
硫酸化 チ ロシン蛋 白質 の形成 とその機能解 明

(蛋 白質チ ロシ ン硫 酸化お よび脱硫酸化酵素の単離 ･精製 )

細胞 内の高分子 の うちで最 も主要 な成分で ある蛋 白質 は量的 に多いだ

けでな く､多種類 の酵素や ホルモ ンな どとして生体 内 における代謝の調

節な ども行 う重要 な生体 の構成成 分 であ る ｡ 細胞 内にお いて蛋 白質が隻

合成 され るには､まず ア ミノ酸が各 ア ミノ酸 に特 異的 に対合す るtRNAの

3'末端の リボ ースに結合 してア ミノアシルtRNAとな る｡ 次 にmRNAが リ

ボソ ーム と結合 し開始複合体 を形 成す る ｡ そ して ､ リボ ソームに結合 し

たmRNAの コ ドンに対応す るア ンチ コ ドンを持 ったア ミノアシル -tRNAの

ア ミノアシル転移 が起 こ りポ リペ プチ ド鎖が伸長 され ､mRNAの終 止 コ ド

ンが リボソームに達 す る とポ リペ プチ ド鎖 はtfⅧAよ り切 り離 され遊離す

る ｡ リボ ソームか ら遊離 したポ リペ プチ ド鎖 はさ らに種 々の修飾 を受 け

完成 した蛋 白質 とな る ｡ この翻訳後 の蛋 白質 の共有結合 的修飾 と して グ

リコシル化 ､メチル化 ､硫酸化 ､ リン酸化 ､ N末端の何個かのア ミノ酸

の除去お よび N末端 ア ミノ酉要のブ ロ ック､S-S結合 の新生 による分子

内架橋 ､ ミリスチ ン酸 によるアシル化等 が知 られて いる ｡ リン酸化 につ

いて は､細胞増殖制御 ､特 に癌化 との極 めて重要 な関係 が示 唆 されてお

り､近年 ､ リン酸化 と分子的 に非常 に類似 した硫酸 による蛋 白質チ ロシ

ン残基上 にお ける共有結合的修飾 が見つ か り注 目されて いる ｡

生体 内での硫酸化 は解毒代謝 ､そ して ムコ多糖類や蛋 白質糖鎖 につ い

て研究が進 め られ ､蛋 白質中のチ ロシン残基 につ いてはあま り注 目さ礼

て いなか った ｡ 硫酸供与体 と して活性硫酸3'-phosphoadenosine5'-pho

sphosulfate(PAPS)が1950年代 に､FritzLipmannによ り発 見 され た ｡

硫 酸化 チ ロシン残基 は最初 にFibrinopeptideBに見出 され た ｡ しか し､

硫酸エ ステルが酸 に対 して不 安定 な ため ､従来 の ア ミノ酸分析では検 出

されず ､FibrinogenとFibrin,Gastrin,Phyllokinin,Caerulein,Cho

lecystokin,Hirudin,Leu-enkephalinな どの ほんの数種 の蛋 白質やペ

プチ ドにのみ その存 在が限 られ ､蛋 白質 中のチ ロシン硫酸化 は稀 な修節

と見な されて いた ｡ [35S]硫酸 ラベル による硫酸化 チ ロシ ンの検出法

- 8 -



の使用 に至 り､生体 内の広範 囲の蛋 白質 中のチ ロシンが硫酸化 されて い

ることがわかった ｡ またい くつかの生物 中の様 々な分子量の蛋 白質 ､例

えばComplementC4,Fibronectin,HybridomaimmunogloblinG,Secre

togranins,DrosophHiayolkprotein,Humanα-Fetoprotein,Entac

tin,Thyrogloblin,CollagenV,A431細胞膜糖蛋 白質 ,副 甲状腺分泌

蛋 白質 Ⅰそ してα-2-antiplasmin等 に硫酸化チ ロシンの存在が明 らか に

され た｡

蛋 白質 中の硫酸化チロシンの生物化学的意義 ･機能 と して蛋 白質の隻

理活性の調節 ､機能の多様化 ､蛋 白質分解 に対す る安定性の変化等が現

在報告 されて いる ｡ Huttrler等は硫酸化 チ ロシンが分泌性の蛋 白質 に多

いことか ら低分子化合物 同様 に分泌 のための シグナルではな いか と考 え

ている ｡

Liu,Lipmann等は ロ､ソクフェラー大学 にお いて3Yl細胞 (Ratembryo

fibroblast)とその悪性転換 した細胞 を用 いてそれぞれの細胞 中の蛋 白

質中の硫酸化チロシ ン含量を測定 し､悪蓬転換 した細胞 は正常細胞 に比

べてその含量が激減 して いたことを報告 し､Liu,水光等 はこれが悪性転

換細胞 においてPAPSの生成が抑 え られ るためであるこ とを解 明 した｡ そ

して硫酸化チ ロシ ン蛋 白質の最終分解産物 と して硫酸化チ ロシンを同定

し､それ らの細胞 内か ら細胞外への早 いターンオ ーバ ーを明 らか に した｡

1.Tyrosylproteinsulfotransferaseの生体 内か らの単離 ･精製

生体内 にお いて硫酸化は､多 くの外因性や 内因性の化合物 の代謝や ､

タンパク質のチ ロシ ン残基や糖鎖 の翻訳後修飾 と して重要な役割 を演 じ

ている ｡ これ らの硫酸化は異なる硫酸転移酵素 によ り活性硫酸 (PAPS)か

ら基質のOH基へ硫酸基 を転移す ることによ り行われ る ｡ 種 々の硫酸転移

酵素は細胞質 と膜 の両画分 に局在 し､タンパ ク質チ ロシ ン硫酸化 に関与

す る転移酵素 (TPST)は､ゴルジ体 の膜 に結合す る膜 内在性糖 タンパク質

である ｡ 今回牛肝臓 ミクロゾーム画分お よび ゴル ジ体 に存在す る硫酸転

移酵素の諸性質の検討 と遺伝 子工学の産物すなわち リコンビナ ン トタン

パク質の効率良いチ ロシ ン硫酸化 を 目的 として研究 を行 った ｡

その結果 ､ゴルジ体 を含む ミクロゾーム画分 にはシ ンプル フェ ノール
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誘導体や チラ ミンや ドーパ ミンを硫酸化 し､熱安定性 の低 いモ ノア ミン

フォームの新 しい硫酸転移酵素が存在す ることを明 らか にした｡ 一方 ､

牛肝臓の ゴル ジ体 か ら調製 したTPSTはZ-Glu-TyrやBoc-CCK-8な ど数種の

オ リゴペプチ ドを硫酸化 し､Tyrの N端側が Aspの時 Gluに比べ効率 よ

く硫酸化 し､Lysの場合硫酸化 しな いこ とを明 らかに した｡この ことよ

りTPSTの基質の認識 はア ミノ酸配列 に依存 しているこ とが示唆 された｡

また牛血清中の硫酸化チ ロシン結合性 タ ンパク質 (TSBP)を反応混液 に加

えることによ り､Km値が 1/10に減少 した ｡

ヒル由来の血液凝 固阻害剤 ヒルジ ンは63番 目のTyrのみ硫酸化 を受 け

てお り､遺伝子工学的 に酵母 が生産 した ヒル ジンは硫酸化 されて いな い

ため ､吐_裏1些での硫酸化が必要 とされ る｡ TPSTによる硫酸化を試み た

結果 ､63番 目のTyrのみの硫酸化 に成功 した ｡ これ らの ことよ り､リコ

ンビナン トタ ンパ ク質の翻訳後修飾 として､牛肝臓 由来 のTPSTを用 いて

特異的チ ロシ ン硫 酸化が可能 とな った ｡

2.Tyrosylproteinsulfataseの検索お よび単離 ･精製

ある種 の蛋 白質 は翻訳 され た後 にチ ロシン残基 の硫酸エステル化を受

ける ｡ この化学修飾 は分泌 または生物機能調節 に関与 していると推測 さ

れ るが ､その他は明 らかでな く､その生物化学的意義 ､機能の解 明が急

がれている ｡ ヒ ト尿 中に多量のフ リーの硫酸化チ ロシンが緋潤 されて義

り､これ は最終代謝産物 と考 え られている｡ しか し培養細胞系で [35S]

無機硫酸 を用 いラベ ル化 した後 ､分解 された蛋 白質 と生 じた硫酸化チ ロ

シンの量の間 に差が ある事 ､また 主旦_ji廷9系で ､cholecystokininや

gastrinの硫酸体 と非硫酸体 の示す ホルモン活性 に差が あることが報告

され た｡ この事か ら､ホ乳類 の体 内 に脱硫酸化 によ り生理機能を調節す

る機構の存在 を想定 し､いまだ報告 されていない､蛋 白質の硫酸体 に特

異的 に作用す る脱硫酸化酵素の検索 を行 った ｡

様 々な非 ホ乳類や ､ウシ肝臓 ､ブタ脳 ､ヒ ト白血球 ､ヒ ト血清 ､ヒ ト

胎盤 由来 の ary1-sulfataseを調製 し硫酸化ペプチ ドや フ リーの硫酸化

チ ロシンに対す る活性 を HPLCで分析 したところ､ⅤⅠ型以外 の非 ホ乳類

の酵素は全ての硫酸化チ ロシ ンに活性 を示 し､ⅤⅠ型は N端の硫酸化チ ロ
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シンに特異的であ り､脱硫酸化活性が硫酸化チロシン付近の官能基 に強

く影響を受けることが明 らか となった ｡ 一方 ､ホ乳類の酵素は全ての疏

酸化チロシンに活性′を示 さなかった ｡ さ らに､ウシ肝臓 よ り調製 した

arylsulfataseとホモジネー トを用 い､培養細胞 よ り分泌 された [35S]

ラベル蛋 白質 に対す る活性 を測定 したが ､放射活性の低下は見 られなか

った｡ 以上 よりウシ肝臓 には求める sulfataseは存在 しな いこと､ま

た生物種の間で arylsulfataseの機能 に差異がある可能性が示 され た｡

チロシン硫酸体 に特異的な sulfataseは極めて高い基質特異性 を持つ

か､局在 して いること等が考 え られ る｡

以上､これ らの研究は文部省科学研究費補助金 (平成元年 ､2年度 )

に負 うところ極めて大であ り､ここに厚 く感謝す る ｡

平成 3年 3月

研究代表者 水 光 正 仁
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