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論文 内 容 の要 旨

副腎皮質ミトコンドリアのチ トクロムP-450"，は，デオキシコルチコステロンやデオキシコノレチゾー

ルの11β位水酸化反応などコノレチコステロイド生合成における多様な反応を触媒する。さらに， 7ノレド

ステロン (ALDO)の合成も本酵紫が触媒すると考えられている。本酵素は，副腎皮質の三層にわたっ

て存在する。一方ALDOは，球状層から特異的に分泌される。このことから本酵素の多様な活性に対

する特異的な調節機構の存在が示唆される。さ らにALDOは，種々のホルモン刺激によってもその分

泌が調節されており，その際にも本酵素活性に対する調節が関与することも考えられる。そこでP-

45011，活性に対する調節因子の有無を検討した。

[方法]

1 ミトコ Y ドリアを用いたALDO合成活性，及びP-450"，の層局在

無傷ミトコンドリアは，ウシ ・プタ・ラ ットから球状層及び束 ・網状層の二層に分けて調製した。

コルチコステロン田)からのALDO及び18ヒドロキシコノレチコステロン(18-0H-B)の生成は，

リンゴ酸を呼吸基質として反応させ『生成物をHPLCを用いて定量した。このミ トコ ンド リアを 1

%コール酸で可溶化した標品の酵素活性を測定する場合には，ウシ副腎皮質から精製した電子伝達成

分及びNADPH再生系を加えて反応させた。

P -450"，の層局在を検討するためには，二層に分けたミトコ ンドリアを SDS-PAGE後，抗

P -450吋単クローy抗体によるイムノプロ ット法を用いた。

2. P -450吋活性に及ぼすリン脂質の影響
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ウシ副腎皮質から精製したP一4必501
川及び、電子伝達成分を種々のリン脂質共存下で再構成しALD

O合成活性を測定しfたこO

3. P -45011s活性に特異的な影響を及ぼす蛋白因子の精製

ウシ副腎皮質に存在する分子量約16，000の蛋白質がP-45011s'こよる ALDO合成を特異的に阻害

することを見出した。この蛋白因子をイオン交換カラム，ゲル漉過カラム，及びイオン交換HPLC

を用いて精製した。

[結果]

1. ウシ及びブタの副腎皮質球状層から調製した無傷ミトコンドリアは， ALDO合成活性を有するが，

束・網状層のものは， ALDO合成を行わな ~)o ミトコンドリアを可溶化すると ALDO合成活性は，

両層のミトコンドリアで同様に認められた。イムノプット法で検出されるバンドは両層のミトコンド

リアで差異はなかった。このことからALDO合成活性の層分化は，合成酵素 (P-45011β) の層局

在によるものでなく，活性調節の差異によるものであることが示唆された。一方ラットにおいては，

ALDO合成は可溶化したミトコンドリアを用いても束・網状層では認められず，イムノプロット法

で検出されるバンドも球状層において束・網状層のものより分子量の小さいバンドが特異的に認めら

れた。このことからラットではALDO合成に特異的な酵素分子種が球状層にのみ存在する可能性も

残されている O

2. P C， P E は300μMの濃度までAL DO， 18-0H-B合成をともに促進した。一方CL，P 1， 

PSは10μM程度で18-0H-B合成を強く促進したがALDO合成の促進はこの濃度ではやや弱

く， 30，......，100μMで、最大効果が得られた。リン脂質を副賢皮質ミトコンドリアでの存在比で混合した

ものをP-45011s再構成系に加えた場合は，可溶化したミトコンドリアと同程度のALDO， 18-0 

H-B合成活性を示した。

3. ALDO合成を阻害する蛋白因子は，紫外部吸収スペクトル，アミノ酸組成，電気泳動守性質， pho-

sphodiesterase活性の促進効果などからカルモデュリン (CaM)であると同定された。 CaMをP一

4必50
1川再構成系に加えると，Bからの18-0H-B合成活性を 2--3倍に促進し同時にALDO合成

活性を90%限害した。最大効果はP-450吋とほぼ等量のCaMを添加することにより得られた。この

効果はCa
2
+依存d性で μMのCa

2
+を添加するとほぼ最大の効果が得られた。電子伝達成分の存在

下にP-45011s'こCaMを加えると I型差スペクトルが認められ， P-450
11s
-CaMの分子間相互作用

も示唆された。

[総 括]

1. 再構成されたP-45011sがミトコンドリアに匹敵するALDO合成能を有し，また両層から可溶化

したミトコンドリアがともにALDO合成活性を有することから， ALDO合成酵素が球状層にのみ

局在するという仮説は，ウシ及びブタでは否定された。

2. P -45011s
のALDO合成活性は，リン脂質及び、CaMにより選択的に調節されることが明らかとなっ

た。このことは， ALDO合成の生理的な調節系においても P-45011βが調節の標的となっている可

能性を示唆している O

-127-



論文の審査結果の要旨

副腎皮質ミトコンドリアのチトクロム P-45011βは，コルチコステロンの合成のみならず，アルドス

テロンの合成も触媒する。この酵素は副腎皮質の三層にわたって存在するが，アルドステロンは球状層

のみから分泌される O 本論文は，P -45011βによるアルドステロン合成活性が蛋白因子であるカルモデュ

リンによって選択的に阻害されることを報告している O このことは，アルドステロン合成の層分化がP一

4必501
川の活性調節に基づ、くという可能性を示すとともに，アルドステロン合成系の調節機構を解明する

上でも意義深いものと考えられる O したがって本論文は，十分学位に値するものと評価する O
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