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カエル(Ranacatesbeiana)水品体アルデ、ヒド

還元酵素の精製とその性質

藤井 昼主
主主.

化学教室

(平成5年10月29日受理)

要約カエル水晶体アlレド・ケト還元酵素を Red Sepharoseクロマトグラブイー，ゲルろ過

クロマトグラフィー， Mono S/Matrex Orange Aクロマトグラブイーにより単一に精製し

た。電気泳動上および、ゲノレろ過の結果から本酵素は分子量40，000の単量体酵素と判明した。基

質p-nitrobenzaldehydeおよびDL -glyceraldehydeに対する Km値はそれぞれ0.140および

10.0mMと求められ高Km型アルド・ケト還元酵素即ちアlレデヒド還元酵素と判明した。カ

エル水晶体では本酵素以外に有意なアルド・ケト遺元酵素(アノレドース還元酵素，プロスタグ

ランジンF合成酵素など)は検出されなかった。カエル水晶体の構造蛋白質Fクリスタリン

(一次構造上アルド・ケト還元酵素の一員であるが酵素活性はない)に対する抗体を用いたウ

エスタンプロットで本酵素は認識されず，p-クリスタリンとは免疫学的に異なる蛋白質であっ

た。これらのデーターをもとに Fクリスタリンの分子進化について考察した。

はじめに

アルド・ケト還元酵素はプロスタグランジン (PG)F合成酵素，アルドース還元酵素，ア

ルデヒド還元酵素およびカルボニル還元酵素など種々の酵素より構成されるファミリーであ

る~このファミリーに属する酵素は各々幅広い基質特異性を示し種々のカlレポニlレ化合物，

例えばPGDz，PGE2，アルドース，クロルデコンなどの抗生物質およびステロイド化合物な

どをNADPHを補酵素として対応するアルコーlレへと還元する口さらにFe3+やPGH2などの

エンドパーオキシドも還元することができる大変ユニークな多機能酵素で，P 4叶こ劣らず薬物

代謝に重要な役割を果たしているo また，分子量がわずか3-----4万の単量体酵素でありながら

少なくともカノレボニIレ化合物とエンドパーオキシド化合物に対してそれぞれ異なる触媒部位を

持っている日)。一方，遺伝子的にアルド・ケト還元酵素の一員でありながらその酵素機能を

失っている蛋白質の存在が知られている。それはカエル水晶体の構造蛋白質Fクリスタリン4)
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で，全水晶体蛋白質の18%におよぶ、驚異的な発現率を誇っている。仮に Fクリスタリンに酵

素活性が保持されていたらそれは明らかに生理的必要量を逸脱してしまう。この大過剰の酵素

活性が生体にとって脅威となったため， ρークリスタリンはその分子進化の過程で酵素活性を放

棄したものと考えられるが，そのオリジナノレ酵素が如何なるものであったのか未だに不明であ

る。一般的に分子進化の中立説に従えば， ρークリスタリンのように元々のアルド・ケト還元酵

素としての機能を放棄し，水晶体構造蛋白質として全く異なる機能を獲得するには遺伝子重複

が起こるとされている口種々の動物の水品体における主なアルド・ケト還元酵素はアlレドース

還元酵素とアルデヒド還元酵素である。特に前者は糖に対する親和性が他のアルド・ケト還元

酵素より高く糖尿病性合併症の起因酵素として知られている D 今回カエル水品体のアノレド・ケ

ト還元酵素を精製しその性質を検討することでρークリスタリンの分子進化について検討した

ので報告する口

実験材料および方法

実験材料と試薬

食用ガエル (Ranacatesbeiana)は雌雄の体重200'"'-'300gのものを北陸実験動物より購入し

た。水晶体の摘出は始めに眼球を取り外し余分な筋肉を切除した後，眼球底部より切開し水晶

体を傷っけないように注意しながらピンセットで摘出した。摘出した水晶体は Steinbergの平

衡塩類溶液中で付着している虹彩や毛様体をピンセットで注意深く除去し実験に使用するまで

800Cで保存した白

Red Sepharose， Sephadex G-100， SephacryI S 300およびMonoS (HR 5 / 5 )は Pharma-

cia社より， Matrex Orange AおよびPM-10限外積過膜はAmicon社より，アノレドース還元

酵素阻害剤:AL-1576 (spiro [2，7-difluorofluorene弘4'-imidazolidine]-2' ，5'-dione)は

A1con社より， NADPHはオリエンタノレイースト社より，およびp-nitrobenzaldehydeは和

光純薬工業社よりそれぞれ購入した。その他の試薬は主にナカライテスク社および和光純薬工

業社より試薬特級品を購入して使用したD

酵素の精製方法

1 )組抽出:凍結水晶体 (3.5g)を15倍量の10%グリセロールと 5mMメノレカプトエタノー

ノレを含むpH7.2の25mMトリス塩酸緩衝液(緩衝液A)でPotter Elvehjem型ホモジ

ナイザーを用いてホモジナイズし，10，00uxgで15分間遠心分離し得られた上清を組抽出

画分とした。

2) Red Sepharoseクロマトグラフィー:上記組抽出画分を緩衝液Aで平衡化した Red

Sepharoseカラム(1.5x 15cm)に通した口その後O.lM塩化カリウムを含む緩衝液Aで
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カラムを洗浄し，0.1-1.0M塩化カリウムのリニアグラジエントで酵素を溶出し Red

Sepharose画分とした白

3 )ゲ、ノレろ過クロマトグラフィー:上記RedSepharose画分をPM-I0を用いて限外櫨過濃

縮し，2.5%グリセロールを含むpH6.5の10mMリン酸ナトリウム緩衝液(緩衝液B)

で平衡化した SephacrylS-300またはSephadexG-100 (1. 5 x 180cm)で分離した。

酵素活性画分を集めてゲルろ過画分とした。

4) Mono S/Matrex Orange Aクロマトグラフィー:上記ゲルろ過画分を緩衝液Bで平

衡化した MonoSカラムに通した。本酵素はこの条件でMonoSカラムに吸着されず

素通りするのでその素通り画分を同じく緩衝液Bで平衡化した MatrexOrange Aカラ

ム (0.5x 3 cm)に通した。十分カラムを洗浄した後O.lmMNADPHを含む緩衝液B

で酵素を溶出して精製した。

酵素活性の測定

アルド・ケト還元酵素の活性測定は Fujiiら5)の方法に従った口測定溶液 (1mI)は0.2mM

-NADPH，lmM p-nitrobenzaldehydeおよび酵素 (1~5 ミリユニット)を含むO.lM リン

酸ナトリウム緩衝液， pH6.5を用いたロ反応は370Cで酵素を添加して開始し，反応速度の測定

はギノレフォードスペクトロフォトメーター(モデ、ノレ260)を用いて NADPHの消費速度を340

nmにおける吸光度の減少速度として求めた。 NADPHのモノレ分子吸光係数は6，300を用い，

酵素活性1ユニットとは l分間に基質1マイクロモル (NADPH:1マイクロモJレに相当)を

消費する酵素量と定義した。また基質特異性を検討する場合は 1mM  p-nitrobenzaldehyde 

の代りに種々の合成化合物を種々の濃度で用い，基質は終濃度の100倍濃いエタノ-)レまたは

水溶液として調製したロ

蛋白質濃度の測定

クロマトグラフィーの蛋白質溶出曲線は280nmにおける吸光度をモニターして求めた。各

画分の蛋白質濃度はSchaffnerとWeissman6)の色素結合法あるいはアミノ酸分析法により測

定した。蛋白質をアンプルに取り 6N-HClを用いて減圧下封入し1l00Cで加水分解した白得ら

れたアミノ酸をフェニルチオカルパミル誘導体とし逆相クロマトグラフィーにより分析した。

蛋白質の電気泳動およびウエスタンプロット

蛋白質の電気泳動は Laemmli7)の方法に従いドデシノレ硫酸ナトリウム存在下，15%ポリアク

リノレアミドゲ、Jレを用いて行った。蛋白質バンドの染色はクマシープリリアントプlレーR250を

用いて常法により検出した。ウエスタンプロットは Hsuら8)の方法に従いVectorStain ABC 

キットと一次抗体としてウサギ、抗 ρークリスタリン抗体を用いて行った。
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果結

カエル水晶体アlレド・ケト還元酵素の精製

表lはカエル水品体からのアyレド・ケト還元酵素の精製をまとめたものであるo 水品体3.5

gから調製された粗抽出画分の蛋白質量が896mgでこれは水晶体湿重量の25%に当たる口一方

アルド・ケト還元酵素活性は全量0.387ユニットであり人肝臓のアルデヒド還元酵素9)の比活

を用いて計算するとわずか0.027mg蛋白質当量と極めて少ない性 (14.6ユニット/昭蛋白質)

ことが分かる。この粗抽出画分を RedSepharoseクロマトグラブイーで分離した結果を図 1に

Sepharoseはヌクレオチド依存性酵素のアブイニティー樹脂として知られているD

ρークリスタリンは NADPH結合能を保持しているのでRed

示す。 Red

Sepharoseに吸着され塩化カリ

ウムのグラジエントにより一つの大きな蛋白質ピークとして溶出してくるo 一方アルド・ケト

還元酵素活性は ρークリスタリンの前に単一のピークとして溶出してきた。塩濃度を 2Mまで

上げてもその他に有意な活性は検出されなかった。従ってカエル水晶体ではただ一種のアルド

.ケト還元酵素が発現されかつ ρークリスタリンとは異なる蛋白質であると推察されたD この

Sepharose画分をゲノレろ過により分離したのが図2である。本酵素は分子量40，000の位

置に単一のピークとして溶出してきた口この溶出位置は厳密に言えば pークリスタリンの溶出

Red 

Sカラムに通してさらにこのゲノレろ過画分を Mono位置より若干早く溶出する位置である。

混在する ρークリスタリンを吸着除去し，未吸着のまま素通りするアノレド・ケト還元酵素を図3

に示したように MatrexOrange Aに導きO.lmMNADPHでアブイニティー溶出し精製した口

最終的に回収率13.2%，比活性10.2ユニット/mg蛋白質の精製標品がO.005mg蛋白質量得られた

カエル水晶体アルド・ケト還元酵素の

Red SepharoseG -100ゲルろ過クロマ

トグラフィー

図2

(表 1)。

カエル水晶体アルド・ケト還元酵素の

Red Sepharoseクロマトグラフィー

図1
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カエノレ(Ranacatesbeiana)水晶体アルデ、ヒド還元酵素の精製とその性質

カエル水品体アルド・ケト還元酵素の MatrexOrange Aク口マ卜グラフィー図3
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カエル水晶体アルド・ケ卜還元酵素の電気泳動とウエスタンプロット図4

B(ヲエスタシプロット)

3 2 

A(賓自質染色)

3 2 

4O.0K→ 

35.5K→ 

1:アルデヒド還元酵素

2:アルデヒド還元酵素+p.....クリスタリン
3:pークリスタリン

精製酵素の電気泳動とウエスタンプロット

精製酵素をドデシル硫酸ナトリウム存在下15%ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分析

ρークリスタリンの分子量したのが図4Aである。本酵素の分子量は図より40，000と求められ，

より約5，000ほど大きい。先のゲルろ過の結果と総合すると本酵素は分子量40，000の単量体酵

素であると判明した。一般的にアルド・ケト還元酵素は分子量30，000'""'-'40，000の単量体酵素で

あることが知られている。

を用いたウエスタンプロットの結果である。図4Bはウサギ抗 ρークリスタリン抗体 (IgG)

本酵素は抗 ρークリスタリン抗体により認識されず ρ クリスタリンとは免疫学的にも異なる蛋

-27-
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表 l カエル水晶体アルド・ケト還元酵素の精製

ステップ 蛋白質量 活性 比活性 収率

mg ユニット ユニット/mg % 

1.組抽出画分 896 0.387 0.0004 100 

2. Red Sepharose画分 28.0 0.318 0.0114 82.2 

3.ゲノレろ過画分 7.00 0.137 0.0196 35.4 

4. 11ono-S/Orange-A画分 0.005* 0.051 10.2 13.2 

*アミノ酸分析により求めた

精製酵素の基質特異性と阻害

表2は本酵素の基質特異性を評価したものである。本酵素はp-nitrobenzaldehydeを最も

良い基質とし，次いでDL-glyceraldehydeを良い基質とした。これら二つの基質に対する Km

値はそれぞれ0.14および10.0mMと求められアlレド・ケト還元酵素の高Km型酵素に相当す

るア1レデヒド還元酵素であることが判明した。本酵素は D-xyloseおよびD-galactoseを還元

したが良い基質とは言えず，また D-glucoseはほとんど還元きれなかった口同様に PGE2や

PGD2も全く還元されなかった。また，アノレドース還元酵素の阻害剤である AL-1576の本酵素

に対する阻害を検討した。本酵素に対する AL-1576の50%阻害濃度(ICso) は3.5x 1Q-7Mと求

められた口この値は人胎盤アルドース還元酵素とアルデヒド還元酵素に対する50%匝害濃度そ

れぞれ5.0X 10-9および8.3x 10-8Mと比較すると明らかに後者の人胎盤アルデヒド還元酵素の

ものに近い5)。

表2 カエル水晶体アルデヒド還元酵素の基質特異性

基 質 濃度 相対活性 Km 

mM  % mM  

p-ni trobenzaldehyde 1.0 100 0.140 

D L -glyceraldehyde 10.0 68.3 10.0 

D-xylose 100 4.6 N.D. 

D-galactose 280 3.4 N.D. 

D-glucose 280 n.d. 

prostaglandin E2 1 n.d. 

prostaglandin D2 1 n.d. 

n.d.，非検出 N.D.，未決定
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考察

カエlレ水晶体アルデヒド還元酵素は蛋白質化学的にも免疫化学的にも ρークリスタリンと異

なる蛋白質であることが証明された(図4)。水晶体構造蛋白質は多かれ少なかれ翻訳後修飾

(グリケーション，デアミネーション，アスパラギン酸のDL変換など)を受けている，その

翻訳後修飾が ρークリスタリンのオリジナルな酵素活性を引き出す可能性は充分考えられるが

その証拠は今回も見い出きれず従ってその可能性はないと考えられるo pークリスタリンの分

子進化を考える上で7;レデヒド還元酵素がその起源であるとすれば少なくとも両者の聞に免疫

化学的に共通な抗原性があってもよいがその証拠はないのでアルデヒド還元酵素が pークリス

タリンの起源である可能性は極めて小さいと考えられるo 今回，カエル水晶体ではアルドース

還元酵素やプロスタグランジンF合成酵素はまったくと言っていいほど検出されなかった。と

ころが，人，ラット，マウス，ウサギ，イヌなど多くの動物種でアルドース還元酵素が水晶体

のメジャーなアルド・ケト還元酵素として発現されているo例えばアルドース還元酵素が ρー

クリスタリンの起源であれば，遺伝子重複の機構によりアルドース還元酵素の発現が抑制され

ても不思議はない。また7;レドース還元酵素は糖に対する親和性が高いことから糖尿病性合併

症の起因酵素とされ，水晶体構造蛋白質へと機能転換を行うさいその酵素活性が生理的に極め

て重大な脅威となり酵素活性を貫壁に放棄する必要に迫られたと推測できる。 pークリスタリ

ンにはまったくと言っていいほど酵素活性は検出できないのでこの推測を旨く説明できる。こ

のような考えから， ρークリスタリンの起源酵素がアルドース還元酵素であるとする説はかな

り有望であるo 今後 ρ クリスタリンの起源を探る上で，他の臓器に発現されているアルド・

ケト還元酵素の遺伝子情報を調べまた遺伝子重複の実態を検討する必要があるものと考えられ

る。
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