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Forty-SribosomalproteinsofArtemiasaLinawerecomparedwiththoseofratliverby

usingaconvenientmethodforpeptidemappingofproteins(Cleveland,etal.J.Biol.Chem.

252,1102-1106,1977). Cyanogenbromide,α-chymotrypsinandpapainwereusedasthe

cleavagereagentsforpeptidemapplng. Thecleavageproductswereanalysedbysos

polyacrylamidegelelectrophoresisandthepatternsofpeptidefragmentsofAT･temiaribos0-

malproteinswerecomparedwiththoseofratliver. Thereweresomesimilalitiesbetween

thepeptidepatternsofArteTniaandratliver8ribosomalproteins(S2,S4,S6,S7,S8,S9,

S20andS23)o山or12proteinsthatwereexamined,especiallythoseof5proteins(S2,S4,S6,

S7andSB)wereverysimilar. Althoughthismethodhassomelimitationstoanalysea

homologybetweendistinctproteins,theresultssuggestthatsome40Sribosomalproteinsare

highlyresistanttoevolutionalchangefrom Artemiasalinatoratliver.

Keywords:AT･temiasalina,ribosomalprotein,peptidemapplng
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略 語 表

sDS :ドデシル硫酸ナ トリウム

EDTA:エチレンジアミン四酢酸

真核細胞のリポソーム蛋白質の機能を研究する上でア

ルテ ミアサリ-ナのリポソームは,前報でも述べたよう

に,モノソームの大量調製が容易であること,アルテミ

アの系での蛋白質合成系の解析がかなりよく進んでいる

こと等,最も分析の進んでいるラット肝のリボソームに

比べて有利な点がある.そこでまず,前報で示したよう

に,アルテミアサリ-ナのリポソーム蛋白質を2次元電

気泳動法にて分析し,ラット肝のそれと比較 して ,ス
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ポットのゲル上での位置をラット肝の場合に対応させる

ことにより,蛋白質の番号を命名した.真核細胞の リポ

ソームは約70種の蛋白質を持ち,その2次元電気泳動パ

ターンは進化の過程でよく保存されていると報じられて

いるが1),前報で明らかにしたように,アル テ ミアサ

リ-ナとラット肝を比較した場合もよく保存されており,

60S亜粒子に比べ 40S亜粒子において非常に顕著で

あった.

Cleveland等は2㌧キモトリプシン,StaphylococcLLS

aureusのプロテアーゼ.パパインを用いて,簡便な蛋

白質のペプチドマッピング法を開発し.Lam とKasper

はさらに,プロムシアン,-イドロキシアミン,酢酸を

用い,燐酸化を受けるミクロソームの2つの蛋白質の相

同性を比較し,その方法の有効性を報告3)した.本研究で

は前報に引き続いて,アルテミアサリ-ナとラット肝の

40S リポソーム蛋白質をさらに詳細に比較するために,

プロムシアン,キモトリプシン,パパインを用いて両者

蛋白質のペプチドマッピングを行い,その相同性を比較

した.

実 験 方 法

1. リポソーム蛋白質の分軸と 1251による棲識

ラッ ト肝の 40S リポソーム蛋白質は Terao と

Ogataの方法4Jに従い調製 し,アルテ ミアサ リーナの

40S リボソーム蛋白質は第 1報に従い調製した.

得られたリポソーム蛋白質の 125Ⅰによる標識は,第

1報で示したとおり Hunterと Greenwoodの方法5)

に従い,クロラミンTを用いて行 った.個々の リポ

ソーム蛋白質の分離は,第 1報で報告した2次元電気泳

動法 (システムⅠ)にて行い,以下のペプチドマッピン

グに用いた.

2.ペプチ ドマッピング法

40S リボソーム蛋白質の2次元電気泳動ゲルより,冒

的とする蛋白質スポットを切 り抜き,厚さ 1mm,直径

4mm の円柱状にゲルの大きさを揃えた後,プロムシア

ンまたは辞素等で処理し蛋白質の切断を行った.

(a) プロムシアンによるペプチドマッピング

切り出されたゲル断片は Lam と Kasperの方法 3)

に従い,20mgのプロムシアンを含む75%のぎ酸 lml

中にて室温で20時間保温し,ゲル断片の pH を中性 に

戻すために lM Tris中で勤司振とうした後,3% SDS,

5% メルカプ トエタノール,20%グリセロール,80mM

Tris-HClpH6.8を含む緩衝液中で30分間,室温で保

温した.ゲル断片はそのまま SDSスラブ電気泳動にか
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け,CoomassieBrilliantBlueで染色した後,その染

色パターンより,プロムシアンにより切断されたペプチ

ドの分析を行った.

(b) 酵素によるペプチドマッピング

125Iで標識された蛋白質を含むゲル断片は,唐衝液

A (0.1% SDS,lmM EDTA,20% グ リセ ロール,

80mM γris-HClpH6.8)1ml中で30分間,室温にて

保温した後,SDSスラブゲルのサンプルウェル内に入

れた3).そこに 20上場 の α-キモ トリプシンまたは 0.3

〟gのパパイン(WorthingtonBiochemicalCorp.製)

を含む緩衝液 A 20plを加え,ただちに SDS スラブ

電気泳動を行った.ゲル断片中の蛋白質は,SDS スラ

ブ電気泳動の間に,酵素により部分的に切断される.切

断されたペプチドの電気泳動パターンは,ゲルを乾燥後

オートラジオグラフィーを行 うことにより比較した.

結 果

1. アルテミ7サリーナとラット肝の 40S塩基

性リポソーム蛋白質の2次元電気泳動パター

ン

アルテミアサリーナとラット肝の 40S リポソーム蛋

白質の2次元電気泳動は,前報に従い,システムⅠ (尿

素存在下,pH8.6-pH4.9)のゲルシステムを用いて行っ

た.前報で報告した通り,両者とも非常によく似た泳動

パターンを示しており (図 1),進化の過程で 40S リポ

ソーム蛋白質がよく保存されていることがわかる.しか

し,システムⅠでの2次元ゲル上で完全に一致する位置

にある蛋白質は S8と S9の2つしかなく,また前報で

示したようにシステムⅡ (尿素存在下 pH8.6-SDS存

在下)のゲル上では S7,S9,S27であり,従って両ゲ

ルシステムで完全に一致する位置にくる蛋白質は S9だ

けであり.アルテミ了とラット肝の間で若干の違いが存

在するようであった.

2. 分子量が異なる蛋白質のペプチ ドマッピング

比較する2種類の蛋白質に相同性があっても分子量が

異なる場合,両者のペプチドマップはかなり違った様子

を示すと考えられる.この点を考察するために,図 2に

相同性はあるが分子量の異なる2つの蛋白質 A とBの,

予想されるペプチ ドマップを模式図に示した.図2でⅩ

と Y は蛋白質の切断部位を示すが,仮に X が強 く完

全に切断される部位で,Yが弱い部分的な切断部位であ

るとすると,その予想されるペプチドマップは図2aの

ようになる.また逆に,Yが強く X が弱い切断部位で

ある場合,図2bのようなペプチドマップが予想される.
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図 1 アルテミアサリーナとラット肝の 40S塩基性
リボソーム蛋白質の2次元電気泳動パターン

蛋白質の電気泳動は1次元 -pH8.6,2次元 -pH4.9
のゲルシステム (システム1)で行った.図Aはアルテ
ミ7,図Bはラット肝の 40S塩基性蛋白質の染色パタ
ーン.図Cは両者を混合して一緒に泳動した場合の染色
パタ-ンの模式図.図A,Bで染色の薄いスポットは点
線で示してある.図Cで,斜線の入ったスポットはアル
テミアとラット肝で完全に一致する位置にくるスポット

を示し,アルテミ了のスポットは黒く塗りつぶし番号の

前にAを付し,ラット肝のスポットは白抜きでRを付し
た .
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図 2 相同性はあるが分子量が異なる蛋白質の
予想されるペプチ ドマップ

A,Bは相同性はあるが分子量の違う蛋白質を示す.
X,Yは蛋白質の切断部位を示す.a,bは予想される
ペプチドマップを示すが,Xが強い切断部位でYが弱い

部位の場合aのようなマップが予想され,反対にXが弱
くYが強い切断部位の場合bのようなマップが予想され
る.黒いスポットはメジャーなスポットを示し,白抜き

のスポットはマイナーなスポットを示す.

このように,かなりの相同性がある蛋白質でも若干の分

子量の違いがあると,そのペプチ ドマ ップはかな り異

なったパターンをとる場合が考えられ,ただ単に分解産

物の電気泳動ゲル上での位置が同一であるということだ

汁では,両者の相同性を判断できない場合がある.また

切断部位が多い場合やその切断が部分的である場合等を

考えると,得られるペプチドパターンは非常に複雑にな

ると予想され,単純なパターンの比較だけでは両者の相

同性を決定することはできず,他の方法の併用が必須で

であると考えられ,ここに2つの蛋白質の相同性をペプ

チドマッピング法で分析する場合の限界があると考えら

れる.本研究で比較したアルテミアサリ-ナとラット肝

の 40Sリポソーム蛋白質も,分子量の違う蛋白質がか

なりあるため,この点を考慮して両者の相同性の有無を

以下検討した.

3.プロムシアンを用いたペプチドマッピング

2次元ゲルスラブより切り抜かれた個々の蛋白質は,

プロムシアン処理した後 SDSスラブ電気泳動にかけ,

その CoomassieBrilliantBlueによる染色パタ-ン
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から,プロムシアンによる分解産物の比較をした.この

方法は,プロムシアンの切断位置であるメチオニン含量

が少ないため,S2,S4,S6,SB等の分子量25,000以上

の蛋白質でよい結果が得られたが,分子量の小さい蛋白

質については分解産物の数が少なく,あまり明瞭な結果

は得られなかった (図3).しかし分解産物を標識する

ことなく染色パターンで比較できること,酵素に比べる

と均一に作用するため,比較的明瞭なペプチ ドマップが

得られることが有効であった.ラット肝の40S蛋白質の

アミノ酸組成 6｢日より推定されるメチオニン数は,本研

究で用いた蛋白質については,S2-4.6,S4-4.7,S6-

3.7,S7-2.4,S8-0.8,S9-3.8,Sl1-3.3,S17-2.7,

S18-1.3であるが,プロムシアンによる分解が限定分

解であったとすると,例えば S2の場合14-20個の分解

産物が生じると考えられ,事実ゲル上で11個程度は確認

できる (図3).しかし58の場合,切断部位は1つで

あるのにゲル上では4個の分解産物が確認され,非特異

的な切断が存在することが考えられる.これは,プロム

シアンを処理する際に75%き敢中で行うために,ペプチ

ド中のアスパラギン酸とプロリンの間も非特異的に切断

されたためと考えられる.

4.a-キモ トリプシンとパパインを用いたペプ

チドマッピング

この方法は,ゲル中で酵素を作用させそのまま電気泳

動するため,ゲルを染色した場合,ペプチ ドの染色パ

ターンの中に酵素自身のバンドが出てくるという不都合

があるため,あらかじめ 125Ⅰで標識した リポソーム蛋

白質についてペプチドマッピングし,そのオートラジオ
グラムのパタ-ンを比較した (図3).電動泳動中にだ

け酵素が作用するため,プロムシアンに比べて未分解物

が多いが,切断部位が多いため出てくるスポットの数が

多いことと, 125Ⅰを使っているためその検出感度が高い

ことにより,低分子量の蛋白質についてもある程度分析

可能であった.切断部位については,α-キモ トリプシ

ンの場合おもに芳香族アミノ酸 (フェニルアラニン,チ

ロシン,トリプ トファン)の C末端側を切断するが,

ロイシンの C末端側を切ることもある.またパパイン

の場合その特異性は広く,多くのアミノ酸の C末端側

のペプチド結合を切断する.両者共にプロムシアンに比

べて特異性は低く,酵素の濃度と処理時間によりペプチ

ドマップは変化するが,アルテミアとラット肝の間では,

125Ⅰの標識の強弱はあるものの総て同一条件で処理して

いるため,いくつかの有効な結果が得られた.
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図3-1

図 3- 2

図 3 アルテミTサり-ナとう.ソト肝(7)4OS リボソーム蛮｢-1賢のペプチ ドマップ

2次元電気泳動ゲJレよnfi-き.LtJ.された両~勘')姐三一潤 を,プロムシアン.α-キモ トリプシン, バ′ヾインで

CoomassieBrilliantBlueをJ机 ､た染色′ヾ 9-ンを.その他は 125Ⅰによるオートラジオグラムのハ,ター
ンを以較した.

AとRはそれぞれ-TJレテミ7'とラット肝のりボソーム蛋白質を示し.矢印は末分解の蛋白質の位置を示す.
CNBr,Chymo,Papain(･エそれぞれプロムシアン,α-キモトリフt'シン,′ヾパインを用いてペプチドてt:/
ビングしたことを示す.点線は/J)解産物の中で,対応してし､る可能性の香るものを結んだ.
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図3--･3

図3--4
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5.個々の蛋白質のペプチドマップの比較

個々の蛋白質についてそのペプチドマップを比較し.

分解産物の中で対応している可能件のあるスボ･ソトを,

その位置と相対的な濃さより判断して図3において点線

で結んだ.S2に関してプロムシ:Tンの場合,う･./卜に

比べてアルテミアの分解産物の数が少ないが,分子厳の

差を考慮すると濃いスポットは比較的よく対応している

と考えられる.α-キモ トT)ブシンの場合,T,レテミア

の蛋白質の標識の効率が悪かったためオートラジオグラ

ムの濃淡i:LY差があるが,2つの主な分解産物に対応が見

られる.パパインの場合未分解物が多く残っているが夢

分解産物は分子塵の差を反映してよく対応していると考

え〔)れる.S4に関 してプロムシTンの場合,対応でき

ないスポットがラットに1つあるが,他は比較的よく対

応している.a-キモ トリプシンの場合 S2C7)場合と同

様で.主な分解産物は対応している.ベ′ヾインの場合.
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図中に点線で示した5組の分解産物のうち分子量の大き

いほうから4組は,スポットの位置および濃さ共に比較

的よく対応しているが,一番低分子量の組については,

スポットの濃さほ対応しているが位置に違いがあり対応

していない可能性もある,S6に関しては,燐酸化を受

けること8)9㌧ ポリソ-ム上で mRNA と結合 してい

ること10)等の報告があり.機能面で重要と考えられる

蛋白質であるが,そのペプチドマップはプロムシアンま

たはパパインの場合,各々分子量の違いに応じた4組の

対応が見られるが,S2と S4の場合程はっきりとした

対応ではない.α-キモ トリプシンの場合,分子量の違

いを反映はしていないが,スポットの位置と漉きから判

断して8組の分解産物が比較的よく対応していると考え

られる.S7に関 してプロムシアンの場合,分解産物は

1つしか認められなかったが,その位置は一致している.

α-キモ トリプシンの場合,アルテミアのほうが分解産

物の数が少ないが,主な3つのスポットに対応が見られ

パパインの場合は分解産物のスポットの位置と濃さに若

干の差が見られるものもあるが,6組が比較的対応して

いると考えられる.S8,S9はシステムⅠの2次元ゲル

上で,アルテミアサリーナとラット肝ともに同一の位置

にくる蛋白質であるが (図 1),88はプロムシアンの場

合3組の比較的よい対応が認められ,α-キモ トリプシ

ンの場合はオートラジオグラムの濃淡に差があるが,主

な分解産物はある程度対応できる.一方 S9は分子量も

等しいのであるが,パパインで4組の分解産物にある程

度の対応が認められるものの,プロムシアンでははっき

りした対応は認められない.SIOは,プロムシアンでは

両者とも分解産物が検出されず (図は省略),パパイン

では若干の相同性は見られるが分解産物の対応はあまり

はっきりせず.α-キモ トリプシンではほとんど相同性

が認められない.Sllは2次元ゲル上でかなり近い位

置にある蛋白質であるが (図 1),両者のペプチ ドマッ

プは,プロムシアン,α-キモ トリプシンともにあまり

相同性が認められず,アルテミ了とラット肝で対応して

いない蛋白質である可能性も考えられる.S17はプロム

シアンでのマップは違っており,α-キモ トリプシン,

パパインでは分解産物の位置は多少相同性があるものの,

そのスポットの黒化度の濃淡にかなり差が見られるため,

対応はあまりはっきりしない.S18はプロムシアン,α-

キモトリプシンともにかなり違ったマップを示している

が,ラット肝の S18を2次元ゲルより切り抜くときに,

他の蛋白質が混入した可能性も考えられる.S20,S23は

パパインで若干の相同性が見られ,S20は1つ,S23は

表 1 アルテミアサリーナとラット肝の 40S

リポソーム蛋白質のペプチドマッピング
による相同性の比較

両者の蛋白質をペプチドマッピングにより比較した結
果をまとめた.分子量は第 1報によった.

-:分解産物の対応が認められないもの

±:分解産物の対応が明瞭でないもの

十:分解産物に何らかの対応が認められるもの

十十:分解産物に4組以上の対応が認められ,かつス
ポットの濃淡がよく一致しているもの

n.d∴ 分解産物の分析が不能だったもの

2つの分解産物が対応していることが認められる.しか

し,未分解物が多く分解産物の数が少ないためはっきり

したことは言えない.

以上の結果をまとめて蓑 1に示したが,S2,S4,S6,

S7,S8の5種類の蛋白質は,アルテミアとラット肝の

間で比較的よく対応する蛋白質であること,S9,S20,

S23は何らかの対応がある蛋白質であることが明らか

にされたが,対応関係がはっきりしなかった蛋白質につ

いては尚今後の研究が必要と考えられる.

考 察

アルテミアサリーナとラット肝の 40S リポソーム蛋

白質12種類について.その相同性をプロムシアン,α-

キモトリプシン,パパインを用いたペプチドマッピング

により検討した.蛋白質を抽出することなく,ゲル中で

辞素等を処理するこの方法は,リポソーム蛋白質のよう

に電気泳動法以外では分離が難しい蛋白質に対して,非

常に簡便でかつ有効であった.12種類の蛋白質のうち8

種類についてアルテミ了とラット肝で何らかの対応関係

が確認され,そのうち5種類の蛋白質 S2,S4,S6,S7,
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S8については,比較的よく対応するペプチ ドマ ップが

得られた (図3).またこの方法は表1からも明らかな

ように,分子量20,000以上の蛋白質については有効で

あったが,それ以下のものについては,分解産物の種類

が少ないこと,低分子量の分解産物がゲル上でうまく分

離されない等の理由により,ややあいまいな結果しか得

られなかった.低分子量の蛋白質については,違った種

類の酵素の使用および SDSスラブゲルシステムの改良

が必要と考えられ,最終的にはアミノ酸配列の解析が必

須であると考えられる.

最近 odaniはアルテミ了とラット肝の40Sリポソー

ム蛋白質23種類について,そのアミノ酸組成を比較し

たがい,本研究で検討した12種蛭の蛋白質については,

S2,S4.S6,S7,S8について強い相同性が,S20,S23

については弱い相同性が認められ,SIO,Sllに関 して

は相同性が認められず,本研究の結果と一致していた.

しかし残りの S9,S17,S18の3種類の蛋白質について

は異なる結果が得られ,ペプチドマッピングによる比較

とアミノ敢組成の分析による比較が一致 しなかった.

S17と S18に関しては分子量が比較的小さいため,ペ

プチドマッピングではあまり正確な分析ができないこと

もあり,このような違いが生じたのかもしれない.S9に

関しては前報で示したように,2種類の2次元電気泳動

法による分析で,最も相同性があるであろうと予想され

た蛋白質であるが,ペプチドマッピングによる比較では

若干の相同性しか認められず,またアミノ酸組成の比較

ではほとんど相同性が認められなかった.この点に関し

ては,さらにアミノ酸配列の解析等による分析が必要と

考えられる.アミノ酸配列の解析については,最近 Ta-

naka等は,リポソーム蛋白質の mRNA に相補的な

DNA の塩基配列の解析により,ラット肝の Sllと H.

cutirubrum の S16および大腸菌の S17蛋白質に,

共通の旗持されたアミノ酸配列があること12㌧Nakani-

shi等は,ラット肝の S17と酵母の リポソーム蛋白質

51との間に,N末端側2/3の領域で76.9%の相同性があ

ること,ラット肝の L30とマウスの L30が,12ヶ所

の塩基の変換があるものの,全く同一のアミノ酸配列を

持つことを推定した13).今後さらに詳細にアルテミアサ

リーナとラット肝のリボソーム蛋白質を比較するために

は,このようなアミノ酸配列の研究が必要と考 えられ

る.
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白質の,プロムシアン,α-キモ トリプシン,パパイン

を用いたペプチドマッピングを行い,その相同性を検討

した.分解産物は SDSスラブ電気泳動にて分析し,両

者のペプチドマップをプロムシアンの場合はゲルの染色

パターンで,酵素を用いた場合はオートラジオグラムで

比較した.その結果,検討した12種の蛋白質のうち8種

(S2,S4,S6,S7,S8,S9,S20,S23)について,アル

テミアとラット肝で何らかの相同性が認め られ,特に

S2,S4,S6,S7,S8に関 しては比較的によく対応する

ペプチ ドマップが得られた.本研究で用いた方法は,同

一の蛋白質ではなく違う蛋白質の相同性を比較する場合

には多少の問題点もあるが,前報に引き続き 40S リボ

ソーム蛋白質がアルテミアサリ-ナからラット肝に至る

進化の過程でよく保存されていることを示唆することが

できた.

稿を終わるに臨み,御指導,御校閲を賜った緒方

規矩雄教授に深謝いたします.適切な御助言ならび

に御協力いただいた生化学第二教室の小谷昌司博士

に感謝いたします.また研究の遂行を御支援して下

さった,動物実験施設の佐藤徳光助教授に御礼申し

上げます.
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