
『翻訳後修飾としてのチロシンーO-硫酸化とその機能解明』に関する研究

要約

本基盤研究(C)(2)では翻訳後修飾としてのチロシン硫酸化の機能解明､特にタンパク質の

分泌および選別輸送機構におけるチロシンー0-硫酸化の役割､を目的として研究した｡

生体内での硫酸化は化合物の水酸基に活性硫酸 (3'-ホスホアデノシン5'-ホスホサル

フェート:PAPSと略)の硫酸基を転移し硫酸エステルを作る酵素反応である｡その硫酸

化にはフェノエル､カテコールアミン､ステロイド､アルコール､胆汁酸､アリルアミン

等低分子化合物の薬物異物の代謝としての硫酸抱合反応と､タンパク質の翻訳後修飾のう

ちのチロシン硫酸化､またムコ多糖類や糖脂質の糖鎖の硫酸化がある｡タンパク質やポリ

ペプチドは､DNAの遺伝情報に基づき転写されたm-RNAがポリソームで翻訳され､離れた

後､種々の形でいわゆるPost-translationalmodification(翻訳後修飾)をうける｡その中に

は､メチル化､アセチル化､アミド化､グリケ-ション､硫酸化､ADPリボシル化､リン

酸化､sH基の混合ジスルフィド形成､グリコシルホスファチジルイノシトール化等があ

り､それぞれ多くのタンパク質､ホルモン等の活性や機能に影響を与えることが知られて

きた｡最近の遺伝子工学的手法の冒ざましい進歩によりタンパク質の一次構造は容易に決

定できるようになった｡しかし､タンパク質が細胞内小器官で生理的機能を発揮するため

には様々な翻訳後修飾を受けることが必須である｡

翻訳後修飾としてのチロシン硫酸化

癌化とリン酸化とは極めて重要な関係がある｡ 近年､リン酸と分子的に非常に類似した

硫酸によるタンパク質のチロシン残基の修飾が見つかり注目されている｡ 硫酸供与体であ

る活性硫酸pAPSは細胞質可溶性画分で生合成され､そしてゴルジ体に入りタンパク質チ

ロシン硫酸転移酵素 (TPST)により硫酸化に使われる｡チロシン硫酸化はタンパク質の

生理活性調節､機能の多様化､タンパク質分解酵素に対する安定性への寄与､そして選別

輸送を含めた分泌のためのシグナルの可能性が考えられている｡ また､近年､遺伝子工学

の発展に伴い組換えタンパク質の医薬､研究用試薬-の利用が活発に行われている｡大腸

菌や酵母を用いて遺伝子の発現を行った場合､得られたタンパク質が翻訳後修飾されてい

ないことにより､その機能を有していない場合があり問題にされている｡チロシン硫酸化

もこのような修飾の一つである｡ そこで､今回の研究で行ったタンパク質の分泌および選

別輸送機構におけるチロシンー0-硫酸化の役割について述べる｡

チロシン硫酸化の機能解明､特にチロシン硫酸化は蛋白質の分泌のためのシグナルでは

ないかということから､ゴルジ体に見出した硫酸化チロシン蛋白質結合蛋白質 (レセプ

ター蛋白質)の諸性質について以下のように研究した｡
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タンパク質が様々な機能を発現する際､翻訳後修飾と呼ばれる調節機構がある｡この一

つにチロシンの硫酸イヒがありフィブリノーゲンなどの分泌性タンパク質に関与している｡

この硫酸化は､ トランスゴルジネットワーク中で3'-ホスホアデノシン 5'-ホスホサル

フェートを硫酸供与体とLTyrosylproteinsulfotransferase(以下TPSTと暗)によって

修飾される｡すでに我々は､牛肝臓ゴルジ体画分中に硫酸化チロシンに対して結合親和性

を示す分子量175Kの膜結合型タンパク質が発見した｡これを､硫酸化チロシンタンパク

質bindingproteinと呼び以下TyrSPBPと略す｡我々は､硫酸化チロシンタンパク質の多く

が､分泌性タンパク質でありTPSTがトランスゴルジネットワーク中に存在することか

ら､このTyrSPBPもトランスゴルジネットワーク中に存在し､分泌性タンパク質の細胞外

輸送の調節に関与しているのではないかと考えた｡今回､このTyrSPBPに注目し､結合親

和性について検討した｡このTyrSPBPは､糖鎖を持つ膜内在性の糖タンパク質であること

はすでに報告した｡そこで､はじめに､TyrSPBPの精製途中のミクロソーム画分中でトリ

プシン処理をLTyrSPBPの結合性について検討した｡さらに､この糖鎖がその特異的機能

を発揮するのに大きな役割をするのではないかと考え可溶化した後､グリコシダーゼで糖

鎖を除去し結合性を見た｡

本蛋白質の精製は､牛肝臓のTyrSPBPを可溶化した後硫酸化チロシン (TyrS)をリ

ガンドとするアフィニティークロマトグラフイーにより溶出し､ヒドロキシアパタイトを

用い､エレクトロエリュ-ションによって単一化した｡今回､抗TyrSPBPモノクローナル

抗体は､分子量175KのTyrSPBPを免疫し作製した｡

精製過程における溶出画分､ミクロソーム画分をトリプシンで処理し､それらのTyrSと

の結合性を検討した｡その結果､TyrSPBPは､ミクロソーム画分中の親水性部位にTyrS結

合部位を持つことが明らかとなった｡

次に､抗TyrSPBPモノクロナル抗体のTyrSPBPに対する活性をELISAで調べた｡ELISA

を行うに当たり､イムノプレートの固定化抗原としてTyrSPBPを直接固定化させたもの

と､さらにチロシンが硫酸化されている分泌性タンパク質の牛由来のフィブリノーゲンを

まず固定化したあとTyrSPBPを間接的に結合させたものとの2つで行った｡その結果､

TyrSPBPを直接固定化させたものよりどちらもフィブリノーゲン結合型の方が高い価に

なった｡これは､TyrSPBPをフィブリノーゲンに結合させることによって立体構造が維持

され抗体が認識しやすくなっていると考えられた｡さらに非特異的抗原としてフィブリ
●

ノーゲン､牛血清アルブミンを用いたところ活性はほとんど見られなかった｡次に､ミク

ロソーム画分をトリプシン処理したものを抗原として用い､同様な方法でアッセイしたと

ころフィブリノーゲンに結合した方が価が高くなった｡この理由も前述の様に､立体構造

維持が考えられた｡

次に､TyrSPBPを種々のグリコシダーゼで処理し､TyrSとの結合性を検討した｡エンド

Hグリコシダーゼ処理による結果､TyrSPBPの結合性が全く見られないことからN型糖鎖

が失われると同時にTyrSの結合親和性も失われることが明らかになった｡
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結論として､TyrSPBPはTyrS蛋白質を認識するのにN型糖鎖を必要とすることが明らか

になった｡さらに抗TyrSPBPモノクローナル抗体よりTyrSPBPがTyrSPと結合した立体構

造を維持した状態の方が結合性は高く､さらにこの抗体は､分子量175kのTyrSPBPだけ

でなくトリプシン処理した分子量約90K,85KのTyrSPBPにも結合した｡さらにこれらモ

ノクローナル抗体の抗原認識部位には糖鎖が関与していることが考えられた｡

以上の内容を米国生化学会､日本生化学会､日本農芸化学会､日本動物細胞工学会およ

び日本栄養食糧学会等で発表したところ､生化学会においてはタンパク質の選別輸送の観

点から､また農芸化学会においては､遺伝子工学の産物としてのタンパク質の修飾と機能

発現という観点から､注目をあびた｡

以上､これらの研究は文部省科学研究費補助金 (国際学術研究 :共同研究) (平成6年

7年および8年度)に負うところ極めて大であり､ここに深く感謝する｡

平成9年3月

研究代表者 水 光 正 仁
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