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小腸における thiamine の吸収は，反転腸管などを用いた研究から，そのリン酸化，脱リン酸化を

介した機構あるいは Na+により活性化される代謝的エネルギーに依存した機構により行なわれている

と言われている J) また神経組織においては，電気刺激，神経活性物質により，神経膜分画から脱リン

酸化を受けた thiamine が遊離してくることが認められ 2)-1 この過程にも thiamine リン酸エステルの

脱リン酸化機構が関与していることが示唆されている。

このように， thiamine リン酸エステルの脱リン酸化過程は，それぞれの組織において，重要な役割

をしていると考えられているが，未だその機構は酵素レベルで十分説明されるに至っていない。特に，

小腸の thiamine リン酸エステルの脱リン酸化酵素に関しては，他の組織のそれと比らべ，今までほと

んど研究されてきておらず，その性質は不明で、ある。また， thiamine diphosphatase と nucleoside

diphosphatase が同一でトあることが示されている肝臓 5) 以外の組織においては， thiamine diphosphate 

分解活性 (TDPase活性)がどのような酵素により触媒されているのかという点に関しでも，今尚明

らかでない。

そこで私は，小腸および脳における thiamine リン酸エステルの脱リン酸化の生理的意義を明らかに

する目的で，それらの組織の TDPase 活性について，どのような酵素により触媒されているのか，そ

してその生理的意義について検討した。
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1. 小腸TDPase?舌性

(1) TDPase活性と alkaline phosphatase (aト Pase) 活性

人の腸管 al- Pase がTDP を水解しうるという Eaton らの報告 6) を考慮して， TDPase活性と a卜

Pase活性の比較検討を行なった。 TDPase活性， a卜 Pase活性のラット小腸における分布を検討す

ると，両活性とも粘膜層に，また thiamineの能動輸送の認められる十二指腸部位に局存しているこ

とが示された。さらに十二指腸粘膜について細胞内分画し検討すると，両活性とも上清分画には見ら

れず，頼粒分画に存在していることが示され，その分布は類似していた。

Saini ら 7) の方法に従い，ラット小腸粘膜から aト Paseの精製を行なうと， TDPase活性もともに

精製されてきた。この精製酵素標品を用いさらに al- Pase活性と TDPase活性の比較検討を行なった

ところ，両活性とも，活性発現に Zn*を必要とし，基質に対する Km値は pH により影響され，また阻

害剤に対する反応性も類似していた。さらに TDPase活性は， p-ni trophenylphosphate により競合

的に阻害された。以上の成績から， TDPase活性がal- Pase活性と同一の酵素により触媒されている

ことが示唆された。さらにこの精製aト Pase は， thiamine triphosphate , thiamine monophosphate 

をも容易に水解したことから，小腸における thiamine リン酸エステルの脱リン酸化過程が al-Pase 

により行なわれていることが考えられる。

(2) aト Pase活↑生と Ca 七 ATPase?舌性

ビタミン D欠乏動物を用いた実験から，小腸 al- Pase は Ca* ATPase , Ca*-binding protein 

とともに小腸の Ca* 輸送 lニ関与していると言われている 8it さらにこの a卜 Pase活性は， in vivo , 

in vitro の系で Ca* ー ATPase活性と同様な変化を示すことから，両酵素活性は同ーのものであると

考えられている。もし aト Pase活性がCa*-ATPase 活性と同一でト， Ca* 吸収に直接関係しているな

らば， Ca* 吸収機構における thiamine代謝の役割が考えられるので， aト Pase活性と Ca*-ATPase

活性の比較検討を in vitro , in vivoの系で'1-rなった。十二指腸microsomes分画および、brush border 

分画の Ca *-ATPase活性は cysteine ， glutathione等の SH基含有化合物により活性化されたが，

al-Pase活性はどのような条件で測定しでも cysteine による活性化はみられなかった。 Cysteine に

より活性化される Ca *-ATPase活性は， Ca* の能動輸送機構の局在している十二指腸部位において

のみ認められ，この現象がCa* 吸収に関与していることが示唆された。 Thiamine 欠乏により，

TDPase活性， aト Pase活性は著明に低下したが， Ca *-ATPase活性， Ca* 吸収能は有意な変化を

示さなかった。以上aト Pase活性は， Ca *ATPase活性と異なり， Ca*吸収には直接関係していない

ことが示された。

(3) Thiamine吸収における aト Pase活性の役割

Ethanol がthiamineの腸管吸収を抑制することは古くより知られている。近年， ethanol の経口投

与によりラット小腸の thiamineの能動輸送が抑制されることが報告されているので 10)， ethanolの小腸

各 phosphatases活性に対する作用を検討した。 O.5g/kg ， 2.5g/kgの ethanol 経口投与により， alｭ

Pase活性は有意に減少したが， Na+-K+ー ATPase活性や Ca*-ATPase 活性には変化は認められな

つ
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かった。

2. 脳 TDPase活↑生

(1) TDPasei舌性と nucleoside diphosphatase および~al-Pase活性

肝臓 5) および小腸において， TDPase活性は nucleoside diphosphatase , al-Pase活性と密接に関

係していることが示されたので，脳TDPase活性についても，まずこれらの観点から検討した。 脳

TDPase活性は， nucleoside diphosphates により阻害され，また IDP による阻害形式が競合的阻害

であったことから，本酵素活性は肝臓の場合と同様nucleoside diphosphatase活性と同一であること

が考えられる。一方，脳TDPase活性は，活性発現に Zn*を必要としないこと，脳aト Paseの阻害剤

である imidazole ， histidine により影響されず\また nucleoside monophosphates によっても阻害さ

れなかったことから， a卜 Pase活性とは異なるものと思われる。

(2) 膜phospholipids による活性調節

岩田らは 11i 脳TDPase活性がchlorpromazine により著明に活性化されることを認め，この作用機

作の解明から本酵素が“latent" な型で膜に存在していることを示唆している。従ってまず本酵素活

性が膜構造に依存していることをさらに明らかにするため， microsomes をそれぞれのpHで前処置し

た場合の TDPase活性の変動について検討した。処置pHがアルカリ側になるに従い， microsomal 

suspensionの濁度は減少し，それとともに TDPase活性は増加した。次に膜機能において重要な役

割を演じている phospholipids と TDPase活性の関係を， phospholipase C を用い検討した。 Phos­

pholipase C処置により， TDPase活性の V岨値は増加し， Km は著明に減少した。またこの処置

により熱安定性は低下したO さらに， TDPase活性が増加する他の処置についても同様に検討し，

phospholipids含量の減少しているアセトン処置酵素において， Km値の減少，熱安定性の低下を認め

た。以上のことから，膜 phospholi pi ds は酵素と基質の結合の barrier として働いており，また酵素

の安定性を保つのに必要であることが示唆された。

結論

1. 小腸の TDPase活性がaト Pase により触媒されていることが示され，このa 1-Pase活性は thia­

mineの吸収機構に関与していることが示唆された。

2. 小腸aト Pase活性は Ca *-ATPase活性と異なり， Ca 骨吸収には直接関係していなかったが， Ca-lf 

-ATPase活性は SH基含有化合物により活性化され，この現象は Ca*の能動輸送に関与している

可能性が示された。

3. 脳 TDPase活性は， IDP により競合的に阻害され，この活性に nucleoside diphosphatase の関

与が考えられた。

4. 脳 TDPase活性は， phospholipase C処置により活性化され， phospholipids による本酵素活性

の調節の可能性が示された。この成績は，神経組織の phospholipids代謝が神経活性物質により影

響されることを考慮すると，神経系における thiamine代謝の重要性を示唆しているものと考えられ

る。
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論文の審査結果の要旨

本論文は小腸わよび脳の thiamine diphosphataseの性質について詳細に検討し， thiamine吸収あ

るいは神経機能における thiami ne リン酸エステルの脱リン酸化過程の重要性を示したもので thiamine

代謝の生理的意義の解明に貢献し薬学博士の授与に値するものである。
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