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学位論文内容の要旨

【序論】

  酸素を利用してエネルギーを得る反応過程などの副産物としてスーパーオキシドアニオン，過

酸化水素(H202）などの活性酸素種（ROS）が生じる．ROSはタンパク質に作用して変性，失活を

引き起こすと共に脂質の過酸化反応を引き起こす，ROSを消去する抗酸化酵素のーつ，glutathione

peroxidase（GPx）はglutathione (GSH)を電子供与体としてH202や過酸化脂質を還元・消去する，

ROS産生と消去のバランスが崩れると，様々な疾病を引き起こすと考えられている，動脈硬化症

は低密度リポタンパク質(LDL）中の脂質の過酸化を引き金として発症することが知られている，

  GPxは必須微量元素セレンをセレノシステインの形で活性部位に含み，細胞内型としてcellular

GPx (cGPx)，phospholipid hydroperoxide GPx (PHGPx)が知られている．一方，当研究室でGPx活性

をもつ血漿セレン含有タンパク質として発見されたextracellular GPx (eGPx)，selenoproteinP（SeP)

は、細胞外で抗酸化作用を担っていると考えられる．

  今回。これら2種類の血漿セレン含有タンパク質の生理的意義を明らかにする目的で，過酸化物

還元活性の速度論的解析を行い，他のGPx familyと比較した．さらに動脈硬化症の発症に関わる

酸化LDLの生成及び生じた酸化LDL中の過酸化脂質の還元にeGPx，SePがどのような影響を及ぼ

すか検討した，

【結果および考察】

！ユGPx familyQ過酸iヒ惣遷五活性cD速産詮的鰹盤

  ヒト赤血球，血漿，胎盤からcGPx，eGPx，PHGPx，SePを精製した．得られた標品は全て

SDS-PAGEで単一のバンドを示した．

  GSH濃度を2mM，過酸化物濃度を60 UM，pH7．4，37゚ Cとした測定条件における各酵素のH202’

phosphatidylcholine hydroperoxide (PC-OOH)還元活性を測定した，水溶性過酸化物のH202に対し

て，cGPx，eGPxがそれぞれ1.8xl05，8.6xl04 (nmol/min/nmol）の高い比活性を示した．一方，脂溶

性のPC-OOHに対しては，界面活性剤の添加条件で各酵素の活性が異なり，O．1％Triton X-100，0．24

mM deoxycholate (DOC）でPHGPxが最も高い比活性を示した（1．3xl03 nmol/min/nmol）．eGPxは7

mM DOCで比活性が最も高く（1．2xl03 nmol/min/nmol)，SePはその至適条件下においてもeGPx，

PHGPxに比べ1／10以下であった．PC-OOHの還元に各酵素が異なる至適界面活性剤濃度を示すこ

とから、ミセルの形態や脂質の配向性の違いが活性に影響を及ばしていると考えられる，

さらにGPx familyの過酸化物還元反応にっいて速度論的解析を行った，過酸化物との速度定数を



比較すると，cGPx，eGPxではH202に対し107オーダー，PHGPxはPC-OOHに対し107オーダーの高

い反応性を示した．それに比べeGPx，SePのPC-OOHに対する値はそれぞれ105，104オーダーであ

り，これらの酵素の過酸化脂質に対する特異性が低いことがわかった．またGSHとの反応定数は，

cGPx，eGPx，PHGPxがl04～ l05オーダーの範囲であるのに対し，SePでは102オーダーと低い，

  SePのGSHに対する特異性が低いことから，GSHに代わるチオール源の存在が示唆された，GSH

と同じ生体内チオールのthioredoxin (TRX）がSePチオール源となりうるか検討したところ，GSH

の約1/4 00のTRX濃度で同等の酵素活性を示した，SePの゛TRXに対するk2’値は2．lxl05（M．lsec-l）

で，cGPxのGSHに対するk2’値の2．lxl05 (M-lsec-I）に近いことから，SePはTRXに特異的な酵素

であることが示唆された

≧ユ血墓生GPx familyQ酸iヒLDL産生！三靂！蓋主影饗

  動脈硬化症の発症に酸化LDLの関与が示唆されている，LDLの主要脂質成分であるりン脂質

（PC）とコレステロールエステル（CE)が酸化されるとPC-OOH，CE-OOHを含む酸化LDLとなる，

酸化LDLに対するeGPx，SePの反応性を検討したところ，eGPxはPC-OOHを，SePはPC-OOH，

CE-OOHを還元した．

  一方，酸化LDLの産生機構に15-lipoxygenase（15-LOX）がその初期因子として注目されている，

そこで15-LOXがLDLを過酸化する反応に及ぼすeGPxとSePの添加効果にっいて検討した．LDL

に15-LOXを添加し生じたPC-OOHを化学発光HPLCにより測定したところ．15分でその産生量は

プラトーに達した．一方，この反応にGSHとeGPxを共存させるとPC-OOHの産生は検出されなか

った．またGSHとSeP共存下には，そのような効果はみられなかった，同様にLDL中のCEにお

いてもGSHとeGPx共存下で，CE-OOHの産生が検出されなかった，またA23sの測定より，GSH，

eGPx共存下でCE-OHの産生は認められなかった，すなわちCE-OOHの還元は起こっていない，

15-LOXが脂質を過酸化する際には微量の過酸化物の存在が必須である．eGPxはLDL中のこの過

酸化物を還元することで，15-LOX活性を抑制していると考えられた，

  以上の結果よりっ血漿中で生じた酸化LDLをeGPx，SePが還元・除去．し，また酸化LDLの産生

をeGPxが抑制する働きを示すことから，eGPx，SePが動脈硬化症の進展を抑制する活性を示すこ

とが明らかとなった，

！ユ血筮生GPx familyと4-hydroxy-2-nonenalとQ厘~- It

  生体内でROSにより脂質が過酸化を受けると，過酸化脂質が産生されるが，さらに酸化が進む

とより反応性の高いアルデヒド類が産生される，4-hydroxy-2-nonenal (HNE)はLDLの過酸化に伴

って産生され，マクロファージの酸化LDL取り込みと泡沫化に促進的に働くと考えられている．

動 脈 硬 化 症 の 進展 因 子 であ る HNEに 対 す るeGPx， SePの反 応 性 にっ い て検 討 し た，

  はじめにHNE添加による活性変化について検討した，eGPx，SePにHNEを添加し，37゚ C，30分後

の酵素活性を測定したところ，SePのみHNEの濃度依存的に活性が低下した．次に全長SeP（1-381

残基），N末端（1-254残基），C末端(262-381残基）フラグメントにHNEを添加し，anti-HNE抗体を

用いたwestern blotting解析を行った，その結果，全長及びN末端フラグメントで速やかなHNEの

結合が認められた，SePの活性にはN末端側のセレノシステインが必須であり，このセレノシステ

イン残基にHNEが結合していることが示唆された．これよりSePはHNEの毒性を消去することが

示された，

  以上の結果からeGPx，SePは動脈硬化症の進展を抑制する機能をもっことが示唆された．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ヒト血漿セレン含有夕ンパク質の機能に関する研究

  glutathione peroxidase (GPx)はglutathione (GSH)存在下にH202や過酸化脂

質を還元・消去する酵素であり，必須微量元素セレンをセレノシステインの
形で活性部位に含み，アイソザイムの存在が知られている．GPxには細胞内

型としてcellular GPx (cGPx)，phospholipid hydroperoxide GPx (PHGPx)が知

られている．一方，GPx活性をもつ血漿セレン含有夕ンバク質extracellular

GPx (eGPx)とselenoprotelnP（SeP）は，細胞外で抗酸化作用を担っていると
考えられる．本論文では，これら2種類の血漿セレン含有夕ンバク質の生理

的意義を明らかにするため，過酸化物還元活性の速度諭的解析を行い，他の

GPxと比較した，さらに動脈硬化症の発症に関わる低密度リポタンバク質

（LDL）の酸化反応に及ばすeGPx，SePの影響を検討し，以下の成果を挙げた，
1，GPx夐璽！！Y堕過麈iヒ物運五活蛙の速塵詮的鰹析

  ヒ卜試料から精製したcGPx’cGPx，PHGPx，SePを用い，2mMGSH，60nM

過酸化物濃度，pH7．4，37゚ Cの条件で各酵素のH202’phosphatidylcholine

hydroperoxide（PC‐OOH）還元活性を測定した，H202に対して，cGPx，eGPx
が高い比活性を示した．一方，PC‐OOHに対しては，界面活性剤の添加条件

で各酵素の活性が異なり，0．1％TritonX‐100，0．24mMdeoxycholate（DOC）で

PHGPxが最も高い比活性を示した．eGPxは7mMDOCで比活性が最も高く，

SePはその至適条件下においても，eGPxPHGPxに比べ1／10以下であった．
次にこれらの酵素反応の速度論的解析を行った．過酸化物の速度定数を比較

すると，cGPx’eGPxではH202に対し107オーダー，PHGPxはPC‐OOHに対

し107オーダーの高い反応性を示した，一方，eGPx，SePのPC－OOHに対す
る値はそれぞれ105，10゚ オーダーであり，過酸化脂質に対する特異性は低か

った，またGSHとの反応定数は，cGPx’eGPx，PHGPxがl04～105オーダー
の範囲であり，SePでは102オーダーと低い．生体内チオールthioredoxin（TRX）

がSePのチオール源になるか検討したところ，GSHの約1／400のTRX濃度で
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同等の酵素活性を示した，SePのTRXに対する反応定数k2’は，cGPxのGSH
に対するk2’に匹敵し，SePはTRXに特異的な酵素であることが示唆された．
2，血漿生GPx familyQ酸iヒLDL産生に及ぼす影響
  LDLの主要脂質成分であるPCとコレステ口ールェステル(CE)が酸化さ
れるとPC-OOH，CE-OOHを含む酸化也DL  なる．酸化LDLに対するeGPx，
SePの反応性を検討したところ，eGPxはPC-OOHを，SePはPC-OOH，CE-OOH
を還元した．次に15-lipoxygenase（15ーLOX)がLDLを過酸化する反応に及ぼ
すeGPxとSePの効果について検討した，LDLに15-LOXを添加したところ，
15分でPC-OOHの産生量はプラ卜ーに達した．一方，この反応にGSHとeGPx
を共存させるとPC-OOHは産生されなかった．またSePにはこのような効果
はなかった，更にGSHとeGPx共存下で，CE-OOHだけでなく，CE-OHの産
生も認められなかった．15-LOXが脂質を過酸化する際には微量の過酸化物
の存在が必須であり，eGPxはLDL中のこの過酸化物を還元し，15-LOX活性
を抑制していると考えられた，
！ 2血墓 W GPx family圭 4-hydroxy-2-nonenal (HNE)と堕 厘応性
  LDLの過酸化に伴って産生され，動脈硬化症の進展因子であるアルデヒド
HNEに対する，eGPxSePの反応性について検討した．eGPx，SePとHNEを
反応したところ，SePの場合のみHNEの濃度依存的にその酵素活性が低下し
た．SePの活性にはN末端側のセレノシステインが必須であり，このセレノ
システイン残基にHNEが結合しHNEの毒性を消去することが示唆された・
  以上の研究成果から，eGPx，SePが動脈硬化症の進展を抑制する機能をも
つことが示唆された．本研究はセレンにより制御され゛る疾患の予防・診断法
の開発に有カな手懸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．
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