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論文内容の要旨

ミトコンドリア呼吸鎖の NADH: ユビキノン酸化還元酵素(複合体1)の 2 つの可溶性蛋白質画分 (FP と IP) か

ら，各種のクロマトグラフィーにより各構成サブユニットを分離した。 FP からは51 kDa ,24 kDa , 9 kDa の 3 個のサ

ブユニットが得られ， 9 kDa のサブユニットについて全アミノ酸配列を決定した。 IP からは， 75 kDa , 49 kDa , 30 k 

Da , 20kDa , 18 kDa , 15 kDa , 13 kDa-A , 13 kDa-B の 8 個のサブユニットが得られた。今回初めて単離された20kD

a サフ守ユニットの部分配列を決定したところ，葉緑体 DNA にコードされる psbG遺伝子産物と高い類似性を示した。

このことから PsbG は葉緑体中に存在すると考えられる複合体I 様の酵素複合体の成分である可能性が示唆された。

さらに，両者の間で類似性の高い領域が，細菌のヒドロゲナーゼの小サプユニットの配列中にも見つかった。また一

次構造の比較から，複合体I が複数のタイプのヒドロゲナーゼと進化的に関連のあることが判明した。次に，複合体

Iをデオキシコール酸とコール酸で処理し，酢酸アンモニウムによって分画したところ，鉄硫黄中心を含む 3 つの画分

(FP , IP-1 , IP-2 )を得た。 FP は 51 ， 24 kDa サブユニット， IP-1 は 75kDa サブユニット， IP-2 は 49 ， 30 ， 23 ， 20 ， 19

kDa など10種類以上のサブユニットを含んでいた。これらの可溶性画分の EPR スペクトルを測定したところ，元の

複合体I で観測される全ての鉄イオウ中心が含まれており，さらに複合体の EPR スペクトルには見られない鉄硫黄

中心のシグナルも観測された。また IP- 2 にはセミキノンラジカルに似たシグナルが見られた。 75 kDa , 51 kDa , 23 

kDa サブユニットには 4 Fe-4 S 型クラスターを持つ鉄イオウ蛋白質に特徴的なシステイン残基の配列が存在し， 24 

kDa サプユニットにも種間で保存されている 4 残基のシステインがある。これらのことから， N 1 b, N 2 , N 3 , N 

4 の各クラスターはそれぞれ24 kDa. 23 kDa. 51 kDa. 75 kDa サブ、ユニットによって配位されているものと推定さ

れた。また75kDa サブユニットの N 末端領域や20 kDa , 19 kDaに存在する保存性の高いシステイン残基は， IP-1 や

IP-2 で観測された EPR サイレン卜なクラスターの配位に関与しているとも考えられた。複合体 I の電子伝達活性を

阻害することが知られている N-bromosuccinimide と p-chloromercuripheny lsulf ona te で処理すると， NBS では，電

子伝達をほとんど阻害しない濃度でN- 4 のシグナルだけが顕著に減少していてた。 PCMPS 処理でも同様に N4 の

シグナルの減少が見られた。このことから N4 クラスターが電子伝達経路の主流には直接関与していない可能性が示

された。また， N3 と N4 の聞に相互作用のあることも示唆された。一次構造の類似性や解体実験の結果から，複合

体 I は大きく 2 つの構造単位から構築されていると考えられた。最終的に，全ての結果を考慮した上で，複合体I の

電子伝達経路についてモデ、ルを作成した。
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論文審査の結果の要旨

増井君はミトコンドリア呼吸鎖の複合体1 (NADH: ユビキノン酸化還元酵素)に存在する鉄イオウ中心の局在サ

ブユニットの同定を目指し，一つは単離サブユニットの一次構造を他の鉄イオウ蛋白質のそれと比較することで，も

う一つは各サブユニットを群分画することでそれらの EPR スペクトルを検べることができるということで研究に着

手した。 40種以上ものサブユニットを含むこの酵素を単離し群分画を試みたり 一次構造を決めることは並大抵の努

力では達成できないがその中で数種の構造も決定し かっ EPR スペクトルの同定と構造との比較から鉄イオウ中

心の局在部位を推定した。また，他の酵素群との比較からこの酵素の進化してきた過程を推論することに成功した。

この研究は博士(理学)の学位論文として十分に価値あるものと認めるものである。
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