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論文内容の要旨

(目的)

蛋白質問の相互作用は，生物機能あるいは形態形成を分子レベノレで、理解する上で本質的に重要なもの

の一つである。オリゴマー酵素の補酵素，基質，エフェクターの結合による四次構造変化は，その酵素

の機能発現および制御に重要な意味を持ち，最近，解糖系酵素などでその重要性が再認識されている。

本研究の目的は，ベノレオキシソームに局在する D ーアミノ酸酸化酵素の水溶液中で、の四次構造を明らか

にすることおよび補酵素FADの結合による四次構造変化の機構を熱力学的および速度論的に詳細に解析

することにある。

(方法ならびに成績)

D- アミノ酸酸化酵素は 豚腎臓から精製した。

1. 単量体分子量の決定 6M塩酸グアニジン存在下に，単量体分子量を低角レーザ一光散乱法(Mr

= 39 ， 600 士 1 ，700 )および沈降平衡法 (Mr= 38,000 :::t 1,200 )により決定した。この際，透析平衡の

条件下での屈析率濃度勾配( 0.126 rnf / g )とみかけの比容(0.723 rnf / g )を実測し，これらの値

を用いた。 6M塩酸グアニジン溶液中での塩酸グアニジンと本酵素の相互作用パラメータは， 0.11 g/g 

of proteinでミあった。

2. D ーアミノ酸酸化酵素の四次構造一一本酵素アポおよびホロ酵素溶液 (0.1 M ピロリン酸ナトリウ

ム， pH 8.3 , 25 0C) の低角レーザ一光散乱測定から得たみかけの重量平均分子量の酵素濃度依存性に関

するデータを，溶液の非理想性を考慮した種々の解離会合系モデルに関して，本研究で新たに開発した

非線形最小二乗法フ。ログラムを用いて定量的に解析した。その際に， 1.で決定した単量体分子量を用い
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た。アポ酵素の場合，単量体( P 1 ) が i 量体 (Pi) (i= 1, 2 .…ー・)とランダムに会合するモデル
Kn n , nKn n ， n 1三(2P1• P 2 • P1+P 2 • P3 •..•... , Pi - 1 十 P 1←Pj. 一 .， Kは結合定数K=1.84 x 104M- 1 ) でデータをよく説明し

得た。一方，ホロ酵素の場合には. 2 量体が会合のユニットとなってランダムに会合するモデル (2P 1
K担 K' K' 
ご~P2. 2P;三 P4 • …・…， P2(i-l) +PZご P 2i • ......• K2= 2.42 X 105 M- I, K'= 1.30 x 105M-1 ) が，デー

ターと best-fit した。乙れらの最適モデルの妥当性をさらに確かめるために，沈降速度法から得られる

沈降界面と，上記のそれぞれのモデルを用いてGilbertの方法で、算出した沈降界面の形状を比較した。そ

の結果，アポ酵素およびホロ酵素どちらの場合でも 最適モデ、ルによって 沈降界面の形の特徴を説明

できる乙とが明らかとなった。広い酵素濃度範囲にわたって，ゲ、ル櫨過法から決まるみかけのストーク

ス半径の酵素濃度依存性を調べた結果も，定性的に上記の会合モデノレの妥当'性を支持する。これらの結

果から，これまで未解決であった会合機構に関するゲル漉過法と熱力学的測定法の聞の矛盾点を解明す

ることができた。

以上のように，アポ酵素とホロ酵素で会合機構が異なることがわかったが，さらにこの会合機構の変

化に関して詳しく検討するために. FAD とアポ酵素溶液混合後の散乱強度の変化を速度論的に解析した。

その結果，この会合状態の変化の律速過程は， FADの結合により誘起される酵素タンパクのコンホメー

ション変化の段階であることがわかった。

また. FADの結合 lとともなうサブユニット間界面で、の安定化のエネノレギーは， 2 量体化の過程では，

-2.2 kcaP / rnof. 2 量体より高次の会合体に 2 量体が結合する過程では. -0.5 kcaf / rnof であっ

た。乙のような比較的小さなエネノレギ一変化は FADの結合 lとともなう酵素タンパクのわずかな構造変

化によって十分説明しうる。また，このコンホメーション変化がホロ酵素の会合様式を決める最も重要

な因子であることがわかった口

(総括)

1. 本酵素の単量体分子量を熱力学的方法を用いて精密に決定した。

2. サフ、、ユニットの会合様式を決定するために，複雑な解離会合系にも一般的に適用できる解析方法を

確立した。

3. 本酵素サブ、ユニットの会合機構を低角レーザ一光散乱法，ゲ、jレ漉過法，沈降速度法を用いて詳細に

検討し，ホロ酵素とアポ酵素の会合様式を決定した。そして両酵素で会合機構が異なる乙とを明らかに

した。

4. 本酵素の会合機構に関して従来より未解決であった，ゲル漉過法と光散乱法の結果の聞の矛盾を解

決した。

5. FADのアポ酵素への結合による会合状態の変化を速度論的に解析し，この反応の律速過程は，

FADの結合により誘起される酵素のコンホメーション変化であることを明らかにした。

6. FADのアポ酵素への結合にともなう サブ、ユニット間相互作用エネノレギーを決定した。

7. 本研究により，酵素濃度に依存する本酵素の多くの性質を統一的に理解する乙とができるようにな

った。また，本研究は. III VIVOで:の本酵素の高次構造に関する研究の基礎データを与える。
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論文の審査結果の要旨

本研究は， D ーアミノ酸酸化酵素の自己会合系の会合様式を定量的に決定し，また補酵素のアポ酵素

への結合 lとより誘起される会合過程を速度論的およびエネノレギー論的に詳細に解析したものである。本

酵素の作用機作およびその反応制御機構を解明する上で，基本的に重要な本酵素の物性を明らかにした

こと，および，自己会合系の会合様式の定量的解析に一般的に適用できる方法を開発した点で，本研究

は，医学博士論文として十分価値あるものと認める。
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