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マウスHtrAlは､微生物から植物､動物まで広範な生物において高度に保存されて

いるHtrAセリンプロテア-ゼフアミリ-に属する蛋白質であるoこのフアミリ-を

特色付ける構造は､トリプシン様のプロテア-ゼドメインとそのC･末側に蛋自質相互

作用に関るPDZドメインを持つことであり､ PDZドメインは､プロテア-ゼ活性の

調節や特異的基質の認識に関っていると考えられている｡微生物のHtrAはペリプラ

ズムに存在し､熱により変性した蛋白質を､その露出したC一未端の数アミノ酸残基を

PDZドメインが認識して結合し切断する｡同時に､この結合により蛋白質分解能が活

性化されて細胞膜のRseA蛋白質を切断することでuE因子を介して-群のストレス

応答遺伝子を発現させる｡ -方､噛乳動物のHtrAlは細胞膜外に分泌される蛋自質で

ある｡この遺伝子の機能については不明な点が多い｡この論文では､マウスのHtrAl

のPDZドメインに結合する因子を探索し､これらの因子の結合の様式と蛋自質分解活

性-及ぼす効果を検討している｡

まず､申請者は酵母のTwo-hybridAssayにより､マウスの脳と胎生1 7日目の胎児

のcDNAライブラリ-から､ HtrAlのPDZドメインに結合する蛋白質の遺伝子を11

種単離した｡このうち最も高頻度に単離されたのがタイプⅠ, ⅠⅠ, ⅠⅠⅠの繊推形成性コ

ラ-ゲンのC一末プロペプチド(C-PllO)であった｡ HtrAIPDZドメインは､ C･Proの

C･末4アミノ酸を認識していた｡単離されたほかの全ての蛋白質もC･末の4アミノ酸

がPDZとの結合に必須であったo C一末の配列を総合して､ HtrA1のPDZが認識する

コンセンサス配列は､ ◎-Ⅹ-か【v/L/F/A]-COOHであると推定された｡次に､固相結合

測定法により､固定化された各種PDZ結合蛋白質-のHtrAI PDZの結合を確認する

とともに､ Kd値を測定した｡さらに､酵素学的な解析のため､大腸菌を用いて活性を

保持したN･未欠損型のHtrAl (AN-HtrAl)調製し､ AN･HtrAlがCIPrOを分解する

こと､また有効に基質として認識されるためには､ PDZドメインがC-ProのC一末端

4アミノ酸-結合することが必要であることを明らかにした｡

次に､ PDZ -の結合がHtrAlの蛋自質分解活性に及ぼす効果を検討するため､コン

センサス配列を基に種々のPDZ結合オリゴペプチドを合成し､表面プラスモン共鳴法

を用いて結合定数を測定するとともに､プロテア-ゼ活性-の効果を検討した｡その

結果､ペプチドのPDZ -の結合は､結合の親和性に相関してHtrAlのプロテア-ゼ

活性を上昇させることを明らかにした｡

以上の結果から､申請者は､コラ-ゲンのC･proがHtrAIPDZの生理的な結合蛋白

質の侯補であること､ PDZ -の結合は､蛋自質分解活性の促進と基質の認識の両方の

機構により､ HtrAlの酵素活性を制御することを明らかにした｡
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マウスは4種のHtrA遺伝子を保有している｡このうち､ HtrA2はミトコンドリア

に局在し､移入蛋自質の品質管理を行うことによりミトコンドリアの機能維持に必須

な役割を果たし､その遣伝子の変異により神経筋変性疾患を引き起こすことが知られ

ている｡ HtrAlは細胞膜外-分泌される蛋白質であり､がん細胞の悪性化に際し発現

が低下するガン抑制遺伝子の侯補であり､また変形性関飾炎で発現が上昇する遣伝子

としても単離されている. HtrAlが蛋白質分解活性に依存してTGF-βシグナルを抑制

することがこれらの作用の本質ではないかと提唱されている｡ HtrAlの作用機序を解

明するためには､ HtrAlの活性である蛋白質分解の基質特異性と活性制御機構を明ら

かにすることが必要である｡申請者は､多くのHtrAがPDZドメインにより基質を認

識すること､また､ PDZドメインに結合する蛋白質によりその活性が制御されること

に鑑み､PDZドメインに結合する蛋白質を酵母のTⅣo-Hybridassayにより単離した｡

その結果､細胞外基質の主成分である3種のコラ-ゲンのC一末プロペプチド(C･Pro)

を単離した｡ C-Proは､コラ-ゲンの3量体の形成開始を指示し調節するとともに､

細胞の分泌経路内での沈殿を防いで分泌を促進し､また､細胞外で繊推形成部分から

切断されてそれ自身がTGF-βとも関連した種々の生理活性を持つことが知られている｡

申請者らは､ HtrAlのPDZドメインのC-Pro-の結合が､ C-Proが基質として認識

されることを助けるとともに､HtrAlの蛋自質分解活性を上昇させることを証明した｡

また､ C-Proは､構造の類似したHtrA2のPDZでは認識されず､ HtrAlに特異的に

結合することを証明し､ CIProがHtl･Alの生理的な結合因子であり､蛋自質分解活性

化因子であり同時に基質として機能している可敵性を提唱している｡

HtrAlはガンの転移や関節炎など､コラ-ゲンをはじめとする細胞外基質の分解

と合成の異常にかかわる病態に関連した遺伝子として頻繁に単離されている｡この蛋

自質の基質と活性化因子の候補を単離したことは､この蛋白質の活性を制御すること

により､これらの疾患を克服する糸口を得たことになる｡

以上のように､本論文はHtrAlの酵素学的性質を解明しその生理機能を理解するた

めの重要な知見を得たもので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡よって

審査委員一同は､本論文が博士(バイオサイエンス)の学位論文として価値あるもの

と認めた｡


