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論 文 内 容 の 要 旨

以下の3種類のタンパク質を対象として,Ⅹ線結晶解析による立体構造決定を目指した研究を行った｡

1)始原菌由来Rubisco:リブロースビスリン酸カルポキシラーゼ/オキシゲナーゼ は,

路のカルボキシル化過程に作用し,リブロース1,5-二リン酸に二酸化炭素を付加して2分子の3-ホスホグリセリン酸を

生成する｡ 無機炭素を有機炭素に変換するこの炭酸固定反応は,光合成による生命エネルギー獲得の原点であるが,大気中

にごく微量にしか存在しない二酸化炭素をRubiscoが選択的に獲得するメカニズムには,未だ不明な点が多い｡これまで

に,植物および光合成細菌由来のRubiscoの結晶構造が明らかにされ,立体構造上の違いからタイプⅠ,タイプⅢと分類

されている｡ 一方,非常に高い至適生育温度 (95oC)をもつ超好熟始原歯 ThermococcuskodakarlaenSisKODl由来の

Rubisco(Tk-Rubisco)は,相互のアミノ酸配列に極めて高い相同性がある植物や細菌由来のRubiscoと比べて低い相同

性しか示さず,系統発生論的に異なったタイプ (タイプm)に分類されるべきものと考えられる｡本研究では,始原菌由来

のRubiscoの立体構造についての知見を得るために,Tk-Rubiscoの結晶構造解析を行った｡Tk-Rubiscoは,硫酸アンモ

ニウムを用いて結晶化し,PhotonFactoryの放射光を用いたⅩ線回折実験を行い｡分解能2.8Åの反射データを得た｡構

造解析は異常分散効果を考慮した単波長での重原子同形置換法で行い,2.8Å分解能での精密化構造を得た｡最終構造の結

晶学的R値は22.4% (Rfreeは25.4%)と妥当なものであったO結晶構造解析の結果,Tk-Rubiscoは,Largesubunitの

2量体が5つ＼,5回対称軸に沿ってリング上に並んで10量体を形成していることが明らかになった｡

2)AhpCタンパク質 :過酸化物は酸素存在下で種々の要因により容易に生成され,細胞のがん化 糖尿病,老化をはじ

め,種々の疾病の要因になり,過酸化物の分解は,好気的代謝を営む生物にとって不可欠の反匿である｡ 中でも,酸素から

容易に生じる過酸化水素の分解は重要な反応であるが,これまでは,この反応を担う酵素としては,カタラーゼとペルオキ

シダーゼが知られていたが,近年,AhpCとよばれる新規の過嘩化物分解酵素が,微生物のみならず植物,動物さらにヒト

でも発見されたO細菌 AmphibacillusxyLznusは,カタラーゼとペルオキシダーゼを欠如するが好気的に生育する菌株と

して単離され,この細菌由来のAhpCタンパク質は,分子量20kDaの過酸化物分解酵素で,NADHoxidaseとともに,細

胞にとって有害な過酸化物を,既知の過酸化物分解反応にない高い基質親和力と高速反応性で強力に 分 解 す る ｡ 本 研 究 で は

AhpCの立体構造の知見を得るためにⅩ線結晶構造解析を行った｡AhpCはポリエチレングリコール 6000 と 酢 酸 ア ン モ ニ

ウムを沈殿剤として結晶化し-た｡PhotonFactoryの放射光を用いてⅩ線回折実験を行い,′分解能2.8Å の 反 射 デ ー タ を 得

たO結晶の自己回転関数から分子の会合状態を検討し,動的光散乱法および活性測定の実験から,.イオン強 度 と 活 性 お よ び

会合状態の関係を議論した｡

3)GrpEタンパク質 :多くのタンパク質は,細胞内で合成された際,それ自身では正しい立体構造をとれない∴ シ ャ √ペ ロ

ンは合成されたタンパク質分子の,正しい折れたたみを補助するタンパク質である｡GfPEタンパク質は,シャペロ ン と 克

て知られる熱ショックタンパク質70ファミリーのDnaK夕′ンバク質の,ヌクレオチド交換因子である｡本研究では,高 度
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好熱菌 ′Thermusthermophilus由来のGrpEタンパク質を対象として,その遺伝子を組み込んだ大腸菌で日的タンパク質

よって,結晶化に用いるタンパク質を精製した｡ 精製したGrpEタンパク質サンプルを用いて結晶化実験を行い,/その結晶

化の過程を詳細に検討して,結晶化に及ぼす温度変化の影響を議論した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,リブロースビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ (Rubisco),AhpCタンパク質,GrpEタンパク質

という3種類のタンパク質を対象として,Ⅹ線結晶解析による立体構造決定を目指した研究を行ったものである0

始原菌由来のRubisco(Tk-Rubisco)についてはチその結晶化を行い,異常分散効果を考慮した単波長での重度子同形

置換法によって,2.8Å分解鹿での精密な結晶構造を得ることに成功している｡ これは始原菌由来のRubis｡｡としては初め

て,その立体構造を決定したものである.∴立体構造は,Largesubunitの2量体が5つ∴5回対称軸に沿ってリ､ング上記並

与だ10量体構造を形成していた｡これは,従来知られていたタイプⅠ,:タイプⅡのRubiscoとは全く異なる会合状態で,

この超好熱性始鹿菌由来のRubiscoタンパク質が,まったぐ新しい超分子状態を形成をしていることを明らかにした｡ま

た,Tk-Ribiscdの10量体会合面にはイオン性魂基が密集しており,2量体どうLがイオン結合のネットワークによって強

断 言錆びつけられていることも明らか81=なったoこれは,本酵素が95℃ の高温でも安定であることに大きく寄与している

と考えられる. 以上の結界は,Tk-Rubiscoが新しいタイプのRubisco(タイプⅢ)に分類されるべきことを強く支持する

ものであり,タンパク質の超分子形成機構を考察する上での有益な研究結果であると同時に,始原菌の進化に閥 しても重要

な知見を与えるものである｡

細菌由来のAhpcタンパク質の研究では,′その結晶化を行い,分解能2.8AのⅩ線回折データから計算したJ自己回転関

数から,結晶の非対称単位中に5分子が存在し,AhpCは5つの2量体がリング淡に配列した10量体を形成していることを

明らかにした｡結晶に問題があり構造決定には至らなかったが,動的光散乱法の実験から,AhpCがこのような10量体を形

成するためには,適当をイオン強度が必要であることを明らかにし,さらに活性測定の実験を行い,AhpCタンパク質がそ

の機能を発現するため由ま,AhpCの10量体超分子形成が不可欠であることを解明した｡

高度好熱菌由来のGrpEタンパク質の研究では,温度一定の蒸気拡散法では決して結晶化されず,40℃ から20℃ に徐々

に冷却することによって初めて結晶化できることを明らかにした｡これは温度制御によってのみ,過飽和状態を作り出して

結晶化を成功させた初めての例であり,このよう凍 熟誘導法を用いたタンパク質結晶化が,結晶化が困難なタンパク質に対

する新たな結晶化のアプローチになりうることを示した｡

以上に示した研究成果は,当該分野の進展に確かな寄与があるものであり,本藤文は博士 (理学)の学位論文として十分

な価値があるものと認められた｡また,本論文の研究内容とそれに関連した研究分野についての口頭試問を行った結果,令

格と認めた｡
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