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論 文 内 容 の 要 旨

発光細菌はルシフェラーゼの働きで還元型 FMNとC10前後の直鎖アルデヒドが分子状酸素によって酸

化される際に発光することが知られている｡しかし発光の生理的制御機構にはまだ不明の点が多い｡本研

究は発光と酸素呼吸のいずれもが NADHを電子供与体とし酸素を電子受容体とする酸化反応であること

に注目し,両者に含まれる電子伝達系の競合を中心に発光の制御機構を検討したもので, 5つの章からな

る｡

第 1章ではまず供試株 (PhotobacteriumphosPhoreum)の細胞あた りの発光が他の株と同じく培養初期に

一時低下した後,菌体数の増加とともに増大すること,および同じ株から得られた発光力の弱い突然変異

株でも同じ現象が認められることを示している｡これらのいずれにおいても,培養期間中におけるルシフ

ェラーゼや NAD(P)H-FMN レダクターゼ量の増大は認められないこと,発光力の弱い突然変異株のチ

トクローム含量は野性株よりも大であることなどから,著者は培養中における発光活性の変化は発光系と

呼吸系電子伝達の競合的活性変化に基づくものと推定した｡

第2章では電子伝達の活性を支配する要因として一価カチオンの効果を検討 しているOこの実験では外

部から与えたイオンの透過性を高めるためにリゾチーム処理したスフェロプラス トを用いている｡このス

フェロプラス トに対して K',Rb+は発光を促進し,Na+は逆に発光を抑制した｡ しかし invitroでは,

ルシフェラーゼおよび NAD(P)H-FMN レダクターゼ活性は Na+,K+,Rb十のいずれによってもわずか

ながら促進され,膜系の NADH オキシダーゼの活性のみが Na+によって著しく促進された｡ したがっ

て生体内では Na+による呼吸系の活性化が発光系-の電子伝達を弱め,発光を抑制するものと考えた｡

第 3章では外液中の水素イオン濃度と発光 ･呼吸活性との関係を検討しているOスフェPブラストの発

光 ･呼吸活性はアルカリ側で促進され,それぞれ pH9および10で最高に達するが,inviiroでの発光系

酵素活性は pH7,NADH オキシダーゼ活性は pH8で最大の値を示した｡このことはスフェロプラス ト

(体内 pHは6前後)が pH9-10の溶液中におかれても, 体内 pHは7を越さないことを意味し,ス
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フィロブラス トは水素イオンの出入 りに対してかな りの抵抗性を有するものと考えられた｡この考えはプ

ロトンコンダクター CCCP添加で発光活性が低下することによっても支持された｡

第4章では陰イオンの効果を検討している｡試験 した陰イオンのうち NO2-のみがスフェロプラス トの

発光 ･呼吸活性を阻害した｡NO2~ほ発光系酵素および NADHオキシダーゼの活性を阻害し,その阻害

部位は末端オキシダーゼであることが推定された｡

第 5章では末端オキシダーゼの一つと考えられるd型チ トクロームを膜系から分離精製 してオキシダー

ゼとしての性質を検討している｡このチ トクロームはb型およびd型の吸収を示 し,それらのピリジンフ

ェロ-モクロームはこれまでに知 られているいずれの-ムのフェロ-モクロームとも異った吸収を示したo

Lたがってこれは新 しいタイプの-ムを含む新 しいチ トクロームであると考えられる｡このチ トクローム

は電子供与体としてアスコルビン酸および PMSを与えると酸化酵素として働 くが,還元型チ トクローム

Cを酸化することはできないo Lたがってこれはチ トクロームCオキシダーゼではなく,おそらく生体内

では CoQから直接電子を受け取るものであろうと推察した｡

この発光細菌は2種類以上の末端オキシダーゼを有することが吸収スペクトルおよび CN~感受性から

推察され,本研究で分離精製された "チ トクロームbd型''ォキシダーゼは CN~に対 して比較的感受性

が低 く,N3~に非感受性のオキシダーゼであることが示されている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

発光細菌における発光の意義は明らかでないが,本研究はそれを知るための一つの手がか りとして,発

光の生理的制御機構に関する研究を行ったものである. 実験材料としてはイカから分離 した Phoiobacter-

ium phosPhoreum を用いている｡

細胞あた りの発光は培養初期に一時減少した後,菌体数の増加とともに急速に増大するOたゞしこの期

間中に発光を触媒する酵素の量はほとんど変らない｡発光と呼吸はいずれも NADHを電子供与体,酸素

を電子受容体とする酸化反応であるから,著者は両者の間に電子伝達の競合があるものと考えた｡そして

まず一価カチオンの作用を調べたところ,冗+とNa+はともに発光系の酵素活性をや 促ゝ進するが,Na+

は呼吸系の活性を著 しく促進 し K+にはそのような作用のないことを認め,菌体内の K+と Na+の濃度

変化が発光活性を制御する要因の一つであると推論 している｡

また発光および呼吸に対する陰イオンの効果を調べた結果,NO皇-のみが両活性を阻害した｡このNO2~

ほ末端酸化酵素を阻害するものと考えられたので,その阻害機構を調べるために末端酸化酵素を分離精製

しちO得られた酵素はb型および d型の吸収を示す新 しいタイプのチ トクロームで,それに含まれる-ム

も新 しい種類のものであ り,これを モーチ トクロームbd塾"と呼んでいる｡

分離精製 した tでチ トクロームbd塾''酵素はアスコルビン酸と PMSを与えると容易に還元され,この

ようにして還元された酵素は酸素で酸化される｡ しかしこの酵素はチ トクロームCを酸化することはでき

ない｡ したがってこの酸化酵素はチ トクロームCを含まない電子伝達鎖に存在するものと考えた｡このほ

か,分離精製した酵素は NO了,CN-,CO~などと複合体をつ くること,この発光細菌には2種類以上の

末端酸化酵素が存在することなどを明らかにしている｡
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このように本論文は発光細菌における発光活性の制御機構に関していくつかの新しい知見を加えるとと

もに,新しい型のチ トクロームを見出したものであり,微生物の代謝生理とくにエネルギー代謝の分野に

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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