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論 文 内 容 の 要 旨

自然界にはクロラムフェニコール,ピロールニ トリンなど生理活性を示す多くのニトロ化合物の存在

が知 られている｡ またニ トロアルカンを始めとする各種のニ トロ化合物は工業的にも広 く使用され,堤

境浄化の面からも大きな問題になっている｡ しかし,これらにトロ化合物の代謝,特にその酵素化学的

側面はほとんど不分明の状態にある｡ 本研究は微生物によるニ トロアルカンの代謝経路を解明し,これ

に関与する酵素を精製 してその性質と反応機構を解明することを目的としている｡ その主な内容は次の

ようである｡

1. 各種微生物についてニトロアルカン特にニ トロエタンに対する単一窒素源としての資化性を検索

したところ,Hansenula属酵母が高い資化能を示 した｡ニ トロエタンを良好に資化するとともにその無

細胞抽出液中に最も高いニ トロアルカン分解活性が存在する Hansenulamrakii(IFO0895)を選び以

下の酵素化学的研究を行った｡

2. 本酵素は DEAE-セルロース,Bi0-gelP-150カラムクロマ トグラフィーなどにより約1,300倍に

精製 され,超遠心法,ディスク電気泳動法によりその均一性が確認された｡本酵素の分子量は約62,000

であり,また分子量39,000と25,000の2種のサブユニット各 1個から構成されている｡ また補欠分子族

としては酵素 1モルあたり, 1モルの FAD と1グラム原子の非へム鉄を含んでいる｡ 基質特異性に

ついて検討 したところ2-ニ トロプロパンに対 して最も強い酸化作用を示 し,そのほかニ トロエタン,

1-ニトロプロパン,3-ニ トロ- 2-ペンタノールなども基質となるが,ニ トロメタン,テトラニ ト

ロメタンや芳香族ニ トロ化合物は酸化されない｡

3. 2-ニトロプロパンを基質にした際の反応の化学量論的関係から,本酵素は1モルの酸素を吸収

して2モルの2-ニトロプロパ ンを酸化するとともに2モルのアセ トンと亜硝酸が生成することが明ら

かにされた｡過酸化水素の生成は全 く認められない｡ 1802存在下での実験により分子状酸素のアセ トン

への取 り込みが証明された｡すなわち本酵素は次の反応を触媒する酸素添加酵素であり,酸素分子の2
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個の原子が共に同一の受容体各 1分子に取 り込まれる点でユニ-クな分子間 2原子酸素添加酵素であるC>

2CH3CH(NO2)CH3+1802-2CH3C180CH3+2HNO 2

4. 2-ニ トロプロパ ンを用いた反応の反応速度論的研究より,本酵素反応はいわゆる OrderedBi

Bi機構によって,次のような機序で進行することが証明された｡
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5. 本酵素反応はスーパーオキシ ドディスムターゼ,チ トクロームC,エビネフィリン,NADH な

どによって阻害される｡ また阻害反応中に起るチ トクローム Cの還元やエビネフィリン,NADH の酸

化がス-パーオキシ ドディスムターゼの添加によって阻害されることか ら反応中に 02~が生成するこ

とを証明した｡

またスカベンジャーとして作用する NADHが本酵素と結合 して反応中間体を生成することを分光学

的に確認するとともに,生成する 0 2~ と NADH の反応はほぼ立体特異的に起ることをも実証 してい

る｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

木論文の主題は微生物によるニ トロアルカンの代謝,特にその酵素化学的側面の解明である｡

著者はまずニ トロエタンなどのニ トロアルカンを窒素源として生育する各種微生物を検索 して,Ha-

nsenula,Penicilliumなどに属する数種の酵母 とカビが高い資化性を示すことを明らかにした｡ニ トロエ

タン培地に特に良好な生育を示 した Hansenulamrakii(IFO0895)の無細胞抽出液から次式の反応を

触媒する酸素添加酵素を兄い出した｡

2CH2CH(NO 2)CH3+1802-2CH3C180CH3+2HNO2

本反応では 1モルの酸素分子から1原子ずつが同一の基質 (酸素の受容体) 2モルに取 りこまれる｡

この点でも本酵素は新 しいタイプの分子間2原子酸素添加酵素である｡

本酵素を均一タンパク質にまで精製 し,その酵素化学的あるいは物理化学的性質を詳細に研究 した.

すなわち,分子量は約62,000で補欠分子族 として酵素 1モルあたり1モルの FAD と1グラム原子の

鉄を含有する｡本酵素は2-ニ トロプロパ ン,ニ トロエタン, 1-ニ トロプロパ ンなどのニ トロアルカ

ンの酸素添加反応を触媒するが,ニ トロメタン,テ トラニ トロメタン,芳香族ニ トロ化合物は基質 とは

ならない｡反応速度論的研究により本酵素反応は OrderedBiBi機構により進行することを証明した｡

また本酵素反応はスーパーオキシ ドデ ィスムターゼ,エビネフイリン,チ トクロ-ム Cの添加により阻

害されることなどから本酵素反応における 02ー の生成を証明するなど,酸素添加酵素の立場からも種

々の興味ある結果を得ている｡

さらに,スカベンジャーとして 4R-〔4-3H〕NADH,4S-〔413H〕NADH を用いた実験を行い, 本

酵素に結合する NADH と 0 21との反応では NADH のブローRのHが移動する,いわゆるA型の立
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体特異性が完全ではないが存在することをも明らかにしている｡

以上のように本論文はこれまでほとんど未開拓の状態にあった微生物によるニトロアルカンの代謝と

これに関与する酵素について多くの新 しい知見を得たものであり,微生物化学,酵素化学に貢献すると

ころが大きい｡

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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