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本文で用いた略語

cGMP cyclic guanosine-3'， 5にmonophosphate

DTT dithiothreitol 

EGTA ethylene glycol bis (βaminoethylether)-N， N， N'， N'-tetraacetic acid 

FAB fast atom bombardment 

FPLC fast protein liquid chromatography 

ROS rod outer segment membranes 

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazine-N'ー2-ethanesulfonicacid 

HPLC high performance liquid chromatography 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 

SDS sodium dodecyl sulfate 

TFA trifluoroacetic acid 



1.序論

脊椎動物の網膜には外界の光を捕捉し、電気信号を発生する視細胞が存在する。視細胞

内の光情報伝達は、 cGMPを細胞内情報伝達物質として成り立っており 、日音時は、視細胞

内のcGMP濃度は高く (60-100μM)保たれている。そのため、形質膜のcGMP依存性カチ

オンチャンネルはcGMPと結合して開いており、 Naイオン (Naつが細胞内へ流入する内向

き暗電流が観察される。ここで、視細胞に光が到達すると、細胞内cGMP濃度が激減して

カチオンチャンネルが閉鎖し、外節膜を横切る電流は停止する。しかし、視細胞内節から

のNa+の排出は続いているので、視細胞は過分極性の受容器電位を発生する(視興奮)。

視興奮過程の研究において、当初はcGMPとCaイオン(C<t+)のいずれが情報伝達物質で

あるのか激しい論争が続いた。しかし、 cGMP依存性カチオンチャンネルの発見によって

cGMPが伝達物質であることが確定し、視興奮過程におけるCa2+の光情報伝達物質として

の役割は百定された。ところが、その後の研究によりCa2+は 『視細胞の光感度の調節jと

いう重要な役割を果していることが明らかになった。以下に、 cGMPをセカンドメッセン

ジャーとする光情報伝達の中心経路と、細胞内Ca2+の濃度変化による光感度の調節機構に

ついて述べる。

[ 1-1]視興奮過程

樗体の外節には、脂質二分子膜から成る円板と呼ばれる構造体が数百枚積み重なってお

り、光受容体である口ドプシンは円板膜を貫通して存在する。ロドプシンは 7回膜貫通型

の典型的なG蛋白質共役受容体であり、ロドプシンと共役するG蛋白質はトランステ.ューシ

ンと呼ばれる。 トランステ‘ューシンは、 αsyサブ.ユニット(それぞれTα、TsおよびTyと目的

から成る三量体G蛋白質であり、 TαがGDPあるいはGTPと結合し、丁目yはGDP/GTP交換反

応に必須なサブユニットである。またトランステ・ューシンの標的蛋白質であるcGMP分解

醇素(cGMPphosphodiesterase; cGMP-PDEと略)は4つのサブユニット(PDEα、PDEsと2つ

のPD町)から成り、その活性はPDEyによって抑制されている。口ドプシンが光を吸収して

活性中間体メタロドプシンIJ(メタ11中間体と略)に変化すると、 トランステ‘ユーシンと複合

体を形成し、 Tαlこ結合しているGDPと細胞質中のGTPとの交換反応が促進される。その結

果、 Tα-GTPは活性複合体から解離する。このようにして生成したT仕 GTPはPDEyと結合

し、 PDEyによるcGMP-PDE活性の抑制が解除される。このcGMP-PDEの活性化により視

細胞内のcGMP濃度が減少し、形質膜に存在するcGMP依存性カチオンチャンネル

(Fesenko et al.， 1985)が閉鎖して視興奮が起こる(図1)。この一連の情報伝達過程において、

一分子のメタ|仲間体の触媒作用によって約500分子のTα.-GTPが生成し(Funget al.， 

1981)、一分子のcGMP-PDEは一秒あたり数百分子のcGMPを分解するという2段階の増幅
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メカニズムがあるため、視細胞はきわめて微弱な光に対しでも応答できる。

[光剰滋からC心MPの温度減少までの過程h [cGMPの温度減蚕五瓦扇面蚕盃亙h

L1ght 

図1 視細胞における光情報伝達のCa2+による制御

細胞内のCa2+濃度は、cGMP依存性カチオンチャンネル(Ch)を通って流入するCa2+とNゲICa2ヘK令

交換体(Ex)により排出されるCa
2φのバランスにより調節されている。日音状態では細胞内のCa2+濃度

は高く保たれており、細胞内Ca2+はリカバリン(Rec)・グアニル酸シクラーゼ活性化蛋白質(GCAP)

というCa2+結合蛋白質を介してcGMPカスケードを巧妙に調節している。ここで、口ドプシンが光

を吸収すると、一連のcGMPカスケード[メタH中間体(Rh*)-トランステーューシン(Gt)→cGMP分解

酵素(cGMP-PDE)]が活性化され、細胞内cGMP濃度が減少する(図の左側)。その結果、cGMP依存

性カチオンチャンネルからcGMPが遊離して形質膜のカチオンコンダクタンスが減少し、 過分極性

の膜電位変化が生じる(視興奮)。これと並行して細胞内のCa2+濃度は減少し、リカバリ ンの不活性

化によるRh*の不活性化、GCAPの活性化によるGCの活性化が起こる(図の右側)。これら一連の反

応を介して、視興奮は速やかに回復する。緑色で示した蛋白質は活性化状態を表している。2種類

のCa2+結合蛋白質には、それぞれ複数のCa2+が結合するが、ここでは模式的に 1つだけ表した。
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[ 1・21視興奮からの回復過程
視細胞が外界の光環境に瞬時に対応するためには、前述のよ うに、光情報を増幅伝達す

ると同時に、その情報伝達を迅速に遮断しなく てはいけない。視細胞樗体の場合、情報伝

達の各段階に精密な情報停止機構が存在する。一般に、G蛋白質共役安容体が受容体特異

的キナーゼによってリン酸化されると細胞の脱感作が起こる。ロドプシンは光退色すると、

C末端領域に存在するセリンおよびスレオニン残基がG蛋白質共役受容体キナーゼの1つで

あるロドプシンキナーゼによってリン酸化される (Kuhnetal.， 1973; Ohguro etal.， 1993)。

このリン酸化型メタ11中間体にアレスチンと呼ばれる48kDa蛋白質が結合 (Bennett& 

Sitaramayya， 1988)し、 トランステ‘ユーシンとメタl仲間体の相互作用を拾抗的に阻害する

(Palczewski et al.， 1992b)。一方、TαはGTPase活性をもつため、結合しているGTPをGDP

に自ら加水分解し、生成したTα.-GDPはPDEyから解離してTsyと再び三量体を形成する。

また、 Tαから解放されたPDEyはPDEα9の活性を抑制する。このようなcGMPカスケード

の不活性化と同時に、cGMP合成酵素が活性化(Koch& Stryer， 1988)して細胞内cGMP濃度

が上昇し、カチオンチャンネルは再び開く。現在では、このようにして光情報の遮断が起

こると考えられている。視細胞の重要な特性として、背景光によって光感受性が変化する

順応現象があるが、この現象は上記の光情報の遮断と密接にかかわっている。つまり明)I[買

応現象とは、前の光情報を遮断しようとしている状態において光刺激されたときに見られ

る光応答の特性と考えられる。このような刺激に対する順応、機構、あるいは情報の遮断機

構には、以下に述べるように細胞内Ca2+濃度変化が深く関与している。

[1-31明jl[震応におけるCa2+jリカバリンの役割

形質膜に存在するcGMP依存性カチオンチャンネルのイオン選択性は低く 、Na+と同時に

Ca2+も細胞内に流入する(図1)。また形質膜にはNa+j Ca2+ -K+交換体力f存在し、恒常的に細

胞内のCa2+を細胞外に汲みだしている(Yau& Nakatani， 1985; Cervetto et al.， 1986)。この

両者のバランスによって、暗時の細胞内Ca2+濃度は一定(約111M)に保たれている。ところ

が明時には、光刺激によるチャンネルの閉鎖によってCa2φの流入が減少するので細胞内

Ca2+濃度は低下する。このような細胞内Ca2+濃度の変化は、視細胞の順応機織に深く関与

していることが以下の実験によって示された。すなわち、細胞外液のNa+イオンをLi+イオ

ンに交換すると、Na+j Ca2七K+交換体力f働かなくなるため、光刺激によって細胞内Ca2+濃度

は低下せずに一定に保たれる。この状態において視細胞の光応答を調べると、順応現象が

観察されなかった(Matthewset al.， 1988; Nakatani & Yau， 1988)。つまり 、明順応現象には

Ca2+の細胞内濃度変化が必須であると考えられた。

前述したように、視細胞の光応答は細胞内のcGMP濃度の低下によって生じる。したがっ

て、細胞内Ca2+濃度の低下によってcGMPの合成系(グアニル酸シクラーゼ)が活性化するか、
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または分解系(cGMP-PDE)カf抑制される と、光情報が速やかに遮断されるので、その結果

として明順応が生じると考えられる。事実、視細胞外節膜の懸濁液を用いて、 cGMP合成

酵素の活性を測定すると、Ca2+濃度が高いときは活性が低く、 Ca2+濃度の低下に伴って活

性化されることが1988年に示された(Koch& 8tryer， 1988)。つま り細胞内では、 cGMP合成

酵素の活性は明時(低Ca2+濃度)に高く、光刺激に伴ってcGMP-PDEによって加水分解され

たcGMPが活発に再合成されることになる(図1)。その結果と して、光応答が速やかに停止

する。この過程に関与する因子としてGCAP(guanylylcyclase-activating protein;グア二ル

酸シクラーゼ活性化蛋白質)と呼ばれる視細胞に特異的なCa2+結合蛋白質が同定され

(Gorczyca et al.， 1994; Gorczyza et al， 1995)、Ca2+が結合していないGCAPがcGMP合成

酵素を直接的に活性化する(Dizhooretal.，1994; Palczewski etal.， 1995)。一方、視細胞外

節を用いて、電気生理学的にcGMP-PDE活性を測定すると、高Ca2+濃度の場合は低Ca2φ濃

度に比べて、cGMP-PDEの活性化効率が高く 、活性化状態が長く持続することが明らかに

なった(Kawamura&Bownds， 1981)。したがって細胞内では、暗時(高Ca2φ濃度)は光感受性

が高く 、明日寺(低Ca2+濃度)には光感受性が低下すると考えられる。つまりこの現象は明順応

機構をうまく説明できる。この現象に関与する蛋白質としてウシ視細胞からリカバリン 吋

(Dizhoor et al.， 1991; Lambrecht & Koch， 1991)が、またカエル視細胞から8-モデュリン

(Kawamura & Murakami， 1991)が見出された。

リカバリン/8-モテ、ユリンは、視細胞に特異的な分子量26，000のCa2+結合蛋白質であり、

分子内に2つのCa2+j結合部位を持つ。細胞内のCa2+濃度が高い時、リカバリン/8ーモデュリ

ンはロドプシンのリン酸化反応を抑制し(Kawamura，1992b)、視細胞の光感度を調節する

(Gray-Keller et al.， 1993)。つまり、日音順応した視細胞では細胞内Ca2+濃度が高く 、リカバ

リン/8-モデュリンはCa2+結合型で存在するため、口ドプシンが、光を吸収してメタ11中間体

が生成しでもリン齢化反応力f抑制されている(図2)。その結果、メタH中間体の不活性化が

抑えられるため、 cGMPカスケードにより光信号が効率的に増幅される(光感受性が高し、)。

ところが、光刺激と共にCa2+濃度が低下しはじめると、リカバリン/8-モテュリンからCa2+

が遊離するため、メタ11中間体のリン酸化反応の抑制が解除される。したがって、光刺激の

直後からロドプシンの不活性化が速やかに起こり、cGMPカスケードへの情報伝達効率が

減少して光感受性が低下する(殴)。このように、リカバリン/8-モテ.ユリンは視細胞の明日音

順応過程において中心的な役割を果している。

1)リカバリンは当初、 cGMP合成酵素の活性をCa2+濃度依存的に制御する蛋白質と報告され

た (Dizhooret al.， 1991)。しかしその後、同じグループが自らの報告は誤りであったこと

を認めた(Hurleyet al.， 1993)。すなわち、彼らが実験に用いたリカバリン画分にGCAP(上

記参照)が混在しており 、この蛋白質がcGMP合成酵素活性を制御していたことが判明した

(第16田谷口シンポジウム視覚神経生物学部門要旨集，1993)。
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図2 明暗111買応時における視細胞の光感受性の変化とリカバリンの役割

視細胞内のCa2+濃度は光刺激の強度によって変化し、背景光の強さに応じて、ある一定の値を示

す。暗順応状態ではCa2+濃度が高く、光刺激によって口ドプシンからメタ11中間体(Rhつが生成する

と、ロドプシンキナーゼ(RK)によるRh'のリン酸化反応がリカバリン(Rec:Ca
2+*吉合型)'こよって抑

制されている。そのため、 Rh'の活性化状態が持続し、トランステ・ュ シン(Gt)を介したcGMPカス

ケードの寿命が延びる。つまり、光信号が効率良く伝達され、視細胞の光感受性は高い。ところが

明順応状態では、細胞内Ca2+濃度が低く抑えられており、リカバリン(Ca
2
+遊離型)による抑制が解

除されているため、Rh'のリン酸化反応が速やかに起こり、光感受性は低下する。リカバリンはN

末端が脂肪酸により修飾されており 、この脂肪酸を介してCa2+濃度依存的に外節膜と結合する(図4

参照)。
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[1-4] リカバリンのN末端脂肪酸修飾

リカバリンの機能を考えるうえで興味深いのは、そのN末端グリシン残基に脂肪酸が共

有結合していることである(Dizhooret 81.， 1992)。蛋白質のN末端の修飾脂肪酸としてはミ

リスチン酸(C14刀)がよく知られているが、当研究室では視細胞のTαが4種類の脂肪酸

(C14:0、C14:1、C14:2およびC12:0)のうちのいずれか1つの脂肪酸によって修飾されてい

ることを見出した(Kokameet 81.， 1992)。ほぽ同じ時期に、Tαと同様の不均一な脂肪酸修

飾がリカバリンにおいても検出された(図3)。このような不均ーな脂肪酸修飾は極めて珍し

く、現在では視細胞の蛋白質においてのみ見出されている(Johnsonet 81.， 1994)。

これまで、 Tαの4種類の脂肪酸婿造の役割については、当研究室において以下のような

研究成果を報告した。まず、 TαのN末端部分に相当する9アミノ酸残基からなるアシル化ペ

プチドを合成し、このぺプチドがTαーTs"Y問の相互作用を措抗的に阻害することを見出した

(Kokame et 81.， 1992)。ここで、TαーTs"Y問の相互作用を阻害するアシル化ペプチドの濃度

を比較すると、 4種類の脂肪殴構造の間に顕著な違いが見られ、 C14:0>>C14:1 > C14:2 = 

C12:0という順に阻害効果カず低下した(Kokameet 81.， 1992; Shouno et 81.， 1996)。つまりT

αは、 N末端の指肪酸を介してTs"Yと相互作用しており、脂肪酸構造の異なる4種類のTαは、

それぞれTs"Yとの親和性が異なるということが示唆された。

一方、リカバリンのN末端脂肪酸の役割と して注目すべきことは、N末端脂肪酸がCa2φ濃

度依存的な分子内スイ ッチとして犠能する点である。つまり、Ca
2φか‘結合していないリカ

バリンのN末端脂肪酸は、分子内の疎水的領域に格納されており(Tanakaet 81.， 1995)、

Ca2+が結合すると、脂肪酸は蛋白質外部に露出する(Ameset 81.， 1995b; Hughes et 81.， 

1995)ということが、NMRによる構造解析によって明らかにされた。また、ミリスチル化

されたリカバリンと未修飾のリカバリンの膜結合能を調べると、ミリスチル化リカバリン

はCa2+濃度の上昇に伴って細胞膜と結合するのに対して、来修飾のリカバリンは細胞膜と

結合できない(Zozulya& Stryer， 1992; Dizhoor et 81.， 1993)。このことから、Ca2+濃度の上

昇に伴って蛋白質外部に露出したN末端脂肪酸は、ca2+結合型リカバリンを細胞膜につなぎ
とめる膜アンカーとして働くと考えられている(図4)。しかしながら、不均一なN末端脂肪

酸がリカバリンの機能をどのように調節しているのか、また上述したCa2+濃度依存的な膜

結合がリカバリンの繊能にどのような影響を及ぼすのかは明らかになっていない。
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図4 Ca2+依存的な リカバリンの脂質膜との結合モデル

(Dizhoor et al. [1993)のFig.5を参考にした。)

網かけの部分はリカバリンの疎水的領域を表し、太いジグザグの線はN末端脂肪酸を表す。

(a) Ca2+が結合していないリカバリンは、 N末端脂肪酸を分子内の疎水的領域に格納している。

(b)リカバリンにCa2+が結合すると4構造変化を起こし、 N末端脂肪酸が外部に露出する。このN末端

脂肪酸を介して脂質二分子膜と相互作用する。
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[1-5]未解決の問題点

以上のよ うに、 リカバリンは視細胞の光感度の調節に大きく寄与しており、N末端の修

飾脂肪酸は、 Ca2+濃度依存的な様能制御因子と して重要な役割を担っていると推定できる。

しかし、 リカハリンの機能発現における不均一な脂肪酸修飾の役割には不明な点が多い。

まず第一の問題点は、 『脂肪酸構造が異なる4種類のリカバリ ンアイソフォームの機能

は異なるのか?Jということである。リカハリンのN末端修飾の役割を調べたこれまでの研

究は、ミリスチル化されたリカバリンと禾修飾のリカバリンの機能を比較解析したもので

ある(Kawamuraet 81.， 1994; Calvert et 81.， 1995; Chen et 81.， 1995)。しかしこの方法では、

視細胞に特徴的な不均一な脂肪駿構造の役割を評価することができない。

第二の問題点は、 『リカバリンのCa2・濃度依存的な膜結合の役割jである。ミリスチル

化リカバリンと未修飾のリカバリンの比較解析からは、互いに相反する結果が報告されて

いる。つまり、ロドプシンのリン酸化反応を抑制する活性には両者の聞に差がない(Calveパ

et 81.，1995)という報告と、ミリスチル化リカバリンの方が抑制効果が強い(Chenet 81.， 

1995)という報告があり、議論が別れている。未修飾のリカバリンは細胞膜と結合しないの

で、上述の相反する実験結果から、リカバリンの機能発現における膜結合の重要性につい

ても意見が別れている。しかし、Ca2+濃度依存的な膜結合がリカバリンの機能にどのよう

な影響を友ぼすのかを調べた報告は皆無である。

第三の問題点は、 『リカバリンの作用機婿jである。リカバリンが口ドプシンのリン酸

化反応を抑制することは知られているが、これまでの研究は細胞の懸濁液といったcrudeな

系を用いて行われており(Kawamuraet 81.， 1992b; Kawamura et 81.， 1993)、標的蛋白質の

同定には至っていなし、。また、リカバリンの作用機構を解明するには、上記の2つの問題点

を明らかにするt必要がある。

そこで本研究では、上記3つの問題点に着目し、リカバリンの作用機憶とリカバリンの機

能発現における不均一な脂肪酸修飾の役割の解明を試みた。



2.材料と方法

[2-1 J緩衝液

本研究で使用した緩衝液の組成を以下に示す。

ROS Buffer 

10mM MOPS-NaOH (pH 7.5 at 40C)， 2mM MgCI2， 30mM NaCI， 60mM KCI， 

1 mM DTT， 4i!g/mlleupe凶n，4μg/mlaprotinin 
Rv抽出Buffer

1 OmM Tris-HCI (pH 8.0 at 40C)， 5mM MgCI2， 2mM EGTA， 1 mM DTT， 

4!.tg/ml leupeptin， 4μg/ml aprotinin， 40叩Imlbenzamidine 
Buffer F1 

10mM Tris-HCI (pH 7.7 at 20oC)， 3mM MgCI2 
RK抽出Buffer

20mM Tris-HCI (pH 8.3 at 40C)， 240mM KCI， 1 mM EDTA， 40μ.g/ml benzamidine 

RK透析Buffer

1 OmM Tris-HCI (pH 8.0 at 40C)， O.4%(v/v) Tween 80， 1 mM DTT， 

4μg/mlleupeptin，4μg/ml aprotinin， 40llg/ml benzamidine 

Buffer F2 

20mM Tris-HCI (pH 7.7 at 20oC)， 5mM MgCI2， 0.02%(v/v) Tween 80， 

1 mM DTT， 4!.t.g/mlleupeptin， 4μg/ml aprotinin， 40μg/ml benzamidine 
Rv透析Buffer

10mM Tris-HCI (pH 8.0 at 40C)， 3mM MgCI2， 0.1 mM EGTA， 1 mM DTT 

Buffer R 

1 OmM Tris-HCI (pH 7.9 at 20oC)， 2mM MgCI2， 1 mM D廿 ，4Ilg/mlleupeptin，

41l.g/ml aprotinin， 40μg/ml benzamidine 

V8 Buffer 

100mM Tris-HCI (pH 8.0 at 200C)， 5mM MgCI2， 0.5mM CaCI2 
Buffer L 

50mM Tris-HCI (pH 7.5 at 40C)， 5mM EDTA， 0.5μg/ml PMSF， 2.5μg/ml pepstatin， 

100μg/ml benzamidine 

Buffer G 

lOmM Tris-HCI (pH 7.4 at 40C)， 100mM NaCI， 5mM EDTA， 0.5μg/ml PMSF， 

5.0μg/ml pepstatin， 100μg/ml benzamidine 

Buffer A1 

10mM Tris-HCI (pH 7.4 at 40C)， 100mM NaCI， 5mM EDTA， 0.05%(w/v) digitonin 

Buffer A2 

10mM Tris-HCI (pH 7.4 at 40C)， 1M NaCI， 5mM EDTA， 0.1%(w/v) digitonin 

Buffer D 

10mM Tris-HCI (pH 7.4 at 40C)， 0.05%(w/v) digitonin 

HEN Buffer 

10mM Hepes-NaOH (pH 8.0 at 20oC)， 1mM EDTA， 160mM NaCI 
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[2-2] 1.見細胞外節膜の調製

視細胞外節膜の調製は、 Fukadaet al. (1994)の方法に従った。

新鮮なウシ眼球は、芝浦臓器株式会社(東京)において購入 し、黒いビニール袋に入れて遮

光・氷冷した状態で研究室に持ち帰った。以下の操作は、赤く塗装した40Wタングステン

ランプ(セラミックカラーランプ;東輝電気工業、以後単に赤ランプと呼ぶ)の赤色光のもと、

暗室で行った。ウシ眼球の赤道面を解剖ハサミで切開し、網膜の付着する後半球(眼杯)の周

囲に3-4ケ所の切れ目をいれて眼杯を裏返した。硝子体を除去した後、ハサミの背の部分

を用いて、網膜を周囲から盲点部分に向かつて丁寧に集め、逆さにした。網膜は盲点で眼

杯についたままぶら下がるので、盲点の部分をハサミで切り、遠心管(容量80ml)に集めた。

ここにROSBufferを20-30ml加えて遠心 (HITACHICR26H， 22，000xg， 10 min)した。遠心

後、上清を除去し、沈澱は遠心管ごとアルミホイルで遮光して-800Cで保存した。

-800Cで保存しておいたウシ網膜(200・300枚分)を素早く解凍し、40%(w/v)ショ糖を含む

ROS Buffer (200 ml)で懸濁した。この懸濁液を叢付き遠心管(容量500mりに集めた後、手

で1分間激しく振塗した。この操作により視細胞外節部分は網膜から脱離する。この懸濁液

を遠心(HITACHICR26H， 18，000xg， 20 min)し、浮遊する外節を上清と共に集めた。得られ

た沈澱に対し、もう一度同じ操作を繰り返し、1回目の上清と合わせた。これら2回分の外

節膜画分に同容量のROSBufferを加えてショ糖濃度を20%に下げ、遠心 (HITACHI

CR26H， 18，000xg， 40 min)した。この遠心操作で外節膜は沈澱として回収される。遠心後、

上清を除去し、沈澱に約40mlのROSBufferを加えて懸濁した。ここまでの操作と並行して、

6*の遠心管(容量35mりにショ糖の不連続密度勾配(下層 36%(w/v)ショ糖溶液12ml、上

層:29 %(wlv)ショ糖溶液10ml)を作成しておく 。ここに上記の懸濁液を6等分して重層し、

スイング型口ーター(SW28)を用いて遠心(Beckmanし60，113，000xg， 60 min)した。この操

作により、視細胞外節膜は29%と36%(w/v)ショ糖溶液の境界に浮遊する。この外節膜函

分をコマゴメピペットを用いて回収し、視細胞外節膜函分として用いた。

[2・3] リカバリンの精製

以下の操作では、ロドプシンキナーゼの部分精製も同時に行っている。

ウシ視細胞外節膜は、 [2-2]で記した方法に光条件に関する変更を加えた条件下で単離

した。つまり、視細胞外節膜画分を20%ショ糖溶液中で懸濁した後の操作は全て蛍光灯下

で行った。蛍光灯下で行うことにより口ドプシンが光を吸収してメタH中間体に変化し、こ

こへロドプシンキナーゼが結合するので、口ドプシンキナーゼを水溶性薗分(上清)に逃がす

ことなく膜画分に回収できる(Sitaramayya，1986)。このようにして得られた視細胞外節膜(

網膜200-300枚分から単離)に、 2mM EGTAを含むRv抽出Buffer(100mりを加えて、テフロ

ンホモゲナイザーを用いてホモゲナイズ(10ストローク)した。この懸濁液を遠心管に集め、
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遠心(Beckmanし60，105，000xg， 30 min)した。リカバリ ンはCa2+濃度が高いときは外節膜

と結合し、 Ca2+i，農度を低下させると外節膜から遊離して水溶性画分に移行する(Zozulya& 

Stryer， 1992; Dizhoor et al.， 1993)ので、上記の遠心操作によりリカバリ ンは上清から回収

される。そこで上清を回収した後、得られた沈澱に対して同機の操作(Rv抽出Bufferで懸濁、

遠心および上清回収)をさらに2回繰り返した。その後三回分の抽出液を全て併せて、次の

Phenyl Sepharoseカラムクロマトグラフィーに供した。一方、遠心操作で最終的に得られ

た沈澱はロドプシンキナーゼを含んでいるので、遠心管ごとアルミホイルで遮光して-800

Cで保存し、口ドプシンキナーゼを精製する出発材料として用いた。

Phenyl Sepharoseカラムクロマトグラフィー

Phenyl Sepharose Cし4B(Pharmacia)'ま、Sepharoseにフ工ニル基を結合させた疎水性

カラム担体である。Ca2+結合蛋白質の多くは、Ca2+が結合すると蛋白質表面に疎水的領域

(おそらく標的蛋白質との相互作用部位)が露出し、Phenyl基のよ うな疎水基と強く結合す

ることが知られている。ウシ視細胞のリカバリンも同様の性質を示す(Polanset al.， 1991; 

Kawamura et al.， 1992a)ので、リカバリンのCa2+の結合に伴うPhenylSepharoseカラムへ

の吸着ならびにCa2+の除去に伴うカラム担体からの遊離という性質を利用してリカバリン

を精製した。

Rv抽出Buffer'こ終濃度で3.5mMとなるようにCaCI2を加え、pHを8.0に合わせた(この緩

衝液を以下、high-CaBufferと呼ぶ)0Rv抽出Buffer'こは2mMのEGTAが含まれているので、

high-Ca Bufferの遊離Ca2・濃度は約1.5mMとなる。ますPhenylSepharoseカラム (10mmlD 

x 70 mm)をhigh-CaBufferで平衡化(30ml/hr)した。一方、外節膜から抽出したリカバリン

を含む溶液のCa2づ農度は低いので、終濃度で3.5mMとなるようにCaCI2を加えてpHを8.0に

合わせた。この操作において、 Caqを加えるとEGTAよりプロトンが放出されて溶液のpH

が低下するので、急激にpHが低下しないようにcaqを少量ずつ加え、その都度pHを合わ

せた。この試料をPhenylSepharoseカラムにロード(30ml/hr)し、 high-CaBufferで洗浄(30

ml/hr)した。その後、Rv抽出Bufferを用いて、カラムに吸着した蛋白質を溶出した。この際、

溶出液の280nmにおける吸光度を経時的に記録しながら回収した。この一連の操作により、

Ca吋濃度が高いときにPhenylSepharoseに吸着し、Ca2+濃度が低くなるとPhenyl

Sepharoseから遊離する霊白質(大部分はCa2+結合蛋白質)が回収される。この溶出液は、次

のMonoQカラムクロマトグラフィーに供した。

MonoQカラムクロマトグラフィー

Phenyl Sepharoseカラムから溶出したリカバリン函分を更に精製することを目的として、

MonoQカラムクロマトグラフィーを行った。この操作は、室i直にてFPLCシステム

(Pharmacia)を用いて行った。まずMonoQHR5/5カラム(5mmlDx 50 mm; Pharmacia)を

Buffer F1で平衡化(2ml /min)した後、PhenylSepharoseカラムからの溶出液(リカバリン画
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分)をカラムに添加 (2ml /min)した。添加終了後、カラムをBufferF1で洗浄(2ml /min)した。

溶出液には溶媒A(BufferF1)と溶媒B(1MのNaCIを含むBufferF1)を用い、A:Bの比率を

100:0から50:50まで2.5%/minで上昇させて、カラムに吸着した蛋白質を溶出した(2ml / 

min)。この際、溶出液は280nmにおける吸光度を経時的に記録しながら数フラクションに

分けて回収した。各フラクショ ンをSDS-PAGEで分析した結果、リカバリンは約90mMか

ら140mMというNaCIの濃度範囲でづ容出していることが確認された。リカバリンとして純

度の高いフラクションを選ぴ、・800Cで保存した。

[2-4] N末端脂肪酸構造の異なるリカバリンの分離・精製

リカバリンのN末端グリシン残基には、 4種類の脂肪酸がアミド結合している(図3)。この

脂肪酸の遣いによってリカバリンの縫能がどのように変化するか調べるために、リカバリ

ンのN末端情造が互いに異なる4種類のリカバリンを分離精製する ことを試みた。まず [2-

3]に記したようにPhenylSepharoseカラムを用いてリカバリンの精製を行い、カラムか

らの溶出液を逆相HPLCに供した。カラムは、Cosmosil5C，s-P・300(Nakalai丁目que)を用
いた。まずカラムを湾媒A(0.1 % TFAを含むHP)で、平衡化(1ml/min)した後、試料を添加し

た。添加終了後、溶媒Aと溶媒B(0.1 % TFAを含むアセ卜二トリル)の混合比率を直線的に

変化させる濃度勾配で溶出した(溶媒A:洛媒Bの混合比は、90:10(0分)→60:40(5分)→30:70

(35分);流速1ml/min)。この時、リカバリンは3つのピークを形成して溶出した。これらの

ピークをそれぞれ分取し、 SpeedVacconcentrator (SVC1 OOH， Savant)を用いた遠心乾燥に

よって濃縮した。溶媒にはアセ卜ニトリル及ひ'TFAが含まれるが、これらは水よりも気化

しやすく、遠心乾燥の操作で大部分が除去されると考えられる。遠心乾燥の際には、試料

が凍結しないよう注意した。さらに、濃縮した試料(約1mりから完全にアセト二トリルと

TFAを除去するために透析を行った。 500mlのRv透析Buffer(こ対して3回、各6時間以上透

析した。このようにして得られた三成分のリカバリンは、 -800Cで保存した。

[2-5] ロドプシンキナーゼの精製

視細胞外節からのロドプシンキナーゼの抽出ならびに精製は、Sitaramayya(1986)， 

Kelleher & Johnson (1990)およびPalczewskiet al. (1992a)の方法に改良を加えて行った。

外節膜からリカバリンを抽出する操作([2・2]参照)において、ロドプシンキナーゼはメ

タH中間体に結合しているので、最終的に得られた膜函分(沈澱)は口ドプシンキナーゼを含

んでいる。この膜画分を高張緩衝液(240mMのKCIを含むRK抽出Buffer)に懸濁すると、口

ドプシンキナーゼはメタ11中間体力、ら遊離して水溶性画分へ移行する(Sitaramayya，1986; 

Kelleher & Johnson， 1990)。この性質を利用して以下の操作によりロドプシンキナーゼを

精製した。
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リカバリン抽出後の膜函分(網膜200-300枚分に相当)に100mlのRK抽出Bufferを加えて、

テフロンホモゲナイザーを用いてホモゲナイズ(10ストローク)した。この懸濁液を日音箱に

入れて遮光した状態で、一昼夜燐持した WC)。その後、赤色光(>670 nm)の下で懸濁液を

遠心管に集め、遠心 (Beckmanし60，105，000xg， 30 min)した。遠心終了後、上清を回収し

て500mlのRK透析Buffer'こ対して5時間以上、計2回透析した。ロドプシンキナーゼは、自

己リン酸化する蛋白質であり(Kelleher& Johnson， 1990)、上記の抽出液には、リン酸化型

ロドプシンキナーゼと非リン酸化型ロドプシンキナーゼが混在している。抽出および透析

の操作の聞に、混在する脱リン酸化酵素によって大部分のロドプシンキナーゼは非リン酸

化型となるが(Palczewskiet al.， 1992a)、ロドプシンキナーゼを確実に非リン酸化型に変化

させるために透析時聞を長くした。透析終了後、試料を回収してHeparinSepharoseカラム

クロマトグラフィーに供した。

Heparin Sepharoseカラムク口マトグラフィー

Heparin Sepharose CL-6B (Pharmacia)は、糖のー穫であるへパリンがSepharoseに結合

したアフィニティー担体である。ロドプシンキナーゼは、HeparinSepharose'こ吸着し、自

己リン酸化型口ドプシンキナーゼは約100mMの塩濃度でカラムから溶出する。一方、非リ

ン酸化型ロドプシンキナーゼは約200mMの塩濃度でカラムから溶出する(Buczylkoet al.， 

19引)。この湾出時の塩濃度の遣いを利用してロドプシンキナーゼを以下のように精製した。

ます‘HeparinSepharoseカラム (10mmlD x 100 mm)をRK透析Bufferで平衡化(20ml/hr)し

た後、上記のロドプシンキナーゼ組画分をHeparinSepharoseカラムに添加 (20ml/hr)した。

添加終了後、 RK透析Bufferで洗浄(20ml/hr)し、ひき続いて125mMのKCIを含むRK透析

Bufferを用いて洗浄 (20ml/hr)した。その後さらに、100mMのKCIを含むRK透析Buffedこよっ

てカラムを洗浄 (20ml/hr)した。洗浄終了後、 100mMのKCIと0.2mMのATPを含むRK透析

Bufferを添加 (12ml/hr)し、カラム内で口ドプシンキナーゼを自己リン駿化させた。このイ

オン強度(100mM KCりでは、自己リン酸化型ロドプシンキナーゼはカラム担体から遊離し

てくるので、溶出液を2mlずつ分取し、合計28ml(14フラクション)の溶出液を回収した。

各フラクションに含まれるロドプシンキナーゼ活性を測定し、ロドプシンキナーゼを含む

フラクションを次のMonoQカラムク口マ卜グラフィーに供した。

MonoQカラムクロマトグラフィー

Heparin Sepharoseカラムから溶出した口ドプシンキナーゼをさらに精製し、これと同時

に、共存するATPを除去することを目的として、 MonoQカラムクロマトグラフィーを行っ

た。まずMonoQHR5/5カラムをBufferF2で平衡化(2ml/min)した。HeparinSepharoseカラ

ムから溶出したロドプシンキナーゼ画分に、その2倍容量のBufferF2を加えて試料の塩濃

度を下げ、 MonoQカラムに添加した。添加終了後、 BufferF2でカラムを洗浄した。j容出液

には溶媒A(BufferF2)と溶媒B(1MのKCIを含CBufferF2)を用い、A:Bの比率を100・0から
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50:50まで2.5%/minで上昇させて、カラムに吸着した蛋白質を溶出 (2ml/min)した。溶出液

は2mlずつ分取し、各フラクションに含まれる口ドプシンキナーゼ活性を測定した。活性

測定後、 口ドプシンキナーゼを含むフラクションは4"Cで保存した。

[2-6] Urea-washed ROSの調製

尿素を含む緩衝液で視細胞外節膜を懸濁することにより、 ロドプシンキナーゼなどの水

溶性蛋白質と膜表在性蛋白質を完全に除去することができる。そこで安容体キナーゼの活

性を測定する際の基質(口ドプシンを含む膜画分)として、以下のようにして調製したUrea-

washed ROSを用いた。なお以下の操作は全て赤色光(>670 nm)の下で行った。

視細胞外節膜(網膜100枚分に相当)を赤色光の下で調製し、5M尿素を含むBufferR(70 

川)に懸濁した。この懸濁液をホモゲナイス(3ストローク)して室温で15分間静置した後、

懸濁液に同容量の氷冷したBufferRを加えて、直ちに遠心(BeckmanL-60， 142，000xg， 30 

min)した。遠心後、上清を除去し、得られた沈澱に50mlのBufferRを加え、ホモゲナイズ

(3ストローク)した。さらに、この懸濁液を遠心し、再び上清を除去した。この一連の操作

(Buffer Rに懸濁、遠心および上清除去)を合計4回行った。このBufferRによる洗浄によって

懸濁液に含まれる尿素は完全に除去できる。最終的に得られた沈澱に8mlのBufferRを加え

てホモゲナイズ(10ストローク)し、その膜標品のロドプシン濃度を分光学的に定量した後、

アルミホイルで遮光して-800Cで保存した。これら一連の操作によって100-200μMのロド

プシンを含むUrea-washedROSが調製できた。

[2-7] sアドレナリン受容体の調製

。アドレナリン受容体の精製(Benovic，1990; Kameyama et al.， 1993)は、東京大学医学

部脳研究施設芳賀達也教授ならびに芳賀利子先生の御指導のもとに行った。また、以下の

操作は特に断らない限り、 4"Cで行った。

[2-7-1]ウシ肺の膜函分の調製

ウシ肺は、芝浦臓器株式会社(東京)において購入し、氷冷した状態で・研究室に持ち帰った。

ウシ肺(約3.8kg)から太い血管や表層の脂肪組織などを切除し、5-10cm の大きさに細切

した。この肉断片をひき肉機によりミンチ状にし、4LのBufferLに懸濁してワーリ ングブ

レンダー(Waring社)により細切処理した (10secx3回)。得られた懸濁液をポリトロン型ホ

モジナイザー(ヒスコトロン，日音医理化器械製作所)により最高速(30，000rpm)で撹持 ・破

砕 (30sec x 3回)した後、遠心(TOMYXRX-200， 200xg， 10 min)して上清を回収した。得ら

れた沈殿を再び4LのBufferLに懸濁して同じ操作を繰り返し、1回目の上清と併せた。これ

ら2回分の上清を2層のガーゼでフ溜過した後、得られたi虐液を遠心 (HITACHISCP70H， 
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188，000xg， 15 mim)した。遠心後、沈殿をBufferL (約800ml)に懸濁し、ポリ卜口ン型ホモ

ジナイザーにより撹梓・破砕 (20sec)した。この懸濁液を遠心 (HITACHISCP70H， 

188，000xg， 45 mim)した後、上清を除去した。得られた沈殿を再度、 BufferL (約500ml)に

懸濁し、 ポリトロン型ホモジナイザーによる破砕処理 (20sec)を行った後、この懸濁液は

ウシ肺膜画分として-800Cで保存した。 これら一連の録作により約8000pmolのpアドレナ

リン受容体を含む膜画分(500ml)が得られた。

[2・7-2]sアドレナリン受容体の精製

・800Cで保存しておいたウシ肺膜画分(5000pmolのpアドレナリン受容体を含む画分)を、

40Cで解凍し、低濃度(0.3%)のジキ卜ニンを含むBufferG (1.5 L)に懸濁した。この懸濁液

を30分間撹持した後、遠心 (HITACHISCP70H， 106，000xg， 20 min)した。遠心後、上清を

除去して沈殿を回収した。この操作では、9アドレナリン受容体は可溶化されず、大部分の

膜表在性蛋白質を上清として除去できる。このようにして得られた沈殿に1%(w/v)のジキ

卜ニンおよび0.13%(wiv)のコール酸ナトリウムを含むBufferG(1.5 L;この緩衝液を以下、

high-digitonin bufferと呼ぷ)を加え、ポリ卜口ン型ホモジナイザーで懸濁した後、スターラー

を用いて撹持した(60min)。この懸濁液を遠心(HITACHISCP70H， 188，000xg， 45 min)し、

可溶化された日アドレナリン受容体を含む水溶性画分を回収した。この可溶化画分はひき続

いて、Sepharose-alprenololアフィニティカラムクロマトグラフィーに供した。

sepharose-alprenololアフィニティカラムクロマトグラフィー

9アドレナリン受容体はアンタコニストであるalprenololと特異的に結合するので、

Sepharose 4B (Pharmacia)にalprenololを共有結合させたアフィニティカラム(Sepharose-

alprenololカラム)によりpアドレナリン受容体を選択的に単離することができる(Benovic，
1990)。なお、Sepharose-alprenololアフィニティ担体は東京大学医学部脳研究施設の芳賀

和子先生に作製して頂いた。

まず、 Sepharose-alprenololカラム(44mmlD x 330 mm)をhigh-digitoninbufferで平衡化

(60 ml/h)した後、上記の可溶化画分の全量を添加(60ml/h)した。添加終了後、BufferA 1 (約

120 mり、引き続きBufferA2(約800mりでカラムを洗浄した。その後再び、BufferA1 (約500

川)によってカラムを充分に洗浄した(60ml/h)。洗浄終了後、このカラムの溶出口側に

Phenyl Sepharoseカラム(14mmlD x 65 mm; Pharmacia)を連絡し、100μMのalprenololを

含むBufferA1を添加した(40ml/h)。この操作により、Sepharose-alprenololカラムに吸着し

ていた9アドレナリン受容体は担体から遊離し、連絡したPhenylSepharoseカラムに吸着

する。そこで次に、この連結カラムを分離してから、PhenylSepharoseカラムを0.01%(w/ 

v)のdigitoninを含む10mM Tris buffer (pH 7.4 at 40C)で洗浄した。洗浄後、このカラムの溶

出口側に、今度はDEAESephacelカラム(7.5mmlD x 30 mm; Pharmacia)を連結し、 1.0% 
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(w/V) digitoninおよび1μMalprenololを含む10mM Tris buffer (pH 7.4 at 40C)で溶出(40ml/ 

h)した。この操作により、PhenylSepharoseカラムに吸着していた日アドレナリ ン受容体は

遊離し、 連結したDEAESephacelカラムに吸着する。そこで、この連結カラムを分離して

から、 DEAESephacelカラムをBufferDで洗浄した(自然流速)。洗浄後、0.5M のNaCIを含

むBufferDを用いて溶出した(自然流速)。溶出液は200μ|ずつ分取し、各フラクショ ンに含

まれる日アドレナリン受容体濃度を定量した後、sJ7ドレナリン受容体を含むフラクション

は-800Cで保存した。これら一連の録作によって、5000pmolの戸アドレナリン受容体を含

む膜画分から約800pmolの日アドレナリン受容体を単離することができた。

日アドレナリン受容体のリン脂質膜への再構成

精製したPアドレナリン受容体は、リン脂質膜 (phosphatidylcholine: phosphatidylinositol 
cholesteryl hemisuccinate = 2 : 2 : 1)に以下のようにして再権成した。まず、DEAE

Sephacelカラムから溶出した日アドレナリン受容体 (45pmoりを含む画分を、BSA(終濃度

0.5 mgl州)、(ー)isop附 erenol(終濃度0.1mM)、sodiumdeoxycholate(終濃度0.09%(w/v))、

sodium cholate(終濃度0.02%(w/v))および0.3mgのリン脂質を含むHENbufferと混合した

(最終液量2001_11)。さらに、SephadexG50 Fineカラム(7.5mmlD x 45 mm; Pharmacia)を

HEN bufferで平衡化した後、上記の懸濁液の全量をカラムに添加した。添加終了後、HEN

bufferを用いて溶出し、voidvolumeカら400凶(日アドレナリン受容体を含む菌分)を回収し

た。この操作により 、。アドレナリン受容体はリン脂質膜に再構成される。

[2-8]受容体キナーゼによる受容体のリン酸化反応

以下の操作は、特に断らないかぎり40Cで行った。まずプラスチックチューブlこTween

80(終濃度0.002%(v/V))を加えてvo同exミキサーで撹祥し、チューブをTween80でコー卜し

た。ここに、赤色光(>670 nm)の下でUrea-washedROS (ロドプシンとして終濃度20μM)

を加えた後、各チューブを遮光した。その後、オレンジ色光(>540 nm)の下で遮光を外し、

ロドプシンに光照射すると同時に、ここへロドプシンキナーゼおよひ:[y_32P)ATP(終濃度0.2

mM)を加えて反応を開始した(反応液組成 50mM Tris-HCI， 6 mM MgCI2， 5.04 mM EGTA， 

0.02 % (v/v) Tween 80， 0.2 mM [y-32P)ATP; pH 7.9，最終液量50μ1)。反応液中の遊離Ca2+濃

度は、CalEGTA Bufferにより設定した。反応液を250Cで4分間インキュベー卜した後、

100μlのSDS-PAGEサンプル溶液を添加して反応を停止し、そのうちの40μlをSDS-PAGE

に供した。SDS-PAGE終了後、ゲルの染色・脱色を行い、つづいてゲルを完全に乾燥した。

その後イメージアナライザー(FUJIXBAS MAC1000)を用いて、ロドプシンのバンドに含ま

れる放射活性cf2p])を測定し、ロドプシンのリン酸化量を推定した。同様の方法により、。
アドレナリン受容体キナーゼによるロドプシンのリン酸化量も推定した。

一方、ロドプシンキナーゼによる日アドレナリン受容体のリン駿化反応は以下のように し
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て行った。ロドプシンキナーゼは自己リン酸化する蛋白質であり (Buczylkoet a/.， 1991)、

自己リン酸化型ロドプシンキナーゼとpアドレナリン受容体はSDS-PAGEにおいてよく似
た易動度を示す。そこで、受容体のリン酸化反応中にロドプシンキナーゼが32p標識される

のを最小限に抑える 目的で、反応に先立って放射性同位元素で標識されていないATP(終濃

度50nM)とロドプシンキナーゼをインキュベー卜(25"C， 120 min)して口ドプシンキナーゼ

をまずリン酸化した。次いで、この自己リン酸化型ロドプシンキナーゼ(終濃度8nM)を9

アドレナリン受容体(終濃度3.6nM)と混合し、[y_32PJATP(終濃度5.0μM)を加えて反応を開

始した(反応液組成 50mM Tris-HCI， 6 mM MgCI2， 5.04 mM EGTA， 0.5 mg/ml ovalbumin， 

0.001 % (v/v) Tween 80， 10μM(ー)isoproterenol，5.0μM [y_32PJATP; pH 7.9，最終液量50μ1)。

反応液中の遊離Ca2φ濃度は、Ca/EGTABuffedこより設定した。反応、液を250Cで30分間イ

ンキュベートした後、950μlの氷冷したEDTA溶液(20mM Tris-HCI， 30 mM EDTA， 5 mM  

EGTA， 250 mM  NaCI; pH 7.9)を添加してリン酸化反応を停止した。反応停止後、この反応

液を遠心 (BeckmanOptima TL， 436，000xg， 60 min at 40C)し、反応中lこ32p標識されたロ ド

プシンキナーゼを含む上清を除去した。得られた沈殿には32p標識されたリン酸化型日アド

レナリン侵容体が含まれているので、この沈殿をSDS-PAGEサンプル溶液で可溶化して

SDS-PAGEに供した。SDS-PAGE終了後、ゲルの染色・脱色を行い、つづいてゲルを完全

に乾燥した。その後イメージアナライザー(FUJIXBAS MAC1000)を用いて、日アドレナリ

ン受容体のバンドに含まれる放射活性([32p])を測定した。

一方、pアドレナリン受容体キナーゼ(終濃度1.7nM)によるPアドレナリン受容体のリン

酸化反応は、上記の実験に若干の変更を加えて行った。 つまり 、反応の停止は、 SDS-

PAGEサンプル溶液を添加することにより行った。また、日アドレナリン受容体キナーゼと

日アドレナリン受容体はSDS-PAGEにおいて易動度が異なるので、上述した遠心操作(キナー

ゼと受容体の分離)は行わずに直接オートラジオグラフィーに供した。これらの点を除いて、

他は全て上記の方法に従った。

[2-9] Ca/EGTA Buffer の調製

反応液中の遊離Ca2+濃度を低く保つ場合には、 EGTAを用いた金属緩衝液が一般的に用い

られる。様々な反応液の条件において、その反応液中の遊離Ca2+濃度を目的の設定値に保

つため、一定濃度のEGTAに対して加えるCa2づ農度を変化させた。この場合、 EGTA溶液と

Caq溶液を反応液に添加すると、EGTAからプロトンが放出して反応液のpHは低下する。

そこで、以下のような緩衝液を用いた(Tsien& Pozzan， 1989)。

KρaEGT A Buffer 

超純水lこCaC03(終濃度50mM)、KOH(終濃度90mM)およびEGTA(終濃度50mM)を加え、

CaC03を完全に溶解するまで煮沸した。室温にもどした後、丁目(終濃度500mM)を加えて
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pHを7.9に調整した。

Ktl2EGT A Buffer 

超純水にEGTA(終濃度50mM)およひ'Tris(終濃度500mM)を加え、KOH溶液を用いてpH

を7.9に調整した。

上記の2つの溶液はどのような比率で混合しでも、混合液のpHは7.9に保持される。そこ

で、反応液中の遊離Ca2+濃度を調節する時には、EGTAとCa2+が目的の濃度になるように上

記の二つの緩衝液の混合比を変化させて反応液に加えた。反応液中の遊離Ca2+濃度の計算

は、 Caldwell(1970)およびMartell& Smith (1974)に従い、 rCa-EGTA緩衝液における遊灘

カルシウムイオン濃度を計算するプログラムJ(洲崎敏伸， 1987)を用いて行った。

[2-10]提供された試料

三量体G蛋白質日γサブユニット

ブタ脳から三量体G蛋白質を単離し、さらにGi，GoおよびGsをそれぞれ分離した。その

後、Gs函分からsyサブユニットを精製した(Haga& Haga， 1992)。

日アドレナリン受容体キナーゼ

ウシsARK1cONAをSf9細胞で発現させた後、日ア ドレナリン受容体キナーゼを精製した

(Kameyama et al.， 1993)。

以上の2つの蛋白質は芳賀達也教授(東京大学医学部脳研究施設)に分与して頂いた。

[2・11] その他の方法

[2-11・1]SOSポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SOS-PAGE)

蛋白質の電気泳動は基本的にLaemmli(1970)の方法に従い、13%アクリルアミドゲルを

用いて行った。

[2-11之]霊白質定量法

ロドプシンおよびPアドレナリン受容体以外の霊白質の定量は、BSAを標準蛋白質と し、

Bradford (1976)の方法に従って行った。ロドプシン濃度は、吸収極大波長(498nm)におけ

るロドプシンのモル吸光係数を40，600/M/cmとして、0.1Mヒドロキシルアミン存在下にて

光退色前後の差吸収スペクトルから求めた。

日アドレナリン受容体の定量は、アンタコニス卜であるdihydroalprenolol(OHA)と特異的に

結合することを利用して、受容体標品への[3H]OHAの結合量から求めた(Benovic，1990)。
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[2-11-3]質量分析

質量分析は全て、大阪大学蛋白質研究所有機化学部門、下西康嗣教授ならびに高尾敏文

助教援の御協力のもとに行った。

リカバリンのN末端ペプチドの質量分析は、質量分析計JMS-HX100(Jeoりを用いたFAB

質量スペクトルの測定によって行った。

[2・11-4]リカバリンの蛍光測定

蛍光分析は、川戸佳教授(東京大学総合文化研究科広域科学専攻)の御好意で蛍光分光光

度計F-3000(HITACHI)を使用させて頂いて測定した。



3.結果

r N末端の不均一な脂肪酸情造がリカバリンの機能に及ぼす効果 j

[3-1] N末端の脂肪酸惰造の異なるリカバリンの分離

リカバリンは、精製過程において用いたPhenylSepharoseカラムおよびMonoQカラムか

らは単一のピークと して溶出される。しかしながら逆相カラムによって、リカバリンが3つ

のピークに分離することを見出した(図5)03つのピークを分取してSDS-PAGEで分析した

ところ、いずれも26kDaの単一バンド見られ、リカバリンのみを含んでいたため(図5内挿

図)、 N末端構造の異なる4種類のリカバリンが三成分に分離したのではないかと考えた。そ

こで、これら三成分を、逆相カラムから溶出した111買にp1-p3と名づけ、情造解析を以下のよ

うに進めた。なお、精造解析はN末端に焦点を絞った。リカバリ ンのN末端から数えて11残

基目はグルタミン酸であり、 V8プロテアーゼ(Staphylococcusaureus V8 protease)を用い

てリカバリンを切断すると比較的短いN末端断片が得られると予想された。そこで、 p1-p3

に含まれるリカバリンをそれぞれV8プロテアーゼによって完全消化し、逆相HPLCによっ

て消化断片を分離した。図6に示すように、ピークp1、p2およびp3それぞれの消化断片の

分離パターンはほぼ相似形を示したが、図中でN1、N2およびN3と名付けたペプチドの溶

出位置のみが異なることが判明した。これらのピークを回収し、エドマン分解に供したが

耐性であったことから、いずれもN末端がブロックされたペプチドであると考えられた。

つまりN1、N2、N3はいずれもリカバリンのN末端に由来するペプチド(GNSKSGALSKE)

であることが強く示唆された。

そこでこれらの繕造を明らかにするためにペプチド州、 N2およびN3のFAB質量スペク

トルを測定した(Fukadaet al.， 1990)。この測定においては、イオン化した試料を正イオン

モードで検出している [(M+Htlので、実際のペプチドの質量 [Mlは観測された値(m/z)より

1マスユニット小さい。図7に示した質量スペク トルより、N1は質量1258.9と1282.9の2つ

のペプチドの混合物、 N2は1284.8の質量を持つぺプチド、 N3は1286.9の質量をもつペプ

チドであると考えられた。ここで、 N3の質量(1286.9)はリカバリンのN末端11残基

(GNSKSGALSKE)にC14:0(ミリスチン酸)が結合していると仮定した場合の計算質量

(1286.8)と一致する。一方、 N2はN3に比べて質量が2だけ小さいことからアルキル鎖部分

に二重結合を1つ持つ不飽和脂肪酸 C14:1が結合したものであると考えられた。またN1の

一方の成分はN2よりさらに質量が2だけ小さいC14:2が結合したペプチド(計算質量 1282.7)

であり、他方の成分はN3より質量が28小さいことからアルキル鎖部分の炭素数が二つ短い

飽和脂肪酸C12:0(ラウリン酸)が結合したペプチド(計算質量 1258.7)であると考えられた。

この一連の情造解析によって、N末端脂肪酸構造の異なる4種類のリカバリンは逆相HPLC
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によって三成分にまで分離できたと結論した。つまりまとめると、 p1はC14:2がN末端に結

合したリカバリンとC12:0カ川末端に結合したリカバリンの混合物、 p2はC14:1がN末端に

結合したリカバリン、さらにp3はC14:0がN末端に結合したリカバリンと結論できた(図的。

p1、p2およびp3のピーク面積値から判断すると、 4種類のリカバリンアイソフォームの組

成比は、 29%(C14:2-/C12:0噂リカバリンの和)、 28%(C14:1-リカバリ ン)および43% 

(C14:0ーリカバリン)と推定できた。



図5 逆相HPLCによるリカバリンの分離

リカバリンは視細胞舛節からEGTAを用いて抽出し、さらlこPhenylSepharoseカラムおよび

MonoQカラムを伺いて精製した(方法の項 [2-3]参照)。このリカバリンを逆相カラム(Cosmosil

5C，s-P-300)に添加した後、 0.05%TFAを含む超純水(溶媒A)と0.05%TFAを含むアセトニトリル(溶
媒B)の混合比率を直線的に変化させる濃度勾配で溶出した(溶媒A:溶媒Bの混合比は、 90:10(0分)→

60:40(5分)→30:70(35分);流速1ml/min)。図に示した3つのピーク(p1、p2、p3)をそれぞれ分取し、

SDS-PAGEに供した(内挿図)。
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図6 三成分に分離したリカバリンのV8プロテアーゼによる消化断片の分離

60μgのリカバリンを逆相HPLCによって分離し(図5参照)、それぞれのピ ク(p1、p2およびp3)

を回収した。これらを凍結乾燥した後、 V8Buffer(23μ1)に溶解し、それぞれに1.5凶のV8プ口テアー

ゼ(2μ1)を加えて300Cで40分間インキュベー卜した。これらの消化断片をそれぞれ逆相カラム

(Cosmosil 5C，a-P-300)に添加した。溶出液には0.05%TFAを含む超純水(溶媒A)と0.05%TFAを含
むアセトニトリル(溶媒B)を用いて、溶媒Bの濃度を10%(0分)から70%(60分)まで1%Iminで連続

的に変化させて溶出した(流速 1ml/min)。
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図7 リカバリンのN末端フラグメントのFAB質量スペクトル

逆ヰ目HPLC(図的によって分献したN末端フラグメント(N1、N2およびN3)のFAB質量スベクトルを

測定した。パネルは上から順にN1、N2およびN3の質霊分析の結果である。測定されたN1、N2お

よひ'N30)m々 値は、各シグナルの上部に示した。これらの観測値から推定された梢造は各パネルの

内部に示した。
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図8 逆相HPLCによって分離した三成分のリカハリンのN末端脂肪酸構造

詳細は図5参照。図7の結果より推定された三成分のリカバリ ン(p1、p2、p3)のN末端脂肪酸梅造

を各ピークと対応させて示した。

27 



L 

[3・2]N末端脂肪酸の異なるリカバリンのCa2+結合能

[3-1]で示したように、 N末端の修飾脂肪酸が異なるリカバリンを三成分にまで分離す

ることができた。これら三成分をそれぞれ分取し、遠心乾燥により濃縮した後、Rv透析

Bulferに対して透析して溶媒の交換を行った。これら一連の操作によって、 250枚の網膜か

ら、 N末端の修飾構造の異なる三成分のリカバリンをそれぞれ200-250叩単離で・きた。こ

れら三成分のリカバリンがいずれもCa2+結合能を保持していることを確認するために、次

に蛍光スペクトルを測定した。リカバリンのトリプ卜ファン残基に由来する蛍光エミッショ

ンスペクトルを測定すると、 Ca2+の結合にともなって蛍光スペクトルが長波長シフ卜する

ことが知られている(Dizhooret al.， 1991)。そこで、三成分に分離した各リカバリン試料と

分離前のリカバリン試料の蛍光スペクトルを測定した。まず、各リカバリン(p1、p2および

p3;それぞれ終濃度0.3μM)にCalEGTABulferを加えてCa2+濃度を8.0μM(高Ca2づ震度:図9

ではHと略)または0.1μM(低Ca2+濃度 Lと略)に設定した。これら三種類のリカバリン溶液

を291nmの光で・励起し、試料からの蛍光を300nmから450nmまで測定した(図9)。逆相

HPLCによって分離する前のリカバリンの蛍光スペクトルを測定すると(パネルA)、遊離

Ca2+濃度を上昇させることによってエミッションスペクトルが長波長シフトする現象が観

察された。極大波長は326nmから334nm~こシフ卜している。これと全く同様の長波長シ

フトが"p1、p2およびp3試料でも観察された(パネルB-D)。つまり逆相HPLCによって分離し

た各リカバリン試料はCa2+の結合能を保持しており、 Ca2+の結合に伴つでほぼ同様の情造

変化が起ることが確認された。
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図9 リカバリンの卜リプ卜ファン残基に由来する蛍光エミッションスペクトル

リカバリン(終濃度0.3μM)とCa/EGTABufferを混合し(合計3ml)、試料の遊離Ca2+濃度を8.0

450 

μM(高Ca2+濃度;H)もしくは0.1μM(低Ca2+濃度;L)に設定した。この試料を波長291nmの光て、励起

し、蛍光エミッションスペクトルを波長300nmから450nmまで測定した。各パネルは、 HPLCに

よって分離する前のリカバリン(パネルA)、p1(パネルB)、p2(パネルC)およびp3(パネルD)のスベク

トルを示している。
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[3-3J N末端の脂肪酸権造がリカバリンの機能に及ぼす影響

前述したように、リカバリンはCa2+濃度依存的にロドプシンのリ ン酸化反応速度を調節

する(Kawamuraet al.， 1993)。そこで、リカバリンのN末端脂肪酸構造の遣いによって機能

がどのように変化するかを検討した。具体的には、逆相HPLCによって分離精製した三成

分のリカバリン(C14:0-リカバリン、C14:1-リカ1¥リン、C14:2-/C12:0-リカバリン)を、 ウ

シ網膜から精製したロドプシンキナーゼおよびUrea-washedROSと再僑成し、ロドプシン

のリン酸化反応に及ぼす各リカバリン画分の効果を調べた。

まず、リン酸化反応を抑制するリカバリンの濃度依存性を検討した(図10)0Urea-

washed ROS(ロドプシンとして終濃度20μM)、口ドプシンキナーゼ(終濃度40nM)および

各リカバリン画分(終濃度 1，2，4，6または8μM)を混合し、反応液中のCa2φ濃度を0.2μMも

しれま1.5μMtこ設定した。各反応液の口ドプシンのリン酸化反応の初速度を測定 した結果、

低Ca2+濃度(0.2μM)で・は、リカバリンを高濃度まで加えでも、ロドプシンのリン酸化速度

はほとんど影響を受けなかった(図10，白抜きシンボル)。これに対して、Ca2+濃度が高い時

(1.5μM)には、リカバリンの濃度に依存してリン酸化反応が顕著に抑制された(図10，黒塗

りシンボル)。興味深いことに、三成分のリカバリンの間で抑制効果(抑制の最大値)が異なっ

ており 、リン酸化反応を抑制する強さは、C14・0->C14:1->C14:2-/C12:0-リカバリンの順

序であった。リカバリンを精製する過程で、部分的にリカバリンが失活する可能性はある

が、上記のリカバリン活性の差は各リカバリンの失活の度合が異なることに由来するもの

ではなし、。なぜなら、高濃度(8μM)のリカバリン存在下においては、リン酸化反応は充分

に阻害されてプラ卜ーに達している。この状態においてもなお、抑制の強さは三成分の聞

で異なっているからである。

さらに、 N末端脂肪酸の異なるリカバリンがCa2+tこ対して異なる親和性を示すか否かを検

討するため、リン酸化反応に対する抑制効果のCa2づ農度依存性を調べた(図11)。なお、こ

の実験においては、リカバリンの濃度を一定(終濃度で1.511M)にした。ます、 Urea-

washed ROS(ロドプシンとして終濃度20μM)、ロドプシンキナーゼ(終濃度40nM)および

各リカバリン函分(終濃度1.5μM)を混合し、反応液中のCa2+濃度を0.3μMから1.5μMの聞

で変化させた。各反応液のロドプシンキナーゼ活性を測定した結果、三成分のリカバリン

は、全て同じCa2+濃度範囲(0.4μM-0.8~M)においてロドプシンのリン酸化反応を抑制し 、

非常に類似したCa2+濃度依存性を示した(図11)。事案、 50%の抑制活性を示すCa2+濃度は、

それぞれ0.53μM(C14:2・/C12:0-リカバリン)、 0.56μM(C14:1-リカバリン)および0.53μM

(C14:0-リカバリン)であり、大きな差異は認められなかった。以上の結果から、(i)リカバ

リンの2つのCa2+:結合部位のCa2+tこ対する親和性やその協同性には脂肪酸の構造は大きな影

響を与えないこと、(ii)ロドプシンのリン酸化反応を抑制する最大活性は三成分の聞で異な

ること、か‘日月らかになった。
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図10 ロドプシンのリン酸化抑制効果に友ぽすリカバリンのN末端脂肪酸構造の影響

Urea-washed ROS(ロドプシンの終濃度として20μM)、ロドプシンキナーゼ(終濃度40nM)、各リ

カバリン(C14:2-/C12:0-リカバリン[0・]、C14・1-リカバリン[ム.liii0.]もしくはC14:0・リカバリン[口

・];終濃度1，2，4，6または8μM)およひ:[y_32P]ATP(終濃度0.2mM)を混合し(総液量50111)、250Cでリ

ン敵化反応を行った。反応液中の遊離Ca2+濃度は、Ca/EGTABuffer(こよって0.2μM(白妓きシンボ

ル)または1.5μM(黒塗りシンボル)に設定した。グラフは、口ドプシンのリン酸化反応の初速度(縦

軸)をリカバリン濃度(横軸)に対してプロッ卜した。全ての点、は、独立した4回の実験結果の平鈎値

:ts. Dとして表示した。
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Urea-washed ROS(ロドプシンの終濃度として20μM)、ロドプシンキナーゼ(終濃度40nM)、各リ

カバリン(C14:2-/C12・0-リカバリン[・]、 C14:1-リカバリン[企]もしくはC14:0-リカバリン[・];終濃

度1.5μM)および[y_32p]ATP(終濃度0.2mM)を混合し、リン酸化反応を様々な遊離Ca2+濃度で行った。

グラフは、ロドプシンのリン酸化反応の初速度(縦軸)を遊離Ca2+濃度(機軸)に対してプロ ットした。

全ての点は、独立した3回の実験結果の平士宮値:tS.Dとして表示した。また各点、は最小二乗法を周

いてHillの式に近似し、その近似曲線を示した。
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[3-4J N末端の指肪酸構造がリカバリンの膜結合性に及ぼす影響

これまでの結果、脂肪酸の構造はロドプシンのリン酸化反応を抑制する強さ(最大活性)を

調節していることが明らかになった。それでは、リカバリンN末端の脂肪酸権造の違いに

よってなぜリン酸化抑制の強さに違いが現われるのだろうか。ここで注目すべきことは、

この最大活性の順序が各脂肪酸の疎水性の強さの順序(CI4:0>CI4:1>CI4:2 ~ CI2:0; 

Heukerolh et al.， 1988)と一致することである。N末端脂肪酸がリカバリンを細胞膜につな

ぎとめる膜アンカーとして働くというモデル(Dizhoorel al.， 1993)を考え併せると、N末端

脂肪酸がリカバリンと視細胞外節膜との親和性を調節し、その結果としてリカバリンの機

能が修飾されている可能性がある。そこで次に、三成分のリカバリンと外節膜との親和性

に及ぼすN末端構造の影響を調べた(図12)。まず、一定量のリカバリン(2ドM;4種類のリカ

バリンアイソフォームの混合物、方法の項 [2-3J参照)と様々な濃度の外節膜を混合した

後に遠心し、上清に含まれる(つまり、外節膜に結合しなかった)リカバリンを回収した。

さらに、このリカバリンを逆相HPLCによって三成分に分離して、それぞれを定量した。

外節膜に結合しなかった各リカバリン量を3ピークの面積値から算出し、反応液に加えた全

量から差し引くことによって膜結合量を求めた。この結合量を加えた外節膜の量(ロドプシ

ン濃度で表示)に対してプロッ卜したのが図12である。その結果、いずれの画分のリカバリ

ンも外節膜と結合したが、 CI4:0->CI4:1->CI4:2-/CI2:0-リカバリンという 111買で膜結合性

に顕著な差が見られた(図12)。この順序はリカバリンの抑制活性の順序(図10，11)と一致し

ており、リカバリンの膜結合性とリン酸化反応の抑制活性が深く連関していることが示さ

れた。
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リカバリンと外節膜との結合に及ぼすN末端の脂肪酸構造の影響

リカバリン(~重のアイソフォームの混合物として終濃度2 ~M、方法の項 [2-31 参照)を Urea-

washed ROS(口ドプシンの終濃度として0，10，20，40または60μM)と混合し、混合液の遊離Ca2+濃

度を5.6μMに設定した(総液量50μ1)。この反応液を250Cで4分間インキュベートした後に遠心し、

遠心上清(25~I) を回収した 。 以上の操作は全て暗黒下で行なった。 その後、遠心上清を逆相HPLC

に供した(方法の項 [2-41参照)。逆相HPLCによって分離した三成分のリカハリンのピーク面積(相

対値)を算出し、反応液に加えたリカバリンの総量(外節膜を加えなかった場合の上清の3ピークの各

面積値)から差し引いた。このようにして推定した各アイソフォームの膜結合量を反応液に加えた

外節膜の量(横軸.口ドプシンの濃度として表示)に対してプロッ卜した。

図12
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Iリカバリンの作用機構と膜結合性の役割j

リカバリンはN末端の脂肪酸を介して、Ca2+濃度依存的に細胞膜と結合するが、この膜結

合性の役割は明らかになっていない。リカバリンを大腸菌で発現させると、アシル化され

ていない来修飾のリカバリンが生成し、この未修飾のリカバリンは細胞膜と結合できない

(Zozulya & Stryer， 1992)が、ロドプシンのリン酸化反応を抑制できる(Kawamuraet al.， 

1994)。しかし、ミ リスチル化リカバリ ンと比べると、未修飾のリカバリンの活性は著しく

低下する(Chenet al.， 1995)。また、本論文の前節で示したように、N末端の疎水性はリカ

バリンの活性と強い相関関係がある。これらのことを考え併せると、リカバリンの膜結合

はリカバリンの燐能発現に重要な役割を担っていると推察できる。つまり、外節膜と結合

することによって、リカバリンと標的蛋白質との親和性が上昇すると考えれば¥上記の現

象がうまく説明できる。そこで、リカバリンの膜結合の役割を解析すると同時に、リカハ

リンの作用織梅の解明を試みた。

[3-5] リカバリンの標的蛋白質の同定

図10や図11で示したように、精製したリカバリン、ロドプシンキナーゼおよびロドプシ

ンを含むUrea-washedROSを再構成した系において、 Ca2+.結合型リカバリンはロドプシン

のリン酸化反応を抑制した。この結果から、リカバリンの標的蛋白質はロドプシンもしく

はロドプシンキナーゼのいずれかであると推定できる。さらに、Ca2+結合型リカバリンは

外節膜と結合することから、リカバリンの標的蛋白質はロドプシンではないかと予想され

たが、以下の実験によりリカバリンの標的蛋白質は口ドプシンキナーゼであることが明ら

かになった。

口ドプシンキナーゼを含むG蛋白質共役受容体キナーゼ (Gprotein-coupled receptor 

kinases; GRKs)は、現時点で6つのグループに分類できる(表1;Inglese et al.， 1993)0 in 

vitroにおいては、ロドプシンキナーゼ(GRK1)は日アドレナリン受容体を含む数種類のG蛋白

質共役受容体をリン酸化できる。逆に、 GRK2-GRK6は口ドプシンを含むいくつかの受容

体をリン酸化するので、生体内では起こらない交差反応をinvitroで行わせることができる。



表1G蛋白質共役受容体キナーゼ(GRKs)の特徴

(Inglese et al. [1993] Table 1より改変)

* サブタイプ キナーゼの名称 in vitroでの基質

GRK1 Rhodopsin Rh， s2AR 
kinase 

GRK2 sARK1 Rh， s2AR， M2AChR，α2AAR， SPR 

GRK3 sARK2 Rh， s2AR， M2AChR， SPR 

GRK4 IT・11 ワ

GRK5 Rh， s2AR 

GRK6 Rh， s2AR 

*Rh.ロドプシン;s2A円.132・アドレナリン受容体;α2AAR.α2Aーアドレナリン受容体;

M2AChR，M2ムスカリン性アセチルコリ ン受容体;SPR，サブスヲンスP受容体

Gsy依存性

+ 

+ 

そこで、ロドプシンキナーゼおよび日アドレナリン受容体キナーゼ1(sARK1)カヘ、ずれも、

ロドプシンと9アドレナリン受容体をリン酸化する(Benovicet al.， 1986)ことに着目し、。

ARKによるロドプシンのリン酸化反応にリカバリ ンがどのような影響を及ぼすか調べた(図

13)0 Urea-washed ROS(口ドプシンとして終濃度20μM)とsARK(終濃度40nM)を混合し、

反応液中のCa2。濃度を100nMもしくは1.7μM(こ設定した。各反応液のロドプシンのリン酸

化反応の初速度を測定した結果、 sARKによるロドプシンのリン酸化反応速度は、Ca2令およ

びリカバリンによって全く影響を受けなかった(図13，白抜きバー)。また、 ロドプシンキナー

ゼとは異なり、。ARKは三量休G蛋白質syサブユニット(Gs叫によって活性化されることカf

知られている(Haga& Haga， 1990; Pitcher et al.， 1992)。そこで、ブタ脳由来のGsy(終濃度

400 nM)を反応液に加え、先程と同様にsARKによるロドプシンのリン殴化反応を行った(図

13，網掛けパー)。この場合、Gsザコ添加によりロドプシンのリン酸化反応速度は全ての条

f牛において上昇したが、この反応もまたCa2+/リカバリンによって全く影響を受けなかった。

次に、 0アドレナリン受容体を各キナーゼによってリン酸化した場合の結果を図14に示し

た。この場合、先程とは対照的に、 ロドプシンキナーゼによる日アドレナリン受容体のリン

酸化反応が、 Ca2+結合型リカバリンによって67%まで抑制された(図14，黒塗りバー)。一方、

sARKによる戸アドレナリン受容体のリン酸化反応は、 Ca2+/リカバリンにより影響を受けな
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かった(図14，網掛けバー)。以上、図13と図14の結果をまとめると、リカバリンによるリ ン

酸化反応の抑制が観察されるのは、受容体キナーゼとしてロドプシンキナーゼを用いた場

合のみであり 、基質である受容体の種類には依存しないと結論できた。このことは、リ カ

バリンがロドプシンキナーゼと特異的に相互作用し、その結果として受容体とロドプシン

キナーゼとの会合が悶害されたことを示している。
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図13 受容体キナーゼによるロドプシンのリン酸化反応速度に及ぼす

Ca2+/リカバリンの効果

口ドプシンキナーゼ(終濃度16nM; RK)もしくは日アドレナリン受容体キナーゼ(終濃度40nM; 

sARK)をUrea-washedROS (口ドプシンの終濃度として20μM)と混合し(総液量50μ1)、

リカバリン非存在下(ー)もしくはリカバリン存在下(+:終濃度6μM)でリン酸化反応を行った。sARK

により 口ドプシンを リン酸化する場合、G蛋白質向サブユニットを添加した条件(400nM; sARK + 

Gsy)でも行った。反応液中の遊離Ca2+濃度は、 Ca/EGTABuffer によって0.111M (L)または1.7μM

(H)に設定した。ロドプシンのリン酸化反応の初速度は、独立した2回の実験結果の平鈎値とエラー

パーで示した。
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受容体キナ ゼによる9アドレナリン受容体のリン酸化反応速度に及ぼす

Ca2+jリカバリンの効果

図14

リン脂質膜に再織成した戸アドレナリン受容体(終濃度3.6nM)にロドプシンキナーゼ(終濃度8nM; 

RK)もしくはpアドレナリン受容体キナーゼ(終濃度1.7nM; sARK)を加え(総液量50111)、リカバリン

非存在下(ー)もしくはリカバリン存在下(+・終濃度6μM)でリン齢化反応を行った。sARKによるリン

酸化反応はGsy存在下(400nM; sARK + Gsy)で行った。反応液中の遊離Ca2+濃度'j:、Ca/EGTA

Buffedこよって0.1μM(L)または1.7μM(H)に設定した。sARKおよび口ドプシンキナーゼによるリ

ン酸化反応の初速度はそれぞれ独立に、リカバリン存在下でCa2+濃度0.1μM(Lの条件)'こおけるリン

酸化速度を1.0として相対値(独立した2回の実験結果の平均値とエラーパー)で示した。なお、リカ

バリン存在下でCa2+濃度0.111Mにおけるリン酸化反応の初速度はそれぞれ、2.25:t0.07(RKの場

合)および7.86土0.02(sARK + Gs"flコ場合)mmol moi"' min"であった。
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[3-6J リカバリン/ロドプシンキナーゼ複合体の膜局在

ロドプシンキナーゼは水溶性蛋白質であるが、ロドプシンの光刺激に伴って基質である

メタ11中間体と結合するため外節膜へ移行すると考えられている(Kuhn，1978)。つまり、ロ

ドプシンキナーゼとリカバリンは共に、細胞質画分と膜函分との間を移動する蛋白質であ

る。それでは、リカバリンとロドプシンキナーゼとの複合体はいす‘れの函分において、ど

のように形成されるのだろうか。 このことを調べるために、 Ca2+およびリカバリン存在下

でロドプシンキナーゼが水溶性画分に存在するのか、または膜画分に存在するのか検討し

た。本実験では、外節膜としてはUrea-washedROSを用いた。まず、 Urea-washedROS 

(口ドプシンとして終濃度20~ M) 、 口ドプシンキナーゼ(終濃度20 nM)および様々な濃度の

リカバリン (0，1または6μM)を混合して遠心し、上清(図15パネルA，網掛けハー)および

膜画分(同，黒塗りバー)に回収されたロドプシンキナーゼ活性をそれぞれ測定した。以上の

操作は、全て暗黒下で行ったのでメタ11中間体は生成しておらず、したがって口ドプシンキ

ナーゼがメタ11中間体に結合した結果として膜画分から回収されることはない。

その結果、リカバリン非存在下においては、約70%のロドプシンキナーゼ活性は、 Ca2φ

濃度によらず水溶性画分に存在した(図15パネルA，aとb)。これに対して、 1.0凶Aのリカバ

リン存在下(Ca2+濃度1.7μM)においては、63%もの口ドプシンキナーゼ活性が膜画分から

回収された(図15，c)。さらにリカバリンの濃度を増やす(6.0μM)と、膜画分に存在する口ド

プシンキナーゼは80%にも達した(図15，d)。このような膜画分への移行は、低Ca2+濃度

(0.1μM)では、過剰のリカバリン(6.0μM)が存在しでも全く見られなかった(図15，e)。ここ

で着目すべきことは、高Ca2+濃度(1.7μM)において、反応液に加えたリカバリン(6.0μM)の

約80%は水溶性画分に存在し、約20%のみが膜函分に存在することである(図15，パネルB)。

それにもかかわらず、ロドプシンキナーゼの大部分(80%)は膜画分に存在した(HネルA，d)。

もしロドプシンキナーゼが、水溶性リカバリンに対しでも、膜結合型リカバリンに対しで

も同じ親和性を示し、そのうえ複合体を形成することによって、もう一方の薗分に移行す

ることがなければ、 2つの函分におけるロドプシンキナーゼの分布はリカバリンの分布と一

致するはずである。ところが、図15で示したように、リカバリンと口ドプシンキナーゼの

局在性に大きな遣いが見られた。この原因として以下の二つの可能性が考えられる。(i)ロ

ドプシンキナーゼは水溶性リカバリンよりも膜に結合したリカバリンに対して高い親和性

をもっ。あるいは、 (ii)口ドプシンキナーゼとリカバリンが複合体を形成すると細胞膜との

親和性が上昇し、キナーゼと会合していないリカバリンよりも優先的に膜へ移行する。こ

のいずれにせよ、リカバリンとロドシンキナーゼとの複合体は、細胞膜上に局在すると結

論できた。
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図15 Ca2+およびリカバリン依存的なロドプシンキナーゼの膜移行

パネルA ロドプシンキナーゼ(終濃度20nM)、Urea.washedROS (口ドプシンの終濃度として20

μM)および様々な濃度のリカバリン(0，1.0または6.0μM)を混合し(混合液組成・ 50mM  Tris， 6.0 mM 

MgCι1 mg/ml ovalbumin， 0.004 %(v/v) Tween 80， 5.04 mM EGTA; pH 7.9 :総液量50~I) 、混合液

中の遊離Ca2+濃度をCalEGTABuffer(こよって0.1~M (L)または1.7μM(H)に設定した。この反応液

を暗黒下にて250Cで4分間インキュベー 卜した後に遠心(39，000xg，10 min at 4 oc)し、上清

(45μ1)を回収した。この上清にUrea.washedROSおよび["t32P1ATPを添加し、リン酸化反応(反応液

組成 50mM Tris， 6.0 mM MgCI2， 1 mg/ml ovalbumin， 0.002 %(v/v) Tween 80，8.0 mM EGTA， 3.6 

mM Ca2+， 7.1μMロドプシン， 0.2mM [y-32P1ATP; pH 7.9・総液量70μ1)を行って、上清(水溶性函分)

に分布したキナーゼ活性を求めた。一方、遠心操作で得られた沈殿は、上記の反応液組成と同じに

なるような溶液で再懸濁し、同様にリン般化反応を行って、沈殿(膜函分)に分布したキナーゼ活性

を求めた。これらの反応液の遊離Ca2+濃度は、 10nM以下であり、リカバリンによる口ドプシンキ

ナーゼ活性の阻害は起こらない条件である。水溶性画分(網掛けバー)および膜画分(黒塗りパー)の

キナーゼ活性(ロドプシンのリン酸化速度)は、独立した2回の実験結果の平鈎値とエラーパーで示し

た。パネルB パネルAの実験dの水溶性画分(網掛けパー)および膜函分(黒塗りパー)をSDS-PAGEに

供し、両面分に含まれるリカバリンの相対量(合計を100%とした)をクマジー染色したハンドのデ

ンシ トメトリーから求めた。
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前述したように、リカバリンとロドプシンキナーゼとの複合体は細胞膜に局在する。そ

こで、この複合体が細胞膜と結合することによって、リカバリンのリン酸化抑制活性が変

化するか否か、以下のように検討した。

反応液中の外節膜濃度を上昇させると、リカバリンの膜結合量は増大し(図12)、その結

果として、リカバリン/ロドプシンキナーゼ複合体の膜結合量も増えると予想される。した

がって、一定量のリカバリンとロドプシンキナーゼを様々な濃度の外節膜と混合すると、

膜に結合したリカバリン/ロドプシンキナーゼ複合体と水溶性(膜に結合していない)の複合

体の存在比が変化する。そこで、これら各反応液におけるリカバリンのリン酸化抑制活性

を調べることによって、複合体の膜結合がリカバリンの抑制活性にどのような影響をおよ

ぼすのか検討できる。なお本実験では、Urea-washedROSを加熱処理してロドプシンなど

の壷白質を熱変性させたboiledmembraneを、リカバリンを結合させるための膜成分とし

て用いた。また、ロドプシンキナーゼの基質として、低濃度のUrea-washedROSを反応液

に添加した。具体的には、 Urea-washedROS(口ドプシンとして1.0μM[0.038 mg/ml] )、

リカバリン(終濃度6.011M)およびロドプシンキナーゼ(終濃度20nM)を種々の濃度のboiled

membrane(O -0.76 mg/mりと混合し、高Ca2・濃度(1.7μM)下において、ロドプシンキナーゼ

によるロドプシンのリン酸化速度を測定した。その結果、リカバリン(6.0μM)存在下では、

boiled membrane の濃度の上昇に伴って口ドプシンのリン霞化反応が著しく抑制され、

0.76 mg/mlのboiledmembrane存在下においてリ ン酸化速度は約10%にまで低下した(図16

パネルA，・)。これに対して、リカバリン非存在下においては(パネルA，O)、高濃度(0.76

mg/mりのboiledmembraneを添加しでもロドプシンキナーゼ活性は若干抑制されるにとど

まった。つまりリカバリン存在下において、膜濃度の上昇に伴って口ドプシンのリン酸化

反応が強く抑制されたことから、リカバリンーロドプシンキナーゼ複合体の膜結合量の増加

に伴って、ロドプシンキナーゼ活性が効果的に抑制されることが示された。

さらに、複合体の膜結合にともなって、リカバリンのCa2'(こ対する親和性が変化するか

否か調べるため、 boiledmembrane非存在下(図16パネルB，ム)または存在下(0.76mg/ml， 

4.)において、リン酸化反応抑制のCa2'濃度依存性を調べた。その結果、 boiledmembrane 

の有無にかかわらず、同じCa2'の濃度範囲で、リン酸化反応は抑制され、Ca2'濃度依存性は

変化していないことが示された(図16パネルB)。以上の結果から、リカバリン/ロドプシン

キナーゼ複合体の膜結合によって、 (i)リカバリンとCa2+との親和性は影響を受けないこと、

(ii)口ドプシンキナーゼの活性は効果的に抑制されること、が示された。

以上、リカバリンは口ドプシンキナーゼと直接的に相互作用し、さらにロドプシンキナー

ゼを細胞膜上につなぎとめることによってキナーゼ活性を効果的に抑制することが明らか

になった。
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図16 ロドプシンのリン酸化反応抑制に友ぽすリカバリンの膜結合の影響

実験に先立って、 Urea-washedROSを900Cで10分間加熱処理し、 boiledmembraneを作成した。

パネルA リカバリ ン存在下(6.0μM，・)または非存在下(0)において、 Urea-washedROS(ロドプシ

ンの終濃度として1.0μM)、口ドプシンキナーゼ(終濃度20nM)および種4の濃度のboiled

membrane(0-0.76 mg/ml)を混合し、リン酸化反応を行った。反応液の遊離Ca2+濃度は、 1.7μM'こ

設定した。グラフの繊輸は、 boiledmembrane'こ含まれるロドプシン(熱変性している)の濃度を表

している。なお、 0.76mg/mlのboiledmembraneは20μMのロドプシンを含むUrea-washedROSに

相当する。パネルB:boiled membrane存在下(0.76mg/ml， ....)または非存在下(ム)において、 Urea

washed ROS(口ドプシンの終濃度として1.0μM)、口ドプシンキナーゼ(終濃度20nM)およびリカバ

リン(終濃度6.0μM)を混合し、様hなCa2+濃度においてリン酸化反応を行った。 全ての点、は、独立

した2回の実験結果の平士宮値とエラーパーで表示した。
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4.考察

本研究の結果、視細胞特異的なCa2+結合蛋白質であるリカバリンの不均ーなN末端脂肪酸

修飾の役割およびリカバリンの作用機構を明らかにすることができた。

N末端の不均ーな脂肪酸修飾は、リカバリンやTαなど視細胞の蛋白質においてのみ見出

されており、非常に珍しいタイプの脂肪酸修飾である。興味深いことに、同じAキナーゼ

触媒サブユニットでも、ウシ心臓や肺由来の蛋白質にはミリスチン酸のみが結合している

のに対して、ウシ網膜由来の蛋白質には4種類の脂肪酸が付加している(Johnsonet al.， 

1994)。つまり、不均一な脂肪酸修飾は、蛋白質の一次情造によるのではなく、組織(細胞)

特異的な現象と考えられる。しかし、視細胞に4種類の修飾脂肪殴が、存在する生理的意義は、

不明である。これまで、不均一な修飾繕造を持つ量白質の各アイソフォームをそれぞれ分

離・精製することができなかったため、各アイソフォームの機能を直接的に比較解析した

研究は行われていなかった。本研究では、種々のカラムクロマトグラフィーを試みた結果、

逆相カラムを用いて4種類のリカバリンアイソフォームを三成分にまで分離することに成功

した(図5)。この成果により、 N末端構造の異なる分子の機能を直径的に比較解析すること

が可能になった。残念ながら、閉じような手法を用いてTα(未発表データ)やGCAP

(Gorczycaet al.， 1994)の各アイゾフォームを分離することはできないが、逆相カラム以外

のカラムを用いることによって分離できる可能性は充分にある。このように、リカハリン

アイソフォームを分離・精製した本研究の成果は、このような脂質修飾蛋白質の機能解析

に突破口を聞いたということができる。

[4-1] N末端の不均一な脂肪酸修飾のプロセス

前述したように、 N末端の不均一な脂肪酸修飾はN-ミリスチル化の組織特異的なバリエー

ションである。従来からよく知られているN末端のミリスチル化は次の二段階の反応によっ

て完成する(Johnsonet al.， 1994)。まず、ミリスチル化蛋白質はN末端lこMet-Gly-X-X-X-

Ser/Cys-(Xは任意のアミノ酸)というコンセンサス配列をもち、翻訳中に開始Metが切断除

去される。この構造が伴ミリスチル転移酵素によって認識され、新たにN末端に露出した

Glyのα・アミノ基にミリスチルCoAからミリスチン酸が転移する(図17)。



1'JH2・Met-Gly-X-X-X-Ser/Cys---(翻訳蛋白質)

(アミノベプチダーゼ)"-) I、唱T Met 

NH2-GIy-X-X-X-Ser/Cys--ー

(N ミ)^'J-)L-~~M素)トミ J スチルCoA

目。Iy-X-X-X-Ser/C汁・.

図17N・ミリスチル化の修飾反応過程

蛋白質の(おそらく翻訳中に}N末端のメチオニンが切断除去され、新たにN末端にクリシンが露出

する。この近傍の構造をN一ミリスチル転移酵素が認識し、ミリスチルCoAを基質として、N末端の

グリシンのαーアミノ基にミリスチン般をアミド結合を介して付加する。

2 _ 3# _ 29. . 2 _ 4 _ 2 
Bovine Frog Bovine Bovine -Human Bovine Bovine 

N末端の脂肪酸情造 T位 丁目 Recoverin Recoverin Recoverin GCAP C-subunit 

~ハスル
C14・O N H 

。

C14:1(5-cis)N H 。
~戸vVN/G1y- 35 100 )"四 11 田 11 21 
C142(5-cis，B-cis)N H 

43 。
/'v^v^vへρ~_ßly- 23 11 4 1 1 13 1 1 7 

C120 N H 

図18視細胞の蛋白質のN末端に結合した4種類の脂肪酸の組成比

， Kokame et al. (1992)， 2 Johnson et al. (1994)， 3 Sanada et al. (1995)， 4 Palczewski et al. (1994) 
#:図5のピーク面襖値より求めた。視細胞外節に由来するリカバリンの分析結果。9:網膜全体力、

ら単離したリカバリンの分析結果。
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現在のところ、この伴ミリスチル化と同様の過程を経由して、視細胞内の蛋白質が不均

一に修飾されると考えられるが、そのプロセスは明らかになっていない。この不均ーな修

飾反応を触媒する酵素の性質として次の2つが考えられる。1つは、N・ミリスチル転移酵素

のアイソザイムが複数存在し、それぞれが特定のアシルCoAを基質としているという可能

性。もう1つは、 1種類の転移酵素が4種類のアシルCoAを基質としているという可能性であ

る。これまで酵母の伴ミリスチル転移酵素の基質特異性は詳細に研究されてきた(Kishore

et al.， 1991)。この酵素は、アシル基供与体としてC14:0-CoAを基質とするが、 C14:1-CoA

やC12:0-CoAも良い基質となる。そのため、単一のN-ミリスチル転移酵素が複数の脂肪酸

修飾を触媒しているという、後者の可能性が一般的に受け入れられている。もしウシ視細

胞の転移酵素が一種類であると仮定すると、アシルCoAの細胞内プールの存在比によって

N末端に結合する脂肪酸組成が決定されている可能性がある。N末端の脂肪酸の組成比は、

最初にウシTαで、報告され(Kokameet al.， 1992)、さらに本研究によってウシリカバリンに

ついて明らかになった(図5)。ウシTαの場合は、5% (C14:0). 30% (C14:1)， 35% (14:2)， 

23% (12:0)であり 、ウシリカバリンにおいては、43% (C14:0). 28% (C14:1)， 29% (14:2と

12:0の和)である。このように、Tαとリカバリンの組成比は互いに大きく異なっており 、ア

シルCoAの細胞内プールの存在比によってのみN末端に結合する脂肪酸が決定されている

わけではなさそうである。現在では、視細胞由来の他の蛋白質についても、脂肪酸の組成

比が推定されており(図18)、閉じウシ網膜由来であってもTα，リカハリン， GCAPおよびA

キナーゼの触媒サブユニット(C-サブユニット)の間で組成比は大き く異なっている(図18)。

興味深いことに、リカバリンにおいては、視細胞外節由来のリカバリ ンと網膜全体から単

離したリカバリン(Johnsonet al.， 1994)では、脂肪酸組成が大きく異なる(図18)。リカバリ

ンは視細胞の外節だけでなく、細胞体全体に発現していることが免疫組織学的研究により

明らかになっており21(Dizhoor et al.， 1991; Polans et al.， 1993; Kawamura et al.， 1996)、外

節と内節では脂肪酸の組成比が大きく異なっていると考えられる。このように、 N末端の

脂肪酸修飾は予想以上に複雑な機構によって調節されているのであろう(Sanada& Fukada， 

1995)。

21視細胞の中で外節以外に存在するリカバリンの機能は明らかにされていない。
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[4-2]不均ーなN末端修飾がリカバリンの機能に及ぼす影響

細胞膜上での生体情報変換に関与する蛋白質の多くは、』旨肪酸やイゾプレノイドによる

修飾を受けている(Towleret al.， 1988)。これらシグナル伝達蛋白質に共有結合した多様な

脂質は、蛋白質を細胞膜につなぎとめる膜アンカーとして機能したり、特定の分子聞の相

互作用に重要な役割を果たしている(深田， 1993;真田&深田， 1996a)。本研究において、脂

肪酸繕造の異なるリカバリンの機能を比較解析した結果、ロドプシンのリン酸化反応を抑

制する強さ、および細胞膜との親和性はともに、 C14:0・>C14:1ゥ C14:2・/C12:0・リカバリ

ンの順序であった(図10・12)。この順序は修飾脂肪酸の疎水性の順序(C14:0> C14:1 > 

C14:2 ~ C12:0) と見事に一致している 。 つまり、修飾脂肪酸の疎水性が、リカバリンの機

能に重要な役割を果たしていることが明らかになった。最近、アシルイヒペプチドの脂質膜

に対する結合力が物理化学的手法を用いて測定されており(Peitzschet al.， 1993)、アシル

化ペプチドのリン脂質膜との結合に伴う自由エネルギ一変化は、アシル基の鎖長および疎

水性に依存して上昇することが明らかになっている。この事実は、上述したりカハリンア

イソフォームと外節膜との親和性を調べた結果(図12)とよく符合する。また、リカバリン/

口ドプシンキナーゼ複合体が細胞膜と結合するとキナーゼ活性が強く抑制される(図16およ

び後述)という結果は、細胞膜との親和性が高いアイソフォームほどキナーゼ活性に対する

抑制効果が強いという実験結果(図10と図11)をうまく説明できる。このようにリカバリン

の場合、 N末端脂肪酸の構造、特にその疎水性の強さがリカバリンと細胞膜との親和性を

調節し、その結果として口ドプシンキナーゼ活性を巧妙に調節していると結論できた

(Sanada et al.， 1995)。

[4-3] リカバリンの作用機織

本研究においては 、 Ca2•結合型リカバリンの標的蛋白質が口ドプシ ンキナーゼであるこ

とを明らかにした(図13，14)。また、この両者の複合体は細胞膜上で形成され(図15)、ロド

プシンキナーゼがリカバリンによって細胞膜上につなぎとめられることが判明した。さら

に、両者の複合体が細胞膜と結合することによってロドプシンキナーゼ活性が効果的に抑

制されることを見出した(図16)。この原因として、膜結合によってリカバリンとロドプシ

ンキナーゼとの安定的な複合体が形成されたためと考えられる。もしくは、リカバリンが

細胞膜上に濃縮されたために、細胞膜周辺でのリカバリン濃度が上昇したためとも考えら

れる。

これらのことを考え併せると、リカバリンがCa2•濃度依存的に細胞質と円板膜の聞を移

行する現象の生理的役割については、以下の3点が推察される(図19)。

[1] 堕笠(高Ca
2づ農度目的、リ カバリン/ロドプシンキナーゼ複合体が円板膜に結合すること

によってロドプシンキナーゼが効果的に抑制される。そのため、メタH中間体の不活性化が
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強く抑えられて光感受性が顕著に高くなる。

[2J 光刺激に伴って細胞内Ca2'濃度が低下すると、円板膜上でリカバリンにトラ ップされ

て濃縮されていたロドプシンキナーゼはリカバリンから遊離し、速やかに同じ膜上にある

ロドプシンをリン酸化できる。つまり、口ドプシンの不活性化が効率良く行われる。

[3J 光刺激に伴ってロドプシンキナーゼはメタH中間体をリン酸化するが、リン酸化した

後、細胞質へ移行する(Buczylkoet al.， 1991)。ここで、光刺激の停止に伴ってCa2+濃度が

再び上昇した場合、細胞質に存在する口ドプシンキナーゼをリカバリンが速やかにトラッ

プして円板膜につなぎとめる。

以上、リカバリンおよびロドプシンキナーゼのCa2+濃度依存的な細胞質・膜間移行は、

光情報の遮断と明日音順応に大きく寄与していると考えられる。

図19細胞質と円板膜の聞のCa2+濃度依存的なリカバリンの移行
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[4-41不均一なN末端修飾の生理的意味

N末端の修飾脂肪酸としては、ミリスチン酸(C14:0)がよく知られているが、ミリスチン

酸の細胞内含量は炭素数16や炭素数18の脂肪酸と比べて極端に低い(Boyle& Ludwig， 

1962)。それにもかかわらず、生体力ずN末端の修飾脂肪酸としてミリスチン酸を利用してい

る理由は以下のように考えられている。ミリスチン酸は、より鎖長の長い脂肪酸と比較し

て疎水的性質が弱く、ミリスチル化蛋白質が細胞膜と可逆的に解離・会合するのに大きく

寄与している。事実、低分子量G蛋白質ARFやSrcファミリーに属する蛋白質など、多くの

ミリスチル化量白質は細胞膜(や標的蛋白質)と可逆的に結合する(McLaughlin& Aderem， 

1995)。このことを基にして考えると、ミリスチン酸よりも疎水性の低い脂肪殴によって視

細胞の霊白質が修飾されることにより、細胞膜または標的蛋白質との可逆的な解離・会合

のターンオーバー速度が上昇するのではないかと推定できる。つまりミリスチン酸以外の

脂肪酸修飾は、迅速かつ効率の良い光情報の伝達と遮断に役立っているのではないだろう

か。しかし、なぜ4種類もの脂肪酸が必要なのか?という問いにはまだ答えられていない。

もし、リカバリンの局在している場所に応じて、 4種類のリカバリンの組成が巧妙に調節さ

れていると仮定すると、以下のように考えられる。

脊椎動物網膜には梓体と錐体と呼ばれる2種類の視細胞があり、両者の光応答には大きな

遣いがある(Baylor& Nunn.， 1982)。つまり梓体は、錐体に比べて細胞興奮に至るまでの潜

時は長く、また興奮からの回復に要する時間も長い。しかし、わずかな光を最大限に鳩幅

するように設計されており、微弱な光環境下でも機能する。つまり樗体は薄暗い光のもと

での薄明視機能を担っている。一方、錐体の潜時は短く、また興奮からの回復も速い。し

かし光の増幅度は低く、明るい光のもとでの視覚(色覚を含む昼間視)を担っている。リカバ

リン抗体を用いた免疫組織学的研究により 、リカバリンは樗体および錐体のいずれにも存

在することが明らかになっている(Dizhooret al.， 1991)。また晴乳類の網膜では梓体の量が

錐体の約10倍あるいはそれ以上と考えられており(Krebs& Friedrich， 1982)、本研究で‘用い

たリカ八リンの大部分は樗体外節由来と予想される。この点を考慮すると、裸体外節に存

在するリカバリンの約40%がミリスチン酸によって修飾されていると考えられる。もし樗

体および錐体に存在する4種類のリカバリンの組成が異なっており、錐体ではミリスチン酸

が結合したリカバリンが極端に少ないと仮定すると以下のようなことが考えられる。日音時

(高Ca2+濃度目寺)においては、錐体より樗体の方が光受容体のリン酸化は強く抑制される。そ

の結果、得体の方が光情報のI曽幅効率が高くなる。また、細胞興奮からの回復は、樗体よ

り錐体の方が速やかに起こる。このように考えると、稗体および錐体における光情報の増

幅効率および興奮からの回復速度の違いがうまく説明できる。今後、得体と錐体でリカバ

リンの組成がどのように異なるのか検討してゆく必要がある。また前述したように、同一

の細胞であっても、外節と内節ではリカバリンアイソフォームの組成が大きく異なる可能
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性がある。内節に特徴的な脂肪酸組成が、内節におけるリカバリンの機能発現に大きく寄

与しているのかもしれない。ちなみに、リカバリンと同様、4種類の脂肪酸でN末端が修飾

されているTαを研究対象として、当研究室では、この脂肪陵情造を特異的に認識するモノ

クローナル抗体を作成することに成功している(Shounoet al.， 1996)。残念ながら、この抗

体はリカバリンと交差反応を示さないが、リカバリンアイソフォームの局在を調べるため

に、同様のアプローチも有効であろう。また、図18で示したように、カエル視細胞のTαに

は、ウシやヒ卜のTαとは異なり、 C14・2のみが結合している。つまり、細胞の機能や動物

がおかれている生活環境に応じて、生体は4種類の脂肪酸を使い分け、多様な細胞内情報伝

達系路を巧妙に調節しているのかも知れない。

[4-5] リカバリン類似蛋白質の生体における役割

ロドプシンなどG蛋白質共役受容体が特異的な受容体キナーゼによってリン酸化される

現象、そして、リン酸化によって受容体が脱感作するという現象は生体内に広く普遍的に

みられる。また最近、リカバリンと類似の蛋白質が視細胞(Kutuzovet al.， 1991; McGinnis 

et al.， 1992; Yamagata et al.， 1990; Kawamura et al.， 1996)だけでなく松果体(Gotoet al.， 

1990; St叩aniket al.， 1993; Bastianelli & Pochet， 1994)や脳神経細胞(Takamatsuet al.， 

1992; Terasawa et al.， 1992; Kuno et al.， 1992; Kobayashi et al.， 1992; Okazaki et al.， 1992; 

Lenz et al.， 1992; Pongs et al.， 1993)に存在することが明らかになってきた。これらは多機

な神経機能において重要な役割を果たしていると考えられるが、現在のところその機能は

判明していなし、。しかしこれらの蛋白質の一次構造はリカハリンと相向性を示すことから

類似の機能を持つと想像できる。本研究において、リ カバリンは口ドプシンキナーゼとは

中目E作用するが、同じG蛋白質共役受容体キナーゼの仲間であるPアドレナリン受容体キナー
ゼとは相互作用しないことを示した(図13，14)。すなわち、リカバリン類似霊白質は組織待

異的な安容体キナーゼと相互作用し、それぞれの組織において、 G蛋白質共役受容体の脱

感作を制御している可能性がある。これらのことから、本研究によって得られた知見は視

細胞だけにとどまらず、神経系あるいはさらに広く生体における普遍的なメカニスムの解

明にも貢献すると考えられる。
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