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論文内容の要旨

緒論

太陽光線は、植物の営む光合成をとおして生命維持に必要なエネルギーを供給しているが、また光

合成とは無関係に光は多くの生物の生長や分化などに大きな影響を及ぼしている。

リボフラピンは、その誘導体であるFMN 、 FAD とともに動植物に広く分布している。リボフラ

ビン、 FMN 、 FAD などのフラビンは可視光線で励起されると、アミノ酸、アスコルビン酸、核酸

塩基、酵素、核酸など種々の生体成分を光触媒的に酸化し、生物学的活性を低下させる。もし、この

現象が生体内でおこるならば、可視光線がフラビンを介して生体に種々の影響を与えるものと思われ

る。

興味深いことに、フラビンが光受容体であると推定されている光生物学的現象として、植物の子葉

鞘の屈光性、カロチノイドの生合成、ユーグレナの走光性、視覚などの諸現象が知られている。

可視光線がフラピンを介し、どのような機構で生体に影響を及ぼすのかはまだ明らかではないが、

可視光線で励起されたフラビンが生体内の酵素や核酸の生物学的機能にどのような影響を及ぼすのか

を研究することは、光生物学的現象を分子レベルで解明することに寄与するものと思われる。

以上の見地から著者は、酵母アルコール脱水素酵素および枯草菌の形質転換デオキシリボ核酸(以

下DNA と省略する)を選び、それらに対するリボフラピンの光増感作用の影響を検べた。

リボフラビン存在下の酵素および核酸に可視光線を照射すると、それらは光化学的に失活するが、

その際反応液にアデニンを加えておくと、それらの光化学失活が著しく促進されるという興味ある現

象を見いだした。

リボフラピンによる光化学反応をアデニンが促進する機構を明らかにする目的で研究を行なった結

果、その一端を明らかにすることができるとともに、いくつかの新しい知見を得ることができた。
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リボフラビン存在下の酵母アルコール脱水素酵素の光化学反応、に及ぼすアデニンの影響

リボフラピン存在下の酵母アルコール~#:'Jl(素酵素に可視光線を照射

すると、酵素は光化学的に失活するが、その際反応液にアデニンを加えてわくと酵素の光化学失活が

第 1 章

1 に示すように、Fig. (lJ 

著しく促進された。

ルミフラビン、 FMN 、 FAD などのフラピン存在下の酵素の光化学失活をアデニンは促進

フルオレッセイン存在下の酵素の光化学失活に対してアデニ

(2 J 

したが、メチレンブルー、エオシンY 、
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Fig. 1. 

hol dehydrogenase. 

The reaction mixtures contained; 0.3μg of yeast alcohol dehydrogenase , 0.005μmole 

of riboflavin and o. 1μmole of adenine in a final volume" of 1 ml of 0.05 M phosphate buf-
fer , p H 7.4. Samples in test tubes were placed in a glass walled bath at 300C and 
irradiated with a 500 W flood lamp at a distance of 35 cm. 

o , Yeast alcohol dehydrogenase + riboflavin; 
ム， Yeast alcohol dehydrogenase 十 riboflavin 十 adenine.

OF 

Effect of adenine on the riboflavin -sensitized photoinactiva tion of yeast alco 申

TIME 

アデニン以外には、グアニン、キサンチンなどリボフラピンにより光化学酸化されやすいプ(3J 

ピリミジン塩基にはほとんど促進作用は認められなかっリン誘導体に強い促進作用が認められたが、

た。

メチオニンわよびシスティ

システインの光化学酸化がアデニンの添加

ヒスチジン、チロシン、リボフラピン存在下、

ンの光化学酸化に対するアデニンの影響を検べたところ、
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によって著しく促進された。

リボフラピン存在下の形質転換DNAの光化学反応に及ぼすアデニンの影響

リボフラピン存在下の形質転換DNA の光化学失活に及ぼすアデニンの影響

第 2 章

( 1 J 

( 1 ) 枯草菌の形質転換現象を利用してDNAの生物学的活性を測定することができる。

Fig.2 に示すように、リボフラピン存在下の形質転換DNA に可視光線を照射すると、その

形質車溺実活性が低下するが、その際反応液にアデニンを加えておくと、 DNA の光化学失活が

著しく促進された。

DNA の光化学失活に対するアデニンの促進作用は、酵母アルコール脱水素酵素の場合と同、
、
，
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じく、リボフラピン、ルミフラピン、 FMN 、 FAD などのフラピンを光増感剤として用いた

場合にのみ認められた。その他の光増感剤による光化学失活に対して、アデニンは何ら影響を

噛ー

100 

10 

与えなかった。

O
Z
H
E出
。
』
∞
Z
〈
出
'
回
、J
〈
己
凸
H
m
ψ
同
出

(
求
)
」
fト
同
〉H
'
H
b
〈

7 
。 20 10 

(min) OF IRRADIA TION TIME 

Fig. 

DNA. 
The reaction mixtures contained; 9μg of 1),NA , 0.15μmole of riboflavin and 1. 5μ 
mole of adenine in a final volume of 3.0 ml of 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citra-

te , pH 6. 9. Samples in test tubes were placed in a 'glass walled bath at 30 oc and irraｭ
'diated with a 500 W flood lamp at a distance of 20 cm. 

o , DNA + riboflavin; 
口， DNA + riboflavin 十

Effect of adenine on the riboflavin-sensitized photoinactivation of transforming 

-258一

adenine. 

2. 



(ill) アデニンは検べたプリン、ピリミジン誘導体のうちで最も強い促進作用を示し、グアニンは

むしろ保護作用を示した。

(2J 光照射されたDNAの塩基分析

リボフラピン存在下のDNA に光照射すると、 DNA 中の 4種の塩基のうちグアニン残基が選択的

に光分解された。

また、アデニン共存下でDNA の光化学反応を行なうと、グアニン残基の光分解が著しく促進され、

それに伴って失活も著しく促進された。

アデニンがグアニン残基の光分解を促進する現象は、 DNA の場合だけでなく、モノヌクレオチド

であるデオキシグアニル酸を用いた場合にも認められた。

(3J リボフラピン存在下光化学的に修飾した形質転換DNA による突然変異の誘起

枯草菌 168 株(インドール要求性変異株)より抽出したDNA を、リポプラピン存在下光化学的に修

飾した後、受容菌S B25株(インドールおよびヒスチジン要求性変異株)に与えて形質転換を行なわせ

た。得られたヒスチジン転換型の菌株中に、新しくトリプトファン要求性やチロシン要求性となった

突然変異株を見いだした。アデニン共存下でDNA を光化学的に修飾すると、その突然変異の誘起が

著しく促進された。グアニンは突然変異の誘起に対してむしろ抑制作用を示した。

第 3 章 リボフラピンとアデニンの分子化合物

リボフラピンとアデニンが分子化合物を生成することが、アデニンの促進作用発現と密接な関係に

あるものと考えた。そこで、リボフラピンとアデニンの分子化合物の存在を証明するため、その分子

化合物を単離し'性質を検べることが重要となった。幸いにも、リボフラピンとアデニンの分子化合物

を結晶状に取り出すことに成功し、所期の目的を果すことができた。

(lJ 5ml のジメチルスルホオキサイドに1∞mg のリボフラピンおよび~l00mg のアデニンを加え、

80
0

C で溶解した後、 4 ml の水を徐々に加え室温で 1~2週間暗所で放置すると、リポプラピンとアデ

ニンの分子化合物が赤黄色板状結晶として析出する。

(2J この結晶性分子化合物の性質を分光学的方法、ペーパークロマトグラフィーによる方法、元

素分析などで検討したところ、この分子化合物は、リボフラピン、アデニンおよび、水を 1 : 1 : 3 の

比率に含むことが明らかとなった。また、この結晶性分子化合物は、リボフラピンとアデニンの単な

る等量混合物とは異なる分解点および赤外部吸収スペクトルを示した。

結論

リボフラピン、 FMN 、 FAD およびルミフラピン存在下の酵母アルコール脱水素酵素および形質

転換DNA の光化学失活を、アデニンが著しく促進したO

アデニンは、リボフラピン存在下のシステインの光化学酸化、またデオキシグアニル酸およびDN

A 中のグアニン残基の光分解をいずれも著しく促進した。

リボフラピンは、 DNA 中のグアニン残基を選択的に光分解した。

また、リボフラピン存在下光化学的に修飾したDNA を用いて枯草菌に突然変異を誘起させること

ができた。その場合アデニン共存下で光照射したDNA を用いると、突然変異の誘起が著しく促進さ
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れた。

リボフラピン存在下の酵素および核酸の光化学反応をアデニンが促進する機構を検討した結果、ア

デニンの促進作用が、リボフラピンとアデニンの分子化合物生成と密接な関係があるものと推察した。

この知見に基づき研究を進めた結果、リボフラピンとアデニンの分子化合物を結晶状に単離するこ

とに成功した。この結晶性分子化合物は、赤黄色板状結晶で、リボフラビン 1 分子、アデニン 1 分子

および水 3 分子を含む。

論文の審査結果の要旨

リボフラピン存在下、可視光線の照射によって酵素及び核酸が光化学的に失活することは既に認め

られていることであるが、この光化学的失活がアデニンの添加によって著しく促進されるという興味

深い現象を発見した。

この現象がおこる理由としてリボフラピンとアデニンが分子化合物を生成し、これが能率のよい光

化学触媒として作用しているのではないかと考え、この分子化合物の分離を試み、分子比 1 : 1 でリ

ボフラピンとアデニンとが結合した分子化合物の結晶を得ることに成功した。
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