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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は Btjdobacterium bzjdum におけるガラクトースの代謝機構に関する知見を得る目的で,重

要な代謝中間体である UDP-グルコース (UDP-GIc)および UDP-ガラクトース (UDP-Gal)の代謝

に関与する糖ヌクレオチドピロホスホリラーゼならびに Leloirpathway酵素 (ガラクトキナーゼ,ガ

ラクトース1-リン酸ウリジルトランスフェラーゼ,UDP-ガラクトース4-エピメラーゼ)について検討

した結果をとりまとめたものである｡ 内容は以下のように要約される0

UDP-GIcおよび UDP-Galピロホスホリラ-ゼは単一にまで精製された｡両酵素活性は精製過程で

同じ挙動を示すこと,活性比 ･熱安定性などが同一であること,両基質が同一の活性部位を競うことなど

から両活性は同一の酵素タンパクにより触媒されると結論される｡ 本酵素はゲル戸過法により分子量が

約200,000と算出され,SDS電気泳動法により同一サブユニットからなる四量体であると考えられる｡本

酵素の特筆すべき性質は,第一に UDP-GIcpyrophosphorolysisの場合にみられる｡ すなわち,UDP-

GIcに対する Km値やVmax値はピロリン酸 (PPi)濃度に著しく依存し, 低濃度 PPiで UDP-GIG

による基質阻害が観察される｡ しかし,この UDP-GIcによる阻害は完全には進行せず,UDP-GIcが

4-5mM 以上になると残存活性は一定となる｡ これらの現象は,酵素上に基質部位以外にもUDP-GIc

結合部位 (阻害部位)が存在 し,そこに結合した UDP-GIcが PPiの親和性を低下させると仮定すれ

ば説明できる｡次に UDP-GIcと UDP-Galに対する活性比は基質濃度に著しく依存し,低濃度では

UDP-GIcに対する活性の方が大きいが,濃度が高くなるに従い UDP-Galに対する活性の方が大きく

なる｡両活性の比が運転する基質濃度は PPi濃度によって異なり,例えば PPilOmM では約3mM,

PPi50mM では約8mMである｡ 以上の知見のほかに,著者は基質類縁体や糖代謝中間体による阻害

および活性化を指摘している｡

さらに著者は B.b所dumのガラクトキナーゼ,ガラクトース11リン酸ウリジルトランスフェラーゼ,

UDP-ガラクトース4-エピメラーゼなどの Leloirpathway酵素に関して詳細な解析を行なった.
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すなわち,本菌の特徴として Leloirpathway酵素が構成酵素としても存在することを見出し,続いて

グルコース生育菌体から前記3種の酵素をすべて単一にまで精製 して,それらの酵素化学的諸性質を明

らかにしている｡ 一般に Leloirpathway 酵素のうちウリジル トランスフェラーゼの活性が最も高い

とされているが,本菌のトランスフェラーゼ活性がガラクトース生育菌においても非常に低いことは注

目に値する｡ 以上の研究結果から,著者は本菌のガラクトース代謝においては通常のLeloirpathwayの

ほかにUDP-Galpyrophosphorylasepathwayも重要な生理的役割を果たし得ると結論している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

BZjidobacteriumbtjdum は母乳栄養児の腸管内に特異的に棲息する嫌気性菌で, その形態や栄養要

求性に大きな特徴を有している｡ 従来,本菌の乳児腸管内での生理的役割が重視されているにも拘らず

その生化学的知見は少ない｡

著者は本菌の特異的生育炭素源である乳糖,特にガラクトースの代謝に注目し,関連酵素の精製なら

びに諸性質に関して詳細な研究を行なった｡主な成果は次のとおりである｡

著者の単離した糖ヌクレオチドピロホスホリラーゼは UDP-グルコース(UDP-GIc)と UDP-ガラク

トース (UDP-Gal)に特異的に作用する｡ その分子量は約200,000であり, また同一サブユニットから

なる四量体構造を有 している｡ 本酵素の注目すべき性質として両基質に対する活性の変動性があげられ

る｡ すなわち,UDP-GIcpyrophosphorolysisの場合,UDP-GIcに対する Km や Vmax値はピロリ

ン酸 (PPi)濃度に著しく依存するばかりでなく,低濃度 PPiで UDP-GIcによる基質阻害が認められ

る｡ しかし,UDP-GIcによる阻害は完全には進行せず,UDP-GIcがある濃度以上になると残存活性は

一定となる｡ これらの現象の機構として,著者は酵素上に基質部位以外に UDP-GIcの結合部位 (阻害

部位)が存在 し,そこに結合した UDP-GIcが PPiの親和性を低下させるためであると説明しているO

次に UDP-GIcとUDP-Galに対する活性比は基質濃度に著しく依存し,基質低濃度ではUDP-GIcに

対する活性の方が大きいが,濃度が高くなるに従い UDP-Galに対する活性の方が大きくなる｡ 以上の

知見のほかに,著者はヌクレオチドや糖代謝中間体による阻害および活性化現象を見出している｡

さらに著者は本菌の特徴として Leloirpathwayの酵素が構成酵素として存在することを見出すとと

もに,ガラクトキナーゼ,ガラクトース1-リン酸ウリジルトランスフェラーゼ,UDP-Ga141エピメラー

ゼをすべて単一にまで精製して,それらの基本的諸性質を明らかにしている｡ 著者は研究結果を稔合し

て,本菌では通常のLeloirpathwayのほかにpyrophosphorylasepathwayが重要な役割を果たし得るこ

とを指摘した｡本研究は一般生体のガラクトース代謝,特に人の先天的代謝異常症であるgalactosemia

の酵素機構とも関連 して興味深い｡

以上のように, 本論文は B.btjdum の栄養生理の分野に新しい知見を加えたものであって,微生物

生産学および糖生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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