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論 文 内 容 の 要 旨

糖類加水分解酵素の一つであるα-アミラーゼは自然界に広 く分布するが,晴乳類由来のα-アミラーゼ

については,その触媒機構の詳細はほとんど判っていなかった｡本論文は,晴乳類のα-アミラーゼの触

媒機構を明らかにする目的で,ブタ勝臓由来の酵素 (PPA)及びppAと一次構造上高い相同性を示すヒ

ト肺臓由来の酵素 (HPA)について行われた詳細な解析の結果について述べたものである｡

著者はまず,ppAについてジエチルピロカルボネ-トによるヒスチジン残基 (His)の化学修飾を試み,

総計 8残基中5残基のHisが修飾された分子種 (修飾 ppA)を得た｡修飾 ppAでは,澱粉またはアミロ

ースの中のα-1,4-グルコシド結合を加水分解する活性 (アミラーゼ活性)が大きく低下するが,クーニ

トロフェニル-D-マルトシドを加水分解してクーニトロフェノールを生成する活性 (マル トシダーゼ活性)

は逆に増大した｡さらに,未修飾のPPAと強く結合し全活性を阻害する,インゲンマメ(Phaseolusvulgan'S)

由来のタンパク質性アミラーゼインヒビターが,この修飾 ppAのマル トシダーゼ活性を全 く阻害しない

ことを見出だした｡化学修飾とインヒビターによる選択的阻害により新しく限定された基質特異性が現れ

た｡著者はサブサイトの概念を適用してこの現象を説明している｡

著者はついで,PPAのアミラーゼ活性の至適 pHが,低分子の基質を用いるとき酸性側に移動すること,

この際gm値がpHの影響を受けないことを明らかにした｡ この現象は,従来考えられてきた2個の触媒

残基による触媒機構では説明できない｡そこで著者は3個のプロトン解離基を含む反応機構を想定し,哩

論曲線を実験結果に最適化させることにより,これら解離基のpga値が4.78,5.54および8.62であるこ

とを示した｡そして,酵素活性のpH依存性に及ぼす温度の効果の解析から,pKa-4.87とpKa-5.54の

残基はアスパラギン酸 (Asp)またはグルタミン酸 (Glu),pga-8.62の残基はHisであると推定した｡

著者は種々の基質に対するPPAのアミラーゼ活性の至適 pHを測定した結果,前記の至適 pHの移動は,

基質の被切断結合から還元性末端側- 2番目の残基が結合するサブサイト5を基質が覆っているか否かに

関係しているらしいことを突き止めた｡そこで著者は,5量体のオリゴ糖の還元性末端にグルコース類縁

物を含む種々の基質を合成し,これらについて PPA及びHPAとの結合並びに加水分解の pH依存仕を解
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析した結果,サブサイト5は,糖残基上の水酸基を個別に認識するのではなく,単糖の6員環の大きさと

その全体の形状を認識し,それが活性と至適 pHの変化を起こさせていると結論した｡

ppAの触媒部位近傍には3個のHis(lol香,201番,299番)があるが,これらはHPAを含む噛乳類 α

-アミラーゼにおいて一次構造上よく保存されていて,酵素の機能に重要な関わりをもつことが予想された｡

著者は遺伝子が既にクローン化されているHPAについて,遺伝子工学的手法によりこれらの Hisをアス

パラギン残基に置換 した変異型酵素を作成 し,それらのアミラーゼ活性を測定 ･解析 した｡この結果,

HislOlとHis299は触媒機能発現に関与することが示唆され,一方,His201は基質特異性並びに至適 pHの

制御に関与し,また,インゲンマメ由来のインヒビターの結合や,晴乳類 α-アミラーゼの一般的な活性

化剤である塩化物イオンの結合にも寄与する重要な残基であることが判明した｡さらに,前記の化学修飾

による基質特異性の変化はHis201の修飾に起因することが示された｡著者はこれらの結果と考察に基づき,

晴乳類 α-アミラーゼにおけるAsp197,Asp300及びHislOlが関与する触媒機構モデルを提案している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

α-アミラーゼは,澱粉やグリコーゲンなどの,D-グルコースが1,4α一結合により連なった多糖類のグ

ルコシド結合をエンド型に加水分解する酵素であり,自然界に広 く分布 している｡ なかでも晒乳類の α-

アミラーゼは,澱粉の消化に係わる酵素であり,我々に馴染み深いが,その触媒機構の詳細はこれまでほ

とんど不明であった｡ 本研究は,晴乳類のα-アミラーゼの触媒機構を明らかにする目的で,ブタ豚臓由

来の酵素 (PPA)及びppAと一次構造上高い相同性を示すヒト肺臓由来の酵素 (HPA)の反応について

精微な解析を行ったものであり,評価すべき点は次のとおりである｡

1.著者は,ジエチルピロカルボネ-トによりヒスチジン残基 (His)が修飾されたPPA分子種 (修飾

PPA)では,アミラーゼ活性が大きく低下するが,マルトシダーゼ活性は逆に増大することを発見した｡

また,インゲンマメ由来のタンパク質性アミラーゼインヒビターが,この修飾 ppAのマルトシダーゼ活

性を全 く阻害しないことを発見した｡化学修飾とインヒビターによる選択的阻害の組合せにより新しく限

定された基質特異性が現れることになる｡ 著者はサブサイトの概念をこの現象に適用し,PPAの基質結

合部位の構造とHisの役割について新しい解釈を与えている｡

2.著者は,PPAのアミラーゼ活性の至適pHが,低分子の基質を用いるとき酸性側に移動することを

見出だした｡この現象を説明するために, 3個のプロトン解離基を含む反応機構を提唱し,理論曲線を実

験結果に最適化させることにより,これら解離基のpKa値を求めた｡さらに,酵素活性のpH依存性に及

ぼす温度の効果の解析の結果を踏まえ,各 pKa値に対応するアミノ酸残基を特定した｡これは, α-アミ

ラーゼの触媒機構における3解離基関与説に定量的な基盤を与えたものとして貴重である｡

3.著者は,5量体のオリゴ糖の還元性末端にグルコース類縁物を含む種々の基質を合成し,これらに

ついてPPA及びHPAとの結合及び加水分解のpH依存性を解析 した結果,酵素の基質結合部位のサブサ

イト5の基質分子認識の特徴を明らかにし,それが活性と至適 pHの変化を起こさせていると結論した｡

特定のサブサイトがもつ役割に微視的解釈を与えたものとして興味深い｡

4.晴乳類α-アミラーゼの触媒部位近傍には一次構造上よく保存されている3個のHis(lol香,201番,
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299番)がある｡ 著者は,HPAを対象として,遺伝子工学的手法によりこれらのHisをアスパラギン残

基に置換した変異型酵素を作成し,それらのアミラーゼ活性を解析した結果,各 Hisがどのような酵素機

能に関与するかを明らかにした｡これは,哨乳類 α-アミラーゼの構造と機能の関係の解明を一歩前進さ

せたものとして重要である｡

5.著者はこれらの知見と考察に基づき,晴乳類 α-アミラーゼにおけるAsp197,Asp300及びHislOl

が関与する触媒機構モデルを提案している｡

以上のように本論文は,哨乳類 α-アミラーゼの触媒反応に関与する機能性アミノ酸残基と触媒機構に

ついて新しい重要な知見をもたらすものであり,酵素化学,栄養化学,及び食品工学の分野に寄与すると

ころが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成4年12月22日,論文並びにそれに関与した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位

を授与される学力が十分あるものと認めた｡
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