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論文内容の要旨

酵素・の活性と化学構造の関連は興味深く，かつ重要な問題と思われる。赤堀研究室ではタカアミラーゼ

Aの結品化に成功し続いてその化学構造ならびに作用機作が研究されて来た。

この論文で、は比較的多量に得られるタカアミラーゼAを素材とし，その化学構造を検討し，その結果え

られたこ，三の結果を報告する。

1 , タカアミラーゼAの二，三のペプチドの構造

タカアミラーゼAを DNP 化し得られた DNP- タカアミラーゼAを濃塩酸 37 0 C で部分加水分解し，

分解物をタルク，セライト吸着，活性炭吸着を用いて各々リジンおよび有核アミノ酸含有ペプチドを

分画し，その各々を向流分間法，カラムクロマトグラフィ一等を用いて精製し，次の三つのペプチド

の構造を推定した。

Val-Lys-Glu-Asp , Phe-Asp , Leu-Asp-Tyr. 

2 , タカアミラーゼAのアミノ末端部分のアミノ酸結合順序

タカアミラーゼAの N- 末端部分は赤堀らによってAlaがN- 末端アミノ酸であること，また乙の部分

のペプチドが Ala-Gly であることが推定されている。 さらにこの附近の構造を明らかにするため，

DNPータカアミラーゼAを蟻酸 100 0 C で部分加水分解し，アミノ末端ペプチド部分を抽出し， 向流

分配法，炉紙電気:永動法，および二，三のクロマトグラフィーを用いて約10ケの末端ペプチドを単離

精製し，その構造をそれぞれ決定して次のようにアミノ末端ペプチドの結合順序を推定したD

Ala-Gly-Asp-Glu-Ser-Ala-Leu-Thr-(Vab , Asp , Ser , Phe , Lys) 

またこのとき同時に分離されたリジン含有ぺフ。チドの構造について次のような知見を得た口

Valー (Gly ,Asp , S er ,Lys) ,Val-(Gly ,Asp , S er ,Phe ,Lys) , (LysAsp , Glu ,Leu ,Arg) (Lys ,Asp ,Phe , 
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Tyr) (Lys ,Glu ,Ala) , (Lys ,Asp ,Gly) 

3 , タタカアミラーゼAの糖ペプチドの構造

タカアミラーゼAの結晶が糖成分を含むことは花房らによって既に報告されているが，に蛋白質化

学の面からのみでなく，その澱粉分解活性とも関連して興味深い。

タカアミラーゼA を放線菌プロテアーゼによって部分分解し，部分分解物より， Dowex 50 のカラム

クロマトグラフィーを用いて二つの糖含有ペプチドを精製した。糖ペプチドを各々，種々な方法によ

り精製し，その糖成分，アミノ酸結合順序，糖の結合点を検討して次のような構造を推定した。

Mannoses , Xylose 

o 

-H-Ser-Glu-Asp-Gly-Ala-Thrー

このペプチド中に含まれる糖はヘキソサミン 2 モルを除いてはタカアミラーゼ A 中の全ての糖成分

と一致する。即ち糖は，ヘキソサミンを除いてー塊となって Ser と結合しているものと思われる。

4 , 結晶タカアミラーゼAの弱塩基性交換樹脂クロマトグラフィーによる精製

これらタカアミラーゼAの化学構造を研究する際問題となるのは，この酵素標品の純度で、あるが，一

般に結品蛋白質がなお均一なものでないということが多く報告されている。これらの欠点から Duolite

A2 によるカラムクロマトグラフィーをタカアミラーゼ A について試みた。乙の結果，塩濃度の連続

的変化によって少量の他成分(マルターゼらしく思われる)を分離し，タカアミラーゼAの単ーと思

われる溶出曲線を得た。これによって結品製品よりさらに窒素当りの酵素活性10 ，-.，.， 20%をあげる乙と

に成功し?こ。

以上の実験で赤堀らのヒドラジン分解法がペプチドのC一末端の決定法として，優れた方法で、あること，

向流分配法が蛋白の部分分解物の粗分離に適用しうること，さらに Duolite A2 が酸性蛋白のクロマトグ

ラフィーに手リ用しうることを示した。

またこれらの結果からは，直接的な化学構造と活性との関係は明らかにされるには至っていない。

論文の審査結果の要旨

次回君の論文はタカアミラーゼAの化学構造に関するものである。この酵素は最近容易に且つ多量に結

』品性に得られる様になったので次回君はこれを材料として化学構造に関する研究を進めその一部を切らか

にすることが出来た。

本論文は 4 編よりなっている。第 1 編はタカアミラーゼ A の部分加水解によって生ずる二，三のペプ

チドに関するものである。タカアミラーゼ A をジニトロフェニル化(以下 DNP 化と記す)して得られる

DNPータカアミラーゼ A を 37 0 に於て濃塩酸で、加水分解し，生成物中よりタルクーセライト l投着並びに

活性炭吸着を用いてリジン含有ペプチド 1 種及び有核アミノ酸含有ペプチド 2 種を分離し，その各々を更

-21-



に向流分配法及びカラムクロマトグラフィーによって精製し夫々単一なものとなすことが出来た。次でそ

れらペプチドのアミノ酸組成を決定し且つアミノ末端を Sanger の DNP一法;とよりまたカルボキシノレ

末端を赤堀等のヒドラジン法によって決定し，その結果に基いて上記 3 種のペプヂドの構造を夫々次の如;

く推定することが出来た。

( 1) Val-Lys-Glu-Asp 

(2) Phe-Asp 

( 3) Leu-Asp-Tyr. 

( 1) における Glu の位置は天然の蛋白質に於て酸性アミノ酸が接続して存在する頻度が極めて高いこ

とに基く推定である。

第 I 編はタカアミラーゼAのアミノ末端ペプチドの化学構造に関するものである。この酵素のアミノ末

端は赤堀，池中，成田等によって Ala-Glyーであることが推定されているが，次回君は乙れを著しく広い

範囲に研究してアミノ末端より第 8 番目のアミノ酸までその結合順序を決定することが出来た。すなわち

DNPータカアミラーゼA を80%蟻酸を用いて 100。で分解し，アミノ末端ペプチドを抽出し，向流分配法，

t同紙電気泳動法及びクロマトグラフィ一等を用いて約10種の DNPーアラニルペプチドを分離し且つアミ

ノ酸組成を測定した。その結果によってタカアミラーゼ Aのアミノ末端ペプチドの構造が次の如くである

ととを推定し得た。

(H) Ala-Gly-Asp-Glu-S er-Ala-Leu-Thr-

また Thr に続いて CVab ， Asp , Ser , Phe , LysJ の組成を有するペプチド群が存在することを認めた。川

その他 Lys を含むペプチド 6 種をも分離し夫々そのアミノ酸組成を決定した。

第 E編は糖を含むペプチド部分の研究である口タカアミラーゼAの糖成分は酵素 1 分子に対し，マンノ

ース 8 ，キシロース 1 ，ヘキソザミン 2 である ζ とが報告されている。次回君はタカアミラーゼAを放線

I~Îのプロテアーゼによって分解し，その生成物中よりイオン交換樹脂クロマトグラフィーによって糖を含←

むペプチドを分離し 2 種の単一成分を得た。この 2 種のペプチドは何れもマンノース 8 ，キシロース 1 分

子を有しヘキソザミンは含んでいない。これによってタカアミラーゼA中のヘキソーズ及びぺントースは

1 問となって結合していることが知られた。次回君はこの糖ペプチドのアミノ末端が何れも Ser である

ことを確かめ，更に 2 規定塩酸による部分加水分解生成物の検索，全体のアミノ酸組成等より帰納してタ

カアミラーゼ分子中に次の如き糖ペプチド部分の存在することを推定した。

C(Mannose)s , (Xylose)IJ -0-S (H)er-Glu-Asp-Glyー (Ala ， Thr)ー

第町編は弱塩基性イオン交換樹脂 Duolite A2 を用い従来の万法によって得られた結晶タカアミラーゼ

A を更に精製して不純物を除去した実験報告である。

以上次回君の論文は極めて困難な実験的研究を丹念に行ったものでタカアミラーゼAのアミノ末端ペプ

ヂドの構造に関する知見を著しく深めかつ糖の結合する部分の構造を明らかにしたもので蛋白質化学並び

に酵素化学上注円すべき業績である。従って同君の論文は理学博士の学位論文として充分な価値を有する

ものと認める。
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