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HTRA1は前駆体TGF-β1(pro-TGF-β1)を小胞体で

切断する事によりTGF-β1シグナルを調節する
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要 旨

脳中血管病は,高齢者において良く見られる疾患であるが,その分 子病態機序は不明である.

近年我々は,high -temperahlrerequiremenもAserinepeptidase1(HTRAl)遺伝子の変異が,

遺伝性脳中血管病であるcerebralautosomalrecessivearteriopathywithstlbcorticalinfaretsand

leukoencephalopathy(CARASIL:皮質下梗塞と白質脳症を伴 う常染色体劣性遺伝性脳動脈硬

化症)を引き起こす事を明らかとした.HTRAlはセリンプロテア-ゼ活性を持ち,活性依存性

にtransforminggrowthfador-/9(TGF-/?)シグナルを抑制する機能を持つ.これまでに我々

は,疾患関連変異型 HTRAlはTGF-i?シグナルを抑制できず,加えてCARASIL患者の脳中血

管において,TGF19やTGF1号シグナルの先進を示すEDA-Fibronectin,versicanが増加 して

いることを明らかとした.これらの知見から,CARAS王Lにおける脳中血管病変はTGF-i?シグ

ナルの先進に起因すると結論 した. しかし,HTRAlによるTGF-j･ヲシグナルの抑制機序は明ら

かではない.TGF-i?活性の調節は次のように,主に細胞外で行われる.TGF弓 は前駆体

TGFIJヲ(pro柵TGf㌧/･?)として産生され,前駆体蛋白分解酵素であるRlrinによってlatency-

associatedprotein(IAP)と成熟型TGF-/? (matureTGF-iヲ)に分解され,不活性型である非

共有結合性の複合体 (latent型 TGト iヲ)を形成する.1atent型TGFl?は細胞外に分泌 され,

細胞外マ トリ､ソクスに蓄積 し,必要に応 じてmatrkmetalloproteinase等により活性化されるこ

とにより調節 される.今回私は,ゲンタマイシン処理によりR370Ⅹ変異を持つ CARASIL患者

由来繊維芽細胞♂封月産憧 HTRAlの発現を回復 させることによりサ HTRAlがmatureTGF-β
には倖用せず,pro-TGF13に作用することを示 した さらに,その場は細胞内,小胞体であり,
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HTRAlがpro00TGF-∫/iと結合し,それを分解し,matureTGF19郁 恵をを減少させる事を明ら

かとした JjA,疾患関連変異型HTRAlはpro-TGF｢ヲとの結合能は保っているが,分解は出

来なかった 今回我々が明らかとした,約TRAlによる細胞内でのpro-TGF19の分解を介した

TGF-i?シグナルの調節は,今まで知られているTGF1号シグナルa)調節園子とは異なる,新し

い調節機序である▲

キーワ-ド:CARAS王L,HTRAl,TGF-右 脳小血管病

緒 言

脳中血管痛は,高齢者において良く見られる疾患

であり,認知力低 卜や脳梗塞を引き起こす 叛 しか

しながら,脳中血管病の分子病態機序 に関 しては

理解 に乏 しい.近年我 々は,high-tempeTatuTe

requirementAserinepeptidase1(HTRAl)遺伝

子の変 賢が,遺伝性脳中血管痛 で ある cerebral

autosomah･eeessivearteriopathywithsubcortical

infarctsandkt戒oencephalopa軌y(CARASIL:皮

質 卜梗塞と白質脳症を伴う常染色体賓性遺伝性脳

動脈硬化症)を引 き起 こす事をuJ3ちかとした2).

CARASILは,本邦で疾患概念が確立された疾患

であり,臨床的特徴として,(D頭部 MRIでびまん

性の大脳白質病変,②変形性脊椎症 お よ び 禿 頭 ,

③ 汀澗 釦主,が挙げられる銅 ).また病理 学 的 所

見として,①脳中血管の内膜肥厚,②脳中血管の

酬 酎-;-滑筋細胞の変性,③大脳白質の髄鞘g)脱落,

が挙げられ,これらは孤発性脳小血管痛の病理所

見と類似する4ト G),そのため,CARASILの病態

機序の解明が孤発性脳中血管病の解明にも寄与す

ると期待 されていた.

HTRAlはシャペロン活性 とセ リンプロテア-

ゼ活性 を持つ分泌 タンパ クであり,プロテアーゼ

活性依存性にTGF-/ブシグナルを抑制することが

報告されている7ト 9),我々は,CARASIL関連変

異型 HTRA1ではプロテア-ゼ活性が減少 してお

り,TGF-βシグナルを抑制で きないことを明 ら

かとした 2).さらに,CARAS重し患者脳小血管にお

いてTGF-1ヲの増恥 TGF19シグナルにより誘

導 されるEDA-Fibronectin,versicanの増加 を明

らかとした2).これ らの知見から,CARASILにお

ける脳中血管病変は,TGF-1ヲシグナルの先進に

起因すると推察 される.

TGF-i?活性の調節 は 葺三に細胞外で行われ る.

TGF-βは,前駆体 TGF-i? (pro-TGF-i?)と

して産生 され,ゴルジ体において前駆 タンパク質

転換酵素であるAlrinなどによって成熟化を受け,

里離ency-associatedprotein(LAP) と 成 熟 型

TGF-i? (matureTGF00/ラ)に分解 される,続 い

て,L朋)が matureTGF-13の二量体 を包み込 む

形で非共有結合性の不活性型の複合体 (latent型

TGF｢ヲ)を形成し,細胞外マ トリックスに蓄積

する.細胞外に蓄積 した latent型TGF一声は,

matrixmetalloproteinaseや細胞外環境が酸性に傾

くことによりIAPが分解 され,活性型TGF｢?と

なる i()).この細胞外での活性化機序が,TGF-i?

シグナルの調節機序の主要な物とされる,

TGF1号の活性 を調節する細胞外蛋白質として

は,Decorinや Emiliniが知 られている.Deco血

は,matuTeTGF-/?と結合 しTGF12シグナルを

抑制す る 11),また Em量linまは,細胞外で pro-

TGF-∫'3と結合 しTGF-jヲシグナルを抑制する 12)

HTRAlについては matureTGF-3を基質 とす る

という機序 13),matureTGF-1ヨと結合するが基質

とはせずTGF…βファミリーの受容体に作用する

機序が提唱 され 14),意見が分かれている.また,

その抑制効果を表す場についても,細胞外か らの

matureTGF｢ヲ捌 きfj激に対 して抑制するという報

箆と9),抑制 しないという報告があり15),その場,

機序共に明 らかではない.私は,HTRAlによる

TGF｢?シグナルの抑制機序 を明 らかにすること

が,CARAS王Lの分 子病態機序 を明らかとし,かつ

弧発性の脳小泊も管病の理解に繋がると考え,今回,

この HTRAlによるTGF-ノラシグナルの抑制機序

について,詳細な検討を行った.
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材料 と方法

プラスミドの作製

全長型ヒ トpro-TGF-1ヲ1発現プラスミド及びヒ

トHT況AIcDNAは,それぞれOR王GENE(Rockville,

MD)お よび OpenBiosystems用untsvi豆転 AL)

よ り購 入 した∴恒常 的活 性 型 pro-TGF｢rヲ1

(C223S/C225S)及び変異型 HTRAl(A252T,

V297M,S328A)発現 プ ラス ミドは,GeneTaiまoT

site-directed mutagenesissystem (Invitrogen,

Carlsbad,CA)を用 いて作製 した.全長型 ヒ ト

学院薬学研究科 )より供 与.していただいた (SEE)

車 Lucレポ-夕-プラス ミドは,Be旺Vogels磁n

博士 摘owaTd HughesMediea呈Instituteand

SidneyKimmelComprehensiveCancerCenter)

より供与 していただいた.全長型マ ウス Sma舶

発現ベクターは,片桐岳倍博士 (埼玉医科大学ゲ

ノム医学研究 セ ンター)より供与 していただい

た.

細胞培養とトランスフェクション

HEK293T,C2C12細胞,および CARASIL患者

由来繊維芽細胞 は 10%FBSを含むDt曲eeco's

modifiedEag瞳Mediumを用 い て ,37℃ ,50/a

CO2 卜にて培 養 した. トランスフェクシ ョンは,

6wel旦dishまたは 24weildishで 90-950/Oの細胞

密度 に対 して,Lipofectamine2000を用い行 った

(Invitrogen)♯各 wel豆の総 DNA義をが -一定 となる

ように,PCDNA-DEST40vector持nvitrogen)に

て調整 した.

蛍光免疫染色

pyo-TGF-191及び V5抗原付 き HTRAl発現

プラス ミドを トランスフェクシ ョンした C2C12

細胞を,4%パ ラホルムアルデヒ ドにて 15分間固

定 し,0,2%TritonX-100にて 15分間透過処理

を行 った.その 後抗 IAP抗 体 及び抗 V5抗 体

Hnvitrogen)で 趨℃,16時間染色 し,CSU-lo紫

焦点 レ-ザ-顕微鏡 (横川電機)にて観察 した

603

ウェスタンブロッティング及び共免疫沈降解析

サ ンプルを hemm王iBuffer下で 95℃,5分間

処理後,ポ リアク リルア ミドゲルを用いた SDS-

PAGEで タンパ クを分離 し,PVDFメンブ レン

(MILLIPORE)上に転写 した.転写 したメンブレ

ンを Biock豆ngBuffer(50mMTris/HCl,100mM

NaCl,0.10/aTween20,5鶴 skimmedmilk)で室

渇,1時間処理 し,その後-次抗体 を4℃,16時

間反応 させた.反応後 BlockingBu吏ferで洗浄 し,

二次抗 体 と して Anti-rabbitlgG (Sigma)又 は

Ant巨mouselgG (CHEMICON)を用い,室温,i

時 間 反 応 させ た,反 応 後 ,ECLplusWestern

Blo醸ngSysもem (AmershamBioscience)を開い

て検 出 した.V5抗原 付 き HTRAlは統 V5抗体

Hnvitrogen)にて検出 した.pro-TGF-β1は抗

LAP抗体 凍&DSystems),成熟型TGFリ1は抗

TGF-i?目先体 津romega,Madison,WI)にて検

出 した,SMAD2及び リン酸化 SMAD2は,それ

ぞれ抗 SMAD2/3抗体 (CellSignaling)及び抗 リ

ン酸化SMAD2抗体 (CellS短naling)にて検出 し

た.共免疫沈降 に関 しては,pro-TGF-iヲ且及び

V5抗原付 き HTRAl発現 プ ラス ミドを トランス

フェク シ ョン した細胞 を細胞溶解液 (25mM

Tr転 pH7.4,150mMNaCl,1% Cf班fS)にて溶

解 し,冷却遠心機 にて 10000g,且0分遠心 し_姿二滴

を回収 した.【司収 した上清に 1/1gの絹体及び 50

声音の prote豆nGもしくは proteinAアガロースビ

ーズを加 え,4℃にて 1時間反応 させた.反応後

3000gで 3分遠心 し,アガロ-スビ-ズを回収,

細胞溶解液にて 4回洗浄後,LaemmliBufferを加

良,ウェスタンブロッ トにて解析 した.

ルシフェラーゼアッセイ及び細胞混合試験

C2C及2細胞 に HTRAl発現 プ ラス ミ ド,PRI:

TKrenillaルシフェラ-ゼ発現 プラスミド (内部

コン トロールレポ-夕-),(SBE)4-Breflyルシフ

ェラーゼ発現プラス ミド (TGF-/ヲ反応性 レポ-

タ-),SMAD2,SMAD4,恒常的活性型 TGF1号

1発現 プ ラス ミドを トランスフェクシ ョンした,

トランスフェクシ ョンか ら48時間後,細胞 を溶

解 し, Dua巨 LuciferaseReporterAssaySystem
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(Promega) を用 い て ,SIRIUS Luminometer

摘ertholdDetectionSystemsGmbH)でルシフェ

ラ-ゼ活性を測定 した.各ルシフェラ-ゼ活性の

値は,内部コン トロ-)レであるpRL-TKrenilla

のルシフェラーゼ活性で補正した 細胞混合試験

においては,HEK293T細胞を用い,図中に記載 し

たプラスミドを トランスフェクションし,24時間

後に トリプシン処理を行い培養液中に細胞を浮遊

させ,反応細胞群と刺激細胞群を漏合 し,24well

dishに播種 した.混合から24時間後に細胞 を溶

解 し,ルシフェラ-ゼ活性を測定 した.繊維芽細

胞を剛 1たルシフェラ-ゼアッセイでは,5001{_1g/

mlゲンタマイシンにて細胞を48時間培養後,実

験に使用 した いずれの実験 も3回繰 り返 して行

･)た.

結 果

ILHtllは細胞内で lt.1･3シウナJL,をllP制うる

HTRAlによるTGF-βシグナルの抑制機序 を

明 らかとす るため,まず私 は,HTRAlが pro-

lt,E､. I:=こlllJ:.l･lト】 -,l･∴∴'r日 日 L

TGF-1･?シグナル を抑制す るのかを検討 した,

TGF-iタは pro-TGF-bとして産生 され, hlrin

によりLAPとmatMreTGF-ir?に分解 され 非共

有結合性の複合体 を形成する (豆atent型 TGF-

ig).このlatent塑TGF113は,通常は活性を持た

ない.したがって,野生型の pro-TGF-/?を細胞

に発現 させただけではTGF19活性 を示 さない.

このため,シグナル活性の検討には223番目およ

び225番目のシステインをセリンに置換 した恒常

的活性型 pTO-TGF弓 を用いた 15).桓常的活性

型 pro-TGF-βを細胞 内 に導 入 した場合 と,

matureTGF19を培養液申 二添加 した場合での,

HTRA1によるTGF-1ヲシグナルの抑制効果 を比

較 した.どちらの場合においてもTGF-I/?シグナ

ルは良好に誘導 された (図 IA,レ-ン2,5).し

か し,HTRAlによる抑制効果は恒常的活性型

pro-TGF19を細胞内に導入した場合にのみ認め

られ 衷 (図 IA, レー ン 6).この結果 か ら,

HTRAlがpro-TGF｢タを介 してTGF-iヲシダナ

ルを抑制する可能性が示唆 された

次に私は,HTRAlによるTGF1号シグナルの

抑制が,細胞内と細胞外のどちらで行われている

のかを確かめるため,Zaechignaらが行った図1B

の様な細胞混合実験 を行った 12).刺激細胞群 と

反応細胞群 を用意 し,2種類の細胞群を混合 し,

レポ一夕-アッセイを行う物である.刺激細胞群

にはpro-TGF1号を導入 し (図 1C中で Sと表

記),反応細胞群にはTGF-1?シグナルのレポ一

夕-である (SBE)4-fire剖yルシフェラーゼを導

入した (図 IC中で Rと表記),HTRAlを刺激細

胞群もしくは反応細胞群のみで発現 させ,どちら

でTGF19シグナルの抑制効果が認められるか検

討した.HTRAlは分泌蛋白であるので,もしシグ

ナル抑制の場が細胞外であればどちらでも,細胞

内であれば刺激細胞群で発現 させたときのみ,抑

制されるはずである.結果は,HTRAlを刺激細胞

群で発現 させた場合にのみ,TGF-βシグナルの

抑制効果が認められた (図 IC,レーン3).さら

に,同条件下の細胞培資液 をHepG2細胞に添加

し,TGF13シグナルの下流であるSmad2の リン

酸化を確認 した.Smad2の リン酸化 も,HTRAl

を刺激細胞群で発現 させた細胞培養滴でのみ,認

めなかった (図 ID).これらの事から,HTRAlに

よるTGF-βシグナルの抑制は,pro-TGF-/r号を

介して,細胞内で行われていることが示唆 された.

内在性 HTRAlによるTGF-βシグナルの検討

この現象がHTRAlの強制発現でのア-チファ

ク トの可能性を排除するため,況370Ⅹ変異を持つ

CARASiL患者由来繊維芽細胞 を用い,内在性

HTRAlのTGF-βシグナルへの抑制効果を検討

した. これ まで我 々 は,R370Ⅹ変 異 を持 つ

CARASIL患者由来繊維芽細胞では,未成熟停止

コ ドンによるナンセンス変異依存性 mRNA分解

機構によって,HTRAlmRNAが正常対照の約

60/Oに著滅 LHTRAlタンパクの発現 も認められ

ないこと,しかしHTRAIR370Ⅹ変異休はプロテア

-ゼ活性を保っていること,を示している2).ァミ

ノグリコシド系抗生物質は,ナンセンス変異依存

性 mRNA分解機構を抑制 させることにより,未成
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図 I HTRAlはTGF-i9シグナルを細胞内で抑制する

HTRAlが Pro-TGF-i?とmatureTGF-1タのどちらを介 してTGF19シグナルを抑制するの

かを検討.HTRAlによる抑制効果は恒常的活性型 pro-TGF-1タを トランスフェクションした

場合にのみ認められた (レーン6).HTRAIS328Aは,不活性型 HTRAlであり,ネガティブコ

ン トロールである (レ-ン4,7).

細胞混合試験の模式I乳 Sはpro-TGF-1'3を トランスフェクシ ョンした刺激譲酬泡群,Rは

TGF-lヲシグナルの レポ-タ-である (SBE)4一点renyレポータープラスミドを トランスフェ

クションした反応細胞群を表す.HTRAlを刺激細胞群 もしくは反応細胞群のみで発現 させ,ど

ちらでTGF-ノ'3シグナルの抑制効果が認められるかを検討 した.

C,D :細胞混合試験の結鼠 HTRAlとpro-TGF-Jr3を其発現 させた場合にのみ,TGF-βシグナルの

抑制効果を認めた くC,レ-ン3).同条件下の細胞培養液 をHepG2細胞に添加 したところ,

HTRAまとPro-TGF｢?を共発現 させた場合の細胞培養液のみ,Smad2の リン酸化を認めなか

った (D).



(ミ川ミ

一､

新潟医学会雑誌 第124巻 第11をチ 平成22年 (2010)lュ月

KDa 旧 :HTRAl

Gental¶icin
(Hg/mり

e
e
約

0
脱
硝

S
N
L･

S
N
.I.C窃

ゆ
e
酌

⑳
酌
刑

S
N
L.

S
N
'LC①

co n tro一

･ ､ 1

(
p
[o
こ

>
l!̂
!73
e

aSeJa-!3
n
l
a
^
!te
芯
tL

0

5

2

1

『 Ge llta m icintreated

印は山∩e
.IaP

controIAcolltrOIB Patient patient

proTGF申1 nlature

TGF申1

図2 内捌隼HTI払1によるTGF㌧Jヲシグナ

ル抑制機序の検討

A :ゲ ン タマ イシン処理 に よる内在性

HTRAl発現の回復.HTRAIR370Ⅹ変異

を持つ CARASHJ患者由来繊維芽細胞を

ゲンタマイシン処理し,培養HF等を対象

に抗HTRAl絹体にてウェスタンプロ､ソ

ト解析を行った.ゲンタマイシン濃度依

存性に内在性HTRAl発現細｡3復を認め

た.

冒 :ゲンタマイシン処理によるTGF-1ヲシグ

ナルの攻落.CARASは恩 給由来繊維坪

細胞 (図申patientと記戦)をゲンタマ

イシン処理しHTRAlタンパクの発現を

回復させる事により,pro-TGF-l'3をト

ランスフェクションした場合のTGF-i?
シグナルの改善を認めた. 一方,HTRAl

タンパクの発現を回復させても,mature

TGF弓 を培養液中に添加 した場合の

TGF-/ヨシダナ射 ま攻落されなかった,

熟停直コドンを含む mRNAの安定性を向 変こさせ

タンパク嶺 を増加 させることが知られている招腑

したが って,R370Ⅹ変 異 を拍つ CARASIL患畜由

来繊維 幹細胞 をア ミノグリコシ ド系抗生物質で処

理す る郵 二よ約,活性のある内在性 HTRAIの墨

を増加 させ ることが可能であり,その TGF-7ヲシ

グナルへの効果を検討 しうると考 え,これを用い

た. fy想通 り,ア ミ}グ リコシ ド系統生物質であ

るゲンタマ イシンで処理により,R370Ⅹ変異 を拍

つ CARASIL患 者 由 来繊 維 芽 細 胞 の R370Ⅹ

HTRAlmRNA葦遠は未処理対照の約 7倍,正常対

照の約 40%にまで回復 し,タンパ クの発現 も回

復 した (図2A).この条件 卜でTGF-Jヲシグナル

の抑制効果を検討 したところ,pro-TGF-βを ト

ランスフェクシ ョンした場合の TGF一声シグナル

を培養滴中に添加 した場合の TGF-∫'3シグナルは

攻 落 されなか った (図2B).これ らの結 果か ら,

内在性のHTRAlが pro-TGF-βを介 して TGF-

i?シグナルを抑制することが示唆 された.

HTRAlはpro-TGF一声と結免 切断 し,ma紬re

TGF-βの畳を減少する

次 に私は,細胞内で HTI肌1とpro-TGF-I?那

結合す るか を,HEK293T細胞 に pro-TGF-/rヲお

よび V5抗 原付 き HTRAlを共発現 させ,共免疫

沈 降 法 を用い検 討 した.その結 果, HTRAlと

pro-TGF-βの結合が示 された (図3A,B).ま

た同細胞 の蛍 光免疫 染色 で は,HTRAまと proI

TGF-βが細胞内で共届在 していることが示 され

た (図3C).次 に,HTRAlが Pro-TGF-プラを細

胞内で切断す るかどうかを検討 した.同細胞か ら

の抽出蛋白を抗 IAP抗体 (pro-TGF-βを検班)

を用いたウェスタンブロッテ ィング法にて解析 し

た.細胞内に導 入 した HTRAlの 鼠依存性 に,20

-30kDaのpro-TGF-ノブ分解産物の増加が見ら

れ,加 えて培養液中の maturcTGF弓 の嵐の減少

を認めた (図3D,E).-=-方,不活性型 HT訳Alで

ある HTRAIS328Aでは,分解産物 を認めなかっ

た (図 3D,E).

CARASILの病態 と HTRAlによる pro-TGF-
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A.a HTRAlとproITGFづ との郁命を)I.絶境沈降法を川いて検討 いずれの抗体をML､たlt免岐

沈降においても,HTRAlとPro-TGF-,?の節介をJJ､す紙架が得られた (A,BLI一段) lnpul

(卜托)はloadingco■1Llol,I:段は免疫沈降が行われている一打を,Ttす

c HTRAJとpro-TGF12の榊他州 r･Ilr_を如 壁染色にて検J､r HTRAl(紬) と pro-1(･ト ,?

(,J､)の典In5ltI(敬)が.はめられた

D,E HTRAlはproIT(;lT-,了を細胞内でり)漸するかを検(''T HTRAlの屯.Jく(711:(I.20-30kT)aの

1)rO-TGF-,ブタ十㍍脚 わのLnLJlが与上られた (Dレーン2-4).また.HTRAlのIlt依(f作に増産液

中の nlaLureTGFl.)の品の減少を認めI=(D小円.および E) ノI.ィ､才一1-他型 HTRAlである

HTRAIS328Aでは.それらの縦知は糾らTLなかった (Dレーン5.およびE)
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1?の切断との関連を明らかとするため,疾患関連

変異型HTRAlについて,pro-TGF-βとの結合

および切断の程度を同様に検討 した.疾患関連変

異型HTRAlとpro-TGF-ir?は共免疫沈降 された

(図 4A, B).一方,いずれの疾患関連変異型

HTRAlにおいてもpro-TGF-/守の分解産物を認め

なかった (図4C,D).加えて,培浄液中のmatはre

TGF-βの巌の減少も認めなかった (図4C,D).

HTRAlは小胞体でpro-TGF-βを切断する

HTRAlは N末端にシグナル配列を持つため,小

胞体やゴルジ体を通 り細胞外に分泌 され声 7)19)

業際,GFPとの融合蛋白を用 い た野生型HTRAl

の共焦点レ-ザ-顕微鏡による観察では,HTRAI

a)羽 泡体への局在が示 された (図 5A).そこで私

は,細胞内のどこで HTRAlによるpl･0-TGF弓

の切断が起 こるのかを検討 した.小胞体からゴル

ジ体への輸送を阻害するbre餌dinA,及びゴルジ

体から細胞膜への輸送を阻害するmonens五m処理

をした場合の,HTRAlによるPro-TGF一声の切

断の有無 を検討 した.既報通 り,furinでの pro-

TGF-βの切断がbrefeldinA処理により阻害 され

る事から,furinによるpro-TGF-;,3の切断がゴ

ルジ体にて行われている事が確かめ られた (図

5B)2(粒 22)---方,HTRAlによるpro-TGF-βの

切断は,bre縫ld豆nA処理および monensin処理い

ずれにおいても阻害 されなかった (図5B).この

結果から,HrrRAlによるpro-TGF-13の矧断は

小胞体にて行われる奉が示唆 された.

考 察

今回私は,HTRAlが小胞体にて pro-TGF-i?

を切断 し,matureTGF-βの産生を抑えている事

を明 らかとした.図6に HTRAlによるTGF-j'3

シグナルの抑制機序の模式図 を示す.HTRAlに

よるpro-TGF-βの切断は小胞体にて行われる

ため,負滴nによるゴルジ体での pro-TGF-βの

成熟化よりも先行する｡その結鼠 pro-TGF弓

の成熟化を阻害 し,matureTGF-βの産生墨を減

少 させ ると結論 した.この よ うな細胞 内での

TGF19シグナルの抑制機序は,全く新 しい機序

である.細胞内での秩序だった成熟化がTGF-β

ファミリ-において重要であることは,TGFIJ?

ファミリ-の--･種であるBMP射 こおいて示 され

ている.BMP4はゴルジ体にて 短頭nによる 2段

階の切断を受け,成熟化する23).しかし,ft汀豆nに

よる切断を阻害する変異を挿入し,この順序だっ

た成熟化を阻嘗すると,proBMP4は分解を受け,

最終 的 に成熟型 BMP4の産生が減少す る 23)

我 々はこの機序 と同様に,HTRAlはTGF-βの

細胞内の成熟化を阻害することを兄いだした.

本研究の結果が,強制発現系の影響であること

を除外するため,我々は R370Ⅹ変異をもつ患者培

養線維芽細胞 を用いた実験 を行い,内在性 の

HTRAlによってもpro-TGF-β由来のTGF-i?

シグナルを抑制 しうることを示 した,このことは,

本現象が HTRAiの強制発現によるアーチファク

トではないことを明確に示 している.さらに強制

発現系での結果と同様に,内和佐の HTRAiでも

細胞外か らの matureTGF-i?癖服敗によるTGF-

1ヲシグナルは抑制 されなかった.これらの結果は,

HTRAlによるTGF-1ヲシグナルの抑制が pro-

TGFl?を介 す る,とい う機 序 を支持 す る.

Emilinlは HTRAiと同様に,pro-TGF-βに直接

結合 してその成熟化を抑制 し,TGF｢?シグナル

を抑えるとされている.しかし,細胞混合試験 に

よりその作用部位は細胞外 と報告 されてお り,

HTRAl捌 元応する部位とは異なる 12).このよう

な,同-=一シグナルに対する複数の抑制機序の存在

は,組織観 細胞毎にTGF-βファミリーシグナ

ルが厳格に管理 されている可能性 を示唆 してい

る.

脳中血管は主として,アス トロサイト,血管内

皮細胞了 I;A滑筋細胞もしくは周皮細胞により構成

されている.これらの構成細胞の内,どの細胞が

TGF-βを産生 し,どの細胞がTGF-/ヲシグナル

に反応するのかについては,全く明らかになって

いない.CARASIL患者の脳中血管の免疫組織化

学による検討では,TGF一声 ま血管の中膜 (平滑

筋細胞層)にて増加 し,また ED-Aflbronectin

の産生は血管内皮細胞で先進 している2).このこ
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図4 CARASⅠL疾患関連費異型 HTRAlは,pro-TGF-1r?と結合するが,矧断しない

A,B :疾患関連変異型 HTRAlとpTO-TGF｢号との結合を共免疫沈降法を用いて検討.いずれの抗体

を用いた共免疫沈降においても,疾患関連変異型 HpFRAlとpro-TGF-βの結合を示す結果が

得られた (A,B中段).inputH二段)はloadingcontrol, 卜段は免疫沈降が行われている事を

示す.

C,D :疾患関連変異型HTRAlが pro-TGF19を細胞 句で切断するかを検宗乱 野性型 紺TRAlを発現

させた場合に見られるpro-TGF-/?分解産物は,疾患関連変異型 HTRA1(V297M,A252T)

においては認められなかった (C).加えて,疾患関連変翼型HTRAlでは培嚢液中の mature

TGF-i')'の鼠の減少も認められなかった (C中段,および D).
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A jLJ.lu∴=ノーサー材l微鈍によるHTRAlのil"Uin̂HJlEの観察 HTRAl(鮎)が釧胞

IJiでは小Lrb†ホ (]三R,′ホ)にF.川 する

B 州胞l/10)とこでpro:lGF-170)UJ慨が起こるのかを検討 HEK293rr州胞にpro-

TCr-17および HTRAlを,ttJ邑別 させ.BlererdLrlA (BFA) ま/=は MolleIISLn

(rvTON)tJII..I(下での Hll肌1によるl)rO-1､GrTI/ヲのりJL桁を検討した FunTtによる

Pro-TGF-,了の切断は.BFA処即によ(川 lJtされた -JiHTRAlによるpro-

TCト .ブのり)断は.T3FA処El_E!およびMON処FuのいずれにiJいてもHL'.7fされなか

った
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T3 I)ro-TGF-/Jは,トランスゴルジネ ノトワーク (TGN)にiJいて前51毒タンパクTl
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TCF㌧Iヲ (赤色)に分解され,ィ､所fHIJである非Jtイr打.介Tlの根弁体を形成する

C この柁命休 (lJIp-TGF-,ブcoml)1cx)はill=泡外に'JlL必され.捌 BJ外マ トリノクス

に瀦榊す る 抑 r包外マ トリ ノクスに荷横 した松合体は,TTmmbosTWldln-1
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T(.ト I? (matureTGr-,?)となる

D HTRAlはPro:rG卜 ,?を小Frht本にて/Jl解し,止 しい Pro-TC,ド-/Jの成熟化をF比

7J'することにより,ma【ureTGF-J70)WtU)減少を引き起こす
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とは,平滑筋細胞が脳中血管でのTGF一声産生の

喜三体であり,血管内皮細胞でTGF-βシグナルが

克進 していることを示唆 している.しか し,脳中

血管での HTRAlの発現分布や TGF-i?の成熟化

に関 しては不明である.脳中血管は細 胞 外基質に

乏 しいため,TGF-1ヲの成熟化は通常の組織 とは

異なる可能性がある.今回解明 された HTRAlに

よるTGF1号シグナル抑制機序が,脳の小血管環

境ではどのように制御されているかについて,今

後,モデルマウスや 3次元培養などを用いて詳細

に解析する必要がある.

読

今回私は,HTRAlが小胞体にて pro-TGF-β

を切断 し,matureTGF｢?の産生を抑えることで,

TGF-1?シグナルを抑制していることを明 らかと

した.CARASILにおけるTGF榊i'iシグナルの異常

がなぜ脳中血管に限局するのかは,いまだ明 らか

ではない.HTRAlは脳中血管 に発現 しているの

で 24),HTRAlが脳中血管で特異的にTGFリ ブ

ァミリ-シグナルの抑制を司っている可能性が挙

げられる.今回私が明 らかに した知見は,脳中 血

管における新 しいTGF一声シグナルの制御機構の

可能性 を示 し,CARASILおよび弧発僅脳中血管

痛の分子病態機序の理解に寄 与･すると考 える.
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