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論文内容の要旨

cDNA の塩基配列よりヒト腎レニンのアミノ酸配列が，その前駆体も含め明らかになって以来，血中及

び組織中の不活性型レニンがレニン前駆体，いわゆるプロレニンであるという間接的証明が種々報告され

ているが，不活性型レニンそのものの蛋白一次構造解析による直接証明は未だなされていない。本研究は

ヒト胎盤の滑平織毛膜及びその培養液を出発材料とし， ヒト腎レニンに対するモノクロ一ナノレ抗体を用い

たイムノアフィニティカラムにより， ヒト胎盤由来不活性型レニンの精製を行い，そのアミノ末端の一次

構造を解析する乙とにより不活性型レニンがプロレニンである乙とを直接的に証明することを目的とした。

〔方法〕

① 滑平繊毛膜の不括性型レニンは，硫安分画・Affi-Gel blue' Sephadex G-150 ・ Sephadex

G-100 ・ Pepstatin Sepharose 及びヒト腎レニンに対するモノクロ一ナノレ抗体をProtein A-Sep 

haros e H: c ouple させたイムノアフィニティカラムの 6 段階の操作によって精製した。

② 細胞培養液中の不活性型レニンは，硫安分画・ QAE-Sephadex' Affi -Gel blue 及びイムノアフ

イニティカラムの 4段階にて精製した。

③ 精製した不活性型レニンは， Vydac C-4カラムを用いた逆相 HPLC による脱塩後，アミノ酸

sequencer にてアミノ末端のアミノ酸配列を 12 残基まで解析した。

④ 精製した不活'性型レニンの分子量は SDS -PAGE 及び Sephadex G-100 により， 等電点は disc

ge 1 を用いた等電点電気泳動により決定した。またトリフ。シン処理による活性化の後， ヒト及び羊のレニン

基質に対する至適 pH' Kmの解析も行った。
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〔結果〕

815 gr の滑平織毛膜から， 14.4%の収率， 72 万倍の精製倍率で 2. 5μg の純粋な不活性型レニンが

得られた。また 850 mfの細胞培養液からは， 40~ちの収率， 3100倍の精製倍率で 174μg の純粋な不活

性型レニンが得られた。滑平繊毛膜の不活性型レニンは，分子量 47， 000 ， レニン活性は全く持たず，ペ

プスタチンカラムを素通りした。また等電点電気泳動では，主要なピークをpH6.49 ， 6.24 ， 5.96 に認め

た。細胞培養液中の不活性型レニンは，分子量は同じ 47， 000 ながら，一部レニン活性を持っており，す

べてペプスタチンカラムiζ吸着した。また等電点電気泳動では，主なピークを pH6.22 ， 5.98 , 5.73 と

滑平繊毛膜のそれよりやや酸性側に認めた。しかしアミノ末端のアミノ酸配列は 両不活性型レニンとも

Leu -Pro-Thr -ÞBp ーThr -τhr -百r -Phe -Lys -Arg-IIe -Phe ー である乙と柄確認され，

cDNA の塩基配列より決定されたフ。ロレニンのアミノ末端と完全に一致していた。滑平繊毛膜の不活J性型

レニンをトリプシンで活性化すると， ヒト基質に対する至適 pH.Km は 6.0 ， 2.8μM であり，羊レニン

基質に対しては 6. 0 と 7.5 ， 0.29μM であった。細胞培養液中の不活性型レニンの場合， ヒト基質に対

する至適 pH.Km は 6.0 ， 2.6μM であり，羊レニン基質に対しては 6.0 と 7.5 ， 0.24μM であった。

乙れらはし、ずれもヒト腎レニンのそれとよく一致していた。

〔総括〕

① ヒト胎盤由来不活性型レニンの完全精製に成功し，その生化学的性質を明らかにするとともに，一次

構造の解析から本物質がフ。ロレニンそのものであることを直接証明した。

② 滑平繊毛膜細胞内及び培養液中lζ分泌された，いわゆる細胞外の不活性型レニンは，分泌前後でその

生化学的性質が異なっているが 乙の差は蛋白のフ。ロセッシングによる一次構造の変化によるものではな

く，活性基を一部表面iζ露出させるような立体構造の変化あるいは糖鎖修飾の差に起因する乙とが示唆さ

れた。

論文審査の結果の要旨

本研究は，不活性型レニンが活性型レニンの前駆体(プロレニン)であることを明らかiとするために行

われたものである。近年，遺伝子工学の進歩を踏まえて， レニンをめぐる研究は飛躍的に進歩したが，不

活性型レニンをめぐる問題は依然として多く残されている。その第一の原因は血中及び組織中の含量が少

ない上1<:，精製の途中で容易に活性化されてしまう乙とにあった。本研究は乙れらの困難を克服し，効率

良く完全精製を行うと同時に，得られた微量の精製物を用いてアミノ末端の一次構造解析を行い，不活性

型レニンがプロレニンである乙とを直接証明した。

本研究は今後不活性型レニンの生理的意義を解明する上において大きな意義を有し，学位の授与に値す

ると言忍める。
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