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論文内容の要旨

(目的)

梓アミラーゼには電気泳動の移動度の異るいくつかの活性画分がある乙とが知られている。また急性

騨炎患者の血清中には，その発症初期から，醇アミラーゼの minor component C微少成分)が多数出現

する乙とが観察されている。そしてこの mmor component の出現程度から急性牌炎の重症度を判定

する指数も考案され，臨床応用されている。一方，癌患者の牌液中のアミラーゼには，同様に多くの

minor component があると報告されている。しかし，現在までこの minor component がどの様な機

序で出現するかの詳細は不明である。本研究ではヒト醇液からアミラーゼをその component C成分)ご

とに分けて精製し，蛋白化学的，酵素化学的ならびに免疫学的性質を比較検討した。そして体液中に梓

アミラーゼの minor component が出現する機序と，それを分析する乙との診断的意義を明らかにし

ようと試みた。

(方法と成績)

1 )騨液アミラーゼの精製

拝頭十二指腸切除術後の外牌液痩より勝液を無菌的に採取し凍結保存して原材料とした。乙の凍結

騨液を解凍後， 25%飽和になるように硫安を加え，沈澱を遠心分離で除去し，その上澄に加温処理

したトウモロコシ澱粉を加え，アミラーゼを吸着させた。それを 25%飽和冷硫安水で、洗浄し ，W

100 Ca Acetate を含む M/50NaCl 溶液 C pH 6.5) に懸濁しアミラーゼを溶離した。溶離酵素を

硫安 75%飽和で塩析しSephadex G - 100 で、ゲル漉過を行ない，次いでアンホラインで等電点電気

泳動を行った。牌液アミラーゼの大半は等電点 7.1を示す画分 CPl )であり，他 l乙等電点 6. 5 の画分
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( P2) が認められた。 P1 は当初の活性に対し約 50%の収量で結晶として分離され，その比活性は

約 33 倍に増大した。精製酵素はデ〉ィスク電気泳動的にも，また超遠心的にも単一であった。

2) 醇液アミラーゼ P 1 および P2 の蛋白化学的性質

5%ポリアクリルアミドゲル電気泳動では町と P2 に移動度の相異があり ， P2はより陽極側へ泳

動された。一方 1 0 %ポリアクリノレアミドゲ、ルを用いた SDS ディスク電気泳動でP l' P2 ともに単

一なノてンドを示し，移動度も同じで，分子量は約 54ρ0.0と推定された。なお平衡沈降法による分析で

は Pl は分子量約 55，000 と推定された。 アミノ酸組成は P l' P2 ともに非常によく類似し，アミ

ノ酸組成は同ーとみなされた。ペプチドマップ法では P1' P2 ともに 37 個のペフ。チドを数えることが

できた。 P2 のペプチドマップ法においては陽極側への移動度の高いペプチドが存在し，これは P 1
においてはみられず， P 1 と P 2の聞に荷電の相異するペプチドの存在する乙とがわかった。

3 )醇液アミラーゼ P 1 および P2 の酵素化学的性質

P 1 , P2 の作用最適 pHは全く同じ 7.0 で，両者の作用最適温度は 40
0

Cであった。また恥レ50

NaC1 およびM/100 Ca Acetate 存在下で 3 OOC , 2 4 時間の試験の場合， pH 4 ,..__ 1 0 の間で安定

であった。耐熱性は， IvV50 Na C1 および M/100Ca Acetate 存在下に， pH6.5 , 15分間の加熱の

場合， P l' P 2 はし、ずれも 5 OOCまで安定であった。活性発現に及ぼす塩の効果については P l' P 2 

に差はなく，両者ともに活性発現には NaC1 が必要であった。一方作用特異性を検討するため ß

limi t dexrin ，グリコーゲンを基質として P l' P 2 を作用させたと乙ろ，反応生成糖はグルコース，

マノレトース，マルトトリオースおよび数種の分解オリゴ糖で，両者の聞に著しい差はみられなかった。

また澱粉の分解限度は 4 2 労で，分解率 20%でヨード反応は完全に消失した口

4) 牌液アミラーゼ P1 および P 2 の免疫学的性質

P 1 でウサギ‘を免疫して作製した抗血清を用いた免疫拡散法では， P l' P 2 の沈降線は単一融合して

いた。また牌アミラーゼP 1 の radioimmunoassay系では P l' P2 の聞に 86.3%の免疫交文性が認め

られた。

5 )隣組織アミラーゼの精製

剖検時に迅速に採取した棒組織より同様の方法でアミラーゼを精製した。アンホラインを用いた等

電点電気泳動の結果は，牌液アミラーゼとは異り，梓組織アミラーゼは主なる 3種の画分と，わずかな

がらその他のいくつかの画分からなっていた。その主なる 3 種の画分の等電点はそれぞれ 7.1， 6.5 , 

6.2 で，はじめての 2 つの等電点は騨液のそれと一致した。

(総括)

1. ヒト騨液アミラーゼの主成分である P 1 と minor component である P2 を分離精製し，その性質

を比較検討した。

2. P l' P2 は分子量，アミノ酸組成に相異がなく，酵素化学的，免疫学的にも差を認めなかった口た

だペプチドマップにおいて両者の聞にいくつかのペプチドの位置の相異を認めた。

3. P1' P2 の等電点ないし電気泳動における移動度の相異はペプチドの荷電の相異によるものであり，

minor component が凍結融解のくり返しゃ， Baci 11 us ci rcu1 ans の peptido-g1utaminase によっ
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て生成される事実より， P2 は P 1 の deamidation によって生じたものであると考えられた。

4. 騨液と棒組織アミラーゼの構成比の相異は，棒組織からアミラーゼが精製されるに至るまでの過程

における modification によると角卒された。

5. 臨床診断に応用されている体液中のアミラーゼの分画定量は，醇組織中又は体液中における post

translational modificationの程度を明らかにしているものと考えられた。

論文の審査結果の要旨

本論文はヒト牌液からアミラーゼを component ごとに分離精製し，その蛋白化学的，酵素化学的お

よび免疫学的性質を比較検討し，急性醇炎患者血清中や勝癌患者の醇液中に出現するアミラーゼの

minor component が major component の deamidation によって生じたものであることを明らかに

したものである。現在臨床応用されている体液中のアミラーゼの分画定量は，隣組織中または体液中に

おける posttranslational modif icat ion の程度を反映していることを示した価値ある研究であると考

えられる。
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