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研究目的

カルボキシペプチダーゼは、メタロプロテアーゼに分類され、標的タンパク質の

CO側末端の塩基性アミノ酸(Arg,Lys)を切断することにより、そのタンパク質の

matu'ation¥activationに機能する。したがって、ホルモンなど目的タンパク質の生理

活性、調節機構を知る上で、たいへん重要な機能酵素である。

我々は、ダックB型肝炎ウィルスのHBV)の感染機構を研究する過程で、mIBV

粒子と特異的に結合する分子量18万の宿主膜結合糖タンパク質(gpl80)を発見し

た[Kmokietal.,J.Virol.,68,2091-2096(1994)]。最近、我々は、このgpl80の全領域

をカバーする約7kbのcMAおよびgenomicMAを得ることができたので、その塩

基配列決定、アミノ酸一次構造の推定、ホモロジー検索等を行ってきた。その結果、

gpl80はこれまでに報告されているカルボキシペプチダーゼと高いホモロジーがある
ことからこの酵素群に分類されると考えている。しかし、（1）カルボキシペプチ

ダーゼのドメインが3個タンデムに"180上に並んでいて、膜貫通領域を3番目の

ドメインのC末端にもつ、（2）3つのドメイン間で、substrbmdingsi艇や

catalyticsi腱のアミノ酸配列が異なるなど、これまで知られていない、たいへんユニ

ークなアミノ酸一次構造をとっていることがわかった

"180の構造上の特徴は、(1)合目的に、3種のカルポキシペプチダーゼを一
つのペプチドに持つことで協調的に発現される必然性がある、（2）即180は前駆

体であり、3番目のカルボキシペプチダーゼはCOOH末端近くの21アミノ酸から

なる疎水性領域を介して膜に結合し機能するが、pro[olyticcleavageによって1，2

番目のカルボキシペプチダーゼはプラズマあるいはオルガネラなど機能するための

特異的な局在性を持って分布するようになる、（3）進化の過程で単一の遺伝子が

tripmca胆し、それぞれが基質特異性をもつようになる、など生化学、分子生物学上た

いへん意味のある仮説を我々に提示している。

本研究の目的は、上記の仮説をもとに新発見のカルボキシペプチダーゼgpl80の

構造とその機能の特異性について理解すること、また生物種間の普遍性について論

ずることである。
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研究成果

ヒトおよびマウスのダックカルボキシペプチダーゼc.180ホモローグの単離。

ダツク部180cDNAをプローブにしてヒト肝臓cDNAライブラリー(CIDNTECH、

USA)1X106クローンをスクリーニングした結果、不完全長の2個のクローン

(pH1とpH2)が得られた（図1，A)(石川隆ら）。

我々 は、さらに完全長の即180cDNAを得るため、MAライブラリーの作製、

スクリーニングを行った。ヒト(pH1とpH2MA)とダックgpl80で相同性の高い

部位を選び作製したprimerlと2を用いたRT-PCRにより、ヒトHepG2細胞株に、

またマウス肝臓についても0.8kbの産物力轆認されたので（図1，B)、これらの

細胞よりCDNAライブラリーを作製した。

HepG2およびマウス肝臓cDNAライブラリー（それぞれ1.3X106クローン）を図

1(B)のgpl80DNA(0.8kb)をプローブとしてスクリーニングした結果、最終的に

それぞれ18個の独立したクローンを得た。これらのうち、HepG2で3つ(pH10、

pH19およびpH22)、マウスで2D(pMSおよびpM11)のクローンがgpl80の全コ

ーディング領域を含んでいた（図2）。

HepG2では、今回得られた13個のgpl80cMAクローンを3'末端の塩基配列の

違いから4つのグループに分けることができた。マウス肝臓では、2つのグループ

に分かれた。ヒト"180mRNAのノーザンブロット法による解析から、9，7.5，5kb

のメージヤなバンドが確認されているので（石川隆ら、私信）、部180mRNAには、

taminatiOnSiteの異なる産物が混在しているものと思われる。
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(図1）ヒトおよびマウス印180の検出。
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(図2）ヒトおよびマウスgpl80cDNAのクローニング。
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ヒトおよびマウスのカルボキシペプチダーゼqpl80の全アミノ酸配列。

図3は、クローンpH10のヒトgpl80cDNAの塩基配列およひ稚定されるアミノ酸

配列を示している。このcDNAは4,330塩基からなっており、その解析の結果、ヒ

ト印180は、1,380個のアミノ酸から構成されること力稚定された。ヒトgpl80には、

15個のporntialN-linkedglycosylationsitesがあり、予想される1つのransmemmane領

域（タイプI)と55個のアミノ酸からなるcytOplasmcdomainをもつ。また、そのN

末端には、putativesignalpeptideを持ち、5'noncodinglegionには､stopcodon(mhame)

がある。DDBJaccessionnumberは、D85390．

図4は、クローンpMSのマウス印180cDNAの塩基配列およひ稚定されるアミノ

酸配列を示している。このcMAは4,370塩基からなっており、その解析の結果、

マウス即180は、1,377個のアミノ酸から構成されることが推定された。マウス

gpl80には、15個のpontialN-linMdglycosylationsiCsがあり、予想される1つの

transmemblane領域（タイプI)と55個のアミノ酸からなるcytmlasmicdomainをも

つ。また、そのN末端には、putalivesignalpeptideを持ち、5'noncodmgregionには、

stopcodon(mhame)がある。DDBJaccessionnumberは、D85391o

ヒトおよびマウスのqpl80もカルボキシペプチダーゼドメインを3個もつ。

ダック部180は、カルポキシペプチダーゼHのサイズの約3倍で、カルポキシペ

プチダーゼとホモロジーのある3個のドメインがN末端からC末端にかけて配列して

いる。ヒトやマウスのgpl80もカルボキシペプチダーゼHのサイズの約3倍である

ことがわかったので、ヒトカルボキシペプチダーゼH(hCBPH)とヒトカルボキシ

ペプチダーゼgpl80(Hgpl80)、およびhCBPHとマウスカルボキシペプチダーゼ

gp180(Mgpl80)についてアミノ酸配列ホモロジー解析(checkingsizeは50、

matchingは15、DNASIS、日立ソフト）を行った。ヒトおよびマウスのgpl80は、ダ

ック同様、カルボキシペプチダーゼドメインを3個タンデムに配列していた（図5)。
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（図3）ヒトgpl80の一次構造。

pH10のgpl80cDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列。
－－はputativesignalpeptide、－－はpotentialN-linkedglycosylationsite､画一は予想される江2nsmembrane領
域、－－は5'noncodingregion内のstOpcodon(mframe)を示している。
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pM5のgpl80CDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列。

30

ユ65

45

300

90

435

ユ35

570

ユ80

705

225

860

270

975

3ユ5

1110

360

ユ245

405

ユ380

450

1月3目

495

ユ650

540

ユ785

585

ユ920

630

2055

675

2ユ90

720

2325

765

2＆60

8ユ0

2595

855

2730

900

2855

945

3000

990

3ユ35

ユ035

3270

1080

3405

，1？怠

3540

ユユ70

3675

1”弓

38ユO

ユ260

3945

ユ305

4080

ユ350

但勿1胃

ユ377

4350

4370

はputativesignalpeptide、－はpotentialNLlinkedglycosylationsite、＝一は予想される1ransmembrane領
域、は5'noncOdingregion内のstopcodon(inframe)を示している。

9



「

H"180
13801936346 6911

1

、 、
、 、

、 、

、、、 、
、

因
島
閏
。
二

476

Mgpl80
⑫33 13773451 689

1

、 、
、 、

、 、

、 、、 、
、

塁
四
四
Ｑ
二

476

（図5)gpl80はカルボキシペプチダーゼドメインをタンデム
に3個もつ。

10



ヒト、マウスおよびダックqpl80のアミノ酸配列の比較。

カルボキシペプチダーゼ印180の構造と機能について理解を深めるため、ヒト、

マウスおよびダック即180の全アミノ酸配列を比較した（図6）。

いずれの生物種においてもカルボキシペプチダーゼドメインAおよびBは、カル

ボキシペプチダーゼ活性に重要なアミノ酸残基が完全に保存されている。しかし、

ドメインcは、ともに不完全であった。

全アミノ酸配列のホモロジーは、

ヒトとマウスで90．9％、マウスとダックで76．6％

ドメインAのみでは、

ヒトとマウスで87．4％、マウスとダックで65．2％

ドメインBのみでは、

ヒトとマウスで92．6％、マウスとダックで80．9％

ドメインCのみでは、

ヒトとマウスで91．5％、マウスとダックで81．7％

cytoplasmc領域では、

ヒトとマウスで100％、マウスとダックで94．5％

あった。

いずれの生物種においてもドメインAおよびBはカルボキシペプチダーゼ活性を

もつが、ドメインCには活性がないと推測される。しかし、ドメインCは、ドメイ

ンA、Bと同様、生物種間でホモロジーが高いことから未知の機能を持つものと思

われる。ドメインAがドメインBやCに比べてホモロジーが低いのは、N末端シグ

ナルペプチド部分の配列が生物種により大きく異なっていることによる。他方、

Cytoplasnc領域は、非常によく保存されており、"180の機能と密接に関わってい
るものと推測される。
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(図6）ヒト、マウスおよびダック"180のアミノ酸配列の比較。
カルポキシペプチダーゼのZnbindingsiteは★、substratebindingsiteは○、catalyticsiteは●で示した。

3個のカルポキシペプチダーゼドメインは、右端にA、BおよびCで示した。カルポキシペプチダーゼ
ドメインA、Bには、カルポキシペプチダーゼ活性に重要なアミノ酸残基が完全に保存されている。しかドメインA、Bには、カルポキシペプチダーゼ活性に重要なアミノ酸残基が完全に保存されている。しかし、
ドメインCでは不完全であった（ドメイン間のアミノ酸配列の比較から各siteに相当する位置のアミノ酸は、
★○●で示し、カルポキシペプチダーゼ活性に重要なアミノ酸鍔基を下段に記した）。
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抗ヒトカルボキシペプチダー ゼqpl80モノクローナル抗体の作製。

我々は、カルボキシペプチダーゼgpl80の細胞内局在性、プロセッシングの可能

性について検討するため、抗ヒト邸180モノクローナル抗体を作製した。

モノクローナル抗体の作製には、マウスをimmUmimeする折原としてヒトgpl80の

transmembIaneおよびcymlasmic領域を除いたカルボキシペプチダーゼABCドメイ

ンにHsタグを付加したリコンビナント蛋白を用いた。

これまでに、1種のモノクローナル抗体が得られている。この抗体は、ヒト

卯180のカルポキシペプチダーゼドメインAを特異的に認識していた。

我々 は、ヒトgpl80の細胞内プロセッシングの可能性について検討するため、こ

の抗体を用いて、ヒト培養細胞株293T細胞のライセートのウエスタンプロット解析

を行った（図7）。ヒトgpl80は、抗マウスIgGconjugdHRP/ECL法により検出

した。分子量180kDaの単一バンドのみが認められることから、"180は細胞内でプ

ロセッシングを受けずmatulemmlとして存在するものと思われる。我々は、ヒト培

養細胞株ILLa、HepG2細胞についても同様の結果を得た。また、カルボキシペプチ

ダーゼ部180の細胞内局在性については、現在、進めている。
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（図7）抗
によるヒト
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