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第 1章緒言

ヒトの必須アミノ酸必要量の測定には、従来、窒素出納法が用いられてきた。窒素出納法

は、被検者の長期管理の必要性、測定値の個人差が大きいなど多くの問題点が指摘されて

いた。そこで、窒素出納法に代わる新たな測定法として、指標アミノ酸酸化法(Indicator

Amino Acid Oxidation; IAAO法)が日本人の食事摂取基準(2015年版)にて用いられてい

る。

IAAO法は、制限アミノ酸が存在した場合に、タンパク合成に利用されなかった必須ア

ミノ酸が制限アミノ酸のレベルまで、分解される反応を利用している。着目する必須アミノ

酸の摂取量を変化させた時の 13C標識した指標アミノ酸の分解の程度を、呼気中の 13C02

濃度により測定し充足状態を評価する。摂取量の増加に伴って減少する傾きが負の回帰直

線と、充足した際に達成される傾きがゼロの回帰直線の交点から、着目する必須アミノ酸

の必要量を決定する方法である。このときの指標アミノ酸にはフェニルアラニン(Phe)がょ

いとされている 36)。しかし、バラつきが大きく理論通りの回帰直線を得ることは困難で、あ

り、改善が求められている 23)。

Pheは、脱炭酸酵素により C02とフェネチノレアミンに分解されるが、ヒトの代謝経路

(KEGG pathway; https://www.genome.jp/kegg/pathway.html)で、は、この反応は DOPA

decarboxylase (DDC; EC4.1.1.28)もしくは Phenylalaninedecarboxylase (PheDC; 

EC4.1.1.53)が触媒するとされている。しかし、ヒトを含む動物界では、 PheDCは同定さ

れていない。つまり PheDCの存在は示唆されているにも関わらず未同定である。一方、

DDCの阻害剤を用いた lnVlVOの実験から、 Pheの脱炭酸はDDCを阻害しでも起こるこ

とが示されている 10)。

また、安藤らの研究により、 pyridoxal-dependentdecarboxylase domain containing 1 

(PDXDC1)がヒト PheDCであることが示唆されている 47)。安藤らの研究では PDXDC1

を発現し、 DDC を発現していないヒト胎児腎細胞株 HEK293 細胞で~'\ siRNAにより



PDXDClをノックダウンすると Phe脱炭酸が減少することを見出し、これにより

PDXDClがヒトの PheDCである可能性が示唆された。しかし、安藤らの研究では、

HEK293細胞での DDCの発現の確認はPolymeraseChain Reaction (PCR)で行われてお

り、 DDCが脱炭酸に関与していることは完全に否定できない。 DDCがタンパクレベルで

発現していないことが確認されたうえで脱炭酸活性を測定する必要がある。

また、 PDXDClは N末端側の短い機能未知領域に次いで、約 40kDaの pyridoxal-5'-

phosphate (PLP)依存性の脱炭酸酵素ドメイン、その後に約 30kDaの機能未知領域を有

したタンパクである。 Furutaらは、マウスの Histidinedecarboxylase (HDC; EC:4.1.1.22) 

が、全長(74kDa)で、は活性がなく、 Caspase-9により C末端側の領域がフ。ロセッシングを

受けて活性化すると報告している 20)。同じように、 PDXDClのC末端側の機能未知領域

が活性調節に関与している可能性がある。さらに、 PDXDClは細胞内でゴルジ体に局在す

るという特徴を持つ。DDCは一次構造の大部分が脱炭酸酵素ドメインで占められており、

細胞質に存在している。この細胞内局在の違いも C末端側の配列が関与している可能性が

考えられる。

したがって、 Pheを指標アミノ酸とした IAAO法では Pheの脱炭酸のメカニズムの理

解が重要で、ある。本研究では PDXDClがヒト Phe脱炭酸酵素であることを確認し、

PDXDClのC末端側の切断が酵素活性に及ぼす影響を検討することを目的とした。



第 2章先行研究

第 1節 IAAO法

IAAO法は、体内の必須アミノ酸バランスに不均衡が生じたときに、充足されている指

標アミノ酸を不足している必須アミノ酸(制限アミノ酸)のレベルにまで、分解し不均衡を解

消する反応を利用している。このとき指標アミノ酸は脱炭酸を受け、 13C02として呼気中

に排世される。体内で指標アミノ酸を充足させ、注目するアミノ酸の摂取量を段階的に変

化させたときの呼気中 13C02を測定し充足状態を評価する。注目するアミノ酸の摂取量が

増えていくにつれ、指標アミノ酸はタンパク合成に利用されていくので、呼気中 13C02排

世量は減少してゆき、注目するアミノ酸が必要量に達すると指標アミノ酸の分解も一定の

レベルになる。 13C02排世が一定となった点が Breakpointとされ、そのときの注目する

アミノ酸の量が必要量とされる。このときの指標アミノ酸は Pheが良いとされている 36)。

従来、必須アミノ酸の必要量測定には窒素出納法が用いられていたが、代謝適応のため

の厳格な食事管理や、尿や糞便の複数回の 24時間採取など、倫理的に厳しいもので、あっ

た。加えて、個人差が大きく、尿や糞便以外の体分泌物による損失の影響や、尿素代謝の

適応まで数日かかるなど多くの課題点が議論されている 34，33)。一方で IAAO法では、被検

者の長期管理、実験食への適応を必要とせず、より簡便で日常的な食生活に近い状態での

測定が可能である 14)。さらには、減量期、調整期、試合期といった代謝変動の激しいアス

リートでの充足状態の確認が可能であり、個々のアスリートにあった食事計画を設定する

ことができる 3，28)。そのため日本人の食事摂取基準(2015年版)の必須アミノ酸必要量の策

定には、現在IAAO法で、得られた値が用いられている。

また、 IAAO法はたんぱく質必要量測定への適用も報告されている。現在、 WHOによ

るたんぱく質の必要量の測定には、窒素出納法を用いており、成人で推奨量は 0.83g/kgと

定められている。これを IAAO法にて再評価すると、成人男性では0.93g/kgと報告され、

窒素出納法で算出された値より 49%高い却。さらに、成人女性では 0.91g/kg41)、高齢期

女性で 0.85g/kg40)、学童期では1.03g/kg16)であるとされ、いずれも窒素出納法で定めら

れた値よりそれぞれ40%、29%、71%高い。



このように、 lAAO法は必須アミノ酸必要量だけでなく、たんぱく質の必要量測定とし

ても窒素出納法に代わる新たな測定法として注目されている。しかし、その一方で、、 IAAO

法で得られた結果の信頼性が議論されている 32)。先行研究では、個人間変動が大きいこと

が報告され 15，37，43)、理論通りの回帰直線を得ることが困難で、あることが示唆されている。

従来法と比較し、より優れた反面で IAAO法の改善が現在求められている。より変動の少

ない正確な値を算出するために、 IAAO法で利用されている Hアミノ酸インバランス"の認

識機構を明らかにする必要がある。

第2節 Pheの脱炭酸

Pheの脱炭酸は DDCもしくは PheDCにより触媒され、フェネチルアミンと C02に分

解される制。 DDCはKEGGのデータベースにて hsa1644と同定されている。また、 L-

DOPAからドーパミンへ、 5-ヒドロキシトリプトファンからセロトニンへの脱炭酸反応を

触媒する。このことから、神経伝達物質の産生に重要な役割を担っており、この DDCの

欠損による先天性代謝異常の芳香族L-アミノ酸脱炭酸酵素欠損症が知られている 24)。この

ほかにも、 DDCはチロシン(τyr)、ヒスチジン(阻s)などの脱炭酸反応を触媒するなど、広

い基質特異性を有する 26313，300

その一方で、 PheDCはヒトを含む動物界では同定されていない。植物では Pheを選択

的に脱炭酸し、次いで phenylacetaldehydeまで酸化する酵素 phenylacetaldehyde

synthase (p AAS)が確認されている 27)が、この酵素のオルソログは動物界では確認されて

いなし10

以上のことから、動物界にて Pheの脱炭酸はDDCが行っていると考えることができる

が、ラットにて DDCを選択的に阻害する Benserasideを用いた研究から、 Pheの脱炭酸

はDDCを阻害しでも起こることが示されている 10)。つまり、これは PheDCの存在を意

味する。

Pheの脱炭酸酵素については明確な知見が得られていないのが現状であり、第一節で述

べた lAAO法改善のためにはこの脱炭酸機構の理解が重要であると考えられる。



一方で、安藤らの研究により PDXDC1とし、うタンパクがヒト PheDCである可能性が

示唆されている 47)。この PDXDC1は具体的な機能の報告がない機能未知なタンパクであ

る。

第 3節 Decarboxvlase

脱炭酸は有機化合物のもつカルボキシル基(-COOH)から二酸化炭素(C02)を生成する反

応であり、アミノ酸の脱炭酸反応によりアミンが生成される。生体内にて、主にヒスタミ

ンやドーパミン、セロトニン、 y-アミノ酪酸(GABA)などが生理活性アミンとしてホルモン

や神経伝達物質など重要な役割を担っている。これらの生理活性アミンは、 E五s、L-DOPA、

トリプトファン、グ、ノレタミン酸(Glu)からアミノ酸脱炭酸酵素の触媒作用により生成されるo

E五sはHDC、L-DOPAはDDC、Gluはglutamicacid decarboxylase (GAD; EC 4.1.1.15) 

による脱炭酸を受け生理活性アミンが生成されるが、これらの触媒反応には補酵素として

PLPが必要とされる 17)0 PLP酵素は、アミノ酸代謝に関わる多様な反応に関与し、アミ

ノ酸脱炭酸酵素をはじめ、トランスアミナーゼ、アミノ酸ラセマーゼなどが知られている。

この PLP酵素は立体構造の観点から 5種(Foldtype 1 ~ V)に大別することができる 17)。こ

の中でFoldtype 1に属するものが最も多く、アミノ酸脱炭酸酵素は主に Foldtype 1に属

している。 HDC、DDC、GADはそのドメインも高い相同性を有しており、実際に Fold

type 1のアミノ酸脱炭酸酵素でドメインをもとに 4種に分類できるが、すべて同じグルー

プρ(GroupII)に位置する 39)。

これらのアミノ酸脱炭酸酵素はドメイン内に PLP依存性の脱炭酸酵素ドメインを持つO

DDCは全長 480アミノ酸中の 35・414残基に脱炭酸酵素ドメインを有する。そして、 HDC

は 662アミノ酸から構成されるが、 36-414残基に脱炭酸酵素ドメインを有し、その後ろ

に約 180残基が付加されている。一方で、 GADには GAD67とGAD65の2つのアイソ

フォームが存在する。 GAD65は584アミノ酸から構成され、 N末端側の 100残基につづ

いて 138・518残基に脱炭酸酵素ドメインを有している。 HDCでは、 Caspase-9により C

末端側の約 180残基が切断されることで酵素活性が上昇することが報告されている却。す



なわち、 HDCの C末端側は脱炭酸酵素活性を阻害するドメインとして働いている可能性

がある ω。また、 GADの2種類のアイソフォームでは、 N末端倶rJ100残基の有無にかか

わらず活性が確認されているが 9)、C末端側を切断することで酵素活性が上昇するとの報

告がある 5)。植物の GADには C末端側にカルモジュリン結合部位が存在し、カルモジュ

リンによる酵素活性の調節機構が存在している心。さらに、イネの GADにはカノレモジュ

リン結合部位が存在する OsGAD1と存在しないosGAD 2の2種のアイソフォームがあり

1)、このうち OsGAD2もC末端領域を欠失することで活性が上昇することが示唆されてい

る2)。つまり、 OsGAD2のC末端領域はカルモジュリンに依存しないが酵素活性を調節し

ている。

以上から、これらの脱炭酸酵素は脱炭酸酵素ドメイン以外の領域によって酵素活性が調

節されていることがある。

第4節 PDXDC1に関する報告

PDXDC1は、 788アミノ酸残基から構成される分子量87kDaのタンパクで、 30-397

残基と 426-483残基に PLP結合ドメインが含まれる。 PDXDC1は、 PLP酵素の立体構

造に基づいた 5種の分類上、 Foldtype 1に属し、さらにアミノ酸脱炭酸酵素のドメイン

をもとに 4種に分類したときに HDCや DDC、GADと同じグループPrrに分類されてい

る。 PDXDC1はヒトやマウスなどの高等生物だけでなく、ハエや線虫など広範囲の動物

の細胞で発現している。

現在、 PDXDC1はゲノムワイド解析から、血中のリン脂質・スフィンゴ脂質 11)、ω-3系

脂肪酸湖、加齢に伴う脱毛 2局、メタボリツクシンドローム 30)、さらには統合失調症 1紛な

どとの関連が示唆されている。しかし、具体的な機能に関する報告はない。



第3章研究目的

PDXDClが Phe脱炭酸酵素であることを確認する。そして、 PDXDClの C末端の機

能未知ドメインの切断が酵素活性に及ぼす影響を検討する。



第 4章研究方法

第 1節細胞homogenateの調整

ヒト胎児腎細胞由来の HEK293細胞、ヒト肝癌由来の HepG2細胞を組織培養用フラ

スコ(付着性細胞用)25 cm2 (3100-025;旭硝子、東京)を用いて培養した。細胞培養培地

は、 D同MEM(Low Glucose)(041同29775;富士フィルム和光純薬株式会社、大阪)に、 10%

量の FetalBovine Serum (S182H; Biowest~ Nuaillé~ France)~ 1%量の Penicillin-

Streptomycin 1¥必adSolution (09367・34;ナカライテスク、京都)を加えたものを使用

し、培養条件を 37
0C、5%C02として培養した。培養中、必要に応じて細胞培養培地の

交換を行った。細胞がコンフルエントになるまで培養した後、培地を取り、 5mlのPBS

で、ヒ。ペッティングを繰り返し、細胞を剥離させ回収した。回収した細胞をマイクロチュー

ブホモジナイザー(BC-G10SET;バイオメデイカルサイエンス、東京)を用いて破砕し、

12，700 rpm (18，213xg)で 10分遠心分離した。この遠心分離して得られた上清を細胞

homogenateとした。

第 2節 タンパク濃度の定量

タンパク濃度の定量にはブラッドフォード法 6)を用いた。測定に使用する試薬として、

ブラッドフォード試薬は BradfordReagent for 1-1， 400μg/ml protein (B6916; SIGMA-

ALDRICH、St.Lo山s、USA)、標準タンパクとして Proteinstandard-liquid， 2 mg 

protein/ml (P0834; SIGMA司ALDRICH、St.Louis、USA)を用いた。吸光度測定に

Appliskan (SPECRRA 190、ThermoFisher Scientific、Massachusetts、uSA)を用し¥

た。

第 3節抗体を用いたタンパク発現の確認

HEK293細胞、 HepG2細胞での PDXDC1とDDCの発現を Westernblottingにより

確認した。ブラッドフォード法にてタンパク濃度を測定した Cellhomogenateを50μg

のタンパク量となるように採取した。この CellhomogenateにCellhomogenateと同量



のサンプルバッファーキット [SDS-PAGE](SP-302I;アプロサイエンス、徳島)を加え、

950Cで5分間加熱した。加熱後のサンフ。ノレを SDS-PAGE(200 V、約 57mA)にてタン

パクを分離した。使用した試薬・装置は全てアプロサイエンス(徳島)のもので、ゲルはシ

ャーフoゲ、ノレ[中性ゲ、ノレ]10%(GEL02-1010ω、泳動バッファーは泳動バッファー(10x)

[SDS-PAGE](SP-3010)、分子量マーカーは 3同colorPrestained XL-Ladder (SP-2140)を

用いた。

その後、 Westernblottingにてタンパク質の存在を検出した。 PVDF膜への転写には

iBlot Dry Blotting System (IB1001; Life Technologies、Carlsbad、USA)を用い、メー

カーのプロトコノレに従って転写を行ったO 転写後の膜を TBS開T(B11圃500;GBI Labs、

Bothell、USA)にスキムミルク粉末(190・12865;和光純薬工業、大阪)を 5%になるように

溶解した 5%スキムミルク庁BS-T(10 ml)に浸潰して 1時間室温にて振塗した。その

後、 TBS・T10mlで5分振塗の洗浄を 3回行ったO 一次抗体反応として、 5mLの5%ス

キムミルク庁BS同Tで 1/1000に希釈した抗体に膜を浸潰し 1時間室温にて振還した。抗

体は、 PDXDC1PolyclonalAntibody (SAB1410401幽 100UG;SIGMA、SaintLouis、

uSA)あるし、はDOPAdecarboxylasePolyclonalAntibody (10166士AP;Proteintech、

Rosemont、USA)をそれぞれ用いた。反応後、 TBS-T10 mlで5分振塗の洗浄を 3回行

った。二次抗体反応として、 5mLの5%スキムミルク庁BS-Tで 1/1000に希釈した抗体

に膜を浸演し 1時間室温にて振濯した。抗体はAnti-rabbitIgG， HRP-linkedAntibody 

(7074S; Cell signaling Technology、東京)を用いた。その後、 TBS・T (10 ml)で5分

振渥の洗浄を 3回行った。発色にはXL-ECL for Western (BW-2030;アプロサイエン

ス、徳島)を用い、 5分間室温にて incubateしたのち ChemiDocMP (Bio-Rad、

Hercules、USA)を用いて発色したタンパクを検出した。

第 4節 Benzerazideがヒト細胞の Phe脱炭酸活性に及ぼす影響

細胞homogenateとPheを混合し、 Pheの脱炭酸反応を検討した。補酵素として 1

mMPLP40μ1 (終濃度 100μM)、細胞homogenateを600μg量のタンパク量となるよ



うに加え、 100mMPhe40μ1 (終濃度 10mM)、DDCinhibitorとして 100μM

Benserazideを40μ1(終濃度 10μM)加えたO そして、反応液の全体量が 400μlとなる

ように PBSで調整した。 37
0

Cで60分間 incubateした後、 98
0

C、10分でheat

denatureし酵素反応を停止させた。この反応液を 12，700rpm (18，213xg)で 10分の遠心

分離を行い、上清を測定に用いた。

脱炭酸活性の測定は高速液体クロマトグラフィー(HighPerformance Liquid 

Chromatography; HPLC)を用いて、フェネチルアミンの生成を確認した。

第 5節 HPLCによるフェネチルアミンの分析

フェネチルアミンを Gardnerら21)の方法に従って σphthalaldehyde(OPA)により誘導

体化して測定した。誘導体化反応に用いた OPA誘導体化試薬を以下のように調製した。

0.05 gのOPA(P0280;東京化成工業、東京)を 1mlのエタノールに溶解し、 50μIの2・

Mercaptoethanol (M0058;東京化成工業、東京)を加え、 vortexでよく混和し均一にし

た。この溶液33μ1と1mlのBufferSolution pH 10.4 (NaHC03・NaOH)(B0193;東京化

成工業、東京)を混和したものを OPA誘導体化試薬として用いた。

第 4章第2節にて得られた細胞homogenateとPheの反応混合液 50μlにメタノーノレを

50μl添加し、除タンパクを行ったO 除タンパク後の反応液 100μlを採取し、 100μlの

OPA誘導体化試薬を加え、 vortexにてよく混和した。 OPA誘導体化試薬の添加後、約 3

分間室温に保ち、 12，700rpm (18，213xg)で5分間遠心分離を行ったO 遠心分離後の上清

をHPLC分析に供した。標準として 100μlの 1mMフェネチルアミンに等量の OPA誘

導体化試薬を加えたもの、 100μIの 100mMPheに等量の OPA誘導体化試薬を加えた

もの、そして OPA誘導体化試薬を用い、反応液中のフェネチノレアミンのピークの同定を

行ったO

HPLCシステムは全て JASCO製のものを用いた。脱気装置はDG乞080・54、ミキサー

はMX-2080闘32、送液ポンプはPU圃2086、カラムオーブンは CO同2065、紫外可視検出器

はUV-2070、蛍光検出器は FP-2020を用い、 chromNAVによりクロマトグラムを記録
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した。また、カラムは PROMOSILC18 PM951505・0(5μ、4.1x150mm、Agela

Technologies、Wilmington、USA)を用いた。

移動相 Aとして 0.01%トリクロロ酢酸(pH3.7)、移動相 Bにメタノールに 0.01%のトリ

クロロ酢酸を溶解したものを用いた。グラジエントプログラムは、①0・15分:移動相 Bを

線型的に 95%まで漸増，②15嗣25分:移動相 Aを5%、Bを95%で維持，③25圃 30分:移動相

Bを線型的に 60%まで漸減，と 3段階のプログラムとした。

これを流速1.0ml/minで送液し、カラム温度を 40
0

C、反応液の HPLCへの注入量を

10μ1とした。蛍光検出器の励起波長および、蛍光波長はそれぞれ 340nm及び455nmに

設定し検出を行った。

第 6節大腸菌発現系による PDXDC1の作製

ベクターとして pET28a(カナマイシン耐性遺伝子有)に HEK293細胞から増幅した

PDXDC1を連結したものを用いた。のベクターは平成27年順天堂大学大学院スポーツ

健康科学研究科修士課程修了生の安藤秀が作成したもので、 HEK293細胞から増幅した

全長の PDXDC1のcDNAの5明lにNcoI、3'側に NotI認識配列を付加し、 pET-28aベ

クターのXho1 -Not 1に導入したものである。このベクターを BL21(DE3)の形質転換に

使用した(Wild-typePDXDC1)。全長の cDNAを組み込んだプラスミドを用いて、 C末

端部 608・788アミノ酸残基を欠く変具体遺伝子を連結したベクターを作製し、 BL21

(DE3)の形質転換を行った(LJCPDXDC1)。ベクターの形質転換、欠失変異導入体の作成

は株式会社Bex(東京)にて行ったO

第 7節 E. coliでのタンパク発現誘導、タンパク抽出

100mlのLB培地にカナマイシン(50mg/ml)を40μl添加し(終濃度 200μg/ml)、これ

に第6節より得られたそれぞれの E.coliの単一コロニーを添加し 37
0

Cで4時間振還し

ながら培養した。その後、 0.1MのIPTGを200μ1(終濃度 200μM)添み日し、室温で 16

時間振濯しながら培養した。その後、この培地を 50ml採取し、 7，000rpm (5800 x g)で、
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10分間遠心分離を行い、分離した上清の培地を除いた。沈殿した E.coliにPBSを5ml

加えよくヒ。ペッティングにて懸濁した後、超音波にて破砕した。 7，000rpm (5800xg)で

10分遠心分離を行い、これを E.coliのExtractとした。得られた Extractの上清とペレ

ットでPDXDC1の発現を確認し、 Pheの脱炭酸活性を検討した。

第 8節 E. coliのPDXDC1の発現の確認

タンパクの発現の確認はWesternblottingにより行った。ブラッドフォード法にて E.

coliのExtractの上清およびべレットのタンパク濃度を測定したO 各 Extractのタンパク

量が 5μgになるよう採取し、 Extractと同量のサンブロルバッファー(2x)(SP四 3021;アプロ

サイエンス、徳島)を加え、 95
0

Cで5分間加熱した。加熱後のサンプルを SDS-PAGE

(200V、約 57mA)にてタンパクを分離した。使用した試薬・装置は全てアプロサイエン

ス(徳島)のもので、ゲ、ノレはシャープpゲ、ノレ[中性ゲ、ノレ]10% (GEL02-10100)、泳動ノ〈ッファー

は泳動バッファー(10x)[SDS-PAGE] (SP同 3010)、分子量マーカーは 3圃colorPrestained 

XL-Ladder (SP-2140)を用いた。

その後、 Westernblottingでタンパクの存在を検出した。 PVDF膜への転写にはiBlot

Dry Blotting System (IB 1001; Life Technologies、Carlsbad、USA)を用い、メーカーの

ブρロトコノレに従って転写を行ったO 転写後の膜を TBS-T(B11同500;GBI Labs、

Bothell、uSA)にスキムミルク粉末(190-12865;和光純薬工業、大阪)を 5%になるように

溶解した 5%スキムミルク庁BS-T(10 ml)に浸潰して 1時間室温にて振濯した。その

後、 TBS-T (10 ml)で5分振猿の洗浄を 3回行った。一次抗体反応として、 5mLの

5%スキムミノレク庁BS-Tで 111000に希釈した抗体に膜を浸潰し 1時間室温にて振渥し

た。 1次抗体には、 PDXDC1PolyclonalAntibody (HPA047369; Funakoshi、東京)を用

いた。一次抗体との反応後、 TBS-T(10ml)で5分振渥の洗浄を 3回行ったO 二次抗体

反応として、 5mLの5%スキムミルク庁BS-Tで 111000に希釈した抗体に膜を浸漬し 1

時間室温にて振還した。抗体はAnti-rabbitIgG， HRP同linkedAntibody (7074S; Cell 

signaling Technology、東京)を用いた。その後、 TBS圃T10mlで5分振濯の洗浄を 3回

行ったO 発色にはXL幽ECLゐrWestern (BW同2030;アプロサイエンス、徳島)を用い、 5

分間室温にて incubateしたのち ChemiDocMP (Bio-Rad、Hercules、USA)を用いて発
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色したタンパクを検出した。

第 9節 PDXDC1を発現した E.coliのExtractのPhe脱炭酸活性

第 7節により得られた Extractの上清を Pheと混合し活性を検討した。 Extract(600 

μgタンパク量)に、 40μlの 1mMPLP (.終濃度 100凶めに、 40μlの 100mMPhe (終

濃度 10mM)を加え反応液の全体量が 400μlとなるように PBSで調整した。 37
0

Cにて

60分間 incubateした後、 98
0

C、10分でheatdenatureし酵素反応を停止させた。これ

を12，700rpm (18，213 x g)で 10分遠心分離し、上清を測定に用いた。脱炭酸活性は、フ

ェネチノレアミンの生成を HPLCにて確認した。
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第 5章結果

第 1節 ヒト細胞での PDXDCLDDCのタンパク発現の確認

HEK293、HepG2細胞での PDXDC1およびDDCの発現を確認した結果、 PDXDC1

から予想される約 87kDaのバンドはHEK293細胞と HepG2細胞どちらも確認され

(Fig. 2 a)、DDCから予想される約 54kDaのバンドは HepG2細胞のみに確認された

(Fig. 2 b)。この結果から、以後のヒト細胞の脱炭酸活性の測定は、 HEK293細胞と

HepG2細胞を用いて行われた。

第 2節 Benzerazideがヒト細胞の Phe脱炭酸活性に及ぼす影響

細胞 homogenateとPheの反応液に OPA誘導体化処理を加え HPLCにより分析した

クロマトグラム、また、反応液中の成分のクロマトグラムを Fig.3A-Gに示す。ブェネチ

ノレアミン(1m乱。誘導体のピークは、リテンションタイム(RT)10.633分に観察され、面積

は5942195μV.secで、あった(Fig.3A)。また、 PheとOPA誘導体化試薬の反応混合液(Fig.

3B)、OPA誘導体化試薬のみ(Fig.3 C)のクロマトグラムでは 10""11分の聞にピークは観

測されなかったO

HEK293細胞のhomogenateとPheの反応混合液のクロマトグラムをFig.3Dに示す。

反応により、 RT10.467分(面積 19158μV.sec)にピークが観測され、これをフェネチルア

ミンの誘導体と同定した。このときのフェネチノレアミン生成量は 580.5nmollmlと算出さ

れ、 1μgproteinあたりのフェネチルアミン生成量は 0.07nmolで、あった。 Benserazide

を添加した反応混合液では、 10.588分(面積4993μ.V.sec)にピークが観測され、これをフ

ェネチルアミンの誘導体とした(Fig.3 E)。このときのフェネチルアミン生成量は 151.3

nmollmlと算出され、 1μgproteinあたりのフェネチルアミン生成量は 0.02nmolで、あっ

た。以上から、HEK293細胞の Phe脱炭酸活性はBenserazideにより 26%に抑制された。

HepG2細胞の homogenateとPheの反応混合液のクロマトグラムを Fig.3Fに示すO

RT 10.508分(面積 4293μV.sec)にピークが観測され、これをフェネチルアミンの誘導体

と同定した。このときのフェネチルアミン生成量は 333.7nmollmlと算出され、 1μg

proteinあたりのフェネチルアミンの生成量は 0.03nmolで、あったO

Benserazideを添加した HepG2細胞 homogenateの反応混合液では、 10.558分(面積

4970μV.sec)にピークが観測され、これをフェネチルアミンの誘導体とした(Fig.3 G)。こ
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のときのフェネチルアミン生成量は 150.6nmolJmlと算出され、 1μgproteinあたりのフ

ェネチルアミンの生成量は 0.01nmolで、あった。

以上から、 HepG2細胞の Phe脱炭酸活性は Benserazideにより 45%に抑制された。

第3節 E. coliのPDXDC1の発現の確認

E. coliにて発現した PDXDC1をWesternblottingにより確認した(Fig.4)0 Wild-type 

PDXDC1を発現した E.coliのExtractの上清とベレットで、 PDXDC1から予想される約

87 kDaのバンドが確認された。 C末端部 608同 788アミノ酸残基を欠く PDXDC1を発現

した E.coliの Extractの上清とベレットで、約 70kDaの付近にバンドが確認された。

Phe脱炭酸活性の測定は、 Extractの上清を用いて行われた。

第4節 PDXDC1を発現した E.coli Extractの脱炭酸活性

PDXDC1を発現した E.coli Extractと Pheの反応液に、 OPA誘導体化処理を加え

HPLCにより分析したときのクロマトグラム、また、反応液中の成分のクロマトグラムを

Fig. 5 A嗣G に示す。フェネチルアミン(1mM)誘導体のピークは、 RT10.633分、面積

5942195μV.secであった(Fig.5A)。また、 PheとOPA誘導体化試薬との反応混合液(Fig.

5 B)、OPA誘導体化試薬のみ(Fig.5 C)のクロマトグラムでは、 10""11分の聞にピークは

観測されなかった。

E. coli ExtractとPheの反応液に OPA誘導体化処理を加えたときのクロマトグラムを

Fig. 5 D圃Eに示した。 Wild-typePDXDC 1を発現した E.coliのExtractの反応液では、

RT 10.808分(面積22657μV.sec)にピークが観測され、これをフェネチルアミンの誘導体

と同定した(Fig.5 D)。このときのフェネチノレアミン生成量は 469.0nmolJmlと算出され、

1μg proteinあたりのフェネチルアミンの生成量は 0.23nmolで、あったO

L]C PDXDC1を発現した E.coliのExtractでは、 10.708分(面積 65708μ.V.sec)にピ

ークが観測され、これをフェネチルアミンの誘導体とした(Fig.5 E)。このときのフェネチ

ノレアミン生成量は 1360.2nmolJmlと算出され、 1μgproteinあたりのフェネチルアミン

の生成量は 0.66nmolであった。これらの値を、 WesternblottingのW辻d-typePDXDC1 

のバンド強度で標準化すると、フェネチルアミンの生成量は 610.0nmolJml、1μgprotein

あたりのフェネチルアミンの生成量は 0.30nmolと算出された。

したがって、 E.coli Extractを用いた活性の測定では、 PDXDC1の C末端側の切断に
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より、脱炭酸活性は約 131%に上昇した。
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第 6章考察

PDXDClの機能は依然として明らかとなっていなし、。 PDXDClはDDCやHDC、

GADなどに見られる PLP依存性の脱炭酸酵素ドメインを有しており、脱炭酸酵素とし

ての機能を持つことが予想される。

Pheの脱炭酸によって生じるフェネチルアミンは、覚せい剤として知られるアンフェ

タミンと類似した構造をしており、神経伝達物質としての役割をもち羽、さらには統合

失調症との関連性が示唆されている制。統合失調症の生理学的指標としてプレパルス・イ

ンヒピションの低下があり 7)、マウスにて PDXDClをノックダウンすることによって、

プレパルス・インヒビションが増加するとの報告から、 PDXDClがPheの脱炭酸に関与

していることが考えられる 18)。

DDCを発現せずPDXDClを発現するヒト HEK293細胞にて、 siRNAにより

PDXDClをノックダウンすると Phe脱炭酸が抑制されることから、 PDXDClがヒト

PheDCであることが示唆されている 47)。しかし、 HEK293細胞での DDCの発現の確認

はタンパクレベルで、は行われていなし、。したがって HEK293でDDCが脱炭酸に関与し

ている可能性も完全には否定できない。本研究での Westernblottingの結果から、

HEK293細胞にて DDCを発現しないことがタンパクレベルで確認され、 PDXDClが

Pheの脱炭酸に関与する事が明確となった (Fig.2 a)。

Davidら10)のinvivoの研究から、 Pheの脱炭酸はBenserasideでDDCを阻害しでも

生じることが報告されている。本研究の Westernblottingから、 HepG2細胞にて DDC

とPDXDClのタンパクの発現が確認され、 Pheと反応させるとフェ不チルアミンの生成

が確認された(Fig.3F)o Benserasideの存在下でも Pheの脱炭酸活性は生じたことか

ら、 Davidら10)が観察した Pheの脱炭酸をinvitroでも確認することができた(Fig.

3G)。一方で、、 DDCを発現せずPDXDClを発現する HEK293細胞にでも Pheの脱炭酸

が観察された(Fig.3D)。このことから、 Davidらが観察した Pheの脱炭酸にはPDXDCl

が関与していたと考えられるが、 PDXDClもBenserazideの影響を受けることが示唆さ

れた(Fig.3E)。
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生体内でのフェネチルアミン濃度は極微量であり、主に Monoamineoxidase B (MAO・B)

によって迅速に Phenylaceticacidに変換される 46)。フェネチノレアミンの半減期は約 0.4

分であるとされている 12)0 RefEX (http://refex.dbcls.jp/)から、今回用いた HepG2細胞で

MAO周Bの遺伝子発現が確認され、よって反応で、生じたフェネチルアミンが phenylacetic

acidへと分解されてしまっている可能性がある。また、 Pheの脱炭酸にはDDCもしくは

PheDCによりフェネチルアミンとなる経路のほか、 phenylpyruvateになった後に脱炭

酸して phenylacetaldehydeとなる経路もある 27，45)。ほかにも、 Pheが脱炭酸せずに司Tr

やtrans廿nnamateへと変換される経路もあり 8，44)、代謝物をより網羅的に分析する必要

がある。

PDXDC1は脱炭酸酵素ドメインのほかに C末端側に機能未知な配列が付加されてい

る。先行研究にて、 GAD、HDCはC末端側の切断により酵素活性が上昇することが報

告されており、 C末端側に脱炭酸活性を阻害するドメインを含んで、いることが示唆されて

いる 19，2)0 GADで、はカノレモジュリン結合ドメインに依存した活性調節のほか、イネやリ

ンゴでは新たなタイプの GADが同定され、この活性調節が議論されている。イネの

GADはアイソフォームの OsGAD1では C末端側にカルモジュリン結合部位を持つが

OsGAD2は持たず、 C末端を欠失させることで活性が上昇することから、カルモジュリ

ン非依存性の活性調節を受けていることが示唆されている 2)。また、リンゴの MdGAD3

もカルモジュリン結合部位を持たず、さらにはこの C末端側は自己阻害ドメインとして

機能しないことが報告されている 42)。

E. coliにて PDXDC1を発現させ、この E.coliのExtractをPheと反応させるとフェ

ネチルアミンの生成が確認された(Fig.5 D)。さらに、 C末端の 608・788残基を欠いた

PDXDC1を発現した E.coliのExtractでは、フェネチルアミンの生成は約 131%に増加

した(Fig.5 E)o E. coliではDDCとPheDCの存在は確認されていないことから、

PDXDC1はヒト Phe脱炭酸酵素であり、 PDXDC1のC末端側は酵素活性を抑制してい

る可能性が示唆された。

PDXDC1のC末端側の配列は、 Pfam(https:llpfam.xfam.org/)やInterPro

18 



(https://www.ebi.ac.uk/interpro/)によっても特定の機能ドメインはなく、 NCBIデータ

ベースの BLAST検索(http://blast.ncbi.nlm.nih.govlBlast.cgi)を使用し、 PDXDC1の

488岡 788アミノ酸残基を検索しでも、この配列と相向性のある配列を持つタンパクを確認

できなかった。

HDC、DDC、PDXDC1、今回の E.coliにより生成された PDXDC1のアミノ酸シーケ

ンスを比較すると (Fig.4)、どのタンパクにも共通して PLP依存性の脱炭酸酵素ドメイ

ンが存在するが、 PDXDC1には脱炭酸酵素ドメインの中に HDCやDDCには見られな

いシーケンスがし、くつかinsertされている。これらの insertが他のタンパクと相互作用

し、酵素活性が上昇することも考えられる。 insertされているシーケンスでBLAST検索

を行ったが、機能を推測することができなかったO そして、この各insertのアミノ酸に

膜貫通ドメインに見られる特有の疎水性アミノ酸クラスターはみられない。 PDXDC1と

相互作用するタンパクを BioGRID(https://thebiogrid.org/)で検索したところ、 54個の

タンパクがヒットした。このなかには、翻訳後修飾として糖鎖付加に関与する α岡 1，4・N-

アセチルグルコサミニルトランスブエラーゼや、リソソームのマーカーの LAMP2、 トラ

ンスボーダーとして知られる SLCファミリーに属するタンパクがし1くつか見出された。

U niprot(https://www.uniprot.org/)で、は、 ドメインの大部分が脱炭酸酵素ドメインで占め

られている DDCは細胞質に局在しているが、 PDXDC1はゴルジ体に局在するとされて

いる。この局在の違いも C末端側の機能未知領域、あるいはinsertが関与していると考

えられる。今後も引き続きこの機能未知領やinsertに焦点を当て、翻訳後修飾や補助因

子の有無を検討する必要がある。

本研究では、 E.coliで発現した PDXDC1を精製せずに E.coli Extractとして測定に使

用していた。 E.coliのゲノム上にはDDCもしくはPheDCは存在していないが、 E.coli 

の未知なる脱炭酸酵素の影響を否定できない。したがって、現在BL21-AIの脱炭酸活性

を測定中である。

現在、必須アミノ酸バランスの認識から Pheの脱炭酸に至るメカニズムはまったく明

らかになっていなし、。 Pheの脱炭酸の調節機構を明らかにすることで、 IAAO法のメカニ
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ズムのみならず、アミノ酸ノ〈ランスの生成・認識機構の解明にも寄与することができる。
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第 7章結論

PDXDClはヒトの Phe脱炭酸酵素であり、 PDXDClのC末端側の機能未知領域は酵素

活性を抑制している可能性が示唆された。また DDC阻害剤BenzerazideはPDXDClも

阻害する可能性が示唆された。
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英文要約

Phenylalanine decarboxylation and PDXDCl 

Suzuki Daisuke 

Background: Essential amino acid requirements have been assessed by indicator amino acid 

oxidation (IAAO) measuring the decarboxylation of an indicator amino acid. Preferably， the 

lAAO uses phenylalanine (Phe) as an indicator amino acid. However， the mechanism of the 

phenylalanine decarboxylation is not fully clarified. DOPA decarboxylase (DDC) and Phe 

decarboxylase (PheDC)訂 econsidered to decarboxylate Phe in Homo sapiens. However， PheDC 

is not identi五edin Homo sapiens nor the other animals. In contrast， an animal study suggested 

that Phe could be decarboxylated by enzymes other than DDC. Pyridoxal-dependent 

decarboxylase domain containing 1 (PDXDCl) is a putative decarboxylase having 

decarboxylase domain followed by a domain consisted of about 300 amino acid residues with 

unknown function. We found that PDXDCl knockdown by siRNA decreased Phe 

decarboxylation in human HEK293 cells， expressing PDXDCl but not DDC， leading to the 

possibility PDXDCl is a human PheDC. Therefore， we aim to clari:fy the relevance ofPhe 

decarboxylation and PDXDC1. 

Methods: Expressions ofPDXDCl and DDc'were determined by Western blotting in human 

HEK293 and HepG2 cells. The influence ofbenserazide， an inhibitor ofDDC， on Phe 

decarboxylation in these cells was examined by incubating Phe， pyridoxal phosphate， and cell 

homogenate with or without benserazide. Phenethylamine assay was carried out by HPLC. 

PDXDCl with or without the uncharacterized domain on C圃terminuswere constructed in 

pET28 plasmid and expressed in E. coliBL21(DE3). The expression was determined by 

Western blotting. Phe decarboxylation activity was determined using the E. coli extract 

expressing the PDXDCls. 

Results: HEK293 cells were con五rmedto express PDXDCl but not DDC， whereas HepG2 cells 

expressed both. Phe decarboxylation was inhibited to 26% and 45% in HEK293 and HepG2 cell 
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homogenates respectively， in the presence ofbenserazide. Expression ofPDXDC1 with or 

without the uncharacterized domain was determined by Western blotting. The Phe 

decarboxylation activities in the E coli extracts expressing the PDXDC1s increased to 131% by 

truncating C-terminus. 
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hsa_23042 P WL G L P A V P A V TL Y K H 00 P A L T L V A G L T S N K P T 0 K L R A L P L WL S L Q Y L G L 0 G F V E R I K H A 333 

c21.fixed.M P WL G L P A V P A V T L Y K H 00 P A L T L V A G L T S N K P T 0 K L R A L P L WL S L Q Y L G L 0 G F V E R I K H A 3OO 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

Fig. 1 Human PDXDCl (hsa_23042)とE.coliにより産生された PDXDCl(c21-島ced-

AA)のアミノ酸シーケンスのアライメント

アライメントには clustalw(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/)を用いた。 PDXDClのC末端

の608-788アミノ酸残基を欠失させた。この欠失残基部分を黄色マーカーで、示した。全

体のドメインでのそれぞれの共通アミノ酸残基をアスタリスク(吟で示した。
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Fig. 2 a anti-PDXDC1 (約87kDa) 
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Fig. 2 b anti-DDC (約54kDa)

Fig. 2 Western blotlingによるヒト細胞でのPDXDC1、DDC発現確認
2a:抗体はanti-PDXDC1を使用した。HEK293細胞、 HepG2細胞の両者で発現が確認されたn

2 b:抗体はanti-DDCを用いた;)HepG2細胞にて発現が確認されたo
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Fig. 4 E coliでのPDXDC1の発現

4・約87kDa 

←約70kDa 

Westem blotting により、 E.coliでのPDXDC1の発現を確認した3

IPTGによる発現誘導後、超音波にて破砕し、遠心分離して得られたE.coliのExtractのよ清及び
ペレットを使用した。
1 レーンにつき、 5~gのタンパク量となるように供した。
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Fig.6HDC、DDC、PDXDCl(has_23042)、大腸菌により産生された PDXDCl(c21・

色白d-AA)のシーケンス比較

それぞれの脱炭酸酵素ドメインを赤字で示した。PDXDClおよびE.coliのPDXDClに

見られる共通の脱炭酸酵素ドメイン中の insertを黄色マーカーで、示した。HDC、DDC、

PDXDClの脱炭酸酵素ドメインは interPro(http://www.ebi.ac.uk/interpro/)により特定

した。

38 



内

u
n
u

ハhHV

《
リ
'
'
恒
《

H司
U

『
，
，
』
'
『
，
，
』
'
《
リ
'
'
』
，

an嶋且
'

n
，，

ι

n
，，

ι
n
t
u

内

1
・
u

n
h
u
v
n
h
u
v
n
h
u
v

円
'MU

A

u

n

A

A

I

L

-

L

 

V
I
v
-
-
H
Y
E

V
-
-

A

n

A

H

H

n

u

ハU

A

n

A

H

H

I

L

l---

n

υ

n

υ

c

u

c

u

 

l
E
I
H
H
H
V
I
I
-』

』
l』
』

H

n

H

n

川
W
H

川
W

1
1』

'1E』

l
l』

12B』

w

w

w

w

D

I

D

i

 

--』

I
l
i
-
-」

l
l
』

内
じ
門

V
R
H
H
u

・n“H
anHH

F
ド」

F炉
』

円

MHH

n
H川
H

n
H
H
M
U
R
U
E
-
'』

111』

-
n
u
n
u剛
山
川

MMRH

MURH

p

u

p

a

u

n

u

n

u

 

s
-
-
'
l
l
T
B
I

T
-
-

円
以

f
n
u
I
R
ν
E

門

μ
i

n
r
H
v
n仁
門

V
M
M
R
U

HURH

'
'
l』

H
H
H
V
M剛
山
川

U削
山
川

「
F」

FEF』

F
A
v

p

、u

p

、u
l
-
-
T
E
l

--'1

・EEE』

-
P
E
l
-
-
-
E
I
-

-EEB』

P

U

U

N川

P
H
V

円
h
v

円

H
H
M
R
H
H
H
a
n
M
H

a
n同
H

P
L
F
1
F』
r
l
H
H
u
v

HHUV

A

A

n

、u
l

l
』

1
1

』

円
l
v
n
l
U
T
-
-

守

t
l

u

v

n

・U
l

L

l

L

n
h
v
T
l
a
n
n

A

n

 

'
t
-
T
1』
円

μ
l

円

μ
i

T
I
l
'
l
l

門
川

u

n
H
M

《
ド
同

UV

《

r
H
U
R
H
H
U

RHHU

E
E
E
'
h
.，，
B』

HHHHH

HHHHH

T

I

T

I

M

民
日

M凪
H

A

m

A

n

v

l

V

I

 

n
-
V
M
H
V
1
1」

l
l』

H
M
V
H
M川
〒

5
!

?
l
i

「炉
l
F
F
E
M
M
V

M
H
V

H
U
M
-
F』
「

'
a
n
H
H

anHH

n
H
l
n
w
i
n
M
l

n
H1
 

H
u
v
l
l
H
M
V

M
H
Y
 

--」

t
l
L
a
n
n

A品
川

n

u

n

u

n

「

n
「

n
H
H
A
H
i
l
-

-

L

 

ハ

H

U

A
品

川

ハ

H
V

ハ

H
M

M
M
n
M
M
H
H
l
L

l
L
 

n

u

n

U

川
W
H

川
W

「
F」

n
w
n
n
w
l

n
v
l

F』

E』
ハ

H
u

n
'
U

q

L

M

m

 

州
附

d
w

VLF
-山

V
A

n
a
U

ハ

し

|

い

-
R州

H

R
H
H
H
M
R
H
H
M

内

A
U
U門川
J

H
H
H
n
H
M

B柏
市
，
d
u

* * * 

n
M
U
n
n
u
n
-
ι
n
u
u
 

A
l
l

a
-
-

守

I
I
A
H
H司

du

n
‘E
V
A
-
B
u
n
t
u
v
n
t
u
 

H
u
v
u
u
'
n
v
l

n
Ml
 

川
W

川
W

I

L

l

L

F』
l

H

M
川

F』
L

Fト
』

n
h
u
v
a品
川

内

H
U

n
H
u
m

T
E
l
p
、u
v
F
t
p
i

pip-

《

r
l
V

《

r
h
v
F
L
F
t

「ド
I

RHUM

円

HHM

円
以
円

H

RMnH

Fド
l
F
L
F
l

「
「
-

pip-

H
u
n
H
U削
山
円

HHUV

HHu'

H
M
V
M
M
V
M
H
Y

H
U
V
 

H
M
m
l
L
M
U
M
-

H
U
V
 

H
M
m
m
'
E
E
'
M
R
H
V
I

RHVI
 

川
W

川
W

C

u

q

u

M
M
n
M
H山
内

、

u

n、
u

n

、u
川

Hけ
・

I
L

-
-
L

n
v
l
n
w
l
F
I
P」

「炉」

M
山
川

U
N川

RHUM

RHHU

F
'
h
a
'
R'"t'
F
E
"
'』

伊

thi』

'
t
E
I
U刷
川
川

HUM-

HHu'

FI炉
tE

Ript'
E
E
1
5』

Et--h

p

、HV
《

H
U
l
a
-

B
l
l

R
H
H
M
R
H
H
M
M
U
R
u

v
m
n
 

A

n

A

n

i

l

-

-

V

l

F
』

I
N
v
t

・
v

-

F
ト
』

E
」

M
川

M
川

'
1
1
H
H
u
'
H
H
M
V

MHuv 

n

u

n

-

U

M
凪
H

M
R
H

M
U
R
H
U
M山
川

MURH

HURH

l
l』

l
l』

l
l』

aaE'』

F
I
F
-
-
B』

P

、u
p
A
W

ハH
V
H
H
H
Fド
'
』

F
ト」

門

MHH

円

M
H川
内

H
H
U

n
H
H
M

F
L
F
t
w
i
p
-
-
E』

l
l
L

Fト
』

Fト
』

D

n

D

n

n
「

R
U
I
n
u喝

内

H
U明

n
t
U

円
i

u

n

、u
n

、u

l
l』

I
l
'
1
E
E』

l
l』

「「

E

l

n

M

n
明

A
H
H
A
H
H
n
t
u

n
a
u
 

--aEl

内
、
け

v

・nHH
a
n阿川

・

・

一

U

H

U

N

-
-
一
MunH

U民
H

・

I

・

-

一

D

n

D

n

.

・
-
F
ド
」

F
ト
』

・

・

-
H
H
V

H
u
y

-

-

-

pt脚
t'

FIHIE

-
・
-
n
h
u

円
H
U

-

-

一

円

HHM

円

HUM

-

-

-

l
l』

l
l』

q

L

M

m

 

制

叫

p

u

p

u

n

J

1

叩

R
H
H
M
R
H
H
U
E

哨
川
刷

U門
川

J

H
H
H
H
R
H
H
U
E

t同
叩
凶
川

会
内
し
凶

. . 
• • ・・ ・・. * . . * * 

HDC 

DDC 

出alJ04l 

Cll.flxed.M 

p
h
J
v
p
hJV
A
J
F担
《

Hwv

p
h
u
p
h
d
n

，L
a

n
『

《
1

‘JV
A
吋‘j
v
a凋
川
崎

E

aan崎
t

-一
n

υ

n

υ

一

-
HM川

H
M川
一

一V
v

v

v

一

-

守

lIB

・Il
l
-

-'111』

'111』
-

-
R
M

ハU
一

一
円
、

u

n
、

u
-

一

A
u
n
A
n
n
-

-
R
H
V
I
R
H
V
l
-

円

U円
H

円

unH

HHU'

HHU'

q

U

R

u

-
-』

I
L

S
-
L
l
t
L

n
H
U
n
H
U
 

n
r
・
n
v
l

V
R
H

MU
R
n

1
1
1
1
1
1

1
1』

i
I
L

n

u

n

u

n

u

n

u

 

川
W

川
W

F

t

F

t

H

n

H

n

n

U

ハU

H
M山
川

RHRH

I--』

lll』

F

r

v

!

川
W

山
W

R
H
H
M
R
H
H
M

門

unH

円

HRH

'
'
E
l
'
B
E
I

UM山
門
川
町
山
川

A

n

i

l

-
-
L
l
l
L
 

H
H
u
v
i
I
I
E
-

an
“H
-
n
M川

内
ド
円

v
n
r
H
V

R
H
H
H
R
H
H
u

n

、un
、u
n
I
u
n
t
u

n
u
u
n

、u
n

、u

n
u
H
H
H

H
H
H
 

U剛
山
川

HU門
川

円

HR円

円

HRH

A
品
川

n
、u
p

』

L

Fe炉」

H
H
H
H
U円
H
n
w
n

n
w
n

n
H
H
M
R
H
n
h
u

n
h
v
 

l
l』

l
l』

H
U
V

H
u
v

u
v
l
v
v
l
n
h
u

n'Mν 

1

1

T

l

n

、u
n

、u

n
F
・
n
w
I
R
H
V
l

n
w
l

U削
山
円

R
H
H
M
'
B
E
l

'jtt

H
H
V
1
1』

U
M川

H
M川

ハ
、

u

門

M
H
H
U刷
円

U阿
川

F'恒
E
E
FB伊

E
'
R
H
M
B
・
RHMIE

守

t
E
'
a
n
H
H
H
H
u
'

HUM-

n

u

n

h

v

n

r

n
「

n

H

U

T

-

v

v

M
H
V
 

1
1』

t
l』

A品
川

A
H
n

MMR山
門

H
H
M
M
M
R川

MMRH

v
v
l
'
l
l
r
FI

FE伊
l

-
H
H
V

H
u
v

一

-
n
F
I

R
M
s
-

V
R
H
n
w
n
n
H
U

RHHM 

R
H
υ
M
M
n
n

、u
n

、u

v
h
v
R
H
n
h
u

ハU

t t 

n
u
H
V
A
H
U
H
u
n
-
ι
n
u月
V

AHMHV
A
H
M
H
V

『

l
s』

n
u
u

n
4
J
v
n
4
u
a
n崎
t
a
n崎
B

同

Lra・
開

E
h
r
E
F
'
"
.，

回
t炉
l

v
v
l
r
p』

Fト
』

Fト
』

M
u
n
H
U川

E

L

Fト
』

A
品

川

円

、

u
n
H
H
H

門

H
H

H
M
m
i
I
L
-
-』

l
l
L

Fト
」

n
H
U

ハH
M

ハH
U

'
l
t
1
H
H
u
v
'
E
E』

111』

nl円
V
H
M
H
H
'
t
z
s

守

111

H
H
H
v
n
u
n
t
v

n
'u
 

n
H
H
n
H
H
n
i
u

p

u

 

H
u
V
I
l
-
-』

!
L

H
M
H
H
H
V『
'
H
H
u
'

HHM'

A
M
H
-
n
M
H
n
w
l

RHVl 

《

H
H唱
《

H
H唱

at--

's
t
・

-EE』

'EE』

MMRH

HURH

M
川

P
H
V

円
、

u

n、
u

M民
n

M

M
仇

F
ト」

F
h」

H
H
V
H
H
V

I
l
i

-
-
t
 

・

・

-

ハ

し

円

t
U

-
A

ハ

a
n
n

・

-
-
H
H
V

H
U
V

-
-
111』

111』

-
n

u

n

u

 

-

-

-

n
υ

n
υ
 

.
・
-
v

v

v

v

-

円

HHH

RHHU

-

-

F
ト
』

F
ト
』

n
h
v
n
U

ハh
v

n

U

F』
E
B
M
V
E
E
R
H
R
H

門

unH

向、u
H

M
川

T
l
l

〒
l
l

n
H
H
D
n

ハ'
U

R

U

-
-
o

「
』

r
，.，
l』

l
l』

H
H
u
'
H
H
u
'
H
H
u
'

UHu' 

「
h
l

「
h
1

・nMH
anHH

W
H
川
W

H

A

H

A
ハ

1
1
L
H
M川

T
l
I

T
-
-

M
U
R
H
M
U
R
H
H
M
m川

HMM川

U
H
V
I
l
-
-
M
l
B
B』

ll
L

円
、

u

n
、

u
n
M
l

円

M
l

n
H
H川
門

MH川
内

、

u

n
、

u

p
a
h
-
B
F
E
h
l』
回
目
』
「

t

FE』『
l

円

unH

円

U円
川

円

u
n川

門

MHH

-
''『
B』

'BEB』

・

・

-
n
I
U

内

I
U

-

帯
』

1
・

守

ta'

・

・

-
n
H
u

n-Hν

-
F』
'
』

F
↑
』

-
a
n
n
A
n
 

-

Fト
』
"
』
』

-
l
l
』

l
l』

q

4

M

m

 

制

叫

n

u

n

u

q

J

肉引

円

H
U
R
H
υ

哨刈

u
n
u

H

H

H

n

υ

l
剛山

-
n
u

* * * . 

M
U
W
M
U何

mH品
川

刊

』
品
F
a
a且
寸

F民
I
U
F
R.uv

F
h
l'

HU門
H

l

l
』

IllaM

l
l
h
i
l
l
-
-」

l
l』

n
H
H
M
R
H
n
h
u

ハH
V

ハU
M

A

-A
門

A

ハ

a
n
H
H
a
n
H
H

HMHH

HMHH 

-

-

-

-

E

-

U

山
川

U
山
山
川

-

-

F

I

F

」

「

F」

υ

h

n

b

ハU

ハU

a
n
n
u
N川

Fト
』

E
」

t
F
I
1
1
1
11

門

M「
E

RHV』

Fト
』

門

M
HH

n
H
u
n
H
M

M
M
H
n
H
u
n
-

、un
、UW

I
l
l』

'lElh

HU
R
H
M
M
R
H

M
M
v
l
l」

l
l」

li'h

U町内

A
H門

n

、un
、u

「
炉
』

F
ト

』

円

、

u

n
、

U

T
-
-
M山
川

MU
R
H
V
R
H

I--』

H
H
u
'
R
H
H
u
nHU

《

r
l
u
H
U
R
H
H
R
H
H
U
R
H
H
M

M
山
川

M
山
川

MM山
内

M
M川

n
M
I
n

・、u
a
n
n
a
n
n

n
H
u
n
h
u
H
H
H
H
H
H
 

H
u
n
H
V
n
H

E
」

Fト
』

B
I
L
l
L

u
r-

V

I

 

円

unH

円

M円川

円
以

H
H
R
U
n
H

t

i

t

i

H
H
V
M
H
V
 

HHu'

《

rLU

HH
U
'
H
H
u
'

H
M
V
H
U
V

円
H
u
n
h
u

l
l』

l
E』

11
1
1
1
1
1
l

n

u

n

U

ハU

ハU

Et--』

eaEE』

角
い
、
け
》
《
い
、
け
》

川
門
川

l
l
'

W

H

川

w

n
阿
川

HHu'

M
M川

U
N川

M
U
R
n
FtF」

n
w
l
R
U
-

-
n
M
H
H
H
u
'

R
H
H
M
R
H
H
H
w
 

n
H
I
n
i
u

n
H
U
R
H
M
 

I
l
l
i
-
-

H
H
V
H
H
V
 

「
F
h
F
'
F
L

HVIl

HV1a

「

hl'

「
』
「
・

liz-

-
l』

n

、u
n
H
H

・・1
』

1
1」

-

-

n
h
v

ハU

R
H
W
I
R
H
V
l

・n“H
anMH

門
川

u
n
H
U
T
-
-

〒
l
l

M
川

内

H
U
-
A
H

A
門

D
円
川

D

n

p
「
』

Fト
」

H
U
M
-
H
H
u
'
H
U
u
'

HHU' 

B『
Bt』
‘

，

E'』
開

E"'』

FI--』

n

、u
n

、un
H
U

n
H
U

「
炉
』

F
F』

MMnH

M
M
HH

う
ι

M

m

州

州

川

附

P

U

P

U

-

J

円引

R
H
H
H
M
R
H
H
M

哨
川
刷

U門
川

EH

H
M
H
H
R
H
H
M

t同
印
州

企
《
し
凶

* . 

Fig.引続き)

39 



!O
->
_ 

芸
ヨ
_

cコ
::
:c
 

二
三

孟:
;

cご
ヨ

c:ョ
-'
-+
..
 

I
~
 
_

 
C

J
 
C

J
 

5
ミ
ー

ι
千
三

妄
言

笠
宮

呂
吉

三
吉

1:::
'-
、

C
J

 
C

J
 

季
蚕

主
…

笠
I
豆

号
言

霊言
E
司
‘

手
芸

_
C:
::
:J
 

二
Z
二

二
二
三

益
五

E
ニヨ

E
ニコ

__
!-
.，
 

1
_
 
_

 
C-
::
> 

c
-
:
>
 

量言
宮
司
、

手
芸
<
"

C
ごヨ

二
=

1二
三

豆
玉

E
こコ

c
コ

」
台

I
~
.

_
 
C

J
 C

J
 

>
<

 
~
:
'
え

~
 
歪三

圭
三

一

司 布 ・ 。 会 叫 同 時 )
「 一 司 〉 ↓ 一 D D X 「 一 一 刀 ? ↓ 〈 ↓ ω D 市 ↓ ↓ 刃 ロ ロ 一 「 刃 ロ 2 Z 「 一 刀 口 〉 〉 ↓ 「 一 「 ∞ o z o ↓ ω O 可 ∞

「 〈 唱 の 工 「 刃 口 宍 市 〈 「 刃 市 〉 一 口 ∞ 刃 ↓ 〈 巾 ∞ 〉 Z 〈 O Z 〉 垣 市 一 二 宍 巾 「 〉 〉 口 〈 「 刃 〉 m z m 圃 圃

宍 宍 「 z m 「 巾 ∞ 口 「 ↓ 司 宍 一 の 可 巾 〈 宍 ∞ Z R ∞ の 「 〈 〈 の 豆 〉 ∞ ロ Z 〈 口 〉 〉 巾 「 〈 巾 ↓ 一 〉 〉 ↓ 〉 刃 巾 一

三 ( 「 z m 「 巾 ∞ 口 「 ↓ 市 貝 一 の 可 巾 〈 ス ∞ 三 宍 ∞ の 「 〈 〈 Q Z 〉 ∞ ロ Z 〈 口 〉 〉 巾 「 〈 巾 ↓ 一 〉 〉 ↓ 〉 刃 向 一

可 刃 〈 Q Z 「 一 ∞ D 一 刀 の 〉 沼 〉 2 〉 の の ↓ ω 「 D ∞ 〈 ∞ の 〉 の 口 口 市 〈 D 〉 刃 宍 一 一 宍 O 勺 D 刃 〈 の 〉 の 可 ・

巾 巾 Z ∞ 刃 「 「 m z z ↓ 巾 〈 〈 刃 R G 一 o m 〉 O 〈 巾 「 O R 〉 ∞ 巾 巾 刃 「 「 巾 巾 の 〈 「 刃 D 一

m m 君 ∞ 刃 「 「 m z z ↓ 巾 〈 〈 刃 目 。 一 o m 〉 O 〈 巾 「 O R 〉 ∞ m m 刃 「 「 m m D 〈 「 刃 O 一

可 〈 〈 の ∞ 〈 「 Z

可 〈 く の ∞ 〈 「 Z

- Z 宍 刃 向 Z Q F Z 「 巾 ↓ 「 「 口 市 〈 ロ ロ 口 市 ∞ m m 〉 可 口 〉 ↓ 宍 Z 宍 「 ∞ ∞ - a a 市 「 市 ∞ 〈 「 ∞ 〈 D ↓ 一 〈 一 (

〈 〈 司 ω 可 〈 O 〉 「 D 宍 Q 月 ↓ 司 Z 「 ↓ 〉 の ∞ 「 巾 ω ↓ 巾 可 一 〈 〈 〈 宍 〉 D Q 〉 の 〈 ↓ 「 可 可 ↓ 可 ∞ の ∞ 刃 ↓ 宍 D

毛 市 ∞ 可 〈 O 〉 「 O 宍 の 刃 ↓ 市 Z 「 ↓ 〉 の ∞ 「 巾 ∞ ↓ 巾 可 一 〈 〈 〈 宍 〉 O Q 〉 の 〈 ↓ 「 可 刀 ↓ 可 ∞ の ∞ 刃 ↓ R O

R ↓ 〈 刃 ∞ 「 ∞ O Z ∞ 〈 可 〈 ∞ 〉 O 宍 可 「 ? ↓ 巾 〉 ∞ 〈 宍 Z D D ∞ ∞ 刃 〈 刃 一 市 ∞ 刃 司 可 巾 口 Z Z Z 「 宍 宍 ∞ 〉

刃 「 勺 Q O 宍 司 市 一 ( 刀 ∞ 「 刃 の ω 口 〉 「 ∞ m ↓ ∞ ∞ 〈 ∞ エ 一 同 口 「 巾 宍 〈 同 刃 「 ∞ ∞ の 可 巾 D 一 ↓ 「 巾 〉 ∞ ∞ ↓

刃 「 可 の D 宍 司 市 宍 刃 ∞ 「 刃 の ∞ 口 〉 「 ∞ m .↓ ∞ ∞ 〈 ∞ 工 一 同 口 「 巾 宍 〈 巾 刃 「 ∞ ∞ の 可 巾 D 一 ↓ 「 巾 〉 ∞ ∞ ↓

市 宍 宍 「 一 宍 市 〈 ∞ 〈 可 ∞ 官 官 m o ω ω 0 0 0 「 O 「 唱 の の 可 「 O 〉 豆 〈 = •
•
•
 

， ，  a
 

r、
J

巾 Q Z 可 Q 〉 可 ∞ 可 O Z ↓ ロ D ↓ 巾 〉 司 O R Q 〈 刀 工 可 巾 ロ ロ 工 ∞ O 〈 巾 の 可 巾 ∞ 「 刃

巾 の 工 可 の 〉 可 ∞ 可 O Z ↓ ロ o ↓ 巾 〉 市 D R Q 〈 可 工 可 巾 ロ ロ 工 ∞ D 〈 巾 の 可 巾 ∞ 「 刃

ー
ー
、
~

--
-.
. 

ε
E
Z
E
5
2
 

品。

ム 宝
ム g

s  

g c  

ε
g
 

"
-
'
"
 

~
ξ
3
 

に
=

>
r、
、::
>

三
~

く
正
:
:
:
>

8
3

E
S

 
に

£
コ

ト
、

コ
g

 
自__，

-ー『、
a

主
主

長
三


	表紙
	目次
	第１章
	第２章
	第３章
	第４章
	第５章
	第６章
	第７章
	謝辞
	引用文献
	英文要約
	図

