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研究成果の概要（和文）：  エンドサイトーシスに必要な配列は高度に保存される FD/ENPVY配

列である。本研究では FD/ENPVY配列を有する未同定のレセプターのリガンドを精製・同定する

ことを目的とした。BLST解析した結果、10数個のタンパクが抽出され、最もその機能や性質が

不明な CUB and sushi multiple domainタンパクを本研究でモデルとして用いた。CUB and sushi 

multiple domainタンパクを his-mycタグと融合させて、myc抗体カラムを用いてこのタンパク

に特異的に結合する分子量約 25Kのタンパクを精製した。 

 

 

研究成果の概要（英文）：  To characterize a novel endocytic receptor, CUB and sushi 

multiple domain protein, its binding protein with 25 kDa was purified. The 25 kDa protein 

is shown to be derived from fetal bovine serum, specifically bound to CUB and sushi 

multiple domain protein on the cell surface, and internalized into cells.  
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１．研究開始当初の背景 

 コレステロール（担体：低密度リポタンパ

ク、LDL）や中性脂肪（担体：超低密度リポ

タンパク、VLDL）、ビタミン 12（担体、内因
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子 IF）、鉄(担体：トランスフェリン)などの

栄養素や、血小板由来細胞増殖因子（PDGF）、

インスリン、上皮細胞増殖因子（EGF）など

の細胞増殖因子のレセプターはいわゆるエ

ンドサイトーシスにより細胞内に取り込ま

れ代謝される。これらのエンドシテック・レ

セプターの多くは、一回膜貫通タンパクで、

細胞外はシステインに富むリガンド結合ド

メインが存在し、細胞質ドメインには高度に

保存される FD/ENPVY 配列が存在している。

FD/ENPVY 配列はいわゆるインターナリゼー

ション・シグナルと呼ばれ、レセプターのエ

ンドサイトーシスに必須であることが示さ

れている。 

 ヒトやマウスのデータベースを FDNPVY 配

列で簡単な BLAST解析を行うと意外にも数個

の機能不明なタンパクが抽出されることが

判明した。同様な解析を FENPVY で行うと、

オーバーラップなしに数個の機能不明なタ

ンパクが抽出されることが示された。これら

のタンパクは多くのエンドシテック・レセプ

ターに特徴的な細胞外ドメインにシステイ

ン・リッチなリガンド結合ドメイン様構造を

持ち、膜貫通ドメインを１つ有することが簡

単なコンピューター解析により明らかで、未

同定の栄養素や細胞増殖因子に対するエン

ドシテック・レセプターの存在がデータベー

スより明らかにされた。 

 ヒトでは、LDLレセプターやインスリンレセ

プター、IFのレセプターである Cubilinには

多くの遺伝子異常が見つかっており、代謝異

常を伴う遺伝病の原因になっている。このよ

うな背景からリガンド不明な未同定のレセ

プターの機能を明らかにすることは重要で

あると考え、研究を開始した。 

 

 

 

２．研究の目的 

 コレステロールや中性脂肪、ビタミン 12、

鉄などの栄養素や、PDGFをはじめインスリン、

上皮細胞増殖因子（EGF）などの細胞増殖因

子のレセプターの多くは、細胞膜上のコーテ

ッドに存在し、リガンド結合後、細胞内に取

り込まれる。このレセプターのインターナリ

ゼーションに必要な領域は細胞質ドメイン

で、特に細胞質ドメインに高度に保存される

FD/ENPVY は重要である。FD/ENPVY 配列を細

胞内ドメインに有するレセプターの多くは、

コレステロールやビタミンなどの栄養素の

輸送や細胞増殖因子のレセプターとして重

要である。従って、そのリガンドの同定は新

しい栄養素や細胞増殖因子の代謝やシグナ

ル伝達を明らかにするために不可欠である。 

 コレステロールの担体である LDLレセプタ

ーの異常は人類で最も頻度の高い家族性高

コレステロール血症の原因となっており、ま

た、ビタミン１２の担体である IF のレセプ

タ ー で あ る cubilin の 遺 伝 子 異 常 も

megaloblastic anemia の原因となっていて、

血液中の栄養素の担体に対するレセプター

は栄養素の代謝に重要な役割を担っている

ことは明らかである。 

 本研究ではイン・シリコ解析により新たな

エンドシテック・レセプターとして抽出され

た未同定のタンパクと細胞膜上で結合する

タンパクを精製・同定し、その機能を明らか

にすることを目的としている。イン・シリコ

の解析では CUB and sushi multiple domain

タンパクが抽出された。CUB は CUB ドメイン

を複数持つビタミン１２の担体である IF の

レセプターである cubilinに類似した構造を

有し、最も興味ある未同定のタンパクである

ことより、これをモデルタンパクとしてリガ

ンドの精製に用いた。 

 本研究では未同定のエンドシテック・レセ



 

 

プターを発現し、それと結合するリガンドを

精製・同定し、その性質や機能を明らかにし、

最終的に個体レベルでの機能を明らかにし、

肥満や糖尿病、動脈硬化などの食習慣病研究

にフィードバックすることを目的とした。 

 

 

 

３．研究の方法 

 ヒトタンパク質データベース Swissprotを

用いて、FDNPVY と FENPVY 配列を BLAST 解析

を行い、リガンド未同定のエンドシテック・

レセプターをイン・シリコ スクリーニング

した。 

 CUB and sushi multiple domain タンパク

を含む標的タンパクの C−末端を in-frame で

His-mycと結合した融合タンパクのcDNAを構

築し、HEM293 細胞に導入し、G４１８耐性の

高発現細胞を得た。 

 融合タンパクは高発現細胞のポストミト

コンドリアフラクションより調製し、

Triton-X100で可溶化後、抗-myc抗体アガロ

ースに結合させ、洗浄後 mycペプチドを用い

て溶出した。リガンドの精製はレセプター発

現細胞がリガンドをエンドサトーシスしな

い条件で血清と培養し、レセプター・リガン

ド複合体として、同様に抗-myc抗体アガロー

スと mycペプチドを用いて精製した。レセプ

ターならびにレセプター・リガンド複合体は

SDS-PAGE後、銀染色し、検出した。 

 総細胞抽出液からの精製は困難で、8000ｘ

ｇ15分の上清、すなわちポストミトコンドリ

アフラクションを用いることにより、融合た

んぱくを精製することができた。8000ｘｇ上

清を１％Tritonx100処理し、15000ｘｇ15分

の上清を抗-myc抗体アガロースに供した。 

 

 

４．研究成果 

 Swissprot データベースを用いて、FDNPVY

と FENPVY 配列で BLST 検索した結果、LDL レ

セプターをはじめ、その類似タンパクである

VLD レセプターやアポ E レセプター２、メガ

リン、cubilin などが含む十数個のタンパク

が抽出された。これらのタンパクのうち、最

もその機能や性質が不明な CUB and sushi 

multiple domain タンパクをモデルタンパク

として本研究で用いた。 

 CUB and sushi multiple domainタンパクは

EGF や Cubilin などに保存される CUB ドメイ

ンと補体調節タンパクに保存されるスシド

メインを多数持つ構造のタンパクで、その機

能は全く不明である。CUB ドメインが細胞増

殖因子 EGFや IFのレセプターである cubilin

に保存されていることから、構造的にも興味

ある分子である。 

 CUB and sushi multiple domain タンパク

の翻訳領域とhis-mycタグと融合させたcDNA

を構築し、HEK293細胞に導入し、高発現する

細胞を得た。融合タンパクを高発現細胞のポ

ストミトコンドリアフラクションより、

Triton-X100を用いて可溶化し、抗-myc抗体

アガロースに結合させ、myc ペプチドを用い

て溶出・精製した。リガンドの精製はレセプ

ター発現細胞がリガンドをエンドサトーシ

スしない条件で血清と培養し、レセプター・

リガンド複合体として、同様に mycアガロー

スと mycペプチドを用いて精製した。精製し

たタンパクは SDS-PAGE し、銀染色により検

出した。 

 その結果、CUB and sushi multiple domain

タンパクに特異的に結合する分子量約２５K

のタンパクが精製された。分子量 25Kのタン

パクはインターナリゼーションが起こらな

い条件で細胞を血清とともに培養した時の

み、検出された。従って、この分子量２５K



 

 

のタンパクは牛胎児血清由来で、CUB and 

sushi multiple domain タンパクと細胞膜上

で結合し、インターナリゼーションすること

が示唆された。 

 リガンドの可能性の高い分子量約２５K の

タンパクを、現在、LC－MS-MSを用いて同定・

解析し,その本体を明らかにしている。 
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