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論文内容の要旨

大腸菌の 3 種類のアミノ基転移酵素を材料とし，蛋白質工学的手法を用いて，アミノ基転移酵素の触媒反応機構お

よび基質認識機構を解析した。

1.アスパラギン酸アミノ基転移酵素

アスパラギン酸アミノ基転移酵素 (AspAT) の Tyr 70 , Tyr 225 , Arg 292，および， Arg 386は，活性部位に存在す

る補酵素(ピリドキサル 5'ーリン酸)の近傍に位置することが X 線結晶構造解析から明らかになっている。触媒反応

過程において重要な役割を果たしていると考えられるこれらのアミノ酸残基を部位特異的変異法で他のアミノ酸残基

に置換した。

(1) Tyr 70変異型酵素

AspAT の Tyr 70をフェニルアラニン，および，セリン残基に置換すると，活性はそれぞれ13%および3.4%に低下

した。 Tyr70の側鎖の水酸基は，触媒反応過程に於ける選移状態を約 2 kcal ・ mol- 1 安定化することが示唆された。

さらに Tyr70の側鎖の水酸基は，補酵素の結合に寄与していた。また Tyr 70の側鎖の芳香環は，炭素五つからなる基

質(グルタミン酸および 2 ーオキソグルタル酸)の認識に寄与していることが示唆された。

(2) Tyr 225変異型酵素

AspAT の Tyr 225をフェニルアラニン，および，アルギニン残基に置換すると，活性はいずれも 1%以下に低下し

た。 Tyr 225の側鎖の水酸基は，補酵素の 3' 位の酸素原子と相互作用することにより，触媒反応過程における補酵素

の電子状態を調節していることが示唆された。

(3) Arg 292変異型酵素および Arg 386変異型酵素

Arg 292をリシン残基に置換した AspAT，および， Arg 386をリシン残基に置換した AspAT の活性は，野性型酵素

と比較していずれも 1%以下に低下した。 Arg 292および Arg 386の側鎖のグアニジノ基は，基質の遠位および α ー

カルボキシル基と水素結合することにより，触媒反応過程における遷移状態を 5 ,..._, 6 kcal • mol- 1 ずつ安定化するこ

とが示唆された。基質のカルボキシル基の認識にはアルギ、ニン残基が必須で，同じ正電荷を持つシリン残基では代用

できないことが明らかになった。

2. 芳香族アミノ酸アミノ基転移酵素

芳香酸アミノ酸アミノ基転移酵素 (AroAT) の一次構造は AspAT と 43%の相向性を有しており，活性部位のアミ

。
。



ノ酸残基は，両酵素でほとんど保存されていた。 AroAT は分光学的特性においても AspAT とよく似ていた。 AroA

T は，芳香族アミノ酸に対して高い基質特異性を示すとともに，酸性アミノ酸基質に対しても AspAT と同程度の特

異性を有していた。すなわち， AroAT は，芳香族アミノ酸および酸性アミノ酸という側鎖の性質が全く異なる基質

を認識できることが明らかになった。

3. 分岐鎖アミノ酸アミノ基転移酵素

AspAT および AroAT が 2 量体酵素であるのに対し，分岐鎖アミノ酸アミノ基転移酵素 (BCAT) は，分子量34000

のサブユニット六つからなる 6 量体酵素であった。 BCAT はイソロイシン ロイシンパリンの分岐鎖アミノ酸に

対して高い基質特異性を有するとともに，メチオニンや芳香族アミノ酸に対して低いながらも活性を示した。 BCAT

は，構造的特性，分光学的特性，および，基質特異性において， AspAT および AroAT とは全く異なることが明らか

になった。

論文審査の結果の要旨

井上桂君は，大腸菌の 3 種類のアミノ基転移酵素について反応特異性を比較するとともに，その中の一つ，アスパ

ラギン酸アミノ基転移酵素については，活性部位に存在するアミノ酸残基を遺伝子操作法を利用して置換し， Tyr 70 , 

Tyr 225 , Arg 292 , Arg 386がアミノ基転移酵素の機能発現に重要な役割を果していることを明らかにした。よって

本論文は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認めるO
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