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論　　文　　の　　要　　旨

　ペプチドホルモンの多くはヨ内分泌細胞でまず分子量の大きな前駆体として合成された後ヨ調節

性分泌経路において塩基性アミノ酸対（Lys－Arg，Arg－Arg）部位で限定切断を受け雪活性型の

ホルモンとなる。一方ラ他の分泌タンパクや膜タンパクには事非内分泌細胞にも存在する構成性分

泌経路において塩基性アミノ酸のクラスター部分写つまりArg－X－Lys／Arg－Arg（RXK／RR）部

位で限定切断を受け成熟型になるものも多く知られている。

　これまで。これらの限定切断にかかわるプロセシング酵素の研究はほとんど進んでいなかった。

分子レベルラ生化学的レベルでその機能の解明されている唯一の例外は酵母のKex2プロテアーゼで

ある。最近データベース検索によりヲ機能不明のヒトf岨遺伝子のコードするタンパク恥rinがKex2

プロテアーゼと高い相同性を示しヨ哺乳動物の前駆体タンパク質プロセシング酵素である可能性が

示唆された。そこで、本論文ではFurinのプロセシング酵素としての機能及び性質を解明することを

目的として冒まず事マウスよりF岨incDNAを単離し雪これを動物細胞の系を用い発見することで，

F岨inのプロセシング活性を調べた。さらに、膜貫通領域を欠失し分泌型にしたF岨1nについて、動

物細胞の系を用い大量発現し精製することによりラ詳細に酵素学的性質を調べた。

亙。マウスF岨inのクローニングと発現

　ヒトfur遺伝子配列をもとにPCR（Po1y㎜erase　Chain　Reaction）法により調整したDNA断片をプ

ローブとして，マウスよりF岨incDNAを単離しその全塩基配列を決定した。cDNAから予想される

マウスFurinは，触媒領域の配列でヒトF岨inと99％ヨKex2プロテアーゼと53％の相同性があった。
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また、ノーザンブロッティングでF岨inmRNAの発現を調べたところ，調べた限り全ての組織ヨ細

胞で発現していた。内分泌系の組織，細胞に限った発現パターンではないことから，Furinは調節性

というよりはむしろ構成性分泌経路において機能している可能性が示唆された。これを証明するた

めに，本来は調節性分泌経路でのみKR部位で切断されるプロレニンを改変してRXKR配列を持つ

変異体を作製し。非内分泌細胞のCHO（Chinesehamster　ovary）細胞でF岨inと同時に発現させた

ところ完全に切断された。また，野性型プロレニンの場合はヨ全く切断されなかった。

　これらからF岨1nは，構成性分泌経路で前駆体タンパク質中のRXK／RR配列を特異的に認識して

切断することが明らかになった。

IL　F岨inの分子的害酵素学的性質の解析

　F岨inはその触媒領域のC末端側にCys残基に富んだ領域（CRD）、及び膜貫通領域（TMD）を有

しておりヨこの部位でゴルジ膜に結合し触媒領域をその内側に突き出した形で存在すると考えられ

た。そこでこれらの領域の機能を知ろために守ρ末端を順次欠失した改変型F岨inを作製し活性に及

ぼす影響について検討した。その際の基質前駆体としては、改変型プロレニン（RXKR　type）を用

い種々の改変型恥rinとCH○細胞で発現させ害レニンヘのプロセシング活性を調べた。

　その結果言CRD及びTMDを欠失したF岨1nには野性型Fu加とほとんど変らない活性が見られた。

ところがCRDよりもさらに欠失させた場合には活性は全くなかった。つまりラ恥rinの活性にCRD及

びTMDは必須ではないことヨー方、触媒領域のC末端側で他のKex2様プロテアーゼファミリーと

の問で有意に保存された領域は不可欠であることが明らかになった。つづいて、TMD欠失型F肚b

の培養上清についそ瀞性の検討を行った。

　まず改変型プロレニン（RXKRtype）をCH○細胞にパーマネントに発現させヨその培養上清を基

質として調べたところ、TMD欠失型Furinを発現した培養上清には、Ca2＋依存性のプロセシング活

性が検出され、TMD欠失型F鮒inは活性型として培養上清中に分泌されていることがわかった。

　っぎにTMD欠失型F岨inにっいて、MCA合成基質を用いて検討した。TMD欠失型Furinはヨ塩基

性アミノ酸対を有する合成基質を切断する活性は全くなかった。ところが害一4位にArgを有する

B㏄一Arg－Va1－Arg一虹g－MCAには強い活性を示した。そこでこの合成基質を用いて酵素学的

解析を行ったところヨ至適pH7．OヨCa2＋依存性のプロテアーゼであることがわかった。また種々の

プロテアーセ阻害剤に対する感受性はラKex2プロテアーゼに酷似していた。

亙I至。組換え型F岨inの完全精製及び性質検討

　F岨inはそのC末端側にTMDを有しゴルジ装置に局在していると考えられ、この状態で精製する

のは非常に困難と思われたので、先の実験で、CH○細胞で発現させたその培養上清に活性が検出さ

れたTMD欠失型F岨亘nについて精製を行った。

　はじめにCH○細胞のTMD欠失型Furin高産生株を単離した後ラ完全無血清培地で培養したその上

清を出発材料に争硫安分画を行い言AF－B1姐e　Toyopearlによりバッチワイズで活性画分を分離しヨ

この画分をDEAE－Toyopear且クロマトグラフィーで分離精製した。Furinは最終的なDEAE－

Toyopear1クロマトグラフィーの段階でヲ2つのピーク，即ち分子量83kDaと8！kDaの㎜ixtureform

一94一



及び96kDa　formとして精製された。

　この分子量の違いはヨN－g1yCa鵬Se処理によってもその差が変わらないことから糖鎖によるも

のではないことがわかった。また2つのピークについてN末端アミノ酸シークエンスを行ったとこ

ろ解析可能な10サイクルめまで全く同じ配列だった。このN末端の配列は吾F岨1n　cDNAから予想

される前駆体中に存在するArg－X－Lys－Arg配列の直後のアスパラギン酸からはじまっており，

この配列がFurinによる切断シグナルであることからヨ活性型F岨虹はヲ恐らく自已触媒的に産生さ

れると考えられた。またこの結果から2つのピ∵クに見られた分子量の違いは雪N末端ではなくC

末端側の長さの違いによることが示唆された。恐らくラ96kDa　fomがTMD欠失型F岨inで害83ヨ81

kDa　for㎜はそのC末端がさらに短くなったものと予想された。

　2つのピークは同様の酵素学的性質を示し、至適pHは7．OヨCa2＋依存性で，阻害剤に対する感受

性はKex2プロテアーゼド酷似していた。つぎに活性型F岨bの基質特異性を合成基質を用いて検討

したところヨ塩基性アミノ酸対に対する活性は全くなかったがヨー4位にArgをもつRXK／RRタイ

プの基質に対しては高い活性を示した。また面白いことに。RXXR配列の合成基質に対しても弱い

ながら活性を示した。これらからラFurinによる切断の特異性にはラプロセシング部位の一1。一4

位にArgが必須であること、また一2位が塩基性アミノ酸であることがその場合の効率に重要であ

ることが明らかになった。

　以上の結果より事F岨inは構成分泌経路において前駆体タンパク質中の主として，RXK／RR部位を

切断するプロセシング酵素であることが証明された。

審　　査　　の　　要　　旨

　前駆体タンパク質の限定切断による細胞内プロセシングは害ペプチドホルモンや膜タンパク質な

どの生合成の調節ラひいてはそれらタンパク質の示す多様な生体機能の調節における非常に重要な

ステップと考えられる。ところがヨこの限定切断にかかわるプロセシング酵素の実体はほとんど不

明だった。唯一の例外として事酵母のKex2プロテアーゼについての研究は進んでいたが。近年ヨデー

タベース検索によりKex2プロテアーゼの触媒領域と高い相同性を持つ機能不明のタンパクFurinの

存在が明らかになった。

　本研究において事世界に先駆けてF岨incDNAクローニングに成功し雪発現実験によりヨF岨inが

構成性分泌経路において前駆体タンパクのRxK／RR配列を切断するプロセシング酵素であること

が明らかになった。さらにラFurinの完全精製によりラ詳細な酵素学的性質が明らかになった。

　以上の研究成果はヨ構成性分泌経路における前駆体タンパク質の生合成機構解明の一助となるば

かりでなくヨこれからの前駆体プロセシングに関する研究の発展に非常に意味あることと思われる。

　よって，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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