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論 文 内 容 の 要 旨

PhospholipaseD(E.C.3.1.4.4.)(PLD)は動物細胞の細胞膜と細胞質ゾルの両画分に兄いだされ,細胞内の情報伝達に

関与することが明らかになってきている｡しか し,単離されたPLDを用いた研究は少なく,その活性制御メカニズムについ

てはほとんどわかっていない. 筆者は, PLD活性化メカニズムの基礎的研究としてChromofuscusStrゆtomyces由来の

PLDによるeggyolkphosphatidylcholine(PC)リポソーム二分子膜 (smalluinlamellarvesicles:SUV)上のPCの加

水分解反応速度を測定 し,Ca2+濃度,反応生成物,中性脂質及び非基質性 SUVの効果について研究 し,膜表面でのPLDの

活性化と阻害について考察 した｡

第 Ⅰ章 Ca2十による膜表面ホスホリパーゼDの活性化

PLDによるPC分解の検出は,コリン電極によりおこなった｡反応生成物の 1つであるコリンはコリンオキシダーゼによ

り酸化的に分解されるとき,酸素を消費する｡その反応溶液中の溶存酸素濃度の変化を酸素電極で検出し,PLD酵素反応の

追跡をおこなった｡PLDによるPCSUVの加水分解初速度をMichaelisMenten式を用いて解析 し,その見かけの最大速度

Vmax(app)と見かけのMichaelis定数 Km(app)を求めた｡これらのパラメーターのCa2+濃度依存性について不均一系

酵素反応速度論に基づいて解析 し,水溶液中および膜表面におけるPLDとCa2+との解離定数をそれぞれ求めた｡この結果,

PLDとCa2十との親和性は,膜に結合 しているPLDの方が約5倍高 く,これが酵素の活性化を決定 していることが示された｡

第 ⅠⅠ章 反応生成物 phosphatidicacid(PA)によるPLD活性の阻害と,中性脂質によるその緩和

PLDによる加水分解は,反応開始数分間でPCSUV外側表面単分子膜のPCの約3%をPAに変換するが,その後,分解速

度は急激に低下 (低活性状態)した｡この原因が,溶液中でのコリンの蓄積やCa2十の欠乏ではないことはEDTA添加実験

等により確認された｡一方,PLDとPCSUVの親和性はこの低活性状態で顕著に増大 し,大部分の酵素が膜に結合している

ことが明らかにされた｡また,PC/PASUVとPLDの結合性は,その組成によって変化 し,PC/PA-2/8以上では,上記

PCSUVの低活性状態と同程度であった｡

あらか じめ反応生成物 (pA)を膜に均一に添加 (pC/5%PASUV)しても,上記の反応の速度パターンは変化 しなかった｡

この低活性状態 (阻害状態)を解消するには,非イオン性界面活性剤を過剰に加えて,膜構造を破懐する必要があった｡す

なわち,膜中の単分散状のPA分子にPLD阻害能はないことがわかった｡以上の結果から,PLDは膜表面上を横方向に拡

散 しながらPCを分解するために局所的なPA ドメインが生 じ, この結果生ずるPAの小クラスターにPLDが トラップさ

れ,反応阻害がおこると推察された｡

つぎに,PCSUV表面への中性脂質の挿入効果について研究 した｡Diacyトglycerol(DAG)やα-トコフェロールの挿入に

より生成物,pAによる阻害効果は緩和され,また加水分解反応初速度も増大 した｡一方,フーリエ変換赤外線吸収スペクト

ルより,PCのPO2~逆対称伸縮振動は添加 した中性脂質の量とともに低波数側にシフトし,膜表面の POZ~基の水和が増加

することがわかった｡これらのことから,中性脂質の添加は,PC分子の親水基間に隙間を作ることによってPLDの近づき
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易さを高め,また生成物 PAのクラスター形成を抑制すると考えられた｡

第 ⅠⅠⅠ章 pLD-SUV複合体の酵素活性

すでに述べたように,PCSUV外側表面単分子膜のPCの約3%がPAに変換されるとPLDは膜のPA小クラスターにト

ラップされ,反応速度は低下する｡このとき,SUVはPLDに対しより高い親和性を持っが,有効な基質としての性質に欠

ける｡このようなPCSUVをpostsubstrates,(Post-S:PLD-SUV複合体)と呼ぶことにする｡ このPost-Sに,あらたに

PCSUVを添加すると,競合的阻害から予測されるよりはるかに速い速度でPCの分解反応がおこり,しばしば,PCSUVに

直接添加されたフリーのPLDより高い酵素活性が観察される｡このとき,Post-SによるPCSUVの加水分解反応のVmax

(apP)はフリーのPLDの約3倍に増大した｡

詳細な研究の結果,(1)PLDと膜 (SUV)が結合したPLD-SUV複合体は,基質となる別のSUVと衝突して出会ったと

き,高いPLDの活性が得られること｡(2)PLD-SUV複合体と基質 SUVの衝突を静電的相互作用で抑制すると,通常の競

合的阻害に基づく活性が得られることがわかった｡

すなわち,大部分のPLDがSUVに結合し,かつ別のSUVを基質とするとき,PLD-SUV複合体が,高活性のリボ蛋白質

(酵素)として作用することを示唆している｡

以上のように,PLDのSUV二分子膜表面での酵素反応を物理化学的方法を用いて研究し,膜の構造とPLDの活性化や

阻害メカニズムの関係について検討した｡ この結果は基礎的なものではあるが,複雑なPLDの活性化とその抑制メカニズ

ムを解明する上での重要な知見と考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

PhospholipaseD(PLD)は動物細胞の膜と細胞質の両画分に兄いだされ,情報伝達に関与している｡ しかし,単離された

PLDを用いた研究は少なく,活性制御メカニズムについてはほとんどわかっていない｡本研究では,ChronmofuscusStrep-

tomyces由来のPLDによるeggyolkphosphatidylcholine(PC)リポソーム二分子膜 (sUv)の加水分解に対するCa2+

濃度,反応生成物及び中性脂質の効果を研究し,膜表面での活性調製メカニズムについて考察した｡

PC加水分解速度は,コリン電極を作成 し測定 した｡見かけの最大速度 Vmax(app)と見かけのMichaelis定数 Km

(app)に対するCa2+濃度依存性を解析し,Ca2+との親和性は膜に結合しているPLDのほうが溶液中のPLDより約 5倍

高く,これが膜での活性化を決定していることを示した｡

PLDは,反応開始数分間でSUV表面のPCの約3%をPAに速やかに変換する｡その後,分解速度は20分の 1に低下す

る(低活性状態)が,PLDとSUVの親和性は顕著に増大し大部分の酵素が膜に結合していることが示された (PLD･SUV複

合体の生成)｡前もって反応生成物 pAを (PCの5%)膜に均一に添加しても低活性状態は再現できなかった｡またこの低活

性状態を解消するには,非イオン性界面活性剤を過剰に加えて,膜構造を破壊する必要があった｡すなわち,膜中の単分散

状 PA分子にPLD阻害能はないことがわかった｡以上の結果から,PLDは膜表面で拡散しながらPCを分解してPA ドメ

インを生成し,このPA小クラスターにPLDが トラップされ反応阻害がおこると推察された｡さらに,生成物 PAの阻害に

対するSUV表面への中性脂質の挿入効果について研究した｡ジグリセライドやα-トコフェロールの挿入によりPAの阻害

効果は緩和され,反応初速度も増大した｡一方,中性脂質の挿入により,膜表面のPCのリン酸基の水和が増加することがわ

かった｡すなわち,中性脂質はPC分子の親水基間に隙間を作りPLDの近づき易さを高めると同時に,PAクラスター形成

を抑制すると考えられた｡

低活性状態で生成したPLD-SUV複合体に新たに基質pCSUVを添加すると,高速度でPCの加水分解がおこり,フリー

のPLDの約 3倍のVmax(app)が得られた｡

PLD-SUV複合体は基質になる別のSUVと衝突して出会ったとき高活性を示し,この衝突を静電的相互作用で抑制する

と通常の競合的阻害に基づく活性が得られることがわかった｡すなわち,PLD-SUV複合体は自己消化が抑制され,別の

SUVに高活性の酵素 (リボ蛋白質)として作用することを示している｡

以上の研究を通して,PLDのSUVに対する酵素反応が二分子膜表面の物理化学的性質や膜の構造により顕著に影響され

ることを明らかにした｡これらの知見は,複本雑なPLDの活性化とその抑制メカニズムを解明する上で重要と考えられる｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成 11年 12月15日論文内容とそれに関連した口頭試問をおこなった結果合格と認めた｡
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