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学位授与の日付 昭和 59 年 1 月 9 日

学位授与の要件 学位規則第 5 条第 2 項該当

学位論文題目 ラット肝の 1 M P dehYdrogenase の精製とその調節的性質

(主査)
論文審査委員 教授中川八郎

(副査)
教授田川邦夫教授藤井節郎

論文内容の要旨

(目的)

Inosine monophosphate (1 MP) dehydrogenase は，プリンヌクレオチド代謝の分岐点の酵素であ

り，グアニンヌクレオチド合成を律速する重要な位置をしめる。また，本酵素は，再生肝，悪性腫虜な

どの増殖の旺盛な組織において高い活性を示す事から，細胞増殖における代謝調節上の意義が注目され

ている。

従来より，多くの研究者によって多くの材料について，本酵素の精製が試みられてきたが，現在に至

るまで高度の精製には成功していない。乙の原因は，粗酵素抽出液に存在する xanthine oxidase を始

めとする酵素群が活性測定を障害する乙とと，本酵素が可溶性画分に存在するにもかかわらず複合体を

形成し，沈降する性質を有する点にある。

本研究は，乙れらの難点を解決し，正確な活性測定法を確立するとともに，本酵素のラット肝からの

高吏精製を試み，さらに，その調節的性質を明らかにすることを目的としておこなわれた。

(方法ならびに結果)

ラット肝を試料とし， 1MP dehydrogenase の活性測定法を検討した。従来の測定法では粗抽出液

中に含まれる 5' nucleotidase , purine nucleotide phosphorylase および、 xanthine oxidase によって

IMP を基質として大量の尿酸が生成される乙とを高速液体クロマトグラフィーによって明らかとし，

この乙とにより分光光学的方法あるいは radioisotope 法によっても粗抽出液では正確な‘活性測定が不

可能と判断された。そ乙で xanthine oxidase の特異的問害剤である allopurinol を反応系に添加す

ることにより，尿酸生成を完全に抑制することを可能とし，正常肝の如き低い活性の測定には allopuri-

-320-



nol を添加した radioisot ope 法が適当であると結論された。

細胞分画法による検討から 1MP dehydrogenase は可溶性画分に分布する乙とが確認されたが，同時

に長時間の超遠心により沈降する性質を有するととを明らかとした。しかも乙の沈降性は，吉田肉腫腹

水細胞由来の本酵素(正常肝の約 65 倍の比活性を有す)により顕著であり，再生肝では部分肝切除後

48 ー 72 時聞に上昇する活性の大部分が沈澱画分に存在する乙とを明らかにした。乙れらの事実より，

本酵素の複合体形成が，増殖細胞における代謝調節の上で何らかの意義を有するものと解釈された。

そ乙でとの複合体形成の機構を解析すべく，沈殿画分活性の各種化合物による可溶化を試みたところ，

尿素， KSCN , dimethyl sulf oxide , glycerol なと、の疎水性結合を低下せしめる化合物と， KCl, 

(NH4 ) 2 S 04 が有効であった乙とから，乙の複合体の形成にはイオン結合と疎水性結合が関与してい

るととが示唆された。また，しよ糖密度勾配遠心法による検討から 1M KCl , 0.8 M guanidine-HCl 

が S20 ， W を低下せしめる効果を有することが明らかとなったが，各々の抽出物の S 値の不一致

からも，この複合体の形成が 2 種の結合様式により成立している乙とが示唆され，今後結合対の同定が，

本酵素の調節機構を解明するための重要な課題と考えられた。

以上の如き，本酵素の蛋白化学的な特異性を考慮して， ラット肝からの精製純化を試みた。すなわち，

粗抽出液より硫安分画， りん酸カルシウムゲルセルロース，ウルトラゲノレACA34 ，ブ、jレーセフアロ

ース CL6B ， DE52 セルロース，セフアロース CL6Bの各カラムクロマトグラフィーを行ない，

約 4，500 倍にまで精製する乙とに成功した。電気泳動的に単一バンドにまで純化し得なかったが，従来

の報告( 25-1 74 倍)に比較して極めて高度に精製されたものと結論できる。

なお，ラット肝の精製酵素の諸性質は，吉田肉腫腹水細胞由来のそれと極めて類似していた。

(総括)

1. xant hine oxidase の特異的問害剤であるaJlopurinol の添加により，肝組織粗抽出液についても

radioisotope 法を用いて 1 M P dehydrogenase 活性を正確に測定する反応系を確立した。

2. 1 M P dehydrogenase は，長時間の超遠心によって沈降する性格を有するが，あくまでも可溶性

画分に含まれる酵素であり，沈降性は主としてイオン結合，疎水性結合による高分子複合体の形成によ

る事を明らかにしたD

3. 上記の複合体の形成は，悪性腫場，再生肝といった増殖細胞に，より著明であり，本酵素の代謝調

節との何らかの関連が示唆された。

4. ラット肝より 6 段階の過程によって，約 4.500 倍までの精製に成功し，その諸性質が吉田肉腫腹水

細抱由来のそれと極めて近似していることを明らかとした。

論文の審査結果の要旨

本研究は，従来酵素学的諸性質の明らかでなかった 1 M P dehydrogenase について，種々の干渉酵

素の存在する粗抽出液にも適用可能な新しい活性測定法を確立して本酵素の調節機構の解析に使用し，
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本酵素が細胞質構成成分と高分子複合体を形成して沈降しやすいこと，その沈降性が細胞増殖ときわめ

て密接な関係にある事を明らかにした。

以上の知見をもとに本酵素の精製をはばんできた沈降性を防止する方策を構じ， 4，500 倍という従来

にない純度にまで精製することに成功した。

これらの研究成果は RNA， DNA合成の構成成分としてのみならず，ホルモン受容体の調節上きわめ

て重要な作用をもっ GTP の主合成経路の調節機構解明への道を拓くものであり，学位論文としても十

分価値あるものと認める。
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