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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,ミオグロビン-の機能化ポルフィリンの再構成による機能性-ムタンパク質の創製を目指した研究をまとめた

ものであり,緒論及び本論5章からなっている｡

緒論では,本研究の目的と意義ならびに内容についての概略が述べられている｡

第-章では,ミオグロビン内における-ムプロピオン酸側鎖とグロビン間の相互作用について熱力学的見地から検討を加

えている｡-ムの二つのプロピオン酸側鎖の一つがメチル基に直換された非天然-ムを補欠分子族とする再構成ミオグロビ

ンの常磁性NMRスペクトルから,ミオグロビン内に存在する-ムの二つの配向の比を定量し,二つの配向の自由エネルギー

差を-ムの疎水部分と二つの-ムプロピオン酸側鎖が関与する三つのグロビンとの相互作用の合計として説明できる事を明

らかにしている｡

第二章では,第-章で調製した再構成ミオグロビンの常磁性NMRおよび各種物理化学測定を行い,6位,7位-ムプロ

ピオン酸側鎖それぞれのミオグロビンの機能と構造に対する役割について詳細に検討を加えている｡その結果,6位の-ム

プロピオン酸側鎖は45番目のリシン残基と相互作用することにより,水分子などの-ムポケット-の進入を抑制しているこ

と,その結果,酸素錯体の安定性を向上させていること,7位のプロピオン酸側鎖は水素結合ネットワークを介して近位ヒ

スチジン残基の-ムに対する配向角度とその配位強度を制御していることを明らかにしている｡

第三章では,第一章,第二章での研究成果を元に,-ムのプロピオン酸側鎖-の化学修飾を施すことによりタンパク質認

識能を有するミオグロビンを創出し,安定なタンパク質複合体の構築を行っている｡すなわち,多数の負電荷を化学修飾に

より導入したポルフィリンをミオグロビンに再構成することにより,チ トクロムC分子認識 ドメインを-ム活性部位近傍の

タンパク質表面に有する再構成ミオグロビンを調製し,静電相互作用を介したチ トクロムCとの人工的なタンパク質複合体

の構築に成功している｡また,再構成に亜鉛ポルフィリンを用い,励起三重項状態の減衰速度を測定することにより複合体

形成の挙動と電子移動速度の評価が可能であることを兄いだしている0

第四章では,第三章で調製した再構成ミオグロビンを基本に,チ トクロムC認識部位の構造が異なる再構成ミオグロビン

を用いて,インターフェイスのみを系統的に変化させたタンパグ質問電子移動のモデル系の構築が可能になり,その複合体

形成挙動と複合体内電子移動速度の評価を行っている｡複合体形成に静電相互作用が重要な意味を持っていることだけでな

く,インターフェイスのダイナミックスが複合体内電子移動速度に対して影響を与えるという結果を得,タンパク質複合体

内電子移動に対するタンパク質複合体のダイナミックスの重要性をモデル研究の立場から初めて明らかにしている｡

第五章では,第三章で調製した再構成ミオグロビンのペルオキシダーゼ活性に着目し研究を行っている｡再構成ミオグロ

ビンと過酸化水素の反応により生成する高原子価状態の-ムの反応性と導入した分子認識部位構造の特徴を明らかにする目

的から,種々の酸化基質を用いて検討を加えている｡その結果,再構成ミオグロビンが正または負の電荷を有する基質に対

して,それぞれミオグロビンの-ム活性部位近傍に導入した多数の負電荷との静電相互作用の為に高い選択性を示すことを
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兄いだしている｡また,-ムプロピオン酸側鎖に導入した置換基が疎水的な空間を形成することでフェノール性酸化基質の

-ム活性中心-の接近を容易にし,再構成ミオグロビンが顕著な酸化活性を示すことも兄いだしている｡以上,ミオグロビ

ンの-ムプロピオン酸側鎖に置換基を導入することにより,その置換基の分子認識能を反映した基質選択性を有する人工ペ

ルオキシダーゼの創製に成功している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,機能化ポルフィリンのアポミオグロビン-の挿入に基づいた再構成法により,新規-ムタンパク質の創製を目

指した研究成果をまとめたものである｡主な成果は次の通りである｡

1.非天然-ムを補欠分子族とする再構成ミオグロビンを用いて-ムプロピオン酸側鎖とタンパク質との相互作用を熱力学

的に評価し,この熱力学量に対して分子認識化学的な取り扱いが可能であることを兄いだした｡

2.非天然-ムを補欠分子族とする再構成ミオグロビンを種々の物理化学測定により評価し,-ムプロピオン酸側鎖のミオ

グロビンの機能と構造に対する役割を解明した｡

3.機能化ポルフィリンの再構成によりミオグロビンの-ム活性部位近傍のタンパク質表面にチトクロムC認識 ドメインを

新たに構築し,チ トクロムCとの人工的なタンパク質複合体の形成に成功した｡

4.異なるチ トクロムC認識 ドメインを有する再構成ミオグロビンを用いてタンパク質問電子移動モデル系を構築し,タン

パク質複合体のダイナミックスが複合体の形成挙動だけでなく複合体内の電子移動に対しても重要な支配因子であるこ

とをモデルの立場から初めて明確に示した｡

5.ミオグロビンの-ムプロピオン酸側鎖に分子認識部位を導入することにより,分子認識部位の化学的性質を反映した基

質選択性を有する人手ペルオキシダーゼの創製に成功したo

以上,本論文は,機能化ポルフィリンのアポタンパク質-の再構成により-ムの機能制御に成功し,-ムタンパク質の機

能発現の理解だけでなく,ポルフィリンをベースとした機能性分子の創出法に道を開くと共に,タンパク質問電子移動につ

いても重要な知見を得ており,学術上,実際上寄与するところが少なくない｡よって,本論文は博士 (工学)の学位論文と

して価値のあるものと認める｡また,平成11年2月3日,論文内容とそれに関連した試問を行った結果,合格と認めた｡
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