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論文内容の要旨

生体内には金属イオンを含む蛋白質が多く存在するが，その中でもへム蛋白質は特によく知られてい

る。へムとはテトラピロール環からなるポノレフィリンに鉄イオンが配位した化合物で、ある。

カタラーゼはへム蛋白質の一種で 過酸化水素の分解を触媒する酵素である。本研究では，カタラー

ゼの反応性についてパルスラジオリシス法及びフラッシュフォトリシス法などを用いて検討した。

過酸化水素やスーパ←オキサイドアニオン (02 )によって代表される活性酸素の生体に及ぼす影響が

注目され，近年では，その分子レベルでの研究が進められている o 02 の消去に作用する酵素であるスー

パーオキサイドディスミュターゼ (SOD) が反応生成物である過酸化水素によって活性阻害を受ける乙

とが知られているが，近年， 0-;- がカタラーゼ活性問害l乙作用することが報告された。本研究では酸素飽

和条件下におけるパルスラジオリシス法を用いてO2 とカタラーゼとの反応性を調べ， 0τ によるカタラー

ゼ、活性の阻害機構について検討した。その結果， 0τ は力タラーゼと直接反応し，酸素化型中間体 (Com

pound皿)を形成する乙とが判明した。また，その 2 次反応速度数はpH 7.4 で 2 x105 M-1 S-l と決定

された。乙の中間体は不活性であるため， 02 によるカタラーゼ活性の阻害は酸素化型中間体の形成によ

るものであることが判明した。

次l乙，過酸化水素を利用して基質の酸化を行なうペルオキシダーゼと02 との反応について 2 種のアイ

ソザイムである A タイプと C タイプを用いて検討した。ペルオキシダーゼC はカタラーゼと同様に02

と反応して酸素化型中間体を生成し，また，その 2 次反応速度定数はpH 7.4 で7x10 5 M-1 s-1 と決定さ

れた。これに対し，ペルオキシダーゼAでは02 との反応は全く観測されなかった。しかし，定常的 1C.02

を発生させた場合には酸素化型中間体が生成することから ベルオキシダーゼA と O2 との反応はC タイ

45 -



プに比べてかなり遅いと推測される。

さらに，カタラーゼの還元に関する検討を行なった。鉄 3 価のカタラーゼはジチオナイトのような還

元剤では還元できないが，プロフラピンによる光還元によって還元された口生成した還元型カタラーゼ

(Fe 2+) と co及び、O 2 との結合過程をフラッシュフォトリシス法によって追跡し，結合速度はpH8.7 で

各々 3.8 x 10 3, 9. 2 x 103 M -1 S 一 1 と決定された。また，COとの平衡定数は1. 5 xI05 M-1 と求められた。

そして，低温において，酸素化型中間体が安定に存在するため，その吸収スベクトルを測定した。

論文の審査結果の要旨

カタラーゼは過酸化水素の分解を触媒する酵素としてよく知られたへム蛋白質であるにもかかわらず他のへム蛋

白質に比べてその化学的性質に関する情報は之しい。過酸化水素やその他の活性酸素の生体に及ぼす影響は

酸素毒現象として関心を集めており，活性酸素の消去系の代表的存在であるカタラーゼの基礎研究は，今

後の重要な課題である。清水君は，カタラーゼの反応性をパルスラジオリシス法等を用いて研究し，カ

タラーゼの生体防御における役割に関する重要な知見を得た。本論文は 3 章から成っている。

第 1 章では ， 0"2とカタラーゼとの反応をノぐルスラジオリシス法を用いて検討し， 0τ によるカタラーゼ、

活性阻害の機構を明らかにした。従来のような定常的にO2 を発生させる方法では動力学的考察が不可能

であり，また ， 2 次的 lζ発生する他の活性種も測定上の問題となる。同君は，パルスラジオリシス法の

oτ の動力学的研究への応用を試み， 乙れをカタラーゼl乙適用した。本研究により，両者の直接反応によ

る酸素化型中間体の形成が0τ によるカタラーゼ活性阻害の本質である乙とが明らかにされた。

第 2 章では，西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) の02'( 対する反応性がパルスラジオリシス法に

よって検討した。この酵素においても02 との直接反応によって酸素化型中間体の形成する乙とが確認さ

れ，生体内で同中間体の生成する可能性が示唆されている。 HRPの酸素化型中間体がペルオキシダーゼ

活性を有することから，同君の研究結果は，酸素化型中間体が基質酸化の速度の調節の役割を果してい

るという考えを支持するものとして注目に価する。

第 3 章では，カタラーゼのへム鉄の還元が試みられた。乙れまで，カタラーゼのへム鉄の適切な還元

法は報告されていなかった。したがって，同君の研究結果は，初の成功例として価値あるものである。

また，還元型カタラーゼと一酸化炭素との親和性の測定から，同酵素が 4 つのサブユニットを持つにも

かかわらず，アロステリック酵素ではないことを指摘したのは，非常に興味深い。

以上のように，清水君の研究は，カタラーゼの反応性の基礎的研究を行ない，同酵素の生体防御にお

ける役割に関する重要な情報を与えるものであり，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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