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論文内容の要旨

Peroxirecloxin CPRx) は、バクテリアから哨乳動物にまで広く分布し thioredoxin 依存性の peroxidase 活性を有

する 23--27kD のタンパクである o 現在 5 種類の PRx ファミリーが報告されており I 、 E 、 V は細胞質に存在し、皿

はミトコンドリアに存在すると報告されている o PRx IVは細胞質に存在し thioredoxin 依存性の peroxidase 活性を

持つタンパク質という報告と、分泌されサイトカイン様な働きをし、 NF-kB や nitric oxide synthase を誘導すると

いうこつの相反する報告がなされているがその詳細は不明である o ラットより 4 種類の PRxcDNA をクローニング

し、そのうちPRx IVの性質について検討した。

【方法ならびに成績】

PRx ファミリーで保存されている 2 か所の Cys 近傍の配列をもとに、 degenerative RT-PCR 法を行い 4 種類の

PRx 産物を得た。これをプロープとし、ラット腎臓 cDNA ライブラリーのスクリーニングを行った。 PRx 1 --PRx 

E については全長が得られたが、 PRx IV クローンは 5 領域を欠いていたので、 5' RACE により増幅し、全長

cDNA とした。大腸菌にマルトース結合タンパクとの融合タンパクとして発現させ、精製タンパクを家兎に免疫して

ポリクローナル抗体を得た。パキュロウイルスベクターに組み込んで見虫細胞で発現させ、精製タンパクを用いて諸

性質を検討した。

ラット PRx IV cDNA は全長774bp からなり、 31kD のタンパクをコードしていた。 N末端には分泌タンパクに特

徴的なシグナルペプチドを有し、 31kD の前駆体として合成された後、 27kD の成熟タンパクとして分泌されること

が示唆された。パキュロウイルスを用いて見虫細胞に発現させたタンパクのN末端分析から、シグナルペプチドは

Ala話と Leu37 の間で切断されることがわかったロ PRx IVをトランスフェク卜した COS-l 細胞を用いてパルスチェ

イス法にて解析したところ、 PRx IV は細胞内で合成され分泌されることが明らかとされた。

ラットの組織における PRx IV の分布を Northern blotting と Western blotting にて解析したところ、勝臓、肝臓、

精巣に高発現していた。ラット血紫を硫酸アンモニウムによる塩析にて粗精製したのち免疫沈降したところ、 PRx

Wの存在が確認できた。

還元型の PRx IV はへパリンカラムに結合し、酸化型では結合力を失い、このレドックス感受性の結合は可逆的で

あることが示唆された。還元型 PRx IVは、ヒト聴帯静脈内皮細胞の細胞表面に結合し、細胞をヘパリチナーゼ処理
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することによって結合が阻害されることが Western blotting にて明らかとされた。また還元型PRx IVがヒト瞬帯静

脈内皮細胞表面に結合することは、免疫染色法にて細胞表面に局在する CD54と二重染色することによっても明らか

にされた。ヒト腰帯静脈内皮細胞をサポニン処理し細胞内を免疫染色し、 ER に局在する calreticulin と二重染色す

ると、 PRx IVは分泌タンパク特有の細胞内局在を示した。表面プラズモン共鳴法によりへパリン、ヘパラン硫酸と

PRx IVの結合を BIAcore2000で測定し解離定数 KD を計算した結果、それぞ、れ19nM と 870nM となった。

PRx IV は thioredoxin 依存性の peroxidase 活性に加えて glutathione 依存性の peroxidase 活性も示した。 PRx IV 

をヒト瞬帯静脈内皮細胞の培地に添加すると、 H 20 2 処理による細胞死を部分的に抑制した。

【総括】

PRx IV は細胞内に存在する他の PRx ファミリーと異なり、前駆体として合成された後切断され、分泌型として機

能する。血紫中に存在しレドックス感受性にへパリンに結合することより、酸化的ストレス下において生じる

peroxide から血管内皮を保護する作用があると考えられる o また血管内皮に結合することによって内皮表面の濃度

を部分的に高め、より効果的な保護作用を発揮することができると考えられる。

論文審査の結果の要旨

ペルオキシレドキシン CPRx) は、バクテリアから晴乳動物にまで広く分布しチオレドキシン依存'性のベルオキシ

ダーゼ活性を有する 23--27kDa のタンパクである。現在 5 種類のPRx ファミリーが報告されており、 I 、 E 、 V は

細胞質に存在し、 E 怯ミトコンドリアに存在すると報告されている。

申請者はラットより 4 種類の PRxcDNA をクローニングし、そのうち PRx IVの性質について検討した結果、

PRx IV は分泌タンパクに特徴的なシグナルペプチドを有し、 31kDa の前駆体として合成された後、 27kDa の成熟タ

ンパクとして分泌されることを明かとした。また免疫染色法により、 PRx IV は細胞質ではなく ERに存在し、分泌タ

ンパク特有の細胞内局在を示すことを明らかとした。さらに PRx IVはチオレドキシン依存性のベルオキシダーゼ活

性だけでなく、グルタチオン依存性のペルオキシダーゼ活性を持つことを見い出した。

ラットの組織における PRx IVの分布を解析したところ、勝臓、肝臓、精巣に高発現し、血紫中の存在も確認した。

還元型 PRx IVがへパリン結合能を有し、ヒト瞬帯静脈内皮細胞表面に結合することを見い出した。このことにより

PRx IV は酸化的ストレス下において生じる過酸化物から血管内皮を保護する作用があり、血管内皮に結合すること

によって内皮表面の濃度を部分的に高め、より効果的な保護作用を発揮することができると考えられた。

ラット PRx IVを初めてクローニングし、分泌タンパク質であることを明らかにし、 PRx IVが血紫中に存在しレドッ

クス感受性に血管内皮細胞に結合することや、チオレドキシンとクールタチオンの両方を電子供与体としペルオキシダー

ゼ活性を有することを解明したことは、本酵素の解析に寄与するもので、本研究は学位の授与に値すると考えられるo
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