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学位論文題目

論文内容の要旨

(目的)

高脂血症や動脈硬化症など， リポ蛋白代謝の異常がもたらす諸疾患についてはよく知られているが，

その発症機序に関しては不明な点が多い。血中のリポ蛋白代謝，特に脂肪分解 lと係る酵素にはリポプロ

テインリポーゼ (L P L) と肝性リパーゼ (H ー TG L) が関与し，へパリン静注後の血中にはこれら

2 種の酵素が速やかに出現し血中リポ蛋白の異化が促進される。しかしながら，これら酵素の生化学的

諸性質を初めとして血中リポ蛋白代謝における生理的役割に関しては充分な検討が行われていない。そ

乙で本研究では，ラット副皐丸脂肪組織に存在する LPL の諸性質を明らかにするためその精製を試み

るとともに，肝臓に存在する H-TGL の血中リポ蛋白代謝における役割を明らかにするため， H-T 

GLの肝臓における存在様式とへパリンによる血中への遊離機序について検討を行ったので報告する。

(方法ならびに成績)

1)ラット脂肪組織からの LPLの精製 ;LPL活性は， (14 C) triolein を基質とし30 0Cで反応後遊離

した( 14 C) oleic acid を Belfrage の方法で測定した。

まず脂肪組織のアセトン粉末より LPL の可溶化について検討した結果， 0.1 労 Triton X -100 を合

む緩衝液で抽出することにより 90%以上が可溶化した。この方法により抽出 Lた LPL を heparin ー

Sepharose , hydroxylapatite , U 1 trogel AcA 34 gel filtrationの操作を順次行うことにより精

製した。最終標品の比活性は1. 500 倍，収率は 7%であった。 SDS-PAGEで分子量は 75，000 ，ゲ

ルロ過で 150， 000 と二量体を形成しているものと考えられる。酵素活性は serumlとより活性化され 1M

NaCl Iとより阻害された。酵素の安定化には209ぢ glycerol -1M NaCl-0.1 %Triton X-100 を
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含む緩衝液が効果的であった。

2)H ー TGL の肝臓における存在様式とへパリンによる遊離機序;ラットを用いて分離肝濯流法によ

り検討した。まず， H-TGL の細胞内局在性を明らかにするため肝臓を種々の酵素で処理した。実験

系として， 0.02 % F . heparimun enzyme , 0.1 % trypsin , 0.01 % collagenase をそれぞれ含むKRB

で37"C ， 20分間肝濯流を行い，濯流液中lζ遊離したH-TGL活性を測定するとともに，更に肝臓をへ

パリンで濯流し肝に残存する H ー TGL活性を測定した。この結果， gJycosaminogJycanを特異的に水

解する F ・ heparinum enz yme で肝臓を処理すると，その濯流液中にH-TGL の遊離が見られ， 20 

分間の濯流で肝全活性の約70%が遊離した。一方， trypsin および coJJagenase による処理群では濯流

液中への酵素遊離はなく，また残存活性も認められなかったことにより， H-TGL はこれーらprotease

処理lとより失活したものと考えられる。

次 lと，上記酵素処理群の肝臓に対しH-TGL の再結合実験を行った。結合に使用したH-TGL は

post -heparin pJ asma より heparin-Sepharose で精製した画分を用いた。無処理群の肝臓に結合し

たH-TGL活性を 100%とすると， F 0 heparinum enzyme 及び trypsin 処理群の肝臓では約60%

の結合低下が見られたが， coJJagenase 処理では無処理群と変化がなかった。以上の成績から，H-TGL

は肝臓の細胞膜表面上に糖および蛋白を含む物質を介して存在しているものと考えられた。

次 l乙，膜 l乙存在する H-TGL結合成分の分離と定性を試みた。結合成分の分離にはH-TGL を

Jigand にしたH-TG L -Sepharose affinity chromatographyを使用した。まず，ラ、y トに(35 SJ 

N a2 S 04 ( 1 mci/body )を腹腔内投与し 2 時間後に肝臓を摘出した。常法lとより pJasma mem brane 

を調製後， OJdberg らの方法により 4 MGdn. HCJで膜の可溶化を行った。可溶画分をH-TGL ー

Sepharose c hr omatography で分画し吸着部分を~てリンで溶出した。乙の溶出画分を 4MGdn ・ HCl

で平衡化した Sepharose C L -4 B でゲノレロ過を行うと Kav= 0.4 であった。 SDS-PAGE'とよ

り分子量約 80， 000 H: main bandが認められた。また，この画分を papain 処理し，ゲルロ過を行うと

Kav= 0.64 となり低分子化した事より，蛋白を含む物質であることが明らかとなった。次にこの画分

を D E A E -SephaceJ chromatographyを行い，吸着画分を 0.2-1.5 MNa Cl のlinear gradient 

で溶出した結果1 papain 水解後の物質は heparan sulfate ~L.相当する位置に溶出した。

(総括)

ラット脂肪組織に存在する LPL は，微量でしかも不安定なため充分な精製が行われていなかった。

リポ蛋白代謝の実験には精製が容易で多量に得られるミノレク LPLが汎用されているが， この酵素は組

織に存在する LPL とは免疫学的に異なり，またそのリポ蛋白代謝もその挙動が異なる，との指摘があ

る。そこで本研究においては，ラット脂肪組織に存在する LPL の性質を明らかにするためその精製を

試みた口この結果， 0.1 労 Triton X -100 によって LPL はアセトン粉末から90労以上が可溶化され，

最終標品は SDS-PAGEで分子量は 75， 000 であり，ゲルロ過では二量体を形成した。

H-TGLの肝臓における存在様式は，種々の酵素で肝臓を処理した結果から，糖及び蛋白を含む物

質，特区 heparan sulfate を含むproteoglycan を介して細胞表面上に存在し，ヘパリンによる血中へ

の遊離は，膜結合成分に比べ，より負荷電の強いへパリンに結合して血中へ出現するものと考えられる。
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論文の審査結果の要旨

本研究は，血中のリポ蛋白代謝，特に脂肪分解に関与する LPLおよびH-TGL の生理的役割を明

らかにするため，酵素化学的諸性質および、細胞内局在性について検討した。その結果，従来より精製が

困難とされていた LPL についてその性質を明らかにするとともに， H-TGLは肝臓の非実質細胞画

分の細胞膜表面上，<: proteoheparan su 1fateを介して存在する乙とを示唆した。以上のように本研究は，

高脂肪血症や動脈硬化症など諸疾患の病態を解明する上でも意義があり p 医学博士の学位論文として充

分価値あるものと認める。
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