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硫黄とセレンは互いに同族元素で，各々対応する含硫化合物と含セレン化合物は互いに，物理的および化学的に似ている。

しかしセレン代謝においては，含セレン化合物に特異的に作用する酵素が重要な役割を果たしていると考えられる。

セレノシステインリアーゼは，ピリドキサーlレ5'ーリン酸 (PLP)を補酵素とし， Lーセレノシステインに特異的に作用して

L-アラニンとセレンに分解する反応を触媒する O 一方，システインデスルアラーゼは，これと同様な反応を触媒するが， Lー

セレノシステインと L-システインの両者に作用して L-アラニンを生成するO これら両酵素の構造一機能相関の比較研究に

より，セレンと硫黄の酵素的識別機構に関する有益な知見が得られると期待されるO 本研究は，晴乳類と大腸菌のセレノシ

ステインリアーゼおよびシステインデスルフラーゼの遺伝子クローニング，精製，性質の解明を行うとともに，構造と機能

の関連，特に，セレンと硫黄に対する触媒作用機構の違いを明らかにしたものであるO 研究の具体的成果の大要は次のとお

りである。

1.マウス肝臓セレノシステインリアーゼのcDNAをクローニングし，塩基配列を決定した。本酵素はAzotobactervin-

elandiiのnifS遺伝子がコードするシステインデスルフラーゼ (NifS)と一次構造上有意な相同性を示すことが明らかと

なった。本酵素は， Lセレノシステインに高い特異性を示した。マウスにおける本酵素遺伝子の発現を RT-PCRとウエスタ

ンプロット法により調べた結果，肝臓，腎臓，精巣で強く発現していることが見いだされた。

2.大腸菌のもつ 3種のnifS相同遺伝子 (csdA，csdB， iscS)を各々クローン化して高発現させ，酵素を精製してその酵

素化学的性質を調べた。 csdAがコードする CSDは基質に対する特異性が最も低く， L-セレノシステインやLシステイン

スルフィン酸を良好な基質とした。 csdBがコードする CsdBはL-セレノシステインに対する特異性が高く ，iscSがコード

する IscSのLーシステインスルフィン酸に対する活性は， 3酵素の中で最も低かった。いずれの酵素も，副反応として基質

アミノ酸と補酵素PLPとの閣のアミノ基転移反応を触媒し，活性のないピリドキサミン町一リン酸型酵素に変換されること

が示された。また， これらの酵素が触媒する Lーセレノシステインの分解反応はいずれも， ピルビン酸によって促進される

が，活性化の程度は酵素によって大きく異なることを見いだした。一方， Lーシステインの分解反応においては， 3酵素いず

れも， ピルビン酸によってほとんど活性化されなかった。

3. NifSにおいては，活性中心にある 325位のシステイン残基 (Cys325)が基質-PLP反応中間体のC4'にプロトンを

渡すことでアニオン化され，これが基質L-システインのスルフヒドリル基を求核攻撃し，酵素結合型ペルスルフィドを形成

すると推論されているoCSD， CsdBおよびIscSの3種の酵素について， NifSのCys325に対応するシステイン残基を各々

アラニン残基に置換した変異酵素を作製したところ，いずれの酵素においても Lーシステインに対する活性が特異的に消失

した。従って，これらのシステイン残基は Lーシステインを基質とする場合には触媒残基として重要であるが， Lーセレノシス

テインを基質とする場合には必須ではないことが明らかになった。

4. CsdBならびにその基質(または基質類似体)複合体の立体構造をX線結晶構造解析により決定した。ネイティブ酵素
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の構造モヂルは， 分解能2.8Aで， 結晶学的R値19.9%まで精密化した。蒸気拡散法により調製したネイティブ酵素結晶

を， L…システインスノレフィン酸， Lーアスパラギン酸， L-sーク口口アうニン，あるし、はL-プ口パルギルグリシンを含む母液に

各々浸漬したりそれぞれの複合体結晶を差フーリ工法により 2.8A分解能でX線結晶解析した。いずれの場台も，基質また

は基質類似体のαーアミノ基はPLPのC4'と酵素外シッフ塩基を形成しており， αーカ jレボキシル基は379位のアルギニン残

基によって認識されることが判明した。 NifS相同酵素間で保存されている 364位のシステイン残基は，基質の T位近傍に位

置していた。これらの構造モデルから， 55位のヒスチジン残基も何らかの重要な機能を果たしている可能性が示された。

論文審査の結集の要旨

セレンは必須微量元素であるとともに，毒性の高い元素でもあるO 静葉によるセレンと硫黄の識別機構を解明することは，

セレンの生理的役割を理解する上で意義深い。本研究は， L-セレノシステインに特異的に作用するセレノシステインリアー

ゼ、と. Lーセレノシステインにも Lーシステインにも作用するシステインデスルブラーゼを対象に， マウスおよび大腸菌から

各々の酵素遺伝子をクローニングし，酵素学的諸性質を解明するとともに， X線結晶構造解析と部位特異的変異による解析

を通して， L-セレノシステインと L-システインiこ対する酵素の作用機購の相違点を明らかにしたものであり， 評{面すべき

点、は次のとおりである。

1.マウス肝識よりセレノシステインワアーゼ、の cDNAをクローニングし本酵素がシステインデスルアラーゼ、と一次構

造上の栢向性を示すことを明ちかにした。これは，捕手し動物のセレノシステインワアーゼ、の構造を明ちかにした最拐の例で

あるO また，本酵素遺伝子は，肝臓，腎臓，精巣で特に強く発現していることを実証した。

2.大腸菌の3種のnifS相向遺伝子 CcsdA，csdB， iscS)をクローン化して高発現させ，静素を精製して酵素化学的性葉

を調べ，各々の基質特異性の違いを明らかにした。また， これら 3酵素はいずれも， ピルビン酸によって活性化される環象

を見いだし，各醇素が有するセレノシステイン 1)アーゼ活性とシステインヂスルフラーゼ活性へのピルビン酸の影響を比較

することで， Lーセレノシステインと Lーシステインの分解反応が各々異なる機構で進行することを明らかにした。

3.大腸菌のもっ 3種の NifS相同酵素について，共通して保存されているシステイン残基の役割を調べ，これらのシステ

イン残基は基質がL-システインの場合にのみ活性残基として重要な役割を果たすことを見いだした。 この事実からも， Lー

セレノシステインと Lーシステインが各々相異なる触媒機構で分解されることが実証された。

4. X線結品構造解析により.CsdBならびにその基質(または基質類似体)複合体の立体構造を明らかにした。基質(ま

たは基質類似体)や補酵素と相立作用する本酵素のアミノ酸残基を特定することに成功した。

以上のように本論文は， L-セレノシステインと L-システインの代謝に関与する新規酵素の触嫌特性と立体構進を明らか

にするとともに，これまで不分明であったセレンと硫黄の酵素的識別機構を明らかにするなど，酵素化学，構造生物学，タ

ンパク質工学に寄与するところが大きL、。

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 O

なお，平成11年7月8B，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。


