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論 文 内 容 要 旨

第一章 序論

血漿 リボ蛋白質は、細胞表面の特異的 レセプター を介 して細胞内に取 り込まれ、代謝 さ

れる。アポリポ蛋 白質E(ア ポE)は 、超低密度 リボ蛋 白質(VLDL)、 中間密度 リボ蛋 白質

GDL)と 、高コ レステ ロール食 によ り誘導されるβ三VLDLの 主要成分で、低密度 リボ蛋 白

質(LDL)レ セプター とVLDLレ セ プターに結合 され 、代謝 され る。LDLレ セプタ ーと

VLDLレ セプターは、 共に5つ の機能 ドメイ ンを共有す るが 、LDLレ セ プターはアポB-

100を 有す るLDLも 結合 する点が異な る。LDLレ セプ ターのリガン ド結合 ドメイ ンは、7

っの繰 り返 し配列 から構成 されるのに対 し、VLDLレ セプ ターは8個 有 している。VLDL

レセ プターは脂質代謝 の活発な心臓 噛筋肉、脂肪組織、脳に大量に発現 し、肝臓 には検 出さ

れな い。 また鳥類では卵母細 胞 に主 として 局在 し、肝臓 で合成 ・分泌 され る卵黄 前駆体

VLDLと ビテロゲニンを結合 し、取 り込む役割 を担 っている。 この レセ プターを欠損す る

R.O.(restrictedovulater)と 呼ばれるミュー タン トは、VLDLと ピテロゲニ ンの取 り込み

が著 しく阻害され るため、卵形成障害 を呈 し、さらに高脂血症 と動脈硬化 を発症す る。

ニ ワ トリの卵母細胞 に発現す るVLDLレ セ プターは、選択 的スプライ シングによ り、5

つの機 能 ドメイ ンのうち(}一結合糖 ドメイ ンを欠いて いる。LDLレ セプ ター とVLDLレ セ

プター の0一結合 糖 ドメイ ンは、共 に単一エ クソンに よって コー ドされている。VLDLレ

セプターでは選 択的スプ ライシングにより、(}一結合糖 ドメイ ンを欠 くレセプター(タ イ

プ2レ セ プター)が 発現 して いるが、LDLレ セプターでは選択的ス プライ シングは見 られ

ない 。VLDLレ セ プターの0一 結合糖 ドメイ ンのアミノ酸は、種 を越え て高度 に保存 され

ているが 、LDLレ セ プターのこの ドメインのアミノ酸同一性は乏 しい。 これよ り、VLDL

レセプ ターのひ 結合糖 ドメイ ンは侮 らか の重要な機能 を担 っている ことが考 えられ る。

VLDLレ セ プターの0一 結合糖 ドメイ ンの機能 を明 らか にす ることを、本研究 の第一 の目

的 とした。

最近、私たち はLDLレ セプター、VLDLレ セプターに構造が類似 した蛋白質のcDNAを

ヒ トか ら単離 した。 この蛋 白質は、LDLレ セプター、VLDLレ セプタ ーと同様に5つ の ド

メインか ら構築 されてお り、構造的 にリボ蛋 白質 レセプターであることが示唆された。そ

のmRNAは 脳 に最 も高 く発現 している。特に脳 におけ る発現はLDLレ セ プター、VLDL

レセプターよ りもはるかに高 い。 この レセプターを高発現する細胞を用 いて、その性質を

明らかにすることを本研 究の第二 の目的 とした。その結果、 この レセプターはアポEを 特

異的に認識す ることが明 らかとな り、アポEレ セプター2と 命名 された。

第二章 ヒトVLDLレ セプターの機能解析

ヒ トVLDLレ セ プターの0一 結合糖 ドメイ ンの解 析に先立 ち、 ヒ トVLDLレ セ プターの

性質を明 らかにす る必要がある。本章ではLDLレ セプ ター欠損CHO細 胞(1d1A-7細 胞)

にヒ トVLDLレ セ プターを発現 させ、 リガン ドの結合、細胞 内への取 り込み、細胞内での

代謝機構を解析 した。
1251一β一VLDLを 、VLDLレ セプター発現 細胞と共に4℃ で2時 間培 養 し、細 胞に結合し

た放 射能 を測定 した。 この条件 では、1251一β一VLDLは 細 胞内に取 り込 まれ な いために、

細胞表面 の リガ ン ド結合量のみを解析できる。VLDLレ セプター発現細胞 に結合 した放射
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能から、pSV2-Neoだ けを発現す る細胞に結合 した放射能を差 し引いた値 を、VLDLレ セ

プターへ の特 異的結 合として、Fig.1Aに 示 した。この結果 をスキ ャッチ ャー ド解析す る

と、解離定数が0.5加g/m1と 計算 された。同様 にして求めたLDLレ セ プター の解離定数 は

0.27μg/mlで あった。以上の結果よ り、VLDLレ セプターはLDLレ セ プター と同様 に、 β
一VLDLに 対 して高親和性を有することが示された。

次に、VLDLレ セプター発現細胞 を、1251一β一VLDLと 共に37℃ で5時 間培養 し、細胞 内

に取 り込 まれた放射能 を測定 した。細胞 表面 に結合 した1%1一β一VLDLは ス ラミンを用 い

て解離させ、残存する放射能 を細胞内へ の取 り込み量 として計算 した。Fig.1Bに 示すよう

に、レセ プター に結合 した β」VLDLは 濃度 依存的に細 胞内に取 り込まれた 。次に、 レセ

プターにより取 り込 まれた1251一β一VLDLの 、細胞内で の分解 を解析 した。VLDLレ セ プ

ター発現細胞 を、1呵一β一VLDLと ともに4℃ で2時 間培養 し、培地交換後、37℃ で培養 し、

培地 中の1251一βヨVLDLの 分解産物 ・(1%1一モ ノヨー ドチ ロシン)量 と、細胞に結合 している

放射能を経時的 に測定 した。細 胞に結合 した1呵一β一VLDL量 は経時的に減少す るのに対

し、培地 中の1町一モ ノヨー ドチロシンは時 間とともに増加 した(Fig.1C)。 次に、VLDLレ

セプター発現細胞 をβ一VLDLと 共に5時 間培養後、[14C]一オレイ ン酸で細胞を標識 し、さ

らに2時 間培養 し、 コレステ ロールエステルへ の[1℃]一オレイ ン酸 の取 り込み を解析 した。

Fig.1Dに 示す ように、 β一VLDLの 濃度依存的 にコレステロールがエステル化 される事 が

示 され 、細胞内に取 り込まれた β一VLDLは 分解 されて、コ レステロールが遊離 し、再エ

ステル化 される ことが示唆 された。以上の結果 よ り、VLDLレ セプターはβ」VLDLを 結

合 し、細胞 内に取 り込み、細胞内で リガン ドが分解され ることが示 された。

VLDLレ セ プターの細胞質 ドメイ ンに対す るモ ノク ローナル抗体lgG℃4と 、 リガン ド

結合 ドメイ ンに対するモ ノク ローナル抗体lgG-6B6-2bを 、合成ペ プチ ドを抗原 として作

製 した 。 ヒ トVLDLレ セ プター発現細胞の細胞膜 画分を、モノクローナル 抗体㎏G-C4と 、

IgG-6B6-2bを 用いて免疫プ ロッティ ングを行 う と、153kDaの 蛋白質が検 出された。 こ

の153kDaの 蛋 白質はpSV2-Neoだ けを発現す るCHO細 胞 に も、LDLレ セ プター発現細

胞 にも検 出されなかった(Fig.2A、B)。 また、LDLレ セプターに対 するモ ノクローナ ル

抗体IgG-C7は 、 ヒ トVLDLレ セ プター発 現細 胞の153kDaの 蛋 白質 を認 識 しなか った

(Fig.2C)a

リガン ド結合 ドメインに対す るモノクローナル抗体IgG-6B6-2bを 用いて 、VLDLレ セ

プター発現細胞を細胞化学的に解析 した。抗体 と細胞を4℃ で培養 す ると細胞表 面が染色

され(Fig.3A、B)、37℃ で培養す ると細胞 内に取 り込 まれた(Fig.3C、D)。 リガン ドで あ

る β一VLDLの 場合 と同様 に、結合 した抗体 もイ ンターナ リゼー ションす ることが示され

た。

第三章VLDLレ セプターの(:》一結合糖 ドメイン機能の解析

タイプ1と タイプ2レ セプター の組織特異性を、Rr-PCRで 解析 した。タイ プ1と タイプ

2レ セプターは、それぞれ318ntと234ntの バ ン ドとして検 出され た(Fig.4)。 心臓、筋

肉は主 としてタイプ1レ セ プターが発現 して いるのに対 し、副 腎、精巣 、小腸では主 とし

てタイプ2レ セプターが発現 していた。

タイプ1と タイプ2レ セ プター発現細胞を用いて 、4℃ での1251一β一VLDL結 合実験を行な
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った。2つ のレセ プターの細胞表面発現量を1呵一IgG-6B6-2bを 用 いて定量 し」1呵 一β 一

VLDL結 合量 を補正 した。Fig.5に 示す ように、タイ プ2レ セプターはタイプ1レ セプター

に比べ、著 しく低い β一VLDL結 合量 を示 した。タイプ1と タイプ2レ セ プターのβ三VLDL

に対す るκd値 は、それぞれ0.50、3.10陪/mlで あった。0一結合糖 ドメイ ンの欠損 は、β
一VLDLに 対する親和性 を著 しく低下 させることが示された。

タイ プ1と タイ プ2レ セ プター発現 細胞の、 インタナ リゼーシ ョン イ ンデ ックス(37

℃での1251一β一vLDLの 細胞表面 結合量 と細胞内へ の取 り込み量の比)をFig.6に 示 した。

2っ のタイ プの レセ プターに大 きな違 いはみ られず 、0一結合糖 ドメイン の欠損 は、 リガ

ン ドの取 り込みには影響 を与えない ことが示 された。

タイプ1と タイプ2レ セ プター のプロセシ ングを、パルスーチ ェィス法によって解析 した

(Fig.7)。1時 間のパルス ラベル とそれ に続 く2時 間のチェイス の間に、タイプ1お よびタイ

プ2レ セプターは、それぞれ136kDa、123kDaの 前駆体か ら、153kDa、129kDaの 成熟体

に変換 された。タイプ1レ セ プターはチェイス2時 間後に30%、10時 間後で も15%の 前駆

体が存在す るのに対 し、タイプ2レ セ プター はチェイ ス2時 間後 にはす べて成熟体 に移行

した。 これ よ り、タイプ2レ セ プターの プロセ シングはタイプ1レ セ プター と比較 して、

約2倍 速い ことが明 らか となった。 また、タイプ1レ セプターの成 熟体量はチ ェイス20時

間後までほ ぼ一定であったが、タイ プ2レ セプター では20%に まで減 少 していた。一方、

タイ プ2レ セ プター発 現細胞 では、培 地 中に121kDaの 抗体反応物が検出 された。 この抗

体反応物はN末 抗体でのみ認識 され、C末 抗体では検出されなかった。成 熟体よ り8kDa小

さく、 この差は細胞膜 貫通 ドメイン、細胞質 ドメインに相 当す る。タイプ2レ セプターの

成熟体 と培地 中の121kDa蛋 白質 の和が、タイ プ1の 成熟体 の安 定性 とほぼ一致す る。従

って培地中の121kDa蛋 白質は、成熟体 タイ プ2レ セ プターが細胞膜 の外側部 分でプロテ

アーゼによ り切断されて培地中に放出された結果 と示唆された。

これ らの結果 より、VLDLレ セ プターの0一 結合糖 ドメイ ンは、 リガン ド結 合 と、 レセ

プター の安定性 に貢献 している ことが示 された。ニ ワ トリ卵母細胞は 、0一結合糖 ドメイ

ンを欠損す るVLDLレ セプターを発現 している。 しか しなが ら、大量の卵黄 前駆体 を取 り

込んでいる。ニワ トリ卵母細胞 には、細胞表面でのレセ プター を安定化す る因子が存在 し

ている可能性が挙げ られ る。

タイプ1レ セ プター、 タイプ2レ セ プターは前駆体 か ら成熟体に変 換され ることが示 さ

れた。タイプ1レ セ プター、 タイプ2レ セ プター の細胞内 プロセ シングを さらに明 らか に

す るため、cHo細 胞 に発現するvLDLレ セプターの糖鎖を解析した(Fig.8)。 タイプ1レ セ

プター発現細胞 を、1V一結合糖鎖の合成 を阻害す るツニカマイシンの存在下で 培養する と、

成熟体 は153kDaか ら143kDaに 変換された。 さらに ノイ ラミダーゼ、0一 グリカナーゼ に

より(}一結合糖鎖 を分解す ると、それぞれ136kDa、131kDaに 変換 された。これ らの結果

か ら、タイプ1レ セプターは分子量10,000の 摩 結合糖 と、分子量12,000の0一 結合糖を持

つ ことが示された(Tab1e1)。 同様の実験をタイプ2レ セ プター発現細胞で行なうと、タイ

プ2レ セプターは分子量4,000の 断 結合糖 と、2,000の(〉 結 合糖を有 していることが示 さ

れた(Table1)。

第四章 アポEレセプター2の性質の解析
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新規 レセプターのcDNAを1dlA-7細 胞 に導入 して高発現細胞を単離 し、 リガン ド結合

実験を行 なった。LDLレ セプターに、 β一VLDL、VLDL、LDLと もに高 い親和性 を有 し、

細胞 内に取 り込むのに対 し(Fig.9B、D)、 この新 しい レセプターは、アポEに 富む リボ蛋

白質であるβ一VLDLだ けを結合 し、細胞内に取 り込ん だ。アポE含 量 の低いVLDL、 アポ

Eを 含 まないLDLは ほとん ど結合しなかった(Fig.9A、c)。 よって新たに単 離された レセ

プターは、アポEを 特異的 に認識する ことが明 らか とな り、アポEレ セプターをと命名され

た。アポEレ セ プター2、LDLレ セ プター の β一VLDLに 対 するKd値 は、それぞれ0.87、

0.27μg/mlで あった。アポEレ セプター2の リガ ン ド結合 ドメインは、LDLレ セプ ター同

様 に7つ の繰 り返 し配列か ら構成されてい るが、繰 り返 し配列をつな ぐリンカーの位置が

LDLレ セ プター と異なってい る。LDLレ セプ ターは、第4と 第5リ ピー トの問に リンカー

が存在す るのに対 し、 アポEレ セプター2はVLDLレ セプ ターと同様、第5と 第6リ ピー ト

の間 に存在す る。LDLレ セ プターで は、 このリンカーがLDL結 合 に重要で あることが示

されていて、 リンカーの位置の違いが リガ ン ド特異性 を決定 していることを示唆する。

アポEは 肝臓 に次いで脳 に高 く発現 し、脳内で の脂質輸送や神経 細胞の再生などに重要

な役割 を果た している。 アポEに 特異的な レセプターが 脳に高 く発現 している ことは、生

理的に意義があ り、 アポEレ セプター2は 脳 内めアポE代 謝の中心的役割 を担っている、 と

考え られ る。

要 約

VLDLレ セ プターは、 β一VLDLに 高い親和性 を有 し、LDLレ セプ ター と同様 の経路で

リガ ン ドを細胞内に取 り込み、分解 し、代謝することが 明 らかにな った。VLDLレ セプタ
ー のσ 結合糖 ドメインの欠損は、 β一VLDLに 対す る親和性 を著 しく低下 させ た。 また、

0一 結合糖 ドメイ ンを欠 くタイ プ2レ セプターは、細 胞膜 の外側部分で プ ロテ アーゼ によ

り切断されて、培地 中に放出される ことが示唆された。 これ よ り、0一 結合糖 ドメイ ンは

リガ ンド結合 と、細胞膜上での レセプターの安定性 に大 きく貢献 している ことが示された。

新た に見つけ られた リボ蛋 白質 レセプターはアポEに 富む リボ蛋 白質 βごVLDLに 高い結合

親和性を有 し、 リガン ドを細胞内へ取 り込 むことが明 らかとなった。
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Table1.MolecularweightoftheN-andO-linkedsugars

oftype-1and-2VLDLRsexpressedinCHOcells
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論 文 審 査 の 要 旨

リボ蛋 白質 レセプターは脂質代謝に中心的役割を果たしている。アポリポ蛋白質E(ア ポE)

を特異的に結合する超低密度 リボ蛋白質(VLDL)レ セプターは心臓,筋 肉や脂肪組織に高 く発

現し,中 性脂肪の供給を担 うと考えられているが,そ の役割は実証 されていない。VLDLレ セプ

ターには選択的スプライシングにより,0一 結合糖 ドメインを欠 くサブタイプが存在す る。本研

究ではVLDLレ セプターの0一結合糖 ドメイソの機能を明らかにすることを第一の目的とした。

また,最 近,本 研究室で脳に特異的に発現 しているリボ蛋白質 レセプターcDNAが 単離された。

この新 しいレセプターはVLDLレ セプターと構造が類似 し,脳 以外の組織に発現は見られない。

このレセプターの性質を明らかにすることが本研究の第二の目的である。

ヒトVLDLレ セプターをCHO細 胞に発現させ,リ ガンド結合実験,抗 体を用 いた解析を行 っ

た結果,VLDLレ セプターはアポEが 豊富な β一VLDLを 高親和性に結合 し,細 胞 内に取 り込

み,分 解し,代 謝す ることが明らかになった。0一結合糖 ドメイソを欠 くレセプター発現細胞を用

いて,リ ガン ド結合実験,細 胞内プロセシングの解析を行った結果,VLDLレ セプターの0一 結

合糖 ドメインは,リ ガン ド結合とレセプターの安定性に大きく貢献 していることが示 された。

同様に脳特異的に発現する新 しいレセプターcDNAをCHO細 胞に発現させ,リ ガン ド結合実

.験を行なった。その結果,新 たに単離された レセプターはアポEが 豊富なβ一VLDLを 高親和性

に結合し,細 胞内に取 り込むことが示された。

本研究によりヒトVLDLレ セプターの0一結合糖 ドメインの機能が明らかにされた。また,脳

に特異的に発現する新 しい リボ蛋白質 レセプターの リガンド特異性も明らかにされた。これらの

結果は リボ蛋白質研究に新しい知見を提供するものである。 よって,審 査員一同は本論文提出者

は博士(農 学)の 学位を受けるに値すると判定した。
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