
PAS-4糖蛋白質のcDNAク口一二ング(中間報告)

宇都宮大学農学部教授菅野 長右エ門

精製したPAS-4糖タンパク質(前年度に報告)のN-末端配列およびペプチド部分配列に基づいてオリ

ゴヌクレオチドプロープを合成し、遺伝子工学的な手法司RT-PCRーを用いてPAS-4cDNAのクローニン

グを行い、その塩基配列および一次構造を解析した。

1 .実験方法

N-末端アミノ駿配列の分析

精製したPAS-4のN末端はブロックされていたので、デブロッキングキット(宝酒造)を用い、アシ

ル化されているNー末端側の l残基を切りはずした後、 N-末端の2番目のアミノ酸配列からAppliedBio 

system:;のMode1476ブロテインシーケンサを用いて分析した。

内部アミノ酸配列

タンパク質:酵素=50:1の濃度として5M尿素を含む50mMTris-HCl bufたr(pH7.8、200μ1)に溶かし、

37'Cで6時間インキユベートし、反応液の上i青をCapcellPAK C8逆相カラム (0.75X25臼nm)を用いた

HPLCIこ供した。溶出はO.l%TFA中で、 90%アセトニトリルを Oから66.7%/hの直線濃度勾配で行っ

た。流速 1ml/min、カラム温度45'C、230nmで検出した。溶出されたペプチドをピークごとに分取し、

Applied BiosystemsのMode1476プロテインシーケンサを用いてアミノ酸配列分析を行った。

プライマーオリゴヌクレオチドの合成

RT-PCRを行うため、上記により決定したア

ミノ厳配列に基づいてオリゴヌクレオチドを合

成した(表 1)0P4-5プライマーはPAS-4のN目末

端配列から、 P4-3はPAS-4の内部アミノ酸配列

に基づいて設定した。

mRNAの調製

表 1. RT-PCR周オリコヌクレオチドプライマー

のヌクレオチド配列及び位置。

No. P山 ll<"rs I 5町lIf~H<_~! Lo<，a!!on 

i刈・5 "...Il!-I:' I '5'-C，;jアT<，r、、T口，GAi¥C'TGT(}(;C，.3' I 111 1 10 21 

1'4<1 .Ultl.t<t"!lM'1 5'.(; 、もT(;tλAT!~(，{;Ti\TAG("lY"("A-~'1' I nt 555 10忠清

Acid Guanidinium-Phenol-Chloform法(1)に基づ、き、 TRIzol™Reagent (T試薬)を用いて行った。エタノー

ル沈殿物として全RNAを回収し、 RNA/DNAcalcul翻 rにてそのj農度を測定した。調製した全RNAから、

垣塚め方法(2)によりOligotexTM -oligo dTカラムを用いてmRNAを調製した。
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アガロースゲル電気泳動

アガロースゲル電気泳動はMupid-2装置を用いて行った。アガロースゲル(0.6~ 1. 5%)を0.5XTBE

で調製し、 100V定圧で泳動を行った。泳動終了後、エチジウムブロマイド(0.5μg/ml)で可視化した。

RT-PCR 

乳腺から調製したmRNAを用い、ランダムプライマ}あるいはOligo-dTプライマーで日rststrand cDNA 

を合成し、 PCRのテンプレートとした。 N-末端配列および部分アミノ酸配列に基づいて合成したオリ

ゴヌクレオチドをプローブとし、熱変性を94'Cでl分(最初の lサイクル自のみ3分)、アニーリング

は52"Cで2分、増幅は72'Cで3分(最後の 1サイクルのみ10分)、 30サイクルでPCRを行った。反応液

3μ1を0.8%アガロースゲル電気泳動で分析した。

5'戸 RACE阻 d3' -RACE PCR 

前述のfirst-strandcDNAからsecond-strandcDNA 

を合成し、 ClonTech社製Mara出onkitを用いて

RACE-PCRを行った。プライマーには上記のPCR

産物の塩基配列を基に作成した4穫のオリゴヌ

クレオチド(表2)を用い、 94'Cで30秒間熱変性、

60'Cで30秒間アニーリング、 68'Cで1分間増幅

を30サイクル行った。 PCRの反応液から5μl採取

し、 1%アガロースゲルで分析した。
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N， Prlm行r.s Sequence Locat刷 1

!I，-!A-I alltls~n~ 5・-(iAATGGATCGGTATAGCCCCA・3・ ut 555 10 535 

h叫・2 autt:.ensl:' S'.CAiへTAGTICTTTCAi主AGTTC-a' nt5J4-5t5 

lvlA<¥ S<':nse ~Y-GAATACTCAATTぐ'ATTTATÇ'.3' nt 4134.483 

、:1A.4 sen凹 5・_ACTGAGGATGACAAGTTC'ACC・3・ n1385-105 

アガロースゲルからPCR産物の精製

PCR産物はGeneClean1I kitを用いて精製した。ガラスミルクに結合しているDNAの回収にはTE(5μ1)

による溶出処理を 2回繰り返した。

ライゲーション

ライゲーションは宝酒造のDNAligation kit Ver. 2を用いて行った。ベクターは、 TAcloning Kitの

pCR™lIを用いた。

形質変換

コンピタント細胞(初旬1)を氷上で解かし、ライゲーション産物10ドlを加え30分間放置した。 42"Cで

30秒間加温し、直ちに氷上に移し、 2分間氷冷した。 1ml SOCを加え、 3TCで1時間イキュベートし

た。これをLB/Agar brothプレートに撒いて、 37'Cで一晩インキユベートすることにより Color-selection

を行った。
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ミニプレプによるDNAの精製

Color-，;el目白onにより選択したコロニーからミニプレプによりそのDNAを精製した。エタノール沈殿

させたDNAを75%エタノールで l田洗浄し、室温で10分間放置によりエタノールを除去したものに10

μlのTEを加えて溶解し、以後の分析に用いた。

シークヱーンス分析

T7 sequencing kitを用いてDideoxy法シークエンスを行ない、 X線フィルムに室温で一晩感光させた。

結果友び考察2 . 

N末端および部分アミノ酸配列の解析

精製したPAS-4のN目末端配列を分析した結果、 N-末端側アミノ酸がブロックされており、配列を解

析することはできなかったため、デブロッキング後にNー末端慣jの配列を分析し、 X-Cys-Asn-Arg-Asn-

トリプシン分解によりPAS-4の内部アミノ酸配列を調べた(図1)。

この配列

Cys同 Glyなる配列を得た。さらに、

約43分に溶出されたペプチドの配列はLeu-Leu-Trp-Gly-Tyr -Thr-Asp-Pro早'he-Leuーであった。

とN-末端側配列に基づいてオリゴヌクレオチドを合成した(表 1)。

L
 

F
 

F
 

D
 

T
 

Y
 

G
-
1
.
v
 

w
 

L
 

L
 

(由

C
.
O
.
D
.〈
}
同
ロ
C

C
町

四

宮

ω
ω
O
Z
6』
旬
。

ω且
〈

50 

図 1.PAS-4糖タンパク質のC8逆椙カラムを用いたHPLCでの卜

リプシン分解物のペプチドマップ。

糖タンパク質は37'(;で6時間トリプシンで加水分解した。約43分に溶出
されたベプチド(矢印)をプロテインシークエンサーで分析した。
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10 

RT-PCRによるDNAの増幅ならぴにその塩基配列

乳腺組j織から調製した句talRNAと、上記で設定したプライマーを用いてRT-PCRを行った結果、

これをpCR™ベクターにライゲーションした後、 DH
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レーン2)。560bpのPCR産物が増隠された(図 2、



5αに形質変換し、 カラーセレクシヨンを行い、 O.5kbp付近のPCR産物と類似する大きさのインサート

を持つクローンを21個選ぴ、そのDNA配列を分析した(図 3)。

図2.

kbp 

2 

P4-5(前方向);&びP4-3(後方向)のプラ

マーの組み合わせからのRT-PCR産物

(レーン2)の電気泳動パターン。

GGCTGTAATCGGAACTG了GGGCTCAT丁目TGGTGCTGTCATTGGTGCAGTC

G ( N R N C G l L A G A V I G A V 

CTGGCTGTGTTTGGAGGGATTCTAATGCCAGTTGGA品目.TGCTTATTGAG

l A V f G G 1 l M P V G 0 M l 1 E 

AAGACAATTAAAAAGGAAGTTGTCCTTGAAGAAGGCACAATTGCTTTTAAA 

K T 1 K K E V V l E E G T 1 A f K 

AAγTGGGTTAAAACAGGCACAGATGTTTACAGACAGTTTTGGATATTTGAT 

N W V K T G T 0 V Y R 0 f W 1 f 0 

GTGCAGAATCCAGATGAAGTGACAGTTAACAGCAGCAAAATTAAAGTTAAG 

V Q N P 0 E V T V N 5 S K 1 K V K 

ζAAAGAGGTCCTTACACATACAGAGTTCGTTATCTAGCCAAGGAAAATATA 

Q R G P Y T Y R V R Y l A K E N 1 

ACCCAGGACCCTGAGACCAACACGGTCTCTTTCCTGCAGCCCAATGGGGCC 

T Q 0 P E T N T V 5 f l Q P N G A 

ATCTTTGAAαCTTGCTATCAGTτ回収瑚崎刑楠開CAI昭和T

1 f E P l l 5 V G T E 0 0 K f T 1 

CTCAACCTGGCTGTAGCAGCTGCACCACAGCTGTATCCAAATACATTTATG 

L N l A V A ^ A P Q l Y P N T F M 

CAAGGAATACTCAATTCATTTATCAAAAAGTCCAAATCTTCTATGTTTCAA 
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図 3.図2のRT-PCR産物のヌクレオチド配列と

演鐸アミノ酸配列。

プライマーは二重下線で、予測されるN.結合糖鎖結合
位置は下線で示しである。またドットの四角は3'.5'.RACE
.PCR(表2)のプライマーの位置を示す。

解析したPAS-4cDNAのホモロジーを検索した結果、 ヒト胎盤のCD36[3]と約85%のホモロジーを

示した(関4)。 これらの 2つの糖タンパク質は同じか、 もしくは非常に類似するタンパク質であると

考えられたので、 ここで得られた塩基配列を基に、続いて全長cDNAをクローニングすることにした。
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PAS-4 GGGτ~CAATCGAAACTGTGGGCTCATTGCT也GTGCTGTCATTGGτ~CAGTCCTGGCτ~TG 60 
** ** * ** ，骨**脅合脅**脅唱~**** ***** **脅合********** 唱除、~****合会**.*

CD36 GGC7百TGACCGGAACTGTGGGCTCATCGCTGGGGCTGTCATTGGTGC引GTCCTGGCTGTG
TTTGGAGGGATTCTAATGCCAGTτ'GGAGACAτ~CTTATTGAGAAGACAATTAAAAAGGAA 120 
******** *************合****合** **安**喫* ******司令**守安****** ** 

TTてTGGAGGTATTCTAA官官CCAGTTGGAGACCTGCTTATCCAGAAGACAATTAAMAGCAA
GTTGTCCTTGAAGAAGGCACAATTGCTTTTAAAAATTGGGTTAAAACAGGCACAGAτ~TT 180 
弔..会.，階台.. ****宅金*妻、t .'****，階、'*合脅**.*合***，併合***'.，台、k*********合、k* *** 

G7かGTCCGCGAAGAAGGTACAAT7官CTTTTAAAAATTGGGTTAAAACAGGCACAGAAGTT
TACAGACAGTTTTGGATATTTGATGTGCAGAATCCAGA引3AAGTGACAGTTAACAGCAGC 240 
***常女合******1<*台*，伶 ..台**昔、骨**** ****** 安 司俊*会合台** * ********* 

TACAGACAGTTTTGGATCTTTGATGTGCAAAATCCACAGGAAGTC~TGA1ロ'AACAGCAGC

AAAATTAAλGTTAAGCAAAG.~GGTCCτ~ACACATACAGAGTTCGTTATCTAGCCAAGGAA 300 
官官 *** づk*******合***昔除、位台安***ヲ佐世* ，除、健 常脅脅*****脅**食* 女*******司階、鱈脅**

AACATTCAAGTTAAGCAAAGAGGTCC宝寸百TACGTACAGAGTTCGTT1⑦CTAGCCAAGGAA
AATATAACCCA弓GACCCTGAGACCAACACGGTCTCTTTCCTGCAGCCCAATGGGGCCATC 360 
*** **合*****安** ***** ****** ********台骨*****女官*脊**** ****** 
AλTGTAACCCAGGACGCTGAGGACAACACAGTCTCTTTCC7ロCAGCCCAATGGTGCCATC
TTTGAACCCTTGCTATCAGTTGGAACTGAGGATGACAAGTTCACCATTCτ℃且ACCTGGCT 420 
** *台台会合 * *********台***合 **** ****** ***** 安***合** *台****

TTCGAACCTTCACTATCAGTTGGAACAGAGGCTGACAACTTCACAGTTCTCAATCTGGCT 
GTAGCAGCτちCACCACAGCTCTATCCAAATACATTTATGCAAGGAATACTCAATτ'CATTT 480 
** *****す*** * ** ****合台 市鳥*** **** * *** ** ********* ** 
G1ロ:GCAGCTGCATCCCATATCTATCAAAATCAATTTGTTC.λAATGATCCTCAAT1CACTT
ATCAAAAAGTCCAAATCTTCTATGTTTCAAAACAGAACTTTGAAAGAACTATTGτ=GC 540 
** *合 金台**'守 合脅*台*，待合** ** *、k* *** ******女合会** *台**，金* *合 ***司'*脅

**** **合***噌待合合

A1τ~CAAGTCAAAATCTTCTA巴GTTCCAAGTCAGAACT7寸'GAGAGAACTGTTA1ちGGGC
TATACGGATCCATTC 555 

TATT.GGGATCCATTT 

図 4. PAS-4友びヒ卜胎盤CD36(Oquendo et al. (3))のヌクレオチド配?Uo

5'-、3'-RACEによる会長cDNAのクローニング

表2に示すプライマーを用い、 5'ーおよび3'-RACEPCRを行った (MA-1とMA-2はアンチセンスプラ

イマ」として、 MA-3とMA-4はセンスプライ

マー)0ds DNAを鋳裂に5'ーおよぴ'3'-RACE

PCRを千子った結果、 MA-2とAP(アンカーブラ

イマー)ー1(図 5 、レーン5) および'MA-4 と AP~

l(図 5、レーン3)の組み合わせにより、 5'-

RACE PCRでは主に約O.7kbpの産物が、また、

3'-RACEPCRでは約1.3kbpの産物と幾つかの

マイナーの産物が増幅された。 PAS-4のORF

会長cDNA配列をヒト胎盤CD36(3)とともに図

6に示す。ここには示していないが、 PAS-4

のcDNAは、開始コドンの上流側12残基白か

らShine田 Dalgarno配列と同じ配列 (-agaa-)を持

つこと、 1414-6にTAA終止コドンがあり、 3'

ー下流側にpolyadenylation刺激配列(ー拍taaa-)、

poly (A-J-tail配列が確認された。

A B 

kbp 民事1.3 !!;I!.lill ~ : ~~ 2.OP3 議:~Y%tflfj~..... 2.0 
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図 5. ウシ乳腺のPAS-4(J)cDNAの3'(A)及び5・(8)
-RACE-PCR産物。

レーン1及ぴ6、ラダー;2、MA3/APlプライマ
3、MA4/APlプライマー ;4、MAl/APlプライマー，
5、MA2/APlプライマー。レーン3(-1.3kbp)及ぴ
5( -0. 6kbpJの産物はシークエンス分析に使用した。
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60 GGGTGCAATCGAAACTGTGGGCTCATTGCTGGτ。CTG'τ'CATTGGTGCAGTCCτロGCTGTG
** ** .，. ** ********合***** ****合 唱・・*台*.，.*;・.，・.，・ 0・合 ..合唱.** **脅..合

Gr~TGTGACCGGAACTGTGGGCTCATCGCTGGGGCTGτ'CAT'TGGTGCτちつrccτ'GGCTα示。

PAS-4 

CD36 

120 TTTGGAGCGA'τ'TCTAA力rCCCAGTTGGAGACATGCTTA'τ守GAGAAGACAAτ寸'AAAAAGGAA
禽...合脅合* 脅合会 W合*合合合合唱階台台..合...合. 合合合唱階... 合****;・..・*脅...合側合 .. 

TTTGGAGGTATTCTAATGCCAGTTGGAGACCTGCτ'TATCCAGAAGACAATTAAAAAGCAA 

180 Gτ'TGTCCTTGAAGAAGGCACAATTGCT'M'TAA.AAATTGGGTTAAAACAGGCACAGATσI'T 
・..命... 、合..合合*脅* 合*******，・*******守...合***.*事合唱伶守合金脅.，・合** *** 
GT'TGTCCGCGAAGAAGGTACAATTGCTTTT九AAAλ.TTGGGTTAAAACAGGCACAGAAGTT

240 TACAGACAG'τ'TTTGGATA'τTTGATGTGCAGAATCCAGATGAAσrGACAGTTT由 CAGCAC.c.
*.，. *...合****・*安 1・**** ***.・*****申告 '"曹.. ，・ ******* 台 .*.***告..

TACAGACAG'τ"rT守GGATCTTTGATGTGCAAAAτ'CCACAGGAAGrGA'守GATGMCAGCAGC

AAAATTAAAG'τずrAAGCAAAGAGGTCCTTACACATACAGAGTTCGTT~τ'CTAGCCAAGGAA
** *** **安******合唱.*******...... .，・ **********合唱・. .合物**********

AA.CATTCAAGTTAAGCAAAGAGGTCCTTATACαTACAGAGTTCGTITTI亡TAGCCAAGGAA

300 

360 

420 

AATATAACCCAGGACCCTGAGACCAACACGGTCTCTT包CCTGCAGCCCAATGGGGCCATC
... 合*曹司睦*合金..脅脅 *脅脊悌..合"合 ..脊脅*合唱"****脅*合*****・..<除 脅..台*合

AAτ沼TAACCCAGGACGCTGAGGACAACACAGTCTCTTτ~CTGCAGCCCAATGGTGCCATC

TTTGAACCCTI'GCTATCAGTTGGAACTGAGGAτ。ACAAGTTCACCATτ~TCAACCTGGCT
** ***** * 合..脅禽*****合*合. .守** ****物合 唱骨**** *******...合唱..<・.

TTCGAACC'ITCACTA'守CAGTTGGAACAGAGGCτ。ACAACτ~CACAGTTCTCAATCTGGCT

480 

540 

GTAGCAGCTGCACCACAGCTCTATCCAAATACA:τ'TTATGCAAGGムATACTCAATTCAτ"rT
** ********* * ** ******唱'"脅 ..安物脅脅を* ** ********* ** 
GTGGCAGCTGCATCCCATATCTATCAAAATCAATTTGTTCAAATGATCCTCAATTCACTT 

ATCAAAAAGTCCAAATCTTCTATGTTTCAAAACAGAACTTTGAAAGAACTAT1官TGGGGC
** ** ***** *合脅*********** *** *台..守合..合唱骨脅 .，・.・... ・* ****'・.

Aτ'TAACAAGTCAAAATCTTCTATG'主~CCAAGTCAGAACTTTGAGAGAACTGTTATGGGGC

TATACGGATCCATTCTTGAATTTGGTTCCATATCCTATTACTACTACAATTGGTGTGTTT 
**** *****命*** **** *会合*合唱除合** ** *** 脅****** *脅* ****台 ***** 
TATAGGGATCCATTTτ'TGAGT'IァrGGTTCCσrACCCTGτ"rACTACCACA'ζ刀アrGGTCTGTTT

600 

TATCCTTACAATAATACTGCGGATGGAATTTACAAAGTTTTCAATGGAAAGGACGACATA 
*********守合 ...合合会.. 脅合合唱t合* ***合 ...脅*台****合*合守合** ** **喰*守合

TATCCTTACAACAATACTGCAGA'引GGAGTTTATAAAGTTTTCAATGGAAAAGATAACATA

660 

720 AGCMAG'τ'TGCTATAATTGACACATACAAAGGCAGAAAGAATCTCTCCTA'τ守9αrCAAGT
合* ******** ****合 ..合***** ...*合** * *合脅守合*・* *** ***・* や合..

AGTAAAGTTGCCATAATCGACACATATAAAGGTAAAAGGAATCTG'尽CCGATTGGGAAAGT

780 TA'I"I'σrGACCTGATTAATGGTACAGATGCAGCCTCATTTCCACCTTT1ちτ'TGAGAAGACA
，合* *** *********倉****脅...台** * * * * * * * * * * ** *，除 *ir* *脅...合*脅合

CACTGCGACATGATTAATGGTACAGATGCAGCCTCATTTCCACCTTTTGTTGAGAAAAGC 

AGGGTA'τマGCAATTTTTCTCCTCTGATATTTGCAGGTCCATCTATGCτ'GTGTTI'GGAGCT
合*****台.. 合* ** ** ***************** *******安会合唱・ **** * * 
CAGGTATTGCAGTTCT了I'TCTTCTGATA'τ~CAGGTCAATCTATC~TGTATTTGAATCC

840 

GAAATAAATCTGAAA~~AATCCCTGTGTATAGATTTATTCTTCCATCCτ'TTÛ\..-rTTTGCA 
.. . 合合僻令..安*合合****************脊*** **守合******合 4・. 官 4・...

GACGTTAATCTGAAAGGAATCCCTGTGTATAGATTTGTTCTrCCATCCAAGGCCTTTGCC 

900 

TCTCCATTTCAAAATCCAGACAACCACTGTTTCTGCACAGAAAAAATCATCTCAAAAλAT 
，合唱"** * 党告 ..合合 *合唱陵会...合. . .合合..守...合...合.，・...脅 ************ 
TCTCCAGTTGAAAACCCAGACAACTATTG'τ~TCTGCACAGAAAAAATTATCTCAAAAAAT 

960 

1020 でGTACCTTATATGGTGTGCTAGACATTGGCAAATGCAAAGAAGGAAAACCTGτ'GTACATT
***** 脅 ****舎合..合，看守******・ ...・...会合合*合**** * *1r**会費合唱命金**** 
TGTACATCATATGGTGTGCTAGACATCAGCAAATGCAAAGAAGGGAGACCTGTGTACATT 

TCACTTCCTCA'τ~CTACATGGAAGTCCTGAACTTGCAGAACCTATτ'GAAAGCTTAAGT 
脅***1r脅脅脅*1r*1r*1r*** **1r 脅*合*安*1r** 合* ******脅合**1r** 合 *脅..

TCACTTCCTCATTTTCTGTATGCAAGTCCTGA'τ'GTTTCAGAACCTAT⑦GA:守GGA'τ"rAAAC

1080 

CCMATGAAGAAGAACATAGCACGTACTTAGAτ百τ'TGAACCTATAACτロGAT'TTACT'l'TA
..脅す階台*舎***1r曹合唱除*安*合** ** ***，・費 *** **舎"'********合"'***** 合***，・・

CCAAATGAAGAAGAACATAGGACATACTTGGATAT守GAACCTATMCτ'GGATホ:'ACTTI'A

1140 

CGGT'ITGCAAAACGGCTGCAGGTCAACCTA'τ'TGGTCAAGCCAC~'ITGAAGCA 
**********合脅...・*************台合脅安台育**** * ****台*** *** 禽

CAAT'ITGCAAAACGGCTGCAGGTCAACCTA'I'TGGTCAAGCCkτ'CAGAAAMATrCAAGTA 

1200 

1260 TTGMGAATCTGAAGCACAACTATATTGTCCCTA'τ~CTTTGGCTTAATGAGACTGGTACC 
*合 ********合*** ***脅...合*** *********令市御...合合4・4骨合******* **合

TTAAAGAATCTGAAGAGGAACTATATTGTGCCTATTCTTTGGCTTAAτて:;AGACTGGGACC

1320 AτTGGTGATGAGAAGGCC~AAATGTTCAGAAAτ'CAAGτ~ACTGGGAAAATAAACCTCCTG 
*合唱恥脅*脅*********** * *合合...合*・. .台合*** ***台噌. ***********.・..

ATTGGTGATGAGAAGGCAAACATGTTCAGAAGτ'CAAGTAACTGGAAλAA.TAAACCTCCTT 

GGCCTGGTAGAAATCGTCTTGCTCAσ.TGTTGGTGTGGTGATGτ"rTATτ'GCTTτ'CATGATT 
合*合... 台合合唱除台.. .台.. .金..合合..合'・*****金****'除を** ****・・* ****** 
GGCCTGATAGAAATGATCTTACTCAGTGTTGGτ'GTGGτ'GATGτ"rTGTτ匂CTTTTATGATT

1380 

1413 TC 
..合..合合唱卸..

TCATATTGTGC 

PAS-40RFのヌクレオチド配列友びヒトCD36cDNAとのホモロジー。

星印はPAS田4とCD36聞で同じヌクレオチドを示す。
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また、 5に側の開始コドンの上流側および'3'ー倒!の終止コドンの下流側の配列はヒト始撃のCD36と異

なっており、 PAS-4およびCD36の生合成は種特異的であることが示唆された。 PAS-4はORFの塩基配

列レベルではCD36と約86%のホモロジーを持つことが認められた。

塩基配現|から予測されるアミノ酸レベルでのPAS-4とヒト胎盤のCD36には、図 7に示すように、 83

%のホモロジーが認められた。また、 PAS-4は全長471のアミノ駿残基からなっており、 CD36と同じ

長さであった。 PAS-4には、 CD36と同じ位置に10個のシステイン残基が認められ、これらは立体構造

も類似していることが示唆された。

PA$-4 

CD36 

会合
GCNRNCGL工AGAV工GAVLAVFGG工 LMPVGDMLIEKT工~EVV~~EGTIAFKNWVKTGTDV 60 

唱.，..*** .，.合*****合*****************脅

GCDPNCGL工AGAV工GAVLλ.VFGG工LMPVGDLLI世KTIKKQVVLEEGTIAFKNWVKTGTEV
マ マ

15?ETEE212TED野mrEffxEX75257E111513yt5553工;g~P~~!Y~~~9;~~~; 120 

YRQFWIFDVQNPQEVM四~SSN工QVKQRGPYTYRVRFLAKENVT官DAE叩TマSFLQPNGA工

V 
FEPLLSVGTEDD悶 T工LNLAV砧 APQLYPNT刊号G工LNSF工KKSKSSMFQNRTLKEL山 G 180 

会合常...合****御台* ... *，・** ... *'・****'除*

FEPSLSVGTEADNFTVLNLAVAAASHIYQ問QFVQMILNSLINKSKSSMFQVRTLRELLWG

マ マ
YTDPFLNLVPYPITTT工GVFYPYNNTADG工YRVFNGKDD工SKy~IID~KGR~LSYWSS 240 

****・唱~****** ***** .. 
YRDPFLSLVPYPVTTTVGLFYPYNNTADGVYRVFNGKDNISKVAI工D'I'YKGKF.NLSYWES
女マ 官

YCDLIN河 DAASFPPLVEKTRVLQFFSSDICRSIYAVFGAE工NLKGIPVYRFVLPSFAFA 300 
. ，・ 4・*****サー .. 除*吻 合.. ・ *********合唱骨脅合*合 .. ・ *******守合合合*** *** ー・ ー ー.. 

HCDM工NGTDAASFPPFVEKSQVLQFFSSDICRSIYAVFESDVNLKG工PVYRFVLPSKAFA
女合 マ公 安

SPFENFDNHCFCTEKIISKNCTLYGVLDIGKCKEGKPVY工SLPHFLHGSPELAEPIEGLS 360 
脅* ***** **・...舎..，待合.. .合唱骨合合* ***** *****脊合"倉 *合 ..・ .. 

SPVENPDNYCFCTEKI工SKNCTSYGVLD工SKCKEGRPVYISLPHFLYA5PDVS怠PIDGLN

マ
PNEEEHSTYLDVEPITGFTLRPAKRL虫!IJNLLVKPS即日EALKNL時四Y~VPIL~ILN~qr 420 

***** ** 脅*唱御物* **** 
PNEEEHRTYLDIEPITGFTLQFAKRLQVNLLVKPSEK工QVLKNLKRNY工VPILWLNEτ。T

女女
工GDEKAEMFRN♀''VTGKINLLGLVEIVLLSVG¥r"VMFIAFM工SYCACRSKTIK 471 
*****合 ..合 *合合脅合...台** * **台合****・ 4ν・****合******脅伶

工GDEKANt1FRSQ'VTGKINLLGL工EM工LLSVGVi!MFVAFM工SYCACRSKT工K

図7. PAS-4及びCD36聞のアミノ酸配列のホモ口ジー。

マ、予測されるアスパラギン結合糖鎖の位置;女、システイン残基を示す。

糖タンパク質であるPAS-4のN-グリコシド結合糖鎖部位(Asn-X -Ser or Thr)は、 PAS-4には 8個所、

CD36では lO個所が認められ、その結合サイトはほぼ同じであった。 SDS-PAGE分析でPAS-4はCD36よ

りその分子量が約7k小さいことが確認されたが、これらはN-gly田 nase処理あるいはEndogly∞sidaseF 

処理により同じ大きさの分子量として検出されることを前年度に明らかにした。従って、この2つの

糠タンパク質の分子量の差は、 PAS-4にN-グリコシド結合糖鎖部位が2つ少ないこと、あるいは各糖

鎖の非還元末端に結合しているシアル酸残基の差によることの可能性が考えられる。このことはすな

わち、この2つのタンパク質には少なくとも部分的な種あるいは器官特異的変異が起きていることを

示唆する。

PAS-4の構造的特徴

PAS-4のアミノ酸配列のBigelowの方法(4)により求めた平均疎水性指数は1，226cal/問 sidu田と高く、

内在性タンパク質であることが示唆された。 PAS-4cDNAのKyte-Doolittleの指数(5)から 5つずつのアミ
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ノ酸残基を]つにして疎水性度をプロットした結果、 N-末端側およびc-末端側付近に非常に疎水性度

が高いセグメントが認められた(図 8)0N末端傍jは、 8番目のValから28番目のValまでの21残基にか

けて疎水性アミノ酸が密集しており、また、 C末端側の448のLeuから460のIleまでの13残基が疎水性

度が高く、これらの 2つの領域か篠貫通の疎水性領域にあると考えられる。しかしながら、 αーヘリッ

クスやβシートにより折りたたまれて三次構造を形成する際に、これらの疎水性度あるいはシステイ

ン残基などがどのように影響するかは不明である。
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図8_ PAS-4糖タンパク質のハイドロパシー。

ハイドロパシーは 5アミノ酸残基ごとにKyteand Doolittleアルゴリズムにより算出
したo.は膜通過領域を、*は予測されるアスパラギン結合糖鎖の位置を示す。

以上の結果に基づいてPAS-4はどのような形で細胞膜に存在しているかを推測した。図9に示すよ

うに、 PAS-4のN-およぴc-末端側に 2つの膜貫通の疎水性領域があり、 N-末端およびCー末端の短いシ

ステイン残基を含む数残基の配列は細胞質側に配向すると考えられる。 PAS-4に含まれている 8つの

N-グリコシド結合糖鎖部位は全てルーメン側に配向する。 240-330残基間のプロリンに富む配列の内

に局在しているシステイン残基は、いずれがS-S結合の形成には関与しているかは不明であるが、ルー
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# o o 
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函 9_ PAS-4糖タンパク質の構造の特性を示す模式図。

C、システイン ;0、糖鎖位置、・疎水性領域を示す。
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メン側に配向していると考えられる。
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4 .要 約

PAS-4のN-末端アミノ駿配列<(x)ーCys-Asn-Arg-AsIトCys-Gly->ならびにトリプシン処理によりPAS-

4内部の部分アミノ酸配列<Leu-Leu-Trp-Gly-Tyr-Thr-Asp-Pro-Phe-Leu->を決定した。ウシ乳腺から調

製した加talRNAを用いてcDNAを合成し、 N-末端およびl'AS-4の内部アミノ酸からRT-PCRプライマー

を合成した。 555bpのPCR産物からPAS-4の5¥frame側の塩基配列を決定した。また、 Marathonキット

を用いて5'ーframeの上流側および'3'-frameの不流側のクローニングを行い、全長1，882残基からなる塩

基配列を決定した。 PAS-4のタンパク質をコードする塩基配列のホモロジー検索を行った結果、ヒト

胎盤CD36と約86%のホモロジーが認められた。 PAS-4は471のアミノ酸残基からなり、 CD36と同じ長

さであった。アミノ酸レベルでPAS-4はCD36とは約83%のホモロジーが認められた。 PAS-4は8つの

N-グリコシド結合糖鎖部位を持ち、 10僧のシステイン残基を有していた。システイン残基はすべてCD

36と両じ位置に保存されており、 N-末端側の 2つを除いて 8つはC-側半分に偏在していた。 PAS-4の

疎水性度の解析から、 8番目のValから28番目のValまでの21残基のN同末端視uおよび448のLeuから460

のIleまでの13残基のC-末端唄u付近に非常に疎水性が高いセグメントが存在していることが明らかにさ

れたコ PAS-4のNーおよびCー末端側の短い配列は細胞質側に、 8つのN-グリコシド結合糖鎖部位をもっ

大部分のアミノ酸領域をルーメン側に配向し、さらに、ルーメン側の29番目から447番目のアミノ酸

配列から疎水性度が高い領域4個所が膜と結合している構造を提案した。
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