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研究成果の概要（和文）：本研究では、ペルオキシレドキシン2（Prx2）とスルフィレドキシンの結合に由来す
る生物発光共鳴エネルギー移動の測定系を開発した。K562細胞の内因性チオレドキシンレダクターゼをノックダ
ウンし、分化・脱核することで、擬似赤血球を作出した。擬似赤血球が32℃と37℃の温度サイクルに同調したこ
とから、生体内においても、高体温期に産生される過酸化水素がPrx2の概日リズムを同調していると推測され
る。さらに、異なる位相の擬似赤血球を混合すると、概日リズムが干渉することを発見した。さまざまな位相の
擬似赤血球と未知位相の赤血球を混合し、干渉の程度を測定することで、被験者の赤血球の位相を特定する基盤
を作った。

研究成果の概要（英文）：A measuring system using the bioluminescence resonance energy transfer 
emitted from the binding between peroxiredoxin 2 (Prx2) and sulfiredoxin has been developed. 
Imitating red blood cells (iRBCs) were generated by knocking down endogenous thioredoxin reductase 
(TrxR) in K562 cells, next by differentiating and enucleating cells. The iRBCs were entrained in 
daily thermal cycles (32℃ for 12 hours and 37℃ for 12 hours). This result implies that the 
circadian rhythm of Prx2 may be entrained in vivo by hydrogen peroxide produced during the period of
 high body temperature. Moreover, circadian rhythm of Prx2 in iRBCs was interfered by mixing the 
iRBCs with an equal number of the iRBCs in which Prx2 rhythm was out of phase. I established a 
foothold that determines the phase of subject’s red blood cells (RBCs) by measuring degrees of the 
interference between iRBCs with various phases and subject’s RBCs.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ペルオキシレドキシン　スルフィレドキシン　概日リズム　BRET　赤血球　睡眠時無呼吸症候群　間欠
的低酸素　K562
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１．研究開始当初の背景 
 
 赤血球は酸素を運搬する役割を担うため、
常に酸化的環境に曝されている。酸素分子は
末梢の低酸素分圧下でヘモグロビンから解
離する際に、その 2〜3%がスーパーオキシド
となる。スーパーオキシドはスーパーオキシ
ドディスムターゼにより速やかに過酸化水
素に代謝されるが、一部は細胞膜の多価不飽
和脂肪酸と反応して脂質の過酸化に関与す
る。脂質の過酸化により細胞膜の柔軟性を失
った赤血球は脾臓などの細網内皮系に捕捉
され、破壊される。一方、赤血球は過酸化水
素や過酸化脂質のような活性酸素種を還元
するペルオキシレドキシン 2（Prx2）という
抗酸化酵素を備えており、細胞膜の柔軟性を
維持している。Prx2 はヘモグロビン・炭酸脱
水酵素に次いで赤血球に多いタンパク質で、
Prx2 ノックアウトマウスの赤血球では細胞
膜の過酸化により、溶血性貧血を起こすこと
から、赤血球が約 120 日の寿命を全うするた
めの保護的な因子と考えられている。 
 
 過酸化水素と反応した Prx2 は自身のシス
テイン残基が酸化され、S-S のジスルフィド
結合を介した二量体を形成する。この Prx2
二量体はチオレドキシンによって還元され、
元の単量体となる。近年、赤血球の Prx2 の
二量体形成と単量体への解離に約 24 時間周
期の概日リズムが見つかった 1。赤血球は分
化の過程で脱核するため、Prx2 のリズムは約
24 時間周期で変動する時計遺伝子による転
写・翻訳を介した量的な増減のリズムではな
く、酸化還元反応に由来する質的な状態遷移
のサーカディアンリズムとして注目されて
いる。 
 
 研究代表者は生物発光共鳴エネルギー移
動（Bioluminescence Resonance Energy 
Transfer: BRET）を用いて、Prx2 二量体の形
成を経時的にモニタリングできる測定系を
開発した。これまでの研究では、ウエスタン
ブロットにて Prx2 二量体を検出していたた
め、4時間おきにサンプルを採取する必要が
あったが、BRET による 10分おきの連続測定
が可能となったことで、時間分解能が飛躍的
に向上し、頂点位相や周期を高精度に算出で
きるようになった。HEK293 細胞のような有核
の培養細胞ではチオレドキシンレダクター
ゼの活性が高いため、二量体を形成した Prx2
は速やかに単量体に解離してしまう。そこで、
チオレドキシンレダクターゼを 2,4-ジニト
ロクロロベンゼンで阻害し、過酸化水素を分
解するカタラーゼの活性をアジ化ナトリウ
ムで阻害すると、過酸化水素の添加によって、
明瞭な Prx2 の二量体形成リズムが観察され
た。赤血球ではこれら酵素の発現量が低いた
めに、Prx2 が概日リズムを示していると推測
できる。興味深いことに、過酸化水素の添加
後約 25 時間に最初の頂点位相が現れた。す

なわち、過酸化水素は Prx2 の二量体形成の
タイミングを決定する同調因子として作用
することがわかった。 
 
 哺乳動物の中枢時計である脳視床下部の
視交差上核は光を受容した網膜からの求心
性インパルスが同調刺激となり、約 25 時間
周期の概日時計を地球の自転周期と同じ 24
時間にリセットしている。一方、末梢組織に
も時計遺伝子は発現しており、肝細胞では食
事により摂取したグルコースやアミノ酸が
同調因子となる。このように、組織レベルの
生物時計は固有の同調因子を手掛かりとし
て、自己の発振（振り子のタイミング）を補
正している。では、赤血球の概日リズムの同
調因子となる過酸化水素は個体内でいつ産
生されるのか？研究代表者は個体の酸素需
要の増加により末梢の酸素分圧が低下する
とヘモグロビンから酸素分子の解離が起き
やすくなり、過酸化水素の元となるスーパー
オキシドが増加することに注目している。す
なわち、活動期の酸素消費量の増加が Prx2
の二量体形成を招き、リズムが同調する発端
となり、安静時に還元作用を持つ単量体に解
離することで、活動期の酸化的環境に備えて
いると考えている。 
 
 活動期にはミトコンドリアの呼吸鎖にお
いてもスーパーオキシドが増加することか
ら、全身を巡る赤血球がその受け皿となって
いる可能性が指摘されている 2。ヒトの赤血
球は約 25 兆個あり、約 100 兆個からなる全
ての体細胞の実に 4分の 1を占める。過酸化
水素はスーパーオキシドより酸化力が弱い
が、細胞膜を透過する性質があることから、
酸化応答におけるシグナル伝達のセカンド
メッセンジャーとして作用することが示唆
されている 3。研究代表者は赤血球の概日リ
ズムが全身の酸化還元リズムを反映してい
ると仮定し、その同調機構を明らかにするた
め、健常人と同様の活動期を示すが、睡眠時
に間欠的低酸素となり、ヘモグロビンから酸
素分子の解離が起きやすくなっている睡眠
時無呼吸症候群（Sleep Apnea Syndrome: SAS）
患者の赤血球のリズムの測定を提案する。 
 
 間欠的低酸素は赤血球だけではなく、局所
の組織のヒポキサンチンオキシダーゼや好
中球の NADH オキシダーゼを活性化し、活性
酸素種を増大させることがSASの動物モデル
から明らかになっている 4。研究代表者は間
欠的低酸素により Prx2 の二量体形成のピー
クが日中の活動時から深夜の睡眠時にシフ
トしていると想定しており、このピークの位
相差を検出できれば、個体内で赤血球の概日
リズムを同調させている重要なメカニズム
の存在を証明できると考えている。SAS 患者
の血液中の活性酸素種は経鼻的持続陽圧呼
吸療法(nasal Continuous Positive Airway 
Pressure: nCPAP)や口腔内スプリントを半年



〜１年使用して、はじめて有意に低下するこ
とがわかっている 5。つまり、覚醒後に酸素
飽和度が戻ったとしても、睡眠時の酸化的な
影響が患者の赤血球の概日リズムに色濃く
残っている可能性が高い。睡眠時の間欠的低
酸素に適応したSAS患者の赤血球の概日リズ
ムと活動期に適応した健常人の赤血球の概
日リズムの峻別は理論的に可能であると考
える。 

 
 
２．研究の目的 
 
 Prx2 の二量体形成リズムが全身の酸化還
元リズムを反映していると仮定し、その同調
機構を解明するため、睡眠時無呼吸症候群
（SAS）患者の赤血球における二量体形成リ
ズムを測定する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）成熟赤血球への BRET プローブ導入法の
確立 
 
 生物発光共鳴エネルギー移動（BRET）は生
物発光を触媒するウミシイタケのルシフェ
ラーゼ RLuc（ドナー）と黄色蛍光タンパク
EYFP（アクセプター）が 50Å以内に近接した
際に、ドナーが放出した光のエネルギーをア
クセプターが吸収する現象である。すなわち、
ドナーとアクセプターのタンパク質間距離
が非常に近い場合にRLucによる発光（480nm）
がそのまま EYFP を励起して、EYFP の黄色蛍
光（530nm）を放出する。ドナーに蛍光色素
を用いる FRET と比べ、BRET は励起光源を必
要とせず、ドナーの蛍光色素の退色や自家蛍
光の検出を回避できる利点がある。 
 
 研究代表者はこれまで HEK293 細胞を用い
た予備検討から、RLuc の改変タンパクである
RLuc8 をドナーに、EYFP の改変タンパクであ
る Venus cp173 の循環置換体 cp173 をアクセ
プターに用いて、通常は数日で減衰してしま
う BRET シグナルを 1週間に亘りモニターで
きるように改良した。また、RLuc8 や Venus 
cp173は Prx2の C末端よりもN末端に融合さ
せると発現が安定し、二量体形成時に N末端
同士は C末端同士よりも近位になるため、タ
ンパク質間距離の 6乗に反比例する BRET シ
グナルはより高強度のものが得られた。さら
に、導入するプローブはドナーが内在性の
Prx2 やドナー自身とではなく、できるだけア
クセプターと結合できるようにドナーの量
比を減らすことが重要であった。 
 
 研究代表者は平成 24年度〜25 年度の若手
研究(B)「赤血球が刻む概日リズム測定系の
開発」において、ウサギの再生不良性貧血の
回復期に末梢血に増加する網状赤血球に導

入したDNAコンストラクトの発現がみられる
ことから、網状赤血球にはリボソームだけで
はなく、RNA ポリメラーゼも残存していると
考え、ヒト末梢血の網状赤血球に BRET の DNA
コンストラクトや mRNA を導入してきた。し
かし、生理的条件下のヒト末梢血の網状赤血
球は上述の病的なウサギ網状赤血球と比べ、
かなり分化が進んでおり、十分な BRET プロ
ーブの発現が得られなかった。そこで、本実
験では精製した BRET タンパクを成熟赤血球
に導入することで、赤血球の概日リズムの測
定を試みる。 
 
 血液はクエン酸ナトリウムを抗凝固剤と
してヒト肘静脈より採血する。全血に含まれ
る白血球は LeukoCatch（Watson）フィルター
に通すことで、99%が吸着除去できる。
LeukoCatchの素通り画分を密度1.077g/mLの
Percoll に重層し、赤血球と血漿および血小
板を遠心分離する。得られた高純度の成熟赤
血球に精製した BRET プローブ 2種を導入す
る。BRET プローブは Prx2 の N末端に RLuc8
を融合させたドナー（RLuc8-Prx2）と Prx2
の N末端に Venus cp173 を融合させたアクセ
プター（Venus cp173-Prx2）から構成され、
それぞれのプローブはFreeStyle293F細胞に
て発現させる。融合タンパクの N末端には
strep タグを付加しており、融合タンパクは
Strep-Tactin カラムにて精製する。タンパク
質の発現宿主として大腸菌を第一選択とし
ないのは、精製タンパクの夾雑物として大腸
菌の LPS が混入すると、赤血球にわずかに混
入している白血球を活性化させてスーパー
オキシドを産生させる懸念があるためであ
る。 
 
 BRET プローブの導入方法はエレクトロポ
レーションとリポフェクションを検討する。
エレクトロポレーションは浮遊細胞に対す
る導入効率はよいが、細胞膜に穴を開けた際
に、赤血球の内容物の一部が漏れ出る懸念が
ある。実際にエレクトロポレーションにて蛍
光ラベルされたタンパク質（IgG）を赤血球
に導入できることを確認している。一方、リ
ポフェクションは脂質に細胞透過性ペプチ
ドを加えたタンパク質導入試薬 Xfect 
(Clontech)を用いる。実際にリポフェクショ
ンにおいてもエレクトロポレーションと同
程度のタンパク質導入量を確認しているが、
試薬の脂質と赤血球の細胞膜が融合すると、
培地交換のための遠心分離で溶血しやすい
ことがわかっている。プローブの導入効率は
蛍光顕微鏡で調べる。導入効率が低い場合に
は、Venus cp173 の蛍光を指標にプローブが
導入されている赤血球のみをセルソーター
で分取する。 

  



（2）
の至適化
 
 SAS
醒時の
下する。この値は肺胞内動脈血の酸素分圧
100mmHg
の酸素分圧
通常の炭酸ガス培養ではヘモグロビンから
酸素分子が解離しにくい状態になっている。
そこで、測定中の酸素濃度を制御することで、
生理的な酸素条件下で赤血球の概日リズム
を測定できるようにする。酸素濃度の調節は
Kronos Dio
窒素ガスによる任意の酸素濃度での測定が
可能になる。
導入されなかった余剰の
浄により除去した後、直ちにルシフェリンで
ある
制御が可能なインキュベーターと光電子増
倍管を搭載したルミノメーター
(ATTO)
cp173
一週間リアルタイムでモニターする。得られ
た蛍光を含む発光の経時データを
接平均でデトレンドしたプロットから頂点
位相（
時刻）と周期を算出する。
 
 ヒト検体は貴重であるため、予備検討には
細胞株に由来する疑似赤血球も併用する。ヒ
ト赤白血病
する
酸ナトリウムを作用させることで、赤芽球系
細胞に分化させる。さらに、サイトカラシン
Bで脱核させることによって、
における核の遺伝子発現の影響を除外する。
 
 BRET
ズム測定に応用した米国
Carl Hirschie Johnson
いる。発光データの解析については、国立精
神・神経医療研究センター精神保健研究所精
神生理研究部の肥田昌子室長の指導を仰い
でいる。
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ヒト検体は貴重であるため、予備検討には
細胞株に由来する疑似赤血球も併用する。ヒ
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する DNA コンストラクトを遺伝子導入し、酪
酸ナトリウムを作用させることで、赤芽球系
細胞に分化させる。さらに、サイトカラシン
で脱核させることによって、

における核の遺伝子発現の影響を除外する。

BRET の測定系に関しては、
ズム測定に応用した米国
Carl Hirschie Johnson
いる。発光データの解析については、国立精
神・神経医療研究センター精神保健研究所精
神生理研究部の肥田昌子室長の指導を仰い
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４．研究成果 

）成熟赤血球への
導入 

申請時は BRET プローブタンパクを赤血球
に直接導入する計画であったが、リポフェク
ションやエレクトロポレーションによるタ
ンパク質導入では脂質融合や穿孔形成で細
胞膜が脆弱になり、
易に溶血し、数日で死滅して
ムの解析には少なくとも
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（7）赤血球の概日リズム測定系の酸素濃度 
 
 本研究では、生理的な酸素分圧下で赤血球
の概日リズムを測定するため、ルミノメータ
ーに酸素センサーを増設した。しかし、設置
後に制御システムのエラーやセンサーの不
良によって、低酸素測定を行うことが困難で
あった。現在もセンサーは故障中で、さらに
チャンバー内から気体のリークがあり、5% 
CO2ではなく、100% air で測定を行なってい
る。平成 29〜31 年度の科研費基盤研究(C)で
故障を修理し、低酸素測定を行う予定である。 
 
（8）健常人と SAS 患者の赤血球の概日リズ
ムの測定 
 
 本研究では、擬似赤血球の作製とその同調
機構の解析に時間を費やし、実際に健常人と
SAS 患者における赤血球の概日リズムを測定
することができなかった。平成 29〜31 年度
の科研費基盤研究(C)では、本研究の成果で
ある疑似赤血球を用いて、睡眠時無呼吸症候
群の患者の赤血球の概日リズムを測定する
計画である。 
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