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N-アセチルグ、ノレタミン酸合成酵素の活性変化

による尿素合成の制御機構

石田 久校卒

(昭和52年� 6月16日受付)

要 旨

尿素回路は単に受動的な窒素終末処理機構であるにとどまらず， 生体の窒素平衡を維持する

積極的な役割をになっている。 尿素合成経路の初段酵素に必須の活性化物質であり， 同時に尿

素合成を調節ずる主要因のひとつで、ある� N-アセチノレグ、ノレタミン酸� (AGA)を合成する特異的

な酵素� (AGA合成酵素)の生理的な意義を明らかにするため，in vivoでの食餌条件に対応

する本酵素活性の変化に焦点をしぼって実験を行い，以下の結果を得た。� 

1) マウスを� 1日3時間の制限給餌で飼育して� AGA合成酵素活性を経時的に測定したとこ

ろ， 摂食開始後� 6-9時間にピークをもっ活性の日内変動が明らかになった。 さらにピークが

おもにアノレギニンによる酵素の活性化倍率の上昇によるものであるところから，� AGA合成酵

素蛋白質の何らかの質的変換による調節機構の存在が示唆された。� 

2) 蛋白質含有量の異る合成食餌でマウスを飼育し� 8日聞にわたる酵素活性の変化をしらべ

たところ，� 20%カゼイン食群にくらべて60%カゼイン食群で活性はやや上昇し， 無カゼイン食

では著しく低下した。 この変化は同時に測定した尿素回路の� 3酵素の活性変化とほぼ同調して

いた。このことは� AGA合成酵素と尿素回路との緊密な連関を証明するとともに，� AGAが長

期的には合成酵素の量の変化によってl制御されていることを示している。� 

Keywords: N-アセチノレグルタミン酸合成酵素， 日内変動，摂取蛋白質量，尿素合成制御機構，

マウス肝ミトコンドリア

略語一覧: 	AGA; N-アセチノレ・L-グノレタミン酸。
 

AGA合成酵素� :N-アセチルグノレタミン酸合成酵素。
 

CPS-I; カルパミノレリン酸合成酵素-1。
 

OTC; オルニチントランスカlレパミラーゼ。


タミン酸� (AGA)は尿素合成初段のカノレパミノレリン酸
序 文

合成酵素-1(CPS-I)の活性発現に必須の活性化物質で

尿素は蛋白質やアミノ酸窒素の終末代謝産物であり， あり1)，尿素合成に対するその調節的役割が証明され

尿素回路の役割は，余剰窒素の処理といういわば消極的 たい〉。さらに� AGAを合成する特異的な酵素� (AGA

なものであると一般には考えられていた。ところが近 合成酵素)としアルギニンによるその活性化の発見4)

年，種々の尿素合成調節機構が明らかにされてくるとと は，本酵素が� AGA準位の変動を介して窒素代謝を調

もに，生体の窒素平衡の保持に対する尿素合成経路の積 節する重要な因子のひとつであることを示唆している。

極的な役割が注目されつつある。なかでもアセチノレグノレ 本論文では� AGA合成酵素の生理的意味を明らかに� 
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するために，次の� 2つの� III 7.Jl'VO の条件下における本

酵素の対応を調べた。すなわち第� lに摂食に伴う短期j聞

の酵素活性の経時変化，第2に摂取蛋白質量の変化に伴

う長期的な経時変化である。 その結果，� 1) AGA合成

酵素活性に� FI内変動があること，� 2)摂取蛋白質量の変

化に対して酵素レベルでの適応があり. しかもそれが尿

素回路諸酵素の適応にほぼ同調していることが明らかに

なった。

実験方法�  

1. 	 実験材料

実験動物は，市販の国型飼料(船橋農場，蛋白質含量� 

24 %)で飼育された生後5週日のc1cトY 系雄性マウス

(船橋農場)を用いたの 0，20，60%カゼインを含む合成

食は� Harper5)の組成により調製した。� [U・14C]グルタ

ミン目安は� Racliochemical Centre，Amershain，En-

glanclより購入し，� KH14C03は� Ba14C03より調製し

たの。� CPS-I活性測定に用いたオノレニチントランスカノレ

〈ミラーゼ� (OTC)は乱1arshall& Cohenりにf追いヴ

シ肝より精製した。� 

2. 	 酵素標品の調製

マウスをエーテル麻酔下に失血死させ素早く肝を摘出

し，それに氷冷の等張ショ糖溶液� (9ml!g liver) を加

えてホモジナイズした。その一部をとってアノレギナーゼ

の活性測定に用い，大部分のホモジネートより� Myers 

& Slaterめの方法に準じてミトコンドリアを分離し，超

音波で破砕後105，000 g で� 1時間遠心した上清をとり，

これを用いて� AGA合成酵素，� CPS-I，OTCの活性を

測定した。なお� AGA合成酵素は不安定であり，超音

波破砕の操作は予備実験の結果にもとづき常に同一条件

下で正確に40秒間おこなった。� 

3. 	 酵素活性の測定

アノレギナーゼは� Brown& Cohen9にCPS-Iは� Ker-

son & Appe110)，OTC は� Marshal1& Cohen7)に従

って各々活性を測定した。� 

4. 	 AGA合成酵素活性の測定

重定・橘4)の方法に従い，� 14C-グノレータミン酸を基質に

用いて測定した。本酵素の活性は非常に，低く，最大活性

で測定しでも基質として加えたグノレタミン酸の� 0.1%程

度が� AGAに変換されるにすぎない。一方，グルタミ

ン酸は生体内に広く分布するアミノ酸であり多数の酵素

反応の基質となるため，今回用いたミトコンドリア上清

のような粗酵素標品では� 14C-AGA以外の放射性代謝

産物が大量に生成される。これらの中には� AGAと簡

単には分離できないものも多く，合成された� 14C-AGA

を測定するために以下の操作を行って分離する必要があ

る。酵素反応液をまずダウエックス� 50(H+型)のカラ

ム(0.2m1)に通し， 通過液をダウエックス� 1(HCOO-

型)カラム� (0.2m1) にのせた。 ダウエックス� 1に吸着

した� AGAを0.3M ピリジンーギ酸緩衝液� (pH4.0) 

で溶出し，溶出液を乾国後少量の水に溶かし漉紙にの

せ，溶媒(エーテノレ:ベンゼン:ギ酸:水を� 21:9 : 

7:2の割合で混合)中で約� 5時間展開し，� AGA の

スポットを切り出してカウントした。全操作を通じて� 

AGAの回収率はほぼ80%であった。本酵素の活性が低

いために，基質のグノレタミン酸に微量の放射性不純物が

混在しでも非常に大きな誤差を生じうる。このため実験

に先立つて� 14C-グノレタミン酸をダウエックス� 50(H+ 

型)カラムに吸着，溶出を行い精製した。

実験成績�  

1. 	 AGA合成酵素活性の日内変動

摂食に関連した本酵素の短期的な活性変化を明らかに

するために以下の実験を行った。マウスを図� 1のように

一定の明暗間隔，一定時間の給餌で� 3日間飼育したの

ち，� 24時間内の� AGA合成酵素活性の経時的変化を� 3

時間おきにしらベた。酵素活性はしアノレギニン存在下

および非存在下に測定した。すでに報告されているよう

に心本酵素の活性がしアノレギニンで促進されることは重

要な性質のひとつである。図� 1に示すように� lmMア

ノレギニン存在下で測定した酵素活性は摂食開始後6時間

で著明に上昇し，� 9時間で最高となるが，� 12時間後には

もとのレベノレ以下にまで低下した。一方， アノレギニン非

存在下の酵素活性の経時変化にも明らかな� H内変動が観

察されたが，その振幅は小さく，アノレギニンによる活性

化の程度(活性化倍率)は必ずしも一定ではなかった。

以上の結果から，� AGA合成酵素の日内変動が明らかに

なったが，この場合の活性変化が短時間のうちにおこる

ことから酵素量の増減のみによるものではなく，醇素の

何らかの質的変化を反映したアノレギニン活性化倍率の変

化が関係していることが強く示唆された。� 

2. 	 カゼイン食投与による尿素回路諸酵素および
 

AGA合成酵素の長期的変動
 

Schimke1Dは， ラット月干の尿素回路諸酵素の活性が摂

取蛋白質量に応じて変動し� 4-8日間で新しいレベルに

達する事を観察した。これは環境条件の変化への生体の

合目的的な対応のひとつで，いわば酵素レベルで、の適応

現象である。� AGA合成酵素にこのような適応の機構が
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Fig. 1. 	 Diurnal change in the activity of 

AGA synthetase. A total of 24 mice 

were kept under controllecl lighting 

conc1itions (light on at 9 : 00 a.m.， 
off at 9 : 00 p.m) . ancl fecl on a nor-

mal laboratory chow (given at 5 : 

00 p.m.，and withclrawn at 8 : 00 p. 

m.) for three clays. During the last 

24・hourperioc1， groups of 3 animals 

were killed every 3 hours，the mito-
chonclrial fractions were immecliate-

ly preparecl from each mouse liver， 
ancl stored at OOC as mitochonclrial 

pellet.After the 24七ourperiocl，all 

the mi tochonclrial fractions were 

resuspenclecI in 50mM potassium 

phosphate buffer (pH 7.0)，sonica-

ted，ancIcentrifugecIat 105，000g 

for 1 hour. Enzyme activity was as-

sayed in the reaction mixture con-

taining 1 mM  [14C] glutamate (5，000 
cpm/nmol)，0.5mM acetyl-CoA，1 

mM  L-arginine，.5 mM  ethylenecli-

aminetetraacetic acid，50mM Tris-

HCl (pH 8.5) and the enzyme prep-

aration (corresponding to 10 mg 

of liver) in a total volume of 0.1 

m l. lncubation Was performed for 

30min at 370C，ancl (14C] AGA for-

med was isolatecl as describecIin 

the text. The activi ties represent 

the mean value of 3 animals as-

sayecl without しarginine (・-・) 

or with 1mM L-arginine (0-0). 

あればそれを明らかにし，同時に尿素回路との関連をし

らべるために以下の実験を計画した。

マウスを� 3群に分けて，各々� 0，20，60%のカゼイン

を含む合成食で飼育した。食餌の変換後� 3および8日目

に各群� 3匹ずつ殺して� AGA合成酵素活性を測定する

と同時に，尿素回路諸酵素のうちミトコンドリア内にあ

る� CPS-Iと� OTCおよび細胞質にあるアノレギナーゼを� 

Table 1. 	 Effects of dietary protein on bocly 

weight，liver weight，ancl liver 

prote111 content 111 nllce. 

Casein contents 
in cliet 

Control 
0%20~~ 60% 

Body weight 
(% of control) 

100'ド� 72 113 122 

Liver weight (g) 1.5 0.8 l.1 l.3 

Liver protein料電� 

(mg/gliver) 1:31 52 139 139 

Diet consumption 
(g/c1ay/mouse) 

Protein intake 
(g/clay/mouse) 

9.5 

。� 
5.3 

1.1 

5.9 

3.4 

*The ini tial bocly weight were 22 to 29g 

(mean，26g). 

** Protein was cleterminecl in the supernatant 

of liver homogenate. 

Groups of mice were grown for 8 days on 

diets containing 0，20，ancl 60 % casein. Each 

value represents the mean of 3 animals. 
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Fig. 2. Effects of dietary protein on levels 

of some urea cycle enzymes in mo・� 

use liver. Activities of CPS-I，OTC， 
and arginase were assayed as cle-

scribecl in the text.Each point repr-

esents the mean of 3 animals. 

Groups of mice were grown for 3 

or 8 days on cliet containing 0 (・

%A)-(Aor 60 )， 20 (0-0-・)， 

caseln. 

選んで活性を測定した。表� 1には，合成食飼育の各群に

おける体重変化，月干の重量および蛋白質含量，食餌摂取

量と摂取蛋白質量を示してあるが，無カゼイン食群では

体重，肝重量，月干の蛋白質含量のいずれも明らかに減

少している。このような食餌条件のもとでの� CPS-I，� 

OTC，アノレギナーゼの活性変化を図� 2に示した。� CPS-I

の活性をみると，� 60%カゼイン食群では食餌変換後� 3日� 

8 
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Fig. 3. Changes in the activity of AGA 

synthetase in response to dietary 

protein contents. The activity of 

the enzyme was assayed in the pres噌� 

ence of L-arginine. Other condi-

tions were the same as in Fig. 1. 

Each value represents the mean of 

3 animals. Casein contents of diet 

)， -(020(・-・)，were 0 0 and 

respectively. %， (企-.A)60 

で� 120%に上昇し， これは� 8日目にも同じレベノレで、あっ

た。� 20%カゼイン食群では� 3日目で対照の76%，� 8日目

で50%と漸減した。無カゼイン食群の活性減少はさらに

顕著で，� 3日で50%，� 8日で40%に減少した。他の� 2酵

素，� OTCおよび、アノレギナーゼで、も� 8日目にはほぼ同様

にカゼイン含量に対応する酵素活性の変化が観察され

た。図� 3は同時に測定した� AGA合成酵素活性の変化

である。この場合，本酵素をその最大活性で測定するた

めに� 1mMのしアルギニンを反応液中に加えてある。� 

60%カゼイン食群の� AGA合成酵素活性は， 合成食に

変換� 3日後には対照の81%で，同じく� 3日目の20%カゼ

イン食群の値� (107%)より低い。 しかし� 8日目にはや

や回復し，� 20%カゼイン食群の62%より明らかに高くな

った。このように，� 20%と60%カゼイン食群の差は本酵

素ではやや不定であるものの，数回行った同種の実験で

も8日目になると� 60%カゼイン食群の酵素活性の方が20

%食群のそれより常に高かった。一方，無カゼイン食の

効果は著しく，� 3日目にはすでに対照群の16%，� 8日目

には� 4%と激減した。

以上の結果から，� AGA合成酵素において，他の� 3酵

素(図� 2)と同様な食餌蛋白質量に対応した活性変化が

明らかになった。しかし一方，� AGA合成酵素に特徴的

なことは第� 1に20%と60%カゼイン食群の差が小さいこ

とと，第� 2に無カゼイン食に変換後の急速かっ著しい活

性低下である。 これは� AGAの尿素合成調節上の役割

を考察するにあたって非常に興味深い現象である。

考 察�  

AGA合成酵素の活性がしアノレギニンによって促進

される4)ことは重要な事実であり， このことが尿素合

成の調節に大きな意味をもつことは， ラット肝スライ

ス12)，肝浮遊細胞3)，肝ミトコンドリア13)においてアノレ

ギニンによってシトノレリンおよび尿素合成が促進された

という実験結果からも明らかである。これに加えて合回

の実験から� AGAの合成を酵素レベルで調節する� 2つ

の異った機構の存在を示唆する結果を得た。

第� 1は図� 1に示した本酵素活性の日内変動である。動

物にとっての食餌環境は，� 1日のうちでも摂食と飢餓の

くり返しであり決して一定ではない。おそらくこれを反

映して，肝内� AGAレベル14)および尿素排池量15)には

摂食に伴う日内変動が観察されている。今回はじめて明

らかにされた� AGA合成酵素活性の日内変動は，摂食

に伴う短期間の� AGAレベルの変動12，14)が， 基質や活

性化物質などの濃度変化のみによるものではなく，酵素

の側からもこれに関与する可能性のあることを示唆して

いる。さらに本酵素の活性変動にはアノレギニンによる活

性化倍率の変化が関与しており，その背景に酵素蛋白の

質的な変化があると考えられる。このことは今後の研究

にきわめて興味深いまた重要な課題を与えている。

第2に明らかになったことは，摂取蛋白質量に応じた� 

AGA合成酵素のおそらく酵素量の変化を伴った長期的

な変動である(図� 3)。なおこの実験では午前� 9-10時の

一定時刻に動物を殺しているので，図� 1に示した日内変

動による影響はほとんど考慮しなくてよい。また各点に

おいてア/レギニン非存在下の酵素活性を測定しアノレギニ

ン活性化倍率を比較したが，有意の差異はみとめられな

かった。� AGA合成酵素の長期的変動(図� 3)が，尿素

回路諸酵素の変動(図� 2) とほぼ同調したことは環境変

化に対応する両者間の緊密な連関を表わしており，尿素

回路のいずれの適応状態においても� AGAレベルが重

要な調節因子であることを強く示唆するものである。と

ころで，動物は蛋白質を摂取できなくなった場合にはす
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みやかに窒素の排出量を減少させて窒素平衡を保たねば

ならない。� AGA非存在下の� CPS-1の活性がほぼゼロ

に近い0 という事実，� AGAの半減期が20分と短い12)こ

と，および今回観察された� AGA合成酵素の無蛋白食

変換後の急激な減少とをあわせて考えるならば，� AGA 

の主要な生理的意義のひとつはその細胞内準位の低下に

よって尿素合成をすみやかに停止させることにあるので

はないかと推察される。さらに20%と60%カゼイン食群

との聞で肝内� AGAレベノレには明らかな差が認められ

た叫こもかかわらず，本酵素活性には大きな差が無かっ

た(図� 3) ことは，おそらく肝は20%カゼイン食ですで

に最大の� AGA合成の潜在能力を有しており， それ以

上の蛋白質摂取に対する� AGA準位の調節が，� L-アノレ

ギニン， アセチノレ・CoA，グノレタミン酸の細胞内濃度な

ど，酵素量以外の要因によって行われる可能性を示唆し

ている。

稿を終えるに当り，終始ご懇篤な指導と校闘をたまわ

った橘正道教授，森、正敬助手に深く謝意を表わすととも

に，生イじ学第� 2教室各位のご助力に感謝いたします。

本論文は学位審査論文である。� 

SUMMARY 

N-Acetylglutamate has been known to be a 

critical factor for control of mitochondrial car-

bamoyl phosphate synthetase 1，the五rst enzyme 

of the urea cycle. 1n order to further define the 

regulatory role of N-acetylglutamate，experi-

ments were undertaken to examine changes in 

the activity of N-acetylglutamate synthetase (AGA 

synthetase) in mouse liver in response to vari-

ous dietary conditions. 

1) The enzyme activity，assayed in the pres-

ence of 1 mM  L-arginine，underwent marked 

diuonal changes，reaching a maximum 6-9 hours 

after the start of feeding. On the other hand， 

changes in the enzyme activity assayed without 

L-arginine were less marked. Therefore，the cir-

cadian change in the activity with L-arginine 

was due principal1y to the change in the sensi-

tivity of the enzyme to activation by L-ar-

ginine，suggesting involvement of some unknown 

mechanisms which modify the enzyme molecule. 

2) The e妊ectsof dietary protein contents on 

the mouse liver enzymes，AGA synthetase，car-

bamoyl phosphate synthetase 1，ornithine car-

bamoyltransferase，and arginase，were studied. The 

activities of these four enzymes increased in the 

mice fecl on a 60% casein cliet comparecl with 

those fed on a 20% casein diet，ancl clecreased in 

those fed on a casein-free diet，indicating a par-

allelism between AGA synthetase and the mem-

bers of the urea cycle enzymes. These obser-

vations suggest that the amount of AGA syn-

thetase is partially responsible for the change in 

intramitochondrial AGA level in animals adaptecl 

to cli妊erentamounts of clietary protein. 
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