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論文内容の要旨

細胞は細胞膜により外界と隔てられており、膜を介して物質の輸送を行っているo 輸送体はそれぞれの細胞に必要

な物質を外界から吸収し、さらには体内からの異物を排出するといった選択的な物質の輸送を行っている。

ABC 輸送体は細菌から高等真核生物にまで広く分布し、多糖・ペプチドある L、はタンパク等、様々な物質の輸送

を担っている。共通して高度に保存された ATP 結合部位 (ATP Binding Cassette) を持つことからこの名が付け

られているが、個々の ABC 輸送体が果たす役割は実に多様である o 最もよく知られている MDR (multidrug resisｭ

tance) は多剤排出タンパクとして働くため薬剤治療の大きな問題となっている。また CFTR (cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) や ALDP (adrenoleuko dystrophy protein) の欠損は、それぞれ嚢胞性

線維症、副腎白質ジストロフィーという重篤な病気を引き起こすなど、この輸送体のファミリーに属するタンパクは

医学的な問題としても注目されているものが多い。しかしながら存在するABC 輸送体遺伝子の推定数を考慮すると、

ごくわずかなものが知られているに過ぎな L、。従って新規 ABC 輸送体を探索し、その働きを追求することは、現在

までにわからなかった病気の原因、もしくは生体内の働きを解明する手がかりとなるはずである o

本研究に於いて、新規 ABC 輸送体の cDNA クローニングを目指し、 ATP 結合部位に対応する degenerate

primer を設計し、ラット腸管総 RNA を用いて RT-PCR を行った結果、 TAPl 、 TAP2 (transporter associated 

with antigen processing) に類似した約700アミノ酸残基からなる half-type の新規 ABC 輸送体 TAPL (TAPｭ

Like) を見い出した。 TAPl 、 TAP2 は half-type の ABC 輸送体であり、小胞体膜上に存在し抗原ペプチド、を小胞

体 (ER) 内腔に輸送する働きを担っているo 現在までに小胞体膜上に存在し、ペプチドを輸送する ABC 輸送体は

真核生物ではTAPl 、 TAP2 しか知られておらず、 TAPL が新たなペプチド輸送経路として働く可能性が考えられ

る。本研究ではこのタンパクについて機能を解明するための第一歩として、構造、及び発現についての特性を明らか

にする目的で検討を加えた。

TAPL は TAPl 、 TAP2 と比較して約40%の、保存的置換を含めると約60%のアミノ酸残基が一致していた。ま

た、 TAPL にもTAPl 、 TAP2 に於いて基質認識に関わる領域のアミノ酸残基が保存されており、脂質輸送に関わ

る他の half-type ABC 輸送体の基質認識部位の配列とは異なっていた。このことから、 TAPL の輸送基質はペプチ

ドである可能性が高いと考えられた。次に、ヒト、マウスに於けるオーソログをクローニングした結果、 TAPL は

TAP 1 、 TAP2 に比べ種間での保存性が非常に高く、ヒトと醤歯類の問でも95%のアミノ酸残基が一致していた。
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ABC 輸送体ファミリーの中では、そのメンバーが晴乳類以外にも広く存在する subfamilyB に分類することができ

た。また、線虫にも TAPL に類似した遺伝子が存在し、 TAPL が進化の段階で TAPl 、 TAP2 より分岐してから、

進化速度の遅い祖先的な遺伝子である可能性が示唆された。

TAPL の機能を推定する上で、臓器や細胞に於ける局在を調べること、最も近縁なタンパクである TAPl 、 TAP

2 と比較することは重要な手がかりとなる。 TAPl 、 TAP2 は抗原提示能のある細胞全てに普遍的に発現すると考

えられているが、臓器での発現強度について明確にした報告はな L、。そこで、 TAPL、 TAPl 、 TAP2 それぞれに

ついて特異的な primer を合成して半定量的 RT-PCR を行い、ラット (4 週齢オス)の各臓器における mRNA の発

現を比較・検討した。その結果、それそれの mRNA は調べた臓器の全てに於いて発現していたが、 TAPL は特に脳

や精巣での発現が強く、 TAPl 及びTAP2 は胸腺での発現が顕著であり、それぞれの発現ノfターンは異なっていた。

次に、ヒト TAPL の IFN-γ による誘導性について調べた。 TAP 1 、 TAP2 、そして免疫プロテアソームのサプ

ユニットである LMP2 、 LMP7 、 MECLl など、細胞性免疫に関与するタンパクのいくつかは IFN一 γ によって

誘導されることがわかっている o TAPL も同様の誘導を受けるか否か、ヒト子宮頚癌細胞由来 HeLa 細胞を培養し、

IFN一 γ 添加後、時間を追って半定量的 RT-PCR を行うことにより検討した。その結果、 TAPl 、 TAP2 では添加

後12時間前後までの聞に mRNA 量が増加したのに対し、 TAPL では顕著な変化は見られなかった。このことから、

TAPL の発現制御は TAPl 及び TAP2 とは異なっていると考えられた。

またラット TAPL のカルボキシ末端側のアミノ酸配列が異なるスプライシング・アイソフォームが少なくとも 4

種存在することを見い出した。それぞれの mRNA の発現を RT-PCR によって調べた結果、これらアイソフォーム

が調べた 4 種の臓器(脳・胸腺・腸管・精巣)に於いていずれも発現していることが示された。 TAP2 では同じく

カルボキシ末端側が異なるアイソフォームが存在し、その基質特異性が変化するという報告があるo また、 SUR2

にもカルボキシ末端側のスプライシングによってできるアイソフォーム SUR2A 及び SUR2B が存在し、 ATP 結

合能の変化のために活性に差が生じると言われている。以上のことから、カルポキシ末端側の違いによるアイソフォー

ムは、 TAPL の機能やその活性調節に多様性を与えている可能性が考えられる。

これまで、小胞体に於ける抗原ペプチド輸送体として TAPl 、 TAP2 が知られていたが、本研究に於ける TAPL

という第三の TAP ファミリーの発見により、細胞は未だ解析されていないペプチド輸送の形態を有していることが

考えられた。

TAPL の発見は、細胞がより複雑で精巧な輸送を行う為に多様なペプチド輸送タンパクを発現している可能性を

示唆するものであり、発現量の多い脳や精巣といった臓器でどのような機能を担っているのか、またアイソフォーム

の機能やアイソフォーム同士の会合があるのか、今後、この輸送体の基質や輸送方向を解明することで、高分子蛋白

の活性部位を利用したペプチド製剤や蛋白の品質管理に関連した薬学研究に応用出来るのではないかと期待される。

論文審査の結果の要旨

ABC (A TP binding cassette) 輸送体は疾病の原因となったり薬物輸送に関係することからも明らかなように、

高等生物の恒常性維持やさまざまな機能調節に重要な役割を果たしている一群のポンプ ATPase である。しかし、

これまでごく限られた数のものしか解析されていなかった。本研究では新たな ABC 輸送体を探索し、その働きを解

明するとともに病態の理解に役立てようという視点で研究を進めている。その結果、新規の輸送体 TAPL を発見し、

さらに-TAPL の一次構造と臓器の発現パターンについて検討を加えた。

TAPL は抗原提示に関わるペプチド輸送体 TAP (transporter associated with antigen processing) と相向性が

高く、 TAP-Like 即ち TAPL と命名したが、 TAPl やTAP2 と比べ種間(ヒト、ラット、マウス)での保存性も著

しく高いという特徴があった。また線虫にも類似輸送体が存在しており、 TAPL 遺伝子は細胞性免疫のシステムが

派生する以前から存在する、祖先的遺伝子であると結論した。 TAPL の転写がインターフエロンー γ によって誘導

されないという事実は、遺伝子発現の調節機構も TAPl やTAP2 とは異なっていることを示唆している。さらに本

研究では、 TAPL が脳や精巣に発現が強く、またカルボキシ末端側に複数のアイソフォームが mRNA のスプライシ
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ングの違いによって生じることも明らかにした。

以上の知見は、細胞が多様なペプチド輸送体を発現し、より複雑で精巧な輸送を行っている可能性を示唆するもの

である o 本研究は、新たなペプチド、輸送経路の解明やそれが持つ基本的な生理機能解明に向けた重要な糸口を見い出

した先駆的な研究として、博士(薬学)の学位を授与するに値すると判断した。
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