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生体情報応答性カルシウム結合蛋白質および 
その相互作用因子に関する構造と機能

名古屋大学大学院生命農学研究科 牧　　　正　敏

は じ め に
カルシウムは，主要な必須ミネラルとして骨・歯などを形成

する重要な栄養素であり，動物は食物よりカルシウムを摂取し
ている．ミルク中に高濃度に存在する蛋白質カゼインは，カル
シウムイオン（Ca2＋）と結合し，小腸からの高い Ca2＋吸収率を
支えている．また，下等真核生物から高等動植物に至るまで，
Ca2＋は情報伝達因子としても働き重要な生体調節機能を担っ
ている．とくに動物細胞では，通常，細胞内Ca2＋濃度は細胞
外の 1/10000以下に保たれ，細胞内Ca2＋濃度の上昇がシグナ
ルとなり，酵素の活性化，遺伝子発現誘導，細胞形態変化，筋
収縮，開口分泌，細胞死など様々な生理作用をもたらす．私
は，大学院博士課程修了後，まだ黎明期にあった遺伝子操作技
術を駆使し，研究対象とする蛋白質の一次構造情報を得ること
に始まり，遺伝子発現や試験管内での構造・機能相関解析を主
要な研究戦略として位置づけた．しかしこのような研究スタイ
ルが評価される時代は長くは続かず，3次元構造や相互作用因
子，細胞内局在の時空間的動態，生理機能など多くの情報が同
時に求められるようになった．このような苦悩の中で penta-
EF-hand カルシウム結合蛋白質について幸運にも一筋の活路
を切り開くことができた．本講演では本テーマ関連研究開始の
きっかけから現在に至るまでの過去30年余りの研究展開につ
いて紹介したい．
1.　カルパインの内因性阻害蛋白質の構造と阻害機構

動物組織に広く存在するカルシウム依存性プロテアーゼ（カ
ルパイン）の内因性阻害蛋白質カルパスタチンの精製標品部分
ペプチド断片のアミノ酸配列情報をもとに cDNA クローニン
グを行い，塩基配列決定により蛋白質全長の一次構造を推定し
た．また，組換体および合成オリゴペプチドを用いた解析によ
り，カルパスタチンは 4 つの繰返し阻害ドメインをもつが，保
存された B領域が阻害中心であり，A領域と C領域がそれぞ
れカルパインの大小サブユニットのカルシウム結合ドメインに
特異的に直接結合することが判明し，3部位結合モデルを提唱
した．ゲノム DNA の解析により，繰返し保存領域A，B，C
が 4回ともすべて別々のエクソンにコードされていること，組
織特異的な選択的転写開始や選択的スプライシングにより多様
なアイソフォームが生成されることなども明らかとなった．
2.　penta-EF-hand （PEF）ファミリー

従来，カルパインの大小サブユニットがもつ相同的なカルシ
ウム結合ドメインはともに一次構造上4 つの EF-hand からな
るとされていた．共同研究によって小サブユニットの X線結
晶構造解析を行った結果，驚いたことに EF-hand が 4 つでは
なく，立体構造上は 5 つの EF-hand をもち，EF5 が対になっ
て二量体形成することが明らかになった 1）．このような特徴的
な構造を penta-EF-hand（略称，PEF） ドメインと新たに命名
した2）．典型的カルパイン以外に細胞死関連因子ALG-2（Apop-
tosis-Linked Gene 2, 別名PDCD6）や新たに発見して名付けた
peflin などもこのファミリーに属し， PEF蛋白質ファミリーが
原生生物や酵母などの下等真核生物から高等動植物に至るまで
広く存在することが明らかになった（表）．

3.　ALG-2相互作用因子
ALG-2 の生理機能解明を目指して，Ca2＋依存的に結合する

相互作用因子探索を行い，結合部位の同定と機能を解析してき
た．これらの因子の中には膜交通（メンブレントラフィック），
RNA プロセシングや遺伝子発現調節に関わる因子が多数含ま
れていた．また，相互作用因子ALIX（ALG-2-interacting pro-
tein X）と Sec31A については，それぞれ同定した ALG-2結合
領域の合成ペプチドと ALG-2 との複合体の X線結晶構造解析
および変異体解析を行い 3, 4），両者が ALG-2表面の異なる疎水
ポケットに結合すること，また，異なるタイプの ALG-2結合
モチーフをもつことなど，分子認識機構の一端を明らかにした

（図1）．
3-1.　エンドソーム選別輸送複合体（ESCRT）
酵 母 で 報 告 さ れ て い た Endosomal Sorting Complex Re-

quired for Transport （ESCRT）-III複合体構成因子Snf7 の哺乳
類ホモログである CHMP4 を ALIX と相互作用する因子とし
て同定し，CHMP4 が細胞膜表面EGF受容体の細胞内取込み
後のエンドソーム内出芽と多胞体形成ならびにリソソーム分解
経路での選別輸送に関与していることを明らかにした 5）．時を

表　PEF蛋白質ファミリーの生物界分布

蛋白質名 原生 
生物 植物 酵母 カビ 線虫 ハエ 哺乳類

PEF蛋白質
ALG-2 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
peflin － － － － － ＋ ＋

典型的カルパイン
大サブユニット － － － － － ＋ ＋
小サブユニット － － － － － － ＋

sorcin － － － － － － ＋
grancalcin － － － － － － ＋

非典型的カルパイン
calpain-7 （CAPN7） － － ＋ ＋ ＋ － ＋

図1.　5 つの EF-hand をもつ ALG-2 の構造模式図ならびに相
互作用因子ペプチドとの複合体の X線結晶構造．両ペプ
チドはそれぞれ異なる部位に結合する．
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同じくして HIV などレトロウイルスが ESCRT群をハイジャッ
クして細胞膜からの出芽に利用していることが報告され注目さ
れた．その後も，分裂期における核膜再形成や損傷した細胞膜
やリソソーム膜の修復にも関与していることが報告されてい
る．私も共同研究により成熟C型肝炎ウイルスの産生にも
ESCRT系および他の ALG-2相互作用因子が関与していること
を明らかにした．ALG-2 は ESCRT-I（TSG101, VPS37B/C）や
ESCRT-III関連因子（IST1）とも相互作用し，作動場所に応じ
て ESCRT系における初期調節因子のひとつとして働いている
と考えられる．
3-2.　核内因子
ALG-2 は細胞質のみならず核内にも存在する．相互作用因

子として同定した CHERP（Calcium Homeostasis Endoplasmic 
Reticulum Protein）は小胞体に存在する蛋白質として報告され
ていたが，細胞内分布を詳細に解析すると核質にスペックル状
に存在し，Ca2＋濃度上昇時の ALG-2分布と一致することが判
明した．CHERP は活性型RNA ポリメラーゼ II と共免疫沈降
され，IP3R1 mRNA前駆体の選択的スプライシング補助因子
として作用すること，そして構造的および機能的に SRSF スー
パーファミリーに属すことが明らかになった 6）．
3-3.　小胞体‒ゴルジ体間小胞輸送調節
小胞体からゴルジ体への初期分泌経路において，輸送される

積荷は小胞体出芽部位（ERES）に集積する．ALG-2 は ERES
において COPII小胞外殻構成因子Sec31A とリン脂質結合性カ
ルシウム結合蛋白質アネキシン A11 との橋渡しをし，小胞輸
送速度を制御していることが明らかになった 7）．さらに ERES
からの小胞輸送において，ALG-2 は機能未知であった MISSL
を微小管結合蛋白質MAP1B に橋渡し，小胞輸送を制御してい
ること 8），および，がん細胞で見出されている MAP1B変異体
の幾つかは ALG-2 との結合性が喪失あるいは低下しているこ
とも判明した．
3-4.　ALG-2の作用原理
ALG-2 は Ca2＋依存的に様々な蛋白質と結合するが，複合体

の安定化，異分子間連結，オリゴマー化促進に作用しているこ
とから，ALG-2二量体の「Ca2＋依存性アダプター機能仮説」を
提唱し，単量体で機能するカルモジュリンとは根本的に異なる
作用原理を有することを幾つかのケースで示した．
4.　カルパインと ESCRTとの接点

CHMP ファミリーで形成される ESCRT-III複合体を解離す
るVPS4 ATPaseのMITドメインはCHMPがもつMIMモチー
フと結合することが知られていた．非典型的カルパインのひと
つ calpain-7 （CAPN7）は PEF ドメインをもたないが MIT様
ドメインをもっていたため調べて見ると，IST1 など一部の
CHMP ファミリー蛋白質と結合すること，また，CAPN7 のプ
ロテアーゼ活性が ESCRT系因子によって活性化されることが
分かった．また，直接に作用する生理的基質は未同定である
が，CAPN7 はエンドソーム・リソソーム経路において EGF
受容体の分解に関わっていることも判明した（図2）9）．進化の
過程で典型的カルパインの誕生は PEF ドメインを獲得するこ
とにより ESCRT系から Ca2＋による制御系へと機能の多様化
をもたらしたと思われる．
お わ り に

私と Ca2＋の出会いは，京都大学農学部・旧食品化学研究室
在籍中に恩師（故）千葉英雄先生からカゼインミセル形成にお
ける Ca2＋の役割を教えられたときに始まり，ラットやウシの
カゼインcDNAのクローニングを手掛けたことが今日に繋がっ
ている．生体情報因子としての Ca2＋の生理作用を担う結合蛋
白質群とその相互作用因子ネットワークには依然として不明な

点も多く，今後のバイオサイエンス研究の進展に期待したい．
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図2.　calpain-7 の ESCRT システムにおける作業仮説


