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論文内容の要旨

〔目的〕

D- アミノ酸酸化酵素の反応機構に関しては，すでに数多くの研究がなされているが，補酵素フラ

ピン・アデニン・ジヌクレオチド (FA D) の酸化還元を含む酵素反応機構，酵素蛋白の反応に伴う

変化，生理的な意義などの詳細について，今なお不明な点、が多い。本研究は，モデル基質βークロルー

D- アラニンを用いた場合の酵素反応機構を，従来よく用いられている D- アラニンを基質とした場合

と比較し，その差異について検討して，本酵素の反応機構を追求する。また，分子簡法により，本酵

素の四次構造，特にその動的状態における変化について検討する。

〔方法ならび、に成績〕

D- アミノ酸酸化酵素ホロ酵素およびアポ酵素は豚腎皮質より精製した。酵素活性は酸素電極法に

より，また酵素濃度は，結合FAD の455nm における分子吸光係数11.3XI0 3 M- 1 cm- 1 を用い，それぞ

れ定量した。

反応中における補酵素FAD の変化については， βークロルー D- アラニンと従来よく用いられているD

-アラニンを基質として用い，生ずるスペクトル変化や，迅速走査分光法および stopped flow~去によ

る反応初期の分光学的変化を好気および嫌気状態で観察し，反応の差異を比較検討した。またそれぞ

れの基質の本酵素に対するミハエリス定数(Km) ，およびD- アラニンを基質とした酵素反応に対する

各種炭素数の異なる脂肪酸およびその塩素誘導体の阻害定数(K;) は，反応動力学的に，これら脂肪酸

の本酵素との解離定数(KD ) は，分光学的にそれぞれ求めた。

酵素蛋白の四次構造については，基質D アラニン，拾抗阻害剤である安息香酸および活性中心近



傍のリジン残基と結合するピリドキサールりん酸 (P L P) の存在，非存在下でのセファデックス G

-100 カラムクロマトグラフィーを行い，本酵素の溶出のされ方(Ve) を調べ， molecular sieve coefｭ

ficient [σ= (Ve -V 0) Iv i J と展開した酵素の濃度との相関を解析した。

得られた結果は次のとおりである。

[lJ D -アミノ酸酸化酵素はかクロル- D -アラニンを基質とした場合，好気反応で，ピルビン酸，

H 20 2, NH3 を生じ，反応過程で酸素消費が観察された。酸素消費反応から得られたミハエリス定数は

3.3mM で、 D- アラニンの場合と同一であったが，最大反応速度は D -アラニンを基質とした場合の約

%であった。

[2J 本酵素と仕クロルー D- アラニンの反応では D- アラニンを基質とした場合には見られない経

時的な酸素消費反応速度の低下が観察された。この現象は基質濃度の増加，グルタチオンの添加で抑

制され，また，低下時点での基質の添加により酸素消費の回復があった。

[3J - 好気反応開始後約10秒前後で， 380nm , 445nm に吸収極大， 465nm に肩を示し， 500nm より長

波長域に弱い巾広い吸収帯を有する緑色中間体特有のスペクトルが出現した。この中間体はD- アラ

ニンを用いた場合には観察されないものである。

[ 4J 嫌気反応において ， ß-クロル- D- アラニンによる本酵素の還元過程で， 500nm より長波長域

に弱い巾広い吸収帯をもつが その他の可視波長域では酸化型酵素に似たスペクトルを示す中間体を

生じ，その後，徐々に還元型酵素に移行したが，その聞に D- アラニンを用いた時に観察される紫色

中間体は出現しなかった。 NH3存在下では，この紫色中間体は観察されたが，その生成には 2 時間を

要した。

[5J クロル酢酸およびβークロルプロピオン酸のKo はそれぞれ2mM， 1.3mMで、あり，酢酸およびプロ

ピオン酸のKo に比して著しく小さく，また， βークロル- n -酪酸のKo もO.lmM であった。これら脂

肪酸塩素誘導体は D- アラニンを基質とした場合，酵素反応を措抗的に阻害し，クロル酢酸，ß- クロ

ルプロピオン酸およびβークロルー n -酪酸のKi は， それそやれ25mM ， 6.6mM, 1. 7mMであった。

[6J 高濃度のホロ酵素をセファデックス G -100 カラムクロマトグラフィーを行った場合， Ve から算

出される σ 値は安息香酸あるいはD アラニンの存否にかかわらず， 0.12であり，十分低濃度ではO.

35 に近づいた。 σ=0.12 ， σ=0.35 は，それぞれ分子量90 ， 000 および45 ， 000 に相当した。この現象のみ

られる 4 mg蛋白Iml 以下の酵素濃度で， アポ蛋白の σ 値は常に0.35であった。 D アラニンあるいは

安息香酸存在下では，酵素濃度を 2 mg蛋白Iml 什近にしても σ 値は0.12 を保ち，それ以下の濃度で急

激な σ 値の上昇があり 0.35 に近づいた。安息香酸共存下ではσ 値の上昇はD- アラニン共存下より低

濃度で観察された。リジン残基修飾試薬としての PLP存在下ではまったく逆であり， 4 mg蛋白Iml

付近の酵素濃度では σ 値がホロ酵素よりも大きく，この場合もやはり酵素濃度を下げるに従い， σ 値

が0.35 に近づいた。

〔総括〕

(1 )βークロルー D アラニンを基質とした場合の好気反応の結果から 本酵素は酸化的脱アミノ反応の

ほかに， βー離脱反応を触媒することが示された。
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(2) 好気反応および嫌気反応において， D- アラニンを基質として用いる場合には観察されない中間

体が出現した。

(3) 分子舗法による実験では，ホロ酵素の単量体-2 量体平衡は， D- アラニン存在下で 2 量体形成

に傾いた。

論文の審査結果の要旨

D- アミノ酸酸化酵素は従来その名のとおりオキシダーゼとして知られている。今回著者はかク

ル D- アラニンを用いてオキシダーゼ反応のほかに，反応生成物の同定からエリミネーション反応の

存在を見出した。

さらにこの基質のエリミネーション反応に関すると思われる酵素反応中間体複合体を分光的に観察

し，上記エリミネーション反応の機作を推定した。本酵素の生理的意義を探求する上でも，本酵素反

応の多様性を見出した意義は大きいと判断される。

A

吐
つ
ω




