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緒言

真核細胞の細胞内部には、 核 ・ミトコンドリア ・ペルオキシソーム ・小胞

体(ER)・ ゴ、ルジ体 ・リソゾームという様な、 脂質二重膜で囲まれた多数のオ

ルガネラ(細胞内小器官)が存在している。 各オルガネラには特有の蛋白質

が存在しており、 オルガネラの構造 ・機能発現はこれらの蛋白質によって司

られている。 Fig.1に示す様に、 これらの蛋白質は細胞内のリボソーム上で

合成された後、 適切なオルガネラに運搬されることによってその機能を発揮

する。 したがって合成された各オルガネラ蛋白質や分泌蛋白質は、 適切なオ

ルガネラに移行するための何らかのシグナルをその分子中にもっており、 ま

た細胞はそのシグナルを特異的に識別・認識し、 正確に仕分け ・輸送するた

めの厳密な細胞装置を備えていると考えられる。 これら蛋白質の細胞内選別・

輸送に関する研究は細胞生物学の柱の一つである「細胞内オルガネラの形成

機構の解明」につながる重要な研究課題である。

蛋白質の細胞内選別・輸送のメカニズムを分子レベルで明らかにしようと

しづ試みは、 まず蛋白質自身がもっ局在化シグナルを明らかにすることから

始まった。 すなわち各オルガネラに固有な蛋白質の一次構造を比較・検討す

ることにより局在化に必要な共通なアミノ酸配列を見いだし、 さらにその部

分が実際に局在化シグナルとして機能することを遺伝子工学的 ・生化学的手

法を用いて確認する、 という手順でアプローチがなされてきた。 このような

研究方法は、最近の分子生物学的手法(cDNAクローニング、 遺伝子発現、

部位特異的遺伝子変異など)の進歩にともない多くの研究室で展開されてお

り、 その結果いくつかのオルガネラにおける局在化シグナルが同定されてき

fこ。

例えば小胞体膜透過のために必要なシグナルペプチドはN末端に位置し、

リジン ・アルギニンなどの塩基性アミノ酸に続く10�30個の疎水性のアミノ

酸のクラスターによって形成されている (1)。 また小胞体内腔への残留シグ

ナルは蛋白質のC末端に位置するリジンーアスパラギン酸ーグルタミン酸-ロイ

シン (KDEL)という共通のアミノ酸配列が同定され、 このシークエンスを付

加された分泌蛋白質やリソゾーム酵素が小胞体内腔に留まることが報告され
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ている(2，3)。 核移行シグナルの場合は蛋白質分子の外側に位置し塩基性ア

ミノ酸に富みプロリンを含んでいることが多いという共通性がある(4，5)。

ミトコンドリア蛋白質はN末端に数十個のアミノ酸からなる延長ペプチドを

もち、 その配列中には塩基性アミノ酸が多く、 塩基性アミノ酸が数個の非極

性アミノ酸を挟んで繰り返し現われるという特徴を持っているが，7)。 ペル

オキシソーム蛋白質ではC末端にセリンーリジンーロイシン(SKL) (またはこ

れに類する〉配列があり、 これが局在化シグナルとして機能することが知ら

れている(8，9)。 このように蛋白質側のシグナル配列は、 その局在化するオ

ルガネラに特異的である。

一方、 これらのシグナル配列を特異的に認識し、 蛋白質を正確に選別・輸

送するための細胞質側の装置については、 おもにin vÍtroの再構成系や semi

intact細胞を利用した生化学的、 分子生物学的手法を用いて解析されてきた。

また遺伝学的手法の導入可能な酵母の系を用いることにより、 分泌系やミト

コンドリアへの蛋白質輸送に関与する細胞側の因子の検出に大きな成果をあ

げている。

核、 ミトコンドリア、 ペルオキシソーム蛋白質のように遊離型リボソーム

上で翻訳される蛋白質は翻訳後(post-translational)に細胞質から各オルガネラ

に輸送されるがその際、 蛋白質を細胞質中からオルガネラへと導く細胞質因

子と、 オルガネラ膜を透過させるのに必要な膜透過装置が必要となる。 これ

らの諸成分に関してはミトコンドリアへの輸送についてが最も解析が進んで

おり、 ミトコンドリア蛋白質の延長ペプチドを認識する細胞質因子(10，11)

や、 復数個の膜透過装置が同定されている(12)。 核蛋白質については近年の

核局在化シグナルの発見により急速にその分子機構の解析が進んで-おり、 核

局在化シグナルの受容体の同定や核膜孔の構造・通過機構の解明がなされて

いる(13，14)。

膜結合型リボソーム上で翻訳される蛋白質の場合、 翻訳とほぼ同時

( co-translational)に小胞体内腔に隔離されてそこから小胞(v凶icle)を介してゴ

ルジ複合体の層板聞を移動し、 トランスゴルジネットワーク(TGN)におし1て、

細胞外あるいは形質膜に向かうものとリソゾームへ向かうものとに選別を受

ける(15)。 このCen仕al vacuolar system (16)における最初のステップである小
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胞体膜への局在化や膜透過に関する分子については、 シグナル認識粒

(SRP:si gnal recogni ti on partic1e) (17) 、 およびその受容体(docking prote in) (18)な

どさまざまな分子が同定されている。 しかしながら小胞体以降におけるオル

ガネラ聞の小胞輸送による蛋白分子の選別装置についてはKDEL受容体(19 )

やMannose -6-phosphate receptor (M -6-P受容体;リソゾーム酵素受容体)(20) 

など一部の可溶性蛋白質に関するものが見つかっているだけで、 各オルガネ

ラの主要構成成分であるオルガネラ膜蛋白質についてはそのシグナル・輸送

装置ともに未だ明かとなっていないのが現状である。

現在 、 我々の研究室では蛋白質の 細胞内選別・輸送機構に関する研究をリ

ソゾームの蛋白質を中心に行っている。 リソゾームは真核細胞に普遍的に存

在し 、 その内部に存在する60 数種におよぶ酸性加水分解酵素により、 細胞

内外の高分子物質の分解を司っている(21)。 そのためリソゾームは細胞表

から エンドサイトーシスされたものを含むエンドソームや形質膜との融合や 、

細胞の自己消化のためのオートファジィーの形成など活発な動きを見せてお

り、 非常に興味深いオルガネラである。 リソゾームの蛋白質は分泌蛋白質・

形質膜蛋白質と同様に膜結合型リボソーム上で合成され同じ輸送小胞で-運ば

れて 、 おそらくトランスゴルジネットワーク(TGN) あるいはエンドソーム

においてそれらの蛋白質と選別を受けていると考えら れている(15)。 リソゾ

ーム内腔に存在する可溶性酵素に関しては、 酵素が持つ高マンノース型糖鎖

のマンノースのC-6位にリン酸が付加された構造(M-6-P) がシグナルとなり、

このシグナルに結合するM-6-P 受容体によりリソゾームへ選別・輸送される

ことが明かとなっている(20 )。 しかしリソゾーム膜の主要構成成分であるリ

ソゾーム膜蛋白質に関しては、 試料が微量なことや純度の高いリソゾーム膜

の調製および膜蛋白質の可溶化が困難で、あることなどが妨げとなりあまり進

んでいなかったが 、 精製技術の進歩やモノクローナル抗体の開発などにより

最近急激に進行し 、 マウス、 ラット、 ニワトリ 、 ヒトのリソゾーム膜蛋白質

についてさまざまな検討が加えられ一部ではcDNAクローニングも行わ れて

いる(22-27)。

リソゾーム膜蛋白質の局在化機構を解明するために 、 これまで我々はリソ

ゾーム膜に固有な数種類の膜蛋白質(28 )の精製と生合成・プロセッシングに

-4-

ついての研究を行ってきた(29-35)。 その結果 、 ラット肝リソゾーム膜から

分子量107 K (LGP107)、 分子量96 K (LGP96)、 分子量85 K (LGP85)、 分子

旦67 K( 酸性フォスファターゼ:駒田)の膜蛋白質が分離精製さ れ 、 その生

合成・プロセッシングについての研究を行ったところ、 これらのリソゾーム

膜蛋白質は糖鎖の大部分がシアル酸を多く含む複合型糖鎖であり、 N型糖鎖

合成阻害剤であるツニカマイシン存在下でも正常にリソゾームに移行するこ

とが判明した。 これらの結果よりリソゾーム膜蛋白質はリソゾーム酵素とは

異なり、 その局在化に 糖鎖は必要とせず蛋白質部分に移行シグナルが存在す

るのではなし1かと考えられている。

そこで著者は、 1 )数種類のリソゾーム膜蛋白質のcDNAクローニングを

行いその一次構造を明らかにし 、 既にcDNAクローニングが報告されている

他のリソゾーム膜蛋白質と合わせて一次構造の比較・検討を行いリソゾーム

膜蛋白質のリソゾームへの局在化シグナルを推定すること 、 2)得られた

cDNAを酵母 細胞内において発現させることにより、 推定された局在化シグ

ナルの機能の検証および酵母におけるリソゾーム様オルガネラである液胞へ

の膜蛋白質の局在化機構を解明するこことを目的として本研究を行った。

- 5 -



第一章 ラット肝リソゾーム膜に存在する酸性フォスファターゼ(APas弘

LGP85及びヒトLGP85のcDNAクローニング、 およびこれらリソゾー

ム膜蛋白質の一次構造に関する比較検討

緒言でも述べたように、 リソゾーム膜蛋白質 は可溶性のリソゾーム酵素と

は異なり、 そのリソゾームへの局在化シグナルは蛋白質部分にあることが予

想されている。 従ってこの局在化シグナルを同定するためには、 まず多数の

リソゾーム膜蛋白質の一次構造を比較・検討し共通項を見つけだすことが必

要である。

我々の研究室ではこれまで、 リソゾーム膜に固有な数種類の膜蛋白質 (Fig.

2 )を精製しており、 そのうち野口らによって既にLGPI07， LGP96のcDNA

クローニングが報告されている(22，23)。 そ こで今回筆者は、 ラット肝リソ

ゾーム膜に存在する酸性フォスファターゼ(rAPase)およびrLGP85のcDNA

クローニングをrAPase に関しては特異的抗体を用いて、rLGP85 に関しては

その内部のアミノ酸シークエンスを基にして合成したオリゴヌクレオチドを

プローブとして行った。 ラット肝λgtllcDNAライブラリーをスクリーニン

グした結果、rAPaseおよびrLGP85のcDNAをそ れぞれ得ることに成功した

(36 ，37) 0 LGP85についてはさらに、 ヒト牌癌細胞のGPI-NL)cDNAライブラ

リーからrLGP85のcDNAをプローブとしてスクリーニングを行い、hLGP85

のcDNAを得ることに成功した(38)。 そ してこれらのcDNAから推測される

rAPase， rLGP85 および hLGP85の一次構造について比較検討を行った。

- 6 -
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LGP96 /'歩 4時rLGP85

4時rAPase

Fig. 2. SDS-PAGE of purified rat Iiver Iysosomal membranes. 

Gel was stained for protein with Coomassie blue and arrows 

indicate the positions of major Iysosomal membrane glycoproteins. 
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1-1 ラット肝リソゾーム膜に存在する酸性フォスファターゼ(rAPase)の

cDNAクローニング

1-1-1 rAPaseの特異的抗体によるラット肝λgt11cDNAライブラリーのス

クリーニングおよびrAPasecDNAの塩基配列決定

ラット肝リソゾーム膜に存在する酸性フォスファターゼ(rAPase) のcDNA

を得るために、 九大遺伝情報施設より分与して頂いたラット肝λgt11cDNA 

ライブラリー を用いて、rAPaseに対する特異的抗体によるスクリーニング を

実験の部に示す方法に従って行った。 スクリーニングの結果、 2.1X105個

のファージから 2個の抗体陽性クローン を得ることができ、 それぞれCAP-1 ，

CAP-2と名付けた。 それぞれのファージ DNAをEcoRI消化したところイン

サートcDNAの大きさがそれぞれ 2.0kbp， 2.6 kbpであることが明かとなっ

た。 CAP-1， CAP-2のcDNAをpUC118にサブクローニング後、Fig. 3に示す

ストラテジーに従って、 全塩基配列決定を行った。 CAP-1， CAP-2はそれぞれ

2021 bp， 2638 bpからなるが、 これらの塩基配列を5'側 からアミノ酸に翻 訳

していったところ、 開始コドンであるメチオニンから 31番目にrAPaseのN

末端と同じアミノ酸配列(RSLRFVTLL YRHGDRXPV) が認められ、 両クロー

ンともrAPase をコードするcDNAであることが判明した。 さらに、CAP-2

はCAP-1にくらべて5'側が 13 bp短く内部に 102 bp， 79 bp， 436 bpの余分な

配列を含んでいることが分かった。 この余分な配列は、 ①3っとも GTで は

じまり AGでおわっていて、 エクソンーイントロンの境界部分のコンセンサ

スな配列( 39) と一致している、 ②QPen re ading frame (ORF)中に終止コドンが

出現しrAPaseが予怨される分子量よりかなり小さくなってしまう、 ③ヒト

酸性フォスファターゼのゲノム中(40) に存在する5， 6， 7番目のイントロン

とサイズ・位置ともに一致する、 などの理由からイントロンであることが示

唆され、CAP-2のcDNA はスプライシングが完了していないmRNAから逆

転写されてできたものであると考えられる。

1.0 1.5 2.0 2.5kb 

CAP1 
T 

pp Hに
一一�
4一一一-� F 

a� � 
� � 

d 』『 F 

a .. 司司可

....-・­
T 

-λhu

 

Iî 11 1" 

B H P P 

一一一-Jト

T11
FLM

 

UH

 

CAP2 

.... ー­F 

一一炉
_.... 『

.... 『
.....__ ".-

Fig. 3 . Restriction map of acid phosphatase cDNA and the strategy adapted for 

nucfeotide sequence determination. The top scale shows base pairs. Relevant restriction 

sites are indicated (B=Bam HI; H=Hin d 111; P=Ps( 1; S=Sac 1 Hc=Hin c 11). Arrows indicate the 

direction and extent of sequencing runs. The c10sed boxes indicate introns in CAP-2 clone. The 

upward arrows show termination codons(TGA) 
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1-1-2 cDNAから推定される rAPaseの一次構造およびリソゾーム膜上にお

ける存在様式

Fig.4 にCAP-1の全塩基配列とそれから推定されるアミノ酸配列を示す。

CAP-1 は全長2021bpで... 1269 bpのORFを含み、5'側に6ヌクレオチド・

3 ' 1Jt�に743 ヌクレオチドの非翻訳領域を持っている。 またこのクローンには

典型的な poly A付加シグナルであるAATAAAは認められず、poly A部分から

19bpほど上流にある AATGAAがその役割を果たしていると考えられる。 シ

ークエンスの結果、rAPaseは423佃のアミノ酸からなる分子量48，332 の蛋

白質で、N末端側に30アミノ酸残基よりなるシク、、ナルペプチド部分を持つ

ことが明かとなった。 シクふナルペプチド部分を除いたコアペプチド部分の分

子量は45，096でこの値は、初代培養肝細胞においてN型糖鎖合成阻害剤で

あるツニカマイシン存在下で合成される rAPaseの分子量45Kと非常によく

一致している(30)0 N型糖鎖結合可能部位 ( Asn-X-Ser/ Thr) は9ケ所あり

この部分への 糖鎖の付加・修飾によりリソゾーム膜型rAPaseは67 Kの分

量を示していると考えられる。

筆者らと同時期に Pohlma nnら(41)によりヒト酸性フォスファターゼの

cDNAクローニングが報告されており、今回の結果と比較してみると核酸で

69%、アミノ酸で89% と非常にホモロジーが高くどちらも423個の同数の

アミノ酸からなることが明らかになった。 またどちらも30アミノ酸残基よ

りなるシクふナルペプチド・27アミノ酸残基からなる膜貫通ドメイン・18ア

ミノ酸残基よりなる細胞質ドメインという同様の構造を持っていると考えら

れる。 N型糖鎖結合可能部位( Asn-X-Ser/Thr)はヒトが8ケ所であるのに対し

て、ラットでは197 番目のアスパラギン酸がアスパラギンに変わっているた

めに一個増えて 9 ケ所だが、残り8ケ所はすべてヒト酸性フォスファターゼ

と同じ位置に存在していた。 これらのことからリソゾームの酸性フォスファ

ターゼの構造は種を越えて非常に良く保存されていると考えられる。

Fig.5に示すKyte & D∞littleの方法(42 )による hydr opa thy plotの結果から

C末付近の37 9-405番目の部分に疎水性の郎、領域がみられ、rAPaseはこの

部分でリソゾーム膜にアンカーしているものと考えられる。 また N型糖鎖

- 1 0 -

結合可能部位 が全てこの疎水性の高い領域よりN末端側に位置していること

から、rAPase はリソゾーム膜上においてN末側をリソゾーム内腔に向け 、

C末側が細胞質に突き出た Type1の配向性をとっていることが予想された。

最近、当研究室の中村(43 )によって rAPaseのこの細胞質ドメイン18残基お

よび rAPaseの内腔側部分に対する特異的抗体が調製され、 rAPaseのリソゾ

ーム股上でのトポロジーが検討がされた。 その結果、細胞質ドメインに対す

る抗体は無傷のトライトゾームに対して結合するが内腔側に対する抗体は結

合しないことが判明し、rAPaseはFig.6 に示す通りTypeIの配向性をとって

いることが蛋白質レベルで裏付けられた。

-11-



1 CCG GTG ATG GCC GGC AGA CAG TCT GGT TGG AGC CAG GCG GCT CTT CTC 
MeLAl久Gとどとむ乙巳n SeさGlヱユζ己主r Gln一主とえー込a L包土包

49 CAG TTC CTT CTT GGC ATG TGC CTA ATG GTG ATG CCA CCC ATA CAA GCC 
15 Gl己主乞」主主LeuSLMeLQヱs・.J.�_旦etヱ辻野t P王立一三玉三一旦e Glnーさ込

f 
97 CCt AGT CTG CGC TTT GTT ACC TTG CTG TλT CGλ CAC GGA GAT CGG �CA 
3工IArg Seご Leu Arg Phe Val Thr Leu Leu Tyr λrg His Gly Asp Arg Seど

145 CCλ GTG AAG GCA TAT CCT AλG GAC CCC TAT CAG GAA GAG AAA TGG CCC 
47 Pro ValILys Ala Tyr PrO Lys Asp Pro Tyr Gln Glu Glu Lys T中Pro

193 CλG GGA TTT GGT CλG CTA ACC AAG GλA GGG ATG CTA CAG CλT TGG GλG 
63 G工n Gly Phe Gly Gln Leu Thr Lys Glu Gly Meヒ Leu Gln His Trp Glu 

2 41 CTG GGC CAG GCC CTG CGG CAA CGC TAC CλT GGC TTT CTG AAC GCC TCT 
79 Leu Gly Gln Ala Leu λrg Gln Arg Tyど p.is Gly Phe Leu λsn Ala Seど

* 

289 TAC CAC AGG CλA GAG GTT TAC GTG CGA AGC ACA GλC TTT GλC CGT ACT 
95 Tyr His Arg Gln Glu Val Tyr Val Arg Ser Thr Asp Phe Asp Arg Thr 

337 CTC ATG AGT GCλ GλG GCCλP-.C CTG GCC GGλ CTC TTC CCT CCC ACT GλA 
111 Leu Met Ser Ala Glu λla Asn Leu λla Gly Leu Phe Pro Pどo Thr Glu 

385 GTT CAG CAC TTC AAC CCG AAC λTT TCλ TGG CAG CCT ATC CCT GTC CAC 
127 Val Gln His Phe λsn Pとo Asn 工le Ser Tごっ Gln ?ro 工工e Pro Val His 

女

433 ACC GTG CCC ATT ACT GλA GλC λGG TTG CTG λλG TTT CCT TTG GGT CCλ 
143 Thr Val Pご0 工le Thご Glu λsp Aどg Leu Leu Lys Phe Pごo Leu Gly Pro 

481 TGT CCC CGT TAT GλG CλG TTG CAG λλC GλG λCT CGG CAG ACA CCA GλG 
159 Cys Pro Arg Tyr Glu Gln Leu G1n λsn Glu Thr Arg Gln Thr ?ごo Glu 

* 

529 TAT CAG AAC ATG AGT λTT CλG AAT GCA CλA TTT CTG GλC ATG GTG GCC 
175 Tvど G1n Asn Me七 Ser 工le Gln Asn Ala Gln Phe Leu λso Met. Val Ala 

* 

577 AAT GAG ACA GGG CTT ATG AAC TTG ACC CTA GλG ACC ATC TGG AAT GTG 
工91 Asn Glu Thr Gly Leu Me七 Asn Leu Thr Leu Glu Thr 工le Tごp Asn Val 

* * 

625 TAT GλC ACA CTC TTT TGT GAG CAA ACA CAT GGG CTG CTC CTG CCA CCC 
207 Tyr Asp Thr Leu Phe Cys Glu Gln Thr His Gly Leu Leu Leu Pro Pro 

673 TGG GCC TCT CCC CλλACC GTG CAG GCT CTG AGC CAG CTA AAG GAC TTC 
223 Trp Ala Seど Pro Gln Thr Val Gln Ala Leu Ser Gln Leu Lys Asp Phe 

721 AGC TTC CTC TTC CTC TTC GGG ATC CAC GAT CAA GTA CAG AAG GCC CGG 
239 Ser Phe Leu Phe Leu Phe Gly 工le His Asp Gln Val Gln Lys Ala Arg 

769 CTT CAG GGG GGA GTT CTG CTG GCT CAA ATA TTG AAG AAT CTG ACC CTA 
255 Leu Gln Gly Gly Val Leu Leu Ala Gln 工le Leu Lys Asn Leu Thど Leu

'陸

817 ATG GCA ACT ACC TCT CλA TTC CCT AAG CTT CTG GTT TAT TCT GCG CAT 
271 Me七 Ala Thr Thご Seご Gln Phe Pro Lys Leu Leu Val Tyr Ser Ala His 

865 GAC ACT ACC CTG GTT GCT CTG CAA ATG GCA CTG AAT GTC TAC AAT GGT 
287 Asp Thr Thr Leu Val Ala Leu Gln Met Ala Leu A.sn Val Tyr Asn Gly 

9工3 AAA CAA GCC CCC TAT GCT TCC TGC CAC ATA TTT GAA CTG TAC CAG GAA 
303 Lys Gln Ala Pro Tyr Ala Ser Cys His 工le Phe Glu Leu Tyr Gln Glu 

ー12-

961 GλT AAT GGG λAT TTC TCλ GTC GλG ATG TAC TTT CGG AAT GλC AGT AAG 
319 λsp Asn Gly Asn Phe Ser Val Glu Me亡 Tyr Phe λrg Asn λsp Ser Lys 

会

1 0 0 9 .lI，AG GCλ CCC TGG CCλ CTG λCC CTG CCT GGC TGT CCT CλC CGT TGC CCλ 

335 Lys Ala Pごo Tご? ?ごo Leu Th.::: Leu Pごo Gly Cys Pro His λrg Cys PごO

工057 CTG CλG GλC TTC CTT CC� CTC λCλ Gλλ CCT GTC λTλCCC AJl..G GλC TGG 

351 Leu Gln λsp P!1e Leu λどg Leu Thr G1u ?どo Val 工工e Pro Lys Asp Trp 

1105 CλG AAG GλG TGC CAG C:'λ GCλ .i\C-C GλT .;.c:.' GCλ GλC .l\Cλ GλG GTG λTT 

367 Gln Lys Glu Cys Gln Leu λla Ser λsp Thr λla Asp Thr Glu Val Ile 

1153 GTG GCA CTG GCT GTC TGT GGC TCC λTC CTC TTC CTT CTA ATA GTG TTG 

383 Val Ala Leu λla Val Cvs Glv Ser 工工e Leu Phe Leu Leu Ile Val Leu 

1201 CTC CTC ACT GTC CTC TTC CC�λTG CλG GCC CλG CCT CCT GGC TλC CAC 

399 Leu Leu Thど Val Leu ?he .l\rσ Meヒ Gln Ala Gln Pro ?ごo Gly Tyr His 

1249 CλT GTT GCλ GλC λGG Gλλ GλC CλT GCT TGλ CλλCCλCTCλGTCCCCTTCCCTC 

415 His Val λla Asp Arg Glu λsp His Ala ---

1302 TGCCTCCTAGGGGλTGTGGGCTGλGTCCTTGC':'CCTGλCTATTGCCGλTCCCλGλGGGλCλGG 
1365 TTTAGCCTTCCTGλTTACCTACGCCCλλATGλλTGλGTGλGGCTGGGCTGGTCGCACGTCACC 
1428 TGTGλCTTACC.�TCCTCλTGCCTGλTGTTTλCCλTGTACTGTGTTGGλCλCTGGCTTTCTCTA 
1491 AλTGGGλTTTGCCTCTTCTATACTCCCTAλGGλCTTGλGλTACλGλCλAGCλTTCλGGTTTTA 
1554 CTC.r..AGλCCTTGGGλTTAAλλAAλGiliAACλλCλACλGλλλAAλAACCCCλλλCCCTGλλGλA 
1617 GCTGGTACTTGλTCTGTCTλGCTCTTCCCCCλλGCCTTGCTCTTTGTCTTCTAGCCCλTATCT 
1680 TTGGCλλATGGCTTGGλGλCATTGTCCCTTGGTACTTTTGCλGTTCATλTAAATGGCTCATTT 
1743 TATλTGGλTCλCCCλλCλGCλAAGTTTCCCTCTGλCTGλGGCCTGCCGTCAGTGTCAACCTCλ 
1806 GGC\GGTTGA“I\GGλCACTGGTGCTGCλCCTGGλTGλCλGTGGGλGGλCλCλGGλGTGλAACλc 
1869 ATGGλATCλTGλCGTGλCTCTCCCTCAGCTGGGCTGGλCTCTTCλGGGλCTTGλAGTAAATGC 

1932 AGこTGGTGλACTGTACλCCTTGλCTGTGGCCCGλλλc.l\GλGCTGλAGTÞ..ACTCCGλGGλA.l\TG

1995 AAGGTTTTGλCTGλGλAAAAAλλλAAA 

Fig. 4. Nucleotide sequence of c10ned cDNA and deduced amino acid sequence 

of rat liver Iysosomal acid phosphatase. The deduced amino acid sequence is 
shown below the nucleotide sequence. 80th the nucleotides and the predicted amino 

acid residues are numbered on the left. Putative signal sequence is indicated by broken 
underline and an upward arrow indicates the cleavage site for signal peptidase. Underline 
indicates a stretch of hydrophobic amino acids， possible transmembrane domains. 
Putative polyadenylation signal is shown by dots. Potential N-glycosylation sites and 
the termination codon are represented by女and ---， respectively. 
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Fig. 6. Depiction of some aspects of the rat liv_er..'ysos
.
oma.l�cid ph，?sphatase 

structure. NH2- and cooH terminal ends are indicated and the membrane 

spanning segment is represented as the projected
.
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. 
Connected open circles 

rèpreseñt ap
-
proximate position of the N-glycosylation sites. 
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COOH 

Amino acid residue number 

Fíg. 5. Hydropathy plot of the rat líver Iysosomal acid phosphatase. 
Hydrophobicity values obtained according to Kyte and Doolittle have been plo口ed with 
respect to positions in the amino acid sequence. The window used in the scanning was 
11 amino acids. Line segments above and below the horizontal axis indicate 
hydrophobic and hydrophilic po同ions， respectively. A long arrow indicates the signal 
peptidase cleavage site. Th巳membrane spanning region (hatched box) and potential 
N-linked glycosylation sites('() are also indicated on the stick diagram above the 
hydropathy plot. 
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質ラット肝リソゾーム膜に存在する分子量85 Kのシアロ糖蛋

のcDNA クローニング(rLGP85) 
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クリーニングおよび rLGP85cDNAの塩基配列決定

rLGP85のcDNAを単離するため に ラット肝入gt11 cDNAライブラリーから

オリゴヌクレオチドによるハイブリダイゼーション法でスクリーニングを行

った。 Table 1 にrLGP85のN末端およびTrypsin消化により得られたペプチド

フラグメントのアミノ酸配列を、 Table 11にプローブとして用いたオリゴヌ

クレオチドの塩基配列とその部分に対応するcDNAの塩基配列を示す。

スクリーニングの結果、 1.25X105個の ファージから2個のポジティブなク

ローンを得たのでそれぞれcGP -1 (1.7 k b )， cG P - 2 (1 .8 k b )と名付け塩基配列決

どちらのcDNA もrLGP85のTrypsin消化により得られ定を行ったところ、

たペプチドフラグメントのアミノ酸配列と同ーのシークエンスをコードして

しかしながらcGP-1，cGP-2ともrLGP85のN末端に相いることが判明した。

当するシークエンスを含んでいなかったため、 cGP-2のcDNAをプローブに

してさらにスクリーニングを行ったところ、 cGP-1，cGP-2よりも長 いcDNA

をもっクローンcGP-3 (1.9 kb)， cGP-4 (2.1 kb)を得ることが出来た。 各々の

塩基配列決定の結果、最長のcD ANをもっクローンcGP-4がrLGP85のN末

.一
ω一
心
の
ト

端に相当するシークエンスを含んでいることが明らかにな った。 cGP-4の

cDNA はFig.7に示すスト ラテジーに従って塩基配列決定を行った。
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cDNAから推定されるrLGP85の一次構造 お よびリソゾーム膜上に1-2-2 

おける存在様ず

Fig.8 にcGP-4の全塩基配列とそれから推定 されるrLGP85の全アミノ酸
O.5kb ー・

配列を示す。 cGP-4は 全長2065 bpで、1437 bpのORFを含み、 5'側に221

ヌクレオチド ・3'側に407 ヌクレオチドの非翻訳領域を持っている。 また

に典型的なpoly(A)付加シグナルである AATAAAが存

在しており、 そこから142ヌクレオチド下流にpoly(A)が付加されている。
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塩基配列をアミノ酸に翻訳した結果、rLGP85は 478個のアミノ酸からな

この値は江崎らが初代培養肝細胞りその蛋白質 部分の分子量は 54，09 0で、

を用いた実験で得られた糖鎖 部分を除いたrLGP85の分子量 55 Kに非常に近
』F 

い 値であるο3)。 またN型船員結合可能部位(Asn-X -Ser川u)は11ケ所あり、

この部分への糖鎖の付加・修飾によりrLGP85は85 Kの分子量を示している

と考えられる。

次構造をもとに、 Kyte& D∞li仕le らの方法(42)に従って得られた
cGP-1 

rLGP85のhydropathyplotを行ったところ(Fig. 9)、rLGP85はN末端とC末
cGP-2 

A 『

このう端付近の2ケ所に疎水性の高い領域が存在していることが判明した。cGP-3 

ちN末端の疎水性の高い 部分はrLGP85の小胞体膜透過のためのシグナルぺcGP-4 

しかしながらリソゾーム膜か

ら精製したrLGP85のN末端のアミノ酸配列を決定したところ、 このシグナ

ルペプチド は開始コドンであるメチオニンが 除去されているだけで切断を受

けておらず(37，44)、rLGP85はN末端とC末端付近の2ケ所でリソゾーム膜

プチドとして機能している ものと考えられる。

にアンカーしていると考えられる。

Fig. 7. Restriction map of rat LGP85 cDNA and strategy adapted 
for nucleotide sequence determination. Arrows indicate the 
direction and the extent of sequencing runs. The shadow box indicates 
the amino acid coding region and the lines indicate the 5'- and 3'­
non-coding regions. 

次構造をもとにGENE TYX-CDを用いてSWISS-plot d atabase の

ホモロジー検索を行ったところ、

rLGP85の

ヒト形質膜 蛋白質であるCD36と アミノ酸

レベルで 3 3.9 %のホモロジーがあることが判明した(45)0 CD36はrLGP85

同様、 非切断型のシクοナルペプチドを有しておりN末端とC末付近の二ケ

所に疎水性の高い領域が存在している。 また10ケ所ある システイン残基の

質は

良く似た構造で膜上に存在していることが予想される。 また筆者らと同時期

この二つの蛋うち 7 ケ所がrLGP85と同じ位置にあることなどから、
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にVegaら(46)はラット肝リソゾーム膜蛋白質のひとつであるLIMP 11の

cDNA ク ローニン グを報告しているが、 これはrLGP85と同ーの蛋白質であ

っ7こ。

当研究室の岡崎らによると、rLGP85は無傷のトライトゾームをノイラミ

ニダーゼ、処理しでも分子量は不変であるが、 低張破壊したトライトゾーム膜

ではノイラミニダーゼ処理による分子量の低下がみられることからrLGP85

はその糖鎖部分がリソゾーム内腔側に存在していることが示唆されている

(47)。 また最近、 当研究室の池田により、rLGP85のC末端の20アミノ酸残

基およびrLGP85内腔側部分に対する特異的な抗体が調製され、 これらの抗

体を用いてrLGP85のリソゾーム膜上での存在様式が検討された。 それぞれ

の抗体の無傷および低張破壊後のトライトゾームに対する結合性、 および各

々の抗体による免疫電顕の染色パターンの比較によるとrLGP85は少なくと

もC末端側20残基は細胞質側に突出しており、 またN末側の大部分がリソ

ゾーム内腔側に存在していることが蛋白質レベルでも証明されている(48)0 

Fig.10にこれらの結果から予想されるrLGP85のリソゾーム膜上での存在様

式を示す。 これまで報告されているリソゾーム膜蛋白質はすべてrAPaseの

ようなType 1の配向性を示し(Fig. 6�比較的短い細胞質ドメインを有して

いることが知られていたがrLGP85はそれらのリソゾーム膜蛋白質とは異な

るトポロジーでリソゾーム膜上に存在していることが判明した。

-20 -

CCCAGCACCCGCGATCGCGCC�TCTGTGCTCCGAC�CGTGCTCGCCTC�TG 

56 CCTACTCCAGGGCTGTGTACACCC�C�GC�GGCGGCTGAC�CCGCACCAGGAGGGCGCGGGAGCCGCAGGGCCCTGGAGCTT 

139 TGGGCGACTGCTACC�GGCCTTC��CGAC��TCTTCCTTGCTCGCCGTTCTGTCGCC�CTC�CCGTGAACCGCTCACAGT 

222 ATG GCC CGA TGC TGC TTC TAC ACG GCG GGG ACA CTG TCT CTG CTG CTG CTG GTG ACC AGT GTC 

l 刊eサ A!�_Arg Cys Cys E'he Tyr Thr Alaj Gly Thr Leu Ser Leu Leu Leu Leu Val Thr Ser Val 

.A. 
285 ACG CTG CTA GTG C�T CGA GTC TTT CAG AAG C�A GTG GAC CAG ACG ATC GAG AAG AAT ATG GTA 

22 Thr Leu Leu Val Ala λrg Val ?he Gln Lys Ala Va1λsp G1n Thr I1e Glu Lys Asn Met Val 

348 TTA CAA AAT GGT ACC九九G GTC TTT GAT TCC TC� GAG AAG CCC CCT CTA CCT GTG TAC ATC CAG 

43 Leu G1n Asn Gly Thr Lys l va1 Phe ASp Ser Trp Glu Lys Pro E'ro Leu Lys Va1 Tyr I1e Gln 

語

411 TTT TAT TTC TTC AAT GTC ACC AAT CCA GAG GAG ATC CTC CAA GGA GAA ATC CCC CTG CTA GAA 

64 Phe Tyr Phe Phel Asn Val Thr Asn Pro Glu G1u Ile Leu G1n Gly Glu Ile Pro Leu Leu Glu 

持

474 GAA GTG GC� CCG TAC ACC TACλGG GAG CTC AGG AAC AAG GCA AAC GTT CAG TTT GGA GAA AAT 

85 Glu Val Gly Pro Tyr Thr 7yr Arg Glu Leu Arg Asn Lys Ala Asn Va1 Gln Phe G1y Glu Asn 

時

537 GGA ACA ACC ATA TCT C�C GTC ACC Æ�T AAG GCA TAT ATT TTT �� CGA AAC CAG TCT GTT GGA 

106 Gly Thr Thr Ile Ser λla Val Thr Asn Lysl Ala Tyr Ile Phe G1u Argl Asn Gln Ser Va1 Gly 

4 

600 GAC CCT ACC GTT GAC TTG ATT AGA ACA ATA AAT ATT CCT CTG TTG ACT GTT GTG GAA ATG C�C 

127 Asp Pro Thr Va1 Asp Leu Ile Arg Thr 11e Asn Ile Pro Leu Leu Thr Va1 Val Glu Met Ala 

663 CAG CAG CCC TTC CTC AC� GAG ATC ATC GAG C�C ATG CTG AAA GCT TAT CAG CAG ACG CTG TTT 

148 Gln Gln Pro Phe Leu Arg G1u Ile :1e G1u Ala Met Leu Lys Ala Tyr Gln Gln Thr Leu Phe 

726 GTC ACT CAC ACT GTA CλT GAA CTG CTC TGG C� TAC AλA GAT GAG GTC TTG TCG CTC GTC CAT 

169 Val Thr His Thr Val �is Glu Leu Leu Trp Gly Tyr Lys Asp Glu Va1 Leu Ser Leu Val His 

789 ATT TTC AGA CCT GAC GTC TCC CCT AAC TTT C�� CTG TTC TAT GAG AGA AAT GGA ACT AAT GAT 

190 11e Phe Arg Pro Asp Val Ser Pro Asn Phe Gly Leu Phe Tyr G1u Arg Asn Gly Thr Asn Asp 

持

852 GGG GλG TAT GTT TTT CTG ACT GC� GAG GAC AAT TAC CTG AAC TTT ACA AAA ATT GTG GAG TGG 

211 Gly Glu Tyr Val Phe Leu Thr Gly Glu Asp Asn Tyr Leuλsn Phe Thr Lys l Ile Va1 Glu T中

持

915 AAT GGA AAA ACG TCG CTG GAC TGG TGG ACG ACG GAC ACG TGC AAT ATG ATC AAC GGG ACA GAC 

232 Asn Gly LysI Thr Ser しeu Asp T叩T叩Thr Thr Asp Thr Cys Asn Met Ile Asn G1y Thr Asp 

持

978 GGA GAT TCT TTT CAC CCA TTA ATA AGC AAG GAT GAG ACC CTG TAC ATC TTC CCA TCT GAC TTC 

253 G1y Asp Ser Phe His Pro Leu Ile Ser Lys Asp G1u Thr Leu Tyr Ile Phe Pro Ser Asp Phe 

1041 TGC AGG TCC GTC TAT ATA ACT TTC AGT AGC TTT GAG AAC GTA GAA GGA CTG CCT GCT TTT CGG 

274 Cys Arg Ser Va1 Ile Tyr Thr Phe Ser Ser Phe G1u Asn Val Glu G1y Leu Pro A1a Phe Arg 

1104 TAT AAG GTG CCT GCA GAA ATA CTA C�C AAT TCC TCC GAA AAC GCT GGC TTC TGT ATA CCC GAG 

295 Tyr Lys Val Pro A1a Glu I1e leu Æla Asn ser l ser Glu Asn A1a G1y Phe Cys Ile Pro GIUI 
量

1167 GGA AAC TGC ATG GAC GCG GGA GTG CTG AAC GTC AGC ATT TGC AAG AAT GGT GCG CCC ATT ATC 

316 Gly Asn Cys Met Asp Ala Gly Val Leu Asn Val Ser Ile Cys Lys Asn G1y Ala Pro Ile Ile 

持

1230 ATG TCT TTC CCA CAC TTT TAC CAA GCC GAC GAG AAG TTC GTT TCG GCC ATA AAA GGC ATG CGT 

337 Met Ser Phe Pro His Phe Tyr Gln Ala Asp Glu Lys Phe Va1 Ser A1a Ile Lys lGly Met Arg 

1293 CCA AAC AAG GAA GAA CA T GAG TCλTTT GTG GAC ATT AAT CCT TTG ACA GGA ATT ATT TTA AGA 

358 Pro Asn Lys Glu Glu His Glu Ser Phe Va1 Asp Ile Asn Pro Leu ThrI Gly Ile Ile Leu Arg 

-21-
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GGG GCC AAG AGA TTC CλA ATC入AC ACG TAC GTT AAG AAG CTG GAT GAC TTT GTG GAA λCG GGA 

G1y A1a Lys λrg Phe G1n I1e Asn Thr Tyr Va1 Lys Lys Leu Asp Asp ?he Val G1u Thr G1y 

AAC ATT AGG ACT ATG GTT TTC CCA GTG ATG �AT CTC AλT GAG AGT GTT CTC ATT GAC AAA GAG 

.l\sn Ile Arg Thr Met Va1 ?he P�o Val :v1et Tyr Leu Asn G1u Ser Va1 Leu Ile Asp Lys G1u 

f 

ACT GCλ AGT CAA CTG AAG TCT GTG ATT AAC λCλ ACT TTG ATT GTC ACC AAC ATA CCC TAC ATC 

Thr Ala Ser Gln Leu Lys Ser Val Ile Asn Thr Thr Leu :::le Va1 Thr λsn Ile Pro Tyr I1e 

ヰ

λTC ATG GCA CTG C� GTG TTC TTT GGC TTG ATT TTC ACG TGG CTG GCG TGT CGA GGA CAG GC� 

Ile Met Ala Leu Gly Val Phe Phe Gly Leu Ile Phe Thr Trp Leu A1a Cys Arg Gly Gln Gly 

1356 

379 

1419 

400 

1482 

421 

1545 

442 

TCT ACG GAT GλG GGλACT GCA GλT GλλAGG GCA CCC CTC ATA CGG ACC TAA TGC..c.λCTTACCTGTT 

Ser Thr Asp G1u Gly Thr λla Asp G1u Arg Ala Pro Leu Ile Arg Thr -一一

GCCTGAGCTTC..c.TGAGλGAATGTGλGAACTGACCTGACCTGGACCλGGACAGGGAAAAGCCTGCATCCTCACGGGCTCCTGGC 

CTGTCAAGAAGGGAGTGλAC..cCGCAGCλCTC..c-{:λCSCGAGAλGACCCTCCTGGACAGAGGGGACCGAGCAGGTGACATGGCTG 

GCAA TTACGCTTT A T AAAA TCA TGTCTCTGAAAC:'GTGTCAλTGTGTC:'TAGGG.λGTATTT，M工�TTGTGTAGAAACCTTT

TGTGATTGGGCTCTGGGλC..cTGTGC-GGでTTでGTAλCCCCTG7TGTAGATλCAGTGでCTGAGTCACTTGTTAATGTTAACTTGG

CCTGACCCGATでCλGTATC..ccTCACTCTCCAλλCてT:'GTGTTTA必叫TλTG/J..r\AAÄλAAA
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Fig. 8. Nucleotide sequence of cloned cDNA and deduced amino acid sequence 
of rat liver Iysosomal LGP85. The deduced amino acid sequence is shown below 
the nucleotide sequence. 80th the nucleotides and the predicted amino acids are num­
bered on the left. Amino acid sequences of rat liver Iysosomal LGP85 determined by 
Edman degradation are boxed. Underlines indicate a stretch of hydrophobic amino acid， 
possible transmembrane domains， at the NH2 - terminus and near the COOH terminus. 
Asparagine residues (#) represent potential N-linked glycosylation sites. An underline in 
the 3'- non coding region indicates the poly adenylation signal. The stop codon limiting 
the open reading frame is indicated by (ー一). The arrowhead indicates the posttransla­
tional cleavage sites. 
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1-3 ヒト牌癌細胞のGP-1NL)cDNAライブラリーからのヒトLGP85の

cDNAクローニング
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1- 3-1 rLGP85 cDNAプローブによるヒト牌癌細胞 のGP-1NL)cDNAライ

ブラリーのスクリーニングおよびhLGP85cDNAの塩基配列決定

CyropJasm 

これまでわれわれの研究室では数種類のラット肝リソゾーム膜蛋白質に関

してcDNAクローニングに成功しているが、 それらはすべてヒトでの相同蛋

質の存在が他の研究室に おいて報告されている(27，41)。 そこで LGP85 に

関してもヒトでの相同蛋白質の存在が予想されるので、 ラットのLGP85の

cDNAをプローブとしてヒト牌癌細胞(QGP- 1NL)(4 9，5 0)のcDNAライブラ

リーから LGP85 のヒトでの相同蛋白質のcDNAクローニングを試みた。

cGP-4 のcDNAのORF中のHÍncII fragment ( 84 7  bp ) をプローブとして、 プ

ラークハイブリダイゼー ションによるスクリーニングの結果、 4 .2X105佃の

ファージから2個のポジティブなクローンを得たので、 それぞれhLGP-1，

hLGP-2と名付けた。 それぞれのファージ DNAをEcoRI消化したところイン

サートcDNAの大きさがそれぞれ2. 3 kbp ， 2. 0 kbp であることが明かとなっ

た。 hLGP-1のcDNAをM13mp18， 19 に サブクローニング後、 Fig.11 に示す

ストラテジーに従って、 DNAシークエンサーによる全塩基配列決定を行っ

たところ、 hLGP-1のcDNAがrLGP85 と非常に相向性の高い蛋白質をコード

していることが判明した。

Lysosomal membrane 

COOH 

Fig. 10. Depiction 01 some aspects 01 the rat fiver fysosomaf LGP85 structure. 
トJH2- and COOH terminal ends are indicated and the membrane spanning segments 
are represented as the projected helix. Connected open circles represent approxト
mate position of the N-glycosylation sites. 
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Fig. 11. Restríctíon map of human LGP85 cDNA and strategy adapted 
for nucleotide sequence deter minatíon. Arrows indicate the direction 
and the extent of sequencing runs. The shadow box indicates the amino acid 
coding region and the lines indicate the 5'- and 3'- non-coding regions. 
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1-3-2 cD NA から推定されるhLGP85の一次構造に関する検討

Fig.12 にhLGP-1の全塩基配列とそれから推定されるhLGP85の全アミノ

酸配列を示す。 hLGP-1は全長2 329 bpで'" 1437 bpのORFを含み、5'側に

251ヌクレオチド・3'側に641ヌクレオチドの非翻訳領域を持っている。 ま

た5'末端から 2 279番目 に典型的なpoly (A) 付加シグナルである AATAAA が

存在しているが、 このクローンにはpoly (A)が付加されていなかった。

塩基配列をアミノ酸に翻訳した結果、hLGP85はrLGP85と同数の 478個

のアミノ酸からなり蛋白質部分の分子量は54，289 であ った。 またN型糖鎖

結合可能部位は10ケ所で rLGP85より1ケ所少なかったが、これはrLGP85

での 122番目のアスパラギンがhLGP85 ではアスパラギン酸に変化している

ためである。 hLGP85とrLGP85のホモロジーは核酸レベルで 79 % でアミノ

酸レベルで86 %と非常に 高く 、LGP85が種を越えて非常によく保存された

蛋白質であることが予想される。

ヒトLGP85に関しては蛋白質レベルでの解析はほとんど行っていな いが、

ラット凶P85に対する特異的抗体を郎、てヒトの肝臓、 牌癌細胞(∞P1-NL)、

胎盤の膜画分のイムノブロテイングを行ったところ、Fig.13 に示すように い

ずれの画分 にもほぼ分子量85 Kのバンド が確認された。 これは ラット

LGP85に対する抗体がヒトLGP85に対して交差反応しているためであり 、

LGP85がラット/ヒトの間でアミノ酸レベルで86%と いう高 い相向性を示

していることを裏付けている。

次 に ヒト勝癌細胞のGP1-NL)におけるhLGP85の細胞内局在部位を検討す

るために 、この抗rLGP85抗体およびhors甲dish _Qeroxidase (HRP)標識した一

次抗体を用いて、細胞の免疫染色を行い光学顕微鏡による観察を行った。

Fig.14にお いて、 細胞核はヘマトキシリン染色により青紫色に 染ま っている

の に対して、Fig.14-1 に見られるように抗rLGP85抗体および HRP 標識した

一次抗体由来の 茶褐色のジアミノベンチジン(DAB)反応物は 、細胞質中の頼

粒状のリソゾームと考え られる構造物 に多く認められた。 一方コントロール

として用いた非免疫ウサギ抗体では茶褐色の DAB反応物は認められな つ か

った(Fig.14-2)。 またポジティブコントロールとして、 QGP1-NL細胞に発

-27 -



現している事が知られている癌胎児性抗原(CEA : _gtrcin⑨nbryonic !!f1tigen)に
対 する抗 体を用いて同様に細胞の免疫染色を行った場合、 DAB反応物は形
質膜上に多く認められている(Fig. 14-3)。 以上の結果よりヒトLGP85はヒ
トの細胞においても、 分子量85Kの膜蛋白質 として合成され、 やはりリソ
ソームに局在していることが示唆された。 またラットLGP85と非常に良く
似た一次構造を持つために、 その局在化機構やリソゾーム膜上で、の存在様式
もラットの場合と同様であると考えられるが、 これらの 詳細な検討はまだな
されていない。
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1 CACGGCTGCCCGGCG 
16 AAGGAAACCGAAACCGAGTCCGGGCCCGTCCCTCCGCGGCCCCATCCGCCCGGTGCλCC 
75 CGGGGCCGCGCTCGCCAGGCCGCGGAGCCAGAGCTGCGCGCACGAACCGTGCGCGGGAG 

134 GGCGTGGGCGTTGCGCCGk�GGGTCCCGAGTCTTCGACGCCTCTGCGGCGGCTCCTCCC 
193 TCCTTGCAGTTGGATCCCTGGCGGGTGCGGCCCGGCCCGGCCCGTG主GCGGCGCACAGA

252 λTG GGC CGA TGC TGC TTC TAC ACG GCG GGG ACG TTG TCC CTG CTC 
1 l但七

J.
Gly Argl Cvs Cγs Phe Tγr Thr Ala Glγ Thr Leu Ser Leu Leul 

297 CTG CTG GTG ACC λGC GTC ACG CTG CTG GTG GCC CGG GTC TTC CAG 
16 1 Leu Leu Val Thr Ser Val Thr Leu Leu Val λla jArg Va l Phe Gln 

342λÄG GCT GTA GAC CAG AGT ATC GAG ��G Ak� ATT GTG TTA AGG k�T 
31 Lys Ala Val Asp Gln Ser 工le Glu Lys Lys 工le Val Leu λ工9 Þ.sn 

よL

387 GGT λCT GAG GCA TTT GAC TCC TGG GAG AAG CCC CCT CTG CCT GTG 
46 Gly Thr Glu Al a Phe λsp Ser Trp Glu Lys pro Pro Leu Pro Val 

432 TAT ACT CAG TTC �AT TTC TTC AλT GTC ACC .�T CCA GAG GAG ATC 
61 Tyr Thr Gln Phe Tyr Phe ?he λsn Val Thr λsn Pro Glu Glu 工le

二ム

477 CTC AGλ GGG GAG ACC CCT CGG GTG GλA GλA GTG GGG CCA TAC ACC 
76 Leu λrg Gly Glu Thど P工0 λrg Val Glu Glu Val Gly pro Tyr Thご

522 TÞ.C AGG G入A CTC .�Gλ .�ムCλ日 GCλ�_�T ATT Cλλ TTT GGA GAT .rv\'T 
91 1'yr λrg Glu Leu Argλsn Lys λl a λsn Ile Gln Phe Gl y Asp Asn 

τT 

567 GGA λCA λCA ATA TCT GC1' GTT AGC Þ�C AλG GCC TλT GTT TTT GA..::I，. 
106 Gly Thr Thr 工le Ser Ala Val Seご Asn Lys λla Tyr Val Phe Glu 

612 CGA GλC CλA TCT GTT GGA GAC CCT ��� ATT GAC TTA ATT AGA ACA 
121 Arg Asp Gln Ser Val Gly ASp Pro Lys 工le λsp Leu Ile Arg Thr 

657 TTA A .... :;.T λrrT CCT GTA TTG λCT GI'C .::I，.TA GλG TGG 7CC CAG GTG CAC 
136 Leu λsn Ile Pro Val Leu Thr V己l工le Glu Trp Ser Gln Val His 

702 TTC CTC AGG GAG A:C ATC GλG GCC ATG TTG λ弘主 GCC TAT CAG CAG 
151 Phe Leu Arg Glu Ile Ile Glu Ala A七9 Leは Lys Ala Tyr Gln Gln 

747 AAG CTC TTT GTG ACT CAC ACA GTT GλC GAA TTG CTC TGG GGC TAC 
166 Lys Leu Phe Val Thr His Thr Valλsp Glu Leu Leu Trp Gly Tyr 

792 λえA GλT GAA ATC TTG TCC CTT ATC CAT GTT TTC AGG CCC GAT ATC 
181 Lys λsp Glu Ile Leu Ser Leu 工le His Val Phe λrg Pro Asp Ile 

837 TCT CCC TAT TTT GGC CTA TTC TAT GAG AAA ‘��T GGG ACT AAT GλT 
196 Ser Pどo Tyr Phe Gly Leu Phe Tyr Glu Lys Asn Gly Thr Asn Asp 

# 
882 GGA GAC TAT GTT TTT CTA ACT GGA GAA GAC AGT TAC CTT AAC TTT 
211 Gly ASp Tyr Val Phe Leu Thr Gly Glu Asp Ser Tyr Leu Asn Phe 

# 
927 ACA AλÄ ATT GTG GA..� TGG AAT GGG NえA ACG TCA CTT GAC TGG TGG 
226 Thr Lys 工le Val Glu Trp Asn Gly Lys Thr Ser Leu Asp Tどp Trp 

972 λTA ACA GAC AAG TGC AAT ATG ATT AAT GGA ACA GλT GGA GAT TCT 
241 工le Th工 Asp Lys Cys Asn Me七 工le Asn Gly Thr Asp Gly Asp Ser 

# 
1017 TTT CλC CCA CTA ATA .�CC .;AA GAT GAG GTC CTT TAT GTC 1'TC CCλ 

256 Phe 日lS pro Leu 工le Thr Lys Asp Glu Val Leu Tyr Val Phe pro 

1062 TCT GAC T1'1' TGC AGG 1'CA GTG TAT ATT ACT 1'1'C AGT GAC TAT GAG 
271 Ser λsp Phe Cys Arg Ser Val 1'yr Ile 1'hr Phe Ser Asp Tyr Glu 
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1107 AGT GTA CAG GGA CTG CCT GCC TTT CGG TAT AAA GTT CCT GCA GAA 
286 Ser VAl Gln Gly Leu pro Ala Phe Arg Tyr Lys Val Pro Ala Glu 

1152 ATA TTA GCC AAT ACG TCA GAC AAT GCC GGC TTC TGT ATA CCT GAG 
301 Ile Leu Ala Asn Thr Se工 Asp Asn Ala Gly Phe Cys 工le Pro Glu 

持
1197 GGA AAC TGC CTG GGC TCA GGA GTT CTG AAT GTC AGC ATC TGC AAG 

316 Gly Asn Cys Leu Gly Ser Gly Val Leu Asn Val Ser 工le Cys Lys 
ま土

1242 AAT GGT GCA CCC ATC ATT ATG TC'I' l"I・c CごλCAC ム11' I'AC �:u礼 、.JL.:-\
331 Asn Gly Ala Pro Ile Ile Me七 Ser Phe P工o His Phe Tyr Gln Ala 

1287 GAT GAG AGG TTT GTT TCT GCC ATA GAA GGC ATG CλC CCA A.�:T CAG 
346 ASp Glu Arg Phe Val Se工 Ala 工le Glu Gly He七 His pro Asn Gln 

1332 GAA GAC CAT GAG ACA TTT GTG GAC ATT AλT CCT TTG ACT GGA ATA 
361 Glu Asp His Glu Thr Phe Val Asp Ile Asn pro Leu Thr Gly Ile 

1377 ATC CTA AAA GCA GCC AAG AGG TTC CAA ATC AAC ATT TAT GTC AAA 
376 Ile Leu Lys Ala Ala Lys Arg Phe Gln Ile ASll Ile Ty工 Val Lys 

1422 AAA TTA GAT GAC TTT GTT GAA ACG GGA GAC ATT AGA ACC ATG GTT 
391 Lys Leu Asp Asp Phe Val Glu Thr Gly Asp Ile Arg Thr Me七 Val

1467 TTC CCA GTG ATG TAC CTC AAT GAG AGT GTT CAC ATT GAT AAA GAG 
406 Phe pro Val Met Ty工 Leu Asn Glu Ser Val His Ile Asp Lys Glu 

# 
1512 ACG GCG AGT CGA CTG AAG TCT ATG ATT AAC ACT ACT TTG ATC ATC 

421 Thr Ala Ser Arg Leu Lys Ser Met Ile Asn lTh工 Thr Leu 工工e 工le l
弁

1557 ACC AAC ATA CCC TAC ATC ATC .Z\TG GCG CTG GGT GTG TTC TTT G 
436 Iー・ ー 一司 一 一

1602 TTG GTT TTT ACC TGG CTT GCA TGC AAA GGA CAG GGA TCC ATG GAT 
451 ILeu Val Phe Thr Trp Leu Al� Cys I Lys Gly Gln Gly Ser Me七 Asp

1647 GAG GGA ACA GCG GAT GAA AGA GCA CCC CTC ATT CGA ACC TAA ACA 
466 Glu Gly Thr Ala Asp Glu Arg Ala pro Leu Ile Arg Thr 安安*

1692 TTGCCTTTGCTTGGTGAAGAAACTGTGTGAGCTGTCCTGACCTGGACGATGACGTGGGG 
1751 AAACCCTCCACCTCCTTGCAGGCTTGTTGCCTGTTGAAAGAAGGAAAAAGACACGGCGC 
1810 TGGCAAGTGATAGGAACATTCTGGCCAGAGGTTAAAGAGCAGGCTGACATGGCTGGCCA 
1869 TTAAGCTTTATAAAATCATGTGGGCTCTGAAATTGTTCTTTTATGTGTCTAGCAAGTAT 
1928 TT��TAAACCCTTGTATAGTAATTTTGTTGTTGTTGGGTGCTGGTAGCTCCAGAATTTT 
1987 GTGACCACTATTGTGGGTAAAATGTCTCTGCATCACTTGTTAATGCTACTGGTCTAACT 
2046 TCATTCAGTATGCTTCATTCACCGAACTTTGTGCTCAAAATGCGTATATACCATTTTAT 
2105 GTTGTATTCCTCCATTTCACTTGCλAAACAGAAGTAAATAAGAGTTCGGGACCCAGGGT 
2164 AAAATGGTAGCTTCATCCAATATATCATTCAAATGCATCTGATTTCTAAACCATATTAC 
2223 ATTTTATGCTGATCTTCAGTTCATAATTCTTCCAGGAAAACTCAGTCTTCCAACTGCAA 
2282 TAAAATACTGGGGTAGGAATCAAATGGGAAAGGGGGGGGGGGGGGGCC 

Fig. 12. Nucleotide sequence 01 cloned cDNA and deduced amino acid sequence 
01 human LGP85. The deduced amino acid sequence is shown below the nucleotide 
sequence. 80th the nucleotides and the predicted amino acid residues are numbered 
on the left. Shadow boxes indicate a stretch of hydrophobic amino acids， possible trans­
membrane domains， at the NH2- terminus and at near the -COOH terminus. Asparagine 

residues(が) represent potential N-linked glycosylation sites. The stop codon limiting the 
open reading frame is indicated by stars. An underline in the 3'-non coding region 

indicates the polyadenylation signal. The arrowhead means the pos口ranslational
cleavage site. 
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85 kDa� 

2 3 4 

Fíg. 13. Immunoblottíng of LGP85 from membrane fractíons 

prepared from rat Iíver， human Iíver， QGP-1NL， and human 

placenta. Each membrane fraction was subjected to SDS/PAGE 
followed by immunoblot analysis， using specific anti-rLGP85-lgG. 
Lane 1， rat liver Iysosomal membranes ; Lane 2， membrane 
fractions from human liver ; Lane 3， membrane fractions from 
QGP-1 NL ; Lane 4， membrane fractions from human placenta. 

-31-



2 

3 

Fig. 14. Immunological staining of aGP・1NL cells byanti-rLGP85 
IgG(1)， non-immune IgG(2)， or anti-CEA IgG(3). 
QGP1・NL cells were fixed and incubated with each antibody and 
HRP-Iabeled secondary antibody. And then， the fixed cells were 
processed for DAB cytochemistry. The reaction products of DAB were 
observed in lysosomes(1) and in plasma membranes(3). 
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1-4考察

1-4-1 リソゾーム膜蛋白質の一次構造による分類

今回筆者はラット肝リソゾーム膜蛋白質であるrAPase、rLGP85、 および

rLGP85のヒトでの相同蛋白質であるhlβP85のcDNAクローニングを行い、

それらの一次構造を明らかにすることに成功した。 また我々の研究室では野

らによってラット肝リソゾーム膜蛋白質であるLGP107、LGP96のcDNA

クローニングが報告されており(22，23)、 さらに最近他の研究室においても

いくつかのリソゾーム膜蛋白質のcDNAクローニングが報告されてきている

(24-27 )。 これらリソゾーム膜蛋白質は、 Table 111に示すように大きく分けて

五つのグループに分類することができる。 それぞれのグループの蛋白質は異

なる種間では非常に良く保存されているが、 それぞれのグループ問では

Lamp 1 / Lamp 2聞に若干相向性が見られる(ラット: 32.1%、 ヒト:36.7 %)

以外はとくに相向性は認められない。 LampL， Lamp2に関しては最近

genomic DNAのクローニングが報告されており(51，52)その遺伝的相関性が

さらに明らかになってきている。 このように個々のリソゾーム膜蛋白質問に

おいて相向性が見られないことは、 各々の蛋白質が独自の機能を持っている

ことを示唆しているが、 リソゾーム膜蛋白質の機能に関しては酸性フォスフ

ァターゼ以外は未だ明らかにされていない。 リソゾーム膜蛋白質の機能とし

ては、 1)リソゾーム内腔の酸性化、 2)リソゾーム内腔での加水分解酵素等の

作用により生じる各種アミノ酸、 脂肪酸、 糖質、およびコレステロールやコ

バラミン(vitamin B12)なと、の栄養素の細胞質内への輸送などが予想されてい

るが、 これらの機能にかかわるリソゾーム膜蛋白質はまだ同定されていない

(20)。 これら リソゾーム膜蛋白質の機能解明は今後のリソゾーム膜蛋白質に

関する研究における重要課題の一つである。
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リソゾーム膜蛋白質の局在化シグナルの検討1-4-2 

前項で述べたように、 個々のリソゾーム膜蛋白質問には顕著な相向性は認

められなかったがリソゾーム膜上におけるトポロジーに関しては、LGP85を

除いてすべてTypeIの配向性を示すという共通性が見られた。 すなわちN末

側の大部分をリソゾーム内腔に向けC末付近で一回リソゾーム膜を貫通し、
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酵母細胞におけるrAPaseの発現およびその局在における細胞質ド第二章

メインの機能について

章ではリソゾーム膜蛋白質のリソゾームへの局在化シグナルはその蛋第

質の局在化シグナルを同定するた

めに数種のリソゾーム膜蛋白質(rAPase，rLGP85， hLGP85)のcDNAクローニ

ングを行い、そのアミノ酸配列を我々の研究室ですでに報告されている他の

質と合わせて比較・検討した。 その結果大部分のリソゾー

ム膜蛋白質(APase ， LGPI07 ， LGP96 )は、C末側の細胞質ドメインについて

高いホモロジーを示し、特にリソゾーム膜からほぼ等距離の位置にグリシン

ーチロシンという共通の配列(GY-motiりが存在していることを明かにした。

このリソゾーム膜蛋白質の局在化シグナル(GY-motif)の機能については、

最近我々の研究室をはじめいくつかのグループで動物細胞でのcDNA 発現系

を用いて検討が加えられており、GY-motif中のチロシン残基が特に重要で

あることが報告されている(65，75)。

酵母細胞は動物細胞と同様なオルガネラを持ち、遺伝学的手法により各オ

質輸送にかかわる多数の遺伝子が同定されてきている。 特

にScheckman ら(53)による分泌経路における温度感受性変異株(sec mutant) 

Emr ら(54)による液胞へのカルボキシペプチダーゼYの輸送変異株(

vptmutant)を用いた研究により、酵母細胞におけるcentral vacuole system 

ルガネラへの蛋

や、

質の選別・輸送の分子機構が次第に明らかになりつつある。 また最近の蛋

この遺伝学的手法により明らかにされた酵母細胞における蛋白質の選別・輸
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送の分子機構が動物細胞の系においてもかなりの共通性が認められてきてお

り、一部では両方の系で機能できる

そこで今回筆者は、酵母細胞におけるリソゾーム様オルガネラである液胞

質の局在化機構を解明するとともに、動物細胞におけるリソゾー

質の局在化シグナル(GY-motif)が、酵母細胞の系において実際に機

能するかどうかを証明するために、遺伝子

胞質ドメインの変異型rAPaseのcDNAを発現させ、それぞれのrAPaseの酵
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2・1 野生型rAPaseおよび変異型rAPaseのDNA 作製および発現ベクター

(pAM 82)へのクローニン グ

酵母発現ベクターであるpAM82(56)はFig.16に示すように、 酵母2!1)11

DNA の複製起点を持ち、 細胞あたりのコピー 数も多く比較的安定に保持さ

れる。ま た組替え体 選択 マーカーであるLeu2遺伝子はそのプロモータ一部

分をほとんど失っているために、 ロイシンを含まない培地中で は高いコピー

数が保たれるという性質を持つ。PH05プロモーター はリン酸濃度によって

発現の制御が可能であり、 これまでにこのベクターを用いてB型肝炎ウイル

ス コア抗原(56)、 カリフラ ワ ー モザイクウイルス の逆転写酵素(57)、 ヒトα

アミラ ーゼ(58)、 ニワト リリゾチ ーム(59)などの酵母細胞における発現が報

告されている。rAPaseの細胞質ドメイン の機能を酵母細胞 の系において調べ

るために、 Fig.17に示すようにPCR法(60)およびKu出el法(61)を用いて、

野生型rAPaseおよび数種類の変異型rAPaseのDNAを作製し、 発現ベクター

であるpAM82に挿入 した。ま ず はじめに5'側にEcoRI、 3'側にXbaIのタ

グをつけたプラ イマーを用いてPCRを行い、 rAPaseの5'および3'側 の非翻

訳領域を除いたDNAを作製した。この際に膜結合領域 と細胞質ドメインを

欠失させた変具体 (dC45)も同様にPCR法により作製した。A BI-DNA シー

クエンサーによる塩基配列確認後、 M13 中間ベクターである中KP1010を用

いて、 Kunkel法によ りrAPaseのN末端のシグナル シークエンスを酵母の分

泌蛋白質であるイン ベ ルターゼのシグナル、ンークエンスに変換した。これは

蛋白質 の cen仕al vacuole sy s temへの最初のステップである小胞体 膜透過およ

びシクふナルペプ チドの切断の効率を良くするために行った。さらに細胞質ド

メイン の欠失体(dC18)やGY - motif中のチロシン残基をアラニン残基に変換

したアミノ酸置換体(Y412A) の作製もこの中間ベクター上でKu出el法によ

り行った。いずれの場合もKunkel法による変異導入後は塩基配列の確認を

行っている。このようにして作製した野生型rAPaseおよび変異型rAPaseの

DNAを、 酵母における発現ベクターであるpAM82に挿入した。Fig.18にこ

の実験に用いた野生型rAPaseおよび変異型rAPaseの模式図を示す。作製し

たプラスミドは実験 の部に示す方法(62)に従って lar ge s caleで調製し、 プロ
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ト プラスト法(63)により酵母細胞(AH22)を形質転換し、 ロイシンを含まな

い培地上で 組換え体 の選択を行った。得ら れた組換え体 はFJ-1 (wild type)， 

FJ-2(dC45)， FJ-3 (dC18)， FJ-4 (Y412A)と名付け、 以下の実験に用いた。
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Fig. 16. The structural map of pAM82 
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2-2 rAPaseの酵母細胞における発現および その細胞内分布

2-2-1 rAPaseの酵母細胞における発現

前項で得られた各種rAPaseの発現体を、井上らの方法(64)に従し1ロイシン

選択組換え 酵母培養用合成培地(MY-AHT 培地、リン酸濃度=3 00凶1)で

3 8-40 hr 培養後対数増殖期(O.D.ω0= 2.0-3.0)に、遠心により集菌し培養上清

と菌体 にわけ 、実験の部に示す方法 にしたがって菌体をスフエロプラスト化

後 、rAPaseの活性を測定した。rAPaseの活性 は、 酵母 内在性の酸性フォスフ

ァターゼが酒石酸により阻害を受けないのに対して 、rAPase が酒石酸によ っ

て著しく阻害を受けるこ とを利用して 、 酒石酸+/ーでの酸性フォスファター

ゼの活性の差を発現したrAPaseの活性 と して 測定を行った。 Table IVに各種

rAPaseの発現体の菌体 内と培養上清 におけるrAPaseの活性の分布を示す 。

膜結合部位を欠失しているFJ-2 (dC45)以外はすべて培養上清 には活性 が見

られず\菌体 内のみにrAPase が存在しているのがわか る。

さら に野生型および 各種変異 型rAPaseの発現体の液胞画分、 および培養上

清をSD S- PAGE後rAPase に対する特異的抗体 によるイムノブロッティング

を行った。 その結果、FJ-1 (wild type)と FJ-4 (y 413A) は58ゆa_ FJ -3 (dC 18) 

は56 kDa のバンドが液胞画分のみに検出された。 またFJ-2(dC45)に関して

は、 液胞・培養上清の両方に53 ゆa と 53 -6 0 kDaのバンドが検出された(Fig.

20)。 この結果は活性測定によるrAPaseの分布の結果と一致している。 し か

しラット肝リソゾームに存在するrAPaseの分子量は、 膜結合型が67 kDa、

可溶性 型が64 kDa でいずれも酵母細胞で 発現させたrAPase と 分子量が異な

っていた。 これ は酵母細胞とラット肝細胞とで はrAPaseの糖鎖のプロセッ

シングが違うためであると考えられる。

Petersら (6 5)が動物細胞の系において 行ったヒト酸性フォスファターゼ

cDNAの発現でも、 C末端から44残基を欠失させるとヒト酸性フォスファタ

ーゼが細胞外へ 分泌されるという同様の結果が報告されている。 すな わちヒ

ト酸性フォスファターゼはその内腔ドメインに活性 部位を持つが、細胞内へ

のretention およびリソゾームへの局在化シグナルは内腔ドメインには無く、
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C末端から44残基の膜結合ドメインから細胞質ドメインにか けての部分に

存在していると考えられる。

今回筆者が行ったrAPaseの酵母細胞における発現においてもPetersらの結

果と同様 、 rAPase は内腔ドメインに活性 部位を持つが、細胞内へのretention

および 液胞への局在化シグナルは内腔ドメインには無く、 C末端から45残

基の膜結合ドメインから細胞質ドメインにかけての部分に存在していること

が示唆された。
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2-2-2 酵母細胞の液胞(vacuole)の分画

つぎに細胞内部でのrAPaseの局在部位を明らかにするために、細胞分画に

よる検討を行った。 凶Paseは動物細胞においてはリソゾームに局在しており、

リソゾームの標識酵素として用いられている。 したがって酵母細胞において

発現させた場合、酵母のリソゾーム様オルガネラである液胞(vacuole)に局在

化していることが予想される。 そこでまず酵母の液胞の分画を実験の部に示

すように 、Emrらの方法(66)を基にしたフイコールの不連続密度勾配法によ

り行い、各種rAPaseの液胞への局在化の度合し1を比較検討することにした

(Fig.20) 0 Table Vに示すようにこの分画法により得られた液胞画分は、液

胞の標識酵素であるα-マンノシダーゼやカルボキシペプチダーゼY の比活性

がホモジネートに対して約46倍に上昇している。 また小胞体やゴルジ体の

標識酵素である チトクロームC還元酵素 やGDPアーゼの比活性は4.1 - 5.5

倍程度しか上がっておらず、これらのオルガネラの混入は比較的少ないと考

えられる。
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2-2-3 各種rAPaseの酵母細胞における液胞への局在

前項の分画方法を用いて各種rAPaseの発現体について細胞分画を行い、ホ

モジネートと、測包画分のrAPaseの酵素活性を測定した結果をTめle VIに示す。

FJ -1 (wild type)については液胞画分のrAPaseの比活性がホモジネートに対し

て約 66倍に上昇しており、 野生型rAPaseが酵母細胞におけるリソゾーム様

コンパートメントである液胞に局在化していることが示唆される。 一方、

FJ-2(dC45)においては膜結合領域を欠失させた可溶性型rAPaseの液胞画分

での比活性は12 倍程度までしか上昇しておらず、一部液胞に局在が見られ

るもののその局在化の効率は野生型rAPaseに比べ明らかに低かった。 Table

IVに示されているように、 FJ-2(dC45)ではrAPaseは76%以 上が分泌されて

おり、細胞内の変異型rAPase(dC45)は分泌経路上(おそらく分泌頼粒内〉

に存在している可能性が高い。

しかしながらリソゾーム局在化シグナルと考えられている細胞質ドメイン

を欠失させたFJ-3 (dC1 8)や、GY-motぽ中のチロシンをアラニンに変換させた

FJ-4(Y413A)におし1ても、変異型rAPaseの液胞画分での比活性は38-46倍と

ほぼ液胞の標識酵素と同程度の比活性の上昇を示しており、これらの変異却

rAPaseも液胞に局在化していることが判明した。

以上のことからリソゾーム膜蛋白質であるrAPæeは動物細胞の場合と同様、

酵母細胞においてもリソゾーム様コンパートメントである液胞に局在化する

が、膜結合ドメインおよび細胞質ドメインを欠失させた可溶性型rAPaseは

液胞に局在せず細胞外に分泌されてしまうことが明らかとなった。 しかしな

がら、膜結合型rAPaseはその細胞質ドメインの有無や GY-mot正にかかわら

ず液胞に局在しており、酵母細胞では動物細胞の場合とは異なった局在化機

構が考えられる。
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Fig. 19. Immunoblot analysis of rAPase proteins expressed in 
S. cerevisiae. Cultures were separated into two fractions， 
intracellular (1) and extracellular (E)， and each fractions were 
subjected to SDS/PAGE followed by immunoblot analysis， using 
specific anti-rAPase-lgG. Lane 1 ， rat liver Iysosomal membrane ; 
Lanes 2 and 3， cells expressed wild type rAPase (FJ・1) ; Lanes 4 and 
5 ， cells expressed dC45(FJ・2) ; Lanes 6 and 7， cells expressed 
dC18(FJ・3) ; Lanes 8 and 9， cells expressed Y 413A(FJ・4). 
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Table IV. Distribution of Expressed APase Activity in Saccharomyces cerevisiae. 

Strain Intracellular(U/ml) 

FJ-1 (wild type) 19.2 
FJ-2(dC45) 19.0 
FJ-3(dC18) 12.9 
FJ-4(Y413A) 18.8 

% 

99.0 
23.1 
98.5 
96.9 

Table V. Yeast Vacuole Fractionation. 

Extracellular(U/ml) % 

0.2 1.0 
63.3 76.9 

0.2 1.5 
0.6 3.1 

specific Actjvjty(mU/mg) 
Marker Enzyme Homogenate Vacuole(fold) Recovery(%) 

α-mannosidase(vacuole) 
carboxypeptidase Y(vacuole) 
cytochrome c reductase(ER) 
GDPase(Golgi) 

protein 

0.446 
0.299 
49.4 
35.2 

10.53mg/ml 

Table VI. APase Recovery in Vacuole Fraction. 

Strain 

FJ-1 (wild type) 
FJ-2(dC45) 
FJ-3(dC18) 
FJ-4(Y 413A) 

Soecific Activitv{U/mo) 
Homogenate Vacuole(fold) 

37.3 
36.2 
24.1 
33.8 

2443.6(x65.6) 
441.4(x12.2) 

11 00.5(x45. 7) 
1272.8(x37.7) 
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21.2(x46.1 ) 
13.5(x45.0) 
200.0(x4.1 ) 
191.7(x5.5) 

45.5μg/ml 

7.3 
7.1 

0.64 
0.87 

0.16 

recovery(% ) 

8.3 
1.9 
5.9 
6.1 

2-3 蛍光抗体法によるrAPaseの局在部位の検討

野生型および各種変異型rAPaseの発現体において、rAPaseの細胞内局在部

位を明らかにするために、 共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光抗体法による

観察を行った。 各種rAPaseの発現体の対数増殖期の細胞を、4%パラフォル

ムアルデヒドで固定化、 ザイモリエースで細胞壁を消化後2%SDSで細胞の

膜透過性を高め、 一次抗体として抗rAPase抗体(ヤギ)を、 二次抗体とし

てf1uorescein isothio cyanate (FITC)標識した抗ヤギIgG抗体を用いて、 バイオ

ラッドーアルガス共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。 その結果、 野

生型rAPaseはFig.21に示すように、 細胞内の液胞に局在化しているのがわ

かる。 しかし、FJ-2(dC45)では細胞表層付近および細胞内に点在するおそら

く分泌頼粒内に蛍光シグナルが認められた。 このことは前項での細胞分画法

による結果と一致しており、rAPaseの C末端から45残基の膜結合ドメイン

から細胞質ドメインにかけての部分に液胞への局在化シグナルが存在してい

ることが示唆される。

そこでこの液胞への局在化シグナルであると考えられる部分が、 他の蛋白

質(例えば分泌蛋白質〉を液胞へと局在化させることができるかについて検

討を行った。 rAPaseの C末端から45残基の膜結合ドメインから細胞質ドメ

インにかけての部分を、 分泌蛋白質であるリゾチームのC末端部に結合させ

たキメラ蛋白質の酵母発現体を作製し、 rAPase同様に蛍光抗体法によるこ

のリゾチームとrAPaseキメラ蛋白質の酵母細胞内の局在部位の観察を行っ

た。 一次抗体としては抗リゾチーム抗体(ウサギ)を、 二次抗体としては

f1uorescein isothio cyanate (FITC)標識した抗ウサギIg G抗体を用いた。 その結

果Fig.22に見られるように、 正常型リゾチームはやはり酵母細胞表層付近

に存在しているのに対して、 キメラ蛋白質は液胞内に局在していることが判

明した。 すなわちrAPaseのC末端からの残基には分泌蛋白質を液胞へと局

在化させる機能があることが示唆された。

しかしながら動物細胞においてリソゾームへの局在化シグナルであると考

えられている細胞質ドメインを欠失させた日目3 (dC 18)や、GY-motif中のチ
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ロシン残基をアラニン残基に変換したFJ-4 (Y413A)についてはFJ-l(wild

type)同様の蛍光染色ノマターンが確認され(Fig.23)、 これらの変異型rAPaseも

やはり液胞に局在化しているのが明らかになった。 以上の結果は細胞分画法

による結果と一致しており、 やはり酵母細胞においては膜結合型rAPaseは

その細胞質ドメインの有無やGY-motifにかかわらず液胞に局在しており、

動物細胞の場合とは異なった局在化シグナルと局在化機構の存在が考えられ

る。
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Fig. 22. Indirect immunofluorescence detection of Lysozyme 

and Lysozyme/rAPase chime ra protein in Yeast. 

AH22 cells containing plasmids encoding hen Lysozyme(FJ-5) and 
hen Lysozyme/rAPase chimera(FJ-6) were fixed， converted to 

spheroplasts， and stained with rAPase antibody as described in the 
Materials and Methods. The cells were viewed by Nomarski optics 

(A and C) and by epifluorescence using a filter set specific for 
fluorescein fluorescence(B and 0). 

-54-

A 

FJ-4 

C 

Nomarski Fluorescein 

B 

D 

Fig. 23. Indirect immunofluorescence detection of truncated 

rAPase and mutated rAPase in Yeast. 

AH22 cells containing plasmids encoding dC 18 (FJ-3) and Y 413A 
(FJ-4) were fixed， converted to spheroplasts， and stained with 
rAPase antibody as described in the Materials and Methods. The cells 

were viewed by Nomarski optics (A and C) and by epifluorescence 
using a filter set specific for fluorescein fluorescence (B and 0). 
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2-4 考察

酵母細胞の液胞への蛋白質の局在化シグナルに関する研究は、これまでい

くつかの酵母内在性の酵素に関して報告されている。 カルボキシペプチダー

ゼYは可溶性の加水分解酵素で、あるが、液胞への局在化には動物細胞とは違

って糖鎖部分を必要とせず、そのプロ配列部分にあるグルタミンーアルギニ

ンープロリンーロイシン(QRPL)という配列が局在化シグナルとして機能してい

ることが知られている(67)。 また液胞膜結合型蛋白質であるアルカリ性フォ

スファターゼの場合は、その膜結合領域および細胞質ドメインを付加した酵

母分泌蛋白質(インベルターゼ〉が液胞に局在化するようになる(68)ことか

ら、動物細胞の場合と同様に膜結合領域および細胞質ドメインにシグナルが

あることが示唆されている。 しかし両者のこのシグナル部分には特に相向性

は認められない。 このように酵母細胞の液胞への蛋白質の局在化シグナルに

ついてはし1まだ明確な知見が得られていないのが現状である。

そこで今回筆者は、 1)酵母細胞における液胞への膜蛋白質の局在化機構、

2 )動物細胞におけるリソゾームへの局在化シグナルが酵母においても機能

するか、という2点を明らかにするためにラット肝リソゾーム膜蛋白質であ

るrAPaseの野生型および変異型 蛋白質を酵母細胞で発現させ、その局在部

位について細胞分画法や免疫蛍光法を用いて検討を行った。

野生型rAPaseは酵母細胞において 58kD aの蛋白質として合成され、酵母

細胞におけるリソゾーム様オルガネラと考えられている液胞に局在化してい

ることが、細胞分画法および免疫蛍光法により明らかになった。 一方、膜結

合領域から細胞質ドメインにかけての C末端側45残基を欠失させた変異型

rAPase (dC45)は、その大部分が細胞外に分泌されており、細胞内でも液胞と

は異なるコンパートメント(細胞表層に点在するおそらく分泌頼粒内)に存

在していることが明かとなった。 したがって、rAPaseの液胞への局在化シ

グナルはその内腔ドメインには存在しておらず、動物細胞における場合と同

様にC末端側45残基内に存在していることが示唆された。 さらに分泌蛋

質であるリゾチームに、このC末端側45残基を結合させたキメラ蛋白質を

発現させたところ液胞への局在が認められ、やはりこの部分に蛋白質を液胞
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に局在化させる機能があることが判明した。 しかし動物細胞においてリソゾ

ームへの局在化シグナルであると考えられている細胞質ドメインを欠失させ

た変異型rAPase(dC18)や 、GY -motifのチロシン残基をアラニンに変えた変

異型rAPase(y 413A ) も酵母細胞においては、野生型rAPaseと同様に液胞に

局在化していることが明かとなった(Fig.24)。 以上の結果より、酵母細胞の

液胞への局在化機構は動物細胞とは異なり、細胞質ドメインやGY-rnotif な

とに依存しない機構で局在化しているものと考えられる。 しかしながらこれ

らの変異型rAPaseの液胞までの移行経路がゴルジ装置以後、直接液胞に向

かっているのかあるいは一旦形質膜を経由して液胞に向かっているのかにつ

いてはまだ明らかにしておらず(Fig.25)、今後詳細な検討が必要である。

最近Stevens(69)らは、酵母の液胞膜蛋白質であるジペプチジルアミノペ

プチダーゼB(DPAP B)が、その細胞質ドメインの有無に関係なく液胞へ局

在イとすることを報告しており、この結果は今回筆者がrAPaseを用いて行っ

た実験結果とも一致している。 彼らはさらに、ゴルジ膜蛋白質であるジペプ

チジルアミノペプチダーゼ A(DPAP A )が 、そのゴルジ残留シグナルである

細胞質ドメインを欠失させると液胞へ局在化してしまうことから、酵母細胞

における液胞への膜蛋白質の輸送経路は 、 defaultな経路であるという見解を

不している。 また Cooper(70)らも酵母のゴルジ膜蛋白質であるKex 1pのゴ

ルジ残留シグナルである細胞質ドメインを欠失させると、この蛋白質は液胞

へミスソーテイングされてしまうことを明らかにしている。 このように酵者

細胞においては、特定のオルガネラへ向かうためのシグナルを持たない非標

識の膜蛋白質が液胞に輸送されてしまうという液胞= default∞mp artrnen t、

という説が提唱されてきている。 これは動物細胞における defaultな経路が形

質膜であるとする考えと著しく異なる点である(71)。

このように今回の筆者の結果も含めて最近、酵母細胞の液胞と動物細胞の

リソゾームではそれぞれ独自の蛋白質の選別・輸送機構が存在していること

が示唆されてきている。 緒言でも述べたように、酵母は遺伝学的手法が可能

なため小胞体やミトコンドリアでの蛋白質の膜透過装置や小胞体・ゴルジ装

置聞の蛋白質の選別・輸送に必要な遺伝子産物の解明にこれまで大きな成果

を上げてきた。 また最近、液胞への蛋白質輸送の変異株を用いた研究も進ん
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総括

リソゾームの主要構成成分であるリリソゾームの形成機構を考える上で、

ソゾーム膜蛋白質の局在化機構を解明することは、 非常に重要なテーマで、あ

1 )数種類のリソゾーム膜蛋白質のcDNAクローニングを行る。 本研究は、

次構造を明らかにし、 既にcDNAクローニングが報告されている他いその

次構造の比較・検討を行いリソゾーム膜質と合わせ てのリソゾーム膜蛋

2 )得られた

cDNAを酵母細胞内において発現させ ることにより、 推定された局在化シグ

ナルの機能の検証および酵母におけるリソゾーム様オルガネラである液胞へ

の膜蛋白質の局在化機構を解明すること、 を目的として行った。

第一章ではリソゾーム膜蛋白質である rAPaseとLGP85 のcDNAクローニ

ングを行いそれらの全一次構造を推定し、 それぞれのアミノ酸配列を他のリ

ソゾーム膜蛋白質と比較・検討を行った。

これまで報告されている全てのリソゾーム膜蛋白質の

細胞質ドメイン中に共通して存在するGY-motifを有しており、 このmotifが

リソゾームへの局在化シグナルの一つであることを予測させるものであった。

P etersら(65)はbab yhamster kidney (BHK)の細胞を用いた発現系においてヒ

ト酸性フォスファターゼ(LAP)のリソゾームへの局在化にこのGY-motifを

込む細胞質ドメインが必要であることを報告している。 特に彼らはLAP は

形質膜を経由してリソゾームへ到達すると考えており(72)、 その形質膜

からのエンドサイトーシスに細胞質ドメイン中の PGYRHVという配列が重

要であることも示している(73)。 さらに最近この細胞質ドメインが、 形質膜

ー]来のクラスリンコーテッドベシクル中に存在するアダプター蛋白質

(比1\-2)と結合することもIn Vitroの実験において明らかにしている(74)。 ま

たFukuda ら(75)も同じリソゾーム膜蛋白質であるh-Lamp 1がLAP同様、
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ソゾームへの局在化にこのGY-motifを含む細胞質ドメインが必要であるこ

このようにことを 、 cos細胞を用いた発現系において明らかにしている。

質のリソゾームへの局在化シグナル

は、 細胞質ドメイン中に存在しているGY-motifであることが強く示唆され

れまで報告されているリソゾーム膜蛋

-60-



ている。 また最近われわれの研究室においても、 野口ら(76)によりラット

LGP107 がその細胞質ドメインをシグナルとしてリソゾームへ局在している

ことが、C岱細胞における発現系をもちいた実験により明らかにされている。

しかしながら LGP85については、 ヒト・ラットの二つの種において細胞

質ドメイン中にこの GY-motifを有していないことを今回の研究で明らかに

しており、 リソゾームへの局在化シグナルは少なくとも二種類以上存在する

ことが明かとなった。 Vegaら(46)はCOS細胞を用いた発現系 において

rLGP85も他のリソゾーム膜蛋白質問様、 細胞質ドメイン中に局在化シグナ

ルが存在することを示しているが、 具体的にどの配列が重要であるかはまだ

明らかにしていない。 Le toumeurら(77 )はT 細胞の細胞表面抗原受容体(T

cell antigen rece ptor : TCR )のサブユニットのひとつであるTCR-yが、 細胞質ド

メイン中の口イシンーロイシンという配列に依存してリソゾームへ局在化す

ることを報告している(Di-Leucine motif) 0 LGP85の細胞質ドメイン中にはこ

のDi-Leucine motif �こ類似するロイシンイソロイシンという配列が存在して

いる。 このDi-Leucine motifが新しいリソゾームへの局在化シグナルであるか

どうか、 またこのようなリソゾーム膜蛋白質の局在化シグナルを認識・識別

し選別している細胞側の装置を明らかにすることは、 今後の重要研究課題で

ある。

第二章では酵母細胞における発現系を用いて、 rAPaseの細胞質ドメインの

リソゾームへの局在化機能の検証および、 酵母細胞におけるリソゾーム様オ

ルガネラである液胞への膜蛋白質の局在化機構の解明を行った。

rAPaseは酵母においてもラット肝細胞同様に、 液胞(リソゾーム)に局在

化することが判明した。 しかしその局在化には細胞質ドメインや GY- motif

の有無に関係なく、 酵母細胞における液胞への膜蛋白質の局在化機構は、 動

物細胞のリソゾームへの膜蛋白質の局在化機構とは異なることが明かとなっ

た。 酵母細胞で‘の液胞への膜蛋白質の局在化にはシグナルは必要なく、 液胞

は酵母細胞におけるdefaultcompartment であることを支持する結果となった。

同様の結果がStevensら(69)により酵母の液胞膜蛋白質であるジペプチジ

ルアミノペプチダーゼB( DPAPB )や ゴルジ膜蛋白質であるジペプチジルア

ミノペプチダーゼ A( DPAP A)を用いた実験や、 Cooper(70 )らによるゴルジ
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!摸蛋白質であるKex 1pを用いた実験 により報告されている。 すなわち1 ) 

液胞膜蛋白質はその細胞質ドメインの有無や膜結合領域の種類によらずすべ

て液胞に局在化していること、 2 )ゴルジ膜蛋白質はその局在化シグナルで

ある細胞質ドメインを欠失させると液胞にミスソーティングされてしまうこ

と、 などから液胞= default∞mpartmentという説が提唱されてきている。 これ

は動物細胞におけるdefaultな経路が形質膜であるのと著しく異なる点である

(7 1 )。

植物細胞において液胞は単に物質分解の場としてだけではなく、 水分・栄

養分の貯蔵やその固体の成長に伴う体積維持のために必要な空間としての役

割を果たしており、 動物細胞におけるリソゾームとはその機能・目的などが

異なるオルガネラである。 菌類である酵母細胞の液胞は、 動物細胞のリソゾ

ームよりも植物細胞の液胞に近い機能を果たすオルガネラであるために、 そ

の蛋白質の局在化機構が異なっているのかもしれない。 あるいは動物細胞に

も存在しているが、 まだ見つかっていない選別・輸送機構で液胞を形成して

いるのかも知れない。

現在、 酵母細胞における液胞への蛋白質の選別・輸送に関する研究は、 液

胞への蛋白質車偏差の温度感受性変異株を用いた実験を中心に進められているo

A後これら酵母細胞において解明されてきた選別・輸送装置が動物細胞にお

いても存在・機能しているかどうかを検討することにより、 詳細なリソゾー

ムへの蛋白質輸送機構の解明につながるかもしれない。
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実験の部

1. 試薬および実験材料

( 1 )菌株

strain genotype reference 

E.coli 

Y1088 

Y1090 

LE392 

JM83 

JM103 

JM110 

BW313 

RR1 

Yeast 

AH22 

6 lacU169， supE， supF， hSdR-， hsdM+， metB， 78 

trpR， tonA21， proC::Tn 5(pMC9 ) 

ムlacU169， proA +，ム lon， araD139， strA， supF， 78 

[trpC22::Tn10J， pMC9 

F'， hSdR514(rk-，mk)， supE44， supF58， 79 

ムlacY1 or (lacIZY)6， galK2， galT22， metB1， trpR55，χ 

ara，ム(lac-proAB)， rpsL(=strA)，中80 r， lac込M15 80 

ム(Iac-pro)， thi， strA， supE， endA， sbcB， hsdR -， 81 

F'， traD36， proA +， proB +， lacl q， lacz6M15 

dam， dcm， supE44， hsdR17， thi， leu， rpsL， lacY 81 

， galK， galT， ara， tonA， thr， tsx， 

(lac-proAB)/F'[traD36， proAB +， lacl q， laczLJM15J 

HfrKL 16PO/45[lys(61・62)J， dut1， ung1， thi1， relA 1 82 

supE44， hsdS20(r-B， m-B)， ara・14， proA2， lacY1， 79 

galK2， rpsL20， xy 1・5， mt1・1

a leu 2， his 4， can 1， cír+ 63 

(2 )ベクタ-

Plasmid Characteristics &∞m ments 

λgt11 λ伯c5， srlλ30 ， cl857， srl λ4 0 ， nin5， srl λ5・， Sam100 83 

pUC118 Apr cloning vector 84 

M13mp18 cloningvector 81 

M13mp19 cloning vector 81 

中KP101 0 Hashimoto， Y.， unpublished results; construction of this 

plasmid will b e  described elswhere. 

pAM82 expression vector(yeast)， PH05 promoter， Leu 2， 56 

2μori， ars1， Apr， Xho I(cloning site) 
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( 3 )試薬
Bactotryptone、 BactoYeast Extract、Bacto Agar、Nitrogen Base w /0 amino acids 

はDifco社から 購入した。

i慮過滅菌用フィルタ ー(MILLEX-HV 0.45!ß11)はミリポア社から購入した。

大腸菌組換え体選択培地に加えたア ンピシリン、lPT仏X-gal、は和光純

薬工業(株)より購入した。

ホルムアルデヒド(37% solution ;Formalin) 、RNase A 、DNase 1、GDP、チ

トクロー ムc、はSigma社から 、制限酵素は宝酒造(株)、 日本ジー ン(株)、

東洋紡績(株)より、T4 DNA polymerase、T4 DNA ligase、T4 DNA kinase、は

東洋紡績(株)からそれぞれ購入した。

[1251] -プロテイ ン A、[α_32P]-dCTP はAmersham社 から 購入した。

ニトロセルロース膜はS&S社から 、FITC-labeled anti-goat IgG Fab'合agment

(rabbit) はCappel 社より、エンドグリコシダーゼH 、ザイモリエース100T、

は生化学工業から購入した。
Bz-Tyr-pNAはペプチド研究社、 4-Metylumbelliferyl-a-D-Mannopyranosideは

NB S BI0LOGICALS、。-NADPHはオリエンタル酵母工業(株)から各々購

入した。

パラホルムアルデヒド、グルタルアルデヒド、 ソルビトール、トリプトフ

ァン、ヒスチジンは半井化学薬品より購入した。

他の 試薬はすべて特級を使用した。

( 4 )培地

大腸菌培養用培地
L-broth: 

H-medium 

1.0%(w/v) Bactotryptone 

0.5%(w/v) Yeast Extract 

1.0%(w/v) NaCl 

NaOHによりpH7.0に調製

1.0%(w/v) polypeptone 

0.8%(w/v) NaCl 

NaOHによりpH7.0に調製
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2xYTmedium 

酵母培養用培地
YPDmedium 

(酵母完全培地)

10xNB medium 

(組換え体選択培地〉

MY -AHT/P-，Suc+ 

(低リン酸発現用培地)

11. 実験方法

1.6 %( w /v) polypeptone 

1.0%(w/v) Yeast Extract 

0.5%(w/v) NaCl 

NaOHによりpH7.0に調製

2. O%(w /v) polypeptone 

1.0%(w/v) Yeast Extract 

2.0%(w/v) glucose 

NaOHによりpH5.0に調製

6.7% Nitrogen Base 

20% glucose 

200mg!ml Histidine 

フィルタ ー鴻過(0.45同1)で滅菌

井上らの方法(64)に従し、調製した。

但しリン酸濃度は300凶fとした。

( 1 )抗体を用いたλgt11 cDNAライブラリーのスクリーニング

大田らの方法(85)を若干変更し、抗rAPase 抗体を用いてスクリーニング

を行った。

( 2 )合成オリゴヌクレオチドをプローブとして行ったλgt11 cDNAライブ

ラリーのスクリーニング

宝酒造(株)の阻GALABEL™kitを用いて合成オリゴヌクレオチドの 5'

末端を[y_32p]-dCTPで標識したものをプローブとして、 Maniatisらの方法
(79)に従って行った。

(3) cDNA プローブを用いて行ったλgt11 cDNAライブラリーのスクリー

ニング

Amershan時土の Multiprime DNA labeling systemを用いてい_32p]-dCTPで標識し

たものをプローブとして、 Maniatisらの方法(79)に従って行った。
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(4) DNAの調製

大腸菌プラスミドDNAはMan白血らのA1kaline lysis 法(79)を用いて行った。

酵母形質転換に 用いたプラスミドDNAは、 三木らの改良による

Kuperszt∞h-P ortonyらのTriton X -100 cleared lysate法(62)によって調製した。

ファージ DNA の調製はManiatisらの 方法(79)に従った。

(5) DNAの塩基配列決定
R1標識 ([α_3

2
p]-dCTP)法による塩基配列決定はHattoriらの方法(86)に従っ

てアルカリ変性したプラスミドDNAをテンプレート として用いた。 塩基

配列決定にはU SB社のSEQUENASE™キットを使用し、 方法は添付文

に1tÉった。

蛍光標識したプラ イ マーを用いた塩基配列決定には 、 M13mp18，19ベクタ

ーにクロー ニングした一本鎖DNAをテンプレート として用いた。 反応は

Seiko 1nstruments 1nc. のDSP-240 CHEM1CAL ROBOTで行い、ゲル電気泳動

はAB1社の373A DNA Sequencerで行った。

( 6) 1n vitro mutagenesis 

1nvitro mutagenesisはKu出el法(82)に 基づいて行った。

( 7 )酵母形質転換

酵母形質転換はプロト プラスト法(63)により行った。

( 8 )蛋白質の定量および各種酵素 活性 の測定

蛋白質の定量はBio-Rad Protein Assay kitを用いて測定を行った。 測定 方法

は添付文書に従い、 標準物質としてBSAを用いた。
酸性フォスファターゼはp-nitrophenyl phosphateを基質としてShibko and 
Tappel の方法(87)を用いた。 活性 1 unitは基質 1 nmolが1分間に加水分解

される量として表した。 ただしrAPase の活性は10mM酒石酸存在下でと

非存在下でとの差を用いた。
α-マンノシダーゼ は4-Metぅrlumbelliferyl-α-D-Mannopyranosideを基質とし、

Anrakuらの方法(88)に従い測定を行った。

カルボキシペプチダーゼYはBz-Tyr-pNAを基質としてStevens らの方法

(89)に従って行った。

NADPH-チトクローム C 還元酵素はKubotaらの方法(90)に従って測定を行

っアこ。
GDPaseはGDPを基質としてAbeijonらの方法(91)により反応を行い、 遊離
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してくる無機リンの定量をFiske and SubbaRow の方法(92)で定量した。

( 9) SDSポリ アクリル アミド電気泳動(SDS-PAGE)

Laemmliらの方法(93)に従って10%スラ ブゲルで行った。

( 1 0)イム ノ ブロッ ティング

試薬:スキムミルク溶液[2 % skim milk， 20 mM Tris-HCl (pH7.5)， 0.15 M 

NaCl， 0.1 % TritonX-100] 

washing buffer [20 mM Tris-HCl(pH7.5)， 0.6 M NaCl， 0.5 % TritonX-

100， 0.2 % SDS] 

(SDS-PAGE) 後、 Towbinらの方法(94)に従って、 蛋白質をニトロセルロー

ス膜に 電気的に転写した。 転写終了後、 ニトロセルロース膜をブロックエ

ース (雪印乳業)で約1時間振塗しブロッキングを行った。 ブロッキング

終了後、抗 rAPase抗体で約5 時間振還し(一次反応)、 その後washing

bufferで洗浄後、 [1251]-プロ テ インAを含むスキムミルク溶液中で約2時間

振濯した(二次反応〉。 二次反応終了後ニトロセルロース膜をwashing

bufferで洗浄後、 風乾してイメージング プレートでフルオロ グラフィーを

行いBAS2000で解析を行った。

( 1 1 )酵母細胞の細胞分画法

Emrらの方法(66)を若干変更して行った。
試薬: SSB [25mM Tris-HCl(pH7 .5)， 1.2M sorbitol， 50mM b-Mercapto ethanol] 

ザイモリエース 100T(10mg/n廿入1.2Mソルビトール
15 % Ficoll [15%Ficoll，10mM Tris-MES(pH6.9)， O.lmM MgC12， 0.2M sorbitol] 

8 % Ficoll [8% Ficoll，lOmM Tris-MES(pH6.9)， O.lmM MgC12， 0.2M sorbitol] 

4 % Ficoll [4% Ficoll，10mM Tris-MES(pH6.9)， O.lmM MgC12， 0.2M sorbitol] 

o % Ficoll [10mM Tris-MES(pH6.9)， O.lmM MgC12， 0.2M sorbitol] 

対数増殖期(O.D.ω0=2.0-3.0) の酵母細胞300凶を遠心で集菌 後、 0.1 M 

NもC03， 0.1 M ß-Mercaptoethanolで 懸濁し30 C。で20分間ゆるやかに振塗

する。 遠心で菌体を集めSSBで懸濁し、 ザイモリエース 100Tを加え(final

100同/ml� 30 C。で60分間ゆるやかに振還する。 スフエロ プラスト化終了

後、 遠心で菌体を集め1.2Mソルビトールで洗浄後、 もう一度遠心で菌体

を集め15 % Ficollで-懸濁する。 懸濁液をDounce homogenizerでホモジナイ

ズ後(3-5 strokes) 、 ホモジネートを遠心チュー ブに移し、 その上に 8 %

Ficoll 、 4 % Ficoll. 0 % Ficoll. を静かに層積し不連続密度勾配を作る。
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立SW28ローターで21Kx4時間遠心 後 4% Ficollとo % Ficollの境界部分

を液胞画分とする。 (Fig. 20参照)

( 1 2)酵母細胞 の蛍光抗体法による観察
Pringleらの方法 (95)に従って、FITC-labeled anti-goat Fab' (rabbit)を用いて

行った。

試薬: 37%ホルムアルデヒド、 4%パラホルムアルデヒド 、 1.2Mソルビ

トール、FITC-labeled如ti-goatFab'(rabbit)、5mg!mlBSA in PBS、

TEB [0.2M T ris-HCl(pH 8.0)， 20mM EDTA， 1σ7'0 ß-Mercaptoethanol] 

SPM [1.2M sorbitol， 50mM pottasium phosphate(pH 7 .3)， 1mM MgC12] 

ザイモリエース100T (10mg!ml� 1.2Mソルビトーノレ/4% SDS、

0.1 %ポリリジン、 mounting medium [10伽191mlDABCO in 50% 

glycerol] 

1. 固定化:対数増殖期(O.D.ω。=2.0-3.0) の酵母細胞 5mlに37 % ホルムア

ルデヒドを 0.6ml加え、 30C。で1時間ゆるやかに振還する。 遠心で菌体を

集め4%パラホルムアルデヒド5mlで懸濁し30C。で16時間ゆるやかに振

還する。

2. スフェロプラスト化:固定終了後、 遠心で菌体を集めTEBで懸濁し 30
Coで10分間ゆるやかに振塗する。 遠心で菌体を集めSPM で懸濁し、ザイ

モリエース 100Tを加え (白nal100同Iml). 30 C。で60分間ゆるやかに振猿す

る。

3. pemliabi1ize :スフェロプラスト化終了後、 遠心で菌体を集め1.2Mソル

ビトールで洗浄後、 もう一度遠心で菌体を集め1.2Mソルビトールで懸濁

する。 つぎに当量の1.2Mソルビトーノレ/4% SDSを加え、 室温で2分間放

置する。 遠心で菌体を集め1.2Mソルビトールで2回洗浄後、 1.2Mソルビ
トールで懸濁する(白xed cells) 。
4. スライドへの吸着および蛍光抗体による観察 :スライドガラスを0.1% 

ポリリジンでコー ト 後、fixed cellsを室温で、1時間吸着させる。 5mg!n吐BSA

in PBSで1時間ブロッキング後、抗rA Pase goat抗体を用いて室温で6時間

放置する。 その 後5mglmlBSA in PBSで9回洗浄し、FITC-labeled anti-goat 

Fab'(rabbit)を用いて室温で3時間放置する。 5mg!mlBSA in PBSで9回洗浄
し、 mounting mediumで細胞を覆った後、 共焦点レーザー顕微鏡による観
察を行った。
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