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論 文内容の要旨

肝ミクロゾームに存在するチトクロム P-450 (P -450)は，ステロイドなどの内在性の基質や種々

の外来性薬物の代謝，解毒に重要な働きをしてし唱。種々の郵J物の肝から数多くの P-450が精製され

ているが，一般に，肝ミヲロゾームの P-450は基質特異性が広<，その基質特異性は互いに重複してお

り，又，免疫的にク ロスする傾向が強く P-450の研究を複雑なものにしている。そこで本研究では，多

環炭化水素で誘導されるウサギ肝ミクロゾームの P-450についてクローニングを行い， 2種のクロー

ンを得てその塩基配列を決定した。

多環炭化水素として 3ーメチルコラントレンを投与したウサギ肝から RNAを調整 L，ショ糖密度勾

配遠心法で部分精製した P-450のmRNAを用いて， Okayama-Bergの方法により cDNAを合成し

た。約1，300個のコロニーから約130個の P-450のcDNAクロー ンを分離した。これらのクロ ーンか

ら，比較的長いイ Yサートを含む 2種の P-450のクローン (pSK193及びpSK144)を得た。 pSK193の

インサートは2300塩基対で， P -450のアミノ酸配列518残基に相当する翻訳領域の全域を含んでいた。

一方， pSK144のそれは1700塩基対で， N末端から120アミノ酸残基に相当する翻訳領域が欠けたクロー

ンであった。両者の予測されるアミノ酸配列は，ラットの P-450 c及びP-450dと高い類性を示し』

この対応関係、からそれぞれpSK193はP-450，川， pSK144はP-450 L~H の cDNA クロ ー ンであると考

えられた。この 2種のクローンの塩基組成は，共にG+C含量が63%と高い値を示し，使用されている

コドンには 3番目の塩基がC又はGである傾向が強く認められた。得られた 2種の cDNAをプロープ

としてウサギ肝の核より抽出した DNAについてSouthernプロットを行った結果，これらの cDNA

とハイプリダイズする遺伝子の種類は多くとも数種と考えられた。更に，種々の薬物で誘導した肝より
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RNAを抽出し，これらのNorthernプロットを行った結果. 2種のクローンに対応するmRNAの薬物

による誘導の傾向は類似しており，又，両者共に 3ーメチルコラントレンで強く誘導を受けることが確

認された。

論 文 の 審 査結果の要旨

肝細胞ミクロゾームには多くの種類のチトクロム P-450が存在し，動物に薬物を投与すると，投与

した薬物の種類に応じて特定分子種のP-450の合成が誘導される O 香川君は肝ミクロゾームの P-450

の分子多様性の生物学的意義の解明と薬物による誘導機構の解明を目指して，ウサギ肝ミクロゾーム中

の3ーメチルコラントレンなどの多環炭化水素で誘導される P-450c DN Aのクローニングとその構

造解析を行った。

3ーメチルコラントレン (MC)を投与したウサギの肝から P-450のmRNAを部分精製し，それ

を用して cDNAライブラリーを構築した。ラットのMC誘導性のP-450dのcDNAをプロープと

してスクリーニングを行い，完全長の cDNAクローン 1個とアミノ末端から110個のアミノ酸残基を

コードする部分を欠いた不完全長のクローン 1個を単離し，それらのヌクレオチド配列を決定した O こ

の2つの cDNAにコードされる P-450は明らかに異なり，完全長のクローンは518アミノ酸残基から

成る P-450をコードするものであった。また配列の相向性から完全長と不完全長のクローンはそれぞ

れラット肝のP-450 cおよびP-450dに対応するものであることが明らかになった。不完全長のクロー

ンの 3'一非翻訳領域には145アミノ酸残基から成るポリペプチドをコードできる読み枠が存在すること

が見出されたが，その意義は不明である。これら 2つのクローンをプロープとしてウサギのゲノムDNA

のSouthernブロット分析を行ったところ，フェノパルビタールで誘導される P-450の場合と異なり，

MCで誘導される P-450の遺伝子は多くても 3--4個にすぎないことが明らかとなった。

以上の成果は肝ミクロゾームの P-450の分子多様性の意義について重要な示唆を与えるものであり，

理学博士の学位に十分価するものと認められる O
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