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論文内容の要旨

〔目的〕

私共は，最近， ヒト尿中に Big Gastrin (G -34) N端フラグメントが，生理活性を有する C端ペプ

チドに比し数百倍も多量に排池されていることを見いだした。また， G-34N端フラグメントの大部分

は再吸収を受けないことを明らかにした。したがって，その尿中レベルは，ガストリンの血中動態を良

く反映することより， G細胞からのガストリン分泌の指標になり得ることを報告した。本研究の目的は，

ヒト尿中に多量見いだされるこのG-34N端フラグメントを精製し，アミノ酸構造を決定することであ

る O

〔方法ならびに結果〕

無酸症の結果高ガストリン尿症を示した患者の尿3.2p_ (143nmol)を材料とした。すべての精製段

階において， G-34端に特異的なラジオイムノアッセイ系(抗血清R2702) を用いた。また，高速液体

クロマトグラフィー (HP L C) による精製では， 214nm の紫外線 (UV) 吸収スペクトルでもモニ

ターした。なお，以下に示す精製過程における各段階での回収率は， 72-103%であった。

1 .抽出および精製

毎日の尿 (0 .4---1. 2 P_)を， 5 日間， Sep-Pak C18 cartridges を用いて， 80%methanol/0.05Mamｭ

monium acetate で抽出し(102nmol)，脱アルコール後， Sephadex G -25 superfine column (2.5 x 

80cm) にてゲル櫨過した。 1 峰性のピークが得られ (100nmol)，さらにこれを 3 段階の逆相系HPLC

にて精製した。まず， Chemcopak Nucleosil 5 C 18c�umn (7.5X300mm) を用い， 0.05M Tris-HCl, 

pH7.0を初期溶出液とし， 9 -30%acetonitrile (A C N) の直線勾配にて分離した CIn7 1. 4nmol ， Out 
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65.7nmol)o 2 つのピーク(疎水性の小さい順にし n) が得られ，さらに， Shim -pak C L C -0 D S 

column (6 x 150mm) を用い， O.l%trifluoroacetic acid を初期溶出液とし，ピーク I については9.2-

19.6%ACN, ピーク E については15-26.4%ACNによる直線勾配により精製した。これにより，ピー

ク I は 2 つのピーク( 1 a' 1 b) に分かれ，計 3 つのピークが得られた。最後に，各ピークをもう一度

同じ方法で精製し， UV214nm によるモニターにて，それぞれ完全に精製されたことが確認された

( 1 a' 4.6nmol; 1 b' 24.5nmol; n, 6.2nmol)。

2. アミノ酸組成分析

精製された各ピーク 1 a' 1 b' n (2.5-3.2nmol)を 6 NHCl, 300μE に溶解し， 1100C, 24時間減圧

下で加水分解した。凍結乾燥後， 0.02NHCl, 200μ2 に溶解し，アミノ酸分析計 (JEOL JLC-

300) にてアミノ酸を定量分析し，次の結果を得た。

1 a : Glu, 1.92(2); Pro, 2.83(3);. Gly, 2.38(2); 

Leu, O. 84( 1) ; His, 1. 04( 1) 

1 b : Glu, 2.02(2); Pro, 2.80(3); Gly, 2.21(2); 

Leu, 0.96(1) 

n : Glu, 1.94(2); Pro, 2.89(3); Gly, 2.32(2); 

Leu, 1.84(2); His, 1.01(1) 

(括弧内は予想されるアミノ酸数を示す)

3. 質量分析

精製された各ピークを，各 2μ2 グリセロールに溶解し，高速原子衝撃によりイオン化させ，質量分

析した (Finnigan M A T T S Q -70mass spectrometer)。得られた分子量は， 912.6 (1 J , 775.4 

( 1 b)' 1025.6 (n)，であり，それぞれ， G-34のN端 9 個 (912 .46) ， 8 個 (775 .40) ， 10個(1025.54)

の分子量にほぼ完全に一致した。

4. アミノ酸配列分析

精製された各ペプチドのN末端の pyroglutamic acid を， pyroglutamyl aminopeptidase (P A P) 

により切断した。 PAP処理した各ペプチド (0.5- 2 nmol)は，最終段階の精製を用いた方法により

再精製し，アミノ酸配列分析装置 (Applied Biosystems4 70 A) にて，下記の如く決定した。

1 a : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro-His 

1 b : <Glu-Leu-Gly~Pro-Gln-Gly-Pro-Pro 

n : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro-His-Leu 

(矢印で示したアミノ酸は，アミノ酸配列分析で確認されたことを示す)

以上，無酸症の患者尿から， 3 つのG-34N端フラグメントを精製し，それぞれG-34の 8 ， 9 , 10 

個のN端フラグメントであることを明らかにした。

〔総括〕

ヒト尿中に極めて多量に排池され，ガストリン分泌の指標となり得る G-34N端フラグメントを，無

酸症の患者尿より精製し，そのアミノ酸構造を次の如く決定した。
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G-34 (1-8): <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro 

G -34 (1 -9) : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro~His 

G-34 (1 -10) : <Glu-Lell-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu 

論文の審査結果の要旨

本研究者は， ビッグガストリンN端免疫活性がガストリン C端免疫活性の数百倍も多量に尿中に排池

されていることを見いだし，さらに， この尿中に多量に排池されるビッグガストリンN端免疫活性を無

酸症の患者尿より精製して，そのアミノ酸配列を決定した。その結果，尿中ビッグガストリンN酸免疫

活性は主に，アミノ酸 8 ， 9 , 10個から成るビッグガストリンN端フラグメントから成り，その主要分

子型はアミノ酸 8 個から成るフラグメントであることが明らかになった。この成果は，ガストリンの代

謝，分解過程の解明に関し新たな知見を加えたものであり，学位に値すると考えられるo
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