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論文内容の要 旨

ペプチド性抗生物質は微生物によって産生きれ， 一般に一分子あるいは数分子の D-アミノ酸を含

む。生菌を用いた Lーあるいは D-アミノ酸の抗生物質へのとりこみ実験においては， L-アミノ酸の

方が D-アミノ酸よりもよりよくとり乙まれるので，一般に抗生物質の Dーアミノ酸残基は， L ーアミ

ノ酸がペプチド結合を形成したのち， D-アミノ酸に立体構造を変える乙とによって生じるものと考

えられてきた。 しかし Bacillus brevis 菌が産生するグラミシジン S あるいはチロシジン(図参照)

には Lーフェニノレアラニンと同様に D-フヱニ Jレアラニンも生菌によってとりこまれる事実もあるの

で，とれら抗生物質の Dーアミノ酸残基は，まず L一体がD一体となり，のちにペプチド中にとり乙ま

れる可能性も除外する乙とができなかった。

本研究においては，グラミシジン S およびチロシジン産生菌に ATP を要求する新しい型のフエニ

ノレアラニンラセマーゼが存在することを明らかにし，その精製純化を行なった。さらに本酵素の諸性

質および反応機構の解析を行い， 本酵素が上記デカペプチドの Dーフエニ jレアラニン残基の由来に必

須であることを明らかにした。

グラミシジン S は B. brevis Nagano あるいは ATCC 9999 によって産生される抗菌性環状デカ

ペプチドである。チロシジンは別の B. brevis 株 ATCC 8185 によって産生されるデカペプチドで

ある(図参照)。

本研究においては上記抗生物質中に，共通に見られる L-ロイシンと L-プロリンにはさまれた D­

フエニノレアラニン残基の由来について論じる。

乙れらの無細胞抽出液と Lーフエニノレアラニンおよび L-プロリンを ATP 存在下にインキュベート

すると D-Phe-L-Pro-diketopi perazine，さらに L-パリンが存在すると D-Phe-L-Pro-L-Val の生

成が認められる。 これらの中間ペプチドはグラミシジン S のアミノ酸配列の一部からできているの
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で， D-フエニノレアラニン残基がペプチド結合の出発点となり， 順次 C末端に次のアミノ酸がつくも

のと考えられた。従って L-フエニルアラニンから D一体が形成されるととがとれらのペプチド生成の

最初の段階ではないかと推察された。 乙れらの音波破砕抽出液に， ATP, Mg*, PPi, KF の存在下

に， L-フエニノレアラニンを Dーフエニルアラニンに転換する酵素活性が存在する。 乙の酵素は78 ， 000

xg 遠枕，スレプトマイシン処理，硫安分画，

Sephadex G-15りによるゲ、jレロカ，

リン酸カルシウムゲノレによる吸着溶出， 269 ， 000xg 遠

沈， DEAE-Sephadex のクロマトグラフィにより精製され，超

遠心的， 電気泳動的に均一である酵素標品をえた。 薦糖密度勾配遠心法 lとより求められたらO ， W、は

6.1 S ，分子量は10万である。

純化した酵素は Lーフエニノレアラニンを D-体にかえ，また逆に， Dーフエニノレアラニンを L-体にか

える。本酵素の活性には ATP， Mg* を必須とし， 活性は dithiothreitol 等の還元剤， PPi および

AMP により著るしく促進される。 ATP は反応中に分解され， D-フエニノレアラニン 1 mole の生成

に際して， AMP 1 mole が生成される。また本酵素標品は固有の活性として， L-および D-フエニ

ノレアラニン活性化の活性を有する。 乙れらの事実から L-フエニノレアラニンは活性化され， L-Phe ・

AMP ・ ENZ 複合体の状態でラセミ化を起し， そののち D-phe ・ AMP が水解を受け， D-フエニノレ

アラニンと AMP になるものと考えられる。本ラセマーゼは一般のアミノ酸ラセマーゼと異なり，補

欠分子族としてピリドキサノレリン酸ぞ含んでいない。

グラミシジン S 合成酵素系は Sephade玄 G-200 のゲJレロカにより，相補的な画分 I および E に分

ける乙とができる。画分 E は Lーおよび D-フエニノレアラニン活性化の活性を有するので，画分 E はフ

エニルアラニンラセマーゼではなし 1かと考えられた。事実，画分 E はラセマーゼによって完全におき

かえられ，画分!とブエニノレアラニンラセマーゼを酵素として， グラミシジン S が生成される。 グラ

ミシジン S 産生菌とは異なる菌よりえられるチロシジン合成酵素系もやはり 2 つの相補的画分に分け
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られているが，グラミシジン S 産生菌から精製された上記のフエニ lレアラニンラセマーゼは 2 つの画

分の l つを完全におきかえ，チロシジンを生産する乙とも明らかにされた。

以上の実験結果より，グラミシジン S あるいはチロシジンの生合成においては，乙乙に記述したフ

エニ jレアラニンラセマーゼがまず， L-フエニルアラニンを活性化し， phenylalanyl adenylate の形

ちでラセミ化を起し， D-Phe ・ AMP となり，これらペプチド生合成系の他の酵素画分によって活性

化されたアミノ酸と順次にペプチド結合を起すものと考えられる。

論文の審査結果の要旨

微生物の産生する抗菌性ペプチドには， 一般に一個乃至数個の Dーアミノ酸残基が存在するが，そ

の生成の過程については全く不明であった。山田君は環状デカペプチドであるグラミシジン S 及び

チロシジンを産生する Baci11us brevis 菌体内に
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新しい型のラセマーゼ，フエニルアラニンラセマーゼが存在する乙とを明らかにし，との酵素を精製

純化し，その性質を明らかにし，又乙の酵素が実際上記ペプチド中の Lーロイシンと L-プロリンには

さまれた D-フエニノレアラニン残基の生成に関与している乙とを証明した。

この酵素の特性は，一般のラセマーゼとは異なり，ピリドキサノレ燐酸，あるいはフラピンアデニン

ジヌクレオチドを補酵素として含まず， ATP の存在下に Lーフエニノレアラニンアデニレートにし，

乙のアデニレートの状態でD一体に変える乙とである。ーモノレの D-フエニノレアラニンの生成に際し，

ーモノレの AMP が生じる乙とより， D-フエニ lレアラニンアデニレートは水解され， D-フエニ jレアラ

ニンと AMP を生じるものと考えられる。 D-フエニノレアラニンも同様の過程で L-フエニ jレアラニン

に変えられる。

グラミシジン S あるいはチロジシン生合成酵素系は，相補的な二つの画分に分けられるが，その一

方の画分が上記のフエニルアラニンラセマーゼと同ーのものであり，他の画分は残りのアミノ酸の活

性化とペプチド結合の生成を触媒しており， ラセマーゼの働きによって生成した Dーフエニ Jレアラニ

ンアデニレートに次々に構成アミノ酸を順次結合し，デカペプチドを形成するものと結論した。

乙の論文は，抗菌性ペプチドの生合成の機作に全く新しい知見を与えるもので理学博士の学位論文

として十分価値あるものと認める。
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