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生命に内在するタンパク質接着酵素をメダカで研究する

渡邉 優子，人見 清隆

1. はじめに̶̶タンパク質接着を担うトランスグルタ
ミナーゼとは

生物界にはタンパク質どうしが接着する酵素反応が存在
するのをご存知だろうか．表題にも「接着」と記したがわ
かりよいための言い換えで，通常はタンパク質「架橋化」
酵素［トランスグルタミナーゼ（transglutaminase）］によ
る反応である．「接着」の意味合いとしては，タンパク質
どうしが，共有結合レベルで不可逆的な架橋をすることで
ある．つまりそれまでの構造が一変し，元に戻らない結
合が完成される（図1）．この酵素反応は微生物から植物，
動物まで幅広く存在し，できあがったタンパク質は新たな
機能が付与されたり，あるいは溶解性が下がったりなど，
翻訳後修飾の一つとして構造に大きな変化をもたらす 1, 2）．
酵素反応自体は今から60年前に見つかっており，生体内
での生理的役割について多くの研究がなされてきた．一
方，微生物（放線菌）由来の酵素標品は食品産業等でも応
用されるなど，幅広くいろいろな領域に顔をのぞかせる．
高等動物では組織分布や役割を異にする8種類のアイソ
ザイム（Factor XIII, TG1～TG7）が存在し，血液凝固，皮
膚表皮の形成，細胞外マトリクスの強化などに必須であ
る．詳細を述べると，Factor XIII（血液凝固第十三因子：
以下FXIII）は，血液凝固のカスケードの最終産物として
フィブリンを架橋重合して安定な不溶物を形成させる．表
皮の形成においては，TG1とTG3が主要な酵素として表皮
のバリア機能の発揮に必須である．ここでの接着反応は表
皮細胞内の構造タンパク質を架橋重合し，表皮分化の最終
段階に細胞膜を裏打ちする高分子複合体を形成させ，これ
が強固なバリア機能を発揮する 3）．TG2は幅広くいろいろ
な組織に発現して，細胞死制御や細胞外マトリクスの強
化，転写制御などさまざまに関与する．また架橋反応以外
の機能（GTPase活性，フィブロネクチンとインテグリン

結合の強化など）も有する．TG4は精巣に発現し，げっ歯
類では交尾栓形成に必要とされる．TG5, TG6, TG7は表皮
で発現される遺伝子群として見いだされたが，機能の詳細
はまだ明らかでない 1）．
このようにトランスグルタミナーゼは必要な状況に応じ
て，できあがったタンパク質を修飾して機能変換を担って
いる．酵素反応はカルシウム依存性であるため，カルシウ
ムが一つの制御因子となっている．しかしこの制御が崩れ
たり，異常な発現レベルになったりする場合には疾患を生
体にもたらす．実際にFXIIIやTG1が活性を失った場合，
血液凝固や皮膚形成において重篤な疾患が生じることが報
告されている 4, 5）．また，TG2が小腸で過剰に働くと，コ
ムギグルテン由来のペプチドを修飾して抗原となり，セー
リアック病という自己免疫疾患を起こす 6）．これは欧米諸
国では深刻な問題となっており，頻度も人口の1％と比較
的高く，重要な疾患とされている．そのため，近年は阻害
剤や活性制御剤の開発を目指した研究が競争的に行われて
いる．それぞれのトランスグルタミナーゼの遺伝子欠損マ
ウスは作り出されているものの，組織特異的な欠損動物，
またスクリーニングを進めるうえでハイスループットな探
索用の動物を用いた研究などはまだ途上である．
そのような状況の中で，我々は小動物としてのメダカ

（ニホンメダカOryzias latipes）を利用できないかとの研究
をこの数年行ってきた．メダカを対象にしたのは，所属す
る名古屋大学ではかねてよりメダカを対象にしたさまざま
な研究が行われてきたこと，バイオリソースとしてメダカ
を対象にした研究が行われている基礎生物学研究所（岡崎
市）と連携したなどの理由による．メダカは体長が成魚で
は約2 cmであり，繁殖が早くコスト面も含めて飼育が容
易である．ゼブラフィッシュに比すとまだ国際的な知名度
は低いかもしれないが，ゲノム配列やcDNAデータベース
もほぼ整っていて，発生や行動の研究から，疾患モデル研
究にまで広く用いられている 7‒9）．

2. メダカのトランスグルタミナーゼ相同遺伝子（オル
ソログ）

そこでまず，メダカのトランスグルタミナーゼはどのよ
うなものか，遺伝子検索から始めた．先述したように哺乳
類のトランスグルタミナーゼは，ゲノム上も8個のアイソ
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ザイムが存在する．メダカについては，先述の基礎生物学
研究所NBRP（National BioResource Project）によるcDNA
データベースが整い，存在が調べられ，cDNAも入手でき
る（ウェブサイト：https://shigen.nig.ac.jp/medaka/）．
そこで，マウスの主要なアイソザイム（TG1, TG2, TG3, 

FXIII）のアミノ酸配列を使って相同な遺伝子をくまなく
検索した．得られた配列を基に，推定アミノ酸配列をこれ
までの哺乳類のものと比較したところ，いずれの遺伝子も
酵素活性発現部位など機能に必要な領域はきちんと保存さ
れており，推定分子量もほぼ同じであった．系統樹を作
成して検討したところメダカには明確な7種のオルソログ
（相同遺伝子）が存在した（図2）．NBRPより分与された

cDNAを基に，全長であることを確認した後に，すべての
組換えタンパク質を得ることができた．また，並行してゲ
ノム編集によって遺伝子変異個体も獲得した．以下，それ
ぞれのアイソザイムごとに特徴を述べる．

1） 血液凝固に関するトランスグルタミナーゼのオルソロ
グ

FXIIIは翻訳された直後の前駆体の段階では活性を持た
ない．血液凝固は「傷害」イベントで初発の反応からの何
段階もの酵素反応を経て，トロンビンという鍵となる酵素
が，FXIII前駆体を限定分解して活性化状態にする．これ
は突発的に凝固が起こらないための巧妙な生体の仕組み
であり，メダカFXIIIの場合でも，ヒトのトロンビンと反
応させると同様の活性化を再現できる．メダカでの他の血
液凝固関連酵素はまだあまり明らかではないが，おそらく
同様の血液凝固反応が生じていると推測される．またヒ
トFXIIIは骨・軟骨の形成にも関わることが報告されてい
るが，不確実という反論もあった 10）．しかし我々はメダ
カのFXIII（OlTGB）の生化学的な解析や欠損変異体作製
を行った結果，血小板に相当する細胞に加えて，脊椎骨を
はじめいくつかの骨組織での発現を認めた．さらに，変異
体での血液凝固は不完全で，本来の基質であるフィブリン
の接着重合化が生じないことに加え，骨にも異常があった
こと（脊椎での棘の形成）を明らかにしている 11）．また，
FXIII前駆体を限定分解するトロンビンについても明確な
オルソログがメダカに存在することを見いだしたため，発
現解析や変異体作製を行って，より重症の血液凝固不全メ
ダカモデルの確立も進めている．

2） 皮膚表皮に関わるトランスグルタミナーゼのオルソロ
グ
ヒトでは皮膚表皮に関わる2種類の主要な酵素が，細胞

内タンパク質を接着して重合化させ，不溶性で安定した高
分子の塊を細胞膜直下に固定する．メダカなどの魚類で
は，表皮組織は存在するがうろこがあるために両者がバリ
ア機能を果たしているようである．表皮内にヒトと同様な
基質や産物がどの程度あるかは不明であるが，メダカにも
ヒト表皮に特異的なトランスグルタミナーゼのオルソログ

図1 トランスグルタミナーゼ（TGase）によるタンパク質どうしの架橋化

図2 各トランスグルタミナーゼとそのオルソログを含む系統
樹
m：マウス，h：ヒト，Ol：メダカ．
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が存在した．
哺乳類では3種の酵素（TG1, TG3およびTG5）がある

が，意外なことにメダカにはTG1のみに相同な酵素が3種
類存在した．このうち2種（OlTGK1, OlTGK2）の存在量
が多かったため，それぞれの組換えタンパク質を作製し，
酵素活性のあることを確認した．表皮に特異的に存在する
かどうか，抗体を作製して調べたところ，表皮以外にも椎
間板や腺組織にも存在した 12）．
さらにこの遺伝子欠損体を複数種得ることができたが，

表皮がうまく形成されないことが予測された．実はマウ
スの場合，TG1欠損はバリア機能を有する表皮が完成され
ず誕生後数日で死に至る．ところがメダカは成魚まで異常
なく生育し，形態にも特別な変化はみられなかった．そこ
で，仔魚と呼ばれる，孵化後数日で泳ぎ始めた段階のメダ
カについて，塩水（150 mM NaCl）を含む水中で生育させ
たところ，野生型と比べて生存時間が短い，という結果に
なった．これはきちんとした表皮ができずに浸透圧変化等
に耐えられないためと推測しているが，成魚の場合はウロ
コがあるためにその効果が表れにくいのではと考えてい
る．今後は，表皮がどのような変化をしているのか調べる
予定である．また，水質検査など環境モニタリング等へ応
用ができないかとも考えている 13）．

3） 遊泳行動解析の違いを示す組織型トランスグルタミ
ナーゼオルソログの変異個体

残る主要な酵素，哺乳類のTG2オルソログについても
同様に解析を進めている．ヒトのTG2は幅広い組織に分
布するともにその役割は多彩である．先に述べた酵素活性
に加えて，GTPase活性，フィブロネクチンとインテグリ
ンの結合補助のように，酵素活性とはまったく無関係な機
能も併せ持つ不可思議な多機能タンパク質でもある．その
一方でノックアウトしたマウスは，マクロファージの貪食
能や傷害修復に異常がみられる等の報告はあるが外面的に

は普通の状態であった 14）．
そこで，メダカのオルソログ（OlTGT）の生化学的解
析をしたうえで 15），遺伝子変異個体を作製して解析した．
その結果，一見して何の変化もなく，マウス個体や線維芽
細胞株で報告のある傷害修復遅延も明確でなかった．
しかしその後，飼育する水槽の上に手をかざした際に，
やや反射行動が遅いという事実が発覚した．またちょうど
そのころ，基礎生物学研究所にメダカの遊泳行動を追跡
する装置が導入されていた．そこでこれを利用して，5分
間の遊泳距離をこの変異型と野生型とで比較した．ゲノ
ム編集技術の詳細を省くが，我々は自らCRISPR/Cas9で変
異体を確立し，また共同研究者の木下政人博士（京大農）
にTALEN法によっても変異型を取得してもらっていた．2
種類の変異型を用いて，5分間の遊泳距離を野生型と比較
した．その結果，変異型の方が6～7割の程度ではあるが，
再現性をもって遊泳距離が短く，特にこれはオスについて
顕著な結果であった（投稿準備中）．現在，その理由を解
明すべく，脳神経でのOlTGTの発現パターンを詳細に解
析するとともに，神経細胞のどの細胞種や領域にOlTGT
が発現して関わるのかの解明を目指している．

4） まとめ
我々はこのようにメダカのトランスグルタミナーゼファ
ミリーについてその性状と変異体の挙動を明らかにしてき
た（表1）．意外な発現分布などもあったが，変異体が示
した血液凝固や表皮形成での表現型はヒトの機能からおお
むね予想できるものであった．このことから，関連機能で
の薬剤スクリーニングのモデルとしても活用ができると考
えている．この点で，メダカの場合，変異体（個体数）を
取得しやすいのは利点である．また，行動異常（OlTGT
変異）や骨形成の異常（OlTGB変異）などから，新たな
トランスグルタミナーゼの生理機能を見いだされる可能性
もある．

表1 マウスとメダカにおける酵素の役割と変異個体の形質

メダカ酵素 ヒト酵素 既知の生理機能（ほ乳類）
遺伝子変異個体の形質

マウス メダカ

OlTGB Factor XIII（FXIII） 血液凝固 血液凝固阻害，流産 血液凝固阻害，骨形成異常

OlTGK1
TGase 1（TG1） 表皮形成 表皮形成異常 

（角化形成不全：出生後死亡）
仔魚の段階で塩水内での 
生存日数の短縮OlTGK2

OlTGK3

OlTGT TGase 2（TG2） 細胞死制御や転写調節因子の 
不活性化など

傷害修復遅延マクロファージの 
貪食能障害 単位時間の遊泳距離の減少

OlTGO 該当なし ̶ 未解析

OlTGF 該当なし ̶ 未解析



494

生化学 第 90巻第 4号（2018）

今後は上述の変異体の活用と，メダカでのトランスグル
タミナーゼの機能解析から，ヒトでの新規機能の発見へと
結びつけたい．コスト面も含め飼育の容易さと，変異体
（数）の取得については多くの利点がメダカにはあり，活用
に向けた展開は広がると考えている．
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