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論文内容の要旨

高度好熱菌 Thermus Thermophilus 由来の 3 イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素 (Tt-IPMDH) は

70"""'80吃でも働iき非常に高い熱安定性を示す。この種のタンパク費の熱安定化機構を立体構造面から探、

るため，また機能と構造の関係を調べるため， Tt-IPMDH の X線結晶構造解析を行った。 IPMDH は熱

安定性の異なる変異酵素や好熱菌と常温菌のキメラ酵素が作られているが，その一部についても結晶解

析を行った。さらに温度変化による構造変化を結品解析法で追うことを試みた。

Tt-IPMDH の立体構造は同型置換法を用いて 2.2 Å分解能で決定した (R= 18.2%)0 IPMDH 分子

は互いに同ーのトポロジーを持つ 2 つのドメインから成る。一方のドメインで形成される二量体は 4 本

のヘリックスによる疎水性相互作用と分子間 β シートで強固に結び付けられているO 脱水素酵素一般に

存在する NAD結合ドメインの 6 本の平行 β鎖はなく，その一部を切り取ったような構造が IPMDH の

両ドメインに存在するO このような構造はイソクエン酸脱水素酵素 (1 CDH) を除き既に解析された

脱水素酵素と大きく異なる。よって ICDH と IPMDHは進化的に他の脱水素酵素と異なると考えら

れる。

立体構造および異なる生物種の IPMDHのアミノ酸配列をもとに好熱菌のみに共通する残基に着目

して熱安定性の要因を探ったところ， Len246 をはじめ疎水性相互作用の重要性を示唆する箇所が多く

存在した。また， 1 PMDHの部位特異的変異の結果を立体構造から解釈したところ，いずれも疎水性

相互作用の重要性を示していた。耐熱性が向上した変異酵素では蛋白質分子内部の隙聞が埋まるような

アミノ酸置換が，低下した酵素は近接残基と衝突するような置換が生じていた。

耐熱性が異なるキメラ 1 PMDH (2 T 2 M 6 T) と，その変異体(193L) の解析は Tt-IPMDH の



構造をもとに 2.2 Å分解能で行った。 R値が 20%以下になるまで精密化を行い立体構造を比較したが，

耐熱性に差があるにもかかわらず両者に構造上の顕著な違いは認められなかった。両者の差異は高温状

態で現れると思われる O

温度を変化させての解析は，イメージングプレートを用い， lOoC, 390C, 450

Cで Tt-IPMDH で行った。

450Cでは回折強度に大きな変化が現れた CRF=25.3%) 。それぞれ精密化を行い構造を比較した結果，

個々のB因子に温度による大きな違いが現れて来た。そのうちで温度上昇に連れてB因子が著しく増大

した残基に注目し，立体構造上の場所を調べたところ，分子表面より分子の内部でいくつかの場所に集

中していることが分かった。

論文審査の結果の要旨

本論文では，高度好熱菌由来の 3- イソプロピルリンゴ酸脱水素酵素および高度好熱菌と常温菌との

キメラ酵素などの立体構造をX線結晶構造解析法によって決定し，高度好熱菌由来の本酵素の耐熱性が，

分子内部および 2 量体形成部の疎水性相互作用に起因することを明らかにしている。また，異なる種々

の温度で本酵素の構造解析を行ない基質結合部付近の構造に緩みが生じる温度で活性が急激に増加

することを明らかにしている O このように，本論文は，蛋白質の耐熱性および活性の温度依存性につい

て多くの新しい知見を得ており，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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