
『翻訳後修飾 としてのチ ロシン一〇一硫酸化 とその機能 (タンパ ク質チ ロシン硫

酸転移酵素の遺伝子工学への応用 ) 』 に関す る研究要約

タンパク質は生物 の構成要素であ り､生体内のほ とん どすべての機能 に関与 し

ている重要な高分子 である｡タンパク質の生合成 は､DNAの遺伝情報 に基づ き

転写されたm-氏NAが リボゾームでポ リペプチ ド鎖 に翻訳 され ､そのポ リペプチ

ド鎖が小胞体や ゴル ジ体で様 々な修飾 をうけることによって完成す る0

翻訳後修飾 としては､特異的プロテアーゼ によるポ リペ プチ ド鎖の切断､ リン

酸化､硫較化､メチル化 ､アセチル化､ADP- リボシル化 ､アシル化 ､糖鎖付

加､ジスルフィ ド架橋な どがある｡これ らの中で も､細胞増殖制御 ､特 に癌化 と

リン酸化 とはきわめて重要な関係がある｡

近年､リン酸化 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.このチロシン硫酸化は従来 のア ミノ酸分析

すなわち塩酸加水分解 を行 うと非常 に不安定でフ リーのチ ロシ ン となるため､そ

の存在に気付かず ､プ ロナーゼ ､またはアルカ リ加水分解 によ りその存在が明 ら

かとなった｡このタ ンパク質チ ロシン硫酸化は脊椎動物や ヒル､カタツム リ等の

無脊椎動物 に見 られ ､植物細胞 にもその可能性があるが ､原核細胞や辞母 には見

られない｡噂乳動物 の臓器特異性 も無 く､全 タンパク質の 1%が硫酸化 されてい

る｡

硫軽化チロシンタ ンパク質の硫酸供与体は清性硫酸PAPSす なわち 3'-ホス

ホアデ ノシン 5'-ホスホ硫酸である｡それは細胞質可溶性画分で 2分子のAT

Pと無機硫酸か ら生合成 され､そ してゴルジ体 に入 りタンパク質の硫酸化 に使わ

れる｡

翻訳後修飾 としてのチ ロシン硫酸化の生体内での機能はまだ完全 に明 らかにな

っていないが､タンパク質の生理痛性調節､機能の多様化 ､タンパク質分解静索

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 られる｡

そこで､私たちは ､翻訳後修飾 としてのチ ロシン硫酸化 とその機能解明 に関す

る研究 として､ゴルジ体か ら硫酸転移辞素の精製 および基質ペ プチ ドの合成 を行

った｡また､分泌の メカニズム解明のため､ゴルジ体か ら初 めて硫酸化チ ロシン

結合タンパク質を兄 い出 したので､その受容体 としての可能性 の検討を した｡

近年､遺伝子工学の発展 に伴 い組み換えタンパク質の医薬 ､研究用試案への利

用が考え られている｡ しか し､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 をなされていな 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-
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つである｡そこで今 回､ 65個のア ミノ酸か らなる血液凝固阻害剤 ヒルジンをモ

デルタンパク質 と して ､上記酵素 を用 いて天然型 ヒルジンの作製 を試みた｡

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 り汚性硫酸 (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 々の硫酸転移静索は細胞質 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 ､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

車化 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 ミノ車配列 に依存 して いることが示唆 された｡またチ ロシンの C端の

ア ミノ酸の疎水性の強 さは､TPSTの基質認識 にほ とん ど影響 しなかった｡また牛

血清 中の硫酸化チ ロシンに親和性 をもつ蛋 白質 を反応混液 に加 えることにより､

K皿値が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 に辞母 が生産 した ヒルジンは硫酸化 されて いな いため ､invitro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･Tyrosine-0-Sulfate-BindingProteinの単離精製及びその話性質

タンパク質の翻訳後修飾 としてのチ ロシン硫酸化は､ゴル ジ体 (trams)でおき､

分泌 タンパク質 に広 く見 られ ることか ら分泌 またはSortingの ためのシグナル と

考え られている｡我 々は現在 まで に牛肝臓の ゴルジ体 を多 く含 む ミクロゾーム膜

画分 に硫転化チ ロシ ンタンパク質 に特異的な レセプターと考 え られ る膜結合TyrS-

bindingprotein(TyrSR)の存在 を明 らかに してお り､同画分 にこの レセプター

が硫酸化チロシンタンパク質 と複合体 を形成 し存在す るこ とが示 されたことよ り､

硫酸化チロシンをシグナル と しレセプターを介在 した分泌 タンパ ク質の細胞内輸

送系 を提唱 している｡ しか し分泌後の硫酸化チ ロシン蛋 白質の挙動 は現在の とこ
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ろ全 く不明である｡そこで我 々は血液中に硫酸化チ ロシンタンパ ク質あるいはペ

プチ ドに対 し特異的 なキャ リア ープ ロテインの存在が考 え られ るため､牛血清中

の TyrS-bindingprotein(TyrSBP)の検索及 び単離精製 を行 い､ その諸性質 を検

討 した｡

牛血清中のTyrSBPの精製はTyrS-Sepharoseを用 いて行 い､単一 なタンパク質 と

して得 られた｡分子量はSDS-PAGEによ り160kと示 され ゴルジ体 に存在す る硫酸化

チロシンタンパク質 の レセプタ ー(TyrSR)の175kと極めて近 い値 を示 した｡これ

ら二つのタンパク質 はア ミノ酸分析 とそれぞれの抗体 を用 いた交差性の検討 よ り

異なるタンパク質であることが示 された｡TyrS.BPは特異的 に硫酸化チ ロシンに結

合 し､チロシンには結合 しなかった●｡また固定化 したチ ロシ ン硫 酸化 されたタン

パク質 には結合 したが硫酸化 されて いないタンパク質 には結合 しなかった｡以上

のことより牛血清のTyrSBPは生体内で硫酸化チ ロシンタンパ ク質 と複合体 をつ く

りその輸送に関与 していることが考え られる｡

3.硫酸化チロシンオ リゴペプチ ドの合成 と同定

翻訳後修飾 としてのチロシン硫酸化の携能解明のためタンパ ク質チロシン硫軽

転移辞素TPSTの辞素化学的研究は必要不可欠 である｡ しか し､TPSTの分離 ･精製

は極めて国東であるため最適基質ペプチ ドの検索及びアフィニテ ィークロマ トグ

ラフイーの リガン ドの検討が必要である｡そこで牛肝臓 由来 のTPSTが認識す るペ

プチ ドの最小構造の検索のため に､硫較化チ ロシンタンパ ク質 をモデル とした20

種の基質オ リゴペプチ ド及び硫車体の合成､構造同定 を行 った.

基質オ リゴペプチ ドは､カ ップ リング法 にDCC-HOBt法 を用 いて合成 し､元素分

析､NMRなどで構造 が同定 され た｡合成オ リゴペプチ ドのチ ロシ ンーO-硫較化

は､硫酸供与体 と してTriethylamine-N-sulfonicacidを用 いて行 った場合が最

適であ り､ その結果ほぼ100%硫酸化 され､FABLC/MSな どにお いて構造が同定 さ

れた｡さらにこれ ら合成硫酸体 は､TPSTにより酵素的 に硫酸化 したペプチ ドと同

一化合物であることが認め られ た｡

4･プ_エノール硫鞍転移辞素の分離精製 とその諸性質

生体内において硫鞍化は､タンパク質翻訳後修飾の他 に主 と して生体外異物の

解毒代謝 に関与 して いる｡生体内には数種の硫酸転移酵素が存在 してお り､フェ

ノール硫酸転移酵素 (PST)が解毒 を担 う代表的な辞素 と考 え られて いる｡今回､

我々の研究室にお いて牛肝臓の ミクロゾーム膜画分にその活性が認め られた｡現

在までの ところPSTは細胞質可特性画分にのみその存在が報告 され ミクロゾ ーム

画分 には報告されてお らず ､ ミクロゾーム画分 に新規の膜結合酵素の存在が示唆
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され た｡ そ こで今 回牛肝臓 よ りPSTを分離 しそれ ら酵素の諸性質 の比較検討 を行

った｡

可溶性画分のPSTは 3段階の精製 で 2種類 に分離 したもの を､ 膜PSTは ミクロ

ゾ ーム画分 を界面活 性剤 で可溶化 したものを酵素液 として用 いた ｡ 可溶性画分PS

T と膜PST とでは ､至通pHが それ ぞれ5.9､5.4と異な るほか ､熱安定性 ､基質特

異性 ､反応速度 パ ラ メ ータ ー､イオ ン強度や金属 イオ ンの影響 な どにつ いて も異

な り､ ミクロゾ ーム画分 に新 しいタイプのフェ ノール硫酸転移酵素が存在す るこ

とが強 く示唆 され た｡

以上の内容 を米 国生 化学会 ､ 日本生化学会 お よび 日本 農芸化学会等で発表 した

ところ､生化学会 にお いては ､タ ンパク質の横能の多様性 という観点か 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 目をあぴ た｡

以上 ､これ らの研 究 は文部省科学研究費補助金 (一般研 究 C) (平成 2年お よ

び 3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 5年 3月

研究代表者 水 光 正 仁
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