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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は植物における葉酸の生合成系酵素のひとつであるジヒドロプテロイン酸合成酵素についてその

酵素的諸性質, 反応機構およびサルファ剤による阻害について詳細に検討した結果をとりまとめたもので

ある｡

本酵素はプテ リン供与体とパラ･ アミノ安息香酸 (以下 PABA と略す) とからジヒドロプテロイン酸

(以下 H2Pteと略す) を生成する反応を触媒するが, 発芽エンドウの無細胞抽出液を酵素液として用い

た場合には6-pyrophosphorylmethyldihydropterin (以下 H2Pterin-CH20PP と略す) がプテ リン供

与体として最も有効であることを明らかにした｡ またこの酵素反応において PABA-7-14C を基質に用い

ると H2Pteにとり込まれるので, その放射能を測定することによって本酵素の活性を迅速正確に定量す

るradiossayを確立した｡ この測定法を用いて植物における本酵素の分布を検討したところ, とくに緑葉

部に高活度であった｡ また発芽 1 日目のエン ドウおよびダイズを用いて本酵素の細胞内分布を検討しミト

コンドリア画分に局在することを見出した｡

つぎに本酵素を発芽エン ドウの抽出液から硫安分別し, DEAE-cellulose, DEAE-Sephadex お よび

SephadexG-200のカラムクロマ トグラフ法によって精製しクロマ トグラフ的および超遠心的 に 均 一な

酵素標品を単離 した｡ この酵素標品は H2Pterin-CH20PP を基質 して特異的に利用 したが, ATP を添

加すると6-hydroxymethyldihydropterin (以下 H2Pterin-CH20Hと略す) も利用し, そのKm値は

それぞれ1.14×10~5M,1.33×10-5M であった｡ また PABAに対するKm値は1.11×10~6M であった｡

その反応至適 pH は8.8であり, PCMBおよび Cu2', Hg2十などの重金属イオンによって阻害された｡

本酵素の反応機構を ATP-γ-32P を用いて検討し, ､H2Pterin-CH20H,Mg2+の存在下で反応させると

ATPの放射能は酵素画分に見出されたが, これに PABAを加えて反応させると H2Pteが生成すると

ともに PPiが遊離され, ATPからはAMPが生成されることを認めた｡ したがって H2Pterin-CH20H

は ATPの存在のもとで本酵素の作用によってまず H2Pterin-CH20PP になるが, これは酵素との複合
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体として存在 し, ここに PABA が共存すれば H2Pteを生成して遊離するものと考えた｡ これらの結果

から本酵素は系 統 名 を 2-amin0-41hydroxy-6-hydroxymethy1-dihydropteridine･.p-aminobenzoate

ligase(AMP)とするのが適当であろうと結論した｡

また本酵素の作用はサルファ剤によって特異的に阻害されたが, その阻害は PABA に対して括抗的で

あり, 本酵素に対する種々のサルファ剤の Ki値は E.coli を用いた invivoの抗菌試験の結果と相対

的な値を示すことが認められた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ジヒドロプテロイン酸 (以下 H2Pteと略す) は抗貧血性ビタミンのひとつとして知られている葉酸の

生合成における中間体とみなされている化合物であって,dihydropteroate-synthesizingenzymeはプテ

リン供与体とパラ･ アミノ安息香酸 (以下 PABA と略す) とからこの H2Pteを生成する反応を触媒す

る酵素である｡ これまでこの酵素に関する研究はきわめてす くな く, とくに精製 した酵素を用いての研究

はなかった｡ その理由のひとつは, 本酵素活性の測定法として乳酸菌を用いるバイオアッセイ以外にはな

く, 簡易迅速な測定法がなかったことである｡ 著者はまず PABA-7-14C を用いる本酵素活性の迅速正確

な radioassayを確立してその有用性を実証 した｡ つぎにこの測定法を応用 して本酵素の精製を行ない,

発芽エン ドウからはじめてクロマ トグラフ的ならびに超遠心的に均一な酵素を単離することに成功したO

そしてこの酵素標品を用いてその酵素的諸性質, 反応機構に関して詳細に検討した｡ その結果. 本酵素は

系統名として2-amino-4-hydroxy-6-hydroxy一methyldihydropterine:p-aminobenzoateligase(AMP)

と呼ぶべき性質を有することを明らかにした｡ またサルファ剤による本酵素の阻害についても詳細に検討

し, その機構のひとつを解明した｡

このように本論文は植物における葉酸の生合成に関与する酵素の酵素的諸性質ならびに作用機構を明ら

かにしたものでビタミン学, 酵素学および植物生化学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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