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　　Site−directed　mutagenesis 　study 　of　phospholipase 　A2 （PLA2 ）from　the　pyloric　ceca 　of　starfish 　Asten
’
na 　pec−

tintfera　was 　used 　to　probe　the　relationship 　between　polar−group　specificity 　and 　structure 　of 　the　pancreatic　loop

region ．　The　sequence 　of　the　cDNA 　encoding 　the　star 且sh 　PLA2 　was 　exchanged 　by　the　oligonucleotide
−directed

dual　amber −1ong　and 　accurate 　polymerase　chain 　reaction 　method 　to　insert　Lys　residue 　between　Cys　62　and 　Gly63

0f　the　wild −type　PLA2 （WT 　PLA2 ）expressed 　by　Escherichia　coli，　The 　medi 且ed 　cDNA 　was 　inserted　into　the　ex −

pression　plasmid 　pET
−16b，　and 　PLA2 　mutant 　was 　expressed 　in　E ，　coti　BL21 （DE3 ）by　induction　with 　isopropyl一β

一D （一）
−thiogalactopyraneside ．　The　PLA2　mutant 　produced　as　inclusion　bodies　was 　dissociated　with 　urea　and 　2−

mercaptoethanol 　and 　renatured 　by　dialyzing　against 　Tris−HCI 　buffer．　Renatured　PLA2 　mutant 　showed 　essentially

the　same 　properties　as　the　WT 　PLA2 　with 　respect 　to　positional　speci 血city 　of　substrate ，　optimum 　pH 　and 　Ca2＋ re−

quirement ．　However ，　the　PLA2 　mutant 　hydrolyzed　phosphatidylethanolamine （PE ）more 　effectively 　than　the　WT

PLA2 ．　Therefore，　it　was 　suggested 　that　the　structure 　of　the　pancreatic　loop　region 　rnay 　be　associated 　with 　polar−

group　specificity 　of 　PE ．

キ
ー

ワ
ード ：ホ ス ホ リパ ー

ゼ A2 変異 体，基 質極性 基特 異 性，イ トマ キ ヒ トデ，幽門 盲の う，　 cDNA

　ホ ス ホ リ パ ーゼ A2 （PLA2 ）［EC 　3，1，1．4］iよ，1，2一

ジア シ ル型グ リセ ロ リ ン 脂質 の sn−2 位 の 脂 肪酸 エ ス テ

ル を特 異 的 に 加 水 分 解す る 酵素で あ り，ほ 乳動 物 す い 臓

由 来 の PLA2 が 占 くか ら よ く 研究 さ れ て い る。1
−4｝ほ 乳

動物 す い 臓 PLA2 は 分 子 量約 14，000で ，分 子 内 に 7 個

の ジ ス ル フ ィ ド結合 を 有す る 安定な タ ン パ ク 質で あ る。

また，そ の 活性発現 には 1mM 以上の Ca2一を必要 とし，

pH 　9 付近 に 最適 pH を示 す。5 ）　．・
方，海産無脊椎動物由

来の PLA2 に 関 す る研 究は ほ とん ど無い 。

　 先 に ，我 々 は 北 海道沿岸で 採取 さ れ た ヒ トデ 類 4 種

Cイ トマ キ ヒ トデ Asterina　Pectintfera，ニ チ リン ヒ トデ

Solaster　Paxiliatus，ニ
ッ ポ ン ヒ ト デ Distolasten

’
as η ψ一

Pon，お よ び ヒ トデ Asten
’
as　amurensis 　） の 幽 門盲 の う

か ら 調 製 し た 糧 酵 素 液 中 の ホ ス ホ リパ
ー

ゼ A （PLA ）

活性 を 測 定 し，イ トマ キ ヒ トデ 幽 門盲の うの PLA 活 性

が 他 3 種 の そ れ らに 比 べ 著 し く 高値 で あ る こ とを 見 い

出 し た 。

6〕そ こ で ，イ トマ キ ヒ ト デ幽門 盲の うか ら

PLA2 の 精製 を試 み，そ の 結果，1 種類の PLA2 が 単離

・精製 され た。精製され た PLA2 は pH 　9，0付近 に 最適

pH を 有 し，1mM 以 Eの Ca2 ＋

に よ り強 く賦活 さ れ ，

ま た ，基質 リ ン 脂質の sn
−2 位 に 結合 す る 脂肪酸 を その

鎖 長 や 二 重結合数 に よ らず 非 特 異 的 に加 水 分 解 した 。η

イ 1一マ キ ヒ トデ幽 門盲の う PLA2 の こ れ らの 性 質 は，ほ

乳動物 す い 臓 PLA2 の そ れ と同様で あ っ た 。しか し な が

ら，イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲 の う PLAz の 分 子 活性 （1．8

x109 　U 〆mol ） は，同様 の 方法で 測 定 した 市販 の ブ タす

い Wa　PLA2 （Sigma） の 分 子 活性 （6．1　×　107　Ufmol ） と

比較 して 30倍 高 く，また ，ホス 7 ア チ ジ ル エ タ ノール

ア ミン （PE ） に 比 べ て ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リン （PC ） を

よ く加 水分解 し，基 質極 性 基 に 対 して ブ タす い 臓 PLA2
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イ トマ キ ヒ トデ の PLA2 変異体 969

　　　　　　　　　　　　 1 　　　　　　　20　　　　　　　30　　　　　　　4の　　　　　　　5の
Stα rfish 　　SVYQFGKFIS（：YGGAGFFDGLDYNGYGCYCGYGGKGTPLDDTDRCCLvHDNCY
Porcine　　　　ALW〔〜FRSMIKC−AIPGSHPLMDFNNYGCYCGLGGSGTPVDELDRCCETHDNCY

　　　 60　　　　　　　　　7の　　　　　　　S 　　　　　　　　　 9  　　　　　　　1  O
GKATAEADC−GSWD −PYIIVYDYEQ 丁TDASGNC−一一一VIKCKKAADYSVVYSTNPE （REFM
RDAKNLDSCKFLVDNPYTESYSYS−一一一一一一一一CSNTEITC−一一一一一一一・NSKNNACEAFI

　 　 　 　 pon⊂ reotic 　loop 　　　　　　　　　　　 β一wing

　 11  　　　　　　120　　　　　　13 
（ECDRAGAQCFAEKRP 丁YNQAYESYD−KDSC
CNCDRNAAICFS−KAP−YNKEHKNLDTKKYC

Fig．1　Alignment　of　the　amino 　acid 　sequences 　of　the　star 且sh　PLA2　and 　porcine　pancreatic　PLA2 ．　Dashes　indicate　deletions　in−

　　　 troduced　for　maximizing 　the　sequence 　similarity ，　The 　locations　ofthe 　pancreatic　IQ  p　and β
一wing 　are　shQwn 　with 　solid 　bars

　　　 based　Qn 　the　crystallographic 　studies 　of　bovine　pancreatic　and 　Crotatus　atrex 　venom 　PLA2s，5・20 エ Star且sh ，　A ．　pectinifera
　　　 PLA2，s・9・）；Porcine，　porcine　pancreatic　PLA2．2D

と異 な る性 質を 示 した。η

　 ま た ，前報
8，9〕に お い て ，イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の う

PLA2 の 全ア ミノ酸配列 を 決定 した 。 イ トマ キ ヒ トデ幽

門盲 の うPLA2 は 137 ア ミ ノ 酸残 基 か ら成 り，そ の 分

子量は 15，300．1 と算 出 さ れ た （Fig．1）。ま た ，イ トマ

キ ヒ トデ幽門盲の う PLA2 は，　 Cys−11お よ び pancreat −

ic　loopに 相 当 す る部位 を有 す る こ と か ら 1 型 PLA25 〕に

属 す る と考 え られ た。しか し なが ら，イ トマ キ ヒ トデ 幽

門盲 の う PLA2 は，ブタ す い 臓 PLA2 の ア ミ ノ酸配列 と

比較 して，pancreatic　loop部位 に 2残基 の 欠損お よび β
一
ウ ィ ン グ に相当す る部位 に 16残 基 の 挿入 と 3 残基 の

欠損 を有 し，新 た な タ イ プ の 1 型 PLA2 に 分類 さ れ た

（Fig，1）。8・9〕 イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の う PLA2 の 高 い 比

活性 や PE に比 べ て PC を よ く加水分解 す る基質極 性 基

特異 性 は，本 PLA2 の こ の よ うな 構造 に起因 す る と推察

さ れ た 。

　そ こ で ，前報 に お い て，9〕 イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の う

PLA2 の cDNA の ク ロ
ー

ニ ン グ を 行 っ た。そ の 結果，3

種類の ク ロ
ー

ン （cDNA 　1−3） が 得 られ ，　 cDNA 　1 か ら

演繹されたア ミノ酸配列 は タ ン パ ク 質か ら 決定 した ア ミ

ノ 酸配 列 と完 全 に
一

致 し た。さ ら に ，こ の cDNA 　1 を

用 い て イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の う PLA2 の 大 腸 菌発現 系

を構築 し た。10）大腸菌 に よ り発現 した ワ イ ル ド タ イ プ

PLA2 （WT 　PLA2 ） は ，イ トマ キ ヒ トデ幽 門盲 の う か

ら単離 され た PLA2 と同 様の 酵素化学的性質を有 した。

　本研究は，イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲 の う PLA2 の 基質極

性基特異性 と pancreatic　loop部 位領域 の 構造 との 関係

を 明 ら か に す る 目的 で ，WT 　PLA2 の pancreatic　loop

部 位 の Cys62−Gly63問 に Lys 残 基 を導入 し た PLA2 変

異 体 を 作製 し，そ の PLA2 変異 体 の 酵 素 化 学 的 性 質 に つ

い て 調 べ た。

実 験 方 法

　試料　イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の う PLA2 を コ ードす る

cDNA 　1 は，前報
9〕に お い て 得 ら れ た も の を 用 い た 。 発

現 用 の 宿 主 大 腸菌 BL21 （DE3） お よび 発現 用 の プ ラ ス

ミ ドpET − 16bは Stratageneよ り購入 し た 。
　 Mutan−

Super　Express　Km キ ッ トお よ び 制限酵素 は TaKaRa

より購入 した。基質リン 脂質の 調製 に 用 い た ス ル メ イカ

Todarodes　Paczvecusは 1999年 9 月 に 北 海 道 函 館 沖 で 採

取 し，− 20℃ で 凍結保存 した 。卵黄 PC は和 光 純 薬 工

業 よ り購 入 した。1一パ ル ミ トイル
ー2一オ レ オ イル

ーsn 一グ

リセ ロ ー3一ホ ス ホ コ リ ン （POPC ）は Avanti　Polar　Lipid

よ り購 入 し た。ブ タ す い 臓 PLA2 は ， 天野製薬お よび

Sigma より購入 した 。

　脂質 の抽出お よ び分析　脂質の 抽出お よび脂質成分の

薄層 ク ロ マ ］・グ ラ フ ィ
ー

（TLC ），分 取 TLC ，　TLC 一
炎

イ オ ン 化 検 出 （TLC −FID）法 お よ び ガ ス ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

（GLC ） に よ る 分析 は 前報 11・12）と同様 に行 っ た。
ス ル メ イ カ 外 と う筋脂質 か らの PC お よび PE の 調製

は，分取 TLC ｛展 開溶媒 ： ク ロ ロ ホ ル ム
ーメ タ ノ

ー
ル
ー

酢酸
一
水 （55 ： 17 ： 3 ：2

，
v ！v ！v ！v）｝に よ り行 っ た。

　酵素活性 の 測定　卵 黄 PC を 基 質 に 用 い て 前報
7）と同

様 に 行 っ た。活性 の 単位 は 1 分 間 に 1μg の 基 質 を 加 水

分解 す る活性を 1ユ ニ ッ ト （U ） と した 。

　酵素 の 基質位置特 異 性 の 分 析　POPC を 基 質 に 用 い

て 前 報 7）と 同様 に 行 っ た 。比 較 の た め ，ブ タ す い 臓

PLA2 （天 野製薬） を 用い て 同 様の 分 析 を行 った 。

　酵 素 の 基 質 極 性 基 特異性 の 分析　ス ル メ イ カ 外 と う筋

脂質 か ら調 製 した PC お よび PE を基質 に 用 い て前報η
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と同 様 に 行 っ た 。

　 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動　SDS 一ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳 動 （SDS −PAGE ） は，0．1％ SDS

を 含む 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドス ラ ブ ゲ ル を 用 い て

Lae【nmli の 方 法 13〕に 準 じて 行 t） た 。ゲ ル の 染色 に は

Coomassie　Brilliant　Blue　R −250 を 用 い た。

　ア ガロ
ー

ス ゲ ル 電気泳動　核酸溶液 に 1！10容量の 色

素 マ
ー

カ
ー

液 ｛40mM 　Tris一酢酸 緩 衝 液 （pH 　7．8）， 1

mM 　EDTA
，
40％ グ リ セ ロ ー

ル ，0．1％ プ ロ モ フ ェ ノー

ル ブ ルー，お よ び O．1％ キ シ レ ソ シ ア ノール ｝を 加 え て

混合 した 後，1．5％ ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に注入 し，50V の 定

電圧 で 泳動 を行 っ た。泳動用 緩衝液 に は核酸検出の た め

に 予め O．5 μgfmL の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 添 加 し

た。泳 動後，紫外線 （312nm ）照射 に よ り核酸を検出

し，ポラ ロ イ ド 667 フ ィ ル ム を用 い て 撮影 した。

　塩基配列分析　DNA の 塩基配列分析 は，ジデ オ キ シ

チ ェ
ー

ン ターミ ネー
シ ョ ソ 法 に よ り解析 した。す な わ

ち，ABI　PRISMTM 　Dye 　Terminator　Cycle　Sequencing

Ready　Reactionキ ッ ト （Perkin　Elmer−ABI）を用い て

反 応を行 っ た。反応は 96℃ で 30秒 間，50℃ で 15 秒間，

60℃ で 4 分 間を 1 サ イク ル として ，合 計 25 サ イ ク ル 行

っ た 。 生 成 した DNA は エ タ ノ
ー

ル 沈 殿 に よ り回 収 した

後 ，
50mM 　EDTA 一

ホ ル ム ア ミ ド 〔1 ： 5，　v 〆v ） に 溶 解

し，DNA シ
ー

ク エ ン サー 〔Perkin　Elmer−ABI ） に よ り

塩基配列を 分析 した 。

　 タン パ ク質の 定量　タ ン パ グ 質の 定 量 は，ウ シ血 清 ア

ル ブ ミ ン を標 準 タ ン パ ク 質 と し て Lowry 　et　at．の 方法
14）

に 準 じて 行 っ た。

結 果

　PLA2 変異体発現 ベ ク タ
ー

の 構築　WT 　PLA2 の pan−

creatic 　loop部位の Cys62−Gly63 間 に Lys残基を導 入 し

た PLA2 変異体 を作製す る ため ，そ の発現ベ ク タ
ー

を構

築 し た。WT 　PLA2 を コ
ー ドす る cDNA の pancreatic

loopに 相 当 す る 部位 の 塩 基 配 列 は oligonucleotide −

directed　dual　amber −long　and 　accurate 　polymerase　chain

reaction （ODA
−LA 　PCR ）法 に よ り，　 Mutan −Super　Ex −

press 　Km キ ッ ト （TaKaRa ） を 用 い て 変異 さ せ た 。 す

な わ ち，WT 　PLA2 を コ
ードす る cDNA が 挿 入 さ れ た

pBluescript 　I　KS ＋ を Eco　R　I お よび BamH 　Iで 制限 消

化 し た 後，そ の 挿 入 断 片 を ，同様 に Eco　R　I お よ び

BamH 　I で 制限消化 し た プ ラ ス ミ ド pKF18k に サ ブ ク

ロ
ー

ニ ン グ し た 。 こ の プ ラ ス ミ ドを 用 い て 大腸菌

JM109 を形質転換 し た 後，カ ナ マ イ シ ン 耐 性遺伝子上

に
一．
重 の ア ン バ ー

変異 を持 つ 組 換 え プ ラ ス ミ ド pKF18k

を 得た 。次 い で ，変 異 用 プ ラ イ マ
ー

（5
’−GCGGAGG

CCGACTGCAAGGGTTCTTGGGACCCC −3
厂
） と ア ン

バ ーを 復帰 さ せ る た め の セ レ ク シ ョ ン プ ラ イマ ーを 用 い

a レ

b レ

1 2

一 10 　 kbp

PPbbkk3
∩
∠

一 　1　 kbp

＿ 0．5kbp

一 〇．1kbp

Fig ．2　AgarQse 　gel　electrophoresis 　of　LA 　PCR 　product．

　　　 1，LA 　 PCR 　products； 2，　 Hi−Lo　 DNA 　Marker

　 　 　 （TaKaRa ）．　 a，　 mu しaしion−selection 　primer；b，　LA

　　　 PCR　product　ampli 且ed 　with 　mutation −selectien

　 　 　 P「1me 「・

て LA 　PCR を 行 っ た。そ の 結果，両 プ ラ イ マ
ー

間 の

DNA 配 列 が 増幅 さ れ ，約 800bp の 変異 導 入
一
セ レ ク シ

ョ ン DNA が 生 成 し，こ の DNA が PCR の プ ラ イマ ー

とな り．ポ リメ ラ
ーゼ 反 応が さ ら に進行 し，約 3kbp の

こ
ッ ク の 入 っ た 二 本鎖環状 DNA が 形成 された （Fig．

2）。こ れ を Supoの 大 腸 菌 MVI184 株に 導入 す る とニ
ッ

ク が 連結 さ れ ，カ ナ マ イ
．
シ ン 耐 性 形質転換体 が 得 られ

た。こ の形質転換体 か ら変異導入 プラ ス ミ ドを精製 した

後，PLA2 を コ
ードす る 領域 の 塩 基 配 列 分析 を行 っ た。

そ の 結果 ，Fig．3 に 示 す よ うに ，5
’一末 端 か ら 190−192

塩 基 目に Lys に 対 応 す る コ ドン AAG が 挿 入 さ れ て お

り，イ トマ キ ヒ トデ PLA2 の Cys62−Gly63間 に Lys 残

基 を導 入 した PLA2 変 異 体 を コ
ー

ドす る cDNA が 得 ら

れ た 。

　PLA2 変異体の 大 腸菌に よ る 発現　カナ マ イ シ ン 耐性

形質転換体か ら精製 した 変異 導入 プ ラ ス ミ ドを用 い て ，

PLA2 変異 体 を コ
ードす る 領域 を PCR に よ り増幅 した。

PCR 産物 は Nco　l お よ び BamH 　I で 消 化 し た 後，同 様

に Nco 　l お よび BamH 　I で 制 限 消化 し た 発現用 の プ ラ ス

ミ ド pET
−16bに サ ブ ク ロ

ー
ニ ン グ した 。こ の プラ ス ミ

ドを 用 い て 発 現 用 の 大 腸 菌 BL21 （DE3） を形質転換 し

た後，IPTG 誘 導 に よ り PLA2 変異体 を発現 さ せ た 。 そ

の 結 果，Fig．4 に示 す よ うに ，1mM の IPTG を 添 加 し

た 後，3〜4 時間後 に PLAz 変 異 体が 最 も多 く発現 され

た 。そ こ で ，lL の 培養液 で PLA2 変異 体 を 多量に 発現

さ せ た。発 現 した PLA2 変異 体 は 不 溶性の 封 入体 を形 成
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T⊂AGTTTACCAGTTCGGCAAGTTCATTT （GTGCTATGGTG　　 4〔〕

SVYQFGKFIS （： YG

1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1 

 8rUGGT直
AYTCGGGCANACAYTCADGGTLTG

　

O

rUrU2GTADGCTFTTTFTGGGGTCAGTGG

GTGTTACTG （：GGCTACGGAGG ⊂AAAGGAACA （：CGTTGGAT　　12 
　 CY ⊂ GYGGKGTPLD
　 　 　 　 3  　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 4 

GACAC ⊂GACAGATG〔TGT ⊂TAGTGCACGATAA ⊂↑GT丁A⊂G　　16 
DTDR ⊂ （： LVHDNCY

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 sO

GCAAAGCTACCG ⊂GGAGG ⊂⊂GA⊂TGCAAGGGTTCTTGGGA 　　2   

蝿 贈 蜘 繍 醐 鞭 囀 舞 轡
二
垂　 蕁 飾 噛 曝織 灘

一

　 　 　

　 　 　

G　 K　A 　T　 A　 EADCKGSWD

6 

CCCCTA ⊂AT⊂ATAGTTTACGACTATGAACAAACCACTGAT 　　24 　
　 PYIIvYDYEQ 丁 TD

　 　 　 　 7  　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 8 

GCGTCTGGAAACTGTGTCATCAAATGCAAGAAAG ⊂GGCCG　 28 
ASGNCVIKCKKAA

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9 

ACTATTCTTGGTATT （：TACCAATCCCGAATGCAGAGAGTT 　　32 
DYSWYS τ NPECREF

　 　 　 　 　 　 　 　 　 1   

　　　　
癌齢

tng9
輪 郵膿一靴 嬲 唾 鍵二

娘 瓢 穿 凝 毒 讐

贈 ミ巍 灘
レ  臑 髞 博

i噛 磯 識

i
’

WT 　PLA ，　 0 1 2 3 4
十

　　　　　lncubation　Time （h）
Fig．4　0verexpression　of 　PLA2　mutant 　by　IPTG 　induc−

　 　 　 tion．　ExpressiQn　Qf 　PLAz 　 mutant 　in　E．　 celi　BL21

　　　 （DE3 ）containing 　recombinant 　pET
−16b　was 　in−

　　　 duced　by　 l　mM 　IPTG ，　Aliquots　 of 　the　 culture

　 　 　 （200 μL）were 　pipetted　offat 　1−4　h　after 　induction

　 　 　 and 　the　protein　composition 　was 　analyzed 　by　SDS

　　　
−PAGE ．　WT 　PLA2，　wild ・type　PLA2 　expressed 　by

　 　 　 E ．coli．io／，

⊂ATGTGCGAATGTGAC ⊂GCG⊂GGGGGCG⊂AGTGCTTCGCT　　36  

　M ⊂ ECDRAGAQCFA

　 　 　 　 11  　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 12  

Table　l　Composition　 of　fatty　 acids 　 released 　from 　 1−

　 palmitoyl−2−oleoy1 −sn −glycero−3−phosphocholine 　by
　 hydrolysis　of　PLAL，　mutant ．　　　　　　　　　　 （％）

GAAAAGCGCC ⊂AA⊂GTACAACCAAG ⊂TTA⊂GAGT⊂ATACG 　　4   
EKRPTYNQAYESY

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 13  

A（：AAGGATTCATGC 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　414
D　 K　 D　 S　 ⊂

　Fig．3　The 　nucleotide 　and 　deduced　amino 　acid 　sequence

　 　 　 　 Qf　the　starfish 　mutant 　PLA2 　cDNA ．　The 　deduced

　 　 　 　 amino 　acid 　sequence 　and 　the　residue 　numbers 　are

　　　　 shown 　below　the　codons ．　The 　single
−letter　amino

　 　 　 　 acid 　code 　is　used ．　Numbers　in　the　 right　margin

　　　　 refer 　to　the　last　nucleotide 　in　each 　row ．　Annealing
　 　 　 　 site　of　mutation −primer 　is　underlined ．

　　　　　　 PLAz　　 Wild ・type　 Porcine　pancreaticFatty　aCid
　　　　　　mutant 　　 PLA2 ＊ I

　　　　 PLA2 ＊ 2

16 ；018
：1n−9

15．584
．5

15．584
，5

15．484
．6

した た め，8M 尿素 と 10　mM 　2一メ ル カ プ トエ タ ノ
ー

ル で 可溶 化 した 後 ， 透析 に よ り再生 し，活性型 の PLA2

変異 体を調製した 。

　PLA2 変異 体の 酵素化学的性質　本研究 に お い て 作製

さ れ た PLA2 変異体 に よ り POPC を 加 水分 解 し，生 成

し た 遊 離 脂 肪酸 の 組成 を 分析 し た 。そ の 結果 ，WT

tl
　Wild−type 　PLA2 　expressed 　by　E 　ceti．　To／

＊2PLA2
　from　porcine 　pancreas（Amano 　Pharmaceutical　Co．）．

PLAziO 〕

お よび ブタ す い 臓 PLA2 と 同 様 に ，オ レ イ ン 酸

が主 成 分 （85．  ％ ） で あ り （Table　1），本 PLA2 変 異 体

は POPC か ら主 に sn−2位の オ レ イ ソ 酸 を遊離す る こ と

が確認 さ れ た。PLAz 変異体の 卵黄 PC に対 す る活性 の

最適 pH は pH 　9〜10 付近 に あ り （Fig．5），また ，本

PLA2 変 異 体 の 活 性 を 種 々 の 濃度 （0〜10　mM ） の

CaC12 を添 加 して 測 定 した 結果 ， 1mM 以 上 の CaCl2に

よ り強 く賦 活 さ れ た （Fig．6）。本 PLA2 変異体 の こ れ

らの 性質は，WT 　PLA210 ）と同様 で あ っ た。

　PLA2 変異体 に よ り ス ル メ イ カ 外 と う筋 PC お よ び

PE を そ れ ぞ れ 加 水 分解 し て そ れ ら の 基 質残 存 率 の 経 時
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Fig．5　Eflセcts　of　pH 　on 　the　activity 　of　PLA2 　rnutant ，　The
　 　 　 activities 　were 　determined 　in　50　mM 　buffer　solu −

　　　 tiQns ［acetic 　 acid −sodium 　 acetate （pH 　4．0−7．0），
　　　 Tris−HCi （pH 　7．0−9．0），and 　glycine−NaOH （pH

　 　 　 9．0−11．0）］at　37℃．　O ，PLA2 　mutant ；A ，　wild −type
　 　 　 PLA2 ．lo 〕

変化 を 測定 し ， そ の 基 質極 性 基 に 対 す る 反応性 を WT

PLA2 お よび ブタ す い wa　PLA2 の そ れ ら と比 較し た。そ

の 結果，Fig．7 に 示す よ うに ，
　 PLAz 変異 体 お よ び WT

PLA21 °〕
は PC を よ く加水分解 し，ブ タ す い 臓 PLA2 と

同 様 で あ っ た。一
方，pancreatic 　loop部位 に Lys残 基

を 導 入 した 本 PLA2 変異 体 の PE 加 水分解率 は ，　 WT

PLA2 と比 較 して 高 く，Lys 残基 の 導 入 は PE 極 性 基 に

対 す る反応 性 を 高め る結 果 を 示 した （Fig．7）、

考 察

　イ トマ キ ヒ ト デ 幽 門 盲 の う PLA2 は ，ブ タ す い 臓

PLA2 の ア ミ ノ酸配 列 と比 較 して ，　 pancreatic　loop部位

に 2 残 基 の 欠 損 お よ び β
一
ウ ィ ン グに相当す る 部位 に 16

残 基 の 挿 入 と 3 残基 の 欠損を有 し，新 た な タ イ プ の 1

型 PLAz に 分 類 さ れ た 。s・9）イ トマ キ ヒ ト デ 幽門盲 の う

PLA2 の 高 い 分 子 活 性 や PE に 比 べ PC を よ く加 水 分 解

す る 基 質極性 基 特 異 件 は，本 酵 素 の こ の よ うな構 造 に起

因 す る と推 察 さ れ た。そ こ で 本研 究 で は，ま ず ，イ トマ

キ ヒ トデ 幽 門 盲 の う PLA2 の cDNA を 用 い て 発 現 し た

WT 　PLA2 の pancreatic　loop部 位 の Cys62 −Gly63 問 に
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Fig．6　Effect　 of　calcium 　ion　 on 　the　 activity 　of 　PLA2

　　　 mutant ．　The 　activities 　were 　determined　at　pH 　8．5
　 　 　 and 　 at　 various 　 concentration 　 of 　CaC12，0 ，PLA2
　　　 mutant ；△，　wild −type 　PLA2 ．lo〕

Lys 残 基 を導 入 し た PLA2 変異体を作製 し，その PLA2

変異体の 基 質極 性 基反応性 と pancreatic　loop部位 の 構

造 との 関係 を 明 らか に す る こ とを 目的 と した。

　大腸菌に よ り発現 した PLA2 変 異 体 は，　 WT 　PLA210）

と同 様 に，不 溶性 の封 入体を形成 した 。 こ の 封入 体 は 8

M 尿 素 と 10mM 　2一メ ル カ プ トェ タ ノ
ー

ル で 可溶化 し

た後，透析 に よ り再生 し，活性化させ た。活性化 した

PLA2 変 異 体 は，　 POPC か ら主 に sn
−2 位 の オ レ イ ン 酸

を遊離 させ た。卵黄 PC に 対 す る 本 PLA2 変異体 の 活性

の 最 適 pH は pH 　9〜10 に あ り，ま た ，1mM 以 上 の

CaCl2 に よ り強 く賦 活 さ れ た 。こ れ らの 性 質 は，　 WT

PLA210）お よび ブ タす い 臓 PLA25 ）と同様の もの で あ っ た。

Fig．6 に お い て ，　 PLA2 変 異 体の 比 活性 が WT 　PLA2 の

そ れ よ り低 い が，こ れ は PLA2 変異体が粗精製品で あ る

こ とに よ る 。

　Kuipers ら
15 〕は，ブク す い 臓 PLA2 の pancreatic 　loop

（62〜66 残基） を 欠損 させた ∠ 62〜66PLA2 変異体 を

f乍製 し，A62 −−66　PLA2 変異体 の ミ セ ル 状両極 性 PC に

対 す る 触媒活性 が WT 　PLA2 の そ れ と比 較 して 16 倍増

加 す る こ とを 報 告 した。そ の こ とか ら，pancreatic 　loop

（62〜66 残 基 ） の Lys62 残基 は ，胆 汁 酸 塩
一

リ ソ 脂 質 混

合 ミ セ ル と PLA2 の 相 互 作 用 に 重 要 な役割 を担う もの と
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Fig．7　Time −course 　of　hydrolysis　of 　phosphatidylchohne

　 　 　 and 　phosphatidylethanolamine 　with 　PLA2 　mutant ．
　　　 Reaction　mixture 　containing 　PLA2 ，100 μg　phos −

　　　 phatidylcholine （a ）or　phQsphatidylethanolamine

　　　 （b）prepared　from　squid 　mantle 　muscle ，2．7mM
　 　 　 sodium 　deoxycholate，5mM 　CaC12，　 and 　50　mM

　 　 　 Tris−HCI 　buffer （pH 　8．5）in　a　total　volume 　of　130

　　　 μLwas 　incubated　at 　37℃ for　various 　time　periods，
　　　 ● ，porcine　pancreatic　PLA2 （4，5 μg）； 0

，
　PLA2

　　　 mutant （84μg）；△，　wild −type　PLA2 （24　ng ）．

Starfish
Mutant

Por ⊂ine
bovine

54　 　 6Z　 　 　 　69

1il灘i雛i
覊ρA総KLDSC購VLVDNP

Fig．8　The　comparison 　of　amino 　acid 　sequences 　of 　PLA2

　　　 s，Sixteen　amino 　acid 　residues 　in　pancreatic　looP

　　　 regior1 （residue 　54−69） are　 shown ，　 Star且sh，且．
　 　 　 pectintfera　PLA2；Mutant，　PLA2 　mutant ；Porcine；

　　　 porcine　 pancreatic　 PLA2 ； Bovine ，　 bQvine　 pan −

　 　 　 creatic 　PLAz ，　Key　residues 　are 　shown 　in　shaded ．

推 察 され た。さ ら に ，ぽ 乳動物 す い 臓 の PLA2 変異 体を

用 い た 研究
16−18）に よ り，pancreatic　loop部 位 近 接 の ブ

タ す い 臓 PLA2 の Arg53 お よ び ウ シ す い ma　PLA2 の

Lys53 並 び に Lys56 （Fig．8 に お い て は そ れ ぞ れ

Arg54，　 Lys54 お よ び Lys57 ） は 正 の 電荷 を 示 し，両極

性 リン 脂質の 陽イオ ン 性極性基に 対 して 電気的に 反発す

る こ とか ら，PLA2 の 基質極性 基反応性 に 影 響 を 及 ぼ す

こ とが 示 唆 さ れ た。ま た，ヘ ビ 毒 PLA2 は pancreatic

loop部 位 近 接 の ア ミ ノ酸 が 欠 損 して お り，　s・9）　PE よ り も

PC を よ く加 水 分 解 す る基 質 極 性 基 特 異 性 を 有 す る こ と

が報告 され て い る 。

19） Fig．8 に 示す よ うに ，イ トマ キ ヒ

トデ 幽門盲の う PLA2 の pancreatic 　loop部位近接 の
一

次 構造 お い て ， こ れ らの 正 に 荷電 した ア ミ ノ酸残基は欠

損 （Cys62−Gly63間）また は中性 ア ミ ノ酸残基 （Gly54

および Thr57）に 置換 して い た。s・9） こ の こ とか ら，　 PE

よ り も PC を よ く加 水 分 解す る イ トマ キ ヒ トデ 幽門盲の

う PLA2 の 基 質 極 性 基 特異 性 は，本 PLA2 の pancreatic

loop部位近接 の
一

次構造 に 起因す る の もの と推察 さ れ

た 。

　本研究 で は ，WT 　PLA2 の pancreatic 　loop部位 の
一

次構造 をほ 乳動物す い 臓 PLA2 の それ と類似させ るた め，

Cys62−Gly63間 に Lys残基 を導 入 し，　 PLA2 変異体を作

製 し，そ の PLA2 変 異 体 の 基 質 極 性 基 反 応 性 を検討 し

た。そ の 結 果 ，WT 　PLA21e ｝ と同 様に ，　 PLA2 変異体 は

PC を よ く加 水分解 し た。．−t．t
方，本 PLA2 変異体 の PE

加 水分解率 は WT 　PLA2 と比較 し て 高 く，ブ タ す い 臓

PLA2 に 近似した 極性基反応性 を 示 した。本 研 究 の 結果

は，PE よ り も PC を よ く加 水 分解 す る イ トマ キ ヒ トデ

幽門盲 の う PLA2 の 基質極 性 基 特 異 性 が，本 PLA2 の

pancreatic　loop部 位 の Lys 残 基 の 欠 損 を一一
因 とす る こ

とを 示 唆 した 。
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