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学位論文内容の要旨

  必 須 微 量 元 素 セ レ ン (Se)は ， 生 体 内 で は Cysの Sが Seに 置 き 換 わ っ た ア ミ ノ 酸

selenocysteine (Sec)の形で蛋白質中に存在しており，Secを含む蛋白質はselenoproteinと総称

されている，Secは翻訳されうる21番目のアミノ酸であり，終止コドンのーつUGAでコー

ドされ，ユニークな翻訳機構によって蛋白質中に取り込まれる， selenoproteinとしてglutathione

peroxidase (GPx)，thioredoxin reductase (IR)等が知られており，Secはこれらの酵素の活性部

位を形成している．  SelenoproteinP（PはPlasmaの意，SeP)は，血漿中の主要なselenoprotein

であり，その最大の特徴は，他のselenoproteinがポリペプチド鎖内にSecを1残基しか含ま

ないのに対し，10残基のSecを含む点である． SecはN末端側に1残基が，C末端側に9残

基が局在しており，中央付近に連続したHis残基を含む配列の繰り返しが認められる．1973

年にSePの存在が見出されて以来，長い間その機能は不明であった．

´．とトSePおよびSePフラグメントの構製

  ヒト血漿（1．51）を出発材料に，50/0 polyethylene glycol分画，Heparin-Sepharose，Q－Sepharose，

Ni-NTA agaroseカラムクロマトグラフィーを行い，精製SeP標品1.0 mgを得た．これにより

SePの生化学的研究や生物活性の研究が初めて可能となった．―方，筆者はこの精製過程に

お いて ， 69KのSePが血漿由来のセリン プロテア―ゼにより60Kおよ び17Kのフラグメン

卜(60 KF，17 KF)に限定分解されることを見いだした，これらのフラグメン卜を精製し，

N末端アミノ酸配列分析を行った 結果，60 KFがN末端側に，17 KFがC末端側に由来する

ことが明らかとなった．前者をSeP-NF，後者をSeP―CFとして以下の実験に用いた：また，

精製ヒトSePをラットに免役し，11種類のラッ卜抗ヒ卜SePモノク口―ナル抗体を得た．作

成 した 2種類 の抗 体を 用い てサ ンド ウ イッチELISA法によるSePの測定法を確立した．

〃．SePの酵素活性およびその性質

GPxは，GSH存在下に過酸化物を還元する酵素で，過酸化物（過酸化水素や脂質過酸化物）
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に対する特異性および局在性の異なるタイプの存在が知られている，  cellular GPxは細胞質に

局在しており，過酸化水素を基質とするが，過酸化脂質を還元する活性はない，phospholipid

hydroperoxide GPxは細胞質，ミトコンドリアの両方に存在しており，過酸化水素だけでなく，

過酸化脂質も還元する，血漿中に存在するextracellular GPx (eGPx)は，過酸化水素と過酸化

脂質の両方を基質とする．GPxに代表されるselenoproteinの多くが酸化還元酵素であること

から，SePのGPx活性を測定した，活性測定は，GSHの消費を間接的に検出するカップリン

グ法を用いて行った．過酸化水素を基質とした場合，活性は認められなかったが，過酸化リ

ン脂質であるphosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH)を基質とした場合，GSHの消費が

認められた．HPLC法によりPCOOHの還元を解析したところ，PCOOHの滅少に伴う還元体

PCOHの生成が確認され，PC・OOHの還元が確認できた．SeP精製標品に不溶化ラット抗ヒ

トSePモノクローナル抗体BD1を加えると，上清中の酵素活性が消失した．このことから，

精製標品中への他の酵素の混入が否定され，SePが過酸化リン脂質特異的なGPx様の酵素で

あることが明らかとなった， SePの比活性は83 nmol/min/nmol of proteinであり，SeP-NFにSeP

と同等の酵素活性が認められた(69 nmol/min/nmol of protein).ー方，SeP―CFには活性は認め

られなかった．GPxではSecが酵素活性部位であり，SePの場合もN末端側の孤立したSec

が活性部位と考えられる，

川，SePのSe運接作用

  細胞培養に無血清培地を用いる際，亜セレン酸ナトリウムの添加が必須であるが，血清を

添加した培地では亜セレン酸ナトリウムを加える必要はない．これより血清中にSeを供給

する因子の存在が示唆され，SeP，eGPxがその候補として挙げられる，そこで，ヒト血清と

SePおよびeGPxに対する抗体結合したSepharose 4Bを反応し，各selenoprotein欠乏血清を

作成した． Se含量を測定した結果，血清中のSeの内SeP，eGPxはそれぞれ53，19qoを占め

ることが明らかとなった，5%の各欠乏血清を含むRPMI-1640培地でTリンパ球腫Jurkat細

胞を3日間培養し，細胞内のselenoproteinであるGPxおよびTR活性を測定した．その結果，

SeP欠乏血清の場合のみ活性の低下が認められた，また，細胞内のSe含量の低下も認められ，

SeP欠乏血清で培養することにより，Jurkat細胞がSe欠乏になることが明らかとなった，次

に，SeP欠乏血清を含む培地に可変量のSe含有物を添加し，それぞれのSe供給活性を比較

した，その結果，SePは最も低いSe濃度で細胞内のcGPx活性を上昇させた．さらに，SeP

フラグメントのSe供給活性を比較じたところ，SeP・CFでのみ有意なcGPx活性の上昇が認

められた，これより，C末端側のSecがSe運搬作用を担っていると考えられる．

  以上の結果から，SePのN末端側のSecを1残基含むドメインが酵素活性を有し，C末端

側の9残基局在したSecを含むドメインがSe運搬作用を担うと思われ，SePはニつの機能を
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合わせ持つマルチファンクショナルなタンパク質と考えられた
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学 位 論 文 題 名

ヒト血漿セレン含有蛋白質SelenoproteinPの

構造と機能に関する研究

  必須徹量元素セレン(Se)は，生体内ではCysのSがSeに置き換わったアミノ酸

selenocysteine (Sec)の形で蛋白質中に存在しており，Secを含む蛋白質は

selenoproteinと総称されている．sec｜よ翻訳されうる21番目のアミノ酸であり，終止

コドンの―つuGAでコードされ，ユ二一ク詮翻訳機構によって蛋白質中に取り込まれ冬．

  SelenoproteinPは，血漿中の主要なselenoprotejnであり，その最大の特徴は，他

の開1enoprotejnがポりペプチド鎖内にSecを1残基しか含まなぃのに対し，10残基の

SeCを含む点である‐SeCはN末端側に1残基が，C末端側に9残基が局在しており，中

央付近に連続したHis残基を含む配列の操り返しが認められる．SePの存在が見出され

て以来，長い問その機能は不明であった．本諭文の前半部では，SePの精製法を確立し，

後半 部で はSePの 生物 活性 に関す る解 析を 行い ，以下 の成 果を挙げた．

  ヒ卜血漿（1．51）を出発材料に，5Xp01yethyle他glyC01分画，Heparjn一S印haro艶，

QIsepharo艶，N1－NTAa9ar0艶を行い，精製seP標品1．0悶を得た．これによりsePの

生化学的研究や生物活性の研究が初めて可能となった．一方，筆者はこの精製過程にお

いて，69KのSePが血漿由来のセリンプ口テア―ゼにより閲Kおよび17Kのフラグメ

ン卜（60KF，17KF）に限定分解されることを見いだした．これらのフラグメン卜を精

製し，N末端アミノ酸配列分析を行った結果，閲KFがN末端側に，17KFがC末端側に

由来することが明らかとなった‐前者をSeP－NF，後者をseP一CFとして以下の実験に用

いた．

  GPxは，GSH存在下に過酸化物を還元する酵素で，過酸化物に対する特異性および局

在性の異なるタイブの存在が知られている．GPxに代表される簡1eMproteinの多くが

酸化還元酵素であることから，SePのGPx活性を測定した．活性測定は，GSHの消費を

間接的に検出するカップリング法を用いて行った．遇酸化水素を基質とした場合，活性
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は認められなかったが，過酸化リン脂質であるphosphatidylcholine hydroperoxide

(PCOOH）を基質とした場合，GSHの消費が認められた‐HPLC法によりPCOOHの還元を解

析したところ，PCOOHの減少に伴う還元体PCOHの生成が確認され，PC-OOHの還元が確

認できた．SePの比活性は83 nmol/min/nmol of proteinであり，SeP-NFにSePと同等

の酵素活性が認められた(69 nmol/min/nmol of protein).一方，SeP一CFには活性は認

められなかった．GPxではSecが酵素活性部位であり，SePの場合もN末端側の孤立し

たSecが活性部位と考えられる．

  細胞培養に無血清培地を用いる際ユ亜セレン酸ナ卜リウムの添加が必須であるが，血

清を添加した培地では亜セレン酸ナ卜リウムを加える必要はない．これより血清中にSe

を供給する因子の存在が示唆され，SeP，eGPxがその候補として挙げられる．そこで，

ヒト血清とsePおよぴeGPxに対する抗体結合したSepha「0艶4Bを反応し，欠乏血清を

作成した．5Xの各欠乏血清を含むRPHト1640培地でTリンパ球腫Jurkat細胞を3日間

培養し，細胞内の艶1enoproteinであるGPx活性を測定した．その結果，seP欠乏血清

の場合のみ活性の低下が認められた．また，細胞内のSe含量の低下も認められ，seP欠

乏血清で培養することにより，Jurkat細胞がSe欠乏になることが明らかとなった．次

に，SeP欠乏血清を含む培地に可変量のse含有物を添加し，それそれのse供給活性を

比較したーその結果，SePは最も低いse濃度で細胞内のCGPx活性を上昇させた‐さら

に，SePフラグメン卜のse供給活性を比較したところ，seP弌Fでのみ有意なcGPx活性

の上昇が認められた．これより，C末端側のsecがSe運搬作用を担っていると考えられ

る‐

  以上の結果から，SePのN末端側のSecを1残基含むドメインが酵素活性を有し，C

末端側の9残基局在したsecを含むドメインがSe運搬作用を担うと思われ，sePはニつ

の機能を合わせ持つマルチファンクショナルなタンパク質と考えられた．

  以上の研究成果から，sePのこれまで明らかでなかった多様な機能が明らかになり，

seにより制御される疾患の治療法の開発に有カな手がかりを与えるものであり，博士

（薬学）の学位に値する業績と評価した‐

― 800―


