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研究成果の概要（和文）：タンパク質を構成するプロリン残基の異性化反応は、タンパク質の構造形成と機能発現に重
要である。本研究は、シス型プロリン残基をもつ分泌タンパク質の品質管理における異性化の役割解明を目的とした。
以前我々がシス型プロリン残基４個の存在を見出したADAMTS13-MDTCSドメインをモデルタンパク質として利用した。培
養細胞およびマウスを用いた実験から、MDTCSドメインの分泌には小胞体cyclophilin Bによるプロリン異性化が重要で
あることが分かった。また、少なくとも一部のcyclophilin Bは小胞体関連分解（ERAD）タンパク質複合体と結合し、E
RADに関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Catalysis of cis-trans isomerization of proline residues is often necessary for 
proper protein folding and function. This study was aimed at understanding the functional importance of 
the proline isomerization in the quality control of secretory proteins. We used MDTCS domains of ADAMTS13 
that contain four proline residues in the cis form as a model protein. As the results using cultured 
cells and mice, it was revealed that the proline isomerization catalyzed by cyclophilin B in the 
endoplasmic reticulum was important for secretion of the MDTCS domains. At least a subset of cyclophilin 
B molecules were associated with the protein complexes involved in endoplasmic reticulum-associated 
degradation.

研究分野：血栓止血学、細胞ストレス応答学
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１．研究開始当初の背景 
 成熟したタンパク質では、プロリン残基Ｎ
末端側のペプチド結合がシス型になってい
ることがある。プロリン残基のシス-トラン
ス異性化は、peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase（PPIase）という一群の酵素によ
って触媒される反応であり、そのタンパク質
の立体構造形成（フォールディング）と機能
発現にとって重要である。 
 我々は以前、分泌型メタロプロテアーゼ
ADAMTS13 において基質認識を担う DTCS ドメ
インの立体構造を決定し、シス型プロリン残
基４個を同定した。血漿 ADAMTS13 活性の低
下は血栓性血小板減少性紫斑病（thrombotic 
thrombocytopenic purpura; TTP）の原因と
なる。我々は先天性 TTP 患者の約 50 家系に
ADAMTS13 遺伝子変異を発見したが［PNAS 99, 
11902 (2002); JTH 9, 1654 (2011); 他］、
変異の多くは ADAMTS13 の細胞外分泌不全を
もたらすことから、合成された変異体は小胞
体のタンパク質品質管理機構である小胞体
関 連 分 解 （ endoplasmic 
reticulum-associated degradation; ERAD）
で処理されると考えられる。 
 ERAD は小胞体膜や内腔に生じた構造異常
タンパク質を積極的に分解処理する細胞機
能である。異常タンパク質を正常タンパク質
と区別して認識し、それを細胞質に輸送し、
プロテアソームに分解させる。これらの過程
では多数のタンパク質が協調的に機能する。
最近我々は ERAD に関連する遺伝子のノック
アウトマウス３系統を作製し、Herp 欠損マウ
スは小胞体ストレスに対して脆弱であるこ
と、Derlin-1 欠損は胎性致死となり、
Derlin-3 欠損は正常に発育することを示し
た［PLOS ONE 7, e34298 (2012)］。 
 PPIase に分類される酵素のうち、
cyclophilin B（CypB）は小胞体におけるタ
ンパク質フォールディングに重要である。
ERAD では、内腔に生じた異常タンパク質を細
胞質に輸送する際に、高次構造をほどく必要
がある。このときに CypB のプロリン残基異
性化活性が役立つ可能性がある。しかし、
CypB の関与を想定した ERAD 研究は国内外と
も見当たらない。 
 
２．研究の目的 
 ADAMTS13 におけるシス型プロリン残基の
存在と重要性を我々は見出し、一方でタンパ
ク質品質管理における PPIase に関する知見
が乏しいという現状を考慮し、本研究、すな
わち小胞体における PPIase の働きをタンパ
ク質のフォールディングと ERAD の両面から
解析するという計画を立案した。 
 この研究計画では、これまでに我々が研究
対象としてきた ADAMTS13 や Herp 等に関する
試料と知見が格好の研究ツールとなる。そこ
で、シス型プロリン残基をもつ分泌タンパク
質のモデルとして ADAMTS13 を利用し、分泌
タンパク質のフォールディングに対する

CypB 等の寄与を解析する。医学分野にも貢献
できる成果を想定しながら、シス型プロリン
残基をもつ分泌タンパク質に対する小胞体
の品質管理機構を、フォールディングと分解
処理の両面から明らかにしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 まず、シス型プロリン残基をもつ分泌タン
パ ク 質 の モ デ ル と し て 組 換 え
ADAMTS13-MDTCS ドメイン（MDTCS）を利用し、
そのフォールディングに対する PPIase の関
与を調べた。正常にフォールディングした
MDTCS の量は、細胞外に分泌された MDTCS 量
の測定で見積もることができる。MDTCS を恒
常的に発現する CHO 細胞を、cyclophilin 阻
害剤であるシクロスポリンA存在下で培養し、
培地に蓄積する MDTCS 量を抗体および
ADAMTS13 特異的合成基質で定量した。一方、
FKBP（cyclophilin 群と異なる PPIase 群）阻
害剤である FK506 の効果も調べ、MDTCS の分
泌が PPIase 群の中でも cyclophilin 群に特
異的であるか否かを検討した。また、小胞体
PPIase である CypB の発現を抑制する siRNA
で同細胞を処理し、MDTCS の分泌量に対する
影響を調べた。 
 次に、MDTCS 発現細胞に CypB および不活性
型 CypB（R95A 変異体）を過剰発現させ、MDTCS
分泌量への影響を検討した。また、CypB の
siRNA 存在下、あるいはシクロスポリン A 存
在下で MDTCS 発現細胞を培養し、MDTCS の分
泌や細胞内蓄積等を調べ、小胞体関連分解
（ERAD）阻害処理の影響も解析した。 
 さらに、マウス個体に対するシクロスポリ
ン A の効果を調べるため、シクロスポリン A
を腹腔投与後、経時的にマウス血液を少量採
取し、ADAMTS13 活性を測定した。 
 また、CypBとERADの関連性を調べるため、
マウス肝臓の ERAD 関連タンパク質複合体を
タンパク質科学的に分析した。マウス腹腔に
ツニカマイシンを投与することで肝臓に小
胞体ストレスを与えたのち、肝臓を摘出し、
その小胞体膜画分を調製した。界面活性剤で
可溶化し、種々の抗体を用いて共免疫沈降実
験を行った。 
 
４．研究成果 
 MDTCS を恒常的に発現する CHO 細胞を、
cyclophilin 阻害剤であるシクロスポリン A
存在下で培養し、培地に蓄積する MDTCS 量を
抗体および ADAMTS13 特異的合成基質で定量
した結果、シクロスポリン Aの用量依存的に
MDTCS の分泌量が減少することが明らかにな
った。一方、FKBP 阻害剤である FK506 の効果
は弱かったため、MDTCS の分泌は PPIase 群の
中でもcyclophilin群に特異的であると考え
られた。次に、CypB に対する siRNA で同細胞
を処理した結果、CypB の細胞内発現量の減少
とともに、MDTCS の分泌量も減少した。細胞
質の代表的 PPIase である CypA に対する
siRNA 処理では、CypA の発現量は減少したも



のの、MDTCS の分泌量はほとんど影響を受け
なかった。したがって、MDTCS の正常な分泌
にはプロリン残基のシス化が必要であり、そ
の反応は主に CypB が担うことが明らかにな
った。 
 MDTCS 発現細胞に CypB および不活性型
CypB（R95A 変異体）を過剰発現させても、
MDTCS 分泌量は変化しなかった。小胞体に内
在する CypB 量は十分であり、不活性型 CypB
は正常 CypBの働きを阻害しないらしい。CypB
の siRNA 存在下、あるいはシクロスポリン A
存在下で培養したMDTCS発現細胞では、MDTCS
の分泌量は減少するものの、細胞内には蓄積
しておらず、ERAD 阻害処理でも細胞内の量は
変化しなかった。つまり、CypB 機能低下に伴
う MDTCS 分泌量の減少に ERAD は強く関わっ
ていない可能性が考えられた。 
 マウス個体に対するシクロスポリンA投与
の効果を、血中 ADAMTS13 活性を指標にして
調べたが、非投与群に比べて有意な差は見ら
れなかった。 
 マウス肝臓の ERAD 関連タンパク質複合体
を分析した結果、少なくとも一部の CypB は
小胞体で複数種の ERAD 複合体と結合してい
ることが明確になった。つまり、ERAD を構成
する機能的段階のいずれかに CypB が関与す
ることが示唆された。 
 小胞体 CypB の活性を阻害するシクロスポ
リンは、免疫抑制剤として使用されている。
ADAMTS13遺伝子異常を伴わないTTP関連疾患
として臓器移植後血栓性微小血管症が問題
になっているが、発症機序は不明であり、免
疫抑制剤が関与する可能性もある。また、TTP
発症原因の多くを占める抗 ADAMTS13 自己抗
体の産生に ADAMTS13 のシス型プロリン残基
が関与する可能性もある。将来、本研究の成
果が医学分野に貢献することが期待される。 
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