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■　　緒　言

　1933年にMeldr山とRo㎎hton（69）カミ発見した炭酸脱水酵素（〔泡rbonic　anhydr。

ase，　E．C，4，2，1，1，以下CAと略す）は、現在では最もよく研究されている酵素のひ

とつである・CAは亜鉛を含む金属酵素であり（56）・CO2・H20＝HCOJ・H＋

の反応を触媒し、生物界には細菌、藻類、酵母類、苔類、植物、無脊椎動物、脊椎動

物と広範囲に存在している。

　ほ乳類のCAは、低活性型のCムー1（CA－B）と高活性型の㎝一II（（鴻イ】）の2種類

が遺伝子支配の異なうたアイソザイムとして存在している。CA－1は主に赤血球と胃腸

粘膜・CA－IIは赤血球とほぼ全組織に分布しており・CO2の運搬や酸塩基平衡の調節

などの役割をになっている。㎝一1とCA－IIの性質の差に関して‘ま、免疫学的には交叉

反応を示さないことと・㎝一1はCムーIIに比べるとCO2水和活性とエステラーゼ活性が

低いこと、サルファマイドに対して親和性が弱いことなどが報告されている（5，11，

30，66，82，99，100）。さらに、CA－1とCA－IIの→次構造、三次構造の解析結果から両

者にはかなりの類似性が認められ、アミノ酸配列においてはおよそ60％が一致してい

る。酵素の活性中心は両者とも94番目、96番目、119番目のヒスチジン残基であり、

この位置に亜鉛が配位することにより金属酵素として活性を発現している（4，45，

46，54，55，63，64，65，74，107　）●

　一方、CAの研究が進むにつれてCムー1、　CHIの変異型酵素についての報告を、ヒ

ト（31，33，36，40，51，62，64，70，71，75，82，90，）、ヒツジ（97）、ブタ（96）、ネコ

（12）、イヌ（13）で見ることができる。しかしながら、それらの変異型はその原

因が突然変異、又は後成的修飾であったとしても、それぞれの変異型アイソザイムは’

㎝一1又はCA－nのいずれかと免疫学的に交叉反応を示すと理解されている（32）。

　CAの多形現象についての研究で最もよく取り上げられてきたのがウマのCAであ

る。Sandberg（84）は、スウェーデン産の農耕馬の赤血球中に5種類のアイソザイ

ムを発見している。一方、Funakosh　i（35）らとFurth（37）はアメリカ産のウマ

の赤血球中には㎝一1（Dor　B）とCA－II（C）が存在し、その2つの申ではC轟一H

が主体であり、電気泳動上のザイモグラムは他の動物のそれとは非常に異った特徴的

1



なパターンを示すと報告した．そして、Deutschらは日本産農耕馬の赤血球中に6種

類のアイソザイムを発見し（20）、これらのアイソザイムのすべての精製と結晶化

に成功し、一次構造の決定を行っている（10，21，50）。さらに、アメリカ産ポニー

の赤血球申にCA－IIの変異型を発見しCA℃2・CA－C3と命名した（22）・

CA－IIの変異型であるCムーC2は一次構造の解析結果から・180番目のアルギニン残基

がシステインに変換しており・そして・CA－C2の180番目のシステインにグルタチオ

ンが結合することによりC瓦一C3が形成されることを報告している（23）・

　一’方・Jabusch（51）らは（鴻一C3の一次構造の研究出土で・〔鴻一Hのペプチドに混

入したユビキチンを発見し、精製と結晶化に成功したが㎝一Hとの関連性については

不明であるとした。

　多形現象を示すウマの赤血球中のCAの分析結果からは、ウマのCAを支配する遺

伝子は何個存在するかは解決できず（50）、基本的にはCムー1とC直一Hの2つのアイ

ソザイムが主体となりそれぞれ異った2つの遺伝子に支配されていると考えられ、新

しいアイソザイムは発見されていない。

　CA－1，　CA－IIに次ぐ第三のアイソザイムとして発見されたCA一皿は、　ScoI鵬

（87）がブタの骨格筋に2％以上存在し電気泳動上最も陰極に泳動される塩基性蛋白

質をF蛋白質と報告したのに端を発した。

　一方、Blackbum（9）らは、ウサギの筋肉中のフォスフォグルコースイソメラー

ゼがCM－Sephade竃カラムから溶出された後に、さらに多量に存在するpeak　Xを示

したが、F蛋白質もpeak　Xも酵素活性が存在するが否かは結論づけるには至らな

かった．それから5年後、Koester（59，80）らはpeak　Xが炭酸脱水酵素であるこ

とを発見し、さらにF蛋白質とも類似していることを認め〔漉一1，〔恥IIに次ぐ第三の9

アイソザイムであるCA－mとして報告した。さらに、　Holoesもヒツジの赤色筋肉やニ

ワトリの肢筋にCA一皿の存在を示唆し（47，48）、さらにヒツジの筋肉を用いて精製

を行ない、分析の結果からCA一皿であると報告した（49）。ウシのCA－IIIに関し

ては、Carterら（14）とTashi㎝（102）らの報告がある。　Moynihan（72）は、

ラットの心筋には存在しないで、骨格筋に存在するCAの活性を測定し報告したが

2



C距皿の確認はされなかった。その後CA一皿は心筋に存在せず骨格筋に存在すること

が明らかとなり、さらにSh　i　ma（88）らは骨格筋の中でも特に赤筋（Type－1筋線

維）に局在することをヒトの筋肉を用いて明らかにした。　ヒトCA－IIIの基礎的研究

（14，15，52）に加えて、近年、血清中に遊出される〔恥mの微量測定法が開発され

た結果（41，42，89）筋ジストロフィー等の筋肉障害患者血清中に正常値よりも高い

値のCA一皿が検出されたことにより、臨床診断への意義は急速に認められつつある

（16，18，41，42，43，89）．他方、Haren（68）らは、ラットの肝臓中にアセタゾール

アミドで阻害されないCAが存在することを示し、　Ki㎎（58）らは雄ラットの肝臓

中のみに同様な性状のCAを検出し精製を試みている。さらに、　La1（61），　Carter

（17）らは、ラットの肝臓申にテストステロンで誘発されるCAを検出し、その性状

が骨格筋に存在するCA－mに類似していることを報告してCA－mの新たな局在を示し

た。

　今回、著老は赤血球中で興味深い多形現象を示し、分析の進んでいるウマのCAに

注目しウマ骨格筋からCA活性を持つ塩基性蛋白を精製した。その分析結果から、ウ

マではまだ報告されていないCA一皿であることが判明した。そこで、ウマCA一皿の生

化学的、物理化学的、免疫化学的、免疫組織学的な分析結果に加えて、一・次構造の解

析、化学修飾による影響についての結果を得ることによリウマCA一皿の特徴を明らか

にしたので報告する．さらに、獣医学領域での臨床診断への応用のための微量測定法

を開発し、ウマ血清中のCA一皿濃度を測定し若干の知見を得たのでその成績を加えて

報告する。
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II　材料および方法

　　　　　II－　1　：　実験材料

　実験に供したウマの筋肉は、ウィスコンシン州立大学獣医学研究部ポニー牧場で飼

育したポニー種の雌と麻布大学に搬入されたサラブレッドの雄と雌から採取した。

ウマは、ネンブタールで麻酔後、頸静脈から放血し直ちに骨格筋（中啓筋　）を採

取し、さらに肝臓、腎臓、脾臓、心臓、肺、脳、膵臓、副腎、甲状腺、胸腺、卵巣、

精巣、子宮、胃、十二指腸、空腸、回腸、盲腸、結腸、直腸を採取した。ウマの血液

はヘパリンで凝固防止をして採血し、遠心分離後赤血球層を採取した。

　ウシ、ネコ、イヌ、ウサギ、ラット、ニワトリの骨格筋と肝臓は臓器抽出液作製用

として用いた。

　ウマのCA－1，　CA－IIのアイソザイム精製品はウィスコンシン州立大学のDeutsch教

授から提供を受けた。

ウマの血清は、麻布大学馬術部と西村育成牧場（栃木県　）で採血した血液を用い

た。

　　　　　II－　2　：　CA一皿の精製力法

　　　　　　　　A．筋肉抽出液の調製

　筋肉重量の2倍量の0．Ol　Mトリス塩酸緩衝液（pH8．0），4℃，を加えミキサー

でホモジナイズした。ホモジネートは8，000g，30分間，4℃で遠心分離し、その上

清をガラスウールで濾過を行い精製用筋肉抽出液とした。遠心分離で得た沈渣は再度

上記の方法でホモジナイズし、遠心分離を再度行いその上清も同様に精製に用い

た。

　　　　　　　B．酵素蛋白質のアルキル化

　システインの保護を目的として、0．01M　のモノヨードアセトアミドを筋肉抽出液

に加え撹搾しながら5NNaOHでpH　8．0に調節し15分間反応を行った。筋肉抽出

液は0．01Mトリス塩酸緩衝液（pH　8．0）に対して透析を行ない余分な試薬を除去し

た。透析外液は1日2回交換を行い3日間続けた．電気伝導度計で透析終了を確認し

8，000g，30分間，4℃で遠心分離を行ない、上清をカラムクロマトグラフィー用の

試料とした。

　　　　　　　　C．陽イオン交換クロマトグラフィー

0．01Hトリス塩酸緩衝液（pH　8．0）で平衡化したCM－Sepharose　CL－6B

（Pha慨cia）を3．4×34　c皿のカラムに充填し、十分な緩衝液を流した後、筋肉抽
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出液をカラムに流し、同じ緩衝液にてカラムを十分洗い未吸着蛋白質を完全に洗い流

した。吸着した蛋白質の溶出には、塩化ナトリウム濃度を0から0．15Mへと直線的

に上昇させて行った。総溶出液量は3£に達し、溶出した溶液はフラクションコレク

ターで8醜ずつ分取し、分光光度計を用いで波長28（㎞にて測定を行った。分画し

た蛋白質は透析チューブに入れ硫酸アンモニウムをふりかけ90驚硫安塩析を行って

濃縮した。濃縮後は0．OlMトリス塩酸緩衝液に対して透析を行った。

　　　　　　　　D．ゲル濾過法による分画

　Rickli（82）らは、　C　Aとヘモグロビンの分離にSephade置G－75を用いて好成績

をあげていることから、今回のゲル濾過にも同様にSe楓e翼G－75（Pharlncia）を

用いた。　すなわち、4×50c皿のカラムによく脱気したSephadez　G－75を充填し、

0．15Mトリス塩酸緩衝液（pH　8．0）で平衡化した。試料の量はカラム体積の1％以

内とし、流速は20田〃時間で行った。

　　　　　　　　E．カラム等電点電気泳動法

　調製用カラム8001型（L田）を用い、S▼ens㎝（95），　Deu　tsch（21）らの方法

に準じて行った。pH勾配の作製にはアンフォライン8．5～10（LKB）を用い、試料

は蒸留水（嫉illi十Mimpore）に対し十分透析して塩類を除去した。カラムは4℃

に保ちながら0．5ワット通電し、5時間ごとに0．5ワット上昇させ25時間後に3

ワットに上げ、その後35時間3ワットで泳動した。泳動終了後はフラクションコレ

クターで分取し、直ちにpHメーターを用い田を室温にて測定した。　引き続き、

280！皿の波長で吸光度の測定を行った。

　　　　　　　F．アフィニティークロマトグラフィー

　Wh　i　tne▼（107），　Osborne（76）らの方法により炉アミノベンゼンスルファミド

をカップリングしたSepha　rose　4　B（pha　mac　ia）を0・01麗Na2SO4を含む0・025麗

トリス塩酸（pH　8．6）で平衡化した後に筋肉抽出液を流入した。溶出液には0．05

MNaC104を含む0・01h酢酸ナトリウム（田5・5）を用いた・

　　　　　　　II－　3　：　酵素活性の測定法

　CA活性の測定にはWilbur＆㎞derson（108）の方法を用い、酵素1㎎当りの

活性値で表わした。

　エステラーゼ活性の測定はVe叩oorte（104）らの勇法に準じて行い、基質には1

固　P一ニトロフェニールブチレート（P一即B）を用いて波長415n面の吸収の変化で
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表わした。クレアチンフォスフォキナーゼ（〔PK）の測定には、　RおA－Super　Syste圃

（申外製薬）を用いて行った。

　　　　　　　II　－　4　：　CA一皿の結晶化

　精製したCA一皿を0．05　Mトリス塩酸（pH　8．0）に一一昼夜透析し、次いで60驚硫

安を含む上記の緩衝液に透析し、6時間後に外液を交換し一夜静置した。完全に平衡

化したところで15℃，8，0009で遠心分離し、その上清を61驚硫安を含む同上の

緩衝液に対し透析を再度行った。同様な操作を繰り返して硫安濃度が62％に達した

時点で試料溶液を試験管に取り出し、遠心分離後に上清の温度を室温から少しずつ下

げた。　試料温度が4℃に下がった時点で一夜静置し、結晶は顕微鏡を用いて観察し

た。

　　　　　　II－　5　：　電気泳動法

　　　　　　A．澱粉ゲル電気泳動法

　S面itheis（91）の方法に準じ、　LKBバーチカル澱粉ゲル電気泳動装置を用いて

行った．澱粉はElectro　starch（Electro　Starch社）を用い、泳動用緩衝液には

Tr　ls－Versene－Borate（pH　8．6）を用いた。

　　　　　　B．SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（SDS－PAGE）

　りebe　r＆Osbo　m（105）の記載に準じ、ゲル濃度を12．5　Zに調整したスラブ型電

気泳動法で行った。試料には2一メルカプトエタノールを加え、100℃　1分間加熱し

還元を行った。

　　　　　　C．高圧濾紙電気泳動法

　泳動装置は、Hi幼Voltage　Electrophorat。r肋de10，（Gilson　Medical　Elect－

ric）を用いた．泳動用濾紙は恥at㎜3翼chm■ロtograph阻pe　r，4＄X57　c回　を

用いた。冷媒にはヘキサンを用い、水道水を循環させて冷却した。

　　　　　　II　－　6　：　CA一皿の吸収スペクトル

　UV一▼isible　Recoτdi㎎Spectrophotogater　W－240（島津）を用い、波長を220

mから320mまで連続的に変化させて吸収曲線を作域し蛋白質の極大吸収を求めた。

試料は0．01Mトリス塩酸（pH　7．5）に溶解したものを用いた。

　　　　　　II　－　7　：　吸光係数の測定法

　十分に脱塩をしたCムー皿を用いて適当な濃度に溶解し、その一定量を105℃，20時

間乾燥しその乾燥重量を測定した。水溶液重量と乾燥重量との関係から10コ9ノ晟溶

液を作製し波長280mにおける吸光度を求めた．
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　　　　　　　II　－　8　：　分子量の測定法

　0．01M　トリス塩酸（pH　7．5）に懸濁したSepharose〔L　6B（Phar■acia）を

1．5X115c8のカラムに充填し、分子量測定用カラムとして用いた。分子量マーカー

として、α一キモトリプシノーゲン（麗W．25，000），ナボアルブミン（柵．

45，500），ヒトIgG（嗣．150，000），ブルーデキストラン（柵．2，000，000）を用

いて検量線を作成し、CA一皿の分子量を求めた．

　還元したCA。皿の分子量測定は、　Webe　r＆Osbom（105）の方法に準じ、12．5竃

SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法で行った．分子マーカーとして、ウシ血清ア

ルブミン（M㌍．67，000），ナボアルブミン（45，500），α一キモトリブシノゲン（

剛．25，000），チトクロムーC（NW．12，400）を用いた。

　　　　　　　H　－　9　：　CA一皿の熱安定性試験

　1％酵素溶液を50’C，5分間，60℃，5分間，100℃，1分間加熱しCO2水和

活性とエステーラゼ活性を測定した．

　　　　　　H　－　10：　アミノ酸組成の分析法

　　　　　　A．アミノ酸自動分析機による分析法

　酵素蛋白質をよく洗浄してあるイグニッションチューブ（パイレックス　）にと

り、6NHC1を加え減圧下で封饗して110℃　のオーブン内で20時間加水分解を

行った。加水分解を終えると開封し直ちにエバボレーターで減圧乾固し、0．148麗ク

エン酸ナトリウムを加え適量をDurru璽D－500アミノ酸自動分析機に注入して分析を’

行った。チロシンの収量の低い場合いは、6N｝碍1中に0．2器フェノールを加えて

加水分解を行った（7）。

　　　　　　B．システインの測定法

　E11㎜法（26，27）に準じて蛋白質中のシステインの測定を行った．被検酵素を

8M尿素を含む0．05瓢トリス塩酸（pH　8．0）1．3　dに溶解し、0．01麗5，5。ジチ

ナビス（DTNB）溶液を30μ£加え30分間以上反応させ七2一ニトロー5一メルカプ

ト安息香酸の遊離を分光光度計を用いて412廻波長にて測定した。分子吸光係数は

13，600（26）を用いて算出した．

　　　　　　　C．トリプトファンの測定法

　Benc　2e（6）らの分光学的定量法を用いた。すなわち、蛋白質のおよそ0．5■9を

0．1NNa㎝　に溶解し、波長274　n鱒から294n■までの吸光度を測定して吸光曲線

の傾きを求め、トリプトファンとチロシンのモル比と傾きの関係からトリプトファン
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を定量した。

　　　　　　II　－　11：　亜鉛の測定法

亜鉛の測定はAt。Bic《bsorption　Spectro画oto臼eter　Sお！727（第二精工舎）

を用いて原子吸光分析法で行った。測定条件は波長213．8m，電流7囲，バーナー

高さ0・45・・，バーナー触・℃，C2H2流量3・W・i・，圧・・85　Kg！・・2，空気

流量17〃min，圧2．25㎏／c■2で行った。

　　　　　　　II　－　12：　抗血清の作製と免疫化学的分析法

　　　　　　A．抗血清の作製

　精製したウマC《一皿をフロインドのコンプリートアジュバントと乳液状にしてウサ

ギ7羽に免疫した。免疫は1週間隔で行い2回目までは1羽当り0．5昭の㎝¶を

免疫し、以後1㎎を8回免疫した。作製した抗血清の抗体価の測定には、ウサギの耳

静脈より採血した血液から血清を分離し極小試験管内で抗原と抗体を重ねる重層法で

測定した。抗原量は、C義一皿の1㎎ノ珊皇，100μ9！覗，10μ9ノロ丑，1μ9！威

を用い、抗原抗体複合物が観察される最少限の抗原量をもって抗体価を表わした。

　　　　　　B．オク平平ニー法

　瑞agar　noble（Difco）をシャーレ内で厚さ11■　になるように作製し、直径

4皿oの穴を開け室温で抗原抗体反応を行った。

　　　　　　C．エンザイムイムノアッセイ（EIA　）によるCA－IIIの測定

　　　　　　　　法

　　　　　　C－1　ペルオキシダーゼ標識抗体の調整

　EIAに用いるウサギ抗ウマCA一皿血清のIgG抗体の精製は、硫安塩析とイナン

交換クロマトグラフィーで実施した。すなわち、抗血清に飽和硫安溶液を加え35％に

し、同じ操作を2度行った。35竃塩析平分を0．017M　リン酸緩衝液（pH　6．3）に対

して透析し、同じ緩衝液で平衡化したDE旭セル回一ス（What回an）カラム（2．O　X

25c皿）に流入し素通り野分を得た。　IgGは0．01腿炭酸緩衝液’（田9．5）に透

析し、EIA　用の一次抗体とペルナキシダーゼ標識用抗体とした。

　Ig　Gとペルオキシダーゼの結合はNakane（73）らの方法で実施した．　すなわ

ち、西洋ワサビペルナキシダ一一（冊，Sig薗typeW，昭÷3．0，　Sig■a〔沁e口．

Co．）4mgを1魂の蒸留水にて溶解し、0．1瓢過ヨウ素酸ナトリウム水溶液
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0．2皿1を加えて室温で20分間槻搾しながら反応させ、冊の糖部分のジナール基を活

性化した。活性化した㎜溶液を透析チューブに移し、1州酢酸緩衝液（凶4．4）

4℃で一夜透析した。透析後、小試験管に試料を移し20μ丑の0．2麗炭酸綬衝液

（頑9．5）でpHを9．5に上げ、直ちに1皿皇の0．01瓢炭酸緩衝液（田9．5）に

溶解した8口gのIgGを加え撹拝しながら室温で2時間反応させた。反応終了後、直

ちに氷水中にて4℃に冷やし、0．18£の水素化ホウ素ナトリウム（4㎎ノ回の水

溶液を加え4℃で1時間反応させ、その後0．01麗リン酸緩衝食塩水（PBS，　pH　7．2）

で透析した。皿P標識抗体と未結合のIg　G，そして㎜の分離をSephade竃G－200

（Phamac　i　a）カラム（3．5×48　c腫）を用いて行った．分画した各フラクションは

280n厘と403n四の吸光度を測定して、最初にカラムから溶出されて、さらに両者の波

長の吸光度が一致した画分を採取した．プールした標識抗体は、ナク経歴ニ同法で抗

体価が失われていないことを確認して、ウシ血清アルブミンを最終濃度1％になるよ

うに加えて凍結して保存した。この標識抗体はEIAの第二次抗体用と免疫組織化学

用の第一次抗体（直接法　）用として使用した。

　　　　　　　C－2　EIAによるCA一皿の定量

　EIAには麗icro－ELIS帥1ate（Dynatech　h129A）を用いたサンドイッチ法で実

施した。検量線の作成には、標準CA¶1．28μ9！■1，640皿9／d，320　ng！■1，160

㎎ん1，80㎎／ol，40㎎！E1，20㎎ん1，10㎎！回1，5㎎ん1を用いた。

　まず、0．05珂炭酸緩衝液（pH　9．5）に対して透析したIg　G（抗ウマC《一皿）

を50倍希釈し、その100μ皇をプレートの各ウェルに分注し、37℃で2時間、そして

4℃で一夜静置しプレートの底に吸着させた。ウェルの洗津液には最終濃度0．05瓢

のT”een　20を含むPBS（pH　7．2）を用い、5分間隔で3回洗浄した．被検試料

は、上記の洗浄液に終濃度篇のウシ血清アルブミンを加えた溶液で最低4倍希釈

し、高濃度にCA－mが含まれる試料は検量線内に入るように希釈して、その100μ立

を抗体の結合しているウェルに注入し37℃で2時間反応させた。標識抗体は試料希釈

液を用いて5，000倍に希釈し、その100μ旦を用いた。

　ペルオキシダ・一霞の基質溶液は、ABTS［2，2㌔アジノ2アンモニウム塩（

3－ethylbenzthia201ine鈍1fonic　acid）］（Si脚）30㎎を0．1瓢クエン酸

50回1と0．2圖リン酸2ナトリウム50回1の混合液に溶解し、使用直前に30竃過酸

化水素水50μ皇加えて調製した（78）。この基質溶液を200μ立用い、室温で30

分間発色させた。　酵素反応の停止にはフッ化ナトリウムを用いた。

　被検試料の代わりに試料希釈液を用い、同様の操作で酵素反応を行ったウェルを
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ブランクとして、マイクロプレート測定用比色計（イムノリーダー閥」一2000，日本イ

ンターメッド社）を用いて、波長415㎜で吸光度の測定を実施した・被検試料の

CA－III濃度は、標準CA一皿の濃度と吸光度とから検量線を作成して求めた・

　　　　　　D．免疫組織化学的方法によるCA一皿の細胞内局在

　サラブレッドの中啓筋は採取して2時間以内にプアン固定し、次にパラフィン包埋

を行い、2μmの組織切片を作製した。組織切片はキシ回一ルで脱パラフィンを行な

い、内因性酵素活性の除去の目的で　0．3驚過酸化水素水を含む100Z　エタノール

溶液内に入れ、室温で20分間反応させた。反応終了後PBSで洗浄し、次に正常ウサ

ギ血清と反応させFcレセプターをブロックする操作を行った．㎝一皿の局在を証現

するためにペルオキシダーゼ標識抗体（』500倍希釈）を直接法で使用し室温で30分間

反応させた。対照となる切片には、最初に抗ウマ〔話語ウサギ血清と反応させ、1鵬

で洗浄後にペルオキシダーゼ標識抗体（500倍希釈）を同様に反応させた．反応終了

後、両者の切片の未反応標識抗体をP8Sで洗浄し酵素染色を行った．基質溶液には

3－3㌧ジアミノベンチヂン四塩酸（同仁化学）20昭を100■1の0．05翼トリス塩酸

に溶解し、田7．6に調整した後に5％希釈の過酸化水素水を100μ父加えた溶液を用

いた。およそ30分間反応させ，顕微鏡で確認後㎜（4℃）で反応を停止した．

　　　　　H　－　13：　CA一皿の化学修飾

　　　　　A．アセチル化

　エステラーゼ活性の測定に用いたpニトロフェノールブチレート（p一翼PB）を用い

てC《一皿のアセチル化を行った。すなわち、㎝一皿濃度が0．3驚になるように0．01腫

ジエチルマロン酸緩衝液（pH　8．0）【IE瓢飼に溶解し、その溶液に1■麗のP一翼PB

を加え37℃，2時間反応を行った．反応後はSep㎞de竃G－25で修飾蛋白質と試薬の

分離を行った。

　　　　　B．カルバミル化

0．3驚C《一皿溶液（0．01麗nE髄，　pH　8．0）1■亙に50■醐のカルバミルリン酸500

μ立を2時間ごとに合計9回加え、37℃で反応を行った．反応後はSepbade竃G－25で

修飾蛋白質と試薬の分離を行った．

　　　　　C．ジニトロフェニル（　DNP　）化

　1。フルオロー2．4一ジニトロベンゼン（FDNB）を用い㎝一皿の㎜化を行った。

CA一皿　500μgを2驚炭酸水素ナトリウム溶液450μ憂に溶解し、撹搾しながら

FD旧60μ旦を加え3時間室温で反応を行った．反応終了後塩酸を数滴加え田P化

CA一皿を沈澱させ、エーテル、アセトン、水でそれぞれ3度ずつ沈澱した田P化㎝一
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mを洗浄した。mOP化CA一皿は減圧乾固した後アミノ酸分析に用いた．

　　　　　D．シトラコニール化

CA－mO。9を2瓢炭酸水素ナトリウム（凶8・2）1・1に溶解し・無水シトラ

コニ＿ル酸10μ父を20分間隔で3回加え、その間は2N翼aOHで田8・2に合わせ

た。その後3醐室温で反応させ巌に…1野川アンモニウムに対して液透

析を行った。

　　　　　II　－　14：　ペプチドマップの作成法

　トリプシン分解ペプチドマップの作成には、一・次元の展開に濾紙クロマトグラ

フィーを行い、二次元の展開には高圧濾紙電気詠動法を用いた．

　　　　　A．試料の調整

　CA一皿2回g又はシトラコニール化Cムー皿2コgを0．1h重炭酸アンモニウム

（酬8．0）1璽1に溶解し、100℃1分間加熱変性させた・次いで・1Zのし一クロ

ロメチルケトン（㎜）一トリプシン（”oτthi㎎ton　Bioche■．〔hrp．）を加え37

℃5時間振温しながら反応を行った。　反応後は遠心命離を行い上清を凍結乾燥させ

た．

　　　　　B．濾紙クロマトグラフィー

　上記の乾燥試料を15μ皇の0．1腫重炭酸アンモニウム（pH　8・0）に溶解し・

H－5－Cで記載した濾紙に塗布し、ドライヤーで完全に乾燥させた．展開用溶媒には、

ブタノ＿ル：酢酸：水（4：1：5）の混合液を分注ロートでよく擬拝し・分離

した上層液を用いた。濾紙はガラスケース内に吊し、上方から溶媒を流して16時間展

開した。‘

　　　　　C．高圧濾紙電気泳動

　泳動用緩衝液にピリジン酢酸緩衝液pH　6．5を用い、　H－5－Cで記述した方法で

2，500V，60分間泳動を行った．

　　　　　D．ペプチドの検出法

　ペプチドの検出には、Vandekerckho▼e（103）の亦法を用いた・　すなわち・

0．001鑑フルナレスカミン（Aldrich　Che●icals）！アセトン溶液を用い、紫外線ラ

ンプ（波長336n魍）で照謝してペプチドを蛍光スポットとして検出した・各スポ

ットのペプチドを同定するために、鉛筆で印をつけたスポットを切り出して0・1Hア

ンモニア水で抽出し凍結乾燥した。各ペプチドの凍結乾燥標品についてアミノ酸分析

を行った。
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　　　　　II　－　15：　アミノ酸配列の決定法

　　　　　A．CA一皿の還元アルキル化

　　Cムー皿50厘9を8M尿素と0．5囲ジチオスレイトール（DTT）を含む0．2Mトリス

塩酸緩衝液（pH　8．0）10璽1に溶解し、37℃1時間還元した。次いで、モノヨード

酢酸をDTTの2倍量加え室温でアルキル化を15分間行った。反応後は、蒸留水に対し

て一夜透析を行い、次いで凍結乾燥を行った。

　　　　　B．プロムシアンによる切断法と分画

　プロムシアンによるメチナニン残基での切断は、Gross（38）の方法に準じて実施

した。すなわち、還元アルキル化を行ったCHHに70％蟻酸4魯1を加え、　次に

50μ£のプロムシアン（1009／50副）アセトニトロ溶液を加えて24時間室温で遮

光して反応を行った。反応後50●1の蒸留水を加えて凍結乾燥を行った。

　ペプチドの分画は6Mグアニジン塩酸塩を含む0．1瞳トリス塩酸緩衝液（田

8・5）で平衡化したSephacryl　S－200（Pha㎜cia）を1．6×163　cmのカラムに充

填して、流速　3面レ時間！c圃2で行った。

　　　　　C．トリプシン及びキモトリプシン分解によるペプチドの作製と分画

　約40㎎の還元アルキ・ル化を行ったCA一皿を0．lM重炭酸アンモニウム　（田

8．0）3皿1に溶解し、100℃，1分間加熱変性させた。変性後2零（W／W）㎜一

トリプシン又はα一キモトリ：ノシン（Worthi㎎ton　Bioche』．（沁rP．）を用いて　37

℃，6時間振温しながら反応させた。反応後は沈殿を遠心分離で除去し、上清を凍結

乾燥した。

　ペプチドの分画には、トリプシン分解した試料に函・てはSephade竃G－25

（Phar聰。　ia）α一キモトリブシン分解の場合はウルトラゲルAcA－200（L紹）を用

いた・いずれの場合もカラムサイズは1．6×163c凹で緩衝液には0．1麗重炭酸ア

ンモニウム（pH　8．0）を用いた。

　　　　　D．ペプチドの精製法

　消化酵素で分解し、カラムクロマトグラフィーで分画したペプチドは、さらに高圧

濾紙電気泳動　（n－5－C）と高速液体クロマトグラフィー（肌C）で精製を行っ

た。高圧濾紙電気泳動用緩衝液は、蟻酸：酢酸：水（87：25：888）の混合

液（pH　1．9）を用いた。　HPLCは、830　L　i　quid　C卜ro田togmph（DUPOM）を用い

た。開始緩衝液には0．125驚トリフルナロ酢酸、最終緩衝液には75鑑アセトニト

ロ，25驚2一プロバノール，0．1驚トリフルナロ酢酸の混合液を用い、開始0．4鑑

12



から最終65竃の混合比の直線勾配で溶出した．分取したペプチドはアミノ酸分析で

純度を検定しアミノ酸配列の実験に用いた。

　　　　　E．シークェネーターによる自動助㎜分解

　Beck6an　Se哩uenceτ890凹ode　1を用いてペプチドの自動Ed剛！分解を行った。

Edmn分解法（24）は、ペプチドのN末端アミノ基にフェニルイソチナシアネート

（PITC）をカップリングさせて、フェニルチオカルバミルペプチドにする反応であ

る。次に酸性の条件下でこのペプチドの末端ペプチド結合を切断し、N末端アミノ酸

の2一アニリノー5一チアゾリノン誘導体を形成し、さらにチアリゾノン誘導体を3一

フェニルー2一チナヒダントイン（pm）誘導体にする転換反応である。この反応は

Ed肥nと1弛99（25）が自動化に成功し、その力法を用いてN末端から切断を行った。

　　　　　F．pmアミノ酸の同定

　シークエンサーから分取した各アミノ酸試料は、減圧乾固した後、100μ皇の1N

塩酸を加えよく槻押し栓をして50℃，7分間インギュベートし㎜　アミノ酸に転

換した。乾燥させたP田アミノ酸に20名アセトニトロを加え、LC！9533　Te　mar▼

Gradient　Liquid〔加08atograph（IB純）を用いて㎜アミノ酸を同定しN末端から

のアミノ酸配列を逐次決定した。

13



III　成　　績

　　　　　m　－　1　：　CA－mの精製と結晶化

　CA一皿の精製は各精製段階においてCA活性を測定し、活性値の存在する分画を採

取することによって進めた。

　筋肉抽出液は、筋肉1㎏を用いた場合は全体量がおよそ4皇になるが濃縮すること

なく、p一アミノベンゼンスルファミドをカップリングしたセファローズ4Bカラムに

流入した。素通りした蛋白溶液中には若干のCA活性が存在したが、溶出した吸着蛋

白分画にはCA活性は皆無であった。

　アルキル化した筋肉抽出液をCMセファローズ㏄一6Bのカラムに流入し、塩基性蛋

白質を吸着させて直願的に塩濃度を上げることにより吸着した蛋白質を溶出させた。

その結果をFig．1に示した。分画されたピークは6個になり、　CA活性は㎝Fr．

mに存在した。後に抗CA－m血清を作製しナクタロニー法で検索した結果、　c麗Fr．1

とCM　Fr』にC八一皿が存在していた。　CN　Fr．皿を90名硫安で濃縮し脱塩後セ

ファデックスG－75でゲル濾過を行った結果をFig．2に示した。酵素活性はGFLB

に存在した．㎝Fr．1を同様にセファデックスG－75でゲル濾過した結果をFig．3に

示した。抗血清と反応した分画はGFr．恥であった。

　GFr．Bを調製用カラム等電点電気泳動で分画した結果をFig．4に示した。等電

点8．9の蛋白画分にCA活性が存在した。　GFr．Ebに函、ても同様にカラム等電点電

気泳動を行った結果をFig．5に示した。等電点8．1の蛋白華分が抗血清と反応し、

CA一皿aと命名した。

　1Kgの筋肉を用いて精製した㎝一皿は約300㎎で、　C直一皿aは約15■9であっ

た．

　精製したCA一皿を澱粉ゲル電気泳動と、12．5竃鵬P姫を行い単一・バンドであるこ

とを確認した［Fig．6，7】。

　CA一皿の結晶化は、硫安濃度が62鑑に達した時点で室温から4℃へと温度を少し

ずつ下げると、最初は針状の結晶が現われ、さらに4℃に静置するとFig．8の結晶

を得ることができた。

　　　　皿　一　2　：　CA一皿の生化学的、物理化学的性質

　　　　A．酵素活性

　ウマのCA－1（D）・C《一II（C）・Cムー皿・㎝一締のCO2水和活性を測定した結
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果、1㎎当りCA－1．3，400単位、〔漉一II．36，000単位、〔恥皿．485単位、　CA一皿a．

190単位であった［Table　1】。

　エステラーゼ活性は、p－NPBを基質とした場合㎝一1．0．173単位，〔鴻一II．0．495

単位，CA。　III．0．041単位であった。基質にp－NPAを用いると、　CA－1．4．20単位，　CA－

II．6．68単位，CA一皿．0．065単位であった［飴ble　21。

　アルカリフォスファターゼ活性はCA－1．0単位，㎝一H．0単位，㎝一m．0．12単

位であった。酸性フォスファターゼ活性は、〔鴻一1．0．136単位，㎝一II．0．15単位，

CA－m．0．143単位であった［Tble　3】。

　　　　B．アミノ酸組成

　C且一m及びCA一皿aのアミノ酸組成の分析結果をTable　4に示した。アルキル化し

たCA一理　CA一皿aのカルボキシメチルシステイン（㏄）はそれぞれ2個であっ

た。CA一皿とCA一皿aを6M尿素中で再度アルキル化した場合、　C櫛はそれぞれ4個

検出された。

　E11皿an反応でシステインを測定するとCA一皿は2個、　C轟一皿aは1個検出された。

　トリプトファンを分光学的に定量すると、〔鴻一mでは9個，㎝一III　aでは8個検出

された。CA一皿のアミノ酸総数は257残基、（恥皿aは258残基と算出された。

　　　　C．CA一皿の吸光係数

　CA－mの吸収スペクトルをFig．9に示した。その結果から〔娩一IHの極大吸収の波

長は280㎜であった．CA一皿1Z溶液の吸光度は280　nmの波長において15．5と算

出された［Tab　le　5】。

　　　　D．CA－IIIの分子量

　ゲル濾過法で分子量を測定すると、ボイド容積（Vo）は100．73で各分子マー

カーの溶出容積（Ve！Vo）は、α一キモトリプシン2．235，ナボアルブミン2．078，

Ig　G　1・850．フェリチン1．669であった。　以上の数値から検量線Fig．10を作成し

た。C《一皿のVe／Voは2．205であったことから、　C直一mの分子量は27．000と推定し

た。

　12・5ZSOS－P趣GEの結果をFig．11，12に示した。その結果から、㎝¶の分子量

は26，500と計算され、さらに単量体であることが判明した。

　　　　E．CA一皿の亜鉛含有量

亜鉛の標準検量線を0．Ol　pP口，0．2　P岡，0．3　P陣，0．4　PP鱈の値を用いて作成

し、5．46mo　1のCA一皿に含まれる亜鉛の量を測定した結果3．36　n猶。　lの亜鉛が検出

された。
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Table 1.

Molecular

carbonic

 weight,

anhydrase

isoe1e.ctric

 I, II and

 point and
ZII .

activi.ty of equine

Equine CA
rsozymes

Molecular
weight

rsoelectric
potnt

Activity
( Units/mg)C

cA-: ( D )a

    (B)
    ( Al)

    ( A2)

    (T)

28,400

27,7oo

28,400

29,200

27,900

5.67

7e08

6.49

6.22

5.12

3,400

2,9OO

3,100

2,6oo

2,800

         bcA-rl( cl)

     ( C2)

     ( C3)

CA-rlr

CA-:Ua

27,800

27,800

27,800

27,Ooo

27,OOO

9.63

9.00

8.52

8.90

8.10

36,Ooo

36,Ooo

36,Ooo

   4g5

   190

a) Deutsch et

b) Deutsch et

c) Willbur and

al.( 21

ai.( 23

 Anderson

)

)

Units ( 108)
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Table 2.The
isozymes.

esterase activity of equine carbonic anhydrase

:sozyme
        a)Substrate   Activity

(zS42Orun/min1mg)
Relative
    activity

n:
 rz

 r

rn

 n
r

p-hjtrophenyl,

p-nitrophenyl

p-nitrophenyl

p-nitrophenyl

p-nitrophenyl

p-nitrophenyl

butyrate

butyrate

butYrate

acetate

acetate

acetate

o

o

o

o

6

4

.

.

.

.

.

.

041

495

173

065

680

200

  IX

 12X

  4X

  IX

103X

 65X

a) The substtate concentration was 1 ml![.
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Table 3.

 anhydrase

               a)The phosphatase

 isozyrnes.

activity of equine carbonic

rsozyme Conc. Enzyrne
  ( mg / rn1 )

Bufferb)
pH

       c)
A420nm

III

III

 :I

 ZI

1.00mg

2.00mg

O.75mg

1.50mg

DEMA (O.OIM)

NaAc (O.OIM)

DErvLA (O.OIM)

NaAc (O.OIM)

8.0

5.0

8.0

5.0

O.120

O.143

o

O.15

I

I

O.50rng

1.00mg

DEMA (O.OIM)

NaAc (O.OIM)

8.0

5.0

o

O.136

a)

b)

c)

Mhe initial concentration

substrate was 1 rnM.

The buffers employed were
sodium acetate (NaAc)e

Absorbance change after 4

of the p-nitrophenyl phosphate

diethylmalenic actd (DEMA) and

hrs at 370c.
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Table 4. Arnino acid contents of crystalline equlne CA-III and CA-IIIa       .

Amino Acid
     cA-Irr
Residues/
Mo1e

 rntegral
No.Restdues

     cA-Irra

Residuesl rntegrai
Mole No.Residues

        a Cystein

Aspartic Acld

Threonine

Serine

Glutamic Acid

Proline

Glycine

A1anine

Valine

Methionine

lsoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Histidtne

Lysine

Arginine
          (b)
Tryptophan

 3.80

28.00

15.30

15.60

20.10

20.01

19.70

15.60

14.80

 O.89

 8e27

21.94

 8.60

10.81

12.43

17e50

13.70

 8.90

 4
28

15

16

20

20

20

16

15

 1

 8

22

 9

11

12

18

14

9

    3.70

   26.89

   12.75

   16.40

   19.85

   22.35

   21.90

   16.52

   14.33

    O.80

    8e48

   22.99

    9.13

   10.58

   11.00

       '  17.66

  13.69

･ 7.90

  4

27

13

16

20

22

22

17

14

 1

 8

23

 9

11

11

18

14

8

Totai 257 258

(a)

(b)

Sarnples of CA-:rl and CA-r:ra were alkylated at pH 8

presence of 6M Urea.
Tryptophan was determined by the spectrophotometrtc

Bencze and Schmid.( 6 )

                             27
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Table 5.
Summary of general properties of equine CA･-III.

Molecular weight

  Gel filtration

  SDS-PAGE

Isoelectric point

  1%
E
  280

Zinc content

 (g atoms of zinc/
  rnoleofprotein )

27,OOO

26,500

8.9

15.5

O.165

'
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　　　　　F．CA一皿の熱安定性

　CA一皿のCO2水和活性は50℃・5分間加熱すると145単位に低下し、60℃，5分

間で活性は完全に失われた。

　エステラーゼ活性は、100℃，5分間の加熱を行っても活性の低下は認められな

かった・また・100℃5分間加熱後、変性蛋韻を遠心分離し上清のエステラーゼ活

性を測定したところ活性値は皆無であった。

　　　　　皿一3　：　CA一皿の免疫化学的性質

　精製したウマCA－IIIを1週間間隔でウサギに7回免疫したところ1羽のウサギは抗

体価が164となり、他の6羽は165に達した。しかし《それ以後は追加免疫を行って

も抗体価は上昇しなかった。

　10．5の抗体価を持つ抗血清を用いて、ウマ㎝一1，（海Hとの交叉反応性をオクタロ

ニー法で検索した結果、抗ウマCA一皿ウサギ血清とウマ㎝一1，〔恥∬は反応しなかっ

た【Fig．131．同様に、オクタロニー法で筋肉抽出液と反応させた場合、沈降線は1

本しか観察されなかったことから抗ウマC轟一皿血清の㎝一皿に対する特異性を確認し

た。

　次に、23種類のウマ臓器抽出液と赤血球のTuchihshi　e竃tractを用いて㎝一皿の

臓器分布を検索した結果、明瞭な沈降線を認めた臓器は筋肉と肝臓であった【Fig．

14】．一・方、胸腺との間には弱い沈降線が検出された．さらに雌雄のウマの筋肉と肝

臓について検索した結果、性差に関係なく筋肉と肝臓中にC距皿が検出された。

　他種動物の筋肉を用いてウマCA一皿との共通抗原性を調べた結果、抗ウマ㎝一皿血

清と反応した動物は、ウシ，ネコ，イヌ，ラットであり、さらにウマの〔汎一皿との間

にはスパーを形成した【Fig．15】．一方、反応しなかった動物はウサギ，ニワトリ

の筋肉であった。

　肝臓に関しては、ウシの雌雄と雄の去勢、．ネコの雌雄、ラットの雄、去勢した雄ブ

タの肝臓との間に沈降線を形成し、同様にスパーを形威：した【Fig．16］。交叉反応

を示さなかった動物の肝臓は、雄雌のウサギ，雌ラット，雄雌のイヌ，雄雌のブタ，

雄のニワトリであった。
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Fig. 14. Agar gel double diffusion experiment.

 The antibody raised against equine CA-M produced

sinfle one precipitin line against crude equine muscle

or liver extract. The twe lines fused equine CA-M.

a : antiserum
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　　　　　m－　4　：　各臓器のCA－m含有量と組織局在

　　　　　A．各臓器のCA。　m：含右量

　ウマの各種臓器中におけるCA一皿の定量はEIA法で行った。既知濃度の〔筑一皿か

ら検量線を作成し【Fig．17］、被検材料の〔恥皿濃度を算出した【Table　6】。

　　CA一皿の含右量は、湿重量19の筋肉中に530μ9，肝臓中に300μ9，胸腺中に

16・5μ9であうた。その他の臓器については、平均57．3ngと極めて低値であった。

　赤血球中には、ヘモグロビン1gが存在する溶血血中に319．2　ngの㎝一皿が存在

した。

　　　　　B．CA一皿の組織局在

　ウマ筋肉の組織切片を用い、ペルナギシダーゼ標識抗ウマ㎝一皿IgGを直接法と

して用いてCムーmの筋肉組織の局在を調べた結果をFig．18に示した。筋肉線維は、

強く染色される線維とわずかに染色される線維そして染色されない線維の3種類に分

類され、ウマの中啓筋では染色されない線維の割合が一番多く存在した。

　　　　　皿一　5　：　CA一皿のべブチドマップ

　熱変性させたCA一皿をトリプシンで分解しペプチドマップを作成すると、各ペプチ

ドの蛍光スポットは26個検出された［Fig　19］．各スポットを抽出し、アミノ酸

組成を分析した結果をTabIe　7　に示した。㎝一mをトリプシン分解して得たペプチ

ドのC末端は、アルギニンもしくはリジンであった。アルギニンを含むペプチドは

12個、リシンを含むペプチドは13個であった．ペプチドNo．10はリジンとアルギ

ニンがそれぞれ1個つつ含まれていることから、どちらかが切断されにくい状態に

あったと考えられた。㎝Cが検出されたペプチドはNo．21とNo．4であった。

　シトラコニール化したCA一皿を脱シトラコニール化することなく熱変性させ、トリ

プシンで分解しペプチドマップを作成した。リジンはシトラコニール化され、トリプ

シンで分解されないことから15個のペプチドが検出された【Fig．20］．各スポッ

トを抽出してアミノ酸分析を行った結果をTable　8に示した。上記の2種類のペプ

チドマップで、共通したスポットは9個存在した。

　アセチル化とカルバミル化をしたCA一皿の各修飾体に函・てペプチドマップを作成

したが、未修飾Cル皿のペプチドマップとの違いは検出できなかった。

　㎝一皿aをトリプシン分解後、ペプチドマップを作成した結果、No．25が消失した

以外はすべて同じであった。
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Table 6

several

  Content of carbonic-
.

equine tissues.

anhydrase III in

Tissues ng / g wet tissue

 Skeletal muscle

 Liver

Thymus

Cardiac muscle

Kidney

Spleen

Lung

Brain

Thyroid gland

Adrenal

Pancreas

Stomach

Duodenum

Jejunum

Illeun

Cecum

Colon

Rectun

Uterus

Ovary '
Testis

Erythrocyte

   53

   30

   16.

  79
  39
 123
  73
  47
  48
  99
   o
  71
  43
  43
  37

  45

  56

  56

  79

  46

  60

319.2

x

x
5

lo4
lo4

    3X 10

ngl g hemogZObin
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Fig. 18. Direet immunohistoehemical detection of CA- M

in equine skeletal muscle using peroxidase labelled anti

 CA-M antibody.
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Table 7. Amino acid

of equine
 compositions of soluble tryptic
carbonic anhydrase III.

peptides

Amino
Acid No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
ILE

LEU

TYR

PHE

Hrs

LYS

ARG

7.49 (1)

6.90 (1)

6.34 (1)

7.03 (1)

4.92 (1) 2.35 (1)

6.12 (1)

3.57 (1)

3.79(1)

4.58 (1)

'

s

11.20 (1)

10.30 (1)

No.of
Residues

Residue
Position

2

171--172

2

253-254

2

169-170 65-67

3 2

167-168 226-227

2
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Table 7. Continued

Amino
Acid

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
MET

ILE

LEU

TYR

PHE

Hrs

LYS

ARG

No.7 No.8 No.9 No.10 No.11 No.12

2.56 (1)

le23 (1)

1.69 (1)

5.98 (1)

4.12 (1)

2.54 (1)

1.83 (1)

1.65 (1)

1.75 (1)

2.16 (1)

3.24

8e80

3.08

2.59

3.07

(1)

(3)

(1)

(1)

(1)

3.86 (1)

4.40 (1)

5.38 (1)

5.03

5.50(1)

10.30(2)

12.11(2)

 6.85(1)

6.04(1)

5.27(1)

(1) 5. 25(1)

No. of
Residues 3 3 4 8 4 9

'

Residue
position150-152 255-257 258-261 244-254 77-80 81-89
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Table 7. Continued

Arnino
Acid No.13 No.14 No.15 No.16 No.17 No.18

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
IY[ET

rLE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

1.

1.

3.

1.

62 (1)

32 (1)

37 (2)

30 (1)

1.46

1.52

3.84 (1)

2.71 (1)

2.84 (1)

5.57 (2)

2.11 (1)

4.47

1.98

2.29

4.89

1.99

2.43

             1.70
(1) 5.34 (2) 1.92
(1) 3.26 (1)

        5
1.27 (1) 2

.40 (2) 2.15

.66 (1) 2.72

(2) 7.70 (3)
(1)

(1) 2.49 (1)
(2)

(1) 2.17 (1)
(1)

(1) 2.04 (1)
(1) 2.22 (1)

(1) 2.37 (1)
(1) 2.32 (1)

2.80 (1) 3.45 (1)
2.08 (1) 3.86 (1)
3.09 (2)

1.93 (1)

2.88 (1)

5.71 (3)

1.40 (1) 5.72 (1)

2.92 (1)

3.51 (1)

No. of

Residues
8 12 12 9 11 4

Residue

Position 128--136 114-127 25-36
37--45 46-57 190-195

45



Table 7. Continued

Arnino
Acid

CMC

No.19 No.20 NO.21 No.22 No.23

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VAL

MET

ILE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

2.06

1.69

3.35

3.76

1.79

1.94

2.83

(1)

(1)

(2)

(2)

(1)

(1)

(2)

1.58 (1)

1.81 (1)

4.71 (3)

3.07

3.18

3.66

3.35

(2)

(2)

(2)

(2)

1.33 (1)

2,66

1.61

3.89

1.44

(2)

(1)

(3)

(1)

2

5

4

2

3

7

e

.

.

.

.

.

22

62

15

21

37'

49

(1)

(2)

(2)

(1)

(1)

(3)

3.20 (1)

3.19 (1)

6.67 (3)

2.35 (1)

2.30 (1)

4

4

5

2

3

.

.

.

.

.

80

14

65

19

28

(3)

(2)

(3)

(1)

(2)

3.13 (2)

1.58 (1)

1.85 (1)

3.09

3.40

1

1

3

.

.

.

68

57

40

(2)

(2)

(1)

(1)

(1)

3.24 (2)

2.38 (1)

1.83 (1)

No. of

Residues 12 19 16 16 11

Residue

Position
214-225 4-24 173-189 228-243 155-166
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Table 7. Continued

 Arnino
 Acid

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
MET

rLE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

No.24 No.25 No.26

6.70

2.28

(3)

(1)

3.40 (2)

2.28

2.03

1

1

2

2

.

.

.

.

86

38

66

26

(2)

(1)

(2)

(2)

1.50 (1)

1

2

.

.

oo

92

(1)

(1) 1.66

2.23 (1)

(1)

(2)

(1)

le25 (1)

3

1

.

.

38

40

(2)

(1)

1.87 (1)

1

1

.

.

45

81

(1)

(1)

1.52 (1)

No. of
Residues 9 13 7

Residue
Position 68-76 196-213 58-64
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Table 8.

conylated

Arnino

equlne

acid compositions of tryptic

 carbonic anhydrase III.
peptides of citra-

Arnino
Acid No.1 No.2 No.3 No.4 No.5

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VN
ILE

LEU

TYR

PHE

H:S

LYS

ARG

1.13 (1)

1.51 (1)

1.01 (1)

1.30 (1)

3.14 (3)

1.40 (1)

1.10 (1)

1.02 (1)

2.12 (2)

4.17 (1)

4e65 (1)

5e30 (2)

3.73 (1)

2.62 (1)

2.77 (1)

2.78 (1)

3.13 (1)

No. of
Residues

2 10 2 3 4

Residue
position 65-67 244--254 90-91 255-257 258-26i
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Table 8. Continued

Arnino
Acid NO.6 No.7 No.8 NOe9 No.11

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

vat
1,[ET

rLE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

3e41 (1)

4.33 (1)

4.77 (1)

5.10

4.78 (1)

11.30 (2)

10.54 (2)

 5.08 (1)

5.23 (1)

4e20 (1)

(1) 5e56 (1)

5.34(10)

1.44 (3)

1.99 (4)

2.26 (4)

2.55 (5)

2.78 (5)

2.37 (5)

1.70

1.50

1.15

O.53

2.53

2.17

O.62

(4)

(3)

(2)

(1)

(5)

(4)

(1)

4.50

1.57

2.27

3.18

1.59

5.71

2.71

3.69

1.58

3.80

1.67

1.41

3.46

2.54

O.90

(6)

(2)

(3)

(5)

(2)

(8)

(4)

(5)

(2)

(5)

(2>

(2)

(5)

(4)

(1)

3.10

3e27

(1)

(1)

5.84 (2)

3.90 (1)

No. of
Residues 4 9 55 56 4

Residue
position 77-80 81-89 4-64 92-152 190-195
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Table 8. Continued

Arnino
Acid No.12 NOe13 No.14 No.15

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
lj[ET

ILE

LEU

TYR

PHE

H:S

LYS

ARG

1.20

1.91

2.07

3.04

2.17

1.43

1.00

1.89

1.23

2.90

(2)

(3)

(3)

(4)

(3)

(2)

(1)

(3)

(2)

(4)

O.84 (1)

1.60

O.90

(2)

(1)

3.24 (1)

6

6

8

2

5

.

.

.

.

.

87

29

86

77

64

(3)

(2)

(3)

(1)

(2)

6.53 (2)

2.80 (1)

2.89 (1)

15

4

.

.

oo

70

(3)

(1)

8.16 (2)

4

5

.

.

82

51

(1)

(1)

6.35 (1)

5

1

1

2

2

2

2

1

1

1

o

2

2

o

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

16

41

95

32

60

71

92

71

50

19

70

57

56

57

(10)

 (3)

 (4)

 (5)

 (5)

 (5)

 (6)

(3)

(3)

(2)

(1)

(5)

(5)

(1)

No. of
Residues 31 16 9 58

Residue
position 196-227 228-243 68-76 1･-64
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　　　　　皿一6　：　CA一皿のアミノ酸配列

　　　　　A．プロムシアンによるCA－HIの切断と分画

　ブ回ムシアンにより切断したペプチドをセファクリルS－200カラムクロマトグラ

フィーで分画した結果をFig・21に示した。分画されたペプチドは3峰の他に、最初

に溶出されるブルーデギストランの1峰が存在した。Fr．　II（㎝Br　H）のEd■nn分

解を行って・N末端の測定を行ったがN末端がブ回ックされているために検出できな

かった・㎝BrI峰の左側は分解されなかった㎝一mが含まれている可能性があるの

で右側を集め、自動E山㎝分解を行った。未分解の㎝一皿はN末端がブロックされて

いるために・その混入は問題なく㎝BrIのN末端からアミノ酸配列を逐次決定でき

た・㎝Br　Iのアミノ酸配列の分析結果をTable　llに示した。㎝Br　Iは長島のペ

プチドのために21サイクル目からは自動分析できなかった．第1サイクルのアミノ酸

はロイシンであったが、その前に位置するアミノ酸はプロムシアンによって特異的に

破壊されたメチオニンと断定できる。

　㎝Br皿は分析できなかったが、　CA一皿はメチオニンを1残基しか含まないことか

らこの切断は非特異的に生じたものと考えられた．

　　　　　B．トリプシンによる分解とペプチドの精製と分析

　1P（X一トリプシンでCムー皿を分解しSephade竃G－25で分画した結果をFig．22に示

した．溶出された各ピークを8分画（TI～丁皿）し、各ピークを用いて高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）でペプチドの精製を行った。精製したペプチドのアミノ

酸分析値をTaMe9に示した。　TI，THの山分には振鎖のペプチドが含まれている

ためにHPLCでは精製不可能であった。精製されたペプチドについて、自動E山an法

でN末端から逐次決定したアミノ酸配列をTable　11に示した。

　　　　　C．α一キモトリプシン分解によるペプチドの精製と分析

　α一キモトリプシンで分解したCA一皿をAc直一202ウルトラゲルで分画した結果を

Fig．23に示した。名画分（Ch¶～Ch－X）をさらに｝PLCで精製することによリ

トリプシン分解で得ることのできなかったペプチドと、一部がオーバーラップするこ

とにより一次構造決定に有効なペプチドを中心に検索した．精製したペプチドのアミ

ノ酸分析値をTable　10に示し、　E曲an自動分解により得た結果をTable　l1に示し

た。

　　　　　D．ウマCA一皿のアミノ酸配列の決定

　ウマCA一皿の各ペプチドのアミノ酸配列の結果をもとに、各ペプチドの組み合わせ

を作成し【Fig．24】、ナーバーラップしないペプチドの順序はウシC直一mの一次構
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Table 9. Arnino

from

 acid

equlne

compositions of soluble

 carbonic anhydrase rll.
tryptic peptides

Amino
Acid T III-1 T III-2 T III-3 T IIr-4 T IV-1 T IV-2

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VAL

MET

rLE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

1

1

2

3

1

1

2

.

.

.

.

.

.

.

59(1)

26(1)

10(2)

OO(2)

05(1)

47(1)

33(2)

1.25(1)

1.39(1)

O.68(1)

1

1

1

o

o

.

.

.

.

.

38(3)

14(2)

50(3)

49(1)

98(2)

1.05(2)

O.58(1)

O.47(1)

3.76(2)

1.65(1)

1.81(1)

4.15(2)

1.70(1)

2.64(1)

1.79(1)

1.91(1)

1.64(1)

1.64(1)

O.31(1)

1.

1.

2e

1.

1.

95(2)

17(1)

27( 2)

76(2)

32(1)

O.89(1)

Oe

3.

79(1)

15(3)

le24(1)

1.07(1)

2.06(2)

2.24(2)

1

1

.

.

42(1)

15(1)

2.97(3)

2.03(2)

1.13(1)

6.34(3)

2.04(1)

1.66(1)

1

2

1

1

.

.

.

.

93(1)

10(1)

95(1)

97(1)

No. of
Residues 12 16 12 16 12 9

Residue
position

114-
  127

228-
  243

25-
  36

196-
  213

155-
  166

37-
  45

.
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Table 9. Continued

Arnino
Acid T V-1 T V-2 T V-3 T V･-4 T VI-1 T VII-1

CMC

msP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
MET

ILE

LEU

TYR

PHE

HIS

LYS

ARG

5

1

.

.

46(3)

73(1)

3.17(2)

1

1

.

.

15(1)

93(1)

1.76(1)

4.

1.

3.

2.

16(3)

32(1)

52(3)

93(2)

4e03(3)

2.63(2)

1.51(1)

1.

5.

1.

39(1)

56(4)

43(1)

o

1

1

o

o

2

.

e

.

.

.

.

42(1)

72(2)

50(2)

91(1)

98(1)

46(3)

O.81(1)

O.82(1)

2.46(3)

O.81(1)

1

o

1

1

1

1

.

.

.

.

.

.

05(1)

98(1)

70(2)

04(1)

15(1)

52(2)

1.03(1)

2

1

.

.

79(2)

23(1)

1.66(1)

1

1

.

.

31(1)

69(1)

1.41(1)

1.53(1)

2.14(1)

2.13(1)

2.11(1)

No. of

Residues
9 21 16 9 7 4

Residue･
position

68-
  76

92-
  113

173-
  189

128-
  136

58-
 64

258-
  261
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Table 9. Continued

Amino
Acid T V::-2 T VII-3 T VI:4 T VI:I-1 TVrll-2 T X-1

CMC

msP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
MET

ILE

LEU

TYR

PH.E

HIS

･LYS

ARG

O.91(1)

O.75(1)

1.40(2)

O.88(1)

O.77(1)

2e24(3)

O.41(1)

O.76(1)

O.82(1)

O.89(1)

2.34(3)

O.90(1)

O.91(1)

O.84(1)

1.55(1)

1.36(1)

1.37(1)

1.36(1)

1.21(1)

2.73(2)

1.33(1)

2.06(1) 2.71(2)
        1.19(1)

2.33(1)

2.54(2)

1.33(1)

1.95(3)

1.34(2)

1.37(2)

1.53(2)

1.39(2)

O.63(1)

1.07(2)

O.70(1)

1.91(3)

O.75(1)

1.13(1)

1.08(1)

1.77(2)

1.14(1)

･No. of

Residues
11 8 4 12 19 5

Residue -
position

46-
  57

244-
 257

77-
 80

114-
  127

4--

24
190-
  195
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Table 10

tryptic

. Aminoacid compositions of soluble chymo-

peptides from e uine carbonic anh drase III.

Amino
Acid Ch-IV Ch-V Ch-VII

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VAL

MET

ILE

LEU

PHE

TYR

HIS

LYS

ARG

1.69 (1)

3.68 (2)

3.79 (2)

4.44 (3)

1.59 (1)

1.64 (1)

1.30 (1)

1.31 (1)

1.74 (1)

2.54 (2)

1.55 (1)

3.62 (3)

1.16 (1)

1.38 (1)

1.26 (1)

2.79 (2)

1.34 (1)

1.48 (1)

1.25 (1)

1.49 (1)

2.63 (2)

1.17 (1)

2.60 (2)

1.21 (1)

4.71 (4)

No. of
Residues 10 12 16

Residue
Positien

199-
  209

136-
  147

161-
  176
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Table 10. Continued.

Arnion
Acid Ch-VIII Ch-X 1 Ch-X 2 Ch-X 3

CMC

ASP

THR

SER

GLU

PRO

GLY

ALA

VM
MET

ILE

LEU

TYR

PHE

Hrs

LYS
ARG'

3.72 (2)

3.85 (2)

1.63 (1)

1.81 (1)

3

1

.

.

73

81

(2)

(1)

2.14 (1)

2.66 (1)

2.41 (1)

2.68 (1)

2.39 (1)

2.08 (1)

2.36 (1)

2.00 (1)

2.27 (1)

2e14 (1)

2.45 (1)

'

No. of
Residues 9 4 3 4

･Residue-
Position

149-
  157

227- .
  230

242-
  245

195-
  198
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Tab1e
 and
 11.
CNBr
Automatic SeqUenClg results of tryptic, chymotryptic
peptides.

Peptides/ Cycle
1 5 10 14

CNBr I

T III--1

T III･--2

T :II･-3

T :II-4

T :V- 1

T IV- 2

T V-1
T V･-2

T V-3

T V-4
T VI- 1

T VZI-1

T VIr-2

T VII-3

T VII-4

LEU-ARG-GLY-GLYd-PRO･-LEU-THR-ALA-PRO-TYR･-ARG-LEU--ARG-GLN-

PHE-HIS-･-LEU-HIS-TRP-GLY

GLU-PRO-ILE-THR--VAL-SER-SER-ASP-GLN-VAL-ALA-LYS

SER-LEU-PHE-SER-SER-ALA-GLU-ASN-GLU-PRO-PRO-VAL--PRO-LEU-

VAL-ARG

GLY-ASP-ASN-GLN-SER-PRO-ZLE-GLU･-LEU--HIS-THR･-LYS

GLY--SER--PHE-THR-THR-PRO-PRO-CYS-GLU-GLU-CYS-･-ILE･-VAL-TRP-
LEU-LEU LEU"LYS"

GLY-GLU-PHE-GLN-LEU-PHE-LEU-ASP-ALA-LEU-ASP･-LYS

ASP-rLE-ASN-HIS-ASP-PRO-SER-LEU-LYS

VAL-VAI.･-PHE-ASP-ASP-THR-･-TYR-ASP-ARG'

GLN-PHE-HIS-LEU-HIS･-TRP-GLY-SER-SER-ASP-ASP-HIS-GLY--SER-

GLU-HIS-THR-VAL-ASP-GLY-VAL LYSt

GLU-･ALA-PRO-PHE-THR-ASN-PHE･-･ASP-PRO-SER-CYS-LEU-PHE-PRO-

1!HR-CYS-ARG

TYR-ASN･-THR-!ryR-GLY-GLY-･ALA-LEU-LYS

lrHR･-ILE-LEU-ASN--ASN"GLY"ARG"

ALA-SER-PHE-LYS

ALA-TRP-THR-ALA-SER-TYR･--ASP-PRO-GLY-SER-ALA-LYS

ASN-TRP-ARG-PRO-PRO･-GLN-PRO-LEU-LYS

SER-MET-LEU-ARG

- Not
   acid

actually sequenced;

 composition.

residue presumed on basis of amino
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Table 11. Continued.

Petides 1 gycle
5 10 14

T

T

T

Ch

Ch

Ch

Ch

Ch

Ch

Ch

X -1

V:II･-1

VIrl-2

rv

v

VII

VIII

X-1

X-2

X-3

ASP-TYR-TRP-THR-TYR-ARG

TYR-ALA-ALA-GLU-LEU-HrS-LEU-VAI.-HIS-TRP-ASN-PRO-LYS

GLU-TRP-GLY--TYR･-ALA-ASP-HIS-ASN-GLY-PRO･--ASN--HIS･-TRP-

HIS-GLU-PHE-TYR-PRO-ILE-ALA-LYS

IHR-THR･-PRO-PRO-CYS-GLU--GLU-CYS-rLE-VAI.-TRP

LYS-GLN-PRO--ASP･-GLY-ILE-ALA-VAL-VAL PHE"

LEU-ASP-ALA-LEU-bASP-LYS-ILE-LYS-THR-LYS･-GLY-LYS-GLU-ALA･-

PRO PHEtt

LYS-:LE-GLY-ARG-GLU--LYS-GLY-GLU･-PHE

ARG･-GLY-SER･-PHE

VAL-ARG.ASN-TRP

ARG-SER-LEU-PHE
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Fig 24

 A'K'E-W'G"'Y'A-D'H-N-GePeD-H'W-H'E'FeY'P-IeA-K'G'D'N'Q'S'P'l-E-L'b

 H'T-KeD'IeN'H'D'P'S-L-K"A"bW-T-A-S-Y-D-P-GeS-AeKeT-IeLeN N G R T

   R V-V'F'D'D'TeYeD-R-SeMdLeR-G'"G'PeL'T-A'P-YeR-L"R'Qd'F'HeL'HeW'

    - TV-i --IiF.v:{((::7tt cNBrr k

 GeSeSeDeD'bHeGeS'EeH'TeVeD-GeVeK-YeA"AeEeLeHeLeV'HeW'N"'P K'Y'Ne

130.         135 140 145 150 155 160 TeYeGeG-A-LeK-Q'P"'D'G-I-AeVeV G V F L Kele6eReEeKeG-EeF-Qd'L'FeL-
                                               le T :V･--1-T V-4 -

      165 170 175 180 185 190 DeA'LeD-Kel-KeTeK-GeKeEeAeP-FeTeN-FeDeP-SeCeLeF-P'TeC-ReDeYeWeTtp

 YeReGeS-FeTeTePePeCeEeEeCel-VeWeL`'L L K'"E'P-I-T"VeSeSeD-Q-VeA-Ke

'k-.chx:zgi< Chrv----)l

 L R SeLeFeS-SeA'E-N-E'PeP"VePeLeV-ReN"WeRdP-P-Q-P-'LeK G R V V R

    260
 AeS'F'K

 T V:I-1

. Reconstruction of the prirnary structure of equine CA-IIr by

   rearrenging cleaved peptides.
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造（102）との類似性を利用してウマCムー皿のr次構造を決定した。その結果を

Table　l2に示した・CA一皿の一次構造は、259残基中21残基が決定できず、決定さ

れたのは全体の92瓢であった。

　　　　　皿一7　：　CA一皿の化学修飾

　　　　　A．アセチル化

　P－NPBを用いてCムーIHを化学修飾し、各々の修飾体をカラム等電点電気泳動で分離

した結果をFig．25に示した。等電点8．9の㎝一皿は、アセチル化されることにより

5種類の等電点の異った修飾体が形成された。修飾されていない〔恥皿をMOとし、

等奄点7・40の修飾体をMl，6．50をM2．5．90をM3，5．65をM4，5．30をM5と

した・MOのCO2水和活性が485単位であるのに対し《M1は172単位，　M2は132

単位，M3は113単位であった。

　各々の修飾蛋白質のどのアミノ酸が何個修飾されたかを調べる目的で単離した修飾

蛋白質をさらにDM逸した。アセチル化されたアミノ酸は、酸加水分解により元のア

ミノ酸にもどるが、田P化されたアミノ酸は酸力財く分解では元にはもどらない。この

ことから、アセチル化した蛋白質をさらにmP化して酸力財く分解を行いアミノ酸自動

分析を行うと、アセチル化されたアミノ酸とどちらの化学修飾も受けなかったアミノ

酸のみが検出される。すなわち、検出されないアミノ醜ま1回目のアセチル化をされ

ず次の㎜化をされたアミノ酸である。

　MOを田P化するとシステインとチロシンは検出されず、ヒスチジンは2個検出さ

れ、リジンは1個検出された。他のアミノ酸はほぼ正常の値で検出された．すなわ

ち、ヒスチジンは10個中8個が【罰P化されたことになり、リジンは18個中17個

がmlP化されたことになる。　D柳化されなかった2個のヒスチジンと1個のリジンは

化学修飾を受けにくい位置にあるものと考えられた．M1，　M2，　M3，　M4のシス

テインとチロシンは検出されず、ヒスチジンはすべての修飾体で2個検出された。リ

ジンに関しては、M1は3個，M2は4個．　M3は5個，M4は6個が検出された。

すなわち、MOを㎜化した場合1個のリシンが検出されており、アセチル化も田P

化もされないリジンが1個存在することから、各修飾体において検出されたリジンの

数から1個差し引いた残基数がアセチル化されたリジンの数である。リジンのアセチ

ル化される数が増えるにつれ、等電点は低下し、活性値も低下した【Table　13］。

　　　　　B．カルバミル化

　カルバミールリン酸を用いて化学修飾を行い、カラム等電点電気泳動で分画した結
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Table 12.
 isozyTne

 The
:II
primary
( CA-･II:
Structure of the equine carbonic
)

anhydrase

Ac' ALA'LYStGLU-TRP-GLY.TyR.-ALA-.Asp"HIS-.ASN-GLY-PRO--ASP･-HIS-TRP-

H:S-GLU-PHE--TYR-PRO･-ZLE.AI.A-Lys-GLy.ASP-･ASN-GLN-SER･-PRO-:LE-GLU-

LEU･--H:S-THR-LYS･-ASP-:LE...AsN.-HIS-Asp-PRO-SER-LEU-LYS-･ALA-TRP-THR-h

                                                      ---ALA-SER-･TrYR-ASP-PRO-GLY-SER-ALAeLYS-THR-ILE-LEU-ASN ASN GLY ARG

THR ARG            VAL-VAI.-PHE-ASP--ASP-THR-TYR-ASP-ARG-SER･-MET-LEU-ARG-

GLY-GLY-PRO-LEU-THR-ALA-PRO-TYR-ARG-LEU-ARG-GLN-PHE-･H:S-LEU-HrS-

TRP-GLY--SER-SER-ASP-ASP-H:S-GLY-SER-BLU-H:S-'THR--VAL,--ASP-GLY-VAL-

LYS--TYR--ALA-ALA-GLU-LEU-H:S･-LEU-VAL-H:S-TRP-ASN-PRO- -LYS--･TYR--

ASN-THR--TYR-GLY-GLY-ALA-LEU･-･LYS-･GLN-PRO･-･ASP-GLY･-:LE--ALA-VAL-VAL

GLY'VAL'PHE'LEU'LYS-ILE-GLY-･ARG-GLU-LYS-GLY-GLU-PHE-GLN-LEU-PHE-

LEU-ASP-bALA-LEU-ASP-LYS-:LE-LYS-THR-LYS-GLY-･LYS-GLU･-ALA-PRO-PHiE-

:LE･-ASN-PHE--ASP-PRO-SER-CYS-LEU-PHE-PRO--THR-CYS-ARG･--ASP--TYR-TRP--

THR-･'TYR-bARG-GLY-SER-PHE-THR･-{M-{R-PRO-PRO-CYS-GLU-GLU-CYS-:LE-VAL--

TRP-LEU-bLEU LEU'LYS'GLU-PRO-:LE-THR-VAL-SER--SER--ASP-GLN-VAL-･ALA-

LYS LEU'ARG'SER-LEU-PHE-SER･-SER-ALA-GLU-ASN-GLU-PRO-PRO-VAL-PRO-

                                                     --"                                                  .LEU-bVAL-ARG-ASN-TRP-ARG-PRO-PRO-GLN--PRO--LEU-･LYS GLY ARG VAL VAL

            260
   .ARG ALA-SER-PHE--LYS

-) Not actually sequenced;
amino acid composition

                    65

residue presumed on basis of
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Table 13. Summary of

derivatives
properties

.

of dinitrophenylated CA- rll

Component % Total Isoelectric
  point

No.Iysines
derivatized

(a) ({.FC.t;t".il.tll)(b)

M
o
M
l
M
2
M
3M4

M
s

30.3

34.0

21.9

10.2

 3.6

8.90

7.40

6.50

5.90

5.65

5.30

1.8 (2)

2.7 (3)

3.6 (4)

4.6 (5)

485

172

132

113

( a)

(b)

Nearest

Wilbur

 integral

Anderson

 values

Units,

are shown in parentheses.
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果をFig・26に示した。等電点7．25の修飾体をMl，6．55をM2，5．85と　6．10を

M3・5・55をM4，5・20をM5とした。　M1のCA活1生値は180単位，　M2．161単

位，M3．156単位，　M4．130単位であった。

　各々の修飾体をD即化しアミノ酸分析を行ったカミリジンがカルバミール化される

とホモシトルリンが形成されアミノ酸自動分析機ではバリンと重なって測定されるた

め正確なホモシトルリン量は測定できなかった．しかし、ホモシトルリンは、6N塩

酸で20時間加水分解すると20～30％がリジンに再生されることから（79，93）

M1・M2，　M3，　M4のリジン量からMOのリジン量を差し引き、その平均75驚が

ホモシトルリンであると推定した。すなわち、M1は2個，M2．3個，M3．4個～5

個，M4・6個のリジンがカルバミル化されたものと算出した【Table　l4】。

　　　　　二一　8　：　ウマ血清中のCA一皿の定量値

　29頭のウマ血清中（サラブレッド．18頭，重軽種11頭）の㎝一皿濃度を

EIA法で測定した結果をTable　15に示した．　No．1は競走用サラブレッド（3

才，雄）で、トレーニング前に採血し測定した値が0～5ng！髄1であった。　Ho・2は

　No．1と同じウマで、トレーニング直後に採血し測定した値が18㎎ノ■1であった。

No．3，　No．4は同じウマのトレーニング前と直後に採血し測定した値である。トレー

ニング前は27㎎ん1，トレーニング後は84㎎！●1であった。No．5，　No．6，　No．7

も同様にトレーニングの前後の値であるが、過労と発熱のために軽いトレーニングを

行った．その結果Cム¶の値は60㎎ん1から12㎎！璽1となった。　No．8，　Ho．9，

No．22，　H。．23，　No．24，　No．25，　Ho．26，　No．27はサラブレッドのトレーニング前の値

で、28㎎ん1以下の値が多くを占めた。麗。．11は重種の血清の測定値で、1．38μ9！91

と異常に高値を示した。No．10とNo．12から恥．20までも重種のウマ血清中の値を示

したが、いずれも低い値であった。No．28か馴。．32は乗馬用サラブレッドの血清中

の値であるが、いずれも品品であった．

　同時にCPKの値も測定したが、賢。．12，　No．18，　No．25，　No．29の血清においては100

単位をこえる値であったが、CA一皿の値は正常であった。
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Table 14. Summary of properties of carbamy1ate.d cA-nIs.

Component % Total Isoelectric
   point

No. Iysines
derivatized

(a)(CC.`:g>.tY,)(b)

M
o
M
l
M
2M3 (c)

M
4
M
s

19.5

2.71

26.4

17.2

9.8

8.9

7.25

6.5s

5.85, 6.10

5.55

5.2

1.8 (2)

3.0 (3)

4.4 (4,5)

6.1 (6)

485

180

161

156

130

a) Nearest integral values are shown in

b) Wilbur Anderson Units.

c) :soelectric focusing gave two poorly

parentheses.

resolved cornponents.
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Table15. Carbonic
phosphokinase levels

anhydrase

in various

III (CA-M) and creatine

 equine sera.

Horse cA-ur ( nglrn1 ) CPK ( :U/L )

 1
 2
 3
 4
 5
 6
 7
 8
 9
10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

  O-5

  18

  27

  84

  22

  60

  12

  14

  10

  O-5

1,380

  10

  10

  10

  O-5

  O-5

   6

  16

  6

 O-5
 O-5
 O-5
  20

  24

  12

 O-5
  28

 O-5
 O-5
 O-5
 O-5
 O-5

 40.92
 37.35
 47.78

 55.10
 38.20

 40.96

 45.15

 48.78
 45.87

 48.54
 57.79
124 .2 O

 29.21

 46.66
 50.64

 59.38

 48.37

102.80

 35.92

 36.96

 34.59

 23.61

 74.89

 31.49

196.60

 34.83

 25.39

 36.79

129.70

 14.7
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IV　考　i察

　　　W－1・　CA一皿の精製とその性状

　炭酸脱水酵素は、筋肉中には存在しないであろうという考えが強くあり、ScoI恥

（87）はブタの骨格筋から塩基性のF蛋白質を精製し6種類の酵素活性を測定した。

さらに電気泳動上で比較した酵素は11種類におよんだが、しかしながらCAについ

ては注目せず結局F蛋白質の本体は解明されなかった．

　しかし、筋肉中で重要な酵素であるphosplロ91ucose　isoロeraseやphosphog　I　yce－

rateコutaseでさえ1％程度しか存在しないのであるから、2％近く存在するF蛋白

質は正常な筋肉活動に重要な生理的意義のある酵素であろうと発表した。Scopes（

87）はF蛋白質の精製にアセトン分画とイオン交換クロマトグラフィーを組み合せて

精製を行なっているが、F蛋白質の結晶化は失敗に終っている。さらに、ウシとウサ

ギの筋肉を用いてF蛋白質の精製を同じ方法で試みているが精製は出来ず、動物種に

より精製方法が異なることを指摘した。

　一方、Register（80）らは、ウサギのC飼Hの精製にジチオスレイオトール

（DTT）をすべての緩衝液に入れて用いており、　mを使用しない場合は2量体が形

成されることにより単量体酵素の収量が低下することを報告している。

　Deutsch（23）らは、　CH，　C《一Hを精製するにあたり、　D貿を使用する代わりに

あらかじめ溶血液をアルキル化することにより良好な結果を得ている。そこで、今回

ウマのCA一皿を精製する前段階として、　SH基の保護の目的で筋肉抽出液のアルキル化

を行った．

CA－1，　CA－IIはp一アミノベンゼンスルファミドを固定化したアフィニティークロマ

トグラフィーで精製できることから（76，107），ウマの筋肉抽出液を同様にアフィ

ニティーカラムに流入した。しかし、目的とする㎝一皿は吸着しなかった。このこと

は、ウマのCA一皿はスルファミドと親和性がないこと、すなわち阻害作用を受けない

ことを示唆し、この結果はKoester（59）らのウサギでの結果と一生したのに対

し、ヒト、ゴリラのCA一皿の結果とは反した（14，102）．ウマの（恥皿は陽イナン

交換体に吸着することから一旦吸着させた後に溶出分画した結果、㎝Fr．1，㎝Fr．

IIに抗CA¶血清と反応する蛋白質が存在したことから性質の異なる2種類の㎝一皿

の存在を示唆した。さらに、ゲル濾過を行なうと2種類のC《一皿は同じ位置に溶出さ

れることから分子量はほぼ等しいものと推察した．続いて、カラム等電点電気泳動で

分画した結果、等電点8．9と8．1の分画にC距皿が存在したので前者を㎝一皿，後者
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をCA一皿aとした．　Cムー皿aはCA一皿と分子量斜ま‘i欝しいと推定されたことによ

り・2量体の形成やフラグメントに分解されたことによって形成されたものではない

と理解できた。

　カラム等電点電気泳動で精製したCA一皿は、ウサギに免疫することにより単一の抗

体を作ることと、澱粉ゲル電気泳動、SDS－P瓶で単哨バンドを示したこと、さらに

結晶化に成功したことから、今回の方法で精製した㎝一皿は高純度に精製され、なお

かつ自然に近い状態で精製されたものと言える。ヒト〔恥皿においては25名の収量

が報告されており（89）、今回行なったウマ㎝一皿については約50竃の収率で

あった。精製したC距皿を溶液の状態で4℃にて長期間保存しておくと、陰極へ泳動

されるバンドが出現した。このことは、Register（80），　Scopes（87）らの経験し

た現象と同様にD質　を加えると陰極側のバンドが消失することから考えて、2量体

が形成されたためのものであった。

　ウマのCA－1，　CA－H及び変異型のCAはすべて結晶化されており（21）、今回の

CA一皿の結晶化の成功によってウマのCAに関してはすべてが結晶化されたことに

なった．なお、C《一皿に関しては今回の結晶化が唯いの成功例でもある。

ウマCA一皿の分子量は、　SDS－Pム〔Eで26，500，ゲル濾過で27，000と推定されたこと

により単量体の酵素であると結論を出した。ウマの各種CAアイソザイムの性状を比

較すると、各アイソザイムの分子量は27，000前後でほぼ等しいが、等電点と002

水和活性値については各々のアイソザイムに特徴が見られた（Table　1）。ウマの

CAに関しては他の動物のCAと違い、もっとも等電点の高い値を示したのは㎝一皿

（C）であった・Cムー皿のCO2水和活性はCHの1！7・㎝一Hの1！74であり・この様

なC隠窓の活性の低さもC距皿の発見の遅れた原因であったかもしれない。エステ

ラーゼ活性値を比較すると、CA一皿はp一田田よりもp－PAを若干早く加水分解する

が、CH，　C《一nは明らかにP一堂PAを早く加水分解する。このことから、　C　Aの持つ

エステラーゼ活性は、non－specific　esteraseのムーesteraseと考えられる（2，

3）。P刑PAを基質とした場合、3者のアイソザイムの差は来臨で㎝一皿のエステ

ラーゼ活性はCA一∬の1！103，　CHの1／65であった．一’方、㎝一皿はアセチルCoム，

パルミチル伽A，アセチルコリン等の生体内物質は分解しなかった。

　K。ester（60）とCarter（19）らは、ウサギの（填一皿にはわずかながら酸性フ才

スファターゼ活性の存在することを報告したが、アルカリフォスファターゼ活性につ
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いては報告していない．ウマのCムー1，CA－H，㎝一皿‘溺牲フォスファターゼ活性を

持ち、アルカリフォスファターゼ活性はC距皿のみに存在していた・

熱安定性試験の結果、C細の嚇和活性‘ま5・℃・5分間の蝋で約ツ3の活

性を失い、60℃，5分間ですべての活性を失ったことから易熱性であることが判明し

た。＿方、エステラーゼ活性については100●C，5分間の加熱に対しても活性は失わ

れず、耐熱性を示した．

　CA一皿の亜鉛含右量は、5．46　mo　1のCムー皿を用いて測定した結果3・36闘。　lの亜

鉛が測定された。およそ38瓢の亜鉛が失われたことになるが・その原因は分析技術

による誤差範囲であるか、精製中に亜鉛が消失したのかは不明であった．Ho　1厨es

（49）は、ヒツジCA一皿の亜鉛含面訴を測定し圏目近くが消失したことを報告して

いる。CA一皿はCムー1，　CA－Hと同様に1分子中に1原子の亜鉛を持つことは確実と思

われるが、CA一皿に関しては亜鉛の結合が弱いのかもしれない・

　　　四一2．　CA一皿のアミノ酸組成

　CA一皿に限らず、蛋白質のアミノ酸組成の分析値は6N塩酸を用いて・110℃・20

時間以上の加水分解を行っているので正確な値を得ることは困難といえる・㎝一皿と

CA－III　aのアミノ酸組成を比較すると、わずかに差が認られるのは分析誤差によるも

のかもしれない。ウマの筋肉抽出液を直ちにアルキル化を行って精製した〔距皿と

C細。は、2彪のシステイン拗ノレボキシメチルシステイン（㎝C）として検出

された。そして、分析に先立ち変性剤の存在下で還元を行ない再度アルキル化を行な

うと。細と。細aの㎝‘融々峨勘験出され掲すなわち・最初に検出で

きた2彪のシステインは分子の表酢位乱てお熔易にアル棚ヒされるが滅

りの2腿は分子内に埋もれた状態で幽し噛・るためにそのままではアルキ砒さ

れず、変性剤の存在下で幽幽を行ない蛋白分子を一つ本鎖にすることにより初めてアル

棚ヒされたものと考えられる．システイン・蕨にE11㎜のS一下換賊尿素

を用いないで行なつ血合は、2毛ト・一5メルカプト安息香酸の雛腿く・そして

少量であったのに対し尿勲用いると鞘間に卿燦了した・そ四四㎝口蹴

2彪，C細aは・薙のシステインカ験出され払すなわち蒲製前にアルキル

化されているシステインはs溢血反面監で猷分納に埋もれているシステイン

のみがS－S交換反応を起こしたと理解できる・以上のことから・㎝一皿・には4彪

のシステイカ糀レ2彪一子内に埋もれて別・互いにs－s舶することなく
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他の1残基は埋もれた形で存在し、もう一方のシステインは何らかの物質と結合して

いるためにS－S交換反応が起きなかったために、Ell剛仮応では1残基として検出さ

れたものと考えられた。

　さらに、CA一皿aの等電点が低いことから何らかの酸性物質と結合している可能性

を示唆されたことからその同定を試みた。すなわち、〔恥皿aを過蟻酸で酸化し48鑑

臭化水素水を加えて凍結乾燥してOo騨e竃50×2カラムに流入した。素通り画分を採

取してアミノ酸分析を行なった結果、システイン酸0．63n回01，グリシン0．85

皿01，グルタミン酸1．56㎜01が検出され、トリペプチドであるグルタチオンの存在

が示唆された。しかし、CA一皿aの酵素活性が低下している原因は不明であったが、

埋もれた位置のシステイン残基にグルタチオンが結合することにより㎝一皿のコンボ

メーションに変化が生じ活性が低下したとも考えられる．

　ウマのCA－IIの変異型であるCA－H（C2）は・㎝一Hの180番目のアルギニン残

基がシステインに変換したことにより形成さ松そのシステインにグルタチオンが

1：1の割合で結合することによりCA－H（C3）が形成されるが活性値について

は変化はないと報告されている（23）。

　Carter（15）らは精製したヒトCA－IIIをメルカプトエタノールで処理しても陽極

へ泳動されるわずかな成分が存在することを報告している。【沁utsch（23）らは、

グルタチオンの結合したCムーn（C3）を還元すると㎝一II（C2）の易動度にもど

ることを報告しているが、彼らのザイモグラムを観察すると還元後にもわずかに陽極

側にバンドが残っている．Scopes（87）もF蛋白のマイナーバンドを報告してお

り、これらのことからグルタチナンの結合のみにより等高点の低いバンドが出現する

のではなく、他に何らかの原因があると考えられる。そのひとつとしては、アスパラ

ギン又はグルタミンの脱アミノ反応も考えられるが（31）、㎝一皿と㎝一皿aのペ

プチドマップの比較では新しいスポットは検出されなかったことから少なくとも特定

のアミノ酸が脱アミノ反応を起こしたものでは勧・と言える．

　アミノ酸組成において、CA一皿と他のCAアイソザイムとの大きな違いはTable

16に示した様にシステイン残基とアルギニン残基の含有量である．㎝一1，（鴻一Hには

およそ1～2個のシステインが存在しているが（12，13，21，75，97）、（鴻一皿に関し

てはウマでは4残i基，ウサギで6残基（80），ヒトで4残i基（15），ウシは3残
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Table 16.
Arnino acid

1sozymes.

residues per mole of equine carbonic anhydrase

    aCA-I      bCA-II CA-III

Cystein e

 Aspartic Acid

Threonine

Serine

Glutamic Acid

Proline

Glycine

Alanine

Valine

Methionine

Isoleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Histidine

Lysine

Arginine

Tryptophan

 1

30

12

34

24

18

19

14

17

 1

 8

21

10

11

10

19

6

8

 1

29

13

18

24

16

22

17

17

 1

 7

23

 7

12

11

19

9

5

 4

28

15

16

20

20

20

16

15

 1

 8

22

9

11

12

18

14

8

Total 263 250 257

a)

b)

Deutsch

Jabush

et

et

al

al

.

.

(

(

21

50

)

)
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基（102）と比較的多く含まれている（Table　17）。しかし、ホ乳類以外ではニワ

トリのCAは7残基のシステインを聰し（8）、サメではトラザメが18残基，メジ

ロザメ科のサメで25残基（67）のシステインが存在している。鳥類やハ虫類の

CA一皿に関するデーターはないが、下等脊椎動物にはシステイン残基の数が多い傾向

があり、このことからもCA一皿はCA－1，C盈一Hの祖：先に位置するアイソザイムと言

えるかもしれない。

　　　四一3．　CA－mのペプチドマップ

　同種蛋白質問での化学構造上の差異を検討するには、原理の異なる2種類の分画法

を組み合わせたペプチドマップ法が有効な手段として用いられている。

　今回の実験では、CA一皿とCA一皿aの差異の検出と〔恥皿の分子表面に位置するシ

ステイン残基と埋もれたシステイン残基の位置を検出するため、そして化学修飾され

たCムー皿の検索のためにペプチドマップを作成して廿鮫した。ウマの㎝一皿をトリプ

シンで分解して作成したペプチドマップでは、26個のスポットが検出され結果的に

は4個のペプチドが検出されなかった。蛋白質を酵素分解する場合、未変性の状態よ

りも変性させた蛋白質の方がよく分解されることから㎝一1と〔距∬の酵素分解を行

う前に熱変性を行なった結果、不溶化のペプチドが出現したという報告がなされてい

る（64）。このことからも、今回の実験で回収できなかった4個のペプチドは同じ原

因で不溶化したものと考えられる。

　一・方、㎝Cが検出されたペプチドはNo．21であったことから、このペプチドに含ま

れるシステイン残基が分子表面に位置すると考えられる。Ho．10のペプチドは、アル

ギニンとリジンが含まれていることから、どちらかの残基がトリプシンで切断されに

くい状態にあると考えられた。後の一次構造の解析結果から246番目のアルギニンの

次にプロリンが位置しており、プロリンのイミノ基のためにトリプシンにより分解さ

れないことが判明した．

　C義一月半のべブチドマップでは、No．25のペプチドが検出されず、このことはNo．

25に含まれるシステインのSH基にグルタチナンが結合することにより、疎水性であ

るペプチドがさらに疎水性となり不溶化したものと考えられた．

　CA一皿をシトラコニール化すると、リジンの∈一アミノ基が修飾されることにより

リジンのC末端はトリプシンで分解されなくなり、アルギニン残基の後方のみで切断

されるようになる。このような試料で作成したべブチドマッゾはスポットが15個検

出された。No．5のペプチドにはアルギニンが含まれていないでリジンが含まれてい

ることから、CA－IEのC末端に位置するペプチドであることが推定された。しかし、

77



Table 17
   from

. Comparison

Equine CA-:I:

of

'

 arnino

Bovine

acid compositions

CA-::I and Rabbit
of carbonic

CA-:IZ.

anhydrase

Arnino Acid Equine CA-::I Bovine CA-II:
     ( a)

Rabbit CA-:Ir
     (b)

Cysteine
          '
Aspartic Acid

Threonine

Serine

Glutamic Acid

Proline

Glycine

A1 anine

Valine

Methionine

:soleucine '
Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Histidine

Lysine

Arginine

Tryptophan

 4
28

15
1' 6

20

20

20

16

15

 1

 8

22

9

11

12

18

14

8

 3
29

12

19

19

20

17

20

14

 1
12

24

 8

10

12

20

11

8

 6
28

11

19

19

23

19

14

14

 2
10

20

 9

12

11

18

13

10

,Total 257 259 258

a) Tashian

b).Register
et

 et

al .

 al

 ( 102 )

.( 80 )
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No・10のペプチドは153～189番に位置するペプチドであるが、他のアミノ酸の混入

があり確定できなかった．シトラコニール化したペプチドの回収率が高いのは、化学

修飾により不溶性のペブチドカ河溶化されやすくなるためと考えられる。

　　　IV－4．　CA一皿の一次構造と分子進化

　蛋白質は20種類のアミノ酸を材料としているため、2個のアミノ酸の並び方は

400通りあり」残基の並び方は20のn乗となる。この様な莫大な並び方の可能性

のある蛋白質の共通点は、「遺伝情報に従ったアミノ酸配列において、L一アミノ酸が

重合したポリペプチド鎖から成立っている」ということだけである。

　一次構造は蛋白質の共通性と特性を表わすと考えられているが、配列順序の持つ意

味が解読されなければ、蛋白質の本来の性質の解明はなされない。さらに、酵素の活

性中心は単にアミノ酸配列の｝部特別な並びだけでなく、一次構造上の離れた位置の

残基も加わって形成されているので活性中心の詳細は立体構造の分析により初めて解

明されることになる．

　CAアイソザイムは一次構造、二次構造、三次構造の解析が非常に進んでいる酵素

のひとつである。その結果から、ヒトのCムー1及（恥Hは酵素全体としては球状構造

をとりその中心に亜鉛が配位している．CAの特徴的な二次構造はねじれたβ一シー

トであり、全アミノ酸の約30驚がこの構造に宥与していると言われている。この

β一シートから3個のヒスチジン残基が亜鉛に配位結合していることがX線解析の結

果から知られている（54，74）。そして、アミノ酸の田番，96番，119番に位置する

ヒスチジン残基が活性中心であるとし、64番，92番，106番，199番の残基は亜鉛から

8A。以内にあって活性に関与するものと考えられている（4，74）。CAアイソザ

イムはそのアミノ酸配列の類似性から同じ様なヨ知構造を持つものと考えられ、亜鉛

は活性部位のくぼみ（直径　10A。，深さ12　A。）の底に位置している．現在ま

でに分析されている動物のCAアイソザイムの→次構造の分析結果から、活性中心の

94番，96番，119番のアミノ酸残基はすべてヒスチジンであることが証明されている

【Table　18］．今回検索したウマのCA一皿に関しても94番，96番，119番のアミ

ノ酸はヒスチジン残基であった．すなわち、このことからホ乳類のCAアイソザイム

の活性中心は、アイソザイムの種類や勤物の種に関係なくすべてがヒスチジン残基か

ら成る可能性が強く、CAアイソザイムの共通性と特性を示すものと理解された。さ

らに、活性に関与すると考えられているCAアイソザイムの64番、92番、106番、

199番曲うち92番目に位置するのはグルタミンで106番はグルタミン酸、199番はト
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Table 18.

Isozyrnes
xsoz mes.

 Comparison

with those

 of

of
 sequences of
bovine, sheep

equine carbonic anhydrase

and hurnan carbonic anhydrase

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

CA-I

CA-:I

CA-III

CA-II

CA-IIr

CA-II

CA-I

CA-II

CA-I

CA-II

CA-rII

CA-:I

cA･-nr
CA･-II

CA-I

cA-Ir

CA-I

CA-:I

CA-III
CA･-I:

CA-:::
CA`-:I

CA-:

CA-:I

CA･-I

CA--II

CA-!II

cA-Ir

CA-III

CA-IZ
CA･-I

CA･-ZI

Ac. ALA･-H:S-SER-ASP-TRP-GLY-TYR-ASP-SER-PRO-ASN-GLY-PRO-

    AC. SER--HZS-HIS-TRP-GLY-TYR-GLY--GLU-H:S-ASP-GLY-PRO-

    AC ALA-LYS-GLU-TRP-GLY･-TYR-ALA-ASP-HIS-ASN--GLY-PRO-

    Ac. SER-HrS-H:S-TRP-GLY-1"YR-GLY-LYS-HIS-ASX-GLY-PRO･-

    Ac. ALA--LYS-GLN--TRP-GLY-!l!YR･-ALA-ASP-HIS-ASN-GLY-PRO･-

    Ac. SER-HIS-HrS-TRP-GLY-1!YR-GLY-GLU-HIS-ASN-GLY-PRO-

Ac. ALA-SER-PRO-ASP-TRP-GLY-TYR-･ASP--ASP-LYS-ASN-GLY-PRO-

    Ac. SER･-H:S-HIS-TRP-GLY-I!YR-GLY-LYS-HIS-ASN-GLY-PRO-

GLU-GLU-TRP-VAI,-LYS･-LEU-TYR-PRO-ILE-･-ALA-ASN-GLY･-ASX--ASX-

LYS･-HIS･-TRP-HIS-LYS-ASP-PHE-PRO-ILE-ALA--LYS-pGLY-GLN-ARG-

ASP-H:S-TRP-H:S-GLU-PHE--lrYR-PRO-ILE-ALA-LYS-GLY-ASP--ASN-

GLX-H:S--TRP-HrS-LYS-ASP-PHE-PRO-:LE･-ALA-ASN-GLY-GLU-ARG-

ASP-･H:S-TRP-H:S-GLU-LEU-PHE-PRO-ASN-ALA･-LYS-GLY--GLU-ASN-

GLU-HIS･-TRP-HIS-LYS-ASP-･PHE-PRO--ILE-ALA-ASP-GLY-GLU--ARG･-

GLU-GLN--TRP-SER-LYS-LEU-TYR-PRO-ILE･-ALA-ASN-GLY-ASP-GLN-

GLU-HIS-TRP-HIS･-LYS-ASP-PHE-PRO-ILE-ALA-LYS-GLY-GLU--ARG-

GLN--SER-PRO-:LE-ASP･-ILE-LYS--THR･-SER-GLU-THR-LYS-HrS--ASP-

GLN-SER-PRO-VAL--ASP-ILE-ASP-lrHR-LYS-ALA･-ALA-VAL-H:S-ASP-

GLN--SER-PRO-ILE-GLU-LEU-HrS･-1!HR-LYS-ASP-rLE--ASN-HIS--ASP-

GLN･--SER-PRO-VAL-ASN-ILE-ASP--THR-LYS･-ALA'--VAL,-VAL-GLN･-ASP-

GLN-SER-PRO--:LE-GLU-LEU-ASN--THR---LYS-GLU-:LE--SER-H:S･-ASP-

GLN-SER-PRO-VAL-ASP･-rLE--ASP--1!HR-LYS--ALA-VAL-VAL-PRO-ASP-

ASN-SER-PRO-VAL-ASP-ILE･-LYS--ErEHR-SER-GLU--THR-LYS･-H:S-ASP-

GLN-SER-PRO-VAZ.--ASP-ILE-ASP･-THR-HIS-THR-ALA--LYS---TYR--ASP-

THR--SER-LEU-LYS-PRO-PHE-SER-VAL･-SER--lrYR-ASP-･PRO--･ALA-lrHR-

ALA--ALA-bLEU-LYS--PRO-LEU-ALA-VAL-HIS-lrYR-GLN-GLY-ALA-THR-

PRO-SER･-LEU-LYS-ALA-TRP-THR-ALA-SER-TYR-ASP-PRO-GLY-SER-

PRO-ALA-LEU-LYS-PRO-LEU-ALA･-LEU-VAL-TYR-GLY-GLU-ALA-THR-

PRO-SER-･LEU--LYS-PRO-TRP-THR-ALA-SER-TYR-ASP-PRO-GLY-SER-

PRO--ALA-LEU-LYS-PRO-LEU-ALA-LEU--LEU-TYR-GLU-GLN-ALA-ALA-

THR-SER-LEU-LYS-PRO-ILE-SER･-VAL-SER-TYR-ASN-PRO-AI.,A-THR･-

PRO･-SER-LEU･-LYS-PRO-LEU-SER･-VAL,--SER-TYR-ASP-GLN-ALA-THR-
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Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

CA-I

CA-II

CA-III

CA-II

CA-IrI

cA-rl

CA-I

CA-II

CA-I
CA---II

CA-III

CA-:I

CA-:II

CA-rI

cA-r

cA-r:

CA-I

CA-II

cA-rrI
CA-･II

CA-III

cA-Ir

CA-I

CA-I:

cA-r

CA-II

cA-rrI

CA-II

cA-rrr
CA･--II

CA-I

CA-II

                 60 65 ALA-LYS-GLU-ILE-VAL-ASN-VAL-GLY-HIS-SER-PHE-GLN-VAL-LYS･-
            " SER･--ARG--ARG ILE-VAL-ASX-ASX-GLY-HIS-SER-PHE-ASN-VAL-GLU-
 ALA-LYS-THR-ILE-LEU-ASN-ASN"GLY"ARG"IHR" ARG"VAL-VAL-

 SER-ARG--ARG-MET-VAL･-ASN-ASN-GLY-HIS-SER-PHE-ASN-VAL-GLU-

ALA-LYS-THR-rLE-LEU-ASN-ASN-GLY-LYS-lrHR-TYR･-ARG--VA!.･-VAL-

 SER-ARG-ARG-1vrET-VAL-ASN-ASN-GLY-HIS-SER-PHE-ASN-VAL-GLU-

ALA-LYS-GLU--:LE-ILE･-ASN-VAL-GLY-HIS-SER-PHE･-HIS-VAL-ASN-

SER-LEU-ARG-ILE-LEU-ASN-ASN-GLY-HIS-･･ALA-PHE-ASN･-VAL･-GLU-

PHE-GLU･-ASP-SER--ASP--ASN-ARG-SER-VAL-LEU--LYS-ASP-GLY-PRO-

PHE-ASP-ASP-SER-GLU-ASP･-LYS-ALA-VAL･-LEU-GLU-GLY-GLY-PRO-

PHE-ASP･-ASP-THR･-TYR-ASP-ARG-SER-MET-LEU-ARG･-GLY-GLY-PRO-

TYR-ASP-ASP･-SER-GLN･-ASP･-LYS-ALA-VAL-LEU-LYS-ASP-GLY-PRO･-

PHE-ASP-ASP-THR-1!YR-ASP--ARG-ALA-r![ET-LEU-ARG-GLY･-GLY--PRO-

PHE-ASP-ASP-･SER-GLN-ASP-LYS･-ALA-VAL-LEU-LYS-ASP-GLY-PRO-

PHE-GLU-ASP--ASN--ASP-ASN-ARG-SER-VAL-ILE-LYS-GLY-GLY-PRO-

PHE-ASP-ASP-SER-GLU--ASP-LYS･-ALA-VAI.-LEU-LYS-GLY-GLY-PRO-

LEU-PRO--GLY-SER-1!YR-ARG-LEU--VAL-GLN-PHE--HIS･-PHE-･HIS-TRP-

LEU･-THR-GLY･-THR-TYR-ARG-LEU-ILE-GLN-PHE-H:S-PHE-HIS･-TRP-

LEU-THR-ALA-PRO-TYR･-ARG-LEU･-ARG-GLN-PHE-HIS-LEU-HrS-TRP--

LEU-THR--GLY--THR-TYR-ARG-LEU-VAL-GLN-PHE-HIS--PHE-H:S-TRP-

LEU-ALA-ALA-PRO-TYR･-ARG･-LEU-ARG-GLN-PHE-HZS-LEU-H:S--TRP-

LEU-THR-GLY･-･THR-1!YR-ARG･･-LEU-VAI.-GLN-PHE-HIS-PHE--HIS-TRP-

PHE-SER-ASP-SER--TYR-ARG･-LEU-PHE-GLN-PHE-HIS-PHE-HrS-TRP-

LEU-ASP-GLY-THR-TYR-ARG-LEU-rLE-GLN-PHE-H:S-PHE-HIS-TRP-

GLY-SER-THR-ASP--ASP-TYR･-GLY-SER･-GLU-HIS-PHR--VAI.･-ASP-GLY-

GLY-SER･-SER-ASX-GLY--GLX-GLY-SER-GLX-H:S-THR-VAI.-･ASX-LYS-

GLY-SER-SER-ASP･-ASP-HIS-GLY-SER-GLU-HIS-THR･-VAI.･-ASP-GLY-

GLY-SER･-SER--ASX--ASX-GLN-GLY-SER-GLU-HIS-THR-VAL--ASP--ARG-

GLY-SER-SER-ASP-ASP-HIS-GLY-SER-GLU-HIS-SER-VAL-ASP-GLY-

GLY-SER-SER-ASP-ASP-GLN-GLY-SER-GLU-HrS-THR-VAL-ASP-ARG-

GLY-SER-THR-ASN-GLU-HIS-GLY-SER-GLU-HrS-THR-VAL･-ASP-GLY-

GLY･--SER-LEU-ASN-GLY-GLN-GLY-SER-GLU-HIS-THR-VAL-ASP-LYS･--
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Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

CA-I

CA-II

CA･-III

CA-II

CA-IIr

CA-II

CA-I

CA-II

CA-I

CA-II

cA･-ru

cA-rI

CA-III

CA-II

CA-I

CA-rl

CA-I

CA･-II

CA-III

cA-:r

CA-IIr

CA-::
CA･-:

CA-::

CA･-I

CA･-:I

CA-II:
CAd-II

CA-III

cA-Ir

CA-I

CA-II

 VAL-LYS-TYR-SER-ALA-GLU-LEU-HIS-LEU-VAL-HIS-TRP-ASN-SER-

 LYS-LYS-TYR-ALA-ALA-GLX-LEU-HIS-LEU-VAL-HIS-TRP-ASN-THR-

 VAL-LYS-TYR-ALA-ALA-GLU･--LEU-HIS-LEU-VAL-HIS-TRP-ASN-PRO-

 LYS-LYS--TYR-ALA-ALA-GLU-LEU-HrS-LEU-VAL-HIS--TRP--ASN-THR-

 VAL-LYS-TYR-ALA-ALA-GLU-LEU-HrS-LEU-VAL-HIS--TRP-ASN-SER-

 LYS-LYS--TYR-ALA-ALA-GLU-LEU-H:S-LEU-VAL-HrS-TRP-ASN-THR-

 VAL-LYS･--TYR-SER-ALA-GLU-LEU-HIS-VAL-･ALA-HIS-TRP-ASN･-SER･-

 LYS-LYS-TYR-ALA-ALA-GLU-LEU-HIS-LEU-VAI.--HIS-TRP-ASN-THR-

                 130 135 SER--LYS-TYR-SER-SER-PHE-ASP-GLU-ALA-SER-SER･-GLN-ALA-ASP-

    ･-LYS･-･TYR-GLY-ASP-PHE-GLY-LYS-ALA-VAL･-GLN-GLU-PRO-ASP-

    ･-LYS-TYR-ASN-THR-TYR-GLY-GLY-･ALA-LEU-LYS-GLN-PRO-ASP-

    -LYS-TYR-GLY-ASP-PHE--GLY-THR-ALA-ALA--GLN-GLN-PRO-ASP-

    -LYS･-PHE-ASN-SER-ILE-ALA-THR-AI.,A-LEU-LYS-HIS-ALA-ASP-

    -LYS-TYR-GLY-ASP-PHE-GLY-THR--ALA-ALA-GLNGLN･-PRO-ASP-

ALA-LYS･-TYR-SER-SER-LEU-ALA-GLU･-ALA-ALA-SER-LYS-ALA-ASP-

   -LYS--bTYR-GLY--ASP-PHE-GLY-LYS-ALA-VAL-GLN-GLU-PRO-ASP-

GLY-LEU-ALA-ILE･-LEUGLY-VAL-LEU-MET-LYS･-VAL-GLY-GLU-ALA-

GLY-LEU--ALA-VAL-VAI.-GLY-VAL-PHE･-LEU-LYS-VAL-GLY-GLY-ALA-
                               ce l                       "lGLY-ILE--ALA-VAL-VAL GLY VAL PHE LEU LYS-:LE-GLY--ARG-GLU-

GLY-LEU-ALA-VAL-VAI.-GLY-VAL-PHE-LEU-LYS-VAI,-GLY--ASP-ALA-

GLY･-ILE･--ALA-VAI.,･-VAI.-GLY-VAI.･-PHE-LEU-LYS-ILE--GLY･-ARG-GLU-

GLY--LEU-ALA-VAI.-VAL-GLY--VAL-PHE-･LEU-LYS-VAL-GLY--ASP--ALA-

GLY-LEU･-ALA-VAL-ILE-GLY-VAL-ILE--MET-LYS-･VAI,--GLY-GLU-ALA-

GLY-LEU-ALA-･VAL-LEU-GLY-ILE--PHE--LEU-LYS-VAL-GLY-SER･-ALA-

ASN-PRO-LYS-LEU-GLN-LYS･-VAL･-LEU-ASP-ALA-LEU-ASN-GLU-VAL-

LYS-PRO-GLY･-LEU-GLN--LYS-VAL-LEU-ASP--VAL-LEU-ASP-SER-:LE-

LYS-GLY-GLU--PHE-GLN-LEU-PHE-LEU-ASP-ALA-LEU-ASP-LYS-ILE-

ASN-PRO-ALA･-LEU-GLN-LYS-VAL-LEU-ASP-ALA-LEU-ASP-SER-ILE-

LYS-GLY-GLU-PHE-GLN-LEU-LEU-bLEU-ASP-ALA--LEU-ASP-LYS-ILE-

ASN-PRO-ALA-LEU-GLN-LYS-VAL-LEU-ASP･-VAL-LEU-ASP--SER--ILE-

ASN-PRO-LYS･-LEU-GLN-LYS-VAL-LEU-ASP-ALA-LEU-GLU-ALA-ILE-

LYS-PRO-GLY-LEU-GLN-LYS-VAL-VAL-ASP-VAL-LEU-ASP-SER-ILE-
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Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

CA･-I

CA-II

CA-II!

CA-II

CA--III

cA-Ir

CA-I

CA-II

CA-I

CA-II

CA-rII

CA-I:

CA-III

CA-II

CA-I

CA-::

CA-:

CA-:I

CA-I::

CA-::

CA-:::

cA-:r

CA-:

CA-:I

CA-I

CA-II

CA･-III

CA-II
cA--rIr

CA--II

CA--I

CA-II

 LYS-THR-LYS-GLY-LYS-LYS-ALA-PRO-PHE-LYS-ASN-PHE-ASP-PRO-

 LYS-THR-LYS-GLY-LYS-SER-ALA-ASP-PHE--THR-ASN-PHE-ASP-PRO-

 LYS-THR･-LYS-GLY-LYS-GLU-ALA-PRO-PHE-rLE-ASN-PHE-ASP--PRO-

 LYS-THR-LYS-GLY-LYS-SER-THR-ASP-PHE-･PRO-ASN-PHE-ASP･-PRO-

 LYS-bTHR-LYS-GLY-LYS-GLU-ALA-PRO-PHE-ASN･-ASN-PHE-ASN-PRO-

LYS-1!HR-LYS-GLY-LYS-SER-ALA-ASP-PHE-PRO-ASN-PHE-ASP-PRO-

LYS-THR-LYS-GLY-LYS-ARG-ALA-PRO-PHE--lrHR･--ASN-PHE-ASP-PRO-

LYS-THR･-LYS-GLY-LYS-SER--ALA-ASP-PHE-THR-ASN-PHE-ASP-PRO-

SER-SER-LEU･-LEU-PRO-SER-SER-PRO-ASP-TYR-TRP-THR･-TYR-SER--

ARG-GLY･-LEU-LEU-PRO-GLN･-SER-LEU･-ASX-TYR-TRP･-･THR-!I!YR-PRO-

SER-CYS-LEU-PHE-PRO-THR･-CYS--ARG-ASP-11YR-TRP-THR･-TYR-ARG-

GLY-SER-LEU･-LEU-･PRO-GLU-VAL-LEU-ASP-TYR-TRP･-lrHR-TYR･-PRO-

SER-CYS-LEU-LEU-PRO-ALA-SER-ARG-ASP-TYR-TRP-1!HR--TYR-HIS-

SER-SER･--LEU-LEU-LYS-ARG-ALA-LEU-ASN-TfYR-TRP-THR-TYR-PRO-

SER-THR-LEU-LEU-PRO-SER-SER-LEU-ASP-PHE-TRP-THR･-TYR-PRO-

ARG-GLY-LEU-LEU-PRO-GLU･-･SER--LEU-ASP-TYR-TRP-!lrHR--TYR-PRO-

                200 205
GLY-SER-LEU-THR--HIS-PRO-PRO-LEU--TYR-GLU･-SER･-VAL-THR-TRP-
GLY-SER-LEU-THR-THR-PRO-PRO-LEU-LEU-GLX-CYS-VAI.･-THR"TRP-

GLY-SER-PHE--1!HR-1!HR-･PRO-PRO･-CYS-GLU-GLU-CYS--ILE-VAL･-TRP-

GLY--SER-LEU-THR･-THR-PRO-PRO-LEU-LEU-GLU-SER-VAL･-THR--TRP-

GLY･-SER--PHE--THR--THR-PRO-･PRO･--ASP--CYS･-GLU-CYS--ILE-VAL-TRP-

GLY-SER-LEU-･THR-･ASN-PRO･-PRO-LEU-LEU-GLU-SER-VAI.-･THR･-TRP-･

GLY-SER-LEU-THR-HrS-PRO-PRO-LEU-TYR-GLU-SER-VAL-THR-TRP-
GLY-SER-LEU-THR-THR-PRO･-PRO-LEU-LEU-GLN-CYS･-VAI.･-THR-TRP-

ILE-VAI.--CYS--LYS-GLU-ASN-rLE-SER-ILE-SER-SER--GLN-GLN-LEU-

ILE-VAL-LEU--ARG--GLU-PRO--ILE-SER-VAI.--SER-SER-GLU-bGLN-LEU-
LEU-LEU LEU"LYS-GLU-PRO-ILE･-THR-VAL,･-SER--SER-ASP-GLN-VAL-

ILE-VAL-LEU-LYS-GLU-PRO-ILE･-SER-VAL--SER-SER-GLN-GLN-MET-

LEU-LEU-LEU-LYS-LEU-PRO-ILE-THR-VAL-SER-SER-ASP--GLN-ILE-

VAL-VAI.-LEU-LYS-GLU-PRO-THR-SER-VAL-SER-SER･-･-GLN-GLN-MET-

ILE-:LE-CYS-LYS･-GLU-SER-ILE-SER-VAL-SER-SER-GLU-bGLN-LEU-

ILE･-VAL-LEU-LYS-GLU-PRO-ILE-SER-VAL-SER-SER･-GLU･-GLN-VAL-
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Eq
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Bo
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Sh

Hu
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Eq

Eq

Eq

Bo

Bo

Sh

Hu

Hu

CA-I

cA-Ir

CA-III

CA-II

CA･-III

CA-II

CA･-I

CA-II

CA-:

CA--::

CA--:II

cA-Ir

CA--:II

CA-II

CA-I

CA-II

cA --r

CA･-II

CA--:I:

CA-II

CA-III

CA-::

CA-:
CA--II

SER･-GLN-PHE-ARG-SER-LEU-LEU-SER-ASN-VAL-GLU-GLY-GLY-LYS-

LEU-LYS-PHE-ARG-SER-LEU-ASN-PHE-ASX-ALA-GLX-GLY-LYS-PRO-
           -"ALA-LYS LEU ARG SER-LEU-PHE--SER-SER-ALA･-GLU-ASN-GLU-PRO-

LEU･-LYS･-PH.E-ARG-THR-LEU-ASN-PHE-ASN-ALA-GLU-GLY-GLU･-PRO-

ALA-LYS-LEU-ARG-THR-LEU-VAL-SER-SER･-ALA-GLU-ASN-GLU-PRO-

LEU-LYS-PHE-ARG-SER-LEU-ASN-PHE-ASN-ALA-GLU-GLY-GLU-PRO-
ALA-GLN･-PHE･-ARG･-SER--LEU･-LEU--SER-ASN-VAL-GLU-GLY--ASP･-ASN-

LEU-LYS-PHE-ARG-LYS-LEU･-ASN--PHE-ASN-GLY-GLU-GLY-･GLU-PRO-

ALA-VAL-PRO-ILE-GLN-HIS-ASN-ASN-ARG-PRO--PRO-GLN-PRO-LEU-

GLX-･ASX--PRO-MET-VAL,･-ASX-ASX-TRP-ARG-PRO･-ALA-GLN-PRO-LEU-

PRO-VAL-PRO-LEU--VAL-ARG--ASN-TRP-･ARG-PRO-PRO-GLN･-PRO-LEU-

GLU--LEU-LEU･--MET--LEU-･ALA-ASN-TRP･-ARG-PRO--ALA-GLN-PRO･-LEU--

PRO-VAI.--PRO･-LEU-VAL-ARG-ASN-TRP･-ARG-PRO･-PRO-GLN--PRO-ILE-

GLU-LEU･-LEU--MET-LEU-ALA-ASN-TRP-ARG-PRO--ALA-GLN-PRO･-LEU--
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レナニンである。この三者に関しては現在まで報告されている動物のすべてのCAア

イソザイムにおいて同じ位置に同じアミノ酸が存在している。しかし、64番のアミノ

酸に関してはCムー皿以外のアイソザイムではすべてヒスチジン残基であったのに対

し、ウシとヒト（101）のCA¶：ではリジン残基であり今回検索したウマの〔語一皿で

はアルギニン残基であった。この64番目活性に関与するアミノ酸残基がヒスチジン

ではなく、アルギニン又はリジンんになっていることが㎝一皿の特徴であり、他のア

イソザイムに比べてCO2水和活性やエステラー・ゼ活性が低い原因であるのかもしれな

い．Tashi㎝（81）らは、ヒトCムー1の67番目の残基はヒスチジンでヒト〔鴻一H

ではアスパラギン，91番目はCA－1ではフェニールアラニン、　C距Hではバリンであ

るのに対し、ウシやヒトのCムー皿では67番と91番の両方ともアルギニン残基であ

るとした。これらのアルギニンは2－3一ブタンジオンで化学修飾すると㎝一皿の活性

が上昇することが報告さ払両者のアルギニン残基が〔距皿のH2CO3脱水活性の低

い原因であることが示唆された（81）。さらに、職itne▽（106，107）は、ヒト

CA－1の67番目のヒスチジン残基を修飾すると活性が低下することを報告してい

る．しかし、67番目がヒスチジン残基であるのはヒト〔脇一1のみであった．

　ウマのCA¶に関しては、91番目はアルギニン残基であり67番目は確定はできな

かったがアルギニン残基であることはほぼ確実であり、64番目のアルギニンと同様に

ウシとヒトのCA一皿で報告されているような酵素活性を低下させている残基である可

能性が強い。

　CAに対して非常に強い阻害剤であるアセタゾールアミドのCAとの結合について

X線解析を行なった結果、ヒト〔縞一1では91番目のフェニールアラニン残基、121

番目のアラニン残基、131番目のロイシン残基の疎水性残基にアセタゾールアミドが

結合していると報告されている（29，55）。ウマの㎝一皿においては、91番目はア

ルギニン残基、121番目がバリン残基、131番目がチロシン残基というように親水性

残基が多いことがウマC中皿の阻害剤に対する親和性の少ない原因と言える。

　一方、アデニルギナーゼは、その三次構造の解析から1個のリジン残基、1個のヒ

スチジン残基、6個のアルギニン残基が削Pと鯉のリン酸と結合しているか、又

は接していると報告されている（86）。さらに、Riordan（83）らは、9種類の

解糖系酵素とアルカリフォスファターゼそしてアデニルキナーゼの活性中心であるア

ル副読ンン残基は負荷電の基質又は補酵素の結合部位として働く陽荷電の残基である
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とした・これらのことと、CA一皿にはアルギニンン残基が多く、そしてアルカリフ才

スフ7ターゼ活性を持つことから64番、67番、91番のアルギニン残基は陰性荷

電のリン酸を中和してその輪送に役立っているものと考えられる。

　他方・芳香族アミノ酸は蛋白質の三次構造の維持に役立ち、活性中心腔の安定性の

維持に働くと考えられている（100）。各々のCAアイソザイムを比較すると、アミ

ノ酸配列番号で5、7、16、51、70、88、93、97、123、128、176、179、191、

192・194・209の位置に存在するアミノ酸残基はすべてのアイソザイムにおいてト

リプトファン・チロシン、フェニールアラニンであり、CAの持つ共通性と特性を良

く示した．

　8種類のCAアイソザイムの一次構造を比較してみると【Table　18】、同じ位置

に同じアミノ酸が位置しているのは260残基中門残基（32．7竃）であった。しか

し・ひとつひとつを比較した場合、ウマC《一皿とウマ〔恥1の一次構造のホモロジー

は55．3Z，ウマCA－mとウマC《一Hは57．3竃，ウマ㎝一1とウマCムーnは62．1

鬼であった・すなわち、ウマCムー1とウマC距Hのホモロジーは㎝一皿に対してより

も高い割合を示した【Tab　l　e　19］。ウシCA一皿とウマ㎝一皿のアミノ酸配列は

86・6竃と高いホモロジーを示した。ウシCHIとウマ〔恥Hは81．2竃，ヒトC《一1

とウマCムー1は80竃，ウマC《一HとヒトC」トHは86．2％のホモロジーを示した。

　すなわち、アイソザイムの種類が異った場合、また、それが動物の種類が異ってい

る場合でも約50～60器のホモロジーを示し、同→機能を持つ酵素内で非常に良く

配列順序が保存されていた。さらに、動物の種類が異ってもアイソザイムの種類が同

じ場合、ホモ回ジーはおよそ80～87零とさらに高率に保存されていることが示さ

れた。また、同じタイプのアイソザイム間での比較では㎝一皿どうしのホモ回ジーが

一番高かった。ウマに関しては、CA一皿とのホモロジーよりもCHと㎝一nのホモ

ロジーの割合が高いことから、CA一皿はCA。1とC島一Hの祖先に位置するアイソザイ

ムである可能性を強く示唆した。

　蛋白質のアミノ酸配列を決定する情報はD甑の塩基配列に含まれており、この情報

がメッセンジャー剛Aに移されて蛋白質合成の際に一次構造上に反映されている。

㎝Aには4個の塩基、アデニン、グアニン、シトシン、ウラシルが存在し、そのうち

の3個の塩基配列が1つのアミノ酸に対応する情報となっている。すなわち、点突然

変異が起こりD甑の1塩基対が変化し、他の塩基対に置換されたりすると、蛋白質の

アミノ酸配列にも変化を生じることがある。このような1塩基対置換は、祖先を同じ

くする蛋白質では最も普通にみられる変化で、2塩基対置換は比較的少なく、3塩基
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対置換となるとまれであるとされている。

　ウマCA－IIとCA一皿のアミノ酸配列が一致していない部位は約43瓢であり、その

一・vしないアミノ酸の塩基配列を比較すると、87個のアミノ酸において1塩基対置換

が起っており、残りの22個のアミノ酸には2塩基対置換が起っており、3塩基対置換

は存在しなかった。

　2塩基対置換が存在したアミノ酸残基番号は、19、27、38、39、50、53、67、80、

lll　、　112　、　129　、　130　、　133　、　155　、　159　、　166　、　173　、　175　、　187　、　204　、

224・230番であった．さらに、ウマのCムー1と㎝一IIとの間にも3塩基対置換は存

在しなかった。

　蛋白質の進化の過程で非常に重要な役割を果たしているのが遺伝子の重複という現

象である．進化の過程で蛋白質の活性中心に変化が起こり、本来の生理機能を失うよ

うな突然変異は自然選択により除去されてしまう。そこで同じ蛋白質を作る遺伝子が

偶然にいくつか出現し、その中のいくつかの変化は生物の機能にとっては不利なもの

となりその存在価値を失ってしまっても他の遺伝子が必要な蛋白を作り生体の生理機

能が維持できると考えられている。このような余分な重複遺伝子の申での変異が蓄積

し、さらに変異を繰り返すうちに新しい機能を備えるに至ると考えられている。CA

アイソザイムに関しては、活性中心であるヒスチジン残基は動物種やアイソザイム型

の違に関係なくすべて同じで、非常によく保存されている。すなわち、これらのこと

からまず活性値の低いCA一皿を合成する遺伝子が確立し、進化の過程で遺伝子の重複

が起り、それに続いて点突然変異が64番、67番のアミノ酸を支配する田Aの塩基対

に生じ、ヒスチジンに変換したことにより高活性型の㎝一1と㎝一Hを合成する遺伝

子が出現したと考えられる。

　　　π一5．　CA－mの化学修飾

　蛋白質の化学修飾は、分子機能に関与するアミノ酸残基を同定する目的や高次構造

におけるアミノ酸残基の存在状態の識別にも利用されている。

蛋白質のアミノ基のアセチル化に用いられる試薬には無水酢酸がよく用いられてい

るが（57）、今回の実験ではエステラーゼ活性の測定に用いたP一一PBを用いた。

　ウマCA－IIは高エステラーゼ活性を持ちP一㎜によってはアセチル化されず、㎝一

1は若干アセチル化された。CA一皿はエステラーゼ活性は低く、逆に基質によリアセ

チル化されている。この点も三者のアイソザイムの大きな違いである。〔二心のリジ

ンのG一アミノ基がアセチル化されると酵素活性は低下している。2個のリジン残基
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がアセチル化されると・CO2水和活性は65　Z失われ・3個修飾されるとさらに8零

の活性が失われ、4個修飾されるとさらに4瓢の活性が失われた。

　すなわち、最初の2個のリジンがアセチル化されることにより活性は急激に低下

し、それ以後は修飾されるリジンの数が増えても活性値は急激には低下しなかったこ

とから、最初に修飾されるリジンがより重要な意味を持つものと考えられた。しかし

ながら、この2個のリジンのアミノ酸配列中の位置はべブチドマップ法では決定でき

なかった。

　一方、Carter（19）らはスルファミドは㎝一1、㎝一Hを阻害するがC《一mは阻

害しないのに対し、カルバミールリン酸は3種類のアイソザイムをすべて阻害する唯

一の生体内物質であることを報告した。今回、カルバミールリン酸を用い㎝一皿の阻

害について実験を行った結果、C直一皿のリジンがカルバミール化されホモシトルリン

を形成することを見い出した。アセチル化と同様にリジン残基の修飾により活性値は

低下し等電点も低下した。CA－1とCムーnに函、ては実験は行なわなかったが同様に

カルバミール化されると考えられる。

　　　π一6．　CA一皿の生物学的特性

　ヒトC《一∬をウサギ、ヤギ、ウマに免疫した場合、これらの動物では抗体価の高い

抗血清を作らないことが報告されている（32）。今回の実験においても、一羽の

ウサギでは104と低い値の抗血清が作出さ払他の3羽では165とわずかに高い値を

示したが満足のいく抗体価ではなかった。さらに3羽のウサギを用いてアジュバント

をBacto　Adju▼aコt　co即1ete　H37裂aに変えて免疫を行ったが結果は前回と同じであ

った。このことは、この抗血清がウサギの筋肉抽出液や肝臓抽出較と反応しないこと

から考えて、自己抗体を作らないために抗体価が上がらないものと思われる。

　ヒトC《一1とCA一皿の一次構造は約60％が類似しているが、免疫学的には交叉反

応を示さないことから各々のアイソザイムは免疫化学的に定量が可能で臨床診断にも

応用されている（32，34）。今回作成した抗ウマ㎝一皿血清はウマ㎝一1及び㎝一H

とは寒天ゲル内で交叉反応をしないことから、この抗体を用いれば〔訥一皿の定量が可

能であることを示した．

　しかし、一方ではErickso腿（28）らのようにモノクローナル抗体を用いた免疫沈

降反応の抑制試験の結果、CA－1とCA。　Hは強い交叉反応を示し、（恥皿と㎝一1，
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CA一皿とCA－IIは弱い反応を示したという報告もある。

　　CA一皿の臓器分布を検索するために、ナクタ回ニー法でまず赤血球のTuch　ihashi

e竃trac　tを検査した。赤血球との間には沈降線は形成されなかったことから各臓器中

に含まれる赤血球は影響を及ばさないことが分かり、壇臓器は完全には血液を除去し

なかった．次に、21種類のウマ臓器を用いて検索した結果、筋肉と肝臓および胸腺中

にCムー皿を検出した．CA一皿の臓器分布について、　Heath（44）らはヒトの筋肉以

外では赤血球中に存在することを示し、Carter（17）らは雄ラットの肝臓中に㎝一

皿を検出している。Shi風（89）は、ヒトの筋肉の湿重量19中に5■9の（恥皿

が存在し、心筋、赤血球、胸腺、肝臓、脊髄、末梢神経中には約10ng！gのC目皿

が存在することを報告している。

　ウマCA－mの臓器含量をEIA法で定量した結果、ウマ筋肉の湿重量の19中に

530μ9のCA一皿が存在し、肝臓19中には300μ9、胸腺では16．5μ9が存在し

ていた。他の臓器は、Table　6に示したように平均で57．3㎎！9であった。ウマの

筋肉中に存在するC《一皿は19当りでは、ヒトの約1！10量である。しかし、ウマの

肝臓中にはヒトの約30倍も含まれていた。Carter（15）はヒト筋肉抽出液から得

た蛋白質の10零はCA一皿であるとし、　Shh（89）らは15竃，　Jeffery（52）

は16零存在すると報告した。一方、ブタ（87）、ウサギ（80）の筋肉中では、

2～3鑑存在すると言われていることから、ヒト筋肉中には非常に多く含まれている

ものと言える。雄のラット肝臓中に存在する㎝一皿は、雌には存在しないが（17）

ウマ、ウシ、ネコの場合、雄と雌の肝臓に存在していた．Carter（17）らは、ラッ

トの筋肉から精製したCA一皿と肝臓から精製した〔露国の哨次構造の比較を行い、現

在まで78番から92番までの15残基の結果はすべて同じア，ミノ酸が位置しているとし

さらに免疫学的にも両老は一隠しているとした。

　肝臓に存在するC《一皿は赤血球中に含まれる㎝一皿の影響が動物の種類によっては

考えられるが（88，44）、ウマの場合赤血球中のヘモグロビンlg中に319．2㎎存

在しており、この量はヒトの赤血球中のCA－1が約13．3賠／9ヘモグロビン、㎝一H

は約1．77昭／gヘモグロビンであることから（32）、1／5550から1！4170　と

極めて少ない値でありその影響は考えられない。
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　　　IV－7．CA一皿の組織局在と生理的意義

　骨格筋は生後の機能分化に伴って、速く収縮する筋肉すなわち白筋線維（Type

II）と遅く収縮する筋肉の赤筋線維（T”eI）に分化し、この両老はエネルギー源

であるAIPの生産様式が異なっており、それに適応した酵素が分布している。白筋線

維は迅速な収縮、弛綬を行なうために筋形質や多糖体に富み嫌気的解糖系酵素が強力

であるのに対し、赤筋線維はミトコンドリアにある臨回路から産生される訂Pを利

用し、脂質に富み一般に酸化還：元酵素活性が強く、多くのミナグロビンも含み酸素に

対する親和性が強く、筋肉内で酸素の貯蔵系として働くと言われている（77）。

Guth（39）らは、．白血線維のミナシンム1P　ase活性はアルカリ（田10．4）に安定

であるが、酸性（pH　4．5）に対しては不安定であるのに反し、赤筋線維のCa。ムP

aseはアルカリ性に対して不安定で、酸に対しては相対的に安定であることを示し

た．

　ウマの骨格は、ミナシンAIP　ase（pH　9．4）とコハク酸脱水素酵素（SDH）活性

の分布に従って3つの線維型、すなわちfast　t”ich　fiber（速筋線維）、　fa8t

t繭ch　high　o竃idati▼e　fiber（中間筋線維）、　slmr　t賢ich　fiber（遅筋線維）に

分類されている（92）．Stu11（94）らは、3才馬の大腿二頭筋は、サラブレッド

が一番多くの遅筋線維を含んでおり、3種類の線維含量の比率は遅筋線維36驚、中

間筋線維4幌、速筋線維24竃であると報告している。しかし、成獣になると、サラ

ブレッドの中啓筋では、遅筋線維12．5驚、中間筋線維50．7零、速筋線維36．8竃

であり、ポニーでは心筋線維22．5％、中間筋線維40．4名、速筋線維37．1竃であ

ると報告されている（92）。CA一皿は赤筋繍維に含まれていると報告されてきたが

（47，48，72）、免疫組織学的にCA一皿の局在を舅確にしたのはSb　h（88，89）ら

によってである。すなわち、ヒトCA一皿はミオシン轟TP　aseの染色される白筋線維に

は局在せず逆にミオ・シンATP　aseの染色されない赤筋線維に㎝一皿を検出している。

そして、用いた大腰筋ではCA一皿の染色された線維が非常に多く示された。サラブレ

ッドの中啓筋を用いた免疫組織化学の結果からは、他の酵素の染色が不可能であった

ことから、染色されたCA一皿の局在する線維の種類は断定できないが〔鴻一皿の局在す

る線維が非常に少ないことからも考えて明らかに遅筋線維（赤筋線維）であると考え

られる．Shi■a（88，89）らの結果と、今回のウマの結果を比較するとウマ筋肉に存

在する遅筋線維の比率は明らかに少なかった。このことからも㎝一皿の含右回がヒト

のそれに比べ1／10も少ないことが説明できる。
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　AickinとThoロas（1）は、赤筋線維は白筋線維よりもoo2緩衝作用は3倍も強い

ことを示し・そして・赤筋線維の膜電位は白筋線維のそれよりも002量の変化に対し

てより敏感であることを明らかにし赤筋線維においては002の調節が強く要求される

ことを報告した・以上のことから・ウマの筋肉に韻、ても・遅筋線維内では・CO2濃

度とpHの調節のためにCA一皿が作用していると考えられる。

　　　IV－8．　CA一皿の測定意義と臨床応用

　ヒトのCA－mは、骨格筋に圧倒的に多く存在し、主として可溶性此分に存在するこ

とから各種筋疾患のマーカー蛋白となる可能性が考えられている。Shi陥（89），

Cate　r（16，18），　Heath（41，43）らは、ヒト血清中のC轟¶の定量を行ない、正常

値は約60㎎！日1以下とし、デュシエンヌ型筋ジスト回フィーの患者血清には平均

900㎎！鵬1と高い値を示し、さらに多発性筋炎、肢帯型筋ジストロフィー等で400

～800㎎！璽1と高い値を示すことを報告している。特に、（鴻¶：がType　I　fiber

に局在することから、T▼pe　I　fiberの異常が主病変である筋疾患ではCPKよりも良い

マーカー蛋白質となることが期待されている。

　ヒトのCムー皿の微量測定には、ラジナイムノアッセイ（Rm）が主体であるが

（97）、アイソトープは半減期、廃棄物、使用施設等の制約があるため、今回は、ペ

ルオキシダーゼ標識抗体を用いたエンザイムイムノアッセイ　（EIA）の測定系を

開発した。Cムー皿のEIAについては今だ報告はなく、さらにヒト以外では血清中の

CA一皿を測定した報告もない。今回、　EIAでウマ血清中の㎝一皿を測定した結果、

乗馬用のウマ血清中には5㎎ノ璽1以下と‘まとんど㎝一皿は存在せず、競走馬では5

～20㎎！璽1であった．白扇は少ないが競走馬ではトレーニングの前後で値が変動す

る傾向が認られた．さらに、肉出馬（重種）では1例について1．38μ9181と非

常に高値を示す症例を発見した．㎝【も同時に測定したが、その値は〔鴻一皿とは相関

せず、Shim（89）らのヒトでの報告と一証したしかし、ウマの場合㎝一皿は肝臓

にも存在することから肝疾患と筋疾患の類症鑑別嬢腰である。

　しかしながら、興味ある点は競走馬を育成する過程でトレーニング行なうと、

CA－mの濃度が変化する可能性が示唆されたことである．　Suo鷲（92）らは、ウマの
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筋肉組織をST（遅筋線維）、㎜（中間筋線維）、　FT（速筋線維）、の3種類の

線維に分類し、STの多い筋肉を持つ馬は持久力走に適していることを示唆し、競走能

力と筋線維との関係について研究を進めている。このように、運動生理学的にも筋線

維と運動能力とには高い相関が示されていることから、遅筋線維（ST）に局在する

CA一皿を血清中で測定することは、疾患の診断のみならず競走馬のトレーニング状態

や、競走能力の判定や、筋肉の疲労度の判定に意義があると考えられる。
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V　　結　　言命

　ウマの筋肉から炭酸脱水酵素を精製し結晶化に成功した。精製された炭酸脱水酵素

は分析結果から、第三のアイソザイムである㎝一mであると結論し、各種分析の結果

次の成績を得た。

1・　CA一皿のCO2水和活性は・CA－1の117、㎝一n：の1／74であった。㎝一mのエ

　　　ステラーゼ活性は・CA－1【の1／103、〔恥1の1！65であった。さらに、酸性

　　　フォスファターゼ、アルカリフォスファターゼ活性も存在した。

2・　CA－IIIの分子量は、ゲル濾過法で27，000、鵬一P鵡Eで26，500の単量体酵素

　　　であった。

3・　CA一皿の等電点は8・9で、グルタチナンがシステインに結合することにより等

　　　電点8．1のC4－III　aが形成されたと推察した。

4・　CA一皿のアミノ酸総数は259残基で、システイン残基とアルギニン残基の数が

　　他のCAアイソザイムに比べて多かった。

5・CA¶の極大吸収は28・・mにあり、　E181　mは15．5であっ鵡

6．　CA一皿は亜鉛を含右する金属酵素であった。

7．　CA一皿は易熱性酵素であった。

8．　CA一皿は筋肉（530μg／g”et　tissue）と肝臓（300μg1g鴨t　tissue）に多

　　　く存在し、筋肉組織においては遅筋線誰に局在していた。

9．抗ウマCA－III血清はCムー1とCA－IIとは反応し魁、で㎝。皿のみと反応した。

10・抗ウマCA一皿血清はウシ、イヌ、ネコ、ラットの筋肉抽出液と反応し、肝臓に

　　関しては、ウシの雌雄と雄の去勢、ネコの雅雄、ラットの雄、去勢した雄のブ

　　　タの肝臓抽出液であった。

11．Cムー皿をトリプシン分解して作製したペプチドマップでは26個のスポットが検

　　出された．シトラコニール化したCA－mに韻・ては、15個のスポットが検出さ

　　れた．

12．C《一mの一次構造を決定した結果、　CHとは駈．3男、C轟一∬とは57．3鑑

　　の相似性があり、ウシC《一皿とは86．6驚の相似1生があった。㎝。皿の活性中

　　心は、他のCAアイソザイムと同様94番、96番、119番に位置するヒスチジ

　　　ンであった。
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13・64番、67番、91番目の活性に関与するアミノ酸がアルギニン残基であること

　　がCA一皿の活性の低い原因と考えられた。

14・Cムーmのリジンはアセチル化された結果、等電点は低下し活性も低下した。

15．カルバミール化されたCA－mは等電点が下り活性値も低下した。

16・CA一皿のEIA¢劇定系を開発し、ウマ血清中の㎝一皿を定量し臨床診断への

　　応用の可能性のあることを見い出した。
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