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論文内 容の要 旨

〔目的〕

さきに私どもの研究室の高見等は， Vitamine B6 と細胞増殖との関係を Rat 再生肝を材料として検

討したが，その際 Vitami町民欠之のRat肝内 B6 酵素の活性は大多数において著しく低下するにもか

かわらず，生体内の active C1 の転移に重要な意義をもっと考えられている Serine Hydroxymethylase 

(SHM) 活性のみがほとんど低下を示さないという興味ある事実を見出した。そこで私は， 細胞増殖

の場におけるこの酵素の役割に興味をもち，細胞内における乙の酵素の局在を中心として酵素化学的

な検討を加えた口

〔材料および方法)

1 .酵素材料

成熟 Wistar 系雄性 Rat の肝臓を Hogeboom & Schneider の方法で細胞分画し，その可捺性および

ミトコンドリア両分を酵素材料とした口

2. SHM の測定法

SHM は次の反応を触燥する。
a 

L-S府ine+ Tetrahydrofolate ご N5， NI0_ Methylenetetrahydrofolate十 Glycine+H20
b 

a) Serine および Tetrahydrofola te を基質としたときの酵素活性の測定法。

反応 a に関する SHM 活性の測定は，過剰の NADP十およひび、 N5ヘラ NIω0_占Met由hy刊lene目tetr悶.ヨahydrofo削b討lat白e 

Dehydrogenase の存在下で行ない生成物である N5， Nlω0

y刊]t臼刷et仕ra油hydro刀ofおωb凶lat蛇e に変化する際 lに乙生じてくる NADPH の単位H時寺間あたりの生成量で測定した白

b) Glycine および N九 NlO-Methylenetetrahydrofolate を基質としたときの酵素活性の測定法。

まず過剰の HCHO と Tetrahydrofolate を混合しnon enzymaticに N5， NIO-Methylcnetetrahydrofolate 
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を形成せしめ，これに Glycine を加えて， SHM を働かしめると L-Serine と Tetrah ydrofola te が生成

される。この生じた Tetrahydrofolate は過剰に存在する HCHO と反応し N九 NIO-Methylenetetrahy

drofolate を再生する。このことを利用して HCHO の減少を測定しその活性をみた。

〔成績〕

1 .細胞各回分内の SHM 活性の分布

Hogeboom & Schneider の方法で分|回した可溶性画分， ミトコンドリア両分ならびに 700 g 沈漬に

ついて SHM 活性の分布をみたが，それぞれ40--60% ， 20--40%ならびに20労の割合であった。マイ

クロソーム|商分には，ほとんど活性を認めなかった。このうち 700 g 沈澄には核成分のほかにミトコ

ンドリアおよび完全細胞の央雑があると考えられるのでそれについては後にあらためて検討すること

とし，今回は可溶性画分およびミトコンドリア画分の SHM について吟味した。

2. 可溶性両分 SHM (s-SHM) およびミトコンドリア両分 SHM (m-SHM) の精製。

1) s-SHM のあfj製

可溶性[四分を硫安分匝i (43--58%) ，熱処理(700C 3 分) ，再度硫安分前ij (43--53%) を行ない，さ

らに DEAE Cellulose Column Chromatography により 1.94 units/mg protein の比活性をもつものを得

ることができた口 (1 unit は 37 0C で 1 分間に lμmole の HCHO を減少せしめる酵素量)

2) m-SHM の精製

ミトコンドリア両分を熱抽出 (650C， 3 分)硫安分画 (43--53労)を行ない，さらに Brushite Column 

Chromatography により 2.83 units/mg protcin の比活性をもつものを得ることができたの (1 unit は

1 )に同じ)

3. s および m-SHM の消性質の比較

1 )反応至適 pH

s-SHM の反応至適 pH は7.5附近にあり， m-Sr-IM のそれは 6--8 の広域にあった。

2 )各基質に対する Km 値

s-SHMラ m-SHM とも各基質に対する値は非常によく類似しており Serine， Glycine, Tetrahydrofolate, 

Nヘ NIO-Methylenetetrahydrofolate に対する Km 値は，それぞれ 5.4x lO-4M, 1.2,..._,1.8x 10-3M , 3.6 ,..._, 

5.0 x 10-6M , 6.3 x 10-5M であった。

3) DEAE Cellulose に対ーする吸着性

s・SHM， m・SHM をそれぞれ DEAE Cellulose に吸着させ， pH 6.5 の燐酸カリ緩街液の20，..._，300 mM  

の gradient elution を行ーなうと，

s-SHM 活性は 150 mM 附近に， m-SHM 活性は 70mM 附近に溶出された白また s・SHl\1 ， m-SHM 

を混合して同条件の gradient elution を行なうと 70 mM, 150 mM  に活性の pe北をもっ 2 相性の

Pattern が得られた口

4) 安定性

部分精製した s-SHM は m-SHM に比して不安定であった。 この不安定な s-SHM は基質である

Scrine, Glycine により完全に保護されるが， SH 化合物では部分的に保護されるのみで， EDTA およ

び補酵素である Pyridoxal phosphatc によっては保護されなかった。
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〔総括〕

Rat 肝細胞の可溶性画分，およびミトコンドリア両分に存在する SHM を粘製し，その諸性質を検

討したところ反応至適 pH， DEAE Cellulose に対する吸着性および安定性の面で s・SHM は m-SHM

と異なっていた。このことは両者が蛋白としての性質を異にする Isozyme である可能性を示唆するも

のである。

論文の審査結果の要旨

Serine Hydroxymcthylase は Serine， Glycine の代謝および C1・・Unit の形成に重要な役割をはたして

いる酵素と考えられている。しかしいまだこの酵素に関する洋新!な研究は少ない。

本研究は，まずラット肝の細胞質上清両分，およびミトコンドリア両分より Serine Hydroxymethyｭ

lase を精製し，その両画分酵素の諸性質を比較検討ーしたもので，特に反応至適pH， DEAE セノレローズ

に対する吸着性，安定性および電気泳動の面で，性質のことなることを示し両回分の酵素が Isozyme

であることを明らかにした。

すなわち，本研究は， Isozyme が中.なる分子形態ばかりの興味でなく生理的，代謝的または遺伝，

発生進化という面でも重要視されていることから考えても，本酵素の生体内での意義をあきらかにす

るための第一歩であると考えられる。したがって今後乙の方面の研究にきわめて重要な文献となりう

るものと，思う。
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