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論文内容の要旨

本研究はホスホリラーゼとグリコーゲン合成酵素の反応機構をピリドキサ-)レリン酸 (P L P) 誘導

体を用いて解明することを目的として進められた。

1. ジャガイモ・ホスホリラーゼのビスピリドキサーノレリン酸 (bis (PLP))による親和標識口ホスホ

リラーゼは活性に必須な補酵素PLP をサブPユニットあたり 1 個含んでいる。下村と福井はbis(PLP)

を合成し，この試薬がウサギ筋肉酵素に再構成されるとLys- 679 (P L P 結合部位)とLys- 573 I L:シ

ッフ塩基で架橋結合することを見い出した。 bis (P LP)をジャガイモアポホスホリラーゼに再構成させ

ると，ウサギ筋肉酵素と同様にbis (PLP) は 2 つのリシンにシッフ塩基で架橋結合した口一次構造の解

ヤs-Phe 析より標識部位の構造を左記のよう同定した。上側の構造はジャガ

(LTbel) イモ酵素の PLP結合部位と一致し，下側はウサギ筋肉酵素のLys-

Lys -Arg-Gln-Leu-Leu 573 からLeu- 577 の構造と同じであった。他の知見と考え合わすと

ジャガイモ酵素とウサギ筋肉酵素の活性部位はよく類似していると言える。

2. ピリドキサール(5')二リン酸( 1ト α-D-グルコース (PLDP-Glc) で再構成されたグリコーゲン

ホスホリラーゼの反応。ウサギ筋肉ホスホリラーゼに再構成されたPLDP-Glcのグルコシル基はグリコ

ーゲンへ転移し，新たに α-1 ， 4 結合を生成しうることが見い出されていた。この反応の特徴づけをする

ために反応を詳しく解析し，酵素本来の反応と比較した。両反応はグリコーゲンに対するKm. 種々のリガ

ンドによる活性化および活性化エネノレギーにおいてよく類似していた。 Log k/pHブρロットはベ lレ型と

なり pKa二 6.90. pKbニ 8.84 であった。これらの結果はPLP のリン酸基が一般酸としてではなく，求電

子基として働く乙とを示唆している。
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3. グリコーゲン合成酵素のUDP- ピリドキサーノレ (UDP-PL) による親和標識。グリコーゲ

ン合成酵素の活性部位の構造を調べるために UDP-PLを用いて親和標識を行った。 UDP-PL は

酵素を一次反応式に従って失活させ，その速度は試薬に対し飽和曲線を与えた (Ki= 25μM， ko = 

0.22 min-1) 。失活反応は基質のU D P-'-Glc や阻害剤の UDP によって著しく抑えられた。酵素失活

に伴い 425 nml乙ピークを持つ吸収帯が生じ，その増加量と失活はほぼ並行していた。失活酵素にアミ

ノチオー lレ化合物を添加すると活性はほぼ完全に回復したが， NaBH4 で前処理しておくと再活性化は全

く認められなかった。一次構造の解析により標識されたペプチドの構造を次のように決定した。 Glu一一

Val-Ala-Asn-Labeled Lys-Val-Gly-Gly-Ile-(Tyr)o UDP-PLと bis(PLP)の構造類似性から考え

ると，グリコーゲン合成酵素において標識されたりシンはホスホリラーゼのLys- 573 IC:相当し，基質の

ピロリン酸との結合に関与しているものと思われる。

論文の審査結果の要旨

ホスホリラーゼとグリコーゲン合成酵素は生体内において，それぞれグリコーゲンの分解と合成及び

その調節に与る重要な酵素である。

多賀谷君はこれら 2 つの酵素の触媒反応機構を明らかにすることを目的として， 3 種のピリドキサー

ル誘導体を合成し研究を行なった。

1 )ジャガイモホスホリラーゼをピス(ピリドキサールリン酸)を用いて親和標識する乙とにより，

ウサギ筋肉ホスホリラーゼと同じく，活性部位領域にリシン残基の存在することを明らかにした口 2)

ピリドキサー jレ二リン酸-αーグノレコースで再構成させたウサギ筋肉ホスホリラーゼの反応を詳細に調

べ， ピリドキサ-)レリン酸のリン酸基が求電子基として働くことを示した。 3) グリコーゲン合成酵素の

UDPーピリドキサー jレによる親和標識を行ない，活性部位領域に特定のリシン残基の存在することを

見い出した口これらの結果に基づいて，ホスホリラーゼとグリコーゲン合成酵素の活性部位の構造類似性

を指摘し，両酵素の反応機構を考察した。

以上のように，多賀谷君の論文は生化学的に顕著なものであり，理学博士の学位論文として十分に価

値あるものと認める D
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