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翰 文 内 容 の 要 旨

チオレドキシン(TRX)紘,細胞内のチオール還元系を構成するレドックス (酸化還元)制御蛋白で,酸化ストレスを含

む各種のストレスで発現誘導され酸化ストレス･細胞組織障害深護作用を示す｡細胞内や核内のTRX標的分子には,ホル

モンレセプターやNF-xB,AP-1などの転写因子が報告されこれらのTRXによるレドックス制御が注目されているo

抗癌剤耐性や放射線感受性に関与する癌抑制遺伝子p53は5つのシステイン残基の酸化還元がそのDNA結合能を制御

し, DNA修復酵素で核内レドックス制御因子であるRedoxfactor-1 (Ref-1) がp53を活性化させるとの報告もC.

Priveらのグループより最近なされた｡申請者は,p53がTRX標的分子の一員としてレドックス制御を受けるとの夜説の

基にTRXとReト1のp53の活性化に対する作用を解析し以下の結果を得た｡

(1)TRXによるinvitrop53DNA結合能増強

p53のゲルシフトアッセイを用いた配列特異的DNA結合部位への結合能は,TRX単独で増強されることを証明した｡

TRXが刺激誘導的に核内へ移行しReト1と結合するとの共同研究者らの知見を基に,TRXがReト1によるp53のDNA

結合能を更に先進することを確認しRef-1依存性および非依存性にp53のDNA結合能を増強させることを証明した｡

(2)大腸癌細胞株におけるTRXによるp53依存性p21活性化促進

TRX/Ref-1系のp53への効果を調べるため,wildtypep53を持たない大腸癌細胞株WiDrを用い,p21プロモーター

上のp53responsiveelementを組み込んだレポーター遺伝子,p53発現ベクター,TRX発現ベクタ-を同時に遺伝子導入

し,ルシフェラーゼアッセイにより検討したoその結果p53とp21プロモーター上のp53結合部位の結合がTRXで増強

されることが明らかとなった.TRXとRef-1遺伝子を同時に導入すると単独群に比べ,相加的にp53DNA結合能を増強

することも確認したoTRXの活性中心である32番と35番システイン残基をともにセリン残基に組み替えた変異型TRX

(mTRX)発現ベクターを高発現させるとTRX及びRef11によるp53特異的DNA結合能の増強が抑制されることも証明

した｡

以上の知見を蛋白レベルで確認するだめ,TRX･Reト1のWiDr細胞への遺伝子導入によるp21蛋白発現調節を蛋白レ

ベルで確認するとTRXまたはRef-1導入で著明な増強効果を認めたO

(3)乳癌細胞株における抗癌剤シスプラチナム (CDDP)のTRX依存性p53活性化への関与

癌細胞におけるTRX過剰発現と抗癌剤耐性の関係が共同研究者や他の研究者より指摘されているO そこでTRX依存性

p53活性化が抗癌剤耐性機構にも関与するとの仮説を構築し,CDDP刺激によるTRX依存性p53活性化について解析し

た｡wild･typep53を持っ乳癌細胞株MCF-了でCDDP刺激によるp53依存性のp21転写活性増強反応が,mTRXの導入

により抑制されることを証明した｡これにより,抗癌剤CDDP耐性機構にTRX依存性p53活性化が関与することが示され

た ｡
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以上よりTRXは,p53依存性p21転写活性を調節することにより細胞周期のG1期停止に関わり,抗癌剤や放射線感受

性に影響する可能性が示唆されたo p53が核内TRX標的分子の一員であり,p53/TRX相互作用の制御が臨沫応用へ一助

となる可能性が示唆されたO

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

酸化ストレスで発現誘導され,チオ-ル依存性に還元活性により細胞障害保護作用を示すチオレドキン(TR支)紘,細胞

核内のDNA修復酵素で核内レドックス制御因子であるReト1とともに,NF満B,AP-1などの転写活性を増強することが

報告されている｡酸化ストレスによるDNA損傷でひきおこされるGl停止や細胞死の誘導に関わるp53のシステイン残基

の酸化還元状態が,TRXにより制御されるかという仮説をたて,p53の活性化に対する作用を解析した｡

本研究により

1)TRXは,wildtypep53の塩基配列特異的DNA結合能を有意に増強させた｡

2)TRXとReト1は,p53依存性のp21発現誘導を増強した｡

3)CDDP刺激によりTRXは,細胞質から核に移行した｡

4)実際に,酸化ストレスによるp53依存性p21転写活性化にTRXが必要である可能性が示唆された｡

これらの知見からTRXは,p53依存性p21転写活性化を増強させ細胞組織障害の保護作用に関わる可能性が考えられ

た｡

以上の研究は,p53依存性p21活性化機構におけるTRXの新たな機能の解明に貢献し,癌治療の発展に寄与するところ

が多い｡

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,本学位授与申請者は,平成12年2月3日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ4

る｡

一608-


