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論文内容の要 ヒ己
目

Cytochrome bs は晴乳類の肝臓に極めて高濃度に合有されているへム蛋白質で，腎臓，勝臓その他

の分泌臓器にもある程度存在する。その生理作用はいまだ明らかでないが， これが形質内膜 (Endo

plasmic reticulum) に存在し. NADH で容易に還元されることから，この膜内に存在する電子伝達系

の一員とされ，この部位の重要な機能の一つである物質の能動輸送か，あるいはこの膜面で行なわれ

る水酸化反応と関係があると想像されている。

ネズミ，ウサギなどの肝臓における Cytochrome bs は Mitochondria 中の Cytochrome a , b , c, c1，な

どよりも含有量が多く，これらの呼吸系 Cytochrome と異なり肝炎などの肝疾患や Hepatoma のとき

に減少するのみでなく，ある種の薬剤や Hormone の投与によっても迅速かっ著るしく変動する成分

である。したがってこの Cytochrome の含有量と動物の健康状態とは密接な関係があり，これが医療

的な効果を持つ可能性も予想されている。また肝臓の Endoplasmic reticulum の生理機能を明らかに

するためにも純化した Cytochrome bs の利用価値は高い。

Cytochrome bs の精製法としては P. Strittmatter (1956年)の方法が著名であるがこれは部分的な精

製にすぎない。結晶化については 1， Raw らの報告 (1959年)があるが，きわめて簡単な速報が出た

だけですでに 7 年以上を経るが詳報がなく，その結晶標品についての性質がまったく不明である口ま

た現在でもこの分野の研究者は Strittmatter の部分精製法を用いており，上記の方法で結品化の追試

に成功した例は見られない。これらのことから総合して上記の結晶化は誤まりであるかまたは再現性

がないものと思われる。したがって再現性のある Cytochrome bs の結晶化法を確立することがこの研

究の目的である o

〔方法ならびに成績〕



材料はウサギ肝臓を使用した。 lKg の肝臓から常法にしたがって 0.25M 煎糖溶液中で Microsome を

分離し，リン酸カリ緩衝液(以下 K-P.B) 0.1 M pH 7.4に分散し，蛋白量 2%の懸濁液をつくる。

乙れに 0.005 mg/mg 蛋白の割合で結晶 Trypsin を加え一夜 OOC に放置すれば Cytochrome b5 が可溶

化される。この液に硫安を加えて50%飽和として炉過し，この炉液にふたたび硫安を加えて75%飽和

として炉過するりこの炉液を 20 mM  K-P. B. pH 6.5 に対して透析する D これを同じ Buffer で平衡化

した CM・Cellulose および Hyydroxyl-apatite column を通せば Cytochrome b5は前者を素通りして後者

に吸着される口これを洗糠溶離して 20mM K-P. B. pH7.4に調節し，同じ Bu百erで平衡化したDEAE

Cellulose column にふたたび、吸着させ，洗糠溶離させる。この Cytochrome b5 溶液を 130 mM  K・P.B.

pH 7.4に調節し，同じ Buffer で平衡化した DEAE-Sephadex column (4x 30 cm) で完全クロマトを行

なう。この時 Cytochrome b5 は必ず充分分離した二つの Band に分れる。 その Rf は0.16及び0.09で

あり，量比は約 7 : 1 である。大きい方の分画をとり 40 mM, K・P. B. pH 7.4に調節し，同じ Bu百er

Summary of Purification 

Purification 
Step 

Liver 1 Kg 

Microsome 9.2 g 

(NH4)2S04 50% 

11 75% 

CM-cellulose 

Hydroxyl-apatite 

DEAE-cellulose 

DEAE-Sephadex chromatography 

Crystalliza tion 

Recrystallization 

Total Cyt. b5 

(mg) 

99.0 

63.1 

60.8 

51.7 

48.6 

42.3 

29.2 

27 

25 

Purity 
(E556redjE280) 

0.021 

0.060 

0.106 

0.284 

1.045 

1.30 

1.36 

1.36 

で I平衡化した DEAE-Sephadex columnで濃縮する。乙れを 500mM K・P. B. pH 7.4で溶離すれば濃厚

な Cytochrome b5 、溶液(約1% ， 3ml) が得られる。乙れに回型硫安を加えて95必飽和とし， Cytochrome 

b5 そ沈澱させ，小量の 0.1 M， K・P. B. pH 7.4を用いて沈澱部分をわずかに混濁を残す程度に溶解し，

OOC に放置すれば約 1 週間で結晶が析出する。乙れを95%飽和の硫安溶液で洗糠し，結晶化をくり返

せば約 3 日で再結晶させる乙とができる口肝臓 1 Kg から約 25mg の再結晶標品が得られる。上記精

製過程の各 Step ~こ於ける収量や純度を上の表に示す口

乙の再結品した Cytochrome b5 の溶液は NADH・cytochrome b5 reductase の存在により NADH で還

元される。なお乙の再結晶した試料は超遠心分析および電気泳動的に均一であった。 Fe合有量より得

られた最小分子量は 11600である。

〔総括〕

ウサギ、の肝臓から Cytochrome b5 を高収量に結晶化せしめる再現性のある方法を確立したりその要

点は ， Microsome の分離，結品 Trypsin 処理による Cytochrome b5 の抽出 ， CM-cellulose column によ

る不純物の除去， Hydroxyl-apatite および DEAE・cellulose column への Cytochrome b5 の吸着と洗糠

溶出による精製 ， DEAE・Sephadex column による完全クロマト， DEAE-Sephadex columnによる濃縮，
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硫安塩肝，硫安溶液中よりの結晶化である。収量は Microsome 中の Cytochrome b5 量の約25箔で，肝

臓 1 Kg 当り約 25 mg である口

結晶標品は超遠心分析及び電気泳動的に均一である。

論文の審査結果の要旨

チトクローム b5 は晴乳類の肝臓に多量に含まれている電子伝達性のへム蛋白質で生理的に興味あ

る物質である白したがってその精製法は古くより研究されて来たのではあるが，いまだ再現性のある

結晶標品の調製法は確立されていなかった。本論文の研究ではミクロソームよりのチトクロームb5 の

抽出に，単一の結品蛋白分解酵素(トリプシン，又はナガーゼ)を用いるという新しい方法をとり，

さらにイオン交換体による有効な精製法を検討して，これらを主体とする一連の操作を案出し，極め

て再現性よく高収量にこのチトクローム b5 を結品化することに成功した。この結品調製法は今後の

チトクローム b5 の物理化学的ならびに生理的な研究の発展に貢献するところが大きいと思われる。

なお，すでにこの結晶標品を用いる研究によって，結晶状態と溶液状態とで吸収スペクトノレに差があ

るというような極めて興味ある知見が得られている。
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