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EEP 32 kd proteinの精製,生理活性及び

免疫学的検討 (図 14)
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要  約
EDTA‐ extractable protein(EEP)は main intrinsic protein(MIP)と ともに水晶体膜タンパクの主要

構成成分であり,SDS―電気泳動上,分子量が34-knodaltom(EEP34)と 32-kilodalton(EEP32)の 二つの
バンドに分離される。既に我々は,粗 EEPを 用いて,EEP34がホスホ リパーゼ A2阻害タンパクであるリポコ

ルチンと同一のタンパクであることを免疫学的交差性から明らかにした1)。 今回,著者は EEPの もう一つの成
分であるEEP32に ついて検討を行った.粗 EEPを Q―セファロースにかけると,EEP32は 0.1～0.25M NaCl
で溶出される画分 (EEP32-A)と 0.35～0.4M NaClで溶出される画分 (EEP32-B)に 分離された。両者は

ともにリポコルチンと同様のカルシウム依存性のアクチン結合性,リ ン脂質結合性を有 していた。更にEEP32
の主成分である EEP32-Aに は,リ ポコルチンIよ り強いホスホリパーゼ A2阻害活性が認められ,EEP32-A
がリポコルチン類同タンパクであることが判った。また,EEP32-Aは胎盤のリポコルチン類同タンパクと免
疫学的交差性が認められなかったが,EEP32-Bは 交差性を有していたことより,EEP32に は等電点と抗原性
を異にする二種のリポコルチン類同タンパクが存在することが示唆 された。(日 眼会誌 93:540-552,1989)
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Abstract
EDTA-extractable protein (EEP) is a major extrinsic protein of lens membrane. EEP is composed

of two major polypeptides on SDS-PAGE with apparent molecular weights of 32 kilodaltons (kd) and
34 kd. Recently it has been reported that the 34 kd protein of the EEP cross-reacted with the antibody
prepared against lipocortin, an inhibitor of phospholipase Az. We have purified and characterized the
32 kd protein of the EEP (EEP 32). Crude EEP of bovine lens was applied to a Q-Sepharose column
and eluted with a linear gradient system composed of 0-0.7M NaCl. The EEP 32 was discreted at salt
concentrations of approximately 0.1-0.25M (EEP 32-A) and 0.35--0.4M (EEP 32-B). Both EEP 32-A
and EEP 32-B interact with phospholipid and F-actin in a Ca2*-dependent manner as lipocortin.
Futhermore, the EEP 32-A., a major component of the EEP 32 purified by hydroxyapatite chromato-
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graphy and gel flltration, inhibited phospholipase A, activity more than lipocortin. On Western blot
analysis, the 32 kd lipocortin-like protein of human placenta showed cross-reactivity to EEP32-B, but
not EEP32-A. These results suggest that EEP32 contains two lipocortin-like proteins difrering in
antigenicity and isoelectric points. (Acta Soc Ophthalmot Jpn 93 : 540-552, 1989)

Key words: EEP, Lipocortin, Chromatography, Inhibition of phospholipase A, activity, Western
blot

I緒  言

水晶体膜タンパクには二種のタンパク群すなわち

main intrinsic protein(卜 IIP)と EDTA extractable

protein(EEP)が 報告されている2)が , このうち,MIP
は膜タンパクの約50%を占め,Gap junctionの 主要構
成タンパクであることが判明している3)。 _方,EDTA
ないしEGTAに よって可溶化される周辺タンパクで
ある EEPは ,膜タンパクの 1～ 5%を 占め4)5),これま
でに,ウ シ,ヒ ツジ,ブ タ,サルといった哺乳類4)6)7)ゃ ,

鳥類4)6)に もその存在が確認されている。哺乳類のEEP
には,SDS電気泳動 _ヒ ,34-ki10daltOnと 32-klodalton

(以下 kdと 略す)の二つのバンドが検出され, カルシ

ウム依存性に細胞膜の リン脂質に結合すること8)ゃ ,

protein kinase Cに よリリン酸化を受ける。)と いった

生化学的性質が明らかにされている。最近,EEPの 34
kd成分 (以下,EEP34と 略す)は リポコルチンそのも
のであることが,抗 リポコルチン抗体を用いて明らか
にされた1)10)が , もう一つの成分である32kdタ ンパク

(以下,EEP32と 略す)については,分離精製や物理化
学的性質の検討は行われていない。またその生理機能

についても解明されていない.

リポコルチンはステロイド刺激によりその生合成が

誘導されるホスホリパーゼ A2阻害タンパクである.リ

ン脂質からのアラキ ドン酸の遊離を抑制 し,そ の結果 ,

プロスタグランジンや ロイコトリエンの生合成を抑

え,抗炎症作用を発揮すると言われている。Huangら

は,ヒ ト胎盤よリホスホリパーゼ A2阻害活性を有し,

アミノ酸配列上,50%の 相同性を示す二つの35kdタ ン

パクを精製し, リポコルチンI,IIと したH).ペ プチ

ド●マッピング,cDNA sequenceか らのアミノ酸配列

の決定により,リ ポコルチン Iは,Glennyら が報告し

ていたカルシウム依存性にリン脂質とアクチンに結合

するタンパクであるカルパクチンのうちのカルパクチ

ンIIと ,一方 リポコルチンIIは,カ ルパクチン I,
Weberら の Protein Iと 同一 タンパ クであ る こ

と11)～ 15)が明らかとなった。

リポコルチンと同様に, カルシウム依存性にリン脂

質,ア クチンに結合するタンパクは,異なる動物種の

組織,細胞に存在 し,ブタ小腸上皮(Protein I=36kd,

Protein II=32kd)16)～ 18), ブタ肝 (Protein II=32kd,

Protein III=70kd)16)18),電 気ウナギの電気器官 (カ ル

エレクトリン=32kd,36kd,70kd)19～ 22),人 リンパ球

(28kd,35kd,68kd)23),ニ フトリ砂嚢 (カ ルシメジン=
33kd,35kd,67kd)24)ゥ シ肝 (エ ンドネキシン=32.5
kd)25)に おいて認、められている.こ のうち,分子量が34

kd前後のタンパクはリポコルチンそのものであり,分

子量が32kd前後と68kd前後のタンパクは, リポコル

チンと同様の生理活性を有するリポコルチン類同タン

パクと考えられている。

今回,著者は抽出性, カルシウム依存性の細胞膜と
の結合性,分子量の類似性より,EEP32は リポコルチ
ン類同タンパクであると考え,分離精製を行い,生理
活性について検討した.更に抗 EEP抗体を作成し,ヒ
ト胎盤のリポコルチン類同タンパク (以下, ヒト胎盤

32kと 略す)と の異同を調べた。

II 実験方法

1)粗 EEPの抽出
カプセルを除去したウシ水晶体を実験材料とし,一
回の拙出に,500個 (約 lkg)を使用した.なお,抽出
は Broekhuyseら の方法5)を簡略化 して行った1).

2)EEP32の 精製

粗 EEP標品200mgを 緩衝液 A(10mM Tris‐ HCl,
pH 7.5)に 溶解後,緩衝液 Aに対して透析を行った。
緩衝液Aで平衡化した Q―セファロース・カラム (2×
10cm)に粗 EEPを添加し,緩衝液 A100mlで洗浄後 ,
0～ 0.7M NaClの Hnear gradientで溶出した。各フ

ラクションのタンパク濃度を Bradford法 26)にて測定

し,タ ンパクの存在するフラクションについて,10%
SDS‐ PAGEを 行った。EEP34,EEP32,ク リスタリン
を確認し,EEP34,EEP32を 含むフラクションを回収
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した.

3)電気泳動

SDS電気泳動は,Laemmli法27)に より10%の SDS‐

PAGEを 行った。二次元電気泳動は,0'Farren28)の 方

法に従い一次元目は等電点電気泳動を行い,二次元目
は SDS―PAGEを行った。
4)抗体の作成

Q―セファロース●クロマ トグラフィーにより分画し

たEEP32,EEP34を 分取用 SDS‐PAGEにて電気泳動

後,グルより抽出精製し,家兎に免疫した。抗 EEP32

抗体,抗 EEP34抗体を Western blotに て確認後,抗
血清を得た。

5)Western blot

Towbinら 29)の 方法に従った。SDS―PAGE後 ,デ ュ

ラポア・ フィルターに転写 した。第二抗体には,ベル

オキシダーゼ標識抗ウサギ IgG抗体を用いた。

6)アクチン結合実験

アクチンは,Spudich and Watt法 30)で ウサギ背筋

acetone powderよ り精製した。精製した G―アクチン

33μ gと試料45μgを ,重合緩衝液(100mM KCl,lmM

l`gC12, 5mヽ 42‐ inercaptoethanol, 0.2Ⅳ LA′rP, 51nM

Tris‐HCl,pH 7.5)中 で重合させた。緩衝液中には

EGTAま たは CaC12を 終濃度lmMと なるよ うに加
え,総量を175μ lと する。25℃ , 1時間重合させた後 ,

約100,000 X g,30分 間の遠心にかけ,上清と沈澱に分

け,各々SDS‐PAGEで分析した。
7)リ ン脂質リポゾーム結合実験

リポゾーム液50μ lに試料45μ gを加え,緩衝液 (終濃

度2mM MgC12,50mM Tris‐ HCl,pH 7.5)中 で混合

し,更に EGTAま たは CaC12を終濃度lmMと なるよ

うに加え,総量を175μ lと する。25℃ 30分間,incuba‐
tion後 ,100,000× g,30分間遠心し,沈澱及び上清を

各 S々DS― PAGEを行い,分析した。更にコレステロー
ルをコン トロールとして, フォスファチジール・ コリ

ン, フォスファチジール・ セ リン, フォスファチジー

ル・エタノールアミン, フォスファチジール・ イノシ

トールをそれぞれ単独に含む リポゾーム液を作成し,

CaC12存在下での,試料とリポゾームとの結合性を調
べた。

8)ホスホ リパーゼ A2活性の測定

Rothhutら 31),Davidsonら 32)の方法に準じて,下記

の要領で行った。[3H]01eic acidで ラベルした EoColi

(HB101 strain)細 胞膜の懸濁液を加熱処理 し更に洗

浄後,約 3× 106cpm/mlと なるように調整したものを
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基質として用いた。緩衝液 (175mM Tris‐ HCl,17.5

mM CaC12,pH 8.0)に ブタ膵臓ホスホリパーゼA2

(ベ ーリンガー)50ngと 試料 (リ ポコルチンIま たは精

製 EEP32-A)を加え総量を300μ lと し, 4°C,10分間

のpreincubationを行った後,3H_EoColi 50μ lを添加

して反応を開始する。 4℃ 5分間の incubation後 ,2
NHCl 100μ l,BSA(100mg/ml)100μ lを加え,反応

を停止させる.反応停止後,10,000× g,5分遠心し上

清300μ l中の放射活性を液体シンチレーション・カウ

ンターにて測定した。

III 実験結果

1)粗 EEPの抽出
前記 した方法で抽 出 した粗 EEP標 品を,SDS‐
PAGEで泳動すると,図 1に示したような 3本の主要
バン ドが得 られた。粗 EEPの バン ドは分子量マー

1   2

94K >

67Kト

43Kレ

躊靡
=30Kレ・  Ⅲ…Ⅲ

20Kレ

14Kレ ‐1総競籐‐

図 1 粗 EEPの SDS‐PAGEに よる解析.1は分子量
マーカーを示し, _Lか らPhosphorylase B(94kd),

Albumin(67kd), Ovalbuinin(43kd), Carbonic

anhydrase(3okd), 
′
rripsin inhibitor(20.lkd),

″lactalbumin(14.4kd)である. 2は今回得られた

粗 EEPの電気泳動パターンを示す.矢印は粗 EEP
のバンドである.
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カーの30kと 43kの間にあり,相対移動度から,分子量

は,35kd,34kd,32kdと 推定された。
2)EEP32の 精製

図 2に 示 した よ うに,EEP34は 非 吸着 画 分
(EEP34-A)と 0.lM NaClで 溶 出 され る画 分
(EEP34-B)と に分離された。一方 EEP32は,大部分
は0.1～ 0.25M NaClで溶出される画分 (EEP32-A)
に,一 部は0.35～ 0.4M NaClで 溶 出 され る画 分
(EEP32-B)に 分離された。EEP32-A,EEP32-Bを 濃
縮 した標品には,EEP34-Bと 低分子クリスタリンが

混 在 していた ので,次 いで,タ ンパ ク量 の多 い
EEP32-Aを 精製するため,ハ イ ドロキシアパタイト・

クロマ トグラフィー,更にグル濾過を行った。図 3に

精製 EEP32-Aの SDS電気泳動パターンを示した。
3)精製 EEP32-Aの ゲル濾過による分子量推定
TSK gel G3000 SWカ ラム (0.75× 60cm)に精製
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EEP32-A200μ gを添加し,HPLCに よるグル濾過を
行った。精製 EEP32‐Aの 分子量は30,000と 推定され
た (図 4)。 なお最終標品の純度は70%であった。

4)二次元電気泳動による検討

i)Q― セファロースの溶出パターンからEEP32に

は少なくとも二種以上の等電点の異なる isoprotein

が存在することが推測されたので,二次元電気泳動に
より検討した。図 5に示したように,EEP32-Aに は,
三つの主要スポットが検出され,等電点は7.1,6.8,
5.9と 推定された。EEP32-Bに は二つの主要スポット
が検出され,等電点は5.8,5.4と 推定された.二つの

試料を混合したものの泳動パターンには,EEP32-A
の三つのスポットとEEP32-Bの二つのスポットから
なる五つの主要スポットが検出されている。従って,

EEP32に は少なくとも五種の等電点バ リアン トが存

在するものと考えられる.
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図 2 EEPの Q―セファロース・クロマ トグラフイーによる精製.Aは Q―セファロー
ス ●クロマトグラフィーにおけるタンパクの溶出パターンを,Bは各フラクション
の SDS― PAGEパ ターンを示す.EEP34は非吸着画分 (EEP34-A)と 0.lM NaClで
溶出される画分 (EEP34-B)に 分離され,EEP32は 0.1～ 0.25M NaClで溶出され
る画分 (EEP32-A)と 0.35～ 0.4M NaClで溶出される画分 (EEP32-B)と に分離
された。
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図 3 精製 EEP32-Aの SDS‐PAGEパ ターン.1は
分子量マーカーを示 し,上 か らPhosphorylase B
(94kd), Albmin(67kd), Ovalbumin(43kd),
Carbonic anhydrase (30kd), 

′
I｀ripsin inhibitor

(20.lkd), α‐lactalbumin(14.4kd)で｀ある. 21ま

精製 EEP32-A(試 料20μ g,10μ g,5μg)の SDS‐
PAGEパ ターンを示す。

il)精製 EEP32‐Aと Q―セ ファロースによ り分画

された EEP32-Aを二次元電気泳動により比較 した。

図 6に示したように,精製 EEP32-Aには三つの主要
スポットが検出され, これ らヤまEEP32-Aの 主要 ス

ポットと一致した。

5)EEP32の生物活性

i)F― アクチン結合性

図 7に 示 した ように,カ ル シ ウム存在下 で は

EEP32-A,EEP32-Bは F―アクチンと結合し,沈澱に

検出されたが,EGTAを加えカルシウムをキレー トし
た場合 には,沈 澱 に検 出 され なかった。従って ,
EEP32-A,EEP32-Bは ともにカルシウム依存性の F
―アクチン結合性を有することが示された.

ii)リ ン脂質 リポゾーム結合性

図 8に 示 した ように,カ ル シ ウム存在下 で は

EEP32-A,EEP32-Bは 沈澱に検出されたが,EGTA
添加では沈澱に検出されず,両者はともに,カ ルシウ
ム依存性の リン脂質 リポゾーム結合性を有することが
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判った。次いで,コ レステロール (C)を コントロール

として,フ ォスファチジール・セリン(PS),フ ォスファ

チジール・イノシトール (PI), フォスファチジール・

エタノールアミン(PE), フォスファチジール・コリン

(PC)をそれぞれ単独に含む リポゾームとの結合性を

カルシウム存在下で調べた。その結果,図 9に示した

よう|こ, EEP32-A,EEP32-BIま ともヤこ,PS,PI,PE
とは結合し沈澱に検出されたが,C,PCと は結合しな
かっテこ.

面)ホ スホリパーゼ A2阻害活性

図10に リポコルチン I及 び精製 EEP32-Aの 濃度依

存 性 の 阻 害 曲線 を示 した.50%阻 害 値 は精 製
EEP32-Aは 1.5μg, リポコルチン Iは 6μgであり,精

製 EEP32-AにはリポコルチンIよ り強力なホスホリ
パーゼ A2阻害活性が認められた.

6)EEP32と EEP34, ヒト胎盤32kと の異同

EEP34-A, EEP34-B, EEP32-A, EEP32-B, ヒト

胎盤32kについて,抗 EEP32抗体,抗 EEP34抗体,抗

ヒト胎盤32k抗体を用いた Wedern blotを 行い,免疫

学的交差性を検討した。

1)EEP34-A,EEP34-Bは抗 EEP32抗体と反応せ

ず(図 11),EEP32-A,EEP32-Bは抗 EEP34抗体と反

応しなかった (図 12)。 従って EEP34と EEP32は免疫

学的に異なるタンパクであり,EEP32は EEP34が低分

子化したものではないことが明らかである。

ii)EEP32-Aは 抗 EEP32抗体と反応を示した (図

11)が ,抗 ヒト胎盤32k抗体との反応は弱かった (図
13)。 一方 EEP32-Bは ,抗 EEP32抗体と反応を示さず

(図11),抗 ヒト胎盤32k抗体と反応した (図 13).ま た

ヒト胎盤32kの抗 EEP32抗体との反応は弱かった (図

14)。 以上より,抗 EEP32抗 体は,タ ンパク量の多い

EEP32-Aに対する抗体が産生されたものであった。

更に EEP32の うち,EEP32-Bは ヒト胎盤32kと 免疫

学的に同一のタンパクと認識されたが,EEP32-Aは
ヒト胎盤32kと は交差性がなく,免疫学的に異なるタ

ンパクであった。

IV 考  按

EEPに関する研究は,こ れまで Broekhuyseら のグ
ループを中心として,粗 EEP分画を用いて行われて

きたが,最近 EEPの 34kd成分とリポコルチンとの関

連が明らかにされた。今回,ウ シ水晶体よりEEPの も

う一つの成分である32kdタ ンパクを精製し,その生理

活性について検討した。更に他臓器のリポコルチン類

2
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同タンパクとの異同を調べた。

グル濾過による分子量の推定から,SDS‐ PAGE上 ,

32kdと 推定された EEP32の分子量は,30,000と 推定
された。従って,nativeな状態では,サ ブユニットを

持たない単量体として存在するものと考えられる.ま
た,陰イオン交換クロマトグラフィーの溶出パターン
からEEP32に は少なくとも二種以上の荷電の異なる

isoproteinの 存在が示唆されたが,二次元電気泳動に
よる検討からEEP32に は少な くとも五種の等電点バ

545

リア ン トが存在 す る こ とが推 定 され た。即 ち

EEP32-Aには,pI′ 7.1,6.8,5.9の三つのバ リアント
が,EEP32-Bに は pI′ 5.8,5.4の バリアン トが検出さ
れた。 これらのバリアン トの存在は以下のことを推察
させる。即ち,リ ポコルチンもEEPも いずれもリン酸
化を受けることが明らかにされていることから,等電
点の高いタンパクが リン酸化されバリアントを形成し

ている可能性が考えられる。また,We゛ ern blotの 結
果からEEP32-Aと EEP32-Bは 免疫学的に異なるタ

平成元年 5月 10日 EEP 32 kd proteinの 精製,生理活性及び免疫学的検討・中山他
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図4 グル濾過 (SW3000G)に よる精製 EEP32-Aの 分子量推定。上図はAcA54に よ
り精製した EEP32-Aの SW3000Gに おけるタンパクの溶出パターンを示す。下図
のOは分子量マーカー,● は精製 EEP32-A,横 軸は分子量,縦軸は retention time
を示す。図 8の SDS・PAGEパ ターンより精製 EEP32-Aの ピークは 1であり,2は
低分子クリスタリンのピークである.分子量マーカーのretention timeか ら得られ
た検量線より,精製EEP32-Aの分子量は30,000と推定された。
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ンパクであることが半」明したが,EEP32-A,EEP32-B
のそれぞれに更に抗原性の異なるタンパクが存在する

可能性も考えられる.今回,精製された EEP32-Aに は

EEP32-Aと 同じ三つのバリアントが検出されている

ので,今後,更に各バ リアントを分離精製し単一標品

としたうえで比較検討する必要があろう。

アクチン結合性, リン脂質結合性 の検討から,

EEP32-A,EEP32-Bヤ まともに,リ ポコルチンと同様の

カルシウム依存性のアクチン結合性, カルシウム依存

性の リン脂質結合性を有することが判った。カルシウ

ム存在下での各種 リン脂質 リポゾームとの結合実験に

lk,い ては,EEP32-A,EEP32-Bヤまとも|こ PS,PE,PI

と結合したが,PCと は結合しなかった.EEP32と リン

日眼会誌 93巻  5号

脂質との結合の機序については,PS,PIの ような酸性

リン脂質と結合することからカルシウムを介するイオ

ン結合による可能性,あ るいは PEの ような塩基性 リ

ン脂質とも結合することから疎水結合による可能性が

推測されるが,EEP32の アクチン結合性, リン脂質結

合性は,EEP32が 細胞膜と細胞骨格の連結に何らかの

機能を果たしていることを示唆している.更に,精製

EEP32-Aに は リポコルチンよりも強いホスホリパー

ゼ A2阻害活性が認められ,ロ イコトリエンやプロスタ

グランジンの産生抑制による抗炎症作用において

EEP32が EEP34以上に大きな役割を果たしているも

のと考えられた。これ らの生理機能 の検討より,

EEP32-Aは リポコルチンと共通の生理活性を有する

D

pl 6.8

|

腎ン 0 。7 ‐
L_____」 L_」
32-A     32-B

図 5 二次元電気泳動によるEEP32-Aと EEP32-Bの 比較検討.Aは EEP32-A,B
は EEP32-B,Cは EEP32-Aと EEP32-Bの混合物の二次元電気泳動パターンを示

す.↑ はEEP32-Aの主要スポット,▲は EEP32-Bの 主要スポットを示す.Dに検
出 した各スポットについてのダイアグラムを示 した。 Oは EEP32-A,● は

EEP32-Bで 検出されたスポットを示す。EEP32-Aには三つの主要スポット (pI,

約7.1,6.8,5.9)が ,EEP32-Bに は二つの主要スポット (pI,約5.8,5.4)が検

出された。
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D

‐ ●  .

ことが確認された。

EEP32は EEP34と 分子量が近似しており,EEP34が
タンパク分解酵素によって低分子化した可能性も考え

られたが,両者間には免疫学的交差性がなく,EEP32
は EEP34の 加水分解産物ではなかった。更に EEP32

の うち EEP32-Bは ヒト胎盤32kと 交差性を有し,両
者は同一のタンパクと考えられたが,EEP32の 主成分

図 7 EEP32-A,EEP32-Bの アクチン結合性.Sは上
清,Pは沈澱を表し,Cは lmM CaC12を含む緩衝液 ,

Eは lmM EGTAを含む緩衝液であることを示して
いる。 *で示したバンドが EEPで…〉で示したバン
ドは アクチンで あ る。カルシウム存在下では

EEP32-A,EEP32-Bは アクチンと結合し,沈澱に回
収され,EGTA存在下では沈澱には検出されない。

図 6 二次元電気泳動に よるEEP32-Aと 精製 EEP32-Aの 比較検討.Aは
EEP32-A,Bは精製EEP32-A,Cは Aと Bを混合した試料の電気泳動パターンを
示す.↑ は EEP32-Aの 主要スポット,▲は精製 EEP32-Aの 主要スポットを示す.
Dに検出した各スポットについてのダイアグラムを示した。精製 EEP32-Aの主要
スポットは EEP32-Aの 主要スポットと一致した。
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ｃ百
E_    C     E

PS PS PS

*

*

32-A    32-B
図 8 EEP32-A,EEP32-Bの リン脂質 リポゾーム結
合性.Sは上清,Pは沈澱を表し,Cは lmM CaC12
を含む緩衝液,Eは lmM EGTAを含む緩衝液であ
ることを示している。 *で示したバンドが EEPで

ある。EEP32-A,EEP32-Bはカルシウム存在下では

沈澱に,EGTA存在下では上清に検出される。

S P S P

12341512345 1234512345

EEP 32-l                  EEP 32-B
図 9 EEP32-A,EEP32-Bの カルシウム存在下での各種 リン脂質リポゾーム結合性.

Sは上清,Pは沈澱を表し, 1は コレステロール (C), 2はホスファチジール・セ

リン (PS), 3は ホスファチジール・イノシトール (PI), 4は ホスファチジール・

コリン (PC), 5はホスファチジール・ユタノールアミン (PE)を含む リポゾーム

を示し.*で不したバンドがEEPで ある。EEP32-A,EEP32-Bは C,PCを含む
リポゾームとは結合せず上清に,PS,PI,PEを含む リポゾームとは結合して沈澱
に検出される.
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平成元年 5月 10日

である EEP32-Aは ヒト胎盤32kと は免疫学的に異な

るタンパクであった。即ち,EEP32に は抗原性の異な

員 B

1 2345 12345

549

:05

る二種の isoproteinが 存在することが判った。

今回の実験から得られた EEP32,Aの 実験結果を,

他臓器の32kdの リポコルチン類同タンパクと比較す

ると,両者は分子量が近似 し,と もに単量体であ
る16)18)20).更 に EEP32-Aは カルシウム依存性,ア クチ

ン結合性,リ ン脂質結合性,ホ スホリパーゼ A2阻害活

性といった リポコルチンと共通の生理活性を有してい

た。以上の実験結果 よ り,EEP32の 主成分である

EEP32-Aは リポコルチン類同タンパクであるとの結

論を得た。更に免疫学的検討からEEP32-Aは ヒト胎

盤32kと 交差性が認められないのに対し,EEP32-Bは

図11 粗 EEP,EEP34,EEP32に対する抗 EEP32抗体
による 強ヽstern blot.1は粗 EEP, 2は EEP34-A,

3は EEP34-B,4は EEP32-A,5は EEP32-Bを 示

す。AをまSDS‐PAGEの Coomassie brilliant blue
によるタンパク染色,Bは抗 EEP32抗体による染色
を示 す.粗 EEPと EEP32-Aが 抗 EEP32抗 体 に
よって染色されている.

EEP 32 kd prOteinの 精製,生理活性及び免疫学的検討。中山他
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図10 精製 EEP32-Aと リポコルチン Iの ホスホリパーゼ A2阻害活性.横軸はリポコ

ルチン I(0)お よび精製 EEP32-A(△ )の タンパク量を示し,縦軸はホスホリパー
ゼ A2活性を示す.50%阻害値は精製 EEP32-Aは 1.5μ g, リポコルチン Iは 6μ gで
あり,精製 EEP32‐Aには リポコルチンIよ り強いホスホリパーゼ A2阻害活性が認
められた.
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A B

12345 12345

図12 粗 EEP,EEP34,EEP32に 対する抗 EEP34抗体によるWestem blot.1は 粗
EEP, 2は EEP34-A, 3は EEP34-B, 4は EEP32-A, 5は EEP32-Bを 示す。A
は SDS―PAGEの Coomasie brilliant blueに よるタンパク染色, Bは抗 EEP34抗
体による染色を示す。粗 EEP,EEP34-A,EEP34-Bと EEP32-A,EEP32-Bに わ
ずかに混在するEEP34が 抗 EEP34抗体によって染色されているが,EEP32-A,
EEP32-Bは染まらない.

員 B A
1234512345

1   12 2

図13 粗 EEP,EEP34,EEP32に 対する抗ヒト胎盤32
k抗 体によるWestern blot. 1は 粗 EEP, 2は
EEP34-A, 31ま EEP34-B, 41ま EEP32-A, 5ヤま

EEP32-Bを 示す.Aは SDS‐PAGEの Coomassie
briniant blueに よるタンパク染色,Bは抗 ヒト胎盤
32k抗体による染色を示す.粗 EEP,EEP32-Bが 抗
ヒト胎盤o2k抗体によって強 く染まっているが,
EEP34-A,EEP34-B,EEP32-Aの染色は弱い。

図14 粗 EEPと ヒト胎盤32kに対する抗 EEP32抗体
によるWedern blot.1は 粗 EEP, 2は ヒト胎盤32
kを示し,Aは SDS‐PAGEの Coomassie brilliant
blueによるタンパク染色,Bは抗 EEP32抗体による
染色を示す。粗 EEPは抗 EEP32抗体によって強く
染まっているが, ヒト胎盤32kの染色は弱い.
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交差性を有 していたことか ら,EEP32-Bも また リポ
コルチン類同タンパクと考えられた。 このことは免疫

学的交差性のみならず, カルシウム依存性のアクチン

結合性, カルシウム依存性の リン脂質結合性 といった

リポコルチンと共通の生理活性が EEP32-Bに も認め

られた こ とか らも窺 え る。以上 よ り,ウ シ水 晶体

EEP32に は,等電点と抗原性を異にする二種の リポコ

ルチン類同タンパクが存在す ることが示唆された。分

子量,抽出性,カ ルシウム依存性の類似性 よりEEP32

とヒト胎盤 32kが同―タンパクであろ うとの当初の予

想と相違す る新 しい知見が得 られた。

32kdタ ンパクは,カ ルシメジン,カ ルエレク トリン,
エン ドネキシン,PrOtein IIな どの名称で報告 されて

いるが, カルエレク トリン (ウ シ副腎,肝,脳)は等
電点が5.6～ 5.819)20),Protein II(ブ タ小腸上皮, ブタ

肝臓)は 6.516)18)と 報告 されている。両タンパクに関し

ては比較検討 されていないので,両者が同一のものな
のかあるいは等電点の異 なる二種の isoproteinな の

かは不明であるが,EEP32-Aは 後者 と,EEP32-Bは

前者 と等電点が近似 したバ リアン トを有す ることか

ら, EEP32-AIま PrOtein IIと , EEP32‐ Bヤまカルエレ

ク トリンと同一である可能性がある。今後 EEP32の ア

ミノ酸配列を決定し検討する必要があろ う。
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