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一抄録 ー

牛肺臓プロスタグランジン (PG)F合成酵素の全一次構造がペプチド及び‘cDNA分析により

決定された (Watanabe，K.， Fujii， Y.， Nakayama， K.， Ohkubo， H.， Kuramitsu， S.， 

Kagamiyama. H.， Nakanishi. S.， and Hayaishi， 0.: E旦c.N坐1.A旦d.S旦.USA堕，

11 (1988))。本酵素の一次構造は人肝臓7)レデヒド還元酵素並びにラット水晶体アJレドース還

元酵素とそれぞれ62及び67%の高い相似性を示した。これらの酵素は幅広い基質特異性を有し、

分子形態及び一次構造のレベルでアルド・ケト還元酵素のスーパーファミリーを形成している

と考えられるo カエル水晶体に特異的な構造蛋白質で、ある ρークリスタリンは現在までにその

C末端側約%相当 (225残基)の部分一次構造が Tomarevらにより決定されているが、驚くべ

きことにその部分一次構造はPGF合成酵素と77%の高い相似性を示した。

我々は食用ガエノレ (Rαnα catesbeiαna)水晶体より SephadexG-100、RedSepharose、そ

して MonoSを用いて 2種の ρークリスタリン (RHO-1及びRHO-n)を高度に精製したO

RHO-1及びRHO-llのN末端構造に差異(前者はアシル化、後者はフリー)が認められた

が、両者は共に部分一次構造及び免疫化学的に同ーの遺伝子産物(蛋白質)と判明した。両ク

リスタリンは共に NADPH結合能力 (0.75モル/モル蛋白質)を持ち、分子量35，000の単量体

であった。また、新たに決定された ρークリスタリンの N末端構造(107残基)もまた PGF合

成酵素と76%の高い相似性を示した。これらの結果は、 ρークリスタリンが一次構造、 NADPH

結合能力及び分子形態上ア Jレド・ケト還元酵素の一員であることを示すものであるo しかし、

PGF合成酵素の基質であるPGH2を良い基質とせず、僅か 2%の比活性を示すのみであった O

またアノレド・ケト還元酵素の代表的基質である 9，10-phenanthrenequinone， p-nitrobenz 

aldehyde， DL -glyceraldehyde等あるいは PGD2やPGEzをも基質としなかった。従って、酵

素学上ρ クリスタリンはア jレド・ケト還元酵素と異なる。 ρ クリスタリンはカエル水晶体

中、全可溶性蛋白質の 17.6%にも達するが、もし本クリスタリンが通常のタンオーバー数
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を持つ酵素であれば、この含量は生理的必要量をはるかに越えるものと考えられる。しかし、

PGHzから生理活性物質であるPGFzαの生合成に関して、 PGF合成酵素の僅か 2%の活性は、

水晶体に於て合目的性があるのかも知れない。一方、水晶体のクリスタリンはその生涯代謝さ

れることがなく、水品体の重要な役割である透明f部監持の機構を果たすにはクリスタリンに極めて

高い熱力学的安定性が要求される。その意味で、 ρークリスタリンになおNADPH結合能力が保持

されていることは安定な蛋白質の立体構造を維持する上で極めて重要な意義を持っと考えられる。

1.緒 酉

1981年渡部らにより、ラット肺臓においてPGDzよりPGFzを生成する高い酵素活性が見出

され、ウシ肺臓よりその酵素が単一にまで精製された (1， 2)。本酵素はNADPH依存的に

PGD2から 9α，11β PGFzの、またPGH2からPGFzαの還元反応をそれぞれ異なる活性部

位で触媒するユニークな酵素でありPGF合成酵素と名付けられた。本酵素はまた、幅広い基質

特異性を有し種々のアルド・ケト化合物 (9，10 -phenanthrenequinone， p-nirtobenzaldehyde) 

を還元し、アルド・ケト還元酵素の一員と考えられている O アルド・ケト還元酵素はアルデヒ

ド還元酵素、アルドース還元酵素、及びカルポニ-}レ還元酵素より成り、分子量30，000--

40，000の単量体であり各組織に広く分布するが、未だこれらの生理的意義については確立した

ものがない。これら酵素の分子論的解析を行なうためには一次構造の解明は必要不可決なもの

であり、またPG類に対する基質特異性を把握することは有意義であるo

自の水晶体に存在する可溶性蛋白質は一般的にクリスタリンと呼ばれているが、近年、

WistowとPiatigorskyは脊椎・無脊椎動物の種特異的なクリスタリンが酵素と非常に関係し

ていることを提言している (3-6)。例えば、 ε一、 δ 、 τ-及び8mークリスタリンは、

それぞれlactatedehydrogenase、arginosuccinatelyase、enolase、そして glutathione8-

transferaseと一次構造上高い相似性を示しているo ρークリスタリンはカエ jレ水品体に特異

的な構造蛋白質であり、分子量35.000--40.000の単量体ともオリゴマーとも言われている O

Tomarevら(7)が報告したように、本クリスタリンの部分一次構造 (C末端から225残基)は

cDNA分析によりすでに決定されており、酵素との関連が注目を集めているo

2.研究内容

PGF合成酵素の一次構造決定の目的で始めに本酵素の部分アミノ酸配列を分析した。本酵

素を渡部らの方法で精製し(2 )、カルボキシメチル化後トリプシン消化した。この消化物を

逆層HPLCを用いて各ペプチドを精製し、 Metを含むペプチドより以下のアミノ酸配列を決定

した:Ile司 Lysz-Glu-Asn-Met可Gln-Va17 -Phe-Asp-Phe-Glu-Leu-Thr-Pro 14-Glu-Asp-Met-Lys18 0 

アミノ酸残基 2-7及び14-18に対応する可能なオリゴヌクレオチドを合成し、 PGF合成酵

素をコードする cDNAをスクリーニングした。渡部らは、得られたcDNAよりPGF合成酵素の
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全一次構造を図 1のように決定した (8)。本酵素は Edman分解に抵抗し、従ってその N末

端はプロックされていると考えられるo トリプシン消化ペプチドの中で同様に Edman分解に

抵抗するベプチドを見出した。本ペプチドは Asx、Pro、及びLysより成るが、 70%ギ酸で処

理することにより Pro-Lysの配列が確認された。トリプシンの特異性から、 Lys残基は本ペ

プチドの C末端であり従って AsxがN末端であると思われるo 70%ギ酸で切断を受ける結合

はAsp-Pro結合であり、 Asn-Proや Pro-Asx結合でないことにより、本ペプチドのアミ

ノ酸配列を Asp-Proー Lysと決定した。 この配列は本酵素の N末端配列(但し Initiation

Metを除く)と一致している O また、 トリプシン消化トリデカペプチド (Gly-Ile-Gly-His-

Pro司 Glu-Tyr-Pro-Phe-Ser-Glu-Glu

められず、本ペプチドはPGF合成酵素の C末端由来であると考えられ、事実図 lに示したよう

に本酵素のそれと一致した。付け加えていくつかのペプチドより、 cDNAより決定したアミノ

酸配列を確認しているo 以上のように決定した PGF合成酵素の一次構造は322個のアミノ酸

より成り、分子量は36，517と求められた。本酵素には Metは2個しか含まれていなかったわ

けだが、幸いにも我々はその 2個の Metを同定できたのであった。
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図1. PGF合成酵素の全一次構造
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図 2.PGF合同調棄(PS)、7JIdtヒド還元酵素(AR)、及びpークリスタリン (EC)の勝手または全一決構造のH鍛

Protein Data Bankにより、 PGF合成酵素の一次構造は人肝臓アjレデヒド還元酵素のそれ

と62%(図 2)、またラット水晶体7Jレドース還元酵素のそれと67%の高い相似性をそれぞれ

これら 3つの酵素は基質特異性及び分子形態のみならず、一次構造において示した (8，9)。

もアルド・ケト還元酵素のスーパーファミリーを形成していることが判明した。林らは人肝臓

よりアルデヒド還元酵素をWermuthらの方法(10)で高度に精製し、 PG類に対する基質特

異性を評価した (11)。本酵素はPGD2を良い基質としなかったが、 PGH2を還元しPGF2α を

生成することが明らかにされた。 PGH2に対するKm値は100μMとPGF合成酵素のそれ(10

と比較して高いが、比活性は約 2倍高いものであった。さらに渡部らにより、ラット水μM) 

晶体アルドース還元酵素もまたPGH2を還元してPGF2αを生成することも知られている(12)。

PGH2は牛肺臓PGF合成酵素、人肝臓アJレデヒド還元酵素、並びにラット水晶体アルドース還

元酵素の基質となっているが、本化合物はエンドパーオキシドでありアルド・ケト化合物でな

いことを考えあわせると非常に興味深い結果である O 生体内において、 PGF2α の生合成に関

してこれらアルド・ケト還元酵素の果たす役割が注目を集めている o 一方、 PGF合成酵素の

一次構造は予期せずしてカエル (Eeuropeancommon frog (Rana temporaria))水晶体の

ρークリスタリンと最も高い (77%)相似性を示すことが判明した(図2)(8)。我々 は、 ρ-

その酵素学的、クリスタリンを食用力φエJレ(Ranacatesbeiana)水晶体より高度に精製し、

ρークリスタリンはSDS-PAGEで分子免疫学的、及び生化学的性質の検討を試みた(13)。

量35，000の蛋白質として検出した。また、 7Jレド・ケト還元酵素と一次構造上の相似性が認め

9，10-phenanthreneqinone (10μM)を用いてカルボニー Jレ還元酵

duτ 

られていることにより、
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素、 p-nitrobenzaldehydeC 1 mM)を用いてアルデヒド(又はアルドース〉還元酵素、 PGD2

C 1μM)を用いてPGF合成酵素、そしてPGE2CO.lmM) を用いてPGE29ーケト還元酵素

をそれぞれ追跡調査した。カエル水晶体の組抽出液中 ρークリスタリンは主要な蛋白質として

検出された(図 3)0Sephadex G-l00によるゲルロ過で抽出蛋白質は 3つのピークに分離し、

本クリスタリンの溶出パターンは第 2の蛋白質ピークと一致した(図 4)。精製された ρーク

リスタリンも同じ位置に溶出され、ゲルロ過での分子量は約30，000と求められた。従って本ク

リスタリンは単量体と考えられる O 上記4種の酵素活性は全て ρークリスタリンと共に溶出し

ているO この画分のヌクレオチド依存酵素のアフィニティー樹脂である RedSepharoseを用

いたクロマトグラフで、本クリスタリンはKClの濃度勾配で溶出(約0.35M KCl)して来た

が、その溶出パターンは非対称であった(図 5)。この結果は ρークリスタリンが単一のもの

でないことを示唆する O 一方、 4種の酵素活性パターンは何れも本クリスタリンのものとは一

致せず、 ρークリスタリンとこれら酵素活性は別ものであることが伺われた。 ρークリスタリ

ン画分 CFractionAとB)は次の MonoSを用いたカチオン交換クロマトグラフにかけられた。

リン酸濃度のグラージェントで 2つに分離し、その溶出順序からRHO-1及びRHO-nと名

付けられた(図 6)。これらの結果は先の結果を良く説明できる。アルデヒド還元酵素はカラ

ムを素通りし、カルボニール還元酵素及び:'PGE2還元酵素活性の溶出パターンは明らかに両ク

リスタリンのものとは一致していなし'0PGF合成酵素の有意な活性は何処にも検出されなかっ

た。最終的に両クリスタリンは MonoSを用いたリクロマトグラフで精製された(図 3)。

94K~ 
67K~ 

43K~ 

30K~ 

20.1K~ 

14.4K~ 

(A) 

123456 7  

(B) 

1 5 6 7 

図 3. SDS-PAGE (A:蛋白質染色、 Western-blot(8 :抗 pークリスタリン抗血清)):粗抽出液

(1)、 G-100画分 (2)、FractionsA(3) 8(4)、RHOー 1(5)、RHOー 11(6)、PGF合成酵素(7)。
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牛肺臓プロスタグランジンF合成酵素の全一次構造とカエル水晶体ρークリスタリンの精製並びにその性質

表 lに示したように、両クリスタリンとも PGF合成酵素、アルデヒド還元酵素(またはア

ルドース還元酵素)、カ jレボニー jレ還元酵素及び、 PGE2 9ーケト還元酵素活性を殆ど持たない

ものであった。更に、表 2に示したように、アルド・ケト還元酵素の良い基質である DL-

glyceraldehyde、D-glucuronicacid、D四glucose、D-xylose、menadione、p-nito benzaldehyde、

dihydroxyacetone、succinicsemialdehyde及びpheny19lyoxalは本クリスタリンの良い基質

とならなかった。ところが、予期せずしてPGH29，11-endoperoxide還元酵素活性が両クリス

タリンに検出された。しかし、これらの活性は PGF合成酵素(2 )やアルデヒド還元酵素

(11)の約 2%と低いものであった。

我々は先の FractionB (SDS -P AGEで単一標品、図 3)を用いて ρ クリスタリンの抗

体を調整し、 RHO-1及びRHO-IIのラジオイムノアッセイを試みた。図 7に示したよう

に、両クリスタリンの標準曲線は全く等しく両者は免疫学的に同等の蛋白質であるといえるo

一方、 PGF合成酵素の滴定曲線は 75%B/Boのレベルで、両クリスタリンと比べ約 2，000倍感

度が低いものであった。このことは ρークリスタリンと PGF合成酵素は、免疫学的に明らか

に異なる蛋白質であることを示しているo 先の標準曲線を用いて粗抽出液中の ρークリスタリ

ン含量を求めると、全可溶性蛋白質の 17.6%に達することが判明した(表 1)。粗抽出液を直

接 MonoSクロマトグラフで分析すると、 RHO-1及びRHO-IIは2 3の割合で検出さ

れ、両クリスタリンは精製過程中にできた artifactでないことが確認された。また、抗-ρ ー

クリスタリン IgGを用いた吸収テストでは、少なくとも粗抽出液中のアルデヒド還元酵素活

性、カノレボニーJレ還元酵素活性、及びPGE2還元酵素活性は全く吸収されないことより、 ρー

クリスタリンのこれら酵素活性の欠如は精製過程中に起きた失活でないことが示されているo

100 PGF Synthetase 

80 

~ 60 

図 7. RHO-I及び

RHO-" 、そして PG
F合成酵素のラジオイ

ムノアッセイo ウサギ

抗-pークリスタリン

抗血清と 12 5 Iーラベ

o 40 
回
¥ 
国

20 

。
0.001 0.01 0.1 1 

Protein (μ9 ) 

10 100 
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藤井 豊

表 1. pークリスタリン (RHO-1及びRHO-II)の精製。 pークリスタリンはラジオイム

ノアッセイ(図 7)により定量した。

Purificat.ioa st.eps ProteiD ，吋ヨγsulliD PGD. ll-ket.o- RヨE.t-1rI;詫.0- carも帽，.1 Aldebyde 

同命館u:艶 開命館M 曽 同 ducta提 間企蛇tee

圃R ~叫昭司/略 yield(%) "unlt.S -岨it.s -回1l1.t.s .ualt.s 

1. cruc佐叫tr-=t.s 888 157 0.176 1ω 3.19 '15.0 6.3伺 1. 270 

2. 51帯地.tCJtG-l伺 173 149 0.862 94. t 23.6 9.86 3.240 1.160 

3. Red Sepbart鵬

fr.・~i蝿 A 65.4 63.9 0.978 40.7 7.45 5.58 1.1回 443 
fr8Ct.i叩 B 65.9 65.8 0.998 42.0 9.78 1. 69 978 219 

4. firちt肱珂回 S
随栂-1 39.7 40.9 l. 03 26.1 2.02 0.30 140 9 

mω-11 64.5 66.0 1. 02 42.0 2.76 0.24 64 N.D. 
5 忌;，0000勘田 S

R阪}-[ 29.0 却 .0 l. 00 18.5 N.D. 0.02 12 N.D. 
問む-11 ...2 44.2 l. 00 28.2 N.D N.D 6 N.D 

N.D.附生保tected(叩 to0.3 mg of proteinlml of 組問 mixturefor aldehyde r剖眠ta揖創叫岨r回目ylred町 taae:up to :'. 

mg of pr低.ein/mlof as舗 ymixture for PGD， lI-ketoreductase and PGE， 9-ketoreductase) 

RHO-1及びRHO-llの構造特性を知る目的でこれらを Edman分解で分析した。 RHO-

I はEdman分解に抵抗し、従ってそのN末端はブロックされていると考えられる o 一方、 RH

O-llのN末端アミノ酸配列は TLTKETRVTLNDGNMMPILGLGTYAAPDV…・・・と決定され

た。 Arginylendopeptidase消化によるペプチドマッフ。の結果で、は、 SDS-PAGEで両クリスタ

リンは同じ分解パターンを示し、両者は蛋白質化学的に等しいと言える(図 8)。他方、逆層

HPLCの上では両クリスタリンにそれぞれ特異的なペプ

チド 1-8及びII-18が認められている(図 9)。両

11 ペプチドは共に等しいアミノ酸組成を示したが、 1 -8 

はEdman分解に抵抗し、他方II-18のアミノ酸配列
94K~ 

67K~ 
43K~ 

30K~ 

20.1K~ 

14.4K~ 

はTLTKETRと決定されている O この後者の配列は

RHO-llのN末端配列に等しい。 1-8はacylamino

....... 35 K acid releasing enzymeで処理後 LTKETRのアミノ

酸配列が求められており、従って本ペプチドはII-18 

のN末端 Thr残基がブロックされたものであると考え

られる。また、それぞれの Noのペプチドは等しいア

ミノ酸配列を示し両クリスタリンは一次構造上同等の

蛋白質と結論される(図10)0RHO -IIのCNBr分解

で得られたペプチドのアミノ酸配列分析から、今回新

たに ρークリスタリンのN末端配列(1 '"" 107残基)

が決定された。この配列もPGF合成酵素と76%の高

い相似性を示した。同様にアルデヒド還元酵素及びア
図8. Arginylendopeptidaseによ

るRHO-1 ( 1 )及びRHO-II(11)の
ペプチドマップ (SDS-PAGE)o ルドース還元酵素とも高い相似性を示しているO

白。
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図 g. (左)ArginyledopeptidaseによるR

HO-1 (A) 及びRHO-11 (8) のペプ
チドマップ(逆層HPLC)

日 圃 m 同

B..・・3・2・・・悶E団副圃・・s・・.. ・M・..... 阻...<<11.，ー.. 盲目酒"'.圏直車、....・陪・・・日・ョ・調E司副・2圃歯止司・・，.. 回IU・冒a・z・・・IL....ョ・・・・四凶・2晶晶・z・・... 回漕闘圃圃:a;温調・・回......圃国・z・2・・a・・2・口圃・・種目・・
一 一

110-1 ..1“10 1.1-1・ 1.1-5 1.1-15 

1-8ι1-18 1. 1-15 

CIII..-1'2 c・Ir四 17晶1. C圃Ir -10ι11 

個 100 110 120 130 Jj。 I!泊 I伺 170 

品温虫匝畠冒温島、唱温幅岨団理軍咽L2RSLRDVGNDYLDLFLNHWPVSLKPSGASDPSDKDKPFIYDNVDLCATW2AL2ARKDAGLVRSLGVSNFNR

1.1-15 1. 1-3 1. 1-2 C 11 B r -4 1.1-11(.) 

1. 1-16 

c圃Br -10 ， 11 C • 1 r -5 胴8r・ 13

E創 1個 百周 担自 Z国 Z却 zω Z釦

置 QL2RILNKPGLKYKPVCNQVECHVYLNQNKLHSYCKSKDIVLVTYSVLGSHRDRNWVDLSLPVLLDDPILNK困AAKYNRTSAE回

1.1-' 1.1-9 1.1-5 J. 1-1 J. 1-1(・}

CIII..-5畠置

虫剤 210 Z伺 担問 置却 310 3211 

AMRFILQKGIVVLAKSFTPARIKQNLGVF2FELKP2DM~L2SLDRNLHYGPFR2VKQHPEYPFHD2Y 

1.1・1(・} 1.1・7(b) 1.1-17 1. 1-13 1.1-12 

1.I-l1(b) CRBr-a 

Clllr・H.15ι16

図10. pークリスタリンの全一次構造の推定。白字は今回、藤井ら (13)が決定し

たアミノ酸配列、黒字は Tomarevら (7)により決定されているアミノ酸配列。
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両クリスタリンは共に NADPHの吸収スベクト Jレをレッドシフトさせるが(図11)、一方

NADHのそれは観察されなかった。 NADPHの結合次数を求めると、両クリスタリン共0.75

モル/モJレ蛋白質となり、少なくとも lつの NADPH結合部位を持っていることが確認され

井藤

た(図12)。その他、 RHO-1及びRHO-IIの諸性質を表2にまとめて示した。
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牛肺臓プロスタグランジンF合成酵素の全一次構造とカエル水晶体ρークリスタリンの精製並びにその性質

表2.RHO-I及びRHO-11の諸性質の比較。酵素活性はNADPH(0.2または

0.5mM)、pH6.5で分光学的またはラジオケミカルに測定した。

Physicochemical property 
molecular form 
(M， by SDS-PAGE) 
(M， by gel-filtration) 

N-terminal amino acid 
(bl∞.king) 
isoelectric point (pI) 
shift of spectn皿 ofcofactor{300-400nm) 

RHO-l 

monomer 
(35.000) 
(30.000) 
Ihr 

(acylation) 
8.05 

NADH not observed 
NADPH 四 d
(binding ratio of NADPH (0. 75) 
/即1of protein) 

1m即 nocbemicalpro伊此y
anti-ρ-crヂstallinantiserum cross 
anti-同Fsynthetase antiserum no cross 

Enzymatic pro戸 rtyl) 

RHO-U 

monos陰r
(35.000) 
(30.000) 
Ihr 
(f開 e)

8.15 

not observed 
red 
(0. 75) 

cross 
no cr刀ss

substrates n也 血units/盤 ofprotein 

PGH2 0.05 1. 0*) O. g" 
同02 0.001-1. 0 ND ND 
同-E: 0.01 0.001 ND 

0.1-1.0 ND ND 
9.10-phenanethrenequinone 0.01 0.4 ND 
p-nitrobe昭 aldehyde 1.0 ND ND 
DL-glyceraldehyde 10 ND ND 
O-glucuronic acid 10 ND ND 
O-glω:ose 100 ND ND 
O-xylose 100 ND ND 
眠 .nadione O. 1 ND ND 
p-nitroacetophenone 1.0 ND ND 
dihydroxyacetone 1. 0-10 ND ND 
succinic semialdehyde 1. 45 ND ND 
phenylglyoxal 1.0 ND ND 
testosterone 1.0 ND ND 
KsFe(α) s 1.0 ND ND 

ND not detected (up to 2.0 or 0.3 mg of proteinjml of assay mixture for 
reduction of PGs or other compounds， respectively). 

1) determined with NADPR as a cofactor by radioch叩 icaland Spectrophoto-
間 ti伺 1臨 thodsdescribed under "Haterials and Hethods" for reduction of 
PGs and other compounds， respectively. 

2} used crystal1ins dialyzed against 10 mH sodium phosphate， pH 6.5. 
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3.考察及び今後の展望

牛肺臓PGF合成酵素、人肝臓アルデヒド還元酵素、及びラット水晶体ア Jレドース還元酵素

は基質特異性や分子形態のみならず、一次構造の上でもアルド・ケト還元酵素スーパーファミ

リーの一員であると言える。従ってこれらの酵素は共通の祖先から進化してきた可能性を強く

示唆するものであるc これら種々のアノレド・ケト還元酵素は色々の組織に広く分布し、それゆ

え、これらの生理的意義は非常に重要なものと考えられる。しかし、未だそれらの役割につい

て確固としたものが示されていない。今回、 PG類に対する基質特異性が検討されたことは非

常に有意義である。中でもPGH2はこれら 3つの酵素の共通の基質の lつであることが判明し

た。生理活性物質であるPGF2αの生合成にアルド・ケト還元酵素は重要な位置を占めている

かも知れない。一方、 PGH2はエンドパーオキシド化合物であり、アルド・ケト化合物とは異

なる。 PGF合成酵素のPGH2結合部位は、アjレド・ケト化合物であるPGD2の結合部位とは異

なることが渡部らによって証明されている (2)。同様のことは、林らによって、人肝臓アル

デヒド還元酵素でも認められている (11)0 2種の異なるタイプの化合物が互いに異なる触媒

様式で還元されるとすると、 2つの結合部位を持っていることは不思議なことではなt'o しか

し、酵素のドメイン説を考えるとき、分子量35，000前後の単量体酵素がさらに 2つのNADPH

結合部位を持っているのか?、という疑問が湧いてくるo 人肝臓ア jレデヒド還元酵素のNADP

Hの結合次数は分光学的方法により、 0.85モル/モjレ蛋白質と求められている(10)0このこ

とから即、この酵素のNADPH結合部位は 1つで、あると断定できないものの、その可能性は充

分高いものと思われるo PGF合成酵素、並びにア jレド・ケト還元酵素の反応機構を研究する

上で、 NADPHの結合次数の評価は重要であるO 今後、化学修飾法等の方法論を用いて検討し

たい。

ρークリスタリンは一次構造のみならず、分子形態やNADPH結合能 (14)の点でもアルド・

ケト還元酵素の一員であり、進化論的にはPGF合成酵素と同様のことが考えられる(13)。し

かし、 ρークリスタリンはPGF合成酵素様活性のみならずアルド・ケト還元酵素活性をも示

さない。この酵素学的差異を説明できるいくつかの理由を考えてみたい。 1つは活性部位(但

し、 NADPH結合部位は除く)に必須なアミノ酸残基の置換(或いは修飾)による不活性型へ

の変換、 2つ目の可能性は 3次構造の不活性型への転換、 3つ目の可能性は活性発現に必要な

未知の因子の欠如等が考えられるのではないだろうか。図13に示したように、 PGF合成酵素、

アノレデヒド還元酵素、及びアルドース還元酵素の間で保持され、 ρ クリスタリンのみ保持さ

れていない幾つかのアミノ酸残基(ム. .)が認められる。この内、特に Thr-54(Tyrから)

、Gly-107(Glnから)、 Lys-135(Glyから)、そして、 Val-195(Proから)の側鎖の性

質には大きなひらきがあるO 従って、これらのアミノ酸残基が活性部位或いは 3次構造に深く

係わっている可能性は充分考えられる。

戸。
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図13. 7)レド・ケト還元酵素と pークリスタリンの一次構造の比較。 ALO.人肝臓アJレデヒド還元酵素，

AR. ラットアルドース還元酵素;PGFS. PGF合成酵素;RHQ. p-クリスタリン

7k品体蛋白質のタンオーバーは非常に遅いと考えられているので¥クリスタリンの寿命は長

く、古いものが多いと予想される。長い間に、 ρークリスタリンは glycosylation等の修飾を

受ける可能性があり、このことが酵素活性や 3次構造に関連していることも否定できない。他

方、 ρークリスタリンは、今回検討した基質以外に、全く別のものを基質とする可能性も依然残

されているO ρ クリスタリンの含量は全可溶性蛋白質の17.6%であり、密度的には53mgeq 

/g (レンズ湿重量)に達している O これらの値は、通常みられる酵素或いは蛋白質の含量及

び密度をはるかに上回る高い値であるG 一般的に、水晶体蛋白質の密度は結晶蛋白質のそれに

匹敵する程である。もし、 ρークリスタリンが通常のタンオーパー数を持つ酵素で、あるならば、

生理的酵素必要量をはるかに上回るのは当然、といえよう O ρークリスタリンのPGH
2還元活性

がPGF合成酵素の僅か 2%と低いのは、逆に、生理的に有意義なレベルのPGF2α の生合成に

とって重要な意味をもつのかも知れない。

水晶体の機能として最も重要なことは可視光の透過を維持することである O 上述のようにク

リスタリン分子は非常に古い分子種であり、従って、高い熱力学的安定牲が要求される。 ρー

クリスタリンに観察されたNADPHの結合はまさにその安定性の向上に大きく寄与していると

考えられるO 即ち、一般的にNADPHのような低分子化合物が高分子である酵素と複合体を形

成すると、その酵素の熱安定性が著しく向上するからである O アヒ jレ水晶体の εークリスタリ

ンは lactate dehydrogenaseと同じ遺伝子産物である O ε クリスタリンはNADHと結合する

能力を持っている O 従って、 εークリスタリンの場合も ρ クリスタリンと同様の考察が可能

であろう O おもしろいことに、同じ鳥類でもニワトリには εークリスタリンは発現されていな

~ìO カエルとアヒルは共に水辺に生息する生物である o 7ki互に生息する生物はニワトリ等の陸
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性の生物よりも、水面から反射される紫外線による被爆量が多いと考えられる o NADHやNA

DPHは340nm付近の紫外線を良く吸収する O 従って、角膜等で吸収できなかった340nm付近

の紫外線をこれらの cofactorがトラップし、エネルギーをクリスタリンへ渡し、最終的に熱

エネルギーとして外部へ放出することで目を紫外線障害から保護していると考えると、非常に

興味深いものになる。

最後に、渡部紀久子、林秀也、倉光成紀、裏出良博の各博士との共同研究にて成果を得るこ

とができました。ここに深く感謝致しますとともに、有意義なご意見、ご助力を得ました早石

修、鏡山博行、武居順子、伊藤誠二、根岸学の各先生および早石プロジェクトの皆様、ならび

に本学の中井昇教授、脇屋和美氏および関係各位の皆様に厚くお礼申し上げますo
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