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緒 三ム
日間

ホスホリパーゼはリン脂質のエステル結合を加水分解する酵素の総称である。

一般K よく知られている消化酵素としての役割K加えて、生体膜の機能と結び

ついた生理作用をもっ ζ とが知られて台り、脂質代謝の上で重要左酵素である。

一方、試薬として用いて膜構造の解析や膜結合酵素の可溶化左どその酵素作用

の応用 VC j:，...いても有用性が示唆されている。種々のホスホリバーゼのうちホス

ホリパーゼAzVC ついては一次構造まで決定され、構造と機能の研究が進九でい

るが、ホスホリパーゼ BVC ついてはその存在すら明らかでなかった。近年、

diacylglycerophospholipid の 2 つの脂肪酸エステル結合の両方を加水分

解するホスホリパーゼ B (diacylglycerophospholipid diacyl 

hydrolase) の精製が進み、その作用が単一酵素K基づくと考えられる事実

が集積されつつある。著者はとのホスホリパーゼ BVC 関する基礎的左知見を得

るととを目的として、ホスホリパーゼ B を Penici 11 i um notatum 菌体から

単離し、まずタンパク質化学的性質(アミノ酸組成、糖組成、分子量、等電点)

を検討した。次 K種々の基質を半合成的 K調製し、基質特異性ならび K 活性阻

害、促進の面から酵素化学的性質を検討した。さら VCPenicillium notatum 
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菌体K存在するプロテアーゼK よるホスホリバーゼ B の酵素活性調節機構K つ

いても基礎的左検討を加えた。

本 三ム
日間

第一章 Pe n i c i 1 1 i u m n 0 t a t um ホスホリパーゼ B のタンパク質化学的性質

Penicillium notatum 菌体からのホスホリパーゼ B の単離K は、水抽出

液を pH 4.0 で等電点分画し、さら K、硫酸アンモニウムで処理( 75 ~ち飽和上清)

したのち、 Sephadex G - 200 のゲノレろ過、 DEAE-Sephadex A-5 0 のイ

オン交換クロマトグラフィー、デンプン粒電気泳動、アンホライン等電点電気

泳動を行在ってディスク電気泳動的K単一左標品を得た。

次 K、本酵素のタンバク質化学的性質を検討した。とり際、 リン脂質の脂肪酸

エステル結合を加水分解するという点でホスホリパーゼ B と作用が類似してい

るホスホリパーゼ A2 ( diacylglycerophosphol ipid 2-acyl hydrolase) 

やリゾホスホ'リパーゼ( mo n 0 a c y 1 g 1 y c e r 0 p h 0 s p h 0 1 i p i d mo n 0 a c y 1 

hydrolase) とタンパク質化学的性質を比較した。その結果、アミノ酸組成K

は比較的親水性のものが多く、蛇毒や勝臓のホスホリパーゼ A2 VL.特徴的在高含

量のシスチンは認められ左かった。 T4b 1 e 1 VL 示す如〈、糖組成としてタン

パク質重量当たり 14% のマンノース、 7.8% のグノレコース、 5.7% のグルコサ

TABlE 1. Carbohydrate composition of 

Penicillium not旦tu旦 phospholipase B. 

ぃmol per 100mg protein 

問annose 78.3 

Gluεose 43.3 

Glucosamine 26.3 

ミンを含有する糖タンパク質であった。一方、等電点は pH 4. 0 であり、牛勝・

肝臓のリゾホスホリバーゼや Vibrio haemolytics のリゾホスホリバーゼ

と同様、酸性タンパク質であった。ゲ Iレろ過法K よる分子量の測定では

116000 を示し、蛇毒や隣臓のホスホリパーゼ A2の分子量が約 15000 であるの

と比べると非常K大き左分チである。

Q
d
 

A
吐



第二章 Pen;cillium notatum ホスホリパーゼ B の基質特異性

ホスホリパーゼ B 活性やリゾホスホリパーゼ活性の測定は、基本的 K は遊離

glycerophosphocholine を Ki ng の方法あるいは We 1 1 s & D i t tme rの方

法で定量した。一方、化学構造の違い K基づく基質特異性を検討するため K 、

放射活性左 diacylglycerophosphocholineC D 体左らび VCL 体)、 1-0-

a I k -1'-en y 1 (1-0-alkyl) ー2-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine を

調製し、活性の測定K は反応産物の放射活性を計測した。

牛解・肝臓のリゾホスホリパーゼがいわゆるリバーゼ作用やカノレポキシエス

テラーゼ作用を併せもつ基質特異性の広い酵素であることから、本酵素K つい

ても種々の条件下で triacylglycerol や diacylglycerol VC 対するリパー

ゼ作用左らび K カルポキシエステラーゼ作用を検討した。その結果、とれらの

作用は認められず、基質特異性の狭いホスホリパーゼであるととが明らかと在

った。本酵素の至適 pH 3.8 -4.0 VC 台いて、水溶液中で diac ylglycerophospho -

lipidVC 近い物理化学的性質を示す monoacylglycerolVC対して加水分解触

媒作用が認められた。しかし左がら、その水解活性は非常 K 弱〈、陰イオン性

界面活性剤の taurocholate を添加すると約 100 倍 K増大してホスホリパー

ゼ B 活性と同程度K 走るととから、活性の発現 VC phosphate あるいは

sul fateといった酸性の極性基を必要としているととが示唆された。立体特異

性として、 Tab 1 e D VC 示したよう K 、 diacylglycerophosphochol ine の

TABLE 11. Ste陀0・specific hydrolyses of dipalmitoyl ・~-glycero-1 and 3-phosphocholines 

by Penici 11 i um n旦旦担旦 phospho1ipase B. 

Substrate 
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L 体K対しては 2 つの脂肪酸エステル結合の両方を加水分解するが、 D 体 K 作

用させると 1 モルの脂肪酸と 1 モルのm0 n 0 a c y 1 -sn -g 1 y c e r 0 -1 -

phosphocholine ~分解するととを認めた。 D 体の加水分解産物をホスホリ

バーゼ C を用いて加水分解して、得られた monoacylglycerol をトリメチル

シリル誘導体とし、 G C -MS 分析を行左づたととろ 2 -acyl 体であったと

とから、 D 体K は C -1 位の脂肪酸エステル結合K のみ作用し C-2 位K は作

用しないととが明らかK 在った。次K 、 C -1 位と C-2 位の acy 1 基の鎖長

が同じリゾリン脂質を用いてリゾホスホリバーゼ活性の位置特異性を検討した

ととろ、 1 -acyl 体K特異的 K作用することを認めた。一方、非イオン性念

らび K陰イオン性の界面活性剤はホスホリパーゼ B 活性 K 促進的K作用したが、

リゾホスホリパーゼ活性K は阻害的K作用し、基質の物理化学的性状が変化す

ると基質特異性も変化するととを認めた。

基質特異性として、 Fig.l~ 示したよう K 、 L 体の diacylglycerophospholipid

の C - 1 位と C-2 位、 D 体の diacylglycerophospholipid の C - 1 位、

1 一0-a 1 k y 1 -2 -a c y 1 g 1 y c e r 0 p h 0 s p h 0 1 i p j d のC-2 位の脂肪酸エステノレ

結合左らび ~monoacylglycerophosphol ipidの脂肪酸エステ Jレ結合を加水

H2EL庇tR 1 HZCLOZ ER1 "2JR1 H2ELD1 ER 1 R内γjCHO刊 EC|OH{:H=CMR, -
H2~ORl H2~OH 

H~OCR2 

? 
HOCH HOCH 

テ
R 内ツCOCH 

H内azE1O1。P, ox H2C1O1 POX H内dこC|O1。Pl 03t H
2
COH "内￡EO0P1 OX H2CO~OX H2CO~OX 

。 。

(1) (2) (3) (4) (5) (6 ) (7) 

Fig. 1. Hydrolyses of various lipids by ~enici11ium n旦tatum phospho1ipase B. 

(1) Inso1uble swe11ing amphiphi1es 

Monoacy1g1ycerol(1) ， 2 ， 3・Diacylglycerophospho1ipid(D-isomer)(3) ， 1.2-Diacylglycerophospho・

lipid(L-isαner)(4) ， 1 ・0・A1k-1 ・ -enyl ・2 ・acy1g1ycerophospho1ipid(5). 1 ・0 ・Alkyl ・2 ・acy1-

glycerophospholipid(6) 

(11) Solub1e amphiphiles with 1yotropic mesomorphism 

1 ・Monoacy1g1ycerophospholipid(2) ， 2 ・Monoacylglycerophospholipid(7)

つ
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介解するととから、本酵素はホスホリバーゼ Al(diacylglycerophospho-

1 i p i d 1 -a c y 1 h y d r 0 1 a s e )活性、ホスホリパーゼ A2活性走らび K リゾホ

スホリパーゼ活性を同一酵素タンパク質中 K有しているととが明らかと在った。

この際、 L 体の diacylglycerophospholipid 、 D 体の diacylglycero­

phosphol ipid 、 1-0-a 1 k y 1 -2 -a c y 1 g 1 y c e r 0 p h 0 s p h 0 1 i p i d を用いて

ホスホリパーゼ B 、その Al 、 A2活性をそれぞれ単独K 測定する方法を確立し

た。

第三章 Penicillium nototum ホスホリパーゼ BK対する
活性阻害作用左らび K活性促進作用

。=ニ'..二~ HNB-DMSB MノGb9叫4CC1H-M3 A, ，一 ω
京吋k

ミ
~駒

;N陪〉竺許勘2

'1. ~-CO 、
N 

CHz-CO/ n 
睦 陪 20 M a 

• 
ご
一
〉
一
←
u
d
o
s
c

豆
』
也
巴

-----一一…:-.r==-=….-.--"-l1 GO 側CCHO
(8) 

PGO O-COCHO 

10 20 30 40 50 60 7'LI 

Concentrotion (mM) 

Fig. 2. Effects of various reagents on phospholipase B and 

lysophospholipase activities of ~enicillium no主主主H里 phOspholipase B. 

• • phospholipase B activity; O. lysophospholipase activity 
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本酵素はホスホリパーゼ B活性とリゾホスホリパーゼ活性を同ーのタンパク

質中K含有して台り、との両活性を支配している活性部位の性質を明らか K す

るため K化学修飾試薬と処理した。その結果、 Fig.2VC示したよう K、卜リプ

トファン修飾試薬の N-b r omo s u c c i n i m i de や 2-hydroxy-5-ni も robenzyl

bromide、アルギニン修飾試薬の phenylglyoxalが両活性を常 K 同程度 K 不

活性化したととから、同ーの活性部位が両活性を支配している可能性が強〈示

唆された。一方、上記試薬と同様の反応性を有しかつより親水性の修飾試薬は

両活性K影響を b よぼさなかったととから、修飾試薬の疎水性(部分)が両活

性の不活性化K重要左役割を果たしていると推察された。

次K酵素活性K影響を会よほす臨床上の薬物K ついてであるが、疎水性部分

と親水性部分から在る両親媒性でかつ塩基性の薬物が phospho 1 i pi dos i s の

原因と走り得るととが明らか K され、一方、抗生物質 Kは疎水性の強い両親媒

性のものが多く、さら VCch 1 orpromaz i neや dibucaine 左ど向精神薬や局所麻

酔剤はホスホリバーゼ A2の阻害剤として知られているととから、これら薬物が

ホスホリバーゼ A2 、 B 、 C の活性K どのよう左影響を b よぼすかを検討したョ

その結果、 Table mvc 示したよう K 、塩基性で両親媒性の chlorpromaz ine や

dibucaine が Penic';llium notatum ホスホリバーゼ B ならび vc Ba c i 11 u s 

cereus ホスホリパーゼ CVC 阻害的 K作用するととを認めた。しかし左がら、

TABLE 111. Effects of various drugs (5 町制) on the hydro1yses of egg yo1k 1.2-diacy1-~旦-glycero-

3・phosphocho1ine by 色旦旦旦 adamanteu~ phospho1ipase Az. ~enici11ium 巴旦主旦 phospho1ipase B 

and ~豆旦旦S 空旦盟主 phospho1ipase C. 

Orug 

Phospho1ipase A
2 

Enzyme activity (~mo1 per min per mg protein)a) 
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Ch10ramphenico1 

Oi 印刷四 carbenici 11 in 

Erythromyci n 

01eandαnycin phosphate 

B1eomycin hydroch1oride (-Cu) 

Po1ymyxin B su1fate 

Ch10rpromazine hydroch1oride 

Oibucaine hydroch10ride 

b) 
446.4 士 3.4 (100) 

631.1 士 7.2 (141) 

575.6 士 9.3 (129) 

420.7 士 8.4 (94) 

461.2 士 12.0 (103) 

340.8 士 8.4 (76) 

392.5 士 6.3 (88) 

265.3 士 4.8 (59) 

335.5 士1. 9 (75) 

b) 
114.0 士 3.1 (100) 

87.7 士 6.9 (77) 

121.8 ~ 3.7 (107) 

109.5 士 2.3 (96) 

69.5 ! 1.4 (61) 

52.4 士 0.4 (46) 

121.5! 1. 7 (107) 

72.1 ! 1.6 (63) 

77 .9 士 3.4 (68) 

a) 陶an 士 SO (n=3). 

b) Figu陀5 in parentheses were expressed as a percent of contro1 taken as 100%. 
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chlorpromazine や dibucaine 左ど三級アミンを含有する向精神薬や局所

麻酔剤は用いる濃度 K よってホスホリパ.ーゼ A2VC 促進的 K も働ぐととが知られ

て会り、本酵素K対しても用いる濃度K よって促進作用が認められた。疎水性

の強い両親媒性の抗生物質である chlo ramphenicol や oleandomycin はホスホリ

バーゼA2や CVC阻害的 K作用したが、本酵素のホスホリバーゼ B 活性K は

chloramphenicol は逆 K促進的 K作用した。塩基性で両親媒性の薬物走らび

K疎水性の強い薬物がホスホリパーゼの活性K促進的K も阻害的 K も作用する

ととから、とれら薬物の臨床上の使用K 台いて生体膜左らび K その機能K 会よ

ほす影響K 注意が必要と考えられる。

第四章 Penicillium notatum 菌体 K存在するプロテアーゼ K よる
ホスホリパーゼ B の酵素活性調節機構K 関する検討

Penicillium notatumの内在性プロテアーゼがホスホリパーゼ B タンパ

ク質を限定分解する際、分子量・糖組成は変化しまいが、卵黄 1 、 2-diacyl-

sn -g 1 yc e r 0 一 3-phosphochol ineVC対する水解活性が低下するととから、

内在性プロテアーゼがホスホリパーゼ B 活性を in vivoVC 調節している可能

性が示唆されている。本章では、との内在性プロテアーゼ K よる限定分解をう

けて酵素作用がどのよう K変化したかを基質特異性の面から検討した。その結

果、 Table lV VC 示したよう K、内在性プロテアーゼK よる限定介解をうけた

TABlE IY. Kinetic para鵬ters of purified native and IIIOdified phospholipase B with var・ ious l ，2-diacy1-~旦・

glycero-3・phosphocho 1 i nes. 

Substrate V刷x (υ冊1 陣r min per 町 protein) 陶(1酬}

Native Modi fied 

phospho li pase B phospho 1 i pase B 

Native 陶dified Ratio 

phospho1ipase B phospho 1 i pase B 

1 ， 2・Dioctanoy1 ・~-glycero- 2480 1950 0.79 

3・phosphocho1 i ne (C8: OPC) 

1 ， 2・Didecanoy1 ・sn-g1ycero- 1290 455 0.35 

3・phosphocho1ine (C
10
:
0
PC) 

1 ， 2 ・Dipa1mitoy1 ・sn ・glycero- 578 123 0.21 

3・phosphocho1ine (C16:0
PC) 

2.9 4.8 

1.0 2.4 

0.82 0.82 

V刷x and 拘岡 崎1ues we陀 obtained from lineweaver-Burk p1ots. 

modified タイプでは長鎖 d i a c y 1 g 1 y c e , r 0 p h 0 S P h 0 1 i p i d (閉鎖二重膜リポ

ソームを形成する基質) tc 対する反応性が著しく低下していたが、短鎖

A
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つ
ム
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diacylglycerophosphol ipid (ミセルを形成する基質)左らび K

monoacylglycerophospholipid( ミセルを形成する基質) K対する水解活

性はほとんど変化し左いととを認めた。とのよう K 、ミセルを形成する基質 K

対しては最大反応速度がほとんど変化しまいととから、ホスホリバーゼ B の反

応部位自体は内在性プロテアーゼの作用をうけたのちK も機能しているととが

示唆された。 Triton X -100 と混合ミセルを形成した長鎖 d i a c y 1 g 1 yc e r 0 -

p h 05 P h 0 1 i p i d ( d i pa 1 m i t 0 Y 1 g 1 y c e r 0 p h 0 5 P h 0 c h 0 1 i n e )を基質として用

いて両タイプの酵素作用を比較したときも、最大反応速度K ほとんど差が認め

られず、先の考えを支持する結果が得られた。さら K 、第二章で開発した測定

法を用いてホスホリバーゼ B 活性、その Al 、 A2;活性をそれぞれ単独K 測定し、

内在性プロテアーゼの作用をうけてとれらの活性がどのよう K変化したかを検

討した。その結果、 TableVK 示す如〈、ホスホリバーゼ BK含まれるホスホ

リバーゼAl活性左らぴ K ホスホリバーゼA2活性はホスホリパーゼ B 活性と同様

の挙動を示し、いずれも同程度K低下したととから、ホスホリパーゼAl活性あ

るいはホスホリバーゼA2活性のいずれか一方の活性部位が損なわれたため K ホ

スホリパーゼ B 活性の低下を来したのではないととが明らかと左った。

TABLE v. Hydro1yses of various glycerophospho1ipids by purified 

nと tive and modified phospho1ipase 8 

Substrate Native Modified Ratio 
phospho1ipase 8 phospho1ipase 8 
(llmo1 per min per mg protein) 

Phospho1ipase 8 activity 

E91y 9yo1kl ,2-di aocychlo-主1旦in・ 602 155 0.26 
glycero-3-phosphocho1 ine 

1.2・0ipa1mt htooys 1h-Eo旦chーo 364 92 0.25 
glycero-3・ phosphocho 1 i ne 

PhO~pho]!pase A1 activity 

2 ， 3・ [11 ・ 14C101paoImspihtooyc 1- 164 38 0.23 
~-glycero-1 ・phosphocho1ine 

PhosEholtEase Ahac山!Jl.

1-0・A1ky1 ・2 ・ [1 ・ Cph]opcalmtionye 1- 161 45 0.28 
~・glycero-l-phosphocho1 

以上の結果から、内在性プロテアーゼK よる限定分解をうけて本酵素の酵素

活性が低下しても触媒作用の位置特異性は変化しないとと、内在性プロテアー

ゼ K よる限定分解をうけた "modi f ied 11 酵素と本来の" na t i ve 11 酵素の酵素

作用の違いが水溶液中で種々の物理化学的状態を呈する基質 K対する反応性の

違いK起因しているととが示唆された。
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結 三企晶
画問

1) Penicillium notatum 菌体の水抽出物から単離したホスホリパーゼ B

は、等電点 pH 4.0 、分子量 116000 、タンパク質重量当たり約 30 96 もの糖を

含む糖タンパク質であった。

2) 至適 pH は 3.8-4. 0で酸性側 K あり、 diacylglycerophosphocholine

の脂肪酸エステノレ結合の加水分解を、 L 体 K 対しては C - 1 位と C-2 位の

両方で、 D 体 K対しては C-1 位でのみ触媒する立体特異性を有していた。

きら K位置特異性を検討した結果、ホスホリパーゼAl 活性、ホスホリパーゼ

A2活性走らび K リゾホスホリパーゼ活性を同一酵素タンパク質中K 有してい

るととが明らかと在った。

3) ホスホリパーゼ B~含まれるホスホリパーゼ Al活性走らび K ホスホリパーゼ

A2 活性をそれぞれ単独K測定する方法を確立した。

4) 化学修飾試薬の N-b r omo s u c c i n i m i d e 、 2-hydroxy-5-

nitr6benzyl bromide 、 phenylglyoxal はホスホリパーゼ B 活性とリ

ゾホスホリバーゼ活性を常 K 同程度K 不活性化した。

5) 界面活性剤の Triton X-100 や taurocholate、抗生物質の chlo 一

ramphenicol はホスホリパーゼ B 活性K促進的 K 作用した。一方、向精神

薬の ch 1 orpromaz ine や局所麻酔剤の dibucaine は阻害的に作用するこ

とを認めた。

6) P�icillium notatum の内在性プロテアーゼ K よる限定分解をうけて、

長鎖 diacylglycerophospho~hol ine ~対する水解活性が著しく低下し

たが、短鎖 d i acy 1 g 1 ycerophosphocho 1 i ne や monoacylglycero -

phosphocholine ~対する水解活性はほとんど変化し左かった。との際、ホ

スホリパーゼ B 活性とホスホリバーゼ B~含まれるホスホリパーゼ Al 活性な

らび K ホスホリパーゼ A2 活性は同様の挙動を示し、いずれも同程度K低下し

た。従って、内在性プロテアーゼ K より限定分解されたのちも、ホスホリパ

ーゼ B の反応部位自体は機能して台り、酵素分子の立体構造の変化が閉鎖二

重膜構造のリン脂質凝集体一水界面での反応性の低下を来したものと推察さ

れた。
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論文の審査結果の要旨

ホスホリパーゼ B を Penicillium notatum菌体から単離し，タンパク質化学的性質(アミノ酸組成，

糖組成，分子量，等電点)を確認し，さらに種々の基質を半合成的に調製し，基質特異性ならびに活

性阻害，促進の面から酵素化学的性質を明らかにした，加えて，菌体に存在するプロテアーゼによる

ホスホリパーゼ Bの酵素活性調節機構についても論述した。

よって学位論文として認める。
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