
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

9 月 28 日 E 会 場 229

3EalO　 マ ウ ス 嗅覚受容体の 出芽酵母 で の 機能的発現 にお ける N

　　　　　 末端 お よ び C 末端配列置換の 効果

　　　　　 0 福谷 洋介
1，中 村 智 r・］．萬 麻 衣 子

i，lif1　［恵
．2，石 井 純

3，
　　　　　　 近 藤 昭 彦

4，養 王 田 正 文
1

　　　　　　e農工 大 ・院工 ・生 命 ⊥：3農工 大
・
学術研究支 援総合 セ ン タ

ー・

　　　　　　 機器分析 施 設 ，3 神戸 大 ・研 究環 ．4 紳戸大 院
・
工
・
応用化 学）

　 　　 　　 　 y−fuku＠yoyEab、tuut．ac．jp

3Eal1T 細 胞 活 性 化 シ グナ ル に お け る脂質 ラ フ トダイナ ミクス

G 遠藤 智史，E田 琴美，山 口 健太朗，白 京 玉，濱田 勉，高木 昌宏

　〔北 陸先端大 院 マ テ リア ル サ イ エ ン ス ）

　 bi。 endo ＠gmai］．cem

嗅覚受容体 は、嗅覚神経細胞に発現 して い る 7 ［卩「膜 員通 タ ン パ ク 質で あ り、細

胞外の 匂 い 分子 と結合す る こ と で細胞応答を引 き起 こ して い る tt 生物 の 嗅覚機

能 を模倣 した 匂い 検 出系の 開発 は 、よ り生体 感覚 に近 い 高 感度なセ ン サ
ーを 開

発で きる など の利点 を有 して お り工 学的応用 が期待 され て い る、
本研究で は、出芽酵 母SaccharomJ ・ces 　cerevisiae を宿主細胞 とし、マ ウ ス 嗅覚受

容体 mOR −EG や mOR226 、な ら び にそ れ らの N 末端 お よ びC 末端 領域 をラ ッ ト

由来嗅覚受容体 17や 出芽酵 母内在フ J．ロ モ ン 受容体 Ste2の 配列 で 置換 した 数種

の キ メ ラ受容体 を構築 し、機能的 発現 と配 列置換 効果の 有無 につ い て 調べ た 。
機能確認 と して．内在フ ェ ロ モ ン受容体の シ グ ナ ル 伝 達経路 を利 用し、シ グナ

ル伝達下 流で 転写誘導さ れ る FrGl プ ロ モ ーターに レ ポ
ー

タ
ー

遺伝 了
．と して ル

シ フ ェ ラ
ーゼ 遺伝子 を組み 込 ん だ ア ッ セ イシ ス テ ム を用 い た。受容体 の タ ン パ

ク質発現 を確 認後、各酵母株に リガ ン ドを添加し、培養後の ル シ フ ェラ
ーゼ 由

来の 化学発光 を検 出 した と こ ろ、リ ガ ン ド添加に よ る化学発 光の 増加がみ られ

たtt 本発表 におい て は、出芽酵母 での 嗅覚受容体の機能的発 現に 関して、キメ

ラ手法や ア ッ セ イの 最適化 など を検討し 、酵母匂 い セ ン シ ン グシ ス テ ム の 展望

につ い て 報告す る。

【M　17v】近 年、細 胞 膜 に は、飽 和 脂 質や コ レ ス テ ロ ール を多 く含む 「脂質 ラ フ

ト」領域 が 存在 し、そ こ に 多 くの 膜 受容体 が 集積 して い る 半が 明 らか となった ．t
本研究 で は、免 疫 系 T 細 胞 を例 に、脂 質ラ フ トの 膜 F．で の移動 や 融合 な どの

．．
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欠元 的 な動 き一、膜 内 で の 小 胞 形 成 や 輸送 な どの 「3次元 的な動 き一と、免疫細

胞 の 成熟 化シ グナ ルの 閃係 に つ い て解 明 す る こ と を 目 的 と した t．
【方法】 ヒ ト白血 病性 T 細 胞 株 Jurkatは 、　 m ％ FBS を 含む RPMI1640 培地 で 37℃、
5％ CO2 条件 「で培 養 した。活性 化信 号 に は 、レク チ ンの コ ン カナ パ リ ン 〔ConA ）

を用い た。ラ フ トの 標識 に は 、コ レラ毒 素 サ プ ユ ニ ッ ト B の Alexa　Fluer488を、
ア クチ ン の 標 識に は Rhodamine 　phalloidinを 、細 胞 内Ca2・一に は、　Fluo−3AM を用

い 、共焦 点レ ーザ ー顕 微鏡 に て観 察 し た。
【結果】ConA 刺激 に よ り、ア クチ ンの 集 禎、さ ら に脂 質ラ フ トを中心 と した小

胞 の 形成 が認 め られ た 。小 胞は 、ア クチ ン と共 に移 動 し、細胞 内部に 集積 した。
細胞内 Ca2 ＋濃度の 上 昇は 、細 胞 内 部で の小 胞 集 積 の形成後 で あ っ た。コ レ ス テ

ロ
ー

ル を枯渇 させ た場合、ア クチ ン集積、小 胞 形 成 は 謬め られ なか v た。以上

の 結果化 か ら、T 細胞成 熟化信 弓
．
に於 い て 、細 胞内で の 小 胞形成、小胞輸送が

重要 な役割 を担ってい る と考 え ら れ．新 た なモ デ ル を作成 した t．
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般 的 に 出芽酵母 は菌 体 内脂 質を殆 ど蓄積 し ない 。こ れ まで に、我 々 は、出芽

酵母の ，S．VF2 破 壊 株 に 、貯蔵 脂 質合成酵素 ジ ア シ ル グ リセ ロ ール ァ シ ル トラ ン ス

フ ェ ラーゼ （DGAT ＞遺伝 子 で あ る D σrilを過剰発現 させ 、ロ イシ ン を高濃 度供

給す る こ と に よ っ て、30 ％程 度 の脂 質含量 を有す る 出芽酵母 を作成 した。こ

の 株 に ラ ッ トσ ）△ 6不飽 和化 酵素 遺伝 子 を過 剰発 現さ せ 、a リ ノ レ ン酸 か らス テ

ア リ ドン酸 の 生 産 蓄 積 が 出芽酵母 で 叮能 で ある こ と、及び、栄養要求 ア ミ ノ 酸

で あ る ヒ スチ ジ ン の 高濃度添加 に よ りその ス テ ア リ ドン 酸生 産性が 2 倍 に増大

す る こ と も示 した ．更 に DGAT の N 末端か ら29残基 の ア ミ ノ 酸を欠失させ る と

DGAr 活性 が顕 著 に増 加す る こ とを見出 した。今回、上記の 訓 F2 破壊株 に よ る

高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 生 産系 に、N 末粫 29残基を欠損 させ た活性型D σAl の 導 入を

図 っ た ．活性型 DGAI 導入 株 で は 、全長型 DGM 導 入株 に 比べ 、生 育や 脂肪酸

蓄 積量 生育や 脂肪酸蓄積量 に大 きな変化 は なかったが、ス テ ア リ ドン 酸生 産量

は 僅か に 増加 した。全長型 ρσ遵 導入株 の 場合 と 同様 に 、ヒ ス チ ジ ン を初期濃

度O．2gL （　ma常 の le倍 ）で 添加す る と、ス テ ア リ ド ン酸生 産 量 ・
変換 効 率が 2倍

に増加 した。

【口的】大腸 菌DsbA は 活性中心 に Cys−Pro−His−Cys の 配 列 を 持ち ，ペ リ プ ラ ズ ム

空 間に分泌 さ れた 蛋 白質 に分子 内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 を形成す る tt 本酵素 の 酸化

還元電位 は C
ン
s 残基 間 の ア ミ ノ酸配 列 に よ っ て 支配 さ れ て い る。そ こ で Cys残

基 間の ジ ペ プ チ ド配 列に ラ ン ダム 変 異 を導入 して DsbA の コ ン ビナ トリ ア ル 変

異 ラ イ ブ ラ リ か ら ジ ス ル フ ィ ドイ ソ メ ラ ーゼ 相 当の 酸 化 還 元 冠 位 を もつ

DsbA ［CDIC1 を 同定 した 。咋年の 本 大 会 に お い て DsbA 「CDIC ］とこ れ と同丕L 度の

酸化還 ノC電 位を 持 つ DsbA ［CRIC ］の 双 方の 最適発現 条件 を報告 した。本研究で

は DsbA ［CDICI と1司程 度の 酸 化還 元 電位 を 持 つ DsbA ［CDIC ］の機能解析 を目 的と

して還 元 反応 速 度 な ど機能 解 析 を報 告 す る 。【方法 ・結 果】五．coii 　dsbA遺伝子の

変 異ラ イ ブ ラ リ tisbA ［CXXC 】は ．活 性 中心 領域 の 上 流 と
．
ド流 に Xhol，Sl，et サ イ ト

を導入 し、塩基 配列一TGC −NNN −NNN −TGC 一を 含 む 47 　mer 合 成二 本鎖 DNA を焔 θ

1，勘 召1間 で ffLtStして 作 製 し た。さ ら に DsbA ［CD　［C］の 発 現 プ ラ ス ミ ドを鋳 型 と

し て 部 位 特 異 的 変 黙 導 入 に よ り DsbA ［CR ［C］を 調 製 し た 。　DsbA ［CDIC ］、
DsbA ［CRUCIS ／方を 2L の培 地 で大 量 培養 し，ペ リブ ラ ズム 画分をNiア フ ィ ニ テ ィ

カ ラム 精 製 した後 、SDS −PAGE で確 認 した 。得 られ た 精製酵素 を使用 し，変性

RNase −S−S．G を基質 とした in… itroリ ブ i
’・一ル デ ィ ン グ速度解析や イン ス リ ン を

基 質 と し濁 度 を測 定す る還 元 力活性 を通 して DsbA ［CD 正C］とDsbA 匚CRIC］の

活性 を比 較 し た。還 元力測定 の 結果、O ．D．6so・nrn の f直が o．1に なる まで 要 した

時間 は 、DsbA 「CDIC ］で 39分，　DsbA ［CRIC］で は 46分 と双方が同程度の 還元力 を

持 つ 事が 分 か っ た 、，
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