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研究目的

カルポキシペプチダーゼは、メタロプロテアーゼに分類され、標的タンパク質の

COOH末端の塩基性アミノ酸(Arg,Lys)を切断することにより、そのタンパク質の

manlmtionやactivationに機能する。したがって、ホルモンなど目的タンパク質の生理

活性、調節機構を知る上で、たいへん重要な機能酵素である。

我々は、ダックB型肝炎ウイルスの感染機構を研究する過程で、ダック肝細胞よ

り分子量18万の宿主糖タンパク質(gpl80)を発見した)。最近、我々 は、即180N

末端領域を欠くが、C末端領域約7kbのc皿Aを得ることができたので、その塩基

配列決定、アミノ酸一次構造の推定、ホモロジー検索等を行ってきた。その結果、

この即180がこれまでに報告されているカルポキシペプチダーゼと高いホモロジー

があることからこの酵素群に分類されると考えている。しかし、既知カルボキシペ

プチダーゼの全ドメインが3個タンデムに即180上に並んでいるなど、ユニークな

アミノ酸一次構造、遺伝子構造をとっていることがわかった。

これら印180の構造上の特徴は、（1）合目的に、3種のカルポキシペプチダー

ゼを一つのペプチドに持つことで協調的に発現される必然性がある、(2)gpl80は

前駆体であり、3番目のカルボキシペプチダーゼはCOOH末端近くの21アミノ酸

からなる疎水性領域を介して膜に結合し機能するが、pmColyticdeavageによって1，

2番目のカルボキシペプチダーゼはプラズマあるいはオルガネラなど機能するため

の特異的な局在性を持って分布するようになる、など生化学、分子生物学上たいへ

ん意味のある仮説を我々に提示している。

本研究の目的は、新発見のカルボキシペプチダーゼgpl80の機能とその構造の特

異性を理解すること、ウイルスと宿主プロテアーゼとの関係について、また

生物種間の普遍性について論ずることである。
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研究成果

引nl8nC】

新規カルボキシペプチダーゼgpl80の未決定のN末端領域のアミノ酸一次構造を

知るため、まず5'RACE法によりgpl80の5'CDNAを単離することを試みた。しか

し、gpl80の5'CDNAを得ることができなかったので、つぎに、我々 は、gpl80

cDNAをプローブにダツク肝臓genomicDNAのEMBL3ライブラリィから即1805'部

分の単離を試みた（図1）。単離したゲノムDNAの解析から、"180の全アミノ酸
一次構造を推定することができた。"180のN末端は、ヒトカルボキシペプチダー

ゼHとのホモロジーから推定した（図4）。

即180は、分子量153,498で、1389個のアミノ酸からなり、アミノ末端にputative

signalpeptide,カルボキシ末端より60残基上流に21個のアミノ酸からなる疏水性領

域を持つ膜糖蛋白質であり、13個のpotentialN-linMdglycosylationsitesがある（図2、
図3）。即180は、ユニークなことに全アミノ酸一次構造を3分割するようにカル

ボキシペプチダーゼドメイン(A、B及びC)を配列していることがわかった（図4)。

ヒトカルポキシペプチダーゼHとのホモロジーは、ドメインA、B及びCとの間に

それぞれ39％、43％及び29％あった。

幸．‐nnlROnNA

即180の機能解析を行うため、得られた即180cDNA及びゲノムDNA断片から完

全長のgpl80DNAを構築し、これをSV40earlypmmoterの下流に挿入した発現プラス

ミッド(pSV-gpl80)及びRSVpromoterの下流に挿入した発現プラスミッド（

pKRSV180)を作成した（図3)。完全な即180DNAであることは、pSV-gpl80を
COS7細胞に導入しその発現をみることで確認した。
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引、180は’二’

即180が細胞表面に局在することを確認するため、pSV-gpl80DNAをtransfection後、

2日間培養したCOS7細胞表面の蛋白質は、NHS-LC-Bio血でラベルした。これら細

胞を可溶化した後、gpl80をDHBVpreS-GSTと結合させたのちGlutahone-sepharose

で回収した。Bio伽ラベルされた"180は、SDS-PAGE後mtrocenulosemembraneに

Uansfrし、Avidm-HRP，FnhancedChemnuminessence法で検出した。COS7細胞で発

現したgpl80は、全体のおよそ10%が細胞表面に存在することがわかった（図5)。

DHBVpreSはqpl80の3番目のカルボキシペ プチダーゼドメイン

と結合する。

DHBVPleSのgpl80上の結合領域を決定するため、gpl80の各種欠失変異体と

DHBVPreSとのbmdingassayを行った。

即180の各種欠失変異体は、各種制限酵素を用いて特定部分を欠失させ、エピト
ープタッグの1通Vエンベロープ蛋白質にこれらを結合させて作成した。DHBVPreS

は"180の3番目のカルポキシペプチダーゼドメインと結合することがわかった(図
6）。

qpl80発現細胞株の樹立。

ニワトリ肝癌由来の細胞株LMHは、DHBVDNAをトランスフェクションする

と効率よくDHBVウィルスを増殖する細胞である。しかし､DHBVは感染しない。

そこで我々 は、DHBV感染におけるgpl80の機能を探るため、まずLMH細胞に

pKRSV180プラスミッドDNAをtranSfectionした後、G418selectionによりpKRSV180

導入細胞株を樹立した。樹立した細胞株は全て、singleplasmidがhostgenomcmA

にmrgrationしていた（図7)。これら細胞株のうち、gpl80の発現は､LMHG13､15,

16及び35に認められたが、LMHG11及び12では検出されなかった。
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(図5)gpl80は細胞表面に局在する。

pSV-gpl80とβgalactosidase遺伝子をCOS7細胞に導入、発現の後、細胞
表面の蛋白質をNHS-LC-Bio伽で標識した。即180とβgalactosidaseはそ

れぞれBE1(GST-DHBVPIeSfUsionpmm)、抗βgal抗体で単離した。ピ
オチン化蛋白質は、Avidm-IRP/ECL(Amersham)で検出した。これらの蛋
白質が導入後COS7細胞で発現していることは、細胞を可溶化後、全蛋白
質をピオチン化することにより確認した（右2レーン）。
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(図6)DHBVエンベロープ蛋白質pl℃Sは、即180のドメインCと結合する。

(a)作成した各種"180欠失変異体。pSVG180はSV40earlypromorの下流に
wndtypeの"180をもつ。gpl80欠失変異体にはtagとしてC末側にpSV45HのHBV
エンベロープ蛋白質を融合した。

(b)各種"180欠失変異体とDHBVpreSのbmdmgassay｡COS7細胞に導入し35S
メチオニンでラベルしたgpl80欠失変異体とGST-DHBVpeS融合蛋白質の結合能を
調べた。これら変異体がCOS7細胞内で発現していることは、抗HBs抗体によって
確認した。
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(図 7)gpl80発現細胞株の樹立。

G418耐性細胞株の鋲nomicDNAをHmdmdi"s伽､後サザンブロツト。
PmMは32P-dCTPでラベルした即180NAの2.5kbBamHIhagmemo得られ
た細胞株には、シングルコピーのpKRSV180が組み込まれていた。4.4kb以下
の複数のバンドはhost由来。
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DHBVはgpl80発現細胞株に吸着する。

宿主細胞へのⅨ凪Vの感染過程でgpl80がどのように関わっているのかを知るた

めに、まず即180発現細胞を用いてmIBV粒子の吸着実験を行った。

Ⅸ冊V粒子は、gpl80発現細胞にのみよく吸着することがわかった（図8)。こ

のことから、gpl80はⅨ畑V感染の初期、細胞表面へのウイルス粒子の吸着に関わ

っているものと思われる。

】H卜 OD180

さらに我々 は､これらgpl80発現細胞でのDHBV増殖の可能性について検討した。

L皿冊35細胞を対象に、種々の培養条件下でmIBV感染実験を行った。しかし、

Ⅸ肥Vの増殖は、培養14日後も認められなかった（図9)｡LMH細胞には、

Ⅸ田V感染成立に必要なgpl80以外の因子が欠けているものと思われる。

引nlH【】 引nlHr

DHBV感染過程における即180の機能を、また、即180の細胞局在、生物種分布

明かにする上で、抗即180抗体による解析は重要である。

DHBVPreSはgpl80の3番目のカルポキシペプチダーゼドメインに結合する（図

6）ので、この領域をGSTとの融合蛋白質として大量に得、それを抗原としてラピ

ツト及びマウスを用い抗gpl80揃本を作成した。まだDHBvplesと即180の結合を

阻害するような中和抗体は得られていないが、今回得られた抗gpl80モノクローナ

ル抗体を用いることによって、LMH細胞にも即180が存在することを示唆する結果

が得られた（図10a)。このニワトリ印180は、DHBVPreSと結合しない（図1

0b)ことから、DHBVの宿主特異性は、"180が担っているものと思われる。

gpl80のカルポキシペプチダーゼドメインがUipnca蛇したユニークな構造は、ダツク

に特異的なものではなく生物種を越えて広く存在しているように思われる。また、

抗即180抗体が、分子量18万の即180分子のみを認識することから、gpl80は

pmcessingを受けずにmatmEmnnとして機能しているものと思われる。
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(図 8)DHBV粒子は"180発現細胞によく吸着する。

106の細胞を5X106DHBV存在下、37度で16時間培養後、細胞をトリプ

シン処理により回収。そのtotalDNAをサザンブロット。Probeは32p_
dCTPでラベルした3.2kbDHBVDNAを用いた。
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9)LMHG35細胞ではDHBVの感染が成立しない。(図

106の細胞を5X106DHBV存在下、37度で16時間培養した後、DHBVフリー
培養液に交換。以降2日おきに培養液を交換した。DHBVフリーの培養液に
換してから、0日（レーン1，6）、3日（2，7）、6日（3，8）、1
日（4，9）、14日（5，10）後、細胞をトリプシン処理により回収。

のtotalDNAをサザンブロット｡Probeは32P-dCTPでラベルした3.2kbDIH
DNA｡DHBVの増殖は、I｣MHG35細胞でも認められなかった。

7フリーの

養液に交
）、10
回収。そ

kbDHBV
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（図10）抗gpl80モノクローナル抗体(1D11)はニワトリのgpl80を認識
する。

(a)LNm及びLMHG35細胞の全蛋白質をSDS-PAGEで分離した後、PVDF
メンブランにトランスファー。gpl80の検出は、HRP-conjugatedanti-mouselgG
annbodies/enhancedchemiluminescencemethodで行った。

(b)gpl80とDHBVpreSのbmdingassay｡35Sメチオニンでメタポリカルにラ
ベルした即180とGST-DHBVpreS融合蛋白質(BE1)の結合能を調べた。LMH
細胞に検出されたニワトリgpl80(a)は、DHBVpreSと結合しない。
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