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論　　文　　の　　要　　旨

　血圧の調節に重要な酵素であるレニンはヨ他の多くのペプチドホルモンの例と同様に細胞内でま

ず不活性型の前駆体（プロレニン）として合成される。これが細胞内移行の過程で、前駆体中に存

在する塩基性アミノ酸対（Lys－Arg）の部位で切断されることにより冒N末端プロペプチドが除去

され（プロセシング）、活性型レニンとなる。生成した活性型レニンは分泌穎粒中に貯留され冒外部

刺激に応じて細胞外に放出される（調節性分泌経路）。このような前駆体のプロセシングや細胞内貯

留はホルモンによる種々の生体調節にとって非常に重要な段階であるがその機構はほとんど明らか

にされていない。そこで本論文では、前駆体のプロセシングと分泌の機構を明らかにするためにヲ

プロレニンをモデルとして用い雪cDNAめ改変による種々の変異体を作成して細胞で発現させるこ

とにより、その分泌とプロセシングを解析した。

　（1）前駆体のプロセシングと分泌穎粒への貯留との関係について明らかにするためにヨプロレニ

ンのプロセシング部位に存在する塩基性アミノ酸対をLya－ArgからLys－Ghに改変した変異プロ

レニンcDNAを作成した。これをラ外来遺伝子の導入により発現された様々なホルモン前駆体をプロ

セシングして分泌穎粒中に貯留することが知られている害マウス下垂体由来AtT－20細胞で発現さ

せた。培養上清中のレニン活性の測定及びSDS－PAGEによる解析の結果から事野生型プロレニンで

は約30％がプロセシングされて成熟レニ．ンとして分泌されていた。一方事Lys－G1む変異体は全くプ

ロセシングされず、プロレニンのみが分泌されていることが示された。更にヨ分泌穎粒の放出促進

剤である8－BザcAMPの影響を検討した結果ラ変異型プロレニンはプロセシングされないにもか
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かわらず、分泌穎粒への移送は行われていることが示された。以上の結果より雪AtT－20細胞にお

いて雪ホルモン前駆体のプロセシングと分泌穎粒への移送1貯蓄は必ずしも共役した現象ではない

ことが明らかとなった。

　（2）プロセシング部位のアミノ酸配列がプロセシングの効率に及ぼす影響を調べるために事ヒ

ト呂プロレニンのプロセシング部位（Lys－Arg）をArg－Arg雪Arg－LysヨLys－Lysに改変して

AtT－20細胞で発現させたところ里Arg－Arg変異体は野生型のおよそ半分の効率でプロセシング

され、他の変異体は全くプロセシングされ菅かった。また菅プロセシング部位の配列がLys－Lsyで

ある野生型ラット1プロレニンは全くプロセシングされなかったが雪そのLys－Arg変異体は効率よ

くプロセシングされた。この結果は争AtT－20細胞におけるプロセシングにはヨ塩基性アミノ酸対

のC末端側のArg残基の存在が必須であることを示唆していた。また雪プロセシング部位のLys－

Argの直後がSer残基であるマウス顎下腺型プロレニン（Re双2）はプロセシングされたがラこの部位

がProであるマウス腎臓型プロレニン（Ren1）は全くプロセシングされなかった。更にヨこのProと

Serを互いに置換した変異体ではプロセシングの傾向が完全に入れ換わった。この結果より曾AtT－

20細胞ではArg－Pm結合はプロセシングされないことが明らかとなった。

　（3）プロペプチドのレニン分泌における機能を明らかにするために里ヒト1プロレニンのプロペ

プチド領域を完全に欠失した変異cDNAを作製した。これをAtT－20細胞及び調節性分泌経路を持

たないCH○細胞に導入した結果雪両細胞において分泌量の著しい減少が認められた。また事ノーザ

ンブロット解体により里分泌量の減少が転写レベルでの減少に由来するものではないことが確かめ

られた。更に曾8－BrcAMPの影響を検討した結果事プロペプチド欠失変異体の場合にも，この薬

剤による分泌の促進が認められたことからヨ分泌穎粒への移送1貯留の効率にはプロペプチドは関

与していないことが明らかとなった。以上の結果より雪ヒト1プロレニンのプロペプチドはヨ分泌

の過程において重要な機能を担っているものの事レニンを分泌穎粒に貯留するための移送シグナル

としては機能しないことが明らかとなった。

　（4）増殖因子吾血液凝固系プロテアーゼ菅ウイルス1エンベロープタンパク質などの前駆体のプ

ロセシング部位にはラ多くの場合ヨ塩基性アミノ酸対に加えてラ更に切断部位の上流4番目の位置

にもArg残基が存在する（Arg－X－Lys／Arg－Arg）ことに着目して、マウス1プロレニンの切断

部位上流4番目の位置にArg残基を導入した変異cDNAを作製した。これを争構成的分泌経路しか持

たずヨ本来プロレニンをプロセシングしないCH○細胞にて発現させたところヨこの細胞でもプロセ

シングされるようになった。そこでラこの構成的分泌経路におけるプロセシングとAtT－20細胞の

調節性分泌経路におけるプロセシングとの性質を比較するために里小胞体一ゴルジ装置間の分泌阻

害剤であるBrefe1dinA芽弱塩基であるクロロキンラ微小管の重合阻害剤であるコルヒチンヨCa＋＋イ

オノフォアA23187による細胞内Caキ十の欠乏、及びαrプロテア・一ゼ1インヒビターPittsb汀rgh型

ミュータントがこれらのプロセシングに与える影響を検討した。その結果，構成的分泌経路には、

従来から着目されてきた調節性分泌経路におけるプロセシングとは異なるプロセシング機構が存在

し，プロセシング部位にArg－X－Lys／Arg－Argの配列を持つ前駆体はヲこの機構によってプロセ
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シングされることが示唆された。

審　　査　　の　　要　　旨

　ペプチドホルモンは冒生体の恒常性維持や種々の生理機能の調節に中心的役割を果たしている。

したがってヨその不活性前駆体のプロセシングは雪ホルモンによる生体調節にとって最も重要な段

階の一つであると考えられる。プロセシング機構の解明やこれに関与するプロテアーゼの単離1同

定は事これまで多くの研究者らによって試みられてきたが雪ほとんど進展がみられていない。この

ような状況において雪遺伝子工学的手法を駆便することにより雪前駆体のプロセシングと分泌穎粒

への移送との関係事プロセシング酵素の基質特異性，及びプロペプチドの分泌過程における役割を

明らかにしたことはラ今後の前駆体プロセシングの研究の発展に意味あることと思われる。またヲ

これまで個別の分野で研究されてきたためにその関係が不明確であった事調節性分泌経路における

塩基性アミノ酸対部位ではプロセシングと、構成的分泌経路におけるArg－X－Lys／Arg－Arg部位

でのプロセシングの性質の違いを明確にしたことは特筆に値する成果であると思われる。

　よってラ筆者は博士（学術）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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