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はしがき

歯周靭帯には歯牙の支持や感覚，栄養などの機能に加えて，歯周組織の恒常性維持
や組織再生に重要な役割が備わっている（図１）．最近，歯周靭帯由来細胞にのみ結
合組織性付着形成能があることが明らかにされ　これに着目して，確患根面に歯周靭
帯細胞の増殖を誘導し結合組織性新付着獲得を目指した歯周組織再生療法（Ｇｕｉｄｅｄ
ＴｉｓｓｕｅＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ法）の開発や臨床への応用が進められつつある．ＧＴＲ法はこれまで

の治療法に較べて高い予知性を有する再生療法であるが，未だその適応には限界があ
り，より広い適応と高い予知性を備えた歯周組織再生療法の改良開発が期待されてい
る（図１）．

また，失われた歯列の審美性ならびに機能回復に人工歯根が一般臨床にも広く応用
されつつあるが，現行のインプラントシステムのいずれも，その支持様式は天然歯の
歯周靭帯と異なり，歯周靭帯支持を有する理想的な次世代インプラントの開発が望ま
れる（図１）．我々はすでに人工歯根材料上に歯周靭帯細胞の増殖を誘導することに
より人工材料上でもセメント質の添加と歯周靭帯線経の挿入が形成されることを証明
しているが，歯周靭帯支持を有するインプラントシステム開発のためには，人工歯根
材料上における歯周靭帯細胞の増殖分化機構の解明が必要である．

そこで予知性のより高い再生療法や理想的インプラントの開発の根幹となる，歯周
靭帯細胞の分化増殖制御機構の解明が必要不可欠である．しかし，歯周靭帯における
細胞分化増殖機構の解明はこれまで歯周靭帯由来のｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓな細胞系を対象とした

もので，均一な生物学的特性を有し，世界中の研究者が標準化された条件で研究可能
な細胞株を用いた検討はなく，歯周靭帯における未分化な間葉細胞からセメント芽細
胞に至る細胞分化や増殖の機構は未だ十分解明されていない．
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一方，ヒト正常体細胞には分裂限界があり，自然不死化はめずらしく通常の培養法
によって細胞株を樹立することは困難である．正常紳胞が分裂可能回数を使い切る時
期をｍｏｒｔａｌｉｔｙｓｔａｇｅｌ（Ｍｌ期）と呼ぶが，通常，ヒト正常細胞では６０回くらいでＭｌ期

をむかえる、（図２）．ＤＮＡ癌ウイルスであるＳＶ４０－ＴをｔｒａｎＳｆｅｃｔすることによって

Ｍｌ期を越えさせると，さらに約２０回程度分裂することが可能になるが，ほとんどの延
命細胞はこの間に死滅する（Ｍ２期）（図２）．従ってげっ歯類などの細胞の不死化に
しばしば用いるＳＶ４０－Ｔをｔｒａｎｓｆｅｃｔするだけでは，ヒト組織由来細胞は不死化に至ら
ない．

図２ 図３

ヒト正常体細胞が不死化しない理由は，染色体末端のテロメアＤＮＡの消失にあると
考えられている．ＤＮＡ複製機構ではｐｒｉｍｅｒ担当部分を複製することができず，紳胞分
裂のたびにテロメアＤＮＡの短縮が起こり，その結果，染色体ＤＮＡが不安定となって細
胞増殖が不可能になると考えられている（図３）．

一方，無限増殖可能な胚細胞や癌細胞ではこのｅｎｄ－ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｂｌｅｍを解決する

特殊機構が存在することが明らかとなっている．この機構はテロメラーゼと呼ばれる
逆転写酵素によるもので，テロメアの３，末端を延長することができる．３‘突出１本鎖
ＤＮＡにテロメラーゼＲＮＡが結合し，これを鋳型としてテロメラーゼ逆転写酵素
（ｈｕｍａｎｔｅｒＯｍｅｌａｓｅｔｒａｎＳＣｒｉｐｔａｓｅ以下ｈＴＥＲＴ）によってテロメア塩基配列を連続

的に合成することでテロメアを延長させる（図４）．よって，ＳＶ４０－Ｔの導入によって
Ｍｌ期を，ｈＴＥＲＴの導入でＭ２期を越えさせることで，ヒトの正常体細胞や良性腫瘍
由来の細胞も不死化すると考えられる（図５）．
そこで，本研究では，まず歯周靭帯に存在する細胞のｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙを明らかにし，
ついでセメント芽細胞，前セメント芽細胞，歯周靭帯線維芽細胞，未分化間菓系細胞
などの分化段階の異なる歯周靭帯構成細胞のクローニングを行ない，歯周靭帯におけ
る細胞分化や増殖の機構を解明するための細胞株をＳｖ－４０－Ｔや皿ＲＴの導入によって
樹立することを目的とした．
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ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｂｒＤｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２００２，Ｍａｒｃｈ６－９

（３）北川尚嗣，平岡雅恵，佐藤　淳，小川郁子，宮内睦美，高田　隆：歯周靭帯由来細胞の増
殖ならびに分化に対するエナメルタンパク（エムドゲイン⑳）の影響－連続酵素消化法
によって分取した細胞亜群を用いた検討－，第４５回春季日本歯周病学会学術大会，２００２
年４月２５日，２６日

（４）ＨｉｒａｏｋａＭ・，ＫｉｔａｇａｗａＳ・，ＳａｔｏＳ・，ＴａｈａｒａＨ・，ＩｄｅＴ・，ＭｉｙａｕｃｈｉＭ・，ＴａｋａｔａＴ・Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
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（５）平岡雅恵，工藤保誠，北川尚嗣，斎藤彰久，佐藤　浮，小川郁子，宮内睦美，井出
利恵，高田　隆．温度感受性ＳＶ－４０Ｔ抗原およびｂＴＥＲＴ遺伝子の導入によるヒトセメン

ト質形成線維腫由来細胞株の樹立．第１３回日本口腔病理学会総会・学術大会，２００２年８
月２３，２４日

（６）平岡雅恵，北川尚嗣，斉藤彰久，佐藤　淳，小川郁子，宮内睦美，田原英俊，井出
利憲，高田　隆：ｈＴＥＲＴ遺伝子導入によるヒト歯根膜細胞株の樹立，第３９回日本口腔
組織培養学会，２００２年１１月９日

研究成果

ｌ・細胞株樹立のための歯周靭帯に存在する細胞のｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙに関する解析

材料と方法
１）歯周靭帯細胞の採取
（１）ヒト：矯正的便宜抜去歯あるいは埋伏智歯など健全歯周靭帯のある歯牙を収集
し，細胞採取を試みた．
（２）ラット：第３白歯まで萌出の完了した８週齢Ｗｉｓｔａｒラットから上下顎白歯を抜
歯し，細胞採取を試みた．
（３）マウス：ｐ５３ノックアウトマウスから上下顎臼歯を抜歯し，細胞採取を試みた．

２）歯周靭帯由来細胞培養法
（１）通常の培養法による歯周靭帯細胞ｍｉｘｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの培養

抜去歯牙を培養プレート上に静置し，歯根に付着した歯周靭帯からの　ＯｕｔｇｒＯＷｔｈ
を継代した．

（２）連続酵素処理による歯周靭帯細胞ｒｅｇｉｏｎａｌｃｅｌｌｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの培養

抜去歯牙をトリプシン／コラゲナーゼ混合酵素液で消化し，歯周靭帯から遊離した細
胞を経時的に採取し継代した．
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３）歯周靭帯由来細胞のｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ解析

（１）増殖能の解析
（２）石灰化能の解析
石灰化関連蛋白の発現や石灰化塩産生能を検索し，歯周靭帯由来培養細胞の分化の
多様性を明らかにした・

４）歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎに対するエナメルタンパクの影響
歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの特性を明らかにする一環として，セメント質形成に

関与することで注目されているエナメルタンパクの歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの増
殖分化に対する影響を検討した．

結果
１．ヒトおよびラットの抜去歯に付着する歯周靭帯から，０．２％コラゲナーゼと０．２５％
トリプシンの混合液による連続処理によって，歯周靭帯からｒｅｇｉｏｎａｌ ｃｅ１１

ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎを得る方法を確立した．

２．それぞれの細胞群の有する性状はｏｕｔｇｒｏｗｔｈからｍｉｘｐｏｐｕｌａｔｉｏｎとして得られた

細胞集団とは異なる性状を示した．
３．連続酵素消化法によって分画された細胞群間で，細胞増殖能や石灰化能に差があ
り，増殖能の高い細胞はＰＤＬ中央側に，石灰化能の高い細胞は歯根表面近くに存在す
ることが明らかとなった．
４．歯根表面に接して高い増殖能と石灰化能を兼ね備えた細胞群が存在することが明
らかにされた．

以上の結果は，論文としてまとめ，現在，ＪｏｕｒｎａｌｏｆＤｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈに投稿中で
ある（文献１参照）．

５．ｐ５３ノックアウトマウスから抜去した歯牙に付着する歯根膜からの継代培養を試み
たが，明らかなｏｕｔｇｒｏｗｔｈが観察されず，以降の検討ができなかった．再度，検討を
重ねようと考えたが，同マウスを独自に繁殖させることが供給元との契約上不可能で
あり，細胞採取の度に海外からの直接購入を余儀無くされた．そこで，再検討のため
の必要経費等を考慮した結果，さらなる検討は困難と考えた．

６．連続酵素消化法によって分取した歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎを用いて，歯周靭
帯由来紳胞の増殖ならびに分化に対するエナメルタンパクの影響を検討した結果，エ
ナメルタンパクは検索したすべての歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの増殖を濃度依存性

に促進したが，その促進作用は１５０分＞９０分＞３０分の順で，歯面に近い歯周靭
帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎほど，大きい傾向を示した（図６）．
また，エナメルタンパクはすべての歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎにおいて，そのア
ルカリフォスファターゼの活性を増強した．とりわけ，歯面に近いセメント芽細胞を
含む１５０分群で高い促進効果が認められた（図７）．
アルカリフォスファターゼの結果と良く一致して，石灰化能に対してもいずれの歯
周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎともに，エナメルタンパクは濃度依存性に促進した．コン
フルエント後２１日目では１５０分群にのみ石灰化がみられたのに対し，２８日目で
は９０分群にも石灰化が認められた（図８）．
さらに石灰化関連タンパクの発現でも，エナメルタンパクはまず１５０分群に，続
いて９０分群にｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎやｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎの発現を誘導した（図９）．
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図９

２．歯周靭帯細胞のクローニング法に関する検討

材料と方法
１）ペニシリンカップ法による細胞分離の検討
２）９６穴プレートを用いた限界希釈法による細胞分離の検討
３）磁気細胞分離システムによる細胞分離の検討

結果

ペニシリンカップ法ではクローンを比較的容易に得ることができたが，９６穴プレー
トを用いた限界希釈法では，歯周靭帯細胞の増殖能が低いため十分に細胞が増殖せず，
クローンを得ることができなかった．磁気細胞分離システムによる細胞分離法は細胞
表面抗原に対する抗体を利用した分離法である．そこで，本研究ではアルカリフォス
ファターゼに対する抗体を用いて分離を試みたが，発現量は異なるものの各細胞
Ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎともに同酵素を多少なりとも発現し，効率良く細胞を分離することが
できなかった．従って，以降の検討には，ペニシリンキャップ法による細胞クローン
分取法を用いることにした．

３．ヒトセメント質形成性線維腫からの歯周執帯由来細胞株の樹立

ヒト歯周靭帯細胞株の樹立を目的に新鮮材料を得る機会に恵まれた歯周靭帯由来と
されるヒトｃｅｍｅｎｔｉｆｙｉｎｇｆｉｂｒｏｍａ（以下ＨＣＦ）から分離した細胞にＳＶ４０－ＴおよびｈＴＥＲＴ

ｇｅｎｅを遺伝子導入し，その細胞特性を解析した．
ＳＶ４０－Ｔ導入により５つのｃｌｏｎｅを，さらにｈＴＥＲＴを導入して２８のｃｌｏｎｅを得ることがで

きた．腫瘍は無細胞性セメント質に類似した石灰化物を多量に含む線椎性結合組織か
らなっており，ＨＣＦ組織断片からは紡錘形の細胞増殖が観察された．ＳＶ４０－Ｔを導入し
ても分裂回数は０ｒｉｇｉｎａｌとほとんど変わらず約４０代で増殖を停止したが，さらに
ｈＴＥＲＴを導入すると分裂回数は４００にいたり株化に成功した．

－７－



今回の検討では温度管理によってＳＶ４０－Ｔの発現を制御することを目的に温度感受性
のＳＶ４０－Ｔを用いたが，３３℃に比べて，３９℃ではＳＶ４０の発現は抑制されていることが
ｗｅｓｔｅｍ－ｂｌｏｔの結果より示され，これによく対応して３９℃ではほとんど増殖することが
できないことが分った．また、テロメラ●ゼ活性を確認したところ，ｈＴＥＲＴの

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎを行ったものにのみ，テロメラ＿ゼ活性が確認された．

ＲＴ－ＰＣＲにより石灰化関連蛋白のｍＲＮＡの発現を，ＡＬＰａｓｅ活性およびＡＬＺｒｅｄ－Ｓ染色

により石灰化能とその石灰化物形成について組織化学的に検討したところ，３９℃では
３３℃で発現のみられるＴｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ，ＯＰＮに加えてＢＳＰ，ＯＣＮの発現が認められ，石

灰化のためのｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓを添加するとＡＬＰ活性や石灰化もみられた．とくにＨＣＦＬＣ９株

では３３℃でもＢＳＰやＯＣＮの発現が認められ，ＨＣＦ－Ｃ９はｃｅｍｅｎｔｏｂｌａｓｔないしｏｓｔｅｏｂｌａｓｔとし

ての高い分化能を有するｃｅｌｌｌｉｎｅであることが示唆された．以上のことから，１）ＨＣＦ

細胞株がｉｎｖｉｔｒｏにおけるヒトのＰＤＬ細胞の分化や　増殖のメカニズムの研究に優れた

ものであること．２）ｓｖ４０－ＴとｈＴＥＲＴのプラスミドによるｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎが良性腫瘍やヒ

ト非腫瘍性組織から不死化細胞株を樹立するのに有用であることが示唆された．

以上の結果は，論文としてまとめ，Ｊ．ｏｕｍａｌｏｆＤｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈ８１（ｓｐｅｃｉａｌｉｓｓｕｅ），７８２，

２００１ならびにＢｏｎｅ３０，７１２－７１７，２００２に掲載された（巻末添付文献参照）．

４．ラット歯周執帯からのセメント芽細胞，歯周靭帯線維芽細胞株に樹立

材料と方法
歯周靭帯の採取とｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの分離

８週齢ラット白歯部歯周靭帯から，連続酵素法によって歯周靭帯ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎを

採取し，培養した（図１０）．

ＳＶ－４げｒの導入とクローンの選択

得られた歯周靭帯細胞ｓｕｂｐｏｐｕｌａ血ｎのうちセメント質表面をおおう細胞（セメント芽
細胞）に富む分画である１１０分処理群に，ＳＶ一朝Ｔを導入した．棚Ｏｍｇ小１のＧ４１８で処理

を行いペニシリンカップ法で４つのクローンを得た．細胞はｓｕｂｃｏｎｆｌｕｅｎｔ～ＣＯｎｆｌｕｅｎｔで

１：８の割合で継代を行った（図１１）．

細胞特性に関する検索
まず，細胞増殖と形態の観察を行い，次にアルカリフォスファターゼ活性や石灰化
関連タンパクの発現についてＲＴ－ＰＣＲを行った．

結果
ＳＶ－４０Ｔを導入していない０ｒｉｇｉｎａｌの細胞では，増殖は２０代で止まったが，導入細胞で
をま１００代を越えて増殖を続けた（図１２）．細胞の形態は，ＰＯＰｕｌａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｉｎｇｓｌＯＯの

時もｏｄｇｉｎａｌの細胞形態とほとんど違いはなかった．

いずれの細胞株も高いアルカリフォスファターゼ活性と石灰化能を示した．また
ＴｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ，アルカリフォスファターゼ，ＯＳｔｅＯＰＯｎｔｉｎ，ＯＳｔｅＯＣａｌｃｉｎの明らかな発現が

観察された（図１２）．

以上のことからこれらの細胞株がｉｎｖｉｔｒｏにおけるセメント芽細胞の増殖や分化のメ
カニズムを検討する際の優れた細胞株になりうるものと考えられた．
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５．ヒト歯周執帯からのセメント芽細胞，歯周靭帯線維芽細胞株の樹立

材料と方法
歯周靭帯の採取とｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎの分離

歯周靭帯細胞は矯正治療のため抜歯を目的に来院した臨床的に歯周疾患の認められ
ない患者から抜去した健全小白歯から，上記の連続酵素消化法により歯周靭帯紳胞を
採取し，培養した．

ＨＴＥＲＴの導入とクローンの選択
採取した細胞にｈＴＥＲＴ遺伝子をレトロウイルスにより導入した．ｈＴＥＲＴを導入した

ＰＤＬ紳胞を０．３ｕｇ／ｍＬｐｕｒｏｍｙｃｉｎ含有の培地で１～２週間薬剤処理を行い，ＰｕｒＯｍｙＣｉｎ耐

性のＰＤＬ細胞から３つの細胞株を得ることができた．細胞はｓｕｂｃｏｎｆｌｕｅｎｔ～ＣＯｎｆｌｕｅｎｔで１：８

の割合で継代を行った（図１３）．

細胞特性に関する検索
まず，細胞増殖と形態の観察を行い，次にＴＲＡＰａｓｓａｙによりテロメラーゼ活性の測
定およびサザン解析によりテロメア長の測定を行った．
アルカリフォスファターゼ活性を組織化学的および酵素化学的に測定した．
石灰化関連タンパクであるｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎやアルカリフォスファターゼおよびｂｏｎｅ

ｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎのｍＲＮＡの発現についてＲＴ－ＰＣＲを行った（図１３）．

結果

ｈＴＥＲＴを導入していない０ｒｉｇｉｎａｌの細胞では，増殖は６０代で止まったが，ｈＴＥＲＴを導
入した細胞では２００代を越えて増殖を続けた（図１４）．
細胞の形態は，ＰＯＰｕｌａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｉｎｇｓｌＯＯの時も０ｒｉｇｉｎａｌの若いころの形態とほとんど違

いはなかった（図１４）．

ＴＲＡＰａｓｓａｙではｈＴＥＲＴを導入した細胞にのみはっきりとしたラグ●が観察され，高い
テロメラーゼ活性を有していることが確認された（図１４）．

ＴＲＦｌｅｎｇｔｈａｓｓａｙではＴＲＡＰａｓｓａｙの結果とよく一致してｈＴＥＲＴを導入した細胞にテロ

メア長の伸長が認められた（図１４）．
歯周靭帯細胞の特性を調べることを目的に行ったアルカリフォスファターゼ活性に
ついて検討した結果，いずれの細胞株においても０ｒｉｇｉｎａｌの細胞と同様の陽性反応が認
められた（図１５）．Ｂｅｓｓｅｙ－Ｌｏｗｒｙ法で行った酵素化学的測定による結果も，Ｃ２，Ｃ３
細胞においてやや高い値を示したが，組織化学的検索結果と一致してｏｄｇｉｎａｌの細胞と
ほぼ同程度の活性が認められた（図１５）．

ＴｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ，アルカリフォスファターゼの発現にほとんど差はなかったが，ｂｏｎｅ

ｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎにおいてはＣ２紳胞に若干の発現が観察された．しかし，培地中に血ＢＭＰ－２や

石灰化促進添加物であるアスコルビン酸，βグリセロリン酸，デキサメタゾンを添加
して培養した場合には，どの細胞においてもｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎの強い発現が観察された
（図１６）

以上のことから（１）これらのヒトＰＤＬ細胞株がｉｎｖｉｔｒｏにおけるヒト歯周靭帯細胞

やセメント芽細胞の増殖や分化の機構解明に有益であること．（２）ｈＴＥＲＴ ｇｅｎｅの
ウイルスによるｉｎ托ｃｔｉｏｎがヒトの非腫瘍性組織から不死化細胞株を樹立するのに有用な

ものであることが示唆された．
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図１５

図１６
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あとがき

本研究は歯周靭帯に存在する細胞のｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙを明らかにし，ついで歯周靭帯構
成細胞のクローニングを行ない，歯周靭帯における細胞分化や増殖の機構を解明する
ための細胞株を樹立することを目的にした．その結果，ヒトおよびラット歯周靭帯か
ら歯周靭帯細胞およびセメント芽細胞株を樹立するとともに，歯周靭帯由来の腫瘍で
あるセメント質形成性線維腫からも細胞株を樹立することに成功した．本研究によっ
てこれらの細胞をひろく他の研究者に分与供給することが可能となり，今後，標準化
された細胞株での検討を通して，歯周組織再生，次世代人工歯根システムの開発，歯
牙移植，再植といった歯周靭帯の重要な役割を演じるが街域の研究に大いなる発展が
あることを期待する．
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Ｐａｎｂｙａｂｏｕｔ２０ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｏｕｂｌｉｎｇｓ，］８２６，３６ｂｕｔｍｏｓｔｏｆｔｈｅ

ＳＶ４０Ｔ－ａｎｔｌｇｅｎ－ｔｒａｎＳｆｅｃｔｅｄ ｃｌｏｎｅｓｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｈａｖｅ

ｆａｉｌｅｄｔｏｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅ．３３，３５

ＡｓｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｃｅｌｌｓｇｒａｄｕａｌｌｙｌｏｓｅｔｅｌｏｍｅｒｉｃＤＮＡｗｉｔｈ

ＰａＳＳａｇｅＰｒＯｇｒｅＳＳｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｅｌｏｍｅｒｉｃｅｒｏｓｉｏｎｉｓｔｈｏｕｇｈｔｔｏ

ｌｉｍｉｔｃｅ１１ｕｌａｒｈｆｅｓｐａｎ・１５Ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒｅｓｃｏｎｓｉｓｔｏｆｒｅｐｅａｔｓｏｆ

ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＴＴＡＧＧＧ／ＣＣＣＴＡＡ ａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｅｎｄｓ，ａｎｄ

ｔｈｅｓｅｒｅｐｅａｔｓａｒｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙａｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｅｎｚｙｍｅ，
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ｅｎｃｏｄｅｓｔｈｅｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔｏｆｔｈｅｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ，
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