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論 文 内 容 の 要 旨

網膜の梓体視細胞に存在する光受容蛋白質 "ロドプシン"の機能は,外界からの光を高感度で受容し,活性型の構造に変

化して光信号をG蛋白質 (トランスデューシン)に伝えることである｡天然のロドプシンを用いた研究から,蛋白質内部に

は水分子を含む水素結合ネットワークがあり,このネットワークの変化がロドプシンの機能発現に重要な役割を担っている

ことが推測されている｡しかし,水分子の存在位置やそれと相互作用するアミノ酸残基については想像の域を出ていなかっ

た｡

本研究では,(1)発色団レチナールの異性化情報がどのように蛋白質の構造変化に結びつくのかを,水素結合ネットワー

クに注目して検討した｡そのためにまず,発色団の異性化とそれに伴う発色団周辺の構造変化が主に起こっていると考えら

れる,バソ中間体での水素結合構造とその変化を調べた｡さらに (2)赤外吸収スペクトル上で発色団の異性体型特異的に

環境を変える蛋白質由来の信号を同定し,この信号とロドプシンの高い光感受性との間に相関関係があるかどうかを検討し

た｡具体的には,種々の分光学的測定法をウシロドプシンの部位特異的変異体に適用し,以下の結果を得た｡

(1)レチナールシッフ塩基とGlu113の間には,1個の水分子 (Wa卜1と命名)が存在し,その周辺のペプチド骨格も含

めた水素結合構造があることがわかった｡Wa卜1はシッフ塩基プロトンの正電荷とGlul13の負電荷の間に位置すること

で,それぞれの電荷を安定化し,ロドプシンの吸収極大波長を～500nmにするために重要な役割を担っていると考えられ

たOまたWa卜1は,発色団の異性化の際,プロトン化シッフ塩基との水素結合の強さを変えずに,シッフ塩基とともに動く

ことが示唆されたOまた,Asp83やGly120近傍にも1個の水分子 (Wa卜2と命名)が存在し,Wa卜2はGly121周辺の

ペプチド骨格も含めた水素結合構造を形成していることが明らかになった｡さらにAsp83とGly120は水素結合と発色団

を介して,Glu113とシッフ塩基部分につながっていることが推定されたoWa卜2を含む水素結合構造は,細胞質ループ(G

蛋白質との相互作用部位)と発色団 (光受容部位)との間に存在する｡ バソ生成時のこの領域の水素結合構造の変化は,分

子内光情報伝達過程の初期段階であると考えられた｡

(2)発色団の異性体型特異的に環境を変える蛋白質由来の信号はThrl18の0-H基であることを同定したoまたThr

l18を別のアミノ酸に置換すると,吸収極大波長と光感受性が変化することがわかったOこの結果から,Thrl18は発色団の

結合ポケットを形成するアミノ酸であり,ロドプシンの高い光感受性の実現にも関わっていることが推定されたOまたAla

l17も発色団の結合ポケットを形成していることが変異体を用いた実験から明らかになったが,Thrl18とAlal17でさま存

在する環境が異なり,Thrl18は疎水的な環境,すなわち発色団の針イオノン環と隣接し,Alal17は親水的な環境に存在す

ることがわかった｡

輸 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,フーリエ変換赤外 (FTIR)分光法を用いて,視覚に関わる光受容タンパク質ロドプシンの光吸収後の構造変化

過程をラ分子内に含まれる水分子を含めた水素結合ネットワークの変化を指標として解析したものである｡FTIR分光法は,
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タンパク質の構造変化を化学結合における水素結合変化やその周囲の極性の変化として極めて高い感度で測定する方法であ

るOそのため,光吸収後のロドプシン内で起こる構造変化を詳細に検討できる｡従来の研究から,ロドプシン内部には水分

子を含めた水素結合ネットワークが存在し,そのネットワークの変化が視物質の機能発現に至る構造変化に重要な役割を果

たしていることが推定されてきた｡しかし,実際にロドプシン分子内のどの位置に水分子が存在し,また,どのようなアミ

ノ酸と相互作用しているかについての情報はほとんど得られていなかった｡そこで,本論文では,ロドプシン分子内の特定

のアミノ酸を置換した部位特異的変異体を系統的に作製し,その変異体と天然のロドプシンとで観測されるFTIRスペクト

ルの違いを指標として,分子内での水分子やそれと相互作用するアミノ酸についての情報を得ることを試みた｡

まず,ロドプシン発色団 (プロトン化レチナールシッフ塩基)の対イオンであるGlu113をGlnに置換した変異体を解析

し,天然のロドプシンでは発色団とGlu113の間に水分子を介した水素結合ネットワークのあることを明らかにした｡また,

Asp83やGly120の変異体の検討から,この水分子以外にもう一つの水分子が発色団近傍に存在することを発見した｡これ

らの知見から,ロドプシン内部には発色団結合部位とGタンパク質活性化部位とをっなぐ水素結合のネットワークのあるこ

とがわかった｡

さらに,発色団の異性化の際に大きく変化するタンパク質由来の信号が,Thrl18のOH基であることを同定した｡また,

このアミノ酸の置換によって,ロドプシンの光異性化の効率が大きく変化することを発見した｡ロドプシンがなぜ高い光感

受性を示すのかは視覚の分野における長年の研究対象であるが,本論文により,その分子メカこぞムの一端が明らかにされ

た｡

FTIR分光法では,X線結晶回折法などとは違って個々の原子の絶対座標を決定することはできないo Lかし,個々の原

子の相対的な位置関係や変化過程については他の方法に比べてより詳細に検討できる｡ したがって,本論文で兄いだされた

種々の興味ある知見は,今後のロドプシンの機能発現に至る分子メカニズムの解明に大きく寄与すると考えられるOよって,

本論文は京都大学理学博士の論文として十分に価値があると認められるoなお,主論文に報告されている研究業績を中心と

し,これに関連した研究分野について試問した結果,合格と認めたO
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