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論文内 容の要 旨

〔研究目的〕

Dーアミノ酸々化酵議 (DAO) の生理的意義はいまだ不明であるが， その高い組織内含量および高

純度に精製の可能なととから，フラビン酵素のモデノレとして，酵素化学的およびたんぱく化学的な見

地よりいろいろな検討が加えられてきた。その結果， DAO は 2 ツのサブユニットからなるダイマー

であり， 各サブユニットは FAD を 1 分子ずつ含む同種のペプタイドであろうと予測されるに至っ

た。しかしながら DAO も含めてフラビン酵素においては，まだ活性とサプユニットとの関係につい

て，あまり詳しい報告が見られない。そこで著者は DAO のサブユニット構造に関する研究の一環と

して無水コハク酸修飾(サクシニィノレ化)を試み，修飾の詳細を調べるとともに，活性とサブユニッ

トとの関係を追求しようとした。

〔実験材料および方法〕

酵素は豚の腎臓より，久保，山野る， Massey らの方法に若干の修飾を加えて酵素一安息香酸複合

体として精製し，ホロ酵素は過剰のアラニン存在下で Sephadex G-25 処理をして得た。アポ酵素は

酸性硫安処理を 3 回くり返しおこなって調製した。酵素一安息香酸複合体としては精製した標品をさ

らに 1 労一安息香酸溶液に10時間透析したものを用いた。

たんぱくの定量は Biuret 法および分光学的)j法を併用し， 酵素活性の測定は酸素電極法により

370 C でおこなった。

サクシニイ jレ化はL. F. Hass のアノレドラーゼに対する修飾にならった。

アミノ基の定量はニンヒドリン反応， SH 基の定量は PCMB による滴定，チロジンの OH 基定量

は 280mμ の吸光度測定，によりそれぞれおこなった。

超遠心実験(枕降速度法および、沈降平衡法)には目立 UCA-IA 主11.分析-用遠心機を，施光分散測定
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には ]ASCO ORD UV-5 を使用した。

〔実験結果および考察〉

1 )サクシニイノレ化に際し，添加する無水コハク酸の量に応じて活性が低下し，ついにはまったく

失活する。酵素たんぱくのアミノ基が修飾される度合と活性との関係は，酵素一安息香酸複合体，ホ

ロ酵素，アポ酵素の三者で異っている。すなわち酵素一安息香酸複合体では活性減少の割合と側鎖ア

ミノ基修飾の割合がパラレノレで、あるが，ホロ酵素およびアポ酵素では活性の減少がよりすみやかにお

こりアミノ基の修飾の割合との相関がくずれるO この傾向はホロ酵素よりアポ酵素に強い。

SH 基および Tyrosyl-0H はサクシニイノレ化をうけず，活性低下とは無関係である。

酵素 1 分子あたり 1 分子のアミノ基が修飾をうけた状態では，酵素一安息香酸複合体ではなお8096

以上の残存活性を有するが，ホロ酵素では50%に，アポ酵素では255仰と低下する。このホロ酵素およ

びアポ酵素の急速な失活の原因は活性中心近傍の essential なアミノ基が修飾をうけたためと考えら

れる。

いっぽう， 酵素一安息香酸複合体の活性低下は Kinetics による解析から基質に対する Km の増

加， Vmax の減少によることがわかった。この場合，安息香酸は活性中心近傍の essential なアミノ

基を protect しており， Km の増加は local な Conformational Change によるものと考えられる。

ホロ酵素およびアポ酵素では急速な失活のため，種々な解析が困難であるとわかったので以下の分

子形態に関する実験はすべて酵素一安息香酸複合体によったD

2) 沈降速度法により沈降係数 (S20' w.) を求め，あわせて活性の有無の検討をしたところ，サクシ

ニイル化の程度により， native な状態を含めて次の 6 段階に分類できることがわかった。 i) native 

な状態， 6.8S，活性は1005話。 ii) サクシニイノレ化はされているが依然として 6.8S，活性65--80%0

iii) 6.8S と 3.1S の 2peak の沈降像を示すもの，活性50%前後。 iV) 6.8S が消失し 3.1S のみを示

すもの，活性30%0 V)3.1S で活性零の状態。 Vi) さらに大過剰に無水コハク酸を加えると1.9S の

1 peak を示す。活性零。 6.8S→3.1S→1.9S の変化が DAO 分子の分裂を意味しているかどうかを検

討するため，沈降平衡法 (Yphantis の meniscus depletion method) により分子量を求めた。 6.8S

..…92,000 3.1S.... ..45,000 1.9S ・・・・・・ 44，000 なる結果を得た。すなわち 6.8S 成分は 3.1S 成分のダ

イマーであると考えられるが， 1.9S 成分は 3.1S 成分がさらに分裂したものではなく，分子形態に大

きな変化を生じたことを考えさせる。 6.8S→3.1S がダイマーからモノマ|への解離を意味しているも

のとすると，沈降速度実験の iV より明らかなように， DAO はモノマー自体が活性を有するものと

考えられる O 、

3.1S→1.9S の変化が分子形態の大きな変化によるものであることは， 施光分散測定による 233mμ

の比施光度の変化および粘度測定による結果からも強く示唆された口

〔総括〕

1 )サクシニイ jレ化による活性低下の様子が，酵素一安息香酸複合体と，ホロ酵素およびアポ酵素

とでは異っている乙とを見出し，それぞれの原因について検討した口

2) サクシニイノレ化によって活性を有するモノマーの状態が見出された。

3) 6.8S→3.1S はダイマーからモノマーへの解離を， 3.1→1.9S は分子状態の大きな変化をそれぞ
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れ意味していることを明らかにした。

論文の審査結果の要旨

本研究によってこの酵素の活性域に無水コハク酸修飾に鋭敏な部位があること，安息香酸がその部

位を修飾より保護することを見出した口また修飾によって活性のあるそノマーが生じることがわかっ

た。さらに修飾が進むとモノマーの unfolding がお乙ることを見出した。この 3 つの事実の発見は高

く評価できると考える。
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