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論文内容 の 要 旨

ヒトチオレドキミノン 1(hT阻-1)，立 105偲のアミノ殺によって構成され、その 32と35番目白システイン (Cys)残議問

の也.th田I!品is世車d.交換反応による還元活性を有する酸化還元〔レドックス)調節蚤自である。細胞内 T盟即日立様々な酸化

ストレスによ坦誘導され、抗酸化作用や細胞内シグナル伝達分子の縦御11:関与するほか、 t〆グナルペプチドを介さず細胞外

へ放出される。とれまで遺伝子組換え hT盟国1(rhTr世1)蛋白の投与による、虚血再議流障害や、抗癌剤およびサイトカイ

ンにより誘発される急性肺儀警の抑制などが報告されているが、細目語外Tr距 1の分子機構については未だ明らかでないとこ

ろが多い。今回はその分下機構を解析する目的で、以下の検討をおこなった。

hT盟-1のアミノ酸配列昌話番目の Cysをセリン (s.，)Iこ置換した変異体 (rhT盟問C35自〉を作製し、活性化JurkatT細

胞の培養液へlOOngプ閤Iとなるよう添加したところ、 rhT眼目C35Sは速やかにその細胞膜へ結合した。さらに、 hT問-I(主主ノ

グナル伝達に関わる分子群が局在する細胞膜マイクロドメインとして知られる脂質ラアト分画lこ同定された。以上の結累か

ら、 rhT眠心部呂は細胞膜の脂質ラ 7 ト上の分子を標的として結合し、級胞内に取り込まれることが示唆された。

次に、 rhT措 置C35Sは活性化T細胞だけでなく、他の細胞種でも脂質ラ 7トを総出して細胞内へ取り込まれるか努かを検

討する目的で、常に脂質ラ 7 トを発現しているヒト勝帯静脈内皮細胞(HUVEC.)を用いて実験を行った。 rhT盟-C35呂を

HUVEC.の培議液へ添加したところ、 HUVEC.の細胞膜へ結合して細胞内へ取り込まれるととを認めた。また、内因性の

hT出 -1はHUVEC.の紹胞膜上に発到してお哲、 HUVEC.細胞膜の脂質ラフトにも局在することを認めたロ以上の結巣か

ら、総胞膜上の hTrx-1は細胞外にある rhTrx心3呂田や hTrx叩 1の標的分子の一つである可能性が考えられる。

そこで、活性化させたヒト末梢血多核自血球使MN.)のHUVEC.への接着における細胞膜r.Trx-1の役割jについて検

討した結果、抗ヒトTrx-l"ウスモノクローナル抗体の投与が、 PMN.のHUVEC.への接着を限害することを認めた。更

に、 rhT開の投与も抗体同様に、細胞接着告阻害したが、 hT悶 -1の 32と35残基語つのシ兄テイン告セザンに置換してそ

の潔元活性を消失させた変異体l孟、細胞接着を限害Lなかった。以上の結巣から、 PMN.のHUVECsへの後者には細胞膜

上 hT盟-1が関与していることと、その活性部位にある Cysが重重要な働きをしていることが示唆された。

本研究において、血管内皮細胞膜色の T間 -1I主、 Cys残基によるレドックス制御を介した炎搭応答に関わる重要な標的分

子であるととが示され、炎症に対する新しい治療標的分子になる己とが期待される。

論文審査の結泉の裏留

チオレドキシン (T盟〕は還元酵素活性を有する分子量 12kDの蛋白質である。ヒト T盟は成人 T細胞白血病由来因子と

してクローニングされ、細胞外に放出される事が知られている。また、 T臨欠損マウスは給生致死である事などから、生塑

的にも重要な分子であると考えられる。

本研究は Trxの血管内皮紹胞に対する生理機能を調べ品目的で、 T眠の基質結合総長維持するが解離せず、還元活性も失
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コた変異体 (T悶 巴C35S)告用いて解析を行った。

Trx-C35S は活性化 Jurkat細胞膜へ結合し脂質ラフトを経由 Lて細胞内へ移行する率、iE常な瞬帯静脈内皮細胞

(HUVEC)でも細胞膜へ結合して細胞内へ移行する事が示された。又、 Trx心35SはHUVEC締胞日膜上のT盟を標的分子

のーっとする害事をウエスタンプ口ットで示した。一方、 HUVEC細胞膜上には T問が発現する事をフ口ーサイトメトワーで

示し、その一部が脂質ラ 7 トに存在する事も示した白更に、 LPS刺激したヒト白血球 (PMN)はHUVECIこ接着するが、

抗ヒト T田抗体やT眠蛋白は接着を阻害し、 b玄の還元活性を消失させた変異体lま接着を阻害しなかったロ

以との結楽から、活性化ザンパ球や血管内皮細胞の細胞鎮 tには締胞外T臨の機的分子群が存在し T問自身もそれら 11:含

まれる事、血管内皮細胞膜上の Trxが炎症の場での PMNとHUVECの接着に関与する可能性を示した。

本研究は、総胞膜 Trx及びチオール基を介した炎症時の白血球遊走過程におけるレドックス制御機構の関与を明らかにす

るとともに、炎症の新たな治療標的となる分下機構の研究iこ寄与するところが多いロ

したがって、本論文は、博士〈医学〉の学位論文として価値あるものと認める。

なお、本学校授与申請者は、平成 1語年時月 12日実施の論文内務とそれに関連した試問を受け、合格と認められたものゼ

ある。




