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はじめに

ヒト血柴中に存在する高分子及び低分子キニノーゲンは、システインプロ

テアーゼであるカテプシン B.H・Lやカルパイン 1 • n、パパイン、 フイ
シンに対する特異的インヒピター(シスタチン)である。両キニノーゲンの

これらのプロテアーゼに対する阻害機構は非共有結合・非競合阻害であるこ

とが知られている。また両キニノーゲンに共通の重鎖ょに占めるドメイン 2

と3にプロテアーゼ活性に対する反応部位が存在する。その反応部位のアミ

ノ酸配列は Gln-Val-Val-Ala-Gly(QVVAG) で表わされ、 もう一つはこの配

列より 44残基アミノ末端側に存在する Glycine (Gly) を含む 2~3 残基

のアミノ酸であると考えられている。また重鎖のアミノ末端側のドメイン 1

には EF-hand様構造が有り、 Ca2 +や Mg2+ を結合する機能も有している。

本研究ではヒト低分子キニンノーゲンの cDNAを用い、これに site

directed mutagenesisの技法を使って、キニノーゲン重鎖上の各ドメイン、

さらには EF-hand様構造、 QVVAG配列や Glycine とその近傍のアミノ酸残

基等に変異を加え、 これらの変異低分子キニノーゲンを動物由来の培養細胞

(BHK)や昆虫細胞 (SF9や21)に発現させることを試みた。また、その培養

メディウムに分必されてくる変異低分子キエノーゲンを精製し、それらの有

するシステインプロテアーゼインヒピター活性をパパインやカルパインを用

いて解析し、異の反応部位が何処にあるのかを明らかにすると共に、 ドメイ

ン1上の EF-hand様構造の果たす役割を、特にカルパインとの関わりに於

て明らかにしようとしたものである。
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研究成果

平成 5年度と 6年度の研究において、以下の研究成果が得られた。

【1】低分子キニノーゲン重鎖上の QVVAG配列が欠損したタンパク質をコー

ドする cDNAの作製:

ドメイン 2およびドメイン 3に存在する QVVAG配列が欠損した cDNAを作

製するために①合成ミスマッチプライマー (mismatchprimer) による

site-directed mutagenesisおよび② PCRmutagenesisで、変異を導入す

ることを試みた。①では導入する変異に応じたオリゴヌクレオチドを合成し、

これをプライマー (mismatch primer) として、一本鎖に調製した鋳型 DNA

とアニーリングさせ、 DNAポリメラーゼで修復合成させた。②では①と同

様にして合成したオリゴヌクレオチドを PCRプライマーとして用い、 PCRに

よる増幅機構により、 目的の変異を含む DNAフラグメントを得ょうと考えた。

しかしながら、変異を導入する隣接部位のヌクレオチド配列に AT含量が多

いこともあり、 DNAシークエンスで確認すると完全に QVVAG配列が欠損した

タンパク質をコードする cDNA は得られていないが、現在プライマーを新し

いものに変えて検討しているところである。

【2】Wi1dtype及び変異低分子キニノーゲンの昆虫細胞での発現:

平成 2--3年度の研究において、私共は BHK細胞で低分子キニノーゲンの

発現を試みたが、培養上清に分泌されてくる量が非常に少なく、約50ng/m.Q

であった。そこで、平成 5年度から、 目的遺伝子産物を大量にしかも生物学

的特性を保持したままで発現できることで、近年富に注目されているパキュ

ロウイルス発現系の利用を試みた。まず組み換えウイルスを作製するために、

①~③の順に実験を行った。①開始コドンを含んだ低分子キニノーゲン遺

伝子をプロモーターと同方向にトランスファーベクター (pVL 13 92/ 1393) 

の Eco R 1制限酵素切断部位に挿入する。②作製されたトランスファーベク

ターをウイルス DNAとともに夜蛾の幼虫由来株化細胞 (Spodotera

frugiperda ce11; Sf細胞)ヘリン酸カルシウム法にて co-transfectする。



③顕微鏡下で細胞核内多角体の存在の有無を確かめ、培養上清からプラーク

アッセイにより組み換えウイルスを選択する。この③の段階で、いくつか

の組み換えウイルスのプラークが確認されたので、 さらにプラークアッセイ

を繰り返した後、 しだいにスケールアップして、 ウイルスを増やし、高い感

染価のストックウイルスを調製した。この組み換えウイルスを Sf細胞に感

染させタンパク質の発現を試みた。しかし、遺伝子産物発現の確認はウエス

タンプロット法にてウサギ抗ヒト低分子キニノーゲン抗体で検出したが、 目

的のタンパク質の発現は確認できなかった。本実験系でのトランスファベク

ターへの遺伝子導入は、ベクターの制限酵素処理等により確実に行われてい

ることは確認されているので、 co-transfect以降の過程、つまり

Transfectionの効率、昆虫細胞の維持継代やプラークアッセイに問題があっ

たと考えており、 さらにこれらについて検討を加えているところである。

【3】野生型 (WildtYDe)及び変異低分子キニノーゲンの大腸菌での発現:

私共はパキュロウイルス系以外でのタンパク質発現法として大腸菌も利用

した。大腸菌は増殖が早く手軽に扱え、大量培養が容易でしかも増産の程度

が高いため、迅速でなおかつ安価に目的の遺伝子産物を発現・精製すること

ができるなどの理由により頻繁に使用されている遺伝子産物発現系である。

平成 6年度はマルチクローニング部位の上流に強力なプロモーター(t r c)、

を持つ pTrc99A Expression Vectorの Nco1制限酵素切断部位に遺伝子を

挿入し、直接発現させることを試みた。現在、発現の誘導条件を変えて、大

量発現の条件を求めているところである。


	img-X07125730-0001
	img-X07125730-0002
	img-X07125730-0003
	img-X07125730-0004
	img-X07125730-0005
	img-X07125730-0006
	img-X07125730-0007
	img-X07125730-0008
	img-X07125730-0009
	img-X07125730-0010
	img-X07125730-0011
	img-X07125730-0012
	img-X07125730-0013

