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論文内容の要旨

【目的】

ウシの副腎皮質から精製されたP450 (1 1β) はP450電子伝達系成分との再構成系において デオキシコルチコス

テロン (DOC) の 11βー水酸化反応と 18-水酸化反応を触媒するのみならず コルチコステロン(日のアルドステロン

(ALDO) への変換も触媒する事が報告されているO このことは， P450 (1 1β) cDNA を COS-7 細胞に導入して発

現させることにより確認された。一方ラット，マウス，ヒトの副腎皮質にはP450 (1 1β) ファミリーに属する 2 種類

のP450があり，その 1 つは11β-水酸化酵素であり他方は ALDO 合成酵素であることが，酵素精製と cDNA クローニ

ングによって確かめられた。したがって現時点では，副腎皮質ステロイドホルモン(コルチコステロイド)生合成過

程は晴乳動物種によって 2 種類に分類されると考えられている。つまり，ウシの副腎皮質では単一のP450 (1 1β) が

糖質コルチコイドと鉱質コルチコイドの生合成の最終段階の反応を行うが，ラットやヒトでは11β ー水酸化酵素と

ALDO 合成酵素が分化しているO

副腎皮質のミトコンドリアを用いた実験と精製した酵素を用いた実験とから，ブタではウシと同様に，単一種の

P450 (1 1β) が11β-水酸化反応と ALDO 合成反応を行うことが示唆されているが このことは cDNA クローニング

によって確認されていな L、。本研究はブタ副腎のP450 (1 1β) cDNA をクローニングしその性質を明らかにするこ

とにより，晴乳動物種のコルチコステロイド生合成過程の分子進化についての知見を得る事を目的とする。

【方法ならびに成績】

屠殺後15分以内に入手したブタの副腎皮質から常法にしたがって cDNA ライブラリーを作成し，ウシP450 (1 1β) 

cDNA 断片を用いてスクリーニングした。 2 x10 6 個のファージライブラリーから 4 個の，比較的長いインサートを

もっクローンが得られた。これらのインサート DNA の部分塩基配列を決定したところ，これらはすべてP450 (1 1β) 

mRNA に由来するものであること，しかし全長 cDNA ではなく 5 '-末端が欠失していることが分かった。そこで得

られたクローンの部分塩基配列と副腎 mRNA を用いて， RT-PCR 法によって 5 '-末端の cDNA 断片を作成し，これ

らの断片からコード領域の全長を含む cDNA を構成した。得られた cDNA の全塩基配列を決定した。

ブタ P450 (1 1ß) は503個のアミノ酸残基から成るタンパク質であり NH2-末端に24残基から成るミトコンドリア

への移行のためのエクステンジョンペプチドを持つO そのアミノ酸配列はウシP450 (1 1β) ，ラット P450 (1 1β) ，ラッ

ト P450 (aldo) ，ヒト P450 (1 1β) とそれぞれ82% ， 61% , 67% , 71%のホモロジーを持つO とくにへム結合領域と
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ステロイド(基質)結合領域におけるホモロジーが高い。

ブタ P450 (11 ß) の酵素活性を確認するため， cDNA を COS-7 細胞に導入した。細胞をイムノプロット法で分析

したところ，翻訳されたタンパク質がミトコンドリアで発現していることが確認された。細胞を DOC とインキュベー

トし，培地中に産生されたステロイドを抽出後 HPLC 法で分析した。その結果， DOC からB (1 1β-水酸化産物)， 18 

(OH) DOC (1 8-水酸化産物)， 18 (OH) B (1 1 ， 18-水酸化産物)，と ALDO が産生していた。生成物の量比は，ウシ

P450 (1 1β) による物と良く類似していた。

【総括】

1 .ブタの副腎皮質に局在する P450 (11 ß) の cDNA をクローニングし，この酵素の一次構造を明らかにした。

2. cDNA を COS 細胞に導入して発現させた。発現した酵素はステロイド 11-水酸化活性， 18-水酸化活性と ALDO

合成活性を持っていた。

3. 種々の晴乳動物の中，ウシとブタでは単一のP450 (1 1β) が DOC から ALDO まで全過程を触媒する。一方ラッ

ト，マウス，ヒトでは11-水酸化酵素と ALDO 合成酵素が分化している o

論文審査の結果の要旨

副腎皮質に存在するP450は糖質コルチコステロイド，鉱質コルチコステロイドの生合成系の反応を触媒するo この

ステロイド合成の最終段階はミトコンドリアのP450 (1 1β) によって触媒されるが，動物種によってウシのように l

つの酵素が11β位の水酸化(糖質コルチコステロイドの合成〉と 18位(鉱質コルチコステロイドの合成)の;1<酸化の

両方を触媒する場合と，ラット，マウス，ヒトのようにそれぞれ異なる酵素が触媒する場合があることが知られてい

る。本研究はブタ副腎のP450 (11 β) の cDNA をクローニングしその性質を明らかにすることにより晴乳動物種の

コルチコステロイド生合成過程の分子進化についての知見を得ることを目的になされたものであるo

ブタ副腎のP450 (1 1β) の cDNA を単離して塩基配列を決定した。ブタ副腎には単一種のP450 (1 1β) が存在し

ていた。すでにクローニングされている他の動物種のP450 (1 1β) ， P450aldo の塩基配列と比較することにより，本

酵素はウシのP450 (1 1β) ともっとも高いホモロジーを有することが示された。 COS-7 細胞でブタ副腎P450 (1 1β) 

を発現し，デオキシコルチコステロンを基質として反応生成物を分析したところ，コルチコステロンの他アルドステ

ロンも合成されることがわかった。すなわちブタはウシと同様に単一種のP450 (1 1β) が糖質コルチコステロイド，

鉱質コルチコステロイド両方の生合成を触媒することが示された。

本研究は晴乳動物種によって副腎コルチコステロイド合成過程が 2 種類に分類されること，ブタ，ウシでは 1 種類

の酵素があること，ラット ヒトではP450 (1 1β) ， P450aldo が分化していることを示したものであり，学位論文と

して充分値すると認められるo




