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緒 言

Ｓ Ｍ Ｐ３０ （ｓｅｎｅｓｃｅ犯ｃｅ ｍ ａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅ｛ｎ－３０） は，

電 気泳動法１ζよ りラッ トの 肝臓の可溶性分 画に発

見 さ れ た 分 子 量３０ｋＤａ， ｐ
μ
、
９の 蛋 白 で あ る１）．

こ

の蛋自の発現 量は， ア ンドロジェン非依存 性で加

齢に伴い減珍 する． その発 現部位は検索
した隈り

では， 肝臓 の実質細縄
と腎臓の近位尿細 管上皮細

胞の細胞質 内であり， 他の臓器や血液 申にほ検出

で き な か っ た．
Ｆｕｊｉｔａ ら は， ラ ッ ト 肝 臓 か ら 精 製

した ＳＭＰ３０の 部分的ア ミノ 酸 配列 を基 に， オリ

ゴ ＤＮＡ プライ マ ーを作 製 し ＰＣＲ 法に より その

ｃＤ Ｎ Ａ を 得 た．
さ ら に そ の ｃＤＮ Ａ を プ 田 一 ブ に

馴 ・， 王，
５８８ｂｐ の 完 全 長 の ｃＤ ＮＡ を 得 た． 次 に

そ

の得 られたｃＤＮＡ（λＳＭＰ８）の 塩基配列を決 定し

た２〕
．
そ の 結 果， 推 定 さ れ た Ｓ Ｍ Ｐ３０蛋 自 は２９９個 の

ア ミ ノ 酸 よ り な り， 麗 知 の 蛋 白 と の ホ モ ロ
ジ ー は

なく， 新 しく 発 見さ れた 蛋 白質 で あ
る こ と がわ

かっ た．
構造 上の特徴 として は， ３

’非翻 訳領 域に

ｍＲＮＡ 崩壊 シグナル と考え られて いる ＡＴＴＴＡ

配列を三つ持ち， 蛋白質 の崩壊シ グナ ルといわ れ

て い る ＲＥＳＴ 配 列 の 中 等 度 （ＲＥＳＴ ｓｃｏｒ， 一２．５）

の も の 一 つ と，
非 常｝こ 弱 い も の 四 つ を 持 っ て い 花．

こ抗らの シグナルを持 つ蛋自質 は短命で， 迅速 で

厳密な 発現制御を 受けていると 考乏られている こ

とか ら，ＳＭＰ３０もそ れ自身の迅速 な濃度変化 を反

映する ことによっ て細 胞内機構 の需獺 に関与 して

い る こ と が 推 定 さ れ る．
さ ら に，Ｓ Ｍ Ｐ３０に は Ｎ 末

端 およ び Ｃ 末端 にそ れ ぞれ 五つ ずつ シ ステ イ ン
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３考

残 基が存在 しており，ＳＭＰ３０は一本 鎖ペ プチ ドで

あ る こ と か ら， そ れ ら の シ ス テ イ ン
残 基 は 分 子 内

Ｓ－Ｓ 結合に関わり．
その生理機 能上 での高 次構造

の 変 化 に 関 与 し て い る こ と 淋 考 え ら れ た． ま た，

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｈｙｂｒ１ｄ１ｚａｔ１ｏη 法 に よ り， イ ー ス ト 菌 を

除 く サ ル， マ ウ ス， イ ヌ， ウ シ， ニ ワ ト リ な ど の

高等 動物 の ゲノ ミック ＤＮＡ 中に ＳＭＰ３０遺 伝 子

の存荏 が確認され， 遺伝的に保 存さ れている こと

が わ か っ た． そ の 後，
Ｆ 曲ｔａ ら は， ラ ッ ト

ＳＭ Ｐ３０

ｃＤＮ Ａ を プ ロ ー プ と し て ヒニ ト の Ｓ ＭＰ３０ ｃＤ Ｎ Ａ

のク ローニン グを行いその塩 基配列を決定 した．

推 定さ れたアミノ 酸 配列 のヒ トと ラット ＳＭＰ３０

間の 類似性は８９％ であり， 非常に良く保存さ れて

い る こ と が 明 ら か と な っ た （Ｆｕｊｉｔａ ｅｔａ１ 投 稿 中）．

ま た，
ヒ ト 肝 臓 お よ び 腎 臓 の Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｈｙｂｒｉｄｉｚａ－

ｔ１ｏｎ法 に お いて も ラット 肝臓 と 同 様に 強 い発 現

が 認 め ら れ， 前 述 の 結 果 と 考 え 合 わ 量 る と，

ＳＭＰ３０は高い 相同 性を 持って 高等 動物 に 広く 存

在している ことが予想さ れ， その生物 における機

能の重要性 が強く示唆さ れた．

発見当 机 ＳＭＰ３０の機能 は不明であった が， 最

近， Ｙａｍａｇｕｃｈｉ ら に よ っ て ラ ッ ト の 肝 臓 か ら 発

昆さ れたカ ルシウム 結合蛋白であ るレギュカ ルチ

ン（ｒｅｇｕｃａｌｃ１ｎ） の ｃＤＮ Ａ が ＳＭ Ｐ３０と 一 致 し 同 一

の 蛋 自 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た宣）． 肝 細 胞

内 に お い て レ ギ ュ カ ル チ ン は Ｃａ２＋に よ る 酵 素 活

性化 を制御してお り， レギュカ ルチンによ る肝細

胞 肉 Ｃａ２＋シグナ リ ング の制 御機 構も 存在 して い

る と 報 告 し て い る＃）．
一方， 腎臓 に 湖・ても肝臓 と同様に種々 の細胞

内情 報伝達系 が存在する ことが明らが になりつつ

あ る が， そ れ ら の 細 胞 機 能 調 節 に 対 し て
も
，

ＳＭＰ３０が 重要 な役 割を 担って いる こ とカミ容易 に

考完られる
．
また， 腎臓 の尿細管は糸 球体濾液か

ら 必 要 な イ オ ン， 水 を 再 吸 収 し， 不 用 な イ オ ン，

物質を分 泌す ることによ り生体の体液 の恒常性 を

維 持 し て い る． イ オ ン の 輸 送 に 関 し て は， 細 胞 膜

に 組 み 込 ま れ た イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 数， チ ャ ン ネ

ルの活性 化等により制御 がなされて いるが， 特 に

Ｃａ２＋の 動 向 に 関 し て は， 未 だ 解 明 さ れ て い な い 部

分 が 多 々 あ る．
Ｙａｍａｇｕｃｈｉ ら が， 肝 細 胞 に 対 し て

カ ル シ ウ ム を 投 与 す る こ と に よ り， ＳＭ Ｐ３０の 発 現

が 増 強 す る こ と を 報 告 し て い る こ と か ら５）６〕，

ＳＭＰ３０は， 腎臓の尿細 管において もカ ル
シウム の

代 謝 に 関 与 し て い る こ と が 考 え ら れ る． さ ら に，

ｒｅｇｉｏｎａ１ ｍａｐｐｉｎｇ に よ り， ＳＭ
Ｐ３０遺 伝 子 は Ｘ 染

色 体 上 に 存 在 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ，

ＳＭＰ３０欠損 に伴 う腎 臓の 伴性 遺伝 疾患 の存 在 も

予 想 さ れ て い る （Ｆ 軸ｔａ ｅｔａ１ 投 稿 申）．

このよう な 背景 より， ヒ ト での Ｓ
ＭＰ３０の機 能

や 腎疾患での意義 を解析する 必要がある と考えら

れ る． 今 回
ヒ ト Ｓ Ｍ Ｐ３０ ｃＤ Ｎ Ａ （ｐＨＳＭ Ｐ６） を 用

いて， 組換え 蛋白を作製 した． その後 この組換え

蛋白に対する 涼リクローナ ル杭体を作 製しヒトの

肝臓， 腎臓にお ける ＳＭＰ３０の局 在性を調べた．ま

た， ラッ ト肝臓よ り 精製 した Ｓ
ＭＰ３０に 勅す る抗

体と比較 し， その抗原 性にっい
ても 検討した

．

対象ど方法

１
．
ＤＮＡ 断片のベ クターへの挿 入

大腸菌 内での組換え 蛋白を誘導す る花めに， ヒ

ト 肝 臓ｃＤＮＡ ラ イ ブ ラ リ ー よ り 得 た ヒ ト

ＳＭＰ３０ｃＤＮＡ （ｐＨＳＭＰ６） を制 限酵素 肋伽ＨＩ，

ＳαｃＩ切 断 部 位 で 切 り 出 し， ６ｉＯｂｐの ＤＮＡ 断 片

（核 酸 番 号４１４～１０２遂） を 得 た． こ の Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を，

す でに 肋刎 ｍ， ＳκＩで処 理 した 全長５，４９３
ｂｐ の

蛋 自 発 現 ベ ク タ ーｐＥＴ２２ｂ （Ｎｏｖａｇｅｎ， ＵＳＡ） へ

挿 入 し た．

２．
組 換え蛋白の誘導 と精製

作 製 し た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ｐＥＴ２２Ｂ ＨＳＭ・

ＢＳ） を大腸菌 株 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＥ に形 質導入

し ＩＰ Ｔ Ｇ（｛ｓｏｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏ一β一Ｄ－ｇａ垂ａｃｔｏｓｉｄｅ，
Ｓｉｇ ｍａ

Ｃｈｅｍｉｃａ１ Ｃｏ、） を 投 与 し て 組
換 え 蛋 白 を 誘 導 し

たη
．
次に 蛋白 の発現カミ誘導さ れた 宿主 細胞 を５０

㎜ Ｍ Ｔぞ１ｓ－Ｈ α （ｐＨ ８．Ｏ）， ０，２㎜
Ｍ ＥＤＴＡ に 調 製

し た．
こ の ベ ク タ ー は ｐｅｌＢ ｓｉｇｎａ１ｓｅｑｕｅｎｃｅ を 持

つ た め， 発 現 し た 蛋 自 は ｐｅｒ
ｉｐｌａｓ狐ｉｃ ｓｐａｃｅ に 奔

在する と考乏られるの で，
遠心した 後，

沈殿 した

犬腸 菌 を超 音波 処理 し， ＳＭＰ３０蛋 白 を 可溶化 し

た
．

３． ＳｎＳ
ポリ アクリルアミ ドゲル電気泳動 法

誘 導した蛋白を確 認するために ＳＤＳ（ラウリ ル

硫酸ナ トリウム） ポリ アクリルア ミドゲル電 気泳
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３５

動 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ） を 行 っ た宮）． 誘 導 し た 蛋 白
と サ イ

ズマ ーカー （ＢＲＬ） を同時に泳 動した
．
電気 泳動

後，
一 方 は， Ｃｏｏｍａｓｓ１ｅｂｒｉ１ｌ

１徽ｔ ｂｌｕｅ で 染 色 し，

脱 色 し た．
他 方 は Ｗｅｓ乞ｅｍ ｈｙｂ 紺ｉｚａｔ１㎝ 法 を 行

う た め に， ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （Ｉｍ ｍｏｂｉ１ｏｎ－Ｐ 膜）

に 転 写 さ せ た．

４
．
Ｗ ｅｓｔｅ ｍ ｈｙｂ 柵 ｉｚ 洲 ㎝ 法

島）

Ｗｅｓ廠 ｎ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔ１ｏｎ 法 に よ り 組 換 え ヒ ト

ＳＭＰ３０蛋 白の 発現の確認 を行った．
転写 ニトロセ

ルロース膜 をブロッキ ング液（５％ スキムミルク）

で処理 し， １次抗体溶 液（ウ サ
ギ抗ラッ トＳＭＰ３０

抗 体４０μ１＋ ブ ロ ッ キ ン グ 液４㎜１） と 室 温 で 至 時 間，

３７℃で３０分 間 反 応 さ せ た 後， 洗 浄 液 （Ｏ．０５
％

Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ） で ３ 圓 処 理 し た．
陰 性 対 照 と し

ては， 征常 ウサギ血清 を使用した． 次に２次抗体

溶液 （ペ ルオキシ ダー ゼ標 識抗ウサ ギーブタ赦清

４０μ１＋ ブロッキ ング液遂ｍｌ） と室 温で１ 時問 反応

させ， 洗浄液で３ 回処 理した． 最後 に発
色試薬溶

液 （ＤＡＢ （３－３㌧６ｉａｍ１ｎｏ－ｂｅｎｚ１ｄ１鵬 賊 ｒａｈｙｄｒｏｃｈ－

１ｏｒ１ｄｅ） ２ｍｇ ＋Ｏ．０５Ｍ Ｔｒｉｓ） と３夏％ 過 酸 化 水 素 溶

液２μ１ （最 終 濃 度Ｏ．０２％） に よ り 発 色 さ
ぜ た．

５．
組換え 蛋白に対する抗 体の作製

作 製した 組換 乏蛋白 ＳＭＰ３０を 含む 蛋白 溶液 と

フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ ヴ ァ ン ト （Ｍｉ１ｅｓＬａｂｏｒａ－

ｔｏｒ１ｅＳ， ＩｎＣ） を 等 量 で 混 合 し て 乳 化 し， 家 兎 の 皮

下 に注射した． ２ 週問後， 同様 に家兎に 注射して

追 加免疫を行った．
その１週問 後に家兎 より採血

して血清を得た
．
採取 した 血清を ＢＬ２１（ＤＥ３）の

アセトンパウ ダーで吸収操 作を行い非特 異的反応

を 除 去 し た 後， さ ら に， グ ロ ブ リ ン 分 画 に 精 製 す

る た め に， ３３％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム と 混 合 し，

！０，ＯＯＯ
×ｇ で１０分 間 遠 心 し た．

そ の 沈 殿 物 を 回 収

し ＰＢＳ で 透 析 し， 抗 体 と し て 用 い た． こ の よ う に

して得た抗 体の特異性 を確認するた めに作製した

組換え蛋 白および， ヒ ト肝， 腎臓組 織から抽出 し

た蛋 白を使用 して ＳＤＳ ポリア クリ ルア ミ ドゲ ル

電 気 泳 動 と Ｗ ｅｓｔｅｍ ｈｙｂｒ撤 ｚａｔ１㎝ 法 を 行 っ た．

１次 抗体 として， 作 製 した抗 ヒ トＳ
ＭＰ３０杭 体 を

用い， ２ 次抗
体と して はペルオキ シダーゼ標識 抗

ウサ ギー ブタ 血清 を用 い， ＤＡＢ を発色 試薬 と し

て酵 素抗 体法を行った．組織 か
らの蛋 白の 抽出は，

後 述 の ご と く 行 っ た．
Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ を 含 ん

だ ９ 倍 量 の１０㎜ Ｍ Ｔｒ１ｓ－Ｈ α （ｐＨ ７．６） で 組 織 片

を ホ モ ジ ネ ー ト し，１５，０
００×ｇ で２０分 間 遠 心 し， そ

の上 清を蛋白試 料として使用 した
．

６． 免疫組織化学染色 （蛍光抗体法）

組織片はヒ ト正常肝， 腎臓 組織 （移植の 際の ド

ナ ーの肝臓， 腎臓より生 検した各３症例） の凍結

切 片を用いた． 無蛍兇スライ ド
グラスに 組織片を

貼 付し， そ の切片上に１ 次抗体と して， 作製した

抗 ヒト ＳＭＰ３０杭体 （２０倍希釈）， また は抗ラット

ＳＭＰ３０抗 体 （２０倍 希釈） を滴下する．
１時間反応

さ せ た 後， ＰＢＳ で 洗 浄 し た． 次 に ２ 次 抗 体 と し て

ＦＩＴＣ で標 識 した 抗 ウ サ ギ免 疫 グ ロ ブリ ン抗 体

（ヘキス ト） を用 いた． 同 様に １ 時間反 応さ せた

後， 興 Ｓ で洗浄 し， 封 入し， 蛍光顕 微鏡で観察 し

た
．

結 果

１
．
組換え蛋 白の作製

ｃＤ Ｎ Ａ ク ロ ー ン ｐＨＳ Ｍ Ｐ６ の 全 長 は１，３５６ｂｐ

で， そ の 蛋 白 翻 訳領 域
を含 め て 肋 刎 ｍ お よ び

ＳαｏＩ部位 で切 断した（６１０ｂｐ の）ＤＮＡ 断片 を組換

え蛋 白の作製に 使用 した
．
この ＤＮＡ 断片の 塩基

配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ に 示 し た．
こ の 断 片 を

肋刎ＨＩ， 鋤ｏＩで処 理した ｐＥＴ２２ｂに挿 入し プラ

ス ミ ド ＤＮ Ａ（ｐＥＴ２２Ｂ ＨＳＭ Ｐ－ＢＳ） を 得 た（図 ２）．

こ れ は ベ ク タ ー 自 身 が 持 つ ｏｐｅｎ ｒｅａｄ｛ｎｇ ｆｒａｍｅ

も 含 め て２２１個 の ア ミ ノ 酸 を 規 定 し て お り，そ の 予

想 分 子 量 は ２４ｋＤａ で あ っ た． 次 に ｐ
Ｅ Ｔ２２

Ｂ ＨＳＭ Ｐ－ＢＳ を 大 腸 菌 株 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＥ に 形

質導入 した． 形質導入 を確 認の後， 組換 え蛋白の

誘導 を試みた． 組換 え蛋白 の誘
導 の有 無 をＳＤＳ－

ＰＡＧＥ によ り検討 し花 （図３）
．
形質導 入を 行い

ＩＰＴＧ を投与 した菌体か ら得た蛋自試料 （１ａｎｅ３）

で は予想 さ れた 分子 量 約２４ｋＤａの 明 瞭な バ ン ド

都確認 でき た． このバ ンドは形質導 入を行ってい

ない菌 体から得た蛋白 試料（嚇ｅ！）およ び形質導

入 はした がＩＰＴＧ 処 理 して い ない 菌 体か ら 得た

蛋白試 料（至ａｎｅ２） ではわずか しか認 められなかっ

た
．

２． 組換え蛋 白の杭原性 の確認

次 に， 作 製 した 組 換 え蛋 白 の抗 原 性の 確 認 を
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図 １ ヒ らＳＭＰ３０ｃＤＮＡ （ｐＨＳＭＰ６） の 塩 基 醜列 と ア ミノ 酸 配 列 （部 分）

塩 基 配 列 中， 小
文 字 （ｎｔ１～８７） は ｐＥＴ２２ｂ 由 来 で あ り，

３１姻 の ア ミ ノ 酸 を 規 定 す る
．

ア ミ ノ酸 番 号 ２～２１は ｐｅｌＢ１ｅａｄｅｒ 配列 で あ る． ｐ
ＥＳＭＰ６由来 の 塩 基 配列 は 大 文字 で

表 わ さ れて い る （ｎｔ８８～６６３）．［コ は そ れ ぞれ 肋 閉 ｍ 切断 部 位， Ｓ蜆ｃＩ切 断部 位．

Ｓ．＝ｏＩ＝４５８８〕

Ｐ”■』１｛４；８３）

Ｐ３ｔｌ｛４３Ｓ３）

ｋＤａ

ｐＨＳＭＰ６
７５

Ｂａ榊Ｈｌ

４８

２８

～ｏ１｛１３２５， １９ 一

１ ２ ３

蟹麓
、
議簸

鞘
滋
鶴

ＨＰ８１｛１６２０，

１５

図 ２ ８ 舳 印， ＳαｏＩ 部 位 で 切 断 し た ｐＨＳ棚Ｐ６の

ＤＮＡ 断 片 を蛋 白 発 現 ベ ク タ ー， ｐＥＴ２２ｂｌこ挿 入 し

て 得 た プ ラ ス ミ ド ＤＮＡ （ｐＥＴ２２Ｂ貫Ｓ 棚Ｐ－ＢＳ）

Ａｐ： ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子，
ｌａｃＩ１－ａｃｒｅｐｒｅｓｓｏｒ，

０ｒ１１ プ ラ ス ミ ド の 複 製 開 始 点．

図 ３ ＳＤＳ・ＰＡＧＥ （Ｃｏｏｒｎａｓｓｉｅ ｂ 舳ｉａｎｔ ｂｉｕｅ 染 色）

１ａｎｅ１： 形 質導 入 を 行っ て い ない 菌 体 か ら得 た 蛋 畠

試 料
，
ｌａｎｅ ２： 形 質 導 入 は 行 っ た が ＩＰＴＧ 処 理 し て

い な い 菌 体 か ら 得 た 蛋 白 試 料，
ｌａｎｅ ３： 形 質 導 入，

ＩＰＴＧ 処 理 を行 った 菌 体 か ら 得た 蛋白 試 料， ２砿 Ｄａ

（←）
．
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３７

畑ａ

７５

１ ２ ３
ｋ◎ａ

１ ２ ３

２８

１９

図 ４ Ｗｅｓｔｅｍ ｈｙｂｒ１ｄｉｚａｔ１㎝ 法 に よ る 組 換 え と ト

ＳＭＰ３０蛋 白 の 確認 （ＤＡＢ 染色 法〕

王 次 抗 体 は ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト ＳＭＰ３０抗 体， ２ 次 抗 体

は ペ ル オキ シ ダ ー ゼ標 識 航ウ サ ギ ー ブタ 腕 清 を馬 い

た
．
ｉａｎｅ １： 形 質 導 入 を 行 っ て い な い 菌 体 か ら 得 た

蛋 白 試 料，１ａｎｅ ２； 形質 導 入 は行 っ た が互ＰＴＣ 処 襲

し て い な い 菌 体 か ら 得 た 蛋 自 試 料
，
ｉａｎｅ ３： 形 質 導

入， ＩＰＴＧ 処 理 を行 っ た 菌体 か ら 得 た 蛋 白試 料， ２皇

ｋＤａ （←〕
．

２８

１９

図 ５ Ｗｅｓｔｅｍ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ 渕 こよ る 抗 組 換 え ヒ ト

ＳＭＰ３０抗 体 の特 異 性 の検 討 （ＤＡＢ 染 色 法）

１ 次 抗 体 は 作 製 し た 抗ヒ ト ＳＭＰ３０杭 体， ２ 次 抗 体

はペ ルオ キ シ ダ ーゼ 標 識抗 ウ サ ギ ー ブタ 血清 を 周 い

た
．
１ａｎｅ １： 形 質 導 入 を 行 っ て い な い 菌 体 か ら 得 た

蛋 筥 試 料， ｉａｎｅ２： 形 質 導入 は 行っ た がＩＰＴＧ 処 襲

し て い な い 菌 体 か ら 得 た 蛋 白 試 料，
ｌａｎｅ ３： 形 質 導

入， 互ＰＴＧ 処 理 を行 っ た 菌体 か ら得 た 蛋自 試 料， ２尊

ｋＤａ （←）、

行 っ た． 他 に も， ｌａｎｅ１， ２に 認 め ら れ な い が Ｉａｎｅ

３に認め られた バン ドカミある ことから，組換え蛋 白
１ ２

の発 現の確認のだ め交差反応性 を利用 して Ｗｅｓｔ－ ｋＤａ

ｅｍ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ を 行 い， １ 次 抗 体 と し て 抗 ウ サ

ギ抗ラｌ／・・… 抗体血清 榊 （図・）．そ 鱒 鱗 嚢

の結果， 形質導入 を行い， さ らにＩＰＴＧ を投与 し
４８ 一

た菌体か ら調製した蛋 白試料 （！棚ｅ３） に はＳＤＳ－

ＰＡＧＥ で 認め られた バ ン ドに 相 当す る 分子 量２４ ２８ ’

ｋＤａ の組換え 蛋自が明瞭に確 認された． この分子

量に相当する バン ドは形質 導入を行って いない菌

体 （ｌａｎｅ１） お よび形質導入 は行ったカミＩＰＴＧ 処

理していない 菌体（ｌａｎｅ２） から調製 した 蛋白には

存 在 し て い な か っ た・ 分 子 量７５ｋＤａ 付 近 に は 非 特 図 ６ ヒ ト 組 織 か ら可 溶 化 した Ｓ棚Ｐ３０に 対す る 抗 組

異 的 な バ ン ド が 認 め ら れ る が， こ れ は 全 て の ｌａｎｅ 換 え ヒ ト ＳＭＰ３０抗 体の 反 応 （ＤＡＢ 染 色 法）

で 存 在 し て お り 菌 体 蛋 白 と 考 乏 ら れ る． こ の 結 果
１ 次 抗 体 は 作 製 した 抗ヒ ト ＳＭＰ３ 嚇 体・ ２ 次 抗 体

は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ ー ブ タ 揃 溝，
ｌａｎｅ

が ら， 分 子 量２４ｋＤａ の バ ン ド が，
ヒ ト Ｓ Ｍ Ｐ３０の 組

１： 正常 肝 臓 組織 が ら 可溶 化 し た 蛋白，ｉａｎｅ２： 正常

換 え 蛋 白 で あ る と 考 え ら れ た． そ の 他， 形 質 導 入 腎 臓組 織 か ら 可溶 化 した 蛋 臼， ３０ｋＤａ （←）．

を行い， さ らに五ＰＴＧ を投与 した 菌体がら調 製し

た蛋 自試料 （Ｉａｎｅ３） にのみ 分子量４８ｋＤａの バン 体 と し て 正 常 ウ サ ギ 血 清 を 使 用 したｉｍｍ ｍｏ．

ドが認め られる が， こ れはヒ ト ＳＭＰ３０組換 え 蛋 ｂ１ｏｔｔｉ聰 では，ＩＰＴＧ を投与 した菌 体から 得た蛋

白の ダイマ ーである と考乏られた
． なお， １次抗 白試料 でも組換え蛋 白は認めら れな がっ た （デー
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鱗

㈱ ㈱
園茅 滋欝塗接駁麟纏織１ζ棚 楕 瓢証蘭 ㈱ 鋭鐙艦織総寧難毯鰹 瞳施銃錐漆葦

紀 韮 淡 競簿 縁 稚製 泌滋 競捻 ト 警燃 蘭麺競篠， 総： 玉次 航 綱 漢航費 汐 泰統 擁， 婁 次競 鉢 憾 弼 脱 で綴

識 絡溌 競 潔 嫁 薬鑑 簸 夢鰯 潔 リ ン航 鉢 登 馳 吹苗

㈱ ㈱

鰯饗 籔欝塗察腎鱗縫繊こ繊 鳩 ｓ概蘭 ㈱ 鈍纏艦織他繋難亀燦 （滋兇貌錐渕

パ 韮 次銃 鰯 戴稚製 む 稔統 陰 拝 嚢 鰯 郷 競 錐， 葦曇： 王教 競 徽 護貌 矛 ツ ト貌 擁艘 婁次 航 徽 凌買 豚ｃ で 標

織 む澄 銃 残淋 薬 箆 穫 銭鰯 ブ リ ン競 鉢 蜜溺暮吹．

努 は 添 慈 ず）。

餐。 抗紀 閑 獅蘭⑧銃体⑳偉製

家 蝿登艦換 菟塗 祭 竃腿 闘⑳嚢 自で 免疫 し宇 筑虻

１ぺ 鮒Ｐ３⑪航体 整搾製 じ淀．
忍 ⑳航 偉 登至 次抗体

紀しヨ 組換受蛋薗縫 対して簑 珊 鐵餐鰯 敏 脱 撤 鍛

竃１醐 漆 を掃っ縫． 受 ⑳
繕築憾團遜 鷲縛魯松淀愁 ⑳

紋濁様悠分子鐙塁荻 腕 ⑳バン 樽 職 鵠慈狐淀 鰯

引む 次１沈 恭⑳
涯常 豚， 欝臓組織め塙 摘総 し淀蛋

戯忍斑して 双 敏 餓 凶 蜘 飼五獺繍鰍 漆登符湾溌。

郁）繕築簑 騎臓 （１搬 幻） あ腎臓 晦 腿婁） 薬繧分

苧鐙 約籔駄 臨 鰯バ ン 臓婁認め蔭槻滋 鰯 澄）。

叙 箆痩組織化挙染亀

搾 製 し 淀 航 塗 拝 竃醐 鵬⑬航 体 塗 航 潔災 紅

ｓ搬蹄⑭筑体蜜 蹴 液 免痩纏織他学梁亀壷緑い，塗

拝⑳ 瞬臓、 腎臓 績潟 繊葛
蟹概 蘭 ㈱ 纏織 肉分 蒲 壷

調べ淀．正常艀臓縫織憾 繊 荻 寓 貌陰ト竃
滅蘭⑭

航体 を亜次滋篠綬 し怒 場舎， 類濁
壁 秘梁亀慈槻潅

鰯 ７鋤曲 統
茅ツ 惨竃鮒 蘭⑪貌 体 を 溺彰 吹 も ㊧ ㌘

憾， 豚 繁蟹綱鰯淡染 亀慈級淀 鰯 搬》、 歴欝驚臓

纏織腿 繊 沃 憾， 銃塗柱簿慨 脳 嚇 体で憾遼位尿

細 欝、
陰籏 綴 胞 秘 梁 亀 慈 舵 （園 瞭｝纈 航 ㌘汐 衿

ｓ鰯 鴎⑬筑偉 登溺鳶吹 惑 のでも 遼狡 駁綱 轡、陰籏 綴

魑秘 染亀慧秘愁 鰯 塞醐．
な鴬、 費災 紅騎臓 纏織

熔 郷 陸 絃， 椀塗祭ｓ搬Ｐ鋤航鉢 創謹類濁蟹瀦梁

亀 慈純鶉 貌 費潔 ト簿
湖 溺 航 俸 で憾繁 質綱 魑 秘染

亀 慈 槻 淀
。
費 ツ 祭 腎 臓 艦 織 絶 繊 養で は簑 椀 塗 崇

一茎瀦 一



３９

ＳＭＰ３⑫抗偉 では遠位尿繊 管上皮纐 獺 述染色さ れ，

抗ラッ トＳ滋Ｐ３§航 体で は逝位 尿綴 管上 皮細 胞 が

染亀慈れ花 （データは添慈 ず）
，

箸 察

遊焦の分予生物 挙の遼歩１こ攻 って， 策然１こある

蛋 禽質 を遺伝予 鰍こ艦 飾 して纏 換吏蟹禽 を縛慈こ

㍑ 河 能鼓なっ花．
望 みの機 餓ζ逝い蟹 禽質 を生

産する 構綴を祷っ淀遺 債苧 Ｄ洲Ａ を天然 の生物 が

ら単離 し， 鞭搬も蛇 便矛 晦 発現ベタ ターに揮 入す

る． 次１ｘ 抗を塘養 秘簡便な大陽 菌な どの細胞 に

導入 し
， 増 殖させる． その遺伝子増 鰭効果によっ

て， 挿 入した発現ベクタ ーの情報 浦細 胞肉で 発現

して， 目的の蛋自質秘生産 さ扱る．
このような 組

換完蛋 自の 作製 激ま， 通常， 組織 刺こ少量 しか存

在して いな い蛋自を大 麹こ生産する ことを容易 と

し 淀
．
さ ら に， 作 製 し 淀 縄 換 え 蛋 自 を 溺 い て， 種 々

の疾 患や 生理 溝 健１こつ いて の 鱗 析鉢 可 能 となっ

た． 令 園 の 実 験 で 箸 着 は， 團 重， ２ の ご と く，
ヒ

トＳＭＰ３０ ⑩ 郷盗 の一 灘 を 蛋 自発 現 ベ ク ターに

挿 入し， こ 批を太腸薗株 跳２至（脱３） 帖ｙｓＥ に形

質 導入しだ後， ユ服 Ｇｌは っ て誘導 して汰 ト組換

免鑑禽を樗淀． 一 繍こ大陽麓登 彫 沈 纏換夷蟹薗

の作 製では， 薬 衆珊溶獲の 嚢蜜質を太鐙 に生産慈

せた場 禽、 細駒 肉で不溶艦綴粒 鼓して生産慈 れる

ご ㍑童多く， そ の碍溶化勲姻 難 である． 今固 は，

リーダー醒受虻 して 細 獲 シグナル配ダ屹 禽むよ

うにベク ターを 融 吹． 鯛 獲 リー ダーは発 現し

た目的 の組換麦蛋 自を 鰐 的互ａ搬 ＳｐａＣｅへ運 搬す

るよう にデザイ ンさ 批ており， 蛋自が封入体 とし

て生産さ量 ること を 賊・でいるため， 可溶化 が可

能 と な っ た． こ の こ と は、 纏 換 麦 蛋 自 の 精 製 に 極

めて有溺 であると考 麦ら扱る
．

発現 した 縫 換吏 蛋 自⑳ 有 無 を確 認 する た め に

ＳＤＳ・ＰＡＧ蔓 をぞ了 っ 淀ζ図 ３）．互ＰＴＧ 裏型選蓬を矛予っ た

菌体か らの 蛋自議機 （１星腿 ３） １こは， 形質 導入 を

行って烏）な い菌体か 象縛淀 蟹自議斜（五搬ｅ王）や影

質導 入 は行つ 恕 秘茎附 Ｇ 拠 饗 して い 姑・蘭 体が

島簿た蟹禽 識麟（茎㈱ 紹）１ζ憾 勧 ・複数の バン ド淡

静 荏してい淀．ｃ
泌洲淡 の 塩整鰯費は り維 憲慈れだ

アミノ駿翻ダ肋 帖 は分予 麹 徽 腕 の縄換吏蛋薗

の 籍現秘期祷慈 批花
．
実際１ζラぬ搬 脈 は明瞭な２４

畑ａのバ ン ㍑ 涛 在 してい淀
．
１翻竃至， 汰 も 同様

の分予鐘 のバン ㍑ミ認めら扱淀 批 呈搬§３と比 べ

ごくわ ずかで彰り冒婁徽 腕 １こ逝 い分子鐙を祷っ 菌

体成分の 珂能獲秘考克 ら槻花
．
その 飽のバン ドも

互町 Ｇの誘 翻 砧 って籍現し淀欝偉蔵分で施る＆

考 更 島 れ 花．

慈 引こ， こ の纏換爽嚢禽 の航原燈登検 討する花

め は， Ｗ鑓ｔｅｍ ｈ 曲 繊 敏１棚 を守わ 淀 （團４）．

ラッ ト ＳＭＰ３０；こ斌貧 る幸落孝奉姜慧と トの縫蟻糞炎 蛋自

に反応 し，Ｉ豚 Ｇ 拠理を行っ淀 菌体訟 らの蛋 自試

料 （玉ａｎｅ３） では， 分子量婁妓 腕 のバ ンド秘明劃寮

に認 めら れ， ヒ トＳ槻Ｐ３０の 組換 支蛋 自と 同定 し

た． こ れ は， ラ ッ ト と ヒ ト ⑳ Ｓ滋 Ｐ３§は ア ミ ノ 酸 レ

ベルで８９％の楯同牲 秘ある淀め 強苔・交差反滋 性を

示 した淀 めと考吏 られ花
．
彩質 導入 を行って いな

い菌体 から得た蛋 自試料 （ｉ搬ｅ至） 串彩 質導入 は

行っ淀 狽ＩＰＴＧ 遡 理 して い ない 菌体 秘 ら 得 花 蛋

薗試料 ／１搬ｅ２） には， Ｓ 鵬 妥段 鰯 でわずかに 確

認 さ れ 淀 分 子 盤２４装Ｄａ の バ ン 芦 は 認 め ら 松 な

かつ花．
以
、
は り，

Ｓ鵬・跳 慨 酬 搬 玉， ２ （翻

３） ぽ擦荏する 分予鐘２鍬 跳 の バン Ｎ 刺 狐ｅ３の

分子鑑２砥 晩 のバン 汽塗 は翼な 篶 纏換麦蟹禽芝

筒 様 の分 子鐙 蜜祷 つ菌 錐 繊 分 であ る 芝考 爽 ら批

花
．

組 織卵 の Ｓ泌黛３０の茅想 分子 劉 ま， ３徽 腕 であ

る． 今團作 製 し花 を トｓ鮒 跳 ㈱ 縫 換吏 蛋 割こ斌

する 抗体を周い て 概 敏 ㈱ ｈ蜘ｒ滋 獺ｔ１Ｏ搬 を管っ

た結 果， 正常肝， 腎臓組織 秘ら摘出 した 蛋自を議

料 とした１鵬ｅ１， ２共多こ分 子量約§舷Ｄａのバ ン ド

が認 められ淀（図６葦． 作製 した 組換支蛋 自の分子

量 は２４ｋＤａであ り， 実 際の組 織中⑳ Ｓ滅Ｐ３０蛋 自

の分子 量と差淡認 めら抗る 酬ま， 纏換支蛋 自では

完全 畏のｃＤ洲Ａ を馬 いて い 鮎・こと 寧大 腸菌 を

宿主細胞 としだ淀め１こ糖鎖秘荷 施慧批て苔渚 いこ

と等 淡考支 蔭批 潅． ヒ ト纏 織陶 ⑳Ｓ泌Ｐ３０嚢自 の

分子鐙 は３０蝸鼠 塗ラッ トのＳ滋 蘭§蛋蜜を 属様 で

ゐ つ 於． こ 批 は な ト を ラ ツ ト の ア ミ ノ 駿 の 数 淋 岡

じで， 強 い欄閥憧秘 瀞るこをを添 し花． 奴土の緒

果より宝 作製した航体は椀をトｓ燃蘭 嚇 体で蹟

る＆考 吏 蔭れ花． この 銃偉 を 航ラッ ト鳶泌祭３０銃

体 登 綱 い て， 虻 ト の 正 常 鮮 蹴 腎 臓 終 創夕る

一且８⑭ 一



４０

ＳＭＰ３０の組織 内分布を調 べた．正常ヒ ト肝臓組織

で は， 抗
ヒ ト ＳＭ Ｐ３０抗 体 を 用 い 淀 場 合， 類 洞 壁 カ

ミ

染色され（図７Ａ）， 抗ラッ トＳＭＰ３０抗体 を用いた

場 合， 実 質細 胞
淡染 色 さ れ た （図 ７Ｂ）． 抗

ヒ ト

ＳＭＰ３０抗体 を使用した 際に，類洞壁 が染 色された

ことは類洞 に浸出した物 質が染色さ れた のか， あ

るいは，非
特異的 な反 応である ことが考え られた．

正常ヒ ト腎 臓組 織 では， 抗 ヒ トＳＭＰ３０抗 体 を

用 いた場合， 遠位尿細管
上皮細胞跡 染色 され （図

８Ａ）， 抗ラッ トＳＭＰ３０抗 体 を用 いた 場 合 も 同様

に， 遠位尿細 管上皮細胞 が染色された （図８Ｂ）．

Ｗｅｓｔｅ獅 ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ に お い て は， 抗 ヒ ト， ラ ッ

トＳＭＰ３０抗体共 に同様 の結 果カミ得 られた が， 実

際 の ヒ ト， ラ ッ ト の 組 織 に お い て は 前 述 の よ う に

抗体によって 染色される都 位に差が 認められた．

ＳＭＰ３０は構 造上の特徴 として，システイ ン残基鉢

存在 して いる ことがわ かっ ており， その生理機能

上での高 次構造の変化 に関与してい ることが考 え

ら れ る． 今 回 の 実 験 に 篤 い て は， 完 全 長 の ｃＤＮ Ａ

を使用 していないため にシステイ ン残 基の変化 が

起 こ っ た こ と が 推 察 さ れ る． あ る い は， ｃＤＮ Ａ の

切断部位 である 肋舳ＨＩよ り Ｎ 末端側に，抗原性

を発現するた めに重要 な遺伝子コ ドンが存在 して

いる可能 性も否定は でき ない． ま花， 大腸菌を宿

主と して 合成した組換 え蛋白に は糖 側鎖が付加さ

れ て い な い こ と か ら， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｈｙｂｒ１ｄ１ｚａｔ１ｏｎ に

お い て は 抗 ヒ ト， ラ ッ ト
Ｓ ＭＰ３０抗 体 の 杭 原 と し

て同一の ものを認識 しているが， 実 際の組織にお

いて は高 次構造の差異 によって認識 している抗 原

述異なっ ているこ とカミ捷察され， これが大腸菌 を

宿主と じた 組換乏蛋 白を用いて作製 した枕体の 臨

床応用 への限界で ある というこ とが考えられる．

また， 同 組織 であって も種 によっ て ＳＭＰ３０の 発

現部位 が異なっている というこ とも推察される．

今 回 作 製 し た 組 換 え 蛋 白 に 対 す る 抗 体 は， Ｗｅｓｔ－

ｅｍ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ に は 応 用 可 能 で あ る． し か し 微

量な 蛋白の検出にお いては留意する 必要がある、

ｍＲ ＮＡ の ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒ｛ｄｉｚａｔｉｏｎ な ど に よ る さ ら

なる 解析 が必要で ある． 雲た， 現在， この間題点

の た め に， ＥＬＩＳＡ 法， Ｗｅｓ辻ｅｍ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ 法，

免疫 組織化学染色 法に共通 して 使用 可能なモノク

ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し て い る． そ の 完 成 に よ っ て，

今回作製 した 組換え蛋 白の庵用範囲の拡 大が期待

で き る
．

腎 臓 は， 機能的に細 分化した種々 の細 胞より構

築されてお り， それら の機 能の統合 によ って生体

の体液恒常 性を維持する ことが主要 な役翻の一つ

である．
各々 の細泡機能 の調節は多 様な隻理活性

物質によっ て行われて いる が， 特にイノ シトール

リ ン脂質代 謝を介する情 報伝達機構 の関与が しだ

い に 解 明 さ れ つ つ あ る．
そ の う ち， 細 胞 内 カ ル シ

ウムイ オ ンがそのシ グナルの中心的 なものの一つ

として考 えられている 舳．細胞
内のカ ルシウムイ

オ ン濃度 圭昇を感知 して， カルシウム情 報を伝達

し， 作用 を発現してゆく の
がカフレシウム 結合蛋白

質である
．
現在， 腎臓 のカ ルシウム 結合蛋白質 は

カ ルモ デュ リンな どの ＥＦ のハン ド蛋自質 とアネ

キ シ ンファミ リーの 存 在 が明 ら かに さ れて いる

が Ｈ｝１２）
， 肝 細 胞 内 で 示 し た よ う に， ＳＭ Ｐ３Ｃも そ れ

らの概 知の蛋自と同様， 腎臓におい て何らかの重

要な細胞機 能調節に関 与しているこ とが考え られ

る
．

今 後， 本実験を基礎 としたモノク ローナル抗体

の作製や その測定系の 確立， またそ れらを用いた

各 種 腎 疾 患 や 肝 腎 に 共 通 す る 疾 患 に お け る

ＳＭＰ３０の 発現 動 態に ついて の 解析 な どの研 究 に

期 待 が も た れ る．

結 論

ヒ ト肝 臓ｃＤＮＡ ラ イ ブ ラ リーよ り 得 た ヒ ト

Ｓ Ｍ Ｐ３０ ｃＤ ＮＡ （ｐＨＳ Ｍ Ｐ６） を 肋 刎 ＨＩ， Ｓ切ｃＩ 切

断部位 で切り出し，
そ の ＤＮＡ 断片を蛋 白発現ベ

ク ターｐＥＴ２２ｂ へ 挿入 して プラ ス ミ ドベ ク タ ー

（ｐＥＴ２２ＢＨＳ Ｍ－ＢＳ） を 得 た．
こ れ を 大 腸 菌

ＢＬ２１ （ＤＥ３） ｐ１ｙｓＥ に 形 質 導 入 し， 玉ＰＴＧ を 投 与

して組 換え蛋白を誘導 した．
この蛋 白を抗原 とし

て用 いて， 抗 ヒ ト ＳＭＰ３０のポリ ク ローナ ル杭 体

を 作 製 した． 作 製 し た 抗 ヒ ト ＳＭＰ３０拡 体 と 抗

ラッ トＳＭＰ３０抗 体を用 い て正 常ヒ ト肝 臓， 腎臓

組織 にお ける ＳＭＰ３０の分布 を 検索 した．
肝 臓 に

お い て は， 抗 ヒ ト Ｓ Ｍ Ｐ３０抗 体 で は 類 洞 壁， 抗 ラ ッ

ト ＳＭＰ３０抗体 では実 質細胞 が 染色さ れ た．
腎臓

に おいて は， 抗ヒ トＳ
ＭＰ３０杭 体 では遠 位尿 細 管

一 １９０一
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上 皮細胞， 抜ラッ ト抗 体でも遠位 疑細管上皮細胞

錬 染 亀 さ 扱 た．

榊Ｓ廠齪お伽 熾 燃 腕 １こ招 い て は， 也 ト

ＳＭＰ３⑬の 纏 換 克 嚢 齢こ樹 す る 抗 体 は 抗 ラッ ト

ＳＭＰ３⑪航 体と 閥… の銃 凝を 潔、識 して い る虹 考史

ら抗花秘， 実 際の纏織１ζ 鋤 沢 難亀 の部 伐の叢淋

認 め蔭批たの は， 纏換吏蟹 蜜秘、 発全 録のｃＤＮＡ

登鰯いてい 榊 沌 を串犬腸麓登構霊綴纏をしてい

る淀め吾こ糖鰯鎖淡付独慈扱 仙 峨も沌 と等の間題

点 を祷っている花 め宝 このよう 荏蛋嘗質 の高次構

造の 変他によって 認識しうる抜 嫌淋異なって いる

こ とカ 瀧 察 さ れ た． ま 浸， 種１こ よ っ て Ｓ Ｍ Ｐ３０の 発

現部位 鎮異なっている というこ とも考えら れた．

今後， 今国の実験 を墓礎と して， 各種腎疾 患や

肝疾患に 捌ラるＳ賊Ｐ３鰯 発現動態についての解

析に期待 渉持た抗る
．

本 稿 を 終 吏 る１こあ 淀 り， ご 繕 導， ご 校 閲 を 鰯 わ り ま

し恕東寮女子医科太学第璽肉科二瀬； 宏教授に心よ

り の 深 甚 の 譲 意 奮 表 し 蒙 す． 嚢 淀， 霞 鐙 ご 指 導 く だ さ

い蜜し花策寂都篭人慶擦獅鏡蕨労矛癩趨郷門丸山蟹

蕎艘 勲こ嬢く欄事蹄 じ山紋１鳩 と註もに， 終始ご助欝く

怒慈っ淀労予塗雛灘門藤綴敬繁簿念， 藻濠攻予慶科太

学繁鰯陶科湯樹禰予講鰯，漆概矧ζご鵜が 沈 榔 沈

策寮女 乎慶科大学欝逝 ン炎一溝灘擬養蜜堀蘭 蔵披

鰍こ深く感 瓢 淡 し嚢貧．
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