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論文内容の要旨

〔目的〕

解糖系には三つの律速酵素-Hexokinase , Phosphofructokinase (P F K) と Pyruvate kinase が

ある。 Hexokinase については 4 種類の酵素が見い出され、 Pyruvate kinase については田中らによ

り L 型及びM型の存在が見い出されたo したがって残る一つの律速酵素PFK についても分子多様性

の存在が予想される。本研究は TEAE-Cellulose Column Chromatography を用いて Rat 組織に

おける PFKの分子多様性の存在を明らかにした。

〔方法ならび、に成績〕

動物は癌移植には Donryn 系、その他の実験には S.D. 系 Rat を用いた。通常の活性の測定は pH

8.0においてATP ， F6P , Mg 存在下生じたFDP を Aldolase ， Triosephosphate isomerase , 

Glycerophosphate dehydrogenase を couple させて340mμ でのDPNH の吸収の減少を追う方法に

よった。実験は特別に記載しない限り 4
0

Cで行なった。

(1) PFKの精製とその抗血清の作製

I型PFK は筋肉より、 E型及び町型は吉田腹水肝癌AH130より精製した。

(1) Rat 筋肉をo.03M K F -1 m M E D T A で homogenize 10000 X g 30分遠心上清を硫安分

画、 D E A E -Cel1ulose Columr Chroma tography ，硫安分画、 DE A E-Cellulose Co lumn 

Chroma tography の後 Sephadex G200 を通し約250倍精製、比活性は約150で、あった。これを

Freund の complete adjuvant と共に家兎に免疫して抗筋肉PFK血清即ち I 型抗体を得た。

(II) A H 130細胞を分離後o.04M Tris P -1 m M E D T A , pH 8 .0で、 homogenize ，60000 X g 

1 時間遠心上清を硫安分画、熱処理、アセトン分画の後TE A E -Gellulose Column Chromｭ

atography を行い、 E型及び町型 Peak を集め他の混在を除く為少なくとも 2 回以上の Rechr-
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oma tography を行なった。共に約300倍精製、比活性は約80であった。これを Freund の com­

plete adjuvant と共にモルモットに注射してそれぞれ E型及びN型抗体を得た。

(2) T E A E -Cellulose Column Chromatography 

各臓器の粗抽出液を Sephadex G25に通し、 TE A E -Cellulose Column (1 .8 X 1 .8cm) にapp-

ly , 0.025 M より 0.05M のpH8.0の Tris HCI Buffer と o .025M より 0.2Mの硫安との linear gradｭ

ient elution を行った。筋肉の場合には一つの Peak で最も早く溶出され/たので I型、肝臓の場合に

も一つの Peak であるが最も遅く溶出されたので町型と名づけた。 AH130の場合には三つの Peak

に分離され、溶出順序に従い E型、 E型及び町型と名づけた。なむAHl30の E型及び町型の Peak

を Rechromatography を行なうと単一の Peak となり相互転換などはみられなかったO

(3) 各型の臓器分布

(2)で述べた方法と後述する免疫学的成績とにより各型の臓器分布をみた。 1型は比較的分布が狭

く筋肉、心臓及び脳、 E型は脳、牌臓、腎臓及び皐丸、田型は牌臓、胃、腎臓及び皐丸、町型は肝

臓と多分腎臓及び赤血球に存在する。一方各種の移植性癌細胞には E型、皿型及び町型が共に分布

している。

(4) 各型の免疫学的相違

抗体による中和実験は適当量の抗血清と酵素( 1 分間340mμ での o. D. 0.3の減少に相当する量)

を Buffer にて0.5ml とし、 37
U

C 5 分間 incubate し 15000Xg 20分の遠心上清0.2ml を測定に供し

た。対照としては抗血清の代りに正常血清を用いた。

(1) 1 型抗体による阻害態度

I型である筋肉活性は少量の抗血清によって完全に阻害されたが、町型酵素は大過剰の抗血清

で始めて阻害された。 n型及び皿型酵素は反応しなかった。

(II) n型抗体による阻害態度

E型酵素はすみやかに反応するが、 I型酵素は全く反応しなかったo N型酵素は中等度でもっ

て反応したo

amN型抗体による阻害態度

百型抗体は特異的で町型酵素にのみ反応し他の型に対しては全く阻害を示さなかった。

以上要約すると現在までの所、免疫学的には E型及び皿型の異同は明らかではなく、 I 型、 H 及

びE型、町型と三つのグループに識別出来た。

(5) 反応動力学的相違

反応動力学的な測定は pH7.1の1midazol H CI Buffer を用いて行なった。現在まで各型に対す

る詳細な検討を行なっていないが、基質に対する Km 、阻害剤に対する態度には大きな相違が認め

られなかった。しかし cyclic AMP , AMP及びADP などの Nucleotide による活性化が町型で

は最も大きく H型は殆んどみられなかった。 1型は中等度活性化された。

〔総括〕

1. 白ネズミの組織にわいてT E A E -Cellulose を用いてクロマトグラフィー的に 4種類の PFK

-147-



の存在を明らかにした。

2. 免疫学的には現在までの所、 I 型、 E及び皿型、町型と三つのグループに分類出来た。

3. 反応動力学的には Nucleotide による活性化の程度に差があった。

論文の審査結果の要旨

高等動物の組織の解糖系には 3 つの律速酵素がある。そのうち Hexokinase 及び Pyruvate kinase 

に関して分子多様性の存在がみい出され代謝調節上の意義についても可なり明らかにされている。よ

って残る一つの律速酵素 Phosphofructokinase についても分子多様性が当然予想されたが未だ解明さ

れていない。本研究は白ネズミの組織において T E A E -Cellulose Column を用いてクロマトグラ

フィー的に 4 種類の Phosphofructokinase が存在し、免疫学的には現在までのところそれらが3つの

グループに分類され、明らかに異っていることを明らかにした。そして動力学的な検討を行いATP

阻害、 Nucleotide による活性化及びその pH依存性に関して明らかに相違がみられた。これらの Is­

ozyme の生理学的意義については未だ充分明らかでないが、 Phosphofructokinase の解糖系律速段階

に占める重要性より考えて各臓器の解糖調節機構の解明に重要なる知見を与えるものと思われる。
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