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要 旨

HightemperaturerequirementproteinAl(HtrAl)はセリンプロテア-ゼ活性を持つ HtrA

ファ ミリ-タンパ クの --･員である.HtrAlは bonemorphogeneticprotein(BMP)-2及び

BMp-4シグナル伝達を抑制するが,その機序は不明である.筆者は,HtrAlがBMP-2/4前駆

体を切断し,そのシグナル伝達を阻書するという仮説をたて,これを検証 した.培養細胞系を用

い,HtrAl存在 卜での BMP-2/4の毎夏を検討した.さらに,細胞混合アッセイを用い,その附 ‡]

する場を検討した.また,細胞内において,HtTAl由来のBMP-2/4前駆体の断片を検出した.

結果として,HtrAl存在 卜では,培琵液中の成熟型BMP…2/4の鼠が減少し,この効果はHtTAl

とBMP-2/4前駆体が同 一の細胞内に存在するときにのみ認められた,さらに,小胞体におい

て,HtrAlがBMP-2/4前駆体のC末端を切断することを示 した.成熟型 BMP12/4はBMP-

2/4前駆体がゴルジ装置以降で餌rinによるプロセッシングを受けて産生 されるが,本論文は,
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HtrAlがfurinによるプロセッシングに先行して羽音包体でB醐p-2/4前駆体を切断し,成熟型

BMP-2/4の量を減少させることで,そのシグナル伝達を阻害することを示した.

キーワード:hightemperaturerequ豆rementproteinAl(HtTA1),bonemorphogeneticprotein

(BMP),Rlrin,endoplasmiereticulum (ER)

は じ め に

Hight(､111P(1.LlturelでqllirplllHltPrOtt,il一Al

(HtrAl)はHtrAファミリ-に属する480アミノ

酸からなる分子鼠50kDaの分泌タンパクである.

他のHtrAファミリ-と同様に,トリプシン様セ

リンプロテア-ゼモチ-フとPDZモチーフを有

しており,セリンプロテアーゼ活性を持つ 1)2)

近年,HtrAlの新たな機能として,セリンプロテ

ア-ゼ活性依存性にTGF一声ファミリ ー のシグナ

ル伝達を阻害することが報告 された 3).しかし,

その機序は明らかにされていない.

TGF-I?ファミリ-は多機能性サイトカイン群

であり,さまざまな細胞の増殖,分化,遊走,アポ

トーシスを制御 している 4).その中で もbone

morphogenet豆cprotein(BMP)は,骨の形成 .修

復 ･再生や発生に関与す ることが知られている5).

加えて,血管系にも関与し,庄負荷により,血管

内皮細胞でのBMP-2の発現が先進すること6),

BMP-2が血管平滑筋細胞の増殖を抑制するこ

と7),シェアス トレスによる血管の硬化性変化に

BMp-4が関tI>すること8),肺高血圧症における

血管の再構築や血管平滑筋細胞の増殖をBMp-4

が促進すること9)が報箆されており,BMPシグ

ナルの血管疾患への関与が注目されている.一方,

HtrAlはストレス 卜の脳中血管内皮細胞で発現が

増加するlt)).また,HtrAlのプロモ-タ-の遺伝

子多型が血管増殖性の加齢性黄斑変性症の遺伝的

御 灸因子であり,機序としてHtrAlの発現増加が

関与することが報告 されている 11).これらの事

から,筆者は,BMP-2及びBMp-4シグナル伝

達が血管の増殖,維持,さらに血管病態に深く関

わっていると推察 し,その調節機構の---つ として

HtrAlに注目した.

BMPによるシグナル伝達は,BMPの産生,成

熟,受容体との反応,細胞内のセカンドメッセン

ジャ-により調節されている,BMPは,まずシグ

ナルペプチ ドを持つ前駆体タンパクとして産生さ

れ,小胞体にてシグナルペプチ ドの切断後,糖鎖

修飾を受け2量体となる5).この 2量体はtrans

Golginetwork(TGN)およびpostTGN内で前駆

体タンパク転換酵素であるfurinにより2段階の

切断を受け,成熟型ペプチ ドの 2量体 (成熟型

BMP)となり,細胞外に分泌 される 12).成熟型

BMPは細胞表面に存在するセリン/スレオニンキ

チ-ゼ受容体によって認識され 細胞内のセカン

ドメッセンジャ-であるsmad1,5のリン酸化を

促進する,リン酸化されたsmad1,5はsmad4と

複合体を形成して桜内に移行し,標的となる遺伝

子のプロモーター領域に結合して目的とする遺伝

子群を誘導する13).HtrAlによるBMPシグナル

伝達の抑制は,これらの過程のいずれかに関与-す

る.本論文では,この HtrAlによるBMPシグナ

ル伝達抑制の場と機序を明らかにすることを目的

とした.

方 法

コンストラクトの作成

全長型ヒトHtTAまcDNA (Openbiosystem)杏

PENTRD-TOPOベクタ- (Invitrogen)にPCR

法を用いてサブタロ-ニングした後,LRclonase

Hnvitrogen)を用いて,PCDNA-DEST40ベクタ

- (王nvitrogen) に入れ替えた.また,制限酵素

処理にて pEGFP-N3(Clontech)に挿入 した.

ヒトBMP-2前駆体 C-FIAG発現ベクタ-とと

卜BMp-4前駆体 C-FIAG発現ベクターは,ヒ

トBMP-2前駆体 cDNAあるいはヒ トBMp-4
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前駆体 cDNA (Openbiosystem)を PCR法にて

primer(BMP-2前駆体;5'-gcgaattcagccgccacea

tg･gtggceggg,3'-cgggatecgcagcgacacccaca,BMp

-4前駆体 ;5'-gcgaattcagccgecaecatgattectgg,

3'-cgggatccgcagcggcacccacatccctc)を用いて増

幅 し,得 られた産物をEcoRl/BamHlで切断後,

p3× FLAG-CMVTM-14発 現 ベ ク タ-
(SIGMA-ALDRICH)に挿入して作製した.B掴P

シグナルを検討するレポ-タ-遺伝子 pGL3-

Id985WT,全長型マウス smadl,全長型マウス

sma舶 発現ベクタ-は,片桐岳倍博 圭 (埼玉医科

大学ゲ}ム医学研究センタ-)より供与一していた

だいた.ヒトBMP-2前駆体,ヒトBMp-4前駆

体発現ベクターは,ジャン ･クリスチャン博士

(OregonHea独 andScienceUnivercity)より供与

していただいた.全長塑 ヒトfurin発現ベクター

は,中山和久博士 (京都大学大学院薬学研究科)

より供与 していただいた.

EL王SAAssay

Humanembryonickidney(HE臨)293T細胞を

Du弛ecco'smodi五edEag王emedium (DMEM,

Invitrogen) に 100/afetalbovineserum (FBS,

Invitrogen),1塞 penicillin-streptomycin(PS,

Invitrogen)を添加して培養 し,6-welldishに撒

いた.翌 と上 Lipofectam豆ne2000(Invitrogen)を

用いて,ヒトBMP-2前駆体あるいはヒトBMp-

4前駆体とHtrA漫WTあるいはHtrAIS328Aの発

現ベクタ-を トランスフェクションし,6時間後

に培養液 をOpt巨MEM (王mvitrogen)に入れ替

え,18時間後に培拳液を回収 した.回収サンプル

はBMP-2Immunoassay馳 (R良Dsystems)あ

るいはBMP14ImmunoassayKit(R&Dsystems)

を用いて定量を行った.

ウェスタンブロット解析

HEK293T細胞をDMEM (100/oFBS,1%PS)

で培養 し,6-welldishに撒 きなお した.翌 日,

Lipofectamine2000を用いて,BMP-2前駆体ある

い は BMp-4前 駆 体 と,HtrA1WTあ るい は

HtrAIS328A,furinの発現ベクターをトランスフェ

タションした 24時間後に細胞をPBSで2回洗い,

lys豆sbuffer(150mMNaCl,50mMTris-HCl(pH

7A),0.50/aNP40,0.5% sodiumdeoxycholate,

5mMEDTA)を何巨､て回収した.回収サンプルは

BCAssay(Thermo)でタンパク定量を行い,経タ

ンパク巌を合わせた後,同容量のsamplebuffer(95

0/ahemmli'ssamplebuuer(BIO-RJW ),5餐2-

Mercaptoethanol(SIGMA))を加えた.100℃で

5分間処理 した稜,電気泳動を行った.泳動後,

PVDF膜に転写 し,5%スキムミルク含有 PBS-T

(0.1%Tween20添加 PBS)でブロッキングした

ブロッキング後,1次抗体 monocまonalanti-HtrAl

antibody(1:2000;R良Dsystems),rabbitpolyclon-

alanti-B掴P-2antibodyH:LOGO;PeproTee,

Inc),monoc豆onalanti-BMp-4antibody(1:500;

SantaCruzBiotechnology),monoclonalanti-

FL曳GM2antibody(1:50000;Sigma-Aidrich),

monoeiorlalantト餌rinantibody(1:2000;ALEXIS

B豆ochemica王S),2次 抗 体 Goatpolyclonalanti-

mouse HRP conjugated antibodyH :10000･,

ChemieonTemecula),Goatpolyclonalantil･abbit

HRPConjugatedantibody(1:50000;Chemicon

Temecula)で抗原抗体反応 を行い,enhanced

chemiluminescence(MiliiporeCorporation)で検

出した.定義解析はscionimagesoftware(Scion

Corporation)にておこなった.

Bl･lPシグナルレポ-ターアッセイ

BMPシグナル伝達系のレポーターとして,マ

ウスは遺伝 子由来の BMP応答性プロモ-タ-

エレメントによりルシフェラ-ゼ遺伝子が操作さ

れるレポータープラスミドpGu-王d985WTを使

用 した 紬.内部コン トロ-ルとして,PRL-TK

(promega)を使用した15).マウスC2C12筋芽細

胞をDMEM (100/OFBS,1%PS)で培養し,銅-

welldishにまき,翌日,培養液をOpt巨MEMに

交換 した.4時間後にLipofectamine2000を用い

管, BMP-2前駆体 あるいは BMp-4前駆体,

HtrAl,Smadl,Smad4の発現ベクターと,pGI3-

Id985WT-areflyluciferase, PRL-TK-reniila

luciferaseを同時に トランスフェクションした.
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その際,各we旦lの総 DNA量が等 しくなるように,

PCDNA-DEST40ベクター Hnviもrogen)を加 え

て補正 した.トランスフェクション24時間後に

passivelys豆sbuffer(Promega)を用いて細胞溶解

液 を回 収 し,Dua卜hlCiferaseReporterAssay

System(Promega)を用いて,SIRIUSLuminometer

(BertholdDetectionSystemsGmbH)で測定 した.

各ルシフェラーゼ活性の値は,内部コントロ-ル

となるpRLITKのルシフェラーゼ活性で補正 し

た.

脱糖鎖処理

BMPの Western Biot用 サ ン プ ル に 10×

DenaturingBuffer日 0% β-merCaptOethanol,

5%SI)S)を加え,100℃で 10分間処理 した.処

理後,10×G7Buffer摘.5MSodiumPhosphate)

と10×NP40を加えて漏和 し,ペプチ ド:N-ダ

リカナ-ゼF(PNGaseF)を10U/tubeとなるよ

うに加えて,37℃で 1時間反応させた.

細胞混合アッセイ

HEK293T細胞をDMEM (10%FBS,1%PS)

で 培 養 し,6-welldishに ま い た .翌 日 ,

Lipofectamine2000を酢 ､て,B掴P-2前駆体もし

くはBMP14前駆体とMock(peDNA-DEST40)

(a),B掴P-2前駆体 もしくはBMp-4前駆体 と

HtrAIWT (b),HtrAIWTのみ (C),Mockのみ

(a)の発現ベクターを トランスフェクションし

た細胞を作成 した.4時間後に0.25% トリプシン

EDTAで細胞を剥がした後,DMEM (10%FBS,

1%PS)で中和 し,aよa,bと札 aとCの細胞

をそれぞれよく混和 し,6-we旦ldishにまきなお

した.さらに2時間後に培養液をOpt卜MEM に

入れ替えて,トランスフェクションの 24時間後

に培養液を回収 した.

共焦点レーサー顕微鏡

Cos-7細胞 を DMEM (10% FBS,1% PS)

で 培 養 し,6-wendisを‖ニ播 き な お し た .

Lipofeぬmine2000を用いて,EGFp-HtrAIWT

の発現ベクタ-を トランスフェクションし,4時

間接に培養液をDMEM (ま0%FBS)に入れ替え

た.トランスフェクション24時間後にglassbot-

tomdishに細胞を播 きなお した. さらに24時 間

後にERtracker且uMで 30分処理 し,4%パラホ

ルムアルデ ヒ ドを用いてチ ャンバ -スライ ド

(IWAK王) Lに固定 した.共焦点 レ-ザ-顕微鏡

で 観 察 を 行 い ,AquaCosmos(Hamamatsu

Photonics)で解析 した.写頁はisnap/10secで撮

臣した.

統計解析

SPSSverll.0,1J(SPSSInc.)を用いた.

結 果

培養液中の成熟型 Iil:lP12-I量に対するIltrAl

の効果

HtrAlのBMPシグナル伝達への影響を検討す

るため,マウス筋芽細胞 C2C12を用いて,レポー

ターア ッセ イを行 った.その結果,既報通 り,

HtrAiWTは BMP-2/4シグナル伝達 を抑制 し

(BMP-2;Mock:4.69± 0.25,VVT:2.91±0.08,
p< 0.01),(BMP一速;Mock:4,79± 0,12,WT:

2.71± 0.ll,p<0.01),---方で,セリンプロテア

-ゼ活性 を欠いた変異体であるHtrA且S328Aは,

BMPシグナルす云達を抑制 しないことを確認 した

(BMP-2;S328A:4,17±0.25),(BMp-4;S328A:

4.96±0.67)(図1A,B).

次に,この抑制効果が培養液中に分泌 される成

熟型 BMP-2/速の遍の低 下によるものかどうか

を検討するため,HEK293Tを軌 ､て,培養液中の
成熟型 BMP-2/4の定量を行った.HwAまWT導

入細胞では,培養液中の成熟型 BMP-2/4の巌が

有 意 に減 少 した (BMP-2;Mock:9076± 664

pg/mL,WT:2681± 130pg/mL,p< 0.001),

(BMp-4;Mock:835±70pg/mL,WT:468±67

pg/mL,p<0.01日図1CタD).--∴方,セリンプロテ

ア-ゼ活性 を欠いた変異体であるHtrAIS328A

導入細胞では,成熟型BMP-2掬 の童に有意差を

認 め な か っ た (B掴P-2;S328A:7149± 365

pg/mL),(BMp-梨S328A:683±20pg/mL)(図
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図I Htr.AlのBMPシグナル伝達に対する効果

(A)(B)レポ-タ…ア､ソセイを用いたHtrAl存在下でのBMP-2/4シグナル伝達の検討

C2C12細胞に次の発現ベクターを導入 した :Mock(PCDNA-DEST40日400噸),HtrAl野生型 (WT)

(400mg),HtrAIS328A (400ng)のいずれかに加 えて,BMP-2前駆体 (5ng) もしくは BMp-4前駆体

(long),Smadl(Song),Smad4(50mg),BMPシグナルのレポーターとしてpGu -Id985耶 (250ng),リフ

ァレンスとしてpRL-TK (25ng).縦軸は,firenyルシフェラーゼの発光量をrenillaルシフェラーゼの発光量

で補正し,前駆体BMP-2/4およびHtrAlを導入しない細胞での値に対する,各条件での比率を示す.平均±

標準誤差 くn-5).群問比較は,ANOVAの後,Bonferroni法にて行った*P<0.01.

(C)(D)HtrAl存在下での分泌型BMP-2/4毒との検討

HEK293T細胞に次の発現ベクタ-を導入した :Mock(PCDNA-DEST40日1200噸),HtrAIWT (1200ng),

HtrAIS328A (1200mg)のいずれかに加えて,BMP-2前駆体 (50m営)(C)もしくはBMp-摘 摘重体 (40ng)

(D),ベクタ-導入から24時間後に培養液中のBMP-2もしくはBMp-4をELIS射 こて定鼠した.縦軸の単

位はpg/mL.チ-夕は平均±標準誤差 (n-3).群間比較は,ANOVA和 束,Bonfe汀Oni法にて行った*P<

0.01,**P<0.001.ド段はHtrAlの免疫プロットを示す.
(E)(ド)HtTAl党規義をによる分泌型BMP-2ノ掲音速の検討

HEK293T細胞に次の発現ベクターを導入した :HtrAIWT (Ong,400mg,800ng,1200ng)に加えて,らmp-2

前駆体 (SO噸)(E)もしくはBMp -4前駆体 (ヰong)(F).導入ベクタ-のDNA毎夏が等しくなるようにMock

(PCI)NA-DEST40)で補Ilこした.ベクター導入から24時間後に培誇液中の BMP-2もしくはBMp-4を
EL王SAにて定義した.縦軸の単位はpg/mL.デ-タは平均±標準誤差 (n-3).群間比較は,ANOVAの後,

Bonferroni法にて行った*P〈O.01,**P<0.001.卜段はHtrAlの免疫プロットを示す.
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図2成熟型BMP-2/4を
減少させるHtrAlの作用部位

(A)細胞混合アッセイの模式図

HEK293T細胞に次の発現ベクターを導入した:1左BMP-2
前駆体(50mg)もしくはBM
p

-4前駆体

(40ng)とMock日200ng),
右Mockn200mg);2左BMP-2前駆体(50mg)もしくはBMp-4前駆体

(40ng)とHtrAIWT(1200ng),右Mock(1200ng);3左BMP-2前駆体(50mg)もしくはBMp-4前駆体
(40mg)とMock(1200ng),
右HtrAIWT(1200mg).
各々の細胞を共培寒し
,
培寮液中の成熟型BMP-2/4量

を解析した
.
BMP-2/4とHtrAlが,
細胞内で反応する場合は2の条件で
,
細胞外でのみ反応する場合は3の

条件で
,
培養液中の成熟型BMP-2/4
巌の減少を認める
.
(B)(C)細胞混合アッセイによるBMP-2/複の定量

Aの条件でHEK293T細胞に発現ベクタ-を導入した(B:BMP-2前駆体,
C:BMp-4
前駆体を導入し

た)
.
ベクタ…導入から銅寺間後にトリプシン処理を行い,
各々の細胞を混合培養した
.
ベクター導入から24
時間後の培養液中のBMP12もしくはBMp-4
をELISAで定義した
.
(B
,
Cレーン1:図2A-1の条件;B,
Cレーン2:図2A-2の条
件;B
,
Cレ-ン3:図2A-3の
条件)
.
縦軸の単位はpg/mL.
データは平均±標

準誤差(n-3).
統計解析は
,
ANOVAの後,
群間比較をBonferroni法にて行った*P〈O.
01
,**P<
0
.
001
.
律貨はHtrAlの免疫プロットを示す.

lC,D).また,培養液中の成熟型BMP-2/4の量

は,HtrAlの発現増加に伴い有意に減少 した

(BMP12;HtrAIWTOne/well:9657± 306pg/

mL,HtrAIWT800ng/well:6188± 521pg/mL,

p<0.01,HtrA且WT1200mg/well:5200±288pg/
mL,p< 0.001),(BMp-4;HtrA且WTOne/well:
1006±63帽/mL誹もrAIWT1200mg/well:464±
65pg/mL,p<0.01日図 IE,F).

HtrAlが成熟型 BMP-2/4量に影響を与える場

の検討

HtrAlによるBMP12/iシブナ)L伝達LT)抑制

は,培養液中の成熟型 BMP-2/4の減少によるこ

とが示 された.その機序 として,HtrAlが,細胞

外で成熟型BMP-2/4を減少させる可能性と,細

胞内で BMP-2/4前駆体から成熟型へのプロセ

ッシングに影響を与える可能性を考えた.そこで,

HtrAlによるBMP-2/4シグナル伝達抑制の場を

明らかにするため,HEK293Tを用いた細胞混合

アッセイ16)を行った (図2A).このアッセイは,
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図2 成熟型BMP12/4を減少させるHtrAlの作用部位

(D)(E)相月知内BMP12のウェスタンブロット解析

(D)HEK293T細胞に次の発現ベクターを導入した :Mock(1200mg)もしくはHtrAIWT (1200ng)の
いずれかに加えて,B掴P-2前駆体 (50ng).ベクタ-導入から2射時間後に細胞を回収 し,細胞溶解液をウェ

スタンブロットで解析した.上段は45kDaのBMP-2前駆体,中段は12kDaの成熟型BMP-2,卜段はHtrAl

1に対するaTbitraryunitの比で表す,チ-タは平均±標準誤差 (n-3).群間比較は,等分散を仮定しないt

検定にて行った*P<0.01.
(F)暗)細胞内BMP…4のウェスタンブロット解析

(F)HEK293T紬泡に次の発現ベクター-を導入した :Mock (1 購 0 咽 )もしくはHtrAIWT (14O()ng)のい

ずれかに加えて,BMP14前駆体 (40mg).ベクタ-導入から2射耶附則二細胞を回収 し,細胞溶解滴をウェス

タンブロットで解析 した.l二段は47kDaのBMp-4前駆体,申投は1兆Daの成熟型BMp-4,ド段はHtrA1
の免疫プロットを示す.(G)成熟型BMp -4のウェスタンブロット解析の定義を解析を示す.縦軸はFレ-ン

1に対するarbitraryunitの比で表す.データは､臣'jJ±標準誤差 (n-3).群間比較は,等分散を仮定しないt
検定にて行った*P〈O.01.

BMP-2西 前駆体発現細胞 とMock (pcDNA-

DEST40)導入細胞 (図2A-1),BMP-2/4前駆

体とHtrAlを共発現 した細胞とMock導入細胞

(既 望A-2),BMP12/射清駆体発現細胞とHtrAl

発現細胞 (図 2A-3),それぞれの共培養系を作

成し,培養液中の 成熟型BMP-2/4を定義したも

のである.その 結 果,BMP…2/4前駆体発現細胞

とMock導入細胞の共培養に比し,B醐p-2/4前

駆体とHtrAlを共発現 した細胞とMock導入細

胞の共培養では,成熟型BMP-2/4星の有意な減

少を認めた くBMP12;1976± 1射)- 893± 70

pg/mLp<0.001上 欄MP一種;683±20--364±

21pg/mL,P<0.01日図2B,C). .方で ,BMP…

2/4前駆体発現細胞とHtTAl発現細胞の共培養で

は,成熟型 BMP…2/4巌に有意差は認め なかっ

た くBMP-2;1976±1姻 - 1498±130pg/mL),

(BMp-4;367± 19- 364±21pg/mL)(図 2B,

C).さらに,HtrAlの共発現による細胞内の成熟

性発現系で検討 したところ,細胞内の成熟型

BMP-2/4叢はHtrAlの共発現により有意に減少

した (B掴P-2;0.26±0髄 ,p<0.0拭 (BMp-4;

0.58±0.03,P<0.01日図望D,EやF,G).

lil･11 - -2･1前駆体に対するIltr:u の効果

HtrAlが細胞内で成熟型BMP-2/4を減少 させ

る機序 として,B掴P-2/4前駆体か ら成熟型

BMP-2調 へのプロセッシングに影響を与えてい

る那藍住を考え,これを検討した.検出感度を上

げるため,C末端に FIAGtagをつけた前駆体
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図3 HtrAlによるBMP-2西 前駆体の切断

(A)BMP-2前駆体C莱FIAGのウェスタンブロット解析

HEK293T細胞に次の発現ベクタ-を導入した ;BMP002前駆体C宋FIJAG(Song)に加え,レ-ン1:

Mock(800ng),レーン2:HtrAlⅦT(800mg),レーン3:HtrAユS328A(800ng).24時間後に細胞を回収
し,細胞溶解液をウェスタンブロットで解析した,上段は53kDaのBMP-2前駆体,ド段はHtrAlの免疫プロ

ットを示す.中段ではレ-ン2で20kDaの成熟型BMP-2(矢頭)に加えて,22kDaと10kDaの異常C未断
汁 (★)を認める.

(B)BMp-4前駆体C末FIAGのウェスタンブロット解析

HEK293T細胞に次の発現ベクタ-を導入した ;BMp-4前駆体C末FIAG(ヰong)に加え,レ-ン1:

Mock(800mg),レーン2:HtrAIWT(800ng),レーン3:HtrAIS328A(800ng).24時間稜に細胞を回収
し,細胞溶解液をウェスタンプロ､ソトで解析した.上段は55kDaのBMp-4前駆体,下段はHtl塊1の免疫プロ

ットを示す.中段ではレ-ン2で22kDaの成熟型BMp-4(矢頭)に加えて,24kDaと10kDaの異常C未断

汁 (★)を認める.

B掴P-2/4発現プラス ミド (BMP-2/4前駆体-

FLAG)を用い,HEK293Tにて解析 した.HtrA旦

WT発 現 下 で ,成 熟 型 BMP-2/4(BMP-2;
20kDa,BMp-4:22kDa)に加 えて,B掴P-2で

は 22kDaと 10kDa, BMp-4で は 24kDaと

10kDaの C莱断片を認めた (図3A,B)∴-∴方,

プロテアーゼ活性 を喪失 した HtrAIS328A発現

下では,成熟型 BMP-2/4のみで,他の C未断片

を認めなかった (図3丸 B).

BMP-2/4前駆体は,前駆体タンパク転換酵素

であるfurinによるプロセッシングを受ける.そ

こで次に,Hty塊1によるBMP-2/4前駆体の切断

と,furinによる BMP-2西 前駆体のプロセッシ

ングとの関係 をHEK293Tで検討 した.まず,一

定巌の前駆体 BMP-2/4とfurinの発現下におい

管,HtrAlの量の違いによる効果を検討 した.そ

の結果,HtTAlの増加に伴い,成熟型 BMP-2/4

の細 胞 内の嵐が減少 した (BMP-2;レー ン 4

0.54± 0.10,p< 0,05),(BMp-4;レ - ン 3

0.74±0,03,P<0,05,レ-ン40.65±0.07,P<

0剖)(図3C,D,E,F).さらに,HtrAlの増加に

伴い,B醐p-2では 22kDaと10kDa,BMp-4で

は 24kDaと 10kDaの C未断片が増加 した (図

3C,E).

IillP-2-1前駆体に Ⅰ-Itr.11が作用する細胞内の

場の検討

餌rinによるBMP-2/4前駆体の正常なプロセ

ッシングはTGN以降で行われる.先の結果から,
HtrAlが 餌rinによるこの正常なプロセッシング

に先行 して,B醐p-2/4前駆体の切断を行 う可能

性を考えた そこで,BMP-2/4前駆体-FLAGと

HtrAiあるいは furin発現ベ クターを HEK293T

に導入 し,小胞体-ゴルジ体輸送の阻害剤である

BrefeldinA (Sigma) 処 理 卜で 解 析 し た .

BrefeはinAによって小胞体からゴル ジ体への タ
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図3HtTAlによるBMP-2/4
前駆体の切断

(C)(D)HtrAlの緑雨によるBMP-2のプロセッシングへの彬響

(C)HEK293T舶開祖に次の発現ベクタ-を導入した;BMp-銅姻重体C末FLAG(loo欄)に加え,レ-ン

1:HtrAlⅥ汀(Ong),furin
(One),
レーン2:HtrAl閤T(Ong),furin
(800mg),
レ-ン3:HtrAIWT
(400ng),
鮎rin(800mg),
レ-ン4:HtrAIWT(800mg),餌in(800ng).
各we壬lで導入ベクタ-のDNA星が等
張になるようMockで補正.
した
.
ベクタ-導入から24時間後に細胞を回収し,
細胞溶解酒をウェスタンブロ

ットで解析した.
上段は53kDaのBMP-2
前駆体
,
F段はHtrAlとfurinの免疫プロット中段では20kDaの

成熟型BMP-2(失頭)に加えて,
22kDaと10kDaの賢帝C未断片(★)を認める.(D)
成熟型BMP-2を

定量解析した
.
絹軸はCレ-ン2に対するarbitraTyu油の比で表す.
デ…タは平均±標準誤差(n-3).
統計

解析は
,
ANOVAを行い
,
郡間比較はBonferroni法にて行った*P<0.05.
(E)(ど)HtrAiの如rinによるBMp-4の
プロセッシングへの影響

(E)HEK293T恭削包に次の発現ベクターを導入した;BMp-4前駆
体C末FIAG(100ng)に加え,
レーン

1:HtrAIWT(Ong),如rin(Ong),レ-ン2:HtrAIWT(Ong
)
,
ftlrin(800ng),
レ-ン3:HtrAIWT
(400mg),
鮎rin(800mg),
レ-ン4:HtrAIWT(800mg),ftlrin
(800mg).
各weuで導入ベクタ-のDNA騒が等
を表芸になるようMockで補正した.
ベクタ-導入から24時間後に細胞を回収し,
細胞溶解液をウェスタンブロ

ットで解析した.
Lf勤ま55kDaのBMp-4前駆体,
下段はHtrAlとfurinの免疫プロット.
中段では22k王)aの

成熟型BMp-4(矢頭
)に加えて
,
24kDaと10kDaの異常C未断片(★)を認める.
(F)成熟型BMP…4を

定を遠解析した
.
縦軸はEレーン2に対するarbかaryunitの比で表す.
デ-タは平均±標準誤差(n-鉱統計

解析は
,
ANOVAを行い
,
群間比較はBonferroni法にて行った*P<0,05,**
P<0.01.

ンバク輸送を遮断した系では,予想通り, furinに

よって切り出される成熟型 BMP-2/4は消粟 し

た (図 4A5レ-ン,B5レ-ン)∴ 藩 ,HtrAl存

在 下で認められるBMP-2の 22kDaと10kDaC

未断片,BMp-4の 24kL)aと10kDaC禾断片は,

BrefeldinA 処 理 に よ り,BMP-2の 22kDa,

BMp-4の2舷DaC未断片は消失したが,10kDa

のC末断片は認められた (図 4A3レ-ン,B3レ

ーン).この結果から,HtrAlは小胞体でBMP-

2/4前駆体に作用し,10kDaのC末断片を産生す

ると考えた.そこで,HtrAlの細胞内局在を検討

するため,N末に GFPタグをつけた HtrA且を
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図4 HLTA1の細胞内でのBMP-2/′=lrJ那体のり)断の糊の候討

(A)(B)iiuf他l人lタンパク輸送阻TE時のHtrAlのBMP-2/4rJllm休への効災

HEK293T細胞i:次o)兜方Lベクタ-を封入Ll=･BMP12rVl駆体C-A-FLAG (Song)もしくはBMP14前馳

休C末 FlAC,('10mg)に加え,レーンI Mock(800ng),レーン2.3 FiLrAlllT (80011g).レーン4.5

furLn(8OOng) ベクタ--村人から6時rm校にLirefeLdHLAを相席淋 二添加し (ZFLg/【111).24日印 臓 にLLl川丈した
ilJJF泡桝解消をHH､て,ウェスタンプロソト解析を行った _l二FxLは,Aでは53kDaのBMP-2前現J体.T3では

55kDaのT3MP-dFllfJ.qXl本, 卜相はlILrA1とrunnの免控プロノトを'liす 中段では.Aでは2OkI)aの成耕土坦

BMll-2(火野J)にJJllえて 22kl)aと10kl)11のynl;'IC木斬l■l~(★)を認め.13では22kl)a(7)成#央ぺ')BMp-4

(矢IJfI)に加えて,24kDaと10kDaの舛'll'fCノミ附 11-(★)を認める
(C)TrtT･̂1の斉川胞IJlf,1川_

cos-7細胞にEGr･l'-HtrALWl(20OOng)発81ベクタ-を非人 24峠ILu後にER-Trackerで30/JlJAtBl'し,

4%パラホルムアルデヒドでl萱】'jiI後.火焔.L∴,.L,-ザーFJTl微鏡で槻額 左 (ETLTrncl(I.r).rll火 (CFP).fr

(M(Tg̀J)両性をホす スケールは5/Lrnを′Jけ

Cos-7に発現 させ.典焦山 レーザ-泌i徴錠で倫引

したところ,HtrAlの小胞体への局在 を確認 した

(図4C)

考 察

木論文では,HLrAlが小JF'副本において BMP-

2/4前駆体をtlJ断 して,ful･lnによる_ll二'R11な BMP

前駆体のプロセッソングをML潔し,その打探 .成

熟型 BMP-2/4の/JT泌晶 を減少させ,BMP-2/4

ソグナルヤム達 を抑制す ることを明 らかに した

T3MPングナル伝達の抑制機作 として,細胞外で

は.BMPと結合 して受 料̀ 本による認識を肌';ilす

る Tl()i,L･Ln L7),ch()rdlnフ -/ ミリー 181,LwISLed

gastrulatLO■1(Tsg)L9)-2】).Danファミリ-:1)が

知られている 一方,榊胞内ではSmadl/5/8の リ

ン椴 化 を阻害 す る Srmd6/723).smad柑歩き的

ublqulLLnlLgaSeである Smurf12･I)が知 られてい

る しか し,BMP前俳体のプロセッシングL=影響

し,シ'/ナル(ム達 を湘椴す る機11･は,今Iuけ)

HtrAlが初めてである

Okaらは.HtrAlが増発液に';恭加 したTGト /?
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BMP-2/4前駆体
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イHtrAl

A furin

図5 HtrAlによるBMP-2/4前駆体プロセッシン

グ阻害モデル

(A)BMP前駆体は小胞体で2遺体を形成する

(B)HtrAlは小胞体でBMP前駆体のC末端を切断

する

(C)furinはTGNでBMI)前駆体をsl部位で切断

し,成熟型BMP(白色長方形)を産生する.

(D)切断されたBMP前駆体 (灰色-男色長方形)

は,成熟型BMP(白色長方形)と複合体を形

成する

(E)furinはPostTGNでBMP複合体をS2部位で

切断し (灰色と黒色長方形の間),成熟型BMP

(白色長方形)の2凝体を遊離させる

(F)遊離した成熟型BMP(白色長方形)の2量体
は細胞外へ分泌される

正常のBMP前駆体のプロセッシングは,A-C
-D-E-Fの順にすすむ.A-BはHtrA1が介

入する分解経路を示す.BMP前駆体のSl部位より

C米側を白色長方形 (成熟型BMPペプチドに相当

する),SlとS2部位の間を黒色長方形,S2よりN

寒側を灰色長方形で示す.白色長方形間の実線は成
熟型BMP問のジスルフィド結合を表す.HtrAl;

hightemperaturerequlrCmentProteinAl,BMP;

bonemoTPhogeneticprotein,ER;endoplasmicreticu-

1um,TEN;tramsGolginetwork

によるTGF19のシグナル伝達を抑制することを
挙げ,HtrAlがTGF-βプアミリ-シグナル伝達
を抑制する鳩 を,細胞外 と推定 した 3).しか し,

彼 らも示 しているように,HtrAlはTGF-βを赦
接基質とはせず,その抑制機序 は不明であった.

またBMPに関 しては,同様の実験を行っておら

ず,その抑制の場を明 らかに していない.今回

我々は,細胞混合ア､ソセイを用い,HtrAlの BMP

シグナル伝達抑制の場が細胞内であることを明確

に示 した.さらにHtrAlによるBMP前駆体のプ

ロセッシング過程を明らかにした.このことから

BMPに関 しては細胞外ではなく細胞内での抑制

機序が主体であると結論 した.

TGF弓ゴファミリ-タンパクの産生において細

胞内プロセッシングは重要な役割を担っている,

TGF19ファミリータンパクはいずれも前駆体と

して産生され,細胞内でプロセッシングを受け成

熟型が分泌 される.BMP前駆体は,まず ERにお

いて 2蛋体 を形威 した後 (図 5A上 TGNにて

furinによりSl部位が切断 され,成熟型 BMPが

切り出される (図5C).切断 された前駆体は,成

熟型 BMPと複合体を形成する (図 5Ⅰ)).この棲

合体形成が成熟型 BMPの細胞内での安定性に重

要である.次 ぎにpostTGNにおいて,Rlrinによ

り複合体の前駆体側の S2部位が切断 され,成熟

型 BMPのみが分泌 される (図 5E,F).BMP産

生 と分泌には,この順序だった切断が重要であ

る 12).HtrAlは鮎rinに先行 して,小胞体におい

て SlよりC末端側で BMP前駆体を切断するた

め (図 5B),成熟型 BMPの産生,分泌の低下を

引き起 こすと考える.BMPの細胞外の半減期は

短 く,そのシグナル伝達の調節として,細胞外で

の量の調節より,直接産生量を変化させる機序は,

より効率的と考えられる.

動脈硬化は血管内膜肥厚を初期変化とする血管

再構築に起因し,高血圧が最大の危険因子である

が,その機序 に関 しては明確 になっていない.

BMPシグナルは動脈硬化の病態機序に深 く関与

していることが推察 される.BMP-2/射ま血管平

滑筋細胞の分化 ･増殖を制御 しており7)9),実際

に,肺小動脈の平滑筋増殖と内膜肥厚を特徴とす
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る遺伝性の原発性肺高血圧症はBMPの受容体で

あるBMPRⅢの遺伝子変異により引き起こされ

る25).また,動脈硬化の危険因子である高血圧は,

血管壁に対して圧やシェアストレスを負荷する.揺

養血管内皮細胞では,庄負荷ではBMP-26),シ

ェアス トレスではBMp-48)の発現が増加する.

これらの事実から,遺伝性のみならず,ありふれ

た高血圧性の動脈硬化においてもBMPシグナル

の関与が疑われる.今後,実際の生体内の血管内

皮,平滑筋細胞におけるBMPシグナルの検討に

より,動脈硬化の分子病態機序が明らかになるこ

とが期待される.

今回明らかにしたHtrAlによる新たなBMPシ

グナル伝達抑制機序の解明は,HtrAlの機能を調

節することによって,BMP-2/4シグナル伝達を

介した血管の硬化性病変を制御できる可能性を提

唱し,さらにBMPシグナル巽常により引き起こ

される血管疾患の新たな治療戦略を提唱する可能

性がある.
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