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論文内容の要旨

酵素蛋白質の構造と活性の関係を解明する一つの手段として，酵素分子を部分分解して活性断片を単離

し，小分子化によっておこる酵素蛋白の大きさ，構遣の変化が酵素活性にどのように反映するかを調べて，

活性の維持に必要な酵素蛋白質の大きさと構造を明らかにすることが考えられる。

木研究では， Taka司Amylase A (T AA) の活性と構造の関係を上記のような見地から明らかにするため

に， TAA の protease による部分分解をお乙ない，二三の結果を得た。

TAA は他の α-Amylase と同様に native な状態では種々の protease に耐性でその作用を受けないが，

phenylazobenzoylation によって， phenylazobenzoyl 基をモノレ当り 1 個導入した phenylazobenzoyl四Taka­

Amylase A (PhAB-TAA) は pr:otease 被分解性となる。また PhAB- 基は可視部に吸収を持ち，しかも

TAA の活性中心の近くに導入されていると考えられるので，この吸収を標識として活性断片の追跡をす

ることが考えられた。

以仁の二点から PhAB-TAA を出発物質とし "Pronas~" で浪定分躍をおこない，分子量 36， 000 の

modified enzyme を市離した。

1 . Isolation of proteolytically moゴified phenylazobenzoyl-Taka-amylase A. 

protease 分解の様式を検討し， PhAB-TAA が "Pronase" により限定分解を受けることを示した。次に

modified enzyme(M-PhAB-TAA) を結晶状に単離し，これが電気泳動，超遠心的に均一で、あることを証

明した。さらに DEAE- セノレロースを用いたクロマト的研究からも，均一でかつクロマト的挙動に若干の

差異があることを明らかにした。

n. Characterization of proteolytically modified phenylazobenzoyl-Taka・amylase A. 

精製した M-PhAB-TAA の分子量を沈降一拡散から 36， 000 と算出した口また，結合しているPhAB-基

1 個あたりの最小分子量は 35， 000 であるコこの結束から，もとの PhAB-TAA の分子量を 53， 000 と仮定
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すると， "Pronase" による分解度は約30%であることが示された。次に小分子化に伴う酵素活性の変化を

比活性，速度定数並びに酵素反応の熱力学量の変化から調べて，部分分解による primary structure の変

化が，高次構造にも変化を及したことを示唆した。

][. Terminal groups and amino acid composition of the proteolytically modified phenylazobenzoylｭ

Taka-amylase A. 

M-PhAB-TAA の N-および c-末端をそれぞれ DNP 法および CPase 法で検討した。すなわち， N-末端

はアラニンで， C-末端がもとの sequence と異なることが明らかにされた口また，構成アミノ酸組成を比

較検討し，結局 PhAB-TAA の C-末端側から約120アミノ酸残基が限定分解で除去されたと結論した。

論文の審査結果の要旨

酵素蛋白質を蛋白質分解酵素によって限定分解し，酵素作用をもった分解断片を分離してその化学構造

を究明することは， 蛋白質の機能と生理作用との関係を明らかにする一つの手段である。 Taka司amylase

A は nativeの状態では試みた蛋白質分解酵素によって殆んど加水分解されず，酵素作用をもった断片を分

離することはできなかった。ところがこの酵素に phenylazobenzoyl 基を 1 モル導入しでも酵素作用は消

失せず，またこの酵素誘導体は蛋白質分解酵素によって加水分解されることを戸間君は見出した。

特に放線菌の生産するプロテアーゼは酵素作用を著しく変化させることなし Taka・amylase 誘導体を

相当程度まで加水分解するので，このプロテアーゼによる限定分解を試み，分解産物巾から小分子化され

た Taka-amylase 誘導体を結晶状に取出すことに成功した。このものの分子量はもとの Taka-amylase A 

の約%の大きさで， N 末端基はもとと同一であるが， C 末端基附近はカノレボキシペプチターゼを丹jlì て，

相当変化していることを認めた。従って Taka・amylase 分子の小分子化は C 末端から生じたことが推定さ

れた。乙の結果は Taka“amylase の C 末端に近い分子の約%は酵素作用には直接必要でないことを物語っ

ている。また小分子化された Taka-amylase 誘導体のアミノ酸分析の結果は，特に酸性アミノ酸量が減少

したことを示し， C 末端に近い分子鎖中に多量の酸性アミノ酸が分布していることを暗示している白また

この Taka-amylase 誘導体の酵素反応の速度論的研究の結果，酵素の活性部分の立体構造が小分子化され

たために変化したことを推論した。

以上の戸田君の研究結果は Taka-amylase A の構造と機能の関係を究明する上にも多大な貢献を果して

おり，博士の学位論文として十分な価値あるものと認めるの
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