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論 文 内 容 の 要 旨

承論文は トリプトファナ-ゼを用いる L-トリプトファンの製法の基礎的条件を確立することを目的と

して,本酵素のもっとも強力な生産菌である Proieusretigeriの生産するトリプトファナ-ゼの物理化学

的性質や触媒的性質について検討した成果をまとめたものであり,内容ほっぎの2つに大別される｡

1.L-トリプトファンを含む半合成培地に生育 した Proieusretigeriの菌体抽出液より本酵素を精製し,

補酵素であるピリドキサールりん酸 (PLP)とグリセロールの存在下で硫安を添加することによってホロ

酵素を,PLPとグリセロールの非存在下で硫安添加によってアポ酵素を,それぞれ結晶化することに成功

した｡これらの結晶標品を用いて,本酵素の物理化学的性質を検討し,分子量は200,000-220,000daltons

で,4個の同一サブユニットからなること,さらにアミノ末端アミノ酸やアミノ酸組成などを明らかにし

た｡また PLPは各サブユニットの1個のリジン残基の 三一アミノ基に1個ずつ結合して活性を発現するこ

とを明確にした｡ なおホロ酵素, アポ酵素およびアポ酵素から再構成したホロ酵素を用いて,5,5'-ジチ

オービス (2一ニトロ安息香酸)(DTNB)法により酵素たんぱく質中の遊離の SH基を滴定した結果,ホ

ロ酵素からほサブユニット1個あた り1個が,アポ酵素と再構成したホロ酵素からは2個が滴定され,ア

ポ酵素と再構成したホロ酵素においてのみ触媒活性の著しい低下が観察された｡

2.上記の結晶標品を用いて,本酵素の触媒的性質について検討し,本酵素が L-トリプトファンをピルビ

ン酸, アンモニアおよびインドールに分解する反応のみならず,L-システイン,L-セリンなどのアミノ

酸を分解する反応, これらのアミノ酸とインドールから L-トリプトファンを生成する反応, さらにピル

ビン酸,アンモニアとインドールからL-トリプトファンを合成する反応を触媒することを明らかにした｡

この合成反応において,5-メチル一,5-ヒドロキシ一,5-アミノーインドールなどのインドール誘導体は,

インドールにおきかあって基質となり,それぞれ5-メチル-,5-ヒドロキシ1 5-アミノーし トリプトファ

ンなどの L-トリプトファン類縁アミノ酸を合成することを明らかにした｡ また,上記の分解,置換,令

成の3種の反応について,至適 pH,基質や阻害剤の動力学的パラメータ (V,Km,Ki) を詳細に測定する
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とともに, 動力学的解析や分光学的測定の結果からこれらの反応機構を考察し, これらの反応が酵素-ア

ミノアクリル酸複合体を共通の反応中間体として進むことを推定した0

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

し トリプトファンはきわめて重要なアミノ酸であ り,広い範囲での利用が注目されている｡現在,主と

して化学的合成法によって製造されているが,最近,微生物のTll)プトファナ-ゼを用い,インドール,

ピルビン酸とアンモニアより合成する方法が開発され,工業的意味での発展が期待されている｡

著者は, この トリプトファナ-ゼを用いる L-トリプトファンの製法の基礎的条件を確立することを目

的として,本酵素の生産菌である Proteusretigeriの菌体抽出液より本酵素を精製し,ピリドキサールり

ん酸 (PLP)とグリセロールの存在下でホロ酵素を,非存在下でアポ酵素を,それぞれ結晶化することに

成功した｡従来, トリプトファナ-ゼの精製は,E.coliなどで行われてきたが,ホロ酵素が結晶として得

られたのは,本研究が最初の例であるO これらの結晶標晶を用いて, 本酵素の分子量, サブユニット構

造,PLPと酵素たんぱく質の相互作用などを究明した｡ とくに PLPの酵素からの解離にともなって,

酵素たんぱく質の cOnformationに不可逆的な変化が生ずることを明らかにしたが,これは本酵素におい

て PLPは反応のみならず酵素の構造の保持にも関与していることを示すものである｡

ついで著者は,本酵素の触媒的性質について追究し,本酵素が L トリプトファンなどのアミノ酸の分

解反応,置換反応,さらに比較的高濃度のピルビン酸とアンモニアの存在において,インドールやその誘

導体から L-トリプトファンやその輝線アミノ酸を合成する反応をも触媒することを兄いだした. このこ

とは従来不可逆であると考えられていた トリプトファナーゼ反応が,可逆反応であることを明確にしたも

のである｡ またこれらの3種の反応について, 詳細な動力学的解析を行うとともに, 反応機構について

PLP酵素の立場から考察している｡

以上のように本論文は トリプトファナ-ゼの酵素学的研究に新しい知見を加えたものであり,応用微生

物学および酵素化学に寄与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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