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論文内容の要旨

メタン細菌は環境処理微生物として重要な役割を果たしている絶対嫌気性の独立栄養細菌であり，高度

好塩菌や好熱・好酸菌とともに古細菌に分類されているロメタン細菌 Methanosarcina barkeri の懸

濁液の pHを人工的にジフトさせる乙とにより合成されるATPは. ATP 合成酵素 (FOFl -ATPase) 

の特異的阻害剤ジシクロへキジノレカルボジイミド (D C C D) によって阻害される。従って， M. barkeri・

細胞膜には，ミトコンドリア，大腸菌細胞膜等と同様の FO Fl -ATP ase が存在すると考えられていた

本研究の開始以前には，メタン細菌の膜画分に存在する ATPase 活性の詳細な解析，酵素の精製や構造に

ついての研究は皆無であった。本研究では初めてメタン細菌から膜結合 ATPase を精製しそのサブ、ユニ

ット組成を明らかにした。さらに主要サフ。ユニットの遺伝子をクローン化し DNAの塩基配列を決定し，

サブ、ユニット蛋白のー吹構造を推定した。加えて，メタン細菌の ATPase を他の ATPase と詳細に比

較した。本論文は以上の研究をまとめたものであり，六章から成っている。

第一章では古細菌，メタン細菌， H+-ATPase について現在までの知見をまとめた。

第二章では M. barkeri の膜画分に存在する ATPase の性質を検討し膜表在性部分の ATPase を精

製してそのサブ、ユニット組成を解析した。その結果，膜画分の ATPase 活性は FoFI-ATPase と同

じく DCCDで阻害される乙と，精製した ATPase は α(62 kDa) と β(49 kDa) の二つのサブユ

ニットから構成されており， FoFl-ATPaseと比較して簡単な構造をもっていることが明らかになった。

第三章では界面活性剤によって膜内在性部分も含めた ATPase 複合体を可溶化精製した。その結果，

精製酵素はα と β サブユニットに加えて 40 ， 27 , 23 , 6 kDa の蛋白を含んでおり，乙の中の 6kDaが

DCCDを結合するサブユニットであることを同定した。
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第四章では，触媒、活性を持つ膜表在性部分 (αβ複合体)の α と β サブ、ユニットをそれぞれ単離し，両

サブ、ユニット及びαβ複合体をヌクレオチド存在下にトリプシンで分解し， トリプシン感受性に対するヌ

クレオチドの影響を解析した。その結果， αサブ、ユニットにヌクレオチド結合部位が存在することが示唆

された。

第五章では M. barkeri の遺伝子ライブラリーを作製し， α と β サブ、ユニットの遺伝子 ( atρA と atp B) 

をクローン化しDNA塩基配列を決定し両サブユニットの一次構造を明らかにした。その結果， α サブ、ユ

ニットには，他のヌクレオチド結合蛋自によく保存されている共通配列 (GXXXXGKT/8) が存在し，

αサブ、ユニットに触媒部位が存在する乙とが示唆された。さらに両サブユニットのアミノ酸配列を他の

ATPase と比較した結果，メタン細菌の ATPase は FOFl- ATPase よりむしろ真核生物の液胞膜

ATPase と類似した構造を持つ乙とが明らかになった。

第六章ではメタン細菌 ATPase の性質や構造を他の ATPase と比較し， H+ を輸送する ATPase

の進化について考察した。その結果メタン細菌 ATPase ， 液胞膜 ATPase 及び Fo FI-ATPase が

共通の祖先蛋白から進化してきた乙とが示唆された。乙れらの結果をもとに H十-ATPase の進化系統

樹を提案した。

論文の審査結果の要旨

本論文は，古細菌に分類されているメタン細菌 Methanosarcina barkeri の ATP合成酵素

(ATPase)について系統的に研究を行ったものであり，メタン細菌の遺伝子工学的研究の先鞭をつけた

ものである。主な成果を要約すると以下のとおりである。

(1) MO barkerzo の細胞膜に存在する ATPase の性質を検討した後，膜表在性部分を精製し， α と β

の 2 種のサフ。ユニットからなること -αサブユニットにヌクレオチド結合部位があることを明らかにし

ている。

(2) M. barkeri の細胞膜より，膜内在性部分をもっ ATPase 複合体を可溶化，精製している。乙

れにより膜内在性サブユニットを明らかにしている。

(3) M. barkeri の遺伝子ライブラリーを作製し， α と β サブユ二ットの遺伝子をクローン化し，全塩

基配列を決定し，両サブ、ユニットの一次構造を明らかにしている。その結果， M. barkeri ATPase 

は真核細胞液胞膜 ATPase によく似ていることを示している。さらに， ATPase の進化に対し有力

な仮説を提出している。

以上の成果は，メタン細菌のエネルギ一転換機構についての重要な発見であり，乙の菌の進化と

ATPase の起源に対して全く新しい考え方を示したものである。環境処理微生物として重要な細菌であ

るメタン細菌における乙の発見は，先駆性の高いものである。したがって，本論文は博士論文として価値

あるものと言忍める。
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