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論文内容の要旨

リゾチームの加水分解反応、を調べるために，基質となる 4- メチルウンベリフェリルキトオリゴ糖

(( GlcNAc)n-MeU) を合成し，それを用いて，ニワトリ，シチメンチョウ，台よびヒト・リゾチー

ムの加水分解反応を調べた。

ニワトリおよびシチメンチョウ・リゾチームによる (GlcNAc)3 -MeUの加水分解反応を pH2 から

8 の範囲で調べた(イオン強度0. 1， 420C)。リゾチームによって (GlcNAc)3 -MeUのアリールグリ

コシド結合は加水分解され，遊離してくる MeUの蛍光を測定して反応速度を求めた。 (GlcNAc)3 -

MeUの加水分解反応の kcat， l/Kmおよび kcat/Kmの pH依存性を解析して，ニワトリおよびシチメン

チョウ・リゾチームの触媒基である Asp52および、Glu35のpK値，およびニワトリ・リゾチームの

Asp101 のpKfI直を決定した。ニワトリおよびシチメンチョウ・リゾチームの Asp.52およびGlu35のpK

値は，それぞれ3.608よび6.20，そして非分解性複合体の Asp52および Glu35の pK値は，それぞれ

3.95および6.55 と決められた。また，糖が結合していないニワトリ・リゾチーム，分解性複合体，お

よび非分解性複合体の Asp 101の pK値は，それぞれ4.20， 3.95，および3.30 と決められた。 Asp52 ，

Glu35および Asp101の pK値は，我々の研究室において分光学的方法で決められた pK値とよく一致し

た。このことは， x線解析の結果から推定されていたリゾチームの触媒機構が妥当で、あるということ

を示している。

ニワトリ・リゾチームによる (GlcNAc).-MeUの加水分解反応を pH2 から 8 の範囲で調べ(イオン

強度0.1 ， 420C) ，加水分解反応の kcat， l/Km，および、kcat/Km の pH依存性を解析した。その結果，

Asp52 , Glu35および、Asp101の pK値は，糖が結合していないリゾチームでは，それぞれ 3.60 ， 6.20 
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および4.20，分解性複合体では，それぞれ3.40 ， 6.55および3.40，そして非分解性複合体では，それ

ぞれ3.95 ， 6. 55ió~ よび3.30 と決められた。ニワトリ・リゾチームによる (GlcNAc)2-MeU ，(GlcNAc)3 

-MeU，および (GlcNAc) ， -MeUの加水分解反応、の比較から，基質結合部位である AおよびBサイト

における糖との相互作用は，単に基質を固定化するだけでなく，触媒基近傍のコンホメーション変化

を誘導し，活性に影響す.ることが示唆された。

ヒト・リゾチームによる (GlcNAc)3 -MeU および (GlcNAc) ， -MeUの加水分解反応を pH3 から 8

の範囲で調べて(イオン強度 0.1 ， 420C) ，加水分解反応の kcat， 1/Km ， および、 kcat/Kmの pH依存性を

解析したo その結果，触媒基である Glu35の pK値は， 6.68 と決められた。このpK値は，我々の研究

室において分光学的方法で決められた pK値とよく一致した。このことは，ヒト・リゾチームでもニワ

トリ・リゾチームと同様の触媒機構で 糖が加水分解されることを示している。 (GlcNAc) ，-MeU の

加水分解反応、において，ニワトリ・リゾチームはヒト・リゾチームの1. 8倍の活性を示した。このこ

ことは，ヒト・リゾチームの立体構造はニワトリ・リゾチームのそれと非常によく似ているが，活性

部位の構造がわずかに異なるという X線解析の結果とよく対応している。

論文の審査結果の要旨

リゾチームの触媒作用については，種々の基質を用いて多くの研究がなされてきたが，用いた基質

が複雑で、あったり，加水分解反応と同時に糖転移反応がおこることなどのために，触媒機構について

はほとんどわかっていな Po 梁君は4ーメチルウンベリフェリルキトオリゴ糖((GlcNAc)n- MeU , n= 

2 ， 3 ， 4) を合成し，リゾチームによる加水分解で生ずる 4-メチルウンベリフェロンを測定する方法を

用いて，加水分解反応の動力学的定数の pH依存性を解析した。 リゾチームとしてニワトリ卵白， シ

チメンチョウ卵白，ヒト尿リゾチームを用いた。その結果 リゾチームの触媒作用は分光学的方法で

求められた触媒基 (Asp52 と Glu35 )と基質結合に関与する Asp101 の pKlI直で、よく説明しうることを

示した。また， x線解析の結果をもとにして推定されていた， Asp52 が解離し， Glu35 が非解離のリ

ゾチーム分子種のみが活性であるという機構も梁君の研究によって始めて証明された。また， (Glc 

NAc)n-MeUの糖鎖の長さによる動力学的定数の変化，また， (GlcNAc)6 との比較から，糖とサブサ

イトとの相互作用が触媒活性に重要な影響を与えることを示した。

以上述べたように，梁君の研究はリゾチームの触媒作用と活性部位の構造との関連を明らかにする

上で大きな貢献をしたものであり，理学博士の学位論文として十分価値あると認める。
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