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論文内容の要旨

肝ミクロゾームの主要な役割の一つに生体外異物を水酸化し，体外に排池する形にする活性がある。

近年，膜蛋白質の精製技術の進歩にともない，水酸化酵素の本体である，チトクロムP・450 と，それ

に電子を供給する電子伝達系の各構成成分が単離精製されるようになった。我々は，薬物で誘導処理

したウサギ肝ミクロゾームより 3 つの電子伝達系成分とチトクロム P-450 を同時に単一に分離・精製

する技法を開発し，精製成分を再びリン脂質のリポームに結合させ，水酸化活性を再構成することに

成功した。再構成系は種々の組み合わせで作ることが可能で，初めて電子伝達系の水酸化酵素系にお

ける役割の詳細な解析が可能となった。

ストップトフロー法による各成分間の電子伝達速度の直接測定，および水酸化反応に及ぼす，各

成分の影響を調べることにより，水酸化反応に必要な 2 個の電子のうち，一番目に導入されるものは，

NADPH- チトクロム P-450 還元酵素から， 2 番目のものはチトクロム bs から供給されることを明らか

にした。二つの電子伝達系 (NADPH-チトクロム P-450還元酵素と， NADPHーチトクロム bs 還元酵

素ーチトクロム bs 系)の聞に，このような機能分担があることがこのことから分かった。

また，リン脂質の相転移が及ぼす影響について調べた結果から，これら三つの電子伝達成分，及び

チトクロムP-450 は膜上を自由に移動し，自由衡突することにより電子伝達が行われることを明らか

にした。またリン脂質の相転移は P-450のスペクトル，活性にも影響を及ぼし，リン脂質がP-450 の

コンブオーメーションに影響を与えているということが分かった。このように，リン脂質は，電子伝

達系成分がチトクロム P-.450 と均率よく反応する足場を提供し，その流動性によって反応を制御する

とともに，膜蛋白質のコンブォーメーションにも影響を与えていることが見出された。さらに脂質は
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その相分離によって，電子伝達系の局在にも影響を与えていることが示唆された。

論文の審査結果の要旨

肝細胞ミクロゾーム膜にはチトクロム P-450 (以下P-450) を末端酵素とする酵素系が存在し， NADP 

H (NADH) に由来する 2 個の電子と分子状酸素を用いて薬物，化学発がん剤などの水酸化を行ってい

る。谷口君はこの重要な反応の機構を明らかにするため， ミクロゾームから均一に精製したこの酵素

系の成分タンパク質をリン脂質小胞膜に結合させることによって，水酸化活性を再構成することに成

功した。またこの再構成系を用いて次の点を明らかにした。

この系には P-450 のほか NADPHーチトクロム P-450 還元酵素(以下 fp2) ， NADHーチトクロム bs 還

元酵素(以下 fpl) およびチトクロム bs (以下 bs ) が関与しているが，これらの種々な組み合わせで再

構成したものを用いて NADPH および NADH から P-450 までの各電子伝達反応の速度をストップト

・フロー法で測定した。その結果，水酸化反応に必要な 2 個の電子のうちの最初の電子は NADPHお

よび NADH のいずれからも fp2 を経て P-450 に導入されるが，第 2 の電子は bs ~が存在するときには

bs を経て導入されることが明らかとなった。

次に明確な相転移点を示す合成リン脂質ジミリストイルレミチン (DMPC) に fp2 と P-450 を結合し

た系における NADPH による P-450 の還元(第 1 の電子の導入)速度の温度依存性を調べ， この速度

の Arrhenius プロットがDMPCの相転移点 (23~240C) 付近で不連続性を示すことを見出したが，こ

のことは fP2 と P-450 の聞の電子授受が両タンパク質の膜上での拡散とそれに伴う自由衝突によるこ

とを示す。

最後に， P-450 の吸収スペクトルの温度変化の解析から， P-450 のコンホメーションがリン脂質へ

の結合によって影響を受け，とくにDMPC の相転移によって大きな影響を受けることを見出した。

以上のように，谷口君の研究は，薬物代謝や化学発がんに関連して近年とみに重視されてきた肝ミ

クロゾームの水酸化酵素系の反応機構にいくつかの重要な寄与を行ったものであり，理学博士の学位

に十分価するものと判断される。
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