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研究成果の概要（和文）：Prx4の生理的役割を解明するために、培養細胞およびPrx4欠損マウスを用いた解析を
行い次の結果を得た。（１）Prx4と相互作用する蛋白質を同定した。（２）Prx4が血小板の膜上に局在すること
を確認した。（３）Prx4とSOD1の二重欠損マウスを作製した。その二重欠損マウスでは若齢期から著しい肝障害
を認めた。（４）Prx4tと相互作用する蛋白質を同定した。Prx4tを培養細胞で過剰発現させると主に細胞質に局
在し、抗酸化機能の亢進が認められた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the physiological roles of Prx4, we have analyzed the cultured 
cells overexpressed Prx4 and Prx4-knockout mice, and obtained following results. (1) We have 
identified some proteins which might interact with Prx4 or Prx4t. (2) Prx4 might localize to 
platelet membrane, which suggests Prx4 might be involved in redox remodeling of membrane proteins. 
(3) We have established Prx4;SOD1 double knockout mice to elucidate roles of Prx4 under oxidative 
stress in vivo. The double knockout mice had serious hepatic disorder from infant, suggesting 
pivotal roles of Prx4 in protection against oxidative injury.  (4) Overexpressed Prx4t localized in 
cytoplasm mainly and expressed antioxidant activity in cultured cells.

研究分野： 生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
レドックス（酸化還元）因子である

Peroxiredoxin (Prx)ファミリー蛋白質は過
酸化水素を除去する抗酸化酵素の１つであ
るが、抗酸化機能に加えて、細胞内シグナル
として機能する過酸化水素の量を調節する
ことにより細胞内シグナル伝達の制御にも
関わる。哺乳類では Prx1 から Prx6 までの６
つのファミリーメンバーが存在するが、申請
者が所属する研究室ではこれまでに Prx4 に
着目して研究を行ってきた。その結果、Prx4
は Prxファミリー内で唯一小胞体に局在する
ことや、その一部は細胞外に分泌されること
などを明らかにした（Fujii and Ikeda, Redox 
Report, review, 2002）。また、Prx4 欠損マ
ウスを作製・解析し、精巣の萎縮といった表
現型を示すことを報告した（Iuchi, Fujii et 
al, Biochem J, 2009）。近年、Prx4 は顆粒球
増殖因子受容体のシグナルを調節すること
が示されたが、小胞体における Prx4 の機能
については不明であった。 
 分泌蛋白質の多くは小胞体で適正な酸化
的折り畳みを受けることにより細胞外で機
能することが可能となる。小胞体における蛋
白質ジスルフィド結合の形成では ER 
oxidoreductin-1 (Ero1) に よ る Protein 
disulfide isomerase (PDI)の酸化が重要で
ある。そのため、酵母では Ero1 が生存に必
須であるが、マウスでは Ero1 を欠損させて
も正常に発生・生育することから、他の PDI
酸化酵素の存在が示唆されていた。実際に
RonらはPrx4が小胞体において蛋白質の酸化
的折畳みに重要な役割を果たしていること
を明らかにした（図１）（Zito et al & Ron, 
Mol. Cell, 2010）。その後、Ron と当研究室
との共同研究により、Ero1;Prx4 多重欠損マ
ウスがビタミンCの枯渇により壊血病様の表
現型を示すことを明らかにし (Zito, Fujii 
et al & Ron, Mol. Cell, 2012）、解析が進
んだ。しかしながら、その制御機構の詳細や
個体レベルでの Prx4 の生理的役割に関して
はほとんどわかっていない。 
 

２．研究の目的 
Prx4 が小胞体においてタンパク質の酸化

的折り畳に関与することが示され、かつ細胞
外へ分泌もされることがこれまでに示され
ている。しかしながら、それらの詳細な制御
機構や生体における生理的役割はほとんど
わかっていない。そこで、本研究では培養細
胞および Prx4 欠損マウスを用いた解析を行
い、Prx4 の分子レベル・個体レベルでの生理
的役割解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
・培養細胞を用いた解析 
Prx4 と協調して 蛋白質の酸化的折畳みに

関わる因子を同定する目的で、Halo-tag を付
加した Prx4 を HEK293T 細胞に発現させ、
pull-downによりPrx4に相互作用する因子の
検索を行った。 
 また、Prx4 には転写開始点が異なる 2種の
転写バリアントが存在する。これまでに解析
している全身性で発現しているフォームと
は別に、精巣特異的に発現しているフォーム
（Prx4t)に関しても相互作用している因子
の検索を行った。さらに、Prx4t に緑色蛍光
蛋白質（GFP）を付加した発現プラスミドを
作製し、培養細胞内での細胞内局在および抗
酸化機能を調べた。 
 
・マウス個体を用いた解析 
これまでの解析から、通常飼育下おいて

Prx4 欠損マウスは精巣以外に著しい異常を
認めない。そこで、蛋白質の酸化的折畳みは
酸化ストレスに脆弱であるとの考えから、全
身性で酸化ストレスが亢進している SOD1 欠
損マウスを Prx4 欠損マウスと交配し、
Prx4;SOD1 二重欠損マウスを作製した。この
二重欠損マウスを解析することにより、通常
条件下では検出できない Prx4 の生理的機能
の検出を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）Prx4 に相互作用する因子の検索 
Prx4 を bait にした Pull-down により得ら

れた蛋白質複合体を、質量分析計を用いて解
析した。その結果、Prx4 と相互作用すること
が示唆される複数の蛋白質を同定すること
ができた。それらには PDI ファミリーメンバ
ーが含まれていた。また、それら因子のいく
つかのに関しては質量分析のデータをイム
ノブロット解析により確認することができ
た。 
 
（２）血小板における Prx4 の発現 
PDI ファミリーメンバーの幾つかの因子に

関しては、細胞膜蛋白質のジスルフィド結合
の架け替えによる構造変化（レドックスリモ



デリング）に関わっていることが知られてい
る。そこで、同様に Prx4 が細胞膜上でのレ
ドックスリモデリングに関わるかどうかを
確かめる目的で、上記、相互作用因子の検索
結果をもとに血小板に着目した。予備的実験
として、核や一般的な小胞体をもたない血小
板に Prx4 が局在しているか否かをイムノブ
ロットおよび免疫染色法により調べた。その
結果、野生型マウス由来の血小板では Prx4
の局在が確認できた。一方で、そのシグナル
は Prx4 欠損マウス由来の血小板では消失し
ていることを確認した。さらに、Prx4 が血小
板膜上に局在するか否かを確認する目的で、
EZ link sulfo LC-NHS biotin を用いて血小
板膜上蛋白質を回収し、Prx4 特異的抗体を用
いたイムノブロットにより解析した。その結
果、Prx4 が血小板膜上に局在することが確認
できた。 
 
（３）Prx4;SOD1二重欠損マウスの解析 
新規に作製した Prx4;SOD1二重欠損マウス

に関して、Prx4 の発現が高く、かつ多くの分
泌蛋白質を産生している肝臓を中心に解析
した。その結果、Prx4;SOD1 二重欠損マウス
では若週齢から肝障害が顕著であり、肝障害
マーカーの上昇や小胞体ストレスマーカー
の増加が認められた。また、HE 染色や免疫染
色等による組織評価においても著しい障害
を認め、電子顕微鏡観察によりミトコンドリ
アの異常を認めた。これらの結果から、Prx4
は肝細胞において酸化的傷害からの保護作
用を有していることが示唆された。 
 

（４）Prx4t の解析 
Prx4tをbaitにしたPull-downにより得ら

れた蛋白質複合体を、質量分析計を用いて解
析した。その結果、Prx4t と相互作用するこ
とが示唆される複数の蛋白質を同定した。
GFP を付加して哺乳類培養細胞で発現させた
Prx4t は、以前に報告された精巣における細
胞内局在の結果と一致して、主に細胞質に局
在した。また、Prx4t を過剰発現させた細胞
において抗酸化機能の亢進がみられたこと
から、Prx4t も全身性で発現しているフォー
ムと同様に抗酸化機能を有することが示唆
された。 
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