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34kDa EDTA‐ extractable protein(EEP34k)の 精製,

生理活性及び免疫学的検討 (図 11,表 1)
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要  約

EDTA‐extractable prOtein(EEP)は 水晶体膜の主要構成蛋自の一つであ り,SDS電気泳動上約34kDa

(EEP34k)と 約32kDa(EEP32k)の バ ンドとして検出される。既に,我々は phosphoHpase A2阻害蛋自で

あるlipocortinと EEP34kが類同の蛋自であることを報告 した。本研究では,EEP34kを陰イオン交換クロ

マ トグラフィーにより,非吸着画分 (34k(A))と ,吸着 され約0.2MNaClに よって溶出される画分 (34k(B))
との二つの画分に分離 して検討 した。34k(A),34k(B)は共に,Ca++に 依存 したアクチン結合性, リン脂質

結合性 を示 し,免疫学的には34k(A),34k(B)は共にlipOcOrtin I及 び II抗体 と反応 し免疫学的交差性を

示 した。34k(A)のア ミノ酸分析結果はヒト胎盤 Hpocortinと 類似 していた。従って EEP34kに は等電点の

異なる 2種以上の isOprOteinが存在 し,い ずれもphospholわ ase A2阻害活性 を有することなどからも一連の

lipocortin群 に属するタンパクであることが判つた。 (日 眼 92:2071-2079,1988)

キーワー ド:EDTA‐ extractable protein(EEP), リポコルチン,FⅢ アクチン, リン脂質

EDTA-extractable protein (EEP) ,. u."*llitJJlt-rr"" tens membrane protein with a molecular
weight ranging from 32kDa to 35kDa, and is also known to bind to the lens membrane in a clacium
dependent manner. It has been revealed that the 34kDa protein of EEP (EEP34k) cross-reacted with
antibody prepared against lipocortin, an inhibitor of phospholipase Ar. On ion-exchange chromato-
graphy we purifled two proteins from EEP34k. One of them, which we designated as 34k (A), passed
through a column of Q-Sepharose, and the other 34k (B) was eluted by application of a linear NaCl
concentration gradient (0-0.2M). Both 34k (A) and 34k (B) were bound to phospholipids and F-actin
in a calcium dependent fashion. On Western-blot analysis, two proteins showed cross.reactivity to
lipocortin I and lipocortin II. In conclusion, EEP34k consists of two or more protein components with
different isoelectric points and these proteins may represent one of a family of lipocortins. (Acta Soc
Ophthalmol Jpn 92 : 2071-2079, 1988)
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I緒  言

EI)′
「

A‐extractable protein(EEP)|ま Main intrin‐

sic prOtein(MIP)と 共に,水晶体膜タンパクの主要

構成成分のひとつであ り,SDS電気泳動上,約34kDa

(EEP34k),約32kDa(EEP32k)の バン ドとして検出

される。EEPは全膜 タンパクの約 1～ 5%を 占め1)2)

Ca++イ オンによって膜 と結合 しCa十
十をキ レー トする

と遊離 してくる表在性タンパク質 (extrinsic protein)

であ り1)3)～ 5),MIPと 異なって上皮細胞,繊維細胞いず

れにも存在することが確認 されている6).EEPは , ウ

シ, ブタ, ヒツジ,サルなどの哺乳類はもちろん, ト

リの レンズにも存在す る2)7)が ヒトのレンズではまだ

このタンパクは検出されていなぃ8).第 91回 日本眼科

学 会 に お い て 当 教 室 の 高 橋 らは EEPと phos‐

ph01ipase A2阻 害タンパクであるHpocortinが 免疫学

的に類同のタンパクであることを発表 した9).ほぼ,同

Sed i menl

5ed i men 1

Sed i ment

時期 に, Russellら ンこよ り, EEP35kDaタ ンパ クが

Hpocortinと 同一 で あ る との報 告 が な された1。 ).

Lipocortinは 1980年 ,F10werと Di Rosaら によリマ

クロコルチンH),平 田らによリリポモジュリン12),

Russo‐ Marrieら によリレノコルチン13)と ぃ う名称で

報告されたタンパクである。PhOsph01ipase A2を 阻害

し,ア ラキ ドン酸の遊離を抑制 し,結果 としてプロス

タグランジンなどの炎症メデイエーターの生合成を抑

える抗炎症タンパクである。グルココルチコイドによ

りその生合成が誘導されることから, グルココルチコ

イ ドの抗炎症作用は Hpocortinを 介 していると推測さ

れている。その後 Huangら は ヒ ト胎盤 よ り2つ の

phOspholipase A2 inhibitOrを精製 し,こ れを lipocor‐

tin I,IIと した14).Lipoco■in I,IIは ア ミノ酸配列上

約50%の 相同性があ りほぼ同等の phosphoHpase A2

阻害活性を有す る。Lipocortin Iが EGF‐ receptor/

kinaseの 基質であ り,LipOcO■ in IIが Rous肉腫ウイ
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pllosphatidylserine(p.s.),3. phosphatidylinosit01(p.

i.), 4. phosphatidylclloline(p.c.), 5。  pllos―

phatidylethanolamine(p.e.))を 含む liposome液 をそ

れぞれ EEP34k(A),34k(B)中 に混合させ CaC12を

終濃度lmMと なる様加えた。25℃ 1時間重合 させた

後約100,000× g,20分 間の遠心により上清 (S)と 沈澱

(P)と にわけそれぞれ SDS/PAGEに よって分析 し

た。

4)電気泳動

SDS‐ ポ リア ク リルア ミ ドグル電気 泳動 (SDS/

PAGE)は Laemmliの 方法によった19).二 次元電気泳

動は 0'Farelの方法に従って行った2o)。 _次元 目は等

電点分離を行い(NEpHGE),二次元目に SDS/PAGE
を行った。

5)免疫学的交差性

抗 ヒ ト胎盤 lipOcortin I抗 ′体,抗 ヒ ト胎盤 lipocortin

II抗体及び抗 EEP34k(A)抗 体に対する交差性を検討

した。抗 EEP34k(A)抗 体の作成は次の様に行った。

2
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図 2 Crude EEPの SDS電気泳動パターンを示す。
1:lⅥ 101eCular、アeight standard 2:BOvine lens EEP

ルスのがん遺伝子産物 p60src tyrosine― kinaseの基質

であるp36と 同じものであることも明 らかにされてい

るH)。 一方,Gerke&Weber,Glenneyら により発見

されたタンパク,p36は Ca+十依存性に actinと 結合す

るタンパクであることからCalpactinと 命名 された

が15)16),そ の DNA sequenceに より,calpactin Iと

lipOCOrtin II, CalpaCtin IIと lipocortin Iと が4■ 本々目

同のものであることが明らかとなっている17).本
研究

では,抗 HpocortinI及びII抗体,抗 EEP34k抗体を作

成し,各々について免疫学的検討をおこなった。また ,

EEP34kを精製 しその生理活性,特 に Ca++存 在下での

アクチン結合性, リン脂質との結合性等につき検討 し

た。

II 実験方法

1)EEP34kの 抽出と精製

成牛より摘出した水晶体,約500個 を 1回 の抽出,精

製の材料として用いた.

図 1の 方法に従い抽出された Crude EEPを透析 ,

凍結乾燥しbuFerD(10mM Tris‐ HClpH 7.5)に溶

解後,bugerDにて平衡化した Q‐sepharose columnに

かける.約200mlの burerDで洗浄後,0～ 0.7M NaCl

の Hnear gradientで タンパクを溶出した。各フラタ

ションを SDS/PAGEに て確認後,必要なフラクショ

ンを回収した。EEP34kは非吸着画分 (EEP34k(A))
と約0.2M NaClで 溶出される画分 (EEP34k(B))と
に回収された。

2)F‐ actinと の結合実験

家兎背筋よりSpudich&Watt法 18)に よって精製 し

た:G・ actin 33μ gと , EEP34k(A), EEP34k(B)15

μgと を各々bu“erE(100mM KCL lmM MgC12,5mM

Πlercaptoethanol, 0.21nヽ IA′
「

P, 5mA4′Fris‐HCl,

pH 7.5)中 で重合させた.Buffer中 にはEGTA(E)
または CaC12(C)を 終濃度lmMと なる様加え総容量

を175μ lと した。25°Cl時間重合させた後約100,000×

g,20分間,遠心 し上清 (S)と 沈澱 (P)に含まれるタ

ンパクを SDS/PAGEに よって分析 した。

3)Phospholipids cOntaining lipOsOmeと の結合

実験

Liposomel液 50μ lに EEP34k(A), EEP34k(B)15

μlと を各 b々urerF(2mM MgC12,50mM Tris‐ HCl,

pH 7.5)中 に混合 させ,更にEGTA(E)ま たは CaC12

(C)を終濃度lmMと なる様加え総容量を175μ lと し

た。また,同様に cholesterol(1)及 び各種 リン脂質 (2.

ヨ

く
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図4 0'Farrelの 方法により,一次元目は等電点の差
による分離を行い,二次元 目に分子量による分離

(SDS/PAGE)を 行った。 A: EEP34k(A), B:
EEP34k(B),A& B: mixture of A& B, C:
sinlplined illustration of the result
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図3 上図にEEPの Q―sepharose chromatoghraphyに よる溶出パターンを示す.下
図に各フラクションのSDS電気泳動像を示す。EEP34Kは非吸着画分 (34k(A))
と約0.2M NaClに よって溶出される画分 (34k(B))と に分けられる.
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図 5 F‐ actinと EEP34k (A),(B)を 重合 buffer

(100mM KCl,lmM MgC12,5mM 2-mercaptoeth‐
anol,0.2mM ATP,5mM Tris‐ HCl,pH 7.5)中で

重合させ,EGTA(E)ま たは CaC12(C)を 終濃度
lmMと なるよう加えた。25℃ ,1時間重合させた後

約100,000× g,20分間の遠心により上清 (S)と 沈澱

(P)に分け各々をSDS/PAGEで 分析した。Ca++存

在下では F‐ actinと 結合した EEP 34k(A),(B)は
F‐ actinと 共に沈澱 (P)に検出されたが,EGTA下
では沈澱 (P)にはほとんど検出されなかった。
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図6 リン脂質を含む リポゾームとEEP34k(A),34k

(B)を bu“ er(2mM IMgC12,50mM Tris‐HCl,pH
7.5)中 で混合させ,EGTA(E)ま たは CaC12(C)

を終濃度lmMと なるよ う加 えた。25℃ .30分 間

incubation後 約100,000× g,20分間の遠心により上

清 (S)と 沈澱 (P)に分け各々をSDS/PAGEで 分

析 した。Ca++存在下では リポゾームと結合した

EEP 34k(A),34k(B)は 沈澱 (P)に検出されたが
,

EGTA下では沈澱(P)にはほとんど検出されなかっ

た。
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Jxrrr

図 8 EEP34k(B)と 各種 リン脂質 (1.choletterol,
2. phosphatidylserille, 3. phosphatidylinositol,

4. phosphatidylcholille,  5. phosphatidyleth‐
anolamine)を buffer(2mM MgC12 and 50mM
Tris‐ HClpH 7.5)中 で混合しCaC12を終濃度lmM
となるようくわえる。25℃ ,30分間 incubationし た

後,100,000× g,20分間遠心し沈澱 (P),上清 (S)
を各 S々DS/PAGEで 分 析 した。Ca十

+存 在 下 で
EEP34k(B)は (2, 3, 5)の リン脂質と結合し

(P)に検出されるが (1, 4)の リン脂質とは結合
しない。

A B
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図7 EEP34k(A)と 各種 リン脂質 (1.cholesterol,

2. phosphatidylserine, 3. phOsphatidylinositol,

4. pllosphatidylcholine,  5, phosphatidyleth‐

anolalnine)を bufer(21nヽ4 MigC12 and 501niM

Tris‐ HClpH 7.5)中 で混合 しCaC12を 終濃度lmM
となるようくわえる.25℃ ,30分間 incubationし た

後,100,000× g,20分 間遠心し沈澱 (P),上 清 (S)

を各々SDS/PAGEで 分 析 した.Gar存 在 下 で

EEP34k(A)は (2, 3, 5)の リン脂質と結合し

(P)に検出されるが (1, 4)の リン脂質とは結合

しない。

図 9 各々のタンパクを SDS/PAGEに より泳動後 ,

ニトロセルロース膜に転写 した.■ トロセル ロース

膜を抗 ヒト胎盤 リポコルチン I抗体にて 1時間反応
後,ベルオキシダーゼをラベルした第二抗体で発色
さヨ主′こ. A:irnmune gel replicate,B:cOOmassie
blue stainning,1:C)rude EEP,2:IEIEP34k(A),3:
EEP34k(B)
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陰イオン交換クロマ トグラフィーにて精製後,凍結乾

燥 した EEP34k(A)を 分取用 SDS/PAGEで 分画 し

た.Celよ り切出し,抽出したものを自色家兎に免疫

し,得 られた抗血清を使用した。Western‐ blotは Tow‐

binの 方法に従って行ぃ21),第二抗体 はベルオキシ

ダーゼをラベルした抗ウサギ IgG抗体を使用した。

6)ア ミノ酸分析

1)の方法で抽出,精製し更に Hydroxylapatite chr‐

OmatOgraphy,Ultragel AcA54に よるグル濾過によっ

て精 製 した EEP34k(A)の sampleを 6NHCl中 で

110℃ 2時間加水分解 しBeckmann6300E amino acid

analyzerで分析 した.

III 結  果

1)EEP及びlipocortinの 抽出,精製

図 2に Crude EEPの SDS/PAGEパ ターンを示す .

左側の分子量 マーカーの30,000と 43,000の 間に EEP
は 3本 のバン ドとして得 られ,分子量は上から約35

A B

日眼会誌 92巻  12号

kDa,34kDa,32kDaと 推定される。

図 3に は EEPの Q‐sepharose chFOmatOgraphyに

よるelution patternを示した。EEP34kは非吸着画分

(34k(A))と ,吸着され約0.2M NaClに よって溶出

される画分 (34k(B))と の二つの画分に分離された。

2)二次元電気泳動

図 4に二次元電気泳動の結果を示 した。図 4Cは 34k

(A)と 34k(B)と を混合して行ったスポットを図式化

したものであ り,○は34k(A)由来,●は34k(B)由

来のスポットを示 している.34k(A)は 34k(B)に比

し僅かに高い等電点を示してお り,陰イオン交換クロ

マ トグラフィーの結果と一致した。 また,34k(B)は

少なくとも二つ以上の等電点を有 していた。

3)F‐ actinと の結合性

図 5に示す ように,34k(A),34k(B),共 に Ca++

存在下 (C)で は F‐ actinと 共に沈澱 (P)に検出され ,

EGTA存在下 (E)ではアクチンは沈澱に検出される

ものの,34k(A),34k(B),は上清に検出された.従 っ

A B1   2   3 1    2   3
3   2   1 3   2   1

図10 各々のタンパクをSDS/PAGEにより泳動後 ,

ニトロセルロースに膜に転写 した。ニトロセルロー

ス膜を抗ヒト胎盤 リポコルチンII抗体にて 1時間反

応後,ベ ルオキシダーゼをラベルした第二抗体で発

色させた.A:immune gel replicate,B:coomassie

blue stainning,1:Crude EEP,2:EEP34k(A),3:

EEP34k(B)

図11 各々のタンパクをSDS/PAGEに より泳動後 ,

ニ トロセルロース膜に転写した。ニ トロセルロース

膜を抗 EEP34k(A)抗 体にて 1時間反応後,ベルオ

キシダーゼをラベルした第二抗体で発色させた。A:
immune lgel replicate, 13: coolnassie blue stain.

ning,1:Crude EEP,2:EEP34k(A),3:EEP34k

(B)
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ループを中心に報告がなされているが,粗 EEP分画

を用いた研究がほとんどで,各 コンポーネン トを分離 ,

精製 しての生物活性,化学的検討はなされていない。

今回,我 々は EEP34kDaを 抽出精製 し,陰 イオン交換

クロマ トグラフィーによって更に34k(A),34k(B)

に分けて検討した.34k(A),34k(B)は互いに等電

点が異なり更に34k(B)に は少なくとも2種以上の等

電点 variantが存在 していた。 しかし,34k(A)と 34

k(B)は ,F‐actinや phosphoHpidと の結合性におい

ては同一の態度を示し,やは りCa十十依存性であった。

EEPと phosphohpidと の結合性に関しては,Ca++存

在下では phosphatidylserine,phosphatidylinositol,

及 び phosphatidylethanolamineと は結 合 す るが
,

phosphatidylcholine,及 び sphingomyelinと は結合し

ない22)と の報告があり今回の我々のデータとはぼ一致

した。EEPと phosphoHpidの Ca++存 在下での結合性

がどの様な意味を持っているのかに関しては様々な推

測がなされている。現在のところレンズ繊維膜におけ

る phosphoHpidの 局在の詳細は不明であるが22),細胞

膜 phospholipidと EEPと の interactionン こおいては,

Ca++は 両者の陰イオン間の bridgeイ オンとして働い

ていると考えられている。Ca十 十との親和性は,各 々の

phospholipidの chargeに よって異なるため,EEPと
の結合性 にも相違がで るもの と思われ る。更 に F‐

actinと の結合性は細胞膜 と細胞骨格 との間の連結因

子としての EEPの 機能を推測させるものである。

免疫学的には,34k(A),34k(B),共 に抗 ヒト胎盤

lipocortin I,II抗 体に対 して反応を示 した。また,今

回作製 した抗34k(A)抗体 との免疫学的交差性の検討

では34k(A)はむろん,34k(B)と も同様に反応を示

した。これ らの結果か ら34k(A),34k(B)は 共 に

Hpocortin I,IIの 混在物である可能性,あ るいは
,

Hpocortin I,IIの いずれの抗原決定基をも有する第二

の lipocortinである可能性が考えられる.最終的な結

論をくだすためには今回の免疫学的検討や等電点の差

異の検出に加え,一次配列の決定を含め更に詳細な検

討が必要であろう。他臓器 より精製 された lipocortin

の生理活性については Ca++依存性に phOsphOHpid,

F‐ actinと 結 合 し,ま た ,Ca・・ 存 在 下 で は

phosphatidylserine,phosphatidylinositolと 結合する

との報告がある17).ca+十
存在下での phospholipidや

F‐ actinと の結合性もHpocortin I,IIと 34k(A),34
k(B)と に共通な性格であ り, アミノ酸分析の結果か

らも両者は酷似していた。更に EEP34k(A),34k(B)

表 l Amino acid cOェ npositiOn of bovine lens EEP

and hurnan iplacenta lipocol・ tin

Amino acid lipocortin II EEP

鉤

助

蹴

Ｇ‐ｕ

Ｐｒ。

Ｇ‐ｙ

Ａ‐ａ

Ｃｙｓ

Ｖａ‐

Ｍｅｔ

‐‐ｅ

」ｅｕ

』

Ｐｈｅ

Ｈｉｓ

「

い

聰

12.55

6.08

3.63

9.98

2.07

6.77

9.78

0.00

5.45

1.97

6.70

11.59

2.72

3.17

1.81

n.d.

10.03

5.68

11.05

4.91

4.18

12.22

2.54

6.40

8.24

0.35

5.81

2.38

6.35

10.97

4.45

2.48

1.56

n.d.

9.94

6.14

Sample of EEP were hydrolyzed in 6N HCI for
24hours at 110"C and amino acid composition of
EEP was determined by Beckmann 6300E amino

acid analyzer.

て34k(A),34k(B),共 に F― actinと Ca++依存性に

結合すると考えられた。

4)リ ン脂質 との結合性

図 6には34k(A),34k(B)各々と混合 リポゾームと

の結合性を示 した。両者共に,Ca++存在下 (C)で は

liposomeと 結合 して沈澱中に検 出されたが,EGTA
存在下 (E)では結合せず上清 (S)に検出された。 ま

た,Ca+・ 存在下での単独 リポゾームとの結合実験 (図

7,8)で は (A),(B)共に P.S.,PI,P.E.と 結合

し,P.C"Cholesterolと は両者共に結合しなかった。

5)免疫学的交差性 (図 9～ 11)

免疫学的に,34k(A),34k(B)は共に抗 ヒト胎盤

lipocortin I及 びII抗体と反応 し免疫学的交差性を示

した。また,今回作製した抗34k(A)抗 体に対しては
,

34k(B)も 同様に反応を示 した。

6)ア ミノ酸分析 (表 1)

34k(A)は , ヒト胎盤 Hpocortin IIと 類似したア ミ

ノ酸組成であった。

IV考  按

EEPに関 しては これまでに,Broekhuyseら の グ
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は共に Hpocortin I,IIと 同等の phospholipase A2阻

害活性を有す ること(未発表データ)か ら,EEP34kは
2～ 3種のタンパ クの混合物であ り,いずれ も一連の

lipocortin群 に属す るタンパ クで あ る ことが判 明 し

た .

EEPの組織における局在については,Broekhuyse

らの報告によれば,網膜 Muller細 胞 ,内皮細胞,あ る

種の上皮細胞 に存在 しているといわれている8)。

今回 ,

組織学的検討は行 っていないが,EEPが レンズにおい

て どのような機能 を担っているかなども含め,免疫組

織学的検討 も加 えていく必要があると思われる。

本論文の要旨は第92回 日本眼科学会 (昭 和63年 3月 ,京

都)学術展示において発表した。
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