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本論文で用いた略語を以下に記した。

ATP 

bp 

BSA 

cDNA 

CM-

ddNTP 

DEPC 

dNτ? 

DEAE-
DNA 

DTI 

EDTA 

FFA 

GLC 

HPLC 

IPfG 

LPC 

LPE 

PAGE 

PC 

PCR 

PE 

PLA 

PIA 
POPC 

PMSF 

PVDF 

RNA 

RNase 

SDS 

τ下A
τ工C
TLC-FID 

X-ga1 

adenosine S・-triphosphate
base pair 

bovine serum a1burnin 

complementary deoxyribonuc1eic acid 

carbo:河江nethyl-

dideoxy nuc1eoside S'-triphosphate 

diethylpyrocarbonate 

deoxy nuc1eoside triphosphate 

diethy1arninoethyl-

deoxyribonucleic acid 

dithiothreitol 

ethylenediarninetetraacetic acid 

free fatty acid 

gas-liquid chromatography 

high performance liquid chromatography 

isopropyl-s -D-thioga1actopyranoside 

lysophosphatidylcholine 

lysophosphatidylethanolamine 

polyacrylamide gel electrophoresis 

phosphatidylcholine 

polymerase chain reaction 

phosphatidylethanolarnine 

phospholipase A 

phospholipase ~ 

l-pa1凶toyl-2-o1eoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

phenylmethanesulfonyl fluoride 

polyvinylidene difluoride 

ribonucleic acid 

ribonuc1ease 

sodium dodecyl sulfate 

trifluoroacetic acid 

thin-layer chromatography 

thin-layer chromatography一台ameionization detector method 

S-bromo-4-chloro-3-indolyl-s -D-ga1actopyranoside 
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緒

古来、人類は魚介類や海藻などの水産生物資源を食糧源のーっとして利用してきた。特

に、四方を海に固まれている我が国では歴史的に水産生物資源に対する依存度は高く、生

鮮品、干物、練り製品、その他多様な形態で利用している。一方、近年では水産生物資源

を工業原料や医薬品、微量高付加価値成分原料として利用しようという試みもなされてい

る。例えば、魚介類の不可食残津部分や未利用魚種から酵素・ホルモン・ビタミンや、高

度不飽和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸 (EPA) ・ドコサヘキサエン酸 (DHA)な

どを分離し、高度利用が試みられている。これらの成分を有効利用するためには、近年普

及した各種の高度技術、特にバイオテクノロジーを積極的に導入するとともに、水産生物

資源の利用に適した新技術を開発することも必要である。バイオテクノロジーは一般に

「生物体またはその機能を直接または模倣して有用物質を生産する技術j と理解され、水

産化学の分野では酵素の利用、遺伝子組換え技術、細胞融合技術などが主として挙げられ

る九その中でも酵素機能の利用は、その適用範囲が基礎・応用の両面で広いことから有

用性が高い技術と考えられる。

酵素は特有の反応特異性をもち、温和な条件下で効率的に働くタンパク質触媒である。

現在知られている酵素の種類は3，000を超えるが、このような多様性は酵素の一次構造お

よび高次構造、特に活性中心の立体構造の相違に起因する日}。海洋には50万種以上にも

およぶ多種多様な生物が棲息しているが、それらのもつ酵素の構造・機能も海洋環境への

適応に伴い多様となったと考えられる。そのため、古くから水産生物の酵素は比較生化学

的観点から活発に研究され、種々の特異な酵素の存在が明らかにされているヘ例えば、

魚介類の消化液中に未変性コラーゲンを分解できる特異なプロテアーゼが存在すること、

ニジマスやハマチの肝臓中にはADPを補酵素として利用可能なヘキソキナーゼが存在す

ることなどが報告されているへまた、幾つかの水産生物の酵素については細胞工学分野
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での利用が試みられている。例えば、海産の貝類や微生物から調製した多糖類分解酵素を

用いて海藻の細胞壁を分解し、プロトプラストが作成されている問。

ところで、酵素を工業的に利用するようになったのは1900年代の半ばからである。産

業用酵素の世界市場の成長は著しく、その産額は1980年度は3億ドル、 1993年度に11億

ドルに達し7，8)、2000年度には20億ドルを超えるものと推定されているの。産業用酵素の利

用範囲も、製糖工業、デンプン工業、洗剤工業、食品加工業、繊維加工業、製紙工業、醸

造工業、畜産・乳工業などの分野に加え、医薬品工業など広範囲にわたっている。従来、

産業用酵素の供給源は主に酵母、バクテリアなどの微生物、カビのような菌類、動物の臓

器などであったが、多量の酵素を生物から抽出、精製することに困難が伴うことから、

1980年代からは遺伝子工学的に生産されるものも増えてきた。すなわち、組換えDNA技

術を用いて異種生物のタンパク質遺伝子を微生物や培養細胞によって発現させることがで

きるようになったため、仔ウシの凝乳酵素キモシンやヒト由来のインスリン、成長ホルモ

ン、プラスミノーゲンアクティベーターといった高価な酵素やホルモンが微生物により工

業規模で生産されるようになった。さらに、部位特異変異法により天然の酵素タンパク質

のアミノ酸配列を改変し、より優れた機能をもっ酵素の作製が試みられている。このよう

な遺伝子工学的技術を利用できれば、たとえ希少で、高価な水産生物の酵素であっても工

業的レベルでの生産・利用が可能となると考えられる。

酵素の種類は多様であるが、その中で脂質の代謝・合成に関わる脂質関連酵素は、基質

が水に不溶であるために水溶性成分を基質とする酵素に比べ酵素化学的研究は難しい。そ

のため、脂質関連酵素の研究は遅れていたが、最近急速に進歩したタンパク質の構造学や

遺伝子工学の導入によりその作用機構や活性部位の構造などが次第に明らかにされつつあ

る。脂質関連酵素は合成に関与するものと分解に関与するものとに大別されるが、脂質分

解酵素は合成酵素に比べると古くから研究されてきた。 1856年にBemardによって勝臓

ホモジネート中に発見されたリバーゼ (EC3.1.1.3)は脂質分解酵素の中で最も古くから
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研究されているものである。リバーゼはトリグリセリドを脂肪酸と部分グリセリドあるい

はグリセロールに加水分解する酵素であり、種々の動物臓器、植物種子および、微生物に広

く存在しているへ一方、リン脂質を分解するホスホリバーゼも古くから研究されている

脂質分解酵素である。ホスホリバーゼはレシチン(ホスファチジルコリン)を良く分解す

ることから当初レシチナーゼと呼ばれたが、その後、各種のグリセロリン脂質(ホスホリ

ピッド)に作用することがわかり、現在ではホスホリバーゼと呼ばれている。グリセロリ

ン脂質はFほ.1に示すように、 2つの脂肪酸エステル結合および1つのリン酸ジエステル結

合を含む化合物である。ホスホリバーゼは切断するエステル結合の位置によりA、B、C

およびDの4群に分類される。ホスホリバーゼAはグリセロリン脂質の2つの脂肪酸エステ

ル結合のいずれか一方のみを加水分解する酵素に対する名称であり、グリセロール骨格の

sn-1位を特異的に切断するものをホスホリバーゼAl(EC 3.1.1.32)、sn-2位に特異的な

ものをホスホリバーゼへ (EC3.1.1.4)と呼ぶ。 sn-1位とsn-2位の両方の脂肪酸エステ

ル結合を加水分解する酵素をホスホリバーセ十B(EC 3.1.1.5)と呼び、グリセロール側の

リン酸エステル結合を加水分解するものはホスホリバーゼC (EC 3.1.4.3)、塩基側のリ

ン酸エステル結合を加水分解するものをホスホリバーセち (EC3.1.4.4)と呼んでいる。

これらホスホリバーゼの中で最も詳しく研究されているのはホスホリバーゼ~ (P~) 

である (F培.2)0 PLへは1932年NikunilO)とBelfantiand Arnaudi 11) ~こより独立に勝液

中に発見され、その後、リバーゼと同様に種々の動植物および微生物に存在することが明

らかにされたペ最近では比較的多量の酵素が得られる晴乳動物の勝臓やヘビ毒の分泌型

P~を用いて、その構造と反応機構の関連が分子レベルで解析されている山ω。一方、細

胞内P~については形質膜を介した細胞応答におけるアラキドン酸カスケードに関わる

酵素として、また、炎症のケミカルメディエーターである血小板活性化因子 (PAF)の産

生に関与する酵素として、活性発現の調節機構が研究されている17-22)。

一方、利用面に目を向けると、生体膜における脂質ータンパク質の相互作用や膜リン脂

6 
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Fig. 1. Si飴sfor action of the phospholipases. 

Rl and ~ represent the fatty acids on the sn-l and sn・.2
positions in phospholipid， respectively. X represents the polar 
group: usua11y choline， ethanolamine， serine， inositol， or glycerol. 
A.n， A.<g， ra， C， and D represent the species of phospholipase and 
the arrowheads show the positions of enzymatic action. 
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質の動態を解析するためにPIAが利用され23.却、大豆レシチンからの機能性リゾレシチン

の製造や、食用乳化剤(リゾレシチン、リゾホスファチジン酸)の製造などにも利用され

ている佐泊。また、粗食用油の脱ガム工程紙制や卵黄およびウサギ血紫低密度リボタンパ

ク質の機能改変刊こおいてもPIA
2
が利用されている。このように、 PLへの応用範囲は極

めて広いが、現在のところ試薬用のPIA
2
としてはブタ勝臓、ウシ勝臓、ヘピ毒、ミツバ

チ毒および微生物 (Streptomycesviolaceoruber)由来のものがあり、工業用としては

ブタ勝臓由来のものがあるのみであり、今後もさらに多様な酵素化学的特性をもっ新規

PIAの探索と産業利用化が期待される。

Hayashi32
)、Hayashiand Kishimura33

)によれば、ヒトデ類のうち、特にイトマキヒト

デ (Asterinapectinifera)の幽門盲のうに高濃度の遊離脂肪酸が含有されることが明ら

かにされ、このことからイトマキヒトデ幽門盲のう中では脂質分解酵素活性が高い可能性

が考えられた。そこで本研究では、未利用水産生物資源であるヒトデ類に着目し、 PIA

の検索・単離および酵素化学的特性、さらには産業的利用を考慮して、大量生産のための

大腸菌発現系を構築することを目的とした。
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第1章 ヒトデ類幽門盲のうのホスホリバーゼA活性

第1項目的

従来、産業用および研究用のPLA
2
は晴乳動物勝臓・へピ毒・ハチ毒および微生物から

得られたものが用いられているが、海産生物由来のもので利用されたものは無い。そこで

本章では、北海道沿岸で採取された未利用海産生物資源であるヒトデ類がPLへの新規供

給源として有用であるかどうかを評価するために、先ず、幽門盲のう中のPLA活性のスク

リーニングを行ったへ

第2項材料および方法

1. 試料

イトマキヒトデ (A.pectinifera)、ニチリンヒトデ (Solasterpaxillatus)、ニッポ

ンヒトデ (Distolasteriasnippon)およびヒトデ CAsteriasamurensis)は、 1993年4月

から1997年2月に北海道函館沖、猿払沖および臼尻海岸で採取し、生きたまま直ちにある

いは-20'Cで凍結保存した後に使用した。

ブタ勝臓は、函館市近郊の畜肉底から購入し、 -35'Cで凍結保存した後に使用した。

ブタ勝臓由来PIAは、天野製薬より購入した。

10 



2. 方法

2.1 脱脂粉末の調製

(1) アセトン粉末の調製

ヒトデ類の幽門盲のうを細切または乳鉢で摩砕した後、 3倍容量 (v/w)のアセトン

(0 'C)を加え、ホモジナイザーで10分間撹持して得られたホモジネートを吸引ろ過し

た。残溢をさらに冷アセトン (2倍容量)およびヘキサン (2倍容量)で洗浄した後、風

乾してアセトン粉末とした。

(2) クロロホルムーメタノール粉末の調製

ヒトデ類の幽門盲のうを細切または乳鉢で摩砕した後、 4倍容量 (v/w)のクロロホル

ムーメタノール (2:1，v /v)を室温にて加え、ホモジナイザーで10分間ゆるやかに撹搾し

て得られたホモジネートを吸引ろ過した。残濯をさらに2倍容量の前述のクロロホルムー

メタノールおよびアセトン(1.3倍容量)で順次洗浄した後、風乾したものをクロロホル

ムーメタノール粉末とした。

2.2 粗酵素の調製

(1) 酸一加熱処理による粗酵素の調製

酸ー力日熱処理による粗酵素の調製はdeHaas et 81.の方法相に従い以下のように行った。

すなわち、幽門盲のうのアセトン粉末に50倍容量の50mMトリス一塩酸緩衝液 (pH

8.0)を加え、その溶液を4'Cで3時間マグネチックスターラーで撹持して酵素を抽出し

た。抽出液は10，000Xgで10分間遠心分離した後、上澄みを凍結乾燥法により濃縮した。

次に、この濃縮液をpH4.0に調整し、 70'cで3分間加熱した。加熱後ただちに溶液を冷

却し、生じた沈澱を遠心分離 (10，000Xg、10分間)により除去した。得られた上澄みを

pH8.0に戻し、これを酸一加熱処理粗酵素とした(F:ほ.3)。

11 



ト4

t。
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Fig. 3. Outline of preparation of acid-and heat-treated crude enzyme from the pyloric ceca of starfish. 



(2) 改良法による粗酵素の調製

de Haas et a1.の方法制で調製した粗酵素と比較するために、クロロホルムーメタノール

粉末およびアセトン粉末から酸一加熱処理をしない改良法で粗酵素を抽出した。すなわ

ち、幽門盲のうのクロロホルムーメタノール粉末およびアセトン粉末にそれぞれ50倍容量

の50mMトリス一塩酸緩衝液 (pH8.0)を加え、 4'Cで3時間マグネチックスターラーで

撹持して酵素を抽出した。両抽出液は10，000Xgで10分間遠心分離した後、上澄みを凍結

乾燥法により濃縮し、それぞれ粗酵素[1 ]および[IIJとした。比較のため、生鮮ブタ捧臓

からも同様の方法で粗酵素[1 ]および[引を調製した (Fig.4)。

2.3 酵素活性の測定

ベンゼンーエタノール(1:1， v/v)に溶解した10μ1(100μg)の卵黄PC(和光純薬

工業)を分注した試験管に、 CaC1
2
、デオキシコール酸ナトリウムおよびトリス一塩酸緩

衝液 (pH8.5)をそれぞれ終濃度5mM、 2.7mMおよび50mMとなるように加えて容量

を100μ!とした。この溶液に30μlの酵素溶液を添加して酵素反応を開始し、 37'cで30

分間または3時間反応を行った。酵素反応は0.65m1のクロロホルムーメタノール (2:1，

v/v)を添加することにより停止し、クロロホルム層に回収された基質分解物の成分組成

をTLCまたはTLC-FIDにより分析した。酵素単位は1分間に1μgの基質を加水分解する

活性を1ユニット (U)とした。

2.4 タンパク質濃度の測定

タンパク質濃度はBSAを標準タンパク質として用い、Lowryeta1.の方法36)により比色

定量した。
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Fig. 4. Outline of preparation of crude enzymes [ 1 ] and [ 11 ] from the pyloric ceca of starfish by modified method. 



2.5 脂質の分析

(1) 脂質組成の分析

脂質成分の定性分析は、吸着剤としてワコーゲルB5(和光純薬工業)を塗布したプレ

ート (20X20cm，厚さ0.25mm)を用いてTLCにより行った。展開溶媒にはクロロホル

ムーメタノールー酢酸-水 (55: 17 : 3 : 2， V /V /V /V)またはヘキサンージエチルエーテルー

酢酸 (85: 15 : 1， v/v/v)を、検出試薬には50%硫酸水溶液を用いた。

脂質成分の定量分析は、 τ工C-FIDにより行った。すなわち、試料をクロマロッド S-III

にスポットし、クロロホルムーメタノールー酢酸ー水 (55: 17 : 6.5 : 2.5， V/V/V/V)で展

開した後、 イアトロスキャンTH10(ヤトロン)を用いて分析し、クロマトパック R-1A

(島津)を用いてクロマトグラムを記録した。運転条件は以下の通りである:水素流

量;160 ml/min、空気流量;2，000 rnl/min、スキャンスピード;30 s/sc釦。

第3項結果

1. ヒトデ類幽門盲のうからのPLA粗酵素の調製

晴乳動物勝臓由来のPIAは酸および熱に安定であることから、その精製過程において

酸および、熱処理が用いられている390 そこで本研究においても、 4種のヒトデの幽門盲の

うから酸一加熱処理により粗酵素を調製し、それらのPIA活性を分析した。その結果、

Fig.5に示すように、いずれの酸一加熱処理粗酵素もPIAの活性を示したが、その強さは

ヒトデの種類によっで異なっていた。すなわち、イトマキヒトデの粗酵素は37'c、 3時間

の反応によりほぼ完全にPCをリゾホスファチジルコリン (LPC)と脂肪酸に加水分解し

たが、他3種のヒトデの粗酵素は部分的にしか加水分解しなかった。このことから、 4種
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のヒトデの中ではイトマキヒトデが最も高いPIA活性を持つと推定された。

次に、 4種のヒトデの酸一加熱処理粗酵素についてPIA比活性の算出を試みた。しかし

ながら、 Fig，6，aに示すようにこれら酸一加熱処理粗酵素には遊離脂肪酸や極性脂質など

の脂質が残存しており、これらの酵素標品では正確な比活性を求めることが困難であるこ

とが分かつた。そこで、クロロホルムーメタノール (2:1，v/v)処理により調製した脱脂

粉末から粗酵素を抽出し、その脂質残存量を調べた。その結果、 Fig，6，bに示すように、

この粉末からの抽出物(組酵素[1 J)には脂質の残存がほとんど認められないことが分

かった。なお、これらの粗酵素[1 ]について70'cで3分間の加熱処理による精製を試みた

が、 Table1に示すようにタンパク質量が37-45%に減少するものの、 PIA比活性値も21-

66%に減少したため、酸一加熱処理による精製の効果は低いと判断された。従って本研究

では、酸ー加熱処理を行なわない改良法により粗酵素[1 ]を調製することにした。

2. ヒトデ類幽門盲のう PLA活性

F詰.5の結果から、 4種のヒトデの幽門盲のう中のPIA活性の中ではイトマキヒトデの

活性が他の3種のそれらに比べて高いことが分かつた。そこで次に、 4種のヒトデ幽門盲

のうのクロロホルムーメタノールおよびアセトン粉末から調製したそれぞれ粗酵素[1 ]お

よび[TI]を用いて、 PIA活性の定量分析を行った。このとき、ヒトデをー20'cで種々 の期

間保存したときの活性の変化についても検討した。その結果、 Table2に示すように生鮮

ヒトデから調製した粗酵素[1 ]のPIAの総活性および比活性値はヒトデの種類によって異

なり、イトマキヒトデの総活性 (543，687U/g乾燥粉末)および比活性 (1，427

U/mg)は非常に高く、次いでニチリンヒトデのものであったが、その比活性は1/100以

下であった。さらに、 -20'cで9-46ヶ月間凍結保存した4種のヒトデの粗酵素[1 ]の比活

性はやや低下するものの安定性があり、長期保存が可能であることが分かつた。
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Table 1. E首ectof acid-and heat-treatment on protein yield 

and activity of crude enzyme [ 1 ] from the pyloric ceca of startish 

Mteracid四 andheat-treatment 

Protein (%) * PLA activity (%)* 

A. amurensis 41 21 

D. nijフ'Pon 40 50 

S.p似 illaωs 45 66 

A. pectinifera 37 51 

* Relative va1ues of protein amount and PLA activity before acid-
and heat四 treatmentwere expressed as hundred percent 

19 



Table 2. PLA activi句7of crude enzyme from pyloric ceca of four species of startish 

Species A.pectin砕ra S.pωillatus D.n伊'[Jon A. amurensis 

[1]*1 [11]勺 [1] [11] [1] [11] [1] [11] 

Fresh StarfiSh*3 (21)*4 
(l2，0) 03 7(10 ) 2(27 ) 

ASpceticvifiqic (aUct)lちvity (U/mg) 
543，687 

1，427 11.8 0.5 0.5 

Frozen-stored starfish for 9 months ・3
(23，) 120 7(1316 ) 

ASpceticvifitiy c a(Uct) lvity(U/mg) 9.1 3.2 

Frozen-stored starfish for 35 months句 5(3332)， 5(660，) 134 2(41) 3 (11622 ) (335 ) 
Activiftiyc (aUct)i 946 

0 N Speci vity(U/mg)l，214 127 2.7 0.6 0.4 0.3 

Frozen-stored staIflsh for 46monthsq2(1201) ，770 7(26) 2 (331) 0 (153) 5 
Activnity c (aUct) l 
Specific activity (U/mg) 1，655 6.8 1.9 1.3 

円 E町CToeclFleaacrreeteddd f合orooffmm Hcaahckelootordonafe toe prbmoaw-y mdien er thHoafon副pofslyaipbidono wc der of pyloric ceca. *2 Preoared from acetone oowder of ovloric ceca. 
and stored at -20

o
C. 

-4Number of stadish used were shown in the parentheses-
-5ActiviSth y units extracted from one gram of tissuae nd powder-
本6StarfislI was collected Sarufutsu in Hokkaido and stored at -20

o
C. 



一方、比較のため、クロロホルムーメタノール粉末ではなくアセトン粉末から調製した

粗酵素[11]を用いて同様に分析したが、得られた標品の比活性から判断して、クロロホル

ムーメタノール粉末から調製した粗酵素[1 ]の方が優れていた (Table2)。

以上のように、幽門盲のうから調製した粗酵素の中ではイトマキヒトデのクロロホルム

ーメタノール粉末からのものが比活性が最も高いことが明らかになった。なお、イトマキ

ヒトデ粗酵素[1 ]および[11]のPIA総活性および、比活性を、同様の方法で調製したブタ勝

臓粗酵素[1] (総活性:3，298 U/g乾燥粉末、比活性:15 U/mg)および[11](総活性:

2，207 U/g乾燥粉末、比活性:3.6 U/mg)のそれらと比較した結果、総活性で140-200

倍、比活性で40-100倍高かった。さらに、市販の工業用PLへ(比活性:440 U/mg、天

野製薬)と比較しでも約3倍の比活性を示した。これらの結果より、イトマキヒトデ幽門

盲のうがPIAの有用な供給源に成り得ると結論した。

第4項小括

海産無脊椎動物の消化腺由来のPIAに関する研究は非常に少ないが、ヒトデ類につい

てはわずかながら報告されている。 Vaskovskyand Suppes37)は、 5種のヒトデ(ヒト

デ、ニッポンヒトデ、エゾヒトデ'Aphe1asteriasjaponica、ユルヒトデLysastrosoma

anthostictaおよびPatiriapectinifera)の幽門盲のう中のPIA活性を測定したが、それら

の活性値の間に大きな差異は認められなかった。長谷川と佐々木却lま、イトマキヒトデの

幽門盲のう中のPIA活性がラット肝臓のそれより高い値を示すことを報告した。また、

Okabe and Noma却はイトマキヒトデの幽門盲のうホモジネートのPIA活性値がウシ勝

臓のそれとほぼ同じであることを認めた。一方、近年、 Hay;ぉhi3
2)、Hayぉhiand

K.ishimura却は数種のヒトデの組織について脂質を分析した結果、イトマキヒトデ幽門盲
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のうに高濃度に存在する遊離脂肪酸を検出した。このことは、この組織には高い脂質分解

酵素活性が存在する可能性が高いことを示唆するものである。

本研究では、北海道沿岸で捕獲されたイトマキヒトデ、ニチリンヒトデ、ニッポンヒト

デ、およびヒトデの幽門盲のうから脂質分解粗酵素を調製し、それらのPIA活性を比較し

た。その結果、イトマキヒトデ粗酵素におけるPIAの比活性値は他の3種のヒトデ粗酵素

に比べて著しく高いことが分かつた。さらに、イトマキヒトデ粗酵素のPIA比活性値は、

ブタ勝臓から調製した粗酵素や市販の工業用PIA(ブタ勝臓由来、天野製薬)のそれら

と比べても著しく高いことが判明した。このことから、未利用水産生物であるイトマキヒ

トデが産業用PIAの供給源に成り得ると考えられた。

本研究では、 2種類の有機溶媒(クロロホルムーメタノール (2:1、v/v)および、アセト

ン)を用いて脱脂処理を行ったが、全般的にクロロホルムーメタノール処理した方が高い

活性が得られた。乙の処理によって得られた粗酵素[1 Jのタンパク質含量は粗酵素[IIJの

それらより低く、また脂質の混在もほとんど認められなかった。これらのことは、クロロ

ホルムーメタノール (2:1、v/v)処理が幽門盲のうの爽雑タンパク質をより強く変性させ

るとともに細胞膜のリン脂質等の極性脂質を除去して膜結合性PIAをより良く可溶化し、

酵素の抽出量を増加させたことを示している。ちなみに、長谷川と佐々木却は、イトマキ

ヒトデの幽門盲のうホモジネートを105，000Xgで60分間超遠心分離した場合、 PLヘ活性

の約60%が沈殿画分に存在することを報告している。また、 Vergeret al.ア}は、ブタ勝

臓をアセトンおよび、エーテルで数回処理しでも、なお約2-3%の脂質が残存し勝臓リバー

ゼがそれらと強く結合している ζと、そしてブタ勝臓ホモジネートをクロロホルム-nー

プタノールで処理することによりほぼ完全に脱脂できることを報告している。
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第2章 イトマキヒトデ幽門盲のうホスホリバーゼAの精製と

性質

第1項目的

前章で未利用生物であるイトマキヒトデがPLAの供給源に成り得ることが明らかとなっ

た。そこで本章では、イトマキヒトデ幽門盲のうのクロロホルムーメタノール粉末より調

製した粗酵素[1 ]からPLAの分離・精製を試みた41.42)。

第2項材料および方法

1. 試料

前章で述べたものに加え、本章では新たに次の試料を使用した。

ホタテガイ (Patinopectenyess侃 nsis)は、 1996年1月に噴火湾で採取し、一35'Cで

凍結保存した後に使用した。

スルメイカ (Todarodespacificus)は、 1997年9月に北海道函館沖で採取し、 -20'C

で凍結保存した後に使用した。

ブタ勝臓由来PIAは、 S泡maより購入した。
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2. 方法

2.1 粗酵素の調製、酵素活性の測定、およびタンパク質濃度の測定

第1章、第2項と同様の方法で行った。

2.2 脂質の分析

(1) 脂質の抽出およびリン脂質の精製

ホタテガイ員柱筋およびスルメイカ外套筋からの脂質の抽出は、 Blighand Dyerの方

法制で行った。すなわち、細切した試料100gに対してクロロホルム100mlおよびメタノ

ール200m!を加え、ホモジナイザーで10分間撹持して脂質を抽出した。その抽出液にク

ロロホルム100mlを加えてホモジナイザーで1分間撹持した後、更に蒸留水100mlを加え

て1分間撹枠することにより脂質をクロロホルム層に回収した。次いで、減圧蒸留および

真空蒸発によりクロロホルムを除去し、これを全脂質とした。結果の項で述べるように、

全脂質から分取TLC法によりPCおよび児を精製した。

(2) 脂質組成の分析

脂質成分の定性および定量分析は、第1章、第2項と同様の方法で行った。

(3) 脂肪酸のメチルエステル化

脂肪酸100mgに対して2mlの14%.三フッ化ホウ素ーメタノール錯塩溶液を加え、 80'c 

で10分間加熱還流した。次いで、ジエチルエーテルにより脂肪酸メチルエステルを抽出

後、減圧蒸留および真空蒸発によりジエチルエーテルを除去した。調製した脂肪酸メチル

エステルは2%クロロホルム溶液としてGLCに供した。
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(4) 脂肪酸メチルエステルの分析

脂肪酸メチルエステルの分析は、 Ulbon-HR-20Mキャピラリーカラム (30mXO.25 

mm内径、信和化工)および~IDを備えたGC-l4Aガスクロマトグラフ(島津製作所)を

用いて行った。クロマトグラムはクロマトパック R-3A(島津)を用いて記録した。運転

条件は以下の通りである:キャリヤーガス(ヘリウム)圧力;1.2 kg/cm、水素圧力;

0.6kg/cm、空気圧力;0.5 kg/cm、カラムオーブン温度;160 'cで5分間保持し、次い

で、 4'C/minで230'cまで昇温後、 230'cで30分間保持。

2.3 ゲルろ過およびイオン交換クロマトグラフィー

(1) ゲルろ過

ゲルろ過はセフアクリルS-200 (スーパーファイン:44X3.9 cm内径、 Pharmacia)

および、セファデックスG-50 (スーパーファイン:64x3.9 cm内径、 Ph訂百四cia)のカ

ラムを用いて行った。あらかじめ10mMトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)で平衡化したカラ

ムにタンパク質を負荷した後、同緩衝液でタンパク質を溶出した。

(2) イオン交換クロマトグラフィー

イオン交換クロマトグラフィーはDEAEーセルロース (DE-52: 18 X 1.1 cm内径、

Whatman)のカラムを用いて行った。あらかじめ10mMトリス一塩酸緩衝液 (pH8.5) 

で平衡化したカラムにタンパク質を負荷した後、問緩衝液下でO.値-0

勾配により夕ンパク質を溶出した。

2.4 ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)

SDS-PAGEはLaemmliの方法44)により行った。分離用ゲルには14.0%アクリルアミドー

0.37%ビスアクリルアミドを、濃縮ゲルには3.0%アクリルアミドー0.08%ピスアクリル
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アミドをそれぞれ使用した。

変性剤を含まないPAGEは、分離用ゲルにpH8.9の12.5%アクリルアミド-0.33%ビス

アクリルアミドを、濃縮ゲルにpH6.8の3.0%アクリルアミドー0.08%ビスアクリルアミ

ドをそれぞれ使用して行った。

タンパク質の染色にはO.l%C∞massieBrilliant Blue R250の50%メタノールー7%酢

酸溶液を使用し、ゲルのタンパク質非局在部は7%酢酸溶液で脱色した。

2.6 酵素の基質特異性の分析

(1) 基質位置特異性の分析

15mgの1ーノ幻レミトイル-2ーオレオイルーsnーグリセロー3-ホスホコリン (POPC、

Avanti Polar Upids)を9μgの精製イトマキヒトデPIA(37 'cで3時間)または1mg

のブタ勝臓PIA(天野製薬) (37 'cで12時間)により加水分解した後、分解物から遊離

脂肪酸をτ工C (展開溶媒:ヘキサンージエチルエーテルー酢酸 (85:15: 1，v/v/v) )に

より分取した。得られた脂肪酸はメチルエステル化した後、 GLCにより分析した。

(2) 基質脂肪酸特異性の分析

ホタテガイ貝柱筋およびスルメイカ外套筋から調製したPCとPE(それぞれ15mg)を

9μgのイトマキヒトデPIAにより37'cで3時間または1mgのブタ勝臓PIA(天野製

薬)により37'cで12時間それぞれ加水分解した後、分解物から遊離脂肪酸をτ工C (展開

溶媒:ヘキサンージエチルエーテルー酢酸 (85: 15 : 1， v/v/v)により分取した。得られ

た脂肪酸はメチルエステル化した後、 GLCにより分析した。

(3) 基質極性基特異性の分析

ホタテガイ員柱筋、スルメイカ外套筋および大豆から調製したPCおよび~E (それぞれ
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100μg)を基質として、 17ngのイトマキヒトデPLへまたは4.5μgのブタ捧臓PL¥

(天野製薬)を37tで0-30分間作用させた後、残存した基質量を経時的にτ工Cおよび

τ工C-FIDにより分析した。その結果から分解率の経時変化を求めた。

第3項結果

1. PLAの基質の精製

イトマキヒトデ幽門盲のうからPIAを調製する段階では基質として市販の卵黄PCを使

用したが、本酵素の基質特異性の検討には市販の大豆レシチン(和光純薬工業)の他に、

ホタテガイ貝柱筋とスルメイカ外套筋のPCとPEを使用した。ホタテガイ貝柱筋とスルメ

イカ外套筋の全脂質および大豆レシチンからのPCおよび予Eの精製は、分政I工Cにより

行った。すなわち、薄層プレートに全脂質をスポットし、クロロホルムーメタノールー酢酸

-水 (55: 17 : 3 : 2， V/V/V/V)により展開した後、プレートに0.05%ローダミン6GOー

エタノール溶液を噴霧することによりPCおよび子E画分を検出した。次いで、 PCおよび、

PE画分をけずり取り、クロロホルムーメタノール (2:1，V/V)で抽出した後、溶媒を除去

し、それらを精製PCおよび予Eとした (Fig.7)。

2. イトマキヒトデ幽門盲のう PLAの分離・精製

2.1 セフアクリルS-200による精製

イトマキヒトデ幽門盲のうのクロロホルムーメタノール粉末3.0gから調製した粗酵素

[ 1 ]をセフアクリルS-200のカラムに負荷し、カラム溶出液をA1-A6の6画分に分画した
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(Fig.8)。それぞれの画分を凍結乾燥により一定容量に濃縮した後、活性を測定した結

果、主要な活性はA2-A4画分に認められ、 PCからLPCが生成した (Fig.8)。そこで、

A2-A4画分を合一した。セフアクリルS-200によるクロマトグラフィーで比活性は2倍上

昇し、活性回収率は68%であった。

2.2 DEAEーセルロースによる精製

前項で得たA2-A4画分を、 10mMトリス一塩酸緩衝液 (pH8.0)に透析した後、

DEAEーセルロースによる陰イオン交換クロマトグラフィーに供した。 F泡.9に示すよう

に、カラム溶出液をB1-B9の9画分に分画し、それぞれの画分を透析により脱塩した後、

凍結乾燥により一定容量に濃縮した。 B1-B9画分中の活性を測定したところ、 B4-B8画

分に主要な活性が認められ、 B6画分に最も強い活性が認められた (Fig.9)。このB6画

分は、 A2-A4画分に比べ精製度は3倍上昇したが、活性回収率は43%であった。

2.3 セファデックスG-50による精製

上記のB6画分を、セファデックスG-50のカラムに負荷し、カラム溶出液をC1-C7の7

画分に分画した (F泡.10)。それぞれの画分中の活性を測定した結果、 C5画分に最も強

い活性が認められた(F:詰.10)。このC5画分は、 B6画分に比べ精製度は7.7倍上昇し、

活性回収率は68%であった。 C5画分は、セファデックスG-50により再度ゲルろ過に供し

た。その結果、 F泡.11，aに示すようにタンパク質は単一のピークとして溶出したので、

この画分を集めてD1画分とした。この画分は、 C5画分に比べて比活性が2.2倍上昇し、

活性回収率は99%であった。

2.4精製PIAの純度検定

D1画分には色素がわずかに残存していたが、 SDS-PAGEにより分析したところ、ほぼ
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単一の成分が検出された (F泡.11，b)。また、 PAGEにより分析したところ、主要成分と

ゲルの泳動先端に色素を含む少量の成分が検出された (F抱.11，c) 0 PAGEを行ったゲル

を細切し、主要成分と少量の成分を含むゲル断片に蒸留水を加えて両成分を抽出した後、

それぞれの成分の活性を測定した。その結果、活性は主要成分にのみ認められた。本研究

ではこのD1画分を精製酵素とした。

イトマキヒトデPlAの精製過程をTable3にまとめて示す。幽門富のうのクロロホルム

ーメタノール粉末から調製した粗酵素[1 ]に対して、精製PlAの比活性は最終的に99倍と

なり、活性回収率は20%であった。なお、このように精製したPlAはF泡.12に示すよう

に、卵黄由来PCを加水分解してLPCと脂肪酸を生成させたが、トリグリセリドには全く

作用しなかった。このことから、本精製酵素がリバーゼではなくPlAであることが確認さ

れた。

3. イトマキヒトデ幽門盲のうPLAの酵素化学的性質

前項において、イトマキヒトデ幽門盲のうの粗酵素[1 ]から1種類のPlAを電気泳動的

にほぼ単一に精製することができた。そこで次に、本精製PlAの酵素化学的性質について

検討した。

3.1 分子量

先ず初めにイトマキヒトデPlAの分子量をSDS-PAGEにより検討した。その結果、

Fig.13に示すように本酵素の分子量はSDS-PAGEの移動度から約20，000と推定された。

3.2 基質位置特異性

次いで、本酵素の種類を明確にするために基質位置特異性を分析した。その結果、
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Table 3. Purification of PLA from starfish A. pectinifera 

Purification step Protein 
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Total 
activity 
(X l(Y U)* 

Purity Yield 

(mg) (fold) (%) 

Crude enzyme [ 1 ] 774 1.2 892 100 

Sephacryl S・200 254 2.4 609 2 68 
。U21 

DEAE-cellulose 34 7.7 263 6 29 

Sephadex G・50(1st) 3.3 55 180 46 20 

Sephadex G・50(2nd) 1.5 119 178 99 20 

*One unit (U) of activity was defined ωthe amount of enzyme hydrolyzing one microgram of PC per 
minute. 
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standard (free fat時Tacid). 
b， TLC was developed with chlorofonn-methanol-acetic acid -water 
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of egg yolk Pc. 
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phophatidylcholine; LPC， lysophophatidylcholine. 

36 



X 103 

25 

+' 

320 
~ 
L 
帽

コo 
@ 

三15

10 

o 0.5 
Relative mobility 

Fig. 13. Estimation of molecular weight of the s旬rfishPLAz 
by SDS-PAGE. 
1， bovine pancrl伺 tictrypsinogen (Mr 24，αぬ);
2，A.pectin砕raphospholipase A2; 3， bovine milk 
s -lactoglobulin (Mr 18，4∞); 4， egg white lysozyme 
(Mr 14，3∞). 

37 



Table 4に示すように、本PLAはブタ勝臓PIA(84.6 %)と同様にPOPCから83.8%の

オレイン酸を遊離した。このとから、本PLAはsn-2位の脂肪酸エステル結合を特異的に

切断するPLA、すなわちPIAであることが明かになった。

3.3 比活性

イトマキヒトデPIAの比活性値ぱrable3に示したように119，000U /mgであり、同様

の方法を用いて測定した市販のブタ勝臓PIAの比活性値 (4，300U/mg、S泡ma、試薬

用;440 U/mg、天野製薬、工業用)の約30および、300倍であった。

3.4 活性におよぽすpHと温度の影響

次いで本PLA
2
の活性におよぽすpHと温度の影響をF泡.14とFig.15に示す。本

PIAの卵黄PCに対する活性はpH6-11の範囲で認められ、最適pHは9.0付近にあった

(F泡.14)。また、本PLA
2
の反応時間30分での活性は20-70'cの範囲で認められ、最適

温度は50'c付近にあった (Fig.15)。

3.5 活性におよぽす二価金属イオンの影響

イトマキヒトデPIAの活性を種々の濃度(0-10mM)のCaC1
2
を添加して測定したと

ころ、 1mM以上のCaC1
2
により活性化された (Table5)。また、二価金属イオン無添加

の場合と比較して、 10mM CaC1
2
を添加した場合には活性は約15倍に増加したが、 10

mMMgC1
2
およびCoC1

2
を添加した場合それぞれ約6倍と2倍の増加であった (Table

5) 。一方、 10mM HgC12、 ZnC12および~DTAを添加した場合にはそれぞれ約1/5、

1/25、1/10に低下した (Table5)。
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Table 4. Composition of fatty acids released from 1・palmitoyl・2-
oleoyl・sn-glycero-3・phosphocholineby the stanlSh PLA 

(%)*1 

Fa句，acid Starfish PLA Porcine PLA1 *2 

16:0 

18:1n・9

16.2 

83.8 

15.4 

84.6 

市 1Data are expressed路町eapercentage of total fatty acid. 
・2PLA2 from porcine pancreぉ(AmanoPharmaceutica1 Co.) 

39 



100 

，岡町、
決
、・.;
〉、
~ 

〉

-一4u -， 
帽 50 
ω 
〉
-ー4伺d 

ω 
0::: 

o 
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

pH 

Fig. 14. Effi倒 ofpHon血.es加 盟shPLAz activity. 

Reaction mixture containing 17 ng of the s旬rfishPLAz' 1∞μg of egg 
yolk PC， 2.7 mM sodium deoxycholate組 d5 mM CaClz in a to凶 volume

of 130μ1 was incubated at 37 'c for 30 min. The buffers used were 50 

mM acetic acid-sodium acetate from pH 4.0 to 7.0 ( • )， 50 mM Tris-

HCl from pH 7.0 to 9.0 ( • ) and 50 mM glycine-NaOH from pH 9.0 to 

11.0 (置).
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Table 5. EfTects of metal ions and EDT A on the activity of the 
starfish PLA.z 

Additives Final 
concentration 
(mM) 

山
山
手
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R
創
刊
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None 。 100 
CaCl2 0.1 125 

11 604 

" 5 1，080 

" 10 1，496 
MgC12 10 601 
CoC12 10 229 
HgC12 10 18 
ZnCl2 10 4 
EDTA 10 11 

*The activities were expressed as percentage of that in the absence of 
metal ion. 
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3.6 基質脂肪酸特異性

ホタテガイ貝柱筋およびスルメイカ外套筋から調製したPCとPEをイトマキヒトデPIAz

により加水分解し、生成した脂肪酸を分析した。その結果、 Figs.16， 17および~able 6に

示すように、遊離した脂肪酸の組成は対照として用いたブ夕勝臓PIA

た場合のそれと近似した。また、ホタテガイ貝柱筋PEから遊離したLPCの脂肪酸組成は

ブタ勝臓P~により加水分解した場合のそれと近似することが確認された。

3.7 活性におよぽすデオキシコール酸ナトリウムの影響

イトマキヒトデPIA
2
の活性を種々の濃度 (0-6.8mM)のデオキシコール酸ナトリウム

を添加して測定した (Fig.18 ，a) 。先ずPCを基質とした場合、イトマキヒトデP~の活

性はデオキシコール酸ナトリウムにより著しく活性化され、 2-4mMにおいて最大活性を

示した。しかしながら、 PEを基質とした場合、活性はデオキシコール酸ナトリウムによ

り抑制された。一方、対照として用いたブタ搾臓P~の活性はイトマキヒトデPLへの場

合と同様に、 PCを基質とした場合にはデオキシコール酸ナトリウムにより活性化され、

PEを基質とした場合には抑制される傾向を示したが (F泡.18，b) 、イトマキヒトデP~

と異なり、 PCよりもPEの方を良く分解した。

3.8 基質極性基特異性

上述したように、イトマキヒトデPLへの基質極性基に対する特異性がブタ勝臓P~の

ものと異なると推定されたので、基質極性基特異性をさらに詳細に検討した。

先ず、ホタテガイ貝柱筋PCおよびPEを本PLへにより37'cで0-30分間加水分解し、基

質の分解率の経時変化をTLCにより分析した。その結果、 Fig.19，aに示すように、本

PLへはPEに比べてPCの方を良く分解することがわかった。比較のためにブタ勝臓P~

で同様に分解した結果、 Fig.19，bに示すようにPCとPEを同程度分解することが分かつ
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Fig.16. Com抑 itionof fatty acids released from PCs of scallop adductor muscle and squid mantle muscle by s旬rfish
and porcine PLA;s. 
Fifteen milligrams each of the substrates were almost completely hydrolyzed at 37 'C by either 9μg starfish PLA2 for 3 h 
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A， ScaIlop adductor muscle PC; B， -Squid mantle muscle PC. a， Starfish PLA2; b， Porcine pancreatic Pl.A2・



obh t 

A B 
a b la [b 

14:0 0.2 0.2 
15:0 0.1 0.1 1- ト
116:0 0.1 0.1 
16:0 1.6 1.5 2.0 2.3 
16: 1 n-9 0.2 0.3 0.2 0.2 
16:1n-7 0.2 0.1 0.1 0.1 
18:0 1.3 1.3 1.2 1.7 
18:1n-9 0.7 0.8 0.5 0.5 
18:1n-7 1.4 1.3 0.4 0.4 
18:2n-6 0.1 0.1 0.1 0.1 
18:3n-3 0.4 0.4 
18:4n-3 
20:1n-11 3.3 0.1 
20:1 n-9 8.5 8.3 1.4 0.4 
20:1 n-7 12.4 11.7 
20:4n-6 6.1 6.2 同 7.0 6.6 

20:5n-3 39.8 :40.6 42.3 40.8 

21 :5n-3 0.6 0.5 0.3 0.1 

22:5n-6 0.8 0.8 0.5 0.5 

22:5n-3 0.4 0.4 0.5 0.5 

22:6n-3 21.8 -. 21.7 44.4 :日以却はむ卒以泊 45.7

o 50 。 50 。 50 。 50 

F atty acid (%) 

Fig. 17. Composition of fa町 acidsreleased from PEs of scallop adductor muscle and squid mantle muscle by s旬rfish
and porcine PLA1s. 
Fifteen milligrams each of the substrates were almost completely hydrolyzed at 37 'C by either 9μg starfish PLA1 for 3 h 
or 1 mg porcine pancreatic PLA2 for 12 h. The released f~tt~ acid~ 'Y~re se'p~at~d usin~.prep訂ativeTLCwith a 
developing solvent ofhexane-diethyl ether-acetic acid (85:15:1， y/v/v)， 8E~ !hefa~y a<?ids were an~ly~~d.by GLC. 
A， ScaIlop adductor muscle PE; B， Squid mant1e muscle PE. a， Starfish PLA2; b， Porcine pancreatic PLA2・



Table 6. Composition of fatty acids released 針。mscaIlop adductor muscIe PE 
byPLAz 

(%)*1 

Starfish PLA2 Porcine PLA2 

Composition of FF A at Composition of FF A at Composition of FF A 

Fatty acid ition 1本2 ・tion2*3 ・tion1 *2 ・tion2 *3 of SCallOD PE*2 pOSltlOn 1 pOSlUOn L. pOSltlOn 1 pOSlUOn L. 01 scauop 

14:0 1.5 0.2 1.6 0.2 0.5 
15:0 0.8 0.1 0.8 0.1 0.2 
I16:0 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2 
16:0 28.2 1.6 28.2 1.5 11.2 
16:1n-9 1.8 0.2 2.5 0.3 0.4 
16:1n・7 0.4 0.2 0.5 0.1 0.6 
17:0 1.5 0.1 1.4 0.1 0.6 
17:1n-8 2.2 tr 4.0 位 2.6 
18:0 14.4 1.2 13.2 1.2 5.7 
18:1n-9 5.0 0.7 4.2 0.9 2.4 
18:1n・7 3.1 1.4 3.0 1.3 2.0 
18:2n-6 1.9 0.1 1.5 0.1 1.0 
18:3n-3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.5 
18:4n-3 2.8 tr 4.9 tr 3.3 
20:1n-11 2.9 3.3 2.1 3.5 3.3 
20:1n-9 5.2 8.5 5.7 8.1 7.8 
20:1n-7 6.8 10.5 8.0 11.4 11.1 
20:2n-6 1.1 0.7 1.1 0.6 0.9 
20:4n-6 1.5 6.1 1.4 6.0 4.4 
20:5n-3 9.4 39.6 8.5 39.7 26.7 
21:5n-3 0.3 0.6 0.2 0.5 0.3 
22:5n・6 0.8 0.7 1.2 0.8 0.3 
22:5n-3 仕 0.5 位 0.4 0.2 
22:6n-3 5.3 21.8 5.0 21.3 12.5 
24:1n-9 2.0 tr 0.1 tr tr 
Others 0.5 1.4 0.3 1.4 1.3 

* 1 Data are expressed as area percentage of total fatty acids. 
*2 FFA at position 1 of LPE and FFA of PE were liberated by chemical method. 

*3 FFA at position 2 were liberated by PLA2・
PE， phosphatidylethanolamine; LPE， lysophosphatidylethanolamine; FF A， free 
fatty acid; 1， iso; tr， trace (less than 0.05 %). 
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た。そこで、イトマキヒトデPLへとブタ陣織PIAによりホタテガイ貝柱筋、スルメイカ

外套筋および大豆から調製したPCおよび子Eを加水分解し、分解率の経時変化をτ工C-FID

により分析した。その結果をF埼.20、Fig.21、およびF泡.22に示すが、いずれの場合に

於いてもブタ勝臓PIAはPCとPEを同様に分解したが、イトマキヒトデPIAはPEに比べ

てPCを良く分解した。

以上のように、イトマキヒトデPIAはpH9.0付近に最適pHを有し、 1mM以上の濃度

のCa2+および2-4mMのデオキシコール酸ナトリウムにより強く活性化され、また、基質

sn-2位の脂肪酸エステル結合を脂肪酸の鎖長や二重結合数によらず加水分解した。本

PLへのこれらの性質は晴乳動物勝臓PLへのものと同様であった。しかしながら、イトマ

キヒトデPLへの分子量はSDS-PAGEにより約20，000と推定され、晴乳動物勝臓PLへの

分子量(約14，000)よりも大きい値を示した。さらに、イトマキヒトデPIAは市販のブ

タ捧臓PIAに比較して比活性高く、また、 PEに比べてPCをよく分解し、ブタ謄臓PLへ

と異なる極性基特異性を示すことが明らかになった。

第4項小活

1. イトマキヒトデ幽門盲のうPLAの分離・精製

従来、海産無脊椎動物の消化腺由来のP1Aに関する研究は少なく、僅かにイトマキヒ

トデおよび、ニチリンヒトデのものについて報告されているにすぎない。すなわち、

Okabe and Noma'必}はイトマキヒトデ幽門膏のうホモジネートを超遠心分離し、その上

澄みからP~を部分精製した。また、岸村と林崎はニチリンヒトデ幽門盲のうアセトン粉

末の抽出液からP1A様酵素を精製した。

49 



a b 

1006 
.. ・

100 
戸画、 ，園、
bぞ bぞ
、...; 、-'
"c ち

-ーーa a 
-ーー 一ー。 。

J: J: 

a a 
ω ω 。50 

。
50 z J: 

a a 
m 可コo 万

ω ω 
N N 
〉、 〉、

一一。 。
」 』

"c ち

〉、 〉、

工 工

oa 
ー-- • • O 

O 15 30 45 60 O 15 30 45 60 

Time (min) 

Fig. 20. Time-course of hydrolysis of scallop adductor muscle PC and PE by the starfish PLAz・
Substrate: scal10p adductor muscle PC (・)，PE(企).Enzyme: starfish PLA

2
(a)， porcine pancreatic PLA2 (b). 



a b 

100L -100 
，園、 ~、

bぞ bぞ
、--' 、同J

"c "c 
-ーーa a 
-ーー 一ー。 。

z z 
a a 
ω ω 。50 

。
50 .c: .c: 

Q a 
。1

万 "c ト・4

ω ω 
N N 
〉、 〉、

一ー。 。
』 』

てコ 刀

〉、 〉、

工 工

oa‘ afr • • O 。 15 30 45 60 O 15 30 45 60 

Time (min) 

Fig. 21. Time-course of hydrolysis of squid mantle muscle PC and PE by the starf"'sh PLA1• 

Substrate: squid mantle muscle PC (e)， PE("'). Enzyme: starfish PLAμ)， porcine pancreatic PLA1 (b). 



a b 

100b 
-・

100 
，.、 ，曲、
bぞ bぞ
、-' 、-'

"0 "0 
-ー-ー Q a 

-ー
圃... ・・ 。。
z J: 

a a 
ω ω 。50 ~ 50 J: 
a a 

。可 刀 "0 
トコ ω ω 

N N 
〉、 〉、

一。 。
』

」

ち ち
〉、 〉、

工 工

oa‘ ar • • O 
o 15 30 45 60 O 15 30 45 60 

Time (min) 

Fig. 22. Time-course of hydrolysis of soybean PC and PE by the starfish PLA1・
Substrate: soybean PC (・)， PE(~). Enzyme: sta凶shPLAμ)，porcine pancreatic PLA

1 
(b). 



本研究の第1章において、イトマキヒトデ幽門盲のうのPIA活性値が他3種のヒトデ類

やブタ勝臓のそれらに比べて著しく高く、また、その幽門盲のうのクロロホルムーメタノ

ール粉末から調製した粗酵素[1 ]のPIA比活性値がアセトン粉末より調製した粗酵素[II]

のそれよりも高いことが明らかになった。本章では、このイトマキヒトデ粗酵素[1 ]から

PIAの分離・精製を試み、電気泳動的に単一に精製できることを明らかにした。一方、同

様の手順で粗酵素[II]からの分離・精製を試みたが成功しなかった。従って、クロロホル

ムーメタノール (2:1、v/v)処理はアセトン処理に比べてPIAの抽出性を良くするだけで

なく、その分離・精製に対しても有効であると考えられた。

2. イトマキヒトデPLAの酵素化学的特性

イトマキヒトデの粗酵素[1 ]から精製されたPIAは、トリグリセリドを加水分解せず、

また、 POPCから主にsn-2位のオレイン酸を特異的に遊離したことから、 PLL¥と同定さ

れた。このPLL¥は1mM以上の濃度のCa2+により賦活され、また、 Zn2+およびHg2+の重金

属イオンやEDTAによって活性が著しく低下し、そのこ価金属イオン要求性はニチリンヒ

トデ幽門盲のう輔のPLへと類似していた。一方、マダイ幽門垂PLL¥47l、マダイ肝勝臓

DE-1 PLへおよび~E-2 PLL¥ 48)はPCを基質とした場合にはそれぞれO.lmM、10mMお

よび10mM以上の濃度のCa2
+により強く賦活されたと報告されており、本イトマキヒト

デ精製PLへはそれらとCa濃度依存性が異なった。本研究のイトマキヒトデPLへの最適

pH (pH 9.0付近)は、既報のイトマキヒトデ部分精製PLL¥(最適pH9.0) 45)、ニチリ

ンヒトデPLL¥様酵素(最適pH9-10)輔、マダイ幽門垂PLL¥(最適pH8.5) 4ηおよびマ

ダイ肝捧臓DE-2PLL¥ (最適pH9)輔の最適pHとほぼ同様であったが、マダイ肝障臓

DE-1 PLL¥ (最適pH10)輔のそれとは相違した。一方、本PLL¥の最適温度 (50"c付

近)は、既報のイトマキヒトデ部分精製PLL¥(最適温度37"C)胡およびニチリンヒ
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トデPLへ様酵素(最適温度30-40t)輔のそれらと相違した。本イトマキヒトデ精製

PIAの比活性値 (119，000U /mg)は、部分精製PL¥(26 U/mg:本研究で用いた活

性の定義により換算)45)、ニチリンヒトデ幽門盲のうのアセトン粉末から精製されたPIA

様酵素 (26U/mg)輔の比活性値と比べて著しく高かった。本研究のイトマキヒトデ

PIAは、既報のイトマキヒトデ部分精製PIAグと比較して、分子量、比活性および最適

温度が異なったが、これは組織の脱脂処理、酵素の精製法および酵素の純度の違いによる

ものと推察された。

本研究で精製したイトマキヒトデPIAは晴乳動物勝臓PIA13
-
15
)と同様にホタテガイ貝

柱筋および、スルメイカ外套筋から調製したPCとPEのsn-2位の脂肪酸エステルをその鎖長

や二重結合数によらず加水分解した。また、卵黄のPCを分解する比活性 (119，000

U/mg)は市販のブタ勝臓PIAの比活性 (4，300U/mg、S泡ma、試薬用)と比べて約

30倍高かった。さらに、大豆およびホタテガイ貝柱筋から調製したPEに比べてPCを良く

分解し、ブタ捧臓PLAf〉とは異なる極性基特異性を有することが明らかになった。

先に述べたように、水産生物由来のPIAで産業的に利用されているものは無いが、イ

トマキヒトデPIAは比活性が極めて高く、 PEよりもPCを良く分解するという極性基特異

性を持つことから、新規特性を有するものとして基礎・応用の両面で有用なPIAである

と考えられる。
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第3章 イトマキヒトデ幽門盲のうホスホリバーゼA
2
のアミノ

酸配列

第1項目的

イトマキヒトデPIAがブタ勝臓PIAと異なる機能特性を有することから、両者は一次

構造および高次構造を異にするものと考えられた。そこで本章では、イトマキヒトデ

PIAのアミノ酸配列を決定することとした4へ

第2項材料および方法

1. 酵素

イトマキヒトデPIAは、第2章と同様の方法で分離・精製した。

なお、標品中にはわずかながら色素成分が残存しており、それがプロテアーゼ消化断片

のHPLCを行う際に断片の検出を妨害するので、色素除去を行った。すなわち、イトマキ

ヒトデPIA溶液に硫酸アンモニウムを加えて50%飽和とし、生成した酵素の沈澱を

10，000Xgで5分間遠心分離して集めた。この操作により大部分の色素は除去されたが、

さらに完全除去を期するために以下の操作を行った。沈澱酵素画分は少量の蒸留水に溶解

した後、蒸留水に対して透析して硫酸アンモニウムを除去した。次に、酵素画分に終濃度

1%になるように50%トリクロロ酢酸を添加し、酵素タンパク質を沈澱させた。この酵素

55 



懸濁液を1.5mlのマイクロチューブに分注し、 12.000Xrpmで5分間遠心分離し酵素を沈

澱させた。沈澱した酵素は少量の50mMトリス一塩酸 (pH8.0)に溶解した後、カルボキ

シメチル化した。

2. 方法

イトマキヒトデPLへのアミノ酸配列分析はFig.23に示す手法により行った。

2.1 カルボキシメチル化

PIA (約2mg)は2ーメルカプトエタノールで還元した後、モノヨード酢酸を反応させ

てカルボキシメチル (CM)化問した。

2.2 プロテアーゼ消化

(1) リシルエンドペプチダーゼ消化

CM-PIA (約0.5mg)を0.1mlの50mM炭酸水素アンモニウム緩衝液 (pH8.0)に

溶解した後、リシルエンドペプチダーゼ(和光純薬工業)をタンパク質に対して1/500重

量加え、 37tで20分間消化した。凍結により反応停止した後、消化物を凍結乾燥した。

(2) Staphylococcus aureus V8プロテアーゼ消化

CM-PLAz (約1mg)を0.5mlの50mM炭酸水素アンモニウム緩衝液 (pH8.0)に溶

解した後、 S.aureusV8プロテアーゼ (Sigma)をタンパク質に対して1/50重量加え、

37tで2時間消化した。凍結により反応停止した後、消化物を凍結乾燥した。
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2.3 臭化シアン分解

CM-P~ (約0.5mg)を0.5m1の70%ギ酸に溶解し、終濃度13mg/m1の臭化シアン

を加えた後、窒素置換して20'cで24時間分解した。反応液は9倍容量の蒸留水で希釈

し、凍結乾燥した。

2.4 ペプチドの分離

臭化シアン分解およびプロテアーゼ消化により生じたペプチドは、 CAPCELLP必至C
18

カラム (250X4.6mm内径、資生堂)を用いた逆相HPLCにより分離した。ペプチドは

τ下Aを含む0-60%アセトニトリルの直線濃度勾配により溶出・分離した。なお、流速は

1.0 m1/minとし、タンパク質は214nmでの吸光度測定により検出した。

2.5 アミノ酸組成の分析

タンパク質およびペプチドを凍結乾燥し、 6N塩酸中で110'cで24時間加水分解した

後、 PICO-TAG加ワークステーション (Waters)を用いて分析した。

2.6 アミノ酸配列の分析

PL\のN末端領域のアミノ酸配列分析はP~をSDS-PAGEに供した後、ゲル中のタン

パク質をPVDF膜に電気泳動的に転写した。 PVDF膜上の目的の酵素のバンドを切り取

り、そのN末端アミノ酸配列をABI473Aプロテインシークエンサー (Applied

Biosystems)により分析した。また、タンパク質およびペプチドの配列分析は、試料を

凍結乾燥後、 0.1%τ下Aに溶解した約100pmol相当のタンパク質およびペプチドをプロ

テインシークエンサーに供することにより行った。
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第3項結果

1. イトマキヒトデPLA
2
のアミノ酸組成

イトマキヒトデPLへのアミノ酸配列分析に先立ち、アミノ酸組成の分析を行った

(Table 7)。本方法ではCySおよびτゅは定量できないが、イトマキヒトデPIAはA訳、

Gly、Tyr、Ala、Glxなどのアミノ酸を多く含んでいることが分かった。そこで、この結

果を星状図化し、晴乳動物勝臓由来のPIAのものと比較した。 Fig.24に示すように、イ

トマキヒトデPIAは晴乳動物のP1A
2
と比較して、もrr、Gly、AlaおよびGlxの含量が高

いことが特徴的であった。イトマキヒトデP1A
2
はアミノ酸組成において晴乳動物のPIA

とは異なる他に、分子量も若干大きいことから、イトマキヒトデPLへの一次構造もまた

晴乳動物勝臓PLへとは異なることが示唆された。

2. イトマキヒトデPLA
2
のアミノ酸配列

2.1 N末端領域のアミノ酸配列分析

P~をSDS-PAGEにより分離した後、ゲル上の酵素タンパク質をPVDF膜に転写し

た。次いで、そのN末端アミノ酸配列を分析した。その結果、 20残基のアミノ酸配列が決

定できた (Table8)。この結果から、イトマキヒトデPLへのN末端α-アミノ基がアセ

チル基などでブロックされていないことも分かつた。

2.2 リシルエンドペプチダーゼによる消化断片のアミノ酸配列分析

アミノ酸組成分析により、イトマキヒトデP~は8残基のLysを含むことが推測された

(Table 7)ので、分子内部のアミノ酸配列を分析するにあたって、先ずリシルエンドペ
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Table 7. Amino acid composition of the 
starfish PLAz 

Amino acid Starfish PLA2 

Asx 19.9( 20) * 1 

Glx 11.6( 11) 
CVS*2 ys + ( -) 
Ser 6.9( 7) 
Gly 16.1( 16) 
His 0.8( 1) 
Arg 3.3( 3) 
Thr 7.2( 7) 
Ala 12.3( 12) 
Pro 4.4( 4) 
Tyr 14.8( 15) 
Val 4.0( 4) 
Met 0.8( 1) 
Ile 4.3( 4) 
Leu 2.9( 3) 
Phe 5.6( 6) 
T中*3 ー(ー)

Lys 7.7( 8) 
Total (122) 

*1 The va1ues in the parentheses are to 
the nearest integer. 

本 2Detected as carboxymethy1cysteine and 
estimated qualitatively. 

*3 Decomposed during hydrolysis with 

6NHCl. 
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a 
Asx 

Pro His 

Met Ser 

Val 

一一一一一一一寸
b Aax c Aax 

Pro工主権と"ial

let ~ . I_~ --..-Ser 
Pro工議長二His

Iet - :0.. ~ ----Ser 

v・1 V.I 

d Aax le Aax 

PrO Hia Pro Hia 

恥t s・r let Ser 

V.I Val 

Fig.24. S旬rdiagrams of amino acid composi姐onsof PLA1s. 
a， A. pectinifera PLAz; b， porcine p組 cre瓜icPLA2; c， bovine 
pancreatic PLAu d， h山n佃 P組 creaticPLA2; e， rat pancreaticPLAz・
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Table 8. N-terminal amino acid sequence of the s胞rfishPLAz

Starfish PLAz 

Sequence 

Ser-Val-Tyr-Gln-Phe-Gly-Lys-Phe-lIe-Ser-Cys-Tyr-Gly-Gly-Ala-Gly-

-Phe-Phe-Asp-Gly---



プチダーゼで断片化することとした。

CM-PIAはリシルエンドペプチダーゼで消化した後、逆相HPLCに供した(F:ほ.

25)。溶出したL1-L6のペプチド画分を分取し、それぞれを凍結乾燥した後、アミノ酸

配列分析を行った。その結果、 IAは25残基の配列を決定することが出来たが、 C末端まで

の決定には至らなかった。それ以外のペプチドについては、 Table9に示すようにC末端

までの配列が決定された。前述したN末端アミノ酸配列と照合した結果、 L2が酵素のN末

端ペプチドであり、次にL5が配置することがわかった。そこで次に、残りのペプチドの

配置とIAペプチドの全アミノ酸配列分析のために、他の消化法により得られた断片を用

いて分子内部アミノ酸配列分析を試みた。

2.3 V8プロテアーゼ消化ペプチドのアミノ酸配列分析

CM-PLへをS.aureusV8プロテアーゼにより消化し、生じたペプチドを逆相HPLCで

分離・精製した。 F包.26に示すように、溶出したV1-V4のペプチド画分を分取し、それ

ぞれ凍結乾燥した後、アミノ酸配列分析に供した。その結果、 Table10に示すように各ペ

プチドの配列はすべてC末端まで分析された。ペプチドV1はC末端がGluで、はなくCysで

あったことから、 PIA
2
のC末端に位置するペプチドと考えられた。また、ペプチドV1は

ペプチドL1のC末端部分、 V2はペプチドL1のN末端部分と重複するアミノ酸配列を有し

たことから、ペプチドV2の後にペプチドVlが配置することがわかった (Fig.28参照)。

次に、ペプチドV3はペプチドL6のC末端部分および、ペプチドIAのN末端部分と重複する

アミノ酸配列を有したことから、ペプチドL6の後にCys-Lys-Lysの配列を挟んで、ペプチ

ドIAが配置することがわかった。しかしながら、以上の結果からではL3の配置場所とIA

のC末端部分のアミノ酸配列を決定することができなかった。そこで、L4内部にMet残基

が存在することに着目し、この残基を臭化シアンで分解することによってペプチド断片を

得て、それにより分子内部のアミノ酸配列を分析することとした。
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Fig. 25. Separation of Iysyl endopeptidase dig白白白 of曲es旬rtish
CM・PLÅ2•
Fragments produced by lysyl endopeptidase digestion were 
separated by reverse-phase HPLC on a CAPCELL PAK C18 column 

(250Xφ4.6 mm) with a linear gradient of acetonitrile (一一)from
o to 60 % in 0.1 % trifluoroacetic acid in a total volume of 60 ml at 
a flow rate of 1.0 mllmin. The absorb組 ceat 214 mn was 
monitored. 
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Table 9. Amino acid sequence of Iysyl endopeptidase peptides 

Peptide 

Ll 

L2 

L3 

LA 

Sequence 

Arg-Pro-Thr-Tyr-Asn・Gln-AlαーTyr-Glu田 Ser-Tyr-Asp-Lys

Ser-Val・Tyr-Gln-Phe圃 Gly-Lys

Gly-Thr-Pro-Leu-Asp-Asp-Thr・-Asp-Arg-Cys-Cys-Leu-Val-His-Asp-Asn-Cys-Tyr-Gly-Lys

Ala-Ala-Asp-Tyr制 Ser-Trp-Tyr-Ser-Thr-Asn-Pro-Glu-Cys-Arg-Glu-Phe-Met-Cys-Glu-Cys-Asp-Arg-

-Alα-Gly-Ala---

L5 Phe-Ile-Ser-Cys-Tyr-Gly-Gly-Ala-Gly-Phe-Phe-Asp-Gly-Leu-Asp-Tyr-Asn-Gly-Tyr-Gly-Cys-Tyr-
-Cys-Gly-Tyr-Gly-Gly-Lys 

L6 Ala-Thr-Ala-Glu-Ala-Asp-Cys-Gly-Ser-Trp四 Asp-Pro-Tyr-Ile-Ile-Vαl-Tyr-Asp-Tyr-Glu-Gln-Thr-

ーThr-Asp-Ala-Ser-Gly-Asn-Cys-Vαl-Ile-Lys
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Fig. 26. Separation of S. aureus V8 protease diges包 ofthes阻rtish
CM-PLA2• 

Fragments produced by S. aureus V8 protease digestion were 
sep副司tedby reverse-phase HPLC on a CAPCELL PAK Ct8 column 

(250Xφ4.6mm)wi由alinear gradient of acetoni位ile(一一)
from 0 to 60 % in 0.1 % trifluoroacetic acid in a total volume of 
ωm1 at a flow rate of 1.0 m1Imin. The absorb組 ceat 214 nm 
was monitored. 
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Table 10. Amino acid sequence of S. aureus V8 protease peptides 

Peptide 

Vl 

V2 

V3 

Sequence 

Ser-Tyr国 Asp-Lys-Asp-Ser-Cys

Arg-Pro-Thr-Tyr-Asn-Gln-Ala-Tyr-Glu 

Gln-Thr-Thr-Asp同 Ala-Ser-Gly-Asn-Cys-Vαl-Ile-Lys-Cys-Lys-Lys-Ala-Ala-Asp-Tyr-Ser-Trp四 Tyr-

-Ser-Thr-Asn・Pro-Glu

V4 Ala-Asp-Cys-Gly-Ser-Trp-Asp-Pro-Tyr回Ile-Ile-Vαl-Tyr-Asp-Tyr-Glu



2.4 臭化シアン分解による分子内部アミノ酸配列の分析

CM-PLへを臭化シアンにより消化し、生じたペプチドを逆相HPLCで分離した。この

操作によりPIAはN末端側の断片 (Cl)とC末端側の断片 (C2)に分画されることが期

待される。しかしながら、 Fig.27に示すように、 C1とC2は逆相HPLCにより分離できな

かった。そこで、 C2のN末端アミノ酸配列は、 C1とC2混合物のアミノ酸配列と既に決定

したイトマキヒトデPlA2のN末端配列を比較することにより解析した。その結果、 Table

11に示すようにペプチドC1はPLA
2
のN末端に位置するペプチドL2、L5の全アミノ酸配列

に引き続きペプチド1.3のN末端アミノ酸配列を有した。このことから、ペプチドL5の後

にペプチド1.3が配置することがわかった。一方、ペプチドC2はペプチドL4のC末端アミ

ノ酸配列に続いて、 L1の全アミノ酸配列を有したことから、ペプチドL4の後にペプチド

L1が配置することが分かつた。

分析したすべてのペプチドのアミノ酸組成をTable12に示した。また、1.3とL6を連結

するペプチドを得ることはできなかったので、その部分の配列を推定して予想、全配列を

Fig.28に示した。その結果、イトマキヒトデPLへの消化断片はN末端から}I債にL2、L5、

1.3、 L6、L4、およびL1が配置し、 L6とL4の間にCys-Lys-Lysの3残基が存在すると考

えられた。

第4項小括

本章において、イトマキヒトデ幽門盲のうPLへとリシルエンドペプチダーゼ、 V8プロ

テアーゼ、および臭化シアン分解により生じたペプチドのアミノ酸配列を自動エドマン法

により解析した結果、1.3とL6の間の1箇所を除く137残基のアミノ配列を決定することが
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Fig. 27. Separation of cyanogen bromide digests of the starlish 
CM-PLA2・
Cy但lOgenbromide fragments were sep訂 atedby reverse-

phase HPLC on a CAPCELL PAK C
18 
column (250Xφ4.6 

mm) with a linear gradient of acetonitrile (一一)fromO to 60 
% in 0.1 % trif1uoroacetic acid in a total volume of 60 ml at a 
flow rate of 1.0 m1Jmin. The absorbance at 214 nm was 
monitored. 
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Table 11. Amino acid鍵 quenceof cyanogen bromide peptid回

Peptide 

Cl 

C2 

Sequence 

Ser-Val綱 Tyr-Gln-Phe-Gly-Lys-Phe-Ile-Ser-Cys-Tyr-Gly-Gly田 Ala-Gly-Phe-Phe-Asp-Gly-Leu-Asp-

ーTyr-Asn-Gly-Tyr-Gly-Cys-Tyr-Cys-Gly-Tyr-Gly-Gly-Lys-Gly-Thr-Pro-Leu-Asp-ーー

Cys-Glu-Cys-Asp-Arg-Alα-Gly-Ala-Gln-Cys田 Phe-Ala-Glu砲しys-Arg-Pro-Thr-Tyr-Asn-Gln-Ala帽 Tyr-

-Glu田 Ser-Tyr-Asp-Lys-Asp-Ser-ー国



Table 12. Amino acid compositions of the starfish PLA1 and its fragments 

Amino acid PLAz Vl V2 V3 V4 Ll L2 1.3 IA L5 I后

Asx 19.9( 19)事 l 2.0( 2) 0.8( 1) 4.7( 4) 2.3( 3) 2.1( 2) 4.1( 5) 2.6( 3) 2.7( 3) 4.6( 5) 

Glx 11.6( 11) 1政 2) 2.4( 2) 1.5( 1) 2.3( 2) 0.9( 1) 5.1( 5) 3.0( 3) 
C 叫ys +*3(14) +(1) + (2) + ( 1) + (3) + (4) + (3) + (2) 

Ser 6.9( 8) 1.5( 2) 2.9( 3) 1.3( 1) 1.1( 1) 0.9( 1) 1.8( 2) 1.9( 1) 1.7( 2) 

Gly 16.1( 15) 1.4( 1) 1.8( 1) 1.0( 1) 2.0( 2) 1.6( 1) 8刈 9) 3.3( 2) 
His 0.8( 1) 0.6( 1) 

Arg 3.3( 4) 0.8( 1) 0.7( 1) 0.7( 1) 2.2( 2) 

Thr 7.2( 7) 1.1( 1) 3.9( 3) 0.6( 1) 2.2( 2) 0.9( 1) 2.3( 3) 
Ala 12.3( 11) 0.9( 1) 3.2( 3) 1.3( 1) 1.3( 1) 5筑 5) 1.4( 1) 3.8( 4) 

--l Pro 4.4( 4) 1.0( 1) 0.8( 1) 1.1( 1) 1.2( 1) 0.7( 1) 1.1( 1) 1.2( 1) ト4

Tyr 14.8( 15) 0.9( 1) 1.6( 2) 1.7( 2) 2.3( 3) 2.7( 3) 1.1( 1) 0.7( 1) 1.7( 2) 4.0( 5) 3.0( 3) 

Val 4.0( 4) 1.1( 1) 1.0( 1) 0.9( 1) 1.1( 1) 1.8( 2) 

Met 0.8( 1) 0.4( 1) 

Ile 4.3( 4) 0.8( 1) 1.3( 2) 0.9( 1) 2.5( 3) 
Leu 2.9( 3) 1.7( 2) 1.2( 1) 
Phe 5.6( 6) 0.6( 1) 1.9( 2) 1.6( 3) 
Trp*4 ( 2) ( 1) ( 1) ( 1) ( 1) 

Lys 7.7( 8) 0.8( 1) O.8( 1) 2.6( 3) 1.1( 1) 0.8( 1) 1.1( 1) 1.0( 1) 1.1( 1) 1.2( 1) 
To阻1 (137) ( 7) (10) (27) (16) (13) ( 7) (20) (31) (28) (32) 

Position 1-137 131-137 121-130 76-102 ω-75 122-134 1-7 3ι55 91-121 8-35 56-87 

*1 The values in the parentheses are the numbers of residues determined by sequencing， respectively. 
内 Detectedas carboxymethylcysteine. 

*3 Detected qualitatively. 

*4 Decomposed during hydrolysis with 6 N HCl. 
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Fig. 28. 8nmmary of sequencing data of曲estarfish PLA1• 

LI-L6， VI-V4， and Cl姐 dC2 indicate peptides obtained by 
lysyl endopeptidase， S. aureus V8 protease and cyanogen 
bromide digestion of the starfish CM-PLA2， respectively. The 
single-letter amino acid code is used. The N-terrninal sequence 
determined with intact starfish PLA2 elec位。blottedtoPVDF 
membrane was shown by a solid arrow.一一，regions with 
undetermined sequence. 
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できた。それによれば、イトマキヒトデPLへはCys11および:pancreaticループ様配列を

有することからグループ IPIAに属し、また、Ca
2
+結合および触媒作用に関与するアミ

ノ酸残基を完全に保存していた。しかしながら、本PIAは62番目と66番目の部位に2残

基のアミノ酸の欠損と76番目から96番目の部位に16残基の挿入および3残基の欠損を有し

ており、晴乳動物およびヘビ毒由来PLへとは異なる特異な配列を示し、全体的に配列相

向性はあまり高いものではないと思われた。
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第4章イトマキヒトデ幽門盲のうホスホリバーゼA
2
のcDNA

クローニング

第1項目的

前章において、イトマキヒトデPIAのアミノ酸配列を自動エドマン法で解析した。そ

れにより 137残基の配列をほぼ決定することができたが、なお、重複断片が得られないた

めに一部の箇所の配列が不明であった。そこで、本章では、 cDNAクローニングと塩基配

列分析法によって全配列を解明するとともに、組換えDNA技術を用いたイトマキヒトデ

PLへの大量生産や機能的改変および構造一機能相関の解析を目的として、本PIAのcDNA

クローニングを行った印。

第2項材料および方法

1. 方法

イトマキヒトデ幽門盲のうPIAのcDNAクローニングの概略はFほ.29に示す52)。

1.1 ベクターDNAおよび、宿主大腸菌

(1) ベクターDNA

クローニングを行うためのベクターDNAとしては、 pBluescriptn KS( +) 
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extraction of recombinant plasmid 

Recombinant pBluescript 11 KS( +) 

DNA seQuencing 

Nucleotide seQuence 

Fig. 29. OutJine of cDNA cloning of the starfish PLA1 
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(Stratagene)を使用した。 pBluescriptII KS( +)は2，961bpから成るプラスミドベクタ

ーであり、アンピシリン耐性遺伝子および8ーガラクトシダーゼのN末端部位をコード

し、その内部に21個の制限酵素部位から成るマルチ・クローニング部位を持つ遺伝子を

有している (Fig.30)。そのためリプレッサー遺伝子lac]Qおよび3ーガラクトシダーゼ

のC末端をコードしている遺伝子(JacZL1M15)を持つ宿主菌を使用すると、 IPTGfこよ

りs-ガラクトシダーゼの両末端部位が発現誘導される。

(2) 宿主大腸菌

クローニング用の宿主大腸菌としては、 XL1-Blue(Stratagene)を使用した。この菌

株は、 reo.位、印dAl、gyrA96、thi、hsdRl久 supE44、reL旬、 lac/F'[proAB、lac

Y、JacZL1M15:Tnl0(tet)]の遺伝子型を持ち、さらにプラスミドF'を含んでいて、この

上にテトラサイクリン耐性遺伝子を持っている。また、 lac]Qを持つのでIPTGによる s-

ガラクトシダーゼの発現コントロールが可能である。さらに、JacZL1M15を持つので、

前述したようにX-ga1の存在下で組換え体と非組換え体の識別が可能である。

(3) 大腸菌のコンビテント化

宿主大腸菌のコンビテント化はCaClz法により行った。すなわち、大腸菌XL1-Blueを

画線培養した後、シングルコロニーを釣菌して3rruのLB培地に植菌し、 37'cで一夜振と

う培養した。この培養液を同組成の新しいLB培地に対して1/10容量加えて、 37'cで3時

間振とう培養した。培養液はマイクロチューブに分注した後、 4，000Xrpmで3分間遠心

分離した。得られた沈澱はCPG溶液に懸濁した後、氷中で30分間静置した。次いで、こ

の懸濁液を4，000Xrpmで3分間遠心分離した後、沈澱を0.4rruのCPG溶液に穏やかに懸

濁し、これをコンビテントセルとした。
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Fig.3O. Circle map ofpBluescript s KS(+) DNA. 
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1.2 アガロースゲル電気泳動

(1) 50XTAE緩衝液の調製

トリス (242g)、酢酸ナトリウム (57.1ml)、および¥EDTA.2ナトリウム (39.4

g) を蒸留水に溶解し、酢酸でpH7.8に調整し、 1000mlにメスアップした後、オートク

レーブ処理し、調製した。

(2) 1.5 %アガロースゲルの調製

電気泳動用高融点タイプのアガロース(フナコシ)0.75 g、50XTAE緩衝液1ml、お

よび蒸留水48.5mlを混合し、加熱して完全に溶解した。次いで、この溶液をゲルホルダ

ー (5.5X 6.0 cm)に流し込み、ゲル化させた。

(3) 泳動用緩衝液の調製

泳動用緩衝液は50XTAE緩衝液20ml、ヱチジウムブロマイド溶液50μl、および蒸留

水1000mlを混合し、調製した。

(4) アガロースゲル電気泳動

電気泳動は、ミューピッド型の電気泳動装置(コスモバイオ)により行った。核酸試料

溶液は1/10容量の色素マーカー液 (40mMトリスー酢酸緩衝液 (pH7.8)、1mM

EDTA、40%グリセロール、 0.1%ブロモフェノールブルー、および0.1%キシレンシア

ノール)を加えて混合した後、アガロースゲルの試料溝に注入し、 50Vの定電圧で泳動

を行った。泳動終了後、紫外線(波長312nm)照射により核酸のバンドを検出し、ポラ

ロイド667フィルムを用いて撮影した。
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(5) 核酸の分子量および濃度の測定

核酸の分子量は、アガロースゲル電気泳動における移動度から算出した。なお、分子量

マーカーとしてλHindill消化物またはHi-LoDNAマーカー(アベテック)を用いた。

アガロースゲル上の核酸の濃度は、そのバンドの濃さを既知の濃度のDNAバンドの濃さ

と比較することにより見積もった。

(6) アガロースゲルからの核酸の回収

アガロースゲルからの核酸の回収は、 SUPREC™-01 を用いて行った。

1.3 全RNAの調製

全RNAは、 ChomiczYI1skiand Sacchi却の方法に従い調製した。

すなわち、生きたイトマキヒトデから幽門盲のうを切り出し、約10倍量のグアニジン

チオシアン酸溶液を加えて、ホモジナイズした。ホモジネートに同量のフェノールークロ

ロホルムーイソアミルアルコール溶液を加え、 12，000Xrpmで10分間遠心分離した。この

上層に1/10量の3M酢酸ナトリウム緩衝液を加え、さらに2倍量の冷水飽和フェノール溶

液を加えて撹枠した。次いで、この溶液に約1/2量のクロロホルムーイソアミルアルコー

ル溶液を加えて撹梓し、氷中で15分間静置した後、 12，000Xrpmで10分間、遠心分離を

行った。得られた上層に冷100%エタノールを加えて、 12，000Xrpmで10分間遠心分離

を行った。得られた沈澱は少量のDEPC処理水に溶解し、同様にエタノール沈澱を行っ

た。沈澱した全RNAは70%エタノールで洗浄した後、真空下で乾燥させた。

1.4 核酸の精製

核酸溶液に混在するタンパク質の除去は、フェノールークロロホルム処理の後、常法に

従って酢酸ナトリウム存在下でエタノールを加えて核酸を沈澱として回収した。沈澱は
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70%エタノールで洗浄した後、真空乾燥した。

1.5 塩基配列の分析

DNAの塩基配列は、ジデオキシチェーンターミネーション法により解析した。すなわ

ち、 ABIPRISM™ Dye Primer Cycle Sequencing Ready Reactionキット (Perkin

Ehner-ABI)またはABIPRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 

キット (PerkinEhner-ABI)を使用して反応を行った。反応は、 96"cで30秒間、 50"c 

で15秒間、 60"cで4分間をlサイクルとして、合計25サイクル行った。生成したDNAは

エタノール沈澱により集めた後、 50mMEDTAーホルムアミド (1:5，v /v)に溶解し、

DNAシークエンサー (PerkinEhner-ABI)により塩基配列を分析した。

第3項結果

1. イトマキヒトデPLA
2
のcDNAクローニング

1.1 mR1可Aの調製

イトマキヒトデ幽門盲のうから第4章第2項の方法で調製した全RNAは、同容量

(w/v)のτE溶液と終濃度0.1%SDS を加えて溶解した。次いでこの溶液をOligotex™

dT30 (スーパー:TaKaRa)によるアフィニティークロマトグラフィーに供し、mRNA

を精製した。得られたmRNAは、あらかじめ3M酢酸ナトリウム緩衝液を入れたマイクロ

チューブに移し、エタノール沈澱させた。
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1.2 イトマキヒトデPIAをコー iとするcDNAの合成

(1) 第一鎖cDNAの合成

第一鎖cDNAの合成は、 cDNA合成システムプラスキット(Amersham)を用いて行っ

た。すなわち、mRNAを10μlのDEPC処理水に溶解し、 12，000Xrpmで3分間遠心分離

した。mRNAに相補的な第一鎖cDNAを合成するため、AM.V逆転写酵素XL(40 U、

TaKaRa)を使用して、4O"Cで1時間インキュベートした後、氷冷により反応を停止し

た。

(2) PCRによるcDNAの増幅

cDNAの合成および、増幅は、イトマキヒトデPLへのN末端およびC末端のアミノ酸配列

をもとに作製したプライマー (Fig.31)を用いてPCR法により行った。すなわち、フォ

ワードプライマF1および~2はイトマキヒトデPLへのN末端l番目から6番目のアミノ酸配

列をもとに作製した。このとき、イトマキヒトデPIAを成熟酵素として大腸菌により発

現することを目的とし、 5'末端に翻訳開始コドン rATGJを付加した。フォワードプライ

マF3および~4は比較的縮重の少ないN末端7番目から 13番目のアミノ酸配列をもとに作製

した。一方、リパースプライマーR1および~はイトマキヒトデPLへのC末端132番目か

ら 137番目のアミノ酸配列をもとに作製し、 R3および~4は比較的縮重の少ないC末端125

番目から130番目および105番目から112番目のアミノ酸配列をもとに作製した。これら

のプライマーを使用してPCR反応を行った。反応終了後、反応液の一部をアガロースゲル

電気泳動に供した。その結果をFほ.32に示すが、 F1-R1、F1-R2、 F2-RLF2-R2、 F3-

R1、F3-R2、 F4-R1およびF4-R2のプライマーの組合わせにおいて約400bp付近に

cDNAの増幅が確認された。増幅されたcDNAはフェノールークロロホルム処理および、エ

タノール沈澱を行い、精製した。得られたcDNAはT4DNAポリメラーゼ (4U、

TaKaRa)を用いて末端の平滑化を行った。そのcDNAはフェノールークロロホルム処理
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Fl: 5・申ATG喧 TCT(仁AG)-GTT(CAG)ーTAT(C)-CAA(G)ーTTT(C)由 GG-3・

F2: 5'-ATG-AGT(C)-GTT(CAG)ーTAT(C)-CAA(G)ーπT(C)-GG-3・

F3: 5'田 AAA(G)-TTT(C)-Aπ(CA)四 TCT(CAG)ーTGT(C)-TAT(C)-GG-3・

F4: 5・由AAA(G)ーTTT(C)-A'π(CA)ーTGT(CAG)ーTGT(C)-TAT(C)-GG-3・

Rl: 5'-AA(G)C-AT(仁AG)G喧 AA(G)T-CT(C)T-TA(G)T-CA(G)T-A-3・

R2: 5'明 AA(G)C-AA(G)C-TA(G)丁目仁T(C)T-TA(G)T-CA(G)T-A-3'

R3: 5・-T-CA(G)T岨 AT(CAG)G-CT(C)T-GA(G)T-TA(G)T田 A由 3・

R4: 5'-CG(T)A(G)-CAT(C)-TCA(G)-CAC-ATT(C)-TC-3・

F抱.31. OIigono偽 otideprimers used for the amplifi伺 tionofDNAs by PCR. 
The primers were designed based on the amino acid sequence of the starfish 
PlAz protein. Fl-4， forw訂dprimers synthesized based on N-terminal 
amino acid sequence of the starfish PLAz protein; Rl-4， reverse primers 
synthesized based on C-terminal amino acid sequence of the starfish PLAz 
protein. 
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9.4 kbp四一

6.7 kbp国-
4.4 kbp・-圃

2.3 kbp_陶剛

2.0 kbp・-

0.56 kbp回一

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

Fig. 32. Agarose gel electrophoresis of PC喪 produc紙
PCR products were amplified with various sets of mixed 
oligonucleotide prirners (Fig. 31). 

Lane 1，臨arker(λ Hind III digests); Lane 2， F1-R1; Lane 3， F1-
R2; Lane 4， F1-R3; Lane 5， FI-R4; Lane 6， F2-Rl; Lane 7， F2-R2; 
Lane 8， F2-R3; Lane 9， F2-R4; Lane 10， F3-R1; Lane 11， F3-R2; 
Lane 12， F3-R3; Lane 13， F3-R4; Lane 14， F4-R1; Lane 15， F4-R2; 
Lane 16， F4-R3; Lane 17， F4-R4. 
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とエタノール沈澱により精製した。次いで、 cDNAの5'末端をT4キナーゼ (3U、

TaKaRa)を用いて37'cで20分間リン酸化させた後、生成物はアガロースゲル電気泳動

に供した(F:迫.33)。泳動後のゲルから目的のcDNAを切り取ってゲル断片から回収

し、エタノール沈澱を行なった (Fig.34)。

1.3 ベクターDNAへの目的cDNAのライゲーション

ベクターDNAとして用いるpBluescriptn KS( +)を制限酵素Sma1で消化した後、

その5'末端をアルカリホスファターゼ (20U/molベクターDNA、TaKaRa)で脱リン酸

化した。脱リン酸化pBluescriptII KS( +)は、フェノールークロロホルム処理およびエタ

ノール沈澱により精製した後、 5'末端リン酸イじcDNAとライゲーション反応を行った。

1.4 大腸菌の形質転換およびベクターDNAの回収

このライゲーション反応液をコンビテントセル100μlに加えて形質転換した後、これ

をアンピシリンを含むL-agar培地にスプレッダーで塗布した。 37'cで一夜培養した結

果、約50コロニーが認められ、それらのうち約8割が白色であった。次いで、組換えプラ

スミドDNAはアルカリ法により大腸菌から回収した。すなわち、白色のコロニー13個を

釣菌してアンピシリンを含む3mlのLB培地に植菌し、 37'cで一夜振とう培養した。培養

液を遠心分離して、得られた菌体をτE緩衝液に懸濁した。懸濁液に1% SDS-0.2 N 

NaOH溶液を加えて溶菌し、 3M酢酸-20%フェノール溶液を加えて撹持した後、遠心分

離した。得られた上澄みにイソプロパノールを加え、生じたDNAの沈澱をの1芭緩衝液に

溶解し、 RNaseA処理を行った。次いで、フェノールークロロホルム処理およびエタノー

ル沈澱を行い、痕跡程度の組換えDNAを得たので、 τ芭緩衝液に溶解した。このプラスミ

ドDNAのサイズを助mHI制限消化とアガロースゲル電気泳動により分析した。その結

果、 Fig.35に示すように2つのcDNAを除き、プラスミドとcDNA塩基長の和であ
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1 2 3 

PCR product amplified a set of primers (FトRl)was 
usi碍 T4-DNApolymerase and phospholylated at the 5にen品
むsingT牛polynucleotide孟inase.Lane 1， blunted 

phospholylated PCR product; Lane 2， pBluescript n: KS (+); 
L鎚le3ラ mar孟erρMarker).
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1 2 

O.Okb 

4.0kb 
3.Okb 

2.Okb 
1.5kb 

l.Okb 

O.5kb 
O.2kb 
O.lkb 

喜偲骨骨髄'resis I陣営鴎 I平電炉械翻意@

Blunted and phospho1ilated PCIミproductwas purified by dessecting 
and extracting from the agarose gel (Fig. 33). 1， purified PC良
pro尋問主;Lane 2， marker (Hi-Lo DNA 認の.
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る約3，400bp付近に濃いバンドが検出された。

1.5 組換えベクターDNAの塩基配列分析

上述のクローンのcDNAの塩基配列をDNAシークエンサーにより分析した。その結

果、 Fig.36に示すように9つのcDNAクローン(これらDNAをcDNAクローン1-9とす

る)について塩基配列が得られた。 cDNAクローン1-9はいずれも415bpから構成されて

おり、 1-414番目の塩基配列部分が翻訳領域であった。翻訳領域からは、プライマーによ

り付加された翻訳開始コドン fATGJに由来するN末端のMetを含めて、 138アミノ酸残

基が演縛された。演縛されたアミノ酸配列をFig.37に示すが、 cDNAクローン1から演鐸

されたアミノ酸配列は、イトマキヒトデPLへのタンパク質から決定したアミノ酸配列と

完全に一致し、先の未決定部分が明確になった。しかし、 cDNAクローン2-4および

cDNAクローン5から演縛されたアミノ酸配列は、 PLA
2
タンパク質のアミノ酸配列と比較

して、それぞれ1残基 (N末端から35番目)および2残基 (N末端から35番目および43番

目)の置換が認められた。そこで、タンパク質で明らかにされた配列を持つクローンを

PLA2 アイソフォームl、 1残基置換されたクローンをP~ アイソフォーム2、 2残基置換

されたクローンをP~ アイソフォーム3とした。また、 cDNAクローン6-9から演縛され

たアミノ酸配列(それぞれ、 P~ アイソフォーム4とする)は、 P~lのアミノ酸配列

と比較して12残基 (N末端から32、35、55、57、65、71、80、81、87、113、116およ

び120番目)の置換が認められた。

以上のように、本章においてイトマキヒトデPLA
2
のcDNAクローニングを試みた結

果、 9つのクローンを得ることができ、それらから4種類のアミノ酸配列が演縛された。

そのうちcDNAクローン1から演縛されたアミノ酸配列は、タンパク質の分析から検討し

たアミノ酸配列と一致した。
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

-四10.0kb

一司 4.0kb

帽開- 3.0kb 

相回目 2.0kb 

一一1.5kb

一一1.0kb
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幽ー-O.2kb 
- O.lkb 

Fig.35. A翠お間segel elec甘ophoresisof recombina阻まvectorplasmids. 
Lane 1-13， recombinant vector plas盟 ids;Lane 14， marker (日トLo
DNA Marker). 
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∞ co 

cDNA clone 1 

cDNA clone 2 

cDNA clone 3 

cDNA clone 4 

cDNA clone 5 

cDNA clone 6 

cDNA clone 7 

cDNA clone 8 

cDNA clone 9 

10 20 30 40 50 60 70 
ATGT仁AGTTTA仁仁AGTT仁GG仁AAGTTCATTTCGTGCTATGGTGGTGCTGGGTTTTTCGATGGGTTGGA仁TACAACGGC

A.TGTcffiGTTTA仁仁AGTT仁GGCAAGTTCATTTCGTG仁TATGGGGGTG回出円相TTCGATGGGTTGGACTACAACGGC

A.TGTdTlG樹TA同仁AGTTCGGCAAGTTCATTTCGTGCTATGG協GTG・IGGfitr樹TTCGATGGGTTGGACTACAACGGC

A.TGTOOG樹T地K:AG行仁GGCAAGπ仁ATπ仁GTGCTATG樹GGTG¥G出T樹TTCGATGGGπGGA仁TACAACGG仁

A.TGTOOGT耐TA崩仁AGTTCGGCAAGTT仁ATTT仁GTG仁TATG同 GTGOOGGmr柑TTCGATGGGTTGGACTACAACGGC

ATGTdGGTTTAmtAGTTCGGCAAGTTCATTTCGTGCTATGGTGGTGCTGGGTTTTTCGATGGGTTGGACTACAACGGC 
ATGTdilGTTTA崩仁AGTTCGGCAAGTTCATTT仁GTG仁TATGGTGGTGCTGGGTTTTTCGATGGGTTGGACTACAACGG仁

ATGT樹GT崩TAmtAGTTCGG仁AAGTTCATTTCGTGCTATGGTGGTGCTGGGTT歯TTCGATGGGTTGGACTACAACGGC

A.TGTrn1<iT嗣TA崩仁AGTTCGG仁AAGTTCATTTCGTGCTATGGTGGTGCTGGGTTTTTCGATGGGTTGGA仁TACAA仁GG仁

80 90 100 110 120 130 140 150 160 
TATGGGTGTTA仁TG仁GGCTACGGAGGCAAAGGAACACCGTTGGATGA仁A仁CGACAGATGCTGT仁TAGTG仁ACGATAACTGTTA仁

TATGGTlTGTTA仁TGCGGCTA仁GGAGG伺 AAGGAA仁AC仁GTTGGATGACACCGACAGATG仁TGTCTAGThtA仁GATAA仁TGTTAC

TATGGTlTGTTA仁TG仁GG仁TACGGAGG仁阻AAGGAACAC仁GTTGGATGACA仁CGACAGATGCTGT仁TAGT1AtA仁GATAACTGTTAC
TATGGTlTGTTACTGCGGCTA仁GGAGGα弧AGGAACACCGTTGGATGA仁A仁仁GA仁AGATGCTGTCTAG]AtACGATAACTGTTAC

TATG幅TGTTACTGCGGCTACGGAGGdaAAGGAACACCGTTGGATGACAC~CAGATGCTGTCTAG 量CACGATAACTGTTAC
TATGGGTGTTACTGCGGCTtf:焔GAGG∞AAGGAACA仁仁GTTGGATGACA仁CGACAGATGCTGTCTAG~CA仁GATAA仁TGTTAC
TATGGGTGTTACTG仁GGCTtf:AlGGAGG・AGGAACACCGTTGGATGACACCGACAGATGCTGTCTAGT1AtACGATAA仁TGTTAC
TATGGGTGTTACTGCGG仁Tt凶GGAGG∞AAGGAACACCGTTGGATGA仁A仁仁GA仁AGATG仁TGTCTAGT国CACGATAACTGTTA仁

TATGGGTGTTACTGCGGCTtf:泌GAGG∞AAGGAACAαGTTGGATGACACCGACAGATGCTGT仁川G~CACGATAA仁TGTTAC

170 180 190 200 210 220 230 240 
GG仁AAAG仁TACCGCGGAGGCCGA仁TG仁GGTT仁TTGGGACCCCTA仁AT仁ATAGTTTACGACTATGAACAAA仁CACTGATG仁GT仁T

GGCAAAGCTACCG仁GGAGG仁CGACTGCGGTTCTTGGGA仁仁仁CTA仁ATCATAGTTTACGA仁TATGAACAAA倒 ACTGATGCGTCT

GGCAAAG仁TACCGCGGAGG仁CGACTG仁GGTT仁TTGGGACCCCTA仁ATCATAGTTTA仁GACTATGAACAAA倒 ACTGATG仁GT仁T

GGCAAAGCTACCGCGGAGG仁仁GA仁TGζGGTTCTTGGGAC仁仁仁TA仁ATCATAGTTTA仁GACTATGAA仁AAA倒ACTGATGCGTCT

GGCAAAGCTA仁CGCGGAGGCCGAζTGCGGTT仁TTGGGAC仁仁仁TACAT仁ATAGTTTA仁GA仁TATGAACAAA仁仁A仁TGATGCGT仁T

GG仁必AG仁mCCG仁GGAGGC仁GACTGCGGTT偏lGGACCdGrACATCATff耐πACGACTATGAACAAAC仁ACTGAlfÄlG~CT
GGCA回G仁T昭仁仁GCGGAGGC仁GACTG仁GGTTOC回GGACCα;TACATCAT[A~TTACGACTATGAA仁AAA仁CA仁TGAT(~ 仁T

GGCA姐AGC1祖CCGCGGAGGC仁GA仁TGCGGTT仁TC:]GGACCC姐TACAT仁ATTf‘NfTTACGA仁TATGAA仁AAA仁CA仁TGAT(.剤師 CT 

GG仁柑AGCrsCCGCGGAGGCCGACTGCGGTT径回GGAC仁明TACATCA'凶TTTACGA仁TATGAACAAA仁仁ACTGAT~南区T



CD 
Cコ

250 260 270 280 290 300 310 320 330 
GGMA仁TGTGT仁AT仁MATGCAAGMAGCGGC仁GACTATTCTTGGTATTCTACCAATCCCGAATGCAGAGAGTTCATGTGCGAA

GGAAACTGTGTCATCMATGCAAGMAG仁GG仁仁GACTATTCTTGGTATTCTA仁CAAT仁仁仁GAATG仁AGAGAGTTCATGTGCGAA

GGMA仁TGTGT仁AT仁AAATG仁AAGMAG仁GGC仁GACTATTCTTGGTATTCTA仁仁AATCC仁GAATGCAGAGAGTT仁ATGTGCGAA

GGAAACTGTGTCATCMATGCAAGMAGCGGC仁GACTATTCTTGGTATTCTACCAATCCCGAATGCAGAGAGTTCATGTG仁GAA

GGAAACTGTGTCAT仁~ATGCAAgMAGCGG~GACTATTCTTGGTATTCTAαAAT仁仁仁GAATGCAGAGAGTTCATGTG仁GAA
GGMA仁TGTGT仁AT((lAATGCAA出AAAGCGGCCGACTATT仁TTGGTATTCTAC仁AAT仁CCGAATGCAGAGAGTT仁ATGTG仁GAA

GGAAACTGTGTCAT∞AATGCAsJ.似AAGCGGC仁GA仁TATTCTTGGTATT仁TA仁仁AATCC仁GAATGCAGAGAGTTCATGTG仁GAA

GGMACTGTGT仁AT∞AATGCAA凶MAGCGGCCGA仁TATTCTTGGTATT仁TA仁仁AATC仁仁GAATGCAGAGAGTTCATGTG仁GAA

GGAAA仁TGTGT仁AT∞AATGCAA胤AAAG仁GGC仁GA仁TATTCTTGGTATT仁TA仁仁AAT仁仁CGAATG仁AGAGAGTT仁ATGTG仁GAA

Fig. 36. Nucleotide sequences of the star6sh PLAzs (cDNA clone 1・9).
Annealing sites of PCR・.rimersare underlined. Nuc1eotides different from 
those of the cDNA c10ne 1 are shaded. 
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Fig. 37. Deduced amino acid sequenc闘 ofthestarfish PLAz cDNAs (cDNAl-9). 
The single-Ietter amino acid code is used. Amino acid residues different from those of the 
starfish PLAz protein (APLAz) are shaded. 



2. イトマキヒトデPLA
2
と他生物由来PLA

2
のアミノ酸配列の比較

イトマキヒトデPLへのアミノ酸配列を、すでに配列が明らかにされているブタ勝臓由

来PIA(グループ 1B)吹コブラ科ヘビ(均ianaja atra)毒由来PIA(グループI

A) 55)、マムシ科ヘビ (Crota1usatrox)毒由来PIA(グループIIA)58)、クサリヘピ科

ヘビ (Bitisgabonica)毒由来PLヘ(グループIIB)悶およびラット脳由来PIA(グルー

プIIC)闘と同一アミノ酸残基の位置が最も良く合うように配列した (Fig.38)。ブ夕、

コブラ、マムシ、クサリヘビおよびラットPIA
2
はそれぞ、れ124、120、122、118および

130アミノ酸残基から構成されている。一方、イトマキヒトデPLへは137アミノ酸残基か

ら成り、その分子量(15，300)は他5種のPLへのそれら (13，000-14，500)と比べてわず

かに大きかった。また、イトマキヒトデと他種のPIA
2
問で重複する部分について同一ア

ミノ酸残基の数から配列相向性を算出した。その結果、イトマキヒトデPLへとブ夕、コ

ブラ、マムシ、クサリヘビおよびラットのPIAとの配列相同性は、それぞれ47%、48

%、 47%、47%および36%であった。

Fig.38に示したように、イトマキヒトデPIAはCys11およびpancreaticループ様配列

を有することからグループ IPIA~こ分類され、また、 Ca2+結合および触媒作用に関与す

るアミノ酸残基を完全に保存していた。しかしながら、イトマキヒトデPIAは

pancreaticループに相当する部位に2残基のアミノ酸の欠損とs-ウィングに相当する部

位に16残基の挿入および3残基の欠損を有しており、晴乳動物勝臓およびヘピ毒PLへとは

明らかに異なる特異な配列を有することが明らかになった。

また、イトマキヒトデPLへのアミノ酸組成から算出された等電点は4.25であった。こ

の値は同様に算出した晴乳動物勝臓由来PIA
2
の等電点(ブタ :pI=5.84、ウシ:

pI=4.91、イヌ:pI=6.80、ラット:pI=6.80、ヒト:pI=7.25)と比較して低かった (F泡.

39)。
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Starfish 

Snake( I A) 
Porcine( I B) 
Snake( 11 A) 
Snake( 11 B) 
Rαt( 11 C) 

Starfish 
Snake( I A) 
Porcine( I B) 
Snake( 11 A) 
Snake( 11 B) 
Rat( 11 C) 

Stαrfish 
Snake( I A) 
Porcine( I B) 
Snake( 11 A) 
Snake( 11 B) 
Rat( 11 C) 

1 

Ca"-binding loop active site 

回:~ ~ 70 80 ::::::却 1伺

GKATAEADじGSWD-PYII~DYEQTTDASGNC- 園田VII~qくKAADYSW-YSTN

NEAEIくISGC---W--PYFKTMSYE--------CSQGTL仁一一一一-KGGN
RDAKNLDSCIくFLVDNPYTESrY1SYS-ーーー圃ー四四仁SNTEI羽仁|ーー園田国司ーー-NSIくN
GKAT圃園田DC園田ーー-NPKTVSrY1TYSE四ーーーーーーーENGEI]C園田ーーーーーー-GGDD
GKMG丁目ー田ー四ーーYD-TKWTSit1NYEIー園田園田ーー-QNGGI町四圏直園田園田ー四ーDED

HKLIくEYG-C-ーーー-QPILN刷YOFAI--田園圃司自ーVNGTVlトー園田園ー四GCTMGG

elapid and pancreatic 1∞p β-wing 

QAYESYDー田KD

NNNYNIDL-KA 
KEHKNLDT回!くKY1CI
NKYWLFPP四 KD-(REEPEPC

SNYFGHSSSIくーにrrGTEQ-C
KTFKQLFPTRPQ仁陥RDKLHC

Fig. 38. Comparison of amino acid sequences of PLA1s. 
Residues identical in all the PLA2s are boxed. The single-letter amino acid 
code is used. Dashes担dicatedeletions introduced for maxImIzing the 
sequence similarity. The location of the active site， Ca2+-binding loop， 
elapid and pancreatic loop， and s -wing region are shown with solid bars 
based on the crystallographic studies of bovine pancreatic and Crotalus 
αtI・'OXvenom PLA2S

1
6，54). The positions of deleted amino acids in pancreatic 

loop and s -wing regions of也estarfish PLA
2
s町'erepresented as 62(+ 1)， “(+1)，84(+1)，84(+2)，組d84(+3). S阻rfish，A. pectinifera PLA2 (present 

paper); Snake ( 1 A)， Naja naja atra venom PLAア;Porcine ( 1 B)， porcine 
p組 creaticPLA

2
阜の;Snake ( 11 A)， C.ωTOX venom PLA

2

S6
); Snake (11 B)， 

Bitis gabonica venom PLA
2
S7); Rat (11 C)， Rat brain PLAzS8). 
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第4項小括

1. イトマキヒトデPLA
2
のcDNAクローニング

本章においてイトマキヒトデPLAのcDNAクローニングを行った。その結果、 9つのク

ローン、すなわちcDNAクローン1-9を得ることができた。それらのうちのcDNAクロー

ン1の演緯配列から第3章においてタンパク質から分析したアミノ酸配列の不明部分が明

らかになるとともに、その全配列がcDNAクローン1と向ーの配列であることが分かつ

た。 PIAをコードしているcDNAとして、 cDNAクローン1の配列から1.-.....，数塩基置換さ

れたクローン (cDNAクローン2-9)も検出されたが、それらから演縛されるアミノ酸配

列は3種であった。このことは本PLA
2
にアイソザイムが存在することを強く示唆するもの

である。晴乳動物勝臓PIAは勝臓の腺房細胞で前駆体として生合成され、勝液中に分泌

された後、 トリプシンなどのプロテアーゼによってN末端7残基のペプチド断片が分解除

去されることにより活性型となる13-1へまた、日甫乳動物のグループ IPIAは前駆体のN末

端に分泌タンパク質に特有のシグナル配列を有するが、グループIIPIAはシグナル配列

の直後に成熟タンパク質が位置しており、現在のところ、その活性制御の機構は不明であ

る190 なお、本研究においては、イトマキヒトデPLへの成熟酵素を大腸菌により発現する

ことを目的としているため、クローニングの際にイトマキヒトデPIAをコードする

cDNAの5'末端に翻訳開始コドンである iATGJを付加した。そのため、このPIAをコー

ドする遺伝子がプレ・プロ配列を有するかどうかは明らかでない。

以上のように、本章においてイトマキヒトデPIAタンパク質から決定したアミノ酸配

列と同ーのアミノ酸配列をコードするcDNAクローン1が得られた。この成果により、組

換えDNA技術を用いたイトマキヒトテ1JLへの大量生産や機能的により優れた変異体の作

製および、本P~の構造一機能解析が可能となった。
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2. イトマキヒトデPLA
2
の構造上の特徴

晴乳動物勝臓およぴヘビ毒由来PLA

る紅1沼降山3-寸16)へ。 これらPLAへzにおいてCa

素、負電荷を有するAsp49の側鎖そして2分子の水の酸素原子と配位すると考えられてい

る 16)。 Fほ.40にウシ勝臓由来P~の三次構造図を示すが、 Ca2+はほぼ直角に配置する2つ

の α一ヘリックス(ヘリックスBおよび~C) をつなぐループ部分に結合する。ループと2つ

のヘリックス間の立体配置はトロポニンやカルモデュリンなどのCa2
+結合タンパク質で知

られている構造モチーフすなわちEF-ハンド構造と類似の6配位八面体構造をとる (Fig.

41)。ループ内にはCysが2個あり、それぞれがs-s結合を形成しループの配向を安定化

している。 Ca2
+結合部位の近傍には触媒基である日s48がある。 Asp99のカルボキシル基

は、His48のN-3原子ともrr52および~73の水酸基と水素結合して活性中心水素結合網

を形成する。 P~の触媒機構については、結品解析および化学修飾の結果に基づいて、

セリンプロテーゼの触媒機構に似た電荷リレー系による機構が提案されている凶(Fig.

42)。この場合、活性Ser残基の役割を、 His48に結合した水分子が演じることになる。

触媒機構におけるCa2
+の役割は正確にはわかっていないが、基質リン酸基の酸素原子に結

合して酵素一基質複合体を安定化すると同時に、 sn-2位のカルボニル酸素と相互作用して

カルボニル基の分極を増大させて求核攻撃を受けやすくすると考えられている。本研究に

おいて、イトマキヒトデP~のN末端から26-53番目のアミノ酸残基は、他種P~の対

応する領域と高い配列相向性 (75%)を示した (Fig.38)。晴乳動物捧臓およびヘピ毒

P~ではこの領域にCa2+結合ループおよび触媒部位含んでいる削@。晴乳動物勝臓および

ヘビ毒P~のCa2+結合に関与するアミノ酸残基はイトマキヒトデP~において完全に保

存されており(1'yr29、Gly31、Gly33およびAsp50)、また、触媒作用に関与するアミ

ノ酸残基も完全に保存されていた(団s49、Tyr53、も庁72および:Aspll1) (Fig. 
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G32 

D49 

Fig.41. Ball and stick reprωentation of the calcium bind.ing 
loop from N. naja naja PLA2

1
6). 

The hepta coordinated ca1cium ion at the central position is 
presented as a larger sphere forming bonds with the carbonyl 
oxygen atoms of Asp-49， three backbone oxygen atoms and 
two solvent water molecules. 
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38)。これらのことから、イトマキヒトデPLへの触媒機構は、晴乳動物勝臓およびヘピ

毒PIAのそれらと同様であると考えられた。

晴乳動物勝臓・非勝臓組織およびヘビ毒由来の分泌型PIAは、 s-s結合の様式に基づき

グループ IおよびIIに分類されるIULグループ IPIAは、晴乳動物勝臓やコブラ科およ

びウミヘピ科ヘピ毒中に見い出されており、 Cys11を有する。一方、グループIIPIA

は、晴乳動物の非勝臓組織やマムシ科および、クサリヘビ科のヘビ毒由来で、グループ I

PIAと比較してC末端が数残基長く、 Cys11を持たない。また、グループIIPLへと比較

して、グループ IPIAではN末端から53-61番目の領域 (elapidJレープ)に2-3残基のア

ミノ酸が挿入されている。さらに、グループ 1BPIA (晴乳動物勝臓由来)ではこの

elapid ループが5残基延長されており、この延長部分は rpancreatic ループJと呼ばれて

いる。本研究のイトマキヒトデPLt¥は、 Cys11およびpancreaticループ様配列を有する

ことからグループ 1PlA
2
に属すると考えられた (Fほ.38)。しかしながら、その

pancreaticループ部位は2残基のアミノ酸が欠損していた。

晴乳動物の勝臓PlA
2
は、三次構造において約50%のα一ヘリックスと約10%のs-シー

ト構造を有し、 N末端の74から84番目に存在する短い逆並行のs-シートは一般にほー

ウィング」と呼ばれている瑚 (Fig.40)0 Fig. 38に示したように、イトマキヒトデPIA

は、ブタ勝臓PIAとのアミノ酸配列の比較において、。ーウィングに相当する部位に16残

基の挿入 (N末端から76-83番目および89-96番目)と3残基の欠損 (N末端から84

(+1) -84 (+3)番目)を有した。イトマキヒトデPIAのSーウィング部位におけるこ

のような特異な配列は、他のグループIおよび、EのPIAにおいても認められなかった。

そこで、 CLUSTALWプログラム闘を用いて、イトマキヒトデPLへとグループ Iおよび

IIPLへのアミノ酸配列より分子系統樹を作成した。 F泡.43に示すように、イトマキヒト

デPIAは、分子系統樹において他のグループ IおよびIIPLへとは別の独立した場所に位

置した。また、グループ IおよびIIPIAのN末端から約10残基のアミノ酸は、両親媒性
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Fig. 43. Radial rootless phylogenic仕eeofPLAzs. 

The phylogenetic tree was made using the programs of CLUSTAL W倒組dTreeView61
). 

The branch length represents the evolutionary distance between the proteins. PLAzs belonging to 

the same group are boxed: group 1 A (O.s.scu， 0.巧7Uranuss. scutellatus venom62
); L.sem， 

Laticaud匂sem抑sciaωvenomω);E.sch， Enhydrina schistosa venom64); Nふ scu，Notechis scutatus 

scutatus venom的;P.aus， Pseudechis australis venOnl“); B.mul， Bungarus multicinctus venOnl向;

N.n.atr， Naja naja atra venom均;N.mel， Naja melanoleuca venom68); N.m.mos， Naja mossanbica 

mossanbica venom内N.nig，Naja nigricollis venom70); H.hae， Hemachatus haemachaωs venom71
))， 

group 1 B (Por， porcine pancreas鈎;Bov， bovine panαeas均;Hor， horse pancreas '73); Hum， human 

pancreas74
); Dog， dog pancreas75); Rat， rat pancreas75); Red， red sea bream hepatopancreas 

(Accession No. AB∞9286 in DDB1))， group II A (C.ada， Crotalus a必manteusvenom7の;C.atr， 

Crotalus atrox venomSη; T.oki， Trimeresurus okinaven.山 venom均;T .f1a， Trimeresurus flavoviridis 

venom78); A.h.blo， Agkistrodon halys blomhoffii venom明;Hum.s， human synovial f1uid80
); Rat.p， rat 

platelet問)， group II B (B.gab， Bitis gabonica venomS8); B.cau， Bitおcaudalisvenom82
))， and group 

II C (Ratb， rat brain59
)). S阻rfish1-4， Starfish PLA

2 
Isoform 1-4 (present study). 
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のα-ヘリックス構造をとることが報告されている。しかしながら、 Fig.44に示すよう

に、イトマキヒトデPLへの二次構造をSOPMAプログラム闘によって解析したところ、そ

のN末端部位は3一構造と予測された。さらに、イトマキヒトデPLへのs-ウィング部位

は長いα一ヘリックス構造をとることが予測された。これらのことから、イトマキヒトデ

PLへは新たな型のグループ Iに属するPIAであると考えられた。他の水産動物では、マ

ダイ肝捧臓PIAのcDNAがクローニングされている (AccessionNo. AB009286 in 

DDBJ)。そのcDNAから演縛されたアミノ酸配列によると、マダイPlA
2
はシグナルおよ

びプロ配列を有し、またCysllおよびpancreaticループを有していることから、グループ

IBPIAに分類される。マダイPIAの一次構造は晴乳動物勝臓PLへと類似し、 F塩.43

の分子系統樹においても晴乳動物勝臓PIAと同じグループに属した。一方、 McIntoshet 

81.ωは海産の巻貝Conusma♂lSの毒からPIAを単離した。そのPLへは2本のポリペプチ

ド鎖から成り、他種PlA
2
との配列相向性が非常に低いことから、グループIX型に分類さ

れている。また、 Shiomiet 81.85
)はオニヒトデAほ nthasterplanciの毒から2種類のPLへ

を精製し、それらのN末端から62番固までのアミノ酸配列を決定した。オニヒトデPIA

はCysllおよび、elapidJレープを有し、かつ、 Cys51を欠くことから、グループ 1PLへと同

定された。しかしながら、 pancreaticループおよびβ-ウィング部位の配列は決定されて

いない。従って現在のところ、イトマキヒトデPIAは、ヒトデ類や他の海産無脊椎動物

の中で唯一の新たな型のグループ IPIAである。

ブタ勝臓PIAはPCとPEを同様に加水分解するが、イトマキヒトデPIAはPEよりもPC

を良く加水分解した。晴乳動物勝臓PIAの変異体を用いた研究砕制により、ブタ捧臓

PIAのArg53および工ys62とウシ勝臓PIAのLys53および工ys56が、おそらく両イオン

性リン脂質の陽イオン性極性基に対して電気的に反発することにより、 PIAの極性基特

異性に影響をおよぼすことが示唆されている。 Fig.38に示したように、本研究のイトマ

キヒトデPIAにおいては、これらの正に荷電したアミノ酸残基は中性の残基に置換また
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16
，S4). Starfish 1， predicted 

secondary structure of the starfish PLAz 1 (present paper); Porcine ( 1 B)， predicted secondary structure of 

porcine pancreatic PLAf;h，α-helix; e， extended strand; t， s -turn; c， random coil. 



は欠損していた (Gly54、官官57および、62(+1)番目の欠損)。それゆえ、 PEよりもPC

をよく加水分解するというイトマキヒトデPIAの極性基特異性は、本PLへのelapidおよ

びpancreaticループ領域におけるこのような配列特性に起因する可能性がある。

晴乳動物降臓およびヘピ毒PIAは単分子分散状基質に対しては低い活性しか示さない

が、ミセル状や脂質二重層状のような凝集した基質に対しては著しく高い活性を示

す則的。この現象は、 P~分子が基質一水の界面に吸着することにより活性化されるため

と考えられており、 PIA
2
分子が触媒反応を行う活性部位に加えて、水層と基質凝集体と

の界面を認識する部位(界面認識部位)を有することが推測されている (Fig.40)。同

じような現象はリバーゼでも認められており、脂質分解酵素に特有の現象と考えられてい

るヘ以前のウシ勝臓P~の結晶構造解析89)から、この界面認識部位はP~分子のN末端

およびC末端部分のアミノ酸残基と他の領域のいくつかのアミノ酸残基から成ることが予

測された。近年、晴乳動物勝臓PIAの変異体を用いた研究により、ブタ勝臓PLへの

Arg6、 Lysl0およびLysl16、ウシ勝臓P~のLysl0、 Lys56および、Lysl16およびヒト

勝臓P~のArg6、 Lys7、 Lysl0および~ysl16が、陰イオン性界面との静電的相互作用

に関与することが示唆された時開。本研究のイトマキヒトデPIA
2
では、これらの正に荷電

したアミノ酸残基のほとんどは中性または負に荷電した残基に置換していた (Gly6、

Serl0、官官57およびGlu130)。それゆえ、イトマキヒトデPLへの界面結合様式は晴乳

動物勝臓P~のものとは異なることが推測された。

以上のことから、第2章で明らかになったようなイトマキヒトデPLへの極性基特異性

は、本PIA
2
のpancreatic)レープ、 βーウィング、および界面認識部位における特異な構造

特性に起因することが強く示唆された。
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第5章 イトマキヒトデ・ホスホリバーゼA
2
の大腸菌による発

現

第1項目的

前章において、イトマキヒトデ幽門盲のうPI.Aのアミノ酸配列をコードするcDNA

(cDNAクローン1)を得ることができた。そこで本章では、このcDNAクロンーン1を用

いてイトマキヒトデPLへの大腸菌発現系の構築および、発現を目的とするとともに、発現

酵素の精製と性質の検討を行う。これに成功すれば、今後はイトマキヒトデPI.Aの大量

生産や機能的を改変した変異体の作製、 PI.Aの構造一機能相関などのタンパク質工学的研

究が可能となるω。

第2項材料および方法

1. 方法

イトマキヒトデPI.Aの大腸菌による発現の手順の概略はF泡.45に示す。

1.1 発現ベクターおよび宿主大腸菌

(1) 発現ベクター

発現を行うためのベクターDNAとしては、 pET-16b(Stratagene)を使用した。
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Recombinant pBluescript 11 KS( +) 

I PCR 

PCR products (cDNA) 

digest with Nco I and Bam H I 

ligation into pET -1 6b 

transformation of E. coli XL l-Blue 

Transformed XL l-Blue 

extraction of recombinant plasmid 

Recombinant pET -16b 

transformation of E. coli BL21 (DE3) 

Transformed BL21 (DE3) 

induction ofexpression 

Recombinant PLA
2 

Fig.45. ou雌neof bacterial e玄pressionof the starfish PLA2 
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pET-16bは5，711bpから成り、T7プロモーターとT7ターミネーターの聞に存在するNco

I部位をクローニング部位としている (F泡.46)。

(2) 宿主大腸菌

発現用の宿主大腸菌としては、 BL21(DE3) (Stratagene)を使用した。

1.2 大腸菌により発現した酵素の精製および、その性質の分析

大腸菌により発現した酵素の精製およびその性質の分析は、第2章と同様の方法で行っ

た。

第3項結果

1. イトマキヒトデPLA
2
の大腸菌による発現

1.1 発現系の構築

cDNAクローン1の5'末端に翻訳開始コドン"ATG"を含むNco1部位を、そして、 3'末

端に翻訳終止コドン寸GA"とBamHI部位を導入するため、 F泡.47に示すフォワードプ

ライマーおよびリパースプライマーを作製し、それらを用いてPCRを行った。なお、 Fig.

48に示すように、 cDNA1の5・末端を翻訳開始コドン rATGJを含むNco1部位とするた

め、 rATGJに続く rTJを rGJに置換した。それに伴い、発現されるPIA
2
のN末端ア

ミノ酸は、 SerからA1aに置換されると予測される。 PCR反応によるcDNAの増幅はアガロ

ースゲル電気泳動により確認した (Fig.49)後、増幅cDNAはフェノールークロロホルム

処理およびエタノール沈澱により回収した。増幅したcDNAの制限酵素消化はNco1 
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pET-16b 
(5，711 bp) 

Cloning / expression region 

pET -16b cloning / expression region 

T7oromoter 110..-

AGATCTCGATCCCGCGAAAl寸‘AATACGACTCACTATAGGGGAA1TGτち

l'acooerator ~ 

AGCGATAACA1TCCCCTCTAGAAATAATT了IちTITAACTTT‘AAGAAGGA

lVcoI 
GATATACCATGGGCCATATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGC 

BamHI 
GGCCATATCGAAGGTCGTCATATGCCGAGGATCCGGCTGCT‘AACAAAG 

CCCGAAAGGAAGCTGAG1TGGC1ロCTGCCACCGCGAGCAATAACTAGC

T7 terminator 
ATAACCCCTTGGGGCCTCT‘MACGGGTCTTGAGGGGI'fI'ITIち

Fig.46. Circle map ofpET-l6b DNA. 
ori， origin of plasmid replication; Amp， ampicillin resistance gene 
for antibiotic selection of bacteria; lac 1， gene for repressor protein of 
lac operon; rbs， ribosome binding site. 
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F: 5・四GCA-GCC-CAT-GGC-AGT-TTA-CCA-G-3'

R: 5'四 AGT-GGA-TCC-CTC-AGC-ATG-AAT-C-3・

Fig. 47. Oligonuclωtide primers used for the ampliti伺 tionof DNAs by 
PCR. 
F， forward primer synthesized based on 5'-ten凶nalsequence of cDNA 
c10ne 1; R， reverse primer synthesized based on 3'-termina1 sequence 
of cDNA c10ne 1. 
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recombinant cDNA for the starfish PLA
2 
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pET-16~ 
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Fig. 48. Structure of recombinant plasmid cons加 lctedfrom AcDNAl and pET-16b. 
Shaded region shows the cloning site of pEf -16b. The 5'-and 3'-tennini of AcDNA 1 are modified and the cDNA was ligated 
between the Nco 1 and Bam HI sites of pE下16bin frame. Transcriptional direction is indicated with a curved arrow. At the bottom 
of the figure， the nucleotide and deduced amino acid sequences at terminal portions of ORF are shown. Substituted amino acid at the 
N-tenninus of the starfish Pl.Az is boxed. 
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Fig.49. Agarose露eielec甘ophoresisof PCI主product.
PCR product was amplified with a set of primers indicated 

in Fig. 46. Lane 1， marker (λHind亜 digests);Lane 2， 
PCR product. 
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(Tal匂Ra)およびB81ηH1 (TaKaRa)を用いて行った。反応物はアガロースゲル電気

泳動に供した。泳動後のゲルから目的の制限酵素消化cDNA部分を切り取り、次いで、

cDNAをゲルから抽出し、エタノール沈澱を行った後、アガロースゲル電気泳動で分析

し、単一バンドを示すことを確認した (Fig.50)。あらかじめNco1とBamHIで消化

しておいたcDNAとpET-16bをDNAライゲーションキット Ver.2(TaJ匂Ra)を用いて

ライゲーションした。これを大腸菌XL1斗1-Blueのコンピテントセルに導入した後、

アンピシリンを含むL-agar培地に塗布した。 37'cで一夜培養した結果、 6つのコロニー

が認められた。それらのうち3つのコロニーを釣菌してアンピシリンを含むLB培地にそれ

ぞれ植菌し、培養後、遠心分離により集菌し、プラスミドDNAを抽出した。ベクター

DNAにcDNAクローン1が組み込まれていることの確認はNco1およびBamHIによる

消化とアガロースゲル電気泳動により行った。その結果、 F泡.51に示すように約5，700

bp付近にベクターDNA由来のバンドと約500bp付近にAcDNA1由来のバンドが検出さ

れ、このプラスミドがpET-16bとcDNAクローンlの組換え体であることが確認された。

1.2 酵素の発現

大腸菌BL21(DE3)のコンビテントセルに組換えプラスミドを導入した後、 LB培地で

培養した。これをアンピシリンを含むL-agar培地にスプレッダーで塗布した。 37'cで一

夜培養した結果、多くのコロニーが認められた。組換えpET-16bを導入したBL21

(DE3)のシングルコロニーを釣菌してアンピシリンを含むLB培地に植菌し、 37'cで4

時間振とう培養した。この培養液に終濃度1mMのIPTGを添加して、さらに培養した。

この間、 1時間ごとに培養液の一部を分取し、遠心分離しで集めた菌体ペレットをSDS-

PAGEの試料緩衝液で溶解した後、 SDS-PAGEに供した。その結果Fig.52に示すよう

に、-イトマキヒトデPIAと同じ移動度を有するタンパク質が発現されていた。その発現

量は、 IPTG誘導開始2時間後に最大となった (Fig.52)。次に、この発現タンパク質が
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1 2 

吾、i富.50. Agarose醤elelectrophoresis of pur誼iedPCI主producι
Digested PCR product purified by dessecting and extracting 
from the agarose gel (Fig. 49). Lane 1， purified PCR product; Lane 
2， pET-16b. 
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O.2kb 
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Fig. 51. Agarose gel electrophoresis of recombinant plasl鼠ids.

Lane 1， digests of recombinant pET-16b with Nco I and Bam H I ; 
Lane 2， marker (Hi-Lo DNA Marker). 
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Fig. 52. Overexpression of the s飽r鎧sh間関職.bmantPLA2 by IPτG-mduction. 
Expression of PLA2 in E. coli BL21 (DE3) containing recombinant pET -16b 

was induced by 1 mM  IPTG. Ali中lOtSof the cul臨時 (200μ1)were 
pipetted off at 1-4 h after induction and the protein composition was 
analyzed by SDS-PAGE. Native APLA2， the native starfish PLA2 prepared 
from the pyloric ceca of A. pectin砕ra(Mr 15，3∞). 
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cDNAクローン1から翻訳されたものであることを確認するために、 SDS-PAGEゲル上の

タンパク質をPVDF膜にプロッティングした後、プロテインシークヱンサーでN末端アミ

ノ酸配列を分析した。その結果、 N末端から20残基の配列、 AVYQFGKFISCYGGAGF

FDG、が決定され、 N末端がSerからAlaに置換されていること以外は、イトマキヒトデ

PIAのものと同一であることが分かつた。このことにより、 PIAが大腸菌により発現さ

れたことが確認された。

1.3 大腸菌によるPLA
2
の大量発現

そこで次に、 PLへを大量に発現させるために、組換えpET-16bを導入したBL21

(DE3)のシングルコロニーを釣菌して1，000mlの新しいLB培地(アンピシリン含有)

で一夜間振とう培養した後、終濃度1mMのIPTGを添加して発現誘導し、さらに2時間振

とう培養した。次いで、菌体ペレットを回収し、 -40'cで凍結・融解を繰り返して溶菌さ

せた後、インクルージョンボディーとして沈澱画分を得た(Fig.53)。そこで、得られ

た沈澱を終濃度8M、50mMおよび10mMの尿素、 トリス一塩酸緩衝液 (pH8.0)および

2ーメルカプトエタノールをそれぞれ添加し、室温で3時間静置してPIAを可溶化した。次

いで、 10，000Xgで10分間遠心分離した上澄みを6M、4M、2MおよびOMの尿素を含む

10mMトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)に願次3時間ずつ透析してPIAを再生した。これに

よりに1，000mlの大腸菌培養液からFig.54に示したようなPC分解活性を有する184mg

の粗発現PIAが得られた。

1.4 大腸菌により発現したPLへの分離・精製

粗発現PIAは10mMトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)に透析した後、先ずDEAE-セルロ

ースによる陰イオン交換クロマトグラフィーに供した。 F泡.55に示すように、カラム溶

出液をAI-A6の6画分に分画し、それぞれの画分を透析により脱塩した後、凍結乾燥によ
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Fig.53. SD品PAGEofthe star盟shrecombinant PLAz. 
The bacteria were lysed by repeating freeze and thaw in 40 of 
STET buffer containing 0.5立品1:PMSF， and the lysates were 

centrifuged at 10，000 >くgfor 5 min. Lane 1， whole culture; Lane 
2， supernatant; Lane 3， precipitates. 
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Fig. 54. Thin-Jayer chromatograms of breakdown produc臼 bythe
startish crude recombinant PLA2• 

Reaction mixture containing 30μ1 of the starfish crude recombinant 

PLAz' 1∞μg egg yolk PC， 2.7 mM sodium deoxycholate and 5 

mM CaC1
2 
in a total volume of 130μ1 was incubated at 30 "C for 

various times. PC， phosphatidylcholine; LPC， 
lysophosphatidylcholine. 
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Fig. 55. Purification of the startish recombinant PLAz by DEAE・cellulosecolomn 
chromatography. 

Crude enzyme fraction was applied to a column (21 Xφ 1.1 cm) ofDEAE-
cellulose equilibrated with 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.5)組 deluted with a 
linear gradient of 0-0.4 M NaCl followed by a stepwise increase to 0.5 M NaCL 
Tota1 volume of elution buffer wasヌ)0ml and flow rate was 40 mllh. Each 
fraction contained 3.0 ml. The solid line and dotted line in the lower panel 
indica旬 absorbance.at 280 nm組 dNaCl concentration， respectively. Thin-layer 
chromatograms in the upper panel show the breacdown products of egg yolk PC 
by A l-A6 fractions. PC， phosphatidylcholine; LPC， lysophosphatidylcholine. 
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り一定容量に濃縮した。 A1-A6画分中の活性を測定したところ、 A5画分に主要な活性が

認められた (F泡.55)0 DEAEーセルロースによる陰イオン交換クロマトグラフィーで酵

素は12倍に精製され、活性回収率は111%であった。次に、 A5画分をセファデックスG-

50のカラムに負荷し、カラム溶出液をB1-B5の5画分に分画した後、それぞれの画分中の

活性を測定した結果、B4画分に活性が認められた (Fig.56)。このB4画分は、 A5画分

に比べ精製度は7.9倍上昇し、活性回収率は104%であった。

以上の発現PIAの精製過程をTable13にまとめた。 1，000rnlの大腸菌培養液から調製

した184mgの粗発現PIAをもとに、 2段階のクロイマトグラフィーにより最終的に2.3

mgの精製発現PIAを得ることができた。得られたB4画分のタンパク質組成をSDS一

PAGEおよび:PAGEにより分析した結果、いずれの場合もほぼ単一の成分が検出された。

そこで、このB4画分を精製発現PLへとした。

2 大腸菌により発現したPLAzの酵素化学的性質

本研究ではイトマキヒトデPIAを成熟型酵素として発現するため、そのcDNAの翻訳

領域の5'一末端にNco1部位を導入した。その結果、発現したPLへのN末端は本来のSer

からAlaに置換された。そこで、精製発現PIAの基本的な性質が幽門盲のうから調製した

PlA
2 
(イトマキヒトデ天然PIA)のそれらと同様であるかどうかを比較検討した。

2.1 発現PLへの基質位置特異性

発現PIAの基質位置特異性を分析した。その結果、 Table14に示すように発現PLへは

イトマキヒトデ天然PIAおよびブタ捧臓PLへと同様に、 POPCから主にオレイン酸を遊

離した。このことから、発現PIAは天然のPLへと同様sn-2位の脂肪酸を特異的に切断す

ることが確認された。
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Fig. 56. Puri盟関説。nofthe s鞠r鐘shrecor殴binanまPLA2by gelぺl釘'ation・
A5 fraction， the major active fraction shown in Fig. 65， was concentrated by 
lyophilization and applied to a Sephadex G-50 column (64Xφ3.9c盟)e弓uilibrated
with 10由民在 Tris-HClbuffer (pH8.0) and eluted with the same buffer at a flow rate of 
25 ml/h. Each fraction contained 2.5盟1.Inset photos "a" and "b" indicate 
electrophoretic patterns of B4 fractIon on SDS-PAGE and native PAGE， respectively. 
Thin-Iayer chromatograms in the upper panel indicate breakdown products of egg 
yolk PC by BI-B5 fraction. PC， phosphatidylcholine; LPC， lysophosphatidylcholine. 
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Table 13. Purification of the starfish recombinant PLA2 

Purification step Protein 

(mg) 

Total 

activity 

(X lQ3 U)* 

Specific 

actlvity 

(X lQ3 U/mg) 

Purity Yield 

(fold) (%) 

H
N
ω
 

Crude enzyme 184 174 0.9 1 ω
 DEAE-cellulose 17 193 11 12 111 

Sephadex G-50 2.3 200 87 97 115 

* One unit of activity was defined as the amount of enzyme hydrolyzing one microgram of PC per 

lTIlnute. 
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Table 14. Composition of fatty acids released from 1・palmitoyl・2・oleoyl・sn-glycero-3・
phosphocholine by the starfish recombinant PLA2 

(%)*1 

Starfish Starfish Porcine 
recombinant natIve pancreatic 

Fattyacid PLA2 PLA2
勺 PLA

2
*3 

16:0 15.5 16.2 15.4 
18:1n-9 84.5 83.8 84.6 

* I Data are expressed部 areapercentage of total fatty acid. 
事2PLA2 from the pyloric ceca of the starfish A. pectinifera. 
本3PLA2 from po四 inepancreas (Amano Pharmaceutical Coふ



2.2 発現PIA
2
の比活性

Table 13に示したように、発現PIA
2
の比活性値は87，000U/mgであり、イトマキヒト

デ天然PLへの比活性値 (119，000U /mg)の73%であったが、市販のブタ勝臓PIA

(4，300 U/mg、S泡ma)の比活性値の20倍であり、比活性が著しく高いというイトマ

キヒトデ天然PLへの特徴を保持していた。

2.3 発現P~の活性におよぼすpHと温度の影響

発現PIA
2
の活性におよぼすpHと温度の影響をFig.57とFig.58に示す。それらによる

と、発現PLへの卵黄PCに対する活性はpH5-11の範闘で認められ、最適pHはpH9.0付

近にあった。また、発現P~の反応時間30分での活性は20-70 "cの範囲で認められ、最

適温度は50"c付近にあった。発現P~のこれらの性質はイトマキヒトデ天然PLへのもの

と同様であった。

2.4 発現P~の活性におよぽすカルシウムイオンの影響

発現P~の活性は種々の濃度 (0-10 mM)のCaC1
2
を添加して測定したところ、イト

マキヒトデ天然PIA
2
と同様に1mM以上のCaC1

2
により活性化された (Fig.59)。

2.5 発現PIAの基質極性基特異性

発現PLA
2
によりスルメイカ外套筋から調製したPCとPE加水分解し、基質の極性基特異

性を分析した。その結果をFig.60に示すが、発現PIAはイトマキヒトデ天然PIAと同

様、 PEに比べてPCを良く分解した。

以上のように、発現PLへはN末端アミノ酸が本来のSerからA1aに置換されているが、
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Fig. 57. EtTect of pH on the acti吋tyof the starrlSh recombinant PLAz・
Reaction mixture containing 24 ng of the starfish recombinant PLAz• 

1∞μg egg yolk PC， 2.7 mM sodium deoxycholate and 5 mM  CaClz in 

a total volume of 130μ1 was incubated at 37 t for 30 min. The 
buffers used were 50 mM acetic acid-sodium acetate from pH 4.0 to 7.0 

(.)，50 mM Tris-HCl from pH 7.0 to 9.0 (e) and 50 mM glycine-

NaOH from 9.0 to 11.0 (圃).
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Fig. 58. EtTect of temperature on曲eacti吋tyof曲estar6sh recombinant 
PLAz. 
Reaction mixture containing 24 ng of the starfish recombinant PLA2， 
l∞μg egg yolk PC， 2.7 mM sodium deoxycholate and 5 mM CaC1

2 

in a total volume of 130μ1 was incubated at various temperatures for 
30min. 
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Fig.59. E住民tof Ca2+ on the activity of the sta泊 shrecombinant PLA1・
Reaction mixture containing 24 ng of the starfish recombinant PLAz， 
100μg egg yolk PC， 2.7 mM sodium deoxycholate， 50 mM  Tris-HCl 
buffer (pH 8.5) and various concen回 tionsof CaClz was incubated at 

37 'c for 30 min in a total volume of 130μ1. 
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recombinant PLAz・
Reaction mixture containing 24 ng of the starfish 問 combinantPLAz， 
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その基本的な酵素化学的性質は幽門盲のうから調製したイトマキヒトデ天然PLへの性質

と同様であった。すなわち、本研究においてイトマキヒトデPIAをコードするcDNAク

ローン1を組込んだプラスミドベクターpET-16bと宿主大腸菌BL21(DE3)用いた発現

系により、市販のプタ勝臓PIAよりPCに対する比活性が高く、また、 PEよりPCを良く

分解するPIAの大量生産が可能となった。

第4項小括

1. イトマキヒトデPLA
2
の大腸菌による発現

第2章で明らかになったように、イトマキヒトデPLA

PCα}にこ対する活性が約3初0倍高く、 PEよりPCを良く分解し、ブタ勝臓PIAと異なる極性基

特異性を示したことから、新しい産業用PLへとしての価値を有すると考えられた。一

方、第3章で明らかになったように、イトマキヒトデPIAはpancreaticループおよび、s-

ウィングに相当する部位にブタ勝臓PIAやヘピ毒PIAとは異なる特異な構造を有する新

たなタイプのグループ IPIAであった。また、晴乳動物勝臓由来PIAにおいて界面認識

に関与すると推定されている正に荷電したアミノ酸残基のほとんどがイトマキヒトデ

PIAでは中性または負に荷電した残基に置換していることが明らかになった。それゆ

え、イトマキヒトデPLへの上記のような機能特性は、本PLへのpancreaticループ、。ー

ウィングおよび、界面認識部位における特異な構造特性に起因するではないかと考えられ

た。そこで本章では、第4章でクローニングしたイトマキヒトデPIA・cDNA(cDNAク

ローン1)を用いてこのPLへの大腸菌による発現系を構築した。また、このイトマキヒト

デPLA2の構造一機能関係は本PLへの変異体を作製することによっても研究できると考え
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られ、このような観点からも大腸菌発現系の構築が望まれた。

噛乳動物勝臓由来PIAの場合、既にブタ勝臓PIA叫が大腸菌により発現されている

が、それは前駆体として発現され、活性化にはトリプシン消化が必要である。しかしなが

ら、このトリプシン消化の調節は困難であり、しばしば活性の低下を生ずる。近年では、

ヒト捧臓PIAが化学合成したDNAを用いて大腸菌により成熟型酵素として発現されてい

る9へ一方、第4章で述べたように、本研究ではイトマキヒトデPLへのの発現系を構築す

るにあたり、 cDNAの5'末端に翻訳開始コドンである rATGJを付加した。その結果、ィ

トマキヒトデPLへのタンパク質から決定したアミノ酸配列と同一のアミノ酸配列をコー

ドするcDNAクローン1を得ることができ、このcDNAクローン1を組込んだプラスミドベ

クターpET-16bと宿主大腸菌BL21(DE3)用いた発現系によりイトマキヒトデPLA
2
を成

熟型酵素として発現させることが可能となった。さらに、大腸菌培養液から2段階のクロ

イマトグラフィーにより発現PIAを精製することができた。イトマキヒトデPLへの発現

にあたって酵素のN末端アミノ酸は本来のSerからAla~之置換されたが、精製発現PIAは

市販のブタ捧臓PIAよりPCに対する比活性が約20倍高く、また、 PEよりPCを良く分解

するPIAであり、イトマキヒトデ天然PIAと同様の酵素化学的性質を有していることが

明らかになった。

水産生物を起源とする市販の酵素5)としては、タラ由来のトリプシン、マス筋肉由来の

アルドラーゼ・ L一乳酸脱水素酵素、ロプスター筋肉由来のアルギニンキナーゼ・ Lー乳酸

脱水素酵素、アワビ内蔵由来のスルファターゼ・ 3ーグルクロニダーゼ、ホラガイ由来α-

Nーアセチルガラクトサミニダーゼ・ β-Nーアセチルグルコサミニダーゼ・ α-Lーフコシダ

ーゼ・ 3ーガラクトシダーゼ、サザエ由来のβ-N-アセチルグルコサミニダーゼ・ αーマン

ノシダーゼ、ホタテガイ由来の β-グルクロニダーゼ・オクトピン脱水素酵素などがある

が、それらはいずれも組織から抽出されたものと思われる。本研究においては、組換え

DNA技術を用いてイトマキヒトデPIAを大腸菌により大量発現できた。このことから、
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このPIAの産業用酵素としての利用が可能となった。さらに、本発現系が構築されたこ

とにより、イトマキヒトデPIAの変具体作製による構造一機能解析の研究も可能となっ

た。
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総括

ホスホリバーゼへ (PIA、EC3.1.1.4)はグリセロリン脂質のsn-2位にエステル結合

している脂肪酸の加水分解反応を触媒する酵素である。 PIA
2
は大豆レシチンから消化吸

収の良い機能性リゾレシチンを製造したり、食用乳化剤(リゾレシチン、リゾホスファチ

ジン酸)を製造するのに利用される有用な工業用酵素の1つである。 PIAによる海産生物

由来のリン脂質を分解することにより医薬用のエイコサペンタエン酸 (EPA)やドコサヘ

キサエン酸 (DHA)の製造も可能と考えられる。本研究では、未利用海産生物資源の高

度利用を目的として、海産無脊椎動物であるヒトデ類由来のPIAの産業用酵素としての

利用の可能性を検討した。

第1章では、北海道沿岸で採取された4種のヒトデ(イトマキヒトデ、ニチリンヒト

デ、ニッポンヒトデおよびヒトデ)の幽門盲のうのPIA活性のスクリーニングを行った。

幽門盲のうをクロロホルムーメタノール (2:1、v/v)またはアセトンで脱脂して得られた

粉末からそれぞれ粗酵素[1 Jと[llJを調製し、それらのPIA活性を測定した。その結果、

イトマキヒトデの粗酵素[1 Jおよび[llJの比活性値([1 J : 1，427 U/mg、[llJ: 127 

U/mg)は、他の3種の比活性値([1 J : 0.5-11.8 U /mg、[llJ: 0.3-3.2 U /mg)に比

べて著しく高かった。このイトマキヒトデ粗酵素[1 JのPIA比活性値は、同様の方法で調

製したブタ勝臓粗酵素[1 ] (比活性値:15 U/mg)および市販の工業用PIA(比活性

値:440 U/mg、天野製薬)のそれらと比べても高く、未利用生物であるイトマキヒトデ

がPIAの供給源に成り得ると考えられた。また、イトマキヒトデとニチリンヒトデの粗酵

素[1 JのPIA総活性および比活性値は、粗酵素[llJのそれらより高かったが、とのとと

は、幽門盲のうのクロロホルムーメタノール (2:1、v/v)処理が幽門盲のうの爽雑タンパ

ク質をより強く変性させるとともに細胞膜のリン脂質等の極性脂質を除去して膜結合性

PIAをより良く可溶化し、酵素の抽出量を増加させたためと推察された。
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第2章では、 PIA活性の著しく高かったイトマキヒトデの粗酵素[1 ]からPIAの分離・

精製を試みた。その結果、 4段階のクロマトグラフィーにより1種類のPIAが電気泳動的

に単一に精製された。一方、同様の手順でイトマキヒトデの粗酵素[II]からもPLAの分

離・精製を試みたが成功しなかった。従って、クロロホルムーメタノール (2:1、v/v)に

よる脱脂処理はアセトンによる脱脂処理に比べPLAの抽出性を良くするだけでなく、 PLA

の分離・精製に対しても有効であると考えられた。

精製PLAは、 トリグリセリドを加水分解せず、また、 POPCから主にsn-2位のオレイン

酸を遊離させたことから、 PLへと同定された。イトマキヒトデPLへは最適pHおよび、最適

温度をそれぞれpH9.0、50"c付近に有し、 1mM以上のCa
2
+および2-4mMのデオキシコ

ール酸ナトリウムにより強く活性化され、また、基質sn-2位に結合する脂肪酸をその鎖

長や二重結合数によらず非特異的に加水分解した。イトマキヒトデPLへのこれらの性質

は晴乳動物棒臓PLへのものと同様であった。しかしながら、イトマキヒトデP~

(119，000 U /mg)は市販のブタ膳臓PIA
2
(4，300 U /mg、S泡ma、試薬用)と比べて

約30倍高い比活性値を示し、また、 PEよりもPCをよく分解し、ブタ捧臓P~と異なる

極性基特異性を示した。これらのことから、イトマキヒトデPLA
2
は新規特性を有する産

業用PLA
2
として有用であると考えられた。

一方、イトマキヒトデP~の分子量はSDS-PAGEの移動度から約20，000と推定され、

晴乳動物勝臓P~のそれら(約14，000) よりも大きかった。これらのことから、イトマ

キヒトデP~がブタ勝臓PLへと異なる機能特性を有する原因は、イトマキヒトデP~が

ブタ捧臓PLへと異なる一次構造ひいては高次構造の特性を有するためではないかと推察

された。

第3章では、イトマキヒトデP~の自動エドマン法による一次構造の決定を試みた。そ

の結果、イトマキヒトテ下'~の137アミノ酸残基の配列は明らかにできたが、 1箇所の重

複配列が得られなかったため、完全な配列解明には至らなかった。しかし、イトマキヒト

134 



デPLへはCys11を含む14Cys残基およびpancreaticループ様配列を有することからグル

ープ IPL¥に属することが分かった。

第4章では、イトマキヒトデPLへの全アミノ酸配列の解明および、産業用酵素としての利

用とその変具体を用いた構造一機能解析を目的として、 cDNAクローニングを行った。そ

の結果、イトマキヒトデ幽門盲のうから9つのクローンが得られ、いずれも415bpから成

り、翻訳領域からはプライマーにより付加された翻訳開始コドン fATGJに由来するN末

端のMetを含めて、 138アミノ酸残基が演縛された。これらのクローンのうち、イトマキ

ヒトデPLへと同一の配列をコー!ごするcDNAクローンlから演縛されたアミノ酸配列は、

タンパク質から決定したアミノ酸配列と完全に一致した。一方、 cDNAクローン2-4、

cDNAクローン5およびcDNAクローン6-9から演鐸されたアミノ酸配列は、 cDNAクロー

ン1からの配列と比較して、それぞれ1残基 (N末端から35番目)、 2残基 (N末端から35

および43番目)および12残基 (N末端から32、35、55、57、65、71、80、81、87、

113、116、および120番目)が置換しており、これらはPIA
2
のアイソザイムをコードす

るcDNAであると考えられた。

また、 P~アイソフォーム1-4とグループ I およびIIPLへのアミノ酸配列より分子系

統樹を作成した。その結果、 P~アイソフォーム1-4は分子系統樹においてグループ I お

よび IIPLへとは別の独立したグループを形成した。この原因はイトマキヒトデP~が

pancreaticJレープやβ-ウィングに相当する部位に特異な配列を有するためと考えられ

た。

イトマキヒトテ下'IAはCa2
+結合に関与するアミノ酸残基(もrr29、Gly31、Gly33およ

びAsp50)および触媒作用に関与するアミノ酸残基(His49、も庁53、も庁72および

Asp111)を完全に保存していた。しかしながら、ブタ勝臓PLへと配列比較して、

pancreaticJレープに相当する部位に2残基のアミノ酸の欠損 (N末端から62(+1)番目お

よび66(+1)番目)が認められ、また、 3ーウィングに相当する部位に16残基の挿入 (N
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末端から76-83番目および89-96番目)と3残基の欠損 (N末端から84(十1)-84 (+3) 

番目)が認められた。さらに、晴乳動物捧臓由来PIA
2
において界面認識に関与すると推

定されている正に荷電したアミノ酸残基のほとんどがイトマキヒトデPIAでは中性また

は負に荷電した残基に置換していることが明らかになった。そこで、イトマキヒトデ

PIAの一次構造をもとに分子系統樹を作製したところ、他のグループ IおよびlIPLへと

は別の独立したグループを形成した。また、二次構造予測において、イトマキヒトデ

P~のN末端部位はβ-構造を、 ß-ウィング部位は長い α一ヘリックス構造をとることが

予測された。さらに、イトマキヒトデPIーへの三次構造予測をCPHmodelsプログラム凶を

用いて行い、ウシ勝臓由来PIAのもの95)と比較を試みた。その結果予測されたイトマキヒ

トデPLへの三次構造は、全体的にはウシ勝臓PLへのものと類似していたが、 pancreatic

ループとs-ウィングに相当する部位が異なる構造を示した(Fig.61)。以上のことか

ら、イトマキヒトデPLへは新たなタイプのグループ IであるPIAに分類されると考えら

れた。

ヘピ毒由来のPIAは本来の触媒機能の他に、神経毒性、筋肉毒性、心臓毒性、溶血お

よび抗凝血活性などの薬理活性を有するゆ。それらのうちのいくつかの薬理活性部位が、

ヘビ毒由来のPLへのアミノ酸配列の比較研究により推測されている。 Duftonand 

日der96
)は、神経毒性部位がそれぞれN末端から60-100番目の領域にあることを示唆し、

Ki凶andEvans97)は、抗凝血性および筋肉毒性部位がN末端から54-77および、89-97番目

の領域にあることを示唆した (Fig.62)。これらの領域は、いずれも8ーウィングとその

周辺の部位に相当する。本研究において、イトマキヒトデとブタ勝臓のPIAのアミノ酸

配列の比較すると、前者はβーウィングに相当する部位に16残基の挿入と3残基の欠損を

有し、このs-ウィング部位における特異な配列は他のグループ IおよびlIPIAにおいて

も認められなかった (Fig.38)。現在のところ、イトマキヒトデPIAのβーウィング部

位の機能的な役割は不明であるが、それがイトマキヒトデPIAの特異な基質特性や高い
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比活性の原因である可能性が考えられるし、また、何らかの新規機能を担っている可能性

も考えられる。

第5章では、イトマキヒトデPLA2のタンパク質から決定したアミノ酸配列と同一のアミ

ノ酸配列をコードするAcDNA1を組込んだpET-16bを導入したBL21(DE3)を用いて、

イトマキヒトデPLへの発現を試みた。その結果、 1，000mlの大腸菌培養液から184mgの

粗発現P~が調製され、さらに、 2段階のクロマトグラフィーにより 2.3mgの精製発現

P~が得られた。粗発現PIA2に対する精製発現PIA2の収率が低かったが、これはインク

jレージョンボディーとして発現されたP~の再生率が低かったためと推察された。今

後、 P~の可溶化および再生過程を改善することで、より高い収率で酵素を得ることが

できると考えられる。発現P任1λ

0 が、 PCに対する比活性値 (ω87，0∞0∞OU/mgω)は市販のブ夕謄臓PLAへEのそれ (ω4，3ω0∞
U/mg、 Sigma) よりも高く、また、 PEより PCを良く分解し、ブタ勝臓P~と異なる極

性基特異性を示した。このように、幽門盲のうから調製したトマキヒトデPLへと同様の

性質を有するP~を大腸菌により発現することが可能となった。

以上のように、本研究においてイトマキヒトデ幽門盲のうには市販のブタ勝臓PIAよ

り PCに対する比活性が高く、またPEより PCを良く分解するP~が存在することを明ら

かにした。さらに、イトマキヒトデP~のcDNAのクローニングに成功し、それを用い

た大腸菌大量生産系の構築にも成功した。本発現系が構築されたことにより、イトマキヒ

トデPLへの産業用酵素としての利用用途が聞かれ、さらに機能的により優れた変異体の

作製および変異体を用いた本P~の構造一機能解析も可能となった。
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