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第一章 序論

血小板活性化因子 (PAF)は､図 111に示 したように､リン転質の捕道

を持つメディエーターで､極微tで強力かつ多彩な生理機能を持つメティ

エークーである｡(1-5)PAFアセチルハイ ドロラーせ くPAF-AH) は PA〔

のクリセロ骨格 2位のアセチル基を加水分解することにより_生理的に不

活性なリゾ pAFへの変換 を触媒する群素である(6-9)｡PAF-AH活性は､

血祭中や広 く組披中に存在することが知 られていたが.特に組抵中の替薫

について､その実体は全 く不明であった｡

血祭中の軒粟については､2つのクループによって解析が進められ.精

製及び遺伝子 クローニングがなされている(10115)｡精製の結果から､血

紫型の PAF-AHがモノマー構造を持つ酵素であることが明らかにされた｡

また､遺伝子クローニングの結果から､活性中心にセリン残基 を持ち､リ

パーゼファミリーに属することが明らかにされている｡

我々の研究室では､主に組披中の活性について解析を行ってきた｡初め

に､ウシのBA'可溶性画分中の PAF-AH活性 をDEAESepharoseカラムに

かけることにより､活性が二本のピークに清出されることを見出 し､これ

らをそれぞれ1､Ⅱと名付けた く図 1-2)｡Ⅰの画分を Hydroxylapatlte

カラムにアプライすると､さらに二本のピークに分鼓 されたことからこれ

らをュa､Ibと名付けた く図 1-2)｡これらのアイソフォームについて

性状解析 を行った結果について図 1-3にまとめた｡

ウシの茄に最も多く存在 していt.=I b型 pAF-AH について､当致室の

服部博士により､完全精製及び cDNA クロ-二ンクがなされたI16-19)｡

粗放からの PAFIAHの絹製は､このIb型辞兼が初めてであった｡精製

の結果､Ib型常葉が45､30､29kDaのヘテロ トリマー構造 を持ち､血

班型の酔素とは異なる構造を持つことが明らかとなった.また､遺伝子ク

ローニングの結果から､30､29kDa の二つのサブユニ ノトが活性サフユ

ニッ トであること､及び､活性中′いれ ､ずれもセリン残基であるがセリン
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エステラ-廿のコンセンサス配列を持たないユニークな柵道 を持つこと

が明らかとなった｡さらに､45kDaサブユニ ットが浄厳達の-種である

MIJler-DlekeT症候群の原因it伝子産物と同一であることか明 らかとなっ

た(17)｡つまり､このことは､Ib型 pAF-AHがぶの形転形皮に関与 Vて

いることを示 している.

ところで､私は修士課琴にあいて涙器によって Ia､ib､Ⅱの三つの

ピークの活性の裟さが異なることを見出した LEZ]1-2 ーさらに､流転等

を用いた性状潔癖の結果､工a型がIb型の活性ユニッ ト 30､29kDa

のヘテロダイマー)と同一であることを明 らかにした(20)｡ また､Ⅱ型

PAF-AHの指製を行い､本影菜が 40kDaのモノマー横道をとることを明

らかにLt.:(21)｡つまり､ヘテロダイマーまたはヘテロ トリマー純道を持

つ Ⅰ型とは異なる構造を有することを明らかにした｡さらに.部分アミノ

酸配列から､皿型革葉が新規のタンパクであることも明 らかにしたC

次に､PAFIAHの生理機能についてこれまでの知見をまとめたい｡まず

血策型の酵素については､リコンビナン ト酵素を予め授与 しておくことで

pAF授与によって誘導される炎症 を抑制することが邦書 されている(12l｡

しかし､日本人の 4%が血学長型酵葉のホモ欠損者 (約 25%がヘテロ欠損者)

であることが報告されており(22ト血甥型 pAF-AHの欠掛 こよって直ちに

暮駕な症状 を示すことはないと考えられる｡これについては､血球細胞が

細胞外の PAFを取り込んで分解する活性を持つことが朝告されておりt2.

5)､&脂内型の酸素によって代価 されるのではないかと考えている｡

また､血策型の草葉 は､PAF だけでなく教化 リン脂質をも分解する活

性があることが報告 されている(23-25) 酸化 リン顔jfはリン巌質の不飽

和勝肋酸側鎖が鼓化 され二王桂台缶位が開裂 して生 じるが､酸化 リン騒貫

とpAFはともにクリセロ骨格 2位の側ilの鼓水性が比較的使いという失

速の物性 を持ち.転化 リン岳井の中には PAF受容休に結合 し､炎症反応

の袖幕などの毒性を持つものがあることが知 られているt26)｡このような

書性 を持つ酸化リン窟質の分解は､ホスホリJl-せによってを化 された低

inが切 り出されることで始まると考えられている(27.28.291｡PAF-AH以

つ



外にもリゾレシチンコレステロールアシル トランスフェラーゼ LCAT

にもこの反応を触媒する活性があることが報告されている(30)が､それそ

れがどの程度寄与 しているかは今のところ不明である｡

次に､組捻型の帯案についてであるが.まず､pAFは超絶外で働 くメテ

ィェ一夕ーにもかかわらず､なぜ担胸内にPAF-AHが存在 しているのかと

いうことが疑問に思われると思 う｡我々の研究によって鞍胸内 pAF-AHの

実体が明らかになるまでに､その壌能について以下の三つの可能性が考え

られていた｡第-に､先程も述べたように細胞外の PAF を取り込んで抱

腹内で分解 しているという可能性､第二に､PAFの産生tを調崩 している

という可能性､第三に､血祭型の酵素と同様に PAFだけでなくリン脂質

の不飽和脂肪酸側鎖が酸化されて生じる敢化 リン脂質の分解に機能 して

いるという三つの可能性である｡

第一の可能性については､好中球や血小坂などにおいて細胞外の PAF

を効率よく加水分解することが調べられている｡また､第二の可能性につ

いては､ 1､台成された PAFの大部分が細胞内にとど至ること(31133ト

2､血小板をあらかじめ PMSFで処理すると. トロンビン刺激後の PAF

産生量の増加が見 られること(34)等の報告から示唆されている｡

第三の可能性であるが､我々は､当初､酸化 リン脂質を基質 として組織

可溶性画分から酸化リン脂質分解酎葉を同定 しようとしていたが､カラム

上の挙動から.酸化 リン脂質分解活性と pAF分解活性が同-の酵素によ

って担われていることが示醸された(35)｡そこで､基質としてより扱いや

すく単一の物質である PAFを用いてその後の解析を行 うこととし､細胞

内の PAF-AHの実体を明らかにしてきた｡細胞内の 2種の草葉について基

質特異性を検討 したところ､ Ⅰ型酎葉は PAFのクリセロ骨格 2位のアセ

チル基に特異性が高 く､皿型酵素はⅠ型封乗と比べ 2位の側鎖に対する特

異性が低 く､酸化 リン脂質分解活性が強いことが明 らかとなった(21), し

たがって､細胞内の酸化 リン脂質の代謝は主にⅡ型 pAF-AHによって担わ

れていると考えている｡

遺伝子 クローニングの結果 ､ Ⅰ型酵素の 45kDa サブユニ ノトが
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MHler-Dleker症候群の原因iA伝子産物と同一であること､およひ.活性

サブユニ ッ トは一次手書這上地のタンパクと全 く相同隻 を持たないことが

明 らかとなった｡しかし､X接tI造解析の転票から一･B性サフ二二･}トか

スモール GタンITクのRASや三J捧 Gタンパクのqサフユニッ トとよく

似た高次手■道を持つことが明 らかになった(36)きまた､MIIJer-Dleker症Ja

群は､神経転脂の移bが阻写され､眉回が形成 されなくfJることが明らか

L=されている｡現在.我々の研究室では､PAF-AHと神技石蕗移動の関連

について解析 を行っており､PAFを介 しT=新規のシグナル伝達穫純 を明 ら

かにすることを∃指 している｡

Ⅱ型酵素についてもその細道を明らかにすることにより､生理槙能解明

のための糸口が得 られることが期待されたので､私は博士課程において､

it伝子クローニングを含め構造についての解析を中心に研究を行った｡ま

た､和利の過程においてⅡ型酔兼が常に一本のピークとして挙動 したこと

から､可溶性画分の PAF-AH活性はⅠ型酵幕 とⅡ型酵乗でほぼ説明かつ く

と考えられた.しかし､様々な動物組織において可溶性画分だけではなく

膜画分にもPAF-AH活性が存在することが知 られていたく37,38)Oそこで､

組織中の PAF-AHの全体億 を明 らかにする巨的で膜結合性の PAF-AH活

性についても解析を行った｡



図1-1 PAFアセチルハイドロラーゼ

cH3C.I.cFHH20'CP T2'.5CH3. + HOCE …:'_C;三三 二C二;N(CH"

CH20-冒-0(CH 2)2NtCH3)3 0

O lysoPAF
lpLate.el-actiVatingFactor(PAF) l +

1. 細胞外 (血媒)型

分子量 43kDa

リポタンパクと結合している｡

2 細胞内型

2-1 Ⅰ型

Ia 29､30kDaサフユニットからなるヘテロダイマー

Ib 29､30､45kDaサブユニットからなるヘテロ トリマー

2-2 Ⅱ型

40kDaのモノマー





図1-3 細胞内型pAFアセチルハイ ドロラーゼの生化学的性状

Ⅰ型番素 Ⅱ型酵素

構造基質特異性臓器分布 29-.30-.45-kDa 40-kDa

(ヘテロ トリマー) (モノマー)

2位のアセチル 2位の短銃及び酸化脂

基に高い特異性 肪酸鎖に幅広い特異性

脳>腎臓>>肝臓 肝腺>腎臓>脳

細胞内型のPAFアセチルハイドロラーゼの生化学的性状についてまと

めた｡本文にも述べたように､Ia型はIb型の活性ユニットであること

が明らかとなったので､これらをまとめてⅠ型とした｡また.血津型

は､43kDaのモノマー構造をとり､基質特異性はE型と似たものである

ことが報告されている｡



第二章 cDNAクローニング



二重 cDNAクロー二 ンク

1 はじめに

私は､修士課程において､Ⅱ型 pAFアセチルハイ ドロラーセ (PAP_AH

の精製及び部分アミノ酸配列の解析を行い､本酔粟が新規の酎粟であるこ

とを明 らかにした｡すなわち､本酵素が先に精製及び辻信子クロ-二ンク

されたI型 pAF-AHとは異なる群素であることを明らかに したOまた.

Ⅰ型酔素とⅡ型軒葉は､捕造だけでなく､基質特異性や友器分布も異なる

ことを明 らかにしたが､これらの括黒からⅠ型軒斉と皿型単葉が異なる生

理堤能 を担っていることが示唆された｡

Ⅱ型討幕についても遺伝子クローニングを行うことにより､一次tI迄か

明らかになるだけでなく､mRNAレベルでの発貿蛸節棲梢の解析や､過剰

発現及び発現抑制が可能となることが期待できる｡そこで.本葬寿の生理

機能解明の糸口を得ることを目的として､遺伝子クローニングを行った

2 部分アミノ酸配列

2-1 材料

表酔薫は.ウシの肝簾より催士論文に記 したような方法を用いて稚劃 し

た｡試薬類は､トリスはシグマ社のものを､尿素は和光較薬工業の生化学

用のものを､その他は和光耗孝二兼の HPLC用または絹巌 を用いた0

2-1 方法と結果

本酔薫の特別法については省時するが､どの くらいの精製様品を得たか

などについては精製表 (表 211)に示 した｡

本酵素の和則標品 50Llgを逆相 HPLCにてさらに梢刺 した後､還元ビリ

ジルエチル化 を行い､CNBrにて分解 し､そのペプチ ド断片のアミノ酸配
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列を決定 した｡その後､4億1の相が標品を同様に分解 し.アミノ転配列

の確認を行った｡

カラムは､Vydacの ProtelnC4(046X150mm)を､HPLCシステムは､

島津製作所の LC-7Aを用いた 逆相 HPLCの条件は､淀速 1.2mL/mlnで､

タンパクの積出は215nrnの吸光度測定によった｡カラムは､あらかじめ

01%TFAを含む20%アセ トニ トリルで平衡化 し､黄 2-2に示すような7

日グラムにより､20%から 85%のアセ トリニ トリルの直線)濃度勾配で溶

出を行った.その結果､アセ トニ トリJL･濃厚約 55%の位正に溶出された

(図 2-1)｡

このカラム接のサンプル､約 75pg(二回目は約 60pg)を蒸発乾固さ

せた後.o･1%SDSを含むどリジルエチル化援衝漣(1M Tns-HCl(pH80)I

8M Urea,2mM EDTA-3Na,10rng/m.DTT) を10pl加え､ポルテ ノク

スとソニケーションにより薄紫 させた後､さら(=ピリシルエチル化は衝漆

90111を加え､ボルテックスし､室温に 2時間おき､還元反応を行った｡

つぎに､4-vinylpyridine2ド日を加え､2時間室温におき､どリジルエチル

化反応を行った｡

還元ビリジルエチル化反応後､ゲルろ過カラムによる脱塩と湾液交損 を

行った｡ カラムは､ツベルクリン用注射衝 (1ml)に SephadexG-25

(pharmacia)のゲルをつめたものを用いた｡カラムは 70%のギ穀て平

衡化 し､サンプルには 100pIのギ酸を加え､50%ギ酸溶液としてから

アプライした｡脱塩 したサンプルを遠心エJくボレータ-て80p=二法損 し

た接､5%CN8rを含 670%ギ酸清瀬を20pL加え､至急で 16時間反応さ

せたh

反応手套､宗発乾固させ､7M塩鼓クアニジン溶液 300plに溶解 ) 逆

相 HPLCにて薪片の分麓を行った｡カラムは､断片化前と剛 美に Vydac

の ProteinC4を用い､表 2-2に示 したように､5-70%アセ トニ トリルの

直線沸度勾軌 こより溶出を行った｡その他の条件は､断片化前と同じ条件

で行った｡その結果､図 2-2に示 したような溶出バターンが得 られた｡

これらのペプチ ド断片を自動アミノ敢シークエンサーにアプライし､表
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2-3に示すJ:うな男分アミノir配列が得 られた_

3 cDNAクロー二ンク

3-1 材料

ウシの肝腺及び腎腹は､東京芝浦渡器にて購入 した.これらの羅器は､

東京芝浦涙器で受け取りの時点に液体窒素により急速凍結 し そのまま ト

ライアイスではさんで輸送 した｡cDNA ライフラリー合成 キ ノ L及ひ

ElectToMaxDHIOBコンビテン トセルはLJfeーechnolog･esよ'･J柄人 .

た,シークエンスはABIli製の DyedeoxyTermrnalorシークエンスキ7

ト及び自動 シークエンサ1373Aを用いて行ったOまた.ハイフリタイ七

一ションの積出は､ECLTLtIabel'nganddetectionsystem rArTlerSham

を用いた｡il信子工学関連キ ット鰍 まタカラ1=製のものを､その他玩弄J

和光持薬工費の特級を用いた｡COST招掛 ま理研細胞パンクから取り寄せ

た｡培糞には､10%FCS (FetalCalISerum)を含むDMEM Dulbecc｡s

Modl1iedEagle MedHJm) を用いたOⅡ型 pAFIAHのモノクロ-ナル抗

体は･当教室の松沢博士により樹立 された 7F7ハイフリトーマの培兼上

清 を用いた この抗体は､ウシ肝廉J:り精製 したタンパクを抗雫とレて作

製された)(387<

3-2 方法と転果

･A cDNAライブラリーの作57

凍捺 した涙器 を小槌にてたたいて砕 き､その節片的 1g に対 して

Isogen ､和光純薬工業 10rTllを加え､ポリ卜Ejンを用いてホモシ二ナイ

ズ し､RNAの抽出を行った｡totalRNAの桔裂は･常法 AGPC法(40)

に従 ったので､省略する○この totalRNA をさらに BIOMAG キ ノト

(perseptrveBiosyslerns)によりpolyARNAに棺糾 し､cDNA合劇 一

用いたo

IO



cDNA合成は､LifeTechnologleSの SUPERSCRIPT'LIplasrnJdSystem

を用いた｡ここまでの過程は､肝よ及びV策のそれぞれの涙器に対)て行

ったが､肝廉から抽出 した RNAよりもti廉から抽出した RNAの方かより

分解を受けていない状態のものが得 られたので､ベクタ-への組み込みと

大腸菌への トランスフォーメーションは腎廉の cDNA についてのみ行っ

た｡腎妹の cDNAは､Notlアダプター及び saH ア ダプターを付加 し､

pSPORTlベクターの NoH サイ トとSaIIサイ トに組み込み､これを

ElectroMaXDHIOBコンビテン トセルにエレク トロポレーション法によ

り トランスフォーメーションした｡その結果､約 960,000cloneの組み損

え体 を得た

lB) MOPAC

本酵素の部分アミノ酸配列 (図 312)を元に様々なプライマーを合成 L

MOPAC (mixedoIIgOnUCleolidePrimedampllficationcJonlng)(41)を行

った｡テンプレー トとして.ウシのVjEと肝廉から抽出 した mRNAから

含成 した cDNAの混合物 を用いた｡PCRの条件は､94Cで 1分､60●Cで

1分､72℃で2分を35サイクルとした｡その結果､100漁り以上の組み

合わせの中で襲 2-3に下線で示 したプライマ-の組み合わせ､QEAEET

に対応する†orwardprlmer､CARGARGCNGARGARAC と∈EWIPHに対

応するreverseprimer､CKRTGNGGDATCCAYTCの組み合わせでのみ約

380bpの断片が増幅 されてきた｡この野片をTベクター Pharrnac■a)

に組み込み､シークエンスしたところ.図 213に示すような結果が写 られ

部分アミノ酸空列を含んでいたことから.これが不酵素の cDNA に由美

す る こ と が確 話 さ れ た｡ そ こ で , GAATGGATCCCCCACCG と

CAAGAGGCAGAGGAGACのプライマー (spec■¶cprlmer を含成 し､

PCRを用いて cDNAライブラリーからのスクリーニングを行うこととし

た｡
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EC.cDNAライブラリーのスクリ-二ング

本酪案の捕封に当たってはもっとも比活性の高い肝丘 を句碑 に行っ,+.:

が､ライブラリーの作製に当たり､RNA の抽出がtF良の方か容易であっ

たため､腎鹿の方がよいライブラリーを作製できることが期待された そ

こで,クローニングは腎陳の cDNA ライブラリーより行った スクリー

ニングは以下の漁り､PCR(42)とコロニーハイプリダイゼ-ション法(437

の二つの方法を使い分け､2段階で行った｡初めに､cDNAライブラリー

を96we=プレー ト5枚に 2000ck川e/well(lota1960.000clones)にな

るように分注する｡一晩静al鴇暮を行った後､菌液を各 weHより05ml

ずつ国収する｡横 12列と捉 8列のそれぞれについて 1プールとし､これ

を銭型とし､PCR (条件は MOPAC のときと同 じ､prlmerは spec■flC

pnmer)を行い.足と横の組み合わせからポジティフの we日を決定 した.

つぎに､ポジティブの we日から商議を国収 し､PCR断片をプローブとし

て､コロニーハイブリダイゼーション法によるスクリーニングを行った｡

積出は､ECL'L'labelinganddelectlonsystem (Ar'wrsham を用いた｡

その結果､約 2.5kbpの cDNAが単軌された (BE)2-4)｡塩基配列から

推定 される一次梢道は 392残基のアミノ酸からなり､計井上の分子JLは

43.864Daで､相即標品の SDS-PAGE上の分子tとはぼ一致 した∩また.

図 2-4に下操で示 したように.部分アミノ軽配列をすべて含んでいたn

本革素の一次構造には2つのコンセンサス配 列が含まれていた 図 2_

5 ｡アミノ鼓 236春のセリン稜基の周辺の空列がセリンエステラー七の

漬佳中心のコンセンサス配列(44)G小Xaa-Ser-Xaa-Gryと一致 )てあり

N末端の空列がミリスチン酸せ曲のコンセンサス更科 45)NH2Met-Gly-

Xaa-Xaa･Xaa-Serと一致 していた｡
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(D)cDNAの動物由由における発現

クロ-二ンブした遺伝子 を大盟菌内で発現 させたところ､可活性画分に

はほとんど回収 されなかったので､動物ia詣内での発現 を試みた 発現へ

ククーには､Iwilrogen社の pcDNA3を用いることとした｡このベクラ

ーを利用すると､CMVプロモーター支配下に絹成的にかつ葉刀にタンパ

クを発現 させることができる｡また､このベクターは SV40onを持つの

で､COS7如轟内で複製されることにより､トランジェン トトランスフェ

クションにおいて高い発現が期待 される｡

pcDNA3ベクターに cDNAの全長を組み込むこととしたが､ベ クター

価に SaH サイ トがないため､cDNAをsalIで切断後平滑化 し､ベクター

の EcoRVサイ トとライゲーションさせることとした｡すなわち､CDNA

を令t;pspoRTlベクターをSallで切断 し､平滑化 した後､Notl切断 し

1%アガロースゲル電気泳動により指刺 した｡これとあらかじめ ECOR V

とNollで処理 した pcDNA3ベクターをライゲーションさせ､発現 コンス

トラク トを作製 した｡

この発現ベクターをエレク トロポレーション法を用いて.COS7細胞に

トランジェン トトランスフェクションし､本酪兼 を過剰発現 させた｡具体

的t:は､COS7細胞 を12-15x107celrs集め､これを1mlの KIPBS(NaCl

308mM､KC1120･7mM､Na2HPO48･lmM､KH2PO4i46mM､MgCI2

5mM)に懸濁 し､二等分する.ここに 30pgの発現ベクターまたは cDNA

を含 まない pcDNA3ベクターをそれぞれ加え､氷冷下 10分おいた-つき

に､GenePulser(BioRad)を用いて､220V､960トFDの電気ショノク

をかけた｡氷冶下 10分おき､血汁および抗生物質を含 まない DMEM を 1

rnrずつ加えた.さらに聖霊下 10分おいた後､150mmのティ ノシュにま

き､通常通 り10%血清存在下 DMEM で培暮 した℡エレク トEjポレ-ショ

ン竣 48時間で冶胞 を回収 し､水冷下 ソニケーション BTansonの sonifler

で､目盛 り3､3秒 3回でほぼ完全に担飽が煉れる)にi:りライシス し､

1.000Xg､10分の遠心で核や来電dEの抱腹 を除いた獲､上浦 を超遠心

(100.000×9､60分)により可溶性画分と膜画分に分画 した｡沈禿 .股
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画分)に上浦 (可溶性画分 と等JtのJ(ッファーを加え､ピヘ ･Jティンク

によりほぐした後.シリンジを用いて怒濁 し､これをJ*画分とし ,た .,可活

性画分は超遠心後そのまま用いた

cos7識脂の親株及び トランスフェクタン トについて活性測定及ひウ

ェスタンブロッティングを行った｡活性測定の方法及びウエスタンフEj ソ

ティングの方法については､第 4丑で詳しく述べるので省略する｡トラン

スフェクションしていない規様と Mockトランスフェクタン トとでは.

PAF-AH活性にほとんど差がなく､また､ウエスタンプロ ノティンク上で

はどちらの担胞においても全 くバンドが積出されなかった /図 216-2_7

-万､本が兼の過剰条理担指においては､PAF-AHの比活性が約 100倍

にまで上昇 しており (図 216)､ウェスタンブロッティングにおいても約

40kDaの位tにバン ドが積出された (図 217)ことから､クロ-二ンク

した cDNAがIl型 pAF-AHのものであることが確托された｡さらに､本

軒素は可活性画分から絹製されたが､リコンビナン トタンパクは､可溶性

画分だけでなく膜画分にも分布していることが兄いだされた (Eg]2_6.

2-7)｡

4 ヒ トホモログのクローニング

4-1 功利

cDNA ライフラ リー は､ SUPERSCRIPT'̀●HurnanBra■nL-brary

GlbcoBRL を鉄人 した｡その他読薬類はウシのクロー二ンクのときと

同じものを用いた｡

4-2 方法と結果

ウシの酵素の cDNAの捕駅領城 をプローブとしてコロ二-ハイフリグ

イセ-ション法により､ヒトの酸兼をクローニングした｡その際､プロー

ブの標抱 と喉出は､ECLT"label1nganddetectionsystem(Amersharn)
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を用いた｡

その按果､約 2.5kbpの cDNAが単だされた 図 2-8 塩基配列より

推定される一次叫遠は､ウシと全 く同じ 392残基のアミノ酸よりなり､

88%のアミノ酸が保存されていた (EZ)2-9).,類似性 を有するアミノ鮎も

含めると､その柏同性は 99%であった｡また､ウシの酎菜に含まれてい

た二つのコンセンサス配列セリンエステラーゼのコンセンサス配列 とミ

リスチン酸俺銃のコンセンサス配列 はヒ トの酵素においても保存 されて

いた｡

5 他のタンJtクとの相同性

5-1 方法

他のタンパクとの相同位については.GenorneNetWorld-WideWeb

server(ア ドレス､htlp.//www.genome.ad.ip) を利用 して積索 した｡ プ

ログラムは BLASTP および FASTA を､デー タペー ス は nr(non

r8dundunt) を用いた｡

5-2 壬喜果

非常に邦味深いことに､タンパク全体にわたって､血洋型の PAF-AH

と約 40%の頼同位 を示 した 図 2-10 ｡血安里の蘇葉において_活性中

心のキャクリティック トライアッドを形成 しているセリン鼓基､アスパラ

ギン蓉残基､ヒスチジン残基が同定 されている(46)が､これら三つのアミ

ノ酸はⅡ型封兼においても保存されていた｡

また､Celegansの全ゲノム配列を決定する過程で木酢葉と1∃同性のあ

る遺伝子が見いだされた(47)｡これは､cDNAではなく､genomeの配列

からの推定であるが､Ⅱ型 pAF-AHと約 30%の相同性 を示 した(図 2-ll

さらに､この連信子産物には N 末端にシグナルシークエンスが無 く､和

胸内の酵兼であると考えられた｡C.elegansの PAF-AH活性 を測定 したこ
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とやノーザンブロッティング等の解析 を行ったこともないので､この遺伝

子がどの程度莞現 しているかは明らかではないが､酵母の genoITle中に

は相同性のあるiL伝子は兄いだせなかったので､本酵乗の造化的倒面を考

える上で只嬢深い括黒である｡

このほかにはタンパク全体にわたって相同性 を示すものはなかったが､

悪性中心付近の空列が図 2-12に示 したようなリJl一七と相同t=を有する

ことが兄いだされた｡これらのリ/i-ゼとは活性中心だLlでなく､N菜違

例にも稽同性を有する読分があった｡

6 ノーザンブロッティングによる康器分布の検討

6-1 材料

ヒ トの ノーザ ンプロ ソ ト用 フィルターは CLONTECH の Human

MultlPreTJSSueNorthern(MTN)Blotを､マウスのノーザンプロ ノト用フ

ィルターはサワディーの MultipleChoiceT"NorthernBlotmousetype5

を隅入 した｡ハイブリダイゼーションバ ッファーは､CLONTECH の

ExpressHybを用いた｡レン トゲン用フイルム及び卸 魚液は Kodakのも

のを用いた｡その他試薬是は和光純軍工集の特級を用いた｡

612 方法 と結果

ヒ トの cDNAの全長をプローブに用いたところ､レ-ン全体が真っ黒

になってしまい､バン ドが検出できなかった｡おそらくは非司訳領域.こ共

通配列が存在するためと考え､覇訳領域をプロ-ブとして用いることとし

たt.トの cDNA の榎訳領域をKpnlとApalで切り出し､1%アガロース

ケル電気法bで精製 したものをプロ-フとした｡プE3-7の漂誌には

Amershamの redq)rlmeILADNAIabellingsystemとredjvue【a-UPPCTP

を用いた｡プローブの精製は Pharnaclaの NICKCo一umn Sephadex

G-50､DNAgrade) を用いて行った
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プレハイプリは､ハイプリグイセーションJ(ノファー中に鉄人 したフィ

ルターを浸 し.65℃で30分おいた この間に､稽講 したプロ-ブを 100C.

5分処理 した後､水中で急冶 した｡次に.プレハイフリしたフィルターを

ハイフリバックにはさみ､3万 をシールした後.このプローフを100-200

万 cpm/mlとなるようハイブリダイゼーションJくソファーに加え､ハイプ

リバ ノクに加え.シールした｡気泡を除いてから､65■Cで 16時旬あいた

ハイフリダイゼーシ三ンJ(ノファーの説明書によると2-3時間となっ

ているがそれ以上おいても特に問鬼はない,｡ハイフリダイ七一ション後､

ハイプリJiックからフィルターを取 り出し.2xSSC StandardSaIIne

cllrate.lxSSC:015M NaCI.0.15M SodIUrnCltrate)､005%SDS溶

液で一国すすいだ後､2xSSC､005% SDS･,B漆中60℃で20分おいて洗

った｡ここまではヒ トとマウスのフィルターを同時に処理 した｡次に､ヒ

トのフィルターのみ､0.1xSSC､01% SDS 溶液 で一回すすいだ後 ､

olxSSC､0.1%SDS溶液中 60℃で 20分おいて洗った｡ヒ トのフィルタ

ーもマウスのフィルターも洗ったあと､-80℃､40時間､レン トゲン用フ

イルムにexposeした (exlensllyscreenを一枚入れた)｡

その結果､ヒ トにおいては､肝派､肺腺､前立腺などの廉器に比較的高

い発現が招められたが､胸腺において非常に強い発現 が絶められた (図

2-13)｡この結果は､この他にロットの異なるフィルターを用いて 2回

確托 したが､いずれのフィルターでも同様の結果がえられた｡また､胎児

においても肝巌に比較的強い発現が見られた 2-14) マウスでは､肝

廉における発現は嘉かったものの､肋腹における高発現は始められず､唾

わずかしか発現 していなかった (図 2-15 ｡また､テ一夕は示 さないが､

ラ ットでは肺に丑も強 く発現 しており､肝束にも比較的高い莞票が認めら

れたが､頻旗にはほとんど発現 していなかった｡以上のように､本酵素の

BE器分布は動物によって大きく異なっていた 強いて共通点をあける言う

Lf､強さの差はあるもののはとんと全ての廉器に発現が巧められるという

ことであると思う｡
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7 考察

細胞内Ⅱ型 pAF-AHは､cDNAクローニングの結果､ホスホリバー七と

は全 く相同性 を持たず.セリンエステラーゼのコンセンサス配列を持ち､

リパーゼファミリーに属する酵素であることが分かった｡私は俺士課程に

おいて､活性セリン残基特異的修鮪読書 ジイソプロピルフルオロフォスフ

ェイ ト (DFP)により本酵素の活性が完全に阻害 されることを見出 し､本

酵素の活性中心がセリン残基であると予想 していたが､一次構造からち.

Ser236が活性中心であることが示唆 された｡また､Ⅱ型 pAF_AHとリパ

ーゼは活性中心付近の配列だけでなく､N末端側にも相同性の高い部位 が

存在 していた｡この部分がこれらの酵素の間で共通の機能 を担っていると

推測される｡バクテリアのリパーゼについて X線構造解析の結果が朝隻

されている(48)が､この部位 は′毒性中心近 くに位置することが明 らかにさ

れている｡ Ⅱ型 pAF-AH においてもこの部位が活性中心近 くに位置する

と予想 され､この部位が基質 との結合に関与 していると推測 している｡現

在､Ⅱ型 pAFIAHについても X脚 善道解析 を進めており､その結果が待

たれる｡

本葬薫の一次構造中には､このほかにミリスチン酸修飴のコンセンサス

配列が存在 しており､実際にミリスチン酸修的 されることが確認された｡

これはリパーゼの中では初めての例で､本酵素がユニ-クな構造 を持つこ

とが分かった｡

また､これまでヒ トの組織 を用いて PAF-AH の活性 を測定 したことは

なかったが､ヒ トのⅡ型 pAF-AHの cDNAクロー二ンクの結果､ヒ トに

もII型酵素が存在 し､本酵素がウシとヒ トで良 く保存 されていることが分

かった｡

本葬葉 と他のタンパクとの相同性 を調べた結果､興味深いことに､血策

型の PAF-AH と約 40%の相同性 を示すことが兄いだされた｡基質特異性

およびサブユニッ ト組成から､血紫型の PAF-AH とⅡ型酔素が似た性質

を持つことが分かっていたが､一次構造の上でもこれ らの群案が高い相同
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性 を示 したことから､共通の遺伝子から進化 してきたと考 えられる｡-方､

1型酵素は､生化学的な性状だけでなく､一次構造からもこれらの酵素 と

は全 く異なるというが明 らかとなった｡

Cele9anSにも相同性のあるタンパクが兄いだされたが､C.elegansに

は pAFが存在 しないこと､および､リン脂質中に不飽和脂肪酸 を比転的

多 く含むことが報告 されている(49)｡このことは､生体内においてもⅡ型

PAF-AHが酸化 リン脂質を分解 している可能性 を示 しており､本酵素の生

理機能 を考える上で興味深い結果である｡

血環型の酔素 とⅡ型酵素のように細胞の内外で相同性のある酵素の例

として､グルタチオンペルオキシダーゼ(50)やスーパーオキサイ ドディス

ムターゼ(51)があげ られる｡これらの辞素 も細胞内型 と細胆外型が 30-

40%の相同性 を示す｡-船に細胞の中と外では基質濃度等が大 きく異なり､

相同性のある車乗が存在する例は少ない｡ PAF-AHの生理機能を考 える

上で､これらの抗教案ス トレス酵素と類似 して､細胞の内外で相同性の高

いアイソフォームが存在 しているというのは､非常に興味深い点であると

考えられる.

最練に本酵素の腺器分布の結果であるが､ヒ トにおいて胸腺に非常に強

い発現が詰められたのは大変面白い結果であるが､なぜヒ トにおいてのみ

この様な発現を示すのかについては今後の課題である｡
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(表 211)細胞内II型 pAFアセチルハイ ドロラーゼの精製表

(完 全 †書 製 時 の 特 科 表 )

Step TotalActivitySpecificActivity Yeild(%ー

(mg) (mmoI′min) ーnmol′mi∩′mg) (fold)

Cytoso/ 46000 73.5 1.6 1 100

Bub'IToyopearI 680 16.3 24 15 22

OSepharose 72.4 8_96 124 78 12

6_93 7.38 1060 670 10

Hydroxylaptite 3_45 5.29 1530 1530 7.2

(大量精製時の精製表)

step TolaIActiVitySpeciticActiVity Yeild(%)

mg) (mmo】/m叫 nmoVmln/mg) to】dl

Cytosol 184000 303 1.6 1 100

BulyIToyopearI 3960 90.3 22.8 14 30

OSepharose 540 69.0 128 80 23

55,7 49.6 890 560 16

Hydroxy/aplile 16.7 34.5 2066 1290 ll

完全捕製の時と比べ､約4倍王の肝簾から大ZL精製を行いアミノ敢シーク エ

ンスの材料とした｡このとき､回収率を使先したため､若干央雄タンパクが多

くなってしまった｡





(表 2-3)精製標品から得られた部分アミノ酸シークエンス

(cNBr分解断片)

QFRCAVALDAW

GAFRTVYSAFC

EGQSLKGSFFRLFYPCOEAEFrSE (forwardl

LAFLQKn SLKEDYl:QWNNFZEGFIEG工GPSLT=GAPH

(Lysylendopeptldase消化断片)

fr_196 EEW=P汀RQ=EEG (reverse)

fr_24 6 EFW QVIIRVSESVRV

この配列を元には々なプライマ-を含成し､100通り以上の MOPACを行ったが.断片が増幅さ

れてきたのは､下線で示した部分のプライマ-の租み合わせのみであった｡
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図2-3 PCR断片の塩基配列 とそれか ら推定 されるア ミノ較配列

10 20 30 く0 50 60
cm TTZTCCCm AW ACTGCGCT

O ど A ど ど T S ≡ O P L W I P A Y ≡: Y C A

70 80 90 100 110 二二c
cm TACCTAA脇 で=AATAACXW ACTG'W

G L A E Y i A I N a a W G G i i F i- L G

l30 140 150 160 こ70 160
Gm GATm Am m 丸姐 ACAAAGGACTC二℃GA
V G S C 氏 i P V S W hl G P ど 冗 T K D S G

190 200 210 220 230 240
TACCCCm TCAm m ¶託m TATItACm

Y P L･ = 工 F S H G H G A ど A T V Y S A ど

250 260 270 280 290 300
TYm 叩 けACCAGAGCACAGGGATYm A

1 M E L A S A G ど V V A V P E H A D G S

310 320 330 340 350 360
GCTGCGく抑 AGAACCAGm TGACm

A A A T C F C 王( Q T P ≡ E N Q P D N E A

370 380 390
C'rGAAGGAGCAArrGGArrTCCCCACeG
L A E ≡ W 工 P .q

MOPACにより沖積されてきたpcR断片の塩基配列とそこから推定されるアミノ転配

列を示した｡この中に含まれていた部分アミノ酸配列を下投で示した
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図214 ウシⅡ型pAF-AHのcDNAの全塩基配列 とそれか ら推定 されるアミノ酸監列
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llP ニー二〇 11ユ1 1m) 1■～亡 ニlさき 1F'つ 13m Jtb
LJqJL-.-.I-｣■lT■m rTUJL▲PrW JL･･一一一-帆 -..it■m~■■T∴-._■I-ヽ′Tp.:LT_て一丁iiこ1~l▲■_▲▲.J_∴JuJ.▲三
1●OB 1110 11;さ =争⊃B lq▲) 1■54 _I一● .9-L _HD 1_書引

二MB こち.C ▲与ユ) ▲C3○ ●3り Ir_○ ▲ttO J878 ;ユ13 L=.
i袖 山∴▲▲T3亡L叫 叫 てTm Tm Tこ1､Jご_い.1.▲訊 ぷTm ここ_.LJ止:Tr六
I.川4 2.10 ニ'tZ9 こ131 こ.4ウ ニIM ここlO !_70 __8♭ __9l
i~｢Ti-･_-_._.A.,._.lL,.,.･H._..■_.｣･.-一一･･_⊥_A..__一二■FFJJm i=~･三iJt.亡モ1ULllJ⊥..▲■:rLAAT■■■罰
ここ00 二王▲C ==2) -_二三亡 IZt) ii～○

コンセンサス配列から･3位中心であると推定されるセリン残基モ丸印で.ペプチド斬片か

ら縛られた28分アミノ酸配列を下控で示した.
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図2-5 Ⅱ型pAトAHの一次構造中に含まれるコンセンサス配列

MyristylationMotif

ActiveSerineMotif

M 2開

∃数
234 238

Ⅱ型pAF-AHの一次構造中にはこのBZ]tこ示 したようにセリンセステラーゼ

のコンセンサス配列とミリスチン酸修純のコンセンサス配列が含まれてい
た｡この軌 こ示した部分の一次構造はウシの酵素とヒトの酵素の間で完全に
保存されていた｡
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図2-6 Ⅱ型pAF-AHの トランスフェクタントのPAトAH活性
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COS7細脂にエレクトロポレーション法を用いて トランジェン
トトランスフェクションし､遥遠′いこより細胞質画分と膜画分を
分画し､それぞれのPAF-AH活性を測定した｡



図2-7 COS7トランスフェクタントのウエスタンブロッティンク

一

一

一

諾

41
7

3

0

M

-

9
6

4

3

20-

Parental Mock PAF-AH(H)
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- - ー■･40kDa

Ⅱ型pAF-AHをエレクトロポレーション法により､COS78脂に トランジェント
トランスフェクションし､超遠心により括胸算画分とBF画分を分画し.7F7モノク

ローナル抗体を用いてウエスタンフロッテインクを行った｡
図のCはcytosol画分ーMは腰面31である｡



図2-8 ヒ トⅡ型pAF-AHのcDNAの塩基配列と

そこから推定されるアミノ酸配列
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図2-9 ウシとヒ トの皿型pAFIAHのアミノ酸配列の比較

1■HGVNQSVSFPPVTGP汀LVGCGDⅥヰ三GQSL'QGSFFRLFYPCQEAEETS≡cPこ'NTTPRYETCL.

1IMGVhlQSVG≡■PPVでGPZiLVGCGこ)Vl亡EGQImQGSFFRL'FYPCQFAEET71EQP二.A.寸王P託てEYCT■

6i-GLAm KFⅣKRl･;GGLLRW GSCRLPVS'-●.TJGPFKTXDSGYPLェZFSHGI･:GAFRTVYSAF

6i～GLAEYLQFNKRCGGLLFNlAVGSCRLPVSt･.74GPFXTX⊃SGYPLZエfSHGLGAFRTこ.YSAf

i21■CHELASRGFVVAVPEHRDGSAAATCFCKQTPEENQPDNEALXEEhTZPHRQrEEGEiCEFYV

12i-CJqEL'ASRGFW AVPEHfu)RSAATrYFCKQAPEENQPm SLQEEも･.T=PFRRVEEGEKEFHV

181■RNYQVHQRVSECVRVIKZLQm AGQAVu寸工LPGGLDLMTLKGG工DVSRVAVl:G三1◎FGGA

1ai.RNPQVtlQRVSECLRVLKILQEVTAGQm NZLPGGLDLMTLKGNZDMSRVAVHGH◎FGGA

24i'TATLJM QFRCAVALDAWMFPLEnDFYPTARGPZFFZNAEKFQTVETVVLl:XKIC⊃Q
IttIII t +I■IIIIItrIIIT●I▼▲II▼■■●.■■1-JItIIl■t.1I_l_T .

241■TAェLALARETQFRCAVALDAW祇FPLERDFYPKARGPVFF=NTEKFQTH王SVNLMXF.ェCAQ

301●HHQSRl=TVLGSVnRSLTDFVFVAGNWエSKfFSSHTRGSLDPYEGQETW LQKH
.+*I･一･rlナ･t.･■▼T･IIrYYl､▼YY 1/I･rv◆-1ナ′1

301IHEQSRH TVLGSVHRSQTDFAFVTGZq.=GXtT STETRGSLDPYEGQEVm FLQKH

361ILDLXEDYDQWNNFZEGIGPSLTPGAPHHLSSL

361ILDLXEDY74QWⅣ灯し=EGZGPSLTpGAPHHLSSL

上掛 こウシ､下段にヒトのE型pAF-AHのアミノ敢配列を示した8アミノ酸番号

を左掛 こ.両者の間で保存されているアミノ鞍を (')､両者の同で保存されてい

るアミノ酸を (.)で示した｡また.コンセンサス配列から活性中心と予想されるセ

リン残基を白抜きで示した｡
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図2-10 Ⅱ型pAF-AHと血祭型pAF-AHのアミノ酸配列の比較

KG-してiQ･SIJ=_=?TJT
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194▲JtVLkmQm AGQm h---LpGGL⊃uiTLXG.VID比SRVAVt!GHSFGGATAILA二JJ:三でQFR

231■QALSLZL⊃ZDHGi{PVtQ(ALDLKFDHEOLXDSIDREKIAV了G:JFGGATV工QT:.SEI対まFR

254ICAVALDAW71FPLm FYP… GPVFF工m EKFOTP:ESVNTLZIKKICAQにEQSR二二… SV

291'CGIA上か tAmFPLG⊃EVYSR工PQPLFFIhlSEYFOYPAZJITKMKKCYSPD･LERKLl=T王RGSV

314■HRSQTDFAm GNLZGKfFSTETRGSLDPYEGQEVW FuLILAFLQKHLDLKEDYIJQITItnJL

351】0つNFADFTFATCKIIGHKL- KLKGDIDSⅣVArDLSN仏 SLAFLQKHLGLHKDFDQW∝ L

374-=EGrCPSLTPGAPHHLSSL

409】TEGDDENLIPGTN=NTTNQHIMLONSSG工EXYN

上段に皿型､下段に血琵型のPAF-AHのアミノ酸配列を示した.アミノ藍書号を
妄執 こ､両者の同で保存されているアミノ酸を ･)､両者の同で'j似しているア

ミノ酸を )で示した｡芝1=､血粟型で内定されている芸性中心を彰成してしる

セリン､アスパラギン敷_ヒスチジン残基を白抜きで示した｡下穏L=.シクTル
シークエンスを示しているe

3:≡



図2-11 ヒトのⅡ型pAF-AHとC.elegansのホモログとの

アミノ酸配列の比較

ZIGVNOSVGFPPm PlmVGCGDVH一三GQh･-7.--QGSFFaLF'l?Cこ:-I_

†
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i81 P=VVTSHGLGGSRTFYSTYCTSLASHGYVVAAVEfiXWGRSGGRC⊃HVAlrS⊂RD三三S.lCTATY

二53-ENQPTⅣESLQEF･巧PFRRVE三GEX-EF汀VRNPOlm QRVSECLRVLK;LQ言VTAG〇Tv?.I.-=
24iIQLTE甜 G三LVEQP工XrXLrm FKエRⅣQQVGKRVTECVM VLEQuJLGTVP三KV

212●L,PG-GLD工JTrLKGN=DIISRVAV74G舟 GGATAIU止AK三TQFRCAVAL& L･.W PLERDFY

301■ L=G川m NAQF肌 VMSSASVTGI傘 GGATSL.ASSAYTrDFQKAZVf◎3,hlM PL⊃STOQ

271■PKARGPVFF工ZqrEKl･IOTI4ESVNlm =CAQHEQSRエZTVLG飢匂RSQTDFAFm NL.工GK

361～ EQARQPTLFLNVGDWQWNもⅣLDVW =工SHNDGNLALTLNGA収 cFSDFPF工FPSWLAX

331-FFSTETRGSLDPYEGQnTPrVRAn AFLQXHL】〕LXEDYNQWm JEG=GPSLTPGAPH:lLS

421" KFGVQGR--TEPSLn･lQAAZELSLAfLENGKDGAQKLKDEXFSSFZSNEェYGREt(YKL

上段にヒトのⅡ型pAF-AH､下段に C.elegansのcosmidvectorC52B97

にコードされているタンパクのアミノ斡配列を示 した.アミノ酸番号を左

掛 こ､両者の間で保存されているアミノ酸を (I)､両者の間で保存されて

いるアミノ酸を ()で示 した｡また､血書貢型で同定されている活性白心を

形成しているセリン､アスパラギン酸､ヒスチジン残基がこれらのタンパ

クの間でも保存されていたので､白抜きで示 した｡ C.elegansのホモロクの
N末端を示 していないが､このタンパクにはシグナルシ-クエンスおよびミ

リスチン酸偉飴のコンセンサス配列は含まれていなかった｡ しかし､1で

示 した位丑がN末端であるとするとミリスチン酸せ粒のコンセンサス空列と

一致する｡



図2-12 工Ⅰ型PAF-AHが リパーゼ と間 で柏 同性 を有 する翁位
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これらの革素の間で保存されているアミノ軽を拘臥 1で示 レ,･=:また コンセ

ンサス配列から活性ロ′むと予慧されるセリン抜去を白透きで示 レたC声部の㌫字

はアミノを毒号を示 している｡太文中にも示 J=i:うt:､これらの野乗の間で
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図2-13 ヒ トにおける巌器分布
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ヒ トにおけるⅡ塑pAF-AHの涙器分布をノーザンフロノテインクに

より解析 した｡ブロー71=はヒトのcDNAの勾訳領域を用いた フィ
ルターはCLONTECHより鉄人した｡



図2-14 ヒ ト胎児における臓器分布と

培養細胞株のノーザンブロッティング

ヒ ト胎児臓器の ノーザ ンフロッ ト

てkaEkpr 感

95-
75-

44-

24-

135-

ヒ ト培責細胞株のノーザ ンブロッ ト

ヒト胎児におけるⅡ型pAFIAHの臓器分布および培菜細胞における
発現についてノーザンプロ ッティングにより解析した｡プローブには
ヒトのcDNAの靭訳領域を用いた｡71･ルターはCLONTECHより捕
入した｡



図2-15 マウスにおける臓器分布

.kb, 盛 繭

マウスにおける臓器分有をノーザンブロッティンク

により検討 したOプローフにはヒ トのcDNAの翻訳領

域 を用いた｡フィルターはサワディーより購入 した｡
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第三章 変異タンパクの作製と発現



第三章 変異 タンパクの作成と発現

1 はじめに

本酔寮の一次構造には2つのコンセンサス配列､セリン工ステラ-七の

コンセンサス配列とミリスチン酸修純のコンセンサス配列が含 まれてい

るが､これらのコンセンサス配列に polnlmutatl0nを加えた変異タンパク

を作成 した｡ウシの弊菜をもとに､セリンエステラーゼのコンセンサス配

列中のセ リン残基 をシステイン残基に意換 した変異タンパ クを S236C

(図 3-1)､ミリスチン酸修飾のコンセンサス配列中のグリシン残基をア

ラニン残基に置換 した変異タンパクをG2A (図 3-1)と名付けたO掛 こ､

G2A 変異タンパクを用いてミリスチン酸修飾の酵素活性や細胞内分布に

対する影響 を積討 した｡

2 発現コンス トラク トの作成

2-1 材料

natlVePfuは STRATAGENEより購入 した｡シークエンスは､ABlの

377A シークエンサー･DyeTermlnatOrCyc一e Sequencing FS Ready

React10nkttとCentrISepカラムを用いて行った｡

2-2 方法

PCRを用いてmutagenes'Sを行った｡まず､rnutat10nを加えたい部位

と制限酵素サイ トの部位についてプライマーを合成 し.PCR を行った｡

具体的には､函 3-2に示すように､G2Aについては 1-3のプライマーを

合成 し､S236Cについては4-6のプライマーを合成 した｡テンプレー ト

にはウシの cDNAを､ポリメラーゼはtaqではなくnatJVePfupolymerase

を用いた｡また､プログラムは､94℃で1分､60℃で 1分､72℃で 2分
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を35サイクルとした｡G2A とS236Cにたいして､以下のようなプライ

マーの組み合わせでPCR反応を守った

A G2A プライマ-1と2の組み合わせでPCRを行った｡得 られたま

片を 4%アガロースケル電気泳動にて稚封 し､これをプライマーとし 3

との組み合わせでPCRを行った｡その長泉得 られたPCR産物 をECORV

とBamHl処理 し､pBheScrlPlにこれらのサイ トを用いてライゲーショ

ンし､シークエンスを確認 した｡次に.pBIueScTlPl上で cDNAの残 りの

部分とライゲーションし､再蛾成 した 具体的には.G2Aの PCR産物 を

組み込んだp8lueScnptをBamHlとNoLlで処理 し.これとcDNAから

BamHlとNotlで切り出される器分をライゲーションし､再絹成 した

この cDNAの全長をEcoRVとNotlで切 り出し､pcDNA3にこれらのサ

イ トを用いて組み込み､発票ベクターとした｡

(a)S236C プライマー4と5の組み合わせで PCRを行った｡'得られた

断片を 4%アガロースゲル電気泳動にて和利 し､これをプライマーとし､

6との組み合わせで PCRを行った｡その結果得 られたPCR産物をEcoRl

とHlnd川 処理 し､pBheScrlPtにこれらのサイ トを用いてライゲーショ

ンし､シークエンスを確認 した｡次に､pBJueScrlPt上でcDNAの残 りの

部分とライゲ-ションし､再構成 した｡具体的には､あ らかじめ cDNA

の全長 をpBIueScrlPtの SaH サイ トとNotlサイ トの間に組み込んでお

く｡このベクタ-をEcoRIとHind川 処理 し､1%アカロースケル電気泳

動で長い方 (約 5kbp)の断片を和製する｡一方､シ-クエンスを確認 し

たS236Cの PCR産物もpBIueScriptからEcoRlとHlnd川 処理によっ

て切 り出 し､1%アガロースゲル電気泳動でIt製する 的 oSkbpI.これ

らをライケーションし.再構成 した この cDNAの全長 をSaH とNoll

で切 り出 し､pcDNA3の EcoRVサイ トとNotlサイ トの剛 こライゲーシ

ヨンした｡具体的には､禿二手の 3-2の D)cDNAの動物抵掛 こも【7る

発現に述べた方法によった｡
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3 発現

3-1 才オ科

COS7招鬼は理研担脂バンクから取り寄せた｡培暮には.FCS 10%

FetafCalfSerum)を含 む DMEM(Dufbecco'sModllledEagleMedIUm

を用いた｡Ⅱ型 pAF-AHのモノクローナル抗体は､当致空の松沢博士によ

り樹立 された 7F7ハイブリドーマの培暮上-,-Fを用いた (この抗体は､ウ

シ肝康より柵梨 したタンパクを抗原として作製された) 38

3-2 方法と王喜黒

正常タンパク及び変異タンパクの発現ベクターを用いて､宗二重の 3_2

の (D)cDNAの動物抵掛 こおける発卦 こ述べたような方法で COS7壬琵脂

での発現を試みた｡活性の測定法及びウェスタンブロ ッティングの方法に

ついては第 4手に詳 しく述べるので省均 した｡

これら正常タンJTク及び変異タンパクを発現させた COS7細胞のライ

七一 トについてウェスタンブロッティングによる解析 を行った｡その結果

図 313に示 したように､正常タンパク､S236C及び G2A変異タンパクの

いずれもほぼ同程度の発現王が托められた｡可溶性画分と旗画分への分有

であるが.正常タンパク､S236C及び G2A変異タンパクのいずれも同様

の分有を示 した｡つまり､ミリスチン穀偉鮎を受けない変異 タンパクにお

いても正常タンJ{クと同様に凍画分にも分有しているということが見出

された｡

次に､COS7月詣のライセー トについて活性測定を行った結果､図 3_4

に示 したようにS236C変異タンパクが完全に活性 を失っていることから

II型 pAF-AHの活性中心が 236書目のセリン残基であることが確認され

た｡また､可活性画分と旗画分のいずれにおいても G2A変異タンパクの

活性が正常タンパクの約 1/6に低下 していることが見出された｡このこと

から､膜画分の G2A変異タンパクにおいても活性があり､変性 したタン
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バクが潜遠心により沈澱 し膜画分として回収されたのではないと考え ら

れたO

そこで次に､細胞内の分布をより細かく見るため､正常タンパクの発現

細胞と変異タンパクの発現細胞の免疫蛍光染色を行った｡

4 細胞染色

4-1 材料

CHO-Kl細胞は 10% FCSを含むHam7sF12メティウムを用いて培寿

した｡各 トランスフェクタン トは､リボフェク トアミン (亮一化学)を用

いて上述の発現へクターを トランスフェクションし､400Llg/mlの G418

(和光純薬工業)を含むメディウムで約 2週間培糞 し､得 られたコロニー

を限界希釈法でシングル化 した｡スクリーニングは､7F7モノクローナル

抗体 を用いたウェスタンブロッティングによった(52)8

Jト2 方法と結果

24wellプレー トに直径 13mmの円形カバークラス (lwakl) を入れ､

そのうえにCHO トランスフェクタン ト1AIOとA14を0.7xlO5ceHs/welr

の密度でまいた｡約 40時間 (cHO 細胞の場合､○/Nの培兼では細胞が

充分に付着 しないため､きれいな染色像が得 られない)培蕉 し､細胞を付

着させた｡この細胞の付着 した力′(-グラスを24vveJlプレー トに入れた

ままで以下の操作を行った｡pBSで 1回洗浄 し､36%パラホルムアルデ

ヒドで 20分､4℃で固定 した｡PBSで4回洗浄 し.01%TntonX-100を

含むPBS加え､室温で 1分おき､permiablllZat'Onを行った｡pBS で 4

回洗浄 し､3% BSA を含むPBSを加え､室温で 2時間おき､ブロッキン

グした｡7F7ハイプリトーマの培兼上清 を希釈せず加え､4℃で約 14時間

反応させた｡01%BSA を含むpBSで 4回洗浄 し､01%BSAを含むpBS

で 1/1000 に希釈 した FITC-conjugated ant'-mouse JgG antlbody
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(Cappel) を加え､4'Cで2時間､遮光 して反応 させた｡0.1% BSA を含

む pBS で 5 回洗浄 し､スライ ドガラス上 で包埋 し (permaFluor､

Immunon)､蛍光顕微鏡観察を行った｡

図 3-5に示 したように､正常タンパクはおそらくは小胞体を中心とした

細胞全体 に分布 していることが観察された｡当教室の松沢博士により.

MDBK細掛 こおいてⅡ型 pAF-AH が小胞体に分布することが観察されて

おり(52ト 過剰発現細胞における分布もこの結果とほぼ一致 した｡ところ

が･G2A変異タンパクはEg]3-5のような ドッ ト上に異常な分布を示 したO

これが細胞内のどのような部位に相当するかは､この染色億からでは分か

らないが､ミリスチン酸が膿 との正常な結合に必要であることが示唆 され

た｡

5 考察

以上の解析から明らかとなったことをまとめると､まず､本蘇葉の活性

中心がコンセンサス配列から推定 された 236番目のセリン残基であるこ

とが確認 された｡また､ミリスチン酸修続 されない変異タンパクの活性が

正常タンパクと比べ約 1/6にまで低下 していることが兄いだされた｡さら

に､ミリスチン酸修的をされない変異タンパクは､可溶性過分と膜画分の

間の分布は正常タンパクと変わらなかったが､免疫蛍光染色において､ド

ッ ト上の異常な分布を示すことが明らかとなった｡これらの結果から､ミ

リスチン酸修飾が本葬菜の活性 と細胞内 ソ-テ ィンクの両方に必要であ

ると考えられた｡

他のミリスチン酸修的され､細胞質画分と旗画分の両方に存在するタン

パクの例 として､Src(53)や MARCKS (Myr-stoylatedAlanln R,chC

K■naseSubstrate)(54)などがあげられるが､これらのタンパクはいずれ

もミリスチン酸修飾のコンセンサス配列に変異 を加えると､可溶性画分に

のみ局在するようになる｡また､Srcにおいては､この変異は酵素活性に
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まったく影響 しない｡この他にミリスチン酸修姑が細港内の分布に必要 と

される例では､チ トクローム b5レダクターゼがあげられるが､この彰素

の場合に はミリスチン酸修飾 を受ける正常タンパクはミ トコン ドリア外

膜 と小胞体膜の両方に分布するが､ミリスチン酸修続 を受けない変異タン

パクは小胞体膜のみに分布するようになる(55)｡

Ⅱ型 pAFIAHにおいて見 られたような､ミリスチン酸修姑 を受けない変

異 タンパクの挙動はこれらの朝告 とは異なったものであり､どのようなメ

カニズムによりこの様な結果が観察 されたのかについては､今のところ不

明である｡しか し､この変異タンパクについてさらに解析 を進めることに

よって､ミリスチン酸 を介 した新たな細胞内ソーティング機構が明 らかに

なるもの と期待 される｡
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図3-1 コンセンサス配列と変異

W‖dType

G2Amutant

My｢lstylat10nMotif

WlldType

S236cmutant

ActiveSerlneMotif

M盤

蕃
本酵素のコンセンサス配列のそれぞれに加えた変異について網掛 ナ

で示した｡G2Aはミリスチン酸修飾のコンセンサス配列中のクリシン

をアラニンに･S236Cはセリンエステラーゼのコンセンサス配列中の
セリンをシステインに置換した変異タン/iクである｡
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図3-2 変異タンパク作製のためPCRス トラテジー

Sal工

BamHIEcoRl
l(

① ②
~ヽ √1-一V
iiZiiiiiiiiiiiZ5i 型

① ccGGGATATCCCACGCGTCCGAGで (SalエーNotI)

②TTGACCGCCATCTCATAACC (2Gly- 2AIa)

a GACGGTGGGa ATCCATTCC (BamHI)

④ AGAAGGAATTCTATGTTCGG (EcoRI)

⑤CCA- GCAATGTCCCATTAC (236ser- 236cys)

⑥TGGGGTCCAAGCTTCCACGGG (HindⅢ)

変異タンパク作製のために合成したPCRプライマ-の-覧表とPCRストラテジ-

を示した｡G2Aでは､はじめ①と②の組み合わせでPCRを行い､その産物とiの組
み合わせで再度PCRを行った.S236Cでは､はじめ①と⑤の組み合わせでPCRを行
い､その産物と⑤の組み合わせで再度pcRを行った｡プライマーの一覧表では､

cDNAの配列に加えた変異もしくは含まれる制限酵素サイトを示した｡
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図3-3 正常タンパクおよび変異タンパクのCOS7細胞内

での発現のウエスタンプロッテインクによる確認

T:Lkaてr 竺 一芸 一望 空 しC M C M C M C M

94-
67-

43-
- - - - - - 一■40kDa

30-

20-

E型pAF-AHをエレクトロポレーション法により､COS7細胞に トランシェン

トトランスフェクションし､超遠心により細胞質画分と膜画分を分画 し､7F7モ
ノクローナル抗体を用いてウエスタンフロッティンクを行った｡
図のCはcytosol画分､Mは膜画分である｡

46



図3-4 変異タンパクの活性

(6
∈
＼u
!u
J
lO
uJu
)̂
l!̂
!

IDt
2
H
V
止
V
d

Mock WlldType S236C G2A

COS7細胞にエレクトロポレーション法を用いて トランジェン

トトランスフェクションし.超遠心により細胞質画分と膜画分を
分画 し､それぞれのPAF-AH活性を測定した｡
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図3-5 免疫蛍光染色による細胞内分布の積討

WildType

G2Amutant

各cHOトランスフェクタン トについて7F7モノ

クローナル抗体を用いて免疫蛍光染色を行った｡
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第四章 膜結合性 pAFアセチルハイ ドロラーゼの解析



第四章 膜結合性 pAFアセチル ハ イ ドロラーゼの解 析

1 はじめに

第二章で示 したように､免疫染色及びウェスタンブロッティングの結果

から､過剰発現細胞内において､Ⅱ型 pAF アセチルハイ ドロラ-セ

(PAF-AH)が細脂質画分だけでなく小胞体 を中心とした膜画分にも存在

していることが見出された｡また､動物組絵においても可溶性画分だけで

なく膜画分にもpAF-AH活性が存在 していることが知 られていた(35.36)

が.その実体については全く不明であった｡そこで､私は､動物組紙にお

いてもⅡ型 pAF-AH が膜画分にも存在 しているのか､また､膜結合性の

PAFIAH ′言性がどのような酎素によって担 われているのかについて解析

を行ったD

2 材料

ウシの肝巌 は･東京芝浦廉器 から旅人 した.1-hexadecyl-2-acetyl-

sn一grycero13-phosphochollne(以下 pAF)は､8achemFelnChemlkaleln

社 製 の も の を 用 い た ｡ 1-hexadecyr-21【3H]acelyI-sn-grycero-3-

phosphoch0日ne(以下【3HlPAF)は.NewEnglandNuclear社製のものを

用いた｡ トリス (trlS【hydroxymethyl]amnornethane)は､シグマ梨の も

のを用いた｡シンチレーターはナカライテスクのクリアゾルⅠを､その他

の試薬は､和光純薬工業の特級品を用いた.

酵素.;i性測定の基質は､PAFをクロロホルム/メタノール-2/1溶液に 5

mg/mlになるように溶かし､これを1040LLlと【3HlPAF200Plを混ぜ､ク

ロロホルム/メタノール-2/1溶液を10mlになるように加え､調製 した(す

なわち､約 3000dpm/nmoL ImMの PAF溶液 とした)｡
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カラムは､Pharmac.aの MonoQ HR5/5とSupperose12HRIO/30と

FPLCシステムを用いたc

E型 pAF-AHに対するモノクローナル抗体は､松沢博士によって樹立 さ

れた 7F7ハイブリドーマの培薫上清と､当致室の井上によって樹立 され

た言10ハイプリド-マ増発上清を用いた07F 7ハイブリドーマはウシ

肝腹からの精製標品を抗原として､言10ハイブリドーマはヒ トのリコン

ビナン ト酵素 を抗原として樹立 された｡7F7ハイフリドーマの培薫上清

はウシのⅡ型 pAF-AH特異的であり･言10ハイプリト マはヒ トのⅡ型

PAP-AHだけでなく･ウシとラ ノトのⅡ型 pAトAHに対 しても反応する

3 活性測定法及びウェスタンブロッティングについて

3-1 PAトAH活性測定法

2位のアセチル基が【3HJで標識 されたpAFを用い､それが加水分析 を受

けたときに遊離 してくる酢酸の放射活性を測定することによって､酵素活

性 を測定 したo酵素反応は､小試験管中にて､基質 20nmoJes(20pl)､

酵素液､アッセイ用緩衝液 (50mMTrrs･HClpH74､5mMEDTAl3Na)

からなる捻丑 25叫 Jの反応系で･37･Cにおいてインキュベ- トすること

によって行ったo酵素Jl及び反応時間は､反応する基質が全基質丑の約

40%以下であることを目安とした｡

基質は､PAF の溶液をスリ付きスピッツ遠心管に分注 し､=バボレー

ターにて乾B]し-これにア ッセイ用緩衝液 をpAFが 1mM となるよう加

え･voTteXMIXer及び′(スタイ7･の超音波発生器(UEtrasonICCleanerB12

80Watts､BRANSON)にて懸濁液 とし､基質液 として用いた｡

インキュベー ト終了後は､クロロホルム′メタノール-4/1を25mF加

えることによって反応 を終了させ､蒸留水 250Hr加え､vo,texMIXe,に

て 5分間捷拝 し､3･000rpm ､ 5分間 (KNl70.Kubota)遠心 し､ 2層に

50



分離させるD上層から750Hlを測りとって､あらかじめシンチレータ-

25mlを分注 しておいたバイアル瓶に加える○これを液体シンチレーショ

ンカウンターで放射活性を測定 し､pAF分解活性を測定 した｡

3-2ウェスタンブロッティング法

SDS-PAGEは､Laemml･の方法に従って行った(56).分離ゲルは､01%

SDS､015M Trs-HCJ(pH88)を含む12%アクリアミドゲル､濃縮ゲル

は･01% SDS､015M Trs-HCl(pH68) を含む4%アクリアミドゲルと

した｡泳動緩衝液は､01%SDSを含む015MTris-Glys-ne (pH68) 香

用いたoサンプルは･サンプル用緩衝液 (240nlMTrlS-HClpH68､40%

Glycerol･8%SDS､20%2-ME)と3/1の割合で混ぜて､アプライした｡

泳動終了後､ニ トロセルロース膳へタンク式装aiを用いてエレク トロプ

ロッティングした｡2枚の油紙の間にゲルとニ トロセルロ-ス膜 をはさみ､

BioRad製のタンク式装置にセットし､ブロッティング溶液 (25mM Tns､

192mMGJyc'ne)に浸 し､水冷下 55V (このときの電流は､約 280mA)

の定電圧で 2時間ブロッティングした｡

ブロッティング後､ニ トロセルロース膜は 5%スキム ミルクを含む T-

TBS (0025%tween20､150mM NaCL 10mM Tr'S一HCJpH74)中で

室温 1時間おき-ブロッキングしたoT-TBSで 1回洗浄後､ハイプリド

-マ培薫上清 を一次抗体 として加えー4･Cで ○′N (約 16時間)反応させ

た｡T-TBSで 5分､3回洗浄後､HRp-con"gatedantF-mOuSeJgantJbody

(Amersham)を5%スキムミルクを含むTイBS で 1′2000希釈 し､反応

させた｡ T-TBSで 5分､4回洗浄後･ビニールシー トにはさみAmersham

社の ECLウエスタンプ｡ ッティング棉出システムを用い､バン ドの積出

を行った｡

4 分布の棉討
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4-1 方法

(A)ウシの肝廉の分画 全ての操作は氷治下または 4'Cで行った.はじ

めにウシの肝嬢 を包Tで刻み､50gをjい)取った｡SET(250mMSucT｡Se､

1mMEDTA-3Na､10mMTrrsIHCIpH74)Jくノファ-で洗浄 し､9倍丑

の SETバッファーを加え､家庭用ジューサーミキサーで 5秒間､3回ホ

モジェナイズした｡これをポ ノクー型ホモジ工ナイサーに入れ､3回ホモ

ジ=ナイズした｡次に･末破壊の細胞や核などを除 くため･1.000xg､10

分間遠心 し､上清を回収 した｡さらに､8,000xg,10分間遠心 し.沈殿 と

上浦を別々に回収する｡沈殿に上清と等JEの SETバッ77･-を加え､ポ

ックー型ホモジェナイサーで腰濁液 とし､これを1万 xgppl画分とした｡

上清は･さらに､100･00Oxg･60分間遠心 し･上清 を10万 xgsup画分

とした｡沈殿は､1万 xgppt画分と同掛 こSETバ ッファ-を加え_ポッ

タ-型ホモジェナイザ-で懸濁液とし･10万 xgppt画分とした｡これら

の画分は､1mlずつ分申 し､ ドライ′アイスエタノールを用いて急速凍結

した後､-80℃に保存 した｡これらの画分に対するウエスタンプロッティ

ングは7F7ハイプリト マ培糞上清を用いて行った｡

JB)Hela細胞の細胞質画分と膜画分の調製 Hela細胞は､5%FCS(Felar

CalfSerum)を含む DMEM (Durbecco,sModlf'edEagleMedium)を用

いて培薫 した｡細胞を100mmティッシュにまき､50% confluentと完全

に confruentなときのそれぞれの暗点で トリプシンを用いて回収 した｡具

体的には､1x105cells/dishと3x105cells/dishにまき､48時間培養後回

収 した｡水冷下ソニケ-ション (Bransonのsoniflerで､目盛 り3､3秒

3回でほぼ完全に細胞が壊れる)によりライシスし･1,000Xg､10分の

遠心で核や束破壊の細胞を除いた後､上清を超遠心 (100.OOOXg､60分)

により可溶性画分と膜画分に分画 した｡沈澱 (膜画分)は上清 (可沼性画

別 と等土のバッファーを加え､ビペッティングによりはくした後､シリ

ンジを用いて懸濁 し､これを膜画分とした○可溶性画分は超遠心後そのま
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ま用いた｡これらの画分に対するウエスタンフロッティングは=10 ハイ

ブリド-マ培菜上清を用いて行った｡

4-2 結果

ウシ肝腺の各画分の PAF-AHの比活性を図 4-1に示 したDこのように､

1万 xgppt･10万 xgppt､10万 xgsupのいずれの画分にもほぼ同じ強

さで PAF-AH活性が積出された｡各画分の全体のタンパク量は､ほぼ 113

なので､活性のJEはおおよそ 1,13であった｡

各画分 を活性のtが同 じになるようウエスタンプロ ノテインクにアプ

ライしたところ･どの画分にもほぼ同じ強さでバンドが検出された (図

4-2)Cつまり･肝膿では可溶性画分と同様に膜画分の PAF-AH活性がほ

とんどⅡ型単葉によるということが示唆された｡

また･HeLa細胞においてE型 pAF-AHが細牌密度の応 じて細胞質画分

と膜画分の間の分布を変化 させることが観察された｡図 4-3に示 したよう

に､細胞密度が低いときには､Ⅱ型 pAF-AHは､細胞質画分と膜画分にほ

ぼ 11の割合で分布 していたが､細胞がconfluentになるとほとんどが膜

画分へと局在するようになった○ このことか ら､生理的条件下 でⅡ型

PAF-AHの細胞内局在が変化する可能性が考えられた｡

5 膜結合性酵素の同定

5-1 方法

(A)可溶化 膿画分の PAF-AH活性の可溶化を試みた.全ての操作は水

冷下または4℃で行った｡KC=L 1万 xgppt画分と10万 xgPPt画分の

それぞれに4M KCr清瀬を加え･終JL5度 1M KClになる,tうにした｡水

冷下･30分おき､遠心操作により上清と沈殿に分けた｡沈殿は､上清 と

等JEの SETバッファーを加え､ダウンス型ホモジェナイサーにより悲濁

し･活性測定およびウエスタンフロッティンクによる解析を行った｡
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界面活性剤であるCHAPSについては､1万 xgppt画分と 10万 xgppt

画分のそれぞれに 10%CHAPS溶液を加え､終漬度 1% CHAPSになるよ

うに した｡その後の操作は KClと同様に行った｡

(a)MonoQFPLCカラム 1万 xgppl画分 と 10万 xgppt画分から1%

CHAPSにより可酒化 された画分について MonoQ FPLC カラムによる解

析 を行った｡カラムは､バ ッファー (A) ;10mMTris-HCIpH74､1mM

EDTA-3Na､20% Glycerol､0.5% CHAPSで平衡化 した｡溶出はバ ッフ

ァ~ (A)と/トソファー (B) ;10mMTrlS-HCJpH74､1mMEDTA-3Na､

20% GIycerol､05% CHAPS､500mM NaClの直繰濃度勾配 こよって行

った○流速は 03mI/m.n､バッファー (a)の割合 を 0%から 90分間で

100%になるようプログラム し､1fracl.on-3分間 (09mr) とした｡タ

ンパクの積出は 280 nmの吸光度によった｡サンプルは各 1mlずつアプ

ライした｡サンプル をアプライした後､唄光度が安定するまでバ ッファー

(A)でカラムを洗 った｡その後､先ほどの条件で頓着 されたタンパクを

溶出 したB得 られた -ractl0nについて PAF-AH活性の測定およびウエス

タンフロ ンティングによる解析 を行った0

5-2 結果

10万 xgppt画分の PAF-AH活性の可溶化の結果 を図 4-4に示 した｡こ

のように､1M KClでは約 20%しか可溶化 されず､1% CHAPSで約 80%

の活性が可溜化 されることが分かった01万 xgppt画分についても同様の

結果であったので省略す る｡一方､ウエスタンプロ ノテ ィンクから皿型

PAP-AHの可溶化の結果は､図 4-5に示 したように､1M KClではほとん

ど可溶化 されず､1% CHAPSでほぼ可溶化 されることが分かったDデー

タは示 さないが､1MKCJで可溶化 された画分および 1%CHAPSで可溶化

されない画分についても濃縮するとエ型 pAF-AH のJくン ドが積出できる

ことから､これ らの活性 もII型 pAF-AHによるもので､退縮 しないと検出

できないのは単にi的な問題 と考えられる.つまり､活性の可溶化の挙動
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とⅡ型 pAF-AHの可溶化の挙動が一致することが明 らかとなった｡

10万xgppt画分のカラムの溶出パターンおよびウエスタンフロッテイ

ンクの結果を図 416に示 した｡pAFIAH活性は､いずれも約 280mM NaCl

の位置に一本のピークに清出されることが分かった｡またt PAP-AH 請

性 とⅡ型 pAトAH のバン ドが挙動をともにすることから膜画分の PAF_

AH活性のほとんどがE型 pAF-AHによるということが明 らかとなった｡

1万 xgppt画分についても全 く剛 叢の結果であったので省略する0

6 膜結合機構の検討

5-1 方法

1万 xgppt画分と10万 xgppt画分から1% CHAPSにより可溶化 され

た画分と･10万xgsup画分にCHAPSを柊濃度 1% になるようにCHAPS

を加えたサンプルについてSuperose12FPLCゲルろ過カラムによる解析

を行ったOカラムは･バッファー (C) ;10mM Tns-HCIpH74､1mM

EDTA-3Na､200rnM NaCl･20%GEyceroI､05%CHAPSで平衡化 したo

流速は02mJ/min､1fract.on=2分間 (04ml) としたOタンパクの積

出は280nmの吸光度によった｡サンプルはいずれも200Llげ っアプライ

した｡

5-2 結果

図 4-7に示すように･10万 xgsup画分の PAFIAHは､約 40kDaの位

軌 二滴出されたのに対 して､10万 xgppl画分から1% CHAPSにJ:り可

溶化 された画分の PAF-AHは､約 65kDaの仕掛 二滴出された｡可溶性画

分の PAF-AHと比べ､膿画分の PAF-AHの方が約 25kDaほと分子量が大

きいということが兄いだされた01万 xgppt画分についても同様の結果で

あったので省略するo

しかし･ウエスタンフロッティンクにおけるバン ドの位置は､可沼性画
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分 と膜画分の間でまったく同 じであることから､25kDaに相当する何 ら

かの因子が結合 していることが示唆 された｡また､データは示 さないが､

ゲルろ過カラムにおいても､活性の挙動 とウエスタンフロッティング上の

Ⅱ型 pAFIAHの挙動が一致することを確認 した｡

7 考察

以上の結果 をまとめると､膜結合性の PAF-AHがⅡ型 pAF-AHである

ことが明 らかとなった｡つまり.細胞内の PAF-AH活性は､膜画分も含め

て､Ⅰ型 とⅡ型の PAFIAHでほぼ説明されるということが明 らかとなったO

また･Ⅱ型 pAF-AHは小胸体腔画分だけでなく､ミ トコン ドリア膜画分に

も同様に分布 していることも明 らかとなった｡さらに､細胞質画分と膜画

分の間の分布は細胞密度に応 じて変化することが観察された｡現在のとこ

ろ､HeLa細胞において細胞密度が低いときとconfluentのときで細胞の

状態にどのような遣いがあるのか明 らかではないが､生理的条件下におい

ても本酵素の分布が変化することが示唆 された｡データは示 さないが浮遊

細胞の JUrkat細胞ではこのような現象は観察 されなかった｡したがって､

この現象は細胞に接着阻害がかかることと関連 しているのかもしれないO

また､細胞密度だけでなく､松沢博士により､MDBK細掛 こおいて､蘇葉

ス トレスに応 じて細胞質画分 と膿画分の間を移行するこ とが兄 いだされ

ている(52)Oこのように様々なス トレスに応 じて本酵素の分布が変化する

ことが観察 されて由り､このメカニズムを解析することにより､細胞のス

トレスに対する新たなシグナル伝達機構 が兄いだされることが期待 され

る｡

ところで､膜移行メカニスムを考える上でも本酵素がどのような形で臆

と結合 しているのかを明 らかにすることが重要であると考えられるが､可

溶化条件の解析から､Ⅱ型 pAF-AHは KClでは可溶化 されず､界面活性

剤である CHAPSではじめて可溶化 されるということが分かった｡つまり､

56



膜表在的 に結合 しているというよりは膜 と比較的タイ トに結合 してい る

ということが示唆 されたDさらに､ゲルろ過カラムによる解析から､膜画

分のⅡ型 pAF-AHには約 25kDaに相当する何 らかの因子が結合 している

ことが示唆 された｡現在､クロスリンキンク法などを用いてこの因子 を同

定 しようと試みているが､今のところ明 らかではない｡我々は､テ一夕は

示 さないが次の実験結果から､この結合因子についてタンパクだけでなく

脂質分子 もその候補に入れて考えている｡膜画分 と可溶性画分 を11の割

合で混ぜてからゲル ろ過カラムにアプライすると pAF-AH 活性は約 65

kDaの位置に一本のピークに溶出される｡さらに､膜画分 と可溶性画分 を

14の割合で混ぜてからゲルろ過カラムにアプライするとPAトAH活性 は

約 50kDaの位置に溶出される｡つまり､単一の因子が結合 しているのな

らば､このような中間の分子量を示すことは考えられないので､複数の比

較的低分子の因子が結合 していると予想 されたQ当然､この結果からだけ

ではタンパク因子の可能性 を否定することはできない｡そこで､双方の可

能性 を考慮 して今後の解析 を進めることが必要である｡

~般にミリスチン酸修飾は､朝訳 と同時に起 こることが知 られており､

本葬案のように細胞質画分と膜画分 を移行するようなタンパクの場合､局

在 を決定する他のシグナルが必要 と考えられるO細胞質画分 と膿画分の単

葉の間で何 らかの遣いを兄いだそうと､二次元電気泳動などの方法 を用い

て棉討 したが､今のところ他の修真布は兄いだされていない｡膜移行シクナ

ルを受けるのが本酵素ではなく､膜に存在する本酷幕の標的分子である可

能性 もあるので､双方の可能性についてさらに解析 を進めたい｡
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図4-1 ウシ肝臓におけるPAF-AH活性の分布
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図4-2 ウェスタンブロッティングによる

Ⅱ型pAFIAHの分布の棉討
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ウシ肝膿の各画分を活性が同じになるようにウエスタンフ

ロ ッティンクにアプライした｡積出は7F7モノクローナル抗体
を用いた｡膿画分の方にはバンドが二本見えるが､下のハン

ドが大腸菌リコンヒナントと一致する｡また､上のバント
は､MonoQにおいて活性と挙動が明らかにずれたことから
も､このバンドはⅡ型pAF-AHではない｡
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図4-4 PAトAH活性の可溶化

(%
)
A
)
!̂
!T3
V

a
^
!
)e
Ja
t]

Treatment None Buffer lMKCJl%CHAPS

ウシ肝鷹の膜画分に対して･bufferのみ､1MKCJ､1%CHAPSのそれ
ぞれを加えた後､再度100kxgの遠心により分画し､上清と沈殿のPAF-
AH活性を測定した｡
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図4-5 Ⅱ型pAF-AH活性の可溶化
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ウシ肝泉の排画分に対して､M erのみ･1MKC= %CHAPSのそれ

ぞれを加えた後､再度100kxgの遠心により分画し､上清と沈殿のそれ

ぞれに対して･7F7モノクローナル抗掛 こよるウエスタンフロ ノティンク
を行い.Ⅱ型pAFIAHを積出した.
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図4-7 膜画分と可溶性画分のⅡ型pAF_AH

の分子量の比較
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ウシ肝巌の膜画分から1%CHPAPSで可溶化された画

分と可溶性画分に1%CHAPSを加えたものをSuperose1
2FPLCゲルろ過カラムにアプライし､natJVeな分子の大
きさを調べた｡
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第五章 総括



第五章 総括

私は､本研究において､Ⅱ型 pAF-AHの構造 を明 らかにした｡さらに､

可溶性画分と比べ解析の遅れていた膜画分の PAF-AHの解析を行い､哨乳

動物の PAFアセチルハイ ドロラーゼ (PAP-AH)の全体像 を明 らかにした

(図 5-1)O哨乳動物の PAF-AHは､まず､細胞外型 と細胞内型に分けら

れる｡さらに､細胞内にはⅠ型 とE型の 2種のアイソフォームがあり､Ⅰ

型は細胞質に局在 しており､皿型は細胞質と膜画分の両方に分布 している

ことが明 らかとなった｡これらの酵素について構造的な側面からみると､

Ⅰ型軒素 はこれまでに報告の無い全く新 しい一次構造を持つ酵素である

ことが明 らかとなった｡一方､JI型帯素は､血蒙型の酵素と約 40%の相

同性を持ち､ともにリパーゼファミリ-に属する軒素であることが明 らか

となった｡これらの酵素は､細胞の内外で生 じる酸化 リン脂質の分解を通

じて生体の防御系として協調的に働いていると考えられた｡このことは､

他の酸素ス トレス防御系の封素､グルタチオンベルオキシダ-ゼ(50)やス

ーパーオキサイ ドデ ィスムターゼ(51)においても細胞の内外に約 30-

40%の相同性 を有する酔素があることと禁則以しており､興味深い｡

また､Ce】eganSにⅡ型 pAF-AHとアミノ酸 レヘルで約 30%の相同性

を示す遺伝子が兄いだされた｡大腸菌や酵母にはⅡ型 pAF-AHが存在 しな

いことから､この結果は本酵素の起源を考える上で興味深い結果 といえるQ

さらに､CelegansにはPAFが存在 しないことが報告されており(49ト Ⅱ

型 pAF-AHが酸化 リン脂質も分解する活性を持つことと考え合わせると.

このことは本酵素が生体内においても酸化 リン脂質を分解 している可能

性を示唆する結果である｡

私は､動物組織中においても､Ⅱ型 pAF-AHが､ I型酵素とは異なり､

可溶性画分だけでなく膜画分にも存在することを兄いだしたが､この分布

は細胞の穀素ス トレスに応 じて変化することが松沢博士 により兄いださ

れている(52)｡私は､細胞密度によってもこの分布が変化することを臭い

だした｡このことは人為的なス トレスだけでなく生理的条件においても変
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化 し得ることを示唆 している｡

この様にE型酎寮は親指質と膜との同を移行することから､腹表在的に

結合 していると予想されたが､可溶化条件の積討から界面活性剤ではじめ

て可溶化 されるような形で膜と畠含 していることが分かった｡また､変異

タンパクの解析から､膿との正常な結合にはミリスチン酸が必要であるこ

とも示唆 された｡さらに､練には本酵素に結合するEg子があることを兄い

だした｡これまでには､ミリスチン軟修旅 されたタンパクと結合する膜タ

ンパクの報告 はなく､MARCKS (MyrisloylatedAIaninRichpTOlein C

KinaseSubstratepTOtein)の例では､リポソームとも結合 し得ることか

ら膜タンパクの関与は否定されている(57)｡ しかし.本鼓索の変異タンパ

クの挙動は､これらの例 とは異なっていることから､陵に結合タン/<クが

存在する可能性も考えられる｡また､PH ドメインのように､脂質との結

合による陳結合メカニズムも考えられる｡今後､この国子 を同定すること

が膜移行 メカニズムを解明するために最 も重要な課題であると考えてい

る｡

また､松沢博士により､本酵素の過剰発環により細胸が酸素ス トレスに

対 して耐性になることが兄いだされ､さらに､この初婚死がアポ トーシス

であることが示嘘 された(52)｡ところでペルオキシソーム増殖試薬により.

cylochromep-450によるol0Xidationを介 してジカルボン酸か作 られ､

これがペルオキシソームの脂肪酸 b-oxidationや脂肪酸結合タンパクの誘

導シグナルとなるということが報告 されている(58)｡つまり､酸化 リン脂

質の代謝物であるジカルボン酸がシグナル伝達物質となることを示帽 し

ているBこれらの結果と､本酸素が細胞密度が高 くなると股へと移行する

こと､及び､celegansは系茂樹の上で最も単純な多松柏生物に位置 して

いる(59)ことを考え合わせると､本酵素が何 らかのシグナル伝達過程に関

与 しており､細胞増殖を抑えることがス トレスの耐性に寄与 しているのか

も知れないと考えているO

以上の結果 をまとめると,I型は脳の形態形成などの PAFを介 したシ

グナル伝達機胤 こ関与 していることが示畦されている｡一方､Ⅱ型酔案は､

66



pAFだけでなく酸化 リン脂質をも分解する活性 を持 ち､細胞質だけでなく

膿画分にも存在 し､ス トレスに応 じその局在 を変化 させ､細胞のス トレス

に対する防御機構 として機能 していることが示嬢 されている｡

今臥 本葬素の生理機能について解析を進めるにあたって､次の二つの課題

が重要であると考えている｡第-に､本草素の膜標的因子を同定することによ

り､本単葉の膜移行メカニズムを解析すること･第二に､多様な分子種からな

る酸化リン脂質の中で､生体内における本番素の基質を解析することの二つで

ある｡
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