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論文内容の要旨

(目的)

甲状腺刺激ホルモン (TSH) は， CG， LH および FSH を含む糖蛋白ホルモンの一員である。これら

のホルモンは共通の α鎖と，それぞれの機能に応じて異なる β鎖のヘテロダイマーより構成される。ヒ

ト TSHβ鎖遺伝子の cDNA シークエンスが決定されて，ヒト下垂体より単離された human TSH (hT 

SH) は， C 末端の 6 アミノ酸が翻訳後フ。ロセシングを受けていることが分かった。本研究はこの C 末

端に存在する疎水性の余分のアミノ酸の， TSH の生合成過程や，その生理活性への役割を検討するこ

とを目的とした。

(方法ならびに成績)

1 CHO 細胞での hTSH の発現

1.発現プラスミドの構築: hTSHα の発現プラスミド (p SV 2 -仙台-α) は， SV 40初期プロ

モーターとアデニル化部位の聞に糖蛋白ホルモンに共通の α鎖 cDNAを挿入し，選択マーカーの

mouse-dhfrを含むよう作製した。 β鎖の発現フ。ラスミド (p SV -TSH-β) は，発現ベクター (p

SV) に，正常な TSHβ の cDNA (p Tβc750) を挿入し構築した。同様にして， c末端の 6 アミ

ノ酸相当の18 bp を欠く TSHβcDNA (pTβc801)を挿入した pSV-TSH-αβ を構築した。

2. CHO 細胞の形質転換とメトトレキセート (MTX) 選択: hTSH 遺伝子は，仙台-deficient CHO 

細胞 (DXB 11株)に p SV 2 -dhfr-α と共に， pSV-TSH-β または pSV-TSH-dβ を用いリン

酸カルシウム法で導入した。安定形質転換細胞は， MTX 濃度を段階的に上げて選択を行った。 hT

SHβcDNA probe を用いたサザンハイブリダイゼーションで遺伝子増幅の確認を行った。その結
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果， RIA による TSH 測定で， pSV-TSH-β使用の方では，培養液中への TSH 分泌217μU/ml

の CP43D 20株を得た。また， pSV-TSH-dβ使用の方では180μU/mlの CP 70A 20株を得た。

これらのクローンでは，約100倍の TSHβ の DNA 増幅が認められた。

n CHO 細胞 CP43 D 20の産生する hTSH の β鎖 C 末端アミノ酸シークエンス

1.細胞の代謝性標識: CP43D 20細胞を24h 培養後， PBS で 2 度洗い， Val , Ser, Phe , Gly , Leu , 

Tyr および Lys のそれぞれについて， 2 % FCS を含む minimal essential medium 中で 1 h の

starvation をかけた後， 100μCi の [3HJ アミノ酸を加えて72-96h標識し培養液を回収した。培

養液より抗 TSHβ モノクローナル抗体を用いて，ラベルした hTSH を免疫沈降し， 15% SDS-PA 

GE 上で size fractionation を行い末端アミノ酸の解析に用いた。

2. hTSHβ鎖の C 末端のアミノ酸残基解析: [3耳]アミノ酸で標識した17.5 kd の精製 TSHβ ポリ

ペプチドはカルボキシペプチダーゼ A (CPA) で水解した。 CPA はエクソペプチダーゼであり， T

SHβ鎖に対しては C末端の138番目の Val から 131番目の Ser まで水解するはずである。水解によっ

て遊離したカウントを CPA 消化に用いた総カウントから予想される遊離カウントと比較して計算

された各アミノ酸残基の切り出し率は， 138番目の Val で39% ， 137番目の Ser は49% ， 136 番目の

Phe は52%，そして132番目の Tyr は100%であった。よって CP43D 20細胞の産生する TSHβ ポ

リペプチドは， C 末端がすべて保存されているものから 6 個のアミノ酸が欠けているものまで 7 種

のヘテロな C 末端を有していることが判明した。ヒト下垂体 TSHβ鎖のアミノ酸シークエンス決

定のもととなった実験を検討したところ， C 末端がヘテロな混合物の場合マイナーなポリペプチド

のアミノ酸残基まで検出するには不十分であることが分かった。したがってヒト下垂体細胞の TS

H の β鎖 C 末端も特異的な蛋白分解酵素によりプロセシングされた単一体と考えるより CHO 細胞

と同様にヘテロな混合体である可能性が示唆された。

E ラット甲状腺細胞株 FRTL- 5 を用いた TSH バイオアッセイ

TSH 依存性の c AMP レベルを測定して， natural hTSH , CP 43 D 20及び CP 70 A 20の産生する

hTSH の生理活性を比較検討した結果， CP43D 20及び CP 70 A 20の産生する hTSH は authentic な

下垂体の hTSH と同等の生理活性を有することが分かった。

N エンドグリコシダーゼ F (EndoF) 処理

CP 43 D 20および CP 70 A 20より得られた免疫沈降サンプル (2000cpm) の糖鎖を2 .4 Uの EndoF

で切断した結果，共に14.5 kdα と 13.5kdβ を生じた。即ち C末端の 6 アミノ残基の有無によらず，

同様の糖鎖の付加が行われていることが示唆された。

(総括)

1. CHO 細胞による hTSH の発現系を確立した。 TSH 活性は， FRTL-5 バイオアッセイ系にて確認

した。発現した hTSH は，抗 TSHβ鎖抗体で α ， β両鎖が共沈したのでヘテロダイマーを形成して

おり， 15% SDS-PAGE による分子量は α鎖24 kd ， β 鎖17.5 kdであった。これらは EndoF による糖

鎖の切断により 14.5 kd , 13.5 kd となった。培養液中に分泌された TSH を解析し β鎖の C 末端は，

最も末端の Val まですべて保存されているものからアミノ酸が 1 個ず、つプロセシングされて 7 番目
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の Tyr で終わっているものまで 7 種のヘテロなものからなることが分かった。

2. 同様にして αcDNA と C末端 6 アミノ酸のコドンを欠失させた βcDNA を共発現させ，分子量2

4 kd , 17.5kd の α ， β鎖のヘテロダイマーを得た。 FRTL- 5 バイオアッセイ系で，下垂体より単離

された hTSH と同等の活性が認められた。その結果 hTSHβ鎖の C末端 6 アミノ酸は，生合成過程

での α鎖との結合糖鎖の付加および分泌を含む hTSH の成熟および生理活性に必ずしも必要のな

いことが分かった。 β鎖の C 末端の 6 個のアミノ酸がプロセシングされていると思われてきたヒト

下垂体細胞の活性 TSH は， CHO 細胞と同様にヘテロな C末端を有している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

糖タンパクホルモンの一員である甲状腺刺激ホルモンは αβ ヘテロダイマーを構成し，その特異性を

β鎖によって与えられているO しかし， β鎖の C 末端 6 アミノ酸の翻訳後プロセシングが TSH 活性発

現にどのような役割を有しているか解決されていなかった。本研究は，遺伝子組換えを用いて CHO 細

胞でヒト TSH を発現させ αβ ヘテロダイマーを構成する β鎖の C末端の役割及び構造の解明に迫っ

た。その結果，従来の方法では解明できなかった β鎖の C 末端が，末端のVal まですべて保存されてい

るものから，アミノ酸が 1 個ずつフ。ロセシングされて 7 番目の Tyr で終わっているものまで 7 種のヘテ

ロなものからなることが判明した。同時に， β鎖 C 末端 6 アミノ酸相当の 18bp を削除した遺伝子組換

えcDNA 由来の TSH の発現実験を行い，このヘテロな TSH が， C 末端の 6 アミノ酸が除かれ132番目の

Tyrで、終わる β鎖から構成される TSH とも，下垂体由来の TSH とも，同等の生理活性を有することを

証明した。

本研究によりヒト下垂体細胞の TSHβ鎖の C末端が 7 種のヘテロな混合体で，しかも同等の生理活

性を有する可能性が初めて示された。これらの研究成果は意義深いものであり，学位に値するものであ

る O




