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論文内容の要旨

銅含有アミン酸化酵素 (EC 1. 4. 3. 6) は生理活性アミン類の代謝に重要な役割を果たす酵素で，微生物や動・植

物に広く分布している。本酵素は 2 価銅イオンを補欠金属として含有するだけでなく，新しいタイプの共有結合型酸

化還元補酵素として， トパキノン (TPQ) を含んでいる o この TPQ 補酵素は，酵素タンパク質中の特定のチロシン

残基が翻訳後修飾を受けて生成する。これまでに， TPQ の生成が銅イオンと酸素の存在下で起こる自触的反応であ

ることが当研究室の研究により明らかにされている。

本研究では， この TPQ 生成機構を酵素の立体構造の立場から解明することを目的として， グラム陽性細菌

Arthrobαcter globiformis 由来フェニルエチルアミン酸化酵素のX線結晶構造解析を行った。同酵素は遺伝子組み

換え大腸菌による高発現系を利用して銅イオンと TPQ をともに含まない前駆体型アポ酵素として均一に精製した。

TPQ 含有活性型ホロ酵素のX線結晶構造解析も，オーストラリア・シドニ一大学 Hans Freeman 教授らとの共同研

究により行った。両酵素に構造上の大きな違いはほとんど観察されなかったが，アミノ酸側鎖の位置を詳細に調べて

みると，アポ酵素における前駆体チロシン残基 (Tyr-382) とホロ酵素における TPQ 残基の位置が大きく異なるこ

とが判明した。さらに，銅リガンドの一つであるヒスチジン残基 (His-592) のイミダゾール環の向きが大きく異なっ

ていた。従って， TPQ 生成過程では，これらの銅イオンリガンドと前駆体チロシン残基， TPQ 残基の相対的な位置

と芳香環の回転を含むその動きが， TPQ 生成過程で重要な役割をもっと推定された。

次に， この TPQ 生成過程での銅イオシの役割を明らかにするため，銅リガンドとして機能している 3 個の銅結合

ヒスチジン残基について部位特異的変異を導入し，各変異型酵素 (His 431• Ala. His 433• Ala. His 592→Ala) を

TPQ を含まないアポ酵素として精製した。好気条件下で銅イオンを添加したところ， これらの変異型酵素では TPQ

の生成はほとんど観察できなかった。しかし， TPQ 生成反応をイミダゾール存在下で行うと His 592→Ala 変異型酵

素では TPQ の生成は著しく促進された。また，イミダゾール存在下で His 592→Ala 変異型酵素に結合した銅イオン

は野生型酵素に類似したタイプ H銅の EPR スペクトルを示すとともに，共鳴ラマンスペクトルから TPQ が生成し

ていることが確認された。このようなイミダゾールの添加効果は，野生型酵素や他の 2 種の変異型酵素では全く認め

られなかった。従って， His 592→Ala 変異型酵素では，銅イオンはイミダゾールの存在によって Tyr-382 を TPQ へ

と酸化修飾するのに適切な位置に保持されると推察された。一方 His 433→Ala 変異型酵素では銅イオン添加に伴う

電荷移動複合体 (tyrosinate-Cu 2 つの形成が共鳴ラマンスペクトルの測定により観察された。以上の結果から，
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銅リガンドの 3 個のヒスチジン残基は構造的にも機能的にも等価ではなく，また TPQ の生成過程で銅イオンの配位

構造変化が重要な役割を担うと考えられた。

論文審査の結果の要旨

蛋白質の翻訳後修飾により特定のアミノ酸残基から生成する共有結合型の補酵素をもっ酵素が近年相次いで見いだ

されている o 本研究では，チロシン残基由来のトパキノン補酵素を含有する銅アミン酸化酵素の前駆体型アポ酵素の

X線結晶構造を決定することに世界で初めて成功し，銅イオンに依存した自己触媒的な卜パキノン補酵素の生成機構

を活性部位の特異な構造変化から解明する手掛かりを得ただけでなく，銅イオンを結合する 3 個のヒスチジン残基の

機能的な非等価性を明らかにした。これらの研究成果は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。




