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論 文 内 容 要 旨

序 論

カ ルボキシル基 とア ミノ基がメチレン基をは さんで もっとも遠 く位置 しているア ミノ酸を ω一ア ミ

ノ酸 と総称 している。生物界1こ広 く分布する β一アラニ ンは代表的な ω一ア ミノ酸であ り,パ ン トテ

ン酸の構成成分 としての重要性はもとより,動 物の筋肉組織 に塩基性ア ミノ酸 とジペプチ ドを形成 し

て存在 し,末 梢神経刺激伝達物質 としての作用が示唆 されている。 また昆虫類にお いては β一アラニ

ルチロシンとして存在 し,昆 虫が大量に必要 とするチロシ ンの溶解性を高める役割を担 い,高 等植物

では完熟 ホルモ ンであるエチレンの前駆物質 として知 られ,代 謝生理上非常に重要な ア ミノ酸である。

'

しか し,そ れ にもかかわ らず,β 一アラニンに関し詳細 な研 究はまった く行なわれていないのが現状

であ った。 これ は ω一ア ミノ酸 に特異的な定量法が開発 されていない ことも一つの原因で ある。 そこ

で本研究では,ま ず β一アラニ ンの定量法の検討か ら着手 した。すなわち,第1編 では ω一ア ミノ酸

一般の特異的定量法 を確立 し
,本 方法が広い応用範囲を持ち,ω 一ア ミノ酸の生物界での分布の検 討

に止 まらず,・酵素化学お よび比較生化学的手法として用い得 ることを明 らかに した。つ いで第 旧編で

は,微 生物1こおける β一アラニンの生成 と分解が現在不明 なことか ら,本 定量法を応 用 して β一アラ

ニンの代謝に検討を加えた。 さらに関連す る酵素 の精製を行ない,諸 性質を明 らかにす ることに より

β一アラニ ンの代謝経路 について総合的な研究を行 なった。

,

1.β 一ア ラニ ンの定 量 法 の確 立

1.β 一 ア ラ ニ ン の 比 色 法

古 くか ら遊離 アンモニアが次亜塩素酸イオン存在下で フ ェノールと反応 してイ ン ドフェノールを生

成す るBerthelot反 応 が知 られている(Fig.一1.)。

NH3十 〇Cl一 一→NH2GL十 〇H-

Chloramine

・馬・・+〈 ⊃ト σ一 ・豊 ・一…+・ 与・

Quinonechloramine

・《}NG・+〈}… ・尋 ・一{》一r

indophenol

Figure1.Berthelot'sreaction
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このindophenolは630nmに 吸収 極大を持つ青色 を呈し,尿 や血中のア ンモニアの定量に用

い られているが,.ア ミノ酸はまったく陰性であると.考えられて いた。 しかし高濃度の試薬 を使用し,

反 応温度 を高 くす ることに より,グ ーアラニ ン等 ω一ア ミノ酸が非常に よく反応 し,Fig,一2に 示

すよ うに同様の発色を示す ことが明 らかにな った。 そ こで フェノール と次亜塩素酸塩の有効塩素の至

適濃度の決定を行ない,ア ン.モニ アの定量に用いる0,5-1%濃 度 より高い .6%フ ェノールと7.5

%の 有 効塩素 が最適で あることを知った。また本反応 は0,2Nホ ウ酸 イオ ンの添加に より25%の 発

色促進が認め られた。
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Figure2.Spectraofreactionmixturewithp-alanineand

r-aminobutyrate.ReactionmixturecontainedO.5umole

Ofβ 一alanlnθand7」aminobutyrate(0.4ml),6%phenol,0.25N

NaOH(0.2m1),and7.5%NaC!0(0.4m1),andwereallowedto

reactat100CforIOmin.

反応温度 と反応時間の関係をFig.一3に 示 したが,室 温 より100℃,lo分 間 の反応が約2倍 高

い吸光度 を与えた・ この1・ 分間の蝋;rよ 姓 成 した鱗 は約5時 間安定であ1λ また フ・ノー・レ

試薬 は1カ 月,次 亜塩素酸塩溶液はfO日 間安定であった。本方法に より β一アラニ ンは1-100μg

までBeerの 法 則が成立 し,定 量が可能であることが判明 した。またd一 ア ミノ酸で ω一位にア ミ

ノ基 を持つ もの以外はま った く発色せず,第2級 および第3級 ア ミンも反応 しなか った(Tablθ 一1)。

そ こで この比色定量法 を用いて β一アラニンお よび γ一アミノ酪酸を生成する各種酵素活性 の測定

を試みた結果,再 現性良 く,ま た他の方法に よる測定値 と非常に よく一致 した。Fig.一4は β一ア
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ラニンア ミノ基転移酵素の逆反応 により.生成す る β一アラニンを定量 して活性を測定 した結果である。

これ らの事実か ら本方法 を β一アラニンをは じめ ω「アミノ酸の代謝研究に利用 しうることが明 らか

に な っ た 。

Table1ε θη∫ぎ`魏`ゴθ5げ α加 ηoα`ゴ45,0痂 η85α η4α 加規9η勉 π～5α♂ご∫・

MolecularextinctioncQe田c.ients.(ε63。)werecalculatedfr6mtheopticaldensitieswithsamplesolutions

(0.2ml;totalvolume1.8ml)containinglto200ugofthetestcompounds.Theindicatedvaluesare

mostlythemeansofvaluesat2to3sampleconcentraxions.F.negativevaluewasavaluesmallerthan

aboutO.1.

Compound ε63。(×10-3) Compound

ω一凶【7η加0ζ;`ゴゴ5

β一Alan玉ne

γ一Aminobutyricacid

δ一Aminovalericacid

e-Aminocaproicacid

β一Aminoisobutyricadd

a,(3-Diaminopropionicacid

α,1'一Diaminobutyricacid

α一Hydroxy-1・ 一aminobutyricacid

T'aurine

2-Aminoethylphosphonicacid

α一オη!加00`f4∫

Glycine

a-Alanine

Leucine

a-Aminobutyricacid

Phenylalanine

Tyrosine

Asparticacid

Asparagine

Glutamicacid

Glutamine

Serine

Cysteine

Methionine

Tryptophan

Histidine1)

Ornithine"

L㌧ ・sine1)'

Citrulline

Arginine

a,s-Diaminopimelicacid

3.50

5.38

4.75

5.62

2.26

neg.

2.15

1.53

4.97

4.62

0.45

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

4加 η85

b4ethylamine"

Dimethylamine"

Trimethylamine"

F.thylamine

Ethylenediamine

Ethanolamine

Palmitylamine"

TyramineD

Tryptamine1)

Histamine"

Cadaverine"

Aniline

o-Phenylepediamine2)

o-Aminobenzoicacid"

p-Methylaminophenul

β・Naphthylamine

Ammoniumsalts

Ammoniumchloride

ε630(×10-3)

neg. Ammoniumnitrate

neg. Ammoniumsulfate

neg. Ammoniumacetate

0.14 Ammoniu血oxalate

neg. ル1」`8〃αη80冨5

neg. Hydroxylamine

neg. Urea

0.36 Thiourea

2.8写 Phenylhydrazine1)・2)

3.16 Guanidinet'

neg. Glucosamine"

neg. Deoxystreptamineり

elicacid 0.91 Streptidine2)・3)

Adenine

Cytosine
一...

ー

i

3.03

neg.

neg.

2.73

J.si

3.71

0..17

2.35

0.59
/

4.38

7,72

4.98

neg.

1.21

35.5

0.19

5.91

5.65

11.69

5.IS

11.69

1.97

neg.

0.17

0.47

neg.

neg.

neg.

0.48

nee.

nee.
一_...一_

1)Hydrochloridewasused,

2)Brownishcolordeveloped,

3)Sulfatewasused.
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Figure3.Effectofreactiontemperatureand
timeoncolorintensity.
Reactionmixtures(1.7ml)containing500r

100beg(3-alanine(0.3ml),thephenolreagent

(1.Oml)andtheNaC10reagent(0.4ml)were

heatedatdifferenttemperaturesfordifferent

periods.Absorbanceswerereadafteradding

60ｰfoethanol(1.Oml).

一 ● 一Heatedfor5min,

一 〇 一Heatedfor10min
,

一X-Heatedfor15min.
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2ω 一 ア ミノ酸 の 自動 分析 法 の 確立

β一アラニ ン等の ω一アミノ酸を非常 に高感度で定量 しうることか ら,こ の比色法を利用 して ω一

ア ミノ酸 の自動分析 を試みた。ア ミノ酸 自動分析 機をFlg.一5の ように改良 してニ ンヒドリン発色

と同時に ω一ア ミノ酸 の自動比色定量を可能にした。`試 薬は0.2Mホ ウ酸 カ リウム溶液に10%の

フェノールを溶解 レてフェノール試薬 とし,次 亜塩素酸塩の有効塩素量:は5%が 最 適で あった。 この条

件により標準ア ミノ酸に5種 類の ω一アミノ酸 を添加 して分離を行ない,自 動記録 した。 長カラム(

0.9×58Gm)と 短 カラム(0.6×10cm)を 用 いた分析 結果 をFig.一6お よび7に 示 した。 両

者の条件で ε一ア ミノカプ ロン酸以外は良 く分離 し,ニ ンヒ ドリン発色の70%の 発 色強度が得られ,

最低5μgで 定量が可能であ った。 この ことか ら ω一ア ミノ酸の分離同定,お よび定量の 自動化が可

能 となり,ア スパラギン酸 α一脱炭酸酵素に より生成す る β一アラニンの同定を行ない 良好 な結果

が得 られた。

Figure5 CONSTRUCTIONOFTHEANALYZER
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Figure7.Chromatographicseparationofbasicamino

acidsonaAminexcolumn(6x100mm)

3薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る ω一 ア ミ ノ酸 の検 出

ω一アミノ酸の検出と同定を さらに簡便に行なう手段 として この発色反応 を薄層 クロマ トグラフ ィ

ーに適 用す ることを試みた。薄層はアル ミナと ろ紙粉末を1:2の 割 合で作製すると最適であり,発

色は5%フ ェノール水溶液を噴霧後,ほ ぼ当量の有効塩素5%の 次 亜塩素酸塩溶液(0.5%NaOH

　へ

含有)を 噴霧,75DCで5分 間加熱 して行 なった。 この条件 により ω一ア ミノ酸は1-2μgで 明瞭

なスポ ッ トを与え,グ リシンおよび リジン以外の α一ア ミノ酸 はまった く発色 しなか った。い くつか

の ω_ア ミノ酸の発色例をFig.一8に 示 した。 この青色の色素は室温で24時 間放置 して も約10%

低 下 したのみで十分安定で あった。 この条件に より各種 ω一ア ミノ酸や ア ミン等の発色感度を求めた

結果をTable-2に 示 した。 また グルタ ミン酸脱炭酸酵素の反応生成物の同定を本方法に より行な

い,明 らかに7一;了 ミノ酪酸が検 出され,反 応生成物の同定等に応 用で きることが 立証 された。
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Table 2,Sensitivitiesofaminoacids,aminesandammoniumsaltsto

reagentinthin-layerchromatography

phenol.NaClO

Compounds
0.5

Sensitivitiesat

1.0 5.0

1μ9}

100
Compounds

i

O.5

Sensitivitiesat

1.0 5.0
Iwgl
zoo

ω 一41〃'～〃θ ム1`ゴ`15 Tryptophana) 一 一 一 十

(3-Alanine 十 十 十 十 HistidineHCIa' 一 一 十 a

ry-Aminobutyric 十 十 十 イ OrnithineHCI 一 十 → 十

δ.Aminovaleric 十 十 十 十 LysineHCl 一 十 十 十

一Aminocaproic 一ト a 一{ a一 Citrulline 曽 一 一一 一 一

,(3-Aminoisobutyric }一 十 一i・ 十 Argininea) 一 十 十 十

a,e-Diaminopimelic 欝} 一 一 一 一 十 Aη 励 ω

α,β 一Diaminopropionic 一 　 一一一 十 MethylamineHCl ¶一 胃 曽 → 斗

α,γ ・DiaminQbutyric
一一

斗 十 十 DimethylamineHCI 皿 一 一一 一 一一

a-Hydroxy-y-amino一 一 十 十 十
TrimethylamineHCl 一 一 四一 一

butyric EthylamineHCI 一 一 ・モー 十

Taurine 十 斗 十 十
Ethylenediamie2HC1 一 一 一 十

Ciliatine 十 十 十 十
TyramineHC1ω 十 十 十 十

α一A〃,加0〆1こ げ45
TryptamineHCIa' 一 十 十 十

Glycine 十 十 十 十 HistamineHCl 一 十 十 十
a-Alanine 一 一 一 十

「
Cadaverine2HC1 十 一F 十 十

・

Leucine

α・Aminobutyrica)

一

一

一一

一

一

一

一

十

Monobenzoyl-

cadaverineHCl
一 一 十 十

Phenylalanlnea) 一 一 一 十 /1〃 ∫〃多0π～κ栩 諏 〃5

Tyrosinea》 一 一 一. 十 Ammoniumsulfate ■一 一 十 一F

Asparticacidロ) 一 π 一 「 一 十 Ammoniumoxalate } 一 十 一a

Asparagine 一 一 一 十 Mfcθ 〃αηθα'∫

Glutamicac董d
一 一 一 一 Urea 一 一 一 十

Glutamine 一一 一 一 一 十 Adeninea) 一 一 一 十 十
の

Serine } 一 一 十

Cysteine 一 一 一 一

L

幽

a)Brownishcolordeveloped .
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皿 β 一 ア ラ ニ ン の 代 謝

1.微 生 物 に よ る β一 ア ラニ ンの代 謝

微生物 に限 らず個々の生物に現在認め られ ているβ一アラニ ンの代謝経路をまとめてFig.一9に.

示 した。 β一アラニンは生体内で ウラシルの分解 あるいはアスパ ラギン酸 のα一脱炭酸に より生成 し,

Uracil

↓

Dihydrouracil

1

Ureidopropionate(UPA)

UPAase

/
Ace'しylCo-A

L-Aspartate

j・ 崎 ・par-
p-Alanine

レ …TA

J＼

a-decarboxylase

(AAD)

Malonicsemialdehyde(MSA)

Malonate〆9-Hydroxyproplonate

(HPA)

Figure9,Metabolicpathwayof〆9-alanine

一方 分解系では β一アラニ ンア ミノ基転移酵素(β 一AlaTA)に よ りマロン酸セ ミアルデ ヒ ド(

MSA)を 生 成 し,次 に2,3の 経路 を経てTCA回 路 に導かれると考え られている。しか し β一アラ

ニンを主体に した研究は少 なく,関 連す る酵素の化学的性質 はほ とんど不明であり,同 一の生物が こ

れ らの経路 を同時に持ち得 るのか も不明である。そこで微生物を用い喝休止細胞での β=ア ラニンの

消長を追跡 し,さ らに関連す る酵素を精製 し,諸 性質を明 らかにして,代 謝経路を総合的に考察 した。

供試菌 は β一アラニ ンの生成量が多 く,良 く資化す るE.c碗Bと,土 壌 より分離同定 したBα 一

c`〃 螂cθrε 榔 の2菌 株を用いた。まず β一アラニンの生成 系について検討 した結果.両 株共 ウレ

イ ドプロピオナー ゼ(UPAase)と ア.スパ ラギン酸 α「脱炭酸酵素(AAD)を 持 ち,生 育条件に

より両酵素の活性の出現 に差が認め られた(Tabl¢ 一3)。

この ことは両経路 が β一アラニ ンの供給 を生育条件 により分担 し制御 していることを示唆 している。

また β一AlaTA活 性 も認 め られ,生 成 した β一アラニ ンはア ミノ基転移を受けて代謝 されると考

え られ る。一方8.cerθ 螂 を放射性 β.一アラニ ンと反応 させ,放 射活性 のアミノ酸お よび有機酸への

とりこみの分布を検討 し,Tab!e-4の 結果 を得た。 ア ミノ酸画分ではグ リシンへのとり込みがも

っとも大・きく,次 いで アスパ ラギン酸,セ リン,ア ラニ ンの順序 であった。 またエタノー ルア ミンへ

の とり込みが認められ,こ れは菌体抽 出液 と β一アラニ ンの反応により炭酸ガスの放出に伴 いエタノ
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Table3.Changeofaspartatea-decarboxylase,ureidopro-

pionasea.nd19-alaninetransaminaseactivitieson

thevariouspHofculturemediuminB,cereusK-47

pH AADUPAase

(p-Ala.formed)(NH3formed)

(nmol/mg.protein)

β一Al.a.TA..・. .

(MSAformed)

(cpm/mgprotein.)

「
)

戸0

7

∩◎

2窪 ・4:

76.5

31.2

5.7

1.2

9.8

31.5

28.3

552

1256

1960

2289

AAD:L-Aspartatea-decarboxylase.

UPAase:Ureidopropionase.

β』AlaTA:β 一AlanユnetranSaminase.

MSA:Malonicsemialdehyde.

Table4.Distributionof14Camongaminoacidsandorganic

acid .sof.theaρi母.θxtractofβ 一alanin.e-grownβ,c8rω5K-47

incubated宙ithβ 一Alanine-2-14G.Incuba'しi6nmixturecontained

5uciQ-alanine-14C,50umolesK-phosphatebuffer,andrest-

ingcells(1.5mgdryweight).lncubationwascarriedout

at30ｰCforIOminutes,

Aminoacid cpm{x104)

Asp

Ser

Thr

Glu

Gly

19.78

11.17

6.69

8.36

27.59

Ala

Val

Met

Leu

10.35

1.41

0.96

1.72

工le

EtOH(NHZ)

β一Ala

Others

i.a2

1.34

14.60

2.70

Org,acid

Formate

Acetate

Malonate

1.68

13.39

5.23

Succinate

Pyruvate

a-KG

18.25

1.57

5.86

HPO

Others

15.18

5.91

一 ルア ミンの生成が認め られたこ とか らも,β 一アラニ ンの脱炭酸生成物 と考 えられ る。 この事実か

ら,β 一アラニシがエ タノ.ニルア ミンを経てグ リオキシル酸を生成 し,ア ミ.ノ基転移によりグ リシ ン

を生成す.る経路の存在を推定 した。 さらに この経路の存在を生成物 の同定,代 謝関連化合物 の資化性

.
お よび酸素呼吸能の検討に より確かめた。有機酸画分では β一 ヒドロキシプ・ロピオン酸(HPO),マ

ロン酸および酢酸に放射活性が認め られ ることか ら,ア ミノ基.車i…移により生成 したMSAが これ ら3

経路 により同時に代謝 され ることを示 し,コ ハク酸へのとり込みが高い ことか ら,HPAあ るいはマ
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ロン酸か らコハ ク酸合成が活発 に行なわれていることが推定 された。

2β 一アラニ ン生 成系の酵素化学的検討

前記2菌 株はUPAaseとAADの 両 者を持つ ことが明 らかにな った。特にAADは これまで検討

された例は まった くない。そこで これ らの精製を行ないlUPAaseは40倍 に,AADは 電 気 泳動

的に単一の蛋白質 として得た ので,こ れらの標品を用い,一 般的性質を明 らかにした(Table-5

お よびTable-6)。AADは ピ リドキサル リン酸を補酵素 とす るB6酵 素である。.本酵素はパ ン ト

テ ン酸 と拮抗 して生育
Table5.EnzymaticpropertiesofL-aspartate

を抑 制す るD一 セリン,α _deGarboxyユas ,ein .E.co``B

イソ セ リン,シ ステイ

ン酸およびヒ ドロキシ

アスパラ ギン酸に より,

顕 著に拮抗阻害を受け

た。 この ことか ら生育

阻害 はAADの 阻害に

起因す ることが明 らか

にな った。一方UPA

a6eは チ ミンの分解

生成物である β一ウレ

.イ ドイソ酪酸にも作用

して β一ア ミノイソ酪

酸を生成する。後述す

る β一AlaTAに より

このア ミノ酸は β一.ア

ラニンと同じ速度で ア

ミノ基転移を受けるこ

Optimumtemperature

Temperaturestability

OptimumpH

pHstability

Absorptionspectrum

E1%i

A275250

KmforAspartate

M,w,bygelfiltration

30ｰC

30ｰC

5-5.5

5-6.8

275,330,408nm

19.4

1.61

1.15mM

120,000

Table6.Enzymaticproperties

inB_cereusK-47

ofUPAase

Optimumtemperature

Temperaturestability

OptimumpH

KmforUPA

Substratespecificity

40-50ｰC

60ｰC

7-7.3

0.23mM

UPA100%

UIB36

UPA;Ureidopropionate

UIB;Ureidoisobutyrate

とか らチ ミンは同一の酵素 系で代謝 されると思われ る。 またこれ ら β一アラニソ生成酵素の至適pH

の相違お よびpH安 定域 の差か らも前記 β一アラニン供給を分担 している ことを推定 した。
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3、 β一 アラニン分解系 の酵素化学的検討

β.Cθ紹嶋 において β一 アラニ ンはア ミノ基転移を受け るだけでなく,脱 炭酸によりエタノー ルァ

ミンを生成す ることが明 らかにな った。 そこで この脱炭酸酵素 と β一AlaTAを 精製 し,性 質を明 ら

かにす ると同時に β一アラニ ンの分鯉経路 につ いてさ らに検討を加えた。脱炭酸反応は菌体抽 出液で

はFig.一loに 示す ようにpH8-8.5でNAD+を 添加 した場合に顕著 に認め られた。 この ことか
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Figure10.Optimum

decarboxylase

78

pH

PHforβ 一alanine

lriB,cereus

9

ら反応にはNAD+が 必 要であることが判明した。 そ こで精製を行な い,比 活性 約50倍 の精製標品

を得てゲル電気泳動を行 ない,そ の活性を測定の結果 一本の主パ ン ドにのみ活性が認 められ,こ のパ

ン ドには β一AlaTAの 活 性はみられなか った(Fig.一11)。 この ことか ら電気泳動的には1種 類

の酵素に より触媒され ることが明 らかにな ったので本酵素の諸性質も検討 しTable-7に まとめた。

また本反応はエタノー ルア ミンか ら生成するグ リオキシル酸`こより強く阻害 された。 このような反応
…

を触媒す る酵素についての報告はまった くないので微生物におけ る分布を検討 し,か なり広範囲 に本

反応系が存在す ることを認めた。 なお この酵素は水が関与する次式の ような反応 を触媒するものと結

論 した。

p-Alanine十HZO十NAD+一aEthanolamine十COZ十NADH十H+

次 に β一AlaTAを 精製 し酵素蛋白質 としては じめて単一の標品を得た。 そこで酵素化学お よび

蛋白質化学的性質の検討を行ない,結 果をTable-8に 示 した。 本酵素 はB6酵 素であ り,そ の基
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Activity(x103cpm)

1234

十

Figure-11.Enzymeactivityof

decarboxylationafterthegel

electrophoresis.

Table7.SoInepropertiesofβ 一alaninedecarboxylase

ll]B,cereus

Optimumtemperature

OptimumpH

Cofactor

Kmfor19-Alanine

十
forNAD

M.w,withgelfiltration

30.G

8.0

　NADsp
ecific

O.581nM

O.042mM

34Q,00Q

質特異性をTable-9お よび10に 示 した。 ア ミノ基供 与体 は β一ア ミノイソ酪酸が β一アラニン

とまったく同じ活性を示 し,ま たア ミンもかな り良 い基質 とな ることが判明 した。ア ミノ基受容体 は

ピル ビン酸に特異性が高 く,他 にグ リオキシル酸が約50%の 活性 を示 した。 この ことはエタノール

ア ミンか ら生成す るグ リオキシル酸は本酵素に より代謝を受けグリシンの生成 に関与していることが

明 らかになった。

β一AlaTAに よ り生成 したMSAは 酸化 または還元を受けてアセチルCoA,マ ロ ン酸あるいは

HPAを 生 成す る。B .・εrθμ5は これ らすぺての経路 を持つ ことが明 らかにな った。 そ こで各酵素の

部分精製を行ない,諸 性質を検討し,結 果をTable-11に 示 した。 これ らの酵素活性 のなかで

HPAの 生 成反応がもっとも強 く,次 いでマロン酸,ア セチルGoAの 順序で あった。 この結果か ら
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MSAは 主 にHPAを 経 てコハク酸 を生成 しエネルギー源 として利用され ると結論 した。

以上の実験結果か ら8.cθrθ婚 におけるinvi.tro代 謝に基いて β一アラニ ンの代謝経路 を示

す とFig.一12の よ うになる。

Table8.Someproperties

lnB,cereus

ofp-alaninetransaminase

Optimumtemperature

Temperaturestability

OptimumpH

pHstability

Absorp:しion .spectrum

E1%i

A2ao/zsa

Reactionmechanism

Kmforβ 一Alanil'1e

forPyruvate

forMalonicsemialdehyde

forL-Alanine

SZOw.value

M,W.bygelfiltration

bycalculation

Subunit

Dif'fusionconstanー し

工P

N-terminal

C-terminal

Amino.acidresidue/Subunit

55ｰC

55ｰC

8.5-9.7

5.0-9.7

278,325,412nm

20.18

1.92

Ping-Pong

1.14mM

O.50

1.88

2.78

8.89

184,000

171,000

49,000

4.85×10-7cm宅/sec.

4.75

valine

Alanine

452
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Table9.Specificity ofaminodonors.

Substrate

(10umoles)

EnzymeAc七ivity

(Q-alanineformed)

(mole/mgprotein)

Relative

rates

C%)

㌧

β一Alanine

Taurine

2-Aminoethylphosphonate

4-Aminobutyrate

3-Aminoisobutyrate

4-Amino-3-hydroxybu'しyrate

5-Aminovalerate

6-Aminocaproate

5-Aminolevulinate

Ornithine

Lysine

1-Amino-2-propanol

工sopropy!amine

1,3-Propanediamine

3-Amino-1-proPanol

Isopropanolamine

2-Amino-2-methyl-1-propanol

n-Propylamine

n-Butylamine

工sobutylamine

Monoethanolamine

Ethylenediamine

2-Mercaptoethylamine

48.4

3.2

.0

35.2

48.7

8.9

15.4

26.7

0

trace

3.5

1.4

a

2.8

7.4

245.4

0.7.「

2.2

3.1

3.0

2.1

3.1

11.3

100

7

0

73

101

18

32

55

0

7

3

0

6

5

8

2

5

7

6

4

7

3

1

0

2

5

Table10,Specificityofaminoacceptors

Substrate

(10umoles)

enzymeAct.

(a-Aminoacids
formed)

(umoles/mgprotein)

Relative

Rates

(%)

Glyoxylate

Pyruvate

Oxalacetate

2-Ketobutyrate

2-Ketoglutarate

2-Keto-n-valerate

2-Keto-iso-valerate

27.3

48.8

27.0

7.4

0.9

1.8

0.9

56

ioo

55

19

2

9

2
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Table11. ComparisonofthepropertiesofMSA-metabolizing enzymes.

Enzyme

MSA

Krz,for

Subst工'ate NAD+or

NADH

(mM)

Opt.Opt,

CoApHtemp.
ｰC)

Specific

activity

(incrudeext.)

(nmol/mgprot/

minute)

MSAacetylating

enzyme

MSADH

3-HPADH

o.oa

o.is

1.45

0.032

0.031

0.006

0.0067.8

-8 .5

-8 .8

どD

rD

∩
)

n
O

り
0

3

80.9

183.6

362.8

DH:Dehydrogenase,3-HPA:3-Hydroxypropionate.

Uracil

耀1::::乱蕊e遜;1::藁1茎臨
MSA

H2。NH3・CO2Py「uvateGl
y。ine

.iL-AlanineS
erine

Malonicsemialdehyde(MSA)

NA銚 。:oA緯IHN罵
AcetylCoAMalonate3-Hydroxypropionate

』 、 、 、!
Acetate

一 瞬∴1:蕪計町傑 三lr
OxalacetatevFumarateL-Glutamate

Aspartate

Figure

〆F
umarate

＼ 〆凹
alate

L-Alanineρ β一Alanine

Pyruvate,MSA

12,MetabolicPathwayof β一Alaninein8.cere雌5.
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要 約

1.β 一 アラニ ンを代表 とする ρ「ア ミノ酸の新 しい特異的定量法を確立 した。 反応は ω一位のア

ミノ基脱離に より生成 したア ンモニアがBerthelot反 応 に より630nmに 極大吸収 を示すイ 著

ドブ ヱノールを生成す ることが考 え5れ た。Borateの 添 加に より本反応の発色は安定化 した。

2.本 定量法は感度良 く, .安定性お よび再現性 も高 いことから,ω 一ア ミノ酸 め分布の検討に止 ま

らず,ω 一ア ミノ酸を生成する諸酵素の活性 の測定 に広 く応用 し得 ることを明 らかに した。

3.こ の定量法を用い・自動分析機および薄層 クロマ トグラフィーの使用に.より,ω 一ア ミノ酸の

分離,同 定お よび牢量の 自動化 と禰易化 を可能に した。

4,微 生物 に主る β一アラニ ンの代謝経路 について上記定量法を応 用して検討を加 え,β 一アラニ

ンを脱炭酸する新 しい経路が存在す ることを見 出した。 この反応 は電気泳動的に単一の酵素 に より触

媒 され,NAD+を 補 酵素 とする酸化的脱炭酸によりエタ ノール ア ミ.ンを生成することを明 らかにした。

5.,8一 ア ラニ ン生成 酵素であるアスパラギン酸 α一脱炭酸酵素をはじめて電気泳動的に単一な酵

素蛋白質 として精製 し,従 来 まったく不明で あった酵素化学的性質を明 らかにした。 さらに β一アラ

ニ ン生成における9レ イ ドプロピオナーゼとの役割の分担につい τ考察を加えた・

6.β 一アラニ ン分解系では・脱炭酸酵素以外に β一アラニ ンア ミノ基 転移酵素につ いて精製を行

ない,単 一の酵素標品をはじめて得た。 この標品について酵素化学的,蛋 白化学的諸性質を明 らか1こ

した。

7.以 上の実験事 実とア ミノ基転移に より生成す るマロン酸セ ミアルデ ヒ ドの代謝経路 の検討結果

か ら,β 一 アラニ ンの生成 と分解経路 を総合的に考察 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

β一 アラ ニソは,パ ン トテ ソ酸の構成成分 として存在する ほか,生 体内では種 々の 生理活性物質の

構成分 として重要で あるみ しか し∴ 汐一 ア「ラニンの生合成お よび分解に関しては断片的な知 見が得 ら

れて いるのみで,多 くの未 解決の問題を残 していた。本研究は,β 一 アラニンの代謝経 路について総

合的な研究を行 うことを 目的 として,`先 づβ一 アラニソの定 量法を確立 し,つ いで,多 数 の微生物の

中より',β 一 アラニソの代謝系の活性が高い菌 株2種 を 選択 し.酵 素化学方法 により代謝 系の研 究を

行った。

β一ア ラニソの定 量法には,Berthelot反 応 の原理を応用 し,6%フ エ ノール,0.25NNaOH,

7・5%NaClOと 共 に100℃,10分 間加熱す ることによ り,安 定な発色条件を確立することがで

きた。 こめ条件下 では α一ア ミノ酸は,ω 一位 に ア ミノ基を もつ もの以外は全 く発色 しなか つた。さ

らに この定量方法を利用して,ω 一 ア ミノ酸の自動分析法を確立 した。 この方法は著者の独 自の考案

によるもので,広 く利用 され るもの と考えられ る。

つ いで著者は,β 一 アラニソの代謝 活性の高い微生物 としてE,coliBお よびBacilluscereus

の2菌 株を選択 し,β 一 アラニンの生成系について検討 し,両 株共 ウレイ ドプロ ピオナーゼ および ア

スパラギソ酸α一脱炭酸酵 素の活性を認め,主 要生 合成系 と推定した。また β一 アラニン トラソスア

ミナーゼ系,β 一 アラニン脱炭酸酵 素系について も詳細 に研究 し,分 解系の主要経 路 とした。 これ ら

の代謝系の 関与す る酵素をそれぞれ単 離精製し,そ れ らの性 質を明 らかにした・

以上,本 研究は,ω 一 ア ミノ酸の定量法,特 に自勤分析に よる定 量法をは じめて確立 し,こ の分野

における研究に寄与す ると共に,微 生物におけるβ一 アラニソの代 謝について系統的な研究 を行い,

その代 謝系の全体像を明 らかにす ることができた。生化学領域の基礎 として重要 であるのみ ならず,

応 用分野に も役立つ ことが多 く,農 学 博士の学位を授与するに充 分な価値あるもの と認 める。

一53一


