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論文内容の要旨

ミエロペルオキシダーゼ (MPO) は白血球の殺菌作用に関与するへム蛋白質であるo 成熟酵素は59

kDa サブユニット 2 分子と 15kDa サブユニット 2 分子から構成されている。 (35S J メチオニンのパル

ス・チエース実験により MPOは前駆体として合成され これが二種類のサブユニットにプロセッシン

グを受け成熟酵素として細胞内頼粒に蓄積することが知られているO 前駆体の一部は細胞外にも分泌さ

れている o 本研究においては， MPO前駆体並びに成熟酵素の一次構造の解析により， MPOのフ。ロセッ

シイングを解明することを目的とした。

HL-60細胞の cDNA ライブラリーを作成し，これを合成プロープを用いスクリーニングし， cDNA 

クローンを単離した。得られた cDNAはMPO 59kDa サプユニットの C末端の 158 アミノ酸残基を

コードする部分鎖 cDNAであった。この cDNA と HL-60細胞の poly(AtRNAとのハイプリダイゼー

ションによって選択した mRNAを in vitro で翻訳させると 主な翻訳生成物は74kDa MPO ポリペ

プチドであり，抗-59kDa サブユニット抗体，抗-15kDa サブユニット抗体のいずれとも特異的に反応

した。これらの結果から， MPO前駆体上で，前駆体のN末端側から 15kDa サフーユニット， 59kDa サプ

ユニットの順序で，サプユニットが配列していることが判明した。

一方，細胞外に分泌されている前駆体の部分精製を行ったところ，標品に酵素活性が存在することが

解った。そこで，細胞外に分泌されるMPOを精製し，その性質を明らかにした。酵素はHL-60細胞

培養上清から硫安分画， CMーセフアローズカラム，モノクローナル抗体カラムのクロマトグラフィー

により単一蛋白質に精製した。標品は， SDS ーポリアクリルアミド電気泳動で単一バンドを示し，約

84kDa であった。ショ糖密度勾配遠心法で求めた分子量は約 7 万 9 千であった。 N末端のアミノ酸配
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列は， Ser:-Ser-Gly-X -Ala -Tyr-Gln-Asp-Val-Gly-Val-Thr-X -Pro-Gluであった。酸

化型，還元型酵素の可視部吸収スペクトルは細胞内酵素のそれと同じであった。 cDNAの塩基配列か

らMPOのアミノ酸配列が推定されているo これを参照すると，細胞外酵素は591 アミノ酸残基で構成

されていることが明らかとなった。 15kDa ， 59kDa サプユニットのN末端のアミノ酸配列の決定により，

15kDa, 59kDa サプユニットはそれぞれ108アミノ酸残基， 466アミノ酸残基を含むことが判明した。以

上の研究成果から，細胞外酵素である前駆体の11-118残基に15kDa のサブユニットが， 125-590残基

に59kDa サプユニットが存在することが明らかになった。

論文の審査結果の要旨

ミエロペルオキシダーゼ(以下MPO) は前駆体として合成され これがプロセッシングをうけ 15

kDa , 59kDa のサブユニットとなり，成熟酵素として細胞内の頼粒に蓄積されるO 前駆体の一部は細胞

外にも分泌される。許君は本論文において MPO前駆体ならびに成熟酵素の一次構造の解析からM

PO前駆体における二種類のサプユニットの配列位置を明らかにした。

HL-60細胞の cDNA ライブラリーからMPO cDNAをクローニングし その塩基配列を決定し

た。得られた cDNA は59kDa サブユニットの C末端158アミノ酸残基をコードする部分鎖cDNAで、あっ

た。この cDNAを用いて mRNAを分離し，それを in vitro で翻訳させ，合成させたMPO ポリペプ

チドは二つのサプユニットを含んでいた。これらの結果は MPO前駆体のN末端側から 15kDa， 59kDa 

サブユニットの順にサブユニットが配列していることを示している。

一方， HL-60細胞培養上清から細胞外MPOを単一蛋白質として精製した。 SDS ーポリアクリル

アミド電気泳動により 約84kDa に相当する一本のバンドが得られ これは細胞外に分泌されている前

駆体と同じ大きさであった。庶糖密度勾配遠心法で求めた酵素の分子量は約 8 万であった。従って，細

胞外MPO は 1 分子の前駆体様ポリペプチドから出来ていることが判明した。細胞外酵素ならびに細胞

内酵素のサブユニットのN末端アミノ酸配列を決定した。これらのアミノ酸配列を， cDNAから推定

されるアミノ酸配列とを参照すると，細胞外酵素は591アミノ酸残基，成熟酵素の15kDa ， 59kDa サブユ

ニットはそれぞれ108アミノ酸残基 466アミノ酸残基で構成されていることが明らかになった。

以上の研究成果は MPO前駆体上の二種類のサブ、ユニットの位置を同定し，フ。ロセッシングにより

切断，除去される部位を明確にしたものであり今後のMPOフ。ロセッシング機構の研究に重要な知見を

提供する o 以上の理由に基き，本論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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