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論 文 内 容 の 要 旨

著者は主論文でバクテリアルプロティナ- ゼの新 しい精製法を確立 し, この酵素の物理化学的ならびに

化学的諸性質に関 して報告 し, さらに非 SH 酵素に対する放射線の作用機構に関する新 しい m odelを提

出した｡

著者の用いた試料は Bacillus subtilis と称する枯草菌の生産するたん白質分解酵素で, 硫安塩析法と

アセ Tlン沈殿法によって得られた結晶をゲルろ過法とカラムクロマ トグラフィーとによって精製 したもの

である｡ 塩析, 沈澱法によって得られた結晶は顕微鏡的に均一であり, 従来の研究ではこれが純粋な単一

たん白質試料として用いられてきたものである｡

著者はこの酵素試料をセファデックス G -75 を用いてゲルろ過を行なったところ, 酵素活性の存在する

主成分のたん白質のほかに活性のない成分が存在 しており, これらを相互に分離することができることを

見出した｡ そこでこの活性の存在する主成分を十分透析 した後, さらにセファデックス G -75 によるゲル

ろ過法と, イオン交換セルローズにより直線的勾配溶出法を行なう液体クロマ トグラフィーとを繰返 して

クロマ トグラフ的に均一な試料を得た｡ さらに, この試料の電気泳動分析, 超遠心分析を行ない, いずれ

の分析によっても単一な成分であることを確かめ, その均一性を証明した｡ この精製の過程においてゲル

ろ過の後, T E A E セルローズクロマ Tlグラ フィー の前に必ず一定漢度の緩衝液を用いて透析を行なわね

ばならぬ点を強調 している｡

このように して得 られた均一な試料は十分物理化学的および化学的の研究に耐えるもので, 著者はこれ

を用いてこの酵素の性質を詳細に検討 した｡ その結果, 酵素作用の至適温度は〝50- 60oC , 耐熱安定性は

0- 30oC であり, また至適 pH は8 ,安定 pH 域は 5 - 9 であることがわかった｡ この酵素は SH 基に特

異的に作用する試薬並びに金属イオンにはすべて全く作用 しない｡反応速度定数はK m 4.17×10~3g/m l,

等電点は pH 3.98 であることを見出した｡ また, アミノ酸自動分析計を用いて, 正確なアミノ酸組成を

決定 し, 超遠心分析と粘度測定の結果から沈降定数 S - 5.4×10~3sec, 分子量 M - 46,000 を決定 した｡
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かくしてこの酵素は SIi 基をもたないばかりでなくシスチン魂基を全 く含まない酵素であることが見出

された｡

著者は この点に着目し, この酵素の水溶液に対するT 線の作用を研究 した結果, この酵素はSH 酵 素

とは著 しく異なって, γ線に対する感受性が低 く, 酵素活性を最初の 1/2 まで失活させるに要する線量

L D 50 は SH 酵素では 103- 104 r であるのに比べて, この酵素では 2×106 r であることを見出した｡ ま

た, γ線を照射 した酵素のアミノ酸組成を系統的に調べた結果 1.8×105r の T 線照射によってこの酵素

のチロシン残基が全 く消失 して しまうにもかかわらずなお酵素活性は約 55 % 残存 して いることを見出し

たO このことは酵素たん白質の構成アミノ酸のうちチロシン残基が放射線感受性が著 しく高いが酵素活性

の発現に直接関与 していないことを示すものである｡ 遊離のチロシンは放射線感受性が著 しく低いもので

あることが見出されているから, このようにポ1) ペプチ ド鎖に組み込まれたチロシン残基の放射線感受性

が著 しく高いことは極めて特異的で, 注目に値する知見であるQ

酵素たん白質, チロシン, およびこの酵素たん白質の構成アミノ酸の組成比に相当する遊離アミノ酸の

混合物に無水無酸素状態で電子線を照射 し, 生 じた遊離基の E SR スペク トルを測定解析 した結果, 酵素

たん白質への放射線照射の初期の過程で明らかに遊離基が生成 し, これがチロシン残基芳香核のO H 基の

酸素に基づくスペク Tlルであることが証明された｡ この事実から, 放射線照射によって酵素たん白質に生

じた電子的欠陥がチロシン残基におよんでチロシンラジカルとなってあらわれ, 水溶液中ではチロシンが

最先に分解される結果となるとする作用機構を提出した｡ このチロシンの役割は SH 酵素の SH 基の役割

と似たものであるが SH 酵素とは異なって, この酵素のようにチロシンが直接酵素活性に関与 しない酵素

では放射線の影響は直接活性の変化となってあらわれてこない｡

放射線の作用に対する酵素の感受性は酵素活性の変化を指標として測定 しているわけである から, Sf寸

酵素が放射線に敏感であり, この酵素のように非 SH 酵素が抵抗性が大きい理由がこの作用機構によって

理解できる｡

参考論文その 1 - 4 は SH 酵素に対する放射線の作用機構を明らかにしたもの, その 7 はアミノ酸の放

射線作用感受性に関するもの, その 8 は酵素たん白質の遊離基生成を証明 したものである｡ その 5 と6 ほ

酵素系および助酵素に対する放射線の影響を しらべたものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

細菌バクテ1) アルプロディナーゼに関しては, 塩析法ならびに有機試薬による沈殿法を用いて得られた

試料について, 萩原らおよび福本らの報告がある｡ これらの研究の内容はこの酵素についての酵素学的な

二三の性質に関するものに止まるもので, この酵素に関する物理化学的な研究を行なうためにはその試料

の均一性について, なお多くの検討を必要とする｡

著者は, 最近開発された新 しい分析法であるセファデックスを用いるゲルろ過法および T E A E セルロ

- ズを用いるイオン交換クロマ TlグラフJI - を用いて, 従来の研究に用いられた試料の均一性について検

討 した結果, それが必ず しも均一なものではないことを見出した｡ そこでこの酵素をこれらの方法を用い

てさらに精製 し, また電気泳動法ならびに超遠心分析法によってクロマ トグラフ的にも, 電気泳動 的 に
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ち, また超遠心的にも, 全 く均一な試料を得ることに成功 しているD

著者はこの試料を用いてこの酵素の物理化学的ならびに化学的諸性質, すなわち, 酵素作用に最適の温

度ならびに pH 域, 熱および酸, アルカリに対する安定性, SH 試薬ならびに各種金属イオンの影響を明

らかにすると共に, 酵素反応速度を決定 し, 広い pH 域に亘って電気泳動易動度を測定するこ と に よ っ

て, この酵素たん白の等電点を決定, かつ超遠心分析と粘度測定を行なって沈降定数ならびに分子量を決

定 した｡ また正確なアミノ酸分析を行なってそのアミノ酸組成を明らかにした｡ これらの成果は単にこの

酵素の諸性質が明らかにされたというに止まらず, さらに物理化学的な研究が可能であることを示すもの

である｡ 事実, この研究の結果, この酵素は, 酵素の活性化に SH 基を必要とするいわゆる SH 酵素では

ないということが明らかにされたばかりでなく, シスチン残基を全 く含まない酵素 であ るこ とが 判明 し

た ｡

そこで著者はこの酵素を用いて非 SH 酵素に対する放射線の作用機構を研究 し, 電子スピン共鳴スペク

トルの測定の結果から, この酵素に対する放射線の作用の初期の過程においては, この酵素たん白に含ま

れるチロシン残基が遊離基として観測されることを見出した｡ これはチロシン残基がちょうど SH 酵素に

おける SH 基と同じような役割を呆 していることを示すもので, この事実に基づいて非 SH 酵素に対する

放射線の作用機構のモデルを提出した｡ このモデルに従えば, 従来非 SH 酵素が SH 酵素に比べて放射線

の作用に対 して抵抗性が大きいとされてきた事実も矛盾なく説明できることは荘目に値する｡

参考論文 8 編のうち4 編は SH 酵素の放射線失活の機構を明らかにしたもの, また2 編はたん白を構成

するアミノ酸の放射線感受性と, 電子スピン共鳴吸収法によって遊離基の生成とを明らかにしたものであ

る｡

要するに, 若者層野蚕威は, たん白質加水分解酵素の研究の分野において, 試料精製法を確立 し重要な

価値ある知見を加えて, この分野の発展に大きく貢献するとともに生物物理化学の研究領域において豊富

な知識と, す ぐれた研究能力とを有することがみとめられる｡

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みとめる｡
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