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11）Visini-like protein subfamily と microsomal 

cytochrome b5 との親和性についての研究

研究代表者　及川　賢輔

【研究の背景と目的】 

　Visinin like protein-3 (VILIP-3) は、小脳のプルキン
エ細胞に発現するカルシウム結合蛋白であるが、その
細胞生理学的機能あるいは標的蛋白に関しては不明で
あった。我々はマウス VILIP-3 の標的蛋白が小胞体シ
トクロム b5 に結合することを見出した（J Biol Chem, 

2004. 279(15): p.15142）。　　
　VILIP-3 は hippocalcin、 neurocalcin- δ、 VILIP-1、
VILIP-2 な ど と 共 に、visinin-like protein subfamily 

(VILIPs) に属している。VILIPs 内では、組織発現パター
ンが異なるもののアミノ酸配列相同性は 65~94％と高
い。従って VILIPs に属する VILIP-3 以外の蛋白質も、
VILIP-3 のカルシウム依存性標的分子であるシトクロ
ム b5 に親和性を示す可能性が高いと考えられた。今
回われわれは、マウスの VILIPs をクローニングし、
各蛋白のシトクロム b5 への結合能力を、免疫沈降法
を利用して明らかにした。 

【研究方法】

　 マ ウ ス 脳 の total RNA を 用 い て、VILIP-3, 

hippocalcin、 neurocalcin- δ、 VILIP-1 およびシトクロ
ム b5 を RCR 法にてクローニングし、それらを 293T

細胞に遺伝子導入し、tag 融合蛋白質を共発現させた。
tag を利用した共沈実験を行い、シトクロム b5 との親
和性をウエスタンブロット法にて解析した。

【結　果】

　VILIPs の う ち、VILIP-3、  hippocalcin、  neurocalcin-

δの 3 者は、シトクロム b5 にカルシウム依存性の結
合を示したが、VILIP-1 は結合を示さなかった。さら
にシトクロム b5 に結合を示した 3 者の中で、VILIP-3
が最も強い親和性を示した（下図）。
　C 末端 FLAG タグを融合した VILIPs 各蛋白と N

末端に myc タグを付加したシトクロム b5 (Cyb5) を、

図 シトクロム b5 に結合する VILIPs  
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293T 細胞に共発現させ、カルシウム存在下で細胞を
融解し共沈実験を行った。抗 FLAG 抗体で免疫沈降し、
抗 Myc 抗体でブロットしている。共沈される蛋白は
Cyb5 であり、各免疫沈降蛋白は以下の通りである。
lane 1, VILIP-3; lane 2, hippocalcin; lane 3, neurocalcin-

δ ; lane 4, VILIP-1. 

【考　察】

　VILIPs におけるアミノ酸配列相同性は、VILIP-3 に
対して、hippocalcin は 94％、neurocalcin- δは 90％、
VILIP-1 および VILIP-2 はそれぞれ 66％、65％であ
る。このアミノ酸配列相同性に基づいて VILIP-3、
hippocalcin および neurocalcin- δを一つのグループ

（A）、VILIP-1 と VILIP-2 をもう一つのグループ（B）
に亜分類することができる。今回我々が共沈実験から
得た結果は、このアミノ酸配列解析に相関しており、
グループ A はシトクロム b5 に対する親和性を示すが、
グループ B に属する VILIP-1 は親和性を示さなかっ
た。また VILIP-3 との相同性に相関して、シトクロム
b5 への親和性の強さも変化していることがわかった。
　以上のことよりシトクロム b5 は、グループ A のカ
ルシウム依存性標的蛋白であり、VILIP-1 はグループ
A とは別の標的蛋白および機能を有する蛋白であるこ
とが推察された。
　これらの結果は、VILIPs に属する蛋白質間の生理
学的機能の差異を類推する上で、重要な知見であると
考えられた。

12）コレクチン CL-L1 の分子構造と組織局在に関す

る解析

研究代表者　松田　泰幸

【目　的】

　コレクチンは、その分子内部にコラーゲン様領域と
カルシウムイオン依存性の糖認識領域（CRD）を持
つ分子の総称である。コラーゲン様領域は三重螺旋構
造を形成することによって、多量体形成に関与してい
る。一方、CRD は細菌表面の構成成分である糖鎖を
認識することで、１）補体の活性化、２）細菌のオプ
ソニン化、３）細菌の凝集、といった感染防御機能に
寄与することが知られている。また、コレクチンは、
一部を除き大半が分泌型であり、血液中や肺に存在し
ている。

　当研究室で同定した新規コレクチン CL-L1（collectin 

liver 1）について、これまで我々は、in vitro において
CL-L1 の CRD 領域が糖鎖へ結合することを明らかに
したが、未だ生体内における CL-L1 の高次構造や局
在について不明な点が多く、CL-L1 の生理的役割の解
明には至っていない。
　そこで、CL-L1 の分子構造や発現様式を明らかにす
るために、ウェスタンブロットおよび免疫組織染色に
より検討した。

【方　法】

１）培養細胞への遺伝子発現による分子構造および発

現様式の検討

　培養細胞に CL-L1 発現プラスミドをトランスフェ
クションし、24 時間培養した後、4% パラホルムアル
デヒドで 30 分間固定した。浸透化処理を行った後、
蛍光抗体を用いて CL-L1 を検出し、共焦点顕微鏡に
より細胞内での局在を観察した。また、MERCK の
ProteoExtract SubCellular Proteome Extraction Kit を用い
て、培養細胞の細胞分画（細胞質、膜＆オルガネラ、核、
細胞骨格の 4 画分）を行い、ウェスタンブロットより
各分画サンプルからのCL-L1の検出を行った。さらに、
CL-L1 を発現させた培養細胞を無血清培地で 3 日間培
養し、細胞、培養上清を回収した。還元状態と非還元
状態での SDS-PAGE を行い、ウェスタンブロットよ
り CL-L1 の多量体形成について検討を行った。
２）免疫組織染色による組織局在の検討

　ヒト組織における局在を明らかにするため、パラ
フィン包埋切片を Super Bio Chips Laboratories より購
入した。CL-L1 の検出には、一次抗体としてウサギ
抗 CL-L1 ポリクローナル抗体を、二次抗体として Al-

exa488 conjugated goat anti-rabbit 抗体を用いた。核染
色は TO-PRO-3 により行い、共焦点顕微鏡により蛍光
観察を行った。

【結　果】

　培養細胞を用いた蛍光観察の結果、CL-L1 は、細胞
質あるいは小胞体やゴルジ体と考えられる領域が染色
されており、核領域は染色されなかった。また、培養
細胞の細胞分画（細胞質、膜＆オルガネラ、核、細
胞骨格の４画分）を行い、各画分から CL-L1 の検出
を試みたところ、CL-L1 は膜＆オルガネラ画分から
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