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Ａ．研究目的 

赤芽球特異的5-アミノレブリン酸合成酵素

（ALAS2）は赤芽球におけるヘム生合成の律速酵素

で、ヘモグロビンの合成のためのヘムを供給するの

に必須の酵素である。ALAS2遺伝子の遺伝的変異は

遺伝性鉄芽球性貧血の原因として知られている。近

年、様々なタンパク質が複合体の形成を介して、そ

れぞれの機能を調節することが報告されているが、

ALAS2タンパク質の複合体の形成に関する情報は

非常に少ない。このため、ALAS2タンパク質と複合

体を形成するタンパク質を同定し、その複合体形成

の赤芽球分化における役割について考察を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

ALAS2タンパク質をFLAG-tagとの融合タンパク

質（ALAS2F）としてドキシサイクリン誘導性に発

現制御が可能なHEK293細胞を樹立し、ALAS2Fタ

ンパク質を発現させた後、抗FLAG抗体を用いて免

疫沈降して複合体を精製した。その後、複合体をト

リプシンで処理し、質量分析装置（LC/MS）にて複

合体に含まれるタンパク質を同定した。同定された

タンパク質のうち、ミトコンドリアのマトリクスに

局在するタンパク質を選択し、パスウェイ解析を実

施した。 

（倫理面への配慮） 

本研究に倫理的な配慮が必要な実験等は含まれ

ていない。 

 

 

Ｃ．研究結果 

ALAS2と結合するタンパク質として、タンパク質

分解に関与するマトリクスプロテアーゼ（CLPX, 

CLPP, LONP1）、エネルギー代謝に関与するタンパ

ク質（ATP合成酵素、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ

(PDH)、リンゴ酸デヒドロゲナーゼなど）、アミノ

酸代謝に関与するタンパク質（グルタミン酸デヒド

ロゲナーゼ、アスパラギン酸アミノトランスフェラ

ーゼ、乳酸デヒドロゲナーゼなど）などが同定され

た。さらにALAS2に特異的ではなかったが、シャペ

ロンたんぱく質（HSPA9、HSPD1）も含まれていた。 

これらのタンパク質のうち、いくつかについては、

ALAS2のアイソザイムである非特異的5-アミノレ

ブリン酸合成酵素（ALAS1）とも複合体を形成する

ことを確認している。例えば、CLPXPはヘム依存性

にALAS1タンパク質を分解し、LONP1は酸化され

たALAS1タンパク質の分解に関与すると考えられ

ている。このため、ALAS1とALAS2とで複合体形成

の役割に異なる点があるのかどうか、LONP1につい

てさらなる検討を行った。FLAG-tagを付与した

ALAS1（ALAS1F）をALAS2Fと同様にHEK293細胞

で発現させ、免疫沈降したのちに、複合体に含まれ

るLONP1の量を比較したところ、大きな差を認めな

かった。一方、ALAS1F, ALAS2Fを発現する細胞に

おける LONP1の発現をsiRNAを用いて特異的に抑

制したところ、その効果は異なっており、LONP1タ

ンパク質の発現低下に伴いALAS1Fタンパク質は増

加したが、ALAS2Fタンパク質は減少した。 

 

研究要旨：赤芽球特異的 5-アミノレブリン酸合成酵素（ALAS2）は赤芽球におけるヘモグロ

ビンの合成のためのヘムを供給するのに必須の酵素で、ALAS2 遺伝子の遺伝的変異は遺伝

性鉄芽球性貧血の原因として知られている。近年、様々なタンパク質が複合体を形成するこ

とが報告されているが、ALAS2 タンパク質の複合体の形成に関する情報は非常に少ない。こ

のため、質量分析法を用いて ALAS2 と複合体を形成するタンパク質を網羅的に同定するこ

とを試みた。その結果、ALAS2 タンパク質はエネルギー代謝やアミノ酸代謝に関与するタン

パク質、プロテアーゼおよびシャペロンタンパク質などと複合体を形成することが明らかと

なった。この結果から、ALAS2 タンパク質は複合体の形成を介して、様々な調節を受けてい

る可能性が示唆された。  
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Ｄ．考察 

シャペロンタンパク質はその性質上、多くのタ

ンパク質と複合体を形成するため、特定のタンパ

ク質との関係における役割を明らかにすることは

困難である。しかしながら、その結合はすべてのタ

ンパク質において等しいわけではなく、細胞内の

状況に応じて、変化するようである。今回我々が行

った網羅的解析では定量的な複合体形成の解析は

困難だが、免疫沈降後にWestern blotによる解析（IP-

Western）を行うことにより、半定量的に解析する

ことは可能であった。実際、HSP70タンパク質の1

つであるHSPA9タンパク質は、LC/MS解析では

ALAS2Fのみならず陰性コントロールとして用い

たルシフェラーゼとも複合体を形成したが、IP-

Westernで確認したところ、ALAS2Fとの結合量の

方がルシフェラーゼとのそれよりも明らかに多い

ことが明らかとなった。しかしながら、IP-Western

解析のためにはそれぞれのタンパク質に対する特

異的な抗体が必要であり、複合体を形成するすべ

てのタンパク質に対して解析を追加実施すること

は困難であり、現実的ではない。一方、複合体形成

の役割を明らかにするためには、特定の遺伝子の

siRNAを用いて発現を抑制することが有用である。

実際、LONP1の発現抑制がALAS2Fの発現レベルを

低下させる結果は、タンパク質分解酵素として知

られるLONP1がシャペロンとしての機能を有する

可能性が高いことを示唆している。特に、ALAS2タ

ンパク質の発現は赤芽球分化に伴い亢進すること

が知られているので、赤芽球分化においてLONP1

がどのような役割を果たすのか、大変に興味深い。 

 

Ｅ．結論 

本研究ではALAS2タンパク質と複合体を形成す

るタンパク質を免疫沈降法と質量分析装置を用い

て網羅的に検索し、タンパク質分解酵素、シャペロ

ンタンパク質などに加えて、エネルギー代謝に関

わる酵素やアミノ酸代謝に関与する酵素など、

様々なタンパク質を同定することができた。これ

らのタンパク質により、ALAS2タンパク質がどの

ような制御を受けているのかについて、今後さら

なる検討が必要である。 
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