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論文内容の要旨

H+ ー輸送性ATP合成酵素は，およそあらゆる生物に普遍的に存在し生物の活動に必要なATPのほ

とんどを合成している。本酵素は，活性中心が存在する Fl 部分と~ H+チャンネルの機能を持つ Fo 部

分から形成されており F 0 F 1 とも呼ばれる。 Fl の f サブ、ユニットは，触媒活性と乙れに共役する H+

輸送の両方に関与しており，乙のサブ、ユニットがFoFl のエネルギ一転換機構において重要な役割を持

っていると考えられる。そ乙で本研究では，乙のサブ、ユニットの役割をアミノ酸残基のレベルで明らかに

する乙とを目的とし，大腸菌 f サブ、ユニット変異株を解析し，さらに葉緑体・ 7 サブ、ユニットの一次構造

を決定し，他の生物のものと一次構造の比較を行った。

10種の変異株について DNA塩基配列より変異残基を明らかにしたD 変異株の Fo Fl の機能変化と

対応させて検討し ， r サブ、ユニットのカ Jレボキシル末端の 2 6 アミノ酸残基 (GI n-261--Val-286) 

がFoFl の活性および分子集合に重要な役割を持つ乙とを明らかにした。本研究では乙の領域の機能を

さらに詳細に解析するため，乙の鱒或内のアミノ酸残基に部位特異的変異を導入して解析する実験系を確

立した。乙の実験系を用いて 3種のナンセンス変異 (Gln-269 ， Thr-277 , Ala-283 • end) 

について比較検討した。その結果Thr -2 7 7 --G 1 y -2 8 2 およびAla-283--Val-286 の告即或が

それぞれ触媒活性に関与する乙と，および、G1 n -2 6 9 --L eu -2 7 6 の 8 アミノ酸残基がH+輸送と共役

した触媒活性に必須であることが示唆された。また開始コドンの変異株の解析から ， r サブユニットが細

胞質膜に Fl が分子集合するために必須である乙とを明らかにした。

本研究では，葉緑体 fサブユニットの一次構造を決定し，葉緑体，ミトコンドリアおよび細菌において

保存されたアミノ酸残基を明らかにした。 8種の生物の間で一次構造を比較したところ， 33 アミノ酸残
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基が保存されていた。保存されたアミノ酸残基は，アミノ末端およびカ Jレボキシル末端に局在しており

アサブユニットの両末端の領域が機能的に重要な役割を持つ乙とが示唆された。

葉緑体F 0 F 1 ，乙は活性の調節機構があることが知られており，アサブユニットの構造変化が乙の活性

の調節と密接な関係にあると考えられている。本研究では，乙の活性調節に関与するアミノ酸残基が，葉

緑体のサブ、ユニットの extra-domain に存在することを明らかにした。乙の extra -doma in と類

似の構造はシアノバクテリア lとみられたが，他の生物には存在しなかった。

本研究では，大腸菌 f サブユニット変異株の解析および異なる生物の聞における一次構造の比較から，

Fo Fl の触媒活性および分子集合に重要な役割を持つ機能領域を明らかにした。またカルボキシ Jレ末端

側の領域に部位特異的に変異を導入する実験系を確立した乙とにより，乙のサブユニットの機能領域につ

いてさらに詳細に免時庁することが可能となった。

論文の審査結果の要旨

細胞におけるATPのほとんどはH+輸送性ATP合成酵素によって合成されている。本酵素は， 8種

以上のサブユニットからなる複雑な酵素であり，細菌細胞膜，葉緑体チラコイド膜，ミトコンドリア内膜

等に普遍的に存在している。 アサ 7"ユニットは，本酵素の活性をATP合成反応およびH+輸送の両面か

ら調節していると考えられている。また，再構成の実験から，本酵素のサフーユニットの分子集合lζ重要で

あると考えられる。

本論文では， (1)大腸菌の f サブ、ユニット変異株を解析し，さらに部位特異的に変異を導入しこのサブ

ユニットの機能に重要な領域を推定した。 (2)葉緑体より f サブ、ユニットをコードする cDNAをクローン

化し，一次構造を推定し，他の生物の f サブユニットと比較した。

乙れらの研究によって三木君は，普遍的に保存されているカ Jレボキシル末端側の配列がATP合成反応

および、サブ、ユニット分子集合に必須であること，葉緑体の f サブ、ユニットにのみ存在する 4 5 残基の配列

が，本酵素の光による調節に関与している乙とを示した。さらに大腸菌において，本酵素の表在性膜蛋白

部分 (5種のサブユニットよりなる)と，内在性膜蛋白部分 (3種のサブ、ユニットよりなる)が独立に分

子集合することを示した。これらの結果は，本酵素の反応機構および、サブユニット分子集合に関して重要

な新しい知見である。

以上，本論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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