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論文内容要旨

  不飽和脂肪酸のβ酸化には, 飽和脂肪酸のβ酸化に必要な4種類の酵素の他に3-enoyLCoA

 isomerase及び3-hydroxyacy1-CoA epimeraseの2種類の酵素が必要であるとされてきた。 しか

 し, 近年, 偶数位に二重結合をもつ不飽和脂肪酸のβ酸化には, 2,4-dielloyl-CoA reduc七aseが必

 須の酵素であることが示されている。 本酵素は, 大腸菌から高等生物にいたるまでそ の存在が知

 られているが, ラット肝臓においては, ミトコンドリアの他に, ペルオキシゾームにも存在する

 とされている。 しか し, これら両オルガネラにおける本酵素の異同については未だ明 らかにされ

 ていない。 また, ラッ ト肝臓において, 本酵素は, クロフィブレー トや ジエチルヘキシルフタレー

 トなどのべルオキシゾー ム増殖剤 の投与によ り, 著しく 誘導さ れることが明 らかにさ れている。

 そこで, 著者は, (1)ラット肝臓より本酵素を精製し, それに対する抗体を作製 し, この抗体を用

 いて細胞内局在性の検討を加え, 更に, 〔2)cDNAのクローニングを行い, 分子生物学的検討を加

 えた。

 (1) ラット肝臓2,4-dienoyl-CoA reductaseの細胞内局在性

  ラッ ト肝臓ミ トコンドリア画分をショ 糖密度遠心分画により再分画すると, 2,4-dienoy1-CoA

 reduc七aseは, ペルキシゾームよりもミ トコンドリアにおいてより高い活性を示 した。 両画分を

 用いたウエスタンブロ ッティ ングでも, 著者が調製した抗体は, ミトコンドリアの蛋白とより強

 く反応 した。 クロフィ プレー ト処理ラット肝臓においても同様の結果が得 られた。 これらの結果

 は, 著者が精製 した酵素がミ トコンドリ ア由来のものであること, クロフィ プレートによる誘導

 は主にミトコンドリア由来の本酵素の誘導によることを示 し, 免疫電顕にて得られた結果‡)とよ

 く一致 していた。 しか し, 免疫電顕でも示されたように, イムノ ブロッティ ングの結果, 本酵素

 に対する抗体 はペルオキシゾームに存在する蛋白とミ トコンドリ アと同様に反応 した。 さ らに,

 ペルオキシゾームの2,4-dienoy1-CoA reductase活性もミ トコ ンドリアのそれと同様に完全に免

 疫沈降することが示された。 これらの免疫沈降反応は, cDNAクロー ンを用 いて発現させた融合

 蛋白を用 いて部分精製を行った抗体を使用 していた場合にも全く同様に認められた。

 (2) 2,4-dienoyi-CoA reductaseのcDNAクローニングおよびその解析

  cDNAは, ペルオキシゾー ム増殖剤 である ジエチルヘキシルフタ レー ト投与ラッ トの肝臓の

 mRNAより調製 し, ベク ターと して, λgt11及びλgむ10を用いて単離した。 得られた中で最 も長

 いク ローンは約!,100bpのcDNAイ ンサートを持ち, 1,005bpのオープンリーディ ングフ レームの

 存在が確認された。 これは, 331アミノ酸残基よりなる分子量36,000のポリペプチ ドに相当した。

 Hybrid Selected Ce11-free Transユa七ion実験で, 本酵素 は分子量約36,000のポリペプチ ドと して
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 翻訳されることより, 全翻訳領域を含むcDNAクローンを得たことが示された。 また, 精製酵素

 のN末端アミノ酸配列と, cDNA塩基配列から予想されるアミノ酸配列と の比較か ら, 成熟酵素

 は305アミノ酸残基よりなる分子量約33,000のポリペプチ ドであることが示された。 以上の結果

 より, 本酵素がN末端に分子量約3,000の延長ペプチ ドを持った前駆体タ ンパク質と して生合成さ

 れることが証明された。 このN末伸長ペプチ ドは, 多くのミトコンドリアのシグナルペプチ ドに

 みられる両親媒性構造をとり得ること が予想された。 この事実により, 得 られたcDNAク ロー ン

 は, ミトコンドリアの酵素に対するものであることが示唆された。 しか し, ペルオキシゾーム酵

 素は, C末端側にシグナ ル配列を持つと考えられており, 2,4-dienoy1-CoA reducしaseの局在化機

 構 は今後の課題であ る。

  ノーザンブロッティ ングにより, 本酵素に対するmRNAの大きさは, 約1. 2-1. 3kbであること

 が示され, fu11-1engthに近いcDNAク ロー ンが得 られたことになる。 また, このmRNAの量は,

 ペルオキシゾー ム増殖剤 の投与により著しく 増加することが明 らかとなった。 更に, ラット肝

 臓のgenomic DNAを用いたサザンプロッティングでは, 本酵素にたいする遺伝子は, 1コ ピー

 であることが示され, 1っの遺伝子よりミ トコンドリアとペルオキシゾームの両方の酵素がっく

 られる可能性が示された。

  辺上の結果により, ミトコンドリアとペルオキシゾームの2,4-dienoy1-CoA reduc七aseが, 免疫

 学的, 遺伝学的に非常 に類似 した酵素であるが, その大部分は, ミトコンドリアに存在 しべルオ

 キシゾーム増殖剤投与による誘導調節を受けていることが判明 した。

 *) S. Yoko七a. A, Hirose and M, Mizugaki;捌s亡oc1乞θ椛. ♂ 20, 679-687 (1988)
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 審査結果の要旨

  偶数位に二重結合を持つ不飽和脂肪酸の β酸化には, 従来提唱されてきた水酸基のエ ピメ リ化

 を伴なう経路のほかに, NADPHを電子供与体とする2,4-dienoy1-CoA reductaseの関与する経路

 が存在することが報告されている。 本酵素 は大腸菌から高等動物に至るま で広く存在 し, ラット

 肝臓においてはミ トコンドリア (Mt) のほかにペルオキシゾーム (Per) にも存在するとされて

 いる。 しか し両オルガネラにおける本酵素の異同や性状のの詳細 は未だ明 らかにされていない。

  本研究では, まずラット肝臓より本酵素を精製 し, これに対するポリクローナ ル抗体を作製し

 た。 この抗体を用いて細胞内局在性について検討を加えた。 すなわち, ラット肝臓M七画分をショ

 糖密度勾配法により再分画すると, 本酵素はPerよりもMtにおいて高い活性を示 した。 両画分を

 用いたウエスタンブロ ッティングで も, この抗体 はMt蛋白とより強く反応 し, Per増殖剤とされ

 ているクロフィ プレー トで処理 した肝臓を用いても同様の結果を得た。 これにより, 精製 した酵

 素がMt由来のものであること, 及びク ロフィブレー ト処理によりMt由来の本酵素が誘導をうけ

 ることを確認 した。 さらに免疫電顕やイ ムノ ブロ ッティ ングの結果, 本酵素に対する抗体 はPer

 蛋白とも反応することを確認 しPerの2,4dienoyl-CoA reductase活性がこの抗体によりM七のそ

 れと同様に完全に免疫沈降することを確認 した。

  つぎに, 本酵素のcDNAのクローニングを行い分子生物学的検討を加えている。 なお, cDNA

 はPer増殖剤投与ラッ ト肝臓のmRNAより調製 し, λgt11及びλg七10をベク ターと して用 いて単

 離 した。 得られた中で最 も長いク ローンは約1100bpのcDNAイ ンサートを持ち, 1005bpのオープ

 ンリーディ ングフ レームの存在が確認された。 これは331アミノ酸残基よりなる分子量36,000

 のポリペプチ ドに相当するが, hybrid selected ce11-free 七ranslation実験では本酵素が分子量

 36,000の ものと して翻訳さ れることか ら全翻訳領域を含むcDNAのク ロー ンが得 られたことにな

 る。 また成熟酵素 は305のアミノ酸残基よりなる分子量33,000のポリペプチ ドであることを確認

 したので, 本酵素はN末端に分子量約3,000の延長ペプチ ドを持つ前駆体蛋白と して生合成される

 ことを証明 した。 さらに, ノーザングロッティ ング及びサザンブロッティ ングの結果, 本酵素に

 対す る遺伝子は1っであることが判明 した。 このことや, 免疫沈降反応の結果より, 1つ の遺伝

 子が両オルガネラに局在する酵素をコードしているものと考え られる。 これには, 両オルガネラ

 ヘのターゲッティ ング機構を検討する際に良い指標となるものである。

  以上のように, 本論文は, 2,4-dienoy1-CoA reductaseに関する数々 の新知見を含んでおり, 十

 分学位授与に値するものと考え られる。
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