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ビタミン 8 6の分解に関する酵素

-2 種の Nーアセチルアミド加水分解酵素の精製と性質について一
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(副査)
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論文内容の要旨

(目的)

2 種の異なるピリドキシン分解経路が，ピリドキシンを唯一の窒素及び炭素源として生育する数種類

の細菌に見い出されている。 α- (N- アセチノレアミノメチレン)コハク酸 (A物質と略す)は，Pseudoｭ

monas MA-lに生じる経路において，最初に検出されるピリジン環が開環した分解産物で、ある。 α ーヒ

ドロキシメチノレー α' 一 (N ーアセチルアミノメチレン)コハク酸 (B物質と略す)はPseudomonas IA 

と Arthrobacter Cr-7に生じるもう 1 つの経路中で最初の開環物質で、ある。これらは， (1) と (2)の反応に

より，それぞれ酸加水分解をうける。
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両物質は各々の細菌から部分精製された酵素標品によって加水分解され，これらと同様の生産物が生

じたが，乙の反応が単一の酵素によるものかどうか，まだ明らかではない。この問題を明らかにするた

め，私達はPseudomonas MA-1から A物質加水分解酵素を， Arthrobacter Cr-7から B物質加水分解

酵素を純粋になるまで精製し，性質を検討，比較した。

(方法)

Pseudomonas MA-l と Arthrobacter Cr-7 は 0.2 箔ピリドキシンを唯一の窒素及び、炭素源として含む

培養液中で， 30
0

Cで培養した。

A物質加水分解酵素と， B物質加水分解酵素はPseudomonas MA-1 と Arthrobacter Cr-7から，それ

ぞれ，超音波によって細胞を破壊した後，硫酸アンモニウムによる分画，ポリミン P，又は，デキスト

ランT500 とポリエチレングリコール 6000 の水'性二相分配による核酸除去を経て， DE52カラム，セファ

デックスカラム，フェニノレセフアロースカラムなどを用いて精製した。

両酵素活性は， A , B両物質が紫外部に強い吸収をもち，生産物には，そこに吸収がないことを利用

して， A物質加水分解酵素については， 50mM MES緩衡液， pH6.5 中で 261 nmにおける吸収の減少を，

B物質加水分解酵素については50mM Tris溶液， pH7.0 中で 262.5 nmにおける吸収の減少を25
0

C で経

時的に測定した。 A及びB物質の各々の波長における分子吸光係数は，それぞれ18，600M- 1cm- 1と 17 ， 000

M- 1cm- 1で、ある。

(成績)

両加水分解酵素は SDSポリアクリルアミド電気泳動と蛋白変性なしのディスク電気泳動で単一のバン

ドを示すまで精製された。

A物質加水分解酵素は，単量体で分子量は約 32 ， 500 であり，そのN末端アミノ酸はAsp である。 B物質加水

分解酵素は，おそらく 6 個の相同なサブユニットからなる多量体で，分子量は，約 205， 000 サブユニ

ットの分子量はSDS 電気泳動より約 36，600 であり，その N 末端アミノ酸は Gly である。この 2 種

の酵素は全く異なるアミノ酸組成を示すが，どちらもAsx と Glx を多く含み， Trpを欠いている。どち

らもpH5 以下で不安定で70
0

Cで 1 分間熱処理しても安定である。 A物質加水分解酵素の等電点は 4.4 で，

pH 6.5 , 250CにおけるKmは 3.3μM. Vmaxは 3.1μmol min-1 mg- 1で、あり ， A物質以外には，類似の

基質は見い出されていない。 B物質加水分解酵素の等電点は 4.2 で. pH 7.0 , 25 0CにおけるKmは25μM ，

Vmax'ま 3.8μmol min-1 mg- 1で=あり，この酵素はA物質もゆっくりと加水分解する。両酵素は亜硫酸

に強く阻害されるが その機序は まだわかっていな L、。また，どちらの酵素も，ジ及びトリカルボン

酸で措抗的に阻害され，中でも，基質や考えられる反応中間体と構造の似たイタコン酸が最も強い阻害

を示す。両酵素とも，セリン蛋白分解酵素間害剤では，阻害されないが，水銀化合物に対する感受性は，

A物質加水分解酵素の方がはるかに高い。純粋な.A物質加水分解酵素による， A物質の加水分解のス

トイキオメトリーは，酸加水分解のそれと全く同じであった。

(総括)

A及びB物質加水分解酵素を単離することによって，それぞれの加水分解反応は単一の酵素によって

生じること，そして，その生産物は酸加水分解による生産物と同じであることがわかった。これらの加
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水分解反応によって，初めて，分解経路中に，代謝に利用される一般的な物質，すなわち，酢酸，アン

モニア，二酸化炭素，コハク酸セミアルデヒド又はその α ーヒドロキシメチル誘導体が生じ，これらの

細菌は，ピリドキシンを唯一の窒素及び炭素源として利用し，生育することができる。

これら 2 種の加水分解酵素は，異なる細菌に生じ異なる基質特異性や，分子量を示すが，サブユニッ

トの大きさ，等電点， pHや温度に対する安定性，実験をおこなった条件下でのターンオーバー数などは

類似している。以上より両酵素は，その構造が大きく異なっているにもかかわらず，反応や性質は高度

に類似しているといえる。

論文の審査結果の要旨

微生物における 2 種類のビタミン B6酸化分解経路の最後の段階を触媒する加水分解酵素は，酵素学的

にも不明な点が多かったので， Pseudomonas MA-lから￠一 (N ーアセチルアミノメチレン)コハク酸

加水分解酵素を， Arthrobacter Cr-7から￠ーヒドロキシメチル - a' 一 (N アセチ jレアミノメチレン)

コハク酸加水分解酵素をそれぞれ単離精製し，その性質を明らかにした。乙れにより，微生物における

2 種のビタミン B6酸化分解経路のほぼ全様が明らかとなった口

この報告は，学位に値するものとして評価できると考えられる。
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