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（酵母で発現させたシスタチンのアミロイド形成の分

子メカニズムに関する研究）

学位論文審査委貞　　（主査）　加藤昭夫

（副査）
松軍直利　　松田英幸
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学　位し論　文　の　内　容　の　要　旨

Ｈｕｍａｎ ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ ａｍｙｌｏｉｄ ａｎｇｉｏｐａｔｈｙ（ＣＡＡ）ｉｓ ａ ｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｙｌｏｉｄｉｎ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｔｈａｔｌｅａｄｓ ｔｏ ｒｅｅｕｒｒｅｎｔ

ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｔｒｏｋｅ．ＩｎｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｃｙｓｔａｔｉｎＣａｍｙｌｏｉｄａｎｇｉｏｐａｔｈｙ（ＨＣＣＡＡ），ａｎａｔｕｒａｌｖａｒｉａｎｔ

ＯｆＨＣＣ（Ｌｅｕ68Ｇｌｎ）ｆｏｒｍｓｍａｓｓｉｖｅａｍｙｌｏｉｄｄｅｐｏｓｉｔｓｉｎｂｒａｉｎａｒｔｅｒ5ｅｓｏｆｙｏｕｎｇａｄｕｌｔｓｌｅａｄｉｎｇ

ｔｏｌｅｔｈａｌ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ．Ｉｔ ｈａｓ ｎｏｗ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｈａｔ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｈｃｃ ａｌｓｏ ｆｏｒｍｓ

ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅａｍｙｌｏｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｓｉｎｂｒａｉｎａｒｔｅｒｉｅｓ ｏｆｅｌｄｅｒｌｙｐａｔｉｅｎｔｓ ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｒｏｍｃｅｒｅｂｒａｌ

ａｍｙｌｏｉｄａｎｇｉｏｐａｔｈｙ．Ｓｉｎｃｅｉｎｂｏｔｈｃａｓｅｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｖｏｌｖｅｓａｂｎｏｒｍａｌ，ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅ

Ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｔｈｅｓｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｃａｎ ｂｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｃａｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ

ＳＯｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｏ ｔｏｘｉｃ ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ ａｎｄｉｎｓｏｌｕｂｌｅｆｉｂｒｉｌｓｉｓｃｒｕｃｉａｌｉｎｅｆｆｏｒｔｓ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｏｄａｌｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ．

Ｉｎ ｃｈａｐｔｅｒＩ，ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃｙｓｔａｔｉｎ ｍｕｔａｎｔ166Ｑ（ｃｃＩ66Ｑ）ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ

ＳｅＣｒｅｔｅｄｂｙｙｅａｓｔｓＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓａｎｄＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ．Ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｓｏｆｉｎｓｏｌｕｂｌｅ

ａｇｇｒｅｇａｔｅａｎｄｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｆｏｒｍｃｃＩ66Ｑｂｅｓｉｄｅｓ ｔｈｅｍｏｎｏｍｅｒａｎｄｄｉｍｅｒｆｏｒｍｓｗｅｒｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄｉｎｔｏ

ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ．Ｔｈｅ ｍｏｎｏｍｅｒ ｆｏｒｍ ｔｈｅａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｃＣ166Ｑ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｍｉｌａｒｌｅｖｅｌ

Ｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏｗａｒｄ ｐａｐａｉｎ，ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｉｍｍｅｒ ｆｏｒｍ ｄｉｄ ｎｏｔ．Ｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｍｕｔａｎｔＩ66Ｑ ｃｃ，ｂｕｔ ｎｏｔ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｃ ｃａｎ ｆｏｒｍ ｍａｔｕｒｅ
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ａｍｙｌｏｉｄ ｆｉｂｅｒｓｉｎ ｖｉｔｒｏ，ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔ ｍａｉｎｔａｉｎｓ ａ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ．ｓｔａｂｌｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎ ｖｉｖｏ，

ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔｉｎ ｖｉｖｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ3Ｄ ｄｏｍａｉｎ－ＳＷａＰｐｉｎｇｉｓ ａ ｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｈａｔｉｓ ｆａｉｒｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

Ｉｎ ｃｈａｐｔｅｒＩＩ，ｔＯｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ Ｅｐｓｌｐｉｓ ａ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＥＲ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏＩ

ＳｙＳｔｅｍ ｆｏｒ ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ－ＣＯｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｐｒｏｔｅｊｎｓ，ｂｏｔｈ ａｍｙｌｏｉｄ－ＰｒＯｎｅ ＣｙＳｔａｔｉｎ ａｎｄ ｕｎｓｔａｂｌｅ

ｍｕｔａｎｔ Ｃ94Ａｌｙｓｏｚｙｍｅｗｅｒｅ ｓｅｃｒｅｔｅｄｉｎｗｉｌｄ－ｔｙｐｅａｎｄ△ｅｐｓＩＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｃｅｌｌｓ．

Ａｍｙｌｏｉｄ－ｐｒＯｎｅＣｙＳｔａｔｉｎｓｅｃｒｅｔｅｄａｔｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｉｎ△ｅｐｓＩｃｅｌｌｓ ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ

ｙｅａｓｔ．Ｉｎｐａｒａｌｌｅｌ，ｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ ｏｆｄｉｓｕｌｆｉｄ占ｂｏｎｄｄｉｓｒｕｐｔｅｄｍｕｔａｎｔ Ｃ94Ａｌｙｓｏｚｙｍｅ

ｇｒｅａｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ△ｅｐｓＩｃｅｌｌｓａｌｔｈｏｕｇｈｔｈａｔｗａｓａｐｐａｒｅｎｔｌｙｌｏｗｉｎｗｉｌｄ－ｔｙＰｅｙｅａＳｔＣｅｌｌｓ

ＣＯｍＰａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｌｙｓｏｚｙｍｅ．Ｉｔｉｓｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｎｅｉｔｈｅｒ

ｔｈｅ ｕｎｓｔａｂｌｅ ｍｕｔａｎｔ Ｃ94Ａｌｙｓｏｚｙｍｅ ｎｏｒ ａｍｙｌｏｉｄ－ＰｒＯｎｅ ＣｙＳｔａｔｉｎ，ＳｅＣｒｅｔｅｄｉｎ　△ｅｐｓＩ ｃｅ11ｓ

ｍａｉｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｉｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ．Ｔｈｅｓｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｌｅａｄ ｔｏ ｔｈｅｓｕｐｐｏｓｉｔｉｏｎｔｈａｔｙｅａｓｔ

ｃｅｌｌｓ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ＰＤＩ－ｆａｍｉｌｙ－ｍｅｍｂｅｒ ＥＰＳｌｌｏｃはＳ ＳｅＣｒｅｔｅ ｍＯｒｅ Ｏｆ ｌａｂｉｌｅ

ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ－ＣＯｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ．

ｌｎｃｈａｐｔｅｒ‖Ｉ，ｔＯａｄｄｒｅｓｓｔｈｅｒｄｌｅｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｎｆｉｂｒｉｌｌｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃ

ｃｈｉＱｋｅｎ ｃｙｓｔａｔｉｎ，Ｎ－1ｉｎｋｅｄ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ＡｓｎｌＯ6一丁ｌｅｉｏ8？ＡｓｎｌＯ6－ＴｈｒｌＯ8）ｗａｓ

ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｏ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｃｈｉｃｋｅｎ

ＣｙＳｔａｔｉｎｓ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｆｏｒｍ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｃｙｓｔａｔｉｈｓ．Ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ａｎｄ

ｕｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｆｏｔｍｓｏｆｂｏｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄａｒｎｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃｍｕｔａｎｔＩ66Ｑｃｙｓｔａｔｉｎｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ａｎｄｓｅｃｒｌｅｔｅｄｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ－ｏｆＰｉｃｈｉａｐａｓｔ．ｏｒｉｓｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｓｄｌｕｂｌｅ

ａｇｇｒｅｇａｔｅ ａｍｏｕｎｔ，ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕＣｔｕｒｅ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｉｌｌｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｈａｓ

Ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｎ－1ｉｎｋｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｄｏｍａｉｎ－ＳＷａＰｐｅｄ ｄｉｍｍｅｒ，01ｉｇｏｍｅｒ ｓｏ ａｓ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ

ＣｙＳｔａｔｉｎｓ．

Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｃｈａｐｔｅｒ‖ａｎｄ‖Ｉ ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅｆａｃｔ ｔｈａｔｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｈａｖｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｌｄｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓｉｎ ＥＲ ａｎｄ ｒｅｑｕｉｒｅ ｍｏｒｅ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ ｔｏ ｆｏｌｄ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ ｔｈａｎ

ｎｏｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，1ｅａｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｃｈａｎｉ．ｓｍ ｏｆ

Ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｍｙｌｏｉｄ ａｎｇｉｏｐａｔｈｙ ｓｕｆｆｅｒｅｄ ｂｙ ｅｌｄｅｒｌｙ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｃｏｕｌｄ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｂｅ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ａｓ

ｔｈａｔ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｈｃｃ ｆｏｒｍｓ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｙｌｏｉｄ ｄｅｐｏｓｉｔｓｉｎ ｂｒａｉｎ ａｒｔｅｒｉｅｓｉｎ ｅｌｄｅｒｌｙ

ｐａｔｉｅｎｔｓ ｄｕｅ ｔｏ ｄｅｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ＥＲ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ．

論　文　審　査　の　結　果　の　要　旨

シスタチンはシステインプロテアーゼ阻害作用をもつ分子量約13，000　のタンパク質で哺乳動

物、植物にも含まれており、ウィルスの増殖を抑制する機能を有する。セトシスタチンは遺伝性

の変異あるいは弧発性によりアミロイドを形成して脳出血を引き起こす原因となる。この変異シ
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スタチンのアミロイド形成機構は明らかではない。ヒトシスタチンのホモログであるニワトリシ

スタテンは酵母発現系で多量に分泌するため、アミロイド形成を調べるのに都合のよい試料であ

る。こうした背景のもとに本研究ではニワトリシスタチンのアミロイド型変異体Ⅰ66Ｑを作成し、

酵母で発現させその性質を調べた。

アミロイド型ニワトリシスタチンⅠ66Ｑは酵母Ｐ．ｐａ5とｏｒノβで多量発現分泌した。野生型のシス

タテンは大部分がモノマーで存在するが、変異体Ⅰ66Ｑはモノマーとダイマーが培養液に観察され

たが、多量のポリマー、凝集体が不溶性画分で観察された。これは66位のイソロシンが分子内疎

水性パッキングに重要な残基であり、親水性のグルタミンに置換すると疎水性コアが不安定にな

り、βストランドが分子表面に露出し、このβ構造を介してダイマーが形成され、さらにドメイ

ンスワッピングにより多量体が形成され、アミロイド形成をしやすくなると考ネられる。Ⅰ66Ｑの

ＣＤスペクトラムは野生型と同じであり、モノマーはパパイン阻害作用を示したが、ダイマーは

示さなかった。Ⅰ66Ｑは生理的な条件下あるいは酸性条件下でアミロイドに典型的なコンゴレッド

やチオフラビンＴと結合し、アミロイド線経を形成した。アミロイド線経形成は走査型竜顔で確

認した。

さらに、このシスタチンのアミロイド線経形成を阻害するための研究を行った。アミロイド型

シスタチンのアミロイド形成はシスタチンの疎水コアから分子表面に遊離したβシートを介した

水素結合によるドメインスワッピング機構が提唱されている。このドメインスワッピングを阻害

す・卑ためにシスタチンの5番目のβストランドにＮ型糖鎖を付加する変異体（ＩｌＯ8Ｔ）を作成し、

アミロイド形成に及ぼす影響を調べた。その結果、アミロイド型糖鎖付加変異体（Ⅰ66Ｑ／ＩｌＯ8Ｔ）

は酵母で発現分泌し、不溶性凝集体の量は著しく減少した。ＣＤスペクトラムからアミロイド型

変異体（Ⅰ66Ｑ）に比べ、ヘリックス含量が保存されていることが示された。また、パパイン阻害活

性は保たれており、ダイマー形成が生じないことが示された。これらの結果から、5番目のβス

トランドへのＮ型糖鎖付加により、アミロイド形成は阻害されることが示され、シスタテンのア

ミロイド形成がドメインスワッピングモデルに適合することが予測された。また、テミロイド型

タンパク質に糖鎖を導入することによる線経形成を防止できることが示された。

最後に、シスタチンをモデルタンパク質として、酵母∫．ｃｅｒｅγＪ5ノ∂ｅ小胞体におけるタンパク

質の品質管理に関する研究を行った。糖タンパク質の品質管理は小胞体膜結合型カルネキシンに

よって行われることは明らかにされているが、シスタチンのように糖タンパク質でないタンパク

質の品質管理については明らかでない。本研究では、シスタチンやリゾチームなどのＳＳ結合を

多く含むが糖タンパク質でないタンパク質の品質管理は小胞体膜結合型ＰＤＩホモログであるＥｐｓｌ

により行われるという仮説をたて、これを証明しようとした。

野生型シスタチンおよびリゾチームの変異体（Ｃ94Ａ）をＥｐｓｌ欠損酵母と野生型酵母で発現分泌

させ、その分泌量および性質を調べた。野生型のリゾチームはＥｐｓｌ欠損酵母と野生型酵母で同

様の分泌を示したが、シスタチン、リゾチーム変異体（Ｃ94Ａ）は野生型酵母では分泌が著しく抑制

されるが、Ｅｐｓｌ欠損酵母では分泌量が数倍増加し、シスタチンおよびリゾチームの活性が著し

く低下したものが分泌していることが示された。この結果はＥｐｓｌが不安定なＳＨ含有タンパク
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質の品質管理に関与しており、Ｅｐｓｌ欠損により、不安定変異体の分解ができなくなり、小胞体

内に変性タンパク質が蓄積し、ＵｎｆｏｌｄＰｒｏｔｅｉｎＲｅｓｐｏｎｓｅ（ＵＰＲ）により、変性タンパク質が分泌さ

れることを示す。

これらの結果は異常タンパク質の分泌による遺伝性の分子病（アミロイドシス）に加えて、弧

発性分子病は小胞体膜結合型シャペロンの機能低下により生じることが示唆される。
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