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本論文で用いた略号、記号は以下のとおりである。下記以外のものは

IUPAC-IUBの生化学命名委員会勧告に従った。

PAF platelet-activating factor 

AH acetylhydrolase 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

SDS sodium dodecyl sulfate 

DFP di isopropyl fluorophosphate 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

HPLC high performance I iquid chromatography 

FPLC fast prot巴inI iquid chromatography 

DEAE diethyl aminoethyl 

Ig immunoglobul in 

PC phosphatidyl chol ine 

DTT dithiothreitol 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

FCS fetal calf serum 

PBS phosphate buffered sal ine 

TTBS Tris-buffered sal ine with 0.05弘Tween20 

IPTG isopropylー1-thio一日-D-galactoside

ELISA enzyme-I inked immunosorbent assay 

PCR polymerase chain reaction 

BS3 bis(sulfosuccinimidyl) suberate 

HRP horseradish peroxidase 

CBB Coomasie bri I I iant blue 
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血小板活性化因子(PI ate I et-act i vat i ng factor、PAF)は、リン脂質骨

格をもっメディエイターであり、その化学構造は 1ーかalkyト2-

acetyl-sn-glycero-3-phosphochol ineである (図1-1)(1、2)。細胞膜

を構成するリン指質との最大の違いは、その 2位に長鎖指肪酸鎖では

なくアセチル基をもつことであり、このアセチル基は PAFの生物活性

に不可欠である。PAFは、その名が示すとおり、強力な血小板活性化

能をもっ物質として最初同定された (3)が、その生物活性は多種多棟に

わたっており、好中球やマクロファージの活性化、血管透過性元進、

気道過敏性増大などがよく知られている (revi ewed i n Refs. 4-6)。

一方、最近になって PAFが脳神経系においても作用していることを示

唆する事例が多数報告されはじめている。例えばPAF(7)及び PAF受容

体 (8)は正常ラット脳にも存在しており、細胞内カルシウム濃度の制御

に関与しているとされている。また、 PAFがI音養神経細胞の分化を促

すこと (9-11)、脳形態形成時に PAFの産性が増大していること (12)、

初代培養じたラット小脳頼粒細胞が PAFを産生し、それがカルシウム

イオノフォア処理によって増大すること (13)、ヒト脳初代培養細胞を

アセチルコリンで刺激すると PAFを産生すること (14)、PAFが神経突

起先端部の成長円錐(Growthcone)の退縮(CoI I apse)を促すこと (15)

などの報告は、 PAFが脳神経系の構築に重要な役割を演じていること

を強く示唆している。また、海馬における長期増強(LTP)形成時に、後

シナプスから放出されて前シナプスの性質変化を促す、いわゆる逆行

性メッセンジャーが PAFであるとする報告(16)はPAFが記憶の形成な

ど脳の高次機能に必須である可能性も示唆している。その他にも、 PAF

(2) 
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が肝臓、腎臓、心臓、眼組織でも生理的機能に関与することを示唆す

る報告が多数なされており、 PAFは晴乳動物にとって極めて重要なメ

ディ工イターであることは疑いない。

PAFはリン脂質であるので、その合成と分解は一連の酵素群によって

行われている(図 1-2)0PAFの合成には大きく分けて denovo経路と

salvage経路の二つがあることが知られており、通常は salvage経路

によって合成されていると考えられることが多い(reviewedin Refs. 

17、18)0salvage経路とは、細胞膜に存在する 1かアルキル型リン脂

質の2位がホスホリパーゼA2によって加水分解されたあと、アセチル

トランスフエラーゼによってアセチル基が付加されて PAFを生じる経

路である。アセチルトランスフエラーゼは PAFの合成及び生理作用を

考える上で重要な酵素であるが、膜に強く結合している酵素であるう

えに、非常に失活しやすいなどの理由で研究はあまり進んでおらず、

生化学的にはごく予備的な報告が散見されるにすぎない(19-21)。一方、

PAFの分解については、 PAF特異的な一種のホスホリパーゼA2である、

PAFアセチルハイドロラーゼがそのすべてを担っている (図1-2)。ホ

スホリバーゼCやDのPAF分解における寄与は、今まで調べられた限

りでは、全て無視できる範囲であるとされている(17，18)0 PAFのア

セチル基を加水分解する酵素の存在は、 PAFの化学構造決定の2年後、

1981年に早くも報告され(22)、カルシウムイオン非依存性であること

から、既知のホスホリパーゼA2群酵素ではないことが示唆されていた。

その後この酵素はPAFアセチルハイドロラーゼと名付けられ(23)、血

中に存在する「細胞外タイプJと細胞質に存在する「細胞内タイプJ

が存在することが明らかとなった(24、25)。この両者は酵素学的性質

が大きく異なり、全く別個の酵素である。このうち、 「細胞外タイプ」

の酵素については、 Universityof Utahの Prescottらのグループに

よって精製が行われ(26、27)、その性質が詳細に調べられた(28-32)。

(3) 



この酵素はようやく昨年(1995年)になって遺伝子ク口一二ングが報

告された (33)。細胞外 PAFアセチルハイドロラーゼのリコンビナン卜

蛋白質は PAFが増悪化に深く関与すると考えられている Septi c shock 

などの病態に対する治療薬として期待されている (34)。これに対して、

「細胞内タイプ」の PAFアセチルハイドロラーゼに関しては、発見後

10年間ほとんど研究が進展することがなかった。その原因として、

1980年代には、 PAFは血中や細胞外液中でのみ作用すると考えられる

ことがほとんどだったので、細胞内の PAFアセチルハイドロラーゼに

注目する理由が希薄であったことや、細胞内タイプの PAFアセチルハ

イドロラーゼは失活が早いので精製が困難であったことが挙げられる。

しかし、多くの場合、 PAFは細胞外に放出されるよりも細胞内や細胞

膜上にとどまることが発見され(35-39)、PAFが当初考えられていた以

上に多種多様な生物作用をもつことが明らかになるにつれて、 PAF量

の調節機構をより詳しく知ることが重要になっており、 「細胞内タイ

プ」の PAFアセチルハイドロラーゼの実態及びその活性調節機構を把

握することが極めて重要になってきている。

このような点を踏まえ、私は本学修士課程において、日南乳動物細胞内

には複数の PAFアセチルハイドロラーゼアイソフオームが存在するこ

とを初めて見い出し、そのうち脳において最も主要な活性を担うアイ

ソフオーム Ibの完全精製に成功した (40)。これは「細胞内タイプ」の

PAFアセチルハイドロラーゼが精製された世界で最初の例である。精

製した PAFアセチルハイドロラーゼ Ibは、 SDS-PAGE上での分子量が

45kDa、30kDa、29kDaである三つのサブユニット (本論文ではそれぞれ

α、B、yサブ、ユニットと呼ふりからなるヘテロトリマ一構造をしてい

る(図 2-1)(40、41)。このうち、 αサブ‘ユニットだけを分離しても In

vitroでの酵素活性には影響がないことから、 αサブユニットは触媒

活性以外の機能を有していると考えた (42)。また、各サブ、ユニットの

(4) 



部分アミノ酸配列を決定した結果、これらのサブユニットはいずれも

新規の歪白質であることも明らかとなった。

本研究では、細胞内 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの生理的機能の解

明を目指し、まずその構造を明らかにするために各サブ、ユニットの

cDNAクローニングを行った (42-44)。さらに各サブ‘ユニットの発現実

験を行い、S及びyサブ、ユニットが酵素活性をもつことを見い出した。

また、各サブ、ユニットの生理的機能を探るツールとしてモノクローナ

ル抗体及びポリクローナル抗血清の樹立も行った。また、研究の過程

で、本酵素の触媒サブ、ユニットであるH及びyサブ、ユニットが、非常

にユニークな構造を持つセリンエステラーゼである可能性が示唆され

たので、活性セリン残基の同定も行った (43)。この実験はまた、将来

的に本酵素のドミナントネガティブを作製するためにも必要であると

考えた。また特筆すべきこととして、 αサブ‘ユニットは、ヒトの先天

性脳形態形成不全の一種である Mi11町一Dieker症候群(45-48)の原因

遺伝子産物(49-52)であることを見い出した(42)。このことは、 αサブ

ユニットが本酵素において何らかの重要な機能を持っていることを示

すとともに、 PAFが脳形態形成における情報伝達にも関与しているこ

とを強く示唆しており、その後、他グループの研究にも多くの影響を

与えている。また、本論文の最後に、予備的な知見とともに、 PAF及

びPAFアセチルハイドロラーゼがどのようにして神経細胞移動に関与

し得るかについて考察を加えた。
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CH2-0-(CH2)n-CH3 

O 

CH-0-C-CH3 

o CH3 

CH2-o-io-C2H4-thcH3 

む とH3

1-0-アルキル基

2-アセチル基

コリン

図 1-1 血小板活性化因子 (PAF)の化学構造 (上)と、
その模式図 (下)。 通常、 1-0-アルキル基のnは15かげである。
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第 2 章

PAFアセチルハイド口ラーゼ Ib各サブユニットの

cDNAク口一二ング

室工旦亙
私が修士課程においてウシ脳細胞質可溶性画分から精製に成功した

PAFアセチルハイド口ラーゼ Ibは、SDS-PAGE上での分子量が45kDa(α 

サブユニット)、30kDa(sサブ‘ユニット)、29kDa(yサブ、ユニット)であ

る三つのサブ、ユニット一つずつからなるヘテロトリマ一構造をしてい

る(図2-1 ) (40)。いまだかつてサブ、ユニット構造をもっホスホリバ

ーゼ群酵素は他に知られておらず、この点だけとっても本酵素は非常

にユニークである。また、このように複雑な構造をもつことから本酵

素は生体内で何らかの活性調節を受けている可能性が高いと考えられ

る。私は既に修士課程において、 αサブ、ユニットを他の二つのサブ、ユ

ニットから分離しても in v i troでの酵素活性には影響がないことから、

αサブユニットは直接の触媒活性以外の機能をもつであろうこと (41、

42)、及び触媒活性はS及び yサブユニット (若しくはそのどちらか)

が担っていること (40、53)を見出してきた。しかし今後本酵素の構造

や活性調節機構、さらには生理的機能を解明していくためにも、各サ

ブ、ユニットの一次構造を知ることが不可欠である。そこで私は、精製

酵素をもとに部分アミノ酸配列を決定し、各サブユニットの cDNAク口

一二ングを行った。本章ではその結果について記すとともに、得られ

た一次構造について考察を加えた。

(8) 
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第2節 各サブユニットの部分アミノ酸配列の決定

第2節-1 材料

PAFアセチルハイドロラーゼ Ibは4匹分のウシ脳(約1，200g)から精製

した(方法後述)。 ウシ脳は精製開始当日に屠殺されたものを東京芝浦

臓器より購入し、氷中で輸送した。ブチルトヨパールは東ソーより、

DEAEセフアロースはファルマシアより、ハイドロキシアパタイト、硫

酸化セルロファインは生化学工業より購入した。エンドプロテイナー

ゼLys-Cはベーリンガーマンハイムより購入した。VydacのHPLC用カ

ラムはセンシュー化学より購入した。その他の試薬類は和光純薬の特

級レベルのものを使用した。

第2節-2 方法

(A) PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの精製(40、42、53)

操作はすべて氷上もしくは 40Cで行った。ウシ脳から間脳、小脳、ク

モ膜血管、及びゴミ等をピンセットを用いて除き、 SETバッフアー

(10mM Tr i s-HC I (pH7.4)、1mMEDTA、250mMsucrose)中で洗浄した後、

重さにして 2倍量の同バッフアーを加え、 Wari ng b I enderを用いてホ

モジナイズ(2分x5回)した。続いて 10，OOOgで15分し上清を回収し、

さらに 100，OOOgで1時間遠心することにより、可溶性画分を得た。こ

れを出発材料とし、硫酸アンモニウム沈殿(45-60%pptを回収)、ブチ

ルトヨパール、 DEAEセフアロース、ハイドロキシアパタイト各カラム

クロマトグラフィによってPAFアセチルハイドロラーゼ Ib組精製画分

を得た(40、53)。これを硫酸化セルロファインカラムクロマトグラフ

ィによって分画すると、 αサブユニットだけがカラムに吸着し、 β及

びyサブユニットはヘテロダイマーを形成したままカラムを素通りす

る(42、53)。αサブ、ユニットは NaCIによって溶出され、ほぽ純粋なα

(9) 
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サブユニット画分となる (図2-1、 1ane 3)。一方、素通りしたs/

Yサブユニットヘテロダイマ一画分は、透析後もう一度ハイドロキシ

アパタイトカラムによって分画することにより、完全に精製した(図2

-1、 1ane 2) (53)。

(B)各サブユニット蛋白の還元アルキル化及び HPLCによる精製

(A)で得た精製αサブユニット (約 200同、1.5m 1)に、最終濃度 1Omg/m 1 

のDTTを加え3rcで2時間インキュベーションすることにより還元し、
さらに最終濃度 0.6%の4-vinylpyridineを加え室温で2時間反応さ

せピリジルエチル化した。この反応液を HPLCシステム(カラムはVydac

304-1251 (C4)、4.6mm x 250mm)によって分画した(図2-2、A)。

HPLCの運転設定は以下のとおりである。

Buffer A: O. 1見TFA-H20、BufferB : O. 1弘TFA-acetonitrile 

流速:1.0 m 1 /mi n 

溶出:日 acetoni tr i 1 eで 10分wash後、 5→500/0 acetonitri le 

の直線濃度勾配(1%/分で上昇)

検出:214 nm 

s/rサブユニットヘテロダイマー画分(200凶、 3m1)についても、全

く同棟に行い、8サブユニットと yサブユニットを分離した(図2-2、

B)。

(C)エンドプロテイナーゼ Lys-Cによる限定分解

HPLCで精製した各サブユニット画分それぞれを Lys-CD i gest i on 

buffer (25mM T r i s-HC 1 (pH8. 5)、 100mMUrea、5弘acetoni tr i 1 e)に対し

て透析した。回収後、 5μEのエンドプロテイナーゼLys-Cを加え、3rc
で 18時間反応させた。反応液を HPLCによって分離し、 214nmの吸光

度をモニターしつつ、ピーク画分をそれぞれ分取した(図2-3、4、

5) 0 HPLCの条件は、カラムを Vydac318-1251 (C18)に変更した以外は、

(B)の場合と同じである。

(10) 
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(D)アミノ酸配列の決定

(C)で分取したピーク画分のうち、単独ピークと考えられるものについ

て、 ABI社のモデル 477A自動ペプチドシークエンサーを用いてアミノ

酸配列を求めた。N末端アミノ酸配列については、 (B)で精製した各サ

ブユニットの一部をそのままペプチドシークエンサーにかけることで

求めた。

第2節-3 結果と考察

図2-3、4、5に各サブユニットをエンドプロテイナーゼ Lys-Cに

より分解した後、 HPLCによって分離した結果と、それぞれのピークか

らより得られた部分アミノ酸配列を示した。N末端のアミノ酸配列に

ついてはαサブユニットについてのみ得られ(図2-3)、S及びyサ

ブユニットについては得られなかった。これら二つのサブユニットの

N末端は何等かの修飾を受けていると思われる。本実験には、かなり

豊富な量の精製蛋白を用いたので、正確で長くアミノ酸配列を読むこ

とが可能であった。この配列をもとに、以下の cDNAクローニングを行

った。

第 3節 各サブユニットの cDNAク口ーニング

第3節-1 材料

cDNAライブラリー構築のために用いたベクターpRc/CMV及び pCRl1は

Invitrogen社より、ホスト大腸菌(コンビテントセル)E I ectro Max 

DH10B及びDH5α はBDL社より購入した。 PCRのプライマーに用いたオ

リゴヌクレオチドはサントリ一生物医学研究所において合成していた

だいた。cDNA合成キット SuperscriptPreampl ification Systemは

BRL社より購入した。その他分子生物学関連実験試薬類は、タカラ社

)
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(
 



及びファルマシア社製のものを用いた。

第3節-2 方法

(A)cDNAライブラリーの構築

図2-6に構築の概要を図示した。死後間もないウシより大脳を取り

出し、 AGPC法(54)によって全 RNAを抽出した。ここから 01i gotex-

dT30 (Super) (日本ロシュ)によって mRNA(po I yA+ RNA)を精製し、これ

とGIBCO社の cDNA合成キット (NotIプライマーアダプターを用いる)

によって cDNAを合成した。BstXIアダプター付加後、 Notl消化を行い、

Quick Spin Column Linker 5(BMY社)を用いてアダプター断片を除い

た。ここまでで、 40ng/μ|の cDNAが 50μ|得られた。この cDNA溶液

3μ|と、 BstXI/Notl消化後精製したベクタ-pRC/CMV(29ng/μ1)1μI :を

混合し、タカラ社のライゲーションキットによってライゲーションを

行った。これを用いて ElectroMax DH10Bコンビテントセルをトラン

スフオーメーションし、 206，000クローンの組み換え体を得た。

(B)cDNAライブラリーのスクリーニング

各サブユニットの cDNAクロ一二ングのために、 MOPAC(mixed

01 i gonuc I eot i de pr i med amp I i f i cat i on c I on i ng) (55)及び PCRを利用

したスク 1)ーニング(56、57)を行った。第2節で得られたアミノ酸配

列をもとにいくつかの mixprimerを合成し、 (A)で得られた cDNAを鋳

型として PCR(94
0

Cで 1分、 58
0

Cで2分、 720Cで2分、 35サイクル)を

行った。各サブユニットについて、用いたプライマーは図2-7 (αサ

ブユニット)、図2-8 (sサブユニット)、図 2-9 (rサブユニット)

に示した。増幅産物が得られた場合、その DNA配夢IJを求め、各サブユ

ニットに相当する cDNA由来であることを確認した。次に、この増幅産

物内部にある配列をもとに新たにプライマー(Specificprimers、各サ

ブユニットについて図2-7、8、9に記載)を合成し、 cDNAライブ

(12) 
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ラリーのスクリーニングに用いた。スクリーニングは以下のように行

った。まず(A)で作製した cDNAライブラリーを 96穴プレートに 50ク

ローン/we11となるようにまきこみ、一夜静置培養を行った。横 12列

を1プールとして菌液を回収し、このうち O.5μ|を鋳型として

Specific primersを用いて PCR(条件は上と同じ)を行い、増幅産物が

確認できるプールの各we"についてさらに PCRを行い、ポジティブク

ローンを含む we"を同定した。この we11 1こ含まれるクローンを LB

寒天培地にプレーテイングし、各々のコロニーについて PCR(条件は上

と閉じ)を行い、クローン化した。クローン化したコロニーについて大

量培養を行いプラスミドを精製し、 ABI社の自動シークエンサ-370A

を用いて挿入 DNA断片の配列を決定した。

第3節-3 結果と考察

(A)αサブユニットについて

得られた cDNA配列とそれから推定される一次構造を図 2-1 0に示

した。本 cDNAの配列決定を終えた時点では、本サブユニットは新規の

蛋白質と考えられたが、その後ヒトにおける先天性脳形態形成不全症

候群の一種である、MiIler-Dieker症候群の原因遺伝子(LIS1)(49-51) 

にコードされる蛋白質であることが明らかとなった (42)。このことに

関しては6章で詳しく述べるので、ここでは省略する。

αサブユニット cDNAは全長が約 5.8kbpと非常に長く、特に 3'非翻訳

領域が約 3.7kbpもあることが特徴であると考えられる。また、 7章で

詳しく述べるが、我々以外のグループによってヒト (51)及びマウス

(58)からも本遺伝子のホモログがク口一二ングされており、種を越え

て非常によく保存されていることが示されている。αサブユニット

cDNAの3・非翻訳領域には、ポリ A付加シグナルと考えられる AATAAA

が8ヶ所存在する。本教室渡遺(J11本)らによって、 αサブユニットの

(13) 



mRNAには数種類の長さのものが存在する可能性が見い出されている

が、複数のポリ A付加シグナルが存在することと関係しているかもし

れない。

cDNAから推定されるαサブユニットの一次構造は410残基からなる。

計算上の分子量は46667(開始メチオニンを含む)であり、 SDS-PAGE上

での分子量とよく一致していた。ただし、精製αサブユニットの N末

端アミノ酸配列(図2-3)と照らしあわせると、開始メチオニンはプ

ロセスされていると考えられる。また、この推定一次犠造は精製蛋白

から得られた部分アミノ酸配列を全て含んでいた。

αサブ‘ユニットの一次構造中には、非常に特徴的な構造として WD-40

リピート (59、60)と呼ばれる正確に 42残基ずつのくり返し構造が7回

見い出された(図2-1 1 )。 この構造ははじめ三量体 G蛋白質のSサ

ブ、ユニッ トにおいて見い出された構造(61)であることから、 3トラン

スデ、ユーシンリピートとも呼ばれ(62)、今までおよそ 30種類の蛋白

質に見つかっている (60)。ただし本蛋白のように正確に 42残基ずつ繰

り返しているものはほとんどない。WD-40リピート自体の機能はわか

っていないが、この構造を持つ蛋白質のほとんどが複数の蛋白質から

なる複合体の一部として機能すること、及びそれらの蛋白質の生理的

機能に共通性が見い出せないことなどから、蛋白質問相互作用のため

に必要な構造(“足場")であると一般に考えられている (60)0 SH-2ド

メインがリン酸化チロシンを認識する(63)ように、 WD-40リピートも

何か特定の構造を認識すると考える説もあり、 TPRモチーフ (64)や

PH(Pleckstrin homology)ドメイン(65-67)がその候補に挙がっている

(68、69)。我々 も、 αサブ、ユニットと PHドメインをもっ蛋白質が結合

し得るか否かを invitroで検討した結果、いくつかの PHドメイン蛋

白と相互作用を行う可能性を見い出した(70)が、これについては6章

で詳しく論じる。いずれにしても、 αサブ、ユニットにおける WD-40リ

(14) 



ビートの機能については正確なことは不明である。一方、 αサブユニ

ットの一次構造のうち、 WD-40リピートに含まれない N末端約 100残

基は既知の蛋白質と有意な相同性をもたない。この部分には、比較的

等間隔に塩基性アミノ酸が連続して存在することを見い出した (図2

-11)が、このことがαサブ、ユニットのへパリン結合性(42、53)と関

係あるのではないかと考えている。

(B)β及びyサブユニットについて

図2-1 2、13にB及びyサブユニットそれぞれのcDNA配列とそれ

から推定される一次構造を示した。非常に意外なことに、 βサブユニ

ットは229残基(計算される分子量が25，568)、yサフ、ユニットは 232

残基(計算される分子量が25，865)と、 SDS-PAGE上での分子量(それぞ

れ約 30kDa，29kDa)と大きく異なるばかりか、 SDS-PAGE上での分子量

が大きいβサブユニットのほうが、計算される分子量は小さいという

結果になった。このことから一連の実験の過程で両者を取り違えた可

能性や、ウシ脳から精製したS及びγサブユニットは何らかの修飾を

受けていた可能性が考えられたが、発現実験(3章)及び抗体を用いた

解析(5章)からそのどちらもあり得ないことが既に判明している。こ

のようにそれぞれの蛋白質がもっ性質によって、計算される分子量と

電気泳動上での分子量が異なることは稀にあることである。β及びy

サブユニット両者の一次構造について、全体としては既知の蛋白質と

有意な相向性は見い出せなかったが、両サブユニット間で 63.2%の棺

向性、 82.9%のsimilarityが見い出された(図2-14)。このことは、

この両サブユニットの機能は基本的に共通性であるが何らかの役割分

担をしていることを示していると考えるのが自然であろう。しかし、

私は修士課程において、本酵素の阻害剤 DFPを用いたラベリング実験

から、 yサブユニットは実際の酵素活性を担うサブユニットであるが

3サブユニットは恐らく触媒活性には関係ないと考えた(40、53)ので、

(15) 



この結果は予想外であった。そこでこれらのサブ、ユニットの発現によ

ってそれぞれの機能解析を行った結果を3章に記述した。また、本酵

素はDFPによって非常に強く阻害されることからセリン残基を活性中

心にもつ酵素であると考えられたが、一般にセリン酵素に見い出され

るコンセンサス配列(GI y一Xaa-活性 Ser-Xaa-GI y) (72、73)が8サフ、ユ

ニットにも γサブ‘ユニットに存在しなかった。そこで、活性セリン残

基の同定とそれに関する考察を4章で行った。

(16) 
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図2-1 各精製蛋白質のSDS-PAGEパターンn

12%アクリルアミドゲルを用い、銀染色を行つん

Lane 1:ウシ脳可溶性画分より精製 したPAFアセチルハイドロラーゼIb
Lane 2精製した日/yサブユニ ット
Lane 3:精製したαサブユニ ット
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図2-2 精製蛋白質を還元アルキル化後HPLCによって分離したもの
A:αサフユニット。
B:日Iyサブユニット。
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精製αサブユニットのN末端アミノ酸配列
VLSQRQRDELNRA工ADYLRSNGYEEAY

図2-3 αサブユニットをエンドプ口テイナーゼLys-Cで分解した後の
HPLC溶出パターンと得られたアミノ酸配列。

(19) 



ー----

LANVQLLDT*GGFVHS Jめな | …… 
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図 2-:-_ ，4 sサブユニットをエンドプロテイナーゼLys-Cで分解した後の
HPLC溶出パターンと得られたアミノ酸配7Uo
汁ま自動シークエンサーにおいて同定できなかったアミノ酸残基を示す。
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図 2-5 y-ttブユニ ットをエンドプロテイナーゼLys-Cで‘分解した後の
HPLC溶出パターンと得られたアミノ酸配9"Uo
勺ま自動シークエンサーにおいて同定できなかったアミノ酸残基を示す。
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ACA担

ACA畠

ウシ脳ポリA+RNA

¥ 

AAAAAAAA 

+ 逆転写酵素による川 合成

AAAAAAAA 

+ セカンドストランドの合成

AAAAAλλACCCGCCGGCG 

+卜h肘酬t以仰×
のイ寸力加日 d 畠4t 

堅塁塁週 CACA

すNotl消イヒ
「~ゑ期

H11 121-メーシン
図 2-6 cDNAライブラ リー合成のストラテジー
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1st PCR 

3・primer TG RTT NGG NCK NAC CAT 
(Met Va工 ArgPro Asp Gln) 

665 bpの増幅産物を得た

Specific 
pnmers 

5' primer AAG AGA CCC AAA AGA AT 

3・primer GCA CTT CCA CAT TTT TA 

PCRを利用してスクリ一二ンク

3個のポジティブクローンをf尋た

図2-7 αサフユニットのcDNAスクリーニングの実際
DNA配列中の略号は以下の通り
N=A.C，G，T. R=A，G Y=C，T K=A.C 
15t primerの下部のカッコ内に基本にしたアミノ酸配列
(図 2-3参照)を示した。

(23) 



1st PCR 

Specific 
pnmers 

5' primer 

3' primer 

AAR GAR CCN GAY GTN YT 
(Lys Glu Pro Asp Va工 Leu)

NAR NGG RTT NGG YTT KT 

(Glu Lys Pro Asn Pro Leu) 

336bpの増幅産物を得た

5' primer CCT GTT CGT GGG GGA CTC 

3' primer CCC AGA CAA CGA TGA CCT 

PCRを利用してスクリーニング

1個のポジティブクローンを得た

図 2-8 sサブユニットのcDNAスクリー二ングの実際
DNA配列中の暗号は以下の通り
N=A，C，G，T R=A，G Y=C，T K=A，C 
1 st primer の下部のカッコ内に基本にしたアミノ酸配列
(図2-4参照)を示した。
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1st PCR 

Specific 
pnmers 

5' primer CAY CAR TGY GAR ATH TG 
(His Gln Cys Glu 工工eTrp) 

3' primer GG YTG NCK YTC RTT NAC 

(Val Asn G工uArg G工nA工a)

230 bpの増幅産物を得た

5' primer ATG TGC TGT GGC GTC TGG 

3' primer AGT GTG CCC GTG GTT GTT 

PCRを利用してスクリーニング

2個のポジティブクローンを得た

図2-9 'yサブユニットのcDNAスクリーニングの実際
DNA配列中の暗号は以下の通り
N=A，C，G，T R=A，G Y=C，T K=A，C H=A，C，T 
1 st primer の下部のカッコ内に基本にしたアミノ酸配列
(図 2-5参照)を示した。
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1 GCGGCCGCGACGGCCGTTGAGTGAGAGACACGGGAGGAGGGGGGGACAGGCCGGGTAGGG 

61 CGCTGCCCTCGCTCCCCTCCTCCCTGGCCCGGGTTCTGGGGGTGCCAGGGCCGCCGCGGC 
121 TCCACCCGCGGCCTTCCCCGGGAAGGGATCGCCTTCCTCCCTTGGTGACTTAGCAAGAAλ 

工81 AGTATTCTTGGGTAGGAAGGGCGTGGGGAGCAGGTCGCTCTCAGATCTTGGGGAGAGGGT 
241 TCGGCTCTCCTCTCCCTGTCCGCGGGAGAGAAGCTCCGCAGTCCCCACCCCGCCCCGCGG 

301 CTGGCGCTCAGGGACCGGGCTCAAGCCTCCTCGGCACTGTCCACCGGCCTGCAGGCGTTC 

361 TGTCCCCCACCTGTCCTTAGGATGGAGTTGACCTGAGAAGGATGGTCCAGCCTTTCCCTG 
421 GCCCCCCTATGCGGTGGTTCAGCCCCTGCACCCACTGAGGAGGAGCGGCCTGACCCCACC 

481 GAACCATCCGCAGCATCCACCCACCAAATCCGGCAGGATTTTCTTTTCTGCCGTCGGCTC 

541 CTTCAACGGGAGCTGCCTTTTGλCGTTGTAACACTGAGCTTCGAGGCCCTCAGCCATTCT 

601 CCTTCGAATCTCCCCACTCGTATAGGAλACGCAGTGCCTGCCTTAACCT亡CCAGGTGGAA

661 TGAACCTTACTTGTTGAATATCTCCTGGTTACACGTTGGATTCACTTGTGAAAGAATCAT 

721 TTTCCCCTGCGTGAAAGCCACTTAGTGGCTTATTAATTATAAATCCAGGGGTTGCAAAGC 
781 TTTTTGATTTTCCAGAGGAGGGACATAACCACTATATCGAATAAGCTTGATATTACAGCC 

841 AAAATGGTGCTGTCCCAGAGACAACGAGATGAACTAAATCGAGCTATAGCAGATTATCTT 

M V L S Q R Q R D E L N R A I A D Y L 19 
901 CGTTCAAATGGCTACGAAGCCGCATATTCAGTTTTTAAAAAGGAAGCTGAATTAGATATG 

R S N G Y E A A Y S V F K K E A E L D M 39 

961 AATGAAGAATTAGATAAGAAATATGCTGGTCTTTTGGAAAAAAAATGGACATCTGTTATT 

N E E L D K K Y A G L L E K K W T S V I 59 

1021 AGATTACAAAAGAAGGTTATGGAATTAGAATCAAAGTTAAATGAAGCAAAAGAAGAATTT 

R L Q K K V M E L E S K L N E A K E E F 79 

1081 ACGTCGGGTGGACCTCTTGGTCAGAAAAGAGACCCAAAAGAATGGATTCCCCGTCCACCA 

T S G G P L G Q K R D P K E W I P R P P 99 

1141 GAAAAATATGCATTGAGTGGTCATAGGAGTCCAGTCACTCGAGTCATTTTCCATCCTGTG 

E K Y A L S G H R S P V T R V 工 F H P V 119 
1201 TTCAGTGTTATGGTCTCTGCTTCAGAGGATGCTACAATTAAGGTGTGGGATTATGAGACT 
F S V M V S A S E D A T I K V W D Y E T 139 

1261 GGAGATTTTGAACGAACTCTTAAGGGGCATACAGACTCTGTAGAGGATATTTCATTCGAC 

G D F E R T L K G H T D S V E D I S F D 159 
1321 CACAGTGGCAAGCTTCTGGCTTCATGTTCTGCAGATATGACCATTAAGCTATGGGATTTT 

H S G K L L A S C S A D M T I K L W D F 179 
1381 CAGGGCTTTGAATGCATCAGAACCATGCATGGCCATGACCACAATGTTTCTTCAGTAGCC 

Q G F E C I R T M H G H D H N V S S V A 199 
1441 且TCATGCCCAATGGAGATCATATAGTGTCTGCCTCAAGGGATAAAACTATAAAAATGTGG
I M P N G D H 工 V S A S R D K T I K M W 219 

1501 GAAGTGCAAACTGGCTACTGTGTGAAGACATTCACAGGACACAGAGAATGGGTACGTATG 

E V Q T G Y C V K T F T G H R E W V R M 239 

1561 GTGCGGCCAAATCAAGACGGCACTCTGATAGCCAGCTGTTCCAATGACCAGACTGTGCGT 

V R P N Q D G T L 工 A S C S N D Q T V R 259 
1621 GTATGGGTCGTAGCAACAAAGGAATGCAAGGCTGAGCTTCGAGAACATGAGCATGTGGTA 

V W V V A T K E C K A E L R E H E H V V 279 

1681 GAATGCATTTCCTGGGCTCCTGAAAGCTCATATTCTTCCATCTCTGAAGCAACAGGATCT 

E C 工 S W A P E S S Y S S 工 S E A T G S 299 
1741 GAGACTAAAAAAAGTGGCAAACCTGGGCCATTCTTACTGTCCGGATCCAGGGACAAGACT 

E T K K S G K P G P F L L S G S R D K T 319 

1801 ATCAAGATGTGGGATGTCAGTACTGGCATGTGCCTTATGACCCTGGTGGGTCATGATAAC 
I K M W D V S T G M C L M T L V G H D N 339 

1861 TGGGTACGTGGAGTTCTGTTCCATTCTGGGGGGAAGTTTATTTTGAGTTGCGCTGATGAC 
W V R G V L F H S G G K F I L S C A D D 359 

1921 AAGACCCTGCGCGTGTGGGATTACAAGAACAAGCGATGCATGAAGACCCTCAATGCGCAT 

K T L R V W D Y K N K R C M K T L N A H 379 

1981 GAACACTTTGTTACCTCCTTGGATTTCCATAAGACGGCCCCATATGTGGTTACTGGCAGT 
E H F V T S L D F H K T A P Y V V T G S 399 

2041 GTAGATCAAACAGTAAAGGTGTGGGAGTGTCGTTGATTGAGTCTCATTTGGCCCCTCCTC 

V D Q T V K V W E C R * 410 

図 2-1 0 (前半) ウシαサブユニットcDNA(5'非翻訳領域およびコーデイ
ング領域)の塩基配列と、それから推定されるアミノ酸配9"Uo
核酸の塩基数を左に、N末端からのアミノ酸残基数を右に記した。
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2101 CCTTTTTTCCTCTGGATGCACTCTGATGλTACCATGGTTACCCCATCGAGCTCTGTTTÆ~ 
2161 主主主主主TATTGTCCTTTCATGTAλATTATTCTGGATGTAGATTGAGCTTATT.~TGTTAC
2221 ACACAAAGTATTCATGCATGGTGAATCCAAATTGTATACTGTAλATTTACATACGTTGTC 

2281 TAGAAGTACCATAGGGTTTAAAAACCTGGGCTGGCATTGGTCACACCAGGCCTAAGAAGG 
2341 CAGAAGTTG~TTGAACTAGGGCACTAAACTGAATAGTTGACAGTGTCATTTTATG 
2401 TTGGATTATTGATTCCTGTTTTTCTTTCTGCTGTCTGTTGGTGCCTGACTTGATGGCCTC 

2461 ATTTGGGGGAAAGTGGTGGTTATTAGGGCTTTTTCTGAAATGTGTATCTATGTAACATCA 
2521 CTTAAGTGTGCTT~TCTTCTTTAAGGATGTTAGATAATAAGGCTACAATTCAAAA 
2581 TCTTCTGAACCATCTATGTAATTAATGGGGATTACATATTGGAATTTTTGTCATGACACA 

2641 TTTGCCAAATCAATGGGATACATTTGTTTTGGCAGCCTATCAAGCAAAGGCTAGTGGTAT 
2701 CTTTATGTAAGAAAATGACTGTAAATCTGAAATAAGAAAAATCTCAGCλACTAATAACAA 
2761 ATCATTTATTTCATTTGGGTCTTACTGCTTTGTÆAACAGGTT~CACTGTAATACT 
2821 CTAAGCTTCTCTTTTCCACACTAGACACACTTCTAGTTGTATTCTCCATACTATTAGACT 
2自81 GTATAGTGATGTGATTCCCAAGTAGATTTTAATCTTCCCATTGAGTGTGTCATGGTAC~~ 
2941 ATCACTATTTGTTTTTGATGTTTTTTAGGGATGTGCAATGTGCATAACATAATGACAAAG 

300ユAAATTTTGAAAAGGTTATGTTTGCCCATTTTAAGGGAGTGGGAGAλATAACAGCAGTTTG
3061 TTCTTCAACATGAATCTGATATCGATTTGAACTGTGTTTTACAAGTTTATT~GAC 
3121 AGGGTTTAATGGAGCGTGCATAAAAATGTACTGTGTTTTCACCTTTTGTTTATATATAAA 

3181 TGTTTATGAGTATACAGGCCTATCTATAAGTGGATAAGTCTGTATATGTATATATATCAC 
3241 ACACACATACAACCTCCATGTCCTTGGGTCCTGGGTTTTTGAAGAAGTGCTAAGACATAA 

3301 ATAG主主主主主主TCTTGCTGTGGAAATACCATGCTTTAGAACAAATCCTTTTTGATCCTAAC
3361 GCTTCTGAAAACTAGGTCTGACTCTGGGAATTTTTCCCAGCTACAGAAAATCACTTCCGT 
3421 TATCACCCCCACCCCCAATTTGGCTGTTGAGCATTTTACACATCCCTGATATGTTGTATA 
3481 TTGTGATCCλλAGTTACTACAAGTAGGTTTAAGAGAATTTTTATCTGTGACTTTGGAAAC 

3541 AATATTCCATTGCAAATTAATAAATAATCCCACTGCTTAGCTAACCAACATTTTTTTTTT 
3601 AAGAAGGTCTTTTGAAAAATTAATAGAACAATGAAATAACAAAGTTTAACAAAGAAATTT 
3661 ATCTTGGATTGCATTTATCCATTTGTGTAATACATGATTTTTTTTTATATTCTTTTTAGT 

3721 ATTCAGTGGAAATTTTGTTCCTGAAAAAGACAAAGGGTTAGAGTTAATGTGCTGTAGATA 
3781 CACACACAGAGAATAGGCCATATATTTACTAGAAGCAGCTTTATGTCTAGCTTGTGTCTT 

3841 TTTGTTTGTTGGCTTGTTTGTTTTTAATAATTCCTGAGAGATGTCTCTGGAAGGAAAAGT 

3901 GTTTTGAAAACTAATGACTATTTTTGAGGACAAAAATGACAACTTAAGCTAATTTCTT~~ 
3961 ATACAGTAGGATAACTTTCAGGACAATATTGCCTCACAACCCTGCTCACATTGAGAAGTC 

4021 TTTTTTTCGTTTCCCCTTAGCTGTTCTGACTGGATTTTTCTACAGAAGCTATGGAAGATT 
4081 ATCTTTGTTCTCGTTTGCTGCTATTTCCTGTCCTACTTTAAGAAATATAAATACATAGAA 

4141 ATGGTGCATCTTTAACATTTGTTTGTACATGTATAAATGTCTTGTATTTTAATTCGTTTT 

4201 TAGCATGTAGCAACACGAATTGTTCAAGGGTAAGCCACAACATCTAAAAATCACTCCTAG 

4261 ATACGAAC主主主主主主GGAAAAAAAATGGTACCGATTTAGGAGGAAACAAAGCCGCTGTCGC
4321 TGGGTTTTCTGTGCAGCCTGCAGTGACTTCCGACACACGAGGAGAAGCTGTCACTGTAAA 

4381 CCAAGTCATCCTTGTTGGGAGAGCGCCλCAGCCTGCTGCTTAGTTGAGTTACCAGACATC 

4441 CTCCACTTCCGAAGCAGCGAACGTCGAATCTCAGGGATGGTCCTCAACTGGATCCAAGTG 
4501 TAACGAGCCCTGTTTGAATAATGAGGGAGGGGGAGAGTGATCCATCCACAATCCGGAAGC 
4561 AGATTTGCAGAGGTTTCCTGCACTGTTGTTTGACACTGCCCTGTTGATGCCCTTTCTTCC 
4621 TGTTTCCTGTGTTTTCTCTGTCTGCTGTCTAACCCTGTGCCTTGCCTGGGATAAGTACAA 
4681 TGATGAGGTTACTGGTTTGGATTGTAAGTAGAGGAATTTATTAATTGGTTTAGAGGTTCA 

4741 CTGCTGCTTTGTCACTTTCTCAATCAAATTGGCCGCTTATTTAAGAιd.I主主主主AGCTGGT
4801 AGAACTGCATCCTCCAATGATGATTGACCTTTTGTGTGTGTGAAAAACAGACATTCCAGT 

4861 GCCACCCTGACATAACGTGCCCAAGACGTGCTGGCCGCACCCCTGACCGTGCGAGCCACA 

4921 GAAGCTGGTTTTAGACATGGCTTGGGGAATAGTTGCTTTTTGACATGGCATCTTGCACTT 

4981 TAGTAGGAGACTGAGACTGTCCTGTTTTGTCCATTGTGGTGTGACCTGTTGTGTGCCCAG 
5041 AGCACTGCCGTAGAACTCACTAGTGTTAGCACGTCGTCCGGGCGGTGGGCGCTCTCTGTA 

5101 GTCTCCGGAAGCTTCAGCTCTAGGTCACCAAGCCCAGTCTCCTTACTGTCAGTGCCCTGC 

5161 TCTCCTGTTTGCCTCTTTCTGTTTCTATGTGAACTTCCAGATAATATCACTCGTTAAATA 
5221 GTTTTTTTTTTTAATTTATTTAAAGAAAAACTλTTTAGAAGAATATTTCGTTTTGTTGAC 

5281 AGTGGTGGCTTGATAATCCTTAAGCAACTGAAAAT主主主ATTGTCGAAGGAAACGGCACTG
5341 AAAAGATAGTTTATTCTCTGTCCAGCTGTATATAAGTCCAGTGTGTTAACTAATCTAGAT 
5401 GATGCAAAGAAGAATCACCTGGTAAGAGAAGCAACATGTACAAAATCGGTGAAAAAGGTT 

5461 TCAGTTTTTTCCAGTGGGGTGGGGGGAGGGCAAGCTGGATTTACAAGTCACTACTGGACT 

5521 GAACTGGCCTTTTAATCTTTCCACTCTATCATGTAAGTAGCTGCTTTCTTGTCCTGCCTA 
5581 TCCTCCAGGCGTCCCTAAAGCTCACTCTGAAGATGGTAGAAACAAACACACAATCTTCGA 

5641 GTTTAGAAGTTGATCCTGACACTGACATGAAGGCGAACGTTGATTTCATGCGAACGAACA 
5701 GTTACAGAGGTGGTGATTGGAGAAAACCGTTCCCCAGATTGTAAGAGTTAACTGAAGATA 
5761 TTGACACAATT 

図 2-1 0 (後半) ウシαサブユニ ットcDNA(3・非翻訳領域)の塩基配列。
核酸の塩基数を左に記した。下線部はポリアテニレーションシグナル
(ATITA)を表す。
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69 窓SKLNEI' K叫賀FTSGGPLGQKRDPK憲:主l'R~P F;Kγ

104 LSGHRSPVTRVIFHPVFSVMVSASEDATIKVWDYETGDFERT 

146 LKGHTDSVQDISFDHSGKLLASCSADMTIKLWDFQGFECIRT 

188 MHGHDHNVSSVAIMPNGDHIVSCSNDQTVRMWEVQTSYCVRT 

230 FTGHREWVRMVRPNQDGTLIASCSNDQTVRVWVVATKECKAE 

272 LR毘HE摂1汽fぎC主s-v.rAP宥SSYS

292 SISEATGSETKKSGKPGPFLLSGSRDKTIKMWDVSTGMCLMT 

334 LVGHDNWVRGVLFHSGGKFILSCADDKTLRVWDYKNKRCMRT 

376 LNAHEヨFVTSLDFHKTGPYVVTGSVDQTVKVWECR*
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図2-1 1 αサブユニットに存在するWD・40リピート構造およびN末端側に存

在する塩基性アミノ酸残基(緑)oWι40リピート中で‘特に保存'性の高い残基を

赤、他の残基を青で示した。左の数字はN末端からの残基数を示す。
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1 CTGGAAAGCATCTCCACGCTGCGGTGATATGAACGCAGGATTGAGGGATGCAGCGGAAAG 

61 AAAGATAGAGGCCCAAGTCGCGCAGACTACATGCAAAACAAGGGCAGGGCAGAGAATAAA 

ユ21 GCAGAGAACTCGGAAGCGCCCCGCAGGACACCTGGGGGCTAGTACCAAGCGCCCGCAGAA 
181 AGGGAGAGCAAGCAGAAGCAAGCAAAGGCCGGGCAGGATAGGGCGGGACTTCCGGAATCC 

241 ATTTGCCTGAGTGGCAGGGGAACCGGAAGTGGGGGCGCTGCAGCGGGTGCTGGGGCCGGA 

30ユGGAGGGACGCGCCGGAGCGGGGCCGCCGGGACTGAGCGAGCGACAGACGCGCCACCCGCC
361 GACGCCGCAGCCGCT包GGGGCCCGCACGGACCCTGTGCCTGAGTGTAGAATGAGCCAAGG

M S Q G 

421 AGACTCAAACCCAGCAGCCATTCCACATGCAGCAGAAGATATTCAAGGAGACGACAGATG 

DSNPAA 工 P H A A E D 1 Q G D D R W 24 
481 GATGTCTCAGCACAACAGATTTGTCCTGGACTGCAAAGACAAAGAGCCGGATGTCCTGTT 

M S Q H N R F V L D C K D K E P D V L F 44 

541 CGTGGGGGACTCCATGGTACAGTTGATGCAGCAGTATGAGATATGGCGAGAGCTTTTTTC 

V G D S M V Q L M Q Q Y E 工 W R E L F S 64 

601 TCCACTTCATGCACTGAATTTTGGAATTGGGGGAGATACAACAAGACATGTTTTATGGAG 

P L H A L N F G 工 G G D T T R H V L W R 84 

661 ACTAAAGAATGGAGAACTGGAGAATATTAAACCTAAGGTCATCGTTGTCTGGGTAGGAAC 

L K N G E L E N 1 K P K V 1 V V W V G T 104 

721 AAACAACCATGAAAATACAGCAGAGGAAGTAGCAGGTGGAATCGAGGCCATCGTACAGCT 

N N H E N T A E E V A G G 1 E A 1 V Q L 124 

781 TATCAACACAAGGCAGCCACAGGCCAAAATCATTGTATTGGGTTTGTTACCTCGAGGTGA 

工 N T R Q P Q A K 1 工 V L G L L P R G E 144 

841 GAAGCCCAACCCCTTGAGGCAAAAGAATGCCAAGGTGAACCAGCTCCTCAAGGTCTCCCT 

K P N P L R Q K N A K V N Q L L K V S L 164 
901 GCCGAAGCTCGCCAACGTTCAGCTCCTGGACACAGACGGGGGCTTCGTGCACTCGGACGG 

P K L A N V Q L L D T D G G F V H S D G 184 

961 TGCCATCTCCTGCCACGACATGTTTGATTTTCTGCATCTCACAGGAGGTGGCTATGCAAA 

A 工 S C H D M F D F L H L T G G G Y A K 204 

1021 GATCTGCAAACCCCTCCATGAACTGATCATGCAGTTGTTGGAGGAAACACCTGAGGAAAA 

工 C K P L H E L 工 M Q L L E E T P E E K 224 

工081 ACAAACCACCATTGCCTGACTGGCTCCCGTCAGTGTTACTAGCATCCCAGCCTCCTCAGA 

Q T T 1 A • 

1141 TCAGTTCTCTCACTGGCACTACAGAATCCTTCTCTTTCTTAAGGCACTTTGCATTGTCGA 

1201 ATGTTCCTATCTAGTGTTTGAAGGGGAGGAGGGATCTAAACTGGTCCTGTACATAGAAGG 

1261 TTTGTTTTACACAGGAAAAAAATTAGCCAAGGAAGA引GGTTGTTTAAATTCATTTGAAAC

1321 CAGAAGGGGACTTTTTAGTTATATGTGTGACACAGTCATTGAATTATCACTGTTTTTCCT 

1381 AGGACAACATCAAGCCTAAGTACTGAACAAAATGAAGATGCTTGGCCTTTCTTTGTATGG 

1441 ATTATGTCATATATAATAATGATTAGAATCACACCTACTTGGCTTTAAAACAGATGTTTT 

1501 TCCAGTTGTTAAAGTTCATTATTTAGTCTTTTTTGTTTTGCTTTACTCATACATATTCTC 

1561 AATGTTGTAGCAACATATAGCATCAGATTGAACGTGCTTGTCATTCATATATGGGAGATG 

1621 CTATAGTCACTAGτ~AATTTGTTCCACTCTTAATCCTTCCCATGCTTAGCAGTGAAAAAT 

1681 AGGTTTGGCCCCATTTGGGGGACTCτロTTGAGGGTA'τ~ATTTTTATGCTGCTGAATATCA

1741 TGTCTGTAATAGACCCATGCATGCAGCCTTTCCTCTATTCCCCCTCATCCCCTCTCTTTT 

1801 CTGGGGGTCCTTGTTGACATTACAAGCTTTTAACACATTTTTAACCTAGGAGCTCTGTTG 

1861 CTGGAAGTGTGAGTCCCCAGCCAGTTACTCTTATGATGATATTACτ~GTGTGTAACTCAT 

1921 TCCTGTGTGGTGTTCTGTGCTATAGTCTGTGTAGTGCTGTCCATATTCAGAGTTCTGATT 

1981 GGTTATGTTTTGTTTCTCCCTTAAAACCTGTTAACAGTTTTTCGTCTTTTAGGGGGAAAA 

2041 AATTGGAACTCTGTTTCCAACTCCATAAGACCTGGCTTTTTTTCTTGGCTTAGTTTTTAA 

2101 ATTATCAGTCCAGAAAAATTTGGCCTCTTCTCATGGGGAAACAGTGAAACTGCTCTTCAG 

2161 AATATACACTCTACTTGATCCCCCCTATTTTAGT 

229 

図 2-1 2 ウシ日サブユニ ットcDNAの塩基配列とそれから推定さ
れるアミノ酸配Jl]o
核酸の塩基数を左に、N末端からのアミノ酸残基数を右に記した。
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1 TGGTTTCTTCCCCCAGGACTGGCGCTAGATTTCCCCCGCCTACTCTCGGCCTTCAGGAGC 

61 GGAGGCGAGTGGCAAGATGAGTGGAGACGAGAACCCAGCCAGCAAGCCCACGCCAGTGCA 

M S G D E N P A S K P T P V Q 15 
121 GGACGTGCAGGGTGACGGGCGCTGGATGTCCCTGCACCATCGGTTCGTAGCCGACAGCAA 

D V Q G D G R W M S L H H R F V A D S K 35 
181 AGATAAGGAACCCGAAGTCGTCTTCATCGGTGACTCCTTGGTCCAGCTGATGCACCAGTG 

D K E P E V V F I G D S L V Q L M H Q C 55 
241 CGAGATCTGGCGGGAGCTCTTTTCCCCTCTGCACGCACTTλACTTTGGCATTGGCGGTGA 

E I W R E L F S P L H A L N F G 工 G G D 75 

301 CAGCACACAGCATGTGCTGTGGCGTCTGGAGAATGGAGAGCTGGAACACATCCGGCCCAA 

S T Q H V L W R L E N G E L E H I R P K 95 

361 GATTGTGGTGGTCTGGGTTGGTACCAACAACCACGGGCACACTGCAGAGCAGGTGACTGG 

工 V V V W V G T N N H G H T A E Q V T G 115 
421 GGGCATCAAGGCCATAGTGCAGCTGGTGAACGAGCGGCAGCCCCAGGCACGGGTCGTGGT 

G 工 K A I V Q L V N E R Q P Q A R V V V 135 

481 GCTGGGCCTGCTTCCTCGGGGCCAGCACCCCAACCCACTTCGAGAGAAAAACCGACGGGT 

L G L L P R G Q H P N P L R E K N R R V 155 

541 GAATGAGCTGGTACGGGCAGCACTGGCCGGCCACCCTCGGGCCCACTTCCTGGACGCAGA 

N E L V R A A L A G H P R A H F L D A D 175 

601 CCCTGGCTTTGTGCACTCAGATGGTACCATCAGCCACCATGACATGTACGATTACCTGCA 

P G F V H S D G T I S H H D M Y D Y L H 195 

661 CCTGAGCCGTCTGGGGTACACACCTGTTTGCCGGGCCCTGCACTCCTT包CTTCTGCGTCT

L S R L G Y T P V C R A L H S L L L R L 215 

721 GCTAACCCAAGACCAGGGACAGGGTGGTGCCCCCCTGCCGGAACCCAGCCCCTAAGCATC 

L T Q D Q G Q G G A P L P E P S P • 232 

841 TGTCTTCCTACAACATTAAATTTTCATTTTTCAGTC 

図2-1 3 ウシYサブユニットcDNAの塩基配列とそれから推定さ
れるアミノ酸配Jljo
核酸の塩基数を左に、 N末端からのアミノ酸残基数を右に記した。
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。MSQGDSNPAATPiAAEDIQGD喰 WMSOH、'RFV.D KDKEP 
Y MS . GDENPASKPTPVODVQGD 守RWMS~.H 'RFV DrKDKEP 

活性セリン残基

s D札FVG~MVQ山口QYEIWRELFSPLHALNFGIGGD T~H 

y -:::V1 ~F - GI:屈しVQ工必fifQぐELWRELFSPLHALNFGIGGD ~T H 

40 
39 

80 

79 

s VLWRLl{NGELENI.rPKv，VVWVGTNNH .TAE V GGI A 120 
y VLWRLENGELE首Z可 PK-'VVWVGTNNH' TAE V ~ GGI A 119 

。IVQLINTRQPQAK 守 VLGLLPRG PNPLR KN¥ VN Lぺ 160

y IVQLVNF.:RQPQARl iVLGLLPRGQflPNPLR KNPIVNFL吋 159

s !{VSLP双山附QLLD~DGGFVHSDGAIS( HDMFDFLHLT叩 200

y ~ AALAGHPRAH-LDJl， DPGFVHSDGTISf~HDM crDYLHL~RL 199 

。 GY.n.J了 CRPLHELIMOLL ~gTPEEKQTT工A 229 

y GYTPVCRALHSLI.LRLL'1'QDQGQGGAPLPEPSP 232 

図2ー， 4 ウシ戸サフユニットとYサブユニットのアミノ酸配列比較。
一致する残基を赤、異なるアミノ酸を青で示した。

活性セリン残基に関しては第4.参照。
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第 3 .:c:. 辱主

PAFアセチルハイドロラーゼ Ib各サブユニットの発現

及びリコンビナント蛋白質の精製

第1節序

第2章に述べた cDNAク口一ニングの結果、Sサブ、ユニットと yサブ、ユ

ニットは高い相同性を持つことが明らかとなったが。これは予想外の

結果であった。なぜなら、私は修士課程において、本酵素を含めセリ

ン酵素の阻害剤である DFPのトリチウム標識体を用いて本酵素のラベ

リングを行った結果、 Yサブ、ユニットにのみ活性セリン残基が存在す

ると考えたからである (40、53)。しかし、 Bとyサブ、ユニットの聞の

相同性の高さを考えると、 Yサフ、ユニットが触媒部位として機能する

一方で3サブ、ユニットはそれ以外の機能をもっとは考えにくい。そこ

で、本章ではこれらのサブ‘ユニットをそれぞれ単独で発現させること

により、 3及びγサフ、ユニットが単独で触媒能を発揮し得るか否かを

検討した。また、後述するように(5章)、本酵素各サブユニット蛋白

は免疫源性が弱く、ウシ脳からの精製蛋白を用いた抗体作製は困難で

あったので、リコンビナン卜蛋白を精製してこれを各種抗体作製のた

めの免疫源とした。この精製リコンビナント蛋白は、 S及びyサブ、ユ

ニットの活性セリン残基同定(4章)や、 X線構造解析(6章)の際にも

用いた。
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第2節 各サブユニットの大腸菌及び動物細胞における発現

第2節-1 材料

熱誘導性の発現ベクタ-pUC-pL-c 1はサントリ一生物医学研究所のご

好意により供与していただいた。pET-21aベクターは Novegenより購

入した。各種オリゴヌクレオチドプライマーはサワディ一社から購入

したか、サントリ一生物医学研究所のご好意により供与していただい

た。2-[3H]-acetyl-PAFは Du-Pont-NEN製のものを日本アイソトーブ

協会から購入した。その他の試薬類は、第2章に記したものもしくは

生化学用、特級レベルのものを使用した。

第2節-2 方法

(A) pUC-pL-clベクターを用いた、大腸菌における発現

各サブユニット cDNAのコーディング領域を PCRによって増幅した。用

いたプライマーのうち、 5'側のプライマーには EcoR1 s i te (GAA TTC)を、

3'但IJプライマーには Sa11 s i te (GTCGAC)を付加しておいた。増幅産物を

EcoR 1 /Sa 11処理したあと精製し、同様の処理、精製を行った熱誘導性

の発現ベクタ-pUC-pL-clとライゲーションしたあと、ホスト大腸菌

W3110をトランスフオーメーションした。各サブ、ユニットについて数

種のトランスフオーマントをピックアップし、ベクターを回収して

DNAシークエンシングを行い、正しい配列を含んでいるものを発現実

験に用いた。

発現には SB培地(または terrific broth) (100μg/mlアンピシリンを

含む)を用いた。初め各トランスフオーマントを 320Cで培養し、

fu 1 I-growthに近づいたところで培養温度を 420Cに上げ、さらに 2時

間活養を行った。5，000から 10，000g程度の遠心操作によって菌体を

集めた。SETバッファー (10mMTris-HCI(pH7.4)， 1mM EDTA， 250 mM 

(33) 
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Sucrose)で1回洗ったあと、同バッファーに菌体をサスペンドし、氷

中で超音波処理(エッペンドルフチューブ中の場合は5秒x3回程度、

50mlチューブの場合は 5秒間隔で5分程度)を行い、菌体を破壊した。

この液を 100，000gで1時間遠心し上清を回収した。PAFアセチルハイ

ドロラーゼ活性の測定は、 100mMTris-HCI (pH7. 4)， 4mM EDTA中で、

80μM の 2-[3HJ-acety l -PAF (2000~4000dpm/nmol ) を基質とし、 37 0Cで

インキュベーションを行うことで測定した。

(B)pET-21aベクターを用いた、大腸菌における発現

(A)と同様に、各サブユニットのコーディング領域を PCRによって増幅

した。ただし、 3'側プライマーに付加した制限酵素 siteはNotlsite 

とし、 stopcodonは含まないプライマーを用いた。これは、目的蛋白

質の C末端にヒスチジン残基6つを含むタグ(His-Tag)を融合したも

のを発現させるためである。その他の操作は基本的に (A)と同じである

が、大腸菌の培養はすべて 3rcで行い、目的蛋白の誘導は 1~2mM の

IPTGを添加することで行った。

(C)pRC/CMVベクターを用いた、 COS7細胞における発現

COS7細胞(8x106個)をエレクトロポレーション用セルに入れ、各サブ

ユニットの cDNAを含む pRC/CMVベクター45μgを加えた。220V，960μFD

で数秒処理し、 10%FCSを含む DMEM中で 68時間培養した。PBSで2回

washした後、 EDTAで処理し細胞を回収した。遠心によって細胞を回収

し、 100μ|の PBSにサスペンドし、超音波処理によって細胞を破壊し

た。15000rpmで 15分遠心後上清を回収し、蛋白質量及び PAFアセチ

ルハイドロラーゼ活性を測定した。

第2節-3 結果と考察

(A)大腸菌における発現

αサブ、ユニットは pUC-pL-cl、pET-21どちらにおける発現系において

(34) 
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もすべてが inc I us i on bodyとなってしまうことが明らかとなっており、

大腸菌での機能的な発現は実現できていない。グルタチオンーS-トラン

スフエラーゼとの融合蛋白質として発現させるとわずかながら可溶性

に回収されるが、その効率は非常に低かった。

図3-1に、各サブ、ユニットを pUC-pL-clベクターを用いて大腸菌に

8及びyサブ‘ユニットを発現させたときの PAFアセチルハイドロラー

ゼ活性及び、 SDS-PAGEパターンを示した。一般に、大腸菌は PAFアセ

チルハイドロラーゼ活性をもっ酵素を全く持っていないことが知られ

ているが、 8もしくは yサブ、ユニット cDNA(コーディング領域のみ)を

トランスフェク卜することにより、高いレベルの PAFアセチルハイド

ロラーゼ活性が可溶性画分に検出されるようになった。このことから、

S及びyサブ、ユニットはどちらも単独で PAFアセチルハイドロラーゼ

を発揮し得ることが初めて明らかとなった。この結果は、私が修士課

程において DFPはyサブ、ユニットのみに特異的に取り込まれることか

ら推論した、 yサフ、ユニットのみが本酵素の触媒ユニットであるとす

る説(40、53)と矛盾する。しかし、 2章において述べたように3サブ

ユニットと yサブ、ユニットの一次構造には高い相向性が存在すること

から、 yサブ、ユニットのみが活性を持つということはむしろ不自然と

も考えられる。この矛盾を説明するために、次のような可能性が考え

られた。①ネイティブに存在する PAFアセチルハイドロラーゼ Ibヘテ

ロトリマーにおいてはβサブユニットは活性を保持していない。②ネ

イティブなヘテロトリマーにおいても3サブユニットは活性を持って

いるが、何らかの理由で8サフ、ユニットには DFPが取り込まれにくい。

この点においては第5章第2節で詳しく解析したが、恐らく②の可能

性が高いと考えている。

図3-2には、T7タグ及び Hisタグをそれぞれ C末端及び N末端にも

つ3及びyサブ‘ユニットを発現させた大腸菌の可溶性画分と、それぞ

(35) 
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れを精製したもの(次節参照)のSDS-PAGEパターンを示した。これらの

タグを付加しでもなお PAFアセチルハイドロラーゼ活性は保持されて

いた(図3-3)。なおこれらのタグを付加することにより、 Sサブユ

ニットの SDS-PAGEにおける泳動度はタグの分だけ遅くなったが、 γサ

ブユニットはタグ付加以上に泳動度が遅れる現象がみられたが、その

理由は不明である。

(B)COS7細胞における発現

図3-4に各サブユニット cDNA単独を、もしくはそれぞれのコンビネ

ーシヨンを一過性にトランスフェクトしたCOS7細胞のPAFアセチルハ

イドロラーゼ活性を示した。この実験を行った時点ではまだ各サブユ

ニットに対する抗体を樹立していなかったため、各例において蛋白の

発現量がどのようになっているかを調べることはできなかった。また、

細胞の可溶性画分をそのままアッセイにもちいたため、他の PAFアセ

チルハイドロラーゼアイソフオームの存在を無視できない。これらの

点を考慮すると本実験の結果から何かを結論付けることは不可能であ

るが、次のような傾向が見られることがわかった。一つめはyサブユ

ニットをトランスフェク卜した場合は全ての例において活性が上昇し

ており、このことはyサブユニット単独で活性を発現していることを

想像させる。一方、 Sサブ、ユニットは単独では活性上昇をほとんど示

さないが、 Yサブユニットと同時にトランスフェク卜すると相乗的に

活性が上昇する傾向があった。このことは8サブユニットは単独では

速やかに分解されてしまうが、 yサブユニットとの共存下では安定性

が増すということを意味しているのかもしれない。αサブ、ユニットは

活性上昇にはあまり寄与していないようにみえるが、興昧深い点は、

αサブユニットと yサブ、ユニットを同時にトランスフェク卜すると活

性上昇が抑えられる傾向があることである。当教室の菖谷によって、

同様の傾向が昆虫細胞 sf9における発現系においても見い出されてお

(36) 
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り、今後の検討が必要であろう。動物細胞における発現実験は現在当

教室で解析が進行中であり、アセンブリーの機構などが明らかになる

ことが期待される。

第3節リコンビナント β及びyサブユニットの精製

第3節-1 材料

大腸菌、ベクタ一等は本章第2節で用いたものを、カラムクロマトグ

ラフィ用品については第2章で述べたものを用いた。

第3節-2方法

(A)pUC-pL-c1ベクターによる発現系からの精製

総ての方法は、 S及びyサブ、ユニットについて同様である。pUC-pL-cl

ベクターをもっ W3110大腸菌の fu11 growthカルチャ-20mlを200ml

の SB培地に加え、 32
0
Cで2時間培養した。次に培養温度を 420Cに上

昇させ、さらに2時間培養した。遠心によって菌体を回収し、 SETバ

ッフアーで 1回洗ったあと、再び遠心によって菌体をペレットにし、

-20
0Cで1晩保存した。これを解凍し、 SETバッファーにサスペンドし

超音波処理で菌休を破壊後、 100，000gで1時間遠心して可溶性画分を

回収した。これを予め TEGバッファーで平衡化しておいた DEAEセフア

ロースカラム(2.5x17cm)にアプライした。TEGバッフアーでカラムを

洗った後、 400mlの NaCI直線濃度勾配(0→200mM)で溶出し、 1フラク

ション6mlで集めた。各フラクションの PAFアセチルハイドロラーゼ

を2章に記述した方法で測定し、活性画分をハイドロキシアパタイト

カラムへアプライした。カラムは予め 10mMKH2P04-KOH(pH6. 8)一10弘

glycerol で平衡化しておいた。同バッフアーで洗った後、 400mlの

KH2P04直線濃度勾配で溶出した。1フラクション6mlで集め、 PAFア

(37) 



セチルハイド口ラーゼアッセイ及び SDS-PAGEを行った。

(B)pET-21aベクターによる発現系からの精製

各サブユニット cDNA(pET-21a)をもっ BL21大腸菌のfu11 growthカル

チヤー(10ml)を1リットルの SB培地に加え、3rcで2時間培養した後、
最終濃度 1mMの IPTGを加えさらに3時間培養した。(A)と同様の方法

で菌体を回収、洗浄し、破壊した。ただし、バッファーには SETでは

なく、 Bindingバッフアー(20mMTr i s-HC 1 (pH7. 9)、5mMイミダゾール、

500mM NaC 1) (73)を用いた。破壊後の菌液をエッペンドルフチューブに

分注し、15.000rpmで20分遠心後、上清を回収した。この上清を 0.45J..lm

のフィルターで漉過し、 HisBindカラムにアプライした。HisBindカラ

ム(2.5 x 8cm)の実施方法は添付プロトコールに従った。必要な場合は、

この活性画分を TEGバッファーに対して透析し、 (A)と同棟の方法で

DEAEセフアロースカラムを行った。

第3節-3結果と考察

本節でリコンビナント3及びγサブユニットの精製を行った理由はい

くつかある。一つめは、活性セリン残基同定の実験に用いるためであ

る。このために単一な蛋白質(sとyサブユニットのヘテロダイマーで

は不適)が大量に必要となるので、大腸菌からの精製を試みた。活性セ

リン残基の同定は4章に記述した。二つめは、両触媒サブユニットの

性質の差異やサブユニット聞の相互作用などを解析するためである。

その結果は本節の最後及び5章に記述した。三つめは抗体作製の際の

抗原として用いることである。7章でも述べるように、本酵素の三つ

の各サブユニットの一次構造はどれも動物種間で非常によく保存され

ており、実際精製蛋白 10凶程度をマウスやウサギに 10回近く免疫し

でも充分な抗体価上昇は得られなかった。そこで、精製リコンビナン

ト蛋白を大量に免疫することで抗体の樹立を試みた。その結果は5章

(38) 
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に記述したが、この方法によってはじめて抗体の樹立に成功した。

図3-5及び6に、タグをつけていないS及びyサブユニットを精製

したときのカラムパターンを示した。方法は全く同様であるにもかか

わらず、 yサブ‘ユニットはかなり高純度で精製され、 βサブユニット

の純度はあまり高くなかった。これは yサブ‘ユニットがメジャーな蛋

白とす、れた位置にシャープなピークとして溶出された一方で、 3サブ

ユニットは比較的ブロードなピークとして溶出されたことが原因であ

る。この結果には再現性があり、実験を行った際にカラムの理論段数

などが異なっていたことが理由ではなく、 3サブユニットの蛋白的性

質によるものと考えている。Sサブ、ユニットはホモダイマー及びホモ

トリマーとして存在していることが示唆されている(44)(5章参照)の

で、その違いがカラム上での挙動の違いとなり、結果としてブロード

なピークとなっている可能性も考えられる。3サブ、ユニットについて

は、さらに純度を上げるためブチルトヨパールカラムを試してみたが

あまり効果はなかった。そこで、次に Hisタグを付加したリコンビナ

ント蛋白の精製を試みた。図3-2に、各精製段階でのリコンビナン

トβ及びγサブ‘ユニットの SDS-PAGEパターンを示した。本方法は粗精

製品を得るためには非常に簡便であるが、完全に精製するにはさらに

もう 1ステップ必要である、しかし、特にβサフ、ユニットの場合、現

状ではこの方法以外に完全に精製する方法はない。

さて、これらのリコンビナント蛋白質がどの程度ネイティブな蛋白質

に近い構造をもっているかは大きな問題である。図3ー3に、ウシ脳

から精製したPAFアセチルハイドロラーゼ Ib及びそれから αサブ、ユニ

ットを除いたもの(β/rヘテロダイマー)、さらに本章で得た精製リ

コンビナント蛋白の PAFアセチルハイドロラーゼ活性(Vmax)を比較し

た結果を示した。この結果からわかったことは、リコンビンナントの

S及びyサブユニット(つまり s/sまたはr/rのホモダイマー(第

(39) 
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5章第4節参照))は、ネイティブの蛋白質よりも活性が弱いと思われ

ることである。この結果の解釈には以下の三通りがあり得る。①リコ

ンビナント蛋白質はネイティブな酵素と立体構造が微妙に異なる (ま

たは何らかの修飾が異なる)ために、ネイティブな酵素ほど活性を発揮

できない。②精製リコンビナント蛋白の中には失活しているものが含

まれている。③s/sまたはr/γのホモダイマーはs/rのヘテロ

ダイマーよりも活性が低い。このうち、 ①及び②は大腸菌における発

現系を用いたことによる、いわゆる artefactであるが、もし③が正し

いとすれば、サブ、ユニットのアセンブリ一如何によって活性が変化す

るという非常に興味深いことになる。そこで、 β及びγサフ、ユニット

の精製リコンビナント蛋白を混合してヘテロダイマーを形成できるか

どうか、また逆に、精製 Ibから変性させずにBもしくは yサフ、ユニッ

トを精製できるかということについて検討を重ねたが、未だに成功し

ていない。この問題に関しては、大腸菌における発現系を用いるより

も動物細胞を用いた発現系を用いたほうがより真実に近い結果が得ら

れると期待できるので、現在その線に沿って解析中である。

(40) 
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PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの触媒サブ、ユニッ トに

おける活性セリン残基の同定

第1節序

本酵素は、セリン酵素の阻害剤として・有名な DFP (d i i sopropy I 

fluorophosphate)によって非常に強く阻害されることから、セリン残

基を活性中心にもっと考えられた。しかし、一般にセリン酵素の活性

中心に存在することが知られているコンセンサス配列 (GI y-Xaa-活性

Ser-Xaa-G I y) (71、72)という配列は、 3サブユニットにも yサブ、ユニ

ットにも存在せず、これらのサブ‘ユニットにおける活性セリン残基を

一次構造から推定することはできない。また、 2、3章で記述したよ

うに、これら二つの触媒サブ‘ユニットの一次構造は類似しており、そ

れぞれ単独でも酵素活性を発揮し得ることから、これらのサブ、ユニッ

トは活性に必要な構造は保持しながらもが何らかの機能分担をしてい

ると考えられるが、それが何であるのかは不明である。私は、本酵素

各サブ、ユニットの機能を解明するためにも、 PAFアセチルハイドロラ

ーゼの触媒メカニズムを知る上でも重要であると考えられる、これら

触媒サブユニットの活性セリン残基を同定を行った。方法としては、

トリチウム標識した DFPと精製したリコンビナントァサブ、ユニット蛋

白を反応させた後プロテアーゼによる限定分解を行い、放射活性をも

っペプチドを単離してそのアミノ酸配列を決定する方法 (図4-

1 ) (74、75)及び si te d i rected mutagenes i sによるセリン残基の置換

を用いた。

(47) 
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第2節 [3HJ-DFPを用いた活性セリン残基の同定

第2節-1 材料

[3HJ -DFPはDu-Pont-NENから購入した。精製リコンビナント yサブユ

ニット蛋白は、 pUC-pL-clを用いて発現させたもの(第3章第3節)を

精製し、用いた。エンドプロテイナーゼ Lys-C及び Glu-Cはベーリン

ガーマンハイムより購入した。その他の試薬は和光純薬のアミノ酸分

析用、生化学用のものを用いた。

第2節-2 方法と結果

200μgの精製リコンビナント yサブユニット蛋白 (in 1. 6m 1 of 50mMリ

ン駿バッファ一一10%グリセロール)に、 17nmo1の[3HJ一DFP(100μCi) 

を加え、 2時間室温で反応させた。未反応の活性セリン残基を残さな

いように、 2同101の未標識 DFP(indimethyl sulfoxide)を加え、さら

に室温で 2時間反応させた。第2章第2節-2 (B)に記した方法で還元

及びアルキル化及びエンドプロテイナーゼ Lys-Cによる分解を行った。

分解後の反応液のうち 1ハ0をまず HPLC(第2章第2節-2 (B)と閉じ
方法)にアプライし、 214nmの吸光度をモニターしつつ、 2分ごとにフ

ラクションを集めた。このフラクションの放射活性を測定することに

より、目的のペプチドが溶出される位置を調べておいた。次に残りの

反応液全量をアプライし、各ピークを手動で集めた。放射活性をもっ

画分を凍結乾燥したあと、 Glu-Cバッファー(25mMリン酸バッファー

(pH7. 8) -5%アセトニトリル)にサスペンドした。ここに 10μgのエン

ドプロテイナーゼ Glu-Cを加え 250Cで 24時間インキュベーションし

た。この反応液を同様に HPLCで分離し、ピークを手動で集めた。放射

活性をもっ単一ピークのアミノ酸配列を求めることで、活性セリン残

基を決定した。なお、放射活性を持たないピークについても分解反応
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を確認する理由でアミノ酸配列をもとめた。

第2節-3 結果と考察

私は、次のような理由で PAFアセチルハイドロラーゼyサブユニット

の活性セリン残基を同定することが必要であると考えた。①本酵素に

はセリン酵素のコンセンサス配列(GI y一Xaa一活性 Ser-Xaa-GI y) (71、

72)が存在しないことから、既知のセリン酵素ファミリーに属さないユ

ニークな酵素である可能性が高く、その触媒機構を解明することは酵

素学的に興味深い。②本酵素のS及びγの二つの触媒サブ、ユニットは

既知の蛋白質と相同性を持たない一方でお互いには高い相同性を有す

るが、その高い相向性を有する部位が触媒活性に必要な部位なのか、

触媒以外に必要な部位なのかを知ることが、両サブユニットの機能分

担を考える上で有用な情報となる。③8及びyサブ、ユニットが、 αサ

ブユニットと相互作用する部位を特定できれば今後の解析に有用であ

るが、そのためにも活性セリン残基の特定が不可欠である。

現在では、活性セリン残基の同定には部位特異的変異導入によってセ

リン残基を他のアミノ酸残基に変換し、その酵素活性を調べるのが一

般的であるといえる(実際私も次節で行った)。 しかし、そのためには

前もって活性セリン残基をある程度推定できなければならない。セリ

ン酵素の大部分には上の①で述べたコンセンサス配列が存在するので

この場合は容易に活性セリン残基が推定できる。血柴に存在する PAF

アセチルハイドロラーゼ(33、76)や、当研究室服部研之によって精製

(77)、ク口ーニング(78)が行われた細胞内 PAFアセチルハイドロラー

ゼEはともにセリン酵素であり、これらの活性セリン残基周辺にはコ

ンセンサス配列が存在する。また、コンセンサス配列が存在しない場

合でも、他のセリン酵素との相向性から推定が可能であったケースも

ある (79)。しかし、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの二つの触媒サブ

(49) 
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ユニットにおいては、コンセンサス配列が存在しないばかりか、既知

の蛋白質と有意な相同性が見い出されないので、活性セリン残基を推

定することは不可能であった。そこで私は放射標識されたDFPを用い

て活性セリン残基を推定する方法(74、75)を試みた(図4-1)。

DFPはセリン酵素の活性セリン残基とのみ反応して共有結合を形成す

るが、活性セリン残基以外のセリン残基とは反応しない。その理由は、

セリン酵素には、セリン、アスパラギン酸、ヒスチジンからなるいわ

ゆる catalytictriadが存在し、これらの残基が電子リレーを行うこ

とで活性セリン残基の OH基だけは酸性水酸基となっているからであ

る。DFPのこの性質を利用して、いくつかのセリン酵素において活性

セリン残基が同定されている(75，80)。

図4-2に精製リコンビナント yサフ、ユニットと [3HJ-DFPを反応させ

た後、エンドプロテイナーゼ Lys-Cで限定分解し。HPLCで分離した結

果を示した。放射活性のピークはほぼ一本のピークに回収された。こ

のピークのアミノ酸配列を決定した結果、 G1 U38からはじまる (恐らく

しys95までの)ペプチドであることが明らかとなった。このペプチドは

セリン残基を3つ含む(Ser47、Ser63、Ser76)と考えられるが、アミノ酸

シークエンサーによる配列解析では、このうち品川までさえ到達でき

なかったので、この三つのうちどれが活性セリン残基であるかは判明

しなかった。そこで、ここまでの実験を再度行い、閉じように得られ

たピーク画分のペプチドをエンドプロテイナーゼGlu-Cで限定分解し、

HPLCによって分離した(図4-3)。その結果やはり放射活性は一本の

ピークに回収された。このピーク画分をアミノ酸シークエンサーで分

析した結果、Va141から始まるペプチド(G1 U56までと考えられる)である

ことが明らかとなった。もし Glu-Cによる限定分解が完全ならば、こ

のペプチドはただひとつのセリン残基(Ser47)を含むことになる。実際

アミノ酸シークエンサーの 7サイクルめ(Ser47に相当)のアミノ酸は

(50) 
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読み取れず、 Ser47にDFPが結合している可能性が高いと考えられた。

さらには、 GI U56で確かに分解が起こっていることを示すペプチド配列

(11巴57-G I U60)も別のピークから得られた (図4-3)。これらのことか

ら、 Ser47がyサブ、ユニットの活性セリン残基である可能性が非常に高

いと考えられた。そこで次節でこれを確認する目的で、 yサブ‘ユニッ

トの Ser47及びそれに相当するSサブ‘ユニットの 品川に変異を導入し、

活性が消失するか否かを検討した。

第3節 セリン残基置換による活性セリン残基の確認

第 1節材料

site directed mutagenesis用いたプライマーはサワディ社から購入

した。その他の試薬、大腸菌は第2、3章に記述したもの、もしくは

タカラ社、ファルマシア社の分子生物学研究用のものを用いた。

第2節方法

第2節で活性セリン残基の候補と考えられた y及びSサブユニットの

Ser47及び Ser48をシステインに変換するために、以下のプライマーを

合成した。

s GCATCAACTGTACCATGCAGTCCCCCACG 
γGCTGGACCAAGCAGTCACCGATG 

これらのプライマーは、各 cDNAの活性セリン残基周辺におけるアンチ

センスのうち、下線部の塩基がシステインのアンチコドンに対するも

のになっている。これと以下のプライマー(T7-SMA)(5'側に相当)を用

いて、各 cDNAコーディングを組み込んだ pET-21a(第3章第2節-2

(8) )を鋳型として PCRを行った。 PCRには pfuポリメラーゼを用いた。

T7-SMA GAAGCCCGGGCCACCATGGCTAGCATGACTGGTGGACAG 

(51) 
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増幅産物を回収精製して新たなプライマーとし、3'倶IJプライマーに以

下の HisTag3を用いて再度 PCRを行った。

HisTag3 TTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGG 

増幅産物を回収精製し、 EcoR1 /Sa 11処理した後再度精製した。閉じ制

限酵素処理した pET-21aと混合し、第3章第2節-2 (B)と同様の方法

でライゲーション、 トランスフォーメーション、 シークエンシングに

による確認、発現を行った。

第3節結果と考察

図4-4に本節の結果をまとめた。通常、セリン酵素の活性セリン残

基に変異を導入するときはシステイン残基に置換することが多い。シ

ステインは、セリンにおける水酸基をチオール基で置き換えた構造を

しているので、最も全体の構造変化を引き起こさないと考えられるか

らである。Sサブユニットにおけるおr48及びyサブユニットにおける

Ser47をそれぞれシステインに変換した変異体では、 WiId typeとほと

んど発現量は変化しないにもかかわらず、酵素活性は完全に消失して

いた。このことはこれらの残基が活性セリン残基であることを強く示

唆している。もちろんこの変異導入によって高次構造が破壊されたた

めに酵素活性が消失した可能性は本実験のみでは否定できない。しか

し、以下の事実によってこれらが活性セリン残基であることは現在疑

いないものとなっている。①当教室足立によってこのあとさらに多 く

の残基における変異体、及び欠失体が作製された。彼はさらにいくつ

かの観点 (DFPのとりこみ、ダイマー形成(第5章参照)、抗体との反応

性、 PAFとの結合性など)から、それらの変異が高次構造を崩すもので

あるか否かについて検討している。その結果からも本節で作製した変

異体はネイティゴな高次構造をほぼ完全に保っていることが示されて

いる。②Virginia大学の Derewenda教授との共同研究により、本酵素

(52) 



yサブ、ユニットの X線構造解析が進行中である。それにより、Ser47は

活性中Iむと考えられる位置に存在し、 Hi S 192及び ASp195と catalytic

tr i adを形成していることがわかっている。これらの事実も含めて、

S及びyサブユニット活性セリン残基は Ser48及びSer47にまず間違い

ないと考えられる。

一般に活性セリン残基周辺にはGly-Xaa活性Ser-Xaa-Glyというコン

センサス配列存在することが知られている (図4-5) (71、72)。また、

活性セリン残基は N末端から 100残基から 200残基にあること、さら

には catalytictriadを形成するヒスチジン及びアスパラギン酸残基

との聞の距離も一定の範囲にあることも知られている (図4-6) (72、

81 )。このことからほとんどのセリン酵素の活性部位はおそらく同ーの

起源をもっユニットであることが示唆されている。しかし、本章で行

った活性セリン残基の同定及びこの後当教室足立によって決定された

catalytic triadを形成するヒスチジン及びアスパラギン酸残基の同

定の結果、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの二つの触媒サフ、ユニット

は多くのセリン酵素に見られるこの共通性をもっていないことがわか

った(図4-5、6)。閉じ PAFアセチルハイド口ラーゼでも、ヒト血

禁中に存在するもの(33、76)、及び当教室服部研之によってクロ一二

ングされた細胞内 PAFアセチルハイド口ラーゼE型(77， 78)は、多く

のセリン酵素と共通の性質を持っている(図4-5、6)。これらのこ

とから、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの二つの触媒サブ‘ユニットは、

他のセリン酵素とは全く起源を異にし、恐らく立体構造も大きく異な

っていると考えられる。現在解析最終段階にある 3次元構造の結果も

この点を支持している。

このようにPAFアセチルハイドロラーゼ Ibだけが既知のセリン酵素と

大きく異なる構造をもっ理由は明らかではない。しかし私は、この事

実が、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibが単なる分解酵素としてではな

(53) 



く、何らかの複雑な活性制御(未だ明らかではないが)を通して、非常

に重要な生体機能に関与している可能性を示唆していると考えている。

それだからこそ、他のセリン酵素と構造を共有せず独自の進化を遂げ

たのではないかと考えることもできると思う。

(54) 
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図4-2 [3H)DFP処理後したリコンビナン卜Yサブユニット蛋白を
エンドプロテイナーゼLys-Cで、限定分解後、 HPLCで分離したときの
溶出パターンと各ピークの放射活性。
棒グラフが各ピーク画分の放射活性を示す。
最も高い放射活性をもっピークのアミノ酸配列を図の下に示した。
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図4-3 図4-2の放射活性をもっピークをエンドプロテイナーゼGlu-Cで
限定分解後、 HPLCで分離したときの溶出パターンと各ピークの放射活性。
棒クラフが各ピーク画分の放射活性を示す。
各ピークのアミノ酸配列を図の中に示した。放射活性をもっペプチドのう
ち、同定できなかった残基(すなわちDFPによって修飾されていると考えられ

る)に下線をつけた。
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図4-4 活性セリン残基をシステイン残基で置換した変異体の
PAFアセチルハイド口ラーゼ活性。
上の棒グラフは大腸菌可溶性画分5μg相当を用いて20分、 37"Cでイン
キュベーションしたときのPAFアセチルハイドロラーゼ活性を示す。
下の図は、同じ酉分100ng相当を用い、抗T7抗体を用いてイムノプロ
ッテイングを行った結果である。
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図4-5 各種セリン酵素の活性セリン残基周辺のアミノ酸配9Uo
最も上の段落にコンセンサス配列を持たない酵素を、中の段落に細胞
内PAFアセチルハイドロラーゼの活性サブユニ ットを、下の段落に典
型的なコンセンサス配列をもっ酵素を並べた。
ヘマグルチナーゼはインフルエンザウイルス、細胞内PAFアセチルハ
イド口ラーゼはウシ、リソPLA2はラットの配列を用いている。それ以
外はすべてヒトの配列を用いた。ただし、細胞内PAFアセチルハイド
ロラーゼについてはヒトでもここに示した配列は保存されている。
LCATレシチン コレステロールアシルトランスフエラーゼ
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活性部位を構成する
残基聞の距離アミノ酸残基の位置

活性SerAsp 
Ser Asp-

His -Asp His 

細胞内PAF-AH(Ib) ⑧ 193 196 145 ① 日サフユニット

細胞内PAF-AH(Ib) ⑥ 192 195 145 ① 
yサフユニット

細胞内PAF-AH(II) 236 259 314 23 55 

血紫 PAF-AH 218 243 296 23 55 

膳リバーセ 152 176 263 24 87 

リポプロテイン 132 156 241 24 85 
リパーゼ

トリグリセリド
144 203 257 59 54 

リバーゼ

図4-6 セリンエステラーゼの活性部位を構成するアスパラギン酸
残基とヒスチジン残基の位置とその聞の残基数。
PAFアセチルハイドロラーゼIbの触媒サフユニットにおいて特徴的な
ところに網目をつけた。各残基の位置は、成熟型酵素のN末端からの
残基数を表す。

(60) 
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PAFアセチルハイドロラーゼ Ib各サブ、ユニットに対

する抗体の作製と、サブ、ユニット構造に関する解析

第1節序

2章から 4章までにおいて、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ib各サブ、ユ

ニットの一次構造を決定し、 3及びyサブ‘ユニットが触媒サブ、ユニッ

トであることを明らかにしてきた。しかし本酵素の生化学的な性質に

ついて次のような問題が未解決である。①本酵素の生体内分布やサブ

ユニットのアセンブリ一機構はどのようなものか?②αサブ、ユニット

の機能は何か?③PAFアセチルハイドロラーゼ Ibヘテロトリマーにお

いて3及びγサブ、ユニットは常に活性を持っているのか?もしそうな

らなぜ DFPはyサブユニットに優先的に取り込まれるのか?このよう

な問題を解決していくためには、そのツールとしてよい抗体が是非と

も必要となる。本章においてはまず、各サフ、ユ二ツトに対するモノク

口ーナル及びポリクローナル抗体両方の作製及びそれを用いた若干の

検討について記述した。第3節では、精製酵素及びリコンビナント蛋

白への DFPの取り込みを検討し、ネイティブな酵素中でS及びyサブ

ユニットがどのように機能しているかについて考察した。第4節では、

ネイティブな酵素及びリコンビナント蛋白を用いて、サフ、ユニット聞

の相互作用、結合性について検討し本酵素のアセンブリ一機構及びサ

フ、ユニット構造をとる意義について考察した。
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第2節 各サブユニットに対する抗体の作製

第2節-1 材料

3及びyサブユニットのリコンビナント蛋白の精製は第3章に示した。

αサブユニットを含む大腸菌の inc I us i on bodyはサントリー生物医学

研究所の安達栄樹博士より御供与していただいた。免疫に用いた SPF

マウス及びウサギは日本生物材料(株)より購入した。モノクローナル

抗体のサブタイプ決定にはAmershamの Isotyp i ng k i tを用いた。その

他の試薬器具類は免疫学研究用若しくは生化学用のものを用いた。

第2節-2 方法

(A)抗yモノク口ーナル抗体産生ハイブリドーマ細胞の樹立

精製リコンビナント yサブユニット (第3章第3節)約 100凶 を

comp I ete adj uvantと混合し、 BALB/cマウス(メス)の腹腔に注射した。

これをおおむね2週間おきに少なくとも6回行った。ELISA法によっ

て血清中の抗体価が上昇(100，000倍に希釈してもコントロール血清

と差が認められる程度)していることを確認できたマウスより牌細胞

を取り出し、 poI yethy I ene g I yco I (PEG)を用いた細胞融合法(82、83)

によって、マウス由来ミエローマ細胞内I(84)と細胞融合を行った。

融合後、牌細胞 1X 107個あたり 1枚の 96穴プレートにまきこんだ。

各wellについて ELISA及びイムノブロッティングを行い、陽性クロー

ンを同定した。

(B)各サブユニットに対するポリクローナル抗血清の作製

αサブユニットについては大腸菌 W3110に発現させたときに生じる

i nc I us i on bodyを、 S及びyサブユニットについては、第3章で精製

したリコンビナント蛋白 (タグの付加されていないもの)を免疫に用い

た。ウサギはNewZealand白色種を用い、背中に皮下注射を行った。
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一回の免疫には少な くと も 200~g から 1mg 程度の各サブ、ユニッ ト蛋白

に相当する量を免疫した。抗体価の上昇は ELISAによって確認した。

第2節-3 結果と考察

私は修士課程におけるときも、ウシ脳から精製した PAFアセチルハイ

ドロラーゼ Ib各サブユニットを免疫することで抗体の作製を複数回

試みたが、どうしても得ることができなかった。当時はその理由が全

くわからなかったが、現在、本酵素の一次構造は哨乳動物種間で非常

に高く保存されていることがわかっており (7章参照)、本酵素の低免

疫源性と関係あるのではないかと考えている。しかし、本酵素の生化

学的解析を行うためにも、 invivoでの本酵素の機能を調べるために

も、各サブユニット特異的抗体の作製は急務であった。そこでリコン

ビナント蛋白質を大量に免疫することで抗体価上昇を試みた結果、y

サブユニットに対するモノクローナル抗体を2株(1F4と603、ともに

I gG1)及び各サブユニットに対するポリクローナル血清を樹立するこ

とができた。これらの抗体を用いたイムノブロッティングの結果を図

5-1に示した。しかし、度重なる試行にもかかわらず、私自身はS

及びαサブ、ユニットに対するモノク口ーナル抗体を得ることはできな

かった。(本年になって当教室増山が、免疫不全マウスに免疫すること

でβサブユニットに対するモノクローナル抗体樹立に成功した。)不思

議なことには、牌臓を摘出したマウスの血清抗体価は充分上昇してい

た場合でも、細胞融合を行うと全くポジティブクローンが全く検出さ

れないことである。この原因は明らかではないが、本実験に用いた培

養細胞にとって本酵素に対する抗体が毒性を持つ可能性も考えている。

さらに非常に不思議なことは、 Sサブユニットと γサブユニットは

60%以上の相同性を持つにもかかわらず、この両者を認識する抗体(ポ

リク口ーナル血清も含めて)は未だに全く得られないことである。両
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者に共通する部分は3次構造中で内部に深く折り込まれているか(r 

サブユニットの X線構造解析の結果(85)はこれを支持していないと思

われる)、共通部分に対する抗体は何等かの理由によって作られない

と考えられるが、この問題は現在全く未解決である。共通部分に対す

るペプチド抗体の作製を試みると面白いのではないかと思うが、今後

の課題である。

本節で作製した抗体を用いた、各サブ、ユニットの分布などの免疫学的

検討は本教室の渡遺(川本)によって行われ、彼女の修士論文に詳し

く書かれている (86)ので本論文ではその結果を詳しくは述べないが、

臓器分布は各サブ、ユニットで大きく異なり、また、同じ臓器でも動物

種聞によって差遣が見られる。このことは、本酵素各サブユニットが

ヘテロトリマーをつくらず単量体もしくはホモ複合体で存在している

場合があることを示すとともに、それも状況に応じて刻々と変化して

いることを示唆していると考えられる。現在、当教室において培蓑細

胞を用いて本酵素蛋白の存在量及び状態、さらにアセンブリーの機構

に関する研究が進行中であり、この問題に対する答えも遠からず得ら

れると期待している。

第3節 DFP取り込みに関する検討

第3節-1 材料

[3HJ DFP (37. OMbq、O.17mM)及びエンハンサ-EN3HANCEは Du-Pont-NEN

より購入した。 HPLCに用いた器具試薬類は第2章に記述したものと同

じものを用いた。PAFアセチルハイドロラーゼ Ib及びそのαサブ、ユニ

ットは第2章に記述した方法で精製した。リコンビンナント β及びy

サブユニット蛋白は第3章に記述した方法で精製した。その他の試薬

類はすべて生化学用もしくは和光純薬の特級レベルのものを使用した。

(64) 



第3節-2 方法

[3HJ DFPによるラベリングは次のように行った。精製蛋白質(特に高塩

濃度であったり、特殊な溶媒でなければよい)に[3HJDFP溶液 (in 

pr叩 yI ene g I yco I )を最高で 1/1 0量加え、室温で 30分、時折ボルテ

ックスしながら放置した。SDS-PAGEのサンプリングバッファーを加え

反応を止め、 SDS-PAGEを行った。CBB染色後、エンハンサーで 30分処

理し、水洗後乾燥した。オートラジオグラフィ (-800Cで 1週間程度)

を行い、 DFPの取り込みを調べた。また、 HPLCによる分離は、ラベリ

ング後の反応液をそのまま試料とし、第2章第2節に記したのと同じ

方法で行った。

第3節-3 結果と考察

一般に、 DFPはセリンを活性中心とする酵素(主としてエステラーゼ、

プ口テアーゼ)の活性セリン残基と特異的に反応してこれを不活化す

ることが知られている。 DFPのこの性質を利用して、活性セリン残基

をもっサブユニットの同定や活性セリン残基の同定が行われている

(80、81)。私も修士課程において精製 PAFアセチルハイドロラーゼ Ib

について同様の実験を行った結果、 γサブユニットにのみ活性セリン

残基が存在すると結論づけた。しかし、第4章までに述べたように、

βサブユニットはアサブ、ユニットと高い相向性を有し、実際リコンビ

ナントのβサブユニットは PAFアセチルハイドロラーゼを持っていた。

このことから、ネイティブな PAFアセチルハイドロラーゼ Ibのヘテロ

トリマー中ではBサブ‘ユニットは機能していない可能性が考えられた。

そこで本節では DFPによるラベリング条件の再検討を行うとともに、

HPLCによって DFPと反応した歪白量の定量を試みた。図5-2にはい

ろいろな条件で DFPラベリングを行った結果を示した。この結果から、
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ネイティブなPAFアセチルハイ ドロラーゼ Ib中のSサブユニッ トにも

DFPが結合し得るが、 yサブ、ユニットの方に優先的に取り込まれるこ

とが示唆された。また、図 5-3では DFPと反応した蛋白量を HPLC

によって定量した結果を示した。この結果わかったことは、DFPと反

応する速度が、リコンビナント8サブユニットとリコンビナント yサ

ブ、ユニットで異なっているということである。これらのことから、 y

サブユニットはβサブ、ユニットに比べて DFPと反応しやすいという性

質をもつことが強く示唆された。しかし、第3章第3節で述べたよ う

に、リコンビナントのBサブ、ユニットと yサフ、ユニットの PAFアセチ

ルハイドロラーゼ活性を比べると、 Bサブ、ユニットの方が活性が強い。

一般に、 DFPとセリン酵素の反応性は酵素活性とは比例せず、その触

媒部位と DFPの構造がどの程度フィッ卜するかに依存すると考えられ

る。ネイティブなヘテロ複合体において8とyサブ、ユニットがどの程

度全体の酵素活性に寄与しているか(その割合が条件によって変動す

ることも充分考えられるが)は、本実験から推論することはできず、今

後の課題である。

第4節サブユニット構造に関する検討

第4節-1 材料

BS3はPi巴rce社から購入した。セントリカット及びセントリコンは一

一一社から購入した。スーパーロース 12FPLC用ゲル滴過カラムはファ

ルマシア社から購入した。HRP標識二次抗体及び蛍光発色キットは

Amersham社から購入した。抗αサブユニット (LI Sl遺伝子産物)モノク

口一ナル抗体は現在 WeizmannInstitute(イスラエル)に所属する

O. Reiner博士(LI Sl遺伝子の発見者)から御供与していただいた。
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第4節-2 方法

(A)αサブユニットと β/rサブユニットの再結合

αサブユニット及びs/rヘテロダイマーはウシ脳から第2章第2節

に記した方法で精製した。リコンビナントの3及びyサブユニットは

第3章第3節に記した方法で精製した。再結合を調べるためには、ハ

イドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィ上での溶出位置のずれ

を観察した。ハイドロキシアパタイトは第2章第2節の方法と同様に

行った。

(B)クロスリンキング

各サンプルは全て、クロスリンキングバッフアー(100mMリン酸1'¥ッフ

アー(pH8.0)、10弘グリセロール)に透析するか、もしくは 1NNaOHと

pH試験紙を用いて pHを8.0程度に調節した。最終濃度 2mMになるよ

うに BS3を加え、室温で 30分インキュベーションした後、 SDS-PAGE

を行った。イムノブロッティングの場合には、 CBB染色の場合の 1/10

量を SDS-PAGEにアプライして行った。

(C)ゲル漉過によるみかけの分子量測定

サンプルはまず、セントリカットまたはセントリコンを用いて

500μg/ml 以上の濃度にまで濃縮した。バッファーは 10mMKH2P04-

KOH (pH6. 8) -10弘グリセロールを用い、流速は 0.3ml/minで行った。

(D)ウシ脳可溶性画分のイムノブロッティングによる分析

ウシ脳可溶性画分は第2章第2節に述べた方法で調整した。DEAEセフ

アロース及びハイドロキシアパタイトカラムク口マトグラフィは第3

章のリコンビナント蛋白精製と場合と基本的に閉じ条件で行った。た

だしカラムサイズはどちらの場合も 2.5x 18cmで行った。

第4節-3 結果と考察

私は修士課程において、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ib画分をへパリ
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ンセフアロースまたは硫酸化セルロファインカラムにアプライするこ

とで、 αサブユニットが他の二つのサブ‘ユニットから分離することを

見い出した。もし、 αサブ、ユニットが本酵素において調節的機能をも

っているならば、この結合は可逆的である可能性が高いと考えられる。

そこで本節ではまず、分離したαサブ、ユニットが再びs/yサブ、ユニ

ットと結合できるか否か検討した。方法としては、ハイドロキシアパ

タイトカラムにおける溶出位置がαサブユニットと結合することで変

化することを利用した(図5-9も参照)。 その結果、図5-4に示し

たように、全てではないが、 αサブ、ユニットと s/γサブ‘ユニットは

再結合可能であることが明らかとなった。この事は、実際に細胞内に

おいてもこのような会合/解離が起こっており、それによって何らか

の機能調節が行われている可能性を示唆している。現在、培養細胞を

用いた抗体染色を試みており、これによって実際に会合/解離が行わ

れているかを知ることができるかもしれない。一方、プレリーミナリ

ーには、リコンビナントの3またはyサブ‘ユニット蛋白と、脳から精

製したαサブユニットは結合できないという結果を得た。何らかの条

件下ではこれら単独のサブ、ユニットとも結合できるという可能性も残

されているが、もしs/yのヘテロダイマーだけがαサブ、ユニットと

結合できるとするならば、このことも本酵素の機能調節に重要である

と考えられる。現在さらに詳しい解析を続行中である。

αサブ、ユニットはs/yサブユニットヘテロダイマーと再結合できる

ことがわかったが、リコンビナントのB及びyサフ、ユニットを混合す

ることでヘテロダイマーを形成させることができればさらに今後の解

析が容易であると考えられる。そのためにはS及びyサブ‘ユニットが

それぞれモノマーで存在することが前提となる。そこで、二つの方法、

すなわちクロスリンキング及びゲ、ル漏過法によってこれらリコンビナ

ントのS及びyサブユニットがモノマーなのか否かを検討した。また、
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脳からの精製酵素においても同様の操作を行い、比較解析を行った。

図5-5に、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ib及びリコンビナントの3、

Yサブ、ユニットをクロスリンカ-BS3で処理後SDS-PAGEを行った結果

を示した。Ibをクロスリンカ一処理すると、 αサブ、ユニット (45kDa)

のバンドはほぼ完全に消失し、新たに約80kDa及び約 110kDaのバンド

が観察された。110kDaのバンドは Ibの三つのサブ、ユニットがクロス

リンクされた結果生じたものであることが予想されたが、それは図5

-6に示したイムノブロッテイングの結果からも示された。すなわち、

110kDaのバンドはα、8、yのどのサブ、ユニットに対する抗体とも反

応したからである。一方、 80kDaのバンドはα及びyサブユニットに

対する抗体とのみ反応したことから、 αとyサブ、ユニットがクロスリ

ンクされた結果生じたバンドである可能性が示唆された。しかし、 α

とSサブ‘ユニットのみがクロスリンクされたバンドは観察されなかっ

た。この結果が、 「αサフ、ユニットと yサブ‘ユニットは直接相互作用

しているがαと3サブユニットは直近には存在しない」ということを

示していると考えることも可能である。しかし一般に、二つの蛋白質

がクロスリンクされるか否かは、両者が直近に存在する以外にも、い

くつかの要因(クロスリンクに必要な残基の有無や、クロスリンカーが

ちょうどフィッ卜する構造かどうかなど)を必要とするので、断言する

ことはできない。 BS3以外のクロスリンカー(DSS、EGS、Sulfo-EGS、全

てPierce社製)を用いて同様の実験を行ったが、どのサブ、ユニットも

ほとんどクロスリンクされないという結果であった。この点を解決す

るには他の方法を用いた解析が必要かもしれない。また図5-6より、

8及びyサブ、ユニットにおいては、かなりな割合がクロスリンクされ

ず‘に元の位置にバンドが残る一方で、 αサブ、ユニットのバンドはほと

んど全てが高分子量にシフトしていることがわかった。精製したαサ

ブ、ユニット単独をクロスリンカ一処理すると、やはり全てが高分子量
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にシフトするこ とから(datanot shown)、αサブ‘ユニッ トは単独で存

在するとアグリゲイトする性質があるのではないかと考えている。

図5-5に示したように、リコンビナントのS及びyサブ‘ユニットは、

クロスリンカー処理によって新たに約 60kDaのバン ドを生じることか

ら、ともにホモダイマーを形成していることが強く示唆された。また、

図5-6の結果より、リコンビナントのSサブユニットはさらに約

80kDaのバンドをわずかながら生じていることから、ホモトリマーを

形成しているものも存在する可能性も示唆された。第3章第3節に述

べたように、リコンビナントのSサブ‘ユニットはyサブ、ユニットに比

べてカラムクロマトグラフィ上でシャープなピークではなくブロード

に溶出される。ホモダイマーとホモトリマーが混在していることが原

因かもしれない。

上のクロスリンク実験の結果は、リコンビナント3及びyサブ、ユニッ

トの中にはホモダイマーを形成しているものがあることを強く示唆し

ているが、モノマーとして存在しているものがある可能性を否定して

はいない。そこで各精製サンプルについて、ゲルろ過カラムによって

みかけの分子量を算出した(もしダイマーとモノマーが混在するなら

ば、ピークが二本観察されるか、もしくはみかけの分子量が両者の中

間の値をとることが予想される)。私が修士課程において示したように、

PAFアセチルハイドロラーゼ Ibのみかけの分子量は約 100kDaであり、

αサフ‘ユニットを分離すると約 60kDaになる (図5ー7、A及び B)。一

方、リコンビナントのS及びyサブ、ユニットのみかけの分子量はとも

に約 60kDaであることから (図5-7、C及び D)、両サブ、ユニットは専

らホモダイマーとして存在していることが強く示唆された。また、 3

サブ.ユニットには主要なピーク以外にも高分子量よりに小さなピーク

が認められる (図5-7、D)が、これがホモトリマーのピークであるか

もしれない(単にコンタミネーションしている別の蛋白質である可能
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性もある。クロスリンク実験の場合とバッファーやpHが違うのでこの

両者を比較することは難しい)。

以上の結果から、β及びyサフ、ユニットは、それぞれホモ複合体を形

成する性質をもつことが判明した。ここで生じる問題は、実際の晴乳

動物細胞内でもこのようなホモダイマーは存在するか否かと いうこと

である。例えばやはり三つのサブ、ユニットからなる酵素であるRabゲ

ラニルゲラニルトランスフエラーゼの場合、そのうち二つは単独でも

存在可能だが、他の一つは、動物細胞内は単独で存在せず、大量発現

させても速やかに分解されていることが知られている。そして、この

サブ、ユニットの存在量が全体の複合体の存在量を規定していると考え

られている。PAFアセチルハイドロラーゼ Ibにおいても同様なことが

おきているであろうか?または、ホモダイマーとヘテロダイマーに何

らかの機能的差遣が存在し、細胞はそのバランスを変化させることで

機能調節をしているのかも知れない。このような点の解明を目指して、

まず、ウシ脳可溶性画分をカラムクロマトグラフィによって分画し、

各フラクションを各サブユニット特異的抗体によってイムノブロ ッテ

イングによって解析した。図5-8に、ウシ脳可溶性画分を DEAEセフ

アロースカラムによって分画したフラクションについて行った結果を

示した。この場合、私が修士課程において見い出したように、 PAFア

セチルハイドロラーゼ活性は二つのピーク (1とII)に分かれる。イム

ノブロッテイングの結果より、 α、γサブ‘ユニットはともにピーク I

の画分に存在しているが、そのパターンには多少の違いがある。次に

この画分を集め、ハイドロキシアパタイトカラムによって分画した。

通常ハイドロキシアパタイトカラムを行うとき、コンディショニング

/¥ッファーの KH2P04-KOH濃度は 10mMであるが、この条件ではカラム

を素通りする活性があることがあるので、本実験においては KH2P04-

KOH濃度を 5mMからスタートした。また、溶出のグラジエント勾配を

(71) 



緩やかにし、さらに 1フラクションの液量を減らす(すなわち細かくわ

ける)事で、わずかな溶出位置の差も判別できるよう工夫した。結果を

図5-9に示したが、 PAFアセチルハイド口ラーゼ活性は3本の大き

なピークに分かれた。このうち、一番後ろのピーク (KH2P04-KOH濃度約

150mMで溶出される)は、私が精製した Ibに相当する画分であるが、

イムノブロッテイングの結果からも、 α、B、yサブユニットが存在

していることがわかる (抗体の反応性が違うため、サブ、ユニットの存在

量を論じる事はできない)。 また、真ん中のピーク (KH2P04-KOH濃度約

50mMで溶出される)はいわゆる la画分であり、 s/yのヘテロダイマ

ー(すなわち Ibからαサブ、ユニットがはず‘れたもの)であると考えら

れる。最も初めに、 KH2P04-KOH濃度約20mMで溶出されるピークは、こ

の実験によってはじめて見い出した画分で、あり、イムノブロッテイン

グの結果からそのほとんどがγサブ‘ユニットであることがわかった。

この溶出位置はリコンビナント yサブ、ユニットの溶出位置(図3-6

参照)に非常に近いことも、この画分がyサブユニットのホモダイマー

からなっていることを示唆している。また、リコンビナント3サフ、ユ

ニットが溶出される位置である付近にも、ピークにはなっていないが

ごくわずかながら、 Sのホモダイマーと思われる画分が存在する。こ

れらの結果から、ウシの脳内にもSもしくは yのホモダイマーが存在

し、そしてヘテロダイマー(s/ y、すなわち 1a)、さらにはヘテロト

リマー(α/s/y、すなわち 1b)が存在する事がわかった。ただし、こ

れらが同一の細胞由来なのか、それとも個別の細胞はどれか一つしか

もたないのかについては不明である。さらに、これらのサブ‘ユニット

の組み合わせがどういった意味をもつのか、どういった機能の違いが

あるのかについては現在まったく不明である。サブ‘ユニットの組み合

わせによって基質特異性が異なったり、細胞内局在性が異なる可能性

が考えられるので、今後培養細胞を用いた系で調べてみたい。第4章

(72) 



で述べたように、活性セリン残基を置換して酵素活性を除いた変異体

を遺伝子導入することによってドミナントネガティブ効果が得られれ

ば、解決への糸口になるかもしれない。

以上本節の結果から、①αサブ、ユニットはβjyヘテロダイマーと可逆

的に会合/分離を行う可能性があること②S及びyサブ‘ユニットはホ

モダイマーを形成する性質があること③そのようなホモダイマーが晴

乳動物細胞中にも存在していることが明らかとなった。また、プレリ

ーミナリーな結果としては、 3、yのホモダイマーはαサブ‘ユニット

とは結合できないという知見も得た。これらの事実から本酵素の生理

的意義に迫るべく、現在解析を続けている。

(73) 
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ートラジオクラフィを行ったもの。 Ibにおいては、殆どが γサブユニットに取
り込まれている一方で戸サブユニットにもわずかながら取り込まれている。両
リコンビナント蛋白にはほぼ同程度取り込まれている。
B:ラベリング条件を変えて行ったもの。 左のレーンはAに比べ蛋白濃度を10
倍にしているが、この条件下では日サブユニットにはほとんど取り込まれな
い。右のレーンでは、 Aに比べてDFP濃度が約6倍になっており、日サブユニ ッ
トにもかなり取り込まれている。
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図 5-3 HPLCによるDFPとリコンビナント蛋白の反応の定量。
A~D ・ HPLC溶出パターンの例。

A:リコンビナント日サブユニット(DFPと反応させる前)
B: 2mM DFP、45分、 OOC処理したリコンビナン卜日サブユニット
(29.7minのピでクが未反応、 31.7minのピークがDFPと
反応した日サフユニット)

C リコンビナントYサブ‘ユニット(DFPと反応させる前)
D: 2mM DFP、45分、 OOC処理したリコンビナントYサフユニット
(20.7minのピークカf未反応、 22.2.:&び‘23.2minのピークがDFPと
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第 6 ニZ包ニ

与主

PAFアセチルハイド口ラーゼ Ibのαサブユニットは

Mi I ler-Dieker症候群の原因遺伝子産物である

第 1節序

第5章までに述べてきたように、細胞内 PAFアセチルハイドロラーゼ

Ibはα、S、yの三つのサブ‘ユニットからなり、このうちS及びyサ

ブユニットは触媒活性をもつことがわかっている。一方、 αサブ、ユニ

ットはs/rヘテロダイマーと可逆的に結合することから、本酵素の生

理的意義において何らかの調節的役割を演じていることが示唆される

が、その詳細は不明である。αサブ、ユニットの cDNAク口ーニングを行

った結果、本サブ、ユニットは WD-40リピートという興味深い構造をも

つことがわかったが、この構造の機能も不明であることから、一次構

造からαサブユニット (そして本酵素の)の生理的機能に迫るのは難し

いかに思えた。しかし、 αサブ‘ユニットの一次構造が明らかになった

約半年後、 Nature誌に掲載された R巴Inerらの論文(51)が私達には非

常に衝撃的であった。彼らはこの論文で、ヒトの先天性の脳形態形成

不全の一種で、いくつかの家系に頻発することから遺伝性ではないか

と思われていた病態、 Mi I I er-D i eker症候群の原因遺伝子をつきとめ、

それにコードされるであろう蛋白質の一次構造を発表した。彼らは純

粋に遺伝学的手法でこの遺伝子を同定したため、その産物がどのよう

な機能をもつのかについて全く予想することはできなかった。しかし、

その一次構造はウシのPAFアセチルハイドロラーゼ Ibαサブ、ユニット

と1残基を除いて完全に一致していたのである。このことは、私がク

ローニングした PAFアセチルハイドロラーゼαサブ、ユニットの遺伝子

はウシにおける LIS1遺伝子のホモログであること、すなわち PAFアセ
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チルハイドロラーゼαサブ‘ユニットの欠損がMiIler-Oieker症候群と

いう病態の発症につながることを意味している。本章では、 αサブ、ユ

ニット及びPAFアセチルハイドロラーゼと Mi11 eトOieker症候群の関

連についてまとめ、考察した。また、 αサフ、ユニットの構造と機能に

関して考えられる可能性についても考察した。

第2節 Mi 11巴トOieker症候群の原因遺伝子LIS1と

PAFアセチルハイドロラーゼ Ibαサブ‘ユニット

図6-1にウシのPAFアセチルハイドロラーゼIbαサブユニットとヒ

トにおける Mi11町一Oieker症候群原因遺伝子 L1 Sl (滑脳症を意味する

英語の 1i ssencepha 1 yから名付けられた)から予想される産物のアミ

ノ酸配列比較及び、 cONAにおける塩基配列の相同性を示した。両者は

アミノ酸配列において 410残基中 1残基を除いて完全に一致している

だけではなく、 cONAの非翻訳領域における核酸配列も非常に高い相向

性を示しており、ウシとヒトにおいて対応する遺伝子であることは疑

いないと言える。なお、このあと全く別のグループによってマウスの

L 1 S1/PAFアセチルハイドロラーゼ Ibαサブユニット遺伝子がク口ー

ニングされた (58)。それによると、マウスとウシはアミノ酸配列が完

全に一致(すなわちヒトとは 1残基のみ異なる)しており、今まで報告

されている蛋白質の中でも最もよく保存されている蛋白質の一つであ

ると位置付けられている。

Mi 11肝心ieker症候群は、脳の形態形成不全の中でも滑脳症と呼ばれ

る一群の病態の一つに分類される。j骨脳症の発症率は数十万人に一人

程度であり、そのうち MiIler-Oieker症候群は10-20%を占めるとい

われている (48-50)。この滑脳症は脳の形態形成の中でも比較的後期に

あたる神経細胞移動という現象が正常に行われなかったために生じる

病態である(図6-2)。日甫乳動物の大脳の発生過程では、脳室層にお

(84) 



いて細胞分裂を終えた神経芽細胞が次々と表層側に移動して皮質層を

形成する (図6ー3)。この神経細胞移動という現象は分子的にはほと

んど解明されておらず(reviewedin ref.87、88)、NCAMや L1などの

細胞接着因子(89，90)、act川や astrotactinなどの細胞骨格成分

(91-93)、その他 N型カルシウムチャンネル(94)や NMOA受容体(95)

などが関与することが間接的に示されているにすぎない。グリア細胞

がレールの役目をすると考えるグループが多い一方で、グリア細胞は

無関係とする考え方も根強い(96)0 M i 1 1巴「一Oieker症候群など滑脳症

の患者ではこの細胞移動過程に異常があるために皮質層が肥厚せず、

結果として脳回(いわゆる脳のしわ)が形成されず、表面がのっペりと

した脳をもってうまれる (図6-4)0Mi Iler-Oieker症候群は、脳の

他にも顔面にも特徴的な奇形を伴う病態で、ほとんどは生後 1年以内

に死亡する。この病態はいくつかの家系でよく見い出されることから、

劣勢遺伝である可能性がかなり以前から疑われていた。1990年になっ

て、患者の 90%以上において、 17番染色体短腕の最もテロメアに近い

部位(p13.3部位)に部分欠失が認められることが発見され、この部位

に原因遺伝子が存在するのではないかと考えられた(48、49)。一方、

三量体G蛋白質8サブ‘ユニット (典型的なWO-40リピート蛋白質)と相

向性をもっ蛋白質を検索した別のグループがある未知の遺伝子をクロ

ーニングしたが、これが17番染色体p13.3部位にマッピングされるこ

とから MiIler-Oieker症候群の原因遺伝子ではないかと考えた(51)。

そして、 Reinerらは実際に複数の患者において異なったタイプでこの

遺伝子が欠損していることを見い出し、これがMi11 er一Oieker症候群

の原因遺伝子であると結論し、この遺伝子を L1 S-1 (滑脳症を表す英語

の 1issencephalyからとった)と名付けた(51)。その後別のグループに

よって、 Mi川町一Oieker症候群患者の脳ではこの LIS1遺伝子産物の発

現がほとんど見られないことも報告された(97)。以上のような事実か
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ら、 LIS1/PAFアセチルハイドロラーゼ Ibαサブ、ユニット遺伝子の欠

績によって Mi11巴トDieker症候群が発症すると考えられた。

さて、なぜ PAFアセチルハイドロラーゼ Ibのαサブユニットが欠損す

ると Mi 11 er一Dieker症候群が発症するのであろうか。これはすなわち、

PAFアセチルハイドロラーゼ及び PAFが神経細胞移動という現象にど

のような形で関与するかということであるが、神経系における PAFの

機能の研究はまだ始まったばかりである上に、神経細胞移動は分子的

にはほとんど未知と言ってよい現象である。第1章にも記したように、

PAFは invitroにおいて神経細胞の分化を促したり、 growthconeを

退縮させたりする効果があることが報告されているし、それ以外にも

PAFが神経細胞に対して何らかの効果を表すことを示唆する報告は多

い。しかし問題であるのは、これらは全て外因性の PAFによって刺激

する実験であるが、 PAF受容体は脳において神経細胞にはほとんど発

現しておらず、主としてミクログリア細胞に高発現しているというこ

とである (98)。このことは、脳神経細胞における PAFの機能を考える

とき、 PAFが細胞外の受容体に結合し、細胞内の情報伝達系が動くと

いうモデルはあてはまらないということを意味している。さらには、

PAFはリン指質であり、しかもその合成にかかわる酵素群についてク

ローニング等一切なされていないため、蛋白性のメディエイターにお

いてよく行われる実験、すなわち遺伝子導入による過剰発現や、抗体

染色及び insituハイブリダイゼーシヨンによる存在部位(時期)、機

能部位(時期)の特定などの手段がとれない。それゆえに、実際の脳に

おいて PAFがいつ、どの部位でどの程度産生され、どの程度存在して

いるのかという基本的な情報が全く存在していない。これらの事実を

考えあわせると、 rpAFの神経細胞移動における関与」を論じるのは

時期尚早すぎるのかもしれない。しかし私は、特に神経系においては

PAFが、インターロイキンや各種栄養因子のように細胞外伝達物質と
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してではなく、サイクリ ックAMPやイノ シトールリン酸のような細胞

内伝達物質として機能しているのではないかと考えている。現在「細

胞内 PAF受容体Jを想定しているグループは少数派であるが、例えば

PAFによって活性化されるキナーゼや、PAFと結合することによって核

へ移行して転写活性化を行う因子が存在している可能性がないとはい

えない。PAFは膜に存在するリン指質から 2段階で生成できるので、

細胞膜近くの情報を他の場所へ伝達するためにはメリットがあるとも

考えられる。そのような因子が存在するとすると、細胞内 PAFアセチ

ルハイドロラーゼはその情報をShutoffする酵素としての機能を果た

していると考えられるだろう。αサブ、ユニットは PAFによって機能を

調節されている蛋白質との結合に必要なのかもしれない。今後、two

hybrid systemなどを用いてαサブユニットと相互作用を行う蛋白質

の検索を行っていくことが、本酵素を含むシグナル伝達経路の解明に

つながるかも知れない。

第3節 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibαサブユニットの

構造に関する考察

第2章及び本章で述べたきたように、 αサブユニットはその構造中に

WD-40リピート (59、60)という特徴的なくり返し構造をもっ(図2-1

1、p27)oWD-40リピートをもっ代表的な蛋白質の構造模式図と考え

られている機能を図6-5に示したが、蛋白によってリピートの数や

位置はまちまちであり、また、各蛋白質中のリピート間で保存されて

いる残基も様々である。最近、三量体 G蛋白質の立体構造が相次いで

報告されたが(99-101)、その結果から、三量体G蛋白質βサブユニッ

トはプロペラのような構造をしており、 WD-40リピートはその羽に相

当する部分を構成していることが明らかとなっている。また、 αサブ

ユニットとの相互作用には7回の WD-40リピートのうち主として N末
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端側の3回分が重要であることもわかっており、残りのリピートを使

って他の蛋白質との相互作用を行っている可能性も示唆されている。

PAFアセチルハイドロラーゼ Ibのαサブ、ユニットのWD-40リピートも

基本的には同棟の構造をとると考えられるが、 7回のリピートのうち

4番目のリピー卜のあとに約 30残基からなる挿入配列があり、この部

分の意義は興味深い。この挿入配列部位は水溶性が高く、セリン、ス

レオニン残基に富んでいるので、リン酸化を受けて何らかの機能変化

を誘導する部位ではないかと想像している (実際、細胞内ではαサブユ

ニットの一部はリン酸化されているらしい(102))。

WD-40リピートが結合する相手として、 PH(p I eckstr i n homo I ogy)ドメ

インが候補のーっとして挙がっている (68)ので、いくつか PHドメイン

をもっ蛋白質を選び、 αサブ、ユニットとのニトロセルロース上におけ

る結合を調べてみた(図6-6) (70)。その結果、 αサブユニットは細

胞骨格成分のgースペクトリンとかなり強く結合することを見い出し

た。このような結合が実際に起きているか否かは不明であるが、この

ような細胞骨格成分と相互作用することによって本酵素の局在性を調

節している可能性も考えられる。また、最近、 PHドメインの機能に関

しては、イノシトールリン指質を結合するドメインであるとか(93，94)、

ダイマー形成に必要であるとか (95)、特定の膜画分との結合に必要で

ある (96)とか、リン酸化されたセリン/スレオニン残基を含む配列に

結合する (66)などの知見もあり、立体構造(97)からも、必ずしも WD-

40リピートの相手としてのみ捉えるのは間違いであると考えられる

ほうが多い。今後は、いろいろな可能性を考えつつ、例えば yeast

two-hybrid systemなどを用いて αサフ、ユニットと相互作用する蛋白

質を検索することが必要であろう。

現在 yサブユニット蛋白質の X線構造解析が進行中である。現在考え

られる yサブ、ユニットの立体構造モデルを図6-7に示したが、第4
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章でも述べたように、本サブ、ユニットは既知のセリンエステラーゼと

は共通の構造をもたず、むしろ三量体 G蛋白質のαサブユニットや低

分子量 G蛋白質とトポロジカルに類似した構造をもつことが明らかと

なった。これがどういう意味をもつのかは今後の検討を待つしかない

が、 PAFアセチルハイドロラーゼ Ibも、 G蛋白質のように、様々な蛋

白質との相互作用や自身の構造変化によってシグナル伝達において重

要な役割を担っていることを示唆していると考えている。また、 αサ

ブユニットの立体構造を解析する事で触媒サフ、ユニット (s/rサブ

ユニット)との相互作用する部位などを特定できれば、本酵素の機能を

理解するための有用な情報となるだろう。
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cDNAtこリおのLず相る同¥性 、fし、
核酸配予

96.5% 85.1% 

ORF 

ウシPAF-AH α 

図 6-1 ヒ卜LIS-1産物とウシ PAFJ7セチルハイドロラーゼ

Ibのαサブユニットのアミノ酸配列及ひ唄cDNA核酸配列の比較。

アミノ酸配列はWD-40リピートがわかるように配列した。ハイ

フンは同一アミノ酸を示す。

ORF: open reading frame 

(90) 

3' 



現象
異常Lよって生じる

発生過程
病態

(1 ) 神経板形成に始まり、 無脳症
初期誘導過程 神経管形成、終脳や問 全前脳飽症
(胎生2~6週) 脳の形成、交連板形成 脳梁欠損症など

まで

(2 ) 
脳室クモ膜下腔

の発生 脈絡叢、クモ膜下腔形成 7.1<頭症など

(胎生3~6週)
， 

( 3 ) 未分化細胞が分裂増
小脳形成不全細胞増殖 殖して神経芽細胞と
など(胎生7~8週) なる

(4 ) 神経芽細胞が分裂増殖し
水無脳症神経細胞移動 神経細胞となりDNA合成
裂脳症など(胎生6~40週) 能を失う。

神経細胞が表層へ
滑脳症

J 
移動し、皮質板が (M川er-Dieker症候群)
肥厚する。

など

図6-2 ヒ卜の大脳の発生過程と先天異常
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蓋星位凶盟

境界層

中間層

醐 層凶 +

脳室層脳室層

脳室{内}側
脳室層で神経細
胞細胞分裂が起
きる

分裂周期からはず

れた神経細胞が表
層側へ移動し、中
間層をつくる

境界層

皮質層

中間層

喝~

脳室下層

脳室層

新たに脳室層、脳室下層

で分裂を終えた神経細胞

が中間層を横切って移動
し皮質層をつくる

図6-3 大脳形成における神経細胞移動のモデル図
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、巨為

抽・

図6-4 正常なヒ卜の脳 (上)と、Miller-Dieker症候群患者の脳 (下)。
Miller-Dieker症候群患者においては、脳回カfほとんど認められない
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PAF-AHα サブユ二 yト

三量体Gタンパク質
日サブユニット ーベコごにX二丈コ二心

RACK1 

(活性型PKC安容体) C丈Xコ二にXコう
PRP17 

(mRNAのスプライシ ------------ - 一ー
ングに必須) ・一一""'\._斗.:.__)ーしートベ~

日'cop
(非クラスリン小胞の
梅成成分)

CDC4 
(紡錘体形成に必須)

。WD-40リピート
1回を表す

図 6-5 WD-40リピー卜をもっ蛋白質の構造と機能の例
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liVリV己0持ピつー40蛋ト記白を質蛋白質 βーアドレナジック スペクトリン Tec Ila ダイナミンレセプター

キナーゼ β鎖 らSrc-re凶t
(βARK) ロシンキナーゼ

=量体G蛋白質

+++ + +++ + 日サブユニット

PAFアセチル

ハイド口ラーゼ + +++ + 一αサブユニット

三量体G蛋白質

γサブユニ yト 一 一 一 一(WD-40を持たなし、)

図 6-6 PAFアセチルハイド口ラーゼ αサブユニットとPHドメインをもっ蛋

白質との結合性。
PHドメインを持つ蛋白質のリコンビナン卜蛋白質をSDS電気泳動後、ニトロ
セルロース紙にトランスファーし、αサブユニットをoverlayした。その後、抗

α血清を用いて検出した。
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図6-7 X線構造解析から得られた yサフユニ ントの立体構造モデル。
miissing loopと記した部位の構造はまだ決定していない。右上の四角で‘因んだ部
分は、夕、イマー形成に必要なジ ッパー構造であると推定している。
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第 7 章

総括

本研究の主な内容は次のように大別できる。

①細胞内型の PAFアセチルハイドロラーゼに複数のアイソフォームが

存在することを見い出し、そのうちの一つ(アイソフオーム Ib)の精製

及びcDNAクローニングに世界で初めて成功した。

②PAFアセチルハイドロラーゼ Ibがサフ、ユニット構造を持つ酵素であ

る事を明らかにした。そして、そのうち一つ(αサブ‘ユニット)は触媒

活性には恐らく無関係であり、他の二つは及びγサブユニット)はと

もに(恐らく独立に)触媒活性を担うことを見い出した。

③PAFアセチルハイドロラーゼ Ibの触媒サフ、ユニットはともにセリン

残基を活性中心にもつが、いわゆるセリンエステラーゼファミリーの

酵素とは全く異なる、ユニークな構造を持つことを見い出した。

④PAFアセチルハイドロラーゼのαサブ、ユニットはヒトの先天性の脳

形態形成不全の一種である MiIler-Dieker症候群の原因遺伝子(LI S1) 

の産物であることを見い出した。

私が本研究に着手した 1991年時点、では、細胞内 PAFアセチルハイドロ

ラーゼについては単独の酵素であるかどうかもわかっておらず、いく

つかの酵素学的知見が報告されていた(22-25)だけであり、正確な分子

量さえもわかっていなかった。ヒト血築中の PAFアセチルハイドロラ

ーゼ(細胞外型)については精製が報告され(27)、生化学的及び酵素学

的性質が詳しく調べられていた(26、28-32)が、 cDNAク口一ニングは

行われておらずその構造については全く不明であった。しかし、その

ころから、 PAF及び PAF棒リン指質(指肪酸鎖が酸化修飾を受け水溶性

が増したリン指質など)が細胞内外で棟々な生物活性をもつことが
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次々と報告されはじめ、このようなリン指質性メディエイターの代謝

経路を解明することの重要性は非常に高まった。 PAFアセチルハイド

ロラーゼについては、この 5年間で本研究及び、当研究室服部研之に

よる細胞内PAFアセチルハイド口ラーゼE型の精製及びcDNAク口ーニ

ング(77，78)、Tjoelkerらによる血紫PAFアセチルハイドロラーゼの

cDNAク口ーニング(33)などにより、その構造はほぼ明らかとなったが、

PAF合成系の酵素については依然として分子的には不明であり、今後

の研究が待たれるところである。特に細胞内における PAF(またはPAF

様リン指質)の機能を考える上では、 PAF代謝経路の分子的な解明は不

可欠であろう。

図7ー1に現在考えられるPAFアセチルハイドロラーゼIbの構造模式

図を示した。第6章に記したように、 X線構造解析の結果から、 yサ

ブ、ユニットは三量体G蛋白質のαサブ‘ユニットやp21Rasに類似した立

体構造をもつことが明らかとなっている。また、 PAFアセチルハイド

ロラーゼのαサブユニットと G蛋白質のSサブ‘ユニットはともに WD-

40リピートを 7回もち、 N末端にリピート外配列をもっという点で類

似している(図6-5)。これらが何を意味しているかは不明であるが、

本酵素も G蛋白質と同掠にサブ、ユニットの分離/会合を行い、それぞ

れがまた他の蛋白質と相互作用する事によって複雑なシグナル伝達系

を構成することを示唆しているのではないかと考えている。PAFアセ

チルハイドロラーゼ Ibのサブ、ユニット全ての一次構造が、動物種間で

驚くほど良く保存されている (図7-2)という事実(58、86、108、109)

は、本酵素がいろいろな細胞成分と相互作用して、その活性などが微

妙に調節されていることを意味しているのではないかと考えている。

なぜならば、単なる分解酵素はもちろん、ホスホリパーゼA2群の酵素

でも本酵素ほど種間で保存されている蛋白質は全く無いからである。

最後に、本酵素の機能的な位置付けを、神経細胞移動を例にとって考
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察してみたい(図7-3)。本酵素がその存在量を調節している PAFが、

はたして細胞外に放出されて別の細胞に作用する (もし くは細胞膜に

とどまり、隣接した細胞に作用する (110、111))のか、 または細胞内に

とどまるのかについては全く不明である。しかし私は、 PAFが細胞内

において何らかの機能をもっという可能性が高いのではないかと考え

ている。現在、細胞内における PAF受容体を想定するグループも存在

するが(16、112-114)、その実態は全く明らかではない。その上 PAF

はリン脂質であるために、細胞内の局在性を調べる事が非常に難しい。

しかし私は例えば PAFを結合して活性化されるキナーゼや、性質変化

を起こす細胞骨格系蛋白などが存在するかもしれないと考えている。

また、三量体 G蛋白質との類似性を考えると、 iPAFアセチルハイド

ロラーゼ Ibそのものが細胞内 PAF受容体である」という可能性も考え

られる。つまり、 PAFアセチルハイドロラーゼ IbにPAFが結合するこ

とによってサブ、ユニット構造の変化が引き起こされ、それによって例

えばαサブ‘ユニットが遊離して他の細胞成分に作用するということで

ある。これらの可能性はどれも実験的な裏付けはなく、他にも様々な

経路を想像することができるが、とにかくこのような細胞内メ ッセン

ジャーとして PAFが機能する事で、最終的な遺伝子発現の誘導や、細

胞骨格または膜蛋白質などのダイナミズムの変化によって、神経細胞

移動などが引き起こされるのではないかと考えている。今後、本酵素

の各サブ‘ユニットの機能をさらに解析し、分子生物学的、遺伝学的検

討を行うことで、 PAFを中心とする未知なるシグナル伝達経路の解明

につながると考えている。

【本文終わり】
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PAFアセチル
ハイド口ラーセlb

三量体G蛋白質

GTPase活性部位

EA;ん立Fアセチルハイド口ラーゼIbの構造模式図 ω と、三量体G蛋
卵型はWD-40リピート一回を表わす。三量体G蛋白質においては、αサブユ一

品よおtta以説明Atz:T333ムfi237ふZJ;F
jレ/¥イトロラーゼIbにおいては、 WD-40リピートがどの程度サブユニ ット間
相互作用に寄与しているかは不明である。
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図7-2 PAFアセチルハイド口ラーゼIb各サブ・ユニ ットの、晴乳動物種聞に
おける相向性。

当研究室川本(渡辺)の修士論文より転載した。
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神経細胞

/下¥
又;調;ν

細胞移動の制御

図7-3 PAFアセチルハイドロラーゼIbの機能的な位置付け。
詳しくは本文参照。神経細胞移動を例にとって表したが、本酵素はかなり普遍
的に存在していることから、この図に描いたようなシグナル伝達経路は様々な
細胞において起こっていると考えている。
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