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緒 言

Feinsteinは, 1964年, C57 BL系 統 マウスに

放射線照射 をすることによって作製 したマ ウス

の内に変異種 である無カタラーゼ血症(CbsCbs)

を発見 した1-4),この変異マ ウスの血液の残余 カ

タラーゼ活性は正常マウスの約2.4%を 示 すのに

対 して,他 の臓器のカタラーゼ量は比較的高 く,

肝 では約28.0%で あ った3).又,同 時に同型接合

体の低カタラーゼ血症(CcsCcs, CdsCds, CesCes,

 CfsCfs)も 見 出され2),こ の残余カタラーゼの活

性度は血液では11～20%,肝 では77～82%も あ

った3).これは放射線による遺伝子の障害の程度

の差によるものと考 えられている.こ の無カタ

ラーゼ血症マ ウスの残余 カタラーゼは,正 常マ

ウスのカタラーゼに比べて熱に不安定であ り4),

又,網 状赤血球 中のカタラーゼ活性が成熟赤血

球より明 らかに高いことが緒方 らによって見出

された5) 6).この成績はAebiの 報 告 したスイス人

の無カタラーゼ血症7),及 び グルコースー6-燐 酸

脱水素酵素(G-6-PD)欠 乏症8) 9)に近 似 しており,

少 なくとも酵素 を赤血球内で安定な構造に保つ

ためのア ミノ酸 を規定する構造遺伝子の変異が

あると説明 されている.

無 カタラーゼ血症マウスのカタラーゼの構造

の差異 を確認す るための一つの方法 として著者

は,系 統維持 されている純系マウスC3Hの 無

及び低 カタラーゼ血症マウスの肝 カタラーゼに,

陰 イオン系界面活性剤のLIS(3-5ジ ョー ドサ

リチル酸 りチウム塩),蛋 白質変性剤の塩酸グア

ニジン,及 び酵素活性部に作用す るアジ化ナ ト

リウム(ア ジド)を 添加 し,カ タラーゼ活性へ

の阻害度ならびに加温 とpHに 対する安定性を調

べ,各 カタラーゼ分子の構造の変異を中心に検

討 した10).その結果,無 カタラーゼ血症(CbsCbs)

及び 同型接合体低カタラーゼ血症(CcsCcs)の み

ならず,無 カタラーゼ血症異型接合体マウス(Cas

Cbs)の 肝 カタラーゼの性質は正常マウス(CasCas)

とは 異ってお り,そ れぞれのカタラーゼ分子の

構造は異なっている と推定された。

本報では更に,各 マウスの肝カタラーゼ分子

の構造の変異をより直接的な方法で証明する為

に,等 電点電気泳動法 を用いて分析 を行った.

電 気泳動法に よるカ タラーゼ分子 の研究 は,

 Thorupら のデンプン・ゲルによる人の赤血球の

研究11), Matsubaraら のPAG・ デ ンプン・アガ

ロース混合ゲルでスイス人の無及び低カタラー

ゼ血症の赤血球 カタラーゼに電気泳動上の差異

があるという報告12), Feinsteinら のセルロース・

ポ リアセテー ト電気泳動法で正常 と同型接合体

低カタラーゼ血症マウスの赤血球 カタラーゼに

差異が見出されなかった研究4), Morikofer-Zwez

らの 人と馬の赤血球 カタラーゼのデンプンゲル

とPAG電 気泳動法による研究13),及びOgataら

の 日本人無 カタラーゼ血症残余 力タラーゼ の

SDS-PAG電 気泳動法による分析14)などがある。
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一方
, Polyacrylamide gel(PAG)は, Awdeh

らが1968年 に薄層PAGを 用 いてIgG抗 体 の不

均一性を本法により解析15)して以来,各 分 野で急

速に利用 され,す ぐれた解析法 として認められ

ている。しか し, PAGの 分子簾効果が却 って欠

点 となって大きな分子の蛋白ではPAGの 中に入

っていけず, nativeな 状 態で分析することが出

来ない16).著者の試みでも分子量約240,000の カ

タラーゼ蛋 白のPAGで の電気泳動は出来なかっ

た.そ こでアガロースゲルを支持体とするRosen

らの等電点電気泳動法17)を用 いて, C3H系 統

の正常,無 及び低 カタラーゼ血症マウスの肝カ

タラーゼの性状 を解析 した.

又,各 種の分析法による正常マウス肝カタラ

ーゼの多様性については燐酸カルシウムゲルに

よるクロマ トグラフィーを用いたPriceら18)の 研

究, DEAE・ セ ルロースクロマ トグラフィーによ

る東ら19)の報告があり,肝臓中で数種のアイソザ

イム としてカタラーゼが分画され,そ の2, 3

の性状について相互の比較が行われている.著

者は更に,無 及び低カタラーゼ血症マ ウスの肝

カタラーゼ をDEAE・ カラム クロマ トグラフィ

ー で
, A, B, Cの3分 画に分離 し,各 分画の等

電点を調べた成績について報告する.

実 験材料及び方法

1. 材 料

本実験に用いたマウスのstrainは すべて純系

C3Hの 生後1～3ヶ 月齢の雄 で,正 常(野 性

型)の 同型接合体 であるCasCas,無 カ タラーゼ

血症 の同型接合体であるCbsCbs,低 カ タラーゼ

血症の同型接合体の一種であるCcsCcs,無 カタ

ラーゼ血症の異型接合体であるCasCbsの4種 を

用いた,

2. 肝 カ タラーゼ上清酵素液の調製

軽 いエーテル麻酔を施 したマ ウスより肝臓を

摘出 し,純 水中で充分脱血 し, 1/30M燐 酸緩衝

液でよく洗 う.こ れに4倍 量の8.5%蔗 糖 溶液を

加えてテフロンホモゲナイザーで2回 ホモゲナ

イズし,約20%(Wet weight/V)の 肝 ホモジネー

トを1,000×gで10分 間遠心 し核分画 を除 き,次

にその上清 を9,500×g, 10分 間の遠心によりミト

ゴン ドリア分画 を除去 し,更 に上清 を105,000×

g, 60分 間 超 遠 心 して マ イ ク ロ ゾ ー ム分 画 を除 い

て 得 られ る上 清 液 を本 実 験 に 用 い た(Fig. 1).

3. DEAE・ カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー20)

上 述 の肝 上 清 液 を0.001M, pH 6.8の 燐 酸 バ ッ

フ ァー 中 で24時 間 氷 室 で 透 析 し た も の2mlを,

 DEAEセ フ ァ セ ル(Pharmacia社)を 充 填 し た

カ ラ ム(φ20×440mm)中 を 窒 素 ガ ス飽 和 の 燐 酸

バ ッ フ ァー(pH 6.8)の 濃 度 を段 階 的 に 変 え て

溶 出 操 作 を行 っ た.ま ず, 0.001Mで50ml, 0.003

Mで50ml, 0.01Mに して125ml, 0.1Mで125ml

と変 え て 各fraction tubeに5ccづ つ 分 取 し,コ

ロ ジ オ ン ・バ ッ ク(Sartorius社)を 用 い て カ タ

ラ ー ゼ 活 性 が1.5PU/mlに な る様 濃 縮 し た.

Fig. 1 Strain of normal and mutant mice 
(above).

Process of purification of mouse liver 
catalase (below).

4. ゲ ル の 調 製 及 び 電 気 泳 動17)

1% Agarose IEF(Pharmacia社), 12% D

-ソ ル ビ トー ル(半 井 化 学 薬 品 社)
, 0.4% Starch

 solubileの 水 溶 液 を100℃ のwater-bathで 加 熱
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し,気 泡の入らないように攪拌, Agaroseが 完

全に溶解 した後75℃ で両性担体Pharmalyte pI

 3-10 (Pharmacia社)を 最終濃度6%に なるよ

うに加 える.こ れを水平台上の親水性プラスチ

ックシー ト(Gel Bond-film, FMCコ ー ポレー

ション社)に, 1.2mmの 均 一な厚 さになるように

注ぎ広げ, 5分 後湿潤箱に入れ, 4℃ の冷蔵庫

に入れて一晩置 き,ゲルの強度を増加させた(Fig.

 2).電 極液の陰極は1 MのNaOH溶 液,陽 極

は0.05MのH2SO4溶 液 とし,ゲ ル両端においた

電極 ス トリップスを濾紙片で溶液槽 とつ なぐ.

各,肝 上清液又は,濃 縮溶出液 は6μlづ つ小濾

紙片に浸透 させ たものをゲルの上にのせ る.泳

動条件はまず, 160Vで20分,次 いで300Vで30

分, 500Vで30分, 700Vで20分(各6℃)行 っ

た後,コ マシー ・ブ り1リアン ト・プルー ・R-250

によ る蛋白染色及び, Thorupら の方法11)に従 っ

てヨー ドデンプン反応を利用 した染色法で,カ

Fig. 2 Preparation of agarose gel plates 
(above), and scheme of agarose 

isoelectric focusing (below).

Fig. 3 Agarose isoelectric focusing of purified liver catalase from various mice. CsaCsa, Normal; Csb

Csb, Acatalasemic homozygote; CscCsc, Hypocatalasemic homozygote: CsaCsb, Acatalasemic 

heterozygote.

a; Protein stainning with Coomassie-Brilliant-Blue R-250.

b: Catalase activity bands by starch iodine reaction.

c; Scheme of "b".
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タラーゼ活性の所在 を検索 した.等 電点の測定

にはpI-Marker(オ リエンタル酵母工業社)を

用いた.

実 験 結 果

1. 肝上 清液の電気泳動

まず,超 遠心法による肝上清液 を正常(Cas

 Cas),無 カタラーゼ血症異型接合体(Cas Cbs),

低 カ タラーゼ血症同型接合体(Ccs Ccs),無 カ タ

ラーゼ血症同型接合体(Cbs Cbs)を 並べて等電点

電気泳動 を行い,カ タラーゼ活性染色 を施 した

結果,酸 性側にすべて共通の細いカタラーゼ活

性のバン ド(約pI 5.0)と,そ れ よりもアルカ

リ性側にpI 5.4～7.6に わたって各種異なった幅

広いカタラーゼ活性のバン ドの2種 類が認め ら

れ た(Fig. 3-b. c).即 ちCas Casは 約pI

5.4～7.0 (6.20), Cas Cbsは 約pI

 5.6～7.0 (6.30). Ccs Ccsは 約pI

 5.8～7.3 (6.55), Cbs Cbsは 約pI 5.9～7.6 (6.75)

を 示 した(但 し,括 弧 内 は 酵 素 活 性 バ ン ドの 中

心 点 のpI).比 較 の 為 に,コ マ シー ・ブ リ リア ン

ト.ブ ル ー ・R-250に よ る 蛋 白 染 色 もFig. 3-a

に 示 す. Fig. 4は 他 の マ ウ ス を 用 い て 同 様 に 肝

カ タ ラ ー ゼ の 等 電 点 電 気 泳 動 を行 っ た 結 果 で あ

るが,こ の 各 種 カ タ ラ ー ゼ の バ ン ドの 中 心 点 の

plの 平 均 値 で 比 較 す る と, Cas CasはpI 6.20, Cas

 CbsはpI 6.30, Ccs CcsはpI 6.55, Cbs Cbsは6.75

で こ の 順 に ア ル カ リ性 側 に 近 く認 め られ,そ の

成 績 はFig. 3と 全 く同 じ で あ っ た. Fig. 3又 は

Fig. 4の 成 績 よ り得 ら れ た マ ウ ス 肝 カ タ ラ ー ゼ

の 等 電 点 はTable 1に 示 す.

Fig. 4 Agarose isoelectric focusing of purified liver catalase from various mice.

Csa Csa, Normal; Csb Ccb, Acatalasemic homozygote; Csc Csc, Hypocatalasemic homozygote; Csa

 Csb, Acatalasemic heterozygote.

a; Protein stainning with Coomassie-Brilliant-Blue R-250.

b; Catalase activity bands by starch iodine reaction.

c: Scheme of "b".

2. CasCas+CbsCbs混 合 肝上清液 と

CaCbssの 電気泳動の比較

無 カタラーゼ血症異型接合体(CasCbs)マ ウ ス
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の 血液カタラーゼの活性 は正常(CasCas)の 約

半分であるが21),先に著者が行った肝カタラーゼ

の加温処理による結果 も10),その両親であるCas

CasとCbsCbsの 中間の性質 を示している.そ こで,

 CasCbsがCasCasとCbsCbsの 等量混合液 よりなる

か否か を明らかにする目的でCasCas肝 カ タラー

ゼ とCbsCbs肝 カタラーゼ上清液を1:1で 混合

したもの を泳動 した(Fig. 5).混 合 した肝 カタ

ラーゼの活性バ ンドはpI 5.4～7.3で あって, Cas

Cbsの 活性バ ン ドpI 5.6～7.0よ り幅広 く,且 つ

活性バン ドの中心点はCasCbsよ りややアルカリ

性側にある.点で明らかに両者は異っていた.

Table 1 pI values of the liver catalase of normal, acatalasemic heterozygote, hypocatalasemic and 

acatalasemic mouse.

Fig. 5 Agarose isoelectric focusing of purified liver catalase from various mice, and the mixture of 
equal volumes of purified liver catalase from CsaCsa and CsbCsb. CsaCsa, Normal; Csbsb

, Acatalasemic homozygote; CsaCsb, Acatalasemic heterozygote.
a: Protein stainning with Coomassie-Brilliant-Blue R-250.
b; Catalase activity bands by starch iodine reaction.
c; Scheme of "b".
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3. 肝 カ タラーゼ分画溶出液の電気泳動

CasCasとCsCbsの 肝上清液を, DEAE・ カ ラ

ム クロマ トグラフィーで分画溶出した結果,フ

ラクションA, B, Cに3分 画された.そ して,

そ れぞれの溶出液 を濃縮 したものと肝上清元液

を等電点電気泳動すると多様 な活性バ ン ドが認

め られた(Fig. 6, Table 2). CasCasとCbsCbs

の 名分 画 を 比 較 す る と,フ ラ ク シ ョ ンAで はCas

CasとCbsCbs共 にpI 5.9～7.0で ほ ぼ 等 しい が,

フ ラ クシ ョ ンBで はCasCasがpI 5.4～6.2, Cbs

CbsがpI 6.0～7.1,フ ラ ク シ ョ ンCはCasCasが

pI 5.6～6.6, CbsCbsが6.1～7.6と フ ラ ク シ ョン

B, Cは い ず れ もCbsCbsがCasCasよ り ア ル カ リ

性 側 に 活 性 バ ン ドを示 し た.同 一 マ ウ ス の 各 分

Table 2 pI values of liver catalase-fraction A, B and C from normal and acatalasemic mouse.

( ); Average pI of isoelectric band.

Fig. 6 Agarose isoelectric focusing of purified liver catalase and fraction A, B and C from CsaCas and 

CsbCsb.

a: Whole samples of mouse liver catalase.

b; Fraction A of catalase from CsaCsa and CsbCsb.

c; Fraction B of catalase from CsaCsa and sbCsb

d; Fraction C of catalase from CsaCsa and CsbCsb.
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画 の等電点については,今 後検討す る予定であ

る.

考 察

これら変異マウスの肝カタラーゼ分子の構造

を相互比較する為 に,幅 広 い方の活性バ ンドの

中心点のpIを 調べ ると,正 常(CasCas),低 カタ

ラーゼ血症同型接合体(CcsCca),無 カタラーゼ

血症同型接合体(CbsCbs)の 順 に等電点は高 く,

ア ルカリ性側に位 した.即 ち, CasCas, CcsCcs,

 CbsCbsの 等電点が相互に異なることで,そ れぞれ

のカタラーゼ分子の構造に変異があることが認

め られた.こ の構造の変異については, Feinstein

ら21)の熱や尿素に対する安定性の結果や,水 垣22)

のSDSに よ る変性,著 者10)のLIS,塩 酸 グアニ

ジン,ア ジ化ナ トリウムによる阻害度及び熱や

pHに 対する安定性の結果より推定されていたが

これらマ ウス肝カタラーゼのより直接的な等電

点の差異によって,無 カタラーゼマウスの肝カ

タラーゼ分子の性質が更に明確になったと思わ

れ る.

又,同 型接合体である正常(CasCas)と 無カ

タラーゼ血症(CbsCbs)を 両 親 として生 まれた無

カタラーゼ血症異型接合体(CasCbs)の 等 電点は,

や やCasCasに 近 いものの両親の中間を示 した.

異 型接合体であるCasCbsの カ タラーゼ分子の荷

電極性側鎖が同型接合体 であるCaasCas, CbsCbs

の 肝 カタラーゼ(及 び,両 者の等量混合物)の

いずれとも違 うと考 えられる.こ の点について,

カ タラーゼ分子が4つ のサブユニッ トか ら成る

ことを考慮する必要がある.異 型接合体の各々

のサブユニ ッ トの性質がCasCas, CbsCbsの 中間

を示す よりはむ しろスイス人の無カタラーゼ血

症の異型接合体(Aebi, 197723))の 例 の如 く,

一 部はCasCa
s,一 部 はCbsCbsで あ る可能性が高

い。このことについてAebiは カタラーゼ活性を

考慮の上CasCasとCasCbsの ハ イブ リダイゼーシ

ョンを行 い,澱 粉電気泳動法で分離 した結果,

両 者の中間の等電点 を示す カタラーゼを得てい

る.こ の結果はCasCbsがCasCasとCbsCbsの モザ

イクであるこ とを否定 している.等 電点電気泳

動による等電点の差異から考えると, CasCasはCass

CasとCbsCbsの サブユニ ットを共有 している可能

性が考 えられ る.こ の点については正常 と異型

接合体低カタラーゼ血症の肝又は赤血球カタラ

ーゼの尿素によるサブユニッ トへ の分離
,更 に

透析による再結合で作製 したハ イブリッ ド分子

の等電点 を,低 カタラーゼ血症異型接合体のカ

タラーゼの等電点 と比較す る実験が必要であり,

今後検討の予定である.

又,す べ てに共通のpI 5.0の 細 く僅かなカタ

ラーゼ'活性 を示すバン ドは, Feinsteinが, CasCas

でカ タラーゼ蛋 白全体の約3%と 報告 している

肝カタラーゼと一致す る24).これは他の蛋 白やポ

りペプチ ドと結合 した ものではないか と推定 さ

れ る.

等電 点電気泳動によって肝上清液のカタラー

ゼ活性を示すバンドのpIレ ンジの幅が約1.4～1.6

と幅 広いことは,酵 素量の多いことにもよるが,

肝 カタラーゼが酸化の程度で種 々のSH基 を有

す る分子が存在 していることを示唆 している.

このことは燐酸 カルシウムゲルによるクロマ ト

グラフィーでマウス肝 カタラーゼ を分 画 した

Price18)ら の報告や, DEAEセ ル ロースによるク

ロマ トグラフィーでラットの肝カタラーゼを分

画した東ら19)の研 究 も参考 となる.更 に,変 異マ

ウスの肝カタラーゼをDEAE・ カラム クロマ ト

グラフィーで分画 した結果,無 カタラーゼ血症

同型接合体CbsCbsの 肝 カタラーゼは正常CasCas

と酵素活性やpIレ ンジに違いはあっても同様の

多様性があり,共 にフラクションA, B, Cの

3種 の分画 を認めた.東 ら25)は,こ れらがアイソ

ザイム,あ るいはこの酵素蛋白の代謝過程にお

ける異った状態 を示す ものではないか と考え,

カタラーゼの肝細胞内局存性について,ミ トコ

ン ドリアに強 く結合 しているもの,ミ トコン ド

リアから容易に遊離 しやすいもの,可 溶性の状

態で細胞内に存在す ると考え られるもの と区別

しでいる.著 者のマ ウス肝上清液のDEAE・ カ

ラムクロマ トグラフィーによる分画 と,東 らの

ラット肝の3分 画を比較する必要があると考え

る.

CasCasとCbsCbsの フラ クションAの 等電点が

ほぼ等 しい事は,双 方には同じ分子構造のカタ

ラーゼ蛋 白が存在する可能性 を示唆 している.
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正常(CasCas),無 カ タラーゼ血症同型接合体

(CbsCbs),低 カタラーゼ血症同型接合体(Ccs

Ccs)及 び無カタラーゼ血症異型接合体(CasCbs)

マ ウスの肝 カタラーゼの等電点 をアガロー スゲ

ル等電点電気泳動後,活 性染色により測定 し次

の結果を得た.

1) カタ ラーゼ酵素活性部のバン ドの中心点

で比較す ると,等 電点はCasCas, CcsCcs, CbsCbs

の順 に高かつた.

2) CasCbsの 等電点はCasCasCbsCbsの 中間

点を示 した.又, CcsCcsの 等電点 よりもやや酸性

側にあった.

3) CasCasとCbsCbsをDEAE・ カ ラムクロマ

トグラフィーで溶出液の燐酸バッファーの濃度

を濃 くす ることにより分画 した結果,フ ラクシ

ョンA, B, Cの3種 が認め られた.そ れぞれ

の分画で比較すると,フ ラクションAで はCasCas

とCbsCbsの 等電点に明らかな差は認め られない

が,フ ラクションB, Cで は共にCbsCbsの 等電

点がCasCasの 等 電点 より高かった.

これらの成績から,無 及び低 カタラーゼ血症

同型接合体(CbsCbsとCcsCcs)の 肝 カタラーゼ

の等電点は,正 常マウス(CasCas)と は各々異

っている.又,無 カタラーゼ血症異型接合体マ

ウス(CasCbs)の 肝 カタラーゼの等電点はCasCas

とCbsCbs8の 中間 を示 し,そ れぞれ程度に差異は

あるが,カ タラーゼ分子の構造が異ると推定さ

れた。

稿を終えるに臨み,御 懇篤なる御指導,御 校閲を

賜った緒方正名教授に衷心より感謝を捧げます.

なお,本 論文の要旨は日本人類遺伝学会第27回 大

会で発表した.
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Part II. Analysis of liver catalase of acatalasemic mice

by isoelectrofocusing.
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The properties of catalases in the liver homogenate of acatalasemic (C3H/CabCab), 

hypocatalasemic (C3H/CscCsc), acatalasemic heterozygous (C3H/CsaCsa) and normal (C3H/

CsaCsa) mice were analyzed directly by agarose isoelectric focusing.

Homogenates of mouse liver were prepared with isotonic sucrose solution and separated 

from the subcellular fractions by repeated centrifugation followed by ultra-centrifugation 

(105,000•~g).Agarose isoelectric focusing was performed in a pH 3-to-10 Pharmalyte gradient 

gel at 8•Ž. Isoelectric range of catalase in liver supernatants was compared normal and mutant 

mice which were designated acatalasemia, hypocatalasemia and acatalasemic heterozygous.

Liver catalases of CsbCsbCscCsc, CsaCsa and CsaCsa were focused to a band at pl 5.9-7.6, pI 5.

8 7.3, pl 5.6-7.0 and pl 5.4-7.0, respectively. The difference in the isoelectric points of 

catalases among Cbsbs, CscCsc, CsaCsa and CsaCsb suggested the presence of some structural 

differences in the catalase molecule between normal and mutant mice.

The homegenates of liver from CsaCsa and CsbCsb were separated into four fractions (non

catalase fraction and A, B and C catalase fractions) by DEAE cellulose column chromatogra

phy with a discontinous buffer system of 1mM, 3mM, 10mM and 100mM phosphate buffer. The 

eluates were concentrated to 1.5 PU/ml by ultrafiltration, and pl values of the fractions were 

examined by isoelectric focusing. Acatalasemic fractions B and C focused at a more alkaline 

pl than normal fractions B and C.


