
(57)【要約】
Cys-SO2 # 1 9 1 H  (スルフィンシステイン酸 )の還元、および Cys-SO2 # 1 9 1 H形のペルオキシレ
ドキシン (Prx)のチオール誘導体への還元を触媒する新規なクラスの酵素、スルフィレド
キシン (Srx)の適用。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 1つ の 触 媒 部 位 を 含 む ス ル フ
ィ レ ド キ シ ン (Srx)と よ ば れ る タ ン パ ク 質 の 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン (Prx)の ス ー パ ー オ キ
シ ド 形 Prx-Cys P -SO 2 H (ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン シ ス テ イ ン ス ル フ ィ ン 酸 )の チ オ ー ル 誘 導 体
(SH)へ の 還 元 を 触 媒 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン が 微 生 物 、 植 物 ま た は 高 等 生 物 の ス ル フ ィ レ ド キ シ ン で あ り 、
該 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン が 、 一 般 に 80～ 170の 間 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR 
(X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 活 性 部 位 を 含 み 、 次 の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 お よ び 類
似 性 ：
・ 酵 母 ／ ヒ ト ： 32%同 一 性 お よ び 67%類 似 性
・ 酵 母 ／ 植 物 ： 23%同 一 性 お よ び 39%類 似 性
・ 酵 母 ／ マ ウ ス ： 31%同 一 性 お よ び 51%類 似 性
・ 酵 母 ／ 菌 類 ： 80%同 一 性 お よ び 90%類 似 性
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン が 、 配 列 が 配 列 番 号 1～ 10の 配 列 に そ れ ぞ れ 相 当 す る タ ン パ ク
質 か ら 特 に 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 次 の 配 列 ： FXGCHR (X = S)に よ り 規 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 3に 規 定 さ れ
る Srxの 触 媒 部 位 に 相 当 す る 単 離 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 1～ 3お よ び 5～ 10の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に よ り 規 定 さ れ る タ ン
パ ク 質 の 有 効 量 と 、 任 意 に 少 な く と も 1種 の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と を 含 む こ と を 特
徴 と す る 医 薬 品 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム に 障 害 が 認 め ら れ る 癌 、 神 経 変 性 異 常 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療
用 の 抗 酸 化 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1つ に 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質
の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 関 与 を 評 価 す る た め に ：
(1) 生 物 学 的 試 料 の 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 過 酸 化 水 素 (H 2 O 2 )と 接 触 さ せ 、
(2) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx-Cys P -SO 2 Hを 検 出 し 、 そ
し て
(3) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら 、 Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-Cys P -SHの 量 と の 比
を 確 認 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 に 関 連 す る 疾 患
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 工 程 ：
(1) 生 物 学 的 試 料 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、
(2) 次 の プ ラ イ マ ：
            GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (配 列 番 号 11)
            AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (配 列 番 号 12)
(こ れ ら の 配 列 は 、 ヒ ト ス ル フ ィ レ ド キ シ ン ORF (GenBank No. AAH47707)の そ れ ぞ れ 上 流
お よ び 下 流 に 位 置 す る )
を 用 い る RNAの 増 幅 に よ り 特 異 的 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン cDNAを 調 製 し 、
(3) そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し 、 そ し て
(4) 分 析 さ れ る べ き 生 物 学 的 試 料 の 種 と 同 じ 種 に 由 来 す る 上 記 で 規 定 さ れ る よ う な Srxタ
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ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 に 関 し て 比 較 す る
に 従 っ て 適 切 な 生 物 学 的 試 料 、 特 に 血 液 細 胞 の 全 RNAを 用 い て ス ル フ ィ レ ド キ シ ン の ジ ェ
ノ タ イ ピ ン グ を 行 う こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋
疾 患 に 関 連 す る 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ヒ ト の 生 物 学 的 試 料 か ら 調 製 さ れ た 全 cDNAか ら の ス ル フ ィ レ ド キ シ ン を コ ー ド す る mRNA
の 、 参 照 試 料 と の 比 較 に よ る い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ る 相 対 的 定 量 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 に 関 連 す る 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 定 量 が 、
(a1) 適 切 な プ ラ イ マ 、 特 に ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ を 用 い る 逆 転 写 に よ り
全 RNAか ら cDNAを 調 製 し ；
(a2) 次 の プ ラ イ マ 対 ：
            GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (配 列 番 号 11)
            AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (配 列 番 号 12)
の 存 在 下 に 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー の 存 在 下 で 前 記 cDNAを 増 幅 さ せ 、 そ し て 同 時 ま た は 連 続 的 に
、
(a3) 蛍 光 シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と に よ り ア ン プ ラ イ マ (ま た は ア ン プ リ コ ン )の 量 を 検 出
す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 蛍 光 レ ポ ー タ ー が 、 二 本 鎖 DNAに 結 合 す る 剤 お よ び 蛍 光 プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 蛍 光 レ ポ ー タ ー が プ ロ ー ブ で あ る 場 合 に 、 該 プ ロ ー ブ が 次 の 配 列 ：
TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (配 列 番 号 13)お よ び
TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (配 列 番 号 14)
に よ り 規 定 さ れ る プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 好 ま し く は 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
10ま た は 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 - Srxタ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド FXGCHR (X = Gま た は S)を 用 い る 動 物 の 適 切 な 免 疫 化 に
よ り 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 電 気 泳 動 に よ る 全 タ ン パ ク 質 の 分 離 の 後 に 、 試 験 さ れ る べ き
生 物 学 的 試 料 中 の Srxタ ン パ ク 質 を 免 疫 検 出 し 、 次 い で
- コ ン ト ロ ー ル Srxタ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 Srxタ ン パ ク 質 の 質 お よ び 量 を 評 価 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 に 関 連 す る 疾 患
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 1～ 3に 規 定 さ れ る よ う な Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 の 、 ス ト レ ス に 抵 抗 す
る 能 力 が 大 幅 に 増 加 し た 植 物 を 得 る た め の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 1～ 3、 5、 6お よ び 8～ 10の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に よ り 規 定 さ れ
る Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た こ と を 特 徴 と
す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 SRX1遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る ベ ク タ ー で 改 変 さ れ た エ ス ・ セ レ ビ シ エ 株 か ら な る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 15に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 hSrx1遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る ベ ク タ ー で 改 変 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 か ら な る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 15に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が 、 有 利 に は 、 EcoRIク ロ ー ニ ン グ 部 位 に Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列
と Srx遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と を 含 む イ ー ・ コ リ ／ エ ス ・ セ レ ビ シ エ シ ャ ト ル ベ ク タ ー で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 15～ 17の い ず れ か 1つ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 (1) ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 物 質 を 、 過 酸 化 水 素 の 存 在 下 に 請 求 項 15～ 18の い ず れ か
1つ に 記 載 の 宿 主 細 胞 に 接 触 さ せ 、
(2) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx-Cys P -SO 2 Hを 検 出 し 、
(3) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら 、 Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-Cys P -SHの 量 と の 比
を 確 認 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 活 性 を 調 節 し 得 る 医 薬 品 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 a) 試 験 さ れ る べ き 物 質 を 、 請 求 項 15～ 18の い ず れ か 1つ に 記 載 の 宿 主 細 胞 の 抽 出 物 ま た
は Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 動 物 お よ び Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 過 剰
発 現 さ れ る 動 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ
ス の 生 物 学 的 試 料 と 、 過 酸 化 水 素 の 存 在 下 に 接 触 さ せ 、
b) a)で 得 ら れ た 混 合 物 の Prx/Srxシ ス テ ム の 抗 酸 化 活 性 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 測 定
し 、 そ し て
c) 前 記 活 性 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る こ と が で き る 物 質 を 選 択 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 障 害 に 関 連 す る 癌 、 神 経 変 性 疾
患 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 活 性 の 測 定 が 、 特 に 、 工 程 (a)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx
-Cys P -SO 2 Hを 検 出 し か つ 工 程 (a)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-C
ys P -SHの 量 と の 比 を 確 認 す る こ と に よ り 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (1) ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 物 質 を 、 Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た
動 物 お よ び Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 さ れ る 動 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト
以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 、 特 に マ ウ ス と 接 触 さ せ 、 そ し て
(2) 前 記 動 物 の 生 存 を 測 定 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 障 害 に 関 連 す る 癌 、 神 経 変 性 疾
患 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 1～ 3、 5、 6お よ び 8～ 10の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に よ り 規 定 さ れ
る Srxタ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 4に 記 載 の ペ プ チ ド FXGCHR (X = S)で 動 物 を 適 切 に 免 疫 化 す
る こ と に よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 -Srx抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 を 、 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 1つ の 触 媒 部
位 を 含 む 請 求 項 1～ 3に 規 定 さ れ る ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Srx)と 、 ATPお よ び マ グ ネ シ ウ ム の
存 在 下 に 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る 少 な く と も 2つ の シ ス テ イ
ン を 含 む 物 質 を 還 元 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1～ 3に 規 定 さ れ る ス ル フ ィ レ ド キ シ ン と ATPと マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 、 Cys-SO 2
H残 基 を 含 む 物 質 を 、 Cys-SH残 基 を 含 む 物 質 に 還 元 す る こ と か ら な る 工 程 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 、 Cys-SO 2 H残 基 を 含 む 物 質 か ら Cys-SH残 基 を 含 む 物 質 を 合 成 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Cys-SO 2 H (シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 )誘 導 体 の 還 元 、 特 に Cys-SO 2 Hの 形 の
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ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン (Prx)の チ オ ー ル 誘 導 体 へ の 還 元 を 触 媒 す る ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Sr
x)の 酵 素 の 新 規 な ク ラ ス の 適 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 に お い て は 、 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る シ ス テ イ ン の あ る 特 定 の チ オ ー ル 基 (Cys
-SH)は 、 過 酸 化 水 素 (H 2 O 2 )を 用 い て ス ル フ ェ ン 酸 (Cys-SOH)に 酸 化 さ れ 得 る 。 後 者 は 不 安
定 で あ る の で 、 こ れ は い ず れ の 近 傍 の チ オ ー ル 基 と 反 応 し て ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ (C-S-S
-C)を 形 成 す る か 、 ま た は 近 づ く こ と が で き る 近 傍 の チ オ ー ル 基 が 存 在 し な い 場 合 に は Cys
-SOH化 合 物 は 安 定 な ス ル フ ィ ン 酸 (Cys-SO 2 H)も し く は シ ス テ イ ン 酸 (Cys-SO 3 H)に さ ら に 酸
化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン (Prx)は 、 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る こ の よ う な シ ス テ イ ン を 含 有 す
る 抗 酸 化 酵 素 で あ る 。 例 え ば 、 2-Cys Prxは 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 当 た り 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る 2
つ の シ ス テ イ ン を 有 す る 逆 方 向 ホ モ ダ イ マ ー で あ る 。 こ れ ら は 、 過 酸 化 水 素 の 還 元 を 触 媒
す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 酵 素 の 触 媒 部 位 は 、 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る 2つ の シ ス テ イ ン (N-末 端 過 酸 化 (per
oxydatic)シ ス テ イ ン (Cys P )お よ び C-末 端 還 元 (resolving)シ ス テ イ ン (Cys R ))を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ ら の ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン の 触 媒 部 位 は (Wood ZAら , Science, 2
003, 300, 650～ 653； Woodら , Trends in Biochemical Sciences, 2003, 28, 1, 32～ 40)
：
- Cys P -SHの Cys P -SOH (ス ル フ ェ ン 酸 )へ の H 2 O 2 に よ る 酸 化 ；
- Prxの 第 二 の サ ブ ユ ニ ッ ト の Cys P と Cys R と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 形 成 (Cys P -S-S
-Cys R ) (遅 い プ ロ セ ス )：
- 通 常 の 細 胞 性 還 元 剤 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン ま た は チ オ レ ド キ シ ン (Trx)に よ る こ の ジ ス
ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 、 出 発 物 質 Cys-SHを 得 る よ う な 還 元
を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 あ る 場 合 に は 、 Prxは 、 Cys P -SOHの ス ル フ ィ ン 酸 (Cys P -SO 2 H)へ の 超 酸 化 に よ り 不 活 性 化
さ れ 得 る 。 こ の 超 酸 化 反 応 は 、 現 在 ま で 、 不 可 逆 で あ る と 考 え ら れ て い た (Wood ZAら , Sc
ience, 2003, 300, 650～ 653)。 最 近 に な っ て (Woo HAら , Science, 2003, 300, 653～ 656
； Georgiou G.ら , Science, 2003, 300, 592～ 594)、 哺 乳 動 物 の 2-シ ス テ イ ン ペ ル オ キ シ
レ ド キ シ ン (2-Cys Prx)の 場 合 に Cys-ス ル フ ィ ン 酸 の Cys-SH化 合 物 へ の 逆 戻 り が イ ン ビ ボ
で 示 さ れ 、 こ の こ と は 、 ま だ 同 定 さ れ て い な い 特 異 的 な レ ダ ク タ ー ゼ の 存 在 を 示 唆 す る 。
よ り 具 体 的 に は 、 こ れ ら の 著 者 ら は 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 3 5 Sで 代 謝 性 標 識 す る こ と に よ り 、
細 胞 が H 2 O 2 に 曝 さ れ た と き に 産 生 さ れ る ペ ル オ キ シ ジ ン Iの ス ル フ ィ ン 酸 の 形 が 触 媒 的 に
活 性 な チ オ ー ル 形 に 迅 速 に 還 元 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 著 者 ら は 、 こ の 研 究 の
間 に 観 察 さ れ た ス ル フ ィ ン 酸 の 還 元 は 、 ま だ 同 定 さ れ て い な い 特 異 的 酵 素 の 介 在 を 必 要 と
す る と 考 え て い る 。 哺 乳 動 物 の Prxが H 2 O 2 -媒 介 シ グ ナ リ ン グ を 制 御 す る な ら ば 、 そ れ ら の
可 逆 性 不 活 性 化 は 制 御 プ ロ セ ス に お い て 用 い る こ と が で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン (Chaeら , P.N.A.S., 1994, 91, 7022～ 7026)は 、 多 く の 種 (微 生
物 、 植 物 お よ び 哺 乳 動 物 を 含 む 高 等 生 物 )に お い て 、 細 胞 の 増 殖 、 分 化 お よ び ア ポ ト ー シ
ス に 導 く シ グ ナ リ ン グ カ ス ケ ー ド を 調 節 す る H 2 O 2 レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル す る 遍 在 す る 抗 酸
化 剤 で あ る (Fujii J.ら , Redox Rep., 2002, 7, 123～ 130)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 今 回 、 Cys P -SO 2 H Prxを 還 元 す る 酵 素 の フ ァ ミ リ ー を 同 定 し た 。 こ れ は
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、 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 1つ の 触 媒 部 位 を 含 み か つ 約
8～ 14 kDaの 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 酵 素 は 真 核 生 物 に お い て 保 存 さ れ て お り 、 以 下 、 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Srx)と 称 す
る 。 酵 母 に お い て 、 特 に サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)に お い
て 、 こ れ は Srx1と 呼 ば れ 、 13 kDaの 分 子 量 を 有 す る 。 ヒ ト に お い て は 、 こ の 酵 素 は hSrx1
と 呼 ば れ 、 13.6 kDaの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 お よ び 対 応 す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 以 下 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： S. cerevisiae： YKL086W、 Homo sapiens：
AAH47707、 CAC28314、 M. musculus： AB24939、 AAH11325、 Arabidopsis thaliana； AAD216
82、 AAO42977、 Oryza sativa： BAA95812、 Schizosaccharomyces pombe： SPBC106.02c、 Th
ermosynechococcus. elongatus： BAC07716、 Drosophila melanogaster： AAF48773、 Nosto
c sp. (PCC7120)： NP_488186の 下 で NCBIま た は GenBank配 列 デ ー タ ベ ー ス で 見 ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 方 、 NCBIま た は GenBank配 列 デ ー タ ベ ー ス に お い て は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の
も の と さ れ る 機 能 は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 今 回 、 こ れ ら の 種 々 の タ ン パ ク 質 の 間 の 共 通 点 ： 上 記 の 触 媒 部 位 と 機 能
： Cys P -SO 2 H Prxの 還 元 の 触 媒 作 用 を 見 出 し た 。
　 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Srx)に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 を 図 1に ま と め る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 1
つ の 触 媒 部 位 を 含 む ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Srx)と よ ば れ る タ ン パ ク 質 の 、 ペ ル オ キ シ レ ド
キ シ ン (Prx)の ス ー パ ー オ キ シ ド 形 Prx-CysP-SO 2 H (ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン シ ス テ イ ン ス ル
フ ィ ン 酸 )の チ オ ー ル 誘 導 体 (SH)へ の 還 元 を 触 媒 す る た め の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 よ っ て ス ル フ ィ レ ド キ シ ン は 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン の 抗 酸 化 機 能 に お い て 非 常 に 重 要
な 役 割 を 有 し 、 シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 の 形 成 に よ り 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 の 修 復 ま た
は 制 御 に 関 与 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 の 使 用 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 該 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン は 、 微 生 物 、 植 物 ま た は
高 等 生 物 の ス ル フ ィ レ ド キ シ ン で あ り 、 こ れ は 一 般 に 、 80～ 170の ア ミ ノ 酸 と 次 の モ チ ー
フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な く と も 1つ の 触 媒 部 位 と を 有 す る 。 こ れ ら は 互 い
に 、 次 の パ ー セ ン テ ー ジ 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 有 す る 。
・ 酵 母 ／ ヒ ト ： 32%同 一 性 お よ び 67%類 似 性
・ 酵 母 ／ 植 物 ： 23%同 一 性 お よ び 39%類 似 性
・ 酵 母 ／ マ ウ ス ： 31%同 一 性 お よ び 51%類 似 性
・ 酵 母 ／ 菌 類 ： 80%同 一 性 お よ び 90%類 似 性 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 参 照 配 列 (エ ス ・ セ レ ビ シ エ Srx1の 配 列 に 相 当 す る 配 列 番 号 1)と 比 較
し た あ る 配 列 の 同 一 性 は 、 上 記 で 規 定 す る よ う な 触 媒 領 域 に 対 応 す る 配 列 を 、 こ れ ら の 間
で 最 大 の 一 致 を 得 る よ う に し て 整 列 さ せ た と き に 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー
ジ の 関 数 と し て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 配 列 番 号 1の 参 照 配 列 と 少 な く と も X%の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク
質 は 、 本 発 明 に お い て 、 配 列 番 号 1の 100ア ミ ノ 酸 当 た り (100-X)ま で の 変 更 を 含 み 得 る タ
ン パ ク 質 と し て 規 定 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 「 変 更 」 の 用 語 は 、 参 照 配 列 へ の ア
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ミ ノ 酸 の 連 続 も し く は 散 在 す る 欠 失 、 置 換 ま た は 挿 入 を 含 む 。 こ の 定 義 は 、 類 推 に よ っ て
核 酸 分 子 に も 適 用 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 配 列 番 号 1の 参 照 配 列 と 比 較 し た 配 列 の 類 似 性 は 、 こ れ ら の 配 列 を 、 こ れ ら の 間 で 最 大
の 一 致 を 得 る よ う に し て 整 列 さ せ た と き に 、 同 類 置 換 の 観 点 で 同 一 で あ る か ま た は 異 な る
ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ の 関 数 と し て 評 価 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 同 類
置 換 」 の 用 語 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 の 、 類 似 の 化 学 的 特 性 (サ イ ズ 、 電 荷 ま た は 極 性 )を 有 し か
つ タ ン パ ク 質 の 機 能 的 特 性 を 通 常 は 改 変 し な い 別 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 を 意 味 す る こ と を 意
図 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 配 列 番 号 1の 配 列 と 少 な く と も X%の 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 は
、 本 発 明 に お い て 、 参 照 配 列 の 100ア ミ ノ 酸 当 た り (100-X)ま で の 非 同 類 変 更 を 含 み 得 る 配
列 で あ る タ ン パ ク 質 と し て 定 義 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 「 非 同 類 変 更 」 の 用 語 は
、 配 列 番 号 1の 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 非 同 類 置 換 ま た は 連 続 も し く は 散 在 す る 挿
入 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 の ス ル フ ィ レ ド キ シ ン は 、 そ の 配 列 が 、 図 2お よ び 3に 示 さ れ る か ま た は 配 列 表 に 示
さ れ る 配 列 番 号 1～ 10の 配 列 に そ れ ぞ れ 相 当 す る タ ン パ ク 質 か ら 特 に 選 択 さ れ る 。 S. cere
visiae： 配 列 番 号 1； C. albicans： 配 列 番 号 2； S. pombe： 配 列 番 号 3； H. sapiens： 配 列
番 号 4； M. musculus： 配 列 番 号 5； D. melanogaster： 配 列 番 号 6； A. thaliana： 配 列 番 号
7； T. elongatus： 配 列 番 号 8； Nostoc sp.： 配 列 番 号 9お よ び Oryza sativa： 配 列 番 号 10
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 次 の 配 列 ： FXGCHR (X = S)に よ り 規 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 Srx
の 触 媒 部 位 に 相 当 す る 単 離 ペ プ チ ド で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 1～ 3、 5～ 6お よ び 8～ 10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 ま た
は ペ プ チ ド FXGCHR (X = S)に よ り 規 定 さ れ る Srxタ ン パ ク 質 で 動 物 を 適 切 に 免 疫 化 す る こ
と に よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 -Srx抗 体 で も あ る 。
　 上 記 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 1～ 3お よ び 5～ 10の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 に よ
り 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 有 効 量 と 、 任 意 に 少 な く と も 1種 の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤
と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 品 で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム に 障 害 が 認
め ら れ る 癌 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療 用 の 抗 酸 化 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 使
用 で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 関 与 を 評 価 す る た め に ：
(1) 生 物 学 的 試 料 の 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 過 酸 化 水 素 (H 2 O 2 )と 接 触 さ せ 、
(2) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx-Cys P -SO 2 Hを 検 出 し 、 そ
し て
(3) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら 、 Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-Cys P -SHの 量 と の 比
を 確 認 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 に 関 連 す る 疾 患
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
　 上 記 の 生 物 学 的 試 料 は 特 に 血 液 細 胞 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Prx-Cys P -SO 2 H/Prx-Cys P -SHの 比 ＞ 1は 、 Srxの 機 能 不 全 に 関 連 す る Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ
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ム 障 害 の 徴 候 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 よ っ て 、 こ の よ う な 方 法 は 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム が 正 常 に 機 能 し て い る か 否 か を 評
価 す る こ と を 可 能 に す る 。 疾 患 の 病 因 に 関 与 す る 機 構 で の 知 見 は 、 特 に 不 良 な Prx/Srx抗
酸 化 シ ス テ ム の 場 合 に 、 そ の 状 況 に 最 も 適 す る 治 療 を 選 択 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 変 形 と し て 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は ：
A.    適 切 な 生 物 学 的 試 料 、 特 に 血 液 細 胞 の 全 RNAを 用 い る 、 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン の

を 含 む 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 該 方 法 は 、
(1) 適 切 な 生 物 学 的 試 料 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、
(2) 次 の 2つ の プ ラ イ マ ：
            GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (配 列 番 号 11)
            AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (配 列 番 号 12)
(こ れ ら の 配 列 は 、 ヒ ト ス ル フ ィ レ ド キ シ ン ORF (GenBank No. AAH47707)の そ れ ぞ れ 上 流
お よ び 下 流 に 位 置 す る )
を 用 い る RNAの 増 幅 に よ り 特 異 的 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン cDNAを 作 製 し 、
(3) そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 し 、 そ し て
(4) 分 析 さ れ る べ き 生 物 学 的 試 料 の 種 と 同 じ 種 に 由 来 す る 上 記 で 規 定 さ れ る よ う な Srxタ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 に 関 し て 比 較 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
B.    ヒ ト の 生 物 学 的 試 料 か ら 作 製 さ れ た 全 cDNAか ら の ヒ ト ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (hSrx1)
を コ ー ド す る mRNAの 、 参 照 試 料 と の 比 較 に よ る い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ る 。
　 参 照 試 料 は 、 特 に 、 正 常 な コ ン ト ロ ー ル 個 体 か ら 得 ら れ た 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 上 記 の 定 量 に 先 立 っ て 、 該 方 法 は 、 全 RNA抽 出 工 程 を 含 む 。
　 こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 配 置 に よ る と 、 上 記 の 定 量 は ：
(a1) 適 切 な プ ラ イ マ 、 特 に ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ を 用 い る 逆 転 写 に よ り
全 RNAか ら cDNAを 作 製 し ；
(a2) 次 の プ ラ イ マ 対 ：
            GTCCCGCGGCGGCGGCGACG (配 列 番 号 11)
            AGCAGGTGCCAAGGAGGCTG (配 列 番 号 12)
の 存 在 下 に 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー の 存 在 下 に 前 記 cDNAを 増 幅 さ せ 、 そ し て 同 時 ま た は 連 続 的 に
、
(a3) 蛍 光 シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と に よ り ア ン プ ラ イ マ (ま た は ア ン プ リ コ ン )の 量 を 検 出
す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 mRNAの 増 幅 は RT-PCRに よ り 行 な わ れ る 。 逆 転 写 お よ び PCR増 幅 工 程 は 、 別 々 で あ る (こ の
場 合 、 定 量 は 定 量 的 PCRに よ り 行 な わ れ る )か 、 ま た は こ れ ら を 一 緒 に す る (こ の 場 合 、 定
量 は 定 量 的 RT-PCRに よ り 行 な わ れ る )か の い ず れ か で あ る 。
　 好 ま し く は 、 該 定 量 は 、 例 え ば 18Sリ ボ ソ ー ム RNAサ ブ ユ ニ ッ ト の よ う な 内 部 標 準 を 用 い
て 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 別 の 有 利 な 形 態 に よ る と 、 蛍 光 レ ポ ー タ ー は 、 二 本 鎖 DNAに 結 合 す る 剤
お よ び 蛍 光 プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 の 定 量 は 、 シ グ ナ ル の 増 加 が 反 応 の 間 に 産 生 さ れ る ア ン プ ラ イ マ ー の
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量 に 直 接 比 例 す る 限 り は リ ア ル タ イ ム で 行 な わ れ 、 す な わ ち 放 射 さ れ る 蛍 光 シ グ ナ ル の 検
出 と 定 量 と を 増 幅 プ ロ セ ス の 間 に 行 う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRお よ び RT-PCRの 一 般 的 な 原 理 、 な ら び に ア ン プ ラ イ マ ー の 定 量
的 検 出 の 種 々 の 方 法 ： 二 本 鎖 DNAに 結 合 す る 剤 (イ ン タ ー カ レ ー ト 剤 ： エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド
、 SYBR Green I、 YO-PRO-1； 小 溝 に 結 合 す る 剤 ： Hoechst 33258)を 用 い る か 、 蛍 光 プ ロ ー
ブ を 用 い る 、 す な わ ち ： DNAポ リ メ ラ ー ゼ (TaqMan (商 標 ))の 5'ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ る プ
ロ ー ブ の 加 水 分 解 、 2つ の プ ロ ー ブ (Hybprobes)、 分 子 ビ ー コ ン お よ び ス コ ー ピ オ ン プ ラ イ
マ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 こ れ ら は 特 に Poitrasら , Reviews
 in Biology and Biotechnology, 2002, 2, 1～ 11に 記 載 さ れ て い る 。 TaqMan (商 標 )型 の
プ ロ ー ブ を 用 い る リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRお よ び RT-PCRは 、 そ れ ぞ れ 、 Heid C.ら (Genome 
Research, 1996, 6, 986～ 994)お よ び Gibson U.ら (Genome Research, 1996, 6, 995-1001
)に 特 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 有 利 な 形 態 に よ る と 、 上 記 の 蛍 光 レ ポ ー タ ー が プ ロ ー ブ で あ る 場 合 に 、
該 プ ロ ー ブ は 次 の 配 列 ：
TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (配 列 番 号 13)お よ び
TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (配 列 番 号 14)
に よ り 規 定 さ れ る プ ロ ー ブ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 RNA抽 出 、 cDNA作 製 お よ び 配 列 の 確 認 は 、 Current Protocols in Molecular Biology (F
rederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc., Library of Congress, USA)に 記 載 さ
れ る も の の よ う な 標 準 の プ ロ ト コ ル に 従 う 通 常 の 方 法 を 用 い て 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
- Srxタ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド FXGCHR (X = Gま た は S)を 用 い る 動 物 の 適 切 な 免 疫 化 に よ
り 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 電 気 泳 動 に よ る 全 タ ン パ ク 質 の 分 離 の 後 に 、 試 験 さ れ る べ き 生
物 学 的 試 料 中 の Srxタ ン パ ク 質 を 免 疫 検 出 し 、 次 い で
- コ ン ト ロ ー ル Srxタ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 Srxタ ン パ ク 質 の 質 お よ び 量 を 評 価 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 癌 、 加 齢 、 神 経 変 性 疾 患 お よ び 神 経 筋 疾 患 に 関 連 す る 疾 患
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の 検 出 － 定 量 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 有 利 に 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 上 記 で 規 定 さ れ る よ う な Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 ま た は 該 コ
ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の 、 ス ト レ ス (干 ば つ 、 寒 さ 、 熱 、 環 境 に 存 在 す る 酸 化 毒
物 )に 抵 抗 す る 能 力 が 大 幅 に 増 加 し た 植 物 を 得 る た め の 使 用 で も あ る 。
　 Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は 、 上 記 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス か ら 容 易 に 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 配 列 番 号 1～ 3、 5、 6お よ び 8～ 10の 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配
列 に よ り 規 定 さ れ る Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ
れ た こ と を 特 徴 と す る 宿 主 細 胞 で も あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の 宿 主 細 胞 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 こ れ は SRX1遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る エ ス ・ セ
レ ビ シ エ 株 か ら な る 。
　 上 記 の 宿 主 細 胞 の 別 の 有 利 な 実 施 形 態 に よ る と 、 こ れ は hSrx1遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る ベ
ク タ ー で 改 変 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の ベ ク タ ー は 、 有 利 に は 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に Srxタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 と S

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-528207 A 2007.10.11



rx遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と を 含 む イ ー ・ コ リ ／ エ ス ・ セ レ ビ シ エ シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る
。 こ れ は 、 特 に プ ラ ス ミ ド pRS316 (ATCC No. 77145)で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Srx遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー は 、 翻 訳 開 始 部 位 の 400塩 基 対 上 流 に あ る 。 こ れ は 、 http://w
ww.yeastgenome.org/ (ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 YKL086W)の サ イ ト で 見 出 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の よ う な ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た こ れ ら の 宿 主 細 胞 は 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の
研 究 お よ び Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 活 性 を 調 節 す る 医 薬 品 の イ ン ビ ト ロ で の ス ク リ ー ニ
ン グ に 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 の 主 題 は 、
(1) ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 物 質 を 、 過 酸 化 水 素 の 存 在 下 に 本 発 明 に よ る 宿 主 細 胞 に 接
触 さ せ 、
(2) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx-Cys P -SO 2 Hを 検 出 し 、
(3) 工 程 (1)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら 、 Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-Cys P -SHの 量 と の 比
を 確 認 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 活 性 を 調 節 し 得 る 医 薬 品 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
a) 試 験 さ れ る べ き 物 質 を 、 上 記 の よ う な 改 変 さ れ た 宿 主 細 胞 の 抽 出 物 ま た は Srxタ ン パ ク
質 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 動 物 お よ び Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 さ れ る 動
物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス の 生 物 学 的
試 料 と 、 過 酸 化 水 素 の 存 在 下 に 接 触 さ せ 、
b) a)で 得 ら れ た 混 合 物 の Prx/Srxシ ス テ ム の 抗 酸 化 活 性 を い ず れ の 適 切 な 手 段 に よ り 測 定
し 、 そ し て
c) 前 記 活 性 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る こ と が で き る 物 質 を 選 択 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 障 害 に 関 連 す る 癌 、 神 経 変 性 疾
患 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 記 の 活 性 の 測 定 は 、 工 程 (a)に よ る 前 記 接 触 の 後 1～ 4時 間 の 間 に 、 形 成 さ れ た Prx-Cys

P -SO 2 Hを 検 出 し 、 そ し て 工 程 (a)に よ る 前 記 接 触 の 4時 間 後 か ら Prx-Cys P -SO 2 Hの 量 と Prx-C
ys P -SHの 量 と の 比 を 確 認 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、
(1) ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 物 質 を 、 Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 動
物 お よ び Srxタ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 さ れ る 動 物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト 以
外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 、 特 に マ ウ ス と 接 触 さ せ 、 そ し て
(2) 前 記 動 物 の 生 存 を 測 定 す る
こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 Prx/Srx抗 酸 化 シ ス テ ム の 障 害 に 関 連 す る 癌 、 神 経 変 性 疾
患 お よ び 神 経 筋 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で も あ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 は 、 通 常 の 方 法 、 特 に Transgenic animals g
eneration and use (C.M. Houdebine編 , Harwood academic publishers, Amsterdam)に 記
載 さ れ る プ ロ ト コ ル に よ り 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 タ ン パ ク 質 を 、 次 の モ チ ー フ ： FXGCHR (X = Gま た は S)を 有 す る 少 な
く と も 1つ の 触 媒 部 位 を 含 む ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (Srx)と 、 ATPお よ び マ グ ネ シ ウ ム の 存 在
下 に 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る 少 な く と も 2つ の シ ス テ イ ン を
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含 む 物 質 を 還 元 す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 酸 化 還 元 活 性 を 有 す る 少 な く と も 2つ の シ ス テ イ ン を 含 む 物 質 の 還 元 は 、 リ ン 酸 化 に よ
る 該 物 質 の 活 性 化 、 そ れ に 続 く 硫 黄 の 還 元 を 含 み 、 こ れ ら の 2つ の 活 性 は ス ル フ ィ レ ド キ
シ ン に よ り 触 媒 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 主 題 は 、 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン と ATPと マ グ ネ シ ウ ム の 存 在 下 で 、 Cys-SO 2 H残 基
を 含 む 物 質 を 、 Cys-SH残 基 を 含 む 物 質 に 還 元 す る こ と か ら な る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 Cys-SO 2 H残 基 を 含 む 物 質 か ら Cys-SH残 基 を 含 む 物 質 を 合 成 す る 方 法 で も あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 上 記 の 形 態 の 他 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 主 題 で あ る 方 法 の 実 施 の 例 と 添 付 の 図 面 に 言 及
す る 以 下 の 記 載 に よ り 明 ら か に な る そ の 他 の 形 態 も 含 む 。 添 付 の 図 面 は ：
- 図 1は 、 Srx1に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
- 図 2お よ び 3は 、 種 々 の 種 で の Srx1配 列 の 比 較 を 表 す 。 図 2： S. cerevisiae、 C. albican
s、 S. pombe、 H. sapiens、 M. musculus、 D. melanogasterお よ び A. thaliana。 同 一 の 領
域 は 箱 で 囲 ん で あ る 。 触 媒 部 位 は 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン の 周 囲 に 位 置 し 、 矢 印 で 示 す 。 図
3： S. cerevisiae、 H. sapiens、 M. musculus、 D. melanogaster、 A. thaliana、 T. elon
gatusお よ び Nostoc sp.。 GenBankの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を こ の 図 に 示 す 。 配 列 ア ラ イ ン メ
ン ト は CLUSTALWプ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 な っ た 。 こ れ ら の 配 列 の ほ ぼ 65%で 同 一 で あ る ア ミ
ノ 酸 を 箱 で 囲 む 。 シ ス テ イ ン (黒 い 矢 印 )お よ び 他 の シ ス テ イ ン (白 い 矢 印 )を 含 む Srx1活 性
部 位 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
- 図 4は 、 Tsa1の シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 形 の 再 生 (recycling)を 示 し 、 こ れ は Srx1に 依
存 す る 。 図 4aお よ び 4b： 示 さ れ た 時 間 H 2 O 2  (500μ M)に 曝 さ れ た 野 生 型 細 胞 お よ び Δ srx1
細 胞 に お い て 3 5 S-Metで 標 識 さ れ た Tsa1の 還 元 形 (SH)お よ び 酸 化 形 (SO 2 H)の 2-D PAGE分 析
。 図 4cお よ び 4dは 、 AMSで の イ ン ビ ト ロ で の ア ル キ ル 化 の 後 に H 2 O 2 で 処 理 し た WT細 胞 (c)ま
た は Δ srx1細 胞 (d)か ら の Tsa1の 還 元 形 (2× AMS)お よ び 酸 化 形 (1× AMS)の ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に 相 当 す る 。 H 2 O 2  (100μ M)を 用 い て 15分 間 Srx1発 現 を 誘 導 し た 後 に 、 細 胞 を シ ク ロ
ヘ キ シ ミ ド (CHX)で 5分 間 処 理 し 、 そ の 後 H 2 O 2  (500μ M)で 処 理 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
- 図 5は 、 過 酸 化 水 素 に よ り 誘 導 さ れ る ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 抵 抗 性 に お け る Srx1タ ン
パ ク 質 が 演 じ る 役 割 を 示 す 。 感 度 試 験 は 、 増 加 す る 濃 度 (mM)で 過 酸 化 水 素 (H 2 O 2 )を 含 有 す
る ペ ト リ 皿 で 野 生 株 (WT)お よ び ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 (Δ srx1)ま た は 変 異 株 srx1C84Sを 増 殖 さ
せ る こ と に よ り 行 う (図 5aお よ び 5b)。 図 5a： H 2 O 2 に 対 す る 野 生 株 (WT)、 ノ ッ ク ア ウ ト 株 (
Δ srx1)お よ び 変 異 株 srx1C84Sの 抵 抗 性 。 図 5b： HAで タ グ を つ け た Srx1タ ン パ ク 質 の ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (図 内 挿 入 図 )お よ び 過 酸 化 水 素 (400μ M)で 処 理 し た 細 胞 の mRNAの QT
-RT PCR。
【 ０ ０ ５ ７ 】
- 図 6は 、 t-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に よ り 誘 導 さ れ る ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 抵 抗 性
に お け る Srx1タ ン パ ク 質 が 演 じ る 役 割 を 示 す 。 感 度 試 験 は 、 増 加 す る 濃 度 で t-ブ チ ル ヒ ド
ロ ペ ル オ キ シ ド (tBOOH)を 含 有 す る ペ ト リ 皿 で 野 生 株 (WT)、 ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 (Δ srx1)、 T
sa1ま た は Srx1を 過 剰 発 現 す る 野 生 株 、 Tsa1を 発 現 す る ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 (Δ srx1)、 ノ ッ
ク ア ウ ト 細 胞 (Δ tsa1)お よ び Srx1を 過 剰 発 現 す る ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 (Δ tsa1)を 増 殖 さ せ る
こ と に よ り 行 う 。 濃 度 は mMで 表 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
- 図 7は 、 Tsa1と Srx1と の 間 の 共 有 結 合 様 式 (ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ )お よ び 非 共 有 結 合 様
式 の 相 互 作 用 を 示 す 。 図 7a： H 2 O 2  (500μ M)で 15分 間 処 理 し た 野 生 株 (WT) (レ ー ン 1、 2、 4
)ま た は Δ tsa1細 胞 (レ ー ン 3)に お い て 発 現 し た HAタ グ を つ け た Srx1タ ン パ ク 質 (レ ー ン 1、
2お よ び 3)ま た は HAタ グ を つ け た Srx1 C 8 4 S  (レ ー ン 4)の 、 還 元 (R) (レ ー ン 2)ま た は 非 還 元
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(NR) (レ ー ン 1、 3、 4)条 件 下 で 行 う SDS-PAGE電 気 泳 動 の 後 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。
図 7b： 非 還 元 条 件 下 で 、 6Hisで タ グ を つ け た Srx1 (レ ー ン 2、 4)ま た は タ グ を つ け て い な
い Srx1 (レ ー ン 1、 3)を 用 い て 共 精 製 (copurified)さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 非 還 元 (レ ー ン 1
、 2)ま た は 還 元 (レ ー ン 3、 4)条 件 下 に SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り
視 覚 化 す る 。 タ ン パ ク 質 の バ ン ド は 、 MALDI-TOF質 量 分 光 法 に よ り 記 載 さ れ る よ う に し て
同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
- 図 8は 、 酸 化 さ れ た Tsa1の イ ン ビ ト ロ で の Srx1に よ る 還 元 の た め に Srx1タ ン パ ク 質 と ATP
と が 必 要 で あ る こ と を 示 す 。 図 8 aお よ び b： 記 載 さ れ た 濃 度 で の 、 精 製 さ れ た Srx1お よ び
ATPと 30℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た Δ tsa1細 胞 溶 解 物 中 の Myc Tsa1の 還 元 形 (SH)お よ
び 超 酸 化 形 (SO 2 H)の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 。 図 8c： 記 載 さ れ る よ う に 、 精 製 Srx1
と ATP (1 mM)と Mg + +  (1 mM)と 30℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 6His-Tsa1の 還 元 形 (SH)お
よ び 超 酸 化 形 (SO 2 H)の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
- 図 9は 、 超 酸 化 形 に あ る 6His-Prx1お よ び 6His-Prx2の 還 元 に お け る hSrx1の 役 割 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 主 題 を 説 明 す る た め に の み 与 え ら れ る も の で あ り 、 限 定 を
構 成 す る も の で は な い こ と が 明 確 に 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ２ 】

： 材 料 お よ び 方 法
1.1.  
　 用 い た エ ス ・ セ レ ビ シ エ 株 は 、 YPH98株 (Sikorski R.ら , Genetics, 1989, 122, 19～ 27
) (MATa, ura3-52, lys2-801a m b e r , ade2-101 o c h r e  trp1-Δ 1 leu2-Δ 1)お よ び そ の 同 型
遺 伝 子 派 生 株 で あ る 。 Δ srx1、 Δ trrlお よ び Δ tsa1株 は 、 SRX1 (ス ル フ ィ レ ド キ シ ン )お
よ び TRR1 (チ オ レ ド キ シ ン レ ダ ク タ ー ゼ )の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を KANMX4で 、 お よ び TSA1オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を TRP1 (チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク 質 1)で そ れ ぞ れ 置 き 換 え
る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Tsa1お よ び Srx1を 過 剰 発 現 す る 株 は 、 各 々 が Tsa1ま た は Srx1遺 伝 子 の 欠 失 を 有 し か つ マ
ル チ コ ピ ー プ ラ ス ミ ド psRS426 (NO. ATCC 77107)を 有 す る こ と を 除 い て 、 以 前 の 株 と 同 一
で あ る 。
　 細 胞 を 30℃ で YPD培 地 (1%酵 母 エ キ ス 、 2%バ ク ト ペ プ ト ン お よ び 2%グ ル コ ー ス )ま た は ア
デ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び ウ ラ シ ル を 補 っ た CASA培 地 (0.67%酵 母 ニ ト ロ ゲ ン ベ ー ス 、
0.1%カ ザ ミ ノ 酸 、 2%グ ル コ ー ス )中 に 培 養 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
1.2.  
　 次 の 融 合 タ ン パ ク 質 ：
- Srx1-HA： Srx1の C-末 端 に 2つ の HAエ ピ ト ー プ の 融 合 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び
- 6His-Srx1： Srx1と 、 そ の N-末 端 に 6ヒ ス チ ジ ン タ グ と の 融 合 タ ン パ ク 質
を PCRに よ り 2工 程 で 構 築 す る 。 PCRに 用 い ら れ た ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ は 、 HAエ ピ ト ー プ
の 1つ ま た は そ の 他 の も の の 配 列 (HAエ ピ ト ー プ を 認 識 す る 市 販 の 抗 体 12CA5, Babco, MMS-
101 Rに よ り 規 定 さ れ る )と 6His (6ヒ ス チ ジ ン )と を 結 合 さ せ 、 そ れ ら の 配 列 の 上 流 お よ び
下 流 で 400お よ び 200塩 基 対 で は さ ま れ 、 プ ラ ス ミ ド pRS316 (No. ATCC 77145)ま た は プ ラ
ス ミ ド pRS426 (No. ATCC 77107)の EcoRI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Srx1の 完 全 コ ー デ ィ ン
グ 領 域 を 増 幅 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Tsa1の N-末 端 に Mycエ ピ ト ー プ (抗 -Myc抗 体 , 9E10, Babco, MMS-150Rに よ り 規 定 さ れ る )
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 Myc-Tsa1を 構 築 し 、 プ ラ ス ミ ド pRS316の EcoRI部 位 に 同 様 に し て
ク ロ ー ニ ン グ す る 。 Cys>Ser変 異 体 を 作 製 す る た め の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 は 、 修 飾 さ れ た
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配 列 を 含 む プ ラ イ マ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 標 準 の PCR増 幅 法 に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
1.3   
*     、 対 数 期 の 始 め の 細 胞 培 養 (OD 6 0 0  n m  = 0.3)を

3 5 S-Met (100
μ Ci)で 20分 間 、 30℃ に お い て 標 識 し 、 そ の 後 、 冷 メ チ オ ニ ン (1 mMの 最 終 濃 度 )お よ び シ
ス テ イ ン (0.1 mMの 最 終 濃 度 )を 用 い て 標 識 さ れ た メ チ オ ニ ン を 追 跡 し 、 次 い で H 2 O 2  (500
μ M)で 処 理 す る 。 細 胞 を 、 Mailletら (J. Biol. Chem., 1996, 271, 10263～ 10270)に よ り
記 載 さ れ た よ う に し て 2-D PAGE分 析 に 付 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
*     、 対 数 培 養 期 の 始 め の 細 胞 培 養 (OD

6 0 0  n m  = 0.3)の 溶 解 物 を 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 溶 解 プ ロ ト コ ル (Delaunayら , EMBO J., 2000,
 19, 5157～ 5166)に よ り 調 製 す る 。 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を 、 N-エ チ ル マ レ イ ミ ド (NEM) (5
0 Mm)含 有 バ ッ フ ァ ー A [Tris-Cl, pH 8 (100 mM), SDS (1%), EDTA (1 mM)]に 溶 解 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抽 出 物 を 、 還 元 お よ び 非 還 元 条 件 下 で SDS-17% PAGEに よ り 分 離 し 、 Srx1-HAを 上 記 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 12CA5を 用 い て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
*     、 細 胞 抽 出 物 を 、 沈 殿 し た タ
ン パ ク 質 を DTT (50 mM)含 有 バ ッ フ ァ ー A中 に 37℃ で 1時 間 ま ず 溶 解 さ せ 、 TCAで 沈 殿 さ せ 、
そ し て AMS (15 mM)含 有 バ ッ フ ァ ー A中 に 37℃ で 2時 間 懸 濁 す る 以 外 は TCA溶 解 プ ロ ト コ ル の
条 件 と 同 じ 条 件 下 で 処 理 す る 。 細 胞 抽 出 物 は 、 還 元 条 件 下 に SDS-20% PAGEで 分 離 し 、 Myc-
Tsa1を 上 記 の 抗 -Mycモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9E10を 用 い て 免 疫 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
*     、 酸 化 さ れ た Myc-Tsa1を 含 む H 2 O 2 処 理 Δ srx1細 胞 の 溶 解 物
(2 mg/ml) 3μ l、 ま た は 酸 化 さ れ 精 製 さ れ た 6His-Tsa1 (0.5 mg)の い ず れ か を 、 バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス に よ り 発 現 さ れ た 精 製 Srx1と ATPと MgCl 2 を 記 載 さ れ た 濃 度 で 含 有 す る 反 応 バ ッ フ
ァ ー (RM) [Tris-Cl, pH 6.8 (50 mM), KCl (100 mM)] (80μ lの 最 終 容 量 )に 加 え 、 30℃ で
15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 6His-Tsa1は 、 DTT (10 mM)お よ び H 2 O 2  (1 mM)を 含 有 す る RM
バ ッ フ ァ ー 中 の 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 に 酸 化 さ れ
、 反 応 媒 質 で 16倍 に 希 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
1.4   
　 Srx1お よ び hSrx1は 、 Bac-To-Bac (登 録 商 標 )バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 シ ス テ ム (Invitroge
n)を 用 い て High Five昆 虫 細 胞 で 発 現 さ れ 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ お よ び HPLC (8ml-Poros (登 録 商 標 ) 50HS, 8ml-Poros (登 録 商 標 ) 50HE
, 0.8ml-Poros (登 録 商 標 ) 20HS) (Applied Biosystems)に よ り 連 続 的 に 精 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 6His-Tsa1は 、 プ ラ ス ミ ド pET28a-Tsa1か ら の E. coli BL21細 胞 に お い て 、 製 造 業 者 (Str
atagene)の 推 奨 に 従 っ て イ ソ プ ロ ピ ル チ オ -β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド で の 誘 導 の 後 に 発 現
さ れ る 。 細 胞 を 、 フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (PMSF) (1 mM)を 補 っ た 溶 解 バ ッ
フ ァ ー [Tris-Cl, pH 6.8 (50 mM), KCl (100 mM), DTT (2 mM), イ ミ ダ ゾ ー ル (20 mM)]に
懸 濁 し 、 凍 結 － 融 解 サ イ ク ル お よ び 超 音 波 破 砕 に よ り 溶 解 す る 。 抽 出 物 を 30,000 gで 30分
間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を Ni-NTAア ガ ロ ー ス カ ラ ム (Qiagen)を 通 過 さ せ る 。 溶 解 バ ッ フ ァ ー で
カ ラ ム を 洗 浄 後 、 Tsa1を 、 イ ミ ダ ゾ ー ル (150 mM)を 補 っ た 溶 解 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 精 製 タ ン パ ク 質 の 純 度 お よ び 濃 度 は 、 SDS-PAGEの 後 の ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 お よ び ブ ラ ッ
ド フ ォ ー ド 試 験 (Biorad)に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
1.5   
　 6His-Srx1お よ び Srx1を 、 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ を 安 定 化 さ せ る チ オ レ ド キ シ ン レ ダ ク

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-528207 A 2007.10.11

タ ン パ ク 質 分 析
2-D PAGE分 析 の た め に

Srx1-HAの イ ン ビ ボ 酸 化 還 元 状 態 の 分 析 の た め に

Myc-Tsa1の シ ス テ イ ン の AMSを 用 い る 誘 導 化 の た め に

イ ン ビ ト ロ 還 元 の た め に

組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製

Srx1反 応 パ ー ト ナ ー の 精 製



タ ー ゼ 遺 伝 子 を 欠 く Δ trr1株 の プ ラ ス ミ ド pRS426か ら 発 現 さ せ る 。 細 胞 を 、 対 数 期 の 中 間
(OD 6 0 0  n m  = 0.8)ま で 培 養 し 、 H 2 O 2  (5 mM)で 5分 間 処 理 し 、 NEM (10 mM)を 補 っ た 水 で 2回
洗 浄 し 、 Eatonプ レ ス 中 で バ ッ フ ァ ー C [Tris Cl, pH 8 (100 mM), NaCl (50 mM) プ ロ テ
ア ー ゼ 阻 害 剤 非 含 有 EDTA (Roche-Boerhinger), PMSF (1 mM), イ ミ ダ ゾ ー ル (20 mM), NEM
 (10 mM)]中 に 凍 結 お よ び 溶 解 さ せ る 。 細 胞 抽 出 物 を 10,000 gで 1時 間 30分 遠 心 分 離 し 、 上
清 を Ni-NTAカ ラ ム (Qiagen)に 通 す 。 カ ラ ム を バ ッ フ ァ ー D [Tris Cl, pH 8 (100 mM), NaC
l (50 mM)] + イ ミ ダ ゾ ー ル (20 mM)で 洗 浄 後 、 タ ン パ ク 質 を バ ッ フ ァ ー D + イ ミ ダ ゾ ー ル
(30 mM)で 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
1.6   
　 全 RNAを 、 Leeら (J. Biol. Chem., 1999, 274, 4537～ 4544)に よ り 記 載 さ れ た よ う に し
て 抽 出 し 、 ラ ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ を 用 い る 逆 転 写 に よ り 、 1μ gの 全 RNAを
用 い て cDNAを 合 成 す る 。
　 定 量 PCR (Biorad iCycler)を 、 SYBR Green I蛍 光 法 に よ り 、 SRX1ま た は ACT1に 特 異 的 な
プ ラ イ マ を 用 い て 、 供 給 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 3回 別 々 に 行 う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

： Srx1の 触 媒 活 性 に よ る Tsa1の シ ス テ イ ン の 超 酸 化 の 可 逆 性
2.1   材 料 お よ び 方 法
　 エ ス ・ セ レ ビ シ エ の 5つ の Prxの う ち の 1つ で あ る Tsa1は 、 2-Cys Prxで あ り 、 H 2 O 2 お よ び
有 機 過 酸 化 物 の 両 方 に 対 す る 広 い 基 質 特 異 性 を 有 す る 、 酵 母 で の 主 要 な 抗 酸 化 剤 を 構 成 す
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Srxの 存 在 下 で の Tsa1の 酸 化 お よ び こ の 反 応 の 可 逆 性 を 、 2つ の 方 法 に 従 っ て 分 析 し た 。
(A)   タ ン パ ク 質 の 等 電 点 に よ る 2次 元 ゲ ル 分 離 (2-D PAGE電 気 泳 動 )； 野 生 株 細 胞 (WT)お
よ び Δ srx1ノ ッ ク ア ウ ト 株 を 、 タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ で の 放 射 活 性 標 識 に ま ず 付 し 、 次 い
で 、 種 々 の 期 間 (0、 2、 30お よ び 90分 の 処 理 ) H 2 O 2 で 処 理 す る 前 に 、 放 射 活 性 元 素 の 追 跡
を 行 う 。 左 の ス ポ ッ ト (図 4a)は タ ン パ ク 質 の 天 然 形 を 表 し 、 右 の ス ポ ッ ト (図 4a)は 酸 の 形
(ス ル フ ィ ン 酸 )を 表 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
(B)   示 差 (differential)チ オ ー ル ア ル キ ル 化 ； Tsa1の タ グ を つ け た コ ピ ー を 有 す る 野 生
株 細 胞 (WT)お よ び Δ srx1ノ ッ ク ア ウ ト 株 細 胞 を 、 分 析 の 間 の 新 し い タ ン パ ク 質 合 成 を ブ ロ
ッ ク す る た め に シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド (CHX)で 処 理 し 、 次 い で H 2 O 2 で 処 理 す る 。 タ ン パ ク 質 を
抽 出 し 、 DTTで 還 元 し 、 次 い で チ オ ー ル を 500 Daの 化 合 物 、 4-ア セ ト ア ミ ド -4'-マ レ イ ミ
ジ ル ス テ ィ ル ベ ン -2,2'-ジ ス ル ホ ン 酸  (AMS)で ア ル キ ル 化 す る が 、 AMSは 遊 離 の SH基 の レ
ベ ル で シ ス テ イ ン を ア ル キ ル 化 す る が 、 ス ル フ ィ ネ ー ト の 形 で は ア ル キ ル 化 せ ず 、 タ ン パ
ク 質 の 分 子 量 を ア ル キ ル 化 さ れ た シ ス テ イ ン (AMS)当 た り 0.5 kDa増 加 さ せ る 。 2つ の ア ル
キ ル 化 チ オ ー ル (還 元 シ ス テ イ ン ま た は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 図 4cお よ び 4dに お い て 「 2 AMS
」 と 記 載 さ れ る )を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は 1つ の ア ル キ ル 化 チ オ ー ル (ス ル フ ィ ン 酸 、 図 4
cお よ び 4d に お い て 「 1 AMS」 と 記 載 さ れ る )を 有 す る タ ン パ ク 質 の 間 の サ イ ズ の 違 い が 、
SDS-PAGEゲ ル 上 で の そ れ ら の サ イ ズ に よ る 分 離 の 後 に 観 察 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 、 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 視 覚 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
2.2   結 果
　 結 果 を 図  4aお よ び 4bに 示 す 。
　 処 理 し て い な い 細 胞 抽 出 物 に お い て は 、 Tsa1は 二 重 (double)の ス ポ ッ ト と し て 現 れ る 。
そ の う ち の 1つ は 濃 く 、 還 元 Tsa1 (Tsaの 理 論 的 pIは 4.87で あ る )に 相 当 す る 4.8 (+/- 0.05
)の pI位 置 で 全 酵 素 の 約 85％ に 相 当 す る 。 も う 一 方 は 、 4.7 (+/- 0.05)の よ り 酸 性 の pI位
置 に 薄 い ス ポ ッ ト が 位 置 し 、 こ れ は 酸 化 さ れ た Tsa1 (Tsa1の シ ス テ イ ン の ス ル フ ィ ン 酸 形
の 理 論 値 は 4.75で あ る )に 相 当 す る 。 H 2 O 2  (500μ M)で 2分 間 の 処 理 の 後 、 酸 化 Tsa1の 割 合
が 全 タ ン パ ク 質 の 約 90％ の 割 合 ま で 増 加 し て 還 元 Tsa1が 減 少 す る 。 30分 間 の 処 理 の 後 に 、
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還 元 Tsa1/酸 化 Tsa1の 比 は 未 処 理 の 細 胞 の も の ま で 戻 る 。 還 元 Tsa1ス ポ ッ ト の 再 出 現 は 、
タ ン パ ク 質 の 標 識 が 分 析 の 前 に 妨 害 さ れ て い る と す る と 、 酸 化 Tsa1か ら 来 る も の で あ り 新
し く 合 成 さ れ た Tsa1か ら で は な い 。 同 様 の 結 果 が 、 細 胞 を t-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (t
-BOOH)で 処 理 す る 場 合 に 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 H 2 O 2 で 処 理 し て い な い 細 胞 抽 出 物 に お い て は 、 Tsa1は 大 幅 に 減 少 さ れ 、 AMSに よ り 修 飾
さ れ た 二 重 の バ ン ド と し て 移 動 す る (図 4cお よ び 4d)。 H 2 O 2 で の 処 理 の 15分 後 、 Tsa1は AMS
に よ り 修 飾 さ れ た 一 重 ま た は 二 重 の 種 と し て 移 動 し 、 こ の こ と は 約 1： 3の 比 の 還 元 形 と 酸
化 形 の 混 合 物 を 示 す 。 こ の 処 理 の 120分 の 期 間 の 後 に 、 Tsa1は そ の 最 初 の 状 態 、 す な わ ち A
MSに よ り ア ル キ ル 化 さ れ た 二 重 線 の 形 に 完 全 に 戻 り 、 こ の こ と は ス ル ホ ネ ー ト の Cys-SHへ
の 還 元 を 証 明 す る 。 Tsa1の 還 元 は 、 2-D PAGEで 観 察 さ れ た も の (図 4a)と 比 べ て 異 な り 、 こ
れ は お そ ら く タ ン パ ク 質 合 成 の 阻 害 に よ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ ら の 2つ の 実 験 は 、 Tsa1の 超 酸 化 形 (ス ル フ ィ ン 酸 )が 野 生 株 に お い て 遊 離 の チ オ ー
ル に 還 元 さ れ る こ と が で き る こ と 、 お よ び Srx1の 存 在 が こ の 還 元 に 必 須 で あ る こ と を 示 す
。
【 ０ ０ ８ ２ 】

： ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ を 介 し て Prxに 結 合 し た エ ス ・ セ レ ビ シ エ 中 の 13 kDaの タ
ン パ ク 質 の 同 定 (図 7)
3.1.  材 料 お よ び 方 法 (実 施 例 1を 参 照 )
(A) Srx1タ ン パ ク 質 の タ グ (HA)を つ け た コ ピ ー を 含 む 細 胞 を 500μ Mの H 2 O 2 で 15分 間 処 理 す
る 。 タ ン パ ク 質 を 、 チ オ ー ル の 細 胞 内 の 酸 化 還 元 状 態 が 維 持 さ れ る 方 法 (実 施 例 1参 照 )に
従 っ て 抽 出 し 、 次 い で Srx1タ ン パ ク 質 の タ グ (HA)を つ け た コ ピ ー を 含 む 野 生 株 (WT)の 細 胞
(レ ー ン 1)に つ い て は 還 元 条 件 下 で 、 お よ び 野 生 株 (WT) (レ ー ン 2)、 SRX1遺 伝 子 の タ グ を
つ け た コ ピ ー を 含 む Δ tsa1変 異 株 (レ ー ン 3)お よ び C84S の 変 異 を 受 け た SRX1遺 伝 子 の タ グ
を つ け た コ ピ ー を 含 む Δ srx1株 (レ ー ン 4)の 細 胞 に つ い て は 非 還 元 条 件 下 で SDS-PAGEゲ ル
で 分 離 す る 。 参 照 分 子 量 (MW)は kDaで 表 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
(B) Srx1タ ン パ ク 質 を 未 変 性 条 件 下 で 6Hisタ グ に よ り 、 5 mMの H 2 O 2 で 5分 間 処 理 し た Δ trr
1細 胞 か ら 精 製 す る 。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 次 い で 、 還 元 ま た は 非 還 元 SDS-PAGEゲ ル
で 分 離 す る 。 記 載 さ れ た 種 々 の タ ン パ ク 質 が 質 量 分 光 法 に よ り 同 定 さ れ た 。 非 還 元 お よ び
還 元 条 件 下 で 分 離 さ れ た 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 SRX1遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む Δ trr1変 異
株 (ウ ェ ル 番 号 1お よ び 3)、 お よ び SRX1遺 伝 子 の タ グ (HA)を つ け た コ ピ ー を 含 む Δ trr1変 異
株 (ウ ェ ル 番 号 2お よ び 4)か ら く る 。 参 照 分 子 量 (MW)は kDaで 表 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
3.2   結 果
　 図 7aは 、 Srx1の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン (Cys84) (図 2お よ び 3を 参 照 )を 含 む 、 Tsa1と Srx1
と の 間 の 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 存 在 を 証 明 す る 。
　 こ れ は ま た 、 Srx1が 2つ の 形 に あ り 得 る こ と を 示 す 。 13 kDaの モ ノ マ ー と ジ ス ル フ ィ ド
ブ リ ッ ジ で 連 結 さ れ た 55 kDaの マ ル チ マ ー で あ る (図 7a、 レ ー ン 2)。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 7bは 、 Tsa1、 Tsa2お よ び Ahp1の 共 精 製 が 、 Srx1が 酵 母 に 存 在 す る 5つ の ペ ル オ キ シ レ
ド キ シ ン の う ち 3つ と 相 互 作 用 し 、 Tsa1と の 相 互 作 用 が 酸 化 還 元 ま た は 非 共 有 で あ る こ と
を 示 す と い う 事 実 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 精 製 さ れ た 非 還 元 材 料 は 、 80、 55、 40、 35、 20お よ び 13 kDaの サ イ ズ
の い く つ か の 主 要 な バ ン ド を 含 み (図 7b)、 こ れ ら は 還 元 の 後 に は 13お よ び 20 kDaの 2つ の
主 要 な バ ン ド と 18 kDaの 薄 い バ ン ド (最 後 の ウ ェ ル )に 限 定 さ れ る 。 還 元 さ れ た 材 料 に 用 い
ら れ た MALDI-TOF質 量 分 光 法 は 、 Srx1お よ び Tsa1タ ン パ ク 質 と 酵 母 の 第 二 の 主 要 な 2-Cys P
rx で あ る Ahp1タ ン パ ク 質 を 、 そ れ ぞ れ 13、 20お よ び 18 kDaの バ ン ド と し て 同 定 す る こ と
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を 可 能 に し た 。 第 三 の 主 要 な 2-Cys Prxで あ る Tsa2も 、 痕 跡 の 形 で 20 kDaの バ ン ド と し て
存 在 す る 。 非 還 元 溶 解 物 の 質 量 分 光 分 析 は 、 Tsa1タ ン パ ク 質 と Srx1タ ン パ ク 質 の 両 方 を 、
お そ ら く 2分 子 の Tsa1を 含 む ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ 連 結 ヘ テ ロ ト リ マ ー の 形 の 55 kDaの バ
ン ド と し て 同 定 す る こ と を 可 能 に し た 。 こ の 分 析 は 、 ま た 、 Tsa1タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 お
そ ら く ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ 連 結 ダ イ マ ー お よ び モ ノ マ ー の 形 の 40、 35お よ び 20 kDaの バ
ン ド と し て 同 定 す る こ と も 可 能 に し た 。 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ で 連 結 さ れ た Srx1お よ び Ts
a1タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 免 疫 検 出 に よ り 確 認 さ れ 、 免 疫 検 出 の 間 に は 、 Srx1タ ン パ ク 質 を
含 む 55 kDaの バ ン ド が TSA1遺 伝 子 を 欠 く Δ tsa1株 か ら の H 2 O 2 処 理 し た 溶 解 物 か ら 検 出 さ れ
な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Srx1が H 2 O 2 に よ り 大 き く 誘 導 さ れ 、 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ で 連 結
さ れ た ヘ テ ロ マ ー の 形 で Tsa1と 非 共 有 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Srx1タ ン パ ク 質 は 、 2つ の 他 の Prxと も 結 合 す る 。 Ahp1お よ び Tsa2で あ る が 、 そ の 結 合 は
試 験 し た 条 件 下 で は 小 さ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

： Srx1機 能 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 お よ び Tsa1に 連 な る
4.1   材 料 お よ び 方 法

　 野 生 株 お よ び 2つ の 変 異 株 、 Δ tsa1お よ び Δ srxlは 、 す で に 実 施 例 1に 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 野 生 株 お よ び 変 異 株 の t-BOOHお よ び H 2 O 2 に 対 す る 感 受 性 の 試 験 を 、 次 の よ う に し て 行 う
(実 施 例 1も 参 照 )。
- tBOOHま た は H 2 O 2 に 対 す る 感 受 性 の 試 験
　 野 生 型 細 胞 ま た は SRX1遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト を 有 す る 細 胞 を 、 増 加 す る 濃 度 で 過 酸 化 水
素 (H 2 O 2 )ま た は t-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (tBOOH)を 含 む ペ ト リ 皿 に お く 。 細 胞 の 増 殖
を 、 30℃ で 48時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 観 察 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
- 細 胞 の 酸 化 還 元 状 態 を 保 持 し な が ら の タ ン パ ク 質 の 抽 出 (実 施 例 1も 参 照 )。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 図 5aお よ び 5bは 、 SRX1遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト を 有 す る 株 が 過 酸 化 物 に 対 し て 感 受 性 亢 進
を 示 す こ と を 示 す 。
　 図 6は 、 Srx1タ ン パ ク 質 が 過 酸 化 物 ス ト レ ス に 対 す る 抵 抗 性 に 必 要 で あ る こ と を も 示 す
。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 特 に 、 こ の 図 6は 、 TSA1の 過 剰 発 現 が Δ srx1株 の 抵 抗 性 欠 如 を 完 全 に 修 正 す る こ と を 示
し 、 こ の こ と は こ の 感 受 性 が ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 欠 如 に よ る こ と を 示 す 。 Δ tsa1酵 母
に お け る SRX1の 過 剰 発 現 は 、 野 生 株 に お け る 同 じ 過 剰 発 現 と は 異 な っ て 、 影 響 を 有 さ な い
。 こ の こ と は 、 Tsa1の 存 在 が Srx1機 能 に 必 須 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 SRX1遺 伝 子 機 能 は 、 TSA1遺 伝 子 に 連 結 す る 。 TSA1の 過 剰 発 現 は 、 Δ tsa1株 に お け る H 2 O 2
お よ び t-BOOHに 対 す る 抵 抗 性 の 欠 如 を 回 復 さ せ る が 、 SRX1遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 野 生 株 の
t-BOOHに 対 す る 抵 抗 性 を わ ず か に 増 加 さ せ る が 、 Δ tsa1株 に お い て こ の タ イ プ の い ず れ の
影 響 も 及 ぼ さ な い 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Srx1は Tsa1を 介 し て 作 用 す る が 、 Tsa1の 過 剰 発 現
は Srx1タ ン パ ク 質 に お け る 欠 如 を 補 う こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Cys84の セ リ ン へ の 置 換 (Srx1 C y s 8 4 S )は 、 過 酸 化 水 素 抵 抗 性 に お け る Srx1の 機 能 (図 5a)
、 お よ び Srx1-Tsa1ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 形 成 を 完 全 に 消 去 し 、 こ の こ と は こ の 結 合 が S
rx1の 機 能 に 必 須 で あ り か つ こ の 結 合 が Cys84に よ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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実 施 例 4

4.1.1 材 料

4.1.2 方 法

4.2.  結 果



： ATPは Tsa1の Cys-SO 2 H形 を 還 元 す る の に 必 要 で あ る
5.1   材 料 お よ び 方 法
　 実 施 例 1を 参 照 。
5.2   結 果
　 Srx1に よ る Tsa1の Cys-SO 2 Hの 還 元 を よ り 詳 細 に 研 究 す る た め に 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に よ
り 発 現 さ れ る 組 換 え Srx1タ ン パ ク 質 を 作 製 し た 。 こ れ は 、 精 製 Srx1が 、 精 製 Tsa1の SO 2 H形
の 還 元 を 許 容 し 、 こ の 還 元 が ATPの 存 在 下 お よ び 野 生 型 細 胞 か ら の 溶 解 物 の 存 在 下 で の み
起 こ る こ と を 示 す (図 8)。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Srx1が Tsa1の ス ル ホ ネ ー ト 形 の 還 元 を 触 媒
す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 実 際 に 、 Srx1タ ン パ ク 質 は 、 用 量 依 存 的 な 様 式 の H 2 O 2 で 処 理 さ れ た Δ Srx1細 胞 の 溶 解 物
中 に 存 在 す る Tsa1タ ン パ ク 質 の Cys-SO 2 H形 の 還 元 を ATPが 加 え ら れ た と き の み 許 容 す る (図
8aお よ び b)。 加 水 分 解 不 可 能 な ATPの ホ モ ロ グ で あ る GTPお よ び AMP-PNPは 、 触 媒 作 用 に 影
響 を 有 さ な い 。 溶 解 物 へ の EDTAの 添 加 は 、 Tsa1の Srx1依 存 性 還 元 お よ び Mg + + ま た は Mn + + の
再 導 入 を 阻 害 す る が 、 Fe + + 、 Ca + + 、 Cu + + ま た は Zn + + は 還 元 を 回 復 さ せ る 。 最 後 に 、 精 製 Sr
x1は ATPと Mg + + ま た は Mn + + と DTTの 存 在 下 に 、 イ ン ビ ト ロ で 、 精 製 さ れ か つ 酸 化 さ れ た 形 の
Tsa1を 完 全 に 還 元 し (図 8c)、 こ の こ と は Srx1自 体 が Cys-SO 2 形 の Cys-SH形 へ の 還 元 を 触 媒
す る こ と を 証 明 す る 。 ATP加 水 分 解 と Mg + + ま た は Mn + + の 特 異 的 な 必 要 性 と の 結 び つ き は 、 C
ys-SO 2 Hを 還 元 す る た め の プ ロ セ ス に お け る 工 程 と し て 基 質 の リ ン 酸 化 が Srx1に よ り 行 な
わ れ る こ と を 大 き く 示 唆 す る 。 た だ し 、 中 間 体 は ま だ 検 出 さ れ て お ら ず 、 こ れ は お そ ら く
中 間 体 の 非 常 に 不 安 定 な 性 質 に よ る 。 Srx1と Tsa1と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 チ オ ー ル
基 に 基 づ く 機 能 が こ の プ ロ セ ス の 別 の 工 程 と し て 存 在 す る 機 構 を も 示 唆 し て い る 。 Srx1変
異 体 の 活 性 は 、 そ の 3つ の シ ス テ イ ン の 各 々 を 置 換 す る こ と に よ り 試 験 し た 。 他 の 真 核 生
物 の Srx1ホ モ ロ グ で 保 存 さ れ て い る Cys84の 置 換 (Srx1 C y s 8 4 S )は 、 Srx1と Tsa1と の 間 の ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 お よ び Tsa1の Cys-SO 2 H形 の 還 元 を 完 全 に 消 去 す る が 、 一 方 、 他 の シ
ス テ イ ン 変 異 体 は Srx1 C y s 1 0 6 S に つ い て は 影 響 が な く 、 Srx1 C y s 4 8 S に つ い て は わ ず か な 影
響 し か な い 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Srx1-Tsa1の 結 合 が Srx1の Cys84を 起 源 と し 、 こ れ が Tsa 
Cys-SO 2 Hの Srx1-媒 介 還 元 に 必 須 で あ る こ と を 示 す 。 Cys84の セ リ ン へ の 置 換 は 、 過 酸 化 水
素 抵 抗 性 に お け る イ ン ビ ボ で の Srx1の 役 割 を 消 去 も し 、 こ の こ と は Tsa1 Cys-SO 2 Hの Srx1
依 存 性 の 還 元 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 機 能 す る た め に 重 要 で あ る こ と を さ ら に 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン の ス ル フ ィ ン 酸 は 、 モ ノ チ オ ー ル ま た は ジ チ オ ー ル 還 元 剤 に よ
り 還 元 で き な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 次 の 作 用 機 序 が 提 案 さ れ る 。
　 ス ル フ ィ レ ド キ シ ン が 、 特 異 的 ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び チ オ ー ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ の 両 方 と し て 作 用 す る こ と に よ る 多 段 階 プ ロ セ ス に 従 っ て こ の 還 元 を 触 媒 す る (図 8
)。 シ ス テ イ ン の ス ル フ ィ ン 酸 の 還 元 は 、 お そ ら く 、 そ の 初 期 の 活 性 化 を 必 要 と し 、 こ れ
は 、 ATPお よ び Mg + + に 対 す る 必 要 性 が 示 す よ う に 、 リ ン 酸 化 ス ル フ ィ ン 酸 エ ス テ ル の 形 成
に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ の 修 飾 は 、 ス ル フ ィ ド 残 基 が Srx1の 活 性 化 さ れ た 部 位 の シ ス
テ イ ン に よ り 攻 撃 さ れ 、 次 い で Srx1と Tsa1と の 間 の 分 子 間 チ オ ス ル フ ィ ネ ー ト の 一 時 的 な
形 成 を 許 容 す る 。 チ オ ス ル フ ィ ネ ー ト は 酸 化 的 ス ト レ ス の 間 じ ゅ う 存 在 し 、 チ オ ー ル 依 存
性 還 元 に 影 響 を 受 け や す い 。 よ っ て 、 一 旦 形 成 さ れ る と 、 Srx1と Tsa1と の 間 の チ オ ス ル フ
ィ ネ ー ト は 、 最 初 に 、 イ ン ビ ト ロ で DTTに よ り お よ び イ ン ビ ボ で チ オ ー ル レ ド キ シ ン に よ
り 提 供 さ れ る 電 子 に よ る ス ル フ ェ ネ ー ト へ の チ オ ス ル フ ィ ネ ー ト ブ リ ッ ジ の 還 元 的 切 断 お
よ び ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 還 元 的 切 断 を 伴 う 連 続 的 な チ オ ー ル 酸 化 還 元 交 換 に よ り 、 2
つ の Cys-SHに 変 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

： ヒ ト ス ル フ ィ レ ド キ シ ン (hSrx1)の 同 定 お よ び そ の 触 媒 活 性 の 証 明
6.1   材 料 お よ び 方 法
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実 施 例 5

実 施 例 6



　 hSrx遺 伝 子 (配 列 番 号 4)を PCRに よ り 、 ヒ ト 腫 瘍 系 統 MCF-7の 細 胞 か ら の 逆 転 写 に よ り 、
以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 調 製 し た 。
TTAATTGAATTCATGGGGCTGCGTGCAGGAGG (配 列 番 号 13)お よ び
TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTACTACTGCAAGTCTGGTGTGGATG (配 列 番 号 14)。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 hSrx1コ ー デ ィ ン グ 配 列 を ベ ク タ ー pFastBac1 (Invitrogen)に ク ロ ー ニ ン グ し 、 High Fi
ve昆 虫 細 胞 に お い て 発 現 さ せ た (実 施 例 1の ポ イ ン ト 1.4を 参 照 )。
　 hSrx1を 過 剰 発 現 す る High Five細 胞 溶 解 物 を イ ン ビ ト ロ で 用 い て 、 ス ル フ ィ ン 酸 の 形 の
超 酸 化 さ れ た ヒ ト ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン Prx1お よ び Prx2を 還 元 す る そ の 活 性 を 試 験 し た (
図 9)。 6HIS-Prx1お よ び 6HIS-Prx2を 、 エ ス ・ セ レ ビ シ エ で の Tsa1と 同 じ 方 法 に 従 っ て 発 現
さ せ 、 精 製 し て 超 酸 化 し た 。 プ ロ ト コ ル お よ び 方 法 は 、 実 施 例 1 (ポ イ ン ト 1.3お よ び 1.4)
の も の と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
6.2   結 果
　 図 9は 、 得 ら れ た 結 果 を 表 し 、 High Five細 胞 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス か ら 発 現 さ れ た hSrx1
の 、 シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 形 に 超 酸 化 さ れ た ヒ ト ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン 6His-Prx1お
よ び 6His-Prx2を 還 元 す る 能 力 を 示 す 。 こ の 還 元 は 、 コ フ ァ ク タ ー で あ る ATP (1 mM)と Mg +
+  (1 mM)と ジ チ オ ト レ イ ト ー ル (2 mM)の 存 在 を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 抽 出 物 は 、 hSrx1 (h Srx)ま た は Tau138タ ン パ ク 質 (コ ン ト ロ ー ル )の
い ず れ か を 発 現 す る 。 こ の 実 験 の 方 法 お よ び プ ロ ト コ ル は 実 施 例 5に 記 載 さ れ た も の と 同
じ で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 上 記 か ら 明 ら か に な る よ う に 、 本 発 明 は 、 こ こ で よ り 詳 細 に 記 載 し た ば か り の 実 施 、 実
行 お よ び 適 用 の 本 発 明 の 方 法 に 限 定 さ れ な い 。 一 方 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 内 容 ま た は 範 囲
を 逸 脱 せ ず に 、 当 業 者 が 想 到 し 得 る そ の 変 形 の 全 て を 包 含 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ４ 】
【 図 １ 】 Srx1に よ り 触 媒 さ れ る 反 応 を 示 す 。
【 図 ２ 】 種 々 の 種 で の Srx1配 列 の 比 較 を 表 す 。
【 図 ３ 】 種 々 の 種 で の Srx1配 列 の 比 較 を 表 す 。
【 図 ４ 】 Tsa1の シ ス テ イ ン － ス ル フ ィ ン 酸 形 の 再 生 (recycling)を 示 し 、 こ れ は Srx1に 依
存 す る 。
【 図 ５ 】 過 酸 化 水 素 に よ り 誘 導 さ れ る ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 抵 抗 性 に お け る Srx1タ ン パ
ク 質 が 演 じ る 役 割 を 示 す 。
【 図 ６ 】 t-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に よ り 誘 導 さ れ る ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 の 抵 抗 性 に
お け る Srx1タ ン パ ク 質 が 演 じ る 役 割 を 示 す 。
【 図 ７ 】 Tsa1と Srx1と の 間 の 共 有 結 合 様 式 (ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ )お よ び 非 共 有 結 合 様 式
の 相 互 作 用 を 示 す 。
【 図 ８ 】 酸 化 さ れ た Tsa1の イ ン ビ ト ロ で の Srx1に よ る 還 元 の た め に Srx1タ ン パ ク 質 と ATP
と が 必 要 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ９ 】 超 酸 化 形 に あ る 6His-Prx1お よ び 6His-Prx2の 還 元 に お け る hSrx1の 役 割 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

(19) JP 2007-528207 A 2007.10.11



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 配 列 表 】
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摘要(译)

还原Cys-SO 2＃191 H （亚磺基磺酸）和过氧化还原酶（Prx）以Cys-SO 2＃191 H 的形式还原为硫醇衍生物应用一类新的酶催化
磺胺嘧啶（Srx）。
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