
 氏 名(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の要件

最終学歴

学位論文題目

論文審査委員

しね ば りゅうさぶろう

 標 葉 隆三郎(福島県)

医学博士

 医 第 1866号

 昭和62年2月25日

 学位規則第5条第2項該当

 昭和53年3月

東北大学医学部医学科卒業

 Pr。tein ph。sphatase菖。f rat liver particulate fracti。n l.
 Charac七erizati・n ・f phgsph・rylase ph・sphatases and
glyco gr en synthase phosphatases associ ated with rat liver
particulate fraction

Protein phosphatases of rat liver particulate fraction l.
P articulate- associate (i protein phosphatases of rat ascites
hepatoma AH- 13: Isolation and characterization of a nove1
91ycogen synthase phosphatase (Phosphatase N)
 (ラッ ト肝顆粒画分プロ テイ ンホスファターゼ)
 1. ラッ ト肝顆粒結合性ホスホリラーゼホスファターゼとグリコー

 ゲ ン合成酵素ホスファターゼの性状
 2. ラッ ト腹水肝癌AH-13顆粒結合性プロテイ ンホスファターゼ
  (ホスファタ 一 ゼN)

 (主 査)

教授森 昌造 教授多田啓也

教授林 典夫

     一 249 一



論文内容要旨

  糖代謝の調節に重要な役割を演ずる酵素の多くは,・ プロテイ ンキナーゼによるり ン酸化とプロ

 テイ ンホスファターゼによる脱リ ン酸により活性の調節を受けており, したがってこれらの機構

 の解明は, 生理学的見地からも病理学的見地からも, 重要かつ緊急なことがらに属する。 本研究

 においてはまず, ラッ ト肝の顆粒画分に存在するプロテイ ンホスファターゼを, グリコゲン合成

 酵素D (ラッ ト肝), ホスホリラーゼa (ウサギ骨格筋) を基質と して, またカラムク ロマトグ

 ラフィーを主要な分画手段として検索, 主に分子種の面からその実体を明らかにした。 また腹水

 肝癌 AH- 13 と比較することによ り, 顆粒画分ホスフ ァターゼの癌性変化を も調べた。

  まず顆粒画分のプロテイ ンホスファターゼの実体について述べると, 正常ラッ ト肝にはP1,

 P2, M1 と名付けた3種類の分子種が見いだされ, 中では P1 とP2 がホスホリラーゼa, Ml がグ

 リコゲン合成酵素に対する特異性が高かった。 P1, P2は 1) 活性がMg2+, Mn2+ により強く阻

 害される。 2) 活性が蛋白性のホスファターゼ特異的イ ンヒ ビタ 一2により阻害されるが, その

 程度はP2がP1よりもはるかに大きい。 3) 分子量 (ゲルろ過) はP15万, P23万, 4) P1をト

 リプシンで処理すると P2 に変わる, 5) P1 と P2 とでラッ ト肝ホモジネートにホスホリ ラーゼホス

 ファターゼ活性の大部分を占める, 等々の特徴を示 した。 また以上の成果からP1, P2 のうちで

 はP1 が無傷の, そして生理的に重要な分子種であると推測された。 一方, グリコゲン 合成酵素

 に特異性の高いM1 には, 1) Mn2+により強く促進されるがMg2+には促進されない, 2) 上のイ

 ンヒ ビタニ2により阻害されない, 3) 分子量はゲルろ過で約7万, 4) グリコゲンやホスホリラ

 ーゼ旦 により強く 阻害さ れる,等の特徴が見られた。 M1 は, ラット肝ホモ ジネートの グリ コゲン 合成酵

 素ホスファターゼ活性の 50 %以下を占めるに過ぎないが, 50 %以上を 占め る IA には, グリコ

 ゲ ンの阻害 が見 られていない。

  以上のごとく肝顆粒画分のプロテイ ンホスファターゼの実体が, 主に分子種的見地から明らか

 になったので, 次にこれと対比させつつ, ラッ ト腹水肝癌 AH -13 の顆粒画分の プロテイ ンホス

 ファタ ーゼ につき調べた。

  上清画分ではわれわれはすでに, 肝癌で IAが新 しいホスファターゼ分子種Hに置換された像

 を見てきているが, 顆粒画分においても変化はかなり激烈であり, 正常肝にも存在するが決 して

 豊富ではなかったNという分子種が肝癌で著明に増加 していた。 このホスファターゼには, 1)

 Mn2～ Mg2+により強く阻害される、 2) ATPやNaFにより強く阻害される, 3) インヒビター

 2により阻害される, 4) 分子量はゲルろ過で約5万である, 5) グルコース6リン酸の存在化,

 グリコゲンにより強く阻害される, 等の特徴がある。 なおDEAEセルロース, セファロース4
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 Bのク ロマトグラフィーで, 少なくとも部分精製は可能であった。 この酵素はAH -13 では動物

 へ移植後の日数で大きく変化し, 癌細胞の対数増殖期にはきわめて活性が高いが, 増殖速度の低

 下とパラレルに低下 した。 また DAB 誘発肝癌において も再生肝 において も増殖期にはき わ め て

 高い値を示した。

  英国のCohen らは, 組織の, 顆粒画分のプロテイ ンホスファターゼは彼 らのいうタイ プ1に

 属 し, 蛋白性のイ ンヒ ビタ 一や産物に阻害される分子種とのべているが, われわれは, タイプ1

 に属するにせよ, 顆粒画分のプロテイ ンホスファターゼの 構成はきわめて複雑であることを明ら

 かに した。 複雑なだけでなくて, P1 とM1 はそれぞれ, 生理的なホスホリラーゼホスファターゼ,

 合成酵素ホスファターゼの資格を備えており, 癌で増加する分子種Nは, その出現が組織の増殖

 性活性と密接に相関 している。 今後はこれ らの点を, さ らに深く追求 したいと思っている。
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 審査結果の要旨

  糖代謝調節上重要な, いくつかの酵素が, プロテイ ンキナーゼによるリン酸化と, プロテイ ン

 ホファターゼによる脱リ ン酸化により活性の調節をうけていることが判明 してい る。

  本研究では, 脱リン酸化を触媒するプロテイ ンホスファターゼについて, ラッ ト肝およびラット

 腹水肝癌AH-13を用 いて, カラムクロマトグラ フィ 一を主要な分画手段と して検索 し, 主に分

 子種の面から, 顆粒画分について調べた論文である。

  研究結果として, 正常ラット肝顆粒画分には, Pl, P2, M1 と名づけられた3種類の分子種が

 みいだされ, PI と P2 はホスホリラーゼaに, またM1 はグリコーゲン合成酵素Dに基質特異性

 が高いことがわかった。

  P1 と P2 の諸性質については, ①活性がMg2+ やMn2+ により強く 阻害されること。 ②活性がプ

 ロテイ ンホスファターゼイ ンヒ ビター2により阻害されること。 ③ゲルろ過による分子量が,

 P1 50,000, P2 30,000 と推測され, トリプシン処理により, P1 からP2 へ変わることなどが示

 された。 また, 活性については, ラット肝ホモジネートのホスホリラーゼホスファターゼ活性の

 大部分を占め, P1 がより生理的に重要な分子種と推測している。

  一方, M1 はMn2+ により強く活性化され, Mg 2+ では活性化されないこと。 ゲルろ過による分

 子量約 70,000 と推定され, インヒ ビタ 一2には阻害されず, グリ コーゲンやホス ホリラー ゼ a

 によって強く 阻害されるなどの特徴を有 していることを見い出 している。

  さ らに, ラッ ト腹水肝癌AH-13の顆粒画分についての検索では, ホスファターゼNと いう分

 子種が正常肝に比 して著明に増加し, ホスファターゼNは, ①Mn 2+ やMg 2+ により 強く 阻害さ

 れる。 ②ATPやNaFにより強く 阻害される。 ③イ ンヒ ビタ 一2に阻害される。 ④ 分子量約

 50,000 と推定され, Glucose -6-phosphate の存在下でグリコーゲンにより強く 阻害される

 などの特徴を有し, 部分精製が可能であることが示された。 ホスファタ」ゼNは, 再生肝やDAB

 誘発肝癌においてもみとめ られ, その酵素活性は細胞移植後の日数で大きく変動することが示さ

 れた。

  以上の結果を総合すると, 本研究では, 顆粒画分のプロテイ ンホスラァターゼの分子多様性が

 示され, その中でP1 とM1 が生理的に重要な分子種であることが明らかにされ, さらに, Nが癌

 で増加し, 癌組織の増殖性活性と相関することが示唆されている。 本論文の内容は, 糖代謝およ

 び癌の増殖を生化学的に解析する上で極めて独創性に富み, 欧米および本邦でこのような報告は

 少なく, よって学位授与に値する論文であ る。
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