
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

董9S　 タ ン パ ク質工 学、ペ プ チ ド L学

838 S董翻 齷童re ◎te姻凱 皿 鼬g雌 esis 重he　c血0旦estero 翼  X 叢血 9．　e　gene　fronm
S鮟 釦 亡omy   S

（嶽 （盤z句Zaborowski
， ，
Mitsutoshi　Toj　ania

，
　Mitsuo　Yam 馳sh鯰

，

Ycshikatsu　Murooka

（Dept．　Biotechno9◎菖y．，
　G 鍛 “．　School　efEng ．

，
　Osak＆U纛v ．

， ）

嫐   且est劔   10x量瀚 se　is馳 FAD 一婦ep 鑓 de肚t　b孟鞭 1面   祕 en 脚 e 餔鑰 t   縅 yzes
tlRe　oXidatien 　of 　ch   lestero畳a腫d 臙e 亘someri 獺 噸o皿   f　5−ch   且esten −3−one ．　Site
磁煎 e “搬 漁 ge韮esis　was 　used 　t◎ ch 跏 ge 艫 聡。 総幡 residue 血 pos耋t藍on ・of

379Ser 薀e　 af 　cho 且estero 蓋 oxidase 負  趣 Streptomyoes　 sp．　Fo囎 mutant

enzyTnes 　With　the　foliow血g　substitutio 蹴s　wer ¢ oo 顎 struGted ：S379八 S379D
，

S379］民 S379V ．　The　wild −type　a鍾d　mutant 　e麗 ymes 　S370A 　an“S379V　wcre

壁urified ｛and 癲 aracte 盛zed 、　Obtained　resu蔓ts曲 owed 　that　specifiG 　activity   重
・cholesterol   xidase 　S379A 　mutant 　decrease“重n　cornparison 　w 曲 wild −type

of 　enzyme ．　S溢 ultaneously 　eshmated 　speciflc 　aotivi 鯉 of 　S379V　mutant 　is
瓢igher　tha孤　s尠eGi蛋G　act ｛v耋ty　of　oo延蚊ol　wild 甲type　cholesterol　oxidase ．

F匪 血er・pr  penies　of 　obtained 　mutants 　wi11　be　reported ．

lKey　wor “s恥holester。豆ox 藍dase
，
　site （洫 ected 　mutagenes 且s

，

Streptomyces　sp

839 組換え型 ヒ ト好酸球由来ECP の 哺乳類株化細胞 に対 する効果
○前田貴志、北添翠、二 見淳一郎、多田宏子、妹尾昌治、山 田秀徳
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【目的】　 最近 、 我々 の グル ープ及びNIH の グル ープによる イム ノ トキ シン の構築で 膵
臓 由来型 ヒ トRNaseが従来の 外来性毒素タ ンパ ク質の 代わ りに毒素 ドメ イ ン と して 利
用で きる可 能性が示 され 、 ヒ トRNase の 生 理 的意義の 解 明 と医療 へ の 応 用 へ の 関心 が
急速 に高 ま っ て い る 。 本概 究で は 、 ヒ ト膵臓由来型 RNase の な かで ほ と ん ど手 の っ い

て い ない ヒ ト好酸球 由来RNase（h  ECP ，hECP ）を舗癌剤の 毒素部分 に 利用する こ

とを想定 し、癌細胞株および正 常細胞株に対する効果 とそ の機構の解 明を目的とす る 。

【方法及び結果 】　 hECP の 哺乳類株化細胞の 増殖に 及ぼす効果 は 、
　 MTr ア ッ セ イを

用 い て 調べ た e 検討 した 14種の 株化細胞の うち、 ヒ ト扁平上 皮癌細胞株 A431 とヒ ト白
血病細胞株K562 に対 して 、　 hECP は有為な増殖 阻害活性を示 した （ICSOはそ れ ぞれ
4．0 μ M と L1 μM ） 。 しか し細胞死の 誘 導を示唆す る 結果 は癌細胞お よび正常 細胞株
の どち らで も得 られ なか っ た 。 癌細胞に 対す る増殖阻害効果 とは対照的に、 ECP はマ ウ
ス 正 常線維芽細 胞株BAIB ／c 　3T3 に対 して 0．1−1 μ M で 増 殖を促進 した 。 癌細胞お よ び
正 常線維芽細胞 に対 するECP の効果 をさ らに検討す るため に、蛍光標識 したECP を
A431 細胞 とBAIB ／c　3T3細胞 に 添加 し、 細胞 へ の 取 り込 み を観察 した 。 そ の結果 、 ど
ちらの 細胞で もECP が特に細胞内に取 り込まれや す く、特異的に 細胞質 に到達する こ と
が わか っ た 。 現在、ECP の 細胞増 殖阻害活性 が細胞 内RNA の分解に よる もの か 検討す
る ために 、 触媒部 位に化学修飾 を施 しRNase活性 を つ ぶ したECP を調製 して い る。
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