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論文内容の要旨

(目的)

ホスホリパーゼんは活性発現に Ca2+ を必要とする酵素 CCa2+ 依存性 PLA2) と必要としない酵素

CCa2+ 非依存性 PLA2) とに大別され，前者に属するものとしては低分子量型の醇 PLA2 C 1 群)と E

群 PLA2およびリン脂質の 2 位アラキドノイル基に特異'性の高い高分子量型 PLA2 とが知られている。

後者についての研究は前者に比べて乏しく 詳しい蛋白化学的性質や反応機構などは全く分っていなし、。

我々はラット小揚粘膜に I 群およびE群 PLA2抗体とは交差しない Ca2+ 非依存性 PLA2活性を持つ酵素

が存在することを見出したO 本研究では，ラット小腸から Ca2+ 非依存性 PLA2を単一標品にまで精製し，

そのa性質について検討したO

(方法)

1.酸素の活性測定法: PLA2反応は，各種リン脂質と胆汁酸塩との混合ミセルを基質として用い， 10 

mM  EDTA 存在下の PLA2活性を Ca2+ 非依存性 PLA2活性としたo LysoPLase 反応は，各種リゾ体

を基質として用いた。活性測定は，酸素反応産物の脂肪酸を Dole 法で抽出した後， ADAM 試薬でラ

ベルし，誘導体化脂肪酸を逆相 HPLC で分離定量したO アルカリホスファターゼ活性は， Weiser の

方法にしたがって測定した。

2. 小腸刷子縁膜の調製:ラット小腸の口側 1/3"-'3/4 の粘膜をガラス板で剥離し，この粘膜標品

から刷子縁膜 Kessler の方法によって調製したO

3. Ca2+ 非依存性 PLA2活性の可溶化: P 1 -specific PLC, DOC , Triton X -100 をそれぞれ用い

て刷子縁膜からの PLA2活性の可溶化について検討した。また，刷子縁膜分画を -350Cで冷凍保存し，

。
。



上清への活性の移行を経時的に追ったO

4. Ca2+非依存性 PLA2の精製の手順: ---，- 35 0Cで 1 か月以上保存し，自己消化により可溶化された酵素

を， QAE -Toyopearl , Phenyl-Sepharose , Hydroxyapatite , ConA-Sepharode , Cosmogel QA の

各クロマトグラフィーを用いて単一標品にまで精製した。

5. SDSーゲ、ル電気泳動: Laemmli の方法に従って行った。電気泳動後， 3mm 間隔でゲル切りだし

て酵素を抽出し PLA2活性と LysoPLase 活性を測った。

(結果)

1. Ca2"+非依存性 PLA2活性の消化管における分布:小腸とりわけ近位回腸で最も比活性が高く，胃，

十二指腸，大腸にはほとんどその活性は認められなかった。また，近位回腸粘膜から調製した刷子縁

膜分画の Ca2+ 非依存'性 PLA2活性は刷子縁膜のマーカー酵素であるアルカリフォスァターゼ活性と

同程度に濃縮されていたO これらの結果から， Ca2+ 非依存性 PLA2活性は近位回腸の刷子縁膜に主に

存在していることが確認された。

2. Ca2+ 非依存性 PLA2活性の可溶化:本酵素活性は，高濃度の塩や， P 1 -specific PLC によっては

全く可溶化されず，可溶化には界面活性剤を要した。可溶化標品を非還元条件下の SDS-PAGE で

分析したところ，刷子縁のみや Triton X -100で可溶化した場合は分子量15万の位置に， DOC で可

溶化した場合は7.8万の位置に活性が現れ刷子縁膜分画を凍結保存中に可溶化された上清の活性は

3.5万の移動度を示したO 従って本酵素は内因性プロテアーゼの限定分解により，活性中心を含む

可溶性のドメインと膜アンカ一部分に分離されることが明らかとなったO

3. 酵素の精製:クロマトグラフィーに用いる溶媒中に，非イオン性界面活性剤を添加することは必須

であり，最初の組抽出液以後の各精製ステップで LysoPLase/PLA2活性比は一定になった。精製酵

素を非還元条件下の SDS-PAGE で分析したところ， 3.5万の位置に銀染色で単一バンドが見られ，

このバンドに一致して PLA2活性と LysoPLase が出現したO この泳動度は，刷子縁膜分画が凍結保存

の間に限定分解を受けて可溶化された酵素のそれと一致する O 還元条件下では2.1万と1.4万の 2 本の

バンドに分れたが どちらにも活性はみられなかった。この原因として，限定分解によるニックの存

在，あるいは，本酵素は 2 個のサブユニットからなるダイマーとして存在している可能性が考えられ

るO また，本酵素を還元カルキボキシメチル化した後，逆相 HPLC で分離すると 2 本のペプチドが得

られたこととも一致している。

4. 精製した酵素の性質: PLA2活性については，リン脂質がリポソームの状態ではほとんど活性がな

く，胆汁酸との混合ミセルの状態でのみ高い活'性が得られたが， LysoPLase 活性は胆汁酸塩がなとも

リゾリン脂質ミセルに対して高い活性があり，その存在によって活性の上昇がみられた。両活の至適

pH はともに 9 付近であった。各種の基質に対しての反応性を調べた。

(総括)

本研究により，初めて晴乳動物由来の膜結合型 Ca2+ 非依存性 PLA2を，内因性プロテアーゼによる限

定分解により可溶化したのちに単一標品にまで精製し，酵素反応の基本的性質について検討したO その

結果，本酵素は， PLA2反応と LysoPLase 反応を触媒し，リン脂質を脂肪酸とグリセロホスホリルコリ
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ンにまで分解するユニークな酵素であることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

ホリスホリパーゼ A2 は，活性発現に Ca2+ を必要とする酵素 CCa2+ 依存性 PLA2) と，必要としない酵

素 CCa2+ 非依存性 PLA2) とに大別され前者に属するものとしては低分子量型の醇 PLA2 C 1 群)と

E群 PLA2およびリン脂質の 2 位アラキドノイル基に特異性の高い 高分子量型 PLA2 とが知られてい

る。後者についての研究は前者に比べて乏しく，詳しい蛋白化学的性質や反応機構などは全く分ってい

ない。

本研究により，初めて暗乳動物由来の膜結合型 Ca2+ 非依存』性 PLんを，内因性プロテアーゼによる限

定分解により可溶化したのちに単一標品にまで精製し酵素反応の基本的性質について検討した。その

結果，本酵素は， PLA2反応と LysoPLase 反応を触媒し，リン脂質を脂肪酸とグリセロホスホリルコリ

ンにまで分解するユニークな酵素であることが明らかになった。

このように，本研究は世界でも初めての仕事であり，今後細胞内情報伝達の研究や酵素学的反応機構

の研究に役立つと思われるので学位授与に値するO




