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論 文 内 容 の 要 旨

生物界にはイソプレン (C 5) 骨格の重合 した化学構造をもつ化合物が広 く分布 しており, これらはイソ

プレノイ ドと総称されている｡ 高等植物の精油成分であるモノテルペン (C l｡) , セスキテルペン (C 15), 樹

脂やサポニンにみられるジテルペン (C2｡), トリテルペン (C30), 天然ゴム (C5n), 広 く脂質にみられるカ

ロチノイ ド (C4｡) や トリテルペンから誘導されるステロール類などがその例であり, また, ビタミン E,

ビタミンK , ユビキノンなどにもイソプルノイ ドの側鎖が結合 している｡

イソプレノイ ドの生合成過程に関しては Blochらの Cholesterolについての優れた研究があり, 大要

を図Ⅰに示すように, 酢酸を出発物質として Mevalonicacidを経てCsの Isopentenylpyrophosphate

ができ, これを単量体として Tail-to-headの脱ピロリン酸縮合で三量体の Farnesylpyrophosphateを

生成 し, この三量体二分子間で Tail-to-tail の縮合が行なわれて C3｡ の炭化水素の Squaleneを生じ,

これの酸化, 環化, 脱メチルなどの変化で Cholesterolができることが明らかにされている｡ 天然ゴムや

Carotenoidなどの生合成も Cholesterolと同じような過程を経て行なわれると考えられている｡ 重合度

の異なる多数のイソプレノイ ドが存在することは, 生物によって重縮合に際してある種の調節が行なわれ

ていることを示唆するものであるが, これに関する知見はほとんどえられていない｡

申請者の研究は比較的多種類のイソプレノイ ドを生産するといわれていた酵母の Sporobolomycesshi-

batanusについて, それの含有するイソプレノイ ドの分離, 確認と, 生育過程におけるそれらの消長につ

いてしらべ, さらに, 天然, 非天然の阻害剤を利用してイソプレノイ ド生合成における調節機構解明の手

掛りをも掴もうとしたものである｡

主論文第一部では, まず, この酵母の含有するイソプレノイ ドを確認している｡ 従来この酵母は β-ca-

roteneを多産することで知られており, このほかに Neurosporene,I-carotene,γ-caroteneを含有す

るとの報告がある｡ 申請者は大量培養 した酵母を600メッシュのカーボランダムで磨砕 した後,10%のピ

ロガロ- ルを含む酒精カリと共に 80oCで20分間ケン化 し, 不ケン化物をヘキサンで抽出し, メタノール
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で不活性化 したアル ミナを用いるカラムクロマ トグラフィーにかけ,Carotenoid,Sterolおよび Ubiqui-

doneに分画 した｡Carotenoid画分は, さらに, 活性アル ミナと不活性アル ミナとを5:1の比に混合 し

たカラムを用い, 混合比の異なるエーテルと- キサンの 混液で演出す る クロマ トブラフィ- で, Neo一一一β-

carotene,β-Carotene,I-Carotene,γ-Carotene,Neurosporeneおよび Toruleneにわけ, それぞれに
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義 I Sporobolomycesshibatanusの Carotenoid含量

Caroferoid

Phytofluene
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γ-Carotene
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β-Carotene
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対 照
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0
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〟g/g(乾体)

Diphenylamine阻害

〟g/g(乾体)

ついて主として吸収スペクトルを用いて確認した｡ 吸光度測定で定めた各 Carotenoidの含量は表Ⅰに示

すようであった｡ つぎに, 他のイソプレノイ ドについては, それぞれの画分をさらに折紙クロマ トグラフ

ィ- にかけて精製 し, Ubiquinoneは吸収スペク トルや酸化還元による吸収スペク トル曲線の変化および

NaBH｡ 処理のあとネオテ トラゾリウムによる特異の発色などをしらべて確認 した｡ この Ubiquinoneの

イソプレノイ ド側鎖の重合度は既知のものとの比較検討によって C5｡であることをきめた｡Sterolの画分

は精製で単一の化合物と判定されたが, 常法によってこれが Ergosterolであることを確かめた｡ なお,

これらのほかに, この酵母には構造不明のキノンが含有されていることも判明した｡

つぎに, この酵母の生育過程におけるイソプレノイ ドの消長について精査 した結果, Ergosterolが生

長初期には多量含有されているが, 生長に伴い Sterolは急減 し, 逆に CarotenoidとUbiquinoneが増

加することがわかった｡

Diphenylamineは有色 Carotenoidの生成を妨げる特異的な阻害剤であることが知 られているが, 申

請者は上述の Sporobolomycesshib-atanusのイソプレノイ ド生産に及ぼす Diphenylan ineの影響につ

いても研究を行なった｡ 酵母の生長を阻害 しない濃度 (2mg/250ml)の Diphenylamineを培養液に添

加すると, 表Ⅰに示したように, Carotenoid, 特に, 共役二重結合の多い有色 Carotenoidの生成は激減

する｡ イソプレノイ ドの中で最も著しい阻害をうけるものは Carotenoidの生成であるが, 他のイソプレ

ノイ ドも酵母の生育にしたがって急激に含量が減じた｡

表 ⅠⅠ
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主論文第二部では Diphenylamineの影響から類推して, 酸化作用に関連をもつ生体成分や遷移元素の

イソプレノイ ド生成に及ぼす影響をしらべている｡ 抗酸化剤として知 られている Nordihydroguaiaretic

acid(NDGA),α-Tocopherolおよび p-Hydroquinoneを, 酵母の生長にほとんど影響 しない濃度で培

養液に加えて酵母を培養すると,予測通りイソプレノイ ド含量は著 しく減少することが認められた(表Ⅱ),

また, 0-Phenanthroline, Diphenylcarbazide,α,α'-Dipyridylなどのキレー ト剤を用いてマンガンや

鉄などの遷移元素の影響についてしらべた結果では, マンガンを欠 く場合に特にイソプレノイ ドの生成が

著 しい阻害をうけることがわかった｡

これらの結果から申請者は,Carotenoidの共役二重結合の生成には酸素が必要であり,Diphenylamine

や天然の抗酸化剤がこの段階で阻害を示すことは知られていたが, イソプレノイ ド生合成過程でこの段階

以外にも酸化を必要とするところがあるとしている｡

参 考 論 文

その1,Sporobolmycesshibatanusの無細胞抽出液により, 無色 CarotenoidのPhytoeneβ-Carotene

を変化させることに成功した研究である｡

その2, その1の実験に対する酸素の影響をしらべたものである｡

その3, グリセロリン酸の α-および β一異性体の折紙クロマ トグラフィ- による分離に関する研究であ

る｡

その4, ダリセロリン酸の異性体の分離に関する大量処理法についての研究である｡

その5, グリセロリン酸の不飽和脂肪酸に対する抗酸化性の研究で,α- 異性体のみが この作用をもつこ

とを明らかにしたものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

生物界に広 く分布しているイソプレノイ ドにはテルペン類, サポニン, 天然ゴム, カロチノイ ド, ステ

ロールなどの数多くの種類がある｡ これらのイソプ レノイ ドの生合成過程については Cholesterolに関す

る詳細な研究があり, 酢酸を出発物質として単量体の Isopentenylpyrophosphateを生じ, これの脱ピ

ロリン酸的縮重合によって種々のイソプレノイ ドを生ずるとされている｡ この場合縮重合の仕方によって

重合度の異なるものや化学構造の異なるイソプレノイ ドが生成することは推定できるが, この調節機構に

ついては全 く解明されていない｡

申請者の主論文は酵母の Sporobolomycesshibatanus のイソプ レノイ ドの生合成について研究 した

ものであり, まず, これの生産する多種類のイソプレノイ ドを詳細 に研究 して, 6種類の Carytenoid,

Ergosterol, Ubiquinone(UQl｡) および化学構造未定のキノンが含有されていることを確かめた｡ つぎ

に, これらのイソプレノイ ドが酵母の生育過程で如何に消長するかをしらべ, 生育の時期によってこれら

の生成が異なることを明らかにした｡ さらに, Diphenylamine,Nordihydroguaiareticacid,α-Tocop-

herol,p-Hydroquinoneなどの天然, 非天然の抗酸化剤やマンガンなどの遷移元素が, この酵母のイソ

プレノイ ド生産に及ぼす影響について詳 しくしらべ, これらの阻害剤の添加や マ ンガ ン欠乏によってイ

ソプレノイ ドの生産が著 しく減少することを認めた｡ 特に, Diphenylamineにつ いては知 られていた
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Carotenoidの共役二重結合生成に対する阻害が, 他の抗酸化剤添加や マンガン欠乏の場合にも顕著に現

われることを明らかにした｡

これらの結果は, Carotenoid における二重結合の生成以外の段階においても酸化を伴 う化学変化があ

ることを示すもので, イソプレノイ ド生合成に際しての調節機構の解明に曙光を与える研究として代謝生

化学の発展に寄与するところが大きい｡

参考論文5編もそれぞれ価値ある研究であり, 生化学における申請者の学識と研究能力とをうかがうこ

とができる｡

よって, 本論文は理学博十の学位論文として価値があるものと認める｡
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