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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。

8

35

ユ70

も5

305

90

440

ユ35

575

ユ80

7ユ0

zZ5

845

270

980

3ユ5

111負

360

ﾕ250

405

ﾕ385

450

1弓う回

49ヨ

ユ655

540

ﾕ790

585

乳.9コ9

630

2060

575

羽Q弓

720

2330

765

2465

8ユ0

2600

855

2735

900

2870

945

3005

990

3ユ40

ﾕ035

3ユ75

ユ080

34ユO
イイ勿胃

3545

ﾕﾕ70

3680

1罰1再

訂gユS

ﾕ260

39sO

ユ305

4085

ユ350

4220

ユ380

4330



ユ

3ユ

ユ

ユ66
46

30ユ

9ユ

435

ユ36

57ユ

ユ8ユ

706

226

8．ユ

27ユ

976

3ユ6

亜乳1

36ユ

ユ246

406

ﾕ38ユ

45ユ

ユ5ユ6

496

165ユ

5．ユ

ユ786

585

ﾕ92ユ

63ユ

2055

676

2191

72ユ

2326

765

245ユ

8ユユ

2596

855

273ユ

90ユ

2866

946

300ユ

99ユ

3ユ36

ﾕO36

327ユ

ュ081

3406

1129

354ﾕ

ﾕﾕ7ユ

3576

1a1R

38ユユ

12E1

39Q6

ユ306

408ユ

ユ35ユ

421区

435ユ

CCCCハcc…八mm入CCC““T…GG蝿G

j掴GGcI二二・ｴﾆー･ニテ．.－…丁睡…｡=画一一一=一』…－‘画回も己』rいいuJwU-ピ･Luも｡い･Lﾚー上ﾋﾚｭ,吐唱轡､．．=F現しLj⑭砦迦'ﾖぜﾑEj逼郡JL侵丞凹蓉LLjL砥E歪T八c缶E且壱G尻い､｡･巧しし､品･･----.f包徒"q昼f,且戸込mPEn虚瓦瓦fﾖ便F瑠一一二壷呈
別AgoRDERPPwRエDoRLR乃乃PPPP追追X』エDLL西エDRgg凡QハAHエKKAB入

－－－－t--‐‐醇一一一一一一RFE貝E己旦巳旦且cc“TGGCGG《一CCGA“CGGCCOハG“CCAG田､罰GACCﾊ印ハCTACCハCG且二二q唖屋画転写と唾唾唖玉座T壼酉Gz■二面守隼璽阜■唾臣■rぞ毎百画匡屋亘亘尾一置逗rK己邑壺､､.．-K丞コセピュ．､』廸噌CCG団CTCTTCAGC”ご
田毎W囮VqG再2且孔EGQFDHYYHE八入乃G2且エjE且八凡凡汎GPPG乃入亙乃Fg工

己Gご融決ざ1‘畦,"Uざ画一一一一一-－．‘-一弘,Uど唖j画上.uゼユ'喝信じE噂z噌仇直且ロゼutJuﾚ巳ｪー ･ー･坐・・－‘~石芳紅占いいもまい噂gじじu4j管IjE'4'UwwU臥占uも八舐乳j4jレゼ｢ヱー'4，答ご坐｡！＝ここq≦ご‘－．．－･ゞ‘1画'－，，厘．--．二･－－

oggVEcRPェjwVェ』且Z』田八｡過GPPPTA入AG過り八ハGP必ェ』PcRPQvKエlvc

且n戸且唖渥員'‘石一二‘‘…≦琶茜･曹壱.百…善一=菩腎HHuPIごG函喫華面哩硬日毎HⅨHHH写唾哩創型図画畷叫哩唖G！”“CCCeGCCr“rCe唾CTCGrE旦員fgACCACCCACC届GTR歴毎G画“CCACC

･荷－瓦HGD園TVgRQV妬VYエ，AHBエ‘agGYRRGpPRLvRLE：ニテエDVYB乃画g

厚ざu,$Jも､.､__ｩU死凸･唖j管&乳いい典』秘｡画払晶二N国頭Cf.q碇嘩甸Hcf･K－吐忌虹･呂唖1．四一一,・－－．:Jw“j4jEgg唾さ畦･囚哩juaEEnLj増4j画彊嘩回迦画祁…．．=･-..--毒・・－．．gGcGAccTcハハccccAGc魂TcccTGAccﾊGTTcAGCncc
過NPDGFBR入R2GpcGL○DgoPPc毎sGRDHsRGRDEHngPPDQFgr

一一一一二hしし爾垂こし迄込……苛回尻もw△配・面…･…ふ…･両ｴー ･し．▲,､."r必しuJ,障野…錘生,BCCAGGﾊﾊCﾊﾊ画TT“CCTmTCTCqﾊﾊArC面CATC“GCCTC入唖IBGTAGCﾊﾊGCT八mCCT1需国ご丑里口里FFG酉gSg■二・画｡一・-

C EPPS西DEVEEVR入乃ｪDWｪRRNKFVLgCNmHGQgVVASYPFDDgP

G且GB且Tl八c里岱仔旦nTcGAcT画ﾊ屏八CCR且n貝厘cTccGAToA〃GARGTcmTAGA困八唾Tccc汎ARRf筵専TwFGccr毎､及及EEAEE便念具甲凡凡fTmoA買及員ETcccc貝及E‐‐‘TT鉦ccﾊGGRGATGﾊﾊqAccncﾊc毎
EHKTmGLYgKTgDDEVFRYLAK八Y凡gNI【PｪHKTGEPHCPODED葛毎

画E且貝RnATC竪旦OTCACGHA斑CGCGCGC且CTG“恋GACG短CAAG毎“狙諏GC八八C砥TACH八m唖砥GTAjrGgGCCnRCT啄画TGﾊG卿C八C品唖入CA凡疵唖毎rGCTGCハハ”AECCAC(:TGC”C斑Cﾊ｡
蒔XDGエT厨｡入夏蔀rDVEGC麓QDYNYVW八軒CFBエT勘EngCCKY豆PAS0

画rじuJM……-…-,-亜…￥“‐＝__一.苫巽呂普z建蕊で‘壷･nmJJ雪洞'同F,nRnmmf召r団且nmm且高角‘△率…-ﾑー “ﾊﾊGAT密cc“八A“CCCTmGG“毎AG八CnACGCAACC“TTC八“GG画C“
ェ』RQgWENNREgLエTn工EKVHエ◎rXGFVKDgVTGgG乃圃訂nm』エ9V凡O

41f正一ゞ 1.I狸CATEAEA凡C“GA品C…CGmfﾕﾊ野mCCRCAG諏魂唖屈G団.CCTCG八八回画AC､麺C亜ACGCCG…C八凡C団C“T緬諏GCC極FCACCA唖八八師八麺諏八ATC錘《-AACAAC“ccハ
エNH扇エ悉毎ORFOD萱HRL乃VPCTY汚嘘可八ngFGYHPE画工NⅣエMVKEGP

I毒＝,壼,孟q辱『……,.”■且至旦三三二豆me…侭旦及ETG舜及専唖CA“為班CCC歴G“TC皿CTCHGG唾睡ﾊﾊ“八CTC画GGCA“”TGCTmTC画A入恥rCCCTC印“ﾊﾊCnCC疵CCTCCC卿CA““砥T

尻韓冨HDFg乃RPWVHgVHECgT耳入V密§PC毎V凡VPNエPPCTPggHQPｴ

ｰー ｰー ．一望弄曽‘--‘茜･茜今一一軍奉師GGA八砥CTrCTTGﾊQA恥G砥睡GCC八郷｡A緬掘CCTA証諏CACCCG田C囮TT八mcr“CCGOhn獅cc函AGAGTCAAQAGAnCTO1r”ロT⑨恋GEa…ﾚｰﾑ・Juulun造~＆凸'､凸とぬい吟晶迄、

Q 耳KDFHHH＆【厚PDHEェPLRRF八NEYPN工唾RLYgnCXsVEgREエ』YV腿

＝写こぎ面転転唖u”白v唾ﾛ盲､昌昌第八砥⑤窓⑤､L漕巳ﾊ･fwnj砿自夛呈f奎三豆三ハcc其庖丸興唖毎A入師率測rTCqA皿思ﾊ府GCA毎GGAA”Cﾊﾊ“G函《_]八八G入ロハ“TC唖麺TgAA団CTC恋TCaa匝入CCTC密CCA入口A麺唖画CGハ
EエgDNPCVHEPOEPBFKYエQ蘭HHONEVVCRE丑、mNエ、エBYECKNPO

五F五･一畠u-･‐…"F･宝孝号壺ご＝…記短GrTe“旦暉C里で旦旦回旦且画Cﾕr号ETT卿CCCa歴ccﾊmc入AmCCTG部7CGAmHTCA瓦貝八画ECCAGCARa狐＠月IITCG砥C八回国GT入圃TGGCAOﾊﾊﾊCﾊﾊC八CCnACAnC唖囮韓
詞DPEVTDLVRgTRzH垂麗聾9週ⅣPDGYEKgQEODgエSVVGRN周gNⅣF

こゑごj~号孟迩定置L､巴､…型…▲~△~』L､哩､熟CnCCA画TTm毎CCn恋CACnCn且GCT八CCCnnCC八CRRAC田疵C“T唖｡疵CAGC四GGGF1画ふふ堅刀も嗜率L昭曙ゼビ△戸盃ﾑu･ﾑU迄湧晦ざ,一堂急言冨ﾛー 函垂里三凹・⑤G唖西哲ggP態uUg⑭

、nⅣRNFPDQPVPエ？画画TQPE鞭エ入VMgWVKAYPFV亜g八劃エ8HGGg乃V

…､密L汎EじじJ1エバA'U“唾型砥哩､L詫掴[麺ﾊｰ壷L'ELLjuLu‘･･･壁面E八八宙で『星二三器目唖GA団G““…““…凡CCA面面唾毎八両CCA』“ﾊﾊ…,記F風伺風甲色両侭便良民巳…具囿且唾…唾RRn

VNYPYDDNEQOV且？YgKgPDDAVFQQエハLgYSKENgQHFQGRPCK

ロハ便恥rG…CT巳及且TGﾊ｡…疵CCT但旦T露､nT旦旦､且RAC“且目印凡G”GGTj､壺侭､呂詩一再=.､‐3TG“”“且C昼RCTGG恥画”T_毎.ﾆﾆﾆ＝”、1F･ﾑ奄砦輔L･･ﾑー 上･wmG壺怠･ﾑー 晶謬上『し唾ふし迅雷し理"一一画ﾑw

DxY追蔚E菅PPHO工画NC八s村YNVPCGHQDWNY唾QT蹄CFBVTエEnGCV

-CC””Gハロ凡凡囮c風貝便TGCC且及八GT八画qGGA“AnARTcGハハc諏C田圃ﾊﾊ､CCA“TT榧G…C八(-j･ﾑ'迎臼LrE八uも轡qょu･人'ビハ姻唾AIrTTcTCm毎G噸GCCACAC八TC…C“cc””…”
夷=

XYPPENEmPKYWEQⅣRRSLエQFHKQVHQGVKGFVnDハTDGRG工乃汗

CCCACC画嘩唖函C旬Gn瓦A両…C且CCCAmC且ご底&……“毎GCAe及廊A唖…cc唾…C“にCe且““C砥AC凡凡ART“C里唖躯唾GCCCQ入cc毎F入T且ACC唾“(｡､〆〆､且抱五五侭珂匡

且屈乃gVABｴNHPV唖切YKハGDYWRL西V20TYXエTAg凡RcYNpVTXNV

里EEG錘1回｡且駝邸入0m“TGTT“GGrC秘CTTCACeCTT“TCqATC唖C且唖旦Q疵α･画HRr､風砥、昼､昼,TqRnn-HannB向RRR〆，=趣C品mRCCRC便及飼厘及C亜昼AE侭A便其fpqAGCG典CCCAACm髄C囮湿GQ八G

TVRgEOnVQVNF種乃VRgSADA軒間ggKKORGHgTgTDp毎gDpTgXE

”TO皿cc…”Cﾊ咽CnCCTTTCGGCT“QAA印GG“TG(ｺﾊﾊqGCmTC麺GTTaACCTC“CCT《‐毎員E剖・qgqごLご･汀唖皿CG班ACC砥TCArAC八恥｡n“T砥CCG凡G両CCTI墨こぎ.こき晶一悪G

FEAEエKHLgAENC五EGF凹乃ggggD画八EYRYHgYKD迪gEFERObV斑

品孟･~･下三p~･‐3GC凡C…AC且旦八CC毎旦eeA唖嶽“良風伊且⑤A、錘毎GAG畑扉C戯で凡C且面一逵零島些L毒一聖匹望･典唾"､-L矼鼻‘.‘:仏;.u員宇負員屋rデー云呈毎語誌品畠吾q孟侭､畠＝胃一一一一~ﾆﾃﾆｰ二見暉具TTe唾唖…唾型[…唾巳

NYPHエT訂追唖唖nCQSVEYRHエWgEE工SHKP駕碁SEPBEPKエRPV乳｡エ

C班G“八八CG鉦cc緬疵“恥CTG池CrC毎CTrG“TCTG“且OAA”rcmTGCC野C瓜及TTACR別別ACGﾊ入CCE負師TOTT胤巳巳侭､…“TTGAE入r韮八cmﾊC八油田CTG卿TG極CCCTCTmG…cc入

HGw孔PvGTEELLRn且BFEcm蘭YKRNPvv唖QLvDR毎RエvエvPgLNP

唾､'ぷu4ju砦皿痙旦[二唾j'苫uFJ唾annnnnnnan侭市価f･ﾆﾆ宗赤｡=乱ﾆー ｰー ･-一-百－．．－←二二三ハ…画c鞭c“ﾊﾊﾊG八C““雛AcAQAcTTT入低凡RcT八麺Gc面画画G9画oAGB,CCA恥Gc““Tc蝿皿入c画G

DoRDG八QEKDc毎gK記C職mNAHGKpnDTDFmg卿RSQPETXAエエEN乃

諏田c秘ﾊﾊ“AcGA函CnGTC両TC蝿壷“画mG諏C唖“睡唾錘“唖G“““『砥《:CGT恋G八困湖且cc且ごr“AC且C&C唾“AA員EA八Ac…c…““私印冠CGC恋CTC…麺GCA…

工QKQDFs西9エハLDocgvLvTYPYDKPvQ毎vE卿KBTEKH酵八gLYAN

屍芯万一・・ﾛE凡叩E八八,F屈履八便風甲便ふざ･『,…．‘-,-m､ご坐画CCCAWAn面C入mTGAGA二一且幸丞．.....三二二._壱さあ"．…､凸､jも．"-号.言睡-,-=訊唖“c八c八画cAccTG“c八c“､尽具風侭GATT及即RGTGTcAccT”CGC

斑HPgXH麓cQPgCP闘斑sDENエPGGVXRG八EwHgH乃GgMKDYgVTYc

C…CCCCAcAAAmCACG毎諏爬ACnAG《,-ﾑいぜLuも-凸･"しぎﾑー 、ー－－･壽GCjW毎こふ〔だ'▲･こしし江いい.．…･'･－一・h毎､丘、n戸nEnnHmmCTCCTTACC砥C画GGTC““TCC八C且HAGGﾊGmC“CCCG面ハ

HCPEエ旬VYTgCCYFPg凡且OZ』P八乃W入ENKKg乃乃gH四VBVHKGVHG過

“八入入又回旦庖員里届“TC“温良且eeR且困嘩C○A…“釘C八毎面鯉TC秘rG”Cow腱及及及…畑f･瓦伊旦入且“艮昼屋a““”疵審cc砥CTG毎CCmGCTC画醗AGTC“TAAC師C八入CCC…“T

VXDKAOKPエgKAVエVLNEOエXVYWKEGOYFHV乃正APCVHNエⅣ瓜工八

一一‘龍GQﾊﾊ印CGTC“ﾊﾊCTm“-こき----..面.-，.;
■＝■■■も▼▲丘二r－Hユー■q

一口一回一一 色壷｡.一△＝.---凸△圭 一一一■…竺■一

二弓ローーニニーロ一・’，'■鼻且士L－孔畦…‐壁Ⅱ‐畠些晶と4tーさｰ.ﾑｰﾑｰｮﾑ噂．』．､車､亨坐ｱ昌嵯Jh-ﾑｰ且亘坐-4-凸津一坐画圭菖も唾--ﾑ'レマム唾ムー…ﾜﾑ･－も-』ぬ凹凸吟上凸込-…ざ坐u‐具且合札-4､』巳一・・凸…･｣､亙込･上G△曹哲上．一

D GYQQQHTQVFVHHDAAggVVエVFDTpNRエPG過PRdE壬vv否vご害呈,z’

及甲師侯､侭かnETG凡、CCT及_風E回CCTTcC且TC”TTG“GCﾊTCTG画cc脈C“GTC”班孵”ハC八瓦■q砥CG印FccAcCGG画GcCG《.…－2恋匡八TG皿…郡Gﾊ緬砥Qﾊ…CGC砥c恋啄C秘C囲

廼9A迫エL⑬旦二二三ぎこ三こ三二XgNRHXDGFHR画RQHHDEYEDE工R凹型gT

“唾唾ﾊ入＠瓦瓦鉦CCCTe壷且且“e風毎CRC唖F伊負危慮且TCR入五代提anRa戸n厘､丘anCO狸旦巴班T…睡画八C､凡凡風CA疵GAnRAQC且“毎毎“班砥画“画、及印入口毎入C““……“CACCT

GgXK臼乃西gHEFQDE毎､毎日EETzYgSKH･

レー凸‐占ピムーさu－血G八“画CCA“八八G湖GAG郡入T印CCmCCCCm印C八皿G八GC毎句TCCGAAG画ﾊGCCTGCT…mCnmACTCTCTGAATQTCACﾊgCC八G”TTG皿CTTCCCTTC画…A“距軒C嶽郷C

…Cm7員貫貝負員奥ハハハ興瓦

(図4）マウスgpl80の一次構造。

pM5のgpl80CDNAの塩基配列および推定されるアミノ酸配列。
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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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