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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,90℃ 以上でも生育可能な超好熟始原菌の一種であるThermococcuskodakaraensiSKODlのトリプトファン

生合成系の酵素および遺伝子群を研究題材とし,trp遺伝子発現の制御機構解明と耐熱性酵素の高温環境下での反応特性に

関する研究結果をまとめたものであって,5章からなっている｡

第1章では,T.kodakaraensisKODl由来のトリプトファン生合成酵素遺伝子群 (trp遺伝子群)をクローニングし,そ

の全塩基配列を決定している｡ 7つの遺伝子 (Tk-trpCDEGFBA)が存在し, トリプトファン生合成に必要な全て (5

つ)の酵素に対応していた｡すなわち,第1反応を触媒するanthranilatesynthase(AS)はTk-trpE,Tk-trpGにより,

第2反応を触媒するanthranilatephosphoribosyltransferase(PRT)は Tk-trpDにより,第3反応を触媒するphosphor-

ibosylanthranilateisomerase(PRAI)は Tk-trpFにより,第4反応を触媒するindole-3-glycerolphosphatesynthase

(InGPS)はTk-trpCにより,最終反応を触媒するtryptophansynthase(TS)はTk-trpA,Tk-trpBにより,それぞれ

コードされていた｡本遺伝子群は全長6,045bpであった｡融合遺伝子は存在せず,隣接するtrp遺伝子同士は互いにover-

lapしていた｡Tk-TrpB以外の酵素は真核生物,原核生物由来のものと30-40%程度の相同性を示し,Tk-TrpBは50160

%と比較的高い相同性を示した｡また本遺伝子群が実際にトリプトファン生合成に関与するものであることを確認するため,

trp遺伝子群の1番目の遺伝子,Tk-trpC遺伝子をEscherichiacoli内で大量発現し,組換え型酵素の精製および生化学的

解析を行っている｡ 予想されるInGPS活性が検出され,反応最適温度が85℃ であったことから,Tk-trpCが T.koda-

karaensisKODl由来のInGPS遺伝子であることを確認している｡

第2章では,Tkodaka7TaenSiSKODl由来trp遺伝子群の転写制御機構の解析を行っている｡Northernblot解析の結果か

ら,7つのtrp遺伝子は1つのmRNAに転写され,オペロンを形成していることを明らかにしている｡ また,trpオペロ

ンの転写が培地中のトリプトファンの有無により制御されていることも判明した｡とれは始原菌においてtrp遺伝子の発現

が1つのオペロンとして制御されていることを兄いだした初めての報告である｡

第3章では,第1反応を触媒するTk-ASの酵素化学的性質を解析している｡Tk-trpEとTk-trpGをそれぞれE.colt

内で発現し,組換えTk-TrpE(αsubunit)とTk-TrpG (βsubunit)を含む大腸菌の無細胞抽出液を混合した後,熱処理

することにより,Tk-AS複合体を得た｡Tk-AS複合体はヘテロ二量体 (αβ)で,アンモニアおよびグルタミンの双方を

NH2供与体とするAS活性を示した｡Tk-ASは高い耐熱性を有しており,反応最適温度は85℃,最適pHは10であった｡

Tk-AS活性にはMg2+が必要であった｡Tk-TrpEはSalmonellaわやhimurium由来のTrpEとは47.6%の類似性を示し

たが,S.t3少himuriumおよびSaccharomycescerevisiaeでの部位特異的変異実験により同定されたトリプトファンのフィ

ードバック阻害に関わるアミノ酸残基はTk-TrpEには保存されていなかった｡それにもかかわらず,Tk-ASの活性はト
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リブトフアンにより顕著に阻害されることが判明した｡アンモニアおよびグルタミン依存的活性に対するトリプトファンの

Ki値はそれぞれ5.25pM と74FLM であった｡また, トリプトファンによる阻害は反応の基質コリスミン酸に対して競争的

であった｡この結果から,Tk-AS複合体のトリプトファンによるフィードバック阻害に関わるアミノ酸残基は,今までに

研究されてきたASと異なることを示している｡

第4章では,第2反応を触媒するTk-PRTの酵素化学的性質を解析している｡ これは始原菌由来のPRTとしては初め

ての報告である｡Tk-trpDをE.coli内で発現し,二量体である組換えTk-PRTを精製した｡今まで報告されてきたPRT

のほとんどがTrpGとの融合タンパク質として存在するのに対して,Tk-TrpDは単独に存在するmonofunctionalな酵素

であった｡金属イオン要求性は今まで報告されてきたMg2+依存型PRTと異なって,Zn2+存在下で最大活性を示した｡

zn2十依存型 PRT活性はCa2+ぉよびMg2+依存型活性の1.7および2.5倍であった｡Zn2十とMg2十の濃度がそれぞれ

100pMおよび200pMで最大活性を示したが,これら以上の濃度では酵素活性の顕著な減少が観察された｡Tk-TrpDはT

kodakaraensiSKODl由来の他の酵素と比べて耐熱性が低いことが観察されたが,Zn2十 とMg2+の添加により酵素の熱安

定性が向上した｡基質であるアントラニル酸および5-phosphoribosyトトpyrophosphateに関して,Zn2十およびMg2+依

存型活性のそれぞれのKm値を決定している｡また,Tk-TrpD活性がアントラニル酸による基質阻害を受けることを明

らかにしている｡

第5章ではトリプトファン生合成経路における最後の反応を触媒するTSに関する研究を進めている｡ Tk-trpAとTk-

trpBをそれぞれE.coli内で発現し,組換えTk-TrpA (αsubunit)および Tk-TrpB(βsubunit)を含むE.coliの無細

胞抽出液を混合し,熱処理によりTS複合体を形成させた｡α,βsubunitおよびTS複合体の三種類の酵素を精製し,それ

ぞれの酵素化学的性質を解析した｡ゲル通過カラムクロマトグラフィーの結果から,αsubunitは単量体 (α),βsubunit

は二量体 (β2),TS複合体はヘテロ四量体 (α432)であることが明らかになった｡温度特性,pH特性などを検討した結果,

TS複合体の状態が最も安定しており,最適温度は90℃,最適 pHは8.0であった｡一方,β2は低温域では活性は低く,

80℃ 以上で活性の反応初速度が高くなるが,耐熱性は低くなることを観察している｡α単独の場合は熱安定性,酵素活性

双方について低いことが判明している｡以上の結果およびCDスペクトルによる構造変化の解析より,温度と各subunitの

構造 ･活性の相関関係を表すモデルを提唱している｡

最後に本論文で得られた成果について要約している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,90℃ 以上でも生育可能な超好熱始原菌の一種であるThermococcuskodakaraensisKODlのトリプトファン

生合成系の酵素および遺伝子群を研究題材とし,trp遺伝子発現の制御機構解明と耐熱性酵素の高温環境下での反応特性に

関する研究をとりまとめたものであり,得られた主な成果は次のとおりである｡

(1)TkodakaraensiSKODl由来のトリプトファン生合成酵素遺伝子群 (Tk-trpCDEGFBA)の仝塩基配列を決定し,遺

伝子構造の特徴を明らかにした｡

(2)T.kodakaraensisKODl由来 trp遺伝子群の転写制御機構を解析することにより,7つのtrp遺伝子は1つのmRNAに

転写され,オペロンを形成していること,およびトリプトファンによるフィードバック抑制を受けていることを明らかにし

た ｡

(3)KODl株由来のトリプトファン合成系酵素の各々について生化学的検討を加え新たな知見を得た｡例えば,anthranilate

synthase(AS)の酵素化学的性質を解析した結果,Tk-AS複合体のトリプトファンによるフィードバック阻害に関わる

アミノ酸残基は,今までに研究されてきたASと異なることが示された｡またanthranilatephosphoribosyltransferaseの金

属イオン要求性は,今までに報告されたMg2十依存型酵素と異なって,Zn2+存在下で最大活性を示した｡さらにtryp-

tophansynthaseの解析により温度と各subunitの構造 ･活性の相関関係を表す新しいモデルを提唱した｡

以上,本論文は,超好熱菌の遺伝子発現制御と耐熱性酵素の生化学的特性に関する新しい知見を数多く発見したものであ

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あるものと認める｡

また,平成13年 5月17日,論文内容とそれに関連する事項について試問を行った結果,合格と認めた｡
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