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論文内容の要旨

微生物界に glyoxylate cyc1e がかなり普遍的に分布し，乙の Cyc1e の回転によって，菌体成分

の前駆物質が作られると云われている。 しかし， 著者らはすでに竹尾株では， glyoxylate cyc1e の

活性が認められず， glyoxylate 代謝は， α-ketoglutarate dependent であることを明らかにして来

た。本論文の目的は，この未知の経路を酵素学的に検討し，反応産物の分離，同定と，その生成に関

与する(無細胞抽出液中の)酵素の性質を明らかにすることにある。

〔方法〕

(1) 菌の培養と無細胞抽出液:菌は 3 9tづグリセリン肉汁培地に 3 日間静置培養した。集菌後，石英

砂と共に磨砕或は超音波によって菌体を破壊し，抽出液を14 ， 500X g で;30分間遠心した上清を無細胞

抽出液とした。無細胞抽出液は硫安，超遠心及び DEAEーセノレローズを用い分画した。 (2) glyoxylate 

の定量: 2, 4-DNP hydrazone に転化後，アノレカリで発色定量したが， α-ketoglutarate と共存する

場合には， 01son の方法により分別定量した。 (3) その他の定量法: formaldehyde は蒸溜した後，

chromotrop 酸で発色定量;還元力の測定には Park らの方法を用いた。 (4) クロマトグラフイ:

keto 酸は 2， 4-DNP hydrazone に転化した後， El Hawary らの方法に従い，炉紙に展開:有機酸

のカラムクロマトグラフイは，イオン交換樹脂を用いる Busch らの方法に準拠した。

〔成績〕

(1) glyoxylate 代謝に必要な反応液の組成: glyoxylate 代謝活性の無細胞抽出液の硫安30%画分

に含まれるので，乙の画分を酵素液として glyoxylate， α-ketoglutarate， TPP 及び Mg件，を添加し

た。反応液からの脱炭酸が見られ， phenylhydrazine 添加により，反応産物の osazone と思われる

多量の黄色沈澱を生じた。
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(2) 反応液の過沃素酸酸化:種々の pH の medium で反応を行なわせた後，除蛋白炉液の過沃素

酸酸化を試みたところ，何れの medium でも脱炭酸量の半量に相当する formaldehyde の生成が認

められた。

(3) 反応産物の分離:反応液中より， osazone を作り且つ過沃素酸酸化によって formaldehyde を

与えるような化合物の分離を企てた。長期間凍結保存した30%画分から可溶化した酵素標品を用い

た。基質として glyoxylate と α-ketoglutarate を加え反応させた後，除蛋白した炉液を Dowex 1 

(ギ酸型)でクロマトグラフに展開すると，反応産物は低濃度のギ酸で溶離した。クロマトグラフイ

を 3 回繰返し，乙の物質を白色粉末として集めた。

(4) 反応産物の同定:分離した物質は，強還元力を示し (glucose を 1 として0.56) , semicarbaｭ

zide, o-phenylenediamine 両反応に於て， α-keto 酸特有の吸光曲線を示さず，一定量の反応産物の

過沃素酸酸化を行なうと， formaldehyde とコハク液を 1 : 1 の分子比で生成した。これらのことか

ら，乙の化合物をふhydroxylaevulinic acid であろうと予想した。元素分析 (C5Hs04，理論値，

C45.43 H6.11，実測値 C46.09 H5.90)，アノレカリ滴定曲線による分子量の推定及び赤外線スペクト jレ

の結果からも，反応産物がふhydroxylaevulinic acid であることが裏付けられた。この化合物は今

まで，生物学的材料から分離されたことがない。

(5) 酵素の精製:可溶性酵素は， DEAEーセノレコーズのカラムクロマトグラフイにより， 部分的に

精製できた。精製酵素を用いた反応の化学量論的考察から，酵素が次式を触媒していることを明らか

にしfこ O

glyoxylate +α-ketoglutarate-一→ð-hydroxylaevu日nate+2C02 (1) 

酵素は glyoxylate 及び α-ketoglutarate に特異的で， ADP 添加によって反応速度が約 2 倍に促

進された。 ADP の効果は ADP に特異的で，恐らく酵素蛋白質の conformation の変化を芯き起し

たものであろう。 ð-hydroxy laevulinate に至る中間反応産物は把えられていない。

〔総括〕

1. 竹尾株無細胞抽出液において， α-ketoglutarate 添加による glyoxylate 代謝の新反応産物と

して， ð-hydro玄ylaevulinic acid を分離し且つ同定した。

2. 無細胞抽出液中の頼粒成分から，可溶性酵素を部分的に精製し，酵素が(1)式を触媒する乙とを

明らかにした。補酵素として thiamine pyrophosphate と Mg* が必要であった。

論文の審査結果の要旨

ミコパクテリヤ属竹尾株抽出液には α'-ketoglutarate 添加に依存した glyoxylate 代謝があり，し

たがって TCA cyc1e の未知の側路の存在が予想された。本研究の目的は，この未知の側路の解明に

あり，実験結果は次のように要約される。

1) 菌無細胞抽出液より，硫安，超遠心及び DEAEーセルローズによって分画精製された酵素は，

次式を触媒した。

glyoxylate 十 2-ketoglutarate-→ð-hydroxylaevulinate 十 2C02
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補酵素として thiamine pyrophosphate と Mg* が必要であった。 中間産物が生成している証拠は

えられていない。

2) 上式中のふhydroxylaevulin 酸は， 現在まで生物学的材料中に見出されたことのない化合物

であるが，次のようにして分離同定された。上式の反応液を除蛋白し， Dowex 1 カラムクロマトに展

開し，低濃度の蟻酸で溶離する画分を再クロマ卜して化合物を集めた。その化合物について a) 関係

した基質の構造， b) 生成過程の脱炭酸反応， c) 強い還元力の呈示， d)α-keto 酸の性質を持たない

こと， e) 過沃素酸酸化による formaldenhyde と succinic acid の生成などにもとづき， その構造

を予想し，さらに元素分析，融点測定，アノレカリ滴定，赤外線スペクト Jレの検索の結果から ò-hydro

xy laevulinic acid と同定した。

以上著者のえた成果は， ミコパクテリヤ属竹尾株の TCA cyc1e における新しい側路の存在を明確

にしたもので，これまで生物では未知の経路である。ミコパクテリヤ属のみならず一般微生物の生理

研究に全く新しい知見を提供したものと考えられる D
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