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第1章 緒 論

生体構成成分であ るタンパ ク質の うちで生体内の様 々な反応 を触媒す

る酵素は、現在約3、000種 類 が知 られ てい る。 これ らの酵素 の中には、

その酵素作用の発現 のため に、非 タンパ ク質性 の因子 として補酵素 を要

求す る酵素が多数存 在す る。 この ような補酵素要求 性酵素の うち、 ビタ

ミンB6の 活 性型であ るピリドキサール5'一 リン酸(以 下PLPと 略す

る)を 補酵 素 とす るいわゆ るビタ ミンB6酵 素群 は、細菌か ら高等動植物

まで広 く分布 し、生体 内ア ミノ酸代謝 に関与す る極め て重要な一群の酵

素 である。 ビタ ミンB6酵 素群 の特徴は 、その触媒す る反応の多様性 にあ

る。国際純 正お よび応用化学連合(IUPAC)、 および 国際生化学連合(IUB)

の提 唱す る酵素の六大分類では、 ビタ ミンB6酵 素 群は、転移 酵素、加水

分解 酵素 、脱 離酵素、異性化酵素の四主群 に広が り、その種類 も100を

越 えて いる。 その多岐多方面 に及ぶ反 応は、生体内のア ミノ酸代謝系全

般 を支 え、 ア ミノ基転移 を始め、加水 分解、脱炭酸、脱離 ・置 換、合成、

ラセ ミ化、ア ミン酸化等 を含 み、他の補酵素 を必要 とす る酵素が,特 定の

限定 された反応 を触媒す るの と大 き く異なってい るレ6》。

ビタ ミンBs酵 素において補 酵素活性 を有す るPLPが 、その比較的単

績 な構造 に もかかわ らず 、多彩 な反応 を触媒で きるのは、次 のよ うなP

LPに よる基質の活性化様式 に起因す る(Fig.1-1)。PLPは 酵素内で

Fig.1-1Tran$aldiminat二ioninvitaminB6enzyme
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は その4'位 のホル ミル基 が、特定 の リジン残基の ε一ア ミノ基 と脱水縮

合 して、 シ ッフ塩基すなわち、 アル ドイ ミン結合 を形成 している。a一 ア

ミノ酸型の基質が存在する と、 このシ ッフ塩基 は、 リジンのe一 アミノ基

か ら基質の α一ア ミノ基へ と転移 し、基質の α一ア ミノ基 とPLPの 間に

新 たにアル ドイ ミン結合を生 じる。すべての ビタ ミンB6酵 素に共通 した

このアル ドイ ミン転移反応 は、イ ミン窒素お よび ピ リジン環窒素 とい う

二つの正 電荷 を帯び た窒素原子 を補酵素基 質複合体内に生 じる。これ ら

の窒素原子 の電子吸引性によ って、基質の α一炭素 周辺の電子密度が低下

し、特定 の σ結合が切 断され て酵素反応が進行 す る(Fig.1-1)。 その際、

C-HとC-COOHの いずれ の結合 が不安定化 され、さ らにその結合

切断後 、 どの よ うな方 向に反応が進行す るのか は、酵素 タンパ ク質 内の

基 質の立体 配置によ って規定 され る5・6)。 この よ うにア ミノ酸のラセ ミ

化 、ア ミノ基転移、脱炭酸、脱離 ・置換の4つ の主な反応の うちいずれ

の反応 が進 行す るか は、補酵 素PLPで はな くて、基質の配向性 を規定

す るアポ酵素の活性域 の構造 に依存す るのであ る。 したが って、ビタ ミ

ンB6酵 素 にお いては、基質特異性 はもとよ り、反応特異性 もアポ酵素側

に よって決 定 され るこ とにな る。

この よ うな ビタ ミンB6酵 素群 申、脱離 ・置換反応 を触媒す る酵素 には、

その活性 発現 に一価 陽イオ ンを要求す る酵素や 、 α,β 一脱離、a一 置換あ

るいは合成反応 を触媒す る、 いわゆ る多機能 ビタ ミンB6酵 素が含 まれ る。

これ らの酵素群は、 ビタミンB6酵 素の 中で も特異 であ り、 その代表 的な

酵素 に、 トリプ トフ ァナーゼが ある。

本研究で は、多機能 ビタミンB6酵 素 の トリプ トファナーゼ を材料 と し

て 、その機 能発現の基盤 とな る活性部位の構造 を よ り明確にす るため、

化 学修飾法 によ り酵 素の触媒 活性に関与す るア ミノ酸残基を同定 し、つ

いで酵素反応 におけ るそれ らの役割 を解明す るこ とを 目的 とした。

トリプ トフ ァナーゼは、L一トリプ トファンの α,β 一脱離 だけではな く
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その合成 も触媒す るので、L一トリプ トファンの酵素法による合成や酵素

によるPLPの 定量法 に使用 され る有用酵素である。 この酵素の活性 と

構造の相 関が明 らか にな り、酵素 側の情報 を含めたレ トリプ トファンの

合成、分解 の反応機構 の詳細が解明 されれば、よ り一層有効な酵素の活

用が可能 となる。本研究の要 約 を述べ る前 に、すでに明 らかにされ、第

2章 以下 の研究 のも ととな る トリプ トファナーゼの諸性質 について述べ

る0

トリプ トフ ァナーゼ[EC4」.99.1]は 、Fig.1‐Za.s>に 示すよ うに、

レ トリプ トファンとその類縁体 を基質 と して、 α,β 一脱離 とその逆反応

お よび β一置換反応 を触媒す る8》。

トリプ トファナーゼの起源 には、大腸菌B/lt7-A株8)、K-12株25・

33)
、Bacillusalveiss)、Proteus二 旦魍57)な どの細菌があ り、そ

れ ぞれ単離精製 され て いるが、本研究 で用 いた大腸菌B/lt7-A株 由来の

トリプ トファナーゼ8》につ いて は、分子量55,000の サブユニ ットが四

量体構造 を とり、サ ブユニ ッ トあた り1個 の補酵素結合部位 を有す る。

さ らに補 因子 として 、K+ま たはNH4`イ オ ンを必要 とす るzs>。 アミ

ノ酸組成 も明 らかで、474ア ミノ酸残基か らな る15)。 基質L一 トリプ ト

ファンに対す るミカ エ リス定数(K.)は 、0.33凾 、補酵素 に対 しては、

2.0μ 雌で あるO

L一トリプ トフ ァン分解、合成反応の 中間体 につ いて も、各種の基質ま

た は基質 アナ ログ存 在下 での 吸収 スペ ク トルか ら、各 々の中間体に対 し

特 有の吸収 が帰属 されてい る(Fig.1-2a.s>>。 すなわち、基質 との複合

体 を形成す るアル ドイ ミン転移で は、補酵素一基質の シッフ塩基 に由来す

る420nmの 極大吸収が現れ る。つ いで、 α一プロ トンが引 き抜かれ ると

500n孤 付近 に吸収 を もつキ ノイ ド中間体 あるいはカルボアニオンが生

成す る。 これは以後のR脱 離反応の起 こらない レアラニンな どの基質

アナログを用 いる際 に顕著に現れ る。 また このa一 プロ トン脱離はキ ノ
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イ ド 中 間 体 生 成 の 律 速 段 階 で あ る10)。 引 き 続 い てQ一 位 の イ ン ドー ル が

脱 離 す る 際 に は 、 引 き 抜 か れ た 同 じ ≪ 一プ ロ ト ン が 、 イ ン ドー ル のC-3

位 に 付 加 さ れ る113、 最 終 中 間 体 の α 一ア ミ ノ ア ク リ ル 酸 は ・492n皿

に 極 大 吸 収 を も つ が 、 不 安 定 な た め 容 易 に ピ ル ビ ン 酸 お よ び ア ン モ ニ ア

へ と 、 非 酵 素 的 に 加 水 分 解 さ れ て 、a,β 一脱 離 反 応 が 完 結 す る8)。

Fig.1-2Themechanismforthe'reactionscatalyzedby

tryptophanase.-Theschemerepresentsacombination,

withsomemodificationofSnell(1975)8)andJuneet

ai.(1981}9).Thespecificabsorptionmaximaofthe

reactionintermediatesareshownintheparentheses.

トリプ トファナー ゼの活性 発現に関与す るア ミノ酸残 基につ いては、

6種 のア ミノ酸残基(リ ジン、 システイ ン、アルギニ ン、 トリプ トファ

ン、 ヒスチ ジン、チ ロシン 〉が報告 されていた。それ らの役割について

も、 システ イン残基 を除いて 、補酵素 とシ ッフ塩基 を形成す るリジン残

基(Lys270)14,15.33》 を初め と して、アル ギニン残基18)は 基質の α一カ

ル ボキ シル基 と相互作用 し、チ ロシン残基19)お よグ トリプ トファン残基

20・2t)は 補酵素 との結合に関与 し、 ヒスチ ジン残基23,に は基質のa一

プ ロ トンの引 き抜 きが推定 さ'れている。
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システイ ン残基 の化学修飾24-26}に っ いては、チオニ トロベ ンゾイル

基 のかさ高 い置換基の導入に よ り酵素 活性が失われ ることか ら、SH基

が 必須で あ るとさ瓦たが、その機能 は不 明であ る。

他の活性 部位の構造 に関す る報告は、基質結合部位16.17)に つ いて、

イ ン ドール のよ うなかさ高 い疎水性基 と作用す る結合部位1と 、基質の

ア ミノ酸の基本骨格 と作用す る結合部位IIの 二つが存在す ると推定 さ

れ ている。 また補酵素 の結合部位22)に は、補酵素の5'一 リン酸基 と静

電気的に結 合す る正電荷領域が ある。

以上の ような報告 を筆者が総合 し、 トリプ トフ ァナーゼの活性域の構

造 を模式的 に示 したのが、Fig.1-3で あ る。 この活性中心の構造に不分

・ 明 な点は、 まず第一 に システ イ ン残基 が活性発現 に関与す ることの正否

お よび 、関与す る場合の具体 的な役割、第二に、補酵素結合部位である

チ ロシン残基 と補酵素 との相 互作用の様式 、第三 に、X線 結晶解析によ

りアスパ ラギ ン酸ア ミノ トランスフェラーゼの活性 部位 に見いだされた

よ うなカル ボキ シル基が、 トリプ トフ ァナーゼに も存在す るのかとい う

Fig.1-3Theproposedstructureofthe^active

siteintryptophanase14-23)
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点 であろ うと考 えられ、 この三点 にっ いて検討 を加えたのが本研究であ

る。

まず第2章 で`撫'こ のシステ イン残基側鎖 のSH基 につ いて検討 した。

SH基 の化 学修飾の際 には、導入 され る置換基の立体的な影 響をできる

だ け抑 えるため、SH基 修飾試薬 としては、最小の シアノ基 を導入す る

ニ トロチ オ シア ノ安 息香酸 を用 いた。 その結 果、活性発現 に必須のSH

基がモ ノマ ーあた り活性域 に1-2個 存 在 し、酵素の活性型 と不活性型の

相互変換 に携わ るこ とを明 らかに した。

次に、第3章 では、補酵素 の結合部位 にあるとされたts>チ ロシンの結

合 様式 を調べ るため 、テ トラニ トロメ タンによるチ ロシン残基の修飾に

対 す る補酵素 アナログの保護効果 を検討 した。その結果、修飾 をうける

チ ロシン残 基は、PLPの ピリジン環窒素 と水素結合 を通 じて補酵素 と

結合す るこ とが判明 した。さ らに、修飾酵素の性質 か ら、 この水素結合

が基質の α一プロ トン脱離 を誘起す ることを示 唆 した。

第4章 で は、水溶 性カル ボジイ ミドを用いて化学修飾 を行 い、酵素の

活性発現 に必須のカル ボキシル基 が、活性域 に1個 存在す ることを示 し

た。 さらに修飾酵素が、アル ドイ ミン転移 を行 えないこと、お よび修飾

がa一 ア ミノ基 を もつ基質 によって保護 され ることか ら、 このカル ボキ

シル基 が基質のa一 ア ミノ基 と相互作用す ると結論 した。その相互作用

の結果、 このカル ボキ シル基 が、基質 のa一 ア ミノ基の脱 プロ トン化 を通

じて、アル ドイ ミン転移に貢献す る と示 唆 した。
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第2章 ニ トロチオ シア ノ安息香酸 の修飾 を うけるSHEの 機能

第1節 緒 言

システイ ン残基の側鎖で あるSH基 はア ミノ酸側鎖 中で最 も求核性に

富む官能基 であ る。 そのため 、多 くの酵素の活性中心 に位置 し、SH基

を触媒活性 に必要 とす るデヒ ドロゲナーゼを始め、 オキ シダーゼ、プロ

テ アーゼ、 ア ミノ酸 ・糖 質 ・脂質代謝 系の酵素 な どは、SH酵 素 と呼ば

れ る。 またSH基 は、その きわめて高 い反応性 によって、アルキル化や

ア シル化、 酸化、SHとS-Sの 交換反応、電荷 リレー系複合体形成な

ど多種多様 の化学反応 を誘因す る。SHEに 選択的な化学修飾試薬 もア

ミノ基修飾 試薬 につ いで多数 開発 され てお り、SH基 の性質や その機能

へ の関心 は高 い27)。

トリプ トファナーゼにおいて も、ジチオ ビスニ トロ安息香酸24)(以 下

DTNBと す る)やN一 エチルマ レイ ミド25.28)(以 下NEMと す る>e

プ ロモ ピル ビン酸17・26)な どのSH基 特異的修 飾試薬 によって、酵素活

性 が失 われ ることか ら、SHEが 酵素 活性に必要で あるとされたが、い

ずれ の場合 において も、修飾 され るSH基 の役割 については不明のまま

で あった。

特にDTNBやNEMに よ る化学修飾では、導入 され る置換基がかさ

高 いので、 修飾 を うけるSHEが 、活 性に関与 しな い場合でさえ導入さ

れた置換基 に よる立体障害の結 果、酵素 が活性発現 に必要なコンフォメ

ー シ ョン を とれず に、失活が もた らされた可 能性がある。

プロモ ピル ビン酸 を用い る化学修飾17・26》に関 しては、補酵素による

修飾に対す る保護の有無につ いて、二つの報告 に くい違いが ある。

また、保存 中に失 活 した トリプ トフ ァナーゼは、SH基 還元剤のジチ
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オス レイ トール(以 下DTTと 略す る)で 処理すれば1再 びその活性 を

回復で きることが経験 的に知 られてお り30)、 これ も、SH基 が活性に関

与 す ることを示唆す るが、SH基 の活 性への関与や その機能につ いてい

まだよくわか っていな いのが現状で あった。

ビタ ミンB6酵 素 には、 ピリ ドキサール リン酸 に由来す る可視部一近紫

外 の吸収が ある。 トリプ トファナーゼの場合、ホ ロ酵素には吸収スペク

トル的 に、2つ の酵素種 、337nm種 と420nm種 が知 られてい る31)。

森野 ら31)は 、両者がpHに 依 存 して相互に変換 し合 うこと、お よび、酵

素反応の至 適pH付 近で は、337nm種 が優 勢であ ることか ら、337nm

種 が活性型で、420nm種 が不 活性型で あるとし、両者の相違は、酵素内

シ ッフ塩基 のイ ミン窒素のプ ロ トン解離に由来す ることがモデル化合物

の研究か ら示 されてい る(Fig.2-1)32}。 しか し、その相互変換の機構

につ いては 、そのpK、 値が7.2で あ ること31)以 外ほとん ど知 ちれてい

ない。

Fig.2-1工nterconversionbe辷weenactiveenzymespecies

(337nm)andinactiveenzymespecies(420nm)

intryptophanase

本研究 では、保存 中の 自然失活 の原 因 とSH基 の修飾の関連 を調べ る

こ とを契機 に、SH基 の酵素 活性にお ける機能 を解 明す ることを目的 と

した。その結果、 自然酸 化失活酵素、 あるいはSH基 修飾試薬のニ トロ

チ オシア ノ安息香酸 く以 下NTCBと 略す る)に よる修飾酵素が、いず
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れ も不活性型の420nm種 を生 じるこ と、お よび、これ らの失活酵素が

SH基 還元 剤 による再活性化 を うける と、活性型 の337nm種 を再生す

る ことを明 らか に した。さ らに、NTCBに よる失活反応速度の解析か

ら、モ ノマー あた り1個 のSH基 が、酵素活性に必須で あることを示 し、

その修飾 を うけ るSH基 が337nm種 と420nm種 の相 互変換 に携わる

と結論 した。

第2節 実 験材料お よび方法

(1)実 験材料

トリプ トファナーゼは、大腸菌B/lt7-A株8}か ら調製 した。培養液

1,00⑪ 賠1あ た り、酵母エキス10g,ト リプ トン10g,リ ン酸ニカ リウ

ム5.Og,コ ハ ク酸ナ トリウム1.Og,L一 トリプ トファン0.5g,イ ン

ドール0.1g(pH7.0)か ら成 る培地 を用 い、501醗 酵槽(丸 菱)に

よって、37℃ で20時 間培養 した。菌体 を遠心分離後、鏡 山 らIA)の 方法

に従 って、酵素 を精製 した。す なわち、超音波 による細胞破砕 に続 いて、

硫安塩析、熱処理、DEAE一セル ロースカ ラム、Sepharose6Bカ ラム を行

った。・酵素 の純度が均一であ るこ とを、Laemmli33'の 方法 によるSDS一 ポ

リアク リル ア ミ ドゲル電気泳 動に よって確認 し、以後 これ を精製酵素標

品 として使用 した。

NTCBの 調製は、Deganiち34)の 方法 に従 った。すなわち、重炭酸

カ リウム7.5g、 シア ン化カ リウム2.Ogを 含む150mlの 水溶液に

3.Ogの5,5'一 ジチ オビスー(2一ニ トロ安息 香酸)(以 下DTNBと 略

す る)を 混 合 しなが ら添加 し、30分 後3%臭 化 シア ン水溶液 を色が消え

るまで加 えた、氷酢酸でそのpHを5.0に 調整 してか ら、窒素ガス を

一g一



12時 間吹き込 んだ。6N塩 酸で そのpHを2.3に 調整 して、NTCB'

の 白色結晶 を析 出させ た。これ を冷水 にて洗浄後風乾 した。

塩酸 グアニ ジンは熱エ タノール に溶解後、活性炭で処理 して、再結晶

させた。 ドデ シル硫酸ナ トリウム 〈以下SDSと 略す る)も 熱エ タノー

ル に溶 解後 、冷却 し再結晶 してか ら用 いた。

(2)酵 素活性 の定量

Newtonら12)の 方 法に従 って、イン ドール生成 を指標にL一 トリプ トフ

ァンの分解反応の活性 を測定 した。1mM補 酵素 ピリドキサ ール リン酸、

1M2一 メル カプ トエ タノール、1遯 リン酸カ リウム緩衝液(pH8.0)各

0.1mlか ら成 る反応液 ⑪.3mlに 酵素液0.2ml、 トルエ ン5.Omlを 添

加 し、37℃ で10分 間予 備保温 した。20mML一 トリプ トファンを0.5

皿1添加 して反応 を開始 し、10分 間振 と うした 。2N水 酸化 ナ トリウム

0.2m1を 加 えて酵 素反応 を停止 し、生成 した イン ドール を トルエ ンで抽

出後 、その トルエ ン層2.Omlに 対 してEhrich試 薬2.Omlを 混合 し

て、20分 間室温 に放 置後、570nmの 吸光度 を測定 した。酵素の希釈 に

は、5mM2一 メルカプ トエ タノール を含む0.1Mリ ン酸カ リウム緩衝液

(pH8.0)(以 下KPBと 略す る)を 使用 した。

〈3)酵 素1度 の定量

タンパ ク質の濃度 は、牛血清アル ブ ミンを標品 としたLowryら35)の

方法 によるか、 または吸光係数A1㌔78ニ7.953t)を 用いて その紫外吸

収か ら測定 した。
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(4)酵 素 の 再活 性化

保存 中 に失 活 した 酵 素 に 、 そ の1/10容 の4.OmMPLPを 添 加 し、

37℃ で20分 聞保 温 後 、 さ らにそ の1/10容 の0.1MDTTを 加 えて 、

37℃ で90分 間処 理 した3°》。

(5)ア ポ 酵 素 の調 製

再 活 性 化 した 酵 素 に、 そ の1/10容 の0.2MDL一 ペ ニ シラ ミン(Ald-

richChem.)を 加 え、37℃20分 間 の 反応 に よ って、PLPを 遊 離 させ 、

SephadexG-25カ ラム にか け て脱 塩 した。 そ の溶 出 には 、 ⑪.⑪5縦 トリエ

タ ノー ル ア ミン塩 酸 緩 衝 液(pH8.0)(以 下TEAと す る)を 用 い、 タ ン

パ ク質 画 分 に1/10容 の1MKCIを 添 加 した 。

(6)ホ ロ酵 素 の 調 製

再 活 性 化 後 、 あ る いはNTCB修 飾 後 、0.1mMPLPを 含 む0.1錘

KPBに 対 して 、 透 析 し、平 衡 化 した。

(7)酵 素 のNTCB修 飾

アポ 酵 素 に対 して 、指 示 濃 度 にな る よ うにNTCBを 加 え、 指示 した

時 間 、37℃ で 反応 させ た。1/10容 の1.OM2一 メ ルカ プ トエ タ ノール を

添 加 して 修 飾 反 応 を停 止 させ 、 残 存 活 性 を測 定 した 。
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(8)SH基 の 定 量

酵 素 液0.7皿1'に9.OM塩 酸 グア ニ ジ ン1.6mlを 加 え、37℃ で20

分 間 保 温 して 、 酵 素 を変 性 させ た 。 そ の後 、Ellman3s'の 方 法 に従 って 、

未反 応 の 遊 離 のSH基 を、NTCB濃 度の20倍 のDTNBと37℃ で

20分 間反 応 させ た 。 これ を6.OM塩 酸 グ ア ニ ジ ン を含 む0.1遯KPB

500mlに 対 して 、6時 間透 析 後 、50贈DTTを ⑪.1皿1を 添加 して、

遊 離 した チ オ ニ トロ安 息 香酸 陰 イオ ン を412nmの 吸収 か ら定 量 した 。

そ のモ ル 吸 光 係 数 には 、13,600廼 一1cm囎1を 用 い た 。.酵素 濃 度 は 、サ ブユ

ニ ッ トの分 子 量 を55,000と して 計算 した0

第3節 結 果 お よび 考 察

(1)自 然 失 活 酵 素 の 再活 性化

4℃ で6ヶ 月 間保 存 した 酵 素 は 、 その95%の 酵素 活 性 を失 って いた.

この 自然 失 活 酵 素 の吸 収 ス ペ ク トル は、420n1狂 の 不活 性型 が優 勢で あ り、

337nmの 活 性 型 が劣 勢で あ っ た(Fig.2-2A)。Goldberg303ら の方 法 に

従 って 、DTT処 理 を.37℃ で90分 間行 う と、 ほぼ100%の 活性 が 回

復 した(Fig.2-ZA,2B)。DTT処 理 中 、酵 素 の 吸 収 スペ ク トル を経 時 的

にモ ニ ター す る と、不 活性 型 の420nm種 が減 少 す るにつ れ て、337nm

種 が増 加 す る こ とが 判 明 した(Fig.2-2A,2B)、 こ の二 つ の 酵素 種 のモ ル

吸光 係 数9)(ε423=4,600,ε337=3,500闘 一'cm-1)に も とつ いて 、両

者 酵 素 種 の 量 を算 出す る と、 不 活 性 型 か ら活 性型 へ の変 換 は 、 ほぼ1対

1の 対 応 で 進 行 して い る こ とが 明 ちか にな った 。 ま た 、酵 素 活性 の 回復 に

つ れ 、 モ ノ マ ー あた りの 遊 離 のSH基 の 個数 が 、3.6個 か ら5.9個 へ と
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2.3個 増え るこ とが 明 らか にな った。
.

Fig.2-2Effect.'ofdithiothreitoltreatmentonthe

inactivat二edtryptophanaseduring'・storage.(A)

Absorptionspectraofactive-site-boundpyridoxal-P.(B)

Timecourseofenzymeactivity,absorptionat337nm

and420nm.Apoenzymestocksolutionwasdialyzedat4
°CagainstO

.1Mpotassiumphosphatebuffer(pH8.0)

containingO.2mMpyridoxal-Pwithtwochanges.Tothe

dialgsedenzyme(0.9ml,38.2uM)wasaddedO.1ml ^oi

O.1Mdithiothreitoldissolvedinthedialysisbuffer,

andthemixturewasincubatedat37°C.Atthe

indicated-timeanaliquot(10ul)wastakenfor

activitymeasurement

このよ うに、モ ノマーあた り約2個 のSH基 が回復す ることによ り、

不活性型か ら活性型へ の変換 、および酵素活性の 回復がみ られ ることか

ら、 これ らSH基 の 自然酸化 によって、酵素 が失活す るのは、337n瓰 の

活性型か ら420nmの 不活性型 を生 じたためで あ り、 また逆 に、還元剤

処理 によってSH基 が再生 して酵素活性が 回復す るのは、420nmの 不活

性 型か ら337nmの 活性型 を生 じたためであろ うと推定 した。

(2)ニ トロチオ シアノ安息 香酸によ るSH基 の修飾

自然酸化 による酵素の失活は穏やかではあ るが、その酸化の機構が明

らかではな く、さらに、 自然酸化の速 度や程度 な どの条件 を設定す るの

は非常に困難 であるので、失活の速度論 を扱 うことができない。そこで、
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トリプ トファナーゼにお けるSH基 の役割 をいっそ う詳細 に検討す るこ

とを目的 として、SH基 の化 学修飾 を行 うことに した。、修飾試薬 として

は、導入 され る置換基 による立体 障害 を最小 にとどめるため、SH基 修

飾試薬 の うちで も、最小の置 換基で あるシアノ基 を導入す るニ トロチオ

シアノ安息 香酸(以 下NTCBと 略す る)を 合成 し、 これ を用いて酵素

の化学修飾 を行 った。
20

t8

t.6

1,4

1.2

i.0

1.0121.41.61.82D

LogCNTC87(NM)

Fig.2-3EffectofNTCBconcentration(A)andkinetic

determinationofstoichiometry(B)ofapotryptophanase

inactivation.(A)Afterreactivationoftheapoenzyme

stockso工utionbydithiothreitoltreat二mentinthepre-

BenceofO.4mMpyridoxal-P,theholoenzymewas

convertedintotheapoenzymebyDL-penicillaminetreat-

ment.Dithiothreitolwasremovedbygelfiltration

usingSephadexG-25column.Theapoenzyme,31

uMmonomer)wastreated_withtheindicated

concentrationofNTCBat370C.(B)Thepseudo-first-

orderinactivationrateconstant(k')wascalculated

fromtheslopeoftheinactivation,andwasplotted

againstthecorrespondingNTCBconcentration

アポ酵素 をNTCBで 処理す ると、NTCBの 濃度 と修飾反応時間に

依存 して酵素活性が失 われ た(Fig.2-3A).、NTCB修 飾 による失活反

応 は、 この よ うに酵素濃度 に依 らず 、NTCBの 濃度 に依存す る擬一次

反応であ った。NTCBと 反 応す る酵素内のSH基 の個数 を求め るため

に、い まモ ノマーあた りn個 のSH基 がNTCBと 反応 して失活 した と

仮定す ると、修飾反応は、次 の よ うに表せ る。

.E-SH+nNTCB‐>E-(SCN)n

この失活速度定数 をkと す る と、
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n

-d[E]/dt=k[E]x[NTCB]

NTCB濃 度 に依存 す る擬一次反応で あるので、その擬一次反応速度定

数 をk'と する と、 n
k'=k匸NTCB]

と置 き換 え る こ とが で き る。 両 辺 の対 数 を と る と、次 式 の よ うにな る。

logk'=logk+nlog[NTCB].

擬 一 次 反応 速 度 定数k'とNTCB濃 度 の 両 対 数 グ ラ フ(Fig.2-3B)は

直 線 で あ り、 そ の傾 きが 、 反 応 す るS}1基 の 個数 を与 え、n=0.97で

あ っ た。 したが って 、NTCB修 飾 失 活 で は、 モ ノマ ー あ た り1個 のS

H基 がNTCIB修 飾 を うけ、 その 結果 、 酵 素 活 性 が 失 われ た と結 論 した 。

i

A o、リ
リ

a

>
=
り
の

薹
ぬ
v

【PしP1(丿 」M)

Fig.2-4Effectofpyridoxal-Pconcentrationonthe

inactivati°n

waspreincub。byNTCB.tedat3,A8忠 ヒ薹嬲h孟 蛩晝s審、(6th'呈。幽 ・m°n°mer)ndicated

concentrationofpyridoxal-P,thentreatedwith85uM

NTCBfor20minat370C.工nsetiprotection(髦)atxuM

pyridoxal-Pwascalculatedasfollows:

Ax-Ao

Protection($)=x100

whereAxistheresidualactiviTyBafter

inthepresenceofxuMpyridoxal-P,A:NTCis・treatmentthatinthe、

absence

presenc。 °fpyroflmM'd°xal-P,pyridoxa・鑑 臘 ・Bka・isit・thatono・'n・theTCB'
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このNTCB修 飾失活 にお いては、補酵 素の存在 によって酵素が失活

か ら保護 され、その酵素 の保護 は、添加 した補酵素の濃度に依存 してい

た(Fig.2-4)。.'50%の 酵素の活性保護に必要 な補酵素濃度 、すなわち

保護定数K112は 、5.0μMと 算 出され、酵素反応の ミカエ リス定数の

K。値2.O,uiK$'と よく一致 した。 した がって、NTCB修 飾失活 に対す

る補酵素 による酵素 の保 護は、遊 離のPLPに 依 らず 、酵素の活性部位

に結合 したPLPに 由来す るこ とが明 らかにな った。

(3)NTCB修 飾酵素の性質

NTCB修 飾酵素は、SDS一ポ リア ク リル ア ミドゲル電気泳動における

移動度 、お よびSepharose6Bゲ ル ろ過カ ラムにおける溶出位置が、未

修飾酵素 と同一であ った。 したが って、NTCB修 飾後 、酵素のサ ブユ

ニ ッ ト構造や立体構造 に著 しい変化はない と考 えられ る。

次 にNTCB修 飾後の失活 酵素の補 酵素 に対す る親和性を調べた。そ

V[PLP亅(丿JM-1)

Fig.2-5Bindingofpyridoxal-PtoNTCB-inactivatedL -一 一

apotryptophanase.Experimentswereperf°rmedya

modificationofthemethodofKazarinoffandSnell18)

NTCB-inactivatedapoenzyme(13.8uMmonomer)having

13.5亀residualact二ivit二ywasused
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の方法 と しては、NTCB修 飾 したアポ酵素 に順次PLPを 添加 し、そ

の際の420n皿 の吸収増加 を指標 に、酵素内 シッフ塩基形成量を測定 し

た。使用 したNTCB修 飾酵素 は その残存活性の測定 によ り、13.5%の

未修飾酵素 を含むために、補酵素濃度 と吸収増加 に対す るLineweaver‐

Burkの プロ ッ ト(Fig.2-5)は 、二相性 を示 した。それぞれの直線か ら、

未修飾酵素 に対 して、0.35,uM、NTCB修 飾酵素 に対 しては4.4,uM

とい う補酵素 の解離定数Kd値 が得 られた。 したが って 、NTCB修 飾

後で も、補酵素に対す る親和性 には大 きな変化はな く、 また修飾酵素の

分子構造は、耒修飾酵素 と変 わ らないので、NTCB修 飾が もた らした

変化 は、酵素 の活性部位、あ るいは その周辺 に限定 され ることが明 らか

になった 。

duCb
aしON
a

Wavelength(nm)

Fiq.2-bAbsorptionspectraofNTCB-inactivated -..,

tryptophanasebeforeanda=terdithiothreitol

treatment.Theapoenzyme(18.2uMmonomer)was_

inactivatedヒ020.9～ きresidualactivityby辷reatmenヒ

with65uMNTCBfor20minat37°C.Absorptionspectra

wererecordedafterdialysisoftheinacivatedenzyme

againstO.1Mpotassiumphosphate(pH8.0)containing

O.1mMpyridoxal-P.TheNTCB-inactivatedenzymethus

obtainedwasfurthertreatedwith10mMdithiothreitol

for90minat37°C,thendialyzedagainstO.1.M

p°tassiumph°sphate(pH8.°)c°ntaining°.1mM

pyridoxal-Pand5mMdithiothreitol.Theabsorbancewas

normalizedtotheproteinconcentrationoflmg/ml

NTCB修 飾 酵 素 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 自 然 失 活 酵 素 の ス ペ ク ト ル と
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同様、420nm種 が優 勢であ り、337n皿 種が劣勢で あった(Fig.2-6)。

そこで、NTCB修 飾酵素をDTTに よって還元 して、NTCB修 飾 に

よ りシアノ化 されたSHEか ら遊離のSH基 を再生す ると、酵素活性が

回復 した。それ と同時に、NTCB修 飾酵素の吸収スペ ク トル において

も、337nm種 が増加 して再び優勢 とな り、420nm種 が減少 して劣勢 と

なる逆転が起 きた(Fig.2-6)。 すなわち、NTCB修 飾 によるSH基

の シアノ化 によって、酵素活性 が消失 し、活性型 の337nm種 か ら、不

活性型の420n皿 種が生 じ、 これ と全 く対照的に、DTTに よるNTC

B修 飾酵素 のSH基 の還元 に よって 、酵素の活 性回復 と、不活性型の

420nm種 か ら活性型の337nm種 への変換が もた らされ るこ とが判明 し

た。

(4)酵 素 の吸収スペ ク トル 変化のpH依 存性

トリプ トフ ァナーゼの活性型337nm種 と不活性型420nm種 は、酵

素 内シ ッフ塩基の窒素原子の それ ぞれ脱プロ トン化型、および そのプロ

トン化型 で ある とされ8.32)、 この二つの酵素種 は、pHに 依存 して、相

互 に変換す る。 自然 失活酵素 は、活性 な酵素 と異な り、pH8.0に おい

て420nm種 か ら337nm種 へ と変換で きないため に、不活 性型の420

nmが 優勢 で あると考 えられ るので、 自然失活酵 素の吸収スベ ク トルの

pH依 存性 を調べ 、 この相互変換 のpK,殖 を活性な酵素 の値 と比較 した。

各pHに お ける337nm種 の増加か ら、そのpK。 値 は、再活性化酵素で

は7.4と 算 出 され、報告値の7.231)と よ く一致 した(Fig.2-7)。 しか

し、 自然失 活酵素 では、そのpK、 値は、7.9と 明 らかに高い値 を示 した。

遊離 のア ミノ酸 とピ リドキサ ール リン酸のイ ミン窒素のpK、 直は、 さら 亀

に高 く10.5付 近 にある32)。 そのため、酵素 内には、 シ ッフ塩基のイ ミ
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ン窒素の脱 プロ トン化 を促進 し、 そのpK、 値 を引 き下げ る機構が存在す

ると考 え られて いる32》。 トリプ トファナーゼでは、特定のSH基 が修飾

され ると、 イ,ミ・シ窒素の脱プ ロ トン化 の機能が低下 し、そのため、 自然

酸 化失活酵素は高いpK、 値 を示 した と考 え られ る。

α4
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ncao
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°.°w
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Fig.2-7Effect°fpH°nthespectraof(A)storage -i
nactivatedand(B)dithiothreitol -reactivated

h°l°trypt°phanase.Bufferedusedwere° .1Mp°tassium
phosphate(pH5.0-9.0),.(o)orO.1Mpotassium
pyrophosphate(pH8.5-10.5),0)

以 上 の 結 果 を総合 す る と、 自然 酸 化 お よびNTCB修 飾 を うけ るSH

基 は 、直 接 的 あ る い は間 接 的 に 、酵 素 内 シ ッ フ塩 基 の イ ミン窒素 の 脱 プ

ロ トン化 に寄 与 し、 そ の結 果 、 酵素 の 不 活 性 型 の420nm種 か ら活 性 型

の337n飢 種 を生 成 す ると結 論 した 。

第4節 要 約

自然 酸 化 失 活 酵 素 、お よび 、 ニ トロチ オ シ ア ノ安息 香 酸(NTCB)

に よ る修 飾 酵 素 に お い て、(i)い ず れ の 酵 素 も活 性型 の337nm種 が 消

失 し、不 活 性 型 の420nm種 を生 じる こ と、(ii)こ れ らの失 活 酵 素 が
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SH基 還元剤のDTTに よるSH基 の再生 をうけると、不活性型の420

nm種 が減 少 して、活性型の337nmを 再び生 じるこ と(iii)自 然失活

酵素が、DTTビ よる再活性化 を うけ酵素活性 を回復す る際、モノマー

あた り2個 のSH基 が増加す ること、(iv)NTCB修 飾失活 の速度論か

ら、モ ノマ ーあた り1個 のSH基 が酵 素の活性発現 に必須で あること、

(v)自 然失 活酵素 と同様 に、NTCB修 飾酵素 が、DTT処 理 によって

酵素活性 を再び回復す ることを明 らかに した。 したが って、 自然酸化、

お よびNTCB修 飾 をうけるモ ノマー あた り1-2個 のSH基 が、酵素活

性 の発現に必須で あ り、不活性型 の420nm種 か ら、活性型の337nm

種 を生成す る機構 に携わ ると結論 した 。すなわち、活性型へ の変換にお

け るSH基 の機能 は、酵素内 シ ッフ塩基の イミン窒素の脱 プロ トン化 を、

直接的あるいは問接的4,19,37)に 誘因 することであ ると示唆 した0

も
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第3章 テ トラニ トロメ タン修飾 をうけるチ ロシン残基 の機能

第1節 緒 言

芳香族 ア ミノ酸のひ とつ で あるチロ シンはその側鎖にQ一 ヒ ドロキ シフ

ェニル基 を もつ 。そのため タンパ ク質 内でチロ シン残基は、疎水性の相

互作用 に くわえて、水素結 合や プロ トン移動 、静電気的な相互作用 、金

属 イオンに対す る リガ ン ドな どの親水性の作用 を も果た しうる38)。

チ ロシン残基に特 異的な化学 修飾試薬の うち、中性付近で比較 的穏や

かな条件の 下で反応す るテ トラニ トロメ タン(以 下TNMと 略す る)は 、

チロ シン残 基のフ ェノール環の0一 位 にニ トロ基 を導 入す る。仁平 ら19)

は このTNMを 用 いて トリプ トファナーゼ を化学修飾 し、次の ように結

論 してい る。(i>失 活の速度 論お よびTNM修 飾酵素のア ミノ酸魍成か

ら、酵素 のモ ノマー あた り1-2個 のチ ロシ ン残基が修飾 をうけ、 その結

果酵素活性 が失われ る。(ii)TNM修 飾が酵素に結合 したPLPの 存在

によって保護 され ること、毒 よびTNM修 飾酵素のPLPに 対す る親和

性 が著 しく低下 しているこ とか ら、TNM修 飾 をうけるチ ロシシ残基が

補酵素 との結合 た関与す る。 しか し、修飾 をうけるチ ロシン残基 と補酵

素PLPと の間の相 互作用 が どの ような性質であ るのか とい う問題は残

され ていたO

この章 では、 この問題 に対 して、TNM修 飾 をうけるチロシン残基 と

補酵素間の結合の性質 を明 らかにす ることを 目的と した。チロシン残基

は疎水性 と親水性 の性質 を合 わせ もつ ため、:補酵素PLPと の相互作用

には、'次の2つ の様式 を考 えた(Fig.3-1)。

まず第一 にチ ロシ ン残基 の フェノール環 と補酵素の ピリジン環の間の

π電子 のス タッキ ング(積 み重ね)に よる相互作用が ある。これ に類似
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の相互作用 は、 フラボ ドキシ ンの結晶構造解析において、 リボ フラピン

の フラピン部位 とタンパ ク質側のTyr98が 面平行 にあ る例39)や 、グル

タ ミン酸 デ ヒ ドbゲ ナーゼ において、 この酵素のアロステ リック因子で

あ るGTPの プ リン部位が、Tyr262と スタ ッキ ングによる疎水性の相互

作用 をす る例40)な どに知 られ ている。

第二の作用様式は、チロシ ン残基 が補酵素の ピリジン環チ ッ素(以 下

窒素原子 をNと す る)に プ ロ トンを供与す るとい う親水性相互作用のモ

デルである。Ivan。vら2)の 総説 によれば、アスパ ラギン酸ア ミノ トラン

ス フェラー ゼの 円二色性 スペ ク トルの解析の結果か ら、 ピ リジ ン環Nに

プ ロ トンを供与す るのはチ ロ シン残基で ある可能性 が高いが、 これ を確

かめ る実験証拠 はその後見 いだ され ていない、

Fig.3-1Possibleinteractionsbetweenpyridoxal-Pand

thetyrosylresidueintryptophanase

そこで、TNM修 飾 をうけ るチロシ ン残基が、 これ らの うちいずれの

作用機作 に もとずいて:補酵 素 と相互作用す るのかを検討 した。次 に、こ

のチ ロシン残基 はPLPの 結 合部位 としてだ けではな く、酵素 反応に積

極 的に関与 している可能性が考 え られ る。そこでTNMに よるチ ロシン
竃

残基の修 飾が、L一トリプ トフ ァン分解反応の 四段階の反応、す なわちア

ル ドイ ミン転移 、a一 プロ トンの引 き抜 き、イ ン ドールの脱離 、および α
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一ア ミノアク リル酸の加水分解の いずれの段階 を阻害 して失活 を もた らし

ているのか につ いて も検討 した。

第2節 実験材料お よび方法

(1)実 験材料

酵素 の調 製は第1章 第2節 に述べ た。TNMは 丸若化学か ら購入 した。

使用 に際 して は分解物のニ トロホル ム を蒸留水で抽 出除去 した。 またT

NMの 希釈 には99.5%エ タ ノール を用いた0補 酵素 アナ ログのピ リド

キサール リン酸N一 オキ シ ド(PLPN一 オキシ ド〉は、安藤 ら41)お よ

び福井 ら42)の 方法に従 って次 の三 段階で合成 した。

(i)4'一 ホル ミル基の保 護4Dピ リドキサール塩酸塩(和 光純薬)8.o

gを メタノール50mlに 懸濁 して15分 間還流 し冷却後炭酸水素ナ トリ

ウムを3.3g添 加 し90分 間還流 した。冷却後沈澱 した塩 化ナ トリウム を

ろ別 し冷メ タノールで洗浄 した。 これ を凍結乾燥 して ピ リドキサールモ

ノエチル アセ タール(PL刪A)13.5gを 合成 した。

(ii)N一 オキ シ ド化41)5gのPLMMAを テ トラヒ ドロ フラン(THE)

50⑪mlに 溶 か して、5.4gのm一 クロp安 息香酸 を含む50mlのTHEを

加 え ⑪一5℃ で90分 間か くはん した。一夜室温で放置後、ろ過 してPL

MMAN一 オキ シ ドを3.2g分 離 した。 この水溶 液を塩酸酸性 にし氷 中で冷

却 して3.OgのPLN一 オキ シ ドを調製 した。

(iii)5'一 リン酸化42)p-T`ル イ ジンで4'一ホル ミル基 を再び保護 して

五酸化 リンーリン酸系 を用いて ピ リドキサールN一 オキシ ドを リン酸化 し

た。0.05N塩 酸 中で60℃ に10分 間保 温 し、ポ リリン酸 を加水分解 した。

2NKOHを 用 いてpHを3-4に 調整 しPLPN一 オキ シ ドのP一 トルイジン
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シ ッフ塩 基 を沈 澱 させ て 回 収 した 。 これ を2NNaOHに 溶解 して 遊離 す る

P一トル イジ ン をエ ー テル 抽 出除 去 した 。Dowex50-X8(H型)カ ラム にか

けて390nm .の画 分 を集 めPLPN一 オキ シ ド0.3gを 単 離 した 。

その純 度 は、tert‐ ブ タ ノー ル:ア セ トン:ジ エ チル ア ミン:水 ・=40:

35:5:20の 溶 媒 系 で セル ロー ス 薄 層 クロ マ トグ ラフ ィー を行 って 、Rf=

0。30の 単 一 ス ポ ッ トを確 認 した 。 また 官 能 基 の 同定 に お いて 、 フ ェ ノー

ル 性 水 酸基(塩 化 鉄 陽性)、 アル デ ヒ ド基(2,4一 ジニ トロフ ェニ ル ヒ ド

ラ ジ ン陽 性)、 リ ン酸 基(モ リブ デ ン酸 ア ンモ ニ ウ ム)な らび に遊離 ピ

リジ ン環N(Gibbs試 薬 陰 性)、 ア ミノ基 〈ニ ン ヒ ド リン陰性)を 確 認

した 。

(2>TNM修 飾 ポ ロ酵 素 の調 製

再 活 性 化 お よびDL一 ペ ニ シ ラ ミン処 理 に よ って 調製 した ア ポ酵 素

(8.⑪μ酸)に1/10容 の1MKCIを 加 え た後 、10倍 濃度 のTNMと37

℃ で10分 間 保 温 して 修 飾 反 応 を行 った 。1/6容 の1M2一 メ ルカ プ トエ タ

ノ ール を添 加 して 反 応 を終 結 し、1/10容 の4翻PLPを 添 加 して ホ ロ酵

素 に再 構 成 した 。 これ を3万 カ ッ トの限 外 ろ過ImmersibleCX-30(Mill-

ipore)を 用 いて濃 縮 し、再 度SephadexG-25ゲ ル ろ過カ ラム(φ2.Ox

16cm>に か けて 脱 塩 し、0.1MKClrlmMIITTを 含 む0.05鍼 トリエ タ ノ

ー ル ア ミ ン緩衝 液(pH8 .0)(以 下TEAと 略す る 〉で溶 出 した 。 この 際残

存 活 性 は8.2%で あ った 。

(3)酵 素 活 性 お よび 補 酵 素 ・タ ンパ ク質濃 度 の測 定

酵 素 活 性 の定 量 は 第2章 第2節 に 述べ た 。補 酵 素PLPは 和 田 ら43)

の 方 法 に従 い、 フ ェニル ヒ ドラ ジ ン を用 い て 定 量 した 。 す な わ ち、試 料
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0.85m1に 対 し100(w/v)%ト リクロ ロ酢酸水溶液0.15mlを 添加 して、

変 性 した タンパ ク質 を3,500rpmで10分 間遠心 分離 した。2%フ ェニル

ヒ ドラジン を含 む10N硫 酸0.1mlを 、この上清液 に加 え室温 で10分

間放置 して410nmの 吸収か ら標準 曲線 をもとにPLPを 定量 した。

タンパ ク質濃度は吸光係数Al`z7s=7.9544)を 用いて紫外 吸収を測

定す るか、 または タンパ ク質一色素結合法45)に よ って定量 した。すなわ

ちo.of%ク マ ジー ブリ リア ン トブルーG-250(Sigma社 〉,4.7%エ

タノール,8.5瓢 リン酸 か らな るタンパ ク定量試薬2.Omlを 試料0,1

mlに 加 え室 温で3分 間放置後595nmの 吸収か ら定量 した。 その際の標

準 曲線の作成 にはアポ酵素 を用いた。吸収スペ ク トル のモニ ターには 日

立557型 二 波長分光光度計 を使用 した。

第3節 結 果お よび考察

(1)TNM修 飾 に対す る補酵素 アナ ログの保護効果

TNM修 飾 を うけるチ ロシン残基 と補酵素 との間の相互作用 には、前

述 した よ うに2つ の様式 が考 えられ る。そこで、TNM修 飾に対す るビ

タ ミンB6化 合物 とそのアナ ログの保護 効果 を検討 した。0.1醐 の補酵

素 アナ ログの存在下 にTNMを37℃ で10分 間酵素 に作用 させ残存活性 を

測 定 した。PLPは 極めて効 率 よく酵素 を保護 したが、一方、 ピリドキ

サ ミン リン酸、 ピリ ドキ シン リン酸、 ピリ ドキサール には全 く保護効果

がな い(Table3-1)の で、効果的な保護には、ピ リジン環骨格 に対 して

4'一アルデ ヒ ド基および5'一 リン酸基の両方が必要で あることが判明 し

た。

一般 にビタ ミンB6酵 素では 、補酵素 のPLPか らこれ らの官能基のう
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ち 、 い ず れ か 一 方 が 欠 落 し た 補 酵 素 ア ナ ロ グ は 、 本 来 の 補 酵 素 に 比 べ 酵

素 の 活 性 中 心 へ の 結 合 が 著 し く 弱 い46)。 し た が っ て 、 こ の 二 つ の 官 能 基

が 修 飾 に 対 す る 酵 素 の 保 護 に 必 要 で あ る と い う 結 果 は 、 補 酵 素 のPLP

が 強 固 に 酵 素 へ 結 合 し た 場 合 に の み 、TNM修 飾 失 活 か ら 酵 素 が 保 護 さ

れ る こ と を 示 し て い る 。

Tabエe3-1.Pr。tectiveeffects。fvitaminB6c。mp。unds

onTNMinactivationoftryptophanase

VitaminB6Residualactivity(%)

Pyridoxal-P'『72.2

Pyridoxamine-P3.9

Pyridoxine-P・2・1

Pyridoxal2.3

Pyridoxamine2・1

Pyridoxine2・g

Pyridoxal-PN-oxide4.5

None2・O

WithoutTNMtreatment100

Apotryptophanase(1.OuM)wasincubatedinO.05M

triethanolamine-HC1(pH8.0)wi辷ha30mo工arexcessof

TNMfor10minat37°Cinthepresenceofvarious

vitaminB6(°.1mM).Them°dificati°nwasterminated

withO.14Mof2-mercaptoethanol,andthenthereaction

mixturewasdilutedtentimes.Afterrec°nstituti°n

withO.1mMofpyridoxal-Pfor20minat37°C,

residualactivitywasdetermined.

し か し 、 補 酵 素 活 性 の あ るPLPN一 オ キ シ ド の 場 合 に は 、 前 述 の 他 の

ビ タ ミ ンBs化 合 物 と 異 な り 、 ト リ プ ト フ ァ ナ ー ゼ に 強 固 に 結 合 す る こ と

が 知 ら れ て い る42)。 、 す な わ ち 、・PLPN一 オ キ シ ド の ミ カ エ リ ス 定 数

Kc。 値 は5.0顔 とPLPの2.0μ 瓢 に 対 し ほ ぼ 同 程 度 の 親 和 性 を 示 し 、

ま たV、 値 に お い て もPLPの 場 合 を10⑪%と し て 、 そ の65%の 補 酵

素 活 性 を も っ42)こ と か ち 、PLPN一 オ キ シ ド は 本 来 の 補 酵 素PLPと

同 程 度 の 結 合 力 な ら び に 結 合 様 式 で ト リ プ ト フ ァ ナ ー ゼ の 活 性 域 に 結 合
駄

す ると考 え られ る。ただ し、 ただ一点だ け異な るのは、PLPN一 オキシ

ドでは ピ リジン環Nに 酸素原 子が結合 して いるため、PLPで は可能な
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ピリジン環Nを 介 しての水素結合が、PLPN一 オキシ ドでは不可能であ

る点である。

したが ってぐチ ロシン残基 との相互作用 について可能な二つ の様式の

うち、PLPN一 オキ シ ドには チロシン残基 との間 にPLPの 場合 と同程

度 の充分な スタ ッキ ング作 用が期待で きる一方、チロ シン残基 間 との水

素結合 は、 ピリジン環Nに 導入 された酸 素原子が その妨げ とな るため不

可能 とな る(Fig.3-1>。

このよ うなPLPN一 オキシ ドの性質 か ら、TNM修 飾 に対す るPLP

駈オキ シドの保護能 を検討すれば、チ ロシン残基 と補酵素の間 の相互作

用 の様式 を区別す るこ とがで きる。す なわち、ス ッタキングが主な相互

作 用であれ ば、PLPと 同程度 の保護効 果が予想 され る一方、水素結合

形成 が主な相互作用 であれば 、PLPN一 オキシ ドには酵素 を修飾か ら保

護す る能力 はない と予想 され る。Table3-1の 結果 よ り、PLPN一 オキ

シ ドには保護能 はみ ちれず、チ ロシン残基 と補酵素 との間の相互作用は、

フェノール性水酸基 とピリジ ン環Nの 間の水素結合で あると結論 した。

アスパ ラギン酸 ア ミノ トランスフェラーゼのX線 結晶解析 によると、

その活性域 に2個 のチロ シン残基が存在 しTyr70は5'一 リン酸基 と、

Tyr225は 補酵 素の フェノール 性水酸基 とそれぞれ水素結合す ることが示

され ている7)。 しか し、 トリプ トファナーゼにおいて は、この よ うな相

.互 作用ではTNM修 飾 に対す るPLPとPLPN一 オキ シ ドの保護効果の

有無 を説明で きないので、これ ら二つの可能性は低 い。

(2)TNM修 飾酵素の補酵 素 に対す る親和性

以前に、仁平 ら19)は 補酵素添加時の430nmの 吸収増加 を指標 にシッ

プ塩基の形成能 を測定 し、TNM修 飾 失活酵素 につ いてPLPの 解離定

数(Kd)が51μ 谺 と、未修飾酵素の0。7μ 阿に比べて著 しく増加 している
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ことを見 いだ している。 この シ ッフ塩基形成能は、PLPへ の親和性 を

表す ひ とつ の指標であるが、酵素一補酵素複合体 内では、シ ップ塩基形成

後 、酵素 の コンフォメー シ ョンに変化が生 じ、PLPの リン酸基な どと

酵素 との間 に非共有結合が形成 され、 これ らの結合 が酵素一補酵素複合体

中のPLPの 結合強度 に大 き く寄与す ると予想 され る8)。 そのため、こ

の シ ッフ塩 基形成能 は、酵素一補酵素複合体 中のPLPの 結合強度 をその

まま代表す る尺度で はない。

そこで、TNM修 飾酵素 につ いて、(酵 素一補酵素 〉複合体 中の補酵素の

結合強度 を調べ るため、SephadexG-25カ ラム を用い るゲルろ過法 によ

り(TNM一 修飾酵幸一補酵素 〉複合体か らの補酵素 の解離速度 について

検討 した。すなわち、補酵素 で再構成 したTNM修 飾酵素 をSephadeY

G-25ゲ ル ろ過 カラムにか け、溶 出す るタンパ ク質画分のPLP濃 度 を測

定 し、酵素 モノマーあた りのPLPの モル比 をPLP含 量 として表 した。

..goo
v

こ

$・50
C
O
U

a.

」200
X
O

L
T
O..10

02040

Re†enfiionfiime(min)

Fig.3-2 .Kinetics°fthepyrid°xal-Pdiss°ciati°nfr°m

thenativeandTNM-modifiedtryptophanaseongel

filtration.ThenativeandTNM-modifiedholoenzymewere

passed辷h・ 。ugh・S・phad・xG-25・ 。1umn(1・gx22cm}a-

withvariousflowrateselutingwithM

triethanolamine-HC1(pH8.0)containingO.1MKCIandlmM

DTT.1,Thenativeenzyme;2,theTNM-modifiedenzyme.

Proteinconcentrationwasdeterminedbymeansofadye

bidingassay.Pyridoxal-Pcontentwasdeterminedas

describedinMaterials&Methods.
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カ ラム内の保持時間 を調節 してゲル担体 との物理 的相互作用 時間を変 え、

PLP含 量 の経 時変化 をプロ ットし、得 られた直線の傾 きか ら補酵素解

離速度(kd)を 求めた。未修飾酵素では ほとん ど補酵素は解離せず、kd・

3.87x10一 きmin-'を 与 えたのに対 し、TNM修 飾酵素では、補酵素 は著

しく解離 し、 そのkd値 は2.69x10-2min-'で あ り、その解離速度に

は7.0倍 の増加 が認め られた(Fig.3-2)。

基質の存 在下では酵素の 特定の リジン残基 との間の シッフ塩基が開裂

す るので、補酵素 を酵素 内に維持す るのは、5'一リン酸基の静電気的なイ

オ ン結合18)お よび ピリジン環Nと チ ロシン残基 間の水素結合の二点 に限

られ 、さらに、TNM修 飾酵素では後者 も形成 されない(Fig.3-3>。

Lys270

{
+

TyrModified

Tyr

Fig.3-3Possibleinteractionsbetweenpyridoxal-P

and,theTNM-modifiedandunmodifiedtyrosy工

residueintryptophanase

したが って α一ア ミノ基 を もつ基質の存在下では、ゲルろ過 に際 してT

NM修 飾酵素 は著 しく補酵素 を遊離 しやす いと予想 され る(Table3-2)。

実際 に、L一トリプ トファン、L一アラニ ン、ア ンモニウムイオ ンを添加す

る と、無添加時に くらべPLPの 解離 がよく促進 されたのに対 し、a一 ア

ミノ基 を もたない3一 イ ンドールプロピオ ン酸や イン ドールには この よう
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な 補 酵 素 解 離 を 促 進 す る 効 果 は ほ と ん ど な い 。 未 修 飾 酵 素 の 場 合 に は 、

同 一 条 件 下 で 基 質 添 加 に よ る 補 酵 素 の 解 離 は ほ と ん ど み ら れ な い こ と が

判 明 し て い る4?)。 し た が っ て 、 酵 素 一補 酵 素 複 合 体 中 の 補 酵 素 の 結 合 強

度 も 、TNM修 飾 酵 素 で は 耒 修 飾 酵 素 に く ら べ 著 し く 低 下 し て い る こ と

が 確 認 で き た 。

Table3-2.Effects°fsubstratesandsubstrateanal°gs

ontheresolutionofTNM-modifiedtryptophanase

Substrate(.KorK.va工ue)ProteinPyridoxal-PPyridoxal-P
mi

.._.content
mM蝉 蝉

Nonebeforegelfiltration13.110.90.83

Noneafterge工filtration工.821.280.70.

Tryptophan10(0.33)3.640.900.25

Alanine100(30)2.840.900.32

3-Indolepropionicacid2.5(0.5)3.001.560.52

㎞Onium(血 ユoridel800(345)2.890.510.].8

TNM-modifiedholotryptophanase(13.1uM,monomer)was

incubatedwithvari°ussubstrates°rsubstrateanal°gs

attheindicatedconcentrationsfor20minat37°C,

andth。n。ppli・dt。aS・ph・d・xG-25.・ 。lumn(1・4x7・0_yi___

cm).Proteinconcentrationwasdeterminedbymeans°a

dyebindingassay.

幽(3)TNM修 飾酵素 の吸収 スペ ク トル解析

トリプ トファナー ゼの代表 的な反応 中間体 は、それぞれの特 異的な極

大 吸収スペ ク トル に もとつい て同定 されている(Fig.3-4)8)0す なわち、

第2章 で述べた酵素一補酵素複 合体 の酵素 内シ ッフ塩基の吸収 に由来す る

337n皿 種 と420n皿 種 に始 ま り、420nmの 補酵素一基質複合体の酵素

外 シ ッフ塩基お よび500nm付 近のキ ノイ ド中間体、492nm.の α一ア ミ

ノア ク リル 酸であ る(Fig.3-4お よびFig.3-5、 左図)。
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TNM修 飾をうけるチロシン残基が補酵素結合部位としての働き以外

の役割を担 っているか否かを調べるため、TNM修 飾酵素がこのような

酵素反応経路中いずれの段階まで触媒できるかを、基質アナログ添加時

の吸収スペク トル変化から検討 した(Fig.3-5、 右図)。

Fig.3-4Themechanismforthereactionscatalyzedby

trypt°phanase.Theschemerepresentsac°mbination
,

withsomemodificationofSnell{1975)8)andJuneet

al.(1981)9).Thevaluesinparenthesesshowthe

specificabsorptionmaximaofthereaction

intermediates.

T`NM修 飾 酵素に充分量のL一 ア ラニンを添加 して も、未修飾酵素 にみ ら

れ る500nmの キノイ ド中間体 を与 えないの で、TNM修 飾酵素は α一プ

ロ トンを脱離で きないこ とが判明 した。 ところが、L一トリプ トファンや

L一アラニ ン、塩化ア ンモニウムを加 え ると、420n皿 の特徴的な シッフ塩

基 の吸収が現れたので、TNM修 飾酵素は酵素か ら基質へのアル ドイ ミ

ン転移 を触 媒で きる ことが明 らか にな った。June9)ら は、 トリプ トフ

ァナーゼ にお いて ピ リジン環Nと 相互作用す る塩基性残基の存在 を想定

し、この塩 基がその共役酸 と して ピ リジン環Nの プロ トン化 に関与す る
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と提唱 した。TNM修 飾をうけるチロシン残基はこの塩基性残基に相当

す ると考え られる。

Fig.3-5Effectofsubstratesandsubstrateanalogson

theabsorptionspectraofTNM-modifiedtryptophanase.

Thenativeholoenzyme(1.Omq/ml)andtheTNM-modified

h°l

sub:enzymetrates(°.83mg/ml)orsubstrat。wereanal。incubagsfor辷edwithvar20minat37'8閉

andthensubjectedtoabsorptionspectralanalysesin

O.OSMtriethanoiamine-HC1(pH8.0)containingO.1iRKCl

andlmMDTT.Thenativeenzyme,left;theTNM-modified

enzyme.,right;1,None;2,10mML-tryptophan;3,100mM

L-alanine;4,2.SmM3-indolepropionicacid;5,1.8M

ammoniumchloride;6,1.8MammoniumchlorideandO.2M

potassiumpyuvate.

以上 の結 果 を総合 すると、TNM修 飾 をうけるチ ロシン残基はPLP

の結合部位 に存在 し、 ピリジ ン環Nと 水素結合 を介 して相互作用す る。

'そ の結果
、 シッフ塩基 に始 まるn一 イ ミン共 役電子系 に、チロシン残基の

ベ ンゼ ン環が延長され るので 、 ピリジン環Nの 電子吸引性がいっそ う強

化 され ると考 えられ る(Fig.3-6)。 したが って 、チロ シン残基は ピリジ

ン環Nと 水素結合す る結果、基質 の α一プロ トンの不安定化 にも貢献す

るこ とが示 唆され る,
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Fig.3-6ThecatalyticfunctionoftheTNM-modifiable

tyrosylresidueintryptophanase

第4節 要 約

トリプ トフ ァナーゼの活性域 に存在 す る1個 のチ ロシン残基がテ トラ

ニ トロメ タンによって修飾 を うけ酵素 活性が失われ るiω 。この修飾失活

は、補酵素 ピリ ドキサール リン酸 によってのみ保護 され 、他の ビタミン

B6化 合物や ピ リドキサール リン酸R一 オキシ ドには保護効果 は認め られ

なか った、 したが って、修飾 され るチ ロシン残基は、 ピリドキサール リ

ン酸 の ピリジン環窒素 と水素結 合す る と考 えられ る。修飾酵素の補酵素

に対す る親 和性は低 下 してお り、ゲル ろ過 によって容易 に補酵素 を解離

した。 また 基質存在下では、補 酵素の解離がい っそ う促進された。修飾

酵素 は、その吸収 スペ ク トル の解析か ら、アル ドイ ミン転移 を触媒 しう

るが、基質 のa一 プロ トンを脱離で きないこ とが明 らかにな った。 したが

って、修飾 され るチ ロシン残基 は、補酵素 との水素結合 を介 して、a一 プ

ロ トンの不 安定化に も貢献す ると示 唆 した。
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第4章1一 エ チ ル ー3-(3一 ジメ チ ル ア ミ ノプ ロ ピル)カ ル ボ ジイ ミ ドの

修 飾 を うけ るカ ル ボ キ シル 基 の 機 能

第1節 緒 言

ア スパ ラギ ン酸 の β一カ ル ボ キ シル 基 とグル タ ミン酸のr一 カ ル ボキ シ

ル 基 は タンパ ク質 の 負電 荷 の 主 因 で あ り、 酵素 内の 他 の ア ミノ酸残 基 や 、

基 質 、補 酵 素 、 リガ ン ドな どの 諸 因子 と様 々な 親 水 性の 相互 作 用 を行 う。

そ の機 能 に は 、 プ ロ トンの 授 受 な ど直 接 的 な触 媒 機 構へ の関 与 のほ か、

°
これ らの 諸 因 子 と結 合 し、 さ らに その 結合 を通 じて 触楳 作用 に 適正 な方

向 に その 因子 を 配 向 させ る作 用 や 、ポ リペ プ チ ド鎖 の折 りた た みの安 定

化 、 サ ブユ ニ ッ ト固 の会 合 、 細 胞 内の 局在 化 な どが あ る。

カ ル ボキ シル 基 に選 択 的 で 水 溶 性 で あ る1一 エ チ ル ー3-(3一ジメ チル ア ミ

ノ プ ロ ピル)カ ル ボ ジイ ミ ド(以 下EDCと 略す る)は 穏 や か な 条 件 の下

Fig.4-1Thereactionsofthe1-ethyl-3-(3-dimethyamin°-

pr°pyl)carb°diimidewithcarb°xylicacids.Eden°tes

proteins.HXisanynucleophile,usuallyanaminesuch
asglycineethylester,althoughitmayalsobewater.

O・エy七h・ 旦一aCyエ,RIP・ 。duct・aresh。w・'butthe「eac辷 工゚ n

probablyproducesamixtureofRIandR2isome「s。
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で反応 して Ω一ア シル尿素 を生成す る。ア ミンを加 えると、EDCと 置換

して新た にア ミド結合 が形成 され る。 この中間体の Ω一アシル尿素は不安

定 で加水分解 を うけた り、あ るいは分子 内転移 を起 こ して安定なN一 ア シ

ル尿素 に変換す る(Fig.4-1)48・49)。

トリプ トファナーゼは もとよ り他のビタ ミンB6酵 素に も、そのカル ボ

キ シル基 に対 して化学修飾が行 われた例 はほとん どな い。またカル ボキ

シル基の酵素活性へ の関与 は、 アスパ ラギン酸 ア ミノ トランス フェラー

ゼの結 晶構 造解析 において唯マAsp222が ピリジン環窒素 と水素結合す

るこ とが示 されてい るだけで ある7》。

本章ではEDCを 用 い る化 学修飾に もとついて、その修飾 を うけるカ

ル ボキ シル基 が酵素活性の発現 に関与す るか否か、 さらに関与す る場合

には、 そのカルボキ シル基の 機能 を調べ ることを目的 とした。EDC修

飾に関 してその修飾失活の速度論 、pH依 存性 および補酵素、補因子に

よる保護効果 を検討 した結果 、モ ノマーあた り1個 の カルボキシル基が

活性域 に存 在す るこ とが判明 した。さ らにEDC修 飾酵素の性質お よび

基質 による保護効果 か ら、このカルボキシル基が基質 の α一アミノ基 と

の結合 に関与す るこ とを示唆 した。

第2節 実 験材料 と方法

(1>実 験材料

酵素 の調製 は第2章 第1節 に示 した。1一 エチルー3-(3一 ジメチルア ミ

ノプロ ピル)カ ル ボ ジイ ミ ド(EDC)は 、Sigma社 か ら購入 した.

レ トリプ トファンの アナ ログ であ るオキ シイン ドリル ーL一アラニ ン(ま

たは2一ヒ ドロキシL一 トリプ トファン)は 、Savigeら50)の 方法に従 って
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て合 成 した 。す なわ ちL一 トリプ トフ ァ ン2gを98Yギ 酸10mlに 溶

か し、 これ に フ ェ ノー ル0.2gを 含 む ジメ チル スル フ ォキ シ ド1.8ml

と12N塩 酸10-m1の 混合 液 を加 え、28-30℃ で30分 間保 温 した。減 圧

濃 縮後 、10ズ 酢酸20珊1に 溶 か しAmberliteIRA-45イ オ ン交換樹 脂 カ

ラム(φ2.8x23cm),Sephadex(x-10ゲ ル ろ過 カ ラ ム(φ2.4x60c皿)

を用 い て精 製 した。 そ の純 度 は 、n一 ブ タ ノール:ピ リジン:酢 酸:水=

10:15:3:12の シ リカ ゲル薄 層 プ レー ト上 の単 一 ス ポ ッ ト(Rf=0.82)で

確 認 した 。 元 素 分析 、質 量 ス ペ ク トル 分 析.融 点(260℃)は いず れ も理論

値 お よび 報 告 値50)と よ く一致 した 。

(2)EDC修 飾 反 応

再活 性 化 後 の アポ 酵 素 また は ホ ロ酵 素 にEDCを 加 え、37℃ で0.1錘

KCI、0.1Mグ リシ ンエ チル エ ス テル を含 む トリエ タ ノー ル ア ミンー壗酸

(以 下TEAと 略す る)緩 衝 液 中 で修 飾 反 応 を行 ったO次 に、1mMPL

P、1M2一 メ ル カ プ トエ タ ノー ル 、1Mリ ン酸 カ リウム緩 衝 液(pH8.0)

各0.lmlか ら成 る反応液0.3m1を 氷 中に置 き、これに修飾 した酵素液

0.2mlを 加 えて反 応 を停 止 した 。 残存 酵素 活 性 の測 定 に は、 さ らに20

mML一 トリプ トフ ァ ン0.5mlを 加 え37℃ で10分 問反 応 させ た 。ED

C修 飾酵 素 を調 製 す る際 に は、分 子 量3万 カ ッ トの 限 外 ろ過Immersible

CX-30(Millipore)を 南 いて 濃 縮 しSephadexG-25ゲ ル ろ過 カ ラム(φ

2.Ox16cm)に よ って 脱 塩 した 。溶 出 には ⑪.1MKC1,1mMジ チ オス レ

イ トー ル(DTT)を 含 むTEA緩 衝 液 を使 用 した 。

(3)SH基 の 保 護 と回復

第2章 第2節 で 述 べ た よ うに 、SH基 を5,5'一 ジチ オ ビスー(2一 ニ トロ
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安息香酸)(以 下DTNBと 略す る〉によって修飾 しその後EDCを 加

えて再修飾 した。IOmMDTTを 加 えて37℃ に30分 間処理 して、DTN

Bに よって保護 したSH基 を回復 させ た25》。

(4)各 種 定量

酵素 活性 および酵素濃度の測定は第2章 第2節 に述べた。PLPの 定

量は第3章 第2節 で述べた。K'イ オンの濃度は、PLPの 場合 と同様、

除 タンパ ク後原子吸光分析(日 本Jarrell‐AshAA-850011型 〉によって

測定 した。PLPお よびK'イ オ ンの含量は、酵素モ ノマーあた りのそれ

ぞれのモル 比 として表 した。吸収スペ ク トル の測 定には、 日立557型 二

波長分光光度計 を使用 した。

第3節 結果 および考察

(1)EDC修 飾の速度論

アポ酵素 にEDCを 作用 させ ると、修飾反応 時間 およびEDCの 濃度

に依存 して、擬一次 的に酵素 活性が失われた(Fig.4-ZA)。EDCと 反

応す るカル ボキシル基が酵素 モ ノマーあた りn個 存在す ると仮定す ると、

修飾反応は 、E+nEDC→E(EDC)n

で あるので 、失活の反応速度式 は
n

-dE/dt=k[E]x[EDC

表 せ る。失活は酵素濃度 に関係せず擬一次反応的に進行 したので、

擬 一次反応速度定数k'を 用いて
n

k=k[EDC]
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と書 き改め た。両辺 の対数 をとると

logk'=k+nlog[EDC]

とな り、この両対数プロ ッ トか ら傾きn=1.0の 直線が得 られた(Fig.

4-2B>。 したがってEDCに よって酵素モ ノマーあた り1個 のカル ボキ

シル基が修 飾 され、酵素 を失活 に導いた と結論 した。

.6

,2

,e

1,4

0,61.Ot,G1,8

Log(EDCJ(mM)

Fig.4-2Effect°fEDCc°ncentrati°n(A)andkinetic

determinati°n°fst°ichi°metry(B)°fap°trypt°phanase

inactivati°nbyEDC.A:Afterreactivati°n°fthe

apoenzymebyDTTtreatmentinthepresence°f°.4mM

pyridoxal-P,theholoenzymewasdissociatedtothe

apoenzymewithDL-penicillaminetreatmentand

subsequent.gelfiltrationonSephadexG-25column.The

apoenzyme,.0.135Mmonomerwasincubatedwiththe

indicatedconcentrationofEDCat37°C.B:The

pseudo-first=orderinactivationrateconstant,k'was

calculatedfromtheslopeoftheinactivation,andwas

plottedagainstthecorrespondingEDCconcentrati°n.

本 章 の第1節 緒言で述べ た よ うに、EDC修 飾ではア ミド化 物かある

いはN一 アシル尿素 をあた える48.49)。 トリプ トフ ァナーゼの場合(i)

0.5Mグ リシンエチル エステル の有無 にかかわ らずEDC修 飾失活速度が

変 わ らなか った こと(ii)EDC修 飾の際 に添加 したニ トロチロシンエ

チルエステルが、全 く酵素 中に取 り込 まれなか った ことか ら、N一アシル

尿素 が生成 している と考 えられ る。
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またEDCは カル ボキシル基 以外 に、副反応 と してシステイ ン残基

51)や チロシ ン残基52)と も反応す る
。DTNBに よ るシステイ ン残基の

SH基 修飾24》は可逆的であ り、DTTで 処理す ると酵素活性が回復す る。

そこでDTNBでSH基 を保護 したの ち、EDC修 飾 を行いDTT処 理

によって活 性が回復 するか ど うか、すなわ ち、EDCがSH基 に反応す

るか どうか を検討 した。DTNB単 独修飾の場合 にはほぼ初め の活性が

回復す るの に くちべ 、EDC修 飾 を行 うと、 もはや全 く活性 が戻 らない

ので、EDCに よる失活はSH基 の修飾が原因ではないことが判明 した

(Table4-1},

Table4-1EffectofDTNBmodificationofthiolgroups

inapotryptophanaseonEDCmodification

DTNBEDCResidualactivity(%)

,τea,m。nt・)tr。atm。ntb)DTTtreatment・)

十 一

尸 一'工00100

-十 〇.50.1

+-0.990●6

+驢 ←0●70・O

a)K+-freeapoenzyme(0.32uMmonomer)wastreatedat

37°Cfor20minwith12.6uMofDTNB.

b)K}-freeapoenzyme(0.31uMmonomer)wastreatedat

37°Cfor20minwith25mMofEDC.

c)K+-holoenzyme(0.30uMmonomer)wastreatedat

370Cfor20minwithsmMofDTTinthepresence

ofO.1MKCIandO.1mMpyridoxal-P.

チ ロシン残 基がEDC修 飾 を うけた場合、0.5樋 のヒ ドロキ シルア ミン

処理に よって活性 が回復す るとされ てい る52)。EDC修 飾後 この ような

処理 を して も酵素活性は戻 らず、 チロ シン残基がEDC修 飾 を うけた結

果、失活 した可 能性 は低い。
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(2)EDC修 飾に対す る補酵素 、補因子および

基質 アナログの保 護効果

アポ酵素 のEDC修 飾時に補 酵素が存在す ると、かな りの保護効果が

認め られ 、酵素活性 の保護は その濃度 に依存 していた(Fig.4-3)。 酵素

活性の50Yの 保護 に必要な補酵 素濃度 、すなわち保護定数K　 2は

o.4μ 避と算 出され(Fig.4-4>、 酵素反応 における補酵素のKm値 の2.o

μ阿8}と よ く一致 した。 した がって、EDC修 飾 に対す る補酵素の保護

は、遊離のPILPに 依 らず 、酵 素 に結合 .したPLPに 由来する ことが判

明 した。

1

茎
ニヘ

苳
}
む
0

　ノ
　
ニコ

翳
£

【PLP](芦M)

Fig.4-3Effectofpyridoxal-Pconcentrationinthe

inactivationofapotryptophanasebyEDC.Theapoenzyme,

0.170uMwaspreincubatedat37°for20minwiththe

indicatedconcentrationofpyridoxal-P,thenincubated

with20mMEDCfor20min.工nset:

Pr°tecti

whereA.°ni。(耄Le=。&。 温 蝕2廃 、viEyCafte)x1° °afterEDCtreatm。。,

i・th・'Xpre・e・ce。f・uM。fpy・id。xal。P,A。i・th・ セi・

theabsence°fpyrid°xal-P,andA_EDCCisthatinthe

presenceoflmMpyridoxal-PwithoutEDC.
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他 の.ビ タ ミ ンB6化 合 物 に は こ の よ う な 保 護 効 果 は ほ と ん ど 認 め ち れ な

か っ た(Table4-2)。

Table4-2EffectofvitaminB6compoundson

theinactivationofapotryptophanasebyEDC.

VitaminB6Residualactivity(%)、
None32.1

Pyridoxal-P68.6

Pyridoxamine-P40.4

Pyridoxine-P37.4

Pyridoxal30.O

Pyridoxamine33.8

Pyridoxine31.O

Theapoenzyme(0.15uMmonomer)wastreatedwith23mM

EDCat37°C.for20mininO.05Mtriethanolamine-HC1

(pH8.0)containingO.1MKCIinthepresenceofO.1mM

ofvariousvitaminB6compounds.Theenzymeactivity

determinedwithoutEDCtreatmentinthepresenceof

eachvitaminB6wastakenasacontrol.

goo

隶
二

茎
U
O,。

v

暑
d

O

OO,51,01,52.0

ロ
Crystalionicrodius(A)

Fig.4-4EffectofmonovalentcationsonEDC

inactivationofholotryptophanase.Holotryptophanase

(0.157uMmonomer)wastreatedwith24mMEDCat37°C

for20mininthepresenceofO.1mMpyridoxal-Pand

O.1Mofvariousmonovalentcations.Theenzyme

activitydeterminedwithoutEDCinthepresenceofO.1

mMpyridoxal-Pandtherespectivemonovalentcationwas

takenasacontrol.
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トリプ トフ ァナ ー ゼ は 、活 性 な コン フ ォメ ー シ ョンを維 持 す るため に 、

K`あ る いはNH4'な どの1価 陽 イ オ ン を補因 子 と して要 求 す る28,47)0

補 因子 と して の活 性 は 、 そ の イ オ ン半 径 と明 瞭 な 相 関 が あ り、Na+や

Li+は 不 活 性 な イ オ ンで あ る47}。Fig.4-4に 示す よ うに、補 酵素 が存

在 す る と、K+やNH,`の 活 性 な 補 因 子 にの み 、EDC修 飾 に対 す る保 護

効 果 が 認め られ た 。 したが っ て 、補 酵 素 の存 在 下 、活 性 な 補 因子 の添 加

に よ って誘 導 され る活性 な 酵 素 の コ ン フ ォメ ー シ ョン が、EDC修 飾 か

ら酵素 を保 護 す る の に必要 で あ る こ とが 明 らか にな った 。

Table4-3Effectofsubstrateanalogsoninactivati°n
ofholotryptophanasebyEDC.

SubstrateanalogConcentration(Ki)Residualactivity

。.y1,d。lyl-L-alanine・)フ5(・.・)53画86・40

、.ε,hi。,,ne・)26・ ・(・2G)76)37・ ・.

、.1,dol,p,。,,。,atec)21・ ・(36・-42。)16)・ ・9

、,d。1e…(1・)17)…

5.3None'

WithoutEDCtreatrent-100

_e巴晝&嘛 儡 聾 翻n難 飜 縷 ≡l
withvari°ussubstarte

c°ncentrati°nsf°r1°min

40mMofEDCfor4°min

dialysisagainstO.05Mt

containingO.1MKCland

activitywasdetermined.

substrateanalogwasshown二 橇 鑼 灘1
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しか し、K`イ オ ン存在下のポ ロ酵素 もEDC修 飾か ら完全 には保護さ

れない(Fig.4-3)の で、さ らにK'イ オン存在下 のホ ロ酵素 に対す る、

基質アナロ グ②添加の効果 を調べた(Table4-3)。 強い基質阻害剤のオ

キ シイ ンドリルーL一ア ラニ ン53)に は優れた保護作用がみ られ、L一エチオ

ニ ンにもか な りの保 護効果が あ った 。それに対 してL一トリプ トファンか

らa一 ア ミノ基 が欠落 したアナログの3一 イ ン ドール プロピオ ン酸、お よ

び イン ドー ル には全 く保護作 用がなか った。 また アポ酵素の修飾の際に

は、 このよ うな基質 の保護効 果は まった く認め られなかった。すなわち

α一ア ミノ基 を もつ基質によって、ホロ酵素がEDC修 飾か ら保護 され る

こ とが判明 した。 したがって 、修飾 され るカル ボキ シル基 が基質の α一ア

ミノ基 と相 互作用 し、その相 互作用 がカル ボキ シル基の負電荷 を中和 し

たためか、あ るいはその相互作用に よる立体障害のために、EDCの 攻

撃 か らカル ボキ シル 基が保護 された と考 えることができる。

(3)EDC修 飾失活のpH依 存性

EDC修 飾では酸触媒が必要 とされ、酸性領域で失活が著 しいことが

知 られ ている48)。 修飾時の反応液のpHを 変 えてEDC修 飾のpH依 存

を速度論的 に検討 した。アポ酵 素(Fig.4-5A)、 ホロ酵素(Fig.4-5B)

の いずれの場合 も、それ ぞれ のpHに お いて擬一 次的に失活 が進行 し、

酸 性側で特 に失活反応速度が大 きいことが判 明 した。Fig.4-6に 示す よ

うに、f次 失活速度定数はpHに 依存 し、シグモ イ ド型 の曲纏が得 ら

れた。

そこで、 このpH依 存性がEDCの 反応性に よるのか、 あるいは修飾

を うけるカル ボキ シル基の解離 度によ るのか を調べた・Hoareら54)の 方

法 にもとつ いて、酵素 の修飾 と同 じ条件で、す なわちグリシンエチルエ
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ス テ ル の 存 在 下 でm一 ニ ト ロ 安 息 香 酸 にEDCを 作 用 さ せ 、255nmの 増

加 を 指 標 に 生 成 す る 璽一ニ ト ロ 馬 尿 酸 エ チ ル エ ス テ ル を 測 定 す る と 、m一 ニ

ト ロ 安 息 香 酸 は 各pHに お い て 擬 一 次 的 に 反 応 し た 。 そ の 擬 一 次 反 応 速

度 定 数 とpHの 関 係 は 、 酵 素 の 失 活 反 応 と 同 様 、 シ グ モ イ ド型 と な っ た

(Fig.4-6),

Fig.4-5EffectofpHonEDCinactivationrateof(A)

apotryptophanaseand(B)holotryptophanaseA ^The

:apoenzyme(2.3uMmonomer)ortheholoenzyme(2.9uM

monomer)wastreatedwith40mMEDCinO.1Mtri-

ethanolamine-HCI(pH6.0-8.2)andO.05M2-{N-morpho=

lino)ethanesulphonate-NaOH(pH4.3-6.5)containingO.1

MKClandO.5Mglycineethylester.Attheindicated

time,analiquotportionwastakenoutforresidual

ac七iviヒyassay・

その反 応速 度定数 と[Hつ の両逆数プ ロ ットを解析す ると、EDCに よ

るm一 ニ トロ安息香 酸の修飾反応 の解離定数はK=2.18x10騨4で あった。

したが って 、そのみかけのpK、 値は3.6で あ り、m一ニ トロ安息香酸の

カル ボキシル基のpK,値=3.46と 非常によく一致す る。すな わち、E

DC修 飾反応のpH依 存性は 、修飾試薬EDCの 反応性 よ りもむ しろ、

カルボキ シル基の解離度 を反 映 してお り、プロ トン型が脱プロ トン型 に

くらべ優先 的に反応す ると結 論 した。
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したが って 、同 じ条件下でEDC修 飾 をうける トリプ トファナーゼの

カル ボキ シル基 について、Fig.4-8か ら算出 されたみかけのPKa値 は

5.6-5.8で あ りく この値は通 常のペプチ ドにおけるカル ボキシル基の

pK、 値 の3.5-4.5に くらべ 異常に高い。一般に触媒機能にかかわるア

ミノ酸残 基の官能基 は、活性域の環境 によって、他の同種官能基 とは異

な った異 常な反応性 を付与 されて いることが多 い。 したが って、EDC

修飾 をうけ るカル ボキシル基のpK、 値が高 い結果か らも、修飾 をうける

カル ボキ シル基が活性域周辺 にあ ることが推察 され る。

Fig.4-bpHdependenceoftheinactivationrate

constantsofapo-andholotryptophanasesbyEDC,and

t二heamidationrateofm-ni辷robenzoatewit二hglycine

ethylesterbyEDC.Modificationrateofm-

nit二robenzoateW1辷hglycineethylesterinthepresence

of40mMEDCwasdeterminedaccordingtot二hemethodof

HoareandKoshlandJr.54}Theinactivationrate

constantscalculatedfromtheeachslopesandthe

amidationrateconstantswereplottedagainstthecor-

resp°ndingpH.ThepKavalueswerecalculatedfr°mthe

double-reciprocalplots.
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(4)EDC修 飾酵素の諸性質

EDC修 飾酵素 は、SDS一ポ リアク リルア ミ ドゲル電気泳動の移動度 、

お よびSepharose6Bカ ラム(φ1.8x44cm)に おける溶 出パ ターンにお

いて、未修飾酵素 と同一 であ った。 したが って、EDC修 飾失活によっ

て、酵素 のサ ブユ ニ ット間の架橋や立体構造上の大 きな変化は生 じてい

な い と考 え られ る。

(4.1>EDC修 飾酵素の補酵素 に対す る親和性

EDC修 飾 を うけるカル ボキ シル基の機能 を調べ るため、まず始め に

補酵素 に対す る親和性がEDC修 飾後 にどの ように変化 したか を検討 し

た。EDC修 飾酵素 の補酵素 に対す る親和 性 をKazarinoffら18)の 方法

に従 い、酵素 と補酵素の結合 定数 として もとめた。すなわち、EDC修

飾酵素に順次PLPを 添加 し、 その際の430nmの 吸収増加 を指標に酵

素 内シ ッフ塩基形成 量 として 、酵素 に結合 した補酵素量を測定 した0用

いたEDC修 飾酵素 には、25.8%の 未修飾酵素 が残存 していたため、 こ

の補酵素結 合量を もとに して、Scatchard解 析55)を 行 うと、2本 の直線

が得 られ、 それぞれの傾 きの逆数か ら、補酵素 の解離定数(Kd)を もと

め た。未修飾酵素のKd値 には0.81,uM、EDC修 飾酵素 には5.3,uMが

算出 された(Fig.4-7)。 未修 飾酵素のKd僮 は報告値 のo.7,uMと よく

一致 し!8)
、EDC修 飾後には補酵素へ の親和性 が約1/6.5に 低下 して

いることが判明 した。 しか し、修飾酵素 も酵素 モ ノマーあた りに結合す

る補酵素 のモル比 が0.9で あ り、未修飾酵素の値の1.1と 変わ らず、

補酵素 に対す る結合能力にはEDC修 飾後に も大 きな変化はない。 した

が って、EDC修 飾 をうけるカル ボキ シル基は補酵素 との結合 に関与 し

ない と考 え られ る。
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Fig.4-7Scatchardp工Otofpyridoxal-Pbindingin

nativeandEDC-modifiedapotryptophanase.Aliquots

portionsofpyridoxal-Pwereaddedevery20minto30.2

uMofnativeandEDC-modifiedenzymeinaninitial

volumeof.0.7mlinO.05Mtriethanolamine-HCI(pH8.0)

con∫ ヒainingO。1M .KCIand2-mercaptoethanol.The

amountofpyridoxal-Pboundtotheenzymewas

determinedfromtheincreaseofabsorbanceat430nmby

theadditionofpyridoxal-P.Theintercepts

correspondedto1.1pyridoxai-Psites/nativemonomer

andO.9pyridoxal-Psites/modifiedmonomer.Kd,

dissociat二ion,constantforprotein-coenzymeint二eraction・

未修飾酵素 を、補因子 のK`イ オ ンのな い.条件でSephadexG-25を 用い

るゲルろ過カ ラムにかけると、K+イ オ ンを失 うため にPLPも 解離す る

ことが知 られている47)。EDC修 飾酵素 では、同様 に、K+イ オ ンを失

ったが 、補 酵素は固 く酵素 内に維持 されていた(Table4-4)0基 質の α

一カル ボキ シル基の結合部位 に あるアル ギニ ン残基が、フェニル グ リオキ

サ ールに よって修飾 されて失活 した トリプ トフ ァナーゼ も、通常の補酵,

素解離方 法では補酵素 を脱離 しな い18)。 このEDC修 飾酵素の場合 には、

DL一ペニ シラ ミン処理 後ゲル ろ過 を行 うと、ほぼすべての補酵素 が脱離 し

た 〈Table4-4>、 したがって 、EDC修 飾が、補酵素結合部位 を含めた
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活 性 域 周 辺 の 構 造 に 変 化 を 引 き 起 こ し 、 そ の 結 果PLPの 解 離 を 妨 げ た

と 解 釈 さ れ る 。

Table4-4.EffectofgelfiltrationthroughSephadexG-

250ndissociationofpyridoxal-PandK+fromthe

nativeandEDC-modifiedtryptophanase.

ProteinPyridoxal-PPyridoxal-PK+ionK+ion

Enzy・ ・(
NM)(NM)c°ntent(μM)c°ntent

Native13.38.830.6691.940.146

EDC-Modif气ed'7.07.230.9070.35Q。050

EDC-Modified

+Penicillamine8.00.700.101--

ThenativeholoenzymeandEDC-modifiedholoenzymewere

appliedtogelfiltrationcolumn(gf1.Ox19.Ocm)and

assayedfortheconcentrationsofpyridoxal-Pandx+as

describedinMateria工s&Methods.pyridoxa1-Pcontent

andK+contentrepresenttherespectivemolarratiosto

theenzymemonomer.

(4.2)EDC修 飾酵素の基 質 に対す る親和性

次に、EDC修 飾後の酵素 の基質 に対す る親和性の変化 を調べた。E

DC修 飾酵素が、:吝種酵素反応中問体を形成するかどうかを検討するた

め、各種基質アナ白グを添加 し、 それ ぞれの中間体に帰属 され た特異的

な吸収スベ ク トル を測定 した8)。 しか し耒修飾酵素 と異 な り、EDC修1

飾 酵素で は、レエチオニンの添加 で生 じるべ きキ ノイ ド中間体の5Q⑪

nmの 吸収、および塩化アンモ ニウムの添加で生 じるべ きシッフ塩基の

420nmの いずれ の吸 収も全 く認め られなか った(Fi&4-8)。 すなわち、

α一プロ トンが脱離 したキ ノイ ド中間体はおろか、酵素一基質の複合体で

あ る酵素外 シ ッフ塩 基す ら形成 され ていない。 したが って、特定のカル

ボキ シル基がEDC修 飾 を うけた後は、酵素 は基質 と全 く相互作用でき

ないこ とが 明 らかにな った。す なわち、EDC修 飾に対す る基質の保護
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、 効 果 に お い て 示 唆 し た よ う に 、EDC修 飾 を う け る カ ル ボ キ シ ル 基 が 基

質 の α 一ア ミ ノ 基 の 結 合 部 位 に あ る の で 、EDC修 飾 酵 素 が 基 質 に 作 用 で

き な い と い う 結 果 は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 に 対 す るEDC修 飾 が 立 体 障 害 と

な っ て 、 基 質 が 進 入 で き な く な っ た た め と 解 釈 す る こ と が で き るO

Wavelength(nrnう:

Fig.4-8Effect°fsubstrateandsubstrateanal°gs°n

theabsorptionspectraofEDC-modifiedtryptophanase

andnativetryptophanase.EDC-modifiedenzyme(16.9uM

m°m°ner)andthenativeenzyme(18.2uMm°n°mer)were

incubatedwiththeindicatedconcentrationof

substrateanalogsfor20minat37°C,and^then

subjectedtoabsorpti°nspectralanalysesin°.°5M

triethanolamine-HC1(pH8.0)containingO.1MKCIands

mMDTT.Thenativeenzyme(1-3),1;none,2;20mML-

ethionine,3;400mMammoniumchloride,theEDC-modified

enzyme4;none,20mML-ethionine,400mMamm°nium

chloride.

以上の結 果か ら、EDC修 飾 を うけ るカルボキシル基は基質 の結合部

位 に位置 し、その α一ア ミノ基 と相互作用す ると考 えられ る(Fig.4-9)。

したが って、 ごのカル ボキシル基は、渡辺 ら17)に よって、 トリプ トファ

ナーゼの活 性部位 に提唱された 、ア ミノ酸の基本骨格に対応す る基質結

合部位IIの 一部 を構成す る と考 え られ る。

さ らに、EDC修 飾酵素が 基質 との シップ塩基形成能 を失 って いるこ

とか ら、EDC修 飾 を うけるカル ボキ シル基は、 シッフ塩基形成段階、

す なわちアル ドイ ミン転移に関与す る可能性が考 えられ る。 このアル ド
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イ ミン転移は、ボスホ リラー ゼ を除 くすべての ビタ ミンB6酵 素に共通す

る第一段階の反応で あるが、転移 され る基質のa一 ア ミノ基のpK。 値が

9.0-10と 高いため 、酵素反応条件下ではその大部分がプ ロ トン化 して

いる。 しか し、 この正電荷 を帯び たa一 ア ミノ基では シッフ塩基 のイミン

炭 素に対 して求核反応で きず、 この ままではアル ドイ ミン転移反応は起

こ らな い。 したが って、 ビタ ミンB6酵 素には、基質の α一ア ミノ基を脱

プ ロ トン化す る機構が存在す る必要 がある2,4,7)。 これ までの結果を総

合 す ると、 トリプ トフ ァナーゼでは、EDC修 飾 をうけ るカル ボキ シル

基 が、基質の α一ア ミノ基 との イオ ン結 合 を通 じて、その基質のa一 ア ミ

ノ基の脱 プロ トン化 に関与す る と考 え られ る。

Fig.4-9ThecatalyticfunctionoftheEDC-modifiable

carboxylgroupinしryptophanase

第4節 要 約

トリプ トファナー ゼは、1一エチルー3-(3一 ジメチル ア ミノプロ ピル)カ

ル ボ ジイ ミ ドに よって、そのカル ボキ シル基 が修飾 をうけ、失活す る。
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修飾失活の速度論か ら、モ ノマーあた り1個 のカル ボキ シル基が修飾さ

れ るために、酵素活 性が失 われた ことが明 らか にな った。修飾 され るカ

ル ボキシル基 のpK。 が高い こ と、および補酵素 と補因子の共存 によって

修飾失活か ら酵素が保護 され るこ とか ら、 このカルボキ シル基が酵素の

活性域 に存 在す ると考 えられ る。 さ らに α一ア ミノ基 をもつ基質が、ホロ

酵素 を修飾か らよく保護す る こと、お よび修飾酵素が全 く基質 に作用で

きないこ とか ら、修 飾を うけ るカル ボキ シル基が、基質 のa一 ア ミノ基

との結合 に関与す ることを示 唆 した。
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第5章 総 括

生体触媒 である酵素 には、常温 、常圧の穏やかな条件下に、特定の基

質 に対 して、特定の化学反応 を触媒す る とい う特異性がある。この酵素

の基質 および反応に対す る特異性 を決定 す るのは、酵素の活性域を含め

た その立体構造であ る。 したが って、酵素 をいっそ う有効 に利用す るた

め には、酵素の活性域の構造 と酵素反応 におけるその機能につ いて充分

な理解が必要である。

本研究で は、 ピ リドキサール5'一 リン酸 を補酵素 とする多機能 ビタ

ミンB6酵 素 の トリプ トファナ ーゼを材料 と して用 い、その活性部位 内の

構造 を化学修飾法 に よ り検討 し、 システイ ン残基のSH基 、お よびカル

ボキ シル基 を、 トリプ トファナーゼの活性域に 同定 し、さらにチ ロシン

の フェノール性水酸基 を含め た3つ のア ミノ酸側鎖官能基が、触媒作用

に果たす役割 につ いて明 らか に した結果 を本論文 にま とめた。

第1章 では、代表 的な多機能B6酵 素 トリプ トファナーゼの活性部位に

関す る従来の研究 を まとめ、 その問題 点 を述べ るとともに、本研究の 目

的 を明 らかに し、本論文の概要 を述べた。

第2章 では、 自然酸化、お よびニ トロチオ シアノ安 息香酸の化学修飾

を うけるSH基 が、活性域 にモノマーあた り1-2個 存在す ることを示

した。 自然酸化によ り失活 した酵素、お よび化学修飾 によ り失活 した酵

素 に対 し、SH基 の還元処理 を行 うと、SH基 の再生 とともに、その酵

素 活性が回復 し、 同時に酵素 の不活性型 の吸収スペ ク トル種が、活性型

に変換 され ることが判明 した 。 したが って、修飾 をうける1-2個 のSH

基 が補酵素結合部位 に存在 して、酵素 内シッフ塩基のイ ミン窒素の脱プ

ロ トン化 を誘因 し、 その結果不活性型 を活性型 に変換す ると結論 した。
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第3章 では、チロシン残基 と補酵素間の結合様式を検討 した。補酵素

アナログを用いて酵素をテ トラニ トロメタン修飾失活から保護する作用

を調べた結果、修 飾されるチロシン残基は補酵素のピリジン環窒素と水

素結合すると結論 した。また修飾酵素がアル ドイミン転移を触媒しうる

にもかかわ らず、a一 プロトンの脱離を行えないことから、チロシン残基

は補酵素 との水素結合を通 して、a一 プロ トンの不安定化をも誘因すると

示唆 した。

第4章 では、水溶性カルボジイミドを用いる化学修飾によって、モノ

マーあた りの活性域に1個 のカルボキシル基が存在することを示 した。

その修飾をうけるカルボキシル基が、アスパラギン酸のβ一カルボキシル

基、グルタ ミン酸のγ一カルボキシル基、あるいは酵素のカルボキシル末

端のいずれであるかは、今後に残された課題であるが、EDCに よる修

飾失活から、酵素がα一アミノ基を持つ基質によって選択的に保護される

こと、および修飾後の酵素が、基質と全く結合できないことから、修飾

されるカルボキシル基が基質のa一 アミノ基の結合部位であると結論し

た。さらに、このカルボキシル基がそのイオン性の相互作用を通じて、

基質の α一ア ミノ基の脱プロ トン化 を促進し、アル ドイミン転移に関与

する可能性 を示唆した。

以上の結果によらて、従来の研究と合わせ、化学修飾法により解明し

うるトリプ トファナーゼの活性域の特徴はほぼ明らかに し得たと考えら

れ る。 しか し、側鎖官能基の反応性が低いために化学修飾法を適用でき

ないアミノ酸残基が酵素活性の発現に必須か否かの決定には、タンパク

質工学の手法を用いる部位特異的なアミノ酸残基の変換が有効であると

考えられ、 さちにそれ らのアミノ酸残基を含め、従来の化学修飾法によ

り活性に関与すると判明したアミノ酸残基が、酵素の活性域においてど

のような立体的配置をとるのかについては、酵素のX線 結晶構造解析に

よる三次構造の決定が必要であろう。これ らの手法によって、トリプ ト
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ファナーゼの活性域の具体的な構造が明確になれば、化学修飾法などか

ら明らかにされた各アミノ酸残基の役割をもとに、 トリプ トファナーゼ

に望ましい性質を付与することが可能にな り、本酵素のより広範な利用

を もた らす と考 え られ る。
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