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論文内容の要旨

〔目的〕

生体内における酸化還元系には種々の酵素が関与するが，なかで、も活性基に金属を含むブラピン蛋

白質(金属フラピン酵素)の電子伝達系における生理的意義が近時注目されつつある。しかしなが

ら，これら酵素の作用機作については知見に之しく，とくに補欠分子族としてのフラピンおよび金属

が酵素反応においていかなる位置を占め，またいかなる役割を果しているかについては議論の多いと

乙ろである。

そこで著者は金属フラビン酵素としてフラビンアデニン・ジヌクレドオチド (FAD) , モリブデン

および鉄を補欠分子族とするキサンチン酸化酵素を選びその反応に際してこれらの補欠分子族がどの

ような反応機構で反応に関与するかという点を中心に分光および蛍光測光法を用いて追求した。また

本酵素反応に対するキレート剤の効果を検索し，さらにこれらの成績から反応模式を設定してアナロ

グ計算機による速度論的解析を試みた口

〔方法〕

キサンチン酸化酵素は牛乳から久保らの方法で抽出精製し PFR (E280mμ/E450mμ) が約 6， Avis 

らの比活性が APR 5 ,._ 9 の酵素標品を実験に使用した。 分光測光には島津 IV-50 型， Beckman 

DK-2 型，目立 RSP-2 型ラピッドキャンニング分光光度計を使用し，鐘光測定には日立 MPF-2

型盤光光度計を用いた。基質としてはヒポキサンチンを，受容体として酸素およびメチレン青を用い，

酸素消費量の測定は Clark 型酸素電極により，メチレン青還元は 665 mμ の吸光度測定により行っ

た。嫌気条件での実験は光路長1.0cm の Thunberg 型キュベットを使用して行った。また速度論的

解析には目立 ALS-I000 型アナログ計算機を使用した。

〔成績〉
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好気条件において酵素溶液に基質を添加すると酵素は還元されて 450mμ の吸光度が減少するがそ

の経過は 2 相性である。

一方，嫌気条件において， 450 mμ の吸光度は基質添加直後に好気反応の最終状態まで急速に減少

しその後非常にゆっくりと減少した。この際，蛍光強度は単調に減少し， 450mμ の吸光度の変化と

は平行しないことを認めた。

好気条件で 450mμ の吸光度が 2 相性変化を示すときの可視部吸収スベクトノレの変化をラピッド・

スキャンニング法で測定し反応各段階の差スペクトノレを求めると，それぞれ 450mμ に極大を示すが

いずれも FADの吸収スペクトノレとは一致しなかった。

これらの結果から， 450mμ の吸光度の変化はフラピン分子の還元のみを表わすものではなく他の

発色団の変化をも含むものであることが推測される。

次に本酵素と熱変性により酵素から遊離した FAD との差スペクトルを求めたと乙ろ420および470

mμ に極大をもっスペクトノレが得られ，これと等しい吸収スペクト Jレをもっ発色団が本酵素に存在す

ることを示唆した口このスペクトノレの概形は，一般の非へム鉄蛋白のそれと酷似しており，おそらく

Fe によるものと考える。

本酵素反応系にキレート剤を添加し酸素消費およびメチレン青還元に対する影響を検討した。 0-

phenantnroline は酸素消費およびメチレン青還元を阻苫しその作用型式は酸素およびメチレン青に

対して括抗的であり， EDTA はメチレン育還元には効果はないが酸素消費を阻害し，酸素に対して

括抗的であった。 α， α-dipyridyl は酸素消費およびメチレン青還元の両者を阻害し，基質に対して

措抗的であった口一方， Tiron は酸素消費を促進しメチレン青還元の還元経過を変化させることを

観察した。

以上のキレート剤の作用を検討するため反応模式を設定し，それに基いて速度式を導きアナログ計

算機を用いて解を求め実験結果と比較検討した結果本酵素反応においては酸素およびメチレン青への

電子移動は別々の部位からなされるという結論を得た。 また Tiron の作用についてはフラピンー金

属聞の酵素分子内電子移動を容易にするために酸素消費に促進されメチレン青還元経過は変形される

ものであると推論した。

〔総括)

1 )好気，嫌気両条件において，基質添加後の本酵素の 450mμ の吸光度とヲラビン蛍光強度の時間

変化は一致しなかった。

2 )好気条件の各反応段階から求めた差スペクトノレはいずれも FAD の吸収スペクトノレとは一致しな

かっ 7こ。

3) 本酵素の可視部吸収スペクトノレから本酵素に含まれる FADの吸収スペクトルを差引くと 420 お

よび 470mμ に極大をもっ差スペクトノレが得られた。

4) キレート剤を添加すると本酵素反応による酸素消費およびメチレン青還元は変化を受ける。

5) アナログ計算機による速度論的解析から酸素およびメチレン青への電子移動は別個の部位からな

されていると考えられる。

6 )以上の結果から本酵素反応には 3 )で述べた差スペクト Jレと同様の吸収スペクトノレを示す発色
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団，おそらく非へム鉄が関与しこれが本酵素反応の電子伝達経路の一員になっているであろうと推

論した。

論文の審査結果の要旨

本論文は分光および埜光測光法によりキサンチン酸化酵素反応を追跡し， FAD分子以外の他の発

色団，おそらく非へム鉄の関与を指摘し，キレート剤の効-果から本酵素反応の電子伝達の一端を鉄原

子がになっていることを明らかにしている。本酵素反応にFAD分子と並んで非へム鉄の関与を指摘

した点は乙の分野の研究に貢献するものである。
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