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論文内容要旨

 R.8pheroide8はポリフイリン並びにバクテリオクロロフィル合成能が高い事で知られてい

 る。R.S諏eToid.es'のδ一アミノレブリン酸合成酵素は可溶性酵素で為り,叉本菌の可溶面分

 にはサクシニールGoA合月辮素も一蔑い活性で存在する6・『さら,に,R.6.玉池erpiae8では通常のα一ヶ

 トク)レターvレ酸脱水素酵素とは別に,可溶画分にむα一ケ.トグルタrル酸:からサタ説・二丁ルCoAを形成ずる酵

 素系があることが推定されており,R,8p姓e¢℃まd爾釦の音波麹墾后の抽出液には,その他に,可溶性の・サク

 シニンクセミアルデヒド脱水i織孝素齢よび嗣溶性のγ一ハイトでキシ酪酸脱水妻酵素力簸ることが明らかにされている、

 そこで著者は現象的には,本菌の音波処理抽出液の105000×9遠心上清に見出されるα一

 ケトグルタール酸脱炭酸酵素活性力.体来可溶性の独立酵素であるのか.或いは音波処理によって.

 ク・マトフオアに結合しているα一ケトグルタール酸脱水索酵素系から遊離して来たものであるか

 を鑑別する目的で.本活性の細胞内局在について,さらに詳細な検討を行った6また可溶面分に見

 出される本酵素を部分的に精製して,α一ケトグルタール酸脱炭酸酵素の諸性質を調べた。

 先づ,本酵素の細胞内局在を明らかにするための実験として,生菌R.spheroiae3をリゾ

 チーム処理后.オスモテイツクショックにより溶歯し」ロ=5000×9,90分の遠心で,可溶画

 分と顆粒両分～に分離した。このような柔軟な方法で分画t.,た10500'0×9の遠心上清にも大

 量のα一・ケトグル夕月ル酸畷愚醗素活機があったぜしかもこの場合,一般に顆粒面分にしか存在し得

 ないとされている。コハク酸脱水素酵素を顆粒成分の指標にして,活性を測定してみると、その混

 在は極めて小量であり,α一ケトグルタール酸脱炭酸醒素活性に比して,無視し得る程度であった。

 次にリゾチーム処環后の105000×990分の遠心上清を硫安分画してみる吉、.硫安飽和度

 0.5～0.4の所に殆んどのα一ケトグルタール酸脱炭酸活性が集中していた。一方,同じリゾチー

 ム処理后の105000×990分の遠心沈殿の方を緩衝液に懸濁して,テフ・ンホモジエナイザー

 .で充分破壊した後に音波処理し.さらに105000×990分速心して得られる上清を硫安分画

 してみると硫安飽和度0.ろ以下の所にα一ケトグルタール酸脱炭酸酵素活性がかなり大量に回収さ

 れた。と.のことは本来顆粒画分に存在する筈のα一ケトグルタール酸脱水素酵素系も顆粒面分を音

 波処理すると,それが極めて微小に細粉され,遠心1050eOX990分の上清にかなりの量が

 出現してくることを示唆している。

 そこで,顆粒画分の音波処理後、105000×9遠心上清に回収された活性が,α一ケトグルタ

 ール酸脱水素酵素系そのものであるか,あるいはそれがさらに破壊されて、α一ケトグルタール酸

 脱炭酸酵素を遊離しているのかどうかをしらべるために,この面分の活性をDEAEセル・一スカ
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 ラムを即いて本来の可溶画分に見出される活性と分離比較を試みたが,両者の溶出パターンは全ぐ

 同一であった。

 以上の事実を総合すると,第一に,本菌には本来可溶性のα一ケトグルタール酸脱炭酸酵素が存在

 すると思われること,第二に,α一ケトグルタール酸脱水素酵素複合体のサブユニットの一つであ

 るα一ケトグルタール酸脱炭酸酵素と可溶面分に存在するα一ケトグルタール酸脱炭酸聾紫とは極め

 て性質が似ているか,或いは同じである可能性が強いことが明らかとなった。

 次に,R・8Pheroi己e8のα一ケトグルタール酸脱炭酸酵素の性質を明らかにするために,

 その部分精製を試みた⇒菌を音波処理后,105000×9で90分間遠心,その上清を硫安分画

 し.DEAEセルロースカラムにかけると,105000×9上清に比して.α一ケトグルタール

 酸脱炭酸酵素活性は10倍ないし20倍になった。本反応の経過を追跡してみると.サクシニック

 セミアルデヒド生成量は反応時間に対して,120分までは直線的に進行した。本反応の至適⇒H

 はZ2であった。充分な活性を得るにはTPPかよびMg+キD添加が必要であり,反応は過剰の

 α一ケトグルタール酸によって若干阻害された。DTT或いは2一メルカプトエタノール等のSH

 保護剤はα一ケトグルタール酸脱炭酸活性を高めた.特にDTTは著効を示した。

 な沿,α一ケトグルタール酸脱炭酸酵素はα一ケトグルタール酸とグリオキシル酸との共役分解

 をも触媒することが知られた。また.α一ケトグルタール酸脱炭酸酵素の反応は過剰のα一ケト

 グルタール酸によって若干阻害されるために,α一ケトグルタール酸一1-MCの濃度を変えて

 得られるILineweaver-Burkのプロットは直線にならなかったが,グリオキシル酸10μ

 mOle6の存在下で.α一ケトグルタール酸一1-Moの濃度を変えて調べたα一ケトグルター

 ル酸・グリオキシル酸カルボリガーゼに関するUneweaverてBurkのプロットでは直線とな

 った。このことは,グリオキシル酸が存在するとα一ケトグルタール酸の代謝が促進されるのみな

 らず,過剰のα一ケトグルタール酸による反応阻害も失われることを意味する。
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 審査結果の要旨

 Rh∩dOpseudOmonassph6roide宮(R.SPheroides)のポルフィリン牛合成

 に関する研究の一部であり,特にR.sp}田rr)iαosの可漆分雨にα一ケトグルタール酸脱炭酸

 酵素の;存否お・よびその由来を軍点的1て研究したも疋)である。

 このために生菌をリゾチーム処理,オスモテソクノヨツクにより溶歯し105,0臼自ρ汐0

 分遠心し可溶両分と顆粒面分とに分けて,披講するに,可溶両分にも多量のα一ケトグルタール

 酸脱炭酸酵素の活性が存在していることがみとめられた。

 また一ヒ述の遠心上清を硫安分画してα一kタ活性をみるに,硫安飽和度。.3～0,4の部に,集中し

 ていた。一方遠心沈澱物をテク・ンホモジエナイザーにて充分破壊し,更に超音波処理し,つい

 で105、000g,90分遠心してえられる上清について硫安分画を行い,α一k9活性をみるに,

 硫安飽和度0.5以下に,大量に集中していることをみとめた。こク)ことは,広来顆粒両分に存在

 するはづのα一k9脱水素酵素系も,顆粒面分を超音波にて処理すると,そ』れがきわめて微小に細

 分されて,遠心一上清にかなりの景として回収されることを示す」

 さマこの活性が,α一kr脱水素酵素系そのものであるか,注たはそれが破壊されてα一kg脱炭酸

 酵素を遊離したものかをみろために,⊃EAEセル・一ズで分画を行つτみると,広東可溶面分

 に存在するα一k9脱炭酸酵素と全ぐ同一であるという可能性がつよいと考えられた。

 また,更に宏当に存在するといわれていたα一ケトグルタール酸了グリオキシール駿カルボリ

 ガーゼ活性は,α一ケトグ.ルタール`1詮脱炭酸酵翼{そ¢)ものの作州に,ほかなら疫いことも判明し

 た。
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