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論文内容の要旨

ミエロペ 1レオキシダーゼ (MPO) は，頼粒球ーマクロファージ系譜の細胞に特異的なペ Jレオキシダー

ゼで，白血球の殺菌作用に関係している。私は， MPOcDNAおよび遺伝子DNAを単離し，その塩基

配列からアミノ酸の一次構造を推定した。

まず，プローブとなるMPOC末端部位をコードする cDNA クローン pMP 1 (1 2 7 8 bp )を合成

DNA等を使って単離した。

HL-60細胞およびジメチルス Jレホキシドやレチノン酸で分化誘導させた細胞の poly (A)+R N A 

を調製し， pMP 1 断片を使ってノーザンフーロッテイングを行なったところ，未分化の細胞にのみ約 3.3

kb のバンドが検出され，分化誘導した細胞では検出されなかった。

ﾀgt 1 0 をベクターとして新しく調製したHL-60細胞の cDNA ライブラリー (4.8 x 1 0 5 クロ

ーン)を pMPI 断片でスクリーニングし，プロープと強くハイブリダイズする 159 個のMPOcDNA

を得た。 ÀMP-H17 の全塩基配列を決定したところ，全長が3207bp で， 1 5 9 bp の 5' 非

翻訳領域、 2 2 3 8 bpの翻訳領域， 8 0 0 bp の 3 '非翻訳領域，および poly (A) で構成されてい

る乙とが明らかになった。

成熟MPOの 15K と 59K を分離精製し， N末端およびC末端アミノ酸配列を決定した。

以上の結果から， cDNAのコードしている 7 4 5 aa の前駆体はN末端側から 1 6 4 aaのフ。レプロ配

列， 1 08 aa の 1 5 K , 2 個のサブ、ユニットをつなぐ 6 aa , 4 6 6 aa の 59KおよびC末端の 1 aa 

から構成されていることが判明した。

他の cDNA クローンの塩基配列と制限酵素断片の電気泳動の結果から 3種のMPOmRNAが存在し
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た。 H7cDNAは， H 1 7 塩基配列中の 726 番目に 9 6 bpが挿入された構造であり， 1 5 Kサブユニ

ット部分が 3 2 aa 長いポリペプチドをコードしていた。 H14cDNAは， H 1 7 の 426 番目に 8 2 

bp が挿入された構造をしていた。

ヒト遺伝子ライブラリーから cDNAをプローブとしてMPO遺伝子DNA クローン (ÀMP018)

を単離した。乙のクローンの 5 '領域およびその上流領域の塩基配列を決定した。 H 1 4 の塩基配列は第

2 エクソンに続くイントロン部分に， H7 にのみ存在する塩基配列は第 4 エクソンと第 5 エクソンの聞に

存在する乙とが判明した。遺伝子上流領域にはAlu配列， S V 4 0 のエンハンサーコア配列に類似の構

造，およびTP A respons i ve e 1 ement に類似の構造が見出された。

MPO遺伝子が染色体 1 7 番に 1 個存在するので， 3 種の異なるMPOmRNAはプライシングの違い

により生じると結論した。

論文の審査結果の要旨

ミエロペルオキシダーゼ (MPO) は白血球に特異的な蛋白質であり，白血球の殺菌作用に関与してい

る。 MPO合成は血球細胞の分化の特定の時期にお乙なわれ，成熟細胞ではもはやお乙なわれていない。

MPOは 15KDa サブユニット(軽鎖)と 59KDa サブ、ユニット(重鎖)で構成されている。橋中一

也君は， MPOの発現の分子機構ならびにMPOの一次構造を解明するため， c DNAクローニングとそ

の構造解析をお乙なった。

MPOは培養細胞HL -60 で合成されている。そこで， HL -6 0 c DNA ライブラリーを作製し，

それを合成フ。ロープ (1 7 マーオリゴヌクレオチド)を用いスクリーニングし， c DNAクローン pMP

I をクローニングした。 cDNAの 1 278塩基対 (bp) の配列を決定し，それがMPOのC 末端をコ

ードする部分鎖 cDNAである乙とを証明した。さらに，完全鎖長 cDNAクローンを得るため， HL-

60cDNA ライブラリーを別の方法で作製し，それを pMPl をフ。ローブに用い，スクリーニングし，

多数のMPOcDNAクローンを得た。そのうち cDNAの大きなクローン ÀMP-H 17 , ﾀMP-H 

7 , ÀMP-H14の塩基配列を解析した。 H17cDNAは 3 2 0 7 bp であり， 5 I 非翻訳領域 159

bp ，翻訳領域 2 2 3 8 bp , 3 I 非翻訳領域 8 1 0 bp ，で構成されている。翻訳領域からは 745 アミ

ノ酸残基の翻訳産物が推定される。成熟MPOの軽鎖と重鎖のN端と C端のアミノ酸配列を参照すると，

翻訳産物のN端側から軽鎖 (1 0 8 アミノ酸残基)が，次i乙重鎖 (4 6 6 アミノ酸残基)が配列されてい

る。さらに，成熟酵素の生成過程において翻訳産物から 1 6 4 アミノ酸残基のリーダーペプチド，軽鎖と

重鎖をつなぐ 6 アミノ酸残基， c端の 1 アミノ酸残基が除去されることが明らかである。 H7 はH 1 7 に

は存在しない 9 6 bp配列がH 1 7 の 716 番目に， H 1 4 は 8 2 bp配列がH 1 7 の 426番目に挿入

されていた。一方， MPO遺伝子をクローニングし， 5 I 領域の塩基配列を決定した。 H7 の 9 6 bp配

列， H 1 4 の 8 2 bp 配列はその遺伝子のオー Jレターネイティブ、エキソンとして存在していた。 MPO遺

伝子がノ\フ。ロイド当り 1 個存在する乙とを考慮すると， 1 つの遺伝子から 3 種のMPOmRNAがオール
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ターネイティブスプライシングにより生成される。

以上， MPOcDNAならびに遺伝子の構造解明はMPOの一次構造ならびに生合成に関する重要な知

見を加えるものである。したがって，橋中一也君の研究業績は理学博士の学位論文として十分価値のある

ものと認められる。
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