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牛角膜特異蛋白質の分離とその特性

小 西 裕美子

徳島大学医学部眼科学教室

要  約

牛角膜には,構成成分であるコラーゲンをはじめとした不溶性蛋白質の他に,可溶性蛋白質が多量に存在す

る。この可溶性蛋白質で量的に主要なものは,組織特異的な抗原性を有する非血清性蛋白質であるが,角膜に

おけるその生理活性 は不明である.ゲル濾過と陰イオン交換カラムを用いて,牛角膜可溶性画分からこの角膜

特異蛋白質 (以下 CSPと 略する)の分離 を試みたところ,既に報告 されている分子量 5万 4千の分画が分離 さ

れた。この主要分画はクロマ トフォーカシング法により,pH 6.12か ら6.41の 間に4種類の等電点をもつポ リ

ペプチ ドの 4画分に分離 された.ま たマウス抗 CSPモ ノクローナル抗体 をリガンドとして用いたクロマ トグ

ラフィーでは,CSPの 4分画ともに結合性がみられた。これらよりCSPは 共通の抗原性 をもち,ゲル濾過や

陰イオン交換において同一の挙動を示すポ リペプチ ド群で,分子多様性 を持つことが判明 し,し かもそれぞれ

が分離可能であった.最後にCSPは ,糖蛋白質ではないことが,コ ンAセ ファローズカラムで示された.(日

眼会誌 94:1148-1156,1990)
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Abstract
The abundant soluble protein of bovine cornea (CSP) was partially purified by chromatographies

on Sephacryl 3-200, DEAE cellulose and agarose to which mouse anti-CSP monoclonal antibody
produced by the hybridoma technique was conjugated. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of the
purifled CSP yielded a single band with a molecular weight of 54,000 daltons. Isoelectric focusing of
the CSP yielded four bands of pI 6 . 41, 6 .32, 6 .22 and 6 . 16. Chromatofocusing with PBE 94 (Pharmacia
Uppsala Sweden)allowedtheseparationofthesefourcomponentsofCSPwithiso-electricpointsof6.28,
5.89,5.85 and 5.68. In order to biochemicalily differentiate the four components, we attempted
ammonium sulfate fractionation and chromatographies on heparin-sepharose and hydroxylapatite.
However, these methods failed to separate the four CSP components. We examined whether the CSP

was a glycoprotein or not by Western-blotting with various kinds of biotinylated rectins. Con A and
UEA-I appeared to slightly bind the CSP. But CSP was not bound in chromatography on Con
A-sepharose. These results suggested that the CSP was not a glycoprotein. (Acta Soc Ophthalmol Jpn
94 : 1148-1156, 1990)
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I緒  言

1973年 に Holtと KinOshitaは ,牛角膜上皮 と実質

に含まれる可溶性蛋白質を解析 し,共通に存在する非

血清性蛋白質を見いだした1).1981年 Alexanderら は
,

この蛋白質の分離法 と生化学的特質を調べ2,3),牛
角膜

可溶性画分中に多量に存在する分子量54,000の 蛋白質

が,角膜全層,結膜上皮および水晶体前嚢細胞に組織

特異性をもち,哺乳類に共通 した抗原性を示すことを

報告 した4)。

近年,蚕食性角膜潰瘍など種々の角膜疾患

あるいは前眼部ぶどう膜炎を有する患者血清中に, こ

の蛋白質に対する抗体が高率に認められてお り,角膜

自己免疫疾患の病因との関係が考えられる5)6).我 々は

この角膜可溶性蛋白質 (Cornea‐ Specinc Protein:以

下,CSPと 略する)を用いてマウスを感作したところ,

組織学的に角膜上皮の変性所見 (特に ミトコン ドリア

と粗面小胞体)と 抗体沈着が観察された7).

この CSPは ヒト角膜にも多量に存在するが,そ のア

ミノ酸組成よリコラーダンやアクチンのような細胞の

構成蛋白質 とは異なってお り2),角
膜組織においてな

んらかの重要な生物活性を持つ と考えられる.今回,

CSPの 生理的機能解明の糸口とするために,CSPを構

成する等電点の異なる 4つ の成分の分離方法につい

て,生化学的特性より検討した .

II 実験方法

1.CSPの抽出と部分精製

0℃ で保存,移送 してきた牛眼球 より角膜を切除し

細片化した。 これに湿重量の 4倍量の0.lM NaC1/40

mMト リス塩酸緩衝液 pH 7.2を加えて, 3分 間超音

波破砕 (Branson Soniner Cell Disruptor 185)を 行

い,10,000× g(SorVan)で 10分間遠心 した。さらにこ

の上清を100,000× g(日 立超遠心機55P‐ 2)で 60分間遠

心し,得 られた上清を蒸留水で 2倍希釈 し,Tween 20
を0.02%になるように加えた.こ の角膜可溶性画分を,

20mMト リス塩酸緩衝液 pH 8.3/0.02%Tween 20で

平衡化したセファクリル S_200(Pharmacia,2.5× 38

cm)を用いて流速0.25m1/minで グル濾過を行った。

次に DEAE‐セルローズ (Whatman DE‐52,0.7× 5.4

cm)を 用いて,陰 イオン交換 クロマ トグラフィーを

行った。まず カラムを20mMト リス塩酸緩衝液 pH
8.3/0.02%Tween 20で 平衡化し,グル濾過により得ら

れた分画のうち分画番号38,39,40を 流速0.21m1/min

で流し,素通 りした画分を集めたのち,50mM NaC1/
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20mMト リス塩酸緩衝液 pH 8.3/0.02%Tween 20で

目的とする CSPを溶出した。さらに500mM NaC1/20

mMト リス塩酸緩衝液 pⅡ 8.3/0.02%Tween 20で押

し出しを集めた。

蛋白定量はクマジーBB_G(Blo Rad,PrOtein assay

kit)に よる色素結合法で測定 した.標準曲線は牛血清

アルブミンを用いて作製した .

2.ク ロマ トフォーカシング

上記方法により精製した CSP l.6mgを 25mMイ ミ

ダゾール塩酸緩衝液 pH 7.4に透析 した後,同 一緩衝液

で平衡化した PBE 94(Pharmacia,0.7× 25cm)に
,

流速0.2m1/minで 添加 した。次に蒸留水で 8倍希釈 し

たポリバ ッファー74‐HClpH 4.5で溶出した。

3.マ ウスモノクローナル抗体作製

部分精製 した CSP 100μ gを抗原 として,同量のフロ

イン ト完全アジュバン トと乳化後, 8週 齢のメスの

BALB/cマ ウスに腹腔内注射 して 4回感作した。最終

感作後, 3日 目にその牌細胞を採取 して,そ の リンパ

球 とマウス ミユローマ細胞 (SP‐ 2)と をポ リエチレン

グリコール法で細胞融合 させ,HAT培 地でハイブリ

ドーマを選択 した
8).酵

素免疫測定法で抗体産生細胞

をスクリーニングした.次に限界希釈法でクローニン

グした抗体産生細胞を,マ ウス腹腔内で増殖 させて,

腹水を採取 した。得られた腹水に100%硫酸を同量加え

て抗体を沈降させ,30,000× gで 10分間遠心し,沈澱を

ダルベッコの リン酸緩衝液 (以下 PBS(― )と 略する)

で透析した。 これに 9倍量の3M NaC1/1.5Mグ リシ

ン_NaOH pH 8.9を加えて,同一緩衝液で平衡化 した

プ ロテ イ ン A‐ セ ファローズ CL‐ 4B(Pharmacia,

2.5× 3.2cm)に流速0.44m1/minで 流し,IgGを 吸着

させた.0_lMク エン酸緩衝液 pH 4.0で溶出し,50
mMト リス塩酸緩衝液 pH 7.3/0.lM NaClで 透析 し

た。

4.酵素免疫測定法によるCSP定量

上記のように作製したマウスモノクローナル抗体の

うち,イ ムノブロットにより抗 CSP抗体であることが

確認された CSP―A4(サ ブクラス IgM)を第一抗体 と

して,ア ビデンー ビオチン法で測定した。

まず96穴 プレートに各画分から100μ lを 抗原として

吸着させたのち, 1%グ ラチン/0.lM PBS(― )で ブ

ロッキングし,培養上清0.2μ 1/グ ラチンPBS(― )を

結合させ,さ らにビオチン化ウマ抗マウスIgG抗 体

0.5μ g/0.05%Tween 20/PBS(― )を結合させた.こ
れにアビチンーペルオキシダーゼ (VectOr ABC kit;
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AB試薬各0.2ml)/0.05%Tween 20/PBS(― )を反応

させ,0.4mg/mlο _フ ェニレンジアミン/50mMク エン

酸緩衝液 pH 5.0/0.01%H202を 基質としてペルオキ

シダーゼ反応を行い,405nmの 吸収値をマイクロプ

レートリーダー (Corona MTP‐32)で測定した。

5。 CsPア フィニティーカラム

得 られた12種類のマウス抗 CSPモ ノクローナル抗

体のうち,CSPに対する抗原抗体結合能の強い CSP‐

A3を用いて,ア フィニティーカラムを作製した。まず ,

プロティンAで精製 した4.2mgの CSP‐ A3を 0.lM 3-

(N_モ ルフォリン)プ ロパン硫酸 pH 7.5で透析したの

ち,7mg/mlに濃縮 した。次にアガロースの活性エステ

ル (Blo Rad Am‐Gel 10)0.2mlと 4℃ で 4時間反応

させ,カ ップ リングを行った.さ らに1.OMグ リシンエ

チルエステル pH 8.0を 1/10容加えて,4℃ で 1時間反

応させ,残存 している活性化エステル基をブロックし

た。これ を2.5mlの 注射筒 につめ,PBS(― )/0.1%

NaN3で十分に洗浄 した.

作製したカラムを PBS(一 )で十分に洗浄 したのち,

PBS(― )に透析 した角膜可溶性画分4.32mgを流速

0.07m1/minで 流 して,CSPを 吸着 させた。さらに

PBS(一 )で洗浄し,0.6M NaC1/0.05Mト リス塩酸

緩衝液 pH 9.6で 溶出したのち, さらに1.OM NaC1/

0.05M炭 酸緩衝液 pH 10.7で 溶出した。

6。 分子量・等電点測定

グル濾過およびアフィニティーカラムにより精製し

た CSP(0.2μg)を SDS‐ ポリアクリルアミドグル電気

泳動 (8～ 25%グ ラジエントグル)にかけて分子量を

測定した。等電点測定のためには, グル等電点電気泳

動 (IEF 5‐ 8)に 同じ精製 CSP O.6μ gを適用した。泳
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動後,ク マジーBB‐Rで染色し,レ ーザーデンシ トメー

ター (Pharmacia LKB 2400 Gelscan XL)を 用いて

解析 した。

7.各種 レクチンとの反応性

ウエスタンプロットを行 うために,分子量マーカー

と,グル濾過 と陰イオン交換クロマ トグラフィーで部

分精製 した CSP O.lμ gを ,SDS‐ ポ リアクリルア ミド

グル電気泳動 (8～ 25%グ ラジエン トグル)で 分離 し,

25mMト リス/192mMグ リシン/20%メ タノール中に

浸 し,ニ トロセル ロース膜に転写 した。0.1%BSA/

PBS(十 )/0.5M NaClで ブロッキングし,各種 ビオチ

ン化 レクチン10μ g/5ml PBS(十 )/0.05%Tween 20を

反応 させた。PBS(十 )/0.05%Tween 20で 洗浄 し, ア

ビデンーペルオキシダーゼ (Vector ABC Kit:AB試

薬各0.05μ l)/PBS(十 )/0.05%Tween 20を 反応させ
,

0.2mg/m13,3′‐ジア ミノベンチジン・ 4HC1/50mMト

リス塩酸緩衝液 pH 7.4/0.01%H202を 基質としてペ

ルオキシダーゼ反応を行った9)。

用いた レクチンは ビオチン化 レクチン。キット I

(Vector)に 含まれるハ リユニシダ (UEA‐I), タチナ

タマメ (COn A), コチギノイ (WGA), ダイズマメ

(SBA), ヒマ (RCA), ドリコスマメ (DBA)の レク

チンである。対照 として, ビオチン化 レクチンを含ま

ない緩衝液のみを反応 させた陰性実験 と,ラ ット抗

CSPポ リクローナル抗体 (精製 IgG 5μ g)を反応 させ

た陽性実験を行った .

コンA_セ ファローズ4B(Pharmacia)を 用いるCSP

の精製には,PBS(十 )/0.05%Tween 20/0.5M NaCl

で平衡化したカラム (0.7ml)に ,同一緩衝液に透析 し

た未精製の角膜可溶性画分1.Omgを ,流速0.12m1/

工
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図 1 セファクリル S‐ 200に よる角膜可溶性画分のグル濾過.横軸はグル濾過による

分画番号を,縦軸の○は蛋自質濃度を,△ は酵素免疫測定法によるCSP濃度を405

nmの 吸光度で示す。矢印に示す分画番号38～ 40を集めて,次の陰イオン交換クロマ

トを行った。HRP:horse radish peroxida∞
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セファク リル S_200に よるグル濾過では,図 1の ○

で示すように,大 きな 2つの蛋自質のピークが認めら

れ, 2番 目のピークにはぼ一致して△で示す酵素免疫

測定法による CSPの ピークが認められた。また図 2の

図 2 SDS‐ ポ リアクリルアミドグル電気泳動による

グル濾過画分の蛋白質解析.グル濾過で得られた各

画分の試科に 9倍量のアセ トンを加えて,-25℃ で

蛋白沈澱を行い,蛋白濃度2.Omg/mlに調整したの

ち,各 0.3μ gを SDS‐ポリアクリルア ミドグル (8
～25%グ ラジエン トグル,Pharmacia)を 用いて電

気泳動し,ク マジーBB_Rで染色した。各レーン下の

数字は分画番号を,矢印は分子量54,000の蛋白質の

位置を示す。両端には分子量マーカーを泳動してあ

る.

minで流 して吸着させた。十分に洗浄 したのちに,0.1
Mホ ウ酸で溶出した1° ).

III 結  果

1.CSPの抽出と部分精製

超遠心で得られたウシ角膜可溶性画分の蛋白質濃度

は2.0～ 2.5mg/mlで ,その うち CSP含量は約30%で

あった.抽出時に超音波破砕を行わない場合は,蛋自

質濃度1.Omg/ml前後で,CSP含量約35%であった。

角膜の細片化や超音波破砕を行わずに,2_メ ルカプ ト

エタノール,EDTA,SDSを加えた トリス緩衝液中で

静置 したのち超遠心を行 うだけでも, 4～ 5mg/mlの

蛋自質が得 られた。 しかし水不溶性の膜蛋白質なども

可溶化 されるため,CSP含量は10～ 15%で あった。ま

たウシ角膜より抽出した可溶性画分は凝集 しやすい性

質があるため,緩衝液の pHを等電点の約6.0よ りも

ア ル カ リ側 の7.5～ 8.5に 調 整 し,さ ら に Holtと

Kinoshital)お よび Alexanderら 2)3)は
抽出後に界面活

性剤を加えていないが,凝集予防のために低濃度の界

面活性剤を加えた方が安定化される。特に蛋白質の変

性作用が温和で, イオン交換クロマ トグラフィーや等

電点電気泳動に影響を与えない非イオン性界面活性剤

が有用である。今回用いた Tween 20は 他の非イオン

性界面活性剤に比べて臨界 ミセル濃度が高いため,低
温での操作で ミセルを形成しにくく, グル濾過や透析

により容易に除去できる利点がある。
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図 3 DEAEセ ルローズによるグル濾過後の可溶性画分の陰イオン交換クロマ トグ

ラフィー.横軸は陰イオン交換による分画番号を,縦軸の○は蛋白質濃度を,△は

酵素免疫測定法によるCSP濃度を405nmの 吸光度で示す。NaCl濃度を分画番号10

で50mMに ,分画番号49で500mMに した。

50mH NaCl

HRP

PROTEIN

500mH

29 31 33  35 36 37  38 39  40  41

. .11

鰺 攀 .暴:.奢 .,薇 響 ←
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SDS‐ ポ リアクリルア ミドグル電気泳動でも,2番 目の

ピークの35～ 41に 分子量54,000の CSPの バ ン ドが認

められた。

図 1の 矢印で示した画分の蛋白質を集めて,DEAE‐

セルローズによる陰イオン交換 クロマ トグラフィーを

行った。平衡化緩衝液を pH 7.4と して,50mM NaCl

を添加すると,CSPは カラムに吸着せずに素通 りして

しまうが,pH 8.3で NaCl無添加の緩衝液で平衡化す

ると,大部分が吸着された。図 3に示すように,NaCl

を 0,0.05,0.5Mと 段階的に上げて CSPを溶出した。

塩濃度0.05Mで約60%の CSPが 溶 出 され,図 4の

SDS‐ ポ リアクリルア ミド電気泳動の結果から,デ ンシ

トメーターの解析よりCSP合量は80%以上であった。

図 3で第 1の蛋白質ピークの初期 と第 2の 蛋自質ピー

クに,CSP濃度を示す HRP activityが ピークを示 し

ているが,ラ ット抗 CSPポ リクローナル抗体を第一抗

体とする酵素免疫測定法でも同様の結果を示 した.し

かし分画番号15～ 24の等電点電気泳動の結果は,同一

のパターンを示す 4本 の蛋 白質のバン ドが認め られ

た.こ れは CSPが等電点以外に抗原性の異なる蛋白質

の集合体 よりなり,抗体 との親和性に違いがあるため

と考えられる.ま たピーク2(分画番号52)は,塩濃度

が高 く濃縮グルより泳動 されなかったため,脱塩後の

日眼会誌 94巻  12号

泳動結果を示しているが,分子量54,000の バンドが僅

かに認められるのみである.こ れに対 して HRP activ‐

ityが 高値を示した理由としては,第 2抗体であるビオ

チン化 ウマ抗体の非特異的反応,あ るいは共通した抗

原性を持つ分子量の異なる蛋白質の存在が考えられ

る。

10 20         30
FRACT10N NtlMBER

40

図 5 PBE94に よるグル濾過および陰イオン交換後

の可溶性画分のクロマ トフオーカシング.横軸は分

画番号を,縦軸は蛋白質濃度を示す。

FRACT10N Nt」 MBER

図 6 マウス抗 CSP抗体による未精製角膜可溶性画

分のアフィニティークロマトグラフィー.横軸は分

画番号を,縦軸は蛋白質濃度を示す。
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図 4 SDS‐ポリアクリルアミドグル電気泳動による

DEAE_セ ルローズ画分の蛋白質解析.陰 イオン交換

で得られた各画分の試科に 9倍量のアセ トンを加え

て,-25°Cで蛋白沈澱を行い,蛋 白濃度2.Omg/mlに

調整したのち,各 0.3μ gを SDS‐ポリアクリルアミ

ドグル (8～25%グ ラジエントグル,PharmaCia)

を用いて電気泳動し,ク マジーBB‐ Rで染色した。各

レーン下の数字は分画番号を,矢印は分子量54,000

の蛋白質の位置を示す。両端には分子量マーカーを

泳動してある。
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容 量 蛋白質濃度 総蛋白量 CSP含量

4.0(ml)

10.0

5.9

2.41(lng/mi)

0.464

0.347

9.63(mg)

4.64

2.05

28(%)

48

82
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表 1 グル濾過および陰イオン交換によるCSP部分精製
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超遠心上清

グル濾過

陰イオン交換

CSP収率

pI MARKER

∞

田

″

M.W. MARKER

A  B  C

滲1警

‐
警 壕  叢

CSP

図 7 SDS‐ ポリアクリルア ミドグル電気泳動による

CSPの 分子量測定.上段に分子量マーカー,下段に

グル濾過およびアフイニテイーカラムにより部分精

製 した CSPの SDS‐ポ リアク リルア ミドグル電気

泳動のグルと,デ ンシ トメーターによる測定結果を

示す。分子量マーカーは,Low MOlecular Weight
CaHbration Kit(Pharmacia)を 使用した.

A: PhOsphOrylase b (94,000), B: Albumin

(67,000),C:OValbumin(43,000),D i Carbonic

anhydrase (30,000), E: ′
rrypsin inhibitOr

(20,100),F:α ‐Lactalbumin(14,400):( )内 は

各分子量を表す.

図 8 グル等電点電気泳動によるCSPの 等電点測定 .

上段に等電点マーカー,下段にグル濾過およびア

フイニティーカラムにより部分精製 した CSPの ゲ

ル等電点電気泳動のグルとデンシ トメーターによる

測定結果を示す.等電点マーカーは,High pI Calli_

bration Kit(ph5‐ 10.5 pharmacia)を 使用した。
A:HOrse myOg10bin_basic band(7.35),B:Horse

myOg10bin・ aCidic band(6.85),C: Human car‐

bonic anhydrase B (6.55),D:BOvine carbonic

anhydrase B (5.85), E:β ‐LactOg10bulin A
(5.20):( )内 は各等電点を表す。

CSP

一・基盤
な
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牛角膜1.2gか ら,グル濾過および陰イオン交換によ

る部分精製で得 られる CSPの 収量 と収率は表 1に示

す。

Pharmacia PBE 94を 用いたクロマ トフォーカシン

グでは,図 5に示す ように小さな 3つのピークに続い

て大 きなピークが認められた。各 ピークの大きさは,

最初の粗標品である角膜可溶性画分の違いによって差

異があったが,電気泳動により各ピークに異なる等電

点をもつ分子量54,000の 蛋白質のバ ン ドが認められ

た.溶出液である Polyburer 74の影響で,各蛋白質の

正確な等電点は測定できなかったが,その溶出時の緩

衝液の pHは ,6.28,5.89,5.85,5.68であった.

マウス抗 CSPモ ノクローナル抗体を リガン ドとす

るアフィニティーカラムによる結果を図 6に示す。溶

出液0.6M NaC1/0.05Mト リス塩酸緩衝液 pH 9.6で
,

目的 とするCSPの 大部分が溶出された.ま た分子量

73,000と 28,000の 蛋 白質の非特異的吸着がみ られた

が, グル濾過により除去可能であった。

2.CSPの分子量 と等電点

グル濾過 とアフィニティーカラムによ り精製 した

CSPと 分子量マーカーの SDS‐ ポ リアク リルア ミドゲ

ル電気泳動の結果を図 7に示す。上段の分子量マー

カーの各泳動距離から作成 した標準曲線より,分子量

は Alexanderら の報告 と同じ,54,000で あった.

また,グル濾過 とアフィニティーカラムにより精製

した CSPと 等電点マーカーのスラブグル等電点電気

泳動の結果を,図 8に示す。上段の等電点マーカーの

各泳動距離より作製 した標準曲線より,CSPの 等電点
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は6.41,6.32,6.22,6.16と ,Alexanderら の報告 よ

り低い値が得 られた.

3. レクチンとの反応性

ウエスタンプロットの結果を図 9に示す。精製 CSP

は,WGA,SBA,RCA,DBAと は全 く反応しなかっ

た。UEA‐ Iと Con Aと は弱いが反応が認められた。こ

の反応はビオチン化 レクチンの量を増加 しても変わら

ず,UEA‐ Iでは分子量マーカーの phosphorylase b,

carbonic anhydraseと 同じぐらいの反応が認められ

た。COn Aで は卵アルブミンが強 く染色され,CSPは
carbonic anhydraseと 同程度の弱い反応が認められ

た .

コン A‐ セファローズによる精製では,角膜可溶性画

分全蛋白質の 5%が吸着 し,溶出された。溶出された

蛋白質をアセ トン沈澱により濃縮 し,電気泳動を行っ

た結果,分子量31,000,17,300,14,600の 蛋白質が認

められたが,CSPは吸着されなかった。

IV考  按

Alexanderら は陰イオンおよび陽 イオン交換 クロ

マ トグラフィーを用いて部分精製 した CRPを , さら

に SDSデ ィスクグル電気泳動で純化 した3)。 しかし彼

らの方法では泳動後のグルからの蛋白質の回収率が悪

く,電気泳動による蛋自質の高次構造の変化を免れな

い。また彼らは分子量のみで分離 しているため,等電

点の異なる4つの蛋白質の混合物を分離 していると考

えられる。この 4つ の主要成分の分離には,デ イスク

等電点電気泳動あるいはクロマ トフオーカシングが必

12345678

図 9 各種ビオチン化 レクチンによるCSPウ ェスタンプロット.各 レーン右にグル濾

過による部分精製 CSPを ,左に分子量マーカーを電気泳動している.

1:UEA‐ I,2:Con A,31 WGA,4:SBA,5:RCA,6:DBA,7:negative control,

8:positive control

・　
　
　
　
　
く ・ く

‐鑢籟藤
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で UEA‐ 1と Con Aと に認め られ るバン ドは非特異的

反応 と考えられ,配糖体形成に伴 う分子多様化は除外

で きるが, さらに検討す る必要がある.今回の実験で

は究明できなか ったが,今後分離可能 となった CSP各
主要成分のア ミノ酸組成 。配列の差を調べてい く必要

がある。

稿を終えるにあたり,御懇篤なる御指導 と論文原稿の御

校閲をいただいた徳島大学眼科学教室三村康男教授 と徳島

大学生化学教室山本尚三教授に深謝いたします。

なお,本研究は平成元年度文部省科学研究費補助金(課題

番号01480417)の 補助を受けた。付記 して感謝の意を表す

る。
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要である。ディスク等電点電気泳動では,互いの等電

点が非常に近似 しているため,完全な分離はで きな

かった。これに比較して,ク ロマ トフォーカシングは

CSPの 各主要成分の分離精製に有用であった。
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の蛋白変性剤を多量に加えないと可溶化できない。こ

れに比べて硫安による塩析では,CSPの 分別沈降はで

きないが,60%濃度ではほとんどの蛋自質が沈降し,

可溶化も容易である。従って CSPの濃縮に適 している

と考えられる。

以上の結果より,ま ず細片化 した牛角膜片に弱アル

カリ性の緩衝液を加え超音波破砕 し,超遠心にて可溶

性画分を抽出したのち,飽和硫安を60%濃度になるよ

うに加え,蛋 白成分を沈降させ濃縮する。次に低濃度

の非イオン性界面活性剤を含む緩衝液を用いてグル濾

過を行 う.こ の部分精製標品を, イオン交換 クロマ ト

グラフィーと抗 CSP抗体アフィニティーカラムおよ

びクロマ トフォーカシングを用いて精製することによ

り,CSPを構成する 4つの主要成分を分離し純化でき

ると考えられる.通常のカラムクロマ トグラフィーよ

りも分離能 と再現性の優れた高速液体クロマ トグラ

フィーを用いれば, より容易に短時間で純化が可能 と

思われる。

この 4つの主要成分は,グル濾過 とイオン交換にお

いて同一の挙動を示す。SDS― ポ リアクリルア ミドグル

電気泳動においても一本のバン ドとして認められる.

またマウス抗 CSPモ ノクローナル抗体 との結合性で

調べると,共通 した抗原性を有することが判明した。

また今回データーは示 さないが,ヘ パ リンーセ ファ

ローズおよびハイ ドロキシルアパタイ トとの反応性を

調べたが,CSP主要成分の間に結合性の差異は認めら

れなかった。これ らのことより4種 の CSPは非常に類

似 した構造をもつポ リペプチ ドと考えられる。

また陰イオン交換で,第 2の 蛋 白質 ピークに高い

HRP活性が認め られることより,凝集体の形成や C

末端領域の開裂などによる,分子量の異なる類似蛋白
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蛋 白質ではない と報告 してお り1)3),今 回 コン A‐ セ

フアローズとの結合性をみると, ウェスタンブロット
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