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略語

cDNA:complementary DNA 

mRNA:messenger RNA 

ELISA:enzyme-linked immunosorbent assay 

PBS:phophate buffered saline 

TBS:Tris-buffered saline 

TBST:Tris-buffered saline.0.05完Tween20 

Tris:trishydroxymethylaminomethane 

Kpi:potassium phosphate buffer 

Eqb. :equilibrate 

SDS:sodium dodecyl sulfate 

PAGE:polyacrylamide gel electrophoresis 

TFA:trifluoroacetate 

GLC:gas liquid chromatography 

HPLC:high performance liquid chromatography 
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序言

コレステロールは細胞内において細胞膜，オルガネラ膜などの清成成

分をなしており，細胞の生存上，不可欠な物質である。コレステロール

の80-90誌は肝臓において胆汁酸に代謝され，胆汁中に排池される。一方

副腎，性腺においてコレステロールはステロイドホルモンに転換され様

々な生理作用を及ぼした後，肝臓などで代謝され尿中に排泌される。こ

れら異化過程の反応は，種々の酵素によって触媒されている。そのうち

s4二重結合の還元は， s 4-3-ケトステロイド5β四還元酵素により触媒

される反応で，ステロイド骨格の4位の二重結合をA/Bcisに飽和する反応

である〈図1)。

この反応を触媒するl14 -3-ケトステロイド5βー還元酵素は， Berseus 

らにより見いだされ1}、引，奥田らによりラット肝より高度に精製され

3 )酵素化学的諸性質が明らかにされたト5)。しかしその構造ならびに

活性発現調節機構は充分解明されていない。そこで著者はこれらの点を

明らかにするために本酵素タンパクを用いてタンパク化学的解析を行う

とともにまた本酵素に対する特異的抗体を作製し免疫化学的研究を行っ

た。次にこれをプロープとして本酵素のcDNAクローンを単離し，その塩

基配列を決定しこれより本酵素の全一次構造を明らかにした。また本酵

素のcDNAを用いて分子生物学的研究を行った。
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解析方針

本研究を進め、結果を解析する方針は下図のごとくである。すなわち

奥田らの方法3)によって得られた酵素タンパクに対する特異抗体を用い

て免疫化学的解析を行った。また酵素タンパク本体をもとにタンパク化

学的解析を行った。そして両者より得られた情報をもとにcDNAを単離し

これに基づいて分子生物学的解析を行った。さらにこれら3つの解析結果

をもとにII4-3-ケトステロイド5βー還元酵素のcharacterizationを行っ

Tこ。

Purification 

5β-Reductase protein 

A円前noacid sequence 
~ (Peptide) 

川

{仰Mo∞no∞clon.:剖d加 t偽1:>>0ωdy) (ωSequence&舵Expression川
'リ} 

Characterization of匂-Reductase

図2. 本研究における解析方針
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1 .免疫化学的解析

概要

本酵素に対するモノクローナル抗体ならびにポリクローナル抗体を作

成した。さらにこのモノクローナル抗体を用いたWesternblot解析によ

って臓器分布について検討した。

材料ならびに方法

1. 特異抗体の作製

奥田らの方法引に準じて〈図3)得られた精製標品を抗原として， 250 

μg/mlとなるようRibiアジュノマント (Ri bi I mmunoChem Research. 1 nc. )と

混和し，これを雌BALB/cマウス8週齢の腹腔内に2週間おきにO.2m1ずつ2

回注射を行い免疫した。 ELISAおよひ'Westernblot解析にて抗体価の上昇

を確認した後静脈内に抗原を最終的に注射し， 3日後に牌臓摘出，ならび

に肢寓静脈よりの採血を行った。得られた血清を硫安分画し，その50完飽

和硫安分画をPBSに対して透析し，以下これをポリクローナル抗体として

用いた。また摘出した牌臓より牌細胞を取り出し，林らの方法的に従っ

てモノクローナル抗体を作製した。

2. ELISAおよびWesternblotting 

Godingの方法7)に従って行った。
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3. 酵素活性吸収実験

HPLCハイドロキシアパタイトカラムにより精製した2mgのモノクローナ

ル抗体をアフィゲル10(BI0RAD)O. 6mlに結合させ，本醇索精製標品と40C

で1時間混合したのち遠心し上滑に残存している酵素活性を測定した。酵

素活性は古胡らの方法引に準じて行った。

結果

今回得られたモノクローナル抗体Mab-5β を用いたWesternblot解析の

結果を図4に示した。精製標品， cytosolそれぞれ分子量37，000の位置に

Mab-5β と反応するバンドを検出した。さらにMab-5β を用いて酵素活性

吸収実験を行ったところ図5に示すように， Con t ro 1 1 gGと比較してMab-

5β は明らかに本酵素活性を吸収することを認めた。これらのことより

Mab-5β はd4サーケトステロイド5βー還元酵素を特異的に認識しているこ

とが判明した。なおMab-5β のクラスチェックを行ったところ IgG2aであ

ることがわかった。また本抗体を用いて解析を行うにあたり， Western 

blot解析におけるMab申 5β の検出感度を検討した。 5μgから1.6ngまでの

嫌々な量の精製標品についてWesternblot解析を行ったところ図6に示さ

れるようにMab-5β は本酵素を10ngのオーダーまで検出できることが判明

しfこ。

次にd4-3-ケトステロイド5βー還元酵素の生体内における臓器分布を

検討するために， Mab-5β を用いて各臓器についてWesternblot解析を行

った〈図7)。本酵素と同じ基質に作用する5αー還元酵素が存在すると報
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告されている肝，副腎，脳，腎臓，卵巣，前立線および精巣についてれ

調べたところ，肝臓にのみ約10μg/mgcytosol proteinの濃度で本醇素

が検出されたが他の臓器からは検出されなかった。
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5βー還元酵素の臓器分布

Lv: 肝臓 Ad: 副腎 Br: 脳

Kd: 腎臓 Ov: 卵巣 Pr: 前立腺

5β5βー還元酵素の精製標品
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2 ・タンパク化学的解析

概要

本酵素をタンパク化学的に純粋に精製し，タンパク分解酵素により消

化した後，得られたペプチドフラグメントについてアミノ酸配列を決定

し，タンパク内部の部分的一次構造を明らかにした。

材料ならびに方法

ペプチド化およびアミノ酸シーケンス

図2の方法で得られた標品を用いて図8に示した手順に従って行った。

さらに精製するためにFPLCProRPCHR5/10(Pharmacia)逆相カラムにかけ

0.01~TFA/アセトニトリル20-60%の直線濃度勾配的に溶出した。この溶媒

系においては酵素活性は失われてしまうため，モノクローナル抗体Mab-

5β を用いこれとの反応性を指標として本酵素タンパク量を定量した。得

られた標品を6MGuanidine-HCl/O. 6M Tris-Cl(pH8.6}に懸濁し， β-

Mercaptoethanolを30μ1加えて250C3時間反応させ，さらに80mgのIodo-

acetateを加えて15分間反応させ酵素タンパクの還元アルキル化を行った。

この様品の脱塩濃縮を行うためにHPLC逆相カラムAsahipackC4P-50 

(Asahi Chemical Industry CO..LTD)にかけ， O. l%TFA/アセトニトリル溶

媒系を用い後者の濃度を20から80覧まで直線的に増加させて溶出した。溶

出されれた標品を2MUrea/O.OlM Tris-Cl(pH9. 6)に懸濁し， 38pmolの

Lysilendopeptidase (和光純薬側〉を加えて30dC20時間反応させ，

-13-



HPLC逆相カラムNUCLEOSIL5C18 (GL Scienceより供与〉にかけて0.05誕

TFA/アセトニトリルト80%の溶媒系を用い痘線濃度勾配的にペプチドフラ

グメントを溶出した。溶出された全てのフラクションについて質量分析

を行った。質量分析はJEOLSX-I02を用いイオン化モードはFAB(Fast

atom bombardment)，イオン加速電圧はlOkVもしくは5kV，一次ビームと

してXeを用い，試料にはマトリックスとしてGlycerol/Thioglycerol/3-

N-BenzYlalchol(1:1:1)を加えて測定した。この結果より6つのフラクシ

ョンについてSHIMADZUPSQ-1 systemにてアミノ酸シーケンスを行った。

結果

本音孝素の一次構造を明らかにするために，マニュアルエドマン分解法

ならびに気相自動アミノシーケンサーによってN末繍アミノ酸より配列決

定を試みたが9)、1B)本酵素のN末端アミノ酸を検出することはできなかっ

た。そこでタンパクの内部構造よりアミノ酸配列決定を行うことにした。

まず得られた本酵素の精製標品をタンパク化学的にさらに高度に純粋に

にするために， FPLC ProRPC HR/I0逆相カラムを用いて精製した。その時

のクロマトプロファイルを図9に，それより溶出された各フラクションの

Western blot解析の結果を図10に示した。これらの結果よりFlフラクシ

ョンにのみ本酵素が単一に溶出されることが判明したため，このフラク

ションを還元アルキル化処理し t HPLC C(逆相カラムにかけた。その溶出

プロファイルおよびそれぞれのフラクションのSDS-PAGEを図11，図12に

示す。 CM3のフラクションにカルボキシメチル化された本酵素タンパクが

溶出された。このフラクションをLysilendopeptidase処理しHPLCC18逆

-14-



相カラムにてペプチドフラグメントの精製を行った結果，図13に示すよ

うなクロマトプロファイルが得られた。得られた各フラクションの質量

分析の結果より適当な長さを持っと考えられるペプチドK6.K10. K15. 

K16.K17.K19のフラクションを選ぴ，それぞれのアミノ酸配列を決定した。

得られた結果は図14に示す通りである。
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図10. FPLCのクロマトグラフィーにより得られたフラクション

のSDS-PAGEおよびWesternblot解析

-18-



同

リ

vaω
〉

H
o
m。ρ

市00

日〉

/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 

CM3 

CM2 

0.35 

0.3 

02 

自
己
O

∞N
+.1 
伺

ω
U口
同
町
内
州

h
H
o
m
A
4

0.1 

o o 

80 40 O 

Time(min) 

HPLC Asahipack C4P-50のクロマトプロファイル

Solvent A: TFA/H20/CH3CN(O.1:79.~:~~~ 
Solven七 B: TFA!Hio/CH3CN(O.1:19.9:BO) 
Range of Absorbance: 0.34 
Flow rate: O.5ml/min 

図11.

四 19-



CM1 CM2 CM3 F1 

図12. HPLC Asahipack C4P-50により得られた

フラクションのSDS-PAGE
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K6 Thr-Phc-Ile-A1a四 Val-Lys

K10 Asp-Glu-Leu-Leu-Thr-Ser-Leu-Gly-Lys 

K15 Thr-~n-Ilc-(Asp) ーGlu-Gly-τ'yr-Arg-(IIls)-Ile-Asp-Gly
一A1n-TYr-Val-Tyr-Arg

Ser-Asn-Cys四A1n-τbr-Trp-Glu-(τ'yr)ーLeu-Glu-A1n-Cys-Lys

K16 Ser-Leu-Gly-Val-Ser-Asn-Phe-Asn-Arg-Ax・g-Gln-Leu四 Glu
ーVal-Ile-Leu-Asn-LYs-Pro-Gly-Leu-Lys

K17 (Glu)-Asn-Phe-G1n-Ile-Phe-Asp-Phe-Ser-Leu 

K19 Leu-Trp-(Ser)ーτbr-Asp-Uis-Asp-Pco-(Glu)-Met-Val-Arg
-Pro-A1a-Leu-(Glu)-Arg-Thr-Leu-Gln-Thr-Leu-Lys 

Thr-Gln-Aln-Gln由 Ilc-Val-Leu-Arg-Phe-Asp-Ile-Gln-Arg-Gly
-Leu 

図14. 選択したペプチドフラグメントとそのアミノ酸配列
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3 ・分子生物学的解析

概要

本酵素cDNAをラット肝cDNAライブラリーより単離し， DNAシーケンスお

よびCOS細胞におけるタンパク発現実験によって単離されたcDNAの確認を

行った。さらにこのCOS細胞にて発現されたタンパクを用いて，本酵素の

コルチゾンに対する活性を検討した。

材料および方法

1. cDNAライブラリーの作成

cDNAの合成は，ラット肝よりPoly(A)+RNAを調製し tt )プライマーと

してoligo(dT).randomhexanucleotides.合成DNA{5・GCCACCTTTTCTCTGAT

GGCC3' )を使用しcDNA合成kit{Amersham)を用いて行った。合成された

cDNAに80μmolのS-Adenosylmethionine，20uni tsのEcoRIMethylase{TA 

KARA)を加えて37
0Cで1時間反応させてメチル化を行った。フェノール抽

出およびエタノール沈澱を行った後， phosphorylated EcoRI linker 

d(pGGAATTCC) (TAKARA) 1μg， T4 DNA ligase{TOYOBO)20units， 66μmol 

ATPを加えて150C12時間反応させライゲイションを行った。 700C10分間加

熱し反応を停止後， EcoRI 20units加えて370C1時間反応させた。フェノ

ール抽出を行い，その上清をSepharoseCL-4B(Pharmacia)にかけサイズ

分画を行った。できるだけ大きいサイズのフラクションのcDNA o. 1μg 

を， 入gt11.λZAP(Stratagene)l μgとライゲイションさせた。さらに，

-23-



Gigapack 11 Gold(Stratagene)を用いてinvitroパッケージングを行っ

た。

2. 特異抗体によるcDNAスクリーニング

初めに λgtl1cDNAライブラリーをポリクローナル抗体を用いてスクリ

ーニングした。ファージの感染，プレーテイングおよび発現したタンパ

クのプロッティングはGloverの方法に従った12)。プロットされたニトロ

セルロースフィルターを3完Gelatin.TBSにて370C2時間プロッキングし，

20μg/mlのポリクローナル抗体を含むTBSと40C12時間反応させた。 TBST

にてフィルターを洗浄後， [126I]-Anti-mouse Ig(Amersham)をTBSで

1000倍希釈した溶液と200C2時間反応させた。フィルターをTBSTで洗浄し

風乾後，一800Cでオートラジオグラフィーを行った。陽性プラークを拾い

さらにスクリーニングを繰り返してクローニングを行った。

3. クローンイヒされたcDNAプロープによるスクリーニング

25ng cDNA insertを25μCi[α_32PJdCTPを用いて標識した。標識には

オリゴラベリングキット (Pharmacia)を使用した。これをプロープとして

cDNAライブラリーをスクリーニングした1t>、 12)。

4. Northern blottingおよびSouthernblotting 

cDNAをプロープとする場合の標識は3.と同様に行った。 Oligonucleo-
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A A T 

tides(5・TTIACIGCGATAAIGT TT3・)をプロープとした場合は， 50ngの

T G C 

DNAと[7 -32 P J A TP 5 0μCiを混合し， 10units T4 Kinase(TOYOBO)を加え

て370Cl時間反応させ標識を行った。ハイプリダイゼイションおよび洗浄

の条件はManiatisらの方法1t )に従った。

5. DNAシーケンス

Sanger法に従い[α_35S]dCTP.SequenaseDNA sequencing kit 

(TOYOBO)を用いて行った。 Sequencestrategy はM13mp18.M13mp19にサプ

クローニングを行うForcedcloningとサプクローニングされたプラスミ

ドをExonuclease111消化して行うStepwisesubcloningを併用した。な

おStepwisesubcloningにおけるdeletionmutantの作成にはKi 10-

Sequence用DeletionKit(TAKARA)を使用し，二本鎖プラスミドDNAを鋳型

としてシーケンスを行った11}o

6. COS細胞におけるタンパク発現実験

発現ベクタ-pSVL (Pharmac i a)にcDNAinsertをライゲイションして構

築したベクターをDEAE-Dextran法11 )によってCOS細胞にトランスフェク

トした。 48-72時間培養した後，細胞をかき集めてホモジナイズし卓上マ

イクロ遠心機にて10.000rpm10分間遠心しその上清をWesternblot ting 

ならびに酵素活性測定に用いた。
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結果

Lysilendopeptidase処理により得られたれペプチドのアミノ酸シーケ

ンスならびに質量分析の結果を図15ならびに図16に示しである。このペ

プチドは比較的縮重度の低いアミノ酸を多く含んでいたのでこれに対応

する合成DNAを図16に示すようなデザインで作成した。この合成DNAおよ

び特異抗体をプロープとして用いて本酵素のcDNAクローニングを行った。

クローニングの過程は図17に示した。まずoligo(dT)プライミングにより

作製した λgt11ライプラリーをポリクローナル抗体を用いてスクリーニ

ングした。約100.000個のプラークより 8個のポジティププラーク入 2.

え4.λ5.λ7.A 9.え11， λ12.λ13を得た。各々のクローンについて先に

作成した合成DNAをプロープとしてSouthernblot解析を行ったところ

え4を除く全てのクローンに対して， 1. 8kbpの位置にハイプリダイズする

バンドを検出した(図18)。したがって λ4以外のクローンは本酵素の翻

訳領域を少なくとも一部は含んでいることが確認された。この1.8kbpの

cDNA insertをプロープとしてラット肝poly{A)φRNAのNorthernblot解析

を行ったところ，約3.5kbの位置にバンドが検出された〈図19)。このこ

とより本酵素のmRNAのサイズは約3.5kbであることが分かった。この

mRNAのサイズと比較して得られたポジティプクローンは小さかったため，

さらに λ11のinsertをプロープとしてえ ZAPライブラリーをスクリーニン

グした。得られたポジティプクローンZ8は3・側に約100bp長いクローンで

あったので， λ11ならびにZ8のシーケンスを行った〈図20)0 DNAシーケ

ンスより導かれたタンパクの分子量は34.000となり，精製様品の分子量

よりかなり小さい値となった。またcos細胞に本cDNAのcodilr¥gregionを

トランスフェクトしたところ本酵素タンパクの発現はみられなかった。
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以上の事実から本cDNAクロ ーンは不完全なクロ ーンであると恩われたの

で， Primer ExtendedライフラリーおよびRandomHexaprimingライブラリ

ーを λ11insertをプロープとしてリスクリーニングした。 8個のポジテ

ィプクローンH23-1.H23-2，H23-3.H241，H252，E23，E24，E43を得，このうち

最も長いcodingregionを持っていると思われるH241について解析を行っ

た(図20)。また本cDNAを図21に示したようにpSVL発現ベクターに組み

込んで， COS細胞にトランスフェクトしたところ本酵素の抗体と反応する

タンパクが発現していることが確認できた〈図22)。さらにこの発現さ

れたタンパクの酵素活性をアンドロステンジオンを基質として調べてみ

たところ明らかに酵素活性を示すことを認めた〈比活性:2. 5pmol/min/ 

mg protein) (図23)。ところで古胡らは，従来本酵素と異なるとされ

ていたコルチゾン5βー還元酵素は，本酵素と同一であることを酵素化学

的研究から明らかにしているら}。そこで本cDNAより発現した酵素のコル

チゾンに対する活性を検討したところ，明らかに酵素活性が認められた

(比活性:2.8pmol/min/mg protein)。図24'こd.4 -3-ケトステロイド5β

ー還元酵素cDNAの全シーケンスを示す。全長3189bpで， Poly Al tai 1は欠

けており約2000bpの3・非観訳領域を持っていた。これより導かれた本酵

素タンパクは327のアミノ酸より構成され分子量は37376であった。また

下線で示しであるようにペプチドより求めたアミノ酸配列を全て含んで

いた。
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K6 peptide (Lys)-Thr-Phe-Ile-Ala-Val-Lys 

T A A 
3・ TI TGI AA TAG CGI CA工τT 5' 

C G T 

図16. K6ペプチドのアミノ酸配列に基づいて作成した合成DNA
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Screen1n~ of Rat Llver ĉtl1 cDNA 11brnry uslng spec1f1c Antlbodles 

よ入4・入5.'1¥7.'1¥9・入山山肌

Southern blot analys1s us1nc ollconucleot1de 
and 
Northern blot nnalysls uslnc λ11 lnsert (皿IlNA s1 ze : 3. ，5kb ) 

ヤcree山 gofλ山 11braryuslng λ11 1nsert 
Z8 

s!qucnce analy山 andExpress10n 10 COS cells 

Rescrccnlng of Prlmer Extended 11brary and Random lleJlulnucleotldos 
γmed川町y uslng λ11 lnsort 

IlZ3司 1.U23-2，日23-3.U241，ll252.E23.E24.E43

Sequcnce aoalys1s and Expresslon 1n COS cells 

図17. cDNAの単離と確認
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入2 入4 入S 入7 入9 入制 λ12 入13

ー-t駄b

~ 1.2kb 

図18. K6合成DNAプロープを用いたSouthernblot解析による

単離したcDNAの確認
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28S~ 

← 3.5kb 

18S→ 

図19. 単離されたcDNAinsertをプロープとして用いた

ラット肝mRNAのNorthernblot解析
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SDS-PA<訓E 加~ttng

56 c p 58 c p 

図22. COS細胞において発現したタンパクのSDS-PAGEおよび

Mab-5β を用いたWesternblot解析

5β5βー還元酵素

P: pSV5β ー241

C: Control 
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'03 0σr TOC AM  Ô C OCT OOC ττw σro ̂ ^̂  τ'cc cn 000 σ官官Bτ~ MT  TTT MC  COC ̂ OO CAO σi'O Ô O OT司 T̂C
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図24. d 4-3-ケトステロイドSβー還元酵素cDNAの全塩基配列
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4 ・調節機構についての研究

概要

Rafterら(1985)は本酵素に雌雄差があることを報告している 4)。そこ

で本研究で得られましたモノクローナル抗体ならびにcDNAを用いて，雌

雄差をもとに活性発現の調節機構について検討した。

材料ならびに方法

1. 酵素活性について

古胡らの方法引に従って行った。

2. 酵素タンパク量について

Mab-5β を用いたWesternblot解析により行った。

3. mRNA量について

本酵素cDNAを用いたNorthernblot解析により行ったo

結果

Cytosolにおいて本酵素活性のみを測定することはできないため，奥田
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らの精製法(図3) に従ってBlueSepharoseカラムクロマトグラフィーの

段階までの部分精製を行って得られた標品を用いて測定した。表1に示す

ように雄の方が雌よりも2-3倍高い酵素活性を示した。次にMab-5β を用

いて20μgのcytosolについてWesternblot解析を行ったところ，本酵素

タンパク量には明らかに酵素活性に対応した雌雄差が認められた(図25)。

ところが本酵素cDNAを用いて雌雄各々 5μgのpoly(AγRNAについて

Northern blot解析を行ったところ， JlRNA'こは酵素活性で見られたような

雌雄差は存在しなかった(図26)。
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-pmol/min/mg 

Male 50.9 

Fema1e 19.3 

表1. 雌雄ラット肝における 5βー還元酵素活性
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図25. 雌雄ラ ット肝のMab-5β を用いたWesternblot解析
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図26. 雌雄ラット肝のcDNAinsertを用いたNorthernblot解析
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考察

s 4-3-ケトステロイド5βー還元酵素はステロイド核の4位の二重結合を

A/Bcisに還元する重要な働きをしており，生体におけるステロイドホル

モンの代謝ならびにコレスチロールよりの胆汁駿生合成に関与している。

しかしその重要性にもかかわらず本酵素タンパクはきわめて不安定であ

るため， 1984年奥田らがグリセロール存在下で酵素タンパク;を安定化し

て精製に成功するまでは単一様品は得られず，構造ならびに活性発現調

節機稽は不明のまま残されてきた。本論文において著者はこれらの問題

を解決するためにタンパク化学的，免疫化学的ならびに分子生物学的研

究を行い以下の結果を得た。

本研究に先だってまずタンパク一次構造をマニュアルエドマン分解法

ならびに気相自動アミノ酸シーケンサーにてN末端アミノ酸の一次構造決

定を試みたが，本酵素のN末端アミノ酸を検出することはできなかった。

この結果より，多くのcytosolタンパク同様13).14¥ 本酵素のN末端アミ

ノ酸も封鎖されている可能性が示唆された。そこでタンパク内部構造よ

りアミノ酸配列決定を行うためリジルエンドペプチダーゼにてペプチド

化し，得られたペプチドのうち6個のフラグメントについてそののアミノ

酸配列を決定した。さらにこれらを基にして作製した合成DNA，ならびに

本酵素に対する特異抗体をプロープとして用いてcDNAクローニングを行

った。得られた本酵素のcDNAクローンの塩基配列を決定し，それより本

酵素の全一次構造を明らかにした。このようにして求められた一次構造

の中に，本酵素をタンパク化学的処理することにより得られたペプチド

のシーケンスを全て含んでいたことから，得られたcDNAが正しく本酵素

タンパクをコードしていることが確認された。このことはさらにcos細胞
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を用いたタンパク発現実験によっても確認された。

先にTomkinsは肝cytosol画分を硫安分画すると50-70%飽和画分に，コ

ルチゾンに対してのみ活性を認めたことよりコルチゾン 5βー還元酵素と

6 4-3-ケトステロイド5βー還元酵素は異なるものと報告した15}o それに

基づいてIUB酵素命名委員会は，これら二つの酵素は異なるものであると

して前者にはEC1. 3. 1. 3. ，後者iこはEC1. 3. 1. 23.と異なるEC番号を与え

た1610 しかしその後古胡らは酵素化学的ならびに酵素反応速度論的研究

より両者は同一酵素タンパクであると示唆したら}。本研究においてcDNA

により COS細胞で発現させ得られた酵素タンパクは，アンドロステンジオ

ンのみならずコルチゾンに対しでも酵素活性を示すことを明らかにした。

このように単一のcDNAより発現したタンパクが両者の活性を示したこと

から両酵素が同一の酵素であることを確定的に証明するものである。

さらに本酵素が果たす役割について臓器分布をもとに検討した。 Mab-

5β を用いて各臓器についてWestern blot解析を行ったところ，本酵素

は肝臓にのみ検出された。アンドロゲンにおいては5β-conformationを

とるものはその生理活性をもっていない。これらのことより本酵素は4

位の二重結合の還元を行うことにより， ステロイドホルモンの不活化な

らびにコレステロールの胆汁酸への代謝を行っていると推測され，なお

他の臓器で合成されたステロイドホルモンもコレステロールと同様に

64二重結合の還元は肝臓において行われると推測される。

このようにして本酵素のcDNAならびにモノクローナル抗体が得られた

ことにより，本酵素活性発現の調節機構に関する研究が分子生物学レベ

ルで可能となった。本酵素には雌雄差があるとRafterらは報告している

が4) このことは著者によっても追試確認された。すなわち酵素活性は

雄が雌よりも2-3倍高く， Mab-5β を用いてWesternblot解析を行ってみ
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るとこの酵素活性の差は酵素タンパク量の差に基づいていることがわか

った。さらにNorthernblot解析によりmRNA置を検討したところ，先に見

られたような雌雄差は認められなかった。このことから本酵素の活性発

現の調節にはPosttranslationalな機構が存在することが示唆された。
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総括

l1 4-3-ケトステロイド5βー還元酵素の免疫化学的解析，タンパク化学的

解析および分子生物学的解析を行ったことにより以下の知見を得た。

1.本酵素に特異的なモノクローナル抗体Mab-5β を作成した。

2.本酵素のN末端アミノ酸は封鎖されていることが示唆された。

3.本酵素をタンパク化学的に純粋なものとし，ペプチド化することによ

りタンパクの内部構造を決定した。

4.本酵素のcDNAクローニングを行いその全構造を決定した。

5. COS細胞におけるタンパク発現実験を行いl14-3-ケトステロイド5βー

還元酵素とコルチゾン5βー還元酵素は同じ酵素であることを分子生物学

的に証明した。

6.本酵素が肝に局在していることを示した。

7.本酵素の活性発現はPosttranslationalに調節されていることが示唆さ

れた。
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試薬

[125I]-Anti-mouse Ig はAmersham，[α_32PJdCTP. [α_35S]dCTP は

DuPont/NEN Research Productsを使用した。分子生物学関係の試薬は

TOYOBO， TAKARA， BRLのものを使用した。その他の試薬は和光純薬 側，

半井化学工業側，片山化学工業側より購入した。
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