
研究成果報告書

細胞質タンパク質におけるジスルフィド結合の新しい機能

16570092

研究代表者　小谷昌司

新潟大学　自然科学宗　教操



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はじめに

分泌タンパクや膜タンパクにはジスルフィド結合が多く存乱タンパク質の錠イヒに寄与している．

これらのジスルフィド結合は小胞体内腔の酸化的な環境でタンパク質ジスルフィドイソメラ＿ゼなど

の働きで形成される・これに対し調楓ま還元的娚囲気にあり汐ンパク鋤tジスルフイド齢

をもつ例はチオレドキシンなど酸化還元に関与するタンパクの反応過程に一過性に生じるzael：，ほ

とんど限られている・ところがわれわれは最近ラットの上皮細胞のFAB・P・（C－FABP）に2個。）ジス

ルフィド結合を証明した・またuee魚類の肝臓のFABP（レF脇P）にはそれとlaRなる位置に1個

のジスルフィド結合が存在することも見いだした。一次構造が明らかで複数のシステイン残基を含む

FABPについて・分子モデリング法で立体構造モデルを計算したところ、無顎類（カワヤツメ）や軟

骨鰍（サメ）のL－－FABP，ほ乳類の末梢神経ミエリンのFABPに鞠じ位置｛こジスルフィド結合

が存在しうることが判った。このように進化上遠く離れた生物聞で空聞的に近接してSS結合がかか

り得る位置にシステイン残基が保存されていることは、このジスルフィド結合が何らかの生物学的に

重要な役割を果たしていることを強く示唆している。本研究では従来ほとんど注目されていない細胞

質タンパクにおけるジスルフィド結合の意義とその形成機構についての知見を得ることを目的として

いる。

　一方、タンパク質におけるシステイン残基の役割はその高い反応性をもつチオール基による酵素の

触媒部位残基・あるいはZnフィンガードメインなどにみられる金属イオンの配位子としての機能が

主なものと考えられる。しかし、特に細胞質タンパクにはしばしば機能不明のシステイン残基をもっ

ものが見られる。以前にわれわれはラット肝のFABPのシステイン残基にグルタチオンおよびシス

テインが混合ジスルフィド結合した分子種を報告したが，最近これらの分子種が試験管内でタンパク

質分解酵素により急速に分解されることを見いだした。したがって，これが細胞内タンパク質の半減

期を決定するシグナルの一つではないかと考えられるため、この点を明らかにしたい。

　細胞質におけるジスルフィド結合の存在と意義については酸化還元に直接かかわるタンパク質以外

では十分認識されていない。SS結合や混合ジスルフィドの形成しやすさはシステインの周辺のアミ

ノ酸配列と立体構造上の位置で決まる酸化還元電位に拠っていると考えられるため、個々のタンパク

質に固有のパラメータとみなし得る。したがってこれがタンパク質個別の寿命を決定する因子や酸化

還元によるタンパク質機能調節機構の一つとして確立されることが期待されるe

　活性酸素分子種による酸化的ストレスとNF・一＿Bなどの転写因子の活性化やアポトーシスの誘導に

よる生体防御にっいては活発な研究が行われている。これらはペルオキシレドキシンの発見とともに

国内生化学者の貢献が大きい。グルタチオン化反応は酸化ストレス時のプロテオーム解析の一環とし

て注目されている。また最近大腸菌では酸化ストレスに対応してシステイン→ジスルフィド結合の変

換による分子シヤペロンの活性化が起こることが報告された。本研究ではタンパク質分子内、分子間

ジスルフィド結合およびタンパク質と低分子チオール化合物との混合ジスルフィド生成という観点か
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交付決定額（配分額） （金額単イ立：円）

直接経費 間接経費 合計

平成16年度 1，700，000 0 1，70α000

平成17年度 800，000 0 800，000

平成18年度 700，000 0 700，000

総計 3，200，000 0 3，200，000
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研究成果

　蛋白質を構成するアミノ酸の中でシステインはもっとも高い求核反応性を持つeそのため多

数の酵素の触媒中心として機能しており、またZn一フィンガー（Coleman　et　al．，1992）などに

見られる金属原子の配位子としても機能していることが知られている。しかしその一方で、細

胞内タンパク質においてその機能が不明のシステイン残基を持つものがしばしば見られる。こ

のような化学的に反応性の高い遊離チオール基が存在することは、酸化及び重金属の非特異的

結合などによる構造変化など、蛋白質自体にマイナスの効果をもたらす可能性が高いと思われ

る。それにもかかわらず、蛋白質そのものの機能とは無関係と考えられるシステイン残基が、

多くの細胞内蛋白質で保存されている。このことは、これらのシステイン残基がそれぞれのタ

ンパク質の未だ明らかにされていない特定の機能を有することを強く示唆するものである。

　脂肪酸結合タンパク質（fatty　acid－binding　protein　l　FABP＞は分子量約14－15kDaの長

鎖脂肪酸と高い親和性をもつ細胞質可溶性タンパク質群であり、ミエリンP2スーパー一ファミ

リーと呼ばれるマルチジーンファミリーを形成している（Kaikaus　et　al．，1990；Ockner，

1990；Spene　r　and　Borchers，1992；　Veerkamp　et　al．，1993；Veerkamp　and　Maatman，1995）。

FABPは組織特異的な細胞質タンパクであり、一次構造上の違いから、肝型（L・一・FABP）

（Takahashi　et　al．，1982）、』易型（1－FABP）（Alpers　et　al．，1984）、心筋型（H－FABP）（Sacchettini

et　al．，1986）、脂肪細胞型（A－EABP）（Hunt　et　a1．，1986）、脳型（B・－FABP）（Schoentgen　et　al．，

1989）、上皮型（C－FABP）（Madsen　et　al．，1992；Watanabe　et　aL，1994）、回腸型（ileum－

FABP）（Sacchettini　et　al．，1990）、末梢神経細胞型（ミエリンP2タンパク質）（Kitamura　et　al．，

1980）が存在するnまた、レチノール結合タンパク（Sundein　et　al．，1985a）、レチノイン酸結

合タンパク（Sundelin　et　aL，1985b）もこのファミリーに属する。これらの多くのものがシステ

イン残基をもっがその機能は明らかでない。

　これらのタンパク質のなかでもL－FABPは他とは異なる性質をもつ・一般にFABPは脂肪

酸と1：1のモル比で結合するのに対し、L－FABPはFABP1モル当り2モルの脂肪酸を結合

するとの報告がある（Cistola　et　al．，1989；　Schroeder　et　aL・　1993；Rolf　et　al．，　1995）・しかし・

内因性の分析比ではほぼ等モルの脂肪酸を結合している。また・脂肪酸以外の疎水性物質であ

るピリルピン（Cannon　and　Eacho，1991）、アニノナフタレンスルホン酸（Sugiyama　et　a1・，

1982）、アミノアゾ色素（Keヒterer　et　aL，1976）などと結合することから細胞毒性物質からの防

御機能をもつとも考えられている。L－FABPはイオン交換クロマトグラフィーなどで数種類の

分子種に分離され　（Li　and　Ishibashi，1992）・それらは翻訳後修飾によるものと考えられる・

　細胞質内のシステイン残基を有するタンパク質はグルタチオンやシステインなどといった低

分子チオール化合物と混合ジスルフィドを形成している場合があり・タンパク質機能を調節し
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ている例が多数報告されている（杉山，1988；Liang　and　Pelletier，1988；Offer：nann　et　at．，

1984）。この反応は細胞質が酸化的な雰囲気になると促進され、活性酸素などの酸化ストレス

からチオー一ル基を保護すると考えられている（Thomas　et　aL，1995）。最近このようなシステイ

ン残基が酸化的ストレスにおける，シグナル伝達や転写調節に深く関わっていることが認識さ

れてきている（Fratelliet　a1．，2002）e

　われわれの研究室ではこれまでラットL－FABPにおけるN末端アセチル基の部分的脱離

（Takahashi　et　al．f　1983）、　Asn－105の脱アミドとペプチド結合のβカルポキシ基への転位

（Odani　et　aL，1994）などを見いだしてきた。またCys－69へのシステインとの混合ジスルフィ

ド結合などの翻訳後修飾を見いだし（Odani　et　aL，1988）、プロテアーゼ感受性の増加を見いだ

した（Sato　et　aL，1996）。

　L－FABPにはそれを発現する生物種に高度に保存されているシステイン残基が存在するe哺

乳類ではCys－69が、爬虫類ではCys－81、両生類ではCys－91、硬骨魚類ではCys－81とCys－92・

Cys－98をもつもの、　Cys－81とCys－92に保存されているものとCys－81だけを有するものの

3パターンが確認されている。鳥類ではchiken（Gallus　g司1us）のL－FABPでCys－81だけ

をもつもの（Ceciliani　et　al．，1994）と、2ケ所にシステインをもつものが2種（Murai　et　aL，

2001）、報告されている（2ケ所の位置はCys－69とCys－81、　Cys－81とCys－92）。一次構造

上の位置の差はあれ、このようなシステイン残基の保存は遊離チオール基によるタンパク質機

能の調節がなされていることを強く示唆している。本研究ではラット同様にシステインを1残

基有するウシガエル（Rana　ca　tesbeian　a）レFABP（Baba　e　t　al．，　1999）とタテガミトカゲ（Aηo∫∫s

pulchellus）L－FABP（Morales　et　a1．，1995）を用いた実験を行い遊離のチオー一”ル基がタンパク

質機能へ及ぼす影響を明らかにする事を目的とした。また、システインを3残基をもつスズキ

のL－FABPにおいて、それらがジスフルフィド結合可能な距離に存在することが分かっている

（Odani　et　aL，2001）。細胞質タンパクはその存在する還元的な雰囲気のため・ジスルフィド結

合を形成することは稀であるとされている。細胞質タンパクのチオール基機能を明らかにする

観点から、今回同じ硬骨魚類であるゼプラフィッシュ（Brachy』danio　rerio）のL－・FABPにお

いて細胞内ジスルフィド結合形成の可能性を検証し・それによるタンパク質機能への影響を明

らかにすることを試みた。

材料と方法

　［材糊

Rana　catesbeianaウシガエルおよびDanio　relioゼブラフィッシュは吾妻実験動物より購入・

Sephadex　G75，Sephaclyl　S－200，S－100・DEAE　Sephacel，RESOURCE　Qカラムは

Pharrnaciaの製品，限外濾過膜YM－10フィルターはAmiconの製品を使用した・制限酵素

B㎜HLNde　lはTaKaRa、　DNAポi」メラーゼはAmpliTaq　G。1d（ApPlied　Bi。・y・tems）・
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アガロースはSeakein　GTG　agaroseを使用した。

サーモライシン（BaciUius　thertn　oproteolyticus）はペプチド研究所、カテプシンB（ウシ脾

臓）はSIGMA、α一キモトリプシン（ウシ膵臓）及びカルポキシペブチダー・・一一・ゼY（yeast）は

和光純薬より購入した。Tris，EDTA，PMSF，D’I　r，GSH，diamideその他試薬は、和光純薬，同仁

化学，ナカライテスクの特級試薬を使用した。

［方法］

　シ゜工　　e　　　ム　’パ　　の

　タンパク質の精製は馬場らの方法を参照した（Baba　et　at．，1999）。ウシガエルから摘出した

肝臓1709をはさみで切断後、2倍容量のホモゲナイズ緩衝液（0．25M　sucrose，1mM　EDTA，

1mM　PMSF，50mM　Tris－HCI　pH8．0）とともにテフロンホモゲナイザーにより破砕した。こ

れを28，000×9で超遠心分離した上清を細胞質画分として用いた。

　細胞質画分に硫酸アンモニウム40　Y6飽和になるように徐々に加え、スターラーで30分間、

4℃でゆっくり撹拝した。これを15，000×gで20分間遠心分離し、その上清をYM－10フィル

ターを用いて限外濾過を行い濃縮した。

　濃縮液を10mM　Tris－HCi（pH8．0）lmM　EDTA緩衝液で平：衡化したSephacryl　S－200カ

ラム（4．5×100cm｝でゲル濾過した。各フラクションをSDS－PAGEにてタンパク質を検出

し、低分子量タンパク質画分をプールし、YM－10フィルターの限外濾過で濃縮後、10mM

Tris－HC1（pH8．0）1mM　EDTA緩衝液で平衡化したSephacryl　S－100カラム（3×100cm）

で再度ゲル濾過した。さらに、得られた低分子画分を15mM　Tris　HCI，1mM　EDTA緩衝液

pH8．Oで平衡化したRESOURCE　Qカラムを用いてイオン交換クロマトグラフィーを行い非

吸着画分を精製標本とした。吸着画分は1M　NaCl，15mM　Tris　HCI，1mM　EDTA緩衝液pH8．0

で溶出した。

　グラスアノール肝脂肪酸結合タンパク質をコードする遺伝子のクローンはプエルトリコ大学

のMorales教授から分与されたものを使用した（Morales　et　aL，1995）。遺伝子配列をもとに制

限酵素認識配列を含む特異的プライマーを設計しsPCR法により目的のDNAを増幅した・

2Z2　i－Z　＝1IMgsu

　　センスプライマー

　　5LCGCTAGCCATATG　G　CArlTCAAC　GG－3’

アンチセンスブライマー

5’－CGCTAGCCATATGGCATrPCAAC　GG－3t
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　PCR産物を2・5％アガロースゲルで電気泳動し、　EtBr染色し目的　バンドを検出した。　PCR

産物はゲルから切り出し、QIAqu．ick　PCR　Purification　Kit（QIAGEN）を使用し精製したも

のをinsertDNAとして使用した。プラスミドpET3aをQuantum　Prep　Plasmid　Maxiprep　Kit

（Bio－Rad）を使用し大腸菌DH5αから精製したeプラスミド及びinsertDNAを制限酵素で

切断しライゲーションをおこなうa反応液を0．8％アガロースゲルで電気泳動し、EtBr染色し

た。バンドをゲルから切り出し、Q］［Aquick　Gel　Extraction　Kit（Q］AGEN）を使用してプラ

スミドを抽出したainser亡DNAをライゲーションしたプラスミドを大腸菌DH5αへ、エレク

トロポレーション法により形質転換した。エレクトロポレ・一・－LションはMicroPu．lser（Bio－Rad）

を使用した。プログラムはプリセットプログラムEc2、キュベットサイズは0．2cmを使用した。

　－80℃にて凍結保存されているDH5αを氷上で解凍し、緩やかに懸濁した。使用するキュベ

ット及びマイクロチューブはあらかじめ氷上で冷却した。40μ0のDH5αに3μ0のサンプル

を入れ、緩やかに混合し氷上で約1分間保持した。混合液をキュベットに入れパルスをかけた。

パルス後直ちにキュベット内にSOCメディウムをlmO入れ、ピペッティングでよく懸濁し、

カルチャーチューブに懸濁液を移し37℃で1時間震盈培養した。培養液を×L×10．遠心し沈

澱した菌体の3種類に濃度を振ってLB寒天プレートにまき、37℃で一晩培養したeプレート

のコロニーをひろい、ダイレクトPCRを行った。

　PCR産物を2．5％アガロースゲルで電気泳動し、　EtBr染色した。　insertDNAがライゲーシ

ョンされたプラスミドの形質転換の成否を、目的のバンドが検出されているかどうかで判断し

た。　400bpのバンドが検出された大腸菌株を培養しQuantum　Prep　Plasmid　Midiprep　Kit

（Bio－Rad）を使用してプラスミドを精製し、配列確認のためサイクルシークエンス法により

塩基配列を決定した。

　Insert　DNAの入った精製プラスミドをBL21－Gold（DE3）Competent　Ceils

（STRATAGENE）へ形質転換させ、目的タンパク質を発現させた。　－80℃で凍結保存され

ているBL21を氷上で解凍し、緩やかに懸濁した。あらかじめ氷冷させた1．5meチューブに

BL21を50μeとプラスミド溶液を1μ0（プラスミドは50ng／μ9と5ng／μ0に濃度を振

った）を入れ、緩やかに懸濁した。氷上で30分間保持し、その後42℃に保ったウrt・一夕一バ

スで20秒間ヒートショックを与えた。氷上で2分間保持し・450μ2のSOCメディウムとと

もに37℃で1時間震濃培養した。チュー一ブを3000rpmで10分間程遠心し菌体を収集し・LB

寒天プレートにまいた。コロニー’一”を4m　OのLBメディウム（50μ9／m2アンピシリン）中で

一晩培養した。培養液100μ0を4m　OのLBメディウム（50μ9／m　2アンピシリン）中でOD600

値が0．6まで培養し、半分にわけた片方にだけIPTGを0・5mMになるように加え・引き続き

両者をOD600値を0．9まで培養した。10000rpmで3分間遠心し・集菌した菌体を直接
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SD　S－PAGEにかけインダクションがかかっているかを調べた。

目的遺伝se　cDNAをライゲー一一・ションしたプラスミドで形質転換した大腸菌株を20m　eのLB（50

μ9／mOアンピシリン）メディウムで一晩震塗し前培養とした。　翌日10のLBメディウム

（50μ9／mOアンピシリン）に前培養液を1％接種した。震鑑培養し、　OD600値がO．6にな

った時点でIPTGをO．5mMになるように加え、　OD600値が0．9になるまで続けた。5000rpm

で20分問遠心し集菌した。24m　OのLysis緩衝液で菌体を懸濁し一80℃で凍結させ、37℃の

ウォーターバスで震蓋解凍する操作を2回行った。0．5M　EDTAを50μQ加え、ソニケーショ

ンを行った。12000rpmで20分間遠心し、上清と沈澱にわけた。沈澱はLysis緩衝液で2回

洗浄し、各ステップごとの溶液の一部をSDS－PAGEにより分析した。

　大腸菌懸濁液の上清画分を10mM　Tris－HC1（pH8．0）1mM　EDTA緩衝液で平衡化した

Sephacryl　S－100カラム（3×100crn）でゲル濾過した。各フラクションをSDS－PAGEにて

タンパク質を検出し、純度の高い画分をプールしたものをYM－10フィルターの限外濾過で濃

縮後、50mM　Tris－HCI（pH8．0）で平衡化したDEAE　Sephace1カラム（1×5cm）で核酸を

除去した。カラムの非吸着画分を精製標本とした。吸着画分はIM　NaClで溶出した・

ゼプラフィッシュ肝脂肪酸結合タンパク質の精製

　全長の遺伝子配列が明らかにされているので（Denov　an－Wright　et　al”2000）、　RT－PCRに

よりcDNAライブラリーをf乍製し、制限酵素i認識配列を含む特異的プライマーを設計し、　PCR

法により目的のDNAを増幅した。ゼブラフィッシュを解剖し、肝臓組織を摘出した。0．8m　2

のisogen（Wako）とともにテフロンホモゲナイザーにより破砕した・5分間室温保持した後・

0．2rn　Oのクロロホルムを加えて12000rpmで22分間、4℃にて遠心し、水相を12000rpmで

22分間4℃にて遠心し、水相に3μ0のethachinmate（Wako）と0・8m　Qのイソプロパノー

ルを加え、12000rPmで22分間4℃にて遠心した・沈澱を1m　2の70％エタノ’ルで洗浄し・

7500rpmで5分間4℃にて遠心した。沈澱を乾燥させDEPC処理水に懸濁し・　tot　a1RIN　Asolution

とした。　cDNAライブラリ　一一作成及びPCRはReady－To－Go　RT－PCR　Beads（Arnersham

Biosci飽ts）を使用した。

　プライマー塩基配列

　　センスプライマー

　　5LCGCTAGCCATATGGCCTTCAG　CGG－3’

　　アンチセンスプライマー

　　5LGCTGCTrAGGATCCTCAGATCT「PCTTGC－3’

目的cDNAを増幅しライゲ・・一…ションしたプラスミドを大腸菌DH5αにエレクトロボレーショ
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ン法により形質転換したeエレクトロポレーションはMicroPulser（Bio－Rad）を使用した。

プログラムはプリセットプログラムEc2、キュベットサイズは0．2Cmを使用した。　－80℃に

て凍結保存されているDH5αを氷上で解凍し、緩やかに懸濁した。使用するキュペット及びマ

イクロチューブはあらかじめ氷上で冷却した。40μ2のDH5αに3μ0のサンプルを入れ、緩

やかによく混合し氷上で約1分間保持した。混合液をキュベットに入れパルスをかけた。パル

ス後直ちにキュベット内にSOCメディウムをlm　O入れ、ピペッティングでよく懸濁し、カ

ルチャーチュープに懸濁液を移し37℃で1時間震還培養した。培養液を×L遠心し沈澱した

菌体の2種類に濃度を振ってLB寒天プレートにまき、37℃で一晩培養した。プレートのコロ

ニーをひろい、ダイレクトPCRを行った。　PCR産物を2、5％アガロースゲルで電気泳動し、EtBr

染色した。insertDNAがライゲーションされたプラスミドの形質転換の成否を、目的のバンド

が検出されているかどうかで判断した。　400bp付近にバンドの検出された大腸菌株を培養し

Quantum　Prep　Plasmid　Midiprep　Kit（Bio－Rad）を使用してプラスミドを精製し、配列確認

のためサイクルシークエンス法によりシークエンス解析した。　－80℃で凍結保存されている

BL21を氷上で解凍し、緩やかに懸濁した。あらかじめ氷冷させた1．5m　eチューブにBL21を

50μ0とプラスミド溶液を1μ2（プラスミドは5ng／μ2と2．5ng／μ2に濃度を振った）を

入れ、緩やかに懸濁した。氷上で30分間保持し、その後42℃に保ったウnt・一ターバスで20

秒間ヒートショックを与えた。チューブを氷上で2分間保持し、450μ9のSOCメディウムを

加え37℃で1時間震蓋培養した。チューブを3000rpmで10分間程遠心し菌体を収集し、　LB

寒天プレートに播…種する。コロニーを選抜し4m2のLBメディウム（50μg／m　Oアンピシリ

ン）中で一晩培養した。培養液100μ0を4m　2のLBメディウム（50μg／m　2アンピシリン）

中でOD600値が0．6まで培養し、半分にわけた片方にだけIPTGを0．5mMになるように加え、

引き続き両者をOD600値をO．9まで培養した。12000rpmで3分間遠心し、集菌した菌体を

直接SDS－－PAGEにより電気泳動し，目的タンパクバンドの有無により誘導がかかっているか

を調べた。

大量培養

肝脂肪酸結合タンパクのcDNAをライゲー一ションしたプラスミドで形質転換した大腸菌株を

20mOのLBメディウム（50μ9／m2アンピシリン）で一晩震蓋し前培養とした・翌日10の

LBメディウム（50μ9／m　2アンピシリン）に前培養液を1％接種した・震擾培養し・OD600

値がO．6になった時点でIPTGをO．5mMになるように加え・OD　600値が0・9になるまで続け

た。5000rpmで30分間遠心し集菌した。24m　9のLysis緩衝液で菌体を懸濁し一80℃で凍結

させ、37℃のウォーt夕一バスで震擾解凍する操作を2回行った・0・5M　EDTAを50μ0加え・

ソニケ＿ションを行った。12000rpmで20分間遠心し・上清と沈澱にわけた・沈澱はLysis緩

衝液で2回洗浄し、各ステップごとの溶液の一部をSDS－PAGEした・　大腸菌懸濁液の上清
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画分を10mM　Tris－HCI（pH8．0）1mM　EDTA緩衝液で平衡化したSephacryl　S＿100カラ

ム（3×100cm）でゲル濾過した。各フラクションをSDS－PAGEにてタンパク質を検出し、

純度の高い画分をプールしたものをYM－10フィルターの限外濾過で濃縮後、50mM　Tris－HCi

（pH8・0）で平衡化したDEAE　Sepha・elカラム（1×5・m）で核酸を除去した．カラムの卿

着画分を精製標本とした。吸着画分はIM　NaClで溶出したe

アミノ酸分析

　タンパク質を減圧乾固し・5．7N　HCIを加え減圧封管下110℃22時間加水分解した。アミノ

酸組成は日立835型アミノ酸分析計にて分析した。

SDS－PAGE

　Laemmli（Laemmli・1970）の方法をもとにSchagger（Schagger　and　von　Jagow，1987）

らのTris－Tricine系で行った。分子量カーカーはKaleidoscope　Prest　at　ne　d

Standards，Precision　Protein　Standards（共にBio－Rad）を使用し、染色にはCoomassie

Brilliant　Blue（Fulka）もしくはシルバーステインキット（AユTO）を使用した。

逆相HPLC

　タンパク質及び酵素消化物はHPLC（LKB　2151　HPLC　system）を用いて分画した。溶液

A（1％アセトニトリル，0．062％トリフルオロ酢酸）から溶液B（75％アセトニトリル，0．05％ト

リフルオロ酢酸）への溶出グラジエントを用いた。カラムはCAPCELL　PAK　C8（4．6×150rnm）

（SHISEIDO）を用いた。グラジエントは以下の設定のもとで行った。グラジエント1は主に

タンパク質の溶出に、グラジエント2は主に酵素消化物の溶出に使用した。

　グラジエント1：溶液BO－99％401nin

　グラジエント2：溶液BO－99％10min

グルタチオン化タンパク質の調製

lllh－2gQ：

　20～100μMタンパク質溶液にDTrを50mMになるように加え、1時間37℃でインキュベ

ートした。その後50mM　K2HPO4（pH7．0），O．5mM　EDTA緩衝液で平衡化したSephadex　G25

カラム（1×22crn）でゲル濾過を行いタンパク質とDTTを分離した。必要に応じてYM－10

フィルターを用いて濃縮した。

　還元したタンパク質にGSHを1mM、　diamideを2mMになるように加え、37℃で1時間

インキュベートした。50mM　K2HPO4（pH7．0），0．5rnM　EDTA緩衝液で平衡化したSephadex

G25カラム（1×22cm）でゲル濾過で脱塩した。必要に応じてYM－10フィルターを用いて濃

縮した。

　°　”パの一の’“
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　グルタチオン化したタンパク質にDlrrを50rnMになるように加え、37℃で1時間インキュ

ベートした・50mM　K2HPO4（pH7．0），0．5mM　EDTA緩衝液で平衡化したSephadex　G25

カラム（1x22Cm）でゲル濾過で脱塩した。必要に応じてYM－10フィルターを用いて濃縮し

た。

Native－PAGE

　分離ゲル11296アクリルアミド，0．3％Bis一アクリルアミド．0．375M　Tris－HCI（pH8．8）。濃

縮ゲル：5％アクリルアミF’　，O．3％Bis一アクリルアミド．O．125M　Tris－HCI（pH6．8）。泳動は120V

定電圧、60分間

過ギ酸酸化

　90％ギ酸と過酸化水素水を19：1の割り合いで混合し、室温で1時聞反応させ過ギ酸を作製

した。タンパク質溶液に等量の過ギ酸を加え、0℃で2時間反応させた。反応溶液の減圧固化

とDWへの再懸濁の操作を2回行いギ酸を除去した．後、300μ0の10mM酢酸緩衝液（pH5．5）

に溶解し、日立835型アミノ酸分析計、陰イオン交換樹脂カラムを使用し、システイン酸用プ

ログラムにて分析を行った（OCIani　et　al．，1988）。

酵素消化

　FABP－SSG，　FABP－SHそれぞれに対し，タンパク質量の1／10－－1／50量のプロテア・・一・一・ゼを

加え，経時的にサンプル溶液からその一部を取り，C8（4．6×35mm）カラムの逆相HPLCで

溶出した。溶出グラジエントは前出のグラジエント2（溶液BO－99％10rnin）に設定した。溶

出ピークの高さを測定し．反応前のタンパク質ピークを基準にして残存FABP量を定量した。

詳細な反応系は次表に示した。

酵素消化の反応系

プロテア・・ゼ タンパク質鼻 緩衝液 PH 辰応系 専素量

㎝th周声mB 1㎜ol 50mM酢酸 5．口 500芦9 3出碁

輌FA£P
曲ymohw迦 U1血P1 50mMリン醸 7．o 500μ2 1昌車

th芭rmdy曲 h唖101 50m矩」膓酸 〒．n F‘，〔1μd 1μ9

cm七崎｝騨印Hd且s景Y 1皿mol 5〔lmM酢陸 6．0 100rエユ 1α皐

An‘古FA且P chym誰｝巾迦 1nmo1 10mMトリス ao 100μo 1呈尽

th醐10裡n lnmoI 田mMリン酷 ？［） 109μ量 1皿9

脱脂
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　Lipidex（SIGMA）をO．8×9．5cmカラムに詰め濾過する事で、タンパク質に結合した内因

性の脂肪酸の除去を行った（Gtatz　and　Veerkamp，1983）。

脂肪酸の蛍光誘導体（cis－parinaric　acid）を用いた結合活性測定

　2μMのタンパク質溶液（50mM　K2HPO4（pH7．0）．0．5mM　EDTA緩衝液）2m　Oに

O　・　5mM　ci　s－parinarl　c　acid溶液を2μ2ずつ加えていき、その都度、蛍光強度を測定した。蛍

光測定は日立F－3010型蛍光光度計を使用した。310nmで励起し415nmの蛍光強度を測定し

た（Wilkinson　and　Veerkamp，1983；Baba　et　al．，1999）。

ジスルフィド結合の形成

　ゼブラフィッシュL－FABP20μMにdialnideを2mMになるように加え、37℃で1時間イ

ンキュベートした。反応溶液を50mM　K2HPO4（pH7．0），O．5mM　EDTA緩衝液で平衡化し

たSephadex　G25カラム（1×22cm）でゲル濾過を行いタンパク質とdiamideを分離した。

必要に応じてYM－10フィルターを用いて濃縮した。

システイン残基のアルキル化

　酸化または還元したゼブラフィッシュL－FABPを凍結乾燥し、5mM　EDTA、6Mグアニジ

ン、1M　Tris－HCI緩衝液（pH8．5）中で55℃にて3時間変性させた。その後、20mMヨード

酢酸で30分暗所でアルキル化をおこなった．反応溶液を逆相HPLCにてタンパク質ピークを

分出し脱塩をおこなった。アミノ酸の加水分解用5．7NHC1に0．1％メルカプトエタノールを

加えた。変性の際の10mM　DTTの有無により比較をおこなった。

結果

ウシガエル肝脂肪酸結合タンパク質の精製

　ウシガエル肝臓細胞質分画のSephacryl　S－200カラムの溶出パターンを図1－Aに示した・

各フラクションの一部のSDS－・PAGEによって検出された下線部の低分子画分を集めて濃縮し・

Sephacryl　S－100カラムにて二度目のゲル濾過をおこなった。　Sephacryl　S－100カラムの溶出

パターンを図1－Bに示す。馬場らの報告により、Sephacry1　S－100の低分子画分にはアシルCoA

結合タンパク（ACBP）が存在することが判明している・SephacUyl　S－100カラムの各フラク

ションの一部をSDS・－PAGEによって検出した下線部を低分子画分をプー・一・・一ルし・濃縮し・イオ

ン交換クロマトグラフィー（図2）をおこなった・湿重量1709の肝臓組織から約7mgのL－FABP

が得られた。精製タンパク質のアミノ酸分析結果を表1に示した。

トカゲ肝臓脂肪酸結合タンパク質の精製

　Puerto　Rico大学Moraユes教授より恵与された・tlnolis　pulchellus　L－FABP遺伝子クローン

に相補的プライマv…’によるPCRをおこない・約400bpのDNAを増幅した・サイクルシーク

エンシング法によるシー・・クエンス結果により目的遺伝子配列をもったDNA断片を増幅を増幅
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したaまたプライマーにライゲーションしたDNA断片のシークエンス結果により目的遺伝子

配列をもった組換えプラスミドを作製し、大腸菌での大量培養をおこなった。溶菌、遠心後の

上清画分のSephacryl　S－－100カラムの溶出パターンを図3に示した。　SDS－PAGEによって検

出された下i線部のフラクションをプールし濃縮したものをDEAE　Sephacelカラムによる陰イ

オン交換クロマトグラフィーをおこなった。非吸着画分を集めて濃縮し、精製標本とした。培

養液20から約19mgのL－FABPが得られた。精製タンパク質のアミノ酸分析結果を表2に示

したc

ゼブラフィッシュ肝脂肪酸結合タンパク質の精製

　ゼブラフィッシュ肝臓組織から抽出したtotalRNAからRT－PCR法により約400bpのDNA

断片を増幅した。ブライマーにライゲーションしたDNA断片のシー・一一クエンス結果により目的

遺伝子配列をもった組換えプラスミドを作製し、大腸菌での大量培養をおこなった。溶菌、遠

心後の上清画分のSephacryl　S－100カラムの溶出パターンを図4に示したa　SDS－PAGEによ

って検出された下線部のフラクションをプールし濃縮したものをDEAE　Sephacelカラムによ

る陰イオン交換クロマトグラフィーをおこなった。非吸着画分を集めて濃縮し、精製標本とし

た。培養液22から約3．3㎎のL－FABPが得られた。精製タンパク質のアミノ酸分析結果を

表3に示した。

グルタチオン化タンパク質の調製

　ウシガエル及びトカゲのL－FABPにDTTを高濃度で作用させシステインのチオー一ル基を還

元させた（FABP－SH）。還元させたタンパク質にdiamideの存在下でGSHを反応させ、グル

タチオン化タンパク質を作製した（EABP－SSG）。ウシガエルのFABP－SHとFABP－SSGを

Native－PAGEの挙動変化の結果を図5に示した。またトカゲのFABP－SSGを過ギ酸酸化し、

アミノ酸分析計のシステイン酸プログラムで分析した結果を図6に示した。以後の実験に使用

するFABP－SHは、　FABP－SSGの混合ジスルフィド結合をDTrによる還元にて切断し・グル

タチオンを除去したものを使用した。今回の結果から、結合したGSHはDTTによる還元力で

すみやかに脱離しすることが分かった。

プロテアーゼ感受性の比較

　ウシガエル及びトカゲのFABP－SH，FABP－SSG両者に酵素消化をおこない・プロテアーゼ

に対する感受性を比較した（図7－8）。実験の結果・ウシガエル及びトカゲ共に・遊離のシステ

インをもつFABP－－SHと比較してグルタチオンが結合したFABP－SSGのプロテアーゼ感受性

の増加が認められた。今回おこなった実験の中で最も顕著な相違が認められたのは・ウシガエ

ルのタンパク質にキモトリプシンを反応させた場合であった・またトカゲのタンパク質にカル

ボキシペプチダーゼ及びまたはキモトリプシンを作用させた場合ではプロテアーゼ消化の促進

と考えられる結果が得られた。
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分子内ジスルフイド形成

　ゼブラフィッシュのL－FABPを酸化して分子内にジスルフィド架橋を形成させた（FABP－

SS）。システイン残基のアルキル化をおこないアミノ酸分析した結果、　DTTを加えて変性させ

たものはタンパク質量の倍の量のカルポキシメチルシステインが検出され、DTTを加えなかっ

たタンパク質ではカルボキシメチルシステインは検出されなかった。これらの結果から、酸化

反応は1時間内に完了していることも分かった。その後、分子内ジスルフィドを形成したタン

パク質を還元し、遊離のチオール基をもつタンパク質（FABP－SH）を調製した。しかし、同

様のアルキル化後のアミノ酸分析の結果、カルポキシメチルシステインがタンパク質量の2倍

量は検出されなかった。

FABP－SH，FABP－SSG及びFABP－・－SSにおけるリガンド結合活性の比較

　　cis－pal’inaric　acidは短波長の励起光を照射すると長波長側の蛍光を発する蛍光性の脂肪

酸であり、バラ科などの植物の種子から単離される天然の脂肪酸である。その蛍光はタンパク

質と結合すると著しく上昇するので、蛍光プローブとして利用されるものである。ウシガエル

とトカゲのFABP－SH，FABP－SSGおよびゼブラフィッシュのFABP－SH，　FABP－SS一におい

てcisn－parinaric　aciclを用いたリガンド結合活性の測定をおこなった。得られたデータをPrism

（Graph　Pad　Software　Inc．）ソフトウェアを使ってグラフ化した（図9、11－12）。ウシガエ

ルのL－FABPは精製して脱脂したものを使った実験もおこなった（図10）。ウシガエルとトカ

ゲのFABP－SH，FABP－SSG及びNative　EABPの間にはc∫Tparinaric　acidの結合親和性に大

きな差は認められなかった（Rana　FABPのKd値：FABP－SH；L7　IL　M，　FABP－SSG；L6μM，

Native　FABP；1．2μM）（ttln　olis　FABPのKd値IFABP－SH；1．9　pt　M，　FABP－SSG；1，9μM）e

しかし、ゼプラフイツシュのFABP－－SHとFABP－SSにおいては結合活性に差が生じているも

のと思われる（Zebrafish　FABPのKd値：FABP－SS；3．6　pa　M，FABP－SH；7．8μM）。　FABP－SH

において親和性低下が確認できた。

考察

ウシガエルL－FABPの精製

　湿重量1709のウシガエルの肝臓組織から約7mgのL－FABPが得られた。精製にあたり・

2回のゲル濾過をおこなったが、いずれの低分子画分にもメラニンなどのポリフェノール化合

物と考えられる爽雑物質の妨害のため、紫外部吸収によるL－FABPの検出は不可能であった・

これらの物質は引き続きおこなった陰イオン交換クロマトグラフィーにより除去可能であった・

このことから、肝臓で大量の色素を合成する動物種では・予め陰イオン交換樹脂で処理したサ

イトゾルをゲル濾過するのが適切であると考えられる。

組換えタンパク質の発現と精製
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　タテガミトカゲ、ゼブラフィッシュにおいて大腸菌での大量発現をおこない、それぞれ2Q，

のLB培地から約19mgのL－FABPを、約3．3mgのL－FABPが得られたeゲル濾過クロマト

グラフi一のL－FABP画分をプールし紫外吸収スペクトルを測定したところ、タテガミトカゲ、

ゼブラフィッシュ両者の場合において260nmあたりに吸収極大が見られた。これは核酸成分

による吸収によるものと考えられ、陰イオン交換クロマトグラフィーによる除去をおこなった。

pH8・0の50mM　Tris－HCIで平衡化したカラムにおいて両L－FABPは吸着せずに溶出された。

吸着画分はNaC1により溶出され、その吸収極大は260nmであった。収量から端的に、タテ

ガミトカゲのL－FABPの大量発現及び精製に成功したといえる。

グルタチオン化タンパク質の調整

　精製したウシガエルとタテガミトカゲのL－FABPを使い、グルタチオン化タンパク質を調製

したeウシガエルL－FABPのグルタチオン化はSDSを含まないNativeなPAGEによる挙動

の変化で確認できた。これはグルタチオン結合によって生じる正味の負電荷がひとつ増えるこ

とにより還元型のタンパク質より酸性側に移動することによって生じるものである。12％のポ

リアクリルアミドを使用してチャージがひとつ異なる分子種で移動度の差は顕著であった。こ

れはNative－PAGEでの泳動が翻訳後修飾の検出に非常に有効であることが示されるものであ

る。タテガミトカゲのL－FABPにおいても同様の組成によるゲルで電気泳動したところ、分離

ゲル内にタンパク質が進入せず、電気泳動は出来なかった。これはタテガミトカゲのL－－FABP

が塩基性のタンパク質であることが原因と思われる。タテガミトカゲのpI値はSIBのサイト

のタンパク質パラメー一ターによる計算では8．67である（ウシガエルのL－FABPはpl　；6．84で

ある）。今後塩基性のタンパク質のNative－PAGEの緩衝液組成の検討が必要と思われる。よ

ってタテガミトカゲのL－FABPのグルタチオン化は、過ギ酸酸化によるグルタチオンスルホン

酸として検出にすることにした。この分析により、グルタチオン化したL－FABPに等量のグル

タチオンが結合していることが定量出来た。分析のサンプルは逆相HPLCによって分出をおこ

なったので、反応溶液中の過剰の試薬は除去されている。分析によって検出されたグルタチオ

ンスルホン酸はグルタチオン化されたL－FABP由来のものと考えられる・

　細胞内でのグルタチオンとタンパク質の結合は混合ジスルフィド結合として・細胞内の酸化

型グルタチオン（GSSG）と還元型グルタチオン（GSH）の濃度比に依存する・細胞内が酸化

的な雰囲気になると混合ジスルフィドの形成が促進され・タンパク質のチオール基を保護する

と考えられているe還元的条件でこの結合が容易に分離することから・この翻訳後修飾は・活

性酸素などの酸化的ストレスからタンパク質を保護していると考えられる・

　その一方で、グルタチオンのチオール基への結合がタンパク質機能を調節している例が存在

する（杉山，1988；Lia皿g　and　Pelletier，1988；Offermann　et　aL・1984）・今回の実験とラット

の例を総合すると、L－FABPにおけるタンパク質機能の調節が・酸化的な条件におけるグルタ
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チオンとの混合ジスルフィド結合によってなされていると考えられるe

酵素消化によるプロテアーゼ感受性の比較と構造比較

調製したウシガエルとタテガミトカゲのグ］レタチオン化FABP（FABP・－SSG）とそ縫翫

した翫型FABP（FABP－SH）を使った醸†肖化の結果双方でFABP－－SSGのプ・テアーゼ

感難の増加を繍出来た。これが一tS顕著な例はウシガエルFABPにキモトi」　vシンを跡

させたときのもので、　FABP－SHがその髄を9・％以上｛呆っている間にFABP－SSGはそのtま

とんどが靴されている繍となった。タテガミトカゲの場合では・　SF一モトリプシン及びカル

ポキシペブチダーゼYの反応において明らかな㈱肖化の雌を見出せたeウシガエルとタテ

ガミトカゲでの繰の違いとそれらに反応させる蘇の種類での繰の相齢・グルタチオン

が齢しているシステインの噛髄上の違いに蠕する立体構趾での雌の違いになんら

か礪係があるものと思われる。離動物におけるL－FABPのシステインの位置を表4に示し

た（Takahashi　et　al．，　1982；W・lf・um　et　al．，・997；Pe・・zzi　et　al…993；Chan・t　al・・1985；

R。lf．et　al，，　1995；Ceciliani　et　al．，　1994；M・rales・et・al・，・995；Baba・et・al…999；Hen「y　and

Melton，1998；Denovan－Wright　et　al．，2000；

Di　Piet，。　et　a1．，、997；。dani　et　at．，　2…）．またラット・ウシガエル・及びタテガミトカゲの

L－FABPの立体離モデルを図・3に示したe　S・iiに述べた通り・ラツトはCys－69を輌ウ

シガエルはCys－92、タテガミトカゲ｝まCys－8・をもっている・これはL－－FABPに離に保存

されたシステインとおもわれ、タンパク質機能への関連が酬1されるものである・今回の結果

はh以前佐藤らがおこなったラットの実験の結果と同様の傾向を示しており・システインへの

グルタチオン化がタンパク質分解のシグナルとして・もしくは構造の破定イヒに起因するタン

パク質分鰭素への感難の増加が示される・また現鉢保存されたシステインの一次構造

上の随の違いに関わらずL－FABP｝こ普遍的な機能であることが示唆される・

　　ラツトL－FABPの細胞内離は7－1・｛音に及ぶ醐期力≡ており・このL－FABPの急

速な代酬転は独特のタンパク質分解システムが機能していることが考えられる調じような

聯他の生糎でも生じている可能性はある・今回の結果が示すL”FABPのグ」レタチオン化

によるプ。テアーゼ被分解性の増加は・ラヅト同様に・他の動物種でも臓内の分解システム

にグルタチオン化力測していること搬している・今Eig　FABP－SHは一度グルタチオン化

を受けたタンパク質を使用しているので臓段離じたタンパク質の変性による感難増

加という不安麟は無いと思わA・．　t言頼出来る結果であることも付け加えたV’e

分嘉；ご㌶フ竺鷲＿を酸化させたt・6・ジスルフィド結合が形成されt：・
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ゼブラフィッシュのFABP－SSとスズキのL－FABPの分子モデリングを図14に示した。細胞

質タンパクはその存在する環境の還元的な雰囲気によりジスルフィド結合形成は稀であるとさ

れている。しかし、スズキのL－FABPで示される通り、システインをふたつ以上もつ細胞内タ

ンパク質においてS－S結合を形成している分子も存在する。今回使用したゼブラフィッシュの

L－FABPは生体から精製することが困難なため、組換えタンパク質として大腸菌で発現させた

ものを精製したものである。しかるに実際の生体内でこのような状態にあるかはこの結果から

は判断出来ない。しかし同じ硬骨魚類のL－－FABPでありかつ同じ位置にシステイン残基を有す

るタンパク質でありその可能性は十分にあるとおもわれる。今回の結果自体は、このタンパク

質が生体内でジスルフィド結合を形成している可能性を示すものである。またS－S結合形成確

認のためにおこなったアルキル化ではS－S結合を還元したFABP－SHを作製しこれも分析した

ところ、DTrを加えずに変性させたもので予想されるモル数の半数程度しかカルポキシメチル

システインを検出出来なかった。この結果から一度形成された分子内ジスルフィド結合がこの

タンパクにおいては容易に切断されににくいとも考えられる。反応系内のDTTはタンパク質

量に対して大過剰であるが、分子内のチオール基同士の距離が近接しているためすべてのジス

ルフィド結合の切断にいたらなかったとも考えられるe還元剤の濃度と反応時間、温度等のさ

らなる検討の予知があると思われるe

混合ジスルフィド及び分子内ジスルフィドの脂肪酸結合活性への影響

　ウシガエルとタテガミトカゲのFABP－SSGとFABP・－SHにおけるcis－parinaric　acidの親

和性は両種とも数値的（Kd値）には大きな変化は見られなかった。このことはグルタチオン

の結合によってリガンドの結合活性が変化しないことを意味するものであり、Cys－81（ウシガ

エル）またはCys－92（タテガミトカゲ）のチオール基は脂肪酸の結合には関与していないこ

とが示唆されるeこれはラットの結果と同じ傾向にありプロテアーゼ実験と同様・システイン

の一次構造上の差はあれ、］L－FABPに保存されるシステインへのグルタチオン化は結合活性に

影響を与えず、またその位置にあるチオール基が脂肪酸結合に直接影響しないことが示される。

　　また、ウシガエル、タテガミトカゲと同様にゼブラフィッシュのFABP”SSとジスルフィ

ド結合を翫したFABP－SHにおけるcis－－parinari・　a・idによる結舗性測定をおこなったと

ころFABP－SHのほうがFABP－SSより結合瀧が低下していた・これは罐の際の大過剰な

試薬による変性の可能性も考えられるが、分子内ジスルフィ陥合が立体構造の安定イヒを生じ

ることを考慮すると、躰内では架橋されたタンパク質であり翫によって立体髄が鞍定

になる灘の可麟も示唆される．システインをひとっ有するL－FABPにおける結果力’らも考

慮するとゼブラフィッシュのL－FABPのCy・－8・とCys－92もリガンドの結合1こは関わってお

らず分子の構造安定性に関与していると思われる・

C．elegans組換え脂肪酸結合タンパクの調製
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材料

　C’elegans　mixed　stage　lst　strand　cDNAライブラリは新潟大学医学部第二生化学教室藤

井博博士の恵与による。

方法

組換え体の作製

　予測ヌクレオチド配列から、プラスミドベクターpET3aのマルチクローニングサイトの制

限酵素サイトを含むインサートを増幅する為、sense側にNdel、　antisense側にBamHIの

制限酵…素サイトを含んだプライマーを作製した。C．elegans　mixed　stage　cDNAに対しRT－

PCRを行った。反応液と反応条件は下に記す。2．5％アガロースゲル電気泳動で発現と量を確

認した。反応生成物を大量に得る為、2回目のPCRを行った。2回目の反応液は、1回目の

反応液組成のcDNA　5μ1を、1回目のPCR反応液2μ1に変え、滅菌水37μ1で行った。反

応条件は変更無し。2回目の反応チューブ2～3本分をQiAquick　PCR　Purification　Kit

（Q工AGEN）で1本に精製し、エタノール沈澱を行い、これをインサートとした。　pET3aのク

ローニングサイトにライゲーションし，DH5αに形質転換してベクターを増幅したあと，

BL21（DE3）に形質転換してタンパク質を発現させた。以上の操作は，前節の脊椎動物脂肪酸結

合タンパクの組換え体調製とおおむね同一であるので，詳細は省略する。

　primer－一覧

　　FAB－5

　　　sense　　　　　　　　　51　cgc　tag　c！；a．lt1a1；＿99t　c　atc　tat　gaa　tga　ctt　tat　cg　3t

　　　a皿tisense　　　　5‘gct　gct　tag一ggiut2．．！；gcct　tat　tct　ctc　tcc　cac　tcg　cg　31

　　FAB－6

　　　sense　　　　　　　　　5’cgc　tag　c1；a．1t1a1Lgt　gt　ttc　cat　gaa　ag　3‘

　　　antisense　　　　5「gct　gct　tag」9aLt　g⊇9　tta　tcc　ctt　ata　g　3’

　　FAB－7

　　　sense　　　　　5’cgc　tag　c！1；9Z－1tla，Lgt　tc　tca　aga　att　cgt　tgg　acg　ct　3’

　　　antisense　　5’ccg⊆；gtS；＿9a9　cgg　cta　ttc　gc　3’

　　FAB・－8

　　　sense　　　　　5，　cgc　tag　c1；；a！tlpaLgt　tc　tgc　tga　aca　att　tgt　g99　tc　3‘

　　　anti，en、e　51　gct　g・t・ta9．9at！L！；gc・tat　tca・ga　ata　tag　gca・9　3t

　　FAB－9
　　　sense　　　　　　　5・cgc　tag　c12CL1t1CIS－gt　cc　aat　t　ca　aac　cg　3‘

　　　antisen，e　5・・gct・9・t・ta9．gat1Lggcct　tag　g・a　gcc　ttc　t・9・tag・a・3‘
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　　　’パ　の’　1

タンパクが上清に有ると確認された場合（EAB－3．7．8．9）

　破砕菌体液の遠心上清をYM－10（amicon）フィルターを用いて限外濾過濃縮。

タンパクが沈澱に有ると確認した場合（FAB－1．2．4．5．6．7）

　沈澱を同体積のグアニジン塩酸塩を加えて撹拝し、12000rpm　20rnin遠心後、低温室で上

清を50mM　Tris－HC11mM　EDTA（pH　8．0）で徐々に10倍に希釈した。遠心を行い、上清を

YM－10（amicon）フィルターを用いて限外濾過。

　ゲル濾過

　Sephacryl　S－100（3．S　×　100cm，　Parmacia）カラム又はSephadex　G－75（5×100cm，

Parmacia）カラムで10rnM　Tris－HCI　lmM　EDTA　buffer　pH8．0で行った。サンプルは、流速

はPERISTA　PUMP（ATTO）で調節し9．4rnl／h以下で流した。検出器はEM－1エコノUVモ

ニター（BIO　RAD）、チャートは2210　RECORDER　2－channnel（LKB　BROMMA）で描き、フ

ラクションコレクター2211SUPER　RAC（LKB　BROMMA）に接続した。

濃縮

　YM－10（arnicon）を用いて350ml用、50rnl用で限外濾過した。セントリプレップ

（amicon）、セントリコン（amicon）で2，000gで濃縮した。量に応じて使った。

　HPLC（高速液体クロマトグラフィー；液クロ）

　C8（CAPCELL　PAK　C8，4．6×150mrn，　SH工SEIDO）逆相カラムで溶液Aから溶液Bへの溶

出グラジエントを用いた。目的に応じて使用した。

　溶液A　1％アセトニトリル、0．062％TFA

　溶液B　75％アセトニトリル、0．05％TFA

　グラジエント11溶液B　O－99％　40min

　グラジエント21溶液BO－99％　60min

　グラジエント3：溶液B・O－99％　90min

　グラジエント4；溶液B　O－60％　60min　60－99％　10min

　等電点の差によるタンパクの分離

　ゲル濾過の後、目的タンパクが含まれているフラクションに大きさの異なるタンパクが2つ

含まれていた場合、開始のメチオニンがアミノ酸配列の中にないか調べ、等電点を計算し・等

電点の差で分離した。目的タンパクは、ほとんど陰イオン側のpHだった。　DEAE　Sephacel（2・0

×8．Ocm，　Pharmacia）を用い、　GRADICON皿（ATTO）ポンプではじめA溶液20mM　Tris－

HCI　pH8．0を流しピークを回収した後、　B溶液20mM　Tris－HCI　IM　NaCI　pH8．eへのグラジ

エントをかけてピークを回収した。それぞれのピークを液クロ後、アミノ酸分析を行う・

吸光度スペクトル
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　タンパク溶液を分光光度計（320Spectrophotometer，HITACHI）で、　Ab240－340nmのスペ

クトルを描いた。スペクトルから、タンパク溶液の純度を確認した。核酸などが含まれている

と考えられた場合は、核酸除去を行った．

核酸除去（陰イオン交換クロマトグラフィー）

　DEAE　Sephacei（1．2×6．Ocm，　Pharmacia）を用い、ポンプで20mM　Tris－HCI（pH　8．0）で

220S　Spectrophotometer（HITACHI）で吸光度をチャー一一・・一トし、核酸などをカラムに吸着させ、

素通りしたタンパクを回収し、濃縮した。

脱脂

　Lipidex　IOOO　hydroxyalkoxypropyl　deXtran　Sigma　Type　VI（0．8×9．5　cm，　Shigma）カ

ラムをメタノールで洗浄後、滅菌水を流し、次にリン酸buffer（50rnM　K2HPO4　0．5mM

EDTA　pH　7．0）で平衡化し行った。検出器からのチャートを見ながら、タンパクを回収し、濃

縮した。

蛍光法による脂質結合親和性の測定

　精製したタンパクをリン酸bufferで、1μMタンパク溶液をキュペットに作る。　DAUDA、

ANSは、1μM、0．5μM、0．25μMエタノール溶液を、脂肪酸などのリガンドは、　O．25mM

エタノール溶液を作製した。蛍光光度計（F－2500型，HITACHI　）を使用した。タンパク溶液、

タンパク溶液と脂肪酸の蛍光プローブDAU　DA又はANSを1：1で混合した溶液の蛍光波長、

励起波長を測定する。始め励起波長を固定し、タンパクは280nm、タンパクとDAUDAは335nm、

タンパクとANSは370nmで蛍光波長スペクトルを測定する。次に得られた蛍光ピークで励起

波長のスペクトルを測定する。それぞれのピークの励起波長／蛍光波長を用いて、タンパク溶

液にDAUDA又はANSを滴定し、蛍光強度を測定して飽和曲線を得た。　Prism（GraphPad

Software）でグラフを描き、　Kd値をBrnaxから算出した。　DAU　DA又はANSのKd値の低

い（結合親和性が高い）方をタンパクと111の割合で結合させ、脂肪酸やオレイルCoA等を

一定時間毎（15～25秒）にシリンジで一定量（1～0．5μ1）加えていき、脂肪酸蛍光プローブが

脂肪酸に置換される事による蛍光強度の減少を測定したnレチノイン酸とレチノールについて

は、直接タンパク液に加えていき、タンパクそのものの励起波長／蛍光波長で測定し、トリプ

トファンの蛍光強度の減少、結合による蛍光強度の増加で測定した。レチノールは光による消

光が激しい為、部屋を暗くし、入れたら即測定した。Prismでグラフを描いた。また、加えた

リガンド量を対数値に直し、Prismのone　site　competition、　Ki　calculationで蛍光プロー

ブの濃度、Kd値を入力しKi値を出した。それぞれの実験でタンパク溶液を含まないリン酸

bufferに滴定したものを測定し、プランクとした。測定データからブランクを差し引き、真の

データとして用いた。

CD（Cicular　Dichroism）の測定
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　サンプルとして上記で調整したFAB－1～9タンパクを用いて、0．2mg／mlタンパク溶液

5mM　Tris－1－ICE　O．5mM　EDTA　pH8．0又は、5mM　K2HPO4　0．051nM　EDTA　pH　7．0を500

μ1調整した。吸光度スペクトルと分光光度計（Smart　Spec　3000，　BioRad）でのAb280、320

測定から純度の高いことを確認し濃度を調整したaO．2　Micro　Nylon　Membrane（CORNING）

に通して、ゴミなどを除去した。測定には、約200μ1用いた。農学部のCicular　Dichroism

Spectroscopy（円二色分散計，日本分光）で測定した。電源を入れる前に窒素ガスを流して分光器

全体に置換し、電源を入れてから約2h後に測定を開始した。窒素ガスは、測定時も常に41／min

で流し、20℃で行った。cell　O．1cm、　Range　205－260nm、　Resolution　O．05nm、　band　width

］．Onm、　Sensitivity　5Gmdeg、　Speed　50nm／min、　Response　2sec、で行い、4回スキャンの

平均を測定した。bufferでブランクを測定後、セルを少量のサンプルで共洗いした後サンプル

を入れた。サンプルデータからブランクを差し引いた値を測定データとした。測定データを楕

円率で光学定数に変換した。変換はコンピューターの標準解析の演算で、セル長と平均残基モ

ル濃度（＝1000＊構i成残基数＊秤量濃度（g／ml）／分子量）を入力し、分子楕円率（平均残基楕円

率）がコンピューターによって算出した。出たデータは、SSE－338W型タンパク質二次元構造

解析プログラム（日本分光）でYang式（Yang，　J．T．　et　aL；1986）を用いて処理した。解析を実

行しグラフを描いた。グラフはデータ、データに近似のモデルタンパク、データとモデルタン

パクの差を示した。コンピューターにより、予め登録されているモデルタンパクとの比較から、

ヘリックス構造、ベータ構造、夕一ン構造、ランダム構造の割合いを出した。

分子系統樹の作製

　FAB－1～9とRatの上皮（Epidermis）、脂肪細胞（Adipocyte）、心臓（Heart）、網膜

（Retina）、脳（Brain〕、ミエリン（Myelin）、睾丸（Testis）、腸（lntestine）、肝臓（Liver）、回

腸（lleum）、　Ascarj頃s、　Echinococcus、　Shisostomaの脂肪酸結合タンパク質とRatのレチ

ノイン酸結合タンパク質（Retinoic　acid　BP）、レチノール結合タンパク質（Retinol　BP）のア

ミノ酸配列の比較を一次構造配列プログラムClustal　Wを使用して行った。このアライメント

データを基にN－J法（Saitou，N．，　and　Nei，M．，1987）又はUPGMA法（Sokal，　R．，and　Sneath，

P．HA，1963）を用いて系統樹の作製を行った。

FAB－1～9アミノ酸配列の比較

　FAB1～9のアミノ酸配列をClustal　Wで並べて配置した。

結　果

FAB－1の精製

　組換え体培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、沈澱をLysis

bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEにより、沈澱にタンパクの存在を

確認した為、グアニジン処理後、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った・
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SDS－PAGEを行い）・タンパクの存在するフラクションの検討をっけ、液クロ後、アミノ酸分

析を行い、目的タンパクがあるフラクションをプールした（図1）。吸光度とスペクトル測定に

より・不純物が少ないタンパクと判断したeO2Mのタンパク溶液を用いてCD測定を行った。

dauda、　ANS結合蛍光測定を行い、　lyso　PC、　iyso　PE、lyso　PS、　cholesterol　sulfateの置

換測定を行った。

FAB－2の精製

　組換え体培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、沈澱をLysis

bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－－PAGEにより、沈澱にタンパクの存在を

確認した為・グアニジン処理後、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った。

SDS－PAGEを行い・目的タンパクがあるフラクションをプールした。液クロ後、アミノ酸分

析（表1）を行い、吸光度とスペクトル測定により、不純物が少ないタンパクと判断したeO2M

のタンパク溶液を用いてCD測定を行った。　dau　da、　ANS結合蛍光測定を行い、　lyso　PC、　lyso

PE、lyso　PS、　cholestero1　sulfateの置換測定を行った。

FAB－3の精製

　組換え体培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、沈澱をLysis

bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けたe　SDS－PAGEにより、上清にタンパクの存在を

確認した為、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った。　SDS－PAGEを行い、

目的タンパクが分かれなかった為、本来沢山ある出てくると考えられるフラクションをプール

したe不純物を除去する為、DEAEカラム（1．5×20cm）に20mM　Tris－HCI　pH8．0でタンパク

を通し、素通り液を濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った。目的タンパクが

あるフラクションをプールした。液クロ後、アミノ酸分析を行い、吸光度とスペクトル測定

により、不純物が少ないタンパクと判断した。0．2Mのタンパク溶液を用いてCI）測定を行っ

た。dau　da、　ANS結合蛍光測定を行い、　lyso　PC、　lyso　PE、lyso　PS、　chole　sterol　sulfateの

置換測定を行った。

FA　B－4の精製

　組換え体培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、沈澱をLysis

bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEにより、沈澱にタンパクの存在を

確認した為、グアニジン処理後、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った。

SDS－PAGEを行い、目的タンパクがあるフラクションをプールした。液クロ後、アミノ酸分

析を行い、吸光度とスペクトル測定により、不純物が少ないタンパクと判断した。O・2Mの夕
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ンパク溶液を用いて、CD測定を行った。dauda、　ANS結合蛍光測定を行い、lyso　PC、　lyso　PE、

1yso　PS、　cholesterol　sulfateの置換測定を行った。

FAB－・5の精製

　組換え体を作製し、培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、

沈澱をLysis　bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEにより、沈澱にタ

ンパクの存在を確認した為、グアニジン処理後、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾

過を行った。SDS－PAGEを行い、タンパクの存在するフラクションの検討をつけ、液クロ後、

アミノ酸分析を行い、目的タンパクがあるフラクションをプールしたe吸光度とスペクトル測

定により、不純物が少ないタンパクと判断し、脱脂を行った。吸光度から濃度を計算し、蛍光

測定を行った。0．2Mのタンパク溶液を用いて、　CD測定を行った。

FAB－－6の精製

　当初、約200bpの短い配列と考えていたが、　PCRやシークエンスや0検討した結果、約400bp

の配列と判断した。組換え体を作製し、培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁したe菌体を破砕

し、遠心を行い、沈澱をLysis　bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEに

より、沈澱にタンパクの存在を確認した為、グアニジン処理後、濃縮してSephacryl　S－100

カラムでゲル濾過を行った。SDS－PAGEを行い、タンパクが存在するフラクションの検討を

つけ、液クロ後、アミノ酸分析（表2）を行い、目的タンパクがあるフラクションをプールした。

吸光度とスペクトル測定により、不純物が少ないタンパクと判断し、脱脂を行った。吸光度か

ら濃度を計算し、蛍光測定を行った。0．2Mのタンパク溶液を用いて、　CD測定を行った。

FAB－7の精製

　配列中にBamHI制限酵素サイトが存在した為、プライマーはBamHIサイトの代わりに

Xhoエサイトを付けて設計し、　XholサイトBamHIサイトが付いたリンカーを付けてライゲ

ーションし、組換え体を作製した。培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し・

遠心を行い、沈澱をLysis　bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分け、　SDS－PAGEを行った・

前培養の結果から、あまりタンパクが採れない事が考えられた為、上清とグアニジン処理した

沈澱をSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った。　SDS－PAGEを行い・タンパクが分か

れていないことが確認された。フラクションを全部回収し、限外濾過後・25％硫安塩析後・上

清を80％硫安塩析し、沈澱をDWに溶解し、遠心後、　Sephacryl　S－100カラムでゲル濾過

を行った（図7）。SDS－PAGEを行い、タンパクが存在するフラクションの検討をつけ、プール

した（図7）。吸光度とスペクトル測定により、核酸などが含まれているタンパク溶液と判断し・
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DEAEカラムによる核酸除去の後、脱脂を行った。液クロ後、アミノ酸分析を行い、蛍光測

定を行ったpO2Mのタンパク溶液を用いて、CD測定を行った。

FAB－8の精製

　組換え体を作製し、培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁した。菌体を破砕し、遠心を行い、

沈澱をLysis　bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEにより、上清にタ

ンパクの存在を確認した為、濃縮してSephacryl　S－100カラムでゲル濾過を行った（図8）。

SDS－PAGEを行い、タンパクの存在するフラクションの検討をつけ、プールした（図8）。吸

光度とスペクトル測定により、核酸などが含まれているタンパク溶液と判断し、DEAEカラム

による核酸取りの後、脱脂を行った。液クロ後、アミノ酸分析を行い、蛍光測定を行った。O．2M

のタンパク溶液を用いて、CD測定を行った。

FAB－9の精製

　組換え体を作製し、培養、集菌後、Lysis　bufferで懸濁したe菌体を破砕し、遠心を行い、

沈澱をLysis　bufferで洗浄しながら、上清と沈澱に分けた。　SDS－PAGEにより、上清にタ

ンパクの存在を確認した為、濃縮してSehadex　G－75カラムでゲル濾過を行ったe　SDS－－PAGE

を行い、タンパクの存在するフラクションの検討をつけプー・一一一ルした。濃縮し、吸光度を測定後、

アミノ酸分析を行い、蛍光測定を行った。0．2Mのタンパク溶液を用いて、　CD測定を行った。

蛍光測定

　1μMタンパク溶液、タンパク溶液と脂肪酸の蛍光誘導体DAU　DA又はAN　Sを111で混

合した溶液の蛍光波長、励起波長を測定した。得られた励起波長／蛍光波長を用いて、1μMタ

ンパク溶液に脂肪酸の蛍光プローブDAUDA、　AN　Sを滴定し、それぞれ飽和曲線が得られた。

その結果から、PrisrnでBmaxからKd値を算出した．　DAUDA又はANS間でKd値の

低い（結合親和性が高い）方をタンパク溶液と1；1に混ぜ、一定時間毎に一定量リガンドを

加えた。脂肪酸蛍光プローブが脂肪酸に置換される事による蛍光強度の減少を測定した。レチ

ノイン酸とレチノールについては、直接蛋白溶液に加えていき、タンパクそのものの励起波長

／蛍光波長で測定し、トリプトファンの蛍光強度の減少、結合による蛍光強度の増加で測定し

た。加えたリガンド量を対数値に直し、Prismのone　site　competition、　Ki（）alculationで

蛍光誘導体の濃度、Kd値を入力しKi値を出した。

CD（Cicular　Dichroism）の測定

　農学部のCicular　Dichroism　Spectroscopy（円二色分散計，日本分光）で測定した・サンプル

データからブランクを差し引いた値を測定データとした。測定データをコンピューターを用い
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て楕円率で光学定数に変換した。標準解析の演算で、セル長と平均残基モル濃度（＝1000＊構成

残基数＊秤量濃度（g／ml）／分子量を入力し、分子楕Fi率（平均残基楕円率）がコンピューター

によって算出した。出たデータは、SSE－338W型タンパク質二次元構造解析プログラム（日本

分光）で処理し、解析を実行しグラフを描いた。グラフはデータ、データに近似のモデルタン

パク、データとモデルタンパクの差を示したDコンピューター一により、予め登録されているモ

デルタンパクとの比較から、ヘリックス構造、ベータ構造、ターン構造、ランダム構造の割合

いを出した。

以上の結果より，いずれもネイティブな立体構造を保持し，生物活性を有する組換えタンパク

が得られたことが明らかになった。これらのうち，システイン残基をもっものについて，前章

と同様の実験を実施した。

　、 ユFAB　P－1～の゜　　、

　タンパク質のチオール基の還元のため、脱脂後のタンパク溶液にDTTを5◎mMになるよう

に加え、37℃でユ時間インキュベートした。脱塩のため、必要に応じてゲル濾過し、㌣魏一鐙

フィルターを用いて濃縮した。還元したタンパク質はdiaエnideを2mM、　GSHを1　mMにな

るように加え、37℃で1時間インキュベートした。さらに、高い反応率を得るため、濃度、特

間、混合方法について検討した。脱塩のため、ゲル濾過し、YM－10フィルターを用いて濃縮し

た。

，121，eZ－ptmoEIEi

　過ギ酸を作製し、グルタチオン化処理後のタンパク溶液に等量加え、0℃で2時間反応させ

た。凍結乾燥により過ギ酸を除去した後、陰イオン交換樹脂カラムにより酸性アミノ酸分析を

行った。また、Tris－Glycine（pH　8．8）を電極緩衝液とし、10％分離ゲルを使ってNative　PAGE

を行った。

　グルタチオン型FABP及び還元型FABPについて、蛋白質量の1／10～1／50量になるよう

にキモトリプシンを加えて37℃でインキュベートし、経時的に反応系からサンプルを取った。

サンプルは一80℃まで冷却することで、酵素反応を止めた。酵素消化の確認のため・Tris““

Glycine（pH　8．8）を電極緩衝液とし、10°／，分離ゲルを使ってNative　PAGEを行った。

ilE｛lilliiEl

　大量培養したセンチュウのFABP　1－9は、結合活性測定と脂肪酸結合親和性測定により・ネ

イティブな状態で調製できることを確認することができた。さらに、FABP－9を用いたグルタ

チオン化の反応モデルにより、グルタチオン化の条件を検討した結果・diamide　8mM・GSH

16rnMの反応系で37℃1時間インキュベートすることにより、およそ半数のFABPをグルタ

チオン化できることがわかった。また、等濃度のdiamideとGSHを予め混合した反応系では
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グルタチオン化タンパクだけを得られることがわかった．これらモデル条件を利用して、セン

チュウFABPの内、システイン残基を持つFABP－3，4，5，6，8，9についてグルタチオン化を行

い、Native　PAGEによって確認した。グルタチオン化が確認できたFABPについて、キモチ

リプシンによる被タンパク分解を確認したところ、グルタチオン型FABPは還元型FABPと比

較して著しく感受性が増大することを確認できた。今回の結果は、ラットや両生類の場合と同

様の傾向を示しており、センチュウにおいてもシステインへのグルタチ才ン化がタンパク分解

のシグナルとなるか、構造の不安定化によりタンパク質分解酵素への感受性が高まると考えら

れる。今後は、さらに最適なグルタチオン化条件を探索し、また塩基性タンパク質についても

グルタチオン化を検討して被タンパク分解性について確認したい。
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　　　図1．Rana・ca　tesbebeiana肝細胞質画分のSephacryl　S－200，　Sephacryl　S－100カラムによるゲル濾過

Al鋤a　ca亡esbelana肝細胞質可溶性画分を10mM　Tris・一・HCI（pH8．O）1mM　EDTA　bufferで平衡化した

Sephacryl　S－200カラム（4．5×100cm）でゲル濾過し低分子画分である下線部をプールした。

B：Sephacryl　S－200の低分子画分を10mM　Tris－HC1（pH8．0うr田M　EDTA　bufferで平衡化したSephacryl　S－

100カラム（3×100cm）で再度ゲル濾過し、低分子画分である下線部をプー一ルしたe
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図2．、Rana　ca　tesbeiana肝脂肪酸結合タンパクのRESOURCE　Qカラム陰イオン交換クロマトグラフィーによる精製

Sephacryl　S－100によるゲル濾過の低分子画分を15エnM　Tris　HCI，1mM　EDTA緩衝液pH8・0で平衡化したRESOURCE　Qカラム

（11nl）にてイオン交換クロマトグラフィーを行った。非吸着画分である下線部を回収し精製標品とした・グラジエント：15mM

Tris　HCI，1mM　EDTA緩衝液pH8．0で平衡化，IM　NaCl，15mM　Tris　HCL　lmM　EDTA緩衝ta　pH8・0で30分まで50％・その後1eO

％。流速：1m1／min
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図3．An　olis　p　ulchedus肝細胞質画分のSephacryi　S－100カラムによるゲル濾過

溶菌、遠心した上清画分を10mM　Tris－HCI　（pH8．0）1mM　EDTA緩衝液で平衡化したSephacryl　S－100カラム（3×

100cm）でゲル濾過し、低分子画分である下線部をプールした。重ねた画像はフラクションごとのSDS－PAGE結果。
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図4．Brachydanio　rerfo肝細胞質画分のSephacryl　S…1OOカラムによるゲル濾過

紘齢した上瀬分を・OiUIM［　Tris－HC！IPH8．0）1mM　EDTA　bufferで平衡化したSepha・ry1　S－100カラム（3×

、Oi」cm）でゲ嚇遜L齢子函分であるTSteseプールしたユね魎齢フラクションごとのs］DS－PAGE結果・
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図5．Rana　catesbeiana　L－FABPのグルタチオン

化によるNative－PAGE挙動の変化

グルタチオン化FABPのNative－PAGE泳動パターンを示し
た。ゲル組成は12％アクリルアミド，O．3％Bis－一アクリルアミ

ド，O．375M　Tri・－HC1　IPH8．8）・　Ms－gly・tne系泳動buffe「

を用いて泳動したe

A：1tana　L－FABP－－SH

B：Rana　L－FABP－－SSG
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Elution　time（min）

C

図6．Anolls　p　ulcheUus　FABP－SSGのグルタチオンスルホン酸検出

A：グルタチオンスルホン酸の標準溶液（5nmol）

B：0．56nmo1のFAB］FLSSGを過ギ酸酸化し、アミノ酸分析計の陰イオン

　　交換樹脂カラムで分析
C：O．63nmolのFABP－SHを過ギ酸酸化し、その後同様に分析
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図7．1tana　ca　tesbetana　FABP－SH，－SSGのプロテアーゼ感受性の比較

Rana　L－FABP－SSG（●）とRana　L－FABP－SH（O）に酵素を反応させ・反応液から一定量をとりs　C，カラムに

より逆相HPLCにて分析し、0時間のピークを100％として残存タンパク質をプロツトした・
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　　図8．AnロUs　p　ulcheUus　FABP－SH，－SSGのプロテアーゼ感受性の比較

Anolis　L－FABP－SSG（●）とAnolis　L－FABP－SH（○）に酵素を反応させ・反応液から一定量をとり・

C，カラムにより逆相HPLCにて分析し・0時間のピークを100％として残存タンパク質をプロットした。
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図9．kaコa　ca　tesbetana　FABP－SH，FABP－SSGの結合活性の測定

A：チオール基をDTrによって還元したRana　L・－FABPによるcls－parinar’tc　acid

の結合を蛍光強度によって測定した。

B：Rana　L－EABPのチオール基にGSHを結合させた場合。

＊励起波長310㎜、蛍光波長415㎜で測定
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図10．Rana　catesbeiana　L－EABPの結合活性の測定

ゲル濾過、イオン交換した精製Rana　L－FABPをLipldexカラムで
内因性の脂肪酸を除去したものに、cis・－parinaric　acldを加えて行ったときの蛍

光強度を測定した。310㎜で励起し、　415nmの蛍光波長を離した。

39



　150
．毒

2
£

庄100
9
§

§5・

正

0
0 1 2　　3　　4

　pM

5

A

　40．違

2
ゆ

芒30
蓄
窪

8］20
8／1

篭

量：10

0
0 1 2　　3

　pM

4 5

B

図11．A．n　olis　puicheヱ1us　FABP・－SH，FABP－SSGの結合活性の測定

A：Ano遼L－FABPのチオール基をDTTによって還元させたものに

　　Cts－parinaric　acidを加えて行った時の蛍光強度を測定した。

B：Anolis　L－FABPのチオール基にGSHが結合したものに
　　Cis－pa］inaric　acidを加えていった時の蛍光強度を測定した・

＊310nmで励起し、蛍光波長415nmで測定
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鍾1鑑撞麗翻墨㎡ロ．劇ロ載鱈P－§｝1，FABP－§§一の結舎活性の翻定

A：Zε詰譲鐵i董1L…FAB警のチオール基を聾雪莚よつて遷元させた警鐙書

　　璃罐饗遜至e　aeldを掬えて行った時の童光強遷を劉定Lたfi

B：kbTad§蓑L一鍵霧こ｛塾運ξi嚢ζようて一§§≒纏萱を藁纏さ妾麦聾褒垂こ

　　璽酋麿一塾議ζ露透を璽えて吾…rpた謄の董糞強璽を嚢憲Lた。
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A C

醤措．ラツト、Rema　catesbeiana．　Anol／／s　puiehefiusしFABPPt　立捧曇邉の比較

ラット罐とウシガエル掴汐テガミトカゲ撞レ醗Pの立体構逡をWebLabViewer
〈詞［遥魯｛箕1譲§㎞u暴琶o狂ハで表毒…したi」

そ義ぞtZCys－69．　Cys－一・・81i　C搾一92のアミノ璽麹鎖をB謎ヒ置nd－§tickモデルで藁す・

4量



A

図i4．　Brachydanio　rerio　L－FABPとLa亡●olabrax／aponicusL－FABPの立体構造の比較

ゼブラフィッシュ（A）とスズキ（B）のL－FABPの立体構造をSwiss　Modelにより予測しWebLabViewe「

（Molecular　Simulation）で表示した。

それぞれのチオール基をBall－and－Stickモデルで示し、ジスルフィド結合を示した・
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3 4 5 6 8 9

図15　Caenorhabditis　elegans　FABPホモログのグルタチオン化反応

　　　　FABP－3，　4，　5，6，8，9について1　2mM　diarnide，12rnM　GSHでグルタチオン化（＋）し，　native　PAGE

により反応を追跡した（詳細はテキスト参照）。
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native　protein glutathionylated

0 0．5　i 15　2 0　　0．5　　1　　1．5 2

Incubation　Time（hours）

●

●

●

●

キモトリプシンをタンパク重量の1／10

37℃でインキュベート。0～2時間まで30分毎

還元型FABP－5溶液を同様に処理

Tris　Glycine（pH　8．3）　Nati∨e　PAGE

図16　Caenorhabditis　elegans　FABP－5のグルタチオン化によるプロテアーゼ感

受性の増大　　（実験の詳細はテキスト参照）
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図17Caenorhabditis　elegans　FABP－5におけるグルタチオン化とプロテアーゼ

感受性の相関。図16の結果をデンシトメトリーにより定量化し消化時間に対

してプロットした（詳細はテキスト参照）。
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Mr＝　　13，722

amino　acid anal　sis 「esidue＃　　inte　e「Theor　1－lett．　moleele
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4．88
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4．21
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5．88

0．40
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8．70

10．70
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3．53

10．39

5．52

1．01

11．21
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9．67

6．44
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6．01

13．52
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2．26
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D
T
S

E

P

G
A
C
V
M
i

L

Y
F

K

H

W
R

11．7

7．0

8．6

13．5

2．8

8．4

4．4

　0．8

9．0

　0．9

　7．8

　5．2

　1．6

　4．8

10．9

　0．7

　0．0

　1．8

To七al 54．09 124．32 126　　125 99．9

samp｜e　weight

molar　amount

5．97μ9

0．435nmol

（

（

8量36　／　350　u1｝

0．61　／　350　ul）

hydrolyzed：
　　　dilution：

30

350

ul

u］ samp三e　 conc． 279μ9／mI
20．3　nmol∫ml

表1．Rana　catesbeiana　L－FABPのアミノ酸分析結果

精製標品のアミノ酸組成を日立835型アミノ酸分析計を用いて

分析した。トリプトファンは加水分解時に分解。

分子量を13721．5として計算した。
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amino　acid anal　sis residue岸 inte白rs　Theer　1・lett．　mole％
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Thr

Ser
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AIa
Cys
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20、96

19．30

9．83

16．71

　4．41

　9．56

10．90

　0．91

15．46
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　9．35

　7．11

2．39

7．69

19．93

　LO3

3．97

16．0

14．7

7．5

12．7

3．4：

7．3

8．3

0．7

11．8

3．1
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口ota工 163．48 124．7 125　　125 100．O

sample　weight

　molar　amount

18．2　μ9

1．3　nmol

（

（

25．4／　350　ul）

1・84　／　350　1ユ1）

ydro三yzed：

　　dil　ll　tion：

50

350

u］

u］　　samp｝e　conc・　　＝ 508μ9／ml
36．7　nmol／ml

表2．Ano／is　pulch●11us　LギA8Pのアミノ酸分析結果

精製標本のアミノ酸組成を日立835型アミノ酸分析計を用いて

分析した。トリプトファンは加水分解時に破壊される。

分子量を13836．7として計算した．
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表3．8raロカy｛潅η∫o　r■∫∫ロLギABPのアミノ酸組成分析

精製標本のアミノ酸組成をH立835型アミノ酸分blgl’を濡いて

分析したeトリプトファンは加水分解時に破壊されるたto　eとする・

分子量鍵OO4．2として計算した。
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