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第1章　 緒 言

担癌体の脂質に関する研究については数多 くの報

告があり,ま たリン脂質については,リ ン脂質の組

成,あ るいはリン脂質の脂肪酸組成についても数多

くの報告がみられるが1)-5),担癌体における リン脂

質の個々の代謝経路に関する研究は未だその報告が

少ない.

第1編 においてボスファチジン酸がボスファチジ

ン酸ホスファターゼの作用を受けでジグリセ リドを

生ずる過程について報告したが,そ の代謝は担癌体

の方がまさつていた.

そ こでこの研究は第1編 の結果にもとずき,ホ ス

ファチジン酸が代謝される時遊離される無機燐の主

要リン脂質,特 にリゾレシチン,ス フィンゴ ミエリ

ン,ホ スファチジルコリン,ホ スファチジルエタノ

ールア ミンへのuptakeお よびturnoverに つ いて

3-methyl diaminoazobenzine(DAB)飼 料 にて飼育

した呑竜型ラッテ雄の肝と正常ラッテの肝とにおけ

る無機燐の分布状態について比較検討をおこなつた

ものである.

第2章　 実験方法および実験材料

第1節　 実験材料

呑竜型ラッテ雄(藤 井医化学試験動物取扱所より

生後40日 目のものを購入 した)を3-メ チ ルDAB

(3-methyl diaminoazobenzene)(日 本 クレア株式会社)

飼料にてラットケージ(岡 崎産業株式会社)に て各

1匹 づつ飼育 した.ま た正常ラッテは同日生まれの

呑竜型ラッテ雄をラッテ用固形飼料(オ リエンタル

酵母工業株式会社)を もちい他のラットケージにて

飼育した.

32Pi-Na2 HPO4は 注 射 用 医薬 品 を も ちい,ダ イ ナ

ボ ッ トRI研 究 所 よ り購 入 した.

ま た実 験 に 使 用 した種 々の 有機 溶 媒,そ の他 の 試

薬 は和 光 純 薬 工 業株 式 会 社,片 山化 学 工 業 株 式 会

社,石 津 製 薬 株式 会 社 よ り購 入 した試 薬 特級 を 使 用

した.

第2節　 実 験方 法

1.ホ スフ ァチ ジ ン酸 の 単 離

約4kgの 家 兎5匹 の 耳静 脈 よ り32Pリ ン酸 ナ ト

リ ウムそ れ ぞ れ4mcづ つ注 入 し, Dawson6)の 報 告

に従 い12時 間 後 に充 分 か ん 流 した 肝 臓 を 摘 出 し,

 Folch7)-8)に て脂 質 抽 出を お こ な い,さ ら に レシ チ

ンの塩 化 カ ド ミウム複 合 体 の 溶解 度 を 利 用 す る精 製

法9)を も ちい,ホ ス フ ァチ ジル コ リンを 単 離 し,こ

れ に採 取 後 数 時 間以 内の 新 鮮 な キ ャベ ツ よ り取 つ た

ホ ス ホ リパ ー ゼDを 作 用 させ, Crudeな ホ ス フ ァチ

ジ ン酸 を え,さ らに 精製 す る た めにHanahan10)-11)

らの カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー を応 用 し,こ れ を薄

層 ク ロマ トグ ラ フ ィー にて 同 定 した.(詳 細 は 第1

編 に記 した.)

2.正 常 肝 とDAB原 発肝 癌 との 比 較

(1)脂 質 抽 出お よ び イ ン クベ イ ト

3-メ チルDAB飼 料 にて 飼 育 した 呑 竜型 ラ ッテ雄

と同 日生 まれ の 正 常 ラ ッテ雄 と飼 育 よ り, 20日, 40

日, 60日, 80日, 100日 目の肝 を 充 分 脱 血後 摘 出 し,

 0.001M MgC12, 0.1M Sucrose, 0.0028M Nicotinamide

を 含 ん だ0.05M Tris緩 衝 液pH. 7.36, 100mlを

加 え,ワ ー リ ング ブ レ ンダ ー にて2分 間,つ いで ガ

ラ スホ モ ゲ ナ イザ ー にて3分 間 ホ モ ジ ネー トした.

前 記 の よ うに して 精 製 し た32Pホ ス フ ァチ ジ ン

酸(比 較 的不 安 定 物 質 の た め可 及 的 迅 速 に も ちい

た.)10×104cpmを 加 え, 37℃ に て5分, 10分,
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15分, 30分, 60分, 120分 間 イ ン クベ イ トした.イ

ン クベ イ ト終 了 後 直 ちに それ ぞれ300mlのCHCl3:

 MetOH 2: 1液 を 加 え, 30分 間 ふ りまぜ て 脂 質 抽

出 を お こな つ た.(MetOH=Methanol)

(2)薄 層 クロ マ トグ ラ フ ィー

Merck製Kiselgel G 45gに 蒸 留 水100mlを 混 じ,

 20×20×0.05c. nの 薄 層 を105℃, 30分 間加 熱 活性

化 した の ち,前 記 に て 脂質 抽 出を お こなつ た もの を

濃縮,減 圧 乾 固 し, CHCl3: MetOH: Water 65:

 25: 4に て,約90分 間 飽和 させ た の ち, 20度 傾 斜 に

て 展 開 した.展 開 後 風 乾 のの ち, 5%リ ンモ リブデ

ン酸 を 含 む アル コー ル 溶液 を 均 等 に 噴霧 し, 120℃,

 10分 間加 熱 発 色 させ 比 較 した.

(3)オ ー トラジ オ グ ラム

前 記薄 層 を 発 色 させ ず セ ロフ ァンに て シ リカゲ ル

を 充 分 保護 して 富 士 ノ ンス ク リー ニ ン グNo. 100 X

線 フ ィル ム を密 着 させ 暗所 に静 置, 3日, 5日, 7

日 目に 現像 し比 較 した.

(4)各 リン脂 質 の 放 射能 測定

前 記 薄層 ク ロマ トグ ラフ ィーの 発 色前 の もの に 紫

外 線 発 生装 置 にて プ レー ト上 の螢 光 を 発 す る各 リン

脂 質 の スポ ッ トを けず り落 と し,そ の シ リカゲ ル を

それ ぞ れ灰 化 用 コル ベ ンに移 し, 70%過 塩 素 酸0.2

ml加 え30分 間 灰 化 し,さ らに 冷却 後 蒸 留 水2mlを

加 え,沸 騰 水 溶 中で10分 間加 熱 したの ち再 び冷 却 し,

遠 沈 にて そ の上 清 を 取 り, Davidson12)ら の 方 法 に

よ り, PPO(5g/l)-POPOP(0.5g/l)DAM6: 1: 1カ

ク テル(ジ オ キ サ ン6部,ア ニ ソ ール1部, 1.2-ジ

メ トキ エタ ン1部)を15ml加 え,液 体 シ ンチ レー

シ ョン カ ウ ンタ ー(Model 3365, TRI-CARBリ キ ッ

ドシ ンチ レー シ ョン スペ ク トロ メー ター シ ス テ ム)

で そ れ ぞれ の放 射能 を 測定 した.

(5)デ ン シ トメー ター

前 記 薄 層 ク ロマ トグ ラフ ィーを5%リ ンモ リブデ

ン酸 ア ル コー ル 溶 液 を均 等 に噴 霧 し,加 熱 発色 させ

た プ レー トをFuji Minicopy Film露 光F8, 1/2秒

(Asahipentax K1リ ン グ1号 附 加)30W螢 光 灯2

個 を50cmの 距 離 よ り照 射 して 撮 影, 5分 間現 像 を

お こなつ てnega-filmを 作製,つ い でCanon Karvar

 Film(Kal Printer)露 光2に て 反 転 しPosi Filmを

作 製,こ れ をToyo Densitometer Type V, Filter

 625mμ slit 1.2mm, Gain O Densitometryを お こ

な い その 積 分 値 に よ り物質 の濃 度 を 測 定,標 準 物質

と比 較 定 量 を お こな つ た.ま た オ ー トラ ジ オ グ ラム

につ いて も現 像 後 同様 に お こ なつ た.

(6)各 リン脂質の リン定量13)

前記薄層クロマ トグラフィーの発色前のものに紫

外線発生装置にてプレー ト上の螢光を発する各リン

脂質のスポットをけず り落とし,か つリン脂質の存

在 しない部分のシリカゲルをほぼ同量対象としてか

きとり,シ リカゲルをそれぞれ灰化用 コルベンに移

し,モ リブデン酸アンモニウムを飽和 した70%過 塩

素酸0.2ml加 え,加 熱灰化し,さ らに冷却後沸騰

水溶中で10分 間加熱したのち再び冷却し, 2.5%モ

リブデン酸アンモニウム0.3ml,お よび10%ア スコ

ルビン酸(新 製)0.3ml加 え て よく振湯し, 38℃

の恒温槽中に2時 間放置し,つ いで遠心分離し,青

色の上澄液の吸光度を光電比色計にて820mμ で測

定 し,標 準曲線にてリンの量を換算 した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 ホスファチジン酸の単離

第1編 に記した.

第2節　 組織像

第1編 に記したようにDAB飼 育60日 目よりその

肝組織に癌細胞を認め, 80日 目では著明に癌細胞の

増殖を認めた.

第3節　 主要 リン脂質への32Piの 分布

ホスファチジン酸が代謝される時,遊 離される無

機燐の主要 リン脂質,特 にリゾレシチン,ス フィン

ゴ ミエリン,ホ スファチジルコリン,ホ スファチジ

ルエタノールアミンへの分布についてDAB飼 育20

日, 40日, 60日, 80日, 100日 目 というように順次

それぞれの正常ラッテとの比較をおこなつた.な お

インクベイ ト時間5分 より30分 まででは32Piの 分

布が充分でないため,す べてインクベイ ト時間120

分 の ものを比較した.

(1)リ ゾ レシチンへの分布

第1表 はDAB飼 育20日 目の主要 リン脂質への分

布を示 しているが,リ ゾレシチンをみると,カ ウン

ト数,リ ンの量,取 り込み率についてほとんど差異

を認めず,薄 層クロマトグラフィー,オ ー トラジオ

グラム,デ ンシ トメーターにてもほとんど差異を認

めなかつた.

第2表 は同様にDAB飼 育40日 目のものであるが,

これも20日 目と同様であり,第3表 は60日 目,第4

表 は80日 目,第5表 は100日 目のものであるが,す

べてほとんど差異を認めなかつた.ま た薄層クロマ

トグラフィー,オ ー トラジオグラム,デ ンシトメー

ターにても差異を認めないが,全 体的にみるに非常
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表1　 32P-Distribution in Phospholipids

 20th Day

表2　 32P-Distribution in Phospholipids 

40th Day

表3　 32P-Distribution in Phospholipids

 60th Day

表4　 32P-Distribution in Phospholipids

 80th Day

表5　 32P-Distribution in Phospholipids

 100th Day

に軽度ではあるが,正 常ラッテの方がまさる傾向を

示した.

(2)ス フ ィンゴミエリンへの分布

リゾレシチン同様第1表 をみるにDAB飼 育20日

目ではカウント数にては差異を認めないが,取 り込

み率において軽度であるがDAB飼 育の方がまさつ

ていた.ま た薄層クロマ トグラフィー,オ ー トラジ

オグラム,デ ンシ トメーターにてはまつた く差異を

認めなかつた.ま たDAB飼 育40日 目以降すなわち,

第2表 より第5表 までをみるに20日 目とまつた く同

様の傾向がみられ,ま た薄層クロマトグラフィー

オー トラジオグラム,デ ンシトメーターでは差異を

認めず,ス フィンゴ ミエリンへの無機燐 の分布 は

DAB飼 育100日 目までではDAB飼 育 の影響を指摘

し得なかつた.
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(3)ホ スファチジルコリンへの分布

DAB飼 育20日 目にては薄層 クロマ トグラフィー,

オー トラジオグラム,デ ンシトメーター等にてはま

つたく差異を認めないが,第1表 に示すごとくカウ

ント数および取り込み率にてDAB飼 育の方が軽度

まさり,第2表, 40日 目にても同様の傾向がみられ,

また第3表 に示すごとく60日 目にてはその傾向がま

し,第4表, 80日 目にてはカウント数および取り込

み率にてその差異を指摘出来,ま たデンシトメータ

ーにても軽度の差異を認めたが,薄 層クロマ トグラ

フィー,オ ー トラジオグラムにてはほとんど差異を

認めなかつた.ま た第5表 はDAB飼 育100日 目の

ものであるが, 80日 目とまつたく同様の傾向がみら

れたが,薄 層クロマ トグラフィー,オ ー トラジオグ

ラムおよびデンシ トメーター上では著明な差異を認

めなかつた.

(4)ボ スファチジルエタノールアミンへの分布

DAB飼 育20日 目の第1表 よりみるにカウント数

および取り込み率にてDAB飼 育の方が軽度である

がまさり,第2表 すなわち40日 目にてはこの傾向の

逆転がみられ,軽 度であるが王常ラッテの方がまさ

り,ま た60日 目にてはその傾向が強 くなり, 80日 目

の第4表 をみると,ホ スファチジルコリンとは逆に

カウント数および取り込み率においては正常ラッテ

の方がまさり,第5表, 100日 目にてはさらに大き

い差異を認め正常ラッテの方がまさつていた.ま た

薄層 クロマ トグラフィー,オ ートラジオグラムにて

は20日 目より100日 目に致るまでほとんど差異を認

めなかつた.ま たデンシトメーターにては20日 目,

 40日 目, 60日 目では差異を認めず, 80日 目, 100日

目にては軽度の差異を認めホスファチジルコリンと

相反する現象がみられた.

(5)主 要 リン脂質への分布の割合

Fig. 1 32Pi-Distribution from Phosphatidic Acid

第1図 はDAB飼 育20日 目より100日 目までの主要

リン脂質への分布の状態を示したものであるが,リ

ゾレシチン,ス フィンゴミエ リンについては, DAB

飼育20日 目より100日 目 までほとんど差異を認めな

いが,ホ スファチジルコリンについてみると80日 目

を ピークにDAB飼 育の方がまさり,ホ スファチジ

ルエタノールア ミンについてみると60日 目より順次

80日 目, 100日 目というように日時 を経過するほど

に差異が著明になり,ホ スファチジルコリンとは逆

に正常ラッテの方がまさつていた.

Fig. 2

第2図 は リゾ レシチンの20日 目より100日 目まで

の百分比を線グラフに表わしたものであるが,軽 度

正常 ラッテの方がまさる傾向にあるが,差 異を指摘

するほど著明ではなかつた.

第3図 は同様にスフィンゴミエリンのものである

が, 40日 目において軽度DAB飼 育の方がまさつて

いるが,全 体的にはほとんど差異 を表れしていな

い.

Fig. 3
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Fig. 4 Fig. 5

Fig. 6 Thin Layer Chromatography Fig. 7 Autoradiogram
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第4図 はホスファチジルコリンの4つ のリン脂質

に対する百分比であるが, 20日 目より差異を認め,

 80日 目をピークにしてDAB飼 育 ラッテの方がまさ

つていた.

第5図 はホスファチジルエタノールア ミンである

が20日 目にてはDAB飼 育 の方がまさつており, 60

日目より逆転する傾向にはあるが前記したほどの差

異は認めない.

な お薄層クロマ トグラフィー,オ ートラジオグラ

ムでは各 リン脂質とも, 20日 目より100日 目までに

おいてほとんど差異を認めないが,第6図 は80日 目

のCHCl3: MetOH: Water 65: 25: 4の 薄層クロ

マ トグラフィーである.ま た第7図 はそのオー トラ

ジオグラムである.

第4章　 考 案

複合脂質の代謝に関しては未知の領域がまだ多い

が,最 近の生化学,微 細形態学の著しい進歩にとも

なつて多 くの重要な,ま た興味ある緒問題を提供し

ている.

また代謝研究の進展のあとをふり返つてみると,

代謝のふたつの半面である分解と合成との面では細

胞から遊離された酵素系をもちい,直 接かつ,具 体

的に追求され解明されるということはすでに第1編

に記したが,リ ン脂質代謝に関しては未だ充分に解

明されていないものも数多 くあり,研 究途上という

状態である.

そ こでこの研究の対称とした4つ のリン脂質,グ

リセロリン脂質に属するボスファチジルコリン,ホ

スファチジルエタノールアミン,リ ゾレシチン,ま

たスフィンゴ脂質に属するスフィンゴミエリンの代

謝についてみると藤野14)はホスファチジルコリンは

ジグリセ リドがCDP-コ リンまたはDCDP-コ リンを

酵素的に受容 し,ま たリゾ レシチンが酵素的にアシ

ル化され,ま たホスファチジルエタノールアミンが

Fig. 8

S-ア デ ノ シル メチ オ ニ ンに よ り酵 素 的 に メチ ル化 さ

れ て,ホ ス フ ァチ ジ ル モ ノ メ チ ル エ タ ノー ル ア ミ

ン,ホ ス フ ァチ ジル ジ メチル エ タ ノー ル ア ミンを経

て ホ ス フ ァチ ジル ト リメチル エ タ ノー ル ア ミン,す

な わ ち ホ ス フ ァチ ジル コ リンを 生 成 す る反 応 が あ り,

また ホ ス フ ァチ ジル コ リンは ホ ス ホ リパ ーゼAの 作

用 を うけ て水 解 され, β位 の脂 肪 酸1個 を 放 つ て リ

ゾ レ シチ ンを 生 じ,ホ ス ホ リパ ーゼBの 作 用 を うけ

て 水解 され α位 と β位 の脂 肪 酸2個 を放 出 して グ リ

セ リル ホ ス ホ リル コ リンを 生 じ,ホ ス ホ リパ ーゼC

の 作 用 を うけて 水 解 され,コ リンを遊 離 して ホス フ

ァチ ジ ン酸 を 生 じ,ま た ボ スホ リパ ー ゼDの 作 用を

うけ て水 解 され,ホ ス ホ リル コ リンを遊 離 して ジグ

リセ リ ドを生 ず る.こ れ を図 示 した もの が 第8図 で

あ る.第8図 ① の反 応 に関 して は1958年Kennedy15)

らに よつ て 証 明 され,こ の 酵 素 系 はKennedy15)-16)

ら に よ つ て ね ず みの 肝 よ り, Williams-Ashman17)

に よつ て ね ず み の 精 の う よ り, McMurray18)ら によ

つ てね ず み の脳 よ りKennedy19)ら に よつ て ニ ワ トリ

の肝 よ りみ い だ され て い る.第8図 ② の反 応 に 関 し

て はLands20)ら に よつ て証 明 され,こ の酵 素 系 もま

たLandsら に よつ て ネズ ミの肝 よ り, Webster21)-22)

に よ つ て ネ ズ ミの 脳 よ りみ い だ され て い る.ま た

第8図 ③ の 反 応 に 関 し て はGibson23)ら に よつて

証 明 さ れ,こ の 酵 素系 はBremer24), Gibsonら に

よつ て ネズ ミの肝 よ りみ い だ されて い る.ホ ス フ ァ

チ ジル コ リンの分 解 に 関 して,第8図 ④ ではLong25)

らに よつ て 証 明 さ れ,こ の酵 素 系 で あ るホ スホ リパ

ー ゼAは ヘ ビ毒,ハ チ毒,サ ソ リ毒,膵,肝,腎,

心 な どに 分 布 し,植 物 界 で は コ メヌ カ,コ ウ ジカビ,

そ の他 の 菌 類 に み い だ さ れ て い る(参 照:山 川26)

 Kates27)).こ こで ホ スホ リパ ー ゼA, B, C, Dに

関 して は混 同 して い る場 合 が多 いが 藤 野14)の 記 載

に従 う こ とに す る.第8図 ⑤ の 反 応 に 関 しては,

 Dawson28)ら に よ つ て証 明 され,こ の 酵 素 ホスホ リ

パ ー ゼBは ハ チ毒,膵,小 腸 粘 膜,肝,心,脳,脾

な ど の多 くの動 物 組 織 に分布 し,植 物 界 で は コメヌ

カ,オ オ ムギ,ヒ マ シ,コ ウ ジ カ ビ,ア オ カビ, 

Serratia Plymithicumaな どに み いだ され て い る26) 27).

ま た ホ ス フ ァチ ジ ル コ リンよ り コ リ ンの 遊離,す な

わ ち第8図 ⑥ で はKates29)ら に よ り証 明 され,こ

の酵 素 系 で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼC(第1編 で は

Contardi30)に した が い ボ ス ホ リパ ー ゼDと した.)

につ いて は第1編 に くわ し く記 した.第8図 ⑦ の反

応 に 関 して はHanahan31)ら に よつ て 証 明 され,こ
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の酵 素系 で あ る ホ ス ホ リパ ー ゼDはClostridium

 Perfringensの α-ト キ シ ンを は じめ,多 くの ク ロ ス

トリジ ウム属 お よび そ の他 の細 菌 の培 養 口液 に み い

だ され,ニ ン ジ ンの根,ホ ウ レン草 の葉,動 物 臓 器

な どに分布 して い る26) 27).

Fig. 9

つ ぎに ホ ス フ ァチ ジル エ タ ノー ル ア ミンの 代謝 に

つ いて み る と,第9図 の よ う に ジ グ リ セ リ ドが

CDP-エ タノー ル ア ミンま た はdCDP-エ タ ノー ル ア

ミンを酵 素 的 に受 容 し,エ タ ノール ア ミンが ホス フ

ァチ ジル セ リンの セ リン部 分 と酵 素 的 に 置換 され,

ホ スフ ァチ ジル セ リンが 酵 素 的 に脱 炭 酸 され,リ ゾ

ホ ス フ ァチ ジ ル エ タ ノール ア ミンが 酵 素 的 に脱 炭 酸

され て生 じ,ま たホ ス ホ リパ ー ゼAの 作 用 を うけて

水解 され, β位 の脂肪 酸1個 を放 つ て リゾ ホ ス フ ァ

チ ジル エ タ ノー ル ア ミンを 生 じ,ホ ス ホ リパ ー ゼB

の 作用 を うけ て 水解 され, α位 と β位 の脂 肪 酸2個

を放 出 して グ リセ リル ホス ホ リル エ タノ ール ア ミン

を 生 じ,ホ ス ホ リパ ーゼCの 作 用 を うけて 水 解 され,

エ タ ノール ア ミンを遊 離 して,ホ ス フ ァチ ジン酸 を

生 じ,ま た ホ ス ホ リパ ーゼDの 作 用 を うけ て水 解 さ

れ,ボ ス ホ リル エ タ ノール ア ミンを 遊 離 して ジ グ リ

セ リドを生 ず る とい わ れて い る.な お第9図 ① の 反

応 に 関 してはKennedyら に よつ て 証 明 さ れ,こ の

酵 素 系 もKennedyら に よ つ て ネズ ミ,ニ ワ ト リの

肝 およ び脳 にみ い だ され て い る.ま た第9図 ② の反

応 に関 して はBorkenhagen32)ら に よつ て 証 明 され,

この酵素 系 もまたBorkenhagenら に よつ て ネズ ミ

の肝 にみ いだ され て い る.第9図 ③ の反 応 もまた 同

様 にBorkenhagenら に よつて 証明 さ れ て い る.第

9図 ④ の反 応 に関 して はMerkl33)ら に よつ て 証 明

され,こ の酵 素系 も ネズ ミの 肝 よ りみい だ され て い

る.ま た酵 素 的分 解 に お いて は,す なわ ち第9図 ⑤

の分 解に 関 して はMatsumoto34)に よ つ て 証 明 され,

この酵素 系 につ いて は前 記 した .第9図 ⑥ の反 応 に

関 して はSchmidt35)ら に よつ て 証 明 され てお り,

この酵 素系 に関 して も前 記 した.第9図 ⑦ の反 応 に

つ いて はKates36)ら に よつ て 証 明 さ れ,第9図 ⑧

の 反応 に関 して はMatsumoto37)ら に よ つ て 証 明 さ

れ,い ず れ も酵 素 系 につ い て は前記 した.

Fig. 10

つぎに リゾレシチンの代謝であるが,こ れは酵素

的にホスファチジルコリンから生成され,一 方酵素

的に変化をうけると,分 解 されてグリセリルホスホ

リルコリンを生じ,ま たアシル化されてホスファチ

ジルコリンとなることが知られている.し かしリゾ

レシチンが酵素的に合成される代謝経路は知られて

いない.ま た リゾレシチンは酵素的に分解 されて

脂肪酸,コ リンまたはホスホリルコリンを放出しう

るが,実 際には脂肪酸エステル結合の水解が最も普

通に起り,コ リンエステル結合はほとんど水解され

ず,ま たモノグリセリドーホスホリルコリン結合の

水解は知られていない.こ の代謝経路を図示 したも

のが第10図 である.ま た第10図 ② の反応に関しては

Uziel38)ら によつて証明されており,こ の酵素系に

ついては前記 した.

Fig. 11

最 後 に ス フ ィ ン ゴ ミエ リンの 代 謝 で あ るが,こ れ

は 動 物界 に広 く分 布 す るス フ ィ ン ゴ脂 質 で,特 に脳,

神 経 組 織 に多 く含 まれ て い る と いわ れ て お り,セ ラ

ミ ドがCDP-コ リ ンを 酵 素 的 に受 容 し,ス フ ィ ンゴ シ

ル ホ ス ホ リル コ リンが 酵 素 的 に ア シル 化 さ れて 生 じ,

ま た ホ ス ホ リパ ー ゼDの 作 用 を うけて 水 解 さ れ,ホ

ス ホ リル コ リンを遊 離 して セ ラ ミ ドを 生 ず る とい う

こ とが知 られ て お り,こ れ を 図 示 した もの が 第11図

で あ る.こ の 第11図 ① の反 応 に関 して はSribney39)ら

に よつ て 証明 され,こ の酵 素系 はSribney, Rossiter40)

らに よ つ て動 物 の肝,脾,腎,脳 よ りみ い だ され て

い る.第11図 ② の反 応 に 関 して はBrady41)ら に よ

つ て証 明 され,こ の酵 素系 も ま たBradyら に よつ

て ネ ズ ミの脳 に み い だ され て い る.
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以上のように本研究の対称とした4つ のリン脂質

リゾレシチン,ス フィンゴミエ リン,ホ スファチジ

ル コリン,ホ スファチジルエタノールアミンの代謝

に関 しては知られており,記 載されている.し かし

肝-肝 癌におけるリン脂質個々の代謝経路に関する

研究,ま た酵素系に関する研究 もきわめて少な く,

近年とみに研究 されつつあるが,未 だFigardら のハ

ツカネズミおよびダイコクネズ ミの肝と肝癌につい

てメチル化酵素(ホ スファチジルエタノールアミン

→ホスファチジル コリン)の 活性を調べMoriss肝

癌5123の よ うな特殊な悪性度の比較的低い癌ではか

なりの値を示すが,正 常肝に比較すればきわめて低

い活性しかもたないという報告等をみるにすぎない.

この研究でも,ボ スファチジン酸代謝に際 して遊

離される無機燐の分布状態の比較をしたにすぎない

が,リ ン脂質代謝はすみやかにおこなわれているこ

とを示し,そ の代謝回転もスムースであることを実

証した.

ま た,肝-肝 癌における研究に関しては,実 験動

物によつて著 しい差異があり,ま た飼育条件によつ

てもきわめて変動しやすいといわれており,諸 家の

報告と比較検討をおこなうことは妥当とは考えがた

いが2, 3の 報 告をあげてみると, Koglら はベン

ズピレン肉腫(ダ イコクネズミ)Brown-Pearce癌

腫(イ エウサギ)の 切片 およびEhrlich腹 水 腫瘍

(ハツカネズ ミ)を もちいて, 32Pの 脂質への取り

込みをみて,前2者 ではホスファチジルエタノール

ア ミンへの取り込みはきわめて少なく,大 部分はホ

スファチジルコリンに入つていたと報告 し,こ れは

ダイコクネズミ正常肝でホスファチジルコリンとホ

スファチジルエタノールアミンに同程度に取り込ま

れるという報告と著 しい対照を示 している.ま た

Veerkampf Marinetti42)ら は肝臓 およびDABに よ

る原発肝癌との32Pの 取 り込みの比較 をおこなつ

ており,ス フィンゴミエ リン,イ ノシ トールホスフ

ァチ ドではほとんど差異を認めず,ホ スファチジル

エタノールアミンにて著明に正常肝がまさり,ホ ス

ファチジルコリンにてはやゝ著明にDAB原 発肝癌

の方がまさると報告してい る.ま たLevin43)ら も

類似の現象がみられると報告している.

この研究の中での遊離された無機燐とは本質的に

異るがホスファチジルコリンへの取り込みを比較 し

てみるとや ゝ類似 しているようでのるが,ホ スファ

チジルエタノールアミンにては本研究ではその差異

が諸家の報告程著 しくない.ま た遊離された無機燐

の主要 リン脂質への分布に関しては個々のリン脂質

代謝の関与することはいうまでもないが,遊 離され

た無機燐が 置換 され る リン酸供与体,さ らには

CDP,あ るいはdCDP等 の 組織 内での働きは,そ

の分布を比較するにあたつて重要なもののようであ

り,個 々の リン脂質代謝の肝癌における酵素系の活

性度に関す る研究は今後の課題である. 32P Na2HPO4

とホスファチジン酸より遊離された無機燐の主要リ

ン脂質への取 り込みについて一部類似した点がある

ことは肝癌におけるリン脂質代謝に共通 した因子が

あるようで興味ある問題である.

脂質抽出,ホ スファチジン酸単離に関する実験手

技,薄 層 クロマトグラフィー,カ ラムクロマトグラ

フィー,ボ スホリパーゼ酵素,ホ スファチジン酸の

代謝,放 射能測定法などについての検討は第1編 に

記載 した.

なお各 リン脂質の定性に関しては薄層クロマ トグ

ラフィーを応用し,本 研究に際してはRf値 以外の

呈色反応も利用しWagner44)の ニ ンヒドリン法,

 Dragendorff試 薬 による方法も応用した.

第5章　 結 語

3-メ チルDAB飼 料にて飼育 した呑竜型ラッテ雄

の肝とその正常ラッテ肝において,飼 育より20日,

 40日, 60日, 80日, 100日 目 のホスファチジン酸が

ホスファチジン酸ホスファターゼの作用をうけて,

ジグリセリドに代謝されるとき,遊 離される無機燐

の主要 リン脂質,特 にリゾレシチン,ス フィンゴミ

エリン,ボ スファチジルコリン,ホ スファチジルエ

タノールアミンへの分布状態について比較検討 し

た.

1)リ ゾ レシチンへの分布

DAB飼 育20日 目より100日 日までにおいて差異は

ほとんど認めない. 4つ の リン脂質における割合に

てもほとんど差異は認めない.

2)ス フィンゴ ミエリンへの分布

リゾレシチン同様DAB飼 育 における影響は認め

ない.

3)ホ スファチジルコリンへの分布

DAB飼 育20日 目より順次DAB飼 育の方がまさ

り, DAB飼 育80日 目に最高の差異を認めた,ま た

全体の割合をDAB飼 育80日 目をピークにして20日

目より100日 日までDAB飼 育 の方が まさつていた.

4)ホ ス ファチジルエタノールアミンへの分布

DAB飼 育20日 目ではDAB原 発 肝 癌の方がま
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さり, 40日, 60日 目頃よりその分布は逆転の傾向を

示し, 80日, 100日 目と日時を経過するほど正常 ラ

ッテの方がまさつていた.ま た全体の割合としては

DAB飼 育20日 目では軽度肝癌の方 がまり, 60日 目

より逆転の傾向がみえるが著明なる差異を認めなか

つた.

この稿をおわるにのぞみ,御 指導御校閲いただい

た田中早苗教授,山 本泰久講師に深謝いたします.

(この研究は第40回 日本生化学会総会において発表

した.)
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Phosphatidic Acid Metabolism in DAB Induced Hepatoma

Part 2. The distributions of 32P freed from phosphatidic

 acid to main phosphalipids in DAB-feeding rat liver

By

Satoshi YOSHIKAWA

(Department of Surgery, Okayama University Medical School) (Director: S. Tanaka)

Male Donryu rats were fed with 3 methyl diaminoazobenzen (DAB). The liver was homo

genized and incubated with 32P.phosphatidic acid at 20, 40, 60, 80 and 100 th day. The distri
butions of 32P freed from phosphatidic acid by phosphatidic acid phosphatase were studied on 
lysolecithin, sphingomyelin, phosphatidylcholin and phosphatidylethanolamin. The distribution 

for lysolecithin and sphingomyelin were no differences between normal and DAB-feeding rat 
liver. The distribution for phosphatidylcholin was elevated at 80 th day of DAB-feeding rat 

liver than the normal one, and the distribution for phosphatidyl ethanolamin was bighn in 
DAB-feeding rat liver then the normal one at 20 th day, but on the controry, it was chan

ged at 40 and 60 th day, and increased in normal than in DAB-feeding rat liver.


