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論　　文　　の　　要　　旨

　腎臓から血申に分泌される酵素レニンは，血圧調節に重要な役割を演じている。レニンの主な

産出場所は腎臓の傍糸球体細胞（JGC　Ce11）で王生合成された後，血中に放出される。ヒトレ

ニンはペプスタチンーアフィニティークロマトグラフィーを導入して，ブタ腎臓から精製に成功

してから，この手法を用いてヒトを含む数種の腎レニンが精製された。微量のため，構造の解析

が不可能であったレニンは遺伝子工学的手法の導入によってマウス・レニンとヒト。レニンの全

塩基配列とアミノ酸配列が決定された。ヒトレニンのプロセシングの過程は，遺伝子工学的に決

定されたアミノ酸配列より推定されているが，その詳細，真偽は不明である。そして，純化した

ヒトレニンの分子量はゲル濾過法では40，000～43，OOO，SDS電気泳動法では36，OOO－40，000で

あるが，この活性型レニン以外に活性を持たない分子量50，000～58，000の不浄性型レニンの存在

も知られている。この不活性型レニンは，特にヒトの血中では総レニン量の7～8割を占めてい

る。このトリプシンによって活性化し得る不活性型レニンは生合成の前駆体であるブロレニンな

のか，あるいは役目を終えたレニンが不瀞性化された代謝産物なのかは不明である。現在，この

不活性型レニンの実体の解明，及びレニンが腎臓で生合成されてから血中に分泌されるまでの機

序の解明は，レニンの基礎的研究においては不可欠である。そこで本論文では，無細胞タンパク

一74一



質合成系，ラジオシークエンス，ヒトレニンプロフラグメントの部分特異的抗体を駆使して，ヒ

トレニンのプロセシングに関して検討を行った。また，血申の不活性レニンの実体を明らかにす

るために，プロフラグメントの部分特異的抗体をリガンドとする免疫親和性カラムを用いて，ヒ

ト血中から不活性型レニン（プロレニン）の精製を行った。

　第I章では，レニン産生腫瘍から調製したポリ（A寺）脳Aを用い，無細胞タンパク質合成

系でとトレニン前駆体の生合成と糖の付加，加水分解酵素によるプロセシングなどを含む翻訳後

修飾に関して検討を行った。調製したポリ（A＋）酬Aを用いて小胞体膜の存在，非存在下で

ウサギ網状赤血球ライセートの無細胞タンパク質を合成し，SDS一ポリアクリルアミドゲル電

気泳動を行った後，35S標識されたレニンの前駆体をフルオログラフティーで分析した。その

結果，レニンはまず，Mr＝45，000として生合成され，小胞体で糖鎖が結合しMr＝47，O00にな

ることが分った。タンパク質に糖鎖の付加を阻害する抗生物質であるツニカマイシンの存在下で

は，小胞体膜を通過したレニンの分子量は43，000であるので，糖鎖の分子量は4，OOOと推定され

る。ヒトレニンは小胞体膜を通過する際，アミノ末端からアミノ酸20個のシグナルペプチドが

切断されてプロレニンとなると推定された。しかし，シグナルペプチダーゼによって切断される

場所を明確にするために，小胞体膜の存在下でタンパク質の合成を行い，HPLC，あるいは

SDS－PAGEにより35Sと3Hで標識されたプロレニンを精製し，ラジオシークエンス法より，

シグナルペプチドとプロフラグメントは，各々アミノ酸23個，43個から構成されることが判明

した。これらの翻訳後修飾を生細胞で検討するために，アフリカツメガエルの卵母細胞を使っ

て搬NAを注入する技術（㎜icm－injecti㎝techni叩e）によって細胞内に注入し，合成されたタ

ンパク質の修飾を調べた。その結果，磁e伽搬中に分子量47，OOOのプロレニンが，検出された。

ツニカマイシンの存在下では分子量が，43，OOOになることから，糖鎖の分子量は約4，000である

ことが明らかになった。そしてラ糖鎖を持っていないMr＝43，O00のプロレニンをトリプシン

で処理した時，分子量は，36，OOOに変化した。これは糖鎖を持っていない活性型レニンと考え

られる。これらの結果からレニンが生合成されてから分泌されるまでに至る各段階での分子量と

修飾を受ける細胞内での場所が明らかになった。しかし，ヒト血中の不活一性型レニンの性状につい

ては不明の点が多いため，プロ部分特異的抗体を用い，不活性型レニンの同定を行った。まず，

レニン前駆体のプロ部分の46個のアミノ酸の全領域をカバーするように4種類のペプチドを合成

しN末端寄りのものから順にPro1，Pro2A，Pro2B，Pro3と名づけた。これらのペプ

チドをKLH（Keyho1e　Li理et　He搬ocyanin）にカップリングさせ，ウサギに免疫し，抗体を作

成した。抗体はいずれも腎の傍糸球体細胞を特異的に染色することから実際にレニン前駆体と

反応することが確かめられた。血中の不活性型レニンのトリプシンによる活性化はPro1抗

体，Pm2A抗体，Pro2B抗体によっては何ら影響されなかったが，Pro3抗体により完全

におさえられた。また，それぞれの抗体をリガンドとして作成した免疫親和性カラムのクロマト

グラフィーによってもPro3の抗体の親和性ゲルのみプロレニンと結合したので，血申の不活
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性型レニンは短かいプロフラグメントを持つレニンの前駆体であるという結果を得た。しかし，

レニンは生合成後，小胞体膜を通過する際シグナルペプチドが切断され分子量が47，O00のプロレ

ニンになるが，血中のプロレニンはプロフラグメントの一部しか持っていないため，小胞体膜を

通過し，Go1gi体で修飾を受け，分泌穎粒になるまでプロ部分の大部分が切断されると考えられ

る。そこで，ヒト腎臓の連続切片を作成し，プロ部分特異的抗体を用いて免疫組織染色を行った。

原穎粒（Proto　gra㎜1e）はPro2A抗体とPro3抗体によって特異的に染色されるが，Proユ

の抗体に対する染色は検出されなかった。Pm1の配列は穎粒球形成過程に入る直前にGo1gi体

で切断されると考えられる。また，中聞穎粒（i耐emediate　gra㎜1e）では，Pro3の抗体によっ

てのみ染色されるのでPro2Aの配列は穎粒球形成の最初の段階で切断される。そして，成熟

穎粒（㎜ぬre　gra㎜1e）ではPro3の抗体による染色はみられず，レニンの抗体による染色しか

検出されなかった。これらのことから，Pro3の配列は穎粒球形成過程の申問段階で切断され

ると考えられる。以上の研究結果から，ヒト血申のプロレニンは穎粒球形成過程の中聞段階のも

のが血申に分泌されると考えられるので，細胞からレニンが血中に放出される機構には活性型レ

ニンの分泌経路（成熟穎粒球のエキサイトーシスによる）と不活性型レニンの分泌経路（申間穎

粒数のエキソサイトーシスによる）との2つの機構が存在すると考えられる。

　第U章では，ヒト血申のプロレニンがプロフラグメント特異的抗体であるPぎo3の抗体と反

応することを利用して，ヒト血中のプロレニンの精製を行った。血申のプロレニンは精製の段階

でしばしば活性化されることから，完全精製は困難とされるため，血申のプロレニンの同定と性

状はいまだに明らかではない。そこで，Pro3抗体の免疫親和性クロマトグラフィーを含んだ

精製法を利用して，血中のプロレニンの精製を行った。まず，イオン交換クロマトグラフィー，

ゲル濾過法，そして，Affi－Ge川ue　Sepharoseカラムクロマトグラフィーによって，活性型レ

ニンと不活性型レニンを分離し，Prc3抗体をリガンドとする免疫親和性クロマトグラフィー

を行った。その後，分取用服LCカラムを用いたゲル濾過法によって純粋なプロレニンを得る

ことができた。この方法により，460，OOO倍の精製倍率まであげることができた。この方法によ

り血中から簡単にプロレニンの精製ができ，今後プロレニンの性状が明らかにされるだろう。

審　　査　　の　　要　　旨

　本論文は，ヒトレニン前駆体のプロセシングの過程を無細胞タンパク質合成系，ラジオシーク

エンス，レニンプログラフメントの部分特異的抗体を駆使して調べたものである。ヒトの血液中

には活性型レニンと不活性型レニンが存在するが，この不活性型レニンの性状は明らかではな

かった。それゆえに，この，不活性型レニンの実体の解明，及びレニン腎臓で生合成されてから

血申に分泌されるまでの機序の解明は，レニンの基礎研究において不可欠である。その意味で本
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研究でレニン前駆体のプロセシングの解明と不活’性型レニンの性質を明らかにしたことは高く評

価される。不活性型レニンはある病的状態で量の変化が知られており，または，腎以外の紐織で

も存在が知られているので，本研究は，今後のレニンの研究の基礎的な研究にも役1、フ1つものであ

る。

　よって，著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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