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論 文 内 容 の 要 旨

枯草菌の産生するα- アミラーゼは液化型と糖化型との酵素があってそれぞれ相異なる基質特異性をも

っている｡ 酵素が触媒作用を発現するに当ってはその酵素と基質との結合部位のアミノ酸残基の種類とそ

の立体的な配置に大きく依存し, 碍性中心と基質との相互作用の特異性によって発現されるものと考えら

れる｡

この問題を解明するために申請論文においては分光光度法とくに示差スペクトル法を用い, またこの微

細構造を明らかにするために反応速度論的な検討を加えた｡

主論文第 1 部においては基質あるいはその同族体と酵素との複合体の形成を速度論的ならびに分光光度

法によって研究しこの複合体形成に関与するアミノ酸残基を明らかにし基質との結合部位の特異性を検討

した｡ この研究においてはアミローズを加水分解する枯草菌の液化型 α- アミラーゼを研究対象とし7個

のグルコ- ズの環状デキス トリンであるβ- シクロデキス トリンとマル トーズ, およびブリコーズがこの

酵素の加水分解作用を桔抗的に阻害することを兄い出した｡

この阻害反応における Ki値及びこれら基質同族体と酵素との複合体の形成による自由エネルギー変化

を計算した結果グルコーズ, マル トーズ, β- シクロデキス トリンの- △Go値から各基質によって占有さ

れる活性中心の Subsiteの数を推定した｡

その結果から基質同族体の大きさの違いを利用して, 占有されるSubsiteの特性を分光光度法によって

区別し, 示差スペクトルを利用してチロシンの25残基のうち5-6残基が, またSol-ventperturbation法

によって トリプトファンの15残基のうち8- 9残基が露出し得る状態にあることを明らかにしたO グルコー

ズ, マル トーズ及びβ- シクロデキス トリンと酵素との相互作用による見かけの分子差吸光係数と真の分

子差吸光係数とを求めてβ- シクロデキス トリンの濃度に対するLine-weabe卜Burkのプロットから酵素

一阻害剤複合体の解離定数を求めると反応速度論的方法による阻害剤との結合定数 K iの値とよく一致し

た｡ またこのプロットから求めた分子差吸光係数の値からβ- シクロデキス トリンの結合によりトリプト
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ファン及びチロシン各的 1 残基がマスクされることが明らかとなった｡

主論文第2部においては枯草菌糖化型 α- アミラーゼを用いその基質としてマル トーズを選び基質と酵

素との相互作用を分光光度法によって研究し, この酵素が基質マル トーズの添加によって特異的な示差ス

ペクトルを生ずることを兄い出した｡ △eapp293mILを算出してエチレングリコールによる非特異的 Solvent

perturbationの△ ;を差し引き特異的相互作用に よる貢の△ ;を求めた｡ 主論文第 1 部に おけると同様な

プロットから求めた酵素- 基質複合体の解離定数は反応速度論から求めたKm値と一致することからこの

示差スペク トルがマル トーズと酵素との特異的相互作用によるものであることを明らかにした｡ またその

示差スペクトルの形と大きさからトリプトファン及びチロシン各約 1 残基がマル トーズの酵素との結合に

よってマスクされることを明らかにした｡

参考論文その 1 は細菌α- アミラーゼのモノヨード酢酸による化学修飾が共存するイオン種により異る

ことを指摘し, リン酸イオン共存下では リン酸イオンによってカルシウムが除去されメチオニン残基がモ

ノヨード酢酸と反応してタンパク質の変性が起こり失活沈澱することを示した｡

その2は酢酸イオン共存下におけるモノヨード酢酸による化学修飾を行なうと失活するが, どのアミノ

酸残基とも反応せず沈澱も生じない｡ 旋光分散測定及び分光学的滴定の結果から失活の原因となっている

構造変化がみとめられた｡

その3はタンパク質中の酸アミドとアンモニアを分離定量するために微量廻転拡散法とインドフェノー

ル法とを組み合せて95%以上の精度で分析できる方法を確立した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

細菌, 殊に枯草菌の産生するα- アミラーゼにはいわゆる液化型と糖化型と称せ られる異種の酵素があ

ってそれぞれ相異る基質特異性を有することが知られている｡ この相異は酵素とその基質との結合部位を

構成するアミノ酸残基の種類とその立体的な配置に依存した活性中心と基質との相互作用の特異性による

ものと考えられる｡ 酵素作用におけるこの基質特異性は酵素の基質結合部位における基質の特異的選択に

外ならない｡ 従って基質結合部位の特性を明らかにすることは酵素の作用機構を理解する上で最も重要な

課題である｡

この問題を解明するために従来は化学的修飾法が用いられてきたがこの方法は活性に関与するア ミノ酸

残基の種類やその数を明らかにし得るにすぎない｡ 申請者によって用いられた分光光度法, とくに示差ス

ペクトル法はこの問題を解明するのに極めて有効な方法であって, これに反応速度論的な検討を加えるこ

とによってこの問題を解決するために新しい方法論が確立されている｡ 主論文第 1 部においては基質とそ

の同族体と酵素との複合体の形成を速度論的ならびに分光光度法によって研究しこの複合体形成に関与す

るアミノ酸残基を明らかにし基質との結合部位の特異性を論じている｡ この研究においては枯草菌の液化

型α- アミラーゼがアミローズを分解するに際して7個のグルコーズの環状デキス トリンであるβ- シク

ロデキス トリンとマル トーズ, およびグルコーズが桔抗的阻害を起すことを兄い出している.

この阻害反応におけるKi値及びこれらの基質同族体と酵素との複合体の形成による自由エネルギー変化

を計算し, 基質と結合する酵素の活性中心の Subsiteの数を 推定している｡ またその結果から基質同族
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体大きさの違いを利用して, これによって 占有される Subsiteの特性を 分光光度法によって 区別できる

可能性が考えられる｡ その方法の一つとしてタンパク質の トリプ トファンおよびチロシン残基の存在状態

の変化に起困する示差スペクトルを利用 して活性中心に含まれるア ミノ酸残基の数と存在状態に関する知

見をえている｡ さらにこれらの基質と酵素との相互作用による見かけの分子差吸光係数 d E が基質 β- シ

クロデキス トリンと酵素の活性部位との特異的な相互作用に起因するものであることが立証されているC

またその値から基質と酵素との結合によってマスクされるアミノ酸残基の数が明らかにされた｡

グルコーズ, マル トーズ及びβ-シクロデキス トリンの阻害の強さ及びこれらによって生じる差スペクト

ルの違いを総合して考察するとこれ らの ア ミノ酸残基が グルコーズ及び マル トーズの 結合する Subsite

にはなくβ-シクロデキス トリンの結合する Subsiteに存在することが結論されている｡

主論文第2部は枯草菌糖化型α-ア ミラーゼを用いその基質としてマル トーズを選び基質と酵素との相互

作用を分光光度法によって研究したものである｡ マル トーズは加水分解速度がきわめて遅いので示差スペ

ク トルを測定して酵素と基質との結合を明らかにするのに最も適当な系である｡ この研究において申請者

はこの酵素が基質マル トーズの添加によって特異的な示差スペクトルを生ずることを兄い出した｡ また主

論文第 1 部と同様にしてその示差スペク トルの形と大きさからトリプ トファン及びチロシン各約 1残基が

マル トーズの酵素との結合によってマスクされることが示され, またAE値のpH依存性からpK6及び4付

近の解離基を持つア ミノ酸残基がこの基質複合体に関与していることが明らかにされた｡

参考論文は いずれも細菌α-ア ミラーゼの モノヨード酢酸による化学修飾を 取扱ったもので, 共存する

イオンが燐酸の場合と酢酸の場合でその失活の機構が異なる事を見出し酵素の構造の変化を論じたもので

ある｡ なお, この種の研究に用いられるタンパク質中の酸ア ミドとアンモニアとの分離定量法を確立して

いる｡

要するに, 申請者は極めて巧妙な新しい物理化学的方法を用いて酵素と基質との相互作用を研究し, 困

難なその相互作用の機構を明らかにし, 数々の興味ある責重な知見を酵素の物理化学の分野に加え, この

研究領域の発展に寄与するところが少なくない｡ また主論文, 参考論文を通じて申請者が生物化学および

物理化学に豊富な知識と優れた研究能力とをもっていることを認めることができる｡

よって, 本論文は理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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