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第 1章

序論

2003年にヒトゲノムの完全解読完了が宣言された(1)。その後も多くの生物ゲノムが解読さ

れ、遺伝子配列情報の蓄積が急速に進んでいる。そして、次の段階として、その遺伝子がコ

ードしている蛋白質の機能を調べるため、蛋白質の構造解析、相互作用解析などの網羅的

解析が進んでいる(2ふ4)。日本では、タンパク 3000プロジェクト(2002-2006年度，

http://mdbpr4.genes.nig.acjp/p3k/)(5)、ターゲ、ツトタンパク研究プログ内ラム(2007-2011，

http://www.tanpaku.org/)(6)と言った、蛋白質の構造解析を目的とした大型プロジェクトにより、

蛋白質構造の網羅的解析がすすめられ、多くの蛋白質立体構造が解かれてきた。

蛋白質立体構造解析、または機能解析のためには、大量の蛋白質試料が必要となる。そ

のため、遺伝子組み換えによる大量発現系を構築する必要がある。大量発現系には、微生

物で発現させる系、昆虫、動物細胞を用いる系、細胞抽出物を用いた無細胞系などがあるが、

コストの面や扱いやすさなどから微生物、特に大腸菌で発現させる系が第一選択肢である。

NMRで蛋白質の立体構造を決定する場合は、安定同位体標識C5N，13C)した蛋白質を調製す

ることが必要であり、そのためには大腸菌で、蛋白質を発現させる系が適している。

しかし、高等生物由来の蛋白質、とくに晴乳類の蛋白質を大腸菌で発現させると、多くの場

合は不活性で不溶性の封入体を作る。活性のある蛋白質を得る手段の一つは、蛋白質全長

ではなく、活性に重要なドメインに分け、ドメイン単位で組み換え蛋白質として発現させ、構造

解析や機能解析に用いる方法である。この場合、研究対象とする蛋白質について、各生物種

のオルソログのアミノ酸配列を比較し、自立的にフォールド可能なドメインを推測、そのドメイ

ンの発現ベクターを構築する。これを大腸菌で発現させ、生産効率、溶解度、安定性、活性を

評価する。配列解析、各種データベースや予測プログラムを利用することで、ある程度のドメ
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イン境界を決めることができるが、完壁には難しい。従って、解析に用いることができるドメイ

ンを得るには、複数の発現ベクターを構築し、得られた蛋白質試料の比較をする必要があ

る。

そこで、発現系構築にかかる時間を節約するため、市販の発現ベクターのTベクター化を行

った。 Tベクターとは、両 3'末端にチミン(T)が 1塩基突出した直鎖状のベクターである(7)。

Taq ONAポリメラーゼで PCRを行うと、ターミナルデオキシヌクレオチドトランスフエラーゼ、活

性のため、 PCR産物の両 3'末端にアデニン(A)が付加される。従って、この PCR産物は、直

接Tベクターと接続することができる。この方法は、 PCR産物の制限酵素処理や、アガロース

ゲルで泳動、切り出し精製といったステップが必要ないため、多数のサンプルを同時並行で

処理することが容易である。しかし、 Tベクターの接続部位は対称で、あるため、理論上、得ら

れたベクターの半分は PCR産物が逆向きに接続されており、発現ベクターとしては適切では

ない。そこで、 PCR産物が発現方向とは逆向きにつながったベクターを制限酵素処理によっ

て除去する方法を考案し、遺伝子の向きの選択が可能な非対称 Tベクター(potential

restriction enzyme selectable asymmetric T -vector : PRESAT -vector)を開発した(8，9)。この

ベクターの使用で、 PCR産物の ORFの向きが適切なものを高い確率で得ることができ、その

まま発現させることが可能である。その結果、 PCRによる遺伝子の増幅から蛋白質発現の確

認まで、にかかる期間を大幅に短縮することがで、きた。第 2章では、この PRESAT -vectorの開

発について報告する。

第 3章では、 PRESAT -vectorの応用として、蛋白質を細胞内へ導入する PTO(protein 

transduction domain) (1 0)と細胞内蛋白質の検出に利用できる LBT(Lanthanide binding tag) 

(11)を融合させる蛋白質発現系について報告する。 PTOは、蛋白質を動物細胞の細胞膜を

越えて中に導入する活性をもっペプチドで、臨床応用への発展を目標として細胞生物学的研

究に使われている。加えて、新規の PTO活性を持つペプチドとして、ヒトインシュリン様成長

因子結合蛋白質(lGFBP)由来のペプチドを同定した。それについても合わせて報告する。
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第 4章では、 PRESAT -vectorを用いて構築した蛋白質発現系によって調製した蛋白質ドメ

インの構造生物学的研究について報告する。 PRESAT -vectorの開発から今固まで、約 8年

の問、 PRESAT -vectorを用いて様々な蛋白質ドメインの発現系を構築し、共同研究者らとと

もに、これらの蛋白質ドメインの構造解析、機能解析を行ってきた。その中から、血管作動性

ペプチド(VIP)、AAA-ATPaseの一つである NuclearValosin-containing Protein-like 2 (NVL2) 

の N末端ドメイン、細胞接着因子 Zonulaoccludens-1 (ZO-l)の PDZドメインに関する研究に

ついて報告する。
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第 2章

構造プロテオミクスにおける可溶性蛋白質ドメインのハイスループットス

クリーニングのための非対称性Tーベクター (PRESAT-vector)の開発

2-1序論

多くの生物のゲ、ノムプロジェクトが完了(1，http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)するにつれ、ゲノム

ワイドな蛋白質の構造・機能相関に研究の焦点が移ってきた(2，3，4)。ゲノムワイドスケール

で、の蛋白質の研究への挑戦には、蛋白質の発現、精製、生化学的分析、構造決定において、

ハイスループットな研究法の発展が必要で、ある。組み換え蛋白質を得る方法として、大腸菌

での発現は、手法が簡単であり、生育速度が速く、コストがかからないと言う点で有利である。

しかし、大腸菌で発現させた外来蛋白質の多くはインクルージョンボディを形成する傾向があ

り、それが主な弱点となっているo研究を進めるためには、プラスミドコンストラクトを素早く作

製し、可溶性の蛋白質や蛋白質ドメインを発現するクローンを得るためのハイスループットシ

ステムが必要である。

Tーベクタークローニングの技術は、 PCR産物のサブクローニングにおいてもっとも効果的

な方法の一つである(5)。蛋白質の構造・機能研究において、 PCRを用いて目的の DNA断片

を増幅する方法は、多くのcDNA増幅断片を同時並行で調製するためのありふれた方法であ

る。しかし、 PCR産物を一般的な突出末端(6)や平滑末端を接続するクローニング法に用いる

のは容易ではないことがよく知られている。そのため、多くの研究室では、研究の出発点に

T-ベクターをもちいたクローニングが使われることが多い。

しかし、発現ライフ、ラリーを構築するために Tーベクタークローニング法を用いることの不都

合な点は、接続に方向性がないことである。 T-ベクター法では、ベクターと PCR産物の接続

は、 3'ーTと3'-Aの突出末端の聞の一塩基対の形成からなり両末端が対称であるため、理論
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上は得られたベクターの半分は PCR産物が逆向きに接続されており、発現ベクターとしては

不適である。そこで、ベクターの Tサイトに部分的に非対称な配列をデザインし、制限酵素を

利用して PCRで増幅した断片が不適切な方向につながったものをのぞく選別法を開発した。

ベクターのクローニングサイトに一つの 3'一T突出末端を作る方法として、二つの異なった方

法が報告されている。一つ目は、 EcoRVのような平滑末端を生じる制限酵素でベクターを切

断し、続いて dTTP過剰の条件で Taqポリメラーゼを用いて 3'末端にチミン(T)を一つ付加す

る方法である(7，8，9)。もう一つは、 Xcml (1 0， 11， 12， 13)や AsoEI/Ramll05/Ahdl(14，15， 16) 

のような制限酵素で切断することにより一組の 3'一丁突出末端をつくる方法である。 Ahdlは、

5'-GATNNN/NNATC-3' (Nは任意の塩基)という配列を認識、切断し、 3'突出末端を生じる制

限酵素である。我々は、 T-突出末端サイトの隣に非対称の配列を生じるように設計した Ahdl

サイトを導入したベクターを作製した。

本章では、 PCRで増幅した cDNA断片を GST発現システム(17)のような蛋白質発現ベクタ

ーに方向性を持ってクローニンク、するための TA-クローニングを基本とした新規の方法につ

いて論述する。 TAークローニングサイトには、一組の Ahdl認識サイトの上流のにある方にの

み、潜在的な Ncol/Ndelサイトを導入し、非対称の TA-ク口一ニングサイトが生じるように設

計した(Figure2-1 A)。この、第二の制限酵素サイトは適切に設計した PCRプライマーと組み

合わせることで、生じるように作ってあり、形質転換前に制限酵素処理を行うことによって ORF

の向きの選択を行うことができる。本章では、このベクターを用いたクローニング法の選択性

の効率、実行可能性、応用性についても併せて議論する。

2-2実験

実験に用いた試薬

制限酵素は、 Ncol， Ndel， Ahdl (New England Biolabs)、BamHI(TOYOBO)を用いた。ライゲ

ーションには、 T4 DNA ligase (Promega)、プラスミド調製には Wizrdplus SV Minipreps DNA 
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Purification System (Promega)、制限酵素処理後のベクターと PCR産物の精製には Wizard

SV DNA gel and PCR Clean-Up system (Promega)を使用したoオリゴヌクレオチドプライマー

は、北海道システムサイエンスより購入した。プラスミドは、 pGEM-T (promega)、pGEX-4T3

(GE Healthcare)、pET-32a (Novagen)、を使用した。 PCRクローニングおの鋳型として、

QUICK-clone cDNA of mouse spleen， human HeLa cell (Clontech)を用いた。

pGEX-4T3を基にした非対称 T-ベクターの構築

3'一T突出末端サイトをつくるためのリンカーを挿入する前に、プラスミドの AmpR遺伝子の

中にある Ahdl切断サイトにサイレントミューテーションを導入し(18)、Ahdl切断サイトを破壊し

Tこo

次に、プライマーdGGATCCGACCATTGGTCCACCTGACTGACGACAGTTTTGAC[front]、

dGGATCCg企豆ATTTGGTCTT A TT AGCCCAGCACCGCCG [rear]を用いて pET-32a/PACAP 

を鋳型として、 550bpの DNA断片を PCRで増幅した。この 550bpは PRESAT-vectorのリン

カーとなるもので、両末端に Ahdlサイト、中央にチオレドキシンをコードしているが、チオレド

キシン部分は、 PRESAT -vectorをAhdlで、切断して直鎖状にした時には除かれるようになって

いる。また、 550bpという長さは、アガロースゲ、ルで電気泳動を行ったときに、 Ahdlで完全に

切断できたプラスミドと、切断できていないプラスミドを分離できる長さである。この PCR断片

は、 Ahdlサイトの外側に BamHIサイトを持つように設計した。この PCR断片を、はじめに

pGEM-Tにサブクローニングし、増幅した550bpの部分の塩基配列を確認した。次に、 550bp 

のリンカーを BamHIで切り出し、 AmpRに点変異を導入した pGEX-4T3のスロンビン認識サイ

ト下流の BamHIサイトに挿入した。このベクター2.5μgをAhdlで処理し、両 3'末端に一塩基

突出した dTを持つ直鎖状にした。アガロースゲルで電気泳動、精製後、およそ 1.5μgの直鎖

状 pGEX-4T3-PRESATvectorが得られた。調製した pGEX-4T3-PRESATは、次の実験に用

し、Tニ。

9 



PRESA T -vectorを用いた GST融合蛋白質ドメイン発現系の並行構築

ヒト、マウスの SNX15aと酵母、マウス、ヒトの Vps4bの MITドメインを増幅するための PCR

プライマーを設計した。前方のプライマーは、 GSTに続いてフレームが合うようにアミノ酸のコ

ドンから始まり、末端の塩基が 5'-GGとなるのを避けるように設計した。後方のプライマーは、

ドメインの C末端の後ろに終始コドンを含み、 5'末端の塩基が 5'ーGGとなるように設計した。

この 5'ーGGは、 PCRで増幅した DNA断片が、 pGEX-4T3-PRESATに逆方向の ORFでつな

がったときに、第 2の Nco/サイトとなる配列の一部で、あるoこの新しく生じる Nco/サイトは、

ORFの方向の選別の段階で年IJ用した。 TaqONAポリメラーゼ、を使った PCRで増幅した DNA

を直鎖状 pGEX-4T3-PRESATと混合し、 T4 DNA ligaseを加えて 4
0
C16時間、ライゲーション

反応を行った。次に、このライゲーション混合物を OH5αヘ導入し、 DH5αはコロニーに単離せ

ずに混合物のままで抗生物質アンピシリンを含むしB培地で培養し、プラスミドを調製した。調

製したプラスミド200ngをNco/で、処理し、そのうちの 10ngを用いて発現用大腸菌 BL21(DE.1)

を形質転換し、 LBプレート上で、コロニーを形成させた。単離したコロニーを用いて、蛋白質発

現実験を行った。

GSτ融合蛋白質の発現実験

5種類のGST一MIT発現ベクターのクローンをそれぞれ5個ずつLB-グルコース培地で37
0
C

で培養した。菌体の濁度が 00600=0.4になったところで、組み換え蛋白質の発現の誘導を IPTG

(1mM)で、誘導した。誘導後、 3時間培、集菌し、細胞抽出物の SDS-PAGEを行い蛋白質の発

現を確認した。細胞は、緩衝液[0.15M NaCI、20mM Tris-HCI (pH7.5)Jに懸濁、超音波破砕を

行い、遠心分離後、 SDS-PAGEで分析し、可溶性と不溶性の GST-MIT蛋白質の量を見積も

った。

次に、 CDNB比色分析を用いて、可溶性画分に含まれるGST一MIT蛋白質の量を見積もった。

2μLの破砕上清を 1mLのCONB分析緩衝液[1mM CDNB， 1 mM GSH， 0.1 Mリン酸力リウ

ハ
υ
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ム(pH7.5)]に加え、室温で、波長 340nmの吸光度の上昇を測定した。

安定同位体15N標識マウス Vps4b-MITドメインの調製

15N標識融合蛋白質 GST-MIT(mVps4b)を得るために、 pGEX-PRESAT-MIT(mVps4b)をも

っBL21(DE$をまず、 L8培地で培養し、そのうち 0.5mLを、唯一の窒素源として 0.7g/L 

15N-NH4CIを含む M9培地 100mLに加えて 300Cで 16時間培養し、 900mlの15NM9培地に

加えた。培養を続け、濁度が OD600=0.4となったところで、IPTG(1 mM)を添加し、組み換え蛋白

質の発現を誘導後、さらに 6時間培養した。

集菌した菌体を 50mLの破砕緩衝液に懸濁し、超音波により破砕、遠心分離により不溶性

画分を除いた。可溶性画分より、 GST-M汀融合蛋白質を Glutathione-SepharoseFast円ow

(GE Healthcare)を用いたアフィニティクロマトグラフィーによって精製した。培地 1Lの培養から

得た融合蛋白質に、 150ユニットのウシスロンビン(GEHealthcare)を加え、 25
0
Cで 20時間切

断した。次に、 MITドメインを陰イオン交換クロマトグラフィーで精製し、 SDS-PAGE にほぼシ

ンク、ルバンドで、あることを確認した。 15N-M9培地 1Lの培養により MITドメイン 6mgが得られ

Tこ。

NMR 

NMR測定は、 8rukerAvance DRX 500-MHz NMR spectrometerとZ軸磁場勾配のクライオ

三次元共鳴プローブ、を用いた。 NMRサンプルは、 15N-MIT(mVps4b)1.3 mgを300mlの NMR

緩衝溶液 [50mM NaCI，、 25mMリン酸ナトリウム (pH5.5)、2%グリセロール]に溶解した。

1H-15N HSQC(19)は、 echo-antiechomethod (20， 21 )に従って 8回積算、 256データポイント、

250Cで取得し、 nmrPipe(22)でデータ処理を行った。
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2-3結果と考察

非対称 T-ベクターの構築

Figure 2-1に、制限酵素処理を用いて cDNA断片の挿入の ORFの方向の選別を行う方法

について示した。この方法では、目的とする方向の ORFのプラスミドと、逆方向の ORFのプラ

スミドを区別するために、プラスミドを宿主の大腸菌ヘ導入する前に制限酵素処を行うという

安価な選別法を用いた。そのためにcDNA増幅のPCRに使用する後方プライマーは、 5'-GG

または5'ーATGの配列で始まり、前方のプライマーはつそれぞれ5'-GG、5'-ATGを避けるよ

うに設計した。これは、プラスミドの TA-クローニングサイトの上流に潜在的な Nco//Nde/サイ

トを設計してあるため、例えば、後方のプライマーに 5'ーGGを持つプライマーを用いて増幅し

た cDNAが TA-クローニングサイトに逆方向につながった場合にのみ、新しい NcoIサイトが

できるという仕組みである。同様に、後方のプライマーが 5'ーATGから始まるもので増幅した

cDNAの場合だと、閉じ場所に Nco/サイトの代わりに新しい NdeIサイトができる。そのため、

挿入した DNAが逆方向に接続したものは、 Nco/または Nde/で切断され直鎖状プラスミドとな

り、これは大腸菌ヘ導入した時に排除される (Figure2-1 B )。この新規の方法

を、 "PRESAT-vector法"(Eotential _sestriction gnzyme豆electable全symmetricI -vector)と

名{寸けた。

PRESA T -vectorを用いた GST融合蛋自質ドメイン発現系の並行構築とその効率の検証

Figure2-2は、 GST融合発現ベクターの並行構築における挿入 DNA断片のアガロースゲル

電気泳動と、発現蛋白質のSDS-PAGEの結果である。 PRESAT -vector法の効果を示すため

に、 pGEX-4T3 由来の GST融合蛋白質発現ベクターを Tーベクター化した、

pGEX-4T3-PRESATを用いて、 "MIT"(23)と名付けられた約 70アミノ酸からなる推定の蛋白

質ドメインをコードする 5つの遺伝子の発現系を構築した。それぞれの遺伝子は、酵母のゲノ

ムDNA、または市販のマウス、ヒト日rst-strandcDNAから標準的なTaqポリメラーゼを用いて

12 
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Figure 2・1

Concept of the asymmetric directional T-vector. 

(A) Construction of pGEX-4T3・PRESATand direct c10ning of PCR product in pGEX・4T3・

PRESAT. (8) The schematic representation of the ORF selection method using potential 

restriction enzyme site. The figure illustrates the case in which Ncol is chosen as the 
second restriction enzyme for selection. The rear PCR primer is designed with 5'・GGat the 

5' end， so that only the ligated plasmid with insert in the reverse orientation will have the 
Ncol site at the TA・cloningposition. For Ndel selection， the rear primer with 5'.，;ATG is used 

instead of the 5' -GG prime仁

NcoI 
NcoI digest 
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Figure 2・2

Parallel construction of the five putative protein domains as GST-fusion proteins. 

(A) Overexpression of GST・fusionprotelns. Whole-cell extract of randomly selected E. coli 
BL21 (OE3) colonies carrying recomblnant plasmid were analyzed on 15% SOS事 PAGE.(Lane 

M) Molecular standard， (Ianes a1-a5) yeast Vps4， (Ianes b1・b5)human Vps4b， (Ianes c1・c5)

mouse Vps4b， (Ianes d1・d5)human Snx15a， (Ianes e1・e5)mouse Snx15a. (B) Analysis of 

soluble and insoluble fractions of the GST・MITfusion proteins. s and i represent soluble and 

insoluble fractions， respectively. (Lane 1) Yeast Vps4， (Iane 2) human Vps4b， (lane3) mouse 

Vps4b， (Iane 4) human Snx15a， (lane5) mouse Snx15a. (C) colorimetric CONB assay of 

soluble fractions of the five GST・MITfusion proteins. (Open circle) Human Vps4b， (削除dcircle) 

mouse Vps4b， (open triangle) yeast Vps4， (open square) human Snx15a， (川edtriangle) mouse 

Snx15a. (0) Colony PCR analysis of the randomly selected colonies臼 rryingGST-MIT fusion 

vector. (Lanes a1-a5) Human Vps4b， (Iane b1・b5)human Snx15a， (Ianes c1・c5)yeast Vps4， 

(Ianes d1・d5)mouse Vps4b， (Iane e1・e5)mouse Snx15a. 

PCRで増幅し、直鎖状にした pGEX-4T3-PRESA Tへ挿入、ライゲーシヨン反応を行った。ライ

ゲーション後の混合液で大腸菌DH5αを形質転換し、正しい方向のORFのプラスミドと逆方向

の ORFのプラスミドを持つ大腸菌が混在した状態で液体培地で培養し、増幅したプラスミドを
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調製した。次に、目的の方向に挿入されたDNAを持つプラスミドの選別のために、調製したプ

ラスミドをNcolで、切断し、それをBL21(DE:1)ヘ導入した。 5種類のコンストラクトそれぞれから、

5個の大腸菌コロニーを単離し、蛋白質発現実験に用いた。 SDS-PAGEで分析したところ、 25

コロニーのうち 23コロニー(すなわち 92%)が期待した分子量の融合蛋白質を発現していた

( Figure2-2A)。次に、期待した分子量の GST融合蛋白質を発現したそれぞれのコロニーの、

発現した蛋白質の溶解度の分析を行った。溶解度の分析は、大腸菌溶解液、超音波破砕後

の可溶性画分と不溶性画分に含まれる蛋白質を、それぞれ SDS-PAGEとCDN8assayの両

方で行った(Figure2-28， C)。これまでの実験とは別に、 5種類のコンストラクトのそれぞれ 5

つのコロニーについて、コロニーPCR法によってインサートを持たないライゲーション産物の

割合を分析した(Figure2-2D)0 25のコロニーのうち 23(すなわち 92九)のコロニーが、目的の

遺伝子断片に等しい長さのインサートが入ったプラスミドを持つことが分かつた。それゆえに、

この PRESAT法を用いることで、期待した融合蛋白質を発現する正しい方向に遺伝子がつな

がったプラスミドを高効率に得ることがで、き、不必要な陰性クローンの分析の手間を大きく減

少させることができるため、クローニングの費用と時間の節約することができた。

クローニングしたmVps4bMITドメインのNMRサンプルの調製

安定同位体標識 GST-M汀融合蛋白質を調製するために、 pGST-PRESAT -MIT(mVps4b)を

もっコロニーを唯一の窒素源として15N-NH4CIを含む M9最少培地で培養した。発現した融合

蛋白質は、 GSHアフィニティクロマトグおラフィーで、精製し、スロンビンでGSTとMITドメインの聞

を切断し、陰イオン交換クロマトグラフイーを用いて目的のMITドメインを単離した。 mVps4bの

MITドメインの標識効率は、 lH-15NHSQCスペクトルlこよって示した(Figure2-3)o90%以上の主

鎖のアミド由来の良く分離しシャープなシグナルが得られ、 MITドメインは単量体ドメインの構

造であることが示された。その後、ヒトVps4bMITについて構造解析を進め、立体構造決定が

なされた(24， PDB ID: 1 WEO)。
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Figure 2・3

An example of 1H_1SN HSQC spectra of a purified MIT domain of mouse 

Vps4b obtained by this method. 

1H_15N HSQC spectra was acquired with eight transients and 256 increments 
according to echo-antiecho method at 25 oC， nad processed with nmrPipe. 

PRESA T -vectorの可溶性蛋白質発現系構築のための HTSへの応用

ニつの Ahdlサイトを持つリンカーを用いることで、どんな宿主の発現ベクターでも非対称T-

ベクターに変換することができるため、 PRESAT -vectorの選別法は一般的に適用可能である。

本研究では、バイクテリアの組抽出物中で、組み換え融合蛋白質の検出が容易で、あることから、

大腸菌の GST融合蛋白質発現系(17)を選んだ。可溶性の細胞抽出物中の GST融合蛋白質

の量は、比色 CDNBassayによって容易に見積もることがで、きる。 CDNBassayによって見積

もった可溶性画分の GST融合蛋白質の量は、 SDS-PAGEでの結果と正確に一致するもので

はなかったが(Figure2-2B，C)'、この比色分析法は、 96ウェルプレートを用いた HTSにおいて

はかなり有益な方法である。 GST融合蛋白質の発現ライブラリーを用いた可溶性融合蛋白

16 



17を選別するための HTSにおいて、伝統的な Tーベクター法を適用した場合は、インサートが

逆方向に接続したプラスミドから生じる副産物による偽陽性の結果が多く生じることになる。し

かし、 PRESAT -vector法では、目的の方向にインサートが接続し、可溶性の GST融合蛋自

民をコードしたプラスミドをもっコロニーが 90弘以上の高効率で、単離できた。

TAークローニングのライゲーション効率は非常に高いことが知られており、興味がある蛋由

貿の可溶性の領域を得るための HTSにPRESAT -vector法の使用は非常に有用であると考

えられる(Figure2-3)。本章で述べた方法を応用することで、 96ウエルプレートと溶液を扱うこ

とができる装置を用いて研究室レベルで自動化することが可能である。緑色蛍光蛋白質

(GFP) (25， 26)や、pガラクトシダーゼ、(27)などを融合相手とした、 invivo、invitroでの比色法を

用いたHTS法のアイデアは、これまでにもいくつか提案されている。しかし、 GST融合蛋白質

は、 GSHビーズを用いてアフィニティ精製が簡単に行える、庁1vitroでの生化学的なリガンド結

合実験に適している、安定同位体標識の NMRサンプル調製のような構造生物学に用いるだ

けの量の蛋白質を大腸菌で発現させることができるという点で、有益である。

結論

第 2章では、 PRESAT -vectorを用いた PCRクローニング法の使用の実行可能性と適応性

について述べた。 PRESAT -vectorを用いた組み換え蛋白質発現系の構築では、高効率の

ORF方向選択が可能であり、ベクター構築における費用と時間の抑制につながることを示し

た。 PRESAT -vector法は、ハイスループットな構造・機能プロテオミクス研究において、大きな

潜在能力を秘めている。
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第 3章

PRESA T -vectorを用いた研究 1，..."，細胞への蛋白質導入系への応用~

3-1生細胞への蛋白質導入と可視化のための LBT/PTDタグ融合蛋白質発現ベク

ターの開発

3-1-1序論

外来蛋白質を細胞膜を超えて細胞内へ導入する方法は、蛋白質治療における鍵となる技

術である(1)。小さな分子やペプチドと異なり、蛋白質は動物細胞の細胞膜の外側から細胞内

ヘ浸透することができるだけである。蛋白質導入ドメイン(proteintransduction domain; PTD)と

して知られている、 HIV-T AT(2，3)、DrosophilaantennapediaのDNA結合ヘリックス(4)、合成ポ

リアルギニンペプチド(5)などのいくつかのアルギニンに富むペプチド配列は、蛋白質導入に

おける運び手としての役割を果たす。最もよく知られている PTD の一つである

HIV-TAT(49-57， RKKRRQRRR)は、臨床応用への発展を目標として細胞生物学的研究に広く

使用されている。 HIV-TAT(49-57)は、 120kDaまでの様々な分子量の蛋白質を導入できるこ

とが知られており(6)、また蛋白質の N末端、 C末端どちらに融合した場合で、も活性を持つ(7)。

この技術の研究における主な難点は、ベクターの構築と融合蛋白質の精製が面倒なことであ

る。

細胞への蛋白質導入実験において、導入した蛋白質を検出する方法が問題である。蛋白

質の取り込みの進行をモニターするためには、蛍光標識抗体、化学修飾、緑色蛍光蛋白質

などを用いた蛋白質の蛍光の検出が必要である。近年、様々なランタニドに Kd57 nMから 4

μMの範囲で結合するようにデザインされた 17アミノ酸のランタニド結合タグ(Lanthanide

binding tag; LBT)が開発された(8，9)0 Tb3
+の場合、 LBTーランタニド複合体は蛍光シグナル
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(λex=277 nm，入em=540nm)の上昇が生じるため、しBT-融合蛋白質の検出に使用することがで

きる。

本章では、バクテリアで、発現させ、動物細胞に導入できるしBT/PTDタグ融合蛋白質につい

て述べる。加えて、ヘパリンアフィニティークロマトグぉラフィーと、 Ni2+アフィニティクロマトグ、ラフ

ィーを用いた簡単な3ステップ精製法を確立した。また、 LBT/PTDタグ融合蛋白質発現ベクタ

ーのクローニングサイトは、 PRESAT-vector 5，去(10)を基にした方向性を持ったPCRクローニン

グが可能なように設計した。 LBT/PTDタグ融合系の発現、精製、細胞への導入、細胞内での

可視化の能力は、 GSTをモデル蛋白質として用いた実験によって示した。

3-1-2実験

実験に用いた試薬

制限酵素 AhdI、KpnI、NdeI、XhoI、BamHIは、 NewEngland Biolabsのものを使用した。ライ

ゲーションと DNAの精製には、 T4 DNA ligase、Wizardplus SV Minipreps DNA purification 

System、WizardSV Gel and PCR Clean-up System (すべて Promega)を用いた。オリゴヌクレ

オチドプライマーは、北海道システムサイエンスに合成を依頼した。発現用プラスミドは、

pGEX-4T3 (GE Healthcare)を改変して用いた。 PCRクローニングには、 rT aq (T AKARA)を使

用し、 PCRの鋳型として、 GSTはpGEX-4T3を、 Ubiquitinは変異 Ubiquitin遺伝子を含むプラ

スミド(11)を用いた。

ベクター構築

N末端に LBTタグ(MGYIDTNNDGWYEGDELLA)、続いて非対称な二つの Ahdlサイトを持つ

PRESATりン力ーをコードしているプラスミドは、 pET-TRX-PRESAT(11)を基にして TRX-His6

の部分を LBTに置き替えた pET-LBT -PRESA Tを作製した。

TATペプチド(YGRKKRRQ RRR-stop)をコードする合成オリゴヌクレオチド二本鎖を、
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pGEX-4T3の GSTのC末端側の BamH/とXho/サイトの聞に接続し、 GST遺伝子の 5‘末端

の開始コドンのところに、新たな Nde/サイトを作った pGEX-GST -PTD TATを作製した。次に、

両末端に Nde/サイトを持つ LBTをコードした遺伝子断片を pGEX-GST-PTDの GST遺伝子

の5'末端側ヘ挿入し、 pGEX-LBT-GST -PTDTATを作製した。

次に、 AmpR遺伝子中の Ahd/サイトを GeneEditor(Promega)を用いた点変異導入によって

破壊した。その後、 pET-LBT -PRESA Tの LBT-PRESATの部分を Nde/-BamH/で切り出し、

pGSX-GST-PTDの LBT-GSTの部分と入れ替えた pGEX-LBT-PRESA T -PTD TATを作製し

た。

pGEX -LBT -PRESA T -PTD TATは、 Ahd/で切断することで、非対称TAク口ーニングが行える。

これを用いて、マウス ubiquitin変異体(L8A/I44A/V70A/D77;UbM
)と、マウス neurotrophin

receptor p 75 death domain (336-420; NTRDD
)のクローニングを行った。

蛋白質認製

それぞれの蛋白質発現用ベクター(pGEX-LBT-GST -PTD TA丁、 pGEX-GST-PTDTAT、

pGEX -LBT -UbM-PTD TAT、pGEX-LBT -NTRDD_PTD TAT)を導入した大腸菌 BL21(DE:1)を LB-グ

ルコース培地で 30
0
Cで培養した。培養液の細胞密度が OD600がおよそ 0.4となったところで

IPTG(l mM)を添加し、組み換え蛋白質の発現を誘導した。その後 20
0
Cで約 24時間培養し、

集菌した。菌体は、破砕緩衝液[50mMリン酸ナトリウム(pH7.4)、 300mM NaCI]中で超音

波破砕を行い、遠心分離によって不溶性国分を除去した。 LBT/PTD融合蛋白質は、

Heparin-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)、Ni2
+アフィニティクロマトグラフィ一、

Heparin-Sepharose Fast Flowの順に連続したアフィニティークロマトク、ラフィーによって精製し

た。まずはじめに、細胞抽出液を Heparin-Sepharoseカラムに添加し、 [50mMリン酸ナトリウ

ム(pH7.4)， 300 mM NaCI]でカラムを洗った後、 [50mMリン酸ナトリウム(pH7.4)， 1 M NaCI] 

で、カラムに結合した蛋白質を溶出した。次に、溶出液を Ni2
+イオンキレートカラムにアプライし、
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同じ緩衝液で、洗浄後、 [50mM リン酸ナトリウム(pH7.4)、 0.1Mイミダゾール]でカラムに結合

した蛋白質を溶出した。最後に、 Ni2
+イオンキレートカラムからの溶出液を、もう一度

Heparin-Sepharoseカラムに添加し、はじめと同様に洗浄、溶出した。またこれとは別に、

LBT -GST -PTD TATを、一般的なプロトコールに従って glutathione-sepharoseFast Flowをもち

いた GSTアフィニティークロマトグラフィーで、も精製を行った。 Tb3
+キレート LBT-GST-PTDTAT

は、精製後の 100μMの蛋白質溶液に、 Tb3+ストック溶液(10mMとなるように水にとかしたも

の)を、 50μMとなるように加えて調製した。 Tb3
+の濃度を蛋白質濃度の半分にしたのは、フリ

ーの Tb3
+が細胞に影響を与えるのを防ぐためである。

細胞株

実験には、 HeLaと NIH3T3を用いた。これらの細胞は、 10%(v/v)ウシ胎児血清、 100

unit/mLのペニシリンとストレプトマイシンを加えた Dulbecco's modified Eagle' s medium 

(DMEM)用いて、 37
0

C、5%C02の環境下で、培養した。

細胞への蛋白質導入

HeLa又は NIH3T3を6ウェルディッシュ(SUMILON)で 30%コンフルエントになるまで培養し、

1-2μMとなるように精製した組み換え蛋白質を加えた DMEMに培地を交換した。その後 5時

間培養を継続し、 PBSで2回洗浄後、トリプシンを用いて細胞を剥離した。テ、イツシュから剥離

した細胞を一度 PBSに懸濁し、細胞数を数えた後、それぞれの細胞数が 106となるように調

整して細胞を回収した。それぞれの細胞を、 50μしの細胞溶解液[0.1M Tris-HCI (pH 7.5)， 1% 

SDS， 1% 2ーメルカプトエタノール]に溶解した。調製した細胞溶解物の SDS-PAGEを行い、

PVDF膜に転写後、細胞内に含まれる GST融合蛋白質を 20，000倍希釈の antiGST抗体

o、~acalai tesque)、続いて HRP標識 antimouse IgG抗体(Promega)で、検出し、 ECL-plus (GE 

Healthcare)を用いて可視化した。
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また、別に回収した細胞を CellLyticM solution (Sigma)を用いて溶解し、 1mgのイソペプチ

ダーゼーT(iso-T， UBP5， BIOMOL International， PA)を加えて 37
0
Cで 2時聞置いた。また、

iso-Tを加えていない対象サンプルは、氷上で 2時間置いた。その後、これらのサンプルも、

上記と同様にウエスタンプロットにより検出した。

蛍光顕微鏡による観察

35mmディッシュにカバーガラス(Matsunami)を入れたものまたは、 35mmのガラスボトムデ

ィッシュ(Matsunami)(こ細胞を 30弘コンフルエントになるまで培養した。これに、 Tb3
+フリーまた

はTb3
+をキレートさせた組み換え蛋白質を終濃度 2mMとなるように加えた DMEMを用いて、

上記と同様に細胞への蛋白質導入を行った。 5時間後、細胞を PBSでニ回洗浄し、メタノー

ル中に、 -20
0
C、20分間置き、細胞をガラスに固定した。固定後、 0.1弘Tween20を含むTBSで

2回洗浄し、 0.1% Tween20、1弘ウシ胎児血清を含むTBSで希釈したantiGST抗体に浸し、

40Cで一晩置いた。洗浄後、同様の TBS で、希釈した二次抗体(Cy3™-conjugate anti mouse 

IgG antibody， SIGMA)に室温で 1時間反応させ、 TBSで洗浄した後、 ProlongAntifade 

mounting medium (Molecular Probes)を用いて封入した。また、 Tb3
+キレート LBT-GST -PTD TAT 

を導入したサンプルで、は、固定後、 DAPI(10ng/ml)を加えたPBSに5分間浸した後、封入した。

また、ガラスボトムディッシュでt音養した細胞を用いた実験で、は、細胞を PBSで、洗った後、固

定せずにそのまま細胞を観察した。

細胞内へ入った蛋白質の観察は、蛍光顕微鏡(lX71， DP70 color CCD camera system; 

OLIMPUS)を用いて行った。 Tb3
+由来の蛍光の観察には、 UV-excited/wide range 

VIS-emitted mirror unit (U-MWU2， OL YMPUS)を用いた。
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3-1-3結果と考察

LBT/PTDタグPRESATベクターの構築

LBT/PTDタグ PRESATベクターのマップと、 PCRで増幅した DNA断片の方向性を持った

TAクローニング法の概要を Figure3-1-1に示した。遺伝子は、 PRESATベクターをAhdlで切

断することでできた二つの 3'-T突出末端部の聞に接続する。前方のプライマーはと後方プラ

イマーは、それぞれしBTとTATの遺伝子とフレームが合うように、終始コドンなしで、設計した。

加えて、物nl処理によって、目的の方向の ORFを選別するために、後方プライマーの 5、末端

に5'一ACCを付加した(Figure3ート1b)oPCR産物が反対方向にベクターとつがなった場合、そ

のベクターは Kpnlによって切断されるため形質転換後にこのベクターを持つ大腸菌のコロニ

ーは生じない。その他の条件は、第2章で作製したpGEX-4T3-PRESATと同様の条件を適応

しTこ(10)。

しBT/PTD融合蛋白質のアフィニティ精製

LBT/PTD融合蛋白質全般に広く適用できる精製法を開発するために、 TATなどの PTDが

ヘパリンヘ結合し(12，13)、LBTが Ni2
+キレートカラムに結合することに注目した。 Franzらの研

究では、 Hisx6タグに近筏したTb3
+キレート LBTの蛍光がNi2

+イオンにより干渉されることを示

しており、これは N伽が LBTに直接結合していることを示唆する結果である(9)。実際、大腸菌

抽出物から蛋白質を純度良く精製するには十分な結合力ではないものの、 LBT-GS丁、

LBT-GST-PTDTAT(Figure3-1-1a， lane 3)が Ni2
+キレートカラムに結合することがわかった。そ

のため、 LBT/PTD融合蛋白質、 LBT-GST -PTD T灯、の精製二つのアフィニティクロマトク、ラフ

イ一法を組み合わせた精製法を採用した。 Heparin-Sepharose、次に Niに chelating

Sepharoseカラムにより精製を行ったところ、 SDS-PAGEでメインバンドになる位に純度良く精

製することがで、きた(Figure3-1-2alane 3)。次に、さらなる精製しと、蛋白質溶液に含まれるイ

ミダゾールと Ni2
+イオンを除くために、ト1i2

+-chelating Shpharoseカラムから溶出したサンプルを、
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再び Heparin-Sepharoseカラムで精製した。その結果、 heparin-Ni2
+寸】eparinアフィニティカラ

ムにより精製したし8T-GST -PTD TATは、 glutathione-Sepharoseカラムで閉じ蛋白質を精製し

た時(Figure3-1-2alanr 4， 6)と比べて、十分な純度で、得られた。

A 
tac 

B 

Figure 3・1・1

T/A・cloning

Met Gly 1vr Ile Asp Thr Asn Asn ASP Glv 
5' • .ATG GGA TAT ATA GAT ACA AAC AAT GAT GGA 
3' . . TAC CCT ATA TAT CTA TGT TTG TTA CTA CCT 

Trp TVL Glu Glv Asp Glu Leu Leu Ala His Met 
TGG TAT GAA GGA GAT GAA CTA TTA GCA CAT ATG 
ACC ATA CTT CCT CTA CTT GAT AAT CGT GTA TAC 

ASp Gly.. (target gene).. Met val Gly Ser 
GAC GGT ••• ••• ••• ••• ••• .TG GTC GGA TCC 
CTG CC. ••• ••• ••• ••• ••• TAC CAG CCT AGG 

TYr Glv Ara Lvs Lvs Ara Ara Gln Ara Ara Ara 
TAT GGG CGC AAG AAG CGT CGG CAA CGT CGG CGC 
ATA CCC GCG TTC TTC GCA GCC GTT GCA GCC GCG 

* 
TAG CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA CTG ..3' 
ATC GAG CTC GCC GGC GTA GCA CTG ACT GAC ..5' 

氾αx-ーー//ーー-XG訂 A

A以 xx-ーー//-0.::2(CC企
コヨー

ORF direction 

+ 

KpnI digest ORF selection "，，" 

dcル

Construction of the LBT IPTD・dual-taggedPRESAT-vector. 
(A) Vector map of pGEX・LBT-PRESAT-PTOafter Ahdl digestion. The amino acid sequences 
corresponding to LBT and PTO丁目tare underlined. (B) Schematic representation of the 
unidirectional TA-cloning of the PCR fragment into pGEX-LBT-PRESAT・PTDTat.The gene is 
cloned and further subjected to ORF selection by Kpnl treatment. The rear PCR primer is 
designed with an addition of 5'-ACC at the 5' terminus， so that only the ligated plasmid with 
the insert in the reverse orientation will have the Kpnl site at the TA-cloning position. 
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HeLa締胞、 NIH3T3細胞へのしBT/PTDタゲ融合 GSTの導入

LBT -GST -PTD TATの C末端に融合した HIV-TatPTDタグは、効果的に細胞内へ蛋白質を

導入することがこれまでにも示されている。L8T-GST -PTD TATと GSTをそれぞれ HeLaと

NIH3T3の培地に加え、培養した。その後、トリプシン処理によって細胞をディッシュから剥離

し、細胞表面に吸着した蛋白質を P8Sで洗い、導入した蛋白質の分析に用いた。ウエスタン

ブ‘ロットの結果、 HIV-TATペプチド、を融合した GSTのみが細胞内へ取り込まれていることが

示された(Figure3ート2b)。

Figure 3・1・2

A 
123 4567  

吋 軸醐術、

事藤剛剛山…ωω

"糊崎“・，

B 123456  
HeLa NIH3T3 

剣勝

50K 

40K 

30K 

20K 

Purification of LBT-GST-PTDTat by different a行initychromatography (A) and its delivery 

to Heしaand NIH3T3 cells (B). 

(A) 15 % SDS-PAGE showing the purification step of LBT-GST-PTDTat. lane 1， crude extract， 

lane 2， eluent from the first heparin Sepharose， lane 3， eluent from Ni2+-chelating Sepharose， 

lane 4， eluent from the second heparin Sepharose， lane 5， molecular weight marker， lane 6， 

LBT-GST-PTDTat purified by glutathione-Sepharose， lane 7， GST purified by glutathione-

Sepharose (as a control). (B) Western blotting of LBT-GST-PTDTat recovered from HeLa and 

NIH3T3 cells after cellular protein delivery experiments. Approximately 106 cells were collected 

after incubation with different proteins， disrupted， electrophoresed， blotted and detected by anti 

GST antibody. lane 1， HeLa with LBT-GST-PTDTat， lane 2， HeLa with GST， lane 3， HeLa only， 

lane 4， NIH3T3 with LBT-GST-PTDTat， lane 5， NIH3T3 with GST， lane 6， NIH3T3 only 
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細胞を蛍光顕微鏡で観察すると、 LBT-GST -PTO TATは核の周囲に点状に存在し

(Figure3-1-3b)、この結果は、 GST-Tat-EGFPを用いた実験で、報告された結果とよく似ていた

(14)。これは、 PTOによって導入した蛋白質のほとんどはエンドサイトーシス小胞内にあり、一

部のみが細胞質内まで入ることがで、きるとしづ報告とも一致する結果であった。今回の実験

で‘は導入した蛋白質の細胞内での活性は調べなかったけれども、細胞へ導入した蛋白質の

ウエスタンブロットでは GST抗体で、検出した LBT-GST -PTO TAT融合蛋白質の一部が高分子

量のラダーになっていた(Figure3-1-4a)。この結果は、導入した蛋白質の一部が、 導入後に，

おそらくユビキチン化であると思われる修飾がされていたことを示唆する。細胞抽出物をイソ

ペプチダーゼ Tで、処理することでこれらの高分子量の蛋白質が減少したことから、この仮説

は部分的には証明できた(Figure3-1-4b)。それゆえに、導入した LBT-GST-PTOTATの一部は

ユピ、キチン化などの修飾が起こる細胞質内へ入っていると言える。また、 N 末端にしBTを融

合した場合でも、 HIV-Tatの蛋白質導入活性に影響は見られなかった。

A B c D E 

HeLa 

3T3 

Figure 3・1・3
ProteIn transduction of Tb3+-free and Tb3+-chelated LBT-GST-PTDTaljnto HeLa (top) and 
NIH3T3 (bottom) cells. 

(A， B) Cells were incubated with 1 mM GST (A) or 1 mM LBT-GST-PTOTat (Tb3+-free) (B). After 
methanol fixation， the tagged proteins were visualized by anti-GST antibody with Cy3™-anti 
mouse IgG antibody， whereas the nuclei were stained by OAPI， and the two images were 
overlaid. (C-E) Cells were incubated with a mixture of 1 mM Tb3+ and 2 mM LBT-GST-PTOTat， 

and visualized by Tb3+ fluorescence after fixation and OAPI staining (C) or in living cells without 

fixation (0). Oifferential interference contrast images of the same region as 0 (E). 

29 



G
U
2
A
圃

+

内
同
圃

T

・

•• 11a
o
 

円
F
M-

c
e

-

-t
 

J

-

E
J
ト
』

4 3 2 B 1 
司

4
4

可・nu 

a司

a9

-
M
+
 

。o
，A
圃

5

+

7
H
-
1
+
 

6

・uH

5

i
E
UH
A'
 

4
庁
-
5
φ

3
H
-
1
+
 

2
N-
u
 

A 

Figure 3-1-4 
Western blotting ot LBT-GST・PTDTatrecoveredfrom NIH3T3 and HeLa cells after cellular 

protein dellvery experiments. 

(A) lane 1， GST alone input (control， 1 pmol)， lane 2・5，recovered protems from NIH3T3， lane 6・

9， recovered proteins from HeLa， lane 10・12，しBT-GST-PTDTaIinput (cOnlrol， 1， 0.5， and 0.1 

pmol， respeclively).lane 2・9，protelns Indicaled were Incubaled wilh Ihe cells for the Indicaled 

time (hours). In Ihe lanes 4， ，5， 8 and 9， Ihe prolein slgnals of larger molecular welghl were 

marked (black bar). (B) lane 1 and 4， molecular weight marker， lane 2 and 3， GST alone inpul 
(control，5 and 10 ng， respectively)， lane 5 and 6， recovered protelns from Hela wllhoul and 

with isopeplidase-T Irealment. In Ihe lane 6， Ihe protem slgnals of larger molecular weighl 
(black bar) were diminished. In Ihls expenmenl， endogeneous proleases were not Inhibited， 

resullmg the Increase of the signals of smaller molecular welght. 

Tb
3
+キレートLBT/PTDヲグ蛋白質のHeLa、NIHJTJ細胞への導入と、その蛍光顕微鏡による

検出

Tb3・キレートL8T-GST-PTOT灯の蛋白質導入活性と、 その蛍光を利用した可視化の実験を

行った(Figure3-1-3c)。一般に、ランタニドは毒性があると言われているが、 今回の条件では、

Tb
3・のみ、または Tb3・キレートしBT-GST-PTOT灯を加えた培地で HeLaとNIH3T3を培養して

も成長阻害や毒性のようなものは見られなかった。細胞を固定後、核のまわりに点状に Tb3・

キレート霊白質が存在するがはっきりと観察でき、この局在は、 GST 抗体と Cy3™ 標識二次

抗体を用いて検出したものと同じであった(Figure3-1-3c)。メタノール固定の後の Tb3令キレート

蛋白質は蛍光顕微鏡で観察すると明るい緑色に見た。これは Tb
3φ
の蛍光の放射波長(......540 

nm)と一致し、 OAPI で染色した核の青色と容易に区別できた。 また、 ト~eLa と NIH 3T3 細胞を固

定せずに生きたままで Tb
3φ
キレート LBT-GST -PTO TATの蛍光を観察し、その局在パターンは、

30 



固定した細胞とほぼ同じであることが確認できた(Figure3-1-3d)。蛋白質導入と検出のプロト

コールを確立後、 GSTの代わりに、 Tb3+キレートLBT-UbM-PTD山、LBT-NTR∞-PTDT灯を用

いて間棟の実験を行った(Figure3ート5)。これらのしBT/PTD融合蛋白質も、核の周りに点状

に見られた。この結果より、 PTD融合蛋白質の局在は、融合する蛋白質による影響は受けて

いないことが示唆された。また、 Tb3つリーの LBT-GST -PTD TATを細胞へ導入、メタノールで

細胞を固定後に、 Tb
3φ
溶液で処理したサンプルでは、蛍光のスポットは見られなかった。

A B 

Figure 3・1・5
Proteln transduction of Tb3+'chelated LBT・UbM_PTOTol(A)and LBT-NTR叩 _PTOTal(B) 

into Heしacells. 

Cells were Incubated W1th a mlxture of 1 mM TbJ' and 2 mM LBT/PTD dual-tagged protelns. 
and visualized by Tb3-suorescence in I川崎cells川 thoutfixation slmilar to Figure 3・3(0) 

既存の方法と比較した場合の、LBTPTOタグベクターの技術的に有事iな点

ここまでに、 しBT/PTDタグベクターが細胞への蛋由貿導入実験において有用であることを

示した。LBTタグを開発した研究グループによって示されたように、 Tb3'由 LBT の蛍光の使用

は、組み込みが容易、蛍光の槌色が起きにくい、サイズが小さいといった他の蛍光獄薬に比

ベて多くの有利な点がある。

フルオレセイン、クマリン、ローダミンのような蛍光試薬を用いた蛋白質の化学標識は、化学

反応が非特異的に起こるためにあまり使い勝手が良くない。このような目的のための一般的

な手法の一つは、蛍光色素の NHS誘導体による蛋白質リジン残基の修飾である。HIV-TAT

のような複数のアルギニンを持つ PTDペプチド(5，15)はリジン残基を含み、このような蛍光色
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素による修飾部位となる。加えて、疎水性色素を蛋白質やペプチドヘ付加すると、細胞膜へ

の親和性を変化させてしまう可能性がある。また、他の化学的に結合させた蛍光色素に比べ

て、 Tb3
+の蛍光は細胞内で自然禄色が起こりにくいのは特筆すべき点である。

また他に、 LBTのサイズが小さい(2kDa)ことと、 Tb3
+フリーしBTのコンフォメーションが固定さ

れていないことは、 GFPを基にした技術と比べて以下に述べる点で有利である。まず、 GFPと

その誘導体は、 25kDaとサイズが大きく、天然ではニ量体や三量体をとり、これは細胞への

蛋白質導入の効率を下げる可能性がある。 GFP単独でも十分に大きく、組み換え GFP/PTD

融合蛋白質を調製するのは簡単ではないoin vitroでの LBT-Ubiquitininの HSQCの結果

(16)から判断されるように、 LBTは単量体であり、導入した蛋白質の細胞内で、の局在のモニタ

リングにおいて LBTの使用した方法は有用である。加えて、大腸菌や他の生物で発現させた

GFPはそのフォールディングが難しく、組み換え GFP融合蛋白質の調製は簡単ではない場

合がある(17)。そして、 GFP融合蛋白質を GFPを利用して精製する方法はないが、 LBT/PTD

タグではそれを利用したアフィニティ精製が可能である。

LBT/PTDタグ融合蛋白質発現ベクターのさらなる応用法

前述したように、 LBT/PTD融合蛋白質は細胞内ヘ入り、エンドソーム様の小胞に補足され

ているように見えた。Tb3
+ーLBTの蛍光が細胞質では拡散しているために観察で、きなかった可

能性があり、そうであれば、導入した蛋白質のうち限られた量だけが細胞質や核のような他

の細胞内小器官ヘ届いているのかもしれない。導入した蛋白質の経路と運命は、まだ明らか

にされていない。それにもかかわらず、いくつかの方法では外来蛋白質を核ヘ届けることに

成功している(18)。我々は、導入した蛋白質の運命と最終目的地はその蛋白質のもともとの

性質によるのではないかと考えている。 LBT/PTD融合タグベクターはハイスループット PCR

クローニングに適しており、この手法は細胞への蛋白質導入のメカニズムを確立するための

研究にも有用である。
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3-2 細胞への蛋白質導入活性を持つヒトインシュリン様成長因子結合蛋白質

(Insulin-like growth factor binding protein 3， 5 ; IGFBP3， 5)由来ペプチドの同定

3-2-1序論

インシュリン様成長因子(IGFs)は、細胞増殖、初期発生、代謝の調整、最適成長の達成、ア

ポトーシス阻害において重要な役割を担っている。細胞外環境では、ほとんどの IGFsは特異

的で高い親和性の IGF結合蛋白質(lGFBPs)のファミリーによって調製されているo6種類の

IGFBPs (lGFBP-1 -IGFBP-6)が良く研究されており、 IGFsに結合し、 IGFの分目、安定性、生

物学的活性の調節を行っていることが分かっている (1，2)。また、 IGFsの運び手としての役割

の他に、 IGFBPsは細胞成長とアポトーシスの唯一の本質的なエフェクターとして、 IGFとは独

立した活性を持つことが最近の研究で示されている(1)。これらの性質のほとんどは、 IGFsと

結合する能力とは無関係であると現在のところ信じられており、結果として、これらは IGFレセ

プターとは独立していると考えられる。これらの IGFBPsのIGFと独立した機能の中で、ガン細

胞のアポトーシスと VSM細胞の移動の生物学的メディエーターが IGFBP-3とIGFBP-5であ

ることがいくつかの証拠によって支持されている。これらは、細胞の外から核の中まで膜を超

えて移動する(3-9)。

実際、 IGFBP-3は IGFsの生物学的効果を、 IGFsを隔離することで直接的に調節し、ヘパリ

ンのような多くの細胞表面の分子に特異的に結合し、続いて条件付き蛋白質分解と IGFBP-3

またはその断片が標的細胞の中へ素早く入るといった独立したメカニズムによって間接的に

調節する(1)。細胞内ヘ入った IGFBP-3はそれから核内へ輸送され、 retinoidXレセプターの

ような転写因子と結合する(10)。また、培養した骨腫蕩細胞や乳癌細胞ヘ加えた時、細胞外

の IGFBP-5は細胞内と核へ入る能力があるように見えたと報告されている(11，12)。細胞成

長と分化における IGFBP-5のリガンドと独立した働きについて、ヒトの骨芽細胞と乳癌で研究

されている(13-17)。報告されているところによると、 IGFBP-5は推定上の細胞表面レセプター

35 



に結合すると言われているが、この IGFBP-5レセプターの分子的な正体は明らかになってい

ない(18)。どちらの場合でも、 IGFBPsの細胞への取り込みの基本的な分子メカニズムの理解

は不十分なままである。少数の証拠のみが、 IGFBP-3とIGFBP-5のレセプター非依存的な導

入が caveolae-mediatedpathwayのようなエンドサイトーシスかもしれないと示唆している。コ

レステロール、スフィンゴ脂質、カベオリンと呼ばれる構造蛋白質から成るカベオラは、細胞

表面上で特殊なフラスコ型の陥入を形成している(19)。トランスフェリンレセプターとカベオリン

仲介経路の両方の封鎖は、 IGFBP-3の細胞内への導入を完全に悶害するが、カベオラ組織

の特異的な崩壊も同様に、 IGFBP-3のエンドサイトーシスを阻害する(20)。

IGFBP-3とIGFBP-5の細胞へエントリーと比べて、それらの核局在はかなりよく説明されて

おり、様々な細胞のモデルで証明されている(10，21)。事実、 IGFBP-3とIGFBP-5は二つに分

かれたコンセンサス核局在配列を持っており(22)、核への輸送は、 importin-factorによって促

進される(23)oIGFBP-3(241-259残基)、 IGFBP-5(221-238残基)の核移行シグナル(NLS)に

相当するペプチドの配列をEGFPに融合した遺伝子を CHO細胞に導入した時、 EGFPは核へ

移行した (23)。これらの領域は、ウイルスや動物の転写因子に見られるこつに分かれた

NLSの基準と一致することから、 IGFBP-5は細胞内分泌によって働き、もしかすると、細胞質

から核へのリガンドの輸送シャトルの役割を担っていると推測された(24)。興味深いことに、

IGFBP-3とIGFBP-5のNLS配列は局所的によく保存されている。加えて、それらはIGFBP-3

とIGFBP-5のヘパリン結合ドメインと重なった塩基性残基の保存されたクラスターを含んで、い

る(Figure3-2-1 A) (3， 11， 22， 23)。

HIV-Tatのように、蛋白質の細胞への導入活性と転写のコントロールの両方を行う蛋白質

がいくつか知られている。 HIV-Tatの 49-57残基は PTDと呼ばれる強力な蛋白質の細胞へ

の導入活性をもっペプチドとして知られている(25，26， 27)0 HIV-Tatと同様に、 Drosophila

antennapediaの DNA結合ヘリックス(28)や合成オリゴ、アルギニンペプチド(29)など、いくつか

のアルギニンに富むペプチド配列は蛋白質導入のキャリアーとして働くことができる。実際、
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HIV-Tat (49-57残基)は、分子量 120kOaまで、の様々な蛋白質を細胞へ導入することが知ら

れている強力なPTOである(26)。現在、 PTO融合蛋白質の細胞への取り込みの基本的なメ力

ニズ、ムはあまり良くわかっていない。これまでに示された可能性のある経路は、ヘパリン依存

的な、一種のマクロビノサイトーシスや、カベオラを介するエンドサイトーシスである。このへパ

リン依存的な(またはプロテオグリカン依存的な)経路は、巨大分子の導入経路として広く受け

入れられている(30，31)。蛋白質は、動物細胞へ細胞膜を越えて単に浸透することがで、きるだ

けである。そのため、蛋白質の細胞への導入技術は、蛋白質治療への応用において大きな

可能性を持っている(25)0HIV-Tat PTOを用いた臨床応用の主な欠点は、感染性ウイルス

HIV由来のペプチドだということである。 HIV-Tatペプチドの細胞毒性も報告されており(32，33)、

そのため、生体への利用性が改善された天然由来のPTOが望ましい。新規PTOの探索のた

めには、前節で、述べた Tb3+キレート LBTを用いた PTOタグ融合蛋白質の細胞への取り込み

のスクリーニングシステムが利用できる(34)。

ここでは、ヒト IGFBP-3とIFGBP-5のへパリン結合ドメイン(HBs)が十分な PTO活性を持つ

ことを示す。この実験系は、力一ゴ蛋白質として GSTにペプチドを融合し、必要に応じて蛍光

タグとして N末端に LBTを融合したものを用いた(Figure3-2-1B)。また、 IGFBP-3/5-PTDタ

グ融合蛋白質の細胞への基本的なエントリーメカニズムについても議論するo

3-2-2実験

実験に用いた試薬

制限酵素 Ahdl、Kpnl、Ndel、Xhol、BamHI(まNewEngland Biolabs Inc.のものを用いた。ライ

ゲ、ーションと DNAの精製には、 Promegaの T4DNA liga旬、 Wizardplus SV Minipreps DNA 

purification kit.. Wizard SV Gel and PCR Clean-up systemを使用した。オリゴヌクレオチドプラ

イマーの合成は、北海道システムサイエンスに依頼した。 Anti-LBT-polyclonal antiserum 

(Rabbit)は、医学生物学研究所に作製を依頼した。
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ペプチド合成と精製

3種類のペプチド、 PepTat(YGRKKRRQRRR)、Pep3(KKGFYKKKQCRPSKGRKR)、Pep5

(RKGFYKRKQCKPSRGRKR)は、 N末端フリー、 C末端アミド化の形で、標準的な Fmoc法で手

動で合成した。この研究に用いたペプチドの略称とその配列は、 Figure3-2-1C にまとめた。

側鎖の保護基は、 Glu(Ot-Bu)、Lys(Boc)、His(Tは)、 Tyr(t-Bu)であるoペプチド伸長の 1サ

イクルは、次の通りに行った。 Fmoc-アミノ酸派生物 (1mmol)を、 NMP中で HBTU/HOBt(そ

れぞれ 1mmol)によって 30分間活性化した後、レジンヘ結合させた。次に、 NMP中で 20%ピ

ペリジンと反応させることで、 Fmoc基を除去した。その後、目的のペプチド配列となるようにア

ミノ酸の伸長を行ったo室温、1.5時間、 2.5%エタンジチオールと 2.5%H20 (v/v)を含む TFAで

処理し、側鎖の脱保護とレジンからの切り離しを行った。ペプチドの精製は、 YMC-Pack

OOS-AM column (10 mm i.d. 250 mm， 5 ml; YMC Co. Ltd)を用いて、 0.1%を含む 30分間で

25-35弘CH3CN/H20グラジエントの条件の HPLCによって行った。最終産物の確認は、分析

HPLCとMALOトTOFmass spectrometry によって行った。

ベクタ一構築

GSTの C 末端に HIV-Tatペプチド(YGRKKRRQRRR)を融合した蛋白質発現用プラスミド

pGEX -GST -PTO Tatと、その N 末端に LBTタグ(MGYIOTNNOGWYEGOELLA)を融合した

pGEXーしBT-GST -PTO Tat は、前節の実験と閉じものを用いた (34)0 IGFBP-3-PTO 

(KKGFYKKKQCRPSKGRKR)と、 IGFBP-5-PTO(RKGHYKRKQCKPSRGRKR)に対応する合成

オリゴヌクレオチドをアニーリングした遺伝子を、 pGEX-4T3のGSTのC末端側のBamH-Xhol

サイトに挿入した、 pGEX-GST-PTOI3、pGEX-GST -PTOI5 を新たに構築した。また、

pGEX-LBT-GST-PTOD 、pGEX-LBT-GST -PTOI5 は、前節の pGEX-LBT-GST-PTOT~ と同じ

方法で構築した。
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A 

B 

C 

IGFBP3 

241 259 

--ト-
IKKGFYKKKQCRPSKGRKR 

680/0 l 250/0 j 560/0 

IGFBP5 

RKGFYKRKQCKPS~R~G~R~K~ R 

LBT-GST-PTDTat 回 GST I PTDTat 

GST・PTDTat GST I PTDTat 

LBT-GST-PTDI3 回 GST I PTDI3 

GST-PTDI3 GST I PTDI3 

LBT-GST-PTDI5 回 GST I PTDI5 

GST-PTDI5 GST I PTDI5 

PepTat YGRKKRRQRRR-NH2 

Pep3 KKGFYKKKQCRPSKGRKR-NH2 

Pep5 RKGFYKRKQCKPSRGRKR-NH2 

Figure3・2・1
Amino acid sequence of the heparin-binding domain of human IGFBP・3and IGFBP-5. 

(A) Domain architecture of human IGFBP-3 precursor (P17936) and IGFBP-5 precursor 
(P24593). IH indicates IGFBP-homology domain， whereas T1 R represents the thyroglobulin 
type-1 repeat domain. Amino acid identities between corresponding regions of IGFBP-3 and 
IGFBP-5 are shown. Heparin-binding domain sequences (underlined)， overlapping with nuclear 
localizing signals (bold typeface)， exist at the middle of the T1 R domain. (B) Schematic 
representation of the fusion proteins used in this study. LBT represents the lanthanide-binding 
tag (MGYIDTNNDGWYEGDELLA). For each fusion protein， both versions， with LBT and 
without LBT， were prepared. (C) Peptide sequences used in this study. C-termini of all the 
synthetic peptides are amidated. 

蛋白質調製

それぞれの蛋白質発現用ベクター (pGEX-GST-PTOTat.. pGEX-GST -PTO
I3、

pGEX-GST -PTOI5 pGEX-LBT -GST -PTO Tat pGEX-LBT-GST-PTOn 
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pGEX-LBT -GST -PTOI5
)を導入した大腸菌 BL21(DE:1)をそれぞれ、 LBーグルコース培地で、

30
0
Cで培養した。培養液の細胞密度が 00600がおよそ 0.4となったところで、 IPTG(lmM)を添

加し、組み換え蛋白質の発現を誘導した。その後20
0
Cで約 24時間培養し、集菌した。菌体は、

破砕緩衝液[50mM リン酸ナトリウム(pH6.8)、500mM NaCI、1mM OTT]中で超音波破砕を

行い、遠心分離によって不溶性画分を除去した。可溶性画分を 4mlの OEAE-sepharose

Fast Flow (GE healthcare)カラムに通し、核酸を除去した後、 glutathione-sepharoseFast Flow 

(GE healthcare)カラムで、精製した。必要に応じて、 Superdex200カラム(GEhealthcare)を用い

たゲルろ過により、更なる精製を行った。 LBTタグを持つ蛋白質への Tb3
+のキレートは、前節

と同様の方法で行った。

ヘパリンへの結合実験

HiT rap-heparinカラム(1ml; GE healthcare)をAKTA-Prime chromatography systemに接続

し、 0.15M NaCI、50mMリン酸ナトリウム (pH6.8)緩衝液で平衡化を行った。それぞれ、1.2

mgの精製GS丁、 GST-PTOTat、GST-PTOI3、GST-PTOI5をカラムにのせ、流速 1ml/min、NaCI

の濃度が 0.15Mから 2.0Mの直線的な濃度勾配で蛋白質を溶出した。溶出した蛋白質の検

出は、 280nmでの UV吸収で行った。

細胞株

実験には、 HeLaと NIH3T3を用いた。これらの細胞は、 10%(v/v)ウシ胎児血清、 100

unit/mLのペニシリンとストレプトマイシンを加えた Oulbecco'5 modified Eagle' 5 medium 

(OMEM)用いて、 37
0
C、5%C02の環境下で措養した。

細胞への蛋白質導入

HeLa又は NIH3T3を6ウェルディッシュ(SUMILON)で、30出コンフルエントになるまで培養し、
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2μMとなるように精製した組み換え蛋白質を加えた DMEMに培地を交換した。阻害剤 (6μM

PepTat、Pep3、Pep5、10mg/mlヘパリン)を加える場合は、蛋白質と同時に加えた。 1分、 5

時間、 24時間培養後、 PBSで2回洗浄後、トリプシンを用いて細胞を剥離した。ディッシュから

剥離した細胞を一度 PBSに懸濁し、細胞数を数えた後、それぞれの細胞数が 106となるよう

に調整して細胞を回収した。それぞれの細胞を、 50μLの細胞溶解液[0.1 M Tris-HCI (pH 

7.5)， l%SDS， 1%2-メルカプトエタノール]に溶解した。調製した細胞溶解物の SDS-PAGEを行

い、 PVDF膜に転写後、細胞内に含まれる GST融合蛋白質を 20，000倍希釈の antiGST抗

体(Nacalaitesque)、続いて HRP標識antimouse IgG抗体(Promega)で、検出し、 ECL-plus(GE 

healthcare)を用いて可視化した。また、同様に SDS-PAGE、PVDF膜への転写をもうーセット

行い、 1，000倍希釈の antiLBT rabbit polyclonal antibody、続いて HRP標識 antirabbit IgG 

(Promaga)で検出し、 TMB(Promega)を用いて可視化した。

蛍光顕微鏡による観察

35 mmディッシュにカバーガラス(Matsunami)を入れたものまたは、 35mmのガラスボトム

ディッシュ(Matsunami)に細胞を30%コンフルエントになるまで培養した。これに、 Tb3+をキレート

させた組み換え蛋白質を終濃度 2mMとなるように加えた DMEMを用いて、上記と同様に細

胞への蛋白質導入を行った。 5時間後、細胞を PBSで二回洗浄し、メタノール中lこ、 -20
0
C、

20分間置き、細胞をガラスに固定した。固定後、 0.1% T ween20を含む TBSで 2回洗浄し、

0.1 % T ween20、1% ウシ胎児血清を含む TBSで希釈した antiGST抗体に浸し、 4
0
Cで一晩

置いた。洗浄後、同様の TBS で、希釈した二次抗体(Cy3™-conjugate anti mouse IgG antibody， 

SIGMA)に室温で 1時間反応させ、 TBSで洗浄した後、 DAPI溶液(10ng/ml)(こ 5分間浸し、洗

浄後、 ProlongAntifade mounting medium (Molecular Probes)を用いて封入した。また、ガラス

ボトムディッシュでt音養した細胞を用いた実験で、は、細胞をPBSで、洗った後、固定せずにその

まま細胞を観察した。
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細胞内へ入った蛋白質の観察は、蛍光顕微鏡(lX71， DP70 color CCD camera system; 

OUMPUS)を用いて行った。 Tb3
+由来の蛍光の観察には、 UV-excited/wide range 

VIS-emitted mirror unit (U-MWU2， OL YMPUS)を用いた。

3-2-3結果と考察

HIV-Tat、IGFBP-3、IGFBP-5のへパリン結合活性の比較

HIV-Tatの PTDは細胞表面のヘパリンと強く相互作用することが知られている。このため、

ヘパリンは HIV-TatPTD融合蛋白質のエンドサイトーシスの潜在的なレセプタ一分子である

と考えられている(35)。そのため、 IGFBP-3-PTD融合蛋白質、 IGFBPートPTD融合蛋白質の

ヘパリン結合活性と HIV-TatPTD融合蛋白質のヘパリン結合活性を閉じ実験系で比較した。

3種類の GST-PTD融合蛋白質それぞれを HeparinSepahroseカラムにのせ、 NaCIの濃度勾

配によって溶出し、その溶出 NaCI濃度で、ヘパリン結合活性を比較した(Figure3-2-2)。

HIV-Tatペプチド融合 GST(GST -PTD Tat)は、ヘパリンから NaCI濃度 1.28M で溶出し

(Figure3-2-2B)、IGFBP-3-PTD融合 GST(GST -PTDI3)は1.19M、IGFBP-5-PTD融合 GST

(GST -PTDI5)は 1.23Mで、溶出した(Figure3-2-2C，D)。その結果、本研究で用いた GST-PTD

融合蛋白質のれ vitroでのヘパリン結合活性はすべて同程度であると判断した。またこれら

の結果は、それぞれのペプチドのアミノ酸組成(lGFBP-3-PTD; 18アミノ酸、 3Arg、7Lys、

IGFBP-5-PTD; 18アミノ酸、 5Arg、5Lys)と一致していた。ヘパリン結合領域の60%のアミノ酸

残基が塩基性アミノ酸である。そのため、塩基性アミノ酸残基の数、割合は、 HIV-Tatペプチ

ド(72弘)と同程度である。
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Figure3・2・2
Heparin-binding activities of the peptides derived from IGFBP-3/5・derivedpeptides 

compared to HIV-Tat peptide. 

Elution profiles of (A) GST only (control)， (8) GST-PTDTat， (C) GST-PTDI3， and (D) GST-
PTDI5 from heparin affinity chromatography are shown (solid line， left axis). Normalized UV 

absorption at 280 nm is indicated. The linear NaCI gradient is depicted as a broken line 

(right axis)， with the protein's elution point. 

IGFBP虫来ペプチドを融合した GSTのNIH3T3細胞とHeLa細胞への蛋白質導λ

まず、天然に存在するヘパリン結合配列は、 PTO活性を示すのではないかという仮説を立

てた。それを検証するために、 NIH3T3 と HeLa の培地に GST-PTOTat、GST-PTOI3、

GST-PTOI5をそれぞれ加えた時にそれらの融合蛋白質が細胞内ヘ入るかどうかを調べた。

それぞれ、蛋白質を加えた後 1分、 5時間、 24時間培養し、細胞を回収、その細胞抽出物を
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SOS-PAGE、ウエスタンプロットで、分析し、細胞ヘ導入された蛋白質を検出した(Figure3-2-3)。

HeLa NIH3T3 

M T 13 15 

T 13 15 T 13 15 

，必 1 5 24 ふ 1 5 24 ふ 1 5 24 ふ 1 5 24 ふ 1 5 24 ふ 1 5 24 
，~~~ min h h ，~~~ min h h ，~~~ min h h ，~~V min h h ，~~V min h h ，~~V min h h 

T 13 15 T 13 15 

Figure 3圃2・3
IGFBP・3/5・derivedpeptides mediate protein cellular delivery of fusion proteins into 

mammalian cells. 

Western blot analysis of LBT-GST-PTD fusion proteins extracted from HeLa (middle) and 

NIH3T3 (right) cells after 1 min (negative control)， 5 h or 24 h incubation with each protein: lane 
T，GST・PTDTat;lane 13， GST・PTDI3;lane 15， GST-PTDI5. Approximately 106 cells were collected 

after incubation with different proteins， disrupted， electrophoresed， blotted， and detected using 

anti-GST antibody and visualized by ECL (upper panels)， or detected using anti LBT antibody 
and visualized by TMB (Iower panels). The le仕panelshows the input proteins (T: LBT・GST・
PTDTat， 13: LBT-GST-PTDI3 and 15: LBT-GST-PTDI5) with size marker (M). 

どちらの細胞でも、 24 時間培養した時は導入した蛋白質がはっきりと検出できたが、

GST-PTOI3、GST-PTOi5は、 5時間培養した時の導入された蛋白質は少なかった。しかし、蛍

光顕微鏡での観察では、 5時間後でも蛋白質は導入されていることが確認できた

(Figure3-2-4 )。この結果より、 HIV-Tatの PTOが最も効果的ではあるが、 IGFBP-3、-5由来

のPTOもPTO活性を示すことが分かつた。実際、 GSTのみでは、 HeLa細胞へ蛋白質の導入

はされなかった(Figure3-2-50)oHeLa細胞ヘ入った GST-PTDI3、GST-PTOi5それぞれの量は、
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GST-PTOTa¥の約 30%と20%で、あった(Figure3-2-3)。また、NIH3T3細胞では、 細胞へ入った

GST-PTO
I3、GST-PTO

I5の量は GST-PTOT叫に比べておよそ 80%から 150%であった

(Figure3-2-3)。細胞へ導入した全ての蛋白質は、 SOS-PAGEで 3本のバンドとして検出され

た。これらの分子サイズ、と異なった抗体を用いたウエスタンプロットの結果より、 2番目 、3番

目に小さいサイズのバンドは、 それぞれ C末端、 N末端がそれぞれ部分的に分解された歪白

質であると考えられる。本研究では、PTOペプチドに含まれるアルギニン残基、リジン残基の

数と PTO活性の間のはっきりとした相関関係は分からなかったが、 12残基のポリアルギニン

ペプチドは、 8残基のポリアルギニンペプチドに比べて高い PTO活性を示すことが Nakaseら

によって報告されている(36)。

A B C D 
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Figure 3・2-4
IGFBP-3/5・derivedpeptides deliver Tb3恥 chelatedlBT-tagged GST-PTD fusion proteins 
into peri-nuclear dot-like particles of Hela cell. 

(A-D) Cells were incubated with 1ドMTb3+ and 2ぃMof either LB下GS下PTOTat(A)， LBT-GS下
PTOl3 (B) or LBT-GST-PTOI5 (C)， only 1ドM丁目φwithoutprotein (0) and were visualized using 
Tbシf1uorescencein living cells without fixation (top paneり.Oifferential interference contrast 

images of the same region are shown (middle paneり.Alternatively， the cells were fixed and 
visualized by anti-GST-antibody followed by Cy3・labeledsecondary antibody (red) and OAPI 

(cyan) (bottom panel). 
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Figure 3・2・5
Co-transduction experiment of fluorescein-conjugated-transferrin and LBT-GST-PTD 

proteins. 

(Aー0)Approximalely 1 x 105 HeLa cells on glass-bottom dish (Malsunami) were incubaled 
wllh 10問 1mしlransferrin(human serum， fluorescein conjugale， Molecular Probes)， 1ぃM
Tb3+ and 2ドMof eilherしBT-GST-PTOT圃 (A)，LBT-GS下PTOl3(B)， LBT-GST-PTOI5 (C)， or 
only GST (0) and were visualized using fluorescein (Iert panels， green) and Tbシ
fluorescence (middle panels， cyan) in living cells wilhoul fixalion. The merged images are 
also shown (righl panels). The brighl spols of Tb3• signals were pa的 bulnol fully 

overlapped川Ihfluorescein signals， which indicale lhallhe lhree PTO・fusedproleins pa州y

use clalhrin-dependenl endocytolic palhway 10 enler lhe cells. 

次に、 蛍光顕微鏡での観察のための蛍光タグとして Tb3+キレート LBTを融合した

IGFBP-3-PTDとIGBP-5-PTD融合蛋白質の細胞への導入実験を行った。細胞を固定後、蛍

光標識抗体で検出、または Tb3+の蛍光によって生細胞のままで導入した蛋白質を検出した。
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蛋白質添加後 5時間培養した後、蛋白質の蛍光は核の周囲に点状に局在していた

(Figure3-2-4)o GST-PTOTA丁、 GST-PTOI3、GST-PTOI5の細胞内への局在は、蛍光顕微鏡で

は見分けがつかなかった。加えて、これらの蛋白質の点状の蛍光は、部分的に、 FITCラベル

のエンドソームと重なっていた(Figure3-2-5)。この結果は、 PTOTATは、 3つのエンドサイトーシ

ス経路(マクロピノサイトーシス、クラスリン仲介エンドサイトーシス、カベオラ/脂質ラフト仲介

エンドサイトーシス)を同時に使っているという Ouchardstらの報告(37)と矛盾しない。この結果

は、少なくとも、導入のはじめのステージでは、 GST-PTOI3と GST-PTOI5の蛋白質導入経路

は GST-PTOTatと似ていることを示唆する。加えて、 IGFBP-3、IGFBP-5の PTOの配列は、ヘ

パリン結合モチーフとして知られ、これらの融合蛋白質の細胞への導入は、おそらくヘパリン

依存のエンドサイトーシスまたはマクロピノサイトーシスを経由している考えられる。

本研究では、 Tb3+キレートLBT-GST -PTOI3またはTb3+キレートしBT-GST -PTOI5の核への局

在は見られなかった(Figure3-2-4B，C)。これは、細胞の外から中ヘ入った IGFBP-5のうち核

ヘ局在する量はとても少ないという Jurgaitらの報告(38)と一致する。 HIV-Tat由来 PTOの場

合(39)と同様に、細胞へ導入された PTOl3、PTOl5融合蛋白質は、ほとんどが核のまわりの小

胞構造の中にあり、ごく一部のみが細胞質ヘ放出されているのではないかと考えられる。

PTD融合 GSTの細胞への導入はへパリンによって阻害される

これまでに示した実験結果と、 IGFBPsのPTOがヘパリンヘ結合する性質から、細胞表面の

ヘパリンが蛋白質導入経路に関与しているので、はないかと考えた。もしそうであれば、可溶

性ヘパリンが存在することで、蛋白質の細胞への取り込みが競合的に阻害されるはずで、あるo

実際、 GST-PTOI3、GST-PTOI5それぞれの細胞への取り込みは、ヘパリンによって阻害され

た(Figure3-2-6A-C，lane a5， b5， c5)。また、ヘパリンによる同様の回害効果は、 GST-PTOTat

の場合にも見られた。そのため、 HIV-Tatの場合と同様に、 IGFBP-3、IGFBP-5のPTOによっ

て起こる蛋白質導入経路の最初の部分は、ヘパリンへの結合を伴うと示唆され
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(Figure3-2-7 A)、可溶性へパリンによる悶害のメカニズムは Figure3-2-7Bで図示したとおりで

ある6蛋白質の細胞への導入は、へパリンが介するものと、直接中へ入るものの二つの経路

があると考えられるが、蛋白質が可溶性ヘパリンへ結合することで、両方の経路が阻害され

ているようであった。

A LBT-GST-PTOTAT B LBT-GST-PTOI3 C LBT-GST-PTOI5 

a1 a2 a3 a4 a5 b1 b2 b3 b4 b5 c1 c2 c3 c4 c5 

Figure 3-2・6
Inhibition of protein delivery of PTDTal (A)， PTDI3 (8) and PTDI5 (C) fused GSTs by either 

the heparin-binding peptides or heparin. 

Western blot analysis of L8T-GST-PTDs (丁目・ free) extracted from the HeLa cell， in which 
PepTat (Iane a2， b2， c2)， Pep3 (Iane a3， b3， c3) or Pep5 (Iane a4， b4， c4) or heparin (Iane a5， b5， 
c5) are co-incubated with theし8T・GST-PTDs，as shown at the top of the panels. 

PTD融合 GSTの細胞への導入は、へ/，0，/ン結合ペプチド!こよって交差招害される

へパリンは、 IGFBP由来 PTOの細胞への取り込みの有力なレセプターであると考えられる

が、その細胞への取り込みを促進する他の特異的なレセプターが細胞表面に存在する可能

性もある。この可能性を検証するために、 PTOに相当する合成ペプチド、 PepTat、Pep3、

Pep5を加えた阻害実験を行った(Figure3-2-6A-C)。それぞれの PTO融合と、その 3倍の量

のペプチドを混合し、細胞培養の培地に加えた。Pep3によって、 GST-PTOI3、GST-PTOI5、

GST-PTOTatの細胞への取り込みは等しく阻害された(Figure3-2-6lane a3. b3， c3)。同様に、

Pep5は、 GST-PTOI3、GST-PTOI5、GST-PTOT凱の細胞への取り込みを阻害した(Figure3-2-6

lane a4， b4， c4)。しかし、 HIV-Tatペプチドは、 3つの PTO融合蛋白質すべての細胞への取り
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込みを阻害しなかった(Figure3-2-6lane a2， b2， c2)o GST -PTOT A Tの細胞への取り込みは同

じ配列の PepTatによっても阻害されず、一方で、 Pep3とPep5は、異なった配列をもっ異なっ

た蛋白質由来の 3つの PTOすべての細胞への取り込みを交差阻害することは、特徴的であ

る。 これらの結果より、 HIV-Tat、IGFBP-3-PTO、IGFBP-5-PTO由来の 3つの PTOの蛋白質

導入経路は、共通であり、へ/¥1)ン依存であると考えられる。

A 

C 

///  

-~刻L

Pep15 

Figire 3・2・7

句~鴇"岨嗣臥

-~品目d

.---...，.............， ... ，" :;J"' 

... "、

油、 ・ニs
)o..::::r: 

-= ¥ 

一立窓口

-;: f通1吋こ

¥ 、

B 

D 

/・一一二
②、A

Schematic model of entry pathway of the PTDs used in this study. 

〆へ

、込

-lIS--:; 

、〉《3〉

-;::-Jr' 

Aエコ京三3

， .3 
齢、

1" '-， 、
dヱー-" 、、

(A) Three PTOs， PTOTal， PTOI3， and PTOI5， might mediate delivery of cargo proteins into 

mammalian cells via heparan sulfate proteoglycans (HS) on the cellular surface， which are then 
trapped into vesicle-like pa凶cles(pathway 1， 2). Our data do not rule out another direct 

penetration of PTO-fused proteins (pathway 3). (8) Soluble heparin binds to three PTO-fused 
proteins， thereby inhibiting cellular uptake. (C) PTO・derivedpeptides， Pep3 and Pep5， also 
inhibit uptake of three PTO-fused proteins， although (0) PepTat did not inhibit 

¥ 

本研究では、 PepTatが IGFBP3、-5由来 PTO融合蛋白質の細胞への取り込みを阻害しな

いだけでなく、 HIV-Tat自身を融合した蛋白質の細胞への取り込みも阻害しないという結果を

得た。この奇妙な結果は別として、他のすべての結果は、 3つ全ての PTOが閉じへパリン依

49 



存経路で、融合パートナーを細胞へ導入するとし、う結果で一致している。従って、 PepTatはペ

プチドのみでは個別の性質と導入経路をもつのではないかと推測できる。 Tatペプチドと Tat

融合蛋白質は異なった性質を持つとし巧報告が存在する(40)。多くの場合、疎水性の色素や

短いペプチドをトIIV-Tatに結合した時、 ATP非依存、ヘパリン非依存的に素早く直接細胞膜

を越えて分子が細胞へ浸透し、 PTDTAT融合蛋白質は細胞膜貫通活性は持たない。そのため、

なぜ PepTatが GST-PTDI3、GST-PTDI5の細胞への取り込みを阻害しないが、 Pep3、Pep5

がGST-PTDTatの細胞への取り込みは阻害するのかが部分的に説明で、きる(Figure3-2-7 C， 

D)o Pep3、Pep5とは対照的に、 PepTatはヘパリン依存経路またはヘパリン非依存経路で、素

早く細胞内ヘ入り、培地からすぐになくなってしまうため、結果として GST-PTDsと競合しない

と考えられる。

最後に、 IGFBP由来ペプチド(PTDI3、PTDI5)は、天然に存在するヒト蛋白質から得たもので

あるため、 HIV-Tatペプチドの代替とすることを提案する。 HIV-Tatペプチドの細胞毒性につ

いてはいくつか報告されているが(32，33)、本研究で用いた濃度では Pep3とPep5の細胞毒

性は見られなかったことは、注目すべき点である。もちろん、 IGFBP由来PTDの使用は、全長

IGFBP-3、IGFBP-5の IGF関連の機能と競合するため、安全性と生体への利用性のために

は更なる研究が必要である。

結論

第 3章第 2節では、 IGFBP-3とIGFBP-5から得た天然に存在するヘパリン結合ペプチドが

蛋白質導入活性をもつことを述べた。この研究は、 IGFBP-3-PTDとIGFBP-5-PTDペプチド

が GSTのようなほかの蛋白質と融合した時に、自立的に細胞内ヘ入る活性をもち、この活性

は HIV-Tatペプチドのものと同程度で、あるということを示した初めての結果であるo加えて、

IGFBP-3と IGFBP-5のレセプター非依存的な細胞への取り込みが、 IGFBP-3-PTD、

IGFBP-5-PTDによって、 HIV-Tatの細胞への取り込みと共通のヘパリン依存的マクロピノサ
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イトーシス経路を経由することで、進んで、いることを示した(Figure3-2-7)。はじめに、 3つの PTO

融合蛋白質(LBT-GST -PTOs)は細胞表面のヘパラン硫酸プロテオグ、リカン(HS)に結合、次に、

エンドサイトーシスで細胞内ヘ入る。可溶性ヘパリンを培地に加えることで、 3つの PTOの細

胞への導入が阻害されるのは、 PTOとへパリンが結合することで、 PTOがHSへ結合すること

ができなくなるためであると考えられる。 IGFBP由来ペプチド Pep3、Pep5も3つの PTO融合

蛋白質の細胞への導入を阻害したが、これは、加えたペプチドによって細胞表面の HSが飽

和してしまうためであると考えられる。一方、 PepTatは阻害活性がほとんど見られなかった。

これは、 PepTatが直接膜を貫通するといった別の導入経路を持つからかもしれなし、。、本研

究結果は、 IGFBP-3、IGFBP-5由来の PTOI3
..PTOl5はHIV-Tatrこ代わって蛋白質治療に利用

できる大きな可能性を持つことを示した。そのためには、 IGFBP-3、IGFBP-5由来 PTOの細

胞特異性ゃれ vivoでの効率を知るための更なる幅広い研究が必要である。

3-2-4 Supplementary report 

IGFBP-3、IGFBP-5由来PDT配列をもっLBT-PTRSAT-PTDベクターの構築

IGFBP-3、IGFBP-5から単離したPTOを蛋白質治療に用いるためには、生休への利用性を

高めるために更なる研究が必要であり、そのためには、この組み換え蛋白質の調整が不可

欠である。そのため、発現系構築段階の効率化のために、 PTOl3、PTOl5融合蛋白質を大腸菌

で発現させるためのベクターを改良し、 PRESAT-vector (pGEX -LBT -PRESA T -PTOI3、

pGEX-LBT -PRESAT -PTOI5)とした(SupplementaryFigure 3-2-1)。このベクターを使用するこ

とで、 PTO融合蛋白質の発現系構築が短時間で、効率よく行えるため、研究の初期段階が

加速できる(41)。

pGEX-LBT -PRESAT -PTOI3、pGEX-LBT-PRESAT-PTOffiの構築は、第 3 章第 1節で

pGEX-LBT -GST -PTOTAT を改変して pGEX-LBT-PRESAT-PTO~Tを作製した時と同じ手順で、

行っTこ(35)。
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_ Met Gly Ivr Ile ASo Thr ASn ASn ASO Glv 
5'. .ATG GGA TAT ATA GAT ACA AAC AAT GAT GGA 
3' . . TAC CCT ATA TAT CTA TGT TTG TTA CTA CCT 

Tro Tvr Glu Glv ASo Glu Leu Leu Ala H;S Met 

TGG TAT GAA GGA GAT GAA CTA TTA GCA CAT ATG 

ACC ATA C了rCCT CTA CTT GAT AAT CGT GTA TAC 

ASp Gly.. (target gene).. Met val Gly Ser 

GAC GGT ••• ••• ••• ••• ••• .TG GTC GGA TCC 
CTG CC. ••• ••• ••• ••• ••• TAC CAG CCT AGG 

Tvr Glv Ara Lvs LVs Ara Ara Gln Ara Ara Ara 
TAT GGG CGC AAG AAG CGT CGG CAA CGT CGG CGC 
ATA CCC GCG TTC TTC GCA GCC GTT GCA GCC GCG 

* 
TAG CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA CTG ..3' 
ATC GAG CTC GCC GGC GTA GCA CTG ACT GAC ..5' 
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Tro Tvr Glu Glv ASO Glu Leu Leu Ala H;S Met 

TGG TAT GAA GGA GAT GAA CTA TTA GCA CAT ATG 

ACC ATA CTT CCT CTA CTT GAT AAT CGT GTA TAC 

ASp Gly.. (target gene).. Met val Gly Ser 

GAC GGT ••• ••• ••• ••• ••• .TG GTC GGA TCC 
CTG CC. ••• ••• ••• ••• ••• TAC CAG CCT AGG 

Tvr Glv Ara Lvs LVs Ara Ara Gln Ara ArαAra 
TAT GGG CGC AAG AAG CGT CGG CAA CGT CGG CGC 
ATA CCC GCG TTC TTC GCA GCC G下rGCA GCC GCG 

* 
TAG CTC GAG CGG CCG CAT CGT GAC TGA CTG ..3' 
ATC GAG CTC GCC GGC GTA GCA CTG ACT GAC ..5' 

B 

Supplementary Figure 3-2・1
Construction of the IGFBP-derived LBT/PTD・dual-taggedPRE5AT・vector.

(A) Vector map of pGEX・LBT・PRESAT-PTDI3after Ahdl digestion. (B) Vector map of 

pGEX-LBT-PRESAT-PTDI5 after Ahdl digestion. The amino acid sequences 3 

corresponding to LBT and PTDI3/15 are underlined. 
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c 
T-site 

X沿αーー//ーー-XGGTA

AXX)0(--ー//ー可Z~CCA
二:>

ORF direction 

(C) Schematic representation ofthe unidirectional TA-cloning of the PCR fragment into pGEX-

LBT・PRESAT-PTD13/15. The gene is cloned and further subjected to ORF selection by Kpnl 

treatment. The rear PCR primer is designed with an addition of 5'-ACC at the 5' terminus， so 
that only the ligated plasmid with the insert in the reverse orientation will have the Kpnl site at the 
TA-cloning position. 
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第 4章

PRESA T -vectorを用いた研究 2 ，..."，蛋白質ドメインの構造・機能解析へ

の応用~

4-1 PRESAT-vectorを用いた、構造解析に適した蛋白質ドメイン発現系の構築

PRESA T -vectorを用いたクローニングの最大の利点は、多数の蛋白質ドメイン発現系を短

時間、同時並行で調製できる点である。この利点を生かし、これまでに、関連する蛋白質ドメ

インの発現系を多数構築し、構造解析に適した蛋白質ドメインの試料を得てきた。以下に、そ

の一部について報告する。第 4章第 2節以降では、 PRESAT -vectorを用いて構築した蛋白

質ドメイン発現系によって調製した試料を用いた、蛋白質ドメインの構造と機能解析の研究に

ついて述べる。

チオレドキシン融合蛋白質発現系を用いた、組み換えペプチドの認整

大腸菌を用いた蛋白質発現の問題点のーっとして、発現した蛋白質が大腸菌内のプロテ

アーゼ、によって分解を受けてしまう点があげられる。それを避けるために、大腸菌で発現後に

ペリプラス、ムヘ移行するチオレドキシン(TRX)を融合パートナーとして用いる発現系がいくつ

かの研究グループから提案されている(1，2)0TRX融合蛋白質の利点は、発現した蛋白質が

大腸菌のペリプラズ、ムへ移行するため、結果として得られる蛋白質量が多いことと、内在性プ

ロテアーゼによる分解から保護されることである。この効果は、特に分子量の小さいペプチド

の発現系において有用で、あると考えられるため、 TRX融合ペプチド発現系構築のための

PRESA T -vector、pET-TRX-PRESATを構築した(3)。

pET -TRX -PRESA Tを用いて、 Table4-1-1(こ示したようなGPCR結合ペプチド、ユビキチン結

合ペプチド、 PDZドメイン結合ペプチドの発現系を構築した。それぞれ得られたペプチドは、

58 



様々な構造解析や機能解析の研究に役立てた。第4章第2節では、 VIPの膜模倣環境での溶

液構造の研究について述べる。

Table 4-1-1 
Peptides that expression vector constructed by pET-TRX・PRESAT

protein (peptide) function 
reported 

refference 
our study 

PACAP 27G GPCR binding 3，4 5，6，7 

VIP-G GPCR binding 3，4 7，8 

VIP (6-28)G GPCR binding 3 

VIP (11-28)G GPCR binding 3 

Hrs-UIM Ubiquitin binding 3 9.10 

STAM2-UIM Ubiquitin binding 3 9.10 

MJD1-UIM Ubiquitin binding 3 9，10 

Claudin3-Cterm Tightjunction， PDZ domain binding 11，12 

Claudin 7-Cterm Tightjunction， PDZ domain binding 11，12 

Claudin 15-Cterm Tightjunction， PDZ domain binding 12 

MIM1 (CHMP1b) ESCRT -III， Vps4 binding 13 

MIM2 (CHMP6) ESCRT -III， Vps4 binding 14 

AAA-AτpaseのN末端ドメインの構造と機能解析のための発現系構築

AAA-ATPaseは全ての生命に見られる六量体のATP加水分解酵素で、ある。これらは、蛋白

質複合体の解離や蛋白質輸送を含む様々な細胞内過程で重要な役割を果たしている(15-

18)0 AAA-ATPaseは、保存された220-250アミノ酸からなる触媒ATPaseドメインが1コピー

(type 1)か、 2コピー(typeII)かで分類されている。一般に、 AAA-ATPaseのN末端領域には、ア

ダプターへの結合、基質特異性、局在のような酵素の特異的な働きに必要なドメインが存在

すると考えられている。このN末端ドメインの構造、機能解析を行うために、様々なAAA-

ATPaseのN末端ドメインの発現系を構築した。発現系構築には、 pGEX-4T3-PRESATまたは、

pGEX-4T3-PRESA Tのプロテアーゼ、によるタグ切断サイトをス口ンビンからPreScission

proteasefこかえたpGEX-6P3-PRESATを用い、 PRESATクローニングの利点を生かして、異な

る生物種のオルソログ蛋白質の発現系を並行して構築した。このうち、構造解析に適した蛋

白質ドメインについては、すでに共同研究者らにより、構造決定まで完了したものもある

59 



(Table 4-1-2)。第4章第3節では、 TypeII AAA-ATPaseであるNVLについて、構造・機能解析

を行った結果について述べる。

Table 4-1-2 
Construction of AAA・ATPaseN-terminal domain by PRESAT cloning 

…ー 町

protein 
name of N-termInal 

specles 
reported our study and 

reference 
domain structur 

Vps4b MIT 斤louse 24 

Vps4b MIT human 19. PDS code; 1 WRO 24 

Vps4 MIT yeast 24 

Snx15a MIT human 25 

Snxl5a MIT mouse 25 

Spastin MIT human 26 

Spastir】 MIT W】ouse 26 

Katar】inp60 NTD human 27 

Katanin p60 NTD mouse 20， PDS code; 2RPA 27 

NSF human 28 

NSF mouse 28 

NVL UD human 29 

NVL UD mouse 21， PDS code; 2RRE 29 

smallminded UD Drosophila 29 

PEX"I ND human 30 

PEXl ND 汀】ouse 22，23， PDS code; 1 WLF 30 

タイトジヤンクション形成に関与するZonu/aocc/udens (ZO)のPDZドメイン発現系の構築

タイトジヤンクション、上皮細胞や内皮細胞に見られる細胞間接着複合体であり、細胞の最

も頂端側にある。タイトジヤンクションは上皮細胞および内皮細胞の主要なバリア一機能を担

っていると考えられており、細胞層の頂端側と基底面側の化学物質や生物学的物質の独特

な組成を維持している(31，32)。タイトジヤンクションの細胞外領域には、 claudin(33，34)、

occludin (31)、junctionaladhesion molecule (JAM) (35)、tricellulin(36)という4種類の膜貫通

蛋白質があり、これらは、 PDZドメインを含む足場蛋白質でお互いに連携している。

例えば、足場蛋白質ZO-l、ZO-2、ZO-3は、それぞれ3つのPDZを持っている。これらの構

造と機能について明らかにするために、 ZO-l、ZO-2のPDZドメイン、その他のドメインの発現

系をpGEX-6P3-PRESA Tを用いて構築した(Table4-1-3)。調製した組み換えPDZドメインと、

TRX融合発現系を用いて調製したClaudinを用いての結合実験など、 PDZドメインの機能解析
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が現在進行中である。また、 ZO-1PDZ1の立体構造解析が完了した(PD8code; 2RRM)。そ

の際に行ったNMRデータの帰属(37)について、第4章第4節で述べる。

Table 4-1-2 
Construction of domains of ZO・1，ZO・2by PRESAT cloning 

protein domain residues 

ZQ-1 PDZ1 18-110 

PDZ2 162-271 

PDZ3 407-512 

SH3 513-590 

Zu5 1629-1745 

ZQ-2 PDZ1 3-99 

PDZ2 271-380 

参考文献

1. LaVallie， E..R.， M.Di8Iasio， E.A.， Kovacic， S.， Grant， K. L.， Schendel， P. F.， McCoy， J. M.， A 

thioredoxin gene fusion expression system that circumvents inclusion body formation in 

the E.. coli cytoplasm. 8iorwchnology仰}ク(1993)11，187-193 

2. Uegaki， K..， Nemoto， N.， Shimizu， M.， Wada， T.， Kyogoku， Y.， Kobayashi， Y.， 15N labeling 

method of peptides using a thioredoxin gene fusion expression system: an application t。
ACTH-(1-24) FEBS Lett.， (1996) 379， 47-50 

3. Tenno， T.， Goda， N.， Tateishi， Y.， Tochio， H.， Mishima， M.， Hayashi H.， Shirakawa， M.， Hiroaki， 

H.， High-throughput construction method for expression vector of peptides for NMR 

study suited for isotopic labeling Protein Eng. Des. Sel(2004) 17，305-314 

4. Umetsu， Y.， Tenno， T.， Goda， N.， Shirakawa， M.， Ikegami， T.， Hiroaki， H.， Structural 

difference of vasoactive intestinal peptide in two distinct membrane-mimicking 

environment. Biochem. Biophys. Acta (2011) 1814，724-730 

5. Vaudry， D.， Gonzalez， 8. J.， 8asille， M.， Yon， L.， Fournier， A.， Vaudry， H.， Pituitary adenylate 

cyclase-activating polypeptide and its receptors : from structure to functions. Phamacol 

Rev. (2000) 52， 269-324 

6. Laburthe， M.， Couvineau， A.， Molecular pharmacology and structure of VPAC Receptors 

for VIP and PACAP. Regul Pept. (2002) 108， 165-173 

61 



7. しaburthe，M.， Couvineau， A.， Marie， J.C.， VPAC receptors for VIP and PACAP. Receptors 

Channels， (2002) 8， 137-153 

8. Gozes， 1.， Fuman， S.， VIP and drug design. Curr. Pharm. Des. (2003) 9， 483-494 

9. Hofmann， K.， Falguet， L.， A ubiquitin-interacting motif conserved in components of the 

proteasomal and Iysosomal protein degradation systems. Trends Biochem. ScI.，(2001) 26， 

347-350 

10. Fisher， R.D.， Wang， 8.， Alam， S.L.， Higginson， D.S.， Robinson， H.， Sundquist W.I.， Hill， C.P.， 

Structure and ubiquitin binding of the ubiquitin-interacting motif. J. Biol Chem. (2003) 

278， 28976-28984 

11. Itoh， M.， Furuse， M.， Morita， K.， Kubota， K.， Saitou， M.， Tsukita， S.， Direct 8inding of Three 

Tight Junction-associated MAGULs， ZO-l， ZO-2 and ZO-3， with the COOH Termini of 

Claudins. J. Cell Biol， (1999) 147， 1351-1363 

12. Furuse， M.， Tsukita， S.， Claudins in occluding junctions of humans and刊es.Trenぬ Cell

Biol(2006) 16， 181-188 

13. Stuchell-Brereton， M.D.， Skalicly， J.J.， Kieffer， C.， Karren， M.A.， Ghaffarian， S.， Sundquist， 

W.I.， ESCRT-→11 recognition by VPS4 ATPases. nature (2007) 449， 740-744 

14. Kieffer， C.， Skalicky， J.J.， Morita， E.， Domenico， I.D.， Ward， D.M.， Kaplan， J.， Sundquist， W.I.， 

Two Distinct Modes of ESCRT -III Recognition Are Required for VPS4 Functions in 

Lysosomal Protein Targeting and HIV-1 Budding. Develop. cell (2008) 15， 62-73 

15. しupas，A. N. and Martin， J.， AAA proteins. Curr Opin Struct Biol(2002) 12，746-753 

16. Patel. S. and Latterich. M.. The AAA team: related A TPases with diverse functions. 

Trends Cell Biol(1998) 8， 65-71 

17. Neuwald， A. F.， Aravind， L.， Spouge， J. L.， and Koonin， E. V.， AAA+: A class of 

chaperone-like A TPases associated with the assembly， operation， and disassembly of 

protein complexes. Genome Res (1999) 9， 27-43 

18. Ogura， T. and Wilkinson， A. J.， AAA+ superfamily A TPases: common structure-diverse 

function. Genes Cells (2001) 6， 575-597 

19. Takasu， H.， Jee， J.G.， Ohno， A.， Goda， N.， Fujiwara， K.， Tochio， H.， Shirakawa， M.， Hiroaki， H.， 

Structural characterization of the MIT domain from human Vps4b. Biochem. Biophys. Res. 

Commun.， (2005) 334， 460-465 

20. Iwaya， N.， Kuwahara， Y.， Fujiwara， Y.， Goda， N.， Tenno， T.， Akiyama， K.， Mase， S.， Tochio， H.， 

62 



Ikegami， T.， Shirakawa， M.， Hiroaki， H.， A Common Substrate Recognition Mode Conserved 

between Katanin p60 and VPS4 Governs Microtubule Severing and Membrane Skeleton 

Reorganization. J. B;o/. Chem.，(2010) 285， 16822-16829 

21. Fujiwara， Y.， Fujiwara， K.， Goda， N.， Iwaya， N.， Tenno， T.， Shirakawa， M.， Hiroaki， H.， 

Structure and function of the N-terminal nucleolin binding domain of nuclear valosin 

containing protein-like 2(NVL2) harboring a nucleolar localization signal. J. B;o/. Chem. 

(2011) 286， 21732-21741 

22. Shiozawa， K.， Maita， N.， T omii， K.， Seto， A.， Goda， N.， Akiyama， Y.， Shimizu， T.， Shirakawa， 

M.，トliroaki， H.， Structure of the N-terminal domain of PEX 1 AAA-A TPase. 

Characterization of a putative adaptor-binding domain. J. Bio/. Chem. (2004) 279， 

50060-50068 

23. Shiozawa， K.， Goda， N.， Shimizu， T.， Mizuguchi， K.， Kondo， N.， Shimozawa， N.， Shirakawa， M.， 

Hiroaki， H.， The common phospholipid-binding activity of the N-terminal domains of PEX1 

and VCP/p97. FEBS J. (2006) 273，4959-4971 

24. M.， Babst， T.K. Sato， L.M. Banta， S.O. Emr， Endosomal transport function in yeast requires 

a novel AAA-type ATPase， Vps4p. EMBO J. (1997) 16， 1820-1831 

25. Phillips， S.A.， Barr， V.A.， Haft， O.H.， Taylor， S.I.， Ha仕， C.R.， Identification and 

characterization of SNX15， a novel sorting nexin involved in protein trafficking， J. 8;01. 

Chem. (2007) 276， 5074-5084 

26. Ciccarelli， F.O.， Proukakis， C.， Patel， H.， Cross， H.， Azam， S.， Patton， M.A.， Bork， P.， Crosby， 

A.H.， The identification of a conserved domain in both spartin and spastin， mutated in 

hereditary spastic paraplegia， Genomics (2003) 81， 437-441 

27. McNally F.J.， Vale R.O.， Identification of katanin， an ATPase that severs nd disassembles 

stable microtubules. Cell (1993) 75， 419-29 

28. Rabouille C.， Levine T.P.， Peters J.M.， Warren， G.， An NSF-like ATPase， p97， and NSF 

mediated cisternal regrowth from mitotic Golgi fragments. Cell(1995) 82， 905-914 

29. Germain-Lee， E. L.， Obie， C.， and Valle， 0.， NVL: a new member of the AAA family of 

ATPases localized to the neucleus. Genomics (1997) 44， 22-34 

30. Geisvrecht， B.T.， Collins， C.S.， Reuber， B.E.， Gould， S.J.， Oisruption of a PEZ 1-PEX6 

interaction is the most common cause of the neurologic disorders Zellweger syndrome， 

neonatal adrenoleukodystropy， and infanitile Refsum disease. Proc. Natl. Acad Sci USA， 

63 



(1998) 95， 8630-8635 

31. Furuse， M.， Hirase， T.， Itoh， M.， Nagafuchi， A.， Yonemura， S.， Tsukita， S.， and Tsukita， S.， 

Occludin: a novel integral membrane protein localizing at tight junctions. J Ce/l 8io/123 

(1993) 1777-1788 

32. Ikenouchi， J.， Umeda， K.， Tsukita， S.， Furuse， M.， and Tsukita， S.， Requirement of ZO-l for 

the formation of belt-like adherens junctions during epithelial cell polarization. J Ce/l 8io/ 

176 (2007) 779-786 

33. Furuse， M.， Fujita， K.， Hiiragi， T.， F吋imoto，K.， and Tsukita， S.， Claudin-1 and -2: novel 

integral membrane proteins localizing at tight junctions with no sequence similarity to 

occluding. J Cell 8io/141 (1998) 1439-1550 

34. Morita， K.， Sasaki， H.， Furuse， K.， Furuse， M.， Tsukita， S.， and Miyachi， Y.， Expression of 

claudin-5 in dermal vascular endothelia. Exp Dermato/12 (2003) 289-295 

35. Martin-Padura， 1.， Lostaglio， S.， Schneemann， M.， Williams， L.， Romano， M.， Fruscella， P.， 

Panzeri， C.， Stoppacciaro， A.， Ruco， L.， Villa， A.， Simmons， D.， and D恒jana，E.， Junctional 

adhesion molecule， a novel member of the immunoglobulin superfamily that distributes at 

intercellular junctions and modulates monocyte transmigration. J Cell Bio/142 (1998) 

117-127 

36. Ikenouchi. J.. Furuse. M.. Furuse. K.. Sasaki. H.. Tsukita. S.. and Tsukita. S.. Tricellulin 

constitutes a novel barrier at tricellular contacts of epithelial cells. J Ce/l 8io/171 (2005) 

939-945 

37. Umetsu， Y.， Goda， N.， Taniguchi， R.， Satomura， K.， Ikegami， T.， Furuse， M.， Hiroaki， H.， lH， 

13C and 15N resonance assignment of the first PDZ domain of mouse ZO-l. 8iomo/ NMR 

Assign， (2011)5， 207-210 

64 



4-2血管作動性ペプチド(VIP)の2種類の膜模倣環境での構造比較

4-2-1 序論

血管作動性ペプチド(VIP)は、グ、ルカゴン・セクレチンスーパーファミリーに属する 28アミノ

酸から成る神経ペプチドである。魚(タラ)やカエルからヒトに至るまで進化的によく保存され

ており、哨乳類においてはモルモットをのぞ、いて、少なくとも 85%のアミノ酸が同じ配列である

(1) 0 VIPは中枢神経系および末梢神経系に広く存在しており、発生や生育、神経細胞や内

分泌細胞の制御など生理的過程や病理過程に幅広く関与している。また、消化、呼吸、生殖、

循環器においても機能しており、さらに、がん、免疫応答、サーカディアンリズムにおいて、重

要な役割を果たしている(2)0 VIP はクラス IIG蛋白質共役受容体(GPCR)のリガンドであり、

2種類の受容体サブタイプ(VPAC1とVPAC2)と相互作用する(3)0 VIPは他のセクレチンファ

ミリーのペプチドである脳下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド(PACAP)と近縁

であり、 68弘の相向性をもっ(4，5)0 VIPとPACAPは、 VPAC1とVPAC2へ同等の親和性でも

って結合する(6)0 VIPが VPAC1あるいは VPAC2に結合すると、サイクリックアデノシン 5'ー

リン酸の量が顕著に増加する(7)、一方、アデニル酸シクラーゼ(8)やホスフオリバーゼ、 C(9)

が活性化し、多様な転写因子を介して多岐の生理的過程が起きる。

最近、自然免疫応答において、 VPAC1とVPAC2の重要な生物学的機能が発見され(10)、

VIP自身同様 VIPアゴニストの治療可能性が有望視されている(11)0 VIPの治療可能性を示

す研究結果は増えつつあり、例えば、隠炎 (12)、ヒトクローン病 (TNBS誘発性大腸炎)

(13，14 )、細菌性敗血症(生存型モデル)(15)、リューマチ性関節炎(RA:コラーゲ、ン誘発性モ

デル)(16)などのマウスモデルで示されている。隠炎モデルの最初の例では、 VPAC2と

VPAC1は反対の応答をするので、 VIPそのものよりも VPAC1選択的なアゴニストがよりよい

治療効果が得られた。さらに、他の三例(クローン病、敗血症生存型、 RA)では、 VIP自身の

潜在的な抗炎症効果がよく働いており、この結果は、 TNFαや IL-6のような炎症性サイトカイ
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ンをおそらく抑制しているからであろう。

医療における VIPの使用だけでなく、 VIPとVIP受容体との聞の特異的な相互作用はいくつ

かのがんの診断においても有用である(17，18)。乳がんや前立腺がんでは、 VPAC1 の発現

の増加が観察されており(19)、99mTcラベルVIPや64CUラベルTP3939のような放射性ラベル

VIP類似体が蓄積するため、陽電子放射型断層撮影法によりがんを可視化することができる。

また、 VPAC受容体は、 VIPと結合すると細胞内へエンドサイトーシスし、一時的に脱感作され

るため(20)、VIP類似体はイメージング試薬としても注目されている。

VIPの三次元構造や安定性の研究は、薬剤送達系の開発やVIPとその類似体の治療可

能性を向上させるために重要である。生化学的安定性や物理化学的安定性を向上させるい

くつかの VIP剤形が積極的に研究されてきた(21，22，23)。治療に用いる VIPの典型的な工夫

は、 VIPをリン脂質あるいはリポソームに組み込むことであり、この工夫により VIPの活性は

通常倍増する。このような活性上昇は、 invivoにおける酵素的分解から VIPが保護されるた

めである。また、多くの構造解析から、 PACAP(24，25)や他のクラス 11GPCRリガンド(26-29)

が受容体に結合する際、 αーヘリックスコンフオメーションをとることが示されているoこれらの

ペプチドリガンドは、脂質あるし、はリポソームにペプチドが結合するとランダムコイルからαーヘ

リックスヘ構造変化することが示されているため、あらかじめαーヘリックスコンフォメーションと

なっていることが、ペプチドの生物学的活性を上昇させると考えられる(30)。これらの構造変

化と活性との関係は二段階モデルとよばれ、 PACAPとPAC1Rとの相互作用研究において示

唆されている(24)。したがって、受容体非存在下とリン脂質存在下における VIPの溶液構造

の解析は、重要な課題である。

今回の研究において、構造活性相関研究により VIP類似体の開発を行うために、我々は

VIPの構造解析に焦点を絞った。過去に、 30九トリフルオロエタノール(TFE)溶液中の VIPの

構造が..lH NMR法により決定された。この構造解析では同位体ラベルを導入したペプチドを

使っていないので、溶液構造の収束が限定的であった(31)。さらに、立体構造の座標が公開
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されていないので、他のグループによる構造活性相関研究に限りがあった。今回我々は、

50%メタノール溶液中とドデシルホスホコリン(DPC)ミセルを含む水溶液中の VIP-G(本来の

28アミノ酸と C末端グリシン残基をもっ VIPで、 C末端アミド化を受ける前の VIP前駆休ペプ

チドと同等1:ある)の溶液構造を決定した。同位体ラベルを導入した VIPペプチドを使うことで、

多量の DPCミセル存在下における NMRスペクトルの解析が可能となった。そして、これら二

種類の条件下における構造の違いを詳細に述べる。

4-2-2実験

15 N-and 13 C/5 N-/aba/ed VIP-Gの謡製

今回用いた VIP-Gの大腸菌発現系は、チオレドキシンとの融合蛋白質として発現させる系

である。前の論文で、示したように、チオレドキシンの後に、 His6タグ、 FactorXa切断部位が続

き、最後に VIP-Gとなっている(TRX_VIP-G)(32) 0 15Nラベルと 13cj15Nダブルラベルの

TRX_VIP-G融合蛋白質を発現させるために、唯一の窒素源として 0.5g/Lの 15N塩化アンモ

ニウム、また唯一の炭素源として 4g/Lの 12C_グルコース、もしくは 2g/しの 13C6ーグぉルコース

を含む M9培地を用いた。 50μg/mLのアンピシリンを含む 100mlの M9培地で、

pET -TRX_ VIP-Gベクターを導入した大腸菌 BL21(DE.1，lを 16時間培養した。そして、閉じ M9

培地を 0.9L入れた 5LJミッフル付フラスコに大腸菌培養液を移した。イソプロピルーDーチオガ

ラクトピラノシドを加えて発現誘導を行い、 300Cで6時間培養した後、集菌した。

30 mlの 50mM T ris-HCI， pH 7.5， 0.15 M NaCI， 10 mM 2-mercaptoethanol J ¥ッファーで、大腸

菌ペレツトを懸濁し、超音波で破砕した。遠心分離で不溶物を除去し、 4 ml の

DEAE-Sepharoseカラムに上清を通した。あらかじめ 50mM NiS04を流して Ni2+イオンをキレ

ートさせ、 50mM Tris-HCI， pH 7.5， 20 mM imidazole Jミッファーで、平衡化した 4mlの

Chelating-Sepharose Fast Flowカラムに、 DEAE-Sepharoseカラムから溶出した蛋白質溶液

を通した。また、超音波破砕ではなく、浸透圧ショックにより抽出した蛋白質溶液については、
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直接 Chelating-SepharoseFast Flowカラムに通した。 50mM T ris-HCI， pH 7.5， 50 mM 

imidazoleバッファーで、 TRX_VIP-Gを吸着させたカラムを洗浄し、そして、 50mM T ris-HCI， pH 

7.5， 0.2 M imidazoleバッファーで、融合蛋白質を溶出させた。 1Lの 50mM Tris-HCI， pH 7.5，0.5 

M NaCIバッファーを使って、カラムから溶出させた融合蛋白質(2mし)を 40Cで16時間透析し

Tこo

NMR 

8ruker AvanceDRX (500 MHz)、および極低温三重共鳴プローブを装備した 8rukerAvance 

III (600 MHz)の NMR装置を用いて、 NMR実験を行った。メタノール中の構造を決定するため

に、 0.25mLの 20mM Tris-HCI， pH 7.4を含む 50弘軽水一50九d3メタノールに、 -400μgの

13C/15N-VIP-Gを溶かした。 DPCミセル存在下で、の構造を決定するために、 0.25mlの 50mM 

カリウムリン酸バッファーpH7.2を含む 90弘軽水ー10弘重水に、 -500μgの 15N-VIP-G、もしくは

13Cj15N-VIP-Gを溶かし、 50mM DPCミセルを含むサンプルと含まないサンプルを用意した。

化学シフトのリファレンスとして、 sodium2，2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonateを用いた。

HSQCスペクトル(33)は Gradientsensitivity enhancement法(34)を組み込んで、 8回積算、

256ポイントで測定を行った。また、データの加工時にゼ、ロフィリングnを行った。メタノールサン

プルについては 288Kで、 DPCミセルサンプルは 298Kで測定した。 NMRPipe(35)を使ってス

ベクトルデータを加工し、 nmrDrawプログラム(35)で解析した。水素原子間距離情報を得るた

めに、三次元 13C-editedHSQC NOESYと15N-editedHSQC NOESYスペクトルを、メタノール

サンプルは 200ms、DPCミセルサンプルは 150msのミキシングタイムで測定した。

CY ANA2.0.17プログラム(36，37)の通常の 7回反復サイクルプロトコルを使って、構造計算を

行った。 SPARKYプログラム(38)を使って、すべての NOE交差ピークを手作業で選択した。

主鎖の化学シフトをベースとした TALOSプログラム(39)を使って、二面角拘束情報を計算し

た。メタノール中の構造座標は 2RRH、DPCミセル結合型の構造座標は 2RRIで PD8に登録
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した。また、メタノール中の帰属情報は 11419、DPCミセル結合型の帰属情報は 11420で

BMRB Iこ登録した。

4-2-3結果と考察

50% MeOH中の VIP-Gの構造

VIP-Gやその類似体の SARを決定するためのコンフオメーション研究において、メタノール

やTFEのような有機溶媒を使って、 CDとNMRの両方、もしくはそのどちらかの解析を行って

いる。これらの溶媒は単独で、もしくは水と混ぜて使われるが、これらを使うと、細胞膜や VIP

受容体のアミノ末端細胞外ドメイン(N-ted)のような疎水的環境を模倣することができる。野

生型の VIPは、力ルボキシ末端にアミノ基をもっ 28アミノ酸のペプチドである。しかしながら、

VIPのカルボキシ末端アミノ基は、受容体への結合や受容体の活性化にはそれほど寄与が

ないことを Fahrenkrugらが明確に示している(40)。したがって、今回の研究では、グリシン残

基が余分にある VIP(VIP-G)をNMR解析に用いた(Figure4-2-1A)。そして、大腸菌で合成さ

せた 13cj15Nで同位体ラベルを導入したVIP-Gを用いた。

三重共鳴スペクトルの HNCACB、CBCA(CO)NH、HNCOを通常の方法で解析し、 50%メタノ

ール溶液における VIP-Gの主鎖 HN、N、Cα、Cs、Coシグ、ナルの帰属を行った(41)。また、

HCC(CO)NHとCC(CO)NHスペクトルから、 Hα、側鎖の水素原子、側鎖の炭素原子のシグナ

ルを帰属した。 Figure4-2-1Bに、 50目メタノール溶液における VIP-Gを帰属した lH-15NHSQC 

スペクトルを示す。 HislとSer2を除いた主鎖由来のすべてのシグナルと、側鎖由来の非交換

性水素原子シグナルのうち 93%を帰属した。TALOSプログラムを使って、主鎖の二面角拘束

情報を決定した(39)0 TALOSプログラムで解析した結果、 50%メタノール溶液においては、

VIP-GのAla4から Ser25まで、がαーヘリックスで、あることが示された。
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Figure 4・2圃 1
Amino acid sequence and 1 H・15NH5QC spectra. 
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(A) Amino acid sequence of VIP and PACAP. Conserved residues are shown in bold. The filled 
circles indicate the residues forming a hydrophobic surface facing to DPC micelle. (8) and (C) 
1H-15N HSQC spectra in 50% MeOH containing20 mM Tris-HCI (pH 4.4) at 288 K (8) and in 
the presence of the 50 mM DPC micelle containing 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.2) 
at 298 K (C). Spectral cross-peaks are labeled by a 1-letter amino acid code and residue 
number. 

NMRによって得られた合計 395個の実験的な拘束条件から、最終的に、 50%メタノール溶液

における VIP-Gの低エネルギー構造 20個の組み合わせを得た。ヘリックスでみられる中距

什3)、dup(i， 介3)、daN(i， ;←4)が Va15-Gll9において多く得られたである dUN(i，NOE 高住

(Figure4-2-2A) 0 20個の構造の Ala4-Asn2Bにおける主鎖原子の平均二乗偏差(RMSD)は

0.35Aであり、すべての窒素原子と炭素原子の RMSDは 0.95Aであった。最適化した VIP-G

の20個の構造全てから得られた Ramachandranプロットから、得られた構造の主鎖二面角は

最も好ましい値、もしくは次に好ましい値の範囲内で、あることが分かつた(Table4-2-1)0 50弘メ
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タノール溶液におけるひず、みが少ない 20個の構造について、主鎖を重ね合わせた図を

Figure4-2-3 fこ示した。メタノール溶液における VIP-Gの構造は、 4-29番目のアミノ酸領域で

はαーヘリック図構造であり、アミノ末端領域(1-3 番目)は構造をもっていなかった

(Figure4-2-3B)。

Table 4圃 2-1
Structural statistics for the final 20 structures of VIP in 50% MeOH and DPC 

MeOH DPC 

Distance restraints 

Total number of NOE restraints 395 376 

Intraresidue Unused Unused 

Sequential restraints (Iiづ1=1) 246 246 

Medium-range restraints (1くli寸|孟4) 149 129 

Long-range restraints (Iiてjl>5) 。
Dihedral angle restraints 

中/'V/χ 23/23/0 22/22/0 

Hydrogen bond restraints 。 。
Final statistics 

Maximum target function 0.05 0.47 

RMSD for experimental structure (A) 

AII backbone atoms (4-28 in MeOH， 6-26 in DPC) 0.35 0.55 

AII heavy atoms (4-28 in MeOH， 6-26 in DPC) 0.93 0.93 

Ramachandran plot statistics (%) 

Most favored region 97.0 89.1 

Additionally allowed region 3.0 10.9 

Generously allowed region 0.0 0.0 

Disallowed region 0.0 0.0 

Tanらは、 30%丁目溶液におけるVIPの構造を以前に報告した(31)0 50弘メタノール溶液に

おけるαーヘリックスの含量は30%TFE溶液における含量と同様であり、 CDのデータとも一致し

ている。対照的に、 50九メタノール溶液と 30弘TFE溶液で、は側鎖のコンフォメーションが異なっ

ている。 30%丁目溶液では、複数の側鎖一側鎖聞の相互作用(Asn9-Arg12、Leu13_Met17、

Va119_Leu23、Lys20-Asn24)が報告されていた。しかしながら、今回の実験では側鎖構造はよく

収束していた(RMSD値 1.0A以下)にもかかわらず、そのような側鎖聞の相互作用は見られ

なかった。
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Figure 4・2・2
Patterns of restraints in VIP-G in the presence of 50% MeOH 

(a) and a DPC micelle (b). Filled circles indicate dihedral angles predicted by TALOS to be 

consistent with the helical structure. Lines indicate the presence of inter-residual NOE connectivity. 

The thickness of the lines corresponds to the strength of NOE. 
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a b C 

c 〈 〈

Figure 4・2・3
Three剛dimensionalstructures of VIP-G in 50% MeOH. 

(A) Ensemble of lhe 20 lowesl energy slruclures of VIP-G in 50% MeOH. The backbone atoms of 

resldues 4-28 were used for lhe supenmposilion. (8) and (C) Side views of the ribbon dlagram 
(8) and su巾 ωmodel(C) of VIP-G of a represenlallve conformer. The hydrophoblc resldues (以 上
L， Y， F， M) are colored green. 

DPCミセルに結合した V/P-Gの摘造

次に我々は、 50mM DPCミセル存在下でVIP-Gの溶液構造を決定した。(ペプチドIDPCの

比率 1:84)DPCは膜を模倣する化合物としてよく知られており、ペプチドー膜相互作用の溶液

NMR研究においてしばしば用いられている。水中では、 1個の DPCミセルは 60個の DPC分

子から構成されている。DPCは中性の頭部をもち、脂質膜の異方的環境を模倣する。DPCは

安定なミセルを形成するので、溶液 NMR研究においては妥当な相関時間と許容可能な線幅

をもたらす。DPCミセルと平面的な脂質二重膜との大きな遣いは、ミセルが大きく曲がった表

面をもつことである。

DPCミセル存在下の VIP-Gの 'H-'5N HSQCスペクトルを図 1Cに示した。DPCミセルへの

相互作用により VIP-Gの交差ピークが広幅化していた(DPCミセルの分子質量は約 20kDa 

である)。このサンプル(ペプチド/ミセル比率は 1:3)へさらlこDPCを加えても、 NMRシグナル

に変化はなかった。したがって、この条件下で得られたこれらのNMRシグナルは、ミセルへ相
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互作用しているペプチド

主鎖共鳴シグナルと、但IJ鎖の非交換性水素原子由来のシグナルのうち 93%を帰属した。376

個の実験的 NMR拘束条件から、 CYANAにより低エネルギー構造 20個の組み合わせを得た。

Phe
6
-lle26の主鎖原子を重ね合わせて RMSDを計算すると、主鎖は0.55A、すべての窒素、炭

素原子ではO.93Aであった。ミセル結合型のVIP-Gの二次構造は、 Phe6-lIe26においてαーヘリ

ックス構造をとっていた(Figure4-2-4)。アミノ末端領域(1-5番目のアミノ酸)はほとんど一定

の構造をとっておらず、逆に力ルボキシ末端領域はより限られた構造をとっており、 αーへリッ

クスに近い構造をとっていた。

a b C 

? 

C C 
C 

Figure 4・2・4
Three-dimensional structures of VIP-G bound to a DPC micelle. 

(A) Ensemble of the 20 lowest energy structures of VIP-G in the DPC micelle. The backbone atoms 
of residues 6-26 were used for the superimposition. (8) and (C) Side views of the ribbon diagram 

(8) and surface model (C) of micelle-bound VIP-G of a representative conformer. The hydrophobic 
residues (V， 1， L， Y， F， M) are colored green 

50%メ歩ノール中と、DPCミセルに結合した V/P-Gの構造の比較

ペプチドと膜との聞の相互作用面を決定するために、まず、DPCミセル結合型の VIP-Gの

化学シフトとメタノール溶液における VIP-Gの化学シフトとを比較した。DPCとメタノール溶液
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で、はいくつかのピークにおいて化学シフトが異なっているものの、化学シフトデータからは

VIP-Gとミセルとの聞の相互作用面を特定することはで、きなかった。そこで我々は、 2つの異

なる膜模倣環境下において決定した VIP-Gの三次元構造を比較した。 VIP-Gの表面に位置

する疎水性残基をマッピングすると、背中合わせで疎水性パッチが 2力所存在していた

( Figure4-2-3CとFigure4-2-4C)0 50弘メタノール溶液における VIP-Gの構造と比較すると、ミ

セル結合型のαーヘリックスはやや湾曲していた(Figure4-2-4A，B)。この湾曲の直径は 21.84

+2.01Aであり、報告されている DPCミセルのサイズ、と同様で、あった(Figure4-2-5)(42)。凹

面にある Phe6、Tyr10、Leu13、Met17の側鎖は、ミセル結合状態で疎水性パッチを形成していた。

VIP-G はミセルの内部ヘこれらの側鎖を向けて水とミセルとの境界面に存在していた。したが

って、メタノール溶液における構造とミセル結合型構造との聞の差は、ミセルの曲面上でペプ

チドとミセルが相互作用することによって生じていると我々は推測した。注目すべきことに、こ

れら2つの疎水性クラスターはVIPとPACAPにおいてだいたい保存されており、このことはこ

れらの残基が生物学的に重要であることを示唆している。 Ala1B、Val19、Tyr22、Leu23、I1e26、

Leu27から構成される疎水性クラスターは、 PACAP-PAC1R複合体構造においてペプチドとア

ミノ末端細胞外ドメインとの相互作用面に位置していた(25)。そして、 VIPの Ala置換変異体

を使ったSAR研究の結果とも部分的に一致している(43)。スピンラベルを導入したDPC類似

体を使ってNMR実験を行うことで、これらの残基がペプチドー指質相互作用に直接関与してい

る証拠を得ることが、今後必要である。
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Figure 4・2・5

Ribbon presentation of the structural 
model of VIP-G adsorbed to the surface of 
a spherical DPC micelle of radius 21.7 A. 

VIP-GとPACAPの構造比較

20 A 

VIPと高い配列相向性をもっPACAPについて、ミセル結合型の構造と受容体結合型の構造

が既に報告されている(24)。本節では、我々が決定したメタノール溶液における構造およびミ

セル結合型の構造を、既に報告されている構造と比較する。Inookaらがミセル結合型の

PACAP27の構造を予備的に解析した結果、αーヘリックス構造をとっていた(PDB未登録)。さ

らに、ミセル結合型の PACAP38の構造(PD810 2D2P)はフレキシブルなアミノ末端(1-4番

自のアミノ酸)のあとに安定なαーヘリックス領域(5-38番目のアミノ酸)が続く構造をしている

が、この構造は実質的にVIP-Gと同様の構造である(Figure4-2-6B，C)。とりわけ、PACPA38

の力ルボキシ末端領域は曲がったヘリックスとなっており、ミセルの湾曲を反映している可能

性がある。その上、同一の蝶水性残基(Phe6、Tyr10、Leu13、Metl7
)はミセル結合の相互作用

面を形成しており、その相互作用面は疎水性環境下である DPCミセルの内部へ挿入されて

いる(Figure4-2-6D，E)。この結果は、VIP-GとPACAPが同じミセル繋留トポロジーをもってい

ることを示唆している。
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a C 

d e 

Figure 4・2・6
Comparison of the structure of VIP-G and PACAP-38. 

(A-C) Side views of the ribbon diagram of VIP-G (in MeOH (A) and in the DPC micelle (8)) and 
PACAP-38 bound to the DPC micelle (C). (0 and E) A helical wheel projections of the membrane-
bound states of VIP (0) and PACAP (E). Amino acid residues located the peptide-membrane 
interface are shown in black. 

脂質二重膜における VIPとPACAPのコンフオメーションについても研究されていて、これ

らの結果は細胞膜を模倣する良いモデルを提供している。ジミリストイルフオスフアチジルコリ

ン/ジミリストイルフオスフアチジルグ、リセロールをベースにした脂質二重膜をペプチドの担体
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として使った固体NMR研究により、 PACAP21とPACAP27の構造が決定された(44)。興味深

いことに、脂質二重膜に結合した状態では、 PACPA21および PACAP27は伸びきった構造を

とっていた。 Gololobovらはリポソーム結合状態の VIPのコンフオメーションを CDスペクトルで

解析し、陰イオン性のリン脂質ホスファチジルグ、リセロール存在下ではαーヘリックスを形成す

るが、中性のリン脂質であるホスファチジルコリン存在下で、は構造をもたないことを示した

(30)。クラス 11GPCRのリガンドは、膜模倣環境下では通常αーヘリックスをとっているが、 VIP

とPACAPはその置かれた環境に応じてコンフオメーション変化させており、それが特徴である

かもしれない。陰イオン性指質二重膜における安定なαーヘリックス形成を考慮すると、いくつ

かの保存された正電荷アミノ酸(Arg14、Lys20、しys21)がペプチドとミセルとの聞の相互作用面

の近くに位置しており、これらの残基がコンフォメーション変化とαーヘリックスの安定化に重要

な役割を果たしているのかもしれない。

GPCR 活性化における VIPの二段階輸送メカニズム

前に述べたように、クラス 11GPCRのリガンドの生物学的作用は、ペプチドと受容体のアミノ

末端細胞外ドメインとの結合が原因である。すべての研究結果において、アミノ末端細胞外ド

メインに結合しているこれらのリガンドペプチドはαーヘリックスコンフオメーションをとっている。

GPCR活性化におけるこ段階リガンド輸送モデルが提唱されている(24、25)。これらのモデ

ルでは、受容体への結合の前に、ペプチドが膜へ相互作用することが重要な段階であること

を提案している(Figure4-2-7)。ペプチドは膜との相互作用によりαーヘリックスコンフォメーショ

ンが誘起され、ほぼ均一な活性型のペプチドとなる。このことが受容体への結合におけるエン

トロビーのロスを減少させている。

VIPのいくつかの類似体について、それらの生物活性を解析することで、 VIPのSARが研究

された。とりわけ、アラニンスキャンによる研究により、 VIP受容体への結合と受容体活性化

における重要な残基が明らかとなった(43、46-48)。また、膜模倣環境下あるいは受容体結
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合型の VIPの構造をモデル化する試みも行われた(31、49)。残念なことに、既存の薬理学的

研究の解釈と矛盾するところがあり、 VIPの作用モードを完全には説明仕切れていない。した

がって、 VIPの構造情報がより必要である。本研究において、我々はミセル結合型の VIPの

構造を決定し、 DPCミセルとの疎水性相互作用面を形成する 4アミノ酸を発見した。これらの

残基のいくつかを変異させると、 VIPの活性が実質的に下がることが示されており、これはお

そらく変異によりαーヘリックスが不安定化されたためで、あろう。したがって、 SAR研究において

は、ペプチドと膜との聞の相互作用面を形成する残基とペプチドと受容体との聞の相互作用

面を形成する残基とを区別して考える必要がある。

ヤ.f-c..r--rジ

VIP-receotor comolex 

Figure 4圃2・7
Schematic diagram of the two-step ligand transpo吋ationmodel for VIP. 

The peptide nonspecifically binds to cell membranes and forms anα-helix at the C-terminal region. 
Then， VIP undergoes 2D diffusion to the receptor and binds to the N-ted of the VIP recepto仁Finally，
VIP is sandwiched between the N-ted and core of the recepto仁

結論として、我々は 2種類の異なる膜模倣環境下における VIPの溶液構造を決定した。

そして、これらの環境はαーヘリックスを誘起する環境で、あった。ここで示したデータはVIP類似

体の開発において合理的な基盤を与えるものであり、炎症性疾患の治療とともにがん診断に

おいても有用なデータであろう。
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4-3核小体局在シグナルを持つ Nuclearvalosin-containing protein-like 2 (NVL2)の

アミド末端ヌクレオリン結合ドメインの構造機能解析

4-3-1序論

Nuclear valosin-containing protein (VCP) -like protein (NVL)は、 AAA-ATPaseである

VCP/p97と高いアミノ酸相同性を示す遺伝子産物として同定された。AAA-ATPaseは全ての

生命に見られる六量休の ATP加水分解酵素である。これらは、蛋白質複合体の解離や蛋白

質輸送を含む様々な細胞内過程で重要な役割を果たしている(1-4)0AAA-ATPaseは、保存

された 220-250アミノ酸からなる触媒ATPaseドメインが 1コピー(type1)か、 2コピー(typeII) 

かで分類されている。 NVしは、二つのつながったAAAドメインを持ち、type11 AAA-A TPaseに

分類される。 NVしには、翻訳開始点が異なるニつの選択的スプライスによるアイソフォーム、

NVL1、NVL2存在する(Figure4-3-1) (5)0 NVL2は、 60Sリボソームサブユニットの生合成に関

与する核小体に存在する。この経路では、リボソームサブユニット RPL5と DNAhelicase 

D081がNVL2結合蛋白質であると報告されている(6， 7)。他の生物の NVLオルソログとして、

ショウジョウバエの smallminded(smid)(6， 7)、線虫の CED-4-interactingprotein、Mac-1(9)、

出芽酵母の Rix7p(10， 11)が良く知られている。これらの無脊椎生物の NVLオルソログの細

胞内機能は、それぞれ部分的に一致しているだけである。そのため、この分子の構造生物学

的視点からの更なる分析が必要である。

VCP/p97とNVしは、 AAA領域の配列相向性が高いが、 NVL2の N末端領域(NVL2UD
)と

VCP/p97の N末端領域は異なっている。この二つの蛋白質の細胞内局在も異なっており、

VCP/p97は細胞質、核、小胞体膜に局在しているが、 NVしはそのほとんどが核小体に局在し

ている(5，6)。一般に、 AAA-ATPaseのN末端領域には、アダプターへの結合、基質特異性、

局在のような酵素の特異的な働きに必要なドメインが存在すると考えられている。 NVL2UDに

は、核小体局在に関与する核小体局在シグナル (NoLS)が存在する03つの別れた領域が核、
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核小体への局在シグおナルで、あるとNagahamaらによって報告されており(6)、そのうちの二つが

NVL2UDに存在する。アルギニンやリジンのような塩基性アミノ酸の並びが、蛋白質の核小体

への蓄積に寄与すると報告されている(12)。いくつかの蛋白質の核小体局在配列に基づき、

モチーフ(R/K)(R/K)X(R/K)が提案され(13)、NVL2の NoLS(アミノ酸 49-52)は、この典型的な

定義に一致している。

核小体は、多くの蛋白質とリボソーム DNA、リボソーム RNAとその前駆体の高密度の複合

体で構成されている。核小体の第一の生理学的な働きは、リボソームの生合成である(14)。し

かし、最近の研究により、核小体は RNAプロセシング、特異的な mRNAの安定化、細胞周期

の統制、 RNAウイルスの集合のような細胞の生存能力の維持において重要な役割を果たし

ており、そのために癌やその他の病気に関係していることが明らかにされた(15-20)。核小体

は蛋白質ー蛋白質、蛋白質ーRNA相互作用のネットワークを使って組織化され、維持されてい

る(21)。核小体の構成因子の聞では、二つの蛋白質、ヌクレオリンとヌクレオフオスミンがカギ

となる中心分子で、あると考えられている。これらの蛋白質をノックダウンまたはノックアウトし

た時、核小体の機能と構造が崩壊する(22-24)0NoLSを通したこれらの中心蛋白質との相互

作用は、その蛋白質を核小体へ向かわせる可能性がある。しかし、典型的な NoLSモチーフ

に合わない多くの配列が報告されており、 NoLSの定義はより複雑なものとなっている(21)。

NoLS配列の不一致は核小体への蛋白質の移送に様々な経路が使われているためだと考え

られる。 NpLSの力ギとなる作用は、一つまたは複数の核小体に存在する蛋白質を認識する

ことであると提案されている(21)。従って、この分野では、 NoLSのメカニズ、ムに基づ、いた分類

が重要である。

本研究の目的は、 NVL2の N末端領域の構造解析によって、 NVL2の細胞内局在のメカニ

ズムを明らかにすることである。バイオインフォマティックス的手法とハイスループット蛋白質

発現実験を用いて NVL2のN末端領域から"NMRによる構造決定に適した"ドメイン(NVL2UD，

アミノ酸残基 1-74)を単離し(Figure4-3-1 A) (25)、NMRを用いてその 3次元構造を決定した。
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溶液 NMR実験により、 NVL2UDは、ウイングぉドヘリックスモチーフの一部に適合していることを

示し、核小体局在シグナルは分子の表面に露出していた。また、このドメイン単独で、核小体

局在活性を示すことを確認した。加えて、ヌクレオリンの C末端断片が NVL2UDの結合相手で

あることを同定した。核小体局在に関与するカギとなるアミノ酸残基は、ヌクレオリン結合に必

要なアミノ酸残基と同じであった。最後に、“逆"構造プロテオミクス的アプローチに基づいて

核小体での NVL2の生理学的機能を提案する。
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Figure4・3・1
Domain architecture of NVL and multiple sequence alignment of the NVL2UD• 

A， domain arrangement of NVL 1 and NVL2. Two splicing variantsof human NVL are 
shown. The translation of NVL 1 starts at the second methionine of NVL2. The unique 
domain is isolated from the N-terminal region specific for NVL2. The filled arrowhead and 
open arrowheads indicate NoLS and NLS， respectively. UD， NVL2 unique domain; AAA， 
AAA domain. s， multiple sequence alignment of NVL2 0吋hologs.The secondary 
structure elements of NVL2UD(1-74) are shown at the top ofthe diagram with open boxes 
千helix).The residues in the hydrophobic core and the NoLS are indicated by triangles 
and circles， respectively. The gray spiral represents the coiled-coil region. Protein names 
and UniProUくBaccession numbers are as follows: mouse (Q9DBY8)， human (015381)， 
Xenopus (Q7ZXI4)， zebrafish (P91638)， smallminded (P91638)， CED41P (C. elegans; 
Q9U8KO)， Hyp-Cbrig (Caenorhabditis briggsae; A8XYNO)， and Hyp-anoph (Anopheles; 
Q7Q5U3). The sequence alignment was generated using ClustalXσ0). 

87 



4-3-2実験

実験に用いた試薬

DNAオリゴヌクレオチドプライマーの合成は、北海道システムサイエンスに依頼した。

Anit-nucleolin抗体は、 SantaCruz 8iotechnology Inc.、Abcomのものを用いた。

蛋白質調製

マウスcDNAを鋳型lこPCRでNVL2UD遺伝子を増幅し、 pGEX-4T3由来の PRESAT -vector 

を用いて、 GST融合 NVL2UD発現ベクターの構築を行った(25)0NVL2uDの生化学的な分析は

GST融合蛋白質で行い、構造解析は、 GSTを除いたものを用いた。蛋白質は、大腸菌

8L21(DE$を用い、 30
0
Cで、措:養を行い発現させた。 NMRサンプル調製のためには、唯一の窒

素源として 15N-NH4CIを含む M9培地、さらに、 15N-NH4CIに加えて唯一の炭素源として 13Cー

グルコースを含む M9培地を用いて培養を行った。細胞抽出物を DEAE-Sepharose、続いて

Glutathione Sepahroseを用いて精製を行った。 GlutathionSepharose に GST-NVL2UDを結合

させたまま、スロンビンプロテアーゼを添加し、 GSTとNVL2UDの聞を切断、 NVL2UDのみをカラ

ムから溶出した。溶出試料に含まれるスロンビ、ンを benzamidinesepharoseで除去した後、透

析を行った。

動物細胞で GST-NVL2uD(1-74)、GFP-NVL2UD(1-74)AAを発現するプラスミドは、

pcDNA-EGFP-PRESATベクターを用いて構築した。 pcDNA-EGFP-PRESATベクターは、

PRESATベクター構築プロトコールを用いて、 pcDNA3.1を基にし、 EGFP遺伝子とPRESATベ

クタークローニングサイトを挿入して構築した(26)。

同様に、 Hisx6タグ融合のヒトヌクレオリン断片発現系、 R1234G(RRMドメイン 1-4とGARド

メイン;残基 286-710)、R123(残基 286-560)、R12(残基 286-468)、R23(残基 391-560)、R34

(残基 478-710)、R4G (残基 565-710)、R1(残基 286-390)を、 pET-His x6-PRESA T(27)を用

いて構築した。これらすべての蛋白質は、大腸菌 8L21(DE3)で発現させ、 Ni2
+アフィニティクロ
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マトグぉラフィーにより精製を行った。

NMRによる立体構造解析

15N、13C/15N標識 NVL2UDの NMRによる測定は、濃度 0.6-1.2mM、5%D20-95州 20，25 

mM リン酸ナトリウム(pH6.4)の条件で、行った。主鎖、側鎖の帰属は 15N-HSQC、13C-HSQC、

HNCA、HNCO、HNCAC8、C8CACONH、H(CCO)NH、C(CO)NH、HCCH-TOCSYスペクトルの

組み合わせを用いて行った。データのプロセスは NMRPipeとSparkysoftwareを用いた。プロ

トン聞の距離は、三次元 13C一、 15N-editedNOESYから得た。

CYANA (version2.0.7)を用いて構造計算を行い、次に CNS(version1.2)を用いて最適化を行

った。 NOEクロスピークはすべてSparkyをも用いて手動で選択した。得られた最もエネルギー

の低い 20の構造の分析結果を SupplementalyTable4-3-1に示した。

細胞株

本研究では、 HeLa細胞と HEK293細胞を用いた。これらの細胞は、 10%(v/v)ウシ胎児血清、

100 unit/mLのペニシリンとストレプトマイシンを加えた Dulbecco's modified Eagle' s medium 

(DMEM)用いて、 37
0
C、5%C02の環境下で培養した。

NVL21Dに結合した蛋白質の質量分析による詞定

培養した 107の細胞を回収し、 P8Sで洗浄後、 200mlの溶解液[17.5mM Tris-HCI (pH7.5)， 

55 mM KCI， 1 mM MgCI2， 1 mM EDTA， 0.5 mM EGTA， 1 mM DTT， 0.25 mM PMSF， 0.05% Triton 

X-100，プロテアーゼ阻害剤(0.2問 Imlantipain， 0.2μg/ml aprotinin， 0.1μgl ml leupeptin， 0.08 

問./ml pepstain)]に懸濁し、超音波によって破砕した。この細胞抽出液に 180pmolの

GST -NVL2UD(1-93)または GSTを加え4
0
Cで、インキュベートした。反応後の GST蛋白質複合

体を Glutation-Sepharoseに結合させ、 3回洗浄後、 SDS-PAGEの LoadingDyeで結合した
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蛋白質を溶出した。溶出した蛋白質複合体を SOS-PAGEで分離し、 Coomassie8rilliant Blue 

で染色した。ゲル中でプロテアーゼ分解後、神戸大学大学院医学研究科質量分析センター

で、質量分析装置(Q-TOF2; micromass， Manchester)を用いた electrosprayionization tandem 

MS (LC-MS/MS)による分析を行った。蛋白質の同定は、 Mascot(MatrixScirnce)を用いて行

った。

ウエスタンフ、ロッティング

HeLa細胞を回収、洗浄後、細胞溶解液[25mM Tris-HC(pH7.5)， 100 mM NaCI， 2 mM EOTA， 

0.1% (v/v) Triton X-100， 1 mM OTT， 1 mM PMSF，プロテアーゼ阻害剤]に懸濁した。細胞抽

出物を GST-NVL2uD (1-74)、GSTと混合しインキュベート、 Gluta廿lionSepharoseで回収後、

溶出、蛋白質複合体をSOS-PAGEで分離しPVOF膜ヘ転写した。次に、 anti-nucleolin抗体、

続いて HRP標識antimouse IgG二次抗体を用いて、ヌクレオリン断片を検出、 ECL-Plusを用

いて可視化した。

In Vitro結合アッセイ

NVL2UDとヌクレオリン C末端断片との蛋白質一蛋白質相互作用の評価をするために、 GST

プルダウンアッセイを行った。 GSTまたは GST-NVL2UD(140 pmol)を、 Hisx6タグ融合ヌクレオ

リン断片を発現させた大腸菌の抽出液に添加し、反応液[25mM Tris-HC(pH7.5)， 120 mM 

KCI， 0.1% (v/v) Triton X-100， 1 mM OTT， 10%グリセロール，プロテアーゼ阻害剤]中で、 4
0
C、

2時間反応させ、その後 Glutathion-Sepharoseを添加して 1時間置き、結合させた。

Gulutathion-Sepharoseを3回洗浄後、溶出、溶出した蛋白質を SOS-PAGEで分析した。各

シグナル強度は、 ImageJ1.40g program (National Institutes of Health)で、定量した。
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蛍光顕微鏡による観察

細胞をチャンパースライドで、培養し、 pcDNA-EGFP-NVL2UD、pcDNA-EGFP-NVL2UDAAを

lipofectamin 2000 (Invitrogen)を用いて導入した。 24時間培養後、細胞をPBSで洗浄し、メタノ

ールで一20度、 20分間処理し、細胞を固定した。次に、 antinucleorin抗体を用いて、 4
0

Cで一

晩反応させた。洗浄後、 Cy3™標識 anti mouse IgG (SIGMA)に浸し、室温で 60分反応させた。

細胞を洗浄後、 DAPI(100ng/ml)で染色後、 ProlongAntifade mounting medium (Molecular 

probe)を用いて封入した。細胞の観察は、蛍光顕微鏡(lX71， DP70 color CCD camera system; 

OLIMPUS)を用いて行った。

4-3-3結果と考察

マウスNVLj1Dの構造解析

決定した NVL2UD(1-74)の代表的な構造のイメージを Figure4-3-2Bに示した。得られた構造

が、実験的制約を満たすものであることは、 SupplemantalTabele 4-3-1 fこ示した。 N末端と C

末端、そして内部のループ(残基ト10、28、49-51、71-74)のディスオーダー領域を除いて、

root mean square deviation (RMSD)値が、主鎖で 0.418A、全ての炭素原子、窒素原子で

1.035Aで、あった。 NVL2UDの精密化した構造に基づいて、 2次構造に基づいた拘束条件を用

いて、 NVLオルソログのドメインのマルチプルシークエンスアライメントを行った

(Figure4-3-1 B)。これらNVLホモログ聞のアミノ酸相同性は高くない(19-86見)が、疎水性コア、

ヘリックス 2とヘリックス3をつなぐ 2番目のループを構成するアミノ酸はよく保存されている。

そのため、 NVL2ホモログの N末端領域は、よく似たフォールドの新規構造ドメインである。

NVL2UD(1-74)は、ヘリックス1(11-23)、ヘリックス2(32-42)、ヘリックス3(52-70)で、構成される

直行する 3本のヘリックス構造をとっている(Figure4-3-2A)0 DaliLite sever (28)を用いた

NVL2UDの構造比較により、 Zスコア 4.5以上の多くのウイングドヘリックスドメインをもっ蛋白

質が同定された。例えば、転写因子DP2のDNA結合ドメイン(PDBcode: 1 c円， Zスコア5.2)、
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二本鎖 RNAデアミナーゼI、ADARlの Zαドメイン(PDScode: 1 qgp， Zスコア 4.5)、34L蛋白質

の Zαド、メイン(PDScode; 1 sfu， Sスコア 4.5)が NVL2UDの構造と似ていた。加えて、 cullin-l

(PDS code: lldj， Zスコア 4.8)、FurS(PDS code: 2003， Zスコア 4.7)、replicationterminator 

protein (PDS code: 1 f4k， Zスコア 4.7)、NEDD8(PDS code: 3dqv， Zスコア 4.6)の部分的な構

造が NVL2UDと似ている構造として挙げられた。FUGUE(29)、FORTE(30)を含むいくつかの構

造予測法では、このフォールドの存在は予測されなかった。NVL2UDはNoLSを含み、このモチ

ーフは溶媒に露出している 2番目のループに位置している。
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A， a superposition of the backbone atoms of the 20 lowest energy structures. B， ribbon 
diagram of NVL2uD， with the NoLS residues shown as sticks. C-E， the structural neighbors 

of NVL2uD. The Dali server was used to identify proteins structurally similar to NVL2uD目 The

corresponding helices are colored the same (helices 1， 2， and 3 are orange， green， and dark 
violet， respectivelχ). C， OP2 (POB code 1cf7). 0， AOAR1 (PDB code 1qgp). E， replication 
terminator protein (PDB code 1f4k). AII pane/s were prepared using MOLMOL (71). 
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NVL21Dの結合穏手としてヌクレオリン C末端断片を同定

新しい NVL2
UDと相互作用する蛋白質を同定するために、 invitro蛋白質結合実験とエレクト

ロスプレーイオン化一MS/MS分析を行った。 HeLa細胞の抽出物を用いて NVし2UD(1-93)と相

互作用する相手の同定を行った。相互作用した蛋白質の SDS-PAGE分析では、 Coomassie

8rilliant Blue染色で、 GST-NVL2
UDと共に特異的に精製されてきたし、くつかのポリペプチドが

検出できた(Figure4-3-3A)oGSTに相互作用した蛋白質の結果と比較して、 30kDaの蛋白質

のバンドが NVし2UDと特異的に相互作用したもので、あると判断した。 MS分析の結果示された

NVL2
UD結合蛋白質のほとんどが、 RNAプロセシング関連または核小体に関連するもので、あ

った(Table 4-3-1)。いくつかの NVL2
UDと結合する蛋白質候補が RRMドメインを持っているこ

とは、非常に興味深く、これまでに、これらの結合蛋白質が NVし2と相互作用するという報告

はない。 Table4-3-1に示したように、ヌクレオリンは、第 2候補の NVL2UDの結合相手である。

Table 4-3-1 
List of protein candidates identified from mass spectrometric analysis 

protein 

Ribosomal protein L 7 
Nucleolin 

Leucine-rich repeat-containing 59 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C 

Progesterone receptor membrane component 2 

Proteasome subunit αtype 5 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A 

Proteasome subunit αtype 7 

Prphibitin 

Vimentin 

Molecular 
Scoreα 

mass 

KDa 

29.7 113 
76.6 86 
34.5 83 
33.6 80 
23.8 78 
26.4 75 
30.4 70 
37.0 68 
27.9 63 
23.6 62 
20.0 62 

日 Score determined as -10 Log (P)， where P is the prpbability that the 
observed match is random event， calculated by the program MASCOT. 
A score >54 indicates extensive homology， P < 0.05. 
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Figure 4・3・3
NVL2UD is a nucleolin binding domain. 

A， in vitro binding assay of GST・NVL2UDwith a HeLa cell extract. GST-NVL2UD(1-93) 

associated proteins were separated by SDS-PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue. 
The band indicated by an arrow was subjected to theMS/MSanalysis. 8， Western blot of HeLa 
proteins captured by GST・NVL2UD.GST or GST・NVL2UD(1-74)was incubated with either HeLa 

whole cell extract (WC匂 orbuffer， and co・purifiedprote加swere electrophoresed. The proteins 
were blotted onto a PVDF membrane and then detected by an anti-nucleolin antibody. The 

epitope for the antibody is residues 271-520 of human nucleolin. C， doma的 architectureof 
human nucleolin. The arrow marks the position of the peptide sequence detected by the MS/MS 
analysis. The RRM domains and the GAR domain are shown as black and gray boxes， 
respectivefμwith the domain names. 

ヌクレオリンは、核小体に多く存在する蛋白質で、 NoLSレセプターであると推定されている。

そのため、ヌクレオリンと NVL2の関係について更なる研究を進めた。全長ヌクレオリンの理

論的分子量は 76，614であり、分析した SDS-PAGEのバンドの大きさ(30kDa)と異なるため、

HeLa細胞抽出物中の NVL2UD(1-74)、NVL2UD(1-93)1こ結合した蛋白質の中に全長のヌクレオ

リンの存在を二つの異なった抗体 sc-17826(epitope27ト520)、ab22758(epitopeト100)で確

認した(Figure4-3-3B，Figure4-3-4)。全長ヌクレオリンのバンドが 95kDaであるのは、リン酸

化のためだと考えられる。 Sc-17826抗体では、いくつかの短いヌクレオリン断片を検出した。

これらの短い断片は、サンプル調製の聞に、構造を持たない N末端領域が分解されたもので
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あると考えられる。N 末端領域は蛋白質分解サイトを含んでいる(31)0HEK293細胞を用いた

場合も、NVL2U0(1-74)、NVL2
UO
(1-93)とヌクレオリンの相互作用が確認されたが、 細胞抽出物

の全長ヌクレオリンの分解は、 HeLa細胞抽出物よりも早く進んでいた(Figure4-3-4)。

A HeLa 
HeLa 

mock WCE rnock」低 L
一一

kOa ~ G 7493 G 7493 G 7493 G 7493 

97 
nucleolin 

66 66-

45 
45-

30-
30 

L 
mAb: sc・17826 rAb:ab227S8 

B HeLa HeLa 
』丘!..Jd!ζL ヱ丘と 』ιL

kOa 
In G 7493 G 7493 G 7493 G 7493 

97 

66 ' 
66 nucleolln 

• 45-

30-

」
mAb:sc・17826 rAb.ab227S8 

Figure 4・3・4
Assoclation of NVL2UD with nucleolin. 

A & 8. A Hela cell extract (A) or a HEK293 cell exlract (8) was incubated with eilher GST (Ianes 

“G")， GST-NVL2UD(1・74)(Ianes“74") GST-NVし2UD(1・93)(Ianes "93"). The purified proteins 

were separated by SDS-PAGE and Immunoblotted uSlng anti-nucleolin antlbodles. 

NVL2UD はヌクレオリンの二つまたはそれ以上の連続する RNA結合ドメインに結合する可能

性がある

ヒトヌクレオリンは 710アミノ酸からなり、 N末端、 中央、 C末端の3つの領域に分けられる。

N末端ドメインは、酸性アミノ酸が多く、天然変性であると予測される。中央のドメインは、 4つ
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のRRMドメインの繰り返しがあり、 C末端の GARドメインは、グリシンとアルギニンが多く存在

するドメインであり、 RRMドメインと GARドメインンはどちらも、 RNA結合ドメインである(32)。

MS/MS分析によって検出されたペプチド配列は、 4番目の RRMドメインの C末端で、あったた

め(Figure4-3-3C)、4つの RRMとC末端 GARドメインからなる組み換えヌクレオリン R1234G

(286-710)を調製し、 NVL2UDとの相互作用を詞ベた。その結果、 R1234Gは NVL2UDと特異的

に相互作用したため、ヌクレオリンのこの領域は NVL2UDとの結合に十分であると考えられる

(Figure4-3-5A， B)。

NVL2UDとの結合に必要なヌクレオリンの最小領域を決定するために、いくつかのヌクレオ

リン断片を大腸菌で発現させ、 NVL2UDとの結合能を調べたところ、 R1を除くすべての断片

(R123，R34G，R12，R23，R34，R4G)がNVし2UDとの親和性を保っていた(Figure4-3-5B，C)。詳細

に述べると、 R123とR34Gは他よりも高い親和性を示し、 R34は最も低い親和性を示した。 4

つの RRMの配列相向性は高くない(20-38%)ため、 NVL2UDが 4つの RRMの特定の共通した

モチーフや部位を認識しているということはなさそうである(Figure4-3-6)。そこで、実験結果

より、 2つまたはそれ以上の連続した RNA結合ドメイン(RRMと GAR)が無差別認識で

NVL2UDとの結合に関与しているという新たなメカニズムを提案、加えて、 NVL2UDとヌクレオリ

ンとの相互作用は、単純な蛋白質ー蛋白質結合によるもので、はないと予怨した。精製した R12

が NVL2UDと相互作用するかどうか調べるために、 R12と15N標識 NVし2UDを用いた NMR

滴定実験を行った(Figure4-3-7)が、意味のある化学シフトの変化は見られず、これらの相互

作用には他の因子も関与していることが示唆された。

RNA がNVL~Dとヌクレオリンの梧互作用を強化する

これまでに述べたような一般的ではない実験結果から考え、ヌクレオリン-NVL2UD相互作用

における RNAの効果を調べた。核小体は高密度に凝縮された RNA、特にリボソーム RNA前

駆体を含むため、 RNAが NVL2UDとヌクレオリンの相互作用に影響を与えることができる。こ
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の可能性を調べるために、 RNaseA を添加してプルダウンアッセイを行ったところ、特異的な

相互作用は消失した(Figure4-3-5D)。この結果は、 NVL2ーヌクレオリンの相互作用lこ RNAが

必要であることを示す。そのため、二つ以上の連続する RNA結合ドメインが RNAを保持して

いるヌクレオリンーRNA複合体へ NVL2
UDが結合している可能性がある。
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FIGURE 4・3・5
Interaction betweenNVL2UD and nucleolin. 
A， summary of the binding assays between NVL2UD and various nucleolin fragments. B， in 
vitro binding assay with nucleolin fragments. Either GST (G) or GSl二NVL2UD(1-74)(74) was 
incubated with E. coli cell Iysates expressing various nucleolin fragments (in). The bound 
proteins were pulled down and separated using 15% SDS-PAGE. The gel was stained with 
Coomassie Brilliant Blue. Asterisks denote the nucleolin fragments bound to NVL2UD(1-74). C， 
quantification ofthe nuc/eolin fragments bound to GSl二NVL2UD(1-74).The signa/s 

corresponding to the nucleolin fragments in B were integrated and normalized by their 
molecular weights， using ImageJ.D， RNA is involved in the NVL2-nucleolin complex. An in vitro 

binding assay was conducted with nucleolin (R 1234G) and wild-type or mutant NVL2UD( 1-74) 
in the presence or absence of RNase A. 
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Figure 4・3・6
Multiple alignment of human nucleolin RRM domains. 

Four sequences were aligned using clustalX and manually adjusted. RNP1 and RNP2 

indicate the positions of consensus sequences. 
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Figure 4・3・7
The nucleolin-RNA complex is required to associate with NVL2UD. 

The HSQC spectra of NVL2UD(1-74)， collected in the absence (black)， or presence of 3 molar 
equivalents (red) of nucleolin fragment R 12， indicate that NVL2UD shows no specific interaction 
between NVし2UDand purified (RNA-free) nucleolin R12. 
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EGFP-NVL 

Nucleolin 

marge 

DAPI 

Figure 4・3・8

NVL2UO 

(1・74)

NVL2UD is a nucleolus localization domain. 

NVL2UO 

(1・74)AA

HeLa cells were transfected with GFP-NVし2UO(1-74)or GFP-NVL2UO(1-74)AA. After a 24・h

incubation. cells were fixed. stained with anti -nucleolin antibodyand DAPI. and then visualized. 

NVLjlOのRRKRモチーフが核小体移行のために必要十分で‘ある

NVL2UOは、アミノ酸残基 49-521こ典型的な NoしSコンセンサス、 (R/K)(R/K)X(R/K)を含んで

いる。RRKRモチーフを RRAAに置換した場合、 NVし2の核小体への局在がなくなったという

報告がある(6)。これらの残基が、 RNA を介した NVL2-ヌクレオリン相互作用に寄与するかど

うかを調べるために、NVL2UDRRAA変異体(NVL2UDAA)を用いた(Figure4-3-5D)oNVL2
uD
AA 
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は、 RNAがあるかどうかに関わりなく、ヌクレオリンと相互作用しなかった。次に、ヌクレオリン

ーNVL2UD相互作用とNVL2UDの核小体への局在の関係を調べるために、 NVL2UDとNVL2UDAA

の細胞内局在の比較を行った。 NVL2UDは核と主に核小体に堆積した一方、 NVL2UDAAのほと

んどが細胞質にとどまり、核小体へは局在しなかった(Figure4-3-8)。これらの結果は、

NVL2UDが NVL2の核小体局在に十分な単独のドメインであり、 NVL2UDの核小体への局在に

はヌクレオリンーRNA複合体との相互作用が必要であることを示している。

NVL2UDの核小体局在モチーフ

本研究では、小さな球状ドメインであり典型的な核小体局在シグナルのコンセンサス配列

(R/K)(R/K)X(R/K)を持つ NVL2UDを同定した。最近の研究では、核小体局在シグナルの古典

的な定義は変化し、大きく広がるであろうことが示されている。これは、核局在シグナル(NLS)

が主要な NLSレセプタ一、インポーチンの認識配列であるのに対して、蛋白質の核小体局在

の複雑な経路から生じる結果である。今日までに、インポーチンやエクスポーチンのための

NLSと、核輸送シグナルとは異なり、一般的ではない NoLSシグナル認識分子が同定されて

いる。その代り、核小体蛋白質一蛋白質相互作用ネットワークに関与する多くの蛋白質が核

小体局在の原因となっている(21)。本研究の結果、 NVL2UDの RRKRモチーフが核小体への

移行とそこで、の保持の両方の役割を果たしていることを示した。ヌクレオリンーRNA複合体と

の相互作用は、 NVL2の核小体への保持に寄与しているに違いない。このことは、核小体局

在のネットワークモデルを支持している。

この観点から、 NVL2UDと他の知られている NoLSを含む蛋白質の構造と表面の性質の比較

することで、 NoLSの構造的な共通性の同定を試みた。比較には、 RmmottとHiscoxによる最

近の核小体局在についての総説(21)から代表的な NoLSを選んだ。そのなかから、 6つの独

立した構造を ProteinData 8ankで見つけた。それは、 PD8 codes; 1 k5k (HIV1 T at)、1etf

(HIVa Rev peptide-RNA)、2bxx (lBV-N protein)、2hdp (MDM2)、2fgf(FGF2)、2ang
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(angiogenin)で、あるoFGF2とangiogeninを除くこれらの蛋白質は、多くの主な核小体構成因子、

ヌクレオリン、ヌクレオフオスミン、 RNA、と相互作用する。 HIV1Tat、HIV1Revはヌクレオフオ

スミンとRNAのどちらかにNoLSを通して直接相互作用し、 HIV1RevペプチドーRNA複合体の

溶液構造がすでに解かれている(33-37)。ヌクレオフォスミンは MDM2との相互作用において

重要な役割を果たす(38)0MDM2に関して、 NoLSを含む C末端リングフィンガードメインと N

末端領域が、ヌクレオフオスミンへの結合に関与しているo一方で、 IBV-N蛋白質の NoLSを

含む広がった RNA結合サイトヘ RNAが結合する(39)。そして、 MDM2とIBV-N蛋白質はヌク

レオリンに結合することが報告されている(40，41)。正電荷のクラスターがこの分子の表面の

ほとんどを覆っており、核小体局在において電荷ー電荷相互作用が重要であることを示唆して

いる(Figure4ーシ9)。さらに、核小体局在の力ギとなる NoLSのアルギニンとリジンのほとんど

が分子の端に露出している。 NVL2UDのNoLSはドメイン上部の端に正電荷の突起を露出して

いるが、電荷の分布は独特で、正電荷のクラスターは離れたところに位置している。興味深い

ことに、 HIV1TatとRevはRNAを認識するアルギニンとリジンの側鎖が露出しており、これは

構造を持った RNAとの相互作用の土台に適している。 NVL2UDのNoLSは同様の露出配置に

一致しており、これは RNAとの親和性を示唆している。 MDM2とIBV-N蛋白質の NoLSとそ

のヌクレオリン結合との直接的な寄与は実験されていないが、 MDM2のNoLSは、正電荷クラ

スターの凸状の表面の上部に目立った突起を形成しているoMDM2のヌクレオリンとの相互

作用は、ある意味でNVL2UDど似ていることが推測される。 NVL2UDは、ヌクレオリンRRMドメイ

ンとの相互作用を通して核小体局在に関与することが分かった初めてのドメインである。

他の TypellAAA-APases と比較した N~しの分子構造; Typell AAA-A TPaseの分類

Figure4-3-10は、 Type11 AAA-A TPaseの類似点と相違点をドメイン構造とともにまとめたも

のである。他の TypeII AAA-ATPasesの保存された NTDsは、 NSF(42-47)、VCP/p97

(48-55)、PEX1(56-58)の多くの構造と機能の研究で報告されたものである。 NSFとその酵母
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Figure 4・3・9
Comparison of NoLS structures with the NVL2UD• 

Shown are NoLS・containingstructures selected from the list of Emmott and Hiscox (21). The 

electrostatic surface representations are superimposed on the ribbon diagrams. Positive (blue) 
and negative (red) electrostatic potentials of each molecule are mapped on the van der Waals 
surfaces. NoLSs are depicted as sticks and are colored red (Arg and Lys) or orange (all 

residues except Arg and Lys). A， NVL2uD (POB code 2rre); B，MOM2ring finger domain (POB 
code 2hdp); C， HIV・1Tat (POB code 1k5k); 0， HIV-1 Rev (POB code 2x71); E， IBν~N prote的
(PDS code 2bxx). 

オルソログ Sec18は、主にエンドサイトーシス経路の異型膜融合に関与している(46-48)。

NSFの最も重要なターゲットは、 αー、十、 y-soluble NSF attachment proteinsである(48)。

VCPと酵母 CDC48は小胞体相互作用蛋白質の分解(49-51)と、ゴルジと核膜の再構成(48，

52)に関与している。VCPとCDC48のアンフォールターゼ活性の特異的な標的は明らかにな
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っていないが、 p37(59)、p47(52)、Ufd1/Npl4(51)、VCIP135(53)、Derlin-1、VIMP(54)のよう

な多くの異なったアダプタ一分子やアンカー分子を伴った様々な細胞内機能を持っている。こ

れらの異なったVCPアダプターが、 VCPの機能を支配しているに違いない。 PEX1は、共通の

NTDとは少し違ったドメイン構造と、それに続く-300アミノ酸の独特の挿入、そして AAAドメ

イン(D1，D2)を持つ。 PRX6の NTDは決定されていないけれども、 FORTE構造予測サーバー

では、高い Zスコアで、 PEX1NTDとの相向性を示した。

Figure4-3-10は、 NVL(とそのオルソログ)は、他の Type11 AAA-ATPaseと構造的に異なる

ことをはっきりと示している。例えば、 NVしだけが核小体で働き、膜性細胞器官の表面では働

かない。より小さい NTD( NVL2UD
)と、ドメイン間の挿入の長さは特徴的である。その上、

NVL2UDは、オルタナティブスプライスによって除かれることができる。それにもかかわらず、こ

れらの Type11 AAA-ATPaseのいくつかの共通の特徴はまだ目立ったものである。一般に、こ

れらの酵素はすべて六量体リングを形成し、蛋白質アンフォールダーゼとして働く。 Type11 

AAA-ATPaseのほとんどが細胞小器官膜に局在し、膜融合(42，43， 48)や膜を越えた蛋白質

輸送(49，60-62)に関与している。蛋白質ー蛋白質または蛋白質一膜相互作用の過程は、自主

独立型であり、 ATP非依存的である。対照的に、蛋白質ー蛋白質/蛋白質一脂質相互作用が

解離する逆の過程では、 AAA-ATPaseによって作られたATPのエネルギーが必要とされるこ

とがある。これらの逆の過程は、膜融合やペルオキシソーム蛋白質輸送のような多くの生物

学的イベントのために、次のサイクルの複合体形成を必要とする。従って、知られているType

11 AAA-ATPaseの共通の特徴は、分子機構の再利用や再生利用である。

核小体でのNVLの役割

他の膜に関連する AAA-ATPaseとは異なって、 NVL2UDは核小体でヌクレオリンーRNA複合

体を通して機能する。ヌクレオリンは、核小体で多くの蛋白質一蛋白質相互作用のネットワー

クのハフ、蛋白質であり、核小体の構造を維持している。ヌクレオリンは、酸性アミノ酸クラスタ
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ーの長い天然変性領域を保持し、これは多くのヌクレオリン結合蛋白質のための足場として

働くと考えられる(21)。最近の研究で、天然変性蛋白質、天然変性領域は、特に多くのインタ

ラクタムのハフ、蛋白質では、蛋白質一蛋白質相互作用ネットワークの力ギとなる役割を果たし

ていることが示された(63，64)。しかし、本研究では、 NVL2UDはヌクレオリンの天然変性領域で

はなく、 RNA結合領域へRNA依存的に結合することを示した。この特徴のは、 NVL2の役割を

他のヌクレオリン結合蛋白質、トポイソメラーゼ Iやヒストン Hlと区別している。これまでに述

ベたように、 NVLを除く他の TypeIi AAA-ATPaseの保存された NTDは他のアダプター蛋白

質や基質への結合に関与する。同様に、ヌクレオリンは NVL2のアダプターであり、 NVL2は

NVL2の基質とともに働くのかもしれない。

Type 11 AAA ATPase Localization 

NVU 

1EE |AAA |AAAI I856 Nucleolus 

VCP/p97 
111m.; I AAA IAAA Cytosol 

Nucleoplasm 

NSF 1.田直 IAAA 1 IAAA 11744 Cytosol 

PEXl 
111百百冒 IAAA I IAAA ]1283 Cytosol 

PEX6 
1 1 1 AAA 1 1 AAA 1 1980 Cytosol 

ー・・ 100aa

Figure4・3・10
5ummary of the type 11 AAA・ATPases.

Target 

Nucleolin 

Ubiquitinated 
ERAD 
substrates 

Syntaxin 5 

SNARE 

PEXS 

Function 

Recycling of nucleolin 
from pre-rRNA 

ERAD 

Recycling of syntaxin 5 
for Golgi/nuclear 
membrane remodeling 

Recycling of SNARE 
complex for exocytosis 

Recycling of PEXS from 
peroxisomal membrane 

Domain architecture， subcellular localization， target proteins， and functions of type 11 AAA -ATPases 
are indicated. Each AAA-ATPase dissociates the target from the protein complex. Because the 
removed proteins are used again in the following assembly cycle for the respective complex， we 
propose that the recycling of target proteins is a function of the type 11 AAA-ATPases. 

ヌクレオリンが NVL2のアダプターである場合、 NVL2の ATP加水分解エネルギーはヌクレ

オリンに移転し、ヌクレオリンの天然変性領域とヌクレオリンパートナー蛋白質の聞の蛋白質
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一蛋白質相互作用の解離を促進する。核小体に存在する蛋白質は、細胞周期や細胞外の刺

激に応じて、その構成因子が大幅に変化するが(17)、この活発な核小体再構成のメカニズム

lま明らかになっていない。本研究の結果により、 NVL2が核小体機能の指導者となる分子の

一つの候補であることを提案する。一方、別の可能性として、ヌクレオリンが NVL2ATPase活

性の直接的な基質であり、 NVL2はヌクレオリンとその標的 RNAとの解離を促進することも考

えられる。

本研究の結果は、 NVL2UDはRNA存在下で、一つの特定の RRMドメインではなく、ある組み

合わせの連続する RRMドメイン上で、働くことを示唆した。言い換えると、 4つの RRMの異なっ

た分子表面から推測されるように、 RRMとそれに続くGARドメインは、 NVL2UDとの結合におい

て重複して働くように見える。例えば、溶液構造(それぞ、れ PDScode 2rkk， 2fc9， sfc8)の比較

によって推定された RRMの保存された表面アミノ酸残基は、 20弘以下である(65)。その上、

それらの間で、同一のアミノ酸残基の位置は異なっている。この表面のバリエーションが結果

的に RNAへの異なった特異性を生じさせる。例えば、一番目と二番目の RRMドメインの組み

合わせは、複合体構造の中で特異的なステムーループ RNA (rGGCCGAAA-

UCCCGAAGUAGGCC)に強く結合する(66)。この RNAは三番目、四番目の RRMドメインと相

互作用することはほとんど無い(67)。それにもかかわらず、これら 4つの RRMはわ vivoで、

特にリボソーム生合成の聞の RNAプロセシングにおいて効率は異なるものの、機能的に重

複する(68)。総合すると、 NVし2UDは特異的な蛋白質一蛋白質相互作用や、特異的なRNA配列

には依存せず、無差別的なヌクレオリンーRNA複合体を認識していると考えられる。 NVL2UDの

標的は、クレオリンの二つの連続した RNA結合ドメインの聞のループアウトした RNAのような、

一定の構造要素である可能性が高い。このアイデアは、 HIV-Tatではペプチドでも核小体局

在シグナル配列として機能するという、 HIV-Tat-RNA相互作用のメカニズムから得たもので、

ある。この場合、塩基性ペプチドの二つのアルギニン残基が Tatの RNAステムループへの強

固な結合、“アルギニンフック"と呼ばれる相互作用を促進している(69)。これらのことを総合し
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て、 NVL2UDによるヌクレオリンとの相互作用のメカニズムはHIV-Tatのものと似ており、 RRKR

モチーフの側鎖がヌクレオリン RNA結合ドメインによって形成された RNAループをつかんで

いると仮定する。本研究では、大腸菌抽出物から混入する配列のわからない RNAの混合物

が NVL2UD
-ヌクレオリン相互作用を強化することを示した。 NVL2UDのヌクレオリンーRNA複合

体認識の分子基盤を明らかにするための、更なる研究が必要である。

RRMドメインを持つ蛋白質は、それらの特異的な RNA配列と相互作用すると報告されてい

る。当然、ヌクレオリンは、リボソーム RNA前駆体に含まれる独自の結合モチーフに結合する

と推測される。ヌクレオリンと標的RNAの親和性は、連続するRNA結合ドメインに同時に相互

作用することにより上昇する。それゆえ、 RNAからヌクレオリンを放出する能動的なメカニズ

ムの存在が期待できる。この見解は、ドミナントネガティブ NVL2変異体が 60Sリボソームサ

ブユニットの生合成を抑制する(6)とし句研究結果によって支持される。 NVL2によるリボソー

ム生合成のコントロールについて、考えられるメカニズムを Figure4-3-11rこ示した。

結論

本研究では、 NVL2の N末端ユニークドメインの構造を解き、新しい標的としてヌクレオリン

を同定した。また、 RNAが NVL2UDとヌクレオリンの相互作用を強化し、 NVL2の NoLSがそれ

らの相互作用のカギとなる役割を果たすことを明らかにした。実際、 NVL2UDはヌクレオリンの

連続するこつ以上の RNA結合ドメインを認識していた。他の type11 AAA-A TPaseとの類似

性から、 NVLはヌクレオリンーRNA複合体を解離させ、リボソーム生合成を促進するというメカ

ニズムを提案する。

106 



Ribosomal 

proteins 

Figure4・3・11

Ribosome 

~ 
Protein synthesis 

Cell proliferation 

ATP ADP 

Model for the function of NVL2 in ribosome biogenesis. 

Nucleolin -
Nucleolus 
I Nucleus 

In ribosome biogenesis， nucleolin plays a role in rDNA transcription and maturation. Nucleolin 

binds to rRNA via its RRM domains， and it may regulate ribosome maturation. NVL might 

dissociate the nucleolin RRM domains from the rRNA with energy derived from ATP hydrolysis to 

promote some steps， such as protein incorporation or rRNA folding. The released nucleolin 

interacts with other rRNA molecules as well as rDNA. Consequently， NVL recycles nucleolin at 

the nucleolus. 
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Supplementary Tabele 4-3・1

Structural statistics for NVL2UD a 

T otal number of distance constrains 

long range [ li寸1>4] 

middle range [ 1くli寸|豆 4

shoは range[ liづ|三 1

Hydrogen bond constraints 

Dihedral angle restraints 

中， φ

R.m.s. deviation from experimental constraintsb 

Distance (A) 

Angle (0) 

R.m.s. deviation from idealized covalent geometry 

Distance (A) 

Angle (0) 

Impropers (0) 

CNS energy terms (kcallmol) 

Ebond 

Eangle 

E W明p

PROCHECK Ramachandran plot (residues 11-70)C 

994 

236 

374 

382 

20x2 

46， 46 

0.002土5x10-4

0.124:t0.012 

0.001 :t 5x 10-5 

0.292:t0.001 

0.108:t 0.004 

0.69:t0.05 

29.8:t0.23 

1.17土0.1

Residues in most favored regions (%) 91.0 

Residues in additionally allowed regions (目) 9.0 

Residues in generously allowed regions (%) 0.0 

Residues in disallowed regions (%) 0.0 

R.m.s deviation of mean structure derived from 20 calculated structures 

8ack bone (residues 11-70)C (A) 0.418 

AII heavy (residues 11-70)C (A) 1.035 

aThese statistics comprise an ensemble of the 20 lowest-enegy structures obtained from 200 starting 
structures. 
bNone of these structures exhibited distance violations > 0.5 A or dihedral angle biolations > 50 
CResidues 28 and 49-51 were excluded from analysis 
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4-4 Zonula occludens-1 (ZQ-1) PDZドメインの NMRアサイメント

4-4-1 序論

タイトジヤンクション、あるいはゾヌーラオクルーデンスは、上皮細胞や内皮細胞に見られる

細胞間接着複合体であり、細胞の最も頂端側にある。タイトジヤンクションは上皮細胞および

内皮細胞の主要なバリアー機能を担っていると考えられており、細胞層の頂端側と基底面側

の化学物質や生物学的物質の独特な組成を維持している(1，2)。タイトジヤンクションはバリ

アー形成に重要であり、細胞間隙を介した溶質や細胞の通過を制御している。さらに、タイト

ジヤンクションはいくつかのシク、ナル伝達経路!こも関わっているo例えば、タイトジヤンクション

の会合やバリア一機能の調節、細胞間隙から細胞内部へのシグナルの伝達である。そして、

その伝達は様々な分子の移動を調節することで行われ、細胞分化や細胞増殖、細胞極性を

制御している(3，4，5)。

タイトジヤンクションの細胞外領域には 4種類の膜貫通蛋白質があり、それらは claudin

(6，7)、occludin(1 )、junctionaladhesion molecule (JAM) (5)、tricellulin(4)である。これらの膜

蛋白質は、 PDZドメインを含む足場蛋白質でお互いに連携している。 PDZドメインはコンパクト

な球状蛋白質であり、ヒトゲノムにおいては 259種類の蛋白質に 440個存在する(8)、最も豊

富にあるペプチド結合モジュールである。タイトジヤンクションにおいては、 MAGUK蛋白質で

ある ZO-1、ZO-2が極性をもっ上皮細胞に著しく局在している(9，10)。

今回我々は、 ZO-1蛋白質の第一 PDZドメイン ZO-1(PDZ1)の NMR帰属を行った。 PDZ

ドメインを含む他のほとんどの蛋白質と同じく、 ZO-1とZO-2蛋白質は複数の PDZドメインを

もち、さらに他にも蛋白質結合モジュールで、ある SH3ドメイン、 ZU5ドメインを含んでおり、これ

らのモジュールにより足場蛋白質として機能している。接着複合体のうち中心的な相互作用

の 1つは、 ZO-1..ZO-2蛋白質の第一 PDZドメインとc1audinの細胞内力ルボキシ末端 PDZ

ドメイン結合モチーフとの聞の相互作用である(11)。最近では、約 15%のPDZドメインがリン
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脂質に直接相互作用していることが示されており (12，13)、ZO-1(PDZ1)とZO-2(PDZ2)はそれ

らの良い例である(14)。したがって、 ZO-1(PDZ1)の NMR帰属は、 ZO-1(PDZ1)とclaudin、あ

るいは ZO-1(PDZ1)とリン脂質のような他のリガンドとの聞の相互作用研究に寄与する。

4-4-2実験

試料謂製

PRESA T -vector法を用いて(15)、マウス ZO-l(PDZ1)(アミノ酸残基 18-110番)の組み換え

GST融合蛋白質を発現させるベクターを構築した。構築したベクターを大腸菌 8L21(DEJ)に

導入し、その大腸菌を唯一の窒素源、炭素源として 15N-塩化アンモニウムおよび 13C_グルコ

ースを含むM9培地 1Lで培養し、 NMR測定用の同位体ラベルを導入した蛋白質を生産した。

集めた大腸菌を溶解バッファー(50mM Tris-HCI， pH 7.5， 150 mM NaCI)で懸濁し、超音波で破

砕した。上清画分を DEAE-Sepharose(GE Healthcare)カラムにかけて、ついで Glutathione

Sepharose 4 F ast Flow (GE Healthcare)カラムで、精製した。カラム樹脂上でプレシジョンプロテ

アーゼにより GSTタグを切断した。そして、 ZO-1(PDZ1)をHiLoad26/60 Superdex 75 pgゲル

ろ過カラム(GEHealthcare)により精製した。この精製プロトコルを使って、 15Nーラベル蛋白質お

よび 13C，15N_ダブルラベル蛋白質を調製した。精製した蛋白質を 0.73mMまで濃縮し、 22mM

MES (pH 5.9)バッファーに透析した。蛋白質溶液(313.5μ1)と 99%D20 (16.5μ1)とを混合し、 95%

H20-5% D20の 20mM MES (pH 5.9)バッファーに 0.7mM ZO-l (PDZ1)の蛋白質を含むサンプ

ルを用意した。 14Nアミノ酸を選択的に含む 15Nラベル ZO-1(PDZ1)のサンプルも調製した。

(Arg-)および(Lys-)の 15NラベルZO-1(PDZ1)蛋白質を、 14N-Lysもしくは 14N-Argをそれぞれ含

み、 15N-塩化アンモニウムを含む M9培地 0.5Lから調製した。

NMR 

8ruker Avance DRX (600 MHz)、および極低温三重共鳴プローブを装着している 8ruker
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Avance III (600 MHz)NMRスペクトロメーターを用いて、 NMR実験を行った。主鎖の lH、13C、

15N共鳴シグナルを帰属するために、 HNCA、HN(CO)CA、HNCACB、CBCA(CO)NH、HNCO、

HN(CA)COスペクトルと、三次元 15N-edited-NOESY-H SQCスペクトルを測定した。側鎖の共

鳴シグナルを帰属するために、二次元 constant-time lH-13C HSQC、三次元

13C-edited-NOESY-HSQC、HCCH-TOCSY、CC(CO)NNH、HCC(CO)NNHスペクトルを測定し

た。すべての NMRスペクトルを 298Kで測定し、 NMRPipe(16)で、スペクトJレデータを加工した。

そして、 SPARKYプログラム(17)を使って解析を行った。

4-4-3結果と考察

MARS自動プログラム(18)を使って、主鎖シグナルの連鎖帰属を開始し、約 60%のシグナ

ルを帰属した。しかしながら、引き続き MARSプログ伶ラムを反復して走らせたが、 65%を超える

ことはなかった。次に、三重共鳴のデータセットをもとに、連鎖性を注意深く確認した。さらに、

15N-edited NOESYスペクトルを用いて、帰属をサポートした。 14N-Lysもしくは 14N-Argを含む

インパースラベルZO-1(PDZ1)蛋白質の 15N-HSQCスペクトルをチェックすることで、主鎖の帰

属を確認した。

これらの連鎖帰属により、主鎖アミノ基の lHN• 15N 共鳴シグナルのうち 94.7%(プロリン以外の

95残基中 90残基)を帰属した。さらに、 Hαは 93.0%(100残基中 93残基)、 13Cαは 94.0弘(100

残基中 94残基)、 13Csは94.3%(87残基中 82残基)を帰属した。 TALOSプログラムを使ってラ

ンダムコイルの化学シフト値と比較することで、 ZO-1(PDZ1)蛋白質の二次構造を予測した。

この結果と我々の初期段階の構造解析により、 ZO-1(PDZ1)蛋白質は 6本のトストランド

(Glu1 0-Leu16， I1e26-Ser29， VaI45-VaI49， Arg64-VaI68. VaI71-Ser72， Ala92-Arg98)と1本の

r ヘリックス(Glu77-Lys87)から構成されており、 ZO-1(PDZ1)の結晶構造(PDB:SH3M)の結

果(19)とよく一致した。 His36、Phe37、Gln38、Ser39の主鎖共鳴シグナルの連鎖帰属はでき

なかった。 lH-15N HSQCスペクトルlこは、帰属できていない主鎖アミド基シグナルが 1個だけ
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あり、これら未帰属のアミノ酸のうちの一つであると考えられる。これらの残基はs2と仰との

聞の長いループに位置する。 ZO-1(PDZ1)の結晶構造では、このループはコンパクトな L字型

構造をとっており、 s2表面に近い位置にあった。しかしながら、結晶格子においてループ部分

は近傍の分子と複数箇所で接近しており、このループのフォールド構造は水溶液中ではとら

ないかもしれない。我々の初期段階の構造解析では、水溶液中の ZO-1(PDZ1)のループ部

分は、フォールドしていなかった。これらの結果から、 4個の「未帰属残基」を含むループ部分

はゆるく伸びたコンフオメーションをとる一定の構造的な平衡状態にあると考えられる。
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Figure 4・4・1
A portion of the 15N.1HH5QC spectrum of the first PDZ domain of mouse ZO・1protein 
illustrating a number of the assigned backbone 15N resonances. Asterisk indicates 
the Trp9 side chain 

GST融合蛋白質から調製したサンプルであるため、 NMRサンプルにはマウス ZO-l(アミノ

酸 18-110番)のアミノ末端の前に余計な 7残基(GPLGSDH)が必ず含まれている。したがっ

て、発現ベクター由来の GPLGSDHは、化学シフトデータおよび Figure4-4-1において 1-7番

の全長蛋白質における 18-110番目の残基は 8-100番となる。
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ZO-1(PDZ1)の化学シフト帰属データは、 8ioMagRes8ankのアクセス番号 11424rこ登録した。
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第 5章

総括

近年、分子生物学的実験において、様々な分析手段が発展し、時間がかからず、操作が簡

単で、あるという売りのキットが多く販売されるようになった。このため、熟練した技術がなくても

実験が行えるようになり、研究遂行のスピードは加速している。蛋白質の構造、機能解析に

おいても、この流れは同様である。この、研究のスピードに乗り遅れないためには、いかにし

て早く解析に適した蛋白質試料を調製するかが重要である。本研究では、組み換え蛋白質試

料調製の第一歩である、蛋白質発現用ベクターを高速調製することを目的としたベクターの

開発を行った。このベクターは、 PCRによって増幅した遺伝子を方向性を持ってクローニング

できる T-ベクターであり、 PRESAT-Vector (Potential Restriction Enzyme Selectable 

Asymmetric T -vector) と名付けた。このベクターを用いることで、多サンプルの発現系構築

を同時に行うことができ、研究に用いる蛋白質サンプルの調製が容易になった。

次に、 PRESAT -vectorの応用として、蛋白質を細胞内ヘ導入する PTD( protein 

transduction domain)と、細胞内の蛋白質を Tb3+の蛍光を利用して観察するための LBT

(lanthanide-binding tag)を融合させる蛋白質発現系を構築した。このベクターを用いて調製し

た蛋白質は、 PTDによる細胞への導入活性を持ち、細胞内ヘ入った蛋白質を Tb3+キレート

LBTの蛍光を用いて観察できる。また、ヒトインシュリン様成長因子結合蛋白質(lGFBP)由来

のペプチドがPTD活性を持つことを発見した。これまでに知られていた PTDの多くがウィルス

由来であることに対して、 IGFBPはヒトの蛋白質である点は、薬物送達システムとしての臨床

応用において有利であると考えられる。

その他、 PRESAT -vectorの高効率かつ高速な蛋白質発現ベクター構築能を生かして、立

体構造解析に適した様々な蛋白質ドメインの試料を調製し、その構造と機能の解析を行つ
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Tこo

まず、神経ホルモンの一つである、血管作動性ペプチド(VIP)の二つの膜模倣環境での構

造を決定し、これらの環境は、 VIPのαーヘリックスを誘起することを明らかにした。また、この

研究によって得られたデータは、 VIP類似体の開発において合理的な基盤を与えるものであ

り、炎症性疾患の治療や癌診断において有用なデータであると考えられる。

次に、type11 AAA-A TPase NVL2の N末端ドメインの立体構造を決定し、このドメインが

nucleolinのRRMと相互作用し、核小体に局在することを明らかにした。得られた結果と、他の

type Ii AAA-A TPaseとの類似性から、 NVLはヌクレオリンーRNA複合体を解離させ、リポソー

ム生合成を促進するというメカニズムを提案した。

最後に、細胞接着因子 ZQ-1とそのリガンド Claudinとの結合様式を明らかにするため、そ

の第一歩として ZQ-1の PDZ1ドメインの NMRデータの帰属を行った。現在、立体構造解析

が完了し、機能解析が進行中である。

このように、 PRESAT -vectorを利用した方向性を持った PCRクローニングの技術は、研究

に適した組換え蛋白質を効率よく得るための簡便かつ強力は手法であり、今後の蛋白質研

究においても広汎な応用展開が可能である。
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略語一覧

AAA: 

CDNB: 

DD: 

DMEM: 

DPC: 

Fmoc: 

GAR: 

GPCR: 

GSH: 

GST: 

HB: 

HBTU: 

HOBt: 

HPLC: 

HS: 

HSQC: 

HTS: 

IGF: 

IGFBP: 

IPTG: 

JAM: 

LB: 

LBT: 

A TPase associated with various cellular activities 

1-chloro-2.4-dinitrobenzene 

death domain 

Dulbecco's modified Eagle's medium 

dodecylphosphocholine 

9-Fluorenyl-methyloxycarbonyl 

glycinel arginine-rich 

G protein-coupled receptor 

glutathione 

glutathione-S-transferase 

heparin-binding domain 

2-( 1 H-benzotriazole-1-yl)ー1，1， 3， 3-tetrametyluronium hexa-fluorophosphate 

1-hydroxybenzotriazole 

high -performance liquid chromatography 

heparan sulfate proteoglycans 

heteronuclear single quantum coherence 

high throughput screening 

Insulin-like growth factor 

IGF-binding protein 

isopropyl-D-thiogalactopyranoside 

junctional adhesion molecule 

Luria Broth media 

lanthanide binding tag 

MAGUK: membrane-associated guanylate kinase 

MALDトTOF: matrix ・-assistedlaser desorption/ionization time-of-flight 

NLS: nuclear localizing signals 

NMP: N-methylpyrrolidone 

NMR: nuclear magnetic resonance 

NoLS: nucleolar localization signal 
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NSF: N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein 

NTD : N-T erminal domain 

NTR: neurotrophin receptor 

NVL: nuclear VCO-like protein 

NVL2UD
: NVL2 unique domain 

OD: optical density 

ORF: poen reading frame 

PACAP: pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 

PCR: 

PDB: 

PDZ: 

polymerase chain reaction 

protein data bank 

PSD95/Discs large/ZO-l 

PRESA T -vector: Potential Restriction Enzyme Se1ectable Asymmetric T -vector 

PTD : protein transduction domain 

RA: reheumatoid arthritis 

RMSD: root mean square deviation 

RRM : RNA recognition motif 

SAR: structure-activity relatioonship 

SDS-PAGE: sodium dodecylsulfate-poriacrylamide gel electrophoresis 

TFA: trifluoroacetic acid 

TFE: trifluoroethanol 

TRX: thioredoxin 

Ub: ubiquitin 

VCP: valosin-containing protein 

VIP: Vasoactive intestinal peptide 
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