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論 文 内 容 の 要 旨

酵母のステロール生合成において, ラノステロールの脱メチル化に至るまでの経路は動物の場合とほぼ

同様な~ものと考えられている｡ 最近, 動物のステロール生合成の調節機作の解明が多 くの研究者によっ

てとり上げられ, その結果, ステロール生合成の初期段階において, β-hydroxy･β-methylglutaryl-CoA

(-HMG-CoA)を還元してメバロソ酸を与える反応を触媒する HMG-CoA reductaseが重要な役割を

果していることが判明して来た｡

申請者は, 酵母の HMG-CoA reductaseについて調べたところ, これまで予想されていたものとは異

なり, 細胞内においてミトコンドリアに分布することを発見した｡ すなわち酵母細胞をメルカプトエタノ

ール, ついで β-グルクロニダーゼで処理し, 細胞壁をこわし, スフェロプラス トを形成させ, これをホ

モジナイザーで穏やかに破砕した｡ ついで, 常法に従い, 遠心分画し, ミトコンドリア, ミクロゾーム,

核, チ トプラズマなどの諸画分に分けた｡ さらにミトコソドリア画分については, 庶糖密度勾配遠心分離

にかけ, さらに細い分画を行った｡ 各分画について HMG-CoA reductaseの分布を調べたところ, ミト

コンドリアの指標酵素であるコ- ク酸脱水素酵素と共に, その大部分は ミトコンドリア画分に存在するこ

とが分った｡ 酵素の細胞内分布については, 菌の生長期と深い関係があることが知られているので, 対数

増殖期および定常期について上記の検討を行ったが, いずれの場合にもミトコソドリア画分に大部分の活

性が見出された｡

本酵素のほかに, ステロール生合成の初期段階の反応を触媒するacetoacety1-CoA tlliolaseについても

同様な研究を行ったが, 漆酵素の活性はチ トプラズマとミトコンド1) ア両画分に分布することが分った｡

次に, ミトコンドリアを破壊して得た標品を酵素として用い, これに 14C一酢酸および非放射性メバロ

ン酸を加えて反応させ, 生成物をガスクロマ トグラフィーによって分析したところ, 放射能はメバロン酸

画分のみに見出された｡ ミトコンドリア以外の画分を用いた場合には, 酢酸からメバロン酸への転換は認

められなかった｡ 同様に 14C-メバロン酸および 14C-HMG-CoA を基質として用い, これらの画分にお
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ける生合成活性を調べた結果, ステロール生合成のために酢酸からメバロン酸に至る反応を触媒する酵素

は ミトコンドリアに, さらにメバロン酸からファルネシルピロ燐酸に至る反応を触媒する酵素はチ トプラ

ズマに局在することを明らかにした｡ 動物の系では酢酸からメバロン酸に至るステロール生合成の初期段

階の反応を触媒する諸酵素のうち大部分がチ トプラズマにあり, HMG-CoA reductaseのみが ミクロゾ

ームに存在する事実と対照すると, 上記の発見はたいへん興味深い｡

また酵母の培養において, 嫌気条件から好気条件に移すと, ステロール生合成能が増加することが知ら

れていたが,acetoacetyLCoA thiolaseとHMG-CoA reductaseの活性を測定した結果, そのレベルの増

加が観察された｡ この実験において, クロラムフェニコ- ルなどの蛋白合成阻害剤を添加することにより,

これらの酵素活性の上昇は阻害された｡ したがって, これら2つの酵素を始めとするステロール生合成初

期段階の酵素は, ミトコンドリア形成と共に合成され, そのために活性上昇が起こるものと結論された｡

参考論文 1)は上記の問題に関連したものであるが, 2)はチ トプラズマに分布する acetoacetyLCoA

thiolaseの生理機能を推論したものである｡ 酵母の無細胞抽出液に acetqacetyLCoA を加えると, コ-

ク酸との間に CoA の転移反応を起こし, アセ ト酢酸と succinyl-CoA とを生じる｡ 前者は脱炭酸を起

こし, アセ トンとなるが, この代謝系は一つの可能性として, チ トプラズマにおける succinyトCoA の供

給系として種々の生合成に役立つことを指摘したものである｡

論 文 審 査 の ′結 果 の 要 旨

近年, 代謝調節に関する研究の進展に伴い, ステロール生合成の調節模作の解明をめざして, 多 くの試

みがなされている｡ このためには, 広範囲な角度からの研究が必要であるが, まず, その酵素系の細胞内

分布について正確な知見を得ることが不可欠である｡

動物のコレステロール生合成の初期反応を触媒する酵素系はチ トプラズマに存在し, 例外として, β-

hydroxy-β-methylglutaryl-CoA(-HMG-CoA)reductaseのみが ミクロゾームに分布することが, H.

Rudneyらによって明らかにされた｡ 彼らは酵母のエルゴステロール生合成の系についても研究を行い,

動物の場合と同様な酵素系の分布 を想定していた｡

上記の HMG-CoA reductaseは動物のコレステロール生合成系にあっては重要な調節点の一つとされ

ているので, 申請者はこの点に注目し, 酵母の本酵素の性質について研究を進めて来た｡ 本申請論文の研

究においては, 本酵素の細胞内分布をとり上げ, 注意深い検討を重ねた結果, 本酵素が ミトコンドリアに

局在することを明らかにした｡ 酵母の細胞壁が比較的強固であるのに反して, その細胞額粒はこわれ易 く,

そのため細胞分画法は必ずしも容易ではないとされている. 申請者はカタツムリの針glucuronidaseを用

いて細胞壁破壊の条件検討を入念に行った結果, 上記の貴重な発見に到達できたということができる｡

これを契機にして, 酢酸からメバロン酸生合成に至るまでの酵素系の分布について研究したが, このう

ち acetoacetyLCoA thiolaseは ミトコンドリアおよびチ トプラズマの両方に分布することを証明し, H.

Rudneyらの研究を確認することができた｡ HMG-CoA 合成酵素については, 方法論的にその活性を測

定することはできなかった｡ しかし, 各細胞画分を用いて系統的に酵素系の分布について研究した結果,

酢酸からメバロン酸に至るまでの反応は ミトコンドリアにおいて行なわれることを発見した｡ この事実は,
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これまで H.Rudneyらによって想定されていたものとは全 く異るものであり, 画期的な発見ということ

ができる｡1971年に釆冒した H.Rudneyによってもこのことは承認され, 高い評価を受けた｡ この研究

結果から, 酵母においてはステロール生合成とミトコンドリア形成とは密接な関係にあり, 酵母を嫌気条

件から好気条件に移すことにより, ミトコンドリア形成と共に, 酢酸からメバロン酸生成に与る酵素の合

成が誘導され, その結果, ステロール生合成が活性化されることが明らかとなった｡ 以上の研究は単に酵

母のステロール生合成に関与する酵素系の細胞内分布を明らかにしたのに留らず, その調節機作の解明に

多大の貢献をしたものということができる｡

また,acetoacetyl-CoA thiolaseについても, チ トプラズマに分布するアイソザイムの生理機能につい

ては全 く不明の状態であったが, 参考論文に示された研究によって興味ある可能性が示された｡ その証明

には今後の研究が必要であるが, この研究は貴重な貢献 ということができる｡

よって, 申請者の論文は理学博士の学位論文と.して価値あるものと認める｡
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