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論  文  内  容  の  要  旨  

ポリリン酸は，オルトリン酸が縮重合した高エネルギーリン酸化合物であり，殆ど全ての生物に普遍的に存在する。生体  

内では，ATPを基質としてポリリン酸キナーゼ（PPK）により合成される。一方，ポリリン酸は，火山や原始地球を想定  

した環境条件下で容易に生成し，且つ，リン酸エステル結合当たりのエネルギーがATPと等価であるため，ATP出現以  

前の生化学的エネルギー担体であった可能性が指摘されている。実際，現存生物の多くはATP特異的キナーゼを有するが，  

ある種の細菌には，ATPの代わりにポリリン酸をリン酸供与体として利用するポリリン酸依存キナーゼ系が発達しており，  

ポリリン酸のみを利用する「ポリリン酸特異的キナーゼ」，およびポリリン酸とATPの両方を利用する「ポリリン酸／  

ATP－キナーゼ」が存在する。   

このようなポリリン酸依存キナーゼの存在は，ポリリン酸からATPへの生化学的エネルギー担体の化学進化に伴い，ポ  

リリン酸特異的キナーゼ（原始酵素）から，ポリリン酸／ATP－キナーゼ（中間酵素）を経て，ATP特異的キナーゼ（現  

存酵素）へと分子進化した可能性を示唆する。既に，多くのATP特異的キナーゼの立体構造が決定され，ATP利用機構  

の解明が進展している。しかし，ポリリン酸依存キナーゼの立体構造は決定されていないため，かかるキナーゼの分子進化  

に関する知見は元より，そのポリリン酸利用機構やエネルギー代謝への関与についての詳細も得られていない。   

本研究では，ポリリン酸のエネルギー代謝との関連，ポリリン酸依存キナーゼのポリリン酸利用機構，並びにATP特異  

的キナーゼとポリリン酸依存キナーゼの進化的・構造的相関の理解を目的として，ポリリン酸依存酵素を有する微生物の取  

得（Arthrobacter属細菌KM株），KM株由来新規ポリリン酸／ATP－グルコマンノキナーゼ（GMK）と他のグルコース  

リン酸化酵素（GK，グルコキナーゼ；HK，ヘキソキナーゼ）との進化学的相関の解析，およびGMKのⅩ線結晶構造解析  

を行った。   

第1章では，ポリリン酸依存酵素を有する微生物の単離・同定を行った。土壌より高濃度リン酸耐性を指標に分離された  

微生物は，非運動性，非胞子形成性のグラム陽性不規則梓菌であり，形態学的・生化学的性状，16S RNA部分塩基配列，  

細胞壁アミノ酸組成，および菌体の主要脂肪酸組成の解析結果から，Arfゐ和ろαCfgr属細菌と同定された。本菌をArfんro－  

bacter属細菌KM株と命名した。また，KM株の細胞抽出液に，PPK，ポリリン酸フォスファターゼ，ポリリン酸依存  

NADキナーゼ，ポリリン酸依存グルコキナーゼなど既知のポリリン酸依存酵素に加えて，新たにポリリン酸依存フルクト  

キナーゼとGMK活性を見出した。KM株のPPK遺伝子も同定した。PPKの存在は，KM株細胞において，実際にポリ  

リン酸が生合成され，上記のポリリン酸関連酵素が稼働していることを示唆した。   

第2章では，KM株より精製した新規酵素GMKの酵素学的諸性質，並びに一次構造を決定した。さらに，一次構造に  

基づいて，GMK，GK，およびHKの進化系統解析を行った。GMKは，分子質量30kDaの単量体酵素であり，ポリリン  

酸とATPの両方を1）ン酸供与体として，グルコースとマンノースのリン酸化反応を触媒した。至適pHは7．5，至適温度  
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は40－450cであった。また，nOn－prOCeSSive機構（一反応毎にポリリン酸への結合・解離を繰り返す作用様式）でポリリ  

ン酸を利用した。速度論的解析（Competition plot）の結果，GMKのポリリン酸およびATP利用部位が共有されている  

ことが示唆された。また，一次構造を用いた進化系統解析の結果，GMKがグラム陽性細菌型GKに属することを明らかに  

した。真横細胞型HK，グラム陽性細菌型GK，およびグラム陰性細菌型GKは，共にグルコースリン酸化反応を触媒する  

が一部のモチーフを除けば，一次構造上の相同性は低く，系統樹上でも三グループに分類された。このうち，真横細胞型  

HKの立体構造のみが決定されており，原核細胞型GK（グラム陽性細菌型およびグラム陰性細菌型GK）の立体構造は明  

らかにされていない。真核細胞型HKがATP特異的キナーゼであるため，GMKの立体構造決定，並びに真核細胞型HK  

との比較により，ATP特異的キナーゼとポリリン酸依存キナーゼ，並びに真核細胞型HKと原核細胞型GKの構造的・進  

化的相関に関する知見が得られると考えられた。   

第3章では，GMKのⅩ線結晶構造を決定した。1．8ÅまでのⅩ線回折データを用いて精密化したGMKの最終モデル  

（R＝19．1％）は，506個のアミノ酸残基と373個の水分子，2分子のグルコース，および4分子のリン酸を含んでいた。  

GMKは，α／β／αの三層構造を基本骨格として持つ二つのドメイン（NドメインとCドメイン）から成り，ドメイン間の  

クレフトに1分子のグルコースと2分子のリン酸が結合していた。GMKの両ドメインは，一次，二次，および三次構造に  

おいて極めて高い相同性を示した。以上の結果に基づき，GMKが一つのドメインに対応する遺伝子の重複・融合によって  

形成された可能性を示唆した。また，GMK（原核細胞型GK）と真核細胞型HK（ヒト由来HK－Ⅰの触媒活性を担うC末  

端側半分子）の立体構造の比較に基づき，両者が一次，二次，三次，およびグルコース結合部位の微細構造において高い類  

似性を示すことを明らかにした。さらに，GMKのポリリン酸結合部位を推定し，原核細胞型GKと真核細胞型HKが  

▲ GMK様の構造を示すポリリン酸依存タンパク質から分岐進化した証拠も示した。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

ポリリン酸は，オルトリン酸が縮重合した高エネルギー リン酸化合物であり，火山や原始地球を想定した環境条件下で容  

易に生成し，且つ，リン酸エステル結合当たりのエネルギーがATPと等価であるため，ATP出現以前の生化学的エネル  

ギー担体であった可能性が指摘されている。現存生物の多くはATP特異的キナーゼを有するが，ある種の細菌には，ポリ  

リン酸をリン酸供与体として利用するポリリン酸依存キナーゼ系が発達している。既に，多くのATP特異的キナーゼの立  

体構造が決定され，ATP利用機構の解明が進展している。しかし，ポリリン酸依存キナーゼの高次構造に関する研究は遅  

れている。   

本研究は，ポリリン酸のエネルギー代謝との関連，ポリリン酸依存キナーゼのポリリン酸利用機構，並びにATP特異的  

キナーゼとポリリン酸依存キナーゼの進化的・構造的相関の理解を目的として，ポリリン酸依存酵素を有する微生物の取得  

（Arthrobacter属細菌KM株），KM株由来新規ポリリン酸／ATP－グルコマンノキナーゼ（GMK：ポリリン酸とATPの  

両方をリン酸僕与体としてグルコースとマンノースをリン酸化する）と他のグルコースリン酸化酵素（GK，グルコキナー  

ゼ；HK，へキソキナーゼ）との進化学的相関の解析，およびGMKのⅩ線結晶構造解析を行ったものである。評価すべき  

点は，以下の通りである。   

1．多様なポリリン酸依存酵素を有するArfん和∂αC～gr属細菌KM株を単離・同定し，本菌がポリリン酸依存酵素の分子  

生物学的，構造生物学的，並びに進化生物学的解析に好適な微生物であることを明らかにした。   

2．KM株から精製した新規酵素GMKの酵素学的性状，および一次構造を決定し，GMKがグラム陽性細菌型GK（原  

核細胞型GK）に属することを明らかにした。   

3．GMKのⅩ線結晶構造を決定し，本酵素がα／β／αの三層構造を基本骨格として持つ相同性の高い二つのドメイン   

（NドメインとCドメイン）から構成されていることを明らかにした。また，GMKが一つのドメインに対応する遺伝  

子の重複・融合によって形成された可能性を示した。   

4．GMK（原核細胞型GK）と真核細胞型HK（ヒト由来HK－Ⅰの触媒活性を担うC末端側半分子）の立体構造の比較  

から，両者が一次，二次，三次，およびグルコース結合部位の微細構造において高い類似性を有することを初めて明ら  

かにした。  
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5．GMKのポリリン酸結合部位を推定し，そのポリリン酸結合部位が真核細胞型HK，原核細胞型GK，および特定の  

ATP特異的タンパク質（アクチン，ヒートショックプロテイン，アセテートキナーゼなど）に広く保存されている   

phosphate－1モチーフに存在することを明らかにした。   

6．原核細胞型GKと真核細胞型HKが，GMK棟の構造を示すポリリン酸依存タンパク質から分岐進化した可能性を  

示した。   

以上のように，本論文は，細菌の新規ポリリン酸依存キナーゼGMKの酵素科学的・構造生物学的・進化生物学的特性  

を明らかにすることによって，生化学的エネルギー担体の進化とそれに連動した酵素と遺伝子の進化，並びにポリリン酸依  

存キナーゼとATP特異的キナーゼの構造・機能相関，およびポリリン酸利用機構に関して多くの新しい知見を与えた。特  

に，原核細胞型GKと真核細胞型HKの立体構造的類似性を初めて証明し，両酵素の進化的相関に関する明確な結論を導  

いた。これらの結果は，応用微生物学，酵素科学，構造生物学，および進化生物学の発展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14日，論文並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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