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論 文 内 容 要 旨

リノ ー ル酸 な ど必 須 脂 肪 酸 と呼 ば れ る天 然 不 飽 和 脂 肪 酸 は カ ル ボ キ シル基 か ら数 え て偶 数 位 に

Z一 配 置 の二 重 結 合 を持 って い る。 これ らの 不 飽 和 脂 肪 酸 が 生 体 内 で β一酸 化 を受 け て分 解 され

る と(Z)一2-enoyl-CoAが 中 間 に 生 じ,さ ら に こ れ が(E)一3-hydroxyacy1-CoA(D一(一))

に 移 行 す る と考 え られ て い る 。 後 者 の3一 ヒ ドロ キ シ体 は3-hydroxyacyl-CoAepimeraseの

作 用 を 受 け て,飽 和 酸 β 一酸 化 中 間 体 で あ る(S)一3-hydroxyacyl-CoA(L一(+))に 変 換 さ

れ て,以 後 通 常 の β 一酸 化 系 でacetyl-CoAま で 分 解 さ れ る と 言 わ れ て い る(Stoffe1,W。,

N碗 μrω`ssθπscん醜 επ,53,621(1966))。 しか し近 年Kunauら は 牛 肝 臓 ミ ト コ ン ド リ ア に

NADPHを 補 酵 素 と す る新 還 元 酵 素2,4-dienoyl-CoAreductaseが 存 在 す る こ と を 見 出 し,

この還元酵幸が関与する新規な代謝経路を提唱して,従 来の代謝経路の存在に否定的な見解を示

した(Kunau,W.一H。&Dommes,P.,E蹴 ♂B`oc舵 πL,91,533(1978))。 本 還 元 酵 素 活 性

は動 物 組 織 のみ な らず 大 腸 菌 な どの微 生 物 に も見 出 され,本 酵 素 の関 与 す る新 た な代 謝 経 路 が生

物 界 に普 遍 的 に分 布 す る こ とが 示 唆 され た 。

そ こで 著 者 は,不 飽 和 脂 肪酸 代謝 に関 す る研 究 の一 環 と して この新 規 な還 元 酵 素2,4-dienoyL

CoAreductaseの 性 状 を解 明 す べ く,微 生 物 お よ び動 物 肝 よ り本 酵 素 を 精 製 しそ れ らの 性 質 を

明 らか に した 。

リノー ル酸 な どの不 飽和 脂 肪 酸 を添 加 した培 地 で大 腸 菌 を培 養 す る と本酵 素 が 顕著 に誘 導 さ れ

る こ とが 既 に明 らか に さ れ て い た 。そ こ で リノ ー ル 酸(0.3%(w/w))を 添 加 した肉 エキ ス液 体

培 地 で好 気 的 に振 盟 培 養 した大 腸 菌(Eco泥B)を 対 数 増 殖 期 後 期 に 集 菌 して 酵 素 源 と した。

予 備 実験 によ り本 酵 素 は高 濃度 の クエ ン酸 を含 む緩 衝 液 中 で加 熱 処理 に 対 して も安 定 で あ る こ と

が 見 出 さ れ た の で,こ の特 徴 を 利 用 した 。 ま ず 超 音 波 処 理 に よ りEc罐B菌 体 を破 壊 し,遠

心 操 作(105,000×g,60分 間)で 得 た 上 清 を酵 素 粗 抽 出 液 と した。 これ に クエ ン酸 一 リ ン酸 カ

リウ ム を加 え て 終 濃 度0.7M(pH5.5)と な し,50℃ で10分 聞 の加 熱 処 理 を 行 っ た 。 変 性 タ ン

パ ク質 を遠 心 に よ り除 き,上 清 を透 析 後DEAE-sepharose'cL-6Bカ ラ ム に 付 した 。 次 い で

SephacrylS-200Superfineを 用 い た ゲ ル 濾 過,最 後 にM琶trexgehedAカ ラ ム に よ り精 製

した 。

精 製 酵 素 標 品 はSDS-PAGE上 単 一 の バ ン ドを 示 し,ま たPharmaciafas七proteinIiquid

chromatoqraphyに お い て単 一 の ピー クを与 え,酵 素 活 性 も同画 分 に 回 収 さ れ た 。 酵 素 粗 抽 出液

よ り5%の 回 収 率 で135倍 精 製 さ れ た酵 素 標 品 はsorboyLCoAを 基 質 と し た 時 の比 活 性 が3.5

μmol/min/mgpro七einで あ っ た(」 ∴8εoc舵 酩.,92,1671(1982))。 本 酵 素 の分 子 量 はSepha-

crylS-200を 用 い た ゲ ル 濾 過 で50,000,ま たSDS-PAGEで72,000で あ っ た 。 し た が っ て

一14一



本 酵 素 は単 量 体 で 酵 素 活性 を発 現 す る と考 え られ る。 酵 素 標 品 の紫 外 一可 視 部 吸収 ス ペ ク トル に

お い て365お よび448nmに 吸 収 極 大 を示 す こ とか ら,フ ラ ビ ンを補 欠 分 子 と して 持 つ こ とが 判 明

した ・本 酵 素 を家 兎 に免 疫 して得 た特 異 抗 体 は精 製 酵 素 標 品 と単 一 の沈 降線 を形 成 し ,酵 素 粗 抽

出液 と も上 記 沈 降 線 と融合 した一 本 の沈 降線 を与 え た 。 こ の こ とよ り精 製標 品 は免 疫 化 学 的 に も

均 一 で あ る ことが 明 らか に な った 。 さ らに大 腸 菌 の本 酵 素 と牛 肝 臓 の同酵 素(文 献 に準 じて精 製

した)と は免 疫 化 学 的 に異 な る ことが 判 明 した。

酵 素 反 応 の 生 成 物 を 同 定 す る た め,(Z)一4-decenoyl-doAにacy1-CoAoxidaseを 作 用

さ せ て 得 た(2E,4Z)一2,4-decadienoyl-CoAを 基 質 と しNADPHの 存 在 下 精 製 酵 素 標 品 と

イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した 。CoAエ ステ ル を アル カ リ加 水 分 解 後,脂 肪 酸 を抽 出 しメ チ ル ェ ス テ

ル と し た後GC(10%DEGS)で 分 析 した 結 果,methyl(E)一2-decenoateが 検 出 さ れ た 。 し

た が っ て 大 腸 菌 の2,4-dienoyl-CoAreductaseはNADPHを 補 酵 素 と し2,4-dienoyl-CoAを

還 元 し(E)一2-enoyl-CoAを 生 成 す る反 応 し触 媒 す る こ とが 明 らか に な っだ 。

さ ら に本 還 元 酵 素 が 触 媒 す る反 応 の 立 体 特 異 性 お よ び反 応 機 構 を解 明 す る 目的 で,NADPH

の4位 を立 体 選 択 的 に重 水 素 標 識 した補 酵 素 お よ び反 応 溶 液 中 か らの反 応 生成 物 へ の重 水 素 の取

込 み を調 べ た。 近 年,不 飽 和 脂 肪 酸 を1V-acylpyrrolidine誘 導 体 と しそ の マ ス ス ペ ク トル の開 裂

パ ター ンよ り二 重 結 合 や重 水 素 の位 置 が 決 定 で き る こ と が 見 出 され た の で,こ のN」acylpyrroli-

dine誘 導 体 のGC-MS分 析 を 応 用 した 。 す な わ ち(2E,4E)一2,4-decadienoy1-CoAを4E一 ま

た は4S一[4-2H1]NADPHとH20の 存 在 下 大 腸 菌 よ り精 製 した2,4-dienoy1-CoAreductase

と イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後,生 成 物 をN-acylpyrrolidine誘 導 体 に 導 きGC-MSで 分 析 し た 。 そ

の結 果,い ず れ の重 水 素 標 識NADPHか ら も生 成 物 で あ る(E)一2-decenoateへ の重 水 素 の 取

込 み は全 く認 め られ な か っ た 。一 方,重 水 中 で 非 標 識NADPHを 用 いて 同 様 の 酵 素 反 応 を 行 っ

た とこ ろ,生 成 物 で あ る(E)一2-decenoateの4位 と5位 に重 水 素 が1個 ず っ,合 わ せ て2個 取

込 ま れ た こ とが判 明 した 。 大 腸 菌 由来 の 本 還 元 酵 素 が フ ラ ビ ン酵 素 で あ る こ と を 考 慮 す る と,

NADPHの4位 水 素 は本 酵 素 の補 欠 分 子 で あ る フ ラ ビ ンに 転 移 し,そ の 水 素 は基 質 へ 移 さ れ

る前 に反 応 溶 液 中 の 重 水 素 と急 速 な変 換 反 応 を起 こ した もの と推 定 され る(よ 翫oc加 配.,94,

409(1983))0

一 方 牛 肝 臓 ミ トコ ン ド リア の2
,4-dienoy1-CoAreduc七ase(文 献 に準 じて精 製 した)は 大 腸

菌 の 同 酵 素 と は異 な り,2,4-dienoy1-CoAを 還 元 して3-enoyl-CoAを 生 成 す る反 応 を 触 媒 す

る こ とが判 明 した 。 ま た 重 水 素 標 識NADPHお よ び重 水 か らの生 成 物 へ の 重 水 素 の 取 込 み に つ

い て,上 記 と 同 様 に1V-acylpyrrolidine誘 導 体 のGC-MS分 析 に よ り 検 討 し た 結 果,4R一

[4-2H1]NADPHの 重 水 素 は生 成 物 に 取 込 ま れ な か っ た が,48{4-2H1]NADPHの 重 水 素 が

生 成 物 で あ る3一不 飽 和 体 の5位 に取 込 ま れ た こ とが 判 明 した。 ま た反応 溶 液 中 の重 水 素 が3一不
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飽 和 体 の2位 に取 込 ま れ た こ と を 確 認 した 。 した が っ て牛 肝 臓 の2,4-dienoyl-CoAreductase

はNADPHのpro-48水 素 を 立 体 特 異 的 に 利 用 し,2,4-dienoyl-CoAの 共 役 ジ エ ン構 造 に 対

す る水 素 の1,4一 付 加 反 応 を 触 媒 す る こ とが 明 らか とな っ た(JlB`ocん θπL.,95,311(1984))。

な お牛 肝 臓 由 来 の 同 酵 素 活 性 は(Z)一3-decenoy1-CoAよ り も(E)一3-decenoyl-CoAに よ り強

く拮 抗 的 に 阻 害 さ れ る こ とか ら(Ki値:5.7μM),生 成 物 の3位 二 重 結 合 の立 体 配 置 はEで あ

る と推 定 され た 。 ま た大 腸 菌 由来 の 同 酵 素 が触 媒 す る反 応 に お いて,4R一[4-2H、]NADPHは 反

応 速 度 に 影 響 を 与 え なか っ た も の の,48一[4-2H1]NADPHは 非 標 識NADPHに 比 べ 約60%の

反 応 速 度 の減 少 を 引 き起 こ し た。 これ は大 腸 菌 の 同 酵 素 もNADPHのpro-4S水 素 を特 異 的 に

利 用 す る こ とを示 唆 して い る 。

ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シゾ ー ム に も脂 肪 酸 の β一酸化 能 が 局 在 す る こ とが 発 見 され て以 来,こ の オ

ル ガ ネ ラの 生 理 的 役 割 が 見 直 さ れ て い る 。2,4-dienoyl-CoAreductaseが 動 物 肝 臓 の ミ ト コ ン

ド リア の み な らず ペ ル オ キ シ ゾー ム に も存 在 す る こ とが 最 近 報 告 され た(Dommes,V.,θ 亡 αZ.,

訊B`o♂.0加 肌.,256,8259(1981))。 そ こで 著 者 は ペ ル オ シ ゾ ー ム に お け る 不 飽 酸 代 謝 に興

味 を抱 き,ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シゾ ー ム の同 還 元 酵 素 の精 製 を行 い,そ の性 質 を 明 らか に した 。 ま

ず ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シ ゾ ー ム の2,4-dienoyl-CoAreductaseは0,01Mリ ン酸 カ リウ ム(pH7.0)

中 でphosphocelluloseカ ラム に吸 着 され る が,ミ トコ ン ドリア の そ れ は 同 カ ラ ム に 吸 着 さ れ な

い こ とが判 明 した 。 これ に よ り全 肝 臓 抽 出液 か ら出発 して ペ ル オ キ シゾ ー ム の同還 元酵 素 と ミ ト

コ ン ドリア の それ を分 離 す る こ とが 可 能 と な っ た 。0.3%clofibrate含 有 飼 料 を3週 闇 与 え た

Wis七ar系 雄 性 ラ ッ ト(12週 令,体 重240-260g)の 肝 臓 を 凍結 融 解 後,5mM2-mercaptoethanol

を含 む0.01Mリ ン酸 カ リ ウム(pH7.0)を 加 え ホ モ ジナ イ ズ し遠 心 して 得 た上 清 を酵 素 源 と し,

以 上 順 次phosphoce11ulose,MatrexgelredAお よ び2',5'ADP-Sepharose4Bカ ラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィー に よ りperoxisomeの2,4-di6noyl-CoAreductaseを 精製 した 。

本 精 製 酵 素 標 品 はSDS-PAGEで 分 子 量33,000の 単 一 の バ ン ドを 示 し,SephacrylS-

300Superfineを 用 い たゲ ル濾 過 で は分 子 量120,000を 示 し た。 した が って 本 酵 素 は4量 体 と し

て そ の 活 性 を発 現 す る と考 え られ る 。 種 々 の 炭 素 鎖 長 の(2El,4E)一2,4-dienoyl-CoAを 用 い

て 本 酵 素 の 基 質 特 異 性 を 調 べ た と こ ろ,(2E,4E)一2,4-decadienoyl-CoAに 対 して 最 も高 い 比

活 性 を 示 し た(23.5μmol/min/mgprotein)。(2E,4E)一2,4-hexadienoyl-CoA,(2E,4E).

2,4-oc七adienoyl-CoAお よ びNADPHに 対 す るKm値 は そ れ ぞ れ15.4,15.8お よ び32.0μMで

あ っ た 。低 い 基 質 濃 度 で 酵 素 活 性 が 飽 和 に達 す るた め2,4-decad玉enoy1-CoAや2,4-hexadecadi-

enOy1-CoAに 対 す るKm値 は求 め られ な い程 低 か っ た。 これ らは リノ ー ル酸 や ア ラキ ドン酸 の β一

酸 化 中 間体 と類 似 構 造 を持 っ の で,本 酵 素 の β一酸 化 系 へ の 関 与 が 示 唆 さ れ た(Jl研oc勉 ㎜.,

96,1463(1984))。 な お部 分 精 製 した ラ ッ ト肝 ミ トコ ン ド リア の 同還 元 酵 素 の 分子 量 は ゲ ル濾 過
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で250,000と 推 定 され た 。 ま た同 酵 素(2E,4E)一2,4-octadienoy1-CoAに 対 し最 も高 い 活 性 を

現 わ した 。 これ らの性 質 は前 述 の ペル オ キ シ ゾー ム 由来 の 酵 素 の性 状 と異 な る もの で あ った 。 さ

らにclofibra七e投 与 に よ りペ ル オ キ シゾ ー ム と ミ トコ ン ドリア の 同酵 素 は顕 著 に 誘 導 され,そ の

誘 導 の 程度 は両 酵 素 と も ほぼ 同 じ(約15倍)で あ る こ とが 明 らか とな った 。 ま た対 照 ラ ッ ト肝 に

お いて もペル オ キ シ ゾー ムの 同酵 素 の活 性 が ミ トコ ン ドリア の それ を 約4倍 上 回 って い た 。 これ

は ラ ッ ト肝 ペ ル オ キ シゾ ー ム の2,4-dienoy1-CoAreductaseの 寄 与 が 大 きい こ と を 示 唆 して い

るQ

以 上,著 者 は微 生 物 お よ び 動 物 肝 臓 よ り2,4-dienoyl-CoAreductaseを 精 製 し,そ の性 状,

と りわ け本 酵 素 が 触 媒 す る反 応 の機 構,を 解 明 した 。 これ に よ り本 酵 素 が微 生物 か ら高等 動 物 に

至 る生 物 界 に広 く分 布 す る こ とが確 実 と な っ た 。 これ ま で 定 説 とな って い たStoffelら の 提 唱 し

た3-hydroxyacy1-CoAepimeraseの 関 与 す る 代 謝 経 路 の存 在 に否 定 的 で,こ の2,4-dienoyl-

CoAreductaseの 関 与 す る新 代 謝 経路 を支 持 す る報 告 が最 近 あ い つ いで 出 さ れ た 。 今 後,不 飽

和脂 肪 酸 の代 謝 地 図 上 で の両 経 路 の軽 重 に っ い て議 論 さ れ ね ば な らな い余 地 を 残 す と思 わ れ る 。

0
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審 査 結 果 の 要 旨

これまで,リ ノール酸などの必須不飽和脂肪酸 は(Z)一2-enoyl-CoA→(R)一3-hydroxyacy1-

CoA→(S)一3-hydroxγacyl-CoAを 経 て飽和脂 肪 酸 の β一酸化 系 に入 り代謝 分解 され る

(Stoffelの 説)と 考え られていた。 しか し最近,牛 肝 ミトコ ンドリア中か ら新 らたに2,4-

dienoyl-CoAreductaseが 見出され るに及び,不 飽和脂肪酸 の代謝に別の経路が存在す ること

が提唱され,従 来の定説に疑問が投げかけられっつある。

論文提出者の研究は,こ の生化学上の基本問題に正面から取組み,新 旧2っ の代謝経路の正否

を判断するための確実な実験的根拠を築くことを目的とするものである。

研究 はまず大腸菌中にdienoyl-CoAreduc七ase力 弐存在するか否かの検討か ら始 まっている。

周到な予備実験を経て大腸菌か ら本酵素を単離精製することに成功 し,そ の性状を解明 した。単

離されたreduc七aseは電気泳動的にも免疫化学的に も単一であり,牛 肝より単離 された酵素 とは

免疫化学的に異なっているものの,2,4-dienoyl-CoAを 還元する能力 を持っ と確認されている。

従 って,2,4-dienoy}一CoAreductaseは 微生物か ら高等動物 に広 く分布するという提出者の結

論は合理的である。

次に研究は酵素反応の生成物の同定および還元反応の立体化学に進んでいる。この中で用いら

れた手法は有機化学的に厳密かっ妥当なものである。例えば脂肪酸のピロリジンアミドを質量ス

ペク トルで分析 し二重結合の位置や重水素標識部位を決定する方法は近年有機分析として開発さ

れたものであるが,こ の方法を巧みに取 り入れ酵素反応の立体化学的経路を含め,そ の機構を解

析 しているので,以 下に示す提 出者 に疑問の余地 はない。「大腸菌由来のdienoyl-CoAreduc-

taseの 場合 は補酵素NADPHの4位 水素がまず本酵素の補欠分子であるフラビンに転位 し,

それが基質の還元に使われるのに対 し,牛 肝由来のreductaseは フラビンを必要 とせず,2,4-

dienoyl-CoAの 共役二重結合を1,4付加型に還元する。」

この知見は今後この領域の研究に対 し,一 般的な指標となる重要な ものと考え られる。

従来,脂 肪酸の代謝で重要視されていたオルガネラはミトコン ドリアであるが,ペ ルオキシ

ゾームの役割 も見直され始めている。この流れに対応 し,論 文提出者は牛肝ペルオキシゾームに

ついて検討 し,そ こか らも別種の2,4-dienoyl-CoAreductaseを 精製単離す るとともにその性

状を解明することに成功 している。これにより脂肪酸代謝におけるペルオキシゾームの重要性が

はっきり識認されたことになる。

以上述べたように,論 文提出者 は2,4-dienoyl-CoAreductaseの 生物界 における分布の一般

性を示すと共に,還 元反応の機構を解明 し,こ れまで定説 とされていたStoffe1の考え方を否定

す る見解に有力な論拠を与える結果を得た。実験手法も正確で技術的水準も高 く,従 って本論文

は学位論文 として水準を越えた立派な内容を持っものと判断する。
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