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牛乳脂肪球膝 (MFGM)は、乳腺細目包のI貫主荷細胞膜に起因し、乳脂肪淡を被渡している構造リボタ

ンパク質である。 MFGMの約50%がタンパク質で、 SDS-PAGE分析後に過ヨウ素酸-Schiff試楽 (PAS)

で染色・検出される漠華客パンドは 7本 (PAS-1~のである。その内の本研究で罰的とするPAS-41立、

分子量75， OOO~88，∞合で、 5%の療を含むタンパク愛である。

牛乳のPAS-41まヒト側、核のC邸 Sと類似する抗原俊を持つことが等霊祭されている。側、事長(J)Cひ3告

は、血小板総聡燃の盗事喜な緩タンパク質(J)1ってテあり、コラーゲンのレセブタ}、血小板コラ…ゲン

の接着の媒介、 トロンボスポンジンのレ-tブタ…、マラリア感染者手胤追求との接着のレセブターなどの

機能が報告されている。 PAS-4とω36は類似のタンパク質である哨聞が示唆されているが、 PAS-4

の一次構造は解母島怒れていない。乳線に与悲喜見守r~PAS-4 j立CD36とは終なる書提言語を持つ可議伎が3替えら

れる。しかし、ウシ季し線で発表されているPAS-4とCD36の潟主義iまいまだに務らかにされていわ、

本研究では、。PAS-4(J)箆易な精華義務を義喜多量し、その生化学的事善後会明らかにし、 2)PAS-4(J)cDNA

クロ}ニングを行い、 cDNAの塩基配列及びこれから推定されるアミノ隊配列昔、らPAS-4の一次機迭を

明らかにし、 3)PAS-4の乳腺における燭夜散を免疫組織学的に、またi:l.(.、宇しに{半う変動をノザンプロッ

トによ号検討する。また、この遺伝子(あるいはCD36遺伝子)の.I'f然容における発現を解析し、肝臓

CD36のcDNAクローニングによ号、 CD36とPAS-4の構造上、後骨量ょの芸霊異を明らかにすることを図的

とする。

1 _ PAS-4糖タンパク質の精製汲びその生化学特性

実験方法

MFGMの総選菱

MFGMの習奇襲はク 1) ームをZ高官C 7./<で苦~t争し、膜物質を超i道心法で回収するKanno 朗d Kim(J)方法[IJ

に従った。パタ}ミルクとバター-tラムを合わせ、 4'C、 3，OOOxgで15分間違心分離し、チャーンき

れずに上爆に浮上したクリームを除去した残りの極分をE築物質として回収した。淡物質を趨遠心分離

(1∞，仮調)xg4'c、 60分)し、機られた沈量生物を蒸留鋭イオン水iこ分散し、 MFGMとして用いた。

PAS-4の精製

PAS綱 4の主幹離法としては、 Greenwaltらの方法[2Jがよく紛いられているが、その方法は、異なるpH
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(pH8.0、7.0、6.0)での 3段階溶阪によるイオン交線クロマトグラブイーに基づいてお号、長時間

を獲し、回収詩さも低い。モノクローナル抗体の作成や、クロ}ニングのためのプロープの作成に不可

欠なアミノ酸隊列情報を繰るためには、まとまった畿のPASω4が必撃さとなる。そこで浴溶かつi以然の

よいPAS-4精製法の路発の検討からま会めた。

MFGMからのPAS-4務室主主去の概略をおg.l-Hこ示す。まず、 MFGMをGr湾問wa]tらの方法[2]1こより

iiT護主化した。すなわち、 1 %Triton X-1l4を含む2U!泌1Tris-HCl(plま7.4、0.15MNaCl、1mMEGTA、

1%アヅロチニン、 0.5関滋フヱニJレメタンスルブオニニjレフルオリド (PMSF)を?をむ)で後終タンパ

タ'l!l濃獲が5mg/がになるように晃妻、話題し、 n::で3i扮主露伴したo その後、 100，悶旬、 4t:で60分襲警菜室

遠心分離した。そのと淡を30t:まで加滋し、 1，0∞xg、室主滋で15分問j童心分議置し、 TritonX-1l4iiT溶性

画分を柊た。これを20mMTris-HCI (pH7.4、0.15MNaClを会心)で泌総希釈し、氷Z告で 4t:までFきま事

後、 30t:まで加j殺して事事<:1'1.0αOxg、15分、主主jjiで巡心分緩後、 TritonX恥 114可溶性極分(以下TX蜘随

分}を聞i以した。

TX陶磁分をi加 MTris-HCl (pH7.5、0.5%TritonX-lO合、 2mMPMSFを含む}平衡化緩衝液iこ対して

透析し、 DEAおSep註aroseCL-6Bカラム(1.5Xl5eがに供し、イオンラど奇異クロマトグラツイーを干すっ

た。平衡化緩衝誌をで非吸え審タンパクji{を君主主幹し、吸え雪iilii分を o-0.5M NaCl産業主iJ.J.lE勾重elこよ号溶闘

した。

SDS-ポリアクリルアミド後気泳動

SDS-ポリアクリ Jレアミド後気泳動 (SDS-PAG忌)は工組問mliの1J法[3]によって行った。アクリルア

ミドとメチレンピスアクリルアミドのj幾度比は37:1 (w/w)、分幾ゲルのアクリルアミド1農躍をは10%

あるいは15%、濃縮ゲルのアタリルアミド淡凌は 5%とした。 Coom制 siebrilliant blue R-250 (C罫)で

タンパク絞染色、 j昆ヨウ講者覇支蝋Sch泌総菜 (PAslで革審染色した。

タンパク質主主笈

タンパク霊堂の去を震は、 i怒号書物質が存在しない場令にはLowryらのガ記長[4]の改良法であるMarkwellら

の方法[5Jで行った。高濃度の尿三雲、後安、 Triton芯 114などが符在する場合は、まずおtersonの方淡

路]によ号タンパ夕飯を沈殿さサ、次いでMa永wellらのm去に従ってタンパタ質をまを;怒した。ウシ血

清アルブミンを擦準タンパク貿とした。

アミノ酸分析

アミノ駿分析はフェニルイソチオシアネート (pπC)を後アルカリ性でアミノ酸の←アミノ基に

カップワングさせ、生主記するPTC-アミノ微を逆相HPLCでうtJII帳、定議TるBidling問符官らの方法[7]に

漆じてfiった。 HPLCはCaI紙 11Pak C-18逆秘カラム (4.6X 1鈴録制を装殺したSP胤8800装蜜により、務

総Aと溶媒日(水:アセトニトリ Jレ=40:60) を煩い、。分 (A:島出100: 0)→12分以:B=ぉ50:50) 
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→14分以:B= 0 : 100)叩 18分以:恐山吉・ 1∞)のき襲援を勾況で行った。 PTCアミノ援は254n田で検

出した。

毒事滋点言葉祭主主鈴

5.0%ア7'))vアミド、仏25%メチレンどスアクヲルアミド、 5M主主菜、 2%Triton X-1oo、&∞05%

リポプラピン、 0.0625%TEMED、 0.025%i盈を重軽量アンモニウムおよび2%アンフォライン (pH3.5~

10) よちなるグル後液[8]をMulliphorap抑制部のUltrodexのflatbed (0.4XllX24cm)に注入し、さ註光

~た。'高まま延長主言語 iま湯j涯に1M') ン重量、 陰極}こ1MNaO狂を思いて10
0
C、0.3w/c賠2で1.5善寺

院喜子守護iまま訪後、サンプj訟をi深刻してく15-お1'1(タンパク質1O~15戸 g))、さらに関じ電圧で 3 雲寺関

泳織した。き長官室遂事選を煩いてグJレょのpH勾配をiAIJ定後、ゲルを15%TCAに浸してタンパク索を題窓し、

メタノーJレ:除隊:水 (3: 1 : 6)でアンフォラインを洗い出し、 CB染色した。

シアリダーゼ消化

申告タンパクj[(5∞μg)を0.1M酢自主緩衝液 (pH5.0)0.5mlに溶かし、 40閉じシアリグーゼ (Cl.per-

frigens)を加えて37"Cで16時間消化後、 1oo"Cで3分閑加熱して反応を停止した。これを譲星稜水に士‘t

して透析し、苦主総総燥して、等電点電気泳動の試料とした。

糖分析

凍結乾燥したPAS-4タンパク質約 1mgを、 2MNaBH，を含む0.1MNaOH (0.5mJ)に浴解し、 45"Cで

8待問インキュベートした[9J。反応後、 4M酢酸で中和、透析、凍結乾燥し、糖分析用試料とした。

中性糖とアミノ酸は、 Suzukiらの方法[10Jに基づいて、 4MHClと4MTFAを20mlずつ加えて100"Cで

3時間加水分解後、 2ーピリジルアミノ化誘導体 (PA化糖)としで分析した。!河燃に毒事惨事皆 (GalNac、

GlcN齢、 M問、 GaI、 Glc、Fuc) も同じ条件で処理a した。定量はTSKgel Sugar AX 1カラム (4.6X150

nm， 5mm)を装着したHPLCによ号、 O.九1Borate-KOH (pH9. 0、10%アセトニトリル)を用い、紛t

途O.4ml/分、カラム温度70"C、検出は B:V:P-I050士宮光光度計を用いて勧銀波渓310nm、議~;iEi，皮後380

2屈で行い、タロマトパックC-R5Aで記録した。

0-グリコシド結合結銭i立、 PAS-4(1 mg/O. 5ml)に2MNaBIむをf奇心O.1M NaOH (1 mg protein/ 

仏5ml)を加えて45"Cで 8s李総処還することにより鯵常生し[11]、Pん化後、 iニ訟と問機に覇者会i撃を?葬1]，草

した。

シアル畿の定量i主、まず、フェノ -Jい後後淡によちゃ後綴を ìlllJ~をし、事務会設が家主総関車1m!淡皮にな

るように該華社言憲章さし、お制らの方法[12Jに主主ってき設主主2勝手本とし問はで分析した。カラムはCaμell

PakC18 (4.6xlお部思、 5賠l)をF語い、語H告義支はMeOH: CH，CN : H，O口 2:0.5 :潟、流通撃は l閉1/

分、カラム温度はさむ盤、検出は劾童話波長373n部、iIIlJx芝淡災448n践とした。
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ウょにスターンプロッテイングおよびレクチン染色

TX-jj霊分をSDS-PAGEで分析後、七ミドライ鮒プロッティング建造霞(ザルトプロット豆)を用い、 2.5

回Alcm'で20分務ポリピニリダンフルオリドメンブレンフィルター (PVDF媒〉へ転写した[13]。豪語

主事後、ノ~-オキシダ--e'綴議レクチン ü奴らレクチンキット必)とのまき合、ジアミノベンジジン、過

後イヒ水素との反応により染色した。

ピオチン機識したWFA(Wistariaflorib間 da)によるMFGMレクチン室長色l立、fijJ様にウシMFGMを

SDS-PAGEf:麦、 PVDF践に転写し、これにどオチン標識したWFAレクチンを1)(:1:きさせ、ストレプトア

ピジン-/~ーオキシダーぞを結合、ジアミノベンジジン、送機化水禁との反応により発色させた。

結 果

PAS-4の草著書是

Triton X柑 114による選択約可溶11:

MFGMをSDS剛PAGE{:麦、 CB染色し、スキャンニングによち各タンパク質のパンドの面積よと会求めた

ところ、 CBで染色されるMFGM会タンパク策ゃにおめるPAS-4の議会は 3%であった (Fig.l…2Aの

レ}ン2、Eのレーン4、Cのレーン6)0MFGMを1%Triton X-114を用いて可溶化した場合i立、抽出タ

ンパク策中におめるPAS-4の劉令は約26%までと奔し (Fig.1-2Aの3、Bのふ CtTJ7)、約82%のPAS-4

治、在FGMからTX悶阪分tこ綿織された。

1 %T向。nX-1l4により可滋化させる可溶俊滋分のタンパク焚濃度;立、抽出量華街に影響苔れなかった

(Tぬle1-LFig.1-3、レーン8~10) 0 1 %Triton X-1l4"を用いて 4'Cで l符間以上撹詳した場合、縫

終審寺簡の延長3こ伴ってτχ剛溺分桝ニタンパク質幾度;土若子j二録するが、 PAS-4のみではなく、イ患のタン

パク質も一緒に抽綴された。このことから、本実験では 4'Cで30分ま護持することにした。これまでに

幸草食されている他のカ法[1、 14-16]と比べ、 MFGMからPAS-4を選択的に可主主化する方法として非常

に後;11..ていることが示された。

DEAE-Sepharoseイオン交換クロマトグラブイー

PAS-4を挙誇議するために、 TX叩ii!ii分をひEAE-Sepharoseにおけるイオン交換ク Eヨマトグラブイーに供し

た。 Fig.1-4にその語華街パターンを、 Fig.1-5fこ幾られた若手間分のSDS-PAGEパタ…ンを示す。 PAS-4

iまpH7.5においてま葉通り磁分 (Fig.1-4、議分1)に総出され、 SDS句 PAGEでは単一のバンドとして検

出寄れた (Fig.1-5、レーン3、10)。額分2(Fiふ1-4)には、 主こ害事分のPAS-4の偽;こ後畿の低分予震の

成分が混在してし=たが、その収録は少なかった(Fig.1 4、9)0TX-額分に多く含まれていたCB-1、

PAS-5、6、7では合.1-0.5M NaClで溶出された (Fi喜.1-4、爾分3、ふ Fig.1-5、レ…ン5-8)。

Tablel-2はPAS-4の回収療を示している。 MFGM226知gからτχ-il襲分22.1mgが抽出され{そのうち
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PAS4fま5.7mg)、DEAEの言語巡り闘分lには3.9mg(48%)、薗分2にはl.lmg(l3%)回収された。 Gre開制

.waltら[2]は異なるpH(pH8、7、6)によるCMδep主訂'080イオン交換クロマトグラフィーにより29%Iill 

i反されることを講義殺している。茨在一長交に潟いられているGreenwaltら[2]に方法よ号、さらに織f廷で

収率のよいPAS-4(7)総書撃手書差益法を箆発すること金十ごきた。

PAS-4の生化学的特性

分子量

SDS-PAGEIこよ号車葬祭PAS4の分子議ば均点00と鐙定された (Fig.1-6)0これまでの製草食によると、

PAS-4の分子援は76，000-85，(獄。[1、 17-21]、であり、精製PAS4の分子殺はこれらの簸磁内にあった。

等電点

PAS-4は、書李登露点7.45、7.41、7.32に季語5きする 3成分に分離され(Fig.1-7，A) これまでの事長告の

6. 1-8.0[21]、7.8-8.5[2]と類似する幸選後とな号、また、 PAS4治安pH7.5におけるDEAE-Sepharoseイ

オン交換クロγ トグラフィーで業巡りE薬分に浴泌されたこととも王子緩しない。

シアリダーゼ処獲した PAS41立、 Fig.1-7のBに示すように、 pI7.47に相当する 1つの成分にi銀東し、

PAS-4の待望誌点における不均一位は機鎖の非道設元末端に位置するシアル酸残基数の差によるものであ

ると推定された。

アミノ費量級主主

PAS-4のアミノ酸組成をTablel-31こぶ令。 PAS41立発事霊後要撃さ審をもっ絞J.I(1'生アミノ殺であるAla、民、

Met， Phe、針。およぴValが4.25mol%を占め、非常に疎水俊治安商いタンパク質であることが慰霊まされ

た。中性<:非極性残基の側鎖をもっCys、Ser、Thrおよび"Tyrは17mol%であった。 CysやMetなど含硫

アミノ畿は少なく、 Val、Leuおよび、Ileなどの彊~鎮分校を持つアミノ酸が比較的多く含まれていた。

義主綴E立ならびにレクチンとの反応

PAS4の務f守護iま7.2%であり、級制、 Gal、Fuc、GalNac、GlcNAc、シアル富豪からなっていた (Ta-

blel-4) 0 Haraら[12]は加水分解時間とシアル酸の通空機との関係について誠ぺた草書長降、タンパク賛に

よって程変加水分解時間を設定する必要警があることを報倍している。そこで、 30分から 8時間まで加水

分解基春闘を変えて遊離するシアル費量を定量した給梨、連主総されるシアル重量量は加水分解後2時間まで

急激に主義泌したが、それ以よではほとんど変化しなかったので、 PAS-4の加水分議事録関は 2待問とし

司円

~。
3害援のM翻とGalNAcの平子革まから、 PAS-4にはNーグリコシド絡会糖銭および0-グリコシド結合務主義が

混夜していることが示唆された。 Tablel-5に、 i忍利なアJレカリ条件下でPAS-4を処理霊し、糖組成の後
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化を総べたま喜楽を示す。アルカリ処理業誌のGJcNAcを2として比較した場合、アルカリ総支璽iこより、

GJcNAcとManiま若草わらないのに対し、 GalNAcとGallま約2/3、Fuc!ま1/4が減少し、会体では約31%の

織が解織された。この結果からもPAS-41こは0グリコシド絡会事密室員か存1:Eしていることが示された。

TX蛮分をSDS-PAGE1;去、 PVDF!葉4こ転移して谷幸重レタチンを胤いて染色を行った (Fig.1 針。 PAS

-4 iま、ハザエニシダレクチン (UEAω1) との反応を示さなかったが、ピーナッヅレクチン (PNA)、

ヒママメレクチン (RCA120) とは言語い反応性をぷし、コンカナパ1)ンA (Con A)、レンズγメレク

チン (LCA)、インゲンマメレクチン (PHA必4)、 ドリコスマメ (D君A)、小変麦芸事レクチン (WGA)

とは強く Jj(Ji5した。 DBAI立、 PAS-3とは弱く反応し、 PAS々 およびSGPとはわずかな反応しか晃られず、

その告誌の糖タンパク奨とi式会〈反応、しないことから、 MFGMのうちではPAS-4と特異的に反応するレ

クチンであった。 PAS4と反応しなかったUEA・れましFuムヰ警にしFucαl→4構造を強〈認2議すること

から、 PAS4はこのま葬送金を含まないと推測される。

WFAを用いた主義合には、 PAS4の他に、 MFGMの大部分の糖タンパク質量ぎ滋く反応したoWFAIま

GaJNAcと緩和11を示すレクチンであるが、 Nマグリカナ-.jfによってFふグリコシド総合意筆談を遊離し

た後のPAS4とも反応したことからも、 PAS-4はひグリコシド絡会議苦銭を務することが示された。

要約

学LDi'i坊主主練 (MFGM)のSDふPAGEパターンから、 PAS4治安全MFGMタンパク質におめる合委設は約

3%と推定され、そのうちの82%が 1%Triton Xω114による籾分議震によって錦織された。このTritoηX

-114川容絵画分をpH7.5(1)ひEAE-Sepharoseにおけるイオン交換クロマトグラフィ…に供することによ

号、 PAS41立素透ち言語分に回収され、 SDS叩 PAGEで単一バンドとして検出1!-れた。お絞芸事は61%であっ

た。この挙襲撃方法は、 TritonX-114によるof洛化とイオン交換クロマトグラブイーの 2段階による精製

方法?あり、 PAS-4を比較的簡易にかつ収率よく@]絞できる単離方法の言語発に成功した。

PAS4は42.5mol%の疎71<1をアミノ酸を含むま車水燃の高い革審タンパ夕飯であ号、 pI7.45、7.41、7.32

の3成分からなる不均一位が容量総Iされたが、シアリダ}ゼ処滋によ与いずれもpI7.47(1)1成分に収束

した。 PAS-4(1)革審会量は7.2%で、そのうちM組、 GalNAcおよびGalが約70%を占めた。 協和なアルカ

リ加水分解によるGalNAcとGalの減少、 N-グリコシド総念総鎖と薬品籾伎をもっConAやRCAレクチン

との強い反応性、。グリコシド絡会事審鎖と親和伎をもっPNAおよびbBAレクチンとの反応性およびN

ゅグリカナ…ぞ処理によ与税務長u裂前後のWFAレクチンとの変化から、 PAs41こはN聞および0ーグリコシ

ド絡会糖鎖が汲夜していることが明らかになった。
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電車訟
S冶lublizedw除 1%T討比四円 九114

Stirred lor 30 min at 4"C 

C的Irilugedlor 60 min (100，000 xg al 4'C) 

Sup咽rnatant

Warmed al 37"C lor 2 min 

C制 lrifugedlor 15 min (1，∞o xg al RT) 

Lower phase (α詰deTriton X・114solublized Fraction) 

Washed wilh 20 mM Tri5-村CI(pH 7.4) 

∞ntg， 0.15 M NaCI at 4'C 

Warmad lor 2 min al 37 'c 
Cenlrifuged for 15附 n(1，000 xg at RT) 

Lowar凶器5e(TriIon X-114部 lu詰lizedFrac言。n，TX会ac言。n)。ialyzedagainst 10 mM  T討s-HCI(pH 7.5) 

cα11g‘0.5% Trilon X-100， 2 mM  PMSF 

DEjAE-Saphar偶 aChromat口graphy

Char，習ed窃Idializad TX-fraction 

EI話la議官ilh10mMT託尋-HCI(評トi7.5) 

む:onlg.0.5% Tr詰onX-1∞.2mMPMSF 
Flow rala; 12 mllh 

Precipitate 

υ静perphase 

υpper phase 

日uledabsorbed Iractlon wilh 0 10 0.5 M NaCI lineal gradiant 

Unabsorbed fraction 

匂
Ab部 f詰鋭 fraction

Fig. 1-1 A scheme lorsolublization alid purilication 01 PAS-4 Irom MFGM 

A B c 

輔則.

2 3 4 5 首 7 

Fig. 1-2 SDS-PAGE P語註母msand the sc畠nnin容proliles01 MFGM昌ndτritむnXぺ14

soluble Iractions. 

L語ne1， molecular weight mark日rs(from top 10 botom ; 205k， 116k， 97k， 66k， 

45k，29k) ; lanes 2 and 4， MFGM ; lanes 3 and 5， Triton Xぺ14soluble Iraction. 

PanelsA and隠arestained with CB砧ndPAS， r告sp恐ctively.Panel C shows 

scanning profiles 01 lanes 2昌nd3 iれP皐nelA.
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MFGM Pre吻Ita¥eSuperna¥ant TK・!r蹴 tlon
ミ;.J 門【門

嶋崎輔榊旨円円円

ら湾積符c_p，総.4

e戸.

10 

SDS-PAGE pattems showing the effect 01 extraction time on the phase 

separation 01 PAS-4 Irom MFGM with τriton X-114. 

主主FGMwas mixed with 1 %T-114 and submitted to phase separ塾長onby

mixing lor lollowing time : 0.5 hr (lanes 2， 5， 8)， 1 hr (Ianes 3， 6， 9)， 2 hr 

(lane器4，7， 10). 

9 B 7 s 5 4 3 2 

Fig. 1-3 

制

1
剛

Eluti白npattems 01 Triton X-' 145 soluble Iraction on DEAE-Sepharose 
chrom畠tography.

20 10 

Fig. 1…4 

A 

君主三!???!?

容

......PASト1
訓酔PA5-2
綱 ..PAS剛2
岬恥PAS-4

会;.-: ... 恥 PAS-5

B 

喝事PA5-6
『恥PAS-7

4 

SDS-PAGEp総務ms01 fractions durin司the仰 rili凶 tion01 bovine PAS-4. 

Lanes 1畠nd12， MFGM ; lan母52and 11. Triton X繍 114soluble fraction ; lanes 

3 and 10， fractio円1inFig.l…4 ; lanes 4 and 9， Iraction 2 in Fig.I-4 ; and 

lan母55 and 8， Iraction 3 and 4 in Fi留.1-4.GeIA糊器stain剖 withCBandB 

was with PAS. 

11 12 10 7 8 9 

20吾一
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Fig. 1-5 
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Eslimation 01 th邑molecularweight 01 PAS-4 by SDS“PAGE using 15% 

polyacryl器midegel.
Molecul昌rweightm昌rkersfrom the top to th告bo世om畠伶 myosin(205kDa)， 
β-galactosid関 e(116組 a)，phosphorylase b (97主Da)，t沢ovineserum 

昌i註umin(66kDa)， ovalbumin (45kDa)， and carbonic anhydras告 (29主Da).

Fig. 1-6 
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Isoelectric 1∞ussing 問機的事 ofintact (A)護持ddesialy凶器d(8) PAS-4. 
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Effect 01 extraむtionlim申告nIhe yield 01 protein obtained by phase 

sep語ration01 MFGM with Triton Xぺ14(n=3， mean士SD)

τable. 1-1 

Prote!n amounts(mg) 

MFGM Stlrring tlme 
(Hr) τχ叩 fractlonSupernatant布Preclpltat沼市

2.0士0.42.6士0.614.5士0.520.4 0.5 

2.1士0.92.7士0.813.7士0.320.6 1 

2.1土仏日

*Separated by centrtfUl君atlonat 100，00告xgfor 60 m1n at 4"C 

2.6土0.413.6土0.720‘5 2 

Summ畠rylor手話rific畠:Iio毘01P AS-4 Irom bovi丹eMFGM1…2 すable.

PASや
(mg) 

Tota1 protelnPurltya 
(mg) (紛

Ylelds 
記事〉

MFGM 

1x -fractlon 
。民AE-Sぼ:pharc魁e
chromatQ器raphy

Fractlon 1 3.9 100 3.9 47刷4
Fractlon 2 1.1 95. 1.0 12.7 
Fractlon 3 11.8 17‘4 0.9 13.2 
Fractlon 4 3.1 5.6 0.2 2.9 

a， Calculated from the scanned relatlve peak ar回 sofPAS叫!nthe 
ぬndss凶れedwlth C∞massle brllllant blue ル250減 erSDS叩 PAGE
b，ShOWllthe割nountsof PAS-4 ca1culated from ・a'.

一家l8

100 
83“8 

6.8 
5.7 

3.0 
25.8 

226 
22.1 

Purlfication step 



Table. 1-3 Amino acid composition 01 PAS-4 Irom bovine MFGM (mol%) in 
comparison with the results 01 Greenwalt et aし， (20) 

Amlnoacld PASω4 Greenwalt et al. 

No口polar
Alanlne 5.0 5.8 
Glycl抗日 6.3 6.7 

lsoleuclne 7.君 8.2 
Leuc註1e 8.4 事.5
Methionlne 1.2 1.0 
Ph告詰yぬi註1e 5.3 6.6 
Pro話ne 6.2 5.2 
VaIlne 話s 哲.5

PO訟r(uncharged) 
Cystelne 1.3 エ.8
Serlne 7.3 7.3 
τ11陪 onlne 8.0 8.4 
τyrc泊Ine 3.4 3.8 

Polar (charged) 
Aspartlc acld 1.6 7.1 
Glutamlc acld 6.3 3.4 
Arglnlne 3.3 2.7 
Hlstldlne 5.9 5‘。
IArslne 8.2 7.6 

Trypt:ophan was not measured. 

τ畠blふ 1-4 Carbohydrate composition 01 PAS-4 fr，母mMFGM. The amounts shown are 
themean土S.D. (n=3). 

Carbohydrate 立，g/m露。f.proteln m mole Ig of proteln 

N-Acetylg必acto蝿凶ne 11.1土1.4 52.号
N-Acetylglu∞S潔 nl配 君.3土 0.2 31令5
Mannose 20.5土 0.3 …113.お
Fu収 鴻e 3.2土 0.1 19.5 
Galac給関 18.1士 0.4 100.5 
N“A間以lneur仮説nlcacld 10.1土 0.2 32.7 

Total 11.9:1: 0.4 356桶 9

Table. 1-5 Carbohydrate c刀mposition01 PAS-4 glycoprotein belore and after mild 

alkaline hydrolysis. 
Valu告sar告shownas th号制ioto N-acetylglu∞ぬmin告加わぬal切line
hydrolysis (m mole/ 9 01 protein)司

Carbohydrat定 Before After 

N-Ac合tylgalac胸 部試ne 1.41 号.43
長ia誌nose 3.03 3.03 
ぬ cc器母 0.52 0.36 

Galact.倒 G 2.18 0.12 

N-Ac母ty取10'∞Sおnlne 1.00 1.00 

Total 8.14 5.54 
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2‘ PAS-4緩タンパク鍍のcDNAク口一二ング

N匂末主義アミノ酸隊列の分析

務製したPAS-4のN剛*裁はブ07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fとされているN-末機の l残基を切号はずした後、 N“家織の2著書13のアミノ駿翼汐さからApplied

BiosystemsのMo品el476フ。ロテインシーケンサを用いて分析した。

内総アミノ酸関誌列の告発定

タンパク主主:然言者=50:10う濃度として5M家言語を含む5弘治主主計is-HClbuffとr(pH7.8、200pIlに溶

かし、 37'Cで6時開インキュベートし、反応、i夜の上、淡をC通pcelJPAK c8逆手首カラム (0.75X250m悶)

を用いたHPLCに供した。 j容t告はO.l%TFA'ド守、 5話G%7-eトニトリ jむを Oから66.7%/hの夜線濃度勾

配't:'行った。淡王室 1mI/知初、カラム綴度45'C、 230nmで検出した。語手応されたベヅチドをどークごと

に分耳立し、 AppliedBiosys臨msのModel476ヅロテインシーケンサを用いてアミノ滋霊rl5iU分析を行合た。

ヅライマ}オリゴヌクレオチドの会話完

設T中CRを行うため、上況によ寺決公したアミノ被配列にき審づいてオリゴヌクレオチドを合成した

(Table2 -1) 0 P4-5ヅライマーはPAS-4の子ふ末端習日Fりから、 P4-31まPAS-40>I令部アミノ後夜列lこま毒づ

いて設定した。

mRNJえの議整

Acid Gu服 idiniulゃ.Phenol-C主10時form法[22Jに基づき、 TRIzol致品.gent(T試薬}をF闘いて行なった。

エタノールi:t量生物として全お{Aを悶収し、設NA/DNAca)cu¥atorにでその濃度を測定した。務整した会

RNAから、;Ij[革まの方法[23JによりOligotex-oligodTカラムを用いて由良NAを調獲した。

アガロースゲjレ電気泳動

アガロースゲル元気泳動はMupid剛2~主置を潟いて行った。アガロースゲル (0.6- 1. 5%) をむふ×

TBE't:'調整し、 1ωV%:::Eまで泳動を行った。泳動終了後、エチジウムプロイマイド (0.5μg/mIlで可

筏fとした。

RT“PC哀

ウシ幸し腺から綴護きしたmRNAを用い、ランダムブライマ}あるいはOligo-dTプライマ}で日開tstrand 

cDNAを合成し、 PC肢のテンブレぃトとした。 N-末機配列および羽目分アミノ淡配列にさまづいて合成し

たオワゴヌクレオチドをプローブとし、熱変伎を宰4'C‘で l分(最初の lサイクル尽のみ 3分)、アニ…

1)ングは52"C守 5分、 I都議iま72'Cで3分(最後0>1サイクルのみ10分)、 30サイク JレでPCRを守?った。
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反応淡3，.，1をむ費Sきるアガロースグル電気泳動で分析した。

5'-RACEおよび3'-RACEPCR

前述のfirst-strandcDNAからsecond-strandcDNA会合成し、 ClonTech社製、 Marathonkitを飼いてRACE

-PCRを行った。ブライマいには上記のPCR建物のI義務関è~lJ をままに作成したH還のオリゴヌクレオチド

(Table2-2)を潟い、事4'Cで30秒間熱変位、6O'Cで30秒、襲警アニーリング、 68'Cで 1分裂霊域振を30サイ

クJH'Tフた。 PCRの.&J祭主主から 5μ採取し、 l号もアガロ…スグJJ.，で分析した。

アガロースゲルからPC設援物の精製

PCR産物はGeneClean 1I 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(5 

μJ)溶出処理を 21悶繰り返した。

ライゲーション

ライゲーシ gンは2主滋迭のDNAligation主itVer. 2を潟いて行った。ベクタ…;立、 TA cloning Kitの

PCRTMlIを用いた。

形質変換

コンピタント細胞 (200μ1)を氷上で鱗かし、ライゲーション蔑物10μlを加え30分間放置した。 42

℃で30秒間部滋し、夜ちに氷上に移し、 2分裂警冷やした。 1rnlSOCを加え、 37'(;で l待問インキュベー

トした。これをLB/A喜紅brothフ@レートに緩いて、 37'(;で一号車インキュペートすることによりカラ-.J:

レクシ Bンを行った。

ミニプレッヅによる DNAの精製

カラ-.J:レクシ B ンにより選択したコローニからミニプレプによりそのひNAを精製した。エタノー

Jレ沈農更させたDNAを75%エタノールで 1倒洗浄し、室温で10分間放畿によりエタノールを除去したも

のに10，.， 1のTEを加えて溶解し、以後(J)分続;こ用いた。

シークぷンス分析

τ7s脂司uencingkitを潟いてDideoxy淡シ…クエンスを行ない、 X毒患ブイルム3こ室温で一晩感光さ々をた。

給 5民

Fふ家主議および部分アミノ数配列の然事?

事議後したPASぺのN-求総重G~Jを分析したまさ来、 N-米主義幸警アミノ重量がブロックされてお号、続安IJ "='議事
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析することができなかったため、デブロッキン

グfiIU:N-米主義1l!IJの自己列を分析し、 X-Cys-Asn-

Arg時 Asn-Cys司 Gly羽5亨4をf等た。さらに、トワプ

シン分解によちPAS-4の内部アミノ絞配列を露連

ベた (Fig， 1)。約43分に裕治されたペプチド

の配列はいやいu-Trp-GJy-TyトThr-Asp-ProωPhe-

TaちJe.2-1 Nucleotide sequen鈴 sand

No. Prlmer鳴

loc呂tions01 oligonucleotide primers 

10rRT繍 PCR.

SeQuence 1ρcatlon 

Leuーであった。この配列とN-末端官現段列;こま毒づいてオリゴヌクレオチドを合成した (TabJe2-1)。

RT-PCRによるDNAの場穏ならびにその主義義配列

翻案組織がらま議整しt~totaJ RNAと、上記守?設定したプライマーを賂いてR下PC哀を行った結巣、約

560bpのPC京産物が増隠されていた(Fig，2-2、レーン2)。これをPCRベクターにライゲーションした

後、 DH5に形策変換し、カラ…々レタシヨンを行い、玖OOkbp付近(l)PCR産物と類似T，Q大き dのイン

サ…トを持つクロ}ンを211溜遂ぴ、そのひNA配列jを分析した (Fig.2ーの。

祭析した PAS-4cDNAのホモロジーを検察した殺菜、ヒト験室菱のCD36[24]と豹85%のホモロジーそ

ぶした(Fig，2-4)。これらの 2つの糠タンパク質は興じか、もしくは非常に類似するタンパク質で

あると考悶えられたので、ここ旬、得られた:ll!.基配ヂIJをま主に、統いてき主長cDNAsをクロ}よニングすること

にした。

5¥3にRACEによる会長cDNAのクロ…ニング

おちle2-2fこ示すブライマ]をF語い、 5におよび3'-双ACEPCRを行った (MA剛lとMA・21まアンチ-tンス

プライマーとして、MA-3とMA-41ま々ンスブライマー)odsDNAを鋳型に5'および3にRACEPCRを行っ

た結主義、 MA-2とAP(アンカープライマー)-1 (Fig， 2-5、レ}ン5) および、~A-4と AP-1 (Fig， 2-5、

レーン3)の緩み合わせによ号、 5'-RACEPC.京別主主に約G進派.bpの緩物が、また、 3'悶 RACEPCIえでは

約l.3kbpの重量物と幾つかのマイナー建物が増幅

された。 PAS-4のORF全長cDNA配列をヒト飴菱重

CD36 [24]とともにFig，2-6に示す。ここにはぶ

していない古久 PAS-4のcDNAは、開始コドン(1)

上主主総12残務関からSbine輸Dalg刷。陸部と閉じ配

列 (-ag純輸)を持つこと、 1414-6にTAA終止コド

ンがあ号、 3'-下流1阪にボワアダニレ…ション刺

激齢制 C-aataaa-)、ポリ (A)グ…;¥.-配列が書室言ま

された令

Table. 2-2 Nucleotide se号uencesand 

locations 01 oligonucleotide primers 

for 5'-and 3'-RACE PCR， 

NCλ Prl脱出Sequen開 iいcatf開

MA-l antlsen肥 15'-GM判。師'CGσTATA明日=-3'1555加 536

滅ん2即lt[senseI S'-CAATA(，'"('官廿托MAuITc-3'1 634-515 

MA-3 s盟詑 15'-0叫.TN::柁:M1TCtI廿相対-3'1 464-463 

廷とふと壁一一1S'-A{市抽出桝AC.AAGTf駄目ポ 385-405

また、シー測の関委会コドンの上流露1]および3'防総の終止コドンのγ流組l の襲è~えUIまとト日告簸のCD36と幾

なってお号、 PAS-4およびCD36の生会主主は種特異的で語ちることカわ求理費された。 PAS-41ま0豆FのI益法記
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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。

塩基配列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、 Fig.2-7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アミノ酸残基からなっており、 CD36と同じ

長さであった。 PAS4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。

糖タンパク質である PAS-4のNーグリコシド結合糖鎖部位 (Asn-X-Ser/Thr)は、 PAS4には 8個所、

CD36では10個所が認められ、その結合サイトはほぼ同じであった。 SDSーPAGE分析でPAS-4はCD36よ

りその分子量が約7，000小さいことが確認されたが、これらはNグりカナーゼ処理あるいはエンドグ

リコシダーゼ処理F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つの糖タンパク質の分子量の差は、 PAS4にNー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産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が特異的変異が起

きていることを示唆する。

PAS4の構造的特徴

PAS4のアミノ酸配列のBigelowの方法[25Jにより求めた平均疎水性指数は1，226cal/残基と高く、

内在性タンパク質であることが示唆された。 PAS-4 cDNAのKyte-Doolittleの指数[2応]から 5ずつのア

ミノ酸残基を 1つにして疎水制度をプロットした結呆、 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 (Fig.2-8) 0 N-末端側は 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

水性度が高しこれらの2つの領域が膜貫通の疎水性領域にあると考えられる。しかしながら、ト

ヘリックスや戸ー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。

以上の結呆に基づいてPAS-4はどのような形で細胞膜に存在してるかを推測した。 Fig.2-9に示す

ように、 PAS4のN-およびC-末端側の 2つの貫通膜の疎水性領域があり、 Nー末端および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ー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残基聞のプロリンに富む配列の

内局在しているシステイン残基は、いずれがS-S結合の形成に関与しているかは不明であるが、ルー

メン側に配向していると考えられる。

要約

RT-PCRプライマー設計のため、 PAS-4のN田末端アミノ酸配列<(X)ーCys-Asn-Arg-Asn-Cys-Gly->な

らびに内部の部分アミノ酸配列<LeuーLelトTrp-Gly-Tyr-Thr-Asp四 Pro-Phe-Leuー>を決定し、それに基づ

q
d
 

l
 

ワム



きブライマーを合成した。ウシ孝し線totalRNAを潟いてPCRを行い、 555bpのPC設建物からPAS-4の5'-

frame慎JJO)主義裁配列を決定した。また、Mara詰100キットを煩いて5にframeの上主主1llUおよひt3'-fra朋eの下流

燃のクロ}ょこングを行い、会長1，882残務からなる主義談話己9tlを決変した。 PAS-4のタンパク質をコー

ドずる綴碁配列のホモロジー草案淡を行った車窓泉、ヒト胎遺書CD36と約86%のホモロジーが総められた。

PAS-4!;J:471のアミノ機残碁からなり、∞36と!笥じ長さであった。アミノ緩レベルでPAS-41まCD36と

は約83%のホモロジーが務められた。 PAS-4は8つの?ふグリコシド絡会鎖部{立を害事ち、 101聞のシステ

イン残基を手ぎしていた。システイン残さきはすべてCD36と悶じ位置に係存きれており、 N剛末端機0)2

つを除いて 8つはじ末端銭半分;こ偏在していた。 PAS-4の長率21<1張度の解析から、 8番践のValから2泡

香BのValまでの21残畿のN-末端側および448のLeuから460のIleまでの13残ままのC剛米議録の緩い四日列は

綴君主質官uに、 8つのN司グリコシド絡会鋭部伎をもっ大部分のアミノ綴領域をjレーメン側に配向し、さ

らに、ルーメン親!の29番おから447番目のアミノ殻配列から淡水性皮が災い領域が411躍釈が援と給令

している毒事造を捻雪駐した。
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3 .事し腺発事ぎに伴うPAS-4の発現ならびにPAS-4の器官特異性

実験方法

乳県宝及び肝臓の免疫総選手i染色

議員織染色会での手法は線級学研究法[27]1こ空審づいて行った。泌撃し中のホルスヂインよドから採殺した

季Ls泉ならびに肝臓室長綴をZamboni固定読まで固定、ょにチJVアルコールで絞水の後、パラフイン包埋した。

パラフイン妨j守を鋭パラフィン、再水利し、一娩乾燥後、一線iまヘマトやシソンーよLオシン染色 (HE

染色)し、一昔sは抗手客室長王立に供した。抗体染色には、 1次抗体としてKAふ4モノクロ…ナル抗体、 2

次抗体としてはばオチン機器主主主マウスIgGを用い、ストレブトアぢジン標識パーオキシダーぞを絡会

させH，O，存在下ゼアミノペンジジンとの反応iとより染色した。

RT悶 PCR

季LH皇綴胞におけるPAS-4の然現量を綴べるため、ラットの乳腺線総からRNAを事童書室し、 RT-PCRを

ffった。，来緩重量、経費語末期、泌撃し初期の 3つのグル…ブのラットを用いたototal RNAの精製まきよび罰則

strand(l)合成および!メ託手議主主主の高既成は議f手渡の報告と!湾総に行った。各ブライマーはラットの脳妨細

胞膜から同定されたcDNAóり遺言亨~[28] を用い・て設定した (T.ble3 -1) 0 PCR Iま94'Cで 1分{最宇去のサ

イク yしだけ3分)、 50"(;で2分、 72'C-e3分(最後のサイクルだけ10分〉ずつ15、25、35、40サイク

んを行った。

γ語ble.3-1 Nucleotide se奇話思ncesand locations of oligonucleotide primers used for rat 

PAS-4Rτ-PCR. 

No. pr註む念玄s SeQuence L.oca註 加

R-l S怠nse 5'-GGAAG1TGTCC訂"GM.GAA-3・ 1事7to 205 

Rω2 sense 5'-GAGGTC(白 TACACATACAGAG-3・ 33010349 

R…3 antisense 5'-1τ"ATTGTAAGGATMAACACACC-3・ 685 to 662 

R-4 ant!sense 5'-CACAGCATAGATGGACCI"GC-3' 900 to 881 

Oll富。nucleotld部 weresynthesl詑 d総結don rat CD36 sequence reported 
by Abumard et al. (28) 

ノーザンプロット

兵なるま託織で予告主更しているPAS-4o号開設NAを解析するため、各組織からtota1関'lAを議後し(前年皮

と同様の方法)、ノ…ザンプロット [29]を干すった。アガロースL5gにlOXMOPS15刻と滅菌水l10mlを

加えて溶解し、 60"(;まで冷却後、 25国iのホムルアルヂピドを加えゲルを作成した。加talまNA(20μg) 
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あるいはmRNA(1戸g)を減量産水3“51'1に議事薬事し、ホムルアミド 5l' 1、lQXMOPS1.5μムホムルア

ルヂヒド 2戸1をおえ、 65
0

Cで5分間インキ品ベートした後、氷冷した。 3μ1の5Xダイグリセロ}

Jレを鍛え、 1 xMOPSTで3ま季語義縫うえを主義主を行なった。 i本塁語f麦、 O.05MNaOHを潟いて設災Aをグルか

らニトロセルロース撲にアルカワ転診を行い、 2XSSPEで宇和しハイブワダイ

ごとお、ポジテイブコントロールとじてHEL総胞のtotalRNAを用いた。

シ茸ンを行った。

ウシ肝臓のCD36のcDNAクローニング

ウシ肝臓から同様にtotal附，Aを精製し、 RT-PCRクロ}ニングを行った。 fflいえ:プライマーは前年

俊幸量密したPAS-4 cDNAの議務官es向jに塁審づいて合成した (Table3-2)0 PCRの反応、i溶液の組成および

そのPCR!ま乳線総胞の条件と問機にした。 PCR産物を精製し、前年度と問機の方法によりシークエン

スをまた定した。

Table. 3-2 Nucleotid号車問U告ncesand locations 01 oligonucl告otid母prim告rsused lor 

bovin告liv母rCD36Rτ-PCR. 

No. pr1口lers Se(juence Locatlo旦

L-l sense 5'-GGGTGCAATCGAAACTGTG-3' 1 to 19 

L-2 antlsense 5'-CCTIGCATAAATGTATITG時 3' 464 to446 

L-3 antlsense 5'駒 σfAGTAATAGGATATGGAAC-3' 584 to 565 

L-4 sense 5・-<;AAAτ'CTICTATGTITC-3・ 492 to 508 

L-5 antisense 5'-GAACATITCCGCCTICTC-3' 1289 to 1272 

L-5 antlsense S'-ATfrACTCTC1TIちAT'ロて:;-3' 1423 to13号5

。立高onucleo託desw怒resynth部滋d註国:00on the PAS-4 cDNA 

結果

KAS-4モノクローナル抗体による乳腺及び肝臓の免疫組織染色

ウシの乳腺および肝臓の級繊切片を用いてE部染色を行った紡糸 Fig，3-1;A、Cを示す。黒〈染色

されている務分がヘマトキシワシにより染色された細胞核で、赤く染まっている部分がエオシンによ

均染色された綴総長愛であるo手L隠線胞腔の濁りに密集した乳線上皮綴君主の層が観察される。乳腺線総

E空F宅iこ染色される分泌物も審議室宮、された。それに対して草子綴-r:Iま、密集している肝綴胞の周りにま色紙1阪

管などが差是獲されたoFig，3-1B、 D!まKAS-4抗体を汚いた予患を築去最f主であるが、乳線の場合(船、ぎし波

線路疫に援する童話胞のところ、すなわちZ重機綴君主霊祭会霊友AS-4主主体によち後く染色され、これ以外に染

色される務伎は看護認されなかった。 PAS-4は乳線上主主総~，こ長著者主している報告も多数あ与防、然、 30] 、

これらの免疫淡色め給条と類似している。また、ヒト宇Ls患におけるPAS-4の発現i立、乳線上5主総務に
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多量に発芝草されることはClezardinらによって最近縁告されている (31]。肝臓では、総胞のやめ核の，隠

illおよびリソソームと捻i則される者IH立が恥S-4主主体で強く染色された (Pig.3-1、ひ)。またま織と

細般の後援する境界も染色されていた。 Maenoら[32]は、成小板CD3患の単クロ}ンt主体 (M030)を

用いたH干綴(j)$も疫染色で、総君主との境界が強く書長官立されることを報告している。これはKAS-4抗体を

潟いた好織の染色パターンと類似していたり

このように乳践と肝臓における染色パターンは明らかに災なっており、告警官におけるPAS-4(ある

いはCD36) の後援も災なることが~緩された。 哀し線網漁でのPAS-41立、肝臓あるいは血小板などの組

織におけるCD36の接策協子としての機金援でなく、むしろ分浴機機に関与している可能伎が考えられる。

乳E畿の発遂に{半う PAS叫4{j)~産主尾

2校区γつめ建造緩主主、妊娠オミ薬草(18臼悶から20B日)、 1島幸L紛綴(分娩後l主主要等以内) ラット (j)撃し腺

から悼tal 除，Aを綴獲しまT叩PCRを行った。乳腺におけるPAS-4の3f;~霊量 i立、妊桜および泌撃し郊に事まし

くま帥目した(Fig.'3-2、レーン3、8)。手LJ1設にお}うるmPAS-4の発淡の推移i立、各PCRサイクルごとに

増隠さ誌をみるとド定宣言語守護5定に総果 (Fi各 3-3)と一致した。レーン 1 4の米経主主ラフトの場合、 40

サイクルを4すってもほとんど綴飽きれるDNAIま絞められなかった。これに対して、妊娠王位鶏〈レーン

5-8)、協乳期(レ←ン8-12)では30サイク jレ以上ではほとんど…まさになった。泌‘乳初期の発現撃は

張緩米裁のそれに比べて多かった (Fig，3~3、レーン5-12)。以上のことは、 PAS-4の発波紋泌乳期

;こ章受火になり、季鴻が退化することによりその発三塁も減少するとの幸喜劇33H:一致する結果であ与、

PAS-41主主主主乳に何らかの機能を糸たしていると考えられる。

各組織における PAS-4の発攻

ウシ(j)乳線、肝臓、終蓄量、心機、線、挙手臓の各議長暴露から調皇きした出泌氏NAをF裂いてノ…ザンプロ

ットを行った。その結果、各経官においてPAS-4!立、約2合kbpのm設NAとして発現されていたが、シ

グナルの強さからFもられるように、その発現畿は異なっていた (Fig.3-4)。草寺;こ、乳終細胞での発茨

震が一幾多かった。これは、コントロールとして用いた、 CD36を発現する綴憾としてま現られている

E犯し沼胞にfJL敵する量であった{まし線組織のPAS-4を 1として比較した場合、総JliilO.97、肝臓0.3器、

心臓0.17、撃手綴0.41、総合.1号および日専臓0.11)。このように、各器官におけるPAS-4(あるいはCD36)

の発芝誌は器官終異釣に行われているのかもしれない。

ウシ肝臓に主主げるCD36のcDおAク0-ニング

5に会濃me{j)クローょこングで、プライマーLlと1..3を潟いたま下PCRにより約580bpのDNAがt割高等れた

(Fig. 3-5、レ…ン4)。しかし、L1とL2の主主ふ合わせで浴騒されるDNAIま検ぶされなかった (Pig.3

-5、レ…ン5)。ブライ γ一Llとおを潟いて得られたPCR遊物のと益暴露間jを解設し、 PASω4cDNAと
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。);j<よそロジー検索を行った。Pig.3-61こはウシsH畿のCD36cDNAの壊まま概要IJをウシ晃子議室のそれと比較

して三詳している。湾設の襲警に約89%の高いホモロジ…が緩められ、ミ孟ま妻iJ)欠議および持入;立見られな

かった。しかし、ブライ γーのさE分に器官特主導的と考えられる塩基置擦がおこっていることが認めら

れ、このためプライ?…LlとL2セットではR小PCR<:，t語隠され会かったものと移えられる α

3'-frame側のクローニング?も、プライマーL4i:: L5を用いたRT-PCRにより約740bpの古守)NA増幅さ

れた (Fig.3-5、レ、 φ ン3)i夕、L4と凶の組み合わ殺で増幅されるDNA'ま検出されず、プライマーL6

のき111立に組織特異的主主主義務長霊祭が強く行われている可能性が示唆された (Fig.3-5、レーン2)05に

frameと合わせてPAS-4cDNAウシ乳線とのホモoジー検察では全体的に主主おきるのおいホモロジーが

あることが認められた (Fig.3 針。

塩基配列から YìA~ 怒れたアミノ酸レベルでは、ウシ乳線のPAS-4と約90%のホモロジーを示した (Fig.

3-7)。塩基機換により生じたミスセンス突然後終により、まし腺PAS-4のより N-グリコシド紡令部

{立が8つのうち 2つ少ないことが確認!された。すなわち、 101番目のアミノ畿がA叩からIle、17H書協

のAsnからLysにきをわっている。 i弓じ援において90%以上の高いホモロジ…をぷすき5分古帯主とすること

は、これまマiJ)級交互主主義で示されているように、 PAS-4およびCD36はみ?舎に綴似するタンパク笈とし

て、務官特異約な選t~亀あるいはその総長量に立す-n主特異的な変異が主主じてお号、それぞれ異なる後書きを

もっていることが考えられる。

乳腺細胞においては、章LH泉特有な機能を3柱穴ごすために、 PAS-4遺伝子が発現され、その遺伝子もCD

36遺伝子と異なるものであることが示された。また、各種動物におけるPAS-4およびCD36は非常に類

似するタンパク笈であるが器官特異的、毛筆特異的;こ滋基置換がおこ持、それによってその機裁も災な

る可様性がi災後された。今後、 i苓一後におけるPAS-4とC[棋のゲノム令護等級することによ号、これ令

明らかiこする~.、繁牲があるだろう。

本研究で、ウシとラットの臓器を用いてPAS-4の発現を解析した。 抗体による染色パタ}ンiJ)主義い

や同じ緩lこも関わらず発現しているPAS-4およびCD36cDNAの犠ま春闘日列の差などから、この 2つの糖

タンパクjf';l:;j.ド常に類似していることが明らかになったの f妾務タンパク質として知られてきたCD36

と婆なって、務総泌総撲に局在するPAS-4'ま手もの分泌磯署警にイ寄らかの役翁lを来たしているま害総伎が期

待される。

要約

ウシおよびラットの乳腺と肝目縁組織のKAS-4抗体での免疫染色によって、ウシ乳腺細胞マは乳腺細

胞の鋭機号車ぬ絞側が強く染色された。これに対して、ウシ肝臓では、線総核の周劉あるいは細胞質の

なかが淡く多発色された。ラァト季LW撃では、その染色の空襲選定は{設いが、乳線上皮綴慰金支主主fちされた。

RT-PC廷で、得られたラットの季し燃におけるPAS-4の発務室霊法、孫主名手し芸互の乳殺で季語くわずかで通ううた

が、家主主総来期あるいは泌乳類;ニゑ護士に増加した。 1会兇と5子臓における多量のPC主薬物はCD36<:'あると
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推測された。これはPAS-4とCD36のcDNAIま券常に類似してお号、 PAS-4あるいはCD36のcDNAを議長づ

いてプライマーを合成してもRT-P乙JHこよちDNAIまi監事露されていることを示している。

ノーザンプロット分析により 2.9kbpの火きさのPAS-尋j蜜伝子が.'ft議長組織の他に警号車議、肝臓、日EL綴

胞において多量発現されていたむ目専草壁、腕.:!3よ v'心臓にもその与を混量は少ないがPAS-4が発王立されて

いた。

ウシのE干織のCD36のタローニングによって1.287後三まからなるウシE子綴CD36のお分長きなcDNAの主義

務被害司jを解読した。ウシ字し腺PAS-4cDNAと約94%の言語いホモロジーがあり、塩基6うt種入あるいは欠

失吉s分は縁、められなかった。壊さ妻配列から子機したアミノ絞護主要せでは、 PASω品と約90%のホよそoジ}

を示した。主義三進言霊換によるミス{:ンス突然変主要が起こりNーグリコシド絡会務室長総伎が2つ少なかった

が、ぞれ以外の大きな変異は認められなかった。

これらの結果、 PAS必とCD36は券常に類似する著書タンパク貨であ専ながら著書官特異的な変終が怒き

ていることが紛らかにな合た。これらの糖タンパク質の各告書1ぎにおける機援も災なると推察される。
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Fig. 3ー Opticalmicroscopy 01 bovine mammary 9陰口d(A， B)昌ndliver (C， D). 
A昌ndC were stained with hematoxylin-eosin， and B and C were 

immuno泊 stainedwith KAS-4 mcAb. Arrows in A and C indicate nuclei. Thin 

畠rrowsin B indicate epithelial cells. Thic証書rrowsin D indicate capillary 

endothelial and arrow 胎説sindicate nuclei. AL ; alv告olarliminia. 
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Fig. 3…2 f司TωPCf司analysis01 expression of PAS-4 rat mammary gland. 
Lanes 1， 3， 5 are products 01 primer set 01 R2/R3. L担nes2， 4， 6 are 01 R1 /R3. 

Lanes 1， 2 are from virgin rat ; 3， 4 are at terrninal stage 01 pregnancy ; 6 are 

at latating stage. Lane 7， lader. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

kbp 

‘2.0 
....1.0 

‘0.5 

Fig. 3-3 RT -PCR products with primer set R2/R3 after 15. 25， 30 and 40 cycles 01 

amplilication for PAS-4 in rat mammary gl詣円dat different stage. 

2 3 

La丹es1，5，9 ar母母140 cycles ; 1器持容s2， 6， 10 are of 30 cycles ; lanes 2， 6， 10 

are 0125 cycles. Lanes 1々 areIrom virgin rats ; lanes ら8are at terminal 

stage 01 pregnancy ;治ne宮崎12are at lactating 袋詰ge.Lan唱 13，ladder.

4 6 7 

2.9kbp 
kbp 
2.0砂

Fig. 3-4 N合thernblot an畠Iysisfor various加vine

tissues品ndHEL cells. Lanes 1 to 7 1.0' 
kbp 

‘0.74 
‘0.58 

corresponds to spleen， lung， kidney， 

heart， liver， HεLcells and 
lactating marnmary容land，respectively. 

-224-

0.5 .. 

1 2 3 4 5 
Fig. 3-5 RT-PCR analysis 01 the 

expression 01 CD36 in初 vine

liver 

Lane 1， ladder ; 2， prim母rset L4/ 
L6; 3， primer set L4/L5 ; 4， primer 

set L 1 /L3 ; 5， primer set L 1 /L2. 



l-' 
PAS-4 GGGTGC且且.TCGA且且CTGTGGGCTCATTGCTGGTGCTGTC且TTGGTGC且.GTCCTGGCTGTG 60 

*合 合合 合合合合合 合合合合合合合合合合合合 合 合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合 合合合合合 .. 

CD36 GGCTGT且且.TCGG.且且CTGTGGGCTCGTC且.cTGGTGCTGTC且TTGGTGCAGTTGTGGCTCTG

TTTGG且GGGATTCTA且TGCC且GTTGG且G且C且TGCTT且TTG且G且且.GAC且且.TTA且AAAGG且且 120 
合合 合合合合合合合合合合合合合合合合合*合合合*合合合合合合合合合合合合合合合 合合合合合合合合合合合合合合合合合合合

TTCGG且GGG且TTCTA且TGCCAGTTGGAGACATGCTT且TTGTG且AGAC且ATTA且AAAGG且A

GTTGTCCTTG.且AG且且GGCACAATTGCTTTTA且AAATTGGGTT且且且且C且GGC且C且GATGTT
合合合合合合合合合合合合合合 合合合*合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合 合合合合 合 合 合合合

TCGGTCCTTGAAG且且GGTAC且ATTGCTTTTA且AAATTGGGTTA且且GC且GGTGCTAACGTT

T且C且G且CAGTTTTGGATATTTGATGTGCAG.且且TCCAGATGAAGTGACAGTTAACAGC且GC
合*合合合合合合 合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合 合合合合合合 合合合合 合合 合合合合合合

TACAG.且C且ATTTT唱G且T且TTTG且TGTGC且GAATCCAG且GG且且GTGGC且GTCAATAGCAGC

且且且且.TTA且且GTTA且GCA且且GAGGTCCTTAC且C且.TACAGAGTTCGTTATCTAGC.cAAGG且A
合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合合 合合合合合合合合 合合合合合合合合合合合 合合合合合

且且且且.TTA且且GTT且AGCA且且G且GGTCCTT.且C且CGTACAG且.GTCCGTT且.TCT.且GCTAAGG且T

AATATAACCCAGG且CCCTGAGAC.cAACACGGTCTCTTTCCTGCAGCCCAATGGGGCC且TC
合 合合合* *** ***合合合合*** ***合*******合合* 合合...合* ** ***合合*

且T且AT.且AGCCAAG且CTCTAAG且.cCC且C且C且GTCTCTTTCCAACGGCCCAAAGGCGCC且TC

TTTG且且CCCTTGCT.且.TCAGTTGG且ACTGAGGATG且CAAGTTCACCATTCTC且且CCTGGCT
合*********合************** ******* ***** ************** 
TTTG.四ACCCTCGCTATCAGTTGG且且.cCAG且，GATGA巴AC且τ~CACTGTTCTCAACCTGGCT

180 

240 

300 

360 

420 

l-2 480 
GTAGCAGCTGC且巴CAC且GCTCTATCCAAAT.且，CATTT且.TGCAAGG且ATACTCAATTC且TTT

********* ****** ********** ****** * ** ********** **** 
GTAGCAGCT1¥i巴A巴CA巴CTCTCTATCCAAGC且疋且.TTTGTTC且G且.TAAT.且CTCAATGT且.TTT

l-4___  _ _ _ __ __ _ ______ _ _ __ _ ___ _________ 540 
且TCl出AAAGTCCAAATCTTCT且TGTTTC且AAAC且G且ACTTTGA且AG且且CTATTGTGGGGC

******** *** **** ****合...合*** **合合** ***合*************合..

ATCAAAAAA巴TC且且CTCTTTTATGTTTCAAAAAAGAACTCTGA且AG且ACTATTGTGGGGC

li!.~__ ___ ~__ ~__ ~_ ___~~_~_~___ 600 
TATACGGATCCATTCTTG且且.TTTGGTTCCATATCCT且TTACT且CTACAATTGGTGTGTTT
...合****合合...合********合******************************合..合*合*

TATACGGATCCATTCTTG且且.TTTGGTTCCATATCCT且TTACT.且CTACAATTGGTGTGTTT

TATCCTTAC且ATAATACTGCGGATGGAATTTACA且且GTTTTC且ATGGAAAGG且CG且C且T且
********************************合合*合******合*****************

TATCCTTAC且ATA孟.TACTGCGGATGG且且.TTTACA且且GTTTTC且且.TGGAAAGG.且CG.且C且.TA

660 

AGCA且且GTTGCT.且.TAATTG且CAC且T且CAAAGGC且.GAAA.G且且TCTCTCCTATTGGTCAAGT 720 

************************** ******************************合..

AGCA且且GTTGCTATAATTGACACATAGAAAGGC且.GAA且GA且.TCTCTCCTATTGGTCAAGT

TAτ~GTGACCTGATTAAヨロGTACAGATGCAGCCTC且.TTTCCACCTTTTGTTGAGAAGAC且 780 
**********************************************合************

TATTGTGACCTG且.TTAATGGTACAGATGCAGCCTCATTTCCACCTTTGGTTG且GAAG且CA

且GGGT.且TTGCAATTTTTCTCCTCTG且T且TTTGCAGGTCCATCT.且.TGCTGTGTTTGGAGCT 840 
*************************************合********合..合合****合****

且GGGT.且TTGCAA宜~TTTCTCCTCTGATATTTGCAGGTCCATCTATGCTGTGTTTGGAGCT

(continued) 
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GAA1弘，TAAATCTGAAAGG五五，TCCCTGTG宮ATAGATTTAT'I氾T宝CCJ込.TCC宝~TGC官官官官GCA 事00
守会合********台*******骨骨骨**脅脅安脅舎******* **********骨骨骨**********

GAAATAA為.TCTGAAAGGAATCCC'世話望号TATAG1弘TTTG宝坦?な官官CCJミ.TCC宝主主邑己TT官官GCA

TCTCCATTTC且且為ATCCAGAC込為CCACTG官官官官官GC且，CAG且為AAAATCATCTC且AAAAAT 960 
台**会**合脊* *守会脅台台舎傘*骨骨********安安脅合骨***脅****台骨骨骨***骨骨******"'i砂*'・

TC'宜?なC且TTTG且AAA宝CCA臼ACAACCA'むT守TTTCT日:;Cl弘，CAG及AAAAATCATCTCゑA且且AAT

TGTACCTTATA官時GTGTGとT1ミ器具，CATTGGCAA且，TGCゑAAGAAGGAゑAACCTGTGTAC且TT 1020 
*******タ*台台*****会合会*'******脅**合合**香合合脅*..合会安安***切除***台***合場守合*台

TGTACCTTATAT号号安GTGCTAGACJ込笠宮号告CAAATGCAAAG晶島.GGAAAACCTGTGTACATT

TCAC宜~CCTCJ弘T宝~TCTACATGGAA自TCCTGAAなT宝GCAGAACCTATT註AAAGCTTAAGT 1060 
*****安舎舎台分****合脅脅********世***密会合************合会安台脊** ****合***， 
TC鼻立TTCCTC且官官TTCTACA:JC自GAAGTむな宮阜且ACTTGC為G及J主なむTA:JC:JC(誌AGGCTT盆Z主宰T

CCA及ATGAAG及及.GAACAT.且GCACG'宝主主CTTAGA:JCG宝宝号AACCTATAACTGGATT:JCACTTTA 1140 
4彰台****舎余念会舎会*喰**安企を *舎****合**************合会安****ヨ食会合合*****台合会

CC及ゑATGAAGAAGAACATAl主.CACGT且.CTTAG為世話安TGA且CCTATAACT活信ATTTACTTTA

む百GTTTGCゑゑゑACGGCTGなみGGTCAACACTGGTCAAGC己主.GGCAAAAAAAAAτ哩沼及AGCA 1200 
4砂*********合唱診*合合******合会 ***********************安全会*合安全脅台脅***

CGGTT宏容C及孟AACGGCTGC五，GGTTAAC且C苫沼GT立AAGCCAGGCAA込AAA為ゑ為，TTGA且GなA

T宝GA且G及ATCTGAAGCACAACTATA宝T霊堂CCCTATTCTTTGGCTTAATGAGAC宏容GTACC 1260 
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会体要約

これまでのPAS-4務議選後は煩雑でi筏率も緩い。そこでまず迅速かっi渓E容のよい籍後ままの開発の検言す

から始めた。李主筋紡球牒(双FGM)に含まれるPAS-4のうちの82%が 1% Triton X-1l4による穏分業設に

よヮてま鈴おされた。 pH7.5のDEAE-Sep主紅oseイオン交換タロγ トグラフィーにより、 PAS-4iま素巡り

にE草分回収され、 SDS-PAGEで主義一バンドとしてき主泌された〈飽詩文率は61%)0 PAS-4は疎水数の高い

糖タンパク変であり、 pI7.45、7.41、7.32の3足立分からなる不均…性が議室草されたが、シアリグーゼ

処遂によりいずれもpI7.47の1成分に収策した。絡会量は7.2%で、そのうちM朗、 GalNAcおよびGal

が約70%をおめた。i.除手Eなアルカリ加水分解および名獲レタチンとの反応、泣から、 PAS-41こは N-およ

びふグリコシド結合総室長が混在していることが明らかになった。

良T伊CRブライマー設計却のため、 PAS-4のPふ会議主主ならびに内部の部分アミノ霊堂書G5内jを決定し、それ

に基づきプライマ}を合成した。ウシ演し線totalRNAを用いてPCRをf干しも、 555bpのPCま義援物語、らPAふ

4の5'-frame~懇の塩まま百日列を決ぎをし、さらにふ、 3にRACEによ存会主主1 ， 882残基からなる塩議襲G9IJ を淡

主主した。 PASω4のORFG')実益基配71Hま1:':ト体豊富CD36と幸'.J86%のホモロジー吉宮緩められた。アミノ駿残基

委主 (471) もCD36と同じであ号、アミノ酸レベルでは約83%のネよそロジーが線、ゐられ、システイン重量

芸春はすべてCD36とi潟じf立蜜に保存されていた。 NωおよびCω主主端側の緩い号車水性微減は毒患総資側に、

sつのN・グリコシド総合糖鎖部{立をもっ火総分のアミノ酸鋭機をルーメン側に雲er勾ふさらに、ルー

メン恨l の29~雲隠から 447;君主 13 のアミノ酸菌GylJから疎水制度が高い綴域が4儀所が践と告書会じている構

造を主義3撃した。

KAS-4抗体での免疫染色によゥて、乳級事悪君主の手し線腺胞綬組立が強く主義1sされたのに対して、好機で

は総君主核の!欝閥あるいは絡胞質のゆが強く虫魚飽きれ、この蚤自の局在牲に秘違がみられた。う?ットの

芋LH皐におけるPAS-4の発現設は、家波、手L拐のまし号車で極〈わずかであったが、主主室長末期あるいは?ぶ撃し綴

に急激にま約百した。 PAS-4(あるいはCD36)遺伝子は、ノ…ザンプロット分析により、撃し線細胞の総

に好議、事手織において多量発芝草され、勝目説、妨および心臓にも発現されていることが確認された。ウ

シ肝液CD36の警自分的なcDNAの認証滋配列;まれ総PAS-4cDNAと約94%の潟いホモロジ‘ 4 があ号、塩基

の;季入あるいは欠失部分は詩型、められなかヮたo アミノ畿自訪日では約90%のホモロジ←をぶした。これ

らの結梨、 PAS-4とCD361主要字学舎に類似する緩タンパク質であちながら務官特異約な変異が起きている

ことが明らかになった。これらの綴タンパク質の各滋管における孝義援も災なると4農薬害される。
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