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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は葉酸の生合成能を有する植物および微生物からジヒドロ葉酸合成酵素 (EC2.5.1.15)をそれ

ぞれ高純度に精製単離 し,その酵素的性質および特性を明らかにすると共に本酵素活性と生物の葉酸要求

性との関係について検討した成果をとりまとめたものである｡

本酵素は植物中に広 く分布 してお り,その細胞内分布を検討したところ ミトコンドリア様顧粒体に局在

することを明らかにした｡ 本酵素は不安定で失活し易いが, この顛粒体から可溶化し抽出した酵素は2-

メルカプトエタノール (以下 2-ME と略す)と硫安の添加によって比較的安定に保たれることを兄いだ

し,この条件を用いてはじめて発芽エソドゥから高純度の酵素標品を精製単離した｡本酵素の分子量は約

56,000で,その活性は PCMBにより阻害され,2-MEの添加によって完全に回復された｡本酵素反応に

は基質であるジヒドロプテロイン酸 (以下 H2･Pteと略す)と L-グルタミン酸 (以下 L-Gluと略す)

の外に ATP,Mg2+および K'が必須であ り,両基質とATPには特異性が認められたが,Mg2+は Mn2'

によって完全に,K+は NH+4,Rb十によってほぼ完全に代替された｡また ADPは阻害作用を呈するこ

とが兄いだされた｡

本酵素は多 くの微生物および担子菌煩にも広 く分布することが認められたが,とくにSerratiaindica中

の酵素は比活性も強 く比較的安定であることを兄いだし,その菌体から本酵素を高純度に精製単離しその

性質を検討した｡本酵素の分子量は約47,000であって, 植物からの酵素と大きく異なる点としては ATP

が ITP,GTPによって部分的に代替 し得られること,および Mn2+による Mg2+の代替性がかな り劣る

ことなどを明らかにした｡また,抗マラリヤ剤として兄いだされたホモプテロイン酸はそのジヒドロ型が

特異的に本酵素の活性を著しく阻害することを実証すると共に,K+の本酵素活性に及ぼす影響としてほ

酵素たん白の活性な conformationを保持するのに必要とするのであろうと考え得ることを示した｡さら

に本酵素反応の StOichiometryは次式のごとくであることを実験的に証明した｡
Mg2+,K+

H2･Pte+L-Glu+ATP- -ジヒドロ葉酸 +A工)P+Pi
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ついで葉酸化合物の栄養要求性を異にする3種類の乳酸菌 および ラット肝臓, ニワトリ肝臓 を用い,

H2･Pte合成酵素活性およびジヒドロ葉酸合成酵素活性をそれぞれ invitroにおいて検討した結果,in

uiuoにおける葉酸化合物の栄養要求性と invitroにおけるこれらの酵素活性とが良 く一致し,葉酸生合

成の denouo生合成過程においてこれらの酵素が invivoにおいても重要な役割を果していることを明ら

か に した .

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ジヒドロ葉酸合成酵素 (EC2.5.1.15)はジヒドロプテロイン酸 (以下 H2･Pteと略す)とL グルタミ

ン酸 (L-Glu と略す)からジヒドロ葉酸を生成する反応を触媒する酵素であって葉酸の denouo生合成

系の重要な酵素の一つであるが,これまで本酵素については,E.coli以外にはあまり研究されてほいなか

っ た ｡

本論文では,まず本酵素が植物中に広 く分布していることを明らかにすると共に,本酵素が ミトコンド

リヤ様敷粒体に局在 してお り,この頼粒体から可溶化し抽出した酵素は2-メルカプ トエタノールと硫安の

添加によって安定化されることを兄いだし,はじめて発芽-ン/ドゥの頻粒体から本酵素を高純度に精製単

離することに成功 し,その酵素的性質を明らかにした｡また,著者は,Serratiaindica中の本酵素が比活

性も強 く比較的安定であることを兄いだし,その菌体抽出液からも本酵素を高純度に精製単離し,その酵

素的性質および特性を明らかにした｡ことに本酵素反応には基質である fI2･PteとLGlu,および ATP

とMg2+ の外に K + の存在が必須であることをはじめて実証し,かつその役割についてある程度の解析を

加えている｡また,従来,抗てラリヤ剤として兄いだされながらその作用点の不明であったホモプテロイ

ン酸は,･そのジヒドロ型が本酵素の特異的阻害剤として作用することをはじめて明らかにしている｡さら

に本酵素反応の StOichiometryを明確にすると共に,この酵素の活性の有無が生物における葉酸の要求性

と密接に関係することを実験的に明らかにしている｡

以上のように,本研究の成果は酵素学の分野のみならず栄養化学および食糧化学の分野にも貢献すると

ころが甚だ大きい｡

よって,本論文は農学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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