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１． 序 論 ：

細胞 膜を介する情報伝 達系 は、 膜貫通蛋白質一膜裏打ち蛋自質細胞骨格系の

構造的多様性の連鎖である。 現在行われている研究の多くは情報伝達系に関

わる分子の同定、 翻訳後修飾に主力淋注がれ、 分子間相互作用、 蛋白質の高

次構造と機能 （情報伝達の効果） を関連づけた研究は少ない。 特に、 膜裏打

ち構造蛋白質群の情報伝達への寄与に関する報告は極めて少ない。

一 方、 著 者 ら は、 科 学 研 究 費 （課 題 番 号 Ｈ６８０７０１） の 研 究 成 果 に よ り、

「細胞 膜裏打ち 蛋自質 は、 細胞 の形態を維持するぱかりではなく、 情報伝達

系を制御する」 と 「細胞内から細胞外へ向かう情報伝達系が存在する」 と言

う 二 つ の 仮 説 を 持 つ に 至 っ た。 こ の 二 つ の 仮 説 を 生 化 学 （反 応 速 度 論 的 解 析、

熱力 学的 変化） 、 構 造生 物 学 （分光法を用 いた二次構造解析、 Ｘ 線結晶解

析）、 細胞生物学 （免疫細胞化学）、 分子生物学の手法を用い統合的に検証

する事を本研究課題の目的とした。 実際には、 膜裏打ち構造蛋自質の要であ

る 餌ｏｔｅｉｎ ４．１（以 下 ４，１Ｒ：Ａ瓜 掴ｎ－ＣＤ４４ 結 合 を 制 御 す る）と そ の 結 合 膜 貫 通 蛋

白 質 ＣＤ４４ （ヒ ア ル ロ ン酸 を 結 合 す る 接 着 分 子、 Ａ血ｙｈｎ は ヒ アノレロ ン酸 の 結

合 を 制 御 す る、 膜 １ 回 貫 通 型 糖 蛋 白 質） と Ｇ亘ｙｃｏｐｈｏｈｎ Ｃ （以 下 ＧＰＣ と 略 記、

赤 血 球 膜 １ 回 貫 通 型 糖 蛋 白 質） 及 び 制 御 系 蛋 白 質 （４，１ に 結 合 す る Ｃ＆１ｍｏωｉｎ、

以 下 ＣａＭ と 略 記） に焦 点 を 当 て 危。

２． 研 究 の 目 的

蛋 白質の構 造と細 胞膜裏 打ち構造の解明を基本とし、 以下の ５ 項目明らが

に し よ う と し た。

（１）４．１Ｒ の ＣＤ４４ の 結 合 部 位 を一 次構 造 上 で 決 定 し、 そ の 結 合 様 式 を明 ら か に

す る。



１２） 対 象 細 胞 （ＨｅＬａ 細 胞） で の ＣＤ４４， ４，１Ｒ 及
び 同 族（フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質、 特

に ４．１Ｇ、 図 ３
）、 Ａ 的 ㎞ の 発 現 と 分 布 を 特 異 抗 体 及 び ヒ ア ル ロ ン酸 結 合 蛋 白

質 を 用 い て、 ブロ ッ ト 法、 細 胞 免 疫 染 色 に よ り 明 らか に す る。

（３） 肋 淋ｏ で の ４１１ お よ び そ の 同 族 蛋 自 質（主 に ４．１Ｇ と ｅｚ曲）の ＣＤ４４ 結 合 性

及 び Ａ泄ｙｈｎ－ＣＤ榊 結 合 へ の 影 響 を 明 ら か に す る。
並 行 して、 Ｃ 洲 に

よ る

４，１Ｒ お よ びそ の 同族 蛋 自 質の ＣＤ４４ 結 合 性 を 明 ら 族 に す る。

（４） 対 象 細 胞 （ＨｅＬａ 細 胞） に ４，１Ｒ， ４．１Ｒ の ＣＤ４４ 結 合 部 位 を 含 強
ポ リ ペ プ チ

ドの 強制 発 現、 Ｃ益Ｍ ま た ほ 蛋 白 質 リ ン 酸化 酵
素 を 活 性 化 さ せ た 時 の、

ヒ ア ル

ロ ン 酸 の ＣＤ４４ 結 合 性 を明 ら かに す る。

（５） 相 同 蛋 白 質 と して ４．１Ｒ
１３５と ４１１Ｇ （図 ３） の

細 胞 内局 在 及 び 膜 結 合 性 を 比

較 し、 構 造
（特 に 冊 ＲＭ ｄｏｍａ量ｎ の Ｎ 末 端 ２０９ ア ミ ノ 酸 （ｈｅａｄ－ｐ三㏄ｅ： ＨＰ） 配

列の］次構造） との相 関性 から分子構造の機能特性を解析する。

（６） キ メ ラ 蛋 白 質（み．玉Ｒ
１３５と ４．１Ｇ の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ と ＨＰ）を 用 い て ］ 次 構 造 と

機 能 特 性 の 関連 性 を 明 ら か に する、

（７） 異 種動 物 の 田ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の 膜 結 合 様 式 を 解 析 し、
一 次 構 造 と 機 能 特 性 の

関連 性 を 明 ら か に す る （図４ 参 照） 。

（８）Ｃ洲 を対照と して 蛋白質二次構造の計測の生物学的意義を考察する。

３． 本研究計画の学術的な特色・独創的 な点及び予想される結果と意義

本研究では、 細胞膜裏打ち蛋白質群を細胞の形態を維持するばかりではな

く、 更 に 高 次
な 生 命 活 動 と し て の 情 報 伝 達 の 制 御 系 に 於 け る 「機 能 ドメ イ

ン」 と して 捉 え た 点、 お よ び、 世 界 に 先 駆 け て 細
胞 内 か ら 細 胞 外 へ 向 か う 情

報伝達系が存在する 可能性 に着眼した点に学術的独創性が有る。 特に膜 １ 回

貫通型蛋白質とその結合蛋白質に焦点を置き、 情報伝達系に関わる蛋白質分

子の解析 （蛋白質の構造） と機能 （分子間相互作用） の相関について統合的

理 解 を 胃標 と す る。

本研究 の成果と して、 膜 貫通蛋自質と細胞膜裏打ち構造の連鎖的構造変化

に よ る ダイ ナ ミ ック な 情 報 伝 達 プ ロ セ ス が 明 ら か に な り 「機 能 ドメ イ ン」 と

し て の 膜 裏 打 ち 構 造 が 解 明 さ れ る と 期 待 さ れ る。 さ ら に、 細 胞 内 で お こ るイ

１Ｏ



ベントが細胞外での接着等の機能を撤御する情報伝達系を明らかにする事は、

癌の転移機構解明への端緒を開くものと期待でき、 この研究の意義は大きい

と 確 信 す る。

本研 究では、 生命 現象 を蛋白質分子の構造と機能の相関性の視点から理解

す る に 当 た り、 分 散
専 門 化 す る 生 命 科 学 の 諾 分 野 を 統 合 的、 融

合 的 に 扱 う こ

と に よ り、 よ り 正 確 な 情 報 を 得る こ と を 目 的 と して 計 画 し た。

４．国 内 外 の 関 連 す る 研 究 の 中 での当該研 究の位置付け

４．１Ｒ はそ の 同 族 蛋 白 質 を含 めて 種痔 の 動 物 （線 虫、 硬 骨 魚 類 等 下等 動 物 で

も 同定され ている） のすべて の細胞に発現 しているが、 申請者らの生物化学

的解析の他は細胞学的機能の解析は少ない。 また、 ＣＤ糾 と細胞膜裏打ち構

造 の 分 子 間相 互 作用 に つ い て は、 Ａ脈ｙ血ｎ の 結 合 に つ い て カ リ フォ ルニ ア 大 学

グ ル ー プ が 現 在 も 継 続 研 究 を 行 っ て い る が、 劣．１－ＣＤ 牝 Ａ欣ｙ血ｎ の 三 者 間 の相

互 作用 及 び ＣまＭ に よ る 制 御 系 を 発 昆 報 告 し た の は 申 請 者 で あり、 現在、 斯く

の如 く、 本
研 究 課 題 は 独 創 的 であ る と 思 わ れ る。
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赤血球膜の細胞膜裏打ち構造を図 １ に示 した。 細胞膜裏打ち構造の蛋自質

群に焦点をあて、 膜骨格蛋白質の分子ンベルで情報伝達を理解するために、

膜裏打ち構造の要であり、 細胞内情報伝達にも重要な役割を果たしていると

予 想 さ れ る ｐｒｏｔｅｉ篶 ４．１ 蛋 自 質 （赤 血 球 型 ８０㎜ａ を ４．１Ｒ
ｇｏ
、
赤 芽 球 型 １３５ｋＤａ

を 逐．１Ｒ
１３５ 及 び 全 組 織 に 発 現 す る ｇ㎝ｅ獺１ｔｙｐｅ を 逐．１Ｇ （図 ３） の 膜 結 合 ドメ イ

ン で あ る Ｎ 末 端 ３０ｋＤａ （所 謂 嗣 ＲＭ ｄｏ㎜＆ｉｎ） 及 び ４，１Ｒ
１３５の ３０ ㎜ａ （ＦＥＲＭ

ｄｏｍａ曲 の Ｎ 末 端 ２０９ ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド （ｈｅａｄ－ｐｉｅｃｅ， ＨＰ と 略 記） に 焦

点 を 当 て、 膜 貫 通 蛋 白 質 （ｇ王ｙｃｏｐｈｏｈｎ Ｃ、 以 下 ＧＰＣ， Ｂａｎｄ ３ 或 い は ｐ５５

（ＰＤＺ 蛋白質） との結合解析 を行い、 情報伝達における膜骨格蛋白質の機能

を 考 察 した。
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３０

ｋＤａ，
１６ｋＤａ，

１Ｏ ｋＤａ ａｎｄ １１／１４ｋＤａ ｄｏ狐ａｉｎｓ． Ｔｈｅ ３
０ ｋＤａ ｄｏ狐ａｉ沿 ｎａｍｅｄ ＦＥＲＭ

ｄｏｍａ論 ａｆｔｅｒＦｏ巫ｒｐｏｉｎｔｏｎｅ，
Ｅ双ｉＲ，

Ｒａｄｉｘ三ｎａｎｄ Ｍｏｅ 幽 ｗｈｉ硫 瞼ｖｅ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄａ㎜ｉｎｏ

ａｃｉｄ ｓ 明 ｕｅｎｃｅ （
Ｃｈｉｓｈｔｉ，

Ａ
． Ｈ． 勿

泓 （１８８８） 〃 ε〃 挑 捌 ｏｃ乃ε伽、 ８ｃオ． １
３
，
１８一一１８１）．

＊

ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ亘ｔｅＫｎａｔｉｖｅ ｓｐＨｃｉｎｇ Ｅｘｏ肌

ま た
、 ４，１ フ ァ ミ ト 蛋 自 質 の ４．１Ｇ， ４．１Ｒ の 結 合 特 性 を 比 較 す る こ と に よ り、

４．１ フ ァ ミ リー 蛋 白質 の構 造 的 多様 性 と 機 能 分 化 に つ い て 考 察 を 試 み た。

４．１Ｒ
ｇｏ は、 膜 結 合 部 位 で あ る ３０ｋＤａ ｄｏ 搬ｉｎ を 介 し て Ｃａ㎞ｏｄｕ１ｉｎ （ＣａＭ）と

Ｃａ
２斗非 依 存 性 に 結 合 す る こ と が矢口ら れ て い る （図 １ 参 照） 。 ］ 方、

ヒ ト 赤 血

球 膜 で は、 Ｃａ
２＋と Ｃ＆Ｍ の 複 合 体 （Ｃａ２＋４ 分 子 で 飽 和 さ れ た ＣａＭ、 以 下 で は

Ｃａ
２＋／ＣａＭ と 表 記 す る） が ４．１Ｒ

８０ に 結 合 す る と ４．１Ｒ
９⑪ と ｓｐｅｃｔｒｉｎ ／ ａｃ碗 の 結 合

が 弱 ま り、 結 果 と し て 膜 の 安 定 性 が 低 下 す る こ と が 知 ら れ て い る。 ４．１Ｒ
８０ 淋
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ＣまＭ と Ｃａ
２＋ 非 依 存 性 に 結 合 す る に も 関 わ ら ず、 Ｃａ

２＋ が ＣざＭ を 介 し た ４．王Ｒ
８。

の 膜 結 合 を 制 御 す る 機 構 を解 明 する 為 に、 ４．１Ｒ
８０ の ＣａＭ 結 合 部 位 を 決 定 した。
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５． 本研究で明らかに したこと （総括）

第１節 細胞生物学的解析

第 １－１ 項 服 腕 細 胞 を 用 い た ４．１Ｒ－Ｃｎ４４ 結 合 解 析

４，１Ｒ の ＣＤ 桝 結 合 部 位 は 立 体 構 造 上 の Ｃ－１ｏｂｅ （Ｅｘ㎝１０ コ ー ド領 域、 ５１ ア

ミノ 酸 残 基） に あ り、 同 部 位 に 結 合 す る ｐ５５ と は 競 合 しな か っ た。 ＨｅＬａ
細 胞

で は、 赤
血 球 型 ４．１Ｒ 及 びそ の ス

ー パ ー ファ ミ リ ー 蛋 白 質 で あ る Ｅｚ血ｎ （ＦＥＲＭ

ｄｏ㎜ａｉｎ で の ホ モ ロ ジ ー は 約 ３０％ で あ るカミ、 Ｘ
線 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 で は相 似

性 が 極 め て 高 い こ と が 明 ら か に な っ た （Ｈ＆ｎＢＧ 勿 泓 Ｎａ亡Ｓ腕ｃ．Ｂ量ｏ１．２０００） 、

Ａ 脈ｙ£ｉｎ お よ び ＣＤ４４ が 発 現 し て い た。 特 異 抗 体 を 用 い た 細 胞 染 色 で は、 ４，１Ｒ、

及 び Ｃ１）逐４ は 細 胞 膜 に 局 在 した が、 Ｅｚｒｉｎ と Ａ脈ｙｒｉｎ は細 胞 質 内 に 斑 点 状 に局

在 し て い た。 Ｅ服ｉｎ 肥 ＲＭ ｄｏｍａ揃 は、 ＣＤ桝 細 胞 内 ドメ イ ン （ＣＤ逐４ｃｙｔ） と 平

衡 解 離 定 数 巧。）＝ ５Ｘ１０
伽 で 結 合 し た。

結 合 速 度 定 数 は、 硲．１Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ

と ＣＤ４４ と の 結 合 よ り も 大 き か っ た。 こ の 事 実 を も と に、 Ｅｚ㎡ｎ 田 ＲＭ

ｄｏ㎜虹皿 を ＨｅＬａ 細 胞 内 に 強 制 発 現 を す る と、 ４．１Ｒ は
細 胞 質 に、 Ａ旅ｙ施 は、

細 胞 膜 に分 布 が 変 化 し た。 抗 ＣＤ幽 を用 い た 免 疫 沈 降 法に より、 ＣＤ４４ は 細 胞

内 で４，１Ｒ と 結 合 して い る こ と が 証明 さ れ た。

１） ４．蛆 の ＣＤ４４ 結 合 部 位

４，１Ｒ の ＣＰ４４ 結 合 部 位 は 立 体 構 造 上 の Ｃ－１ｏｂｅ （Ｅｘ㎝１０ コード領 域、 ５１ ア ミ

ノ 酸残 基） に あり、 月 部 位 に 結 合 す る ｐ５５と は 競 合 しな か っ た。

２） 抗 ＣＤ４４抗 体 に よ る 免 疫 沈降法

Ｅｚｈｎ （ＦＥＲＭ ｄｏｍａ三ｎ で の ホ モ ロ ジーは 約 ３０％ で あ る が、 Ｘ 線 結 晶 構 造 解 析

の 結 果 で は相 似 性 が 極 め て 高 い こ と が 明 らか に な っ た （論 文） ） 、 Ａ血ｙ㎡ｎ お

よ び ＣＤ幽 淡 発 現 し て い た。 特 異 抗 体 を用 い た 細 胞 染 色 で は、 ４．１Ｒ、 及 び
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ＣＤ４硲 は 細 胞 膜 に 局 在 した が、 Ｅｚ倉ｎ と Ａ血ｙｒ三ｎ は 細 胞 質 内 に 斑 点 状 に局 在 し

て い た。 肱ｉｎ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ は、 ＣＤ４４ 細 胞
内 ドメ イ ン （ＣＤ４４ｃｙｔ） と 平 衡 解

離 定 数 尽Ｄ〕＝ ５Ｘ 岨
８Ｍ で 結 合 し た。

結 合 速 度 定 数 は、 ４．１Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉＲ
と

ＣＤ 糾 と の 結 合 よ り も 大 き か っ た。 こ の 事 実 を も と に、 Ｅｚ痂 肥 ＲＭ ｄｏ㎜＆ｉｎ

を ＨｅＬａ 細 胞 内 に 強 制 発 現 を す る と、
４．工Ｒ は 細 胞 質 に、 Ａ 血ｙｒｉｎ は、

細 胞 膜 に

分 布 が 変 化 し た。 抗 ＣＤ４逐 を 用 い た 免 疫 沈 降 法 に よ り、 ＣＤ４４ は 細 胞 内 で

４．１Ｒ と 結 合 し て い る こ とカ
ミ証 明 さ れ た。

第 １・２ 項 １３５ｋ腕 型 ｐｍｔ砒 ４．１Ｒ （４．１Ｒ
１３５） を 中 心 に し た 赤 芽 球 で の 細 胞

膜骨格蛋白質群の発現

４．１Ｒ
孔３５の ３０ｋＤａ 田 ＲＭ ｄｏＭａｉｎ の Ｎ 末 端 １０８ ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド （ＨＰ）

は、 ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏ狐ａｉｎ と 膜 蛋 自 質 （ＧＰＣ と Ｂａ柵３） と の 結 合 を 制 御 （抑

制 と 促 進） し た。 っ ま り、 ＧＰＣ， Ｂａｎｄ ３ の 細 胞 内 ドメ イ ン と は 各 々、 平 衡 解

離 定 数
～
１σ６Ｍ 及 び 解 離 定数

～
１σ８Ｍ で 結 合 し た。 こ の 平 衡 解 離 定 数 は、 ３０㎜ａ

ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａ油 と 各 膜 貫 通 蛋 白 質 と の 平 衡 解 離 定 数 一１ぴ
７Ｍ と は 異 な っ て お り、

ＨＰ が ３０ｋＤａ 田 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ と 膜 間 と の 結 合 に 関 わ っ て い る こ と を 示 し た。

ＨＰ に は、 ３０ｋＤａ Ｆ 服 Ｍ ｄｏｍａｉｎ
よ り も 優 位 に ＣａＭ カミ結 合 し た。 ＣａＭ

が Ｃａ２＋

存 在 下 で ＨＰ に 結 合 す る と ４，１Ｒ
１３５と ｐ５５ 及 び ＧＰＣ と は 全 く 結 合 でき なく な

っ た。 ま た、 Ｂａｎｄ ３ と の 解 離 定 数 は 一１０
４Ｍ に 大 きく な り 結 合 の 親 稲 性 添 低

下 し た。 以
上 か ら

、 ＨＰ は ４．玉Ｒ
１３５ の 膜 結 合 に 大 き く 関 わ る こ と を 示 し た。 本

研 究 で は、 ｉｎ １ｉｖｉ㎎ Ｃｅ１１ （肋 曲ｏ）の 系 と し て、 ヒ ト 赤 芽 球 培 養 系 を 用 い、

４．１Ｒ
１３５ を 中 心 に 膜 骨 格 蛋 白 質 で あ る ＧＰＣ， ＧＰＡ， Ｂａｎｄ３ 及 び ｐ５５ の 経 時 的 変

化 を 細 胞 免 疫 染 色 法 で 観 察 し た。 そ の
結 果、 ４．工Ｒ

１３５ は、
細 胞 質 中 に 分 布 し、

細 胞 膜 に は 存 在 し な か っ た。
一 方、 ＧＰＣ， ＧＰＡ， Ｂａ耐３ は 培 養 後 ５ 日 目 に は

細 胞 膜 に 分 布 して い た。 ｐ５５ は、 細 胞 膜 に局
在 して い た。

４．１Ｒ
１３５ が 細 胞 膜 に 局 在 し な い の は、 細 胞 内 Ｃａ

２＋濃 度 が 高 い た め と 考 完、 赤

芽 球 を ＥＧＴＡ 存 在 下 で ４０ 分 間 培 養 し た 結 果、 ４．１Ｒ
ｉ３５は 細 胞 膜 に 局 在 し た。

ＨＰ３０ ほ ＨＰ 領 域カ§ラ ン ダム 構 造 で あ る こ と か ら 結 晶 化 が で き な かっ た。
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第 １・３ 項

キメ ラ 蛋 自 質 を 用 い た４．１Ｒと４．１Ｇの 細 胞 膜 結 合 の 分 子 特 異 牲 の 解 析

４．１Ｇ は、 赤 芽 球 培 養 ７ 目 目 に 』 過 性 に 発 現 し て い た。 ４．１Ｇ の ＮＨ。 末 端 部

且０８ ア ミ ノ 酸 残 基 （ｈｅａｄ－ｐｉｅｃｅ， ＨＰ
） に は Ｃａ

２＋依 存 性 の ＣａＭ 結 合 部 位 が あ り、

ＣａＭ と 解 離 定 数一 耐 Ｍ で 結 合 した。 ＧＰＣ， Ｂａｎｄ３ の 細 胞 内 ドメイ ン 及 び ｐ５５

と は 各痔、 平 衡 解 離 定 数一 附
７Ｍ で 結 合 した。 ＣａＭ が Ｃａ

２＋存 在 下 で ＨＰ に 結

合 す る と ４．１Ｇ と ｐ５５ 及 び Ｂａ紬３ と は 全 く 結 合 で き な く な っ た。
ま た、 ＧＰＣ

と の 平 衡 解 離 定 数 は一１ぴ６Ｍ に なり 親 和 性が 低 下 した。

１） 臨Ｌａ細 胞 に 発 現 し て い る ４．１ 蛋 白 質 の 解 析

ＨｅＬａ 細 胞 を用 い た 解 析 を 行 う に 当 た っ て、 どの よ うな ４．１ 蛋 自 質 アイ ソ フ

ォ ー ムカミ発 現 し て い る の か を 特 異 抗 体 を 用 い て 解 析 し た。 ＨｅＬ＆ 細 胞 で ほ、

４．１Ｇ，
４．１Ｒ、

お よ び ４
，
１Ｎ が 発 現 し て い た が ４．１Ｂ は

検 出 さ れ な か っ た。

２） 赤 芽 球 に 発 現 し て い る ４．１Ｇ の 細 胞 内 局 在

４．１Ｇ は、 赤 芽 球 培 養 ７－１０ 目 胃 に一 過 性 に 発 現 して い た。 抗 体 染 色 に よ り

４．１Ｇ は 赤 芽 球 の 細 胞 質 に 斑 点 状 に 染 色 さ れ た。 ま た、 Ｃ一 末 端 部 を 認 識 す る

抗 体 は、 免 疫
ブ ロ ッ ト 法 に て、 ４５ｋＤａ の 位 置 に 単 一 バ ン ド を 示 し た。

３） 伽Ｇ と 膜 蛋 白 質 の 結 合 解 析

ＮＨ。
末 端 部 １０８ ア ミ ノ 酸 残 基 （ｈｅａｄ－ｐｉｅｃｅ， ＨＰ） に は Ｃａ

２寺依 存 性 の ＣａＭ 結

合部 位 が あ り、 Ｃ＆Ｍ と 解 離 定 数一 岨
８Ｍ で 結 合 した。 ＧＰＣ， Ｂ㎝ｄ３ の 細 胞 内

ドメ イ ン 及 び ｐ５５ と は 各 々、 平 衡 解 離 定 数
一１０ηＭ で 結 合 し た。 Ｃ辻Ｍ が Ｃａ

２＋

存在 下 で ＨＰ に 結 合 す る と ４．１Ｇ と ｐ５５ 及 び Ｂａｎｄ３ と は 全 く 結 合 でき なく な

っ た。 ま た、 ＧＰＣ と の 解 離 定 数 は一１０
イＭ に なり 結 合 の 親 和 性 が 低 下 した。

４）キメ ラ 蛋 白質 と 膜 蛋 白質 の 結合解析
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４．１Ｇ 及 び ４．１Ｒ
王３５の ＨＰ と ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ を そ れ ぞ れ 交 互 に 組 換 完 た

キメ ラ 蛋 白 質 を 作 製 し、 そ の 膜 蛋 白 質 及 び Ｃ 舳 と の 結 合 特 性 を ｎａｔｉｖｅ 蛋 自質

と 比 較 し た。 そ の 結 果、 ＨＰ は ４．１Ｇ 及 び ４．１Ｒ
王３５で 膜 蛋 白 質 と の 結 合 に 対 し て

特 異 的 な 制 御 機 能 が 有 る こ と が 明 か に な っ た。

第２節 比較生化学的解析

第 ２・１ 項 ゼ ブ ラ フ ィ ヅ シ ュ （肋 肋ｏ 洲 ｏ）４．１Ｒ の 比 較 生 化 学 的 研 究

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ （Ｄ伽１ｏ 附１ｏ）の ４．１Ｒ は、 既 に そ の 全 長 ｃＤＮＡ が ク ロ ー ニ

ン グ さ れ て い るカミ、
各 組 織 で どの よ う な ア イ ソ フ ォ ー ム 発 現 して い る の か、

ま た、 ど の よ う に 膜 へ 結 合 す る の か、 につ い てヒ ト （哺乳 類） の ４．１Ｒ 及 び シ

ョ ウ ジ ョ ウ バ エ（１）・０３０ρ棚α ｓｐ．）の ４．１Ｒ 棉 同 蛋 白 質 （Ｃｏｒａｃ１ｅ） と 一 次、
三 次 構

造と の 観 点 か ら 解 析 を した。 赤 血 球 か ら ３ 種 類 の ４．１Ｒ アイ ソ フ ォ ー ム を ク ロ

ー ニ ン グ した。 ４，１Ｒ の Ｎ 末
端 （田 ＲＭ ｄｏ狐虹ｎ） お よ び Ｃ 末 端 を 認 識 す る 特

異 抗 体 は、 赤 血 球 膜 の 他、 心 房 （抗 ＣＴＤ 抗 体） 及 び 心 室 （抗 ＦＥＲＭ 抗 体）

を 染 色 し、 ４．１Ｒ アイ ソフ か
ム の 細 胞 特 異 性 が 示 唆 さ れ た。 ま た、 赤

血 球 膜 貫

通 蛋 白 質 で あ る ｇ亘ｙｃｏｐｈｏ血ｎ Ｃ（ＧＰＣ） 及 びｐ５５ に 対 す る 特 異 抗 体 を 作 製 し、
赤

血 球 膜 及 び 心 筋 細 胞 で 局 在 を 観 察 し た。 こ の 結 果 は、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 赤 血

球 も ピ ト赤 血 球 同 様 に ＧＰＣ／ｐ５５μ．１Ｒ の 三 者 複 合 体 を 形 成 して い る 可 能 性 が

示 唆 さ れ た
。
一 方
、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ は、 ＣａＭ

と Ｃａ
２＋ 非 依 存 性 に 結 合

し た が
、
Ｃａ
２＋で 飽 和 し た ＣａＭ （Ｃａ

２＋／ＣａＭ） は、
４
，
１Ｒ と ＧＰＣ

， ｐ
５５ 及 び Ｂａ湿３

と の 平 衡 解 離 定 数 を変 完 な かっ た。

第 ２－２ 項 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｃｏｒａｃｌｅ の 膜 蛋 白 質 結 合 解 析

ショ ウ ジョ ウ バ エ の細 胞 膜 蛋 白 質 で あ る Ｃｏｒａｃ１ｅ の Ｎ 末 端 ３００ アミ ノ 酸残

基 は 肥ＲＭ ｄｏｍａｉｎ 相 同 性 か ら ４．１Ｒ 相 同 蛋 白 質 で あ り、 そ の 変 異 体 は 異
常 な

細 胞 分 化 を誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る。 Ｃｏ臓ｃ１ｅ 分 子 の シ ョ ウ ジョ ウ
バ エ の
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結 合 蛋 白 質 は 同 定 さ れ て い な い の で、 ヒ ト赤 血 球 膜 蛋 自 質 を モ デノレと し て 結

合 解 析 を 行 っ た。 Ｃｏ蝸ｃ１ｅ は、 ヒ ト 赤
血 球 反 転 膜 （ＩＯＶ） に と 共 沈 殿 し、

ま た
、

ＩＡｓｙｓ
⑧
で Ｂａｎｄ３，

ＧＰＣ と 結 合 し た
。
Ｃｏｒ＆ｃＩｅ は、

Ｃ 洲 と Ｃａ
２＋ 非 依 存 性 に 結 合 し

た が
、
Ｃａ
２＋で 飽 和 し た Ｃ 舳 （Ｃａ

２＋／ＣａＭ） は、
４
．
１Ｒ と ＧＰＣ

， ｐ
５５ 及 び Ｂａｎｄ３ と

の 平 衡 解 離 定 数 を 変 完 な か っ た。

第３節 生物物理学的解析

第 ３－１ 項 伽 Ｒ－ｐｅｐω③ と ＣａＭ 結 合 の 動 的 ２ 次 構 造 解 析

蛋自質の ２ 次構造解析にはフーリエ変換型申赤外分光法が有用であるが、

水 分 子 の 影 響 を 回 避 す る 為 に 重 水 を用 い て き た。
ブ ラ カ ー オ プ テ ィ ク ス 杜 ほ、

軽水 環境で水分子 によ る吸収 を回避して目的分子の吸光度を測定出来る装置

（Ｃ㎝ｆｏＣｈｅｃｋ醐 ） を 開 発 し た。

１）ＤＳＣ、 亙ＳＬ 及 ぴ Ｆ■一ＩＲ を 用 い た Ｃ 舳 の 動 的 二 次 構
造 解 析

Ｃ劔ｍｏｄｕ腕 （Ｃ辻Ｍ）は、 逐 分 子 の Ｃａ
２＋を 結 合 に よ り そ の 立 体 構 造 を 変 化 さ せ て、

標 的蛋白質 に結合ま たは解 離することで、 標的蛋白質の機能を調節する情報

伝 達 の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー 蛋 白 質 で あ る。 ＣａＭ の 構
造 は 結 晶 化、 ＮＭＲ

法 で 解 析 さ れ て き た。 し か し、 動 的 変 化、 温度 依 存 性 な 構 造 解 析 を 統 合 的 に

行 っ た 例 は な い。 本 研 究 で は、 温 度 依 存 性 の 動 的 二次 構 造 変化 を 熱 量 （ＤＳＣ：

Ｄ 搬ｒ㎝ｔｉａ１Ｓ優ａｍｉ㎎ Ｃａ更ｏｒｉ㎜ｅｔη、
示 差 型 熱 量 計 型）

、
動 的 光 散 乱 法 （Ｄｙｎａ㎞ｃ

Ｌｉｇｈｔ Ｓｃａ脆ｒｉｎｇ， ＤＬＳ） 及 び フ ー リ エ 変 換 型 中 赤 外 分 光 法 （ＦＴ－ＩＲ） で 解 析 し

た。 そ の 結 果、 ＣえＭ は、 Ｃａ
２＋ 飽 和 状 態 で は 単 量 体 で あ り、 ９０

℃ に な っ て も 二

量 体 で あ っ た。 ま た、 町一ＩＲ に よ る 測 定 結 果 で も 二 次 構 造 に 変 化 は な か っ た。

一 方
、 Ｃａ
２＋ キ レ ー ト 状 態 で は、 ＣざＭ は ２

量 体 を 形 成 し て お り、 ５０℃ を 越 え る

と β一Ｓｈｅｅｔ構 造 を 介 して 急 激 に多 量 体 形 成 し た。

２）ＣａＭ・ｐ即 耐ｅ複 合 体 の 動的二次構造解析
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前 研 究 課 題 で、 各 種 の Ｅｘ㎝ を 欠 失 さ せ た ４．１Ｒ の
膜 結 合 ドメ イ ン （Ｎ

末 端 ３０ｋＤａ） の 組 換 完 蛋 白 質 を 用 い て、 反 応 速 度 論 的 結 合 解 析 に よ り、 ４．１

の ＣａＭ の 結 合 部 位 を 同 定 し た。 っ ま り、 Ｃ 舳 は Ｅｘｏｎ ８ （Ｃａ
２＋ 感 受 性 の 結

合） 及 び Ｅｘ㎝ １１ （Ｃａ
２＋ 非 感 受 性 の 結 合） の ２ 箇 所 （各 １６ 残 基） に 結 合

す る こ と を 明 ら か に し た。
ま た、 Ｃ 舳

が ４．１Ｒ に 作 用 す る た め に は こ の ２

箇 所 に 同 時 に 結 合 する こ と が 重 要 で あ る こ と を 明 らか に した。 更 に ４．１Ｒ
９。 と

Ｃ 舳 の 結 合 に 於 い て、 Ｃａ
２＋感 受 性 の 結 合 部 位 で は Ｓ１８５ （１８５ 番揖 の セ リ ン残

基） 、 Ｃａ
２＋ 非 感 受 性 の 結 合 部 位 で は、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸

が 重 要 な 役 割 を して い

る こ と を 明 ら か に した。

Ａ１８１ＫＫＬＳＭ ＹＧＶｎＬＨ ＫＡＫＤ

Ａ１６４Ｋ ＫＬ Ｗ ＶＣＶ皿ＨｌＨＴＥＥＲＬ

本 研 究 で は、 こ れ らの
ペ プ チ ドが Ｃ益Ｍ と 結 合 して ど の よ う な 構 造 的 な変 化

が 起 る か を 町一ＩＲ 法、 ＤＳＣ， ＤＬＳ で 検 討
し た。 ＤＳＣ の 結 果 は、 こ れ ら の

ペ プ

チ ドは ＣａＭ の Ｃ－１ｏｂｅ に 結 合 す る こ と、 ｐｅｐ１１ は ＣａＭ の ３
量 体 形 成 し た。

熱

に 対 し て、 Ｃａ
２＋存 在 下 で あ っ て も ｂ－ｓｈｅｅｔ 構 造 を 介 し て 急 激 に 多 量 体 形 成 し た。

第 ３－２ 項 ４．五Ｒ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ と ＧＰＣ 結 合 の 三 次 構 造 解 析

４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏ狐ａｉｎ と ＧＰＣ 細 胞 内 ｄｏ狐ａ虹 の 共 結 晶 化 に よ り、
結 合

部 位 に 関 わ る ア ミ ノ 酸 を 同 定 し た。 結 晶 構 造 解 析 の
結 果 は、 こ れ

ま で に 報 告

さ れ た 生 化 学 的 解 析 結 果 を 支 持 して い た。
（註 ： 本 研 究 は、 Ｂ㎝ｇ－Ｇｙｏ㎝ Ｈａｎ

博 土 （Ｌａｗ ㎝ｃｅ Ｂｅｒｋｅ１ｃｙ Ｎａｔｉ㎝ａ１ ＬａｂｏｒａｔｏＷ， ＵＣＢ、
海 外 共 同 研 究 者） と の 共

同研 究で行 われた結 果である が、 本報告書作成時に未発表データであること

か ら
、 Ｂｏｎｇ－Ｇｙｏｏｎ Ｈａ■

博 士 の 要 請 に よ り 詳 細 な 結 果 の 報 告 す る こ と は 控 完

た） 。
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第４節 方法論の開発

第４４ 項 ４１Ｒ のＰＫＣリ ン酸化を利用 した反 転膜小胞の作製

ヒ ト 赤 血 球 の 反 転 膜 小 胞 を利 用 した 蛋 白 質一膜 結 合 の 解 析 に は、 ｐＨ１１ 処 理

や 沃 化 カ リ ュ ウム 処 理 に よ る 過 酷 な 条 件 に よ り、 残 存 蛋 自 質 の 除
去 を した。

このた め、 目的と する膜貫 通蛋白質のみならず膜脂質の変性がある条件化で

結 合 解 析 を 行っ て 来 た。 ］ 方、
赤 血 球 膜 骨 格 の 要 で あ る ４．１Ｒ を ＰＫＣ で リ ン

酸 化 さ れ る と、 ｓｐｅｃ触 肋ｃｔｉｎ， ＧＰＣ か ら 解 離 す る こ と が 報 告 さ れ た （Ｍａｍｏ ετ

α１．ＪＢＣ， １００５） 。 本 研 究 で は、 ４１１Ｒ を ＰＫＣ で リ ン 酸 化 し た 後 に 反 転 膜 小 胞

を 作 製 す る こ と で、 強 度 の 変 性 条 件 に よ る 残 存 蛋 自 質 除 去 を 回 避 し、 得 ら れ

た 反 転 膜 小 胞 の 蛋 白 質 を 解 析 し、 ４．１Ｒ３０ｋ１）ａ ｄｏ㎜３ｉｎ と の 結 合 解 析 を 行 っ た。

そ の 結 果、 本 法 を用 い る こ と に よ り」 ＩＯＶ 作 製 の簡 便 化、 及 び 結 合 分 子 数 の

増 加 に 成 功 した。

第 ４・２ 項 伽 Ｒ ３０ｋ肋 ＦＥＲＭ ｄｏｍ ぬ に 対 す る 単 ク 回 一 ン 抗 体 の 作 製

４．１Ｒ は、 種 々 の 赤 血 球 の み な ら ず 種 々 の 細 胞 で 発 現 し て い る こ と が、

触 ＮＡ レベ ル、 蛋 白 質 レ
ベ ル で 報 告 さ れ て い る。 単ク 臥 ン抗 体 は、 抗 原 検 出

の た め の 強 カ な 手 段 で あ る と と も に、 部 位 特 異 的 な 単ク ローン抗 体 は、 結 合 を

阻 害 す る こ と が 出 来 る こ と か ら、 新 た な 機 能 解 析 が 期 待 で き る。 膜 結 合 部 位

で あ る ３０ｋＤａ ｄｏ㎜ａｉｎ に 対 す る 単 ク ローン 抗 体 （硲 種 類） を 確 立 し、 そ の 結 合

特 性
、
結 合 部 位、 膜 と の 結 合 阻 害 を 検 討 し た。 ４ 種 類 の 抗 体 は い ず れ も

３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏｍ＆ｉｎ の 殊 表 面 を 認 識 す る が、 ＃８ と ＃７ は、 β一 ｓｈｅｅｔ 構 造、

＃５ は ｒ＆ｎｄｏｍ 構 造、 ＃７ は α一ｈｅ１ｉｘ 構 造 を 認 識 し て お り、
抗 原 の 構 造 に 共 通 性

は な かっ た。 立 体 構 造 上 の ３ つ の ドメ イ ン を 各々 認 識 す る 抗 体 を 得 た。 た だ

し、 膜 貫 通 蛋 白 質 と の 結 合 部 位 と は 異 な っ て い た。 抗 体 を用 い て ＧＰＣ の 結 合

部 位 を ８０ ア ミノ 酸 残 基 に 絞 っ た。
各 抗 体 の 免 疫 ブ ロ ッ トヘ の 応 用 を 検 討 し、

＃５ 抗 体の 汎 用 性 を示 し た。
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研究協力者：坂口安史 （日本シーベルヘグナー）・

研究協力者：笹倉大督 （日本ブルカーオプティクス株式会社）＊

研 究 協 力 者 ： 志 波 公 平 （ＳｙｓｍｅｘＣｏ卯ｏｒ説ｉ㎝） ＊

研 究 協 力 者 ： 村 田 健 二 （Ｄｅｐ航 ㎜ｅｎｔｏｆＡｎｉｍａ１Ｓｃｉｅｎ㏄，Ｕ
Ｃ Ｄａｖ豆ｓ，ＵＳＡ

） ＊

研 究 協 力 者 … Ｍ 出１ｙｎＰ㎜ａ （Ｌ＆ｗｅｎｃｅ 脇 ｋ眺ｙＮａｔ１．Ｌａｂ．，ＵＣＢ，ＵＳＡ）
＊

（＊の研究協力者は、 本研究 費補助 金中 請時に研究協カ者と して申請 しな かった が、 研究開

始後に当事者に承諾 を得 て、 研究の協力を頂いた方々 である）

（１平成 １８ 年 １２ 月 退 職）

交 付 決 定 額 ＝

平成１５年度

平成１６年度

平成１７年度

直 接 経 費 ２，０００
千円

直 接 経 費 ６００苧円

直 接 経 費 ６００予円

（総 額 ３，２００
千円）

２３



研 究 発 表 業 績註：

（註 ： 本 補助 金 で 得 ら れだ 成 果で平成１５年か ら平成 １９年 ２月 まで

に発 表された業績につ いて記 載した）

（１）誌上発表註

（註 ：研究代表者関連発表のみを掲載）

Ｒｅｇｕ１ａｔｉｏｎ ｏｆｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１Ｒ ｉｎをｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ㎜ｅ㎜ｂｒａ鵬 ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ Ｃａ

２斗

ａｎｄＣａ１㎜０ｄｕ１ｉｎ（肋切 肋 榊ｆθＷ）

Ｎ ㎜ ｏ㎜ｕ蝸 Ｗ．ａｎｄ Ｔａｋａ１㎞ ｗａ Ｙ．

仰ｏ〃 伽∫ 肋 肋 ８ 肋 肌θ ｎ：１５２２－１５３９（２００６）

Ｒｅ駅１ａｔｉｏｎｏｆａ旅ｙｒｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏ亙 ｗｉｔｈ ＣＤ４４ｂｙｐｒｏｔｅｉｎ ４．１ｉｎ ＨｅＬａｃｅ１１ｓ．

Ｈ 鮒 ｏ㎡
，
Ｍ
．，
Ｎ ㎜ ｏ ㎜ｕｒａ Ｗ、、

Ｉｔｏ，
Ｅ
．、
Ｏｈｔａラ

Ｈ
．，ａｎ
ｄ Ｔａｋａ ㎞ ｗａラ

Ｙ
．

漉 赫 舳 θ３１（２）；１０７－１１４（２００６）

Ｐｕｔａ臼ｖｅ 血 ｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１Ｂ ｉｓ ｄｉ揃ｅｒｅηｔｉａ１１ｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ

ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｂｒａｉｎ ｖｉａ ａ１ｔｅｍａｔｉｖｅ ｐｒｏ㎜ｏｔｅｒｓ ａｎｄ ５
’
ａ 脆 ｍａｔｉｖｅｓｐ

１ｉｃ量ｎｇ．

Ｇ ａｓｃａｒｄ
，
Ｐ
．、
Ｐ ａ 醐

，
Ｍ
．
Ｋ
１，
Ｚ ｈａｏ

，
Ｚ
．，
Ｃ ａ１ｉΩｉｓａａ

，
Ｖ
．
Ｒ
、，
Ｎ ㎜ ｏ ｍ ｕｒａ Ｗ ．，

Ｒｉｖｋｅｅｓ
ラ
Ｓ
．
Ａ
．。
Ｍ ｏｈａｎｄ鵬

，
Ｎ
。，
ａｎｄ Ｃｏｎｂｏｙ，

Ｊ Ｇ
．

石主ｏｃ乃主伽．；θ的ρ乃γ８。二４ｃτα１６８０；７１－８２（２００４）

Ｍａ加ｒｅｐａｒａｓｉｔｅ－ｉ油 ｃ托ｄｅ蚊 肘ｏｃｙｔｅｓｕ 施 ㏄ ａｎｔｉｇｅｎ（Ｍ ＥＳＡ）ｏｆ

戸Ｚα８舳ｏ∂肋榊ノ章Ｚｃφακ〃榊 ｂｉηｄｓｔｏｔｈｅ３０－ｋＤａｄｏ㎜ａｉｎ ◎ｆｐｒｏｔｅｉｎ ４．１ｉｎ

ｎ１ａ１ａｒ三ａ－ｉｎｆ１ｅｃｔｅｄｒｅｄ ｂ１ｏｏｄ ｃｅ１１ｓ．

Ｗ ａ１１ｅｒ
言
Ｋ Ｌ
，
Ｎｕｎｏｍｕｒａ Ｗ ，

Ａｈ
，
Ｘ Ｌ
，
Ｍ ｏ 脇 ｎｄａｓ

，
Ｎ
，
ａｎｄ Ｃｏｐｐｅ１，

Ｒ

Ｌ
．

肋 ｏ 洲 ０２：１９１１－１９１４（２００３）

Ｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１ 聾 ａ ㎜ｏｄｕ１ａｔｏｒｏｆ ｍｅ㎜ｂ 蛾 鵬 ｓｋｅ１ｅｔａ１ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｆｄｎｃｔｉｏｎ ｏｆｅ 軸 ｈｒｏｃｙ‡ｅ． （肋切姥３κθ洲θｗ）

Ｎ ㎜ ｏｍｕ峨 Ｗ．ａｎｄ Ｔａｋａ㎞ ｗａ Ｙ．

地ｃθ材 鮎 θακ乃Ｄ 舳 ゆ 榊θ痂 肋 Ｃθπ 地 蜘 棚 １：６７－７６（２００３）

（２）学会発表

平成 禍 年度 （２００３年）

Ｐｒｏｔｅｉｎ４．１Ｇ と 膜 蛋 白 質 と の 結 合 に つ い て

目 本 膜 学 会 第 ２５ 年 会 講 演 要 旨 集 ７７ 頁 ２００３ 年 ５月

２４



布 村 渉
、
Ｍｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ．、
高 桑 雄 一

腎 型 ｐｒｏｔｅｉｎ４．１Ｂ （劣．１Ｂ
Ａ醐） と 膜 蛋 白 質 の 結 合 解 析

目 本 生 化 学 会 ２０００ 年 １０月

布 村 渉
、
Ｇａｓ鮒 ｄ，

Ｐ
．
Ｄ
．、
Ｍｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ
．、
高 桑 雄 一

Ｃａ
２㌔ ｎｄｃａ１ｍｏｄｕ１ｉｎ ｄｏｎｏｔｒｅｇｕ１ａｔｅ４．１Ｂ ｉｓｏ施 ｍ ４．１Ｂ

ＡＵＧ２
ｂｉｎφｎｇｔｏ

ｍｅ㎜ｂｒａ苅ｅ ｐ 撤 ｅ
ｉｎｓ．

Ｎｕｎｏ㎜ｕｒａ Ｗ．，
Ｐａ 醐
，
Ｍ
．ラ
Ｏｒ１ｏｗｓｋｉ

，
Ｊ
．ラ
Ｎａｒ１ａ

，
Ｍ
．，
丁 肋 ㎞ ｗａ，

Ｙ
．，

ａｎｄ Ｇａｓｃ服ｄｌ，
Ｐ
．
Ｄ
．

４３迂
ｄ
ＡｍｅｈｃａｎＳ ㏄ｉｅ奴 厳 Ｃｅ１１Ｂｉｏ１ｏｇｙ Ａｎｍ ａ１ Ｍｅｅｔｉｎｇ嘆（

２００３
ラ
１２
，

Ｓ 狐Ｆｒａａｃｉｓｏラ
ＵＳＡ） 〃 泓 励〇五 Ｃθπ １４，

５５ａ（ｓｕｐｐ１。）（２００３）

４．１Ｒ ｒｅｇ叫ａｔ
ｉｏｎｏｆａ血ｙｒｉｎｉｎ 廠 ａｃｔｉｏむ ｗｉｔｈ ＣＤ４４： 肋 切ｖｏ ｄｅ岨ｏｎｓ施ｔ量ｏｎ

Ｈａ材 ㎝ Ｍ ，
Ｎ ㎜ｏ㎜ｕｒａ Ｗ Ｉｔｏ．

Ｅ
，
Ｏｈｔａ Ｈ，ａｎ

ｄ Ｔａｋａ㎞ ｗａ，
Ｙ

４３迂
ｄ
Ａ ｍｅｈｃａｎ Ｓｏｃｉｅ奴 おｒ Ｃｅ１１Ｂｉｏ１ｏｇｙ Ａｎｎ醐１ Ｍｅｅｔｉｎｇ．（２００３，

１２
，

Ｓａ征ｒａｎｃｉｓｏ．
ＵＳＡ） Ｍｏム 励ｏ乙 Ｃθπ１４，

Ｌａｔｅ Ａｂｓｔｒａｃｔｓ（ｓｕｐｐ１．）（
２００３）

平 成 １６ 年 度 （２００４ 年）

腎 型 ４．１Ｂ の 膜 蛋 白 質 と の 結 合 解 析

目本 膜学会第２６年会 講演要旨集５１頁

布 村 渉
、
Ｇａｓｃ 孤ｄ，

Ｐ．Ｄ．、
Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ
．、
高 桑 雄 ］

Ｆｕｎｃｔｉｏｎａ１ａｎａ１ｙｓ
ｉｓｏｆｈｅａｄ－ｐ

ｉｅｃｅ 肥ｇｉｏη ｏｆｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１Ｒ ａｎｄ ４，

１Ｇ

ｉη 廠 ａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ㎜ｅ㎜ｂｒａｎｅｐぎｏｔｅｉｎｓｂｙ ｃｈｉ㎜ｅ室ａｐｒｏｔｅｉｎ

２００４ 年 １０ 月 １３ 目 生 化 学 ７６（８）１０９３

布 村 渉
、 Ｇａｓｃａｒ

ｄ
，
Ｐ
．
Ｄ
、、
Ｐ 鮒 ａ，

Ｍ
．，
Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ．、
高 桑 雄 …

平 成 １７ 年 度 以 降 （２００５ 年）

キ メ ラ 蛋 自 質 に よ る ４．１Ｒ と ４，１Ｇ の 膜 結 合 性 の 解 析

目本膜学会第２７年会

２００５年５月 １０胃講演要 旨集６９頁

布 村 渉
、
Ｇａｓｃ 欄 ，

Ｐ．Ｄ．、 Ｐ 搬 ａ，
Ｍ．，

Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，
Ｎ
．、
高 桑 雄 一

Ｐｒｏｔぬ ４．１Ｒ の ｃａ㎞ｏｄ汕ｉｎ 結 合 特 性

第５回目本蛋自質科学会大会

２００５ 年 ６ 月 ３０ 目 プ ロ グ ラ ム 要 旨 集 ８０

布 村 渉、 高桑雄一

赤外分光法を用いたカルモジュリンの熱挙動に関する研究

第５回目本蛋自質科学会大会

２５



２００５年６月 ３０ 目プロ グラム 要旨集８５

笹 倉 大 督、
古 頭 謙 一

、
三 浦 剛
、
布 村 渉、 高 桑 雄

一

Ｅｖａ１ｕａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅｒｏ１ｅ ｏｆｔｈｅ ｈｅａｄｐｉｅｃｅｒｅｇｉｏｎ ｏｆｃｙｔｏｓｋｅ１ｅ胞１ｐｒｏｔｅｉｏ 鵬 ４．
１Ｒ

ａηｄ－
４
．
１Ｇ ｉｎ 肥ｇｕ１ａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅｉｒｉηｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｃ Ｄ４４ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅ１１ｓ

第 ７８ 回 目 本 生 化 学会 大 会 ２００５年１０月 １３目

生化学７７（８）券８５４

布 村 渉
、
Ｇａｓｃ趾ｄ，

Ｐ
ｌ
Ｄ
．、
Ｍｏｈａ紬ａｓ，

Ｎ
、
高 桑 雄 一

Ｃｈ孤ａｃ 廠 ｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｎｏｃ１ｏｎａ１ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏ ｈｕ㎜ａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１Ｒ

３０ｋＤａｄ二〇ｍａｉｎ

第 ７８ 回 目本 生 化 学会 大 会 ２００５年１０月 １３ 目

生化学７７（８）券８５５

布 村 渉、 畠 山 雅
彦
、 高 桑 雄

］

Ｉａｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆｚｅｂ撒 触ｈ（のα〃 〃 肋 ｏ）ｐｒｏｔｅｉｎ４，１Ｒ ｗｉｔｈ ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

ａｎｄ ｃａ１㎜ｏｄｎ１ｉｎ：ｃｏｎ正ｐａ１ｒａｔｉｖｅｓ血ｄｉｅｓ ｏｎｉｔｓ ｂｉａｄｉｎｇ Ｐｒｏｐｅ血ｉｅｓ

第 ７８ 回 貝 本 生 化 学 会 大 会 ２００５年１０月 １３ 目

生化学７７（８）券８５６

布 村 渉、 村 田 健 二、 高 桑 雄
一

＜ ミ ニ シ ン ポ ジ ュ ウ ム 採 択 演 題 ＞

Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆｚｅｂｒａ行ｓｈ （１）α肋ｏ κぴゴｏ）ｐｒｏｔｅ
ｉｎ ４．
１Ｒ ｗｉｔｈ ㎜ｅ㎜ｂ蝸ｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ａｎｄ ｃａ１ｍｏｄｕ１ｉｎ：ｃｏ㎜ｐａｒａｔｉｖｅ ｓ血ｄｉｅｓ ｏｎｉｔｓ ｂｉｎｄｌｉｎｇ Ｐｒｏｐｅ打ｉｅｓ

第 ７８ 回 目 本 生 化 学 会 大 会 ２００５年１０月 １０貝

生化学 ７７（８）弁８５６

布 村 渉、 村 田 健 二、 高 桑 雄 一

Ｃａ１ｍｏｄｕ１ｉｎ に よ る 新 し い 結 合 制 御 機 構 の 解 析 ：ｐｒｏｔｅｉｎ４．岨
と 赤 血 球 膜 蛋

白質の結合制御

第 ４３回目本生物物理学会大会２００５ 年１１月 ２３胃

生物物理（第４３ 回年会 予稿 集）４５（１）Ｓ５８

布村 渉、摘 桑雄＾

カルモジュリンの二次構造の赤外分光法による解析

第 ４３回目本生物物理学会大会２００５年１１月 ２３日

生物物 理（第４３ 同年会 予稿 集）４５（１）Ｓ５３

布 村 渉、 高 桑 雄
一

Ｆｕｎｃをｉｏｎａ１ａｎａ１ｙｓｉｓ ｏｆｚｅｂｒａ丘ｓｈ（１）α加ｏ 肥 〃ｏ）ｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１Ｒ ｂｉｎｄ－

ｉＲｇｔｏ

㎜ｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａ 紬 ｃａ１ｍｏｄｕ１ｉｎ．

Ｎ ㎜ ｏｍｕｒａ Ｗ．ヨ
Ｍ ｕｒａ施ラ

Ｋ
．，α
地 Ｔａｋａ ㎞ ｗａ，

Ｙ

２６



４５
滋
Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｓｏｃｉｅ奴 おｒＣｅ１１Ｂｉｏ１ｏｇｙ Ａｎｎｕａ１ Ｍｅｅ 碗 ｇ（２００５ラ

１２
，

Ｓａ征 峨ｎｃ｛ｓｏ，
ＵＳＡ） 〃６乙 励〇五 ０θＺ１１６（ｓｕｐｐ１．ｉｎ ＣＤ ＲＯＭ ≠≠２６０８）

（２００５）

Ｔｈｅｉ㎜ ｎｕｎｏｃｈｅ蜘ｉｃａ１ａｎａ１ｙｓ三ｓ ｏｆＰｒｏ紀ｉｎ ４．
１Ｒ ｉｎ ｚｅｂｒａ丘ｓｈ（ｌＤα加ｏ κθ〃ｏ）

Ｍ ｕｒａｔａ，
Ｋ
．ラａｎ
ｄ Ｎ ㎜ ｏ㎜ｕｒａ Ｗ．

４５箭 Ａｍｅｒｉｃａ訂 Ｓ㏄ｉｅ奴 虹 Ｃｅ１１ Ｂｉｏ１ｏｇｙ Ａｎｎｕａ１ Ｍｅｅｔｉ㎎ （２００５，
１２
ヨ

ＳａｎＦｒａ㏄ｉｓｏ，
ＵＳＡ）〃 泓 励ｏム α π１６（ｓ哩ｐ１．ｉｎ ＣＤ ＲＯ Ｍ 券２６１０）

（２００５）

Ｎｏｖｅ１ｉｎｓｉｇｈｔｓ ㎞ｔｏ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｐｅ打ｉｅｓｏｆｃｙｔｏｓｋｅ１⑧ｔ＆１ｐｒｏ施ｉｎ誰４．
１Ｒ ａｎｄ二

４，１Ｇ ｗｉｔｈ ＣＤ４４ｉｎ Ｈｅ
Ｌａｃｅ１１ｓ．

Ｇａｓｃａ記
，
Ｐ
．
Ｄ
．
Ｎ ㎜ ｏｍｕ 蝸 Ｗ．，

Ｐａｒｒａ，
Ｍ
．。ａｎ
ｄ Ｔａｋａ ㎞ ｗａ，

Ｙ
．

４５
淋
Ａ ㎜ｅｈｃａｎＳ ㏄ｉｅ蚊 賊 Ｃｅ１１Ｂｉ◎１ｏｇｙ Ａ ｍ ｕａ１ Ｍｅｅ碗 ｇ（２００５，

１２
，

Ｓａｎ肘ａ㏄ｉｓｏ，
ＵＳＡ） Ｍｏム 励ｏ及 ０εＺＨ６（ｓｕｐｐ１．
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第 Ｈ 項 臨 晩 細胞 を用 いた４。眠一Ｃ脳４緒合解析

［目的コ

我 々 は、 こ れ ま で に 表 皮角 化 細 胞 に於 い て 細 胞 膜 貫 通 蛋 白 質 で 彰 る ＣＤ４４ に

４
．
豆Ｒ が 結 合 す る こ と

、
４
．
１Ｒ は

、 Ｃ
Ｄ４４ と ＡｎｋｙτｉＲ の 結 合 を 制 御 す る こ と、

４．王Ｒ

と ＣＤ４４ の 結 合 は 劣．１Ｒ ３０ｋＤａ Ｆ 服 Ｍ ｄ◎ｍａｉｎ．に
結 合 す る Ｃ＆Ｍ 淡 Ｃａ２＋に よ っ て 飽

和 さ れ る こ と に よ っ て 制 御 さ れ る こ と を 報 告 し た（Ｎ醐ｏｍａ蝸 ｅｔ＆１．玉９９７）。 さ ら に、

ＣＤ４４ は ヒ ア ル ロ ン 酸 と 結 合 す る が、 こ の 結 合 は細 胞 内 で Ａ脈ｙｈｎ と 結 合 す る こ

と が 必 要 で あ る （Ｂｏａｒｇｕｉ㎎なｏ双ｅｔ乱 丑９８６）。

藍襲重滋 蟻丑翌盈
駿

妻蟹蓬ξ豆泌概 錫 厭麦擾蝪裏

聴．１ Ｃ⑳４峯ｃ棚 ぬ δ ｂｏ欄 杖 醜 曲 鵬ｄ 孜 搬
８％ Ｗｅｈａｖｅｒｅｐｏ焔ｄ 銑ａμ、玉Ｒ８０ 舳 舳ｓ Ａ欣ｙｒｉｎ

ｂｉ 紬ｉηｇ ｔｏ Ｃ Ｄ 軸 ．
Ｈｏｗ ｅｙｅｒ，

飾ｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｒｅｐｏ航 ａｂｏ 脈 齢ｅ ｒｅ 娩ｉｏｎ ｏｆ ｃｚｒｉｎ－Ｃ Ｄ４４－Ａｎｋｙｒ三ｎ．
Ｔｈｅ ３ Ｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ＯｆＦＥ 叉 Ｍ ｄｏｒｎａ抵 ｏｆｅｚｒｉｎ ａｎｄ ４．
豆Ｒ ｗ ａｓｒｅｐｏ舵ｅｄ，

３３



囲 ＲＭ ｄｏｍｉｎ の フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 で あ る ｅｚ血ｎ 或 は ｒａｄｉｘｉｎ も ＣＤ４４ 結 合 蛋 白

質 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ＴｓｕｋｉｔａＳｅω、１９９７）。 し か し、 同 族 の 蛋 白 質 で

有 り 乍 らそ の 作用 の 相 同 性、 つ ま り Ａ脈 畑ｎ の ＣＤ４４
結 合 の制 御 機 能 な どに つ い

て は 全く 解 明 さ れ て い な い。 相 同 蛋 自 質 が 同
一 の 標 的 蛋 白 質 に 結 合 す る 時、 ど

の よ う な 制 御 機 構 （振 り 分 け） が 働 く の か、 ま た、 な ぜ 相 同 （変 し異 な る） 蛋

白 質 が 必 要 な の か、 未 だ 不 明 な 点
が 多 い。 こ れ

が 解 け れ ば、 蛋
自 質 構 造 に 派 生

した 多 様 性 の 生 物 学 的 意 義カミ解 ける と 期 待 さ れ る。

盗鮒赫範艶揃鹸

棚２ ｂ赫虚腕ｇ 碗畷惑唖

毘堕轟 翻蕊 る２２ 籔需

箆搬繍

Ｎ恥

鋤⑤漉

恋撚泌ｂ虹莚触ｇ 碗 腿毅赫

５擁搬

固ｇ．２ Ｔｈｅ ｐｒｉｍ 孤ｙ ｓｔｍ ｃ 倣 ｅ ｏｆ ４．１Ｒ ａ 耐 ｅ 赫 ｎ． Ａｓ ｓｈｏｗｎ ｉａ 固 ｇ．１，ｔｈｅ
ＦＥＲ Ｍ ｄｏ 肌ａｉｎ，ｏ

ｆ

４・１Ｒ
８ ㌦ ｄ ・・ 叫 ｗ・・ ｈｉｇｈ ｉｄ・・ｔ

ｉ・・１・
Ｔｈ・ ｐ・ｉ㎜・Ｗ ・ｔ… 倣 ・ ・ｆ ｔｈ… ｐ・・ｔ・ｉ・・ ｗ・… ｔ ｈｉｇｈ

ｉｄｅｎ迂ｉｃａ１．
４
．
１ Ｒ
８０
楡 ｎｄｓ ｓｐｅｃｔ

ｈｎ 狐 ｄ ａｃｔｉｎ．
Ｅｚ 曲 ｂｉｎｄｓ ａｃｔｉｎ ｉｎ ｉｔｓ Ｃ－ｔｅ 耐 ｎ３１ ｄｏ ｍ ａｉｎ、．

本 研 究 で は、 既 に
立 体 構 造 が 解 け て い る ｅｚｒｉｎ と ４．玉Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ．の ＣＤ糾

結 合 性 を 比 較 し、 Ａ赦ｙｈｎ の ＣＤ４４ へ の 結 合 性 を 検 討 し
た
。
ま た
、 ＨｅＬａｃｅ１１

を 用

３４



い生細胞内でこの相同蛋白質がどのような挙動をするかを明らかにすることに

よ り、 構 造多 様 化 の 意 義 を 考 察 す る こ と を 目 的 と し た。

［材料と方法］

１． 材 料

ｐＧＥＸ－４Ｔ２ｖｅｃｔｏｒ （Ｇ池ｔａｔｈｉｏｎｅ－８一杜ａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＳＴ）ｔａｇ 融 合 蛋 白 質 大 腸 菌 発 現 用）

は ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃ ㈹ Ｂ云ｏＳｃｉｅｎｃｅｓ Ｌ逓ｅ Ｓｃｉ㎝ｃｅｓ 杜 （ＵＳＡ） か ら 購 入 し た。 ｐＥＧＦＰ－Ｃ３

ｖｅｃｔｏｒ （ＧＦＰ 磁 合 蛋 白 質 真 核 細 胞 発 現 用） は Ｃ１㎝ｔｅｃｈ 杜 （ＵＳＡ） か ら 購 入 した。

２． 細 胞

ＨｅＬａ細胞は、 東京女子医科大 学医学部第一病理学教室澤田達夫教授より分与

し て 頂 い た。 ＨｅＬａ 細 胞 は、 ＲＰＭＩ 培 地 に １０％ ＦＢＳ （牛 胎 児 血 清、 Ｇ鵬 ＣＯ 杜 よ

り 購 入） 添 加 し、 ３７℃、 ５％ ＣＯ。、 ９５％ 湿 度 で 培 養 し た。

３． 組 換 え 蛋 白 質 の 作 製

組 換 完 ４．１Ｒ 及 び Ｅｚｒｉｎ の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ，ＣＤ４４ の 細 胞 内 ドメ イ ン は、ｐＧＥＸ－４Ｔ２

（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） に 組 込 み、 大 腸 菌 （跳 伽 肋 肋 ω め ＢＬ２１ 株 を 形 質 転 換

し た
。
こ れ ら の ＣＤＮＡ は、 Ｄｒ． Ｇａｓｃａｒｄ Ｐｈｉ１ｉｐｐｅ

（海 外 共 同 研 究 者
、
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅなｃｅ

Ｄｉｖｉｓｉ㎝，
Ｌａｗ「ｅｎｃｅ Ｂｅ「ｋｅ玉ｅｙ Ｎａｔｉ㎝ａ１ＬａｂｏｒａｔｏＷ ＵＣ Ｂｅｒｋｅｌｅｙ，

ＣＡ
，
ＵＳＡ） よ り 供 与
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して 頂 い た。 ま た、 ４．１Ｒ の Ｅｘ㎝ １０
欠 損 お よ び 部 分 ポ リ ペ プ チ ド（図 ３）は

ｐＧＥＸ－４Ｔ２ に組 換 完、 大 腸菌 （跳 伽 枇 肋 ｃｏＺ１
） ＢＬ２１ 株 を形 質転 換 し た。

攻砿§１ 基溶澄 ２ 盗ｃ 侵 雪

厘醜皿 雰 婁

ξ．ｉ盈 ｆ氾蕊

／／
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、
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搬 級 滅紗灘拶童災

磁鰯
垂 篤

瀬呈 １
細 鋤緬歯星繍 葺 王竈 黎 厳 繍 １看毒 茎萎彗 郵蕎 螂

醜鼠総
葦 姜

疵醐洲 ×㌦ 〆〆
←≒≒≒１

欧翻獅 ←≒≒≒→

寛亙搬莚 婁十豆壌キ至童

廠鰍渕豆 ≒≒≒→㌔㌣糾！
〆１←≒≒→

醐ｇ．３ Ｃｏ１１ｓ耐迦ｃｔｓ 杖 ４．１Ｒ ＦＥＲＭｌａｏｍａｉｍ ａｍｄ 晦 耐ａｇ㎜ｅ㎜ｔｓ．

ＬＢ 培 地 に て 大 腸 菌 を ３７℃ 一 定 条 件 下 で 震 鑑 培 養 し、ＯＤ。。。
の 値 が Ｏ．４－０．８ に 達

した 時に、ＩＰＴＧ
を最 終濃 度 （１㎡Ｍ） 添 加 し、 さ ら に ３７

℃ 一 定 条 件 下 で ３ 時 間 震

盤培 養 し た “ ＧＥＸ－４Ｔ２
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 した 大 腸 菌 は、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ

ー タ ー、 目 立 工 機、８０００卯ｍ，４
℃
、 ８ 分 間）沈 澱 後、１㎡ＭＥＤＴＡ，１㎡Ｍ ＤＰＰ，

１㎡ Ｍ

２ＭＥ を 添加 した Ｂ－Ｐ駅
脳 （ＰＩＥＲＣＥ， ＵＳＡ） に懸 濁 し溶 菌 した。 溶 菌 液 は氷

上

１０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、
遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目

立 工 機、 １８，０００哩ｍ， ２０

分 間） の 上 清 を 得 た。
上 清 は、 Ｇ１搬 鮒 ㎝ｅ－Ｓｅｐｈ孤ｏｓｅ

（Ａ 鵬ｒｓｈａ㎜ Ｂ三〇ｓｃｉｅｎｃｅｓ）

と 懸 濁 し、 ＧＳＴ 融 合 蛋 白 質 を 分 離 し
た
。 ＧＳＴ 融

合 蛋 白 質 は トロ ン ビン 処 理 に よ
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り 標 的 蛋 白 質 と ＧＳＴ を 切 断 し た 後、 ＧＳＴ を Ｇ１ｕｔａｔｈｉ㎝ｅ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ に て 吸 収 し、

Ｑ－Ｓｅｐｈ破ｏｓｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂ豆ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） で 更 に 精 製 し た。
蛋 自 質 の 純 度 は ｓＤｓ．ＰＡＧＥ

に て 検 定 した。 蛋 白 質 量 は ＵＶ 法 を用 い た （２８０ｎｍ と ２６０ｎｍ を測 定 し、 蛋 白 質

濃 度 （ｍｇ／㎜１）＝１．４５ Ａ。。。一
〇、７４ Ａ 蜘

）
。

４． 赤 血 球 の ４．１Ｒ と Ａ 脈ｙｒｉｎ の 精 製

健 常 青 年 男 子 にイ ン フォ ー ム ドコ ンセ ン ト を した 後、
血 液 を 採 取 し た。 白 血

球 を フィ ルタ ー 除 去 後 に、 冷 却 した ＰＢＳ に より 血 漿 成 分 を 遠 心 徐 去 した。 低
張

溶液 でヘ モ グ ロ ビン を 遠 心 除 去 した の ち、 常 法 （ＥＤＴＡ 低 張 溶 液） に 従 っ て 反

転 膜 小 胞 を 作 製 し た。Ｔｙ１ｅｒ勿α１．（１９８０） 及 び Ｂ㎝ｎｅ肋 耐 Ｓｔｅ沁ｕｃｋ（１９８０）の 方 法 に

従 っ て、 遠 心 沈 殿 を ２Ｍ ＫＣ１ で 処 理 し た 遠 心 上 精 を Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ に よ り 精 製 し、

Ａ 砥ｙｒｉｎ を 得 た。 純 度 は ＳＤＳ－ＰＡＧＥ で 検 討 し た。 蛋 自 質 量 は ＵＶ 法 を 用 い た

（２８０ｎ㎜ と ２６０ｎｍ を 測 定 し、
蛋 白 質 濃 度 （ｍｇ／制） ・ １．４５ Ａ、、。一

〇．７４ Ａ、、。
）
。

５．抗 体

抗 ４．１Ｒ 抗 体 は、
上 記 の 方 法 で 精 製 し た ４．１Ｒ

ｓ。を 家 兎 に 免 疫 し て 得 た。 各 々 の 抗 体

は
、
抗 原 を カ ッ プ リ ン グ し た Ｓｅｐｈ趾ｏｓｅ６Ｂ （ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃａｒｅｓ 捌ｏｓｃｉ㎝ｃｅｓ） カ ラ ム ク ロ

マ トグラ フ ィ ー に よ り、 ア フィ ニ ティ ー 精 製 さ れ た。 抗 体の 特 異性 は免 疫 ブロ ッ ト

法 で 確 認 し た。 マ ウ ス 抗 ｃ－ｍｙｃ 抗 体 及 び マ ウ ス 抗 ｅｚｒｉη 抗 体 は ＣＬＯＮＴＥＣＨ か ら 購 入

し た
。 抗 ＣＤ４４ 抗 体 （ｃ１ｏむｅ：ＢＵ５２；Ｉｓｏ 晩 ｅ：互ｇＧ、

） は Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ か ら 購 入 し、
抗 Ａ 欣ｙｈｎ
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抗 体 はＳ駁ｎｔａＣ㎜ｚか ら購 入 し、抗 体 の 特 異性 は 免 疫
ブ ロ ッ ト法 で 確 認 した。抗 ３０ｋＤａ

抗 体 は、マ ウス 単ク ロ
ー ン 抗 体 を用 い た。 単ク ロ

ー ン抗 体 の 作 製 及 び 抗 原 決 定基 （エ

ピ トー プ） 解 析 は、 第４ 節 第 ２ 項 に 記 した。 マ ウス 抗 ア ク チ ン 単 ク ロ ー ン抗 体 は、

シ グマ か ら購 入 した。 西 洋 ワ
サ ビ （ＨＲＰ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト した ２ 次 抗 体 は、 ＤＡＫＯ

か ら 購 入 した。 蛍 光
色 素（Ｃｙ３）を コ ン ジュ ゲ ー トし た ２次 抗 体 は、Ｓｉｇｍａ か

ら購 入 し

た。 蛍 光 色 素（ＦＩＴＣ）を コ ン
ジュ ゲ ー ト した ２ 次抗 体 は、 ＤＡＫ０ か ら購 入 した。

６． 細 胞 内 強 制 発 現

ｃＤＮＡ （ｅｚｈｎＦＥＲＭ ｄｏ狐ａｉｎ） を ｐＣＭＶ ベ ク タ ー に 組 込 み、 塩 基 配 列 を 確 認 後、 大

腸菌 （服 加γた肋 ω肋 ＤＨ５αを形質転換した。 大腸菌から無菌的に
ベクターを

Ｑｕｉａ腋ｅｐ
⑧を 用 い て 分 離 精 製 し、 サ

ブ コ ン フ ル ェ ン ト の ＨｅＬａ 細 胞 に Ａ㎜ａｘａ 導 入 試 薬

を用 い て 形 質 転換 し た。

７． 免 疫 沈 降 法

ＲＩＰＡ 緩 衝 液 で 溶 解 し た ＨｅＬａ 細 胞 を Ｐ鮎ｅｉｎＧ－Ｓｅｐ 版ｏｓｅ （ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃ孤ｅｓ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） で 前 処 理 し た 後、
抗 ＣＤ４４ 抗 体 を ４℃ で ２４ 時 間 混 和 し、 Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｇ－Ｓｅｐｈ狐ｏｓｅ（ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃ孤ｅｓＢｉｏｓｃｉ㎝ｃｅｓ） を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 っ た。
ビ ー ズ は ＲＩＰＡ

緩 衝 液 で よく 洗 浄 した 後、 ＳＤＳ サ ン
プル 緩 衝 液 で 処 理 しＳＤＳ－ＰＡＧＥ に 供 した。

８． 蛋 白 質一蛋 自 質 間 の 結 合 解 析。
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蛋 白 質一蛋 白 質 間 お よ び 蛋 白 質 ペ プ チ ド間 の 反 応 遠 度 論 的 解 析 に は、Ａｆｆｉｎｉｔｙ

Ｓ㎝ｓｏｒ 杜（ケ ン ブ リ ッ ジ、ＵＫ）の Ｒｅｓ㎝ ㎜ｔＭ ㎞ｏｒＤｅｔｅｃｔｉ㎝ （ＲＭｌ））法 に よ る ＩＡｓｙｓ
⑧

装 置 を 用 い た （図 ５ 参 照） 。 蛋 自 質 或 い は ペ プ チ ドは、 ｉＯ㎡Ｍ Ｎ３，ＨＰＯ，／ＮａＨ，ＰＯ。，

ｐＨ７．４ 緩 衝 液 （０．１Ｍ ＮａＣ１ を 含 む、 以 下 ＰＢＳ
と 路記） に １ＯＯ ㎜ｇ樽 の 濃 度 に 溶

解 し ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト 上 に、ＢＳ
３（Ｐｉｅｒｃｅ 杜、 ＵＳＡ） を 介 し て 固 相 化 し た。

ペ プ チ ドの 固 相 化 に は、 一 旦 ア ミノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト 上 に ＢＳＡ を ＢＳ
３を 介 して

固 相 化 した の ち、ＮＨＳ佃ＤＣ に て ＢＳＡ の ア ミ ノ 基 を 活 性 化 す る 方 法 も 共 用 した。

反 応 に は、 １０㎡Ｍ 珊ｓＨＣ１ 緩 衝 液 ｐＨ７．５， Ｏ１１Ｍ Ｎａα （跳 旋ｒＡ） に 対 し て １㎡Ｍ

ＥＧＴＡ 或 い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎡Ｍ Ｃａα。
を加 完 て用 い た （図 ２ 参 照） 。 キ ュ ベ

ッ ト内 の 反 応 温 度 は ２５℃ ｕ 定 に 保 ち、
一 定 速 度 で 撹 幹 した。 反 応 に 関 わ る パ ラ

メ ータ ー （結合速度定数、 解離速度定数、 最大結合量） は専用解析ソフトを用

い て 計 算 した） 。 平 衡 解 離 定 数 （巧、胸
） は、 結 合 速 度 定 数 （た，

） と 解 離 速 度 定

数 （疋∂
） の比 か ら 以 下 の 式 で 求 め た。

Ｋ
（Ｄ〕ｋｉ珂
㌶ 鳥 μ

邊

（本 文 申 で は、 平 衡 解 離 定 数 は Ｋ（。） で
表 示 した） 。

９．細 胞 染 色

ＨｅＬａ 細 胞 は、 カ
バ ー グラ ス 上 に て ＲＰＭＩ１６４０ 培 地 （１０％ＦＢＳ 含 有） で 培 養 し

た
。細 胞 は、ＰＢＳで 洗 浄 後４％の フォ ル ム アル デ ヒ ド／ＰＢＳ で 室 温３０分 固 定 した。

ＰＢＳ 洗 浄後 に、 ５０㎜ｇ／ｍ１ ＢＳＡ で 非 特 異 的 反 応 を ブ ロ ッ キ ン グ した。 細 胞 膜 の 可
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溶 化 は、 ０．５％ 丁念ｔ㎝ Ｘ４００／ＰＢＳ を 室 温 玉０ 分 で 行 っ た。 抗 ＣＤ４４
抗 体 （一 次 抗 体）

を 室 温 １ 時 間反 応 させ た。 ＰＢＳ で 洗 浄 後 に、 蛍 光
色 素 結 合 ２ 次 抗 体 を 室 温 で

綴 １

狼□
窪Ｉ

感■

祭１

ｉ ２ ３
一⑳溌

婁聾■

棚 ■

総１

墨概１

珊。１
１

１ ２

固ｇ． ４． Ｓ Ｄ Ｓ－
ＰＡ Ｇ Ｅ ａｎａ１ｙｓ

ｉｓ ｏｆ ｐ皿ｒ
脆 ｅδ ｐｒｏ

脆ｉ㎜ｓ．
Ａ
．
Ｃ Ｂ Ｂ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙ言ｅ ｇｈｏｓｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１伽 ε １），ｐｕ
ｈｆｉｅｄ ４．１Ｒ （１伽 召 ２）ａｎｄ ａｎｋｙｈｎ（１伽 召

３）． Ａｐｐａｒｅｎｔ ㎜ｏ
１ｅｃｕ玉ａｒ ｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｓｐｅｃ 繍ｎ （α），
ｂａｎｄ ３（わ），

４．１Ｒ（ｃ），ｐｒｏ
ｔｅｉむ ４．２ （の ａｎｄ ａｃｔ

ｉｎ（６） 孤ｅ ２２０，
Ｈ Ｏ
，
８０
，
７２ ａｎｄ ４３ｋ Ｄａ，

肥ｓｐｅｃｔ
ｉｙｅｌｙ． 届．Ｐｕｈ 脆 む ｅｃｏ㎜ｂｉｎａｎ げ ＥＲ Ｍ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ４。王Ｒ （１舳 召

１） ａｎｄ ｅｚｒｉｎ （１伽 ε ２）．

３０ 分 反 応 さ せ た
。
ＰＢＳ で 洗 浄 後 に Ｖｅｃｔａｓｈｉｅ１ｄ

⑧ （Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏ漱 ｏｈｅｓＩｎｃ．
ＵＳＡ） で

封 入 した。 対 照 実 験 は、
一 次抗 体 を ＰＢＳ の み に置 き 換 完て 同 様 に 処 理 した。 蛍

光 顕 微 鏡 は、
共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 （ＣＳＵ １０ ｃｏｎｆ㏄ａ１ｓｃａｍｉｎｇ１ａｓｅｒ ㎜ｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，

Ｙｏｋｏｇａｗａ 固ｅｃｔｒｉｃ Ｃｏ．，
Ｊａｐａｎ） を 用 い て 観 察 し た。
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［繕果と考察］

１． 精製蛋白質の電気泳動 的解析

赤 血 球 膜 か ら 精 製 され た ４．１Ｒ （８０ｋＤａ） 及 び Ａ血 掴ｎ（２２０ｋＤａ）俸期 待 さ れ た 分

子 量 に 位 置 に 単 一 バ ン ド と し て 泳 動 さ れ た。 Ｅｚ㎡ｎ 及 び ４．１Ｒ の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ の

組 換 完 蛋 白 質 は 共 に ＧＳＴ 除 去 後 に一３５ｋＤａ の 位 置 に 単 』 バ ン ドと して 泳 動 さ れ

た （図 ４） 。

圃縢規

螂８１

豆搬 ■
、

蔓峯 １
」

轟§１

１ ２ ３ ４

聴 ．５．Ｉ ㎜ 皿㎜ｏｂ１ｏｔ ａ 醐１ｙｓｉｓ 蝋 ｏｔｅｉ㎜ｓｉ亙 Ｈｅ 肋 ｃｅｌ１ｓ． １ ㎜ ｕｎｏｂ１ｏｔａｎａ１ｙｓｉｓ ｏｆ１ｈｅ ｅｘｔｒａｃｌ

ｏｆ ＨｅＬａ ｃ釧 ｓ ｗｉｔｈ ａ孤ｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ Ｃ Ｄ４４ （１αη２ １）， ４．１Ｒ
呂ｏ
（１舳 ε ２），

Ｅｚｈｎ （１α〃θ ３） ａ訂ｄ Ａ台ｋｙｒｉｎ

（１α〃θ４）．
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２． 肚 肋 細胞に於ける 膜蛋白質の発現

ＨｅＬａ 細 胞 に は、 分 子
量～９０ｋＤａ の ＣＤ４４， ４．１Ｒ

８０
， Ｅ ㎞

及 び Ａ脈ｙｒｈ が 発 現 し

て い る こ と が、 特 異 抗 体 を 用 い
た 免 疫 ブロ ッ ト法 で明 ら か に な っ た。 ま た、 各

抗 体 は 抗 原 に 対 して 特 異 的 で あ る こ とカミ示 さ れ た。 尚、 こ の 解 析 で は
細 胞 分 画

を施行 していないので細胞内局在に関する結 剰ヰ得られない （図５）。

３． ４．１Ｒ
８０ の ＣＤ４４ 結 合 部 位

４．１Ｒ の ＣＤ４４ 結 合
部 位 は ３０ｋＤａａ 田 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ に 存 在 す る こ と を 既 に 報 告 し

た。 本 研 究 で ほ、Ｅｘｏｎ 単 位 で 欠
損 さ せ た 組 替 完 ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ（Ｅｘ㎝５，

Ｅｘｏｎ

８，Ｅｘ㎝１０ラＥｘｏｎ１１
の 欠 損 が 可 溶 性 蛋 白 質 と し て 精 製 で き た）と ＣＤ４４ 固 相 化 ア ミ

ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト で 解 析 し た と こ ろ、Ｅｘ㎝１０
欠 損 組 替 完 ３０ｋＤａａ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ

は 全 く 反 応 し な か っ た。 ま た、 Ｅｘ㎝９一王玉 及 び Ｅｘｏｎ９把ｘ㎝
１１ カミコ ー ドす る 立 体

構 造 上 の Ｃ－１ｏｂｅ，５１ ア ミ ノ 酸
残 基） に あ る こ と が 明 ら か に な っ た （表 １）。Ｅｘｏｎ１Ｏ

が１コー ドす る嚇 リ ペ プ チ ドだ け でも ＣＤ４４ と 結 合 した が、 結
合 速 度 定 数 （た

、
） は

００ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 約 ２５％に な っ て い た こ と か ら、 ＣＤ４４ の 結 合 に は
立 体 構

造て き に も Ｅｘ㎝玉０ コ ー ド領 域 で はな い と 考 え ら れる。 同 部 位 に 結 合 す る ｐ５５
と

は 競 合 しな か っ た こ と か ら、 ＣＤ４４
と ｐ５５ は ５１ ア ミ ノ 酸 残 基 の 別 々 の 部位 に

結

合 す る と 考 完 られ た。
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４． 肥 ＲＭ ｄｏ㎜ 痂 と ＣＩ）４４ の 結 合

表 玉 に 示 し た よ う に、 ４．１Ｒ は そ の ＦＥＲＭ ｄｏ醐ａｉｎ
と 同 様 に 平 衡 解 離 定 数 約

３００ｈＭ で 結 合 し た。
一 方、Ｅｚｈｎ の ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ と ＣＤ４４ の 平 衡 解 離 定 数 は ５３ｎＭ

で 有 り、 ４．１Ｒ
より も 低 か っ た （親 和 性 が 高 い） 。 こ の 平

衡 解 離 定 数 の 違 い は、

結 合 速 度 定 数 の 違 い に よ る、 つ ま り ＥｚｒｉｎＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の
方 が 約 豆０ 倍 高 い こ と

に 起 因 し て い た。 こ の 事 実 は、 Ｅｚ血ｎ と ４．１Ｒ が ＣＤ４４ と の 結 合 を 競 合 し た 時 （分

子 数 は 同数 と 仮 定す る） Ｅｚｒｉｎ が 優 位 に ＣＤ４４ に 結 合 す る こ と を 示 して い る。 一

方
、 Ｅｚ血ｎ の細 胞

内 分布 は 免 疫 細 胞 学 的 に、 Ｅｚ命 分 子
は ＨｅＬａ 細 胞 質 内 に 分 布 し

４３



て お り、 細
胞 膜 に は 観 察 さ れ な かっ た。 こ

れ らの 事 実 か ら、 肱 楡
は４．１Ｒ と 蔑

含

さ ぜ る の に 適 当 な 分 子 と 考 完 られ た。

聴．６． 眺 倣 脳 ｉ㎝ ・ｆ 腕 曲 楡 臨 腕
鮒・・ Ｍ・・・… ｔｉ 肱ｉ・ 繍 繍 ｙ ｗ・・ｄ・㈱ ・ｄｂｙ

固 ＴＣ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ａ耐ｉ ㎜ｏひｓｅｉｎ１㎜ｕｎｏｇ
玉ｏｂｕ１ｉ忍ｓ，

Ｅｚｒ虹 ｄｉｓ倣ｉｂ 航ｅｄ 油 漉ｅ 啄 めｐ豆ａｓｎ１ａｓ
ｄｏｔ．

５．Ａ搬ｙ曲一Ｃ脳４結 合へ の 醜ＲＭ 施 醐楡 の
影響

我々 は、 ４．１Ｒ は ＣＤ
４４ に 結 合 す る と Ａ脈ｙ曲 が 結 合 で なく な る こ と を報 告 し

た。 しか し、 相 同 な
立 体 構 造 を 持っ Ｅｚｒｉｎが 同様 な 機 能 を 持 つ か 否 か は 不 明 で あ

っ た。 図 ７ に互Ａｓｙｓ の 結 合 図
を 示 した。 臨 鵬１Ａ に

示 した よ う に ４ 双 を あ ら か じ

め 結 合 さ せ た ＣＤ４４ 細 胞 内 ドメ イ ン 固相 化 ア ミノ シラ ン キュ ベ ッ ト を洗 浄 後 に

Ａｎｋｙ曲 を 添 加 し て も 結 合 し な か っ
た。 Ｐ狐ｅ１ Ｂ に 示 し

た よ う に㍉ Ｅｚｒ楡 （囲 ＲＭ

ｄｏ㎜ａｉｎ）を 同 樺 に ＣＤ４４ 細 胞 内 ドメイ ン固 相 化 ア ミ ノ シラ ン
キ ュ ベ ッ ト結 合 さ せ

た 後 で あ っ て も Ａ 血ｙｒｉｎ は 結 合 し た。 こ の 結 果 は、 ＣＤ
４ か ら ４。豆Ｒ が 解 離 し、

Ｅｚ曲 が 結 合 す る （交 換 す る） こと に よっ て、 Ａ脈ｙ曲
が ＣＤ４４ に 結 合 しす る こ と

が 示 唆 さ れ た。 以
上 の 結 果 か ら、 Ｅ施ｎ 囲 ＲＭｄｏ㎜

ぬ の 脆Ｌａ細 胞 内 強 制 発 現 を

試 み た。 対
照 と し て は、 ｐＣＭＶｖｅｃ乏ｏｒ

の み を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た。 抗 ＣＤ μ 抗

劣４
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Ｆｉｇ． ７． Ｔｙｐｉｃａ１ 倣ａｃ腕ｇｓ ｆｒｏ 独 肌 ｓｙｓ
⑬
ｔｏ ｍｏ耐ｔｏｒ 胆 ｏ 鮎 ｎ ｉ耐ｅｒａｃｔｉｏ皿ｓ． Ｐａｎｅ玉 Ａ，

ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ

ｔｈｅ ｅｆｆｅｃ雀ｓ ｏｆ４．１Ｒ ｃｎ ａｎｋｙ血ｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ Ｃ Ｄ４４ｃｙ言、茎０
０ ψ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒｃｏｎ言ａｉｎｉｎｇ ４．１Ｒ （１．

８

μ Ｍ） ｗｅ王ｅ ｉｎξｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ａｎ ａ㎜五廻ｏｓ五１ａｎｅ ｃ巫ｖｅｔｔｅ ｗｉｔｈ ｉｍ ｍｏｂ 汕ｚｅｄ Ｃ Ｄ４４ｃｙｔ． Ａｆをｅｒ ｂｉｎｄｉｎｇ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ４．亘Ｒ ｒｅａｃｈｅｄ ㎝ａｘｉｍｕ ㎜，迂
ｈｅ ｃ讐ｖｅｔｔｅ ｗａｓ ｗａｓｈｅｄ ｗ 搬 ｂｉｎｄｉｎｇ 腕 脆 ｒ（ｗα

曲） ａｎｄ

亘００ μ玉 ｂｉｎｄｉ㎎ ｂｕｆ歪ｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉ㎎ ａｎｋｙｈｎ （Ｏ。 如 Ｍ） ｗａｓ ｉｎ 腕
ｄｕｃｅｄ ｉ耐ｏ ｔｈｅ ｃ ｗ ｅｔｔｅ． Ｔｈｅ

ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ Ｒｅ含 ｃｈａｎｇｅ ｉ忍 ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆｏｎｏ ｗｉｎｇ ｗ ａｓｈｉｎｇ ｗｉｔｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ｗ ｏｕ１ｄ

ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｋｙｈｎ ｂｉηｄｉ忍ｇ．
Ｐａｎｅ玉 Ｂ

，
ｔｏ ｅｘａｒαｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｚ減ｎ ｏｎ

ａｎｋｙｈｎ ｂｉηｄｉｎｇ をｏ ＣＤ４４ｃｙｔ，
１００ μ１ ｂｉ忍ｄｉｎｇ ｂｕ雛ｅｒ ｃｏｎｔａｉ苅ｉｎｇ 士ｈｅ ｅｚｒｉ羽 ＦＢＲ Ｍ ｄｏｎ－ａｉｎ （１．８

μ Ｍ） ｗａｓ ｉ 鮒 ｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ａｎ １㎞ｉｎｏｓｉ１ａｎｅ ｃ口ｖｅ杭ｅ ｗ 揃 ｉ ㎜ １ｏｂｉ１ｉｚｅｄ Ｃ Ｄ 糾 ｃｙｔ．
Ｗｉｔｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ

ｅｚｈ亙 ＦＥ Ｒ Ｍ ｄｏ㎜ａｉｎ ｈａｖｉｎｇｒｅａｃｈｅｄ 棚ａｘｉｍび 孤，
ｔｈｅ ｃｕｖｅｔｔｅ ｗａｓ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（

＊）

ａ 紬 玉００ ψ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕ 脆 王 ｃｏ耐ａｉｎｉｎｇ ａｎｋｙ 曲 （０．１７ μ Ｍ） ｗａｓ ｉ 鮒 ｏｄｕｃｅｄ ｉｎξｏ ｔｈｅ ｃｕ∀ｅ杭ｅ．

ｈ ｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗ ｏ
泌 ｄ ｉｎ 砒 ｃａｔｅ ｓｐｅｃ

ｉｆ五ｃ ａｎｋ Ｗ
ｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｃｃｕ 皿ｅ

ｄ
，
Ｔｈｅ ｗ ａｓｈｉｎｇ ｏ

ｆ ｔｈｅ

ｃｕｖｅ ㈱ ｗｉｔｈ ２０ ｍ Ｍ ＨＣ１ ㈹ ㎜ｏｖｅｄ ｂｏｕ 紬 ｐｒ ㈱
ｉｎｓ（＊＊）。

体 （ＣＤμ の細胞 外 ドメイ ンを認識する） で免疫沈降を行い、 標的蛋自質の免疫

ブ ロ ヅ ト を 行 っ た。
ＣＤ４４ は

、 実 験 群、 対 照 群 と も に 免 疫 沈 降 さ れ
た
。 ４，１Ｒ は 照

４５





合 成 さ れ た ＣＤ糾 に 分 子 数 が 過 剰 の Ｅｚｒｉｎ 囲ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ が 優 位 に ＣＤ４硲 に結 合

した と 考 完 ら れ る。 仮 説 が 正 し けれ ば、 Ｅｚ楡 ＦＥＲＭ ｄｏ搬ａｉｎ の 強 制 発 現 に よ て

Ａ 的ｒｉｎ は ＣＤ４４ と 結 合 し免 疫 沈 降 さ れ る と 想 定 さ れる。 対 照 群 で は、 ＣＤ４４ の

免 疫 沈 降 で は Ａ血ｙｚｉｎ は 検 出 さ れ な か っ た。 し か し、 Ｅｚｒｉｎ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ 強 撤

発 現 群 で も 有 意 な Ａ 的亙ｉｎ の 結 合 を 確 認 す る こ と は 出 来 な かっ た。笥

６． 囲 ＲＭ ａｏｍ 池 強 制 発 現 に よ る Ａ 砒ｙ曲 及 び ４．１Ｒ の 細 胞 内 局 在 の 変 化

ＨｅＬａ 細 胞 内 の ＣＤ桝、 Ａ 血ｙｒｉｎ 及 び ４．１Ｒ の 局 在 を 観 察 し 牟。 ＣＤ４４ は、 細 胞 膜

に局 在 して い た （図 ９ ａ，ｄ
） 。 Ａ泄ｙ飾 は、

赤 血 球 膜 と は 異 な り 細 胞 質 に 分布 し

細 胞 膜 に は 局 在 し て い な か っ た （図 ９ ｂ，ｃ） 。
一 方、 ４．１Ｒ は、 ＨｅＬａ 細 胞 全 体 に

分布 して お り、 細 胞 膜、 細 胞 質、 核 に 検 出 さ れ た （図９，ｅ） 。 ＣＤ４４と は 細 胞 膜

に 共 局 在 し た （図 ９， ｄ，ｆ
） 。

Ｅ 施ｎ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ （内 在 性 Ｅｚｈｎ の 検 出 を 回 避 す る 為 に ｃ－ｍｙｃｔａｇ を 抗 ｃ－ｍｙｃ

抗 体 で 検 出 し） を ＨｅＬａ 細 胞 内 に 強 制 発 現 を す る と、 Ｅｚｈｎ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ は 細 胞

膜 に 局 在 し た。 ＣＤ４４ と は 共 局 在 し た （図 １０ａ，ｂ二ｃ
） 。 こ の 時、 Ａ欣ｙｈｎ は、

細 胞

膜 に 分布 が 変 化 した。 し か し、 ＣＤ４４ の免 疫 沈 降 で は Ａ故ｙ赫 を 検 出 す る こ と は

で き な か っ た。 ま た、 ４．１Ｒ は Ｅｚｈｎ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 強 制 発 現 に よ り 細 胞 質 に 局

在 淡 変 化 し た。 ４．１Ｒ は Ｅｚｒｉｎ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 強 制 発 現 に よ り、 抗 Ｃ１）糾 を 用 い

た免 疫 沈 降 法 で ４，１Ｒ が 結 合 して い な い 結 果 と 一 致 した。
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本 研 究 で は、 Ｅ豚ｉｎ 冊 ＲＭ ｄｏｍ ぬ
を 用 い た の は、

Ｅｚ愉 は 肥 ＲＭ ｄｏｍａ｛ｎ 聖

Ｃ－ｔｅｒ㎞ｎａ１ｄｏ ｍｉｎ は 内 部 結 合 し て お り、 ＰＩＰ。
が ＦＥＲＭ ｄｏｍ＆ｉｎ に 結 合 す る こ と に

より解離することで活性型分子 （ＣＤ４４と結合する） になること淡報告されてい

る。 本 研 究 で は、 Ｅ施ｎ の 翻 訳 後
修 飾 を 回 避 す る 為 に ＦＥＲＭ δｏηαａｉｎ を 用 い た。

ＰＩＰ。
は Ｅｚｈｎ の み で な く ４１１Ｒ ３０ｋＤａＦＥ ㎜ ｄｏｍａｉｎ

に も 結 合 し、 結 合 す る ア ミ ノ

酸 残 基 が 同 定 さ れ た。 ＰＩＰ。
は ４．１Ｒ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ に

結 合 す る こ と に よ り、

Ｎ－１ｏｂｅ に 結 合 す る Ｂａｎｄ３ の 結 合 に は 抑 制 的 に、 ま た、 α一１ｏｂｅ に 結 合 す る

Ｇ１ｙｃｏｐｈｏｒｉｎＣ （ＧＰＣ） の 結 合 は 促 進 す る が、 Ｃ－１ｏｂｅ
に 結 合 す る ｐ５５ の 結 合 に ほ 関

与 しな い ことカミ報 告 さ れ た。 ＣＤ４４ の 結 合 部 位 が、 Ｃ－１ｏｂｅ領 域 に 同
定 さ れ た こ と

に よ り、 ＰＩＰ。は ４．１Ｒ
と ＣＤ４４ の 結 合 に 関 与 し な い と 思 わ れ る。

４．１Ｒ は Ｃ＆
２＋／ＣａＭ に よ っ て ＣＤ４４ と の 結 合 が 制 御 さ れ る。 し か し、 Ｅ加ｎ に は

Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 結 合 性 は な く 分 子 の 機 能 的構 造 的 違 い が あ る。

［ま と め］

図 １１ に 結 果 を 総 括 した。

ＦＥＲＭ ｄｏ狐磁ｎ で の ホ モ ロ ジー は約 ３０％ で ある が、 Ｘ 線 結 晶
構 造 解 析 の 結 果 で

は相 似 性 淡 極 め て 高 い こ と 淋 明 ら か に な っ た （図 １１） 。

特 異 抗 体 を用 い 危 細 胞 染 色 で は、 ４．１Ｒ、
及 び ＣＤ４４ は 細 胞 膜 に 局 在 した が、

Ｅｚｈｎ と Ａ血ｙ㎡ｎ は 細 胞 質 内 に 斑 点 状 に 局 在 して い た。 Ｅｚｈｎ 囲 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ は、

ＣＤ４４細 胞 内 ドメイ ン （ＣＤ４４ｃｙｔ） と 平 衡 解 離 定 数 兵。戸５ｘ
附８Ｍ で 結 合 し た。 結

合 速 度 定 数 は、 ４，１Ｒ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ と ＣＤ４４
と の 結 合 よ り も 大 き か っ た。
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４．１Ｒ の ＣＤ卑４ 結 合 部 位 は 立 体 構 造 上 の Ｃ－１ｏｂｅ（Ｅｘｏｚ玉０ コ ー ド 領 域、５１ ア ミ ノ

酸残 基） に あ り、 同 部 位 に
結 合 す る ｐ５５ と は 競 合 しな か っ た。

ＨｅＬａ細 胞 で は、赤 血 球 型４．玉Ｒ 及
び そ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 で あ る Ｅ孤ｉｎ

（ＦＥＲＭｄｏｍａｉｎ．で の ホ モ ロ ジ ー は 約 ３０％ で あ る が、 Ｘ 線 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 で

は相 似 性 が 極 め て 高 い こ と が 明 らか にな っ 危（Ｈａｎ 銚 乱 ２０００）、 今畔ｙｒｉｎ お よ び

ＣＤ４４ が 発 現 し て い た。 特 異 抗 体 を 用 い た 細 胞 染 色 で は、 ４．１Ｒ、 及
び ＣＤ４４ は 細

胞 膜 に 局 在 した が、 Ｅｚｒｉｎ と Ａ欣ｙ施 は細 胞 質 内 に 斑 点 状 に局 在 して い た。

艦 ｏ 一

縦至繊
、■

凱灘禰 鰯遂．翌盈
鰍 置灘 簸 ＝

▼

蟻 螂 邊
還。搬
灘

醐ｇ．ｎ． Ｐｒｏｐｏｓ醐 醐ｏ 曲ヨ 雄 Ｃ 岱 榊 童献ｅｒａｃ迂量ｏ㎜ｓ 納 飾 亙 廻Ｒ Ｍ 畔 ｏ偽ヨ鵬。 亙ｎ ＨｅＬａｃｅｎｓヨ
４
．
玉Ｒ ｂｏｕ 紬

ξｏ Ｃ Ｄ４４ ａｎｄｉａｈｉｂｉｔ Ａ 赦 ｙｒ五ｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗ 搬 Ｃ Ｄ 糾、
Ａｓ Ａ 荻 ｙ王ｉｎ ｃａｍ ｏｔａｃｃｅｓｓｔｏ Ｃ Ｄ μ ， Ｈｙａ

湖 ｏ釦ｃ

ａｃｉｄ ｂｉ地 言ｏ Ｃ Ｄ４４． Ｗ ｂｅ 榊 ｈｅ
ＦＥＲ Ｍ ｄｏ ｍａｉｎ ｏｆｅｚｒｉ苅 ｈａｖｉｎｇ ｈ五ｇｈｅｒａｆ 航ｉｔ 灯 ｏ Ｃ Ｄ４４ｔｈ塁ｎ ４．豆Ｒ，

Ｅｚζ三ｎ ｅむｇａｇｅｄｔｈｅ Ｃ Ｄ４４ ＰＥＲ Ｍ ｂｉ遇ｄｉｎｇ ｓｉｔｅ．Ｐｏｓｓｉｂ玉ｙ害
Ａｎｋｙ至ｉｎ ｃａｎ ｂ亘ｎ 砒 ｏ Ｃ Ｄ４４ ａｎ 砒 ｈｅ忍

ｈｙ服ｕ１ｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａ五ｓｏ ｂｉｎｄｓ迂ｏ Ｃ Ｄ４４．
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Ｅｚｒｉｎ 囲 ＲＭ ｄｏ㎜ａ三ｎ は、 ＣＤ４４
細 胞 内 ドメ イ ン （ＣＤ４４ｃｙｔ） と 平 衡 解 離 定 数 恥〕＝

５ｘ１ぴ
９Ｍ で 結 合 し た。 結 合 速 度 定 数 は、 ４．１Ｒ

田 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ と ＣＤ４４ と の 結 合 よ

り も 大 き か っ た。 こ の 事 実 を も と に、 ＥｚＫｉｎ 肥 ＲＭ ｄｏｍａ
ｉｎ を ＨｅＬａ 細 胞 内 に 強 制

発 現 を す る と、４．１Ｒ は 細
胞 質 に、 Ａ血ｙ亙ｉｎ は、 細

胞 膜 に 分 布 が 変 化 し た。 抗 ＣＤ４４

を 用 い た 免 疫 沈 降 法 に よ り、 ＣＤ４４
は 細 胞 内 で ４．１Ｒ と 結 合 して い る こ と が 証 明

さ れ た。

本 研 究 で は、 ＣＤ４４
と ヒ ア ルロ ン 酸 の 結 合カミＡ欣 掴公 と の 結 合 に よ り 制 御 さ れ

る こ と を 制 御 系 の 上流 に あ る４，１Ｒ 及 び細 胞 内 Ｃａ
２＋の 上昇 に 伴 う ＫＤａ の制 御 系 を明

ら か に す る こ と を 目 的 と し て 企 画 し た。
し か し、 ４．１Ｒ と Ｅｚｒｉｎ の ＣＤ４４

結 合 と の 競

合性 は 明 ら か に な っ た が、 Ａｎｋｙ曲 の 結
合 性 ま で 証明 が 出 来 な かっ た。 細

胞 免 疫 染

色 で は、 Ａ瓜ｙｒｉｎ の
細 胞 膜 局 在 化 は 明 ら か に した が、 ＣＤ糾

と の 結 合 ま で 証 明 が 至 ら

な か っ た。 Ａ血 畑ｎ 分子 の 脆
弱 性 に よ る免 疫 沈 降 法 の 技 術 的 未 熟カミ原 因 と 考 完 られ

る。 ま
た
、 ＨｅＬａ

細 胞 は 培 養 中 に 既 に ヒ ア ル ロ ン 酸 を 自 己 分 泌 し て お り、 ＣＤ４４ 分 子

のヒ ア ル ロ ン 酸 結 合 を 証 明 す る こ と が 出来 な かっ た。 現在、
浮 遊 系 細 胞 株 で あ る

ＫＧ－１ 及 びＪ 献 ａｔｃｅ１１ 及 び Ｋ５６２ （ＣＤ４４ ｎｅｇａｔｉｖｅｃ㎝故ｏ１） を 対 象 に、 ＩＡｓｙｓ
⑬を も ち い

て 検 討 申 で あ る。

４．１Ｒ の ＣＤ桝 結 合 部 位 で あ る ４．１Ｒｅｘ㎝１
０ 或 は、ｅｘ㎝ ９寺１０判１

コ ー ド領 域 を ｐＣＭＶ

ｖｅｃｔｏｒ或 は ＧＦＰ 融 合 蛋 白 質 と して ＨｅＬａ細 胞 に 発 現 さ せ る と 細 胞 質
内 に斑 点状 に分

布 （不 溶 性 蛋 白 質 の 可 能 性 が あ る） し、 細 胞 内 で の ４．１Ｒ－ＣＤ
幽 の 阻 害 実 験 に は 適 さ

な か っ た （ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ） 。
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［添付図表の説明］

Ｆ壇．９． Ｄ 鮒 ｒ舳 耐量ｏｎ ｏｆ Ｃ Ｄ４４，４．１Ｒ 劃列ｄ ａｍｋｙｒ
ｉｎ ｉ㎜ Ｈ６Ｌａ ｃ 釧ｓ． Ｃｅ１至ｓ ｗｅｒｅ ｐ迂ｏｂｅｄ ｂｙ

ｉｎｄｉｒｅｃｔｉ搬 搬ｕｎｏ 肋 ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｓｉｎｇ ｐｒｉｍａＷ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｓｉｎｄｉｃａセｅｄ量ｎ
“ 泌ｏ 解 滅 Ｍ 〃 〃２肋ｏ∂∫

’’
．

Ｃ Ｄ４４ （ｒｅｄ，α 狐
ｄ の ｗａｓｅｘｃ１ｕｓｉｖｅ王ｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐ韮ａｓｍａ ｍｅ㎜ｂｒａｎｅ． Ａ 赦 ｙ査ｎ （ｇ肥ｅｎ，

あ）

ｗａｓ ｐｒｅｓｅ 就 ｏｎ亘ｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅ１ｈ 煎 ｅ流 ｏｒ．
Ｎｏ 孤ｅａｓ ｗ 搬 ｙｅｌｌｏ ｗ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｕ１ｄ ｂｅ ｓｅｅｎ ｗｉ迂ｈ ｄｏｕｂ１ｅ

ｓｔａｉΩｉｎｇ ｆｏｒ
Ｃ Ｄ４４ ａｎｄ ａｈｋｙ念む （ｏ）。

４
．
１Ｒ （ｇｒｅｅｎ，召） ｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｉ鮎 ｈｅ ｃｅ１１三ｎｔ釦 ｏｒａｎｄ ａＩｓｏ ｏｎ

ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅ 脇１ ｃｅ１１ ｍ ｅ ｍｂ 獺 ｎｅ．
Ａ亡ｅａｓ ｗ忘ｅ 肥 ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｓｉｇｎａ１ｓ ｃｏｉｎｃｉｄｅ ａ 肥 ｓｈｏ ｗｎ ｉｎ ｙｅｎｏ ｗ，

ｉ３ｄｉｃａ 愉 ｇ 曲ｅｃｏ－１ｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ Ｄ４４ 狐 舳 Ｒ ω． Ｓａｍｐ１ｅｓ ｗｉｔｈ ｎｏｎ－ｉ ㎜ ｕｎｅ１ｇＧ ｏｒ

ｗｉ言ｈｏｕｔ 帥 ｍａＷ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓ 施 ｗｅｄ ｍ 肋 ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ、

刑ｇ．１０． Ｃｈａ恐ｇｅｓ 航 脾 ｏｔｅ量ｎ 棚ｓ倣 冊 雌ｉｏ㎜ｉ皿 Ｈｅムａ ｃｅｌｌｓ 輔 伽 ｅ 豚ｉｍ ㎜ヨＲ Ｍ ａｏ㎜ 鉗 ｍ

ｏｙｅｒ－ｅｘｐ 醜 ｓｓ
ｉｏｎ．

Ｃｅ１１ｓ ｗｅ 蛇 ｐｒｏ
ｂｅδ ｂｙ

ｉ篶ｄｉｒｅｃｔｉ㎜ 搬ｕ篶ｏ一打ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ 迎ｓｉｎｇ
飾 ｅ ｐ

ｈ 蜘 ａ 町 ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｚｈ Ｈ ＥＲ Ｍ ｄｏ ｍａｉｎ（ｒｅｄ，α，
∂ ａｎδ ｇ） ａｎｄ Ｃ Ｄ４４ （ｇｒｅｅｎ，

わ） ｗｅｒｅ 鮎 ㏄ｔｅｄ ａ１㎝ ｇｔｈｅ

ｐｅ Φ ｈｅｒａ｝ｃｅ玉１ ｍｅｍｂｒａ鵬． Ａ 欣 畑 ｎ （ｇｒｅｅｎ，６） ｗａｓｆｏｕｎｄ ａ１ｏｎｇ 鮎ｅ ｐ１ａｓｍａ ㎜ｅ㎜ｂｒａｎｅ ａｎｄ ａ玉ｓｏｉｎｔｈｅ

ｃｅｎｉｎｔ幽 ｏｒ． Ｔｈｅ ｅ 加 乃 冒ＥＲ Ｍ ｄｏ㎜ａｉｎ ｃｏ一玉ｏｃａ１ｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ Ｄ 桝 （ｃ） 狐 ｄ ａｎｋｙｈｎ Ｏり ａ豆ｏ羽ｇｔｈｅ ｐ１ａｓ㎜ａ

ｍｅ㎜ｂｒａｎｅ，ａｓ
ｉｎｄｉｃ 娩 ｄ ｂｙ ｙｅ１１ｏｗ ｓｔａ

ｉｎｉｎｇｉ鮎 ｂｅ ｍｅｒｇｅｄｉ肌ａｇｅｓ．
４，１Ｒ ｄｉｓｔ

施 ｕ胞ｄｉｎｔｈｅ

ｃｙｔｏｐ１ａｓ臓 ａｗａｙｆｒｏ搬 ｔ
ｈｅ 醐ｅｎ池ｒａ巫ｅ（ゐ ａｎｄ三）、
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第 １・２ 項 １３５ｋＤａ 型 ｐｍ 傲ｍ 伽 Ｒ （伽 Ｒ
１３５） を 中 心 に し た 赤 芽 球

での 細胞膜骨 格蛋白質群 の発現

〔 目的 ］

墨 軸 述隻：§騨鶴逓鰹蹴鋭匁澱
激ぴ怨 三 洛恋ｅ ２ 鎌瑠

恩墓醐 ２
一 婁 ４ 賃 ６ 茅 轟 菱 醐 泌 獺 鶯 １弩 遁 遮 ” 週 殖 跳 班

駅 胆亘｝ 駆 嚇紅 遁父 Ｓ鯉 ＣＴ羽

４．翌迅
雌

駄籾ｃ鋤

３涯 鋤 １唇猛邊蟻 至轟 鰍 ２蛾４底姪”

磁仰鰯

笈繊自雛徽

懇叙灘鰹 餓

義
腕 醐 陣 腕滋醐ｏ鞭 械 嚇４・酪１§蜘 墨輔 螂一搬 喝 駆 棚ｏ翻轟 椀｛終 畷勢邊陀甑撃欄竃磁 馳
婁噌 楡 繊磁 碗 欄 鹸 醐ｃ銚差糠 榊 雛鵬 醐 鮫誠鮎 鉢 眠瀦度垂嚇彗邊欄 臨 滅 獺 垂磁証ｏ量竈搬宣娩遜一

陣鵬綴 賜 燃腕 隅 繍滋黎腕ｆ棚還災

棚竃賄柵燗洲漉遇磁誠繊“ま腕窪３施 ζｃ畿⑭腕榊凄碗 搬３証醐３窪遁 醐 晩 赫 醐童金搬獺娩総蟹磁災
繍的 醐漉磁 醐脳肌 ｈ醐滋禰逸ｃ搬 腕棚 碗 雛 蝿鮫理滋 燃 ｃ沸磁畔鯛棚楡獺鵬心 搬 蜘肇禰
韮紳 搬．

赤 芽 球 及 び 上 皮 細 胞 に 発 現 す る １３５ｋＤａ の ア イ ソ フ ォーム （４．１Ｒ
１３５） は、 卑．１Ｒ

８０

の Ｎ 末 端 部 に 約 ２３ｋＤａ （脆ａｄ－ｐｉｅｃｅ， ＨＰ） の ポ リ
ペ プ チ ドが 付 加 さ れ て い る が、 そ

の 膜 蛋 白 質 と の 棉 互 作用 に つ い て、前 課 題 で 報 告 した（背 景 １ 参 照）。４．１Ｒ
１３５の ３０魎ａ

ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ 流 の Ｎ 末 端 ２０９ ア ミ ソ 酸 ポ リ ペ プ チ ド （ＨＰ） は、 ３０ｋＤａＦ 服 Ｍ ｄｏｍａｉｎ

と 膜 蛋 白 質 （ＧＰＣ と Ｂａｎｄ３） と の 結 合 を 制 御 （抑 制 と 促 進） し た。 つ ま り、 ＧＰＣ，

Ｂ狐ｄ３ の 細 胞 内 ドメ イ ン と は 各 々、 平 衡 解 離 定 数 一１０
４Ｍ 及 び 解 離 定 数 一１０遮Ｍ で結

合 した。 こ の 平 衡 解 離 定 数 は、 ３０ｋＤａ 肥ＲＭ δｏｒα包ｉｎ と 各 膜 貫 通 蛋 白 質 と の 平 衡 解

５５



離 定 数 一１０ηＭ と は 異 なっ て お り、 肥 が ３０ｋＤａＦ 服 Ｍ ｄｏ㎜ａｉｎ と 膜 間 と の
結 合 に 関

わっ て い る こ と を

遷 軸 ：Ｃ銭却Ｃ蟻蛾 蝉警磁劾滋磁磁逸蔓澄訟鮫徽馨緬繍蔭鰯娃臓鰹

籔 燃吻 嚇 碗ｇ蝸邸 畿榊磁せ鮪榊．服
醜 腕醜忽晦 榊 翌廊滅 欄握醜駁蝸迂臨配欄 棚愚邊翻 赫 漉 亙⑱童献

一鮒 Ｍ 翻加 餅 軌 翻ｄ㎞ 揮 ヨ珊 一附７軌 臓 脾厳 醇 丁魅概働罰ｆ ㎜ 繍 械Ｒ
鵬触 臓繍 納量総

⑫繊鋤ｗ欄 ㌶騨 跳 赫 燃 照鰍８鯛 説ｃ紳 腕荘醐ま赫 搬 曲畠棚雛 猷 磁峠 秘竃 磁装 繊繍苅鰯 磁細

｛磁 抑磁 蝪 搬滋 鯉 腋固㎜砕舵箏 撚 蝪 鰯 搬 ４一搬
灘飯征滋途馨脇蟹配，胴 的５５言触 燃 繍 瑠ダ醜施■磁 倣

倣続 磁 鴻 晦 瀦㎜ 鵡・

瞼 室艇 騨嚢雛磁竈繍 締ヨ 蹴 馨繍繊 顯 灘 董鮫 童灘 鰯夏鰯竈磁 滋 鵬蓑腕餓 滋 磁 鰯
磁 遷・藁駁 鯉樽鮫趣灘 滋 滋饗

繊董瀞郭鮫耀繍撚鮫

翌叙㎜屯３ 遣勧跳鵡

侵汐 鯉
、

逓Ｐ 鋤 ㎜罰 ｓ搬

示 し た。 ＨＰ に は、 ３０ｋＤａ （ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉ篶）
よ り も 優 位 に Ｃ＆Ｍ が 結 合 し た。 ＣａＭ が

Ｃａ
２斗存 在 下 で 肥 に 結 合 す る と ４．１Ｒ

ユ３５と ｐ５５ 及 び ＧＰＣ と は 全 く 結 合 で き な く な っ

た
。
ま た、 Ｂａ紬 ３

と の 解 離 定数 は 一１０省Ｍ に大 き く な り 結 合 の 親 和 性 が 低 下 した。

以 上 か ら、ＨＰ は ４．１Ｒ
１３５の 膜 結 合 に 大 き く 関 わ る こ と を 示 し た。 本 研 究 で は、ｉｎ１ｉｖｉ㎎

ｃｅ１１（肋 柳ｏ）の 系 と し て、 と ト 赤 芽 球 培 養 系 を 用 い、 ４．玉Ｒ
１３５を 中 心 に 膜 骨 格 蛋 白 質 で

あ る ＧＰＣ， ＧＰＡ， Ｂａｎｄ３ 及
び ｐ５５ の 経 時 的 変化 を細 胞免 疫 染 色 法 で 観 察 した。 そ の

結 果、４，１Ｒ
１３５は、

細 胞 質 申 に 分 布 し、 細 胞 膜 に は 存 在 し な か っ た。
一 方、ＧＰＣ，ＧＰＡ，

Ｂａｎｄ３ は 培養 後 ５ 目 目 に は 細 胞 膜 に 分 布 し１て い た。 ｐ５５ は、 細 胞 膜 に 局 在 しっ て い

５６



た。 ４．１Ｒ
１３５が 細 胞 膜 に 局 在 し な い の ば、

細 胞 内 Ｃａ
２＋濃 度 が 高 い 危 め と 考 完、 ＥＧＴＡ

存 在 下 で ４０ 分 間、 赤 芽 球 を 培 養 し た 結 果、 ４．１Ｒ
１３５は 細 胞 膜 に 局 在 し た。

［ 材料と方法 ］

１． 赤 芽 球 の 培 養

赤 芽球の培養及び免疫染色は、 秋電大学医学部内科学澤田賢
一教授との共同

研究で行われた。 秋田大学医学部内科学潟保広美技官、 蛇口美和大学院
生の協

力 を 得 た。

提供健 常男子 に対して研究趣 旨を説明し、 本人承諾に上で血液試料を採取し

た
。

ヒ ト抹 消 血 か ら 分 離 した 血 液 幹 細 胞 を 培 養 して ＣＤ３４ 陽性 細 胞 を 得 た。 さ
ら

に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ＥＰ０）の 添 加 に よ り 赤 芽 球 に 分 化 誘 導 した。 ＣＤ３４ 陽 性 細

胞 を 得 た 時 を Ｄａｙ ０ と して 脱 核 す る ま で 経 時 的 に細 胞 を 採 敢 した。 細 胞 ほ固
定

後、 非 特 異 反
応 を ＢＳＡ で ブ ロ ッ キ ン グ 後、

一 次 抗 体 と し て、
家 兎 抗 ４．工Ｇ Ｅｘ㎝１６

領域 抗体を反応させた。 固ＴＣ 標 識二次抗体を反応させ、 共焦点レ
ーザー顕微鏡

（ＺｅｉｓｓＬＳＭ ５１０ｃｏｎｆｏｃａ１ 耐ｃｒｏｓｃｏｐｅ） で
観 察 し た

。

２． 抗 体

５７



抗 逐．１鵬Ｐ 抗 体、 抗 ｐ５５ 抗 体、 本 研 究 室 で 精 製 組 換
完 蛋 自 質 を 精 製 し、 家 兎 に 免

疫 し て 得 た。 抗 ４．１Ｒ
８。抗 体 は、 本 研 究 室 で 家 兎 に 免 疫 し て 得 た。 各 々 の 抗

体 は、
抗

原 を カ ッ プ リ ン グ し た Ｓｅｐｈ孤ｏｓｅ６Ｂ（ＧＥ Ｈｅａ１辻ｈｃ趾ｅｓＢ三〇ｓｃｉ㎝ｃｅｓ）カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フィ ー に よ り、 ア フィ ニ テ ィ
ー 精 製 さ れ た。 抗 体 の 特 異性 は免 疫

ブ ロ ッ ト法 で 確 認

し た。 マ ウ ス
抗 ＧＰＣ 抗 体、 抗 ＧＰＡ 抗 体、 抗 Ｂａ紬３ 抗 体 は Ｓ三ｇｍａ か

ら 購 入 し、 抗 体

の 特 異 性 は 免 疫 ブロ ッ ト法 で 確認 した。 抗 ３０ｋＤａ 抗 体 は、 マ ウス 単ク ロ
ー ン抗 体 を

用 い た。 単ク ロ ー ン 抗 体 の 作 製 及
び 抗 原 決 定 基 （エ ピ トー プ） 解 析 は、 第４ 節 第 ２

項 に記 し た。 マ ウス
抗 ア ク チ ン単 ク ロ ー ン抗 体 は、 シ グマ か ら購 入 した。

蛍 光 色 素（Ｃｙ３ 及 びＦＩＴＣ）を コ ン ジ ュ ゲ ー ト した２次 抗 体 は、ＤＡＫＯ か ら 購 入 した。

３．細 胞 分 画 法

細 胞 分 画 は、 下 記 に 示 し
た ２ つ の 方 法 を用 い た。 つ ま り、 培 養 ７ 胃 目 （Ｄａｙ７） の

細 胞 １０６個 を 用 意 し た。 細
胞 は、 ＰｒｏｔｅｏＥｘｔｒａｃｔ

⑬を 用 い
、
使 用 説 明 書 に 従 っ て 細 胞 分

画 （膜 画 分、 細 胞 質 画 分、 核 画 分） を 行 っ
た
。
ま た
、 も
う 山 つ に 方 法 と して、 同様

に調 製 した細胞を超音波処理及 び遠心分離により、 膜画分を得た （下記図参照）。

鱒 繍 臨 譲 」 榊」 鰯 鑓 癒 滋 １

滋禦滋

４．ＥＧＴＡ 存 在 下 で の 赤 芽 球 の 培 養

５８
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３血Ｍ ＥＧＴＡ 存 在 下 で 赤 芽 球 を４５ 分 培 養 し た。 ま た、 ＥＰＯ の 存 在、 非 存 在 下 と の

組合 せでも同様に培養を した。 細胞は上記と同様に処理した後、 免疫染色を施し共

焦点顕微鏡で観察した。

［結果と考察］

１． Ｄａｙ７ 赤 芽 球 の 細 胞 膜 画 分 の 免 疫 ブ 回 ヅ ト 法 に よ る 解 析

脇 亘夙 幻 魎割工尿 鼻 榊， 珪夙 昆 繊 、艘。丹

ε籔翌 里硝、三廼㊧鰯罰 砕遂． ㎜ 砕患 搬

鹸 ｉ童 鋤 〕 脇
胡
Ｉ ξ
一

亘 靱
■

’
咄 ・

肌 、・ ・苅 翻割 童霧＝ 醐一 腕 鰯 滋施哩１㎜

簑１到鰍 奮箏 徽 ；ｌ１蟹：畿 鵡沁蝸
邊ラ．

量亨一三 。 蜘 割
３亨 噌 榊 簑 鴛畿 撒 ㈱ 鞠 珊書

漉

蕊 一一 呈§ 一

婆 一
ε 逓遅：

ｃｏ迎魁 錨 暮葛ｒ萎 蹴 毛 翻皿望 好２瓠
皿・葛 ㎜壷犯

伽Ｇ抄ｃ 晦 揮５

醐§λ 腕 一脳映醐級 銚 脳螂㎜ｂ蝿雌 脾 漁量鵬 赫 叡榊１ｒ㊧脇 威 ゆ 理７｝λ 洲鎚三・３江ｅ膵婁ｅ醒 雛 蛇鉦

壷漱圭鰍 球 汲⑪渤 鼠 鰍ε概 ｃ卿葛岐 鵬 幽 搬借搬ｄ鮒ｇ搬ｅ蛇，細 納 滅 搬 緬鋭 蝋 鰯Ｐ艶慧可・ｅ寧ｓ翻 砕

陀 膵 鑓滋ｓ一駆 搬荻搬重翻魯燃艶芸敏 縦 ｂｙ鵬滋 漉 ｇｅ雌ｅ繊鋭ユ

Ｄａｙ７ 赤 芽 球 の細 胞 膜 画 分 の 免 疫 ブロ ッ ト法 に よ る 解 析 を 行 っ た。 図玉 で は、 各

電 気 泳 動 図 に お い て、１ａｎｅ 番 号 １
－３ は、 細 胞 質 画 分、 膜 画 分、 核 画 分 を 示 す。 ま た、

Ｓ と Ｐ は、
遠 心 分 画 法 に よ る 遠 心 上 精 お よ び 沈 殿 を 表 す。 抗３０ｋＤａ 抗 体 は、 細 胞 膜

画 分 に ８０ｋＤａ （マ ー カ ー 蛋 白 質 を 標 準 と して 算 出 さ れ た 分 子 量 は ７９ｋＤａ） の バ ン ド

５９



の 他、 ５
６ｋＤａ付 近 等 にバ ン ドを 検 出 した。

細 胞 質 分 画 で は、
４６ｋＤａ付 近 にバ ン ドを

検 出 した が、 ８０ｋＤａ
バ ン ドは 検 出 出 来 な か っ た。 ８０ｋＤａ

よ り 小 さ な 分 子 量 は 分 画 申

の 分 解 産 物 と 思 わ れ る。
遠 心 分離 法 で は、 細 胞 質 分 画 に ユ３５ｋＤａの ４．１Ｒ

を 検 出 でき

た。 抗 ４．１ＲＨＰ 抗 体 は、 細 胞 膜 画 分 に １４２ｋＤａ 及
び １０６ｋＤａ の 主 た る バ ン ド を 検 出 し

た
。 こ
の 細 胞 膜 画分 は、 細 胞 内 小 器 官 （オ ル

ガネ ラ） の 膜 成 分 も 含 ん で い る。 本 結

果 か ら、 逐．１Ｒ
玉３５は 細 胞 膜 に 局 在 す る と は 言 完 な い。 抗 Ｂ 棚ｄ３ 抗

体 は、
細 胞 膜 画 分 に

１０２ｋＤａ と ６１ｋＤａ の ２ 本 の バ ン ド を 検 出 し た。 １０２ｋＤａ は 完 全 長 の Ｂａｎｄ３ 分 子 で
あ る

と 思 わ れ る。 ６脈Ｄａの
バ ン ドは 分 解 産 物 で あ る 可 能 性 が 高い。 』 方、 細 胞 内 オ ル ガ

ネ ラ の 膜 成 分 も 画 分 に 入 っ て い る こ と か ら、 合 成 途 中 の 分 子 或 は、 ６１ｋＤａ の
亜 分 子

が 存 在 す る こ と も 否 定出 来 な い。 用 い
た 抗 Ｂ狐ｄ３ 抗 体 の エ ピ トー プ に 関 す る 情 報 が

無 い た め ６１ｋＤａ Ｂａｎｄ３ が ど の Ｆｒａｇｍｅｎｔ な の か は 同 定 出 来 な か っ た。

抗 ＧＰＣ 抗 体 は、
細 胞 質 分 画 に 単 量 体 の ３３畑ａお よ び 細 胞 膜 画 分 に５９ｋＤａの バ ン

ドを 検 出 した。 細 胞 膜 画 分 に は、
単 量 体 ＧＰＣ 分 子 を 検 出 出 来 な か っ た。 ５９ｋＤａ は２

量 体 ＧＰＣ と 考 完 ら れ る。 こ れ ま で、
成 熟 赤 血 球 膜 で は 単 量 体 ＧＰＣ が 報 告 さ れ て 来

た。 内 部 対 照 と し て、 ア ク チ ン を 検 出 し た。

２． 赤 芽 球 に於 ける 伽Ｒ
１３５及 び膜蛋 白質発現の経 時的変化

赤 芽 球 は、 培 養 後１２ 目 目 に、 細 胞 の 大 き
さ が 小 さく な り 始 め、 脾 目目（Ｄａｙ

立４）

で 脱 核 し、
そ の 後 成 熟 赤 血 球 に 分 化 した。 赤 芽 球 培 養 開 始

時 （Ｄａｙ０） で ４．１Ｒ
１３５ の

細 胞 膜 で の 局 在 が 観 察 さ れ （ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ） 、 Ｄ＆ｙ３， Ｄａｙ５ で は
細 胞 膜 近 傍 に 観 察

さ れ た。 こ
の 時
、 ＧＰＣ

の 細 胞 膜 局 在 が 観 察 さ れ た （図 ６） 。 Ｄａｙ１０ で は、 ４．１Ｒ
１３５ は
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細 胞 膜 での 染 色 が 薄く な り、 代
わ り に ４Ｉ１

酬 が 細 胞 膜 に 局 在カミ観 察 され た。 成 熟 赤

血 球 に お い て、 ４．１Ｒ
至３５ は 全 く 観 察 さ れ な か っ た 淋、 ４，１Ｒ

ｓｏ は 細 胞 膜 に 強 く 染 色 さ れ

た（図 ４．）。ＧＰＣ は、Ｄａｙ０ か ら 成 熟 赤 血 球 に至 ま で 細 胞 膜 局 在 那 観 察 さ れ た（図 ６）。

Ｂａｎｄ３ 抗 原 は ＧＰＡ 同 様 に Ｄａｙ５ 以 降 に 発 現 を 認 め た。

ｐ５５ は、 Ｄａｙ３ か
らす で に発 現 して お り、 細 胞 質及 び

紬 胞 膜 に 勿 市 して い た。

た だ し、用 い た 抗 体 は５５ｋＤａ
バ ン ド以 休 に も ７６ｋＤ乳の バ ン ドを認 識 して い た（図

３） 。 現 在、 ｐ５５ の ア イ ソ フ ォーム （眺ｅｍａｔ三ｖｅｓｐ１ｉｃｉ㎎ に よ る） は 報 告 さ れ て い な

い。 一 方、 ｐ５５ に ほ ＣＡＳＫ な どの 相 同 蛋 白質 （フ ァ ミリ ー 蛋 白 質） が あ り、
一

次 構 造 上 の相 同 性 を 認 め る （Ｃｈｉｓ雌ｉ，１９９８） 。 更 に特 異 性 の 高 い 抗 体 を用 い た 解

析 が 必 要と 思 わ れ る。

免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で は、 抗 ４．１Ｒ
８０抗 体 は ４．１Ｒ

１３５を 検 出 し な か っ た こ と か ら、 本 研 究

で 用 い た 抗 ４．１Ｒ
８０抗 体 は、 ４．１Ｒ

８。を 優 位 に 検 出 す る と 想 定 さ れ る （た だ し、 細 胞 染

色 で も ４．１Ｒ判こ 特 異 的 で あ る と は 言 完 な い） 。 抗 ４，１Ｒ
８。抗 体 に よ り、 Ｄａｙ７ 以 降 か ら

陽 性 シ グ ナ ル を 細 胞 膜 近 傍 に 観 察 で き た。 ４．１Ｒ判ま、 ４．１Ｒ
１３５に 比 し て よ り 細 胞 膜 近

傍 に局 在 し て い た。 特 に、 Ｄａｙ１２ の 脱 核 直前 で は 明 ら か に 細 胞 膜 に局 在 して お り、

こ れ は、 ４．１Ｒ
ヱ３５が 細 胞 質 に 広 範 囲 に 分 布 し て い た こ と と 異 な る。

以 上の結 果を総括 して、 各膜骨格蛋白質の発現の経時的変化を図５に示した。 た

だ し
、発 現
量 を 客 観 的 に 定 量 し た 結 果 は で な い。少 な く と も、膜 貫 通 蛋 白 質 で ＧＰＣ，

ＧＰＡ 及 び Ｂ刎ｄｄ３ の 発 現 は Ｄａｙ３ か ら 始 ま り Ｄａｙ７ に は 完 全 に 細 胞 膜 に 組 み 込 ま れ て

い る こ とカ湖 ら か に な っ た。 培 養 の 初 期 段 階（Ｄａｙ３－５）で は、
細 胞 膜上 に 斑 点 状 に

染 色 さ れ た こ と か ら
、
合 成 さ れ た ＧＰＣ 等 の 膜 貫 通 蛋 自 質 群 は、 蛋 白 質 合 成 後 に 輸 送

され細胞 膜上で分散するものと 考完られる。 細胞膜内での分布には脂質群、
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．
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ＣｙｔｅＣｈ６ ㎞ ＣａｌＳｔａｉ皿ｉ皿ｇ．

特 に、 マ イ ク ロ ドメ イ ン と 称 さ せ る 所 謂 ラ フ ト構 造 が 関わ っ て い る と 思 わ れ る。

４．１Ｒ
ｇｏの 発 現 は 膜 貫 通 蛋 白 質 群 よ り も 遅 れ る こ と か ら、４．正Ｒ

８０は 膜 貫 通 蛋 白 質 群 の 分

布 を 規 定す る （位 置 を 固 定 す る） 役 目 が あ る と 思 わ れ る。 ４．１Ｒ
８０と 結 合 し 膜 安 定 性

を 司 るｓｐｅｃｔｒｉｎの 分 布 を観 察 す る こ と に より、上記 仮 説 が 明 ら か に な る と 思 わ れ る。

ｐ５５ は、 分 子 構 造
上 そ の Ｃ 末 端 部 に パ ル ミ チ ル化 さ れ る Ｃｙｓ残 基 が あ る こ と か ら、

細 胞 膜 に 局 在 す ると 思 わ れ る。 事 実、 免 疫 染 色 はｐ５５ の 細 胞 膜 局 在 を 示 して い る。

少 なく と も ＧＰＣ はｐ５５ と 結 合 す る こ と か ら、 細 胞 膜 上 で は ＧＰＣ を標 的 と して い る

可 能 性 は 否 定 でき な い。 し か し、 他 の 膜 貫 通 蛋 白質 に つ い て は別 の 機 構 を考 完 なく

て は な ら な い。
一 方、 Ａｎ ら （ＮＹＢＣ、 私 信） に よ れ ば、 マ ウ ス 赤 芽 球 を フ レ ン ド ウ

ィ ルス で 形 質 転 換 した 後、 ＲＮＡ 干 渉 に よ り ４，１Ｒ の 発 現 を 抑 制 す る と、 ＧＰＣ は 細 胞

６３



膜 に は 存 在 せ ず、 核
内 へ 移 行 す る こ と を 観 察 して い る。

こ の 結 果 は、 ４，１Ｒ の 欠 損 に

よ り 膜 貫 通 蛋 白 質 の小 胞 輸送 機 構 に 異 常 を き た した と 考 え られ る。 こ の
結 果 が 正 し

けれ ぱ、４．玉Ｒ
８０は 膜貫 通 蛋 白質 の 発 現 以 前 あ る い は 同 時 に 発 現 して い る 必 要 が ある。

本 研 究 で は、 寧 ろ４．１Ｒ
８⑪の発 現カミ膜 貫 通 蛋 自 質 よ り も 遅 い と 言 う 結 果 を得 て い る。

た だ し、 免 疫 染
色 の み し か施 行 して い な い の で、 リ ア ル

タイ ム ＰＣＲ 等 を 用 い た 定 量

的 解 析 や 免 疫 ブ ロ ッ ト法 よ る 定 量 的 な 解 析カミ必 要 と 思 わ れ る。

こ れ ま で に 主 に 肋 切炉ｏの 蛋 白 質一蛋 白 質 結 合 解 析 か らＣａ
２＋／ＣａＭ が４．１Ｒ

８吸 び

４．１Ｒ
１３５の 膜 結 合 性 に つ い て 異 な る 挙 動 を す る こ と を 明 ら か に し て き た。 つ ま り、

Ｃａ
２＋／Ｃ吐Ｍは４．１Ｒ

８陀 膜蛋 自質 と の 結 合 を 弱 め る （平 衡 解 離 定 数 を 約１０倍 上 昇 さ ぜ

る） が、 ４，１Ｒ
１３５に 対 し て はＧＰＣとｐ５５に つ い て は 完 全 に 結 合 を 阻 害 す る こ と を 報

告 し た
。
本 研 究 で 得 ら れ た

、
４．１Ｒ
８０と ４，１Ｒ

］３５の 分 布 に 違 い は、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ に よ る 膜

結 合 へ の 制 御 機 構 の た め で あ る と の 仮 説 を た て た。 こ の 仮 説 の 背 景 に は、 ＥＰ０

に は 細 胞 内Ｃａ
２＋を 上 昇 さ ぜ る こ と が 報 告 さ れ て い る こ と に よ る （Ｍｉｓｉｔｉａ洞 Ｓｐｉｖａｋ，

１９７９） 。 一 方、 赤 芽 球 及 び赤 白血 病 細 胞 の
一 つ で あ るＫ５６２細 胞 を 用 い て 培 養 系

にＥＧＴＡを加 完 る と 細 胞 内Ｃａ
２寺濃 度 （［Ｃａ

２＋］ｉ） が 減 少 す る こ と が 報 告 さ れ て い る

（Ｍｉｓｉ辻ｉａｎｄＳｐｉｖａｋ， １９７９） 。 以
上 か ら、 仮 説 を 証 明 す る

た め に 赤 芽 球 （Ｄａｙ７）

を、 Ｃａ
２＋キ ン デ ト 状 態 で 培 養 し４．１Ｒ

１３５の 分 布 を 観 察 し た。

３． 皿ＧＴＡ 存 在 下 で 培 養 し た 赤 芽 球 で の ４．１Ｒ
１３５の 分 布

４，１Ｒ
１３５細 胞 質 局 在 性 が 示 唆 さ れ た。 こ の 局

在 は、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ の ＨＰ 結 合 に よ る と 考

え ら れ た。 事 実、 エ リ ス ロ
ポ エ チ ン 存 在 下 で は細 胞 内 Ｃａ

２＋濃 度 淡 上 昇 して い る こ と
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カミ報 告 さ れ て い る。 文 献的 事 実 か ら、 細 胞 外 Ｃａ
２＋を ＥＧＴＡ で キ レー トす る こ１と に よ

り、 ４．１Ｒ
１３５の 細 胞 内 分 布カミ細 胞 膜 に 変 化 す る と 考 完 た （文 献） 。 ３㎡Ｍ ＥＧＴＡ を 加

え た 培 地 （エ リ ス ロ ポ エ チ ン存 在 下） で Ｄａｙ７ の 赤 芽 球 を ２０ 時 間 培 養 す る と 細 胞 の

形 態 は、 シ ュ リ ン ク し た。 ま た、４．１Ｒ も 観 察 出 来 な か っ た。ＣａＭ を 細 胞 染 色 す る と、

染 色 性 は 低 下 して い た。

４ ㎜～ の 伽 Ｒ１３５の Ｆ瓦ＲＭ 曲㎜ａｉ㎜ 膜 結 合 へ の 関 与

こ れ ま で、 肋ｖ加ｏ で の 結 合 解 析 お よ び 本 研 究 で の 五ｎ１ｉｖｉ㎎ ｃｅｎ で の 結 果 は、 ＨＰ は

４．１Ｒ
１３５の ＦＥＲＭ ｄｏｍ出ａ 膜 結 合 を 調 節 す る こ と を 明 ら か に し て き た。 ＨＰ を ＦＥＲＭ

ｄｏｍａｉｎ と 混 合 し たと き ＦＥＲＭｄｏｍａｉｎ の 膜 結 合 の 変 化 を明 ら か に す る こ と で ＨＰ

と ＦＥＲＭ の 関 連 が 明 ら かに な る と 期 待 でき る。

表 王 に 示 し た よ う に、 ＨＰ と ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ を 混 合 し て も ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ と 膜 蛋 白 質

Ｂａｎｄ３ と ｐ５５ と の 結 合 に 有 為 な 変 化 は昆 ら れ な か っ た。 ＧＰＣ
と の 結 合 は ＨＰ 量 に 比

例 し て 平 衡 解 離 定 数 添 大 きく な っ た。 ＨＰ 自 体 は、 ＦＥＲＭｄｏａ赫ｎ と 結 合 し な い が、

こ の 結 果 は、 ＨＰ が 空 間 的 に ＧＰＣ 結 合 部 位 に 配 置 さ れ る こ と を 示 唆 して い る。 詳 し

く は、 次 項 で 詳 説 す る。

［ま と め］

４．１Ｒ
１３５及 び ４．１Ｒ

９。細 胞 局 在 を 培 養 系 の 赤 芽 球 を 用 い て 観 察 し、 ４．１Ｒ
１３５は 細 胞 質 内

に 分 布 し、 ４１１Ｒ
８０細 胞 膜 に 局 在 し て い た。 こ の 分 布 の 違 い は、 Ｃａ

２÷／ＣａＭ に よ る 制 御

６５



で あ る こ とカミ、 ＥＧＴＡ に
よ る 培 養 液 の Ｃａ

２＋の キ レ ー ト に よ り 明 ら か に な っ た。 こ
の

結 果 は、 肋 淋ｏ 結 合 解 析 の 結 果
を 支 持 した

。

膜貫通蛋白質群は培養開始 から速やかに細胞膜に局在した。
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１
．
５（２）
，
１１６－１２１．（Ｒｅｖｉｅｗ）．

Ｍｉｓｉｔｉ，
Ｊ． ａ 耐 Ｓｐｉｖ 荻，

Ｊ． Ｌ．１９７９．
Ｅ Ｗｔ㎞ ｏｐｏｉｅｓｉｓ 肋 ｖ 加 ｏ．

Ｒｏ１ｅ ｏｆｃａ１ｃ他 ｍ．

Ｊ． Ｃ１ｉｎ，Ｉｎｖｅｓ言、 ６４．
１５７３４ ５７９、
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第 １－３ 項 キ メ ラ 蛋 白 質 を 用 い た ４．１Ｒ と ４１Ｇ の

細胞膜緒合の分子特異性の解析

［目的］

赤 芽 球 で は、４．１Ｒ の フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 ４．１Ｇ（Ｇ は Ｇ㎝ｅ搬１１ｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ の 略 で ㎞ＲＮＡ

レベルの解 析ではほ ぼ全ての組織 に発現している） の発現が予測されているが実際

の 観 察 報 告 は な く、 ま た、 そ の 膜 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 は 不 明 で あ っ た。 ま た、４，１Ｒ
王３５

と ４．１Ｇ は、 共 に 膜 結 合 を す る ３０ｋＤａＦＥＲＭ ドメ イ ン の Ｎ 末 端 部 に ２０９ ア ミ ノ 酸 残

ｓ 揃 竈 ㎞ 鵬 菰 ４．亘Ｒ 艶独ａ４．豆Ｇ

ム琢竈夏 盗む像宝 息郷ｅ３ 蟻

疵皿 ぎ ２

４．１没
嚇 …

ξ 珪 １６ １７ 鮒毘 蕊 瀬 珊 理

４．服
鰯

２⑫９欄

４、ユ Ｇ ｌ

郷 脇 κ 脳 郷鋤庭

ｃ㎜

遡互泌 肱

篤淡 細榊磁動 孤跳

曾

酎ｇ．ｉ Ｓｔｍ ｃ 伽ｒｅ ｏ 軸 ｍ ｔｅｉｎ ４．１Ｒ ａ 柵 ４．１Ｇ三 恥 ｅ ｈｏｍｏ玉ｏｇｙｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ ＨＰ ａｎｄ

３０ｋｌ）ａ ＦＥＲ Ｍ ｄｏ㎜ａｉｎ ｂｅｔｗｅ ㎝ ４．１Ｒ ａｎｄ ４．１Ｇ ｗａｓ ３５ ％ ａｎｄ ７１ ％， 肥ｓｐｅｃｔｉｖｅ１ｙ． ４．１ Ｇ ｈａｓａ１ｓｏ

ｍｅ㎜ｂ 蜘 ｅｐｒｏ辻ｅｉｎ ｂｉｎｄ五㎎ ｓｅｑｕｅ忍ｃｅｉｎ ｉｔｓＰＥＲ Ｍ ｄｏ 雌ａｉａ．
Ｈ Ｐ ｏｆ４．１Ｇ ａ紬 ４．１Ｒ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ２０９

ｒｅＳｉｄリｅＳ．
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基 （ｈｅａｄ－ｐｉｅ㏄、 ＨＰ） の ポ リ
ペ プ チ ドが 付 加 さ れ て い る。 我 々 は、

組 換 完 ４．１Ｇ を 用

い、
膜 貫通 蛋 白 質及 び ＣａＭ と の 結 合 解 析 を 行 い （前 課 題） 、 ４．１Ｒ

１３５の 膜結 合性 と

比 較 した。 そ の
結 果、 １）４．１Ｇ

は ＨＰ に Ｃ勧
２雅 存 性 の ＣａＭ 結 合 部 位 が あ る （化 学 量

蟻
。蔓 暮

曾 ｘ酬一鮒 慨

餅棚
曾Ｋ 炉ｉ０’棚

腕 搬 ３
，
ｅ正ｑ 蕗§

鰍
欝 欄 艦鋒一

遷由翌欝
燃

貧 倫一鮒慨

映欄
曾亙炉

｝一鰯遮 灘 ｝護 紳 毅嚢牝還垂１一残譲

腋 滋 或 礫ｃ， 薄；

炉 潔 讐繍織
驚嚢 …

晩．２，Ｃａ Ｍ 暁 曲 舵 ４．１Ｒ 棚 ｄ ４．１Ｇ 肘 狙砒 ㎎ ｔｏ ｍｅ㎜ ｂｒ副皿ｅ ｐｒｏ 触 ｍｓ．
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉ㎝ ｓｏｆ４．

１Ｇ （ 哩 μ ｒ）

狐ｄ ４．１Ｒ
王３５
（わｏ 肋 榊） ｗ 鮎 ㎜ｅ㎜ｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ 鮒ｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ Ｃａ

２＋／Ｃａ Ｍ． ４．王Ｇ ｂｏ ㎜ ｄｔｏ

㎜ｅ ㎜ ｂｆ 脳 ｅ ｐｒｏｔｅｉ烈ｓ ｉｎ ＫｆＤ〕
ｏｆ ｓｕｂ ㎡ユｃｒｏ ｏｒｄｅｆ．

Ｉｎ ｃｏ 斌 ｒａｓｔｔｏ ４、
三 Ｇ
，
ｔｈｅ－Ｋ（Ｄ）ｓ ｆｏｒ ４、

豆 Ｒ１３５ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ

ｍｅ ㎜ｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｖａｒｉａｂ玉ｅ ａｓ ｓｈｏ ｗ ｎ
ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ．

論 的 結 合 比 は１：１ で あ る こ と か ら ＦＥＲＭｄｏｍａｉｎ に は ＣａＭ は 結 合 しな い。 こ の 結 合

性 は ４．１Ｒ
工３５と 同 様）、２） 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉ■ は 膜 貫 通 蛋 白 質

と の 結 合 は 一１０■７Ｍ で 彰 っ た、
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３）Ｃａ
２＋／Ｃ 舳 は、４．１Ｇ と Ｂ㎝ｄ， ＣＤ４４ お よ び ｐ５５ と の 結 合 を 阻 害 し た （４．１Ｒ

１３５で は、

Ｃａ２＋／ＣａＭ は ＧＰＣ， ｐ５５ 及 び ＣＤ４４ と の 結 合 を 阻 害 し た） 。 本 研 究 で は、 ４．１Ｇ の 細

胞 内局 在 と細 胞 膜 蛋 自 質 と の 分 子 間相 互 作用 を 解 析 し、 さ ら に キメ ラ （Ｋψεｐα） 蛋

自 質 を 使 い、 ４．１Ｒ
丑３５と 比 較 す る こ と に よ り、 ４．１Ｇ と ４．１Ｒ

童３５の ど の よ う な 構 造 的 違

いがそ れらの生物 学的意義（膜結 含性）と関連しているかを明ら珍にしようとした。

［材料と方法］

１． 材 料

ｐＥＴ３１ｂ（手）ｖｅｃｔｏエ （Ｈｉｓｔａｇ 融 合 蛋 白 質 大 腸 菌 発 現 用） は Ｉｎｖｉ拉ｏｇｅｎ 杜 （ＵＳＡ） 、

ｐＧＥＸ－４Ｔ２ｖｅｃｔｏｒ （Ｇ１ｕｔａｔｈｉ㎝ｅ－８一腕ｎｓｆｅｒａｓｅ（ＧＳＴ）ｔａｇ 融 合 蛋 白 質 大 腸 菌 発 現 用） は

ＧＥ ＨｅａＩｔｈｃ 鵬 ＳｃｉｅｎｃｅｓＬｉｆｅＳｃｉ㎝ｃｅｓ 杜 （ＵＳＡ） か ら 購 入 し た。ｐ
ＥＧＦＰ－Ｃ３ｖｅｃｔｏｒ （ＧＦＰ

融 合 蛋 白質 真 核 細 胞 発 現用） は Ｃ１ｏｎｔｅｃｈ 杜 （ＵＳＡ） か ら 購 入 した。

２． Ｈｅ肋 細 胞 の 培 養

ＨｅＬａ 細 胞 は、 ＡＴＣＣ か ら 購 入 し た。 ＨｅＬａ 細 胞 は、 ＲＰＭＩ培 地 に １０％ 冊 Ｓ （牛 胎

児 血 清、 ＧＩＢＣＯ 杜 よ り 購 入） 添 加 し、 ３７℃、 ５％ Ｃ０２， ９５％ 湿 度 で 培 養 し た。

３． 赤 芽 球 の 培 養
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赤芽球の培養及び免疫染色ほ、 秋田大学医学部内科学澤閏賢一教授との共同

研究で行われた。 秋田大学医学部内科学潟保広美技官の協カを得た。

健常男子に対して研究趣旨を説明し、 本人承諾に上で血液試料を採取した。

ヒ ト抹 消 血 か ら 分 離 した 血 液 幹 細 胞 を 培 養 して ＣＤ３４ 陽性 細 胞 を 得 た。
さ ら

に エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ＥＰＯ）の 添 加 に よ り 赤 芽 球 に 分 化 誘 導 した。 ＣＤ３４ 陽 性 細

胞 を 得 た 時 を Ｄａｙ ０ と して 脱 核 す る ま で 経 時 的 に 細 胞 を 採 敢 した。
細 胞 は 固 定

後、 非 特 異 反 応 を ＢＳＡ で
ブ ロ ッ キ ン グ 後、 一 次 抗 体 と し て、 家 兎 抗 ４．１Ｇ Ｅｘｏｎ１３

領 域抗体を反応させた。 酊ＴＣ標識二次抗体を反応させ、 共焦点レーザー顕微鏡

（ＺｅｉｓｓＬＳＭ ５１０ｃｏｎｆ㏄ａ１ ㎞ｃｒｏｓｃｏｐｅ） で 観 察 し た。

４． 組 換 え 蛋 自 質 の 作 製

組 換 完 ４．１Ｇ の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ， Ｂａｎｄ３ ， ＧＰＣ 及 び ｐ５５ の 細 胞 内 ドメ イ ン の 作

製 と ＣａＭ の 精 製 は 第 １ 項 に 記 載 し た。 ４．１Ｇ の ＨＰ 及 び ＨＰ＋３０ｋＤａｄｏｍａｉｎ （以 下

ＧＨＰ３０） は ＧＳＴ 施ｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ と し て 大 腸 菌 に 発 現 さ せ た。 ＣＤＮＡ （４．１Ｇ） か

ら、 ＨＰ 及 び 冊３０ 領 域 を 疵ｏ〃 及 び ∫απ 制 限
酵 素切 断 部 位 を 付 加 した 特 異 プ

ラ イ ー に よ る ＰＣＲ で 増 幅 し、ｐＧＥＸ－４Ｔ２
ベ ク タ ー （ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃ鵬ｓＢｉｏｓｃｉ㎝ｃｅｓ） に

組 換 完 た。 ４．１Ｇ は、 ｔａｇ 領
域 を 欠 失 さ 菅 た ｐＢＴ３１ （Ｎｏｖａｇ㎝）に 組 換 え た 塩 基 配 列

を 確 認 後、 大 腸 菌 （跳ｃ加 枕 肋 ｃｏ肋 ＢＬ２１（ＤＥ３）
を 形 質 転 換 し た （４．１Ｇ に はｔａｇ

は 付加 さ れ て い な い） 。 ＬＢ 培
地 にて 大 腸菌 を ３７℃ 一 定 条 件 下 で 震 盤 培養 し、

０Ｄ６００ の 値 が Ｏ，４
－Ｏ．８ に 達 し た

時 に、 ＩＰＴＧ を 最 終
濃 度 （１㎡Ｍ） 添 加 し、 さ ら

に ３７℃ 一 定 条件 下 で ３ 時間 震 盤培 養 し た。 ｐＧＥＸ－４Ｔ２
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 した
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大 腸 菌 は、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ
ー タ ー、 冒 立 工 機、８０００卯ｍ，４氾、８ 分 間）沈 澱 後、

１㎡Ｍ ＥＤＴＡ、 正虹Ｍ ＤＦＰ， １血Ｍ ２ＭＥ を 添 加 し た Ｂ－Ｐ 駅
㎜ （Ｐ阻ＲＣＥ， ＵＳＡ

） に

懸 濁 し 溶 菌 した。 溶 菌 液 は 氷 上 王Ｏ 分 間 の 超 音 波 処 理後、
遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ

ー、 胃 立 工 機、１８，０００卯ｍ，２０ 分
間） の 上 清 を 得 た。

上 清 は、Ｇ１耐ａｔｈｉ㎝ｅ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ

（ＧＥ Ｈｅａ三ｔｈｃ鵬 Ｂｉｏｓｃｉｅ㏄ｅｓ） と 懸 濁 し、 ＧＳＴ 磁 合 蛋 白 質 を 分 離 し た。
ＧＳＴ 融 合

蛋 白 質 は ト ロ ン ビ ン 処 理 に よ り 標 的 蛋 白 質 と ＧＳＴ を 切 断 し た 後、 ＧＳＴ を

Ｇ１ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ に て 吸 収 し、 Ｑ－
ｓ⑧ｐ 廠 ｏｓｅ （ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈｃａｒｅ 醐ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） で 更

に 精 製 し た。ｐＥＴ３１ｂｖｅｃｔｏｒ（４．１Ｇ） で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 は、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ

ー タ ー、 目
立 工 機、 ８０００叩㎜、 ４℃、 ８ 分 間）沈 澱 後、 １㎡Ｍ ＤＦＰ、 を 添 加 し た ＰＢＳ

（第１ 項 参 照） に 懸 濁 し、 氷 上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ

ー
、 目 立 工 機、 １８，０００叩ｍ， ２０ 分 間） の 上 清 を 得 た。

上 清 は、 ３５％ 硫 安 沈 澱 後、

Ｑ－Ｓｅｐｈ服ｏｓｅ， Ｃ 舳一Ｓｅｐｈ班ｏｓｅ に よ り 精 製 し た。 蛋 白 質 の 純 度 は ＳＤｓ－ＰＡＧＥ に て

検 定 し た。 蛋 白 質 量 は ＵＶ 法 を 用 い た （２８０ｎｍ と ２６０ｎｍ を 測 定 し、 蛋 白 質 濃
度

（㎜ｇ／耐）皇１．４５ Ａ２８０－
０．７４ Ａ 蜘

）
。

５． キ メ ラ 蛋 自 質 の 作 製

尻ｇ㎜ｅｆｏｒｃ㎝ｓｔｒ㏄ｔｓ ｏｆｃｈ豆鵬 蝸 ｐｒｏｔｅｉｎｓ に 示 し た よ う な ４．１ＧＨＰ
と ４．１Ｒ ＦＥＲＭ

或 ほ ４．１ＲＨＰ と ４．王ＧＦＥＲＭ を、ＰＣＲ を 用 い た
”∫榊 肋ｇ榊 励ｏ♂

’ に よ り 連 結 し、 キ

メ ラ ＤＮＡ を 作 製 し た。 こ の ＤＮＡ 断 片 を ｐＧＥＸ４Ｔ２ ｖｅｃｔｏｒ 或 は ｐＥＧＦＰ－Ｃ３ ヘ イ

ン サ ー ト した。 夫々 は、 大 腸 菌 を 形 質 転 換 しク ロ ー ニ ン グを 行 っ た。 ＤＮＡ 配 列

７１



ξ．１Ｒ
搬

４．１ Ｒ
１鑓
、
菱

４．豆Ｇ

」．
灘蔓
…
灘 簑

、
灘 翻 飢鰹襲 醐

坤’

、

２⑧９叡堅 霊９７轟曇

蔽１ 棚 。．．、．．．、．、．．．．． 蹄 、．．．．

Ｍ１ 棚 ．一帥。‘、^．。…。 緬
理 蝸 眠 、

．．．
怨暮 搬

．鰯 蜥

Ｆ三ｇｕｒｅ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒひｃ
ｔｓ ｏｆ ｃｈｉ至ｎｅｒａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

を 確 認 後、 蛋
白 質 発 現用 ＢＬ２１（ＤＥ３）に 再度 形 質 転 換 し た。 ＩＰＴＧ

添 加 に よ る 組 換

完蛋 白 質 発 現 を 確認 し た。 組 換 え蛋 白 質 の発 現、 精 製、 漉ｇ 蛋
白 質 の 分 離 は前 項

に 記 し た。

ＨｅＬａ 細 胞 へ の 導 入 用 ｖｅｃｔ０ｆ は、 ＱＩＡｐｒｅｐ
を 用 い 無 菌 的 に 精 製 し た。 細 胞 へ の 形

質 転 換 は
、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ を 用 い た。

６． 反 転 膜 小 胞 （肋∫肋・ｏ泌一湖 湖 汕 ０ｙ
） と の 結 合 解 析

健常成人男 性に対 して、 充分な実験趣旨の説明をした上で本人了承を得た
上

で、
血 液 を ヘ パ リ ン 存 在 下 で 腕 静 脈 か ら 採 敢 し、

赤 血 球 を 分 離 した。 赤 血 球 は、
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５㎡Ｍ ＰＢＳ 低 張条 件 下 で溶 血 し、 ヘ モ グロ ビ ン 等 細 胞 内 成 分 を 除 去 し、 所 謂
赤 血

球 膜 ゴ ース ト分 画 を 得 た。 赤 血 球 膜
ゴー ス ト は、 １㎡Ｍ ＥＤＴＡ 溶 液 （ｐＨ８．５） に

懸 濁 し、
遠 心 沈澱 分 画（反 転 膜 分 画） を得 た。 反 転 膜 分 画 は、 さ ら に、１０血Ｍ ＮａＯＨ

ｐＨ１１ で処 理 し 膜 結 合 の 蛋 自 質 を 変 性 除 去 し、 ＰＢＳ で 十 分 に 洗 浄 の 後、 結 合 解 析

に 供 した。 本 文 で ほ、 こ の ｐＨ１玉 で 処 理 し た 反 転 膜 を ＩＯＶ と した曇
総 蛋 白 質 量

は、便 宜 上、
牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を標 準と した ブラ ッ ドフォ ー ド法（試 薬 は ＰＩＥＲＣＥ

杜、 ＵＳＡ よ り 購 入） に よ り 測 定 した （胃 安 の 蛋 白 質 量 と して 用 い、 絶 対 量 で は

な い こ と を 認 識 の 上 で使 用 した）。 種々 の濃 度 の 組 換 完 ４．１Ｒ
１３５ （作 製 法 ほ 先 に

詳 述） ＩＯＶ と ３７℃ で ３０ 分 間 反 応 後、 ２０％ シ ュク ロ
ー ス 溶 液 に 懸 濁 液 を重 層 し、

ローター （ＲＰＲ２０－２） を 用 い て 豆８０００卯ｍ， ３０ｍｉｎ， ４
℃ で 行 い 沈 澱 分 画 （ＩＯＶ一蛋 白

質 結 合 分 画） を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 用 処 理 液 に 懸 濁 し た。
一 定 量 の サ ン プノレを ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

に 掛 け、 蛋 自 質 染 色 （ＣｏｏｍａｓｉｅＢ創ｈａｎ辻Ｂ玉ｕｅＧ２５０） 後、
デ ン シ ト メ タ ー （イ ン

ヴィ トロ エ ン） で ４．１Ｒ
１３５ 及 び Ｂ狐ｄ３ （内 部 標 準） の 吸 光 度 を コ ン ピュ タ ー 解 析

し た。 結 果 は、 ４．１Ｒ
亘３５ の Ｂ狐ｄ３ に 対 す る 相 対 吸 光 度 で 評 価 し た。 Ｓｃａｔｃｈ 欄 ｐ１ｏｔ

解 析 は 常 法 に 従 っ た。

７． 細 胞 内 強 制 発 現

キメ ラ 蛋 白 質 の ｃＤＮＡ をｐＥＧ囲 ベ ク タ ー に 組 込 み、 塩 基 配 列 を 確 認 後、 大 腸 菌

（跳ｃ加 枕 肋 ω励 ＤＨ５αを 形 質 転 換 した。 大 腸 菌 か ら 無 菌 的 に
ベ タ ー を 分 離 精 製 し

、

サ ブ コ ンフ ル エ ン ト の ＨｅＬａ細 胞 に 導 入 試 薬 を用 い て 形 質 転 換 した。 顕 微
鏡 は、 共

焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 （ＺｅｉｓｓＬＳＭ ５１０ｃ㎝ｆ㏄ａ１㎞ｃｒｏｓｃｏｐｅ） で 観 察 し た
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８． 蛋 白 質一蛋 白 質 間 の
結 合 解 析。

蛋 白 質一蛋 白 質 間 お よ び 蛋 白質 ペ プチ ド間 の 反 応 速 度 論 的 解 析 に は、 Ａｆｆｉｎｉｔｙ

Ｓｅｎｓｏｒ 杜（ケ ン ブ リ ッ ジ、ＵＫ
） の Ｒｅｓ㎝ａｎｔＭｉｍｒＤｅｔｅｃｔ三〇ｎ（ＲＭＤ）法 に よ る ＩＡｓｙｓ

装 置 を 用 い た （図 ５ 参 照）。 蛋 白 質 或 い は
ペ プ チ ド は、 １０㎡Ｍ Ｎ帖ＨＰＯ。／ＮａＨ．ＰＯ｛，

ｐＨ７．４ 緩 衝 液 （０．工Ｍ ＮａＣ１ を 含 む、 以 下 ＰＢＳ
と 路 記） に 工００ ｍｇ／刮 の 濃 度 に 溶

解 し ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト 上 に、 ＢＳ
３（Ｐｉｅｒｃｅ 杜、 ＵＳＡ） を 介 し て 固

相 化 し た。

ペ プ チ ドの 固相 化 に は、
］ 且ア ミ ノ シラ ン キュ ベ ッ ト上 に ＢＳＡ を、 ＢＳ

３を 介 し

て 固 相 化 した の ち、 ＮＨＳ旭ＤＣ に て ＢＳＡ の ア ミ ノ
基 を 活 性化 す る 方 法 も 共用 し

た。 反 応 に は、 １０㎡Ｍ ＴｈｓＨＣ１
緩 衝 液 ｐＨ７．５， Ｏ．１Ｍ ＮａＣ１

（ＢｕｆｆｅｒＡ） に 対 し て

１㎡Ｍ ＥＧＴＡ 或 い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎡Ｍ Ｃａα。
を 加 完 て 用 い た （図 ２ 参 照）。 キ

ュ ベ ッ ト内 の反 応 温 度 は ２５℃一 定 に保 ち、
一 定 速 度 で撹 幹 した。 反 応 に 関 わる

パラメ ーター （結合速度定数、 解離速度定数、 最大結合量） は専用解析ソフト

を 用 い て 計 算 した （図 ５Ｂ 参 照）。 平 衡 解 離 定 数 （～）、ｉ、
） は、 結 合 速度 定 数 （疋皿

）

と解離速度定数 （幻） の比 から以下の式で求めた。

基 珂 閉冊
＝ 烏／た佃

（本 文 中 で は、
平 衡解 離 定 数 は Ｋ（。） で表 示 した） 。

９．Ｃ 舳 一Ｓｅψａｍｓ６ へ の ４．１Ｒ 結 合 性 の 解 析
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Ｃ室昨 Ｓｅ蝕 孤ｏｓｅ ＣＬ ６８ （Ａ㎜ｅｒｓｈａ㎜ Ｂｉｏｓｃｉ㎝ｃｅｓ） の カ ラ ム を ５０㎡ Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１，ｐ
Ｈ７．
５

緩 衝 液、 Ｏ，１Ｍ Ｎａα と 航 Ｍ ＣａＣ１。 含 有 で 充 分 に 平 衡 化 し、 同緩 衝 液 で 透 析 平 衡

化 し た 蛋 白 質 溶 液 を 添 加 し た。カ ラ ム に 結 合 し た 蛋 白 質 は ５０㎡Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１，ｐＨ７，５

緩 衝 液
、
Ｏ
．
１Ｍ ＮａＣ１ と ５虹 Ｍ ＥＧＴＡ お よ び ５０㎡ Ｍ Ｔｒｉｓ－Ｈ α，ｐ

Ｈ７．５ 緩 衝 液、
Ｏ．６Ｍ

Ｎａα と ５㎡Ｍ ＥＧＴＡ で 順 次 溶 出 し た。

［結果と考察］

１． Ｈ 乱ａ 細 胞 に 発 現 し て い る ４．１ 蛋 白 質 の 解 析

ＨｅＬａ細 胞 で発 現 す る４．１ 蛋 白 質 を、 夫 々 の 分子 を 特 異 的 に 認 識 す る 特 異抗 体 を用

い た 免 疫 ブ ロ ヅ ト法 で観 察 した。
抗 Ｅｘ㎝１３ ペ プ チ ド抗 体 は ８０ｋＤａと １３５ｋＤａに バ ン

ドを 検 出 した。 １３５虹）ａの
バ ン ドは棉 対 的 に ８０ｋＤａバ ン ドよ り も 強 く 染 色 さ れ た。

糞畿 ‘ □
鰯

笈鰯 ‘

議拙

砕重Ｅ丞．泌 籔思 鯉 蟹一健 鯉

紬
評 〆

蔽 噌維 紬
餅
嚢磁餅紬
評
雄
評
搬
評

鮒 窺。

礒１賢 蘂Ｐ ｃ岱護 鮫 誠 籔Ｉ思 遵２

晦 ３．１ ㎜ 皿ｍｏ－ｂ１ 伽 ａ 輔 ｓｏｆ４．１ 鮒 １ｙｐｒｏ 鮒 ｓｉ 柵 脇 ｃｅ聰． １ ㎜ ｕむｏ－ｂ１ｏｔｗａｓｐｅ㎡ｏｒ㎜ｅｄ

ｗｉ磁 ｓｐ㏄ｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏ 腕 搬ａｎ ４，１Ｒ Ｅｘｏｎ１３ ｅｎｃｏｄｅｄｒｅｇｉｏ亙（α≒
沢 扱、！３），ｔｏ

旺Ｐ ｏｆｈｎ ｍａｎ ４、亘
Ｒ

（α 訳 Ｈ 正），言ｏ
ＨＰ ｏｆｈｕｍａ苅 ４．ＩＧ （α一Ｇ Ｈ戸），ｔｏ

ＨＰ ｏｆ 卿ｏｕｓｅ ４．玉Ｎ （α Ｗ 冴Ｐ），迂ｏ Ｕ２ ｒｅｇｉｏｎ ｏ
ｆ ㎜ｏａｓｅ

４．１Ｂ （α一β σ２）． ０ｏ 彬ｒｏｌｉｎ破ｃａセｅｓｔ施ｔｐ汽 醐 那ｙ ａｎ 施 ｏｄｙ ｗａｓｒｅｐ１ａｃｅ搬ｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＢＳ．
Ａｓ ｐｏｓｉ榊 ｅ

ｃｏｎｔｒｏＩ，ｅｘ 晩 ｃ葦ｓｏｆ 醐ｏｕｓｅｓｐ１ｅｅｎ （助 加８η） 楓 ｄ ｂｒａｉｎ （肋 α肋） ｗｅｒｅ１ｏａｄｅｄ ｏηｔｏｔｈｅ ＳＤＳ－ＰＡ ＧＥ．
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１３５ｋ腕 バ ン ドは、
抗 ４，１ＲＨＰ 抗 体 が 検 出 す る

バ ン ドと 同 じ位 置 で あ っ た こ と か ら、

確 認 さ れ た。 対
照 と して マ ウス 脾 組 織 の 抽 出液 を用 い た。 抗４，１ＧＨＰ 抗 体 は、

ＨｅＬａ 細 胞 に １１０ｋＤａ， ９５ｋＤａ の
主 た る ２ 本 の バ ン ド を 検 出 し た。 ま た、 １７０ｋＤａ 付 近

に バ ン ドを 観 察 した。 対照 と し てマ ウス 脳 抽 出 液 を用 い
た
。 マ ウ

ス 脳 で は、 １０５ｋＤａ

の 主 た る バ ン ドを認 めた。 マ ウス 脳 で は、 １６０ｋＤａ 及 び ＨｅＬａ
細 胞 で 観 察 さ れ た

１１０㎜ａ及 び １０５ｋＤａの バ ン ドは観 察 さ れ な かっ た。 マ ウ ス 脳 及 ＨｅＬａ 細 胞 に 共 通 し

て 観 察 さ れ た 低 分 子 （一５０㎜＆） の バ ン ドは 分 解 産 物 と 考 え ら れる。 抗４．豆Ｎ ＨＰ 抗

体 は、 マ ウ
ス 脳 と 同 じ１０５ｋＤａ に バ ン ドを 認 め た。 抗 ４．１Ｂ 抗 体 （Ｕ２ 領

域 を 認 識 す

る） は、 全く 反 応 し
な か っ た。 対 照 と して マ ウス 脳 で は１１０ｋＤａ に 主 た る

バ ン ドを

認 め た。 ４３ｋＤａ付 近 に 反 応 した
バ ン ドは ア ク チ ンと の 交 差反 応 性 に よ る と 考 え られ

る。

２．Ｈｅ臨 細 胞 に 於 け る ４．１ フ ァ ミ リ ー の 細 胞 内 局 在

図 ４ に 示 す よ う に、 ４．１Ｒ は、 抗 ４，１ＲＥｘ㎝ １３
ペ プ チ ド 抗 体 は、 細 胞一細 胞 間 の 境

界 線 上 に 局 在 し て い た （矢 印） 。 ４．１Ｒ
１３５ （抗 ４，１Ｒ ＨＰ 抗 体 に 酔 っ て 認 識

さ れ る） も

同 様 に 細 胞一 細包間 の 境 界 線 上 に 局 在 して い たカミそ の 染 色 性 は 相 対 的 に 弱 く、 ま た、

細 胞 質 に も 散 布 して い た。

図 ５．１ に 示 す よ う に、 非 特 異 的 な 染 色 は 全 く な か っ た。 図 ５．２ に 示 す
よ う に、 抗

４１１Ｇ ＨＰ 抗 体認 識 抗 原 は、 細 胞 質 に 分布 してお り、 細 胞 膜 に は 殆 ど検 出
さ れ な かっ
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鮒僅滅唖靱鰐 鰯繍 理畿…滋 醐⑬鱈婁樽㊧ 徽蝿 鰯；

阿 創 鰯 臓 睦籔暮 嚢②蘭 ３ｐ魯奪 繍ε 獺 轟５籔 縫 ｓ 郷 峻塾 棚…

聴・５・１Ｎ・ｇ淋… 搬・１鮒１醐 ㎜⑧・繍 鞠 欄 眺 鵬１１・㎜・１㎎ 附１醐 醐・醐 剛 榊豚）

鋤 伽 曲 嚇 （肋 物 肋）ＩｇＧ 嚇・肥ｉ・孤・・脇虹ｉ㎎ ｉ・曲・Ｈ・Ｌ・・釧・．

た。 一 方、 抗４、玉Ｇ 搬 抗 体 認 識 抗 原 は、 細 胞一細 胞 間 の 境 界 面 （細 胞 膜） に 局在 し

て い た。 ４．１Ｒ の 局 在 は 再 現 性カミあ っ た。

４。丑Ｇ は、 認 識 抗 原 に よ っ て 局 在 が 異 な る こ と は 興 味 深 い。 抗 ４．且Ｇ ＣＴＤ 抗 体 は、

Ｃ 末 端 ２００ 残 基 を 認 識 して い る。 ま た、 抗 ４．１Ｇ 鯉 抗 体 は 肥 を 特 異 的 に 認 識 して

い る こ と か ら、 ＨｅＬ＆ 細 胞 に は 少 なく と も ２ 種 類 の ４．１Ｇ 亜 分 子 が 有 る と 思 わ れ る こ

れ らの 亜 分 子 は 細 胞 内 分 布 那 異 な る こ と は 興 味 深 い。 ４、玉Ｇ は そ の ＣＴＤ 領 域 で ア デ

ノ シ ン受 容 体 と 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る。 細 胞 膜 境 界 に 分 布 して い る 事 実 は、

このよう な膜貫通 蛋白質との結合による可能性が高い。

図６ に ＣＤ４４ と の 共 染 色 の 結 果 を 示 した。み．岨 と ＣＤ４４ は細 胞一細 胞 間 の 細 胞 境 界

面 に 染 色 さ れ た が、 ４且Ｇ （抗 幻 Ｇ 服 抗 体） と は共 局 在 は認 め ら れ な か っ た。

図 ７ に 臨Ｌａ 細 胞 に 於 け る ４１艮 と Ｅｚ曲 の 共 染 色 像 を 示 した。 ４．眠 と 脱 愉 の 分

布 は 異 な っ て い た。 つ ま り、 ４．丑Ｒ は 細 胞 膜 に、 Ｅｚ曲 は 細 胞 質 に 分 布 し て い たむ し

７７



愁嚢鱗 磁警銭 繕餐独嚢嚢蟻繕

擾腸嚢 嬉、義議 鈍檸

墨姦姦遂．養震 雛 螢

割 磁 重、予翼 賢費

聴。§．２ 腕 醐 鮒ｓ触赫 ㎎ ⑪脇 蝿 魏 鵬 眠 赫 馳 肪 ｃｅ晦 吻μ・μ 棚；鮒ｉ４・１Ｇ盲朋 棚召

μ 脱１；ａ航ｉ４．１Ｇ Ｃ
ＴＤ、 遜ｏ 肋 醐

Ｐα湖召１； 鋤ｔｉ４。 眠 賢Ｐ ａｒｅｓｈｏｗｎ、玉就ｅｒｅｓ迂ｉｎｇ１ｙ， 狐
ｔｉ４．１ Ｇ蕊Ｐ ａ 搬 ｇｅｎ

ｂｒｏａｄ１ｙ ｄｉｓｔｈｂＵ雀ｅｄ玉ｎ ｃｙｔｏｐＩａｓ脈 ｂｕｔｔｈｅ ａ双ｔ
量 炎至Ｇ ＣＴ妻） 設ｎｔｉｇｅｎｉｓ互ｏｃ瓠三ｚｅｄ 銚 迂ｈｅｃｅ旦玉一ｃｅ１Ｉｃｏｎξａｃ辻

ｓｉをｅ ｉむ 竃ｈｅ ＨｅＬａ ｃｅ｝１ｓ．
４
．
玉 Ｒ重３５ ｉｓ １ｏｃａ至三ｚｅｄ ａ迂ｔｈｅ ｃｅ王１－ｃｅ１１ｃｏｎｔａｃｔ ｓ五ｔｅｓ．

か し、 第且一１ 項 で 述
べ た 様 に 肱ｉｎ は 斑 点 状 に 染 色 さ れ な かっ た。ＢＺｒｉｎ は 細 胞 膜 に

分布 しない こと は 明 ら か に な っ た が、 そ の 分 布 形
態 につ い て は 更 に 詳 細 な 検 討 を 要

す る。

第 盈．２項 そ 述 べ 危 よ う に、 培 養 系
細 胞 を 用 い、 細 胞 外 の Ｃａ

２＋を 操 作 す る （Ｂ 研 Ａ

で Ｃａ
２寺を キ レ ー ト す る） こ と に よ り、 細 胞

内 の 硲．亙Ｒ
１３５の 分 布 の 変 化 を 観 察 し た。

４．且Ｇ は、
Ｃａ
２＋／ＣａＭ に よ り 細 胞 膜 へ の 結 合 淡 阻 害 さ れ る こ と を 明 ら か に し た の で、

盗ｅＬａ 細 胞 を 用 い、 細 胞 外 で 培 養 液 の Ｃａ
２＋を ＥＧＴＡ で キ レ ー ト す る こ と、

新 た に、

概一７ を 用 い て Ｃ＆Ｍ の 逐．１Ｇ 結 合 を 阻 害 す る こ と、 の ２ 点 の 実 験 か ら、み，王Ｇ は
膜 へ 局
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醐ｇ妬 Ｃｏ・Ｅｏ鰯長量脇繍ｏ磁 破 劣．豆鴎 ４．豆建級双湿 Ｃ巫紹 鹸

Ｅｘｏｎ １３ ｅｎｃｏｄｅｄ ｒｅｇｉｏ荻 ｉｎ 蕊 ｅ＆ａ ｃｅ亙ｓ（肋ρ貿８κ豆α脇ε）．

４
．
丑Ｒ ｗａｓ ｃｏ－１ｏｃａＩｉｚｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ Ｄ４４ 施 肋 ｏ μ．王Ｇ．

畷ｅ巫畿 Ｃ 棚 Ｓ． 卑．１Ｒ ＷａＳＳｔａ主鵬 ｄ 卿ｉｔｈ ａ斌 μ．丑灰

４
・
王 Ｇ 榊ａｓ ｄｅｔｅｃ室ｅｄ もｙ 狐ｔ

ｉ ４
、
亘 Ｇ 貰 Ｐ

．
Ｔｈｅ

醐 ｇ ７ 脳ｓ倣 脆 雌ヨｏ醐 械 逐 豆忍 竃荻唖 廻 服 醐 ヨ羽 盈εむ訟 鵬 鵬 ４ 且Ｒ ｗ＆ｓ§ｔａ醐ｅｄ ｗ玉ｔｈ 蜘ｔ１４ １反 葛ｘｏ蘂 五３

・訂・・ｄ・ｄ・・ｇｉ㎝ ｉ・ 艶 Ｌ… １１・（ 蛾 μ 批 Ｇγ㈱ ）・ 亘・・ｉ・獅・・ｄｉ・ｔ・１ｂ晩 ｄｉ鮒ｈ・・卿 ｐｌ・・㎜（・１飲

ρα㍑ε
１
， κε
の ．

在 が 変 化 す る と の 仮 説 の 証明 を試 み た。

ＨｅＬａ 細 胞 を ＥＧＴＡ 或 い は Ｗ－７ を 培 養 液 に 点 か す る と、

さ れ た
。
細 胞 の 形 態 変 化 は、 Ｗ－７ の 方 が 強 かっ た。

３０分以 降に球形化が 観察
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国鰯
判畠』目 皇畠Ｉ陰 階 臼星 鍾 ヨ

ｗヨ統 ３㎜麹嚢轟了資

一翻 畷

糧黎畷
一闘 囲

賛害一岳奮芭Ｉ１嘗 蛙畠鋭自ｄ

瀞嚢琉毛翻茗燃 雛τ

一翻 鰯
一翻 騒
一鰯 畷

弼ｇ．８ 鐵程ム級ｃｅ且１ｓｃ棚触ｒｅ湿 腕 惑 醐８鋤級醐 ｃ⑧孤鹸楡腕ｇ３醐 Ｍ 週ＧπＡ⑪ｒ盈０
⑪μ Ｍ 珊．７ 楡 砒鰯ｅ蝸 就

重長㎜ｅ． Ｃｏｎξｒｏ玉（ゆ ρ ぴ μ 糀 挑 リＰｒｅｓｅ斌 ｃ 釧 ｓｃ泌 鮒 ｅｄｉｎ ｎｏｒ㎜ａｌ ＲＰ
獅Ｉ ｍｅｄ量ｕ㎜ ｗｉｔｈ ＦＣＳ・

次 ぎ に、 同 様 に 処 理 し た 脆 Ｌ８
細 胞 の ４．１Ｇ を 抗 ４．玉Ｇ ＣＴＤ 抗 体 で 染 色 し た。

抗 尊．１ＧＣＴＤ 抗 体 を用 い た免 疫 染
色 で は、４．至Ｇ は、 醜 ＴＡ 処

理 に お い て 細 胞一細 胞 間

の 細 胞 膜 に 局 在 して い た。 粋７ 処 理 で は、 細 胞 の 変 形 に 伴 い、４．１Ｇ
自 身 が 検 出 さ れ

な く な っ た。 一 方、 ＥＧＴＡ 処 理 し た ＨｅＬａ 細 胞 を 抗 ４．１Ｇ 搬 抗 体 で 染
色 す る と、 １０

分 の 形 態 に 変 化 が み ら れ ない 時 に、
細 胞 膜 に 局 在 を 観 察 した。 しか し、 そ の 頻 度

は少 な い の でＣａ
２＋ の キ ンー ト効 果 に よ っ て 硲．１Ｇ が 膜局 在 化 した か どう か は 断 定 で

き な か っ た。
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聴．９ 眺倣１搬ｉ脳 榊．鵬 Ｃ唖 赫 馳 脳 鮎ｓ重撒重鯛 械碗 鵬 砒 破 Ｗ－７１納 搬ｅ醐宣 舳ｅ．

Ｃ＆
２＋を キ レ ー ト し て も 逐．１艮

且３５は 細 胞一細 胞 間 の 細 胞 膜 局 在 に 変 化 は な か っ た。 Ｃａ
２寺

キ レー トに よ る ４、
艘３５の細 胞 内 分布 及 び 淡 漉 励 細 胞 と 培 養 赤 芽 球 で こ と な る こ と

は 興 味 深 い。 しか し、
本 研 究 で は、 細 胞 内 Ｃ凌

２＋濃 度 （ 隙２＋］圭
） ま で は 測 定 しな かっ

た の で、 こ の 点 は 今 後 明 ら かに した い。

表 １ に 示 し た よ う に ４、蝪 と 逐１服
］３５ は 平 衡 解 離 定 数 一王⑪’７Ｍ で ＣＤ４卑 に 結 合 し た。

こ れ ら の 結 合 は Ｃ 約 Ｃ釜酬 こよ っ て 完 全 に 隈 害 さ れ た。 き な か っ た。 Ｗ－７ 処 理 した

Ｈ乱駁細 胞 を 抗 硲．１Ｇ 腰 抗 体 で染 色 す る と、 細 胞 形 態 変 化 淡 著 しく、 染 色 性 も 減少 し

て い た。
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３． 赤 芽 球 に 於 け る ４．１Ｇ の
細 胞 膜 局 在

４．１Ｇ は、 赤 芽
球 培 養 ７－１０ 目 目 に 一 過 性 に 発 現 し て い た。 抗 体 染 色 に よ り ４．１Ｇ

は赤 芽 球 の 細 胞 質 に 斑 点 状 に 染 色 さ れ た。 ま た、 Ｃ一末 端 部 を 認
識 す る 抗 体 は、 免 疫

ブ ロ ッ ト 法 に て、 ４５ｋＤａ の 位 置 に 単
一 バ ン ド を 示 し た。 こ の

バ ン ド は、
抗 ４．１Ｇ３０

抗 体 で は 染 色 され な かっ た こ と か ら、 赤 芽 球 に発 現 して い
る ４．ＩＧ は、Ｎ 末端 を欠

落

し た ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る の か も し れ な い。 前 報 で は、 ４．１Ｇ 及
び ４．１Ｇ・ＨＰ３０

を 上 皮 細 胞 の ＣＯＳ７ で 強制 発 現 した 時 に、
実 際 に 細 胞 膜 に 集 積 す る こ と を 確 か めた。

前 課 題 報 告 で 示 し た よ う に、 ＧＦＰ と の ４，１Ｇ 及 び ４１１Ｇ・ＨＰ３０
は、 細 胞 膜 に 集 積 局

在

固 事 逐 星菱・にη ｒ
童 童 雪 １ 空 裏 釜

繊罰

里魏 ’
燃 一 ’．

」駕 ・ 姦

魏 ■

遷翻欝欄ぐ
鍔 一

鰻 一

鰯 一

固ｇ．１３ Ｉｍ ㎜ ｕ ｍ ｈｌｏｔａｍ創ｙｓ
ｉｓ ｏｆ４．１ Ｇ ｉ皿 ｅ 町

伽ｒｏ６１ａｓｔｓ（Ｄ 町 ７； Ｄ７ 別 柵 Ｄａｙ１１； Ｄ１１）． Ｌａｎｅｓ１～４

ｒｅｐｒｅｓｅ 飢 ａｓ ｃｙｔｏｓｏ
玉
，
㎜ ｅｍ ｂｒａ 舵 ａｎｄ ｏｒｇａ 鵬 ｎｅ，

ｎｕｃＩｅｕｓ ａｎｄ ｍ ａ 舳 ｘ 肢ａｃｔｉ０Ｒｓ．

す る こ と か ら、 細
胞 膜 に 局 在 す る こ と が 確認 さ れ た （但 し、 ＣＯＳ７ 細 胞 内 での 実 際

の ４．１Ｇ カ
ミ標 的 と す る 膜 蛋 白 質 は 同 定 さ れ て い な い。 こ の

実 験 で は、 Ｅｘ㎝ １６欠 失 蛋
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白 質 を 用 い て い る の で 少 なく と も Ｓｐｅｃ硫 舳ｃ愉 ｆｉ１ａ㎜ｅ■ｔ へ の 結 合 で は な い と 思 わ れ

る。 ま た、 ＧＨＰ と ＣＴＤ は ある 種 の 受 容 体 と 結 合 す る と の 報 告 も 有 る） 。

４． ＩＯＶ と ４．１Ｇ の 結 合 解 析

４．王Ｇ とＩＯＶ の 結 合 解 析 を 行 っ た。 そ の 結 果、４．１Ｇ 肥 ＲＭ ドメ イ ン は、４１１ＲＦＥＲＭ

ドメ イ ン と 同 様 に ＩＯＶ と 結 合 した。 ＧＳＴ はＩＯＶ に 結 合 しな か っ た。
上 記 の 結 果 を

踏ま 乏、 ４．１Ｇ と 膜 蛋 白 質 （ＧＰＣ， Ｂ 鮒３ 及 び ｐ５５） と のＩＡｓｙｓ
⑧に よ る 速 度 論 的 解 析

を 行 っ た。 ４．１Ｇ は、 ＧＰＣ，Ｂ狐ｄ３，ＣＤ４４，ｐ５５ と 何 れ も ｒ ００㎡Ｍ の 平 衡 解 離 定 数 で 結

合 し た。 こ の 平 衡 解 離 定 数 は、 冊ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ は、
単 独 で の 結 合 の 場 合 と 同 じだ っ た

こ と か ら
、 ４．１Ｇ は、 ４．１Ｒ

１３５と は 異 な り
、 ㎜～ 領 域

が ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ と 膜 骨 格 蛋 白 質

と に 影 響 し な こ と が 明 ら か に な っ た。 ４．王Ｇ ＨＰ 領 域 に は Ｃａ
２＋依 存 性 に 結 合 す る ＣａＭ

結 合 部 位 が あり
、
そ の 配 列 を 同 定 した。 ４．１Ｇ ＨＰ 由 来 の ＣａＭ 結 合 ペ プチ ドを固 相 化

し た ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト を 用 い た ＩＡｓｙｓ
⑧で の 解 析 に よ り、 こ の

ペ プ チ ド に ＣａＭ

は Ｃａ
２＋依 存 性 に 結 合 し た （図 １４） 。 こ の 配 列 は ４．１Ｒ

１３５ＨＰ の Ｃ 舳 結 合 部 位 と 非 常

に 良く 似 て い た。 配 列 の 相 同性 か ら、 ＣａＭ 結 合 に 関 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 が 想 定 さ れ た

（図 １４） 。 ４．１Ｇ ＨＲ 由 来 の ＣａＭ 結 合
ペ プチ ドは、 オ ブ ア ル ブ ミ ンに 結 合 す る と オ

ブ アノレブ ミ ン は 不 溶 性 に な っ た。

４．１Ｇ ＨＰ は ４．１Ｇ 欄 と 同 様 に Ｃａ
２÷依 存 性 に ＣａＭ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅＣＬ６Ｂ に 結 合 し た （図

１５） 。 こ の 結 合 は ０．５Ｍ Ｎａα で も 解 離 し な か っ た が、 ５㎡Ｍ ＥＧＴＡ で 溶 出 さ れ た。

４．１Ｇ ＨＰ と ＣａＭ の 結 合 は Ｃａ
２＋に よ る ＣａＭ の 構 造 変 化 に 依 存 す る こ と が 明 ら か に な

つ た。
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４．１Ｇ 冊 の ア ミ ノ 酸 組 成 （２０９ 残 基） か ら 計 算 さ れ た 分 子 量 は、２４３７４．９９Ｄａ で
あ り
、

ＧＨＰ の ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上 の 分 子 量 は ３７ｋＤａ（図 １５）で あ っ 危 こ と か ら ＧＨＰ の 大 部 分 は

構 造 を と ら な い ラ ン ダ ム 構 造 で あ る こ とカミ明 ら か と な っ た。 同 様 に Ｒ 肥 は、

２３３６５．１５Ｄａ で あ っ
た カ§
、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上 の 分 子 量 は ４５ｋＤａ （Ｎ ㎜ｏｍリｒａ，ｅｔａ

１
．
２００２） で

あ っ た。 こ れ らの 事 実 は、 ＨＰ 領 域 は い ず れ もラ ン ダ ム 構 造 で あ 牽 こと が 明 ら か と

な っ た が、 ＲＨＰ の 方 が よ り 構 造 の 自 由 度 （ラ ン ダ ム な 構 造 を と る 度 合 い） が 高 い と

思 わ れ る。

５． キ メ ラ 蛋 自 質 の 精 製

４．１ＧＨＰ は ４．１Ｒ ＨＰ と 一 次 構 造 ば か り の 違 い か ら、 田 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ へ の 膜 結 合 性 が

働 磁鮒磁棚奪一§留 鰯ｒ⑰駿

尋
脳蝸圃魏鮒 繊 撃儂

」

尊・

§停一§鞭眩搬⑭鞭

里
５ 鰯 磁 搬ｃ韮、長

壷．５

趣
．
望蕊壷 獺目ｃ至．

蓬醐 遼癒婁紅
三醐２鰯

⑬、勇繊 触 抵

２幽滋艇

鰯窮鈎磁蜜磁：

竈丑轡，
磁 鵬ｃ至

、
鰯 繊

的 と し た
。

異 な る こ と が 明 ら か に なっ た。肥ＲＭｄｏｍａｉｎ は 図 １ に 示

した よ う に７玉％の ホ モ ロ ジ ー が あ り、 膜 蛋 白 質
と の 結 合

は 両 者 の 間 で 有 意 な 差 異 を 認 め な か っ た。 仮 説 叫．王Ｒ

と ４、玉Ｇ の 機 能 的 分 担 は ＨＰ によ り 規 定 さ れる」 を 実 証

す る 為 に
、
４．１Ｒ ＨＰ

と ４．１Ｇ ＨＰ を 夫 々 の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ

と の キメ ラ （Ｋ 岬ρα） 蛋 白 質 を 作 製 し、 本 来 の 蛋 白 質 の

違 い か ら 膜結 合 に 関 わ る ＨＰ の 機 能 を 考 察 す る こ と を 目

遺伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 作 製 さ れ た キ メ ラ 蛋 自 質 （４．１Ｇ ＨＰ と ４．１Ｒ３０ｋＤａ 囲ＲＭ

ｄｏ㎜ａｉｎ の キメ ラ 蛋 白 質 ＧＨＰ－Ｒ３０） の 精 製 過 程 （右 の フ ロ 』 チャート） 及 び 電 気 泳 動

解 析 結 果 を 示 した （図１７） 。 グル タ チ オ ンカ ラ ム で精 製 し た ＧＳＴ隔姶 蛋 白 質 を ト
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ロ ン ビ ン 処 理 に よ り 切 り 離 し た。 そ の ＧＨＰ－Ｒ３０ は、 ｐＨ７．５ で
平 衡 化 さ れ た ＳＰ－

Ｓｅｐｈ孤ｏｓｅ カ ラ ム に 添 加 し た。
看 の フ ロ ー チ ャート に 示 し た よ う に、 カ ラ ム に 吸 着 し

た 蛋 白 質 は、ＮａＣ１ の 濃 度 勾 配 で 溶 出 し た。 図 １７
に 示 し た よ う に、ＧＨＰ－Ｒ３０ は Ｏ．６６Ｍ

ＮａＣ１に 現 れ た 鋭利 な ピー ク と して 溶 出 さ れ た。 こ れ は、
各 分 画 を 電 気 泳 動 法 及 び抗

４．１Ｒ３０ｋＤａ 抗 体 及 び 抗 ＧＨＰ
抗 体 に よ る 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し た。

図１７の結果に示 した矢頭 に分画には分解産物が免疫ブロット上でも確認されな

かっ た。 こ の 分画 に は少
なく と も キメ ラ 蛋 白 質 と して は、 完 全 長 で あ る と 判 断 した。
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キ メ ラ 蛋 自 質 ＲＨ卜 Ｇ３０ は、

（図 １４） 。
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０
．
２Ｍ

ｔｏ Ｏ．８Ｍ ｉｎ １００ｍ）． 珊 ｅｆｒａｃｔｉ㎝ ｓｏｆ 脈ｏ ㎜ ｄｔｈｅ ０．６６ Ｍ ＮａＣ蔓 ａｐｐｅ 鵬 ｄ ａｓ ａｓｈ 郷 ｐｅ 故 ａｎａ１ｙｚｅｄ

ｗｉｔｈ ＳＤＳ－Ｐ ＡＧ Ｂ ａｎｄ ｉｍ 伽ｕ巫ｏ－ｂ１ｏｔ ｕｓｉｎｇ 狐ｔ
ｉｂｏｄｙｔｏ ４，１

Ｒ ＨＰ （α一Ｒ 亙Ｐ）。 Ｕｐｐｅｒ ｐａｎｅ
ｌｓｈｏｗｓ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｓ鮎 ｎｉｎｇ ｏｆ ＳＤ Ｓ－ＰＡ ＧＥ ｇｅ１ ｗｉまｈ Ｃｏ◎ｍａｓｉｅ Ｂ 渕１ｉａｎｔ Ｂ１鵬 Ｇ－２５０ （丹 ｏｆ８肋 並α 肋 肋ｇ）．

Ａ士ｒｏ ｗ－ｈｅａｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓａｍ ｐ１ｅ ｆｏｒ ｕｓ楡 ｇ ｂｉ並ｄｉ亙ｇ ａｓｓａｙ．
Ｔｈｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏ 耐 ａｉｎ ａｎｙ

ｄｅｇｒａ
ｄａｔｉｏｎ。

６． キメ ラ 蛋 白 質 と 膜 蛋 白質 の 結 合解析

こ れ は ＧＨＰ－Ｇ３０ が ４．工Ｇｆｕｎ と 同 様 に Ｃ 舳一Ｓｅｐ 版ｏｓｅＣＬ－６Ｂ に Ｃａ
２＋依 存 性 に 結 合

し た 結 果 と は 異 っ て い た。ＩＡｓｙｓ
⑬を 用 い た 測 定 結 果 で は、 キ メ ラ 蛋 白 質 ＲＨＰ－Ｇ３０
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は、 ＣａＭ を 固相 化 した ア ミノ シ ラ ンキ ュ
ベ ッ トに 対 して、 一１００血Ｍ （サ

ブ マイ

ク ロ オ ー ダ ー） の 平 衡 解 離 定 数 で 結 合 し、 Ｇ３０
単独
、 Ｒ
３０ 単独 と Ｃ室Ｍ の 結 合 平

衡解 離 定 数 と 同 じだ っ た こ と か ら、 キメ ラ 蛋 白 質 ＲＨ卜Ｇ３０ で は Ｒ 服 に
は ＣａＭ

は 結 合 せ ず Ｇ３０ に 結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た。

キ メ ラ 蛋 白 質 ＲＨＰ－Ｇ３０ は、 Ｇ３０ 同 様 に ｐＨ１１－ＩＯＶ と 共 沈 殿 し、 ま た、 膜 貫 通

蛋 自 質 （ＧＰＣ， Ｂ㎝ｄ３， ＣＤ４４） 或 は ｐ５５ を 固 相 化
し た ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト

に 結 合 し、 そ の 平衡 解 離 定数 は一１０腕 Ｍ （サ
ブ マイ ク ロ オ ー ダー） で あっ た。

Ｃａ
２＋／ＣａＭ は、 キ メ ラ 蛋 自 質 ＲＨ卜 Ｇ３０ と 膜 貫 通 蛋 白 質 （ＧＲＣ， Ｂａｎｄ３， ＣＤ４４）

或 は ｐ５５ の 申 で ＣＤ４４ 以 外 の 結 合 を 約 １０ 倍 弱 く し た。 こ の
結 果 は、Ｃａ

２＋／ＣａＭ の

Ｒ３０ と 膜 蛋 白 質 と の 制 御 機 能 と 同 じ で あっ た。 ＣＤ４４ と の 結 合 に は 影 響 しな か っ

た。 キ メ ラ 蛋 白 質 の ＲＨＰ ほ Ｇ３０ と 静 電 的 に 反 発 す る 等 の 作 用 によ り、 ＲＨＰ は

Ｇ３０ の 膜 結 合 に 全く 関 与 しなく な っ た と 考 完 ら れ る。

７． キ メ ラ 蛋 自 質 と ＩＯＶ と の 結 合

図 １９ に 示 した よ う に、 キメ ラ 蛋 白質 は反 転 膜 小胞 に 結 合 し た。ＨＰ だ け で は、

反 転 膜 小 胞 に 結 合 しな い こ と か ら ＨＰ 部 分 を 取 り 替 え て も ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ は 膜 に

結 合 す る こ と が 示 唆 さ れ た。ＲＨＰ－Ｇ３０ を Ｐ－ＩＯＶ と 共 に 混 和 す る と ＲＨＰ 部 分 が 分

解 し、 ３０ ㎜ａ 部 分 （Ｇ３０） の み が 残 っ た。 ＧＨＰ－Ｒ３０ の 方 が ＲＨＰ－Ｇ３０ よ り も

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ で 大 き な 分 子 量 の 位 置 に 泳 動 さ れ た。 ＧＨＰ－Ｒ３０ は、 反 転 膜 小 胞 に 結

合 す る と 見 か け 上 お 分 子 量 が 元 の 蛋 自 質 よ り も 大 きく なっ た。 こ れ らの 結 果 を

元 に、
キメ ラ 蛋 白 質と ＣａＭ 及 び 膜 蛋 白 質 と の 結 合 解 析 を 行 っ た。
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表 ２ に は、キ メ ラ 蛋 自 質 と ＣａＭ の 結 合 解 析 結 果 を ま と め た。キ メ ラ 蛋 自 質 は、

鮒ｉｖｅ 蛋 白 質 と は 異 な り Ｃａ
２＋非 依 存 性 に ＣａＭ と 結 合 し、 そ の 平 衡 解 離 定 数 は 約

一 蛆７Ｍ で あ つ た。
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キ メ ラ 蛋 白 質 に よ っ て、 本 来 の ＨＰ の ＣａＭ 結 合 性 が 消 失 し い、 ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ

との結合と 同様に、 完 全な 阻害 はなく 平衡解離定数の増大 （親和性の低下） が

観 察 さ れ た。
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２ 種 類 の キメ ラ 蛋 白 質 は、 膜 蛋 自 質 に 対 して 共 に 滅ｉｖｅ 蛋
白 質 と は 異 な る 結

合 様 式 を 示 し た。ＧＨＰ－Ｒ３０は ＣＤ４卑 に 対 し て ｎａ芝ｉｖｅｆｏｒｍ（ＧＨＰ－Ｇ３０ 及
び ＲＨＰ－Ｒ３０）

よ り も 約 玉０ 倍 強 く 結 合 し （～１Ｏ’９Ｍ） 、 ま た、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ に よ っ て、 平 衡 解 離

定 数
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は 約 １０ 倍 上 昇 し た。 一 方、 ＲＨＰ－Ｇ３０ は、 Ｃｌ）４４ に 平 衡
解 離 定 数～１ぴ７Ｍ で 結 合 し

たカミ、 Ｃａ
２＋ノＣａＭ は 平 衡 解 離 定 数 を 変 完 な か っ た。 ＦＥＲＭ ｄｏ狐ａ三ｎ

の 結 合 ｓｉｔｅ は

Ｃ－１ｏｂｅ 領 域 に あ る こ と を 明 ら か に し た。 キ メ ラ 蛋 自 質 の 解 析
結 果 は、 ＦＢＲＭ

ｄｏｍａｉａ に ＨＰ 淡 寄 り 添っ て い る （結 合 で は なく、 空 間 的 配 置 と し て ＨＰ は ＦＥＲＭ

ｄｏｍｉｎ の 近 傍 に在 る） と 考 え ら れ る。 こ の 空 間 的 配 置
が ４．１Ｇ と ４１１Ｒ の 膜結 合

性 の 特 異 性 を 規 定 し て い る と 考 完 ら れ る。 こ の 仮 説 を 確
か め る 為 に、 ＦＥＲＭ

ｄｏｍ＆ｉｎ の 他 の 結 合 を 解 析 し た。 つ ま り、
赤 血 球 膜 蛋 自 質 で あ る Ｂａｎｄ３， ＧＰＣ

及

び ｐ５５ を 対 象 と し て、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 影 響 を し ら べ た。

表 ４ 及 び 図 ２２ に 示 す よ う に、 ＧＨＰ－Ｒ３０
は Ｒ３０ と 同 様 に ＧＰＣ と Ｂａｎｄ３ と は 平

衡 解 離 定 数～ 岨７Ｍ で 結 合 し、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ は そ の 結 合 に 影 響 し な か っ た。 ＧＨＰ－Ｒ３０

は Ｒ３０ と 異 な り ｐ５５ と は 平 衡 解 離 定 数～１ぴ
ｓＭ で 結 合 し、 Ｃａ

２＋／ＣａＭ の 結 合 に よ っ

て、 平 衡 解 離
定 数 は 約 １０ 倍 上 昇 し た。 こ の 結 果 は、 ＧＨＰ－Ｒ３０

と ＣＤ４４ と の 結 合

と 同様 で あり、Ｃ－１ｏｂｅ に
結 合 す る ｐ５５ に 対 して 影 響 す る と 考 完 ら れ る （図 ２５）。
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狙ｉｇ． ２３ Ｃ 肘 ｍｅ醐 ｐ ｍ ｔｅｉｎ （Ｒ Ｈ
Ｐ．Ｇ３０） ｂヨ 柵ｉ㎜ 帥 ｏ ㎜ｅ㎜ｂ 閉 皿ｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａ 欄 ｉｔｓ ｒｅｇｕ１ａｔ

ｉｏｍ ｈｙ

Ｃ 泓
２＋／Ｃａ Ｍ．

ＲＨＰ－Ｇ３０ は、 膜 蛋 自 質 と 平 衡 解 離
定 数 ４ぴ７Ｍ で 結 合 し、 Ｃａ

２＋／ＣａＭ は そ の 平 衡

解 離 定 数 を約１０倍 上 昇 さ せ た（親和 性 が 約１０分 のＩに 弱 く な っ た）こ の Ｃａ
２＋／ＣａＭ

に よ る 制 御 反 応 は Ｇ３０ 単独 の 膜結 合 と 同 じ で あ る こ と か ら、キメ ラ 蛋 白
質 の ＨＰ

は 全 く ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ に 関 与 し て い な い、 或 は、 ＨＰ
は ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ は 離 れ た 一

に ある と 考 完 ら れる （表 ５ と 図 ２３）。

図 ２４ に は、
キ メ ラ 蛋 白 質 の ＨｅＬａ 細 胞 内 局 在 を 示 し た。 キ メ ラ 蛋 白 質

（ＧＨＰ－Ｒ３０） は 細 胞 膜 近 傍 に 局 在 して い た。 ＩＡｓｙｓ
⑧で の 結 合 解 析 で 得 ら れ た 結 果

を 支 持 した。
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キ メ ラ 蛋 自 質 （更ＨＰ－Ｇ３◎）は、
細 胞 質 に 染 色 さ れ た。

障 とめ］

聴．２５。 酎ｏ脾ｓｅ鮒 理棚⑧ｇｙ 破 搬 蹴劔 醐 双Ｍ 曲 醐童醐窒 軸 双 蹴 榊．鵬． 囲ＲＭ ｄｏ鵬ａｉｎ１ｓ

∀ｉ・醐１ｉ・・ｄｂ… ｄ・ 淋 ・Ｐ 鵬 １ＧＧ３（∀ｉ・醐 脆・ｄｂｙ Ｒ・・腕 １
⑧
）．

図 ２５ に 予 想 さ れ る ４．１Ｒ ３０ｋ肋 配 ＲＭ δｏ醐 虹 と 盟 の ト
ポ ロ ジ ー を 示 した。

劣．亘Ｇ 及 び ４．１Ｒ
１３５の 腺 は 共 に ラ ン ダ ム 構 造 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た。 ４．豆Ｒ

１３５の

ＨＰ は 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉ双 の Ｎ一｝ｏｂｅ と α一玉ｏｂｅ の 近 傍 に 位 置 し て い る が、
４，玉Ｇ で は、

３

つ の 王Ｏｂｅ の 膜 結 合 部 位 に は 全く 関係 し な い 距 離 に あ る と 想 定さ れ た。 こ の 構
造

的 な 違 い か ら、 服 に 結 合 し た Ｃ駁
２＋／ＣａＭ に よ る 囲Ｒ１Ｍｄｏ㎜ ぬ の 結 合 制 御 活 性 も

異 な る と 考 え ら れ る
。
本研 究 で は、 鵬１Ｐ－Ｒ３０ の 結 晶化 を試 み た が、 服 が 構 造 を

と ら な い た め、結 晶 を 得 る こ
と が 出 来 な か っ た。艮 盟一Ｒ３０ に は Ｃａ

２＋依 存 性 の Ｃ＆Ｍ
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結 合 部 位 が 在 る た め、ＣａＭ と ＲＨＰ－Ｒ３０ の 共 結 晶 化 も
試 み たカミ結 晶 を 得 る こと は

出来 なかっ た。 現在、 本研究 で得られた結果を元に計算による構造予想を試み

て い る。

４，ＩＲ
１３５及 び ４．１Ｇ の ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ

が 実 際、
生 体 内 で ど の 蛋 白 質 と 結 合 し て い る

の か は 分 か っ て い な い。し か し、４．１Ｒ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏ㎜証ｎ は
他 の 膜 蛋 白 質 や ＣまＭ

の み な ら ず、 ＰＳ 或 は ＰＩＰ。も
結 合 す る こ と か ら、 細 胞 膜 脂 質 へ 直 接 結 合 しう る。

本 研 究 は、 今 後 解 明 さ れ る で あ ろ う、 ４，１Ｒ
１３５及 び４．豆Ｇ の 結 合 蛋 白 質 と の 結 合 解

析に情報を提供出来ると期待する。

［参考文献］

Ｈａ■，
Ｂ． Ｇ．，

Ｎ ㎜ ｏ狐 ｕｒａ，
Ｗ
、，
丁 肢 伽 ｗａ

，
Ｘ
，
Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ． 狐 ｄ Ｊａｐ，
Ｂ，Ｋ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ４．１Ｒ ｃｏ工ｅ
ｄｏ ㎜ａｉｎ ｓｔ㎜ ｃｔｕ工ｅ ａηｄｉｎｓｉｇ脱ｓｉｎｔｏ ｒｅｇｕ亘ａｔｉｏｎ ｏｆｃｙｔｏｓｋｅ１ｅ循

玉

０ｒｇａｎｉＺａｔｉＯｎ

Ｎａｔｕｒｅ Ｓ芝ｒリｃ亡 Ｂｉｏ１， ７ （２０００）
８７１－８７５、

Ｎａｎｏｍ ㎜ ＆，
Ｗ．，
丁 永 ａ ㎞ ｗａ，

Ｙ．，
Ｔｏ 蛉 前 ｔｓｕ，

Ｒ．，
附 ａｕｓｓ，

Ｓ
．
Ｗ
。，
Ｋ ａｗ ａｓｈｉｍ ａ，

Ｍ。，
Ｍ ｏｈａｎ 幽 ｓ，

Ｎ．

１９９７
．
Ｒｅｇｕ１ａｔｉｏな ｏｆ Ｃ Ｄ４４ “ ｒｏｔｅｉｎ ４．１ ｉｎｔｅｒａｃｔ三〇ｎ ｂｙ

Ｃａ
２＋
ａｎｄ ｃａ１ｍ ｏｄｕ１ｉｎ

Ｊ． Ｂｉｏ
１
．
Ｃｈｅ 狐．

２７２
．
３０３２２－３０３２８．

Ｎ ㎜ ｏ ｍｕｒ＆，
Ｗ
．，
丁 北 ａｋｕｗ ａ，

Ｙ．，
Ｐ ㎜ ａ，

Ｍ．，
Ｃ ㎝ ｂｏｙ，

Ｊ
．
Ｇ
．，
Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ
，

２０００ａ．
Ｃａ
２＋
一ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ Ｃａ

２＋
一ｉ皿ｄｅｐｅｎｄｅむｔ ｃａ１ｍｏｄｕ１ｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓｉｎ

ｅ 町ｔ鮒 ｏｃｙｔｅ 脾 ｏｔｅｉｎ ４．１．Ｉｍ ｐ１ｉｃａｔ量ｏａｓｆｏｒｒｅｇ ωａｔｉｏｎ ｏ
ｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ４・

１

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉ砒 ｔｒａｎｓｍ ｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏ辻ｅｉｎｓ． Ｊ． Ｂｉｏ亘、 Ｃｈｅ ㎜。
２７５
．
６３６０－

６３６７、

Ｎ ㎜ ｏｍ ㎜ ＆，
Ｗ．，
丁 秋 ａ ㎞ ｗ ａ，

Ｙ
．，
Ｐ ㎜ ａラ

Ｍ
．，
Ｃ ㎝ ｂｏｙ，

Ｊ． Ｇ、，
Ｍ ｏｈａｎｄａｓ，

Ｎ
，

９８



２０００ｂ．Ｒｅｇｕ１舶ｏ列 ｏｆｐｒｏｔｅｉｎ４．１Ｒ；ｐ５５，ａ二ｎ
ｄｇ１ｙｃｏｐｈｏ血ｎ Ｃｔｅｍ 印ｙ

ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｈｕｍ ㎜ ｅ酬 ㎞ｏｃｙ崎 鵬 ㎜ｂｒ㎜ｅ．
Ｊ
．Ｂｉｏ１．Ｃｈｅ㎜．２７５．

２４５４０－

２４５４６．

Ｎ ㎜ ｏ ｍｕｒａ，
Ｗ
。， Ａオ，

Ｘ．，
Ｇａｓ 鮒 ｄ，

Ｐ．，
Ｐ 岨 ａ，

Ｍ．，
Ｎ 虹１ａ，

Ｍ．，
丁 荻 ぬ ｗａ

，
Ｙ
．，

２００２
．
Ｒｅｇｕ１ａｔｉｏｎｏＨ ３５ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎ４．１Ｒｉ耐ｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｗｉ血 ｍｅｍｂｒ㎝ｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｈｙｉｔｓｈｅａｄ－ｐｉｅｃｅ 肥ｇｉｏ肌 Ｍｏ１．
Ｂｉｏ１．Ｃｅ

１１１３
，
５００ａ（ｓｕｐｐ１．）

９９



第露欝 誰較監確挙駒醗 織



第 ３・１ 項 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 膜 結 合 性 の 解 析

旧 的１

我々 は、背 景王に 示 す よ う に ヒ ト赤 血 球 膜 骨 格 蛋 白 質 の 分 子 間 相 互 作 用 を４，１Ｒ

と ＣａＭ の 結 合 に 焦 点 を あ て 解 析 して 来 た。

鑓 臨翻歳繭鰍総魎搬 郷搬④曙長婁融醐蜘蹴㈹繍醜鵬

ムｐ醐使楡 鵬鯨倣ｋ鮎 脳 鞠 ぺ‘寧鰯 繍 翻凪柵国鋲雌鵬紙雷 輔 昭 繍 赫８鯛 磁 鵬㎜正級 ｅ聯塗ｒ嚇邸

輔轟 嚇茅帆 癖 樹劃樽 醐３跡，概鈎 ・劔醜転遂澱（鰯隆駄 卵緯醐 蹄 椀萄 棚 的５５ 欄 燃

㎜曲 岳棚 錨伽噂蕊 級 紘帥 繍亀ｔ棚． 嚇 鰍鮒磁郷 腕鯨６駅き麸欄 脾 漁 滋 竃搬 曲鹸 壷 醐 蛙ｔ駆壷

搬鮒雛施 岨 τ燃 茅械 ぬ 巫螢鯨ｏ汰 豫 棚淡概純 細 倣 晦劔 ｂ畿ｙ駅 鮒醐咽餌 鯨む 糀磁値誠

滅蛆雛施 塒 ①鵬 加湘紬紬娑 証函 軸 鯛唖 璽鯛 繊 榊 ｏ碗鮒 個鵬 絃棚 施ｇ 側 私 爽曇 胴’

蹄婁嚇 鮒嚢簸㌫ 鰯鰯繊蔓１難榊 濁ｂ齢 鮒 軸醐 搬騨血赫 飾 聯棚馳ｃ拶 棚・・搬 腕肌
臨筥十蹴細胴餓 ｃ級妊迂ｃ枠戸鰍 螂 鵬騨滅艶繊 泓 鰹 廠 鮒雲楡 倣 ㎜蘭底醐醐ｐ醐滅醐
盈鰍童鰍： 潔搬 鰍 繊鍵星 籔差迂婁鰯 動 至至１更籔雲

毘触欄 働ア鯛幽鮒楡ｃ
ヨ魎嚇齪賊 餓

ｓ 鮒 滅皿 融醜疵餓

刮認鵬磁

肋 繍 言廠添鵬嚇黎

本 項 で は、μ．１Ｒ の 膜
結 合 性 を比 較 生化 学 的見 地 か ら 解 析 し、 蛋 白 質 構 造 と の

相 関 性 を 膜 骨 格 蛋 自質 の 進 化 学 を視 野 に 入 れ て、 ４．１Ｒ の
生 物 学 的 意 義 （機 能）

にア プロ ー チす ることを目 的と した。 膜骨格蛋白質の比較生化学的研究は世界

的 に も 希 少 で あ る。 こ れ は、 膜 骨 格 蛋 白 質 は 酵 素 な ど の よ う に 活 性 が あ る わ け

で も な い の で、 そ の 生 物 学 的 機 能 を 計る 指 標 が な い為 と 思 わ れ る。 本 研 究 で は、

蛋 白質一蛋 白質の分子間相 互作用の定量的評価により、 蛋白質の特異的分子認識
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を 蛋 白質 の 機 能 と 提 完、 解 析 を 行 っ た。

哺 乳 動 物 以 外 で は ゼ ブ ラ フィ ッ シュ （１）伽１ｏγ励ｏ） の ㎜ｕｔａｎｔの マ ス ろ ク リ ー 二

ン グの 解 析 か ら４．１Ｒの 遺 伝 子 構 造 が 報 告 さ れ、
そ のｃＤＮＡか ら ア ミ ノ 酸 配 列 が 予

測 さ れ た （Ｓｈａｆｉｚａｄｅｈ８ 舳．Ｄ 舳 ゆ 榊 泌 ２００２） 。
Ｓｈａｆｉｚａｄｅｈ 勿 α１．

ら は
、
分 子 途 中

で 異 常 な 停 止 コ ドンを 有 す る４．１Ｒ ㎜ｕｔａｎ辻の 赤
血 球 は形 態 変 化、 禾ユ ブリンの分

布 異 常 を報 告 し た。

一 方、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ の ｃＤＮＡ 構 造 解 析 は、Ｎ 末 端 ３０ｋＤ 距ＥＲＭ ｄｏａｍｉｎ

は ヒ ト ４．１Ｒ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の 相 同一性 が 明 ら か に な っ た。 し か し、
こ れ ま で

に 同 定 さ れ た ヒ ト４．１Ｒ３０虹）ａ 肥ＲＭ ｄｏｍａ虹 の Ｂａ地３ 結 合 部 位 と Ｃ＆Ｍ の 結 合 部

位 に ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 明 ら か に な っ た （背 景 ２） 。

歴 鍵 聯搬郷重腕 碗 欄⑬董械賄納 棚罰醐漣 磁繍寵畿書四鰍紡置滝事

溜醐欄滋
壁茗 韮 理言 鰯 壷盟

婆⑱鋤恐 膏 Ｓ恋蝪 ＣＹ⑳

↑ 帖 蒜童最瞳瞭 緬 触 鳴蛙 幽 ：コ 説脇 秘盆鍬簿鰯彊魎鵡 Ｇ蛇 脇蘂 殴墾 ｃ■蟻

逐ｅもｒ雷墨罰血 丑５蛆、亟麹

壇 畠 玉 茗輻儘 鵠 亨 軍豊望，弓寓竃 １亘葡享拙亘塵註 里 灘 瞳 垂 搬 亘ヨ 型

顯 翻毅
蒔獺；｛壷劔滋巫｝ 葦垂葦嫡 漱

聰 靭
５童享抑，葦喜 彗筥呈亘碧，園３

Ｕ隆 ｓ息藪 ｃ夏カ

暮曇？：≡茸．畳４ 至轟儘葦韮，｛曇 置重童雪，婁｛

Ｌ 抵 総遣 ｏ喝 遡 鋭㍑習 澁 鎚 撃彗蟻棚 級 昔拶紘 胴 劔 孜１厘竈獺ｇ鯛 鮒 就鮒 鮎胆ｒ 豊倣 跳 抵 臓量 施 峨罰強葦ξ３壌 泌 劃 ㎜芸醐義臓 雌

嚇亜畿毘雲； ロヨ皿固絢 雌
１６ 魎 望…§ 鯉 ， 鞭 鮒 倣

三魁副旭鉦 搬 葛症 賊皿繊副聾星⑱ 繊 邊亭乱㎜
ｄ ｃ ㎜ 芸 ｃ一童鮒 魎 録 認 ２４ 樋 鶉）。π隆里３餐 鰯 割

舶 魎詔ｉ晒； 珊 呼
劔 劔 重霊 瓢 ｛ 砂一昨 閉 気 豊研蔓搬， 解

渚念勅
， 堕獺甑

細） 蟹唾珊星捻， 雌
翻三淡鮒 尋．

１Ｒ翻 覧紬 礒皿奮 鰍 鉢 鯛 魎副

脇虐闘旨霊割且曾 畷割 叔轟珂霊撒 翻鼠翁燗型曇 型ｒ繊担抵理 警１ぎ把罰里韮咄 滋 ｃ （蟹落ｃ三 堪皿蟹 堰里亜 鵡．
概；壇 丞班ぜｅ 芒出垂醐 棚 鮒 虹借轟 榛曄罰

胴萎Ｉ胆 劔胆獲皿逗ｃ 満 壕 賊㎜暑葦皿雲 裁 筋 責皿 蕊皇 滋ｋ⑬塩 鈍 醐邊養垂割亙轟 恋記榊 埋鮒 銚 騒 虹轟ｔ止誠 総起 ｃ壇
三㌔ 細 軍 酬 細 斌 欄ｇ磁墨註刮胆

螢猟 猟 嚇 搬蓄施 搬 餓臓唖鞭 撤量童鵬 鰍 ｗ葛悔棚§泣航搬 偽槻 続 繍 鯛 燃、
§脇 猛 滅 猷 磁 妓 ζ螂 駆） 邊劃㌻櫨 鵬 触皿鈎 “１岨皿 誠 峯、玉嚢 …丑 雌邊胴 続 退ζｚ蚕４，王盈事罰正劃 儘射 傲・ 癌 里｛ ｏむ焚盗 暑矧 鵬 燃僅 画麦

２更叱至Ｋ 望呼４・夏汲 ｉ冨 担 醜 駅 喧嚢量ｒ雲鮒 獲 湘 細 畿 繊劃唖 炎稻㎜ 細 導。
玉 ＆ ｚ璽ξＪ澄 鯛 醐 義 緬 雲 箇童呈ｓ書４ 劃醐 滋靱 記蒜 鉦 《嚇 能 副

璽雌 赦菅魂 鵬聾汝 漁芋 概 蛙ｂ註 呼 山玉鵡 鋤ヨ）・ 蕊聾 畷 棚 盈 紬霊暮甜 離 泄固蛾雌 養蛙 搬 抵 終里畠囲劃 碗 畑 鯛ｔ罰滅皿彗
鵬葬昌淋 馳撃固争亜醐 侭 感．

雲蚤讐副醜 皿固 批 欄 艶肇 鵬 蹴ε 噂王ｚヌξ．三疑 鵡 翻 孟邊也㎜鰹 総 定丞 搬 蟻 雲晃螂珊ｓ 簸 偽 ｋ冊疵鉋総 欝・珊養繊

渚霊泣珊 雌 毘 ｛軸㎜珊ｔ蛆贋黎賊七
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ま た
、ｃＤＮＡ

か ら得 ら れ た様 な１５３４ 残 基 の４．１Ｒ ほ 実 際 に 赤
血 球 に 発 現 して い る

の か、 或 は アイ
ソ フ ォ ー ム が 発 現 して い る の か情 報 が な い。

那蟹 繍腹鋤 総 誠澱船稔夏魅 嚇恋ｇ饗畷磯厳鰍銚

溝、争 繋
搬嚇 硲施ぎ§搬

蝿 欄⑱ 唖 脳ｃ搬

亙鶉歴漉

Ｇ～ｃ

鰯誰醒 趣確鱗醸聾襲灘躍綴襲聾麹
董 聾鰯輯軽灘襲灘灘搬灘鯉織灘

鞭 ｃ：㎜

ぶｇ．１ Ｗｈ討 ｗｅｗ 耐 ｔｏｋ㎜ ｗｉｎ 鮒ｓｓ ω ｙ・

上 図 に 示 した よ う に、
本 研 究 で は １） 赤 血 球の 発 現 して い る ４１１Ｒ 分 子 の アイ ソ

フ ォ ー ム を明 ら か に する、２
）硲．１Ｒ は 膜 貫 通 蛋 自 質 と どの

よ う に 結 合 す る の か（結

合 様 式 の解 明） 、 ３） Ｃａ
２＋／ＣａＭ は ４．１Ｒ と 膜 貫 通 蛋 自 質 の 結 合

を 制 御 す る か を明

ら か に す る こ と を 目 的 と した。

［材料と方法］

１．ゼ ブ ラ フ ィ ヅ シ ュ

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ は、 ２８．５℃、 明 期 １４
時 間、 暗 期 １０ 時 間

一 定 で 飼 育 し たむ 赤
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血 球 は
、 ＭＳ２２２

麻 酔後 尾 静 脈 切 断 に よ り ４０㎡Ｍ ＥＤＴＡ 存 在 下 で採 血 し た。

２．ｃ皿ＮＡ の 取 得

ゼ ブラ フイ ツ シ ュ
あ・．１・・… は、 … 教 授 （… 醐 … 研 郡 … １・・） か

ら 供 与 し て 頂 い た。 Ｇ１ｙｃｏｐｈｏ曲 Ｃ （ＧＰＣ）
の ｃＤＮＡ は、 ＡＴＣＣ か ら 購 入 し た

（細 Ｇ７２９５７） 。 Ｂａｎｄ３ｃＤＮＡ は、 Ｐａｗ 博
士 （Ｄａｎａ一 腋 ｂｅｒ 研 究 所 Ｂｏｓｔ㎝） か ら 供

与 して 頂 い た。

３． 組 換 完 蛋 自 質 の 作 製

組 換 完 ４．王Ｇ の ３０ｋＤａ ｄｏｍａｉｎ， Ｂａｎｄ３ ， ＧＰＣ 及 び ｐ５５ の 細 胞
内 ドメ イ ン の 作

製 と ＣａＭ の 精 製 は 第 １ 項 に 記 載 し た。 ４．１Ｇ の ＨＰ 及 び Ｈ 砕３０ｋＤａｄｏｍａ楡 （以 下

ＧＨＰ３０） は ＧＳＴ 鮎ｓ｛㎝ ｐｒｏｔｅｉｎ と し て 大 腸 菌 に 発 現 さ せ た。 ＣＤＮＡ
（４，１Ｇ） か

ら、 眠 及び ＨＰ３０ 領域 を 耽ｏ〃 及び 醐１制限酵素切断部位を付加した特異
プ

ラ イ ー に よ る ＰＣＲ で 増 幅 し、ｐＧＥＸ４Ｔ２
ベ ク タ ー （Ａｍｅｒｓｈａ㎜ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｅ㏄） に 組

換 完 た。 ４．王Ｇ は、ｔａｇ 領 域 を 欠 失 さ せ た ｐＥＴ３１ （Ｎｏｖａｇｅｎ） に 組 換
完 た 塩 基 配 列

を 確 認 後、
大 腸 菌 （砒 愉 肋 ね ｏｏ励 ＢＬ２１（ＤＥ３）を 形 質 転 換 し た （４．１Ｇ に はｔａｇ

は 付 加 さ れ て い な い） 。 ＬＢ 培
地 に て 大 腸 菌 を ３７℃ 一 定条 件 下 で 震 盤 培 養 し、

０Ｄ６００ の 値 カミ０．４－Ｏ．８ に 達 し た 時 に、 ＩＰＴＧ を 最 終 濃
度 （１㎡Ｍ） 添 加 し、

さ ら

に ３７℃ 一 定 条 件 下 で ３ 時間 震 盤 培 養 した。 ｐＧＥＸ－４Ｔ２
ベク タ ー で 形 質 転 換 した

大 腸 菌 は、
遠 心 （ＲＰＲ２０つ ロ ー タ ー、 目

立 工 機、８０００ｒｐｍ，４℃、８ 分 間）沈 澱 後、
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１㎡Ｍ ＥＤＴＡ， １㎡Ｍ ＤＦＰ、 航 Ｍ ２ＭＥ
を 添 加 し た Ｂ－ＰＥＲ㎜ （ＰＩＥＲＣＥ， ＵＳＡ） に

懸 濁 し 溶 菌 した。 溶菌 液 は 氷
上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、

遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ

ー
、
胃 立 工 機

、
１８
，
０００卯 狐、

２０ 分 間） の 上 清 を 得 た。
上 清 は

、
Ｇ１ｕｔａ辻ｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

（Ａｍｅｒｓｈａｍ ＢｉｏＳｃｉ㎝ｃｅｓ） と 懸 濁 し、 ＧＳＴ 融 合 蛋 白 質
を 分 離 し た。 ＧＳＴ 融

合 蛋 白

質 は ト ロ ン ビ ン 処 理 に よ り 標 的 蛋 自 質 と ＧＳＴ
’
を 切 断 し た 後、 ＧＳＴ を

Ｇ１ｕｔａｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐ 耐 ｏｓｅ に て 吸 収 し、 Ｑ－
Ｓｅｐ 版 ｏｓｅ （Ａ㎜ｅｒｓｈａｍ ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ

） で 更 に

精 製 し た。 ｐ 既３１ｂ ｖｅｃｔｏｒ
（４．１Ｇ） で 形 質 転 換 し た

大 腸 菌 は、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ

ー タ ー、
目 立 工 機、 ８０００Ｒｐｍ， ４

℃
、 ８
分 間）沈 澱 後、 １㎡Ｍ Ｄ 冊、

を 添 加 し た ＰＢＳ

（第１ 項 参 照） に懸 濁 し、 氷 上１０ 分 間 の
超音 波 処 理 後、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ

ータ

ー、 冒
立 工 機、 １８，ＯＯＯＲｐ伽、

２０ 分 間） の 上 清 を 得 た。 上 清 は、 ３５％ 硫 安 沈 澱 後、

Ｑ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ，
ｃ証Ｍ－ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ

に よ り 精 製 し た
。
蛋 白 質 の 純 度 は ｓＤｓ－ＰＡＧＥ に て

検 定 した。 蛋 自 質 量 は ＵＶ 法 を
用 い た （２８０ｎｍ と ２６０公㎜ を測 定 し、 蛋

白 質濃 度

（㎜ ｇ／ 制 ） ＝ １．
４５ Ａ
２８０－
０
．７
４ Ａ
２６０
）
。

４． 抗 体

ゼ ブ ラ ヌ ィ ッ シ ュ の ４，１Ｒ に 対 す
る 抗 体 は、 冊 ＲＭ ｄｏ㎜ａ虹

ペ プ チ ド

［（ＮＨ２）一ＥＨＬＮ此ＥＲＤＹＦＧＬＶ］ 及 び Ｃ 末 端 部 ペ プ チ ド

［（ＮＨ２）一ＭＧＬＭＤＥＮＧＫＴＩＬＬＲＴＱＥＥ旺Ａ］ の
ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し・ＫＬＨ に カ ッ

プ

リ ン グ し て 家 兎 に 免 疫 し た。 ＧＰＣ は、 Ｎ 末
端 （細 胞 外 ド メ イ ン）

［（ＮＨ２）一ＲＤＳＴＲＧＰＹＦＥＡ］の
ペ プ チ ドを 化 学 合 成 し、ＫＬＨ

に カ ッ プ リ ン グ し て 家 兎

に 免 疫 し た。
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５
．
ＲＴ－ＰＣＲ

Ｔｏｔａ１ 長ＮＡ を 成 熟 魚 赤 血 球 か ら 分 離 し、 ＴＩ
ＴＡＮＩＵＭＴＭ Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ ｋｉｔ

（Ｃ１㎝ｔｅｃｈ，
Ｐ＆１ｏ Ａ１ｔｏ，

ＣＡ）を 用 い て ＲＴ－ＰＣＲ を 行 っ た。
プ ラ イ マ ー は

壕
倣 ａｂａｓｅ Ｎｏ．

ＮＭ １７５０８４ に よ り、 Ｎ 末 端 コ
ー ド領 域 及 び Ｃ 末 端 コ ー ド領 域 に 設 定 した、

６． 反 転 膜 小 胞 （肋∫肋・ｏ倣一ソ２∫肋 ＨＯＶ） と の
結 合 解 析

健常成人男性 に対 して、 充分な実験趣旨の説明をした
上で本人了承を得た上

で、
血 液 を ヘ パ リ ン存 在 下 で 腕 静 脈 か ら 採 敢 し、 赤

血 球 を 分 離 した。
赤 血 球 は、

５㎡ＭＰＢＳ 低 張 条 件 下 で 溶 血 し、 ヘモ グロ
ビ ン 等 細 胞 内 成 分 を 除去 し、 所 謂

赤 血

球 膜 ゴー ス ト分 画 を 得 た。
赤 血 球 膜 ゴース トほ、 １㎡Ｍ ＥＤＴＡ

溶 液 （ｐＨ８．５） に

懸 濁 し、
遠 心 沈 澱 分 画（反 転 膜 分 画） を 得 た。 反

転 膜 分 画 は、 さ ら に、１０㎡Ｍ ＮａＯＨ

ｐＨ１１ で 処 理 し膜 結 合 の 蛋 自 質 を 変 性 除 去 し、 ＰＢＳ で 十 分 に
洗 浄 の 後、 結 合 解 析

に 供 し た。 本 文 で は、 こ の ｐＨ１１ で
処 理 した反 転 膜 を ＩＯＶ と した。

総 蛋 白 質 量

は、便
宜 上
、
牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を標 準 と した ブラ ッ ドフ ォ ー ド法（試 薬 は Ｐ肥ＲＣＥ

杜、 ＵＳＡ よ り 購 入
） に よ り 測 定 した （目 安 の 蛋 白 質 量 と して用 い、 絶 対 量 で は

な い こ と を認 識 の 上 で使 用 した）。
種 々 の 濃 度 の 組 換 完 ４．１Ｒ

１３５ （作 製 法 は先 に

詳 述） ＩＯＶ と ３７℃ で ３０ 分 間 反 応 後、 ２０
％ シュ ク ロ ー ス 溶 液 に 懸 濁 液 を重 層 し、

ローター （ＲＰＲ２０－２） を 用 い て １８０００Ｒｐ㎜、 ３０ｍｉｎ， ４
℃ で 行 い 沈 澱 分 画 （ＩＯＶ一蛋 自

質 結 合 分 画）を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 用 処 理液 に 懸 濁 し た。
一 定 量 の サ ンプ ル を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
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に 掛 け、蛋 白 質 染
色（Ｃｏｏ狐ａｓｉｅＢ 棚ｉａｎｔＢ三ｕｅＧ２５０）後、

デ ン シ ト メ タ ー（Ｉｎｖｉ故ｏｇｅｎ）

で ４．１Ｒ
１３５ 及 び Ｂａ紬３ （内 部 標 準） の 吸 光 度 を コ ン ピ ュ タ ー 解 析 し た。

結 果 は、

４．１Ｒ
１３５ の Ｂａｎｄ３ に 対 す る 相 対 吸 尭 度 で 評 価 し た。 Ｓｃａｔｃｈａエｄｐ１ｏｔ 解 析 は 常 法 に 従

つ た。

８．Ｃ 舳一Ｓ即 胸 Ｒｏｓｅ へ の ４．１Ｒ 結 合 性 の 解 析

ＣａＭ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＣＬ６Ｂ （Ａ㎜ｅてｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎ㏄ｓ） の カ ラ
ム を ５０㎡ Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１，ｐ

Ｈ７．５

緩 衝 液
、 ０．１Ｍ Ｎａ

α と １㎡Ｍ Ｃａα。
含 有 で 充 分 に平 衡 化 し、 同緩 衝 液 で透 析 平衡

化 し た 蛋 白 質 溶 液 を 添 加 し た。
カ ラ ム に 結 合 し た 蛋 白 質 は ５０㎞Ｍ 酎ｉｓ－ＨＣ１，ｐ

Ｈ７．５

緩 衝 液、Ｏ．１Ｍ Ｎａα と ５血Ｍ ＥＧＴＡ お
よ び ５０㎡Ｍ Ｔ 海 Ｈα。ｐＨ７・５

緩 衝 液、０．６Ｍ Ｎａα

と５㎡Ｍ ＥＧＴＡ で１頂次 溶 出 した。

９、 蛋 自 質一蛋 白 質 間 の 結 含 解 析。

蛋 自 質一蛋 白 質 間 お よ び 蛋 白 質 ペ プ チ ド間 の 反 応 速 度 論 的 解 析 に は、 Ａ
脆ｎｉｔｙ

Ｓｅｎｓｏｒ 杜 （歩 ン ブ リ ッ ジ、ＵＫ） の Ｒｅｓ㎝ａ耐 ＭｉｍｒＤｅｔ㏄ｔｉｏｎ（ＲＭＤ）
法 に よ る ＩＡｓｙｓ

装 置 を用 い た （図５ 参 照）。 蛋 白 質或 い は
ペ プチ ドは、１Ｏ㎡Ｍ Ｎ 狽 ＰＯ。州ａＨ．Ｐ０４，

ｐＨ７．４ 緩 衝 液 （Ｏ．１Ｍ ＮａＣ１ を 含 む、 以 下 ＰＢＳ
と 略 記） に １ＯＯ ｍｇ 刷 の 濃 度 に 溶

解 し ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト 上 に、 ＢＳ
３（Ｐｉｅエｃｅ 杜、 ＵＳＡ） を 介 し て 固 相 化 し た。

ペ プ チ ドの 固 相 化 に は、
］ 且 ア ミ ノ シラ ン キ ュ ベ ッ ト上 に ＢＳＡ を、 ＢＳ

３を 介 し

て 固 相 化 した の ち、 ＮＨＳ／ＥＤＣ にて ＢＳＡ の ア ミノ
基 を 活 性 化 す る 方 法 も 共 用 し
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た
。 反

応 に は、 １０㎞Ｍ 耐ｓＨ α 緩 衝 液 ｐＨ７．５， ０．１Ｍ ＮａＣ１ （Ｂ 嚇ｅエＡ） に 対 し て

１㎞Ｍ ＥＧＴＡ 或 い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２血Ｍ ＣａＣ１。
を 加 完 て 用 い た （図 ２ 参 照） 。 キ

ュ ベ ッ ト内 の 反 応 温 度 は ２５℃ 一 定 に保 ち、 一 定 速 度 で 撹 拝 した。 反 応 に 関 わ る

パ ラメ ータ ー （結合速度 定数、 解離速度定数、 最大結合量） は専用解析ソフ ト

を 用 い て 計 算 し た （図５Ｂ 参 照）。 平 衡 解 離 定 数 （巧。）㎞
） は、 結 句牽度 定 数 （虎四

）

と解 離速度定数 （幻） の比 から以下の式で求めた。

Ｋ
閉冊
＝ 馬ノた

口

（本 文 中 で は、 平 衡 解 離 定 数 は Ｋ（。） で表 示 し た） 。

１０．ＣゑＭ－ＳｅｐｈａＲｏｓｅ へ の ４．１Ｒ 結 合 性 の 解 析

ＣａＭ－Ｓｅｐｈ班ｏｓｅ ＣＬ ６Ｂ （Ａ ㎞ｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） の カ ラ ム を ５０血 Ｍ Ｔｒｉｓ－Ｈ α，ｐ
Ｈ７，５

緩 衝 液、 ０．１Ｍ ＮａＣ１と １㎡Ｍ ＣａＣ１。
含 有 で充 分 に 平 衡 化 し、 同 緩 衝 液 で 透 析 平 衡

化 し た 蛋 自 質 溶 液 を 添 加 し た。カ ラ
ム に 結 合 し た 蛋 白 質 は ５０㎡Ｍ πｒｉｓ－Ｈα，ｐ

Ｈ７．５

緩 衝 液
、
０
．
１Ｍ ＮａＣ１ と ５㎜ Ｍ ＥＧＴＡ お よ び ５０㎡ Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１，ｐ

Ｈ７．５
緩 衝 液

、
０
，
６Ｍ

ＮａＣ１と 揃 Ｍ ＥＧＴＡ で順 次 溶 出 した。

１１． 細 胞 免 疫 染 色

ゼ ブラ フィ ッ シュ 赤 血 球 を 特 異 抗 体 で免 疫 染 色 した。２ 次 抗 体 （ＦＩＴＣ 或 は Ｃｙ３

コ ン ジ ュ ゲ ー ト ＩｇＧ， ＤＡＫ０ 杜 製） を 用 い た。 共 焦 点 ン ー ザ ー 顕 微 鏡 は、 Ｌｅｉｃａ

Ｄ Ｍ－５０００ 耐ｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ｌｅ｛ｃａ ＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓＧ ｍｂＨ，
Ｗｅｔｚ１跡，

Ｇｅ㎜ ａｎｙ）を 用 い た１
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図 １ に示 し た よ う に、特 異 的 な ２ 組 の プ ライ マ ー を 使 っ た ＲＴ－ＰＣＲ 及 び ｎｅｓ㈱

ＰＣＲ に よ り ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 赤 血 球 か ら、 主 た る ３ 本 の
バ ン ド （ＢＬ５６， ＢＬ４２，

ＢＬ３１） と １８００ｂｐ 及 び ４７００ｂｐ の バ ン ド ２ 本 を 得 た。

図 玉 で 得 た ＢＬ５６， ＢＬ４２， ＢＬ３至 の ＤＮＡ の 配 列 を シ ー ク エ ン ス し て、
オ ー

プ ン リ ー ディ ン グフ レー ム を 麗 知 の 配 列 情 報 か ら 決 定 し、 全 ア ミノ 酸 配 列 を 決

定 し た （図 ２） 。 そ の 結 果、 ＢＬ３１ は 冊ＲＭ ｄｏｍ説ｎ の 全 長 と ＣＴＤ の 全 長 を 含 ん

で い た。 さ ら に Ｕａ 領 域 Ｎ 末 端 の ９５ 残 基 を コ ー ド し て い た。 Ｂ脳 ２ は、 ＦＢＲＭ

ｄｏ㎜ 痂 の Ｎ 末 端 １９７ 残 基 と ＳＡＢｄｏ㎜ａ赫 の １４５５ 番 目 か ら の ア ミ ノ 酸 をコ ー ド し

て い た。 ＢＬ５６ は、 囲 ＲＭ ｄｏ醐ａｉｎ の ５２ 残 基 と ＳＡＢ 及 び ＣＴＤｄｏｍ＆ｉｎ を コ ー ド し

て い た。

繊墨

擁搬 鰯一嚢 郵鰯婁 葛搬

芋 亨 餐 瑚 摺
鮪醐曇 砿 蜘 童除

，， 璃 望曇翻垂 妃蟹獲鰯盈
魏 ■

騨繭１思 灘 馳ｘ張獲むマ

ｃ撤魯迷鵬聰 翻亙爽獲 駆 己匿ア軽童返距盈 ｃ黎温 型脅簑蜂 膝籔 鹸

雰轄３ 娩 嚇 銚 滅麺鮎、蹴 紬晃蜜優董醐惑醜臨 遇誰敏 幽箆 鹸茎鯵 鰯５ 磁 ｃ＋徽嚢後繍鎗遜§ 滅 ？

畿翻恋。抵 駅 磁㈱餐 鑓滋揮§簿磁 瀦亘夢Ｉ 葛籔滋 麹磁 戯望 強萎磁鎌 雲 搬 鰯 幽 滋 癬議糞竣 魅醗滋証
茎艶鋤垣鰯怠 蟹 繊蟹、ｊ熾 爵幽蟹 騨 鰯概亭饒 殖 繋聾漣 舷註 畿 琴蝉勲壌義 鰯斡傘華遜 鴎鎧 滋 磁 鰹

鰯 繍 鵬滋，

図３ に は、
ゼ ブ ラ フィ ッ シュ ４、工Ｒ を 検 出す る た め に 作 製 した 抗 体の 抗 原 と て

用 い た ペ プ チ ドの 配 列 を 示 した。 本 研 究 で は、Ｅｘｏｎ５ 相 当 領 域 が コ ー ドす る
ペ プ

チ ドに 対 す る 抗ｐｅｐ５ 抗 体 （囲 ＲＭｄｏ㎜ａｉｎ） 及 び Ｃ 末 端 部 を認 識 す る 抗 Ｃ一㎝ｄ 抗

体 を 用 意 し た。 ゼ ブ ラ フィ ッ シュ 赤 血 球 を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 電 気 泳 動 後 に、 免 疫 ブ ロ
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ッ ト 法 で 解 析 し た。 抗 ｐｅｐ５ 抗
体 は、 ２３㎜ａ， ７０ｋＤａ， １

３０ｋＤａ、 玉４０ｋＤａ の
バ ン ド

を 検 出 し た
。
抗 Ｃ一㎝ｄ 抗 体 は、

２３ｋ［）ａ，
６５ｋＤａ， ７５ｋＤａ， １３０

ｋＤａ，
１５０ ㎜ ａ の バ ン

ドを 検 出 した。遺 伝 子 解 析 の 結 果 か ら 得 ら れ た３つ のク ロ
ー ン が コ ー ドす る４，１Ｒ

蛋 白 質 は、 こ の 二つ の 抗
体 が 同 時 に 認 識 さ れ る は ず で あ る。 両 抗 体

が 同 時 に 認

識 す る （同 じ移 動 度） を 指 標 と す る と、
白抜 き 矢 印 で 示 した ２３ｋＤａ と １３０ｋＤａ

の ２ 本 のバ ン ドが 同 定 さ れ た。 蛋 白 分 子 が 球 状 と 仮
定 し場 合、 ア ミ ノ 酸 配 列 か

ら 計 算 さ れ た 分 子 量 と ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上 の 分 子 量 は大 凡一 致 す る こ と か ら、 ２３ｋＤａ

の バ ン ドは ＢＬ５６ 分 子 と 考 完 ら れた。 ＢＬ３１
と ＢＬ４２ が コ ー ドす る 蛋 白 分 子 の ア

ミノ 酸 配 列 か ら予 想 さ れ る 分子 量 は、 そ れ ぞ れ ４９ｋＤａ と ３２ｋＤａ で
あり、 こ れ ら

と 一 致 す る バ ン ドは同 定 さ れ な か っ た。 二 つ の 可 能 性 が 考
完 られ る。

１） 遺 伝 子 或 は 細 ＮＡ レベ ル ま で 発 現 して い る が、 蛋 白 質 は 分 解 さ れ る。

２） 実 際の 蛋 白 分 子 は 線 維 上 で あ り、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ で は 見
か け 上 大き く 昆 完 る。

２） に 関 して は、 繊 維 状 蛋 白 質 で は 理 論 分 子 量 の ２
－ ３ 倍 の 分 子 量 を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

で 観 察 す る こ と が あ る。 本 報 告 で記 した ４．１Ｒ１３５ 及 び ４，１Ｇ の 領 域
が そ の 例 で あ

る
。

本 研 究 で は、 Ｕａ， Ｕｂ， Ｒｐ 領 域
を 検 出 す る 抗 体 を 使 っ て い な い の で、 現 在、 こ

られ の 領 域 を認 識 す る 抗 体 を 作 製 して、 観
察 を 計 画 して い る。

抗 ｐｅｐ５ 抗 体 及 び 抗 Ｃ－ｅｎｄ 抗 体 を用 い て 赤
血 球 を 細 胞 免 疫 染 色 を 試 み た。

図 ４

に示すよう に両方の抗体 は、 いずれも赤血球膜及び赤血球細胞質にシ
グナルが

観 察 さ れ た。
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ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の ＧＰＣ は、 そ
の 遺 伝 子 が ｄａｔａ ｂａｓｅ に 登 録 さ れ て い るカミ

（ＢＧ７２９２５７） 、 実 際 に 赤
血 球 膜 で の 発 現 は確 認 さ れ て い な い。 ＧＰＣ

の 細 胞 内

ｄｏｍａｉｎ （４７ ア ミ ノ 酸 残 基） に は非 常 に よく 保 存 され て い る 那、 細
胞 外 ｄｏｍ 痂

に は 殆 ど保 存 さ れ て い な い。 つ ま り、 細 胞 外 ｄＯｍａｉｎ は
種 特 異 性 が あ る。 本研

究

で は、 こ の
細 胞 殊 ｄｏｍｉｎ に 対 す る 特 異 抗 体 （抗 ＧＰＣ 細 胞 外 ｄｏ㎜ａｉｎ 抗 体） を用

い て、 赤
血 球 膜 で の ＧＰＣ （抗 原） 発 現 を解 析 した （図 ５Ａ） 。

図 ５８ に は、
ゼ ブラ フ ィ ッ シュ の ＧＰＣ に つ い て の 免 疫 ブ ロ ッ ト解 析 を行 っ た

結 果 を 示 した。
抗 ＧＰＣ 細 胞 外 ｄｏ狐ａｉｎ 抗 体 は、 ２６㎜ａ （予 想

さ れ る 単 量 体 ＧＰＣ）

の 他、 ４８ｋｌ）ａ， ９６ｋＤａ 及
び １７０ｋＤａ の バ ン ドを 検 出 し た。 ＧＰＣ は、 赤

血 球 膜 で ２

量 体 を形 成 す る 報 告 も あ るカミ、 ポ リ マ ー の 報 告 は な い。

図 ５Ｃ に は、
ゼ ブラ フ ィ ッ シュ の ＧＰＣ に つ い て の 組 織 免 疫 染 色 を 行っ た 結 果

を 示 した。
心 室 組 織 を対 象 と した。 抗 ＧＰＣ

細 胞 殊 ｄｏｍａｉｎ 抗 体 は、
赤 血 球 膜 及

び 細 胞 質 を染 色 し た。 この こ と か ら、 抗 ＧＰＣ
細 胞 外 ｄｏｍａｉｎ 抗 体 の 認 識 抗 原 は

赤 血 球 特 異 で あ る こ と、ｃＤ
ＮＡ 配 列 か ら 予 見 さ れ たア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同性 （た だ

し
、
細 胞 内 ｄｏｍａｉｎ） か ら ヒ ト ＧＰＣ と 相 同 と 判 断 し た。

ＧＰＣ は そ ρ 細 胞 内ｄｏｍａｉｎ は種 間 及 び 分 子 間 で 極 め て 良く 保 存
さ れ て いる。

しか し、 そ の
細 胞 外 ｄｏｍａｉｎ は 種 間 及 び 分子 間 で変 異 に 富 ん で お り、 種 及

び細 胞

特 異 性 を 表 現 して い る こ と は 興 味 深 い。 我々 は、 ＧＰＣ
は 細 胞 内 で４．１Ｒ とｐ５５ で

三者 複 合 体 を 形 成 して い る こ と を 明 ら か に して き た。 ４．１Ｒ
に も ｐ５５ に も そ れ ぞ

れ 相 同 性 の 高 い フ ァミ リ ー 蛋 自 質 が 報 告 さ れて い る。 現
在、 赤 血 球 以 外 で 相 同

な 三 者 複 合 体 は ＴＳＬＣ１ （ＧＰＣ 相 同 細 胞 内 ｄｏｍａ三ｎジＤＡＬ１ （４．蝸 の 部 分
ポリ ペ プ
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チ ド） 一ｄ１ｇ （ｐ５５ フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質） カミあ る。 こ の複 合 体 は、 肺 癌 の 増 殖 抑 制 を

担 っ て い る。 こ の
三 者 複 合 体カミな ぜ、

細 胞 増 殖 抑 制 に 関 与 す る の か は不 明 で あ

る。翻 っ て、赤
血 球 に お け る ＧＰＣ－４．１Ｒ－ｐ５５ の 生 物 学 的 意 義 も 解 明 さ れ て い な い。

現在、
ゼ ブ ラ フィ ッ シュ の ｐ５５ の 抗 体 を 作 製 し、 そ の 発 生 に 伴 う発 現 の 変 化 観

察 し て い る。

鰯値総蜆。、
ゼ ブ ラ フ ィ ヅ シ ュ 赤 血 球 で も 少 な く と も ＧＰＣ と ４．１Ｒ は 発 現 し

争
狐・⑮・蹴 て お り、 ４，

１Ｒ に は、 囲 ＲＭ ｄｏ㎜ ぬ を 持 っ て い る こ とカ
ミ明 ら か に

路
ｃ鮒 響舶珊舵 な っ た。 次 に、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の ４．１Ｒ 田 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の Ｃ 洲量 ㈱ 亙固冒；ｃむフ月

畿温
・舳 棚且 結 合 性 を 解 析 し た

。
右 図 に 示 し た よ う に

、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ

葦 圃、繊 至
誌 ３ｃ１

塾
。。 ㎜ ・。ｍ，ｉ、（図 中 で は 。。。。。 と 表 記 して あ る）と 。。。 の 混 合 液電 巫萱一重ＡＧ露

１ 腕 刮固ｏ・蔓ｉ鋭

を ＣａＭ カ ラ ム に 通 した。 ＧＳＴ は 陰性 対 照 と して 用 い た。

三 至 ３ ぎ
、

堰

澗蔭猛丞醐泌⑬馳㎜鰯緬ｃ磁乱 翻 藪抵 滋 幅ｃ棚一§ 靭 鶴鯛械幽正血 漉 絆轟翻鰯 鰯姦鈍ε
鈍 醐 獲磁 偽室÷、 麟 棚騒ε魅鯉遂 蹄濠．繊逐灘竃⑫．

そ の 結 果、 図 ６ に 示 し た よ う に
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ は、 Ｃａ

２＋非

依 存性 に Ｃ 舳 カ ラ ム に 結 合 し、 そ の 結 合 は Ｃａ
２＋の キ レー ト （ＥＧＴＡ） で は 解 離

さ れ ず、 ０．６Ｍ ＮａＣ１ で 溶 出 さ れ た。 こ の 結 果 は
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ ＦＥＲＭ

ｄｏｍａ統 は Ｃ 洲 に 対 す る 結 合 性 は ヒ ト４，１Ｒ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ と 同 じ で あ っ た。
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一 方
、 ＢＬ４２

コ ー ド 蛋 自 質 を 同 様 に ＣａＭ－Ｓｅｐｈ狐ｏｓｅ へ 添 加 し た。

滅屠漉 劔：

忍亙塗脳２÷怨募鷲

ｃ墨鄭蚤曇匡撃 繍ｒ鰯絶

冬薗 繊一＝Ｉ＝罫 ㌶ ㌃，亨、４

藪．ユ憲憂 張轟ｃ：童

魅窪ｃ轟略

夢 嚢 繊 錘一姪魯工基

夢 獲．繊髪至婁轟竃＝：蔓

・§独§ 要 盗 濠亙

置戯ζ

ｃ掩略〔

堕萎・

繍；

鋤

滋 □硅

ξ繊鍾

醐貫盈［

撃搬幽
童：怨鐵笈寺重 駆 脳雲

渥：嚢，
繊曇 焚轟 鰯

歴嬉．茅２冒雷泌塗淡鰯醐述細 ε轟塾弧 鰯 雌蟹 嚇
遂憾 竈搬一§躍 廠 鰯琶竃磁雛鰯 抵 鹸 夢雛誰滋鑓

麹滋 畿農置蓬翫鰯鵬 磁 ｃ霞吟 星麗 ㌶星鴫糧毘勧嚢鰭揺鉦繋⑬．壌
擁 焚蟻ｃ歪 滋酸 畿滋 齪 魯 納 繊ｆ 鰯 滅逮

鰯 §な§一Ｐ激Ｇ忍 畷 雛 絃轡薗鍾写 ㎜セ蓬 鞠 一

図 ７ に 示 す 様 に、 ＢＬ４２ も 同 様 に Ｃ 舳一
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ。

に 対 し て Ｃａ
２＋非 依 存 性 に 結 合

し、 Ｏ．６Ｍ ＮａＣ
１ に よ り 解 離 （溶 出） さ れ た。

笈爵 滅壌亘一碑．至露 鎌澱磁黎蜜 滋 ｃ甥斑

銚磁蝉 滋馨馳 磁 蟹囲 磁 蟻薗黎 島 縞菱
‘ヨ籔
亘
事 誌

掛
鱈乱婁 歴

鱒圭
睾 磁童＝

翻窪

：籔蕊綴ム誰

愈 搬 夏澄τ
．
盈

ｃ墨勘

ξ＝磁姦 正：籔亙気

繧紳

ε磁韮 董蟻霊ゑ

蟹姦鶴

豆、童 ± 嚢、灘 亙葵楓琴

２，２ 圭 舞。１
範 邊豆鰐

義，妻 ± 壌．書
壌 藪豆鮒

婁婁 圭濯．
著謹 滋 聯

義喜 ±麺．灘 鎌 鰐

曇、韮壬醤，
灘 滋 鰐

豆
、
霧圭麺，

滋 剣 鮒

茎．婁圭 壌．璽 重Ｉ鉾

星，霧 ± 麺．塁轟 韮１軽
砧

薯，襲 圭 醸．２壌 重五歎
昆

２，襲 ± 黎．婁愛 珪＝Ｉ二 鱗

亘，塁 圭 覇，豆餐 竈１弱
’壇

鳩麺

聰茎

簸蓼

鰯
鰯
蕊蔀

軍臨 碗 敏搬滋搬 嚇 鮪 竈棚滅 醐。 麟 重繊鍵 餓 滋幽嚢融 繍招臨 滋ｃ締≡翻里腕 幽 書魏鰍蔓徳韮灘至鰍 赫 幽融ｃ搬 繊 棚 鹸 繍艦鮭馳解醐磁幽量
む澱畷搬釦漂翻陣 獺 搬 臨繊 滅泌義餓鯛聡雛滋醐
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磁獲鮮晦壌磁盗魎 鰍 敏 電轡一滅繍

触磁榊敏一嚢珊畷擁 晦 鯛醐曙磁 戯 鞠搬π細睦 醐 餓 磁 罰遼華囎ｗ懸 鮎 曇脳醐鰹
舷箏聾晦落燃 撒 箪胆、珊甦 搬 赫 燃 靭 鱒 靹鰯雄重醐圭鯛＝歩５茎

醜 嚢 触 惑 滋 ｃ搬 磁滋毘蕊翻 赦 鴬 鰯 触養蛙抵 膵 織 鰐 滋 墨酷磁触 銚 伐
鈴 興滋亘匡童｝・ 搬擾

率鋤暫触霊触 醜 嚢・幽 駆醜 幽 繊郎軽ε搬 鉦 鮮 燗瀦 鯉邊磁灘燃帥 概
蔚 輔磯 滅 瓢…簿 繊曇

幽遣詔磁 戯、鱒藷轡
滋瀧敏 魎 銚竈 磁 興壷 幽 掘榊誠婁轟 触義細 彊葱顯 蜘薮絃滋級鰯磁 総ｃ搬 概童滋轟琴細

専鹸 幽 滋藪融 蟻、鞭 鰯 畿繊虹薄鰯鰯磁 滅 銑寵醜虐藪ｆ
聰蛉、 漉豊湧醐整堰総轟勉托 醜

餐益義

麟二鯉 ね 脇 弩 総 む祭㌻ｃ 繊童欄 搬 漣５一⑬ 滋 董 鯉溜 緯蹴 五灘繊擁磁工雷欝簿艶錘舵 寧迂
舶 魅蟻磁 鈍遺瀞的・

Ｈ６



表 １ に ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 肥 ＲＭ ｄｏ㎜ａ虹 と と ト ４．玉Ｒ ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ

及 び ＢＬ４２コー ドポリペ プチ ドと Ｃ舳 固相化キュベットとの平衡解離定数を測

定 した 結 果 を示 した。 そ の 結 果、 こ れ ら の 蛋 自 質 と の ＣａＭ の 平 衡 解 離 定 数 に は

Ｃａ
２＋の 存 在 に 関 わ ら ず、

有 意 な 差 を 認 め な か っ た。

蘂 搬 亙・碗野焔蟻搬 緬鰯 燃紡曙互燃駿 鰯 籔 嚇磁曙 爾 澄黎燃鵡蟻哲燃虜葬撚 騨

滋 鱒 一 蛾 む搬鰯搬 迄 鮒蔓的 勧断…ｌｌ

嚇 瞭 翻鰯 鴎蕊
蟻蛉

蔑１感三 圧獲獲象

ｃ絆

畷鰯ζ靭 麟 思蟹墨粂

ｃ絆

筑 搬 箆僚冨ゑ

ｃ罰齢

童．婁 圭額、翻 逮 鯵 童，萎 圭婁ぷ鐙 逮 蔽
垂

童．茅釜壌ぷ狛 逮 躯 豆劣 会留
、
：…籍 滋 鰺

室．１ 全壌．鑓 滋 籔 姜、轟 圭襲返婆 藪 鰐

ヲ嚢 圭錘３堰 ま豆雛 至．竈 金霧ゑ簸冨星齢
呈

婁婁 圭麺２堰 量 雛 １
．
轟 金麹
．
滋 錘 騨

婁
，
§全⑳
．
搬 養丑鰍 Ｉ

。
菱 生麺
．
滋 滋 鮮

養、亨全瓢．室亘 滋 離 １、峯 金嚢．亘茎 虹 鮮

§、轟圭靱退壌主豆駅 亘一茅 全嚢．灘 滋 雛

罫繊 繊壌

騰

誰

蟻

蟻

量嚢

鰯
燃
簸蟹

箪朗π唖旛舷腕， 鰍 鮪 廓 綱 轟 娩 磁郷 紬一茎鯉蟹 醐 鮒畷郷髪蹴 翻滅 鰯串総幽撃鯉魎醜繍壇臨 磁鹸刊醐塾繍醜 翻 鱒徽鹸ｉ碑獅脇 嚇 憾磁童磁藪 蝋 搬 樹 齢 繊 宛滋 騨醐錐
磁晦塁戚憂握衝種盗鐸鰯醐棚班 幽 竈鴎 鋤息轟搬 馳五塾離 滅轟録岨ζ騨㌻馳渥漉榊蘂磁 鰯 漉 坦‘ 瞬 憾層腋漱脱晦 鰍 薄 ㍗楡腕繍滅幽璽露 醐 駅獺鰍嚇 謝 脳 腕 ㎜滋組鹸棚徽
慶鞠 胴 搬 蛎搬 繍 醐唖 脇 ・囲灘醜岳残描紳魑畿 鰯 磯 鰹 触 麟軽冨盗駆二醗鰯辻筆晦ｗ醜 燃 轟碗窪鹸 鱗 麹 繭 蘂 鱒 重醐魎皇鯛＝卒湧．

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１更ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａ地 は、 ヒ ト ４．１Ｒ ３０㎜ ａＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ 同 様

に Ｃ盆Ｍ に 結 合 す る こ と が 明 ら か に な っ た の で、 Ｃａ
２＋で 飽 和 さ れ た Ｃ 舳

（Ｃａ２＋／Ｃ室Ｍ） に よ る 膜 貫 通 蛋 白 質 と の 制 御 機 構 を、 ＩＡｓｙｓ を 用 い て 解 析 し た。 こ

の 解 析 で は、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の ＧＰＣ （ＺＦＧＰＣ） 及 び Ｂａｎｄ３ の 細 胞 内 ｄｏｍａｉｎ

を 固 相 化 し た ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト を 用 い た。
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｂａｎｄ３

（ＺＦ腕ｎｄ３） が 赤 血 球 膜 に 発 現 し て い る こ と は 既 に Ｐａｗ ら に よ っ て 報 告 され て

い る ［Ｐａｗ，
Ｂ
．
Ｈ
．ラｅ
ｔａ亘． 肋

畑 ㈱ た ２００３］。
そ の 結 果

、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４，１Ｒ ＦＥＲＭ

ｄｏｍ＆ｉｎ は、Ｂ㎜ｄ３ に 対 し て 平 衡 解 離 定 数 ～１ぴ Ｍ で 結 合 し、ヒ ト４，１Ｒ３０ｋＤａＦＥＲＭ

ｄｏｍ＆ｉｎ が ヒ ト Ｂａｎｄ３ に 対 す る 結 合 よ り も 約 １０ 倍 強 か っ た。 ま た、Ｃａ
２÷／ＣａＭ は、
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ゼ ブ ラ フィ ッ シ ュ尊．眠 冊頁Ｍδ◎㎜ 搬
と ゼ ブ ラ フ ィ ッ シュ Ｂ鰍ｄ３の 平衡 解 離 定数

を 有 意 に 変 完 な かっ た。
ゼ ブ ラ フィ ッ シ ュ 劣．眼 Ｆ駅 Ｍ 曲 醐 抗 は、

ゼ ブ ラ フィ ッ

シ ュ ＧＰＣ に 対 して 平 衡 解 離 定 数 ４０
ηＭ で 結 合 し、 ヒ ト ４，１Ｒ ３０ｋ腕 Ｆ 服 Ｍ

ｄｏ醐 痂 カ蛇 ト ＧＰＣ に 対 す る 結 合 と ほ ぼ 同 じ で あ っ た。
ま た、 Ｃａ

２＋／Ｃ 湖 は、
ゼ

ブ ラ フィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 囲 醐 ｄｏ鵬ｉｎ
と ゼ ブ ラ フ ィ ッ シュ ＧＰＣ の 平 衡 解 離 定数 を

有 意 に 変 え な かっ た。
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細 滋曇繍麦鰯 搬董紘鵬 顯 弊繊紀磁 徽総 蟹毘 醐養登徽鍵 翻彗 滋 脆酔韮盈磁 蛾 鹸 ｃ詳紀盛透

蟹鰯鉢鰍

図８ に ＣａＭ 結 合 部位 の ア ミノ 酸 配 列 を 示 した。 先 に 報 告 した
よ う に、 ＣａＭ の 制

御 機 能 に は ｐｅｐ９ の Ｓ
１８５カミ重 要 で あ る こ と を 示 し た。

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で は こ の

Ｓ１８５が 環 状 ア ミ ノ 酸 Ｐｒｏ （プ ロ リ ン） に 置 換 し て い た。 Ｐｒｏ
残 基 で は 蛋 白 質 』 次

構 造 上、 折 れ 曲
が る 箇 所 で あり、 構 造 上 の 変 化 も 考慮

し な け れ ば な ら な い。 ま

た
、
次 の 第 ３－２ 項 で 述 べ る シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｃｏｒａｃ１ｅ 遺 伝 子 産 物 ｃｏｒａｃ王ｅ で は、

Ａ１ａに 置 換 して い る。
一 方
、 ｐｅｐ王玉

領 域 で は 種 間 を 超 完て ア ミノ 酸 配 列 は よく 保
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存 さ れ て い た。
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次 に、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 硲１１Ｒ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ が ヒ ト の 膜 貫 通 蛋

白 質 と ど の よ う

な 結 合 をす る か を 解析 した。 こ の 解 析 に
後 述 す る 反 転 膜 小 胞 （ＩＯＶ） を用 い て、

共 沈 殿 を 解 析 し た。 そ の 結 果、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ は ヒ トＩＯＶ

と 共 沈 殿 した （図 ９） 。

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａ航 は ヒ トＩＯＶ と の 結
合 を Ｓｃａｔｃｈ趾ｄＰ１ｏｔ 法

で 解 析 した （図 １０） 。 そ の 結 果、 平 衡 解 離
定 数 ３００血Ｍ と ７００ｎＭ の 二 相 性 の 解

析結 果を得た。 反転膜小胞 では、 膜脂質も存在するので、 蛋
白質部分を取り出

して 分 子 間相 互 作用 を、 ＩＡｓｙｓ
⑬を 用 い て 解 析 し た。
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ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 田 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ は、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｂａｎｄ３ と 平 衡 解 離 定

数 １５ｎＭ で 結 合 し たカミ、
ヒ ト Ｂａｎｄ３ と の 平 衡 解 離 定 数 １０６３ｎＭ で あ っ た。 こ の 違

い は結 合 速 度 定 数 の 違 い に 起 因 して い た。 逆 にヒ ト４．１ＲＦＥＲＭｄｏｍ ぬ
は、 ヒ ト
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Ｂａｎｄ３ と 平 衡 解 離 定 数 ２１５血Ｍ で 結 合 した が、
ゼ ブ ラ フィ ッ シュ Ｂａ鵡 と の 平 衡

解離 定数 峨 腕Ｍ であった。
こ の 違 い は 結 合 速 度 定 数 の 違 い に 起 因 して い た。

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 劣．１Ｒ 囲 ＲＭ δｏ醐 痂 は、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ＧＰＣ と 平 衡 解 離

定 数 ５５２血Ｍ で 結 合 した が、
ヒ ト ＧＰＣ と の 平 衡 解 離 定数 ５８６洲 で あっ た。 こ の

違 い は結 合 速 度 定 数 の 違 い に 起 因 し て い た。 逆 に と ト劣．１双Ｆ 服 Ｍ φｍ 搬 は、 ヒ

ト Ｂａ湿３ と 平 衡 解 離 定 数 １１７血Ｍ で 結 合 したカミ、
ゼ ブラ フィ ッ シュ ＧＰＣ と の 平

鴉 雛 限 ｃ脳騨磁醐稻綱一墾 廠 続弩ま総 脳 醜 臨殴滋嚇
衡 解 離 定 数３６１むＭ で あ っ た。
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表 ４ と 付 随 図 に は、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ 囲 ＲＭ ｄｏｍ 痂 （ＺＦＲ３０） 、 ヒ ト ４．１Ｒ

田ＲＭ ｄｏｍ 痂 （Ｈ更３０） 及 び４．１Ｇ と ヒ トＢａｎｄ３ と の
結 合 解 析結 果、 Ｂａ紬３ 結 合 部

位 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び ヒ ト 田ＲＭ ｄｏｍａｉｎ（ＢＲ３０） の 結 晶 構 造 解 析 モ デ ル（１ＧＧ３）

を 示 した。 Ｂ棚ｄ３ 結 合 モ チ
ー フ と して ＬＥＥ３９ＤＹ 配 列カミ同 定 さ れ た。

上 記 の ３ 種

類 の 蛋 自 質 で は、 モ チ
ー フ の Ｅ３９（Ｇ１ｕ） が 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 （Ｋ 或 は Ｒ） に 置 換 さ

れ て い る。 し
か し
、
実 際 に は Ｂａ洞３ と 結 合 す る こ と か ら、 こ

の Ｅ３９ （Ｇ１泄） は 結

合 に 関 与 して い な い と 思 わ れ る。
’立 体 構 造 で は、 こ の Ｅ

３９（Ｇ１じ） は ラ ン ダ ム 構

造 上 に あ る が、 側 鎖 は他 の Ｇ１ｕ （Ｅ
３８） 残 基 と は こ と な る 方 向 を向 い て い る こと

か ら も 支 持 さ れ る。

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ （ＺＦＲ３０） 淡
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｂａｎｄ３ に

ヒ ト の 場 合 よ り も 強 く 結 合 し た。 Ｐａｗ
ら は、 ４．１Ｒ と Ｂａｎｄ３ の 結 合 は 細

胞 分 裂 お

よ び Ｂａｎｄ３ の ＨＣ０５ 活 性 に 影 響 す る こ と を示 し た。 こ の 強 い親 和 性 は、 細 胞 分

裂 に 関係 あ る の か も しれ な い。

［ま と め］

図 １２ に 雀 ブ ラ フィ ッ シ ュ 赤 血 球 膜 に お け る ４．１Ｒ の アイ ソフ ォ ー ム の 結 合 モ

デ ル を 示 し た。 ＢＬ３１ と ＢＬ４２ の
二通 りカミ考 完 ら れ る。 どの アイ ソフ ォ

ー ム が 赤

血 球 膜 で 優 位 か は 明 ら かに で き な かっ た。 どち ら の アイ ソ フ ォ
ー ム も Ｃａ

２斗非 依

存 性 に ＣａＭ と 結 合 す る が、 Ｃａ
２＋飽 和 ＣａＭ は、 ４、玉Ｒ の 結 合 （平 衡 解 離 定 数） を

か

え な か っ た。 こ れ は、 Ｓｅｒ 残 基 が Ｐｒｏ 残
基 に 置 換 さ れ て い た た め で あ っ た。
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第 ２・２ 項 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ヱ ４．１Ｒ 相 同 蛋 自 質 Ｃｏ峨ｃｌｅ の 膜 結 合 性 の 解 析
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基 笈 丞 ＆ 平 ｃ 球 璽 藪 夏 π 亙 河 盈 乳 丁

盗 蕊 猛 己 棚 獲 む 取 藪 亘 置 丁 更 亙 塾 む π

塁室 幽 Ｃ畿畷薮鐵蒜鰯恐磁 Ｃ搬簑魅虹過油露駿望鵬懇獲答憂鰭錘紬饒逮Ｃ蓋擁も抵凄抵婆
§響鵬鰹閥鮎搬鑓滋畷鶉始純 灘 紬遇箆灘五繊 幻鼠Ｃ訟鮎虹緬警鑓畷畿蟻，幣鯉
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我々 は、
「背 景」 に示 す よ う に ヒ ト赤 血 球 膜 骨 格 蛋 白 質 の 分 子 間 相 互 作用 を

劣．１Ｒ と ＣａＭ の 結 合 に焦 点 を あ て 解 析 して 来 た。 ま た、 前 項 目 （２一玉） で 示 した

様 に、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ は、ＣａＭ

と Ｃａ
２＋非 依 存 性 に 結 合 す る が、

と Ｃａ
２寺／ＣａＭ

（Ｃａ２＋飽 和 Ｃ＆Ｍ） は、 ４．玉Ｒ と 膜 貫 通 蛋 自 質 と の 結 合 を 変 完 な か っ た。 こ れ は、

Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 作 用 部 位 で あ る Ｓｅｒ

亘８５が ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ で は Ｐ室ｏ に 置 換 さ れ て い る

為 で あ る こ と が 原 因 で あ る と の 結 論 に 至 っ た （Ｎ㎜ｏ㎜㎜ａｅｔａ１．２０００）。

晴 景」 に ４．１Ｒ と そ の相 同 蛋
白 質 の ＣａＭ 結 合 部 位 （ｐｅｐ９ と ｐｅｐ１１） の アミ ノ
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酸 配 列 を 示 した。 こ こ に 掲 げた 逐 種 類 の
ペ プ チ ドの 配 列 は 棉 互 に 極 め て 良く 保

存 さ れ て い る が、Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 作 用 部 位 で あ る Ｓｅｒ

：８５残 基 が そ の 他 の ア ミ ノ 酸 に 置

換 さ れ て い る。 ヒ トと ゼ ブ ラ フ ィ ッ シュ の 結 果 ほ、
動 物 の 進 化 過 程 に お い て ４，１Ｒ

は Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 作 用 部 位 を 獲 得 して 行 っ た と 考 完 ら れ る。 そ の

生 物 学 的 意 義 を 解

明 す べ く、 よ り 下 等 な シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ （１）７０８０助 肋 ｓｐ．） に 発 現 す る ｃｏｒａｃｉｅ 遺

伝 子 産 物 Ｃｏｒａｃ玉ｅ に 焦 点 を あ て、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 作 用 に つ い て 検 討 し た。

蹄葬磁繍 雛：
而 榊㎜畠棚ｙ ｃ鰍 碍喫糧碗獺 揃 各線 ３蝋 晩・概 欲ａ敏１６燃

碧鰯胞§ぬ至重曲 Ｄ段 娩 郷ｓぬ笈淫籔 焚⑭ Ｙ置§

繍榊鰯
蓼

蟹
馴

鞭騨繊鰯童聾＝ｑａＭ 酌ｇ汕 揃 ㎜ ｏ正４．１ＲＦ 駅 Ｍ ｄｏ㎜ 痂 腕 ｄｉ㎎ｉｓ 砒ａ㎎ｉ㎎ 伽ｒｉ㎎ 砒ｅａ耐ｍａｌ

ｅｖｏ一耐ｉ 帆 Ｔｈｉｓ ｈｙｐｏｔ
ｈｅｓｉｓ ｉｓ 碗 ｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣａＭ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｐｅｐ９

（Ｃａ
２＋
一ｓｅｎｓｉｔｖｅ Ｃ ａＭ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓ並ｅ）．

Ｔｈｅ をａｘｏｎｏ］ｍｙ ｃ｝ａｓｓｉｆｉｅｄ をｗｏ ｇｒｏｕｐｓ，
Ｐｒｏｔｏｓまｏ ㎜ｉａ ｉｎｃ１ｕｄｉηｇ

町 ａｎｄ Ｄｅ 娩 ｒｏｓｔｏ ㎡ ａｉ皿ｃ１ 嚇 ｇ ｆｉｓｈ，
ｆｒｏｇ ａｎｄ 搬ａ ㎜ ａ１ｉ狐ｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｈａｐｅｏｆｂｏｄｙ．

Ｆ仮説一 に示 したよ うに、 動物界 は分類学上前口動物と後口動物に分類され

る。 ＣａＭ が 配 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ に ど の 様 に 作 用 す る か、 つ ま り、 ｐｅｐ９ の Ｓｅｒ 残 基 の 置

換 で 分 類 す る と ｒ仮 説」 右 の 様 に なる。 た だ し、 カ エ ル は こ の 残 基 は 丁肚 で あ
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る。 仮 説 と して Ｓｅ亙の ＯＨ 基が 重 要 だ と 考 え ら れ る。

図 １ に Ｃｏ醐ｃ王ｅ と ヒ ト ４．１Ｒ の 一 次 構 造 の 比 較 を 示 し た。 Ｃｏｒａｃ１ｅ は、 全 長 １６９８

ア ミノ 酸 残 基 か ら な る 長 大 な 蛋 自 質 で あ る が、 本 研 究 で は Ｎ 末 端 ２９８ アミ ノ 酸

残 基 （肥 ＲＭ ｄｏ㎜ ぬ） の み に 焦 点 を あ て た。 Ｃｏ蝸ｃ１ｅＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ に い く つ か の

狐耐鮒 カミ報 告さ れており、 それらの異常は形態形成異常の原零 になっている

（Ｗ 服ｄｅｔ＆Ｉ．２００１）。

脇團麗
翻鯉鰯

１聾穂脚 蓄狛睡 １…繊聰
１１４童曇，蟄４ 鰯 幽 ．釜婆 臓 煙墓、呈王

・胴撚 躍鰯
呈礎霊

勇

遂総榊磁灘 騨差滅曙

旺鰍滅昭ｙ誰鴇

藪斜 駁棚碗醍甜導淑 呼屋榊洲 概伽 搬 槻 搬 鰍嚢邊鰍 繍 蜘鰯墨匪融唖幽搬娃
鹸 滋且曙 鵬 虹 総 嚢一セｅ鰯 鯉露且・ 蕊竃童搬鋤磁澄竪 娃５２鶴。滋 滋蔓轟鰯 晦， 燃

魅 鰯 総 鮭 郷 魎墨

寮登 脳 邊籔餓羅紬．

Ｃｏｒａｃ１ｅ の Ｃ一言ｅｍｉ滅 ｄｏ㎜ａｉｎ（ＣＴＤ）は ｇ１漉 ㎜ 搬 ａｃｉむｅｃｅｐｔｏｒ と の 結 合 が 報 告 さ

れ て い る が、 田ＲＭｄｏｍａｉｎ に つ い て は そ の 結 合 相 手 は報 告 さ れ て い な い （Ｗ孤ｄ

ｅξ ａ１．
２００１） 。

本 項 で は、 ４．王Ｒ の 膜 結 合 性 を 比 較 生 化 学 的見 地 か ら 解 析 し、 蛋 白質 構 造と の

相 関性 を膜骨 格蛋白質の進化 学を視野に入れて、４．豆Ｒ の生物学的意義 （機能）

にアプローチすることを目的と した。 膜骨格蛋白質の比較生化学的研究は世界
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的 に も 希 少 で あ る。 こ れ は、 膜 骨 格 蛋 白質 は 酵 素 な ど の よ う に 活
性 が あ る わ け

で も な い の で、 そ の 生 物 学 的 機 能 を 計 る 指 標カ
ミな い 為 と 思 わ れる。 本 研 究 で は、

蛋 白質一蛋白質の分子 間相 互作用の定量的評価により、 蛋白質の特異的分子認識

を蛋 白 質 の機 能 と提 完 て 解 析 を 行 っ た。

豆嚢蛾 搬

Ｒ逐Ｃ

里
豆⑪マ

藪銘 畿聰艇欝 械 戯婁 飾 嫁 聡
’暑ｃ鰯 騨篭銃偉 晩養遜 騨赫亜帥重ｃ翻ζ茎偉 硬 鰯 碗 鰍抵 嚇言塗

敏鰯 翻 独§醜叡 翻竃膵 鰯 繍。

本 研 究 で は、 １） Ｃｏｒａｃ１ｅ ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａ三ｎ
と ヒ ト 赤 血 球 膜 貫 通 蛋 白 質 と ど の よ う

に 結 合 す る の か （結 合 様 式 の 解 明） 、 ２） Ｃａ
２＋／Ｃ 舳 は Ｃｏｒａｃ１ｅ 田 ＲＭ ｄｏ正ａａｉｎ と 膜

貫 通 蛋 自 質 と の 結 合 を 制 御 す る か を 明 ら か に す る こ と を 目 的と した （図 ２） 。

［材料と方法］

１．ｃＤＮＡ の 取 得
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Ｃｏｒａｃ１ｅｃＤＮＡ は、 更。Ｇ．Ｆｅｈ㎝ 教 授 （Ｃｈｉｃａｇｏ 大 学） か ら 供 与 し て 頂 い た。 ヒ ト

Ｇ１ｙｃｏｐｈｏｈｎ Ｃ（ＧＰＣ）及 び Ｂ 狐ｄ３ の ｃＤＮＡ は、 ＭｓｌＰ 鮒ａ
（Ｌａｗ 脳ｅｎ㏄ Ｂｅｒｋｅ１ｅｙ Ｎａｔ１．

ＬａｂｏｒａｔｏＷ，
ＵＣＢ
，
ＵＳＡ） か ら 供 与 し て 頂 い た

。

２． 組 換 え 蛋 白 質 の 作製

組 換 完 ４．１Ｒ の ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏ狐ａｉｎ、 ヒ ト Ｂａｎｄ３ ， ＧＰＣ 及 び ｐ５５ の 細 胞 内 ド

メ イ ン は ＧＳＴ 施ｓｉｏａｐｒｏｔｅｉｎ と して 大 腸菌 （疵 伽 鮒 肋 ｃ棚） ＢＬ２工（ＤＥ３）に 発 現

さ せ た。ＬＢ 培 地 にて 大 腸菌 を３７℃ 山 定条 件 下 で震 盤 培 養 し、０Ｄ６００ の 値
が０．４

－Ｏ．８ に 達 した 時 に、ＩＰＴＧ を最 終 濃 度 （王㎡Ｍ） 添加 し、
さ ら に３７℃ 一 定 条 件 下

で ３ 時 間 震 盤 培 養 し た
。 ｐＧＥＸ４Ｔ２

ベ ク タ ー で 形 質 転 換 した 大 腸 菌 は、 遠 心

（ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目
立 工 機、 ８０００㎎ｍ， ４

℃
、 ８ 分 間）沈 澱 後、 １㎡Ｍ ＥＤＴＡ，

１㎡Ｍ ＤＦＰ， １㎡Ｍ ２ＭＥ を 添 加 し た Ｂ－ＰＥＲ
榊 （ＰＩＥＲＣＥ， ＵＳＡ） に 懸 濁 し 溶 菌 し

た。 溶 菌 液 は 氷 上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ
ータ ー、 目 立 工 機、

１８，０００卯ｍ， ２０ 分 間） の 上 清 を 得 た。 上 清 は、 Ｇ１ｕ鰍ｈｉ㎝ｅ－Ｓｅｐ 廠ｏｓｅ （Ａｍｅｒｓｈａ㎝

ＢｉｏＳｃｉｅ㏄ｅｓ） と 懸 濁 し、 ＧＳＴ 融 合 蛋 白 質 を 分 離 し た。 ＧＳＴ 融 合 蛋 白 質 は ト ロ ン

ビ ン 処 理 に よ り 標 的 蛋 白 質 と ＧＳＴ を 切 断 し た 後、 ＧＳＴ を Ｇ１晩ｔｈｉｏｎｅ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ

に て 吸 収 し
、 Ｑ－
ｓｅｐｈ孤ｏｓｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉ㎝ ㏄ｓ） で 更 に 精 製 し た。Ｐ

ＥＴ３１ｂｖｅｃ之ｏｒ

（４．豆Ｇ） で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 は、遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、冒
立 工 機、８０００卯ｍ，

４℃、 ８ 分 間）沈 澱 後、 ｉ㎡Ｍ ＤＦＰ、 を 添 加 した ＰＢＳ （第 １ 項 参 照） に懸 濁 し、 氷

上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目 立 工 機、 １８，０００卯狐、

２０ 分 間） の 上 清 を 得 た。 上 清 は、３５％ 硫 安 沈 澱 後、 Ｑ－ｓｅｐｈ孤ｏｓｅ， ＣまＭ－Ｓｅｐｈ班ｏｓｅ

１３１



に よ り 精 製 した。 蛋 白 質 の 純 度 は ＳＤＳ－ＰＡＧＥ に て 検
定 した。 蛋 白 質 量 は ＵＶ 法

を 用 い た （２８０ｎｍ と ２６０ｎｍ を 測 定 し、
蛋 白 質 濃 度 （ｍｇ／ｍ１）竈１．４５ Ａ。。ｏ－

Ｏ．
７４ Ａ
。。。
）
。

３，
抗 体 の 作 製

Ｃｏ蝸ｃ１ｅＦＥＲＭｄｏ㎜ａｉｎ に対 す る 抗 体 は、 精 製 した 組 換
え蛋 自 質 を 家 兎 に免 疫 し

た
。
抗 ヒ ト ４．１Ｒ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ

単 ク ロ ー ン 抗 体 の 作 製 は、第 ４ 節 第 ２ 項 に 記
し た。

５． 反 転 膜 小
胞 （肋∫肋一〇〃 帥∫脇 ＨＯＶ） と の 結 合 解 析

健常成 人男性 に対 して、 充分 な実験趣旨の説明をした
上で本人了承を得た上

で、
血 液 を ヘ パ リ ン存 在 下 で腕 静 脈 か ら採 取 し、

赤 血 球 を 分 離 した。 赤 赤
血 球

は、 ５㎡Ｍ ＰＢＳ 低 張 条 件 下 で
溶 血 し、 ヘモ グロ

ビ ン等 細 胞 内 成 分 を 除 去 し、 所 謂

赤 血 球 膜 ゴース ト分 画 を 得 た。 赤 血 球 膜
ゴース トは、 １㎡Ｍ ＥＤＴＡ

溶 液 （ｐＨ８．５）

に 懸濁 し、 遠 心 沈 澱 分 画 （反 転 膜 分 画
） を 得 た。 反 転 膜 分 画 は、

さ ら に、 １０㎡Ｍ

ＮａＯＨｐＨ１１ で 処 理 し膜 結 合 の 蛋 白 質 を 変 性 除 去 し、 ＰＢＳ で十 分 に 洗 浄 の 後、
結

合 解 析 に 供 むた。 本 文 で は、
こ の ｐＨ１１ で 処 理 し牟 反 転 膜 を ＩＯＶ と した。 総 蛋

白 質 量 は、 便 宜 上、 牛
血 清 アノレブ ミ ン を標 準 と した ブラ ッ ドフ ォ ー ド法 （試 薬

は ＰＩＥＲＣＥ 杜、 ＵＳＡ よ り 購 入） に よ り 測
定 した （目 安 の 蛋 白 質 量 と して 用 い、

絶 対 量 で は な い こ と を認 識 の 上 で使 用 し た） 。 種々 の 濃 度 の 組 換
完 ４．１Ｒ
１３５ （作

製 法 は 先 に 詳 述）ＩＯＶ と ３７℃ で３０ 分 間 反応 後、２０％ シ ュク ロ
ース 溶 液 に懸 濁 液

を 重 層 し、 ロー
ター （ＲＰＲ２０－２） を 用 い て １８０００哩ｍ， ３０ｍｉｎ， ４

℃ で 行 い 沈 澱 分 画
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（ＩＯＶ一蛋 白 質結 合 分再） を ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 用 処 理 液 に 懸 濁 した。
一 定 量の サ ン プ ル

を ＳＤＳ－ＰＡＧＢ に 掛 け、 蛋 白 質 染 色 （Ｃｏｏｍａｓｉｅ 脱 ｎｉ独ｔＢ１鵬 Ｇ２５０） 後、
デ ン シ ト

メ タ ー （Ｉｎｖｉ腕ｇ㎝） で ４．１Ｒ
裏３５ 及 び Ｂａｎｄ３ （内 部 標 準） の 吸 光 度 をニコ ン ピ ュ タ 』

解 析 し た。 結 果 は、 ４．１Ｒ
婁３５ の Ｂａｎｄ３ に 対 す る 棉 対 吸 光 度 で 評 価 し た。 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ

ｐ１ｏｔ 解 析 は 常 法 に 従 っ た。

６．ＣａＭ－Ｓｅｐｈ脳ｏｓｅ へ の ４．１Ｒ 結 合 性 の 解 析

Ｃ盆Ｍ－Ｓｅｐｈ趾ｏｓｅ ＣＬ６Ｂ （Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅむｃｅｓ） の カ ラ ム を ５０㎡ Ｍ Ｔｒｉｓ－Ｈ α，ｐ
Ｈ７
．
５

緩 衝 液、 Ｏ．１Ｍ Ｎａα と １㎡Ｍ ＣａＣ１。
含 有 で 充 分 に 平 衡 化 し、 同 緩 衝 液 で 透 析 平 衡

化 し た 蛋 自 質 溶 液 を 添 加 し た。カ ラ ム に 結 合 し た 蛋 白 質 は ５０痂Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１，ｐＨ７．５

緩 衝 液
、 ０．１Ｍ Ｎａα

と ５㎜ Ｍ ＥＧＴＡ お よ び ５０㎞ Ｍ Ｔｒ１ｓ－Ｈ α，ｐ
Ｈ７．５ 緩 衝 液、

Ｏ．６Ｍ

ＮａＣ１と ５血Ｍ ＥＧＴＡ で 順 次 溶 出 し た。

７． 蛋 白 質一蛋 白 質 間 の 結 合 解 析。

蛋 白 質一蛋 白 質 間 お よ び 蛋 白 質 ペ プ チ ド間 の 反 応 速 度 論 的 解 析 に は、 Ａ脆ｎｉｔｙ

Ｓｅｎｓｏｒ 杜 （ケ ン ブ リ ヅ ジ、
ＵＫ） の Ｒｅｓ㎝ａｎｔ Ｍｉ服ｏｒ Ｄｅｔ㏄ｔｉｏｎ （Ｒ ＭＤ） 法 に よ る ＩＡｓｙｓ

装 置 を 用 い た （図 ５ 参 照）。 蛋 白 質 或 い は
ペ プ チ ド は、１０㎡Ｍ Ｎ劣ＨＰＯ、

凧ａＨ，
Ｐ０４，

ｐＨ７，４ 緩 衝 液 （Ｏ．１Ｍ Ｎａα を 含 む、 以 下 ＰＢＳ と 略 記） に １００ ｍｇ／ｍ１ の 濃 度 に 溶

解 し ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト 上 に、 ＢＳ
３（Ｐｉｅｒｃｅ 杜、 ＵＳＡ） を 介 し て 固 相 化 し た。

ペ プ チ ドの 固 相 化 に は、
山 旦 ア ミ ノ シ ラ ン キ ュ ベ ッ ト上 に ＢＳＡ を、 ＢＳ

３を 介 し
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て 固 相 化 した の ち、 ＮＨＳ旭ＤＣ に て ＢＳＡ
の ア ミ ノ 基 を 活 性 化 す る 方 法 も 共用 し

た。 反 応 に は、 １０㎡Ｍ
耐ｓＨα 緩 衝 液 ｐＨ７．５， ０．１Ｍ Ｎ＆α （ＢｕｆｆｅｒＡ

） に 対 し て

１㎡Ｍ ＥＧＴＡ 或 い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎞Ｍ ＣａＣ１。
を 加 完 て 用 い た （図 ２ 参 照）。 キ

ュ ベ ッ ト内 の 反 応 温度 は ２５
．Ｃ］ 定 に保 ち、

』 定 速 度 で 撹 幹 した。 反 応 に 関
わ る

パラメ ータ ー （結合速度 定数、 解離速度定数、 最大結
合量） は専用解析ソフト

を用 い て 計 算 した （図 ５Ｂ 参 照）。 平 衡 解 離
定 数 （々 、）㎞

） は、 結
合 速 度 定 数 （κ

曲
）

と解離速度 定数 （妙 の比 から以下の式で求めた。

Ｋ
の灼，
讐 烏 ／ κ砲

（本 文 申 で ほ、 平 衡 解 離
定 数 は Ｋ（。〕 で 表 示 し

た） 。

８．ＣａＭ－Ｓｅｐ舳 Ｒｏｓｅ へ の Ｃｏｒａｃ１ｅ
結 合 性 の 解 析

Ｃ虹Ｍ－Ｓｅｐｈ肌ｏｓｅ ＣＬ ６Ｂ
（Ａ㎞ｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） の カ ラ ム を ５０㎡ Ｍ Ｔｈｓ－Ｈ

Ｃ１
，

ｐＨ７．５ 緩 衝 液、 ０１１Ｍ Ｍ α
と １㎜二Ｍ Ｃａα、 含 有 で 充 分

に 平 衡 化 し、 同 緩 衝
液 で 透

析 平 衡 化 し た 蛋 自 質 溶 液 を 添 加 した。カ ラ ム に 結 合 し
危 蛋 白 質 は５０㎡Ｍ 珊ｓ－Ｈα，

ｐＨ７．５ 緩 衝
液
、
０．１
Ｍ ＮａＣ１ と ５㎡ Ｍ ＥＧＴＡ お よ び ５０㎡Ｍ Ｔｈｓ－ＨＣ１，ｐ

Ｈ７．５
緩 衝 液

、

０．６Ｍ Ｎａα
一を ５㎜Ｍ ＥＧＴＡ で 順 次 溶 出 し た。

［結 果と 考 察】

図 ３ に 示 し た よ う に、 Ｃｏｒａｃ１ｅＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａ
ｉｎ は ヒ ト 反 転 膜 小 胞 （Ｐ－ＩＯＶ） と 濃

度依存性 の結合 （共沈殿） を した。
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図 ４ に 示 し た よ う に Ｃｏ蝸ｃ１ｅ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉＲ は、 Ｃａ
２＋非 依 存 性 に ＣａＭ カ ラ ム に

結 合 し、 そ の 結 合 は Ｃａ
２÷の キ レ ー ト （ＥＧＴＡ） で は 解 離 さ れ ず

、 ０．６Ｍ Ｎａα で 溶

出 さ れ た
。 こ の 結 果 は Ｃｏｒａｃ亘ｅＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ は ＣａＭ に 対 す る 結 合 性 は ヒ ト 及 び

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ４．１Ｒ３０ｋＤａ 田ＲＭ ｄｏ㎜ 搬 と 同 じ で あ っ た。
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と Ｃｏｒａｃ王ｅ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｈ
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Ｃｏｒａｃ１ｅ 田 ＲＭ ｄｏ醐ａｉｎ は、 ヒ ト ４．１Ｒ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ 同 様 に ＣａＭ に 結 合 す

る こ と が 明 ら か に な っ た の で、 Ｃａ
２＋で 飽 和 さ れ た ＣａＭ （Ｃａ

２寺／Ｃ攻Ｍ） に よ る 膜 貫

通 蛋 白 質 と の制 御 機 構 をＩＡｓｙｓ
⑧を 用 い て 解 析 した。 こ の 解 析 で は、 ヒ ト ＧＰＣ （Ｈ

＿
ＧＰＣ） 及 び Ｂａｎｄ３ （Ｈ ＿

Ｂａｎｄ３） の 細 胞 内 ｄｏｍａｉｎ を 固 相 化 し た ア ミ ノ シ ラ ン キ

ュ ベ ッ ト を 用 い た。 そ の 結 果、 Ｃｏｒａｃ１ｅ 囲 ＲＭ ｄｏ舳ｉｎ は、 Ｂａｎｄ３ に 対 し て 平 衡 解

離 定 数 ～１Ｏ腕 Ｍ オ ー ダ ー で 結 合 し、 ヒ ト ４．１Ｒ３０ｋ［）ａ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ が ヒ ト Ｂａｎｄ３

に 対 す る 結 合 と ほ ぼ 同 じ だ っ た （Ｎリｎｏｍｕｒａｅｔａ１．２０００．
２００６）。

ま た
、
Ｃａ
２＋／ＣａＭ は、

Ｃｏｒａｃ１ｅＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ と ヒ ト Ｂａ耐３ の 平 衡 解 離 定 数 を 変 え な か っ た。
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畷祭嚢ｃ遜醜脾 搬棚 磁嚢鋤 鵡邊触 徽雲誰騨翻 鰍

羽鰭彗鰍 蜘 艇 敏 Ｌ繋搬奮鎚銭上組奪 繍 誉呈冒畿 醐畷，

Ｂａｎｄ３ 結 合 モ チ ー フ と し て Ｌ 囲
３９ＤＹ 配 列 が 同 定 さ れ た（伽ｓ，Ｔｌａｎｄ

Ｄ 撒ｃ㎞＆ｈｎ，

Ｄ．１９９２）。 上 記 の ３ 種 類 の 蛋 白 質 で は、 モ チ ■ フ の Ｅ
３９ （Ｇ１ａ） が 塩 基 性 ア ミ ノ 酸

（Ｋ 或 は Ｒ） に 置 換 さ れ て い る。 しか し、 実 際 に は Ｂ狐ｄ３
と 結 合す る こ と か ら、

こ の Ｅ３９（Ｇ１ｕ） は 結 合 に 関 与 し て い な い と 思 わ れ る。
立 体 構 造 で は、 こ の Ｅ

３９（Ｇｉｕ）

は ラ ン ダム 構 造 上 に あ る が、 側 鎖 は 他 の Ｇ１ｏ （Ｅ
３８） 残 基 と は こ と な る 方 向 を 向
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い て い る こ と か ら も 支 持 さ れ る （Ｈａｎｅｔａ１．２０００）。
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ゑ 瓢寺 鵬 ＴＡ 嚢

募 樋

壷（幽 菱
陣）

釦 童 ２ 婁 遷 葦 希 サ

丁言脳豊書 搬 黎鍵鶉３

脳一

ｉ鰯

唱 鰯
嚢

萎 魏

寺Ｃ 紗 § 綱

菱醐

㍗
蝸
箇 君 圭 富 遥 蔓 竜

吸 ２＝ｓ 軸 硲蓼顯フ搬，ｓ６雌一皿皿 錨ｔ 棚醐｛樹繍鰍鋤

Ｆ壌亡 秘 巫翻６威 姐 Ｐ 唖邑０１１㊤０ｒ担
撫 正雷 磁 池虹 滋 蟹 狛 Ｃ 沁曇．

ヒ ト４．１Ｒ Ｆ 服 Ｍ ｄｏ㎜ａｉｎ は ＰＩＰ。
結 合 性 淡 示 さ れ て い る。ヒ ト４，１Ｒ 囲 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ

は、 ＰＩＰ。
結 合 に よ り、 ＧＰＣ と の 結 合 が 増 長 さ れ、 逆 に Ｂａｎｄ３ の 結 合 が 抑 制 さ れ
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ることカミ報告されている （平衡解離定数の変化ではなく、 最大結合量を測定結

果 で あ る こ と に 注 意） 。 Ｃｏｒａｃ１ｅ と ヒ ト４．１Ｒ 肥 ＲＭ ｄｏｍａ
ｉｎ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相

同 性 か ら、 ＰＩＰ。結 合 性 が 想 定
され る。

］ 方、 肥ＲＭ ｄｏｍａｉｎ
に ＰＩＰ。結 合 し

た 場 合、 Ｃ 舳 と は どの
よ う な 結 合 を す る の

か解 明 さ れ て い な い。 ＰＩＰ。
と Ｃ 舳 は と も に制 御 系 因 子 と して 機 能 す る。 ＰＩＰ。

を

切 断す る ＰＬＡ、は Ｃａ
２＋依 存 性 に 瀞 性化 す る。 Ｃａ

２＋を 介 した ２ 系 統 の 制 御 機 構 を 解

明 す る 上 で 重 要 と 思 わ れ る。

ＰＩＰ、
（塩 酸 塩、

氷 溶 性） は、 Ｃｏｒａｃ１ｅ と ヒ ト４．１ＲＦＥ
ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の ＣａＭ 結 合 は、

Ｃａ
２＋非 存 在 下 で 完 全 に 抑 制 し た が、 Ｃａ

２＋存 在 下 で 抑 制 し な か っ た。

÷雇 ＧＴ盗 ÷ｃ３
船

晦 概 燃 碗圧㎜。・唖Ｃ固ｍ幽 魎 脳 ｛配 繍 腕 腕 敏 Ｃ搬・

ＩＰ、は、
水 溶 液 中 で は ミ セノレ状 で あ り、 ま た、 Ｃｏｒａｃ１ｅ

と ヒ ト ４．１Ｒ 祀 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ

の Ｃ 舳 結 合 は、 Ｃａ
２＋非 存 在 下 で 完 全 に 抑 制 し たカミ、 Ｃａ

２＋存 在 下 で 抑 制 し な か っ

た。 対 照 実 験
差 して、 ＩＰ、

（水 溶 性） を 同様 に しょ り し た が、
全く 変 化 は な かっ

た
。
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Ψ饗ｐ豆ユ（Ｃ豪た赫駝鵬繍概 搬的

１叡 簸繍鱗

Ｐ狸
童：
醐 騨呈 郷 確３苛跳 徽 唖§磁

盈聾．鋤 翻Ｐ共赫 磁婆搬艶 鰯辻触獲獲鰍釘曲鯛籍虹

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の ４．１Ｒ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ は、 ＰＩＰ。
（塩 酸 塩、 水 溶 性） に

よ り、ＣａＭ と の 結 合 は、Ｃａ
２＋非 存 在 下 で も 完 全 に 抑 制 さ れ な か っ た。 図 ６Ｄ に は、

以 上 の 結 果 を 総 括 した。 以 上 の 結 果 か ら、 Ｋ
２６６は、 ＰＩＰ。の 重 要 な 結 合 部 位 で ある

こ と が 分 か っ た。

［ま とめ］

図 ７ に 示 し た よ う に、 ４．亘Ｒ の ＣａＭ 結 合 部 位 だ け に 焦 点 を あ て る と、 ヒ ト に
至

動 物 の 進 化 過 程 で、 Ｓｅｒ残 基 を 獲 得 した の は哺 乳 動 物 で あ り、 赤
血 球 の 脱 核 関連
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が あ る と 予 想 さ れ る。 鳥 類、 両
生 類 な ど多 く の 解 析 デ ー タ が 必 要 で ある こ と は

言 う も で も な い。 逆 に、
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ ヤ Ｃｏｒａｃ１ｅ が ＣａＭ を 結 合 す る に も か

か わ らず、 ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ
と 膜 貫通 蛋 白 質 と の 結 合 に 影 響 （制 御） しな い の か、

と い う 間 題 も、 尚、 残 っ て い る。
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第 ３－１ 項 ４．１Ｒ の Ｃａ１ｍｏ伽１ｉｎ 結 合 ペ プ チ ドと Ｃａ㎞ｏ ωｉｍ の 生

物物理学的結合解析

［目 的］

鶯業讐
愉㈱ 寺毅燭

碧即９： 攻搬涯艇 搬 湘 弼ム 醐 巫

搬 鹸９

４，１ Ｒ

脾廻丑 一籔 鱒 嚢嚢、鱗 鱒 蟻一
誰 鰍 箒

返豆、２

逐．笈Ｒ
鰯 瓢 艶 嚇董

離 驚一 曇㈱磁，
聴。１． Ｃａ Ｍ 肋 ｍ 欄 ｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ４．１Ｒ． Ｔｈｅ Ｃ益Ｍ ｂｉ皿ｄｉ㎎ ｓｉをｅｓ ｗｅｒｅ １㏄ ａ言ｅｄ ｉ■ Ｎ Ｈ２－ｔｅ ｍｉｎａ１

３０ｋ Ｄ ａ ｄｏ 拠 ａｉｎ ◎ｆｔｈｅ ４．
１Ｒ （ｓｏ－ｃａ１１ｅｄ Ｐ Ｅ Ｒ Ｍ （エｏｕｒ－ｏｎｅ

， ｇｚ
ｈ ｎ，ｒａ

ｄｉｘｉｎ， 皿 ｏｅｓ
ｉｎ ｄｏ ｍ ａｉｎ）

，
ｗｅ ｈａｖｅ

ｄｅｔｅ ㎞ｉｎｅｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｔｗｏ ＣａＭ ｂｉｎｄｉ㎎ ｓｉｔｅｓ，ｐｅｐ
三三 ａｎｄ ｐｅｐｇ ａｓｓｈｏｗｎ ｉ耐 ｈｉｓｆｉｇｕｒｅ．

皿 ｅ ａｒｏ ｍａｔｉｃ ａ㎜ｉｎｏ ａｃｉｄｓ，
Ｗ ａｎｄ Ｆｉｎ ｐｅｐ１１ ｗｅｒｅ ㎞ ｐｏ並ａｎｔｒｅｓｉｄ 鵬ｓｆｏｒ ＣａＭ ｂｉｎｄｉ㎎ ａｎｄ Ｓｉｎ

ｐｅｐｇ ｗａｓ ｋｅｙ ｒｅｓ 鮒 ｅ ｆｏｒｔｂｅｒｅｇｕ１ａｔｉｏむ ｂｙ Ｃａ
２＋
ａｎｄ ＣａＭ． 朋 Ｃ （２０００） ２７５：６３６０ ０ｎ ｔｈｅ ｏｔｂｅｒ

ｈａｎｄ，
ｔｈｅ 旦ａｒｇｅ ｍ ｏ１ｅｃｕ１ｅ ｉｓｏｆｏｒ㎜ ｏｆ ４．

１Ｒ （４．
１ Ｒ
１３５
） ｅｘｐ 肥ｓｓｅｄ ｉｎ ｎｏむ一ｅ Ｗ ｔ㎞ ｏｉｄ ｃｅｎｓ ｈａｓ ｔｙｐ

ｉｃａ１

Ｃａ
２＋
一ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＣａＭ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ （ｐｅｐ２）ｉｎｉｔｓ ａｄｄｉｔｉｏｎａ１ ２０９ ａ㎜ｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａ ㈹ ｐｓｔｒｅａ雌 ｏｆ４．１Ｒ．

万〃γ．／． 眉三０ｃゐ８朋．（１９９８）２５８：５６７

４．１ 酬 は、
膜 結 合 部 位 で あ る ３０ｋＤａｄｏｍａｉｎ を 介 し て Ｃａ１ｍ 砒１ｉｎ （Ｃ 舳）と Ｃａ

２＋

非 依 存 性 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る （図 １） 。
一 方、 ヒ ト 赤 血 球 膜 で は、

Ｃａ２＋と ＣａＭ の 複 合 体 （Ｃａ
２＋４ 分 子 で 飽 和 さ れ た ＣａＭ を 以 下 で は Ｃａ

２＋／Ｃ盆Ｍ と 表
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黎轟置唖３ 墨震巫＆３

聴．２． Ｍ・ 伽 ｔ
ｉ㎝ ・“．１Ｒ 嚇皿 伽 ｇ 飾 軸・ｐｌ・・耐・ａ・ ㎜

ｉ・ ・ 閉 狐 舳 ｙ Ｃ・
２＋／Ｃ 棚・４・１Ｒ・

ａｎ ｅ 酬 ㎞ ｏｃｙｔｅｓ ㎜ｅ ㎜
ｂｒａｎｅ ｓｋｅ玉ｅｔａ１ ｐｒｏｔｅ

ｉ皿
，
ｉｓ ａ ｕ 洲 ｑｕｅ

Ｃ ａ Ｍ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉ忍 ｉｎ ｔｈａｔ
ｉｔ ｈａｓ

ｄｉｓｔｉｎｃｔ Ｃａ
２＋
一ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ （ｐｅｐ９） ａｎｄ Ｃａ

２＋一ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ ＣａＭ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓ淡ｅｓ （ｐｅｐ１１）．

Ｃａ Ｍ ｂｏｕｎｄ言ｏ ４．１Ｒ ａｔａｓｔｏｉｃｈｉｏ 鵬 町 ｏ
ｆ １：１ ｂｏｔｈｉ耐 ｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ ａｎｄ ａｂｓｅｎｃｅ ｏ

ｆ Ｃａ
２＋
，
ｉｍｐ１ｙｉｎｇ

ｔｈ 説 ｏｎｅ Ｃ ａ Ｍ ㎜ｏ１ｅｃｕ１ｅ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ξｗｏ ｄｉｓｔ
ｉｎｃｔ 銚 ｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａ ㎜ ｅ ㎜ ｏ１ｅｃｕ

１ｅ ｏｆ ４、
亘 Ｒ
．
Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉ忍ｇ

・ 鮒 ｔｙ ・ｆ４．１Ｒ ｗ
鮎 Ｂ・・ｄ３ ｗ・… ｄ… ｄ ｂｙ Ｃ・

２＋
・・ｄ Ｃ 洲 ・・ｍｐ１・・（Ｃ・

２＋／Ｃ・Ｍ１）・
個 Ｃ ２７５：６３６０

（２０００）

記 す る） が ４．１Ｒ
８０に 結 合 す る と ４．１Ｒ

８θと ｓｐｅｃｔ痂 ／ａｃ舳 の 結 合カ
ミ弱 ま り、

結 果 と

し て 膜 の 安 牟 性 が 低 下 す る こ と が 報 告 さ れ て い る。 こ れ
ま で に、 ４．１Ｒ

８０ が ＣａＭ

と Ｃａ２＋ 非 依 存 性 に 結 合 す る に も 関 わ ら ず、Ｃａ
２＋ が ＣａＭ を 介 し た ４．１Ｒ

ｇｏの 膜 結 合

を 制 御 す る 鹿 構 を解 明 す る 為 に、 ４．１Ｒ
８０の Ｃ証Ｍ 結 合 部 位 を 決 定 した。 つ

ま り、

４．１Ｒ に は、 Ｃ＆
２÷ 非 依 存 性 に 結 合 す る 部 位 （１７ 残 基， ｐｅｐ１１

） と Ｃ＆
２＋ に よ り 結 合

が 強く な る （平 衡 解 離 定 数 が 低 下 す る） 部 位 （１７ 残 基，ｐｅｐ９）
を 同 定 した。 Ｐｅｐ９

で は、 そ
の 申 の １８５ 番 目 の セ リ ン 残 基 （Ｓｅｒ

１８５或 は Ｓ１８５と 表 記） が 鍵 で あ る こ と

を 同 定 し た。 ＣａＭ
が ４．１Ｒ の 結 合 を 制

御 す る 為 に は、 Ｃ 舳
が 上 記 の ２ 箇 所 の 結
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合 部 位 に 同 時 に 結 合 す る こ と 淡 ひ つ よ う で あ る こ と 淡 明 ら か に な っ て い る

（Ｎ㎜ｏｍじｒａｅｔａＬ２０００） 。 ４．玉Ｒ の ＣａＭ
結 合 及 び 制 御 機 構 は、 玉

） Ｃａ
２キ濃 度 に 関 係

なく 結 合 す る、 ２） １ 分 子 の Ｃ舳 は ４．１Ｒ の 異 な る 部 位 に
箇 所 で結 合 す 葎 こ と で

活 性 に な る、 の 点 で 他 の ＣａＭ 結 合 蛋 自 質 と 異 な る 点 でス ニ
ー ク で ある。

ま た、４．１Ｒ に は そ の ア イ ソ フ ォ
ー ム で あ る ４．１Ｒ

１３５（赤 芽 球 で 発 弗 レ て い る が、

成 熟 赤 血 球 に は 殆 ど な い）カミあ る。 ４．１Ｒ
至３５の Ｎ 末 端 ２０９ ア ミ ノ 酸 領 域（ｈｅａｄ－ｐｉｅｃｅ，

ＨＰ と 略記） に は、 Ｃａ
２＋依 存 性の ＣａＭ 結 合 部 位 （ｐｅｐ２） が あり、 こ の制 御 機 能 に

つ い て は 前 項 で 解 説 し た。 つ ま り、 ｐｅｐ９， ｐｅｐ１１ の 対 照 と し て ｐｅｐ２ を 用 い る こ

と が 可能 で あり、 ４．１Ｒ と ＣａＭ の相
互 作用 を 考 察 する 上 で も 有用 と 考 完 た。

一 方、 Ｃ 舳 は Ｃａ
２＋に よ り 飽 和 さ れ た 状 態、 つ

ま り、 ４ 分 子 の Ｃａ
２＋を 結 合 し て

い る 状 態 で は、 熱 に 対 し て 極 め て 高 い 安 定 性 を 獲 得 し、 沸 騰 水 処 理 後 で もそ の

結 合 活 性カミ回 復 す る こ と が 報 告 され て い る が、 どの よ う な 分 子 構 造カ
ミ関 与 し て

い る の か、 未 だ 不 明 で あ る。 ま た、 図 に 示 す よ う に Ｃ包Ｍ の
立 体 構 造 は 殆 どが

α一ｈｅ１ｉｘ 構 造 で あ る 淡 ４ 残 基 か ら な るβ一ｓｈｅｅｔ構 造カミ４ 個、 Ｃａ
２＋結 合 部 位 （ＥＦ一 腕 ｄ

構 造） 近く に あ る。 こ れ ま で、 こ の マイ ナ
ー 構 造 に は 殆 ど 注 目 さ れ て こ な か っ

た
。

Ｃａ
２＋／ｑ 洲 と ＦＥＲＭ ｄｏｍａ揃 と どの よ う な 分 子 間 相 互 作用、 あ る い は 蛋 白 質 分

子 と して の 構 造 変 化 が 起 因 して、 ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ
と ＧＰＣ 等 の 膜 貫 通 蛋 自 質 と の

結 合カミ制 御 さ れ る の か 未 だ 不 明 で あ る。 本 件 研 究 で は、 動 的
な構 造 変 化 を 蛋 白

質 の ２ 次構 造 に焦 点 を あ て、 特 に 変 性温 度 と 構 造 の 相 関 性 か ら Ｃ＆Ｍ と
ペ プ チ ド

の相 互 作用 を 解 析 した。
本 研 究 で は、示 差 型 熱 量 計（ＤＳＣ）、動 的 光 散 乱 法（ＤＬＳ）、

フ 』 リ エ 変 換 型 中 赤 外 分 光 （ＦＴ－ＩＲ）法 を 組 み 合 わ せ て、蛋
白 質高 次構 造 の 動 的 変
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化 の 多 面 的 解 析 を行 っ た。

Ｃ塾Ｍ

一／繁
一１療

ｃ嬢托激雛

、
義 嬢 壺

匿

蟻

ｃ綴舞一鰯 繍 磁 鋤

聴 ．３． ３Ｄ ｓｔ ｍ ｃｔ皿 醐 ｏｆ Ｃａ Ｍ ； Ｒｅｖ
ｉｅｗｅｄ ｂｙ Ｚｈａ ㎎ ，

Ｍ． ＆ Ｙｕａ臥 丁． （
捌 ｏ 碗 閉 α 〃 捌 ｏｌ。

（１９９８） ７６：３１３－３２３）． ＣａＭ ｃｏ烈ｔａ
ｉｎｓ ｔｗｏ ｓ 伽 ｃ 倣 ａｎｙ ｓｉ肌ｉ１狐 ｄｏｍａ

ｉｎｓ，
Ｎ一玉ｏｂｅ ａｎｄ Ｃ－１ｏｂｅ

ｃｏｎむｅｃ言ｅｄ ｂｙ ａ ｎｅｘｉｂ王ｅ ｃｅｎｔｒａ玉 玉ｉ羽
ｋｅｒ．

Ｔｈｅ ｂ 楡 ｄｉｎｇ ｏ
ｆ Ｃ ａ

２＋
ｉ忍ｄｕｃｅｓ ｃｏｎｃｅｉ１１ｅｄ ｈｅ１ｉｃａｌ ｐａ

ｉｒ

肌 ｏｖｅ ｍ ｅ航 ｓ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ
漉ｅ ｔｗｏ ｈｅＩｉｃｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ Ｃ ａ

２＋
ｂｉｎｄｉ羽ｇ ㎜ ｏｔ

ｉｆ ｔｏ ａ ｎｅａ］：１ｙ ｐｅ卯 ｅｎｄｉｃｕ 眈

○ 施 ｎｔａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅｓｅ ｃｏｎｃｅ打ｅｄ ｈｅ１ｉｘ ｐａｉｒ ｍ ｏｖｅ ｍ ｅｎｔｓ ａｒｅ ａｃｃｏ 倣 ｐ ㎜

ｉｅｄ もｙ
ｄｒａｍ ａｔｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｎ

ｔｈｅ ㎜ ｏ１ｅｃｕ１雛 ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｅｘｈｉｂｉ迂ｉｎｇ ａ

且ａｔ
，
ｈ
ｙ
ｄｒｏｐｈｉ１ｉｃ ｍ ｏｌｅｃｕ１班

ｓｕ ㎡ａｃｅ ａｓ ｓｅｅｎ ｉな Ｃ ａ
２ ㌧ ｆｒｅｅ Ｃ益 Ｍ ，

迂ｈｅ Ｃａ
２㌧ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆｏ ｍユ ｏｆｔｈｅ ｐｒｏｔｅ

ｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ Ｍ ｅξ 名 ｃｈ
，

… ｉｔｙ一… ｔ・ｉ・ｉ・ｇ ｈｙｄ・・ｐｈ・ｂｉ・ ・ 耐 … ｉ・ … ｈ ｄ・㎜・ｉ・・ 皿 … ｈｙｄ・・ｐ
ｈ・ｂｉ… ㎡・… 鵬

１奴ｇｅＩｙ 燗 ｐｏ亙ｓｉｂ１ｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉ 紬 ｎｇ ｏ
ｆ ＣａＭ ｔｏ ｉｔｓ ｔ孤ｇｅｔｓ－ Ｔｈｅ ｍｉｑｕｅ

脆 ｘｉｂ 雌 ｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ

Ｐ・１舳 ・・ｂｉ１ｉｔｙ ・ｆｔｈ・ Ｍ・ ㍑・・ｉｄ… １… ｔ・ｄ ・ｔ１
ｈ… ｔ・・・… ｆ … ｈ ｈｙｄ・・ｐｈ・ｂｉ・ ｐ ㏄ ｋ 舳 ・ｇ・ｔ

ｈ・・

ｗｉｔｈ ｏξｈｅｒ ｈｙ
ｄｒｏｐ

ｂｏｂ亘ｃ ａ肌ｉ忍ｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｃｒｅａｔｅ ａ
ｄｊｕｓｔａｂＩｅ，

ｓｔｉｃｋｙ
楡ｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｕｆｆａｃｅ 衡 ｅａｓ

ξｈ説 ｃａｎ ａ㏄ｏ 楡 ｄａ完ｅ ＣａＭ
ｌｓｔａｒｇｅ言ｓ， ｗ

ｈ 熾 ｈａｖｅ ｗ ｉｏｕｓ ｓｉｚｅｓａｎｄ ｓｈａｐｅｓ、 恥 ｅ肥ｆｏｒｅ，ＣａＭ ｉｓ

ａｂｌｅ ｔｏ ｂｉｎｄ ｔｏ ａ Ｉａｒｇｅ ａ籔ａｙ ｏ
ｆ を班 ｇｅｔｓ ｗ

ｉｔｈｏｕｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏ ㎜ ｏ
１ｏｇｙ．

Ｕ
ｐｏη
ｂｉｎｄｉ亙ｇ ｔｏ

ｉｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｐｅｐｔ
ｉｄｅｓ
，
ｔｈｅ ｕｎ ｗｉｎｄ五ｎｇ ｏ

ｆ ξｈｅ ｃｅｎｔｒａＩ玉ｉｎｋｅｒ ａｎｏｗｓ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｏ ㎜ ａ
ｉｎｓ ｏｆｔｈｅ ｐｒｏｔｅ

ｉｎ ｔｏ

ｅｎｇｕ
１ｆ言ｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｆａｃｅ ｏｆｔａｒｇｅｔ ｐｅｐｔ

ｉｄｅｓ ｏｆ ｄｉ揃ｅｒｉ忍ｇ 玉ｅｎｇｔｈｓ．
Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏ

ｆ Ｃ ａ
２＋
ｒｅｄｕｃｅｓ

ｔｈｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ 脆 ｘｉｂｉ１ｉｔｙ ｏｆ ＣａＭ． Ｐｏｒ㎜ａｔ
ｉｏｎ ｏｆ ｃｏ ㎜ｐＩｅｘｅｓ ｗｉｔｈ ｉｔｓ 倣 ｇｅ

ｔ ｐｅｐセｉｄｅｓ
ｆ 耐 ｈｅｒ

ｄｅｃｒｅａｓｅｓ 曲 ｅ ｂａｃｋｂｏｎｅ ㎝ ｏｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａ Ｍ．
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［材料と方法］

１． ＣａＭ の 精 製

ＣａＭ は、正 常 牛 脳 か ら ト リ ク ロ ロ 酢 酸 沈 澱、等 電
点 沈 澱、Ｐｈｅｎｙ１Ｓ茅ｐｈ脳ｏｓｅＣＬ６Ｂ

（Ａｍｅｒｓ舳㎜ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た

（Ｇｏｐａ１圭㎞ ｓｈｎａラ
Ｒ．， 狐

ｄ Ａｎｄｅｒｓ㎝，
Ｗ． Ｂ．（１９８２） 励ｏｃ加 榊． 捌 卯 娩． 沢 孤 ０ｏ閉 吻 〃。

１０４
，
８３０－８３６） 。

２．
ペ プ チ ド 合 成

ペ プ チ ド は、Ｆｍ㏄ 法 に よ り Ｐｅｒｓｅｐｔｉｖｅ 杜 の
ペ プ チ ド 合 成 機 ９５００ に よ り 合 成 し

た （図 ４ 参 照）。
ペ プ チ ドは、 逆 相 カ ラ ムク ロマ トグ ラ フィ

ー （Ｃ１８） で 精 製 し、

ア ミ ノ 酸 シ ー ク エ ン サ ー （島 津） で 配 列 を 確 認 し、 純 度 は（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ，

脳

ＲＥＦＬＥＸ Ｈ
つ
Ｂ㎜ｋｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎ辻ｓ，

Ｓｗｉｔｚｅｒ１ａｎｄ） で 検 定 し た。

３． Ｒｅｓ㎝ａ耐 Ｍｉ㎜ｏｒＤ軌㏄ｔｉｏｍ（ＲＭＤ） 渕 こ よ る 反 応 遠 度 論 的 解 析。

蛋 白質一蛋 白 質 間 お よ び 蛋 白 質 ペ プ チ ド間 の 反応 速 度 論 的 解 析 に は、 Ｒｅｓ㎝ａ耐

Ｍ ㎡ｏｒＤｅｔｅｃｔｉ㎝ （ＲＭＤ） 法 に よ る ＩＡｓｙｓ
⑧ 装 置（Ａｆ舳ｉｔｙＳ㎝ｓｏｒ 杜、ケ ン

ブ リ ッ ジ、

ＵＫ） を 用 い た （原 理 は 図 ５Ａ 参 照） 。 蛋 白 質 或 い は
ペ プ チ ド は、 １０㎡Ｍ

Ｎａ．
ＨＰ０
．
／ＮａＨ．

ＰＯ
。、 ｐ

Ｈ７
．
４ 緩 衝 液 （Ｏ

．
１Ｍ ＮａＣ１ を 含 む、

以 下 ＰＢＳ と 略 記） に
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１００ ｍｇ 伽 の 濃 度 に 溶 解 し ア ミ ノ シ ラ ン キ
三 ベ ッ ト 上 に、 ＢＳ

３ （Ｐｉｅｒ㏄ 杜、 ＵＳＡ

合 衆 国） を 介 し て 固 相 化 し た。反 応 に は、１０血Ｍ ＴｈｓＨα 緩 衝 液 ｐＨ７．５，０．１Ｍ ＮａＣ１

（跳 脆ｒＡ） に 対 して１㎡Ｍ ＥＧＴＡ 或 い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎡Ｍ Ｃａα。を加
完て 用

い た。
キ ュ ベ ッ ト内 の 反 応 温 度 は ２５℃ 一 定 に 保 ち、

一 定 速 度 で 撹 幹 し た。 反 応

に関わるパ ラメ ーター （結合速度定数、 解離速度定数、 最大
結合量） は専用解

析 ソ フ トを 用 い て 計 算 した （図 ５Ｂ 参 照）。 平 衡 解 離 定 数 （巧、ｊ走三皿
） は、 結 合 速 度

定 数 （た
曲
） と 解 離 速 度 定 数 （妙 の 比 か ら以 下 の 式 で 求 め た。

仰〃疏閉
’ 幻／比

切

（珂、，、。冊
）の 値 は、同

じ測 定 で 得 られ た 結 果 か ら最 大 結 合 量 の 値 を用 い て Ｓｃａｔｃｈ服ｄ

ｐ１ｏｔ 解 析 を 行 い、 両 者 を 比 較
し合 致 性を検 討 した。 本 文 で の 結 果 は、

（巧、批三”
）

の 結 果 の み を κωと して 表 示 した。

結 合 比 は、 以 下 の 式 に 従 っ て 求 め た。

結 合 比 ４．１胞 Ｃ 榊：

肋 倣 （４．１Ｒ
８０
）／８０，００

０：Ｃ虹Ｍ 固 相 化 量／１８，Ｏｏｏ

（４．玉Ｒ と ＣａＭ の 分 子 量 は ８０，０００ と 王８，０００ と し た。 肋 肌 は、
解 析 ソ フ ト を 用

いた計算 から得られる 最大結合量）。

４． Ｃ 舳 と ４．１ 由 来
ペ プ チ ド の 勲 量 測 定
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ペ プ チ ド ２ （ｐｅｐ２） 、 ９ （ｐｅｐ９） 、 １１ （ｐｅｐ１豆） と Ｃ 舳 の 結 合 で 発 生 す る 熱 量 変

化 を、 マ イ ク ロ キ ャ ル 杜 の 示 差 型 熱 量 測 定 器 （ＶＰ－ＤＳＣ） で 測 定 した。 反 応 に は、

玉０㎡Ｍ Ｔｈｓ－ＨＣ１ 緩 衝 液 ｐＨ７．５， Ｏ．１Ｍ Ｎａα （Ｂｕｆｆｅｒ Ａ） に 対 し て １㎡Ｍ ＥＧＴＡ 或

い は １㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎡Ｍ ＣａＣ１。 （腕ｆ貯 Ｂ） を
加 完て 用 い た。 Ｃ 邸 濃 度 ２３ｍＭ

に 対 し て ペ プチ ド濃 度 （４７１ ㎡Ｍ） を 滴 定 し た。 熱 カ 学 的
パ ラメ ー タ ー、 △Ｈ：

エ ン タノレピー 変 化 量 ；△Ｓ： エ ン トロ ピー 変 化 量 ；△Ｇ： 自 由 エネ ル ギ ー 変 化 量 ；

Ｎ； 結 合 比 は、
付 属 の ソフ ト ウエ ア ー を用 い て 解 析 した。

５． 町一ＩＲ に よ る 二 次 構 造 の 測 定

ＦＴ－ＩＲ の 測 定 に は、 ブ ル カ ー オ プ テ ィ ク ス の ＣｏｎｆｏＣｈｅｃｋＩＩ
⑧を 用 い た。 ＣａＭ の

濃 度 は１ｍｇ／制 に 調 製 し、 緩 衝 液 は
前 述 に よ う に Ｃａ

２＋存 在 （Ｂｕｆｆｅｒ Ａ） 、 非 存 在

（ＢｕｆｆｅｒＢ） を 用 意 し た。

６，ＤＬＳ に よ り 蛋 自 質 分 子 径 の 測 定

動 的 光 散 乱 法 （ＤＬＳ） の 測 定 は、
ゼ ー タ サ イ ザ ー ナ ノ （ゼ シスメ ック ス 杜） を

用 い た。 Ｃ 舳 試 料 は、 ０．２μ ｍ の フ ィ ル タ
』 濾 過 後 に 計 測 に用 い た。 温 度 依 存性

の 粒 径 変 化 は、 ３０℃ か ら ９０℃ ま で を 自動 的 に 測 定 した。 Ｃ虹Ｍ の濃 度 は １ｍｇ／制

に 調 製 し、 緩 衝 液 は 前 述 に よ う に Ｃａ
２＋存 在 （Ｂｕ脆ｒ Ａ） 、

非 存 在 （Ｂｕｆｆｅｒ Ｂ） を

用 意 し た
。
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階果と考察］

１． 精 製 ＣａＭ の 純 度

Ｍ 登 ２
細２

蒋
諏 箒

彩蔓
鋤 警灘
織鱗 鐘欝

１５ 嚢

固ｇμ． ＳＤＳ－Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ ｏｆ 岬 ｒ 胴ｅｄ Ｃａ Ｍ二 肋 脱 １； Ｃａ

２＋ｆｒｅｅ ＣａＭ二 肋 肋 ２； Ｃａ
２＋ｓ 碗 ｒａｔｅｄ ＣａＭ．

ＳＤＳ－ＰＡ ＧＥ ｕｓ云ｎｇ １５ ％ ｇｅ１ｓｔａ亘ｎｅ
ｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｏｍａｓｉｅ Ｂ 湘玉ｉａ耐 Ｂ１ｕｅ Ｇ－２５０．

精 製 Ｃ 舳 は 分 子 量 １７ｋＤａ の 位 置 に 単一 バ ン ドと して 泳 動 さ れ た。 Ｃａ
２＋飽 和

ＣａＭ は、 Ｃａ
２七ｆｒｅｅＣａＭ よ り も 相 対 的 に 電 気 泳 動 上 の 移 動 度 が 大 き か っ た。 こ の

結 果 よ り、 以 下 の
測 定 に 供 与 出 来 る と 判 断 した。

２．ＤＳＣ に よ る Ｃ 舳 及 び Ｃ 棚 複合体の熱量変化の測定

図 ５ に は 実 際 の測 定結 果 を示 し た。 図 ５ か ら分 か る
よ う に、 熱 に 対 して は Ｃａ

２＋

脆ｅ の ＣａＭ と Ｃａ
２＋飽 稿 ＣａＭ （Ｃａ

２＋／Ｃ吐Ｍ） で は 熱 変 性 中 点 （Ｔ㎜） を 表 す ピ ー ク

は 大 き く 異 な っ て い た。ま
た
、Ｃａ
２＋／Ｃ 舳 で は、１２０

℃ 以 上 の 測 定 が で き な か っ た。

図 ６ で は、 緩 衝 液 由 来 の 熱 量 変 化
を 差 し 引 い て、 標 準 化 した

結 果 を図 ７ に 示 し

た
。

１５４



ゑ．ｓ棚㎜軽 燃 燃邊 腋 脆凄・揃 納 磁 搬 鰍 榊 鈎’

嘉
三ミ

棚 嚢烹讐
シ㍗

１斜 …メ ｌｌ１簸 ㍗
一
㍗ 一一鳥

１顯 １し
洲
二
、 ＿ ＿、＿州τ 螂 榊’㈹ 丁閥胴鹸 ㈹

洲 鰍鞠榊 燃 肘的刮繍醐馳撃炊棚的

：蝋 丁㍗＝舳 ∵ ㌧一

㍗灘・三メ
多∵ ギ ソ、榊葦 鴛 １しま二

＿
雷撒災嗣榊１濁 τ１ 榊 酬日Ｑ

Ｆｉｇ・５・ Ｔｅ㎜ｐｅｒ痂 ｒｅｄｅｐｅ祠 ㎝ｔｏ軸ａ雌ａｌｍｏ１ａ 汕６ａｔｃ即ａｃ並ｙｏｆＣａＭ ａ祀 ｃｏｍｐ廠 ｏｆ

Ｃ副 Ｍ－ｐ 理 ω ｅｓｆｍ ｍ ４．１Ｒ． Ｃａ
２＋
一缶ｅｅ（廿亙 Ｇ 脳 ）ａｎｄ Ｃａ

２＋
ｓａｔｕｒａ胞ｄ ＣａＭ （十 ω

２斗
）．

繋

⑧
搬靱 舳 欲
鵬一洲ｃ柵

亙湘熾 野 呼竈地 馴
毘 繍 壇艦竈理聾蝿曇威

雌揖翻 徽 皇搬

鵬工Ａ ㎜

陣皿
螂

麟一へ
潔 （

㌢〔㌔

胸㈹
鵬丁蜘棚 榊

㌶

箆怨丁鯉ｃ 棚十瞬黎

○軸 ㈹
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駆個

ｌ
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、
、

童１
、
外

■噛 棚 ■酬蛆醐

Ｅｉｇ． ６． Ｔｅｍｐｅ 蝸 伽ｒｅ ｄｅｐｅｍａｅｎｔ ｏｆ ｐ 肌ｔｉ劔 ㎜三〇１肌 ｈｅａｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ Ｃａ Ｍ ａｍｄ ｃｏ】ｍｐ脆ｘ ｏｆ

Ｃａ
２÷
一ｆｒｅｅ Ｃ釦 Ｍ．ｐ６ｐ 伽 ｅｓ 耐ｏ ｍ ４Ｊ Ｒ． ＥＧ Ｔ 〃 Ｃａ Ｍ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｃａ

２＋
一 脆 ｅ ＣａＭ．

図 ６ に 示 し た よ う に
、 Ｃａ
２＋一丘ｅｅＣａＭ に は、

０９
．
７℃ （ｐｅ荻 Ｉ） と ５８．４

℃ （ｐｅａｋ ｎ）

の ２つ の 熱 変 性中 点 が あ っ た。 こ の 結 果 は、 既 報 の 結 果 と 一 致 して お り ｐｅａｋ Ｉ

１５５



は、 Ｃａ
２＋／ＣａＭ 構 造 の Ｃ 末 端 半 分 （Ｃ－１ｏｂｅ） 由 来 で あ る と 判 断 で き た。 ４．１Ｒ 由 来

の ペ プ チ ドを Ｃ宜Ｍ と １：１ （モ ル 比） で加 完 る と、 ｐ 紘 ＩＩの 温
度 は ど れ も５８．４℃

付 近 で １℃ 以 上 の 変 化 は な か っ たカミ、 ｐ 鮎 Ｉ に つ い て
は、 ｐｅｐ２ で は １６２

℃
、 ｐｅｐ９

で は １９．Ｏ℃、 ｐｅｐ１１ で は １８．１
℃ 上 昇 し て い た。 Ｐｅｐ２ は Ｃａ

２＋依 存 性 の 結 合 を す る

こ と か ら、 こ の ｐｅｐ２ は Ｃ 棚 の
熱 変 性 申 点 を 変 え な い と 予 測 して い たカミ、 実 際

には変化 が観 察された。 ＭＬＣＫ （ミオシン軽鎖キナー
ゼ） のＣ洲 結合ペプチ ド

は、 Ｃａ
２＋依 存 性 ＣａＭ に 結 合 す る に も 関 わ らず、 ＣａＭ の

熱 熱 変 性 中 点 を 変 完 た こ

と が 報 告 さ れ た。 結 果 に は
示 さ な い が、 我々 も ＭＬＣＫ

ペ プ チ ドを 合 成 し、 Ｃａ
２＋

一ｆｒｅｅ ＣａＭ と 共 に ＤＳＣ で 測 定 し た と こ ろ、
同 様 な 結 果 を 得 る こ と が 出 来、

再 現

性 を 確 認 し た。 Ｃａ
２＋依 存 性 の 結 合 を す る ペ プ チ ドが ＤＳＣ で Ｃａ

２＋一ｆｒｅｅＣａＭ の 熱 変

性申点を変化 （高温側ヘシフ トさせる） 理由は不明である。

ｐｅｐ９ は、 Ｃａ
２手感 受 性 部 位 と し て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド で あ っ た。 こ

の 事 実 は、

ｐｅｐ９ が Ｃａ
２＋依 存 性 の 結 合 を す る の で は な く、Ｃａ

２＋を キ レ ー ト し 危 状 態 で あ っ て も

結 合 して い る が そ の 平衡 解 離 定 数 は Ｃａ２＋存 在 下 での １０ 倍 以 上 高 い 事 実 に 由 来 し

て い る。本研 究 で 得
ら れ た、ｐｅｐ９ に よ る Ｃ 舳 のｐｅ秋Ｉ

の 熱 変 性 中点 の シ フ トは、

ｐｅｐ王１ よ り も 約 １ 個 ℃ 高 い こ と は ｐｅｐ９ の Ｃ 舳 結 合 部 位カ
ミＣａＭ の Ｃ－１ｏｂｅ 領 域 に

あ り、ｐｅｐ１路
も 同 じ領 域 に そ の 結 合 部 位 が あ る が、 そ れ ぞ れの 部 位 及

び 結 合 様 式

が 異 な る こ と を 示 して い る。 しか し、 具 体
的 な 様 式 の 違 い は 指 摘 で き な か っ た。

図 ７ に は、 Ｃａ
２＋／Ｃ 舳 の ＤＳＣ 測 定 結 果 を 示 し た。 Ｃａ

２＋ノＣ吐Ｍ の 熱 変 性 申 点 は

１０１．１
℃ と １１９

．
２℃ で あ っ た。
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榊 榔 淵

■ 軸 ㈹ 遍串 舳 ㈹

聴．７． Ｔｅｍｐｅｒ 伽 ｒｅ 出ｐ㎝ａ㎝ｔｏｆｐ 耐ｉａｌ ｍｏ１ａ ＾ 閉ｔｃａｐａｃ並ｙｏｆ ＣａＭ ａ 柵 ｃｏｍｐｌｅｘｏ正

Ｃａ
２＋
一 肺 ｅ Ｃａ Ｍ．ｐｅｐ 伽 ｅｓｆｒｏ ｍ ４．１Ｒ Ｃａ

２／ＣａＭ 肥ｐｒｅｓｅｎｔＣａ
２＋
ｓａ如ｒａｔｅｄ ＣａＭ．

ど の ケ ース に 於 い て も ｐ鮒 ＩＩ に は 変 化 は な か っ た。 Ｐｅｐ９ の ｐｅ荻 Ｉ は０．４℃ しか

シ フ ト （低 温 側） し な か っ た の に 対 し て、 ｐｅｐ１１ の ｐｅ眺 Ｉ は、 ５．６
℃ 高 温 側 に シ

フ ト し た。 ｐｅｐ９ と ｐｅｐ１１ を ＣａＭ と 等 モ ル 比 で 混 合 す る と （ｐｃｐ９＋ｐｅｐ｝１） そ の シ

フ ト は、５．王
℃ で あ り、ｐｅｐ９ に よ る 低 温 側 へ の シ フ ト （Ｏ．４℃） の 結 果 （５．６℃ 刊１４

℃

＝５．沈 ）．と よ く 一 致 し て い た。 Ｃａ
２＋／Ｃ 舳 に ｐｅｐ２ を 混 笹 る と ｐｅ荻 Ｉ は、 １２１．０℃

に シ フ ト （１８．９℃） し た。 Ｃａ
２＋依 存 性 に 結 合 す る ｐｅｐ２ は、 ｐｅｐ９ 及 び ｐｅｐ１１ と 大

き く 異 な っ て い た。 何 れ も、 ｐｅ荻Ｉで の 変 化 で あ り、 こ れ
ら の 結 果 は ど の ペ プ チ

ドも ＣａＭ の Ｃ－１ｏｂｅに 結 合 する こ と を 示 して い る。Ｐｅ荻Ｉの 熱 変 性 中 点 の シ フ ト

の 違 い は、
各 ペ プ チ ドと Ｃ査Ｍ の 結 合 様 式 に違 い を反 映 し て い る と 思 われ るカミ、

そ の 様 式 ま で は解 明 でき な か っ た。
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表 １ に、 Ｃ麦Ｍ 及 び ＣａＭ と
ペ プ チ ド複 合 体 の ＤＳＣ か ら得 ら れ たパ ラ メ ー タ ー を

ま と め た． ＰｅａｋＩＩ に つ い て は、 定 常 レ
ベ ル に達 して い な い の で 計算 上の 予測 点

で 計 算 した。

３．ＦＴ－ＩＲ に よる Ｃ 舳 の 温 度依存性 二次構造変化の解析

町．ＩＲ で は、
二 次 構 造 特 に ペ プ チ ド結 合 ア ミ ドバ ン ドＩ（ＡｍｉｄｅＩ） に 由 来 す る

波数特異的な吸光度変化 を観察することから、 ＣＤ （円偏光二色性） ス
ペク トル

法 よ り も 直 接 変 化 を 測 定 出 来 る 利 点 が あ る。 しか し、 こ れ
ま で は 大 多 数 を 占 め

る 水 分 子 の た め に、 蛋 白 質 分 子 の
吸 光 度 変 化 を 測 定 す る こ とカミで き な か っ た。

こ の た め、 重 水 環 境 中 で 測
定 が 行 わ れ て き た。 今 般、

ブル カ ー オ プテ ィ ク ス 杜
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は
、
軽 水 環 境 で 蛋 白 質 分 子 の 町・ＩＲ 測 定 可 能 な Ｃ㎝ｆｏｃｈｅｃｋＩＩ⑧を開 発 した。
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ｆ Ａ ㎞ ｄｅ Ｉ ｂａ 胴 ｏｆ ｐｅｐ ㈹ ｅ ｈ ㎝ ６，

ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ 狐ｅ ａｔ 三６５２ｃ ｍ
■１£ｏｒ α一ｈｅｌｉｘ，偉一ｓ

脆 ｅ言 ａｔ １６３０ｃ ㎜
Ｉ１
狐 ｄ ｒａｎｄｏ ｍ ｆｏｒ １６４５ｃ ㎜

■１
．

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ

Ｃ㎝ｆｏｃｈｅｃｋＩＩを利 用 して、Ｃ包Ｍ 及 び ＣａＭ と
ペ プ チ ド複 合 体 の 二 次 構 造 の 温 度 依

存 性 変 化 を 測 定 した。 図 ９ に ＣａＭ 単独 での ＦＴ－ＩＲ 測 定 結 果 を 示 した。
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町一ＩＲ の 結 果 か ら、Ｃａ
２＋一ｆｒｅｅＣａＭ で 観 測 さ れ た ｌｏｏｐ 構 造 は Ｃａ

２＋／ＣａＭ に 於 い て 減

少 し て い た。 １６５２ｃ血
１で 観 測 さ れ るα一ｈｅ厳 構 造 は、 Ｃａ

２＋／ＣａＭ で 増 加 し て い た。

１６３０ｃ血
１で 観 測 さ れ る 陣 ｈｅ飢 構 造 は、 Ｃａ

２＋／ＣａＭ で 減 少 し て い た。 こ の 結 果 を 元

に 各 ペ プ チ ドをモ ル 比 １：１ で 混 合 して 測 定 した。

旭⑮皿

＿
牛醐２

一’ 亨 ギ 暗 凸 １ 閉 莇 喧 靱

薯
１昔ｏｏ 鴬５０ 朽珪ｏ

一
㍗

々 ㈹ 舳 ㈹ 棚
ふ婁撃至１

㌣ １殉ｏ

ｌヒ ｛
灯卸 １了卿 禍 罰 １暮腕 聴卸 １ヨ嘔Ｏ

ξ概洲脳㎜肥あ餅 醐｛工

Ｆｉｇ． １０． ＦＴ－ＩＲ ｍｅ別ｓ皿ｒｅｓ 伽ｅ ｃ応 棚 ｇｅｓ ｏｆ Ｃ別 Ｍ－ｐｅｐ
㈹ ｅ ｃｏｍ ｐ１概 ｉｍ 肋 ｅ ｐｒｅｓｅ㎜ ㏄ ｏｆ Ｃａ

２＋
。

皿 ｅ ｓ㏄ ㎝ ｄ ｄｅｈｖａｔｉｖｅ ｓｐｅｃ 伽 ｍ ｉｓ ｓｈｏｗｎ， Ｌｏｏｐ ｓｔｍｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｃａ Ｍ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｄｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ

Ｃａ
２㌣ α一ｈｅ１ｉｘ ｓｔ㎜ ｃｔｕ 肥 ａ言 １６５２ｃ 血
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ｉｄｅｓ．

図 １０ に 示 し た よ う に、 ｐｅｐ１１ と ＣａＭ の
複 合 体 で は、 １６３０ｃ

が に 大 き な 変 化 が

観 察 さ れ た。 こ
の 変 化 は、 ｐｅｐ王１ 特 異 的 で あ り、 ｐｅｐ９ 及

び ｐｅｐ２ で は 観 察 さ れ な

か っ た。 ま た、 ｐｅｐ９
と ｐｅｐ１Ｉ を混 和 した 場 合 で も ｐｅｐ１１ 単独 で の 変 化カ洞 様 に

観 察 さ れ た。 こ の 結 果 は、 ｐｅｐ１１ に
よ る 変 化 は ｐｅｐ９ に 依 存 しな い こ と が 明 ら か

に な っ た。

図 １１ に 各ペ プ チ ドと Ｃａ
２＋／ＣａＭ の 複 合 体 につ い て 温 度 依 存 性の 変 化 を 観 察 し

た 結 果 及 び そ の 二 次 微 分 結 果 （図 １２） を 示 した。 図 １１ に 示 した よ う に、 ｐｅｐ１１
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と Ｃ＆
２＋／ＣａＭ の 複 合 体 は、 温 度 依 存 性 に α一ｈｅ１ｉｘ 構 造 を 反 映 す る １６５２ｃｍ

’王 が

１６３０ｃ㎜’
１（俸一ｓｈｅｅｔ 構 造） に 変 化 し て い た。 こ の

温 度 依 存 性 の 変 化 は ｐｅｐ王１ に 特 異

的 な 変 化 で あり、 ｐｅｐ２， ｐｅｐ９ 及
び ＭＬＣＫ ペ プ チ ドで は観 察さ れ な かっ た。 測 定

結 果 の 二 次微 分 で 得 ら れ たｂａｎｄの 面積 を 積 算 した 結 果 を 図１３及 び１４に 示 し た。
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図１３Ａ に 示 した よ う に、α一ｂｅ版
構 造 は、温 度 依 存 性 に そ の 含 有

量 が 減 少 した。

５５℃ か ら７０℃ で は、 α一ｈｅ１奴 構 造 の 含 有
量 ほ、 温

度 依 存 性 の 変 化 は な か っ た。 ｐｅｐ２

とＣａ２＋／籔 Ｍ の 複 合 体 の 快ｈｅ１ｉｘ含 有 量 が 高 い の は、ｐｅｐ２
自 体 にα一ｈｅ１ｉｘ構 造 淋 含 ま れ

て い る 為 で あ る と 思 わ れ る。

図旦３Ｂ に 示 し た よ う に、 Ｃ 舳 のβ一ｓｈ鵠ｔ
構 造 は、 ｐｅｐ２及 びｐｅｐ９は 温

度 依 存 性 の

変 化 は 観 察 さ れ な か っ た。
一 方、 ｐｅｐＨ

と 複 合 体 に な っ たＣａ
２＋／Ｃ 舳 で は、 β一ｓｈｅｅｔ

構 造 の 含 量 が５５℃ か ら７５℃ に か け て 増 加 し、７５
℃ 以 上 で は殆 ど変 化 し な かっ た。
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ｉｃｓ．

Ｃ１ｏｓｅｄ ｃｉ王ｃ１ｅ ａ 紬 Ｏｐｅｎ ｃｉｒｃ１ｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａｓ
ｉｎ ｔｈｅ

ｐｒｅｓｅηｃｅ ａｎ
ｄ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｃａ

２＋
、
ｒｅｓｐｅｃ言ｉｖｅ１ｙ．

図１４Ｂ （左） に 示 し た よ う に、 ＣａＭ のα一ｈｅ版 構 造 は、 Ｃａ
２寺の 濃 度 に 関 わ ら ず 温

度 依 存 性 の 含 有 量 が 変 化 し な か っ た。 図１４Ｂ （有） に示
し た よ う に、 偉一ｓｈｅｅξ構 造

は、 Ｃａ
２＋存 在 下 で は 温 度 依 存 性 の 変 化 は観 察 さ れ な か っ た が、 Ｃａ

２＋非 存 在 下で は
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温 度 依 存 性 にβ一ｓｈｅｅｔ構 造 の含 量 が５５℃ か ら７５℃ の 間 で 増 加 し た。

４． 肌Ｓに よ るＣａＭの 温 度 依 存健二 次構 造変化の解析

Ｃａ
２＋非 存 在 下 で のＣａＭの 温度 依 存 性 な畔ｓｈｅｅｔ構 造の 増 加 は、Ｃ 蝉 単 分 子 内 で お

こ る こ と な の か、 あ る は分 子 間 の 凝 集 に よ る 結 果 な の か を 明 ら か に す る た め に、

温 度 依 存 性 の 分 子 径 の 変 化 か ら 分 子 量 を算 定 した
。 こ の 解 析 に は、 シス メ ッ ク

ス 杜 が 開 発 した ゼ ー タ サイ ザ ー ナノ⑬を用 い た。

概
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㌻…ギτ亨下
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書 寡 豪 蓼 ぎ ぎ

窒 豪 魯 ぎ
樽

（１醐 ｐ・ｎｅｌ）ａ柵 肋 ｍ 晩・（晦 肘 脾ｍ・１）０ｆ
耐ｇ・１５・ Ｍ ㈱ 巫鵬ｍ ㎝ｔｏｆ ㎜ｏ一㏄ 此 ｒ ｗｅ軸ｔ

ＣａＭ 副ｍｄｉｔｓｃｏ㎜ｐ 賊 ｏｆｐｅｐ 伽ｅｓｂｙ Ｚ 晩ｓｉｚ６ｒ
⑬ ｂａｓ軸 ㎝ ｄｙｍａ㎞ｃｌｉｇｈｔｓｃａｔ倣ｉ㎎ 一ｉ帥．

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏａ ｏｆ Ｃ え Ｍ ｗ ａｓ 星 ｍ ｇ／ 剤 ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ａｎｄ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｃ ａ
２＋
。

ＤＬＳに よ る 分 子 径 測 定 か ら算 出 し たＣａＭ の 分 子 量 は、 Ｃａ
２＋存 在 下で は 約２２ｋＤａ

（５ ｍ） で あ っ た が、 Ｃａ
２＋非 存 在 下 で は 約４４ｋＤａ （７ｎ㎜） で あ っ た。 こ の 結 果 か

ら、 Ｃａ
２＋非 存 在 下 で は２量 体 を 形成 して い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た。 ＭＬＣＫペ プ チ
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ドをＣａＭ に加 完 て も 粒 子 径 に 変化 は な かっ た。 Ｐｅｐ１１
ペ プ チ ドをＣ攻Ｍに加 完 る と

Ｃ＆２＋存 在 下 で はＣ 洲 は ２ 量 体 を 形 成 し て お り、 ま た、 Ｃａ
２＋非 存 在 下 で は３量 体 を

形 成 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た。

狛 箭 鑓
十臨鉛 ４煮 キ磁絡 で尉

半ｃ塁柵 £ φ十

Ｆ嬉．１６． 肝ｏｐｏｓｅｄ ㎜ ωｅｌｏｆ Ｃ忽Ｍ ３飼 並ｓｃｏｍｐ 廠 ｏｆｐｅｐ伽 ｅｓ
ｂｙ 施 胞 ｆ醐ｍ Ｚｅ愉ｓｉｚｅ了

⑬

腕Ｓｅｄ ㎝ ｄｙ㎜ 耐Ｃ１ｉｇ肘ＳＣ汕ｅｒｉ㎎ １ｉｇ雌．
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温度依存性によるＣ＆Ｍの分子径の変化を動的光散乱法で測定した結果を図丑５

に 示 し た。 黒 丸 で 示 したＣ＆
２＋舶 ｅＣ 鮒 は、５０

℃ を超 完 た と こ ろ で 急 速 に 可 溶 性 の

凝 集 が 始 ま り、 ６０℃ が ら７０℃ ま で一 旦 変 化 が 緩 和 に な り、 ７５℃ 以 上 で 更 に 凝 集

す る こ と が 明 ら か に な っ た。 し か し、 Ｃａ
２／ＣａＭ で は６０℃ か ら６５氾 に 凝 集 が お こ る

カミ
、 そ の 後、 さ ら に 温 摩 を 上 昇 さ せ て も 分 子 径 に 変 化 は な い こ どガ 明 ら か に な

っ た。 こ れ ら の 結果 か ら、 玉） Ｃ 醐 の俸一ｓｈｅｅｔ構 造 の 温 度 依 存 的 増 加 は、 単 分 子 内

で の 構 造変 化 で は なく 分 子 間 の 凝 集 に よ る 可 能 性 淋 高 い こ と、 ２） Ｃａ
２＋はＣ星Ｍ の

単 分 子 化 に 重 要 で あり、 且 つ、 温 度 依 存 安 定性 を司 る こ と が 示 唆 さ れ た。

畦 とめ］

聴・蝿 腋鮒 晦 鮎五肺１雌 ㎎ 銚㈹ 鵡 眺童醐ｃ重蹴ｅ§械劣。眠 脇厭醐曲 獺１Ｈ 掘Ｃ鯛．

本 研 究 で は、 ＤＳＣ、 町一服 及 び 肌 Ｓを用 いて、 Ｃ 蝋 及 びＣ 醐一
ペ プ チ ド複 合 体 に

つ い て 観 測 し、 Ｃ 醐 の 熱 安 定 性 及 び、
ペ プ チ ドの 結 合 部 位 に つ い て の 予 測 を 行

つ た。
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そ の 結 果、３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ
由 来 の ペ プ チ ド は と も にＣ 舳 のＣ－１ｏｂｅに 結 合 す る

が
、
そ の 結 合 様 式 は こ と な る こ と、 ｐｅｐ１１

の 結 合 はＣまＭの偉一ｓｈｅｅｔ様 構 造 を 増 加 さ

娃 た こ と が 明 ら か に な っ た。 こ の こ と は、 ｐｅｐ１１の
結 合 に よ りＣａ

２＋で 飽 和 さ れ た

状 態 （Ｃａ２＋は４分 子 結 合 す る） のＣａＭ か らＣａ
２＋は４分 子 を 遊 離 さ せ、 見

か け 上、

Ｃａ
２＋一缶ｅｅ ＣえＭ と 同 む 状 態 に な る こ と も 考 完 ら れ る。 し か し、 ＤＣＳの 測

定 結 果 は

ｐｅｐｎ の 結 合 に よ り、 ＣａＭ のＣ－１ｏｂｅの 熱 安
定 性 を 増 加 さ せ て い る こ と か ら、 否

定

さ れ た。

ＰｅｐＨ に よ るβ一ｓｈｅｅｔ様 構 造 を 増 加 は、 Ｃ註Ｍ の 多 量 体 形 成 （３量
体 形 成） と 関係

が あ る と 推 測 さ れ る。 ２量 体Ｃ宜Ｍと３量 体 に
於 け る 陣ｈｅｅｔ様 構 造 が 関 わ っ て い る

こ と は 推 測 で き る 淋、
其 れ 以 上 の こ と は明 ら か に 出 来 な か っ た。

【問 題 点】

蛋 白 質 構 造 解 析 に 於 い て、 ＤＳＣ， ｒＴ－ＩＲ及 びＤＬＳは
極 め て 有 効 な 手 段 で あ る。

しか し、 現 在 の 技 術 で も相
当 量 の 蛋 白 質 試 料 を用 意 しな け れ ば な ら な い。 本 研

究 で は、 Ｃ註Ｍ を 対 照 と し た
那 こ れ は 試 料 の 調 製 が 用 意 で あ り、 ま た、

高 濃 度 に

して も 可 溶 性 だ か ら で あ る。 し か し、 実 際 に
］ 般 に 種 々 の 蛋 白質 に応 用 出 来 る

訳 で は な い。 例
完 ば
、 ４．１Ｒ３０ｋＤａｄｏｍａ

ｉｎは、 １ｍｇ／創 で 沈
殿 す る。

今 後、 さ ら に 高感 度 な 機 器 の 開 発
が 望 ま れ る。
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第 ３－２ 項 共 結 構 造 解 析 に よ る ４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ 舳 の ＧＰＣ 結 合 部 位

の 同 定

４．１Ｒ３０ｋＤａ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎと ＧＰＣ細 胞 内ｄｏ㎜ａｉｎの 共 結 晶 化 に よ り、 結 合 部 位 に

関 わ る ア ミ ノ 酸 を同 定 し た。 結 晶 構 造 解 析 の 結 果 は、 こ れま で に報 告 さ れ た 生

一線 鴛鴛 災１二㌃ぶぶ讐
結合 部 位 淡 あ る こ と、 ＧＰＣの４．１Ｒ ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ蹟

＿

敏
結合部 畝 ＲＨＫモチ』フが関与していることが明ら

か に な っ た。 （註 ： 本 研 究 は、 Ｂ ㎝ｇ－Ｇｙｏｏｎ Ｈ狐 博 士 （海

外共 同研究 者） との 共同研究で行われた。 本報告書作成時に未発表であること

か ら、 Ｂ ㎝ｇ－ＧｙｏｏｎＨａｎ博 士 の 要 請 に よ り 詳 細 な 結 果 の 報 告 は 控 完 た） 。
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第 ４－１項 伽Ｒ の ＰＫＣ リ ン酸 化 を利 用 し た 反 転 膜 小 胞 の 作 製

［目的］

ヒ ト赤 血 球 の 反 転 膜 小 胞 を利 用 し た 蛋 白 質一膜 結 合 の 解 析 に は、て
ｐＨ１１ 処 理 や

沃 化 カ リ ュ ウ ム 処 理 に よる 過 酷 な 条 件 に よ り、 残 存 蛋 自 質 の 除 去 を した。 こ の

た め、 目的と する膜貫通蛋 白質のみならず膜脂質の変性がある条件化で結合解

析 を 行 っ て 来 た。 一 方、 赤 血 球 膜骨 格 の 要 で あ る ４．１Ｒ を ＰＫＣ でリ ン 酸 化 さ れ る

と、 ｓｐｅｃ協 淡ｃｔｉｎ， ＧＰＣ か ら 解 離 す る こ と が 報 告 さ れ た （Ｍａ㎜ｏｅｔａＩ．２００５） 。 本

研 究 で は、４．１Ｒ を ＰＫＣ でリ ン 酸化 した 後 に 反 転 膜 小胞 を 作 製 す る こ と で、 強度

の 変性条件 による残存 蛋白質除去を回避し、 得られた反転膜小胞の蛋白質を解

析 し、 ４，１Ｒ ３０１①ａＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ と の 結 合 解 析 を 行 っ た。

［材料と方法ヨ

１． 組換完蛋自質の作製

ヒ ト ４．玉Ｒ の ｃＤＮＡ
か ら
、
３０ｋＤａ 肥 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ （ア ミ ノ 酸 番 号 １－２９８，ｅｘ ㎝

４－１２

ニコ』 ド領域）を 疵ｏ〃 及び 醐１制限酵素切断部位を付加 した特異プライーによる

ＰＣＲ で 増 幅 し
、ｐ
ＧＥＸ－ＫＧ ベ ク タ ー （Ａ㎞ｅｒｓｈａ㎜ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） に 組 換 完 た。

ま た
、

Ｂａｎｄ３ 細 胞 質 内 ｄｏｍａｉｎ は、 赤 芽 球 南 来 ｃＤＮＡ か ら、 特 異 的 プ ラ マ ー に よ り 増 幅

し、 塩 基 配 列 を 確 認 後、
大 腸 菌 （腋 加 枇 肋 ｏｏｌ１） ＢＬ２１（ＤＥ３）を 形 質 転 換 した。

王η



ＬＢ 培 地 に て 大 腸 菌 を ３７℃ 一 定 条 件 下 で 震 盤 培 養 し、 波 長 ６００ｎ㎜ で の 吸 光 度 （以

下 で は ＯＤ６００ 或 は Ａ６００ 等 で 表 示） の 値 が Ｏ．４－Ｏ．８ に 達 し た 時 に、 ＩＰＴＧ を 最 終

濃 度 （１㎡Ｍ） 添加 し、 さ ら に ３７℃ 一 定条 件 下 で３ 時 間 震 鐙 培 養 し た。 大 腸 菌 は、

遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目 立 工 機、８０００卯㎜、４℃、８ 分 間）沈 澱 後、１㎡Ｍ ＥＤＴＡ、

舳 ＤＦＰ， １㎜ ２ＭＥ を 添 加 し た Ｂ－ＰＥＲ
㎜ （ＰＩＥＲＣＥ， ＵＳＡ） に 懸 濁 し 溶 菌 し た。 溶

菌 液 は 氷 上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、 遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目 立 工 機、

玉８
，
０００叩 ｍ，

２０ 分 間） の 上 清 を 得 た
。
上 清 は

、
Ｇ１耐磁ｈｉｏむｅ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ （Ａ ｍｃｒｓｈａｍ

Ｂｉｏｓｃｉ㎝ｃｅｓ）と 懸 濁 し、ＧＳＴ 融 合 蛋 白 質 を 分
酷 し た。ＧＳＴ 融 合 蛋 自 質 は 胱、Ｓｃｅｓｓｉ，

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
⑲ 処 理 に よ り 標 的 蛋 白 質 （３０ｋＤａｄｏｍａｉｎ） と ＧＳＴ を 切 断 し た 後、 ＧＳＴ

を Ｇ１ｕ鰍ｈｉ㎝ｅ－Ｓｅｐｈ服ｏｓｅ に て 吸 収 し、
３０ｋＤａｄｏ㎜ａｉｎ を Ｑ－ｓｅｐ 愉 ｏｓｅ（ＧＢ Ｈｅａ１ｔｈｃ 鵬

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） で 更 に 精 製 し た。 精 製 し た 蛋 白 質 の 純 度 は ＳＤＳ－ＰＡＧＥ に て 検 定 し

た。 蛋 白 質 量 は ＵＶ 法 を 用 い た （２８０ｎｍ と ２６０ｎ伽 を 測 定 し、 蛋 白 質濃 度 （㎜ｇ／制）

＝ １
．
硲５ Ａ

２８０
－ ０．
７４ Ａ

２６⑪
）
。

２． 反 転 膜 小 胞 の 作製

ａ． ＰＫＣ リ ン 酸 化 反 転 膜 小 胞（Ｐ－ＩＯＶ）の 作 製。

ＰＫＣ リ ン 酸 化 反 転 膜 小 胞（Ｐ－ＩＯＶ）の 作 製 は、 Ｍε㎜ｏ ら （２００５） に従 っ た。

健常目本人男子 に対 して、 実験の説明及び承諾を得た上で採血をした。 血液か

ら 白 血 球 をフ ィ ル タ ー 除 去 し、 氷 冷 した ＰＢＳ を血 液 量 の ２倍 量 で混 和 し た。 遠

心 分 離 （５０００叩㎜，Ｔｏ㎜ｙＭＸ－３００） で 赤 血 球 分 画 か ら血 清 を 除去 した。 赤 血 球 分
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Ｉ
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Ｉ
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婁棚膵 鵡 赫 馳醜紬丁嚇 理 繊 祭登 鴨，ｏ・董淑 漁 ｃい 聰猟 Ｅ遡Ｙ炎、亘畷滋２一魎砒醐麟鯛鮎珊６一（紡搬総確あ磁獅書

Ｆｉｇ．１． Ｐｒｅ 脾 蝸ｔｉｏ忍 ｏｆｉｌ１ｓｉｄｅ・ｏ 耐一ｖｅｓ言ｃ１ｅ（ＩＯ Ｖ）．

量 （ａ 紬） を 等 量 の ＰＢＳ に 研 抱 く さ せ、 ０．１血Ｍ の カ リ キ ュ リ ン Ａ （Ｓｉｇｍａ） を ａ

μ１加 え、 ３７℃、 ２０ 分
加 温 し た。 赤

血 球 懸 濁 液 に、 フ ォ ロ ボ ー ル ミ リ ス テ ー ト

（ＴＰＡ）を 加 完、３７℃、６０ 分 加 温 した。 赤 血 球 を 遠 心 分 離 後、５ 倍 量 の 低 張 溶 液（５舳

リ ン 酸 緩 衝 液 ｐＨ７，４） を 加 完、 溶
血 さ せ た。 遠 心 分 離 後 （１６５００叩ｍ， １５耐ｎ４℃、

ＨｉｔａｃｈｉＰ 肥一２０ζｏｔｏｒ） し、
ゴ ー ス ト 膜 を 得 た。

ゴ 』 ス ト 膜 を ５ 倍 量 の ５㎜Ｍ ＥＤＴＡ，

ｐＨ８．
５ 溶 液 に 懸 濁 し

、
遠 心 分 離 後 （１６５００卯 ㎜，

１５ｍｉｎ ４℃、
ＨｉｔａｃｈｉＰＲＰ－２０ｒｏｔｏｒ）

同 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し
、３７
℃
、３０ 分

加 温 し た。 遠 心 分 離 後 （１８０００叩ｍ，
３０ｍｉｎ４℃、

ＨｉｔａｃｈｉＰＲＰ－２０ｒｏ 倣） 、
５０㎡Ｍ 冊 ｓ－Ｈ Ｑ，ｐ

Ｈ７
．
５
，
０
．
玉５Ｍ ＮａＣ１ （結 合 部 位 緩 衝 液） に

懸 濁 した。 操 作 流 れ 図 を 図 １ に 示 した。

ｂ．ｐＨ１１ 処 理 反 転 膜小 胞（ｐＨ１卜ＩＯＶ）の 作 製
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ｐＨ Ｈ 処 理 反 転 膜 小 胞（ｐＨ１１－ＩＯＶ）の 作 製 は、 Ｄａｎｉ１ｏｖ
ら （１９９０） に 従 っ た。

健常目本 人男 子に対して、 実験の説明及び承諾を得た上で採血をした。
血液か

ら 白血 球 を フィ ルタ ー 除 去 し、 氷
冷 した ＰＢＳ を 血 液 量 の ２ 倍 量 で 混和 した。 遠

心 分 離 （５０００哩ｍ，
Ｔｏ㎜ｙＭＸ－３００） で 赤 血 球 分 画 か ら 血 清 を 除

去 した。
赤 血 球 を

遠 心 分 離 後、５ 倍
量の 低 張溶 液 （５㎡Ｍ リ ン酸 緩 衝 液ｐＨ７．逐）を 加 え、溶

血 さ せ た。

遠 心 分 離 後 （１６５００唖ｍ， １５㎜ｉｎ ４
℃、 Ｈｉ協ｃｈｉＰＲＰ－２０ｒｏｔｏｒ） し、

ゴー ス ト 膜 を 得

た。
ゴ ー ス ト 膜 を ５ 倍 量 の ５醐Ｍ ＥＤＴＡ， ｐＨ８．５

溶 液 に 懸 濁 し、 遠 心 分 離 後

（１６５００唖 ｍ，
１５ｍｉむ ４℃、 Ｈｉｔａｃ

舳 ＰＲＰ－２０ｒｏｔｏｒ） 同 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し、
３７℃
、
３０

分 加 温 し た。 遠 心 分 離 後 （１８０００呼ｍ，
３０虹ｎ ４℃、 ＨｉｔａｃｈｉＰＲＰ－２肚ｏｔｏｒ

） 、 更 に

同 緩 衝 液 で３ 回 洗 浄（懸 濁 と 遠 心 分 離）繰 り 返 した。膜（沈 殿）画 分 は、ｐＨ１１ＮａＯＨ

溶 液 に ３７℃、３０ 分
加 温 し た。 遠 心 分 離 後 （１８０００唖㎜，３０ｍｉｎ

４℃、 ＨｉｔａｃｈｉＰＲＰ－２０

ｒｏｔｏｒ）、 更 に 同 緩 衝 液 で ３ 回
洗 浄 （懸 濁 と 遠 心 分 離） 繰 り 返 した。 膜 画 分 は５０㎜Ｍ

Ｔｈｓ－Ｈ０，ｐＨ７．５， Ｏ．１５Ｍ ＮａＣ１
（結 合 部 位 緩 衝 液） に 懸 濁 し た。 膜 画 分 の 総 蛋 白 質

量 は、 ＢＳＡ を 標 準 と した
ブ ラ ッ ドフ ォ ー ド法 に よ り 測 定 した。

３． 共
沈 降 実 験

反 転 膜 小 胞 と 組 換 完３０ｋＤａ 肥ＲＭｄｏ㎜ ぬ は 等 量 混 合 し、
室 温３０分反 応 させ た。

こ の と き、 全容 量 は１００μ１に し
た
。
結 合 解 析 緩 衝 液 で調 製 した ３％シ ュ ク ロ ー ス

（１５０μ１） を 遠 心 チ ュ ー ブ （Ｂｅｃ㎞ａｎ） に 入 れ、 反 転 膜 小 胞 と 組 換 完３０ｋＤａＦＥ ㎜

ｄＯｍｉｎ の 混 合 懸 濁 液 を静 か に 重層 した。
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１③⑧μ

お榊

３狐 榊 艶寺 Ｐ＿豆ｏｙ

艶醜 姐 γ並恥蔓ｃ込聖蕊 又５享
鮎 搬 爽塑ｃム

三 鰯 璽恋亙共亘鰍 雛 珊餅醐酢醍ｔ滋里㎜翻

２恐薯魂 §㎜竈淫⑧蓬６

ｉ ／｛
）

嘩㈱榊幽陣鮒脇

、
ｓ恋ｓ劣盗Ｇ渥芝ｃ轟忍 ｅ２馳 ＆ 皿）

榊㍗ 〆
≡妙

Ｆｉｇ．２ Ｂｉ皿 ぷｌ１ｇ ａｓｓ 町 ｏｆ３０ｋ Ｄａ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ４．１Ｒ 狐 ｄ Ｐ．ＩＯ ｙ．

遠 心 分 離 （Ｂｅｃｋｍ㎝，ＴＬＡ１ＯＯ，７００００印ｍ，１０ｍｉｎ，４
℃） し て 得 た 沈 殿 （膜 分 画） と

上 清 を分 離 した （図 ２） 。

４．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ お よ び 免 疫 ブ 回 ヅ ト 法

共沈 降 実 験 で 得 ら れ た 各 画 分 は ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 及 び 免 疫 ブロ ッ ト法 で解 析 した。

免 疫 ブロ ッ ト法 に は、 ニ
トロ セ ル ロ プ ス 膜 （ＢｉｏＲａｄ） を用 い たセ ミ ドライ 方 式

に よ る ブ ロ ッ ト （１２Ｖ 定 電 圧、 ５０ 分） を 行 い っ
た
。
ブ ロ ッ ト 膜 は、 ５％ス キ ム ミ

ルク と２次抗 体と 同］ 動物種の血清 （２％） で非特異反応のブロキング （室温、
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６０ 分） 行 っ た。
一 次 抗 体 は、 自 家 製 の 家 兎

抗 ヒ ト ４．１Ｒ３０ｋＤａｄｏｍａｉｎ（ＩｇＧ 画 分）、

家 兎 抗 ヒ ト ＧＰＣ 細 胞 内 ｄｏｍ虹ｎ （ＩｇＧ 画 分） 、 家
兎 抗ヒ トｐ５５ （ＩｇＧ 画 分） を 用

い た。 マ ウ ス 抗 ｃａ１㎜ｏｄｕｈむ
抗 体 は Ｕｐｓ倣ｅ か ら 入 手 し た。

ま た、 ２ 次 抗 体 は、
ペ

ノレオキ シ ダー ゼ 標 識 抗 家 兎ＩｇＧ 抗 体 （ＤＡＫＯ） を用 い た。 検 出 は、 ＥＣＬ（ＧＥ

脆ａＩｔｈｅｃ雌ｅｓＢｉｏｓｃｉｎｅｃｅ）を 用 い、Ｘ 線 フ ィ ル
ム （ＫＯＤＡＫ） を 感 光 し た。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

の 蛋 白 染 色 は、 Ｇｅ１ＣｏｄｅＢ１ｕｅ
⑩ （Ｐｉｅｒ㏄） を 用 い た。

デ ン シ ト メ ト リ ー は、 ＫＯＤＡＫ

ＥＤＡＳ を 用 い た。

［結果と考察］

１． Ｐ－ＩＯｙ の 調 製 と 蛋 自 質 の 解 析旬

Ｐ－ＩＯｙ を 免 疫 ブ ロ ッ ト で 解 析 す る と、 ４．１Ｒ 及 び ｐ５５
の 染 色 性 は 減 少 し て い た

が、 ＧＰＣ は
ゴー ス ト膜 と 同 様 に 検 出 さ れ た （図 ３） 。 蛋

白 質 染 色 で は、 ４．１Ｒ の

バ ン ドの 染 色 性 の 低 下 が み られ た （図 ３ 矢 印） 。 蛋 自染
色 で は、 Ｂ㎜ｄ３

お よ び

ｓｐｅｃｔｈｎ の
バ ン ド に 染 色 の 違 い が な か っ た。

た だ し
、
こ れ ら の 蛋 白 質 の 免 疫 ブ ロ

ッ ト解 析 は 行 っ て い な い。 ま た、 円 ＯＶ で は、 Ｃ宜Ｍ は完
全 に 消 失 して い た （図

４） 。 し か し、 免 疫
染 色 レベ ル で４．１Ｒ の残 存 を 認 め たカ

ミ
、 少
な く と も ゴース ト

に比 較 す る と 減 少 して い た。 蛋 白 染 色 に お い て、 Ｂａｎｄ３ 及 び Ｂａｎｄ３ に
結 合 する

Ｂ㎝ｄ尊、２ も
ゴ ー ス ト 膜 及 び Ｐ－ＩＯＶ で 変 化 し て い な い こ と は、

ゴ ー ス ト 膜 と Ｐ－ＩＯＶ

は 等 量 添 泳 動 さ れ た こ と を示 して い る。 ま た、 ＰＫＣ の 基 質 に な ら
な い こ と を示

し て い る。 本 研 究 で、
ゴ ー ス ト 膜 に あ っ た ＣａＭ が Ｐ－ＩＯＶ で は 完 全 に 消 失
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嚇 締
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」

蜘 鑑

髄 鱗、
ｃ畷妻 昏 盤ｏ

繊
．靖 締 遜

術 舳糧 舳
鰯

艶 削

艀 ズ 、

獺 む

醐 ｍ

… 讐

蟹 ４，豆塁

麹鱗 舳冊 咄

曇

、脳 鎖
む

蟻邪弱 磁一侵 配３

冒塗ぶ壌駆象熟亀濤匡 銃 弘 魎 蝋尊

Ｆｉｇｕｒｅ１ｅｇｅｌ１ｄ ｆｏ王 刑 ｇｕｒｅ ３．Ｉ］ｍ ㎜皿犯ｏ．阯 ｏｔａ 醐１ｙｓ
ｉｓ ｏｆ Ｇ ｈｏｓｔ 狐 ｄ ＩＯ Ｖ ｐｒｅｐ 服 ｅｄ ｂｙ 正 Ｋ Ｃ

倣ｅ 批ｅｄ 揃 伽 ｒｅａ ｃ 釧 ｇｈｏｓｔ． Ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏ ４．１Ｒ （α一４．１Ｒ），ｐ
５５ （α一ｐ５５）ａｎｄ

ＧＰＣ （α一ＧＰＣ３，ｔ
ｈｉｓ 狐ｔｉｂｏｄｙｉｓｓｐｅｃｉｆ三ｃｔｏｔｈｅ ４，１Ｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅ 卿 ｅｎｃｅ ｏｆ ＧＰＣ），

ｉ ㎜ ｍ ｎｏ ｂ１ｏｔ

ｉｍ ａｇｅ
ｉｓ ｓｈｏ ｗｎ．

し て い る こ と が 示 さ れ た。 赤 血 球 膜 の ＣａＭ の 結 合 蛋 白 質 と し て は、 ４．１Ｒ の 他、

Ａｄｄ㏄ｉｎ，ｓｐｅｃ倣ｉｎ
が 知 ら れ て い る。 た

だ し、 ｓｐｅｃ 廠 と Ｃ＆Ｍ の 結 合 に は 異 論
が あ

る。 Ａｄｄｕｃｉｎ は、 ＰＫＣ の 基 質 で あ る こ と も 明 ら か に な っ て お り、 ＭＡＲＫＳ 相 同 配

列 は Ｃ＆Ｍ 結 合 部 位 で あ り、 ＰＫＣ の 基 質 部 位 で も あ る。 Ａｄｄｕｃｉｎ は ＰＫＣ リ ン 酸 化

に よ り
、
膜 骨 格 か ら 離 脱 す る こ と か ら、 ＣａＭ は、

結 合 蛋 自 質 と 共 に 反 転 膜 小 胞 を

作 製 時 に 離脱 し た と 考 え ら れ る。 も う
山 っ に 可 能 性 は、 ４．１Ｒ や Ａｄ砒ｃｉｎ

が リ ン
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酸 化 に より ＣａＭ カミ標 的 蛋 自 質 か ら解 離 し、
ゴー ス ト作 製 時 に 分 離 さ れ た と も 考

え１ら れ る。

§鵬一踏ε毘 敏浬一郷平 ②

鰍 締 ㎜詞 締 、踏 魎竈 締 締 鈴

曜
葦
薫

瑚 織 船一甜 籔
ｃ姦罵 濤一蕊雷

ｏ４独 閉 挿§

１繊 ；１ 讐

峨艦谷獺 純撚 概棚

獺棚膵⑬樽獅禰 棚鯛級嚢讐艇 触 磁

醗鋒 馳象脇峨 磁概醜“鍔

Ｐｉｇ岨ｅｌｅｇｅ 紬 ｆｏｒＦｉｇｕｒｅ ４．Ｉ㎜ ｍ旧ｍｏ－
ｈｌｏｔａｎａ１ｙｓｉｓｏｆ Ｇｈｏｓｔ ａ㎜ｄ Ｉ０ ∀ ｐｒｅｐａｒｅ

ｄ ｂｙ Ｐ Ｋ Ｃ

紅ｅ就ｅａ 洲 砒 ｒｅｄ ｃｅｌ１ｇｈ０５ｔ． Ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉ
ｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｔｏ ４．１Ｒ （α一４。豆Ｒ），ｐ

５５（α一ｐ５５）ａｎｄ

ＧＰＣ （α一ＧＰＣ３，
言ｈｉｓ 狐ｔｉｂｏｄｙｉｓｓｐｅｃｉｆ

ｉｃｔｏｔｈｅ ４．王
Ｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｑ 鵬 ｎｃｅ ｏ

ｆ ＧＰＣ），
ｉ皿 ｍｕ忍ｏ ｂ１ｏｔ

ｉ㎜ ａｇｅ
ｉｓ ｓｈｏ ｗ ｎ．

２． ４．１Ｒ３０ ㎜ ａ ＦＥＲＭ ｄｏ ｍｉｍ の ＩＯＹ
と の 結 合 解 析。

Ｐ－ＩＯＶ（総 蛋 自 質 量 １８５μｇ）と ｐＨ１１吋ＯＶ（総 蛋 自 質 量 ２００μｇ） を 用 い、 ４ユＲ

３０ｋＤａ ｄｏｍａｉｎ の 結 合 を 解 析 し た。 図 ５ に 示 し た よ う に、 ４．１Ｒ ３０ｋＤａ ｄｏ㎜ａ揃 の

濃度 依 存 性 にＰ－ＩＯｙ と ｐＨ１ Ｈ ＯＶ に 結 合 した。蛋 白 染
色 及 び免 疫 ブロ ッ ト法 で、
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反 転 膜 小 胞 へ の 結 合 を 確 認 し た。 図 ６ に は、 ４，１Ｒ ３０虹）ａ 冊 ＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 濃 度 依

存 性 結 合 を 示 した。 免 疫 ブ ロ ッ トで 得 られ た バ ン ドを デ ン シ トメ ー タ ー で解 析

し た。 Ｐ－ＩＯＶ と ｐＨ１１－ＩＯＶ 共 に 平 衡 解 離 定 数 は と も に 岨
７Ｍ で あ っ た が、

最 大 結

合 量 は Ｐ－ＩＯＶ の 方 が ｐＨ１１－ＩＯＶ よ り も 大 き か っ た。

以 ⑬並二 む＿＿ζ、魎菌
箔

荻

１
愛

翻 郷鋤専亘鵬 鴎 唖 馳 ４０ｗ量㎜ 鶴

１５
性搬鯛邊

渋 醐嘗童滋 渕； 脚１玉Ｊ遊呼 翻祠蝿

㌧ 之二 圭 ＿つ ぎｊ
ヨ

土

ｇ 鱗 鎌鷺 麟鰯
漸榊 溜 総 邊翻Ｉ蜘写磁 鯉

Ｉ鰯
蟻一ヨ 騒 亙轟

霧
座１⑪惇童濯 幽 戯１繍漣呼 闘覇 縄

蛾彗息 鱗 ⑳重姦淋箇 昭 鋤夏一郷、
’
鰯

Ｐｉｇｕｒｅ１ｅｇｅｎｄ ｆｏｒ Ｆｉｇｕｒｅ ５．４．１Ｒ ３０ｋＤ劉 Ｆ巫 Ｒ Ｍ ｄｏ ｍ ａｉｍ（３ 倣 肋 ） ｂｉ 軸 ｉ㎜ｇ ㎞ 鮎 Ｐ－ＩＯ ∀．

Ｃｏ ｍｐａｈｓｏｎ ｏｆ Ｐ－ＩＯ Ｖ ａｎｄ ｐＨ１ ｈｒｅａｔｅｄＩＯ Ｖ ｄｅｓｃｒｉｂｉｎｇ ｂｙ Ｄａｎｉ１ｏｖｅ． Ｔｈｅ ｎｏｔ－ｂｏ口ｎｄ（ 吻 μ ｒ

ρ 伽 ８１∫） ａｎｄ ｂｏｕｎｄ ３０ｋＤａ（ムｏ ｗ ｒρ 伽 召 ゆ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂ◎ｄｉｅｓｔｏ ４．１
Ｒ

３０ｋＤａ ＰＥＲ Ｍ ｄｏｍａｉｎ（α一３０ｋＤａ）． 固 ｅｃｔｒｏｇｒａ㎜ ｓｈｏ ｗｅｄｔｈｅ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆ３０ｋＤａｂｉｎｄｉｎｆ

ｗｉｔｈＩＯＶ．

４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄ◎ｍａｉｎ と 大 過 剰 の Ｃ辻Ｍ （５μ Ｍ）存 在 下 で Ｐ－ＩＯＶ と の 結 合 を

解 析 し た。 こ れ ま で に、 ＣａＭ は ４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ と 膜 貫 通 蛋 白 質 と の

結 合 を 弱 め る こ と を 示 し た （Ｎｕｍｍｕｒａｅｔａ１．２０００） 。
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鷲

壌

３
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嚢

湧

榊
包
象 Ｉ

轡

壱

繍

裁

蟻 １ 星 ３ ４ ５ 箇 避 １ ２ ３ ξ § 轟

患忍忍劇 ３弼㎜轟（黎．註０・棚｝ 患ａ嵐鋤 ３魯馳誰篭逮韮公 棚｝

夏董聾・孤 彗蜀 鋤堪騎塩 碗 暮 舵 正’童⑧㎎
，
（雲｝

Ｆｉｇｕｒｅ１ｅｇｅｎｄ ｆｏｒ 蘭 ｇｕ肥 ６．４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥ Ｒ Ｍ ｄｏ ｍ劉ｉｎ （３０此〃α） 醐 ｍｄｉｎｇ ㎞ 鮒 Ｐ．ＩＯ Ｖ．

Ｃｏｍｐａｈｓｏａ ｏｆ３０ｋＤａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗ 揃 Ｐ－ＩＯ Ｖ ａｎｄ ｐＨ Ｈ 乞ｒｅａｔｅｄＩＯ Ｖ． Ｔｈｅ ｅ１ｅｃｔｒｏｇｒａ棚 ｏｆ３０ｋＤａ

ｂｉｎｄｉｎｇ（ρ¢ρ召ｒρα〃召１∫） ａｎｄ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｂｉｎｄｉ皿ｇ Ｐ１ｏｔ

ｄａｔａ（ムｏｗεｒ ρα〃ε１∫）ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ宣ｏ ４．１Ｒ ３０ｋＤａ Ｐ亘Ｒ Ｍ ｄｏ ｍａｉｎ （α一３０ｋＤａ） ａｒｅｓｈｏｗｎ－ Ｅｌｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｅｄ

ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎξｏｆ３０ｋＤａ 囲 Ｒ Ｍ ｄｏ触ａｉ皿 ｂｉｎｄｉｎｇ ｗ 伽 ＩＯ Ｖ．

［ま と め］

Ｐ－ＩＯＶ は、 作
製 の過 程 が 勘 弁 で あ り、

そ の 有 効 性が 高 い と一思、わ れ る。
膜 貫 通

蛋 白 質 で あ る Ｂａｎｄ３ 及 び ＧＰＣ は よく 保存 さ れ て い た。ほ
ぼ 同 じ 量のＩＯＶ に 対 し

て の ４，１Ｒ３０ｋＤ８ 朋 ＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ の 結 合 は、 平 衡 解 離 定 数 は 変 ら な い
が 結 合 量 は、

Ｐ－ＩＯＶ の 方 が 大 き い 事 実 は、 膜 貫 通 蛋 白質 の 変 性 が少 な い こ と を 示 して い る
と
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、悪 わ れ と、 こ れ ら の 反 転 膜 小 胞 と ４．１Ｒ ３０㎜ ａ ＦＢＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 結 合 を 行 っ た 場

合 の粒 径 の 変 化 を明 ら か に す る こ と に よ り、 本
法 の 有 用 性 を解 析 した い。

Ｃ記Ｍ 統 脳血 ぬ Ｐ・ＩＯマ？

１ 綴 胴 竈
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２＋／ＣａＭ 醐 ㏄ｔ ㎝ ４．１Ｒ ３０ｋＤ 棚 週ＲＭ ６ｏｍａｉｍ（３０ 棚α）ｂｉ舳 ㎎

ｗｉ砒 Ｐ－ＩＯ ∀． Ｄｉｆｆｅｒ㎝セｄｏｓｅｏｆ３０ｋＤａ ｄｏ 醐 ｉｎ ａ紬 ５叫 Ｍ ｏｆ ＣａＭ ｉ 耐 ｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｃａ２＋ ｗａｓ

耐 ｘｅｄ ｗｉｔｈ Ｐ－ＩＯ Ｖ， Ｔ
ｈｅ ｂｏｕｎｄ ｐｒｏξｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａ１ｙｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄ亘ｅｓｔｏ ３０ｋＤａ ｄｏｍａｉｎ

（α一３０ｋＤａ） ａｎｄ ＣａＭ （α一３０ｋＤａ）．
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第 ４－２ 項 ４．１Ｒ 醐 ＲＭ ｄｏｍａｉｍｌこ対 す る 単 ク 回 一 ン 抗 体 の 作 製

［目的］

４．１Ｒ は、 種々 の 赤 血 球 の み な らず 種々 の 細 胞 で発 現 して い る こ と が、 ㎞ＲＮＡ

レベノレ、 蛋
白 質 レベ ル で 報 告 さ れ て い る。 単 ク ロ

ー ン 抗 体 は、 抗 原 検 出 の た め

の 強力 な 手段 で あ る と と も に、 部 位 特 異 的 な 単ク ロ ー ン抗 体 は、 結 合 を 阻 害 す

る こ と が 出 来 る こ と か ら
、
新 た な 機 能 解 析 が 期 待 で き る。

膜 結 合 部 位 で あ る

３０ｋＤａｄｏｍ 鹸 に 対 す る 単 ク ロ ー ン抗 体 を確 立 し、 そ の
結 合 特 性、 結 合 部 位、 膜

と の 結 合 阻 害 を 検 討 した。

［材料と方法］

１． 組換 え蛋白質の作製

ヒ ト ４．１Ｒ の ｃＤＮＡ か ら、
３０ｋＤａ ｄｏｍａｉｎ （ア ミ ノ 酸 番 号 １－２９８，

Ｅｘｏｎ ４－１２ コ

ー ド領域）を 及ｏ柵 及び 醐１ 制 限酵素切断部位を付加した特異プライーによる

ＰＣＲ で 増 幅 し、ｐＧＥＸ－ＫＧ
ベ ク タ ー （Ａ血ｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ） に 組 換 完 た。

ま た
、

Ｂａｎｄ３ 細 胞 質 内 ｄｏ㎜ａｉｎ は、 赤 芽 球 由 来 ｃＤＮＡ か ら、 特 異 的 プ ラ マ
ー に よ り 増 幅

し、 塩 基 配 列 を確 認 後、 大 腸 菌 （腋 加 庇 肋 ｏｏ肋 ＢＬ２１（ＤＥ３）を 形 質 転 換 し た。

ＬＢ 培 地 にて 大 腸 菌 を ３７℃ 一 定 条 件 下 で 震 盤 培 養 し、 波 長 ６００ｎ狐 で の 吸 光 度 （以

下 で は ＯＤ６００ 或 い は Ａ６００ 等 で 表 示） の 値 が ０．４－０．８ に 達 し た 時 に、 ＩＰＴＧ を 最
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終濃 度 （１血Ｍ） 添 加 し、 さ ら に ３７
℃ 一 定 条 件 下 で ３ 時 間 震 鑑 培 養 した。

大 腸 菌

は、
遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 胃

立 工 機、 ８０００叩ｍ， ４
℃
、 ８ 分 間）

沈 澱 後、 工㎡Ｍ

ＥＤＴＡ， １㎡Ｍ ＤＦＰ， １㎡Ｍ ２ＭＥ
を 添 加 し た Ｂ－Ｐ 駅

醐 （ＰＩＥＲＣＥ， ＵＳＡ） に 懸 濁 し

溶 菌 した。 溶 菌 液 は氷 上 １０ 分 間 の 超 音 波 処 理 後、
遠 心 （ＲＰＲ２０－２ ロ ー タ ー、 目

立 工 機、 １８，０００唖ｍ， ２
０ 分 間） の 上 清 を 得 た。

上 清 ば、 Ｇ１腕 伽ｏｎｅ－Ｓｅｐｈ ｍｓｅ

（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃ 撤ｃｅｓ） と 懸 濁 し、 ＧＳＴ 磁 合 蛋 白 質 を 分 離 し た。 ＧＳＴ 融 合 蛋 白

質 は ＰｒｅＳｃｅｓｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
棚処 理 に よ り 標 的 蛋 白 質 （３０ｋＤａ ｄｏ㎜ａｉｎ） と ＧＳＴ を 切

断 し た 後
、
ＧｓＴ を Ｇ１ｕｔａｔｈｉｏむｅ－ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ に て 吸 収 し、

３０ｋＤａｄｏｍａｉｎ を Ｑ－Ｓｅｐ 廠 ｏｓｅ

（Ａ㎜ｅτｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃ三ｅ㏄ｅｓ） で 更 に 精 製 し た。 精 製 し た 蛋 白 質 の 純 度 は ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

に て 検 定 した。 蛋 白質 量 は ＵＶ 法 を用 い た
（２８０ｎ㎜ と ２６０ｎｍ を 測 定 し、 蛋 白 質

濃 度 （ｍｇ／制） ＝ １．４５ Ａ。。ｏ－
Ｏ．７
４ Ａ
。。。
）
。

各 種 の Ｅｘ㎝ を 欠 失 さ ぜ た ４．１ の 膜 結 合 ドメイ ン （Ｎ 末 端 ３０ｋＤａ） の 組 換
完

体 を 作 製 し た（Ｃ㎝ｓ触ｃｔ３）。 変 異 導 入 は、
塩 基 配 列 を 確 認 し た。

２．
ペ プ チ ド 合 成。

ペ プ チ ド は、Ｆｍ ㏄ 法 に よ り Ｐｅｒｓｅｐｔｉｖｅ 杜 の
ペ プ チ ド 合 成 機 ９５００ に よ り 合 成 し

た （図 ４ 参 照）。
ペ プチ ドは、 逆 相 カ ラ ム ク ロ マ ト

グラ フ ィ ー （Ｃ１８） で精 製 し、

ア ミ ノ 酸 シ ーク エ ン サ ー （島 津） で 配 列 を 確 認 し、 純 度 は （ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ、

島 津）で検 定 した。 精 製
ペ プ チ ドは、 ア ミ ノ 基 活 性 化 ＯｖａＩｂｕ㎞ｎ （Ｐｉｅｒ㏄

よ り 購
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盈 繊灘滋

臨旺
搬皇

鰍 鰍…嚢 亙

Ｃむ服ｓ杭 鵬 偽（３）

３燃沙蛛

鵬 ≒ｒく／斗≒←÷←十十十十ト十十十十≒十≒ｒ螂一＼／ト 十 千１
巫、ヲ

ム亙
．
惑

鯉 ．撃

＼ ン〆

㌔㌔＿一！ 一
ト÷十十十十十十十十十十『

＼ 〆ト十十 十 １

公醐⑧十÷十ト十十ト十十÷÷ト十十十≒十デ ≒ 『㌔、、〆一！
ト十≒『

ム眩ｎ÷≒÷十十十十ト十十十 十 ㌦戸■

入） に結 合 させ て 使用 し た。 結 合 比 は、
ペ プ チ ド１㎜ｇ に 対 し ０ｙａ王ｂｕ㎞ｎ は２ｍｇ

の 割 合 で 調 製 した。

３． Ｒｅｓ㎝ 耐 ＭｉｒｍｒＤｅｔ㏄ｔｉｏｎ（ＲＭＤ）
法 に よ る 反 応 遠 度 論 的 解 析。

蛋 白 質一養 白 質 間 お よ び 蛋 白 質 ペ プ チ ド間 の 反 応 速 度 論 的 解 析 に は、 Ａｆｆｉｎｉ芝ｙ

Ｓｅｎｓｏｒ 杜（ケ ン ブ リ ッ ジ、ＵＫ）の Ｒｅｓ㎝ 棚ｔＭｉ皿ｏｒ
Ｄｅｔ㏄ｔｉｏｎ（ＲＭＤ）法 に よ る ＩＡｓｙｓ⑬

装 置 を 用 い た （原 理 は 図 ５Ａ 参 照） 。 蛋 白
質 或 い はペ プチ ドは、 １Ｏ血Ｍ

Ｎａ，ＨＰＯ、／ＮａＨ，Ｐ０尋，ｐ
田．硲 緩 衝 液 （Ｏ，１Ｍ ＮａＣ１

を 含 む、 以 下 ＰＢＳ と 賂 記）
に １００

㎜・／㎜１の 濃 度 に 溶 解 しア ミノ シ ラ ンキ ュ
ベ ツ ㌃ 上 に㌻

ＢＳ３（Ｐｉ・… 杜・ ＵＳＡ） を
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介 して 固相 化 した。
ペ プ チ ドの 固相 化 に ほ、

一 旦、 ア ミ ノ シ ラ ンキ ヱ
ベ ッ ト上

に ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ＢＳＡ） を、 ＢＳ
３を 介 して 固相 化 した の ち

、 ＮＨＳ佃ＤＣ に

て ＢＳＡ の ア ミ ノ 基 を 活 性 化 す る 方 法 （Ｎ㎜ｏｍｕｒａｅｔａ１．１９９７） も 共 用 し た。 反 応

に は
、 １Ｏ㎡Ｍ Ｔｈｓ－ＨＣ１ 緩 衝 液 ｐＨ７．

５
，
０
，
１Ｍ ＮａＣ１ （Ｂｕｆｆｅｒ Ａ） に 対 し て １㎡ Ｍ ＥＧπＡ

或 い は１㎡Ｍ ＥＧＴＡ と ２㎡Ｍ Ｃａα。
を 加 完て 用 い た。 キ ュ

ベ ッ ト内 の 反 応 温 度 は

２５℃ 一 定 に保 ち、 一 定 速 度 で 撹 枠 した。 反 応 に 関 わ る
パ ラメ ー タ ー （結 合 速度

定 数、 解 離速 度 定 数、 最
大 結 合 量） は専 用 解 析 ソ フ トを 用 い て 計算 し た （図５Ｂ

参 照）
。 平衡 解 離

定 数 （巧、〕㎞
） は、 結 合 速 度 定 数 （た。

） と 解 離 速 度 定 数 （た、
） の

比 か ら以 下の 式 で 求 め た。

Ｋ
仰肋刷
＝ 幻 ／此

切

（巧、）、ｉ、
）の 値 は、同 じ測 定 で 得 ら れ た 結 果 か ら 最 大 結 合 量 の 値 を用 い て Ｓｃ＆ｔｃｈ棚

ｐ１ｏｔ 解 析 を 行 い、 両 者 を 比 較 し合 致性 を 検 討 した。 本 文 での 結 果 ば、 （巧、）麦、皿
）

の 結 果 の み を 尽。〕
と して 表 示 した。

４． 免 疫 及 ぴ腹 水 化

精 製 し た ４．１Ｒ ３０ ㎜ａ 囲 ＲＭ ｄｏｍ壷ｎ を ２ｍｇ 耐 に 調 製 し、 Ｔｉｔｅ舳ａｘ
⑬ （ア ジ ュ

バ ン ト）と 等 量 混 合 して ＢＡ 鵬／ｃｍｏｕｓｅに 免 疫 した。３０ 目 後 に 尾 静 脈 か ら採 血 し、

血中抗体価を酵素免疫測 定法 （ＥＬＩＳＡ） 及び免疫ブロット法で確認した後、 脾を

摘 出 し、 常 法 従 っ て ポ リ エ チ レ ン グリ コ ー ル を用 い て Ｐ３Ｕ１ と 核 融 合 を 行 っ た。
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ハ イ ブ リ ド ー マ は ＲＰＭＩ１６４０ 培 地 （１Ｏ％ ＦＣＳ を 含 む） で 培 養 し た。 ４．１Ｒ ３０ｋＤａ

ｄｏｍａｉ早 を 固棉 化 （ＢＳＡ で ブロ ッ キ ン グ） した 肌ＩＳＡ 法 を 用 い、
陽 性 ク ロ ー ンを

選 択 した。こ の と き、２ 次 抗 体と し て 抗 マ ウス ＩｇＧ 特 異 抗 体 を用 い る こ
と に よ り、

ＩｇＧ 産 生 型ク ロ ー ン を 選 択 した。 ク ロ ー ζ ン グ は、 限 界 希 釈 法 を用 い た。

ク ロ ー ン の 選 択 は、４，１Ｒ お よ び そ の 断 片 蛋 白 質、 ４．三 フ ァ ミ リ ー の 免 疫
ブ ロ ッ ト

に よ り、 特 異 性 の高 い ク ロ
ー ン を 選 択 した。

最 終的 に選 択 し た４ ク ロ ー ン の ハイ ブリ ドー マ を、 ヌ
ー ドマ ウ ス （ＢＡＬＢ／ｃ）

腹腔 内 に 投 与 し 腹 水 を 得 た。 ４ク ロ ー ンの 選 択 過 程 は結 果 に 記 す。

５．ＩｇＧ の 精 製

遠 心 分 離 した 腹 水 に 等 量 の ＰＢＳ を 加 完た 後、 等
量 の 飽 稲 硫 安 溶 液 を 徐 々 に 加

完 た （半 飽和）。 添加 後 更 に 室 温 で ３０ 分撹 幹 し た 後、 遠 心 分 離 に て 沈 殿 を 得
た
。

こ の 沈 殿 を 腹 水 と 同 じ量 の ＰＢＳ で 溶解 した後、 同 様 に飽 和 沈 殿 を 行 っ た。 同様

な 操 任 を 更 に 二 回 繰 り 返 し た 後、 １０血Ｍ ＴｒｉトＨＣ１， 餌 ８．叫 ５０㎡Ｍ ＮａＣｌ （Ｂｕ脆ｒ

Ａ） で 溶 解 し、 同 緩 衝 液 で 十 分
透 析 を した。 不

溶 成 分 を 遠 心 除去 後、 Ｂ雌ｆｅｒＡ で

平 衡 化 し た 垣一Ｓｅｐｈ趾ｏｓｅ（ＧＥ Ｈｅａ１ｔｈＳｃｉｅｎｃｅ） の １ｘ ２０ｃ㎝ カ ラ
ム に ０１７ｍＶ 赫ｎ の 流

速 で 通 し た。 素 通 り 画 分 の 吸 光 度 Ａ２８０ が ０．０５ 以 下 に な っ た 時 点 で、 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ

に 更 に ５０㎡Ｍ の ＮａＣ１ （最 終濃 度０．１Ｍ ＮａＣ１）で抗 体 活 性 の あ るＩｇＧ 分 画 を 回 収

し た
。
精 製 抗 体 ほ、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ で

純 度 を 確 認 し た。 蛋 白 質 濃 度 は、 Ａ２８０ を 測 定

し て 決 定 し た （Ｅ脇：１５） 。

１８８



６．４．１Ｒ ノ ヅ ク ア ウ ト マ ウ ス 血 球 の 解 析

４．玉Ｒ ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス 血 球 の 解 析 は 安 秀 麗 博 士 （Ｎｅｗ Ｙｏ政 Ｂ１ｏｏｄＣｅｎｔｅｒ）

に 解 析 を依 頼 し た。 精 製 抗 体 は、 本 教 室 か ら 供 与 した。

［結果と考察］

１． 抗体の結合部位 の同定

７

至３
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３
宝
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獺
，
篤・韮 続 菅

賎 垣・…磁黎

ζ
，
ｃ・董倒 馳

勘呈
駄 増 翻 靱ｔ割

嚢，舶 墾 融醐
沁

正、 駈 曙鋤 鯛 汰

嚢蘂曜融醜ｉａ

ヲ 遜 轟凸匿
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藪
，
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亘麺， 鼠 翌１

匿蜂 泌 姦細轟滋聾彗譲害搬 鰍亀総ま窃 馳墾

４．１Ｒ の ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏ ｍｉｎ に 反 応 す る ク ロ ー ン を ＊ ＊ 個 得 た。 図 ２Ａ に 示 し た

よ う に、 ４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ドを ＧＳＴ 融 合 蛋 自 質 と し
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て 発 現 し、 Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ 電 気 泳 動 後 に ブ ロ ッ ト し た。 こ

れ ら 全 て の ク ロ ー ン の 産

生 す る 抗 体 を 免 疫 ブロ ッ ト法 で解 析 し、 反 応 性 の 違 い か
ら ４ つ の グル ー プに 分

類 さ れ た。 っ
ま り、 ３Ｄ 構

造 上 の Ｎ－１ｏｂｅ に 反 応 し た、 α４ｏｂｅ に 反 応 し
た
、 Ｃ－１ｏｂｅ

に 反 応 し た に 分 類 し、 更 に、 α一１ｏｂｅ に 反
応 し た 申 に は Ｆｒａｇｍｅｎｔｂ に 反 応 し た ク

ロ ー ン と 肘ａｇｍｅｎｔｃ に 反 応 す る ク ロ ー ン に 分類 さ れ、４
種 類 を 得 た。 夫々 の 中 か

ら 任 意 に 一 つ の ク ロ ー ンを 選 ん だ （＃５、 茸７、 ＃９、 ＃１３） （下表 に 総 括
）
。

４
，
１ｒ一品 搬 曲艶 醒Ｇ 盈 Ｇ 母
」
衰

簸 瞬圭鮒§

珊腹 ｗ雌館 鎮鵬旨

（単 ク ロ ー ン抗 体 の サ ブク ラス 及 び ４．１蛋 自質 ファ ミ リ ー の 交 差反 応 性）

単
替
賢 も
妻
貿 簑
も杉。
轟 凄

鶴

招

珊
．
亘

旦篤

鯛

窮

３？

禰滋鰹 Ｇ緬竃迂 １事㎜睡蘭ｃ郊艶

漂等一 漂纂壷

§ ９

墾………、姻．ｃ而 鯛・唖 鯉
嚢固皿 ぷ 蜘亀ｂ彗
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図 ２Ｂ に、 ＃５ 抗 体 の 特 異 性 を 示 し た。 っ ま り、 ＃５ 抗 体 は、 ４、エ フ ァ ミ リ
ー 蛋 白

質 （Ｇ， Ｎ， Ｂ） の ＨＰ 及 び 配 ＲＭ ｄｏｍａ航 に は 反 応 せ ず、 ４．１Ｒ の み に 反 応 し た。

図 ２ に 示 し た ３０ｋＤａ 肥 ＲＭ ｄｏｍａ亘ｎ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ドに 対 し て は、 ＦｒａｇｍｅｎξＣ

及 び Ｅｘ㎝ ８ の コ ー ドす る 領 域 に 対 し て 反 応 し た。 ま た、 ｗｈｉｔｅｇｈｏｓｔ （ＷＧ）に も

反 応 し たカミ、 ８０ｋＤａ 及 び １５０ｋＤａ の ２ 本 の
バ ン ドを 検 出 し た。 こ れ ら は、 ４．１Ｒ

島０

と ４．１Ｒ
王３５と 思 わ れ る。 ま た、４．１Ｒ 欠 損 マ ウ ス の 赤 血 球 膜 に は 反 応 し な か っ た （＃

５ 抗 体）。 ４．１Ｒ 欠 損 マ ウ ス の リ ンパ 球 に は反 応 しな か っ た （＃９ 抗 体）。
い ず れ

も 正 常 マ ウス 南 来 の 赤 血 球 あ る い は リ ンパ 球 の ４１１Ｒ
馳を 検 出 した。

繊 竃 甑 鵜、㍗㌃
㌻鶏 畷

工
翻 齋 珊 雷 齪 る 讐 且

霞

鰯 騨滋鴨

蕊鱗 鑑風

； 涼 繊 鮒 螂 祉
一

。」 、
筐
」

董ヨ

懇鰯

。
鯛
・

．繊 麺搬

茸 曼 姦 ラ 葛 舞 三蕃 蘂

麗 麗鍵嚢 嚢鰯

三

醐 蕊 煙 窪 専 馨」恋 篶 膨 勘 雰 繋 賀 遷 筆 鯛 畿

５ Ｙ 泌 理 厘 見 毘 樽 帯 脳 ｙ 糊 藪 重 態 乳 基 Ｐ 醐１１胸 蝉 争

１３ 簿 璽 塗 Ｙ 彊 爵 ７ Ｉ 逢一養 濠 込 撃 竃 晋 置 息 雛 唾奪蜘

晦ゑむ轟藤饒解 諸ξ、搬 麹 馳握磁 廠 瞳ｒ醐確 鰯 陶’幽亀滋

次 に、 ４．１Ｒ の ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏｍａｉｎ を コ
ー ドす る Ｅｘ㎝ 単 位 で 欠 損 さ ぜ た ポ リ

ペ プチ ドと の 反 応 性 か ら、 ＃５ と ＃７ は Ｅｘ㎝ ８ 領 域、 ＃９ は Ｅｘ㎝４領 域、 ＃１３

は Ｂｘ㎝１１領 域 の ポ リ ペ プチ ドを認 識 す る こ と が 明 ら か に な っ た。
各 Ｅｘ㎝ をニコ

ー ドする ポリペ プチ ド及びＥｘ㎝８はＮ末端半分とＣ末端半分を用意し＃５及び
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＃７ は そ れ ぞれ、 Ｅｘ㎝ ８ の Ｃ 末 端 半 分 領 域 に 結 合 す る
こ とカ湖 ら か に なっ た。

各 １ｏｂｅ， ４ つ
の 趾ａｇｍ㎝ｔｓ、 及 び 各 Ｅｘｏａ の 欠 損 ３０ｋＤａ 囲 ＲＭ ｄ◎ｍａ三ｎ 及

び 各 Ｅｘ㎝

が コ ー ドする ポリ ペ プ チ ドの 反 応 性 か ら、 ４ 種類 のク ロ
ー ン （＃５、 ＃７、 ＃９、

＃１３） が 認 識 す る ペ プ チ ドを 推 測 した （図 ５）。
＃５、 ＃７、 ＃９、 ＃１３ の 認 識 す

る 抗 原 ペ プ チ ドを 図５ に示 した。 こ れ ら の
ペ プ チ ドを 化 学 合 成 した （ｐｅｐ００４，

ｐｅｐ０８１， ｐｅｐ０８２， ｐｅｐ０１３
）
。
そ れ ぞ れ の Ｎ 末 端 部 に は 人 工 的 に シ ス テ ィ ン 残 基

を 付加 し、 リ シ ン 残 基 のεア ミ ノ
基 に コ ン ジュ ゲー ショ ン した。 こ れ ら の コ ン

ジ

ュ ゲ ー ショ ン を別 個 に ア ミ ノ シラ ンキ ュ ベ ッ トに 固相 化 して 各 抗 体 と の 反 応 性

を 反 応 速 度 論 的 に 観 察 し た （表 玉） 。 ４．灰 ３０ｋＤ＆ 肥 ＲＭ ｄｏ㎜＆ｉｎ （３０ｋＤａ）
を 陽 性

対 照 と し た。

嚇 縦 工鰍鑑轟鹸磁確 晦３鰯漉 鈍綴滅測敏 搬層

凸繊 滋 Ｌ轄胴轟

？

擦

灘 魎邊

遭寧鰯牟

霊鞭鰯

房響鰯

蟹鋪 蕊

姦紬鋒 釣 顯釣 勧迂榔
鰯 虫竈一且嚢 逮 綬 韮．嚢 圭薄ぷ聾亜亙歎

茗 誰

蕊繊 繊確 繁純 魅冒 腕 腕滋琶
ξ盗 由 駐、

鰯 遥 燦 韮、裏 圭頓。亘壌 裁 騨 量瞭

臨鳥撞軸 陶義繍幽暮 鵜 魅総暮
蜘蛋繊碧 騒姦幽婁 孫磁 脇暑

蘂 繊 愛．婁虫葡，灘 艶 絆

遭撃 鰍 笈睡慈捻 鋤套

Ｐ鱗 亘 窮搬虹鑑途

撃 嚇 雛 撃，雪生 鮒籔裁轡

重寧藤蟻 駕裡忌 幽 婁

鏑 鰯 副 竈．亘生 竃，：…謹 並 鎌

遅寧 鯉葦 蕊婁由 鰯悉壷騨

鯛 鯉 繁磁幽継塗

醐 壌雛 箪跡註細 繊 獲

雰鞭 概曇 畿 磁塗 滋蓬

嚢轟鹸 繊生鰯 評鮮
彊甥罫艇 縞忘紬 鋤

理誰鰯童 縞麟壷鎚

婁理鰯皇 滋葛触 鞠

蟹鰯覇泌 蛎 由 獺 墾 惑襲盲

蟻 虫竈・
蔓 紙至脚 搬

蜘腕幽冨 搬繊 軸
籔磁 繍磯 撚 繊鈍薯
≡…姦差覇呈搬 錫 紳 歪鰐

繁極崖紙織童竈 概 臨 銑毫

変。茅宝 麺、亘壌 遥 騨 獺 誓

義，堰宝 掴、三⑫ 玉１聾
｛ 亘事

蕊 銚 畿 幽暮 滋掴褒舶 銑蓬

繁毎複畿 繊 窮掴畿 鎚

窮魯忘 繊 冨 蕊苗魯細 雌

撃．予告 掴。泌 孟亙
醸や 繁

蔦融隻鋳 幽聾 瀦掴 畿 畿…塞

薄苗忠細絶索 腕 馳 蜘富

察固優録 緬冒 滋 馳 鈍毫

工，ラ 圭彊、撚 匡ユ 騨 亘鰯

重戚幽燃｛鰍嚇鰯呼琴棚籔繍繍 融搬施 繍 鯉洲腕 蝉 腕繊 磁錨搬繭搬脇眺趣 鞠 魎醐
固 脳 毒魎醐棚滅囲耐搬 搬 蛸 鴫 如専淋窒棚船戯血池蛾 灘 漉鰯養棚繧理鹸醸歪鰯魏 叫

＃５、
＃７、 ＃１３ 抗 体 は、 ３０ｋＤａ と 平 衡 解 離 定 数 は、 ～１０ｎＭ ｏｒｄｅｒ で

あ っ た。 こ

れ ら の 結 合 速 度 定 数 （た、
） は～１０４ｓ㎜ で あ り、 解 離

速 度 定 数 （友。
） は、 ４ ぴ

３１／ｓ
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で あ っ た こ と か ら、 こ れ ら の 抗 体 は 抗 原 で あ る ３０ｋＤａと 結 合 は相 対 的 に 遅 い が、

同 時 に解 離 も 遅 い こ とカ湖 らか に な っ た。 こ の こ と は、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成

に 時間 が か か る が、
一 旦形 成 さ れ た 複 合 体 は 解 離 し難 い こ と を 示 して い る。 ＃９

抗 体 と ３０ｋＤａと 結 合 は他 の３ 種 類 の 抗 体 よ り も 平衡 解 離 定 数 が 大 き かっ た。 こ

れ は、 解 離 速 度 定 数カ
ミ１ぴ２１／ｓ と 他 の 抗 体 よ り も 大 き い こ と に 起 因 す る と 考 え ら

れ た。 茸５ と ＃１３ 抗 体 と そ れ ぞ れ の 抗 原 ペ プ チ ドと の 結 合 で は、 ３０ｋＤａ
と 比 較

して解 離速度定数の増大に伴う平衡解離定数の上昇淡観察された。 ＃９抗体は、

抗原ペプチドとの結合の方が３０㎜ａよりも強く観察された。 Ｘ線結晶構造解析

の 結 果 で は、 ＃９抗 体 の認 識
ペ プ チ ド領 域 は 二 つ のβ一ｓｈｅｅｔ構 造 が 互 い に 逆 方 向

に な る Ｘ 字 型 で あ る こ と が 示 さ れ た。 ア ミ ノ シ ラ ンキ ュ
ベ ッ トヘ の 固 相 化 に よ

り、 こ の 抗原 部 位 が 蛋 白 質 内 部 に 織 り 込 ん で いる こ と か 考 完 ら れ る。

２． 反 転 膜小 胞 を用 い た抗 体 による ３０ｋ肋 の結合阻害

前 項 で 用 意 し た Ｐ－ＩＯＶ（詳 細 は 第 ４・１ 項 参 照）を用 い て、 こ れ ら の 抗 体 と ３０ｋＤａ

の結合へ の影響 を検討 した。 実験では、 抗体は抗原に対して等量混合した後に

Ｐ－ＩＯＶ と 混 合 し た。 前 項 の 結 果 を も と に Ｐ－ＩＯｙ の 総 蛋 白 質 量 に 対 して 過 剰 に な

る よ う に 調 製 し た。

Ｐ－ＩＯｙ に は 膜 貫 通 蛋 自 質 は 残 っ て い る が、 ｐ５５ は な い の で、 Ｃ－１ｏｂｅ 領 域 に 結 合

す る ＃１３ に つ い て は 検 討 しな かっ た。 ま た、 ４ 種 類 の 抗 体 を混 合 す る と 理 論 値

で も ６００ｋＤａ に な り、 標 的 蛋 白 質 で あ る ３０ｋＤａ の ２０ 倍 相 当 に な る た め、 ＃５、 ＃

７、 ＃９ に つ い て 検 討 した。 茸９ は Ｎ－１ｏｂｅ を 認 識 す る が Ｂ㎜ｄ３ 結 合 部 位 を認 識 す
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脇 鰯 漱固魎翻鰯搬譲動臨 繭 醐繍戚漱獺マ耐繍 繍 脳榊 醐 雛鰹
翌鵬眩騨鞭鞠棚 磁 張鰯棚鰍漉 晦 繊佃繭榊㈱蛾脳 繊

鱗 燃 斑畷 嘩 勧憂繍甘海泌憾

る 抗 体 で は な い こ と、 ＃５、 茸７ は Ｅｘｏｎ８
コ ー ド領 域 で あ る こ と か ら こ れ ら の 抗

体 に よ る 阻 害 に より ＧＰＣ 結 合 部 位 の 同 定 を期 待 し た。
＃５、＃７、＃９単 独 と００ｋＤａ

と の 複 合 体 は３０ｋＤａ単 独 と 同 様 に Ｐ－ＩＯＶ に 結 合 し た。＃５
と ＃７の 混 合 で も３０ｋＤａ

の 結 合 に 全 く 影 響 は な か っ た こ と か ら、 ＧＰＣ の 結 合 部 位 は、 Ｅｘ㎝８
コ ー ド領 域

の 中で も Ｎ 末 端 の 半 分 領 域 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た。 こ の こ
と は、 Ｎ

末 端

を認 識 す る ＃９ 抗 体 と ＃５ 或 は茸７ と の 混 合 に よ り、 ３０ｋＤａの 結 合 は４０％
一５０％

減 少 し た。 Ｐ－ＩＯＶ
に は ４，１Ｒ の 主 た る 結 合 部 位 は Ｂａｎｄ３

と ＧＰＣ で あ り、 ４．１Ｒ と

これらの 歯貫通蛋白質との平衡解離定数が同等とすると５０％の結合阻害は、

ＧＰＣ と の 結 合 を 阻害 して い る こと を 示 唆 して い る。

３． 種 間 交 差 性
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４ 種 類 の 抗 体 の 種 間 交 差 性 をＩＡｓｙｓ を用 い て 検 討 した。 ヒ トと
ゼ ブラ フィ ッ シ

ュ の ４．１Ｒ ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏ㎜虹ｎ 及 び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ｃｏγα肋 遺 伝 子 産 物 で あ

る Ｃｏｒａｃ１ｅ の Ｎ 末 端 ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ 相 同 領 域） を そ れ ぞ れ 固 相 化 し た ア ミ ノ シ ラ

ン キ ュ ベ ッ トを 用 意 し、 抗 体 と の 平 衡 解 離 定 数 を 測 定 した。 ＃５ と＃７ は、 ３ 種

類 の ３０ｋＤａＦＥＲＭ ｄｏ狐ａｉｎ と 結 合 し た。 ＃９ は、
ゼ ブ ラ フ ィ シ ュ の ３０ｋＤａＦＥＲＭ

ｄｏｍａｉｎ と 反 応 し た が、 Ｃｏ蝸ｃ１ｅ と 結 合 し な か っ た。 ま た、 ＃１３ は、
ゼ ブ ラ フ ィ シ

ュ の ３０ｋＤａ ＦＥＲＭ ｄｏ㎜ａｉｎ と 反 応 し な か っ た が、 Ｃｏｒａｃ１ｃ
と 結 合 し 危。 興 味 深 い

点 は、 ＃５ は、 ヒ
ト抗 原 よ り も Ｃｏｒａｃ１ｅ に 対 す る 平衡 解 離 定 数カミ小 さ い （親 和 性

が 高 い と 同 義） こ と で あ る。
ゼ ブ ラ フィ シ ュ 及 び Ｃｏｒａｃ亘ｅの 各 エ ピ トー プ の ア ミ

ノ 酸 配 列 を図 ７ に 示 した。
＃５ の 認 識 エ ピ トー プ を 比 較 す る と （図７） 、

極 性 の

あ る ア ミ ノ 酸 で は ５ 番 目 の Ｌ カミＥ に、９ 番 扇 の Ｄ
が Ｒ に 置 換 さ れ て い る。

ま た
、

ヒ ト の 配 列 の ３ 番 の Ｐ は、 Ｃｏｒａｃ１ｅ で は ７ 番 に Ｐカ
ミあ る。 こ う し た 置 換カ

ミ抗 体 と
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の 親 和 性 を 変 えて い る 可 能 性 が あ る。
一 方
、 ＃７

抗 体 の 認 識 す る エ ピ トー プ は、

３ 種 の 動 物 で 比 較 的 良く 保 存 さ れ て お り、 特 に １３ 番 日
ま で の 配 列 は、 全く 性 質

の こ と な る アミ ノ 酸 は ３ 番 目 の Ｋ の み で あつ た。 こ の こ と は、 ＃７
抗 原 ほ、 Ｑ

か ら Ｈ ま で の １３ 個 の 配 列 で ある と 考 え ら れ る （図 ７）。 ＃９ 抗 体 に 認 識 す る エ
ピ

トー プ の 配 列 １９ 残 基 で は、 ヒ トと
ゼ ブラ フ ィ ッ シ ュ と の 間 で は、 ８ 残 基 （＊ 部

分） の み で あっ た。 両者 の 平 衡 解 離 定 数 に は 約 １５ 倍 の 差カ
ミあ り、 こ

れ は 結 合 速

度 定数 の 差 に起 因 し て い た。 つ
ま り、 結 合 が 起 り 難 い こ と を 示 して い る。

＃１３

抗 体カミ結 合 し た ヒ ト４．１Ｒ お よ び Ｃｏｒａｃ１ｅ で は、 同
定 さ れ た 正７ 残 基 の 内、 １３ 残

基 が 相 同 で あ っ た。
ヒ ト の １３ 番 冒 か ら １５ 番 目 の ３ 残 基 （Ｐ－Ｓ－Ｙ） が Ｃｏｒａｃ王ｅ で

は （Ａ－Ｎ－Ｈ） に 置 換 さ れ て お り、 平 衡 解
離 定数 の 差、 特 に 結 合 速 度 定 数 に

よ る 違

い は こ の ３ 残 基 に 起 因 す る と 思 わ れ る。 ＃５
抗 体 は、

ゼ ブ ラ フィ ッ シ ュ 及 び

Ｃｏ醐ｃ１◎ の 免 疫 ブ ロ ッ ト に 使 用 可 能 で あ っ た。
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４． 応 用

＃５ 抗 体 は、 ヒ ト 赤 血 球 膜 の み な ら ず ヒ ト 赤 芽 球、 Ｋ５６２， ＫＧ１， Ｊｕｒｋａｔ
細 胞 膜

の 免 疫 ブ ロ ッ ト に 使 用 可 能 で あ っ た。 つ ま り。 ８０ｋＤａ の ４．１Ｒ 及 び 豆３５ｋＤａ の ４．１

を 予 想 さ れ た 位 置 （バ ン ド） で 検 出 した。 ＃７ 抗
体 は、

し ぱ し ば Ｋ５６２， ＫＧ三、

Ｊｕｒｋａｔ細 胞 膜 で、 ８０虹）ａ４．玉Ｒ よ り は 少 し 分 子 量 の 小 さ い 抗 原 を 認 識 し た。 ＃９
と

其１３ 抗 体 は、 Ｋ５６２， ＫＧ１， Ｊｕ改ａｔ
細 胞 膜 に ４．１Ｒ を 検 出 し な い こ とカ

ミあ っ た。
一

方、 共焦点 レーザー顕微鏡を用いた細胞免疫染色では非特異的反応カ
ミ多く、 適

し て い な か っ た。

５． ま と め

Ｓｕ㎜ 剛 及び２に単クロー ン抗 体が認識するエピトープマップを示した。立

体 構 造 は、ＰＤＢ １ＧＧ３
か ら 描 画 し た。４

種 類 の 抗 体 は い ず れ も ３０ｋＤａＦＥ ㎜ ｄｏｍａｉｎ

の 外 表 面 を 認 識 す るカミ、 ＃９ と ＃７ は、 障 ｈｅｅｔ 構
造
、 ＃５ は エ㎜ｄｏｍ

構 造
、
＃７

はα一ｈｅ１ｉＸ 構 造 を認 識 して お り、 抗 原 の 構 造 に 共 通 性 は な か っ た。

立 体構 造 上 の ３ っ の ドメ イ ンを 各 々 認 識 す る 抗 体 を 得 た。 た だ し、 膜 貫 通 蛋

白 質 と の 結 合 部 位 と は異 な っ て い た。

抗 体 を用 い て ＧＰＣ の 結 合 部 位 を ８０ ア ミノ 酸 残 基 に 絞っ た。

各 抗 体 の 免 疫 ブロ ッ ト ヘ の応 用 を 検 討 し、 茸５ 抗 体 の 汎 用 性 を 示 した。
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ａｎｄ Ｆｅｈｏη

，
Ｒ
．
Ｇ
．

Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ４．
１
， ｅｚ
ｈｎ
，
ｒａｄｉｘｉｎ

，
ｍ ｏｅｓｉｎ （ 肥 Ｒ Ｍ） ｄｏ ｍ ａｉｎ ｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈｉ１ａ

葱Ｃｏｒａｃ１ｅ， ａ

ｃｙｔｏｐ１ａｓ㎡ｉｃ ｃｏｍ ｐｏｎｅｎｔ ｏｆ 碗ｅ ｓｅｐｔａｔｅｊｕｎｃｔｉｏｎ， Ｐｒｏｖ
ｉｄｅｓ 蝕 ｎｃｔｉｏｎｓ ｅｓｓｅｎｔｉａ１ｆｏｒ

ｅ ｍ ｂ収 ｏｎｉｃ ｄｅｖｅ１ｏｐｍ ｅ耐 ａｎｄ ｉｍａｇｉｎａ１ｃｅ１１ｐｒｏ１並ｅｒａｔｉｏｎ．

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ．２００１ １５９（１）：２１９－２２８．

１９９
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