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論文内容の要旨

[目的]

膜結合d性phospholipaseA 2 (以下 P LA 2 ) は生体膜の主要構成要素であるリン脂質を水解する。そ

の結果生じるアラキドン酸からは種々の生理活性物質が産生され， P LA 2 はこの一連の反応系の律速

酵素である。膜結合性P LA 2の活性は非常に低く，かっ微量であるので，この酵素を精製し，その性質

を検討した報告は少なく，とくに，ヒト牌臓から P LA 2を精製した報告はまったくない O 本研究はヒ

ト牌臓から膜結合性P LA 2を精製し，その性質を解明することを目的とした。

[方法ならびに成績]

P LA 2の活性は ， 2 位の脂肪酸を14 Cで標識したリン脂質 (phosphatidy lcholine )の水解により生

じた遊離脂肪酸の放射活性より測定した。測定系には0.3% sodiumdeoxycholate, 5 mM  CaC12 , 

50mM Glycine-NaOH (pH9.0) を含んでいる。

ヒト牌臓を0.25M sucrose , 10mM Tris-HCl (pH7.4)中で、 homogenize し， 105,000 X g , 1 時間，

4 0Cの遠沈により得られた沈澄を10mM Tris-HCl (pH7.4)に懸濁した。これに KBr を 1Mになるよ

うに加え， 5 0C, 1. 5時間 incubate し， 105,000 X g , 1 時間で遠沈し，得られた上清を10mM Tris-H 

Cl (pH7.4)に透析した。これにトリフルオロ酢酸を0.1%になるように加え， 1M Tris にて pH を7.4

に調節し，さらに8 ，000 X g , 30分間遠沈した。この上清を10mM Tris-HCl (pH7.4)にて平衡化し

たDEAE -Sepharose カラム(1.8x 25cm) でクロマトグラフィーを行った。 P LA 2活性部分は，カラム

を素通りする部分と吸着される部分に分かれた。吸着されたものは ， NaCl によるイオン濃度勾配で30

m mho付近に溶出した。次に，吸着した P LA 2活性画分を逆相HPLCにかけた。カラムは SynChrop-
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ak R P -8 (10x250mm)を使用し， 0.1% TF  Aで平衡化して，アセトニトリルで溶出を行った。 PL

A 2活性はアセトニトリル20%付近で溶出し，この活性画分を4.1 x250mmのカラムにて再度クロマトし，

単一ピークになるまで精製した。得られた酵素の specific activity は185.7n mol/min/mg，精製倍率

は1 ， 688倍，収率は 5%であった。

精製酵素は， SDS電気泳動にて単一のバンドを示し， T S K G 2000 S Wのゲルろ過にて分子量

14 ， 000と推定された。リン脂質 (P C) の 1 位の脂肪酸を14 C標識したもの，および 2 位を標識したも

のに本酵素を作用させ ， Blih & Dyer法にて全脂質を抽出し， TLC にて展開した。 1 位標識の PC に

対しては lyso- P C , 2 位標識の PCに対しては遊離脂肪酸の放射活性の上昇がみられ，本酵素がリン

脂質の 2 位のアシルエステル結合を特異的に水解することを確認した。本酵素の至適pHは9.51寸近であっ

た。また， P LA 2 は Ca 2 +要求性であり，活性発現はCa
2

+濃度依存性で、 0--500μMまでは急速に，以

後は緩徐に上昇し， 4mMでその活性は最大に達した。本酵素は， phosphatidylcholine (p C) よりも

phosphatidylethanolamine (p E) に対して 3 倍以上強い水解作用を示した。各種薬剤の活性に及ぼ

す影響について検討したところ ， p -bromophenacyl bromide (50μM) は46% ， gabexate mesilate 

(0.5mM) は73% ， chlorpromazine (0.5mM) は74%の阻害作用を示したが， C D P -choline (5 mM) 

は活性にほとんど影響を及ぼさなかった。 Ca 2 +非存在下では， 5mMの各種イオン(Cu 2 +, Hg 2+, Mg 2 + , 

Mn 2+, Zn2+) によっても活性は発現しなかった。 Ca 2 + (5 mM) 存在下で， Cu 2 +, Hg 2 +, Zn 2 +は高度

に， Mn2+は中等度に，それぞれ濃度依存性に活性を阻害したが， Mg2+ は10mM までほとんど阻害作用

をしめさなかった。

[総括]

ヒト牌臓より膜結合性P LA 2 を精製し，その性質を明らかにした。ヒト膝臓の外分泌性 P LA 2 に比
較すると，分子量および、Ca 2 +要求d性の点で、は類似していたが，両者の間には次のような相違点がみられた。

1 )牌P LA 2の比活性は醇 P LA 2 の500分の l と低い。

2 )勝P LA 2 の至適pH域よりも牌P LA 2のそれはアルカリ側にある。

3 )イオンや薬剤の活性阻害効果が異なる。

4) PE , PCの水解作用に差がある。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト牌臓のホモジネートより膜結合性phospholipaseA 2 を可溶化後， SDS電気泳動上単

一にまで精製し，その性質をヒト騨臓の分泌型phospholipase A 2 と比較して検討したものである。両

者の分子量， Ca2+要求J性は類似していたが，比活性，至適pH域，イオンや薬剤の活性阻害効果，基質の

水解作用には差があることを明らかにしている。生体内での両酵素の動態とその意義を検討するための

基礎研究として，価値あるものと認める O
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