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抄録 

 

背景：皮膚に長波長の紫外線（UVA）を照射した際には DNA障害のみならず細

胞内の活性酸素（ROS)レベルが増加し、脂質やたんぱく質、核酸に障害を与

え、アポトーシスが誘導される。ペルオキシレドキシンⅠ（PrxⅠ）は酸化ス

トレスに防御的役割を果たす抗酸化タンパク質ファミリーの一つである。しか

し PrxⅠの UVA刺激に対する役割は不明である。 

 

目的：我々はペルオキシレドキシンⅠノックアウトマウスから得られたマウス

胚線維芽細胞（MEF）を用いて UVA刺激による変化に対するペルオキシレドキ

シンⅠの防御的役割について検討した。 

 

方法：ペルオキシレドキシンⅠ欠損（Prx I (-/-)）MEFsと野生型（Prx I 

(+/+)）の MEFに UVAを照射し、生じたアポトーシスをフローサイトメトリ

ー、定量的リアルタイム PCR、ウェスタンブロットを用いて分析した。 

 

結果：Prx I (-/-) MEF では Prx I (+/+)MEFsと比較してアポトーシスや ROS

産生の増加がみられ、UVA処理に対する感受性の増加がみられた。また Prx I 

(-/-) MEFでは Prx I (+/+)MEF と比較してアポトーシスの増加と同様に p53の

発現も著明に増加した。一方、Bcl-2，Bcl-xL，と Nrf2の発現は Prx I (-/-) 

MEFにおいてすべて低下していた。 

UVAにより誘導された炎症反応は Prx I (-/-)MEFで上昇しており、IkB, 

TNFα,  IL-6の発現の増加もみられた。 

この結果により Prx I は、p53, IkB,  Nrf2を含むシグナル伝達を修飾する

ことによりこれらの経路に影響を与えることが示唆された。 
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結論：我々の実験結果により Prx I は ROSの集積を制御することで UVA によっ

て引き起こされる酸化傷害に対して防御的な役割を果たしていることが示唆さ

れた。UVAによって誘導されるアポトーシスや炎症のシグナルは PrxⅠによっ

て修飾されていると考えられた。
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略語 

ROS, reactive oxygen species 

Prx, Peroxiredoxin 

MEF, mouse embryo fibroblast 

Bcl-2, B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL, B-cell lymphoma-extra large 

Nrf2, NF-E2-related factor 2 

IkB, inhibitor of nuclear factor-kappa B 

TNFα, tumor necrosis factor alpha 

IL-6, Interleukin 6 

UV, ultraviolet 

PCR, polymerase chain reaction; 

Cys, cysteine 

GCLM, glutamate-cysteine ligase modifier subunit 

cisplatin, cdiamminedichloroplatinum(II) 

MSP23, macrophage stress protein 23kDa 

MTT, 3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide 

Keap1, Kelch-like ECH-associated protein 1  

HO-1, hemeoxygenase-1 

DCFH-DA, 2’7’- dichlorofluoresceindiacetate 

RIPA buffer, Radioimmunoprecipitation assay buffer 

PVDF, polyvinylidene difluoride 

PI, propidium iodide 

NFκB, nuclear factor-kappa B 
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Bax, Bcl-2–associated X protein 

PUMA, p53 up-regulated modulator of apoptosis 
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第 1 章．序論 

およそ 38億年前、地球上で初めての生命が誕生したとき、大気中には酸素が

なかったが、その後、20 億年以上昔にシアノバクテリアのような光合成を行う

生物が現れ、大気中に酸素が蓄積されていった。その後、酸素を利用することで

大きなエネルギーを得ることができるため、生物は酸素を取り込むよう進化し

た[1]。しかし一方、酸素を使うために、活性酸素という大きな問題を背負うこ

とになった。活性酸素は、好中球による殺菌や細胞内のシグナル伝達といった重

要な生命現象に関与するとともに、一方では細胞や組織に損傷を与えることに

より老化や発がんなど様々な疾患を引き起こすことが知られている[2]。 

生物が地表近くに活動圏を広げていくにつれ活性酸素による細胞障害にさら

されるのと同時に太陽光中の紫外線による細胞障害にもさらされる可能性が高

まった。紫外線は既知のヒト発がん物質である[3]。その波長により、短波長

（UVC:190-280 nm）、中波長（UVB:280-320 nm）、長波長（UVA:320-400nm)に分類

される。紫外線のうち、290nm 以下の光(UVB の一部と UVC)は、オゾン層や大気

に吸収され地上には到達しない。しかし、UVA は、ほとんどのエネルギーが地表

に到達している。また、波長により皮膚に対する透過性も異なり、そのうち UVA

は透過力が大きく、ほとんどが表皮を通過し、真皮もしくは皮下組織にまで達す

る。このように、紫外線のうち我々が日常さらされている主なものは UVA であ

り、ヒトに対する生物学的影響が大きいと考えられる[3]。 

 人間における紫外線の影響や活性酸素の影響の研究は進んでいるが、まだ解

明されていないこともたくさんある。現存する原始生命に最も近い「古細菌」に

ついての研究において新しい活性酸素の制御メカニズムが発見された。活性酸

素は正常な細胞代謝において産生されるだけでなく、過度の紫外線が当たるな

どの外来刺激の要因によって、酸素は活性酸素へと変化する。細胞内における主
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たる活性酸素の産生部位はミトコンドリア、小胞体、ぺルオキシソーム及び細胞

質である[4]。 細胞内で活性酸素が増えすぎると、それはタンパク質や DNA な

どを傷つけてしまい、有害な物質となる。これを防ぐため、生物は「抗酸化タン

パク質」を使って、体内の過剰な活性酸素を処理する抗酸化システムを発展させ

てきた。特に酸素消費量の高い組織を構成している細胞は活性酸素から身を守

る消去酵素を持つことが必須で、食細胞、赤血球、血管内皮細胞、心筋、肝臓、

腎臓、脳細胞は高い活性酸素消去能を有している[5]。 

古細菌が持つ抗酸化タンパク質のペルオキシレドキシン（以下 Prx）は活性酸

素の一つである過酸化水素を無害な水分子に変える働きを持っている。Prx は哺

乳動物では少なくとも 6 種類のアイソフォームとして存在することが分かって

いる。このような抗酸化酵素の存在が確認されるきっかけとなったのは、

Stadtmanらにより行われた glutamine synthetase に関する研究である。精製さ

れた酵母の glutamine synthetase は非常に失活しやすく、特にジチオトレイト

ール（dithiothreitol：DTT）と鉄イオンが共存すると、それによって発生する

OH-ラジカルの作用によって酸化的に分解を受けることがわかった[6]。しかし

この酵素は酵母の粗抽出液中では非常に安定なので、酸化的分解を防ぐ未知の

抗酸化物質が存在するのではないかと考えられ、25kDaの protector protein が

得られた。これがのちの Prxである[7]。1990年代に入ると哺乳動物の脳組織な

どから遺伝子が次々にクローニングされ、6種類のアイソフォームとして存在す

ることが明らかとなった。 この抗酸化タンパク質のファミリーである Prx は

種々の活性酸素 (ROS)を除去する可能性が報告されている。一般的に、カタラー

ゼやグルタチオンペルオキシダーゼは過酸化水素及び過酸化物を除去する酵素

として知られているが、近年、チオレドキシンファミリーの過酸化水素除去酵素

が発見され、チオレドキシンペルオキシダーゼと呼ばれている。 近年このファ
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ミリーに属すると考えられているこれらの分子が次々と発見され、ペルオキシ

レドキシンファミリーと呼ばれている[8]。 

抗酸化酵素の主要構成メンバーである Prxは、生体外及び生体内における

様々な刺激により触媒として活性化したシステイン残基により容易に過酸化状

態になりえる [9, 10]。最近の研究よるとペルオキシレドキシンファミリーに

はⅠからⅥまでの 6個のアイソフォームが存在し、これらは分子構造の違いか

ら次の 3つのグループに分けられる[11] (Fig.1 A)。 

 

① グループ１：Typical 2-Cys Prx;   

基本的な活性単位は二量体であり、一方の鎖上のシステインと他方の鎖の C

末端付近のシステインとの間に触媒的にジスルフィド結合が形成される。 

② グループ 2：Atypical 2-Cys Prx;    

触媒的ジスルフィド結合が分子内であり、そして還元システインが C 末端

の「典型的な」位置にない。  

③ グループ３：1-Cys Prx;   

Ｎ端末のみにシステイン残基をもち、このシステイン残基のみが活性の発

現のために必要となる。  

 

哺乳動物の Prx I からⅣは Typical 2-Cys Prx に属し、 それらのアミノ酸

配列は N-端末と C-端末のシステイン残基の周りを中心に相同性が高い。Prx 

Ⅴは atypical 2-Cys Prx に属する。Prx Ⅰ からⅣのアミノ酸配列とは相同性

が低いが、N端末のシステイン残基(Cys 47)の周りは相同性が高い。Prx Ⅵは

1-Cys Prxに属する。Prxの局在は以下の通りである［12］：  
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表１．ペルオキシレドキシンの種類と局在 

Prx 局 在 組織特異性 

Ⅰ 細胞質 肝臓、小腸、腎臓 

Ⅱ 細胞質 心臓、脳、脾臓 

Ⅲ ミトコンドリア 心臓、筋肉、腎臓 

Ⅳ リソソーム/細胞外（分泌型） 心臓、膵臓、肝臓、精巣 

Ⅴ ぺルオキシソーム/ミトコンドリア  

Ⅵ 細胞質/ミトコンドリア  

 

全ての Prxは同じ触媒機構を共有している。活性システイン (ペルオキシシ

ステイン) は過酸化物基質によりスルフェン酸に酸化される。 Prxは過酸化水

素を還元して水にする過酸化水素除去酵素である。過酸化水素を還元すること

により、自身のシステイン残基は酸化されてその活性を失うが、チオレドキシ

ンによって再還元される触媒サイクルを形成している[12]。Prxは下記の反応

により過酸化水素(H2O2)の還元後にチオレドキシン (Trx)を活用して再還元し

ている (Fig.1 Ｂ):  

 

Prx(reduced) + H2O2 → Prx(oxidized) + 2H2O 

Prx(oxidized) + Trx(reduced) → Prx(reduced) + Trx(oxidized) 

 

過酸化水素は細胞内で種々のタンパク質のシステイン残基を酸化することに

よりそのタンパク質の機能を制御し（レドックス制御）、細胞内メッセンジャ

ーとして働いている[13]。しかし一方で、ヒドロキシルラジカルなど毒性の強
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い活性酸素を生成し、細胞に酸化障害を与えるという二面性を持っている。こ

のため細胞内の過酸化水素濃度を制御することは細胞機能を維持するために非

常に重要である。Prx は細胞質に非常に豊富にあり(特に Prx Ⅰ 及びⅡ)、過

酸化水素に対する親和性が高い。Prxは細胞内の過酸化水素濃度を制御する重

要な酵素の一つである[14]。 

 

以下、各 Prxの特性について概略を説明する。 

PrxⅠは脂肪貪食の経路に重要な役割を果たす。PrxⅠ欠損マクロファージは

野生型と比較し細胞内に多くのコレステロールを蓄積し流出が少ない。PrxⅠ

は脂肪貪食の経路の調節と、酸化ストレスに対してマクロファージによるコレ

ステロールの恒常性の維持に重要な役割を果たす[15]。また PrxⅠは血管内皮

細胞の過剰な活性化と早期の動脈硬化を予防する[16]。PrxⅠ欠損マウス を用

いた実験からは PrxⅠは赤血球における抗酸化防御をつかさどり、又、悪性腫

瘍発生を抑制していることが示されている[17]。 

PrxⅡは ROS/JNK 経路の阻害を通じて黄体退行の進行を防止するのに重要な

役割を果たしている[18]。PrxⅡ欠損マウス を用いた実験より PrxⅡ欠損は、

vascular adhesion molecule-1、intercellular adhesion molecule-1および

monocyte chemotactic protein-1の発現が増加し、大動脈内膜への免疫細胞の

接着および浸潤を増加したことが観察された。 よって PrxⅡ欠損症は、アテ

ローム性動脈硬化症を発症する重篤な一因であることより、PrxⅡは血管およ

び炎症細胞におけるアテローム発生反応を阻害する特異的ペルオキシダーゼで

あり、PrxⅡの特異的活性化は、アテローム発生に対する有効な予防手段であ

ることが導き出されている[19]。 
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PrxⅢは、抗酸化機能を有するタンパク質をコードし、ミトコンドリアに局在

している[20]。 またPrxⅢはMAP3K13と相互作用することが示されている[21]。  

PrxⅢは、活性酸素種のミトコンドリアレベルの制御において主要な役割を果た

す。PrxⅢ欠損マウスは加齢とともに活動性が低下する。10 ヵ月齢で、PrxⅢ欠

損マウスの体力は、野生型よりもはるかに低く、酸化損傷の増加および骨格筋の

ミトコンドリア DNAコピー数の減少が観察された。さらに、PrxⅢ欠損マウスの

脳においてアポトーシス細胞の増加が見られた。これらの結果により PrxⅢの欠

乏が、酸化ストレスおよびミトコンドリア障害を促進し、エネルギー供給および

細胞活性を低下させることより PrxⅢが老化プロセスの阻害に関与している可

能性が示唆された[22]。 

 PrxⅣはほとんどの組織において分泌タンパク質として存在し細胞質に局在

する。PrxⅣは、転写因子 NF-κBの活性化において調節的役割を果たすことが

見出されている[23-25]。PrxⅣは PrxⅠと相互作用することが示されている

[23]。PrxⅣは疾患重症度バイオマーカーとして役立つ可能性が報告されてい

る[26]。PrxⅣは性的に成熟した精巣では、uncleaved N-terminal hydrophobic 

peptideを介して精子形成細胞の ER（小胞体）膜に固定される。PrxⅣ欠損マウ

スを作り、in vivoで PrxⅣの機能を調べた実験においては、PrxⅣを欠く精子

形成細胞が、野生型よりも酸化傷害による細胞死の影響を受けやすいことより

PrxⅣの存在が絶対必要条件ではないにしても精子形成にとって重要であるこ

とが示唆されている[27]。 

PrxⅤはヒト細胞では ミトコンドリア、ペルオキシソーム、細胞基質、お

よび核に局在し、内因性または外因性の過酸化物蓄積を阻害する細胞保護性抗



13 

 

酸化酵素であることが示されている[28]。  PrxⅤ欠損マウスに関する既報が

ないため今後の研究が待たれる。 

PrxⅥは、哺乳動物において唯一の１-Cys Prx であるが[29]、2つの異なる

活性部位を有する二官能性酵素であり、細胞の酸化還元調節に関与する[30]。

PrxⅥは過酸化水素、短鎖有機脂肪酸、およびリン脂質ヒドロペルオキシドを

減少させることができ、PrxⅥはリン脂質代謝の調節ならびに酸化傷害に対す

る保護において重要な役割を果たす可能性が示唆されている[31]。PrxⅥ欠損

マウスが、グルコース依存性インスリン分泌の低下およびインスリン抵抗性の

増加の両方によって引き起こされる 2型糖尿病の初期と同様の表現型を示した

ことより PrxⅥが 2型糖尿病のグルコース代謝における重要な調節因子である

ことが示唆された[32]。 

 近年 2-Cys Prx に分子シャペロンとしての新たな機能が発見された。酸化

ストレスや熱ストレスにより、通常の低分子量タイプのペルオキシレドキシン

が構造変化を起こし、高分子複合体を形成する。この高分子複合体は分子シャ

ペロンとしての機能を持ち、ストレスによって障害を受けたタンパク質の排

除、修復に関与する[13, 33]。 

MSP23 (マクロファージストレスタンパク質 23kDa) と命名されたマウス Prx

Ⅰは我々のグループにより腹腔マクロファージから酸化ストレス誘導性タンパ

ク質としてクローン化された[34]。これまでの研究によりペルオキシレドキシ

ン(Prx)は H2O2のような過酸化物を除去することにより細胞を酸化障害から保

護したり、ラジカル反応を停止するような抗酸化物の重要なファミリータンパ

ク質であることが判明した[35-37]。PrxⅠは主要な細胞質 Prxであり、かつ

様々な組織において広く発現されている[38]。H2O2は細胞内のシグナル伝達分
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子であることから、Prx ペルオキシダーゼの活性は可逆的であり、効果的に不

活性化され、H2O2導入と細胞内のシグナルの伝達を可能にする[39, 40]。 

最近、ROSに関連する種々のシグナルが報告され、Prx酵素のシグナル伝達

を調節する役割が解明されている。抗がん剤のシス-ジアミンジクロロ白金

（II） (シスプラチン) （cis-diamminedichloro-platinum(II) (cisplatin))

の細胞毒性は急性腎不全を引き起こす細胞酸化性ストレスである[24, 25]。

PrxⅠ欠損マウスを使用した研究によれば、PrxⅠはシスプラチン誘導アポトー

シスに対して保護的役割を演じることが明らかにされた[41, 42]。しかしなが

ら、 UVAにより誘導された障害に対する Prx Ⅰの役割に関する研究の報告は

ない。 

皮膚障害を引きおこす主要な環境要因は紫外線（UV）の過剰放射であり、そ

れは紅斑や日焼けなどの急性反応を引き起こすが、更に長期間にわたり紫外線

にさらされると早期の皮膚老化及び皮膚癌を惹起する可能性がある。太陽光線

中の UV放射は長波長 の UVA（320 - 400 nm) と短波長の UVB（280 - 320 nm)

より構成される。UVA は UVBの約 20倍以上豊富に存在し、皮膚基底層まで浸

透する[43, 44]。皮膚の UVA曝露は細胞レベルでの活性酸素種 (ROS)を増や

し、脂質やタンパク質及び核酸を傷つけてアポトーシスに導いている[45]。最

近のある研究によれば、UVA曝露が ROSを生み出し、結果として細胞内の酸化

還元バランスの変化及びｐ53のミトコンドリアへの移行を生じることが示され

た[46]。 

今回我々はこれらの点より UVAと PrxⅠとの関連に着目し、Prx I欠損マウ

スからの胚線維芽細胞(MEFs)を用いて UVAによる損傷から細胞を守る Prx I の

役割を検討した。
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第 2 章 材料及び方法 

2.1. 細胞培養  

Prx I ホモ欠損マウス(Prx I (-/-)) (OmniBank, Lexicon 

Pharmaceuticals, Inc.)及び野生型(Prx I (+/+)) マウスは既報に記載された

通り、ジーントラッピング法を用いて製作した[38]。MEFは 13.5日 Prx I (-

/-) 及び Prx I (+/+) 胎児より既報通り製作した[39]。脳及び暗赤色 (内部) 

臓器を胎児より取り除き、残余の組織を最終的に細かく切り刻んだ。細胞は

0.25% トリプシン処理し、遠心分離法により取り出した。次にこれらの MEFを

ストレプトマイシン(100 U/mL)、ペニシリン (0.1 mg/mL)及び加熱により不活

性化された 10% FBSを含むダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)で培養した。細

胞は 37℃で 5% CO2 の加湿されたインキュベーターで培養した。MEFの継代培

養を含めて全ての実験は独立した 3回の実験により測定した。全ての動物実験

は、筑波大学動物実験委員会の承認(No.11-171) を得て行われた。 

 

2.2. UVA 照射 

MEFを PBSで洗浄し、培地は 5% FBS 及び 30 mM HEPES を含むフェノールレ

ッドを含有しない DMEM に置き換えた。次にその細胞にピーク 325nm発光波長

の FL20SBLBランプ (Toshiba, Tokyo, Japan) を用いて UVAを照射した。320 

nm 以下の波長は ATG フィルターUV-35 (Asahi Technoglass, Japan)にて遮蔽

した。UVA照射線量はラジオメーター(UVR-305 ⁄ 365; Toshiba, Tokyo, 

Japan)を用いて測定した。 

 

2.3. 細胞活性に対する MTT 分析 

細胞活性は 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
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(MTT) assay 分析で測定した。細胞は 6ウェルプレートで各ウェル当たり 1×10

５ cellsの細胞をまき、37℃で一晩培養した。UVA処理のあと、MTTを添加し、

細胞をさらに 37℃で 5 時間培養した。 540 nm の吸光度は Varioskanプレート

リーダー(Thermo Fisher Scientific. Co, Yokohama, Japan)を使用して測定

した。細胞の死滅は UVA 照射細胞の吸光度と未照射コントロール群細胞との比

により評価した。 

 

2.4. フローサイトメトリーを使用したアポトーシス分析 

Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFの UVA誘導アポトーシスは Annexin V-

FLUOS Staining Kit(Roche Diagnostic. Co, Tokyo)で処理した後、フローサ

イトメトリーで評価した。35mmディッシュ当たり 1×10５cellの細胞をまき、

10% FBS添加 DMEM中で一晩培養し、次いで 15 J/cm2の UVA照射を行い、更に 5

時間培養した。洗浄して再懸濁された細胞はマニュアルに従って fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-conjugated Annexin V antibody 及び propidium iodide 

(PI)を用いて染色した。細胞（試料当たり 2×10４個) は 488nmアルゴンレーザ

ーを備えた流動細胞計測計(FACSCalibur; Becton Dickinson Co, Tokyo)及び

CellQuest Proソフトウエアにて分析した。 

 

2.5. ROS 産生及びミトコンドリア損傷の検出 

Prx I (-/-) 及び (+/+) MEFに UVA を照射した。次に 20 μM 2’7’-

dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-DA) 及び 150 μM MitoTracker Deep Red 

を培地に添加し、細胞を 30分培養した。次いで細胞を培地と共に 5回洗浄

し、共焦点レーザ走査顕微鏡(TSC SP2, Leica Microsystems, Tokyo, Japan)

により蛍光像を得た。  
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2.6.ウェスタンブロット分析 

全細胞抽出物は、RIPA バッファー中の溶解細胞を 10分間 12,000ｇで遠心分

離した上清から得た。試料は 12.5%の SDS含有 ポリアクリルアミドゲル上で分

離した後、80V、2時間で PVDF膜上に移動した。膜はブロッキングバッファー

(5% スキムミルク Yukijirushi, Tokyo, Japan)を含むトリス緩衝生理食塩水-

Tween20 (TBS-T)中 4℃で一晩培養した。次に膜を新しいブロッキングバッファ

ー中で、1:1000に希釈した 1次抗体と共に 1時間、室温で培養した。p53、

Bcl-2、及び Bcl-xL 抗体は Cell Signaling Technology (Cell Signaling 

Technology Japan, Co, Tokyo, Japan)より購入した。Prx I及び Nrf2ポリク

ロナール抗体については以前記載したとおりである[38,47]。ペルオキシダー

ゼ結合抗マウス IgG 抗体(Sigma) または 抗ウサギ IgG抗体 (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, USA)で室温 1時間処理後洗浄したのち、ブロッ

ト中にラベル化されたバンドは ECL Plus キット(GE Healthcare Bio-Sciences 

Co., Tokyo, Japan)で検出した。膜は室温において Fuji Medical X-ray Film 

(Fuji Photo Film Co. Ltd., Tokyo, Japan)で露光した。 

 

2.7.定量的リアルタイム PCR 分析 

定量的リアルタイム PCRは既報記載通り実施した[45,48]。mRNA 発現レベル

は GAPDHをコントロールとして算出した。 

 

2.8.統計分析 

全てのデータは平均±SD として表示した。データ間の差異は Student's‐ｔ

検定 (StatView, version 5.0, Abacus Concepts, Berkeley, USA)を使用して

統計処理を行った。
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第 3 章． 結果 

3.1. Prx I 欠損 MEF における UVA 感受性の増大 

Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFに 10J/cm2 10 ,12.5 J/cm2 ,15 J/cm2 , 

17.5 J/cm2の各線量の UVAを照射し、MTT分析を使用して細胞の生存率を評価

した。細胞の生存能力の結果は図 2Aに示した。Prx I (-/-) MEFでは全ての線

量 (10 J/cm2 (P<0.05)、12.5 J/cm2 (P<0.01)、及び 15 J/cm2 (P<0.001))に対

してより感受性が高かった。  

次に、我々は UVA照射をした MEFを Annexin V 抗体と PIで染色し、Prx I

欠損 MEFの UVA感受性の増加はアポトーシスによるものかどうかを検討するた

めに、フローサイトメトリーにより分析した。Prx I (-/-) 及び (+/+) MEF の

代表的な散布図を Fig. 2B に示した。右上及び右下の四分区間(後期及び初期

アポトーシス)に存在する細胞の割合をアポトーシスインデックスとした。こ

の解析により UVA照射 Prx I (-/-) MEFは、同様に処理された Prx I (+/+) 

MEFと比較して Annexin V 陽性細胞の割合が増加していることがわかった。

Fig. 2Cは二つの細胞のタイプのアポトーシスインデックスを示す。15 J/cm2 

UVA処理後、Prx I (-/-) 細胞のアポトーシスインデックスは 85.6%であり、 

Prx I (+/+) 細胞のアポトーシスは 16.7%と有意差がみられ(P<0.001)、Prx I 

(-/-) 細胞が UVA誘導アポトーシスに対してより感受性が高いことが示唆され

た。 

 

3.2. Prx I 欠損 MEF における UVA 誘導アポトーシスはｐ53 により仲介される 

Prx I (-/-) MEF中でアポトーシスが増加した機序を調べるために、細胞を

UVA照射したのちに p53、Bcl-2、及び Bcl-xLに対する抗体を用いたウェスタ

ンブロッティングで分析した (Fig. 3A, B)。 p53 の発現は UVA照射した Prx 
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I (-/-) 及び (+/+) MEF の両者でみられ、更にｐ53のベースレベルは Prx 

I(+/+) MEFに比べ Prx I(-/-)で大幅に高値であった (Fig. 3A, B)。一方で、

Bcl-2 及び Bcl-xL の発現は UVA-処理 Prx I (+/+) MEF に比較して UVA 処理

Prx I (-/-) MEFで大幅に減少した。 

次に、我々は p53制御下の遺伝子の発現を検証した。定量的リアルタイム 

PCRでは p21、Noxa、PUMA、及び Baxの mRNA発現量 は Prx I (-/-) において

は Prx (+/+) MEFに比べて全て増加することが明らかになった (Fig. 3C)。こ

れらの結果により p53 依存のアポトーシスのシグナル経路は Prx I (-/-) MEF

において UVA照射により変化することが示唆された。  

 

3.3. Prx I 欠損 MEF における ROS 蓄積の制御 

UVA照射による ROS 産生を可視化するために細胞を DCFH-DAで処理した Prx 

I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEF中の ROSの蓄積量を比べた。Fig. 4Aに示され

るように活性化された DCFH-DAによる蛍光シグナルは、UVAの 5 J/cm2照射を

うけた Prx I (-/-) MEF において強く検出された。これに対して、DCFH-DA シ

グナルは UVAを照射した Prx I (+/+) MEFまたは未照射細胞においてはほとん

ど観測されなかった。細胞内の ROS 生成をフローサイトメトリーにより定量化

した。この分析により、Prx I (-/-) MEF中の ROS生成は、Prx I (+/+) MEF 

(P<0.01)と比較して大幅に増加することがわかった(Fig. 4B)。 

 

3.4. PrxI 欠損 MEF における UVA 照射による Nrf2 防御系の変化 

UVA 照射は転写因子 Nrf2が核に蓄積することを誘導し、また UVA誘導アポ

トーシスから皮膚細胞を守るための重要な役割を果たしていることが報告され

ており[49]、また Nrf2 は Prx Iを含めて様々なストレス誘導性タンパク質の
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遺伝子発現を調整している[47]ことから我々は Prx I (-/-) 及び (+/+) MEF

中の Nrf2 及び Nrf2制御下にある酸化ストレス誘導タンパク質の発現に対す

る UVA照射の影響を検討した。  

Nrf2、Prx I、及び代表的な Nrf2の下流遺伝子産物であるヘムオキゲナーゼ

1 (HO-1)の発現レベルを図 5A 及び Bに示す。Prx I (+/+) MEF中において

Nrf2、Prx I、HO-1の 3つのタンパク質は全て UVA照射により有意に増加し

た。一方で Prx I (-/-) MEFにおいては、Nrf2 及び HO-1の UVA-誘導による

発現は有意に低かった。予想されたように Prx Ⅰタンパク質は Prx Ⅰ(-/-) 

細胞中では検出されなかった。これらの結果により酸化ストレス誘導タンパク

質の UVA誘導による発現 は Prx I (-/-) MEFにおいて減少していることがわ

かった。次に我々は HO-1 及び他の Nrf2-制御下遺伝子である HO-1および

glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM)の mRNA 発現レベルの分析の

ために定量的リアルタイム PCRを行った。HO-1 及び GCLM 遺伝子は Nrf2 の下

流に位置しており、それらの増加は Nrf2の転写活性が増強されていることを

意味する。UVA 照射は Prx I (+/+) 及び(-/-) MEF 両者中の HO-1及び GCLM 

mRNA 発現を増大させるが、GCLM 上昇の程度は Prx I (+/+) MEFと比較して

Prx I (-/-)MEFにおいて有意に小さい (Fig. 5C)。以上の結果より、Nrf2-制

御下遺伝子の発現は Prx I-欠損 MEF中において減少することが示された。 

 

 

3.5. Prx I 欠損 MEF 中の UVA 照射による炎症反応の増加 

Nrf2 のシグナル伝達は NFκBにより転写して抑制されることが報告されて

いるため[50]、我々は次に NFκBの関連性に注目した。UVA照射に伴う NFκB

シグナル伝達を調べるために、先ず、NFκB に結合する抑制タンパク質である
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IκB のタンパク質発現レベルをウエスタンブロッティングにより調べた。Fig. 

6A 及び Bに示すように、Prx I (+/+) MEFにおける IκBの発現が UVA処理後

に有意に減少した。これに対して、Prx I (-/-) MEFにおける IκB タンパク

質発現はコントロールでも UV処理細胞においてもほとんど検出されなかっ

た。定量的リアルタイム PCR分析では UVA照射は Prx I (-/-) 及び(+/+) MEF

の両者において TNFα 及び IL-6 mRNA発現を引き起こすことが明らかになっ

た。しかしながら、UVA で誘導された TNFα及び IL-6の値は Prx I (-/-)細胞

中で大幅に上昇していた (Fig. 6C)。これらの所見において Prx Iの欠損は

IκB 発現の低下をもたらしており、そのことが UVA 処理に対する炎症反応の

増加につながったと思われた。 
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第 4 章．考察 

以上の研究により、我々は Prx I (-/-) MEF は Prx I (+/+) MEFと比較して

UVAに対して顕著に感受性が高く、その結果アポトーシスの誘導が増加するこ

とを発見した。Bruls らによると UVAに誘導されたアポトーシスは p53が制御

するミトコンドリアから放出されたチトクロームｃとカスパーゼ活性化をもた

らす広範囲な酸化障害によって生じることが報告されている[44]。そのため

我々はそのメカニズムにおける p53の役割を検討した。p53 及び Bax、Noxa、

PUMA、及び p21などの p53調節アポトーシス促進遺伝子(G1の細胞サイクル調

節物)、並びに抗アポトーシスタンパク質の Bcl-2及び Bcl-xLの発現を調べ

た。その結果、Prx I (-/-) MEFにおいて UVA 処理後の p53及び 4つの p53-制

御遺伝子の発現の増加がみられた。一方、Bcl-2 及び Bcl-xLの発現は UVA-照

射された Prx I (-/-) MEF では抑制されていた。これらの結果は Prx I (-/-) 

MEFにおけるアポトーシスの増加はｐ53シグナルに関連していることを示唆す

る。 

次に我々は Prx I (-/-) MEF中の UVA誘導アポトーシスは過剰な酸化ストレ

スにより生ずると仮定した。これを検討するために、Prx (-/-) 及び(+/+) 

MEF中における ROSレベルを DCFH-DAを使用して調べた。5 J/cm2 UVA照射後

に、ROS は Prx I (-/-) MEF中では豊富に検出されたが、Prx I (+/+) MEF 中

には同じ線量の照射をしたにもかかわらず検出されなかった。この結果により

抗酸化能が Prx (-/-) MEF 中では減少することがわかり、ROSが除去できずに

過剰な酸化ストレスの蓄積に至り、アポトーシスが誘導されることがわかっ

た。これらの所見は Prx I はサイトカインに誘導された過酸化物のレベルを制

御する抗酸化体酵素のファミリーの一つであるとする前報[11]と整合性があ

る。UVAが誘因のアポトーシスにおける ROSの役割もいくつかの研究において



23 

 

種々の抗酸化物質を使用して検討され[52-54]、これらの報告もまた我々の仮

説を支持している。さらに Nrf2-Keap1 システムは細胞における抗酸化反応の

中心的な調節因子[54]であることから、我々は Nrf2及び Nrf2-制御遺伝子の

UVAによる誘導を調べた。Nrf2並びにその下流遺伝子がエンコードしている

HO-1 及び GCLMの発現レベルは Prx I (+/+) MEF と比較して Prx I (-/-)にお

いて減少していることを見出した。これは、ROS は Nrf2を活性化し、結果とし

て抗酸化ストレス酵素や酸化ストレスタンパク質をコードする一連の遺伝子の

発現につながることを示した前報[54]からすると予期し得ない結果であった。

しかしながら、別の論文では p53 及び Nrf2 は相互に作用し、p53は Nrf2 標

的遺伝子の転写を抑制することが示されている[55]。以上から、Prx I (-/-) 

細胞において増加した p53は Nrf2と相互作用して Nrf2の標的遺伝子の抑制へ

と導くという仮説も考えられる。一方、ある最近の論文では p53調節 p21 と

Nrf2間の相互作用が示された。p21は Nrf2内の DLG 及び ETGE モチーフと相

互作用し、それによりユビチキン化が減少し、Nrf2のプロテアソームによる分

解を起こすことが示された[56]。従って、酸化ストレスに対する反応において

p53、p21、及び Nrf2間の細胞保護的なフィードバックループの様なメカニズ

ムが存在する可能性も考えられる。我々の結果は Prx Iが存在しない場合、

p21の レベルは増加する一方で、Nrf2及び Nrf2 のシグナル伝達が抑制される

ことを示した。従って、Prx Iが存在しないことは細胞保護的なフィードバッ

クループに変化をもたらす可能性があり、結果的に UVA曝露後のアポトーシス

を誘導するという結果につながるということも考えられる。しかしながら、

Nrf2と相互作用する標的遺伝子が他にも多く存在することから、今後更なる検

討が必要である。 

前述の矛盾を説明できる他の仮説として NFκB シグナルが関与があけられ
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る。近年の論文において、NFκB は転写レベルで Nrf2 シグナル伝達を直接抑

制することが示された。NFκB はコ・アクティベーターである CREB 結合タン

パク質 (CBP)に対して Nrf2 と競合すること、更に histone deacetylase 

3(HDAC3) を動員することが見出され、結果的に局所的な低アセチル化及び

Nrf2シグナル伝達の抑制につながることが発見された [57]。NFκB ファミリ

ーは Rel ファミリータンパク質 p65、c-Rel、Rel B、p50、及び p52を含む。

炎症亢進性シグナル、または酸化ストレスのような種々の刺激は IκBキナー

ゼ シグナロソームの活性化に導き、結果として IκBの分解及び NFκB 二量

体の核への移行を導き、そこで標的遺伝子の転写を誘導するのではなかろう

か？ 今回の研究において Prx I (+/+) MEF中の UVA 照射後の IκB タンパク

質レベルは大幅に減少した。しかしながら、Prx I (-/-) MEF中の IκB タン

パク質は UV照射前後ともほとんど検出されなかった。従って、酸化ストレス

のような刺激により、Prx I (-/-) MEFのベース状態においては NFκB シグナ

ル伝達がすでに惹起されている可能性が考えられる。UVA照射に続いて、

NFκB-制御下遺伝子、すなわち TNFα及び IL-6 の Prx I (-/-) MEF中におけ

る発現は増強された。そのため、Prx I (-/-) MEF は炎症反応をおこしやすい

素因をもっているか、または Prx I 欠損による炎症反応に関連する他のメカニ

ズムに影響されている可能性がある。 

本報告において、我々は Prx I が ROSの集積を制御することで UVA誘導のア

ポトーシスに対して保護的役割を果たすことを明らかにした。しかしながら、

これらの機序の根拠は十分に解明されていない。Prx I は、ペルオキシダーゼ

活性に加えて多くのメカニズムを通して細胞及び組織を酸化損傷から保護して

いる。また Prx I は細胞の種類や刺激に応じておこる細胞の死またはアポトー

シスの調節において主な役割を演じる異なる種類の分子との直接もしくは間接
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的な相互作用を通して、酸化ストレスに誘導された細胞死を抑制することが考

えられる。例えば Prx I は ASK1-JNK シグナル伝達を抑制し、p66shc 及び c-

Abl の活性化を抑制することで酸化ストレスによるアポトーシスを抑制するこ

とが示されており、更に Prx I は c-Myc、NFκB、及びアンドロゲン受容体の

ようないくつかの転写因子に作用して、それらの作用を調節することもわかっ

ている [58]。UVA 照射を原因とするアポトーシスのシグナル伝達の抑制にお

いて PrxIが機能する特定の機序は十分には解明されていない。UVA シグナル

伝達経路における Prx I の役割を解明するためには、さらなる研究が必要であ

る。 

 

第 5 章．結論 

本論文において我々は、Prx I (-/-) MEFは Prx I (+/+) MEFと比較して

UVA に対する感受性が顕著に高く、その結果アポトーシスの誘導が増加するこ

とを発見した。この結果は p53依存のアポトーシスシグナル伝達経路は Prx I 

(-/-) MEFにおいて変化し、 Prx I (-/-) MEF 中の ROS 生産が Prx I (+/+) 

MEFS中に比べて有意に上昇したことを示している。Nrf2調節遺伝子の発現は

Prx I (-/-) MEF中で低下し、IκB 発現の減少につながり、これは UVA 処理に

対する炎症反応の増強につながった。これらの結果から我々は、細胞死または

アポトーシスの調節において重要な役割を果たす異なるタイプの分子との直接

及び間接的な相互作用を通じて、酸化性ストレス誘導による細胞死を Prx I が

抑制することが可能と考えられる。しかしながら、UVA照射が原因のアポトー

シスのシグナル伝達を抑制するのに Prx I が作用している機序は明らかでな

い。UVA シグナル伝達経路における Prx Iの役割を解明するためにはさらなる

研究が必要である。 
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図の説明 

 

Fig. 1.ペルオキシレドキシンの機能 

 

Ａ.3種類に分類される Prx 

１） Typical 2-Cys Prx：Typical 2-Cys Prxはペルオキシレドキシンのなかで

最も一般的である。それらは、ペルオキシレドキシンに一般的な活性部位

および還元化システインを含有する。典型的な 2-Cys Prxは、2つの同一

の活性部位を含むホモ二量体として存在する。酸化還元活性部位システイ

ンは酸化物を還元してスルフェン酸を形成し、他方のサブユニットの C末

端に位置する還元システインを攻撃＜電子が最初に相手方（求電子的な

部）に動いて反応が始まること＞する。この反応は、安定したサブユニッ

ト間ジスルフィド結合の形成をもたらし、次いで、チオレドキシンおよび

チオレドキシン様タンパク質によって還元される 

２）Atypical 2-Cys Prx：このカテゴリーの Prx は、Typical 2-Cys Prx と同

じメカニズムを持つが、2-Cys Prxは構造的に単量体である。これらの

Prxでは、活性部位システインおよび還元化システインは同じポリペプチ

ド内に位置する。過酸化物との反応により、縮合反応が生じ、活性部位シ

ステイン上にスルフェン酸が形成され、その後分子内ジスルフィド結合が

形成される。非定型 2-Cys Prxsは、チオレドキシンを触媒作用のサイク

ルのための電子供与体として利用する。 

３）1-Cys Prxs：1-Cys Prx は活性部位システインを共有し、還元化システイ

ンを含まない。過酸化物との反応で生成されるそれらのシステインスルフ

ェン酸は、チオレドキシンまたはグルタチオンなどのチオール含有電子供

与体によって直接還元される。 
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略語説明 

Sｐ: peroxidatic cysteine 過酸化システイン 

SＲ: resolving cysteine  還元化システイン 

SpOH:  the cysteine sulfenic acid intermediate 

       システインスルフェン酸中間体システインスルフェン酸 

ＲＳＨ: thiols  チオール 

ＲＳＳＲ:  disulfide  ジスルフィド 

Ｒ:  アルキル基 

図参考引用元 

Nebraska Redox Biology Center Educational Portal 

（http://genomics.unl.edu/RBC_EDU/pr.html） 

 

Ｂ.ペルオキシレドキシン（Prx）とチオレドキシン（Trx）からなる触媒サイ

クル 

 Prxは H2O2を H2Oに還元する過酸化水素消去酵素として機能する。H2O2を還元

することにより自身の持つシステイン残基は酸化され活性を失うが、Trx によ

って再還元される触媒サイクルを形成している。 

略語説明 

Prx:ペルオキシレドキシン 

TRX：チオレドキシン 

SH,SOH などはシステイン残基の酸化還元状態を示す。 

図参考引用元 

老化ゲノム 300 三浦ゆり、遠藤玉夫 20111130 

Copyright (C) 2012 Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology. All rights reserved. 

（http://www.tmig.or.jp/J_TMIG/genome300/PRDX%20family.html） 

http://genomics.unl.edu/RBC_EDU/pr.html
http://www.tmig.or.jp/J_TMIG/genome300/PRDX%20family.html
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Fig. 2. Prx I-欠損 MEF における増強された UVA 感受性 

A. UVAの様々な線量で照射された Prx Iホモ接合性ノックアウト(Prx I (-

/-)) 及び野生種(Prx I (+/+)) MEF MTT 細胞の生存能力分析 

Prx I (-/-) MEFは全ての UVA照射線量 (10, 12.5, 及び 15 J/cm2) 

(*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) (n=3) の試験においてより感受性が高

い。  

B. Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEFの流動細胞計測法ではヨウ化プロピジ

ウム及び蛍光標識化された Annexin V 抗体により染色している。アポトーシス

細胞は右上部及び右下部四分画において Annexin V-陽性細胞と定義されてい

る。 

垂直軸: ヨウ化プロピジウム (PI), 水平軸: Annexin V. 

C.フローサイトメトリの定量化 

右上部及び右下部四分画中の細胞の割合はアポトーシス指標として定義され

た。15J/cm2 UVA 照射後、Prx I (-/-) MEFのアポトーシス指標は Prx I (+/+)

細胞に比較して大幅に増加している。数値は三つの独立した実験の平均値 ± 

SD (***P<0.001) (n=3)である。 

 

Fig. 3. Prx I (+/+) 及び Prx I (-/-) MEF 中のアポトーシスシグナル伝達 

A. Prx I (+/+) 及び (-/-) MEF中における 5 J/cm2 UVA 照射前後の p53, 

Bcl-2, 及び Bcl-xLのウエスタンブロット分析 

B.ウエスタンブロットによる p53, Bcl-2, 及び Bcl-xLの定量化。 p53 の発現 

は増大するが、一方 Bcl-2 及び Bcl-xL 発現レベルは Prx I (-/-) MEF 中に

おいて大幅に低下している(*P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001) (n =3)。 

C. p21, Noxa, PUMA, 及び Bax mRNAの定量リアルタイム PCR分析。 
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発現レベルは GAPDHのそれに規格化している。全ての 4つの p53-調節 mRNAs は

Prx I (-/-) MEFにおいて UVA照射後に著明に増加している(*P<0.05, ** 

P<0.01, *** P<0.001) (n =3)。 

 

Fig. 4. Prx I (-/-) 及び Prx I (+/+) MEF 中における UVA に誘導による ROS

生成. 

A. MEF中の ROS産生分析 

細胞は 5 J/cm2 UVA照射され、次いで DCFH-DA で染色している。蛍光標識化さ

れた ROS シグナルは共焦点レーザ走査顕微鏡で可視化されている。 

B.フローサイトメトリ-による ROS シグナルの定量化 

UVA誘導 ROS生成は Prx I (+/+) MEF に比べ Prx I (-/-) MEF中で著明に多い

(*** P<0.001)(n =3)。 

 

Fig. 5. UVA 誘導による Nrf2 及び Nrf2-調節遺伝子.  

A. Prx I (+/+) 及び (-/-) MEF中の Nrf2, Prx I, 及び HO-1 の UVA照射前

後のウエスタンブロット分析 

B. Nrf2, HO-1, 及び Prx I のウエスタンブロットによる定量化 

Prx (-/-) 及び (+/+) MEF 中の Nrf-2 及び HO-1の UVA-誘導増加発現を示し

ている。 Prx I は UVA-処理 Prx I (+/+) MEF 中では増加し、そして予想通り

Prx I (-/-) MEF中では未検出である。 

C.Nrf2-調節遺伝子 HO-1 及び GCLMの定量リアルタイム PCR  

mRNA 発現 レベルは GAPDH のそれに標準化している (*P<0.05, ** P<0.01, 

***  P<0.001)  (n =3)。 
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Fig. 6. Prx (-/-) MEF 中の UVA-誘導による炎症反応の増強 

A. Prx I (-/-)及び (+/+) MEF 中における IκB の 5 J/cm2 UVA照射前後のウ

エスタンブロット分析 

B. IκB ウエスタンブロットの定量化 

IκB は Prx I (+/+) MEF 中で強く発現し、UVA 照射により抑制される。IκB 

発現は Prx I (-/-) MEF 中において著明に低下しており、UVA照射後も低いま

まである。(*P<0.05) (n =3)。 

C. TNFα 及び IL-6 mRNA の定量リアルタイム PCR 分析。 

UVA-誘導 TNFα 及び IL-6 mRNA レベルは Prx I (+/+) MEF に比べ Prx I (-/-)

において著明に高い(*P<0.05, ** P<0.01)。 
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