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論 文  内  容 の  要  旨  

分子シャペロンは新生および変性タンパク質に結合し，その折れたたみ過程を制御する補助因子としてタンパク質の機能  

発現に重要な役割を果たしている。Hsp70ファミリータンパク質は多くの生物で高度に保存されている分子量約7万の分  

子シャペロンで，細菌のHsp70ファミリータンパク質であるDnaKについては，外来タンパク質と共発現させることで，  

封入体の形成を抑制できることが明らかにされている。しかし，適用できるタンパク質の種類は限定されており，基質特異  

性の広いものや，低温での発現に利用できるものなど，新たなDnaKの開発が期待されている。本研究は，好冷菌She＿  

WanelhlSp・AclOやt7ibrioproteo身ticu5のDnaKのほか，Escherichia coliからも新しいDnaKホモログを見いだし，そ  

れらの構造と機能を解析するとともに，応用面を開発したものであり，その成果は以下のように要約される。  

1・好冷菌Shewanelhzsp，AclOよりSheDnaK遺伝子をクローニングするとともに，その構造を解析し，Sh。DnaK遺  

伝子上流域にE・COliのものとほぼ同様な熟ショックプロモーターが存在することを見いだした。Shewanelhzsp．AclOに  

おいてSheDnaKは熱ショック誘導されるが，誘導温度はE．coliの場合より100c以上低いことを明らかにした。  

のDnaK（EcoDnaK）の場合，温度上昇とともに対数的に活性が上昇するのに対し，SheDnaKはそのような鋭敏な温度応  

答性を示さないものの，低温域においてはEcoDnaKよりもはるかに高い活性を示すことを見いだした。   

2・AIcaJなぞneSの′lo50旦γdanssubsp．亭γlo50革γdan5A－6株のD－アミノアシラーゼはD－アミノ酸の生産に利用できる有  

用酵素である。E・COliを宿主として本酵素を発現させると封入体を形成するが，SheDnaKを共発現させることで封入体の  

形成が著しく抑制されることを見いだした。特に，低温で培養することによって，可溶性のD－アミノアシラーゼを効率よ  

く生産できることを示した。   

3・DnaKは，E．coliでは生育温度センサーとして機能すると推論されている。DnaKを構成するATP結合ドメインと  

基質結合ドメインのうち，どのドメインが温度検知に重要な役割を果たしているか，Vproteob／ticusとE．c。IiのDn。Kを  

比較することにより検討した。Ⅴク和知妙c∽は且roJよと近縁でありながら，その生育許容温度ならびに生育至適温度は  

E・COliの場合より約100c低い。両DnaKのドメインを入れ替えたキメラDnaKを作製して検討した結果，主にATP結合  

ドメインが温度応答に関係することを見いだした。E．coliにSheDnaK遺伝子を導入すると，低温域で良好に生育できる  

ようになることも見いだし，細菌の生育温度とDnaKは密接に関連していることを明らかにした。   

4・E・COliに新しいHsp70ファミリータンパク質を見いだした。Hsc62と命名したこのタンパク質は，DnaKの場合よ  

りも低温域で機能する新しい分子シャペロンであることを示すとともに，Hsp62に対して特異的に作用する新しいコシャ  

ペロンHsc56を見いだした。DnaKのコシャペロンの一つGrpEは，Hsc62－Hsc56の系でも共用され，Hsc62，Hsc56およ  

びGrpEの三者で新しいシャペロンシステムを構成していることを明らかにした。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

分子シャペロンの一種，Hsp70ファミリータンパク質を遺伝子組換えに利用すれば，封入体形成を抑制し，高効率な発  
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現を達成できると期待される。本研究は，新規Hsp70ファミリータンパク質を見いだし，それらの生化学的機能の解明と  

応用開発を行ったものであり，評価すべき点は以下の通りである。  

1，好冷菌に着眼した点がユニークである。ShewanelhlSp．AClOにおいてSheDnaKが低温で誘導され，しかもSheD－  

naK自体，低温で高い活性をもつことを示したことは，Hsp70ファミリータンパク質の生化学的機能の理解を深め，低温  

活性酵素の開発に新たな示唆を与えるものであり，評価できる。   

2．低温で発現させることで封入体形成を抑制できる場合がある。低温で高い活性をもつSheDnaKを利用すれば，封入  

体形成をさらに抑制できるのではないかと着想した点は，高く評価できる。D－アミノアシラーゼの発現系において，EcoD－  

naKの利用では封入体形成を抑制できなかったが，SheDnaKを利用し低温で培養することで，効率よく可溶性酵素を生産  

できることを示した。その学術的意義は大きい。   

3．且coJ∠と近縁でありながら，生育至適温度ならびに生育上限温度が且．“協の場合よりも約100c低いⅥろrわ♪托ト  

teob／ticu5に着眼した点もユニークであり，評価できる。Vproteo＆ticusのDnaKとEcoDnaKの各種キメラDnaKを解析  

することで，ATP結合ドメインが主に温度変化を検知するという興味深い知見を得ており，これによってHsp70ファミリ  

ータンパク質の機能の理解をさらに深めた意義は大きい。   

4．温度応答という新しい切り口で且coJ才のHsp70ファミリータンパク質を洗い直し，新しいホモログを見いだすとと  

もに，新しいコシャペロンの関与するユニークなシャペロンシステムを見いだしたことは，高く評価できる。   

以上のように本論文は新しいHsp70ファミリータンパク質を見いだし，それらの生化学的機能解明と応用開発を行った  

ものであり，生化学と応用微生物学に寄与するところが大きい。  

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成17年1月13日，論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学  

力が十分あるものと認めた。  
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