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1赤血球タンパク質の脂質過酸化産物による修飾

1-1はじめに

好気的条件下で生きている生物は､効率よくエネルギーを得るために酸素を必要とする｡

しかし､何らかの理由で生体内の酸素が高濃度になると､組織に傷害を与える｡生体内の

酸素はミトコンドリア電子伝達系､酸化酵素や､薬剤､紫外線､放射線などにより､反応

性の高い活性酸素となる｡生成した活性酸素は生体膜に多量に含まれる不食包和脂肪酸の過

酸化を引き起こし､それにより二次的に生成する物質が生体成分を修飾し､細胞機能の低

下の原因となり､血栓症､動脈硬化症などの疾患へつながる｡しかし､生体内には活性酸

素による酸化的傷害に対する防御機構が存在している｡その機構としては､活性酸素発生

の抑制､酵素(スーパーオキシドジスムクーゼ､グルタチオンペルオキンダーゼ)による

活性酸素の消去､ α-トコフェロール､アスコルビン酸などによるラジカルの捕捉があり､

生体成分を酸化的損傷から保護している｡しかし､防御機構がうまくはたらかなくなった

り､それ以上の活性酸素が発生した場合､細胞機能は酸化的傷害を受ける｡このとき､ど

のような機構で傷害が起こっているかを知ることは酸化的損傷を防ぐうえでも重要である｡

1-2 実験方法

1-2-1 赤血球の調整

兎保存血液100mlに等張液(10mM phosl)hate buffer, pI--I7.4
/ 152mM NaCl )100ml

を加え､よく振とうした後､ 1500gで20分間遠心分離を行い､上沼を除去した｡この操作

を計3回繰り返し､赤血球を得た｡実験には､ 10% (v/v)に等張液で希釈したものを用い

た｡

1-2-2 赤血球とHNEの反応

10%(v/v)に調製した赤血球にⅠ-INEをo.o5､ 0.1､ 0.5､ 1mMになるように加え､全量で

0.5mlとし､ 37oCで2時間インキエペ-卜したo この後､赤血球を等張液で洗い､低張液

(10mMpllOSphat,e buffer,pH 7.4)で執虹させ､ 20000gで40分間遠心分離を行い､膜画

分と溶血液に分けた｡

1-3 実験結果及び考察

1-3-1 抗HNE修飾蛋白質抗体を用いた検討



抗IINE.KLf･Ⅰ抗体を用いてHNE修飾蛋白質の検出を行ったところ､濃度が高くなるに

つれ､膜画分､軌血液ともにtINE修飾蛋白質が増加した(Figs.1,2)o多くの蛋白質か修飾

を受けており､特に膜画分ではバンド1､2のスペクトリン､バンド5のアクチン､溶血液

では30kDa付近に濃いバンドが検出された｡この30kDa付近のHNE修飾蛋白質をp30

とし､分離･同定を試みた｡その結果は第3章で述べる｡

1-3-2 I-INEによる赤血球内SH基の修飾

I-INEと反応させた赤ILrL球内のグルタチオン量の測定を行ったところ､ HNE濃度が高く

なるにつれ､内部のグルタチオン量が低下したo また､赤血球をSI-I基の阻害剤であるN-

エチルマレイミド(NEM)で前処理した後にI-INEと反応させ､Ⅰ-INE修飾蛋白質の検出を行

ったところ､ NEM濃度がo.1mM以上でⅠ-INE修飾蛋白質の減少がみられた｡これらの結

果より､ IINEはグルタチオンとの反応以外に赤血球蛋白質のSI1基､つまりシステイン残

基と特異的に結合することがわかった｡

1
-3-3 老化(過酸化物処理)赤血球とHNEの反応

過酸化物と赤血球を反応させた老化赤血球モデルでHNEに対する感受性が変化するか

どうかを検討した｡抗HNE-KLli抗休を用いてI-INE修飾蛋白質の検出を行ったところ､

過酸化水素で前処理したもの､ t-13uOOrIで前処理したもの両方で､膿画文においてI一-INE

修飾蛋白質の増加がみられ､ I-INEに対する感受性が高くなっていることがわかった.

1
-3-4 赤血球内I-INE標的蛋白質b30)の分離･同定

ヘモグロビン除去溶血液では､21.5minと22.7nlillに大きなピークが検出された(Fig.3)0

この二つのピークをp30-1､ 1)30-2とし､分取して抗I-1INE-KLI-I抗体を用いてウエスタン

ブロッティングを行った｡ 1)30-1､ 2ともに抗体陽性であったがp30･2のほうが濃いバンド

で検出され､よりⅠ-INEに修飾されやすいことがわかった｡また､赤血球内に存在する蛋

白質のうち､分子量が約3万の蛋白としては､カルポニックアンヒドラーゼが考えられる

ので､カルポニックアンヒドラ-ゼ標品をHNEと反応させたものでウエスタンブロッテ

ィングを行い比較したところ(Fig.4)､p30-2と一致したため､p30-2がp30の本体であると

思われる.また､抗力ルポニックアンヒドラ-ゼ抗体に対する検出を行ったものではp30-

1､ 2ともに抗体陽性であったため(Fig.5)､ p30-1もカルポニックアンヒドラ-ゼ由来の蛋

白質であると思われる｡



1-3-5 I-INF,修飾によるカルポニックアンヒドラ-ゼ活牲の変動

赤血球とHNEを反応させたものについて､カルポニックアンヒドラ-ゼ活性測定を行っ

たところ､ HNE濃度依存的な活性の低下がみられた(Fig.5).また､カルポニックアンヒド

ラ-ゼ標品とIIINEを反応させたものについてI-INE修飾蛋白質の検[Li'.とカルポニックア

ンヒドラーゼ活性測定を行ったところ､‡IN■E濃度が高くなるにつれHNE修飾蛋白質の増

加がみられた｡
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2 糖尿病合併症の新しいバイオマーカーの解析

2-1 はじめに

血管内における酸化ストレスに関して最近特に注目を集めてきているのが糖尿病合併症

であろう｡糖尿病は､インスリン分泌不全およびインスリン作川不全に基づく代謝疾患で

あり､糖尿病の発症に血管因子が関与しているという結果は得られていない｡し

かし､糖尿病患者の生命予後を左右するのは血管合併症であり､その意味で糖尿

病は血管病とも考えられる｡このような観点より新しい糖尿病合併症のバイオマ

ーカーをIfJL液(l17より見いだすことは大変重要だと考えられる｡

血液内が高血糖状態を維持することにより､様々な血液構成成分が糖化(グリケ-ショ

ン)と呼ばれる反応を受けることがよく知られている｡なかでも､低密度リポタンパク(L

DL)は糖化と共にグリケ-ションの段階で生成した活性酸素による酸化を受け､この酸

化IJI)IJがマクロファージに限り込まれた後に泡沫化することが動脈硬化の大きな原因の

一つであると考えられている.一方､赤血球もグリケ-ションの重要なターゲットと考え

られているo ヘモグロビンの糖化も糖尿病発症の重要なマーカーと考えられているが､最

近､当研究室では糖尿病患者の血液中より新しいタイプのAGE (AdvallCe(I Glyc之1Lion EnLI

ProdtlCt.S)としてMRXを見いだした. MRXは糖尿病を誘発したラットの皮膚､限内レ

ンズからも検出され､また､尿rl二りこ大量に排柑されることがりjらかにされた.

そこで､これらMRX､ MRYの生成機構と単離･精製及び化学的構造解析を行

い､新しいバイオマ-カーとなりうるか検討を行った｡

1

2-2 MIもⅩ､ MRYの生成反応

ウサギの赤血球10mg/ml (10mMリン酸緩衝液､ pI-I7.4)とグルコース26(;mM

を37oCで2週間反応させ､タンパク質だけを回収し加水分脈を行った｡ Inil光波長

によるIiPLC分析を行ったところ(Fig. 1) ､溶u｣時間13分付近に砧尿病患者

の血清中から見いだされたものと同じ溶出時間でMItXが検出された.

ウサギの赤血球と様々な濃度のグルコース(O､ 50､ 10()､ 2G7､ 300mM)を.I.Ai7oC

で反応させ経時変化の検討を行ったところ(Fig. 2) ､ Ml'LXの生成量は濃度依

存的かつ反応時間に比例して増加した｡

次に生成経路矧1)]のためにモデル系で､ BSA 4mg/ml (10mMリン酸緩衝液､

pH7.4)とグルコース1MをGOoCで1週間反応させ､タンパク質を回収し､加水

分解を行った｡分析条件は､ウサギの赤血球とグルコースの反応の時と同様に行

った｡その結果(Fig.t'13) ､溶'L1!時間13分付近にM.RXが検LL''Sれ､さらに7

分付近に新しいピークMRYが検出された.




