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論文内容の要旨

〔目的】

細胞上清分画とミトコンドリア分画より精製結品化された Glutamic-Oxaloacetic Transaminase 

について物理化学的，反応動力学的，免疫化学的研究が行なわれ，両者の違いからアイソザイムであ

ることが指摘された。さらにアミノ酸分析， N末端アミノ酸の分析からタンパク質の構造上の違いも

認められるようになった。筆者は両者の C末端アミノ酸の決定を試み，とくに最近，松尾らによって

関発されたペプチドの C末端アミノ酸の選択的トリウム化法を，高分子である本アイソザイムに適用

して両者のタンパク構造上の差異を明らかにしようとした。

〔方法ならびに成績〕

GOT の精製:

プタ心筋の細胞上清分画とミトコンドリア分画より鏡山の方法で精製した。(それぞれを s-GOT，

m-GOT と略す。)

カ lレボキシペプチダーゼ (CPase) A および B による分解:

s-GOT および m-GOT はともに native な状態では全く CPase の作用をうけないので pH 3.0 で

1000C 3 分間加熱したのち消化を行なった。 CPase A は Worthington 社製品を 3 回再結晶し，

CPase B は Diisopropylphosphofluoridate 処理した同社製のものを用いた。反応はともに 30
0

C ，

196重曹中で行ない，試料の1/20--1/100 の CPase A, 1/100 の CPase B を用いた。遊離してき

たアミノ酸の同定は除蛋白，除塩後，定性的には二次元ペーパークロマトグラフィー(ピリジン:ア

セトン:アンモニア水:水=50 : 30 : 5 : 20 :イソプロパノー Jレ:ギ酸:水=80 : 10 : 10) により，

定量的には柳本製 LC-2 型アミノ酸自動分析機によって行なった。

s-GOT に対し CPase A を作用させたときはイソロイシンならびにグルタミンが反応初期に速か
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に遊離され，つづいてパリン，スレオニン， リジンなどが現われた。グJレタミンはアミノ酸分析機で

はセリンとの分離が困難であったが，ペーパークロマトグラフィーの成績からセリンは否定された。

定量的には 2N HC1 にて， 110oC, 3 時間の加水分解ののち， 増加するグノレタミン酸の量でもって

測定した。

m-GOT に CPase B を作用させたときは， 1.0μmo1e の m-GOT 当り1.45μmo1e のリジンの

みが遊離してきた。

ヒドラジン分解:

両アイソザイムのヒドラジン分解を種々の条件下 (105 0C ， 5--20時間，非触媒法; 80 o C, 36時間，

硫酸ヒドラジンによる触媒法)で試みたが，有意、の量のアミノ酸の遊離を認めなかった。グルタミ

ン，アスパラギンならびに塩基性アミノ酸に対してヒドラジン分解法は適用困難であるため， CPase 

による分解の結果と考え合わせて， s-GOT の C未端はグノレタミン， m-GOT それはリジンである

と推定した。これを確めるために C末端アミノ酸の選択的トリチウム化法を試みた。

C末端アミノ酸の選択的トリウム化:

種々の条件を検討した結果，下記の如き方法を用いて行なった口タンパク質 5mg を 0.3m1 ピリ

ジンにとかし， 0.lm1 TzO (ca 50mC) , 0.05m1 無水酢酸を加えて37 0 C に20時間保った後，一夜流水

透析し，さらに減圧下に乾燥，洗浄を 3 回行なった。 6N HC1 にて 105 0C ， 38時間加水分解後，高圧

ロシ電気泳動 (66 V jcm, pH3.6)，ペーパークロマトグラフィーでアミノ酸を分離し， ペーパーの小

片を 10m1 の phosphor so1ution (0.4% 2 , 5-dipheny1oxazo1e と 0.01% 1, 4-bis-2-( 4-methy1-5-

phenyloxazolyl)ーbenzene のトノレエン溶液) tjl につけて， Packard Tri-Carb liquid scintillation 

spectrometer で放射能を測定した。

s-GOT の場合はグルタミン酸にのみ， m-GOT の場合はリジンにのみ放射能が集中した。なお，

本法による半定量化の試みとして， s-GOT と m-GOT を 1 : 1 , 2 : 1 に混合してトリチウム化を

行なしりグノレタミン酸とリジンへのカウン卜のとり乙みを調べると，それぞれほぼ 1 : 1 , 2 : 1 で

あった。 s-GOT と m-GOT の分子量がほぼ等しいこと， m-GOT の CPase B 消化による C末端リ

ジンの残基数は 1 モノレ当り 2 モノレであることから， s-GOT の C 末端グノレタミンも 1 モノレ当り 2 モ jレ

であると考えられる。従って両アイソザイムとも 2 本のおそらく同ーのペプチド鎖からなる構造をも

っていると考えられる。

〔総括〕

プタ心筋 s-GOT， m-GOT の C 末端アミノ酸をカノレボキシペプチダーゼによる消化， ヒドラジン

分解， C 末端アミノ酸の選択的トリウム化法により分析した結果，それぞれ 1 モルにつき 2 モ jレのグ

ノレタミン， リジンであると結論した。 ζれによって GOT アイソザイムの化学構造上の一つの違いが

明らかになった。
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論文の審査結果の要旨

カ Jレボキシペプチダーゼ法，ヒドラジン分解法と，高分子タンパクにはじめて適用した選択的トリ

チウム化法によって，ブタ心筋 s-GOT と m-GOT の C末端アミノ酸をそれぞれ酵素 1 モルあたり

2 モノレのグJレタミンと 2 モノレのリジンであると決定した。これにより両アイソザイムの一次構造の違

いと， 2 本のペプチド鎖からなることが明らかになった。したがって有意義な研究であると考えら

れる。
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