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論文内容の要旨

[目的]

アドレノドキシン還元酵素は副腎ミトコンドリアに存在するステロイド水酸化反応を触媒する酵素系

の一成分である。本酵素はFADを補酵素とするフラビン酵素であり， NADPHからの電子を鉄イオ

ウ蛋白質であるアドレノドキシンを介してシトクロム P -450に伝達する O この際，二電子供与体であ

る NADPHからの電子をー電子受容体であるアドレノドキシンに伝達する電子伝達反応の機構の解明

は本酵素の生理的機能の理解に不可欠である。本研究では，フラビン酵素の種々の酸化還元状態を考慮

し，特に完全酸化状態と完全還元状態との中間状態と考えられているセミキノン状態に注目し，本酵素

のセミキノン生成の機構を解明する事によって二電子からー電子への変換機構を考察した。また本酵素

の補酵素である FAD と NADP(H)との相互作用の様式を検討するために lH および 31 p NMR測定

を行‘った。

[方法]

アドレノドキシン還元酵素は牛副腎より精製した。さらに本酵素の構造を静的に決定するためにX線

解析を行いうる本酵素の単結晶を作成した。セミキノン生成の機構を調べるため，アドレノドキシン還

元酵素を50mMPIPES-HCl , pH7.4に溶解し， 250C，嫌気条件下でNADPH溶液にて滴定し，その吸

収スペクトルを日立二波長分光光度計557型を用いて測定した。 NMRスペクトルは200MHz の Varian

XL -200 Fourier transf orrn spectrorneter にて12.0
0

Cで測定した。試料はアドレノドキシン還元酵素，

510μM; NADP+ , 2.1rnMを含み，嫌気にした後， N A D P H generating systern を加え， NMR セ

ルを封じた。遊離のNADP+及びNADPHの濃度はNMRスペクトルにて各々，複数個のピークの
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面積から測定した。

[結果]

アドレノドキシン還元酵素を嫌気条件下でNADPHを用いて滴定し，可視分光スペクトルにて測定

したところ， NADPHが酵素に対して 1 : 1 に達するまでは約500-900nm に幅広い吸収スペクトル

を示す電荷移動錯体の生成が見られた。つぎにNADPHを過剰に加えたところ電荷移動錯体が急激に

減少するとともに575nm にピークを， 635nm に肩を示すセミキノンの吸収スペクトルが出現した。そし

てセミキノンの濃度はNADPHが酵素に対して 3 倍付近になった時に，最大に達した。この事は明ら

かにセミキノンの生成には本酵素に対し過剰のNADPHが必要である事を示している。さらにNAD

PHを加えたところ セミキノンもまた減少し可視部にはほとんど吸収スペクトルを示さない完全還元

体が生成された。 31 p NMRを用いて検討したところ，本酵素に結合する NAD p+ はただひとつであ

る事が分かった。さらに lHNMRによって種々の還元状態でのNADP(H)の結合数を調べたところ

本酵素の酸化還元状態にかかわらず、ただ一つである事が示唆された。また本酵素の立体構造を決定する

ため本酵素の単結晶を作成し， 1.6mmの大きさの結晶を得た。 x線解析によりこの結晶は P 2 1 の空間群

に属しその単位格子は a =83.6Á , b =62.6Á , C =59.3Á ， α- r =900β =107.1 0 であり，非対称

単位当り一分子存在した。

[総括]

1 )アドレノドキシン還元酵素の単結晶の作成に成功し，その結晶定数を決定した。

2 )本酵素の31 p及び l HNMRを行い ， NADP(H)と本酵素との相互作用について検討した。

3 )本酵素と NADP(H)との電荷移動錯体は酸化型および還元型電荷移動錯体が平衡している系であ

る事が示唆された。

4 )アドレノドキシン還元酵素のセミキノンは本酵素がNADPHと結合している状態で初めて存在す

る事が示唆された。

5 )本酵素のセミキノンの生成機構について考察を加えた。

論文の審査結果の要旨

アドレノドキシン還元酵素は副腎ミトコンドリアに存在するステロイド水酸化反応系に含まれる FA

Dを補酵素とするフラビン酵素である。この反応系において，二電子供与体である NADPHからの電

子をー電子受容体であるアドレノドキシンに伝達する電子伝達機構の解明は本酵素の生理的機能の理解

に不可欠であるにもかかわらず，今日まで不明であった。本論文の著者は，フラビン酵素の種々の酸化

還元状態を考慮し，特に酸化状態と還元状態との中間状態と考えられているセミキノン状態に注目し，

本酵素のセミキノン生成の機構を解明する事によって二電子からー電子への変換機構を明らかとした。

また本酵素の補酵素である FAD と NAD P(H)との相互作用の様式を検討するために 31p NMR測定

を行った。また本酵素の結晶のX線解析をも行い，立体構造解明にも道を開いた。以上の結果は本酵素
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の研究上重要な知見であるとともに，フラピン酵素一般の研究に大きな寄与をなしたと考えられる。し

たがって，本論文は充分学位に値するものと評価する。




