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略語 

Armet  arginine-rich, mutated in early stage tumors 

ATF4  activating transcription factor 3 

ATF6α activating transcription factor 6α 

cDNA  complementary DNA 

CHOP  C/EBP homologous protein 

DAPI  diamidino-2-phenylidole 

dsRNA  double-strand RNA 

EDEM1 ER degradation-enhancing α-mannosidase-like 

protein1 

eIF2α eukaryotic initiation factor 2α 

ER  endoplasmic reticulum 

ERAD  ER-associated degradation 

ERdj4 a member of ER-resident DnaJ family chaperons 

GADD45 growth arrest and DNA damage-inducible protein 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GRP78/BiP glucose-regulated protein 78/binding 

immunoglobulin protein 

GRP94 a member of ER-resident Hsp90 family chaperones 

HEDJ an Hsp40 cochaperone localized to the ER 

HRD1 HMG-CoA reductase degradation 1 homolog 

IRE1 inositol-requiring enzyme 1 



 

Lz  lysozyme 

mRNA  messenger RNA 

Nrf2 NF-E2-related factor 2(nuclear factor erythroid 

2-related factor 2) 

p58IPK potential negative regulator of eIF2α 

PBS phosphate buffer saline 

PCR polymerase chain reaction 

p-eIF2α phosphorylated eIF2α 

PDI protein disulfide isomerase 

PERK double stranded RNA activated protein kinase 

(PKR)-like endoplasmic reticulum kinase 

PQC Protein quality control 

RNAi RNA interference 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

SDS sodium lauryl sulfate 

SDS PAGE SDS polyacrylamide gel electrophoresis 

UPR unfolded protein response 

WB western blot 

XBP-1 X-box binding protein 1 mRNA 

XBP-1s protein from the spliced XBP-1 mRNA 

XBP-1u unspliced XBP-1 transcript 
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第１章	
 序論 
	
 ミスフォールディングし線維化した異常タンパク質の蓄積は、アルツハイマ

ー病や、パーキンソン病、プリオン病、二型糖尿病、リゾチームアミロイドー

シスなどのアミロイドーシス性の疾患で認められる現象である[1-5]。これらの

疾患に関わる原因タンパク質において、共通のアミノ酸配列や立体構造はない

が、クロス β 構造からなるアミロイド線維を形成する性質をもっており、こ

のアミロイド線維は様々な組織に蓄積することが知られている[6,7]。これらの

原因タンパク質は、アンフォールディングした後に、オリゴマーもしくは中間

体を形成し、凝集した後に最終的に枝分かれのないアミロイド様の線維となる

と考えられている[8,9]。このアミロイド線維は、多くの場合毒性を示すが、毒

性を示さないものも存在する。この複雑な状況が、アミロイド線維と疾患との

関係性について、研究を刺激し続けている[10,11]。アルツハイマー病に関わる

アミロイドβペプチド（Aβ）は、細胞毒性を示されているが、成熟したアミロ

イド線維よりもむしろ、初期の凝集体（オリゴマー）や、線維化前の凝集体に

強い細胞毒性を示すことが報告されている[12]。これらの線維のポリモルフィズ

ムは、ミスフォールディングしたモノマーやオリゴマーからなるタンパク質の

凝集体の構造的特性が、それぞれ異なっているからだと考えられる。 

	
 リゾチームは、生体内で広く遍在するタンパク質で、細菌のペプチドグリカ

ン層を形成する、 N－アセチルムラミン酸と N－アセチルグルコサミン間のβ－

1,4グリコシド結合を加水分解することで抗菌活性をしめす[13,14]。ヒトのリゾ

チームにおいては、少なくとも 5つの非ニューロパチー性全身性アミロイドー

シスを引き起こす変異体が存在する。自然に存在する、リゾチームのシングル
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ミューテーションとしては、 I56T, F57I, W64R, D67H （Fig. 1）が知られて

おり、これらのリゾチーム変異体は、異常なタンパク質凝集体（アミロイド線

維）を形成し、肝臓や脾臓、腎臓などの様々な臓器に蓄積し、アミロイドーシ

スを引き起こす[15]。これらの病原性のリゾチーム変異体は、野生型と比較して、

僅かな構造変化を引き起こすと考えられている。さらに、 in vitro において、

これらのリゾチーム変異体は、アミロイド線維を形成しやすいことが報告され

ている[16]。 

	
 当研究室では、これまで、ヒトリゾチームの構造的なホモログである卵白リ

ゾチームを用いて、リゾチームのアミロイド形成メカニズムの解明を行ってき

た。その結果、卵白リゾチームからアミロイド線維形成に必要な 9個のアミノ

酸からなる最小のペプチド（54GILQINSRW62）を同定した[17]。本ペプチドは、

自己凝集性に富み、それだけでアミロイド線維を形成した。また、その中でも 

W62 が重要であり、このトリプトファンを別のアミノ酸に置換すると、線維の

形成能が低下するかあるいは、全く生じないことが確かめられた。 W62 を含

む領域の分子表面への露出により、 W62 を中心に分子会合が起こり、整列し

た構造を形成して線維化すると結論した。ヒトリゾチームでは、 W62 が Y63 

に相当し、卵白リゾチームでのコアペプチドと配列に違いがみられるが、ヒト

コアペプチドでも線維を形成することから、本ペプチドは、リゾチーム共通の

線維形成領域と証明した。この領域はリゾチームの α－ドメインと β－ドメイ

ンを繋ぐポケット部分に存在し、ヒトの病原性リゾチームは、この付近のアミ

ノ酸が変化しており、この領域の構造変化により、タンパク質の会合・凝集が

促進され、線維化し、アミロイドーシスを引き起こすと考えられる。 
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 ヒトリゾチームは、分泌タンパク質であるが、その他の分泌タンパク質と同

様、体液や細胞外の組織に存在する。正常な機能を保持していないと思われる

これらの変異体の分泌が野生型と比較して変化するのかどうかは、非常に興味

深い。構造的に不安なヒトリゾチーム変異体の分泌との関係性については、 

Pichia pastoris を用いた実験系で報告されており[16]、これらの変異体は分泌

率が非常に低下することが分かっている。このヒトリゾチーム変異体の安定性

と分泌の問題については、 Drosophila melanogaster を用いた発現系でも探究

されているが[17]、ヒトの細胞を用いての実験系については報告されていない。 

	
 これまでヒトリゾチームアミロイドーシスにおいて、細胞外でのリゾチーム

アミロイド線維の蓄積が疾患の主な原因と考えられてきたが、果たしてこのよ

うな構造的に不安定な異常なタンパク質が、細胞内での厳密なタンパク質品質

管理システムをすり抜けて分泌することができるのだろうか。 

	
 そこで本研究では、この問いに応えるべく、4つの病原性リゾチーム変異体

I56T, F57I, W64R, D67H を用いて、ヒトの培養細胞に発現させ、変異体が正

常に分泌されるのか、細胞内で蓄積し細胞になんらかの影響を与えるのではな

いか、もしくは、異常タンパク質として認識され速やかに分解されるのではな

いか、細胞内での影響について検証を行うことを最初の目的とした。そして本

研究の結果、これらの変異体が小胞体ストレスを引き起こし、小胞体のシャペ

ロンタンパク質である GRP78/BiP との相互作用を引き起こすことを新たに発

見した。 

	
 第 2章ではまず、ヒトリゾチーム遺伝子をヒト胎児腎細胞である HEK293 細

胞に導入し、その発現の解析を行った。 
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 第 3章では、ヒトリゾチーム変異体にみられた凝集体について、特徴付けを

するために細胞内での局在についての解析を行った。 

	
 第 4章では、ヒトリゾチーム変異体の凝集体が、小胞体に蓄積していたため、

小胞体ストレスの誘導が引き起こされているかどうか検出を行った。 

	
 第 5章では、小胞体ストレスでキーのタンパク質となる GRP78/BiP と変異

体の相互作用について、ヒトリゾチーム欠損体を用いて解析を行った。 

	
 第 6章では、ヒトリゾチームのどの領域と GRP78/BiP が結合するのか、詳

細な解析を行った。 

	
 第 7章では、ヒトリゾチームと GRP78/BiP が結合すると推定される N末端

領域の疎水性アミノ酸残基が、結合に対しどのような影響を与えるか解析した。 

	
 第8 章では、ヒトリゾチームの56番目のイソロイシンの変異が、 GRP78/BiP 

との相互作用にどのような影響を与えるか解析した。 



 5 

第２章	
 アミロイド病に関わるヒトリゾチーム変異体の発現解析 

第１節	
 目的 

	
 リゾチームは、生体内に普遍的に存在する分泌タンパク質である。抗菌活性

を示すことから、自然免疫系において重要な役割を担っている。ヒトでは、疾

患を引き起こすヒトリゾチーム変異体が存在し（I56T, F57I, etc…）それらは、

生体内で、線維状の凝集体を形成し、臓器の機能不全を引き起こす。この疾患

は、ヒトリゾチームアミロイドーシスと呼ばれ、またその線維状凝集体はアミ

ロイド線維と呼ばれ、リゾチームにとどまらず、様々なタンパク質がアミロイ

ド線維を形成することが知られている。このアミロイド線維を形成する変異体

は、構造的に不安定であるため、この異常なタンパク質は正しく折りたたまれ

ず、細胞内に蓄積するのではないと予想した。そこで、まず野生型およびヒト

リゾチーム変異体（I56T, F57I, W64R, D67H）の発現ベクターを構築し、ヒト

培養細胞である HEK293 細胞に導入し、過剰発現させ、発現・分泌が正常に

行われるのか解析を行った。 

 

第 2節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

	
 ヒト胎児腎細胞である HEK293 細胞は、 RIKEN BRC （Tsukuba, 

Japan）から購入した。生育培地には DMEM 培地（WAKO, Osaka, Japan）

に、予めウシ胎児血清 （GIBCO, Grand Island, NY）を 10％、1 × MEM

非必須アミノ酸溶液 （GIBCO）、1 × 抗生物質－抗真菌剤溶液 （GIBCO）

を添加したものを用いた。トランスフェクションの際には、予め抗生物質－
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抗真菌剤の含まない培地で細胞を継代したものを用いた。抗ヒトリゾチーム

抗体は Abcam （Cambridge, MA）から購入しウェスタンブロットと免疫

蛍光染色に用いた。抗 GAPDH抗体は、 Santa Cruz Biotechnology（San 

Diego, CA）から購入した。ウェスタンブロットの二次抗体として使用した

ペルオキシダーゼ結合抗マウス抗体および抗ウサギ抗体は、  Jackson 

Immuno Reseach（WestGrove, PA）から購入した。免疫蛍光染色の二次抗

体として使用した Alexa Fluor 488 または Alexa Fluor 546 結合抗体は、 

Life Technologies（Carlsbad, CA）から購入した。MG-132 はペプチド研

究所（Osaka, Japan）から購入した。 

 

2. 発現ベクターの調製 

	
 シグナル配列を含めたヒトリゾチームの cDNA クローニングは、ヒト白

血球細胞の cDNA ライブラリーから PCR で増幅し、 pENTRTM11 に導

入したものを九州大学農学部	
 日下部	
 宜宏	
 教授からいただき、それを鋳

型に、リゾチーム変異体の発現のための変異を inverse-PCR で導入した。

野生型と 4つの変異体 （I56T, F57I, W64R, D67H）の cDNA は、 CAG プ

ロモーターをもつ pEB-Multi-neo-vector （WAKO）に導入し、HEK293 細

胞にトランスフェクションし発現させた。 

 

3. トランスフェクション 

	
 トランスフェクションは、 X-tremeGENE HP （Roche Diagnostics, 

Indianapolis, IN）を用いて、リポフェクション法で導入した。まず、トラ
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ンスフェクションの前日に 35 mm dish もしくは、 6 well プレートに細胞

数が 1.5 × 106 cells/2 ml になるように細胞を播種した。トランスフェクシ

ョンは	
 1 well あたり、 Opti MEM （GIBCO）196 μl に 4 μl のベク

ター DNA 溶液 （0.5 μg/μl）を加え、さらに 4 μlの X-tremeGENE HP 

を加えたトランスフェクション溶液を調製し、15分間室温でインキュベート

した後に、細胞に滴下して行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

	
 トランスフェクション後の細胞を回収し、 protease inhibitor cocktail 

（Roche）を含む、10 mM トリス塩酸バッファー, pH 7.4, 1% NP-40 で溶

解した。溶解後、14,000 g で 20 分遠心し、その上清を可溶性画分とした。

可溶性画分のタンパク質濃度は、  Micro BCA protein assay system 

（Thermo/Pierce, Rockford, IL）で測定し、ゲルにアプライする量を揃えた。

ペレットは、100 μlの 2 × SDS サンプルバッファー （0.125 M トリス

塩酸バッファー, pH 6.8, 10% 2̶メルカプトエタノール, 10% SDS, 10% ス

クロース）を加え、可溶化させ、不溶性画分として、ウェスタンブロットに

用いた。培地上清も 2 × SDS サンプルバッファーと等量混合後、ウェスタ

ンブロットに用いた。  SDS PAGE 後、タンパク質は、  Immobilon-P 

（Merck Millipore, Billerica, MA）に転写し、1%スキムミルク in TBS-T で

ブロッキング後、一次抗体で一晩インキュベートさせた。その後、ペルオキ

シダーゼ結合二次抗体で 30分反応させた。検出は ECL 試薬と ChemiDoc

（Bio-Rad, Hercules, CA）を用いて化学発光法で行い、バンドの強度は、 
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Image Lab™ Software （Bio-Rad）を用いて測定した。 

5. RT-PCR 

	
 トランスフェクション後の細胞のトータル RNA は、 TRIzol®（Life 

Technologies）を用いて、キットの説明書に従い、回収した。その後、 Rever 

Tra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover を用いて逆転写を行

い鋳型 cDNA とした。その後、各遺伝子の特異的プライマー（Table.2）を

設計し、PCR 反応は、TAKARA PCR Thermal Cycler Dice® Touch 

（TAKARA BIO, Otsu, Japan）を行った。アガロースゲルで電気泳動後ゲ

ルをエチジウムブロマイドで染色し、バンドは ChemiDocで検出した。 

 

6. 免疫蛍光染色 

	
 トランスフェクション 24 時間後に、細胞をコラーゲンコート処理された

スライドガラス（IWAKI, Shizuoka, Japan）に播き直し、さらに 48時間イ

ンキュベートした。処理後の細胞を PBS で 3回洗浄後、10％トリクロロ酢

酸または、4％パラホルムアルデヒド in PBS で、室温で 15分固定した。0．

2％Triton X-100 in PBS で 10分間、細胞膜透過処理後、ブロッキングバッ

ファー（10％ ヤギ正常血清 または、1％ ウシ血清アルブミン	
 in TBS-T）

で、30分インキュベートした。その後、特異的抗体で一晩反応後、蛍光標識

二次抗体で 2 時間反応させた。作製したサンプルは、 Prolong® Gold 

Antifade Reagent で封入し、共焦点レーザー顕微鏡 （EZ-C1, Nikon, Tokyo, 

Japan）で観察した。 
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7. 細胞の生死判定 

	
 細胞の生死判定は、トランスフェクション後 72 時間の細胞を回収し、 

Guava ViaCount®	
 Reagent（Merck Millipore）を用いて、キットの説明

書に従い染色を行った。染色した細胞の検出は、 Guava easyCyte™ HT 

sampling Flow Cytometer （Merck Millipore）を用いて行った。 

 

第 3節	
 結果および考察 

	
 まず、野生型ヒトリゾチームおよび４つのヒトリゾチーム変異体（I56T, F57I, 

W64R, D67H, Fig. 1）をそれぞれ HEK293 細胞に過剰発現させ、トランスフ

ェクション後 72時間の細胞を回収し、フローサイトメーターを用いて細胞の生

死判定を行った（Table.1）。野生型と変異体のヒトリゾチームを発現させた細

胞ともに、80-90%の生存率を示した。また、野生型と変異体間でアポトーシス

細胞と死細胞にも大きな差はみられなかった。 

	
 次に、野生型と変異体の HEK293 における遺伝子発現解析と、細胞内での

挙動を解析した。まず、 mRNA レベルでの遺伝子発現は、 RT-PCR で行っ

たが、 Mock 細胞を除いて、野生型と変異体すべてで発現が認められた。この

ことから、	
 HEK293 細胞においては、導入したヒトリゾチームが正常に発現

し、また内在性の発現が低いことが分かった。 

	
 次にウェスタンブロットを用いてタンパク質レベルでのヒトリゾチームの発

現を解析した（Fig.2A）。Mock 細胞は、明瞭なバンドが認められず、 mRNA で

の発現が認められなかったように、タンパク質レベルでも発現していなかった。

野生型の場合、培地上清中画分に強いシグナルが得られたが、変異体では薄い
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バンドしか得られなかった。それとは対照的に、細胞内の不溶性画分には、変

異体は野生型よりも強いシグナルが得られた。さらに、細胞内の可溶性画分に

おいては、野生型の方がわずかながら変異体よりも強いバンドが得られた。以

上の結果から、野生型とは違い、ヒトリゾチーム変異体は細胞内で不溶化し、

蓄積していることが推察される。 

	
 また、プロテアソームによる分解が引き起こされているか、プロテアソーム

阻害剤を用いて解析を行った。トランスフェクション後 24 時間の細胞に

MG-132（5μM）で 12時間処理し、回収後ウェスタンブロットでタンパク質の

増減を確認した（Fig. 2B）。Nrf2 タンパク質は、恒常的にプロテアソームで分

解されるタンパク質のため、ポジティブコントロールとして用いた。野生型お

よび変異体において、ライセイト画分でのタンパク質増減は多くても 1.3倍ほど

で、ほとんど分解されていないことが分かった。また、ペレット画分での増減

も全くみられなかった。以上の結果から、変異体は異常タンパク質として分解

されてはいないことが分かった。また、MG-132 処理で野生型および変異体で

わずかに分泌されるリゾチーム量が減少していた。これは、プロテアソーム阻

害がタンパク質の分泌に何らかの影響を与えるためだと推定できる。 

	
 ヒトリゾチームは、分泌タンパク質であるが、変異体において細胞内の不溶

性画分に多く存在することが認められた。そこで、細胞内での挙動を確かめる

ために、トランスフェクション後の細胞を固定し、ヒトリゾチーム特異的抗体

を用いて免疫蛍光染色を行い、細胞の観察を行った（Fig. 3）。Mock 細胞は、

ウェスタンブロットの結果と同様、細胞内での存在が認められなかった。野生

型を発現させた細胞では、細胞内で広く分布しているのに対し、変異体は、細
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胞内で蓄積しているような、ある特定の局在を示す分布であった。 

	
 さらに、この蓄積が凝集体であるか確かめるに、凝集タンパク質を染める

ProteoStat® （Enzo Life Science, Farmingdale, NY）を用いて、ヒトリゾチ

ームと共染色を行った（Fig. 4）。野生型では ProteoStat® ポジティブな領域は

細胞内に認められなかったのに対し、変異体では、 ProteoStat® ポジティブな

領域が認められ、それらは、ヒトリゾチーム変異体の局在と共局在していた。

つまり、変異体は細胞内で不溶化していた。以上の結果は、ウェスタンブロッ

トでの変異体が不溶性画分に多く存在していたことに類似しており、変異体は

正常に分泌されず、大部分は、細胞質内のある特定な領域で、不溶化している

可能性を示した。 

第 4節	
 要約 

	
 HEK293 細胞に野生型および 4つのアミロイドーシスを引き起こす変異体

（I56T, F57I, W64R, D67H）を導入し、発現解析を行った。変異体は、ウェス

タンブロットの結果から正常に分泌されず、プロテアソームによる分解も受け

ずに細胞内に蓄積していることが分かった。また、免疫蛍光染色および 

ProteoStat® による染色の結果から、変異体は、細胞内で局在性をもって不溶

化していることも分かった。つまり、変異体は、細胞内で大部分が凝集しなが

ら蓄積し、正常に分泌されないことが示唆された。
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第３章	
 ヒトリゾチーム変異体の凝集体の解析 

第１節	
 目的 

	
 第 2章において、ヒトリゾチーム変異体は、細胞内のある特定な局在性を示

しながら、不溶化していることが示された。そこで、この凝集体がいったい何

なのか、2つの仮説を考えた。 

	
 1つ目の仮説は、アグリソーム仮説である。ミスフォールディングやタンパク

質分解系の異常により細胞内に異常タンパク質が蓄積した場合、細胞は、アグ

リソームと呼ばれる凝集体構造を形成することが知られている[18]。このアグリ

ソームとは、ユビキチン化された異常タンパク質が、微小管上を移動するダイ

ニンモーターにより中心体付近に集められ、周囲を中間径フィラメントである

ビメンチンに覆われている封入体である。前章で用いた ProteoStat® は、この

アグリソームを染色するものであり、ヒトリゾチーム変異体でみられる凝集体

がアグリソームであるか、そのコンポーネント（ビメンチン・γ－チューブリン）

と共染色し、検証した。 

	
 さらに、もう 1つの仮説として、分泌タンパク質であるヒトリゾチームが、

その分泌経路の途中で蓄積・凝集しているというものである。分泌タンパク質

は、まず細胞小器官である小胞体に運ばれ、そこで正しいフォールディングと

ジスルフィド結合の形成を行い、その後ゴルジ体に輸送され、糖タンパク質は

糖鎖修飾を受けて、細胞外へと分泌される。野生型ヒトリゾチームは、正しく

フォールディングし、速やかに分泌されるのに対し、変異体は正しくフォール

ディングできずに、小胞体もしくはゴルジ体で蓄積しているのではないかと予

想した。以上の、仮説を証明するために、それぞれの細胞小器官のマーカータ
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ンパク質と免疫蛍光染色を用いて観察を行った。 

 

第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様に HEK293 細胞を培養した。また、細胞へのトランスフェク

ションも同様の方法で行った。抗 γ-tubulin 抗体と抗 Golgi 58K 抗体は、

Sigma-Aldrich （St. Louis, MO）から購入した。抗 Vimentin 抗体は、

Santa Cruz Biotechnology から購入した。抗 PDI 抗体は、Abcam から

購入した。 

 

2. 免疫蛍光染色 

前章と同様の方法で行った。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 まず、ヒトリゾチーム変異体が形成する ProteoStat® ポジティブの凝集体が

アグリソームであると予想し、アグリソームのコンポーネントタンパク質の特

異的抗体を用いて共染色を行った（Fig. 5）。アグリソームは、細胞内の中心体

付近に形成されることが知られている。そこで、中心体を形成しているタンパ

ク質の一つであるγ－チューブリンとヒトリゾチームで共染色を行った（Fig. 

5A）。ヒトリゾチーム変異体は前章と同様、細胞内で凝集体を形成していたが、 

γ-チューブリンの局在とは全く一致しなかった。つまり、中心体付近に形成さ

れていなかった。次に、アグリソームのコンポーネントの一つであるビメンチ
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ンと共染色を行った（Fig. 5B）。しかし、こちらも γ－チューブリンと同様に、

共局在性を示さず、この凝集体はビメンチンに覆われていなかった。以上から、

ヒトリゾチーム変異体が形成する凝集体は、アグリソームではないことが示さ

れた。 

	
 次に、ヒトリゾチーム変異体が分泌経路の途中で蓄積している仮説を検証し

た。小胞体のマーカータンパク質として PDI、ゴルジ体のマーカータンパク質

として Golgi 58K それぞれの特異的抗体を用いて、ヒトリゾチーム特異的抗体

とともに、共染色を行った（Fig. 6）。まず、小胞体内でジスルフィド結合の形

成に関わるタンパク質である PDI と共染色し観察したところ（Fig. 6A）、 PDI 

の局在とヒトリゾチーム変異体の局在が非常によく一致していた。一方、ゴル

ジ体のマーカーとして用いた Golgi 58K との共染色では（Fig. 6B）、ヒトリゾ

チーム変異体の凝集体と Golgi 58K のシグナルは一致せず、ゴルジ体には蓄積

していないことが分かった。つまり、ゴルジ体に輸送されずに、小胞体内で蓄

積していた。以上の結果をまとめると、ヒトリゾチーム変異体の凝集体は、 

ProteoStat® ポジティブな凝集体ではあるものの、アグリソームでなく、小胞

体内で蓄積していた。そこで、次の章では、小胞体内での異常タンパク質の蓄

積で引き起こされる小胞体ストレスについて、解析を行なうことにした。 

 

第 4節	
 要約 

	
 ヒトリゾチーム変異体は、細胞内で ProteoStat® ポジティブな凝集体を形成

するが、それらは、アグリソームのコンポーネントであるγ-チューブリンやビ

メンチンと共局在性は示さなかった。一方で、小胞体のマーカータンパク質で
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ある PDI と局在が非常によく一致しており、ゴルジ体のマーカータンパク質で

ある Golgi58K とは共局在性は示さなかった。つまり、ヒトリゾチーム変異体

が正常に分泌されないのは、小胞体内で凝集・蓄積していたためと結論付けた。
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第４章	
 ヒトリゾチーム変異体と小胞体ストレスの誘導 

第１節	
 目的 

	
 小胞体内にミスフォールディングしたタンパク質が蓄積すると小胞体ストレ

スを引き起こすことが知られている[19]。 小胞体ストレスが引き起こされると、

細胞は異常タンパク質を正しいフォールディングに導くためにシャペロンタン

パク質の発現誘導や、これ以上の異常タンパク質の産生を抑えるために翻訳抑

制を行なうなどの unfolded protein response （UPR）を誘導する[19]。UPR

の誘導には、小胞体シャペロンタンパク質である GRP78/BiPが重要な役割を担

っている。小胞体ストレスがかかっていない場合、GRP78/BiPは小胞体膜貫通

型タンパク質で、UPRのトランスデューサタンパク質でもある PERK・IRE1・

ATF6と結合している。小胞体内に異常タンパク質が蓄積すると、GRP78/BiP

は分子シャペロンとしてそのフォールディングに使用され、PERK・IRE1・

ATF6から遊離する。すると、PERK・IRE1・ATF6は活性化され、シグナル

伝達により、シャペロンタンパク質の発現誘導や翻訳抑制、異常タンパク質の

分解のための小胞体関連分解（ERAD）などの誘導を行う [20,21]。 

	
 第 3章にて、ヒトリゾチーム変異体の凝集体は、小胞体で凝集・蓄積してい

ると結論付けた。そこで、ヒトリゾチーム変異体の発現によって、小胞体スト

レスが引き起こされ、細胞は UPR を誘導しているのではないかと仮説を立て

た。本章では、ヒトリゾチーム変異体が小胞体ストレスを引き起こしているか

どうか検証するために、小胞体ストレスの誘導に関わる GRP78/BiP の発現解

析、3つの UPR誘導経路（PERK、IRE1、ATF6）の活性化の解析、 UPR 関

連遺伝子の発現解析を行った。 
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第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様に HEK293 細胞を培養した。また、細胞へのトランスフェク

ションも同様の方法で行った。抗 GRP78/BiP 抗体は、ウェスタンブロッ

ト用には、 R&D system（Minneapolis, MN）から購入し、免疫蛍光染色

用には、 Santa Cruz Biotechnology から購入した。抗 XBP-1s 抗体は、

Biolegend （San Diego, CA）から購入した。抗 eIF2α 抗体及び抗 p-eIF2

α  抗体、抗  cleaved caspase-3 抗体は、Cell Signaling Technology 

（Beverly MA）から購入した。抗 ATF6 抗体は、 BioAcademia （Osaka, 

Japan）から購入した。 

 

2. RNA干渉 

HEK292 細胞は、6 well プレートに 1 well あたり、1.5 × 106 cells /well

で播種し、24時間前培養を行い、トランスフェクションした。野生型およ

び変異ヒトリゾチーム cDNA それぞれ導入した発現ベクター

（pEB-Multi-neo-vector）と RNA干渉のための 21塩基の二本鎖 RNA の

コトランスフェクションは、X-tremeGENE siRNA (Roche)を用いて行った。

21 塩 基 の 二 本 鎖 RNA の 配 列 は 、

5’-UUUUGACAACGAUUUCUCCAU-3’/5’-GGAGAAAUCGUUGUCAAA

ACA-3’で、ヒトリゾチームの cDNA 配列の 387-409bp に相当する部分を

用いた。さらに、トランスフェクション後 72時間の細胞をウェスタンブロ

ット解析および RT-PCRによる発現解析を行った。 



 18 

3. 免疫蛍光染色 

前章と同様の方法で行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

UPR 関連遺伝子の発現解析に用いるサンプルには、細胞を直接 2 × SDS 

サンプルバッファーで溶解したものを使用した。そのほかの手順は、前章

と同様の方法で行った。 

 

5. RT-PCR 

前章と同様の方法行った。 

 

6. リアルタイム PCR 

RT-PCRと同様の方法で、鋳型 cDNA を調製した。GRP78/BiPやXBP-1、

その他の UPR関連の遺伝子を検出するためのプライマーは、Primer blast

（Integrated DNA Technologies, Coralville, IA）を用いて設計した

（Table.2）。PCR反応液は、SYBR® Premix Ex Taq™ （TAKARA BIO）

を用いてキットの説明書に従い調製した。PCR反応は、Thermal Cycler 

Dice® Real time system Ⅱ （TAKARA BIO）を用いて行った。得られた

データは、GAPDH遺伝子で標準化を行った。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 まず、 UPR のセンサータンパク質として知られており、また、小胞体内の
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分子シャペロンとしての働きを持つ GRP78/BiP の発現解析を行った（Fig. 7）。 

ウェスタンブロットの結果から（Fig. 7A）、 GRP78/BiP は小胞体内に豊富に

存在するためか、細胞内の可溶性画分にて、野生型と変異体間での発現量違い

は、ほとんど確認できなかった。しかし興味深いことに、細胞のペレット画分

（不溶性画分）において、野生型と比較して、変異体では GRP78/BiP の強い

バンドが検出された。さらに、 GRP78/BiP を免疫蛍光染色で染めると（Fig. 

7B）、 GRP78/BiP とヒトリゾチーム変異体の局在が完全に一致していた。こ

のことから、ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiPは相互作用しながら凝集体を

形成しているのではないかと推論できる。 

	
 次に、ヒトリゾチーム変異体の発現で、 UPR の 3つの経路 PERK・IRE1・

ATF6 の活性化が引き起こされているかどうかウェスタンブロットを用いて検

証した（Fig. 8）。この解析に用いたサンプルは、全細胞溶解のため、野生型と

変異体でヒトリゾチームの発現量に差はみられなかった。IRE1は活性化すると

RNase活性を示し、細胞質に存在する XBP-1のmRNAをスプライシングし、

フレームシフトを引き起こし、転写因子 XBP-1sの発現を誘導する[22]。ウェス

タンブロットの結果から、ヒトリゾチーム変異体では、この XBP-1sの発現が

上昇しており、IRE1経路の活性化が引き起こされていた。一方、PERKの下流

で、翻訳抑制に関わる e-IF2αのリン酸化や、ATF6経路の自己切断による活性

化（ATF6は GRP78/BiPから遊離すると、ゴルジ体に輸送され、2種のプロテ

アーゼ S1P/S2Pで切断され転写因子として働く）は引き起こされていなかった。 

	
 次に、UPR 関連遺伝子の発現解析をリアルタイム PCR を用いて定量解析し

た（Fig. 9）。ヒトリゾチーム遺伝子の発現は、RT-PCRの結果（Fig. 2A）と同
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様に野生型と変異体間で大きな違いはなかった。IRE1 経路の下流の転写因子 

XBP-1 に関しては、トータル XBP-1 とスプライシングされていない XBP-1u 

の発現は、野生型と変異体間で差は認められなかったが、スプライシングされ

た XBP-1s の発現量が変異体で野生型と比較して 2倍に上昇していた（Fig. 

9A）。この結果は、ウェスタンブロットの結果（Fig. 8）と、合致していた。ま

た、XBP-1s が発現誘導する GRP78/BiP の遺伝子発現もすべての変異体で、

Mockより 2倍以上上昇していた（Fig. 9A）。さらに、この IRE1-XBP-BiP経

路に関連する ERdj4、HEDJ、GRP94の発現も変異体にて上昇傾向がみられた

（Fig. 9A）。また、PERK経路のダウンレギュレーターとして働く p58IPK （翻

訳開始因子 eIF2αのリン酸化を抑制する）の発現上昇もみられた（Fig. 9B）。

この p58IPKの発現が上昇していたため、ウェスタンブロットの結果で eIF2αの

リン酸化が抑制されていたと推察できる。また、PERKの下流の ATF4の発現

上昇は認められなかったが、ATF4のターゲットである CHOPの発現はわずか

に上昇していた（Fig. 9B）。しかし、タンパク質レベルでの CHOPの発現は認

められなかったので（data not shown）、アポトーシスは誘導されなかったと考

えられる。また、小胞体ストレスによる細胞死を抑制する Armet の発現が変異

体で約 1.5倍上昇していたため、これも細胞死が誘導されなかった一因と考えら

れる（Fig. 9B）。以上の結果から、ヒトリゾチーム変異体を発現させると、小胞

体ストレスが誘導され、主に IRE1 経路の活性化が引き起こされることが分か

った。 

	
 さらに、ヒトリゾチーム変異体が小胞体ストレスを引き起こし IRE1 経路の

活性を引き起こしていることを立証するために、RNA 干渉（RNAi）を用いて、
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ヒトリゾチームの発現抑制を行った（Fig. 10）。ヒトリゾチームの発現ベクター

とヒトリゾチームの発現を抑制する dsRNA をコトランスフェクションし、ま

ずヒトリゾチームの発現が低減されるか確認を行った（Fig. 10A）。今回ヒトリ

ゾチーム cDNA の 387-409bp に相当する領域の dsRNA を用いたが、ヒトリ

ゾチームの転写産物の減少およびタンパク質レベルの減少が認められた。その

結果を踏まえ、変異体で認められた XBP-1 のスプライシングを RT-PCR で検

出したところ、ヒトリゾチームの発現抑制によって、スプライシングも抑制さ

れていた。また、タンパク質レベルでの XBP-1s の減少も認められた。つまり、

ヒトリゾチーム変異体の発現を抑制することで確かに IRE1 経路の活性化が抑

制されていることが立証された。また、ヒトリゾチームの変異体において、細

胞内の不溶性画分（ペレット画分）でみられた GRP78/BiP の増加も、RNAi に

よって、減少した（Fig. 10B）。以上から、ヒトリゾチーム変異体の過剰発現は、

細胞に小胞体ストレスを引き起こすが、発現量を減少させることで、そのスト

レスは軽減されることが分かった。 

	
 この章の結果を踏まえ、ヒトリゾチーム変異体は GRP78/BiP と相互作用し

ながら凝集体を形成し、UPR のトランスデューサタンパク質（特に IRE1 ）

から GRP78/BiP を奪うことで、 IRE1 経路の活性化を誘導するのではないか

と、新たな仮説を立てた。そして、次章では、この仮説を立証するために、ヒ

トリゾチーム変異体と GRP78/BiP との相互作用について、解析した。 

 

第 4節	
 要約 

	
 ヒトリゾチーム変異体は、その発現により小胞体ストレスを引き起こすこと
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が分かった。そして、HEK293 細胞は、このストレスに対し、3つの UPR 経

路の中で主に IRE1 経路の活性化を誘導することが分かった。また、この活性

化は、ヒトリゾチームの発現を RNAi により抑止することで、低減されること

も立証された。ヒトリゾチーム変異体がどのようなメカニズムで小胞体ストレ

スを引き起こすかは、不明である。だが、小胞体ストレスのセンサータンパク

質である GRP78/BiP が変異体と同様に不溶性画分に多く存在していたこと、

そして、変異体と GRP78/BiP の局在が非常によく一致していたことを踏まえ、

次のような仮説を立てた。ヒトリゾチーム変異体は GRP78/BiP と相互作用し

ながら凝集体を形成し、結果として、UPR のトランスデューサタンパク質

（IRE1）から GRP78/BiP を奪うことで UPR を誘導する。次章では、この仮

説を立証するために、ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiP が相互作用するの

かどうか解析を行った。
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第５章	
 ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiP との相互作用 

第１節	
 目的 

	
 URPのトランスデューサタンパク質（PERK、IRE1、ATF6）は、通常

GRP78/BiP と結合しており不活性化しているが、異常タンパク質の増加により、

GRP78/BiP が不足すると、結合していた GRP78/BiP が解離し、活性化する

[20,21]。前章で、ヒトリゾチーム変異体の発現により、UPRの活性化を立証し

た。また、ヒトリゾチーム変異体は、UPR センサータンパク質である

GRP78/BiP と共局在し、また、GRP78/BiPは、不溶性画分に多く存在してい

た。これまでの結果を踏まえ、ヒトリゾチーム変異体は GRP78/BiP と相互作

用しながら凝集体を形成し、結果として、UPR のトランスデューサタンパク質

（IRE1）から GRP78/BiP を奪うことで UPR を誘導するという可能性が考え

られる。 

	
 そこで本章では、ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiP と相互作用するのか

証明するために、FLAG タグ付加 GRP78/BiP（FLAG-GRP78/BiP）を発現さ

せ、免疫沈降法を用いて、ヒトリゾチーム変異体が共沈降するかどうか解析を

行った。 

 

第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様の方法で、細胞培養を行った。ウェスタンブロット用の抗 FLAG 

抗体と、免疫沈降に用いた抗 FLAG-M2 Affinity Gel は、Sigma Aldrich 

から購入した 。ヘキソキナーゼは、オリエンタル酵母（Tokyo, Japan）か
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ら購入した。 

2. FLAG-GRP78/BiP の発現ベクターの調製 

ヒト GRP78/BiP の cDNA は、HEK293 細胞の cDNA ライブラリー（前

章の RT-PCR で調製した逆転写産物）から、遺伝子特異的プライマーを用

いて調製した。GRP78/BiP の cDNA は、In-Fusion HD cloning system 

（TAKARA BIO）で、pBApo-EF1α vector （TAKARA BIO）に導入し

た。また、GRP78/BiP のシグナル配列のすぐ後ろに、FLAG タグ

（ DYKDDDDK）を付加し、 N 末端に  FLAG タグが付加した

FLAG-GRP78/BiP 発現ベクターを構築した。 

 

3. トランスフェクション 

前章と同様の方法で行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

前章と同様の方法で行った。 

 

5. 共免疫沈降 

共免疫沈降のため、はじめに HEK293 細胞に FLAG-GRP78/BiP 発現ベ

クターをトランスフェクションした。トランスフェクション 24時間後、さ

らにヒトリゾチーム発現ベクターをトランスフェクションした。さらに、

48時間インキュベートした後、NP40 lysis buffer で細胞ライセイトを調製

した。その際、GRP78/BiP とリゾチームの結合を維持するために、NP40 
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lysis buffer に 10 U/mlのヘキソキナーゼと 0.2 mM グルコースを添加し、

細胞ライセイトに残存する ATP を除去した。FLAG-GRP78/BiP を回収す

るために、細胞ライセイトを anti-FLAG M2 Affinity Gel に添加し（Gel の

ベッドボリューム 20 μlに対し、細胞ライセイトを 800 μl添加）、4℃ で

2時間緩やかに撹拌しながらインキュベートした。インキュベート後、PBS 

で 3回洗浄し、非特異的結合を除去した。その後、Gel に 2 × SDS サン

プルバッファーを 40 μl加え、95℃で 3分インキュベートし、Gel からタ

ンパク質を抽出した。抽出産物（共免疫沈降したヒトリゾチームおよび 

FLAG-GRP78/BiP）および各フラクション（細胞内可溶性画分・細胞内不

溶性画分・培地上清）中のターゲットタンパク質の解析は、ウェスタンブ

ロットで行った。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiP が相互作用しているかどうか確かめる

ため、FLAG-GRP78/BiP とヒトリゾチームを HEK293 に発現させた。そし

て、FLAG-GRP78/BiP を抗 FLAG 抗体で回収し、共免疫沈降したヒトリゾチ

ームをウェスタンブロットで検出した（Fig. 11A）。 野生型および変異体すべ

てのヒトリゾチームの発現が細胞可溶性画分（免疫沈降にもちいたライセイト）

で発現が認められた。しかし、抗 FLAG 抗体で免疫沈降した画分において、野

生型では、共免疫沈降していなかったのに対し、変異体では、共免疫沈降して

いた。つまり、 FLAG-GRP78/BiP と相互作用している可能性が示された。 

	
 次に、同様の実験で、変異体の中で特に I56T を用いて、 ATP の存在下・
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非存在下で、 GRP78/BiP と変異体の相互作用が変化するか解析を行った（Fig. 

11B）。GRP78/BiP は、 ATP が過剰に存在すると、基質タンパク質をリリー

スすることが知られている。そこで、細胞可溶バッファーに 10 U/ml のヘキソ

キナーゼと 0.2 mM のグルコースを添加して ATP 非存在下にした場合（ATP-）

と、ATP を添加し ATP が豊富に存在する場合（ATP+）の 2つの条件で、共

免疫沈降してくる I56T の量の比較を行った。ATP 非存在下での共免疫沈降し

た I56T と比較して、ATP 存在下では、 I56T のバンドの強度が明らかに弱

くなっていた。つまり、ATP の存在により GRP78/BiP と I56Tの結合がしな

くなった。以上から、ヒトリゾチーム変異体と GPR78/BiP は非特異的に結合

しているのではなく、確かに GRP78/BiP のシャペロン機能により相互作用し

ていることが示された。 

 

第 4節	
 要約 

	
 ヒトリゾチーム変異体と、GRP78/BiP が相互作用するかどうか解析するため

に、GRP78/BiP と共免疫沈降してくるヒトリゾチームをウェスタンブロットで

検出した。野生型は、GRP78/BiP と共免疫沈降しなかったが、ヒトリゾチーム

変異体（I56T・F57I・W64R・D67H）は、すべて GRP78/BiP と共免疫沈降

してきた。また、I56T について、ATP 存在下・非存在下で共免疫沈降を行う

と、共免疫沈降するヒトリゾチームの量が ATP 存在下で減少していた。以上か

ら、ヒトリゾチーム変異体は、GRP78/BiP の働きで、確かに相互作用していた。

次章では、ヒトリゾチームのどの領域と相互作用しているか解析を行うことと

した。
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第６章	
 ヒトリゾチームと GRP78/BiP との結合領域の探索 
第１節	
 目的 

	
 前章にて、ヒトリゾチーム変異体と GRP78/BiP が相互作用していることが

実証された。GRP78/BiP は、分子シャペロンであり、フォールディング途中の

タンパク質と結合し、正しいフォールディングへと導く。しかし、ヒトリゾチ

ーム変異体の場合、GRP78/BiP と相互作用したまま、正しくフォールディング

されずに、小胞体内で蓄積し、小胞体ストレスを引き起こしていると推定した。

そこで、新たな疑問として、ヒトリゾチームのどの領域と GRP78/BiP が相互

作用しているのか興味が持たれた。本章では、この疑問に応えるべく、ヒトリ

ゾチームの種々の領域の欠損体を作製し、GRP78/BiP と結合する領域を導き出

そうとした。 

 

第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様の方法で行った。 

 

2. ヒトリゾチーム欠損体発現ベクターの構築 

ヒトリゾチーム欠損体発現ベクターの調製するために、まず、野生型ヒト

リゾチーム cDNA 導入した pENTRTM11 ベクターを鋳型に inverse 

PCR で欠損領域を導入した。その後、In-Fusion HD cloning system 

（TAKARA BIO）で、pEB-Multi-neo-vector （WAKO）ベクターにヒト

リゾチーム欠損体 cDNA を導入し、発現ベクターとした。 
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3. トランスフェクション 

前章と同様の方法で行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

前章と同様の方法で行った。 

 

5. 免疫蛍光染色 

前章と同様の方法で行った。 

 

6. RT-PCR 

前章と同様の方法で行った。 

 

7. 共免疫沈降 

前章と同様の方法で行った。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 ヒトリゾチームのどの領域で GRP78/BiP と相互作用するのか。この問いに

応えるべく、ヒトリゾチームの N 末端、内部配列、C 末端を削除した、ヒト

リゾチーム欠損体を発現させるベクターを構築した（Fig. 12A）。そして、前章

で構築した FLAG-GRP78/BiP発現ベクターを予めトランスフェクションし、

24時間後にさらに各ヒトリゾチーム欠損体発現ベクターをトランスフェクショ

ンした。48時間インキュベートした後、細胞の各フラクション（可溶性画分・
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不溶性画分・培地上清）、さらに可溶性画分を抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行い、

共沈降するヒトリゾチーム欠損体をウェスタンブロットで検出した（Fig. 12B）。

細胞の可溶性画分において、野生型を含めほぼすべての変異体（欠損体）で、

非常に強いバンドが検出されたが、N 末端の欠損体（1-41del、1-51del）だけ

が、バンド強度が弱かった。構築した 4つの欠損体（1-41 del、1-51 del、80-130 

del、51-67 del）すべてにおいて、培地上清にてバンドは検出されなかった。ま

た興味深いことに、欠損体の中で、N 末端欠損体（1-41del、1-51del）だけが、

抗 FLAG 抗体で共免疫沈降しなかった。これは、N 末端欠損体が、GRP78/BiP 

と相互作用していないことを意味している。逆に、C 末端欠損体および内部領

域（アミロイド線維形成コア領域を含む）欠損体は、GRP78/BiP と相互作用す

ることが示された。 

	
 さらに、この N末端欠損体は、GRP78/BiP と相互作用していないにも関わ

らず、細胞内不溶性画分（ペレット画分）には、多く存在した。これは、細胞

内において、N 末端欠損体が自己凝集し不溶化しているのではないかと考えら

れる。 

	
 同じ検体を用いて、次に免疫蛍光染色を行い、細胞内での挙動を観察した（Fig. 

12C）。51-67delおよび 80-130del の欠損体は、I56T と同じく、細胞内におい

て GRP78/BiP の局在と非常よく一致していた。一方、N 末端欠損体（1-41 del、

1-51del）は、ほとんど GRP78/BiP と局在が一致していなかった。この結果は、

免疫沈降の結果と同様、N 末端欠損体が GRP78/BiP と相互作用しないことを

示している。 

	
 4つのヒトリゾチーム変異体は、小胞体ストレスのマーカーである XBP-1 の
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スプライシングを引き起こしていた。そこで、このヒトリゾチーム欠損体が 

XBP-1 のスプライシングを引き起こしているか解析した（Fig. 12D）。N 末端

欠損体は、野生型と同様に、XBP-1 のスプライシング産物である XBP-1s の

バンドが、ほとんど検出されなかった。一方で、内部配列欠損体（51-67del）

と C末端欠損体（80-130del）は、ヒトリゾチーム変異体と同様、XBP-1s のバ

ンドが検出された。以上の結果は、免疫蛍光染色の結果を含め、ウェスタンブ

ロットの結果と一致していた。つまり、GRP78/BiP と相互作用するためには、

ヒトリゾチームの N 末端の配列が必須であると結論付けた。 

	
  GRP78/BiP と相互作用したヒトリゾチーム変異体は、プロテアソームで分

解されず、小胞体内で蓄積した。一方で、N 末端欠損体は GRP78/BiP と相互

作用せず、正常分泌もされなかった。そこで N 末端欠損体がプロテアソームで

分解されているか興味が持たれた。次に、プロテアソーム阻害剤 MG-132 を用

いて、N 末端欠損体がプロテアソームで分解されているかウェスタンブロット

で解析を行った（Fig. 13）。Fig. 13に示したように、N 末端欠損体（1-41del、

1-51del）は、MG-132 処理することで、ウェスタンブロットのバンド強度が上

昇していた。つまり、N 末端欠損体は、プロテアソームで分解されていたこと

が示された。一方で、80-130del、51-67delは MG-132 処理後でタンパク質量

の増加はわずかであった。これらの変異体は、GRP78/BiP と小胞体内で共局在

しており、また共に不溶性画分に存在していた。N 末端欠損体は GRP78/BiP 

と相互作用しないが、不溶性画分に存在しており、これらは先に述べたように

自己凝集しているからだと推察できる。 

	
 一連の結果から、ヒトリゾチームが GRP78/BiP と結合するためには、N 末
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端の配列が必須であることが示された。GRP78/BiP は、リダンダントなヘプタ

ペプチドモチーフ（Hy(W/K)HyXHyXHy）と相互作用すると報告されている[23]。 

Hy は、大きい疎水性アミノ酸もしくは、芳香族のアミノ酸を示しており、この

モチーフに GRP78/BiPの基質結合ドメインは強い親和性を示す[24]。ヒトリゾ

チームの N末端配列において、このモチーフに適合する領域を探索したところ、

ヒトリゾチームの 28-34配列（WMCLAKW）が適合することを発見した。そこ

で、野生型とヒトリゾチーム変異体 I56T を元に、28-34delの欠損体を新たに

作製した（28-34del、28-34del/I56T）。そして、FLAG-GRP78/BiP とコトラン

スフェクションし、相互作用するかどうか解析を行った（Fig. 14A）。ウェスタ

ンブロットの結果から、細胞可溶性画分にて 28-34del、28-34del/I56Tは発現量

が少ないが、I56T が GRP78/BiP と共免疫沈降しているのに対し、これら 2

つの欠損体は全く共免疫沈降していなかった。これは、28-34del は GRP78/BiP 

と相互作用していないことを示している。また、免疫蛍光染色の結果（Fig. 14B）

も同様で、28-34delは GRP78/BiP と共局在を示さなかった。また、前述の 4

つの欠損体と同様に、培地上清にはほとんど、分泌されていなかった。さらに、

小胞体ストレスのマーカーである XBP-1 のスプライシングも引き起こされて

いなかった（Fig. 14C）。つまり GRP78/BiP と相互作用せず、小胞体ストレス

を引き起こしていなかった。 

	
 次に、28-34 del が GRP78/BiP と相互作用していなかったことから、プロ

テアソームにより分解が引き起こされているのではと予想した。そこで、前述

と同様に、プロテアソーム阻害剤 MG-132 で細胞を処理し、タンパク質の増加

がみられるかウェスタンブロットで解析した（Fig. 15）。MG-132 で処理した
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場合（MG-132＋）、28-34del および 28-34del/I56T で未処理（MG-132－）よ

りもバンド強度の上昇がみられた。これは、28-34del がプロテアソームで分解

されていることを示している。 

	
 以上から、ヒトリゾチームの N 末端で GRP78/BiP と相互作用しており、

28-34の配列（WMCLAKW）が、特に重要な配列であると結論付けた。 

 

第 4節	
 要約 

	
 前章でヒトリゾチーム変異体が、 GRP78/BiP と相互作用することが示され

た。そこで本章では、ヒトリゾチームのどの領域と GRP78/BiP と結合するの

か、ヒトリゾチームの欠損体を用いて GRP78/BiP との相互作用解析を行った。

その結果、ヒトリゾチームの N 末端を欠損させると、GRP78/BiP と共免疫沈

降しなかった。また N 末端欠損体は、GRP78/BiP との共局在もしていなかっ

た。さらに、N末端領域で GRP78/BiP の結合モチーフである 28-34の配列

（WMCLAKW）が存在しており、この領域を欠損させると、GRP78/BiP と全

く相互作用しなかった。 

	
 以上から、ヒトリゾチームが GRP78/BiP と相互作用するためには、N 末端

配列（28 WMCLAKW 34）が必須であり、この領域が存在しないと GRP78/BiP 

と相互作用することなく、プロテアソームで分解されると結論付けた。
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第７章	
 ヒトリゾチーム N 末端の疎水性アミノ酸残基と 
GRP78/BiP との相互作用の関係 

第１節	
 目的 

	
 ヒトリゾチームが GRP78/BiP と相互作用するためには、N末端配列（28 

WMCLAKW 34）必須であることを前章で突き止めた。この 28-34の配列は、ヒ

トリゾチームの α2-helix 領域に存在している（Fig. 16A）。α2-helix は α

1-helix と互いに平行に位置しており、ともに疎水性アミノ酸残基を適当な間隔

をとり整列させながら、保持している（F3、L8、L12、L15、L25、L31）。I56 

も α2-helix に含まれている。そこで、この特徴的な構造（二つの平行に並ん

だヘリックス間で、疎水性アミノ酸残基が適当な間隔で並んだ構造）を形成で

きないと、GRP78/BiP と相互作用したまま不溶化し小胞体ストレスを引き起こ

すのではないかと予想した。 

	
 本章では、前述の疎水性アミノ酸残基 F3、L8、L12、L15、L25、L31をそ

れぞれアラニンに置換し、GRP78/BiP と相互作用するのか解析を行った。また、

変異導入により小胞体ストレスが引き起こされているか解析も行った。 

 

第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様に HEK293 細胞を培養した。また、細胞へのトランスフェク

ションも同様の方法で行った。抗体も同様のものを使用した。 

 

2. 変異体発現ベクターの構築 
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前章ですでに構築した、野生型および変異体 I56Tの発現ベクターに 

inverse PCR で変異を導入し、変異が導入されたかどうかは、シーケンス

で確認した。 

 

3. トランスフェクション 

前章と同様の方法で行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

前章と同様の方法で行った。 

 

5. RT-PCR 

前章と同様の方法で行った。 

 

6. 共免疫沈降 

前章と同様の方法で行った。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 ヒトリゾチームのα1-helix およびα2-helix に含まれる疎水性アミノ酸残基

F3、L8、L12、L15、L25、L31 をそれぞれアラニンに置換させ、HEK293 細

胞に発現させた。今回は、野生型および変異体 I56T に上記の変異を導入し、

FLAG-GRP78/BiP と共発現させ、GRP78/BiP と相互作用するか共免疫沈降お

よびウェスタンブロットで解析した（Fig. 16B）。野生型に変異を導入したサン
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プルは、FLAG-GRP78/BiP とともに共沈降し、クリアなバンドが検出された。

これは、変異導入により、GRP78/BiP と相互作用しやすくなったとことを示し

ている。しかしながら L15A は、全く共沈降しておらず、野生型と同様の挙動

を示した。これは 15番目のロイシンはアラニン程度の疎水性でも十分である、

もしくは、L15 は比較的タンパク質表面に存在しており、構造形成に深く関与

していないのではと思われる。I56T にこれらの変異を導入した場合、依然とし

て I56T と同様の傾向を示したが、培地上清への分泌はさらに減少する傾向が

あった。 

	
 次に、F3、L8 等の変異によって小胞体ストレスを引き起こし UPR が誘導

されているかどうか、XBP-1 のスプライシングを指標に解析を行った（Fig. 

16C）。ウェスタンブロットの結果と同様に、GRP78/BiP と共沈降した変異体

は、XBP-1s のバンドが野生型よりも上昇しており、UPR が誘導されていた。 

	
 以上の結果から、ヒトリゾチームの N 末端の二つ α-helix に並ぶ疎水性ア

ミノ酸残基に変異を導入すると、アミロイドーシスを引きおこすリゾチーム変

異体と同様の挙動を示すことが分かった。そして、前章の 28-34が GRP78/BiP 

と相互作用する領域であることを考慮すると、この二つの α-helix の位置が 

GRP78/BiP と相互作用するための入り口なのかもしれない。 

 

第４節	
 要約 

	
 ヒトリゾチームが GRP78/BiP と相互作用するためには、N 末端配列（28 

WMCLAKW 34）必須であることを前章で突き止めた。この 28-34の配列は、ヒ

トリゾチームの α2-helix 領域に存在している。そこで、この α2-helix とと
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もに特徴的な構造を形成している α1-helix それぞれに含まれる疎水性アミノ

酸残基（F3、L8、L12、L15、L25、L31）をアラニンに置換し、GRP78/BiP と

の相互作用を解析した。野生型に上記の変異を導入すると、アミロイドーシス

を引き起こすヒトリゾチーム変異体（I56T, F57I, etc…）と同様、GRP78/BiP と

相互作用し、小胞体ストレスを引き起こしていた。また、培地上清への分泌も

減少傾向を示した。前章の 28-34が GRP78/BiP と相互作用する領域であるこ

とを考慮すると、この二つの α-helix の位置が正しく形成されると、

GRP78/BiP が解離するが、変異により形成できないと GRP78/BiP は結合し

たまま、小胞体ストレスを引き起こす原因になると思われる。 
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第８章	
 56番目イソロイシン変異体と GRP78/BiP との相互作用
特性 

第 1節	
 目的 

	
 これまで、ヒトリゾチーム変異体（I56T、F57I、W64R、D67H）が小胞体

内に蓄積することで小胞体ストレスを引き起こし、細胞は UPR を誘導するこ

とを示した。I56T 変異体の場合、56番目のイソロイシンがトレオニンに変異

することで、GRP78/BiP と相互作用し、細胞は UPR を誘導するが、トレオ

ニン以外のアミノ酸に置換した場合、小胞体ストレスを引き起こすかどうか興

味が持たれた。 

	
 そこで本章では、アミロイドーシスを引き起こす変異体の中で特に I56T に

絞って、この 56番目のイソロイシンがトレオニン以外のアミノ酸に置換した場

合、小胞体ストレスを引き起こすかどうか、変異体の熱安定性に着目しながら

解析を行った。 

 

第２節	
 試料調製および実験方法 

1. 細胞および試薬 

前章と同様に HEK293 細胞を培養した。また、細胞へのトランスフェク

ションも同様の方法で行った。抗体も同様のものを使用した。 

 

2. 変異体発現ベクターの構築 

前章ですでに構築した、野生型ヒトリゾチームの発現ベクターに inverse 

PCR で変異を導入した。変異が導入されたかどうかは、シーケンスで確認
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した。 

 

3. トランスフェクション 

前章と同様の方法で行った。 

 

4. ウェスタンブロット 

前章と同様の方法で行った。 

 

5. 共免疫沈降 

前章と同様の方法で行った。 

 

6. Molecular Operating Environment（MOE）program を用いた熱安定性の

評価解析 

熱安定性の解析には、Molecular Operating Environment（MOE）program	
 

（Chemical Computing Group, Montreal, QB, Canada） の網羅的変異体

スキャンを用いて、ヒトリゾチームの PDB データ（1LZ1）を鋳型に、56

番目のイソロイシンをその他のアミノ酸に置換した I56変異体の構造を予

想した。そして、野生型から各変異体への熱安定性の差を出力した。力場

には AMBER10EHT を用いた。 

 

第３節	
 結果および考察 

	
 56番目のイソロイシンはヒトリゾチーム変異体 I56T の変異箇所であると
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同時にアミロイド線維を形成するコア領域にも含まれている。この野生型では

イソロイシンであるアミノ酸を別のアミノ酸（A、E、R、S、Y、G、L、F、W、

V、M）に置換し、FLAG-GRP78/BiP と共発現させ、変異によって GRP78/BiP 

と相互作用するのか共免疫沈降を用いて解析した(Fig. 17A)。

FLAG-GRP78/BiP との共免疫沈降の結果から、今回導入した変異の中で I56L、

I56V、I56Mの 3つの変異体のみ、ほとんどもしくは全くバンドが確認されて

いなかった（Fig. 17A サードパネル）。またこれらの変異体は、培地上清画分

にも多く存在していた（Fig. 17A トップパネル）。つまり、56番目をロイシン・

バリン・メチオニンに置換しても、野生型の場合と同様、GRP78/BiP と相互作

用せずに、培地上清に正常に分泌されることが分かった。 

	
 一方、その他の 8つのアミノ酸（A、E、R、S、Y、G、F、W）に置換した

場合、I56T タイプに変化し、GRP78/BiP と相互作用し共沈降していた。また、

変異体の中で、I56A と I56F は I56T と同程度、培地上清画分に検出された

が、その他 6つの変異体（I56E、I56R、I56S、I56Y、I56G、I56W）は、ほと

んど検出されなかった。この 6つの変異体は、I56A と I56F に比べ共沈降し

たリゾチームの量が多い傾向があったため、GRP78/BiP と相互作用しやすいと

分泌量が下がると考えられる。これらの変異体の結果は、Table.3にまとめた。 

	
 また、細胞内での局在についても、免疫蛍光染色を用いて観察した（Fig. 17B）。

ウェスタンブロットの結果と同様 I56L は、野生型と同じ挙動を示し、

GRP78/BiP と強い共局在性も示さなかった。一方で、I56A・I56S・I56G・I56W 

は、I56T と同じように細胞内で凝集し GRP78/BiP と共局在していた。 

	
 以上の結果は、リゾチームの 56番目のアミノ酸残基が GRP78/BiP とリゾチ
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ームの相互作用に影響を与えることを示したが、これはリゾチームの変異体間

でのフォールディング状態の違い、熱安定性の違いにより引き起こされると考

えられる。そこで、後者の変異体間での熱安定性の違いを解析するため、分子

モデリングとシミュレーションを実施した。解析手法として、Molecular 

Operating Environment （MOE）program を用いて、野生型に対しての変異

体の熱安定性の差を計算した。計算結果は、変異体の他の特性（培地上清への

分泌、不溶性画分での存在等）と同様に大まかに Table.3にまとめた。細胞内

で GRP78/BiP と相互作用したリゾチーム変異体は、熱安定性が野生型に比べ

低くなる傾向があった（I56R、I56E、I56T、I56S、I56A、I56W、I56G）。逆

に、GRP78/BiP と相互作用しなかった変異体は、野生型と同等もしくは、熱安

定性の低下も小さかった（I56L、I56V、I56M）。一方で、例外的に I56F と I56Y 

は、熱安定性が他の変異体と比較して高い傾向があったが、GRP78/BiP と相互

作用した。不溶性画分（ペレット画分）の存在に関しても GRP78/BiP の相互

作用と同じ傾向を示した。ヒトリゾチームの分泌に関しては、熱安定性が低い

ものほど分泌量が低下する傾向があった。例外として I56T と I56A は、熱安

定性は低いが分泌されており、逆に I56Y は熱安定性が低下していないが、全

く分泌されていなかった。野生型とほぼ同様の特性を示した I56L、I56V、I56M 

がシンプルな構造であるのに対し、I56Y は疎水性アミノ酸であるが構造が大き

いため、フォールディングの際に障害になるのかもしれない。 

	
 これまでの結果から、56番目のアミノ酸に関して、疎水性アミノ酸の場合、

構造的に安定であるため、翻訳後正しいフォールディングをすぐに形成して

GRP78/BiP から解離し、正常に分泌されると考えられる。対照的に、親水性の
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アミノ酸の場合、構造的に不安定になり、GRP78/BiP と相互作用したまま、う

まくフォールディングできずに不溶化し、小胞体ストレスを引き起こすのでは

ないかと結論付けた。 

第 4節	
 要約 

	
 アミロイドーシスを引き起こすヒトリゾチーム変異体には I56T が存在する。

この変異体は前章から GRP78/BiP と相互作用し小胞体ストレスを引き起こす

ことが分かった。本章では、I56T をモデルとして、56番目のイソロイシンを

別のアミノ酸に置換した場合、トレオニン以外でどのようなアミノ酸が小胞体

ストレスを引き起こすか解析を行った。 

	
 実験結果から、イソロイシンをロイシン、バリン、メチオニンに置換しても

野生型と同様の挙動を示したが、親水性のアミノ酸に置換した場合、I56T タイ

プの挙動を示した。これら親水性のアミノ酸は in silico 解析から熱安定性が低

下する傾向がみられた。以上から、タンパク質構造の安定性が変異により崩れ

ることで、GRP78/BiP との相互作用したまま凝集し、小胞体ストレスを誘導す

ると結論付けた。
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第９章	
 総括 

第１節	
 総括 

	
 ヒトリゾチームおよびその変異体のフォールディング過程について、これま

で詳細に研究されている[15,25-28]。本研究に用いたアミロイドーシスを引き起

こすヒトリゾチーム変異体（I56T、F57I、W64R、D67H）の変異箇所（Fig. 1）

は、アミロイド線維形成コア領域（54GILQINSRW62）周辺に集中している

[16,29-30]。変異により構造的に不安になるため、タンパク質表面にコア領域が

露出してアミロイド線維形成が引き起こされていると考えられているが、詳細

は分かっていない。事実、野生型と I56T は構造的にわずかな違いしかないが、

D67H は大きく変わっている[31]。これは、得られた構造データが正しくフォ

ールディングしたものであり、実際にアミロイド線維を形成するのはミスフォ

ールディングしたもの、つまりフォールディング過程のものが線維形成するの

かもしれない。タンパク質のフォールディングは通常、細胞内で行われる。そ

こで、ヒトリゾチーム変異体が細胞内で作られる過程（フォールディング過程）

で、アミロイド線維を形成するのではないかという発想の元、本研究をスター

トした。 

	
 まず、アミロイドーシスを引き起こす変異体（I56T、F57I、W64R、D67H）

を HEK293 細胞に発現させ、細胞毒性について解析を行った。変異体は正し

く発現はしたものの、細胞毒性を示さなかった。また、アポトーシス誘導も引

き起こされなかった。これは、これまで報告されているリゾチームアミロイド

線維の示す毒性（培養培地にアミロイド線維を添加する方法）の結果とは、異

なっていた[12, 32]。本研究ではトランスフェクション後のインキュベートを 72



 43 

時間に設定したが、これは72時間で発現が最も多かったためである。そのため、

長期的に発現させることで毒性を示すと考えられるが、本研究において長期的

に発現させ細胞毒性を解析する方法は見出せなかった（安定発現株を作製した

が、セレクションがかかっているため、細胞毒性を調べるには困難と判断した）。 

	
 以前、マウス L細胞においてヒトリゾチーム変異体（システインをアラニン

に置換して正常なジスルフィド結合が形成されない変異体）が蓄積し、pre golgi 

compartment にてシステインプロテアーゼで分解されるという報告があった

[33]。また最近の報告では、ピキア酵母において、ヒトリゾチーム変異体が細胞

内にとどまり分解されるため、分泌されないという報告もあった[34]。同様に、

本研究でも HEK293細胞において、野生型ヒトリゾチームは正常に分泌される

のに対し、4つのヒトリゾチーム変異体は細胞内で蓄積・凝集することを示した。

しかし、マウス L 細胞やピキア酵母のように速やかに分解されてはいなかった。

さらに、T70N のような自然に存在するヒトリゾチームの変異体[35]は、野生型

のように正常に分泌され、細胞内の不溶性画分にもほとんど存在していなかっ

た（Fig. 18）。この T70N は野生型よりも構造が不安定だが、アミロイドーシ

スを引き起こされないので、野生型と同様の傾向を示したのかもしれない。 

	
 細胞は、異常なタンパク質を分解することなく、細胞内に封入体として溜め

込むことがある。これは、凝集タンパク質による毒性から守るためだと考えら

れる。ミスフォールディングやタンパク質分解系の異常によりユビキチン化し

たタンパク質が、微小管上を移動するダイニンモーターにより中心体付近に集

められ、ビメンチンに包まれた封入体（アグリソーム）を形成することが知ら

れている[36-38]。本研究でみられたヒトリゾチーム変異体の凝集体は、アグリ
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ソームを検出する Proteostat®では陽性であった。しかしながら、中心体に存在

しておらず、ビメンチンにも包まれていなかった。また、ウェスタンブロット

の結果からヒトリゾチーム変異体はユビキチン化されていないことも明白であ

った（ユビキチン化されたら分子量が大きくなるため）。以上を踏まえ、この凝

集体は厳密な定義において、アグリソームではないと結論付けた。 

	
 一般的に異常なタンパク質が小胞体内に蓄積すると、小胞体ストレスを引き

起こすことが知られている。本研究において、ヒトリゾチーム変異体は小胞体

内で蓄積しており、それがきっかけで小胞体ストレスが引き起こされていた。

小胞体ストレスに対処するために細胞は、unfolded protein response (UPR) を

誘導し、タンパク質フォールディングのホメオスタシスを維持しようとする

[39-42]。 

UPR において、小胞体膜貫通型タンパク質である IRE1・PERK・ATF6 がト

ランスデューサとしての役割を担っており、小胞体内で異常が出たことを小胞

体外へ知らせている[22,40,43-45]。ヒトリゾチームを過剰発現させた場合、当

然正しいフォールディングのために、分子シャペロンタンパク質の助けが必要

になる。GRP78/BiP は UPR において重要な役割をもつ小胞体シャペロンタ

ンパク質であり、小胞体ストレスのセンサータンパク質でもある。小胞体スト

レスが誘導される前は、GRP78/BiPは IRE1・PERK・ATF6 のトランスデュ

ーサタンパク質と結合している。しかし異常タンパク質が小胞体内で蓄積する

と GRP78/BiP はトランスデューサタンパク質から解離し、異常タンパク質の

フォールディングに消費される。GRP78/BiP が離れたトランスデューサタンパ

ク質は活性し、UPR を誘導する[42,46-48]。IRE1 は活性化するとダイマー化
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し、RNase 活性をもつようになり、細胞質で XBP-1u をスプライシングする。

スプライシングされた XBP-1 (XBP-1s)は、翻訳されると転写因子として、シス

エレメントである ER stress response element（ERSE）に結合し、小胞体シャ

ペロンタンパク質等の発現誘導を行なう[49]。これら、IRE経路の活性化が、本

研究においても、ヒトリゾチーム変異体の発現により誘導されていた。また、

GRP78/BiP の発現誘導と平行して、関連するシャペロンタンパク質の発現も誘

導されていた（Fig. 9）。その他、小胞体ストレスによる細胞死を引き起こす

CHOP 遺伝子のわずかな発現上昇がみられたが、細胞死を抑制する Armet の

発現も上昇しており、ヒトリゾチーム変異体による小胞体ストレスによる毒性

の詳細は、まだまだ不明な点が多い。同様に小胞体関連遺タンパク質分解 ERAD 

関連遺伝子の発現上昇もみられず、なぜヒトリゾチーム変異体を分解しようと

しないのかは不明であった。ただし、IRE1 経路の活性化だけは、本研究におい

て明白に示された。 

	
 さらに言えば、XBP-1 のスプライシングがヒトリゾチーム変異体でみられた

が、RNAi でヒトリゾチームの発現を抑制することで、スプライシングが抑制

された（Fig. 10）。また当然、ペレット画分に含まれるヒトリゾチーム変異体お

よび GRP78/BiP の量も減少していた。GRP78/BiP は小胞体シャペロンタン

パク質として、異常タンパク質と結合し正しいフォールディングへと導くが、

本研究において、ヒトリゾチーム変異体が GRP78/BiP によって正しいフォー

ルディングへ導かれるかまでは検証できなかった。 

	
 ヒトリゾチーム変異体において、小胞体ストレスを引き起こすことが明らか

となり、次に小胞体ストレスのセンサータンパク質として働く GRP78/BiP と



 46 

変異体が相互作用するのか興味が持たれた。そこで、免疫沈降法を用いて

GRP78/BiP と一緒にヒトリゾチームが沈降してくるか解析を行った。その結果 

アミロイドーシスを引き起こす変異体が GRP78/BiP と強く相互作用している

ことが明らかとなった。また、欠損変異体による解析から N末端の配列が

GRP78/BiP と相互作用していることも分かった。さらに言えば、ヒトリゾチー

ムの N末端の中でも、28-34の配列（28WMCLAKW34）に結合していることも

示され、その配列がないとプロテアソームによって分解されることも分かった。 

	
 つまり、上記の結果から、以下の仮説が考えられる。 

「野生型、変異体に関わらず、小胞体内にヒトリゾチームのポリペプチド鎖が

翻訳されながら導入されると、GRP78/BiP は一度結合する。そして野生型の場

合、正しいフォールディングをとったら解離する。しかし、変異体はいつまで

たっても正しいフォールディングを形成できないため、結合したまま凝集して

しまい、小胞体内で GRP78/BiP が枯渇して小胞体ストレスを引き起こしてし

まう。それに対し 28-34欠損体のように、もともと GRP78/BiP と相互作用す

る領域を持っていないポリペプチド鎖が小胞体内に導入されると、フォールデ

ィングする前に、速やかに分解されてしまう。」 

	
 本研究での免疫沈降による相互作用の結合だけでは、ヒトリゾチーム変異体

のフォールディング過程のどのタイミングで GRP78/BiP と結合しているか分

からないため、さらなる解析が必要である。 

	
 ヒトリゾチームの 28-34番目の残基は、α2-helix に存在する。そしてもう一

つの helix であるα1-helix とともに、疎水性および芳香族アミノ酸残基を規則

的に配列させている（Fig. 16A）。これらのアミノ酸残基をそれぞれアラニンに
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置換にすると、野生型からアミロイドーシスを引き起こすヒトリゾチーム変異

体と同じ挙動を示すようになった（分泌の低下、ペレット画分の上昇、

GRP78/BiP との相互作用）。おそらく、このα1-helix とα2-helix のポジショ

ンは、GRP78/BiP と相互作用するための“エントランス”のような働きをして

おり、結果として、ヒトリゾチームが正しくフォールディングできたかどうか

モニタリングしていると考えられる。I56Tの変異のように疎水性から親水性ア

ミノ酸に置換されると、この“エントランス”が形成されず、GRP78/BiP が解

離できないのかもしれない。 

	
 他の研究者による培養細胞とトランスジェニックマウスを用いた研究で、筋

萎縮性側索硬化症を引き起こすスーパーオキシドジスムターゼ 1（SOD1）の変

異体が小胞体内で蓄積して、GRP78/BiPと結合し、小胞体ストレスを引き起こ

すことが報告されている[50-52]。興味深いことに、この SOD1 は本来細胞質の

酵素でありながら、変異体は小胞体に蓄積し、小胞体ストレスを誘導する。さ

らに、アミロイドーシスを引き起こすヒトトランスサイレチンが、GRP78/BiP 

と安定的に結合し、ATPを添加することで解離することが Escherichia.coli の

系[53]と哺乳類細胞の系[54]で報告されている。もしも小胞体シャペロンにより、

変異体の分解が抑制されているのならば、小胞体シャペロン が凝集性のあるタ

ンパク質を分解から保護しているとも言えるだろう。 

	
 トランスサイレチンのGRP78/BiP との結合領域は 88-130残基であることが

報告されており、そこはβ-strand F に相当する。そして、この領域はアミロイ

ド線維伸長領域と考えられている[53,55]。これら二つの酵素（SOD1 とトラン

スサイレチン）と、本研究で用いたヒトリゾチームの状況と非常によく似てい
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る。小胞体シャペロンの異常タンパク質に対しての強いアフィニティーにより、

異常タンパク質の分泌を抑制させ、生体内で異常タンパク質が循環するのを防

いでいるのかもしれない。そしてこのことが、全身性アミロイドーシスが発症

するまでに、長い期間がかかる理由の一つなのかもしれない。 

	
 次にヒトリゾチームのα-ドメインのコア領域に存在する、5６番目のイソロイ

シンについて、様々なアミノ酸に置換した変異体を作製した。この 56番目のイ

ソロイシンを疎水性アミノ酸に置換した場合、ほとんどのアミノ酸は野生型と

同じで、GRP78/BiP と相互作用せず、非常によく分泌し、ペレット画分にも存

在していなかった（Table.3）。一方で、親水性のアミノ酸に置換した場合、I56T 

変異体のような特性（GRP78/BiP と相互作用し、分泌も悪く、多くがペレット

画分に存在）に変化した。つまり、ヒトリゾチームのα-helix ドメインにおい

て、疎水性が低下すると、正しいフォールディングできずに、GRP78/BiP と相

互作用したまま蓄積するのかもしれない。 

	
 これら I56Tタイプのヒトリゾチーム変異体は、熱安定性が低いと考えられる。

事実、このことはコンピュータを用いて算出した野生型に対しての各変異体の

熱安定性の差の結果からも言えるだろう（Table.3）。野生型（I56）が最も高い

熱安定性を示したが、これは野生型が正しいフォールディング過程を経てフォ

ールディングしているからだと考えられる。正しいフォールディング過程を経

るために、アミロイド線維形成コア領域を含むβドメインが正しく構築される

必要がある。GRP78/BiP がこのヒトリゾチームフォールディング過程に関して

どのようにまたどの程度関与するのかは、今後の課題である。 

	
 本研究において得られた新たな知見として、ヒトリゾチーム変異体が
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GRP78/BiP と相互作用するためには N 末端領域が必要であるということ。そ

して、α1およびα2-helix ドメインに存在する疎水性アミノ酸の規則的な配列

が GRP78/BiP との相互作用に重要であることも示した。興味深いことに、予

想した GPR78/BiP の結合ペプチド 28WMCLAKW34 は、α-2helix に存在し

ていた。しかしながら、明確な結論を導くためには、GRP78/BiP との複合体を

形成するヒトリゾチーム由来の結合ペプチドを同定する必要がある。 

	
 1993年に初めて I56T、D67H の存在が報告されて以来、多くのアミロイド

ーシスを引き起こす変異体に関する研究がなされてきた[5]。これらの変異体は、

シングルポイントミューテーションであり、常染色体優性遺伝である[56]。野生

型ヒトリゾチームでさえ、本来アミロイド線維形成能を持っているが、生体内

で野生型ヒトリゾチームが不完全なフォールディング状態で存在することは稀

である[57]。それはおそらく、タンパク質品質管理（PQC）システムによって、

異常な構造のタンパク質が排除されるからである。しかしヒトリゾチーム変異

体の場合は、このような排除機構が存在しても、アミロイド線維を形成してし

まう[27]。 

	
 現在、アミロイドーシスを治療する特別な治療法はない。それゆえ、ヒトリ

ゾチーム変異体の構造についてさらなる詳細な研究が必要である。2014年に、

新たなヒトリゾチーム変異体（W82G）が報告されている[58]。本研究によって

得られた成果が将来、リゾチームアミロイドーシスの解明に役立つことを願う。  
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第２節	
  要約 

	
 異常タンパク質の蓄積により引き起こされる疾患は多い。アミロイドーシス

は、異常タンパク質がアミロイド線維と呼ばれる線維状の凝集体を形成し、そ

れが種々の臓器に蓄積して引き起こされる疾患である。アルツハイマー病や、

パーキンソン病、プリオン病などはアミロイド線維の蓄積が疾患の原因の一つ

と考えられている。ヒトリゾチームは、生体内に広く存在する分泌性の抗菌タ

ンパク質であるが、遺伝的な変異により全身性アミロイドーシスを引き起こす。

アミロイドーシスを引き起こす変異体には、I56T・F57I・W64R・D67H が知

られており、これら変異体がリゾチームアミロイド線維を形成し、アミロイド

ーシスを引き起こすと考えられている。ヒトリゾチーム変異体は、変異による

構造的不安定化により、アミロイド線維を形成すると考えられているが、この

ような異常タンパク質が、細胞内で正常にフォールディングし、分泌されると

は考えにくい。細胞内で正しくフォールディングできず凝集して、細胞に何ら

かの影響を与えるのではないか。そこで、ヒトリゾチーム変異体の発現が細胞

にどのような影響をあたえるのか解析することを本研究の目的とした。 

	
 まず、4つのヒトリゾチーム変異体（I56T・F57I・W64R・D67H）を野生型

とともにヒト胎児腎臓細胞（HEK293）に発現させ、毒性および発現解析行っ

た。生死判定の結果から変異体の発現により、直ちに細胞死を引き起こすこと

はなかった。しかし、野生型が正常に分泌されているのに対し、変異体は分泌

量が少なく、細胞内の不溶性画分に多く存在していた。また、免疫蛍光染色に

よる観察から、ヒトリゾチーム変異体は小胞体で凝集・蓄積していた。さらに、

ヒトリゾチーム変異体の過剰発現により、小胞体ストレスによる unfolded 
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protein response (UPR) が誘導されていた。UPRの活性化経路のなかで特に、

IRE1 経路の下流のXBP-1s とGRP78/BiP の発現増加が引き起こされていた。

また免疫蛍光染色の結果から変異体は、GRP78/BiPとともに小胞体内で蓄積し

ていた。 

	
 次に、UPR の誘導に関わる小胞体シャペロンタンパク質の GRP78/BiP とヒ

トリゾチームのどの領域が相互作用するのか解析した。上記のヒトリゾチーム

変異体に加え、アミノ酸欠損およびアミノ酸置換の変異体を作製した。そして、

FLAG タグ付の GRP78/BIP と HEK293 に共発現させ、免疫沈降法を用いた

相互作用解析を行った。I56Tなどの 4つの変異体は GRP78/BiP と強い相互作

用を示したのに対し、N 末端欠損体(1-41欠損、1-51欠損)は、相互作用しなか

った。また、N 末端の α-ヘリックスに存在する一連のロイシンをそれぞれアラ

ニンに置換すると、I56T などの変異が存在しなくても、GRP78/BiP と相互作

用した。また、それらの変異体は分泌量も少なかった。 

	
 結論として、ヒトリゾチームの N末端は GRP78/BiP と相互作用するために

非常に重要な箇所であった。そして、ヒトリゾチームはここで GRP78/BiP と

相互作用し正しくフォールディングするが、変異体の場合、正しくフォールデ

ィングできずに GRP78/BiP と結合したまま小胞体内で凝集する。その結果、

小胞体ストレスを引き起こすと結論付けた。  



 52 

第３節	
  Summary 

 Accumulations of abnormal proteins that are misfolded and fibrotic have 

been observed in case of pathological amyloidosis such as Alzherimer’s 

disease, Parkinson’s diseases. None of the proteins involved in these diseases 

have common amino acid and sequences or tertiary structures, but each of 

them can form amyloid fibrils consisting of a cross-β-sheet structure and can 

be deposited in various tissue. Lysozyme is an omnipresent enzyme 

attacking the peptidoglycan cell wall of certain microorganisms. There are 

four pathogenic mutants of human lysozyme that cause non-neuropathic 

systematic amyloidosis. Naturally occurring single mutants, I56T, F57I, 

W64R and D67H, have been known to form abnormal protein aggregates 

(amyloid fibrils) and to accumulate in several organs, including the liver, 

spleen and kidney, resulting amyloidosis. However, the pathogenesis of the 

disease is not well understood. The mutants may aggregate in the cell, and 

exhibit cytotoxicity. 

 In this study, I examined the effects of the above-described four pathogenic 

lysozyme mutant (I56T, F57I, W64R, D67H) in cultured human embryonic 

kidney (HEK) 293 cells. 

Western blot analyses showed the lesser amounts of these mutants proteins 

in the medium compared to the wild type, but they were abundant in the cell 

pellets, indicating that the modified lysozyme protein scarcely secreted into 

the medium but were retained in the cells. Immunocytochemistry revealed 
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that these mutant proteins resided in the restricted regions that were 

stained by an endoplasmic reticulum (ER) marker. Moreover, the 

overexpression of the mutant lysozymes were accompanied by marked 

increases in XBP-1s and GRP78/BiP, which are downstream agents of the 

IRE1 signaling pathway responding to the unfolded protein response (UPR) 

upon ER stress. Also, the mutant lysozymes accumulate in the ER with the 

ER chaperone GRP78/BiP.  

 Next, I investigated the region of lysozyme that is critical to its association 

with GRP78/BiP. In addition to above-described mutants, I constructed 

lysozyme truncation or substitution mutants. These were co-expressed with 

GRP78/BiP (tagged with FLAG) in HEK293 cells, and I analyzed the 

interaction by immunoprecipitation. The mutants were confirmed to be 

strongly associated with GRP78/BiP, whereas N-terminal pruned mutants 

(1-41del, 1-51del) were found not to be associated with the chaperone. Single 

amino acid substitutions for the leucine array along the α-helices in the 

N-terminal region resulted in wild-type lysozyme remaining attached to 

GRP78/BiP. These mutations also tended to show lowered secretion ability.  

 I conclude that the N-terminal α-helices region of the lysozyme is pivotal for 

its strong adhesion to GPR78/BiP. I suspect that lysozyme interacts with the 

GRP78/BiP at this region as a step in the proper folding. However, in 

mutants lysozyme, because they are not able to make proper structure, 

mutants remain interact to GRP78/BiP strongly and induced ER stress.  
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Table, Figure 

 

Table.1 
トランスフェクション後 72時間の HEK293細胞の、生細胞・死細胞・アポトーシス細胞の測

定（n=4）。Guava viacount® で染色しフローサイトメーターで測定。データは mean±SE。 

  

Table 1. Viable, apoptotic and non-viable HEK293 cells were identified by differential 

fluorescence by Guava Viacount® and flow cyotometry. 

 Viable Cells (%) Apoptotic Cells (%) Non-viable Cells (%) 

Mock  87.9 ± 0.9 3.4 ± 0.2  8.7 ± 1.0 

Wild 86.9 ± 0.8 5.1 ± 0.2  8.0 ± 0.7 

I56T 87.0 ± 0.5 5.1 ± 0.3  8.0 ± 0.5 

F57I 87.7 ± 1.1 5.0 ± 0.6  7.4 ± 0.6 

W64R 84.8 ± 0.4 5.2 ± 0.3 10.0 ± 0.3 

D67H 86.3 ± 1.2 5.2 ± 0.1  8.5 ± 1.2 

Statistic analysis of the Viacount® assay (n=4). Date expressed as mean±SE. 

 

Table
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Table.2 

RT-PCRおよびリアルタイム PCRに用いたプライマーの配列。

Target sequence (5'-3')

GGGTCTAGAATGAAGGCTCTCATTGTTCTG
GGGAAGCTTTTACACTCCACAACCTTGAAC

ATGATATCGCCGCGCTCG
CGCTCGGTGAGGATCTTCA

CCTTGTAGTTGAGAACCAGG
GGGGCTTGGTATATATGTGG

Target sequence (5'-3')
CAATGCTGGAGACAGAAGCA
TAACTGCTCCTGGGGTTTTG

TCCAAAATCAAGTGGGGCGA
AAATGAGCCCCAGCCTTCTC

TGTTCAACCAATTATCAGCAAACTC
TTCTGCTGTATCCTCTTCACCAGT

TTCCGCCTTCCTTGTAGCAG
GGGTAATTGTCGTTCCCCGT

CTGAGTCCGAATCAGGTGCAG
ATCCATGGGGAGATGTTCTGG
CAGCACTCAGACTACGTGCA
ATCCATGGGGAGATGTTCTGG
TGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG
ATCCATGGGGAGATGTTCTGG
GGACATGACCTTTGGCCTCA
CCGCCCCTCATCAAACTTCT

AGAACCAGGAAACGGAAACAGA
TCTCCTTCATGCGCTGCTTT

CCAGAAGCTGTCAAGCCAGA
AACCAGCCTTCGGGTTTTGT
GTTCTCCAGCGACAAGGCTA
ATCCTGCTTGCTGTTGTTGG
CAAGTGTGGGTACGCCACG

AAAGAAGCTCTCCATCCGGTC
GCCAAAATCGGCATCAGAGC
TTTTGCTTCAGCATCTGGGC

CCAAAGCAGGAAAAACGGCA
CCTCAGGATACTGTCCCCGA
CGTTTGCGTTCACAAGCACT
CCCGTAGTTCTGCATCCCAA

AAACAAACCTGTGGCAAGGC
ACATTAGGGCATTCGTCGCA
ACGATCACTGTCGGGGTGTA
CCACATCTCTGTCGTCGTCC
CCTGCCTCCTTTTCCTCCAG
GAGAAAGGGCTGCACTGGT
GGGCGACTGCGAAGTTTGTA
TGCTTCCCGGCAGAACTTTA

For real-time PCR

For RT-PCR

Lysozyme

!-actin

XBP-1

Total XBP-1

PDI

CHOP

ATF4

Lysozyme

GAPDH

GRP78/BiP

GRP94

XBP-1s

XBP-1u

Armet

EDEM1

Calnexin

ERdj4

HERP

p58IPK

HEDJ

GADD45

HRD1
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Table.3 
野性型ヒトリゾチームおよび I56 変異体における、GRP78/BiP との相互作用の有無、in silico 

による熱安定性の予測結果、発現・分泌の有無結果の比較一覧。* は野性型ヒトリゾチームと

同様の特性を示した変異体。** はアミロイドーシスを引き起こす変異体。=は同上を示してい

る。カラム 2、3、4は Fig.17A の結果を参照した。熱安定性はコンピュータシュミレーション

によって解析した。それぞれのスコアは、「＋」と「－」のおおよその程度で示した（＋：多い、

±：わずか、－：少ない）。また、熱安定性については、野生型に対しての熱安定性の差（dstability）

を元に示した（０≦＋＋＋＜0.5, ０.5≦＋＋＜1.2, 1.2≦＋＜1.7, 1.7≦−＜2.0, 2.0≦−−＜3.0, 

3.0≦−−−＜4.5, 4.5≦−−−−）。 

今回実験に用いていない I56 変異体も熱安定性の計算を実施した。その結果、疎水性のアミノ

酸に置換するとスコアは＋＋もしくは＋であったが、親水性のアミノ酸に置換するとスコアは

−−−もしくは−−であった。

Table 1 
Comparison of associability with GRP78/BiP, in silico-predicted thermal stability and 
other properties among wild-type and I56-mutated human lysozyme. 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Lysozyme     Secretion     Pelleting   Association to  Thermal  Property of 
      to medium              GRP78/BiP     stability  amino acid 56  
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Wild type 56I      +++        ±           –   + + +    Hydrophobic 
I56L*          +++       –           –      + +     = 
I56V*  +++       –           ±      +      = 
I56M*         +++       –           ±        +      = 
I56A    ++      +++        +++     – – –      = 
I56G    –      +++        +++    – – – –      = 
I56F    ++      +++        +++       +      = 
I56W    –      +++        +++      – –      = 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
I56T**    ++      +++        +++   – – –     Hydrophilic 
I56E     –      +++        +++   – – –    =  
I56R   –      +++        +++    – –    = 
I56S    –      +++        +++   – – –      = 
I56Y   –      +++        +++      + +      =  
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
I56L etc., lysozyme mutants denoted by intrinsic and substituted amino acids framing 
the residue number; *, those with wild-type like properties; **, that belongs to the 
so-called amyloidogenic variants. = is used as ditto mark. Columns 2, 3 and 4 are from 
the first, fourth and third panels, respectively, of Fig. 8A. Relative thermal stability was 
predicted by computer simulation (see text). The score shows rough degree, where +, 
intensive or stable; ±, subtle; –, negative or unstable. Also unused I56X mutants were 
simulated for the stability. When X was hydrophobic amino acid, most of the scores 
were ++ or +, and when X was hydrophilic one, most of the scores were – – – or – –. 
I67Y and I56C gave the score of ++.  
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Table.4 
野性型および欠損体・変異体ヒトリゾチームにおける、GRP78/BiP との相互作用の有無、in 

silicoによる熱安定性の予測結果、発現・分泌の有無結果の比較一覧。* は野性型ヒトリゾチー

ムと同様の特性を示した変異体。** はアミロイドーシスを引き起こす変異体。*** は自己凝集

性を示したもの。カラム 2から 5は Fig.2, 12-16の結果を参照した。スコアは、Table.3 と同

様の方法で表記した。n.d. は未実施。  

Table 2 
Comparison of associability with GRP78/BiP and other properties among wild-type, 
amyloidogenic variants, deletion mutants and substitution mutants of human lysozyme. 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Lysozyme Degradation   Secretion      Pelleting    Association to 
                to medium                    GRP78/BiP 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Wild type        –  +++   ±   – 
I56T**        –   ++  +++  +++ 
F57I**        –   ++  +++  +++ 
W64R**       –   ++  +++  +++ 
D67H**        –   ++  +++  +++ 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1–41del    +++   –  +++***   – 
1–51del    +++   –  +++***   – 
28–34del     +   –  +++***   – 
28–34del/I56T    +   –  +++***   –  
51–67del     ±   –  +++  +++ 
80–130del    ±   –  +++   ++ 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
F3A    n.d.   +   ++   ++ 
F3A/I56T   n.d.   –   ++  +++ 
L8A    n.d.   ++   ++   ++ 
L8A/I56T    n.d.   –   ++  +++ 
L12A     n.d.   ++   ++   ++ 
L12A/I56T    n.d.   –   ++  +++ 
L15A*     n.d.  +++   –   – 
L15A/I56T    n.d.   –   ++  +++ 
F25A     n.d.   +   ++   ++ 
F25A/I56T   n.d.   –   ++  +++ 
L31A    n.d.   ++   ++   ++ 
L31A/I56T   n.d.   –   ++               ++ 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
I56T etc., lysozyme mutants denoted by intrinsic and substituted amino acids framing 
the residue number; F3A/I56T etc., those received two changes; *, that with wild-type 
like properties; **, the so-called amyloidogenic variants; ***, observations attributed to 
self-aggregation (see text). Columns 2 to 5 are from Figs.1 to 7 of the present study and 
from the data in our previous article [2015-BBA]. The score shows rough degree, where 
+, intensive; ±, subtle; –, negative. n.d., not determined.  
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Figure.1 
野性型ヒトリゾチームの構造。アミロイドーシスを引き起こす変異箇所 4 つ（I56T・F57I・

W64R・D67H）とアミロイド線維形成に重要な Y63を矢印で表示。A-Dはヘリックス構造。イ

メージは、PDB（1LZ1）のリゾチームデータを用いて PyMOL で作製した。 
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Figure.2A 
トランスフェクション後72時間のヒトリゾチームの発現。Mockは空ベクターを導入したもの。

Wild は野性型を導入し、I56T、F57I、W64R、D67H は変異体を導入したもの。上 2つのパ

ネルは RT-PCR による転写レベルの発現。下の 5つのパネルはウェスタンブロットによるタン

パク質レベルの発現。培地上清（Medium）・細胞内可溶性画分（Lysate）・細胞内不溶性画分

（Pellet）それぞれに含まれるヒトリゾチームをウェスタンブロットで抗ヒトリゾチーム抗体を

用いて検出。GAPDHは、内在性コントロールとして使用した。
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Figure.2B 
MG-132 処理によるヒトリゾチーム変異体発現への影響。トランスフェクション後 24時間の細

胞にMG-132 でさらに 12時間処理した。その後、細胞ライセイト・ペレット等を回収し、ウ

ェスタンブロットでタンパク質発現を検出した。MG-132 はプロテアソームの阻害剤であり、

プロテアソームによるタンパク質分解の有無を検証した。トップパネルは培地上清、セカンド

パネルはライセイト（可溶性画分）、サードパネルはペレット（不溶性画分）、フォースパネル

は内在性コントロールの GAPDH（可溶性画分）を示している。Nrf2は、MG-132 処理により

プロテアソーム阻害が引き起こされているか確認するためのポジティブコントロールである

（Nrf2 はプロテアソームにより恒常的に分解されている）。パネル下の数値はバンド強度を数

値下した（MG-132 未処理区を 1.00 とし、MG-132 処理区と比較した）。  
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Figure.3 
HEK293 細胞に導入したヒトリゾチームの細胞内局在。トランスフェクション後 72時間の細

胞を固定し、ヒトリゾチーム（緑）は、ウェスタンブロットで使用した抗体と同じ抗体を使用

し、Alexa 488 結合二次抗体で染色した。細胞核は DAPI（青）で染色した。観察は共通点レー

ザー顕微鏡で行った。矢印は、変異体の凝集箇所を示している。スケールバーは 20 μm を示

している。  
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Figure.4 
Proteostat® と抗ヒトリゾチーム抗体による共染色。トランスフェクション後 72時間の細胞を

固定し、Proteostat® （赤）と Figure.3と同様に抗ヒトリゾチーム抗体で染色した（ヒトリゾ

チームは緑）。観察は、共焦点レーザー顕微鏡で行った。トップパネルはヒトリゾチーム、ミド

ルパネルは Proteostat® 、ボトムパネルは重ね合わせ画像。ポジティブコントロール処理区に

用いた薬剤（MG-132）はプロテアソーム阻害剤であり、プロテアソーム阻害によりアグリソー

ムが形成される。スケールバーは、20 μm を示している。 
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Figure.5 
アグリソームのマーカータンパク質（γ-tubulin、Vimentin）とヒトリゾチームの共染色。ト

ランスフェクション後 72時間の細胞を固定し多重染色を行った。ヒトリゾチームは緑、γ

-tubulinと Vimenti は赤で示している。観察は共焦点レーザー顕微鏡で行い、漏れ込みを防ぐ

ため、line sequence で蛍光画像を取得した。A と B のトップパネルはヒトリゾチーム、A の

ミドルパネルは γ-tubulin、Bのミドルパネルは Vimentin を示している。Aと Bのボトムパ

ネルはそれぞれの重ね合わせ画像である。細胞核は青で示している。Aのミドルパネルの矢印は

γ-tubulin の位置を示している。スケールバーは、20 μmである。  !"#$%&
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Figure.6 
小胞体とゴルジ体のマーカータンパク質とヒトリゾチームの共染色。小胞体のマーカータンパ

ク質として PDI、ゴルジ体のマーカータンパク質として Golgi 58K を用いた。トランスフェク

ション後 72時間の細胞を固定し、抗ヒトリゾチーム抗体とそれぞれの特異的抗体で反応させた。

そして、それぞれの抗体に特異的な二次抗体を用いて染色した。観察は、共焦点レーザー顕微

鏡で行った。ヒトリゾチームは緑、PDIと Golgi 58K は赤で示している。細胞核は青で示して

いる。A と B のトップパネルはヒトリゾチーム、A のミドルパネルは PDI、Bのミドルパネ

ルは Golgi 58K を示している。Aと Bのボトムパネルはそれぞれの重ね合わせ画像である。A 

で示している矢印は、ヒトリゾチームと PDI の局在が位置示している箇所である。スケールバ

ーは、20 μmである。  
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Figure.7A 
トランスフェクション後 72時間の HEK293の GRP78/BiPの発現。ウェスタンブロットにより

検出。トップパネルは、可溶性画分中の GRP78/BiP 、セカンドパネルは不溶性画分中の

GRP78/BiP 。ボトムの二つのパネルは、内在性コントロールの GAPDH を検出。右の数字は

タンパク質の分子量を示している。  
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Figure.7B 
トランスフェクション後 72時間の HEK293のヒトリゾチームと GRP78/BiPの細胞内局在。細

胞を固定後、抗ヒトリゾチーム抗体と抗 GRP78/BiP 抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。観

察は、共焦点レーザー顕微鏡で実施した。ヒトリゾチームは緑、GRP78/BiP は赤、細胞核は青

で示している。矢印は、ヒトリゾチームと GRP78/BiP の共局在箇所を示している。スケール

バーは、20 μmである。  
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Figure.8 
小胞体ストレス関連遺伝子のタンパク質発現の解析。HEK293 細胞にヒトリゾチームを発現さ

せ、トランスフェクション後 72時間に細胞を回収し、トータルライセイト中のタンパク質をウ

ェスタンブロットで検出した。トップパネル：ヒトリゾチーム、セカンドパネル：XBP-1s、サ

ードパネル：eIF2α、フォースパネル：p-eIF2α、フィフスパネル：ATF6α、シックススパネ

ル：Cleaved caspase-3、ボトムパネル：内在性コントロール GAPDHを検出。セカンドパネル

からフィフスパネルまでのポジティブコントロールレーンは、小胞体ストレスを誘導するツニ

カマイシン（2 μg/ml）で処理した細胞ライセイトを用いた。Cleaved caspase-3のポジティブ

コントロールレーンは、アポトーシス誘導剤（カンプトテシン、7 μg/ml）で処理した細胞ラ

イセイトを用いた。  
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Figure.9A 
小胞体ストレス関連遺伝子の転写レベルでの発現解析。トランスフェクション後 72時間の細胞

からトータル RNAを回収し逆転写後、リアルタイム PCRで各遺伝子の相対定量を行った。リ

ゾチームは野性型に対しての相対定量値を示し、それ以外は Mock 細胞の発現に対して相対定

量値を算出した。グラフは n＝3の平均値±標準誤差を示している。野生型に対する各変異体の

有意差検定は t検定を用いた（*P < 0.05, **P < 0.01）。 
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Figure.9B 
小胞体ストレス関連遺伝子の転写レベルでの発現解析。トランスフェクション後 72時間の細胞

からトータルRNAを回収し逆転写後、リアルタイムPCRで各遺伝子の相対定量を行った。Mock 

細胞の発現に対して相対定量値を算出した。グラフは n＝3 の平均値±標準誤差を示している。

野生型に対する各変異体の有意差検定は t検定を用いた（*P < 0.05, **P < 0.01）。 

B：ATF4、p58IPK、HRD1、GADD45、Calnexin、EDEM1、CHOP、Armet  
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Figure.10A 
ヒトリゾチーム遺伝子発現抑制による小胞体ストレスの低減。ヒトリゾチーム遺伝子を導入し

た HEK293 細胞に対し、RNAi 法を用いてヒトリゾチームの発現を抑制した。 

A：XBP-1 のスプライシング解析。トップパネルはヒトリゾチーム mRNA、セカンドパネルは

XBP-1 mRNA （u、s、* はそれぞれ unspliced、spliced、usplicedと splicedのハイブリッド

を示している）。フォースパネルは XBP-1s（spliced XBP-1 product）のウェスタンブロット。

β-actin （mRNA）と GAPDH （protein）は、内在性コントロールに用いた。 
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Figure.10B 
ヒトリゾチーム遺伝子発現抑制による小胞体ストレスの低減。 

B：培地上清・ライセイト・ペレット（トップパネル・セカンドパネル・サードパネル）中に含

まれるヒトリゾチームと、ライセイト・ペレット（フォースパネル・フィフスパネル）中に含

まれる GRP78/BiPのウェスタンブロット解析。内在性コントロールには GAPDH を用いた。  
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Figure.11 
免疫沈降によるヒトリゾチームとGRP78/BiP の相互作用解析。HEK293 細胞にFLAG-GRP78

発現ベクターをトランスフェクションし、24時間後にヒトリゾチーム遺伝子を導入し、さらに

48時間インキュベートした。免疫沈降に用いたライセイト調製は試料調製および実験方法を参

照。抗 FLAG 抗体で免疫沈降を行い、共沈降したヒトリゾチームをウェスタンブロットで検出

した（IP:FLAG パネル）。A：トップパネルは FLAG-GRP78/BiP 、セカンドパネルは共沈降

したヒトリゾチーム。下の 3つのパネルは免疫沈降に用いたライセイト中に含まれる

FLAG-GRP78、ヒトリゾチーム、GAPDHを検出したもの。 

B：ATPの有無による GRP78/BiP との相互作用の変化。免疫沈降の方法は Fig.11A と同様で

ある。ATP－ は、免疫沈降の際ライセイトにグルコースとヘキソキナーゼを添加し、内在性の

ATP を消費させた。ATP＋ はライセイトに ATP（1mM） を添加して、過剰に ATP が存在

する状態にした。 
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Figure.12A, B 
ヒトリゾチームの GRP78/BiP 結合領域の探索。A：作製したヒトリゾチーム欠損体の模式図。

N 末端の 1-41と 1-51 残基を削った欠損体（1-41del 、1-51del）、C 末端の 80-130 残基を削

った欠損体（80-130del）、内部の 51-67残基を削った欠損体（51-67del）、28-34残基のα-helix 

（GRP78/BiP 結合すると推定した、Fig.16A参照）を削った欠損体（28-34del）。B：GRP78/BiP 

と 4つの欠損体（1-41del 、1-51del、80-130del、51-67del）の相互作用解析。FLAG-GRP78/BiP

と欠損体を共発現させ、Fig.11 と同様の方法で免疫沈降を行った。 
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Figure.12C, D 
ヒトリゾチームの GRP78/BiP 結合領域の探索。C：ヒトリゾチームと GRP78/BiP との免疫蛍

光染色。ヒトリゾチーム遺伝子（変異体を含む）導入後 72 時間の細胞を固定し、Fig.7B と同

様の方法で染色・観察を行った。トップパネルはヒトリゾチーム（緑）、セカンドパネルは

GRP78/BiP（赤）、ボトムパネルは重ね合わせの画像。スケールバーは、20 μm。D：RT-PCR

による XBP-1 のスプライシングの解析。方法は、Fig.10A と同様の方法で行った。パネル下の

数値は、XBP-1s のバンド強度を数値化したもの（野生型を 1.00とした）。  
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Figure.13 
MG-132 処理によるヒトリゾチーム欠損体発現への影響。Fig.12A で示したヒトリゾチーム欠

損体を導入した細胞を、MG-132で処理した。方法は、Fig.1B と同様の方法である。パネル下

の数値はバンド強度を表しており、未処理区を 1.00 として処理区の相対値を示している。

MG-132 処理で Nrf-2 のバンド強度が上昇していたため、プロテアソーム阻害は引き起こされ

ている。  
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Figure.14A 
野生型および I56T 変異体における、28-34 欠損体の GRP78/BiP との相互作用。A：

FLAG-GRP78/BiP と 28-34 欠損体を共発現させ、Fig.11 と同様の方法で免疫沈降を行った。

トップパネルは培地上清、セカンドパネルはライセイト画分、サードパネルは抗 FLAG 抗体で

免疫沈降した画分、フォースパネルはペレット画分、以上の 4つはヒトリゾチームを検出した。

フィフスパネルとシックススパネルはライセイトと免疫沈降画分の FLAG-GRP78/BiP を検出

した。ボトムパネルは内在性コントロールの GAPDH（ライセイト画分）。  
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Figure.14B, C 
野生型および I56T 変異体における、28-34欠損体の GRP78/BiP との相互作用。B：ヒトリゾ

チームと GRP78/BiP の局在。トランスフェクション後 72 時間の細胞を固定し、Fig.7B と同

様の方法で染色・観察を行った。トップパネルはヒトリゾチーム（緑）、ミドルパネルは

GRP78/BiP（赤）、ボトムパネルは重ね合わせの画像。スケールは、20 μm。C：RT-PCR に

よる XBP-1 のスプライシングの解析。方法は、Fig.10A と同様の方法で行った。パネル下の数

値は、XBP-1s のバンド強度を数値化したもの（野生型を 1.00とした）。内在性コントロールに

は、β-actinを用いた。  
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Figure.15 
野生型および I56T 変異体における、28-34欠損体のMG-132 処理によるタンパク質量の変化。

トランスフェクション 24 時間後、プロテアソーム阻害剤 MG-132 で処理し、各画分中のタン

パク質量の変化をウェスタンブロットで検出した。パネル下の数値は、それぞれの未処理区の

強度を 1.00 として相対値を算出した。MG-132 処理で Nrf-2のバンド強度が上昇していたため、

プロテアソーム阻害は引き起こされている。  
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Figure.16A 
ヒトリゾチームのα1-およびα2-helix 存在する疎水性アミノ酸への変異導入。A：今回導入し

た変異箇所（F3、L8、L12、L15、L25、L31）を 3D ダイアグラム（トップ）と、配列（ボト

ム）でともに赤色で示した。I56はマジェンタ色で示した。α1-およびα2-helix（それぞれヒト

リゾチームの 5-14 残基と 25-34 残基）は、シアン色で示した（配列の方はアンダーライン）。

肌色は、C 末端の配列（80-130 残基）を示している。アミロイド線維形成のコア領域（55-63

残基）を青色で示した。配列の方の色掛けは、二次構造を示している。ライトブラウンはα-ヘ

リックス、黄色は 310 ヘリックス、ライトパープルはターン、灰色はβストランド、緑色の三

角形はβブリッジをそれぞれ示している。  
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Figure.16B 
ヒトリゾチームのα1-ヘリックスおよびα2-ヘリックスに存在する疎水性アミノ酸への変異導

入。B：アラニン置換による GRP78/BiP との相互作用解析。上記の疎水性アミノ酸（F3、L8、

L12、 L15、 L25、 L31）それぞれをアラニンに置換したヒトリゾチーム変異体と

FLAG-GRP78/BiP を共発現させ、Fig.11 と同様の方法で免疫沈降を行った。変異導入は野生

型および I56T をベースに行った（F3A、F3A/I56T 等）。上の 4 つのパネルは各画分について

抗ヒトリゾチーム抗体でヒトリゾチームを検出したもの。フィフスパネルとシックススパネル

はライセイト画分・ペレット画分の FLAG-GRP78/BiP を検出したもの。内在性コントロール

は GAPDH を用いた。  
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Figure.16C 
ヒトリゾチームのα1-ヘリックスおよびα2-ヘリックスに存在する疎水性アミノ酸への変異導

入。C：RT-PCRによる XBP-1 のスプライシングの解析。方法は、Fig.10A と同様の方法で行

った。Fig.16B で作製した変異体について、トランスフェクション後 72時間のトータル RNA 

を抽出し、逆転写後 PCRの鋳型に用いた。パネル下の数値は、XBP-1s のバンド強度を数値化

したもの（野生型を 1.00とした）。  
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Figure.17A 
I56 変異体の GRP78/BiP との相互作用解析。A：56 番目のイソロイシンを別のアミノ酸に置

換した変異体と FLAG-GRP78/BiP を共発現させ、Fig.11 と同様の方法で免疫沈降を行った。

上の 4 つのパネルは、各画分に含まれるヒトリゾチームについて、ウェスタンブロットで検出

した。フィフスパネルとシックススパネルは、免疫沈降に用いたライセイト（Lysate）と免疫

沈降画分（IP-FLAG）に含まれる FLAG-GRP78/BiP をそれぞれ検出した。内在性コントロー

ルには GAPDHを用いた。  
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Figure.17B 
I56 変異体の GRP78/BiP との相互作用解析。B：I56 の各変異体について、GRP78/BiP とヒ

トリゾチーム局在を解析。トランスフェクション後 72 時間の細胞を固定し、Fig.7B と同様の

方法で染色・観察を行った。トップパネルはヒトリゾチーム（緑）、ミドルパネルは GRP78/BiP

（赤）、ボトムパネルは重ね合わせの画像。スケールは、20 μm。  
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Figure.18 
トランスフェクション後 72時間のヒトリゾチーム変異体（T70N）の発現。Fig.2A のウェスタ

ンブロットと Fig.10Aの RT-PCRと同様の方法で解析した。T70N はアミロイドーシスを引き

起こさない変異体であり、野生型ヒトリゾチームとほぼ同様の傾向を示している。  

!"#$%&'

(

)

*

+
,
-
.

/
"0
1

2
3
4
5

6
4
7
8

5
7
9
:

!"#$%"&'

'7$;.6</$=$
+>1"(?

@A)<B>

C>00>B

@A)<B>

C>00>B

@A),DA?>

EFC68

G5HCIG

'7$;.6<

'7$;.6<

'7$;.6<



 94 

謝辞  
 

	
 本研究を遂行し、本研究論文を執筆するにあたり、全構成にわたりご懇意な

るご指導、ご鞭撻を賜りました鹿児島大学大学院連合農学研究科	
 応用生命科

学専攻	
 先端応用生命科学講座	
 杉元	
 康志	
 教授に深甚なる感謝の意を表し

ます。 

 

	
 本研究を遂行するにあたり、技術指導ならび様々なご助言を賜りました九州

大学大学院	
 農学研究院	
 昆虫ゲノム科学研究分野	
 日下部	
 宜宏	
 教授に心

よりお礼申し上げます。	
 

	
 

	
 本研究を通して、有益なるご助言や議論、ご協力を賜りました鹿児島大学農

学部の諸先生方および、先端バイオテクノロジー研究室専攻生の皆様に深く感

謝申し上げます。	
 

	
 

	
 最後に、学位を取得するにあたり、ここまで支援し応援してくれた父、母、

協力してくれた兄、姉、友人たちに感謝いたします。本当にありがとうござい

ました。	
 


