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概要　家 兎 卵 巣 よ り，Pentose　phosphate　 cycle の 鍵酵素 で あ る G王ucose ・6−phesphate　dehydrogepase を 2t，5
’−

ADP −Sepharose　 4B に ょ る．　Affinity　 chromategraphy を 用 い て ，分離 ・精製 を 試み，次 の 成 積 を 得た．
　1。 家兎卵巣 の G6P −DH 酵素活姓 は，非妊娠時38・1± 5．4mU ！mg ・protein， 妊娠 20日 目 で 128．7± 29．O
mU ！mg ・p1

’
otein と妊娠 20日 目は 非妊娠時 に 比 ぺ て 約 3．5倍 の 高い 酵 素 活性 を示 し た ．

　2． 卵巣 の 粗抽出液を 2 ’・51−ADP −SePhar。se　4B に よ る Affin三ty　chromat ・9raPhy で 精製す る と，園 収 され た

うち の 最も酵素活性 の 高か つ た 分画 で は，蛋白当 りの 酵索活性 で ，
G6P・DH は 600倍， 6PG 心 H は200倍 に精

製 さ れ，単
一

操作 で あ りな が ら，こ れ ら の 酵素 の 精製に は 有効 な 手段 と考 え られ る．

　3． 精製された G6P・DH の Mlchaelis定数 は，5．8 × 10
”「°
，　 M6PG −DH は 2．8 × 10

−4
　M で あつ た．

　4．　至適 PH は G6P −DH が pH　7・8，6PG −DH が PH 　7．2を示 した．

　5． 精製 さ れ た G6P −DH を Pelyacryl　amid 　gel　disc電気泳動 を行 う と，卵巣 は 4 本 の 帯に 分離 した。同

様 の 方法 で行つ た 肝臓は 3 本の 帯， 赤血 球 は 2 本 の 帯に 分離 し．各 々 の 臓器 特異 性 が あ る こ と が示 唆 され た．

§y皿 ops 畳s　Glucose−6−phosphate　dehydrogenase （G6P −DH ＞and 　6−phosphogluconlc　acid 　dehydrogenase（6PG−
DH ）are 　key 　enzymes 　 of 　pentose 　phosphate 　cycle ，　by 　which 　NADP 　is　rcduced 　into　NADPH

、
　 necessary 　for

synthcsis 　of 　steroid 　hormone ．　 We 　have　found　that　G6P −DH 　activity 　of 　ovary 　in　pregnant　rabbit 　was 　 about

3．5times 　 higher　 than 　 that　 in　 non −pregnant　 rabbits ．　 And 癒 en 　 we 　 carried 　 out 　 isolatien　 of 　the　 NADP
dependent 　enzymes 　by　using 　afflni ．ty　chromatography ．　 The 　crude 　cxtract （5GO　mg 　of 　ovary 　in　post　coitum

20days　 rabbit ＞was 　diluted　wlth 　O．l　M 　Trls−HCI 　buffer，　pH 　 7．6　 contalned 　s　mM 　 EDTA 　 and 　 l　 mM

mercaptoethanol
，　 and 　 applied 　 to　 a 　 column （0，8 × 30　cm ） containing 　 2’

，
5LAD ？．Sepharose　 4B．　 Elution

of 　bound　cnzymcs 　was 　achievcd 　by　addition 　of 　NADP
，
0．1　mM 　and 　5　mM

，
　 respectively ．　 Bound 　enzymes

were 　found 　to　consist 　of 　enly 　two 　NADP 　dependent 　enzymes ；G6P ．DH 　was 　eluted 　by　app 王ication　 of 　O．　I　mM
NADP 　 and 　6PG −DH 　by　 application 　 of 　5　mM 　NAI ）P．　 The 　Km 　 value 　was 　5B × 10薗5M 　lbr　G6P の H 　 and

2．8xIO ”4M
｛br　6PG −DH ．　 Optimurrl　pH 　 was 　7．8　f｛）r　G6P −1）H 　and 　 72　 fbr　6PG −DH ．　 By　disc　 electro ．

phoresis　the　isozyme　of 　G6P −DH 　was 　separated 　into　4・bands　in　the 　ovary ，3bands 　iロ Iiver　and 　2　bands
in　the　red 　blood　cclls ，　which 　were 　treated 　with 　same 　aMnity 　chrQmatography ．　There　was 　no 　difference　in
ovary 　be亡ween 　pregnant　 and 　non −pregnant　rabbits ．　 Thus ，　 G6P −DH 　 seems 　 to 　have   rganspec 盃 city ．
Key 　words ；　 Glucose−6−phosphate　 dehydrogenase 　46 −hosphogluconate　dehydrogenase 　．　．Ovaty ・A £finity

　 chromatography ・1soenzyme

　　　　　　　　　 緒　 　言

　糖質代謝に は 嫌気的解糖反応，好気的 の 五 炭糖

リ ン 酸回路な どの 代謝経路が認め られ て い る．こ

の うち の 五 炭糖 リ ン 酸回路 の 生物学的意義は ，
ス

テ P イ ドの 生成 ・長鎖脂肪酸の 合成 など，生体内

に お ける多 くの 生合成反応に 関与する NADPH の

産生 と，核酸合成 に 関与する ペ ン トー
ス の 産生 で

あ る． こ の代謝経路の最初の X テ ッ プを触媒す る

鍵酵素と し て 重要な 役割 を演 じて い る の が ， glU−

cose 　6−phosphate 　dehydrogenase （G6P −DH と略す）

で あ る．従来卵巣 に おける本酵素 の分離 ・精製お

よ び物理化学的性質 に つ い て は 十分 な知見が得ら

れ て い な い．著者は 卵巣に お け る ス テ 卩 イ ド合成

と密接な関連 を有する本酵素
1°》

の 生理学的変動に
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つ い て 検討 し た と こ ろ ，妊娠家兎卵巣 の G6P −DH

酵素活性は ， 非妊娠時 に比較 し，約 3．5倍 の 酵素

活性を認め た こ とか ら ， 本酵素 の 性質お よ び質的

変化を把え ん と し， そ の 第一段階 と して 妊娠家

兎卵巣 を用 い
，

2t75 ，−ADP −Sepharosc 　4B に よる

Affinity　 chromatography5 ）
に よ り，

　 G6P −DH と五

炭糖 リ ン 酸回路に お い て 次 の 反応を触媒する酵素

で ある 6−phosphoglucGnate　 dehydrogenase （6PG −

DH と略す） の 分離 ・
精製を試み た ．

　　　　　　　　　 実験方 法

　 1） 材料

　 3 週間以上雄家兎 と隔離 し た 3kg 前後 の 日本産

白色成熟雌家兎の卵巣 と自然交配後 20日 目の 同種

家兎卵巣を使用 し た ．

　2）　組織抽出液 の 作製

　 自然交配 20日 目の 妊娠家兎 に thi◎pental 麻酔

後，開腹 し て卵巣を摘出 し た ．卵巣に 附着し て い

る 血 液， 脂肪な どを除去す る た め 1mM 　 mercap −

toethanol
，

5mM 　EDTA を含む Tris・HCI 緩衝液

（pH 　7．6）中で十分に 洗浄 した 。そ の 後図 1の 如

く100mg の 卵巣湿重量 に対 して，　 lml の割合で

上記緩衝液を加え，氷冷 しつ つ ，テ フ ロ ソ ・ガ ラ

ス 製 potter 型 ホ モ ジ ナ イ ザ ーで 王
，
200 回転 で 2 分

間 ホ モ ジ ナ イ ズ し， そ の 後 0 ℃ ，
12，000tpm， 20

分間冷却遠心 し た ，得 られた 上清を朿洋濾紙 No・

7 で 濾過 し， こ の 濾液を卵巣粗抽出液と し，そ の

一
部を蛋白量 ， 酵素活性 の 測 定に 使用 した．

　3）　2’

，5’−ADFSepharose 　4B に よ る精製

　粗抽出液 4ml を．上記緩衝液 で 4 倍 に 希釈 した

の ち ，
2。59 の 2’

p5
’−ADP −Sepharose 　 4B を つ め た

カ ラ ム （0・8x30cm ） に．流 し込み ，粗抽 出液中 の

蛋白， 乳酸脱水素酵素 （LDH と略す）な どを流

出さ せ る た め ， 上記緩衝液を 1 時問 18ml の 流速

で 流 し，2ml ず つ 分画採取 した． こ の得 られた各

試験管 ご と に 蛋白量 と LDH 酵素活性を測定 し，

LDH 酵素活性 の 消失を確認 し た 後， そ の カ ラ ム

に 吸着 され て い る NADP 依存 の 酵素を溶 出 させ

る た め 0．imM 　 NADP を含む一k記緩衝液 30ml を

流 し て ，G6P ・DH を ，次 に段階的に 5mM 　NADP

を含む緩衝液を 同量流 し て 6PG −DH をそれ ぞれ

図 1　 Experimental　procedures

Ovary

　 O．IMTris −HCI 　buffer　pH 　7．6
　 　 （lmM 　mercaptoethano1 ，5mM 　EDTA ）

E｛omogenate

　 「
Residue

Centrifuge

　 l2，000rpm 　　O℃ 　　20min ．

Supernatant

4・．Oml
　 add 　 same 　buffer　12．Oml

2 　5’−ADP −Sepharose　− B　column

　 　 　 ℃Qlumn 　Slze：0．8　x 　30，0c〔n

　 　 　 且ow 　 rare ： 18．Omi ／h

　 　　 fract且on ； 2．Oml ／tube

　 　 　 Anaiysis

1．Tota旦protein　coneents

2・Total　LDH 　actiVity

3・　Teta置G6P −DH 　activity

嚊．G6P −DH 　isoenzyme 　anaiysis

　 （PAG 　disc　electrephoreSis ）
5．Total　6PG −DH 　 actiVity

図　 2

　

∵ 恥
　　　　　吻 瑠
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HO − P ＝o

　　　　　　　　　　　　　 l
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ◎

e

溶出さ せ ， 2ml ず つ 分画採取 した。 尚これ らの

実験操作は 4 ℃ の 低温下 で 行つ た ．採取 した 各溶

液に 対 して G6P −DH
，
6PG −DH お よ び LDH 酵

素活性 と蛋 白量を測定 した．最 も酵素活性 の高か

つ た分 画 よ り得られ た G6P −DH
，
6PG −DH に つ い

て 至適 pH と Nlichaelis定数 の 測定 を行 な い ，

G6P −DH に っ い て は isoenzyme を 調 べ る た め に
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Polyacryl　 amid 　ge工（PAG と弼各す）disc電気泳動

を行つ た ．

　4） 酵素活性 の 測定

　G6P ・DH 酵素活性は LOh1−Wallerの 方法
9｝

に も

とづ き測定 し た ，試料 0．lml に
，
0．5mM ト リ ェ

タ ノ
ー

ル ア ミ ソ 緩衝液 2．8ml （pH 　7．5），
　 O．04M

G6PO ．05ml ，
O。03M 　 NADPO ．05rn1 を加えた混

合液と，NADP の 代 りに ト リ エ タ ノ ール ア ミ ン 緩

衝液を 入れ た反応液 を対照 として ，25℃ ， 340nm

に お ける吸光度を測定 し酵素活性量 を求め た．

　6PG−DH 酵素活｛生は Wolfson 　 et　 al ．の 方法
17）

に 準拠 し，試＊io．1ml ，
　Tris−HCI 緩衝液（pH 　7．5）

O．5ml ，
1M 　MgSO40 ．05ml

，
0，003M 　NADP が

入 つ た O．15M 　NaC 正 0．1ml，　 O．IM 　 Cystein・HCI

O．1ml， 0．15M 　NaCl　O．6ml ，
0．01M 　 6PG 　 O．lml

を加 え ，
6PG の 代 りに 0，15M 　NaCl を入 れた混

合液を対照 とし て 25°C， 340nm に お ける 吸光度

を測定 し活性量 を求め た ．

　LDH は Hill 変法
3）’）

に よ り測定 し た ．

　酵素活性量は 鬮際単位を用 い ，蛋白当 りで表わ

し た．

　蛋白量は L ・W ・yetal ・法
コ゚ ）

を用 い て 測定し た．

　 5） PAG 　disc電気泳動に よ る isoenzyme の分

離

　．4L・ffi・ity ・h・・ mat ・9・aphy よ り得 ら れ た G6P −DH

の 分画を Ornstein−Davis の polyacryl　 amid 　gel を

支持体と し た δ三sc 電気泳動法 を用 い て
，
　 G6P −DH

is・ enzyme を分離 し た．試料は 50〜 1DOμ1 を使用

し ，
ゲ ル （0．5 × 8cm ） 1本 当 り4mA の 定電流で

泳動 し ， 標識 の 牛 ア ル ブ ミ ン に っ けた Brom 　Ph ．

enol 　 Blue が細孔 ゲ ル の陽極端 ま で移動 し た時を

もつ て泳動完了 と した ．酵素染色に は ゲ ル 1本当

り，1M 　Tris緩衝液工5m1
，　NADP 　5μM

，　G6PO ．Ol

mM
，
　 Nitro　blue　tetrazolium　8．5μM ，

　 Phenazine

methosalfate 　 1。5μM
，
　 O．25M 　MgCl

，
ユml を使用

し， 恒温槽内で 37℃ ，15分か ら30分間酵素染色を

行つ た ．脱色 は 7 ％酢酸中で 30分間行な い ，そ の

後水洗 し て 水中に 保存 した ．diSC 電気泳動に つ い

て は 卵巣 の isoenzyme と対比 さ せ る た め ， 従来

よ り知 られ て い る赤血球お よ び肝臓
14）

の isoenzy一

me に つ い て も分離 を 試 み た ．妊娠家兎肝臓 を

卵巣 と同様 の 操作 で 粗抽出液 を 作成 し ，
2 ’

，
5’−

ADP −Sepharose　4B に よ る精製を 行な い ，　 disc電

気泳動を行 つ た ．また 開腹時股静脈よ り採血 した

I！l工液 よ り， 赤血球浮遊液を作成 し ， 蒸留水で溶血

さ せ た 後，同様 の 方法で 2’

，
5’−ADP −Sepharose　4B

に より精製 して PAG 　disc 電気泳動を行つ た v

　試薬は 2’

，
5’−ADP −Sepharose 　4B は フ ァ ル マ ン

ージ ヤ
パ ン 社，G6P 　 CIisedium　 salt

，
　Nicotin　 amid −

dinuculeotid　phospho　disodium 　salt は べ ー
リ ン ガ

ー ・マ ソ ハ イ ム 社 ，
6−phospho　gluconic　Acid　tris−

odium 　salt は 和光純薬社，　 Hydroxy　methyl 　Amino

methan は Sigma 社 の も の を使用 した ．

　　　　　　　　　実験結果

　 1） 卵巣粗抽出液 に お ける G6P の H 酵素活性

は表 1 の 如 く， 妊娠20 日目 で は 128．7± 29．OmU ！

rng ・P・で 非妊娠時 38．1± 5．4mU ！mg ・P。に 庭匕べ て

3。4倍 と高 い 酵素活性を示 した 、

表 1　 G6P 一夏）H 　ac 臆吶ty　extracts 　from　evary 　in　rabbits

Group
No ．　 of

踰 bbits Ovary

罵。n ・pr。gnant　group

20day　po8t　co 弖tum 　group

89 38．工± 5．4
128．7± 29．0

Meeしn ±S．D ． mU ／mg ，　protein

　2）　粗抽出液を 2’

，
5ノーADP −Sepharose 　4B に ょ

る Affinity　chromatOgraphy で 精製 す ると 図 3 の

如 く蛋白，LDH な どがそ の まま流 出し，　カ ラ ム

に 吸着され て い る NAD ？ 依存 の 酵素をそ れ ぞれ

段階的に 溶出さ せ る と，G6P −DH ば カ ラ ム No．83

か ら No．96の 間に ， 6PC −DH は カ ラ ム No．114

か ら No・132の 間 に 分画採集 され た ．活性 の 回収

率をま G6P ．DH カミ80〜96％ ，
6PG ．DH 　lま81〜92％

で あつ た．

　3） 精製の 度合は 表 2 に示す如 く，
G6P −DH は

カ ラ ム Ne・87で 粗抽出液に対 して ， 蛋由嘉 りで

600倍，6PG−DH は カ ラ ム No・120で 200倍に 精製

された．

　4） 精製され た G6P −DH の Michaelis 定数 は ，

5．8× 10開5M
， 6PG −DH は 2．8× ユ0−4M で あっ た ，

　至 適 pH は G6P −DH が pH 　7．8，
6PG ．DH は

N 工工
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図 3 　Affinity　chromatography 　of　Rabbit　ovarium 　extract 　on 　2’

，5f−ADP −Sepharase　4B
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表 2

GO 80　　　　　 90

　 FTattion　 n皿開 馳 r

Enzyme
Speci五c　ac 血vi 【y

Pudfication
crude 　extractpeak 丘 aCti ・ n

U 〆mg ．　P 一£old

G6P−DH6P
（レDH

0 、12　　　　　　 73

0 ．11　 　 　 　 　 　 22

60820G

表 3

pH 　7．2で あ つ た ．

　5） Affinity　chromatographY よ り得 ら れ た 卵巣

の G6P −DH を Ornstein・Davis 法で PAG 　disc電

気泳動する と図 4 の 如 く， 4 本 の 帯に分離 し た ．

同様 の 操作で 精製 し た 妊娠家兎肝臓 の G6P ・DH

isoenzyme は 3 本の 帯に分離 し ， 赤血 球は 2 本 の

帯に 分離 し た ．

　　　　　　　　 考　 案

　G6P −DH は 1931年 Warburg と Christian15）に よ

つ て 初め て 赤血球中に 見出 され
‘ ‘Zwischenferm−

ent
”

と名づ けられ た酵素で あ り，現在で は 牛の

乳腺組織
s〕

，
ラ ッ トの 肝臓

11）
な どか ら結晶と し て
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抽出 ， 精製 されて い る。本酵素 は ス テ ロ イ ド生成

に NADPH の 供給 と， 核酸合成 に 関与す るペ ソ

ト
ー

ス の 産生経路で ある 五 炭糖 リ ン 酸回路 の 鍵酵

素 とし て重要 な役割を演 じて い る、産婦人科領域

に お け る G6P −DH の 研究 は 予宮頚癌
1）

， 胎盤
2）

，

妊娠中 の 血 清
2）

お よ び 子 宮内膜
3）

の 本酵素 の 活

性 と isoenzyme に つ い て の 報告が 見受 け られ る
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が，近年ス テ ロ イ ド合成 に 関連する酵素 として 注

目され て ぎた ．し か し なが ら本酵素の 生殖組織に

お ける分布 は
， 酵素活性が低 い た め ，精製 された

組織抽出液を作る こ とが難か しく， 種 々 の 生体物

質を含ん だ粗抽出液に つ い て の 報告に 止 まつ て い

る．著者は 本酵素 の 活性値 の 変動だけ に と ど ま ら

ず，酵素の性質お よ び 質的変化 を も 把 える こ と

が ， 今後ス テ ロ イ ド合成 お よ び核酸合成 の研究 に

役立 つ もの と考え ， こ れ らを満足 す る 方法 とし

て ， NADP に特異的な親和力を もっ 2’

，
5’−ADP −

Sepharose　 4B を用い た　Affin三ty　chromatography

を 使用 し G6P −DH お よび 6PG−DH の 分離 ・精製

を試み た． 2，

，
5’−ADP −Sepharose　4B の 構造 は 図

2 に示す如 く，　 リ ガ ソ ドの 部分 が ADP
， す なわ

ち NADP の
一部 に 類似 して い る． 従 つ て こ の 部

分 に NADP 依存の G6P ・DH
，
6PG −DH な どが特

異的に 吸着 され ，　NAD 依存 の 酵素や蛋白 な どを

吸着しな い た め ，NADP 依存 の酵素を
一

度に 分離

す る の に 適 して い る。本研究で は雌家兎の生殖組

織 の うち酵素活性 の高か つ た妊娠家兎卵巣を用 い

た．妊娠20日 目の 卵巣 の G6P −DH 酵素活性は 非妊

娠時に 較べ 約3．5倍 で あつ た ． こ の こ とは 家兎に

お い て 妊娠 7 日 目か ら20 日 目迄に 多量 に 分泌 され

て い る Progesteroneの 産生
4）

に 関与す る NADPH2

が消費 され る た め ，
NADPH2 に よ る G6P −DH 活

性 の 抑制が とれ ， 五炭糖 リ ン 酸回路 の 代謝 が亢進

した た め と推定 され る，ま た卵巣に おけ る ス テ Pt

イ ド合成 と五 炭糖 リ ソ 酸回路 の 関連に 対す る探究

に は ，本酵素の 精製お よび物理化学的性質を把握

す る必要が あ り，図 1 に 示 し た方法 で 卵巣組織抽

出液を Affinity　 chromatography で 精製 し た．本

法に よれ ぽ 家兎卵巣 の G6P −DH は 蛋白あた りの

比活性で 600倍 ，
6PG −DH は 200倍 に 精製 され ，

回収率 も G6P −DH は 80〜96％ ，
6PG−DH は 81〜

91％とか な り高 い 精製 度を得 る こ とが出来た．卵

巣 の組織抽出液に は 多 くの 酵素や 蛋白が混在 し て

お り，従来の 方法で は ，こ れ ら の 蛋白お よび他酵

素が混在 され た状態で 報告が なされて きた ．本法

で は フ ラ ク シ ョ ン の 前半 に 流 出して きた高 い 酵素

活性を もつ 乳酸脱水素酵素を は じめ とす るい くつ

か の 酵索及び蛋 白を約工ODm エの 緩衝液で 除去 し，

NADP 依存 の 酵索の み を溶出さ せ る こ とが可能 で

あ り，上 述の条件を十分満足 し うる方法と考 え ら

れる． 蛋白の測定に用 い た Lowry 法は 現在優 れ

た定量 法で あるが
，

Tris 緩衝液，　 EDTA な どに

防害され る こ とが指摘され て い る
IU）．本実験 で は

実験に使用 した 緩衝液に 含 まれて い る Tr三s
， お よ

び EDTA の 濃度 と同 じ溶液 に つ い て 標準曲線を

作製 し， 蛋白量 を測定した．精製され た 家兎卵巣

の G6P ・DH の Km は 5 ，8× 10’5M
，
6PG −DH は

2．8 × 工〇
−4M

で あ っ た ． こ れ らの結果か ら本法は

単
一

操作に もか かわ らず高度に精製す る こ とが出

来，そ の上回収率も良好で ， 本酵素 の 精製 に は 有

効な手段 と考え られ る．

　精製された 家兎卵巣の G6P −DH の 臓器特異性

を知 るた め に ， 赤血球 ， 肝臓 を 同様 の Affinity

chromatography を用 い て 精製 し PAG 　 disc電気

泳動を行な い 本酵素 の isoenzyme を 比較検討 し

た ．図 4 の 如 く，卵巣は 4 本，赤血 球は 2 本， 肝

臓は 3本 の 帯に 分離 され，それぞれ臓器特異性を

有する こ とが示 峻 され た． こ の 他組織と異 な つ た

卵巣に お け る isoenzyme　patternが ス テ ロ イ ド合

成 と密接 な関連を有 し て い るか どうか は 今後検討

す る必要が ある． 卵巣 の G6P −DH 　isoenzyme に

お い て ，非妊娠時 と妊娠 20日目を比較 し た が現在

の と こ ろ特に 変化は認め られな い ．ま た 6PG −DH

に つ い て も PAG 　 disc 電気泳動を行な い 基質を変

え て 同様 の 酵素染色 を試み た が，帯は 染色 され な

か つ た．

　 今回 ス テ ロ イ ド舎成 に 関与す る と致わ れ て い る

五炭糖 リ ソ 酸回路の 鍵酵素 で ある G6P −DH お よ

び 6PG −DH の 精製お よび物理化学的性質に つ い て

若干 の 知見を得た ．卵巣 そ の 他 の 生殖組織に お

け る こ れら の酵素の 量的 ， 質的変化を把握 し ，
ス

テ ロ イ ド動態と比較する こ と は ス テ ロ イ ド合成を

研究す る うえ で 重要な こ と と思わ れ ， 今後 の 課題

とし た い ．

　 稿 を 終 る に 臨 み ，本 研 究 に 際 し 御 指 導 な ら び に 御 鞭 撻

下 さ っ た 故 林 基 之教授 に 感謝致 し ま す．尚本研究 は 生

化 学 教 蹇 天 野 久 夫助 教 授 と の 共 同研究 の
一

部 で あ り，共
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