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ラットミトコンドリア極長鎖アシル－CoA

デヒドロゲナーゼcDNAのクローニングと
大腸菌における発現

上野一郎

信州大学医学部附属病院中央検査部

Molecular Cloning and Nucleotide Sequence of cDNA Encoding the 

Precursor of Rat Mitochondrial Very-Long-Chain Acy1-CoA 

Dehydrogenase, and Expression of the Mature Enzyme in E. coli

Ichiro UENO

Central　Clinical　Laboraton’es，　Shinsltu　Univ召xsily　Hospital

　　cDNA　covering　the　entire　coding　region◎f　rat　very－long－chain　acy1－CoA　dehydrogenase　obtained　from　a

λgtll　cDNA　Iibrary　prepared　from　clofibrate－fed　rats　was　cloned　and　sequellced．　The　cDNA　for　the　enzyme

covered　2117　bp　and　encoded　655　amino　acid　sequences，　consisting　of　a　40－amino　acid　leader　peptide　and　a

615－amino　acid　mature　enzyme．　The　amino　acid　sequence　of　the　mature　enzyme　at　the　amino　terminal　side　had

ahigh　simiIarity　with　those　of　long・chain，　meditmchain　and　short・chain　acyl・CoA　dehydrogenases，　but　the

enzyme　had　a　Ionger　tail　composed　of　about　170　amino　acid　residues　at　the　carboxy　term｛nal　side．

　　The　enzyme　was　expressed　in　E．　co　li　with　the　use　of　fu111ength　cDNA　covering　the　matdre　enzyme

structure　for　confirmation　of　the　cDNA　sequence．　The　expressed　mature　enzyme　was　very　similar　to　rat　liver

enzyme　in　respect　of　its　molecular　and　catalytic　properties．　But　the　enzyme　expressed　using　truncated　cDNA

clone　at　carboxy　terminus　had　no　enzyme　activity，

　　The　results　indicate　the　carboxy　terminus　plays　an　important　role　in　the　conformation　of　the　enzyme．

Shinshu〃顔d／41’ヱ31一ヱ43，ヱ993
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極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼcDNA，酵索発現，デヒドロゲナーゼファミリーの相同性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が特有の酵素より構成されていることが明らかにされ
　　　　　　　　　　1　緒　　　言
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

　脂肪酸β酸化系は動植物界に広く存在し，生命維持　　　近年，脂肪酸酸化系異常に関する研究が進展し，ぺ

のための主要なエネルギー産生源となっている。これ　　ルオキシソーム系においては，Zellweger症候群をは

までβ酸化系はミトコソドリアにのみ局在していると　　じめとする細胞小器官欠損症やadrenoleukodystro・

考えられていたが，1976年Lazarowとde　Duve1）によ　　phyなどの単独酵素欠損症が3）4），またミトコンドリア

リペルオキシソームにも存在することが示された。そ　　系については，時には小児突然死を伴うミトコンドリ

の後，Hashimoto2）によりペルオキシソームβ酸化系　　ア諸酵素の欠損症が多数報告されている5）。
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上　野　一　郎

　このようなことから脂肪酸β酸化系諸酵素にっいて　　Missouri，　U．　S．　A．）を含浸し乾燥させたニトPタルロ

再検討が行われた結果，ラヅト肝臓ミトコンドリアに　　一スメンブラソ（アマシャムジャパン，東京）をのせ，

新しい酵素が存在することが明らかにされた。すなわ　　さらに4時間インキュベーショソした。プロッティソ

ち，新しいアシルーCoAデヒドロゲナーE6）と以後の　　グしたメンブラソを常法に従い，1次抗体として抗

3段階の反応を触媒するヒドラターゼ／デヒド・ゲナ　　RVLCADウサギIgG，2次抗体としてアルカリホス

ーゼ／チオラーゼ3頭酵素ηである。　　　　　　　　　　ファターゼ標識抗ウサギIgGヤギ血清（和光純薬，大

　ミトコソドリアにおけるβ酸化系の初発酵素である　　阪）を用いて発色させ，陽性プラークを拾った。この

アシルーCoAデヒドロゲナー一ビには，基質とする脂肪　　陽性プラークについて上記操作を繰り返し，2次，3

酸の炭素鎖長に対する親和性から，短鎖，中鎖，長鎖の　　次のスクリーニソグを行った。

3種類のデヒドロゲナーゼが存在していることが知ら　　2　陽性ファージDNAの精製

れていた・・．今回検討を行った新い・酵素は，これらの　3次スクリーニングで陽’Ekのフ・一ジをE磁

酵素とは分子的，触媒的諸性質が異なっており，その　　Y1090株に感染させ，10mM硫酸マグネシウムを含む

基質特異性から極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼ　　LB培地で4～6時間大量培養した。培養後遠心し，

（very・long－chain　acyl・CoA　dehydrogenase，　VLCAD）　　ファージを含む上清にDNase　IとRNase　A（ベーリ

と命名されている6｝。　　　　　　　　　　　　　　　　ソガーマン・・イム山之内，東京）を1μg／ml加え，

　本研究ではラットのこの新しい酵素に対する　　菌由来の核酸を分解した。これに終濃度で0．5M

cDNAのクローニソグを行い，その構造解析を行っ　　NaClと5％ポリエチレソグリコール6，000を加え氷

た。その結果，本酵素のサブ＝ニットは短鎖，中鎖，　　上に30分放置した後，遠心によりファージを回収した。

長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼのそれより大きく，　回収されたファージはプロテナーゼKバッファー（10

N一末端側はこれら酵素の全領域ときわめて類似した　　mM　Tris－HCI　pH7．5／5mM　EDTA）で懸濁し0．5％

一次構造を有しているが，C一末端側の一次構造はま　　sodium　dodecyl　sulfate（SDS）で可溶化後，25μg／

ったく関連がないことが分かった。また，クローニソ　　mlのプロテナーゼKで37℃30分間インキュベーショ

グされたcDNAを用い大腸菌で発現させたところ，　　ンしてファージ蛋白質を分解した。この反応液を等量

発現した酵素はラット肝臓から精製した酵素と分子的，　のフェノール／クロ・ホルム（1：1）で抽出した後，

触媒的諸性質が一致していた。一方，そのC一末端領　　その上清に等量の2　一一プロパノールを加えファージ

域欠損酵素を発現させたところ，この領域が酵素の高　　DNAを沈殿させた。これを遠心し得られたDNAぺ

次構造と触媒能にとって重要な役割を有することが明　　　レットを80％エタノールで洗浄した後，減圧乾燥させ

らかにされた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10mM　Tris－HCI，　pH7．5／1mM　EDTAバヅファーに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶解した。
　　　　　　　II材料およ砺法　　　　3鞭。。．ジDNAのサブ，。一ニング

A　ラット極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼ　　　ファージDNAをEco　RIで1時間消化し，1％ア

　　（rat　yery・long・chain　acyl・CoA　dehydrogenase，　　ガP一スゲルで電気泳動してイソサートcDNAの塩

　RVLCAD）cDNAのクローニング　　　　　　　　　基長を調べた。このイソサートcDNAをpTZ18Uべ

1　抗RVLCADウサギIgGを用いたイムノスクリ　　クター（東洋紡，大阪）のEco　RIサイトにサプクロ

　ーエソグ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ーニングし，E，　coli　JM101株にトランスフォームし

　Di（2－ethylhexy1）phthalate（DEHP）や抗高脂血　　た後，形質転換菌を一晩培養してアルカリSDS法に

薬剤であるクPフィブレートは，ラット肝臓で本酵素　　よりプラxミドを回収した。

を誘導することが知られている6）。クPフィブレート　　4　RVLCAD　cDNAクローンの塩基配列の決定

を投与したラット肝臓より作製したλ9t11　cDNAラ　　　初回のイムノスクリーニソグで得られた中で最長の

イブラリーをE．　coli　Y1090株に感染させ，　LB　　クローソはRVL52であった。これは酵素の全長をカ

（Luria・Bertani）寒天培地に塗布した。37℃で6　　バーしていないと考えられたので再度DNAスクリー

～8時間イソキ＝ベーションした後，プラークを形成　　ニング行ったところ，RVL－57が得られた（Fig・1）。

した培地に，あらかじめ10rnM　isopropyl一β一D－thie一　　塩基配列の決定にはこれら2つのクP一ンを用いた。

galactopyranQside（IPTG；Sigma　Chernical　Co．，　　クローンのSPh　1，　Pst　I消化断片のほか，　exonuclease
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極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼcDNA

Spij工　　　Hilユσ工工　PS亡工　　　　Pst工　Saσ工

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1965

RSZ［r52

司唖騨胴　　←輔一一一一一d←一騨一一一一一一d謡一一圃葡鱒繭一隔閣胴一脚一一

呼一一一一■■一一　　　　　帽中一一嗣嗣騨騨隔

■■■■騨騨隔一騨騨ﾓ　　　　　一一職■葡一一■開脚■暫旧騨鳳■一陶隔■一一幽肇レ

　　一一一一■一一胴嘱一騨胃転　　　　　闘隅噂一」　　■一一一一■一一脚一b，

””一’’””ny”’
狽粋

R皿F57
　　dge－一■一一圃一■■一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一■

　　　圃囲（tPen「e・di・g　fr・・n・　　　　　u100　bp

Fig．1　Restriction　endonuclease　map　and　sequencing　strategy　of　rat　very・long・chain

　　　acyl・CQA　dehydrogenase（RVLCAD）clones
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Fig，2　Scheme　for　the　construction　of　expression　vectors　with　RVLCAD　truncated

　　　and　full　clones

III（宝酒造，京都）で両方向より適当な長さに削った　　素を部分的に水解して得られたペプチド断片のアミノ

消化断片を調製し，これらをM13mp18ベクター（宝　　酸配列と，　cDNAの塩基配列より推定された酵素の

酒造，京都）に組換え1本鎖DNAとしたものを塩基　　構造とを比較した。精製肝臓酵素のアミノ酸組成は塩

配列決定の材料とした。塩基配列の決定はダイデオキ　　酸加水分解後，アミノ酸分析装置PICO・TAG（日

シ法9）に基き，蛍光プライマ　一一を使用して373A　DNA　　本ミリポア・リミテッド，東京）を用いて分析した。

シーケンサー（アプライド・バイオシステムズ・ジャ　　ペプチド断片のアミノ酸配列の決定には，精製肝臓酵

パン，東京）を用いて行った。塩基配列の結果は遺伝　　素をV8プロテアーゼやリシルエンドペプチダーゼ

子解析ソフトGENETYX（ソフトウエアデベロブメ　　　（宝酒造，京都）で部分的に水解し，　SDS－poly・

ソト，東京）により解析した。さらに，同ソフトでク　　acrylamide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）1°｝を行

ローソの制限酵素地図の作成とデータベースを用いた　　った後，polyvinylidene　difluoride（PVDF）メンブラ

ホモロジー検索を行った。　　　　　　　　　　　　ン（日本ミリポア・リミテッド，東京）にプロッティ

5　RVLCADのペプチド断片のアミノ酸配列の解析　　　ソグしたものを用いた。解析には，477Aペプチドシ

　クロー：ングされたRVLCADのcDNAを確かめ　　一ケソサー（アプライド・バイオシステムズ・ジャパ

るため，精製ラット肝臓酵素のアミノ酸組成および酵　　ソ，東京）を使用した。
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上　野　一　郎

B　RVLCAD　cDNAクローンの大腸菌における発現

　RVLCADの大腸菌における発現にはProtein
Fusion　and　Puri丘cation　Systemキット（New　En－

gland　Biolabs　Inc．，　Massachusetts，　U．　S．　A．）を用い

た。本キットの基本的な原理は，目的蛋白質をマルト

ース結合蛋白質とのフユージョソ蛋白質として発現さ

せ，これをアミロースレジンアフィニティカラムで精

製した後，フユージョン蛋白質をファクターXaによ　　　　　　　　　　　．’，、
り齢部位で切断し，さら嚇製分離を行うものであ　　　28S圏．

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i．t．t，

1発現ベクターのasee　　　　　　　　　　鍬霧・
発現べ〃一を・聯築・た（・・g．2）．・つは　　　　1灘蓬

他のアシルーCoAデヒドロゲナーゼとホモロジーの高　　　　　　　　　　　箋　　　i

噌撫簾犠雛去野窒三　　18s－｝響
クローンは成熟酵素のN一末端をコードする20塩基と，　　　　　　　　　　　　；譲

他のアシルーCoAデヒドロゲナーゼとのホモロジーが　　　　　　　　　　　；∴

終わるC一末端側下流の反対鎖20塩基に終始コドン付　　　　　　　　　　　　”　t’t

加した合成ヌクレオチドをプライマーとし，RVL－57　　　　．
　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　Flg．3　Northern　blot　analysis　of　RVLCAD
を鋳型としてPolymerase　Chaln　Reaction（PCR）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mRNA
法11）によりこの領域を増幅させることにより得た。プ　　　　　　　Twentyμg　of　total　RNA　from　rat

ライマーの合成にはPCR－MATE（アプライド・バ　　　　　1iver　was　used．32P－1abelled　RVL－52　clone

イオシステムズ・ジャパン，東京）を使用した。また，　　　　was　used　as　a　probe．

鋳型の増幅にはGeneAmp　PCR　Reagentキット（宝

酒造，京都）で反応液を調製し，サーマルサイクラー　　O．3mM　IPTGを添加して対数増殖期の終わりまで振

（宝酒造，京都）を用いて95℃1分，55℃2分，72℃　　とう培養した。

3分の条件で25サイクル行った。得られた全長1，326　　3　発現酵素の精製

bpのPCR産物をpMAL－c発現ベクター（キット添　　　遠心により菌体（湿重量1．25g）を回収し，素早く

付）のStu　I－Hind　IIIサイトに挿入し，短縮クローン　　50mlのLysisバッファー（10mM　sodium　phosphate，

の発現ベクターを構築した。なお，PCRを用いて得　　30mM　NaCI，10mM　2－mercaptoethanol（2－ME），

た増幅領域の塩基配列は元の．クローンと一致している　　10mM　EDTA，10mM　EGTA，0．2％Tween20，

ことを確認して以後の実験に使用した。他の1つは成　　pH7．0）で懸濁した。また，プPtテアーゼの作用を抑

熟酵素の全翻訳領域（アミノ酸残基1－615，Fig．2a＋　　えるために1mM　benzamidineと1mM　phenylmethy1－

b＋c）をカバーする発現ベクターである（全長クロー　　sulfonyl　fluoride（PMSF）を同懸濁液に添加した。

ン）。上記短縮クローンのSPh　Iサイト下流（b）を全　　なお，酵素安定化のため酵素精製に用いるすべての溶

翻訳領域をカバーしているRVL－57のSph　1サイト下　　液に終濃度で10μM　FAD，0．1％hexamethylphospho一

流（b＋c）と組換え，全長クローンの発現ベクターを　’ric　triamide，2mM　2－ME，1mM　EDTAを加えた。

構築した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　直ちに氷冷下でソニケーションを2～3分行った後，

2　RVLCADクローンの発現　　　　　　　　　　　　5M　NaClを工／10量加え遠心し抽出液を得た。抽出液

　発現ベクターpMAL－cに組み込まれたクローンを　　を総蛋白質濃度が2mg／m1以下になるように0．2％

E．coli　TB　1株にトランスフォームし，この菌を0．2　　Tween　20を含むカラムバッファー（10mM　sodium

％グルコースと50μg／mlのアンピシリンを含むLB培　　phosphate，0．5M　NaC1，1mM　NaN3，10mM　2－ME，

地5mlで一晩培養した。この菌体を同培地500mlに移　　1mM　EGTA，　pH7．0）で希釈し，あらかじめ同バッフ

し，吸光度（660㎜）で0．5付近まで培養し，その後　アーで平衡化したアミP一スレジンアフィニティカラ
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＿21　　醜㎜CGC（］ecos（㎜

　1　ATG（：ハG　T｛］G　GCC　CGG　ATGムCC　CCG　AGΨG口〔G　GGG　CGA　CハA（汀G　CTG　CGG　CTG　GGG　G（：：CGAハGC　TCG　CGG　T（：T　GCT　GCG　CTT　CAG　GGA　CAハ

＿40　Met　Gln　Ser　Ala　Arg　凹eセThr　Pτo＄e＝Val　Gly　Arg　Gln　Leu　r£u　Arq　L臥1　Gly　Ala　ltrg　Ser　Serハrg　Ser　Ala　Ala　Leu　G工n　Gly　Gln

　91　CCC　CGG　CCTハCC　工CT　GCC　CハG　CGA㎝TAT　GCC　ハGT　Gハ【…GCC　ACI・CJLG　GCA　GTT　σ1て…GpLA　Aハq　CC～㌧G～㌧G　A〔：C　σ1℃　TCC　Imr　Gltl圏GσT　TCC

－10　Proハxg　P＝o　Thr　Ser　Ala　Gin　Alrq　L£u　Tyτハユa　Ser　Glu　Ala　Thr　Gln　Aユ、a　Val　Leu　Glu　L日　　oGuThr　Leu　Ser　Ser　A6P　AIa　Sar

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

181　λCC　jWt　GA八AハA（皿　㏄（：ハGG　GCG　GハA　ICT　AAG㎜T7T　GCT　GTG（jCIA　ATG　TTC　AA八GGC　CAG（皿ACCハCC　GAC　CAG　GTG　TPC　CCA　TAC
　21　Thrハrg　Glu　I・y8　Pre　Aユa　Arg　ハ1a　Glu　Sar　Ly8　sar　Phe　A］．a　Val　Gly　Met　Phe　Lye　Gly　Glnエβu　Thユr「rhr《βp　Gln　Val　Phe　Pro　Tyr

271　CCPLコ℃T　GTG　CTC　AA響GAiL　G（訊Cハ【｝AC八CムA［【TTσDC．AムA　GハGσrG（引『G　G（三八CCA　GTG　GCC　CGG［［rrC㎜GλA　GAA（凱て…㎜GAC　CCT㏄C
51　Pro　Ser　Val　Leu　Asn　Glu　G工y　Gln　Thr　Gln　Phg　Leu　Ly日Glu　Leu　Val　G↓y　P：o　Va↓A工aハユrq　Ph臼Phe　Glu　Glu　Val　Asnハ5p　Pro　Ma

361　ハハGAA［V　GAC　7℃C　TTG　GハG　A《G　GTG（1ハG　GムG　GILC　ACT　TTG　CAG　GGハCTC　A巫GAA　C工G　GGG　GCA　TTT　G㎝σrG　CハハGT賎CCCハGC　GIUI㎝
81　Lys　A且n　A8p　Ser　b鳶u　Glu　Lys　Val　G1u　Glu　Asp　Thr　Leu　Gl血G工yエパ∋u　Ly8　Glu　I£Ll　GI　Ala　Ph．e　Gl　Ieu　G1ハV　工　Pro　S巳r　Glu聰鰹

451　GCII］GGYV　ITG　GGC（刀℃IPCTハAT　ACC　CAG　TAC　G（：T　CGC鵬GCA　GAG　A　VV　GTG　GGC　NIG　CA［e　GACαrT　Gσr　CMI］ハβC　WIT　l9　C　（nV　GG入GCC

111　⊆亜Lヱ＿エーG工nTVyr　Ala　Arg　Leu　Aユa　Glu　工1e　Val　Gly　heヒ　ni8　ハ月p　Leu　Gly　Val　Ser　Val　Thr　Leロ　Gly　ハla

541　CAT　CAG　AGC　Aユ℃　GGT　M℃ハM　GGC　酊℃肥1Ct｝（n℃　TIUr　GGC　ハCA　AAG　GCC　CAG　AAG（llLA　A］LA　TハC　CTC　C㏄ハ〔3ハGTG　GCA　1　rC　GGG　CAG　GCT

141　His　Gln　Ser　工1e　Gly　Phe　Lys　Gly　IleΣeu工eu珈r　Gly　Thr工．ys　Ala　Gln　Ly8　Glu軸鉱＿1　A　a　　er　GI　G　　Ala

6］1　TrG　G（｝G　GCT　T1℃　四｛】〔］TG）crr　GAG（X：C　TCGハGC　GGG　TCC　Givr　GTG　GCC　TCT　A工℃　CGK　A㏄ICA　GCT　C；1，A　CCTハ㏄　C㏄　TGT　GGA　AA6　TAT

171　工一　Ser　Ser　G↓y　Ser　h月P　Val　A］」a　Ser　Ile　Arg　Ser　Setrλ1a　Val　Pro　Ser　Pro　Cy日　Gly　Lys　Tyr

72ユ　TA里ACr　CTC　AAC　GG孔～SC］C　AAG　ATC　叩GG　2肛℃　A臼T　AAT　GGG　GGT　CTG　GCA（ljUC：ATT　TTC　ACTα1℃　エTT　GCC　AρL汽ACG　CCA　A田T　AAA　GハT　GαA

20ユ　Tyエ7　Tltr　Leu　A8n　Gly　Ser町臼　Iie　Ttr　p　Ile　Sar　A8n　Gly　Gly　Leu　Aユa　J㎏p　Ile　Ph臼丁｝ir　val　phe　Ala　I」y3　Thr　Pro工1e　Ly臼Asp　Ala

Bll　GCC　ACG　GGG　GCC　（塑G崩CPLG　AAG　～榔ハCみGCT　TTC　G　rA　GTG　Gハ八CGG　AGC　TTT　（KIPL　GGG　GTT　ACC　CハT　GGG（コM　C（℃　GILIL袖G　AAC，　MV
2ヨ1　Ala　Thr　Gly　Aユa　Val　Ly日G工u　Ly8　11巳肥hr　Aユa　phe　Va工Va工Glu　Arq　Ser　Phe　Gユy　Gly　Va］LT　h」：H↓s　Gly　工£u　Pコ　o　Glu　Ly8　Ly8　凶eヒ

901　GGC　ATC　AAG　GC八［1℃T　AハC　ACA　TCA〔IAG㎝G　TハC　TTT　G鷹GGλGTC　AAG　GTG　CCA㏄A　GA【｝㎜　〔｝PG　CTA　GGA　GAA　GTG　GCVL　GAT　GGC　rrC
260　　Gly　Ile　Ly日　　　　S　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　　　　8　V　　　　　　　　　　　　9＿ム飢L－　Phe

99↓　　MG　GTT　Grc［V　G贋℃　ハハC　ATC　CIC　ハAC　AλC　GG八A（ヨ㌧TrT　GCSG　鵬㏄T　㏄A　ACC　CTA　GC《　GGC　ACC　ATt］　AJ㌧A　GCC　AU℃　ATT　GCC　八AG　㏄G　GTT

291　Lys　Val　A↓d　Val　Asn　Ile　Leu　bβn　ハ5n　Gly　ハrg　Phe　Gly　晒臼し八ユa　ハユa　Thn　Luu　Ala　Gly　Thr　融ヒf、Ys　Ala　工le　工1e　ハユa　I」l　a　Aユa　Val

10Bl　　GILT　CNr　GCT　ACT　AハC　Cα工｝ACC．　CAG　皿tr　GGG　GAC　AMハ㎜　（：AC　ハ為C　TTT　GGG　（孤G　ATC　CAG　（IAIL　AAG（7）G　GCT　CGG　漕G　GC）ll岬翌　atG　CハG

　321　ハ3p　His　Ala　Thrハsn　A】：g　Thi：Gln　Phe　Gly　hep　LYs　Ile　Hi日ハen　Phe　Gly　Va1　エユe　Gln　Glu　Lyff　Leu．Alaハrg　het　Ala　Ile　I・Elu　Gln

1171　TAT　GTG　ハCT　GAG　工℃C　AIG　Gσ田TAC　A田G　σPG㎜　GCC　AAC　ATG　G湘C　CAβ　Gα八丁1℃　A△八GハC㎜　CAβ㎜G八八GCT　GCC　AT℃A6CムAA　ATC

　l51　Tyr　Val　tJ「hr　Glu　S臼r　Met　Ala　　　　Met　Leu　Ser　A鵬＿上鎮塾一臨ム旦P　Phe　Gln　Ile　Giuハユa　Ma　Iユe　Ser　Lys　Ile

1261　　TTT　GGC　TCG　GAG　GCG　GCC　：慧：｝G　AムへGコ）G　ACA　GJ凱1　GλG　TGC　M℃C《G　ATA　㎜　GGG　GGC　㎜V．　GGC　㎜　A’rGλムG　G）VL　CCA　GGG　GTハGハβ　CGT

381　Phe　Gly　SeエGlu　A↓aハユa　Trp　Ly菖　Val　Thrハsp　GZu－一
1351　GTG（コ℃　CGA（；AT　ATT　CGA膿質℃　CGG㎜TTT　G八瓦GGG　ACA　AAT　GハC　ハTτ㎝　C（込〔丁巳TTT（］r（l　GCT　CT為（：APL　GGC　TCC　ATG　GAC　AAtL
411　val塾ハrg　A8p工1e　Arg　Ile　Phe　Arg　Ile　Phe　Glu　Gly　Thrハβ“A測p　Ile工βu　Arg　Leu　Phe　Va】一Ala　Leu　Gln　Gly　Cy8．凶3ヒAsP　I」yB

1441　GGAハハG　GAA（n℃ハCG　GGA　Cmr　GGT　AAT㏄C　CTA巫GハAT　CC田CTT　GG八ハ漕GTT　GGC　CTC㏄ATA　GGA　GILA　GC八AGC　A汽A　Cハ煽（．lr（｝AGG
441　G］」YLys　Glu　Leu㌘㎞r　Gly　Leu　G工y　Asn　Aユa　L巳u　Ly8ハesn　Pro　Leu　Gly　A臼n　Va1（lly工Ru　beLl工le　Gly　Glu　A1．a　Ser　Lys　G工n　Leu）trg

1531　　CGG　CGG　ハCA　GGG㎜　GGC　超T　CmGT　C［VG　AGT　C暫C　TCG　GGA　ATT　G皿C　CハC　CCA　GAG　mS　AGT　CGC　AGW　GGT　（訊A　CTG　GCA　（ヨTG　CAく｝　GCT　σP6

　471　ハ＝9Arq　Th：　Gly　工↓e　GXy　S巳r　Gly　L臼u　Sar　工£u　Setr　Gly　Ile　Val　Hi8　Pro　Glu　Lθu　Ser　Arq　Ser　Gly　G1ロ　Leu　Ala　Val　Gln　Ala　Leu

1621　GA3L　CM㎜GCC　ACT　GT入GTG　GAG　GCG　Aム6σ噂G　ハエGハA6　CハC　AA〔…ハAPしGGGハTT　GI℃㎜〔IJSA　CハG　TTC　CTG　CTG　CハG　CG八【：T（］㏄A　GA田

501　Gln　Gln　Pheハユa　Thr　Val　val　Glu　Aユa　Lye　Leu｝惚七Lyβ　Hi5　Uys　Lys一且」義U2嘘

1711　　【姐八　GCC　ATT　GハC　（コ℃　TAC　GCC　ハ【【馬G　GTG　Cr田G　GIV［C　CTC　TCC　AGA　GCC　T（コ㌧ハG八巴℃C　αrG　AGT　GrLG　GGC　TAC　CCG　ハCA　GCA　CAG　C鳶工　GAG　㎜

531Gl　AlaエeA8趣Ma“Set　Val　Val　Val　1・・u　S肛胸Ma　Ser　lLrg　Ser　1A・u　Sar　Glu　Gly　1）y＝lt。　Th＝Ala　Glal日iG　GIu　Ly・

ユ80ユ　ATG　CTC　Tcrr　GA　r　AGT　TGG　TGC　NM］GAG　Gσr　GCA　ncハCGG　㎜T　C巳へ〔yVt～VIC　xrG　GC（：ハGC（皿（恥G　TCC　ハAC　Cσr　（：AG　CAG〔鵬（yu十CTC
561　晩t　Leu　　　5　ハs　　Ser　　　　　　s　Ile　G↓u　Ala　Aエa　Thr　　　　lle　Ar　　（ヨluハsn　het　Ala　Ser　Leu　Gl．Tl　S∈nc　AEIn　P＝o　Gln　Gln　G］］n　G］Lu　正eu

1日91　㎜（rGT　AAC　T［rC　AGA　AGT　MV　T（：C　AAG　GCC　ATG　GTG　GAG　ANV　G（Ve］〔…㏄　C［VG　GTC　ACC　AG田ハAC　CCC　C謄丁ハGλ（nC　O）GA　　AGACTCCTAmu］G

591　Phe）trg　Asn　Phe　Arg　Ser　lle　Ser　Ly呂　Ala　赦∋t　Val　Gluハsn　Gly　Gly　工Ru　Val　田㎞　Sar　Asn　Pro　工£u　入rq　Val　TER

1984　CCeTAOCACAGTeG㎜CCTI℃㎜漕GCC－CCC（－A⊂鵬GムGTACT皿ハ（㎜　　　　　　　　U㎜ACCWWハハハハハハハハA　2096

　　　　　　Fig．4　Nucleotide　sequence　and　deduced　amino　acid　sequence　of　RVLCAD　cDNA

　　　　Underlines　represent　the　amino　acid　sequences　confirmed　by　direct　peptide　sequencing　of　the

fragments　obtained　after　partial　hydrelysis　with　V8　protease　and　lysylendopeptidase．　The　putative

poly（A）additiQn　signal，　AATAAA，　is　indicated　by　a　double　underline．　Nucleptides　are　numbered　at

the　left　end　of　Iines，　taking　the　A　residue　of　the　initiator　methionine　codon　as　1．　Residues　in　the　5’

non・coding　region　are　inClicated　by　negative　numbers．　Amino　acid　residues　are　numbered　in　the　same

manner　taking　the　first　residue　of　the　mature　enzyme（Ala）as　1，Residues　in　the　presequence　are　given

negative　numbers．
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R▽LCAD．40　MQSARt・ITPSVGRQLLRLGARSSR．SRALΩGΩPRPTSAQRLYASEATΩAVLEKPETLSSDI），S
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿30　bCAARL工」工」RSLRV工」SA
　RLCAD
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－25㎜RR
　R）ECAD

R羅：灘灘1蟹羅ll箋鰻lll難19懇醗
RSCハD－26　M一㎜GGSLGR萬RARDWRRLHT▽YQS▽ELP班HΩMLRQTCRDFAEK肌VP

R▽LCAD　81　KND．一．－SLEK▽EEDTLQGLK…　　GLΩ’SEL　SNTQYARLエVGMEIDLG▽S
RLCAD　46　HEEWEKAGEVSREr，Wl1IKAG－一一K　GエNエKHエーGDLLSTAVT　QAYSNCTG

　RMCAD　　38　VAP－－DYDKSGEYPFPL工KRA　　　　工NTH工゜　SC　　　　　IPFDACL工T　　AYGCTGVQ

RS㈲35　QLD．一一・KEHLFPTSQVKKMG－・一一　　　゜LS　CLAYSエN　MSRGCASTG

響難雛羅羅醗鱗餐i遡羅雛i蝶

RVLCAD　196　PC　KYYT　SエS颯〕エF　　エKDAIS，TGAVKE　T　　SF
RLCAD　160　RS　SDW工　　S　　　　　　　　SDL▽　　　　　　▽TNREARSPAH　　SL　　　　G

脳

薩

翻

▽

FG
L］1，工

P
工G工

・T1，mOTMKAエ

・DL・工SACEFM

・　’　　AQRA

S　・　工AQAS

R鱗i叢縫懸灘羅雛謹i叢i織燕羅iiii

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v

R▽llCAD　374　EエSエF　・VTDECエ　F　懸匹・eエ・F　　L圏講
RLCAD　334　S　　　▲　　　崖　　’　　田▽AYQC　㊧　H　　　　Y　　　　　　AKAY　　ム騨　ΩP　　　　　　　　　　EL　▲

RbCCAD　329　－一　工‘　　　　D工　　QLATDA　　　　　　　F　　　　　　　　　　°9　　　Y　　　　　　　　　　・　工　▲

塵

殿

RSCAD　320　ES　　　　　　　　　　　　　］A工SHgA工　　　　　　　　Y YY　　駐　．　　E　　　　　　SE　　　騨 i

R▽LCAD　434　LQGCMDKGKE工」TGLGNALKNPLGN▽GLL工GEASKQLRRRTG工GSGLSLSGI▽HPELsRSG
　Rユ」CAD　394　RQ工VSDS　400

　RMCAD　388　REHIEKYKN　396
　RSCAD　380　GHLLRSYRS　388

RVLCAD　494　ELAVQALEQFATWEAKLb6KHKKG工▽NEΩFL工、QR工訟」）GA工DLYA㎜』SRASRSLSEGY
RVLCAD　554　WC工EAATR工REm　ASLQSNPQQQELFRNFRS工SKAMPTAQHEKMff，C1）SVENGGLVTSNPLRV
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　615

　　　　　Fig，5　Comparison　of　amino　acid　sequences　of　four　rat　acyl・CQA　dehydrQgenases

　　　Rat　very－long－chain，　long・chain，　medium・chain　and　short・chain　acyl－CoA　dehydrogenases　are

abbreviated　as　RVLCAD，　RLCAD，　RMCAD　and　RSCAD，　respectively．　Residues　shared　by　mQre　than

three　of　four　enzy皿es　are　fra皿ed．　Amino　acid　residues　are　nurnbered　at　the　left　end　of　lines，　taking

the　first　residue　of　the　individual　mature　enzyme　as　1。　Residues　ill　the　presequence　are　given　negative

numberes，　Amino　acids　assumed　to　be　anα・proton　subtractor　in　the　catalytic　reaction　of　RMCAD

and　RSCAD　are　marked　by（▽），　and　that　of　RLCAD　by（▽）．　RVLCAD　has　an　a・proton　subtractor

（E）at　the　same　region　as　those　of　RMCAD　and　RSCAD．
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極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーti　cDNA

ム（2．3x5cm）にアプライした。カラムを洗浄した　　た，それから推定される本酵素のアミノ酸配列を

後，吸着したフユージョソ蛋白質を10mMマルトース　　Fig．4に示す。

を含むカラム・ミッファーで溶出した。活性画分に蛋白　　2　RVLCADのアミノ酸組成および配列の解析

質量として1／100量のファクターXaを加え，室温で　　　塩基配列から推定される本酵素のアミノ酸組成と，

6時間作用させフユージョソ蛋白質を融合部位で切断　　精製ラット肝臓酵素をアミノ酸分析装置を用いて分析

した。この反応を1mM　PMSFで停止させた後，ポリ　　した結果はほとんど一致していた。さらに，精製ラッ

ェチレングリコール6，000の0．1g／m1からO．25g／m1の　　ト肝臓酵素およびそれをプPテァーゼで部分水解して

分画を遠心により集めた。回収した沈殿を10mM　　得られた8っのペプチド断片のアミノ酸配列をペプチ

potassium　phosphate，　pH7．5／0．2％Tween20に溶解　　ドシーヶンサーにより決定したところ，塩基配列より

し同バッファーで平衡化したホスホセルロースカラム　　推定されたアミノ酸配列とFig．4の下線で示した部

にアプライした。続いて0．2％Tween20を含むpotas一　分が一致していた。

sium　phosphateの濃度勾配溶出（10～200mM，　pH7．5）　3他のアシル℃oAデヒド・ゲナーゼとのホモ・ジ

を行い活性画分を回収した。　　　　　　　　　　　　　　一検索

　蛋白質定量はLowryら12）の方法の変法13）により行　　　核酸および蛋白質のデータベースを使用しランダム

った。酵素活性はパルミトイルーCoAを基質にphen・　　検索を行った結果，本酵素のサブユニットのアミノ酸

azine　methosulfateを電子伝達中間体とし，2，6－di・　配列はラット短鎖（RSCAD），中鎖（RMCAD），長

chloroindophenolを還元する方法！4）で行った。　SDS一　　鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼ（RLCAD）および

PAGEI°）は10％ゲルを用いて行い，イムノブロット解　　イソバレリルーCoAデヒドロゲナーゼと高いホモロジ

析はTowbinら15）の方法に従った。　　　　　　　　　一を有することが分かった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5に本酵素と他の3つのアシルーCoAデヒドロ
　　　　　　　　III結　　　果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゲナーゼとのホモロジー検索の結果を示す。本酵素の

A　RVLCAD　cDNAのクローニング　　　　　　　　　ァミノ酸残基98から433番目の領域は，他の3つの酵

1　RVLCAD　cDNAの塩基配列の決定　　　　　　　　素と高いホモロジーが認められた。

　最初にクPt　一ソRVL－52の塩基配列を決定した。　　　一方，　C一末端側約170アミノ酸残基は，他の3つの

RVL－52のSph　lおよびPst　lの制限酵素断片とRVL　　アシルーCoAデヒドロゲナーゼとホモロジーを認めな

一52のdeletion　mutantを用いた。塩基配列の決定部　　かった。

位，その方向および制限酵素地図をFig．1に示す。　　B　RvLcAD　cDNAクローンの大腸菌における発現

この結果，3’側にポリーAを持つ1，680bpのクPt　一ン　　1　発現酵素の精製

の塩基配列が決定された。　　　　　　　　　　　　　　成熟酵素の全翻訳領域を持っクP一ソをpMAL－c

　塩基配列の結果と精製肝臓酵素のサブユnットの大　　発現ベクターに組み込み，E．　coli　TB1細胞での発現

きさから，RVL－52は酵素の全翻訳領域をカバーして　　を酵素活性とSDS－PAGEによるフユージョソ蛋白質

いないことが予測されたので，本酵素のmRNAのサ　　の増加で調べたところ，　IPTG誘導後4時間で発現は

イズをノーザソプロット16）により確認した。全RNA　　最大となり，菌全体の蛋白質量の10％から20％程度の

をラット肝臓よりacid　guanidinium　thiocyanate－phe一　発現量が得られた。

nol－chloroform（AGPC）法17）により抽出し，1％ホ　　　RVLCADの各精製段階におけるSDS－PAGEとイ

ルムアルデヒドアガロースゲルで電気泳動した。プロ　　ムノブロット解析の結果をFig．6のA，　Bに示す。

一ブとして，32Pで標識したRVL－52を用いた。その　　菌体を直接SDS－PAGEのサンプルとして処理した場

結果，本酵素のrnRNAのサイズは約2．3kbと推定さ　　合，フユージョン蛋白質と推定されるポリペプチドの

れた（Fig．3）。　　　　　　　　　　　　　　　　　著明な増加が認められた。ところが，菌体からの酵素

　そこで，RVL－52のクローンの5’上流からSph　Iサ　　抽出液をSDS－PAGEのサンプルとして用いると，ブ

イトまでの87bpをプローブとして，再度cDNAライ　　＝一ジョソ蛋白質（レーソ2，　a）のほかその分解産物

ブラリーよりスクリー＝ングを行った。その結果，酵　　と推定されるもう一一つの大きなバソド（レーン2，b）

素の全長をカバーする2，117bpのクロー・ソ（RVL一　　が認められた。これらのバンドは，最終精製品を示す

57）が得られ（Fig．1），塩基配列が決定された。ま　　レーン5のa’，　b’にそれぞれ対応した。酵素抽出液を
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　treated　with　trypsin。

B

1　　2　　　3　　4　　　5　　6　　7

　　　　　軸　　痩
・　　　　　　影．　　．惣

，　がr

夢’訴

・　’　　鱒　　t御曝

y羅叩ま嚇　．　　　　　　　三　　　　　一　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

・　’｝一　’　　　　　　　　i－…聾←邉va蝉F

　　　　　　・謙　”輝1搾　繍　　　tt　　　　　　　　　　　　　触

　　　　　　　　　　　　舟　罰触

　　　　　　　　ま　　　鮮噸●　轡

　　　　　　　　　，ひ
　　　　　・　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聯鵜

h・t／／－　　w
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Table　l　Purification　of　the　expressed　RVLCAD

2SO
St，p　　Tgt弓l　T・t璽l　Spr・1丘・
　　　　　　aCtlVlty　pr・teln　aCtiVlty　　　　2。。

　　　　　　　　　units　　　　mg　　　units／rng

Extract　　　　　　　　　125　　　　　125　　　　1．0　　　　　　　　　電　工50

Amylose　resin　　　　　96　　　15．6　　　　6，2　　　　　　　　皇

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りFactor　Xa　　　　　　　86　　　15．6　　　　5，5　　　　　　　　濁

Phosphocellulose　　　　56　　　　　6，0　　　　9．3　　　　　　　　　’♂

3　100
　The　bacterial　pellet　of　1．25g　was　used．　　　　　　　　　　毎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぢ
保存しておいても分解産物の著明な増加が認められな　　　　＝

かったことから，分解産物の生成は菌体破砕時の菌由

来プロテアーゼによるモディフィケーショソのためと　　　　　　50

推定される。そこで，Lysisバッファーに含まれてい

3

42　　　44　　　46　　　48　　　50　　　52

るEDTA，　EGTA以外に金風セリン，チオール，酸　　　　　　　　　　　Eiution　volume（mi）

讐認；甥蹴秘鴇；璽響・・9・・畿・i・n・…m・lecul・・　we・gh・by－・

スタチソA・ベスタチソ・ホスホラミドン・E－64・　　　　　An　Ultrogel　AcA34　column（1．5x45cm：LKB

塩化第2水銀）を添加したが，十分な分解産物生成阻　　　productor）was　used，　The　buffer　used　was　10mM

害効果は認められなかった。経験的に菌体破砕から遠　　　potassium　phosphate，　pH7．5，　containing　O．2％

心による抽出液調製までの時間短縮が望ましいと推定　　　Tween　20，0．5M　KCI，　O．1％hexamethylphosphoric

された。以下発現酵素精製の過程，アミロースレジン　　　triamide，2mM　2－mercaptoethanol・1mM　EDTA・

アフィニティクロマトグラフィー，ファクターXaに　　　　The　following　standards（醗）were　used　for　calibra・

よる・。一ジ。畷韻の融舗の切断，ホZ，t．セル　tiρn°f　the　c°lumn：1・「abbit　muscle　py「uv・t・

。．．一スカラ。ク。マトグ。。、．によ撮終酵蕪品　kmase（M「’237，°°°）；2，「abbil　muscle　lactate　deh・’

の精製の順・…DS－・AGEとイ・・ブ…噸1；灘：：鵬lllll嬬臨盟翻藷

をFig・6のレーソ3から5に示す。レーン5より発　　　the　expressed　RVLCAD　activity　is　indicated（○），

現酵素のサブユニットの分子量は肝臓酵素と同じ71

kDaのほかに，プロテオリティックモディフィケーシ

・ンを受けた推定分子量53kDaの蛋白質が存在した。　　検討を行った。肝臓酵素はトリプシン，キモトリプシ

　また，発現酵素精製のプロトコールをTable　1に示　　ン，リシルエンドペプチダーゼ，　V　8プロテアーゼで

す。菌体湿重量1，259から酵素活性125単位の菌体抽　　プロテオリティックモディフィケーションを受け，71

出液が得られ，以下ボスホセルロースカラムクロマト　　kDaのサブユニットがほとんど消失しSDS・PAGEで

グラフィーによる精製まで行った結果，酵素活性の回　　ダイフロントにまで移動する多くのペプチド断片が生

収率45％，比活性9．3units／mgの精製酵素標品が得ら　　じる。この標品にっいて種々の酵素精製操作を繰り返

れた。なお，ファクターXa作用前後では著しい活性　　してもペプチド相互の解離が認められず，酵素活性は

の変化は認められなかったことから，フ＝一ジョン蛋　　やや減少するものの未変性酵素の分子量はほとんど変

白質も融合部位切断後の本酵素とほぼ同等な活性を有　　わらないことが確かめられた（未発表）。Fig．6のレ

していると考えられた。　　　　　　　　　　　　　　一ン7に，精製肝臓酵素をトリプシンで処理したパタ

2　発現酵素の諸性質　　　　　　　　　　　　　　　　一ンを示す。

発現酵素がプロテオリティックモディフィケーショ　　　大腸菌で発現された酵素の精製標品はSDS－PAGE

ンを受けていることから，肝臓より精製した酵素を用　　とイムノブロット解析の結果（Fig．6）およびゲル濾

いプロテオリティックモディフィケーションについて　　過の結果（Fig．7）から，プロテオリティックモディ

No．2，1993　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　139



上　野　一　郎

．　　璽　1t・g
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dρ　40
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ww轟ww　　liver　enzyme

　　　0468101214161820　　　　　　　　　　　　　－
　　　　　Carb。n　chain　length　　　　　Fig．9Helical　wheel　analysis・f　the　p・esequence
Fig．8C、，b。n、h。i。　le・9・h・pecifi・i・ies・f・he　ex・　f・・M　’4°M・t　t・－23Gly°f　RVLCAD　．．

　　　pressed　RVLCAD・・d・at　liver　e・・ym・　　　p・・iti・・1y・h・・g・d　residues　are．ind’catrd　by

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bold　letters，　whereas　hydrophobic　resiclues　by　italic

フィケ＿シヨソを受けたサブユニットが含まれてはい　　　with　underline・

るが，肝臓酵素にほぼ近似した158kDaの分子量を有

しかつダイマーを形成していると推定された。　　　　　に組み込み大腸菌での発現を試みた。SDS－PAGEや

　ホスホセルロースカラムク・マトグラフィ～やポリ　　イムノブ・ット解析の結果からC一末端欠損酵素の発

エチレングリコール沈殿などでの酵素の挙動は，発現　　現が確認され，発現量は全長のcDNAを発現させた

酵素と肝臓酵素とに大きな差異は認められなかった。　　場合とほぼ同程度であった。しかし，菌体抽出液には

　一方，最終精製品の比活性が9．3units／mgで精製肝　　酵素活性が認められなかったので，以下の精製ステッ

臓酵素の12．3units／mgに比べ若干低いが，これは発　　プはSDS－PAGEとイムノプロットにより蛋白質の挙

現酵素の標品がプロテオリティックモディフィケーシ　　動を確認しながら行った。その結果，精製された発現

ヨンを受けているためと考えられた。　　　　　　　　蛋白質のサプユニットのサイズはSDS－PAGEで49

　本酵素の吸収スペクトルを測定した結果，発現した　　kDa，ゲル濾過で求めた未変性蛋白質の分子鍛は55

酵素は270㎜，3751㎜，450㎜に最大吸収を有し，そ　kDaと推定され2量体を形成していなカ・った。また，

の吸光度比は5。7：0．67：1であった。さらにFAD　　発現蛋白質とFADの結合は認められなかった。

の450㎜におけるモル吸光係数を11，300M”icm”1と
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Iv　考　　　察
してFADの含有彙を推定したところ，酵素1モルに

対しFADが2モルの割合で含まれていた。　　　　　　　A　RVLCADの1次構造』

　さらに，精製肝臓酵素と発現した酵素について基質　　　得られたクローソを用いて発現させた成熟酵素は，

特異性を検討した結果，発現酵素は精製肝臓酵素とほ　　分子量やサブユニットの大きさ，そして2量体形成な

とんど同じ基質特異性を示した（Fig．8）。　　　　　　　ど分子的性質および基質特異性などの触媒的性質が精

3　C一末端欠損酵素の発現　　　　　　　　　　　　　　製肝臓酵素と同一であった。また，アミノ酸配列の結

　極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼは，その　　果（Fig，4）から，本酵素の成熟サブユニット上流に

cDNAの構造解析の結果（Fig，5），同じファミリー　　は40アミノ酸残基が存在していた。一般的に，ミトコ

の短鎖，中鎖，長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼと　　ソドリア酵素のリーダーペプチドは酸性アミノ酸は比

比べ，C一末端側に約170のアミノ酸残基を有していた。　較的まれで，セリンのほか塩基性および疎水性アミノ

このC一未端側の機能を調べるため，その領域を欠損　　酸に富んでおり，これらが両親媒性のα一ヘリックス

したcDNA（Fig．2　a＋b）をpMAL－c発現ベクター　　を構成しミトコソドリア内への輸送シグナルとなって
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Control　　　　　　　　　　　　　　　　　DEHP

勤
謬

蒙

Fig．10　Northern　blot　analysis　of　RVLCAD　mRNA　in　various　organs

　　Twentyμg　of　total　RNA　prepared　from　various　organs　of　the

control　and　DEHP－fed　rats　was　used．32P・labelled　RVL・57　clone　was　used

as　a　probe．　Abbreviations　are：L，1iver；K，　kidney；Lu，1ung；H，　heart；

M，muscle．

いると考えられているIB）19）。本酵素の40アミノ酸残基　　B　RVLCADの活性中心

も同様なアミノ酸組成を示し，両親媒性のα一ヘリッ　　　本酵素は，他のアシルーCoAデヒドロゲナーゼとの

クス構造を形成しているので，シグナルペプチドとし　　ホモロジー検索の結果（Fig．5）より，アミノ酸残基

ての役割を持っていると考えられた（Fig．9）。　　　　98から433番目に高いホモロジーを認め，この領域に

　以上の結果より，本酵素は655アミノ酸残基を持つ　　FADや基質との結合部位の存在が示唆された2°）。

前駆体ポリペプチドとして遊離ポリゾーム上で生合成　　Kimら21）は，　X線解析によりRMCADの376番目のグ

され，リーダーペプチドによるミトコソドリア局在化　　ルタミン酸残基が直接触媒的に脱プロトン反応に関与

の際プロテオリティックプロセシングを受けて，615　　していることを明らかにし，RSCADも同じ位置にグ

アミノ酸残基を持つ分子量66，381の成熟サブユニット　　ルタミン酸残基を確認している（Fig．5，▼）。また，

になると考えられた。　　　　　　　　　　　　　　　　RLCADではこの位置のアミノ酸はグリシンになって

　一方，本酵素はミトコンドリアの破壊により部分的　　いるが，構造をモデル解析したところ261番目のグル

に可溶化されるが，完全に可溶化するためには界面活　　タミン酸が活性中心になっていることが明らかにされ

性剤の存在が必要とされている6｝。そこで，本酵素と　　た（Fig．5▽）。本酵素はこの重要な役割を果たすグ

ミトコンドリア内膜との相互作用を検討するため全翻　　ルタミソ酸残基がRMCADと同じ422番目に位置する

訳領域にわたりハイドロパシーを解析したところ，膜　　　ことより，この部位が触媒反応の活性中心であると推

内在性蛋白質に特有な配列は認められなかった。この　　定された。　　一

結果は，肝臓酵素の可溶化の状況ともよく一致してい　　C　C一末端側約170アミノ酸残基の役割

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本酵素が他の3つのアシルーCoAデヒドロゲナーゼ
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とホモロジーのないC一末端側179アミノ酸残基を欠損　　はミトコソドリア局在化シグナルに特有なアミノ酸配

した酵勲発現させたところ，醸活性やFADとの　列歯つ40灘のリーダーペプチドカミ存在していた・

結合は認められず，2量体を形成していないことが分　　前駆体ポリペプチドはこのシグナルによりミトコンド

かった。このことより，C一宋端領域は酵素の高次構　　リア内に輸送され，分子量66，381の成熟サブユニット

造の締とFADとの結合，さら畔素の触媒倉旨に不　になると考えられた・本酵素のN一末端側財でに報

可欠な部分であることが明らかとなった。　　　　　　告されている他の短鎖，中鎖，畏鎖アシルーCoAデヒ

D　RVLCADの臓器局在　　　　　　　　　　　　　　ドロゲナーゼときわめて高い類似性を示し，触媒反応

　本酵素は，肝臓以外の他の臓器にも広く分布してい　　の活性中心となるグルタミン酸残基も共通の部位に存

ることが酵素活性の測定とイムノブロット解析で示さ　　在することから，同じスーパーファミリーに属してい

れている6）。そこで，AGPC法によりラット肝，腎，　　た。

肺，心，筋より全RNAを抽出し，32Pで購した　また・本嚇の全長ク・一ンを大腸菌で発現させ精

RVL－57をプローブにノーザソプロヅト解析を行った　　製を行ったところ，肝臓精製酵素と同一の分子的，触

ところ，肝，心，筋に相対的に本酵素のmRNAが多　　媒的性質を有していた。

く発現していることが分かった（Fig．10）。また，ラ　　　本酵素は他の3つのアシルーCoAデヒドロゲナーゼ

ットにDEHPを投与すると肝臓の本酵素は他の臓器　　に比べC一末端側に約170のアミノ酸残基を持っていた。

の酵素に比べよく誘導されることが認められている6）。　　そこでこの部分を欠損した酵素を発現させその構造と

ノーザンブロット解析の結果より，DEHPを2週間　　機能を検討した。その結果，　C一末端側約170アミノ酸

投与すると特に肝臓において本酵素のmRNAの著明　　残基は酵素の構造維持と触媒機能の発現に不可欠であ

な増加が認められ（Fig．10），肝臓における本酵素の　　った。

増加は主として転写・ベルで纈されていると考えら　　　　vr謝　辞
れた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本研究について終始御指導をいただきました本学生

　　　　　　　　V結語　　 化学教室の橋本隆教授，青山俊文助教授，上條岳彦先

　ラットミトコンドリア内に局在する新しい酵素であ　　生に深く感謝致します。また，本研究を行う機会を与

る極長鎖アシルーCoAデヒドロゲナーゼ（very－10ng一　　えて下さり，かつ多々ご援助を賜りました金井正光信

chain　acy1・CoA　dehydrogenase，　RVLCAD）cDNA　　州大学名誉教授に感謝の意を表します。

のクP一ニングを行い塩基配列を決定した。推定アミ

ノ酸を解析したところ，本酵素のサブユニットは655　　　本論文の要旨は，第64回日本生化学会（1991年10月，

アミノ酸残基の前駆体として合成され，N一末端側に　　東京）で発表した。
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