
AGEレセプターの分子多様性とそのメカニズム

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9463URL



金沢大学十全医学会雑誌 第109 巻 第 1 号 25 -

3 3 (2 0 0 0)

A G E レ セ プタ ー

の 分子多様性とその メ カ ニ ズ ム

金沢大学医学部医学科生化学第二講座 (主任 : 山本 博教授)

M d . J o y n al A b e di n

後期糖化反応生成物 (a d v a n c e d gly c a ti o n e n d p r o d u ct s , A G E ) が 特異受容体(r e c e pt o r 払r A G E , R A G E ) を介 して血管細胞

を障害す る こ と が
,
糖尿 病血管合併症 の 発症 , 進 展に 重要な役割 を果 たす こ と が知 ら れ て きた. しか し

,
A G E リ ガ ン ド結合

彼の 細胞内情報伝達経路 や血管恒常性破綻の メ カ ニ ズ ム に つ い て は い ま だ不明な点が多い . 本研究で 筆者 は, R A G E 後 シ グナ

リ ン グ解明 へ の 第 一 歩と して ヒ ト R A G E 蛋白の 分子性状を調 べ た 結果, 以下の 新知見を得た . まず
, 種々 の ヒ ト組織 ■ 細胞か

ら の 抽出物を ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析すると
, 分子量 の 異 な る 二 つ の タ イ プ が存在す る こ とが 見出され た .

一

つ は 分子豊約

55 k D a で 肺で 発現 して い る こ と か ら ｢ 肺型｣ と命名し た. もう 一

つ は 分子量約46 k D a で
,
血管 内皮細胞

,
周皮細胞な どで発

現 さ れ る分子種 である こ と か ら ｢ 血管型｣ と命名 した . 逆転写
-

D N A 増幅反応 に よ る ク ロ ー ニ ン グと 塩基配列決定 の 結果,

肺 と 血管細胞 に は 同
一

の 成 熟型 m R N A が 存在する こ とが 明 らか となり
,
両細 胞で 同

一

の 構造を有する プ レ R A G E 蛋白が制訳

さ れ る と推定 され た ･ 全長R A G E c D N A を鋳 型と した 試験管内転写 ･ 翻訳反応生成物は約51 k D a の 位 置 に泳動 さ れ
,
小胞体

膜 の存在 下 で は プ レ R A G E は 小胞体内 へ の 移行 に伴っ て 高分子化 した . 肺抽 出物を グリ コ ペ プチ ダ
ー

ゼ F で 消化する と , 肺型

R A G E 蛋白の サ イズ は51 k D a に 減少 した .

一

方 , 血 管型R A G E 蛋白 は グ リ コ ペ プチ ダ ー ゼ F に よ っ て は全く影響 され なか っ た .

した が っ て
, 肺型 は N - グ リ コ シ ル 化 され て おり, 血管 型は こ の修飾を受けて い な い と考えられ た . 領域特異的な抗体を用 い

た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析で 血 管塾 R A G E 蛋白は N 末端側16 ア ミ ノ 酸及 び C 末端側20 アミ ノ 酸 に対応する抗体 に よ っ て は認

識されなかっ た . 血管型R A G E は
, 肺型R A G E と比較 して , より低濃度 の 界面活性剤存在 下 で可溶化される こ と が示 さ れた.

し た が っ て
,
以 上 の 結果か ら

,
血 管細胞で発現す るR A G E 蛋白は肺 R A G E 蛋白 と は構造上異な っ てお り

,
こ れ は糖鎖付加や蛋

白限定分解 によ る翻訳後修飾 の 差 に よ るもの と推定 さ れ た . 本研究 で 見出された R A G E 蛋白の 分子多様性 は, A G E リ ガ ン ド

に対す る細胞応答の多様性を理解す る た め の 基礎とな るもの と考えら れ る .

K e y w o r d s a d v a n c e d g l y c a ti o n e n d p r o d u c t s ( A G E) , r e C e p t O r f o r A G E ( R A G E ) , di a b e ti c

C O m pli c ati o n s , m Ol e c ul a r h et e r o g e n eit y , V a S C ul ar e n d o th eli al c e11s , lu n g

グル コ
ー ス な どの 還元 糖 は蛋白質の ア ミ ノ基 と非酵素的 に反

応 し
,
シ フ 塩基

,
ア マ ドリ 転移化合物を経 て , 不 可逆的な脱水,

縮合, 架橋 によ り特異な吸光, 蛍光 を示す後期糖化反応生成物

( ad v a n c e d gly c ati o n e n d p r o d u c ts , A G E) を形成す る. こ の 現象

は 当初食品化学 の 領域 で見出さ れ
,
1 9 1 2 年 M ai11 a r d

l)
によ っ て

最初に 記載 され た こ と か ら
,
メ イ ラ

ー

ド反応 と して 知 られ て い

る . 近 年 に至り, メ イ ラ ー

ド反 応は 生 体内でも加齢 に伴 っ て 起

り
, 特 に糖尿病状態で慢性的な高血糖状態が続くと

,
循環血液

や組織中で A G E の 形成 と 蓄積が加速的 に進行す る こ と が 明か

に さ れ た
2)

. さ ら に
,
この 高血 糖 によ るA G E 蓄積が 網膜症

,
腎

症を は じめ と する 糖尿痛合併症発症 の 原因の 一

つ と な るもの と

推測され て きて い る . A G E の 生物 学的作用 を仲介す る特異 レ

セ プ タ ー

や 結合蛋白の 存在も知 ら れ て きた . 1 9 9 2 年N e e p e r ら
3)
は
! ウ シ肺 か ら A G E 結合能を持 つ 細 胞膜表面蛋白 を分離 し,

A G E レ セ プ タ
ー

(r e c e pt o r f o r A G E , R A G E) と名付けた . ア セ ナ

ル 化低密度 リ ボ 蛋白
,
酸 化低密度 リ ボ蛋白と い っ た 変性蛋白の

ス カ ベ ン ジ ャ
ー 受容体 と して知 ら れ て い る マ ク ロ フ ァ ー

ジ ク ラ
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ス A ス カ ベ ン ジ ャ
ー 受容体も A G E の 取り込 み 能 を 有す る

4)
.

Ⅵ a s s a r a の グル
ー

プ は
5) 6)

,
ラ ッ ト肝臓 か ら A G E 結 合活性を示

すガ レ ク テ ン ー3 複合体を分推 し た. こ れ ら の うち, 糖尿病性の

細 ′ト血管細胞変化に は R A G E が重 要な役割を果 た して い る可能

性 が示唆 さ れ て きて い る . Y a m a gi sh i ら
7)
は
,
A G E が ウ シ網膜

微小 血管周皮細胞 の 増殖 を遅延させ る と と もに
,
周皮細胞 に対

して 急性毒性効果も発揮する こ と を示 した . A G E は血 管内皮

細胞 にも直接作用 し, 血 管新生を促す
8) 一

方 で , プ ロ ス タ サ イ

ク リ ン 産生 の 低下 と プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー

イ ン ヒ ビ

タ
ー

1 の 産生克進 に よ る 血栓傾向も招く
9)

. A G E の 内皮 ･ 周皮

細胞作用 は
,
R A G E m R N A に相補的なア ン チ セ ン ス オT) ゴ ヌ ク

レ オ チ ドでテ肖去さ れ る こ と か ら
,
R A G E と の 相互 作用を介する

もの と推定さ れ る . T s uji ら
1 0)
は
,
A G E が 腎 メ サ ン ギウ ム 細胞

で 細胞外基質の 一 種で あるⅠⅤ塑 コ ラ ー

ゲ ン の 産生 を 克進 させ ,

こ れ が R A G E m R N A に対す る リ ボ ザ イ ム で 防止さ れ た こ と か

ら
, 糖尿病性腎症の 初期病変 であ るメ サ ン ギ ウム 領域の 拡大に

A G E -R A G E 系が 関与 して い る 可能性を提唱 した .

平成1 1 年11 月 2 4 日受付
,
平成 12 年1 月 12 日受理

A b b r e via tio n s : A G E , ad v a n c e d gl y c ati o n e n d p r o d u ct s; E N
- R A G E

,
e X t r a C ellu la r n e w ly id e n ti丘e d R A G E -bi n din g

p r ot ein ; F B S , 鎚tal b o vi n e s e ru m ; R A C E , r apid a m p liB c a tio n of c D N A e n d s; R A G E , r e C e P t O r fo r A G E
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こ の よう に
,
A G E - R A G E 系は糖尿病性血管症特 に細小血 管症

の 発症 に関係 して い る もの と推察 さ れ るが , 糖尿病で 細小 血管

が障害さ れ る メ カ ニ ズ ム の 全容を明か にす る に は, R A G E 後の

細胞内 シ グ ナ リ ン グ経路を個 々 の 細胞種 で究明す る必要 があ

る . しか しな が ら, R A G E 蛋白の 莫 体や 存在様式 に つ い て は な

お 不明 な点 が多く ,
ま たA G E リ ガ ン ド受容後細胞内で R A G E

と 相互作用す る セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー 分子 も未だ特定 され て

い ない .

そ こ で筆者 は , R A G E 後細胞内情報伝達経路解明 へ の 第
一

歩

と して
,
ヒ ト組織

･ 細胞で 発現 して い るR A G E 蛋白の 実体を明

らか にす る こ と を目的 に本研究を行 っ た . こ の 結 果 ,
ヒ ト

R A G E 蛋白 に は分子多様性が存在 し , 血管細胞 で発現して い る

R A G E 蛋白 は
,
従 来肺で の観察 か ら推定され て い た 性状 と は 異

な る分子性状をも つ こ とが 発見 され た . 本研究で はさ ら に ,
こ

の 分子多様性 が どの ようなメ カ ニ ズ ム で 生ず るか に つ い て も追

求 した .

材料 お よ び方法

Ⅰ. 組織, 細 胞

1 . 組織

ヒ ト組織は , 金沢大学医学部附属病院で外科的に切除 さ れ た

痛標本中の 健常部を用 い た . 肺組織は第 一 外科(渡連洋字教授) ,

肝 ･ 膵組織 は第二 外科 (三輪晃
一 教授) , 腎組織は泌尿器科 (並

木幹夫教授) , 脳組 織 は脳神経外科 (山下純宏教授) より分与 さ

れ た . 各組織は 氷上で細切後
- 8 0 ℃で 保存 した .

2 . 細胞

ヒ ト皮膚由来微小血管内皮細胞 (C a s c a d e , P o rtl an d , U S A ) は ,

ク ラ ボ ウ
･ バ イ オ メ デ ィ カ ル 部 (大 阪) の マ ニ ュ ア ル に 従 い ,

5 % ウ シ胎児血清 倹tal b o vi n e s e ru m , F B S) , 5 n g/ m l 塩基 性線推

芽細胞増殖因子, 1 0 / 絹/ m l
ヘ パ リ ン

,
1 0 n g/ m l 上 皮成長国子,

1 〃g/ m l ハ イ ドロ コ
ー

チ ゾ ン と39 .3 〃g/ 皿1 ジ ブ チ リ ル cA M P を

含む H u - M e di a E B 2 培 地中で 維持 した . ヒ ト脳微小 血管周皮細

胞 は ヒ ト 正常脳皮質 か ら 培養化 さ れ た も の で , 製 造 会社

(如 pli e d C ell B i ol o g y R e s e a r c h I n s tit u r e , Ki r kl a n d , U S A ) の 推奨

どお りC S - C 完全培地中で維持 した . ヒ ト胎児肺由来 の 線推芽

細胞株M R C -5 細胞
11)
は理化学研究所細胞銀行 ( つ くば市) か ら

購 入 し, 1 0 % F B S (J R H B i o s ci e n c e s , L e n e x a , U S A ) を含む

m c8 0 -7 培地中で維持 した . ヒ ト単球細胞 は健常 ボ ラ ン テ ィ ア

か ら採取 した 全血 か ら C o n r a d
12)
の 方 法に より培養化 した .

Ⅰ . 試薬

ウ サ ギ網状赤血球溶解液転写
･ 翻訳 共役 キ ッ トは P r o m e g a 社

( M a di s o n , U S A) か ら購 入 し た . 組換 え ヒ トR A G E 蛋 白の 細胞

外 ドメ イ ン に対する ウサ ギ ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体 は , 三 井製薬工

業株式会社生物科学研究所 ( 茂原市) よ り恵与さ れ た . ヒ ト

R A G E 蛋白の 細胞内ドメ イ ン に対す る ウサ ギ ポリ ク ロ ー ナ ル 抗

体は , サ ワ デ ー ･

テ ク ノ ロ ジ
ー (束 京) に委託 し て ,

ヒ ト

R A G E c D N A 配 列
3 )
か ら 推定 さ れ た 16 ア ミ ノ 酸 の 配 列

( D R RQ R R G E E R E A P E N Q) を化学合成し, こ れ を抗原 と して ウ

サ ギ を免疫後, 得 ら れ た 抗血清を さ ら に ア ブ イ
.
ニ テ ィ

ー 精製

し て 得 た . ヒ ト R A G E 蛋 白 の N 末 端 1 6 ア ミ ノ 酸

( A Q N I m R I G E P L V L K C ) と C 末 端 2 0 ア ミ ノ 酸

CER A E I J N Q S E E P E A G E S S T G G) に対する ヤ ギポリ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体 (N - 1 6 と C -2 0) は , S a n t a C r u z B i o t e c h n ol o g y ( S a n t a C r u z ,

U S 朗 より購入 した . グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ F は
,
宝 酒造 (京都)

よ り購入 した .

Ⅱ . 組織 ･ 細胞抽出物の調製

凍結 ヒ ト組織 は
,
液体窒素中で粉末化後, h e m m li 緩衝液

1 3)

(6 2 .5 m M トリ ス 塩 酸緩衝液 b H 6 .8) , 2 % S D S , 1 0 % グリ セ ロ
ー

ル
,
0 .0 0 2 % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

,
5 % 2 - メ ル カ プ トエ タ ノ ー

ル) 中で 室温 に て30 - 4 0 秒 超音波破砕 した後, 1 0 0 ℃ で 5 分間

加熱 した . 培 養細胞 は , 7 5 c m
2
フ ラ ス コ 中で 80 - 9 0 % コ ン プ ル

エ ン シ
ー

に達 した 時点 で冷 P B S で 1 回洗浄後, 5 m l の 冷P B S 中

で ス ク レ
ー パ ー を 用 い て フ ラ ス コ 面 か ら は が し

,
4 ℃ ,

1 0 0 0 r p m の 遠心で 沈殿 さ せ た . 沈殿物をI . a e m m li 綾衝液 に懸濁

後 ,
上記 と 同様 に超音波破砕

･ 加 熱処理 して 細胞抽出物 と し

た .

Ⅳ . 蛋 白質 の 定量

蛋白濃度 は ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン を標準 とし て B r a d f o r d 法
1 4)

で 測定 した .

Ⅴ . ウエ ス タ ン プロ ッ ト分析

蛋白質をS D S - P A G E で 分 離 した後, P V D F 膜 (I m m o b il o n P ,

M illip o r e , B e d f o r d , U S A ) 上 にセ ミ ドライ 方式で電気的 に転写 し

た. 転写後, m F 膜 上の 蛋白非付着部位を5% 脱脂 ミ ル ク , 1 %

ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン を含む 0 .1 % T w e e n - 2 0 加 P B S で ブ ロ ッ キ ン

グ した後 ,
ヒ トR A G E 蛋白細胞外 ドメ イ ン あ る い は R A G E 蛋白

の 特定領域 に対す る抗体を
一 次抗 体と して

,
m F 膜 と反応 さ

せ 西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 結合抗 ウサ ギイ ム ノ グ ロ ブ リ ン

ま た は抗 ヤ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン を二 次抗体と して , E C L 検 出 シ

ス テ ム 仏m e r s h a m P h a r m a ci a B i o t e c h , B u c ki n gh am S hi r e , U K )

を用 い て 可視化 させ た .

Ⅶ . R A G E c D N A の 分離 と構造決定

ヒ ト微小血管内皮細胞 か らQ ui c k p r e p m R N A 精 製キ ッ ト

伽 1 e r Sh a m P h a r m a ci a B i o t e c h ) を用 い て ポ リ AT R N A を分離

し
,
こ れ を 鋳 型 と し て M a r a th o n c D N A 増 幅 キ ッ ト

( C L O N T E C H L a b o r a t o ri e s , P a l o A l t o , U S A ) を用 い て

c D N A を調 製 し た . 得 ら れ た c D N A を 鋳 型 と し, 5
'

プ ラ イ

マ
ー

と し て は 既報 の R A G E 遺伝 子
1 5)
の ヌ ク レ オ チ ド番号

6 64 1
-

6 6 6 2 に 対 応 し
,
5
,

端 に g わαⅠア ダ プ タ
ー を 有す る 5

'
一

G A T t m G 包丁G G G m 3
,

,
3
'

プライ マ ー

と

して はヌ ク レ オ チ ド番号975 2 - 9 77 4 に対応 し, 5
'

端 に 励β戯 ア ダ

プタ ー をもつ 5
,
- G A G A A T r C G C C A G G A C C C T G G A A G G A A G C A

d

3
,

を用 い ,
P y r o b e s t D N A ポ リ メ ラ

ー

ゼ (宝酒造) に よ り微少血

管内皮細胞 R A G E c D N A を増幅 した . 増幅 産物をX b aI と E c o R I

で 消化後, p C D N A 3 ベ ク タ
ー

(I n vitr o g e n , C a rl sb e d , U S A) に 連

結 し大腸菌J M l O 9 に 移 入 し た . 形 質転換J M l O 9 細 胞 か ら

Fl e x i p r e p プ ラ ス ミ ド分離 キ ッ ト (A m e r s h a m P h a r m a ci a

B i o t e c h) を用 い て 組換えプ ラ ス ミ ドD N A を分離精製 した . さ

ら に5
,

端 お よ び 3
,

端領域 の 配列 を知 る た め ,
ヒ ト微小血管内皮

細胞 ポ リA
+

R N A と M ar a th o n c D N A 増幅 キ ッ トに より調製 した

微少血管内皮細胞由来 c D N A お よ び Ⅲe n T a q D N A ポ
1) メ ラ

ー

ゼ

(C I D N T E C H h b o r at o ri e s) を用い た5
'
- お よび3 しr 叩id am ph fi c a d o n

o f c D N A e n d s Oi A C E) 反応を行 っ た . 5
,
一郎 虹E には

,

一 次 プラ イ

マ
ー

と して 5
,
- C T G C A C C G G A A A A T C C C C T C A T C

- 3
'

(R A G E

c D N A 3) の ヌ ク レ オ チ ド番号 277 - 2 9 9 に対応) , ネス テ ッ ドプ

ラ イ マ ー と して 5
,
- G T G T T C A G T T T C C A T T C C A G C C G C - 3

'

( R A G E c D N A 3) の ヌ ク レ オ チ ド番号141
-

1 6 4 に対応) を用い

た . 3
,
- R A C E に は

,
5
,

A G T C T G T G G G G G G C A G T A m G -3
'

と5
'
-

G C T C A A A A C A T C A C A G C C ′C G G A T T G - 3
'

( そ れ ぞれ R A G E

A b e di n
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k D a

9 7 . 4
- ･ ･

6 6
- ■

4 6
･
･
･
- ･

て■~ ■

3 0
●■ 一

珊 棚

｡
㌔ざ ㌔ よ某ご㌔

ざ

■■■■ - - ■ ■ ■ ■ ■ ● -

Fi g . 1 ･ W e s te rn bl o t an al y si s of v a ri o u s h u m a n ti s s u e an d c e11

e x t r a c ts . L u n g ti s s u e e x t r a c t (0 .2 FL g) an d o th e r c ell/ ti s s u e

e x t r a c ts (5 p g) w e r e l o a d e d o n t o 1 2 ･5 % S D S - p Ol y a c r yl a m id e

g el u n d e r r e d u ci n g c o n d iti o n s , t r a n S f e r r e d t o a P V D F

m e m b r a n e a n d p r o b e d wi th a n a n tib o d y r ai s e d a g ai n s t a

b a c t e ri all y e x p r e s s e d e x t r a c ell ul a r d o m ai n (E C D ) of th e

h u m a n R A G E p r o t ei n . 1 0 n g o f r e c o m b i n a n t E C D o f R A G E

p r o t e i n w a s al s o l o a d e d a s p o si ti v e c o n t r o
l

. A n ti - r ab b it I g

an ti b o d y c o nj u g at e d wi th h o r s e r a di s h p e r o x id a s e (1 :1 0 0 0) a n d

E C L s y st e m w e r e e m pl o y e d t o vi s u ali z e th e r e s u lt an t i m m 11 n e

c o m pl e x . M ol e c ul ar W ei gh t m ar k e r s a r e s h o w n o n th e l eft .

餌 I 澄 濫; 慧 霊崇喜:芝…認諾認諾芸三;諾芸監監禁 ≡呂
★疇‖ ■★ 書 ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

★
★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

ムu n 9 ; 星空⊆G C Å G C C G G A A C ÅG C ÅG ℡℡G G ÅG C C ℡G
G G ℡G C ℡G G ℡C C ℡C A G ℡ C ℡G ℡G G G G G G C A G ℡Å

辿 1 a G l 吟撃事 叫 1 ぬ 巧 Il e G l y G l n P r
o 工･ 8 u V 為 1五 郎 ムy さC y 8 坤 8 G l y 4 0

苫C ‡ G ℡且G G ℡ G C ℡C Å 且 姐 C A ℡C 且 C 且G C C C G G A ℡℡G G C G ÅG C C A C ℡G G ℡ G C ℡G 凰且G ウ泊 ℡A A G G G G 1 2 0

★ ★
★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ t ナ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 曽 ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

I ･ u n g
! G T A G G T G C T C A A A A C A T C A C A G C C C G G A T T G G C G A G C C A C T

G G T G C T G A Å G T G T A A G G G G

A l a p r Q 叫 沌 y 8 p f O 批 O
G l n 如 9 もQ n G l u ℡r p I 甲 乙e q 且 8 n 蝕 r Gl y 且 叩 仙 r

G h A l a 6 0

E C i G C C C C C 且A G 且且 且C C A C C C C A G C G G C℡ G G A 嵐℡G G A A A C ℡G 且A C 且C 且G G C C G G 且⊂ÅG A A G C ℡ 1 80

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ 書 t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ ★

もq n 9 王 G C C C C C 且A G A A A C C A
C C C C A G C G G CつコG G 姐 ℡G G A A ÅC T G 姐 C ÅC ÅG G C C G G A C A G A A G C ℡

取 持瓜 y 与V a l I ･ e q 5 e r p r o G l n G l y
G ly
G l y P r O ℡r p A 8 p S e r V al 且1 a 虹 9 V al 工･ e u p r O 8 0

苫C ; ℡G G 且 諷G G ℡C C ℡ G ℡C ℡C C C C ÅG G G A G G A G G C C C C ℡G G G A C A G ℡G ℡ G G C ℡C G ℡
G ℡C C ℡℡ C C C 2 4 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★
★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 書★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

m l n 耶 ℡G G 姐 G G でC C ℡ G つコC ウコC C C C A G G G A G G A G ∝
C C C ℡G G G A C 且G ℡ G ℡G G C ℡C G ℡G ℡C C ℡℡ C C C

冬草 嘩 e 鱒 e n 抽 e も e u p r o A l a V a l G l y エ1 e G l n 舶 p G l
u G l y

工1 e p b e 且r9 C y s G l n l O O

E C … 姐 C G G C ℡C C C ℡ C m
･
C C ℡ ℡C C G G C ℡ G ℡C G G G A ℡C C A G G Å℡G A G G G G A ワ℡ワ ワC C G G ワ GC C A G 30 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★

L u n
9
… 姐 C G G C ℡C C C ℡ C ℡℡C C ℡ でC C G G C ℡ G ℡C G G G Å℡ C C ÅG G A ℡G A G G G G Å m

-

℡ ℡C C G G で G C A G G

且r 9

A l a 加点 t 舶 ⅡA = 9 A S n G l y
I ｣
y
S G l u 址 Ⅱ y S S e r 舶 n ℡y r 且ごg V a l A r 9 V a l ℡y r G l n 工1 e 1 2 0

E C ! G C A A ℡G A A C A G G 姐 T G G A A A G G A G A C C A A G T C C B LA C T A C C G A G T C C G T G T C T A C C A G A T T 3 6 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ■ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

ム u 叫 … G C 且且 ℡G 且A C A G G A
A ℡G G Åゑ員G G A G A C C 瓜 G ℡ C C A 良C ℡Å C C G A GウコC C G でG ℡C ℡A C C A G A ℡℡

p r o G l y I - y 8 p r O G l u Il e V a l A 8p S e 工且1 a S e 工G l u ム
e u : rh r A l a G l y V a l 址 O A 5 瓜 y 8 1 4 0

E C 王C C T G G G 姐 G C C ÅG ÅÅA T T G T A G A T T C T G C C T C T G 員Å C T C 且C G G C T G G T G T T C C C A 且 T A A G 4 2 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

1 u n g ; C C で G G G A A G C C 且G 姐 且 ℡℡G ℡Å GÅ ℡ C ℡G C C でC ウコG 姐 C ℡C 且C G G
C ウコG G ℡ G m ■C C C A A ウコA A G

V a l G l
王
℡h r C y s V a l S 虹 G l ロ G l y S Q r ℡y r p r o Å 1a G l y ウ

ー

h r l 飢 S e r ワ r 2
揖 弧 e n Å9 p 1 6 0

E C ; G T G G G G A C A T G ℡G T G T C A G A G G G A 嵐G C T A C C C T G C Å G G G A C T C T T A G C T G G C A C T T G G A T 4 8 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★
★
★ ★
★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ■ ★ ★ ★ ★ ★

加 n 9 ≡ G ℡G G G G A C Å ℡G ℡G ℡G ℡C A G A G G G ÅA G C ℡ A C C C ℡G C A G G G Å C ウ!C ℡℡A G C ℡G G C ÅC ℡ ℡G G A ℡

G l y I ｣ y g p r O I 脚 ユV al p r o A 8 n G l q
L
y
5 G l ア

V a l S ¢ r V d l エーy きG l u G l n ℡b r 如
･

9 A r 9 H I s 1 8 0

苫C ; G G G A 且G C C C C ℡G G ℡ G C C ℡A A ℡ G A G 姐 G G G 且G ℡A ℡C ℡ G ℡G 且且 G G A A C A G A C C A G G A
G A C A C 5 4 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ t ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

もu n 9 … G G G A A G C C C C ℡G G でGC C ℡A A ℡G A G 姐 G G G A G ℡A ℡
C ℡G ウ

ーG A ÅG G 姐 C 且 G A C C A G G A G A C A C

p r o G l u 加 r G l y 工一Q u p h e 加 比 丘u G l n S e f G l u n e u 地 t V a l ℡h r p r o A l a A
r g G ly G l y 2 0 0

E C 王 C C ℡G A G Å C A G G G C ℡C ℡℡C A C A C ℡G C 且G ℡C G G ÅG C ℡ 姐 ℡G G ℡G A C C C C A G C C C G G G G 且G G A 6 0 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ 書★

加 n 9 ; C C ℡G ÅG A C ÅG G G C つ
- C ℡℡C ÅC A C ℡G C A G ワC G G A G C ℡A 且℡G G ℡G A C C C C A G C C C G G G G ÅG G A

A s
p
P r o A r
g
P r o T h r P h e S Q r C Y 5 S e r P h e S e r P r o G I Y L e u P r O A I g t 7i 5 A r g A

l a L Q u 2 2 0

E C 王 G A ℡C C C C G ℡C C C A C C ℡℡C ℡C C ℡G m G C m C ÅG C C CÅ G G C C で℡C C C C G A C 且C C G G G C C ウコでG 6 6 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

乙u n 9
… G A ℡C C C C G ℡C C C A C C T でC ℡C C ℡G 瓜 G C ででC A G C C C且 G G C C 凹 C C C C G A C A C C G G G C C ℡℡G

A r g 加 工山 a p r Q = 1 e G l n p = Q A =9 V a l ウコrp G l ll p r O V a l P r O I ｣ e q G l u G l q
V a l Gl 瓜 e u 2 4 0

E C ; C G C 且 C A G C C C C C A ℡C C 且 G C C C C G ℡GウニC ℡G G G 且G C C ℡ G ℡G ⊂C ℡ C ℡G G A G G A G G ℡C C ÅA ℡℡G 7 2 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★

L u ng ; C G C A C A G C C ヒC C A ℡C C A G C C C C G ℡G ワC ワ G G G A G C C ワ G ワG C C ℡C ℡G G 且G G A G G ℡C
C A A ℡℡G

c D N A 3) の ヌ ク レ オチ ド番号43
-

6 4 と67
-

9 1 に対応) をそれ

ぞれ 一

次 プライ マ
ー

と ネス テ ッ ドプラ イ マ ー と して用い た . 5
,
-

お よ び 3
'
- R A C E で 増帽 さ れ た c D N A 断片 は プ ラ ス ミ ドp C R 2 .1

(I n vit r o g e n) に 連結 して大腸菌In v α F
'

中で 増殖 させ
,
Fl e xi p r e p

プ ラ ス ミ ド分離 キ ッ トで 精製 した . c D N A 塩基配列は
,
P e rk i n -

El m e r A p pli e d B i o s y st e m s 社製 モ デ ル 37 7 D N A シ
ー ク エ ン サ

ー

を用 い S a n g e r 法
1 6)
に より決定 し た .

Ⅶ. 試験管内転写 ･ 翻訳 ･ 蛋白プロ セ シ ン グ反応

ヒ ト線維芽細胞由来全長R A G E c D N A ( 三 井製薬工業株式会

社 生 物 科 学研 究 所 よ り 恵与) を プ ラ ス ミ ド p B S (十/ -)

(S t r a t a g e n e , L a J oll a , U S A ) の T7 プロ モ
ー

タ
ー

下 流 に 連結 し,

こ れを鋳型 と した . T 7 R N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ 存在下 に網状赤血球

溶解液中で転写翻訳共役反応を30 ℃で1 時間行 っ た . 蛋白 プ ロ

セ シ ン グ反応 は
,
イ ヌ 膵臓小胞体膜の共存下 に30 ℃で9 0 分行

っ た . 生成 物をS D S -P A G E サ ン プ ル 緩衝液中で90 ℃ ,
2 分間の

熱変性後, S D S -1 2 .5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 に より分離

し
,
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析 した . 小 胞体腔 へ の 移行 は, 小胞

体存在下 で の 翻訳産物を0 . 1 m g / m l の トリ プ シ ン で 消化後, ヒ

トR A G E 蛋白の 細胞外 ドメ イ ン に 村する抗体と細胞内ドメイ ン

に 対す る抗体を1 次抗体 と し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グで ア

ッ セ イ した .

v a l V al Gl u p = O Gl u G l y G l y A l a ∇a l A l a p r o G l y Gl y ℡h r V al ℡h r 工虐
uワ b r C y 8 G l n 2 6 0

E C 王G ℡G G ℡G G A G C C A G A A G G ℡G G 且 G C 且G ℡員G C ℡C C ℡G G ウコG G A 乱C C G ℡ 姐 C C C ℡ GA C C ℡G ℡G 姐 7 8 0

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

★ ★ ★
★ ★
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★

L u n g … G T G G T G G A G C C A G A A G G T G G A G C A G T A G C T
C C T G G T G G A A C C G T A A C C C T G A C C T 6 T G A A

v a l P r o A l a G l n p r o S e r p ごO G l n 工1 自首 ユ8℡ r p 祇e t I -y S A 8 p
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Ⅷ . グリ コ ペ プチ タ ー ゼF に よ る脱糖鎖

ヒ ト肺お よ び 血管内皮細胞を1 M トリ ス 塩酸綾衡液 (p Ⅱ6 .8) ,

1 % S D S , 0 .1 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル

,
0 .1 % N P -4 0 中で 溶解

し , グ リ コ ペ プ チ ダ
ー

ゼ F と 37 ℃ で 反応させ た . 消 化 物 は

S D S - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (10 %) 電気泳動, ウ エ ス タ ン ブ ロ

ッ テ ィ ン グで分析 した .

成 績

Ⅰ. ヒ トR A G E 蛋白の 多様性の発見

手術摘出 ヒ ト 組織 ･ ヒ ト培 養細胞 か ら の 抽出物を抗 ヒ ト

R A G E 細胞外 ドメ イ ン 抗体 で ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分 析す る と,

図1 に示す よう に , 肺 とそ れ以外 の 組織
･ 細 胞で は異 な る位置

に主要 バ ン ドが 検出さ れ た . 肺 で は, 約55 k D a の 位置 に も っ

と も強い シ グ ナ ル が検出 され , 約51 k D a と約46 k D a の 位置 に

薄い バ ン ドが 検出さ れ た .

一 方
,
ヒ ト肝臓

,
腎臓

,
脳お よ び培

養 ヒ ト血管内皮細胞, 周皮細胞, 線維芽細胞と単球で は, 約46

k D a の 位 置 に単 一 バ ン ドが 検出 さ れ た . 膵臓 で は , 約 46 k D a

の バ ン ドに加え
,
高 分子側 と低分子側 に弱い シグ ナ ル を示す複

数の バ ン ドが 認め ら れ た . 0 .2 /上g の 肺抽 出物 が与える約55 k D a

バ ン ドの シ グ ナ ル 強度 と 5 〃g の 非肺組織
･ 細 胞が 与え る約46

k D a バ ン ドの シ グ ナ ル 強度 は ほ ぼ 同程度であ っ た . 筆者 は , 肺

で 認め ら れ た約55 k D a の 免疫 反応物を ｢肺型｣ R A G E 蛋 乱 血

管内皮細胞 ほ か の 非 肺組織 ･ 細胞 で 認め ら れ た 約46 k D a の 免

疫反応物を ｢ 血管型｣ と命名した .

Ⅱ . R A G E 蛋白分子多様性 の発生 メ カ ニ ズム に 関す る検討

1 . 血管内皮細胞から の 成熟型 R A G E m R N A 配列 の 決定 .

一

体 ど の よ う な メ カ ニ ズ ム に よ り ,
肺 型 と血管型 と い う

R A G E 蛋白 の 分子性状 の 遠 い が 生み 出さ れ る の で あ ろうか . ヒ

A

M i c r o s o m e (B^I) E xtr a ct o f

｢
~
1

- 0 .6 1 . 2 2 . 4 L u n g E C

トR A G E 遺伝 子 は, ハ プ ロ イ ドあたり 1 コ ピ
ー

しか 存在 しない

単
一

の ユ ニ ー ク遺伝 子で あり ,
ヒ ト第6 番染色体短腕21 .3 領域

に局在する
1 6)

. し た が っ て
,
R A G E の 分子多様性出現 の メ カ ニ

ズ ム は転 写以 降の 段階に求め られ る . 筆者 は, ヒ ト血 管内皮細

胞 か ら R A G E c D N A を分離 して 全長の 塩基配列を決定 し, 得 ら

れ た ヌ ク レ オチ ド配列を ヒ ト肺 c D N A の 配列
3)
と比 較 した . そ

の 結果 , 図2 に示 す よう に ,
一

ケ所 の ポ リ モ ル フ ィ ズ ム (ア ミ

ノ 酸番号10 0 : グ ル タ ミ ン → ア ル ギ ニ ン) を 除き, 血 管 内皮 と

肺 とで 翻訳枠 の 全塩基配列お よ び推定 さ れ る ア ミ ノ 酸配列 は同

一

で あ る こ と が 見い だ され た . した が っ て , 肺 と 血管細胞で は

同 一 の 構造を有す る プ レ R A G E タ ン パ ク が翻訳 ･ 産生 され て い

る と推定 され た .

2 . 肺塑 R A G E 蛋白は郵訳後修飾を受けて い そうである .

次 に筆者 は , 以 下 の 目 的で , 全長 ヒ トR A G E c D N A を用 い た

試験管内転写 ･ 翻訳 ･ 蛋白 プ ロ セ シ ン グ反応を行 っ た . す なわ

ち
, 成熟 m R N A 配列か ら推定 さ れ る翻訳枠 で実際に翻訳さ れ る

の か どうか , 無細胞系 で の 翻訳産物 と細胞 で作 られ る R A G E 蛋

白の サ イ ズ は どう異 な る か ,
無細 胞系 に小胞体を加え た場合

R A G E m R N A 翻訳産物 は加工 を受ける か どう か , に つ い て検討

し た. そ の 結果 ,
図3 A に示 す よう に , 無細胞翻訳系 で の 生 成

物 (= プ レ R A G E) は 約51 k D a で , 同時 に 泳動 した肺型▼(約 55

k D a) と血 管型 (約46 k D a) の い ずれ と も異な る位置 に泳動され

た .
こ の プ レ R A G E は , 図3 B に示 す よう に , 大腸菌 で 発現 さ

せ た ヒ ト R A G E の 細 胞外 ド メ イ ン に対す る ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体 ,
C D N A 配列 か ら推定 された細胞内 ドメ イ ン の 合成 ア ミ ノ 酸

配列 に対す る ポ リ ク ロ ナ
ー

ル抗体 の い ずれ に よ っ て も認識 さ れ

た . した が っ て
,
R A G E m R N A は推定 され た翻訳枠 の 通り翻訳

さ れ る もの と 判断 された . 無 細胞翻訳反応液中に小胞体を添加

する と , 加え た小胞体量 に依存 して R A G E 蛋白 バ ン ドが 高分子

Ab e di n

B
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A nti - E C D A b

Ån ti ･l C D Åb
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A G E レセ プ タ
ー

の 分子多様性

側 に シ フ ト し, 肺型R A G E 蛋白 の 位置 に 近づく こ と が 観察さ れ

た (図3 A) . こ の こ と は ,
プ レR A G E が 小胞体内 に移行 し

,
小

胞体腔内で何 らか の 付加修飾を受けた可能性を示 して い る . さ

ら に 図3 B に示す よ う に, 小胞体 の 存在 ･ 非 存在下 に翻訳反応

を行 っ た 後, トリ プ シ ン で処理する と , 抗細胞外 ドメ イ ン 抗体

と の 反応性 は小胞体 によ っ て トリ プ シ ン 消化か ら保護され るの

に対 し, 抗細胞内ドメ イ ン抗 体と の 反応性 は小胞体存在下 で も

消失 した , こ の こ と ば
,
R A G E 蛋白 の ドメ イ ン構 成は , シ グナ

ル 配列 , 細胞外 ドメ イ ン ,
一

回膜質通領域, 細胞内ドメ イ ン と

い う ア ミ ノ 酸配列か ら推定 され た トポ ロ ジ
ー

と
一 致す る こ とを

示 して い る .

3 . 肺 型R A G E は N - グ T) コ シ ド結合塑糖鎖 の 付加を受けて い る

が
,
血 管型R A G E は こ の 修飾を欠く .

L u n g E C

G P F ( m U )
- 0 ■1 0 ･ 5 2 ･5 5 - 0 ･ 1 0 ･5 2 ･5 5
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Fi g . 4 . Gl y c o p e p ti d a s e F di g e s ti o n o f l u n g a n d E C e x tr a c ts . 0 .1

FL g Of h u m a n l u n g e x t r a c t a n d 2 .5 FL g O f E C e x t r a c t w e r e

di g e st e d wi th in di c at e d am O u n t S Of gl y c o p e p ti d a s e F f o r th e

i n d i c at e d ti m e p e ri o d s . D i g e st s w e r e a n al y z e d b y S D S
-P A G E

an d b y i m m u n o bl o tti n g w ith an ti
- R A G E e x t r a c ell ul a r d o m a in

但C D) a n tib o d y . A p p a r e n t m ol e c u l ar W ei gh t of e a c h b a n d i s

sh o wn O n th e l e氏.

k D a 1 2 3 4 5 6

ト 紬 卜禰 静

噛 →

3 0
-

1 】 l 】 l J

A nti r E C D A b N -1 6 A b C - 2 0 A b

Fi g . 5 . W e st e rn bl o t a n al y s e s of l u n g an d E C e x t r a c t s u si n g

r e gi o n - S p e CiB c an tib o di e s . 0 .2 5 FL g O f l u n g e x tr a c t an d 1 2 ･5 FL g
O f E C e x tr a c t w e r e s e p ar at e d b y S D S

- P A G E
,
i mm u n O b l o tte d

u s in g an ti M R A G E e x tr a c ell ul a r d o m ai n 胚C D) G an e S l an d 2) ,

N -1 6 q an e S 3 an d 4) , a n d C - 20 (1 a n e s 5 an d 6) a n tib o di e s . ¶l e

p o siti o n s of th e i m m u n o r e a cti v e b an d s a r e in di c at e d b y a r r o w

h e a d s . P r o tei n m a rk e r s a r e s h o w n o n th e l e丑.

2 9

m R N A 配列 か ら推定 され る ヒ トR A G E 蛋白 の ア ミノ 酸配列中

に は As n - ⅩT h r/ S e r と い うN - グリ コ シ ド型糖鎖付加部位 が ニ ケ

所存在す る( 図2) . した が っ て , 試験管内翻訳
･

蛋白 プロ セ シ ン

グ反応 で認 め ら れ た小胞体存在下で の R A G E 蛋白の 高分子化は

N - グ リ コ シ ル化 に よ る 可能性 が考え ら れ る . そ こ で筆者 は
,

N - グリ コ シ ド型糖鎖を アス パ ラ ギ ン との 付着部位で特異的に切

断する酵素である グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ F
l刀 を用 い て こ の 可能性

を検証 した . この結 果, 図4 に示す よう に , 肺抽 出物 で は , 5 5

k D a 蛋白 は グ リ コ ペ プ チ ダ
ー

ゼ F 存在下 で 消失 し , 新た に53

k D a と5 1 k D a の 位 置 に バ ン ドが 出現 した . 酵素量 の増加 に伴

っ て53 k D a 蛋白 は徐 々 に減少 し, こ れ に並 行 して51 k D a 蛋白

が増量した . 5 m U グリ コ ペ プ チ ダ
ー

ゼ F
,
4 8 時 間の 消化で は ,

5 1 k D a の 単 - バ ン ド にな っ た .

一 方
,
血管型 R A G E 蛋白 は どの

消化条件 でも全く グリ コ ペ プチ ダ ー ゼ によ る影響を受けず
,
常

に46 k D a の 位置 に泳動され た .

4 . 血管型R A G E 蛋白は N 末端, C 末端と も肺型R A G E 蛋白 よ

り短い か も しれな い .

図4 か ら分か る よう に, 血 管型 R A G E 蛋白の サ イ ズ は ,
グリ

コ ペ プチ ダ ー

ゼ F で完 全消化さ れ た肺型R A G E 蛋白 の サ イズ よ

りさ らに 小さ い . そ こ で筆者 は, 肺と 血 管内皮細胞 の 抽出物を

R A G E 蛋白上 で エ ピ ト ー プが 特定 され た抗体を用 い て ウ エ ス タ

ン プ ロ ッ ト分析 した .

一

つ の 抗 体 ( N -1 6) は成熟 R A G E タ ン パ

ク の N 末端 か ら 16 ア ミノ 酸を認識 し
,
もう 一 つ の 抗体 (C -2 0)

は C 末端か ら の 20 ア ミ ノ 酸 の 領域を認識す る. こ の 結果 , 国5

に 示 すよ う に, 肺 型R A G E ほ い ず れ の 抗体 と も反応 して 約5 5

k D a の 位 置 に検出 され たが , 血管 内皮細胞抽出物は N 16 , C 2 0
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e x tr a ct e d w ith th e b u ff e r s c o n tai n i n g diff e r e n t c o n c e n tr a ti o n of

d e te r g e n t s . F r o z e n h u m a n l u n g ti s s u e w a s c r u s h ed in li q uid

n itr o g e n , S O ni c a te d i n H E P E S
-b u ff e r e d s ali n e c o n tai ni n g O .1 %

T w e e n 2 0
,
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,
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a n d 5 FL g Of th e E C e x tr a c ts w e r e s ep ar at e d b y S D S
- P A G E a n d

i m m u n o b l o tt e d u si n g th e a n ti
- R A G E e x t r a c ell u l a r d o m ai n

(E C D ) a n tib o di e s . Wh 01 e l u n g e x tr a c t an d w h ol e E C e x tr a c t
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3 0 A b e di n

の い ずれ を用い て も特異 バ ン ドを生 じ なか っ た ･

5 . 血管型R A G E 蛋 白と肺型R A G E 蛋白 は可溶性に差 がある･

次 に , 血管型R A G E 蛋白 と肺型 R A G E 蛋白 に可溶性
の 差 が あ

るか どう か を検討 した . 凍結 ヒ ト肺組織 を液体窒素中で粉末化

乱 それぞれ0 .1 % T w e e n 2 0
,
1 % T w e e n 20 ま た は1% n it o n X T

l O O を含む H E P E S 壊衛生理食塩水中で超音波破砕 した後, 氷上

で3 0 分間撹拝抽出 し た .
ヒ ト微小血管内皮和胞 は , ス ク レ イ

ブ
,
遠心の 後, それ ぞれ0 .1 %

′

I V e e n 2 0 また は 1%
r

r rit o n X -1 0 0

を含 むH E P E S 緩衝生理食塩水中で超音波破砕し た衡 氷上 で

30 分 間抽出 した . 抽 出終了後 ,
1 0 0

,
0 0 0 Ⅹ g , 3 0 分 間遠心 し, 可

溶画分 に回収さ れ る R A G E 黄白量を ウ エ ス タ ン プ
ロ ッ ト に より

分析 した. そ の 結果, 図 6 に示 すよう に , 5 5 k D a 肺型 R A G E 蛋

白は0 .1 % T 靴 e n 2 0 , 1 % T 耶 e n 20 を含む緩衝液で は ほ と ん ど抽

出 され ず, 組織か ら の 抽 出
･ 可溶化 には 1% 廿it o n X -1 0 0 の 存在

が必須であ っ た . 肺組織か ら は0 .1 % T w e e n 2 0 , 1 % T w e e n 2 0 存

在下で は低分子量 の R A G E 蛋白の み が抽出された｡ こ れ に 対 し,

血 管型 R A G E 蛋白 の 多く が 0 . 1 % T w e e n 2 0 に よ り胡月包か ら 抽

出 ･ 可溶化さ れた .

考 察

R A G E は
,
コ ロ ン ビア 大St e r n の グル

ー

プ
3)
に よ っ て ウ シ肺

か ら分離 されたA G E 受容体 で , イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ス
ー パ ー

フ

ァ ミリ
ー

に属 する 細胞膜表面蛋白 である . その 後
,
R A G E は 血

管内皮細胞 ,
平滑筋細胞 , 周皮 組軋 単球, マ ク ロ フ ァ

ー

ジ
,

腎 メサ ン ギ ウム 細胞, 線維芽細胞など の 広範 な細胞種で発現 さ

れ て い る こ とが 明 らか になっ た
乃18) 19)

. R A G E に結 合す るリ ガ ン

ドと して は
,
A G E 以外 に ア ン プ オ テリ ン

20)
, 細胞外新規 R A G E

結合蛋白質 (e x tr a c ell ul ar n e wi y id e n ti B e d R A G E
- bi n d in g p r o t ei n ,

E N - R A G E)
2 1)

,
ア ル ツ ハ イ マ

ー

ア ミ ロ イ ドβ蛋白
22)
と い っ た 内

在性蛋白も知 られ て き た. ア ン フ ォ テリ ン と R A G E の相 互作用

は大脳皮質 ニ ュ
ー ロ ン の ネ ッ ト ワ ー ク形成 に関係す る可 能性が

示唆さ れ て い る
2 0)

. E N - R A G E は , R A G E が 最初分離 さ れ た と

同 じ肺で同定さ れ た 内在性
1
) ガ ン ドで , E N - R A G E と R A G E と

の 結合は種 々 の炎症性反応を伸介する よ うで あ る
21)

. ア ル ツ ハ

イ マ ー

病脳病巣で R A G E の 発現が 克進 し, R A G E 蛋白 は ア ミ
ロ

イ ドβ蛋白結合能を持 つ こ と か ら ,
R A G E と ア ル ツ ハ イ マ

ー 脳

症の 関わ りも示唆 され て きて い る
2 2)

. さ ら に
,
A G E とR A G E の

相互作用 は, 糖尿病性網膜症
7 卜 9) 2 3)

,
腎症
10 ) 発症 , 進 展, に密

接 に 関わっ て い る こ と が 推定 され てきて い る .
ま た A G E に よ

る 内皮細胞接着分子-1 & a s c ul ar C e11 ad h e si o n m o l e c ul e
- 1) の 誘

導 と 単球 の 内皮細胞 へ の接着先進 が , 抗 R A G E 抗 体や 可溶性

R A G E で 阻害さ れ た こ と
2 4)
や ス ト レプト ゾ ト シ ン で 糖尿病を誘

発 した ア ポリ プロ テ イ ン E 欠損 マ ウ ス に お ける 動脈硬化病変の

形成 が , 可溶性 R A G E の 投 与で 抑制 され た こ と
2 5)
か らA G E p

R A G E 系 は糖尿病性大血管症の 発症にも関わりう るもの と考え

られ て い る .
こ の よ う に

,
R A G E が 様 々 な細胞種 で発現 さ れ ,

多様な細胞応答 と種 々 の 生理 的
･ 病 的変化 を引き起 こす こ と が

明 ら か に され て き た . し た が っ て
,
い まだ不明な点 が多 い

R A G E 彼の細胞内情報伝達経路 とそれを担う シ グ ナ ル 分子を明

か にする こ とは 医学生物学上重要と考え られ る .

本研究で筆者 は , この R A G E 後 の シ グナ リ ン グ の 解 明
へ の 第

一

段階 と して, 種 々 の ヒ ト組織
･ 細胞で発現 して い る R A G E 蛋

白の 分子性状を調 べ た . その結軋 肺と非肺組織で は免疫反応

性 R A G E 黄 白の サ イ ズ が大きく異 な る こ と が は じめ て 見出され

た . 肺R A G E 蛋白 は 約55 k D a , 血管 内皮細胞
･ 周皮 細胞, 脳 ,

腎臓 な どで発現す る R A G E 蛋白 は約46 k D a (図1) で あり, 前者

を ｢肺 型｣ , 後者を ｢血 管型｣ と命名 した . 生体組織
,
細胞 に

存在す る R A G E 蛋 白 の 分子量 に関す る報告 は比較的少ない ･

S c h m id t ら
26 ) 27) は

,
ウ シ肺か ら分離 した R A G E 蛋白の 分子量は

約35 ,0 0 0 で , これ は完全長の R A G E 蛋白分子 が分離の 過程 で分

解 され た ため と して い る . Y a m a gi s h i ら
9)
は ヒ ト血 管 内皮細胞

で約46 k D a の R A G E 蛋白を本研究 で用 い た の と は別 の 抗体で

検出 して い る . Y a n ら
2 2)
は ヒ ト脳 R A G E 蛋白 の 大きさを約 50

k D a と推定 して お り, 血 管型 の サ イズ に近 い . S u n ら
2 8)
は
,
ラ

ッ ト肺 の ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで 46 k D a の 単
一 バ ン ドを示 して

い る . こ れ が
, 本研究で 認 め られ た 肺型でなく血管塾の サ イズ

とほ ぼ 同じであ る の は , 種差 ,
用い た 抗体 の 遠 い ある い は 蛋白

分解 に よ る の か も しれ な い .

本研 究は 次 に , この ような R A G E 蛋白分子多様性が生ず る メ

カ ニ ズ ム に つ い て の 検討を行 っ た . 血 管内皮 と肺で R A G E 蛋白

を コ ー

ドす る成熟 m R N A 配列 に 1 ア ミ ノ 酸 の ポ リ モ ル フ ィ ズ ム

を 除き全く差異 がなか っ た こ と か ら (図2) , 肺 と微少血管内皮

細胞で は 当該 m R N A か ら , シ グ ナ ル 配列, 膜貫通領域を有する

同 一

の 構造 の R A G E 蛋 白が 翻訳
･ 産生 さ れ て い る と考えら れ

た . 全長 ヒ トR A G E c D N A を鋳型 に無細胞系 で , 転写
･ 翻 訳 し

て 得 られ た プレ R A G E 蛋 白の 電気泳動上 の 見 か けの 分子量 は約

51 k D a で , m R M 配列 か ら 推定され る分子量42 , 8 3 0 (4 0 4 ア ミ

ノ 酸) と比較 して大きい が ,
これ はR A G E タ ン パ ク の ア ミノ酸

組成 の 特徴 に よ る もの と推定さ れ る . 試験 管内翻訳反応を小胞

体存在下に行う と, 抗 R A G E 抗体 と 反応する産物 は高分子化 し

て肺型R A G E の サ イ ズ に 近づ い た (囲3) . した が っ て , R A G E

蛋白は 何ら か の 翻訳後修飾 を受け得 る と推定され た ･ こ の 翻訳

後修飾 の実体 の 少なく とも
一

部は N - グ リ コ シ ド型糖鎖の 付加で

あ る こ とが 本研究 で は じめ て明 ら か に な っ た . グリ コ ペ プ チ ダ

ー

ゼ F に よ る 不完全 ･ 完全 消化 に より ,
肺 塑 R A G E はニ ケ所 で

N _ グ リ コ シ ル 化 を受けて い る こ と が証明 され た (図4) . 血 管壁

R A G E 蛋 白 は グリ コ ペ プチ ダ
ー ゼ F 処理 に よ っ て は全く影響 を

受けず ,
した が っ て , 肺 型と 血管型 は,

一

つ に は
,
ア ス パ ラギ

ン結 合塑糖鎖付加 の 有無, と い う点で 明確 に異なる こ と が 明か

と な っ た . さ ら に
,
N 末端 と C 末端に 対す る エ ピ ト

ー

プ 特異抗

体を用 い た ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト分析 (図5) か ら ,
血 管型R A G E

蛋白は , m R N A 翻訳砕か ら推定され る N 末 端の 16 ア ミ ノ 酸と C

末端側 の 20 ア ミ ノ 酸 の す べ て か 大部分を欠くも の と 推定 さ れ

た . した が っ て
,
R A G E 蛋白 の 翻訳後修飾 に は N - グ 1) コ シ ル 化

以 外 に も何 らか の プ ロ テ ア
ー ゼ に よ る限定分解 が関係 して い る

可 能性 が考えら れ る . ま た , 肺 塑R A G E と 血管型R A G E の 可溶

性 に差が 認 め ら れ , 血管型 R A G E が より低濃度の 界面活性剤存

在下でも抽出さ れ た こ と (図6) か ら ,
血管 型R A G E は より 可溶

化され や す い 状態で 血 管細胞 に存在 して い る と推定 さ れ る ･
こ

の 理 由を知 るうえでも, 血管型 R A G E 蛋白の 精製 と構造決定が

待た れ る , なお , ごく最近可溶性R A G E 蚕白 をコ
ー

ドす るR N A

ス プ ラ イス バ リ ア ン トが ヒ ト肺 で見 い 出 された
2 9)

.
この よう な

可溶性 R A G E が 血 管細胞 にも存在す る可能性も否定 できない ･

また
,
血 管細胞膜上に ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで は 検出できな い く

らい 微量 の肺型R A G E が 存在 して い る可能性も否定できない か

も知れ な い .

■本研究 に よ る R A G E 蛋白の 分子多様性 の 発見 の 意義と して ,



A G E レセ プ タ
ー

の 分子多様性

以下 の 数点が考えら れ る . 第
一

は
,
R A G E と い う レセ プタ ー 後

の シ グナ リ ン グ経路の 解明 に寄与 し得 る と考え ら れ る こ とで あ

る. R A G E 後情 報伝達 に関 して , 田 中ら
30 ) は

,
ヒ ト R A G E 遺伝

子 の 発現 が A G E リ ガ ン ド自体で 克進され る こ と を見出 し, N F
-

J C B (n u cl e ar f a ct o r
-

K B) が こ の A G E 応答性を司る こ とを明らか

に した . Y a n ら
31)
は
,
A G E が培養 マ ウス 血 管内皮細胞で酸化ス

ト レス を誘導 し, これ が N F - 〟 B の 活 性化をもた らす こ と を示

し た . H u tt u n e n ら
3 2) は

,
マ ウ ス 神 経芽細胞腫細胞 で ヒ ト

R A G E c D N A を強制発現 させ る と ア ン フ ォ テ リ ン刺激で神経突

起の 伸長 と N F - だ B の 活性化 が お こり , 細胞内 ドメ イ ン を欠失

した R A G E c D N A 導入 細胞で は これ ら の 形質変化が誘導さ れな

い こ と を報告 して い る . した が っ て
,
R A G E の 下 流 に は酸化 ス

ト レ ス や N F
-

〟 B が位 置す る と 考え られ るが ,
R A G E か ら の シ

グ ナ ル を直接受容す る セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー は い まだ特定さ

れ て い ない . 今 後, 血管型R A G E 蛋白 を精製 して そ の 構造を決

定す る こ と によ り, R A G E 蛋白の 細胞内 ドメ イ ン と相 互作用す

る細胞内分子の 探索 が可能に なる と考え られ る. 第 二 は , 肺型

と 血管型と い うR A G E 蛋白の 分子性状 の 適 い が R A G E を介する

細胞応答の 多様性の 分子的基礎の
一 つ とな っ て い る と考え られ

る ことで あ る . 第 三 は ,
R A G E リ ガ ン ドの 種類 とそ の 結合特性

もR A G E 蛋白の 分子性状の ちが い に より異なる か も しれな い こ

とで あ る. 第四 は, 組織特異的な遺伝子発現 の 調節機構特 にデ

ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な翻訳後修飾 の しく み に 関 して , 新 しい 概念

が導か れ る か も しれ ない こ とで あ る . ま た
,
R A G E 分子種 の ち

が い に より蛋白 として の 安定性 が異 な る こと も考えられ る . 第

五 は
,
リ ガ ン ド受容 に際する コ フ ァ ク タ

ー の 要求性がR A G E 蛋

白分子種 に よ り違わない か とい う点で ある . 肺 R A G E は ラク ト

フ ェ リ ン と 複合体を形成す る こ と で A G E 結 合能が 増す こ と が

従来観察さ れ て きて い る
3)

. 血 管型R A G E 蛋白 も同様の ラク ト

フ ェ リ ン 依存性を示すの か どうか , あ る い は別 の コ レ セ プ タ
ー

分子種の 介在を必要 とす る の か , こ れ も今後 に残 され た課題で

あ る. 最後に , R A G E と それ が 関係する 上 流
･

下 流 の 分子群 は

糖尿痛性血 管合併症ヤ ア ル ツ ハ イ マ
ー 脳症 と い っ た 疾病 の 予

防 t 治療 上 の 分 子標 的キなりう る と 考え ら れ る ･ 本研 究 で

R A G E 蛋白が 組織 に よ り異なる分子性状 を示す こ と が 明ら か と

なっ た こ と か ら
, 今後 R A G E 関連分子を標的 とす る疾病 の 予

防
･

治療 戦略を考える 上 で組織特異的なタ
ー

ゲ テ ィ ン グも可能

に な る か も しれ ない .

結 論

本研究 で筆者 は , R A G E 後 シ グ ナ リ ン グ解明 へ の 第
一 歩 と し

て
, 種 々 の ヒ ト組織 ･ 細胞 で発現 して い るR A G E 蛋白 の 分子性

状を調 べ た . そ の 結果,

1 . R A G E 蛋白 に は分子多様性が存在 し , 肺型 と血 管型に大別

され る こ とが 見出され た.

2 . 成熟R A G E m R N A 配列に は 血 管内皮と肺で差 が な か っ た .

3 . 試 験 管内転写 ･ 翻 訳 ･ 蛋白 プ ロ セ シ ン グ 反応 で ,
プ レ

R A G E は小胞体内で高分子化する こ と が 見い 出さ れ た .

4 . この 翻訳後修飾 の 実体 は N - グ リ コ シ ル 化 で あり ,
肺型 はニ

ケ 所で糖鎖付加を受けて い た .

5 . 血 管型 R A G E 蛋白は , N - グリ コ シ ル 化 を全く受けて い なか

っ た . ま た
,
N 末端 の 16 ア ミノ 酸と C 末端の 20 ア ミ ノ 酸を認

識す る領域特異的抗体 に よ っ て認識 さ れ なか っ た こ と か ら ,
血

管型 R A G E は翻訳後何 らか の 蛋白限定分解を受ける と 推定さ れ

31

た
.

6 . 血管型R A G E と肺型R A G E は可 溶性 に差が ある こと が 示さ

れ
,
血 管R A G E は より可 溶化され やす い 状態 で血管細胞 に存在

して い る と推定さ れた .

以 上 の 結果か ら, ヒ トR A G E 蛋 白に は分子多様性が存在する

こ とが は じめ て 明らか にさ れ, 本研究 は R A G E を介す る細胞応

答の多様性の 理解や レ セ プタ
ー 後細胞内情報伝達系と の 解明,

さ ら には R A G E と 関連分子 (群) を標的とする疾病予防
･ 治療

開発 に手掛かりを与えたもの と考えられた.
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,
S c h m id t A M . S u p p r e s si o n of a c c el e r a t ed a th e r o s cl e r o si s

b y s ol u bl e r e c e p to r f o r A G E ( s R A G E) . N at M e d 4‥ 1 0 2 5
- 1 0 3 1

,

19 9 8

2 6) S c h m id t A M , V i an n a M , G e rl a c h M , B r e tt J , R y a n J , K a o J ,

E s p o sit o C , Ii e g a rt Y H , H u rl e y W , Cl a u s s M , W a n g F , P a n Y
- C
,

T s an g T , S t e rn I) . I s ol a ti o n an d c h a r a c te ri z a ti o n of t w o b in d i n g

p r o tei n s f o r a d v a n c e d gl y c ati o n e n d p r o d u c t s fr o m b o vi n e
l u n g

w hi c h a r e p r e s e n t o n th e e n d o th eli al c e11 s u rf a c e ･ J B i oI C h e m

2 6 7 : 1 4 9 8 7 -1 4 9 9 7
,
1 9 9 2

2 7) S ch m i d t A M , H o ri O , C a o R , Y a n S D , B r e tt J , W a u ti e r J L ,

O g a w a S , E u a b ar a K , M at s u m o t o M , S t e
r n D ･ A n o v el c ell u l a r

r e c e p t o r f o r a d v a n c e d gl y c a ti o n e n d p r o d u c t s ･ D i a b e t e s 4 5

(S u p pl . 3) : S 7 7 -S 8 0 , 1 9 9 6

2 8) S u n M , Y o k o h a m a M , I s hi w a ta T , As an O G . D e p o siti o n of

a d v a n c e d gl y c a ti o n e n d p r o d u ct s 仏G E) a n d e x p r e s si o n of th e

r e c e pt o r b r A G E i n c a rd i o v a s c u l a r ti s s u e o f th e di a b e ti c r a t ･ I n tJ

E x p P a 也 01 7 9 : 2 0 7
- 2 2 2

,
1 9 9 8

2 9) M al h e rb e P , R i c h ar d s F G , G ai 11 ar d H , T h o m p s o n A , D i e n e r

C
,
S c h ul e r A , H u b e r G . c D N A cl o n i n g of a n o v el s e c r e te d i s o f o r m

o f th e h u m a n r e c e p t o r f o r a d v an C e d gl y c a ti o n e n d p r o d u ct s a n d

c h a r a c t e ri z a ti o n o f c ell s c o - e X p r e S Si n g c ell
q

s u rf a c e s c a v e n g e r

r e c e pt o r s a n d S w e d i sh m u ta n t a m yl o
id p r e c u r s o r p r o te i n ･ M oI

B r ai n R e s 7 1 : 1 5 9 -1 7 0
,
1 9 9 9

3 0) 田 中伸茂, 米倉 秀人 ,
藤森 英希 , 山岸 昌

一

, 山本 博 ･

後期糖化反応生成物受容体遺伝子 の 発現誘導機構 . 生 化学71 :

98 3
,
1 9 99

3 1) Y a n S D , S c h m id t A M , An d e r s o n G M , Z h a n g J , B r ettJ , Z o u

Y S
,
P i n s k y D , S t e rn D ･ E n h a n c e d c ell u l ar O Xi d an t St r e S S b y th e

i n t e r a c ti o n o f a d v a n c e d g ly c a ti o n e n d p r o d u c t s w ith t h ei r

r e c e p to r s/b i n di n g p r o tei n s .J B i oI C h e m 2 69 : 9 8 8 9
-9 8 9 7

,
1 9 9 4

3 2) H u ttu n e n H J , F a g e s C , R a u v al a H . R e c e pt o r fo r ad v a n c e d

gl y c a ti o n e n d p r o d u c t s (R A G E)
-

m e di a te d n e u ri te o u tg r o w th a n d

a cti v ati o n o f N F - 1 C B r e q u i r e t h e cy t o pl a s m i c d o m ai n o f th e

r e c e p t o r b u t difE e r e n t d o w n st r e a m sig n a
li n g p a th w ay s ･ J B i oI

C b e m 2 7 4 : 1 9 9 1 9 -1 9 9 2 4
,
19 9 9
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M ol e c ul ar H e t e r og e n eit y of t h e R e c e p t o r n )r A d v a n c e d G I y c ati o n E n d p r o d u ct s M d ･ J o y n al A b e d i n , D ep a rt m e n t

o f B i o c h e m i s tr y , K a n a z a w a U n i v e rsity S ch o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0 -

J ▲ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 9 , 2 5

~

3 3 ( 2 00 0)

K e y w o r d s ad v a n c e d g l y c ati o n e n d p r o d u ct s ( A G E) , r e C e P tO r f o r A G E ( R A G E) , d ia b e ti c c o m p li c ati o n s , m Ol e c ul a r

h e te r o g e n e l ty , V a S C ul ar e n d oth eli al c e11 s , 1 u n g

A b st r a ct

S e v e r a1 1i n e s o f e v id e n c e s u g g e st th a t i nt e r a cti o n s b e t w e e n a d v a n c e d g ly c a ti o n e n d p r o d u c ts ( A G E) a n d th ei r r e c e p t o r

( r e c e p t o r f or A G E , R A G E) i n th e v a s c u l a r e n d o th eli al c e ll s ( E C) a n d p e ric y t e s p la y a n i m p o rt a n t r ol e i n th e p ath o g e n esi s of

di ab e ti c v a s c ul a r d e r a n g e m e n t ･ H o w e v e r , h o w th e A G E si g n al i s t r a n sd u c e d w i th i n a n d d ete ri o r at es v a s c ul a r h o m e o st a sis h a s

n o t y e t b e e n fu 11 y u n d e rs to o
d

･ I n t h e p
r e s e n t s tu d y , I e x a m i n e d th e n a tu r e of h u m a n R A G E p r otei n s a s th e fi rst st e p t o w a r d th e

el u ci d ati o n o f th e R A G E si g n ali ng . W e ste r n bl ot a n al y s I S Of e x tr ac t s fr o m v a ri o u s h u m a n c e ll s a n d ti s s u e s sh o w e d th at th e r e

ar e t w o m 叫O r ty pe S
O f R A G E p r o t ei n s: a 5 5 k D a f o r m I te n ta ti v el y d e sig n at e d

'

l u n g ty p e
,

a n d a 4 6 k D a f o r m d e si g n at ed

`

v a s c ul a r t y p e
,

･ R T - P C R cl o n l n g r e V e al e d th at b ot h E C a n d l u n g c o n tai n ed m atu r e R A G E m R N A ･ 1] " it r o tr a n sl ati o n o f th e

R A G E c D N A g e n e r ate d th e p r o d u c ts th at m lg r a t e d at a p o siti o n o f 5 1 k D a , a n d i n th e p r e s e n c e o f m i cr o s o m al m e m b r a n e s p r e
-

R A G E w a s tr a n sp o rt e d i n t o mi c r o s o m e s a n d m o difi e d th er ei n t o y i eld h i g h e r m ol e c ul a r w ei g h〔p r o d u cts ･ G ly c o pe P ti d a s e F

tr e a t m e n t of l u n g e x tr a c ts r e s ult e d i n a d e c r e a s e i n th e
'

1 u n g t y p e
,

R A G E w ith a c o n c o m it a n t i n c r e as e i n th e 5 1 k D a f or m ･ T h e

l u n g t y p e w a s th u s j u d g ed t o b e N
M

g l y c o s y l a te d ･ O n th e o th e r h a n d
,
th e

`

v a s c u l ar ty p e
'

w a s n o t a ffb ct e d b y th e e n z y m e a n d s o

is a s s u m e d n o t t o b e N -

g l y c o sy l at e d ･ W e st e r n b l o t a n al y s I S O f l u n g a n d E C e x tr a c ts w i th r e g 1 0 n
- S P e Ci fi c a n ti b o d i e s

d e m o n st r a te d th at E C R A G E m a y l a c k N
q te r m i n al 1 6 a m i n o a ci d s a n d C - t e r m i n a1 2 0 a m i n o a ci d s

,
aS S u g g e St e d b y its l o s s o f

r e a cti v lty W i th N
- 1 6 a n d C - 2 0 a n ti b o d i e s ･ E C R A G E c o ul d b e e x tr a c te d w ith t h e b uff e r c o nt ai n i n g O ･l % T w e e n 2 0 fr o m

m i c r o v a s c u l a r e n d oth eli al c e11s
,
W h e r e a s l u n g R A G E c o uld n o t b e e x tr a ct e d i n th e p r e s e n c e o f O ･1 % o r l % T w e e n 2 0

,
a n d l %

T rit o n X N l OO w a s r e q u i r e d f o r th e e xtr a c ti o n o f l u n g R A G E f r o m th e tis s u e ･ T h e r e s ul ts in di c at e th at v as c u l a r R A G E h a s a

d iffe r e n t st r u c tu r e fr o m l u n g R A G E , P r O b a bl y d u e to p os トtr a n sl a ti o n al m o d i丘c a ti o n s i n cl u d i n g p r o te oly ti c p r o c es sl n g , W h i c h

C O u ld i n t u r n l e a d t o di ff er e nt c ell u l ar r e SP O n S e S t O th e A G E li g a n d s ･


