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研究成果の概要（和文）：我々はメタノール資化性酵母Pichia pastorisによる101F6タンパク質発現系を用い、
大量発現と高純度精製法を確立した。ヒト癌組織由来A549細胞より界面活性剤DDMあるいはβ-OGにより細胞抽出
液を調製･回収した。細胞抽出液と精製101F6タンパク質を充分に混和した後、101F6タンパク質を特異的に認識･
結合する抗体を用いた磁気beads抗体法により、101F6タンパク質と相互作用すると思われるタンパク質を
SDS-PAGEと銀染色法で解析した。そこで生体膜の非常に良いモデルであるnanodisc中に精製した101F6タンパク
質を再構成する事に成功し、さらに酵素活性測定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded  to perform large-scale expression and high purity 
purification of 101F6 protein using the 101F6 protein expression system by imploying the 
methanol-utilizing yeast Pichia pastoris.  Cell extracts from human cancer tissue-derived A549 cells
 were prepared using surfactant DDM or β-OG. After thoroughly mixing the cell extract with the 
purified 101F6 protein, followed by by magnetic beads antibody method using antibodies that 
specifically recognize and bind the 101F6 protein, we obtained a group of proteins that seems to 
interact with the 101F6 protein in human cells by SDS-PAGE and silver staining analyses.  Then we 
have succeeded in reconstituting the purified 101F6 protein into nanodiscs which are very good 
models of biological membranes, Further, we have succeeded in measuring the enzyme activity of 
purified 101F6 protein for the first time.

研究分野：生化学

キーワード： 膜タンパク質　電子伝達　ヘム　アポトーシス　ナノディスク　シトクロムb561　アスコルビン酸　生
体膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、101F6タンパク質はferric reductase活性を持つ事が既に報告されているDcytbと同様にferric 
reductase活性を持つ事が初めて証明された。この結果は、101F6の持つcaspase非依存性アポトーシス誘導作用
がferric reductase 活性と何らかの関連を持つ事を示すものと考えられる。また、本研究において初めて精製
したb561タンパク質ホモログそのものを用いてferric reductase酵素活性を直接に測定できる事を示した。そう
いう意味で本研究の意義は非常に大きい



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)ヒト染色体 3p21.3 領域は肺癌・乳癌・腎癌など多くの上皮癌で高頻度に欠失を起こしてい
る。Lerman や Minna らは領域中の 690kb の範囲中の 21 遺伝子が癌抑制遺伝子候補であるとし
た。これら遺伝子の 1つ 101F6 遺伝子をアデノウイルスベクターによってヒト肺癌由来培養癌
細胞に導入してやると, いくつかの癌細胞の増殖を顕著に阻害することがわかった。またこの
癌細胞を移植しておいた nu/nu マウスに 101F6 遺伝子を同様な方法で導入すると, 癌の成長や
転移を妨げることも明らかにされた。これらの抑制効果は癌細胞に caspase 非依存性アポトー
シスが誘導されるためであるとされている。しかもアスコルビン酸(AsA)の投与によりその効果
が促進されるという結果も得られた。しかし 101F6 の持つ顕著な癌増殖抑制作用の分子機構は
分かっていない。重要なことは 101F6 が b561 ファミリーの一員であり, AsA 及び MDA ラジカル
が関与した細胞膜貫通レドックス反応が機能している可能性が高いことである。 
(2) 元々b561 は神経系特異的なヘム含有膜タンパク質として発見された。b561 は６回膜貫通ヘ
リックス構造を持つ疎水性タンパク質であり，細胞質側と小胞内側とに１個ずつ合計２個のヘ
ムを持っている。b561 の生理的電子供与体は AsA であり, 細胞質側ヘム近傍には AsA からの電
子受容に関与すると思われる保存性正荷電アミノ酸残基が存在し, 小胞内側ヘム近傍には MDA
ラジカルへの電子供与に重要と思われる保存性配列が存在する。これら保存性残基・配列の役
割は植物 b561 の部位特異的変異体の解析や最近明らかにされた A. thaliana b561 の X線結晶
解析により証明された。ヒトの持つ 6種の b561 のうち、101F6 及び hb561-3 は神経系型及び植
物型 b561 とは相当に異なった一次構造を持ち, それ故にその生理機能も相当に異なっている
と予想される。 
 
２．研究の目的 
(1)ヒト第 3染色体 3p21.3 領域に存在する 101F6 遺伝子の持つ顕著な癌増殖抑制作用の分子機
構は分かっていない。101F6 遺伝子産物(以下 101F6 と略記)は cytochrome b561(以下 b561 と略
記)ファミリーの一員であり, アスコルビン酸(AsA)あるいはモノデヒドロアスコルビン酸
(MDA)ラジカルが関与した細胞膜貫通レドックス反応がその生理機能発現に関与していると考
えられる。 
(2)本研究では AsA/MDA ラジカルによる細胞膜内外でのレドックス擾乱をプログラム細胞死へ
と導く新規細胞内メッセージとして捉え, その細胞死シグナルを細胞膜・ER膜において発生さ
せあるいは制御する細胞膜素子としての 101F6 の役割と分子機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)膜レドックス素子としての 101F6 の持つ顕著な癌増殖抑制作用の分子機構を分子生物学
的・生物物理学的・細胞生物学的解析手法を用いて総合的に解明する。具体的には, ①アルコ
ール資化性酵母(Pichia pastoris)を用いた101F6大量発現系を用いて, ②Ｘ線結晶構造解析に
より 101F6 の詳細な立体構造を明らかにする，③マイクロ流路デバイス(分子拡散型混合装置)
を利用した時間分解計測系によりAsAおよびMDAラジカルとの初期反応素過程を詳細に解明し, 
④プロテオリポソームを利用したナノスケールサイズの膜近接空間内において 101F6 と
AsA/MDA ラジカルとの反応機構・作用機構をパルスラジオリシス手法により解析する。 
 
４．研究成果 
(1) メタノール資化性酵母 Pichia pastoris GS115 株を利用した異種発現系を利用し、ヒト 101F6 タンパ
ク質を発現させた。ミクロソーム膜を可溶化した後、101F6 タンパク質の C 末端に導入した His-tag 配
列を利用したNi-Sepharose affinityクロマトグラフィーによって101F6タンパク質を精製した。平行してヒ
ト癌組織由来の A549 細胞を培養し､十分量の培養細胞を用いて界面活性剤により細胞膜を溶かして
細胞抽出液を回収した。そこに精製した 101F6 タンパク質を加え混和して十分に相互作用させた後、
101F6 タンパク質を特異的に認識する抗体を用いた磁気 Beads 抗体法により 101F6 タンパク質と共沈
するタンパク質のSDS-PAGEを行った。SDS-PAGEゲルを銀染色することにより、比較的再現性良く現
れるタンパク質バンドを確認した。これらが細胞内において 101F6 タンパク質と何らかの相互作用をし
ている可能性が高いと推定された。 
(2) この解析方法によって再現性のある結果を得るためには、101F6 タンパク質と界面活性剤とのミセ
ル状態のままでは、たとえ精製したタンパク質を使用しても必ずしも生体膜中でのタンパク質間相互作
用を反映していない可能性がある。そこで生体膜の非常に良いモデルであるナノディスク環境中に
101F6 タンパク質を再構成させた状態で免疫沈降･解析する計画を進めた。 
(3) ナノディスクとして用いる MSP タンパク質として長さの異なる 3 種類を試みることにした。具体的に
はMSP1E3D1, MSP1D1, MSP1D1ΔH5 である。それぞれ構成するナノディスクの直径は 12.1nm, 9.7 
nm, 9.0 nm と予想されている。それぞれの MSP タンパク質はその N 末端に 6xHis-tag 配列が付加さ
れており、また精製後にその配列を除去するための TEV protease 認識部位も導入されている。しかし
市販のTEV proteaseは高価であるため、認識部位のみをHRV３C protease認識部位に置換したMSP
タンパク質発現プラスミドを作製し、発現・精製方法も確立しておいた。 
(4) 従来からの MSP タンパク質発現系を利用し 3 種類の MSP タンパク質を発現・精製した。これらの
内、まずサイズの小さい MSP1D1ΔH5 を用いて 101F6 とのナノディスク再構成を試みた。最初の混合
比について最適条件をいろいろ試みた結果、MSP1D1ΔH5:DMPC:１０１F6 の混合モル比が２：１６０：



１の場合が最も良い再構成条件である事が判明した。 
(5) 混合液中に BioBeads を添加することにより界面活性剤を除去し、101F6-nanodisc 複合体（および
空の nanodisc）を形成させた。Nanodisc 複合体を形成後、ゲルろ過クロマトグラフィーカラムにより精製
した 101F6-nanodisc 複合体を SDS-PAGE により解析した結果、確かに複合体中には MSP1D1ΔH5
タンパク質の 22.0kDa のバンドと 101F6 タンパク質に由来する 22.5kDa のバンドが近接・分離して見ら
れた。さらに精製標品を可視分光法により解析したところ確かに 101F6 タンパク質を含んでおり、その
101F6 のヘムは生理的基質であるアスコルビン酸(AsA)により素早く還元できる事が分かった。また
dithionite還元による完全還元型スペクトルも通常のDDM界面活性剤によるミセル中にあるものと比較
して何ら可視吸収スペクトルには変化が無いことが分かった。続いてタンパク質の安定性を調べるため
室温において放置しておいたところ、3 日間放置しておいても 101F6 のヘムはアスコルビン酸により素
早く還元できる事が分かった。これに対してDDM-micelle中に可溶化した状態の101F6の場合には顕
著にそのアスコルビン酸による還元能が失われ、しかも短波長側の吸収が上昇するなどタンパク質の
安定性が失われる事が明らかとなった。以上のことから、101F6 をナノディスク中に再構成するとその
タンパク質安定性が顕著に増加することが判明した。 
(6) 続いてdithionite還元により101F6-nanodiscのヘム還元型を作成したのち、前もって酸素を除去し
たbufferで平衡化したゲルろ過カラムに嫌気的にアプライすることにより、酸素をできるだけ除去した状
態で還元型101F6-nanodiscを調製した。還元型ヘムの自動酸化過程について、可視分光吸収スペク
トルをリピート測定することにより追跡した。その結果、自動酸化の過程は 1 次反応で近似できる事が
分かった。DDM-micelle 中に可溶化した状態の101F6についても同様に還元型ヘム自動酸化の過程
は 1 次反応で近似できる事が分かった。さらに、101F6-nanodisc の方がわずかに小さな値ではあるも
のの、同じ程度の 1 次反応速度定数を示す事が分かった。 
(7) 続いて､嫌気状態で 101F6-nanodisc の還元型ヘムの自動酸化過程に対する三価鉄イオン（FAC: 
Ferric Ammonium Citrate）の嫌気的添加による影響を調べた。その結果、還元型ヘムの自動酸化過
程は FAC の濃度依存的にその速度が増加し、Michaelis-Menten 式に従う事がわかった。その際、
FAC に対する Km=2.5 µM と見積もられた。この値は DDM-micelle 中に可溶化した状態の 101F6 の場
合と比べ、約 10 倍低い値となり、nanodisc 中で 101F6 のタンパク質構造が安定化するため、より特異
的に FAC と結合する事を示していると考えられた。 
(8) 実際に 101F6-nanodisc の還元型ヘムから FACの三価鉄イオンに電子が供与され、2 価鉄イオン
が形成されている事を確かめるため、嫌気条件下でnitroso-PSAP と FACを添加し、可視吸収スペクト
ル変化をリピートモードで測定した。その結果、還元型ヘムが酸化されて行くが、同じ程度の速度で
FACの 3価鉄が還元されて遊離した 2価鉄が nitroso-PSAP と複合体(Fe2+-nitroso-PSAP)を形成して
その吸収ピークが７５６ nm に現れることが確かめられた。その際、ヘム鉄に保持されている電子当量
の約２０％程度が実際の 3 価鉄還元反応に使われていることが推定された。 
（９） 以上の結果より、101F6 タンパク質は ferric reductase 活性を持つ事が既に報告されているDcytb
と同様に ferric reductase 活性を持つ事が初めて証明された。この結果は、101F6 の持つ caspase 非
依存性アポトーシス誘導作用が ferric reductase 活性と何らかの関連を持つ事を示すものと
考えられる。 
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