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はじめに

血 築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 I、11、パ パイン、フィシン

等に対いする 非常 に強 いイ ンヒビターである。両

キニノーゲンのこれらのプロテアーゼに対いする

阻害機構は非共有結合・非競合阻害である事が知

られている。また、両キニノー ゲンに共通の重鎖

上に占めるド メイン 2と 3に反応部位が存在する

と考え ら れ ている。その反応部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列

は Gln-Val-Val-Ala-Gly(QVVAG)で表され、もう

一 つはこの配 列より約 44残基 N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

推定されてい る。

本 研究ではヒ ト 低 分 子 キ ニ ノーゲンに対いする

cDNAを用い、これに sItedirected mutagenesisの技

法を使って、 キニノーゲン重鎖上のドメイン 2や

3、 更に QVVAG領域の欠損した、またこの QVV-
AGや Glyとそ の近傍のアミノ酸残基を他のアミノ

酸 残基に置換し た低 分子 キニ ノーゲンを真核細胞

に発現させる。その培養メディ ウ ム に 分 泌 さ れ て

くる新たな変 異低分子キニノー 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ビタ

ー( シスタチン)としての活性 が 知 何 に 変 化 す る

かを明らかし 、キニノーゲンのシスタチンとして

の 真の反応部位がどこにあるのかの解析を試みた

。
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研究成果

平成2年度及び3年度の研究において、得られた研究成果は以下の

通りである。

【1】低分子キニノーゲン重鎖上のドメイン2、3及びQWAG領域の

欠損蛋白質の作製:ドメイン2，3及びQVVAG領域を欠損させる為に

必要なアミノ酸配列から、それぞれ20merのオリゴヌクレオチドを

合成し、 two-primer法で欠損蛋白質の作製を試みた。その結果、

QVVAG領域欠損蛋白質をコードするcDNAの作製は成功しなかっ

たが、以後の発現実験の結果からドメイン2と3の欠損するcDNAの

作製は完了することが出来た。出来上がったこれらの変異cDNAと

欠損のないwild町pecDNAを発現ベクターであるPMSGに組み込み

リン酸カルシウム法で真核細胞であるα10、Hela及びBHK細胞へ

のトランスフェクショオンを行ったが、 BHK細胞へのトランスフエ

クションのみが有効であった。

【2]Wild type及び変異低分子キニノーゲンの発現:低分子キニノ

ーゲンに対いするポリクローナル及びモノクローナル抗体を用いる

ELISA法で、これらの低分子キニノーゲンの単位メディウム当たり

の発現量を測定すると、それらの発現量は極く微量('--5 0 ng/ml)で

あった。また、発現したこれらの蛋白質はシステインプロテアーゼ

インヒビターとしての活性を全て有していた。

【3]Wild type及び変異低分子キニノーゲンの精製:発現ベクータ

ーを移入したBHK細胞の培養には、 FCSの含有されていないバイオ

リッチ1を用いた。この培養メディウムを集める際にはデキサメサ

ゾンで発現蛋白質の誘導を行なった。その結果、それぞれ約5Lの

培養メディウムを集めることが出来た。次いで、これらの蛋白質を

、硫安分画、 Red-Sepharose、MonoQ等のカラムクロマトグラフィー

を用いて精製した。 Wildtype及びドメイン2と3の欠損した変異低分

子キニノーゲンは、最終的にそれぞれ約3μg精製された。精製され

たこれらの蛋白質のシステインプロテアーゼインヒビターとしての

活性は、ヒトの血疑から精製された低分子キニノーゲンと比較する

と、ほぼ理論的な値であった。また、これらの発現蛋白質の分子量

等も予側されていたものに、ほぼ一致していた。現在、培養メディ

ウムを大量に集めると共に、より効果的な精製法を工夫していると

ころであり、更にキネティクスを含む生化学的な諸性質の解析を行

なう予定である。
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