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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　動物が精神的あるいは身体的ストレスを受けると細胞内環境が変化し，タンパク質の合成過程に影響を与えることにより

変性タンパク質が増加する。分子シャペロンと呼ばれるストレスタンパク質はこれら変性タンパク質の修復をおこなうもの

である。修復には複数のストレスタンパク質が関与しており，細胞質ストレス応答系・小胞体ストレス応答系の２つが知ら

れる。

　両者ともにタンパク質合成の際に正しい立体構造を持った成熟タンパク質の形成に関与するものであり，変性したタンパ

ク質を正常なものに戻し生体の恒常匪を維持する役割を持っているが，後者では特に小胞体中で合成される糖鎖結合の分泌

タンパク質や膜タンパク質などの重要なタンパク質の修復に関与するものである。代表的な小胞体ストレスタンパク質とし

てimmunoglobulin heavy - chain binding protein (BiP), calreticulin (Crt), protein disulfide isomerase　（ＰＤＩ）が知られて

いる。本研究ではニホンザルにおける小胞体ストレスタンパク質に関して以下のことを明らかにした。

　1 ) BiP, Crt, PDIのｃＤＮＡクローニングをおこないそれぞれ1965bp, 1254bp, 1533bpの全塩基配列を決定した。こ

れらの構造上の特徴や分子進化の過程を明らかにするとともに，ノーザン分析によって遺伝子発現を調べた。 ＢｉＰは腎臓，

副腎，肝臓で比較的多く発現し，ＰＤＩは肝臓，副腎，腎臓と腸で発現していた。 Ｃｒtは組織全般に均等に発現する傾向にあ

り，それぞれ発現の組織特異性が異なることからサル類におけるストレス応答系の多楡匪が示唆された。

　２）ニホンザルＣｒtタンパク質定量のためＥＬＩＳＡ系を初めて確立した。標準ＣｒtとしてニホンザルＣｒt-ｃＤＮＡを大腸

菌および酵母で発現させ，リコンビナントタンパク質を調製した。サンドイッチ法を用いたＥＬＩＳＡ系を開発し，10 ng/ml

以下のＣｒtでも検出可能となった。各種疾患ニホンザルの血中Ｃｒt濃度を測定したところ肺炎，下痢などの症状が見られる

サルで高い値となることが明らかとなり，疾病診断など臨床応用の可能性が示唆された。

　３）このＥＬＩＳＡ測定系を用いて新生児・若年・成体ニホンザルの各組織におけるＣｒtタンパク質の発現分布を調べた。

大脳皮質の各領域では新生児で低い値を示し発達に伴い増加する傾向が見られた。また他の組織では新生児の心臓や肺，肝

臓で若年個体や成体に比べて高いＣｒt量が見られた。これらはいずれも発達に伴う組織における糖タンパク質の生合成の増

減と相関していると考えられた。

　以上，本研究では小胞体ストレスタンパク質BiP, Crt, PDIの構造と遺伝子の組織発現についてサル類で初めて明らか

にした。さらにＣｒtではタンパク質定量のために標準物質となる組み換えタンパク質発現系を構築し，ＥＬＩＳＡ測定系の確

立に成功した。これを用いてニホンザルで血中Ｃｒt測定による臨床応用の可能性を示すとともに，脳などの組織発現分布と

発達過程での変化についての基礎データを得た。 Ｃｒt-ＥＬＩＳＡ系の確立と発達に伴う組織発現解析は霊長類以外の動物も含

めて本研究が初めての報告である。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　生体細胞には遺伝子情報にもとづき合成された種々のタンパク質が正常な高次構造をとるために，介添え機能をもつ分子

シャペロンと呼ばれる一連のタンパク質が存在する。これらはまた，ストレスによる細胞内環境の変化で増えてくる変性夕

ンパク質の修復にあたることからストレスタンパク質とも呼ばれる。ストレスタンパク質には細胞内での働く場所の違いに

より，細胞質系と小胞体系が知られている。小胞体系は特に糖タンパク質の構造修復に重要である。申請者はニホンザルを

対象に代表的な小胞体系ストレスタンパク質であるimmunoglobulin heavy －chain binding protein (BiP), calreticulin

(Crt), protein disulfideisomearse　（ＰＤＩ）の遺伝子クローニング，分子進化解析，遺伝子発現解析を進めるとともに, Crt

についてＥＬＩＳＡ測定系を確立し臨床応用の可能性を検討した。さらに脳を含む各組織の発達過程における発現変化の解析

を進めた。

　第１章では，ニホンザルでBiP, Crt PDIのｃＤＮＡクローニングと塩基配列決定，それぞれの分子進化解析，ノーザン

分析による遺伝子発現解析をおこなった。これらはヒト以外の霊長類で初めておこなわれた研究であり，ストレスタンパク

質により構造の保存性が異なること，このことは修復対象となるタンパク質の認識部位の大きさと相関すること，組織にお

ける遺伝子発現はストレスタンパク質によりパターンが異なること，このことからストレス応答系の多楡匪が示唆されるこ

となどを明らかにした。これらの成果はサル類で初めて小胞体ストレスタンパク質の分子的解析をおこなった研究として価

値あるものである。

　第２章では, Crtに着目し，そのＥＬＩＳＡによる測定系の開発と臨床応用の可能性を検討した。高感度なＥＬＩＳＡ法の確

立のためにいくっかの抗体の組み合わせの詳細な検討を進め，最終的にlOng/ml以下のＣｒt量の定量を可能にした。この

ＥＬＩＳＡ法を用いて種々の疾患サルの血液内Ｃｒt濃度の測定をおこない，いくっかの個体で顕著に高い濃度を観察した。本

論文で申請者の確立したＥＬＩＳＡ法は他の動物種でも未だ開発されておらず，組織や細胞レペルでの研究以外に，ストレス

評価や臨床応用など広範な利用が可能となると考えられ，価値ある成果であると評価できる。特に実際に疾患サルにおいて

血中Ｃｒt濃度が高いことを検出できたことは臨床応用が十分期待できることを示している。さらにＥＬＩＳＡに使う標準ニホ

ンザルＣｒtを遺伝子工学的に得たこと乱生体組織にたよらない調製を可能にした点が評価できる。

　第３章では，ニホンザルの各組織で生後の発達過程でのＣｒtの発現量の変化を調べた。大脳皮質では灰白質に多く分布し

ていること，各大脳皮質領野で新生児から若年個体や成体に至る過程で発現量が有意に増加すること，肝臓や肺など他の主

要な組織では逆に減少することを明らかにした。これらの組織での変化と小胞体で合成される糖タンパク質との相関につい

て議論した。この研究で申請者が開発したＥＬＩＳＡ法を用いてニホンザル組織全般でのＣｒtの発現変化を明らかにしたこと

は，他動物でもなされていない解析であり, Crtの組織発現に関する基礎的知見として価値あるものと考えられる。

　以上，本申請論文はストレスタンパク質の遺伝子クローニングをニホンザルで進め，３種類のタンパク質の構造解析など

で成果を得ているとともにＣｒtのＥＬＩＳＡ測定系を国際的にも初めて開発し血液を用いる臨床応用の可能性や, Crtの組

織での発現，発達過程での変化などを明らかにしている。これらの成果はサル類での初めての知見である他，ストレスタン

パク質の分野でも高く評価できるものである。よって，本論文は博士（理学）の学位論文として価値あるものと認める。ま

た，論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果，合格と認めた。
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