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論文内容の要旨

〔目的〕

D-アミノ酸酸化酵素は D-アミノ酸を酸化的脱アミノ化反応を触媒し， αーケト酸とアンモニアを

生成する酵素で FAD を補酵素にもつ。本酵素は非常に古くから研究されているにもかかわらず\そ

の生理的意義，物理化学的性質，反応機構等に関して今なお不明の点が多し瓦。いっぽう本酵素はフラ

ピン酵素の中ではもっとも詳しく研究されているものの一つであり，かつ代表的フラピン酵素のーっ

とみなされており，その反応機構を調べることは，フラピン酵素一般の統一的反応機構を知る上でき

わめて重要である。

本酵素と基質アナログであるβークロルーD-アラニンとの好気反応では，通常の酸化反応(生成物と

して，クロルピルビン酸と，アンモニアを与える)と， α ， β 脱離反応(ピルビン酸，アンモニア，塩

酸を与える)とが同時に進行することが知られているが，本研究では，本酵素の逆反応を，アンモニ

ア共存下，クロルピルピン酸を基質アナログとして用いておこない，その反応中間体と生成物の同定

をおこなってその結果を解析して逆反応の機構を解明し，同時に，正逆両反応を包括する反応機構を

提出する。

〔方法ならびに成績〕

ブタじん臓D-アミノ酸酸化酵素(酸化型)に逆反応の基質アナログのクロルピルビン酸，アンモニ

ア共存下，室温，好気条件下で反応を開始した。反応開始直後には，酵素・安息香酸型吸収スペクト

ルがあらわれ，徐々に変化し 30分後に，安定で特有のスペクトルが得られた。このスペクトルは，長'

波長側の550-700nm 領域に電荷移動 (Charge Transfer : CT と略す)相互作用に起因する幅広い
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吸収帯によって特徴づけられる。このスペクトルは正反応であるβークロルーD-アラニンの好気条件下

での反応中間体のスペクトルに一致した。この CT 型反応中間体を確認する目的でこれを NaB3H 4 で

還元しその3H のとりこみをみた。反応後，高圧ろ紙電気泳動法，液体シンチレーションカウンターに

より 3H ラベルされた戸ークロルアラニンが確認された。この事実は本中間体にはイミノ酸すなわちト

イミノーβークロルプロピオン酸が含まれていることを示している。またこの時の酵素はスペクトルか

ら判断すると，酸化型でイミノ酸との CT 複合体を形成していると考えられる。そこで，逆反応を完

結させその最終生成物を確認する目的で，まず 2- 14Cークロルピルビン酸，アンモニア共存下，好気

条件下で反応中間体を生成させ，ジチオナイト，または EDTA， 3 ーメチルルミフラピン共存下での

光還元のいづれかの方法で，嫌気条件下で還元した。この際の反応生成物の同定は，アミノ酸，ケト

酸についてそれぞれ高圧ろ紙電気泳動を行い，呈色反応による易動度の確認と放射活性の検出によっ

て行った。その結果14C ラベルされたアミノ酸としては ， ß-クロルアラニンのみで，アラニンは認め

られなかった。ケト酸に関しては，逆反応の出発物質の 2- 14C- クロルピルビン酸に放射活性が認めら

れたのみであった。また本酵素なしの対照実験では ， ß- クロルアラニンの生成は認められずこ.の事実

から本酵素の逆反応は完結し，かっその反応生成物は，正反応の基質であるβークロルアラニンである

ことが見いだされた。

〔総括〕

本研究の逆反応においては，正反応時のような塩素イオン脱離反応が見られない事実は，反応機構

の解明には重要である。このことは， Walsh らの主張とは相容れない。すなわち本研究では，正反

応時に塩素イオン脱離 酸化の両反応は共通のカルパニオン型反応中間体を経由するという Walsh

の仮説とは相容れない結果が得られた。これらの事実にもとづき次の様な反応機構を提唱することが

できる。 βークロルーD-アラニンと，本酵素との正反応では，二つの競合する協奏的過程を経て脱離反

応，酸化反応が進行するという新しい反応機構である口すなわち，酸化反応では αー水素のひきぬきと，

フラピンへの電子の流れがみられる。もう一方の脱離反応では， αー水素のひきぬきと，塩素イオン脱

離がおこる。したがって共通の反応中間体を経由することなく協奏的にすすむというのが本機構であ

る。この機構によれば本研究の結果のみならず， Walsh らの結果も矛盾なく説明できる。

論文の審査結果の要旨

D-アミノ酸酸化酵素については，これまでよく知られた D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応触媒の

ほかに，脱離反応を触媒することが最近知られるようになった。著者はこれらの触媒反応の機構を知

るために，脱アミノ，脱離両反応の過程をとりうる β『クロロピルビン酸を逆反応の基質として用い，

その中間体および逆反応生成物を同定した。生成物はクロロアラニンのみであった。この結果は脱ア

ミノ反応と脱離反応は カルパニオンを共通の中間体とするのでなく， 2 つの別別の協奏的反応の経

路を辿るという仮説を証明することになった。

以上の結論は本酵素の反応機作を探求する上において，寄与するところが大きいと評価される。
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