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論文内容の要旨

〔目的〕

Cholesterol を酸化するバクテリアの存在は 1950年代より知られており，近年までに多数の微生物

より単離精製が試みられている。さらに，血中 Cholesterol 定量に有効でFあることから，分析方法，

基質特異性などに関しでは急速かつ詳細に研究がなされているが，酵素の分子的性質，反応機構につ

いての研究はあまりなされていないのが現状である。著者は，分子レベルでの酵素の性質を解明する

ため，まず， Cholesterol を ligand とする affinity gel を開発し，これを用いた酵素の精製を検討

し，さらに，精製酵素の一般的性質を調べるとともに，とくに，特徴的であった補酵素“共有結合型

フラピン"についてその性質を+食言すした。

〔方法ならびに成績〕

Affinity gel の調製ならびに酵素の精製 Affinity gel は， ethylenediamine を spacer として，

;j-O -succinylcholesterol を agarose gel に共有結合させ，調製した。

この affinity gel を用いることにより，本酵素を電気泳動的・超遠心的に単ーな標品に精製するこ

とができた。

酵素学的性質 酵素活性は酸素電極を用いて基質酸化に件う酸素消費速度より求めた。本法より精

製酵素は cholesterol を基質として60μmol O2 consumed /min /mg of protein の比活性を持ち，

みかけの Km 11直は 0.33mM であった。

既知のコレステロール酸化酵素とは次の点で差が認められた; 1) 至適pH は 5.0付近(既知のもの

では 7.0 付近)であった口 2 )基質特異性に関して， 3β ー OH 基を有する sterols のうち， ergoste-
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rol はまったく酸化されなかったが， dehydroepiandrosterone , pregnenolone , lanosterol は緩慢

ではあるが酸化された， 3) 基質 sterol 溶解のため， detergent (Triton X -100, deoxycholate 

(Na salt) )を用いた場合，酵素は不活性化された。 Ethy1 alcohol を用いた場合は，その濃度は，

10%まで酵素活性に影響しなかった。

分子量ならびにアミノ酸組成 本酵素の分子量は SDS 電気泳動法より 5.3 万，沈降平衡法より

4.6 万であった口また，ゲルロ過の結果，本酵素がモノマーとして存在し，さらに，アミノ酸分析よ

り，分子量 5.3 万あたり 483 コのアミノ酸残基を有すると算出された。

分光学的特質 本酵素の吸収スペクトル(吸収極大: 274 , 353 , 455nm 485 (sh) nm , pH4.0) ，ケ

イ光スペクトル(ケイ光極大: 526nm) は，典型的なフラピン酵素のものであった。また，嫌気条件

下で基質として DHA* を加えた場合，還元型酵素の吸収スペクトルを示した。

補酵素フラピンの性質と構造 このフラピンは，酸，煮沸， 6 M塩酸 グアニジン，界面活性剤の

どの処理によっても酵素タンパクより遊離せず， trypsin , chymotrypsin による消化で酸抽出可能

となった。このフラピン成分は，単離精製後，フラピン第二吸収帯の浅色効果を特徴とする吸収スペク

トルを与え，フラビンペプチドとして存在し，また nucleotide pyrophosphatase 処理で 5' -AMP 

を遊離したので FAD 型 dinuc leotide と考えられる。また，このペプチドの緩和な加水分解 (6 N 

HCl , 95
0

C 16hrs) により，クロマトグラム(薄層クロマトグラフィー，高圧ロ紙電気泳動)上，

FAD , FMN , riboflavin と異なる挙動を示し，かつ pH によるケイ光の消光 (pKa = 5.1) をう

けるフラピンが得られた。このフラピンは，既知の共有結合型フラピン (dephosphorylated form) 

のうち， thiamine dehydrogenase に観察されている 8α-(N(l)-histidyl]- 2' ， γ- anhydr. 

oriboflavin の挙動によく似ており，さらに， histidyl flavins の標品との比較より 8α-(N(l)-h・

istidy 1 J -2' , 5' -anhydroriboflavin と同定された。

〔総括〕

基質 cholesterol を 3ß-OH基のところで固定化した affinity gel は，コレステロール酸化酵素

の精製に有効で，簡単迅速に電気泳動上単一の状態に酵素を精製することができた。精製酵素の分子

量は，電気泳動法より 5.3 万，沈降平衡法より 4.6 万のモノマー酵素であった。至適pH ，基質特異性，

界面活性剤の影響，において既知のコレステロール酸化酵素と異なる性質を示した。本酵素において，

FAD が補酵素として触媒活性に関与するが，一般のフラピン酵素と異なり，この FAD は，酵素タ

ンパクに共有結合しており，その構造は，酵素タンパク中， 1 コのアミノ酸残基 histidine の imida ・

zole ring の N(l)の位置に FAD の isoalloxazine ring の 8 位の炭素が共有結合した，いわゆる，

8α-(N(l)-histidyl J -F A D であることが明らかになった。
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論文の審査結果の要旨

コレステロール酸化酵素は臨床診断上血清コレステロール定量などにも利用され最近注目されてき

ているが，著者は本酵素のアフィニテイゲルによる精製法の確立ならびに酵素反応機構の解明などに

成果をあげた。とくに特異な共有結合型 FAD が存在し反応に関与していることを見出したのはコレ

ステロール酸化酵素研究上重要な知見を与えるものであり，またそのフラピンの性質をしらベ構造を

同定したことはフラピンの分野における研究に重要な貢献をなすものである。
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