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依存的リン脂質結合蛋白質の性状の解析)
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論文内容の要旨

仁目的〕

細胞内情報伝達及び

として重要な役割を担つている乙とが明らかiにとされつつあるo 乙の機構解明 iに乙は 乙れらのセカンドメツ

セイジを受容する蛋白質の同定とその性状解析は不可欠であるo

本研究では，カルシウム依存的にリン脂質や細胞膜と結合する蛋白質をヒト胎盤より精製し，その性状

を i n vitro で解析し，それぞれの蛋白質に対する抗体を用いて，細胞増殖や癌化における役割を検討す

る乙とを目的とした。

E 方法ならびに成績〕

著明な細胞増殖性を示し大量入手可能なヒト胎盤をカルシウム依存的にリン脂質に結合する蛋白質精製

の出発材料とした。ヒト胎盤の細胞膜分画を 5mM FGTAでカルシウムをキレートする乙とによりカ

ルシウム依存的に細胞膜に結合する蛋白質を濃縮し，さらに種々のカラム・クロマトグラフィーにより

SDS ーポリアクリルアミドゲル電気泳動上単一バンドを示すまでに精製した。乙うして精製した 2種類

の分子量 6 8-kD a蛋白質を便宜上 6 8 -1 (p 1 6. 4) , 68 K -n ( p 1 5. 6 )と呼ぶことにする。乙れ

らの精製した蛋白質を用いて，まず構造解析を行なった。臭化シアンによるペプチド・マップ，リシル・

エンドペプチダーゼによるペプチド・マップ，さらに各ペプチドのアミノ酸シーケンスを行なった結果，

68-II はすでに報告されている p68/67-kDa カルエレクトリンと同一であったが. 68K-1 はリポ

コルチン I の二量体と考えられる全く未知の蛋白質であった。

次lζ生物学的性状の解析を行なった。小型超遠心機を用い F-アクチン及び種々のリン指質との結合
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を調べたところ， 68K -1 は F- アクチン及び酸性・中性リン脂質とカルシウム依存的に結合したが，

68K -rr は酸性リン脂質とのみ結合した。リン指質との結合性は細胞増殖の情報伝達のみならず，炎症の

際のアラキドン酸カスケードの重要な酵素であるホスホリパーゼA2 活性にも影響を及ぼす可能性が考え

られたので，大腸菌のリン脂質を基質とするハチ毒ホスホリバーゼ、A2 CPLA 2) の活性に対するこれら

の蛋白質の影響を調べたところ， 68K-I, 68K-rr とも PLA2活性を容量依存的に阻害した。 一方，

正常細胞に比べ癌細胞では蛋白質のチロシン残基のリン酸化が著明に克進している場合が多く，さらに種

々の増殖因子受容体がチロシンリン酸化活性を有していることよりこれらの蛋白質がリン酸化の基質にな

得るかどうか， v -src キナーゼの免疫複合体及び A 431細抱の EGF受容体キナーゼを含む膜分画を用

いて検討した。 68K -1 はEGF 受容体キナーゼによってEGF及びカルシウム依存的にチロシン残基が

リン酸化されたが， v-src キナーゼではリン酸化されなかった。 68K-IIはいずれのキナーゼでもリン酸化

されなかった。

最後に乙れらの蛋白質に特異的なモノクローナル及びポリクロ一ナノレ抗体を作製し， ヒト及びラットの

種々の組織や細胞での分布を検討した。 68K-rr が調べたほとんどの組織・細胞に認められたのに対して，

68K-I はヒト胎盤K特異的に発現していた。

C 総括〕

ヒト胎盤よりカルシウム依存的iζ リン脂質と結合する 2種類の分子量68-kDa の蛋白質 C68K-I ， 68K

-rr) を精製し，その症状を検討した。 68K-rr は p 68/67-kDa カノレエレクトリンと同一であったが，

68K-I は全く未知のタンパク質でありカルシウム依存的lcF- アクチン及びリン脂質に結合し，ホスホリ

ノマーゼ A2 阻害作用を有し， EGF 受容体キナーゼiとより EGF 及びカルシウム依存性にチロシン残基が

リン酸化された。 68K-I の以上の性質はリポコルチン I と酷似している。また 68K-I は多くの細胞増

殖因子やそれらの受容体を持ち増殖の非常に盛んなヒト胎盤に特異的に発現されていることより，炎症の

みならず細胞の増殖あるいは癌化において重要な役割を果たしている可能性が考えられた。 68K-I がリ

ポコルチン I とは異なる遺伝子によってコードされているのか，また胎盤に豊富に存在するトランス・グ

ルタミネース lとよりリポコノレチン I より生成するのかは今後解決されるべき課題である。

論文審査の結果の要旨

本研究は，細胞増殖や癌化におけるカノレシウムやリン脂質に依存して機能する蛋白質の役割を解明する

目的で， ヒト胎盤から 2種類のカルシウム依存的リン脂質結合蛋白質(分子量 68-k D a; 68 K -1, 68K 

-rr) を分離・精製し それらの性状を解析したものである。

68K-I 蛋白はヒト胎盤に特異的に存在し，カノレシウム依存的'cF ーアクチンおよびリン脂質と結合し，

ホスホリバーゼ A2 の作用を阻害し， EGF受容体キナーゼiとより EGFおよびカルシウム依存的K，ま

た v -fps 癌遺伝子産物によってチロシン残基がリン酸化される乙と，そして， リポコルチン I と類似

しているが，全く未知の蛋白質である乙とを明らかにした。乙れらの乙とから 68K-I 蛋白はカルシウム
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やリン脂質を介して，炎症のみならず細胞増殖や癌化にも重要な役割を果たしていると考えられる。

なお， 68K- l[蛋白は 68/67-kDa カルエレクトリンと同一である乙とも明らかにした。

以上，本研究は学位授与に値するものと評価した。

-181-




