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       譚 龑 
リ ソ ゾ ー マ ル シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る カ テ プ シ ン 群 に は 、

カ テ プ シ ン B ,  L ,  S ,  H ,  C 等 さ ま ざ ま な 酵 素 が あ る が 、こ れ ら は 細 胞

内 タ ン パ ク 質 の タ ー ン オ － バ － や 免 疫 に 関 与 す る 酵 素 で あ る 。ほ 乳

類 で は 構 造 や 生 理 機 能 、疾 病 と の 関 わ り に つ い て よ く 研 究 さ れ て い

る が 、魚 類 で は 構 造 や 機 能 に 関 す る 報 告 は ま だ 少 な い 。そ こ で 、筆

者 は エ ン ド タ イ プ と エ キ ソ タ イ プ を 併 せ 持 つ カ テ プ シ ン B と H の

酵 素 学 的 諸 性 質 並 び に 全 一 次 構 造 に つ い て コ イ を 用 い て 調 べ 、そ の

生 理 機 能 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。  
第 1 章 で は 、コ イ 筋 肉 か ら カ テ プ シ ン B を 精 製 し た 。そ の 結 果 、

Q - S e p h a r o s e カ ラ ム に お い て ２ 種 の 酵 素 ( B m 1 と B m 2 )を 得 た 。両 酵 素

と も 分 子 量 は 2 9  k D a で あ り 、 N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は 1 2 残 基

（ V S V E I S A Q D L LT ） 決 定 し た が 同 一 で あ っ た 。 こ れ は ラ ッ ト カ テ

プ シ ン B 重 鎖 の N 末 端 配 列 と 7 5 % ､ヒ ト と 8 3 %の 相 同 性 を 示 し た 。 
第 2 章 で は コ イ カ テ プ シ ン B の 構 造 を 明 ら か に す る た め 、 遺 伝

子 ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。活 性 中 心 と し て 報 告 さ れ て い る シ ス テ イ

ン 近 傍 と D N A デ ー タ ベ ー ス よ り 種 間 で 保 存 さ れ て い る 領 域 の ア ミ

ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、プ ラ イ マ ー を 作 製 し た 。次 に コ イ 筋 肉 よ り 抽

出 精 製 し た 全 R N A か ら 一 本 鎖 c D N A を 合 成 し た 。こ れ を 鋳 型 と し 、

先 の プ ラ イ マ ー を 用 い て RT- P C R を 行 っ た 。ま た 、3 ’ -下 流 領 域 や 5 ’ -
上 流 領 域 を 得 る た め に 3 ’ - R A C E や 5 ’ - R A C E 法 も 行 っ た 。 増 幅 さ れ

た P C R 産 物 は TA ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し 、塩 基 配 列

を 決 定 し た 。  
そ の 結 果 、 コ イ カ テ プ シ ン B  c D N A は 9 9 3  b p の o p e n  r e a d i n g  

f r a m e (以 下 O R F )で 構 成 さ れ て い る こ と が 明 か と な っ た 。 O R F は プ

レ 部（ 1 8 ア ミ ノ 酸 残 基 ）、プ ロ 部（ 6 0 ア ミ ノ 酸 残 基 ）及 び 成 熟 型 酵

素（ 2 5 2 ア ミ ノ 酸 残 基 ）を コ － ド し て い た 。カ テ プ シ ン Ｂ の 活 性 基

で あ る C y s 2 9， H i s 1 9 9  ， A s n 2 1 9 及 び 糖 鎖 結 合 部 位 と 推 定 さ れ る

A s n 11 2 は 保 存 さ れ て い た 。 コ イ カ テ プ シ ン B（ 成 熟 型 酵 素 ） の 一

次 構 造 を 他 生 物 種 と 比 較 す る と 、ヒ ト 、マ ウ ス 、ウ シ 、ニ ワ ト リ 及

び ニ ジ マ ス と は 7 6 - 7 9 %の 相 同 性 を 示 し た 。ま た コ イ カ テ プ シ ン  B
の 一 次 構 造 と 一 部 の ア ミ ノ 酸 が 異 な る カ テ プ シ ン  B  ア イ ソ フ ォ

ー ム 遺 伝 子 も 同 時 に ク ロ ー ン 化 さ れ た 。こ の ア イ ソ フ ォ ー ム は 2 5 2
ア ミ ノ 酸 残 基 中 1 3 残 基 が 異 っ て い た が 、 カ テ プ シ ン  B  の 活 性 基

や 糖 鎖 結 合 推 定 部 位 は 保 存 さ れ て お り 、 精 製 酵 素 の N 末 端 ア ミ ノ

酸 配 列 と も 完 全 に 一 致 し て い た 。ア ミ ノ 酸 組 成 か ら 等 電 点 を 推 測 す

る と 、カ テ プ シ ン  B  の 等 電 点 は カ テ プ シ ン  B  ア イ ソ フ ォ ー ム よ

り 酸 性 と 考 え ら れ た 。こ の こ と か ら Q - S e p h a r o s e で の 精 製 過 程 に お

い て 、先 に 溶 出 し た B m 1 は 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ で 得 ら れ た カ テ プ シ

ン B ア イ ソ フ ォ ー ム で あ り 、 B m 2 は カ テ プ シ ン B と 考 え ら れ た 。   
第 3 章 で は 筋 肉 以 外 に も カ テ プ シ ン B ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す



る か を 調 べ る た め に 、 コ イ 肝 膵 臓 か ら カ テ プ シ ン B を 精 製 し た 。

そ の 結 果 、筋 肉 同 様 Q - S e p h a r o s e カ ラ ム に お い て ２ 種 類  ( B h 1 と B h 2 )  
の カ テ プ シ ン B が 得 ら れ た 。こ れ ら ２ 種 の コ イ カ テ プ シ ン B  は 酵

素 学 的 な 性 質 が 類 似 し て い た が 、 S D S - PA G E に お い て カ テ プ シ ン

B h 1 は 2 9  k D a の 単 一 タ ン パ ク バ ン ド 、 B h 2 は 2 9  k D a と 2 6 k D a 二 本

の タ ン パ ク バ ン ド が 見 ら れ た ｡ 3 種 の タ ン パ ク バ ン ド の Ｎ 末 端 ア ミ

ノ 酸 シ ー ク エ ン ス は 全 て コ イ 筋 肉 カ テ プ シ ン B 重 鎖 と 一 致 し た 。

こ の こ と か ら コ イ カ テ プ シ ン B h 2 は B h 1 の C 末 端 側 の ペ プ チ ド が 自

己 分 解 で 離 れ た も の で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
第 4 章 で は コ イ カ テ プ シ ン B  m R N A の 組 織 分 布 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ

ト 法 に よ り 調 べ た 。コ イ よ り 1 0 組 織  (肝 膵 臓 、脾 臓 、腎 臓 、心 臓 、

筋 肉 、腸 、鰓 、脳 、精 巣 、卵 巣 )を 摘 出 し 、全 R N A を 抽 出 し た 。G e n E l u t e  
m R N A m i n i p r e p  k i t を 用 い m R N A を 精 製 し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 変 性

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し た 。遺 伝 子 ク ロ － ニ ン グ で 得 た カ テ

プ シ ン B  c D N A と そ の ア イ ソ フ ォ ー ム と の 共 通 の 塩 基 配 列 に 基 づ

い て プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し 、 P C R 法 に よ り D I G 標 識 さ れ た プ ロ

ー ブ（ カ テ プ シ ン B  c D N A 断 片 ）を 作 製 し 、ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。  
そ の 結 果 、実 験 に 供 し た 全 組 織 に お い て コ イ カ テ プ シ ン B  m R N A

の 発 現 が 確 認 さ れ た が 、 組 織 間 で 差 異 が 見 ら れ た 。 β - a c t i n  に 対

す る コ イ カ テ プ シ ン B  m R N A の 相 対 発 現 量 は 卵 巣 ＞ 鰓 ＞ 腸 ＞ 精 巣

＞ 肝 膵 臓 ＞ 脾 臓 ＞ 腎 臓 ＞ 心 臓 ＞ 脳 の 順 で あ っ た 。ま た 、卵 巣 に お い

て m R N A の 発 現 レ ベ ル が 最 も 高 か っ た こ と か ら 、 カ テ プ シ ン B が

卵 黄 形 成 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
第 5 章 で は コ イ カ テ プ シ ン B の 遺 伝 子 構 造 に つ い て 調 べ た 。 マ

ウ ス カ テ プ シ ン B の 遺 伝 子 構 造 に 関 す る 情 報 と コ イ カ テ プ シ ン B
の 翻 訳 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、コ イ 筋 肉

よ り 抽 出 精 製 し た ゲ ノ ム D N A を テ ン プ レ ー ト と し P C R を 行 っ た 。 
そ の 結 果 、 コ イ カ テ プ シ ン B の 翻 訳 領 域 に 相 当 す る 部 分 と 3 ’非

翻 訳 領 域 の 塩 基 配 列 ( 2 4 9 8  b p )  を 決 定 し 、そ の 遺 伝 子 構 造 は 9 個 の

エ キ ソ ン と 8 個 の イ ン ト ロ ン で 構 成 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し

た 。 エ キ ソ ン の 5 ’末 端 の  G T  と 3 ’末 端 の  A G  の 共 通 配 列 が す べ

て の エ キ ソ ン /イ ン ト ロ ン 境 界 領 域 で 確 認 さ れ た 。 各 イ ン ト ロ ン の

挿 入 箇 所 は マ ウ ス カ テ プ シ ン B と 全 て 一 致 し て い た が 、 イ ン ト ロ

ン サ イ ズ は か な り 小 さ か っ た 。ま た 、マ ウ ス 同 様 よ く 保 存 さ れ て い

る 触 媒 ド メ イ ン は イ ン ト ロ ン  4 に よ っ て 分 断 さ れ て お り 、 エ キ ソ

ン は 機 能 ド メ イ ン と 対 応 し て い な か っ た 。   
第 6 章 で は 、 コ イ カ テ プ シ ン H を コ イ 肝 膵 臓 か ら 精 製 し た 。 そ

の 結 果 、 精 製 酵 素 ( 2 6  k D a )の N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 1 2 残 基 ） は ラ

ッ ト や ヒ ト の カ テ プ シ ン H の N 末 端 配 列 と 5 5 %の 相 同 性 を 示 し た 。

第 7 章 で は 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 コ イ カ テ プ シ ン H の

全 一 次 構 造 を 決 定 し て い る 。 そ の 結 果 、 プ ロ 部 の 一 部 （ 1 0 ア ミ ノ

酸 残 基 ）及 び 成 熟 型 酵 素（ 2 2 7 ア ミ ノ 酸 残 基 ）を コ － ド し て い た 9 7 0  
b p の コ イ カ テ プ シ ン H  c D N A を 決 定 し た 。 カ テ プ シ ン H の 活 性 基

で あ る G l n 2 0， C y s 2 6， H i s 1 6 6 及 び 糖 鎖 結 合 部 位 と 推 定 さ れ る A s n 1 1 5

は 保 存 さ れ て い た 。コ イ カ テ プ シ ン H（ 成 熟 型 酵 素 ）の 一 次 構 造 を

他 生 物 種 と 比 較 す る と 、ヒ ト 、マ ウ ス 、ブ タ 及 び キ リ フ ィ ッ シ ュ と

は 6 7 - 8 3  %の 相 同 性 を 示 し た 。  
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