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論 文 内 容 要 旨

トロンボキサ ンA2(TXA2)は 血管及 び気 管支平 滑筋の収縮,血 管平滑筋 の増殖,血 小板 の凝集 等を引

き起 こす ア ラキ ドン酸代 謝物で あ り,そ の生体応答 はTXA2受 容体(TP)を 介 して引 き起 こされ る。TP

はGタ ンパ ク質連関型受容体(GPCR)の 一つであ り,三 量体Gタ ンパ ク質 のGqll1と 連 関 してホスホ リ

パー ゼCを 活性化 させ,細 胞 内Ca2+1農 度 の上昇 や,プ ロテイ ンキナー ゼCの 活 性化 を引 き起 こす こ と

が知 られて いる。

ヒ トTPは 一つ の遺伝子 と して発 見 され たが,TPα とTPβ の二つ のスプライ シングバ リアン トが存在

す る。TPα は ヒ ト胎 盤細胞 か らクローニ ング され た ことか らplacentaltypeと も呼ばれ,343ア ミノ酸か

ら構成 され てい る。一方,TPβ は ヒ ト内皮細 胞か らク ロー ニ ングされ た ことか らendothelialtypeと も呼

ばれ,407ア ミノ酸 か ら構成 されてい る。TPα とTPβ は初 めの328ア ミノ酸 は共通 の配列 を有 し,C末

端部 分の配 列のみ が異な ってい る。 この こ とか ら,リ ガ ン ド結合部位 はTPα,TPβ 共 に同一で あ り,

リガ ン ドに対す る親和性 はTPα とTPβ との問 に差は無い ことが報告 され ている。

ア ミノ酸 配列で はTPα とTPβ の相違 はC末 端 部分 のみで あるが,TPα とTPβ の機 能的差 異に関す

る報告 がい くっか ある。す なわ ち,脱 感作反応 や,ア ゴニ ス ト依存 的及 び非依 存的イ ンターナ リゼー シ

ョンの過程 が異な る ことが報告 され てい る。 しか し,そ の詳細 なメカニズムに関 して}ま未だ明 らかでは

ない。 また,多 くの ヒ ト細胞や組 織 にお いてTPα とTPβ は 同時 に発 現 しているが,そ れ ぞれのアイ ソ

フォー ムが どの よ うに役割 を分担 してい るのか,共 存時 に機能 の違 いがあ るのかについて は充分 には明

らか になっていない。

近年,様 々なGPCRが ホモ あるいはヘ テ ロニ量体 を形成 す るこ とが示 され てい る。、しか し,GPCRの

二 量体形成 と品質管理 の間には密接な関連 がある と考 え られ てい るものの,な ぜGPCRが 二量体 を形成

す るのか につ いて はまだ解 明 されていない。TPに 関 しては二量体形成 やその生理 的意義 に関 して の報告

はな されてい ない。

そ こで本研究 では,二 つ のTPア イ ソフォームの生理的 役割の相違や,機 能制御機構 の相違 を解明す

るこ とを 目的 とした。第 一 に,TPα とTPβ の機 能 的差 異やそ の差 異 をもた らす 要 因 として,何 らか の

会合 タ ンパ ク質の存在 を考 え,yeasttwo-hybrid法 によ り会合 タンパ ク質 の同定を試 みた。 また,そ の会

合 タ ンパ ク質がTPの 機 能に与 える影響 につ いて解析 した。第 二に,TPα とTPβ の二量体化やそれ によ

る機能的変化 にっ いて検 討 した。

TPα とTPβ で配列 の異な るC末 部分に会合す るタンパ ク質 を,yeasttwo-hybrid法 によ りhumanbrain

cDNAlibraryの 中か ら探索 した。そ の結果,プ ロテア ソー ムサブユ ニ ッ トα7及 びプ ロテ ア ソームア ク

テ ィベ ー ターPA28γ がTPβ のC末 部 に会合す ることが明 らかになった。 この会合は共免疫沈降法及び

'πv'吻puU-down法 で も確認 された。様 々なTPβ の欠失体 を用い,pull-down法 を行 って解 析 した結果,

TPβ の325-362番 目のア ミノ酸配 列が α7及 びPA28γ との会合 に重要で あることが明 らかになった。

プ ロテア ソー ムは様 々な細胞内 タンパ ク質 を分解す る装置 であ るこ とか ら,TPβ はプ ロテア ソームに
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よ り分解 され るこ とが考 え られ た。そ こでTPα 及 びTPβ の発現量 がプ ロテ ア ソー ム阻害薬 によ りどの

よ うに影響 を受 けるかを ウェス タンブ ロッテ ィング法 によ り検討 した。その結果,プ ロテ ア ソーム阻害

薬MG-132を 作 用 させ た細胞 にお けるTPβ 発現量 はプ ロテア ソー ム阻害薬未処 置の細胞 と比較 して顕

著 に多か った。一方,TPα 発現量 はプ ロテ ア ソーム阻害薬に よる顕著 な変化 は見 られ なかった。また,

MG-132存 在 下でTPβ は高度 にユ ビキチ ン化 されて いた。 この ことか らTPβ は恒常 的にユ ビキチ ン ・

プ ロテア ソー ム系によ り分解 され ているこ とが示唆 され た。

ユ ビキチ ン ・プ ロテ ア ソーム系 が受容 体の機能す る場で ある細胞膜 表面上 にお けるTP発 現量 に影 響

す るか否 かを,新 たな タンパ ク質合成 を阻害す るcycloheximide存 在下 に[3H]SQ29548の 結合量 を測 定す

るこ とで検討 した。その結果,TPβ を発 現 させ たCHO細 胞 をプ ロテア ソーム阻害薬 で処理す る と,細

胞 膜表面 のTPβ 数が増加 した。一方,TPα を発現 させ たCHO細 胞で はプロテ ア ソー ム阻害薬 に よ り細

胞 膜表面 のTPα 数が減少す る傾 向が見 られ た。 したが って,細 胞膜表面 にお けるTPα 及 びTPβ の発 現

量は,一 部ユ ビキチ ン ・プ ロテア ソーム系に よ り異なって制御 され ているこ とが示唆 された。

プ ロテ ア ソー ム阻害薬 に よって受容体 のイ ンターナ リゼー シ ョンが阻害 され るこ とを示 した報 告が多

くあるた め,プ ロテア ソーム阻害薬に よる細胞膜 表面のTPβ 数 の増加 は恒常的なイ ンターナ リゼー シ ョ

ンの阻害に よる こ とが考 え られ た。そ こで,免 疫 染色法及びELISA法 を用い てTPβ の恒常的 なイ ンタ

ーナ リゼ ー シ ョンがプ ロテ ア ソー ム阻害薬 に よ り抑制 され るか否か を検討 した
。そ の結果,プ ロテア ソ

ー ム阻害 薬 はTPβ の恒常的 なイ ンターナ リゼ ー シ ョンを阻害 しなか った。 プ ロテア ソー ム阻害 薬がTP

βの恒常 的なイ ンターナ リゼー シ ョンを阻害せず に細胞膜表面上 のTPβ を増加 させ ることか ら,プ ロテ

ア ソー ム阻害薬 に よ りTPβ の細胞膜への移行 が促進 され るこ とが示唆 され,ユ ビキチ ン ・プ ロテ ア ソー

ム系がTPβ の細胞膜 への移 行 を負に制御 してい るこ とが考 えられ た。

TPβ は常 にプ ロテア ソー ムによ り細胞表面 への移 行 を抑制 され ている可能性 が考え られた こ とか ら,

TPア ンタ ゴニス ト[3HISQ29548を 用 いた受容体結合実験 を行 い,Scatchardplot解 析 によ り細胞表面 に存

在す るTPをTPα 発現細胞 とTPβ 発 現細胞 で算:出した。そ の結果,TPα 発 現細胞 ではTPβ 発 現細胞 の

約5倍 のBmax値 を示 した。 また,TPα 発現 細胞及びTPβ 発現細胞 におい てTPア ゴニス トU4◎619は

濃度依存 的にイ ノシ トール リン酸 を産生 し,こ のU46619刺 激 によ り生 じるイ ノシ トール リン酸量 はTP

α発現 細胞 におい てTPβ 発現細 胞 の約4倍 多か った。以上 のこ とか ら,TPα は細胞膜 表面 に局在 す る

ものの,TPβ は細胞 内部 に局在す る傾 向がある ことが示唆 され た。

近年,GPCRは 二量体 を形成 し様 々なシ グナル応答の制御 を行 うこ とが報告 されている。そ こでTPに

お いて も二量体形成 に よるシグナル の変化が あるか否 かについて検討 した。免疫沈 降法 を用いた解析 の

結果,TPα とTPβ はTPα1TPα,TPα πPβ 及 びTPβ1TPβ のホモ及び ヘテ ロで二量体 を形成 す るこ と

が明 らかにな った。二量体形成 が細胞 内で どの よ うな意 味を持つのか をシグナル伝達 の変化 に よ り検討

した ところ,TPα とTPβ を同時に発現 させ る とTPα 単独 よ りもU46619に 対す るイ ノシ トール リン脂

質水解反応 お よび細胞 内[Ca2+]i上 昇反応 が減弱す るこ とが明 らか にな った。

こ のシ グナ ル伝達 の減 弱 は細 胞表 面 にお け る受容 体 の数 の減 少 によ るこ とが考 え られた。 そ こで,
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TPα,TPβ,あ るいはTPα とTPβ を同時 に発現 させ たCHO細 胞の膜サ ンプルを用いて[3H】SQ29548結

合実験 を行 った ところ,そ の結合 部位数はTPα 発現細胞 で最 も多 く,つ いでTPα とTPβ を同時に発現

させ た細胞,TPβ 発現 細胞 の順 で あった。 この こ とか ら,TPα とTPβ を同時 に発現 させ た場合 のシグ

ナル伝達 の減弱 は,細 胞膜 上での受容 体の発現 の減少に よるものであるこ とが示唆 され た。

以上 のよ うに,本 研 究で は,TPβC末 部 に会 合す る タンパ ク質 として プ ロテ ア ソームサ ブユニ ッ ト

α7及 び プ ロテア ソー ムア クテ ィベ ー ターPA28γ を初 めて見 出 した。TPα とTPβ はユ ビキチ ン ・プ ロ

テ ア ソーム系 に よ り細胞膜表面へ の移行 が異な り,TPα は細胞膜へ移行 しやすい のに対 して,TPβ は細

胞膜 に留 まる傾 向のあ るこ とを明 らかに した。 また,TPα 及 びTPβ はお互 い に会合 して二量体 を形成

してそ の細胞 内局在 を変化 させ ることに よ りシ グナル伝達 が制御 され ている可能性 が示唆 された。
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審 査 結 果 の要 旨

血管 収縮 や血小板凝集 な どの生理活性 を有す る トロンボキサ ンA2(TXA2)は,TXA2受 容体(TP)を

介 してそれ ら反応 を惹起す る。ヒ トTPに は,TPα とTPβ の二つ のスプ ライ シングバ リア ン トが存在 し,

N末 か ら328ア ミノ酸 は共通 の配列 を有 しているが,C末 端部分の配列のみ が異なっている。TPα とTP

βで は,脱 感作反応や,ア ゴニ ス ト依存 的及 び非依存的イ ンターナ リゼー シ ョンにお ける相違 が報告 さ

れて い るが,そ の詳細 な メカ ニズムに関 しては未だ 明 らかで はない。本研 究は,:二 つ のTPア イ ソフォ

ーム の生理 的役割や機能 制御機 構の相 違 を解 明す る ことを 目的 とした。

は じめに,TPα とTPβ で配列 の異 な るC末 部分に会合す るタンパ ク質 を,yeasttwo-hybrid法 に よ り

humanbraincDNAlibraryの 中か ら探 索 した。その結果,プ ロテア ソー ムサ ブユニ ッ トα7及 びプ ロテ ア

ソー ムア クテ ィベ ー ターPA28γ がTPβ のC末 部 に会合す ることを見 出 した。 この会合 は共免 疫沈降法

及び'ηv'飽pull-down法 で も確認 され た。 プ ロテア ソー ム阻害薬MG-132を 作用 させ る と,TPα 発現量

には変化 が見 られな かったが,TPβ 発現量 は顕 著に多 くなった。一方,TPβ を発現 させ たCHO細 胞 を

cycloheximide存 在 下に プ ロテ ア ソー ム阻害薬 で処理す る と,細 胞膜 表面 のTPβ 数 が増加 したが,TPα

を発 現 させ たCHO細 胞 では増加せ ず逆 に減 少す る傾 向が見 られ た1し たが って,細 胞膜 表面 にお ける

TPα 及びTPβ の発 現量は,プ ロテ アソーム系に よ り異な った制御 を受 ける ことが示唆 された。

一過 性 に発現 させ たTPα 発現 細胞 で はTPβ 発現 細胞 の約5倍 の細 胞膜 受容 体数 を示す とともに
,

u466藍9刺 激 に よ りGq一 ホスホ リパーゼcを 介 して生 じるイ ノシ トール リン酸の生成増加 はTPα 発現細

胞 にお いてTPβ 発 現細胞 の約4倍 多か った。以 上 のこ とか ら,TPα は細胞 膜表 面に局在す るものの,

TPβ は細胞 内部に局在す る傾 向があるこ とが示唆 された。

次に,TPの 二量体形成 について検 討 を加 えた。免 疫沈降法 を用い た解析 の結果,TPα とTPβ はTPα

1TPα,TPα/TPβ 及びTPβ πPβ のホモ及びヘテ ロで二量体 を形成す るこ とが明 らかになった。 さらに,

TPα とTPβ を同時 に発現 させ る とTPα 単独 よ りもU46619に 対す るイ ノシ トール リン脂質水解 反応 お

よび細胞 内[Ca2+]i上 昇反 応が減弱す る ことが明 らか になったが,こ れは細胞表 面の受容体発 現量 と対応

してい た。す なわ ち,TPα とTPβ を同時 に発 現 させ た場合 のシ グナル伝 達 の減 弱は,細 胞膜 上で の受

容体 の発現の減少 によるものであ ることが示 唆 され た。

以上 の よ うに,本 論文 はTPア イ ソフォー ムの機能制御 に プ ロテ ア ソー ムが役割 を担 ってい るこ とを

示 した重要な研究 であ り,博 士(薬 学)の 学位 論文 として合格 と認める。
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