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Abstract: cDNA (1203bp) of ρ-crystallin was cloned form a frog lens λzap cDNA library. The 

cDNA contained initial codon and coded the fulllength (323amino acid residues) ofρ-crystallin. 

For the expression of recombinat protein， Eschenchia coli was transformed by pMRl plasmid 

which was prepared to be translated from initial codon ofρ-crystallin. The recombinant protein 

was purified as a homogenious protein with a molecular weight of 36.5kDa (identicaI to native ρ 

crystal1in) by four sequencial chromatographies with Red Sepharose， Sephadex G-I00，DEAE 

Toyopearl and Hydroxyapatite. The N -terminus of the recombinant protein was estimated to be 

TL TKETR which was identical to that of native ρ-crystalIin(type II). The recombinant protein， 

as well as native ρ-crystallin， exhibied binding ability to NADPH without any enzymatic activ-

i ty of aldo-keto reductase. 

はじめに

アルド・ケト還元酵素はプロスタグランジンF合成酵素，ア1レドース還元酵素およびアルデ

ヒド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.:5(1)0 このファミリーは幅広い基

質特異性を示しプロスタグランジンD2' 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ルへと還元する。さらにプ

ロスタグランジンH2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 450に劣らず薬物代謝に重要な役割を果たしている。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アルド・ケト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つux加}。一方，遺伝子的にアルド・ケト還元酵素の一員であ
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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 D それはカエル水晶体の構造

蛋白質ρークリスタリン(5)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 ρ 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

しまう口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，そのオリジナル酵素が如何なるもの

であったのか未だに不明である D 種々の動物の水晶体におげる主なアルド・ケト還元酵素はア

ルドース還元酵素とアlレデヒド還元酵素である。特にアルドース還元酵素は糖に対する親和性

が他のアノレド・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。今回カ

エゾレ水晶体cDNAライブラリーから ρークリスタリンの cDNAをクローニングし，遺伝子操

作による ρークリスタリンの酵素活性復元のための基礎研究とした。

実験材料と方法

実験材料:食用ガエlレ (Rana catesbeiana， 200 -500 g ，雌雄)は北陸実験動物より購入した。

Red Sepharose，Sephadex G -100および cDNA合成キットはブアノレマシアより購入した。Hy-

droxyapatiteおよびPVDF膜はバイオラドより， DEAE Toyopearlは東ソーより，アクリ

ルアミド， ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)，NADPH及び p-nitrobenzaldehyde(pNBA) 

は和光純薬より，クーマーシープリリアントブルー (CB B)およびアミドプラックはナカラ

イテスクより， TAクローニングキットおよびVectstain -A B Cキットはブナコシよりそれ

ぞれ購入し，その他の試薬は特級品を使用した。

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SD S -P AG  E) : SDS-PAGEはLammu日

の方法(6)で行った，蛋白質はCBBで染色した。

蛋白質定量:蛋白質の定量は280nmにおける吸光度または色素アミドブラック結合法(7)により

牛血清アルプミン (FractionV) をスタンダードとして行った。

ウエスタンプロット:蛋白質を SDS-PAGEにかけた後， PVDF膜にセミドライ方式で転

写した。一次抗体としてウサギ抗-ρークリスタリン抗血清を用い，抗原蛋白質の検出は Vect-

stain-ABCキットを用いた。

活性測定:アルド・ケト還元酵素活性は終濃度O.lMリン酸ナトリウムpH6.5， O. 1mM 

NADPH， 1mM pNBAのアッセイ溶液を用い酵素を加え 1mQとし， 370Cで反応を開始し， N

ADPHの減少速度を340nm(ギルフォードフォトメーター)で測定した。酵素 1ユニット (U)

は1分間に l戸nolのNADPHを消費する酵素量とした。

ラジオイムノアッセイ:125 1ーラベルの pークリスタリンをトレーサーとして藤井らの方法問

で行った。

ペプチドマッピング:蛋白質をジチオスレイト -1レで還元後，4-vinylpyridineで

pyridylethyl (P E)化した。 PE化蛋白質をリジyレエンドペプチダーゼで消化後，逆層高圧
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カエル水晶体ρークリスタリンの cDNAクローニングと蛋白質の発現

液体クロマトグラブィー (RP-HPLC)で分析した。

cDNAクローニング:食用ガエlレ水晶体より mRNAを常法により調製し， cDNAを合成し

た。 NotI/EcoRIアダプターを介して λzapファージミドベクターの EcoRIサイトにインサ

ートして cDNAライブラリーを作製した。ρークリスタリンに特異的なごつのプライマー(5 ' 

-GAGAGATCTCTGAGGGATGTTGGA-3' と5' -TCAGTACTCA 

TCGTGGAAGGGGTA-3' )を使って PCRを行い，得られた675bpのPCR産物

をTAクローニングキットでクローン化した。これをプロ←プとして ρークリスタリンの全長

をコードする cDNAをカエル水晶体cDNAライブラリーよりクローニンクやした。得られたクローン

(R 7 F F)の塩基配列はダイデオキシターミネーター法(アプライドバイオシステムズ)で解析した白

蛋白質発現 :R7FFから ρークリスタリンの開始コドンATGの下流の cDNAを制限酵素

HinfI/EcoRIで切り出し，改変型プラスミッドベクター pMのβ-gal開始コドンの下流に

インサートして発現ベクター pMR-1を得た。これを大腸菌 (HB101細胞)にトランスフ

ォームして組換え pークリスタリンの発現を確認した。

発現蛋白質の精製

菌の培養:pMR-1で形質転換した大腸菌を 5ml!のアンピシリンLB培地で3TC，12時間前

培養後， 11のマイヤーを用いて330ml!のアンピシリン LB培地培地中で370C，20時間振とう培養

したo 大腸菌を遠JLにより集め-800Cで保存した。

組抽出:凍結した大腸菌をアイスパス中で40ml!の50mMTris-HCl， pH8. 0， 10mM E D T 

A，0.5mg/ml!のリゾチームに懸濁溶菌した。溶菌液をソニケーションにかげてDNAを切断し

た後，遠心分離し粗抽出液として回収した。

Red Sepharoseクロマトグラフィー:この組抽出液を 21の25mMTris-HCl，pH7. 4， 2mM 

EDTA，0.01%NaN3に透析し同緩衝液で平衡化した RedSepharoseカラム(1.5x 20cm)にア

プライした。発現蛋白質は Oから102Mの塩化カリウムの直線濃度勾配により溶出し Red

Sepharose画分とし，固形の硫安を加えて80%飽和として，コールドルームで一夜放置した。

ゲlレ櫨過:硫安飽和により析出した発現蛋白質の沈殿を遠心分離により回収し，2ml!の10mM

Tris-HCl，pH8. 0， O. 01%NaN3で溶解した後同じ緩衝液で平衡化した SephadexG -100カラ

ム(1.5x180cm)にアプライした。回収した発現蛋白質画分を SephadexG -100画分とした白

DEAE Toyopearlクロマトグラブイー:Sephadex G-100画分を上記緩衝液で平衡化した

DEAE Toyopearl カラム(1.0x20cm)にアプライして， 10から50mMTris-HClの直線濃度

勾配により溶出した。

Hydroxyapatiteクロマトグラブイー:上記画分を25mMリン酸カリウム， pH8. 0， O. 01% 

NaN3で平衡化した Hydroxyapatiteカラム(1.0 x25cm)にアプライした。発現蛋白質は Oか

ら0.2M塩化カリウムの直線濃度勾配により溶出した。精製した発現蛋白質は10mMリン酸ナ

トリウム緩衝液， pH7. 5， 30%グリセロールに透析して-800Cで保存した。
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結果

ρークリスタリンcDNAの塩基配列とアミノ酸配列の推定

カエノレ水晶体 λzap系 cDNAライプラリーより， ρークリスタリンをコードしている1203bp

のcDNAをクローニングし，その塩基配列を決定した(図 1)。得られた cDNAは開始コド

ンを含み323アミノ酸残基よりなる ρークリスタリンをコードしていたo Tomarevらが報告し

たρークリスタリンの部分塩基配列(9)と比較して23ヶ所に相違が見られた。これはアミノ酸配

列で見ると 8ヶ所の相違になる(図2，図 3) 0 

図1.ρークリスタリンcDNAの塩基配列とアミノ酸配列

-10 -1 1 10 20 30 40 

C AGT AAC GCA ATA ATG ACT CTC ACC AAG GAA ACC CGT GTC ACC CTT AAC GAT GGC 

Met..1' T K E ロ

50 60 70 80 90 

AAC ATG ATG CCA ATC CTA GGA TTG GGC ACT TAT GCT GCT CCT GAT GTG CCT AAA AGT 

N M M G 白 Y 1. A D V 

100 110 120 130 14日 150

CTT GCA GAG GAA GCT GTG AAA ACT GCC ATT GAT GTT GGT TAC島G且 CACATC GAC TGC 
L 1. E A V 司 A VGYR  DC  

160 170 180 190 200 210 
GCC TTC ATC ACC GGC AAT GAG ATG CAT ATT GGA AAT GGC ATT CGC TC且且AG且TCTCT 

AF  T G N E M G N G R K 

220 230 240 250 260 270 

GAT GGC ACA GTC AAG AGG GAA G品.CATC TTC TAC ACT GGA AAG CTC TGG T宮T ACG TAC 

目白 T V K R E D F Y T G W C T Y 

280 290 300 310 320 

TTT TCC CCT GAT ATG GTA CGC AAA GGT TTG GAG AGG TCT CTG且，GGGAT GTT GGA ATG 

F D M V R K G L E R R D V G M 

330 340 350 360 370 380 

GAT TAT CTG GAT CTC TTC CTT ATG CAC TGG CCT GTC TCC CTT且AGCCT且GTGGA GCA 

D Y L D L F L M ~ W V ~ L K P G A 
390 400 410 420 430 440 

TCT G且T CむC TCC GAT AAG GAC且且G CCT TTC且TCTAT G且TAAT GTG GAC CTT TGT GCT 

A D P D K D K F Y D N V D L C 且

450 460 470 480 490 

ACA TGG GAG GCT CTA G且G GCA TGC AAA GAT GCA GGT TTG GTG AGA T亡C CTC GGA GT且

T W E A A C K D A G V R L  G V 

500 510 520 530 540 550 

TCA AAC TTT AAC CGC AGG CAG CTG G且1.CGT ATC CTG AAC AAA CCA GGA CTG AAG TAC 
EN  F N R R 0 L E R L N K G L 賢官

560 570 580 590 600 610 

AAG C巴1.GTT TGC AAC CAG GTG GAG TGT CAT GTA T且T TTA且ATCA且且且.cAAA CTT CAC 

K V C N Q V E C H V Y L N Q N K L H 

620 630 640 650 660 
GCC TAC TGC AAA TCC AAG GAC ATT GTT 11G GTG GCT TAC且GCGTC TTG GGC TCA C且C

且 Y C K K D V L V 且 Y VL G 

670 680 宮 700 710 720 

且5且 GAC且GGAAC 1GG G1G G，且.cCT1 AGC TTG CCA GTC CTA C11 GAT GAT CCA ATT TTG 

.!.，. DRNWVDL  L V LDD  L 

73日 740 750 760 770 780 

AAT且且A ATT GCT GCT且且G TAC AAT CGC TCC TCT GCA GAG GTC GCC ATG CGC TTC ATT 
MK  1. 1. K Y N L 5 _5 且 E V A M R 

790 800 810 820 830 840 

CTC CAG A且GGG且且，TTGTG GTC TTG GCC 1.且且且，GCTTC ACC CCC GCT CGT ATC AAG CAA 

li.....Jl..ー』ー G V V A K s F T 且 L .Jーー五ー.....IL.
850 860 870 880 890 

且且，C CTT GGG GTC TT1 GAA TTT GAA CTG AAA CCT GAA GAT且，TG且且A 且CACTT GAG且GC

H L 白 V F E E L K E D M K T L E 

900 910 920 930 940 950 

CT且 GAC且GAA且C CTA CAT TAT GGA CCT 111 AGA GAG GTG 1.且1.CAG C且C CCA GAA TAC 
o R N L H Y 白 F R E V 置白 H E Y 

960 970 980 990 1000 1010 1020 

CCC T11 CAT G，晶T GAG TAC TGA AGACC且ACTGAGTGCCAACGCAGCTCC且AGAAGATGCTTTCTGT且T
F F H D E Y TER 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 10事。
T且，TAT且TGTAA且GCTTTAGTAGAGCTGCAC守CTGTTACAT.且CAGAAAA且ATAAC且TTTAGTCATTTGCCCAGTAT

1100 1110 1120 1130 1140 1150 11喧 1170

TTATAAAGCA'1'TATTGATTGG，晶.TGGG且GC.且，TTATGTCTTATGCCATGTTGCCTTATGCAT，且且CAACCAAT且且ATT

1180 1190 
T且A'1'GCTGAAC且.TCAAAA

全長1203bpの塩基配列を示した。アンダーラインは天然型pークリスタリンで確認したアミノ酸配列を示し

た。
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図2. 食用ガエルとヨーロッパ赤ガエルpークリスタリンの cDNAの比較

-10 -1 1 10 20 30 40 50 60 
巳RHO: C AGT AAC GCA ATA ATG ACT CTC ACC AAG GAA ACC CGT GTC ACC CTT AAC GAT GGC AAC ATG ATG CCA ATC CT且 GGATTG GGC 

tRHO: 

70 80 90 100 110 120 130 140 150 
ACT TAT GCT GCT CCT GAT GTG CCT AAA AGT CTT GCA GAG GAA GCT GTG AAA ACT GCC ATT GAT GTT GGT T且C AGA CAC且TCGAC TGC 

160 170 180 190 200 210 220 230 240 
GCC TTC ATC ACC GGC AAT GAG ATG CAT且TTGGA AAT GGC ATT CGC TCA AAG ATC TCT GAT GGC ACA GTC AAG AGG GA且 GAC且TCTTC 

250 260 270 280 290 300 310 320 330 
TAC ACT GGA AAG CTC TGG TGT ACG TAC TTT TCC CCT GAT ATG GTA CGC且AAGGT TTG GAG AGG TCT CTG AGG GAT GTT GGA ATG GAT 

.酢G G.踊且唱'1CTCTG AGG制 GTTGGA ATG制

340 350 360 370 380 390 400 410 
'1AT CTG GAT CTC TTC C'1'1 ATG CAC TGG CCT GTC TCC CT'1 AAG CCT AG'1 GGA GCA TCT GA'1 CCC TCC GAT AAG G.且.CAAG CC'1 TTC且.TC

TAT CTG GAT c'lj TTC CT'1 ATG C配 T四 CCTG'1C T唱 CTTAAG CCT AGT臨暗唱T GAT CCC TCC GAT AAG蹴 AAGCCT即日C

420 430 440 450 460 470 480 490 500 
TAT GAT AAT GTG GAC CTT TGT GCT ACA TGG GAG GCT CTA GAG GCA TGC AAA G且.'1GCA GGT TTG GTG AG且 TCCCTC GG且 GTATCA AAC 

TAT GAT AAT GTG GAC CTT TGT目 T ACA T国側聞 CTAGAG GCA酢C 胤 GAT臨時T T唱 GTG胤 TCCCTC GGA GTA TCA AAC 

510 520 530 540 550 560 570 580 590 
TTT AAC CGC AGG CAG CTG GAA CGT ATC CTG AAC且AACCA GGA CTG AAG TAC AAG CCA GTT TGC AAC C且G GTG GAG TGT CAT GTA TA'1 

TTT AAC CGC AGG C且G CTG GAA CGT ATC CTG AAC AAA CCA GGA C'1G AAG TAC AAG CCA G'1T TGC AAC CAG GTG GAG TG'1 C且T GTA '1AT 

600 610 620 630 640 650 660 670 
TTA AAT CAA AAC AAA CTT CAC GCC TAC TGC AAA TCC AAG GAC AT'1 GTT '1TG GTG GC'1 TAC AGC GTC TTG GGC TCA C且C AGA GAC AGG 

TTA AAT CAA蹴幽 C'1'1CAC D:C '1AC TGC酬 TCCAAG GAC A咽 GTTTTG GTG IIcT TAC蹴 G'1C T時間'1CACAC且GAGAC 蹴

680 690 700 710 720 730 740 750 760 
AAC TGG G'1G GAC C'1T AGC TTG CCA G'1C C'1A CTT GAT GA'1 CCA A'1'1 TTG AAT AAA ATT GCT GCT AAG TAC AAT CGC TCC TCT GCA GAG 

AAC TGG GTG GAC C咽 AGCTTG CCA G唱 CTACTT GAT GAT CCA ATT TTG AAT幽 TT間関T AAG TAC AAT C目酢C TCT GCA GAG 

770 780 790 800 810 820 830 840 850 
GTC GCC ATG CGC TTC ATT CTC CAG AAG GGA ATT GTG GTC TTG GCC AAA AGC TTC ACC CCC GCT CGT ATC AAG CAA AAC CTT GGG GTC 

ITC即日G C尻町 ATTCTC CAG AAG田 A ATT GTG GTC TTG GCC AAA蹴 TTCACC C唱開 CGT日 C AAG CAA AAC CTT間 GTC

860 870 880 890 900 910 920 930 
TTT GAA TTT GAA CTG AAA CCT GAA GAT ATG AAA ACA CTT GAG AGC CTA GAC AGA AAC CTA CAT TAT GGA CCT TTT AGA GAG GTG AAA 

TTT GAA TTT GAA CTG胤 CCTGAA GAT ATG幽伽 CTTGAG 蹴 CTAGAC AGA AAC CTA CAT TAT蜘 CCTTTT AGA GAG GTG胤

940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 
CAG CAC CCA GAA TAC CCC TTT CAT GAT GAG TAC TGA AGACCAACTGAGTGCCAACGCAGTCTCCAAGAAGATGCTTTCTGTATTATATATGTAAAGCTTTAGTA 

CAG CAC CCA GAA TAC CCC TorI C咽 GATGAG TAC TGA AGACCAACTGAGTallcAACGCAGTCTCCAAGAAGATGCTTTCTGTATTA叩削GTAAAGCTTTAGTA

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 
GAGCTGCACTCTGTTACATACAGAAAAAATAACATTTAGTCATTTGCCCAGTATTTATAAAGCATTATTGATTGGATGGGAGCATTATGTCTT且TGCCI弘TGTTGCCTTATGCATA且

GAGCTGCACTCTGTTACATACAGAAAAAATAACAT'1TAGTCATTTGCCCAGTATTTATAAAGCATT唱TGATTGGATGGGAGζ酢TATGTCTTATGCCATGTTGCCTTATGCATAA

1160 1170 1180 1190 
CAACCAATAAATTTAATGCTGAACATCAAAA. • • • • • • • cRHO: Rana catesbelana 
CAACCAATAAATTTAATGCTGAACATCAAA. • • • AAAA tRHO: Rana ten耳拘raria

食用ガエル (Ranacat田 beiana)ρークリスタリン (cRHU，上段)と Tomarevら(7)のヨーロッパ赤ガエル(Rana

temporaria)ρークリスタリン (tRHu，下段)四塩基配列を比較した。相違している塩基は反転文字で示し

た。
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cRHO: 
tRHO: 
PGF: 
hAR: 
rAR: 
ALO: 

図3.
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ラット水晶体アルドース還元醇ヒト胎盤アルドース還元酵素 (hAR)， グランジンF合成酵素 (PGF)， 

素 (rAR)およびヒト肝臓アルデヒド還元酵素 (ALD)のアミノ酸配列を比較した。保守的領域は灰色で囲

んである。 cRHOとtRHOのアミノ酸配列で相違が見られたところは逆白抜き三角で示した。 hARの必須

アミノ酸残基の一つチロシン-48(図では58番目)(8)はPGF， rARおよびALDで保守されているがcRHO
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ではスレオニン残基になっている o
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組換え ρークリスタリンの発現

この ρークリスタリン cDNAをインサートに持ち ρークリスタリンの開始コドンより翻訳

されるように調製したプラスミド PMR-1を大腸菌にトランスブオームし、組換え蛋白質を発

現させた(図 4A) 0 発現量は非常に高く全可溶性蛋白質の25%に達した(表 1)口この組換

え蛋白質は抗ー ρークリスタリン抗体により認識された(図 4B)。この組換え蛋白質は Red

Sepharose、SephadexG -100、DEAEToyopearl及び Hydroxyapatiteを用いたクロマト

グラブイ一(図 5)により pークリスタリンと同じ36.5k D aの蛋白質として単一に精製され

た(図 4A) 0 

表 1.組換え ρークリスタリンの精製

Steps Volume Protein p-Crystallin p-Nitrobenzaldehyde 
reducing activity 

ml mg mgeq yield milliunit 

1. Crude extracts 40 228 62.3 100 11，400 

2. Red Sepharose 180 104 55.6 89.2 1，080 

3. Sephadex G-1 00 26 53.6 51.2 82.2 308 

4. DEAE Toyopear 56 41.7 41.5 66.7 N.D. 

5. Hydroxyapatite 120 37.5 37.5 60.2 N.D. 

N.D. not detected 

q
d
 

a斗
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図4.ρ-クリスタリンの SDS-PAGE
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図5.各精製過程のクロマトグラフィー

① Red Sepharose Chromatography 

3.0 

{・}

200 3.0 

e
a
n
u
'
E
 

nリ
4

，
1

n

u

h

u

叫
V
『
1
1
4
4
h』
I
l寸
1
1
1
J

m

M

J

 

h
M
u
r

，
 

，
 

，
 

，
 

，
 

，
 

，
 

'
E
M

・

N

H

・

5

h

r

}

剛

同
胞
胃

f
同
国

S

M

H

t

R

-

-

c

α

J

r

・

U
H
U
F

・

，

H
A

，
 

-EN---

，
 

h
H

町

J

叫

m
M

，，

釦

m

'

内

ζ

内

4

・‘
 

』

• 、..."

o 

(mU/ml) 

(0) 
{・)

2.0 2.0 

100 

1.0 1.0 

E o 
露。剖 40 伺

百 (10 mlltube ) 

i @DE………hy 

80 

1.2 

② Sephadex G・100Gel-filtration 

o 
o 

80 

(mU/ml) 10 mM Tris.HCI， pH8.4， 
0.01軸 NaN3 (0) 

60 

40 
O 

(2 ml/tube) 

(・)~ 25mMK・Phoaphate，
I pH8.1.0.01輪 NaN3

1.0 

0.8 

10 0.4 

0.2 に。
邑

0.2 

。
内

u-
n
u
 

向田

、‘，，，aw 
h
u
 

F

u

 

一
且
，
.
‘

一n
v
u
u

一
6

m

-
n
u
 

-

a

司・・，，，‘、

↑

V
E
 

V

内

u
a
v

一

4
L
D

?

m

 

「

U
M
刊

一

n

-
m
o
 

-
;
i
 

且
'
E

‘
F
M
 a

 
v--Fr 

o 
F
A
M
-

n
u
 

o 

10 

50 100 150 

Fraction Number ( 5 mlltube ) 
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ルはラジオイムノアッセイ(表1)およびSDS-PAGE(図 4)による蛋白染色とウエスタンプロットに供

した。
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組換え ρークリスタリンの性質

pNBAを基質として，アルド・ケト還元酵素活性をモニターして精製していくと，最終的

に酵素活性の全くない組換え pークリスタリンが得られた(表1，図 5)。一方，補酵素NAD

PHに対する親和性はあり複合体を形成した(図 6)。これらの性質は天然型ρークリスタリ

ンの性質と全く同じである。組換え ρークリスタリンのN末端アミノ酸配列は TLTKETRと

決定され，天然型ρークリスタリンのII型と同じ構造であった。リジノレエンドペプチダーゼに

よるペプチドマップによる比較では組換え ρークリスタリンと天然型ρークリスタリンのII型

のマップは完全に一致し，天然型ρークリスタリンの I型とはそのN末端ペプチドのみの相違

であった(図 7) 0 天然型ρークリスタリンの I型のN末端はアシル基によりプロックされて

いることが知られているので，基本的に組換え ρークリスタリンと天然型ρークリスタリンの

I型のペプチドマップに相違はないことが確認された。

図6.組換え ρークリスタリンのNADPH複合体形成によるスベクトル変化と複合体の分離
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組換え pークリスタリン・ NADPH複合体のスペクトルと差スペクトルを上段に示した。また複合体を Su-

perdex75によりフリーのNADPHと分離した。複合体の結合比は約 1: 1であり，組換え ρークリスタリ

ンは一つのNADPH結合部位を持つと考えられる。

-46-



カエル水品体ρークリスタリンの cDNAクローニングと蛋白質の発現

図7. P E化組換え pークリスタリンと天然型ρークリスタリンのペプチドマップ
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考察

今回，クローニングした ρークリスタリン cDNAから発現された組換え ρ クリスタリンは

N末端アミノ酸配列およびペプチドマップによる構造解析から天然型ρークリスタリン(1と

11型)と同じ一次構造を持つことが確認された。従って，クローニングされた cDNAは正し

くρークリスタリンの mRNAを反映してると考えられる。組換え ρークリスタリンは天然型

ρークリスタリンと同じく補酵素NADPHに対する親和性を保持しながらもアlレド・ケト還

元酵素活性を欠落していることが確認された。このことは， ρークリスタリンは翻訳後修飾等

による失活ではないことを強く示唆し，その一次構造に酵素活性の欠落の原因があることを示

すものである。アルド・ケト還元酵素ファミリー(図 3)はいろいろのアルド・ケト化合物を

還元できる。中でもアルドース還元酵素はグルコースやガラクトースを還元してポリオーlレの

生合成を触媒し糖尿病性白内障なとの合併症を引き起こす。 ρークリスグリンがなぜ糖尿病性

合併症の危険をおかしてまでカエル水品体構造蛋白質クリスタリンとして大量に発現されるこ

とになったのかは未だ不明であるが，少なくとも酵素活性に必須なアミノ酸残基の置換を介し

てその危険を回避した可能性が高い。事実，アlレドース還元酵素の必須アミノ酸残基であるチ

ロシン-4800)はpークリスタリンではスレオニン-55に置換している D チロシンのフェノーノレ

性水酸基が電子伝達に重要な役割を担っていることを考えるとスレオニン残基のアルコール性

水酸基では不可能なのかもしれない。今後， ρークリスタリンの遺伝子操作を行ってこのスレ

オニン残基をチロシン残基に復帰し酵素活性の復活の可能性を検討すべきである。

Tomarevらが報告した pークリスタリンの部分塩基配列とは23塩基対の相違が認められた。

彼らはヨーロツパ赤ガエノレ (Ranatemρoraria) の水品体を研究した。一方ここでは食用ガエ

lレ (Ranacatesbeiana) を研究対象としている。従って，この相違は種の違いによるもので，

仮に全長を比較したときにはさらに相違が見つかると予想される。少なくとも23塩基対の相違

は予想以上に多いものであり，両者の ρークリスタリンに機能的に大きな相違があるのかもし

れない。

要約:カエlレ水品体λzap系cDNAライブラリーより ，p-クリスタリンをコードしている全

長1203bpのcDNAをクローニングした。得られた cDNAは開始コドンを含み323アミノ酸残

基よりなる pークリスタリンをコードしていた口 ρークリスタリンの開始コドンより翻訳され

るように調製した PMRlプラスミドを用いて大腸菌から組換え蛋白質を発現させた。発現蛋

白質は RedSepharose，Sephadex G-I00， DEAE Toyopearl及び Hydroxyapatiteを用いた

クロマトグラフィーにより天然型pークリスタリンと同じ36.5kDaの蛋白質として単一に精製

された。発現蛋白質のN末端アミノ酸配列は TLTKETRと同定されρークリスタリン(11型)

と同一であった。 ρークリスタリンと同様.発現蛋白質は補酵素 NADPHとの結合能を示した

がp-nitrobenzaldehydeなどアルド・ケト還元酵素の典型的な基質を還元しなかった。
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