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論文内容の要旨

〔目的〕

脂肪酸の ω酸化酵素系の本態および生理的意義を研究する目的で、ブタ腎臓皮質ミクロゾームから

本酵素系を可溶化、精製し、その性状について研究した。

〔方法ならび、に成績〕

(1) 脂肪酸ω酸化酵素系の可溶化。ラウリン酸のω酸化酵素系をブタ腎皮質ミクロゾームから最終

濃度1.5%の Triton X -100 を用いて可溶化した。他の表面活性剤は可溶化率および酵素の安定性の点

で Triton X -100 に劣る。

(2) 脂肪酸ω酸化酵素系の分画および精製。上述の方法で得た可溶化酵素を、 Triton X-100 およ

び安定化剤としてジチオスレイトールとエチレングリコールを含むトリスー塩酸緩衝液(pH7.9) で平

衡化したDEAE-セルロースのカラムにのせ、素通りする画分、および0.15M KCI を含む緩衝液

で洗浄したのち0.5M KCl を含む緩衝液で溶出される画分の 2 つに分けた。前者は更にDEAE ーセ

ルロースむよびセファデックス G-75のカラムにより精製を進め画分 I とし後者は DEAE-セルロ

ースの再クロマトを行い画分E とした。画分 I むよび画分 E は各単独で、はラウリン酸のω酸化活性を

示さないが、両画分の存在下にω酸化活性が再構成された。画分 I の CO差スペクトルは452mμおよ

び~418mμ に peak があり、画分E はNADPH-チトクローム C還元酵素活性をもっ。

(3) 画分 E のフェレドキシン (Fd) およびフェレドキシンーNADP還元酵素 (Fd-NADP red.) 

による代用。以前、筆者はPsendorrwnas denit γiJiscan による炭化水素の水酸化を研究し、本反応に

はルブレドキシンむよびNADH ールブレドキシン還元酵素が関与し、これらはホウレンソウの Fd

およびFd-NA D P red. により代用されることを認めた。腎の脂肪酸のω酸化反応においても、画

分 E は Fd および Fd-NA D P red. によって完全に代用された。すなわちラウリン酸のω酸化が腎
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の画分 I およびホウレンソウの非ヘム鉄タンパク質、 Fd とフラピンタンパク質、 Fd-NADP red. 

により再構成された。非ヘム鉄タンパク質として Fd の代わりに副腎のアドレノドキシンあるいは細

菌のルブレドキシンでも部分的に活性がある。

(4) 画分 I 、 Fd および Fd-NA D P red. による再構成系の性質。本酵素系は一酸化炭素により

阻害される。ラウリン酸およびNADPH に対する Km はおのわの6.8μM および0.25mMである。

本酵素系は脂肪酸のうちカプリン酸、ラウリン酸およびミリスチン酸のいわゆる中級脂肪酸を活発に

酸化するが、パルミチン酸はほとんど酸化しないし、アミノピリンも脱メチル化しなし)0

(5) Triton X -100の要求性。画分 I をエーテル抽出すると活性は低下するが、 これにエーテル抽

出物を添加すると活性が回復した。この再活性化因子を同定するためにエーテル抽出物を薄層クロマト

グラフイーにより 4 つの画分に分けると、そのうちの2 つに活性があった。これらのスポットは同時に

展開した Triton X -100 の Rf と完全に一致し、しかも Dittmer 試薬で染色されず、従ってリン脂質

を含まなし」更にエーテル処理した画分 I を含む酵素系は Triton X -100 によって活性化されたが他

の表面活性剤はむしろ阻害的であった。従って本酵素系では Triton X -100 が特異的な活性化因子で

ある。

(6) 画分 n (腎)と肝の画分 H あるいはNADPH ーチトクローム C 還元酵素標品との関連性。ブタの

肝ミクロゾームから腎とほぼ同様の方法で得た画分 I およびH と、腎の画分 I およびE を互に組み合

わせをかえて活性を測定すると、腎の画分 I および肝の画分 E の系では腎の画分 I およびE の系以上

の著明な活性が得られた。そこでラット肝ミクロゾームから Jick らの方法を改良して電気泳動的に

ほぼ均一なNADPH 四チトクロームC還元酵素標品を得て腎の画分 I と組み合わせると、その両者

でラウリン酸のω酸化活性が再構成された。とくに制限量の還元酵素標品を用いた場合、 Fd によっ

て著しい活性の促進が認められた。

〔総括〕

1. ブタの腎臓皮質ミクロゾームから Triton X-100 を用いて中級脂肪酸のω酸化酵素系を可溶化

し、さらに画分 I および画分 E に分画した。 ω酸化には両画分が必要で、あり、画分 I は一酸化炭素結

合性ヘムタンパク質(チトクロームP -452) を含み、画分 E はNADPH- チトクローム C還元酵素活

性を示す。

2. ホウレンソウより分離したフェレドキシンおよびフェレドキシンーNADP還元酵素は画分 E

に代わってラウリン酸のω酸化系を再構成することができる。アドレノドキシンとルブレドキシンも

部分的ではあるが、フェレドキシンに代わりうる。

3. ラット肝臓ミクロゾームから均一にまで精製したNADPH-チトクロームC還元酵素標品も

画分H の代用をする。その量を制限すると、フェレドキシンの添加により反応が著しく促進された。

4. 画分 I をエーテル抽出すると、活性の低下がみられたが、 Triton X -100 の添加により完全に

回復した。その他の表面活性剤わよび各種のリン脂質は活性化しなかった。
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論文の審査結果の要旨

本研究は従来不明な点が多いとされていたミクロゾームによる脂肪酸のω酸化の反応機構および生

理的意義に関するもので、特にミクロゾーム中の酵素系を可溶化し、その性状について詳細な検討を

行った。

更に本研究は脂肪酸のω酸化の研究にとどまらずミクロゾームの電子伝達系そのものの研究として

も意義があり、ミクロゾームにわいて行われる薬物代謝酵素系の反応機構の解明の上で寄与するとこ

ろが大きい。
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