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研究成果の概要（和文）：ドメイン干渉は大腸菌で見いだされた現象で、あるドメインを過剰発
現すると発現中の内在性のタンパク質と相互作用することで不安定化しそのタンパク質の発現
を抑制できる技術である。この現象を哺乳動物細胞に適用して新たなタンパク質発現方法に発
展させる試みが本研究である。まず、この技術を適応するタンパク質として PDI を選び、その
ドメインの相互作用について明らかにした。PDI は a, b, b’, a’, c のドメインからなるが、b’
と a’ドメインが相互作用していることが明らかとなった。そこで HEK393細胞に b’ドメインを
発現させたところ内在性の PDI の発現が低下した。哺乳動物におけるドメイン干渉応用への可
能性が開けた。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein interference was found in E. coli. by prof. fujiwara. 
Protein interference is that suppression of protein by domain-domain interaction 
which destabilizes whole protein. In this study, protein interference was applied for 
suppression of protein in mammalian cells. We found first that b’ domain of PDI 
constituted of a, b, b’ , a’ and c domains interacted with a’. Overexpression of b’ but not 
b domain significantly reduced the native PDI in HEK 293 cells. 
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１．研究開始当初の背景 

ドメイン干渉はシクロデキストリン合成
酵素が、そのドメインを大腸菌の中で過剰発
現させると大腸菌中の同酵素の発現が抑制
されることから本研究の連携研究者である
藤原教授が発見した現象である。この酵素は
A, B, C, D の４つのドメインからなるが、ド
メイン A, B, Dを過剰発現したときにこの酵
素の発現抑制が見られた。精製したこの酵素
に、これらのドメインを添加しても活性の抑
制はみられなかった。各ドメイン発現による
分子機構を検討したところ、ドメイン Bにお

いては静電相互作用が、ドメイン A, D にお
いては疎水性相互作用によって、大腸菌で翻
訳中のシクロデキストリン合成酵素とフォ
ールディング段階で、相互作用している可能
性が示唆された。当該研究は、藤原教授が大
腸菌の発現系で開発したドメイン干渉を哺
乳動物に応用する試みである。ドメイン干渉
が哺乳動物で成功すれば新しいタンパク質
発現抑制機構として利用できる。 

 

２．研究の目的 

まず、哺乳動物細胞でのドメイン干渉のタ
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ーゲット因子として、現在それぞれについて
相互作用ドメインとその生理機能を解析中
である PDI と sEH を選んだ。PDI は新生タン
パク質や変性タンパク質のシステイン残基
のチオール結合を形成したり、掛け替えをす
る（イソメラーゼ）酵素であり、代表者らは
内分泌かく乱化学物質の一つと考えられる
ビスフェノール A (BPA)の結合因子として単
離してきた。現在、PDI はファミリーを形成
し、１７種類の酵素が報告されている。しか
し、この中には機能や相互作用因子（基質）
が未知なものも多く、代表者はその機能解析
を行っている。sEH は N-末端にホスファター
ゼ活性ドメイン、C-末端にエポキシドヒドロ
ラーゼ活性ドメインを持ちそれぞれ相互作
用して二量体を形成して、活性を持つとされ
る。本研究ではこれらのタンパク質の機能解
析を行い、さらにドメイン干渉について検討
した。 
 

３．研究の方法 

各タンパク質因子のｃDNA の単離と大腸菌で
の発現精製、抗体の作成と培養細胞での過剰
発現 
ヒト sEH のｃDNA はヒト肝癌細胞 Hep3B RNA
から RT-PCR によって単離した。ラット
PDI,Ref-1,TR のｃDNAはラット肝臓RNA から
RT-PCR で単離した。そして、培養ヒト細胞で
の過剰発現のために、pcDNA、大腸菌での発
現精製のために pQE または pET に導入した。
大腸菌による発現はIPTG誘導により行った。
発現したタンパク質は Ni-NTA アガロースで
精製した。精製したタンパク質を用いてウサ
ギで抗体を作製した。ヒト培養細胞での過剰
発現は G418 で選択を行った。 
 
RNase を用いたイソメラーゼ活性の測定法 
PDI のイソメラーゼ活性は RNase を用いて測
定した。まず、RNase を DTT とグアニジン存
在下に変性した。変性 RNase と PDI を反応さ
せ、リフォールディングされた RNase の活性
を基質である cCMP から CMP への変換で測定
した。 
 
sEH 酵素活性の測定 
エポキシドヒドロラーゼ活性については大
腸菌で発現・精製した sEH を、合成基質であ
る(3-phenyl-oxiranyl)-acetic acid 
cyano-(6-methoxynaphthalen-2-yl)-methyl 
ester (PHOME)と反応させ、その代謝産物で
ある 6-methoxy-2-naphthaldehyde の蛍光を
励起 330nm 蛍光 465nm で測定した。精製 sEH
を11,12-EETまたは14,15-EETと 37℃で反応
後、酢酸エチルにより抽出を行った。これを
蒸発乾固した後、EtOH に再溶解し、UPLC-MS
を用いて EET 及びその代謝産物であるDHET
を検出した。 

sEH の脱リン酸化活性については、精製 sEH
を LPA と反応させ、その脱リン酸化反応で生
じる遊離リン酸をマラカイトグリーンアッ
セイによって検出した。合成基質である
4-methylumbelliferyl phosphateについては
ｓEHと反応させ、その脱リン酸化 体である
4-methylumbelliferoneの蛍光を励起330nm、
蛍光 465nm で検出した。 
 
細胞増殖の測定 
Hep3B 細胞に、WT、EH mutant、phosphatase 
mutant、N末端ドメイン、C末端ドメインを
過剰発現させ、細胞を一定数撒いた後、２日
後、４日後の細胞数をコールターカウンター
によって測定した。Wound healing assay は
チップの先で細胞を引っ掻き、その 5日後に
細胞移動による修復を観察した。 
 
４．研究成果 
BPA の PDI ドメインの相互作用部位の決定と
ドメイン間の相互作用 
BPA が PDI に結合して、イソメラーゼ活性を
阻害することは既に述べた通りであるが、当
該研究では PDI のどの部位に結合し、どのよ
うな機構で活性を阻害するのかを検討した。
PDI は a,b, b’,a’,c の 5 個のドメインからな
り、aと a’ドメインに CGHC の配列を持つイソ
メラーゼ活性中心が存在する。まずこれらを
ab, b’a’c, a, b, b’, a’c フラグメントに分け
て大腸菌で発現精製して BPA との結合性を
Biacore で検討した。その結果、ab, b’a’c, a, 
b’のフラグメントに BPA 結合性が見られた。
このことから結合には aと b’が重要であると
考えられた。次に ab, b’a’c,a, b, b’,a’, abb’a’, 
abb’, b’a’, b’, a’c (はそのドメインがない
ことを示す)フラグメントを発現精製して
BPA によるイソメラーゼ活性阻害を調べた。
このうち aと a’ドメインを含んでいるものに
活性が見られたが、b’ドメインを含むものに

のみ、BPA による活性阻害が見られた(図１)。
このことから、BPA が PDI の b’ドメインに結



 

 

合することで、そのイソメラーゼ活性を阻害
していることが明らかになった。さらに、a’c
フラグメントに b’を添加すると活性の増強が
見られ、この効果は bドメインでは見られな
いことから、b’ドメインは a’ドメインと相互
作用して、その三次構造に影響を及ぼしてい
ることが推測された。そこで、a’ドメインに
含まれるトリプトファン残基の蛍光を利用
して b’ と a’ ドメインの相互作用解析を行っ
た。その結果、通常 b’ と a’ は可変領域 x を
介して相互作用しているが、b’ に BPA が結合
することで、この動きが制限されることを解
明した(図２)。 

 
PDI ドメイン過剰発現またはノックダウン
による新規機能解析 

PDI の機能解析はラット脳下垂体由来細胞
GH3 を用いて行った。この細胞は甲状腺ホル
モン T3に応答して成長ホルモン GHを分泌す
る細胞として知られる。ところで、PDI を過
剰発現すると T3 応答が低下することは以前
から知られ、これは T3 が PDI にトラップさ
れて、甲状腺ホルモン受容体に結合できなく
なることによるPDI甲状腺ホルモンリザーバ
ー説が報告されている。代表者らの本研究に
よって T3 及び BPA の PDI への結合部位が明
らかになったことで、上記のメカニズムを検
討した。まず、GH3 細胞に様々な PDI 変異体
を発現して、甲状腺ホルモンの応答を GH の
発現で調べた。変異体としてはイソメラーゼ
活性中心の変異体である C/A Mt,及び BPA が
結合するそれぞれのドメイン欠損体 a,  b’
である。その結果、 b’の過剰発現では GH3
細胞の T3 応答に顕著な低下がみられた。一
方でa, C/A Mtでは低下が軽微であった。こ
のことから、これまで、PDI を過剰発現する
と甲状腺ホルモン応答が低下する原因は PDI
に T3 が結合してその細胞内の濃度が低下す
るためと考えられてきたが T3 の結合部位を
除去したb’でも T3 応答に影響があることか
ら、上記の説は否定された。一方、PDI のイ
ソメラーゼ活性中心を除去した C/A Mt の過
剰発現では影響が軽微であることから、甲状
腺ホルモン受容体の活性にはPDIのイソメラ
ーゼ活性が必要であることが証明された。本
研究では、このメカニズムについて検討した。

まず、PDI が関わっていることから、細胞の
酸化還元状態を調べた。まずチオール基の酸
化剤であるdiamideや過酸化水素を添加して
T3応答を検討したところ、低下がみられ、チ
オールの酸化は T3 応答を低下させることが
明らかになった。それに対して還元剤である
DTT の添加は影響を与えなかった。そこで核
内因子を酸化還元している因子を検索した
ところ、Ref-1 の可能性が示唆された。PDI
と Ref-1 を大腸菌で発現、精製して in vitro
で酸化還元を検討した。その結果PDIはRef-1
を酸化することが明らかとなった（図３）。

このことからGH３細胞においてPDIを過剰発
現するとRef-1の酸化が亢進して Ref-1 によ
る TR の還元が抑制されるためであると推測
された。一方でPDIのノックダウンを試みた。
RNAi 法で行ったが、通常の条件では十分な低
下が見られず、siRNA を何度か投与してやっ
と低下が見られた。しかし、予想に反して TR
の応答は低下した。 
 
ｓEH ドメインの機能解析及び新規基質の探
索 
sEH は N-末端側のホスファターゼ（PT）ドメ
インと C-末端側のエポキシドヒドロラーゼ
（EH）ドメインからなる。EHドメインの活性
についての内在性の基質はアラキドン酸の
エポキシ体（EET）であることは古くから知
られているが、PTドメインの活性に対する内
在性の基質は未知であった。本研究において、
4-methylumbelliferyl phosphateを基質に用
い、細胞から抽出した脂質による阻害実験さ
らには阻害画分の質量分析により、新規内在
性の基質として LPA を発見した。既にそれぞ
れのドメインの機能として、細胞増殖や血管
内皮増殖因子 VEGF の発現に関わることを明
らかにしている。さらにｓEH は一方の N-末
ともう一方の C-末が結合してダイマーを形
成していることが明らかになっている（図
４）。 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 
大腸菌を用いたヒトタンパク質のドメイン
干渉系の開発 
カナマイシン耐性のpET26と通常のアンピシ
リン耐性の pQE ベクターを用いて、大腸菌で
2つのタンパク質を同時に発現する系を作成
した。すなわち、まず 1個目のタンパク質を
発現するために、pET ベクターにcDNA 例えば
本研究の場合 PDI cDNA を導入しコンストラ
クトを作製し、大腸菌に導入し、カナマイシ
ンで選択をした。さらに導入された大腸菌を
用いてコンピテントセルを作製した。そこに
第二の因子であるPDIの bまたはb’ドメイン
の cDNA を導入した、アンピシリンで選択し
た。その結果、PDI と b または b’の同時発現
には成功したが、b,b’の発現によるPDI の発
現量への影響は観察されなかった。ヒトのタ
ンパク質では大腸菌でドメイン干渉は起こ
らないのかもしれない。そこで次にヒト培養
細胞を用いて検討した。 
 
PDI及びｓEHドメイン過剰発現によるヒト培
養細胞でのドメイン干渉 
ヒトHEK293細胞を用いてPDIのa’ドメインと
相互作用することが明らかになった b’と相互
作用しない bをそれぞれ発現して、内在性の
PDI の発現を調べた。b の発現では PDI の発
現量に変化がなかったが、b’の発現では顕著
な低下が見られ、哺乳細胞でもドメイン干渉
が起こる可能性が示唆された。さらに sEH に
おいて N-末端ドメイン、C-末端ドメインをそ
れぞれ発現したが、内在性のｓEHの発現量に
変化は見られなかった。 
 
まとめ 
本研究において、ドメイン間の相互作用が見
られた PDI をターゲットにすることにより、
哺乳動物でもドメイン干渉が起こることが
証明できた。しかし、低下率は不十分なので、
さらなる条件検討が必要と考えられる。 
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