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研究成果の概要（和文）：分泌タンパク質の多くは、シグナルペプチドと呼ばれる疎水性の高い

ペプチド鎖を有し、粗面小胞体からゴルジ装置を通る、いわゆる古典的分泌経路を通って細胞

の外に分泌される。一方いくつかのシグナルペプチドを持たないタンパク質（リーダーレスタ

ンパク質）が、未知の経路で細胞外に分泌されることが報告されているが、その分子機構は明

らかではない。我々は、細胞質プロテアーゼ、nardilysin (NRDc)がリーダーレス分泌タンパク

質のひとつであり、細胞内外で異なる機能を持つことを明らかにした。本研究では、NRDc の

非古典的分泌機序の解明を試み、同分泌がリン酸化に依存することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Several “leaderless” proteins, which lack a consensus signal sequence, 

are secreted through unconventional secretory pathways. The mechanism by which leaderless 

proteins cross cell membranes is poorly understood. We have shown that nardilysin 

(N-arginine dibasic convertase: NRDc), a leaderless zinc peptidase, has localization-dependent 

multiple functions. Here, we demonstrate that the phosphorylation of NRDc is involved in the 

secretion.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 分泌タンパク質のほとんどは、そのアミノ
末端（例外的にその内部）のシグナルペプチ
ドを介して小胞体に取り込まれ、小胞体から
ゴルジ体を通る古典的分泌経路を介して細
胞外に分泌される。一方、シグナルペプチド
を持たないタンパク質（以下、リーダーレス
タンパク質）、例えばFGF2や IL-1b、HMGB1

などが、古典的分泌経路とは異なる経路を介
して細胞外に分泌されることも明らかにな
っているが、その分子機構は明らかではない。
リーダーレスタンパク質は、そのユニークな

多機能性、すなわちひとつのタンパク質が細
胞の内外で全く異なる、しかしながら関連し
合う機能を有することで、より複雑な作用を
可能にしているという面でも注目されてい
る（Nat Rev Mol Cell Biol, 2009）。 

 我々が増殖因子 HB-EGF の細胞表面受容
体として同定した、メタロプロテアーゼ M16

ファミリーの nardilysin (NRDc)もリーダー
レスタンパク質のひとつである (Nishi 他 

EMBO.J,2001)。NRDc は主に細胞質に存在
する可溶型酵素だが、非古典的分泌経路を通
り分泌される。哺乳類のタンパク質で唯一
NRDc と有意な相同性を持つ、同じ M16 フ
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ァミリーの IDE (insulin degrading enzyme) 

も同様の挙動を示す。我々は、NRDc が細胞
表面で膜タンパク質の細胞外ドメインシェ
ディングを増強することを報告してきた
（Nishi 他 JBC,2006 など）。さらに NRDc

欠損マウスの解析より、NRDc がニューレギ
ュリンのシェディングを介して、中枢および
末梢神経の軸索・髄鞘形成を司ることを明ら
かにし、NRDc が個体レベルにおいても、シ
ェディング調節因子として重要であること
を明らかにした（Ohno et.al. Nat. Neurosci. 

2009）。細胞外におけるシェディング増強機
能に加え、最近我々は NRDc が細胞質から核
に移行し転写調節に関わっていることも明
らかにし（未発表データ）、NRDc が細胞内
外の異なる機能によって、例えば、「細胞外
における TNF-alpha のシェディング増強」
と、「核内における NFkB 活性増強」を介し
て、二方向から炎症反応を進めている可能性
（2 ページ図参照）を示唆し、欠損マウスの
表現型も NRDc の多機能性を裏付ける表現
型を呈している。以上の背景と研究成果をも
とに、我々は「リーダーレスタンパク質、特
に M16 ファミリー分子の非古典的分泌機序
の解明および、同分子の局在に応じた多機能
性と、その生物学的意義の解明」を最終目的
として研究を進める。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、NRDc をモデルとしてリーダ
ーレスタンパク質の非古典的分泌機序の解
明および、分子局在に応じた多機能性と、そ
の生体における意義を明らかにすることを
最終目的とした。具体的には、(1) NRDc の
分泌検出アッセイの確立および、分泌誘導
シグナルを明らかにすること、(2) 非古典
的分泌経路との関連が示唆されている既知
分子（caspase-1, GRASP, オートファジー
関連分子、ABC タンパク質、HB-EGF な
ど）の関与を明らかにすること、(3) NRDc
分泌との関連が推測される翻訳後修飾（リ
ン酸化、アセチル化、イソプレニル化など）
の意義の検討、(4) NRDc, IDE の非分泌
型・非核移行型変異体の探索、などを目的
にした。 
 

３．研究の方法 

 
(1) NRDc の分泌検出アッセイの確立およ
び、分泌誘導シグナルを明らかにすること： 
 NRDc は分泌されて細胞表面に留まる分
画と培地中に放出される分画に分かれる。
細胞表面分画については、ビオチン化した
細胞表面タンパク質をアビジンビーズで回
収後、抗 NRDc 抗体ウェスタンブロットに
て検出した。 

 培地中のヒト NRDc については我々が
開発した高感度測定系（抗 NRDc モノクロ
ーナル抗体サンドイッチ ELISA、測定感度
50pg/ml）を用いた。 
 
(2) 非古典的分泌経路との関連が示唆され
ている既知分子関与の検討： 
 Caspase-1 のセリンプロテアーゼ活性が
非古典的分泌に必要だと報告されている。
Caspase-1 特異的阻害剤 YVAD の NRDc
分泌に対する効果を検討。その他の分子、
例えば GRASP や ABC ファミリー分子に
ついては、過剰発現系あるいは遺伝子ノッ
クダウンを用いて検討する。 
 
(3) NRDc 分泌との関連が推測される翻訳
後修飾の検討： 
 リン酸化、アセチル化、イソプレニル化
などの特異的な阻害あるいは活性化方法と
NRDc 分泌アッセイを組み合わせて検討し
た。 
 
(4) NRDc, IDE の非分泌型・非核移行型変
異体の探索： 
 NRDc, IDE の酵素活性欠損型など各種
変異体の分泌を過剰発現系を用いて検討し
た。予備実験から、リン酸化が分泌を制御
している可能性が示唆されたため、質量分
析を用いて、NRDc 自身がリン酸化されて
いるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) NRDc の分泌検出アッセイの確立およ
び、分泌誘導シグナルを明らかにすること： 
 COS7 やマウス胎児由来線維芽細胞のみ
ならず、ラット初代心筋細胞、マウス初代
褐色脂肪前駆細胞など様々な細胞腫を用い
て NRDc 分泌を誘導する刺激を検討した
ところ、ホルボールエステル、IL-6 などが
NRDc 分泌を誘導することが明らかになっ
た。 
 一方、フォルスコリンなどで PKA を活
性化させると、NRDc 分泌が強く誘導され
ることが明らかになった。この結果から、
NRDc 自身がリン酸化されるかどうか、リ
ン酸化が分泌を制御していないかどうか、
について検討した（下記(3)に記載）。 
 
(2) 非古典的分泌経路との関連が示唆され
ている既知分子関与の検討： 
 Caspase-1特異的阻害剤YVADはNRDc
の分泌を阻害しなかった。また、ABC ファ
ミリー分子、ABCA1, B1, G1 を過剰発現さ
せた細胞で、NRDc 分泌に有意な変化は認
めなかった。以上から、これら非古典的分
泌経路との関連が示唆されている既知分子



 

 

群は、NRDc 分泌制御には関わっていない
可能性が示唆された。 
 
(3) NRDc 分泌との関連が推測される翻訳
後修飾の検討： 
(4) NRDc, IDE の非分泌型・非核移行型変
異体の探索： 
 
 NRDc 自身のリン酸化が、分泌制御に関
与している可能性を検討するため、まず in 
vitro kinase assay を用いて、PKA が
NRDc をリン酸化するかどうかを検討した
ところ、明らかなリン酸化を認めた。次に、
質量分析を用いて NRDc が 10 カ所以上で
リン酸化されていることを明らかにした。
さらに、これらのリン酸化部位をアラニン
に置換して、非リン酸化変異体を作製した
ところ、全てのリン酸化部位をアラニンに
置換した変異体の分泌は有意に低下するこ
とが明らかになった。以上から、NRDc の
分泌が、自身のリン酸化に依存することが
明らかになった。 
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