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論文内容の要旨

Pseudomonas ovalis の生菌あるいは無細胞抽出液を使つての実験より， pーオキ V プェニノレ酷酸

が 3， 4-ì/オキ V ブェニノレ酷酸を経て分解されることを見出したD

pーオキ ν ブェニノレ酷酸水酸化酵素および， 3， 4-ì/オキ ν ブェニノレ酷酸一 2 : 3 ーオキ νグナーゼ

を， Pseudomonas ovalis の pーオキ V ブェニノレ酷酸適応菌より拍出し，部分精製を行なった。そのt

結果，前の酵素は 2 つの蛋白部分より成り，反応のストイキオメトリーは NADH2 存在下に基質 l

モノレに対し 1 モノレの酸素を消費して ， 3 ， 4ージオキ V ブェニノレ酷酸 l モノレを生ずる。 後の酵素は基質

1 モノレに対し 1 モノレの酸素を消費し，その際に 3， 4ージオキ V ブェニノレ酷酸のベンゼ γ環の 2 ， 3 位

を酸化的に切って αーオキ ν -0ーカノレボキ ν メチノレムゴン酸セミアノレデヒドを生ずる。

3， 4ージオキ V ブェニノレ酷酸ー 2 : 3 ーオキ V グナーゼを， Pseudomonas ovalis のpーオキ ν ブェ

ニノレ酷酸適応菌のアセトンパウダーより拍出し， 硫安分画， アセトン分画， cγーカラムクロマトグ

ラブィーを行なって精製し，その結晶化に成功した口酵素は無色菱形板状の結晶としてえられた。結

晶酵素は超遠心的に均一で，分子量は約 100， 000 ， 5 原子の鉄を含んでおり，クロモフォアを有しな

し、。

その他，本酵素の性質について報告した。
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論文の審査結果の要旨

「芳香環酸素添加酵素に関する研究」

と題する喜多君の論文は 3， 4ージオキ ν プェニーノレ酢酸を開裂する新酸素添加酵素を見出し，結晶

イlニしていろいろな性質を明らかにしたものであるロ

p ーオキ ν ブェニーノレ酢酸に適応した細菌 (Pseudomona~ ovalis) の無細胞抽出液に pーオキ ν ブ

ェニーノレ酢酸(1 ) を加えておくと次式に示すように αーオキ v -0ーカノレポキ ν メチノレムゴン酸
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セミアノレデヒド (1) が生じ，さらに代謝されることが知られた口しかし，この抽出液に硫酸アンモ

ニクムを加えて分別塩析すると A， B両反応を触媒する別個の酵素が得られ，両酵素を混じて定量的

に(1 )から (1) を生成することができる。

B反応を触媒する酸素添加酵素が芳香環を開裂するものであるから，まずそれを精製する研究をお

こなったロすなわち，上記無細胞抽出液を硫酸アンモニワム分別塩析して得た酵素液に，さらに，冷

却アセトンを加えて分別沈澱して酵素をあつめ， トリス緩衝液にとかして，アノレミナ Cγ カラムクロ

マトグラブィーを施し高純度の酵素液を得て，それに硫酸ア γモニクムを少量ずつ添加，氷室に放置

すると無色菱形板晶が得られる口この結晶酵素は物理化学的分析によって均一質で，分子量約10万と

計算され， 5 原子の鉄をふくむ。アミノ酸分析の結果νステイン残基 8 ケのうち -SH 基が 6 ケ検出

された。本酵素は既知酸素添加酵素の基質であるカテコーノレ，ホモゲンナジン酸，プロトカテク酸な

どには全く作用せず， 3， 4-ì/オキ ν ブェニーノレ酢酸を特異的に酸化するもので， Km=2.6x10-sM, 

至適pH8.0を示した。本酵素はメタピロカテカーゼと似た性質もあるが，それより幾分安定である。

窒素中で徐々に失活する場合に， Fe++ または低濃度のアセトンやエタノーノレなどを添加すると失活

を防止できる。また過酸化水素処理で、部分的に失活した酵素に Fe++ を加えると完全に活性を回復す

ることなどから本酵素作用には二価鉄が必須であると推定される。

化学量論的関係は上式に示したように(][)に対して 1 分子の酸素が消費され， 1 分子の反応生成

物を生成するのであるが，それが (1) であることを同定するために化学的，物理化学的分析などを

おこない， αーオキ V ムコン酸セミアノレデヒド誘導体であることが推定された。したがって，本酵素

の酸化作用はピロカテカーゼ型に属するものではなく，メタピロカテカーゼ型であると考えられ，芳
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香環開裂が 2 : 3 位であるか， 4 5 位であるかを決定する実験に移った。反応生成物を酢酸アンモ

ニクムを飽和した氷酢酸中で、処理してピリジ γ誘導体にみちびき，さらに過マンガン酸カリクムで側

鎖の酸化をおこないピリジン -2， 5ージカノレポン酸と同定できた。したがって，反応生成物は (111)

であることが明らかになった。

要するに喜多君の論文は不安定で精製困難とされていた新しい酸素添加酵素を結晶化し，その触媒

反応や諸性質を明らかにしたものであるから，酵素化学の知見に貢献するところが大である D 参考論

文をも考慮して理学博士の学位論文として十分に価値あるものと認める。
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