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論 文 内 容 の 要 旨

Itaconic acid は A sperglllus itaconicus および A sp. terreus の生産物として発見された メチレン側鎖

をもつ C 5 の二塩基有機酸である｡ この酸は哨乳動物の肝で代謝されてピルビン酸と酢酸 とに分解するこ

とが判明しており, その中間過程もほぼ解明されている｡ しか し, 微生物における Itaconic acid の代謝

に関する研究は少な く, 前述のコウジカビでは cis-A conitic acid の脱炭酸によって生成することがわか

っているが, Itaconic acid 自身の運命については明 らかでなく, また, Itaconic acid の異性体である

M esaconic acid や水加物である C itram alic acid がある種の 細菌によって ピルビン酸と酢酸 とに分解す

るとの報告がある程度にすぎない｡

著者は, これ らの研究結果か ら推 して, Itaconic acid およびこれと類縁の有機酸の代謝過程は, 含水

炭素や脂肪酸の好気的分解経路として生物細胞に普遍的に認められる T C A 回路 ときわめて密接な関係を

もつことを推測 し, Pseudom onas fluorescens についてこの有機酸の代謝を詳細に研究 した｡

この細菌は, あらか じめ Itaconic acid を含む培地に培養すると, Itacon主c acid (Ⅰ) ･ M esaconic acid

(ⅠⅠ) ･ C itram alic acid (ⅠⅠⅠ) ･ M ethyl succinic acid (ⅠⅤ) ･ Itatartaric acid ＼(Ⅴ) を酸化分解するように

なり, これの菌体抽出液に (Ⅰ) を加えると, (ⅠⅠⅠ)とピルビン酸とが生成することが認められた (参考論文

その 1 ) ｡ 著者は, この事実からこれらの有機酸が同 じ代謝過程で分解されるとして, 主論文ではこの過

程のそれぞれの段階の確証を行なっている｡ すなわち, 主論文第 1 部では, まず (Ⅰ) を含む培地で好気培

養 した細菌を音波処理 したのち高遠遠心分離法で上澄液をとり, これを粗酵素液として, これに (Ⅰ) を加

えて分解生成物を詳 しくしらべ, (ⅠⅠⅠ) ･乳酸および酢酸の生成を確認 した｡ つぎに, この粗酵素液を0.75
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飽和の硫安沈殿にかけて助酵素類をできるだけ除去 したものを用いて同じ実験を行なうと, 乳酸の代わり

にピルビン酸が生成するから, 乳酸は粗酵素液に含まれている乳酸脱水素酵素の作用で生成 した二次的産

物であることがわかった｡ また, この (Ⅰ) の分解には C ofactor として A T P , C oA および M gH が必要

であり, さらに上述の (Ⅰ)の分解をヒドロキシラミンの共存の下で行なわせると, Itaconohydroxam ate が

生成することが判明したo rJの結果から著者は, (Ⅰ) が Itacony1-C oA の形に活性化されたのち変化する

ものと考え, 粗酵素液から ItaconyトC oA の合成酵素の分離証明を試みた｡ すなわち, 粗酵素液を炭素未

処理, プロタミン処理, 硫安分画,リン酸カルシウムゲル吸着を組み合わせた方法で処理 して, CoA , A T P･

および M gC 12 の共存の下で (Ⅰ) からItacony1-C oA を生成する酵素の標品をえたO このものは至適 pH 7.a

で (I) のほかにコ- ク酸にも作用 して SuccinyトC oA を生成する｡ そこで Soccinyl-C oA 合成酵素と

Itacony1-CoA 合成酵素との異同について, さらに詳細な検討を行なって, 一応両者は同一物であるとの

結論に達している｡ また, この酵素は A cetyl-CoA や A cyトC oA 合成酵素とは全 く別個のものであるこ

とを明らかにしている｡

主論文第 2 部では, まず C 14-D L -C itram alic acid を基質とした場合粗酵素液によって放射性の (Ⅰ) ･

(ⅠⅠ) ･ ピルビン酸および二酸化炭素と放射能をもたない酢酸とが生成することを認めた｡ このうち乳酸は

ピルビン酸の還元生成物であり, 二酸化炭素はピルビン酸の酸化的分解で生 じたものであることを確かめ

た｡ また, 上の分解には C ofactor として C oA , A T P , G SH , T PP および M gH が必要であることを認

め, (ⅠⅠⅠ) のピルビン酸- の分解には, C oA 化合物の生成にあずかる酵素とそれを分裂させる酵素とが共

働 していることを推定し, これらの分離証明を行なった｡ すなわち, 粗酵素液をプロタミン処理, 硫安分

`画,リン酸カルシウムゲル吸着,D E A E セルロースカラムクロマ トグラフィーなどを組み合わせた方法によ

って処理 し, この粗酵素液には Succinyl-C oA から (ⅠⅠⅠ) に C oA を転移させて C itram alyトC oA をつ く

る酵素と, C itram alyトC oA を分解 して A cetyl-C oA とピルビン酸とにする C itram alyl-C oA -pyruvate-

1yase とが存在することを確かめた｡

著者らは, 参考論文その 2 に率いて, 粗酵素液が (ⅠⅤ)･を分解 して (ⅠⅠⅠ) と酢酸とをつ くることおよび

この変化に C itram alyトCoA -pyruvate-1yase が必要なことを認めており, また, 参考論文その 3 におい

て, (ⅠⅠ) に水を添加 して (ⅠⅠⅠ) を生成する酵素が, 粗酵素液に存在することも確認 している｡ これらの結

L異と主論文の研究とを総合 して著者は Pseudom onas fluorescens における (Ⅰ) の 代謝過程をつぎのよう

に取りまとめている｡
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上の分解は (Ⅰ) を含む培地で培養 した細菌について認められるものであり, (Ⅰ) の代わりにグルコース

を加えた培地に生育 したものでは (Ⅰ) か らピルビン酸の生成が非常に少ない｡ この原因について著者は,

関係酵素の活性の差異を詳細にしらべ, 培養条件を異にした 細菌の問では C itram alyl-C oA -pyruvate-

1yase の活性に大差があるが, 他の酵素には差異が認められないことを明 らかにしている｡

参考論文その 1 ,その 2 およびその 3 については既に述べたが, その 4 では, B acillus m acerans におけ

るビオチン欠乏が β-オキシ酪酸の脱水素能の低下をきたす理由について 詳細な研究を行ない, ビオチン

はこの脱水素酵素のアポ酵素の生合成に何等かの形で関係するとの結論をえている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

主論文は, Itaconic acid を含む培地で培養 した Pseudom onas fluorescens が Itaconic acid および

C itram alic acid を分解する過程を, 菌体抽出物によるこれ らの有機酸の分解生成物の精査, この分解に

必要な C ofactor 類の追究, 関連酵素類の分離などの結果か ら解明しようとしたものであり, 参考論文に

収めた結果をも総合 してこの代謝過程をつぎのようにまとめている｡
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この間, 菌体抽出液か ら ItaconyトC oA 合成酵素, Succiny1-C oA か ら C itram alic acid - の C oA 転移

酵素および C itram alyトC oA をピルビン酸と A cetyl-C oA とに分裂させる酵素の分離精製に成功 し, そ

れぞれの性質を明 らかにしており, また, C itram alyl-C oA 分裂酵素は Itaconic acid 添加によって誘導

生成される酵素であることをも確証 している｡

要するに, 著者の学位論文は, 微生物における Itaconic acid の代謝過程を明 らかにして, これが好気

的な生物細胞に広 く認められる T C A 回路と関係があることを示唆したものであり, 代謝生化学の立場か

ら高 く評価することができる｡

よって, 本論文は理学博士の学位論文として価値があるものと認める｡
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