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論文内容の要旨

肝ミクロゾーム (Ms) の NADPHーチトクロムと還元酵素(fpz) はトリプシン消化で可溶化，精製され

ているが，このようにして得られた標品 (t-fpz) は部分的にプロテアーゼ分解を受けた断片である可能

性があるので，界面活性剤法により本来の fpz分子を精製することを試みた。ウサギ肝 Ms から中性

界面活性剤 Emulqen 911 を用いて fpz を可溶化し， DEAEーセファデックス A-50，ヒドロキシアパタ

イトを用いて精製し， SDSーゲル電気泳動的にほぼ均ーな標品を得た。この標品 (d-fpz) は， FAD と

FMN を酵素分子当り各一分子含むフラピン酵素で，当量の NADPH 添加で， Oz-stable semiquinone 

を生成する。 d-fpz は， t-fpz とは異なり，精製した P-450 とともに，低濃度の界面活性剤の共存下で，

薬物水酸化活性を再構成する能力をもち，また界面活性剤を用いて精製したチトクロム ι(d-bG )との高い

反応性を保持していた。 d-fpz をトリプシン処理すると， P-450及び、d-bs との反応性が消失し，逆にチ

トクロム c 還元活性の上昇がみられた。

SDS 電気泳動で調べたところ，これに伴って分子量は9.0万から t-fpz と同じ8.2万に移行した。d-fpz

は水溶液中で，分子量約50万の会合体として存在するが， トリプシン処理によって， t-fpz の単量体に

変換する。 d-fpz と Ms を37
0

C で25分間反応させると，添加した d-fpz濃度に依存して d-fpz の膜への

とり込みが見られる， NADPHーチトクロム c 活性からみると，結合量は膜に既存のものの 7 倍にも

達する。この結合によって Ms のアニリン水酸化活性は30~40%上昇する。この結合量は，温度依存

性で， 37
0

C で最も効率よく起る。 d-fpz をトリプシン処理すると，生理的活性の消失とともに膜への結

合性はなくなる。 t-fpz も同様に膜結合能はな p。このd-fpz は音波処理した赤血球膜にも結合する。

Ms 膜に再結合したd-fpz は高イオン強度の溶液で数回処理しでも，既存の fpz と同様に膜から遊離し

。
。



な Po 膜に再結合した d-fpz はと lntact"fpz と同様に，低濃度のトリプシンで， Ms 膜から容易に可溶

化される。

これらの結果は， d-fpz 分子表面の疎水域(分子量約 8 千)が P-450 との水酸化活性の再構成， d-b5 

との反応性のような機能的な面および，膜への結合においても重要な役割を果たしていることを示す

ものである。このような性質は，膜酵素に広く見られる基本的な性質であると思われる。事実，梅本

らと Stri ttmatter らは独立にチトクロム b5 について，および三原らと Stri ttmatter らはNADH ー

チトクロム b5 還元酵素について同様な現象を報告している。

論文の審査結果の要旨

肝ミクロゾームの NADPH-チトクロム c 還元酵素(以下fpz と略記)はトリプシンによってミクロゾ

ーム膜から可溶化され，高度に精製されているが，このようにして得られた標品(t-fpz と呼ぶ)は，そ

の本来の機能であるチトクロム P- 450 (P-450 と略記)むよびチトクロムれ(れと略記)と反応する能

力を失っていることから，本来の fpz 分子が部分的にトリプシン分解を受けた断片であると考えられ

る。

佐竹君はこの点を明らかにするために，ウサギ肝ミクロゾームから中性界面活性剤を用いて fpz を

可溶化し，これをほぼ均一にまで精製することに成功した。このようにして得られた標品 (d-fpz)と呼

ぶ)の性質を t-fpz のそれと比較検討した結果，次のような諸事実を明らかにすることができた。 i ) 

d-fpz も t-fpz も 1 分子中に FAD と FMN を 1 個ずつ含み， NADPH によるチトクロム c やフェリシ

アニドなどの人工電子受容体の還元を同様に触媒する。 ii) t-fpz は上述のように， b5 わよび P-450

の還元を行なうことができないが， d-fpz はリン脂質または低濃度の界面活性剤の存在下で b5 および

P-450 と反応することができる。 iii) t-fpz は分子量約 8 万で水中に単分子分散するが， d止-f匂pz は分子

量約 9 万で

によつて分子量約 1 万に相当する部分を失つて t←-f匂pz に転換する O これらの事実から， d-fpz が本来の

分子であること， d-fpz はフラピンを含む親水性領域 (t-fpz に相当する部分)と膜との結合あるいはミ

セル形成に関与する疎水性領域とから成る両親媒性タンパク質であることが推定された。

佐竹君はさらに d-fpz がミクロゾーム膜に in vitro で結合し，膜中のP-450 と正常に相互作用を

なしうること(t-fpz にはこの結合能がない) ，また d-fpz と均一にまで精製された P-450 とを低濃度

の界面活性剤の存在下で混合すると， NADPH 依存性の薬物水酸化活性を再構成しうることを見いだ

し，この再構成系の基礎的性質を明らかにした。

以上のように，佐竹君の業績は生体膜タンパク質の一つである fpz をその本来の形で精製し，膜タ

ンパク質のモデルとしてその性質を明らかにしたものであり，理学博士の学位論文として十分価値あ

るものと認められる。
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