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論文の内容の要旨

生理活性ペプチドは、 DNAにコードされた遺伝情報に基づいてそのmRNAが転写・翻訳された後、まず

活性を持たない前駆体タンパク質として生合成される。その後、様々なプロセシング酵素によって切断され

て成熟体となり機能を発揮し、種々のプロテアーゼにより分解・不活化される。このような生理活性ペプチ

ドの生合成や代謝過程においては伺時に多くの断片化ペプチドが生じる。向様に、機能タンパク質の生合成

や代謝過程においても多数の断片化ペプチドが生じることが知られているが、これら断片は長らく単なる代

謝産物で生物活性を持たないと考えられてきた。しかし、最近著者は、これらの中に高い好中球刺激活性を

もっペプチドが多数存在することを見出し、このようなタンパク質の構造に隠された生理活性ペプチドを「ク

リプタイドjと命名した。

好中球は自然免疫に関わる白血球の一種で、微生物感染や組織障害により炎症が起きると直ちに血流から

その部位に浸潤し、殺菌作用を持つ活性酸素や種々の物質に対する分解酵素を産生するとともに、食食作用

を示すことで微生物や細胞由来毒素を除去する。この好中球浸潤を惹起する因子としては、インターロイキ

ン8などのケモカインやC5aなどの捕体由来成分が知られている。しかし、これら既知因子では炎症初期の

極めて迅速な好中球の浸潤は説明ができず、その制御機序は不明のままである。そこで著者は好中球の炎症

初期の調節機構の解明を目的とし、未知の好中球活性化因子の同定を試みた。

著者は、まず第一に好中球様に分化した HL-60細胞からの βヘキソサミニダーゼ分泌活性を指標に、ブ

タ心臓より各種クロマトグラフイー(イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー、各種

HPLC)を駆使して好中球活性化因子の探索を試み、新規活性化因子の単離・伺定に成功した。そしてその

因子のアミノ酸配列をタンパク質データベース SwissProtで検索したところ、チトクローム cオキシダーゼ

ザフ守ユニット珊のC末端23残基と一致することが明らかとなった。このように今回同定したペプチドはミ

トコンドリアタンパク質由来の 1番目のクリプタイドであることから mitocryptide-1(MCT・1)と命名した。

次に著者はMCT-1について好中球細胞における機能解析を行った。その結果、 MCT・1は好中球様に分化し

たE江・60細胞においてバクテリアタンパク質由来の N末端ホjレミル化ペプチド品1LFと同様、濃度依存的に
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s-ヘキソサミニダーゼ分泌を促進するとともに細胞遊走も惹起することが明らかになった。以上の結果から、

MCT-lは好中球活性化作用を持ったクリプタイドであることが示された。さらにその精製過程において

MCT-l以外の多数の好中球活性化ペプチドの存在が示されたことから、好中球の生体防御機構を解明する

ためにはこれら未知因子の同定が不可欠であることが明らかとなった。

著者は、さらに好中球活性化ペプチドの精製を試み、新しい好中球活性化ペプチドの同定に成功した。そ

して、その一次構造がミトコンドリアチトクローム c(68-85)の配列と一致したことから、本新規好中球活

性化ペプチドを mitocryptide-CYC(MCT-CYC) と命名した。また、そのヒトホモログの好中球様に分化した

HL-60細胞からの βヘキソサミニダーゼ分泌活性における構造活性相関を検討した結果、チトクローム cの

C末端由来のペプチドが好中球を活性化すること、その中でもチトクローム c(70-85)が最も高い活性を持っ

ていることが示された。近年、チトクローム cはアポトーシス機構に関与していることが報告されており、

本研究結果を考え合わせると、 MCT-CYCをはじめとするチトクローム c由来クリプタイドがアポトーシス

後の死細胞を好中球に処理させる情報伝達物質として機能している可能性が提起された。

審査の結果の要旨

本研究より見出された知見は、ミトコンドリアタンパク質チトクローム cオキシダーゼサブユニットVIll

より産生された MCT・1が好中球を効率的かつ低濃度で活性化することを発見したこと、また MCT-CYCをは

じめとするチトクローム c由来クリプタイドが好中球を活性化することを初めて明らかにしたことである c

最近、著者らはバイオインフォマティックス的手法を用いて生理活性ペプチドを予測・同定する新しい手法

を報告しており、既に 50種類以上の新規好中球活性化ペプチドを再定しているが、その中にチトクローム

c (70時85)が含まれていたc 本研究において、その類縁体である MCT-CYCが実際にブタ心臓より精製され、

その存在が示されたことから、著者の新しい手法が多くの好中球活性化ペプチドを鰐羅的に同定するための

有力な方法となることが明らかとなった。以上のように、著者は新規好中球活性化ペプチド MCT-l、MCT-

CYCの発見により、好中球の関わる炎症発症機構の解明やその治療法の確立に役立つ知見を開拓したと判断

される。

平成 24年 1月24日、学位論文審査委員会において、審査員全員の出席のもとに論文の審査及び最終試験

を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員

によって合格と判定された。

よって、著者は博士(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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