
ペルオキシソームATPasesの発見とその性質および
生理機能

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-05

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/30562URL



  、、

 一札戸、、∴I㌔、・．’・，．

  ・．二．パ．・、1，1ぺ1一

、・
g！．．

     1：／

え

寸・

   ’｛’   ・、．メ 一

’・．．  ら ．；一・
  ・肩’。．一・
  ．8

く、。｝ ・㍗ ．ぺ二．’一”、プ．．〉一．．

              ．イ
デ！づ∵二」n㌻二’

］L @、辻．、ぺ＝一

’㌧1∵．’一べ、

＝、ジ．

 5  ユヘい一
一つ｛・・

 ．．、
・・P分べ二．

∴！，！一． や



博 士 論 文

ペルオキシソームATPasesの発見と

      その性質および生理機能

金沢大学大学院自然化学研究科

清水 栄



第1章序論
   1－1

   1－2

   1－3

   1－4

   1－5

   1－6

   1－7

   1－8

1－9

目  次

へ一ジ

ベルオキシソームとは？．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．。．．．．．．．．．．．．2

ペルオキシソームの形態．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．2

ペルオキシソームの起源（真核細胞の進化）．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．2

ペルオキシソーム形成（Biogenesis）．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．3

ペルオキシソームの誘導・増殖．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．3

ペルオキシソーム遺伝病．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．3

ペルオキシソームの生理機能．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．4

ペルオキシソーム膜における基質輸送（TranSpOrt）と

タンパク移送（1mport）のエネルギー共役機構（Bioenergetics）．．．．6

最近の展開．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．7

第2章ラット肝ペルオキシソーム調製とその＾TPase
   2－1 はじめに．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．15

   2－2 ラット肝ペルオキシソームの調製とATPase活性．．．．．．．．．．．．．．．．15

   2－3 クロフィフレート投与ラット肝ペルオキシソームATPaseの性質
      2－3－1至適pH．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿＿＿＿17

      2－3－2 阻害剤感受性【1】．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．17

      2－3－3 局在性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．17

      2－3－4 〃mイ画．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．18

      2－3－5 2価カチオン要求性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．18

      2－3－6 アニオンおよび1価カチオン要求性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．18

      2－3－7基質特異性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．。．．．．．．．．．．．．．．．．．18

      2－3－8 阻害剤感受性【2】．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．19

      2－3－9可溶化・ゲルろ過クロマトグラフィー．．．．．．．．．．．．．．．．．．．19

      2－3－1O ATPaseの部分精製．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．19

   2－4考察．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．20

第3章ペルオキシソームATPaseはPMP70ではない。
   3－1 はじめに．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．43

   3－2 ペルオキシソームATPaseとPMP70の比較

      3－2－1ペルオキシソームのproteinase K処理．＿＿＿＿＿＿．43

      3－2－2anti－PMP7019Gによる免疫沈降．．．．．．．．．．．．＿一一＿＿＿43

      3－2－3可溶化ペルオキシソームの未変性ポリアクリルアミド
         電気泳動．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44

      3－2－4ペルオキシソーム可溶化＾TPaseとPMP70の

         ゲルろ過クロマトグラフィー．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44

3－3 考察．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44

第4章ペルオキシソームPPaseの性質
   4－1 はじめに．．．．．．．．．。．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．52

   4－2 ペルオキシソームPPaseの検出およびクロフィフレート誘導．．．．．52

   4－3 ペルオキシソームPPaseの性質．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．53

   4－4考察．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．54

第5章 ペルオキシソームATPasesの生理機能
   5－1 はじめに．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．、．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．66

   5－2 acyl－CoA oxidase移送
      5－2－1温度依存性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．67

      5－2－2時間およびATP依存性．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．67

      5－2－3＾TPase阻害剤の影響．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．一．．．．．．．．．．．．．67

   5－3 HSA－SKLの培養CHO細胞ペルオキシソームヘの移送

      5－3－1蛍光抗体法によるCHO細胞ペルオキシソームの検出．．．．．．．．．68

      5－3－2マイクロインジェクション法によるHS＾一SKLの移送．．．．．．．．．69

      5－3－3＾TPase阻害剤の影響．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．69

   5－4考察．．．．．．．．．．．．．．。．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．69

第6章 まとめ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．84

第7章実験の部
   7－1 第2章の実験の部．．．．．．

   7－2 第3章の実験の部．．．．．．

   7－3 第4章の実験の部．．．．．．

   7－4 第5章の実験の部．．．．．．．

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．86

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．88

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．90

．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．91

REFERENCES．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．96

謝辞．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．一．．．．．．．．．．116



岡谷 語   覧

4P1s；f・urproteaseinhibitors（chymostatin，1eupeptin，antipain，
      pepstatinA）．

AOx；  acy1－CoA ox i dase－

Bicine；〃，〃一bis（2－hydroxyethyl）91ycine．

BPB；br㎝ophenolblue－
BS＾；  bov i ne serum a l bum i n．

CBB；  coomassie bri I1iant bl ue．

CCCP； carbony1cyanide一〃一。hloropheny1hydrazone－

C12Eg；P・ly・・y・thyl…9－1…y1・th・・一

Cl・lO；  ch i nese hamster ovary－

D㏄D；〃，〃’一dicyc1ohexylcarbodiimide．

DEHP；di（2－ethylhexyl）一Phthalate．

DHAP－AT；acyl－CoA1dihydroxyacetonephosphateacy1transferase．

D1DS；4，4’一diisothiocyanatostilbene－2，2㌧disulfonicacid．

DMSO； d imethyl sul foxide．

DTT；  d ith iothreitoI．

FBS；  feta1 bovi ne serum．

・一1－D；  I1yd ratase－dehyd rogenase－

HEPES；〃一（2－hydroxyethyl）Piperazine一〃㌧（2－ethanesulfonicacid）．

…G－CoA；3－hydroxy－3－methylglutary1－Co＾．

1・lSA；  human serum albumin．

HSA－SKL；SKLmotif－conjugatedhumanserumalbumin．

HSP；heatshockprotein．

MBS；”¶aleimidobenzoyl一〃一hydroxysu㏄inimideester

MES；2一（〃一morpho1ino）ethanesulfonicacid．

MOPS；3一（〃¶・・pholino）P・・panes・lf・・i… id．

NAGA；β一〃一acety1－D－91ucosaminidase．

NBD－C1；7－chloro－4－nitrobenzo－2－oxa－1，3－diazole．

NEM；  〃一ethylmaleimide．

NSF；  NEM－sens i t ive factor．

PAF；Peroxis㎝eassemblyfactor．

P＾GE；Polyac・yla㎜idegelelectrophoresis．

PAS；Peroxis㎝eassembly．

PBS（一）；Phosphate－bufferedsalinewithoutdivalentcations．

P㎝PS；ρ一。hlor㎝ercuripheny1sulfonicacid．

PMP70；70kD・p・…i・㎝・1・㎝b・…p・・t・i・．

PMP；Peroxisomalmembraneprotein．

and

PMSF；

PPAR；

PPase；

PP i；

PPRE；

PTS1；

PTS2；

RXR；

SCP－2；

SDS；

SMP；

SEH；

SVE；

SVEH；

STA；

TBT；

THCA；

TMAH；

TPBS；

phenylmethanesulfony1 fluoride．

peroxisome prol i ferator－activated receptor．

 inorgan ic pyrophosphatase．

inorgan ic pyrophosphate．

peroxisomepro1iferatorresponseelement．

peroxis㎝altargetingsigna11．

peroxisomaltargetingsigna12．

retinoidXreceptor．

stero1carrierprotein－2．
sod i um dodecy l su l fate－

submi tochondrial particles－

O．25Msucrose，0．1％（v／v）ethanol，5mMHEPES－KOHpH7．4．

O．25Msucrose，1mMEDT＾，O．1％（v／v）ethanol，PH7．4．

O．25Msucrose，1mMEDTA，O．1％（v／v）ethano1，5mMHEPES－KOHpH7．4－

silicotungsticacid－
tri bu1＝y1ti n－

3α，7α，12α一trihydroxy－5β一。holestanoic acid－

tetramethylammonium hydroxide・

ph・・phate－b・ff…dsali… ontaini・gO．05％（・／v）Tween20一



第1章 序  論

   生体を構成する細胞はその細胞質内に膜で区画化されたそれぞれ特有の

酵素を含むオルガネラを持ち、統制の取れた代謝を行うことにより恒常性維持

が保証されている、、このオルガネラは酵素など物質レベルと、より高度に組織

化された細胞レベルの中間に位置し、生命を物質レベルで解きあかす糸口でも

ある、、我々はこのオルガネラ膜を介する物質・タンパク輸送機構、更にその制

御機構、並びにそのダイナミックスの解明を目的として研究している。

   この細胞内オルガネラとして、遺伝情報をもつ核、エネルギー生産を行

うミトコンドリア、内部に多くの酸性加水分解酵素を含むリソソーム、タンパ

ク合成を行う粗面小胞体、外因性物質の酸化的代謝や脂質合成を行う滑面小胞

体、タンパクの翻訳後の修飾を行うゴルジ体、小胞輸送を担うエンドソーム・

分泌穎粒、細胞内タンパク分解を担うオートファゴゾームなどが存在する。こ

れら以外に、真核細胞に広くペルオキシソームが存在するが、本論文ではこの

ペルオキシソームについて第1章で概説すると共に、第2章以下に我々が発見

した〃一ethylmaleimide（NEM）感受性、非感受性2種のペルオキシソームATPases

（1，2）とPPase（3）について述べ、その機能について考察する。

   真核細胞の模式図をScheme1－1に示す。

Scheme1－1．P◎ssible panicipati◎n◎f ATPases in substrate
    and pr◎tein trans1◎cati◎n in rat liver per◎xis◎mes

                         1・1＋

       ・十ADP1   。鰐 ADP

評    、    F・・i・・

       ∩

⑳。凶、
      7、
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 L
◎

毛
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      ATPase ll

、、、、．、、、、7。？8．

 PaSe
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     γAT脇
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1．1 ペルオキシソームとは？
   1954年、Rhodinはマウス腎尿細管細胞質中に小顎粒を発見し、形態学的

にミクロボディー体と命名した。1965年、De Duveらはラット肝細胞中に、尿

酸オキシダーゼ、D一アミノ酸オキシダーゼおよびカタラーゼを含む新しいオル

ガネラを発見し、過酸化水素を生成する酸化酵素と、この有毒な過酸化水素を

分解するカタラーゼを含む単層の膜で囲まれたこの穎粒を機能的名称としてペ

ルオキシソームと呼、∫ミことを提唱した（4，5）、、すべての真核細胞に見られる細

胞内小器官（オルガネラ）の1種であり、細胞の種類によりサイズ、数および代

謝機能が異なる。発芽ゴマ種子中のミクロボディーはグリオキシル酸サイクル

の酵素も含まれることからグリオキシゾームと呼ばれる（6，7）。原虫トリパノ

ソーマのグリコソーム（8，9）も含めて一般的総称”ミクロボディー”と呼ばれ、

核、ミトコンドリア、小胞体、ゴルジ体および空胞系オルガネラ（分泌穎粒、

エンドソーム、リソソームなど）と区別されている。

1．2 ペルオキシソームの形態
   肝・腎臓細胞のペルオキシソームはO．5－1．0μmであり、ヒト皮膚上皮

細胞ではやや小さく0．05－O．2μmである（1O）。囑菌類肝ペルオキシソームには

主として尿酸オキシダーゼより成る特徴的結晶性コアー構造がみられる（11ジ

メタノール資化酵母においてはアルコールオキシダーゼをふくむ大きな構造体

が認められる（12）。ペルオキシソームは電顕により球状体として検出されるが、

連続切片による3次元観察によるとラット再生肝（13，14）、マウス肝（15）およ

び脂肪腺（16）では管状構造により互いを連結しているペルオキシソーム小胞体

と言うべき構造を取っている。また、カタラーゼやD一アミノ酸オキシダーゼ染

色によりヘテロなペルオキシソーム構造が示唆されている（17，18）、、

1．3 ペルオキシソームの起源（真核細胞の進化）

   1965年De Duveらは密度勾配遠心法による細胞分画法で新オルガネラと

して酸性ホスファターゼを含有するリソソームと同時に、尿酸オキシダーゼ、

D一アミノ酸オキシダーゼおよびカタラーゼを含むペルオキシソームの存在を生

化学的に証明した（4，5）。これだけではミトコンドリア以前の原始的呼吸鎖を

残した化石のオルガネラとして冷遇される運命にあったが、その後1976年に脂

肪酸のβ酸化系がLazarowとDe Duveにより発見され（19）、脂質代謝を主流とし

てペルオキシソームの機能を追求する研究が広がっていった。かくしてその発

見以来約30年を経て、ペルオキシソームは後述のように様々な生理的機能を

果たす事が示され、必須の細胞内オルガネラであることは疑いもない。ペルオ

キシソームの起源は・嫌気的前核細胞に原始的呼吸鎖（02→H202→ H20）

を持ったものが共生したものとDe Duveにより推定されている（20）。この様な

真核細胞の進化は証明すべくもないが、なぜペルオキシソームの酵素の多くが

前核細胞に存在しミトコンドリアに存在しないのか、ペルオキシソームが必須

のオルガネラとしてミトコンドリアと共に生き残ったのか興味の尽きないとこ

ろである、、

1．4 ペルオキシソーム形成（Biogenesis）

   ペルオキシソームは現存のオルガネラが成長・分裂して生成すると言わ

れている（21－23）、ペルオキシソームにはDNAは含まれておらず（24）ペルオ

キシソームタンパクは核にコードされており、細胞質中のフリーポリソーム上

で合成され（25－27）、小胞体から出芽・分裂して生ずると推定されている現存

ペルオキシソームに翻訳後移送される（28）。大部分のペルオキシソームタンパ

クはマチュアーサイズで合成され移送に伴う分解を受けない。ペルオキシソー

ム局在性のチオラーゼ（29－31）、アシルCoAオキシダーゼ（31，32）、非特異的

sterol carrier protein－2（SCP－2）（33，34）は移送後ミトコンドリアにおける

タンパクと同様、タンパク分解を受ける、、このうちアシルCoAオキシダーゼは

分解産物とのオリゴメリック複合体として機能する。チオラーゼおよびSCP－2

は分解によりマチュアー型となる。

1．5 ペルオキシソーム誘導・増殖

   高脂血症治療薬、プラスチック可塑剤、高脂肪食により囑菌類動物にお

いてペルオキシソームが誘導・増殖することが認められている。脂肪酸酸化系

酵素などは1O数倍にのぼるとされている（35－37）。メタノール、炭化水素、

脂肪酸を炭素源として利用できる酵母でもペルオキシソームの顕著な増殖が観

察される（38）。プラスチック可塑剤のジエチルヘキシルフタル酸（DEHP）はペル

オキシソーム誘導の結果、過酸化水素など酸素ストレスの上昇により8一オキ

シグアニンを生成することが確認され、直接遺伝物質を攻撃しない発ガン機構

が考えられている（39）。

1．6 ペルオキシソーム遺伝病

   ヒトにおいてペルオキシソーム欠損あるいはその機能障害を持つ遺伝性

疾患が知られており3群に分類されている（40，41）。A群にはペルオキシソー

ム欠損症であるZe11weger（cerebro－hepato－renal）症が知られており、本症の

患者は生後数ヶ月で死亡する。ペルオキシソームはその膜構造体（ペルオキシ

ソーム ゴースト）として存在し（42，43）、カタラーゼなどの内在性酵素を含

まずカタラーゼは細胞質に存在する（44）か、もしくは分解され（45，46）、正常

なペルオキシソームが形成されない疾患である。さらに最近、ヒトペルオキシ

ソーム欠損症の相補性群解析が日本、アメリカ、オランダにおいてなされ、か

つそれら相互のおよびCHO変異細胞との相補性が明らかにされた。B群はペル

オキシソームは存在するが複数のペルオキシソーム酵素の欠損症であり、C群

一2一 一3一



は単一酵素の欠損症であり、極長鎖脂肪酸リガーゼ欠損のX－1inked

adreno1eukodystrophy症（47）、アシルCoAオキシダーゼ欠損症、チオラーゼ欠

損症、アカタラセミア（48）などが知られている。Ze11weger症は多くの器官に

著しい奇形を随伴しており、そのことはペルオキシソームが器官の発達に重要

な役割を演じていることを示唆する。神経細胞移動とガイドワイヤの役割をす

るradial g1iaの関係において、グリアは神経細胞よりペルオキシソームを多

く含み、成熟脳より発達中の脳により豊富に存在する。ペルオキシソームの器

官形成への関与、神経細胞移動障害の機構、脳成熟過程などの解明が待たれる。

1．7 ペルオキシソームの生理機能

   ペルオキシソームは様々な代謝経路を触媒する40種以上のマトリック

ス酵素を含んでいる。即ち、極長鎖脂肪酸β一酸化系、胆汁酸やプラズマロー

ゲンの生合成などである（Table1－1）。以下にその例を示す。

1．7．1脂肪酸β一酸化系

   LazarowとDe Duveによりラット肝ペルオキシソームにミトコンドリアの

系とは異なる脂肪酸β一酸化系が存在することが示された（19，49）。ヒトペル

オキシソーム異常症において極長鎖脂肪酸蓄積がみられる。この事はペルオキ

シソーム脂肪酸β一酸化系の基質特異性がミトコンドリアに比較して極長鎖脂

肪酸に高いこと（50）と一致する。従ってミトコンドリアβ一酸化系は比較的低

級脂肪酸を酸化しエネルギー生成に寄与していると推定される。一方、ペルオ

キシソームにおいては電子伝達系や酸化的リン酸化系が存在せず、長鎖あるい

は極長鎖脂肪酸を低級脂肪酸にまで酸化分解し、ミトコンドリアに送るものと

考えられる（51，52）。その反応様式の特徴は第1段階の脱水素反応がacy1－Co＾

dehydrogenaseではなくacyl－CoA oxidaseで触媒される点である∩本酵素はブ

ラボタンパクであり、還元当量を直接分子状酸素にわたし過酸化水素を生ずる。

次の水付加、脱水素反応は78kDaのbifunctiona1enzyme（二頭酵素；現在は

enoy1－Co＾is㎝erase活性も見出され三頭酵素と呼ばれている）により触媒され

る、最後にチオラーゼによる分解反応により炭素2個短いacy1－Co＾とacety1－

CoAを生じ、1サイクルを終える。

   脂肪酸のCo＾誘導体への変換はペルオキシソーム膜ペリプラズム表面上

の長鎖脂肪酸リガーゼ（53，54）とペルオキシソーム膜マトリックス側の極長鎖

脂肪酸リガーゼ（55，56）の2種が知られているが、カルニチン依存性はなく、

その詳細な輸送機構は明かではない（エネルギー依存性については1．8に後

述）。ペルオキシソーム膜は分子量約800以下の低分子化合物に対し透過性であ

り（57）、このことによりペルオキシソーム調製時sucroseあるいはNycodenz密

度勾配遠心法で高密度画分にペルオキシソームのみが沈降するものと考えられ

ている。
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1．7．2胆汁酸代謝

   3α，7α，12α一trihydroxy－5β一。ho1estanoic acid（THCA）、3α，7α一

dihydroxy－5β一。ho1estanoic acid（DHCA）は小胞体上のCoA l igaseにより活性

化された後（58，59）、ペルオキシソーム局在性THCA－Co＾oxidaseによりコール

酸誘導体へ変換（β一酸化）される（60－62）、タウリンあるいはグリシン抱合反応

もペルオキシソームにおいて行われる（63，64）、脂肪酸β一酸化系酵素（2頭酵

素あるいはチオラーゼ）欠損症においてTHCA蓄積が認められることから同酵素

も胆汁酸代謝に関わるものと推定される。

1．7．3 その他の代謝物の酸化

   不飽和脂肪酸（65）、ジカルボン酸（66）の代謝に関わる酵素もペルオキシ

ソームに見いだされている。フィタン酸分解物のプリスタン酸も存在する（67，

68）、外因性生体異物（xenobiotics）のアシル側鎖のβ一酸化による分解も知ら

れている（69）、プロスタグランジンF2α、E2、ロイコトリエンのβ一酸化もペ

ルオキシソーム内で行われる（70－72）。3α，7α，12α一trihydroxy－5β一

。ho1estaneを。ho1estane tetro1にω一酸化する活性もペルオキシソームに見出

されている（73）。L一リシンの中間代謝物のピペコリン酸の増加がZe11weger症

の血漿と尿で認められ、ピペコリン酸酸化酵素の細胞内局在は種特異的であり、

ラットやウサギではミトコンドリア、ヒトなど霊長類ではペルオキシソームで

あることが明らかにされている（74，75）。

1．7．4 コレステロール生合成

   コレステロール生合成は少なくとも25段階の酵素反応により生合成さ

れる、3－hydroxy－3－methylglutaryl－Co＾（HMG－Co＾）はacetyl－Co＾と

acetoacetyl－CoAより細胞質で合成されると考えられているが、ペルオキシソ

ームチオラーゼによってもacetoacety1－Co＾は合成される（76）。メバロン酸を

生成するHMG－CoA還元酵素はコレステロール生合成の律速酵素であり、ラット

肝細胞の小胞体膜とペルオキシソームマトリックスに存在する（77，78）。SCP－

2はコレステロール合成や脂質の細胞内輸送に機能すると考えられており、ラ

ット肝細胞の細胞質と共にペルオキシソームにも見いだされていること（79，

80）から、ペルオキシソームがコレステロール生合成に重要に関わっている可

能性が考えられる。

1．7．5 工一デルリン脂質生合成

   工一デルリン脂質であるプラズマローゲン（1－O－a1k－1㌧eny1－2－

acy1phosphoglycerides）は神経ミエリン鞘の80％以上を構成している。この生

合成の初発酵素はacyl－CoAldihydroxyacetone phosphate acy1transferase

（DH＾P－AT）であり、ペルオキシソーム膜タンパクでマトリックス側に触媒部位
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を持つ酵素である（81，82）、alky1－dihydroxyacetone phosphate synthaseは

アシル基と長鎖アルコール交換反応を触媒し、ペルオキシソーム膜に局在する

（83）。alkyl／acy1dihydroxyacetone phosphate oxidoreductaseは小胞体（30

％）とペルオキシソーム膜細胞質側（70％）に存在する（84）．以後、プラズマロー

ゲンは小胞体で合成される。この工一デルリン脂質の生理的役割はラジカル・

スカベンジャーとして酸素ストレスからの保護（85，86）や、アラキドン酸の貯

蔵（87）や、血小板活性化因子（88）などが考えられ、またZe11weger症において

プラズマローゲンの極度の減少が知られていることより神経系の発達に重要に

関わっているものと推定される一

1．8 ペルオキシソーム膜における基質輸送（Transport）とタンパク移送

（1mport）のエネルギー共役機構（Bioenergetics）

   我々はペルオキシソーム膜上にNEM感受性および非感受性の少なくとも

2種のATPasesが存在することを明らかにした（1，2）。一方、70kDaペルオキシ

ソーム主要膜タンパク（70kDa peroxisomal membrane protein；PMP70）の。DNA

クローニングの結果よりATP結合ドメインを持つことが明らかにされた（89）が、

＾TPase活性を持つかどうかは解明されていない、我々はペルオキシソームの2

種の＾TPasesがいずれもこのPMP70に依らないものであることも明らかにした

（2）。以下に記すように基質輸送あるいはタンパク移送におけるエネルギー依

存性が報告されているが、その機構はまったく解明されておらず、我々の発見

したATPasesが関与するのかどうか、その解明が期待される．

1．8．1基質輸送

   単離あるいはホモジネート中のペルオキシソームはDe Duveらによるそ

の発見の当初からSuCroSeなど低分子に対し非特異的に透過性であることが示

唆されていた。さらにD－amino acid oxidase，L一α一hydroxyacid oxidase，

urate oxidaseについてそのペルオキシソーム構造関連潜在性（structure－

l inked1atency）が低く、ペルオキシソーム内在性の酵素の基質透過性が指摘

されている（90，91）。この事は22kDaペルオキシソーム真在住膜タンパクのリ

ポソーム再構成系あるいは脂質単分子膜系において分子量約800以下の低分子

（sucrose，ATP，N＾D＋、CoA）が透過性であることと一致する（57，92）、、即ち、

核膜やミトコンドリア外膜と同様ポア構造（直径1．5－3㎜）を形成していると

推定される。これに反し、ラット肝ホモジネートあるいは軽ミトコンドリア画

分（λフラクション）（93，94）において、あるいはジギトニン処理による

permeabi l ized細胞（95）において、acyl－CoA oxidaseやDH＾P－AT活性がATPによ

り活性化をうけることが報告されている、，従って、acy1－Co＾の様な比較的高分

子量のものの透過性については更に検討が必要であり、また基質輸送における

単離ペルオキシソームの無傷性（intaCtneSS）や細胞質因子の関わりなど解明さ

れなければならない、

1．8．2 タンパク移送

   ミトコンドリアあるいは小胞体に於けるタンパク移送機構研究は多いが、

ペルオキシソームについては少なく、1ηyけroでのタンパク移送系はacyl－CoA

oxidaseについて（96）のみ報告されているだけであり、その詳細な機構は不明

である、、ペルオキシソームタンパクの移送機構についてシグナルおよびエネル

ギー依存性が知られており、少なくとも3種の機構の存在が推定できる、、第一

に、acyl－CoA oxidaseや多くのペルオキシソームタンパクのターゲッティング

シグナルとしてC一末端トリペプチド（Ser／A1a／Cys－Lys／Arg／His－Leu）配列が

同定され、動物細胞の他、植物、昆虫、酵母などにおいて高度に保存されてい

る事が判明した（97－102）。このSKL－motifはperoxisomal targeting signa11

（PTS1）と呼ばれている。カタラーゼ移送にはアンボールディンクが必要であり、

細胞質heat shock protein（HSP）の関与が示唆されている（103）。また、四量

体へのアッセンブリー後ペルオキシソームヘの移送が行われる可能性も示され

た（104）、第二に、チオラーゼについてN一末端的26残基が分解除去されるシ

グナルとして働いている（105－108）。このN一末端シグナル配列はPTS2と呼ば

れ、sterol carrier protein－2においても見られる、第三に、ペルオキシソー

ム膜タンパクについてはこのようなシグナルは同定されていないが、アッセン

ブルとインテグレーションの2段階が推定されている（109）。また、Ze11weger

症fibrob1astに1uciferaseあるいはSKL－a1buminをマイクロインジェクション

するとペルオキシソームに移送されないことより、本症がタンパク移送機構欠

損症であろうと推定されている（11O）［Tab1e1－21。

1．9 最近の展開
   最近、8a㏄〃ar㎝γCeS㏄rθ市1∂θ、〃C〃∂ρ∂StOr18、γ∂rr0〃1∂

〃ρoノγ打C∂、〃∂ηSθη〃∂ρo’〃。rρわ∂等のペルオキシソーム欠損酵母を用いた遺

伝子工学による研究が盛んに行われている。3．Cerθγ151aθペルオキシソーム

欠損株の解析から〃一ethylma1eimide－sensitive factor（NSF）などと相同性のあ

るATP結合サイトを持つ11OkDaの可溶性タンパクPAS1（111，112）、ubiquitin

con」ugating protein（UBC1O）と相同性の高いPAS2（113）、48KDaペルオキシソ

ーム真在住膜タンパクPAS3（114）、P＾S1と相同性が高く、ATP結合ドメインを持

ちかつその推定アミノ酸配列中にニカ所の膜貫通ドメインを持つと推定された

PAS8（115）、上述のPTS1receptorと推定されるSKL配列結合性のP＾S10（116）お

よびPTS2receptorと推定されるPAS7（117）、PEB1（118）がペルオキシソームア

ッセンブル必須因子として同定された。また、λρ∂StOr78変異株の研究から

それぞれ上記因子に対応するPAS1，P＾S4，PAS2，PER3，P＾S5，P＾S8（119－124）

が、ヅ岬・1州・∂からPAY4，PAY2（125，126）が、κρ・吻・・帥∂からPER1・

PER8が得られている（127，128）。W．H．KunauらはSEC18，NSFなどと相同性の
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高い1連の可溶性＾TP結合タンパク（P＾S1，PAS5，P＾Y4など）を＾＾＾一protein

fami1y（＾Tpases associated with diversecellu1ar activities）と呼ぶこと

を提唱している（129）、

   一方、動物細胞においては、chinese hamster ovary（CHO）変異細胞（Z65）

の解析により35kDaペルオキシソーム膜タンパクP＾F1が同定されている（130，

131）。このP＾F1cDNAをZel lweger症fibrob1astにトランスフェクトすると正常

ペルオキシソームが出現することも確認され、さらにZe11weger症において

PAF1遺伝子のコドン119（C G A；A r g）がストップコドン（T G A）へ点突

然変異していることが明らかにされた（132）。また、同じくCHO変異細胞（ZP92）

からはPAS1と相同性の高いP＾F2も発見されている（133）。また、ヒト。DN＾から

SKL配列リセプターと推定されているP＾S8同族体であるPXR1がクローニングさ

れ、HepG2細胞ペルオキシソーム膜上にその存在が証明された（134，135）（rこ

れら因子がタンパク移送機構上、リセプターあるいはマシナリーとして他の膜

タンパクと共にいかに働いているのか興味ある問題である。70kDaペルオキシ

ソーム主要膜タンパク（PMP70）もラットおよびヒトの。DNAがクローニングされ

互いに高い相同性が示され、多剤耐性因子のP－glycoproteinと相同性の高い

ATP結合ドメインをもつこと、6ヶ所の膜貫通領域を持ち細胞質側に＾TP結合部

位が存在し、P－glycoproteinの半分に相当する3次元構造をとると推定されて

いる（89，136）。Ze11weger症の一つの相補性群からこのPMP70の遺伝子の変異

が見いだされている（137）。さらに、very long chain fatty acyl－Co＾l igase

欠損症と考えられていたX－l inked adrenoleukodystrophy患者でこのPMP70と相

同性の高いPMP75（ALD protein）が変異因子と同定され、1igase欠損ではなく基

質輸送能異常症あるいはl igase移送異常症と推定されるようになった（138）。

これらPMP70およびPMP75がホモあるいはヘテロ2量体としてペルオキシソーム

膜上で機能すると推定される。さらに、細胞質HSPがタンパク移送に必要であ

り、ペルオキシソーム膜にも存在し、ペルオキシソーム増殖薬により誘導され

ることが示された（139）。ラット再生肝より68kDaのペルオキシソーム膜タンパ

クも発見されており、ヘテロなペルオキシソームの存在が示唆されている（140）、、

これらの知見からタンパク移送機構のみならず基質輸送機構においてもこの

PMP70同族体がいかに関与するのか、エネルギー共役機構の観点からも非常に

興味ある問題である。

   以上の酵母ペルオキシソーム欠損因子あるいはヒト遺伝病に関する諸知

見をTab1e1－3とScheme1－2にまとめて示した。

   ペルオキシソームタンパク誘導機構に関しては、分子量約50kDaのZinc

finger motifを持つperoxis㎝e proliferator－activated receptor（PP＾R）が同

定され（141，142）、retinoid X receptor一α（RXRα）とヘテロ2量体を形成し、

perOxis㎝e prol iferator response element（PPRE）に結合し、アシルCo＾オキ

シダーゼなどの転写活性を促進すると考えられている（143）。また、クロフィ

フレートなどのペルオキシソーム増殖薬結合性タンパクとして細胞質の

一8一

140kDa（70kDaホモ2量体、HSP同族体）蛋白も同定され（144）、先のPPARと複合

体を形成することも示された（145）、、また、ペルオキシソーム増殖薬により誘

導されるP－4501VA1により、1ong chain fatty acidのω一酸化により生成する

10ng chain dicarboxy1ic acidがPPARの内因性リガンドとして推定された

（146）［Sch㎝e1－31、、

   一方、エンドサイトーシス、エキソサイトーシスを担うCentral

VaCuolar SyStem（小胞体、ゴルジ体、リソソーム、エンドソームなど）の融合・

分裂に機能していると推定されている低分子量GTP結合タンパクがペルオキシ

ソーム膜上にも、29，27，25kDaの3種が見いだされた（147）。また、PxFと命

名された229アミノ酸残基からなり、C末端にCys－Leu－11e－Met（CAAX）配列を持

ち・ファルネシル化（C15）を受け・CH0細胞ペルオキシソーム膜上にその存在が

示された低分子量GTP結合タンパクも発見された（148）リこれらのGタンパクが

ペルオキシソーム増殖時の分裂に関わる可能性が考えられる。

   以上、ペルオキシソームタンパクの転写調節・誘導増殖機構の生理的制

御機構ならびにペルオキシソーム形成（Biogenesis）、ペルオキシソームタンパ

ク分子集合（Assemb1y）の解明は今その緒についたところと言えよう、最後に最

近の総説（149－155）を引用しておく。
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Table1－1．ペルオキシソームの生理機能と関連酵素
Table1－2．Targeting signals of some peroxisomal enzymes．

1．原始呼吸

  H202生成酸化酵素・カタラ’ゼ

2．脂肪酸のβ一酸化

   アシルーCoAオキシダーゼ、三頭酵素

   3一ケトアシルーCoAチオラーゼ

3．プラスマローゲン型工一デルリン脂質の生合成

   ジヒドロキシアセトンリン酸 アシルトランスフェラーゼ

   アルキルージヒドロキシアセトンリン酸シンテターゼ

4．アミノ基転移反応および酸化反応

   アラニン：グリオキシル酸アミノトランスフェラーゼ

   （別名セリン：ピルビン酸アミノトランスフェラーゼ）

   D一アミノ酸オキシダーゼ

5．プリンの代謝

   尿酸オキシダーゼ

6．ポリアミンの代謝

7．胆汁酸の合成（コレステロールの代謝）

8．ピペコール酸の代謝

9．フィタン酸の代謝

Enzyme          Subunit（kDa） Amino acids Targeting signal

Cata1ase              60      526

Acyl－CoA oxidase

Hydratase－Dehydrogenase
Thiolase

75     661

79     722

41     398

D－Amino acid oxidase      39      347

Stero1carrier protein－2       13       143

PTS1；Ser－His－Leu（518）

PTS1；Ser－Lys－Leu（661）

PTS1；Ser－Lys－Leu（722）

PTS2；cleavable26or36
   a．a．（N－terminal）

PTS1；Ser－Arg－Leu（347）

PTS2

一10一
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Scheme1－3．Biogenesis and induction of peroxisomes

  Peroxisome proliferator

   ↓

 r－Cl・fib・・t・bi・di・gPr・t・i・［・炉…■i・140kD・（HSP72h・m・dim・「）】

 I ↓     （ホスフォリパーゼCの関与、特定タンパクのリン酸化）

 I P－4501VA1induction
 l r
 1  ◇

 l Di…b・・yli…id

 ■ ↓

 l Peroxisome proliferator activated receptor（PPARα）

 1    【50kDa having zinc finger motif】

 L今↓←R・ti・・idX・…pt・・（RXRα）←9一・1・一r・ti・・i…id

   Heterodimer

   ↓

   Peroxisome proliferator responce element（PPRE）

   ↓

  Acy1－CoAoxidaseinduction（enhancementofmRNAtranscription）

   ↓ a）Down－regulation of endop1asmic protein，BiP／GRP78

     1ncreaseof EF2and its phosphory1ation

   ↓ b）PAS1，PAS5and PAY4（cytoso1ic ATP－binding protein），PAS2and

     PAS4（ubiquitin－conjugating protein），PAS2，PAS3，PER3，PER8and PAY2

     （membrane protein），PAS8and PAS10（TPR family；PTS1binding protein），

     PAS7and PEB1（WD repeat family；PTS2binding protein），and

     PER1（matrix protein）in yeast

   ↓ c）PAF1，PMP70（Zellweger syndrome），PMP75（X－linked

     adrenoleukodystrophy），PMP68（regenerating1iver）and

     PXR1（TPR fami1y）in mammalia

   ↓

   Peroxisome proliferation（assembly）

   ↓

   Hepatomegaly，hepatocarcinogenesis

2－1

第2章ラット月予ペルオキシソーム調製とそのATPase活性

はじめに

   細胞内はミトコンドリアにおいて電子伝達系と酸化的リン酸化でADPと

無機リンからATPを生成する一方、各種ATPaseによって得られる＾TP加水分解エ

ネルギーを用いて物質の同化、輸送、運動など恒常性維持・生命活動（エネル

ギー代謝）を行っている。Pedersenらは細胞内ATPaseを以下のように分類・定

義している（156）、、F－type ATPaseは＾TP合成酵素としてミトコンドリア内膜上

に存在し、膜貫通ドメインのFO部分とミトコンドリアマトリックス側の膜表在

性ドメインのF1部分からなるオリゴメリック複合体を形成している。P－tyρe

ATPaseはヘテロダイマー構造であり、その反応サイクルの中でリン酸化中間体

を経るATPaseであり、Na＋，K＋一＾TPaseなどがある。V－type＾TPaseは内部が酸性

のオルガネラ（リソソームなど）の膜上に存在し、その構造はF－typeと類似のVO，

V1ドメイン（細胞質側に配向している）からなり、＾TP加水分解エネルギーを用

いてH＋を輸送しオルガネラ内部の酸性化に寄与している。C－typeとは筋収縮に

機能するmyosinを指す。M－typeは細胞膜上に存在するmultidrug resistant P－

glycoproteinを非旨し、ATP－binding cassette transporter、＾BC transporter

あるいはtraffic＾TPaseとも呼ばれ、単量体膜真在性蛋白であり、単一ポリペ

プチド鎖内に十ニカ所の膜貫通領域とニカ所の＾TP結合領域を持ち、薬剤排出

などに機能すると考えられている。E－typeとはecto一＾TPaseを指し、細胞膜外

側に表在する。H－typeは細胞質内に存在するheat shock proteinなどを指し、

チャペロン（蛋白安定化因子）としてや、たんぱく分子のホールディングやアン

ボールディンクに機能していると考えられている（Scheme2－1）。

   ペルオキシソーム膜を介する基質輸送とペルオキシソーム内への酵素蛋

白の移送の詳細は明らかにされてはいない。ペルオキシソームにATPaseが存在

するという報告は正常およびシプロフィフレート投与ラット月刊こ関しなされて

いる（157－160）。我々はラット肝より分画遠心とNycodenz密度勾配遠心法によ

り高純度ペルオキシソームを得、その膜上に〃一ethyl㎜a1eimide（NEM）感受性、

非感受性の2種の＾TPasesを発見した。これらはクロフィフレートにより誘導

され、すくなくともNEM感受性ATPaseはproteinase K処理で失活する事から膜

表在性触媒中心を持つと推定された。以下にその性質と構造に関し検言立して得

られた結果について記す。

2－2 ラット肝ペルオキシソームの調製とATPase活性

正常およびクロフィフレート誘導ラット肝より得られる軽ミトコンドリ
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ア分画を今中らの方法（96）をスイングローターを用いるなど、一部改変した

Nycodenz密度勾配遠心法により純度の高いペルオキシソームを調製した、二、各種

マーカー酵素の分布をFig．2－1に示した。カタラーゼの分布よりペルオキシソ

ームは密度勾配媒体を取り込み他のオルガネラより比重が大きくなり、より密

度の高いボトムに近い部分に分布している。一方、ミトコンドリア

（cytochrome coxidase）、ミクロソーム（esterase）、ライソゾーム（β一〃一

acetyl－D－glucosaminidase，N＾GA）はペルオキシソームより密度の低いトップ

に近い部分に存在していることが削る。

   正常ラット肝の場合、大部分の＾TPase活性はペルオキシソーム以外のオ

ルガネラの存在する低密度フラクションに存在し、その50％以上がオリゴマイ

シン感受性であることより主としてミトコンドリアF－typeATPaseによるもの

と考えられる。オリゴマイシン非感受性＾TPaseはリソソームなどのV－type

ATPaseあるいはミクロソームなどのP－type＾TPaseの存在を示すものであろう

と考えられる。一方、ペルオキシソーム画分の＾TPase活性は全体のO．14％、そ

の比活性は1．90±O．36munits／mg protein（Fr．7）と小さく、またその47％が

オリゴマイシン非感受性であるにすぎず、その分布もショルダーを示すのみで

ある。しかし、フラクション3からカタラーゼのピークを示すフラクション7

（arrow head）までのオリゴマイシン非感受性＾TPaseの比活性やカタラーゼ活性

に対する比は一定であることよりこのオリゴマイシン非感受性ATPaseはペルオ

キシソームに存在することが示唆される。

   これに対し、O．5％クロフィフレート含有粉末飼料を2週間経口投与し、

ペルオキシソームを誘導したラット肝の場合、ATPase活性は明確な2ピークを

示し、5．15±O．71munits／㎎protein（Fr．5）の比活性であり、全＾TPase活性

の1－6％また。1ig㎝ycin非感受性＾TPase活性の4．2％がペルオキシソームの分画

（Fr－4－6）に存在し、re1ative concentrationはそれぞれO．44とO．93であった、、

また・ペルオキシソーム分画の。l igomycin非感受性＾TPase活性はクロフィフレ

ート投与により、全活性は約17倍に、比活性は約4．4倍に増加した。一方、カ

タラーゼ活性は約2倍に増加した。

   さらに・ここで得られたペルオキシソーム画分を再度Nycodenz密度勾配

遠心法により分画を行うとその大部分が高密度のペルオキシソーム画分に回収

することが出来た（第4章）。

   以上の結果より、〈1＞＾TPase活性はペルオキシソーム増殖薬で誘導さ

れる・〈2＞誘導ペルオキシソーム画分の＾TPase活性はピークを示す。＜3＞

F・type＾TPase阻害剤の。l ig㎝ycinに耐性であること、再遠心でペルオキシソ

ーム画分に回収されることより、ミトコンドリアなどの混入によるものではな

い・従って・ペルオキシソームにATPaseが存在することが強く示唆された。

2－3 クロフィフレート投与ラット肝ペルオキシソーム＾TPaseの性質

2－3－1至適pH

   ペルオキシソーム画分の。l ig㎝ycin－resistant＾TPaseの至適pHは7．5で

あり、いかなるpHにおいてもMg2＋要求性であった（Fig．2－2）。

2－3－2阻害剤感受性【1】

   上述のようにペルオキシソーム＾TPaseは。l ig㎝ycin耐性であったが、同

じくF－type ATPase阻害剤のsodium azideに対しても耐性であり、さらにV－

type ATPase阻害剤のbafi lomycin＾1に対しても耐性であった（Fig．2－3）（。ま

た、p－type ATPase阻害剤のvanadateや、p－type＾TPaseの1種であるNa＋，K＋一

ATPase阻害剤の。uabainに対しても耐性であった。この事は前節に記したよう

にペルオキシソーム画分の＾TPase活性がミトコンドリアのみならず、リソソー

ムあるいはミクロソームの混入でもないことを示唆するものである。

   SH試薬の〃一ethy1maleimide（NEM）は1O～1OOμMの低濃度で66％の＾TPase

活性を阻害した、この阻害効果は4mMの高濃度を用いても変化無く、一定であ

った、さらに、同じくSH試薬の7－chloro－4－nitrobenzo－2－oxa－1，3－diazo1e

（NBD－Cl）についても25μM～O．2mMで同様のことが認められ、ρ一。hloro－

mercuribenzoic acid（P㎝B）やρ一。hlor㎝ercuripheny1sulfonic acid（P㎝PS）

についても同様であり、かつNEMとの相加性は認められなかった。この事は、

ペルオキシソームATPaseがNEM感受性、非感受性の少なくとも2種存在するこ

と推定される、

   より詳細な阻害剤感受性のF－type＾TPaseとの比較については後述する。

2－3－3局在性

   ペルオキシソームを低張処理後、遠心操作により、34．1％の蛋白が遊離

する条件下、＾TPase活性はほとんど（2．O％以下）遊離しない。さらに、高濃度

（O．5M）NaC1存在下超音波処理を行っても、14．3％の＾TPase活性が遊離するの

みであった。この時、蛋白は83％、ペルオキシソームマトリックス酵素のカタ

ラーゼ活性は76％が遊離した。従って、ペルオキシソーム＾TPaseは膜蛋白であ

ると推定できる、

   ペルオキシソームを0℃、proteinase K処理する（Fig．2－4）と、最初の

10分で＾TPase活性の50％が消失し、その後徐々にではあるが60分で約60％が失

活する、、この時残存する＾TPase活性の大部分（約83％）が1mM NEMに非感受性で

あった、、これらのことから少なくともペルオキシソーム＾TPaseは

NEM（proteinase K）感受性、およびNEM（proteinase K）非感受性の2種類が推定

され、前者はペルオキシソームの細胞質側の表在性であり、後者はペルオキシ

ソームマトリックス側か、もしくは膜真存性でありproteinase Kの作用を受け

ないような膜に埋もれた構造を取っている可能性が考えられる。
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2－3－4κ㎜値

   NEM感受性、非感受性雨ATPaseの基質ATPに対するκm値をDamping Gauss－

Newton non－1inear least－squares法により求めたところ（Fig．2－5）、それぞ

れ780±170および73±7μMと言う値が得られた。また・それぞれ5およぴO・5

，M ATP存在下、Mg2＋の〃m値は1．8±O．4および0－13±O－04mMと・ATPに対する“m

値のほぼ2倍の値が得られた。また、両＾TPaseの至適pHは共に中性付近であり・

有意の違いは認められなかったしr

2－3－52価カチオン要求性

   NEM感受性＾TPaseの2価カチオン要求性はMg2＋、Mn2＋、Ca2＋（それぞれ5

、。）で、その相対的活性は100：54：65であった。その他の2価カチオン（・・2＋、

Ni2＋、Cd2＋、Zn2＋、Cu2＋およびF，2＋）はいずれも17％以下であり、かつMg2＋依

                               2＋存性活性を阻害した（Fig．2－6）。これに対し、NEM非感受性ATPaseはMg ，

M，2＋、Ca2＋（100170：73）のみならず、Co2＋、Ni2＋、Zn2＋（40－50％）、Cd2＋、

Cu2＋（約20％）でも活性を示し、Fe2＋・Cd2＋、Cu2＋はMg2＋依存性活性を阻害した

（Fig．2－6）。

2－3－6アニオンおよび1価カチオン要求性

   NEM感受性＾TPaseのアニオン要求性（いずれもO・1M）はCl一・Br．・N03・お

よび・・rで2～・倍の活性化が見られ、・・。2・、・・。2‘でやや活性化され・r・・一

では阻害が見られた（Fig．2－7A）。一方、NEM非感受性ATPaseは上記アニオンの

ほとんどが影響無く、F一、SCN一のみが強くその活性を阻害した。、特異的1価カ

チオンの要求性は両＾TPase共に認められなかった（Fig．2－7B）。ただ、NEM感受

性ATPaseはNa＋やK＋で約2倍に活性化されたが、それらの相加性は見られないこ

とからもNa＋，K＋一ATPaseの存在は考えられず、ouabain耐性であることと一致す

る。

2－3－7基質特異性

   ペルオキシソームNEM感受性＾TPaseの基質特異性は、1TP（120％）、

ATP（100％）、その他のヌクレオチド（CTP、∪TP，GTP）は30－60％であった（Fig．

2－8）。＾DPや州Pには作用せず、ADPは＾TP加水分解をやや阻害した。一方、NEM

非感受性＾TPaseはすべてのヌクレオチドを同程度に（92－154％）加水分解した。

両活性ともにρ一nitrophenyl phosphateを用いて活性を測定しても、＾TPの3％

以下の活性を示すのみでphosphatase活性によるものではないと示唆された。

2－3－8阻害剤感受性【2】

   ペルオキシソーム＾TPaseは前述の如く、F－type＾TPase阻害剤の

。1igomycinに耐性である（EtOH濃度1％以下）∩しかし、15％EtOH存在下

。l igomycinと30℃、5分間pre－incubation後、ATPase assay mixtureを4倍容加

え、EtOH終濃度3％として活性測定を行うと、部分阻害を受けるようになった

（Fig．2－9）、このことは、Z．＾．Ma1ikらの報告（160）と一致している。しかし、

同様の条件下でF1domain（触媒部位）特異的阻害剤efrapeptinやV－type

ATPase阻害剤のbafi l㎝ycin＾1ではこの様な現象は認められなかった・

   そこでF－typeあるいはV－type＾TPase阻害剤として知られている〃，〃㌧

di・y・1・h・・yl…b・dii・id・（DCCD）、4，4’一dii・・thi・・y…t・・tilb…一2・2’一

di。。lf。。i。。。id（DlDS）、7一・hl…一4一・it・・b…一2一…一1，3－di…1・（NBD－Cl）、

tributyltin（TBT）、quercetin，si1icotungstic acid（ST＾）のペルオキシソー

ム＾TPaseに対する阻害効果をミトコンドリア＾TPase（submitochondrial

partic1es；SMP）と比較検討した（Fig－2－1O）。NEM感受性＾TPaseはD㏄D，ST＾に

より部分阻害を受けるが、D1DS，NBD－C1，TBTおよびquercetinにより完全阻害

を受けた、、一方、NEM非感受性ATPaseはSTAにのみ感受性を示した。この事は高

濃度EtOH存在下の＾TPase構造変化など詳細な意義は不明であるが、ペルオキシ

ソームATPaseが少なくとも2種存在し、NEM感受性＾TPaseはF－typeとV－typeの

中間的性質を持つと示唆される。

2－3－9可溶化・ゲルろ過クロマトグラフィー

   O．5M NaC1存在下超音波処理により得られるペルオキシソーム膜画分を

非イオン性界面活性剤のC12Egを用いてATPaseを可溶化後・O・5mlを2本のTSK

G4000SWxlカラムを直列に接続し用いるゲルろ過クロマトグラフィーに付し、

その溶出パターンにつき検討した（Fig．2－11）。両＾TPaseは共に主要なペルオ

キシソーム蛋白の溶出位置と分離され、お互いに部分的ではあるが分離され、

その分子量はNEM感受性、NEM非感受性それぞれ520および450kDaを示した（〕こ

の分子量は即、蛋白の分子量を示すものではなく、界面活性剤のaggregation

numberにもとずくミセル構造の分子量を加算したものであると考えられるが、

両＾TPase共にオリゴメリック複合体を形成していると示唆される。

2－3－1O ATPaseの部分精製

   ペルオキシソーム＾TPaseを精製しその分子構造を明らかにする目的で、

イオン交換カラムEcono－Pac Q2本を直列に接続し、NaC1濃度勾配で溶出後、

活性画分を前記と同様ゲルろ過クロマトグラフィーに付した。ペルオキシソー

ム膜画分をC12Egを用いて可溶化後・その50m1（120mg Protein・1・59
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munits／mg protein）を、Superloopをもちい注入（流速1ml／min）した。50分後

からFig．2－12に示した如くNaC1濃度勾配をかけ・1mlづつ分画した・F1ow

through画分にはATPase活性はなく、Fr－45－47に溶出した・この画分における

ATPase比活性は23．2munits／mg Proteinで14．6倍に上昇した。また、NEM感受

性は約68％であった。なお、全＾TPase活性の回収率は約43％であった。一方、

SMPを同様にC12Eg可溶化後・イオン交換クロマトグラフィーに付すと・ペルオ

キシソームよりやや早くFr．28－33にピークとして溶出した。その比活性は598

munits／mg proteinで約3．5倍に濃縮され、SMP中のF－type＾TPaseの含量の多さ

をうかがわせる。

   次いで、ペルオキシソームATPase活性画分（Fr．45－47）1mlをゲルろ過

クロマトグラフィーにかけたところ（流速；O．125ml／min，O．5m1／分画）、Fig．

2－13に示したようにたんぱく溶出よりやや早くATPase活性が溶出した、NEM感

受性、非感受性＾TPaseの分離は少量注入した場合（Fig．2－11）と同様に部分的

であった。NEM感受性ATPaseのピークであるFr．33の比活性は37．7munits／mg

proteinであり、約23．7倍に上昇した。全ATPase活性のピークFr．35では28．5

 munits／mg proteinであった。この段階の全回収率は約72％であった、ここ

で得られたATPase活性フラクション（Fr．31－40）をnative P＾GEおよびSDS－PAGE

で分析したが、活性と相関する蛋白バンドを特定するまでにはいたらなかった、．

2－4 考察

   この章においてラット肝ペルオキシソームにNEM感受性、非感受性の2

種のATPasesが存在し、クロフィフレートで誘導されることを示した。2種の

ATPasesの存在は以下のような結果から示唆される。〈1＞低濃度（10μM）NEM

によりATPase活性は部分阻害を受け、高濃度（4mM）を用いても阻害の程度は変

わらず、STAを除きD1DSやNBD－ClのみならずD㏄D，TBT，quercetinによる相加

的阻害は見られない。〈2＞ATPについての2つの異なる〃m値が得られた、、＜

3＞proteinase KはNEM感受性ATPaseのみを失活させる。＜4＞それぞれ異な

る2価カチオン、アニオン要求性とヌクレオチド特異性を示す、＜5＞ゲルろ

過クロマトグラフィーにおいて部分的に分離できた。

   このクロフィフレート誘導ペルオキシソームの2種のATPasesの存在は

正常ラット肝ペルオキシソームにおける見かけ上1種（NEM感受性）のATPase活

性が存在するという報告（159，160）と反する。Nycodenz密度勾配中で正常肝ペ

ルオキシソームの＾TPase活性は明確なピークを示さず、誘導した場合は他のオ

ルガネラを含む低密度の主要ATPase活性と離れたカタラーゼの分布に一致する

ピークを示すことより、他のオルガネラの混入による＾TPase活性ではないと推

定できる。さらに、ペルオキシソーム画分の再Nycodenz密度勾配遠心により、

定量的にこの＾TPase活性を回収できること、ならびにNEM感受性に変化のない

ことを確認している（第4章）、このペルオキシソーム＾TPase活性のクロフィフ

レートによる誘導は約17倍以上であり、この様な誘導はペルオキシソーム脂肪

酸β一酸化系酵素（27，29，161）や膜タンパク（25，162）の例に見られる。

   いわゆるミクロソームマーカー酵素のエステラーゼ活性がクロフィフレ

ート誘導ペルオキシソームに存在することも見い出された。ミトコンドリアや

リソソームマーカー酵素はほとんどペルオキシソーム分画に検出できないこと

より、非特異的凝集による他のオルガネラ特にミクロソームの混入によるもの

とは考えにくい、、さらにこのエステラーゼ活性はクロフィフレートにより全活

性で約10倍以上に、比活性で約1．3倍に誘導され、ATPaseと同様再密度勾配遠

心でペルオキシソーム画分に定量的に（109％）回収することが出来た（第4章）

ので、エステラーゼはペルオキシソームに真に存在すると考えられる。ペルオ

キシソームが小胞体と緊密な構造体を形成しているという報告（163，164）や他

のミクロソームマーカー酵素のNADH－cytochrome c（わ5）reductaseがラット月予

ペルオキシソームに存在するという報告（165）と一致するものと考えられる。

   誘導ペルオキシソーム上のNEM感受性、非感受性＾TPases活性の諸性質に

ついて検討した所、両活性は。l ig㎝ycinに完全に非感受性であり、至適pHは約

7．5であった、o1ig㎝ycinと同様F－type ATPase阻害剤のazide，Na＋，K＋一ATPase

阻害剤の。uabain，P－type＾TPase阻害剤のvanadate（166，167）、V－type H＋一

ATPase阻害剤のbafi1㎝ycin A1（168）など・他のタイプに対する特異的ATPase

阻害剤に非感受性であった、、これらの結果は正常ラット肝（159，160）および

。iprofibrate－inducedラット肝（158）のペルオキシソームATPaseに関する結果

とほぼ一致するものである。

   NEM感受性ATPaseの。1ig㎝ycin感受性については通常の条件下（2μg／ml，

O．1％EtOH）では非感受性であるのに対し、正常ペルオキシソームATPase活性

の報告（160）と同様preincubation時15％、incubation時3％EtOH存在下60％感

受性になった・同条件下・F1一＾TPase特異的阻害剤のefrapeptinやV－type

ATPase特異的阻害剤のbafi lomycin A1にはこの様な感受性の変化は見られなか

った（Fig．2－9）。従って、両ATPaseは既知のタイプのATPaseと異なるユニーク

なものと推定される。

   以下に示すような性質からNEM感受性＾TPaseはF－typeとV－typeの中間的

なものと推定される。NEM、水銀化合物やNBD－C1などのSH試薬のみならず、ア

ニオンチャンネルブロッカーでV－type H＋一ATPaseも阻害するDlDS，T8T（169）や

quercetin（170）（F－typeおよびV－type ATPase阻害剤）によってNEM感受性＾TPase

は阻害された。プロトンチャンネルブロッカーのD㏄D（171）で、部分阻害では

あるがNEM感受性＾TPaseは阻害された・Fig・2－1Oに示したようにFOF1一＾TPase

は高い感受性を示すのに反し、Ma1ikらの報告（160）のように50％EtOH存在下の
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preincubationでも部分阻害であった。このD㏄D感受性であるということは、

H＋一translocationに関係するか（172）または、少なくともその＾TP加水分解活性

中心に酸性カルボキシル基の存在が示唆される（173）。手心臓ミトコンドリア

F－type ATPaseを阻害し（174）、アメーバ〃。tyostel～m伽sco1dθ㎝のV－type

ATPaseをより特異的に阻害すると報告（175）されているSTAでも阻害された、ま

た、F一、V－type ATPaseにアロステリック阻害効果を持つことが知られている

ADPに阻害効果が観測された（176，177）。NEM感受性ATPaseのアニオンに対する

感受性もまたV－typeとF－typeH＋一ATPaseの中間的なかっユニークな性質を示し

た。V－typeのリソソームH＋一ATPaseと同様（178）、Cl・およびBr一により活性化を

受け、F一、V－tyρeATPaseと同様、「およびF．で阻害され、V－type＾TPaseと異

なり～03■で阻害されず・F一・V－typeと異なりSCN一で阻害されなかった（166・

167）、二

   今後さらに検討されるべきではあるが、こうした結果より、ペルオキシ

ソームNEM感受性＾TPaseはF一あるいはV－ATPaseと似かよった反応機構であるこ

とが推定される。メタノール資化酵母〃∂η5θηω∂ρol〃。r帥∂のペルオキシソー

ムATPaseが。l igomycin感受性との報告（179）とその内部が酸性であるとの報告

（180）があるものの、他のメタノール資化酵母0a舳daわ。1d’η“のペルオキシ

ソームを分画し、その大部分の＾TPase活性はすべて他のオルガネラの混入によ

ると判断されている報告（181）もあり、ペルオキシソームATPaseがH＋一ATPaseと

して機能するかどうか、更なる検討が必要である。

   正常ラット肝ペルオキシソームNEM感受性＾TPase（159，160）はクロフィ

フレート誘導ラット月予ペルオキシソームNEM感受性＾TPaseに相当するものと考

えられるが、以下のようないくつかの相違点も見られる。誘導ATPaseと異なり

正常ATPaseは＜1＞TBTに非感受性である；＜2＞＾DPによるアロステリック阻

害効果は見られない；＜3＞Ca2＋で活性は発現しない；＜4＞NEMの最大阻害

効果の見られる濃度が1舳と高濃度を要する；＜5＞高濃度EtOH存在下、D㏄D

によって完全に阻害される；＜6＞＾TPに対するKm値が2mMと高い、これらの

違いは、正常ATPaseの比活性がそれぞれ38．8または18．8munits／mg Proteinと

報告されているのに対し、誘導ATPaseのそれは5．15munits／mg Proteinと低く、

測定条件の違いによるものかもしれない。

   ペルオキシソームNEM非感受性＾TPaseは広い基質特異性を示し

nuc1eoside triphosphataseと呼んだ方が妥当かもしれない。テストした限り

では、ST＾以外の如何なる＾TPase阻害剤にもほとんど影響を受けなかった。こ

うした性質を持つATPaseとしてはラット肝細胞膜のecto－ATPase（182）、avian

㎜ye1oblastosis virusのATPase（183）、ラット肝リソソーム膜のCa2＋／Mg2＋一

＾TPase（＾TPase l1）（184）が知られている。しかしながら以下のような点でNEM

非感受性＾TPaseはこれらの＾TPaseとは異なる、＜1＞リソソーム膜の

Ca2＋／Mg2＋一＾TPaseの如く低濃度Ca2＋による活性化は見られない、＜2＞これら

＾TPaseと異なり、ペルオキシソームタンパクとして糖タンパクは考えにくい、

＜3＞ゲルろ過法における見かけ上の分子量について、ecto－ATPaseは200

kDa（185）、リソソーム膜のCa2＋／Mg2＋一＾TPaseは360kDa（184）と報告されている

のに対し、ペルオキシソームのそれはこれらより大きく450kDaであった、こ

の様な観点より、ペルオキシソームNEM非感受性＾TPaseもまた新規のATPaseで

あろうと考えられる。以上、両＾TPasesの性質をTable2－1にまとめたり

   その含量の僅少さなどから困難であろうと予想されたが、2種のペルオ

キシソームATPasesの分子構造解明を目的として、精製を試みたが、その解明

には至らなかった、今後、クロフィフレート誘導ラット肝。DNAライブラリーの

クローニングによる＾TPasesの遺伝子解析などが期待される。

   2種のペルオキシソーム＾TPaseのどちらか、あるいは両方がペルオキシ

ソーム膜を介する基質の輸送あるいは酵素タンパクの移送に関わっているのか

もしれない。いわゆるペルオキシソームの生理的機能の＾TP要求性に関しては、

acyl－CoA oxidationが＾TPで活性化されること（93）、digitoninにより細胞膜を

透過性にしたfibroblastsにおいて、ペルオキシソームacyl－CoA：

dihydroxyacetone phosphate acy1transferase（DHAP一＾T）反応がATP要求性で

あり、NEMおよびD㏄Dにより阻害されること（95）が報告されている、これらの

ことより、これら反応の基質であるacy1－Co＾やdihydroxyacetone phosphateの

輸送がNEM感受性ATPaseによっているのかもしれないと示唆される、、一方、ペ

ルオキシソーム酵素タンパクの移送に関しては、メタノール資化性酵母

0∂ηd〃∂わ。1〃η〃のalcoho1oxidase移送がプロトノフォア。arbonylcyanide

〃一。hloropheny1hydrazone（㏄CP）で阻害されるが（186）、これに反し、単離ラッ

ト肝ペルオキシソームヘのacyl－CoA oxidaseの移送がATP依存性であるが、プ

ロトン勾配（ムpH）や膜電位差（ムψ）に依存しないこと（96）が報告されている、

 この事はNEM感受性ATPase以外の＾TPaseがタンパク移送に関与する可能性を

示す。Fujikiらはこの1ηyけro acyl－CoA oxidase移送が広いヌクレオチド特

異性を示すと報告していることより、ペルオキシソームNEM非感受性ATPaseが

関与している可能性もあると考えられる。

   一方、Kami」oらはラットPMP70の。DNAクローニングにより、6カ所の膜

貫通ドメインと1カ所のATP結合ドメインを持つと推定し、P－glycoproteinを

含むtraffic＾TPase familyと相同性のあることを明らかにし、このPMP70がタ

ンパク移送あるいは基質輸送に機能すると推定した（89）。しかし、PMP70が

traffic＾TPase（＾TP－binding cassette transporter）として機能することを

排除するものではないが、次章に述べる如くペルオキシソーム＾TPaseはPMP70

に寄らないものであるということを明らかにした。

   序論に記した如く、ペルオキシソームタンパク輸送machineryを構成す
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ると考えられるいくつかの因子が最近明らかにされてきた。それらのうちペル

オキシソーム膜タンパクと推定され、かつATPase活性を持つものは報告されて

いない。ただし、P＾S8（115）は2カ所の膜貫通ドメインと1カ所の＾TP結合ドメ

インを持つことが示唆され、ペルオキシソーム＾TPaseの一つの候補であるかも

しれない。

  第5章に記すようにペルオキシソームATPaseの機能について、若干の検

討を行った。基質輸送やタンパク移送における生体エネルギー共役機構や

＾TPasesの関与の解明には、これらATPaseの単離、構造解析が重要であると考

えられる。加えて、こうした反応の。el l－free再構成系の確立など、より詳細

な検討が必要となるであろう。
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Legends to Figures．

Fig．2－1，  Distribution profi1e of ATPase and marker enzymes in Nycodenz

gradients，Thelightmitochondrial fractionsfromthe1iversofnormal and

clofibrate－induced rats were centrifuged through Nycodenz gradient，as

described in l’Materialsand Methods．I’Gradientfractionswere analyzed for

ATPase，the indicated marker enzymes，and protein．The arrowheads indicate

peaks ofρeroxisoma1distribution．ln the ATPase histograms with the inserts

（fractions1－9）with magnified scales，oligomycin－insensitive ATPase are

shown as shaded areas、

Fig．2－2，  pH profile ofperoxisomal ATPase．ATP hydro1ysis was

measured at the indicated pHs in the presence（closed symbo1s）and absence

（open symbols）of2mM MgCI2as described in■，MateriaIs and Methods・1’

Buffers：MES－Tris（▲，△），MOPS－Tris（■，□），Bicine－Tris（●，（））、

Fig．2－3．  E行ectsofinhibitors on peroxisomal ATPase．ATPase activitywas

measuredinthepresenceofO・5mMATPand2mMMgCI2asdescribed in

”Materialsand Methods’I in the presence orabsence ofthe indicated

inhibitors，and expressed asapercent ofthecontrol．The hydrophobic

inhibitors dissolved either in ethano1or DMSO were applied so that the final

concentration ofthese solvents do not exceed4％．

Fig．2－4．  Effectofproteinase Kon peroxisomal ATPaseactivity．Freshly

isolated peroxisomes were incubated with proteinase K atびC for indicated

periodsasdescribed in・IMaterialsand Methods、”Thetotal（●，（））and NEM－

resistant（▲，△）ATPase activities in the presence and absence of proteinase

K are shown as closed and open symbo1s，respectiveIγ

Fig．2－5．  κ市va1ues for ATP of NEM－sensitive and NEM－resistant

ATP・・…ATP・・…ti・ityw・・m・・・…di・th・p・・・・・…f1OmMMgC12

andinthepresenceorabsenceof1mMNEM．NEM－sensitiveATPasewas
assessed as the difference between the activities in the absence（total activity）

and the presence of NEM（NEM－resistant activity）．lnserts show Lineweaver－

Burk plots．

Fig・2－6・  Requirements and effects of diva1ent cations of the two types of

ρeroxisomal ATPase．NEM－sensitive and NEM－resistant ATPase activities

we「e measured asdescribed in”Materialsand Methods，I’exceptthat5and2

mMoftheindicated divalentcationswereaddedtotheincubation medium，
r・・p・・ti・・lyTh・・行・・t・fth…ti・・…Mg2＋一d・p・・d・・tATP・・…ti・ity

were a1so determined．Divalent cations were added as the sulfate sa1ts．

ControlATPaseactivitieswere3．03and1，75munits！mgprotein，respectively一

Fig．2－7．  Requirements for anions（A）and monovalent cations（B）ofthe

twotypesofperoxisoma1ATPase．NEM－sensitive and NEM－resistant activities

were measured asdescribed in IlMateria1sand Methods，’，in the presence of

O．1Mofindicated anions（sodium sa1ts）（A）ormonova1ent cations（chloride

salts）（B）using HEPES－TMAH buffer，pH7．5．Control NEM－sensitive and－

resistant activities were4．92and O．65（NaC1for anion），and5．06and O．73

munits／mg protein（KC1for cation），respective1γ

Fig2－8．   Nucleotide specificity of two types peroxisoma1nuc1eoside

triphosphatase，NEM－sensitive and NEM－resistant hydro1ytic activities were

measured asdescribed in IlMateria1sand Methods，I’using5and O．5mM

nuc1eotide as the substrate，respectively．Control（ATP）hydrolハic activities

were3．51and1．22munits／mg protein for NEM－sensitive and NEM－resistant

activities，respective1y一

Fig－2－9．   E行ect of inhibitor in the presence of high concentration of

ethano1．The ATPase activity was determined as described under”Materia1s

and Methods，II afterpre－incubation of peroxisomes（6μg／assay，⊂））and

submitochondrial particles（SMP；O．15μg protein／assay，△）with the inhibitors

inthepresenceof15％ethanolfor5min at3びC．

Fig．2－10．  Effectsofse1ected inhibitors on peroxisomal NEM－sensitive，

NEM－resistant and SMP ATPases．Afterincubating peroxisomes at30℃for5

minwith each inhibitorinthepresenceorabsenceof1mMNEM．Theassay

wasstartedbyadding5andO．5mMATRrespective1y，fortheNEM－sensitive
（（二））and resistant（●）ATPasesasdescribed in”Materia1sand Methods．II The

e行ects of inhibitors on the ATPase activity of submitochondria1partic1es（△）

were measured underthesamecondition asthose used forNEM－resistant

peroxisomal ATPase．DCCD and TBTwere added in1％ethanol，quercetin in

1％DMSO，and DlDS and NBD－Cl in4％DMSO，respective1y。

Fig．2－11．  Gelfiltration profi1e oftwotypesof peroxisomal ATPase on TSK

G4000SWxl．Solubi1ized peroxisomal membranes（1．15mg protein，about
32％of recoveryofperoxisomal ATPase）were app1ied totwo successive

columnsand elutedwith20mMTris－HCl（pH7．4）containing1mMDπ，0．5
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mM EGTA，10％91ycerol，8μ9／ml of aso1ectin liposomesl O・02％C12Egl and

O．2MNaCl and e1uted asO．5m1fractions．ATPaseand proteinwere

determined as described under，IMateria1s and Methods．’I The recovery of

ATPaseactivitythrough thegel fi1tration was a1mostquantitative．Total（口），

NEM－sensitive（●），NEM－resistant（△）ATPase activities，and protein（O）are

shown．The arrowheads indicated the mo1ecu1ar weight standards．

Fig．2－12． PartialpurificationofperoxisomalATPasesonEcono－PacQion－

exchange FPLC．Clofibrate－induced peroxisomes were so1ubilized with

C12EgandpurifiedpartiaIlybyEcono－PacQcoIumnlwhichelutedbyNaCI

gradient as shown（line）．lndicated fractions were used in the next step of gel

filtration．Total（O），NEM－sensitive（口），NEM－resistant（■）ATPase activities，

and protein（△）are shownl

Fig．2－13． Paけia1purification of peroxisomal ATPaseson TSK G4000SWxl

ge1fi1tration FPLC．Paけial purified ATPase by ion－exchange FPLC，was

applied and fractionated on TSK G4000SWxl，asshown in Fig．2－11．Total

（○），NEM－sens面ve（□），NEM－resistant（■）ATPase activities，and protein（△）

are shown．
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Fig．2＿2．

pH profile of peroxisomal ATPase
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Fig．2－4．Effect of proteinase K
on peroxisoma1ATPase activity
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 Fig■2－9．Effect of inhibitor on
ATPase activity in the presence of

 high concentration of EtO1・1
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第3章ペルオキシソームATPaseはPMP70ではない。

3－1 はじめに

  70kDaペルオキシソーム主要膜蛋白（PMP70）の。DN＾クローニングによりそ

の推定アミノ酸配列中には、2組の配列からなる1個の＾TP結合ドメインと6

個の膜貫通領域があると推定されている（89）。このPMP70の構造はP－

g1ycoproteinのようなtraffic ATPaseの半分の構造に似ている（Scheme2－1）、、

しかし、PMP70がATPase活性を持つかどうか明らかにされていない。序論にも

記したようにPMP70がペルオキシソーム遺伝病の原因因子とも考えられ（137，

138）、基質あるいは蛋白移送に関わっている可能性が考えられている。この章

ではペルオキシソーム膜上に見出したATPase活性がこのPMP70によるものかど

うかにつき検討した。

3－2 ペルオキシソーム＾TPaseとPMP70の比較

3－2－1ペルオキシソームのproteinase K処理

  ATPaseとPMP70のペルオキシソーム膜上におけるtopologyをproteinase

K限定消化（蛋白分解）により検討した。第2章にも記したようにガC，10分の

処理で約50％のATPaseの失活が見られ、60分では62％まで徐々に失活する。こ

の時、残存ATPaseの大部分（83％）は1mM NEMに耐性であった（Fig．3－1A）。一

方、PMP70はSDS－P＾GE後、Co㎝assie Bri11iant Blue（CBB）染色によれば、30

秒処理ですでに減少し、1O分後には完全に消失した（Fig．3－1B）、。さらに、こ

の事はanti－PMP7019Gを用いたi㎜unoblotによっても確認された（Fig－3－1C）。

3－2－2anti－PMP7019Gによる免疫沈降

  PMP70はペルオキシソームβ一酸化系酵素と同様、ペルオキシソーム増殖

薬により誘導されることが知られている（187）。クロフィフレート誘導ラット

肝より得られるペルオキシソームを炭酸処理により真在性膜画分とした後、

SDS－P＾GE，CBB染色後、PMP70のバンドを切り出し、これを細砕し、直接日本白

色種ウサギ後肢リンブノードあるいは背部皮下に感作し、抗血清を得た。定法

によりlgG分画を調製し用いた。

  ペルオキシソーム膜＾TPaseはO・5％非イオン性界面活性剤のC12Egで約50

％の収率で可溶化できた。この可溶性画分の＾TPase活性の約80％はNEM感受性で

あり、可溶化前後で変化は認められなかった、この可溶化標晶とanti－PMP70

19Gと免疫沈降を行うと、protein＾一Sepharoseの沈澱中にPMP70は存在し（Fig－

3－2．lane1and3）、上清中には検出できなかったが、prei㎜une lgGでは多

くのPMP70が上清中に残っていた（Fig．3－2．lane2and4）。一方、可溶化

一42一 一43一



ATPase活性は結合せず、約90％が上清に残り、またprei㎜uneとの差も認めら

れなかった（Table3－1）。

3－2－3可溶化ペルオキシソームの未変性ポリアクリルアミド電気泳動

   クロフィフレート誘導ペルオキシソーム膜の可溶化標晶の4－20％濃度

勾配ゲルを用いた電気泳動（native P＾GE）後、＾TPase活性染色を行うと、約

270－360kDaの2本の活性バンドが検出できた（Fig．3－3＾a，open arrow head）。

一方、ant卜PMP7019Gを用いたi㎜unoblottingでは500kDa以上の幅広いバン

ドが検出できた（Fig．3－3Ab，c1osed arrow head）。このnative P＾GE後のゲル

を切り出し、SDS－PAGEを行う2D－P＾GEでは銀染色およびi㎜unoblottingによっ

て高分子量領域にPMP70が検出できた（Fig．3－3Bc，d，arrow head）。従って、

ATPase活性バンドとPMP70の挙動が異なることが明らかとなった。

3－2－4ペルオキシソーム可溶化ATPaseとPMP70のゲルろ過クロマトグラフィー

   大部分（86％以上）の＾TPase活性がNEM感受性およびNEM非感受性それぞれ

520kDaおよび450kDaに相当する位置に溶出した（Fig．3－4）、anti－PMP7019Gを

もちいるELlS＾によってPMP70の溶出を検討したところ、PMP70はATPase活性と

は明確に分離した位置に溶出し、そのdimerと推定される約160kDaの位置に溶

出していた。これらPMP70の溶出しているフラクション中の＾TPase活性は全体

の約2．5％にすぎなかった。

3－3 考 察

   クロフィフレート誘導ラット肝ペルオキシソームの2種の主要＾TPaseは

PMP70と異なり、またPMP70はほんの僅かの＾TPase活性を持つことをこの章で明

らかにした。この結論はペルオキシソームのproteinase K処理（Fig．3－1）、可

溶化ペルオキシソームの免疫沈降（Fig．3－2，Table3－1）、未変性P＾GE（Fig．

3－3）、ゲルろ過（Fig．3－4）の結果より得られた。また、ATPase活性とPMP70の

Triton X－114を用いる相分離法を行うと、PMP70は疎水性の性質を示すTriton

x－114層に移行するが、＾TPase活性は水層に残るという結果も得られている

（unpub1ishedobservation）。

   PMP70はヌクレオチド結合部位を持ち、P－g1ycoproteinやtraffic

＾TPasesやnucleotide－binding proteinと、その一次構造において相同性があ

ると報告されている（89）。P”P70についての＾TPase活性は報告されていないが、

Ha㎜adaらは多剤耐性細胞の粗膜画分のO．4％がP－91ycoproteinであり、精製細

胞膜P－91ycoproteinの＾TPase活性は1．2㎜ol／㎎Protein／minの比活性である

と報告している（188）。次のような〈1＞全ペルオキシソームタンパクの1O％

が膜タンパクである（189）；＜2＞di（2－ethylhexy1）一phtha1ate誘導ペルオキ

シソームについて見出されているようにペルオキシソーム膜タンパクの70％が

PMP70である（187）；＜3＞PMP70がP－g1ycoproteinと同じ比活性のATPase活性

を持つ；という仮定にたつと、全ペルオキシソームATPase活性のうちPMP70の

寄与は7％以下と見積もることが出来る。この値は免疫沈降における検出限界

以下の活性であると推定される。

   上記のような推定はSuperoseゲルろ過において大部分のATPase活性溶出

後、PMP70と共に溶出した＾TPase活性が全可溶化ATPase活性のほんの2．5％にす

ぎなかったことと一致する（Fig．3－4）。PMP70は未変性P＾GEでは高分子量オリ

ゴメリック複合体を形成し（Fig．3－3）、ゲルろ過では2量体と推定される約

160kDaの構造を形成する（Fig．3－4）傾向にあった。このことはタンパク濃度

のような環境因子の影響であろうと推定される。このようなPMP70の2量体構

造とオリゴメリック複合体形成の性質はそのペルオキシソーム膜上での生理的

機能を果たす時の構造を反映しているのかもしれない。

   ペルオキシソーム＾TPase（1，157－160）およびPMP70（89）はペルオキシソ

ーム酵素やその基質の輸送に関わっているものと考えられる。さらに、アドリ

アマイシンあるいはビンクリスチン耐性HL60細胞において、細胞膜上に存在す

ると推定されるV－type ATPaseとP－glycoproteinが共役して薬剤排出を行って

いると示唆されている（190）。今後、PMP70の＾TPase活性とその生理的機能のみ

ならず、ペルオキシソーム＾TPasesの構造および機能、ならびにPMP70と

ATPasesの共役機構が存在するのかどうかなど、ペルオキシソーム膜輸送シス

テム全体について検討しなければならない。
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Legends to Figures．

Fig．3－1．  Effectof proteinase Kon peroxisomal ATPase activity and

PMP70．Freshly iso1ated peroxisomes were incubated with proteinase K at O

℃forthe indicated periods asdescribed in I’Materials and Method．’I（A）

ATPaseactivity1Total（口），NEM－sensitive（○），and NEM－resistant（△）．（B）

10％SDS－PAGEl After electrophoresis，gels were stained for proteins with

Coomassie Brilliant Blue。（C）lmmunob1ot11mmunob1otting was peげ。rmed

with anti－PMP7019G as described in■’Materials and Methods．II

Fig．3－2，  Behavior of PMP70on immunoprecipitation with anti－PMP70

19G．Solubi1ized peroxisomes were immunoprecipitated as described in Table

3－1．Lanes1and2，norma11gG；1anes3and4，anti－PMP7019G；Lanes1and
3，immunoprecipitated pellets；1anes2and4，supematants．Thefilled and

open arrowheads indicatetheposition ofPMP70and immunoglobu1in heavy

chain，respectively．

Table3－1． Behavior of peroxisomal ATPase activity in immunoprecipitation．

So1ubi1ized peroxisomes（50μ1，240μg protein）were immunoprecipitated

with5mg of protein A－Sepharose，400μg of histone as a carrier protein，and

either anti－PMP70or norma11gG（44μg protein）at4℃for2h，ATPase
activities of the supematants and the pe11ets were determined as described in

’IMaterials and Methods．I’The solubilized peroxisomes showed specific

ATPase activity of0，826munits！mg protein．The data represent the mean±

SD oftriplicate experiments．

Fig．3－3－  ATPaseactivityand PMP70on native（A）and two－dimensional

PAGE（B）of C12Eg－solubilized peroxisomes・After native and2D－pAGE，

ATPaseactivitystaining（a），silver staining（c），and immunoblotting with anti－

PMP70antiserum（b，d）were peけ。rmed asdescribed in’IMaterialsand

Methods．’I The open and closed arrowheads indicate the positions of

ATPases and PMP70，respectiveIy．

Fig・3－4．  Gel filtration profile of solubilized peroxisoma1ATPaseson

Superose6prep HR16150，So1ubilized peroxisomes（15，1mg of protein）

were applied tothe column and e1uted with20mM Tris－HCl（pH7．4）

containing1mMDπ，O．5mMEGTA，10％g1ycero1，8μg！m1ofaso1ectin
liposomesl O・02％C12Egl and O・2M NaCl・Fractions of1ml were co11ected．

Tota1（口），NEM－sensitive（○），and NEM－resistant（△）ATPases，protein（●），

andPMP70（X）weredeterminedasdescribedunder”Materialsand
Methods．I’The arrowheads indicate the molecu1ar weight standards．

                            一46一
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    ■＝ig．3－2．8ehavior of P㎜lP70on

immurIoprecipitationwi皿1ar■ti－P1V1P7019G

                norma1 anti－PMP70

                 1gG   19G

                 1 2   3 4

    PMP70レ

immunoglobulin1＞
 heavy chain

Table3－1．Behavior of peroxisomal ATPase
    activity in immunoprecipitation

ATPaseactivity（％ofmixture）

Fraction         Added1gG

Anti－PMP70 Norma1

Supernatant

Pe11et

88．O±4．7

8．9±1．5

90．4±7，1

10．6±2．3
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4－1 はじめに

第4章ペルオキシソームPPaseの性質

   無機ピロリン酸（PPi）は生体内で高分子物質、例えばD N A，R N A、

タンパク生合成の際に生成する。脂質代謝においてはacy1－Co＾1igase反応に

よっても生成される。

   Monomer＋NTP÷Po1ymer＋NMP＋PPl
   Fatty acid＋CoASH＋ATP＿＿う〉 Acyl－CoA＋AMP＋PPi

これら生合成反応の持続には無機ピロフォスファターゼ（PPase）によるPPiの分

解が必須である。この役割を担っていると考えられているのが大腸菌（191）や

酵母（192）の可溶性のPPaseである。この他、膜結合性のPPaseが動物細胞（193－

195）や酵母（196，197）のミトコンドリアや植物細胞のクロロプラスト（198）や

液胞（199）やλ㏄t∂舳∂r’∂a㏄励ω〃〃のトノプラスト（200）にその存在が知ら

れており、液胞膜上のそれはプロトン輸送性であり、内部酸性化に機能してい

る（199，200）。また、動物細胞ミトコンドリアのPPaseは膜結合型酵素の触媒

部位が遊離したものが可溶性型酵素であるとも考えられている（193）、我々は

ラット肝細胞ペルオキシソームに先に示した2種のATPasesの存在と共に、

PPase活性の存在を発見し、本酵素もまた高脂血漿治療薬のクロフィフレート

により誘導されることを見い出した。その性質について以下に記述する。

4－2 ペルオキシソームPPaseの検出およびクロフィフレート誘導

   ラット肝ペルオキシソームは第2章に記した如く調製した。クロフィフ

レート誘導ラット肝蛭ミトコンドリア画分のNycodenz密度勾配中のPPase（a）、

catalase（b）、＾TPase（c）、cytochromecoxidase（d）、esterase（e）および

protein（f）のヒストグラムを示した（Fig．4－1）。カタラーゼの分布よりペルオ

キシソームは高密度分画に沈降し、ミトコンドリア、リソソーム、ミクロソー

ムなどと分離していることが削る。（a）のPPaseのヒストグラムの。pen areaは

クロフィフレート誘導群を、shaded areaは正常群を示している。 正常群の

PPaseはペルオキシソーム画分で非常に弱く明確なピークとは言えないが、誘

導群では弱いながらカタラーゼの分布に一致するピークとして存在する。さら

に、PPaseはミトコンドリアに存在することが知られており、そのマーカー酵

素の。ytochr㎝e c oxidase活性との比を比較すると、ペルオキシソーム画分で

O．25であり、ミトコンドリア画分のそれはO．0324であることより、ミトコンド

リアの混入によるPPase活性ではないと示唆された（Tab1e4－1）。この事はペル

オキシソーム画分の＾TPase活性がF－type＾TPase特異的阻害剤の。1ig㎝ycin非

感受性であることとも一致する。

一52一

   さらに、Nycodenz密度勾配遠心法で得られたペルオキシソーム画分を5

倍容のSVEHで希釈、遠心後、再密度勾配遠心にかけるとほとんどすべての

PPase活性（64％）がカタラーゼ活性（70％）と同様、高密度画分に回収できた。

この時のタンパクの回収率は74％であった。若干回収率が低いのは、上記洗浄

操作におけるペルオキシソームタンパクの漏出によるものと考えられる。さら

に、一部低密度画分に見られる活性がペルオキシソームから漏れ出た活性と考

えられることにもよる。クロフィフレートによる誘導効果は正常群（2匹）のペ

ルオキシソーム画分中には全活性の1．86％に当たる124munitsのPPase活性が

存在するのに対し、クロフィフレート2週間投与誘導群（同じく2匹）では3．42％、

1480munitsが存在し、12倍の誘導増加を示し、比活性は2．4倍に上昇した（正

常群、6．56munits／mg protein1誘導群、15．9±5－0mi11iunits／㎎protein，

n・8）、、以上の結果よりペルオキシソームにPPaseが存在すると考えられる。

4－3 ペルオキシソームPPaseの性質

   ペルオキシソームによるPPiの加水分解活性は2時間のインキュベーシ

ョン時間と、1OOμ1のassay mixture中で7．2μgまでのタンパク量に直線関係

が成り立った。その至適pHは約8．5であった（Fig．4－2）。PPiに対するκm値は

Fig．4－3＾に示したMichael is－Menten曲線のdamping Gauss－Newton非線形最小

二乗法解析より34．1±3．3μMであった。また、Mg2＋に対してはFig．4－3Bの如

くシグモイド曲線が得られ・SO．5値が100μMであるh㎝otropicな効果を示し・

アロステリック酵素と推定された。本酵素は完全にMg2＋要求性（2mM）であり、

テストしたいかなる2価カチオンでも活性を示さなかった（Fig．4－4＾）。この

Mg2＋依存性活性は2mMのCa2＋（91％）、Mn2＋（83％）で強く阻害され、Cd2＋、Zn2＋、

Cu2＋、Fe2＋でやや（70－31％）阻害され、Co2＋、Ni2＋ではほとんど阻害されなか

った（Fig．4－4B）。Mg2＋（2mM）に対するCa2＋の阻害効果の用量一反応曲線を

Fig・4－4Cに示したが・そのlC50はO・25州であった・

   ペルオキシソームを超音波処理後、遠心するとPPase活性の89．9％が上

清に回収でき、大部分のPPaseがペルオキシソーム内部マトリックスに存在す

ることが示唆された。

   PPi以外のリン酸化合物に対する全ペルオキシソームの加水分解活性を

Fig．4－5Aに示した。ATP，GTP，CTP，UTP，lTP，ADP、州Pに対しではいずれも

PPiの23－8％の活性を示した。この結果は、ペルオキシソーム膜が＾TPなど低分

子化合物に対し透過性であるとの報告（57）から、ヌクレオチドがペルオキシソ

ーム内部に浸透し、検出された活性と考えられた。従って、超音波処理上清を

用いてこれら基質に対する活性を測定したところ（Fig．4－58）、完全にPPi特異

的であったので、先のヌクレオチドに対する活性は膜結合性の2種の＾TPase浩
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性によるものと考えられた。また、全ペルオキシソームはρ一nitrophenyI

phosphateやglucose－6－Phosphateをほとんど加水分解しない（PPiの3％以下）他、

tr∂η5－Golgi体のマーカー酵素のthiamine pyrophosphataseの基質である

thiamine pyrophosphateもほとんど加水分解しなかった、、

   いくつかの阻害剤に対する感受性をFig．4－6に示した。SH試薬に関して

は、ρ一。hloromercuriphenyl sulfonic acid（P㎝PS）およびHg2＋はPPase活性を

完全に阻害した（A）、。一方、NEMは部分阻害（B）、NaFも活性を阻害した（C）、、膜

結合性PPaseを阻害することが知られているD㏄DはペルオキシソームPPase活性

を阻害しなかった（D）。この様な阻害剤感受性はラット肝細胞のミトコンドリ

ア（201）や細胞質（202）に存在する可溶性PPaseとほぼ同じ結果であり、差異は

認められなかった。

4－4 考 察

   Nycodenz密度勾配中のPPaseと。ytochr㎝e c oxidaseの分布を比較、ペ

ルオキシソームATPaseが。l ig㎝ycin耐性であること・および＾nti－F1－ATPase抗

血清によるブロッティングによって、精製ペルオキシソーム中にミトコンドリ

アF1－ATPaseのαならびにβサブユニットが検出できなかったことより（抗体価

が低かったのではという問題点が残ってはいるが、unpubl ished result）、ペ

ルオキシソーム分画に存在するPPaseがミトコンドリアの混入によるものとは

考えられない。さらに、2回目のNycodenz密度勾配遠心により大部分のPPase

活性がペルオキシソーム画分に回収できたことや、ペルオキシソームPPaseが

クロフィフレート投与により誘導を受けることより、このPPaseがペルオキシ

ソーム酵素であると考えられる。

   一方、いわゆるミクロソームマーカー酵素のエステラーゼもペルオキシ

ソーム画分に検出され、2回目のNycodenz密度勾配遠心により大部分が回収で

きたことと、クロフィフレート処理で約10倍に誘導されたことよりエステラ

ーゼもまたペルオキシソーム酵素であると考えられる。この様なペルオキシソ

ーム膜と小胞体膜（endoplasmic reticulum membrane）の両方に存在するものと

してN＾DH－cytochromeわ5（c）reductaseが報告されている（165）、、我々もこの

。ytochrome c reductase活性がペルオキシソーム画分に存在することを確認し

ている（unpub1ished result）。

   再遠心によりミトコンドリアマーカー酵素の。ytochr㎝e c oxidaseもカ

タラーゼとともにペルオキシソーム画分に回収できたが、比活性が非常に小さ

いこと・クロフィフレートで誘導効果が見られなかった。ペルオキシソ＿ム＿

ミトコンドリア結合がマウス肝において観察されていること（203）などより、

cytochr㎝e c oxidaseが本当にペルオキシソームに存在するのかどうか更なる

検討が必要である、、ペルオキシソームの起源を推定するとき、ペルオキシソー

ムの不均一性あるいはペルオキシソームのミトコンドリアやミクロソームとの

3方向性の関連性も考えられなけれぱならないであろう，，

   ラット肝臓におけるPPase活性はミトコンドリア（193，194，201，204，

205）、またラットhepatoma3924＾細胞とラット肝細胞の細胞質（202）に存在す

ると報告されている、ペルオキシソームPPaseの性質は、至適pH（Fig．4－2）、

基質特異性（Fig．4－5）、2価カチオンの要求性と阻害効果（Fig．4－4）、Mg2＋の

ホモトロピック効果（Fig．4－3B）、P㎝PS，Hg2＋およびNEMのSH試薬およびNaFの

効果（Fig．4－6）については、すでに報告されている結果（200，201）とほぼ一致

した、、D㏄DはFig．4－6Dに示したようにペルオキシソームPPase活性を阻害しな

かった、、この事は0．1M KC1でも阻害されないこと（data not shown）と併せて、

膜結合性H＋一PPase（191）とは異なるものと推定される。また、ペルオキシソー

ムPPaseは＾TPやN＾D＋によって阻害されなかった（data not shown）ので、ラット

肝核に存在する可溶性PPase（206）とも異なる性質のものであろうと考えられた、

   ペルオキシソームPPaseの構造については、native P＾GEやゲルろ過クロ

マトグラフィー（unpubl ished result）で見る限り60－70kDaであろうと推定し

ている以外は、まだ明確ではない。ラット肝ミトコンドリアマトリックスおよ

び内膜結合性PPaseはそれぞれ60kDaのヘテロダイマーおよび120kDaのヘテロテ

トラマーであると報告されている（193，194）。このマトリックスヘテロダイマ

ーは内膜結合性のヘテロテトラマーの触媒コンポーネントと推定されている。

一方、細胞質PPaseは61kDaのホモダイマーと報告されている（202）。ペルオキ

シソームPPaseの性質を明らかにし、ミトコンドリアのそれと比較することは

今後の課題である。

   Mg2＋のペルオキシソームPPase活性に対するアロステリック効果はペル

オキシソーム内における代謝制御の観点からは、適した性質がもしれない。

極長鎖脂肪酸は遊離の酸としてペルオキシソーム内へ輸送され、ペルオキシソ

ーム内部で脂肪酸β一酸化されるために、coenzyme Aチオエステル体に活性化

される（207）。このacyl－Co＾l igase反応で生じるPPiは反応の継続のために分

解されなけれぱならないであろうし、PPiがacyl－Co＾：dihydroxyacetone

phosphate acyltransferase［EC2．3．1．42］を活性化すること（208）、本酵素が

ペルオキシソームに局在し（209）、またプラズマローゲン生合成に必須である

こと（210）が報告され、ペルオキシソームPPaseが脂肪酸代謝やプラズマローゲ

ン生合成の制御に関わっている可能性が考えられる（Scheme4－1）。
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Legends to Figures．

Fig．4－1．   Distribution profiles of PPase（a），cata1ase（b），ATPase（c），

cytochrome coxidase（d），esterase（e），and protein（f）in the first（A）and

second（B）Nycodenz gradients．The light mitochondrial fractions from the

1ivers of norma1and clofibrate－induced rats（2heads each）were centrifuged

through the first Nycodenz gradient，and then the peroxisoma1fractions were

recentrifuged through the second Nycodenz gradient as described under

lIMaterials and Methods．Il The ordinate shows the enzyme concentration

relative to the concentration corresponding to a uniform distribution

throughout the gradient，as reported（219）．The distributions PPase from

normal and c1ofibrate－induced rat liver are shown as shaded and open areas，

respectively The oligomycin－sensitive and oligomycin－resistant ATPases are

shown as open and shaded areas，respectively

Tab1e4－1． Enzymatic activities of peroxisomal and mitochondria－rich

fractions of1iver from c1ofibrate－administered rats．Enzymatic activities in

Nycodenz gradient fractions（Fig．4－1）of clofibrate－induced rat liver were

determined as described under I’Materials and Methods．”The activities are

expressed as munits！mg protein except for catalase（B．U．1mg protein）．The

percent distribution values are those relative to the total activity throughout the

Nycodenz gradient．

Fig．4－2．  pH profi1e ofrat1iver peroxisoma1PPase．PPi hydro1ysis was

measured at the indicated pHs in the presence（c1osed symbo1s）and absence

（open symboIs）of2mM MgCI21as described under’IMateria■s and Methods・lI

MES－Tris（●，O），MOPS－Tris（▲，△），Bicine－Tris（■，□）．

Fig・4－3・  Effectsofthe PPi（A）and MgC12（B）concentrations on

peroxisoma■PPase activity．PPase activitywas measured in thepresence of2

mMMgC12（A）andO・5mMPPi（B），respective1y TheinsetsinAand Bshowa

Lineweaver－Burk p1ot and a Hill plot，respectively．

Fig．4－4．  Requirement（A）and e行ect（B）of divalent cations on the

P・…i・・m・lPP・・…di・hibiti・・byC・2＋（C）．1・A，th・PP・・・・…ti・・w・・

carriedoutintheabsenceorpresenceofvariousdivalentcationsat2mM．ln
Band C1thereaction mixturecomprised2mMMgC12andotherdivalent

cati・・…i・di・・t・d（B）・…ri・・・・・・…tr・ti…fC・C12（C）・Di・・1・・t

。。ti…（2mM）w・…dd・d…hl・rid…1t・，・…ptf・rF・2＋・・dZ・2＋，whi・h

wereadded assu1fatesa1ts．Thecontrol PPaseactivitywas12．1munits！mg
protein．

Fig．4－5．  Hydrolytic activityofperoxisomestoward PPi and other

phosphorous compounds．The hydro1州。 activitiesofa peroxisomal

suspension（A）and a sonicated supernatant of peroxisomes（B）were

measuredasdescribed under’’Materialsand Methods，I’withO．5mMofthe

substrates．The control（PPi）hydro1ytic activities were1O．4and14．7

munits／mg protein，respectively．The abbreviations used are：pNPRρ一

nitropheny1phosphate；G6R glucose－6－phosphate；TPR thiamine

pyrophosphate．

Fig．4－6．  Effectsof inhibitors on the peroxisomal PPase，The peroxisomal

PPase activitywas measured asdescribed under”Materia1sand MethodsI’in

the presence or absence of the indicated inhibitors，and expressed as a

percentage of the contro1（21．6munits／mg protein）．A，PCMPS（open）and

HgC12（closed）；Bl NEM；Cl NaF；D；DCCD・The inhibitors other than NaF

were pre－incubated with the peroxisomes for1O min at3びC．The

hydrophobic inhibitors，DCCD and PCMPS，weredisso1ved inethano1and

DMSO，respectively，and applied so thatthe fina1concentration did not exceed

1％．
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  Fig．4－1．Distribution profi1es of PPase（a），

catalase（b），ATPase（c），cytochrome c oxidase（d），
 esterase（e），and protein（f）in the first（A）and

    second（B）Nycodenz gradients
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Tab1e4－1．Enzymatic activities of peroxisoma1and mitochondria－
  rich fractions of liver from clofibrate－administered rats

Enzymes
Specific activity（munits！mg Protein）

PerOxisOmal

 fraction

Mitochondria－rich

  fraction

 Percent

distribution

in peroxisomes

PPase

Catalase

ATPase

 Oligomycin－resistant

 Oligomycin－sensitive

Cゾ。chrome coxidase

16．9

2．25

9．07

0

67，6

47．3

0．057

  6．07

 15．0

1，460

3．42

58．8

10，6

0

1．26
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 Fig．4－2口p■・9profiIe of

rat1iver peroxisomal PPase
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第5章 ペルオキシソームATPasesの生理機能

5－1 はじめに

   序論1．8．1に記述したペルオキシソーム局在性酵素であるacy1－CoA

oxidaseおよびacyl－CoA：dihydroxyacetone phosphate acy1transferase（DH＾P－

AT）反応の基質輸送へのATPaseの関与ついて種々検討したが（本論文において詳

細な記述は省略した）、intactペルオキシソームにおける＾TPによる活性化（＾TP

添加により、消失する潜在性）は認められず、ペルオキシソーム膜の不安定性

に起因するものかどうか、更なる測定条件などの検討が必要であると考えられ
る。

   ペルオキシソーム蛋白質の膜透過機構を明らかにする上で、移行過程を

1ηyけroの系で再構成することは大変有効である。しかしこの取り込み実験は、

ペルオキシソーム膜の不安定性のためか、ミトコンドリア、粗面小胞体など他

のオルガネラに比べて成功例は少ない。そのため膜輸送機構についてほとんど

わかっていない。1manakaらは、クロフィフレートで誘導したラットの肝臓か

ら、RN＾を調製し、ウサギ網状赤血球可溶性画分、無細胞蛋白質合成系を用い、

［35Sl一メチオニン標識したacy1－CoA oxidas、を用いて移送活性について検

討している。即ち、このacy1－CoA oxidaseの移送は、＾TP，Mg2＋、K＋要求性で

あり、イオノフォアーであるnigericin，SF6847、㎜onensin，CCCP，

Val in㎝yCinをもちいて検討した結果、膜電位の関与はないと報告している。

さらにAMPやATPの非加水分解アナログであるAMP－PNPが＾TPの代替にならないこ

とより、acy1－CoA oxidaseの移送には＾TPの加水分解が必要であると結論して

いる（96）。この7ηγけro acyl－CoA oxidase import系を用い、第2章に記した

ペルオキシソーム＾TPasesの関与があるかどうか検討した、、

   また、ペルオキシソーム脂肪酸β一酸化系の初発酵素であるacyl－CoA

oxidaseは、C一末端に種をこえてよく保存されているトリペプチド配列（Ser－

Lys－Leu＝PTS1配列）をもっているタンパクであり、このトリペプチドがペル

オキシソームヘのターゲットシグナルであると考えられている（100－102）。そ

こで、acy1－CoA oxidaseのC一末端12アミノ酸残基よりなるペプチドをヒト血

清アルブミン（HSA）に結合させたHSA－SKLを合成し、マイクロインジェクション

法によりCHO細胞においてペルオキシソームに取り込まれるか、またその局在

化に第2章に記したペルオキシソーム＾TPasesが関与しているかどうか検討し
た。

5－2 acyl－Co＾oxidaseのペルオキシソーム内への移送

市yけrO acyl－Co＾oxidase import系の概略を、Fig．5－1に示した。ク

ロフィフレート投与ラット肝より全RNAを調製し、rabbit reticulocyte

lysateと［35S1Protein1abe1ingmixを用いて、無細胞系翻訳を行った。正

常ラット肝よりペルオキシソームを調製し、この翻訳産物を精製ペルオキシソ

ームとインキュベーションし、import反応を行わせた。この反応では、シグナ

ル切断など分子量変化を伴わないため、Triton X－100存在下、非存在下に

proteinase K処理を行った。Triton X－100存在下に消失し、Triton X－100非存

在下に残る75kDaのバンドをペルオキシソーム内に移送されたacyl－CoA

oxidaseとして定量した、、

5－2－1温度依存性

   26℃でインキュベーション後、約75kDaのところにproteinase K耐性の

bandが検出できた、つまりacyl－Co＾oxidaseがペルオキシソーム内に移送され、

proteinase K耐性になったことが確認できた（Fig－5－2－lane1－3）。また、

acyl－CoA oxidaseの上にある約79kDaのバンドはTriton X－1OO存在下でも消失

せず、proteinase K耐性のタンパクで、hydratase－dehydrogenase（H－D，

bifuncti．nal，nzyme）と推定される。さらにO℃においては［35S］acy1－CoA

oxidaseのバンドが、proteinase Kでほとんど消失した（Fig．5－2－lane4－5）

ことより、ペルオキシソームヘのタンパクの輸送は、少なくとも膜結合と輸送

という2つのステップが考えられた。即ち、最初の膜に結合する段階は、温度

に非依存的であり、次のステップである膜内への輸送は温度依存的であると考

えられる一、

5－2－2時間および＾TP依存性

   またインキュベーション時間との相関性を調べたところ、proteinase

K耐性の［35S1acy1－Co＾oxidaseの放射能は時間依存的に増加し、1時間でほ

ぼプラトーに達した（Fig．5－3．closed circ1es）。 また、トランスレーショ

ンプロダクトはタンパクの合成時の＾TPが存在しているので、＾TP枯渇剤である

アピラーゼを反応系に入れたところ（2ポC，1O分間のブレインキュベーション

により＾TPが枯渇することを1manakaらは確かめている。）、proteinase K耐性

の［35S］acyl－CoA oxidaseのバンドはほとんど見られなくなった（Fig・5－2・

lane13－15；Fig．5－3．open circles）。従って、この輸送活性は＾TP依存性で

あると確かめられた。

5－2－3＾TPase阻害剤の影響

   この＾TP依存的なacyl－CoA oxidaseの移送はNEM感受性、非感受性の2種

類の＾TPaseと関係しているのかどうか検討した。ペルオキシソームNEM感受性

＾TPase活性は第2章に記した如く、NEMやNBD－C1などのSH試薬や、F－typeおよ
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びV－type H＋一＾TPaseの阻害剤であるquercetin，TBT，ST＾や、アニオンのトラ

ンスポーターの阻害剤であるDlDSや、F－typeおよびV－type＾TPaseのH＋輸送阻

害剤であるD㏄Dに感受性であった。NEM非感受性の＾TPase活性はST＾のみでし

か阻害されなかった。阻害の程度はST＾、D㏄D以外ほぼ完全阻害、STAでは、

NEM感受性、非感受性＾TPaseともに80％程度の阻害、D㏄Dでは、50％程度の部

分阻害であった。

   そこでこれらの阻害剤について検言立したところ、D㏄Dは＾TPaseの阻害濃

度より低濃度の5μMで（Fig．5－4．lane4－6）完全阻害し、ST＾とquercetinは完

全ではないものの＾TPaseの阻害濃度とほぼ同じ濃度（それぞれ2μM，25μM）で

acy1－CoA oxidaseの移送を部分阻害した（Fig．5－5）。またDlDSは反応中に含ま

れる5％のdimethyl sulfoxide（DMS0）によりacyl－CoA oxidaseの移送が阻害さ

れたため測定できなかった。

   またアッセイ中にDTT1．05州が含まれるので、DTT量に対して過量の

NEM（2．2mM，3．1mM）をもちいて、acyl－CoA oxidaseの移送が阻害されるかど

うか検討したところ、ほとんど阻害は見られなかった（Fig．5－6．1anθ4－9）。

ペルオキシソームに存在するNEM感受性ATPaseを完全に不可逆的に阻害するNEM

の濃度は、20μMであるので、あらかじめ1OOμM、及ぴ1mMのNEMで処理したペ

ルオキシソームをもちいて、acy1－Co＾oxidaseのペルオキシソームヘの移送活

性を検討した（Fig．5－6．lane13－18）。その結果、いずれの場合もほとんど阻

害されていないか、あるいは阻害活性は非常に低いと考えられた。

5－3 HS＾一SKLの培養CHO細胞ペルオキシソームヘの移送

   用いたacy1－Co＾oxidaseのC末端配列とマイクロインジェクション法の

模式図をFig．5－7に示した。

5－3－1蛍光抗体法によるCHO細胞ペルオキシソームの検出

   蛍光抗体法によりCHO細胞のペルオキシソームがどの様に染色されるか

どうか、ウサギ抗ペルオキシソーム、抗ペルオキシソーム膜タンパク、抗

PMP70抗血清を用いて検討したところ、いずれも班点状の蛍光染色像が抗体価

の差によると考えられる強度の差はあったが観察された（Fig．5－8）。もっとも

強い蛍光像が得られた抗ペルオキシソーム抗血清はCHO細胞1ysateに対する

i㎜unoblotでも、63kOaのカタラーゼと推定されるタンパクと強く反応した

（data not shown）。このようにCHO細胞のペルオキシソームが班点状の蛍光像

として検出できた。また、抗ヒト血清アルブミン（HS＾）抗血清あるいは免疫前

正常血清ではこの様な班点状の蛍光像は観察されず、HSAあるいはHS＾一SKLマイ

クロインジェクション実験に抗HSA抗血清を用いてその細胞内局在性について
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検討できることを確認した。

5－3－2マイクロインジェクション法によるHS＾一SKLの移送

   HSA－SKLはperoxisomal targeting signa11（PTS1）である、C末端に一

Ser－Lys－Leuを持つ12アミノ酸残基（acy1－CoA oxidaseのC末端配列）からなる

ペプチドがそのN末端のCys残基と”一su㏄inimidobenzoy1基を介し、HS＾のLys

残基に結合しており、その結合比は1：8～1Oと推定できた。

   このHSA－SKLおよびHS＾をCHO細胞にマイクロインジェクションし、抗HSA

抗血清を用いて蛍光抗体法でその細胞内局在性を調べたところ、シグナル配列

を持つHS＾一SKLは班点状の蛍光染色像を示し、インジェクション後、24時間

の時間依存的ペルオキシソームヘの移送が認められた。これに対し、シグナル

配列を持たないHSAのみでは細胞質内全体にわたるφiffuseした染色像が得られ、

ペルオキシソームヘの移行は観察されず、シグナル配列特異的ペルオキシソー

ムヘの移行反応であると考えられた（Fig．5－9）。

5－3－3ATPase阻害剤の影響

   HSA－SKLのペルオキシソームヘの移送反応に対するATPase阻害剤の影響

を検言立したところ、精製ペルオキシソームを用いるNEM感受性＾TPase反応を完

全阻害する比較的低濃度のNEM，TBT，ST＾で阻害効果が認められた（Fig．5－1O）。

これらATPase阻害剤はNEM，TBT，STAそれぞれ終濃度O．2mMで用いたが、これ

ら阻害剤の細胞質中での濃度は、細胞体積の5％（この条件下、インジェクショ

ンできる量であり、細胞に対し生理的に影響のない量と言われている（211））を

マイクロインジェクションしたとして各10μMと推定される。また、同時に位

相差顕微鏡による観察で、細胞の形態変化などは見られず細胞機能は正常に保

たれていると考えられた（data notshown）。一方、ミトコンドリア＾TPase阻害

剤として知られている。1ig㎝ycinを40μg／mlの濃度（エタノール終濃度1．7％、

細胞内濃度2μg／mlと推定）で調べたところ、HSA－SKLの局在化は阻害されず

（Fig．5－1O）、こうした上記阻害剤の影響が非特異的ATPase阻害による細胞内

エネルギーレベルの低下によるものではないと、示唆された。ペルオキシソー

ムATPaseは高濃度エタノール（15％）存在下前処理を行うと、o1ig㎝ycin感受性

になるという結果（第2章）も得ているが、上記、細胞レベルの条件下にペルオ

キシソーム＾TPaseは。l ig㎝ycinに耐性であると考えられる。

   以上の結果より、Hole Ce11レベルの定量性に欠ける実験結果ではある

が、1ηγけro acyl－Co＾oxidase import実験の結果と考えあわせ、ペルオキ

シソーム膜上に見出された＾TPasesがペルオキシソームタンパク移送に関わる

ものと推定された。

5－4 考 察
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   acyl－CoA oxidase移送系以外の、ペルオキシソームヘの巾yけroタンパ

ク移送系の研究が少ないということはすでに述べたが、細胞膜を透過性にした

細胞を用いて、投与したタンパクのペルオキシソームヘの移行を観察する方法

が報告されている。CHO細胞をstreptolysin－O処理で透過性にし、外因性の

luciferaseあるいはHSA－SKLの移送を検言立したところ、CHO細胞質因子あるいは

rabbit reticu1ocyte1ysate依存性であり、ATP要求性であり、㏄CPで阻害を

受けず膜電位依存性はないと推定され、用いたrabbit reticulocyte1ysateは

NEM非感受性で、その膜系（透過性にした細胞）にNEM感受性因子の存在が報告さ

れた（212）。また、GTPではその活性は見られず（213）、Zellweger fibroblasts

ではこの活性は見られていない（212，213）。

   一方、BALV／c3T3，Zel lweger fibrob1asts，CHO細胞などにluciferase、

舳S－SKL，alcoho1oxidaseをマイクロインジェクションする方法（11O，214－

216）も試みられ、温度・時間依存性、SKL配列依存性、2－deoxyglucoseとNaN3

による阻害、anti－HSP70による阻害などが明らかになった。また、ラット肝ペ

ルオキシソーム細胞質側表面にHSP70が結合して存在すること、クロフィフレ

ートで誘導されることより、細胞質HSP70fami1yがタンパク移送に関与すると

示唆されている（216）。以上のことよりペルオキシソーム蛋白移送系は、細胞

質因子および膜系因子からなる複雑な系であると推定される、、

   1ηyけro acyl－CoA oxidase移送系において、＜1＞acyl－CoA oxidase

のペルオキシソーム内への移送は、少なくとも2つの段階があり、第1段階の

膜に結合する段階は、温度に非依存的であり、第2段階の膜内への移送は温度

依存的である。＜2＞ペルオキシソーム内への移送は、ATP要求性である。＜

3＞その移送はD㏄D，STA，quercetinにより阻害される。＜4＞NEMでは阻害

されず、または阻害されていてもその効果は弱いと考えられる、、

   Hole cel lレベルのHSA－SKLマイクロインジェクション法での結果は、そ

のペルオキシソームヘの局在化はNEM，TBT，ST＾で阻害され、1ηyけro acyl－

CoA oxidase import実験の結果と考えあわせ、＜1＞ce11free acy1－CoA

oxidaseの移送反応がNEMにより阻害されないことより、NEM感受性＾TPaseは関

与しない、〈2＞STAが。el l freeおよびho1e ce11レベルの両方で阻害効果を

示したことより、NEM非感受性＾TPaseがタンパク移送反応に関与する、＜3＞

ce11free系におけるD㏄Dの阻害効果は＾TPaseに対するより高感受性であった

ので、別のタンパク移送machineryに対する作用であると推定された。

   最後に高脂血症について考えてみたい。本症は血清脂質の中でもコレス

テロールとトリグリセライトが異常に上昇した状態であり、動脈硬化の一因と

考えられている。即ち、これらは血清中ではリポ蛋白として存在し、血管内皮

において酸化あるいはアセチル化反応などを経て変性LDLとなり、スカベンジ

ャーリセプターを介しマクロファージに取り込まれ、コレステロールエステル

の蓄積による泡沫化が起きる。一方、肝細胞において血清リポ蛋白はLDLリセ
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プターを介し取り込まれ、リソソームに輸送され加水分解で遊離コレステロー

ルや遊離脂肪酸に代謝される。ペルオキシソームは極長鎖脂肪酸のβ一酸化、

コレステロールからの胆汁酸生合成に機能している。この事はペルオキシソー

ム異常症であるZel lweger，X－l inked adreno1eukodystrophy症で極長鎖脂肪

酸、胆汁酸中間代謝物の蓄積が認められることより推定される。

   また、高脂血症治療薬について考えると、コレステロール生合成律速酵

素のHMトCoA還元酵素阻害剤であるプラバスタチン、シンハスタテンおよびコ

レステロールの胆汁中への異化排泄促進作用のあるプロブコール、さらにクロ

フィフレート系薬斉1」などが用いられている。このクロフィフレート系薬剤は蕃

菌類に対し、脂肪酸β一酸化系酵素などペルオキシソーム酵素の著しい誘導効

果とペルオキシソーム増殖作用を示す。本論文でもラット肝ペルオキシソーム

＾TPasesおよびPMP70がクロフィフレート投与により誘導されることを示した。

一方、ヒトにおいてはこの様なペルオキシソームに対する効果は知られていな

かったが、ごく最近ヒト肝細胞（Hep EBNA2）とラット肝細胞（FaO）に対するクロ

フィフレートの作用を比較し、ラット細胞ではacyl－Co＾oxidase活性が6～11

倍に増加すること、ヒト細胞ではラット細胞はど顕著ではないが、2．4～3倍に、

さらに2頭酵素（hydratase－dehydrogenase）のmRNAの発現も増加していること

が報告された（217）。従って、書菌類におけるほど顕著ではないにしても、ヒ

トにおいてもペルオキシソーム酵素のクロフィフレートによる誘導が示唆され
る、、

   しかし、クロフィフレート系薬剤の高脂血症治療機序の詳細は明らかで

はないが、以下のことが考えられている（218）。（1）リポ蛋白リパーゼ活性を

高め、キロミクロン、VLDL中のトリグリセライトの分解を促進する。（2）末梢

組織から動員される血中遊離脂肪酸を低下させ、用干臓におけるトリグリセライ

トの生合成を抑制することにより、VLDL合成を抑制する、（3）LDLリセプター

活性を高め、LDL代謝を促進する。（4）胆汁中へのコレステロール排泄を促進

する。（5）肝臓でのコレステロール生合成をアセチルーCoAからメバロン酸に至

る過程を阻害する。（6）アセチルーCo＾カルボキシラーゼを抑制し、脂肪酸の生

合成を抑制する。（7）肝性トリグリセリドリパーゼ活性を高め、リポ蛋白の代

謝を促進する。これらの機序にペルオキシソームが関わる可能性は十分考えら

れる。本論文においても、ペルオキシソームATPasesの生理機能として基質輸

送、酵素蛋白移送について考察したが、高脂血症病態および治療機序の解明に

ペルオキシソームに関する知見が寄与することが期待される。
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Legends to Figures．

Fig．5－2－  Temperature and ATP dependence of acyl－CoA oxidase import

into rat Iiver peroxisomes∫η、！伽。，The import assay was carried out at2ぴC or

ぴCfor60min．1nlanes1～12，thece11freetranslation productswereimported

into peroxisomes with ATP and ATP－regenerating system．1n1anes13～15，

translation products were preincubated with apyrase（14U！ml）at26℃for

1Omin for the dep1etion of ATP．1％EtOH was added in1anes7～9and1％

DMSO was added in lanes1O～12．ln1anes3，6，9，12，15，the import mixtures

were treated with1％Triton X－100prior to proteinase K（2μg／m1）digestion．ln

1anes2，5，8，11，14，the importmixturesweretreated with proteinase Kalone，

Afterthe incubation the peroxisomes were re－isolated by flash－centrifugation，

subjected to8－12％SDS－PAGEand imaging ana1yzer，BAS1OO，asdescribed

in “Materials and Methods．”

H－D；peroxisomal bifunctiona1hydratase－dehydrogenase．

AOx；peroxisomal acy1－CoA oxidase．

Fig．5－3－  Time－course ofacyl－CoA oxidase imρort into rat liver

peroxisomes’ηγπm．Proteinase K－resistant radioactivities were determined

byimaging ana1yzer，BAS1OO．Theordinate showsthe radioactivity in arbitrary

units．closed circles，ATP（十）；incubated with ATP and ATP－regenerating

system．open circles，ATP（一）；preincubated with14u！ml apyrase at2ぴC for

1Omin and incubated without ATP and ATP－regenerating system．

Fig．5－4．  Effectof DCCD on acyl－CoA oxidase impoけinto peroxisomes．

The import assay was carried out as shown in Fig．5－2．ln1anes1～3，1％EtOH

was added alone as vehic1e．

Fig．5－5，  EffectofSTA and quercetin on acyl－CoA oxidase import into

peroxisomes．The import assaywas carried outasshown in Fig．5－2．

Silicotungstic acid was added as the SEH solution．Quercetin was added by

the aid of1％DMSO．The ordinates show the radioactivity is expressed as

percent of contro1（SEH or1％DMSO）．

Fig，5－6．  Effectof NEM on acyl－CoA oxidase impo巾nto peroxisomes．

Theimportassaywascarried outasshown in Fig．5－2．ln lanes4～6and7～

9，theassaymixtureswereadded2．2mMand3．1mMNEM，respectively．ln

■anes13～15and16～18，peroxisomes were pre－incubated with1OOμM and
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1mMNEMat3ぴCfor5minandNEMwasquenchedwith1mMDTT．

Fig．5－8．  1mmunofluorescense microscopybyanti－peroxisome，anti－PMR

and anti－PMP70antiserum in CHO cells．The CHO ce11s were fixed with4％

paraforma1dehyde，treated with O．2％Triton X－100，and b1ocked with5％skim

milk for indirect immunof1uorescence analysis，Ce11s firstincubated with rabbit

antiserum against rat1iver peroxisome，Peroxisomal membrane protein（PMP），

and70kDa peroxisomal membrane protein（PMP70），respectively and in the

second step with goat anti－rabbit antibodies coup1ed with FlTC．To analyze

whether the punctate staining represented peroxisoma11ocation，the

coverslips were mounted on microscope slides using mounting fluid

containing O．1％p－pheny1enediamine，as described in”Materia1s and

Methods．・I

Fig．5－9．  Microinjected HSA－SKL impoけinto peroxisomesofCHOcells．

HSA－SKL and HSA were microinjected respectively into CHOce11s and its

1ocalization was analyzed after incubating the ce11s at3プC for4hours．The

indirect immunof1uorescence staining wascarried outusing rabbit anti－HSA

antiSerum、

Fig，5－10．  E行ectof NEM，TBT，STA，and o1igomycin on HSA－SKL import

into peroxisomes of CHO ce11s．The inhibitors were microinjected

simultaneously with HSA－SKL into CHO ce11s．NEM，STA，and TBTwere used

at the concentration of O．2mM，and oligomycin was used of40μg！ml．After the

incubation ofthece11s，the immunof1uorescence staining wascarried outas

shown in Fig．5－9．
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Fig・5－a Time－course of acy1－CoA
 oxidase import into rat liver

  peroxisomes肺γ肺0
200

＞
一
・■（＞＞150
0－O＞側・一一
一〇100」何◎◎◎．・．

．…焉。0
区

X）◎
く〔

ATP（十）

O     ATP（一）20  40  60Time（min）

一76一

t
◎

〇一 十十
■．

⑭
ω

o
o■■

x
◎

○ミ．十
〇◎
O◎OLn

■ 一

 十十Σ

○ミ
O◎’十
U◎O・一

1 一

◎ω。

◎o ＋＋’εoΣ
駆§言■・

 x⊆◎ ’□◎』

O＆十十
〇◎8Σ、。
◎一〇ミ
O＝o岨・一    ．I
｝◎

一〇
⑭
七
山

十十

gl＋一6
0
o

一 ■

■

寸
一

〇

轟

欝

睾

草

宰

s

；

睾

①

o◎

ト

⑩

ω

寸

⑭

N

「

■

o■l

L

xOoo、■ω
一歴x＝＝冠
。95
’＝』
←0・

一77一

0X・◎
工く



Fig．5－5．Effect of STA and quercetin on

acyl－CoAoxidaseimpo討into peroxisomes
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1＝ig，5－9．Microi■1コected l・1SA－SKL impo吋

  into peroxisomes of Cl・1O ce11s
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第6章 まとめ

   真核細胞に広く存在するオルガネラの一つとして、1965年de Duveはラ

ット肝臓に過酸化水素を生成するオキシダーゼ群と分解するカタラーゼを含む

オルガネラを見出し、機能的名称としてペルオキシソームと命名した。ラット

肝臓では一群の高脂血症治療薬やプラスチック可塑剤などで増殖するという興

味深い性質を持つにも関わらず、生理的意義のない原始呼吸に寄与していたよ

うな酵素群が残存した化石のようなオルガネラと冷遇されていた。ところが、

1976年Lazarowとde Duveにより、ミトコンドリアにのみ存在すると信じられて

いた脂肪酸のβ一酸化系がペルオキシソームに発見され、その活性が高脂血症

治療薬投与により著しく上昇することが報告され、一躍ペルオキシソームの機

能が脚光を浴びるに至り、以来約20年を経て様々な重要な機能が知られるよう

になった。

   我々はこのペルオキシソーム膜上に高脂血症治療薬クロフィフレートで

17倍に誘導される、NEM感受性、非感受性の少なくとも2種の＾TPasesを発見し、

その阻害剤感受性などより、いずれも新規ATPaseと推定した。また部分精製の

結果、それぞれ520，450kDaのオリゴメリック複合体と推定した。ペルオキシ

ソーム70kDa主要膜たんぱく（70kDa peroxisomal membrane protein；PMP70

）はATP結合性たんぱくと推定されているが、その＾TPase活性は見出されていな

い。我々の発見した両＾TPase活性はいずれもこのPMP70と異なることを

proteinase K処理、免疫沈降、未変性P＾GE、ゲルろ過クロマトグラフィーによ

り明らかにした。同時に、ペルオキシソームマトリックスに無機ピロフォスフ

ァターゼ（PPase）が存在し、クロフィフレート投与により12倍に誘導されるこ

とも発見し、脂質代謝調節に関与すると推定している。

   ペルオキシソーム＾TPasesの機能としては、基質能動輸送あるいはペル

オキシソーム酵素たんぱく移送に関与すると考えられる。ペルオキシソーム局

在性酵素であるacy1－Co＾oxidase，acyl－Co＾：dihydroxyacetOne PhOsPhate

acyltransferase反応の基質輸送について種々検討したが、intactペルオキシ

ソームにおけるATPによる活性化（ATP添加により消失する潜在性）は認められず、

＾TPasesの関与は否定的であった。一方、たんぱく移送について、1ηyけro

acyl－CoA oxidase import系とHS＾一SKL（peroxis㎝e targeting signa11である

acyl－Co＾oxidaseのC末端SKL配列を結合させたヒト血清アルブミン）マイクロ

インジェクション法で検討したところ、＾TPasesの関与を示唆する結果を得た。

   以上、ラット肝ペルオキシソームに少なくとも2種のATPasesが存在す

ること・それらの性質および生理機能について明らかにすることが出来た。今

後・ATPasesの分子構造の解明と蛋白移送機構の解明が期待される。

   高脂血症治療薬として舳G－Co＾還元酵素阻害剤（プラバスタチン、シンハ

スタテン）の他、フィブレート系薬剤（クロフィフレート、ベザフィフレートな

ど）が用いられているが、このフィブレート系薬剤によるペルオキシソーム増

殖現象は蕃菌類に限られており、ヒトでは顕著な誘導は見られず、高脂血症治

療機序の詳細は不明である。ペルオキシソームは脂質の分解だけでなく生合成

にも深く関与しており、ペルオキシソームATPasesが第4章に記述したPPaseと

も相まって、その酵素蛋白移送機構（酵素タンパクのオルガネラヘのコンバー

トメンテーション）を介した、あるいはその誘導機構を介した脂質代謝調節機

構やその異常に起因する病態に関わる可能性があり、興味が持たれ、さらなる

解析が期待される、，
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7－1 第2章の実験の部

第7章実験の部

   動 物一ラット（Wistar系、雄、体重250－3009）はS LC柱より購入・

使用した。ペルオキシソームを誘導するためにはO．5％（w／w）クロフィフレー

ト含有粉末飼料（MF、オリエンタル酵母）を2週間投与した。

   材料一B・fi1・・y・i・A1はD・・K・＾lt・・d・・f（U・i・…it・tO…b…k，

Ger㎜any）より分与を受けた。クロフィフレートおよびNycodenzはそれぞれ和光

純薬およびNyc㎝ed Diagnostics（0slo，Norway）より購入した、その他の試薬

は特級あるいは入手可能な最高純度のものを用いた、、

   ペルオキシソームの調製一ペルオキシソーム調製の前日に一晩絶食させ

たりラットを2匹工一テル麻酔下、肝臓を採取し、肝湿重量の4倍容の各5μg／

ml，chymostatin，leupeptin，antipain，pepstatin Aの4種のprotease阻害
剤（4Pls）を含むO－25M sucrose，1mM EDTA，O．1％（v／v）ethano1，pH

7－4（4Pls－SVE）で洗った後、肝臓をハサミで細かく切り刻み、Potter－Elvehjem

homogenizer（50m1，Top社）でホモジナイス（Tef1on pestle，1000rpm，2

strokes）して、20％ホモジネートを調製した。これを2，500×g，13分間遠心（日

立18PR－5，RPR20－2ローター、4，500rpm）し、得られた沈澱に肝湿重量の1．5

倍容の4Pls－SVEを加えた後、再びPotter－E1vehjem h㎝ogenizerでホモジナイ

ス（1，O00rpm，1strokes）して、先と同様に2，500×g，13分間遠心した、、1回

目の遠心と、2回目の遠心で得られた上清（post mitochondria1supernatant1

PMS）を併せて20，000×g，22分間遠心（日立18PR－5，RPR20－2ローター、13，OOO

rpm）し、フラッフィー層をピペティングで取り除き沈澱を得た、、この沈澱に肝

湿重量同容の4P1s－SVEを加えて、Dounce型ホモジナイサー（40ml，pestle B，

3strokes，KONTES社）でホモジナイスした後、再び20，000×g，22分間遠心し、

フラッフィー層を同様に取り除き沈澱（1ight mitochondrial fraction）を得た、，

これに1－5mlの4Pls－SVEを加えて、Dounce型ホモジナイサー（7m1，pestle B，

1O strokes）で充分ホモジナイスした後、Nycodenz gradient（2m1of1．3

g／ml cushion，28ml of 1．15－1．25g／ml of Nycodenz gradient）に積層し、

130・000×9・2・5時間（日立himac CP56G，SRP28SAローター、27，000rpm）遠

心する。ミトコンドリア、リソソームやミクロソームの含まれている上層はパ

スツ■ルピペットで取り除いた後、下からヘリスターポンプ（ATTO，speed6）

で吸い上げ、2m1ずつ分画し、ペルオキシソーム分画を得た。

   特に・ペルオキシソームを再度Nycodenz密度勾配遠心にかける場合など

必要な場合は・ペルオキシソーム分画を5倍容のO．25M sucrose，1mM EDTA，

O・1％（v／v）ethanol，5mM HEPES－KOH，PH7．4（SVEH）で希釈、遠心（17，OOO

×9・20分間・RPR20－2ローター、12，000rpm）後、沈澱をSVEHに懸濁して

一86一

Nycodenzを除いて用いた。

   マーカー酵素活性測定法一カタラーゼ（ペルオキシソーム）（219）、

cytochrome coxidase（ミトコンドリア）（220）、esterase（ミクロソーム）（221）

およびβ一〃一acety1－D－glucosaminidase（NAG＾、リソソーム）（222）はそれぞれ

既報の方法により測定した。

   ＾TPase活性測定法一ATPase活性およびその他のnuc1eoside

triphosphatase活性測定はnucleoside triphosphateから遊離する無機リン酸

をltaya and Ui（223）によるマラカイトグリーン比色定量法を一部改良して行

った、、標準的assay mixture（1ml）は0．2M sucrose，O．1M KC1，40mM

Bicine－Tris（PH7－5）・2mM MgC12・O－5mM ATPおよび各5μ9の4Pls（随時・

2－7μM（2μg／ml）o1ig㎝ycin含有）を用いた、反応は約50μgのペルオキシソー

ム標品を加えて開始し、30oC，2時間インキュベーション後、マラカイトグリ

ーン試薬1ml（0．1624％（w／v）malachite green，5．72％（w／v）a㎜onium

molybdate in6N HCl，2．32％（w／v）polyvinyl a1coho1を当量比で混合し、

1時間以上放置後使用する、）を加え、反応を停止すると同時に一分後の630㎜

の吸光度を測定した、この条件下、2時間までは反応は直線性が保たれていた、、

また、別法として上記と同様のassay mixtureを用い、Henke1らの方法（224）に

準じたマイクロプレート法も用いた、即ち、96wellsplate（MS－3496F、住友

べ一クライド）上、1ウェル当たり1OOμ1のassay mixtureと約20μgのタンパ

クを用い、30℃、1時間インキュベーション後、マラカイトグリーン試薬100

μ1を加え、5分後の吸光度を655nmのフィルターをつけたマイクロプレートリ

ーダー（Mode1450，Bio－Rad）で測定した。5点検量線をその都度作成したが、

遊離するリン酸と吸光度の関係は8㎜oles／we11まで良く相関した。NEM感受性

ATPase活性は全活性と1mM NEM存在下のNEM非感受性ATPase活性との差を用い

て表した。また、定量値は2，3回の平均値を用いた。

   ペルオキシソームの低張処理一ペルオキシソーム分画O．2mlを1O倍容の

各5μg／mlの4P1sと1mM DTTを含む20mM MOPS－TM州，pH7．Oに滴下し氷上10分

間放置後、遠心（200，000×g，30min，RP－55T＾ローター、47，O00rpm）し、可

溶性画分と穎粒画分に分離した。

   ペルオキシソームの高濃度塩洗浄／超音波処理一ペルオキシソーム

（1．81gタンパク）をO．5M NaC1添加した1mM EDT＾，1mM DTT，O．1％（v／v）

EtOHおよび4Pls含有20mM MOPS－TMAH，pH7．0（1ml）に加え、Branson

sonifier（Ce11Disrupter200，settinglevel，5；50％duty；15sec×3
times）でO℃処理し、可溶性マトリックス画分と膜画分とに先と同様遠心し

（200，000×g，30min）分離した。

   ペルオキシソームのproteinase K消化（限定蛋白分解）一Kamijoらの方法

（89）に準じ、ペルオキシソームをproteinase K（Sigma）処理を行った。 1m1

のSVEH中、4．31mgのペルオキシソームと1Oμ9のproteinase KをO℃インキュ
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べ一ションし、1OOμ1のサンプルを各時間毎に採取し、反応停止のためl mM

phenylmethanesulfony1f1uoride（PMSF）を加え、残存する＾TPase活性をマイク

ロプレート法で測定した。

   ペルオキシソーム＾TPaseの可溶化一高濃度塩洗浄／超音波処理したペル

オキシソーム膜画分（5㎎protein）を10％glycerol，1mM DTT，1mM EDT＾，

8μg／㎜l aso1ectin1ipos㎝es，各5μgの4Plsを含む20mM MOPS－TM州，pH

7・O（1m1）に懸濁し・0・5％Polyoxyethylene9－lauryl ether（C12Eg，Sigma）

を添加し、vortex後、O℃1O分間氷上に放置後、遠心（200，O00×g，30min，

RP－55TAローター）し、その上清を可溶化画分とした。ペルオキシソーム＾TPase

活性は約32％の収率で可溶化する事が出来た。

   可溶化ペルオキシソーム＾TPaseのゲルろ過クロマトグラフィー一前記の

ペルオキシソーム膜画分C12Eg可溶化画分（0・5ml）をゲルろ過カラム（TSK

G4000SWXL，7－8x300㎜，Tosoh）2本を直列につなぎ、1mMDTT，O－5mM

EGTA・10％91ycerol・8μ9／ml aso1ectin・O・02％C12EgおよびO・2M NaC1含

有20mM Tris－HCl，pH7．4を溶出緩衝液として、流速O．1ml／ml（LKB2249LC

Gradient pump，pharmacia LKB Biotechno1ogy，Sweden）で溶出し、O．5m1ず

つ分画した。各分画のNEM感受性、非感受性ATPase活性とタンパク定量を行っ

たところ、それぞれ定量的に回収する事が出来た。

   ペルオキシソーム＾TPaseの部分精製一精製ペルオキシソーム画分10

ml（170mg Protein）を用い・膜画分を調製後・C12Eg可溶化を行った・イオン

交換カラムEcono－Pac Q2本を直列に接続し、50mlの可溶化抽出物を

Super1oop（Pharmacia LKB Biotechnology，Sweden）を使い注入し、buffer A：1

mM DTT・O・5mM EGT＾・10％91ycerol・8μ9／m1asolectin・O・02％C12Eg含

有20mM Tris－HC1，pH7．4とbuffer Blbuffer＾に1M NaC1添加、を溶出緩衝液

としてNaCl gradient溶出した。流速1ml／mlで、1mlずつ分画した。得られた

ATPase活性ピークのFr．45－47の1m1を上記と同様、ゲルろ過クロマトグラフ

ィーに注入し＾TPaseの分離精製を試みた。

   その他の方法一タンパク定量は標準タンパクとしてbovineγ一globu1in

を用い、Bio－Rad protein assay kit（225）で行った。 ラット肝の

submitochondria1partic1es（SMP）の調製はWehr1eらの方法（226）によって調製
した。

7－2 第3章の実験の部

   動 物一ラットおよびクロフィフレート投与法は第2章のとうり。

   材 料一。lofibrate・Nycodenz・Proteinase K，C12Egは第2章のとう

り・Protein＾Sepharose CL4Bおよびalka1ine phosphatase－conjugated goat
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anti－rabbit19G antibodyはそれぞれSigma（St．Louis，M0）およびTAGO

（Bur1ingame，C＾）から購入した。その他の試薬は特級あるいは入手可能な最高

純度のものを用いた。

   ペルオキシソームの調製およびタンパク定量一第2章のとうり。

   anti－PMP70抗血清の調製一精製ペルオキシソームを0・1M Na2C03で20倍

希釈し、室温30min放置後、45，000rpm，60min遠心（RP55TAローター）して得

られる沈澱をペルオキシソーム膜画分（全ペルオキシソームタンパクの約10％）

として調製した、、これを1O％SDS－PAGEで泳動後、CBB染色し、70kDaペルオキ

シソーム主要膜タンパクのバンドを切り出し、注射筒と注射針を用いて吸排出

を繰り返し細砕し、adjuvantなどは用いずこれだけを抗原として用いた。初回

感作はウサギ後肢1ymphnodeおよび背部皮下に、2回目以降は背部皮下に2週

間ごとに感作した。第7回感作後、全血を採取し抗血清を得た。この抗血清よ

り、定法の硫安分画、DEAE－Sephadex A50カラムクロマトグラフィー処理を行

い、anti－PMP7019Gを調製した。

   i㎜unoblotting一未変性（native）（227）および1O％SDS一ポリアクリルア

ミド電気泳動（PAGE）（228）ゲルは25mM TrisおよぴO．7M g1ycine中4℃、3時

間、定電流150mAで、nitrocel lulose sheet（O．1μm pore size，Schleicher

and Schue11，Germany）に転写した。この膜は、5％skim mi lkをO．05％Tween

20含有2価カチオンを含まないphosphate－buffered saline（PBS（一））（TPBS）

に加えたものでブロッキングを行った後、anti－PMP70抗血清と反応させた後、

2次抗体としてalka1ine phosphatase－conjugated goat anti－rabbit lgG

antibodyを反応させた。検出のための基質系として、5－bromo－4－ch1oro－3－

indoly1phosphate／nitro－blue tetrazoliumを用いた（229）。

   ペルオキシソームのproteinase K消化（限定分解）一策2章のとうり。

   ペルオキシソームATPaseの可溶化一第2章のとうり。

   可溶化ペルオキシソームの未変性P＾GEとATPase活性染色一未変性P＾GEは

Rotheらの方法（227）に準じ・O・02％C12Egを加えた4－20％9radient

polyacry1amide ge1を用い、4℃で泳動を行った。また、＾TPase活性染色（230）

は以下のように行った・泳動後のゲルを1mM＾TP，5mM MgC12と1mM

Pb（N03）2を含む20mM Tris－malate・PH7－5にて30℃・20時間インキュベーシ

ョン後、水で濯ぎ・ゲル上のPb3（P04）2不溶性白色バンドを・O・5％Na2Sで濯

ぐことによりPbS褐色バンドとして検出した。

   可溶化ペルオキシソームのanti－PMP7019Gによる免疫沈降一anti－PMP70

19Gおよびpre－i㎜une lgG（各44μg protein）をそれぞれ5㎎のprotein＾一

SepharoseとO．5mlのO．2M borate buffer，PH8．2中で室温、30分間撹枠する・

 lgG結合protein A－Sepharoseを4，OOO×g，30sec遠心で沈澱とし、O－5m1

の1O％91ycerol，1mM DTT，O・02％C12Egおよび各5μ9／m1のPlsを含む20mM
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MOPS－TMAH，pH7．Oで3回洗浄する．。この様にして得られたprotein A－

Sepharose－lgGと可溶化ペルオキシソーム（240μg proteinを含む50μ1）とを非

特異的結合を防ぐためキャリヤータンパクとして400μ9のヒストン存在下、4

IC，2時間撹枠した、遠心操作により上清を採取後、上述の洗浄緩衝液を用い

沈澱を3回洗浄後、その上清とprotein A－Sepharose－1gG沈澱のATPase活性測定、

SDS－PAGEおよびi㎜unoblottingを前記の如く行った、

   可溶化ペルオキシソームATPaseのゲルろ過クロマトグラフィー一ペルオ

キシソーム膜画分C12Eg可溶化画分をゲルろ過カラム（Superose6prep

HR16／50，PharmaciaLKBBiotechno1ogy，Sweden）を用い、第2章と同様の1

mM OTT・O・5mM EGTA・10％91ycerol・8μ9／ml asolectin・O・02％C12Egお

よび〇一2M NaC1含有20mM Tris－HCl，pH7．4を溶出緩衝液として、流速O．25

・1／・1（LKB2249LCG・・di・・tP・・p，Ph・・…i・LKBBi・t・・h・・1・gy，S・・d・・）

で溶出し、1．O mlずつ分画した。各分画のNEM感受性、非感受性ATPase活性と

タンパク定量を行ったところ、第2章で得られた結果と同様それぞれ定量的に

回収する事が出来た、、

   各分画中のPMP70の検出は以下の如くELlS＾法により行った一、

i・・…p1・t・（F・1…3912Mi…T・・tFl・・ib1・A…yP1・t・，B・・t・・

Dickinson，Oxnard，CA）上に各分画の5μ1および100μ1の50mM炭酸緩衝液、

pH1O．Oを分注し、4℃、1夜固定する、TPBS洗浄後、1％bovine serum

a1bumin（BSA）in PBS（一）でブロッキング後、anti－PMP7019Gと2時間反応させ、

alka1ine phosphatase－con」ugated anti－rabbit1gG goat antibodyとρ一

nitrophenyl phosphateを基質として用い（231）、プレートリーダー（Mode1450，

Bio－Rad，405㎜フィルター）でPMP70を検出した、

7－3 第4章の実験の部

   動 物一ラットおよびクロフィフレート投与法は第2章のとうり、、

   材 料一。lofibrate，Nycodenzは第2章のとうり、その他の試薬は特級

あるいは入手可能な最高純度のものを用いた。

   ペルオキシソームの調製一クロフィフレート誘導ラット肝ペルオキシソ

ームは第2章のとうり分画遠心法とNycodenz密度勾配遠心法により調製した、

ミトコンドリア、リソソームやミクロソームの含まれている上層はパスツール

ピペットで取り除いた後、遠心管の下からヘリスターポンプ（＾TTO，speed6）

で吸い上げ、2mlずつ分画し、ペルオキシソーム分画を得た。ペルオキシソー

ムを再度Nycodenz密度勾配遠心にかける場合は、ペルオキシソーム分画を5倍

容のO・25M sucrose，1mM EDTA，0．1％（v／v）ethanol，5mM HEPES－KOH，PH

7・4（SVEH）で希釈、遠心（17，OOO×9，20分間、RPR20－2ローター、12，O00rpm）

後・沈澱をSVEHに懸濁してNycodenzを除いて、2回目のNycodenz密度勾配遠心
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にかけ、1回目と同様に分画した、、

   マーカー酵素活性測定法およびタンパク定量一カタラーゼ（ペルオキシ

ソーム）、cytochr㎝e coxidase（ミトコンドリア）、esterase（ミクロソーム）、

β一〃一acetyl－D－glucosa㎜inidase（N＾GA、リソソーム）およびATPase活性測定な

らびにタンパク定量は第2章に記述した如く行った。

   PPase活性測定法一PPase活性はPPiから遊離する無機リン酸をマイクロ

プレートを用いて、第2章のATPase活性測定法と同様のマラカイトグリーン比

色定量法で行った。標準的assay mixture（1OOμ1／wel l）はO．2M sucrose，

O・1M KC1・40mM Bicine－Tris（PH8・5）・2mM MgC1210・5mM PPiおよび各

O－5μgの4P1sを用いた、反応は約5μgのペルオキシソーム標晶を加えて開始し、

3ガC，1時間インキュベーション後、マラカイトグリーン試薬100μ1を加え、

5分後の吸光度を655㎜のフィルターをつけたマイクロプレートリーダー

（Mode1450，Bio－Rad）で測定した。この時遊離するリン酸と吸光度の関係は8

㎜oleS／Wellまで良く相関した。

   ペルオキシソームの超音波処理一可溶性マトリックス画分と膜画分に分

離する目的で、l m1のペルオキシソーム画分（18mgタンパク）を、1O mlの1

mM DTTおよびO．5mM EGT＾を含む20mM Tris－HCl，pH7．5で希釈後、Branson

・onifier（Ce11Disrupter200，settinglevel，5；50％duty；15sec×3
times）で0℃処理後、遠心（200，OOO×g，30min，RP－55TAローター、47，000

rpm）処理により、可溶性マトリックス画分と膜画分とに分離した。

7－4 第5章の実験の部

   acy1－CoA oxidase移送活性測定用ペルオキシソームの調製一Nycodenz密

度勾配遠心によって、得られたペルオキシソーム画分をNycodenzを除く目的で、

4倍容のSVEを加えて、O℃、1O分間放置した。これを18，OOO×g，20分間遠心

（日立18PR－5，RPR20－2ローター，12，OOO rpm）し、沈殿に約8～1O mg

protein／mlになるように適量のSEH（0．25M sucrose，O．1％（v／v）ethanol，5

mM HEPES／KOH pH7．4）を加え、Dounce型ホモジナイサー（7m1，pestle B三10

strokes，KONTES社）で充分懸濁したものを、acyトCoA oxidase移送実験に用い
た、、

   total RN＾の調製と翻訳一total RN＾は、2週間O．5％（w／w）クロフィフ

レート含有粉末飼料をあたえてペルオキシソームを誘導したラットの肝臓から

post－mitochondria1fractionを調製し、pheno1／chloroform法をもちいて

total RN＾の抽出をおこなった（232）。このRN＾（1Oμ1）を［35S］Protein

1abe1ing mix（NEN，11．OmCi／ml，15μ1）とともにnuclease－treated

reticu．0cyte lysate protein synthesizing system（和光、無細胞タンパク合

成キット，90μ1）で2ザC，90分間インキュベートし、翻訳を行った（233）〔）リ
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ボソームを取り除く為、11，500×9，20分間遠心（TOWMR－150，MR－150ロータ

ー，11，500rpm）し、上清を採取し、2M sucroseを加えてfina1O．25Mにし、

これをtrans1ationproductとした。

   タンパク輸送条件は、import assay mixture［全容、200μ1：1Oμ1の

trans1ation product，50μ1のペルオキシソーム（約8－1Omg／ml）、100μ1の

i叩・・tb・ff・・（1・M＾TP・3・MMg（A・O）2・50・MKC1・1・MDTT，15・M

creatine phosphate，75μg／ml creatine phosphokinase；いずれもfina1濃

度）および40μ1のSEHを混合したもの］を、2ポC，1時間インキュベートした。

インキュベーション後、このi叩。rt assay mixtureを、SVEH（O．25M sucrose，

l mM EDTA，O．1％（v／v）ethanol，5mM HEPES／KOH，pH7．4）で1O倍に希釈し、

4等分した、、ペルオキシソーム内へ輸送されていないタンパクを取り除くため

に1μgのproteinase Kで、O℃、15分処理をした。このタンパク消化反応は5

mM PMSFおよび各O．5mg／m14Plsを5μ1加えて停止させた。proteinase K作用

のpositive controlとして1％Triton X－1OO存在下、proteinase K処理をし

たものを作成し、このペルオキシソーム内に輸送されたタンパクが、膜を可溶

化させることにより実際に消化されることを確認した。各サンプルを15，OOOX

g，1O分間遠心（TOMY MR－150，MR－150ローター，15，O00rpm）後、沈殿を1％

Triton X－1OO，0．1mM PMSFの入ったSVEで可溶化し、8－12％SDS－PAGEにかけ

た。C8B染色後、ゲルをフィルム化（R＾PlDRY、＾TT0）し、フルオログラフィー

をとるか、またはイメージングプレートに露光した。約75kDaのproteinase K

耐性のタンパクバントをペルオキシソーム内に移送されたacyl－Co＾oxidaseと

して定量化した。

   gradient SDS－P＾GE（228）一濃縮用ゲル濃度は、3％（0，125M Tris－Cl，

pH6－8，O－1％（w／v）SDS）、分離用ゲル濃度は、8－12％（O．125M Tris－C1（pH

8－8），O．1％（w／v）SDS）を用いた。濃度勾配はグラシエンター（30ml、サンプ

ラナック社）で作製した。泳動緩衝液の組成は、O．05M Tris，0．38M glycine，

O．1％（w／v）SDSで、泳動は室温にて、濃縮ゲル中は50V、分離ゲル中は150

V（パワーサプライ：M＆S lNSTRuMENTS lNC MODEL50－SR）の定電圧モードで行

った。試料はサンプルバッファー（4％SDS，40mM Tris／HCl，pH6．8，20％

sucrose，O．O02％BPB，20mM DTT）を試料と同容量加え、90－1OガCで5分間加

熱処理後アプライした。

   ポリクローナル抗体の調製一＜1＞抗ラットペルオキシソーム抗血清1

クロフィフレート投与ラット肝臓よりペルオキシソームを調製し、Nycodenzを

除くため、4P1s－SVEで1O倍希釈し、12，O00rpm，20min遠心（RPR20－2ローター）

後・沈澱のペルオキシソームを生理食塩水（Pss）にDounce型ホモジナイサー（7

ml，type B）で懸濁し、一30℃で保存した。初回感作はペルオキシソーム懸濁

液1m1とFreund’sc㎝pleteadjuvant1mlをBransonsonifier（setting

3・5），30sec，3回処理して、乳化状態とし、2匹の雌の日本白色種ウサギ背部
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皮下注射により行った、感作タンパク量はO．87mg protein／headであった。2

回目以降の感作はFreund’s incomp1ete ad」uvantを用いた他は初回感作と同様

に、2週間ごとに行った。第5回感作後、三日目に全血を頚動脈カニュレーショ

ンにより採取し、3，O00rpm，15min遠心し、抗血清を得、一30℃で保存した。

＜2＞抗ラットペルオキシソーム膜タンパク抗血清：精製ペルオキシソームを

O・1M Na2C03で20倍希釈し・室温30min放置後・45，O00rpm・60min遠心

（RP55TAローター）して得られる沈澱をペルオキシソーム膜画分（全ペルオキシ

ソームタンパクの約10％）として調製した（234）、これをPBS（一）に懸濁後、抗原

として同量のadjuvantと乳化後、初回感作はウサギ後肢Foot padおよび背部皮

下に、2回目以降は背部皮下に2週間ごとに感作した。 感作タンパク量は約

100μg protein／headであった。第5回感作後、全血を採取し抗血清を得た。

＜3＞anti－PMP70抗血清：第3章の実験の部に記載したとうり。

＜4＞抗ヒト血清アルブミン抗血清1ヒト血清アルブミン（HSA，Sigma，A－

1653）をpssに溶解し、抗ラットペルオキシソーム抗血清と同様の方法で日本白

色種ウサギに感作した。感作タンパク量は1．04mg protein／headであった。第

7回感作後、全血を採取し抗血清を得た。

   SKLペプチドの合成一acy1－CoA oxidaseのC一末端ペプチドNH2－

CRYHLKPLQSKL－COOHをBio1ynx4170全自動ペプチド合成システム（Pharmacia LKB

biotechno1ogy）およびFmoc－L－Leu－Novasyn KA樹脂1gを用いて合成し、樹脂

51．6mgからトリフルオロ酢酸一アニソールーエタンジチオール（95：2．5：2．5

vo1）5m1で室温、6時間放置後、ろ過により樹脂から切り出し、ろ液を濃縮後、

20mlの工一テルで沈澱とし、1O min遠心（RPRS4ローター、5，000rpm）で集め、

20mlの工一テルで1回洗浄後、減圧乾燥し、4．4㎎の無色粉末を得た。得ら

れたペプチドの純度はn－BuOH1AcOH：H20（4：1：1および2：1：1）の展開溶媒を用い

るTLC／ニンヒドリン発色で。ne spotであることにより確認した。

   HSA－SKLの合成（MBS coupl ing（235））一10．O mgのHS＾（O．15μmo1es，

Sigma，A－1653）をO．1M sodium phosphate buffer，pH6．8にラ容色皐し、MBS（〃一

maleimidobenzoyl一〃一hydroxysu㏄inimide ester，和光）1．4mg（4μmoles／50

μl of dimethy1formamide）を加え、マグネティックスターラーで室温、30分

間撹絆する。この反応混合物を0．1M sodiu㎜phosphate buffer，pH6．8で平

衡化したSephadex G－25co1u㎜（Pharmacia，NAP－25colu㎜）にのせ、同緩衝

液で溶出し、UVモニター（＾TTO mini UV monitor11，280㎜）で溶出液の吸光

度を見ながら最初のタンパク溶出部分を集め、未反応の冊Sを除いた。上記SKL

ペプチド（4．4mg，3．3μmo1es）を4．O m1の20mM EDT＾に溶解後、MBS－HSA

C㎝p1eXに加え、アルゴンガスを吹き付け、シーロンで封じ、マグネティック

スターラーで室温、4時間撹絆する。反応後、Pss（11 iter x2times）に対し、

4℃で透析を行い、HS＾一SKL（7．2m1，2．1mg protein／m1）を得た。一30℃凍

結保存。ここで得られたHSA－SKLは1O％SDS－P＾GEで約70kDaにbroadなbandを示
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し、HS＾とのUVスペクトルの比較から8～1Oペプチド鎖がHSAに共有結合してい

るものと推定された。

   chinese hamster ovary（CH0）細胞培養一CHO－K1細胞は1O％fetal

bovine serum（FBS，BioWhittaker，Maryland）添加Ham’s F－12（Gibco，No．

430－1700）（N・HC031・18・g／・1・ρ・・i・i11i・100・・it・／・1，・t・・pt・・y・i・

O．13mg／mlを添加）を培養液として用い、10㎝シャーレ（1O m1medium／dish）

を用いて・5％C02－incubator中培養した・培養3日毎に・トリプシン処理に

て細胞を剥がし、1OO倍希釈して継代培養を行う、、

   マイクロインジェクションー上記、CHO－K1細胞をカバーグラス

（Matsunami glass ind．，18x18㎜）を固定した6㎝シャーレを用い、5％

C02－incubator中にて培養を行う（5m1medium／dish）（1培養3日目にAuto

in」ection system（AlS，Zeiss）とフェムトチップ（Zeiss）を用いて、マイクロ

インジェクションを行う。条件は種々検討した結果、Z mode（フェムチップは

垂直に動き、ステージは同時には動かない。）、Z speed20，P2（注入圧）・120

hPa，P3（維持圧）・30hPa，O．2sec in」ectionとし、16flames，約200～400

ce11sに対しインジェクションした。なお、インジェクション効率は40－50％程

度であり、さらにフェムトチップの目ずまりがしぱしぱ起き、何回もの実験を

繰り返す必要があった。

   マイクロインジェクションするサンプルとして、HSA－SKLおよびHSAを

injectionbuffer（20mMpotassiumphosphatebuffer，PH7．40，100mM
KCl，1．2％sucrose）に対し透析を行ってmedium交換を行った物を使用した、、

終濃度は1mg protein／mlである。また、ATPase阻害剤の影響については、NEM，

TBT，STA，および。l ig㎝ycinをHSA－SKL溶液にそれぞれ終濃度O．2mM，O．2mM，

0－2mMおよび40μg／m1を加えて用いた、 これら各サンプルは一30℃保存し、

フェムトチップの目ずまりを防止するため、インジェクション前に1O，000rpm，

1O㎜in遠心した上清を用いた。

   間接蛍光抗体法一マイクロインジェクションしたCHO細胞は・5％C02－

incubator中で4時間インキュベーション後、以下の間接蛍光抗体法の操作を室

温にて行う。培養液を吸引除去後、PBS（一）3 m1で3回洗浄し、4％

paraformaldehyde in PBS（一）3mlで1O min固定した。次いで、O．2％Triton

X－1OO in PBS（一）でpermeabilizeし、PBS（一）3m1でリンス後、5％Skim milk

in PBS（一）3mlで一夜、4℃ブロッキングする。PBS（一）3m1でリンス後、1OO

倍希釈一次抗体anti－HS＾antiserum in5％ skim mi1k in PBS（一）150μ1，1

時間反応する。0．2％Triton X－1OO in PBS（一）2mlで、5－1O min，5回洗浄後、

200倍希釈二次抗体f1uoresc6in con」．aff．purif．goat anti－rabbit lgG

（h…y＋1ight・h・i・・p・・ifi・，C＾PPEL）i・5％・ki・・i1ki・PBS（一）150μ1

と30min反応する。O．2％Triton X－1OO in PBS（一）2m1で、5－10min，5回洗

浄後、消光防止マウント液（O．15％ρ一phenylenediamine，0．1M Tris－HC1，pH

8．O，90％glycero1）を用いて、蛍光顕微鏡（Axiovert135M，Zeiss）で、位相

差像（x32対物レンズ使用）および蛍光像（x63対物油浸レンズ、ダイクロイック

ミラーB1au450－490SB使用）をネオパン1600（フジフイルム）を用いて、写真撮

影した、、
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