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論文内容の要旨

〔目的〕

シトクローム P-450 (以下 P-450)は種々の薬物水酸化反応を触媒する一原子酸素添加酵素である。

兎肝ミクロソームには数種のP-450 の存在が知られており，近年それらのうち 3 種類の P-450 が単離

精製されている。しかしP-450の作用の多様性，シトクロームム(以下ム)との相互作用の存在の可

能性から考えてなお未知のP-450分子種の存在が予測される。

著者は，固定化ムを用いたアフイニティークロマトグラフィ一法により未処理兎肝ミクロソームよ

り従来報告されていないP-450分子種の分離精製を試みた。

〔方法ならびに成績〕

1 ) b 5 の固定化

BrCN で活性した Sepharose 6B ゲル 1 mf当り約100 nmol のム(トリプシン可溶化型)を固定

化した。得られた固定化b s は 4 0C保存下で少なくとも 1 年間安定でくり返し使用可能であった。

2) P-450B，の精製

未処理兎肝ミクロソーム圃分より部分精製したP-450標品を固定化払上にクロマトグラフイーを行

なって得られた標品をさらに CM-Sephadex カラムクロマトグラフィーにより精製標品 (P-450 B リ

比含量 15 nmol/mg prot) を得た。

3) P-450B，の性質

標品はSDS- ゲル電気泳動的に均一で、あり分子量は52， 000と算定されP-450 1 あるいはP-448 1 とは

移動度の異なったシトクローム P -450 であることが示された。酸化型 P-450B，は吸収極大を 567 ，
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533 および、417nm に持ちまた電子スピン共鳴はg値を1. 91 , 2.24わよび2.40に示し低スピンへムたんぱ

くであることがわかった。一酸化炭素結合型の吸収は551 と 449nm に極大を示した。還元型 P-45081

とフェニルイソシアナイド複合体は549 ， 454および、429nm に吸収極大を示した。還元型フェニルイソ

シアナイド複合体と還元型との差スペクトルの454 と 429nm の比は0.3M K-PB(pH 7.4) において6.5

であった。

4) P-450 81 と b 5 との相互作用

一定量固定化んへのP-45081 の吸着量は混液中に共存するb 5 により低下した。またこの吸着容量

の低下はデタージェント可溶化型b5 を用いた時，特に顕著に認められた。

5) P-450 81 の薬物酸化活性

精製P-450 81 標品は，ベンツフェタミン，アミノピリン，アニリン等の薬物酸化反応において活性

を示しエトキシレゾルフインには不活性であった。またp- ニトロアニソール 0・脱メチル化活性には

b5 , NADPH-P-450還元酵素， NADH-b 5 還元酵素の共存が必要であった。

〔総括〕

1 )はじめて九を固定化し，新しい P-450分子種を簡便かっ収率よく分離精製したO

2 )精製標品P-450 81 の物理的・化学的諸性質を明らかにしたO

3) P-45081 とれ聞に強い相互作用の存在することが示された。

4) P-450 81 の水酸化活性には従来の巳450 分子種に見られない特徴が見出された。

論文の審査結果の要旨

最近シトクロム P-450 (P-450) に分子多様性の存在が知られるようになったが，著者はシトクロ

ムムをリガンドにするアフィニティカラムを用いてP-450 の新しい分子種を見出した。このP-450 は，

物理的，化学的諸性質，生化学的活性からしらべて，今まで知られているフェノパルピタール， 3 メ

チルコラントレンなどによって誘導されるP-450 とは異なっていることが明らかにされた。さらにシト

クロムムと高い親和性を示すことも明らかになり，今後のミクロソームの電子伝達と生理機能との関

係の研究に寄与するところ大きいと期待される。
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