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研究成果の概要（和文）：　タンパク質の翻訳後修飾としてのチロシン硫酸化は、ゴルジ体の2種類の膜結合酵
素Tyrosylprotein Sulfotransferase (TPST)によって触媒される。本研究では、結晶構造解析の未決定のヒト
hTPST1の精密な立体構造を基質ペプチドとの複合体として決定した。いずれの基質ペプチドもL字型に折れ曲が
り、hTPST1の深い溝に結合していた。また、3種類のゼブラフィッシュzTPST遺伝子の発現をダブルまたはトリプ
ルノックダウンした結果、胚発生が停止して生育途中で致死に至る胚が多数観察された。これらのことから、
TPSTは正常な発生において重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Tyrosylprotein sulfotransferases (TPSTs) are enzymes that catalyse 
post-translational tyrosine sulfation of proteins and membrane proteins located in the trans Golgi 
network. In humans, there are two TPST isoforms, designated hTPST1 and hTPST2. We reported the 
crystal structure of hTPST2. In this research project, we focused on the crystal structure of hTPST1
 complexed with two substrate peptides that are catalysed by hTPST1 with significantly different 
efficiencies. hTPST1 appeared to recognize the substrate peptide in a deep cleft by using a short 
parallel β-sheet type interaction, and the bound peptide forms an L-shaped structure in the same 
way as hTPST2.
 We knocked down TPST isoform genes in zebrafish and analyzed the effects of TPST deficiency on 
morphological development. TPST2 knockdown zebrafish resulted in a bent body trunk phenotype, and 
triple TPST knockdown led to lethal. These suggest that TPST plays an important role during 
zebrafish development.

研究分野：農芸化学・応用生物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 タンパク質は、細胞内でつくられた後、
様々な修飾を受けることで、その働きが制御
される。この一例として、タンパク質に含ま
れるチロシン残基に硫酸基がつけられる修
飾（硫酸化修飾）を受けると、そのタンパク
質の働きが大きく変わることが知られてい
る。この硫酸化修飾の報告は、これまでに 62
種類のタンパク質のみであるが、ヒトにおけ
る生体防御機構において、重要な役割をして
いる。例えば、抗体の異物認識、白血球の炎
症部位への移動、補体因子の活性化などであ
る。その一方で、ヒト細胞表面に存在する受
容体タンパク質（ケモカインレセプター）に
つけられたチロシン硫酸基は、エイズや手足
口病などの原因ウイルスがヒト細胞へ感染
する際の目印として使われる。また、単球の
セレクチンの硫酸化が動脈硬化病変への集
合に関与していることが報告されている。 
	 これらの硫酸基をつける反応（硫酸化修
飾）を行っているのが、タンパク質チロシン
硫酸転移酵素(TPST)であり、硫酸基供給源は
活性硫酸(PAPS)である。この TPST は、トラ
ンスゴルジネットワークに局在する膜結合
型酵素で、これまでに、この酵素が働くメカ
ニズムはほとんど知られていなかった。特に、
この酵素が硫酸基をつけるタンパク質とつ
けないタンパク質をどのようにして選別し
ているのかが、大きな謎であった。 

図１．タンパク質の翻訳後修飾としてのチロシン硫酸化

は、トランスゴルジ体に存在する TPST により触媒され
る。硫酸化されるタンパク質中のチロシンの周辺には、

酸性アミノ酸が多く存在する。 
 
	 この酵素 TPST とターゲットとなるタンパ
ク質を硫酸化修飾するメカニズムを明らか
にするために、この酵素とターゲットタンパ
ク質が結合している状態の立体構造を、Ｘ線
結晶構造解析により原子レベルで解明する
ことに成功した。その結果、この酵素は二量
体を形成し、その二量体の間につくられる奥
深い溝の部分でターゲットとなるタンパク
質のチロシン残基部分を結合して、その部分
で特異的に硫酸基をつけていることが判明
した。また、硫酸化修飾を受ける部分は、特
徴的なＬ字型に 90 度折れ曲がっていた。こ
の構造が決定されたことにより、これまで謎
であったターゲットとなるタンパク質の選

別方法が明らかになった。この成果は、2013
年 3月 Nature Communicationsに掲載された。 
	 TPST の立体構造が明らかになり、そのタ
ーゲットとなるタンパク質の認識方法が分
かったことで、この酵素に対する阻害剤の開
発が可能になった。硫酸基がつくことによる
タンパク質の機能変化は、様々な生命現象に
関わっている。したがって、特異的な阻害剤
が開発できれば、ウイルス感染予防を目的と
した薬としての利用だけでなく、生体防御反
応の制御など、新しいタイプの医薬品として
応用が期待できる。 
	 硫酸化修飾を担っている TPST は、ヒトに
は hTPST1と hTPST2の 2種類が存在し、様々
なタンパク質に対する硫酸化反応を分担し
ていると考えられている。これまでに、我々
は、hTPST2の立体構造を分解能 1.6Åの高分
解能で報告した（Teramoto, Suiko, et.al, Nature 
communication, 2013）。今回は、hTPST1につ
いて絞り込み、精密な立体構造を決定するこ
とで、TPST が様々なタンパク質に対して硫
酸化を行うメカニズムについて明らかにし
た。 
	 また、TPST の特異的阻害剤の探索を既存
の食品成分ライブラリーを用いることによ
って行った。さらに、チロシン硫酸化は生物
界に広く存在する翻訳後修飾であることか
ら、ゼブラフィッシュをモデルとして、TPST
ノックダウン個体のより詳細な表現型解析
および二重・三重ノックダウン個体の表現型
解析より TPSTの詳細な in vivoにおける生理
機能を明らかにした。 
 

1. ２．研究の目的 
	 本研究では、結晶構造解析が終わっていな
い hTPST1 の精密な立体構造をまず決定し、
TPST が様々なタンパク質に対して硫酸化を
行うメカニズムの解明を行った。計画は以下
の４つからなる。 
1）hTPST1 の発現系構築において、触媒部位
以外（膜結合領域）を欠くことにより、E.coli 
による可溶性変異酵素の大量発現系の構築
を行った。 
2）hTPST1の X線結晶構造解析を行った。 
3）ウイルス感染予防を目的とした薬として
の利用だけでなく、生体防御反応の制御など、
新しいタイプの医薬品として応用が期待で
きる TPSTの特異的阻害剤の探索を行った。 
４）ゼブラフィッシュをモデルとした TPST
遺伝子ノックダウンによる生理機能解析を
行った。 
 

2. ３．研究の方法 
（1）ヒト TPSTの構造と機能に関する解析 
	 ワイルドタイプのヒト TPST は膜タンパク
質で水に難溶性で、精製が不可能であった。
しかし、hTPST2 の発現系構築において、触
媒部位以外（膜結合領域）を欠くことにより、
E.coli による可溶性の hTPST-2変異酵素の発
現系の構築に成功した（Teramoto, Suiko et.al, 



Nature communication, 2013）。この発現系を
hTPST1 にも応用した。hTPST1 は、大腸菌
(Origami(DE3))を用い、シャペロン(GroES-EL)
と共発現することで、可溶性タンパク質とし
て大量発現した。その後、各種クロマトグラ
フィーによる精製を行い安定した収量を得
た 。 反 応 後 生 成 物 で あ る
3’,5’-Phosphoadenosine phosphate (PAP)と基質
となる補体 C4 タンパク質からデザインした
11 残基のペプチド(C4 ペプチド)との共存下
で結晶を得た。この結晶を用いて X線回折実
験を行い、分解能 1.6Åの回折データを得た。
hTPST2 をテンプレートとした分子置換法に
より位相を決定し、構造精密化を行い、
hTPST1-PAP-C4 ペプチド複合体として立体
構造を決定した。 
	 次に、hTPST2および hTPST1の立体構造の
情報を基に、hTPST1 を大腸菌で変異酵素を
作成し、構造と活性の関係を考察した。特に、
酵素タンパク質の 78 および 195 番目のアル
ギニン、158 番目のリジン、191 および 285
番目のセリン等を中心にアラニンに変換し
変異酵素を調製した。活性を測定して、TPST
の触媒活性と基質認識に必要なアミノ酸残
基の特定を行った。 
 
（2）ヒト TPSTの特異的阻害剤の探索 
	 hTPST2 のターゲットサイトが決定できて
いるので、当研究室に多く保存している食品
の機能性成分を使用して、網羅的にアッセイ
を行い、hTPST2 の特異的阻害剤の探索を行
った。 
	 リコンビナント TPST酵素は、pET15b発現
ベクターを用いて大腸菌 Origami (DE3)に発
現させ、Ni-NTA にて精製した。基質には、
Z-Glu-Tyr および生体内基質モデルとして
P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)のチ
ロシン硫酸化部位を含んだ PSGL-1 ペプチド
を使用した。 PSGL-1 基質ペプチドは
pGEX4T-1発現ベクターを用いて大腸菌BL21
に発現させ、逆相クロマトグラフィーによっ
て精製した。TPST 酵素活性は、放射活性標
識 PAP[35S]を硫酸供与体として酵素反応を行
い、薄層クロマトグラフィーにて反応産物の
分離を行い、 [35S]標識された酵素反応産物の
放射活性にて測定した。 
 
（3）ゼブラフィッシュをモデルとした TPST
遺伝子ノックダウンによる生理機能解析 
	 ゼブラフィッシュはモルフォリノアンチ
センス RNA を用いた個体レベルの遺伝子抑
制法が確立されている。我々は、本学のフロ
ンティア科学実験総合センターの剣持教授
の協力で TPST 遺伝子ノックダウン実験を実
施した。合成オリゴをマイクロインジェクシ
ョンによりゼブラフィッシュの受精卵に導
入し、初期発生における３種の TPST の機能
阻害実験からチロシン硫酸化の in vivoにおけ
る生理機能を明らかにした。さらに、２種及
び３種の合成オリゴを組み合わせ、同時に二

つ以上の TPST 遺伝子の機能阻害実験も実施
した。 
 

3. ４．研究成果 
（1）ヒト TPSTの構造と機能に関する解析 
	 2 種類の基質ペプチドと hTPST1 の複合体
の立体構造を決定し、hTPST1 が様々な基質
タンパク質を硫酸化する機構を明らかにし
た。いずれの基質ペプチドも L字型に折れ曲
がり、hTPST1の深い溝に結合していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．TPSTとターゲットタンパク質が結合した立体構造 
 
硫酸化機構は、hTPST2とほぼ同様であった。
即ち、柔らかい構造をしたターゲットタンパ
ク質は、hTPSTの深い溝の奥に入り込み、さ
らに 90 度折れ曲がることで活性部位の適切
な位置に結合して、硫酸化修飾を受けること
出来た。しかし、チロシン硫酸化されない硬
い構造をしたタンパク質は、この溝に入るこ
とが出来ず、硫酸化修飾を受けることは出来
なかった。また、hTPST1 が持つ深い溝表面
には、プラスの電荷が多数準備されていて、
ターゲットとなるタンパク質のマイナスの
電荷を持った部分を特異的に認識していた。 
 
	 次に、hTPST2および hTPST1の立体構造の
情報を基に、hTPST1 を大腸菌で変異酵素を
作成し、構造と活性の関係を考察した。特に、
酵素タンパク質の 78 および 195 番目のアル
ギニン、158 番目のリジン、191 および 285
番目のセリン等を中心にアラニンに変換し
変異酵素を調製した。活性を測定して、TPST
の触媒活性と基質認識に必要なアミノ酸残
基の特定を行った。その結果、TPST 変異酵
素は、R78A、K158Aなどいくつかの酵素で、
活性の著しい低下が確認された。TPST の触
媒活性と基質認識に重要なアミノ酸残基の
いくつかが明らかになった。これらの結果よ
り、TPST の触媒反応及び基質認識に重要な
アミノ酸残基が特定され、今後は工業的なチ
ロシン硫酸化タンパク質の効率的生産を目
的に、触媒能を高めた TPST や、基質特異性
を改変した TPST を開発できる可能性が示さ
れた。 
 
（2）ヒト TPSTの特異的阻害剤の探索 
	 スクリーニングの結果、オレアノール酸や
β-カロテンなどいくつかの食品機能性成分が
TPST 活性阻害作用を持つことが明らかとな



った。さらに、β-カロテンにおいては、その
阻害様式を確認した。これらの研究結果から、
食生活の改善や機能性食品により TPST 活性
を制御することでウイルス感染防御や免疫
システムを強化できる可能性が示唆された。 
 
（3）ゼブラフィッシュをモデルとした TPST
遺伝子ノックダウンによる生理機能解析 
	 ゼブラフィッシュには、3 種類の TPST が
存在する。ゼブラフィッシュの受精卵にモル
フォリノアンチセンスオリゴを注入し、3 種
類の TPST 遺伝子の発現を抑制した。その結
果、zTPST1および zTPST1-likeの抑制胚では、
脳構造に異常が見られた。また、zTPST1-like
の抑制では、尾の先端が屈曲し、zTPST2 で
は体幹全体が湾曲した。さらに、3 種類の
zTPSTの発現をダブルノックダウンまたはト
リプルノックダウンした結果、各 zTPST遺伝
子の抑制において見られた表現型が同時に
観察され、胚発生が停止して生育途中で致死
に至る胚が多数観察された。これらのことか
ら、TPST は正常な発生において重要な役割
を果たしていることが示唆された。 

図３．ゼブラフィッシュの受精卵にモリフォリノアンス

センスオリゴを注入し、3 種類の TPST の遺伝子発現を
それぞれ抑制した。TPST のトリプルノックダウンは、
胚発生が停止して生育途中で致死に至った。 
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