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論文内容の要旨

著者は， トリプトファンのオゾン酸化反応に着目し，その反応に定量性と選択性および単一誘導体

への変換能を付与することにより，蛋白質の酸化的化学修飾反応のーっとして，意義ある方法として

確立させることを究極の目的として本研究を行なったD 本論文では，低分子トリプトファン化合物を

用いてインドール環とオゾンとの反応を詳細に検討し，その反応機構を明らかにするとともに，その

機構に立脚して，前述の反応の定量性および単一生成物への誘導について検討してこれらの目的を達

成できたこと，および，この反応の蛋白質への応用について述べる。

低分子トリプトファン化合物をメタノール中低温でオゾン酸化し，生じた安定な中間体をジメチル

スルフィドで還元することにより，対応する N/ - ホルミルキヌレニンまたはキヌレニンに変換するこ

とができた(第 I 部第一章)。この際，中性のトリプトファン化合物は N/ - ホルミルキヌレニンを，酸

性のものはキヌレニンを主として生成するが，いずれの場合も酸化反応は定量的であった。また， ト

リプトファン化合物のオゾン化中間体は，反応条件の酸性，中性に拘わらず，同じ様式のインドール

環の開裂により生成するが 酸性条件における還元または強酸による分解により，キヌレニンを生成

する(第二章)。

トリプトファン化合物のオゾン化中間体として二種類のメトキシヒドロパーオキシドが想定される

が，この中間体の低温における 13C およびlH-NMRスペクトルの解析により，インドール環のオゾ

ン化中間体は唯一種類であること，ベンモン環に共役するカルボニル基をもつことおよびインドール

環 C-2 位炭素原子が四中心型のメトキシヒドロパーオキシド構造をしていることが明らかとなった。こ

の構造はキヌレニン型の構造で，オゾン化中間体がキヌレニンと類似の発色団をもち，紫外吸収スペ
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クトルの類似性が理解できる。(第三章)。

.低分子トリプトファン化合物について得られた以上の知見にもとづき，卵白リゾチーム(ニワトリ)

の 6 残基のトリプトファンおよび、62位残基の選択的酸化反応につき考察した。その結果，この蛋白質

ではギ酸により完全変性した条件では， トリプトファン残基の定量的酸化が可能であり(第四章)，

生の蛋白質に対しては62位トリプトファン残基の反応性が高いため，この残基の選択的酸化が行われ

ることが判明した D また，酸化生成物としてのキヌレニンの意義をその構造から考察したO

論文の審査結果の要旨

タンパク質中のトリプトファン残基 (Trp) の機能を解析する手段のーっとして， Trp残基を化学

修飾する方法がある。修飾反応のうち，オゾンによって N'- ホルミルキヌレニン (NFK)残基に酸化する

反応は，他の化学修飾法とは異なって大きな基を導入するのではなくインドール核の開環反応である

ため，タンパク質中の Trp残基周辺のミクロ環境を大きく破壊する恐れは極めて低い反応である。升

田君はこのオゾン酸化法をタンパク質に適用するための基礎を確立する目的で多くの Trp誘導体を合

成し，定量的に酸化するための条件を確立し，また反応中間体の構造を解明した。さらに確立した条

件を参考にしてタンパク質中の Trp残基の定量的酸化条件を確立した。

すなわち，アシル化した Trp をメタノール中 -78
0

C でオゾン酸化し，生ずる中間体をジメチルスル

フイドで還元するとキヌレニン(Kyr) 誘導体が主成分として得られるのが，アシル Trpの遊離カルボキ

シル基をエステル，アミドあるいはアルカリ塩にして上記条件下で酸化すると，定量的に NFK誘導

体が得られることを明らかにした。さらに中間体の還元時に，有機酸のようなプロトン供与体が存在

すれば定量的に Kyn誘導体へ，不在下に還元すれば定量的に NFK誘導体に導き得ることを明らかに

し，反応中間体のuvスペクトル，低塩における 13C およびlH NMR測定結果から，この中間体はN乙

メトキシハイドロパーオキシメチルキヌレニン誘導体であることを明らかにして， Trp から NFK ある

いは Kynへのオゾンによる酸化反応の機作を解明した。

上記知識を基礎にタンパク質中の Trp残基を定量的に酸化することを試み， Trp 6 残基含有するニ

ワトリ卵白リゾチームを採りあげた。まず還元カルボキシメチル化したリゾチームをギ酸・メタノー

ル (1: 4 , v/v) に溶解して-78
0

C でオゾン酸化し，中間体をジメチルスルフイドで還元して， 6 

個の Trp残基を完全に酸化し， NFKおよび、Kyn誘導体に導き得ることを明らかにした。しかし生のリ

ゾチームでは完全には酸化できず，完全酸化するためにはタンパク質の立体構造を完全に破壊する必

要のあることを明らかにした。

以上の升田君の研究は，タンパク質中の Trp残基の機能を解析するためのオゾンによる酸化反応の

基礎を確立したもので，今後の研究発展に寄与するところ大である。よって同君の論文は理学博士の

学位論文として充分価値あるものと判定する。
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