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論文内容の要旨

蛋白質の構造を修飾してその蛋白質の生理化学的性質を変化させる機構の存在は広く動植物界にお

いて知られている。このーっとして蛋白質のりん酸化反応は細胞の生理機能の調節上極めて重要視さ

れており，この反応に関与する Protein kinase (ATP: Protein phosphotransferase EC 2. 7. 1. 

37 )に関する研究はその焦点、となっている。 Protein kinase は Mg 2 +の存在下， ATP の γ位のりん酸

基を基質蛋白質に転移する反応を触媒する酵素であり， Cyclic AMP 等の3' ， 5'一環状ヌクレオチドに

よって著明に活性化されることが明らかにされている。一方，醤歯類の耳下腺は，交感，副交感両自

律神経の二重支配を受けており，分泌唾液の主成分である Amylase はこの腺房細胞内で合成され Ex­

ocytosis によって管腔ヘ分泌される。この Amylase の分泌を惹起する濃度の Norepinephri ne あるい

は Carbamylcholine は耳下腺細胞内 Cyclic AMP あるいは Cyclic GMP 濃度をそれぞれ上昇させる

ことも知られている。

そこで，本研究はラット耳下腺を用いて細胞上清に存在する Protein kinase の部分精製を試みて

その酵素的諸性質を検討するとともに，その生理的役割を Amylase の分泌との関連において検索を

加え，以下の結果を得た。

1 . Protein kinase の部分精製とその諸性質

SD系雄性ラット(体重250~300g) の耳下腺ホモジネートの 100 ， 000X g 上清には Protein kinase 

活性が存在しており，この上清に存在する大部分の本酵素活性は20-50%飽和硫安画分に回収された。

この画分を DEAE ーセルロースカラムに吸着させ NaCI( 100-400mM) 溶液で溶出すると， 3 つの蛋

白画分(ピーク 1 ， II , ill) が得られ，この画分に一致して Protein kinase 活性が認められた。こ



れらの Protein kinase はいずれも Histone やProtamine 等の塩基性蛋白質を有効な基質として，至

適pH は7.4付近にあり， しかも SH依存性であった。また，これらの活性は5' -ADP によって強く阻

害され， 5' -AMP やAdenine によっては全く影響を受けなかった。ピーク H 及び皿は Cyclic AMP 

または Cyclic GMP によって著明な活性化を受けたが，ピーク I は全く活性化を受けなかった。これ

らの3'， 5'-環状ヌクレオチドは ATP あるいは Histone に対する Km にはあまり影響を与えず， Vmax 

を著明に増大させた。

2 . Amylase の分泌と Protein kinase 活性の変動

ラット耳下腺切片からの Amylase の分泌は， Norepinephrine , Isoproterenol あるいは Acetylcho­

line によって惹起され，この際，耳下腺切片から得た lOO ， OOOX g 上清中に存在する Protein kinase 

活性は対照に比して著明に上昇していた。 Norepinephrine あるいは lsoproterenol による Amylase

の分泌は α 遮断薬である Tolazoline や Phenoxybenzamine によって全く影響を受けず\β遮断薬で

ある Propranolol や Dichloroisoproterenol によって完全に抑制された。また， Acety lcholine によ

る Amylase の分泌は Atropine によっで同様に抑制された。この切片上清中の Protein kinase 活

性の変動もこれと同様の傾向を示した。 Tolbutamide によって，細胞内 3'， 5' 一環状ヌクレオチドレ

ベルの変動には全く影響を与えず，このヌクレオチドによる Protein kinase の活性化のみを抑制す

ると，上記カテコールアミンあるいは Acetylchol ine による Amylase の分泌は全く認められなかった。

3 . Amylase の分泌と 3' ， 5'-環状ヌクレオチドレベルの変動

耳下腺切片からの Amylase の分泌を惹起する濃度の上記 Norepinephrine あるいは lsoproterenol

は耳下腺細胞内 Cyclic AMP 及び Cyclic GMP レベルを上昇させた。特に，この Cyclic AMP レベ

ルの上昇は対照に比して極めて著明で， しかも時間的にやや Amylase の分泌に先行しており，この分

泌を抑制する各種β遮断薬の存在下では認められなかった。 Norepinephrine あるいは lsoproterenol

によって Cyclic GMP レベルの上昇も認められたが，この上昇は Amylase の分泌とは無関係に各種

α 遮断薬によって抑制された。一方， Amylase の分泌を惹起する濃度の Acetylcholine は耳下腺細胞

内 Cyclic GMP レベルのみを対照に比して約 2倍上昇させた。この上昇は Acetylcholine による Am­

ylase の分泌を抑制する濃度の Atropine の存在下では認められなかった。さらに， Dibutyryl cyclic 

AMP あるいは Dibutyryl cyclic GMP は，耳下腺切片からの Amylase の分泌を上記カテコールアミ

ンあるいは Acetylcholine の場合と同様に惹起した。

以上の結果から，耳下腺細胞上清から硫安分画， DEAEーセルロースクロマトグラフィーによって，

主に塩基性蛋白質を有効にりん酸化する Protein kinase ピーク 1 ， IT ，皿が得られ，ピーク IT ，皿は

Cyclic AMP あるいは Cyclic GMP によって著明に活性化された。カテコールアミンや Acetylchol­

me による Amylase の分泌惹起時には，この Protein kinase の活性上昇を認め， Amylase の分泌を

抑制する諸種薬物の存在下では，この上昇は認められなかった。さらに， Protein kinase 活性の変

動は耳下腺細胞内 Cyclic AMP あるいは Cyclic GMP の変動によって説明された。したがって，耳

下腺上清に存在する 3' ， 5' 一環状ヌクレオチド依存性 Protein kinase は Amylase の分泌と密接な関連

性を有することが明らかにされた。



論文の審査結果の要旨

この研究は，ラット耳下腺に存在する環状ヌクレオチド依存性 Protein kinase の部分精製を行

ってその諸性質を明らかにするとともに，本酵素が耳下1断固胞内環状ヌクレオチド濃度の変動とも連

関して耳下腺アミラーゼの分泌機構において極めて重要な役割を果していることを明らかにした価値

ある業績である。

よって，本研究者は菌学博士の学位を得る資格があると認める。




