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論　　文　　の　　要　　旨

亙，構成的分泌経路のタンパク前駆体切断における配列要求性

　ペプチドホルモンの多くは、内分泌細胞内でまず分子量の大きい不活性な前駆体（プロホルモン）

として合成されたのち事調節性分泌経路において塩基性アミノ酸対（Lys－ArgラArg－Arg）部位

で限定切断を受け，活性型のホノレモンとなる。一方ラ増殖因子や血中プロテアーゼラウイルスのエ

ンベロープタンパクのうちラ非内分泌細胞の構成的分泌経路においてラ塩基性アミノ酸クラスター

部分で切断されて前駆体から成熟型になるものが多く知られている。これらの前駆体の切断部位近

傍のアミノ酸配列を比較することによってヨ著者らの研究グループはそのほとんどが切断部位にコ

ンセンサス配列（Arg－X－Lys／Arg－Arg，RXK／RR）を有することに気づいた。

　著者はこの構成的分泌経路における切断の配列要求性を詳しく調べるためにヲマウス地ザ2プ

ロレニンおよびヒトプロレニンの種々の変異体を作製し，それらのCH○細胞（非内分泌細胞）内で

の切断を解析した。

　（1）一4位および一2位の効果について

　様々な配列を持つ地〃一2プロレニンcDNAを作製し，これらを発現用プラスミドに組み込んで

それぞれCHO細胞へ導入した。〔35S〕メチオニンを含む培地でこれらの細胞を培養しラ培地中に分

泌されたプロレニンおよびレニンを免疫沈降法により回収した。それをSDS一ポリアクリルアミド

電気泳動とオートラジオグラフィーにより解析しヲプロレニンかられレニンヘの変換効率を調べた。
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　RXKRラRXRR，KXKR、およびKXRRの配列を持つ変異体の解析からヨー4位のアミノ酸につい

てはKよりもRの方がヨー2位については逆にRよりもKの方が効率よく切断されることがわかっ

た。

　（2）Rの位置の効果について

　Rの位置が切断効率に与える効果を調べるためにヨー4位以外にRを導入した変異体，RKR，

RXXKR，RXXXKRを解析した結果、一4位だけではなく一6位にRがあっても切断シグナルとし

て機能し得ることがわかった。

　（3）鼠の数の効果について

　Rの数が切断効率に与える効果を調べるために，RXKRに対してさらにRを追加した変異体ラ

RRKRヨRRXKRを作製した。これらの切断効率はいずれもRXKRとかわらなかった。っまり一4

位，一2位および一1位とに塩基性アミノ酸があればヨ切断シグナルとしては十分であることがわ

かった。

　（堪）十1位のアミノ酸の効果について

　構成的分泌経路における切断がマウス地η一2プロレニン変異体に特異的な現象でないことを確

認するためにヨヒトプロレニンについても同様に変異体RXKRラRXXXKRを作製し害その切断を調

べた。しかし予想に反して、これらはCH○細胞では切断されなかった。

　地〃一2プロレニンとヒトプロレニンとを比較してみると害十1位が地〃一2ではSerであるのに

対しヨヒトではLeuである。そこで十1位をSerに換えたヒトプロレニン変異体RXKRS雪RXXXKRS

を作製したところヨ’切断されるようになった。また逆に，地〃一2プロレニンについてRXKRL，

RXKRVを作製したところラ全く切断されなくなった。

　これらの結果から，十亙位がLやVのとき切断されなくなることがわかった。

　以上の結果をまとめるとヨ構成的分泌経路における前駆体切断の配列要求性に関してヨ以下のよ

うなルールが導かれた。

1）切断部位の上流一1位及び一2位の塩基性アミノ酸に加えて。一4位あるいは一6位の塩基性ア

ミノ酸が必須である。

2）一4位はLysよりもArgの方が切断効率が高い。

3）一2位はArgよりLysの方が切断効率が高い。

4）十1位に疎水性の大きい脂肪族アミノ酸が存在すると切断されなくなる。

亙I。単一アルギニン部位での切断におけるコンセンサス配列

　ペプチドホルモンの多くは内分泌系細胞が持つ調節性分泌経路においてラまず不活性型の前駆体

（プロホルモン）として合成されヨその配列中に存在する塩基性アミノ酸対（KRラRR等）部位で

特異的なエンドプロテアーゼによる切断（プロセシング）を受けて活性型ホルモンになる。

　近年冒哺乳動物におけるプロセシングエンドプロテアーゼとしてfurinラPC2ラPC3、およびPC4の

四つが同定された。このうちPC3は内分泌細胞の調節性分泌経路において塩基性アミノ酸対（KRヨ

RR）部位を切断することが知られている。
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　ところで蓼プロホルモンの申には塩基性アミノ酸対ではなく害単一のR部位で切断されるものが

知られている。そして我々は偶然、RXXRという配列が内分泌細胞AtT－20内で切断されることを

発見した。AtT－20細胞はPC3を内在性に発現していることから。PC3がこの切断に関与している可

能性が考えられた。そこで私はAtT－20細胞の調節性分泌経路における前駆体切断のアミノ酸配列

要求性について詳しく検討した。

　切断部位近傍に変異を導入したマウス地〃一2プロレニンcDNAを作製しヨこれらをAtT－20細

胞へ導入した。以下I章と同様に解析しヲ変異体のプロレニンからレニンヘの変換効率を調べた。

　（1）Rの位置の効果について

　Rの位置が切断効率に与える効栗を調べるために、一4位以外にRを導入した変異体ヨRXRラ

RXXXRヨRXXXXRを作製した。RXXR変異体の切断効率が約50％であったのに対しラこれらはそ

れぞれ0％う5％，25％であった。この結果から冒一4位だけではなく一6位にRがあっても切断シ

グナルとして機能し得ることがわかった。

　（2）一4位の塩基性アミノ酸の効果について

　KXXRラHXXRの配列を持っ変異体を作製したところラその切断効率はそれぞれ約10％、0％で

あった。このことから事一4位のアミノ酸についてはKよりもRの方が効率よく切断されることがわ

かった。

　（3）十1位のアミノ酸の効果にっいて

　AtT－20における切断がマウス肋ザ2プロレニン変異体に特異的な現象でないことを確認する

ためにヨヒトプロレニンについても同様にRXXR変異体を作製し，その切断を調べた。しかし予想

に反してヨこの変異体はAtT－20では切断されなかった。

　地〃一2プロレニンとヒトプロレニンとを比較してみるとヨ十ユ位が地〃一2ではSであるのに

対しヨヒトではLである。そこで十！位を換えた地〃一2プロレニンRXXRLラRXXRVを作製した

ところ害全く切断されなくなった。またヨ地〃一2プロレニンRXXRAではラ切断はされたがその効

率は減少した。

　これらの結果からラ十ヱ位がLやVのとき切断されなくなることがわかった。

　以上の結果をまとめるとラ調節性分泌経路における前駆体切断の配列要求性に関して，以下のよ

うなルールが導かれた。

1）切断部位の上流一1位のArgに加えて雪一4位あるいは一6位の塩基性アミノ酸が必須である。

2）一4位はLysよりもArgの方が切断効率が高い。

3）十1位に疎水性の大きい脂肪族アミノ酸が存在すると切断されなくなる。

　調節性分泌経路を持つが内在性にPC3を発現していないGH．C1細胞において。変異体とPC3とを

coexpressi㎝させると変異体は切断されたことからヨこれら前駆体切断はPC3によって行われてい

ることもわかった。
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審　　査　　の　　要　　旨

　ペプチドホルモンは生体の垣常性維持や種々の生理機能の調節に中心的役割を栗たしている。

従ってその不活性前駆体のプロセシングはヨホルモンによる生体調節にとって最も重要な段階の一

っであると考えられる。

　これまでに構成的分泌経路において前駆体タンパクは雪RXK／RRという共通配列で切断されるこ

とが明らかにされていた。本研究の亙章においてヨ構成的経路における切断のさらに詳細な配列要

求性が明らかになった。

　調節性分泌経路において前駆体タンパクは塩基性アミノ酸対（KR雲RR）部位で切断されること

が知られていたが吾一部に単一のArg部位で切断されるものも知られていた。今回雪RXXRという配

列が調整性経路における切断シグナルとして機能していること。調節性経路の切断はプロテアーゼ

PC3が行っていることヨそしてその切断における詳細な配列要求性とが争本研究の亙亙章において明ら

かになった。

　以上の研究成果は，それぞれ構成的および調節性分泌経路における前駆体プロセシングに関する

研究の発展に大きく貢献したものと思われる。

　よってヲ著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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