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論文内容の要旨

[目的]

生体内の活性酸素消去系に重要な役割を担っているとされる，銅・亜鉛スーパーオキシドディスムターゼ (Cu ，

Zn-SOD) の糖化反応と活性酸素の産生，及びそれに伴う酵素の変化について明らかにする。

[方法ならびに成績]

In vitro で Cu， Zn-SOD をグルコースと 37度でインキュベートし，糖化反応に伴う酵素の変化を検討したところ，

酵素は非酵素的糖化反応を受け活性を低下させた。 SDS-PAGE による検討では，酵素は断片化され分子量約15KD と

5KD の2種類のフラグメントを生じた。断片化の程度は，グルコース濃度に依存して強まり，より高濃度のグルコー

スでは断片化は急速に進行し非特異的な断片化への移行が観察された。これらの現象は還元力のないソルビトールで

は観察されず，還元力の強いフルクトースではより強く起こった。

還元糖によって起こる断片化は，カタラーゼ (O.2mg/ml) あるし、は EDTA (5mM) の添加により完全に抑制さ

れ， H202 と金属イオンの関与が示唆された。実際に H202 (5mM) とインキュベートすると Cu ， Zn-SOD は同様に断

片化されたが，この際 EDTA により非特異的断片化のみが抑制され特異的断片化は抑制されなかった。

DMPO をトラップ斉IJ として ESR法により活性酸素の同定を試みた。糖化 Cu， Zn-SOD から DMPO-OH のシグナル

が同定され，またこのシグナルがカタラーゼの添加によって消失したことから断片化にラジカルの関与が裏付けられ

た。不活化 SOD の糖化反応生成物から同定された DMPOοH のシグナルは，カタラーゼによって抑制できなかった

ことから，糖化反応成生物より発生するラジカルはスーパーオキシドであり， SOD 活性により H202 に変換され断片

化に関与していることが明らかになった。さらに溶液中の溶存酸素を窒素置換することで断片化は完全に抑制される

ことから，溶存酸素が金属イオンの存在下で、糖化反応生成物によって還元されスーパーオキシドが生成すると考えら

れた。

断片化を受ける部位を各断片のアミノ酸配列を分析することにより同定した。 5KD 断片は Cu， Zn-SOD の N末端と，

15KD断片は His 63からの配列と一致した。また， 5KD 断片のアミノ酸組成を分析したところ， 3残基のプロリンは
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全て同定され，断裂部位が Pro 62白日is 63のペプチド結合であることが明らかになった。

[総括]

我々は，以前より生体と活性酸素の関係に注目し， Cu, Zn-SOD が糖化反応により活性を低下させること，また糖化

反応による活性低下のメカニズムとして酵素の中の特定のアミノ基の糖化が深く関与していることを明らかにしてき

た。今回の結果から糖化反応により Cu ， Zn-SOD が受ける修飾とそのメカニズムが明らかになった。

反応は3つの段階に分けられる。第一段階は，酵素の糖化反応と，スーパーオキシドの生成である。この反応は選

移金属イオンと溶存酸素が必須である。生成物であるスーパーオキシドは Cu， Zn-SOD の基質であり，直ちに H202tこ

変換され反応系に蓄積する。第二段階では Cu， Zn-SOD の活性中心の銅イオンと H202 の局所的なれnton 反応により

活性中心で OH ・が発生する。 OH ・は極めて反応性が高く，活性中心近傍に位置する Pro 62-His 63 配列のペプチド

結合を攻撃し破壊する。これによって， Cu, Zn-SOD は二つの分子量を持った断片に分かれる。切断を受ける部位の

His 63 は， Cu, Zn-SOD 分子の三次元構造において銅イオン(活性の発現に関与)，亜鉛イオン(分子の立体構造に関

与)両方に配位している重要なアミノ酸であり，この部位が攻撃されることにより分子内より銅イオンが遊離し反応

系に蓄積する。第三段階は反応系に蓄積した遊離の銅イオンと H202 の Fenton 反応により， OH ・が生じ Cu ， Zn-SOD 

が攻撃される。これは第二段階が活性中心で起きたのに対し，部位特異性が無く非特異的な断裂となる。以上の3つ

の段階を経て Cu， Zn-SOD は糖化反応に号|き続き，特異的・非特異的な断裂を受けることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

Cu, Zn-SOD は，糖尿病の病態や老化現象により糖化反応(マイヤ一反応)を起こし，活性の低下とともに特異的

および・非特異的な酵素の断片化を起す。さらにその断片化が活性酸素によるものであることを明らかにした。

この機構を詳細に検討した結果，糖化反応により

1)活性酸素が生成し， Pro 62-His 63 聞のペプチド結合が切断され，特異的な断片化を起こすこと

2) 次に遊離した遊離した銅イオンと過酸化水ー素の Fenton 反応により，ランダムな断片化を起こすことが明らかになっ

fこ O

本研究は，マイヤ一反応により生成した活性酸素が，タンパク質のペプチド結合を特異的に切断するという初めて

の報告である O 今後糖尿病の合併症の発症病理と活性酸素の関係を解明する上で重要な発見であり学位授与に値する

ものであると主忍める。
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