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論文内容の要旨

2 価銅イオンを補欠金属として含有する銅アミンオキシダーゼ (EC 1. 4.3.6) は、種々の生理活性アミン類の酸化

的脱アミノ反応:

RCH2NH2 +02+ H 20 • RCHO+ NH3 + H202 

を触媒する酵素で、動植物、微生物に広く存在している。本酵素には、カルボニル↑性生有機補酵素として卜パキノン

(ω3-ベ(ω2 ， 4 ， 5ι-t廿r‘泊i

(または翻訳過程)の修飾反応によつて生成すると推定されたが、その機構は未解明に残されてきた。

本研究では、銅アミンオキシダーゼにおける TPQ 補酵素の生成機構を明らかにすることを目的として、まず、グ

ラム陽性のコリネ型土壌細菌の一種、 Arthrobαcter globiformis 由来のフェニルエチルアミンオキシダーゼの遺伝

子をクローニングした。得られた酵素の構造遺伝子は、 1914塩基対で構成されており、 638個のアミノ酸残基をコー

ドしていた。次いで、同酵素の大腸菌内高発現系を作製し、銅イオンの強力なキレート剤であるジエチルジチオカル

バン酸の存在下で精製を行うことにより、銅イオンをほとんど含まずほぼ無色透明で不活性なアポ型酵素を得た。

精製アポ型酵素を過剰の銅イオンとインキュベー卜すると、顕著な酵素活性が出現すると同時に、 480nm付近の吸収

ピークが増大して酵素溶液はピンク色に着色した。この発色団を含むペプチド断片を単離して共鳴ラマン分光法など

を用いて解析することにより、発色団は TPQ であることを確かめた。一方、嫌気条件下や Tyr382 の Phe への変異

型酵素では、銅イオンによる活性化も480nm付近の吸収の増加も観察されなかった。以上の結果より、 TPQ は他の

酵素(系)を介して生成するのではなく、銅イオンの存在下で Tyr382が自動酸化されて生成すると結論された。

引き続き、 TPQ の自動生成機構における銅イオンの役割を明らかにするため、 ESR や CD などの各種分光学的方

法を用いて TPQ生成過程を詳細に解析した。その結果、まず 2 価銅イオンがアポ酵素と結合することによって l 価

に還元され、これによって分子状酸素が活性化され、前駆体チロシン残基を TPQ に酸化するという機構が推定され

た。また、その過程で特異な、酵素タンパク質由来の窒素原子が関与していると考えられるセミキノンラジカル中間

体が形成されることも明らかになった。さらに、本酵素の結晶解析により基質や銅イオンが溶媒から分子内部の活性

部位に入るためのチャンネルと推定される領域が存在することが明らかにされたが、このチャンネルの入口に存在す

る 2 個のリシン残基を化学修飾法を用いて同定した。
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論文審査の結果の要旨

種々の生理活性アミン類の酸化的脱アミノ反応を触媒する銅アミンオキシダーゼには、トパキノンと呼ばれる共有

結合型キノノイド補酵素が含まれている。松崎隆一君は、本論文において、コリネ型土壌細菌 Arthrobαcter

globiformis よりフェニルエチルアミン酸化酵素の遺伝子をクローニングして全塩基配列を決定するとともに、大腸

菌内高発現系を構築して本酵素タンパク質を大量に精製し、その結合補酵素をトパキノンと同定した。また、銅とト

パキノンとを含まない前駆体型アポ酵素を用い、銅イオンの存在下で特定のチロシン残基が自動的に酸化されていマ

キノンが生成することを初めて明らかにした。さらに、各種の分光学的方法や部位特異的変異導入法を用い、トパキ

ノン生成過程を詳細に解析してセミキノンラジカル中間体の形成や活'性部位アミノ酸残基の役割を解明した。

これらの成果は、金属イオンによる新しいタイプのタンパク質翻訳後修飾機構の存在を実証するだけでなく、その

分子機構を明らかにするものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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