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論 文 内 容 の 要 旨

パン酵母抽出液を酵素源 として ATP,Mg2+の共存下で 2-methyト4-amino-5-hydroxymethylpyrimi-

dine(OMP)と4-methy1-5(8-hydroxyethyl)thiazole(Th)からビタミンB1が生合成 されることを

Harrisらが1955年 に報告して以来, 1959-1961年にかけて Brown, 能勢および Lederによって次に示

す生合成経路が明らかにされた｡

OMP ATP,Mg2+ ^ M nn ATP,Mg2+
O MP-P

ATP,Mg2+

著者は invivoにおける B l 生合成の実験 として大豆根の分離培養ならびに緑葉切片への基質の真空注

入の実験によって, OMP,Thを前駆体 として ATPの関与を必要 とするBl生合成系が存在することを

明らかにし, さら invitroにおける Bl 生合成系を追究した｡ 高等植物から Bl 生合成系を抽出しよう

とする試みは, 酵母等で生合成経路が解明された今 日でも明瞭な結果を得るに至 ってい ない｡ その理由

の一つは invitroで一度生成した Bl が急激に分解することで ある. 植物の分解因子は thiaminaseの

ほか polyphenol,且avonoid類による Bldisulfide型への酸化が考えられるO そこで本研究では, 緑葉を

冷アセ トン処理することによって, アセ トン可溶性物質を除去 し, 酵素系を抽出したところ, ホウレソ草

はじめ各種の緑葉について, ATPと Mg2+の共存下で OMPと Thを基質 とする overall の Bl 生合

成系の抽出に成功した｡ 本酵素系は, あらかじめ OMP,ATP,Mg2+と preincubationすることによっ

て活性を増し, OMP-Pyrophosphate(OMP-PP)を一方の基質 とする時, 反応初期の lagphaseが消失

した｡ また Th,Thmonophosphate(Th-P)のいずれを他方の基質 として用いた場合 も, 反応速度は

OMP<OMPmonophosphate(OMP-P)<OMP-PPの順に増大 したO また Th-Pは Thより活性が

高かった｡ 全反応に Mg2+は必須であり, OMP-PPと Th-Pを基質 とした場合は ATPによって阻害

されたが, その他の反応には ATPが必須であったO 反応産物は Lactobact.llusfermentiを用いて BI
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monophosphate(B1-P)と同定しているO これらの事実から高等植物において, BrPは OMP とTh

が ATPによってそれぞれ OMfLfL }OMP-PPおよび Th-Pに活性化された後, Mg2+ の関与のもと

に･pyrophosphateを遊離, 縮合して生合成されることが明らかとなったO パン酵母, ダイコン緑葉から

抽出した TMPpyrophosphorylaseの反応機構, ATPによる阻害形式は よく一致している｡ 本酵素は

S臼 酵素であり, ATPを調節部位に結合することによって触媒活性を調節する一種の調節酵素と考える

こ.とができ, 生体内微量成分であるビタミンの生合成調節の- 様式と考えられるO

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

Thiaminepyrophosphateの decarboxylase,dehydrogenase,transketolaseの補酵素としての生化学

的意義およびその作用機作に関しては, かなり詳しく知られているが, B lの生合成およびその調節機構は

現在なお十分には解明されていない｡ 微生物が 2-methyL4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine(OMP)

と4-methy1-5(β-hydroxyethyl)thiazole(Th)を前駆体としてBl を生合成することが inm'troで明

らかにされたのは, 1936年 Williamsらによって Bl の構造が解明されて約20年を経過したのちである｡

1955年 Harrisらはパン酵母抽出液を酵素原として ATP,Mg2+ の共存下で OMP とThからBl が生

合成されることを報告して以来, 微生物について幾多の研究があるが, 動物にとって最大の B l 供給源で

ある高等植物の Bl 生合成に関する研究は 2, 3の報告以外に見るべき成果はない｡ 著者は, 高等植物に

おける Bl 生合成経路を invivoおよび invitroの両系で明らかにすると同時に, その調節機構を酵素

レベルで究明することを目的としている｡

まず, invivoにおける Bl 生合成に関する研究として, 大豆根の分離培養の実験を行なっている｡ 切

り取った発芽根端部約 1mm を glucose, 無機塩を含む寒天培地上で無菌的に1週間培養し50-100mm

に成長した根端部約 10mm を再び切 り取 り培養を続けた結果, 培地中に Bl あるいは OMP とThを

同時に添加 (10~9-10~3M)した場合にのみ, 分離板は成長し続けた｡ さらに緑葉切片 (約 5×5mm)に

OMP,Thを含むリン酸緩衝液を真空注入し, 28oC において暗所で24時間 incubateした後, Bl を定量

したところ, 10種類以上の植物ではすべて Bl 含量が増加し, 10~2M の基質濃度においては数倍から10

数倍に達した｡

さらに invitroにおける B l 生合成系を明らかにするため, 緑葉を冷アセ トン処理することによって

Bl 分解因子を除去する方法を確立し, 高等植物においてはビタミン B 1-P は OMP と Thが ATPの

存在のもとで, それぞれ OMP-p-OMILPPおよび Th-Pに活性化されたのち, Mg2+ の関与のもと

に pyrophosphateを遊離, 縮合して生合成されることを実証しているO これらの知見は invivoで得ら

れた成績と一致し, 酵母, E .coli で見出されている経路とも矛盾しないO このほか B l 生合成の調節機

檎, TMPpyrophosphorylase(EC2.5.1.3)の速度論的解析についても有意義な研究を行なっている｡

以上のように, 本研究の成果は植物生化学, ビタミン学に寄与するところが極めて大きい｡

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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