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論文内 ，ヨ句"
骨 の要 旨

〔目的〕

D- アミノ酸酸化酵素系での反応各段階における状態の変化(秩序性) を定めるためエントロピ一変化

を測る。そして反応機序解析へのデータの提供。

〔方法〕

酵素は型のように純化。反応速度として酸素消費量をあてる。 これは酸素電極で測定。エントロピーを

求める方法として，活性化エネノレギー E は Arrhenius の式 dlnk/dT=E/RT2 により，実測値logV max対

l/T のプロットから求め，エンタノレピーの変化ムH はムE=ムH十 RT の式から求め， これらをムF=

ムH-TムS 式に代入して， ム S を算出した。温度範囲は 4 --45 0 C, pH は 7.0， イオン強度は 0.5， 恒

温槽は Colora Ultrathermostat Type KLZ 42.60-2-84D. 

反応段階は型のように次の通り想定する。

kl k2 k3 k4 k5 

E.FAD十 S己E ・ FAD...SごE ・ FADH…S'ごE ・ FADH2 十 PごE ・ FADH2十 P+02→E.FAD+H202
k-l k-2 k-3 k-4 

これに基き反応方程式をたて，定常状態近似および実験的に許される近似を施すと

v 一一 d(S) 一 旦巴斗二一日・ (eo) ・(位
一一一

一 dt - dt - ß/α十 (s)

1 1 1 k_2 k_2 k-a 
ここに 1/ト~+王子十k4 十瓦k-~ 十1<;瓦EJ+kjki'

1 k_1 k-1 k-2 I k_1 k-2 k_a 
1/α=玉了十一k1 k2 十 k

1 
k
2 
ka 十 k1 k2 k3 k4 'ただし l/kõニ O とおい

こうして 0 ・ (eo)= V max, ß/α=Km とする。

自由エネノレギーのプロフィノレを次のようにとる。 それに各反応速度定数を対応させる。
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反応進行

自由エネ lレギー・プロブイノレ

〔成績)

1. 温度と得た Vmax， Km 

。

c Vmax (μA/mg.enz./min.) Km x 103 

4 7.2 3.2 

10 2.0x 10 3.2 

15 3.2 x 10 2.2 

20 6.0)<'10 1.5 

25 1.1 X 102 1.2 

30 2.3x102 1.3 

35 3.5x102 1.2 

40 5.7 X 102 1.3 

45 8.3x 102 1.3 

pH 7.0, Lineweaver-Burk ブ。ロット

3. E.FAD十 S 状態より (EXゾ状態に至る

熱力学的量

{ 16.7 (30口C以上)
ムH九 (kul)i278 (30口C以下)

¥ 17.1 (45
0C) 

ムF九 (K叫){17.0(150C)
f-1.1 (450C) 

ムS九 (cal)i ( 43.4 C150C) 

2. E ・ FAD十 S 状態より E ・ FAD...S 状態に

至る熱力学的量

ムHβ/出 (Kcal)} O (300C 以上)
J"5!ro I._H.¥..CU) 

i 11 (30 0C 以下)

1-4.3 (450C) ムFβ/出 (Kcal) ~ ~-3.5 C150C) 

ムS f./面(叫)(13.3(450C)Î, 48.5 C150C) 

4. E ・ FAD...S 状態より (EX)* 態に至る熱

状力学的量

、
B
J
J
\、J
ノ

上
下

以
以
)
)
)
)

ハ
しFし
円
し
p
u
p
u
p
u

D

O

D

O

0

0

 

n
u
n
U
R
υ
R
U
R
U
F
O
 

q
u
q
U
4
4
4
1
i
A
t
-
ｭ

〆
f
t
\
/
'
t
\
/
r
t
\〆
'
1
\
f
F
E
\
/
'
t
\

ハ
U
ハ
U

8
8
2
4

・

・

4
4
A
4
4

n
h
u
-
-
1

ム
ハ
U

司
i

1
2
2
2

一
一

t
J

、
，
t
f

‘
J
、
，

t
r

‘
J
J

，
、

、
、
，
ノ
、
、
』
ノ
\
、
，
ノ

噌
B
E
E
-

唱
E
E
A

唱
E
'
A

a

a

a

 

c

c

c

 

k

k

(

 

f

¥

/

¥

 

Q
ド

Q
ド

2
2

*
ホ
ド

l

H

F

U

U

 

ム
ム
ム

-137-



〔結果〕

エントロピー・プロフィノレとして次図が得られる。

ムS

(E-FAD-S) 

-5 (EX) 

20 

48.5 

10 ・ー

43.4 

。

• 10 450 C 15
0

C 

エントー・フ。ロフイノレ

要約すると D-アミノ酸酸化酵素の反応を開始すべき前に経過せねばならない活性複合体 (Ex)* の形成

されるにはあらかじめ酵素一基質結合なる前過程を経なければならないといえる口

論文の審査結果の要旨

本論文は Dーアミノ酸々化酵采系での反応段階における状態の変化を量的に定める目的で， エントロピ

一変化を求めたものであり，酵素反応機序解析への拠りど乙ろとなる一つのデータを提供している。すな

わち，酵素反応にとって本質的な因子としての酵素蛋白による活性化の機構に対して，いろいろの測定法，

表示法があるが，本論文では基質と酵素蛋白との結び付き， 及び結び付いた後の励起状態の熱力学的な量

を基として論じている。

D-アミノ酸々化酵素系で，温度をどC から 45 0C 迄変化して酸素消費速度を測定し， ミハエリスーメン

トンの理論から各温度での最大速度， ミハエリス定数を算出，熱力学諸量を求めている。 その成績のうち

著明な事実はエントロピ一変化についてである。基質と酵素との結び付きについては， 45 0 C では， 13.3 

e. U. , 15 0C では 48.5 e.u. であり，活性化状態への移行のときは 45 0 C で -14 e. U. , 15 0C で -5 e.u. と

なっている。 要するに酵素反応の全過程のエントロピ一変化は 45 0C の方が 15 0 C よりも少ない。この点

について著者は 45 0C における酵素蛋白の秩序性を指摘している。 これについての更に確実な傍証は今後

にまたねばならないが， 本論文で反応系の秩序性を指摘した点において学位論文の闘に達するものと考え

られる。
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