコートされた 96 ウェルプレートに 1.0×105 /mL の密度で播種し、

通常酸素環境（37℃、5% CO2）を維持したインキュベータ内で、24 時間培養した。その後、無

⾎清培地（DMEM、2 mM グルタミン）で洗浄し、Ngb を含む無⾎清培地に交換して 1 時間培

養した。さらに、FBS を最終 2%になるように添加して、24 時間培養した。その後、培地を 10%

（v/v）FBS、10%（v/v）ウマ⾎清、2 mM L-グルタミンを含む DMEM に交換し、200 µM の過

酸化⽔素を加えて、通常酸素環境を維持したインキュベータ内で 24 時間培養した。 

 

4.2.9. 細胞⽣存率の測定 

 細胞⽣存率は MTS 法により、96 ウェルプレートにおいて確認した。MTS 反応は、100 µL

の培地に対し 20 µL の Celltiter 96 AQueous One Solution を添加し、通常酸素環境（37℃、5% 

CO2）を維持したインキュベータ内で 3 時間培養した後、Beckman Coulter DTX880 plate reader

で 490 nm の吸光度を測定した。  
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4.3.  実験結果 

4.3.1. キメラ Ngb の神経突起の伸⻑能 

 神経突起の伸⻑を観察するために、未分化の PC12 細胞を微分⼲渉顕微鏡、または位相差顕微

鏡により観察した。未分化の PC12 細胞は神経突起をもたない円形の細胞として観察された（図

27A）。また神経突起の伸⻑を促進する神経成⻑因⼦（Nerve growth factor；NGF）を培地に添

加すると細胞体が細⻑くなり、神経突起の伸⻑が観察された（図 27A）。10 µm 以上の神経突起

をもつ細胞を神経突起が伸⻑した細胞として計数し、その割合を計算した。NGF 作⽤させた場

合は、神経突起が伸⻑した細胞の割合が⼤きく上昇した（図 27B）。 

 キメラ Ngb の神経突起の伸⻑能を明らかにするため、キメラ Ngb、ヒト Ngb および⿂類 Ngb

を精製し、培地に添加して神経突起の伸⻑能を⽐較した。蛋⽩質の精製度は SDS-PAGE により

確認した（図 28）。キメラ Ngb を培地に添加すると、PBS を添加した場合に⽐べて、神経突起

が伸⻑した細胞の割合が⼤きく上昇した（図 27AB）。加えて、この神経突起の伸⻑は、培地に添

加したキメラ Ngb の濃度依存的に上昇した（図 27C）。⼀⽅で、ヒト Ngb や⿂類 Ngb を培地に

添加しても、神経突起の伸⻑は観察されなかった（図 27AB）。このことから、キメラ Ngb は培

地に添加するだけで、神経突起を伸⻑させることが判明した。 
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図 27. NGF、野⽣型キメラ Ngb（WT CNgb）、ヒト Ngb（HNgb）、⿂類 Ngb（ZNgb）

および K7A/K9Q CNgb 変異体を添加し、2 ⽇間培養した時の PC12 細胞の神経突起の

伸⻑  

（A）PC12 細胞は PBS、NGF（100 ng/mL）または Ngb（10 µM）と共に、通常酸素環境下で

2 ⽇間培養した。その後微分⼲渉顕微鏡で観察した。スケールバーは 10 µm を⽰す。（B）10 µm

以上の神経突起をもつ細胞を神経突起が伸⻑した細胞として計数し、神経突起を伸⻑した細胞の

割合を⽰した。値は独⽴した 3 回以上（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバー

は SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests によ

り解析した。（** ; p<0.01）（C）神経突起の伸⻑における CNgb の濃度依存性を調べた。値は独

⽴した 3 回の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA

で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（** ; p<0.01）  
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図 28. SDS-PAGE による Ngb の精製度の確認  

精製した Ngb は 15% SDS ポリアクリルアミドゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏い、クマシーブリ

リアントブルーで染⾊した。分⼦量は kDa として左側に⽰した。 
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4.3.2. キメラ Ngb の細胞膜透過能 

 次に FITC 標識した Ngb を培地に添加し、共焦点レーザー顕微鏡により観察を⾏うことで、⿂

類 Ngb およびキメラ Ngb は細胞内に導⼊され、ヒト Ngb は導⼊されないことを確認した（図

29）[35]。さらに、キメラ Ngb の神経突起の伸⻑能が細胞内に導⼊されることで発揮されるかど

うかを調べるため、細胞膜を透過しない変異体を作製して、神経突起の伸⻑を観察した。当研究

室の先⾏研究により、K7A/K9Q ⿂類 Ngb 変異体は細胞膜透過能をもたないことから[36]、細胞

膜透過に重要であると考えられるリシン残基を置換した K7A/K9Q キメラ Ngb を作製し（図 30）

[36]、細胞内に導⼊されるかを調べた。すると K7A/K9Q キメラ Ngb は細胞内に導⼊されないこ

とが判明した（図 29）。さらに、この変異体を培地に添加しても神経突起の伸⻑は観察されなか

った（図 27AB）。これらのことから、キメラ Ngb が細胞内に導⼊されることにより神経突起を

伸⻑させることが判明した。 
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図 29. FITC ラベルした野⽣型キメラ Ngb（CNgb）、K7A/K9Q CNgb 変異体、ヒト Ngb

（HNgb）および⿂類 Ngb（ZNgb）の PC12 細胞への導⼊  

PC12 細胞は、3 µM の FITC（緑⾊）ラベルした野⽣型キメラ Ngb（WT CNgb）、K7A/K9Q CNgb

変異体、HNgb または ZNgb と共に 1 µM FM4-64（⾚⾊、エンドサイトーシスマーカー）存在

下で、通常酸素環境下、24 時間培養した。その後共焦点レーザー顕微鏡により観察した。スケ

ールバーは 10 µm を⽰す。 
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4.3.3. キメラ Ngb の構造変化と神経突起の伸⻑能 

 次にキメラ Ngb の神経突起の伸⻑能における構造変化の影響を調べるために、ヘムの配位する

遠位のヒスチジン（His）をバリン（Val）に置換し、His の配位に伴う構造の変化が起こらない

H67V キメラ Ngb 変異体を作製して、神経突起の伸⻑を観察した。蛋⽩質の精製度は SDS-PAGE

により確認した（図 31）。H67V キメラ Ngb 変異体を培地に添加すると、野⽣型キメラ Ngb と

同様に神経突起の伸⻑が観察された（図 32AB）。このことからヘム近傍の構造の変化は、Ngb

の神経突起の伸⻑に影響を与えないことが判明した。 

 さらに Ngb を作⽤させる時間を伸ばして、PC12 細胞の神経突起の伸⻑を微分⼲渉顕微鏡で観

察した（図 33A）。PC12 細胞に野⽣型キメラ Ngb を培地に添加し、5 ⽇間作⽤させて神経突起

の伸⻑を観察すると、PBS を添加した場合に⽐べて、細胞体の直径以上の神経突起をもつ細胞の

割合が増加した（図 33B）。加えて、H67V キメラ Ngb 変異体も野⽣型と同様に伸⻑が観察され

た（図 33AB）。このことから、⽚側からのみ His が配位した Ngb（mono-His 型 Ngb）も神経突

起の伸⻑能をもつことが判明した。 

 

4.3.4. キメラ Ngb の神経突起の伸⻑能に重要なアミノ酸残基の特定 

 これまでの実験から、⿂類 Ngb およびキメラ Ngb は共に細胞内に導⼊される⼀⽅で、⿂類 Ngb

は神経突起の伸⻑能がなく、キメラ Ngb は伸⻑能をもつことが判明した（図 27AB、図 29）。し

たがってヒト Ngb のモジュール M2〜M4 の間にあり、かつ⿂類 Ngb とは異なるアミノ酸残基が

神経突起の伸⻑能に重要であることが⽰唆された（図 30）。また、本論⽂の第 3 章の研究から、

ヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 が GDI 活性や細胞保護能に重要であることを明らか

にした。そこで、本研究では、これらのアミノ酸残基が神経突起の伸⻑能にも重要であるかを調

べるため、E56Q キメラ Ngb 変異体、E63Q キメラ Ngb 変異体および E121Q キメラ Ngb 変異

体を作製し、神経突起の伸⻑を観察した。キメラ Ngb の Glu56、Glu63 および Glu121 はそれぞ

れヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 に対応するアミノ酸残基である（図 30）。これらの

蛋⽩質の精製度は SDS-PAGE により確認した（図 31）。これらの変異体を培地に添加して観察

すると、E56Q キメラ Ngb は野⽣型キメラ Ngb と同様に神経突起の伸⻑が観察されたのに対し

て、E63Q キメラ Ngb 変異体および E121Q キメラ Ngb 変異体は神経突起の伸⻑は観察されな

かった（図 32A）。また、これらの Ngb を 5 ⽇間作⽤させて神経突起の伸⻑を観察すると、E56Q 
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キメラ Ngb 変異体は細胞体の直径以上の神経突起をもつ細胞の割合が増加したのに対して、

E63Q キメラ Ngb 変異体および E121Q キメラ Ngb 変異体は増加しなかった（図 33AB）。この

ことから、キメラ Ngb の神経突起の伸⻑には Glu63 および Glu121 が重要である⼀⽅で、Glu56

は重要でないことが判明した。 

 

4.3.5. キメラ Ngb の細胞保護能 

 当研究室の先⾏研究において、ヘムの配位する遠位の His を Val に置換し、His の配位に伴う

構造の変化が起こらない H64V ヒト Ngb 変異体は Gαi1 に対する GDI 活性がなく、酸化ストレ

スに伴う細胞死を抑制できないことを明らかにした[28]。加えて、当研究室の先⾏研究[27]およ

び本研究の第 2 章において、E53Q、E60Q および E118Q ヒト Ngb 変異体には GDI 活性がなく、

細胞保護能をもたないことを明らかにした。そこで本研究では、ヒト Ngb の His64、Glu53、

Glu60 および Glu118 に対応するアミノ酸残基である、キメラ Ngb の His67、Glu56、Glu63 お

よび Glu121（図 30）のそれぞれが、キメラ Ngb の細胞保護能に重要であるかどうかを検証した。 

 PC12 細胞を培養している培地に、野⽣型キメラ Ngb、H67V、E56Q、E63Q または E121Q

キメラ Ngb 変異体を添加した後、過酸化⽔素を与えて細胞の⽣存について評価した。MTS 法に

より細胞の⽣存について評価したところ、野⽣型キメラ Ngb は細胞死を抑制できるが、H67V キ

メラ Ngb 変異体は細胞死を抑制しなかった（図 34）。したがって、キメラ Ngb の細胞保護能に

は、ヒト Ngb と同様に酸化ストレスに伴う mono-His 型から bis-His 型への構造変化が重要であ

ることが明らかになった。また、E56Q、E63Q および E121Q キメラ Ngb 変異体もまた細胞死

を抑制しなかった（図 34）。したがって、ヒト Ngb の GDI 活性に重要な Glu53、Glu60 および

Glu118 に対応するアミノ酸残基である、キメラ Ngb の Glu56、Glu63 および Glu121 のそれぞ

れが、キメラ Ngb の細胞保護能に重要であることが判明した。 
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図 30. ヒト Ngb（HNgb）、⿂類 Ngb（ZNgb）およびキメラ Ngb（CNgb）の配列⽐較  

Clustal W を⽤いて HNgb、ZNgb および CNgb の配列⽐較を⾏った。HNgb のモジュール M1

から M4 およびα-ヘリックスの位置（Protein Data Bank code : 1OJ6）を配列の上部に⽰した。

GDI 活性に重要な残基を⽔⾊、細胞膜透過に重要な残基を⾚⾊、遠位（distal）および近位

（proximal）のヒスチジン（His）を⻩緑⾊でそれぞれ⽰し、HNgb の残基番号を上に、CNgb

の残基番号を下に⽰した。また、配列の左右には、配列の初めまたは終わりの残基番号を⽰した。 

 

  

GHFKCE D 0CI

� � � �

	

ACI D 0CI

A	 B	 C	 D E	

F	 G	 H	

M1	 M2	 M3	

M3	 M4	

Modules�

α-helices�

Modules�

α-helices�

05 4-8 6-6-31879 8 98963-0 3 83 3-6 3363 7 5 87 996- 3996- 3 0182 43 1 5
5 4-239-2 2 318 9 -93 252 60 1 3 83 -3 6 33 3 9 9 5 6- 3996- 3-0 2 43 1 903
5 4-239-2 2 318 9 -93 252 60 1 3 23 3-6 3363 7 5 87 996- 3996- 3 0182 43 1 5

05 	 - 3993-- 3 93 8208 2399 9 -933 43-2 3 6 6 8 973 7 498 -
5 30 3- 3353 8207 5 79 3 -933 437993 6 9387 3 4 91 9 4 8 25 -0295

5 - 3993-- 3 93 8208 2399 9 -933 43-2 3 6 6 8 973 7 498 -



   79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 31. SDS-PAGE による Ngb の精製度の確認  

精製した Ngb は 15% SDS ポリアクリルアミドゲルを⽤いて SDS-PAGE を⾏い、クマシーブリ

リアントブルーで染⾊した。分⼦量は kDa として左側に⽰した。図中の CNgb はキメラ Ngb を

⽰す。 
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図 32. 野⽣型キメラ Ngb（WT CNgb）、H67V CNgb 変異体、E56Q CNgb 変異体、E63Q 

CNgb 変異体および E121Q CNgb 変異体を添加し、2 ⽇間培養した時の PC12 細胞の神

経突起の伸⻑  

（A）PC12 細胞は PBS または Ngb（10 µM）と共に、通常酸素環境下で 2 ⽇間培養した。その

後、微分⼲渉顕微鏡で観察した。スケールバーは 10 µm を⽰す。（B）10 µm 以上の神経突起を

もつ細胞を神経突起が伸⻑した細胞として計数し、神経突起を伸⻑した細胞の割合を⽰した。値

は独⽴した 4 回以上（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰す。有

意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。（** ; 

p<0.01） 

  

	 	

10µm

A	

B	

0	

5	

10	

15	

20	

25	

30	

35	

40	

PBS	 WT	
CNgb	

H67V	
CNgb	

E56Q	
CNgb	

E63Q	
CNgb	

E121Q	
CNgb	

	
%

**

**
**



   81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33. Ngb および NGF を添加し、5 ⽇間培養した時の PC12 細胞の神経突起の伸⻑  

（A）PC12 細胞は PBS または Ngb（10 µM）と共に、通常酸素環境下で 5 ⽇間培養した。その

後、微分⼲渉顕微鏡で観察した。スケールバーは 10 µm を⽰す。（B）細胞体の直径以上の神経

突起をもつ細胞を神経突起が伸⻑した細胞として計数し、神経突起を伸⻑した細胞の割合を⽰し

た。値は独⽴した 3 回以上（triplicate）の実験における平均値であり、エラーバーは SEM を⽰

す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer post hoc tests により解析した。

（* ; p<0.05、** ; p<0.01）  
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図 34. キメラ Ngb（CNgb）の細胞保護能  

PC12 細胞は PBS、野⽣型 CNgb（WT CNgb）、H67V CNgb、E56Q CNgb、E63Q CNgb また

は E121Q CNgb を培地に加えて培養した後、過酸化⽔素を添加して 24 時間培養した。細胞の⽣

存については MTS 法によって評価した。値は独⽴した 4 回（triplicate）の実験における平均値

であり、エラーバーは SEM を⽰す。有意差は one-way ANOVA で解析した後、Turkey-Kramer 

post hoc tests により解析した。（** ; p<0.01） 
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4.4.  考察 

 本研究から、細胞膜透過に重要な⿂類 Ngb のモジュール M1[35,36]とヒト Ngb のモジュール

M2〜M4 を融合したキメラ Ngb は、培地に添加しただけで PC12 細胞の神経突起を伸⻑させた。

このことからゼブラフィッシュのモジュール M1 が細胞膜透過に重要であり、ヒトのモジュール

M2〜M4 が神経突起の伸⻑に重要であることを明らかにした。したがって、キメラ Ngb は⿂類

Ngb 特有の細胞膜透過能により細胞内に導⼊され[35,36]、ヒト Ngb 特有の神経突起の伸⻑能に

より神経突起を伸⻑させることが判明した（図 35）。NGF は神経突起を伸⻑させるという点でキ

メラ Ngb と類似しているが、NGF は細胞膜表⾯の受容体と相互作⽤し、細胞内にシグナルを伝

達する⼀⽅で、キメラ Ngb は細胞膜表⾯のグルコサミノグリカンと相互作⽤しエンドサイトーシ

スの⼀種であるマクロピノサイトーシスにより細胞内に導⼊されて機能する点で、その作⽤機序

が異なると考えられる（図 35）。このことから、新たな神経突起の伸⻑誘導物質の作製に成功し

たといえる。 

 また、2013 年にヒト Ngb の過剰発現がマウスの神経芽細胞種 Neuro 2a やラットの初代培養

⽪質ニューロンの神経突起の伸⻑を促進することが報告された[40]。さらに 2016 年にはヒト Ngb

の過剰発現がマウスの網膜神経節細胞（RGC-5 細胞）の神経突起の⻑さを伸ばすことも報告され

た[41]。加えて、ヒトの幹細胞から神経幹細胞への分化の過程において、Ngb の発現量が⼤きく

上昇することや、神経細胞の産⽣が⾏われるラットの脳室下帯において Ngb が発現していること

が報告された[60]。したがって本研究とこれらの先⾏研究から、哺乳動物の Ngb は神経細胞の分

化や産⽣に重要な役割を果たすことが⽰唆される。 

 本研究では、mono-His 型 Ngb（H67V キメラ Ngb 変異体）が神経突起の伸⻑能もつことから、

ヘム近傍構造の変化によらず Ngb は神経突起の伸⻑能をもつことを明らかにした。⼀⽅で、当研

究室の先⾏研究において、mono-His 型ヒト Ngb（H64V ヒト Ngb 変異体）は Gαi/o と相互作⽤

せず、GDI 活性もなく、結果として細胞保護能もなく、また bis-His 型ヒト Ngb は Gαi/o と相互

作⽤し、GDI 活性により細胞死を抑制することを明らかにした[28]。これらのことは、Ngb の細

胞保護能には酸化ストレスに伴う bis-His 型への構造変化が重要である⼀⽅で、Ngb の神経突起

の伸⻑能にはヘム近傍構造の変化が重要ではないことを意味する。したがって、酸化ストレス環

境下で存在する鉄三価 Ngb（bis-His 型 Ngb）は細胞保護能もつ⼀⽅で、通常酸素環境下で存在
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する鉄⼆価酸素結合型 Ngb（mono-His 型 Ngb）は神経突起の伸⻑能をもつ可能性が考えられる。

本研究により、神経突起の伸⻑を起こす作⽤機序は細胞保護を起こす作⽤機序とは異なることが

明らかになり、Ngb の構造と機能の新たな関係が⽰唆されたといえる。 

 加えて、本研究から Gαi/oとの相互作⽤、GDI 活性および細胞保護能に重要なヒト Ngb の Glu53、

Glu60 および Glu118 のうち、神経突起の伸⻑能には Glu60、Glu118 のみが重要であり、Glu53

は重要ではないことが⽰唆された。これらの重要な残基の違いも、細胞保護能と神経突起の伸⻑

能の作⽤機序が異なること⽰唆している。また、それぞれのアミノ酸残基を⽣物種間で⽐較する

と、Glu60 はすべての⽣物種において保存されており、Glu118 は両⽣類、爬⾍類、⿃類および

哺乳類において広く保存されている⼀⽅で、Glu53 は北⽅真獣類においてのみ保存されていた（図

36）。したがって、神経突起の伸⻑に重要な Glu60 および Glu118 は両⽣類より⾼等なすべての

⽣物種の Ngb において保存されていることから、神経突起の伸⻑能は両⽣類より⾼等なすべての

⽣物種の Ngb が有している⼀⽅で、細胞保護能は北⽅真獣類の Ngb のみが有していることが⽰

唆された。このことから神経突起の伸⻑能は、細胞保護能よりも進化的に古い段階でに獲得され

たものであることが⽰唆された。 
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図 35. キメラ Ngb の神経突起の伸⻑  

キメラ Ngb および NGF が神経突起の伸⻑を促進する模式図を⽰した。キメラ Ngb はマクロピ

ノサイトーシスにより細胞内に取り込まれた後、何らかに⽅法で細胞質に放出され、神経突起の

伸⻑を起こすシグナル伝達経路を活性化すると考えられる。 

 

  

		

	

	

Ngb  
	  

Ngb  
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図 36. 細胞保護に重要な残基（Glu53、Glu60 および Glu118）と神経突起の伸⻑に重

要な残基（Glu60 および Glu118）の⽣物種間の配列⽐較  

図上部の数字はヒト Ngb における残基番号を⽰す。ヒト Ngb のアミノ酸残基と相同なアミノ酸

残基を⻩⾊で⽰した。 

 

  

�� �� �� �� 53 60� 118�
Mammalia Eutheria  Boreotheria Human E� E E 

Monkey  E E E 
Mouse E E E 
Rat E E E 
Dolphin E E E 
Cow E E E 
Pig E E E 
Horse E E E 
Rabbit E E E 

Afrotheria Elephant N E E 
Metatheria �� Opossum Q E E 

�� Prototheria �� Platypus R E E 
Aves �� �� Chicken Q E E 
Reptillia �� �� Anole Lizard Q E E 
Amphibia �� �� Frog Q E E 
Osteichtyes Zebrafish P E Q 
�� �� �� Fugu Q E Q 
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5.  結論 

 本研究により 1）ヒト Ngb の GDI 活性および細胞保護能にヒト Ngb の Glu60 が重要であるこ

とを明らかにし（第 2 章）、2）ヒト Ngb と Gαi1 との相互作⽤に重要なアミノ酸残基を特定し（第

3 章）、3）キメラ Ngb は培地に添加するだけで、細胞内に導⼊され神経突起を伸⻑させることを

明らかにした（第 4 章）。 

 第 2 章では、質量分析による解析からヒト Ngb と Gαi1 の相互作⽤部位として⽰唆されていた

ヒト Ngb の Glu60 が GDI 活性や細胞保護能に重要であるかを調べるために、E60Q ヒト Ngb

変異体を作製して検証した。すると、E60Q ヒト Ngb 変異体は GDI 活性もなく、細胞死を抑制

できなかったことから、ヒト Ngb の GDI 活性および細胞保護能にはヒト Ngb の Glu60 が重要

であることが新たに判明した。本研究とこれまでの報告から、GDI 活性および細胞保護能に重要

なヒト Ngb のアミノ酸残基は Glu53、Glu60、Arg97、Glu118 および Glu151 であることが判

明した。さらにこれらの残基がすべて保存されているのは、北⽅真獣類と呼ばれる⼀部の哺乳動

物においてのみであることから、北⽅真獣類の Ngb は細胞保護能をもつことが⽰唆された。 

 この結果を受けて第 3 章では、これらのヒト Ngb の残基が Gαi1 との相互作⽤に重要であるか

を検証し、加えて Gαi1 側の重要残基の特定を試みた。はじめに GST 融合 E53Q、E60Q、R97Q、

E118Q および E151N ヒト Ngb 変異体を作製し、野⽣型 Gαi1 との GST プルダウンアッセイを

⾏った。すると、これらの変異体は野⽣型 Gαi1 と相互作⽤しなかったことから、GDI 活性や細

胞保護能に重要なこれらの残基は、Gαi1 との相互作⽤にも重要であることが判明した。次にヒ

ト Ngb と Gαi1 の相互作⽤に重要な Gαi1 側の部位を明らかにするために、それぞれの単独の X

線結晶構造を⽤いて複合体のドッキングモデルを作成し、このドッキングモデルに基づき Gαi1

の部位特異的置換変異体を作製して、GST 融合野⽣型ヒト Ngb との GST プルダウンアッセイを

⾏った。すると、R208A/K209A/K210A Gαi1 三重変異体は相互作⽤しなかったのに対して、他

の 4 つの変異体は野⽣型 Gαi1 と同様の相互作⽤を⽰した。したがって Arg208、Lys209 および

Lys210 は相互作⽤に重要であることが判明したものの、他の 4 つの残基は重要ではないことか

ら、作成した複合体のドッキングモデルは適切でないことが判明した。そこで、新たなドッキン

グモデルを作成するために、以前に⽐べてより広範な⽣物種の Ngb の配列を⽤いて配列⽐較を⾏

い、Ngb 側の重要なアミノ酸残基について再考した。すると北⽅真獣類の Ngb の中でも、ヒト
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Ngb の Arg97 に対応する残基がオオコウモリの Ngb では Cys になっており、ヒト Ngb の Glu151

に対応する残基がガラゴでは Gln になっていた。そこでこれらの残基が重要であるかを検証する

ために、R97C ヒト Ngb 変異体および E151Q ヒト Ngb 変異体を作製して検証したところ、こ

れらの変異体は細胞死を抑制せず、GDI 活性もなく、さらに Gαi1 と相互作⽤しないことがわか

った。このことから、ヒト Ngb の Arg97 と Glu151 は、ヒト Ngb の Gαi1 との相互作⽤に重要

ではないことが判明した。このことを受けて、ヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 のみに

着⽬し、新たな複合体のドッキングモデルを作成し検証を⾏ったところ、K46A Gαi1 変異体およ

び K70A Gαi1 変異体が GST 融合野⽣型ヒト Ngb と相互作⽤しないことがわかった。したがっ

て、Gαi1 の Arg208、Lys209 および Lys210 に加えて Lys46 と Lys70 もヒト Ngb との相互作

⽤に重要であることが判明した。第３章では、Gαi1 との相互作⽤、GDI 活性および細胞保護能

に重要なヒト Ngb のアミノ酸残基が Glu53、Glu60 および Glu118 のみであることを明らかにし

た。さらに、ヒト Ngb との相互作⽤に重要な Gαi1 のアミノ酸残基が Lys46、Lys70、Arg208、

Lys209 および Lys210 であることを新たに明らかにした。これらのことから、ヒト Ngb の酸性

アミノ酸と Gαi1 の塩基性アミノ酸との静電的な相互作⽤が重要であることが⽰唆された。また、

これらの結果を受けて、ヒト Ngb と Gαi1 の複合体のドッキングモデルを提唱した。 

 第４章では、⿂類 Ngb のモジュール M1 とヒト Ngb のモジュール M2〜M4 を融合したキメラ

Ngb が、培地に添加するだけで神経突起を伸⻑させることを発⾒した。加えて⿂類 Ngb、ヒト

Ngb および細胞膜透過しない K7A/K9Q キメラ Ngb 変異体を培地に添加しても神経突起の伸⻑

が観察されなかったことから、キメラ Ngb は⿂類 Ngb のモジュール M1 特有の細胞膜透過能に

より細胞内に導⼊され、ヒト Ngb のモジュール M2〜M4 特有の神経突起の伸⻑能により神経突

起を伸⻑させることが判明した。さらに、ヒト Ngb の神経突起伸⻑の作⽤機序を明らかにするた

めに、遠位のヒスチジン（His）をバリンに置換することで mono-His 型のみをとる H67V キメ

ラ Ngb 変異体を⽤いて実験を⾏ったところ、H67V キメラ Ngb 変異体を培地に添加したときに

も神経突起の伸⻑が観察された。したがって、神経突起の伸⻑には Ngb の構造変化は重要ではな

いことが判明した。先⾏研究から mono-His 型ヒト Ngb は Gαi1 と相互作⽤せず細胞保護能もな

いことが⽰されていることから、神経突起を引き起こす作⽤機序は、酸化ストレスから細胞を保

護する機序とは異なることが⽰唆された。また、神経突起の伸⻑における重要なアミノ酸を特定

するために、細胞保護能に重要な残基に着⽬し、E56Q キメラ Ngb 変異体、E63Q キメラ Ngb
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変異体および E121Q キメラ Ngb 変異体を作製して神経突起の伸⻑を観察した。キメラ Ngb の

Glu56、Glu63 および Glu121 はそれぞれ、ヒト Ngb の Glu53、Glu60 および Glu118 に対応す

るアミノ酸残基である。すると、E56Q キメラ Ngb 変異体は神経突起を伸⻑が観察されたのに

対して、E63Q キメラ Ngb 変異体および E121Q キメラ Ngb 変異体は観察されなかった。この

ことから、キメラ Ngb の神経突起の伸⻑には Glu63 および Glu121 が重要である⼀⽅で、Glu56

は重要でないことが判明した。このことも、神経突起の伸⻑能が細胞保護能とは異なる作⽤機序

によるものであることを⽰唆する結果である。 

 本研究では、ヒト Ngb の細胞保護能には Arg97 および Glu151 は重要ではなく、Glu53、Glu60

および Glu118 が重要であることを明らかにし、ヒト Ngb の神経突起の伸⻑能には Glu60 と

Glu118 が重要であることが⽰唆された。3.4.2 および 4.4 の考察でも述べた通り、Glu53 は北⽅

真獣類、Glu60 はすべて⽣物種、そして Glu118 は両⽣類よりも⾼等な⽣物種で保存されている

ことから、両⽣類よりも⾼等な⽣物種の Ngb には神経突起の伸⻑能があり、北⽅真獣類の Ngb

には細胞保護能があると推定された。このことから、Ngb の機能は⽣物の進化に伴って獲得され

てきたと考えられた。様々な⽣物種間の Ngb の配列アライメントを作成し、先⾏研究に基づき⽣

物種を分類して⽰す（図 37）[61]。 

 ヒトの Glu53 に対応する残基は、北⽅真獣類（Boreotheria）の多くの⽣物種で保存されてい

る⼀⽅で、それ以外の⽣物種では保存されていないことがわかる。特にアフリカ獣類（Afrotheria）

に属するゾウの Ngb は、ヒト Ngb と 92.7%の⾼い相同性を⽰すものの、ヒト Ngb の Glu53 に

対応する残基が Asn であることから、細胞保護能はもたないと考えられる。また 3.4.2 において、

ヒトの Glu53 に対応する残基がアザラシでは Lys になっており細胞保護能はもたない⼀⽅で、

Ngb の局在が神経細胞ではなくアストロサイトにあり、ヒトとは異なる機能をもつ可能性につい

て⾔及した。加えて図 37 に⽰すように、同じ⾷⾁⽬（Carnivora）に属し、アザラシと同様に⽔

中での⽣活に適応しているセイウチの Ngb では、他の多くの北⽅真獣類と同様に Glu になって

おり、アザラシの Ngb は特異的な変異を起こしていることが考えられる。 

 また、ヒトの Glu118 に対応する残基は、ゼブラフィッシュにおいては Gln になっている⼀⽅

で、カエルよりも⾼等な Ngb においては、ヒトと同様に Glu になっている。ヒト Ngb、⿂類 Ngb

およびカエル Ngb のアミノ酸残基の相同性を⽐較すると、ヒト Ngb と⿂類 Ngb 間では 52.3%、

ヒト Ngb とカエル Ngb 間では 66.9%、そして⿂類 Ngb とカエル Ngb 間では 48.4%となってお
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り、カエル Ngb は⿂類 Ngb よりもヒト Ngb との相同性が⾼いことがわかる。このことから、⿂

類から両⽣類に進化する過程で、Ngb をコードしている DNA に⾮常に多くの⾮同義置換が起こ

り、アミノ酸配列が⼤きく変化したことが推定される。このアミノ酸配列の変化に伴い膜透過能

が失われ、同時に神経突起の伸⻑能を獲得したものと考えられる。本研究によって⽰唆されたよ

うに、Ngb の神経突起の伸⻑能は両⽣類よりも⾼等な⽣物種で広く保存されている可能性があり、

神経系における普遍的な意義をもっている可能性が⾼い。Ngb は 2000 年に発⾒されて以来、酸

化ストレスに伴う細胞保護効果については様々な研究がなされてきたが、神経突起の伸⻑能につ

いては 2013 年の報告以来、直接的な研究は本研究以外に 2 報のみであり[40,41]、今後の研究が

期待される。 
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図 37. Ngb の配列アライメント  

Clustal W を⽤いて様々な⽣物種の Ngb の配列⽐較を⾏った。配列の上部の数字はヒト Ngb に

おける残基番号を⽰し、下部の数字は⿂類 Ngb における残基番号を⽰す。ヒト Ngb の Glu53、

Glu60 および Glu118 と相同な残基を⻩⾊で⽰した。ヒト Ngb の Arg97 に対応するオオコウモ

リの Cys と Glu151 に対応するガラゴの Gln を⻘⾊で⽰した。⿂類 Ngb の Lys7、Lys9、Lys21

および Lys23 と相同な残基を⾚⾊で⽰した。 

 

  

KK H -SRGDPH MPDMRGDPH -S PBGMLRMF HPDQ 7PHK RDQ 0SK L -97-7-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

GHKN LWDD -97-7-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

9GDQSQ K B OSD -97-7-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

FM -97-7-3198 8 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

9MCDLRH 9 R -93- -3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

MSQD -97- -3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

3 SP QH RGDPH DR PRHMC BRV M -37-7-3198 9- 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

G D -97-7-3198 9- 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

PLHTMP 0 PN QD -97-7-3198 9- 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

0MMCDC QD -97-7-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

PSQ -97-7-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3333 8 5 98

GHPMNRDP DF A R -97-7 9 9273-0 9 3 3-7 3373 8 2 98

EPMRGDPH - DNG LR 897-0-3198 9 9 73-0 3 93 3-7 3373 8 5 98

DR RGDPH 6NMQQSK - 993 7-8-319- 82 5 57380 13 93 3-7 3373 8 5 98

7PMRMRGDPH 7 RVNSQ -5 93 7-8-319- 9 5 573-0 13 93 3-7 3373 8 5 98

TDQ GHBIDL - 3 9 88 319- 99 7 80 3 93 3 7 3373 8 5 29

9DNRH H LM D - 3 888319 82 573-0 3 93 357 3373 8 5 22

SPR D - 93 88 319- 82 53380 1 3 93 3 7 3373 8 5 22

KNGHAH PMF -2 83 782-319- 8 8 8300 3 93 -3-7-3 3 8 5 0

6QRDHBGRVDQ DAP EHQG -23 -2 2 319 - 3 252 70 1 3 93 -3 7 33 3 5

SFS -23 2 2-319 3 252 70 13 93 -3 7-3353 0 5

0SK L 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

GHKN LWDD 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

9GDQSQ K B OSD 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

FM 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 8 9 8

9 R 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 93 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

MSQD 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 93 - 33 3-2 3 7 7 9 93 8 9 -

M 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

G D - 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 9209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9

0 PN QD 72 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 2209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 8 9 -

0MMCDC QD 72 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 2209 23 - 33 3-2 3 7 7 9 83 - 9 -

PSQ 7- 3 7- 3 0192 3 1 5 - 3 3-- 3 3 2209 23 - 33 3-2 3 7 9 83 8 9 -

DF A R 0- 3 7- 3 0192 13 1 5 - 3 3-- 3 3 920 23 - 33 3-2 7 7 7 9 83 8 9 -

- DNG LR 5 3 7- 3 0192 1 5 - 3 3-- 3 3 22093 23 - 33 3-2 3 7 7 2 83 8 9 -

6NMQQSK 78 3 7- 3 0192 3 1 0 -53 3-- 3 53 2202 23 - 33 3-8 3 2- 83 8 9 5 -

7 RVNSQ 79 3 7- 3 0192 3 1 103 3 3-- 3 53 9202 1 23 - 33 3-2 3 7 7 9- 93 0 9 -357 010783080 078

GHBIDL 78- 3 7- 3 0192 3 1 03- 37 3-- 3 53 2208 2 - - 33 3-2 3 7 9- 1-3 2 89 - 37-

LM D 78- 3 7- 3-0192 1 0 -530 3 - 3 53 2208 23- - 33 3-8 0 7 5 5 9- 23 - 7 2 -

SPR D 78- 3 7- 3 0192 3 1 03-53 3-- 3 53 2208 2 - 33 3-2 3 7 9- 93 2 92- -

PMF 2 8 3 - -0192 1 3 3 3 - 3 3 9209 23- 5 - 33 3- 3 9- 33 5 8 9 09 8-89- 1

DAP EHQG 7- 3 7- 3-0 2 3 1 03 30 3- 3353 9208 5 8 3 - 33 38 3 7 398 3 1 9 25 -02 5

SFS 8 3 7- 3-0 2 3 1 03 30 3- 3353 9208 278 - 33 38 3 8 398 35 9 25 - 2
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