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要旨 

 ペプシン (Pn) は胃の外分泌性の消化酵素である。ペプシンは、A タイプと C タイプに

大別されており、個体の成長や、動物種の食性により、サブタイプが存在する。これらの

サブタイプは、動物の食性の変化に伴い出現してきた。近年魚類のペプシンに関する研究

も進められつつあるが、魚類の食性に伴ったペプシンのサブタイプは例が示されていない。

オオクチバスは、食物連鎖上トップに位置するほどの強い肉食食性を示す。この典型的な

肉食魚類のペプシンの解析により、肉食食性を示す哺乳類のペプシンとは異なる魚類ペプ

シンのユニークな特徴が明らかになる可能性が考えられた。そこで、本研究ではオオクチ

バスの胃よりペプシン (Pn) の前駆体であるペプシノゲン (Pgn) を抽出・精製し、その性

質を明らかにするとともに、食性や環境にどのように適応してきたのかを考察した。その

結果、オオクチバスペプシノゲン (LBPgn) はこれまで報告されている魚類の Pgn 中でも

最もアイソザイムの数も数多くみられ (A タイプ：LBPgn 1-1, 1-2, 2-1, 2-2, 2-3; C タイプ: 

LBPgn 3)、加えて LBPgn 1-1、2-2 は非常に高い潜在非活性を有していた。また、基質特

異性の検討から、オオクチバスペプシン (LBPn) 2-2 はペプシンが認識しづらい Arg や Lys

を含んだ基質を認識し、加水分解を行ったことから、広い基質特異性を獲得したといえる。

また、LBPn 2-2 は、Porcine Pn A と比べてペプシン基質に対して kcat/Km値が高値を示し

た。これは LBPn 2-2 が非常に高い kcat値を示していたことに起因する。さらに、LBPn 2-2

は活性化ギブスエネルギーが Porcine Pn A と比べて低値を示した。活性化エントロピーで

は、LBPn 2-2 の方が Porcine Pn A と比べて高値を示していた。活性化エンタルピーは分

子の動きの自由度を示すことから、LBPn 2-2 は柔軟性が高いと考えられる。以上の結果か

ら、オオクチバスペプシンはアイソザイムを増やして酵素量を増大させ、基質特異性を広

げたことに加え、高い触媒能を獲得した結果、高いタンパク質分解活性能を獲得したこと

が示唆された。 
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略語 

 

BSA Bovine serum albmin 

CBB Coomasie brilliant blue 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FPLC Fast protein liquid chromatography 

HPLC High performance liquid chromatography 

LB Largemouth bass 

ML Maximum likelihood 

PCA Perchloric acid 

PCR Polymerase chain reaction 

PDB Protein data bank 

Pgn Pepsinogen 

PITC Phenylisothiocyanate 

Pn Pepsin 

PTC Phenylthiocarbamyl 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis 

TCA Trichloroacetic acid 

TFA Trifluoroacetic acid 

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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第一章 序論 

 

 

ペプシンは胃の外分泌性消化酵素で、活性中心にアスパラギン酸を有するアスパラギン

酸プロテアーゼである。ペプシンは不活性前駆体のペプシノゲンとして合成および分泌さ

れる。胃の主細胞より分泌されたペプシノゲンは壁細胞から分泌された塩酸と反応し、自

己触媒的に活性化ペプチドを加水分解してペプシンへと変換する。ペプシノゲンのアミノ

酸一次構造は、活性化ペプチドとペプシン部分で構成されている。加えて、ペプシンの X

線構造解析による立体構造解析が進むにつれて、ペプシンの基質特異性に対する構造的な

関係も明らかとなってきた。ペプシンの立体構造はブタペプシン (Cooper et al., 1990)、ヒ

トペプシン C (Moore et al., 1995)、atlantic cod ペプシン A (Karlsen et al., 1998)、ヒトペ

プシン A (Bailey et al., 2012) 等が明らかとされた。ペプシンの立体構造は中央部分にクレ

フトを有し、そこに活性中心のアスパラギン酸が 2 つ並んでいる。また、X 線構造解析か

ら明らかとなったペプシンの二次構造の大部分は-sheet で構成される。 

ペプシンは、遺伝子構造から A タイプと C タイプに大別される。この A タイプと C タイ

プは、酵素学的な性質も異なっており、その性質はかつてより検討されてきた。A タイプは

強酸性域に至適 pH を有し、pH 3.0 以上では加水分解能が下がることが知られる 

(Schlamowits and Peterson, 1959)。一方、C タイプでは、至適 pH が 3.0 付近であり、pH 

5.0 付近まで活性を有することが明らかとなっている (Narita et al., 1997; Suzuki et al., 

1999)。さらに、アスパラギン酸プロテアーゼに対する特異阻害剤であるペプスタチンの親

和性は、A タイプでは非常に強いのに対し、C タイプではおおよそ 1/100 であることが知ら

れる (Kageyama, 2000)。ペプシンの A タイプ、C タイプにはそれぞれサブグループの損

字が知られ、A タイプは四足動物型 A タイプ、F タイプ、Y タイプ、fish A タイプがある。

C タイプには四足動物型 C タイプ、B タイプ、fish C タイプがある (Kageyama, 2002; 

Carginale et al., 2004a; Tanji et al., 2009; Yufera et al., 2012) (Table 1)。F タイプ、Y タ

イプのペプシンは、四足動物の A タイプの中でも主に哺乳類に特徴的にみられ、胎児から

乳幼児期に発現する。特に、Y タイプは、乳児期のミルクタンパクの分解に関与する

(Foltmann et al., 1981; Williams et al., 1997)。一方 B タイプは、イヌ、ネコ等の哺乳類の

肉食食性を示す動物において、コラーゲン消化に適応しており、肉食食性に関連して出現

したタイプと考えられている (Narita et al., 2002)。 
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Table 1. ペプシンの分類 

Group EC number 別名 

A タイプ 

四足動物型  

 pepsin Aa, b 3.4.23.1 pepsin I c 

 pepsin Fb   

 pepsin Yf 3.4.23.4 chymocind rennnine,  

魚類型 

  fish pepsin Ag   fish pepsin 1, 2h 

 

C タイプ 

四足動物型 

  pepsin Cb 3.4.23.3 gastricsini  

  pepsin Bb 3.4.23.2   

魚類型 

  fish pepsin Cg   fish pepsin 3 h 

a Herriott, 1938. b Ryle, 1970. c Samloff, 1969. d Kageyama et al., 1990. e Foltmann, 

1970. f Kageyama, 2002. g Tanji et al., 2009. h Tanji et al., 1988. i Tang et al., 1959. 

 

ペプシンは各動物の多種多様な食性に対応するため、様々な特異性を獲得し、進化して

きた。各動物が獲得したペプシンの特徴に、豊富なペプシンの種類と数多くのアイソザイ

ムの存在が知られる (Kageyama, 2002)。中でもオランウータンのペプシン A タイプは 13

種類のアイソザイムが存在し、現在知られている中で最も多くのアイソザイムを有する。

このように、ペプシンにみられる多数のアイソザイムの存在は、多様な摂食行動をする動

物にとって基質特異性の幅が広がることを意味し、消化上有利となると考えられている 

(Narita et al., 2000)。また、ペプシンの多様なサブタイプの例には、先に述べた哺乳類の

乳幼児期にみられる F タイプ、Y タイプはミルクに含まれる-カゼインの Phe105-Met106を

加水分解することが知られる (Wlilliams et al., 1997)。この 2 種類のペプシンは個体の成

長に伴い、ペプシン A タイプに置き換わる特徴があり、個体の食性変化に対するペプシン

の適応と考えられる (Foltmann, 1981; Kageyama et al., 1990)。ペプシンの肉食への適応

例としては、哺乳類の肉食動物に特異的に発現している B タイプが、捕食した動物の皮膚

や腱に含まれるコラーゲンを特異的に分解することが報告されている  (Narita et al., 

2002)。このように、消化酵素のペプシンは、様々な戦略をもって多様な食性に対応するよ

う進化を遂げたと考えられる。 

では、強い肉食を示す魚類のペプシンは、どのような戦略を獲得したのであろうか。魚

類の摂食行動は基本的に丸呑みである。よって、胃におけるペプシンによるタンパク質分



5 

 

解が魚類の消化の第一ステップとなるため、ペプシンのタンパク質分解に関する役割は大

きい。しかし、肉食食性の哺乳類にみられるペプシン B タイプは、肉食食性を示す魚類で

は存在が明らかでないため、四足動物に特異的に発現したと考えられている (Castro et al., 

2012)。以上のことから、肉食食性の魚類のペプシンは、哺乳類の肉食動物にみられる B タ

イプとは異なる能力を得ていると予測された。魚類のペプシンは Pacific bluefin tuna 

(Tanji et al., 1988)、Atlantic cod (Gildberg et al., 1990)、Seabream (Zhou et al., 2007)、

Antarctic rock cod (Brier et al., 2007)、orange-spotted grouper (Feng et al., 2008)、

mandarin fish (Zhou et al., 2008)、Albacore tuna (Nalinanon et al., 2010) 等で解析が進

められつつある。魚類の生息温度帯は 10～20℃程度が多いが、中には 0℃以下の冷たい海

域に生息する魚類も存在する。一般に、酵素は低温になるほど分子運動  (molecular 

dynamics) が弱まる。このことから、魚類型ペプシンは、四足動物型ペプシンのように単

にアイソザイムやサブタイプを増やすだけでなく、低温環境で十分に酵素活性を有するよ

う、魚類型ペプシン独自の戦略がある可能性が考えられた。しかし、魚類のペプシンが環

境や食性にどのように適応したかは依然として明らかになっておらず、構造と機能、分子

進化は不明な点も多い。また、四足動物の B タイプに相当する分子種の存在は肉食魚類に

おいて明らかとなっていない。近年、海水、淡水だけでなく、北極海や亜熱帯等様々な環

境に生息する魚類のペプシノゲンの一次構造が明らかにされつつあることから、魚類型ペ

プシノゲンの詳細な検討が可能となってきた。よって、魚類型ペプシンの検討は、新たな

魚類型ペプシンの特異性が見出される可能性の他、低温で十分に触媒を行う酵素機能のメ

カニズムが明らかとなる可能性が考えられる。 

オオクチバスは (Micropterus salmoides) 外来魚であるが、日本における様々な地形、

水深、水温等の環境に侵入し、繁殖して定着に成功している。このように、多様な環境に

適応するためには、子孫を残す能力の他、食性を柔軟に変化させる能力に長けていると考

えられる。実際、オオクチバスは、食物連鎖の頂点に位置するほど強い肉食食性を示す

(Henshall 1881; Etnier and Starnes 1993; Philipp and Ridgway 2002)。オオクチバスが

原産国とは異なる生態系の環境下でこれほどまでに適応できたのは、食環境に対し柔軟な対応が

なされた結果と考えられる。オオクチバスが食物連鎖の頂点を維持するために獲得した能力

は、非常に大きな口で獲物を丸呑みし、それを消化するための高いタンパク質分解能力を

有すると予測される。さらに、オオクチバスの環境への適応は非常に柔軟であることから、

消化のステップの第一段階にあたる胃の消化酵素のペプシンは何らかのユニークな特性を有

する可能性が考えられた。以上を踏まえて、本研究では、肉食食性に特化したオオクチバ

スを用いて、ペプシンのアイソザイムの酵素学的な特性を明らかにするとともに、その諸

性質の環境への適応に関して考察をした。オオクチバスペプシンの酵素的な特性をもたら

した構造上の特徴と、ペプシン遺伝子の分子進化との関係に関しても考察を試みることと

した。 

その結果、オオクチバスペプシンの主要な酵素である LBPn 2-2 は、非常に柔軟な立体構
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造を獲得し、低温環境での高いタンパク質分解能を獲得した可能性が示唆された。加えて、

LBPn 2-2 では、基質認識に最重要である基質認識部位のアミノ酸が欠損・置換がみられ、

幅広い基質認識を行う可能性が示された。 
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第二章 実験方法 

2-1. 実験材料 

 ペプシノゲン精製用のオオクチバスは、雨池 (名古屋市守山区) で採集されたオオクチバ

ス (6 匹)、cDNA クローニング用として、竜巻池 (名古屋市守山区) で採取されたオオクチ

バス (6 匹) を名古屋市多様性生物センターより提供していただいた。外来生物法に基づき、

採取したオオクチバスは現地で仮死させ、胃を摘出した。ペプシノゲン精製用に摘出した

胃は氷冷して研究室まで運び、－30℃で急速冷凍して使用時まで－30℃で保管した。cDNA

クローニング用として摘出した胃は、直ちに RNAlater® solution (Ambion (Austin, USA)) 

に浸漬し、使用時まで－30℃で保管した。 

 ブタペプシノゲン A は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、ウシヘモグロビンは

Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ, USA)、pepstatin は Peptide 

Institute (Osaka, Japan) を用いた。ペプシノゲン抽出に用いたカラムの Mono Q HR5/5

および DEAE-Sephacel は Pharmacia LKB Biotechnology (Uppsala, Sweden)、Sephadex 

G-100 は Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden) を用いた。RNA 抽出に使用した

RNeasy mini kit および、ゲルからの DNA 抽出に用いた QIAEX®II Gel Extraction kit、

培養した大腸菌からのプラスミド抽出には QIAprep spin mini kit は Qiagen ( Maryland, 

USA) を用いた。cDNA の合成は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 、DNA

シークエンス解析に用いた Hi-Di Formamide は Applied biosystems (Foster City, CA, 

USA) を用いた。5’RACEで用いた 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation kitはRoche (Mannhem, 

Germany) 用いた。DNA クローニングで用いた pCR bluntII-TOPO vector using Zero 

Blunt TOPO Cloning Kit は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) を用いた。ペプシン基質は

Sigma Genosys Japan (Ishikari, Japan) にて合成したものを用いた。その他の試薬は和光

純薬工業株式会社 (Osaka, Japan) を用いた。 

 

2-2. オオクチバスの胃からのペプシノゲンの抽出および、精製 

Step 1. ペプシノゲンの抽出 

オオクチバス (6 匹) の胃 13.3 g の粘膜を削ぎ、粘膜 4.3 g の 10 倍量の 0.02 M Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane (Tris)-HCl, pH 8.0 を加えホモジナイズした。その後、

15,000 rpm、20 分間遠心を行い、上清を Crude extract とした。 

 

Step 2. DEAE-Sephacel によるイオン交換クロマトグラフィー 

 Step 1 で得た Crude extract を 0.02 M Tris-HCl, pH 8.0 で透析したのち、同緩衝液に平

衡化した DEAE-Sephacel カラム (1.5 cm i. d. ×30 cm) へ添加した。その後、0-0.5 M 

NaCl の濃度勾配によりカラムに吸着されたタンパクを溶出し、10 ml ずつ採取した。各フ

ラクションは 280 nm における吸光度測定によるタンパクの測定および、ペプシノゲン潜在
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比活性を測定し、ペプシノゲン潜在活性を示した画分を集め、溶出順に Fr1、Fr2、Fr3 と

した (Figure.1)。 

 

Step 3. Sephadex G100 によるゲルろ過 

 Step 2 で得られたサンプルは飽和硫安中で濃縮し、12,000 rpm、20 分間遠心して上清を

取り除いた。沈殿を 0.02 M Tris-HCl, pH 8.0 で溶解し、再び 12,000 rpm、10 分間遠心行

い、上清は 0.02 M Tris-HCl, pH 8.0 で平衡化した Sephadex G100 (2.0 cm i. d. ×100 cm) 

を用いてゲルろ過を行った。サンプルは 5 ml ずつ採取し、ペプシノゲン潜在活性を示す画

分を集めた。 

 

Step 4. FPLC 

 Step 3 の後、FPLC (Pharmacia LKB Biotechnology ,Uppsala, Sweden) を用いて陰イ

オン交換クロマトグラフィーを行った。カラムは 0.02 M Tris-HCl, pH 8.0 で平衡化した

MonoQ HR5/5 を用い、流速は 1.0 ml/min で行った。カラムに吸着したタンパクの溶出は

0-0.3 M NaCl の濃度勾配で行った。 

 

2-3. Native-PAGE および SDS-PAGE 

 Native-PAGE は、Orstein (1964) および Davis (1964) に従って行った。分離ゲルは 10%

アクリルアミドゲル、濃縮ゲルは 7.5%アクリルアミドゲルとなるように作成した。泳動

Buffer は 50 mM Tris, 40 mM Glycine buffer を用いた。各泳動サンプルは、タンパク量が

各レーンで 1.5 mg となるよう調製した。調製したサンプルを濃縮ゲルの well へ注入し、

180V、10 mA で泳動を行った。その後、coomasie brilliant blue R-250 (CBB) により染色

した。 

SDS-PAGE は、Leammli の方法に従って行った (Leammli, 1970)。分離ゲルは 15%ア

クリルアミドゲル、濃縮ゲルは 3%アクリルアミドゲルとなるように作成した。泳動 Buffer

は 25 mM Tris, 200 mM Glycine, 0.1% SDSを用いた。サンプルを各wellへ注入し、180V、

10 mA で泳動を行った。泳動後は CBB 染色した。 

 

2-4. N 端アミノ酸配列の決定 

 ペプシノゲンの N 端アミノ酸配列は、自動アミノ酸分析装置 (model 491 cLC Protein 

Sequencer, Applied Byiosystems [Carlsbad, CA, USA]) を用いて、自動エドマン分解法に

より行った。各ペプシノゲンを 0.1M 塩酸と適当な時間反応させ、ペプシノゲンがペプシン

へと活性化する際の中間体を SDS-PAGE により分離した。電気泳動後、タンパク質を Poly 

Vinyliden DiFuluoride (PVDF) membranes (IPVH09120, Milipore, Billerica, MA, USA) 

へウェスタンブロッティング法を行い、サンプルとした。ブロッティングは、100 mA で

30 分間行った。 
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2-5. ペプシノゲンのペプシンへの活性化 

 ペプシノゲンの活性化のタイムコースを検討するため、精製したサンプルの 1/5 (v/v) 量

の 0.1 M 塩酸を加えて pH 2.0 にし、14℃で反応した。0 秒、30 秒、5 分、15 分、60 分の

インキュベーション後、2-3 と同様に SDS-PAGE を行った。 

 

2-6. ペプシン活性およびペプシノゲン潜在活性の測定 

 ペプシノゲンの潜在活性測定には Anson (1939) の方法を用いて行った。試験管に 2% 

hemoglobin, pH 2.0を 1 mlに活性測定用サンプル 20 lを加えて直ちに 37℃の恒温槽に入

れて反応を開始した。30 分の反応後、5% Trichloroacetic acid (TCA) を 2 ml 加えて反応

を停止した。10 分間の静置後、ろ過し、ろ液を 280 nm における吸光度を測定した。本研

究では、ペプシンの活性は 1 分間に 280 nm 吸光度を 1.0 上昇させる触媒量を 1 unit とし

て表した。以降の実験では LBPgn 1-1、LBPgn 2-2、LBPgn 3 を用いた。また、以降の表

記の Pgn はペプシノゲン、Pn はペプシンを示す。 

至適 pHは pH 1.0 から 5.0 の間で検討を行った。LBPgn 1-1、2-2、3 および Porcine Pgn 

A は 1/5 (v/v) 量の 0.1 M 塩酸を加えて pH 2.0 にし、14℃で 20 分間反応させ、ペプシノゲ

ンをペプシンへ活性化させた。各ペプシン 20 l を、pH 1.0 から 5.0 の 2% hemoglobin 基

質溶液 1 ml へ加えて 37℃で 30 分間反応させた。5% TCA を 2 ml 加えて反応を停止し、

10 分の静置後、ろ過を行い、ろ過液を 280 nm で吸光度を測定した。 

至適温度は 0 から 80℃の間で検討を行った。ペプシン 20 l は、1 ml の 2% hemoglobin, 

pH 2.0 に加えて 0 から 80℃までの 10℃間隔で 30 分間反応させた。その後、5% TCA を 2 

ml 加えて反応を停止し、10 分の静置後、ろ過し、ろ液を 280 nm における吸光度を測定し

た。 

ペプスタチンによるペプシンサンプルの阻害を検討するため、ペプシン 20 l に、1 ml

の 0.1 M glycine buffer, pH 2.0 および、ペプスタチン (最終濃度：0.001-1000 mol/mol 

pepsin) を混和して反応溶液とし、20℃、5分間反応させた。その後、1 mlの 2% hemoglobin, 

pH 2.0 反応させた溶液を加え、37℃で 30 分間反応させた。その後、5% TCA を 2 ml 加え、

反応を停止し、ろ過し、ろ液を 280 nm における吸光度を測定した。 

 

2-7. Hemoglobin、BSA、Casein の消化 

 Hemoglobin、BSA、Casein を用いて加水分解の検討を行った。Hemoglobin、BSA、Casein

各 1%、pH2.0 の溶液 1 ml を用いて、LBPgn 1-1、2-2 または、Porcine Pgn A を 20 l 加えて

37℃で 15 分間反応させた。5% TCA を 2 ml 加えて反応を停止させた後、12,000 rpm、5 分

間遠心した。別の試験管に、上清 1 l、0.05 N NaOH 198 l、0.5 M Borate –NaOH buffer, pH 8.5

を 2 ml を混和し、さらに fluorescamine 200 l 加え、遊離してきたアミノ基を蛍光分析器 

(Shimazu RF-1500) で励起波長 390 nm、蛍光波長 475 nm の蛍光強度を測定した。アミノ基



10 

 

の標準溶液として、L-Tyrosine を用いた。値は、LBPn 2-2 による 1% Hemoglobin 基質の加水

分解率を 100%としたときの相対値で示した。 

 

2-8. Hemoglobin 基質を用いた見かけ上の反応速度 

 魚類間のペプシン活性の強さを検討するため、Hemoglobin 基質を用いた見かけ上の反応

速度を検討した。方法は Weng ら (2011) に従い行った。40 l の LBPgn 1-1、2-2 は 10 l

の 0.1 M 塩酸を加えて pH 2.0 にし、14℃で 20 分間反応させ、ペプシノゲンをペプシンへ

活性化させた。反応後、0.001N 塩酸を450 l加えて反応を停止した。0.25M sodium acetate, 

pH 3.0と Hemoglobin, pH 3.0 (7.75-62 M) を併せて 450 l にし、そこへペプシンを 50 l

加えて 37℃で 6 分間反応させた。8% TCA を 500 ml 加えて反応を停止し、8,000 rpm で

10 分間遠心分離し、上清を 280 nm における吸光度を測定した。Hemoglobin 加水分解に

おける Vmaxとミカエリス定数 (Km) 値は、Hemoglobin 濃度 (7.75-62 M) に対する加水

分解を受けたペプチドモル濃度をプロットした。加水分解を受けたペプチドのモル濃度は

Lowly ら (1951) の方法を用いて算出し、スタンダードとして L-tyrosine を用いた。ミカエ

リス定数 (Km) と kcatは Lineweaver-Burk プロットから算出した。 

 

2-9. 酸化 insulin B chain の加水分解 

 オオクチバスペプシンの基質特異性を検討するため、酸化 insulin B chain を用いて加水

分解を行った。酸化 insulin B chain (33.3 g) は LBPn 1-1、2-2 (各 28 ng) を 0.1 M 

glycine-HCl buffer, pH 2.0 を用いて総量を 20 L とし、37℃、60 分間反応させた。反応後

は 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) 60 L 加え、12,000 rpm で 2 分間遠心後、上清を HPLC

で分離した。HPLC のカラム (4.6 mm i. d. x 250 mm) は ODS-120T (CAPCELLPACK, 

Shiseido, Tokyo, Japan) を用い、0.1% TFA DWで平衡化した。グラディエントは0.1% TFA 

acetonitrile (0-50%)、流速 0.5 ml/min で行い、214 nm の波長で検出した。各ピークは分

取し、N 端アミノ酸配列の決定および、MALDI-TOF Mass Spectrometer (Voyager DE Pro, 

Applied Biosystems) を用いて分子量を求め、酸化 insulin B chain が加水分解を受けた箇

所を検討した。 

 

2-10. 一連のペプシン基質のペプシンによる加水分解 

 バスペプシンの基質特異性の詳細はペプシン基質 (KPAEFFRL) および、一部を別のア

ミノ酸で置換した一連の基質ペプチド (KPAEFXRL、KPAGFXRL、 KPAXFFRL) を用い

て行った。最終濃度が 0.5 M sodium formate buffer, pH 4.0、50 M となるよう調製した

基質にペプシンを 5 l 加えて総量を 20 l にし、20℃で 30 分間反応させた。反応後、3% 

Perchloric acid (PCA) を 80 l 加えて反応を停止させ、12,000 rpm、2 分間遠心分離した

後、上清を HPLC で検出した。HPLC のカラム(4.6 mm i. d. x 250 mm) は ODS-120T 

(TOSOH,Tokyo, Japan) を用い、0.1% TFA DW で平衡化した。流速は 0.8 ml/min で行っ
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た。サンプルの溶出は 0.1% TFA acetonitrile を 0-60%の濃度勾配で行い、214 nm の波長

で検出した。検出したピーク面積から、加水分解されたペプチドの濃度を算出し、各ペプ

シン 1 g あたり、1 分間あたりの基質加水分解活性を算出した。結果は、3 回測定の平均

値±標準偏差で示した。得られた値は、one-way ANOVA および、Scheffe の多重比較検定 

(P < 0.05) により、統計学的分析を行った。 

 

2-11. cDNA のクローニング  

 RNA later中に保存してあったオオクチバスの胃粘膜組織よりRNeasy mini kit (Qiagen, 

Maryland, USA) を用いて RNA を抽出した(遺伝子組み換え実験 承認番号: No12-302)。

RNA は High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit を用いて cDNA を合成した。3’

側の配列は 5’RACE (5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation was obtained from Roche) で決定し

た。設計したプライマーを用いて、3’RACE で cDNA を増幅した (Table 2)。反応溶液は

cDNA (0.2 g) 、0.3 M プライマー (Forward: 設計したプライマー (Table 2) 、Reverse: 

AUAP) 、300 M dNTP、1 mM MgSO4、1 unit Plutinum Pfx DNA polymerase で総量

を 50 l とし、サーマルサイクラーで増幅反応した。反応温度と時間は、各 94℃、5 分 1

サイクル、 94ºC、45ºC、68ºC 各 1 分を 27 サイクル、68ºC、5 分 1 サイクルで行った。増

幅させた DNA は、1.2% アガロースゲルで電気泳動後、QIAEX®II Gel Extraction kit を

用いて抽出し、以降のクローニングに用いた。 

 

 

Table 2. PCR 用オリゴヌクレオチドプライマー 

 

name           sequence (5’→3’) 

LB A1_F    GAA GTT GGC CTT TGT TGT GTG TGC 

LBA2_F     ACT CGC CTG GAG TCC AAC AGA AC 

LBC_F     CCA TCC AGA AGT GCT ATG CGT ACC 

 

 

DNA のクローニングには pCR bluntII-TOPO vector using Zero Blunt TOPO Cloning 

Kit を用いた。pCR bluntII-TOPO vector へライゲーションした後、42℃、45 秒ヒートシ

ョックにより DH5コンピテントセルへトランスフォームした。その後、大腸菌を 37℃、

200 rpmで 1 時間前培養後、LB agar 培地で 37℃ over night で培養した。抗生物質はカ

ナマイシンを用いた。培養の後、増殖したコロニーをカナマイシンの入った LB agar 培地

へ継代し、37℃でさらに一晩培養した。培養の際、コロニーの一部を採取し、PCR を行い、

ライゲーションの確認を行った。PCR 反応溶液は大腸菌コロニー、0.3 M プライマー 

(Forward: SP6、Reverse: T7) 、Prime STAR GXL Buffer、200 M dNTP、1.25 unit Prime 
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STAR GXL DNA polymerase を用いて総量を 25 l とし、サーマルサイクラーで増幅反応

した。各サイクルの反応温度と時間は 98℃、3 分 1 サイクル、 98ºC で 10 秒、 55ºC で 15

秒、68ºC で 1 分を 30 サイクル、68ºC、5 分 1 サイクルで行った。増幅させた DNA は、1.2% 

アガロースゲルで電気泳動を行い、インサートの確認を行った。継代培養後の大腸菌は、

カナマイシンの入りの LB 培地で 37℃、over night、200 rpm で液体培養後、QIAprep spin 

mini prep kit でプラスミドを抽出した。このプラスミドを用いて、再度前述の PCR 反応を

行い、1.2% アガロースゲルで電気泳動を行った後、プラスミドを確認した。 

大腸菌から抽出したプラスミドは BigDye Terminator Ready Reaction Mix、Sequence 

Buffer、1 pmol Primer (Forward: SP6 and Reverse: T7) を加えて PCR法で増幅を行った。

各サイクルの反応温度と時間は 96℃、1 分 1 サイクル、 96ºC で 10 秒、 50ºC で 5 秒、60ºC

で 4 分を 25 サイクルで行った。PCR 産物は EDTA/エタノール沈殿法でサンプルを回収し

た。PCR 反応液に 100 mM EDTA 6.25 l、100% エタノール 60 l を加え、数回反転して

室温で 15 分静置して 14,500 rpm で 15 分間遠心し、上清を静かに捨てた。70%エタノール

を 60 l 加え、数回反転した後、14,500 rpm で 2 分間遠心してエタノールをデカントで取

り除いた。再び 14,500 rpm で 2 分間の遠心を行い、残った上清はピペットマンを用いて全

て取り除き、風乾した。Hi-Di Formamide を 15 l 加え、95℃で 3 分間加熱した後、ABI 

PRISM 3500xl Genetic Analyzer を用いて配列の決定を行った。 

 

2-12. 三次構造のホモロジーモデリング 

 Modeller 9.12 (Sali and Blundell, 1993) を用いてバスペプシンの PDB ファイルを作成

した。結晶構造は Human A (PDB: 3UTL) (Bailey et al., 2012)、Porcine A (PDB: 5PEP) 

(Andreeva et al., 1984; Cooper et al., 1990; Sielecki et al., 1990)、Atrantic cod A (PDB: 

1AM5) (Karlsen et al., 1998) をモデルとして用いた。作成したバスペプシンの PDB ファ

イルは、RAMPAGE を用いて、ラマチャンドランプロットを作成した (Lovell et al., 2003)。

また、ペプシンと基質の結合体のモデリングには Human pepsin A に synthetic 

phosphonate inhibitor (Fuzinaga et al., 2000) を結合させたモデルを用いてホモロジーモ

デリングを行った。 

 

2-13. ペプシン基質を用いた熱力学的検討 

 ペプシン基質 (KPAEFFRL) を用いて、LBPn 1-1、2-2 および Porcine Pn A の熱力学的

特性を検討した。ペプシン基質は 25-120 M となるように sodium formate buffer, pH 4.0

で調製し、LBPn 1-1、2-2、または Porcine Pn A を 5 l 加えて総量を 25 l とした。反応

は 10-45℃で 30 分間行った。反応後、3% PCA を 75 l 加え、12,000 rpm、2 分間遠心分

離した後、HPLC で検出した。HPLC の条件は 2-10 ペプシン基質とその変異体を用いた

加水分解と同様とした。得られた結果から SigmaPlot v13.0 (Systat Software, San Jose, 

CA, USA) を用いてカーブフィッティングにより Km、Vmaxを算出した。kcatは Vmax/[E]0



13 

 

から算出した。1/温度 (K-1) に対して ln kcatをプロットし、アレニウスプロットを作成し

た。アレニウスプロットから、各温度における熱力学パラメーターの活性化ギブス自由エ

ネルギー (ΔG‡) 、エンタルピー (ΔH‡)、エントロピー (ΔS‡) を、Feller ら (1992) の式

を用いて算出した。Km、kcatにおける結果は、3 回測定の平均値±標準偏差で示した。得ら

れた値は、one-way ANOVA および、Scheffe の多重比較検定 (P < 0.05) により、統計学的

分析を行った。 

 

2-14. 系統樹の作成 

 Probcons (Do et al., 2015) を用いてアミノ酸の多重配列を行った。この多重配列を基に

塩基配列を MrBayes v3.2 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) を用いて Bayes 法により系

統樹を作成した。アウトグループには Human、Rabbit E を用いた。DNA 塩基置換モデル

は、GTR を用いた (Tavare, 1986)。また、マルコフ連鎖モンテカルロ法に基づき、Bayes

の事後確率を 20,000 世代試行して系統樹を作成した。 

魚類ペプシノゲンにおける進化速度の検討には、Yang (1998) による非同義置換速度 

(dN) と同義置換速度 (dS) の比 (=dN/dS) を paml 4.7a (Yang, 2007) を用いて解析を行っ

た。系統樹は予め Tree-Puzzle 5.2 を用いて ML 法により作成した (Strimmer and von 

Heaseler, 1996)。DNA 塩基置換モデルには、HKY85 (Hasegawa et al., 1985) を用いた。

dN/dSを算出は、paml 4.7a の CODML プログラムを用いて、Branch models により、

Largemouth bass 2と Snakeheadの共通祖先で正の自然選択が働いたどうかの検討を行っ

た。この Branch models に対し、進化速度がすべて均一のモデルを作成し、系統樹の尤度

比較検定を行った。 
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第三章 結果 

 

3-1. バスペプシノゲンの精製 

 バスペプシンの酵素学的特性を検討するため、オオクチバスの胃よりペプシノゲンの精

製を行った。ペプシノゲン粗抽出液の DEAE-Sephacel イオン交換クロマトグラフィーによ

りピークが 3 つ得られたので (Figure 1) 、溶出順に、各 Fr 1、Fr 2、Fr 3 と命名して、

Sepahdex G 100 を用いたゲル濾過 (Supplement figure 1)、MonoQ カラムを用いてさらに

精製を行った (Supplement figure 2)。精製を Table 3 に示した。最終的に、Fr 1 は Fr 1-1、

1-2 の 2 種類、Fr 2 は Fr 2-1、2-2、2-3 の 3 種類と Fr 3 の合計 6 種類のアイソザイムを得

て、それぞれ単一のものであることを Native-PAGE により確認した (Figure 2)。なお、本

研究で示している「アイソザイム」は、酵素学的特性等で各 Frグループ内において類似し

た特性を有するが、Native-PAGE 等では異なる位置にバンドが生じているものを示す。 

 

Figure 1. ペプシノゲン粗抽出液の DEAE-Sephacel イオン交換クロマトグラフィー  

 各フラクションの容量は 10 ml で行い、バーで示した個所のタンパクを採取した。○：280 nm

吸光法によるタンパク量測定した。●：2% hemoglobin, pH2.0 の加水分解活性を測定した。図

は Miura ら (2015)の Figure 1 を一部改変した。 
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本論文中におけるペプシンの表記は、Largemouth bass の頭文字である LB を最初に記し

た。加えて、ペプシノゲンを用いた際は Pgn、ペプシン活性体を用いた際は Pn を LB の後

に表記した。2% hemoglobin, pH 2.0 に対する LBPgn 1-1、2-2 ならびに LBPgn 3 の潜在

活性はそれぞれ 51、118、9.6 units/mg protein であった (Table 3)。これらの潜在比活性

は、バスペプシノゲンの各アイソザイムの中でも最も高い値を示した。また、現在知られ

ている中で最も活性の高いのはTuna 2の41.5 units/mg proteinであり (Tanji et al., 1988)、

LBPgn 2-2 は Tuna 2 の値よりも高い (Table 4)。よって、LBPgn 1-1、2-2 は、オオクチ

バスの胃内消化活動の主要な酵素であると考えられる。以降の実験の結果は主要酵素であ

る LBPgn 1-1、2-2 に加え、1種類のみ精製された LBPgn 3 に関してを示した。 

 

  

Figure 2.  精製したペプシノゲンの Native-PAGE 

 Native-PAGE は Orstein (1964) と Davis (1964) の方法に従い、行った。ゲルは 10%ポリアク

リルアミドゲルを用いて電気泳動を行い、Coomassie brilliant blue R-250 でタンパクを染色

した。図は Miura ら (2015)の Figure 2 を一部改変した。 

   

Fr1-1 Fr1-2 Fr2-1 Fr2-2 Fr2-3 Fr3
(LBPgn 1-1) (LBPgn 2-2) (LBPgn 3)
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Table 3. オオクチバスペプシノゲンの抽出および精製 

 Step Protein Activity Specific activity Yield 

 (mg) (units) (units/mg protein) (%) 

Crude extract 419 1510 3.6 100 

DEAE-Sephacel Chromatography 

  Fr1 14.2 249 18 16 

  Fr2 12.0 481 40 32 

  Fr3 9.0 32 3.6 2.1 

 

Sephadex G100 Gel filtration 

Fr1 5.5 209 38 14 

  Fr2 5.9 303 51 20 

  Fr3 1.4 13 9.3 0.9 

 

MonoQ FPLC 

  Fr1-1 (LBPgn 1-1) 1.7 87 51 5.8 

  Fr1-2 0.33 10 30 0.7 

  

  Fr2-1 0.19 17 89 1.1 

  Fr2-2 (LBPgn 2-2) 1.9 224 118 15 

  Fr2-3 0.21 16 76 1.1 

 

  Fr3 (LBPgn 3) 0.5 4.8 9.6 0.3 

表は Miura ら (2015)の Table 1 を一部改変した。 

Table 4. 2% Hemoglobin 基質を用いた比活性の比較 

Species Pepsinogen Specific activity   

   (units/mg protein)  

Largemouth bass LBPgn 1-1 51 

     LBPgn 2-2 118 

Tuna     pepsinogen 2 41.5
a
   

Pig  pepsinogen A 18.5
b
 
 

2% Hemoglobin, pH 2.0 を用いた潜在活性測定は Anson (1939) の方法に従って行った。1 unit

は 1 分間に 280 nm の吸光度が 1.0 上昇させる酵素量を示す。表は Miura ら (2015)の Figure 2

を一部改変した。 

aTanji et al., 1988. bSuzuki et al., 1999. 
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3-2. バスペプシンおよびペプシノゲンの N 端アミノ酸配列 

 バスペプシノゲンのグループを予測するため、LBPgn 1-1、2-2 の N 端部分のアミノ酸配

列を決定し、Figure 3 に示した。各 LBPgn 1-1、2-2 のペプシノゲン、中間体、ペプシン

活性体の 3 種類の N 端アミノ酸配列を決定した。各部分の配列は、最終決定配列の個所に

斜線を記した。LBPgn 1-1 は Arg、Asp の前で、LBPgn 2-2 は Trp、Phe の前で加水分解

が行われ、各中間体とペプシン活性体を生成していた。バスペプシノゲンの配列は、

Flounder IIa、IIb、Tuna 1、2、Mandarin A1、A2 と比較した。LBPgn 1-1 は fish A1 に

含まれ、Flounder IIa、Tuna 1、Mandarin A1 の配列と高い相同性が得られた。LBPgn 2-2

は fish A2 に含まれ、Flounder IIb、Tuna 2、Mandarin A2 の配列と相同性が得られた。 

 

 

 

Figure 3. バスペプシノゲンの N端アミノ酸配列  

LBPgn 1-1 と 2-2 のペプシノゲン N 端アミノ酸配列の決定は、ペプシノゲン、中間体、ペプシ

ン活性体で行った。中間体および活性体は塩酸による活性反応の後、SDS-PAGE による電気泳動

を行った。その後、ウェスタンブロッティングで PVDF 膜へ転写し、N 端配列を決定した。配列 

(NCBI コード) は Flounder IIa (AF156787)、Iib (AF156788)、Tuna 1 (AB440200)、2 (AB440201)、

Mandarin A1 (EU807925)、A2 (EU807927) と比較した。X：アミノ酸未決定、/：決定したアミノ

酸配列の最終を示す。上部の番号はブタペプシノゲンの番号に従った。図は Miura ら (2015)

の Figure 4 を一部改変した。 
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3-3. バスペプシノゲンのペプシンへの活性化 

 ペプシノゲンを塩酸と各時間反応させ、活性化の様子を検討した (Figure 4)。LBPgn 1-1、

LBPgn 2-2、LBPgn 3 の分子量は、それぞれ 39、41、41 kDa であった。LBPgn 1-1、LBPgn 

2-2 はそれぞれ中間体 (Int) を経てペプシンへ活性化した。LBPgn 1-1 は、0.5 分でほぼす

べて中間体となったが、60 分経過後も中間体が残存しており、中間体への反応は早いが、

活性型への反応は遅いことが示された。LBPgn 2-2 は、0.5 分で中間体とわずかにペプシン

活性体の存在が確認でき、反応開始後 5 分でほぼすべてのペプシノゲンがペプシンへと活

性化した。一方で、LBPgn 3 は中間体を経ずにペプシンへと活性化した。 

 

 

Figure 4.  ペプシノゲンからペプシンへの活性化  

ペプシノゲン溶液 (0.16 mg/ml) に 0.1 M HCl を 1/5 量加えて pH 2.0、14℃で各時間反応さ

せ、2-mercaptoethanol, glycerol, SDS and bromphenol blue を含んだ 1.5 M Tris-HCl buffer, 

pH 8.8 溶液を加えて反応を止めた。その後、15%ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を

行い、 Coomassie Brilliant Blue R-250 で染色した。その後、各ペプシノゲン、中間体、ペプ

シンの分子量を算出した。各レーンのタンパク量は 1.3 mg で行った。Pgn：ペプシノゲン、Int：

中間体、Pn：ペプシンを示す。図は Miura ら (2015)の Figure 3 を一部改変した。 
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3-4. バスペプシンの幅広い至適 pH および低い至適温度 

 バスペプシンの酵素学的特性を検討するため、至適 pH、至適温度を検討した。2% 

hemoglobin 基質分解活性の pH 依存性を検討した (pH 1.0-5.8) (Figure 5)。LBPn 1-1、2-2

の至適 pH は、それぞれ pH 1.5 と 2.0 であり、両者とも pH 1.5-3.5 の間で高い活性を保持

した。Porine Pn A は pH2.0 で至適 pH を示し、pH 3.0 でほとんど活性がみられなかった

ことから、LBPn は幅広い pH で活性を有することが示された。一方、LBPn 3 の至適 pH

は 3.5 であり、LBPn 1-1、2-2 と比べて高い至適 pH を示した。 

 

Figure 5.  ペプシンの至適 pH 

pH 1.0-5.8 の 2% hemoglobin 基質を用いてペプシンの活性測定を行った。値は最も高い活性を

示した pH の活性を 100%とし、その相対値で示した。ペプシンは LBPn 1-1 (●)、LBPn 2-2 (▲)、

LBPn 3 (■) 、Porcine Pn A  (○) を用いた。図は Miura ら (2015)の Figure 5 を一部改変

した。  
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 バスペプシンの 2% hemoglobin, pH 2.0 基質分解活性の温度依存性を検討した (0-80℃) 

(Figure 6)。LBPn 2-2、3 の至適温度は 40℃であり、LBPn 1-1 の至適温度は 50℃であっ

た。Porine Pn A の至適温度である 60℃では、いずれのバスペプシンも熱変性による失活

がみられた。オオクチバス生息域の温度に該当する 20℃において、LBPgn 1-1、2-2、3 の

活性は至適温度時の活性と比べて 40%程度の活性を示した。一方、Porcine Pn A の 20℃で

の活性は至適温度時の 10%以下であった。 

 

Figure 6.  ペプシンの至適温度  

 2% hemoglobin, pH 2.0 の基質を用いて 0-70℃でペプシンの活性測定を行った。値は最も高い

活性を示した pH の活性を 100%とし、その相対値で示した。ペプシンは LBPn 1-1 (●)、LBPn 2-2 

(▲)、LBPn 3 (■) 、Porcine Pn A  (○) を用いた。図は Miura ら (2015)の Figure 6 を一

部改変した。 
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3-5. バスペプシンのペプスタチンによる競合阻害 

 バスペプシンに対するペプスタチンの阻害作用を Figure 7 に示した。活性化ペプシンと

ペプスタチンンの比が 0.001-1000 mol/mol/pepsin となる範囲で検討した。LBPn 1-1、2-2

は Porine Pn A と同様に、50%阻害にモル比でペプシンの約 2 倍のペプスタチンを必要と

した。一方で、LBPn 3 は、50%の阻害を受けるのにペプスタチンがペプシンの約 20 倍量

のモル比が必要であった。ペプシン C タイプは A タイプと比べてペプスタチンの阻害を受

けにくく、四足動物の C タイプでは、ペプスタチンの阻害は A タイプと同程度の阻害を受

けるのに 100 倍多くペプスタチンが必要である (Kageyama, 2002) 。一方、魚類 C タイプ

は Tuna の研究において、A タイプと同程度の阻害を受けるには、ペプシンに対し 10 倍多

くのペプスタチンが必要であることが報告されている (Tanji et al., 1988) 。よって、

LBPgn 3 は、3-2 で示した N 端アミノ酸配列の結果ではアミノ酸配列が決定できなかった

が、ペプスタチンの阻害作用から fish C タイプであると考えられる。 

 

Figure 7.  ペプスタチンによるペプシン阻害実験  

基質は 2% hemoglobin, pH 2.0 を用いた。活性化したペプシンとペプスタチンの比が

0.001-1000 mol/mol pepsin となるよう、20℃で 5 分間反応の後ペプシンの活性測定を行った。

ペプシンは LBPn 1-1 (●)、LBPn 2-2 (▲)、LBPn 3 (■) 、Porcine Pn A  (○) を用いた。図

は Miura ら (2015)の Figure 7 を引用した。 
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3-6. Hemoglobin、BSA、Casein の消化 

 基質により、その消化率は異なると予想されることから、Hemoglobin、BSA、Casein

の分解されやすさを検討した。分解の程度を比較するために、加水分解より生じたアミノ

末端を定量した。いずれの基質においても、LBPgn 2-2 が最も高い値を示し、中でも

Hemoglobin 加水分解率が一番大きいことが明らかとなった (Table 5)。LBPgn 1-1、2-2

では、Caseinに対する加水分解活性が2番目に高い値を示したが、Porcine Pn AではCasein

に対し、殆ど加水分解を示さなかった。また、LBPgn 2-2 は、Porcine Pgn A と比べて、こ

れらのタンパク質を効率よく分解することが明らかとなった。 

 

Table 5 様々なタンパク基質の消化能力 

Pepsin Hemoglobin (%) BSA (%) Casein (%) 

LBPgn 1-1  23   0.2     7.2 

LBPgn 2-2  100   6.2    27 

Porcine Pgn A  3.2   1.2  0.0 

各 1%、pH2.0 の Hemoglobin、BSA、Casein 溶液を用いて、37℃で 15 分間反応させた。値は、

LBPn 2-2 による Hemoglobin 基質の加水分解率を 100%としたときの相対値で示した。 
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3-7. Hemoglobin 基質を用いたみかけ上の酵素反応速度論 

 バスペプシンの活性の強さを他の魚類と比較するため、魚類のペプシン活性の比較でよ

く用いられる方法の Hemoglobin, pH 3.0 基質による LBPn 1-1、2-2 の見かけ上の反応速度解

析を行った (Table 6)。LBPn 1-1、2-2 の Km値はそれぞれ 3.9×10
-5 

M と 2.0×10
-5

 M であり、

他の魚類と比較して低値を示した。一方、反応速度定数の kcat値は、LBPn 1-1、2-2 のそれ

ぞれ52.7 s
-1、62.9 s

-1であり、他の魚類と比較して高値を示した。酵素の触媒効率を示す kcat/Km

は、LBPn 1-1、2-2 それぞれ 1.6×10
6
 M

-1
s

-1、3.5×10
6
 M

-1
s

-1であり、他の魚類と比べて約 10

倍高い値を示した。 

 

Table 6. ヘモグロビン基質を用いた見かけ上の反応速度定数の比較 

Species Pepsin pH Km kcat kcat/Km  

   (M) (s
-1

) (M
-1·s

-1
) 

Largemouth bass LBPn 1-1 3.0 3.9  ×10
-5

 52.7 16   ×10
5
 

  LBPn 2-2 3.0 2.0  ×10
-5

 62.9 35   ×10
5
 

Snakehead  pepsin 3 3.0 14   ×10
-5

 13.2 0.95×10
5 c

  

Rice field eel  pepsin 3 3.0 6.9  ×10
-5

 42.6 6.2 ×10
5 d 

 

Pectoral rattail pepsin A 3.0 9.8  ×10
-5

 50 5.1 ×10
5 e

 

European eel  pepsin I 3.0 8.8  ×10
-5

 23.7 2.7 ×10
5 f  

Atlantic cod  pepsin IIa  2.0 11.6  ×10
-5

 32 2.8 ×10
5 g  

   
3.5 4.4  ×10

-5
 33 7.5 ×10

5 g 
 

Hemoglobin, pH 3.0 を基質として用いた反応速度は Weng et al (2011) の方法に従って

行った。Atlantic cod (Gildberg et al., 1990) の値は pH 2.0 および 3.5 で比較した。 

cChen et al., 2009. dWeng et al., 2011. eKlomklao et al., 2007. fWu et al., 2009. 

gGildberg et al., 1990. 表は Miura ら (2015) の Table 3 を一部改変した。 
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3-7. バスペプシンの酸化 insulin B chain 切断特異性 

 LBPn 1-1、2-2 がどのような配列を好んで加水分解するか検討するため、酸化 insulin B 

chain (33.3 g) を基質とした加水分解を行った (Figure 8)。LBPn 1-1、2-2 は両者とも酸化 

insulin B chain のほぼ同じ個所を加水分解しており、未分解の B 鎖は殆ど残っていなかった。

最も強く加水分解を受けたのは Leu
15

-Tyr
16であった。続いて、Phe

24
-Phe

25、Phe
25

-Tyr
26の結

合がよく加水分解されていた。LBPn 1-1 はこれに加え、Ala
14

-Leu
15 結合もよく加水分解し

ていた。Porcine Pn A も LBPn 1-1、2-2 と同じ個所を加水分解していたが、LBPn 1-1、2-2 と

比べ切断個所が多く、LBPn の切断個所に加えて、Phe
1
-Val

2、Gln
4
-His

5、Tyr
16

-Leu
17、Gly

23
-Phe

24

でも加水分解がみられた。 

 

Figure 8. 酸化 insulin B chain の加水分解  

 酸化 insulin B chain (33.3 mg) を 0.1 M glycine-HCl buffer (pH 2.0) 内で活性化した LBPn 

1-1、2-2 と 37℃、30 分反応させた。基質分解産物は HPLC で検出して各フラクションを分取し

た後、N 端アミノ酸配列、Maldi-TOF Mass で加水分解位置を決定した。HPLC 溶出パターンは (A) 

LBPn 1-1、(B) LBPn 2-2 を示し、各ピークの下にフラクション番号を示した。分解された酸化

insulin B chain の配列の上の矢印は、最も切断の多かったところを (↑)、二番目に多かった

ところを (↑) 三番目に多かったところを ( : ) で表わした。図は Miura ら (2015)の Figure 

8 を一部改変した。 
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Figure 9. ペプシンの基質認識部位の模式図  

 ペプシン A タイプは、基質ペプチドの P’3 から

P4 の 7つのアミノ酸残基を認識する。その相補とな

るペプシン側の基質認識部位をS’1からS4で示す。

ペプシンは基質ペプチドの P1、P’1 のアミノ酸の間

を加水分解する。  

 

 

3-8. オオクチバスペプシンの基質特異性 

バスペプシンの基質特異性が

Porcine Pn A と比べてどのような違

いがあるかを検討するため、ペプシン

基質 (KPAEFFRL) および、一部を

別のアミノ酸で置換した一連の基質

ペプチド (KPAEFXRL、KPAGFXRL、 

KPAXFFRL) を用いて、ペプシンによ

る加水分解を行った。基質ペプチドの

加水分解されるペプチド結合から見て、

アミノ末端側の 4 アミノ酸残基 (P1～

P4) とカルボキシ末端側の 3 アミノ酸

残基 (P’1～P’3) をペプシンは認識す

ることが知られる。ペプシンは P1、P’1

のアミノ酸残基の間のペプチド結合を加水分解することから、P1、P’1 に対する基質認識は

非常に重要である(Figure 9)。オオクチバスペプシンの基質特異性を検討するため、ペプシ

ン基質 (parent peptide: KPAEFFRL)とその一部のアミノ酸を置換した一連の合成基質 

(KPAEFXRL、KPAGFXRL 、KPAXFFRL) を用いて、ペプシンによる加水分解を行った 

(Table 7)。ペプシン基質 (KPAEFFRL) の加水分解活性は、LBPn 1-1 では 3.14 nmol min-1 

(g protein)-1、 LBPn 2-2 では 20.6 nmol min-1 (g protein)-1、Porine Pn A では 9.48 nmol 

min-1 (g protein)-1であった。また、LBPn 1-1、2-2、Porine Pn A は共通して P’1 が芳香

族アミノ酸の Trp、脂肪族アミノ酸の Ile、Leu のペプチド基質で他の P’1 を一連のアミノ

酸で合成した基質と比べて高い加水分解活性を示した。一方で、芳香族、脂肪族アミノ酸

に比べて各ペプシンの加水分解活性は低値を示したものの、P’1 が塩基性アミノ酸の Arg 

(KPAEFRRL)、Lys の場合 (KPAEFKRL)、LBPn 2-2 は、Porcine Pn A と比べて P’1Arg

合成基質 (KPAEFRRL) では 26 倍、P’1 Lys 合成基質 (KPAEFKRL) では 15 倍高い加水

分解活性を示した。いずれのペプシンも、P’1Gly 合成基質 (KPAEFGRL) を加水分解しな

かった (Table 7-1)。 

ペプシンの基質認識部位は、Figure 9 で示したように模式的には一列で示されるが、実

際は活性中心に対し、上下に交互に配置されており、S2 サイトは S’1 サイトと隣り合う 

(Dunn and Hung, 2000)。この基質認識部位の境界線は不明瞭であり、ペプチドのアミノ酸

残基によって、P’1 のアミノ酸と S’1 サイトとの結合が多少弱くても、P2 のアミノ酸が S2

サイトと強く結合することにより、加水分解活性が高まると考えられている (Kageyama, 

2002)。よって、P2 のアミノ酸残基もまた基質認識に対し影響が強い。P2 のアミノ酸残基

に対する S2 の基質認識が強い場合、P’1 のアミノ酸残基に対する基質認識が弱くても加水

S1 S’1S2S3 S’2
S’3S4

P4
P3 P2

P1 P’1
P’2

P’3

基質 (ペプチド)

ペプシン

活性中心
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分解を行う可能性が考えられる。そこで、基質の P2 の影響を排除し、純粋な P’1 の影響を

検討するため、P2 をグリシンとして合成した KPAGFXRL 基質を作成して加水分解を行っ

た。いずれのペプシンにおいても、KPAGFXRL 基質は、KPAEFXRL 基質と比べて全体的

に加水分解活性が 10 分の 1 程度低い傾向にあった。KPAEFXRL 基質と同様に、P’1 のア

ミノ酸残基が Porine Pn A では脂肪族、芳香族のアミノ酸を好んで加水分解し、P2 Gly P’1 

Trp 合成基質 (KPAGFWRL) を最も強く加水分解した (5.14 nmol min-1 (g protein)-1)。

一方で、LBPn 2-2 は P’1 が脂肪族のアミノ酸のペプチドは殆ど加水分解を行わせず、

Porcine Pn A と比べて有意に低値を示した。P’1 Arg 合成基質 (KPAEFRRL) と同様に、

LBPn 2-2 は KPAGFRRL 基質も LBPn 1-1、Porine Pn A に比べて有意に高い加水分解活

性を示した (1.25 nmol min-1 (g protein)-1) (Table 7-1)。 

P2 の影響を排除した KPAGFXRL 基質では、全体的に活性が低値を示したことからも、

P2 のアミノ酸がペプチドの基質認識にも影響を及ぼす可能性を示した。そこで、P2 のアミ

ノ酸が加水分解に与える影響をさらに詳しく検討した。各ペプシンはKPAXFFRLのうち、

P2 Phe 合成基質 (KPAFFFRL) において KPAF↓FFRL 、KPAFF↓FRL  (矢印は加水分

解を受けた個所を示す) の 2 か所の加水分解がみられた。KPAF↓FFRL として得られた活

性は、KPAFF↓FRL と比較すると僅かであった。そのため、KPAFFFRL における活性の

値はKPAFF↓FRL における活性を算出した。LBPn2-2はP2が脂肪族のアミノ酸のとき、

Porine Pn A と同程度の活性を示した。一方で、P2 Arg 合成基質に対して、LBPn 2-2 は

10.1 nmol min-1 (g protein)-1、Porine Pn A は 5.11 nmol min-1 (g protein)-1と LBPn 2-2

の方が有意に高い活性を示した (Table 7-2)。 
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Table 7-1. ペプシン基質と一連の合成基質の加水分解 

 sequence and Activity (nmol min-1 (g protein)-1) 

substrate cleavage site LBPn 1-1 LBPn 2-2 Porcine Pn A 

parent peptide KPAEF↓FRL 3.14 ± 0.32 20.6 ± 1.51 9.48 ± 1.13 

P’1 variants 

Trp
6
 variant KPAEF↓WRL 3.54 ± 0.41 21.6 ± 2.97 7.33 ± 0.48 

Leu
6
 variant KPAEF↓LRL 3.60 ± 0.50 15.0 ± 2.70 4.87 ± 0.56 

 Ile
6
 variant KPAEF↓IRL 4.25 ± 1.01 18.7 ± 3.04 5.33 ± 0.81 

 Ala
6
 variant KPAEF↓ARL 2.07 ± 0.13 5.57 ± 1.09 2.53 ± 0.29 

 Gly
6
 variant KPAEF↓GRL uc uc uc 

Lys
6
 variant KPAEF↓KRL 0.18 ± 0.03 2.96 ± 0.39 0.20 ± 0.04 

Arg
6
 variant KPAEF↓RRL 0.81 ± 0.03 11.3 ± 0.70 0.43 ± 0.06 

 

P2-Gly and P’1 variants 

 Gly
4
Trp

6
 variant KPAGF↓WRL 1.06 ± 0.34 6.41 ± 1.29 5.14 ± 0.56 

Gly
4
Tyr

6
 variant KPAGF↓YRL 0.55 ± 0.07 2.38 ± 0.22 3.65 ± 0.17 

Gly
4
 Phe

6
 variant KPAGF↓FRL 0.38 ± 0.03 1.37 ± 0.48  4.84 ± 0.28 

Gly
4
Leu

6
 variant KPAGF↓LRL 0.16 ± 0.01 0.20 ± 0.05 3.93 ± 0.15 

 Glu
4
Val

6
 variant KPAGF↓VRL 0.10 ± 0.00 0.22 ± 0.05 4.03 ± 0.62 

 Gly
4
Ala

6
 variant KPAGF↓ARL 0.07 ± 0.00 0.11 ± 0.01 1.59 ± 0.25 

 Gly
4
Met

6
 variant KPAGF↓MRL 0.42 ± 0.04 0.98 ± 0.17 4.83 ± 0.97 

Gly
4
Asn

6
 variant KPAGF↓NRL 0.07 ± 0.01 0.16 ± 0.02 0.25 ± 0.02 

 Gly
4
Gln

6
 variant KPAGF↓QRL 0.05 ± 0.04 0.13 ± 0.00 0.10 ± 0.01 

 Gly
4
Asp

6
 variant KPAGF↓DRL 0.07 ± 0.02 0.12 ± 0.02 0.18 ± 0.03 

 Gly
4
Glu

6
 variant KPAGF↓ERL 0.13 ± 0.02 0.24 ± 0.02 0.44 ± 0.05 

 Gly
4
Lys

6
 variant KPAGF↓KRL 0.06 ± 0.01 0.28 ± 0.02 0.05 ± 0.01 

 Gly
4
Arg

6
 variant KPAGF↓RRL 0.20 ± 0.02 1.25 ± 0.37 0.22 ± 0.01 

 反応は 0.5 M sodium formate buffer, pH 4.0 で 20℃、30 分間行った。値は 3回測定した後

の平均 ± 標準偏差を算出した。また、LBPn 2-2 の太字は、値が Porcine Pn A と比べて有意に

高い値を示した (P < 0.05)。uc はペプチドの分解活性が 0.02 nmol min-1 (g protein)-1以下

であったことを示す。表は Miura ら (2016) の Table 1 を一部改変した。 
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Table 7-2. ペプシン基質と一連の合成基質の加水分解 

 sequence and Activity (nmol min-1 (g protein)-1) 

substrate cleavage site LBPn 1-1 LBPn 2-2 Porcine Pn A 

P2 variants 

Trp4 variant KPAWF↓FRL 0.84 ± 0.23 2.90 ± 0.37 12.6 ± 0.96 

Tyr4 variant KPAYF↓FRL 1.27 ± 0.28 4.15 ± 0.57 8.72 ± 1.21 

Phe4 variant KPAFF↓FRL 1.51 ± 0.61 5.60 ± 0.79 21.8 ± 2.32 

Leu4 variant KPALF↓FRL 3.72 ± 1.30 15.2 ± 0.33  15.6 ± 0.57 

 Ile4 variant KPAIF↓FRL 3.03 ± 0.86 9.37 ± 0.51  11.9 ± 1.72 

 Val4 variant KPAVF↓FRL 2.73 ± 0.88 8.75 ± 0.59  9.01 ± 0.83 

 Ala4 variant KPAAF↓FRL 2.61 ± 0.57 8.86 ± 0.85  8.92 ± 3.64 

Asn4 variant KPANF↓FRL 1.56 ± 0.44 3.88 ± 0.51  7.52 ± 1.99 

 Gln4 variant KPAQF↓FRL 2.96 ± 1.20 12.0 ± 0.98  9.93 ± 2.88 

Asp4 variant KPADF↓FRL 2.35 ± 0.67 6.16 ± 0.61  11.2 ± 1.91 

Lys4 variant KPAKF↓FRL 0.97 ± 0.30 5.46 ± 1.93 3.93 ± 1.51 

 Arg4 variant KPARF↓FRL 1.99 ± 0.57 10.1 ± 1.88 5.11 ± 0.76 

反応は 0.5 M sodium formate buffer, pH 4.0 で 20℃、30 分間行った。値は 3回測定した後

の平均 ± 標準偏差を算出した。太字は LBPn 2-2 が Porcine Pn A と比べて有意に高い値を示し

た (P < 0.05)。表は Miura ら (2016) の Table 1 を一部改変した。 
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3-8. バスペプシノゲン cDNA クローニングによる一次構造の決定 

オオクチバスペプシノゲンの cDNA 配列の全 13 クローンから LBPgn 1 (3 クローン)、

LBPgn 2 (3 クローン)、LBPgn 3 (7 クローン) に対応する配列を決定した。決定した配列

は N 端アミノ酸配列の類似度から、それぞれ LBPgn 1、2、3 に対応することを確認した。

各 cDNA の全長は LBPgn 1 では 1134 bp、LBPgn 2 では 1128 bp、LBPgn 3 では 1158 bp

であった (Supplement figure 3, 4, 5)。BLAST 検索により、オオクチバスペプシノゲンの

cDNA 配列は Mandarin fish (Siniperca chuatsi)、Golden mandarin fish (Siniperca 

scherzeri) と相同性が非常に高く、 LBPgn 1 では Mandarin fish A1 (EU807925)、Golden 

mandarin fish A1 (EU807926) で各 92%の相同性を示した。LBPgn 2 では Mandarin fish 

A2 (FJ463155)、Golden mandarin fish A2 (EU807927) と各 90%、Snakehead (Channa 

argus) A (GQ303143) とは 88%の相同性を示した。LBPgn 3 では Mandarin fish C 

(EU807929)、Golden mandarin fish C (EU807928) と各 91%の相同性を示した。 

実験により得られたバスペプシノゲンの塩基配列と GenBank/EMBL/DDBJ より取得し

たペプシノゲン配列を併せて多重配列を行った (Figure 10)。配列は LBPgn 1 (Bass_1, 

LC068952)、2 (Bass_2, LC068953)、3 (Bass_3, LC068954) および、Mandarin fish A1 

(Mandarin_A1, EU807925)、A2 (Mandarin_A2, FJ463155)、Snakehead (GQ303143)、

Tuna 1 (AB440200)、2 (AB440201)、3 (AB440203)、Human A (J00279-J00287)、C 

(J004443)、Pig A (J04601) 、Cattle Y (AJ131677) のペプシノゲンの cDNA および

genomic DNA を用いた。cDNA の塩基配列から演繹されるペプシノゲンのアミノ酸配列を

比較すると、魚類ペプシンの A1、A2 タイプおよび、Cattle Y は、四足動物型ペプシン A

タイプや C タイプ (fish ペプシン C を含む) と比較し、S’1 基質認識部位である 290 残基か

ら 294 残基までに配列の欠損、置換が数多くみられた。 
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Figure 10. ペプシノゲンの一次構造  

 実験により得られたバスペプシノゲンの塩基配列と GenBank/EMBL/DDBJ より取得したペプシノゲン配列

を併せて多重配列を行い、その一次構造を示した 。LBPgn 1 (Bass_1, LC068952)、2 (Bass_2, LC068953)、

3 (Bass_3, LC068954) および、Mandarin fish A1 (Mandarin_A1, EU807925)、A2 (Mandarin_A2, FJ463155)、

Snakehead (GQ303143)、Tuna 1 (AB440200)、2 (AB440201)、3 (AB440203)、Human A (J00279-J00287)、C 

(J004443)、Pig A (J04601) 、Cattle Y (J00003) のペプシノゲンのアミノ酸配列を比較した。図は Miura 

ら (2016) の Figure 3 を一部改変した。  
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3-9. バスペプシンの立体構造モデルの構築 

Human Pn A、Porine Pn A、Atrantic cod Pn A の X 線構造解析を基に、LBPn 1、2 の

一次構造からバスペプシンの三次構造のモデリングを行った (Figure 11 (A: LBPn 1, C: 

LBPn 2))。ラマチャンドランプロットからも、作成した LBPn 1、2 の立体構造モデルは各

97.5%、96.2%が支持領域に入る構造であることが示された (Figure 11 B, D)。 

 

Figure 11. オオクチバスペプシンの三次構造モデリング  

 オオクチバスペプシンの三次構造モデリングは、 Modeller 9.12 を用いて作成した。モデル

には Human A (PDB: 3UTL)、Porcine A (PDB: 5PEP)、Atrantic cod A (PDB: 1AM5) を用いた。

作成した LBPn 1 、LBPn 2 の PDB ファイルは RAMPAGE のラマチャンドランプロットを作成した。

LBPn 1、LBPn 2 の立体構造は各(A)、(C)、LBPn1、LBPn 2 のラマチャンドランプロットを各 (B)、

(D)  に示した。ペプシンの立体構造は-helix を青、-sheet を赤色、その他を紫色で示し、

活性中心の Asp32と Asp215はそれぞれ黒で示した。図は Miura ら (2016) の Figure 2 を一部改

変した。  

(A) LBPn 1 (B) LBPn 1 ラマチャンドランプロット

指示領域：97.5 %

Asp32

Asp215

(C) LBPn 2 (D) LBPn 2 ラマチャンドランプロット

指示領域：96.2 %

Asp32

Asp215
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 オオクチバスペプシン (LBPn 1: 緑、LBPn 2: 赤) の立体構造モデリングに Porine Pn A 

(5PEP: 青) を重ね合せた図を示した (Figure 12)。大部分の個所で LBPn 1、2 は Porcine 

Pn A の構造と一致したが、一部、一致しない個所もみられた。大きくずれの生じている S’1 

loop (residues: 289-299) の箇所を矢印で示した。オオクチバスペプシンは、290 残基から

294 残基にかけて欠損がみられる (Figure 10)。これらのアミノ酸残基の欠損は S’1 loop の

形成に影響を与えており、LBPn 1、2 の S’1 サイトにある S’1 loop が Porcine Pn A と比

べて縮小していることが明らかとなった。 

 

Figure 12. バスペプシンとブタペプシンの重ね合わせ  

 作成した LBPn 1、2 の立体構造に Porcine Pn A (5PEP) を重ね合わせた。LBPn 1 を緑色で (A)、

LBPn 2 を赤色で (B) に示し、Porcine Pn A は青色で示した。各バスペプシン、ブタペプシンの

構造に大きくずれが生じた個所を矢印で示した。図は Miura ら (2016) の Figure 2 を一部改変

した。 

 

 

3-10. バスペプシンの熱力学的特性 

ペプシン基質 (KPAEFFRL) と LBPn 1-1、2-2 および Porine Pn A を 10-45℃で反応さ

せ、各温度の Km値、kcat値を算出した (Table 8)。1/温度 (K-1) に対する各ペプシンの ln kcat

をプロットし (Figure 13)、算出したアレニウスの式を用いて、LBPn 1-1、2-2、Porcine Pn 

A の ΔH‡、ΔS‡、ΔG‡の値を求めた (Table 9)。37℃における LBPn 2-2 の ΔS‡は-0.035 

kJ/mol で、Porine Pn A の-0.085 kJ/mol より高値を示した。ΔH‡と ΔS‡から ΔG‡を算出

したところ、LBPn 1-1、LBPn 2-2 はそれぞれ 68.5、63.3 kJ/mol であり、Porine Pn A の

(A) LBPn 1 (B) LBPn 2
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ΔG‡は 67.0 kJ/mol であった。LBPn 2-2 の ΔG‡は Porine Pn A 比べると低い値を示す傾向

にあったが、LBPn 1-1 の ΔG‡は Porine Pn A より高い値を示した。 

 

Table 8. ペプシン基質に対する LBPn 1-1、2-2 および Porcine Pn A の反応速度 

 LBPn 1-1 LBPn 2-2 Porcine Pn A 

10°C 

Km (mM) 0.30 ± 0.27 0.10 ± 0.05 0.14 ± 0.03 

kcat (s-1) 4.69 ± 2.73 18.7 ± 3.46 9.73 ± 2.89 

kcat/Km (mM-1s-1) 19.9 ± 7.25 218.5 ± 67.6 70.2 ± 10.74 

 

20°C 

Km (mM) 0.20 ± 0.19 0.11 ± 0.04 0.10 ± 0.10 

kcat (s-1) 4.92 ± 0.82 28.9 ± 8.81 12.4 ± 5.33 

kcat/Km (mM-1s-1) 36.8 ± 19.97 283.0 ± 42.0 186.2 ± 91.7 

 

30°C 

Km (mM) 0.05 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.04 ± 0.03 

kcat (s-1) 8.19 ± 0.74 74.7 ± 2.49 21.9 ± 5.67 

kcat/Km (mM-1s-1) 164.6 ± 6.61 604.8 ± 55.4 475.4 ± 95.7 

 

37°C 

Km (mM) 0.08 ± 0.01 0.14 ± 0.05 0.06 ± 0.01 

kcat (s-1) 18.6 ± 0.89 139.2 ± 40.2 33.3 ± 5.24 

kcat/Km (mM-1s-1) 251.3 ± 30.2 999.6 ± 68.2 598.9 ± 42.3 

 

45°C 

Km (mM) 0.13 ± 0.04 0.24 ± 0.12 0.06 ± 0.01 

kcat (s-1) 36.5 ± 7.35 215.5 ± 78.8 75.9 ± 1.56 

kcat/Km (mM-1s-1) 286.3 ± 24.8 959.9 ± 250.4 1306.2 ± 208.1 

ペプシン基質 (KPAEFFRL) を用いて、各ペプシンと 10-45℃で 30 分間反応させた。反応

は 0.25 M sodium formate buffer, pH 4.0 で行った。値は 3回測定した後の平均 ± 標準偏

差を算出した。太字は LBPn 2-2 が Porcine Pn A と比べて有意に高い値を示した (P < 0.05)。

表は Miura ら (2016) の Table 2 を一部改変した。 
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Figure 13. ペプシン基質を用いた kcatに対するアレニウスプロット  

 ペプシン基質 (KPAEFFRL) は、活性化したペプシンと 10-45℃で 30 分反応させた。算出した

反応速度から、1/温度 (K-1) に対する ln kcatをプロットした。LBPn1-1 (●), LBPn 2-2 (▲)

および porcine pepsin A (○) として示した。  
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Table 9. 各ペプシンにおける熱力学的エネルギー 

Enzyme  Ea ∆H
‡
 ∆S

‡
 ∆G

‡
 

  (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) 

10℃ 

LBPn 1-1  44.3 42.0 -0.083 65.6 

LBPn 2-2  55.0 52.7 -0.034 62.3 

Porcine Pn A  42.3 39.9 -0.085 63.9 

 

20℃ 

LBPn 1-1  45.8 43.3 -0.084 67.9 

LBPn 2-2  55.4  53.5 -0.035 63.6 

Porcine pepsin A  43.2 40.7 -0.085 65.6 

 

30℃ 

LBPn 1-1   46.0 43.5 -0.084 69.0 

LBPn 2-2   55.4 52.9 -0.035 63.4 

Porcine Pn A   43.2 40.7 -0.085 66.5 

 

37℃ 

LBPn 1-1   44.6 42.1 -0.085 68.5 

LBPn 2-2   55.1 52.5 -0.035 63.3 

Porcine Pn A   43.6 41.0 -0.084 67.0 

 

45℃ 

LBPn 1-1   44.4 41.7 -0.084 68.6 

LBPn 2-2   55.3 52.7 -0.035 63.9 

Porcine Pn A   42.1 39.4 -0.086 66.6 

 Table 8 で算出した反応速度から、1/温度 (K-1) に対する ln kcatをプロットし、アレニウスの

式を用いて 20℃における ΔH‡、ΔS‡、ΔG‡をそれぞれ求めた。表は Miura ら (2016) の Table 

3 を一部改変した。 
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3-11. オオクチバスペプシノゲンの分子進化 

オオクチバスペプシノゲンの分子進化は Bayes 法を用いて検討した (Figure 14)。配列

は、3-8 で得られたバスペプシノゲンの塩基配列と GenBank/EMBL/DDBJ より取得した

魚類、鳥類、両生類、哺乳類のペプシノゲンおよび、アウトグループとしてヒト、ウサギ

のカテプシン E の合計 70 種類を用いた。作成した分子系統樹より、ペプシノゲンは祖先型

から A タイプ、C タイプに分岐し、A タイプには fish A タイプ、四足動物 A、F、Y タイプ

が含まれた。一方、C タイプには fish C タイプ、四足動物 C、B タイプの系統が存在した。

Fish A タイプは、fish A1、A2 が単一系統で存在する可能性が高い事後確率で得られた。

加えて、fish A タイプには Spotted gar および Coelacanth のペプシノゲンもサブタイプの

1 つとして存在することが明らかとなった。LBPgn 1、LBPgn 2、LBPgn 3 はそれぞれ fish 

A1、fish A2、fish C タイプに分類された。 



37 

 

 

Figure 14. ペプシノゲン cDNA の系統樹  

 決定したバスペプシノゲンおよび GenBank/EMBL/DDBJ より取得した合計 68 種類のペプシノゲ

ン、カテプシン E の塩基配列を併せて多重配列した後、Bayes 法で系統樹を作成した。アウトグ

ループには Human、Rabbit カテプシン Eを用いた。系統樹の各内部枝における数値は、事後確率

に基づく結果を示した。図は Miura ら (2016) の Figure 3 を引用した。   
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魚類におけるペプシノゲン分子進化の詳細を検討するため、19 種類の魚類ペプシノゲン

A タイプを用いて、ML 法で分子系統樹を作成した。作成した系統樹から、Branch models

を用いて、非同義置換と同義置換の比 (dN/dS (=)) を算出した (Figure 15)。Branch 

models により計算したの値を各枝の下に赤字で示した。各枝における値は 0.2179 を示

したが、赤い太線で示した Largemouth bass 2 および Snakehead が分岐した枝において

値が 1.5252 を示した。また、進化速度がすべての系統で均一であるというモデル系統樹を

作成し、Branch models 作成した系統樹との対数尤度を比較検討したところ、カイ二乗値

14.6、P 値 0.00014 であり、1%の水準で有意な差が認められた。 

 

Figure 15.  魚類ペプシノゲンの cDNA 配列を基に解析した ML 系統樹  

 19 種類の魚類ペプシノゲン cDNA 配列を用いて、tree-puzzle-5.2 を用いて ML 系統樹を作成し

た後、PAML (Yang, 2007) をもちいて、Branch models による尤度検定を行った。分岐点の数値

は tree-puzzle-5.2 の 1000 回サンプリングした quartet puzzling の値を示す (%) 。枝下の赤

字は dN/dS () の値を示し、dN/dSの値が 1.5252 を示した Largemouth bass 2 と Snakehead は

太く示した。 
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第四章 考察 

 

オオクチバスペプシノゲンの高いタンパク質分解能 

本研究では、オオクチバスの胃よりペプシノゲンを精製し、その構造、特異性、分子進

化に関する検討を行った。ペプシノゲンの抽出・精製の結果、バスペプシノゲンのアイソ

ザイムは fish A1 (LBPgn 1) が 2 種類、fish A2 (LBPgn 2) では 3 種類、fish C (LBPgn 3)

では 1 種類の合計 6 種類を得た (Table 3)。現在まで報告されている魚類のペプシノゲンは

fish pepsinogen A1、A2、Cの分類において各 1種類であるという Tuna (Tanji et al., 1988)、

Snakehead (Chen et al., 2009) の他、Mandarin fish (Zhou et al., 2008) や Seabream 

(Zhou et al., 2007) では 4 種類のアイソザイムの存在が報告されている。これらのことから、

バスペプシノゲンは他の魚類と比べてアイソザイムの数が多いといえる。アイソザイムの

数が増えることは、多様な摂食行動をする動物にとって基質特異性が広がり (Narita et al., 

2000)、遺伝子の重複により酵素のタンパク量を増加させることも意味し、食物を消化する

うえで有利に働くと考えられている (Carginale et al., 2004a, b)。いいかえると、オオクチ

バスは他の魚類と比べ、一次に多量のペプシノゲンを生成することが可能であると考えら

れ、より消化能に長けているといえる。 

さらに、バスペプシノゲンの中でも LBPgn 1-1、2-2 の潜在比活性は各 51、118 units/mg 

protein であり、非常に高い潜在比活性を有していた。哺乳類の比活性は 20 units/mg 

protein を示すことが多く、これまで最も高い比活性を有するのは Tuna 2 の 41.5 units/mg 

protein であるされていた (Tanji et al., 1988) (Table 4)。現在報告されている魚類ペプシン

の hemoglobin 基質に対する触媒効率を比較したところ、LBPn 1-1、2-2 は、hemoglobin, 

pH 3.0 に対する kcat/Km値が最も高い値を示した。オオクチバスを除く他の魚類の中で最も

高い kcat/Km値を示していた Atlantic cod pepsin IIa と比較しても、LBPn 1-1、2-2 は 2 倍

から 5 倍近く高い値を示した (Table 6)。以上のことから、オオクチバスペプシンは哺乳類

だけでなく、魚類の中においても非常に加水分解能に特化した酵素である可能性が示され

た。 

 

オオクチバスペプシンの構造と基質特異性 

LBPgn 1-1、2-2 は一次構造から、オオクチバスに限らず、他の fish pepsinogen A タイプも

含め、基質認識部位の S’1 サイトを構成するアミノ酸残基の欠損や Gly への置換がみられ

た (residues: 289-299, Figure 10)。加えて、LBPn 1-1、2-2 と Porcine Pn A (5PEP) の立体構造

モデリングを重ね合せた結果からも、LBPn 1、2 は S’1-loop が小さい構造であると予測さ

れた (Figure 12)。通常、基質認識部位の S1、S’1 サイトは対応するペプチドの P1、P’1 の

アミノ酸残基を認識し、その間のペプチド結合を加水分解する。そのため、S1、S’1 サイト

における基質認識は非常に重要であると考えられる。さらに、S1 サイトは動物種間で S1 サ
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Figure 16. LBPn 2、Porcine Pn A の基質結合モデリング  

ペプシンの基質結合部位と三次構造モデリングは、 Modeller 9.12 を用いて作成した。(A) LBPn 

2、(B) Porcine Pn A (5PEP) は基質 KPAEFFRL と結合させ (青) 、基質の P’1部位の Phe は太

く示した。(C) LBPn 2、(D) Porcine Pn A (5PEP) は基質 KPAEFRRL と結合させ (青) 、基質 P’1

部位の Arg を太く示した。ペプシンの基質結合部位は、非極性アミノ酸を赤色、極性無電化アミ

ノ酸を緑色で示した。また、活性中心の Asp31と Asp215はそれぞれ黒で示した。ドットは分子表

面を示す。図は Miura ら (2016) の Figure 6 を一部改変した。 

 

 

を構成するアミノ酸残基の保存性が高い (Figure 10)。一方で、S’1 サイトを構成するアミノ

酸は、fish A と同様に Y タイプにおいても置換、欠損がみられることが既に報告されている 

(Kageyama et al., 2010)。このことから、fish A タイプは Y タイプと類似した基質特異性を有

(A) LBPn 2とKPAEFFRLの結合 (B) Porcine AとKPAEFFRLの結合

(C) LBPn 2とKPAEFRRLの結合 (D) Porcine AとKPAEFRRLの結合
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Asp32

Asp215
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する可能性が考えられた。そこで、ペプシン基質 (KPAEFFRL) と一連のアミノ酸合成基質

 

Figure 17. LBPn 2、Porcine A の基質結合モデリング  

ペプシンの基質結合部位と三次構造モデリングは、 Modeller 9.12 を用いて作成した。(A) 

LBPn 2、(B) Porcine A (5PEP) は基質 KPAWFFRL と結合させ (青) 、P2 の Trp は太く示した。

ペプシンの基質結合部位は、非極性アミノ酸を赤色、極性無電化アミノ酸を緑色で示した。また、

活性中心の Asp31と Asp215はそれぞれ黒で示した。ドットは分子表面を示す。 

 

を用いて (KPAEFXRL、KPAGFXRL、KPAXFFRL)、詳細なバスペプシンの基質特異性

の検討を行った。その結果、バスペプシンと Porcine Pn A は、共に P1、P’1 が疎水性、芳

香族アミノ酸の基質を強く加水分解した (Table 7-1、7-2)。加えて、P’1 が塩基性アミノ酸

の Arg、Lys の場合、LBPn 2-2 は、Porcine Pn A と比べて P’1Arg 合成基質 (KPAEFRRL) 

では 26 倍、P’1 Lys 合成基質 (KPAEFKRL) では 15 倍高い加水分解活性を示した。これ

らのことから、バスペプシンは疎水性アミノ酸残基だけでなく、塩基性のアミノ酸残基も

認識できる可能性が示された。このバスペプシンの特性を立体構造上からさらに検討を行

うため、LBPn 2 および、Porcine Pn A にそれぞれペプシン基質 (KPAEFFRL)、P’1Arg 合成

基質 (KPAEFRRL) を結合させた立体構造モデリングを作成した。その結果、LBPn 2 の S’1

サイトは一次構造の欠損、置換により疎水部分の構成領域が Porcine Pn A と比べて狭くなって

いることが予測された (Figure 16)。LBPn 2 とペプシン基質を結合させた際は、S’1 サイトの

非極性部分と基質の P’1 Phe が疎水相互作用により結合する可能性が示された (Figure 16 A)。

一方、LBPn 2 と P’1Arg 合成基質の結合予測では、基質の P’1Arg は LBPn 2 の S’1 サイト

の最外殻に当たる Gly295 の酸素原子と水素結合していると予測された (Figure 16 C)。

LBPn2 にみられた結合の様子と同様の特徴が Y タイプにおいても報告されている 

(Kageyama et al., 2010)。立体構造モデリングの結果から、バスペプシンが広い基質特異性を示

したのは S’1 loop 部分の Gly への置換、アミノ酸残基の欠損により成し得たことに起因する可

能性が推察された。 

ペプシンの基質認識部位は、模式的には一列で示されるが、実際は活性中心に対し、上

下に交互に配置されているため、S2 サイトは S’1 サイトと隣り合う (Dunn and Hung, 

(A) LBPn 2 (B) Porcine Pn A

Met289

Asp32

Asp215

Asp32

Asp215

KPAWFFRL

KPAWFFRL
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2000)。よって、P2 のアミノ酸残基もまた基質認識に多大な影響を与える。P2 合成基質を

用いた加水分解において、LBPn 1-1、2-2 は大きな側鎖である P2 Phe、Tyr、Trp 合成基

質ではLBPn 1-1、2-2はPorine Pn Aと比べて3～4倍低い活性を示した (Table 7-2)。LBPn 

2-2、Porine Pn AをKPAWFFRLと結合させた立体構造モデリングを作成した結果、Porine 

Pn A では、P2 Trp と S2 サイトを構成する Met 289が疎水性相互作用により結合をしてい

る可能性が示された。一方、LBPn 2-2 では一次構造の 280 残基から 300 残基にかけての配

列の欠損、置換により、P2 Trp が S2 サイトを構成するアミノ酸残基と疎水相互作用を形

成しづらいことがモデリングされた (Figure 17)。LBPn 2-2 は、Porcine Pn A と比べて S2

サイトが小さくなり、大きな側鎖を有するアミノ酸が疎水結合しづらい可能性が予想され

た。以上の結果から、fish A タイプに共通してみられる一次構造の 280 残基から 300 残基

にかけての配列の欠損、置換は、四足動物型ペプシンの基質特異性と異なる性質を有する

要因の 1 つであることが明らかとなった。 

 

 

バスペプシンの反応速度論的解析および熱力学的特性 

酵素活性は温度に強く影響される。動物種により酵素の至適温度は異なり (Low et al, 

1973)、魚類のペプシンは至適温度が四足動物のペプシンより低いと報告されている 

(Gildberg et al., 1990; Brier et al., 2007)。LBPn 1-1、2-2 も同様に、Porcine Pn A と比べ

て至適温度が低いことから、魚類のペプシンは低温適応をしているといえる (Zao et al., 

2011)。速度論的にみると、このように至適温度が低い酵素は、高い触媒作用 (kcat) を有す

ることに加え(Siddiqui and Cavicchioli, 2006)、Km値が高い傾向にあり、基質との結合が

弱いと示されている (Fields and Somero, 1998; Suzuki et al, 2001)。LBPn 2-2 の kcat値

はすべての温度で Porcine Pn A と比べて有意に高い値を示した (Table 8)。LBPn 2-2 の

Km値は、反応温度が 30℃を超えると Porcine Pn A と比べて高い値を示すようになった。

これらの結果は、一次構造上、S’1 サイトを構成するアミノ酸残基が Gly への置換や欠損か

ら基質との相互作用を低下させていると考えられる。以上の結果から、オオクチバスペプ

シンは高い触媒能力を有し、かつ低温適応酵素の特徴を備えていることが示唆された。 

kcat値は酵素が基質と複合体を形成し、遷移状態となるときに生じる活性化ギブスエネル

ギー (ΔG‡) と深く関わる。低温適応酵素の高い触媒作用は、ギブスの自由エネルギーの減

少により生じることが示されている (Low et al, 1973; Feller et al., 1992)。活性化ギブスエネ

ルギーは活性化エンタルピー (ΔH‡) と活性化エントロピー (ΔS
‡
) から算出される (Low et 

al., 1973)。魚類ペプシンは至適温度が低下していることから (Gildberg et al., 1990; Brier 

et al., 2007)、低温適応酵素である可能性が考えられるが、その原因となり得る活性化自由

ギブスエネルギーは、まだ検討されていない。オオクチバスペプシンの活性化ギブスエネ

ルギー (ΔG‡) を検討したところ、LBPn 2-2 では Porcine Pn A と比べて低値を示した (Table 

9)。このような活性化ギブスエネルギーの低下は、構造の柔軟性が増すことで見出され、中
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でも構造上の loop構造の形成によるところが大きいことが示されている (Fields and Somero, 

1998;  

Figure 18. S’1 基質認識部位の立体構造の違い  

LBPn 2 (A) および Porcine Pn A (B) の S’1 基質認識部位の立体構造を示した。破線は LBPn 

2 と Porcine Pn A で構造に違いのあった個所を示した。-helix は青、-sheet は赤、ループ構

造は紫で示した。  

 

 

Malabanan et al., 2010; Isaksen et al., 2014)。ブタペプシンでは-sheet 構造を有する箇所が、

LBPn 2-2 においては loop 構造へ変化しているとモデリングにより予測された (Figure 18)。

柔軟性を獲得した酵素の特徴で広く知られるのが、ループ構造がタンパク質表面、または

活性中心付近に存在するという特徴である (Isaksen et al., 2014)。特に、活性中心付近に

ループが存在する場合、酵素と基質が複合体を形成しづらく、Km値の増加につながると示

されている (Papaleo et al., 2011)。これらのことから、バスペプシンは構造上の柔軟性を

高めることで基質との親和性を抑制し、高い触媒作用 (kcat) を生じたことが示された。一方、

LBPn 1-1 のギブスエネルギーは Porcine Pn A よりも高値を示した。このような現象は他の

低温適応した酵素にもみられ、理由として、今回用いた基質が LBPn 1-1 に適切な基質でな

かった可能性が考えられる (Lonhienne et al., 2001)。ヘモグロビン基質を用いた潜在活性で

は LBPgn 1-1 は Porcine Pgn A と比べると倍以上高い活性を有していたことから (Table 4)、

LBPn 1-1 は基質結合部位の形状が四足動物型だけでなく、LBPn 2-2 とも異なる可能性が考

えられる。 

 

バスペプシノゲンの分子進化 

以上を要約すると、オオクチバスはペプシンアイソザイムの増加による酵素量の増加、

ペプシン分子の構造の柔軟性による高い触媒効率、広い基質特異性を有することにより、

(A) LBPn 2 (B) Porcine Pn A
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Figure 19. LBPn 2 における正の自然選択を受

けたアミノ酸残基  

  LBPn 2 の cDNA に働いた正の自然選択を paml 

4.7a を用いて枝-サイトモデル比較の後、尤度

検定を行った。正の自然選択を受けたアミノ酸

残基、活性中心をワイヤーフレームで太く示し

た。他のアミノ酸残基は骨格のみを示し、各色

の識別は、赤色が疎水性アミノ酸、緑色が非極

性無電荷アミノ酸、青色が非極性電荷アミノ酸、

黒色が活性中心のアスパラギン酸を示す。図は

Miura ら (2016) の Figure 5 を引用した。 

高いタンパク質分解能を有することが明らかとなった。このように、バスペプシンが高い

タンパク質分解能を得るに至った背景を分子進化の面から検討した。ペプシノゲン分子進

化の検討により、ペプシノゲン A、B、C、F、Y、fish A、fish C タイプの 7 種類に加えて、

Fish A タイプの中には fish A1、fish A2 が高い事後確率で存在することも示された(Figure 

14)。LBPgn 1、2、3 は各 fish A1、A2、C に分

類された。Fish A タイプは、一次構造が Y タイ

プと類似することを先に記した (Kageyama et 

al., 2010)。Y タイプと fish A の分子進化の関係

に関しては遺伝座においても一致することが示

されており (Castro et al., 2014)、Y タイプと

fish A はオーソロガスであると示唆される。加

えて、四足動物の A タイプおよび Y タイプとの

間にはオーソロガスな関係はないことも報告さ

れている (Castro et la., 2014)。 

魚類ペプシンの dN/dS (=) の検討では、

Largemouth bass 2 および Snakehead の共通祖先

型に加速進化を受けたという結果を得た 

(Figure 15)。LBPn 2-2 において、有意に自然選択

が働いたとされるアミノ酸残基は、Asn67 であ

り (0.01 < P < 0.05)、Gly85, Asp243 and Thr271

においても自然選択が働いたと推測された。こ

れらのアミノ酸残基は、立体構造上、ペプシン

の外郭を構成する位置にあり、ペプシンの構造

の柔軟性を高めていると予想される (Narita 

et al., 2010) (Figure 19)。しかし、この検討で

は、胃内でペプシノゲンが機能することが明ら

かである魚類のペプシノゲン配列のみを用い

て解析を行っており、Largemouth bass 2 と

Snakehead が他の魚類よりも高い値を示した

のは、魚類の進化に即しているものではないこ

とによる可能性もある。今後、更なる検討が必

要であると考えられる。 

以上の結果から、オオクチバスペプシンの高いタンパク質分解活性の特徴には以下の 3

点が明らかとなった。1) バスペプシノゲンはアイソザイムの数を増加させ、大量の酵素を

生成する能力を得た。2) バスペプシンの立体構造上、極性、非極性の両方の特性を有する

アミノ酸の基質認識が可能となった。3) 熱エネルギー学的検討から、バスペプシンは構造

Gly85

Asn67

Asp243

Thr271

Asp215

Asp32
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の柔軟性が大きいことが明らかとなった。バスペプシンが高いタンパク質分解活性を有し、

柔軟に食性適応することは、オオクチバスの原産生息域、並びに生息環境の異なる日本に

おいても環境に適応し、繁殖して定着するうえで必須であったと考えられる。そのため、

バスペプシンは本研究で明らかになった以上 3 つの特徴を備えたことで食物連鎖上トップ

に位置するほどの強い肉食食性を示すに至った可能性が示唆された。 
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結語 

 

 ペプシンに関する研究は、様々な動物の食性とペプシンの関連に関する検討がされてき

た。酵素の構造と基質特異性に関する研究は報告例があるが、触媒に関しても網羅的に検

討がなされた例はない。本研究では、非常に肉食に特化したオオクチバスの胃を用いて、

ペプシノゲンを抽出・精製し、その特性と構造、触媒との関連を検討した。その結果、LBPgn

はこれまで報告されている魚類のペプシノゲン中でも最もアイソザイムの数も多くみられ、

加えて LBPgn 1-1、2-2 は非常に高い潜在非活性を有していた。この高いタンパク質分解活

性の理由を、酵素の基質特異性および、触媒の観点から検討した。基質特異性の検討から、

LBPn 2-2 はペプシンが認識しづらい Arg や Lys を含んだ基質を認識し、加水分解を行った

ことから、広い基質特異性を獲得したといえる。立体構造モデリングからも、LBPn 2-2 は

基質認識部位の一部を親水性にすすることで疎水性アミノ酸以外も認識できる可能性を示

していた。触媒に関する検討において、LBPn 2-2 は、Porcine Pn A と比べてペプシン基質

に対して kcat/Km値が高値を示した。これは LBPn 2-2 が非常に高い kcat値を示していたこ

とに起因していた。さらに、LBPn 2-2 は活性化ギブスエネルギーが Porcine Pn A と比べ

て低値を示した。活性化エントロピーでは、LBPn 2-2 の方が Porcine Pn A と比べて高値

を示していた。活性化エンタルピーは分子の動きの自由度を示すことから、LBPn 2-2 は柔

軟性が高いと考えられる。以上の結果から、オオクチバスペプシンはアイソザイムの数を

増やして酵素量を増大させ、基質特異性を広げたことに加え、高い触媒能を獲得した結果、

高いタンパク質分解活性能を獲得したことが示唆された。しかし、本研究で示したオオク

チバスペプシンの構造は全てモデリングによるものである。ペプシン基質と一連の合成基

質を用いた加水分解の結果は、バスペプシンの構造モデリングをある程度反映しており、

恐らく本来の構造に近いモデリングがなされたと予想しているが、必ずしも本来のバスペ

プシンの構造がモデリングの結果と一致するとは限らない。よって、バスペプシンの X 線

構造解析等による立体構造の検討は、基質特異性並びに触媒機構に関する更なる解明に必

要であると考えられる。 
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Supplement 

 

 

Supplement figure 1. ゲル濾過  

 DEAE-Sephacel で得たフラクションのゲル濾過を行い、バーで示した個所のタンパクを採取し

た。○：280 nm 吸光法によるタンパク量測定した。●：2% hemoglobin, pH2.0 の加水分解活性

を測定した。  
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Supplement figure 2. FPLC 

 DEAE-Sephacel で得たフラクションをゲル濾過したのち、MONO Q を用いて FPLC クロマトグラ

フィーを行い、各ピークを分取した。バーで示した個所のタンパクを採取した。  
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Supplement figure 3.  LBPgn 1 の塩基配列  

 実験により得られた LBPgn 1 の塩基配列を示した。配列は Signal peptide、Activation segment、

Active enzyme moiety の全塩基配列を示した。配列の下のアスタリスクは 3 種類の配列の不一

致を示す。ハイフンは配列の未決定を示す。  

 

 

Supplement table 1. LBPn 1 における塩基配列の非同義置換箇所 

 アミノ酸残基置換のみられた塩基 

  277 434 

LBPgn 1-a  Ile Arg 

LBPgn 1-b  Phe Arg 

LBPgn 1-c  Ile Lys 

 

  

LBPgnA1_a       ATGAAGTGGGCCTTTGTCGTGTGTGCCATGGTGGCACTGTCTGAGTGCCTCGTCCAGGTCCCTCTGGAGAAGGGTAAGACAGCCAGGGAGTACCTGGAGGAGCAGGGTCTATGGGAAGAG
LBPgnA1_b       ATGAAGTGGGCCTTTGTCGTGTGTGCCATGGTGGCACTGTCTGAGTGCCTCGTCCAGGTCCCTCTGGAGAAGGGTAAGACAGCCAGGGAGTACCTGGAGGAGCAGGGTCTATGGGAAGAG
LBPgnA1_c       ATGAAGTGGGCCTTTGTCGTGTGTGCCATGGTGGCACTG--------------------CCCTCTGGAGAAGGGTAAGACAGCCAGGGAGTACCTGGAGGAGCAGGGTCTATGGGAAGAG

********************

LBPgnA1_a       TTCAGGCTCAAGTACCCATTTAACCCCATGGCCAAGTTTGACCATCGCTTTGCAGTGGGCAACGAGGGCATGACCAACGATGCTGATCTGTCTTACTATGGAGTCATCTCCATTGGAACC
LBPgnA1_b       TTCAGGCTCAAGTACCCATTTAACCCCATGGCCAAGTTTGACCATCGCTTTGCAGTGGGCAACGAGGGCATGACCAACGATGCTGATCTGTCTTACTATGGAGTCATCTCCTTTGGAACC
LBPgnA1_c       TTCAGGCTCAAGTACCCATTTAACCCCATGGCCAAGTTTGACCATCGCTTTGCAGTGGGCAACGAGGGCATGACCAACGATGCTGATCTGTCTTACTATGGAGTCATCTCCATTGGAACC

*

LBPgnA1_a       CCTCCTCAGTCCTTCAGGGTCATCTTTGACAGCGGCTCATCTAACCTGTGGGTGCCCTCCATCTACTGCAGCAGTGCAGCCTGCAGCAACCATAAAAGGTTTAACCCTACCACCAGCAGT
LBPgnA1_b       CCTCCTCAGTCCTTCAGGGTCATCTTTGACAGCGGCTCATCTAACCTGTGGGTGCCCTCCATCTACTGCAGCAGTGCAGCCTGCAGCAACCATAAAAGGTTTAACCCTACCACCAGCAGT
LBPgnA1_c       CCTCCTCAGTCCTTCAGGGTCATCTTTGACAGCGGCTCATCTAACCTGTGGGTGCCCTCCATCTACTGCAGCAGTGCAGCCTGCAGCAACCATAAAAGGTTTAACCCTACCACCAGCAGT

LBPgnA1_a       ACCTACAGAAACAATGGCAATCCTCTCAGAATCCAGTATGGCACCGGCAGCATGACTGGCTTCCTTGGATACGACACTGTGACAGTCGGTGGACTTGCTGTGACCAACCAGATCTTTGGC
LBPgnA1_b       ACCTACAGAAACAATGGCAATCCTCTCAGAATCCAGTATGGCACCGGCAGCATGACTGGCTTCCTTGGATACGACACTGTGACAGTCGGTGGACTTGCTGTGACCAACCAGATCTTTGGC
LBPgnA1_c       ACCTACAGAAACAATGGCAATCCTCTCAAAATCCAGTATGGCACCGGCAGCATGACTGGCTTCCTTGGATACGACACTGTGACAGTCGGTGGACTTGCTGTGACCAACCAGATCTTTGGC

*

LBPgnA1_a       TTGAGCCAGACTGAGGCTCCCTTCATGCAGTACATGCGTGCTGATGGTATCTTGGGCCTGGCATACCCAAGCCTGTCCGCTTCCGGCGCTACACCCGTCTTCGACAACATGATGACTGAG
LBPgnA1_b       TTGAGCCAGACTGAGGCTCCCTTCATGCAGTACATGCGTGCTGATGGTATCTTGGGCCTGGCATACCCAAGCCTGTCCGCTTCCGGCGCTACACCCGTCTTCGACAACATGATGACTGAG
LBPgnA1_c       TTGAGCCAGACTGAGGCTCCCTTCATGCAGTACATGCGTGCTGATGGTATCTTGGGCCTGGCATACCCAAGCCTGTCCGCTTCCGGCGCTACACCCGTCTTCGACAACATGATGACTGAG

LBPgnA1_a       GGCCTGGTCAATGAGGACATCTTCTCTGTGTACCTGAGCTCAAACTCTCAGCAAGGCAGTGTGGTGACCTTCGGTGGTGTTGACCCCAACCACTATTATGGCCCCATCACCTGGATTCCC
LBPgnA1_b       GGCCTGGTCAATGAGGACATCTTCTCTGTGTACCTGAGCTCAAACTCTCAGCAAGGCAGTGTGGTGACCTTCGGTGGTGTTGACCCCAACCACTATTATGGCCCCATCACCTGGATTCCC
LBPgnA1_c       GGCCTGGTCAATGAGGACATCTTCTCTGTGTACCTGAGCTCAAACTCTCAGCAAGGCAGTGTGGTGACCTTCGGTGGTGTTGACCCCAACCACTATTATGGCCCCATCACCTGGATTCCC

LBPgnA1_a       CTCTCCAGAGACCTGTACTGGCAGATCACAGTAGACAGTGTTACTGTCAATGGTCAAGTTGTGGCTTGCAATGGTGGTTGTCAGGCTATTGTGGACACAGGCACTTCTCTGATTGTTGGA
LBPgnA1_b       CTCTCCAGAGACCTGTACTGGCAGATCACAGTAGACAGTGTTACTGTCAATGGTCAAGTTGTGGCTTGCAATGGTGGTTGTCAGGCTATTGTGGACACAGGCACTTCTCTGATTGTTGGA
LBPgnA1_c       CTCTCCAGAGACCTGTACTGGCAGATCACAGTAGACAGTGTTACTGTCAATGGTCAAGTTGTGGCTTGCAATGGTGGTTGTCAGGCTATTGTGGACACAGGCACTTCTCTGATTGTTGGA

LBPgnA1_a       CCTCAGAGCAGCATAAGCAACATCAACAGTGCTTTGGGAGCTACCAGCCAGAACGGAGATTATGTTGTCAACTGTAACAGCGTTGGCCAAATGCCTGATTTGACCTTCCACATCCACGGA
LBPgnA1_b       CCTCAGAGCAGCATAAGCAACATCAACAGTGCTTTGGGAGCTACCAGCCAGAACGGAGATTATGTTGTCAACTGTAACAGCGTTGGCCAAATGCCTGATTTGACCTTCCACATCCACGGA
LBPgnA1_c       CCTCAGAGCAGCATAAGCAACATCAACAGTGCTTTGGGAGCTACCAGCCAGAACGGAGATTATGTTGTCAACTGTAACAGCGTTGGCCAAATGCCTGATTTGACCTTCCACATCCACGGA

LBPgnA1_a       CAGGCATTCACCCTCCCAGCCTCTGCCTACGTCCGTCAGTCTCAATACTACGGCTGCCGTACTGGCCTTGGCAACGGAGGTGACAACCTGTGGATCCTGGGTGATGTCTTCATCAGACAG
LBPgnA1_b       CAGGCATTCACCCTCCCAGCCTCTGCCTACGTCCGTCAGTCTCAATACTACGGCTGCCGTACTGGCCTTGGCAACGGAGGTGACAACCTGTGGATCCTGGGTGATGTCTTCATCAGACAG
LBPgnA1_c       CAGGCATTCACCCTCCCAGCCTCTGCCTACGTCCGTCAGTCTCAATACTACGGCTGCCGTACTGGCCTTGGCAACGGAGGTGACAACCTGTGGATCCTGGGTGATGTCTTCATCAGACAG

LBPgnA1_a       TACTATTCCATCTTCAACAGAGCCCAGAATATGGTGGGTCTGGCCAAGGCTAGA
LBPgnA1_b       TACTATTCCATCTTCAACAGAGCCCAGAATATGGTGGGTCTGGCCAAGGCTAGA
LBPgnA1_c       TACTATTCCATCTTCAACAGAGCCCAGAATATGGTGGGTCTGGCCAAGGCTAGA

1

277

434
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Supplement figure 4.  LBPgn 2 の塩基配列  

 実験により得られた LBPgn 2 の塩基配列を示した。配列は Signal peptide、Activation segment、

Active enzyme moiety の全塩基配列を示した。配列の下のアスタリスクは 3 種類の配列の不一

致を示す。ハイフンは配列の未決定を示す。  

 

 

Supplement table 2. LBPn 2 における塩基配列の非同義置換箇所 

 アミノ酸残基置換のみられた塩基 

  375  

LBPgn 2-a  Pro  

LBPgn 2-b  Ser  

LBPgn 2-c  Ser  

 

 

  

LBPgn2_a        ATGAAGTGGCTCATCGTCCTGACAGCCCTCGTGGCTTTCTCTGAATGCCTTGTTAGGCTTCCCCTAATCAAGGGAAAGACTGCCAGGCAAGCCCTGAAGGAGAAAGGACTATGGGAGAAG
LBPgn2_b        ATGAAGTGGCTCATCGTCCTGACAGCCCTCGTGGCTTTCTCTGAATGCCTTGTTAGGCTTCCCCTAATCAAGGGAAAGACTGCCAGGCAAGCCCTGAAGGAGAAAGGACTATGGGAGAAG
LBPgn2_c        ATGAAGTGGCTCATCGTCCTGACAGCCCTCGTGGCTTTCTCTGAATGCCTTGTTAGGCTTCCCCTAATCAAGGGAAAGACTGCCAGGCAAGCCCTGAAGGAGAAAGGACTATGGGAGAAG

LBPgn2_a        TACAGGAAGCAGCATCCATACAACCCACTGGTTAAGTTCCTCCAGACTGGTACTGAGCCAATGACCAACGATGCTGACTTGTCCTACTATGGTGTGGTCTCCATTGGCACCCCTCCTCAG
LBPgn2_b        TACAGGAAGCAGCATCCATACAACCCACTGGTTAAGTTCCTCCAGACTGGTACTGAGCCAATGACCAACGATGCTGACTTGTCCTACTATGGTGTGGTCTCCATTGGCACCCCTCCTCAG
LBPgn2_c        TACAGGAAGCAGCATCCATACAACCCACTGGTTAAGTTCCTCCA-----------------------------------------------------------TTGGCACCCCTCCTCAG

***********************************************************

LBPgn2_a        TCTTTCATTGTCATCTTTGACACCGGCTCCTCCAACCTGTGGGTCCCCTCAGTCGGCTGTTCCAGTCAGGCCTGCCAGAACCACAACATGTTCAACCCACAGCAGTCATCCACCTTCCAA
LBPgn2_b        TCTTTCATTGTCATCTTTGACACCGGCTCCTCCAACCTGTGGGTCCCCTCAGTCGGCTGTTCCAGTCAGGCCTGCCAGAACCACAACATGTTCAACCCACAGCAGTCATCCACCTTCCAA
LBPgn2_c        TCTTTCATTGTCATCTTTGACACCGGCTCCTCCAACCTGTGGGTCCCCTCAGTCGGCTGTTCCAGTCAGGCCTGCCAGAACCACAACATGTTCAACCCACAGCAGTCATCCACCTTCCAA

LBPgn2_a        TCGAACGGCCAGTCCCTGTCAATCCAGTATGGCACTGGCAGCATGACCGGATATCTGGGCAGTGACACTGTTACGGTGGGCGGCATCTCTGTGGCAAACCAGGTTTTTGGCCTTAGCCAA
LBPgn2_b        TCGAACGGCCAGTCTCTGTCAATCCAGTATGGCACTGGCAGCATGACCGGATATCTGGGCAGTGACACTGTTACGGTGGGCGGCATCTCTGTGGCAAACCAGGTTTTTGGCCTCAGCCAA
LBPgn2_c        TCGAACGGCCAGTCTCTGTCAATCCAGTATGGCACTGGCAGCATGACCGGATATCTGGGCAGTGACACTGTTACGGTGGGCGGCATCTCTGTGGCAAACCAGGTTTTTGGCCTCAGCCAA

*                                                                                                 *

LBPgn2_a        ACAGAGGCTCCTTTTATGGCTAGCATGCAGGCTGATGGCATCCTGGGATTGGCCTTCCAGTCCATTGCCTCTGACAACGTCGTGCCTGTTTTCGACAACATGATCCAGCAGGGACTGGTG
LBPgn2_b        ACAGAGGCTCCTTTTATGGCTAGCATGCAGGCTGATGGCATCCTGGGATTGGCCTTCCAGTCCATTGCCCCTGACAACGTCGTGCCTGTTTTCGACAACATGATCCAGCAGGGACTGGTG
LBPgn2_c        ACAGAGGCTCCTTTTATGGCTAGCATGCAGGCTGATGGCATCCTGGGATTGGCCTTCCAGTCCATTGCCTCTGACAACGTCGTGCCTGTTTTCGACAACATGATCCAGCAGGGACTGGTG

*

LBPgn2_a        TCCCAGCCCATGTTCTCTGTCTACCTGAGCGGCAACAGCGACCAGGGCAGTGAGGTGGTCTTCGGTGGTGTTGACAGCAGCCACTACACAGGACAAATCACCTGGATCCCTCTGACCTCT
LBPgn2_b        TCCCAGCCCATGTTCTCTGTCTACCTGAGCGGCAACAGCGACCAGGGCAGTGAGGTGGTCTTCGGTGGTGTTGACAGCAGCCACTACACAGGACAAATCACCTGGATCCCTCTGACCTCT
LBPgn2_c        TCCCAGCCCATGTTCTCTGTCTACCTGAGCGGCAACAGCGACCAGGGCAGTGAGGTGGTCTTCGGTGGTGTTGACAGCAGCCACTACACAGGACAAATCACCTGGATCCCTCTGACCTCT

LBPgn2_a        GCCACCTACTGGCAGATCCAAATGGACAGTGTTACCATCAATGGACAGACTGTGGCCTGCTCTGGTGGCTGCCAGGCCATTATTGACACTGGTACCTCCCTCATCGTTGGCCCAACCAGT
LBPgn2_b        GCCACCTACTGGCAGATCCAAATGGACAGTGTTACCATCAATGGACAGACTGTGGCCTGCTCTGGTGGCTGCCAGGCCATTATTGACACTGGTACCTCCCTCATCGTTGGCCCAACCAGT
LBPgn2_c        GCCACCTACTGGCAGATCCAAATGGACAGTGTTACCATCAATGGACAGACTGTGGCCTGCTCTGGTGGCTGCCAGGCTATTATTGACACTGGTACCTCCCTCATCGTTGGCCCAACCAGT

*

LBPgn2_a        GACATCAGCAACATGAATTCCTGGGTTGGAGCCACAACTGACCAGTACGGAGATGCTACAGTGAACTGCCAGAATGTCCAGAGCATGCCTGATGTCACCTTCACTCTCAATGGAAACGCC
LBPgn2_b        GACATCAGCAACATGAATTCCTGGGTTGGAGCCACAACTGACCAGTACGGAGATGCTACAGTGAACTGCCAGAATGTCCAGAGCATGCCTGATGTCACCTTCACTCTCAATGGAAACGCC
LBPgn2_c        GACATCAGCAACATGAATTCCTGGGTTGGAGCCACAACTGACCAGTACGGAGATGCTACAGTGAACTGCCAGAATGTCCAGAGCATGCCTGATGTCACCTTCACTCTCAATGGAAACGCC

LBPgn2_a        TTCACCATCCCTGCAACTGCCTACGTCTCTCAGACCTCCTATGGTTGCAACACTGGCTTTGGCCAGGGTGGCTCTGACCAGCTCTGGATCCTGGGAGATGTCTTCATCAGGCAGTACTAC
LBPgn2_b        TTCACCATCCCTGCAACTGCCTACGTCTCTCAGACCTCCTATGGTTGCAACACTGGCTTTGGCCAGGGTGGCTCTGACCAGCTCTGGATCCTGGGAGATGTCTTCATCAGGCAGTACTAC
LBPgn2_c        TTCACCATCCCTGCAACTGCCTACGTCTCTCAGACCTCCTATGGTTGCAACACTGGCTTTGGCCAGGGTGGCTCTGACCAGCTCTGGATCCTGGGAGATGTCTTCATCAGGCAGTACTAC

LBPgn2_a        GCTGTTTTTAATACCCAGGGTCCATACATTGGTCTGGCCCCATCTGCA
LBPgn2_b        GCTGTTTTTAATACCCAGGGTCCATACATTGGTCTGGCCCCATCTGCA
LBPgn2_c        GCTGTTTTTAATACCCAGGGTCCATACATTGGTCTGGCCCCATCTGCA

1

375
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Supplement  figure 5.  LBPgn 3 の塩基配列  

 実験により得られた LBPgn 3 の塩基配列を示した。配列は Signal peptide、Activation segment、

Active enzyme moiety の全塩基配列を示した。配列の下のアスタリスクは 7 種類の配列の一致

を示す。ハイフンは配列の未決定を示す。  

LBPgn3_1        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3_2        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3_3        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3_4        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3_5        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3_6        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTG-------------------------------------CGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT
LBPgn3-7        ATGAAGTGTCTGGTTGCTGTTTTGGTCTGTGTGGTGCTCGCAGAGGGAATCGTCAAGATCCCTCTGCGTAAGCACAAGTCTATGCGTGAGGCCCTGAGAGATAAAGGGATCGAGCTGCCT

*************************************

LBPgn3_1        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3_2        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3_3        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3_4        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3_5        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3_6        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC
LBPgn3-7        TACCAGGATCCAGCTCTGAAGTACCAGAACTATGAGTTTGCCACTGCAAACATGTACATCAACAACTATGCTGATACCACCTACTATGGACCCATCACCATCGGAACACCCCCCCAGTCC

LBPgn3_1        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3_2        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3_3        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3_4        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3_5        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3_6        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC
LBPgn3-7        TTCCAGGTGCTGTTTGACACCGGCTCTGCCAACCTGTGGGTGGACTCAGTGTACTGTAACACTCAGGCCTGCAATACACACACAAAGTTCAACCCCCAGCAATCCTCCACCTACTCTGCC

LBPgn3_1        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3_2        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3_3        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3_4        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3_5        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3_6        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC
LBPgn3-7        CTGGGAACATCCTTCTACCTGCCCTACGGCGCTGGAAGCCTTGATGGAGTCTTTGGCTATGACACTGTCAATGTTGGCGGCATTGTGATCCCCAACCAGGAGATTGGTCTGAGCACAAAC

LBPgn3_1        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT
LBPgn3_2        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCGTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT
LBPgn3_3        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT
LBPgn3_4        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTCTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT
LBPgn3_5        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT
LBPgn3_6        GAGCCTGGTCACAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCAGCTT
LBPgn3-7        GAGCCTGGTCAGAACTTTGTGGTGGCCCAGTTTGATGGCATCCTTGGCCTGTCTTACCCATCCATCTCAGCTGGAGGAGAGACTCCTGTCATGGACAACATGATGTCTCAAAACCTGCTT

*                                    * *                                                             *

LBPgn3_1        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3_2        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3_3        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3_4        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3_5        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3_6        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAGCAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT
LBPgn3-7        AATGCTAACATATTTGCTTTCTACCTTTCCAGGGATGAACAACAGGGAAGTGTGCTTTCTTTTGGAGATGTGGACAACAGCCTGTACCAGGGCCAGATCTACTGGACCCCTGTCACCTCT

*

LBPgn3_1        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3_2        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3_3        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3_4        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3_5        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3_6        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG
LBPgn3-7        GAGACCTACTGGCAGATTGGCGTTCAAGGATTCCAGATTAATGGTCAAGAGACTGGCTGGTGCTCTCAGGGCTGTCAGTCTATTGTGGACACTGGAACCTCCATGCTGACTGCCCCACAG

LBPgn3_1        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3_2        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAAGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3_3        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3_4        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3_5        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3_6        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT
LBPgn3-7        CAGCTTATGGGTAGCATCATGCAGGCAATTGGTGCCCAACAGAACCAGAATGGAATGTATATGGTGGACTGCAGCCAGGTCAGCAACTTGCCAACCCTCAGCTTTGTTATCAGCGGCGTT

*

LBPgn3_1        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3_2        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3_3        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTCCCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3_4        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3_5        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAG--CTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3_6        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC
LBPgn3-7        ACCTTCCCTCTGCCTCCTTCTGCTTACATCATTGTGAGCAACCAGAATGGATACCAGTACTGCTCAGTGGGCATCACCCCCACCTACCTGCCCTCTCAAAATGGCCAGCCCCTGTGGATC

**                          *

LBPgn3_1        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTCTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3_2        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTCTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3_3        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTTTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3_4        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTCTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3_5        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTTTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3_6        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTCTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC
LBPgn3-7        TTTGGAGACGTGTTCCTCAGAGAGTACTACTCCGTCTACGACCGCACCAACAACCAAGTTGGCTTTGCTACAGCTGCC

*
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Supplement table 3. LBPn 3 における塩基配列の非同義置換箇所 

  アミノ酸残基置換のみられた塩基 

  492 529 596 1046 

LBPgn 3-a  Gln Leu Leu Tyr 

LBPgn 3-b  Gln Val Leu Tyr 

LBPgn 3-c  Gln Leu Leu Ser 

LBPgn 3-d  Gln Leu Leu Tyr 

LBPgn 3-e  Gln Leu Leu Tyr 

LBPgn 3-f  His Leu Gln Tyr 

LBPgn 2-g  Gln Leu Leu Tyr 
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用語の解説 

 

 

 

胃の構造と機能 

 胃は摂食した食物を一時的に貯める他、食物のタンパク質を消化酵素のペプシンによっ

て加水分解する臓器である。胃腺は 3 億 5 千万年前頃に出現し、硬骨魚類以上の有顎脊椎

動物で特に発達してきた。しかし、脊椎動物の中には胃のない動物も存在する (Koelz, 

1992 )。胃腺には主細胞、壁細胞、副細胞の 3 種類の外分泌細胞がある。哺乳類では主細胞

からはペプシンの前駆体であるペプシノゲン、壁細胞から塩酸、副細胞から粘液が分泌さ

れるが、大部分の魚類、鳥類、爬虫類は oxynopeptic cell と呼ばれる 1 種類の細胞からペプ

シノゲンと塩酸が同時に分泌される (Koelz, 1992)。一方で、サメの 1 種である Hexanchus 

griseus のように 2 種類の細胞を有するものもある (Michelangeli et al., 1988)。 

 

 

 

オオクチバス (別名：ブラックバス, Micropterus sarmoides) 

オオクチバスの原産は北アメリカ大陸のミシシッピ川流域である。ミシシッピ川流域に

生息する生き物は多種多様であり、獰猛な肉食魚類も数多く生息する。また、生息する生

物の多様性から進化的にも大変興味深く、これまで多くの研究がなされてきた(Briggs 

1986; Lundberg et al. 2000)。オオクチバスは多様な生物の中でも食物連鎖上トップレベル

に位置する (Henshall 1881; Etnier and Starnes 1993; Philipp and Ridgway 2002)。日本

へは約 100 年前に湖へオオクチバスが放流され、食用、釣り対象とした養殖の容易な魚と

して政府の許可の下に行われたのが最初である。オオクチバスは、日本における様々な地

形、水深、水温等の環境に侵入し、繁殖して定着に成功している。このように、多様な環

境に適応するためには、子孫を残す能力の他、食性を柔軟に変化させる能力に長けている

と考えられる。実際、オオクチバスの有する強い肉食食性は、生物間相互作用という面で

日本の河川の生態系に多大な影響を与えてきた。しかし、オオクチバスは日本の在来種を

絶滅に追いやるほど強い肉食性を示したことから、現在、特定外来生物に指定されている。 
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ペプシンの基質認識部位 

酵素は基質と複合体を構成し、基質を触媒する。酵素が基質と複合体を形成する際は、

酵素の基質認識部位に基質が結合する。酵素の基質認識部位は Subsite の S を用いて表さ

れ、基質認識部位に対する基質を Peptide の P を用いて表される。ペプシンにおいては、

基質が加水分解を受ける個所のアミノ酸を P1、P’1 と示す。よって、基質の P1、P’1 を認

識するペプシンの基質認識部位を S1、S’1 と表す。ペプシンには基質認識部位が 7 か所あ

り、S’3 から S4 で示される。近年、ペプシン基質 (KPAEFFRL) がペプシンの基質認識部

位の形状に合わせて合成された (Dunn and Hung, 2000)。ペプシンの基質親和性はペプシ

ン基質やその変異体を用いて検討されている  (Kageyama, 2004; Kageyama, 2006; 

Kageayma et al, 2010)。各動物種のペプシンは、ほぼ共通して P1、P’1 がフェニルアラニ

ンやチロシン、ロイシンといった疎水性のアミノ酸を好で加水分解する (Dunn and Hung, 

2000; Kageyama, 2002)。これらのアミノ酸残基と疎水結合するため、ペプシンの S1、S’1

サイトは主に疎水性のアミノ酸構成されていることが知られる (Dunn and Hung, 2000; 

Kageyama, 2002)。魚類型ペプシン A タイプにおいても、P’1 がロイシン、バリンのような

脂肪族アミノ酸を加水分解しやすいとされるが、アスパラギン酸のような酸性アミノ酸も

加水分解することが確認されている (Brier et al., 2007)。 

 

Figure 1. ペプシンの基質認識部位と特異性   
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エドマン分解法 

 エドマン分解法は、タンパク質のアミノ酸配列分析に用いられる方法である。この方法

は、タンパク質の N 末端から順にアミノ酸残基を切り離し、次々に PTH アミノ酸として同

定が可能である。フェニルイソチオシアネート (PITC) を弱アルカリ性でタンパク質の N

末端アミノ基に作用させ、フェニルチオカルバモイル (PTC) を付加させる。この付加体は

トリフルオロ酢酸を用いるとタンパク質の N 末端アミノ酸残基のみがチアゾリノン誘導体

として遊離する。チアゾリノンアミノ酸を有機溶媒で抽出し、より安定なフェニルチオヒ

ダントイン (PTH) 誘導体に変換し、HPLC で同定する。 

  

 

 

酵素の反応速度論 

 不可逆的な酵素反応において、酵素と基質の反応は以下のように示される。 

   
  
      
   

  
     

   
        

       
    E + P   ・・・① 

E は酵素、S は基質、P は生成物を示す。また、ES は酵素－基質の複合体である。基質は

活性化状態の酵素と静電的、水素結合、疎水相互作用、原子価結合等により複合体を形成

する。酵素量に対して基質量が大過剰のとき、反応の初期の遷移時期を除く酵素－基質複

合体の濃度 [ES] は、基質がなくなるまで一定の定常状態であると考えられる。 

     

  
                           ・・・② 

酵素の全濃度を [E0] としたとき、酵素の濃度は以下の通りに示される。 

 

              ・・・③ 

②に③をあてはめて解くと、 

 

 
          

      
 ・・・

となり、mは以下の通りに示される。 

 

   
      

  
・・・⑤ 

式④の値は、酵素と基質の反応速度に依存しており、Michaelis-Menten の式として知ら

れる。式⑤の Km値は、Michaelis 定数であり、基質濃度の unit として計算される。加えて、

Michaelis-Menten の式④より、反応速度は酵素濃度と比例し、基質濃度とは反比例する特

徴がある。Km値は反応速度が最大値 (Vmax) の半分のときの基質濃度を示す。よって、酵
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素の Km値が小さいとき、基質濃度が低くても酵素は最大活性で反応することが可能となる。 

 酵素反応速度のパラメーターは触媒効率に関係する。酵素の触媒効率定数は kcatで示され、

触媒活性部位 1 つあたり、単位時間に何回反応するかを示し、回転数ともいわれる。kcat

は以下のとおり定義されている。 

     
    

    
 ・・・⑥ 

Michaelis-Menten では、①の式より kcat = k2 と考えられている。kcat/Kmはその酵素反応

の見かけの二次反応速度定数とみなされる。反応速度は酵素と基質が溶液中で衝突する回

数に比例し、比例定数の kcat/Km値は酵素の触媒効率を示す指標となる。 

 

 

酵素の低温適応とギブスの活性化自由エネルギー 

 酵素の触媒は、酵素－基質複合体の遷移状態時に高いエネルギー障壁を生じ、生成物を

生じる。基底状態 (X) から遷移状態 (X‡) となる時に発生するエネルギーがギブスの自由

エネルギー (ΔG‡) である。活性化ギブスエネルギーは活性化エンタルピー (ΔH‡) と活性化

エントロピー (ΔS‡) に絶対温度 (T) を乗じ、ΔG‡ = ΔH‡ 
- TΔS‡ の式で算出される (Low et al., 

1973)。 

 タンパク質の構造において、エンタルピー (enthalpy) はポリペプチド鎖中の非共有結合、

すなわち疎水性相互作用、水素結合、イオン結合のエネルギーから生じる。タンパク質の

一次構造が折りたたまれた三次構造では、緊密な疎水性コアの球状分子を形成するため、

比共有結合の数が最大となり、エンタルピー増大する。一方、三次構造の変性時は、アミ

ノ酸側鎖等に隙間ができ、緩んだ状態となる。よって、エンタルピーは、高い値を示すほ

ど構造が剛直であると考える。エントロピー (entropy) は、熱力学の第二法則である、秩序

をもたらすにはエネルギーが必要という概念に基づくもので、熱流動の至量性状態量を示

す。タンパクの構造生物学上では、折りたたまれた三次構造のタンパクは、ある特定のコ

ンフォメーションをとる秩序だった状態と考える。よって、エントロピーが高い値を示す

ほど、構造は柔軟であると考える (Branden and Tooze, 2000)。 

低温適応酵素の特徴には至適温度が低い他、高温で不安定、Km 値、kcat 値が高い値を示

す傾向にある。Km値は、ミカエリス定数であり、基質と酵素の親和性を示し、値が低いほ

ど親和性が高いことを示す。一方で、kcat 値は、速度論としては反応速度定数であり、kcat

値が高い値を示すほど高い触媒性を有する酵素である。よって、kcat/Km 値は遊離の酵素が

遊離の基質と反応して生成物になる反応定数を指し、値が高いほど効率よく生成物が生じ

ることを示す。反応速度と活性化エネルギーの関係は以下の式で表わされる。 

   
  
      
   

  
      
    

        
    
   
   

  E + P   ・・・⑦ 

触媒作用に関する考え方は遷移状態理論のうえに成り立つものが多く、最も簡単なのは
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衝突理論である。酵素の構造や反応論の研究から、酵素 (E) の基質結合部位は基質 (S) を

結合させて中間体 (ES) となる。このとき、エネルギー的には一旦基底状態となる場合が

多いが、この後、反応経路におけるもっとも不安定な分子種である遷移状態 (ES‡)を生じる。

遷移状態とは、化学結合が一方では形成されつつあり、一方では壊されつつある状態を指

す。反応速度を求めるには、遷移状態と基底状態とが熱力学的に平衡状態にあると仮定し

て、遷移状態の濃度をこれらのエネルギーの差から求める。仮に、遷移状態 (X‡) と基底状

態 (X) のギブスの自由エネルギーの差を   としたとき、平衡状態の熱力学エネルギーは

以下のように表わされる。 

 

                       ・・・⑧ 

 

R は気体定数 (8.31 J K-1 mol-1) 、T は絶対温度である。遷移状態の崩壊の頻度は、

反応系の速度定数となる。反応を単反応の     とした場合、反応速度 (k1) を求める

式は②の式を利用し、以下の通りに表わされる。 

 

                          ・・・⑨ 

 

遷移状態理論に従うと、遷移状態である ES‡と E+S の間の平衡定数は kcat/KM のギ

ブスの自由活性化エネルギー (   
 
) に比例する。そのため、基質と酵素が結合し、遷

移状態となるときの平衡状態は以下の通りに示される。 

   
  
             

  
      

 
 

                ・・・⑩ 

 ②、③の式より、反応速度は温度に依存することが分かる。よって、酵素反応は温度の

上昇に伴い、反応速度が速くなる。低温適応酵素は、中温から高温域に適応する酵素と

比べ、低温での反応速度が速い。 

 

 

最尤法を用いた同義、非同義塩基置換速度の推定 

 タンパク質のアミノ酸配列をコードする塩基は 3 つの並びで構成され (コドン)、コドン

の一部が別の塩基に置換してもアミノ酸に変化がない場合を同義置換  (synonymous 

substitution) という。一方で、コドンの一部が異なる塩基に置換することでアミノ酸が変化

することがあり、これを非同義置換 (nonsynonymous substitution) という。一般に、同義置

換の速度は多くの遺伝子でほぼ同じであるが、非同義置換の速度は同義置換と比べて遅く、

遺伝子の間でも差が大きい。そのため、非同義置換の速度が速い遺伝子はダーウィンの適

応進化を受けていると考えられる (根井、クマ－, 2006)。同義置換と非同義置換の速度を推
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定する方法は、いくつか提案されているが、Goldman と Yang (1994)、Yang と Nielsen (2000) 

は最尤法を用いた方法を考案した。は非同義置換速度 (dN) と同義置換速度 (dS) の比であ

る (=dN/dS)。>1 のとき、正の自然選択を受けたと考えられ、遺伝子は新機能を獲得した

可能性が考えられる。 

 

適応進化した遺伝子 

 比に基づいて適応進化を受けていると判断された遺伝子の大部分は、以下の 3 つのカテ

ゴリに分類される (Yang, 2009)。 

① 宿主の防御から逃れるためのウイルスや病原体側、ウイルス、病原体、寄生虫からの攻

撃に対する防御や免疫に関連する宿主側の遺伝子 

 病原体の遺伝子は、宿主の防御機構に認識されない形へと進化し、宿主側は病原体に順

応して認識するような選択圧を受けやすい。前者の例として、リンパ球タンパク質 CD45 

(Filip and Mundy, 2004)、後者の例として、マラリア原虫の膜抗原 (Polley and Conway, 2001) 

等がある。 

② 生殖に関連するタンパク質または、フェロモン 

 精子は卵子を早く認識し、受精することが最善であるが (Palumbi, 1994)、卵子は複数の

精子による受精 (多精子受精 (polyspermy)) を避けるため、精子による卵子認識に係る時間

を遅らせるよう選択圧がかかる (Chen et al., 2011)。 

③ 遺伝子重複後に新しい機能を獲得したタンパク質 

 遺伝子重複は、遺伝子、ゲノム、また遺伝的システムの進化の主要な駆動力の 1

つであり、新規の遺伝子機能の進化に重要な役割を果たす。多くの重複遺伝子は、

有害突然変異によって機能を失い、欠失するか、偽遺伝子へと退化するが、ときに

元来の遺伝子の機能とは異なる機能の必要性から、適応進化に駆動されて新しい機

能を獲得することがある。消化酵素における適応進化は、霊長類の lysozyme (Zhang 

et al., 2011)、mosquito における Trypsin-like serine protease family (Wu et al., 2009) 等が

報告されている。 


