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論文内容の要旨

〔目的〕

機能を異にする筋肉組織で，解糖系の中位で作動する代謝律速酵素PFKがどのように作動してい

るかを，雄性家兎を用いて検討してみた。

〔方法ならびに成績〕

I. 筋弛緩剤の投与と白筋・赤筋・心筋の PFK

家兎の一群は，断頭後，脱血死させ(収縮筋) , 他の一群は，筋弛緩剤 (2.5% 3-0-toloxy-1 , 

2 -propanediol溶液)約40mP を 30分にわたり持続静注し，しかる後脱血死させた(弛緩筋)。そし

て筋肉を採取し， 10倍容の抽出液 A (Tris-HCI buffer (20mM) , mercaptoethanol (MSH) 

(10mM) , pH 8.0J 中で磨砕し，その 8， OOOX g, 10分の遠沈上清を上清酵素とした。またその沈

j査をいま一度10倍容の抽出液 B (K2HP04 (50mM) , MSH (10mM) , KF (30mM)J 中で磨砕し，

その 8， OOOX g, 10分の遠沈上清を沈殿酵素とした。

被験筋としては，背筋，排腹筋，ヒラメ筋，横隔膜筋，心筋を用いたが， aldolase の活性は前の

筋肉ほど高く，逆にコハク酸脱水素酵素は後の筋肉ほど高くなっていたが， PFK にはかかる規則

性は認められず，①上清酵素の活性は背筋で最も高く，ヒラメ筋で最も低かった。また収縮筋と弛

緩筋を比較した場合，②背筋，排腹筋には収縮筋で沈殿酵素が認められ，一方③心筋では，上清酵

素と沈殿酵素との活性値の合計が，収縮筋で著明に減少していた。

H 筋抽出液の PFKの電気泳動像

臓器抽出液を電気泳動で展開してみたところ，肝臓には町型，腎臓には皿型と E 型の酵素が認め
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られたが，筋肉手品織では均しく I 型とみなし得る酵素が検出された。

皿 pH と背(白)筋・心筋の PFK

白筋と心筋の酵素を，部分精製(比活性，約 5 倍)し， pH を異にする Tris-maleate (20mM) , 

MSH (lOmM) , buffer 中で透析し( 4 oC , 90分)て，後8， 000Xg ， 10分の遠沈を行い，その上清

と沈殿について活性値を求めた。その結果は，酵素は pH 8.5の透析試料では上清中に存在していた

が，透析液の pH が7.5を割ると沈殿を始め， pH 5. 5では殆ど全部の酵素が沈殿した。そしてこの間

の白筋酵素と心筋酵素には差異は認められなかった。

次に両酵素を pH 5.5の上記の buffer に suspend し，何が酵素を可溶に出来るかをみたが，その結

果は， ATP , S04--' P04 ーのいずれかの添加が必要であった。その際，白筋では ATP が 2mM ，

MgS04 が10mM を，一方心筋では ATP が 4mM ， MgS04 は 30mMの濃度を必要とした。

町収縮心筋の PFK と ATP

ATP (2 mM) 非添加・添加の抽出液Aで，心筋を磨砕い上清酵素の活性値を求めたところ，

非添加では，収縮筋では低値の，弛緩筋では高値の活性が検出されたが，添加により，収縮筋でも

弛緩筋とほぼ同程度の高活性値が得られた。

V 白自主の PFK と活性修;飾白蛋白

(1) 阻害剤の citrate を ligand にした affinity column chromatography を案出した。このcolumn

に，白筋と心筋の部分精製酵素(上記)は，同じ条件下で吸着・溶出されたが，肝臓酵素は吸着

されなかった。その際 白筋より得た未吸着蛋白の添加により，白筋と心筋の吸着酵素(比活性，

約150倍精製)及び市販の PFK の活性は著明に上昇したが，心筋の未吸着蛋白の添加では上昇は

認められなかった。

(2) 市販の PFK 4 mgを(l)phosphate buffer (100mM) , MSH (30mM) , pH 8. 0 (2) 向上 buffer ，

pH 6.8 (3) (2)+citrate ( 5 mM) のいずれかで透析し，そしてその透析液を溶出液に用いて，

Bio-Gel A 1. 5m の column chromatography で展開してみた( 4
0

C) ところ， (1)に比べ(2)では，

活性が低く，分布も広がり，概して低分子化していく傾向が認められた。 (3)では活性は消失した。

しかし(2)， (3)の場合，予め ATP を終濃度 2mMになるように受け皿の試験管に加え， 30
o
C , 30 

分加温して測定すると，低分子分画で活性が現われた。

また(3)の buffer に ATP ( 2 mM) を加え，室温 (18
0

C) で透析し，そして室温で展開すると，

より高い peak がより高分子分画に現われた。

(3) 市販の PFK 4 mgを phosphate buffer (100mM) , MS H (30mM) , pH 7.2の中で， 4 oC , 

60分透析した。

そしてこの透析液で溶出して求めた Bio-Gel column chromatogram と，透析時に活性修飾蛋

白 (4000 y) を添加し，同様の操作をして求めた pattern を比較してみると，この蛋白の添加によ

り， PFK の低分子化していく傾向は抑制を受けた。

〔総括〕

(1) 家兎筋の組抽出液中の PFKの挙動は筋肉の種類で異なっていた( 1 の成績)。
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(2) そのため，それが組織内の内部環境の違いによるものか，酵素自体の質的差異によるものかを調

べてみたところ，環境の差異によっているとの結論が得られた (ll-V の成績)。

(3) 白筋には PFKの解離を防ぐ修飾蛋白が存在していた (V の成績)。

論文の審査結果の要旨

機能を異にする筋肉組織でPFKがどのように作動しているかは興味深い。

著者は，家兎筋を用い，粗抽出液中の PFK をみているが，挙動が筋肉の種類で、異っていたので，

それが内部環境の違いによるものか，酵素精製を進めながら検索を進めている。

その結果，電気泳動像やaffinity chromatography では質的に差がなく，個々の筋肉組織内の pH

や ATP濃度などの違いが，組抽出液中の PFK の挙動の違いに現れたものと結論づけている。

その際，白筋内には活性を修飾する蛋白が存在していて，それが白筋の phasic な機能を発揮させて

いる一つの因子となっている点を見い出している口

よって生理化学上新知見を加えたものとして，学位論文として価値あるものと認める。
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