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論 文 内 容 の 要 旨

α- グリセロリン酸脱水素酵素 (L･glycerol･3･phosphate:NADoxidoreductase,E.C.1.1. 1.8)(α-

GPDH)は1937年 vonEulerらによってネズ ミの筋肉から発見され, 次の反応を触媒する酵素である｡

ジヒドロキシアセ トンリン酸 (DHAP)+NADH+H'仁±α- グリセロリン酸 (a-GP)+NAD'

α-G PD H は, 広 く生物界に分布しており, 中でも昆虫の飛巽筋や晴乳動物の肝臓, 腎臓, 脂肪組織,

骨格筋などで, 活性が高 く, かつ, 殆んど細胞内可溶性画分に局在している. 一方 α-GPを酸化する酵素

α- グリセロリン酸酸化酵素 〔L一glyceroト3-phosphate(acceptor)oxidoreductase,EC11995〕(α-GPO)

は ミトコンドリア内膜に存在し, ネズ ミの肝臓では甲状腺ホルモンによって著明に誘導されることが知ら

れている｡ ところが最近, 十分洗浄したネズミの肝臓のミトコン ドリアにも NAD依存性の α-GPDH

の活性が認められ, しかもこれが, ミトコンドリア α-GPO と同じく甲状腺ホルモンの効果を受けるこ

とが冨田らによって明らかにされたがその詳細な検討はなされていなかった｡

ところで, α-G PD H の生理的機能に関しては主に次の二つが考えられている｡

① 解糖反応の結果, 細胞質中に生じる余剰の NADH を NAD に再酸化する機構として, 可溶性画

倉の α-GPDH とミトコンドリア画分の α-GPO とが共役して, α-G P サイクルを形成する｡

④ 脂質合成のために必要である α-GPを供給する｡

そこで著者は,

① ネズミの肝臓の可溶性画分と ミトコンドリア画分の両 α-GPDH の異同と, ミトコンドリア α-

GPDH の活性に及ぼす甲状腺ホルモンの影響を検討し, その生理的意義とを明らかにすること｡

④ Glycerolkinaseの活性が殆どない副葦丸脂肪組織の可溶性画分の α-GPDH の酵素化学的, 生理

化学的, 免疫化学的性質を肝臓の α-GPDH と比較検討して, その異同を明らかにすること｡

③ 副畢丸脂肪細胞の脂肪分解作用に対する甲状腺ホルモンの影響を検討して, その作用機構を明らか

にすること｡
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を目的として実験を行い, 次の結果を得た｡

1〕 (1)a-GPDH の精製 150匹のネズミの肝臓 (1270g)の上清より硫安分画, DEAE-cellulose,

SephadexG-150,Hydroxylapatite,DEAE-SephadexA-50の4種類のカラムクロマ トにより, 粗抽

出液から約600倍に精製し, 比活性258の標品を, 収率3.4% で得た｡ 本酵素は Hg十十,PCHBにより強

く阻害されるので, 活性の発現には, SH 基が必須である｡ 又熱変性に対して, NADH 及び α-GP

が保護効果を持つ｡

(2) 15匹のネズミの肝臓からミトコンドリアを分離し, その抽出液より硫安分画, DEAE-cellulose,

SephadexG-100の2種類のカラムクロマ トにより, 出発物質から30倍に部分精製し, 比活性2.0の標品

を収率35%で得た｡

(3)上清とミトコンドリア抽出液から精製した両標晶は, 基質特異性, 分子量, Km値, 至適 pHが

各々等しく, 又, ディスク電気泳動による活性のバンドが同じ相対移動度を示すこと, そして, β-GP

を基質にしない. NADPH は NADH の代用とならないこと, DEAE-celluloseクロマ トで活性のピ

ークが同一の濃度で溶出されること, から, 本質的には, 恐らく同一の酵素であろうと思われる.

(4) ミトコンドリア α-GPDH と甲状腺ホルモン ミトコンドリア抽 出液 中に NAD依存性の

α-GPDHの存在を再確認し, 可液性画分のα-GPDH とは異なり, これが ミトコンドリアa-GPO と

同様に甲状腺ホルモンの効果を受けることを確かめた｡ すなわち, 甲状腺摘出 (Tx)によって蛋白及

び組織重量当りの両活性が正常の50-60%に低下するが, Txしたネズミに甲状腺ホルモンを投与する

と, 注射後3-4日で活性が150-2000/.に増加し, しかもその経時的活性の変化が, ミトコンド1) アα-

GPO の活性の変化と並行しており, しかも, 組織重量当りの活性では殆んど常に α-GPDH が, a-

GPO より高いことが明らかになった｡

2〕 (1)副畢丸脂肪組織の可溶性画分の α-GPDH精製と性質 副葦丸脂肪組織 (20.5g)の上清より,

DEAE-cellulose,SephadexG-150,Hydroxylapatiteのクロマ トにより, 出発物質より, 約40倍に部

分精製し, 比活性57.3の標晶を収率15%で得た｡ これは分子量, Km値, S値, ディスク電気泳動移

動度は肝臓の上清の酵素と同一であるが, DEAE-celluloseカラムクロマ トの挙動, SH試薬による安

定化, NADH の Km 値, 精製過程におけるディスク電気泳動の挙動は異なる｡

(2) 組織による異同, 生理的状態の影響 ネズミの各組織の上清では肝臓 (L), 骨格筋(S), 脂肪組

織A) で, α-GPDH の活性が強 く, ディスク電気泳動の活性像も L,S,A の主に3つの型に分けられ,

SはL とAの中間型を示す｡ L の上清酵素と異なりAの α-GPDH は食餌条件の変化によって, 活性

の変動が認められる｡ すなわち, 脂肪分解が高まっている時には低 く, 逆に脂肪合成が高まっている時

には, 高い｡ しかし, 甲状腺ホルモンによる効果は, 殆んど認められない｡ 又, ネズミの年齢にかかわ

らず, 肝臓の α-GPDH の活性は殆ど変化しないのに対し, A酵素は離乳期中に活性が高まりL の約

5倍となり生後80日位から除々に下がってくる｡ このようにA酵素の活性が変化する時, ディスク電気

泳動の活性像も変化する｡ すなわち, 離乳期以前の若いネズミのA酵素はL型であるのにそれ以後の成

熟したネズミのそれは, A型となる｡ 又, 絶食や甲状腺ホルモンの投与によって, A型はL塾に変化し,

再摂食や投与の中止によって, A型に戻る. A型とL型の変換は, NADH, メルカプ トユタノ- ル,
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EDTA の添加によっても生じる｡ なおL酵素ではこのようなディスク電気泳動の活性像の変化は認め

られない｡

(3) 免疫化学的検討 ネズミ肝臓の上清の α-GPDH に対するウサギの抗体をつくり, 各組織の

上清や肝臓のミトコンドリア抽出液の α-G PD H と抗原抗体反応を行 うと, いづれも沈降物を生じ,

活性が消失する｡ オクテロニー二重拡散法によると, 各組織の上清には, 主, 副二本の沈降線が, 肝臓

のミトコンドリア抽出液には, 上清の主と一致する一本の沈降線が, それぞれ認められ, 上清には, ア

イソザイムが存在するものと思われる｡ 絶食や甲状腺ホルモンを投与したネズミでも, 二本の沈降線が

認められるが, 正常と異なり, 二つの沈降線の濃さは, 同程度である｡ 又, 甲状腺ホルモンを授与した

肝臓のミトコンド1) ア抽出液中には, 正常と異なり, 上清の主, 副の二本に一致する沈降線が認められ

る｡

3〕脂肪分解に対する甲状腺ホルモンの影響

(1)Sepharose4Bに直接, 又, アームをつけ, これに, トリヨードサイロニンを結合させたものの

二つを合成したが, トリヨードサイロテンそれ自身とは異なり, いづれも脂肪分解促進作用を示さなか

った｡

(2)絶食したネズミの副葦丸脂肪細胞では トリヨードサイロニンによって脂肪分解が促進される時に,

ピルビン酸が, 相乗的に働 く｡ この時, 14C ピルビン酸は, 糖新生に向い途中 DHAPから α-G P を

経て, トリグリセライドへ入る系と, TCAサイクルに向いacetylCoAから脂肪酸へ入る系と, TCA

サイクルに入り, C0 2 に変化する系の主に3つの系があり, α-GP系の関与する度合いが大きい｡

以上の①～④の結果より,

ネズミの各組織の上清には, 免疫化学的に異なる二種類の酵素が存在し, 肝臓のミトコンドリア抽出

液には, このうちの一つが存在し, 甲状腺ホルモンの効果を受け, α-GPO とα-GPサイクルを形成

される可能が証明された｡ 一方脂肪組織にも肝臓の上清と同一の酵素が存在するが, 肝臓と異なり, 坐

理的変化に伴い活性が変動することが明らかになり, 臓器が異なれば, 酵素蛋白自体は同一でも, その

挙動に違いがあることが証明された｡ 最後に甲状腺ホルモンは細胞内へ作用して, その効果を発現する

という推定ができた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

α- グリセP 1) ン酸脱水素酵素 (αGPDH)は, αGP+NAD'≠ ジヒドロキシアセ トン-P(DHAP)

+NADH+H+なる反応を触媒し, 昆中の飛翼筋を始め生物界に広 く分布し, 細胞の可溶性画分に局在

している｡ その生理的役割については, ① ミトコンドリアの α-GP酸化酵素 (αGPO)とグリセロリン

酸サイクルを形成して細胞質における NADH の再酸化に関与, ④脂質合成に必要な αGPの供給とが

考えられている｡ しかし高等動物におけるαGPサイクルの生理的意義の有無, 及びその制御機構につい

ては不明の点が多い｡ 冨田等は αGPDH が, ラット肝臓のミトコンドリアにも存在し, 且つその活性が

甲状腺ホルモンの影響を受けることを見出した｡ 野津はこの点に注目して, ラット肝臓上清の αGPDH

の酵素化学的諸性質とホルモン等による制御機構を検討し次の結果を得た｡ (1)ラット肝臓のミトコンドリ

ー413-



アを Schnaitmanらのジギ トニソ法を用いて再分画すると, そのαGPDH活性は外膜にゆるく結合して

いた｡(2)ラット肝臓上清の αGPDH の精製法を工夫し, 比活性 258uノmg,Disc電気泳動的に略々単一

の標品を約3%の収量で得ることが出来た｡ (3)この精製法を応用してミトコンドリア凍結融解抽出液より

aGPDH を精製し, 上清の酵素と酵素化学的諸性質を比較検討した｡ 両者は極めて類似していて本質的

には同一酵素であることを確めた｡(4)ミトコンドリアの αGPDH の比活性は甲状腺摘出ラットでは, 正

常値の約60%に低下し, これに トリヨードチロニン (L-T3) を 250/̀g/100g体重一回投与すると24時

間以内に比活性の有意な上昇が認められた｡ その後の αGPDH比活性の経時的変化は常に αGPO のそ

れと平行していた｡ また, この間の 2GPDH の活性 (u/g肝臓) は常に αGPO の活性を造かに越えて

いた｡ 従って細胞質に多量に存在する αGPDH 全体ではなくて, その一部が ミトコンドリア外膜に附著

して, αGPO と能率的なユニットを作 りグリセロリン酸サイクルを形成し, 且つ甲状腺ホルモンによっ

て特異的な活性の制御をうけている可能性が強い｡ 野津は更に脂肪組織における αGPDH の役割につい

て基礎的検討を行ない, (1)脂肪組織の αGPDH は脂肪細胞由来である｡(2)粗抽出液の Disc電気泳動に

おける αGPDH の活性バンド分布像は肝臓のそれと大いに異なり, 且つ動物の栄養状態, 年齢等によっ

て強 く左右される｡ (3)その αGPDH活性は肝上清の精製酵素に対するウサギ抗血清によって中和される｡

(4)部分精製酵素の諸性質は肝上清の酵素のそれに類似するが, NADH に対する K′ふは二つある等の知

見を得た｡ 以上の諸結果は, 高等動物における αGPDH の役割の解釈に関して寄与する所が多い｡

よって, 本論文は薬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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