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唯ま・ の要 J:::. 
E司

ニワトリ卵白リゾチームの基質特異性を明らかにす石ため，基質の水酸基およびNーアシノレ基

に注目して，それらと酵素分子の活性部位との関連について研究した。

グリコーノレ・キチンに由来する N-アセチノレアミノ糖やN-アセチノレアミノ糖アノレコールは，

ガス・クロマトグラフを用いて分析した。標準物質として， N-アセチノレー 3 一 0- (2' ヒドロ

キシエチノレ) -Dーグノレコサミン， N アセチル-6 -0-(2'ーヒドロキシエチノレ) -Dーグ

ノレコサミンおよびそれらの糖アルコールを合成した。グリコーノレ・キチンの酸加水分解物をガス

・クロマトグラフで分析し， N-アセチーノレ-Dーグノレコサミン， N-アセチノレー 3 -0-(2' 

ーヒドロキシエチノレ) -DーグノレコサミンおよびN-アセチノレ-6 -0-(2' ーヒドロキシエチ

jレ) -Dーグノレコサミンを同定した。

リゾチームによるグリコーノレ・キチンの切断点を明らかにするため，グリコール・キチンのリ

ゾチーム消化物の還元末端に存在する糖残基のみを NaBH4 で還元して糖アノレコーノレにし，生成

する糖ア Jレコーノレの分析を行なった。その結果， N アセチノレーDーグノレコサミンと N-アセチ

jレー 3 -0-(2' ヒドロキシエチノレ) -Dーグノレコサミンが還元末端基として同定された。

つぎに，消化物に含まれる単糖の分析を行ない， N-アセチノレーDーグノレコサミンのみを見出

した。リゾチームの加水分解作用によって，置換を受けたグノレコサミンは単糖として遊離されな

かった。

さらに，消化物に含まれるオリゴ糖を， Sephadex G-15 と Bio-Gel P-2 によるゲノレロ過お

よび、ペーパー・クロマトグラフによって分離精製した。構造解析の結果， (l)N-アセチル-Dー

グノレコサミン， (2)N , N'ージアセチノレーキトピオーズ， (3)N , N'ージアセチノレー 3-0ー (2'

ーヒドロキシエチノレ)ーキトピオーズ， (4)N , N'ージアセチノレ-6'-0ー (2'ーヒドロキシエチ
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Jレ)ーキトピオーズ，および， (5) N , N' ージアセチノレー3 ， 6' ジ-0- (2' ーヒドロキシエチ

jレ)ーキトピオーズの 5 種類の糖を同定した。

アミノ糖のN-アシノレ基と酵素活性との関連を明らかにするため， Micrococcus lysodeikticus 

の細胞壁のヒドラジン処理によってアミノ酸と大部分のN-アセチノレ基を徐去して水溶'性の物質

を得た。乙の物質は， リゾチームによってほとんど分解を受けなかったが，アミノ基を再アセチ

ノレ化する乙とによって非常によく分解を受けるようになり， Nーアセチノレ基が酵素活J性に必要で

ある乙とを示した。一方，アミノ基をプロピオニノレ化したものでは，全く分解を受けなかった。

グリコーノレ・キチンについても同様の結果であった。すなわち，グリコーノレ・キチンのヒドラ

ジン処理によってN-アセチル基の量が減少すると， リゾチームの作用を受けにくくなり，再ア

セチノレ化 lとより再びリゾチームによる分解をうけやすくなった。 N-プロピオニル化ではこのよ

うなことは起らず， リゾチームの活性に影響を与えなかった。

以上の結果を総括すると， 3 位の水酸基が置換されたグノレコサミン残某は Phillips のモデノレ

における sub-site D と F に結合できるが， sub-site C と E には結合できない。また，乙れと

は逆に 6 位の水酸基が置換されたものでは sub-site C と E には結合できるが， sub-site D と

F には結合できない。一方， 基質に含まれている NーアシJレ基の大きさは， リゾチームの特異

性を決定する上で非常に重要な役割を演じていると考えられる。

論文の審査結果の要旨

一種の溶菌酵素であるニワトリ卵白リゾチームは，タンパク質としての一次構造が決定され，

さらにX一線結晶解析によって高次構造までが明らかにされている。 また乙の酵素と N， N, 

N -Acety l-chitotriose 結合体のX一線解析により， ES 複合体のコンホーメーション，さらには

基質の加水分解の機作に関する仮説が呈出されている。原君の研究は上述のX一線結品学的研究

より呈出された仮説に対する化学的検証を行なったもので，その研究の骨子は次の如きものであ

る。

リゾチームの基質であるキチンを，エチレンオキシドを用いてグリコーノレ化するとき，長鎖状

であるキチン分子の処々に，かなりかさ高い -CH2-CH20H 側鎖を導入することができる。こ

のような半合成的基質が， 酵素反応の必須条件である ES 複合体生成にどのような影響をあた

えるかを，酵素反応生成物の構造解析により知る乙とができる。古典的表現を用いるならば，錠

前(酵素)の鍵穴の大きさ・形を種々の大きさ・形をもった鍵(合成基質)を使って調べようと

した。実験においては，酵素反応生成物の複雑な混合物を分析するために，斬新な工夫が行なわ

れ，以下の反応生成物を確認した。

1. N-Acetyl-glucosamine 

2. N, N-Acetyl-chitobiose 

3. 3-Hydroxyethyl-N, N-acetyl-chitobiose 

4. 6'-Hydroxyethyl-N, N-acetyl-chitobiose 
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5. 3, 6'-Dihydroxyethyl-N, N-acetyl-chitobiose 

これらの酵素反応生成物は， X一線研究よりの仮説の正当性を支持するものである。以上の如

く，原君の業績は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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