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論文の内容の要旨

論文題目 脂肪細胞分化因子としての

成長ホルモンの傍造と活性に関する研究

氏名内田恵理子

成長ホ Jレモン (GHlは個体の正常・な成長，発育に不可欠のホJレモンで，肝臓で

のソマトメジン産生を介する IUJ接作用のほか，増殖，分化， J脂質・精質・蛋白

代謝の調節等の多彩な作用を直接引き起こす GHの作用は細胞膜に存在する特

異的な受容体を介して発現されると考えられるが， GHのどのよ うな僻造が受容

体との相互作用，活性発現に必要なのか明らかではない 一方， GH受容体に関

する研究も進展しているが， GHの多彩な作用が 1種類の受容体により発現され

るものかどうかは不明である 細胞レベルでGHの直接作用発現がみられる系は

いくつか知られているが， Swissマウス由来の脂肪前駆細胞3T3-F442AがGHによ

り線維芽細胞から脂肪細胞に分化する反応は特異的かっ濃度依存的に低濃度で

も顕著に分化が認められることから， GHの構造活性相関や受容体に関する研究

を進める上で格好の系を提供するものと思われた 本研究ではヒト成長ホルモ

ン(hGHlの分化活性に着目し，蛋白質工学的手法により作製した種々のhGH変換

体を用いてhGHの機能構造を検討した。また， GHと特異的に結合する細胞膜蛋白



質に関して，作用発現との関連を含めて検討した

1 . hGHの機造活性相関

(1) Cys53/Cys165変換体 hGHは191倒のアミノ酸単鎖から成る分子量22Kdのポリ

ペプチドで53-165位及び182-189位の2箇所にジスルフイド結合(S-S結合)が存在

する。まず.53位，165位のCys残基の活性部位への関与及び53-165位のS-S結合

の活性高次構造形成への関与を検討するためCyS残基をAlaまたI:l:Serに変換して

S-S結合を欠損させた5極のhGH変換体;[Ala1651 hGH， [Ser1651 hGH， [Ala531 hGH， 

[Ala53， Ala1651 hGH， [Ala53， Ser1651 hGHをM13phageを用いたsite-directed 

mutagenesis法により作製した各変換体の分化活性を分化マーカー砂素である

Glycerophosphate dehydrogenase (GPDHl活性の発現を指標に検討すると，変換

したアミノ酸の位置，種類に関わらず，いずれもnativehGHの50%程度に低下し，

最大分化活性も低下する傾向が認められた native hGHをmercaptoethanolで還

元しても同程度の活性低下が認められたので，各変換体の活性低下はCys残基が

他のアミノ酸に置換されたことによるCys残基自体の活性発現への役割の製失で

はなく，主にS-S結合の欠失によるものと考えられた 各変換体の受容体への結

合能を3T3-F442A細胞を用いたradioreceptorassayで検討すると，いずれも

native hGHより低下していた この実験から53位及び165位のCys残基はいずれ

も受容体への結合，活性発現に必須ではないが.S-S結合形成を通して受容体と

の完全な相互作用に必要な構造の保持に機能していることが示された

(2)solicim!変異体及びTro86変換体ーヒト下垂体及び血中にはsplicing変異に

より生成される32-46番目のアミノ酸残基を欠損した20Kd-hGHがhGH全体の5-10

Z存在し，22Kd-hGHと同等の成長促進作用を示すことが知られている 最近，同

様のsplicing変異により32-71番目のアミノ酸残基を欠損した17.5Kd-hGHに相当

するmRNAが下垂体中に見いだされたが，ホルモンの存在は未確認である そこ

で， 20Kd-hGH及ぴ17.5Kd-hGHを人工的に作製して活性を検討した.また，脊椎

動物のGHに唯一存在し，共通の位慢にみられるTrp86に注目し， Tyrに変換した



W86YhGH，欠失させた t:.W86hGHを作製した 20Kd-hGHは分化活性でも22Kd-hGHと

同等の活性を示したが， 17.5Kd-hGHは全く活性を示さなかった.また，W86YhGH

はnativehGHと同等の活性を示したがt:.W86hGHはやや活性低下が認められた

この結果から， 32-46番目のアミノ酸残基は活性部位とは無関係であるが， 47-

71番目のアミノ酸残基には活性部位が含まれているか，またはこれらのアミノ

酸残基の除去が活性高次術進に大きな変化を与えること， 86番目のTrp残基自体

は活性に関与しないが欠失すると活性構造に影響することが示唆された 変換

体の構造の変化をCDスベクト jレにより観測した native hGHの遠紫外部スペク

トルは αーhelix構造に特有の208nm，222nmのdoubleminiMumのスベクトルパター

ンを示し， [01222の値で α-helix含量を比較すると20Kd-hGHはnativehGHの

80%，W86YhGHは95%と構造の変化はほとんどないが， !::.¥II86hGHでは60%，17.5Kd-

hGHでは25%と著しく低下し，全体構造が大きく変化していることが判明した

(3lhGHの立体機造モデルと活性発現 hGHと一次構造上約70%のホモロジーをも

っプタGHのX線結品解析で明らかにされた立体構造から類推すると， hGH は4本

のαーhelix(1 :7-32; II :75-96; 1lI :106-128; lV153-183lがantiparallelに並び，

来状構造を形成していると考えられる αーhelixを構成しているアミノ酸配列

を車輪状に表すと.各helixの内側に疎水性アミノ酸，外側に親水性アミノ簸が

並ぶ両親媒性を示し，helixの束は疎水結合で緊密にパックされていることが示

唆された 立体構造モデルから，20Kd-hGHの欠損部分I;l:helix1とHの問のルー

プの一部で残りのループにより補填されるためにhelixの束状構造は変化しない

が， 17. 5Kd-hGHではループの大部分が除去されるため大きく崩れ， t:.W86hGHでは

helix IIの情造が崩れていると考えられる これらのことからGHの活性発現にお

けるhelixの束状構造の保持の重要性が示唆された.一方，)レープとhelixlVを

結ぶ53-165位のs-s結合を欠損しでもhelixの束状情造は変化しないと思われる

が活性低下が認められたことから， helixだけではな くループ領域も活性発現に

関与し， s-s結合は活性発現に必要な両者を最適な空間配置に保持していること



るとこれらのバンドはいずれも消失するが.prolactinが存在しでも影響きれな

いことからすべてsomatogenicな膜蛋白質に由来する特異的なパンドと思われる

非還元一還元二次元SDS-PAGEにより.230Kdなどの高分子複合体には130Kd複合体

が含まれていることがわかった.アフイニティーラベル後neuraminidase処理す

ると，主要なバンドの分子量は130Kdから120Kdに低下した また，細胞をツニ

カマイシンで24時間処理すると細胞へのhGHの結合は顕著に低下することから，

GHと結合する110Kdの膜蛋白質はシアル酸を有するN-結合型糖鎖を発現している

ことが明らかとなった 同様の検討を分化能を示さないsubcloneである3T3-C2

細胞.GHが糖・脂質代謝に作用することが知られている分化後のF442A脂肪細胞

について行ったところ.GHの結合特異性.GHと結合する膜蛋白質の分子量，糖

鎖の性状のいずれにおいてもF442A脂肪前駆細胞と同様の性質を示した

皿.結論

タンパク質工学的に作製したhGH変換体の勝肪細胞分化活性を調べることによ

りhGHの機能構造を検討した hGHの分化活性発現には4つのhelixからなる来状

惰造の保持が重要であること，ループの62-67位付近のアミノ酸残基は受容体と

の結合，活性発現に重要な領域であり，特にArg64は結合に.Glu65は活性発現

に.Pro61は活性構造保持に関与していること.53-165位のS-S結合は活性部位の

最適な空間配置に寄与していることが本研究により示唆された.一方GHを認識

して分化する脂肪前駆細胞において.GHは細胞膜に存在する末端シアル酸10Kd相

当を持つN-結合型糖鎖を有する110Kdの糖蛋白質と特異的に結合すること，分化

の前後，分化能の異なる細胞でもGHと結合する膜蛋白質の性状は大変類似して

いることが本研究により判明した この膜蛋白質がGH受容体あるいは受容体の

結合subunitであるとすると.GHの細胞応答の違いは細胞での受容体への結合レ

ベJレではなく結合以降の過程の違いによるものと思われる



ことが予想された そこで54-74番目のループ領域の変換体について倹討した.

(4)ループ領地の変換体 ループ領域の主鎖の角度を固定しているPro59または

Pro61をAlaに変換したP59AhGH，P61AhGH， P59A-P61AhGH，及び立体構造モデルで

特に突出している62-67番目のアミノ酸残基を欠損したd.(62-67) hGHを作製した

分化活性，結合能は共にP59AhGHではnativehGHと変わらなかったがP61AhGH，

P59A-P61AhGHでは約半分に， d. (62-67) hGHでは0.1%にまで低下した 各変換体

のCDスベクトルはnativehGHとほとんど変わらず，全体の構造はほぼ保持さ れ

ていると考えられることから，ループ領域のconfor皿ationのわずかな変化また

は62-67位のアミ ノ酸残基の欠失によるループの構造変化により受容体との結合

及び分化活性が変化したと思われる.この結果から62-67位付近のアミノ酸残基

は結合及び活性発現に極めて重要な領域(活性部位)の一つであること，Pro61 

がこの活性部位の適切な空間配置の維持に寄与していることが明らかとなった。

この領域で正電荷を持つArg64をTyrまたはGluに変換したR64YhGH，R64EhGH，負電

荷を持つGlu65をProに変換 したE65PhGH，63，64番目のアミノ酸の!聞にAlaを何人

した63NARhGHについて さらに検討すると， R64YhGHは分化活性は変化しないが結

合はやや低下し， R64EhGHでは分化活性は16%に，結合は約1%にまで低下した ま

たE65PhGHでは結合能は変化しないが分化活性は低下し ，63NARhGHでは分化活性，

結合能とも大きく低下した この結果から.Arg64の正電荷は結合に関与するが

活性には影響しないこと，Glu65は活性発現に影響することが示唆された

II. GHと結合する細胞膜蛋白質

3T3-F442A脂肪前駆細胞には分化活性発現に関与するGH受容体が存在する可能

性がある そこでアフィニティーラベルを行い， GHと特異的に結合する細胞膜

蛋白質に関して検討した 1251隊総hGHを細胞と結合させた後， 二価架橋試薬

disuccinimidyl suberateで梨摘すると， 130Kdの主要なバンドと30DKd，23DKd，

印刷のバンドが検出された。 hGHの分子量は22KdであるからGHと結合する主要な

膜蛋白質の分子量は110Kdである 僚識ホルモン作用時に過剰量のhGH:が存在す
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J寺三 言a"

ペプチドホ Jレモンや増殖 分化因子による細胞への情報伝達は，標的紛i胞

の細胞膜上において特異的な相互認論，相互作用により受容体に伝えられ，

受容体は受けた情報を細胞内情報に変換し，それによって細胞の遺伝子発現

や蛋白質合成の変化が生じ，細胞応答となって発現されると考えられる 情

報伝達の第 1段階である情報を 担う因子と受容体の特異的な結合，相互認織

は.正確な情報が細胞に伝達されるための重要な過程であるが，この過程を

理解する ためには情報を担う因子の椛造と情報を受け取る受容体の双方に閲

して詳細な理解が必要であると思われる。

成長ホルモン (GH)は1921年にEvansとLong'1)により見いだされた. 'l'ì' 1f~ 

動物の脳下垂体前菜で産生 分泌される個体の正常な成長，発育に不可欠の

ポリベプチ ドホルモンで，欠損症としては下垂体性小人症が知られている

GHも他のペプチドホルモンと同様，細胞膜に存在する受容体を介して作用

すると考えられている GHは種族特異性が強<.一般に発生学的に同位か

下位にのみ有効で，ヒト成長ホ Jレモン (hG H)は霊長類以外の動物の GHと

64-66%のアミノ酸の相 同性があり作用を示す にもかかわらず，ヒトには霊長

類の GHしか有効ではなく，受容体への結合も訟められないことが知られて

いるほ} また. G HはProlactin(PRL).Placental Lactogen(PL)ともホモロ

ジーがあり ，GH-PRLファミリーと呼ばれている. h G HはGH受容体の

他に PR L受容体にも結合することが知られ，成長促進作用 (Somatogenic

Activity)とプロラクチ ン様作用 (LactogenicActivity)の両方の作用を示す

が，他種のGHはPR L受容体には結合しないなど， G Hと受容体との相互

ia識には興味深い問題が多く含まれている

GHは従来は肝臓でのソマトメジン C(IGF-I)の産生を介して間接的

。，u



に生体の成長に作用すると考えられてきた しかし近年になって，肝 p 腎，

脂肪細胞，軟骨細胞，線維芽細胞，リンパ球など様々な組織，細胞において

GHと特異的に結合する GH受容体(結合蛋白質)が存在することが見いだ

されているは) GHが特異的に結合しても細胞応答が明らかでない例もある

が。軟骨細胞や造血幹細胞， T細胞.培養ヒトリンパ球IM-9等では GHは細

胞増殖に働き，筋細胞や脂肪細胞の前駆細胞では細胞分化を引き起こすこと，

また脂肪細胞に対しては短時間の一過性の作用として結 脂質の取り込みを

促進するインスリン様作用，長時間の作用としては逆に抑制的に働く抗イン

スリン作用を示し，筋細胞では蛋白同化作用などの代謝調節に関与するなど，

!日]接作用の他に組織での多彩な作用の発現に直接関与していることがわかっ

てきた (S.6) しかし， G Hの作用機序はまだほとんど明らかとはなっていな

い GHと受容体との相互認識という点に関しでも作用の多彩さ，超特典性

の問題など複雑な要因が多く明らかではない GHのどの様な構造が受容体

との相互作用，活性発現に必要であるのか，直孝素と基質の反応、にみられるよ

うな活性部位が存在するのかどうか，また GHの 1種類の椛造と 1種類の受

容体の組合せによって多彩な作用が全て発現されるのか.あるいは異なる細

胞応答には異なる桜数の活性部位もしくは異なる受容体が存在するのか，な

どは不明である

ところで，Greenらにより樹立されたcloneであるSwissマウス由来3T3-

F442A脂肪前駆細胞 (7)は血清に含まれる分化因子によって線維芽細胞から脂

肪細胞に分化するが (8)，G Hが分化因子として特異的に作用して分化を誘導

することが見いだされている日・ 10) 分化するに従って細胞は丸くなり，中

性脂質が蓄積され，分化した脂肪細胞ではlipiddropletが多数窓められるよ

うになる(図 1) 分化による形態の変化に伴い脂質合成系の多数の勝繁の

誘導が起こるが，特にトリグリセリド合成のkeyenzymeであるGlycerophos-

q
u
 



phate dehydrogenase(GPDH)活性は分化に比例して顕著な増加を 示す (11)こと

から. G Hの分化誘導活性をGPDH活性の変化により定量的に取り扱 うことが

可能である 分化活性は生理的濃度(10一印刷程度の低濃度の GHでも検出さ

れ，濃度依存的に分化が起こるため. G Hの生物活性をよ旦ヱよ主E旦で感度良く

捉えることが可能である(12) 3T3-F442A脂肪前駆細胞は GH受容体を発現し

ているが (13) PRLには分化活性が認められない 叩}ことから，分化活性は

somatogenicなGH受容体を介した作用であると考えられる これらの理由か

ら.3T3-F442A脂肪前駆細胞の GHによる分化系は. G Hの構造活性相関や受

容体に関する研究を進める上で格好の系を提供するものと考えられた

本研究では hGHの脂肪細胞分化活性に着目し。蛋白質工学の手法 を用い

て作製した種々の hGH変換体の分化活性.細胞への結合，構造等を検討す

ることにより hGHの機能構造の研究を行った.また. 3T3-F442AJ脂肪前駆細

胞には分化活性発現に関与する GH受容体が存在する可能性があることから，

アフィニティーラベルにより得られる. G Hと特異的に結合する細胞膜蛋白

質の性状について細胞応答との関連を含めて基礎的に検討した 第 1章では

hGHの構造活性相関について ，第 2章では GHと結合する細胞膜蛋白質に

ついて述べる
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(A) 

〈図 1) 3T3-F442A脂肪前駆細胞の分化

3T3-F442A脂肪前総細胞をconfluent後，

A 分化培地のみ

B 分化培地十 hG H 5nM 
C : 10% FCS+insulin 5μg/ml 

で 6日間培養した. (分化培地は第 Z章に詳述)

p
h
J
V
 



ヌド 言命

多~ 1 霊堂

月旨月方デド回月包タテイヒ匡ヨ 弓子としマご σコ

ヒ ト万文 芸毛ホ Jレニεンの 相主主造立舌 '1生非自民j

hGHは191個のアミノ酸単鎖からなるポリペプチドホ Jレモンで，一次構造

は1973年に最終的に確定された(14， 15) 分子量22000，等電点4.9，分子内の

53-165位と 182-189位の 2箇所にジス Jレフイド CS-S)結合を有する (図 2) 

hGHの構造と 機 能 に関 しては，アミノ酸残基の化学修飾(1 6 -1 9 J 酵緊によ

る部分分解と再構成 (20-24) 合成フラグメント (25-27) モノデローナル抗

体(2引等を利用して研究が行われてきた(総説 29，30)。しかし，これらの結

〈図 2} ヒト成長ホ Jレモンの一次構造
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来からは活性部位が特定されるには至らなかった 結果が鈴綜している原因

のひとつには， G Hの活性構造は GHの作用により異なることが考えられる

GHのインスリン様作用はN末の数残基のフラグメントのみで活性が発現さ

れることが報告されている (25-27)が.受容体結合活性.成長促進活性に関し

てはフラグメントのみでは活性が認められず，活性発現には立体構造が重要

であることが示唆されているは日 3T3-F442A脆肪前駆細胞に対する分化活性

に関しても N末1-139及びC末150-191の各フラグメントは単独では活性がな

いことが報告されているけ 2)また，初期の研究ではホルモンの純度も問題

で，混在物の影響があったと恩われる 構造活性相関の研究法に関しでも，

化学修飾による研究法は活性に関与するアミノ酸残基についての情報を得る

ことができるが，修飾できる側鎖は|浪られ，立体構造的にも変化が起こる可

能性があるという限界があり，その他の方法も同様で，活性部位を特定する

ことは困難であった

しかし，近年の泣伝子工学の発展により天然には微量にしか存在しない蛋

白質が大量かつ純粋に得られるようになり，さらに遺伝子の塩基配列の一部

を変換して蛋白質を改造するいわゆる蛋白質工学に発展し，特定のアミノ酸

残基を任意に変換した変換体蛋白を得ることも可能となった hGHに閲し

ても，以前はヒトの下垂体から抽出したものが治療や研究に用いられたが，

1979年にcDNAを用いて hGH遺伝子の発現が大腸菌で初めて行われ{引，現在

では組換え hGHが小人症の治療に用いられるほど大量に符られるようにな

り，また構造活性相関に関しても蛋白質工学的手法によりアミノ酸レベ Jレで

の傑能発現への役割の解明が可能となった

tj~ 造活性相関の研究では活性測定が重要であるが， G Hの生物活性の定訟

法としてはよ.D___Y_よ旦旦 assayである下垂体摘出ラットを用いた頭骨骨端軟骨帽培

加法 (Tibiatest)や体重増加法 (Weightgain test)が用いられているは引

ー7-



l旦_YiY_旦 assayはGHの本来の活性である成長促進作用を見ることができるが，

assayには数10μEが必要で!態度，精度とも低<.活性の僅かな変化を捉える

のは困難であると思われる In vi主工旦で hGHの生物活性を定量する方法と

してはratNb-2 lymphomaの増殖活性を見る方法日7lがあるが，これはPRL受

容体を介する作用であって. G H受容体を介した作用をみることはできない

GH受容体との結合性，あるいは抗体との反応性による機能機造の検討も行

われているが，受容体結合性と生物活性とは必ずしも相関するわけではなく，

機能構造の解明には生物活性の発現を検討することが大事である 序論で述

べたように. 3T3-F442A脂肪前駆細胞はi旦iよ主[_Qで hGHにより定量的に感度

よく脂肪細胞に分化することから. h G Hの榊造活性相関を検討するうえで

有用な系であると思われる

Ikeharaらは大腸菌の至適コドンを使用した hGH遺伝子(図 3)を化学合

成により作製し，これをTrpプロモーターをもっpBR322由来のベクターに組み

込んだプラスミドpGH-L9を作製しE_，__c_且liHB101に導入することにより

hGHを大量発現させる系を確立している (32) そこで本章ではこの合成遺

伝子を利用してsite-directedmutagenesisの方法で hGHの種々の変換体を

作製し，分化活性を測定することにより hGHの機能構造を検討した
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第 1節 Cys53/Cys165変換体の梅造活性相関

hGHは分子内のCys53とCys165の問及びCys182とCys189の問の 2つのジス

ルフイド (S-S)結合により foldingされている(図 2) 一般に， s-s結合 は

立体機造の形成に重要であると考えられるが， h G Hではs-s結合 を還元 ，7 

1レキル化しでもラット tibiatestなどのバイオアッセイでは活性に変化がみ

られないことが報告されていた (33，3.4) また， h G Hを還元，アルキル化後，

プラスミンあるいはトロンピン分解によって待られる N末側2/3のフラグメン

トと C末側1/3のフラグメントを各々単離してから再混合すると，非共有結合

的相互作用により hGHが再構成され，立体構造，活性を 回復する (20-24)こ

とも報告され， h G Hではs-s結合が活性構造の形成に必要ではないとされて

きた しかしア jレキル化は立体構造に影響する可能性があり.また，従来の

生物活性測定法では活性の微妙な変化は捉えられないと考えられることから，

hGHのs-s結合及びs-s結合形成に関わるCys残基の活性発現における役割を

正確に評価することは困難であると恩われた.還元，ア Jレキ Jレ化した hGH

は受容体結合性や抗体の反応性が低下しているはりことも最近では報告され

ている また，同じfamilyに属するovinePRLではs-s結合が 3箇所存在するが，

58-174位のs-s結合を失うと活性は消失する (36)という

Tokunagaら(37)は純粋にs-s結合の活性発現への役割を検討するために，

Ikeharaらにより作製された化学合成 hGH遺伝子 (32)を利用して遺伝子工学

的にCys165をAlaに変換し， 53-165位のs-s結合を欠損させた hGH変換体

[Ala1651 hGHを作製した 抗体反応性，ラット体重増加法では活性が保持され

ていると報告している 本節では同じく 53位， 165位のCys残基に着目し，こ

れらをAla残基またはSer残基に変換した hGH変換体をさらに4種類作製し，

[Ala1651 hGHとともに分化活性を検討することにより， 53位， 165位のCys残基

ー10-



の活性部位への関与..'!1<ぴに53-165{立のS-S結合の活性高次構造形成における

役割を検討したけれ 変換するアミノ酸として選択した Alay:民基は側 ij~ が小型

で他のアミノ酸との相互作用が小さく主鎖の構造に影響を与えにくいという

性質. Ser残基は側鎖の OH基により水素結合を形成しやすいという性質を持

っている

1. 1 h G H変換体の作製

変換体の種類及び試薬

hGH変換体のうちCys165をAlaに変換した [Alal65lhGHはTokunagaらによ

り作製されたプラスミドpHGH-165'37)から剥製した Cys165をSerに変換した

[Serl65l hGH. Cys53をAlaに変換した [Ala53lhGH.Cys53とCys165を共にAlaに

変換した [Ala53.AlaI65lhGH.Cys53をAlaに.Cys165をSerに変換した [Ala53.

Ser165lhGHの4種類は後述する方法で作製した 変換体遺伝子の作製に用い

た制限酵素類. DNAポリメラーゼKlenowフラグメント .T4DNAリガーゼ. T4ポ

リヌクレオチドキナーゼはすべて宝酒造(株)より購入した シーヲエンシ

ングには阿13シークエンシングキット(宝酒造)を用いた DNA合成周の試薬

はAppliedBiosystems社より購入した

変換体遺伝子の作製

(1)鋳型DNAの調製

h G Hの変換体はM137ァージDNAを用いたsite一directedmutagenesis 

(部位特異的変異)法(39)により作製した 概略を図 4に示す hGH遺伝

子を組み込んだプラスミドpGH-L9を導入した.L_c_旦よiHB10l(32)からプラスミ

ドを単離し，制限酵素J!p_呈 1. ~旦11 で切断して得られる. h G H僻造遺伝子を

含むO.62kb.pのフ ラグメントを1%アガロースゲ Jレ電気泳動により単離した

ー11-
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M13mpllフア ジベクターの複製型dsDNAをfu!i_旦 1，~呈よ Iで切断して得られる

7.24kb. pのフラグメントに，単離した hGH構造遺伝子フラグメントを河入

し， T4DNAリガーゼを用いて連結した.これをu旦liJMI09コンピテントセル

に導入してlOOmMIPTG， 2% X-gal. 0.7% soft ager， JMI09 grown cellと共

にYTプレートにまいた 生じた無色のプラークを培養し， h G H 構造遺伝

子を持つ鋳型ssDNAを銅製した

(2)Site-directed mutagenesis 

変換したいアミノ酸の配列を中央に有するデオキシオリゴヌクレオチドを

DNA合成後 (AppliedBiosystems社， Model 380A)を用いてホスホアミダイト法

により合成した 表 lに合成したオリゴヌクレオチドの塩基配列を示す

鋳型ssDNA約1μgと，ミスマッチ部を中央に有するオリゴヌクレオチドプラ

イマー約 6pmolとをアニー Jレさせ， Klenowフラグメント (E.col i DNA poly-

悶erase1)をdNTP，T4DNAリガーゼと共に加えて環状二本鎖DNAを合成した後，

JMI0lコンピテントセルに導入した 32p様識したオリゴヌクレオチドを用い

てプラークハイプリダイゼーションを行い，目的の変異が起こったプラーヲを

選択した その 7ァージから ssDNAを調製し，ジデオキシ法(<10)により湿器配

{表 1} Cys53/Cys165変換体の遺伝子作製に用いた

オリゴヌクレオチドの塚基配列

変換するアミノ厳 塩基配列

Cys165→ Ser 

Cys53→ Ala 

d(CTGTACTCTTTCCGT) 

d(CCTCGTTGGCATTCTCTG) 

下線部分は変換するアミノ酸のコドンを示す

q
u
 -



列を調べて目的の変異が導入されていること，その他の部分では変異が起こ

っていないことを確認した.

(3)発現ベクターへの組込み

変異を持つファージのdsDNAを調製し，制限酵素Cla1， Sal 1で切断して

O.62kb.pのフラグメントを単離した また，別にプラスミドpGH-L9を制限酵

素Cl呈 1， ~旦11 で切断して得られる 4.33kb.p. の発現ベクターを単離し，さき

に単離した，変異をもっ遺伝子フラグメントを組込んで発現用プラスミドを

作製した [Ser165l hGHの変換体遺伝子を持つプラスミドを pGH-L9-CS3， 

[Ala53l hGHの遺伝子を持つプラスミドをpGH-L9-AC5とした [Ala165l hGHの遺

伝子をもっプラスミドpHGH-165はTokunagaらにより調製されたものは刊を用

いた [Ala53，Ala165lhGH， [Ala53，Ser165lhGHの 2アミノ酸変換体はpGH-L9

の代わりにpHGH-165及ぴpGH-L9-AC5から調製した鋳型DNAを用いて，同様に

site-directed mutagenesisを行うことにより変換体遺伝子を取得した この

変換体遺伝子をg 旦liHB101コンピテントセルに導入し.各変換体を 発現す

る組換え体を得た この時点でプラスミドを調製し，ジデオキシ法により再

度シークエンスを確認した.

h GH密機体の努頑と精製

組換え体はアンピシリン40μg/mlを添加したLB培地，さらにM9-0.2%カザ

ミノ 酸ーアンピシリン培地で拡大培養し， 3-インドー Jレアクリル酸 (40μg/

ml)により Trpプロモーターのinductionをかけて変換体蛋白質の発現を行わせ

たは引. h G H変換体蛋白は菌体内に封入体 (inclusionbody)と呼ばれる不

浴性函分として発現される 1Lの培養から約4gの菌体が得られた これを

2-mercaptoethanol 5mMを含むTris-HCli緩衝液 (pH8.0)に懸濁し，超音波処理

による破砕後， 15000rpm， O"C， 15分間の遠心で得られる沈澱画分を 6M塩酸グ
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アニジンまたは7Mウレアを含む緩衝液に浴かして変性させた.これを2時間毎

に5M，3M， 1M， OMと段階的に変性剤濃度を下げた50mMNaClを含むTris-HCl緩

衝液対 して透析することにより再生 (refolding)を行い ，最後に塩を 含 まない

緩衝液で透析後， 15000rpmで15分間違心した 上清を陰イオン交換樹脂 Q-

Sepharoseカラムクロマトグラフイー(1.6x25 cm)にapp!yし， 20mM Tris-HCl 

(pH8. O)，NaCl 0-0.5Mのグラジエントにより精製した.蛋白量はLowry法は"

で定量 した

1 2 hGHの生物活性測定法

盆蓋瓦立盤i血

3T3-F442A脂肪前駆細胞はHarvardMedical SchoolのH.Green教授より東京

免疫薬理研究所の森川実博士を通して供与して頂いた 細胞はウシ血清 (CS:

Flow Laboratories社 )10%を含むダルベツコ変法イーグル培地 (DMEM; GIBCO 

社)で4日毎に継代培養 した 分化用培地に添加するネコ血清は Cololado

seru阻 companyより購入 した また活性測定のコントロールに用いた hGH

(nati ve hGH)は住友製薬(株)製の組換 えhGHを用いた Insulinは衛生試

験所標準品 を，マウ スEG F (Epidermal growth factor)は宝酒造(株)製を

使用 した Na'2SI(740MBq(20mCi)/ml in NaOH)はNewEngland Nuclear社より

購入し た その他の試薬はSigma社ある いは和光純薬の特級品を使用した。

h GH の脂肪細附介イk 誘滋情怜測 ~(Ad i Dose conversion assay) 

Adipose conversion assayはMorikawaらの方法(12)に従った(図 5) す

なわち，対数精殖期の3T3-F442A脂肪前駆細胞を 0.25%トリプシンー1mMEDTA 

浴液で単離し， 35mmの培養用dish(Falcon)に1-2x10'細胞/dishとなるように

矯種し，増殖用培地 (3%ネコ血清及び2%CSを含むDMEM)を用いて増殖させた.

v
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〈図 5} 3T3-F442A脂肪前駆細胞の分化誘導プロトコー Jレ

3T3-F442A cells in growth民ediu阻
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{図 6} GPDH活性測定条件

assay co回ponents volume (μ 1) Final Conc. (mM) 

Water 

TEA buffer 

NADH 500μM 

50 

50 

200 

50 

0.2 

DHAP' 5 mM 100 

GPDH sample and water 100 

'DHAP:Dihydroxyacetone phosphate 

Triethanolamine (TEA) buffer 

0.5 M TEA/10 mM EDTA/10 回M 2-mercaptoethanol (pH7. 5) 

反応 DHAP + NADH→ G-3司 P+ NAD 

E340 ; 6.22 X 103 W1 CM-1 

30"(で340nmの吸光度を Ti皿escanし， d. 340/m in を求める

GPDH 1 U ; 1 nanomole NADH / min 
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4，5 日後.細胞がsubcouf1uentまたはconf1uentに増殖した時点で培地を分化

用培地(1.5%ネコ血清， 1% CS， Bovine Insu1in 5μg， Hu阻anTransferrin 

5μg，Triiodothyronine 2x10-9M，Biotin 10-6M， 2-mercaptoethano1 40μg， 

Mouse EGF 30ng/m1を含むDMEM)と交換した.これに hGHあるいは hGH変

換体を Mi11exGV(Mi11ipore社)を用いてフィルター泌過滅菌後，段階希釈し

て添加した。培地交換せずに 10-14日間培養して脂肪細胞に分化させた後，細

胞を 25mMTris-HC1-1田MEDTA (pH7. 5)溶液でハーベストした.細胞を超音波

で破砕し， 12000xg， 5分間違心し， cytoso1に含まれる分化マーカー醇素.

G1ycerophosphate dehydrogenase(GPDH)の活性を測定した GPDH活性測定の

反応条件を図 6に示す GPDH活性をジヒドロキシアセトンリン酸がグリセロ

ール 3リン酸にかわる反応の際おこる， NADHの酸化による340n回の吸光度変化

により測定した (111 GPDH 1UはNADHの酸化茸 1nmol/皿lnと定義した 一方，

サンプルの蛋白量を Bradfordの方法 "21(Bio Rad Protein assay kit)で定量

し， GPDH活性を units!皿gproteinで表した

h GHの1251標識

クロラミン T法(.43)により hGHを1251標識した. I![Jち， 0.5Mのリ ン酸緩

衝液 (pH7.2) 100μlにNa1251を50μ 1(37MBq=lmCi)， h G H (0. 5mg!m1)を6μl

(3μg)混合したものに， O. 1Mリン酸緩衝液 (pH7.4)で5mg!m1に用時鯛製したク

ロラミン Tを40μi添加し .室温で撹持する 20秒後ピロ亜硫酸ナトリウム

(10mg/m1 in O. 1Mリン酸緩衝液， pH7.4)100μlを加えて反応を止め，さらに

BSA 0.2%を含むリン酸緩衝液 (pH7.4)で2mg!阻lに調製したヨウ化カリウム700

1'1を加えた後， Sephadex G-25カラムによるグル減過を行い. void函分を回

収して比放射能2.6-4.6MBq (70ー125μCi)!μgの1251 -h G H標品を得た 分

注，凍結保存して実験に用いた.
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h GHの受容体結合活性調l宏 (RadioreceDtorassav) 

3T3-F442A脂肪前駆細胞を2x10'細胞135mmdishとなるよう掃種し， 3%ネコ

血清， 2%CSを含むDMEMで得養し， confluentに増殖した単層屠養細胞を調製し

た. 0.1%(同IV)ウシ血清アルブミン (BSA)， 10皿MHEPESを含有するHanks'

Balanced Salt Solution(HBSS)を用いて細胞をdishに付着した状態で3回洗浄

した後，段階希釈した hGH変換体及び12sr-hGH(10nM)を加えて90分間，

23tでインキュペートした 培地を除去して結合反応を止め.さらにHBSSで

3回洗持した後，細胞を回収し，細胞に結合した I2s r -hGHの量をオートガンマ

カウンターで測定した.

1. 3 Cys53/Cys165変換体の生物活性

hGHのCys53/Cys165変換体 5種類の脂肪前駆細胞に対する分化誘導活性

をマーカー酵素であるGPDH活性の誘導を指標にして測定した 典型的な用聞

反応曲線を図 7に示す Cys165をAlaあるいはSerに変換したためにジス Jレフ

イド結合形成を失った [Ala165lhGHと[Ser165lhGHでは， 50%有効濃度 (EDso)が

native hGHの0.8-2.1x10ーは Mの数倍に増加し，EDs0から活性を求めると各々

nativeの14-40%，8-18%と低下していた(表 2)また最大活性も低下する傾

向が認められた(図 7，A， C) 一方， Cys53をAlaに変換した [Ala53lhGHでも

同様の活性低下が認められた(図 7，B) しかし， [Ala53l hGHのCys165をさ

らにAlaあるいはSerに変換した [Ala53，Ala165lhGH， [Ala53，Ser165lhGHでは

活性は [Ala165lhGHと変わらなか った(図 7，B) native hGHを2-mercapto-

ethanolとincubateして還元すると， Cys変換体と同様の活性低下を示した

(図 7，C) 

各変換体の受容体結合能を3T3-F442A脂肪前駆細胞を用いたradioreceptor

assayにより検討した(図 8) どの変換体も阻害曲線がnativehGHから同程
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度右に移動しており. 50%阻害濃度 (ICs.)から結合活性を求めると. native 

hGHの43-58%に低下していることが判明した(表 3) 比活性は受容体結合活

性と分化活性とではほとんどパラレルであることから，アミノ酸の変換によ

り受容体への結合が低下し，結果として分化活性が低下したと考えられる

Cys53. Cys165の活性発現における役割としては(1)Cys残基自体が受容体結

合部位あるいは活性部位に包含されている可能性. (2)Cys残基自体は活性発

現に関与しないが. S-S結合の形成を通じて活性高次構造の保持に寄与してい

る可能性，が考えられる.今回の結果では，変換したアミノ酸の種類，位置

に関わらず同程度の活性低下が認められた このことは. Cys残基自体が結合.

活性発現に関与しており，変換されたことによりその役割を技失したためで

はなく，主にCys53.Cys165問のs-s結合の欠失により立体構造にひずみが生

じることにより結合及び活性発現に必要な構造にも影響が及ぶためと考えら

れた しかし，活性の低下はあまり大きくなかったことから. 53-165位のs-

S結合が存在しなくても活性高次構造はかなり保持されることも判明した。

この実験から. 53位及び165位のCys残基は受容体への結合，活性発現に直

接関与はしないが. S-S結合の形成を通して受容体との完全な相互作用をする

ために必要な構造の保持に機能していることが示された
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〈表 2} Cys53/Cys165変換体の脂肪細胞分化活性と受容体結合活性の比較

hGH variants Biological activity a) Binding activity b) 

(adipose conversion assay) (Radioreceptor assay) 

(%) (%) 

Intact hGH 100 100 

[Ala1651 hGH 28 (14-40) c) 58 

[Ser1651hGH 14 (8-18) 43 

[Ala531 hG耳 49 (35-63) 54 

[Ala53， Ala1651hGH 44 (18-63) 53 

[Ala53，SerI651hGH 36 (30-40) 53 

Reduced hGH 27 n.d.d) 

a) Relative biological activity is calculated by comparison with ED50 
Yalues are the mean of two to four experi阻ents
b) Relative receptor-binding activity is calculated by comparison with 
1C50. Yalues are the mean of two experiments 
c) ra~iie 
d) not determined 
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第 2節 スプライシング変異体及ぴTrp86変換体の機造活性相関

hGHの遺伝子は第17染色体にあり. 5つのcodingseQuence(exon)と4つ

のinterveningseQuence(intron);からなっている "4) (図 9) この遺伝子

はhGHの1917ミノ駿のほかに N末に細胞外に分泌するための267ミノ酸か

らなるシグナルペプチドをコードしている hGH  遺伝子はpremRNAに転写

された後，スプライシングをうけてmaturem-RNAとなり，さらに蚤自に翻訳

後.プロセッシングにより分子量22000の hG H (22Kd-hGH)が合成されるは}

hGHにはheterogenietyが存在することが知ら れており，ヒト 下垂体中には

32-46番目のアミノ酸を欠損した分子量20000の hG H (20Kd-hGH) (45.4引が

hGH全体の5-10%存在する "7) 20Kd-hGHは22Kd-hGHと向等の成長促進作用

を示す(48)が.h G Hの副作用とな る催糖尿病作用 (diabetogenicactivity) 

やインスリン様作用に関しては22Kd-hGHより低いは9.50)といわれるが，変わ

らないという報告 (48)もある 20Kd-hGHはスプライシ ングの異常 (alterna-

tive splicing)により生ずることが知られている (5I・52) 最近，同様のスプ

ライシング変異により 32-71番目のアミノ酸を欠損した分子量17500の hGH

(17.5K-hGH)に相当す るm-RNAが下垂体中 に存在することが明らかとなったが，

蛋白の存在は未確訟である (53) そこで本節では人工的に20Kd-hGH及び17.5

Kd-hGHを作製し，脂肪細胞分化活性，及び円二色性 (CD)スベクト Jレを測

定し，生物活性と 高次構造について検討した (54)。

また hGHと霊長類以外の GHとは70%近いアミ ノ酸の相向性があるが，

Trp86は知ら れている 全ての GHで保存され. h G Hでは唯一のTrp残基であ

る このように保存在れているアミノ酸を置換すると構造や機能に変化が生

じる可能性が考えられた 本節ではさらにTrp86をTyrに置換したW86YhGH及び

Trp86を欠失させた t:.W86hGHを作製し，生物活性と構造を検討した (54)ー
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{図9) h G Hの発現様式

〈表 3) splicing変異体，Trp86変換体の遺伝子作製に用いた

オリゴJヌクレオチドの塩基配列

変換体の種類 塩基配列

20Kd-hGH (632-46) 

17.5Kd-hGH ( 632-71) 

W86YhGH (Trp86→Tyr) 

6 W86hGH (6 Trp86) 

d(TACCAGGAGTTCAACCCACAGACC) 

d(TACCAGGAGTTCAACCTTGAACTG) 

d(TTCAGTCGTACCTGGAGCC) 

d(TTCAGTCGCTGGAGCC) 

下線部分は変換するアミノ酸のコドンを示す
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2. 1 h G H変換体の作製

20Kd-hGH. 17. 5Kd-hGH. W86YhGH. d. W86hGHの4種類の変換体遺伝子 を第 1

節に述べた方法に準じて作製した Site-directed mutagenesisに用いた デオ

キシオリゴヌクレオチドは表 3に示す 変換体蛋白は第 l節に述べた方法に

準じて発現させ，精製を行った Q -Sepharoseにかけた蛋白 はSDS-PAGE

(15% gel)で単一パンドであることを確認した.収率 は約10mg!lcultureであ

ったなお，プラスミドpGH-L9をそのまま発現させたものをnativehGH(22Kd-

hGH)としてコントロールに用いた

2. 2 スプライ シン グ変異体及ぴTrp86変換体の生物活性

作製した変換体の脂肪細胞分化活性を第 l節で述べた方法で測定した(図

1 0) . 20Kd-hGHはED刊の値，最大分化活性とも22Kd-hGH(nativehGH)と同

等であったが(図 1O. a) ， 17.5Kd-hGHは測定の範囲では全く活性を示 さな

かった(図 1o. c) また.受容体への結合能も20Kd-hGHではほとんと:'22Kd

hGHと変わらないが，17. 5Kd-hGHでは全 く結合が認められなかった(図 11 ) 

従って， h G Hの32-46番目のアミノ酸残基は活性部位とは無関係であること ，

また47-71番目のアミノ 酸残去には受容体への結合と活性発現に関与する領域

が含 まれている可能性，あるいはこれらのアミノ酸残基の除去によって活性

高次構造に重大な変化が生じる可能性が示唆さ れた

一方， Trp86をTyrに変換したW86YhGHはnativehGHと同等の分化活性を示 し

たが(図 1O.b) ， Trp86を除去すると， EDs0の値がnativehGHの3x10-10聞か

らd.86YhGHでは1x10-9Mに変化し ，活性の低下が留められた(図 10， c) こ

の結果から， 86番目のTrp残基自体は活性発現に関与するわけではないが.欠

失すると活性構造に影響が及ぶ可能性が考えられた。
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2. 3 円二食性 (CircularDichrois.: C D lスベクト Jレによる hGH変換

体の高次繊造の役世

スプライシング変異体及びTrp86変換体の高次構造を検討するために CDス

ペクトルを測定した 測定はJASCOJ-500A spectropolari皿eterを用いて25'C

で行った 近紫外部 (250-320nmlは10酬のammoniumbicarbonate(pH8.4lで蛋

白濃度を 0.5-2mg/mlに調製し， 10mmのセルを用いて測定した また，遠紫外

部 (200-250nmlは同じ緩衝液で蛋白濃度を 10-30μg/mlに調製し， 1凹のセ Jレを

用いて測定した。スベクト Jレパターンを図 12に示した

近紫外部 CDスベクト jレは芳香族アミノ酸残基Trp，Tyr， Pheの側鎖の状態

を反映する吸収が見られる領域である(図 12 ，A， B) 290 n mにある Trp残基

に特異的な正の吸収帯は22Kd-hGH，20Kd-hGH， 17.5Kd-hGHでは認められたが，

唯一のTrp残基を欠損したW86YhGH及び D.W86hGHでは吸収が認められないこと

が確認された またTyr残基に由来する 278nmの 8値は，チロシン残基の数が

6個 (20Kd-hGHl• 8個 (22日ーhGHl，9個 (W86YhGHlと増えるに従い負の方向に増大

することがわかった

逮繁外部 CDスベクトルは蛋白質の主鎖の高次構造を反映する吸収がみら

れる領域である(図 12，C，D) . native hGHでは208nm，220n皿の 2箇所に吸

収極小がある αーhelix構造に典型的なdoubleminimumのスベクトルパターン

を示した αhelixとランダムコイルからなる蛋白ではおおよその αーhelix

含量を [e1222の値から求めることができる【 55) native hGHの αーhelix含量

を100%とすると. W86YhGHでは95%，20Kd-hGHでは80%とほとんど変化なく，立

体構造も保持されていると考えられるが， D. W86hGHではhelix含量が60%に，

17.5Kd-hGHでは25%に著しく低下しており，全体構造が大きく変化しているこ

とが判明した
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第3節 hGHの立体精進モデjレによる活性高次構造の考察

hGHは遺伝子工学を利用 して大量生産されているにも関わらず，結晶化

が成功したという報告はあるが (56-59) 結晶構造解析による確聞たる 立体機

造は現在のところまだ解明されていない しかし， G Hのなかでは1987年に

初めてプタ成長ホルモン (pG H)に関して分解能2.8AのX線結晶解析が行

われ， 立体構造が明らかにされている 同即 hG 日目け とpGH'S2)とはー

次構造上70%近いホモロジーを持つことから，ほほ同じ立体構造を取ることが

予想される図 13にpGHの立体僻造を基にした hGHの3次元構造モデル

を示す 構造上の特徴は，ランダムコイ JレJレープにより結ばれた 4本の

αhelix: 1 (6-33)， rr (75-96)， IJJ (106-129)， N (153-183)がanti -parallelに

並び，束状の構造を形成していることである 4本の α-helixを構成してい

るhGHのアミノ酸配列を車輪状に表すと，各helixの内側には疎水性ア ミノ

酸，外側には親水性アミノ酸が並ぶ両親媒性を示すことから， helixの束は疎

水結合により緊密にパックされていることが示唆される(図 14 ) この立

体構造モデルと CD，活性測定の結果から第 l節及び第 2節で述べた hGH

変換体の機造と活性について考察する

20Kd-hGHでは32-46番目のアミノ酸残基を欠損しているが，逮紫外部 CDス

ベクトルの結果から全体構造の変化は少ないことが予想された 立体構造モ

デJレによると欠損した部分はhelix 1とHの間の長い Jレープの一部であり ，ル

ープ領域の残りの部分によって欠損が補填されるために 4本のhelixからなる

来状構造には影響が及ばなかったと考えられる 17.5Kd-hGHでは CDスペク

トJレから構造の大きな変化が認められたが，これはアミノ酸32-71番 目までと

長い Jレープ領主主の大部分が失われたため補墳が効かず， helixの来状4推進が大

きく崩れていると考えられる
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一方， d W86hGHでは αーhelix含量がnativehGHの60%に低下した これは

Trp86がhelix IIの中程に存在するために，除去すると図 14のhelixll' に示

したように疎水性アミノ酸が片側に集まる傾向が失われ， helix構造がj踊れる

ことが推測された W86YhGHでは。疎水性アミノ酸のTrpを親水性アミノ酸の

Tyrに変換したが，その他のアミノ酸のhelixにおける位置は変化しないため，

helix構造は保持され， 全体構造はほとんど変化しなかったと思われる 来状

構造が崩れていると考えられる 17.5Kd-hGHでは生物活性が認められず。

d W86hGHでも 活性低下が認められた(図 10 )ようにhelix僻造の変化と活性

発現が比例することから， h G Hの活性発現には 4本のhelixからなる来状構

造の保持が重要であることが示唆された

一方 ， h G Hの立体構造モデルにおいて， Cys53はhelix1とEの聞の Jレー

プ領域の中央に， Cys165はhelixNの中程に位置し， 53-165位のs-s結合の形

成によりループと helixの来状構造とは一定の位置に保たれていると考えられ

る.還元，アルキル化後プラスミンで限定分解して単離した N末1-134，C末

141-191の各フラグメントを混合すると CDスベクトル上 hGHの立体構造が

回復するほ引ことから， 53-165位のs-s結合がなくても 4本のhelixからなる

来状構造は疎水結合により再構成されると考えられる 従って ，このs-s結合

を失っても束状構造はかなり保持されるが，ループ領域は解けた状態になる

と恩われる.第 1節においてこの変化によって活性低下が認められたことか

ら，h G Hは束状構造だけではなく，ループ領域も含めて活性発現に寄与し

ており， 53-165位のs-s結合は束状構造とループの活性発現に寄与する領域の

両者を最大活性を生じるための最適な空間配置に保持していることが予想さ

れた 17.5Kd-hGHで活性が発現されない理由には， 全体構造が変化したこと

以外に， )レープの活性発現に閃与する領域が17.5Kd-hGHでは失われている可

能性も含まれる

l
 

n
d
 



〈図 13) ブタ GHの立体構造印刷を基にした hGHの立体権造モデル

αーhelixをシリンダーで示し， I-Nと表示した helix中の矢印はN末

から C末の方向を，アラピア数字は hGHのアミノ酸残基の位置を示す

{図 14) hGHの α-he1 ixのア ミノ酸残基の車輪状表示

α-helix ( 1 -N)のアミノ酸残基を車輪状に並べ，親水性

アミノ酸を臼で，疎水性アミノ酸を陰影で表示した.

JI' はD.W86hGHのhelixJIを車輪状表示したもの
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第 4節 Jレープ領域の変換体の僻造活性相関

前節までに述べたように， h G Hの活性発現には αーhelixの来状構造の保

持が重要であること， helix 1とEの間の Jレープ領域も活性発現に寄与してい

るが， 32-46番目のアミ ノ酸残基は関与していないことが明らかとなった.そ

こで，本節ではCys53とhelix IIの問のループ領域(54-74番目のアミノ酸残基)

の突出した構造が受容体との相互作用に重要ではないかと考えて変換体を作

製し，構造と活性発現を検討した (63). hGH及びマウス GH (64)の54-74番

目のアミノ酸配列を図 15に示した

4. 1 変換体の作製

ループ領域の主鎖の骨格構造を固定している59番目と61番目に存在する

Pro残基を側鎖が小さく主鎖がflexibleになるAlaに各々置換したP59AhGH，

P61AhGH，ともにAlaに置換したP59A-P61AhGH，また立体構造モデル(図 16 ) 

で特に突出した部分に相当する62-67番目のアミノ酸残基を除去した

l> (62-67) hGHの4種類の変換体遺伝子を第 l節に述べた方法に準じて作製し

た Site-directed mutagenesisに用いたデオキシオリゴヌクレオチドは表 4

に示す 変換体蛋白は第 l節に述べた方法に準じてHB101で発現させた 精製

は第 I節に述べた方法により行い， Q -Sepha roseで回収された蛋白をさらに

MonoQ(HR5/5) FPLCを用いてリクロマトグラフイーを行った 2Lの培養液から

10-15mgの精製変換体蛋白が得られた プラスミドpGH-L9をそのまま発現させ

たものをnativeのhGHとしてコントロールに用いた

q
u
 
q
u
 



54 59 61 62 63 64 65 66 67 74 

hGH Phe Ser Glu Ser Ile [pe司町F恥erAsn Arg Glu Glu Th~ Gln Gln Lys Ser Asn Leu Glu 
国GH ーー肘 〕 ω 仁JThrGly Lys Ala ー川町抑制ー

{図 15} hGH'S2lとマウスGH(mGH) '6"のJレープ領域 (54-74)のアミノ酸配列

N 

〈図 16) hGHの Jレープ領域の変換体
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〈表 4} ループ領域の変換体の遺伝子作製に用いたオリゴヌクレオチドの塩基配列

変換体の種類 塩基配列

P59AhGH (Pro59→Ala) d(GAAAGTATCGCGACCCCT) 

P61AhGH (Pro61→Ala) d(ATCCCGACCGCTTCTAAC) 

P59A-P61AhGH (Pro59，Pro61→Ala) d(GAAAGTATCGCGACCGCTTCTAAC) 

" (62-67) hGH (62-67 delete) d (ATCCCGACCCCTCAGCAGAAATCG) 

R64 YhGH (Arg64→Tyr) d(CCTTCTAACI並GAAGAGACC)

R64EhGH (Arg64→Glu) d(CCTTCTAACGAAGAAGAGACC) 

E65PhGH (Glu65→Pro) d(TCTAACCGCCCTGAGACCCAG) 

63NAR (Asp63-Arg64→Asp-Ala-Arg) d(ACCCCTTCTAACGCTCGCGAAGAG) 

下線部分は変換するアミノ酸のコドンを示す

「
内

Jv
q
u
 



4. 2 ルー プ

各変換体の3T3-F442A脂肪前駆細胞に対する脂肪細胞分化活性 を第 l節に述

べた方法に従って測定した 図 17に示すように. P59AhGHはnativehGHと同

等の活性を示したが。 P61AhGH及びP59A-P61AhGHは同程度の活性低下 を示 し，

EDs0より比活性を求めると約1/2に低下 していた(表 5) さらに 6(62-67) 

hGHでは極めて大きな活性低下が認められ. native hGHの約0.1%しか活性が発

現されなかった 一方，各変換体の3T3-F442A脂肪前駆細胞の GH受容体への

結合活性をやはり第 1節 に述べた方法により測定した。図 18および表 5に

示すように， 分化活性の低下と ほとんどパラレ Jレな受容体結合の低下が認め

られ，特に 6(62-67) hGHでは受容体結合が極めて低下していることが判明し

た これらの結果から. 62-67番目のアミノ酸残基の除去は受容体と相互作用

する活性構造に非常 に重大な変化をもたらすこと. Pro61は活性構造形成に関

与するが. Pro59は無関係であることが分かった

4. 3 ループ領域の変盤盆笠盤造

変換体の立体構造の変化を競べるため にCDスベ ク トルの測定を行った

測定条件 は，近紫外部 (250-320nm)では20mMのTris-HCl (pH 8.4)を用いて蛋

白濃度を1.1-1. 7mg/mlに調製し .10mmのセルを用いて測定した また ，逮紫

外部 (200-250nm)は50mMの炭酸 アンモニウム (pH8.0)で蛋白濃度を100-140

μg/mlに調製し .1mmのセルを用いて測定した 測定温度はいずれも20.Cで行

った スペク トJレパターンを図 19に示す。各変換体は近紫外部 CDスベク

トル(図 19.A1-3) .逮紫外部 CDスベクト Jレ(図 19.B1-3)ともに

native hGHとほぼ一致 していた このことから芳香環側鎖の環境， αーhelix

含量の変化は ほとんどな く.立体構造は hGHとよく似ていることが分かっ

すこ
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{表 5} h G Hのループ領域の変換体の分化活性と受容体結合活性の比較

hGII Yariants Relative Biological Activity' Relative Receptor-binding Activity'奮

(Adipose conversion assay) (Radioreceptor assay) 

(%) (%) 

hGII 100 100 

P59A 102 138 

P61A 46 67 

P59A-P61A 39 36 

d (62-67) (0. 16) 0.08 
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4. 4 )レープ領域の活性発現における役割

CDの結果と立体構造モデル(図 16 )から考えると. h G HのPro59，

Pro61のAlaへの変換，あるいは62-67番目のアミノ酸残基除去による立体構造

の変化はループ領域の局所的なコンホメーションの変化あるいは構造変化に

限定され， 4本のhelixからなる 来状構造は保持されていると思われる それ

にもかかわらず， 62-67番 目のアミノ酸残基の除去によって受容体への結合及

び分化活性が顕著に低下したことから， 62-67番目のアミノ酸残基あるいはそ

のごく近傍に受容体と相互作用し，活性発電見に関与する重要な領域(活性部

位)が存在することが強く示唆された また， Pro61は活性部位の最適なコン

ホメーション形成に関与しており. Alaへの変換により主鎖の椛造に変化が生

じると，活性領域の空間配位に~轡して相互作用の低下が起こること， Pro59は

活性高次構造形成には関与していないことが推聖書された 従って. Pro61を含

めた62-67番目付近のアミノ酸残基が活性部位のひとつであると考えられる

さらに受容体結合活性と分化活性との問に相関が見られることから， 62-67位

付近は受容体への結合に直接関与することにより活性発現を引き起こす領域

であることが判明した

4. 5 活性部位のアミノ酸残廷の改変

hGHの活性部位のひとつと考えられる62-67番目のアミノ酸残基付近の突

出した Jレープ領域のアミノ酸配列には，正の荷電を持つArg残基が64番目に，

負の荷電を持つGlu残基が65，66番目に存在しており(図 15) .受容体との

相互作用に関与している可能性が考えられた.そこでこれらのアミノ酸残基

の活性発現における役割を詳細に検討するため，電荷やループのコンホメー

ションを変化させた次のような 4種類の変換体を作製した (1) Arg64を荷電

を持たないが側鎖の体積がArgに近く水素結合を形成できるTyrに変換した
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R64YhGH， (2) Arg64を負電荷を持つGluに変換したR64EhGH， (3) Glu65を荷電を

持たず主鎖の角度を固定する Proに変換したE65PhGH， (4)Asn63とArg64の問に

荷電を持たないAlaを待入した63NARhGH 変換体作製に用いたオリゴヌクレオ

チドの塩基配列は表 4に示した 第 4節4.1と同様の方法でこれらの変換体の

遺伝子を作製し，変換体蛋自の精製を行った

4 6 活性部位のアミノ陸残基の機能

各変換体の分化活性を図 20に示した Arg64をTyrに変換しても活性の変

化は包められなかったが， Gluに変換したR64EhGHでは比活性がnativehGHの

16%に低下した また， Glu65をProに変換すると分化活性は約1/2に低下した

さらに63NARhGHでは活性がnativehGHの2%しか認められず，顕著な低下が観

察された

各変換体の結合活性を図 21に示した. R64YhGHは分化活性の変化は忽めら

れなかったが結合活性は約1/4に低下していた R64EhGHでも結合活性の低下

は分化活性の低下よりも顕著で. native hGHの1%程度であった 一方，分化

活性の低下を示したE65PhGHはl 受容体への結合性では変化がみられなかった

63NARhGHでは分化活性と伺様，結合活性も大幅な低下を示した 比活性を表

6にまとめた 分化活性と受容体への結合とはパラレルではなく， h G Hと

受容体との相互作用を考える上で興味深い結呆が得られた

また，各変換体の CDスペクト Jレを 4. 3と同じ条件で測定した 近紫外

部スペクトルを図 22に，遠紫外部スベクト」レを図 23に示した αーhelix

含量はR64YhGH，R64EhGHではnativehGHより若干増加しており. E65PhGH， 

63NARhGHでは若干減少し. 290nmのTrp86に由来する吸収にも僅かに変化が認

められたが，大きな違いは認められなかったことから全体機造には重大な変

化は生じていないと思われる
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これらの結果から，各残基の役割について以下のような考察が可能である

まず， Arg64残基の側鎖の正電荷はおそらく受容体制IJの負電荷との結合に関与

していると考えられる Tyrに変換すると荷電を失い，この静電的相互作用は

水素結合では代替きれないために結合が低下し，負電荷を持つGluに変換する

と反発が生じるために結合の低下が顕著におこるのであろう しかし， R64Y 

では活性は変わらず， R64Eでも活性発現の低下は結合の低下ほど大きくはな

かったことから， Arg64は結合には重要であるが分化活性の発現には必要では

なく ，むしろ障害的に働いているのかもしれない データは示さないが，

Arg64を荷電を持たないAlaに変換したR64AhGHについて同様の検討を行ったと

ころ，結合は約 1/2に低下したが，分化活性はnativehGHよりやや高い活性が

認められていることも上に述べたことと矛盾しない.

一方， Glu65残基のProへの変換による側鎖の負電荷の消失とループ構造の

聞定化によって，結合活性は変化しないにもかかわらず分化活性の低下が認

められた このことからのu65は結合には直接関与しないが，活性発現には待

与していると恩われる

Asn63とArg64の間にAla残基を挿入すると結合，分化活性とも大きく低下し

たが，これは l残基の挿入により受容体との相互作用に関わる hGHのアミ

ノ酸残基の位置にずれが生じるためと推iWJされた このことからも Arg64，

Glu65両残基が結合及び活性発現に重要な役割を呆たしていることが示唆され

る
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{表 6} 活性部位の変換体の分化活性と受容体結合活性の比較

hGH Variants Relative Biological Activity Relative Receptor-binding Activity 

hGH 

R64YhGH 

R64EhGH 

E65PhGH 

63NARhGH 

(Adipose conversion assay) 
(%) 

100 

112 

16 

44 

All values are the mean of two experi皿ents

ー44-

(Radioreceptor assay) 
(%) 

100 

28 

1.5 

96 

0.7 
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第 5節 まとめと考察

本章では，蛋自覚工学的手法により作製した種々の hGH変換体に ついて，

3T3-F442A脂肪前駆細胞を用いて hGHの分化活性発現と構造 を検討する こと

により， h G Hの構造活性相関を研究した その結果， h G Hの活性発現に

は 4本の αーhelixからなる来状機造の保持が重要であることが判明した ま

たループ領域の62-67位付近のアミノ酸残基が結合及び活性発現 に関与する重

要な領域であり ，なかで もArg64は受容体との結合に， Glu65は結合 には関与

しないが活性発現には寄与すること ，Pro61は活性構造の保持に機能している

ことが示唆された さらに ，53-165位に存在するs-s結合は来状榔迭と Jレープ

に存在する活性領域との両者の最適な空間配置を保持するために彼能してい

ることが示唆された(図 24 ) 

N 

E65 <図 24} hGHの活性高次構造

-46-



Typ86に閲しては，これ自体は活性発現に関与しないが，欠失することによ

ってhelixHIi造が崩れるために活性に影響すると考えられる。 hGHと相向性

を持ちlactogeni舌性を示すhPL(191アミノ酸)でも，やはり唯一のTrp残基で

あるTrp86を酸化期JBNPS-scatoleで酸化すると，修飾による憎造変化のために

受容体結合性，生物活性がやや低下するが， Trp残基自体は活性に必須ではな

いことが報告されている咋引 bovine PRLでも 1 蛋白質工学的にhelixの中央

付近にあるアミノ酸 l残基を欠失させると.おそらく術造変化のために活性

が消失する ことが報告されている (66) 

~白賀工学的手法により hG H の受容体結合に関与する領域，アミノ酸残

基を検索する試みは最近いくつか報告されている Cunninghamらは， 7-30残

基からなるセグメント毎に， h G Hとホモロジーがあるがヒトの GH受容体

には結合しないhPRし hPL，pGHのセグメントと交換するHo阻olog-Scanning，

さらにアミノ 酸l残基毎にAlaに変換するAla-Scanningという方法で hG Hの

ヒト肝 GH受容体に対する結合部位を検索した (67.68) その結果， 54-74番

目のアミノ酸残基からなる Jレープ領域， helix Nの中央から C末までの領域

(167-191番目のアミノ酸残基)，そしてこれらよりやや弱いがhelix1のN末

租IJの領域 (2-19番目のアミノ 酸残基)という 3箇所の不連続な ， しかし立体モ

デル上では空間的に近くに位置する領域が受容体結合部位であると報告して

いる 彼らの研究は hGHとヒト肝 GH受容体との結合を見ているのに対し l

本研究ではマウスの系を用いていることと ，生物活性発現に関与する機造を

検討しているという違いがある 受容体への結合と活性発現とは必ずしも相

l刻す るわけではなく，たとえば， h G HのN末13アミノ酸を除去すると ，受

容体結合では hGHと競合するが.生物活性は引き起こさないこと (69.70) 

あるいはbovineGHのhelix田のアミノ酸をいくつか変換するとアンタゴニス

トとして作用すること (71)などが報告されており.受容体と相互作用して活
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性発現に関わる活性部位には結合部位とは別に活性発現のみに関与する部位

が存在する可能性があり，活性部位の解明には生物活性の検討が必要である

本研究で，受容体との結合及び分化活性発現に重要な領域と考えられた

62-67位付近のアミノ酸残基はCunningha皿ら (67.68)の指摘した結合部位と重

複している hGH遺伝子のexon3は32-71位のアミノ酸をコードしているが，

exon 3をratPRLの配列に変換すると somatogenicなGH受容体との結合が低

下すること (72) exon 3の 3残基 (P37，E65， E66)を変換すると結合が低下す

ること (73)も報告されていることから，この領域は種を問わず一般的に GH

とGH受容体との結合に極めて重要な領域であると考えられる 特に，

Cunninghamらによると Arg64をA1aに変換すると受容体への結合が1/30にも低

下するという 本研究ではArg64をA1aに変換すると 3T3-F442A脂肪前駆細胞へ

の結合は約1/2に低下することを確認している 結合低下の程度の迎いは GH

受容体の磁特異性，すなわちマウスの GH受容体はヒトの GH受容体と比べ

て認識の厳密さが低いためではないかと推測される しかしArg64をG1uに変

換するとマウスの GH受容体に対しても結合が1/70にも低下することから，

GHと受容体との結合において64番 目のアミノ酸残基の正電荷は重要である

と思われる Arg，Lys残基の結合，活性発現における役割は化学修飾によって

も研究されてきた{1 6 -1 8 lが，特定の位置のアミノ酸残基について役割を検討

することは蛋白質工学的手法によりはじめて可能となった

G1u65に関してはこれまで活性発現との関連が報告されたことはない しか

し， h G Hの受容体への結合がCa2・依存的に地加することから ，負電荷をも

っアミノ酸残基が結合に関与することが予測され。 G1u31，G1u33が想定されて

いる (74.75) 本研究では検討しなかったが， 62-67位付近の活性領域に存在

する G1u66も受容体との相互作用に関与している可能性が高く，今後の検討に

より Jレープの活性領域にあるアミノ酸残基の活性発現における役割がより詳
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細に解明されるものと思われる

また. Cunninghamらによるとループ領域の他に N末. c末領域がsomato-

genic receptorへの結合に関与するという hGHのsomatogenicreceptor 

とlactogenicreceptorに対する結合部位の検討により (76.77' N末1-7番目

のアミノ酸残基地'somatogenicreceptorとの相互作用に重要であるというこ

とも報告されている 今後さらに N末. c末のアミノ酸残基に関しでも分化

活性発現への関与を詳細に検討することにより. h G Hの機能構造がより明

らかになるものと期待される
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気":; 2 笠宮

月旨月方宵IJ房区赤田月包 σコづテイヒと

月x:王室E ホ Jレモン雪を宅~イ本

序論で述べたように， G Hの作用は他のポリペプチドホルモンと同様，細

胞膜に存在する受容体を介して発現されると考えられているが， G Hは極め

て広範な作用発現に関与していることから，果してこれらの細胞応答が 1種

類の受容体を介して引き起こされているものなのか，あるいは彼数の受容体

が存在してそれぞれ別の作用発現に関与しているのか明らかではない GH 

受容体に対するモノクローナ Jレ抗体との反応性の違いにより GH受容体は 3

つのサプタイプに分類されるという報告 (78) IM-9と脂肪細胞とでは20Kd-

hGHと22Kd-hGHとの結合比活性に差があることから成長促進作用とインスリン

様作用では関与する受容体が異なるという報告 (79.8臼}等， G H受容体には

heterogenietyが存在する可能性が示唆されている 受容体のタ イプの違いは

共通の GH受容体あるいは受容体の結合subunitが，組織に特異的に存在する

蛋白あるいはsubunitとassociateすることにより生じるのではないかという

説もあ る(81) 分子レベルでのheterogenietyは明らかにはなっていない

3T3-F442A脂肪前駆細胞では GHは脂肪細胞への分化因子として直接作用す

ると考えられるが，分化後の3T3-F442A脂肪細胞では GHが糖質・脂質の代謝

調節作用 に働くこと ，分化前ではこの作用は認められないことが報告されて

いる (e2.83) これらの作用はいずれも GH受容体を介して発現されると考

えられるが，そうであるとすると 3T3-F442A脂肪前駆細胞で発現されている

GH受容体は分化活性 に関与するが，分化後の細胞には代謝鯛節という全く

異なる働きに関与する受容体が発現されていることになる 従って ，分化の

前後で GH受容体が変化していることが予想される しかし ，GH受容体の数
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(0.8-1. 4x10' /cell). 親和性 (109 W'). 受容体の内在化(internalization) 

や分解は分化の前後で差異は認められないことが報告されているけ引 また，

3T3-F442A細胞のsubcloneで. G Hによる分化を示きない3T3-C2細胞において

もGH受容体の数.親和性，受容体の内在化・分解は3T3-F442A脂肪前駆細胞

と変わらないというけ幻 従って，これらの細胞の GH受容体は数や親和性

では区別ができないが分子種としては異なる可能性，あるいは GHと結合す

る分子種は伺ーだが受容体結合以降の情報伝達過程が細胞により差異がある

ために作用発現が異なる可能性が考えられる.そこで.本章では3T3-F442A脂

肪前駆細胞の GH受容体分子種に関する情報を得る目的で.アフイニティー

ラベルにより得られる GHと特異的に結合する細胞膜蛋白質分子種を基礎的

に検討し，さらに分化後のF442A脂肪細胞，分化能の異なる3T3-C2細胞と比較

することにより作用発現との関連を検討した (84)
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第 1節 成長ホルモンと結合する細胞膜蛋白質の傍造

1. 1 材料及ぴ実験方法

盆蓋及ヰ組1l'&

3T3-C2細胞は森川実博士(東京免疫薬理研究所)より供与していただいた

組換え hGHは住友製薬より入手した 125!-hGHは第 l章第 l節1.1に述べた

方法で標識した プタインスリン(局方線準品)は国立衛生試験所より入手

した 二価架橋試薬であるDisuccinimidylsuberate(DSS)はPierce社より，

ヒツジプロラクチン (oPRL)，PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride)はSig皿a

社より購入した その他の試薬はSigma社，和光純薬の特級品を用いた

組血皇室

3T3-F442A脂肪前駆細胞及ぴ3T3-C2細胞は10%CS含有DMEM培地を用いて継代

培養した.実験には各細胞を 100m皿 dishに1x105個播種し，CS10%を含むDMEM培

地でconfluentまで増殖させ. confluent後2，3日以内のものを脂肪前駆細胞あ

るいは3T3-C2細胞として用いた また脂肪細胞としては， 3T3-F442A脂肪前駆

細胞を dishにまき込んだ後， 10%の牛胎児血清 (FCS)とインスリン5μg/mlを含

むDMEM培地を3日毎に交換し， confluent後さらに約10日間培養して十分に分

化させたものを 3T3-F442A脂肪細胞として用いた このとき脂肪細胞が全細胞

の90%以上存在することを確認している

アフィニティーラベル

3T3-F442A脂肪前駆細胞， 3T3-F442An旨肪細胞及び3T3-C2細胞は各々単層培

養dish(100mmdish 10-20枚)より 1mM EDTA/PBS(pH 7.4)を用いて単舵し，

同じbufferで3回遠心洗浄後， 0.1% (WIV) BSAを含むHanks' balanced salt 
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solution(HBSS)に1x1 07細胞/皿lとなるように懸濁した この細胞懸濁液O.5 

1m1を， 12Sr-hGH (10nM)と共に23"(;で 1時間インキユベートすることにより

12Sr-hGHと細胞との結合を行わせた hGHの結合特異性を検討する場合に

は過剰;量 (3μ M)の非標設 hGHあるいはoPRLを共存させてインキュベートを

行った インキュベート後.細胞を氷冷したa1bumin不含HBSSで3回遠心洗浄

して結合しない12Sr_hG Hを除き，直前にDMSO(Dimethy1su1foxide)に溶か

した二価架橋試薬DSSを終浪度 1酬 となるように添加し， 15.Cで15分間梨僑反

応を行った 反応は 101音量の氷冷 10mMTris-HC1(pH 7.4)/ lmM EDTA/ 5mM 

N-ethylmaleimide(NEM)溶液を加えて停止した 細胞を PBSを用いて洗浄後，

2mM PMSF， 5mM NEMを含む0.25Mショ縫溶液に懸濁し，ダウンスホモジナイザ

ーで200-300ストロークによりホモジナイズした 500xgで10分間違心して核

及び未破壊の細胞を沈溢として除き ，上清を 100，000xgで30分間の超遠心を行

うことにより細胞の粗膜画分を pelletとして得た

電気泳動.オートラジオグラフィー

得られた粗膜画分のpelletは還元剣 Dithiothreitol(DTT) 100皿阿を含むあ

るいは含まない電気泳動用samplebuffer (6M Urea， 3% (W/v) SDS， 10% (W/V) 

grycerol， 5 mM NEM， 0.001% Bromophenol Blue， 60mM Tris-HCl pH 6.8)を

加え ，95.Cι5分間加熱して可浴化した 等還の可溶化朕蛋白をLaemmliの方

法{1 081に基づいてSDSーポリアクリ jレアミドゲ Jレ電気泳動により分析したー

ゲJレ波度は濃縮ゲ Jレ4%，分離ゲ Jレは7.5%または5%を用いた 通常， 1レーンに

5000-12000c. p. m のsampleを泳動した 分子量マーカーとしてBioRad社の高

分子量マーカーを同時に泳動した グルは染色液 (0.25%Coo回 ssiebri-

lliant blue R /45%エタノー Jレ/10%酢酸)で染色し，脱染後乾燥した オ

ートラジオグラフィーは渇感紙を装着したカセット中で.乾燥したゲルを

内
ぺ

υ
民
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Kodak社のx-o回atAR57イJレムと密着させ.ー70.Cで1，2週間露光した

非還元一~7ë二次元ゲ Jレ電気泳動

二次元電気泳動の場合，まず粗朕画分を還元弗jを含まない電気泳動用

sample bufferに可溶化し， 5%のポリアヲリ Jレアミドゲルで一次元自の電気泳

動を行った 適当なレーンを切断し， 100mM DTTを含むsamplebuffer中で

23"(; ， 10分間援とう後，7.5%のポリアクリ Jレアミドゲ Jレの上に切断したレーン

を載せ，二次元自の電気泳動を行った.以後問機に染色， s見染，乾燥後オー

トラジオグラフイーを行った。

1 . 2 3T3-F442A脂肪前駆細胞の77イニティーラベル

3T3-F442A脂肪前駆細胞においてGHと特異的に結合する朕蛋白質を 77イ

ニティーラベ jレにより検討した 細胞と12Sr-hGHの結合Kineticsを調べ

ると(図 25) ， 23"(;では 1時間でほぼ飽和に達することから，この条件で

結合反応を行った後にcrosslinkingを行った 細胞膜函分を7.5%のポリアク

リJレアミドゲ Jレで分離し，オートラジオグラフィーを行ったところ j 主要な

バンドは分子量130Kdに得られ。さらに低分子量 (Mr60Kd)。及び高分子量

(Mr 230Kd及び230Kd以上)のバンドも検出された(図 26) 60Kdのパンド

はかなり薄弱で，実験によっては検出されないこともあった(図 29 ， lane 

a) 細胞膜函分を5%のゲJレで分離すると， 130Kd， 230Kd， 300Kdのバンドが

認められた(図 29，lane e) いずれのバンドも細胞と傍織 hGHの結合時

に過剰去の非僚議hGHが存在すると消失した(図 26， lane b， e). h G H 

はGH受容体の他にプロラクチン受容体にも結合することが知られているが，

いずれのパンドもプロラクチンでは[阻害されなかった(図 26 ，lane c， f) こ

とから， 130Kd， 60Kd， 230Kd， 300Kdのバンドはすべて hGHとsomatogenic
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な結合性を示す膜蛋白質との複合体に由来する特異的なバンドであると考え

られた hGHの分子量は22Kdなので GHと結合する主要な膜蛋白質の分子

量は約110Kdと計算される バンドの構成は還元 ~JDTTの有無で変化がみられ

なかったが， DTTが存在すると60Kd，130Kdのパンドの泳動距離がわずかなが

ら変化することから，これらの分子種は分子内ジスルフイド結合を有すると恩

われる(図 26 ) 非還元ー還元二次元電気泳動を行ったところ， 230Kd等の

高分子量バンドから130Kdの複合体が生じるていることが示された(図 27 ) 

このことから，高分子量の複合体は110Kdの朕蛋白質あるいはその分解物と

hGHとの後合体が分子問ジス Jレフィド結合や架橋剤により多量体化したも

のと考えられる

1， 3 3T3-F442A脂肪細胞及ぴ3T3-C2細胞のアフィニティーラベル

3T3-F442A脂肪細胞， 3T3-C2細胞について同様に 77イニティー ラベルを行

い， G Hと結合する膜蛋白質を3T3-F442A脂肪前駆細胞のものと比較し た 図

2 8に示すように3T3-F442A脂肪前駆細胞と3T3-F442A脂肪細胞では GHと朕

蛋白質との複合体の主要バンドは130Kdの同じ位置に得られ，その他のパンド

に関しても，同時に標識を行った3T3-F442A脂肪前駆細胞と同様に検出された

(図 28， lane a-d) 5%グ jレで分析すると， 3T3-F442A脂肪前駆細胞と同様

に130Kd，230Kd，300Kdの 3本のパンドが包められ，結合特異性にも差異はis':め

られなかった(aJ 2 8 ，lane e-g) また ，3T3-C2細胞の場合でもバンドの位

置，結合特異性とも3T3-F442A脂肪前駆細胞と同じ結果が得られた(図 29 ) 

また非還元ー還元二次元電気泳動により， 3T3-F442A脂肪紹胞， 3T3-C2細胞の

場合でも高分子被合体から130Kd彼合体を生じた (datanot shown) このこと

からC2細胞， F442A月旨肪細胞膜に存在する GHと結合する股蛋白質はF442A脂

肪前月E細胞に発現されているものと極めて類似していることが判明した
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〈図 25} 3T3-F442A脂肪前駆細胞への125トhGHの結合Kinetics
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〈図 26} 3T3-F442A脂肪前駆細胞の125j-hGHによる 77イニティー探総

3T3-F442A脂肪前駆細胞と 125j-hGHを過剰量の非標識hGH(laneb，e)，ovine PRL 

(lane c，f)存在下 l あるいは非存在下 (lanea， d)， 23.C， 1時1[:]i ncubate後， DSS 

lmMで架橋した 細胞膜酒分を調製し， 7.5% gelでSDS-PAGEを行 った

lane a-c:-DTT; lane d-f: +DTT lOOmM 
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{図 27) 3T3-F442A脂肪前駆細胞のhGHー朕蛋白質複合体の非還元一還元二次元電気泳動

3T3-F442A脂肪前月E細胞と 125r-hGHをDSSで架4前後，A真函分を鋼製し ，一次元自
-DTT，5% gel. 二次元日ゆTT，7.5%gelの粂件でSDS-PAGEを行った
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{区12 8> 3T3-F442AR旨目方官tr~ß絢1I胞と 3T3-F442AI泊目的制11m'! の 125r-hGH による
77イニティーラベ Jレの比較

3T3-F442A脂肪前駆細胞及び3T3-F442A脆I1方細胞を過剰益の非標識hGH(laneb，d，f)， 

oPRL (lane g)存在下または非存在下 (lanea，c，e)， 125r-hGHと23.C，1時間Jincubate後，

DSSで梨備した 細胞膜函分を調製し。 +DTT，7.5%gel(lane a-d)，またはーDTT，5% gel 

(lane e-g)の条件でSDS-PAGEを行った

{Ii'll 2 g} 3T3-F442Alm JI方前駆細胞と 3T3-C2細胞の125r-hGHによる

77ィニティーラベルの比較

3T3-F442A脂肪前駆細胞及び3T3-C2細胞を過剰立の非標識hGH(laneC) ，oPRL(lane d，g)存

在下 または非存在下(lanea， b， e， f)， 125r-hGHと23.C，11時間incubate後， DSSで架備した

細胞膜圏分を鋼製し， +DTT， 7.5% gel (lane a-d)，または DTT，5%gel (lane e-g)の条件で

SDS-PAGEを行った
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第 2節 成長ホルモンと結合する細胞膜蛋白質の積鎖

2. 1 材料及ぴ実験方法

細胞膜蛋白質のシアリダーゼ処現

細胞とは5r-hGHとを本章第 1節に述べた方法で架橋反応を行い，細胞

を1回PBSで洗浄した後，シアリダーゼ (Neuraminidase，Vibrio cholerae; 

Calbiochem Boehringer社) 25U/l を加え， 37tで10分間反応させた.細胞を

洗浄後，第 l節に述べた方法に従って膜画分を調製し，オートラジオグラフ

イーを行った.

細胞のツニカマイシン処理と 125r-hGH結合実強

35mmの培養用dishに1x10'個の3T3-F442A脂肪前駆細胞及び3T3-C2細胞をま

き込み，本章第 1節に述べたのと同様の方法で3T3-F442A脂肪前駆細胞.

3T3-F442A脂肪細胞.及び3T3-C2細胞のconfluentの単層培養細胞を調製した.

1mlの10%CS含有DMEM培地にツニカマイシンを添加して細胞を37'Cで24時問答

養した後， dishのままO.l%(W/V)のBSAを含むHBSSで3回洗洋し，同じ緩衝液中

で125r-hGH(0.3nM)と共に231じで1時間インキュベートして結合反応を行った。

緩衝液を除去して反応を止め，さらに3回洗持した後，細胞を回収して細胞に

結合した放射能をオートガンマカウンターで測定した 特異的結合量は，非

標識hG H (3μM)を結合反応に共存させて非特異結合を求め，全結合量から

差しヲ|いて算出した また同時に培養した細胞をトリプシン処理し，ヘモサ

イトメーター及びコー Jレターカウンターで細胞数を求めた
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2 2 シアリダーセによる髭響

3T3-F442A脂肪前駆細胞において GHが結合する朕蛋白質の糖鎖に関して検

討するために。 77ィニティーラベ Jレ後さらにシアリダーゼ処理してオ ー ト

ラジオグラフィーを行ったところ， 主要なパンドの分子量は130Kdから 120Kd

に低下した(図 30， lane a， b) このことは3T3-F442A肪肪前駆細胞で発現

されている， G Hと結合する 110Kdの膜蛋白質は末端に10Kd相当のシア Jレ酸が

付加した糖鎖を有していることを示している

3T3-C2細胞(図 30， lane c， d)及び3T3-F442A脂肪細胞(datanot shown) 

に関してもシアリダーゼ処理を行い，オートラジオグラフィーを行った こ

の場合も3T3-F442A脂肪前駆細胞の場合と同様に主要バンドの分子量が130Kd

から120Kdへ低下した このことから3T3-C2細胞， 3T3-F442A脂肪細胞に発現

きれている GHと結合する110Kdの膜蛋白質も3T3-F442A脂肪前駆細胞の場合

と同様にシアル酸が結合した精鎖を表現していることが判明した

2. 3 h G H結合のツニカマ イシン によ る彫響

アスパラギン N-結合型緒鎖の合成を阻答するツニカマイシン (85.86)と共

に3T3-F442A脂肪前駆細胞を24時間培養後 125r-hGHの特異的結合の変化を調

べた ツニカマイシンO.1μg/mlの添加では細胞数に変化はおこらないが 1

125r-hGHの結合の有意な低下が認められた(表 7) ツニカマイシン0.3μg/

mlを作用させると細胞数がわずかに低下するが， h G Hの結合の低下はさら

に顕著で，鉦処理の16%の結合しか認められなかった

3T3-F442A脂肪細胞， 3T3-C2細胞の場合も，ツニカ 7 イシン処理により

hGHの結合が3T3-F442A脂肪前駆細胞の場合と問程度に低下した ツニカマ

イシンでアスパラギン N 結合型結鎖の合成を阻筈することにより hGHの結

合が低下したことから，いずれの細胞でも GHと結合する朕蛋白質にはアス
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パラギン N-結合型積鎖が発現されており，この糖鎖が GHとの結合性に重要

なf文書1)を果たしていることが示唆された

Mr x 10-3 

200一一一

116-

92一一ー

66一一一

a b c d 

NEURAMINIDASEー+ー+

L 3T3-F442A.J L 3T3-C2 .J 

ー130
← 120 

{図 30 > hGHー朕蛋白質桜合体のneuraminidaseによる変化

3T3-F442A脂肪前駆細胞 (lanea， blまたは3T3-C2細胞(lanec，dl 
と125r-hGHをDSSで架橋後， neuraminidase(25 units/llで処理し

た 朕函分を調製し， 7.5% gelでSDS-PAGEを行った

lane a，c 無処珪1;lane b， d; neuraminidase処理
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第 3節 まとめと考察

本章では3T3-F442A脂肪前駆細胞の GH受容体分子に関して検討する 目的で

アフイニティーラベルを行い. G Hと特異的に結合する朕蛋白質の性状，糠

鎖について検討した また分化後の脂肪細胞，分化能を示さない3T3-C2細胞

の場合と比較した。 3T3-F442A脂肪前駆細胞に発現されている GHと結合する

主要な膜蛋白質は ，末端にシアル酸10Kd相当を有する N-結合型櫛鎖を表現し

た，分子内S-S結合をもっと考えられる分子量110Kdの糠蛋白質であることが

判明した GHが受容体に結合することにより分化活性を発現するのであれ

ば，アフイニティーラベルにより分化発現に関与する GH受容体が検出され

ることが期待されることから，この110Kdの膜蛋白質は GH受容体そのもの，

あるいは GH受容体の結合subunitである可能性がある 77イニティーラベ

ルでは110Kd蛋白質と hGHとの複合体に由来する 130Kdの他に300Kd.230Kd.

印刷の複合体が得られたが，これらも受容体に関連した複合体である可能性

が考えられる

SchwartzとCarter-Suは3T3-F442A脂肪前駆細胞及び3T3-F442A脂肪細胞の

GH受容体のアフイニティーラベルについて報告している (S7) 彼らの結呆

は本章で得られた複合体の分子量とほぼ一致している 主要な GH.受容体

複合体は分子量134Kdに得られ，高分子量桜合体 (239Kd. 332Kd. 450Kd)の存

在も報告しているが.低分子量の複合体は忽めていない

GH受容体のアフィニティーラベルによる解析は種々の細胞に関して報告

されている 主な結果を表 8にまとめた 生細胞を用いた場合，ラット肝細

胞 (88-9 0) ラット脂肪細胞 (91-93) ヒトIM-9リンパ球 (94.96)のいずれの細

胞でも 3T3-F442A脂肪前駆細胞の場合と同様，分子量130-140Kdの主要な hGH

-受容体複合体が高分子量，低分子量複合体と共に得られることが報告され
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《表 8}G H受容体のアブイ ニテ ィーラ ベルにより得られる hGH・受容体complexの分子舟

受容体の由来

intact cell 

mlcroso困e

memblane 

solubilized 

memblane 

human IM-9 

rat hepatocytes 

rat adipocytes 

mouse F442A preadipocytes 

adipocytes 

human liver 

rat liver 

rabbit liver 

rabbit adipose 

mouse liver 

rat liver 
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complexの分子虫 文献

130K 96 

140K. 270K 94 

130K. 220K. 300K 88.89 

40K. 63K. 130K. 220K. 300K 90 

56K. 130K. 240K. 310K 92 

134K. 270K 91. 92 

134K. 239K. 332K. 450K 87 

134K. 239K. 332K. 450K 87 

75K. 124K 102 

117K 100 

58K. 80K. 140K 98 

75K 96 

54K. 130K 101 

54K. 130K 101 

56K. 62K. 125K 97 

43K. 55K. 86K. 95K 99 

54K 100 



ている 一方，ウサギ，マウスの肝細胞膜あるいは精製受容体の 77ィニテ

ィーラベ jレからは分子量50-80Kdの複合体が多く得られている (95-98)

1987年にLeungら(1 03)によりウサギ肝細胞から精製された GH受容体を用

いて，ウサギ及びヒトの GH受容体のcDNAがクローニングされた 湿器配列

によると GH受容体は620個のアミノ酸からなる分子量70Kdの蛋白で， fll製受

容体蛋自の分子景130Kdとの差は糖鎖の結合によるものと考えられている こ

の受容体蛋白は分解を受け易いことも報告されており，細胞膜薗分及び精製

受容体のアフィニティーラベ Jレにより得られる 50-80Kdの複合体は盗自分解産

物であると思われる ウサギ肝 GH受容体と他のそ重，他の細胞系の GH受容

体との相向性は不明であるが，本研究でアフイニティーラベルにより低分子

量に現れた複合体も受容体分子と恩われる 110Kd分子種の分解産物である可能

性が高いが，受容体のsubunit. あるいは受容体とassociateした分子である

可能性も考えられる.また高分子量に出現する複合体は二次元電気詠動の結

果から 110Kd分子あるいはその分解産物と hGHとの複合体が多量体化したも

のと考えられる しかし，これらの複合体は各々受容体の別の役割を担って

いるものである可能性も有り，これらの可能性についてはさらに検討が必要

である

GH受容体の櫛鎖に関しては.ウサギ肝GH受容体がシアロ務蛋白である

こと(t o 4， 1" 5) また IM-9リンパ球の GH受容体に閲しては種々のglycosi-

daseを用いて検討され. N-結合complex型糖鎖を持つことが明らかにされて

いる (94) 安ローニングされた GH受容体の塩基配列にはN-結合型精鎖の結

合部位である Asnが8箇所ある(1 "3) 本章で述べたように. 3T3-F442A脂肪前

駆細胞で GHと結合する 110Kdの朕蛋白質はシアリグーゼにより分子訟が低下

すること. IM-9で認められたのと同様に(!包6)ツニカマイシン処理によって

細胞への GH結合の低下が起こることから. G Hの結合に関与する分子種は
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シア Jレ酸を有する N-結合型糖鎖を持ち， しかもこの精鎖は GHとの結合性に

重要な役割を呆たしていると考えられる 最近。ラット脂肪細胞の GH受容

体について，受容体がシアル酸を10Kd相当を有すること， N 結合型糖鎖は受

容体の親和性に影響することが報告され (107) 本研究の結果と 一致している

本章では GHの作用発現の違いが GH受容体分子の差異によるものかどう

かを検討するために，分化後の3T3-F442A脂肪細胞，分化能を持たない3T3-

C2細胞についてもアフイニティーラベ Jレを行い3T3-F442A脂肪前駆細胞と比較

した しかしこれらの細胞において， G Hによる細胞応答は明らかに異なる

にも関わらず， G Hと結合する主要朕蛋白質はいずれも 110Kdで，結合特典性，

精鎖結合性にも差異が認められなかった この朕蛋白質がGH受容体である

とすると，これらの細胞で発現されている GH受容体の性状は大変類似して

いると考えられる 77イニティーラベ Jレでは分子量の僅かな違いを検出す

ることが困難であり，また糠鎖に関してより詳細な検討をすると差異が認め

られることも考えられる 細胞内に存在する subunit等は架備が困難で検出き

れないことがあるため，受容体のsubunit構成が異な っているにもかかわらず

差異が見いだされなかったという可能性も考えられる しかし GH受容体あ

るいは結合subunitは各々の細胞で酪似しているということから!細胞応答の

違いは GHの受容体への結合のレベルではなく，受容体に GHが結合した後

に細胞内に二次反応を引き起こすための機摘。例えば機能発現に関与する受

容体のsubunit，受容体と associateする分子，細胞内でのシグナ Jレ伝達経路

等が呉なるために引き起こされるのではないかと考えられる

Leungらにより報告 された GH受容体の一次構造はPRL受容体(109， 1 10)と類

似しているが，最近の受容体に関する研究の進展に伴い， IL-2受容体 F鎖 I

IL-6受容体，エリスロポエチン受容体とも構造上ホモロジーがあることが指
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摘され，さらにIL-3，IL-4， IL-7， GM-CSFの各受容体と 共に新 しいサイトカ

インレセプターファミリーを形成していることが判明した (1 1 1 ， 112) このレ

セプターファミリーはすべて N末側が細胞外， c末側が細胞内にある朕貫通

部位が l箇所の糠蛋白質で，細胞外ドメインの約200アミノ酸か らなる 領域は

相向性があり，特にN末制1)にある 4個のCys残基の位置及ひ・Trp-Ser-X-Trp-Ser

(WSxWS)モチーフ (GH受容体には存在しない)が保存されているという共通

の構造を持つ 一方，細胞内ドメインは各受容体で全 〈異なるが，いずれも

既知のプロテインキナーゼなどシグナル伝達に関与する機能を持つ構造 と相

同な配列は存在せず，シグナル伝達経路についてはほとんどわかっていない

しかし， IL-6受容体では印刷の受容体がIL-6と結合後， gp130という 77イニ

ティーラベJレでは検出されない分子と会合し，この分子がシグナル伝達分子

として機能することが報告されている(t 13) 同じ受容体ファミリーに属する

ことから GHの場合も問様のシグナル伝達メカニズムが存在する可能性も考

えられる すなわち， G H受容体によるシグナル伝達にはgp130のように受容

体と会合することにより機能するシグナル伝達分子が存在し，その分子の違

いにより異なる細胞応答が起こるということかもしれない 今後は GH受容

体と会合する分子の存在に関して検討を行うことが必要であろう

GHの細胞内シグナ Jレ伝達経路はまだ不明であるが，この1，2年で GHによ

り発現される初期反応に関する知見が得られつつある。クローニングされた

GH受容体には既知のチロシンキナーゼと相同の配列は認められない(t 133)が

3T3-F442A細胞において， G H受容体自身あるいは受容体にassociateしてい

ると思われるチロシンキナーゼにより GH受容体のチロシンリン酸化がおこ

ることが報告され(1 14. 1 15) イ也の細胞系でもチロシンリン酸化が認められる

という【 116) また3T3-F442A脂肪前駆細胞では Cキナーゼの活性化により 一

過性にc-fos，c-junの誘導が認められる (117) 3T3-F442Aと同様に GHによ



り分化する脂肪前駆細胞であるOb1771では GHにより phosphatidylcholine 

からジアシルグリセロール遊離がおこり(1¥ 8) Cーキナーゼを介してc-fos

の一過性発現が観察されている (¥)9). G Hと受容体の相互認識とそれにより

引き起こされる初期応答という極めて短時間での事象の各々が，本当に細胞

分化という長時間かけて起こる結呆に結び付くものであるのかどうか明らか

にすることは容易ではないが，分化活性発現に関与するシグナ Jレ伝達経路の

解明により .G Hの細胞応答に関する理解が深まるものと思われる
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糸吉 言命

本研究では』旨肪籾飽分化因子としての hGHの構造と分化活性発現について

検討した

蛋白質工学的に作製した hG H変換体を用いた機能機造の検討により，

(1) h G Hの受容体との結合及び分化活性発現には 4つのhelixからなる束状

構造の保持が必須であること

(2) ループ領域の62-67位付近のアミノ酸残基は結合及び活性発現に重要な役

書IJを果たすactive siteのひとつであり ，Arg64は結合に，Glu65は活性発

現に関与しており， Pro61はactivesiteの活性高次構造の保持に関与し

ていること

(3) 53-165位のs-s結合はhelixの来状構造と Jレープのactivesiteとの最適な

空間配置に寄与していること

が明らかとなった

一方， G Hにより分化する3T3-F442A脂肪前駆細胞において ，G Hと特典的

に結合する朕蛋白質は，末端 にシアル酸10Kd相当 を含有するアスパラギン N-

結合型糖鎖を有する分子量110Kdの結蛋白質で，分子内s-s結合を有する分子

であることが判明した また，分化後の3T3-F442A脂肪細胞，分化能を持たな

い3T3-C2細胞について検討したところ， G Hと結合する膜蛋白質の性状は

3T3-F442A脂肪前駆細胞に発現されているものと大変類似していた この分子

がGHを官、議して細胞応答を引き起こすGH受容体であるとすると，細胞に

よる GHの応答の遠いは受容体(結合蛋白質)レベルの違いによるのではな

く，受容体結合以降の過程によるものと考えられる

-69 



ヲ 11=司コ主ごI耐と

1) Evans，H.M. and Long，I.A.， Anat. Rec.， 21， 61 (1921) 

2)鋲目和夫"成長ホルモン .GRF.IGF

3) Goeddel，D. V.， Heyneker，H.L.， Hozu皿i，T.，Arentzen，R.， Itakura，K.， Yasura， 

D. G.， Ross， M. J.， Miozzari， G.， Crea， R.， and Seeburg， P. H.， Nature (London)， 

281， 544 (1979) 

4) Waters， M. J.， Barnard， R. T.， Lobie， P. E.， Lim， L.， Hamlin， G.， Spencer， S. A. ， 

Ham困onds，R. G.， Leung， D. W.， and Wood， W. I.， Acta. Pediator. Scand. (Suppl)， 366， 

60 (1990) 

5) Isaksson，O.G.P.， Eden，S.， and Jansson，J.-O.， Ann.Rev.Physiol.， 47， 483 

(1985) 

6) Wallis，M.， "Hormones and their actions， Part 11"， eds. Cooke，B.A.， King，R 

J. B. and Van Der Molen， H. J.， p265， Elsevier Science Publishers BV， (1988) 

7) Green，H. and Kehinde，O.， Cell， 7， 105 (1976) 

8) Kuri-Harcuch，W. and Green，H.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 75， 6107 (1978) 

9) Morikawa，M.， Nixon，T.， and Green.H.， Cell， 29， 783 (1982) 

10) Nixon，T. and Green H.， Endocrinology， 114， 527 (1984) 

11) Wise，L.S. and Green，H.， J.Biol.Chem.， 254， 273 (1979) 

12) Morikawa，M.， Green，H.， and Lewis，U.J.， Mol.Cell.Biol.， 4， 228 (1984) 

13) Nixon，T. and Green，H.， J.Cell.Phys.， 115， 291 (1983) 

14) Niall. H. D. et al.， Recent Prog. Horm. Res.， 29， 387 (1973) 

15) Li，C.H.， Dixon，J.S.， and Chung，D.， Arch.Biochem.Biophys.， 155， 95 (1973) 

16) Martel， J.， Chene， N.， and De La Llosa， P.， FEBS Lett.， 180， 295 (1985) 

17) Teh，L.-C. and Chapman，G.E.， Biochem.Biophys.Res.Commun.， 150， 391 (1988) 

18) Atlasovich，F.M.， Caridad，J.J.， Nowicki，C.， Santome，J.A.， and Wolfenstein-

Todel， C.， Arc. Biochem. Biophys.， 281， 1 (1990) 

19) Fukushima，J.G.， Biscoglio de Jimenes Bonino，M.J.， Cascone，O.， and Santome， 

J. A.， Comp. Biochem. Physiol.， 95B， 797 (1990) 

20) Li，C. H. and Bewly，T.A.， Proc. Natl.Acad.Sci.USA， 73， 1476 (1976) 

一70-



21) Li， C. H.. Hayashida. T.. Doneen. B. A.. and Rao. A. J.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

73. 3463 (1976) 

22) Good阻an.H. M. and Kostyo. J. L.. Endocrinology. 108. 553 (1981). 

23) Reagan.C.R.. Kostyo.J.し.Mills.J.B.. Gennick.S.E.. Messina.J.L.. Wagner.S 

A.. and Wilhel四i.A. E.. Endocrinology. 109. 1663 (1981) 

24) Mills. J. B.. Kostyo. J. L.. Reagan. C. R.. Wagner. S. A.. Moseley. M. H.. and 

Wilhelmi.A.E.. Endocrinology. 107. 391 (1980) 

25) Yudaev. N. A.. Pankov. Y. A.. Keda. Y. M.. Sazina. E. T.. Osipova. T. A.. Shwachkin. 

Y.P.. and Ryabtesev.M.N.. Biochem. Biophys. Res. Commun. . 110. 866 (1983) 

26) Salem. M. A. M.. Endocrinology. 123. 1565 (1988) 

27) Mondon.C.E.. Reaven.G.~. Ling.N.. Lewis.U.J.. and Frigeri.L.G.. 

Endocrinology. 123. 827 (1988) 

28) Retegui.L.A.. De Meyts.P.. Pena.C.. and Masson.P.L.. Endocrinology. 111. 

668 (1982) 

29) Li. C. H. .阿ol.Cell.Biochem..46. 31 (1982) 

30) Nicoll.C.S.. Mayer.G. L.. and Russel.S.問。. Endocrine Rev.. 7. 169 (1986). 

31) Aubert.M.L.. Bewly.T. A.. Grumbach.M.M.. Kaplan.S.L.. and Li.C.H.. 

Int.J.Peptide Protein Res.. 28. 45 (1986) 

32) Ikehara.M.. Ohtsuka.E.. Tokunaga.T.. Taniyama. Y.. Iwai.S.. Kitano.K.. 

Miyamoto. S.. Ohgi， T.. Sakuragawa. Y.. Fujiyama. K.. Ikari. T.. Kobayashi. M.. 

Miyake.T. .Shibahara.S.. Ono.A.. Ueda.T.. Tanaka.T.. Baba.H.. Miki.T.. 

Sakurai. A.. Oishi. T.. Chisaka. 0.. and Matsubara. K.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

81. 5956 (1984) 

33) Dixon. J. S. and Li. C. H.. Science. 154. 785 (1966) 

34) Bewly.T.A.. Brovetto-Cruz.J.. and Li.C.H.. Biochemistry. 8. 4701 (1969) 

35) Li. C. H.. "Hormonal Proteins and Peptides." Vol. 4. ed. by Li. C. H.. Academic 

Press. New York. pp1-41 (1977). 

36) Doneen. B.A.. Bewly.T.A.. and Li.C.H.. Biochemistry. 18. 4851 (1979). 

37) Tokunaga.T.. Tanaka.T.. Ikehara.M.. and Ohtsuka.E.. Eur.J.Biochem.. 153. 

445 (1985) 

ー71-



38) Uchida， E.， Uemura， H.， Tanaka， T.， Nish ikawa， S.， Uesugi， S.， Tanaka， A. ， 

Morikawa，M.， Hayakawa，T.， and Ikehara，M.， Chem.Pharm.Bull.， 39， 150 (1991) 

39) Zoller，M.J. and Smith，M.， "Method in Enzymonogy"， Vol.I00， ed. by WU，R.， 

Academic Press， New York， p468 (1983) 

40) Sanger， F.， Nicklen， S.， and Coulson， A. R.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 74， 5463 

(1977) 

41) Lowry，O.H.， Rosebrough，N.J.， Farr，A.L.， and Randall，R.J.， J. Biol. Chem. ， 193 

265 (1951). 

42) Bradford， M. M.， Ana1. Biochem.， 72， 248 (1976) 

43) Greenwood，F.C.， Hunter，W.M.， and Glover，J.S.， Biochem. J.， 89， 114 (1963) 

44) Moore，D.D.， Walker，M. D.， Diamond，D.J.， et al.， Recent Prog.Horm.Res.， 38， 

197 (1982) 

45) Lewis，U.J.， Bonewald，L.F.， and Lewis，L.J.， Biochem.Biophys.Res.Commun.， 92， 

511 (1980) 

46) Chapman，G.E.， Rogers，K.M.， Brittain，T.， Bradshaw，R.A.， Bates，O.J.， Turner， 

C.， Cary， P. D.， and Crane-Robinson， C.， J. Bio1. Chem.， 256， 2395 (1981) 

47) Lewis，U.J.， Dunn，J.T.， Bonewald，L.F.， Seavey，B.K.， and VanderLean，W.P.， 

J. Bio1. Che回。， 253， 2679 (1978) 

48) Kostyo，J.L.， Cameron， C.M.， Olson，K.C.， Jones，A.J.S.， and Pai，R.C.， 

Proc. Natl.Acad.Sci. USA， 82， 4250 (1985) 

49) Lewis，U.J.， Singh，R.N.P.， and Tutwiler，G.F.， Endocr.Res.Commun.， 8， 155 

(1981 ) 

50) Frigeri，L.G.， Peterson，S.M.， and Lewis，U.J.， Biochem.Biophys.Res.Co阻田un.， 

91. 778 (1979) 

51) Wallis， M.， Nature， 284， 512 (1980) 

52) DeNoto， F. M.， Moore， D. D.， and Goodman， H. M.， Nuc1. Acids Res.， 9， 3719 (1981) 

53) Lecomte， C. M.， Renard， A.， and Martial， J. A.， Nuc1. Acids Res.， 15， 6331 (1987) 

54) Nishikawa， S.， Nishida， Y.， Uemura， H.， Yamada， Y.， Tanaka， T.， Uesugi， S.， 

Morikawa，M.， Uchida，E.， Hayakawa，T.， and Ikehara，M.， Protein Eng. 3， 49 

(1989 ) 

一72-



55) 池田潔，浜口浩三 タンパク質の化学田(生化学実験講座)" 日本生化学会編 7

p.167 (1976)，東京化学問人.

56) Abdel-Meguid，S.S. et al.， J.Mol.Biol.， 192， 159 (1986) 

57) Becker， G. W. et a1.， Biotechnology， 5， 499 ((1987) 

58) Borisova， S. N. et al.， Doklady Akade皿iiNauk SSSR， 301， 474 (1988) 

59) Clarkson，J. et al.， J.Mol.Biol.， 208， 719 (1989) 

60) Abdel-Meguid，S.S.， Shieh，H.-S.， Smith，W.W.， Dayringer，H.E.， Violand，B. N.， 

and Bentle，L.A.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 84， 6434 (1987) 

61) Tanaka， T.， Shiu， R. P. C.， Gout， P. W.， et a1.， J. Clin. Endocrino1. Metab.， 51， 

1058 (1980) 

62) Seeburg， P. H.， Sias， S.， Adelman， J.， De Boer， H. A.， Hayglick， J.， Jhrani， P. ， 

Goeddel， D. V.， and Heyneker， H. L.， DNA， 2， 37 (1983) 

63) Uchida， E.， Shimokawa， S.， Nishida， Y.， Takasu， H.， Ikehara， M.， Uesugi， S. ， 

Tomita，K.， Tanaka，A.， Morikawa，M.， Hayakawa，T.， and Nishikawa，S.， 

Biochem. Biophys. Res. Commun.， 172， 357 (1990) 

64) Linzer， D. H. and Talamantes， F.， J. Bio1. Chem.， 260， 9574 (1985) 

65) Russell，J.， Katzhendler，J.， Kowalski，K.， Schneider，A.B.， and Sherwood ， L . ~ ， 

J.Biol.Chem.， 256， 304 (1981) 

66) Luck，D.N.， Gout，P.W.， Kelsay，K.， Atkinson，T.， Beer ， ~T . ， and S皿ith，M.， 

Mo1. Endocrinol.， 4， 1011 (1990) 

67) Cunningham，B.C.， Jhurani，P.， Ng，P.， and Wells，J.A.， Science， 243， 1330 

(1989) 

68) Cunningham，B.C. and Wells，J.A.， Sciense， 244， 1081 (1989) 

69) Gertler，A.， Shamay，A.， Cohen，N.， Ashkenazi，A.， Friesen，H.G.， Levanon，A.， 

Gorecki，M.， Aviv，H.， Hadary，D.， and Vogel，T.， Endocrinology， 118， 720 

(1986) . 

70) Ashkenazi，A.， Vogel，T.， Barash，I.， Hadari，D.， Levanon，A.， Gorecki，M.， 

and Gertler，A.， Endocrinology， 121， 414， (1987) 

71) Chen， W. Y.， Wight，D.C.， Wagner，T.E.， and Kophick，J.J.， Proc.Natl.Acad.Sci 

USA， 87， 5061 (1990) 

ー73



72) Ray，J.， Oka皿ura，H.，Kelly，P.A.， Liebhaber，S.A.， and Cooke，N.E.， 

Mo1. Endocrino1.， 4， 101 (1990) 

73) Ray，J.， Oka田ura，H.，Kelly，P.A.， Cooke，N.E.， and Liebhaber，S.A.， 

J. Bio1. Chem.， 265， 7939 (1990) 

74) Barnard，R. and Waters，M.J.， Biochem.J.， 250， 533 (1988) 

75) Barnard， R.， Rowlinson， S. W.， and Waters， M. J.， J. Theor. Bio1.， 140， 355 

(1989) . 

76) Binder，L. ，Gertler，A.， Elberg，G.， Guy， R.， and Vogel，T.， Mol.Endocrinol.， 4， 

1060 (1990)。

77) Binder，L.， Vogel，T.， Hadary，D.， Eldberg，G.， and Gertler，A.， 

Mol.Endocrinol.， 3， 923 (1989) 

78) Barnard， R.， Bundesen， P. G.， Ry latt， D. B.， and Waters， M. J.， Biochem. J.， 231， 

459 (1985) 

79) Smal， J.， Closset，J.， Hennen，G， and De Meyts，P.， Biochem.Biophys.Res.Com皿un

134， 159 (1986) 

80) Smal， J.， Closset， J.， Hennen， G.， and De Meyts， P.， J. Bio1. Chem.， 262， 11071 

(1987) 

81) Barnard， R.， Rowlinson， S. W.， and Waters， M. J.， Bioche皿 J.，267， 471 (1990) 

82) Schwartz，J.， Biochem. Biophys.Res.Commun.， 125， 237 (1984) 

83) Schwartz， J.， Foster， C. M.， and Satin， M. S.， Proc. Nat1. Acad. Sci. USA， 82， 8724 

(1985) 

84) Uchida，E.， Hayakawa，T.・Niimi，S.， Tanaka， A.， and Moriawa， M. ， 

J. Mol. Endocrinol.， 3， 239 (1989) 

85) Takatsuki，A.， Kohno，K.， and Ta皿ura，G.， Agricul tural and Biological 

Chemistry， 262， 2213 (1975) 

86) Tkacz，J.S. and Lampen，J.O.， Biochem.Biophys. Res. Commun. ， 65， 248 (1984) 

87) Schwartz， J. and Carter-Su， C.， Endocrinology， 122， 2247 (1988) 

88) Donner，D.B.， J.Biol.Chem.， 258， 2736 (1983) 

89) Yamada，K. and Donner， D.B.， Biochem.J.， 220， 361 (1984) 

90) Yamada，K.， Lipson，K.E.， and Donner，D. B.， Biochemistry， 26， 4438 (1987) 

-74-



91) Carter-Su，C.， Schwartz，J.， and Kikuchi，G.， J.Biol.Chem.， 259， 1099 (1984). 

92) Gorin，G. and Goodman，H.M.， Endocrinology， 114， 1279 (1984) 

93) Schwartz，J. and Carter-Su，C.， Hormone and Metabolic Res.， 19， 242 (1987) 

94) Asakawa，K.， Hedo，J.A.， McElduff，A.， Rouiller，D.G.， Waters，M.J.， and 

Gorden，P.， Bioche皿 J.，238， 379 (1986) 

95) Haeuptle，M.-T.， Aubert ， ~L. ， Djiane，J.， and Kraehenbuhl，J.-P.， 

J.Biol.Chem.， 258， 305 (1983) 

96) Huges，J.P.， Simpson，J.S.A.， and Friesen，H.G.， Endocrinology， 112， 1980 

(1983) 

97) Smith， W. C. and Talamantes， F.， J. Biol. Chem.， 262， 2213 (1987) 

98) Ymer，S. 1. and Herington，A.C.， Bioche阻 J.，242， 713 (1987) 

99) Husman，B.， Haldosen，L.-A.， Andersson，G.， and Gustafsson，J.A.， J.Biol.Chem.， 

263， 3963 (1988) 

100) Haldosen，L.-A. and Gustafsson，J.A.， Biochem.J.， 252， 509 (1988)。

101) Barnard，R.， Rowlinson，S.W.， and Waters，M.J.， Biochem.J.， 267， 471 (1990) 

102) Hocquette，J.-F.， Postel-Vinay，M.-C.， Djiane，J.， Tar，A.， and Kelly，P.A.， 

Endocrinology， 127， 1665 (1990) 

103) Leung，D.W.， Spencer，S.A.， Cachianes，G.， Hammonds，R.G.， Collins，C.， Henzel， 

回。 J.，Barnard， R.， Waters， M. J.， and Wood， W. I.， Nature， 330， 537 (1987) 

104) Waters，M.J. and Friesen，H.G.， J.Biol. Chem.， 254， 6815 (1979) 

105) Tsushima，T.， Sasaki，N.， Imai，Y.， Matsuzaki，F.， and Friesen，H.G.， Biochem.J 

187， 479 (1980) 

106) Keefer， L. M. and De Meyts， P.， Biochem. Biophys. Res. Commun.， 101. 22 (1981) 

107) Szecuwka，J.， Tai，L.-R.， and Goodman，H.M.， Endocrinology， 126， 1834 (1990) 

108) La凹Imli，U. K.， Nature， 227， 680 (1970) 

109) Boutin， J. M.， Jolicoeur， C.， Okamura， H.， Gagnon， J.， Edery， M.， Shirota， M. ， 

Banvi lle， D.， Dusanter-Fourt， I.， Dj iane， J.， and Kelly， P. A.， Cell， 53， 69 

(1988) 

110) Edery，M.， Jolicoeur，C.， Leve-Meyrueis，C.， Dusanter-Fourt， 1. ， Petridou， B.， 

Boutin， J. -M.， Leseur， L.， Kelly， P. A.， and Djiane， J.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 

86， 2112 (1989) 

-75-



111) Bazan， J. F.， Bioche皿 Biophys.Res. Commun. 164， 788 (1989). 

112) Bazan， J. F.， Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 87， 6934 (1990) 

113) Taga，T.， Hibi，M.， Hirata，Y.， Yamasaki，K.， Yasukawa，K.， Matsuda，T.， Hirano， 

T.， and Kishimoto， T.， Cell， 58， 573 (1989) 

114) Foster，C.M.， Shafer，J.A.， Rozsa，F.W.， Wang，X.， Lewis，S.D.， Renken，D.A.， 

Natale，J.E.， Schwarts，J.， ana Carter-Su，C.， Biochemistry， 27， 326 (1988) 

115) Carter-Su，C.， Stubbart，J.R.， Wang，X.， Stred，S.E.， Argetsinger，L.S.， and 

Shafer，J.A.， J.Biol.Chem.， 264， 18654 (1989) 

116) Sted，S.E.， Stubbart，J.R.， Argetsinger，L.E.， Shafer，J.A.， and Carter-Su，C.， 

Endocrinology， 127， 2506 (1990) 

117) Gurland，G.， Ashcom，G.， Cochran，B.E.， and Schwartz，J.， Endocrinology， 127， 

3187 (1990) 

118) Catalioto，R.-M.， Ailhaud，G.， and Negreal，R.， Biochem. Biophys. Res. Commun. ， 

173， 840 (1990) 

119) Doglio，A.， Dani，C.， Grimaldi，P.， and Ailhaud，G.， Proc. Natl. Acad. Sci.USA， 

86， 1148 (1989). 

ー76-



需品I 舌辛

本論文の作製に際し ，御懇切なる御指導. j卸鞭縫を賜りました東京大学薬学部生体異物

免疫化学教室大沢利昭教授ならぴにf1島聡助教授に深く感謝致します

本研究を行う機会を与えて下さり，終始多大なる激励と御指導，有益な後助言を賜りま

した国立衛生試験所生物薬品部田中彰部長ならびに早川嘉夫室長に心地、ら感鰍致します.

tt重な脂肪前駆細胞を供与していただき ，御懇切なる御指導と御助言 を賜りました東京

免疫薬理研究所森川実博士に深〈感謝致します

成長ホルモン変換体の研究に際し，終始ご懇切なる御指導と有益な御助言 ，御便宜を賜

りました工業技術院微生物工業研究所西川諭室長，大阪大学薬学部薬化学教室上杉日南一助

教授，薬品物理化学教室富田研一教授ならびに蛋白工学研究所所長池原森男博士にi架く感

謝致します また.変換体の作製と CDスベク トル測定に御協力いただきました大阪大学

薬学部の下川誠太郎氏，高須尚氏，西田好孝氏，山田泰樹氏，田中俊樹博士，上村春樹博

士に心地、ら感謝致します

最後になりましたが，本研究に際し，御協力と御助言，多大の御激励をいただきました

国立衛生試験所生物薬品部山口照英主任研究官，新見イ申吾博士をはじめ国立衛生試験所の

務先生方に漆く感謝致しますー

-77-








