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論文内容の要旨

ヒト、サル、モルモットを除く高等動物の肝臓ミクロゾームに局在しているグロノラクトンオキシ

ダーゼは、アスコルビン酸合成に関与する酵素系の末端酵素で、次の反応を触媒する。

L-Gulonolactone 1:'________ _ 2-Keto-gulonolactone 
Enzyme 

~ , Ascorbic acid 
pontaneous 

グロノラクトンオキシダーゼに関しては、これまで広く研究されてきたが、可溶化、精製が困難なた

めに、その酸化還元に関与する本体については、殆んど明らかにされていない。

グロノラクトンオキシダーゼは、 トリプシン処理をしたラット肝ミクロゾームより、中性界面活性

剤であるエマゾール1130により、効率的に可溶化される。可溶化した酵素は、硫安分画、 Sephadex

G-150 , DEAE-Sephadex A-50 ，により 80~100倍に精製された。精製酵素は、オキシダーゼ活性の

他に、グロノラクトンデヒドロゲナーゼ活性、グルクロノラクトンレダクターゼ活性を含み、この段

階まで、それらは平行して精製された。他の知見ともあわせ、これら三者は同一蛋白に由来する活性

であると推定される。

一方精製した酵素は、基質であるグロノラクトンにより 450nm付近が還元され、その吸収スペクト

ルはフラピンに類似していた。しかし、短波長測 (370~380nm付近)には還元される吸収はなく、ま

たこの色素は酸性硫安処理、 トリクロル酢酸処理でも遊離してこなしユ。この色素は、精製酵素をプロ

ナーゼ処理 (27
0

C 15hv) することにより、はじめて遊離型となり、 NaBH4 による還元一酸化差スペ

クトルは、 350nm ， 450nm に谷を示し、フラピンであることを示唆した。更にこの色素を、 Florisil

クロマト、 paper クロマトを用いて精製した。精製した色素は、吸収スペクトル、蛍光スベクトル、

励起スペクトルからフラピンであると結論された。これらの結果は、グロノラクトンオキシダーゼは、
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基質であるグロノラクトンにより還元されるフラピンを補欠分子族として持っており、それは蛋白に

供有結合で結合していることを示した。この種のフラピンは現在まで、ミトマンドリア内膜のこはく

酸脱水素酵素と外膜のアミン酸化酵素において知られているに過ぎない。この 2 つの酵素に由来する

フラピンとの相違についても種々議論した。

論文の審査結果の要旨

霊長類とモルモットを除く晴乳動物におけるアスコルピン酸の生合成は肝において行なわれ、それ

に関与する酵素はミクロゾーム画分に局在する。中川君の論文はラット肝ミクロゾームに局在し、ア

スコルピン酸生合成の最終段階を触媒するグロノラクトンオキシダーゼ(以下00 と略す)の精製と

その補欠分子族の性質に関するものである。

中川君はまず00のミクロゾーム膜からの可溶化条件を検討し、それがプロテアーゼ、ホスフォリ

パーゼ、有機溶媒処理などによって可溶化されず、界面活性剤(とくに中性界面活性剤)によって効

率よく可溶化されることを見出し、この知見にもとづいて、 00 を約80%の純度にまで精製する方法

を確立した。この精製操作に際して、グロノラクトンオキシターゼ活性のほか、グロノラクトンデヒ

ドロゲナーゼ活性およびグルクロノラクトン還元酵素活性もほぼ同率に精製されることから、これら

三つの活性は同一の酵素蛋白質に結合している可能性が高いと考えられる。

精製した00標品に基質である L-グロノ -yーラクトンを添加すると 450nm 附近に谷をもっ差ス

ペクトルが得られ、このスペクトル変化を起す色素が00の補欠分子族であることを示す証拠が得ら

れた。この色素は酸性硫安処理やトリクロール酢酸処理では酵素蛋白質から遊離せず、プロナーゼ処

理によってはじめて遊離することから、共有結合で蛋白質に結合しているものと考えられる。中川君

はプロナーゼ処理で遊離した色素を精製したものについて、吸収スペクトルおよび蛍光スペクトルを

検討した結果、それがフラピンペプチドであることを明らかにしたが、従来コハク酸デヒドロゲナー

ゼおよびモノアミンオキシダーゼから得られているフラピンペプチドとは若干異なる性質をもつこと

を示した。

以上のように、中川君の業績は、晴乳動物におけるアスコルピン酸生合成酵素系の末端酵素の性質

を明らかにしたばかりでなく、従来上記二例より知られていなかった共有結合で結合したフラピンの

存在に第三の例を示したものとして重要で、ある。よって、この論文は理学博士の学位に十分価するも

のと判定する。
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