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l.路語

AMV AvianMyeloblastomaVi川S

ATP Adenosine5'-triphosphate A
BAP BacterialAlkalinePhosphatase

BPB BromophenoIBlue
BSA BovineSerumAlbumin

CBB CoomassieBrilliantBlue

CTAP CalfIntes血eAualinePhosphatase

cDNA ComplementaryD00XyribonucleicAcid
CrP Cytidine5'-biphosphate
dATP 2■-Deoxyadenosine-5l-uiphosphate
ddATP 21,3.-Dideoxyadenosine-5-一山phosphate

dCTP 2l-Deoxycytidine-5'-triphosphate
ddCTP 21,3.-Dideoxycybdinel5'-triphosphate

dGTP 2f-Deoxyguanosinel5'-1riphosphate
ddGrIP 21,3'-Dideoxyguanosine-5'-triphosphate
dTTP 2'-Deoxydbothymidine-5'-biphosphate
ddm 2'3--Dideoxyribothymidinel5'-triphosphate
DMS Dimethylsulfate

DMS0 Dimethylsulfoxide
DNA DeoxyribonucleicAcid

DNaseI DeoxyribonucleaseI
DPase DNAPolymerase
DTT Dithiothreitot

EDTA E山ylenediaminetetraacedcAcid
GTP Guanosine5'-triphosphaLe
dc7GTP 2'-Deoxy17-deaza-guanoslne-5-一山phosphate
KLH KeyholeLimpetHemocyanin
MBS m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimideester

MES 2-(N-Morpholino)ethanesulfonicAcid

MOPS Mo叩holinopropanesulronicAcid
mRNA MessengerRibonucleicAcid
NAD NicotinamideAdenineDinucleotide

PAGE PolyacrylamideGelElectrophoresis
PCR PolymeTaSeChainReacdon

PBS PhosphateBufferedSaline
PIPES Piperazine-N,N■-bisl21ethanesutfonicacid】
PMSF PhenylmethanesulfonylFluoride
RNA RibonucleicAcid
RNaseA RibonucleaseA

RNasin RNaseInhibitor

rRNA RibosomalRibonucleicAcid

SAM S-Adenosylmethionine

SDS Sodiumhurylsulfate

TEMED N,N,汁JV-Te打ameLhy1ethylenediamine

4



TIP Ribothymidine5'-triphosphate
Tris(トリス) 2-Amin0-2-hydroxymethylaminopropane-1,3-dioI
XC Xylenecyanol

AminoAcids A L-Alanine

C L-Cysteine

D L-Asparticacid
E L-Glutamicacid

F LPhenylalaれine
G Glycine
H L-Hisddine

I LJsoleucine

K LLysine
L L-Leucine

M L-Me山ionine

N LAsparaglne
P L-Pro1ine

q LGlutamine

R LArginine
S L-5erine

T LnLreOnine
V L-Valine

W LTryptophan

Y L-Tyrosine

Nucleoddes A Adenosine

C Cytidine
G Guanosine

T RibosylLhymine(mbothymidine)
U Uridine

dA Deoxyadenosine
dC Deoxycytidine

dG Deoxyguamosine

dT Deoxyribothymidine(Deoxyribosylthymine)



｣ _ ll.序論

細胞は自己の生命を維持 していくために､絶えず外界の情戟
があり､さらに得た情報を伝達､処理 し､自己の生命活動に有利な
を起こさなくてはならない｡即ち､細胞内の構成物質を柔軟に変化
外界に働 きかけることによって､他の細胞 と情報交換をしながら､
-個体を繁栄の方向へと導 くように絶えず矯正 しているO
ロビーと戦うために､,W胞が長い進化の過程で独得 したも
系である｡外界の情報を絶えずモニターする膨大な種類の
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のが細胞内情報伝達
レセプター群､その

シグナルを解釈 し伝達するGTP結合タンパク質群､フォスフオリパーゼ群､プ
ロテインキナーゼ群､プロテインフォスフアタ-ゼ群､さらにはシグナルを遺
伝子へと中継する転写因子群などがその主経路を構成 している｡これらの細胞

され､現状のように広範にわたって活発に
りである｡ レセプター､プロテインキナ-
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これらの実際に情報伝達系を柄
多 くの ｢部品｣が存在 している

一つにはcAMP､イノシ トールリン酸などの
る化学物質群 と､もう一つは､ ｢部品｣のメ

ンス機構である｡もちろんこれらも含めて細胞の情報伝達機構 と呼ぷ
いのだが､とかく花形的に見 られるレセプター､プロテインキナーゼ
実際に情報伝達の経路に位置 しているものと､ここでは一応区別 して

考えたいと思う｡
すべての ｢部品｣は炭素原子を骨格 としてお り､炭素原子の物性 (価電

子が4つあること)に由来 して非常に複雑なタンパク質､核酸､糖､脂質など
の化合物を創 り得た訳だが､その反面無横化合物に比べるとかなり分･解され易
いという弱点 も持っている｡ しかしながら､多 くの ｢部品｣は巨大な化合物
(炭素数が数千個)となっており､逆に無機物と同様の挙動性を得るまで分解
される (例えばタンパク質が完全にアミノ酸に､核酸が完全にモノヌクレオチ
ドに分解される)には自然状態では途方もない時間がかかってしまう｡そこで
メインテナンス機構が必要となってくるわけである｡

タンパク質である ｢部品｣はまずmRNAから造 り出されるわけであるが､
この量の調節は､

(》 そのmRNAを転写する量の制御 (転写 レベルでの調節)､
(診 mRNAから翻訳される畳の制御 (翻訳 レベルでの調節)､
(参 生成 したタンパク質のターンオーバー速度の制御 (後翻訳 レベルで

の調節)､
の3つの段階で行われている｡(∋は退伝子のプロモーター､エンハンサーに結

合する転写因子群､O因子群が直接には関与 している｡ しかし､これらだけで
は不十分であり､転写量の調節はむしろこれら転写因子の活性を持つものと持
たないものとの比で調節されている｡即ち､そこにはプロテインキナーゼ群､
プロテインフォスフアタ-ゼ群及び細胞内プロテアーゼ群が関与 している｡②
は､mRNAの量はほとんど同じレベルであるにも関わらずタンパクの量のみが
変動するという現象で､卵割制御因子であるmosタンパクJ質などで観察されて

いるO実際に細胞内プロテアーゼがmRNAに結合 しその翻訳を阻害する事 も報
告されている(I)0(さは完全に細胞内プロテアーゼ群によって制御 されるもので
ある｡これら､細胞内プロテアーゼ群による役割をまとめると次のようになるC

① ｢部品｣が必要な時に必要なだけ存在するようにその産出量を調節
する役割､

⑦ 酷使 され続けた末に一部分解 してしまい正常に働けなくなった ｢部
品｣や役目が終わり不必要になった ｢部品｣をすみやかに分解する
役割､
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③ ｢部品｣が情報伝達に際 して適切な機能を果たせるようにこれを修
飾する役割､
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｡産出立の調節 と同時に細胞
増えた ｢部品｣の量をその役

と同時に急速に分解する (いわゆるダウンレギュレーション)ためや
わたる使用によって一部分解 して機能を果たせな くなって しまった

｢
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｢部品｣の速やかな分解のためにも重要である｡スイッチがONに
品｣がそのままでは､細胞は正常な生命活動を続ける串が出来なく
の場合は細胞及び個体 にとって壕悪の状態であるガン化状態に陥
(ちなみに､ガン化 とは永久の増殖 を細胞

ペースとが無限にある状況なら細胞にとっ
べての生命体にとって栄養源 とスペースと
ある
｢食
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)
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ち

｡また､壊れた ｢部品｣がその
に正′削 こ機能する ｢部品｣が無
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｢部品｣の材料をリサイクルするという意味でも ｢部品｣
重要である｡さらに細胞内プロテアーゼが直接 ｢部品｣を限定分解す

る事によって ｢部品｣の括性を制御 している事 を示唆する報告 も多い(2)-(10)0
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細胞内プロテアーゼはこ
細胞の基本的生命情動の維持に
性が発現 し過ぎると当然細胞にとっては非常に
ロテア-ゼが存在するという串はいつでも細胞

てつ
､反面
な状態
重要な

スできるという事であり､それ故に厳密な活性の制御が同
ち､細胞内プロテアーゼを考える時にその活性化機構及び

も
と
タ
時
そ

が示唆 され､
テア-ゼ括
細胞内にプ

須
ン

必
イ

に
の

質
で
ヒ

同時に考察 しなくでは本当の生理機能は理解 し得ない｡この点がリソ
の酵素 と大きく異なっている｡古 くからこれら細胞内プロテアーゼに
｢部品｣の処理経路が主な研究課題ではあったが､数多 くの報告が有

紘

①
②

に的 の 3種がよく研究されている

セ
即
を
系
は
体
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〇
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に
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ユビキチン､ATP依存性プロテアーゼ複合体
マルチキヤタリティツクプロテイナーゼ またはプロテアソー ム

(MuldcatalydcProteinase,打oteasome,lngensin,ATPDependentProtease,
Macropain:EC3.4.24.5)

③ カルパインまたはカルシウム依存性プロテアーゼ (Calpain,Calcium
Dependentfh'otease,CalciumAcdvaledNeutralProtease:EC3.4.22.17)

古 くは1953年ごろから(ll)一部の細胞内のタンパク質分解にATPを要求す
ることが示唆されていたが､その後この現象はユビキチンとATP依存性プロテ

アーゼ複合体によって引 き起 こされていることが明らかになりつつある｡ATP
はユビキチンを分解するターゲットのタンパク質に結合 させる段階と､その後
実際にそのタンパク質を分解する段階の両方に必要である(12)I(14).この系に関
与するプロテアーゼは推定分子量1000-1500kDaと異常な大 きさを示 し､さ

らに約700kDaのもう一つのユニットが存在すると報告 されている(15)-(r7). し
かし､何分にも分子畳の巨大性から詳 しい構造研究は難航 していると言えようく

マルチキヤタ1)ティツクプロテイナーゼは 1980年にWilkとOrlowskiと

が牛脳下垂体から精製 し､初めて記述 した(18)｡その後現在 までに調べ られた
すべての真核生物の組孤 と古,Wl菌 (ArchaebacterL.um)に存在 している事が確認

されている(19)-(21)｡そして､過去にいろいろな名称で呼ばれたものがどうやら
すべて同種のものではないかと考えられ始めてきている｡表 Ⅱ-Ⅰに過去に呼
ばれた名称 を挙げたがどれも電子顕微鏡的に非常に良 く類似 している事か ら.

これらを総称 して ｢マルチキヤタリティツクプロテイナーゼ (Multicatalytic
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名称 決定者 文献 年号

HighMolecularWeightPeptideHydrolase Edmunds&PennlngtOn(24)1982

HighMolecularWeightEnzyme Ha∫dyetal. (25)1983

HighMolecularWeightCysteineProteinaseIT/ⅠII Dahlmannetal. (26)1983
ProteinaseYscE Achstetteretal. (27)1984

MulticatalyticProteinase Dahlmanneta1. (28)1985

NeutralEndopeptidase Ray&Hams (29)1985

Ingensin ⅠShiuraelal. (30)1985
AlkalineProtease Rivett (31)1985

MultifunctionalProtease Tanakaeta1. (32)1986

Macropain McGuire&DeMartino(33)1986

20SProtease Houghetal. (34)1987

Endopeptidase-24.5 Zolfagharietal. (35)1987
AlkalineSerineProteinase Mykles (36)1987

LargeAlkalineMultifunctionalProtease(Proteasome) A汀igoetal. (37)1988



Roteinase､略称 :MCP)｣ と呼 ぶ事 に､ 1988年 に下 田で行 わ れ た 71h

TnlernadonalSym posiumonlnuacellularfh･oteinCatabolismの会議上で決定された
(22)(23).ただし､どうやら完全に均一かつ同一の物質であるわけではないらし
い｡

マルチキヤタリティツクプロテイナーゼはATP依存性プロテアーゼと比

較すると活性にATPの水解を伴わないことが相違点であるが､両者の関連性は
これからの研究課題である｡現在 までにマルチキヤタリティツクプロテイナー
ゼに関 して明 らか になっている事 は､(》 ヒ トか らイース ト及 び古細 菌

TJzermoplasmaacL'dophELumに至るまで現在 までに調べ られたすべての真核生物
のすべての器官に存在する｡② 真核生物のMCPは各々25-35kDaの分子量を

持つ十数個の異なるサブユニットから構成 されてお り､全体では700kDa前後

あり､沈降係数は19-225である｡その電子顕微鏡による形態は中央に穴のあ

いた直径12nm､高 さ23nm の円柱状をしている｡③ 一方古細菌のMCPは､2
種類のサブユニットのみから構成 されているが､電子顕微鏡下の形態は真核生
物のものに酷似 している｡@ 細胞内ではIW胞質 と核内の両方に検出されるO
⑤ プロテアーゼとしては少なくとも2種類の独立 した括性が存在 し､それぞれ

が異なるpH依存性を示すO⑥ 細胞内のATP依存的なタンパク質分解経路に関
与 している事 を示唆する報告 もある(38)(39).⑦ プロテアーゼ以外 にもRNA結合
活性､RNase活性､熱 ショック応答性 などとの関連 も報告 されてお り(40)-(43)､
非常に多機能な酵素複合体であると考えられる｡⑧ サブユニットの構造につ
いてはそのcDNAのい くつかが既にクローニングされ､一次構造が決定 されて

いる(44)(45).アミノ酸配列は他のタンパク質のアミノ酸配列 とは全 く相同性 を
有 しておらず､ しか しその一方で､サブユニット同士は相同性を有 している｡

以上に述べてきたように､MCPは細胞の基本的かつ必須な機能の一つあ
るいは複数を担っていると考えられるのだが､その分子量の巨大性などとも相
まって､未だに構造 と機能の相関をつけられずにいる｡より詳細な構造解析の
必要性が強 く感 じられる｡筆者 らも細胞内プロテアーゼの総合理解 という立場
からプロテアソームの構造決定 も行ったのだが､論旨がほやけるのでこれにつ
いては別の機会にゆする｡

さて､本論文の主題のカルパインであるが､その歴史はMCPよりもずっ

と古 く､ Gurofrにより1964年にラッ ト脳 のプロテアーゼ として発見 された｡

しかし､その存在がクローズアップされてきたのはCa2･の重要性が理解 され始
めた頃からであり､それ以降は分子生物学の急速な発展に伴いカルパインの構
造は次々と解明されていき､現在では最 も構造研究の進んだプロテアーゼの一
つとなっている｡歴史的背景 も絡 まってその名称 については､MCPほどでは

ないが多 くの名前がつけられていた時期があったoCANP (Calcium-Actiyated

NeutralProtease) ､ Cop (Calcium-DependentProlease) ､CDSP (Calcium-
DependentSul什IydlYlPTOlease)などが使 われたがこれ らは､MCPとは異 な り､
完全に同一の分子を指 している事 も既に判明 してお り､名称の統一の必要性が
高まっていた｡そんな中､1990年に ドイツで行われた第8回タンパク質分解に

関するB]際会議 (lntemationalConferenceOnProteolysis:lCOP)において､常
にカルパインの研究の指導者的立場に有った Suzukiによって名称統一の呼び

かけが行われ､以降カルパイン (Calpain) と統一される串 となった(46)｡後述
するがカルパインには少なくとも2種のアイソザイムが存在 しそれぞれの名称

もこのとき同時にm-カルパイン及びト-カルパインと呼ぶ軌 こ決定された｡また､
これも後で詳述するがカルパインには特異的なインヒビターが存在 し､この名
称についても散在存在 したが､これもカルパスタチンに統一された.時まさに
東西 ドイツが統一された年であった｡



カルパインについては優れた総説が多数昏かれている(47ト(60)｡こ
考にしつつカルパインの生化学的な性質についてまとめてみたいが､
ンについて論ずるためにはまず疲初にカルパインと呼ぶためのクライ
定める必要がある｡そこでこの論文では以下の4つを同時に満たし
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かつそのときのみ､その分子をカルパインと呼ぶ事にする｡
(》 プロテアーゼである｡ l
⑦ システインが活性中心に存在 し､かつ活性に必須である｡
③ その活性はカルシウムイオンに依存する｡
① 細胞質内に存在する｡

簡単に言うと ｢カルパインを細胞内カルシウム依存性システインプロテアーゼ
と定義する｣ということである｡さて､このクライテリアに合致するカルパイ
ンは､少なくとも高等生物のほほあらゆる組織に存在 している｡研究の大部分
は脊椎動物に集中しているが､これ以外でも軟体動物のイカ､節足動物のエビ
(61)､ カニ(62)､ シ ョウジ ョウバ エ(63)､扇 形動物 の住 血吸 虫(schisEOSOma

tnansoni)(64)でもカルパインの存在が報告されている.即ち､動物細胞において
はおそらく普遍的に存在する分子であると考えられる｡菌界においでは､其核
菌類ツポカビ門のカワ1)ミズカビ(ALLomycesarbuscu(a)(65)でカルシウム依存性
システインプロテアーゼの存在が報告 されているが､これは上のクライテリア
の中で④において当てはまるかどうか判然としない｡また､プロテアーゼイン
ヒビターの阻害実験 などか ら共核菌類子嚢菌門の出芽酵母(Saccharomyces

cerevislae)のカルパインではないかと考えられていたcL因子プロセッシングプロ
テア-ゼであるKex2は､残念ながらカルシウム依存性セリンプロテア
同定された｡即ち､上記くさの点をクリアーできなかった｡ しかし､カワIJノ＼▲_ヽ-q〉■ーUrr'一′ヽ -｣-1ILJ＼=/▼′ハLヽC-′ /′
カビで見つかったものが本物のカルパインならば､出芽酵母にもカルパインが
存在 しても不思議ではない｡余 り進んでいるとはいえないカルパインの生理機
能の解明のためにも酵母は実験材料 として非常に興味深いものであるから､今
後もカルパインの検索が続けられる事であろう｡原核菌類 (細菌類)では全 く
報告が無い｡植物界においては､今までカルパインが存在 したという報告は無
い.のみならず､単子葉類のカナダモ(ELodeadensa)ではカルシウム依存的な
プロテアーゼ活性が無いという報告(66)まであるo Lかし､カルパインが細胞
の根本的な機能と関連 しているのならば､必ずや植物細胞にも
ずである｡こちらもさらなる検討が必要であると考えられる｡
うに､カルパインは分子進化的にも興味深いタンパク質である
のためにもより広範な生物種における研究が今後必要となって
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研究の進んでいる怖乳類､鳥類のカルパインについてはcDNA､迫伝子の
クローニングなども網羅的に行われており､生化学的性質はかなり詳細に判明
している｡まず､カルパインには少なくとも2種類のアイソザイムが存在 し､
それぞれは基質を分解するときに要求するカルシウムイオン濃度が異なってい

る｡1つはPM程度のカルシウム濃度においてl'nvitroでカゼイン分解活性を発現

する分子で､LL-カルパインと名付けられた. もう一方はmM程度のカルシウム

濃度においてL'nvitro活性を発現するものでm-カルパインと呼ばれる｡両者はど

ちらも分子量 110kDa程度であり､大小2つのサブユニットから構成されてい
るヘテロダイマーである｡そして両者はそれぞれ異なる大サブユニットを持つ
が､小サブユニットは同一のものを有する｡大サブユニットは分子量約 80
kDaで触媒部位を含んでお り､図Ⅱ11に示 したように4つの ドメインから構成

されている｡すなわち､N-端 (プロペプチ ド) ドメイン (第 Ⅰドメイン)､
システインプロテアーゼ ドメイン (第Ⅲドメイン)､カルシウム結合 ドメイン
(第Ⅳ ドメイン)､および機能のまだ明確でない ドメインⅢの四つである｡一

方の小サブユニットはm一,L1-カルパインに共通であり､約 30kDaの分子量を持
ち､大サブユニットの弟Ⅳ ドメインと相同性があるカルシウム結合 ドメイン

9



(第Ⅳ･ドメイン)と､グリシンが40%程度を占め､他には疎水性アミノ酸が
多い ドメイン (第Vドメイン)とから成る (図Ⅱ-1)｡カルシウム結合領域で
ある第Ⅳ,Ⅳ●ドメインはカルモジュリンと相同性を持ち､それぞれBFハンド
構造を4つづつ含んでいるので､一分子のカルパインは構造的には8個のカルシ
ウム結合領域を持っている事になる｡実際には一分子当たり4-6分子のカルシ
ウムが結合 していることが報告されている(67)-(69)｡ ●

様々な種においてカルパインサブユニットのcDNAのクローニングが行わ
れ､その一次構造が決定された｡構造決定が行われた過程 とその結果は表Ⅱ12

及び図Ⅱ-2にまとめた｡表からわかるようにm-,p-カルパイン大サブユニット
どちらも晴乳類の中で全長が決定されているのはヒトだけである｡カルパイン
小サブユニットの方はヒト､ウサギ､ブタ､ウシの4種で全長が決定されてい

るが､ニワトリではまだ決定されていない｡逆にm-カルパイン大サブユニッ
トはニワトリで全長が決定されているが､ここで一つの問題が生 じる｡それは

m-型とp-型の定義である.そのカルパインがm一型であるか､LL一型であるかのク
ライテリアとして､現段階では次の4つが考えられる｡

① 蛋白質化学的に､より低濃度のカルシウムイオンで活性化されるカ

ルパインをp-乱 より高濃度のカルシウムイオンで活性化 されるも
のをm一型とする｡

(診 蚤白質化学的にDEAE-系のカラムにかけて塩化ナ トリウムの濃度勾

配で溶出したとき先に溶出されるものをp-型､後に溶出されるもの
をm一型とする｡

③ ヒトカルパイン大サブユニットと全体の相同性を調べ､よりヒトLL一

型に近い方をp-型､m-型に近い方をm一型とする｡

④ 分子進化的にみてヒトLl一型の系譜にのっているものはド-型､m一型の
系譜にのるものはm-型とするo

(彰については補足が必要であろう｡カルパインの祖先迫信子
と独立 した避伝子であったシステインプロテアーゼの祖先逝伝子
ジュリンの祖先遺伝子との少なくとも2者が融合 したものであった

も
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るが､この祖先退伝子がかな り古い時期にド-型､m-型の2つに迫信子重複 に
よって増幅したのならば､その時期より後に分化 した生物種ではそのカルパイ

ン遺伝子上にLL-塑祖先遺伝子､m-型祖先遺伝子の痕跡を残 しているはずである｡

その痕跡 (すなわちヌクレオチ ドあるいはアミノ酸配列の相同性)によってp-

型､m-型に分類するという事である｡よって､この分類はLL-型､m-型への分
化がその生物種への分化の時期よりも古い事象であるときにしか適用できない
(｢稔合討論｣で詳細に述べた)0

哨乳類においては上記のすべての定義は同一の結果を導 く｡ しかし､鳥
類を含めると状況は変わる｡③の定義によると､現在ニワトリm-カルパイン

大サブユニットと呼んでいるものはむしろp-型に近 くなってしまう (詳 しくは

｢結合討論｣を参照)Oもともとトー型､m一型の名称の由来はカゼイン分解活性
を指標 とした上記①に基づいたものであったので､②の定数 ま余 り意味を持た
ない｡それでは①の定義が最も良いかというとこれは拡張性の点で問題がある｡

すなわち､今後Ll一型､m-塑以外のカルパインが兄いだされた場合に (実際にこ

の論文で後述するわけだが)今までのLL一型､m-型という名称を変更する必要が

でてくる可能性がある｡ここまで考えてくるとそもそもLL一型､m一型という名称
自体､適切なものであるかどうかという問題が出てくるわけだが､いずれにし
ても現在のデータのみからきちんとした定義を導 く事は不可能となる｡すなわ
ち､すべてのカルパインを持つ生物種が2種のカルパインを持つかどうかも判
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I JJ
大サブユニット
(活性ユニット)

小サブユニット
(調節ユニット)

システイ ンプ ロテ アーゼ

ドメイ ン

JV

カル シウム結合 ドメイ ン

｣且_江上L カル

Ⅰ～Vは ドメインの番号を表 し､ ドメインⅡに記 したC,Hは活性中心のシス

テイン､ヒスチジン残基を表 している｡ ドメインⅠ,Vの白三角はその位置で最終
的に自己消化が起 こることを示 している｡ ドメインVの中のGと記 した部位はグ

リシンが連続する領域である｡ ドメインⅣ,Ⅳ･の一つの楕円は-つのEIFハンド構りトl._lI.L_.
造に対応 してお り､その濃淡は実際にカルシウムを結合 しているかどうかを示
ている｡すなわち､明るい1､4番 目は大小 どちらのサブユニットもca2+を結合
ていることを示 し､大サブユニットの2番 目の中間の明るさの部分はm_カルパ
ン大サブユニットのみでカルシウムイオンとの結合が示唆されていることを､
の3つの色の濃い部分は､実際にはカルシウムイオンを結合 していないことを示
ている∩

L
L
イ
他

し



ー■L.IF ■l ｣壷皿』⊥ カルパ イ ンサ ブユ ニ ッ ト_ カルパ ス クチ ンの溌 冶

･ーcDNAH､-Gene"の欄は､それぞれcDNA､遺伝子が全長にわたって決定され

ているか(F)､一部のみか(P)を表 し､"Publishedl.は､cDNAの構造が発表された年(()内は遺伝子の構造が決定された年､上付の数字は文献を表す)､HRes.日は､決
走されたアミノ酸残基の数 (()は全長でないことを示 している)､HM∫日は全長が
決定されているものに関してその計算される分子量(relativemolecularmass)を表記
した○

種 分子種 CDNAGene Published Res. Mr

ヒト ∩-カルパイン大サブユニッ ト F P 1988(115)(1989(Il6))70080,(氾5
LL-カルパイン大サブユニット F - 1986(117) 71481,889
カルパイン｣､サブユニッ ト F F 1986(118)(1986(119))26828,315

p94 P - 1989(120) (778)
カルパスタチン F - 1989(121) 673 2,605

ウサギ m-カルパイン大サブユニッ ト P - 1986(]22) (654)L1-カルパイン大サブユニット P - 1986(122) (302)

カルパイン小サブユニッ ト F - 1986(123) 26628,238
カルパスクチン F - 1987(124) 718 6,964

ラット ∩-カルパイン大サブユニッ ト - P (1990(125)) (60)カルパイン小サブユニッ ト p - 1992● (266)28,586●◆
p94 F - 1989(Ilo) 821 4,084

カルパスタチン F - 1991()26) 60365,881

ブタ カルパイン小サブユニッ ト F - 1985(127) 26628,068

カルパスタテン F - 1988(12S) 713 7,122

ウシ カルパイン小サブユニッ ト ど - 1989(129) 263 7,931

ニワトリ m-カルパイン大サブユニッ ト F F 1984(91)(1986(130)) 70580,350トーカルパイン大サブユニッ ト P - 1992●
p94 F - 1992' 81193,748

ジス トマ カルパイン大サブユニッ ト F - 1991(64) 75886,862

■● i】一山isstudy,manuscrlptlnpreparationー
●●: N-端の4残基をMFLVと仮定 した催o



然としていないし､ましてやアミノ酸配列の情報に至っては幡乳類､鳥類以外
では上述 した住血吸虫の一種が決まっているだけである｡これでは分子進化的
な考察をするのはかなり厳 しい｡現在のところは①～④ とを合わせて総合的に

(唆昧さが残るが)p-型､m-型の定義 としたいoニワトリm-カルパインは上
記のカゼイン分解活性を指標 としたアッセイではKa(最大活性の50%を示す

カルシウム濃度)が 150pM､ヒトのp-型､m-型がそれぞれ､35トM及び520

pMであるのでこれだけではニワトリm-カルパインがトー型かm一型か判然 としな
い｡配列の相同性からも上で述べたように明確でない｡ しかし､一時は存在 し

ないと考えられていたニワトリトーカルパインが精製され､そのクローニングが
行われつつあるので (本論文にもデータを含む)､これと比較対照する事でニ
ワトリm-カルパインはやはりm一型であると結論ができる｡この点については
この論文の ｢総合討論｣で詳 しく論 じたい｡そして､そのほかの生物種のカル
パインを含めた給合的な分子進化的考察をするためにも､より詳細なカルパイ
ンサブユニットの一次構造についての情報が必要である｡本論文ではこの点に
ついても検討を加えるため新たに数種のカルパインサブユニットについてク
ローニングを行った｡さらにカルパインの分子進化を考える上でも興味深いの

はトー型､m一型以外のカルパイン分子の存在であるoこの論文ではp94というm-,

トーカルパイ
ば第三のカ

ン大サブユニットの双方に相同性を持ち､かつ両者 とも異なるいわ

ルパイン大サブユニットというべ きタンパク質をコー ドするcDNA

をクローニングし､Ll遡 ､m一型と比較検討を加えたO

カルパイン小サブユニットについては晴乳類では1種 しか兄いだされてい

ないが､マウスの培養繊維芽細胞､BALB/C3T3のcDNAライブラリーからカル
パイン小サブユニットと相同性を有するタンパク質をコー ドすると考えられる
cDNAがクローニングされているUO)｡この分子がカルパインと関係する (すな
わち上述 したカルパインの定義に当てはまる分子の一部あるいはそれと複合体
を作っている)かどうかはまだ不明だが､さらに他にもこのような分子が存在
する可能性はある｡この点についても本論文で考察を加えた｡

カルパインの構造については､以上述べたように輔乳類でかなり詳細に
解析されてはきたものの分子進化的考察を加えるにはまだデータが十分 とはい
えない｡本論文では､我々の結果と過去の報告 とを合わせて､カルパインの分
子進化論的結合理解を得る事を一つの目標 としている｡

次にカルパインの活性化機構 について触れてみたい｡以前から問題 と
なっており､現在 も完全に解決されていない問題として､カルパインの活性化
に必要なカルシウムイオン膿皮の値がある｡細胞内のカルシウムイオン濃度は
10-6M以下で変動 してお り､特にm-カルパインなどがmMオーダーの濃度で活

性化される事はとても生理的に意味のある事 とは考えられない｡トトカルパイン
にしても細胞内カルシウムイオン濃度の最大値 よりもまだ数十倍高い濃度を必
要としている｡ しかし､試験管内のアッセイで得 られたこれらのKa値は､カ
ゼインという非生理的な基質を用いており､かつ温度 も30℃と生体の温度に比

較すると低い値 を使っている｡pH値やコファクターも含めて､試験管内で現
在までに調べられた範囲ではこれらの条件が最適であった-ZPはまちがいないが
それは逆にいえばこれらの条件が生理的条件 とはかなり異なっている串を自ら
示 している事にもなる｡すなわち､37℃ではカルパインの失活によって30℃に
おけるプロテアーゼ活性よりも低 くなってしまう条件が生体内で再現されてい
るとは考えにくい.対1日抱内には他のタンパク質､脂質､細胞膜などが高波度で
存在 しているので､これらがカルパインを安定化 し､かつKa値を下げている

事は十分に考えられるし､実際にそれを支持する報告 もあるの )-ロ3)｡これらの





点はカルパインを細胞内情報伝達系のプロセッシングプロテアーゼとして捉え
るときに避けて通れない問題であり､今後 もさらなる解析を続ける必要がある｡

もう一つの問題は自己消化である｡トー,m-カルパイン双方とも上で述べた
カルシウムイオン濃度以上になると自己消化を起こし分子量が小 さくなり､同
時にカルシウムイオン感受性が高 くなる (Kaが一桁以上小 さくなる) という

現象が報告されている04)-(87)Oつまり､カルパインのカルシウム感受性 と言 う
ときは､実は自己消化の際に必要なカルシウム濃度のことを指 していた訳であ

る.現在までに調べられた限 りでは､まず､ウサギp-カルパインでは大サブユ

ニットは分子量が 80kDa-･79kDa..･77kDa- 76kDaと段階的にプロセスさ
れて､最終的にN-端の27残基が欠けたものとなる(i8)(89)0/トサブユニットの方
はウシのデータであるが30kDa- 27kDa- 23kDa- 2lkDa-･18kDaと分子

量が減少 し､最終的にN一端の91残基が欠けたものになる(90).また､ブタ小サ
ブユニットも30kDa- 29kDa- 26kDa- 18kDaと似た変化を遂げ､最終的

にはウシと同様にN-端の91残基が欠けたものとなる｡この小サブユニットの

消化パターンはm-カルパインでも同様 に観測されているので､トー型､m-型に
共通な小 サブユニ ッ トは同一の自己消化修飾 を受けていると考 えられる
(72)09)(85).一万､m-カルパイン大サブユニットについては､ニワトリで最終的

にN一端の17残基が欠けたものが生成することが判明 している(91)｡ウサギでも
壊終的にN一端の19残基が欠けたものを生成する｡ しかし､ウシでは自己消化
前後で大サブユニットが変化 しないという報告 もある｡これらの報告が単に種
差を示 している可能性もあるが､まだ今後さらに厳密な実験によって解明され
るべき事象であるといえる｡

言い換えると､自己消化することによってL1-,m-カルパインともカルシウ
ム感受性が高 くなることは間違いないが､それでは実際に､invL'voの活性化機
構の一つとして自己消化が行われているのか､という点については細胞内のカ
ルパインをそのままの形で観測できるような系で再考する必要があると考えら
れる｡少なくとも､現在までに自己消化された形のカルパインが生体材料から
検出された例は存在 しない｡すなわち､自己消化 という現象がL'nvL'troでのアー
ティファクトである可能性を未だ否定 し切れていない｡同時に小サブユニット
の役割についても研究の余地はある｡｣､サブユニットも自己消化によってN-
端が切断されることは上で述べたが､これはカルシウム感受性に影響を与えな
いことが判明している｡ しかも最終産物の約18kDaの自己消化小サブユニッ
トは､ほとんどドメインⅣ■のみを残す形 となってお り､ ドメインⅣ●が大サブ
ユニットの ドメインⅣと相同性が高 く､大部分がカルシウム結合部位であるこ
とから考えて､この時点での小サブユニットの意義はカルパイン分子全体の安
定性への寄与 ぐらいしかないとも考えられる｡もちろん前駆体 として､ ドメイ
ンVを有しているときにその蔵大の存在価値があると考えられる｡ しかし､こ
の ドメインVもリン脂質との結合には関与するが生体膜 との結合には関与 しな
いことが知 られている(92)(93)｡この点は､カルパイン分子の進化的成立過程 を

考える上でも興味深 く､本論文で新たに発見 したp94分子がこの小サブユニッ
トに当たるものを有 しているかどうかという点を含めて後に考察 した0

いずれにしても､カルパインの細胞内での活性化機構はカルパインの生
理機能を考える上でも重要な点であり､現在 までにカルパイン活性化因子(94)､
分子間活性化機構(88)､細胞核分画のm-カルパインカルシウム感受性高揚効果
(95)なども示唆されているが残念ながらどれも完全にカルパインの活性化機構
を説明しているとは考えられない｡さらに深い研究が必要とされている｡

前述 したように､カルパインが細胞内情報伝達系において ｢部品｣を修
飾する､いわゆるプロセッシング酵素として機能していることを示唆するデー
タは､かなりの数に上っている｡そのひとつは､短寿命である必要性があるタ
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ことに必要性があると証明されてはいな
質のことであるが､無意味にせっかく作
生理的にも進化的にも無理があるので

ンバク質群 (正確には､短寿命である
いが､とにかく短寿命であるタンパク
りだした ｢部品｣を破壊することは､生理的にも進化的にも無理があるので､
｢必要性のある｣と表現した)の分解である｡残念ながらカルパインとの直接
的関係を示すデータはまだ存在 しないが､短寿命タンパクの一次構造の中に高
い確率で兄いだされる､PEST配列 (プロリン (P)-グルタミン酸 (E)､セ
リン (S)､スレオニン (T)残基に富む配列)がカルパイン分解-のシグナ
ルではないかとの見方が強まっている(59)(96)oPEST配列を有する分子 としては､

細胞内情報伝達系の ｢部品｣である､プロテインキナーゼC､フォスフオリ

バーゼC､mos､junJ osタンパク質などがあげられ､ invitroでは実際にこれら
の分子がカルパインによって限定分解を受けることも判明しているo中でもプ
ロテインキナーゼCは活性化後の分解 (ダウンレギュレーション)がよく研究

されてお り､このときプロテインキナーゼCのキナーゼ ドメインのみを残 した

形のPKMと呼ばれるものが生成され､その後速やかに消失 していく(2)-(4)｡この
分解がカルパインの抗体やロイペプチンで阻害されるため(4)､カルパインによ
る現象である可能性が高い.実際に､invitroの結果ではあるが､カルパインが
プロテインキナーゼCをその活性 ドメインと制御 ドメインとをつなぐ領域で切

断することが確認されている(5)｡但 し､プロテインキナーゼCのダウンレギュ
レーションにはプロテインキナ-ゼCの自己リン酸化が関与 しているとも考え

られており(97)､分解のシグナルについては未だ不明の点が多い｡また､卵受
精時に急速に消失 し､卵を分裂へと導 くと考えられている卵成熟に関与する因
子､mosタンパク質も､その消失にカルパインが関与 している(98)｡さらに､培

養細胞の系で もカルパインが細胞分裂に関与 しているという報告 もある(99)｡
卵成熟､細胞分裂は高度にプログラミングされた過程であり､細胞の生命活動
の基本をなすものである｡外界からの刺激こそ単純であるが細胞内での情報伝
達は他の刺激に対する応答 と同様な経路を取っていると考えられ､む しろその
厳密性 (誤応答､即ち､分裂時期の誤 りは細胞死に直接つながるという重大
性)故にその応答は最高の精度をもって制御 されている必要がある｡そこにカ
ルパインが関与 していることは､たいへん興味深い｡この他にも､N-CAM(】00)､

cAMP依存性プロテインキナーゼ (プロテインキナーゼA)(】01)､フォドリン

(101)､インターロイキンⅠα前駆体(102)､などをカルパインが切断するという報
告がある｡いずれもカルパインのプロセッシング酵素としての機能を示唆する
ものであり､今後 もこのような報告が蓄積することによってカルパインの情報
伝達経路における位置付けが明確になっていくことであろう｡

これらの報告が示すカルパインの機能を明確 にするもう一つの方法は､
カルパインと病態との関連を研究することである｡古 くから言われて
の一つは､筋ジス トロフィー症におけるカルパイン括性の昂進であるが､生化
学的に大切なことはこれが原因であるか結果であるかということである｡残念
ながら､筋ジス トロフィー症におけるカルパインの活性化は､ジス トロフィン
タンパク質の欠乏による ｢結果｣であると現在では理解 されている(103)｡この
他にもミラノ高血圧症(l叫､モントリオール血小板症(105)などでもカルパインが

関与するという報告がある｡ しかし､現在までにト,m-タイプのどちらのカル
パインにしても完全に欠損 しているという症例は存在 しない｡これは､カルパ
インが細胞の生命情動に必須な機能をはたしていることの間接的な証拠 となる
ものではあるが､カルパインの機能を探る上で残念ではある｡この点を解析す
るためには線虫､酵母などの生命情動がより単純な系でのカルパインの探索が
有力であると考えられる｡これからの課題であり､本論文でも第3のカルパイ
ン､p94も含めて考察 した｡

もう一点見逃 してはならないのは､カルパインには特異的なインヒビ
ターが存在するという点である｡これはカルパスタチンと呼ばれるもので､現
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在までにウサギ､ブタ､ヒト､ラットでそのcDNAクローニングが行われてい
る｡計算 される分子量は､ウサギ､ブタで約77kDa､ヒトで約72kDa､ラット
で約67kDaと変動 しており､お互いの相同性 も77%程度であるOこれはカルパ
インサブユニットが非常によく保存されている (晴乳類間では93%以上)こと

と対照をなしている (詳 しくは ｢総合討論｣ を参照)Oエキソンのaltemahve

splicingも数種見つかってお り､かなりdivergeした分子であるが､例えばウサ
ギのカルパスタチンはウサギのm-カルパインにもヒトのp-カルパインにも同程

度に､よく阻害活性を示す｡ しかもその阻害活性はカルパイン特異的であ り､
かつ､カルパインに比較的よく阻害活性を示すといわれるロイペプチンや♭64

の数100分の1のモル濃度で効果を現す｡明らかにカルパインの活性制御のため
にカルパインと共進化 してきた分子であると考えられ､その活性制御の様式に
は非常に興味がもたれる｡阻害の分子機構については､基質と桔抗阻害をする
ように観測されるが(106)(107)､活性中心のシステイン残基に直接結合 しているか
どうかは不明である｡興味深いことにカルパスタチンにはアミノ酸約140残基
からなる4回の繰 り返 し構造が存在 し､互いの相同性はそれほど高 くないがそ

れぞれが独立に1分子のカルパインを阻害することが判明している(108)｡各繰 り
返し領域の中心付近には､4つの繰 り返 し構造の間のみならず､異種間でもよ

く保存された ｢TIPPXYR｣ という配列が存在 し､この配列 を含む少なくとも

27残基の合成ペプチ ドにはLL-,m-カルパインの両方を桔抗的にかつ特異的に阻
害すること､この配列を含まず十分に長いペプチ ドでは阻害活性が見 られない
ことが明かとなっている(106)-(109)｡カルパスクチンの阻害様式で重要なことの
-つは､カルパインの分子内の自己消化 を阻害 しないということである(88).
このことは､カルパイン分子内の自己消化を受ける部位 (N一端側)はカルパ
スタテンの存在如何に関わらず活性中心とアクセスでき､かつカルパインもプ
ロテアーゼ活性を発揮できるということを物語っている｡ということは､おそ
らくカルパスタチンの阻害様式は､基質とカルパインとの親和定数 (Km)と
同程度の親和定数で､カルパインの活性中心 とは別の ｢カルパスタチン結合サ
イト｣に結合 し､活性中心を吸い隠すことによってカルパインの活性を阻害す
ると考えられる｡この点についての研究は現在進行中であるが､機能の不明な
ままであるカルパインドメインⅢと関連 して注目され始めている｡前に述べた
ように細胞内プロテアーゼとは両刃の剣であるためその活性制御には極めて厳
密なシステムが要求される｡カルパインの生理機能を理解 しようとする上でカ
ルパスタテンの存在を考え合わせることは必要不可欠であると言えよう｡分子
進化の見地から､本論文でもカルパインーカルパスタチン系の進化過程につい
て考察を加えてみた｡

カルパインの生理機能を考えるにあたって､忘れてはならないのがカル
パインの細胞内局在(10calizadon)､及び局所化(traTLSlocation)ということである｡
カルパインに限らず情報伝達を達成するためには､すべての ｢部品｣が漫然 と
細胞質のスープの中に浮かんでいるだけではいけない｡然るべき ｢部品｣が然
るべき所に在って､あるいは､移動 して初めて情報伝達 ｢経路｣ というものが
動く｡カルパイン､カルパスタチンについては､基本的に細り泡質に拡散的に存
在するものと膜､オルガネラに結合 して存在するものの両方がある(56)(110)-(113)0

細胞分裂において膜や核に移行するらしい(99)(114)という報告 もあるがそれ以上

のことは判明していない｡今後
が解明されていくと思われるが
あり､かつ 初
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ヵルパインを考える上で､最後につけ加えたい事は､ ｢プロテアーゼ｣
として以外の活性である｡カルパインは既に述べたように4つの ドメインから

ドメインは未だに機能がはっきりしていない｡この ドメイ
ていない機能を持つ可能性は十分にある｡即ち､カルシウム
他のタンパク質に結合するなどして､ ｢部品｣の機能を制御御
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っているため､往々にしてその夕
プロテアーゼ活性もそれ自体でたいへん
プロテアーゼ活性のみがその分子の機能

えられる場合はその活性のみを探求すれば良いわけだが､カルパインや
MCPなどのように細胞内にあって､複雑な機能を担っていることが強 く予測
される時は十分に慎重にその構造一機能相関を考えなくてはならない｡特に今

回新たに兄いだされたp94分子はm-,LL-カルパイン大サブユニットに加えてさら
に未知の構造を含んでいる｡この点を含めて本論文でも考察を加えた0

以上長々と述べてきたように､カルパインについては､特にその構造や
生化学的性質に関してかなり詳 しく研究されてきているものの､細胞内プロテ
アーゼとして重要な機能であると考えられる細胞内情報伝達系酵素とのL'nvivo
における相互作用の詳細についてはまだまだ深い研究が必要である｡しかしな
がら､カルパインのL'nvLvoでの機能を考える上で､カルパインが､特にある
組織で強いということもなく､ほぼ全ての組織に発現 していることは､カルパ
インの普遍性を示唆はするものの､実験系が組み立て難いという大きな欠点を
含んでいる｡すなわち､細胞の基本的な生命活動に関わりが深ければ深いほど､
これに摂動をかけたときに細胞が受ける影響 も大きく､一皮に多 くの事象が誘
導されすぎるために､カルパインの直接の作用を特定 し難 くなる｡これらの問
題点を克服するためには機能の限定 したカルパインの存在が助けになると考え

られる｡本論文で新たに兄いだしたp94は構造的に見ると､m-,p-カルパイン大
サブユニットと同一の機能を担っていいても不思議ではない分子である｡しか

し､p94は骨格筋特異的な発現を示す他､多 くの興味深い性質 を有 していた.
この点は､p94を発現 していない細胞､組織が多 く存在 し､ここにp94を発現さ
せてその影響を見るなどの実験系を簡単に組めることを意味 している｡また､
骨格筋はある意味で特殊な器官であり､非常に合目的的な組織であるため､逆

にp94の機能を考察するための材料が容易に手に入 り得るとも考えられる｡そ

して､もちろんp94の特異的な機能は骨格筋の機能を考える上で必須であ り､

逆にm-,p-カルパインと共通する点はカルパインの生理機能を考える上で重要

となってくる｡さらに､p94とm-.p-カルパインとの関係の進化的考察を加える
ことによりカルパインの機能に対する新たな側面を兄いだすことができるかも

知れない｡つまりこの論文は､まずカルパインの新 しいメンバーであるp94を
構造的に詳 しく解析 し､次にp94に特異的に見 られる現象を解析 し､これらを
総合的かつ分子進化論的に考察 し最終的には､細胞内プロテアーゼとして細胞
内の情報伝達経路に関与する､カルパインの機能的位置付けについて考察を加

えたものであるOかなりover-speculatlOnが含 まれているが､ここに述べられ
る推察が少 しでも､今後カルパインの生理機能の解明に役立てば幸いである｡



- llJ._圭農地

ll] ラット(Rattusno"egEcus)
ラット(ノルウェーラット)は東京都臨床医学給各研究所実験動物研究部門

より供与 していただいた｡ラットの各種臓器は解剖 して摘出した後､直ち使用
するか､あるいはドライアイス/エタノールまたは液体窒素中で凍結させ､使
用時まで-80℃で保存 した｡

[2]培養細胞
cosl及びCOS7細胞(サル腎臓由来)及びL8細胞(ラット筋芽細胞)は､束京

都臨床医学総合研究所逝伝情報研究部門秋田朗子博士､西道隆臣博士及び同免
疫研究部門反町典子博士より供与 して頂いた｡

[3]大腸菌(EscherichL'acotl)
大腸菌K12株の誘導体であるMM294.C600Hfr.XL-1blue,LE392,YA21は､

東京都臨床医学総合研死所逝伝情報研究部門榎森康文博士(現東京大学理学部

生物化学科助教授)及び東洋紡窟i株式会社(東京)より寄与 して頂いた.CJ231,
BMH7ト18m〟J∫は宝酒造株式会社(京都)より購入 した｡

[4】就薬類
く1>各種酵素

AMV逆転写酵素はBioRad社(Richmond,uS,A.)､大腸菌DNAポリメラー

ゼⅠとそのKlenowfragment､大腸菌アルカリ性ホスファターゼ(BAP)､子牛小
腸アルカリ性ホスファターゼ(CIAP)､T4DNAポリメラーゼ､T4DNAリガーゼ､
T4ポリヌクレオチ ドキナーゼ､エキソヌクレアーゼⅢ及び耐熱性DNAポリメ

ラーゼ(Am pliTaqTM)は宝酒造株式会社､ ヒ ト胎盤 リボヌクレアーゼ阻害剤
(RNasin)はPromegaBiotec社(Madison,U.S.A.)､EcoRlメチラーゼはNewEngland
Biolabs社(Beyerly,U.S.A.)､ウシ陣膿 リボヌクレアーゼA(RNaseA)､ウシ肺臓デ
オキシリボヌク レアーゼl(DNaseI)､卵 白 リゾチー ムはSigma社(st.Louis,
U.sA)､ヌクレアーゼ51はPh… acia社(Uppsala,Sweden)､各種制限酵素は宝酒
造株式会社､東洋紡株式会社､pLBi∝hemicals社(Milwaukee,U.S.A.)､プロテ
イナーゼKはベ-リンガ一 ･マイハイム山之内株式会社(東京)より購入 した｡

<2>ヌクレオチド

九gtlOベクターアームはPromegaBiotec社 ､pUC8,pUC9,pUC18,pUC19,
pUCl18,pUCl19,pTVl18N,pTVl19NベクターDNA､dATP,dCTp,dGTP,dm ,
ddATP,ddCTP,ddGTP,ddTTPは宝酒造株式会社､九ファージDNAは宝酒造株式

会社､オリゴ(dT)12_18はPL-Biochemicals社､ATP､dc7GTPはベ-リンガ一 ･マ

イハイム山之内株式会社 より購入 した｡また､T7プロモーター発現ベクター

はPromegaBiotec社のpGEM-2にβ-グロビンのリーダー配列を挿入 したもの(1)-(3)

を東京都臨床医学総合研究所迫伝情報研究部門の平井秀一博士より寄与 して頂
いた ｡



<3>キット
cDNA合成 キ ッ トはPharmacia社 の､invitroバ ッケイジ ングキ ッ トは

sbLatageneCloningSystems社(samDiego･U･S･A.)のGigapackIIGold､DNAラベ リ
ング及 びハ イブ リダイゼー シ ョンキ ッ トは Am ersham社 (Buckinghamshire,

EDnea;dl蒜 をミット7';;:mlalc'iaqiJnでTnlti,;0品 '; 詣誌 左蒜 蒜L宣誓 .'i

宝酒造株式会社のMulan-KTM､DNA自動 シークエンサー用のシークエンス解析

反応にはアプライ ドバイオシステムズジャパ ン社(califomia,U･SA)のTaqDye

Deoxy,MTerminatorCycleSequencingKit､PCRの反応 には宝酒造株式会社 の

GeneAm pTMDNAAm puficadonReagentKjtwithAm pliTaqTM､ウェスタンブロッ
ト用ペルオキシダーゼ発色キット､アルカリフォスフアクーゼ発色 キッ トは
vect｡,Laboratories社(califomia,U.S.A.)のVectastainABCキッ ト,ABC-APキッ ト

及びアルカリフォスフアタ-ゼ基質キッ ト､DNA分離精製用キットは旭硝子

株式会社(東京)のDNAPREPを用いた｡

<4>アイソトープ

[α-32P]dCTP(約 110TBq/mmol)はNewEnglandNuclea,ResearchProducts社

(Boston,U.S.A.)､[7-32P]ATP(約 220TBq/mmol)及び【35S】Met(約 45TBq/mmol)は
Amersham社 より購入 した｡

<5>クロマ トグラフィー担体､メンプランフィルター

オリゴ(dT)12_18セル ロースはPL-BiochemicalS社､oligotexTM-(dT)30は日本

ロッシュ株式会社(東京)､セファロースCL-4B､セファデックスG-50､セファ
デックスG-100､プロテインAセファロースCL-4B､DEAEIDextran､PDl10カラ

ムはphm acia社 よ り購 入 し､核酸 プ ロ ッ ト用 のナイ ロ ンフ ィル ター は

Am ersham社 のHybondTM-N及 びHybondTM-N+また は 日本 ポー ル社 (東 京)の

Biodyne､タンパ ク質転写用 メンブ レンはア ト-株式会社(東京)のクリアプ
ロット･p膜､FPLC用イオン交換カラムはDEAE-5PW(TSK-gel)､を用いた｡

<6>タンパク質
キーホール リンペ ッ ト ヘモシアニ ン(KLH)はCalbiochem社(califomia.

U.S.A.)のMegaLJMraCrenulata由来 の もの､MBSはPierceChemical社 (Illinois,
U.S.A.)､フロイント コンプリー ト アジュバ ント及びフロイント インコンプ

リー ト アジュバントは和光純薬工業(大阪)､二次抗体はVectorLaboratories社

のアフイニティ精製 ビオチ ン化抗 ウサ判 gG(H+L)ヤギ血清､及 びTAGO社
(Califomia,U.S.A.)のアフイニティ精製アルカリフォスフアクーゼ結合抗ウサギ

IgG(H+L)ヤギ血清を用いた｡

<7>培地
大腸菌の培養に用いた培地は､ トリプ トン,イース トエキス トラク ト,ど

タ ミンア ッセ イ カザ ミノ酸 ,パ ク トアガ-がDIFCOLaboratories(Michigan,
U.S.A.)､NZアミンが和光純薬工業のもので､真核細胞の培養に用いた培地は,

DMEM培地,pBSが日水製薬株式会社(東京)､抗生物質,グルタミン溶液,2%ト

リプシン溶液､FoetalBovineSerumはFlowLaboratories(Scotland)のものを用いたO
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<8>特殊試薬
DMSOは ド一夕イ ドスベク トロ トゾ-ルのグレー ドのものを用いた(和光

純薬より購入)0

[5] 装置類
自動DNAシークエンサー､自動DNAシンセサイザー､及び自動ペプチ ド

シンセサイザーはAppliedBiosystems社のモデル373A､モデル380B､及びモデ
ル430A､バイオイメージアナライザはFUJIX(東京)のBAS2000システム､エ レ
ク トロポ レーション ･トランスフェクシ ョン装置はBIO-RADLaboratories社

(California,U.S.A.)のジーンパルサー及びキャパシタンスエクステンダー､PCR
反応装置はPerkinElmerCetus社 のDNAThe-alCycler､デ ンシ トメ~タ~は
ACIジャパ ンの¶AS画像処理 ･電気泳動測定システム､ホモジナイザーは日音

医理科器械製作所 の ヒス コ トロン､超音波破砕器 はBRANSON(Connecdcut,

U.S.A.)のSonifierMode1185､コンピューターは日本奄気株式会社(東京)のPC-
9801VM2,VX4,RA2,DA/U2,NS/E､Apple社(califomia,U･S･A･)のMachintosh

llcx,TIci､プリンターは京セラのし880､し880S､キヤノンのレーザーライタ1
日本電気株式会社のPR-3000PS､ワークステーションは東京都臨床医学結合研

究所のApollo社(Masachusettes.U.S.A減 DOMAlNSeries3500を用いたo

l6] ソフトウェア一類
核 酸 ･タ ンパ ク質 デ ー タベ ー ス はPIR(noteinldendficadonResource

NationalBiomedica】ResearchFoundation)リリース29.0(1991年6月)､GenBankリ

リース69.0(1991年9月)､及びEMBLNucleotideSequenceDataLibraryリリ~ス

27.0(1991年5月)をワークステーション上の核酸 ･タンパク質解析 プログラム

IDEAS(Integ'aledDalabaseandExtendedAnalysisSystem ro√nucleicacidsand

proteins:京都大学化学研究所､金久賓博士により作製された)を利用 して､核
酸 ･タンパク質の配列分析にはソフ トウェア開発株式会社(東京)のGENETYX

ver.5.1､英文 ワー ドプロセ ッサーには MicroProInlemationalCorp.(東京)の
wordStarVer.5.0､マイクロソフ ト株式会社(東京)のWordrorWindowsTM､和文

ワー ドプロセッサーにはジャス トシステム(徳島)の一太郎ver.4.3､作臥 作画

に は ジ ャス トシス テ ムの花 子 Ver.2.0及 びClarisCorp.(California,UIS･A･),

SystemSoftCorp.(福岡)のマック ドローⅡVer.1.1を用いたo

l7]調製薄液蕉
特に指示 したものを除き､試薬類は和光純薬工業株式会社(大阪)およびナ

カライテスク株式会社(京都)の試薬特級､生化学実験用､またはクロマ トグラ
フィー用試薬を用いて､所定の濃度に洛解 しオー トクレーブにかけてから使用
した ｡

<1>基本試薬
<l>-(a) 3Mナ トリウム/酢酸緩衝液(pH5.5):

酢酸ナ トリウム溶液を酢酸でpH5.5に合わせ､最終的にナ トリウムイオ
ン膿皮が3Mになるようにした｡使用時は必要に応 じて適当に希釈 した｡
<1>-(b) lM トリス/塩酸緩衝液:

トリス溶液を塩酸で適当なpH(7.0-9.5)に合わせ､最終的に トリスの濃度
がlMになるようにした｡使用時は必要に応 じて適当に希釈 した｡
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<1>-(C) フェノール溶液:

65oCで溶解 したフェノールに0.2%2-メルカプ トエタノール/0.1M トリス

/塩酸緩衝液(pH7.4)を加えてよく横枠 してから水屑 を捨てた○この操作 を､水

屑のpHが中性になるまで行って､最後は水屑 を1cmほど残 し､褐色瓶中で冷

盟 (.d:,鮪 ,LL':;-ル ･,｡｡ホルム溶液‥ よ

フェノール溶液に等量のクロロホルムを加えたもの｡水屑 を1cmほど残
し､褐色瓶中で冷暗所に保存 した｡

<1>-(e) 0.5MEDTA(pH8.0):
EDTA(エチ レンジアミン四酢酸)溶液 を水酸化ナ トリウム溶液でpH8.0に

合わせ､最終的にEDTAが0.5Mになるようにした｡使用時は必要に応 じて適当
に希釈 した｡

<1>-(f) TE:

10mM トリス/塩酸殺衝液(pH8.0)

1mM EDTA(pH8.0)
使用時は必要に応 じて適当に希釈 した｡

<2>制限酵素消化用駿衝液
次に示す組成のものを用いた(滅菌,除菌 してある溶液を混合 して作った)0

10×L IOXM IOXH 5×SalllOXSmaI

トリス/塩酸緩衝液(pH8.0) 100mMIOOmM 500mM 250mMIOOmM
塩化マグネシウム 100mMIOOmMIOOmM50mM IOOmM

DTT(ジチオス レイ トール) 10mM IOmM IOmM 5mM IOmM
塩化ナ トリウム ー 500mMIM IM 一
塩化カリウム 100mM

以上の麓衝液は最終的に1×の漉皮になるようにして､以下に示す制限酵素に
用いた｡

10XL IIpaII,KpnI,Sacl

lOXM ALuI,BstEII,DdeI,EcoRV.Haelu,Hincll,HJ'ndllI,MspI,PvuII,JbaI,
Sau3A-I,XbaI

lOXH BamHl,BgnI,EcoRl,PstI,ScaI,SphI
5×Sail Satl
lOXSmal∫JI∽Ⅰ

<3>電気泳動用試薬
<3>-(a) 50×TAE:

242.0g トリス
57.1mJ 酢酸

18･6g EDTA
純水で溶解 LlJに合わせた｡

使用時は最終的に1×の濃度になるようにした｡
<3>-(b) 10×TBE:

108g トリス
55g ホウ酸

9.3g EDTA
880mL純水
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混合 して溶解 した｡
<3>-(C) アガロース電気泳動用色素:
0.25% プロムフェノ-ルブルー(BPB)
0.25% キシレンシアノール(XC)
25% フイコール

<3>-(d) 40%アクリルアミド溶液:
38% 791))I,7STT

2% N,N㌧メチ レンビスアクリルアミド

褐色瓶中で冷暗所に保存 した｡(オー トクレーブはしないo)

<3>-(e) ゲル溶出液:
500mM酢酸アンモニウム

10mM 酢酸マグネシウム

1mM EDTA(pH8･0)
0.1% SDS(ラウリル硫酸ナ トリウム)

<3>-(f) SDSIPAGE泳動後衛液:
25mM トリス

19.2mM グリシン

0.1% SDS
オー トクレーブは必要ない｡

<3>-(g) SDS-PAGE分離ゲル用枚衛液:

1.5M ト1)ス/塩酸枚衝液(pH8.8)
1.6% SDS
オー トクレーブは必要ない｡

<3>-(h) SDS-PAGE濃縮ゲル用後衝液:

0.5M トリス/塩酸殺衝液(pH6.8)
1.6% SDS
オー トクレーブは必要ない｡

<3>-(i)SDS-PAGEサンプル媛衝液:

100mM トリス/塩酸線衝液(pH6.8)
20% グリセリン

4.0% SDS
0.4% BPB
オー トクレーブは必要ない｡

<3>-O)30%アクリルアミド溶液:
29.2% アクリルアミド

0.8% N,N.-メチ レンビスアクリルアミド

褐色瓶中で冷暗所に保有 した｡(オー トクレーブはしない｡)

<3>-(k) SDS-PAGE洗浄液:
7.5% 酢酸
5.0% メタノール

水道水に溶解 した｡(オー トクレーブはしない｡)
<3>-(1) SDS-PAGE染色液
50% メタノール

10% 酢酸
0.1% CBB

く4>ウェスタンブロット用試薬
<4>-(a) ウェスタンブロットプロッティング殺衝液:
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1(氾mM ト1)ス
192mMグリシン
20% メタノール
SDS(最終濃度0.I%)は､必要に応 じて加えたO

<4>-(b) ウェスタンブロット洗浄用殻衝液:
0.5M 塩化ナ トリウム `

25mM カリウム/リン酸媛衝液(pH7.5)
0.05% ツイーン20

<4>-(C) ブロッキング溶液:
5% スキムミルク
ウェスタンブロット洗浄用競衝液に洛解 した.

<4>-(d) 二次抗体溶液
0,5% ビオチン化二次抗体
又は
0.5%アルカリフォスフアタ-ゼ結合二次抗体
使用直前にブロッキング溶液に溶解 した｡
<4>-(e) ABCh%:

10mLのウェスタンブロット洗浄用媛祷液にキットのアビジン溶液90卜lと

ビオチン化ペルオキシダーゼ溶液90トLLとを混合 し､氷中に30分間保温 した後

に用いた(用時調製 した)0

<4>-(i) ABCIAP混液:

10mlのウェスタンブロット洗浄用巌衝液にキットのアビジン溶液90トLLt

ビオチン化アルカリフォスフアクーゼ溶液90pLとを混合 し､水中に30分間保

温したあと用いた(用時調製 した)0

<4>-(g) ペルオキシダーゼ基質溶液:
0.5%0-dianisidine

0.5%4-chrol0-1-naphtol
メタノールに溶解 し-20℃に保存 した｡

<4>-(h) ペルオキシダーゼ発色液:
10mJ 純水

200トL ペルオキシダーゼ基質溶液

167トlJ3Mナ トリウム/酢酸緩衝液(pH5.5)

1llJ 31%過酸化水素水
使用直前に混合 し調製 した｡
<4>-(i) アルカリフォスフアタ-ゼ基質溶液

10mL 0.lM トリス/塩酸硬衛液(pl18.2またはpH9.5)
90卜L 溶液1(キットに付属のもの)

90llJ 溶液2(キットに付属のもの)

90PL 溶液3(キットに付属のもの)
使用直前に混合 し調製した｡

<5>DNAリン酸化試薬
<5>-(a) 10×リン酸化後衛液:

500mM トリス/塩酸後衛液(pH7.6)
100mM塩化マグネシウム
50mM DTr
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lmM スペルミジン

<5>-(b) 5×リン酸化粧衛液:

500mM トリス/塩酸農衝液(pH8.0)
50mM 塩化マグネシウム

35mM DTT
5mM ATP

<6>DNA,RNA抽出用試薬
<6>-(a) DNA抽出綾衛液:
500mMEDTA

50mM トリス/塩酸緩衝液(pH7.6)
0.5% ザルコシル
<6>-(b)6M グアニジニウムチオシアネー ト:
6M グアニジニウムチオシアネー ト

5mM クエン酸ナ トリウム後衛液(pH7.0)
0.5% ザルコシル
以上の濃度の溶液を調製 し､オー トクレーブはせずに保有 して､使用する直前

に0.713%(V/V)の2-メルカプ トエタノールを加えたO(これにより､21メルカプ

トエタノールの濃度は0.1Mとなる｡)

<6>-(C)5.7M塩化セシウム:
5.7M 塩化セシウム
0.1M EDTA二ナ トリウム

水酸化ナ トリウムで pHを7.5に合わせた｡

<6>-(d)TE/SDS:

10mM トリス/塩酸殺衝液(pH7.4)
5mM EDTA(pH810)
1% SDS

<6>-(e)溶液D

250g グアニジニウムチオシアネー ト
293mJ純水

17.6m10.75Mナ トリウム/クエン酸媛衝液(pH7.0)
26.4m710%ザルコシン酸ナ トリウム

混合 して溶解 し､(オー トクレーブは必要ない)使用直前に
0.72%の2-メルカプ トエタノール

を加えて使用 した｡

<6>-(f)クロロフォルム/イソアミルアルコール混液A
クロロフォルム,イソアミルアルコ-)I,を24:1の割合で混合 したO

<7>核酸 トランスファー用試薬
<7>-(a) アルカリ変性剤:
0.5M 水酸化ナ トリウム
1.5M 塩化ナ トリウム

<7>-(b) 中和剤:
0.5M トリス/塩酸緩衝液(pH7.5)
1.5M 塩化ナ トリウム

く7>-(C) 20×SSC:
3M 塩化ナ トリウム
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0.3M クエン酸三ナ トリウム

使用時は必要に応じて適当に希釈 した(0.1×～ 6×)｡ ま た､必要に応 じて最終濃度0.1%のSDSを加 えて用いた｡

<8>ハイブリダイゼーション用洗薬
<8>-(a) 5×Denhardt-S溶液: 1

1% BSA

l% ポリビニルピロリドン
1% フイコール

0･22llmのフィルターを通 して除菌 し､冷所に保有 した｡
<8>-(b) 10β×NET:
3.33M 塩化ナ トリウム
33.3mM EDTA

167mM トリス/塩酸緩衝液(pH8.0)
<8>-(C) 10XMOPS#%#:

0･4M MOPS(モルフォリノプロパンスルホン酸)
0.1M 酢酸ナ トリウム
10mMEDTA

水酸化ナ トリウムでpHを7.0に合わせた｡

く9>培地､培養液
<9>-(a) x-プロースA:
2.5% トリプ トン

1% 酵母抽出物
0.1% グルコース

20mM硫酸マグネシウム

50mM トリス/塩酸緩衝液(pH7.5)
必要に応 じて1/1000量の100mg/mげ ンビシリン(水溶液､オー トクレーブはし
ない)を加えて使用 した｡

<9>-(b) x-プロースB:
2.5% トリプ トン

1% 酵母抽出物
0.1% グルコース

0.6% 塩化ナ トリウム

50mM トリス/塩酸後衛液(pH7.5)

必要に応 じて1/1000量の40mgノmJテ トラサイクリンを加えて使用 した｡
<9>-(C) LB:
1% トリプ トン

0.5%酵母抽出物
1% 塩化ナ トリウム

必要に応 じて1/1000畳の100mg/mげ ンビシリンまたは､40mg/mけ トラサイ
タリンを加えて使用 した｡
<9>-(d) NZCYM:
1% NZアミン

0.5%塩化ナ トリウム

0.5%酵母抽出物



0.1%カザ ミノ酸

0.2%硫酸マグネシウム･7水和物

最終的に水酸化ナ トリウム溶液でpHを7.5に合わせた｡
<9>-(e) SOB(Sonofabith(!)buffer):
2% トリプ トン

0.5%酵母抽出物 1
10mM 塩化ナ トリウム
2.5mM 塩化カリウム

以上の組成の溶液をオー トクレーブにかけた後､1/100量のlM塩化マグネシ
ウム/lM硫酸マグネシウムを加えた｡

<9>-(i) SOC:

SOBに1/1∞量の2M グルコース(オー トクレーブはせず､0.22LImのフィル

ターを通 して除菌 したもの)を加えた｡

<9>-(g) M9(+)medium:

1.0g塩化アンモニウム

6.0gリン酸水素二ナ トリウム

3.0gリン酸二水素カリウム
0.5g塩化ナ トリウム

以上の試薬を純水約800m‖こ溶解 し､水酸化ナ トリウム溶液(または塩酸)でpH
を7.4に合わせた後に純水で総量を968mLにする｡これをオー トクレーブした

後に､予め0.22トLmのフィルターを通 して滅菌 Lである以下の溶液を次のよう
に加えた｡
20m710%カザ ミノ酸

10mJ20%ブドウ糖

2mJ IM硫酸マグネシウム

0.1mJIM 塩化カルシウム

さらに使用する直前に使用する分だけ分注 し37℃に平衡化 し､以下の溶液を次
のように加えた｡
1/10(氾量 IMIFrG

1/2000量 100mg/mJAmpiciun
<9>-(h) NZプレー ト:

NZCYMに1.5%のアガ-を加えてオー トクレーブにより滅菌溶解 し､滅
菌プレー ト(大または小)に適量を流 し込んで固まらせた｡
<9>-(i)アガロースプレー ト:

NZCYMに1%のアガロースを加えてオー トクレーブにより滅菌溶解 し､
滅菌プレー ト(小)に適量を流 し込んで固まらせた｡

<9>-O)抗生物質合有プレー ト:

LBまたはx-プロースA,Bに1.5%のアガ-を加えてオー トクレーブにより

滅菌溶解 し､約50oCまで冷却 した後､1/1000量の適当な抗生物質を加えて混合
し､すばやく滅菌プレー ト(小)に適量を流 し込んで固まらせた｡
<9>-(k) ソフトアガロース:

NZCYMに0.7%のアガロースを加えてオー トクレーブにより滅菌洛解 し､

約50oCまで冷却 しその温皮で使用時まで保温 した｡

<9>-(1)TerrificBroth

A液: 12g トリプトン
24g 酵母抽出物



4ml グリセリン

純水で960mlにし､オー トクレーブにかけた｡

B液: 23.1g リン酸二水素カリウム
125.4gリン酸水素二カリウム
純水で400 mlにし､オー トクレーブにかけた｡

60℃に冷却後､A液に40mlのB液を加えて用いる. I

<10>抗生物質

抗生物質は､以下に示す濃度に()内に示す溶媒を用いて調整 した｡

アンピシリン 100mg/mJ(50%エタノール)
テトラサイクリン 40mg/mJ(エタノール)
クロラムフェニコール 34mg/mJ(エタノール)

カナマイシン 35mg/mJ(エタノール)
ス トレプトマイシン 30mg/mJ(純水)

<11>cDNA合成用試薬
以下の試薬はすべて正確に､かつ､専用に調製した｡
<11>-(a) 2×ローディング彼衝液:

40mM トリス/塩酸綾衝液(pH7.6)
lM 塩化ナ トリウム

1mM EDTA(pH8.0)
0.1% SDS

使用時は必要に応 じて2倍に希釈 した｡

<11>-(b) 洗浄媛衛液:

20mM トリス/塩酸麓衝液(pH7.6)
0.1M 塩化ナ トリウム

1mM EDTA(pH8.0)
0.1% SDS

<11>-(C) 溶出殺衝液:

10mM トリス/塩酸巌衝液(pH7.6)
ImM EDTA(pH8.0)
0.1% SDS

<11>-(d) 10×オリゴテックス溶出競衝液:

100mM トリス/塩酸後衛液(pH7.6)
10mM EDTA(pH8.0)
1% SDS

<11>-(e) オリゴテックス洗浄後衛液:

10mM トリス/塩酸後衛液(pH7.6)
100mM塩化ナ トリウム

1mM EDTA(pH8.0)
0.1% SDS

く11>-(f) lM トリス/塩酸緩衝液(pH8.3at420C):
12.1g トリス
80mJ純水

混合 して溶解 し､正確に42oCに合わせてから塩酸でpH8.3に調製し､最終的に
純水で100m‖こ合わせた.
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<11>-(g)
80mM
20mM

40mM

4α)mM

4(X)mM

4×二次鎖反応度衝液:

ト1)ス/塩酸叔衝液(pH7.5)
塩化マグネシウム

硫酸アンモニウム

塩化カリウム
4dN'Tps

200mg/mLBSA

<11>-(h) 10×T4DPase後衛液:

330mM トリス/塩酸巌衝液(pH7.9)
660mM 酢酸カリウム

100mM 酢酸マグネシウム
5mM DTr

lmg/mJ BSA

<11>-(i) 3×メチル化用綾衛液:

150mM トリス/塩酸緩衝液(pH7.5)
3mM EDTA(pH8.0)
15mM DTT

30mM SAM(S-アデノシルメチオニン)
<11>-O) 消化用媛衝液:
200mM塩化ナ トリウム

50mM トリス/塩酸緩衝液(pH7.5)
10mM 硫酸マグネシウム

<11>-(k) 2×TM:

20mM トリス/塩酸媛衝液(pH7.5)
20mM塩化マグネシウム

<11>-(1) アルカリーアガロースゲル:
1% アガロース

30mM水酸化ナ トリウム

5mM EDTA(pH8.0)
<11>-(m) アルカリーアガロースゲル泳動濃衝液:
30mM水酸化ナ トリウム

5mM EDTA(pH8.0)

<12>ファージDNA精製用試薬
<12>-(a) SM溶液:
100mM塩化ナ トリウム

50mM トリス/塩酸媛衛液(pH7.5)
0.2% 硫酸マグネシウム･7水和物
0.01% ゼラチン

<12>-(b) 20%PEG/SM:
20%ポリエチレングリコール#6000

2M 塩化ナ トリウム

以上の濃度になるようにSM溶液に溶解 した｡

く13>形質転換用試薬
<13>-(a) 10×CIAPbuffer

lOOmM トリス/塩酸枚衝液(pH8.3)
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10mM 塩化亜鉛

<13>-(b) 2XTSS:
20%ポリエチレングリコール#8000

10% Dimethylsulfoxide(DMSO)
5mM 硫酸マグネシウム
1% トリプ トン

0.5% 酵母抽出物
1% 塩化ナ トリウム

最終的に水酸化ナ トリウム溶液でpHを6.5に合わせた｡
<13>-(C) 10×ライダーション濃衝液:
100mM塩化マグネシウム

100mM トリス/塩酸競衝液(pH7.6)
10mM DTr
5mM ATP

1mg/mJBSA
滅菌,除菌 してある溶液を混合 して作った｡

<13>-(d) トランスフォーメション後衛液:

10mM MES(2-(N-モノホリノ)エタンスルホン酸)/カリウム媛衝液(pH6.3)
100mM塩化ルビジウム

45mM 塩化マンガン
10mM 塩化カルシウム

3mM 塩化ヘキサアンミンコバル ト(Ⅰ11)

以上の濃度になるようにMiliQを通 した純水に溶解 した後､0.22pmのフィル
ターを通 して除菌 し､冷暗所に保有 した｡
<13>-(e) 2.25MDTr:
2.25MDTT

40mM酢酸/カリウム媛衝液(pH6.0)
滅菌､除菌 してある溶液を混合 して作った｡

<14> プラスミドDNA精製用試薬
<14>-(a) リゾチーム鼓衝液:
50mMグルコース

10mMEDTA(pH8.0)
25mM トリス/塩酸媛衝液(pH8.0)
<14>-(b) アルカリSDS溶液:
0.2M 水酸化ナ トリウム
1% SDS

<14>-(C) ハイソル ト溶液:

147.2g酢酸カリウム
57.5mJ酢酸

純水に溶解 し500mJにする｡

<14>-(d) STET-L:
100mM塩化ナ トリウム

10mM トリス/塩酸媛衝液(pH8.0)
ImM EDTA(PHS.0)
5% トライ トンX-100

2.5M 塩化リチウム
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<14>-(e) 20%PEG#6000溶液:

20% ポリエチレングリコール(#6000)
2.5M 塩化ナ トリウム

<14>-(i) 20%PEG#8000溶液:

20% ポリエチレングリコール(#8000)
2.5M 塩化ナ トリウム

<14>-(g) STE:
100mM塩化ナ トリウム

10mM トl)ス塩酸殺衛液(pH8.0)
1mM EDTA(pH8.0)

<15>一方向性欠失クローン作成用試薬
<15>-(a) 10×Sl媛衛液:

0･3M カリウムー酢酸後衛液(pH4.6)
2.25M 塩化ナ トリウム

45% グリセリン

2.7mg/mJ硫酸亜鉛

<15>-(b) 5×1)ガーゼ紋衝液:

250mM トリス/塩酸鹿衝液(pH7.6)
25mM 塩化マグネシウム
5mM DTT
5mM ATP

25%PEG#6000

<15>-(C) 1×エキソⅢ競衝液:

66mM トリス/塩酸後衛液(pH8.0)
0.66mM 塩化マグネシウム

<15>-(d) Sl混液:

27pJ 10×Sl麓衝液

172pL 純水
60unitsS1ヌクレアーゼ

<15>-(e) Sl停止液:
0.3M トリス
50mMEDTA

<15>-(i) クレノウ混液:

3LLl0.1M トリス/塩酸媛衛液(PHS.0)
6pLIM塩化マグネシウム

20トL純水
3unitsDNAポリメラーゼクレノウ断片

<15>-(g) リガーゼ混液:
0.8mJ純水
0.2mL5×1)ガーゼ後衛液

5umitsT4DNAリガーゼ

<15>-(h) ヌクレオチ ド溶液A:
12.5mM dATP
12.5mM dCTP
12.5mM dGTP



12.5mM dTrP

<16>一本鎖DNA調製用試薬

<16>-(a) フェノール/クロロフォルム/イソアミルアルコール混液

フェノール･クロロフォルム･イソアミルアルコ｢ ルを25:24:1の割合で
混合 した｡

<16>-(b)クロロフォルム/イソアミルアルコール混液B

クロロフォルム,イソアミルアルコールを24:1の割合で混合 した｡

<17>PCR用試薬
<17>-(a) 10×Taq緩衝液

100mM トリス/塩酸緩衝液(PHS.3at25℃)
500mM塩化カリウム

15mM 塩化マグネシウム
0.1% ゼラチン

<17>-(b) ヌクレオチ ド溶液B
1.25mM dATP
l.25mM dCTP
1.25mM dGTP
1.25mM dm

<18>ジデオキシ配列分析用試薬
<18>-(a) 10×シークエンス媛衝液

100mM トリス塩酸殺衝液(pH7.5)
1mM EDTA(phs.0)
50mM 塩化ナ トリウム

70mM 塩化マグネシウム
58mM 21メルカプ トエタノール

<18>-(b) RI法タレノウ用チェイス溶液:
1mM dATP
1mM dCTP
1mM dGTP
lmM dm

<18>-(C) RI法タレノウ用ジデオキシミックス:
以下に示す濃度に調製 した｡

Gmix Amix Tmix Cmix

dGTP 12.4PM 82.6LIM 82.6LLM 62.5LIM

dATP 82.6LIM 12.4LLM 82.6ー⊥M 62.5LLM

dm 82.6LtM 82.6LLM 12.4LIM 62.5LIM

dCrP 12.4LLM 12.4LIM 12.4LLM 12.5LLM

トリス/塩酸緩衝液(pH7.5) 16.5mM 16.5mM 16.5mM 12.5mM

EDTA 1651⊥M 165ー⊥M 165ーlM 125ーlM



<18>-(d) RI法タレノウ用 ローディング競衝液 .
ImM EDTA(pH8.0)
0.1%プロムフェノールブルー

0.1%キシレンシアノール

フォルムアミドに溶解 した｡

<18>-(e) 色素終結法用反応混合液(20反応分)

80PL5×TACS媛衝液 (キットに付属)

20llLヌクレオチ ドミックス (キットに付属)

10llLA-ターミネーターミックス (キットに付属)

10llJC-ターミネーターミックス (キットに付属)

10卜LG-ターミネーターミックス (キットに付属)

10pLT-ターミネーターミックス (キットに付属)

5llLAm pliTaqTMDNAポリメラーゼ (キットに付属)

<18>-(i) 色素終結法ローディング媛衝液

50mMEDTA(pH8.0)とフォルムアミドとを体積比で1:5に混合 した｡

く19> タンパク質分析用試薬
<19>-(a) カルパイン用殺衛液A

IOmM トリス/塩酸殺衝液(pH7.5)
1mM EDTA(pH8.0)
lmM 2-メルカプ トエタノール

MilliQ水を用いて使用直前に調製 した.

<19>-(b) カルパイン用後衝液B

IOmM トリス/塩酸緩衝液(pH7.5)
1mM EDTA(pH8.0)
lmM 2-メルカプ トエタノール

0.5M 塩化ナ トリウム

MilliQ水を用いて使用直前に調製 した｡

<19>-(C) カルパイン用放衝液C(-)
50mM トリス/塩酸濃衝液(pH7.5)
5mM EDTA(pH8.0)
5mM 2-メルカプ トエタノール
使用直前に調製 した｡
<19>-(d) カルパイン用緩衝液C(1･)

50mM トリス/塩酸級衝液(pH7.5)
5mM EDTA(phs.0)
5mM 2-メルカプ トエタノール

2mM PMSF

IOドg/mlロイペプチン

10ト鳩/mlE-64
使用直前に調製 した｡
<19>-(e) カルパイン用緩衝液D
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100mM トリス/塩酸彼祷液(pH7.5)
10mM EDTA(pH8.0)
5mM 2-メルカプ トエタノール
使用直前に調製した｡
<19>-(i) カルパイン用巌衛液E

IOOmM トリス/塩酸患衝液(pH7.5) ▲
5mM 21メルカプ トエタノール

0.7mg/mJカゼイン
使用直前に調製した｡

<19>-(g) PBS(-)
5mM カリウム/リン酸競衝液(pH7.0)
150mM塩化ナ トリウム

<19>-(h) PBS(1+)

5mM カリウム/1)ン酸紋衝液(pH7.0)
150mM 塩化ナ トリウム
2mM PMSF

IOLLg/mlロイペプチン

10トg/mLE-64
使用直前に調製した｡
<19>-(i) Hasselbach-Schneider緩衝液
600mM塩化カリウム

】00mMカリウム/リン酸後衛液(pH6.4)
lmM 塩化マグネシウム

<20>invitro転写,朝訳用試薬
<20>-(a) トランス レーションプリミックス(10サンプル分)

50pLL-P5S]-Met

55pL翻訳反応用カクテル(キットに付属)

20pLIM酢酸カリウム(キットに付属)

5LLJ32.5mM酢酸マグネシウム(キットに付属)

<21>Site-directedMutagenesis用試薬
<21>-(a) アニーリング巌衛液

200mM トリス/塩酸殻衝液(pH8.0)
100mM塩化マグネシウム

500mM塩化ナ トリウム
10mM DTr

<21>-(b) エクステンション殻衝液

50mM トリス/塩酸媛衝液(pH8.0)
60mM 酢酸アンモニウム

5mM 塩化マグネシウム
5mM DTT

1mM NAD

0.5mM dATP

0.5mM dCrP

0,5mM dGTP



0.5mM dm

<22>抗体作製用試薬
<22>-(a) 脱保護用試薬:

0.75g フェノール
0.25m71,2-エタンジチオール
0.5mJ チオアニソール

0.5mg 純水
10mJ TFA

<23>細胞培養用試薬
<23>-(a) DMEM*%

市販のダルベッコ変法イーグル培地9.5gを純水に溶解 してlJにした｡組成
は次のようになる｡

6400.0mg 塩化ナ トリウム

400.0mg 塩化カリウム

200.0mg 塩化カルシウム

97.7mg 硫酸マグネシウム

108.0mg リン酸二水素ナ トリウム

0.1mg 硝酸鉄(III)19水和物

1000.0mg グルコース

110.0mg ピルビン酸ナ トリウム

106.0mg コハク酸

27.0mg コハク酸ナ トリウム･6水和物

84,0mg しアルギニン

70.3mg しシステイン･1水和物

30.0mg グリシン
42.0mg しヒスチジン･1水和物

104.8mg L-イソロイシン

104.8mg しロイシン

146.2mg L-リジン塩酸塩
30.0mg しメチオニン

66.0mg L-フェニルアラニン

42.0mg しセリン

95.2mg L-ス レオニン

16.0mg し トリプ トファン

89.5mg しチロシン二ナ トリウム塩

93.6mg L-バリン

7.2mg 重酒石酸 コリン
4.0mg 葉酸

4.0mg ニコチン酸

4.0mg パ ントテン酸カルシウム

4.0mg 塩酸 ピリドキサール

0.4mg リボフラビン

7.2mg z'-イノシ トール

5.0mg フェノールレッド
これをオー トクレーブで滅菌後､以下の試薬を加えた｡
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20mJ
25mJ

20mJ
IOmJ
IOOmJ

<23>-(b) PBS¢+)

200mM グルタミン

1%炭酸水素ナ トリウム溶液

ペニシリン,ス トレプ トマイシン溶液

lMHEPE5(pH7.5)
ウシ胎児血晴

l

市販のダルベッコのPBS(-)9.6gを純水に溶解 してlJにした｡この組成は次
のようになる｡

8.∞ g塩化ナ トリウム
0.20g塩化カリウム

1.15gリン酸水素二ナ トリウム

0.20gリン酸二水素カリウム
<23>-(C) 20×TBS

25mM トリス/塩酸後衛液(pH7.4)
137mM 塩化ナ トリウム

5mM 塩化カリウム
0.7mM 塩化カルシウム

0.5mM 塩化カルシウム

<23>-(d) 1×TBS
25mJ20×TBS

0,3mJリン酸水素二ナ トリウム

475mJガラス再蒸留水
別個にオー トクレーブ滅菌 したものを混合 した｡
<23>-(e) DEA玉-dextran溶液

10mgDEA且de畑anを使用直前に10mLの1×TBSに溶解 した｡

<23>-(i) DNA-DEAE-dextran混液(プレー ト1枚分)

3pgの目的のDNAをTEで捻量50pJに合わせ､以下の試薬を加えた｡

450LLLIXTBS

500pLDEAL-dextran溶液

<23>-(g) トリプシン溶液:
Imf2%トリプシン溶液
99mLPBSP+)

混合 し､分注 して-20℃で保存 した｡

<23>-(h) 10XKIPBS
308mM 塩化ナ トリウム
1207mM塩化カリウム

81mM リン酸水素二ナ トリウム
14.6mM リン酸二水素カリウム

<23>-(i) K-PBS
2mJIOXK-P良S

50mJIM塩化マグネシウム

総長を滅菌水で20mJとした｡

<24>免疫沈降用試薬
<24>-(a) プロテインAセファロースCL-4B懸濁液



0.02%アジ化ナ トリウムを含む100mMが ノウム/リン酸緩衝液(pH7.5)0.5
mJに0.5mJのプロテインAセファロースCL-4Bを加え､エツベンドルフチューブ

中で混合 し､1,700g､4℃､1分間遠心 し､上清をできる限り除去 し､沈澱 と等

量の0.02%アジ化ナ トリウムを含む100mM カリウム/リン酸媛衝液(pH7.5)を
加え､懸濁して､用いた｡
<24>-(b) 免疫沈降洗浄濃衝液

10mM トリス/塩酸鼓衝液(pH7.5)
500mM塩化ナ トリウム
0.5% ノニデットp-40

<25>免疫組 染色用試薬
<25>-(a) 3%ホルマリン溶液

34%フォルムアルデヒド溶液(市販ホルマリン)をpBS(-)で11倍に希釈 した｡
<25>-(b) 0.2%TritonX-100溶液

TritonX-100をpBS(-)で500倍に希釈 した｡

<25>-(C) 1%及び0.1%BSA溶液

BSAを1%及び0.1%(W/V)になるようにPBS(-)で希釈 した｡

<25>-(d) lM炭酸/ナ トリウム緩衝液(pH9.5)

lM炭酸ナ トリウム溶液にlM炭酸水素ナ トリウム溶液を加えていき､pH
を9.5に合わせた｡

<25>-(e) グリセリン緩衝液
90% グリセリン

50mMナ トリウム/炭酸巌衝液(pH9.5)

1% DafcoTM(退色防止剤)



rv.空陸方法

下線を引いた試薬の組成は､ ｢実験材料｣に述べた｡

i

ll]核敢涛液の濃揺(1x2)

<1>エタノール沈澱､イソプロパノール沈澱
核酸を含む溶液に､1/10畳の3M酢酸ナ トリウム終価液(pH571及び､2-3

倍畳のエタノールを加えてエタノール沈澱を行った｡または､1/10量の3M酢

酸ナ トリウム殺衝液(pH5.7)及び､3/5畳のイソプロパノールを加えてイソプロ
パノール沈澱 を行 った｡核酸の沈澱 は-80℃で10分間以上静定 した後(DNA､

RNAの量が少ないときはこの時間を延長 した)､0℃､13,000xgで10-30分間遠
心 し､沈澱を70%エタノールで洗浄後､減圧下乾固させた｡最後にこの沈澱を
適量の純水 またはⅡ に溶かした｡

d>llブタノールによる濃縮
核酸を含む溶液に2-3倍量の1-ブタノールを入れ､よく挽拝 してから軽 く

遠心 し､1-ブタノール層を取 り除いた｡この繰 り返 しによって､水屑が適当な
畳になるまで濃縮 した｡

<3>凍患乾燥
核酸を含む溶液をシリコンコー トしたエツベンドルフチューブに入れ､-

80℃で凍結させ､これを遠心 しながら減圧 し､適当な畳になるまで濃縮 した｡

【2】フェノール ･クロロホルム抽出､フェノール抽出､クロロホルム抽
出(1x2)

この操作は､核酸を含む溶液の除タンパク質に用いた｡
核酸を含む溶液に等量のフェノール ･クロロホルム溶液､フェノール溶

並､またはクロロフォルムを加え､十分に裁拝 した後､室温で､5,000-13,000
xg､5分間遠心 し､その水屑を回収 した｡必要に応 じてこの操作は複数回繰 り
返した｡

【3】ショート･カラム ･クロマトグラフィー(1x2)

径 0.5cm長さ12cmのシリコンコー トしたパスツールピペットに､シリ
コンコー トしたグラスウールを詰め､これに予め20倍量のTEを加えてオー ト
クレーブにかけてあるセファデックスG150,Gl100または セファロース CL4B
を充填 して給容積 2.4mJのカラムをつ くり､ これに試料 を載せ､TEまたは

1/10×TEで溶出し､6滴(約 140pl)ずつ分画 した.

[4] DNAの電気泳動(1x2)

<1>アガロースゲル電気泳動
アガロースゲルは0.5トLg/m/のエチジウムブロマイ ドを含む1×TAEに

0.6-1.5%となるようにアガロースを加え､加熱洛解 して作製 した.検出は ト



ランスイルミネ一夕-を用いて､紫外線(波長九-254nm)照射により行い､ポラ
ロイ ドフイルムに記鐘 した｡

<2>ポリアクリルアミドゲル電気泳動
<2>-(a) 非変性ゲル

表Ⅳ-Ⅰに示 した組成の液を混合 し､これを､組み立てたゲル作製用ガラ
ス坂に流 し込み､ しばらく放置 してゲル化させた｡泳動試料には 1/10量の電

気泳動用色素を加 え､1×TBE中､180-200V定電圧(約 10V/cm)で泳動 した.

検出は0,5llg/mJエチジウムブロマイ ド溶液で染色後､アガロースゲルと同様
に検出 ･記録 した｡

<2>-(b) 変性ゲル(塩基配列決定用)

表Ⅳ-Iに示 した組成 の液 を洛解 して 10分 間脱気 し､100-120pLの
TEMED(N,N,N',NT-テ トラメチルエチレンジアミン)を加え､直ちに組み立てて
おいた60cmX 30cmのシークエンス用ガラス板(自動シークエンサーを用い
るときは無蛍光 ガラス板)に流 し込みゲル化 させた｡泳動は 30mA定電流､
1600-2400V定電圧 (30-40V/cm)､または20W 定電力で電気泳動 した｡泳動
後､オー トラジオグラフィーまたは､自動シークエンサーの解析プログラムに
よって配列を検出 ･解析 した｡

【5】 DNA断片のゲルからの回収
<1>DNA断片のアクリルアミドゲルからの回収

アクリルア ミ ドゲルで電気泳動後､ トランスイル ミネ一 夕-(波長

九=354mm)の上で目的のバンドを切 り取 り､シリコンコー トしたガラス遠心管

(COREX15mL)に入れガラス棒で十分にホモジネー トした｡これに 1.5mLの乞
ル溶出液を加え37●Cで3時間以上保温 した後､室温､12,000xgで 10分間遠
心 し上清 をとって0.22pmのフィルターで油過 した｡沈澱にさらに 1mlのゲ
ル溶出液を加え､再び遠心 し､上肺はフィルターを通 して先の上清 と合わせ､
この油過液に7mJのエタノールを加えてエタノール沈澱をした｡0.3mJの0.3

M酢酸ナ トリウム殺衝液(pH5.7)に溶かし､この液を1.5mLチューブに移 して
からフェノール ･クロロホルム抽出 し､イソプロパノール沈澱で回収 した

DNAを最終的に30-40l⊥Jの水またはTEに溶かした｡

<2>DNA断片のアガロースゲルからの回収
アガロースゲルで電気泳動後､ トランスイルミネ一夕-(波長九=354nm)の

上で目的のバンドを切 り取 り､エツベンドルフチューブに入れ3倍容のヨウ化
ナ トリウム溶液(キットに付いているもの)を加えて55℃に加熱､溶解 した｡こ

れに､5llJのガラスパウダー(キット付属)を加え､激 しく混合後水中で5分間放

置 した｡10,000rpm､4℃､10秒間遠心 して上清を除去 し､今度は約1mJの洗浄

用緩衝液に沈澱を懸濁 し､再び 10,000rpm､4℃､10秒間速心 して上桁を除去

した｡沈澱をlmJの洗粉用殻衝液でさらに2回洗浄 した後､叫 の純水を加えて

懸濁 し､55℃で2-5分保温 した｡直ちに､10,000rpm､4℃､30秒間達心 して上

晴を回収 し､沈澱には､再び叫Lの純水を加えて懸濁 し､55℃で2-5分保温 し

た｡10,000rpm､4℃､30秒間達心 して上酒を回収 し､先にとった上清 と合わ
せてDNA溶液とした｡



｣表Ⅳ･H DNA
各試薬は ｢実験材料｣を参照｡色素の移動度は各ゲルで各色素と同程度の移

動度を示すDNA断片の長さを示 している｡

l】 非変性ゲル 変性ゲル

分析用 (1mm厚) 分取用 (2mm厚) 分析用 (1mm厚)
4% 6% 4% 6% 6% 8%

10×TBE 2.5mg 2.5 5.0 5.0 10 10

40%ポリアクリルアミド溶液 2.5m/ 5.0 5,0 10 15 20
尿素 - - - - 50g 50
純水 19.8mg 17.3 39.6 34.6 38 33

10%過硫酸アンモニウム溶液 0.2m/ 0.2 0.4 0.4 0.3 0.3

TEMED 50トlJ 50 loo 100 110 1(X)

色素の移動度 BPB 90bp 45 90 45 26 19



[6] オリゴヌクレオチ ドの合成
プローブ ･ミュータジェネシスに用いたオリゴヌクレオチ ド(表Ⅳ-Ⅱ､

図Ⅳ-1)はDNA合成機(AppliedBiosystemModel380B)を用いて合成 した｡

[7] ペプチドの合成 ･

ペプチ ド抗体に用いたオリゴヌクレオチ ド(表Ⅳ-Ⅲ､図Ⅳ-1)はペプチ ド

合成機(AppliedBiosystemModel430A)を用いて合成 した｡

【8】 キャリアーDNAの作成
<1>大腸菌DNAの抽出

lJのx一培地に大腸菌 MM294を接種 し､37℃で一晩振 とう培壬 した｡翌
日､7,000TT･m､室温で10分間遠心することによって集菌 し沈澱を15mLのTEに

懸濁 した｡これをソニファイアーで5分間ほど超音波破砕 し､再び 12,000rpm､
4℃で15分間遠心 した.この上晴を等量のフェノール溶液で抽出し､水屑をエ

タノール沈澱後､5mJのTEに溶解 した｡これに0.1mgのRNaseAを加え､37℃で

15分間保温 し､続けて250pLの10%SDSと200plの20mg/mlのプロテイナーゼK溶
液 とを加えた｡これを65℃に15分間保温 してからフェノール抽出を2回行い､
2-プロパノール沈澱 した｡沈澱は70%エタノールで洗浄後乾固 し､最終的に

10mg/mLになるようにTEに溶解 した.

d >サケ精子DNAの調製
市販のサケ精子DNAを約5mg/mJの濃度になるようにTEに溶解 し､ソニ

ファイアーで液状がさらさらになるまで超音波破砕を行った｡これをフェノー
ル抽出､フェノール ･クロロフォルム抽出をおこない2-プロパノール沈澱 した｡

沈澱は70%エタノールで洗浄後乾固し､最終的に10mg/mハこなるようにTEに洛
解 した｡

キャリアーDNAとして用いるときは､<1>と<2>を等量混合 して用いた｡

[9] DNAの標識
く1>5--末端標識

DNA約 50pmolに 2mLの 10×1)ン酸化揺篠液 と5pJの〔7 -32p】ATP(約

1.85MBq)とを混合 し､絶景が 18plとなるように水 を加えた後､2pL(約 loュ
ニット)のT4ポリヌクレオチ ドキナーゼを入れて 37●Cで 30分間反応 させた｡

反応後 Iutの0.5MEDTA(pH8.0)と20pLのTEとを加え､フェノール ･クロロ

ホルム抽出し､10llgのキヤT)ア-DNA(大腸菌DNA)を加えてセファデックス
G-50ショー トカラムクロマ トグラフィーを通 して､標識されたDNAを未反応
の基質と分けて回収 した｡

標放されたDNAはエンハンサー溶液なしでガラスバイアルに入れ､液体
シンチレーターの トリチウムレンジで6秒間計数 してその取 り込み立を定量 し

た｡この条件では計測効率は約45%であった｡即ち､lcpmは約 2.2dpmに相
当した｡

d > ランダムプライミングによるDNA断片の標織(1)

37



｣表Ⅳ一郎 全成 したオ リゴデ オキシヌクレオチ ドの配列
WildTypeSequenceは実際の配列 を示 してお り､この配列 と異なる部位 を下

線で示 した｡いる｡P94-SQ-C､P94-SQ-Dはそれぞれ変異部位 を確認するための
シークエンスプライマーとして用いた｡

WildT ypeSequence

p94-CIS: 18mer
p94-C-G:21mer

p94-SQIC:20m er

p94-SQ-D:20m er
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5'-TTC GTC TCG AAC AGA CCT CC -31

5LGGT CAT CAT GTC ATA GAG TT-31

(塞Ⅳ･Ⅲ) 合成 したペプチ ドの配列

pNP94: 19merNth-PTVISPTVAPRTGAEPRSC-cooH

pK-rich: 23merNH{KRNTISVDRPVKKKKNKPIIFVC-cooH
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⊥凪地 . 全威したオリゴヌクレオチ ド､ペプチ ドの位置

p94の模式図については ｢結果｣を参照｡模式図の上部に示 してあるのが
オリゴヌクレオチ ドの位置とその方向 (5･- 3･)､下部に示 してあるのがペプチ
ドの位置である｡



DNA10-50ngをェッペンドル7チューブに分取 し､純水で体積を28plに
合わせ､沸騰水中で5分間加熱 した後､氷水中で急冷する事によってDNAを変
性させた｡これにラピッドハイブリダイゼーションマルチプライムキットに付

属 している溶液1(5×鼓衝液)を10pL､5uLの溶液2(プライマーミックス)､5pL

のtα32p]dCTP(約 1･9MBq)を混合 し､最後に溶液3(タレノウ溶液)2p/を入れて

37℃で30分間反応 させた｡反応後は反応液をそのざま(約 15,000,000cpm取 り
込まれたと仮定 して用いた)､または<1>と同様 に処理 して標識 したDNA画分
を回収 してから､ハイブリダイゼーションに用いた｡

d > ランダムプライミングによるDNA断片の療級(2)

DNA10-50ngをエツペンドルフチューブに分取 し､純水で体積を28pLに
合わせ､これにメガプライムキットに付属 している溶液1(プライマーミック

ス)を5pL加え､沸騰水中で5分間加熟 した｡加熱後室温に放置 し､変成 した

DNAとプライマーとをアニールさせてからキット付属の溶液2(5×紋衝液)を

5PLと【α132P]dCⅣ(約 1･9MBq)5pLとを混合 し､最後に溶液3(クレノウ溶液)2ul

を入 れて 37℃で10分 間以上反応 させた｡反応後 は反応液 をそのまま(約
15,000,000cpm取 り込まれたと仮定 して用いた)､または<1>と同株に処理 して
標識 したDNA画分を回収 してから､ハイブリダイゼーションに用いた｡

[10]全DNAの抽出(高分子染色体DNAの調剃)(3)

-80℃で凍結 してある臓器(肝臓)約 2gを､予め冷却 した乳鉢中でよく粉
砕 してからガラス遠心管(COREX15mJ)に移 し､4mJのDNA抽出緩衝液および

40plの 20mg/mLプロテイナーゼK溶液を加えて 50'Cで4J 時間､ ときどき

ゆっくりと携拝 しながら保温 した｡遠心(13,000xg､20lc､5分間)の後､水屑
を別の遠心管に移 し､3mJのフェノール溶液を加えて､さらに5時間程ゆっく

り硯拝 し､フェノール抽出を行 った｡この操作 を計3回行った後､水屑を約5L
のTEに対 して2回以上透析 した｡

透析 した租DNA溶液をエツペンドルフチューブに0.5mJずつ移 し､それ

ぞれに 1叫gのRNaseAを加えて37●C､30分間保温 した｡フェノール ･クロロ

ホルム抽出を2回行ってRNaseAを除いた後､同様に透析 した｡

【11】全RNAの抽出

<1> グアニジニウムチオシアネー ト/塩化セシウム法(1x2)

-80℃で凍結 してあった1-3gの臓器 を木槌で勅砕 し､ファルコン2070
チューブに移 し､5倍量の6Mグアニジニウムチオシアネー トを加え､直ちに

2-3分間ホモジナイザーで均一にした後､15℃､13,0∽ xgで20分間遠心 した｡
上酒を前 もって2.5mLの 57M蛤什セシウムを入れた超遠心チューブに上層 し､

El立RPSAOTローターで 15℃､35,000rpmで､15時間超遠心 した.上清を除い
た後､沈澱を手早 く80%エタノールで洗浄 し､減圧下乾固した｡これを1mgの

TE/SDSとlmLのフェノール溶液とを同時に加え､激 しく携拝 して溶解 .フェ
ノール抽出を行いガラス遠心管(coREX15mL)に移 し､lmlのクロロホルムを

加え混合 し､15℃､13,000xgで5分間遠心 した｡水屑にエタノールを加えてエ
タノール沈澱 し､遠心(13,000 xg､0℃､5分間)で集めた｡沈澱を乾固し､1m/
の水に溶解 した｡



<2>小スケールシングルステップ法(4)

この方法は主に8cmのプレー トに生育させた培養細胞からRNAを抽出す
るときに用いた｡

プレー ト上の培養細胞 を5mJのPBS(-)で2回洗浄 した後､PBS(Jをよく吸い

取ってから0.4mJの溶液Dを加え､すばやくラバーポリスマンで細胞 と溶液と

を激 しく税拝 した.これをェッベンドルフチューブ中に回収 し､40u/の2遡
ナ トリウム/酢酸緩衝液(pH4.0)及び0.4mlのフェノール溶液を加えて激 しく

振とうした｡ さらに80ドLのクロロフォルム/イソアミルアルコール混液Aを

加えて再び激 しく茂押 してから水中で10分間保温 した｡これを13,000xg､4℃､
15分間遠心 し､上清を回収 した後これに0.45mgの2-プロパノールを加えてー

20℃で10分間冷却 した｡再び 13,000xg､4℃､15分間遠心 し､上肺を完全に除
去 してから70%エタノールで洗静 し､その後 0.3mLの盛汲Dに溶解 した｡次に

0･3mJの2-プロパノールを加えて-20℃で10分間冷却 し､13,000xg､4℃､15分
間の遠心の後､上清を完全に除去 してから70%エタノールで洗浄 した｡得 られ

た沈澱は減圧乾固してから50pLの純水に洛解 した.

【12】核酸の トランスファー(1)(2)
く1>サザンプロッティング

制限酵素消化 したDNAを0.7%-1%アガロースゲル電気泳動 した後､ゲル

をアルカリ変件液に浸 し､室温で30分間ゆっくり振 とうしてDNAを変性させ

た(場合によっては次にゲルを旦軋鑑に移 してさらに30分間振 とうし中和 した)0
ラップを敷いた平らな台の上にゲルを載せ､ゲルの上にナイロンメンブレンを､
その上に､前 もって2×SSCに浸 したwhalman3MM櫨紙､乾いた油紙､乾いた

ペーパータオル(2-3cm分)を順に載せ､さらに､平 らなガラス板 と約1kgのおも
りを重ね､室温で6時間以上放置 してDNAをフィルターに転写させた｡フィル
ター上にボールペンでゲルのスロットの位置をマークしてからフィルターを刺
し､2×SSCに浸 して､すばやく洗浄 した後､ペーパータオルでよく水分を拭
き取 り､80℃で15分間乾燥させた｡続けて紫外線 トランスイルミネ一夕-また

は紫外線殺菌灯を用いて3分 または10分間紫外線を照射する事によって､DNA
をナイロンメンブレン上に固定 した｡

<2>ノーザンプロッティング

RNAにlpLの10×MOPS緩衝液､3･5pLのホルムアルデヒド､10PLのホル

ムアミドを加え､水で総量を20トtLにした後､55℃で15分間変性させ､水中で

冷却 し､これをRNA用1%アガロースゲルで､2-4V/cm定電圧､1×MOPS援衝
液中で電気泳動 した｡泳動後のゲルは5分間水洗 し､50mM水酸化ナ トリウム

/10mM塩化ナ トリウム中に30分間､続いて､0･1M トリス塩酸媛衛液(pH7.5)
中で45分間､さらに､20×SSC中に1時間､振 とうしながら浸 した｡この後<1>
のサザ ンブロッティングと同様 に､ナイロンメンブレン上にRNAを転写 し､
固定 した｡

<3>プラーク及びコロニーリフティング
プラークあるいはコロニーの生 じたプレー トの上に､丸型のナイロンメ

ンブレンを密着させた｡フィルターとプレー トには針で穴を開けて位置をマー
クした後で､静かにピンセットでフィルターを刺 し､平らな机の上で､アルカ
リ変性液の上にのせ､5分間静置 した｡次に､中和液の上にフィルターをのせ
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中和 させた｡もう一皮中和液上に5分間のせた後､最後に､2×SSC上に5分間
浸 した｡フィルターはペーパータオルの上で余分な水分を除き､80℃ で完全
に乾燥させた後､紫外線をプラークあるいはコロニーが付着 した面に10分間照
射 してDNAを固定 した｡

[13]ハイブリダイゼーション(.)(2)

<1>サザンハイブリダイゼーション
<1>(a) プレハイブリダイゼーション

プレハイブリダイゼーション溶液 1ml当 り200pgのキャリアーDNAを水

で希釈 して480plにし､沸騰水中で 10分間加熱 した後に氷水中で急冷 した.

これに20pLの 10%SDS､200pLの 5×Denha∫dt-S溶液､300pLの 10/3×NETを
加えて､予洗液(3×SSC/0.1%SDS)中で洗ったフィルターと共にポリバッグに
シールした｡保温は<1>-(C)で最終的に沈静に用いる温度で水浴中で5時間以
上行った｡
<1>-(b) ハイブリダイゼーション

ハイブリダイゼーションは(a)のプレハイブリダイゼーションと同株の組

成の液にキャリアーDNAと共にプローブDNAを約1×107-106cpm/mJとなるよ
うに加えた溶液を用意し､同株の手順で20時間以上行った.
くl>-(C) 洗浄
① 合成オリゴヌクレオチ ドプローブの場合

ハイブリダイゼーション後のメンプランフィルターを6×SSC/0.1%SDS

中､室温で二回洗浄 し､さらに､G-C対を4℃､A-T対を2℃ として計算 した

DNAの融解温度crm)より24℃ 低い温度を洗浄温度に設定 して6×SSC/0.1%
SDS中でト2回沈静 し､最後は風乾させた｡
② ランダムプライムで作製 したプローブの場合

フィルターはまず 2×SSC/0.1%SDS中､室温で2回洗浄 した後､2×
SSC/0.1%SDSまたは0.1×SSC/0.1%SDS中､65℃ で1-2回洗浄 し､食後は風乾
させた｡
<1>イd) オー トラジオグラフィー
(》 X線フィルム-の露光

風乾 したフィルターをwhatman3MM油紙に粘付け､増感用スクリーン

(DupontLighmingPlus)を用いて-80℃ でX線フィルムに露光させた｡
② イメージングプレー ト-の露光

風乾 したフィルターをwhatman3MM油紙に貼付けサランラップで完全
に包み込み､イメージングプレー トに室温で露光させた｡

d> ノーザンハイブリダイゼーション
<2ト(a) プレハイブリダイゼーション

プレハイブリダイゼーション液は 100pLの水溶液中に240LLgのキャリ
アーDNAを加え､0.6mJのホルムアミドの混合 して､沸騰水中で10分間熱変性
させた後に､氷水中で急冷 した｡これに､0.5mJのRNAプロット用ハイブリダ

イゼーション溶液 と24山 の10%SDSとを加えた｡これを<1>と同様､フィル

ターと共にポリバッグ中にシールし､42℃水浴中で､4時間以上保温 した｡
<2>イb) ハイブリダイゼーション



ハイブリダイゼーション液はプレハイブリダイゼーションと同様の組成

の溶液に､プローブDNAを約1×106cpm/mJになるように加えたものを用いて
同様に20時間以上行った｡

<2>-(C) 洗浄
洗浄は､55℃で､2×SSC/0.1%SDS中で1回､0.1×SSC/0.1%SDS中で2回

行った｡ ,

<2>-(d) オー トラジオグラフィー
<1>と同様に行った｡

<3>コロニー及びプラークハイブリダイゼーション
<1>のサザンハイブリダイゼーションと同様の方法で行った｡但 し,フィ

ルターの数が多い場合はプレハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼー
ション溶液をフィルターの間に少量ずつはさむように加えて､各フィルターに
溶液が均一になるように注意 した｡

<4>ラピッドハイブリダイゼーション
この方法は､<1><2><3>のすべてに置換 して用いる事が出来､シグナル

もより強いものが得 られるが､バックグランドが高いときもあるので必要に応
じて使い分けた｡
<4>-(a) プレハイプ1)ダイゼ-ション

予め65℃に加熟 したラピッドハイブリダイゼーション溶液をメンブレン

100cm2当たり2mg用意 し､予洗液(3×SSC/0.1%SDS)中で洗ったフィルターと
共にポリバッグにシールした｡保温は<1>と同様に水浴中で10分以上行った｡

<4>-(b) ハイブリダイゼーション
まず使用するプローブの量を次のように計算 しこれをエツペン ドルフ

チューブに分取 した｡

【メンブレンの面積1×0.02×【プローブの濃度】(cpm)
但 し､プローブの濃度は以下のようにして用いた

01,000,000cpm/ml: ノーザンブロットハ
(RNA含量が少な

ダ
ぇ

リ
考

プ

と

イ

い

イ

ら
ヨ
き

シ
と

･∴

退伝子サザ ンブロットハイプリダイゼ- ンヨ

ン
)

シ
0500.00Ocpm/mJ: ノーザンブロットハイブリダイゼーション

(RNA含量は普通のレベルであると考えられるとき)

0300,00Ocpm/mL: プラークハイブリダイゼーション
(プローブにホモログを用いた場合)

クローンDNAサザンブロットハイブリダイゼーション
(プローブにホモログを用いた場合)

0100,000cpm/mE: コロニーハイブリダイゼーション
プラークハイブリダイゼーション

(プローブに同一配列を持つDNAを用いた場合)
クローンDNAサザンブロットハイブリダイゼーション

(プローブに同一配列を持つDNAを用いた場合)

次にこれを純水で希釈 して体積を0,5mJ程度にし､沸騰水中で五分間加
熱 し､続けて氷水中で急冷する串によってDNAを変成させた｡このプローブ

溶液を予め65℃に保温 してあるラピッドハイブリダイゼーション溶液と混合 し
プリハイブリダイゼーションさせていたメンブレンを取 り出して新たにこの混
合液と共にビニール袋にシールした｡保温は､適当な温度の水浴中で､ノーザ
ンブロットハイブリダイゼーション ･迫伝子サザ ンブロットハイブリダイゼー
ションのときは15時間､プラークハイブリダイゼーション ･クローンDNAサ
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ザンブロットハイブリダイゼーション･コロニーハイブリダイゼーションの場
合はト5時間行った｡
<4>(C) 洗浄

洗浄は<1>と同様に行った｡

<4>(d) オー トラジオグラフィー
これも<1>と同様に行った｡ l

l14]cDNAライブラリーの作製(1)PX5)

<1>poly(A)･RNAの濃肺
<1>-(a) オリゴ(dT)12_18セルロースカラムによる方法

オリゴ(dT)12_18セルロースカラム(総香株-1ml)は､前 もってlmLの0.1M水

酸化ナ トリウム/5mMEDTA､続いて5mIの1×ローディング揺衛液を流すこと

によって平衡化 してお く｡【8]で抽出 した全RNAlmgを含むRNA水溶液 0.5ml
を65℃ で5分間変性 し､0.5mJの2×ローディング後衛液を加えて､室温まで
冷却 させた後､平衡化 したカラムにチャージした｡素通 り画分 をもう一皮
65℃ で5分間熱処理 してから室温まで冷却 し､再びカラムにチャージした｡次
に､3mlの1×ローディング緩衝液を加えて洗った後､さらに2mLの沈静捉篠液

で洗い､最後 に3mLの溶出緩衝液で吸着 したRNAを溶出させた.分画は各
0.5-lmLずつ行い､各々の260nmの吸光度を測定 して､溶出枚衝液で溶出され

た分画を集め､エタノール沈澱 した｡乾固した沈澱は､0.3M酢酸ナ トリウム

殺衝液(pH5.7)に溶か して､ もう一皮エ タノール沈澱 を行 い､俵終的に､
1mg/mJの濃度になるように､水に溶解 した｡
<1>-0)) オリゴテックスによる方法

lll]で抽出した全RNAO.5mgを純水で給量450pLに希釈 し､50plの⊥出
リゴテックス溶出緩衝液を加えた｡これによく授拝 したオリゴテックス(約2%
W/V)を0.5mJ加え､65℃で5分間保温 し､続けて氷水中に入れて冷却 した｡こ

れに100 pJの5M塩化ナ トリウムを加 え､37℃で10分間保温 し､13,000xg､
4℃､15分間遠心 し､その上清を棄却 した(またはこれをリボソーマルRNAとし
て回収 した)｡次に沈澱を0.5mLのオ1)ゴテックス沫漁港によく懸濁 し､再び

13,000xg､4℃､15分間遠心 し､その上晴を棄却 したo沈澱に､今度は0.4mL

の純水を加え､65℃で5分間加熟 し､13,000xg､4℃､15分間遠心 し､その上
清を新 しいエツベンドルフチューブに回収 した｡これをェクノール沈澱 した後

減圧乾固し､10-15plの純水に溶解 した｡

d >cDNA合成
<2>-(a) 1本鎖 cDNA合成

5pgのpoly(A)+RNAを水 10plに溶解 し､1plの 100mM水酸化メチル水銀

を加えて室温で5分間放置する｡氷中に移 し2PLの700mM P-メルカプ トエタ

ノール及び1pL(40ユニット)のRNasinを加え､さらに､10ulのlnlg/mLオリゴ

(dT).2_.8プライマー､5plのlM トリス塩酸題衛液(pH8.3at42℃)､7pLの1M塩化

カリウム､2pJの 250mM塩化マグネシウム､5ulの10mMデオキシヌクレオチ

ドミックス､lpL(10トICi)の【α-32P]dCTP､及び6pLの水 を加えて混合 した.億後

に2pl(40ユニット)の逆転写酵素を入れてよく挽拝 し､42℃で2時間反応 した｡

1.5pLの0.5MEDTAを加えて反応を止め､フェノール ･クロロホルム抽出を
行った後､セファデックスG-100ショー トカラムを通 し､ CDNA:mRNAハイ
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プリッド画分を放射活性のピークとして集め､凍結乾燥によって､約 30ト‖こ
なるまで濃縮 した｡

試料の一部は､1%アルカリアガロースゲルで電気泳動 し､
これ をオー トラジオ グラフィー に よって cDNAの長 さを検 討 した｡
<2>-(b) 2本鎖 cDNA合成

(a)で濃縮 した溶液を水で総量 34pLとし､こ高 二､12.5pLの4×二次鏑反

応捉衛液､IPL(10LICi)の【α132p】dCⅣ､及び2.5PL(25ユニット)のT4DNAポリメ

ラーゼを加え､さらに37℃で10分間反応させた01.5ドlの0.5MEDTAを加えて
反応を止め､フェノール ･クロロホルム抽出を行った｡その水屑をセファデッ
クスG-100ショー トカラムに通すことによって､2本鎖 cDNA画分を集め､凍

結乾燥によって約 30l⊥Lに膿崩 した.
<2>-(C) EcoRlリンカーの付加

合成 した2本鎖 cDNA溶液に水 を加えて総量 31,3トLとし､さらに､16.7トL

の3×メチル化用緩衝液と2.5トJ(50ユニット)のEcoRIメチラーゼとを加えて混
合 し､37℃で1時間保温 した｡反応後､フェノール ･クロロホルム抽出を行い､
水屑をセファロースCL-4Bショー トカラムに通すことによって､メチル化 し

た2本鎖 cDNA画分を集めた.凍結乾燥 によって約 20卜Lに膿縮 した後､エタ
ノール沈澱を行った｡

一万､2本鎖 cDNAに付加するEcoRlリンカー(5'-d【CGGAATTCCG]-3-)5ug

は､50ドl反応液中で57-リン酸化反応((10)(i)に準ずる)をおこなっった後､so℃

で10分間､56℃で30分間､37℃で60分間､25℃で60分間､10℃で10分間､順に

保温してアニールさせ､2本鎖リンカーとして氷中または-20℃ で保有 した｡
エタノール沈澱後乾固 した2本鎖 cDNAに､上記のように調製 したEcoRl

リンカー9pl(約lug)とlLtlの 10mMATPを加えて溶解 し､1uLのT4DNAリガーゼ
を入れて 12℃で24時間以上保温 し､ EcoRlリンカー とCDNAの連結反応 を

行った｡これに､1日lLの消化用般循液を加え､70℃で10分間処理 してT4DNA

リガーゼを失活させた後､30pJの1_XHighを入れ､EcoRI120ユニットで消化
し､末端にEcoRJの粘着末端を形成させた｡反応後､フェノール ･クロロホル

ム抽出を行い､水屑をセファロース CL4Bショー トカラムに通 した後､凍結

乾燥によって約 50岬 こ退縮 した｡
<2>-(d) cDNAの長さによる分画

EcoRIリンカーを連結 した2本鎖 cDNA約 600ngを､低融点アガロースゲ

ルで電気泳動 し､遺伝子ライブラリーの作製((10))時と同株に､約 0.5kbp以上

のcDNAを分柾 ･精製 した｡最終的に約 20pLに濃縮 した溶液に､約 0.3Llgの

九gtlOベクターアームDNAを加えた後エタノール沈澱 し､沈澱を 10LLLのTEに

溶解 した(これで約 30ng/pLとなった)0

<2>-(e) 九gtlOベクター(6)への連結

0･5kbp以上のcDNAIpL(30ng)､lpL(500ng)の九gtlOベクター､2トLの乙茎皿止

を混合 して､42℃で15分間､室温で15分間放置 してから水中に移 し､0.5LLlの
0.lMDrIT､0.5llLの 10mMATP､及び0.5LILのT4DNAリガーゼを加えて 13℃
で一晩連結反応 したOこれに､市販のパッケイジングキットを用いて､22℃
で2時間反応させることによって､連結 したDNAをファージ粒子-パ ッケージ

した｡パ ッケイジング反応後､0.5-1mJのSM溶液 と2滴のクロロホルムとを加
え､軽 く携拝 してから､4℃ で保存 した｡

<2>-(i) ファージの力価測定
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(》 指示菌の調製
0.2%のマル トースを含むNZCYM20mJに､予めプレー トにス トリークし

て独立 したコロニーを形成させた指示菌(大腸菌 C600Hfl-)を入れて一晩振 とう

培養 した｡4℃､2500xgで 10分間達心 して菌体 を集め､予め4℃に冷却 して
ある10mJの 10mM 硫酸マグネシウムに懸濁 した｡
⑦ ファージの感染

指示菌 100 pLに､ファージ液(<2>-(e)で調製 したものを0.1-1pl)を加 え､
37℃ で 15分間保温 した後､溶解 して 50℃ に保温 しておいた2.5mgのソフ ト

アガロースを加え､直ちにNZプH にプレー トした｡37℃ で一晩保温 して
プラークを生 じさせた｡

【15】スクリーニング(1)(2)

<1>単プラーク単推
プラークハイブリダイゼーションによって陽性 となったプラークをマー

クの位置からプレー ト上に同定 し､その部分のプレー トをアガ-ごとパスツー
ルピペットで吸い取 り､1滴のクロロホルムの入った lmJのSM溶液中に入れ

よく税拝 し､室温で 1時間以上放置 した｡この液のファージ力価を測定 した後､
1プレー ト当 りプラーク1-5×104個 となるようにNZプレー トにプレー トし､ナ
イロンフィルターを作製してプラークハイブリダイゼーションを行い､独立 し
た1つのプラークに由来する陽性プラークを単離 した｡目的のプラークを､同
じくプレー トのアガ-ごとパスツールピペットで吸い取 り､0.3mLのSM溶液

中に入れ､よく挽拝 しつつ室温で 1時間以上放置してから4℃ で保有 した｡

<2> ファージDNAの精製

(i)で単推 したフ ァージ懸濁液 50トlLに､指示菌(LE392)150トlを加 え､
37℃ で 15分間保温 してから､2.5mgのソフ トアガロースを加え､アガロース

プレー トにプレー トした｡37℃ で一晩保温 し､プレー ト全面が容菌斑で被わ
れていることを確認 し､これに5mgのSM溶液 と2滴のクロロホルムとを加え､

室温で1時間以上振とうした｡ファージ粒子が遊離 した懸濁液を遠心管に移 し､

0℃､13,000xgで 5分間遠心 して菌残査 を除き､DNaseI及びRNaseAを各 10

鵬 加えて37℃ で25分間消化 した｡これに5mJの20%PEG/SMを加え氷中で

1時間おいてから､0℃､13,000xgで 10分間遠心 し､上清を除いた｡沈澱に
は0.5mJのSM溶液を入れてよく懸濁 し､エツペ ンドルフチューブに移 した｡

10LILの 10%SDSと10pLの0.5MEDTA(pH8.0)とを加え､65℃ で 10分間保温
してタンパク質を変性きた後に､フェノール ･クロロホルム抽出を3回行った｡

水屑のDNAはエタノール沈澱で集め､最終的に30トIJのTEに溶解 し､-20℃ で
保存 した｡

く3>サブクローニング
<3>-(a) pUC8､pUC18､pUC19､pUCl18､pUC119ベクターC7)の調製

500ngの pUC8(またはpUC18､pUC19､pUCl18､pUCl19)を過剰量の
適当な制限酵素を用いて完全消化 した後､続けてその反応液に 1/50畳の2M ト

リス塩酸殺衝液(pH9.5)及び 1.5LLl(0.6-0.8ユニット)のBAPを加えて(あるいは､

り10畳の10×CIAP殻衝液及び5UのCIAPを加えて)､37℃ で1時間保温するこ
とによって､切断末端のリン酸基を除いた｡フェノール ･クロロホルム抽出を

2回行った後､エタノール沈澱をして､最終的に40plの水に溶解 した0
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d>(b) インサー トDNAの調製

ファージDNA溶液 10-20PLを40-80ユニットのSanまたはEcoRlを用いて
消化 し､反応後､フェノール ･クロロホルム抽出を2回行ってからエタノール

沈澱をして､最終的に 10-30pLの水溶液 とした｡(約10ng/pLとなるようにし
た｡)
d>-(C) 連結反応 l

(a)で調製 したpUC8(またはpUC18)ベクター 10ng(lul)､(b)で調製 した

インサー トDNA30ng(3pL)､及び2pLの 10×ライゲ-ション揺衛液を混合 し､

水で総量を20叫 にした後､0.5pLのT4DNAl)ガーゼを加え､15℃ で5時間以
上連結反応を行った｡
d>イd) 形質転換
以下の3種の方法は､形質転換を行 う時に用いるDNAの量に応 じて使い分けた｡

即ち､形質転換の効率は①が106-107であり､②が(丑の10分の1､③がくさのさら
に10分の1ぐらいであった｡
(∋ 塩化ルビジウム法桝

①-(i)コンピテント細胞の調製
大腸菌 xL-1BlueまたはMM294をsQBで一晩振 とう培養 し､その培養液

10pLを､300mLの三角フラスコ中の30mlのSOBに植え継 ぎ､37℃水浴中で振

とう培養 した｡A55｡の濁度が0.3になるまで培養 した後(3-5時間)､水中で 10

分間冷却 した｡ファルコン2070チューブに移 して､4℃､2,000xgで5分間達
心 して菌体を集めた｡10mLの トランスフォーメーション緩衝液に懸濁 し､氷

中に 10分間放置 した後､遠心(4℃､2,000xg､4分間)で菌体を集め､2.4mLの

トランスフォーメーション綬衝液に懸濁 したOこれに84pLのDMSOを加 え､

氷中で5分間放置 した後､225MDTrを84pL加えた｡氷中で 10分間放置 し､

さらに84pLのDMSOを加え､水中に5分間放置 した後､コンピテント細胞 と
した｡
①-(ii)形質転換

ファルコン2059チューブにコンピテント細胞 210plを取 り､d>-(C)で調

製したDNAIOuLを加え､氷中に30分間放置 した｡42℃ の水浴中にて85秒間
の熟ショックを与え､水中に戻 した｡これに､0.8mLのSQCを加え､37℃ の

水浴中で 1時間振 とう培養 した｡遠心 (4℃､1500xg､3分間)で沈澱を集め､
適当な抗生物質を含んだLBプレー トに塗付 した｡プレー トを37℃ で一晩保温
することによりコロニーを生 じさせた｡
(診 塩化カルシウム法(lx2)
②イi)コンピテント細胞の調製

大腸菌 xLlBlueまたはMM294をsQBで一晩振とう培養 し､その培養液

10plを､300mLの三角フラスコ中の30mLのSOBに植え継 ぎ､37℃ 水浴中で

3-5時間振 とう培養 した｡A55｡の濁度が0.4になるまで培養 した後､水中で10

分間冷却 した｡ファルコン2070チューブに移 して､4℃､2,0∞xgで5分間遠
心 して菌体を集めた｡10mJの 10mM硫酸マグネシウム溶液に懸濁 し､水中に

10分間放置 した後､遠心(4℃､2,000xg､4分間)で菌体を集め､2.OmLの 50
mM塩化カルシウム溶液に懸濁 した｡これを水中に5分-2日間放置 した後､コ

ンピテント細胞 とした(1日放置のものが最も効率がよい)0
②-(ii) 形質転換

ファルコン2059チューブにコンピテント細胞 210pLを取 り､d>-(C)で調

製 したDNAIOpLを加え､水中に30分間放置 した.42℃ の水浴中で90秒間の
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熟ショックを与え､水中に戻 した後､これにlmlのSQCを加え､37℃ の水浴中

で 1時間振 とう培暮 した｡遠心 (4℃､15∞ xg､3分間)で沈澱を集め､適当な
抗生物質を含んだLBプレー トに塗付 した｡プレー トは37℃ で一晩保温 してコ
ロニーを生 じさせた｡
③ ポリエチレングリコール法m

大腸菌 xL-1BlueまたはMM294をsQ豊で一晩振とう培養 し､その培養級

100pJに2×TSSを 100pLと<3>-(C)で調製 したDNAIOuLとを加え､氷中に5分
間放置した｡そして､アンピシリンまたはテ トラサイクリンまたはその両方を
含んだLBプレー トに塗付 し､37℃ で一晩保温してコロニーを生 じさせた｡

<3>-(e) コロニーハイブリダイゼーション

生 じたコロニーをフィルターに移 し([12]d>)､ コロニーハイブリダイ
ゼーション([13]<3>)によって陽性クローンを同定 した｡

<4>プラスミドDNAの調製(1x2)

<4>-(a) 小スケール法
(ヨ アルカリ法

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを､100llg/mlのアンピシ1)ンを含む

x-培地0･8mLに植え､エツペンドルフチューブ中､37℃で4J時間振とう培養
した.培養液が十分な濁度に通 したところで､15,000xg､15秒間遠心 して集
菌し､これを5mg/mJの1)ゾチームを含む1)ゾチーム緩衝液 80m‖こ懸濁し､氷

中に15分間以上放置 した｡次に､200pLのアルカ1)SDS溶液を加えて混合 し､

水中で5分間放置した後､150PLのハイソル ト溶液を加えて携拝 し､氷中に15

分間以上放置 した｡遠心(0℃､14,0∞ xg､5分間)した後､上略を取ってフェ

ノール ･クロロホルム抽出､エタノール沈澱 したO沈澱は､乾固した後 100pl

のTEに溶かし､100plの5M塩化 リチウムを加えて､氷中に15分間以上放置 し

た｡遠心(0℃､15,000xg､5分間)して上清を取 り､エタノール沈澱によって

DNAを回収 し､最終的に50PLのTEに洛解 した｡
② ボイリング法

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを0.8mLのアンピシリン(100Pg/mr)

を含むx-培地に植え､37℃で4J時間振とう培養 し､培養液が十分な濁度に達

したところで､13,000xg､15秒間遠心 して集菌 し､沈澱を80pLのSTET-Lによ

く懸濁した｡この懸濁液に20uLの20mg/mLのリゾチームを含むSTET-Lを加え
て､規拝 してから室温で2分間放置 した｡次にこれを沸騰水中にいれて60秒間

保温 した後取 り出し､2分ほど室温で冷却 してから13,000 xg､4℃､15分間遠
心 した｡遠心後､沈澱を爪楊枝などを用いて丁寧に取 り除き､残った上清に60

叫 の21プロパノールを加えて､室温で10分間放置 した｡この後 13,000xg､室
温､15分間遠心 し､得 られた沈澱を70%エタノールで洗浄 してから減圧乾固し､

最終的に50pLのTEに溶解 した｡
<4>イb) 中スケール法

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを､アンピシリンを含む 30mLのx-
培地に植え継 ぎ､37℃で一晩振 とう培養 した後､4℃､2,000 xgで7分間遠心す
ることによって集菌 した.5mg/mll)ゾチームを含むリゾチーム緩衝液1mLに沈
澱 した菌体を懸濁 し､ガラス遠心管(coREX15ml)に移 し､水中で15分間放置
した｡2mlのアルカリSDS溶液を加え､再び氷中で5分間放置 した後､1.5mLの

3M酢酸ナ トリウム簸衝液(pH5.7)を加えて混合 し､氷中でさらに15分間以上放

置 した｡遠心(0℃､15,0∽ xg､10分間)して上清を回収 し､フェノール ･クロ
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ロホルム抽出した後､水屑に3mJのイソプロパノールを加えてイソプロパノー

ル沈澱を行 った｡遠心で集めた沈澱は､乾固 した後､400plのTEに溶解 し､

エツベンドルフチューブに移 してから 10鵬のRNaseAを加え､37℃で30分間
保温した｡フェノール ･クロロホルム抽出を3回行ってRNaseAを除いた後､水

屑を取 りエーテル抽出をして残っているフェノー)Yを除き､これに240pLの
20%PEG#6000溶液を加えてよく混合 し､氷中に45分間以上放置 した｡遠心(0℃､

15,000 xg､15分間)してDNAの沈澱を集め､80%エタノールで沈澱をよく洗っ

てから減圧下乾固し､最終的に 150pLの水に溶解 した｡
<4>-(C) 大スケール法

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを､アンピシリンを含む55mJのx一
培地に植え継 ぎ､37℃で600nmの吸光度が0.6になるまで振 とう培養 した後､
17のアンピシリンを含むLB培地に加え37℃で2.5時間振 とう培養 した｡その後､

5mJの34mg/mJのクロラムフェニコールを加え､続けて37℃で一晩振とう培蕃

した｡4℃､13,0∞ xg､25分間達心 して集菌 した後､沈澱 した菌体を1∞mJの
5エEに懸濁 し､再び遠心 して上晴を棄却 した.沈澱を18mlのリゾチーム綾衝液

に懸濁 し､これに10mg/mLリゾチームを含むリゾチーム旋律液2mLを加えて室
温で5分間放置 した後､40mLのアルカリSDS溶液を加え､再び室温で5分間放置

した｡その後､30mlの3M酢酸ナ トリウム旗衝液(pH5.7)を加えて混合 し､水

中でさらに10分間以上放置 したo遠心(0℃､15,000xg､10分間)して上晴を取

り､0.22pnのフィルターを通 してから54mgのイソプロパノールを加えてイソ
プロパノール沈澱を行った｡遠心で集めた沈澱は､乾固した後6mJのTEに溶解

し､続けて6mJの5M塩化リチウム溶液を加えて氷中に5分間静置 した｡遠心 し

て上清を回収 し､これに12mJの2-プロパノールを加えて直ちに室温で10分間

遠心 して沈澱を回収 した｡沈澱は70%エタノールで洗浄 した後に減圧乾固 し､

1mLのTEに溶解 した後エ ツベ ン ドルフチューブに移 した｡そこへ4011gの

RNaseAを加え､37℃で20分間保温 した｡反応液に471pLの20%PEG鵬OOO溶液

を加え､氷中に5分間静置し､13,00Oxg､4℃､5分間遠心 し上清を完全に除去

した後に沈澱を400pLのTEに溶解 した｡これをフェノール ･フェノール/クロ
ロフォルム ･クロロフォルムを用いてこの順番で抽出を行い､液絡的に得 られ

た水屑 にl00uLの10M酢酸アンモニウム溶液及び1mlのエタノールを加えてエ
タノール沈澱 した｡沈澱は70%エタノールでよく洗ってから室温に30分間放置

して自然乾固し､最終的に500pLの純水に溶解 したo

l16]一方向性欠失クローン群の作救(10)

DNAのある位置から一方向に欠失 したクローン群を作製するためにまず､
その位置付近に2種の制限酵素切断部位を検索 した｡欠失させたい方向の末端
にある方の制限酵素にはEcoRlなどのように5-1突出の形でDNAを切断する制

限酵素を用い､欠失 させたくない方の末端はPstIなどのように3-1突出の形で

DNAを切断する制限酵素を用いた｡5-10LLgのDNAを上記のように2種の制限
酵素で切断した後､フェノール ･クロロフォルム抽出及びエタノール沈澱を行

い60ulの1×エキソm緩衝液に溶解 したOこれを37℃で5分間保温 し､次に500
ユニットのエキソヌクレアーゼⅢを加えた後にすばやく携拝 し､以後細砂おき

に2.5pLを採取 し前 もって7.5pLのSl一浪液を入れてあるエツベンドルフチュー

ブに入れて室温で30分間放置 した(25回行った)｡そこに1pLのSl停JL液を加え

て70℃で10分間加熟 した.この段階で各チューブから2pLずつをサンプリング

47



し､アガロース電気泳動によって欠失皮を確認 したO続けて､チューブを37℃

の保温機に移 し､叫 のクレノウ混液を加え､2分後にさらに叫 の 12.5mM ヌ

クレオチ ド溶液を加えて5分間保温 した｡この後室温に移 して40pLのリガーゼ
混液を加えて､室温で30分間放置してから大腸菌MM294またはXLlblueに形
質転換 し､適当に欠失 したクローンをクローニングしく4>に従ってプラスミド
を精製 した｡

[17]一本社DNAの調教(1)(2)

<1>ヘルパーファージの調製
適当量(100-1000pru)のM13K07ヘルパーファージを4mJチューブに分取

し､0.5mlのXL11Blue指示菌懸濁液を加え37℃で15分間放置 してファージを

感染 させた後､予め50℃に平衡化させておいた3mJのソフ トアガロースを加

え､カナマイシン含有のLBプレー トの上に広げた｡37℃で一晩保温 して形成
されたプラークの中から､孤立 しているタ-ビットプラークを一つパスツール

ピペットを用いて単推 し､35pg/mLの濃度のカナマイシンを含む2×YT培地
20m‖こ接種 し､激 しく枕拝 しながら37℃で15時間保温 した｡培養液が濁って

いる串を確認 してからこれを 13,000xg､4℃､10分間遠心 して上晴を回収 し､
5滴はどクロロフォルムを滴下 し4℃で保有 した｡XLlBlueに対 して力価を測

り､ト2×1011/mJの濃度があることを確認 した｡

<2>小スケール法
pUC118､pTVl18Nなどのファージミ ドベクターに組み込 んだ目的の

DNAを大腸菌xLlblueに形質転換 し､テ トラサイクリン及びアンピシリンを
含む培地で選択 して得 られたシングルコロニーをファルコン2059チューブに入

れた2mLのアンピシリン含有2×YT培地に殖継 ぎ､最終濃度が2×107pfu/mLと
なるようにヘルパーファージM13K07を加え37℃､1時間激 しく枕拝 しながら

保温 した｡その後カナマイシンを最終濃度70pg/mLになるように加えて､さら
に37℃で14-18時間激 しく投拝 しながら保温 した｡培地が濁っているのを確認

してこれをエツベンドルフチューブに移 し､13,000 xg､4℃､5分間遠心 した｡

上清を200pLの20%PEG#8000溶液の入っているエツペンドルフチューブに移 し

てよく混合 し､室温で15分間放置 し､13,000xg､4℃､5分間遠心 して､上滑

を完全に除去 した｡次に沈澱を100pLのTEに溶解 し､50pLのフェノールを加え､
30秒 間激 しく挽拝 し､1分間室温に静置 し､ さらに30秒 間激 しく規拝 した｡

13,∞Oxg､室温で1分間遠心 した後水屑を回収 し､300〟 のエタノール/酢酸

ナ トリウム混液を加えて室温に15分間放置した｡その後､13,000xg､4℃､10

分間達心 して上清を棄却 し､70%エタノールで洗浄 し､減圧乾固してから30pL
のTEに溶解 した｡

く3>大スケール法
目的のDNAを大腸菌xLlblueに形質転換 し､テ トラサイクリン及びアン

ピシリンを含む培地で選択 して得 られたシングルコロニーをファルコン2059

チューブに入れたアンピシリンを含む2×YT培地2mJに殖継 ぎ､37℃で激 しく

規拝 しながら保温 した｡培地が濁ってきたらこのlmJを500mgのフラスコに入

れたアンピシリンを含む2×YT培地100mLに加 え､ さらに最終浪皮が2×

107pfu/mtとなるようにヘルパーファージM13K07を加えて37℃､30分間静置 し
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て保温 した｡この後カナマイシンを最終濃度70pg/mLになるように加えて､さ
らに37℃で16-18時間激 しく批拝 しながら保温した｡培地が濁っているのを確

認 してこれを遠心管に移 し､13,000xg､4℃､5分間遠心 した｡上柄に25mlの

20%PEG#8000溶液を加えてよく混合 し､室温で10分間放置 し､13,000xg､4℃､
5分間達心 して､上清を完全に除去 した｡次に沈澱を5mJのTEに溶解 し､5mJ

のフェノールを加えて､激 しく批拝 し､10分間室温 に静置 した｡13,0∞xg､
室温で1分間遠心 し､水屑を同様にフェノール/クロロフォルム/イソアミル

アルコール混液､クロロフォルム/イソアミルアルコール滑液Bで抽出し､最

後にその上晴に150p/の10M酢酸アンモニウムと5mIの21プロパノールとを加

えて混合 した｡これを13,000 xg､4℃､10分間達心 して上清を棄却 し､70%エ

タノールで洗浄 し､減圧乾固してから200plのTEに溶解 した｡

[18】PCR法(llX12)

0.5mJチューブに以下の試薬及びDNAを混合 した｡
試薬 量 最終濃度

10×PCR後衛液 3.0pl 1×

1.25mM ヌクレオチ ド混液 4.8pL 各 0.2mM

IOpmolW プライマー溶液

(フォワー ド'.リバース) 各 1.5pl 各0.5pM
テンプレー トDNA 0.ト100ng

5UhJlAm puTaqTMDNAポリメラーゼ 0.15pL 0.75unit

純水 総量を30〟 になるように加えた｡

以上をよく携拝 した後 ミネラルオイルを1滴(約50pl)上層 して､PCR反応
装置にセットした｡温度の設定は標準的には以下のようにした｡(なお､以下

の設定の場合､今後 [①-94℃(A=0け)②94℃ I1分③-55℃(△=0)①55℃ I2分⑤

-72℃(△=0)⑥72℃ ･3分]×27､と表記する事にする｡)
(∋ 最大加熱で94℃に平衡化｡
(診 94℃で1分間保温｡
③ 最大冷却で55℃に平衡化｡
径)55℃で2分間保温｡
6)最大加熱で72℃に平衡化｡

(む 72℃で3分間保温｡
⑦ (丑に戻る｡
以上を27サイクル繰 り返 した｡(図Ⅳ-2参照)

[19]塩基配列の決定

<1>RIを用いたダイデオキシ法(13×14)

pUCベクターにサブクローニングしたDNA断片はダイデオキシ法によっ
て､そのヌクレオチ ド配列を決定 した｡

プラスミドDNAの水溶液 18pl(3J 鵬のプラスミドDNAを含む)に､2pLの

2M水酸化ナ トリウムを加え､室温で5分間変性させた｡ これに､16山の2.5
M酢酸アンモニウムと100uLのエタノールとを加え､よく混合 してから-so℃

で5分間静置 した.遠心(0℃､14,000xg､5分間)して沈澱を1mlの80%ユタノー
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ルで洗った後､減庄下乾固 した｡沈澱に､1pmolのシークエンスプライマー

(M13プライマーまたはリバースM13プライマー)と､1.5pJの10×シークエンス
盈盈鑑 と､8.5ptの水 とを加え､よく混合 して溶かした後に､順に60℃で20分

間､42℃で20分間､室温で20分間静置 したOこれに､10pCiの[α32P]dCrPと､
5ユニットの大腸菌DNAポリメラーゼKlenow断片 とを加え､穏やかに混合 しI
てから､3･2plずつを予め4種のジデオキシミックス(2uL)の入っているエツペン
ドルフチューブにそれぞれすばや く分注 し､直ちに42℃で20分間保温 した｡

1pLのチェイス溶液を加えて､さらに42℃で20分間保温した後､6PLの
ミド色繁を加えて90℃で3分間変性 し､直ちに氷水中に冷却 した.

電気泳動は､【4】<2>(b)に従って作製 したポリアクリルアミドゲルを用い
た.泳動を終えたゲルは使用済みのX線フィルムに転写 し-80℃中でX線フィル

ム(FujiRXfilm)に露出した｡

d >色素終結法を用いた自動シークエンサーによる方法
0･5mlのチューブを用意 し､これに一本鎖DNAの時は0.5pg､二本鎖

DNAの時はIpgのDNA(最大 8.75plまで)を入れ､停ま終結法用反応滑合液 7.25

plとシークエンスプライマー0.8pmol(一本鎖DNA)或いは3.2pmol(二本鎖DNA)

とを加え､純水で総量を20pLに合わせた.混合後､ミネラルオイルを一滴(約

50叫)重層 し､サーマルサイクラ-で遮光 しながら次のように反応 した : [①

-96℃(A=0)⑦96℃ ･30秒③-50℃(A=0)④50℃ ･15秒⑤-60℃(△=0)①60℃ ･4
分]×25｡反応後は4℃に保存 した｡

反応液は､ ミネラルオイルがなるべ く混入 しないようにピペットマンで

吸い取 り､40pLの21プロパノールを加えて室温で15分間､14,000xgで遠心す
ることにより未反応の色素と反応物 とを分離 した｡沈澱はlmJの70%エタノー

ルを加え激 しく挽拝 し､再び遠心 して沈澱を回収後､減圧乾固し､4PLのホル

ムアミド溶液に洛解 した後､90℃で2分加熱 した後に氷水中で急冷 し､直ちに
ゲルにアプライした｡

電気泳動は､【4】<2>(b)に従 って作 ったポリアク1)ルアミドゲルを用い､
自動シークエンサーの解析プログラムによって配列を検出 ･解析 した｡

[20]cDNA断片のhzcプロモーター(pUC18)下流への挿入
ラットp94･ヒトm-カルパイン大サブユニット ヒトトーカルパイン大サブ

ユニット･ウサギカルパイン小サブユニット･ラットカルパイン小サブユニッ
トcDNAを(表Ⅳ-Ⅳ)に示 したように適当な制限酵素 IS1ヌクレアーゼ ･DNAポ
リメラーゼタレノウ断片 ･大腸菌アルか ノ性脱 リン酸化酵素で消化 した｡これ

によって得 られた目的の断片 と､同様に適当な酵素で消化 したpTVl18Nまたは
pTVl19Nとをライダーションさせ(【15]<3>-(C)参照)､大腸菌MM294に形質転換
すること(【15]d>-(d)参照)によって正 しくコンス トラクトされたものをクロー
ニングし､大量に精製 した｡

[21]大腸菌におけるcDNA断片のタンパク発現
[20]で精製 したDNAは大腸菌 MM294または YA21に再 び形質転換 し

([15】d>-(d)参照)､アンピシリンプレー ト上に得 られたシングルコロニーを5

mLのx-プロース(100pg/mLのアンピシリンを含む)中37℃､一晩振盤培輩 した.

翌日､4℃､3000rpm､10分間遠心 し上清を捨て沈澱を20mLの迦坦(･)mediumに
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｣盈正二放し カルパインサブユニットのhcプロモー▲クー下流への挿入と養規タ
ンパク質の配列

特 に断 らない限 り､制限酵素消化 は111gのDNAを501⊥1スケールで行 った｡

掛ナてS1ヌクレアーゼで消化するときは､10Lllの純水､10LLlの10×Sl潰衝液､5
ユニットのS1ヌクレアーゼを加え､37℃で5分間保温 した後､フェノール ･クロロ

フォルム抽出をし､エタノール沈澱をした｡続けてDNAポリメラーゼクレノウ断

片で消化するときは､溶液が1×H緩衝液の濃度になるように適量の塩化ナ トリウ

ム溶液､塩化マグネシウム溶液､ トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)を加え､1.5ユニッ
トのDNAポリメラーゼクレノウ断片 を加えて37℃で5分間保温 した後にフェノー
ル･クロロフォルム抽出をし､エタノール沈澱をした｡続けて大腸菌アルカリ性

脱リン酸化酵素で消化するときは､叫1の2Mトリス塩酸後衛液 (pH9.5)､0.2ユ
ニットの大腸菌 アルカリ性脱 リン酸化酵素 を加 えて37℃で60分間保温 した後 に
フェノール ･クロロフォルム抽出をし､エタノール沈澱をした｡複数の制限酵素
で消化する場合は､同一の媛衝液を使用できるときは同時に､異なる彼衝液を用
いるべき時は､低塩濃度の彼衝液を使用する方を先に消化 し､その後適量の塩化

ナトリウム溶液､塩化マグネシウム溶液､ トリス塩酸綾衝液 (pH7.5)を加 え､
枚衝液の濃度 を調整 し､ もう一方の制限酵素で消化 した｡N一端の配列における太

字はcDNA由来の部分 を示 し､さらに下線 を引いたアミノ酸残基は本来のタンパ
ク質の配列 と一致する部位 を示 している｡

名前 檀 cDNAとその切断法 ベクターとその切断法 N-端の配列と生成されるアミノ酸配列

〆dC一円4 rat PRNC-I pTVll8N/

plot-m human pTV119N
β)/SpeI M G R R D R S 出 A

〆ac.m hurTun

～,V humaL1 p3]/Eco8日 /S1/Bq爪一一Ⅰ/51/β〝Ml‖ M A M I T G T A A T P K H P S P R 出 且
中一 rat pR30-20そのもの
RtWK M T M I T 且 且

pk-Rtl粥K TtbbiL pLYE530 pUC18/EEORJβ1/SphI M T M I T 且 且
p恥y)K ー8bbiL 所収文博士上り

寄与 M T M I T N S S S V P G D P L E S ヱ _⊥

fJaC.P94noK rat/rabbit ploc-P94/Ill-nCtⅠ/Sphl p94を含ん/='オベロンとカル/{イン小サブユニットを含んだオベロンの両方が一つのプラスミドに含 まれている○

.plde一m humankabbit p/ac-m/DTal ∩-カルパイン大サブユニットを含んだオベロンと小サブユニットを含んだオペロンの両方が伽K

如E-p hum且爪 pLac-pIBLVn川n(lcr10W/Spht 一一カルパイン大サブユニットを含んだオベロンと小サブユニットを含んだオベロンの両方が



再懸濁した｡直ちに37℃で2時間､激 しく振温培養 した｡遠心チューブに移 し

4℃､3000rpm､15分間遠心 し上桁を捨て沈澱をlmlのカルパイン用揺衛液C(i')

に再懸濁したoこれをソニファイアで超音波破砕 し､90,000xg､4℃､60分超
遠心にかけ､沈澱は､0｣5mJの ･上清の両画分はSDS-PAGEあるいは続けての
ウェスタンブロットによって解析 した｡

I

【22】cDNA断片のT7プロモーター下流への挿入
ラットp94･ヒトp-カルパイン大サブユニットcDNAを(表Ⅳ-Ⅴ)に示 した

ように適当な制限酵素 ･S1ヌクレアーゼ ･で消化 して得 られた目的の断片 と､

同様に適当な酵素で消化 したT7プロモーターベクターとをライダーションさ

せ(【15】d>-(C)参照)､大腸菌MM294に形質転換す ること(【15】d>-(d)参照)に
よって正 しくコンス トラクトされたものをクローニングし､大量に精製 した｡

[23]inviL7･0翻訳系を用いたcDNA断片のタンパク発現

<1>転写 (transcription)

T7プロモーターの下流にcDNAを組み込んだプラスミド(【22]参照)10pgを

適当な制限酵素(EcoRIなど)を用いて3'一端を切断 して直鎖状にし､1トg/PLプロ
テイナーゼK(キットに付属､なお以下で用いる試薬 もすべてキットに付属 し

ている)1pLを加え37℃で30分インキュベ- トした｡次にフェノール ･クロロ
フォルム抽出を2回､続けてクロロフォルム抽出を行い､エタノール沈澱 した

後にDNA濃度が1鵬仰 となるようにTEに溶解 した｡このうちの1pLに5×転写
緩衝液 ･ヌクレオチ ド混液 ･キャップアナログ溶液 ･0.75MDTT･純水をそれ

ぞれ5pJ･lpL･2.5pl･lpL･14p/加えて混合後､最後に0.5pLの20U/plT7RNA
ポリメラーゼを加えて37℃30分間保温 した｡ さらに10ユニットのRNase-free

DNaseIを加えて37℃で5分間保温 した後､100pLの純水 を加えてフェノール ･

クロロフォルム抽出抽出を行った｡その水屑をエタノール沈澱 し､25plのTE

に溶解 し定量及びアガロース電気泳動による品質検査 を行った(ほほ5∞ng小J
のRNA溶液が得 られた)0

d>朝訳 (tramlation)

<1>で作成 したRNAlJpg(4.5pL以下)に10.5PLの トランス レーションプ

リミックス及び10uLのウサギ網状赤血球ライゼ- トをこの順番で加え､さら

に､場合によってはこれにlpJの30mg/mLロイペプチンを加えて37℃で40分間
保温 した｡反応液の一部は等量のSDSサンプル殺衝液を加えてSDS電気泳動を
行った後､ゲルをアスピレーターで吸引加熱乾固し､オー トラジオグラフィー

により解析 した｡残 りの反応液は3pLのグリセリンを加えて-80℃に保有 した｡
また､取 り込まれた35S-Metを定量するために1cm角に斬った3MM油紙に反応

液のlpLを浸透させ､10%(Wry)トリクロロ酢酸溶液中で洗浄後､新 しい10%
トリクロロ酢酸に再び入れて10分間煮沸 した｡その後氷中で室温以下に平衡化
し､純水 ･エタノール ･アセ トンでこの順番に2回ずつ沈静､乾固し､液体シ

ンチレータ-用カクテル(3-5mJ)の中に沈め液体シンチレータ- (14Cモー ド)で1
分間計数 した｡

[24]Site-DirectedMutagenesis(15×16)
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劇 ⊥
ンバク質の配列

特に断らない限 り､制限酵素消化は1LlgのDNAを50トLlスケールで行い､続

けてS1ヌクレアーゼで消化するときは､40ト1の純水､10トLlの10×Sl接衝液､5ユ
ニットのS1ヌクレアーゼを加え､37℃で5分間保温 した後､フェノール､クロロ
フォルム抽出をし､エタノール沈澱 をした｡複数の制限酵素で消化する場合 は､
同一の題衝液を使用できるときは同時に､異なる旗衝液を用いるべ き時は､低塩
濃度の彼衝液を使用する法 をさきに消化 し､その後適量の塩化 ナ トリウム溶液､
塩化マグネシウム溶液､ トリス塩酸緩衝液 (pH7.5)を加え､接衝液の濃度 を調
整し､もう一方の制限酵素で消化 した｡N一端の配列における太字はcDNA由来の

,示
し
を

示
位

を
部

分
る

部
す

さらに下線を引いたアミノ酸残基は本来のタンパク質の配列 と一致

名前 種 cDNAとその切断法 ベクター とその切断法 N-端の配列 と生成 されるアミノ酸配列

PT7-P94 rat PRNC-1-4/DraT/SacI PGEM-2●/NcoI/Sl/Sacl ..CCCIG..H bP..lCAAAAACGTCTTCCTTCCAAAGTTGCCTGCCATCCCG
hiヱ

pT7-ド humanp31/Eco81I/S1/BamHL PGEM-2/FlLnd皿/Sl/BamHl

'ここで用いたpGEM-2ベクターは東京都臨床医学総合研究所迫伝情報研究部門平井秀一博士 よ

り寄与 して頂いたもので､pGEM12のHL'ndHl切断部位 とpsEl切断部位 との問にp-グロビンのリー

ダーシークエンス (5'一非翻訳領域､NcoI切断部位 を含む :下図下線部) と､それに続 くC-junの

cDNAが含 まれていた (下図).そのIILndlIIまたはNcoT切断部位 を用 いてC-junのcDNAとカル

バインのcDNAを交換する形でプラス ミドを構築 した｡

I.㍑ 肝 〔ACAm"fT;TVc･ecA'A;'Tl,Tm-C･'/C,-"'cAVclcAuC"ACN粁 T"uiii'T'"LAD"""Accm.･C"-C;f'鮭 L窓 短PJlI BEO21



目的の退伝子(pUC118.pTVl18Nなどのファージミドに組み込んであるも
の)を大腸菌cJ236に形質転換 し､アンピシリン及びクロラムフェニコールを含
む培地で選択 し､得 られたコロニー1つから【17】の方法で一本鎖DNAを精製 し

た｡そして､そのうちの0.2pmol(全長5べikbpで約0･4Llg)にアニーリング接衝

並 をIPL加え､純水で10PZに合わせて一本鎖DNA混液とした00-万､用いる

合成オ.)ゴヌクレオチ ドの10pmolに5×リン酸仙窟振液2PLを加え､最終的に

純水で10叫 に合わせ10ユニットのT4ポリヌクレオチ ドキナーゼを加えて37℃､
15分､続けて70℃､10分処理 して5-端のリン酸化を行った｡このリン酸化オリ

ゴヌクレオチ ド叫 に先に調製 した一本鎖DNA混液lpLを加えて､DNAサーマ

ルサイクラ-を用いて､ [①-65℃(A:0)⑦65℃15分③-37℃(A=20分)④37℃5

分⑤-25℃(A=10分)⑥25℃保温] というプログラムでプライマーとDNAとをア

ニールさせた. これにキッ ト付属のエクステンション緩衝液25pl･大腸菌
DNAリガーゼ60ユニット･T4DNAポリメラーゼ1ユニットを加え､25℃で2時

間反応させた｡1.2plの0｣5MEDTAを加えて65℃で5分間加熱することによっ

て反応を停止させ､反応液のうちの10叫 を大腸菌BMH7日 8株に形質転換 しテ
トラサイクリン培地で選択 した｡得 られたコロニーのいくつかから【15]<4>-(a)

に従ってプラスミドを単離 し､目的のプラスミドを同定 した後再び大腸菌xL
lblueに形質転換 して目的のプラスミドをクローン化 し､大量に精製した｡

[25]cDNA断片のSV40プロモーター下流への挿入
ラットp94･ヒトm及びLL-カルパイン大サブユニット･ウサギカルパイン

小サブユニットcDNAを表Ⅳ-Ⅵに示 したように適当な制限酵素 ･S1ヌクレアー

ゼで消化 し､得 られた目的の断片 と､同株に適当な酵素で消化 したpSRD(東京
都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部門大野茂男博士､今野保彦博士より寄与
して頂いた)(17X18)とをライグーションさせ([15】4>(C)参照)､大腸菌MM294に
形質転換すること(【15】d>(d)参照)によって正 しくコンス トラク トされたもの
をクローニングし､大量に精製 した｡

[26]抗ペプチドポリクローナル抗体の作成(19)

<1>抗原ペプチドの調製
50mM カリウム/ リン酸彼衛液(pH7.5)1.5mlに､担体 として用いるM

を0.5mLと40PLのMBS(m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimideester)とを加
え､室温で30分間挽拝 した｡ この溶液をpD-10カラムにかけ､上記の緩衝液
2.5-l.5mLの間で洛出される画分をFnHIMBSコンプレックスとして回収 した｡

次に､アプライ ドバイオシステムズ430Aで合成 したペプチ ドは脱保護用試薬
で脱保護 し､冷ジエチルエーテルでガラスフィルターを用いて吸引洗浄 し､一
晩凍結乾燥 した｡このペプチ ド約 10mgを4.5mJの 100 mM カリウム/リン酸

緩衝液(pH7.5)に溶解 し､これに上記のM 一MBSコンプレックス分画 o･5mgを
混合 し､室温で3時間税拝 して反応 させ､InH-MRS-ペプチ ドコンプレックス
を生成させた｡反応物は4℃で保有 した｡

d >ウサギへの免疫
<1>で作製 したKLH一MBS-ペプチ ドコンプレックス溶液lmLに､2mlのフ

ロイントコンプリー トアジュバントを加え､2個の注射器を結合器で結合させ
たものの中で数百回混合 し､完全に均一にした｡シャーレに水を入れたものに
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名前 柾 cDNAとその切断法 ベクターとその切断法 N-端の配列 と和製されるアミノ酸配列

PWT- rat PRNC-14 PSRD/EcoRJ/CTAPHGAATTlllAICGTCTTCCTTCCllAGTTGCCTGCCATGCCG
P94 /DroJ/SacT/Klcnow /Klenow M P
PWT- rat PRNC-I-4 PSRD/EcoRuCJAP HGAAAllCGTCTTCCTTCCAAlGTTGCCTGCCATGCCG
P94-El /Drdlβdcl′Klenow /S1 M P
PWT-〟 human p31/Apaー/Klcnow PSRD/EcoRJ/CIAPHGAATTGGCCCTGCCCTGA...ACCCCTCCCCCIGGITGTCG

/Klcnow M S
pWT一m Ituman p/ac-m PSRD/EcoRl/CIAP ..GAATTGGCCGCCGGGICCGCAGCITGGCG

/Ncol/Dral/S1 /Klenow M A
PWT- rabbit pLYE530/ApaI PSRD/EcoRl/ClAP..GAATTGGCCCCGCCTCC..日TGAGCCGCAGCCITGTTC
30K /Klenow /Klenow M F
pA】S2 rat PWT-P94/EcoRIn(lcnow/Ball- ..GAATTAllAlCGTCTTCCTTCClllGTTGCCTGCCITGCCG

5.5kbDrralミmCnUCーAP+I.lkbDrraJZmCnL M P
prs-lS2-i ral PWT-fり4-Er/EcoRJ爪lcnow/SclfligaLlOn..GAATTAAAAACGTCTTCCTTCCAllGTTGCCTGCCATGCCG

M P
pfs-JS2-d ral PWT-fり4-El/EcoRJ/Sl/Selfljgation ..GAATTlllAACGTCTTCCTTCCAllGTTGCCTGCCATGCCG

M P
PABK rat pWT一円4/Bop/Kpn1/Klcnow HGAATTluuCGTCTTCCTTCCAllGTTGCCTGCCITGCCG

/SelrliEation M P
pAn rat PWT-P94/Ban/Kpn一作xoHJ/Sl/Klcnow ‥GAATT仙人uCGTCTTCCTTCCAllGTTGCCTGCCATGCCG



一滴滴下して混合物がそのままの形をとどめていることを確認 して､結合器を
はず し､21Gの注射針を用いてウサギ(ニュージーランドホワイ ト種)の左右腹
腔及び左右前肢指間に0.3-0.4mJずつ注射 した｡2週間後､コンプリー トア
ジュバントの代わりにインコンプリー トアジュバントを用いて同様の混合液を
作成 し､ウサギの背部前後左右の4カ所注射 した｡さらに2週間後､ペプチ ド-

KLH溶液をpBSで2倍に希釈 し､26Gの注射針を用いて､ウサギの背部6-8箇所

に注射 し､この1週間後に耳動脈から採血を行った(10-50mL)0
採取 した血液はビーカーの中に入れて37℃で1時間保温 し､続けて4℃で

一晩放置 し上清 を回収 し､3000TPm､4℃､10分間遠心 し､血清画分 とした｡

血清は56℃で30分間処理をして不動化 し､そのうちの1mJには最終的に1mg/mJ
の濃度になるようにKLHを加えて､ウェスタンブロット･免疫沈降などに使用
した｡残 りは分注 して-80℃で保存 した｡

[27]タンパク実の電気泳動(SDS-PAGE)C20×21)
表Ⅳ-Ⅶに示 した組成の分離ゲル溶液を混合 して､100-120pLのTEMEDを

加え､直ちに組み立てておいた15cmX15cmのSDS-PAGE用ガラス枚に流 し込
み､続いて､約0.4mJの1-ブタノールを重層 してゲル化させた｡固化 した後に

1-ブタノールを除き､よく水洗 してから､今度は表Ⅳ-Ⅶに示 した組成の濃縮

ゲル溶液を混合 して､100-120plのTEMEDを加え､分離ゲルの上に流 し込み
固化 させた｡泳動はSDSIPAGE泳動叔衛液を用いて 15mA～30mA定花流で電

気泳動 した｡泳動後は､ウェスタンブロット(【28])に進むか､ゲルを直接cBB
染色液に浸 し､室温で10分間ほど振とうしながら染色 し､続いてゲル脱色液に

浸 して室温で3-5時間振とうしながら脱染 した｡

[28】ウェスタンブロット(21)
電気泳動の終わったSDSポリアクリルアミドゲルをウェスタンブロット

農務液に浸 して室温で30分間振 とうした｡セミドライ方式のプロッティング装

置を用いて､タンパク管転写用メンブレンに2mA/Cm2定電流で2時間プロット
した｡プロットしたメンブレンは乾燥 させないように直ちにブロッキング溶液
中に入れ､30分以上室温で振 とうしブロッキングを行った(す ぐに次の操作に

入 らないときは､この状態のままで4℃に保管 した)｡次に､目的の抗血清を
1/500から1/2∝)0にブロッキング溶液で希釈 したものを､メンブレン100cm2当
たり4mL用意 し､ビニールパ ックを用いてメンブレンに浸透させ､37℃で1時

間以上あるいは4℃で一晩保温 した｡メンブレンを取 り出し､ウェスタンブ

ロット洗浄接衝液中､室温､7分間振 とう洗浄を3回繰 り返 した後､ビニール
パックを用いて二次抗体溶液に37℃で30分以上メンブレンを浸透させた｡再び､
メンブレンを取 り出し､沈静綬循液中､室温､7分間の振とう洗浄を3回繰 り返
した後､さらにABC混液あるいはABC-AP混液に室温で30分間以上振 とうしな

がら浸透 した(二次抗体にアルカリフォスフアタ-ゼ結合抗体を用いたときは

このステップは省略 した)｡続いて､メンブレンをpBS(-)中､7分間､室温で振
とう洗浄 し(3回)､最後にメンブレンを10-20mJの発色液に没透 し､室温で5分
-30分間振とうさせながら発色させた｡

[29]ラット骨格筋の分画(22)

<1>遠心力 ･親衛液による分画
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｣蓋M L sDS-PAGE用ゲルの組成以下はゲル5枚分の壷を示 した○左矢印は左 と同量であることを､ハイフン
はその試薬を加えないということをそれぞれ表 しているo

分離用ゲル 濃縮用ゲル

7% 10% 12.5% 15% 4%

30%ポリアクリルアミド溶液 23.3m/ 33.3 41.7 50.0 5.3m/

SDS-PAGE分靴ゲル用緩衝液 25.0mg ー ー 一- -
SDS-PAGE濃縮ゲル用綬衝液 - - - - 10.0m/

純水 50.8mg 40.8 32.4 24.1 24.3m/

10%過硫酸アンモニウム溶液 0.5m/ ー I-.-ー 0.4m/

TEMED 80ーL I- I I 27pl

総量 100.0mg I 一- ー 40.0m/



20gのラット骨格筋(死亡後5分以内のものまたは死亡後5分以内に180℃で
凍結 ･保存 してあったもの)を約1cm角に切断 し､160mJのPBS(l十)の中に入れ､
ヒスコトロンホモジナイザーで氷水で冷却 しながらホモジナイズした(30秒間

ホモジナイズし､1分間冷却を3回行った)｡これを7,000xg､2℃､30分間遠心
し､上清はをグラスフィルターでろ過 して表面の脂肪を除去 してから､さらに

150,000xg､2℃､60分間遠心 し､得 られた上清を㊤可溶性画分 とした｡沈澱
はPBS(1･)で1回洗浄 してから7mJのPBS(1･)に懸濁 し(稔量9mJとなった)､② ミク

ロゾー ム画分 とした｡一万､7,000xgの遠心 で得 られた沈澱 は､一度
pBS(.十)140mJに懸濁して再び7,000xg､2℃､30分間遠心 し､その沈澱を今度は
100mtのHasselbach-Schneider溶液にヒスコ トロンホモジナイザーを用いて懸

濁 し､水中で50分間主にミオシンを拙出した.これを7,000xg､2℃､30分間
遠心 し､上清 を③ ミオシン画分(総量 120mJ)とし､沈澱 は2回 Hasselbach-

schneider溶液(23)で洗浄 した｡さらにlmM炭酸水素ナ トリウム溶液に懸濁 し
て遠心するという過程 を3回繰 り返 した後､溶液のpHをほほ7にし､壕終的に
50mJのlmM炭酸水素ナ トリウム溶液に懸濁 し､氷中で一晩､主にアクチンを

抽出したO再びこれを7,000xg､2℃､30分間遠心 し､上清を④アクチン画分
(総量65mJ)､沈澱 はlmM 炭酸水素ナ トリウム溶液 に懸濁 して洗浄 してか ら､
20mgのPBS(i･)に懸濁 して⑤不溶性画分 とした(総量30mgとなった)｡①-⑤の各

画分はそれぞれその0.5mJを分取 し､0.5mJのSDS-PAGEサンプル後衛液を加
えて､100℃で5分間加熱 し､SDS-PAGEのサンプルとした｡

<2>イオン交換FPLCによる分画
<1>で得た画分(∋可溶性画分の2mLを分取 し､18mLの純水 と5pLの2M ト

リス塩酸後衛液(pH9.5)とを加え(pHはこのとき7.5であった)､0･22トLmのフィ

ルターを通 してからDEAE-TSKge15PW カラム(容量5mg)を用いたⅣLCにかけたO
殻衝液はカルパイン殺衛液Aを用い､グラジエントは0-0.5Mの塩化ナ トリウ

ムでかけ(仝所用時間は60分 とした)､流速は 1.2mJ/分でlmJずつ分取 した｡各
画分は､エツベンドルフチューブ組み込み式の限外油過膜を用いて約20倍に濃
縮 してか ら等量のSDSサ ンプル蔽衛液を加 え､100℃で5分間加熟 し､SDSI

pAGEのサンプルとした｡

[30]細胞の継代(24)
ほほコンフルエントになった細胞の培養液をアスピレーターを用いて完

全に吸引棄却 し､予め37℃に暖めておいたPZiSC･)5mEを加え､プレー ト全体に

行 き渡らせてから室温に5分間放置 した｡この後､再び､アスピレーターで液
を吸い取 り､今度は0.3mlの ト1)ブシン溶液を加えてプレー ト全体に行 き渡ら

せた｡室温で5分間放置 してからプレー トを両手で支えて二､三回激 しく叩き

(タッピング)､細胞 をプレー トから迩維させた｡直ちに3-5mLのDMEM培地を
注ぎ細胞 をよく懸濁 して､その一部を取 り､細胞数を測定 した｡そして､2-5

×105(8cmプレー り またはト3×106(20cmボ トル)個分の細胞を分取 し､7mJの
DMEM培地の入った8cmプレー トまたは25mLのDMEM培地の入った20cmボ ト

ル中に入れ､37℃のCO2インキュベータで保温 した｡

[31]細胞へのトランスフェクション
<1>DEAEデキス トラン法(25)
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8cmディッシュに､ トランスフェクションを行 う24時間前にlXIO6個の

細胞を殖継いだものを5mJの1×TBSで2回洗浄 し(1×TBSをディッシュ上に注

ぎ再びパスツールピペットで吸引棄却 した)､DNA-Dl三AE-dextran滑液をディッ
シュの中央に1-2滴/秒で滴下 した.5分-10分おきにゆっくりと税拝 しながら
室温に30分間置き､次に10mgの1×TBSで洗浄 し､5mJの0.1mM クロロキン二

リン酸含有DMEM培地を加えて37℃､5%二酸化炭素中5.5時間保温 した.再
び5mJの1×TBSで洗浄 し､最終的に10mJのDMEM培地を加えて37℃､5%二酸

化炭素中48-72時間保温した後に細胞を回収 した｡

d >エレクトロポレーション法(26)

トリプシン処理によってディッシュから剥離 した細胞(cos及びL8細胞)を

([30]参照)DMEM培地で一回洗静 し(約40mJの培地に懸濁 し1,100rpm､室温､5

分間速心 して上清を棄却 した)､次に1×PBSで二回洗浄 し､さらに1×K-PBSで
一回沈静 し､最終的に1.2×107/mL(COS細り泡の場合)または3×107/mL(L8細胞の

場合)の波度になるように1×K-PBSに懸濁 した｡この懸濁液500pl(COS細胞の

場合)または200uL(u細胞の場合)に トランスフェクトするDNA10-10pgを加え

て混合 し､専用のキュベットに移 し氷中に10分間静置した0220V､960岬 の条

件で電圧をかけ､再び氷中に10分間静置 した後に500pLの無血晴DMEM培地を
加 え､室温でさらに10分･問静思 した｡これを40mlの20%のウシ血清 を含む

DMEM培地に懸濁 し8cmディッシュ4枚 に分注 して37℃､5%二酸化炭素中
48-72時間保温 した後に細胞を回収 した｡

[32]蛍光抗体法による免疫組織染色
く1>蛍光標蝕二次抗体の細胞破砕物による吸収

免疫組織染色時における非特異的吸着を回避するために二次免疫反応に
用いる蛍光標識抗体は､以下のようにブロッキングを行った｡2×107個のCOS
細胞 をトリプシン処理によって回収 し､0.5mLのPBS(叫こ懸濁 し､超音波を用

いて破砕 し､この懸濁液に約3mm角に細断 したタンパク質転写用メンブレン

5cm2分 を浸透 し､濃やかに税拝 しながら室温で1時間放置 した後､BSAブロッ
キング溶液10mJの中に移 し､さらに室温で1時間振 とうした｡この後､BSAブ
ロッキング溶液の大部分を棄却 し､さらに残 りをエツペンドルフチューブに移
し､軽 く遠心 してメンブレンを底部に集め､溶液をできる限 り棄却 した｡この

メンブレンに蛍光標識抗ウサギIgG(L+H)抗体溶液を加え､室温で競やかに携
拝 しながら1時間放置 した｡再び軽 く遠心 し､上清を回収 し､<2>の免疫組織
染色に用いた｡

d >免疫観穐染色
エレク トロポレーション法(【31]くわ)によって目的のDNAをトランスフェ

クトしたCOS細胞を､ トランスフェク ト後1日たってから直径 1.4cmのガラス

プレー ト(桧浪硝子工業株式会社(大阪)のMicroCoverGlass)を敷いた24穴プラス
チックプレー ト(Falcon3047)に細胞継代 した｡2日経ってからガラスプレー ト
を回収 し､PBS(I)で洗浄後3%ホルマリン溶液を加えて室温で15分･間放粧して細

胞を固定 した.次にガラスプレー トを02%TrjtonX-100溶液中に入れ20分間

室温に放置後､PBS(-)中で3回洗掛 し､さらに一枚当たり40PLの1%BSA溶液を
摘下 して室温で30分間プッロキングした｡そして､1%BSA溶液で500倍に希釈

した抗血清(CLIPNS)をプレー ト1枚当たり100pL滴下 し､室温で1時間放置 した.
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時間がきたら抗血清希釈液 を吸い取 り､0.1%BSA溶液の中に浸 して3回洗浄 し

た｡今度は､予め<1>でブロッキングした蛍光標識二次抗体溶液 100pJを滴下
し､室温で30分間以上放置 した｡再び0.1%BSA溶液の中に浸 して2回洗浄 して

から､PBS(-)中で洗浄 し､ さらに3%ホルマリン溶液を加えて室温で5分間放置
した｡プレー トをスライ ドグラスに乗せ､最後にグリセリン緩衝液を数滴滴下
してからカバーグラスを静かに乗せ､これをマニキュアで封入 し蛍光顕微鏡に
て観察を行った｡

【33】免疫沈降
サンプル溶液(場合によっては､プロテアーゼインヒビターを入れる)に

2-lOpLの抗体(抗血清)を加え､水中で3時間から一晩放置 した｡次に､20pLの

プロテインAセファロースCLl4B願浦液(膨潤させたプロテインAセファロース

CL-4BのlmJは乾燥重量で約 0.3gのプロテインAセファロースCL4Bを含 み､

20mgのヒトIgGを結合できる｡一般に､血清は 10-15mg/mlの IgG膿度 を持

つと考えて良いので 10pLの抗血清 を用いたとしても1pLのプロテインAセファ

ロースCLABで十分であるから､過剰量を用いている事になる)を加え､4℃で

枕拝 しながら､30分-3時間保温 した｡これを 1,700xg､4℃､1分間遠心 し､上
晴を注意深 く完全に除き､次にlmlのプロテインAセファロース洗粉綬衛液を

加えてよく規拝 し､再び 1,7∽ xg､4℃､1分間遠心 して上活を注意深 く完全に
除いた｡ この洗浄後衛液での洗浄 を3回繰 り返 した後(免疫沈降物 をSDS-
PAGE･ウェスタンブロットで見るだけの時は､ さらに0.1%SDSを含む洗浄

彼衝液で洗浄 してから)沈澱を適当な放衝液に懸濁 した.例えば､SDS-PAGEの

サンプルにするときは､20〟 のSDS-PAGEサンプル綾衝液を加え､よく懸濁 し
てから､100℃で5分間加熟 して､そのままSDS-PAGEにロー ドした.

[34]inviLro活性測定
psRD､pWTIP94､pAIS2､PWT-m､PWT-p､各40LtgとpwT130K40Llgの混

合 したものを､500pEのK-PBSに懸濁 した6×106個の細胞 に加 え､[31]<2>の方
法で トランスフェク トした｡60時間後細胞 をpBS(-)で3回洗浄 し､ラバーポリス

マンで細胞を回収 した後､直ちに5,000叩m､4℃で5分間遠心 し､上清 を棄却 し､

沈澱 を100pLのカルパイン殺衛液Dに懸濁 した｡これを氷水 中で超音波によっ

て破砕 し､360,∝氾xg､4℃で1時間遠心後上清 と沈澱 とに分取 した.沈澱 は､

1mJのカルパイン巌祷液Dで1回洗浄 したあと､100pLのカルパイン殻衝液Dに超

音波で懸濁 した.この懸濁液10pJにEDTAIOmMあるいは塩化 カルシウムをそ

れぞれ12pM､30pM､210pM､2mM､20mMの濃度で含んだカルパイン緩衝液

Eを10pl加え､30℃で3時間保温 した｡食後に20pLのSDSIPAGEサンプル枚衛液
を加えて反応を停止 し､100℃で5分間加熱 してからSDS-PAGEにかけて解析 し

た｡ また､免疫沈降物 を活性測定に用いるときは最終沈澱物(抗原 と抗体 とプ

ロテインAセファロースCIJBの複合体)を100pLのカルパイン殻衝液Dに懸濁 し､

この懸濁液を10pLずつ上記のように活性測定 した.




