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研究成果の概要： 
新規なアポトーシス誘導因子である Perchloric acid-soluble protein（PSP）の翻訳阻害作用は
本実験では認められなかった。PSPの C末端側に存在する IEIEAIAV 配列は核外移行シグナル
として機能し、N末端、C 末端側はそれぞれ核の異形、細胞死誘導抑制に関わる可能性を見いだ

した。Two hybrid screening によって PSP と相互作用する蛋白質の遺伝子が得られた。HRPT

について検討した結果、PSP と結合するが、HRPT 酵素活性に PSP は関与しなかった。PSP に対

する新たな抗体作製がきっかけとなり、PSP が複数の高次構造をとることを明らかにした。PSP

は肝臓組織中で３量体として存在し、蛋白質分解酵素に対して抵抗性があるが、培養細胞中 PSP

は単量体、もしくは３量体よりも大きな構造をとっており、蛋白質分解酵素に対する抵抗性は

低い。このような高次構造変化が PSP の多彩な性質に調節に関与している可能性があるが、生

理的な意義等詳細は今後、検討されなければならない。 
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１．研究開始当初の背景 
Perchloric acid-soluble protein（PSP）は脂
肪酸結合能、シャペロン活性、翻訳阻害活性
等を有する。また、PSP の過剰発現は細胞死
誘導につながることが明らかにされている
が、そのメカニズムは未解明である。PSP の
性質として細胞質および小胞体に存在し、小
胞体ストレスによって細胞核内に移行する。

PSP は約 137 のアミノ酸（分子量 14,303）か
らなるが、既知の機能ドメインが存在しない。
しかしながら、多くの生物種に相同性の高い
蛋白質が存在することから、重要な生理機能
を有することが推測されるが、詳細は不明で
ある。 
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２．研究の目的 
PSP の細胞死誘導作用が翻訳阻害の結果で
あるのか、また、PSPの変異体を作製し細胞
内局在性と細胞死の関係を明らかにする。酵
母 two hybrid screeningを用いて PSPと相
互作用のある分子を同定し、PSPの機能との
関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) PSPの翻訳阻害活性 
T7プロモーターの下流に GST遺伝子を組込
んだベクターを用い in vitro 転写、S35メチ
オニンを添加した網状赤血球蛋白質合成を
行なった。SDS-PAGE 後、合成された GST
をオートラジオグラフィーで検出した。翻訳
時に PSP を添加し、PSP の翻訳阻害活性を
検討した。 
(2) PSP欠損変異体の細胞内発現 
ΔN PSP（37-137）、ΔC PSP（1-125）、Δ
NΔC PSP（37-125）の GFP 融合発現ベク
ターを遺伝子組換えにより作製した。各ベク
ターをラット肝臓細胞株に遺伝子導入し、共
焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
(3) Yeast two hybrid screening 
PSP、ΔN PSP（37-137）、ΔC PSP（1-125）
遺伝子を bait 用のベクターに組換え、pray
用ベクターに肝臓 cDNA ライブラリーを組
換えた。それぞれを導入した酵母から得られ
たクローンをβ-GAL、5FOA、-Ura、3AT
の寒天培地でセレクションを行なった。得ら
れたクローンの遺伝子は DNA シーケンスに
よって同定し、哺乳動物 GST 発現ベクター
に組換えた。組換え GST 発現ベクターをラ
ット肝臓細胞株に導入後、GST-pull down法
を行なった。 
(4) PSPの高次構造 
抗 PSP 抗体を大腸菌で産生させたリコンビ
ナント PSP を抗原として作製した。肝臓ホ
モジネートおよびラット肝臓細胞抽出液を
Sephadex G-200を用いてゲル濾過クロマト
グラフィーを行なった。PSPの蛋白質分解酵
素耐性の試験は、protease Kで各サンプルを
処理した後、抗 PSP抗体を用いて PSPを検
出した。 
 
４．研究成果 
(1) PSPの翻訳阻害活性 
PSP に翻訳阻害活性があることが報告され
ているが、本実験ではその活性が認められな
かった。PSPの翻訳阻害作用の有無について、
再検討される必要がある。 
 
(2) PSP欠損変異体の細胞内発現 
GFP と融合した PSP を発現するベクターをラ
ット肝臓細胞に導入した結果、蛍光を発する
多くの細胞は浮遊したが、一部の細胞はディ
ッシュに付着したままであり観察可能であ

った。 

GFP-PSP は細胞核外に、PSP-GFP は細胞質お
よび細胞核内で発現が認められた（図１）。
PSP の C 末端には核外輸送シグナルに似た配
列（IEIEAIAV）が存在する。この配列を GST
に融合させたリコンビナント蛋白質を精製
し、蛍光標識後に細胞に導入した結果、GST 
の細胞核外への以降が認められた（図２）。

一方、欠損変異体 PSP を細胞で発現させた場
合、GFP-ΔN PSP を発現する細胞では細胞核
の形態に異常が認められ、ΔN PSP-GFP を発
現する細胞は細胞の形態が異常であった。
GFP-ΔC PSP を発現する細胞は検出できなか
ったが、ΔC PSP-GFP は細胞質でドット状に
認められた。PSP のペルオキシソーム局在を
示す報告がある。ドット状に観察された PSP



 

 

はペルオキシソームに移行している可能性
があるが、検討される必要である。ΔNΔC 
PSP-GFPは細胞全体に発現し、細胞の形態
は異常であった。先に示した PSP の C 末が細
胞核外以降シグナルに関わっていることを
考慮すると、PSP は C 末端側以外に核外以降
シグナルを有している、もしくは N末端側に
ペルオキシソーム等他の細胞内小器官移行
シグナルを有していると推測される。また、
N末端側を欠損した場合にはいずれの場合に
も細胞の形態に異常が認められ、N末端側が
PSP の細胞死誘導作用を抑制する性質を有し
ている可能性がある。 
 
(3) Yeast two hybrid screening 
bait に完全長の PSP を用いた場合、得られた
クローンはすべて PSP 遺伝子であった。N末
端欠損および C末端欠損 PSP を bait にして
スクリーニングを行なった。C末端欠損 PSP
を導入した場合にはクローンを得ることが
出来なかった。②の実験において GFP-ΔC PSP
の発現が動物細胞内で認められない結果に
関連する可能性が
ある。一方、N末端
欠損 PSP を bait に
した場合に得られ
たクローンには、
PSP 遺伝子以外の
遺伝子が認められ
た（表）。 
Hypoxanthine phoshoribosyl trasferase 
(HPRT)と PSP の結合を GST pull down 法で確
認されたが、PSP は HPRT 活性に影響を与えな
かった。他の遺伝子と PSP の相互作用は今後、
検討されなければならない。 
 
(4) PSPの高次構造 
これまで PSP の検出に用いてきた抗 PSP 抗体
の残量が少なくなったため、新たに、抗体を
作製する必要があった。これまで使用した抗
体（αPSP-rat）の抗原はラット肝から精製
した PSP であり、新たに作製した抗体（α
PSP-rec）は大腸菌で産生させたリコンビナ

ント PSP を精製して用いた。作製したα
PSP-rec のチェックを行なった結果、これま
で使用してきたαPSP-rat の結果と一部異な
る結果が培養細胞を用いた結果で得られた。
培養細胞中（ラット肝臓細胞株, RLN-10; ラ
ット腎臓細胞株, NRK-52E）の PSP はα
PSP-rat で検出されるが、新たに作製したα
PSP-rec ではほとんど検出されない。一方、
肝臓や他のラット組織を用いた場合にはこ
のような違いは認められなかった（図３）。 
PSP の三次構造はスクレイピー型プリオンタ
ンパク質（PrP(Sc)）と酷似している。通常、
プリオンタンパク質は正常型（PrP(C)）の構
造をとっているが、弧発的、もしくは PrPSc
との接触によって PrPC から PrPSc への構造
変化が起こり不溶化・蓄積し、海綿状脳症発
症につながる。PSP の高次構造が複数存在す
る可能性を明らかにするため、培養細胞中と
肝臓組織のホモジネートをゲル濾過クロマ
トグラフィーで分離し、それぞれの高次構造
を比較した。その結果、肝臓組織中の PSP は
三量体とほぼ一致する分子量のピークとし
て認められ、一方、培養細胞中 PSP は単量体、
もしくは三量体よりも大きな分子量と一致
するピークとして認められた（図４）。 

プリオンタンパク質の蛋白質分解酵素に対
する耐性は高次構造により変化する。PrP(C)
は耐性が低く、PrP(SC)は耐性が高い。PSP に
ついて、蛋白質分解酵素の耐性を検討した結
果、肝臓中 PSP は耐性が高いのに対して、培
養細胞中 PSP は耐性が低かった（図５）。 
三量体 PSP の結晶構造解析が報告されており、
PrP(Sc)と類似するのは三量体 PSP の場合で
ある。すなわち、PSP は単量体もしくは三量
体よりも大きな構造をしている場合は
PrP(SC)と大きく異なる高次構造をしており、
蛋白質分解酵素の耐性が低いことが推測さ



 

 

れる。 
 
PSP 蛋白質の過剰発現は細胞死を誘導するが、
生体内、特に肝臓や腎臓では発現量が高い。
これらの組織において PSP が細胞毒性を発揮
しない原因が不明であったが、PSP の高次構
造に起因する可能性を見いだした。 
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