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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)
今までに、脊椎動物のグロビン蛋白質としては、赤血球中に存在し酸素の運搬をするヘモグロビン、筋肉内に存在し酸素貯蔵の機能を有するミオグロビンが知られていたが、新たに、脳内に、可逆的な酸素結合が可能な蛋白質「ニューログロビン(Ngb)」が存在することが報告された。このNgbを過剰に発現させると脳虚血・再潅流に伴う神経細胞死が減少し、他方、Ngbの発現量を低下させると細胞死が増加することから、虚血・再潅流に伴う神経細胞死を防ぐ働きがNgbにあることが明らかになった。我々は、以前、酸化ストレスにより生じる酸化型Ngbが、シグナル伝達分子であるヘテロ三量体G蛋白質のαサブユニット(Gα)と特異的に結合し、「GDP/GTP交換反応抑制タンパク質(GDI)」として機能することを発見した。他方、通常の酸素結合型NgbはGαと結合しないことも明らかにした。つまり、Ngbは酸化ストレス応答性のセンサー蛋白質として働き、酸化ストレスを受けた時のみGαと結合し、GαのGDIとしてG蛋白質のシグナルを制御することにより、神経細胞死を防いでいると考えられる。今回、我々は、そのシグナル制御機構を分子レベルで明らかにすることを目的として、NgbとGの結合部位の特定を目指した。まず、架橋させたNgb-G蛋白質複合体を準備し、プロテアーゼ処理したペプチド断片を、ペプチド質量測定に適しているマトリックス支援イオン化-飛行時間型質量分析装置(MALDI-TOF MS)により測定した。Ngb-G蛋白質複合体を測定して得られたペプチド分布を、NgbやGのみのペプチド分布と比較して、架橋されて消失したピークを特定することで、架橋部位のペプチドを同定することを試みた。その結果、NgbとGの結合部位を詳細にアミノ酸レベルで特定することに成功した。現在、その知見に基づき、酸化ストレス応答する新規機能性蛋白質の創製に挑んでいる。
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	欧文概要　ＥＺ

Oxidized human neuroglobin (Ngb), a heme protein expressed in the brain, has been proposed to act as a guanine nucleotide dissociation inhibitor (GDI) for the GDP-bound form of the heterotrimeric G protein alpha-subunit (Galpha(i)). Here, to elucidate the molecular mechanism underlying the GDI activity of Ngb, we used an glutathione-S-transferase pull-down assay to confirm that Ngb competes with G-protein betagamma-subunits (Gbetagamma) for binding to Galpha(i), and identified the Galpha(i)-binding site in Ngb by chemical cross-linking with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride and sulfo-N-hydroxysuccinimide, coupled with mass spectrometry (MS). Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS analysis for tryptic peptides derived from the cross-linked Ngb-Galpha(i) complex revealed several binding regions in Ngb. Furthermore, MALDI-TOF/TOF MS analysis of the cross-linked Ngb and Galpha(i) peptides, together with the MS/MS scoring method, predicted cross-linking between Glu60 (Ngb) and Ser206 (Galpha(i)), and between Glu53 (Ngb) and Ser44 (Galpha(i)). Because Ser206 of Galpha(i) is located in the region that contacts Gbetagamma, binding of Ngb could facilitate the release of Gbetagamma from Galpha(i). Binding of Ngb to Galpha(i) would also inhibit the exchange of GDP for GTP, because Ser44 (Galpha(i)) is adjacent to the GDP-binding site and Glu53 (Ngb), which is cross-linked to Ser44 (Galpha(i)), could be located close to GDP. Thus, we have identified, for the first time, the sites of interaction between Ngb and Galpha(i), enabling us to discuss the functional significance of this binding on the GDI activity of Ngb.
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