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論 文 内 容 要 旨

赤血球か らの二酸化炭素の排泄は,重 炭酸イオンと塩素イオンとの交換の過程 を経て,極 めて

速やかに起 こる。この交換は,赤 血球膜を貫通する分子量約95,000の 「バ ンド3」 と呼ばれる蛋

白質が関与する促進拡散型の交換である。しか しなが ら,バ ンド3の アニオン交換部位の構造上

の特色 と機能の調節に関する詳細は,い まだ明 らかではない。

バンド3に おける機能性部位の構造解析と機能の調節の解析は,こ れまで蛋白質一阻害剤間の

相互作用の解析を中心 に行われてきている。バ ンド3の アニオ ン交換阻害剤としては,ス チルベ

ン ジス ルホ ン酸 誘i導体,N一(4-azido-2-nitrophenア1amlno)ethanesulfonate(NAP一 タ

ウリン),エ オシン誘導体等が知 られている。スチルベンジスルホ ン酸誘導体はバ ンド3の 機能

中心に結合 し,ア ニオン交換を拮抗的に阻害する。また,NAP一 タウリンは,バ ン ド3に 結合

することによって,そ のコンフォメーション変化を阻害する。 しか し,エ オシン誘導体にっいて

は相互作用の詳細 は不明である。種々の阻害剤についてその結合部位及び阻害機構を明 らかにす

ることによりアニオン交換の機構を説明することが可能になると考え られる。本研究は以上の観

点より,ア ミノ基反応性 のエオシン誘導体 のエオシンイソチオシア ン酸(EITC)と バ ンド3

蛋白質との相互作用について詳細に検討 したものである。

まず,赤 血球膜 とEITCと の相互作用 にっいてみた。膜脂質へのEITCの 結合 を赤 血球 ゴー

ス ト及び リボソームを用 い,蛍 光 スペク トル法により検討 した。その結果,EITCの 膜脂質へ

の結合は,ほ とんど無視できることが明 らか とな った。Cherryら は,EITCは ほとん どがバ

ンド3に 結合すると報告 しているが,本 研究においても彼 らの報告を支持する結果が得 られた。

次に,赤 血球 ゴース トに対す るEITCの 結合数 について検討 した。EITCは それ自身光学的 に

不活性 な物質であるが,蛋 白質のように大きな不斉場 を持っ ものと結合することにより,光 学活

性 とな る場合がある。EITC一 赤血球 ゴース ト系 においても誘起CDが 観察 された。 この誘起

CDの 強度 と添加EITCの 濃度 の関係 か ら,結 合EITC分 子の数を求 めたところ,細 胞1個

当たり1.4×106個 であった。この値は,細 胞1個 当た りのバ ンド3の 数,1×106,及 びバ ンド

3と1:1の 化学量比で結合することが確認されている4,4'一ジイソチオシアノスチルベン2,27一

ジスルホン酸(DIDS)の 細胞1個 当たりの結合数,1.3×106個,と 近いものである。

以上の結果 は,EITCは バ ンド3蛋 白質 と1:1の 比率で特異的 に結合す ることを示 して

いる。

EITCは ゴース トと反応す ると極大吸収波長が522nmか ら525nm付 近 に移動 し,強 度が減

少する。そのときの誘起CDス ペクトルは,530nm付 近 に正,450nm以 下に負のバ ンドを持っ。

EITCの 主吸収帯 はキサンテン骨格 の長軸方向への遷移 によるもので,こ れ はB対 称である。
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した が って,こ のCDス ペ ク トル のパ タ ー ン よ りバ ン ド3蛋 白質 に 固 定 さ れ たEITC分 子 に お

いて は,キ サ ンテ ン骨 格 とベ ンゼ ン環 とが右 廻 りにね じれ て い る と考 え られ る。 これ に対応 して
,

EITCと イ オ ン結 合 す る ア ミノ酸 残 基,す なわ ち ア ニ オ ン認 識 に関 与 す る と考 え られ る機 能 性

ア ミノ酸 残 基 は,左 廻 りの空 間 配 置 にあ る と推 定 さ れ る 。

比 較 の た め,代 表 的 な ス チ ル ベ ン ジス ル ホ ン酸 誘 導 体DIDSを ゴ ー ス トに 反 応 さ せ た 場 合 の

CDス ペ ク トル を測 定 した 。347nm付 近 のDIDSの 吸 収 波 長 に対 応 した領 域 に,長 波 長 側 か ら負,

正 の バ ン ドを持 っ 誘 起CDが 観 察 され た。 両 者 を 同 時 に 反 応 させ た場 合,す な わ ち,DIDS-

EITC一 ゴー ス ト系 の誘 起CDに っ い て み る と,そ れ ぞ れ を 単 独 で用 い た場 合 と ほ ぼ 等 し いCD

バ ン ドが 対 応 す る波 長 領 域 に 観 察 され た 。 しか し ,DIDSを 先 に修 飾 した ゴー ス トにEITCを

反 応 さ せ た と き は,EITC由 来 のCDを 観 察 す る こ と が 出 来 な か っ た 。DIDSは,本 実 験 条 件

で は トラ ンス型 で存 在 す る。 ま た,CDス ペ ク トル の パ タ ー ンよ り,ス チ ル ベ ン骨 格 の2つ の ベ

ンゼ ン平 面 は ね じ られ て い る と考 え られ るの で,結 合 したDIDSはC2対 称 と な る。347nmの

吸 収 は,B対 称 の遷 移 に よ る も の で あ る 。 した が っ て,バ ン ド3に 結 合 したDIDSは 左 廻 りの

ね じれ で 固 定 さ れ,DIDS結 合 部 位 で の機 能 性 ア ミノ酸 残 基 は右 廻 り の空 間 配 置 に な っ て い る

と推 察 され る。

以 上 の結 果 よ り,EITC及 びDIDSの 結 合 部 位 は そ れ ぞ れ 異 な っ て い る こ と,バ ン ド3の

E工TC結 合 部 位 はDIDS結 合 部 位 よ り も 内 側 に 存 在 す る こ と,更 に,両 分 子 の 結 合 部 位 に お

け る機 能 性 ア ミノ酸 残 基 の空 間配 置 は,3点 結 合 を 考 え る とお互 い に反 対 のま わ りの らせ ん上 に

あ る こ とが推 察 され た 。

EITC結 合 部 位 に お け る機 能 性 ア ミノ 酸 残 基 の 同 定 を 試 み た 。EITC一 ゴ ー ス ト系 の 緩 衝

液 のpHを 変 え て,そ の吸 光 強 度 の変 化 に よ る滴 定 曲線 を作 成 した と こ ろ,pH3.7,6.4,8,0,

11.0,及 び13.1に5っ の 変 曲 点 が 観 察 され た 。pH6.4,8。0及 び13.1の3っ の 変 曲 点 はEITC

単 独 で は観 察 さ れ な い もの で,こ れ らは,EITC一 バ ン ド3聞 の相 互 作 用 に 由来 す る もの で あ

る 。p}16.4の 変 曲 点 は,pKa=6.0の ヒ ス チ ジ ンの イ ミ ダ ゾ ー ル 基,ま た,pH13.1の 変 曲

点 は,pK:a=12,5の ア ル ギ ニ ンの グ ア ニ ジノ基 に対 応 す る もの と考 え られ,こ れ らの ア ミノ酸

残 基 とEITCと の相 互 作 用 が 推 察 さ れ る 。 しか し,PH8.0付 近 の 変 曲 点 に っ い て は,そ の 由

来 を明 らか に す る こ と は出来 な か った 。

以 上 の 結 果 を 更 に確 認 す る た あ に,ア ミノ酸 修 飾 試 薬 がEITC一 ゴー ス ト系 のCDに 与 え る

影 響 にっ いて 検 討 した 。 アル ギ ニ ン修 飾 試 薬 と して は フ ェニ ル グ リオ キ サ ー ル と1,2一 シ ク ロヘ キ

サ ンジオ ンを,ヒ ス チ ジ ン修飾 試 薬 と して は ジエ チ ル ピロ カ ルボ ン酸 とP一ジァ ゾ ベ ンゼ ンス ル ホ

ン酸 を そ れ ぞ れ用 い た 。 これ らの修 飾 試 薬 で 処 理 した ゴー ス トとEITCと を 反 応 さ せ た と き の

CDを 測 定 す る と,こ れ らの ア ミノ酸 修 飾 試 薬 の 濃 度 に依 存 してCD強 度 は減 少 し た。 しか し,
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DTNB(5,5'一dithiobis(2-nitrobenzoicacid))の よ うなSH試 薬 で処理 した ときは,EI

TCのCDは 影響を受けなかった。

以上の結果 より,EITC結 合部位 におけるイオ ン結合性のア ミノ酸残基は,ヒ スチ ジンとア

ルギニンであると結論 した。この結果は,ヒ スチジンが直接アニオン交換に関係 している可能性

を示唆している。

EITCと バ ン ド3蛋 白質 との結合反応の熱力学的特徴 にっ いて検討 した。EITCと バ ンド

3と の共有結合反応の温度依存性についてみたところ,結 合反応にっいてのアレニウスプロット

は非直線型になった。この曲線 は,指 数関数的な転移 を示すEb関 数で良 く説明で きた。 このこ

とは,バ ンド3の コンフォメーション変化が反応に影響することを示すものである。また,こ の

ときのみかけの活性化エンタル ピーの変化量 は,H2DIDS(4,4'一 ジイソチオシアノ ジヒド

ロスチルベン2,2㌧ ジスルホン酸)に っいて求められている値 よりも小さく,ス チルベ ンジスル

ホン酸誘導体 と比較 した場合の反応性の違い,及 びEITC結 合部位の特異性が示唆 された。

次 に,ヒ スチ ジンの役割を明 らか にす ることを目的 に,EITCと バ ンド3と の相互作用の

pH依 存性について詳細 な検討を行 った。EITCと バ ンド3と の反応 は,イ オ ン結 合反応 と共

有結合反応から成 る。一般に,イ オン結合反応 は瞬間的に起 こるが,EITC一 バ ンド3系 で は,

イオン結合反応は比較的遅い反応であることが明 らかになったdこ のイオ ン反応部分のpH依 存

性を計算 した ところ,pH6.4付 近で最 も活性であることが明 らかとなった。また,イ オン結合

反応のpHプ ロファイルは2価 アニオ ンである硫酸イオン輸送のpHプ ロファイルと類似 して

いることが見出された。これは,EITCが2価 アニオ ンとしてバ ンド3と 相互作用 している可

能性を示唆 している。

様々なpHで 調製 したEITC一 ゴース ト系 についてCDス ペク トルを測定 した ところpH

7.5～10の アルカリ性領域ではそのCD強 度 はほとんど変化 しないが,pHが 低 くなるにっれて

その強度 は減少 した。 この酸性側 のCD強 度 の減少は,蛋 白に結合 したEITCの コンフォメー

ションが変化 したことによるものである。また,CD強 度 にっいてのpH滴 定曲線では,お よそ

pH6.3に 変曲点が認 め られた。EITCの 解離及 び共有結合 はpH5～10で 影響 を受 けな いの

で,こ の変化は蛋白質由来のものである。すなわち,ヒ スチジンの解離が蛋白質のコンフォメー

ション変化に関係 していると考えられる。

更 に,赤 血球の硫酸イオン輸送 に対す るEITCの 阻害効果のpH依 存性にっいて も検討 を加

えた。pH8に おいては,2×10-5MのEITCは 硫酸 イオ ン輸送の83%ま で阻害 レているが,

pHが 低 くなるにっれて阻害効果 は低下 し,pH6.5以 下では見かけ上阻害効果が見出 されな く

なった。そこで,対 照赤血球の硫酸 イオン交換速度 とEITC修 飾細胞のそれ とを比較 した。こ

の遠度定数の比較から,阻 害は可逆的であることが示唆された。そこで,そ れぞれのpHで 時聞
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とアニオン輸送量の両逆数プロットあるいはLineweaver-Burkプ ロットを用いて阻害形式を検

討 した ところ,pH6～8の 領域では,EITCは アニオン交換をすべて拮抗阻害 と非可逆的 な

阻害の形で阻害 していることが明 らかになった。 これは,EITCが 構造上可逆的な阻害 と非可

逆的な阻害の双方に関係する可能性を持っことと矛盾 しない。

以上 によりEITC結 合部位 の性質 として明 らかにな った点 をまとめる と,(1)EITC結 合部

位における機能性 アミノ酸残基 の配置 はDIDS結 合部位 におけるものとは異 なっている。(2)E

ITC結 合部位 はDIDS結 合部 位 の内側 に存在す る。(3)EITC結 合部位の機能性 ア ミノ酸残

基 はヒスチジンとアルギニ ンである。(4)EITC結 合反応のキネティクな性質 は2価 アニオン輸

送 のそれと類似 している。(5)EITC結 合部位周辺はpH依 存的なコンフォメー ション変化を受

ける。(6)EITCは 赤血球の硫酸 イオン輸送を拮抗的に阻害する。

上述のような性質を持っアニオ ン結合部位はこれまで知 られていなかったものである。既に知

られているアニオン結合部位並びに本研究で明 らかになったEITC結 合部位の特徴 に基づ くと,

バ ンド3に よるアニオン交換は ,蛋 白質の中の幾っかのアニオン結合部位をアニオンが順送 りさ

れるモデル,す なわち,`kn◎ckon'モ デルによって説明するのが適当であると考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨

赤血球のアニオン輸送に関与す ると考えられている蛋白質バ ンド3は,生 理的に重要な機能を

持っ膜蛋白質であるが,そ の機能性部分の構造にっいては不明な点が多い。

本研究はアニオン輸送 の阻害剤であるエオ シンイソチオシア ン酸(EITC)の 蛋白質 との反

応性を利用 して,バ ンド3の 構造 と機能 との関係を解析 したものであり,次 のような知見が得 ら 髄

れている。

まず赤血球ゴース トとEITCと を反応 させ ると,EITCは 特異的に結合 し,結 合 のモル比 は

1:1で あることを示 している。またこの結合の結果,EITCの 吸収帯に対応す る領域 に誘起

CDス ペク トルが観察 される。 このスペク トルを解析す ると,EITCは 右廻 りのね じれでバ ン

ド3に 固定 されていると考えられ,結 合アミノ酸の立体的配置は,左 廻 りのねじれた構造となっ

ていることが推察されている。

っぎにEITCの 結合位置をみると,こ れが基質結合部位 とは異なっていることが明 らか とさ

れている。他 の種々のイオン透過阻害剤 の結合部位 とEITCの 結 合部位 とは異 な り,EITC

は基質結合部位よりも内側に結合 していると考えられる結果が得られている。またこの結合に関

与す るアミノ酸 としてはヒスチジン,リ ジン,ア ルギニ ンの3種 類が考えられ,こ れ らのうちヒ

スチジンとアルギニンはイオン結合に,リ ジンは共有結合に関与 していることを示 している。

さらにEITCの 結合部位の立体構造 はpHに よ って異 るしく変化す ることを示 し,こ の部位

はヒスチジンのイ ミダゾール基の解離に関与 していることを推論 している。また阻害反応の速度

論的解析により,ア ニオン阻害は拮抗的であり この反応にもヒスチジンのイ ミダゾール基が役

割を果た していると結論 している。一方 リジン残基は共有結合に関与しているがアニオン輸送に

は関係が乏 しく,む しろ単に反応の場を固定するように働 らいていると考えられている。

以上の結果は,ア ニオン認識部位 としてのヒスチジンの役割 を明 らかにしたものであり,多 種

類のアニオン認識部位の存在を解釈するためにもknockonモ デルがアニオン透過モデルとして最

も妥当性が高いとしている。

本研究は膜蛋白の構造 と機能の解析に誘起CDを 利用 している点で独創性があ り,ま たバ ンド

3蛋 白のアニオ ン透過機構にっいても新 らしい解析を行っており,博 士論文 として価値あるもの

と認める。
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