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第1章 序諭

第1節ATP合 成 酵 素 の役 割

ATP合 成 酵 素 は 、細 菌 で は細 胞 膜 に、真 核 生 物 で は ミ トコン ドリアの 内膜 ま た

植 物 の葉緑 体 チ ラ コイ ド膜 に存在 して お り、Hfの 電 気化 学的 ポテ ンシ ャル 差 を駆

動 力 と し、ADPと 無 機 リン酸(Pi)か らATPを 合 成 して い る(1-3)。H+の 電

気化 学 的 ポテ ン シ ヤ ル差 、 △2田+は 、

△ 友H+=F△ ψ 一2.3RT△pH

(△ ψ,膜 電 位;△pH,膜 内外 のpH差;F,フ ァ ラデー 定数;R,気 体 定数;

T,絶 対 温 度)

で表 わ され る。細 菌 の場 合 には、 細胞 膜 に存 在 す る呼 吸鎖 が 、NADHや コハ ク酸 を

酸化 す る過 程 で、Hfを 細胞 膜 の外 側 に輸 送 し△ 加+を 形 成 す る。 △ 友H+は 、

ATP合 成酵 素 によ っ て生体 で利 用 しや す いATPの 形 に変 換 され る。NADHや コハ

ク酸 の 酸化 よ りATP合 成 に至 る過 程 は、 酸 化的 リン酸 化 と呼 ばれ て い る。 ミ トコ

ン ドリアの 内膜 で も同様 の機 構 で酸 化 的 リン酸 化 が行 われ て い る。 ま た、 植 物 は、

光 の エ ネル ギー を利 用 して.'チ ラ コ イ ドの 内外 にH+の 電気 化 学的 ポテ ン シ ャル

差 を作 り出 しATP合 成 の駆 動 力 と して い る。 この全 過程 は光 リン酸化 と呼 ば れ る。

いず れ の場 合 に も、 最終 的 に △g+を 駆 動 力 と してADPと 無 機 リン酸(Pi)か

らATPを 合成 す るの は 、 それ ぞ れ の膜 系 に存 在す るATP合 成 酵 素 で あ る(図1-

1)。ATP合 成酵 素 は、 反 応 の可 逆 性 か らF。F1-ATPase(ま たはF。FI)と も呼

ばれ て い る。

酸 化的 リン酸 化 あ る いは 光 リン酸 化 によ って 生産 され たATPは 、 あ らゆ る生 物

の さま ざま な細 胞 活 動 に使 われ て いる。F。F1-ATPaseは 可逆 的な 酵素 で あ り、

ATPを 加水 分解 したエ ネル ギ ー に よっ てH{を 能動 輸 送す る こ とが で き る。 その

ため に、H+-ATPaseと 呼 ばれ る こ と もあ る。 呼吸 鎖(電 子 伝達 系)の な い嫌 気性

菌Streptococcuslactisで は、 細 胞 膜 に存在 す るF。F1-ATPaseが 、ATPを 加 水

分解 して △ 加+を 形 成 す る(4,5)。 これ と共役 して、栄 養 物質 や イ オ ンの取

り込 み な どの物 質輸 送 、鞭 毛 の 回転 な どが 行 わ れ る。 すな わち 、 この ような 菌 で

は、F。F1-ATPaseはH+-ATPaseと して の み機 能 して い る。

一3一



図1-1大 腸 菌 細胞 膜 の 模 式 図。

大 腸 菌細 胞膜 に存 在す る呼 吸鎖 によ って 、 △ 伽+が 形 成 され る。 これ を駆 動力

と して、ATP合 成 酵 素(F。F1-ATPase)が 、ADPと 無 機 リン酸(Pi)よ りATPを

合 成 す る。 この基本 的 な反 応機 構 は、 ミ トコン ドリア、 葉 緑体(チ ラコ イ ド)に

お い て も見 られ る。
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図1-2大 腸 菌ATP合 成 酵 素 の(FoF1-ATPaseま た はF。FDの 模 式 図 。

F。F1-ATPaseは 、 膜 に表 在 して い るF1(α 、 β 、 γ、 δ、 ε)と 、 膜 に 内 在 し

て い るF。(a、b、C)よ り構 成 さ れ て い る。 触 媒 部 位 はF1に3ヶ 所 存 在 す る 。

電 子 顕 微 鏡 で 観 察 す る と、F1の 直 径 は90A(96)で 、 長 さ45°Aの ス トー ク部

分 に よ っ てF。 に結 合 して い る(97)。 ミ トコ ン ド リア お よ び 葉 緑 体F。F1-

ATPaseの 基 本 構 造 は 、 こ こ に 示 し た も の と 同 じで あ る。
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第2節FoFI-ATPaseの サ ブユ ニ ッ ト構 成 と遺 伝 子

F。F1-ATPaseは 、 複雑 なサ ブユ ニ ッ ト構 成 を持 っ 膜酵 素 で あ る(図1-2)。 大

腸 菌 では、F1部 分 は、 α、 β、 γ、 δ、 εの5種 の サ ブユ ニ ッ トによ って 形 成

され てお り、 サ ブユ ニ ッ ト比 は3:3:1:1:1と 結 論 さ れて い る(6)。

F。 部 分 は、a、b、Cの3種 のサ ブユ ニ ッ トよ り形 成 され て お り、 そ の 比 は1:

2:6-10と 考 え られ て いる。 それ ぞ れ サ ブユ ニ ッ トが精 製 され て お り、精 製 した

サ ブ ユ ニ ッ トか ら機 能 す る酵 素 が再 構 成 され て い る(7,8)。 葉緑 体や ミ トコ ン

ドリアF。F1-ATPaseの サ ブユ ニ ッ ト構 造 は、 基 本 的 には大腸 菌 と同 じ と考 え られ

る。 葉緑 体 には、 大 腸 菌 のa、b、Cサ ブユ ニ ッ トと相同 な、 サ ブ ユ ニ ッ トIV、

1、IIIの 他 に サブ ユ ニ ッ トIIが 存 在 して い る。 これは 、サ ブ ユ ニ ッ ト1と 相

同で あ り、 同様 の役 割 を 持つ サ ブ ユ ニ ッ トと考 え られ る。 ミ トコ ン ドリアの 場合

には さ らに複雑 で、活 性 を調 節 して い る と考 え られ て い るタ ンパ ク 質が 複 数 存在

して い る(表1-1)。 動物 の ミ トコン ドリア のOSCP(oligomycinsensitivity

conferringprotein)と δサ ブ ユニ ッ トは、 大 腸菌 では δサ ブ ユ ニ ッ トと εサ

ブユ ニ ッ トにそ れぞ れ対 応 す る。 ミ トコ ン ドリア には、F。F1に 結 合 して活 性 を調

節 す るサ ブユ ニ ッ ト(inhibitor)が 報 告 され て い る。 そのほ か にも 多 くの タ ンパ

ク質 が サ ブユ ニ ッ トと して報 告 さ れて いる が、 これ らの な か にはサ ブユ ニ ッ トと

考 え る には難 しい もの もあ る。FoFl-ATPaseの 基 本 的 な構 造 と機 能の 解析 には、

単 純 な サ ブユ ニ ッ ト構造 を持 っ 大 腸菌 の酵 素 が、 優 れ た材料 で あ る と考 え る。

大 腸 菌 を材料 と した研 究が 有利 で あ る も う一 つ の理 由は、 大 腸菌 で は遺伝 学 の

基 礎 が で き上 が って い る こ とにあ る。 大腸 菌のF。F1-ATPase遺 伝 子 は、染 色 体 の

84分 付近 のatpオ ベ ロ ンに存 在 して い る。F。FfATPaseの サ ブ ユニ ッ トの遺

伝 子 群 は、 従来uncオ ベ ロ ン と呼 ばれ て いた が、 最近 の 遺伝 子地 図 で はatpオ

ベ ロ ン に改 め られ た(9)。 それ ぞ れの サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝子 は 、/(8)、atpE

(o)、atpF(b)、.1i(δ)、atpA(α)、atpG(γ)、atpD(β)、atpC

(ε)の 順 序 で 並ん で い る(図1-3)。8加 β の上流 には 分子 量14,000(14kDa)

の タ ン パ ク質 を コー ドす る読 み枠atplが あ るが、 この タ ンパ ク質 の機 能 は不 明

で あ る。14kDaタ ン パ ク質 が な くて も、 機 能す るFoF1-ATPaseが 形 成 で きる こ と

か ら、 この タ ンパ ク質 はF。F1の 機能 には 必要 でな い と考 え られ る。 プ ロモー

ター は、atpl上 流 に1ヶ 所 、atplの 申 に2ヶ 所 存 在 し、 ター ミネ ー ター は、

atpCの 下流 に存在 して い る(図1-3)。atpオ ペ ロ ンの 全遺 伝子 配 列 は、 当研

究室 のKanazawaら に よ って報 告 され て お り、 変 異導 入 に よる構 造 の解 析 の基 礎

は確 立 して い る(10,11)。
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表1-1大 腸 菌 ・ 葉 緑 体 、 動 物 ミ トコ ン ド リ ア のF。F1-ATPaseの サ ブ ユ ニ ッ ト

構 造 。

E.coliChloroplastMitochondria

aaa

β β β

yyy

880SCP

ε ε δ

ε

subunitII

asubunitIVsubunit6

bsubunitIsubunit4

csubunitIIIsubunitg

subunit8(A6L,aaA1)

,.ATPaseinhibiter

gkDaprotein,15kDaprotein

factorB,F6,subunitd

大 腸 菌 の サ ブ ユ ニ ッ ト と 、 葉 緑 体 お よ び 動 物 ミ ト コ ン ド リ ア で
、 そ れ ぞ れ 対 応

す る サ ブ ユ ニ ッ トを 示 し た 。
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HHBPBEHPEPP

ADNA

O246kb

B潔 ÷響÷ ÷÷ 勲 一
lL一 し一 一 一 一 一 一一一一一 一一 一 一 一 一1
14KFoF1

図1-3F。F1-ATPaseの 遺 伝 子(atpオ ペ ロ ン)構 造 。

FoF1-ATPaseの 遺 伝 子 は 、 大 腸 菌 染 色 体 の84分 付 近 に 、 約7kbpのatpオ

ペ ロ ン を 形 成 して い る 。

A.大 腸 菌 染 色 体 の 制 限 酵 素 部 位 。E(EcoRI>、H(Hindlll)、B(i1/i)、P

(Pstl)の 認 識 部 位 を 示 す 。

B.atpオ ペ ロ ン。 上 流 に は プ ロ モ ー タ ー 配 列(P1,P2,P3)が 、 下 流 に は タ ー

ミ ネ ー タ ー 配 列(T)が 存 在 す る。
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第3節 触 媒 部 位 の位 置

精 製 したF1は 、1分 子 に つ き アデ ニ ン ヌク レオ チ ド(ATP,ADP)を6分 子 結

合 す るこ とがで き る(12-15)。6ヶ 所 の ヌク レオ チ ド結 合 部位 の うち3ヶ 所

が、F1の 触 媒 部位 であ る と考 え られ て い る。ATPの 触 媒 部位 へ の結合 には 負 の 協

同性 が 見 られ 、 この 部 位 に結 合 し た ヌク レオチ ドは、 外 液 に加 え たATPと 速 や か

に交 換 し得 る。 触 媒 部位 には 、 グ アニ ン ヌク レオ チ ド(GTP,GDP)や イ ノシ ン ヌ

ク レオ チ ド(ITP,IDP)も 結 合す る こ とが で き る(16)。 この 部 位へ の ヌ ク レオ

チ ドの結合 には 、 胚92+が 必須 で あ る(16)。 一 方、残 りの3個 の結 合 部位 は、

選92+な しで、 アデ ニ ンヌ ク レオチ ド(ATP,ADP>だ け を結 合 し、 外 液 のATPと は

ほ とん ど交 換 しな い。 これ らは、 非 触媒 部 位 で あ る と考 え られ て い る。 この よ う

に して 区別 で きる2種 の ヌ ク レオ チ ド結合 部 位 の う ち、 触媒 部 位 の性 質 は 、精 製

した βサ ブユ ニ ッ トの ヌ ク レオ チ ド結 合 部位 の 性質 に類 似 して お り、 非 触 媒 部位

の性 質 は αサ ブ ユニ ッ トの性 質 に類 似 して い る こ とか ら、 βサ ブユ ニ ッ トの ヌク

レオ チ ド結 合部 位 が 触媒 部 位 で あ る と考 え られ る(3)。

また、 大 腸菌ψ 変 異株 よ り精 製 した酵素 の性 状 やFiの 化 学 修飾 の結 果 か らは 、

触媒 部 位 は、 βサ ブ ユ ニ ッ下 あ る いは α とβサ ブユ ニ ッ トの境 界 を接 す る部 分 に

位置 して い る と考 え られ る。 大腸 菌 のF。F1-ATPase変 異 株 が 同定 され てお り、 多

くの場 合 β サ ブユ ニ ッ ト、 も し くは αサ ブユ ニ ッ トに含 まれ る ア ミノ酸 残 基 が置

換 す る と酵 素活 性 が 影響 を受 ける(1)。 ま た、ATPの 類 似 化合 物 を用 いて 化学 修

飾 す る と、 βサ ブユ ニ ツ トが 修飾 され る場 合 が 多 い が、adenosinetriphospho-

pyridoxai(AP3一 肌)な どの 試薬 は、 αサ ブユ ニ ッ トと βサ ブ ユニ ッ トの いず れ か

に結 合 し、 酵素 活 性 を完 全 に失活 させ る(17-19)。

βサ ブユ ニ ッ ト、 あ る いは、 α とβサ ブユ ニ ッ トの 境界 面 に存在 す る と考 え ら

れ る触媒 部位 の構 造 を解 明す る た め に、変 異 の導 入 が 容 易 で、 変異 酵素 の精 製 も

容 易 で あ る大 腸 菌 のF。Fsを 用 い る こ とに よっ て、活 性 中心 を形成 す る残 基 を同

定 す る こ とが可 能 で あ る と考 え られ る。

一9一



第4節H+の 輸 送 と、ATPの 合成 ・分 解 との共 役 の機 構

1molのATPが 加 水 分解(あ る いは合 成)さ れ る とき、3mo1のH+が 膜 を横

切 って 輸送 され る と見積 も られ て いる(20)。ATPの 合成 ・分解 に共役 して$+

が輸 送 され るに は、F。 のサ ブユ ニ ッ トa、b、cす べ てが 必要 で あ る。 直接Hf

の輸 送 に関 わ っ て い る残 基 は 、cサ ブユ ニ ッ トのAsp61(21)、8サ ブユ ニ ッ ト

のArg210、Glu219、His245(22)が 同定 され て いる。

H+の 輸 送活 性 は、 反 転膜 小胞 を用 い て半 定 量 的 に測定 す る こ とがで きる。 大

腸菌 を、 フ レンチ プ レスや超 音 波 で処 理す る と、細 胞 膜 の 内側 と外 側 が 逆 に な っ

た反 転 膜 小胞 が 調製 で き る。 反 転膜 小胞 で は、F1は 膜 小胞 の外 側 を 向 いて いる

の で、ATPを 加 える とこれ を加 水 分解 して 小胞 内 にHfを 輸 送 す る(図1-4)。

反 転 膜 小胞 の懸 濁 液 に、 ア ク リジ ンオ レンジ な どの 蛍 光性 ア ミンを 加 え てお くと、

Hfの 濃度 勾配 に ともな って 色 素 が 小胞 内 に取 り込 まれ て、蛍 光 の 濃度 消 光 が起 き

る。 この よ うな方 法 に よって 、H+の 輸 送 活性 が間 接的 に測 定 で きる。 膜 を横

切 ってH+が 輸 送 され る のは 、 触 媒 反 応 か らH+が 生成 す る ため で はな い

(23)。ATPを 分 解 した こ とに よ るFsの 構 造(conformatioR)の 変 化がFo

に伝 達 され、F。 が形 成 す る'H+の イオ ンチ ャ ンネ ルが 開 い た状態 にな る と考 え ら

れ る 。最 近、 群 で な くNa+を 輪 送 してATPの 合成 お よび分 解 を行 うF。F1が

Proρfo加8θ 加 α〃,modestumよ り見 つ か っ た こ とによ っ て、 この モ デ ルが さ らに確

か な も の にな っ た(24)。 ま た、F。 の コ ン フ オメ ーシ ョンの変 化 がF1に 伝わ

るこ とは、F。 にdicyclohexyicarbodiimide(DCCD)や オ リゴマ イ シンが結 合 し

てH+輸 送 路 を阻害 す る と、Fs部 分 に よ るATPの 分 解 も阻害 され るこ とか らも

明 か で ある。

F1とF。 の 問で 、 どの よ う に して構 造(conformation)の 変 化 が伝 わ る のか

は、 ま った くわ か っ て いな いが 、 これ を理解 す る手 が か りは、F1の γサ ブ ユ ニ ッ

トに あ るか も しれな い。 す なわ ち 、 γサ ブユ ニ ッ トは 、H+輸 送 路 の ゲー トの役 割

を持 って い る こ とが 示 唆 され て い る(25)。F2部 分 が はず れ てF。 だ けが膜 小 胞

に存 在 して いる とき、Hfは 受 動 的 に輸 送 され る。 しか し、 これ に、精製 したF1

を結 合 させ る と、H+の 受動 的 な輸 送 はみ られ な くな るこ とか ら、H+輸 送路 のゲ

ー ト部 分 がF1に 存 在 して い る こ とが 示 唆 され て い る
。 γδ εサ ブユ ニ ッ トで

H+の 輸送 路 が塞 げ る こ と(26)、 ま た、葉 緑 体 の γサ ブユ ニ ッ トは、 コン フ オメ

ー シ ョンの変 化 によ って
、 酵 素 の活 性 化 と不 活 性 化 を調節 して いる ことが指 摘 さ

れて い る(27-30)。 したが って、F。 とF1の 間 の 情報 の 伝達、 す なわ ち共 役 の

機 構 を考 え る上 で、 γサ ブユ ニ ッ トの役割 を知 る こ とが重 要 で ある と考 え られ る。
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A B

図1°4大 腸 菌 の反 転膜 小胞 内へ のg+の 輸送 。

大 腸 菌 を フ レ ンチ プ レ スで破 砕 す る と、 内 と外 が 反 転 した膜 小胞 が調 製 で きる
。

ATPを 加 え る と、F。F1-ATPaseに よ って
、H+が 膜 小胞 の なか に能 動 輸 送 され る

(A)。 ま た、D一乳 酸 ま たはNADHを 加 え る と、 呼 吸鎖(図 中の影 の部 分)に よ

っ て、 膜 小胞 内 にH÷ が 輸送 され る(B) 。 緩衝 液 中 にア ク リジンオ レン ジの よう

な蛍 光 性 ア ミンを加 えて お く と、Aま た はBの いず れ の場 合 にも、蛍 光 性 ア ミン

は、 よ り酸性 の膜 小 胞 内 に蓄 積 し、蛍 光 が濃 度 消 光 す る。 これ に よってg+の 輸

送 を検 知 す る こ とが で き る。



第5節 本 研究 の 目的

F。F1-ATPaseに よ るATP合 成 ・分解 の触 媒機 構 につ いて は、 こ の酵 素 の 、現 在

最 も注 目を集 め て い る点 であ り、 多 くの知 見 も得 られ てい る。 しか し、F1が3

ヶ所 の基 質 結合 部位 を持 ち、複 雑 なサ ブユニ ッ ト構 成 を持 っ こ とか ら、触 媒 部 位

の構 造 に関 す る知 見 は、 きわめ て 断片 的で あ る。 また、ATP合 成 ・分解 に共 役 し

てH+が 輸 送 され る機 構 、す なわ ち 、活 性 中心 とH+輸 送 路 の間 の情 報 の伝 達 に

つ いて は ま った くわ か っ て いな い 。

そ こで、 本研 究で は、 さま ざま な生 物 のF。F1-ATPaseの 中で比 較 的単 純 な サ ブ

ユ ニ ッ ト構 造 を持 ち 、遺 伝 学 的 な解 析 が容 易 で あ る大 腸 菌 の酵 素 を材料 として、

触媒 部位 を構 成 す る残基 を同定 す る こ とを第 一 の 目的 とした。 その た め に、 ま

ず、 変 異 の 導入 お よ び変 異酵 素 の 精製 が容 易 なF。FI大 量発現 株 を作 製 した。立

体構 造 的 にATPの リン酸基 に近 い領域 は、 触媒 機 構 に直接 関 わ る残基 を含 ん で い

る可 能 性 が高 い。 その構 造 を解 明 す る ため に、 βサ ブユ ニ ッ トに存 在 す る 、 グ

リシ ン残基 に富 む配 列(glycine-richsequence)に 焦点 を当 てた。 他 の 多 くの ヌ

ク レオ チ ド結合 タ ンパ ク質 との比 較 か ら、 この 配列 が触 媒 部位 の一 部 を構 成 して

い る と考 え た。 さ らに、 この 領域 の残 基 と機 能 的 に相 互 作 用 し得 る残基 を、 復 帰

変 異 を 同定 し検 討 した。

また、 旺+輸 送 とATP合 成 ・分 解 の共 役 の機 構 は 、 現在 ほ とん ど明 らか に され

て い な い。 本研 究 で は、 共役 機 構 につ いて分 子 レベ ル で 明 らか にす るこ とを、第

二 の 目的 と した。 そ の ため に、Hf輸 送 路 の ゲ ー トの 役割 を持 つ と考 え られ て い る

γサ ブユ ニ ッ トの、 カル ボ キ シル 末端 領 域 に注 目 した。 この領 域 に、部 位 特 異 的

に変 異 を導 入 し、 変 異酵 素 のATPの 加 水 分 解活 性 とHf輸 送活 性 の比較 、 ま た、

それ らとATP合 成 活性 の 比 較 を行 っ た。

第6節 要 約

本 研 究 で は、 まずF。FIの 全 遺 伝 子 を持 っ発 現 プ ラ ス ミ ドpBWU13を 構築 し、

F。F1遺 伝 子 を欠損 して い るDK8株 に導入 してDK8!pBWUI3株 を作 製 した。

FoF1の 発 現 量 は 、以 前Takeyamaら(31)に よ って 構築 され てい た発現 プ ラ ス ミ

ドpBWUIを 導 入 した場 合 に比 べ る と約3～4倍 、 プ ラス ミ ドを持 たな い通 常 の 野

生型 大 腸 菌 に比 べ る と、 実 に、10倍 に及 ん だ。 大 量 に発 現 した酵 素 は、 細 胞 膜 上

に分 子 集合 して 正常 に機 能 した。 この株 で は、F。Fエ は プ ラス ミ ド由来 に合 成 され
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るため、 プ ラス ミ ドのFoF1遺 伝 子 に変異 を導 入 す る と、 変 異 酵素 の解 析 が 容 易

で あ った。

活性 中心 を構 成 す る残 基、 あ る いは その近 傍 の残 基 を知 るた め に、 βサ ブ ユ ニ

ツ トの,[iGly149一 βThr156の 配 列(glycine-richsequence)と 相 互 作用 し得

る残 基 を同 定 した。、 βSer174残 基 の 変 異 の表 現型 が 、glycine-richsequence

の βGly149残 基 の 変異 によ って抑 圧 され、 ま た、,(3Gly149残 基 の変 異 の表 現 型

は,8Ser174残 基 の変 異 お よび βVa1198残 基 の変 異 によ って 抑 圧 され た。 以 上

よ り、,8Ser174残 基 お よび βVa1198残 基 は、 立体 構 造的 に,8Glyi49残 基 の 近傍

に位 置 して い る と結 論 した。 これ らの ア ミノ酸 残基 が触 媒 部 位 の どの位 置 を形 成

して い るか を さ らに検 討 した。 βサ ブ ユ ニ ッ トの一 次構 造 を、結 晶 構 造 の 明 か に

され て い る ヌク レオ チ ド結 合 タ ンパ ク質 の 一つ 、p21rasタ ンパ ク質 と比較 す る

と、 部 分的 にで は あ るが、 保 存 性 が認 め られ た。前 述 の βSer174お よび βVa1

198の 二つ の残 基 は、P21rasタ ンパ ク質 の基 質GTPの リン酸 基 の結 合 に重 要 な

残 基 と一致 した。 さ らに、 βVal198残 基 よ り3残 基 カル ボ キ シル 末端 側 に位 置

す る βLys201残 基 は、ATP類 似 化 合物 を用 いた化 学 修飾 の結 果 か ら、 立体 構 造 上

ATPの γ位 の リン酸 基 近 傍に 位置 す る こ とが示 唆 され て い る。 以上 よ り、 βサ

ブユ ニ ッ トに存 在す る触 媒部 位 の 、ATPの リン酸 基 を結 合 す る領域 の 構造 が、 一

部推 定 で きた。

ま た、H+輸 送 路 の ゲ ー トと して の役 割 を持 つ こ とが示 唆 されて い る γサ ブユ ニ

ツ ト(286ア ミ ノ酸 残基)の 機 能 を分 子 レベ ル で理 解 し、 他 の イオ ン輸 送 性

ATPaseと の共 通 の 問題 で あ る、 触 媒 活 性 とイオ ン輸 送 の共 役 機構 につ いて 知 見 を

得 る こ とを 目的 と した。 さま ざ まな生 物 種 の γサ ブ ユ ニ ッ トの問 で 一次 構 造 が よ

く保存 され て い る、 カ ル ボキ シル末 端 の領 域 に注 目 した。 γサ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子

を持 つ組 換 えプ ラス ミ ドに部 位特 異的 に変 異 を導入 し、 γサ ブユ ニ ッ ト欠 損株 に

導 入 した。 この 実験 によ って 、触 媒 サ ブユ ニ ッ トで はな い と考 え られ る γサ ブユ

ニ ッ トの変 異が 、酵 素 の触 媒 活性 に影 響 を与 え るこ とを明 らか に した。 また、 カ

ル ボキ シル末 端 領域 の変 異 が 、ATPの 加水 分 解 とH+輸 送 の共 役機 構 に も影 響 を

与 え る こ とを、 は じめて 残基 レベ ルで 明 らか に した。 共役 機構 の解 明 の た め に、

γサ ブユ ニ ッ トの機 能 領 域 を検 討 す る こ とが 有 効 で あ る と示 唆 され た。
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第2章F。F1の 大 量 発現 株(DK8/pBWU13)の 作 製

第1節 緒 論

前 章 で述 べ た よ う に、触 媒 部位 、旺+輸 送 路 、 また 、 それ らの問 の共 役 を司 る調

節部 位 の構 造 を知 るこ とが 、ATP合 成 酵 素(F。F1)の 機 能 を理 解 す るため に重 要 で

あ る。機 能 残基 を同定 す る ため には、 現在 、 変 異 の導 入 お よび化 学修 飾 といっ た

方法 が用 い られ て い る。 効 率 よ く変 異 を導 入 して解 析 す る ため には、 何 種類 もの

変異 を各 サ ブユ ニ ッ トの 遺伝 子 に導 入 し、 そ れ ぞれ の 変 異酵 素 を迅 速 に精製 す る

こ とが 必要 とな る。 この ため、 遺 伝 子へ の変 異 導入 が容 易 で 、 しか も酵 素 を大量

に生 産 で きる、 プ ラ ス ミ ドを含 む株 を作製 す る こ とが 必須 で あ る と言 え る。 通 常

の大 腸 菌野 生株 にお いて、FoFlが 全膜 タン パ ク質 に占め る割 合 は 、約1一 器 で あ

る。 これ まで に報 告 され て い る よ うに、 λフ ァー ジ を用 い た大 量 発現 株KY7485

で は 、F。F1'が 膜 タ ンパ ク質 の約4%に まで 増加 し(32)、 さ らに 、F。FIの 全 遺

伝子(atpオ ペ ロ ン)を 持 つ発 現 プ ラス ミ ドpBWU1を 導 入 した場 合 に は約7%ま

で増 加 した(31)。 ・'`

こ の発 現量 を さ らに増 加 さ せ る こ とを 目的 と して 、 本硝 究 で はF。F1発 現 プラ

ス ミ ドpB澗1を 改 良 し、新 た に、pBWU13を 構 築 した。pB冊13を 導 入 した大 腸菌

よ り調 製 した膜 画分 は、 全 タ ンパ ク質 量 の約25%に お よぶF。F1を 含 んで いた。

しか も、大 量 に存在 す る酵 素 は、細 胞 膜 上 に正 常 に分 子 集 合 してい た。

第2節 実 験 方法

1.菌 株 と培 養 条件

本章 で用 いた菌株 は、DK8(△atpB-C,ilv::Tn10,thi)(33)、KY7230(asn,

tb1,thy,//i)(34)、 お よび 、JM109(relAl,supE44,endAl,hsdR17,

gyre96,thl,O(1ac-proAB)/F'[traD36,proAB+,1acla,1acZaX115],mcrA-,

mcrBf)(35)で あ る。

DK8株 は、F。F1の す べ ての サ ブ ユニ ッ ト遺 伝 子 を欠 失 して い る変異 株 で あ る。

そ の た め、 酸化 的 リン酸 化 に よ るATP合 成 がで きず 、 呼吸 基質 であ る コ ハ ク酸 を

単 一 の 炭素 源 とす る最 小培 地 で は生 育 す る ことが で き な い。 しか し、 グ ル コー ス

を加 え た培 地 で は生 育 で きる。 本研 究 で は、DK8株 をF。F1発 現 プ ラス ミ ドの宿
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主 と して 用 い た 。 一 方 、 プ ラ ス ミ ドを 導 入 し た 株 と の 比 較 に 用 い る た め 、 染 色

体 上 に 正 常 なF。F1遺 伝 子 を 持 っKY7230株 を 用 い た。JM109株 は プ ラ ス ミ ドの

構 築 等 の 遺 伝 子 操 作 に 用 い た 。

こ れ らの 菌 の 培 養 に は 、 栄 養 培 地 と してLbroth(109!1ポ リベ プ トン,

5911酵 母 エ キ ス,5911NaCl)(36)に チ ミ ン(50μ91ml)を 加 え 、 ま た 、 必

要 に応 じて ア ン ピ シ リン(50μg/mlま た は100ug/ml)を 加 え た 。 最 小 培 地 と

して は 、Tanaka培 地(34mMKH2PO4,64mMK2HPO4,20側(NH4)2504,0.3mH

MgC12,10μ 嗹CaCl2,1μ 凹FeSOa,1μ 腫ZnC12)(37)に イ ソ ロ イ シ ン

(50μ9加1)、 バ リ ン(50μ9!ml)、 ア ス パ ラ ギ ン(50,ug/ml)、 チ ミ ン

(50μg/m1)、 チ ア ミ ン(2μg!m1)を 加 え て 用 い た 。 ま た 、 遺 伝 学 的 な 解 析 を

行 う 場 合 に は 、 単 一 炭 素 限 と して グ ル コ ー ス(7mM)あ る い は コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ

ム(15mM)を 加 え 、 膜 画 分 の 調 製 を 行 う と き に は グ リセ ロ ー ル(0.5x)を 加 え た 。

寒 天 平 板 は、 上 記 の 培 地 に1.5%の 寒 天 を 加 え て 直 径8.5c皿 の ペ トリ皿 に 作 製

した 。

2.用 い た組 換 え プ ラ ス ミ ド

本 章 で 用 い た プ ラ ス ミ ドは 、 す で に 当 研 究 室 で 構 築 さ れ たpBWUI、 お よ び 、

pBMUD3-AdKで あ る(31)。

pBWU1(13,318bp)は 、atpオ ペ ロ ン の 弱 い プ ロ モ ー タ ー(P3)の 支 配 下 に 、

野 生 型 のF。Fsの 全 サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子(..;1E,F,8,A,G,D,の を 発 現 す

る プ ラ ス ミ ドで あ る 。 前 述 し たF。F1の 欠 失 株DK8に こ の プ ラ ス ミ ドを 導 入 す る

と、 コ ハ ク 酸 培 地 で 生 育 が 可 能 に な る 。 ま だ 、pBMUD3-AdK(13,321bp)(図2-1)

は 、FBWO1の β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 、 部 位 特 異 的 に 変 異 を 導 入 して 得 られ た も

の で あ る(31)。 す な わ ち 、 第3章 お よ び 第4章 で 詳 し く述 べ る βGly149～ β

Thr156の 配 列 中 に 変 異 が 導 入 され て お り、 βAla151残 基 がValに 、 βVa1153

残 基 がAlaに 置 換 し、 ま た 、 βLys155残 基 と,QThr156残 基 の 間 にGly残 基 が

挿 入 さ れ て い る 。 以 上 の 変 異 に よ っ てF。F1は 機 能 しな くな る た め 、DK8株 に

pBMUD3-AdKを 導 入 して も、 コ ハ ク 酸 培 地 上 で は 生 育 で き な い(31)。 ま た 、 こ

の プ ラ ス ミ ドで は 、 ア ミ ノ酸 配 列 を変 え ず に 、 同 一 ア ミ ノ 酸 の 別 の コ ドン に 置 換

す る こ とで 、 γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 のBindlllお よ びStUI部 位 を 欠 失 し、 β サ ・

ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に は 新 た にStal部 位 を 付 加 して あ る(図2-1)(31)。
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図2-1pBMUD13-AdKの 構 築 。

PBMUD3-AdKで は ・atpオ ペ ロ ン を 含 む 大 腸 菌 の 遺 伝 子 が 、pBR322のBindllI

部 位 とi・//i部 位 の 間 に挿 入 さ れ て い る 。 ま た 、 こ の プ ラ ス ミ ドの β サ ブ ユ ニ

ッ ト遺 伝 子 のglycine-richsequence(βGly149一 βThr156;Gly-Gly-Ala-

Gly-Val-Gly-Lys-Thr)は ア デ ニ レ ー トキ ナ ー ゼ の 共 通 配 列(Gly-Gly -Pro-Gly-

Ser-Gly-Lys-Gly-Thr)に 置 き 換 え て あ る 。 こ の 配 列 置 換 に よ っ て βAla151が

Proに 、 ま た βVa1153がSerに 置 換 レ、 βLys155と,8Thr156の 間 にGly残

基 が 挿 入 され る こ と に な る 。 この プ ラ ス ミ ドを 導 入 したDK8株 は コハ ク 酸 培 地 で

は 生 育 しな い。Stulの 認 識 配 列 は 、 変 異 導 入 を 容 易 に行 う た め に
、 ア ミ ノ酸 配

列 を 変 え な い形 で 新 た に組 み 込 ま れ た も の で あ る 。pBMUD3-AdKをNdel消 化

して 、 大 腸 菌 染 色 体 の 遺 伝 子 に 由 来 す るNdel部 位 か らpBR322に 由 来 す るNdeI

部 位 の 間 の2,563bpを 除 い た 。 残 りの10,758bpを 環 状 に して
、pBMUD13-AdK

を 構 築 した 。 制 限 酵 素 部 位 は 、Hi(Xindlll) 、N(Ndel)、Sa(Sacl)、St

(Stul)・T(Tt加111)の よ う に略 号 で 示 した 。 図 中 のP3は8tpオ ペ ロ ン の 弱

い プ ロ モ ー タ ー 、 ま た 、A皿prは ア ン ピ シ リン 耐 性 遺 伝 子 を 示 す
。
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3.pBMUD13-AdKの 作 製

pBMIID3-AdK5μgをNdel消 化 し、0.5%ア ガ ロ ー ス ・ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り

10,758bpのDNA断 片 を 分 離 し た 。 こ れ を 、 フ ィ ル タ ー(poresize ,0.45μm)

付 き 遠 心 管(OF-C3HV,Milipore社 製)に 入 れ てDNA断 片 を 回収 し た。DNA溶

液 中 に混 入 して い る ア ガ ロ ー ス を 除 くた め に 、 等 容 量 の フ ェ ノー ル ・ク ロ ロ ホ ル

ム(1:1)を 加 え 、 よ く振 と う し た 後 に遠 心 した 。 水 層 のDNAを エ タ ノ ー ル 沈 澱

させ 、 乾 燥 した 後 、 少 量 のTE緩 衝 液[10mMTris-HGI(pH8.0),1mMEDTA]

に溶 解 した 。 こ のDNA断 片1μgをTakaraShuzo社LigationKitに よ り環

状 に し、50祕CaC12処 理 し たJM109株 に導 入 した 。 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 の コ ロ ニ

ー よ り調 製 し た プ ラ ス ミ ドは
、 制 限 酵 素 地 図 に よ っ て 、pBMUD3-AdKよ り、atpオ

ベ ロ ン 下 流 の 大 腸 菌 染 色 体 由 来 のNdel配 列 か らpBR322由 来 のNdel配 列 ま で

を欠 失 した も の で あ る こ と を 確 認 し、pBMUDI3-AdKと した(図2-1)。

4.野 生 型 のF。F1を 発 現 す る プ ラ ス ミ ドpBWU13の 作 製

野 生 型 のF。F1の 配 列 を 持 っ 組 換 え プ ラ ス ミ ドpBWU13は 、pBMUD13-AdKか ら、

β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の 変 異 部 位 を含 むStvl-Sacl断 片 を 切 り出 し、 野 生 型 の

ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る 合 成2本 鎖DNAで 置 き換 え る こ と に よ っ て 作 製 し た

(図2-2) ,。

Saclお よ びStvlで 消 化 したABMUDI3-AdKを5Xポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で

電 気 泳 動 し、Stul-Sacl断 片(46bp)が 分 離 さ れ て い る の を確 認 して か ら、

13,275bpのDNA断 片 を ゲ ル か ら電 気 的 に 溶 出 し回 収 した 。 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ

ドは 、DNA合 成 装 置(AppliedBiosystems,Model381A)に よ っ て 合 成 した 。TE

緩 衝 液 中 に溶 解 して い る3.5pmol/,u1のsense鎖 とanti-sense鎖 のDNAを 、

90℃ の 水 浴 に て10分 間 加 熱 した 後 そ の ま ま 室 温 に な る ま で 放 置 して ア ニ ー リ ン

グ さ せ た。

こ の2本 鎖DNA3.5pmolとpBMUD13-AdKか ら得 た10,758bpのStul-

Sacl断 片0.12pmolと をligase処 理 し、 こ れ をXpnl消 化 して か ら50mM

CaC12処 理 したDK8株 の 受 容 菌 に 導 入 した 。 ア ン ピ シ リ ン耐 性 で 、 か つ 、 コ ハ ク

酸 培 地 で 生 育 で き る コ ロ ニ ー を 選 択 した 。 こ の 菌 か ら プ ラ ス ミ ドを 調 製 し、 制 限

酵 素 地 図 とDNA塩 基 配 列 を 決 定 し た 上 で 、 目 的 の プ ラ ス ミ ド(pBWU13)で あ る こ

と を 確 認 した 。DNA塩 基 配 列 は 、 文 献 に従 い決 定 し た(38,39)。 この プ ラ ス ミ
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A 146149156162

。GlyL・ ・Ph・ 臓GlyAl・GエyV・1血 腔 血V・IA・ ・M・ しM・tGエ 。L。 。Wild-type5'-aqgCCTGTTCGGTGGTGCGGGTGTAGGTAAAACCGT
TAACATGATGGAGCTc-3'

3冨一tCcGGACAAGCCACCACGCCCACATCCATTTTGGAATTTACTACtCa -5・

5加 工Hp・ エ5a
cI

図2-2野 生型 のFaF1を 高 発現 す る組換 え プ ラス ミ ドpBWUI3の 構 築
。

pBMUD13-AdKのStul-Sacl断 片 を、 野 生型 の ア ミ ノ酸配 列 に置 き換 え て

pBWU13を 構 築 した。

A,野 生 型 の ア ミノ酸 配 列 を コー ドす る合 成DNA断 片。 この合 成DNA断 片 に

は・ 新 たな 珈81の 認 識 配 列 を導 入 して あ る。

B・pBWU13の 構造 。pBWU13は10,755bpよ り成 る プ ラス ミ ドで あ る
。 この プ

ラス ミ ドを、F。F1遺 伝 子 を欠 失 して い るDK8株 に導 入 す る と
、 コハ ク酸 培 地 で

生 育 で きる よ う にな っ た。 図 中 の制 限 酵 素 部位 の うち 、 か っ こで示 した もの は染

色体DNAに は存在 す るが 、 プ ラス ミ ドへ の部位 特異 的 な 変異 導入 に よっ て除 い た

部位 。 また、 星 印 で示 した もの は、 新 た に導 入 した部 位 。 いず れの 場合 にも、 コ
ー ドす るア ミノ酸 配列 は変 わ って しyない

。 制 限 酵素部 位 は、Hi(Bindlll)、

Hp(∬ ρal)、N(Ndel)、S(Stul)の よ う に略 号 で 示 した
。 図 中のP3はatpオ

ペ ロ ンの弱 いプ ロモ ー ター 、 また、AIDPrは ア ン ピシ リン耐性 遺伝 子 を示 す 。
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ドをDK8株 に 導 入 し、 コ ハ ク 酸 培 地 で 生 育 可 能 な 形 質 転 換 株 をDK8!pBWU13と し

た。

5・ 大 腸 菌 の 反 転 膜 小 胞 の 調 製 、 お よ びATPase活 性 の 測 定

反 転 膜 小 胞 の 調 製 ・EDTA抽 出 画 分 の 調 製 、 お よ び 、ATPase活 性 の 測 定 は 、

Futaiら の 方 法 に従 っ た(40) 。

.Lbroth培 地5mlで 、 一 晩 前 培 養 したDK8!pB冊13株 お よ びKY7230株 の 菌

液0.5皿1を 、 グ リセ ロ ー ル を 単 一 炭 素 源 とす る500m1Tanaka培 地 に植 菌 し
、

37℃ 、120rpmで 、 対 数 増 殖 期(OD650=0 .6程 度)ま で 培 養 した 。 以 下 の 操

作 は す べ て4℃ に て 行 っ た。 集 菌 後 、200m1の50mMTris-HC1(AH8
.0)と

40m1の 同 や緩 衝 液 で二 回洗 っ た菌 体 を 一70℃ で 一晩保 存 した
。 翌 日、 これ を

速 や か に融 解 し、 菌 体 湿 重 量(wetweight)約0 .7gを10mlのTKMG緩 衝 液

[10mMTris-HCI(pH8・0),140mMKC1,2mM2-mercapt。eth、n。1
,10毘

glycerol】 に懸 濁 し た 。Frenchpress(1,500kgf/cm2)に よ って 細 胞 を 破 砕 し
、

1,200xgで10分 間 遠 心 し た 上 清 を、120,000x8、60分 間 遠 心 して 、 沈 澱 を 反

転 膜 小 胞 の 分 画 と した 。 こ れ を 、 も う 一 度TKMG緩 衝 液 で 洗 っ た後
、 タ ン パ ク 質

濃 度 が20-40mg/mlに な る よ う 少 量 のTKMG緩 衝 液 に懸 濁 し
、 等 量 の グ リセ ロ

ー ル を 加 え て 一20℃ で保 存 し た
。 反 転 膜 小 胞 か ら、F1部 分 を 可 溶 化 さ せ る 場 合

に は 、 グ リセ ロ ー ル を加 え て い な い3.5-4 .Omgタ ン パ ク量 の 膜 小 胞 懸 濁 液 を

100,000xgで30分 間 遠 心 し、 沈 澱 を0 .5m1のdepletion用 緩 衝 液[1mM

Tris-HCI(AH8.0),10mMEDTA,ioxグ リ セ ロ ー ル]に 懸 濁 した
。4℃ 、30分 間

放 置 し た後 に 、350,000x8、15分 間 遠 心 し上 清0 .15mlを 得 た 。 これ を 可 溶 化

F1を 含 むEDTA抽 出 画 分 と して 、 直 ち にATPase活 性 を 行 い
、 残 りをSDS一 ポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 の 試 料 と し た 。

反 転 膜 小 胞 、 ま た は 、EDTA抽 出 画 分 のATPase活 性 は 、4mMATP、2mMMgCl2、

20mMTris-HC1(AH8.Oat37℃) 、37℃ の 反 応 条 件 下 で 、 通 常10分 間 反 応 した

と き に 遊 離 した 無 機 リ ン 酸 を 比 色 定 量 した 。1分 間 に1μmo1のATPを 加 水 分

解 す る酵 素 量 を1unitと し た。

-19一



6・ 反 転 膜 小 胞 内 へ のH+輸 送 活 性 の 測 定

反 転 膜 小 胞 のF。F1が 、ATPを 加 水 分 解 し、 膜 内 にH+を 能 動 輸 送 す る活 性 は 、

Tsuchiyaら の 方 法(41)に 従 っ て 、 蛍 光 色 素 の 濃 度 消 光 に よ っ て 測 定 し た 。 蛍 光

測 定 用 セ ル に、 蛍 光 色 素 で あ る ア ク リジ ン オ レ ン ジ を 含 む 測 定 用 緩 衝 液[10mM

Tricine-choline(AH8.Oat25℃),140mMKC1,5mMMgC12 ,1,ug/mlア ク リ

ジ ン オ レ ン ジ]を1皿1加 え 、 こ れ に10-100ugタ ンパ ク量 の 膜 標 品 お よ び

1μg/mlvalinomycineを1μ1加 え て 速 や か に 撹 拌 し た 。100mMATP-Tris

(Pg8.0)を10μ1加 え て25℃ で 反 応 を 開 始 した 。490nmの 励 起 光 を 当 て た

と き の530nmの 蛍 光 強 度 の 変 化 を 、 蛍 光 分 光 光 度 計(日 立 社 製F-3000)に よ っ

て 測 定 し た。 蛍 光 の 消 光 が 定 常 状 態 に達 し た と こ ろ で 、2mMcccPを3-10

μ1、 ま た は 、1MNH4C1を5μ1加 え た 。

7.そ の 他 の 方 法 と試 薬

プ ラ ス ミ ドはalkalinelysis法(42)に よ り調 製 した 。 タ ン パ ク 定 量 は

Lowryら の 方 法(43)、SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 はLaemmiiの 方 法

(44)、 ま た、 銀 染 色 はOakleyら の 方 法(45)に 従 っ た。

制 限 酵 素 はNippongene社 よ り、SequenasekitはTakaraShuzo社 よ り、

LigationkitはTakaraShuzo社 よ り、ATP(ナ トリ ウ ム 塩)は オ リエ ン タ ル 酵

母 社 よ り、ATP(Tris塩)、valinomycine、TricineはSigma社 よ り、 そ の 他 の

試 薬 は 和 光 純 薬 社 よ り購 入 し た 特 級 試 薬 を 用 い た 。
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第3節 結 果 と考察

1.DK8/pBWD13株 の性 状

組換 え プ ラス ミ ドpBWU13は 、FoF1サ ブ ユニ ッ トの 全 遺伝 子(atpB一 の が、

pBR322のBindlllとNdelの 問 に挿入 され て い る(図2-2)。pBWUIと 比較 す

る と、pBR322の 複 製 に関 して 負 の制 御 を行 うrop遺 伝 子 が 欠 失 して い るた め、

pBWU13の コ ピー数 が 増加 して いる こ とが期 待 され た(46,47>。

FoF1の 遺 伝 子 を欠 失 して い るDK8にABWU13を 導 入 した株、DK81pB冊13は 、

コハ ク酸培 地 上 で生 育 した。 この 結果 は、pBWUI3のatpオ ペ ロ ン由来 にF。F1

が 合 成 され 、ATP合 成 が で き る よ う にな った ため で あ る。DK8!pBWU13を 培 養 して

反 転膜 小胞 を調 製 し、 そ のATPase活 性 を測 定 した(表2-1)。 グ リセ ロー ル を単

一炭 素源 と して培 養 したDK8/pBWU13よ り反転 膜 小 胞 を調 製 した場 合
、ATPaseの

比活 性 は24units/mgタ ン.バク量 とな り、 プ ラ ス ミ ドを持 た な い野生 株KY7230

の約10倍 、rop遺 伝 子 を持 つ組 換 え プ ラ ス ミ ドpBWUIを 導 入 したDK8株 の約

3倍 で あっ た。 さ らに、ATPの 加 水分 解 によ るE+の 能 動輸 送 を、DK8/pBWU13

株 とKY7230株 の反 転膜 小胆 にっ いて 比較 した(図2-3)。 加 え る反転 小 胞 膜 の

量 を変 えて 測定 す る と、DK8/p跚U13株 の場 合 には、1皿1の 反 応液 中10μgタ

ンパ ク量 の 条件 で 、H+の 輸送 を示 す 蛍 光の 消光 が 最大 に達 した。 この ときの消 光

の大 きさは、KY7230株 の 反転 膜 小 胞100μgタ ンパ ク量 を用 いた場合 とほ ぼ 同

程 度 で あっ た。 以上 の結 果 は、DK8/pBWU13株 の 反転 膜 小 胞 で は、KY7230株 の場

合 の 約10倍 にあ た る、 全膜 タ ンパ ク質 の約20-25%がF。F1分 子 であ るこ と、

ま た、H+輸 送 路 を形成 す るF。 部 分、 触 媒部 分 を形 成 す るF1部 分 と も正 常 に分

子 集 合 して 、機 能 的 なATP合 成酵 素複 合 体 を形成 して い るこ とを示 して い る。

2.コ ハ ク酸 培地 にお ける生 育 速 度

DK8!pBWU13株 とKY7230株 の、 最 小 培地 上 にお け る生 育 を比 較 した。 コハ ク酸

ま たは グル コー ス を単 一 の炭 素 源 とす る液体 培地 に各 々 を植 菌 し、37℃ の好 気 条

件 下 で 培養 した。 グル コー ス培 地 で は 、最 大の 生育 量 、 生育 速 度 とも両 者 に差 は

なか っ たが、 コハ ク酸培 地 で は 、DK8/pBWU13株 の世 代時 間 が6.5時 間 程 度 とな り、

KY7230株 の1.8時 間 と比 べ る と、3倍 以 上遅 か っ た(図2-4)。 この 結 果 は、

DK8!pBWU13株 で は 、細 胞膜 にF。F1が 大量 に発 現 して い るた め に、 他 の膜 酵素
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表2-1野 生 型FoFl発 現 プ ラ ス ミ ドを 持 っDK8/pBWU13株 と通 常 の 野 生 株

KY7230の 、FoFl-ATPase比 活 性 の 比 較 。

ATPaseactivity(units/mg)

Strain

MembranesEDTAextract

DK8/pBWU1324.7104

KY72302.724

DK8/pBWU13株 お よ びKY7230株 を 、 グ リ セ ロ ー ル を 単 一 炭 素 源 とす る最 小 培 地

で 培 養 し、 反 転 膜 小 胞 を 調 製 し た。ATPase活 性 を 、4認ATP、2mHMgC12、

20mMTris-HC1、pH8.0、37℃ の 反 応 条 件 で 測 定 し た 。DK8/pBWU13株 か ら は 、

KY7230秩 の約10倍 の 比 活 性 を持 つ 反 転 膜 小 胞 が 得 られ た 。 対 数 増 殖 期 の 中 期 、

ま た は 、 常 定 状 態 の 初 期 の 菌 体 か ら反 転 膜 小 胞 を 調 製 して も 比 活 性 は ほ とん ど変

わ らな か っ た。 反 転 膜 小 胞 を 、EDTAを 含 む 低 イ オ ン 強 度 の 緩 衝 液 で 洗 う と 、F1

部 分 が 膜 表 面 よ り遊 離 して く る(EDTA抽 出 画 分)。DK8!pBWU13株 よ り調 製 した

EDTA抽 出 画 分 は 、 精 製F1の 比 活 性(100-120units/mg)と ほ とん ど変 わ らな

か っ た 。

-22一



図2周3ATPの 加 水 分 解 に よ っ て 形 成 され るg+の 濃 度 勾 配 。 プ ラ ス ミ ドを 持 っ

野 生 株DK8/pBWU13と 持 た な い 野 生 株KY7230の 反 転 膜 小 胞 に よ る比 較
。

DK81pBWU13株(A)あ る い はKY7230株(B)の 反 転 膜 小 胞 を
、1.Omlの 測 定

用 緩 衝 液 に 懸 濁 した。 この 緩 衝 液 は10mMTricine-choline(pH8 .Oat25℃)、

140mMKC1、5mMMgC12、1μg/皿1valinomycin
、1μ 煙 ア ク リジ ン オ レ ン ジ を

含 ん で い る 。25℃ で 、490nmの 励 起 光 を照 射 して530n皿 の 蛍 光 強 度(△F)を

測 定 した 。ATP(1mM)、NH4C1(10mM)、CCCP(1μ 盻 は 、 図 中 に示 し た 時 問

に 加 え た。 反 転 膜 小 胞 の 量 を、 タ ン パ ク 質 量 で10μg(trace1)
、30μg

(trace2)、50μg(trace3)、100μg(trace4)に 変 え て 測 定 した 。
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図2-4DK8/pBWU13株 とKY7230株 の 生 育 速 度 の 比 較 。

Lbroth培 地 で 一 晩 培 養 したDK8JpBWU13株(●)お よ びKY7230株(○)

の 菌 体 を生 理 食 塩 水 で洗 っ た 後 、OD65。 が 約0 .01に な る よ う に、50mlの 最 小

培 地 に 植 菌 した 。 最 小 培 地 に は 、 単 一 の 炭 素 源 と して15祕 コハ ク酸(A)
、

あ る い は5mMグ ル コ ー ス(B)が 添 加 され て い る。37℃ で 好 気 的 に 培 養 し
、

OD65。 を 測 定 し た。DK8/pBWU13株 お よ びKY7230株 の 対 数 増 殖 期 の 世 代 時 間

は ・15mMコ ハ ク酸 培 地 で は そ れ ぞ れ6.5時 間 と1 .8時 間 、 ま た 、5mMグ ル コ

ー ス 培 地 で は そ れ ぞ れ1
.0時 間 と1.7時 間 で あ っ た 。 生 育 が 最 大 に達 した と き

のOD65。 は 、DK81pBwU13株 お よ びKY7230株 で 、15祕 コ ハ ク 酸 培 地 で は そ れ

ぞ れ0・99と0・75・ ま た ・5mMグ ル コ ー ス培 地 で は そ れ ぞ れ0 .79と1.1で あ

っ た 。
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(例 えば 呼吸鎖 を形 成 す る酵 素)の 分 子集 合 が 阻害 され て い る可 能性 を示 唆 して

い る。

3.F1の 部分 精 製

大 腸 菌の 反転 膜 小 胞 を、EDTAを 含 む 低 イオ ン強 度 の緩 衝 液 で洗 う と
、F1部 分

が遊 離 し、可 溶 性 画 分 に抽 出 で き る(EDTA抽 出 画分) 。DK8/pBWU13株 の反 転 小

胞膜 か ら調製 したEDTA抽 出画 分 は、 比活性 で104units/mgあ った(表2-2)
。

精製 したF1の 比 活 性 が通 常120units/mg程 度 で あ るか ら、EDTAを 含 む緩 衝 液

で可 溶 化す るだ けで、 純 品 に近 いF1が 得 られ るよ う にな っ た
。DK8!ABWU13株

とKY7230秩 のEDTA抽 出 画 分標 品 を 、SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳 動 に

よっ て比較 す る と・DK8!pBWUI3株 の標 品 には、F1の サ ブ ユ ニ ッ ト(α
、 β、 γ、

δ、 ε)以 外 の もの は ほ とん ど含 まれ てい な か った(図2-5)
。
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図2-5EDTA抽 出 画 分 のSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 析 。

グ リ セ ロ ー ル を単 一 の 炭 素 源 とす る 最 小 培 地 で 菌 を 培 養 し、 反 転 膜 小 胞 を 調 製

した 。 こ こ か ら得 られ たEDTA抽 出 画 分 を0.1%のSDSを 含 む12.5%の ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 し銀 染 色 を 行 っ た。DK8/pBWU13株(1ane1)、

DK8/pBR322株(lane2)、KY7230株(1ane3)よ り調 製 したEDTA抽 出 画 分 、

お よ び 、 精 製 し たF1を 、 そ れ ぞ れ2μg(タ ン パ ク 質 量)ず っ 電 気 泳 動 し た。

DK8/pBWU13株 よ り調 製 したEDTA抽 出 画 分 は 、 ほ と ん どF1の サ ブ ユ ニ ・ソ ト(α 、

β、 γ、 δ、 εサ ブ ユ ニ ッ ト)だ け を 含 ん で い た 。
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第4節 ま とめ

本 章 で構 築 したプ ラス ミ ドpBWU13は 、F◎F1(ATP合 成 酵 素)の 全 サ ブユ ニ ッ

ト遺 伝 子 を持 ち、pBR322由 来 のrop遺 伝 子 を欠 失 して い る10,755bpの 組 換 え

プ ラス ミ ドで あ る。 この プラ ス ミ ドをF。F1欠 失株 に導 入 した形質 転 換 株(DK81

pBWU13)で は、F。F1の 発現 量 が増 加 した。 これ は、pBWU13がrop遺 伝子 を持

た な い ため に、 プ ラ ス ミ ドの コ ピー 数 が上 昇 したた め と考 え られ る。 反転 膜 小

胞 のATPase活 性 お よびH+輸 送 活性 を、 プ ラス ミ ドを持 たな い野 生 型 の大 腸 菌

株KY7230と 比 較 す る と、DK8/pBWU13株 には、 約10倍 量 のF。F1が 正 常 に分

子集 合 して い る こ とが示 され た。 ま た、 大 量 にF。F1が 存 在 して い る ため に、

DK8/pB冊13株 を用 い る と本 酵 素 を精 製 す る こ とが容 易 にな っ た。 す なわ ち 、反 転

膜 小 胞 を低 イオ ン強 度 の緩 衝 液 で 処理 す る だ けで、 触 媒部 分F1を 部 分 精製 す る

こ とが で きた。 以下 の 、第3章 と第4章 で は 、 こ の プ ラス ミ ドに部 位 特異 的 に

変 異 を導入 し、 変 異 酵素 の性 状 を解 析 した 。
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第3章 β サ ブ ユ ニ ッ トのglycine-richsequenceに 含 ま れ るQGIyi49、

,8Gly150と βSer174残 基 との 相 互 作 用

第1節 緒 諭

こ れ ま で に 、 変 異 酵 素 の 解 析 や 、ATP類 似 化 合 物 を 用 い た化 学 修 飾 実 験(親 和

性 標 識 実 験)、 ま た 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド結 合 タ ン パ ク 質 と の 比 較 等 か ら、 触 媒 反

応 に重 要 と 考 え られ る ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び 領 域 が 同 定 さ れ て い る。

β サ ブ ユ ニ ッ トのQGly149か ら βThr156の 配 列(里rGly-Ala-Gly-Va1一

鋤 一逃 一Thr)は 、glycine-richsequenceと 呼 ば れ る 配 列 に 対 応 して い る 。 グ リ

シ ン 残 基 に富 み 、 璽ヱーX-X-X-X一 盥 。塵 一Thr/Serの 共 通 配 列 を持 っglycine-rich

sequenceは 、100種 類 以 上 の ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ドま た は グ ア ニ ン ヌ ク レオ チ ド

を 結 合 す る タ ン パ ク 質 に保 存 さ れ て い る(48)。 最 近 、 当 研 究 室 のTakeyamaら

は ・ β サ ブ ユ ニ ツ トのglycine-richsequenceを 、GTP結 合 タ ン パ ク 質 で あ る

P21rasタ ン パ ク 質 の 共 通 配 列(Gly-Ala-61y-Gly-Va1一 鋤 一墨 一Ser)で 置 き換 え

て も 、ATPase活 性 が 保 持 で き る こ と を 報 告 し た(31)。 こ の こ と か ら、 β サ ブ ユ

ニ ッ トの 配 列 が 、p21rasタ ン パ ク 質 と同 様 に ヌ ク レ オ チ ド結 合 部 位 を 形 成 して

い る可 能 性 が 考 え られ る(31)。 実 際 に 、 β サ ブ ユ ニ ッ トの,8Gly149か ら

βThr156の 残 基 に 変 異 を導 入 す る と、ATPase活 性 が 大 き く変 化 し た。 βAla151

残 基 をValに 置 換 す る と、ATPase活 性 は 野 生 型 の 約8%に 低 下 し、Proに 置 換

す る と約2倍 に増 加 した(31,49)。 ま た 、,BGIyi52、 β αly154、 βLys155、

,8Thrl56残 基 を他 の ア ミ ノ酸 残 基 に置 換 す る と、 い ず れ も活 性 が 低 下 あ る い は 増

加 し た(50-55)。 さ らに 、ATPの 類 似 化 合 物 で あ るadenosinetriphospho-

pyrydoxa1(AP3-PL)が 、,8Lys155に 結 合 す る と活 性 が 消 失 した(17-19)。

一 方
、 このglycine-richsequenceの βThr156よ り18残 基 カ ル ボ キ シ ル末

端 側 に位 置 す る,BSerl74残 基 が 、Pheに 置 換 した 変 異 株(KF11)は 、 酵 素 活 性

が 野 生 型 の 約IOXに 低 下 し、 コ ハ ク酸 培 地 で は 生 育 で き な い(56-58)。 し か も

興 味 深 い こ と に、ATPase活 性 のHg2+お よ びCa2÷ 依 存 性 は 、 野 生 型 の 酵 素 とは

ま っ た く異 な る 特 徴 を示 す(56)。 こ れ ら の 結 果 か ら、 βSer174残 基 あ る い は そ

の 近 傍 が 、2価 カ チ オ ン の 結 合 に 関 与 して い る こ と が 示 唆 さ れ た。ATPase活 性 の

基 質 はHg・ATPで あ る か ら、 βSer174残 基 は 、 基 質 結 合 部 位 のMgt+結 合 に関

与 す る可 能 性 が あ る。

触 媒 部 位 の 構 造 を 知 る た め に、 βSer174→Phe変 異 を持 っKF11株 か ら復 帰 変

異 株 を 分 離 した 。 本 章 で は 、 こ の 復 帰 変 異 株 の 変 異 部 位 お よ び 性 状 を解 析 し、
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,BSer174残 基 と,BGIyi49一 βThr156領 域 とが 、 触 媒 部 位 を 形 成 して い る 可 能

性 を 示 し た。

第2節 実 験 方 法

前 章 ま で に述 べ た 方 法 にっ い て は 詳 細 を 省 き 、 本 章 で 新 た に 用 い た 実 験 方 法 に

つ い て の み 述 べ る 。

1.菌 株 と培 養 条 件

本 章 で 新 た に 用 い た菌 株 は 、KF11(thi,thy,atAD11(βSer174→Phe))(56-

58)、RE10、RE17、RE18、RE20、 お よ び 、C600(supE44,hsdR,thi-1,功r-1,

IeuB6,IacYl,tonA21,mcrA-,11i)(42)で あ る 。KF11株 は 、 当 研 究 室 に お

い てhydroxylamineを 変 異 原 と し て 、 以 前 に 分 離 ・同 定 さ れ 、 解 析 さ れ た 株 で あ

る 。 β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の 変 異(βSer174→Phe)の た め に コ ハ ク酸 培 地 で 生 育

で き な い(56-58)。RE10、RE17、RE18、RE20株 は 、KF11株 をethyl-

methanesulfonateで 処 理 して 得 ら れ た 復 帰 変 異 株 で 、 コ ハ ク 酸 培 地 で 生 育 で き る。

培 養 の 条 件 は 、 第2章 と同 様 で あ る 。

2.復 帰 変 異 株 の β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の ク ロー ン 化

コ ロ ニ ー ・ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン 法(42)に よ っ て ス ク リー ニ ング を 行 い 、

復 帰 変 異 株 の β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 し た 。

復 帰 変 異 株 の 染 色 体DNAは 、DNA抽 出 装 置(AppliedBiosyste皿s社 製 、

Model340A)に よ り調 製 した 。Bindlllと 珈81で 消 化 し たDNAを 、5%ポ

リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 し、3.7kbp付 近 を 電 気 的 に抽 出 し た 。 こ れ を 、

EindlllとPvullで 消 化 し たpBR322に 組 み 込 み(図3-1)、 區anahanの 方 法

(59)に よ っ てc600株 に 導 入 し た。 ア ン ピ シ リ ン を 含 むLbroth寒 天 平 板 上 に

形 成 し た コ ロ ニ ー を 、 ナ イ ロ ン ブ イ ル タ ー(NENResearchProducts社 製)に 移

し、 コ ロ ニ ー ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た。 プ ロ ー ブ は 、FoF1遺 伝 子

を持 っpBWUIか ら切 り 出 し たBindlll-Tth1111断 片(1816bp)を テ ン プ レー

トと し、(α 一32P)CTPを 用 い たrandompriming法(42)に よ っ て 調 製 した 。 こ

一29一



図3-1復 帰 変 異 株RE17の ＼ β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の ク ロ ー ン化 と変 異 部 位

の 決 定 。

復 帰 変 異 株 の 染 色 体DNAよ り、 βサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 含 む 領 域 を ク ロ ー ン 化

し た。3,692bpのBindlll一 珈81断 片 は 、 γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の カ ル ボ

キ シ ル 末 端 側 約 半 分 と、 β サ ブ ユ ニ ッ トお よ び εサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の す べ て を

含 ん で い る。 こ の 断 片 を 、pBR322のBindlll部 位 か らPvvll部 位 の 間 に 挿 入

した(pBMDllft17)。pBMDl1R17の β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に は 、 図 に 示 し た よ う

に βSer174→Pheの 変 異 の 他 に βGly149→Serの 変 異 が 見 っ か っ た 。 制 限 酵 素

部 位 は 、Hi(Bindlll)、Hp(i/.)、Sa(Sacl)、P(Pvull)、T(Tth1111)の よ

う に 略 号 で 示 した 。
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の ∬」ηdIII-fith1111断 片 は 、 γ サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 約 半

分 と β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 全 領 域 、 εサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 側 の 一 部

を 含 ん で い る。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 文 献 の 方 法 に従 っ て(42)、1M

NaCl、1%SDS、ioxdextransulfate、0.1mg/mlサ ケ精 子DNAの 存 在 下 、65℃

で 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン した ブ イ ル タ ー を 、2xSSC、0.ixSDS、

65℃ の 条 件 で 洗 っ た 後 、 さ ら に、0.1xSSC、65℃ で 洗 い 、X線 フ ィ ル ム を 用 い て

オ ー トラ ジ オ グ ラ ム を 取 っ た 。 陽 性 シ グ ナ ル を 与 え る コ ロ ニ ー を か き と り、 さ ら

に 、 二 次 、 三 次 の ス ク リー ニ ン グ を行 っ て 、 単 一 の ク ロ ー ン を 得 た 。

3.変 異 残 基 の 同 定

陽 性 ク ロ ー ン よ り調 製 し た プ ラ ス ミ ドの 塩 基 配 列 を 決 定 し て(38,39)、 変 異

部 位 を 同 定 し た。pBMDl1R17は 、RE17株 よ り調 製 し たEindlll-fli断 片

(3,692bp)を 持 っ 組 換 え プ ラ ス ミ ドで あ る 。 合 成DNAの プ ラ イ マ ー を 用 い て 、

β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 の 、-glycine-richsequence(,BGly149-aThr156)か ら

βSer174を コ ー ドす る 領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る と 、 二 つ の ア ミ ノ酸 残 基 が 置 換

して い た(βGly149→Ser、 βSer174→Phe)(図3-1)。

4.β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 変 異 を 持 つF。F1発 現 プ ラ ス ミ ドの 構 築

前 章 で 述 べ た よ う に して 、F。F1プ ラ ス ミ ドpBMUDI3-AdKのSacl-Stal翫 片

を 、 合 成DNAの カ セ ッ トで 置 き 換 え、 βGly149と βGly150が そ れ ぞ れSerに

変 異 し た プ ラ ス ミ ド(pBMUD13-G149Sお よ びpBMUD13-G150S)を 構 築 した(図2-

2)。 ま た 、,(iSer174→Pheの 変 異 を 持 っpBMDl1R17の5801-Tt加111断 片

(941bp)を 、pBWU13、pBMUD13-G149S、pBMUD13-G150Sの 同 じ領 域 と置 き換 え た 。

こ れ に よ っ て 、 βSer174→Phe、 βGly149→Serお よ び βSer174→Phe、 βGly

150--Serお よ び,BSer174→Pheの 変 異 を 持 っpBMUD13-S174F、pBMIID13-149SF、

pBMUD13-150SFを 構 築 し た。 導 入 した 変 異 は 、 塩 基 配 列 を決 定 して 確 認 した 。

-31一



5.そ の 他 の方法 と試 薬

ATPase活 性 のMgt+依 存 性 は、 反応 溶液 に加 え るMgC12の 濃 度 を0か ら

8刪 まで 変 え て測 定 した。Ca2+依 存 性 は 、同 様 にCaC12の 濃 度 を変 えて測 定 し

た。 酵 素 の アジ化 ナ トリウム感 受 性 は、0-100mMの ア ジ化 ナ トリウ ムを 含 む反

応 溶 液 中 に、6μgタ ンパ ク量 の 反転 膜 小胞 を加 え て 測定 した。 反 転 膜 小胞 の調

製、 タ ンパ ク質濃 度 の測 定 、SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳動 は、 第2章 で

述べ た方法 に よって 行 っ た。

制 限酵 素 はNipponGene社 、TakaraShuzo社 、Toyobo社 よ り購 入 した 。

LigationaltはTakaraShuzo社 よ り、SequenasekitはTakaraShuzo社 よ り

(α一32P)dCTP(>3,000Ci1皿mo1)はAmersham社 よ り、 そ の他 の試 薬 は、和 光純

薬社 よ り購入 した特 級 試 薬 を用 い た。

第3節 結 果 と考察,・

1.復 帰 変異 株RE17の 、第 二 の変 異部 位 の決定

酸 化 的 リン酸 化 の で きな い変 異株KF11(βSer174→Phe)は 、 当研 究室 の

Kanazawaら に よ り分 離 され(56)、Noumiら によ って変 異 ア ミノ酸残 基 が 同定 さ

.れ た もの で あ る(57)。 また 、 これ らの論 文 が発 表 され た後 で、 他 の研 究室 で も

同 じ変 異 を持 っ株 を分 離 して いる(60)。 この 変異 株 か ら、 当 研究 室 で 復 帰 変異

株RE10、RE17、RE18、RE20が 分 離 されて いた。 これ らの株 は、 コ ハ ク酸 を単 一

炭 素源 とす る寒 天 平板 上 で、 比較 的 小 さい コロニ ー を形 成 した。

βサ ブユ ニ ッ トの、aSer174→Phe変 異 の表現 型 を抑 圧す る原 因 とな った第 二

の 変 異部 位 を決 定 す るた め に、復 帰変 異株 の染 色体 よ り、FoFlの 遺 伝 子(atpオ

ペ ロ ン)の 一部 を、Bindlllと 恥81で 切 り出 した 。 この 領域 は、 γサ ブユ ニ ・1

ト遺 伝 子 の後 半部 分 と βサ ブ ユニ ・ソト遺伝 子 お よび εサブ ユニ ッ ト遺 伝 子 す べ て

を含 んで い る(図3-1)。pBR322に 挿 入 して ク 　一 ン化 した βサ ブ ユ ニ ッ ト遺伝

子 の、glycine-richsequenceと 呼 ば れ る領域 周 辺 の塩 基配 列 を決定 した ところ、

RE17株 由来 の ク ロー ン で、 βGly149の コ ドンGGTがSerの コ ドンで あ るAGT

に変 化 して いた(図3-1)。 この βサ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子 には 、元 の 変 異 で あ る

,8Serl74→Pheが 保 存 さ れて お り、 これ ら二 つ の ア ミ ノ酸置換 の他 には 変異 は見
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表3-1変 異 株KF11(βSer174→Phe)と 復 帰 変 異 株ftE17(βGly149→Ser1

βSer174→Phe)の 性 状 。

Relativegrowthyield

StrainMutations)inMembrane

asubunit15mM5mMATPase

succinateglucose

%units/mg(%)

KY7230None(wild-type)1001002.5(100)

KFIlSer174→Phe<2540.33(13)

RE1て.Gly149→Ser62701.4(56)

Ser174→Phe'

復 帰 変 異 株RE17は 、 変 異 株KF11よ り分 離 し た 。 ま た 、KF11株 の 親 株 は

KY7230株 で あ る 。 コ ハ ク酸 あ る い は グ ル コ ー ス を 単 一 の 炭 素 源 と して 培 養 し、

生 育(growthyield)を 、 野 生 秩KY7230に 対 す る 割 合 で 示 した 。KY7230株 を

15mMコ ハ ク 酸 培 地 で 培 養 す る とOD650は 最 大1.0に 、5mMグ ル コ ー ス 培 地 で

培 養 す る と最 大0.73に 達 し た 。 グ リ セ ロ ー ル を 単 一 炭 素 源 と して 培 養 し た 菌 体

か ら反 転 膜 小 胞 を 調 製 し2mMMgC12存 在 下 でATPase活 性 を 測 定 した 。 表 に は

比 活 性 お よ び 野 生 型 酵 素 に対 す る相 対 活 性 を 示 した 。
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図3-2復 帰 変 異 株RE17の 酵 素 の 性 状:ATPase活 性 の 、 凹92+お よ びCa2+

依 存 性 。

野 生 株KY7230(A)、 変 異 株KF11(B)、 復 帰 変 異 株RE17(C)よ り調 製 した

反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 を 、MgC12濃 度(●)あ る い はCaC12濃 度(○)を

0-8mMに 変 え て 測 定 した 。ATP濃 度 は4mHと し た 。
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っ か らな か っ た。RE10、RE18、ftE20株 の 第 二 の 変 異 は 、glycine-richsequence

の 周 辺 に は 存 在 しな か っ た。

2.復 帰 変 異 株RE17(,8Gly149/,8Phe174)の 性 状

KF11株 は 、 コ ハ ク 酸 を 単 一 炭 素 源 と す る 培 地 で は ほ と ん ど生 育 で き な い が
、 復

帰 変 異 株RE17は 、 野 生 株KY7230の 約6騾(growthyield)ま で 生 育 し た(表

3-1)。 菌 体 か ら調 製 した 反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 は 、KF11株 の 場 合 に 、 野 生 型

の 約ioxで あ る の に対 して 、RE17株 の 場 合 に は 、 野 生 型 の 約soxに 回 復 し て い

た(表3-1)。ATPase活 性 のMgt+、Ca2+依 存 性 は 、 野 生 型 お よ びKF11株 の 場

合 に は 以 前 の 結 果 と 一 致 して い た(図3-2A,B)。RE17株 で は 、Cat+濃 度 に 依 存

し たATPase活 性(Ca2+-ATPase)は 、KF11株 の も の よ りわ ず か に 低 下 して い た

が 、Mgt+濃 度 に 依 存 し たATPase活 性 ・〈Mgt+-ATPase)が 著 し く回 復 し て い た
。

(図3-2C)。 こ れ ら の 結 果 は 、RE17株 で は 、F。FgのHg2+-ATPase活 性 が 回 復 し

た た め に、 コハ
.ク酸 を単 一炭 素源 に して生 育 で きる こ とを示 して い る。

3.F。Fqを 発 現 す る プ ラ ス ミ ドを 用 い た βSer1491βPbe174 、 お よ び

βSer150/βPhe174変 異 の 解 析

βGly149→Serの 変 異 が 、 どの よ う に して βSer174→Phe変 異 の 表 現 型 を抑 圧

し た の か を 、 さ らに 詳 細 に検 討 し た。 そ の た め に 、 第1章 で 述 べ たF。FIの 全 サ

ブ ユ ニ ッ トを発 現 す る プ ラ ス ミ ドを用 い て 、 βSer174→Phe(βPhe174変 異) 、

βGly149→Ser(βSer149変 異)、,8Serl74→ ・Pheお よ び βGly149→Ser

(βSer1491βPhe174変 異)の そ れ ぞ れ の 変 異 を持 つ プ ラ ス ミ ドを 構 築 した(図

3寧3)。 さ ら に 、 βGly149の 隣 のGly残 基 で あ る/3Gly150を 同 様 に 置 換 して
、

βGly150→Ser(βSer150変 異)、QSer174→Pheお よ び βGly150→Ser(βSer

1501βPhe174変 異)の 変 異 を 持 っF。F1プ ラ ス ミ ドを 構 築 した(図3-3)
。 こ れ ら

は ・,8Glyl49の 変 異 と の 比 較 に用 い た 。 以 上 の 変 異 プ ラ ス ミ ドを 、F。F1を 欠 失 し

たDK8株 に導 入 して 、 変 異 酵 素 の 性 状 を解 析 し た。

まず 、 こ れ らの 変 異 酵 素 が 、 野 生 型 と 同 様 に 反 転 膜 小 胞 に 存 在 して い る こ と を

確 認 した 。 野 生 株 お よ び 変 異 株 よ り同 じ方 法 で 調 製 し た 反 転 膜 小 胞 を、EDTAを 含

む 低 イ オ ン 強 度 の 緩 衝 液 で 洗 い 、F1部 分 を 可 溶 化 し た。SDSを 含 む ポ リア ク リ
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146149156162

GユyLeuPhe盥GlyAエaGエyVaユ 盥1瞳 血VaエAanMeセMetGエu】 レeu

Ser

Gly149Ser5'-aggCCTGTTCTCCGGAGCGGGTGTAGGTAAAACCGTTAACATGATGGAGCTc-3'

3冒一tccGGACAAG闘CGCCCACATCCATTTTGGCAATTGTACTAC魎 一5曾

Stu工Mro工5ac工

Ser

Gly150Ser5'-aggCCTGTTCGTTTCCGCGGGTGTAGGTAAAACCGTTAACATGATGGAGCTC-3'

38-3三一幽C从GCA△AGGCGCCCA(;ATCCATTTTGG幽TACTハ.0⊆ 幽 【-5露

5tロ 工 伽a工5ac工

図3-3β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 変 異 を 持 つF。F,発 現 プ ラ ス ミ ドの 構 築
。

pBMUD13-AdKのStUl-SacI断 片 を 、 図 の よ う な 合 成DNAの カ セ ッ トで 置 き

換 え て 、 βGly149→Serお よ び βGly150→Serの 置 換 変 異 を 導 入 し た(pBMUD13-

G149Sお よ びpBMUD13-G150S)。 βSer174→Pheの 変 異 を 導 入 す る 場 合 に は
、

pB冊13、ABMUDI3-G149S、ABMUDI3-G150SのSacl-Tth1111断 片 を
、 そ れ ぞ れ 、

pBMDl1R17の 同 じ断 片(図3-1)と 置 き換 え た 。 制 限 酵 素 部 位 は 、Hi(Nindlll)、

N(Ndel)・Sa(Sacl)、St(Stvl) 、T(Tth1111)の よ う に 略 号 で 示 した 。

Hpalお よ びMrol部 位 はDNAの カ セ ッ トを 合 成 す る 際 に新 た に導 入 し た
。
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図3-4βSer149、 βSer150、 βPhe174変 異 を 導 入 し たF。F1発 現 プ ラ ス ミ ドを

持 っDK8株 よ り調 製 したEDTA抽 出 画 分 の 、SDS一 ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ

ル 電 気 泳 動 に よ る分 析 。

グ リセ ロ ー ル を単 一 炭 素 源 と し た 最 小 培 地 で 菌 を 培 養 し 、 反 転 膜 小 胞 を得 た。

こ れ か ら調 製 し たEDTA抽 出 画 分 を0.1XのSDSを 含 む12.5%の ポ リア ク リル

ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 後 、 銀 染 色 を行 っ た 。EDTA抽 出 画 分 を 調 製 す る の に用

い た 菌 は 、DK8株 に、 以 下 に 示 す よ う な 、 野 生 型 あ る い は β サ ブ ユ ニ ッ トに 変 異

を持 っF。F1発 現 プ ラ ス ミ ドを 導 入 し た も の で あ る 。 導 入 さ れ て い る プ ラ ス ミ

ドはpBWU13(野 生 型,lane1)、pBMUD13-S174F(βSer174→Phe,1ane2)、

pBMUD13-149SF(β61y149→Ser/βSer174→Phe,1ane3)、PBMIID13-G149S(β

Gly149→ ・Ser,lane4)、pBMUD13-150SF(βGly150→Ser/βSer174→Phe,lane

5)、pBMUD13-G150S(βGly150→Ser,1ane6)で あ る 。 ま た、 比 較 の た め に

pBR322(noF。F1,lane7)を 導 入 し たDK8株 よ り、 同 様 にEDTA抽 出 画 分 を調

製 し た 。 精 製F1は1μgを 、EDTA抽 出 画 分 は2μgの タ ン パ ク 質 量 を 用 い

て 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 β サ ブ ユ ニ ッ トに 変 異 を 導 入 し た いず れ の 場 合 も 、 野 生

型 と 同 様 に、F1が 可 溶 化 さ れ て い た 。
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表3-2FOF1発 現 プ ラ ス ミ ドの β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 へ の 変 異 導 入 。DK8株 で

発 現 さ せ た と き の 酸 化 的 リン 酸 化 活 性 と反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 。

PlasmidMutation(s)inβsubunitGrowthonMembrane

succinateATPase

%units!mg(X)

pBWU13None(wild-type)10024.7(100)

pBMUD13-S174FSer174→Phe〈53.02(12)

pBMUD13-149SFGly149今Ser/Ser174→Phe859.92(40)

pBMUD13-150SFGly15D→Ser/Ser174→Pheく5
,0.82(3.3)

pBMUD13-G149SGIy149→Ser覧9420.9(85)

pBMUD13-G150SGly150→Ser9525.2(102)

酸 化 的 リ ン酸 化 の 活 性 は 、 コ ハ ク 酸 を 単 一 炭 素 源 と した 培 地 で の 生 育(growth

yield)を 指 標 と した 。 野 生 型 のF。F1遺 伝 子 を 持 っpB網13を 導 入 し た場 合 、

OD65。 は 最 大0.80に 達 し た 。 β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 変 異 を持 っ 場 合 の 生 育 は
、

野 生 型 に対 す る 割 合 で 示 し た 。 プ ラ ス ミ ドを 持 つDK8株 を、 グ リセ ロ ー ル を 単 一

炭 素 源 と して 培 養 し、 菌 体 か ら反 転 膜 小 胞 を調 製 し た 。 表3-1と 同 様 に反 転 膜

小 胞 のATPase活 性 を測 定 し 、 か っ こ の な か に は 野 生 型 の 活 性 に対 す る相 対 活 性

を 示 し た。
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ル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 した 結 果 、F1の 各 サ ブ ユ ニ ッ トの 量 は 、 変 異 に よ っ て 変

わ らな か っ た 。 し た が っ て 、 い ず れ の 変 異 酵 素 も 膜 上 に ほ ぼ 等 量 存 在 して い る こ

とが 明 らか に な っ た(図3-4)。

導 入 し た 変 異 に よ っ て 、 酵 素 活 性 が どの よ う に影 響 を受 け た か 、 表3-2に 結 果

を示 した 。 βPhe174変 異 だ け をFoF1プ ラ ス ミ ドに 導 入 す る と、DK8株 は コ ハ ク

酸 培 地 で 生 育 し な か っ た が 、 第 二 の 変 異 と して 、 βGly149→Serを 導 入 す る と

(,8Ser149/βPhe174変 異)生 育 が 画 復 し た。 ま た 、 βPhe174変 異 のATPase活

性 が 野 生 型 の 約10%な の に対 して 、 生 育 が 回 復 し た,CiSer149!βPhe174変 異 で は 、

野 生 型 の40Xに 上 昇 して い た 。 以 上 の 結 果 は 、 変 異 株KF11と 復 帰 変 異 株RE17

にっ い て 得 られ た 結 果 と一 致 して お り、 βPhe174変 異 の 表 現 型 を 抑 圧 した の は

,(iSerl49変 異 で あ る こ と を 確 認 した こ と に な る。 一 方 、 βSer150を 第 二 の 変 異

と して 導 入 した 場 合 に は(,liSer150/aPhe174変 異)、 活 性 は ま っ た く 回 復 せ ず 、

抑 圧 の 効 果 は 、 βSer149変 異 に特 異 的 で あ っ た。

,QGly149→Ser(βPhe174変 異)、 あ る い は 、,tiGly150→Ser(βSer150変 異)

を単 独 で 導 入 す る と、 コ ハ ク 酸 培 地 で の 生 育 、 お よ び 、 反 転 膜 小 胞 のATPase活

性 と も に野 生 型 とほ と ん ど変 わ ら な か っ た 。 単 独 の 変 異 で は 、 活 性 に ほ とん ど影

響 し な い こ れ らの 二 つ の 変 異 の う ち 、 な ぜ 、 βSer149変 異 だ けが βPhe174変 異

の 表 現 型 を 抑 圧 で き た の か を さ ら に検 討 した 。

4.,8Gly149、,QGly150お よ び,8Ser174残 基 の 変 異 が 、ATPase活 性 のMgt+

お よ びCa2+依 存 性 に 及 ぼ す 効 果

す で に報 告 さ れ て い る よ う に(56)KF11株(,8Phe174変 異)のATPase活 性 の

Mgt+ま たCat+依 存 性 は野 生 型 と は 大 き く変 化 す る(図3-2A,B)。 そ の た め 、

,8Ser174は 、2価 カ チ オ ン(Mgt+あ る い はCa2+)の 結 合 部 位 あ る い は そ の 近

傍 に位 置 す る 残 基 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た(56)。aSer174残 基 の 変 異 の 表 現

型 を βGly149残 基 の 変 異 が 抑 圧 す る 機 構 を 分 子 レベ ル で 明 らか にす る た め に、

,8Serl74、QGly149、,QGly150残 基 に 変 異 導 入 し た 酵 素 の 、Mg2+-ATPase活 性 お

よ びCa2+-ATPase活 性 を測 定 し比 較 した(図3-5)。RE17株(βSer1491βPhe

174変 異)で は 、Mgt+依 存 性 のATPase活 性 が 回 復 して い た(図3-2C)。In

VIVOの 酸 化 的 リ ン 酸 化 活 性 の 回 復 がMgt+-ATPase活 性 の 回 復 と一 致 す る こ とは 、

プ ラ ス ミ ドに 変 異 を 導 入 した 結 果 か ら も確 認 で き た 。,(iSer149/,8Phe174変 異 で

は 、Ca2+で は な く 、Mgt+-ATPase活 性 が 回 復 し て い た が 、 βSer150!βPhe174変
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図3-5βGly149、 βGly150お よ び βSer174残 基 の 変 異 がMgt+お よ びCa2+

依 存 性ATPase活 性 に及 ぼ す 効 果

野 生 型(A)、 お よ びQSer149(B,βGly149→Ser)、QSer150(C ,βGly

150→ ・Ser)、 βPhe174(D,βSer174→Phe) 、 βSer149!βPhe174(E,βGly149

→Ser!βSer174→Phe) 、 βSer150/βPhe174(F,βGly150今Ser/βSer174→Phe)

の 変 異 酵 素 が 存 在 す る 反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 を 、MgC12(●)ま た はCaC12

(○)濃 度 を変 え て 測 定 した 。
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異 で は 、 測 定 し たMgC12濃 度 領 域 す べ て に わ た っ て 、 有 意 なMg2f-ATPase活 性

は 見 られ な か っ た(図3-5A,D-F)。

βSer150変 異 のMgt+-ATPase活 性 は 、 野 生 型 と同 様 で2mMMgC12の と き最

大 に な り、 こ れ を 越 え る と顕 著 に 阻 害 さ れ た 。8mMMgCl2の と き の βSer150変

異 の 活 性 は 、2mMの と き の32%に 限 害 さ れ て い た(図3-5A,C)。 こ れ に 対 し て

,8Ser149変 異 の 場 合 に は 、2mM以 上 のMgC12を 加 え て もほ とん ど 阻 害 は 見 られ

な か っ た 。8mMMgC12を 加 え た場 合 に も2mMの と き の89Xの 活 性 が 残 っ て い

た(図3-5B)。Ca2+-ATPase活 性 も、 βSer150変 異 で は野 生 型 と ほ ぼ 同 様 で

あ っ た の に 対 し て,8Ser149変 異 で は2mMCaC12濃 度 ま で 、 ほ と ん ど 有 意 な 活

性 を 示 さ な い ほ ど低 下 して い た。 以 上 の 結 果 は 、 βSer174残 基 と同 様 、aGly

149残 基 も、2価 カ チ オ ン の 結 合 部 位 あ る い は そ の 近 傍 に位 置 して い る こ と を 示

唆 し て い る(56)。 した が っ て 、 βSer1491βPhe174変 異 で は 、aPhe174変

異 に よ っ て 変 化 した 活 性 中 心 のMgt+結 合 部 位 の 構 造 が 、 βSer149変 異 に よ っ て

回 復 し、Mgt+-ATPase活 性 が 上 昇 した 可 能 性 が あ る(図3-5E)。

5.変 異 酵 素 お よ び 野 生 型 酵 素 の ア ジ化 ナ ト リ ウ ム に対 す る感 受 性

ア ジ 化 ナ トリ ウ ム は 本 酵 素 の 活 性 を 特 異 的 に 強 く阻 害 す る と い う こ とが 知 られ

て い る(61)。 こ の 物 質 は 、 活 性 申 心 の 近 傍 に結 合 す る と考 え ら れ て い る 。

13Ser149お よ び βSer150の 変 異 を 持 つ 酵 素 は 、 ア ジ 化 ナ トリ ウ ム に 対 す る感 受

性 が 低 下 し た(図3-6)。Mgt+存 在 下 で 、ATPase活 性 を50X阻 害 す る ア ジ 化 ナ

ト リ ウ ム 濃 度 は 、 野 生 型 、 βSer150変 異 お よ び βSer149変 異 の 場 合 、 そ れ ぞ れ 、

0。034mM、0。13mM、 お よ び4.3mMで あ っ た(図3-6A)。 βSer149変 異 の 場 合

に は 野 生 型 の 酵 素 よ り、 ア ジ 化 ナ ト リウ ム 感 受 性 が100倍 以 上 低 下 して い た。

βPhe174変 異 酵 素 は 、 野 生 型 よ りわ ず か に 感 受 性 が 低 下 して お り 、 以 前 の 結 果 と

よ く一 致 し た(58)。 こ れ に、 第 二 の 変 異 と して 、 βSer149、 お よ び 、 βSer

150を 導 入 す る と、 さ ら に、 ア ジ 化 ナ トリ ウ ム 感 受 性 が 低 下 し た。 同 様 に、 活 性

を50X阻 害 す るの に必 要 な 濃 度 は 、,8Phe174変 異 、 βSer1501βPhe174変 異

お よ びQSer149/,8Phe174変 異 の 場 合 、 そ れ ぞ れ0.051mM、1.8mMお よ び

1.6mMで あ っ た。Ca2÷ 存 在 下 でATPase活 性 を 測 定 す る と 、 上 の 結 果 と 同 様

に 、 野 生 型 の 酵 素 お よ び βPhe174変 異 酵 素 に 、 さ ら に βSer149変 異 ま た は

βSer150変 異 を 導 入 し た 場 合 に ア ジ化 ナ ト リウ ム 感 受 性 が 大 き く低 下 した(図

3-6B)。 た だ し、 βSerl50の 変 異 の み の 場 合 に は 、 野 生 型 と ほ とん ど変 わ らな か
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図3-6変 異 酵 素 のATPase活 性 に及 ぼ す ア ジ 化 ナ ト リウ ム の 効 果

反 転 膜 小 胞 の 、Mgt+依 存 性ATPase活 性(A)お よ びCat+依 存 性ATPase活 性

(B)を 、 ア ジ 化 ナ ト リウ ム の 濃 度 を 変 え て 測 定 し た 。 野 生 型(○)、 お よ び β サ

ブ ユ ニ ッ トに変 異 を 持 っ 酵 素(βSer149 ,△;βSer150,□;βPhe174,●;,8Ser

149!βPhe174,▲;βSer1501βPhe174 ,■)に 、10祕(ま た は100mM)ま で の ア

ジ 化 ナ ト リ ウム を 加 え てATPase活 性 を 測 定 し た 。 ア ジ 化 ナ ト リウ ム を 加 え な い

と き の 活 性 に対 す る相 対 活 性 で 示 し た 。 測 定 に 使 用 した 反 転 膜 小 胞 の 量 は
、

6μg(タ ン パ ク量)に 揃 え た 。
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った。

以 上 の結 果 は 、 βGly149お よ び βGly150残 基 が 、 ア ジ化 ナ トリウム に よ る

ATPase活 性 の 阻 害 に重 要 で あ るこ とを示 して い る。 す で に当研 究室 で 分離 ・同定

され た変異 株KF43(βArg246→His)(62)や 、他 の 研 究室 で分 離 され た αサ ブ

ユニ ッ ト変 異 株 の復 帰 変 異株(63)で 、 ア ジ化 ナ トリウム に対 す る感 受 性 の低 下

が起 き るこ とが示 され て い る。 ま た、酵 母 の αサ ブ ユ ニ ッ トお よび β サ ブユ ニ ・ソ

ト変 異株 で も感 受性 が変 化す る こ とが示 され て い る(64,65)。 これ らの こ とか

ら、 ア ジ化 ナ トリウ ム によ る阻 害機 構 には 、 βGly149、,8Gly150、 βArg246、 ま

た、 まだ同 定 されて いな い αサ ブ ユ ニ ッ ト上 の残 基 が 関与 して いる と考 え る こ と

が で きる。 これ らの 残基 の位 置 は 、触 媒 部位 の 近傍 で あ る可能 性 が あ る。

第4節 ま とめ

KF11株 は、,BSer174残 基 がPheに 置換 して酵 素 活 性 を失 っ て い る。 こ の株

か ら分 離 した復 帰 変 異株REユ7株 で は、 βSer174→Pheの 変異 の他 に、glycine-

richsequence中 に位 置 す る βGly149残 基 がSerに 置 換 して い た。 これ らの 変

異 をF。F1プ ラ ス ミ ドに導入 して 詳 し く検 討 した結 果 、 βSer174→Pheの 変 異 の

効果 は、,BGly150残 基 で は な く βGly149残 基 がSerに 変異 す る と抑 圧 され る

こ とが 明 らか にな っ た。 また、 βSer174→Phe、 βGlyl49→Serの 変異 が起 き る と、

Mgt+-ATPase活 性 、Ca2+。ATPase活 性 が野 生 型 とは異 なっ て くる こ とか ら、 これ

らの 残 基 が、 活 性 中心 の2価 カチ オ ンの結 合部 位 あ る いは その近傍 に存 在 す る こ

とが示 唆 さ れ た。 さ らに、 ア ジ化 ナ トリウ ム に対 す る感 受 性 は、aGly149→Ser

の変 異 によ って 著 し く低 下 した。 βGly150残 基 が変 異 した場合 に も、 感 受 性 は わ

ず か に低下 し、 これ らの 残基 は触 媒部 位 の近 傍 に位 置 して いる ことが示 唆 され た。
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第4章ATPの リ ン酸 基 の 近 傍 に あ る βVa1198一 βLys201の 領 域

第1節 緒 論

前 章 で述 べ た よ う に 、 βサ ブ ユ ニ ッ トの βSer174→Phe変 異 の 効 果 は 、 同 じサ

ブ ユ ニ ッ トの 、 βGly149残 基 がSerに 置 換 す る と抑 圧 さ れ た 。 こ の βGly149

は ・glycine-richsequence(βGly149一 βThr156)の ア ミ ノ末 端 側 に 位 置 して

い る 。Glycine-richsequenceを 持 つ 多 くの ヌ ク レ オ チ ド結 合 タ ン パ ク 質 の う

ち 、 ア デ ニ レー ト ・キ ナ ー ゼ(66)、ras遺 伝 子 産 物 で あ るp21タ ン パ ク 質

(67-69)、elongationfactorTu(70)の3種 類 の 高 次 構 造 が 、 現 在 、 結 晶 の

X線 解 析 に よ っ て 明 らか に さ れ て い る(71-75)。 そ れ らの 構 造 を 比 較 す る と、 ど

のglycine-richsequenceも 、 β 一strandとa-helixの 問 を っ な ぐ100Pの 構

造 を と って い る。 こ の100pは 、 ヌ ク レオ チ ドの リ ン酸 基 の 結 合 部 位 を 構 成 し て

い る た め ・P-loopと 呼 ば れ、る こ と も あ る(48)。 β サ ブ ユ ニ ッ トのaGlyi49一

βThr156の 領 域 は 、 触 媒 活 性 に 重 要 な 残 基 を 多 く含 ん で お り、 同 様 なP-loop

を形 成 して い る 弓 とが示 唆 され て い る。 したが って、 βGユy149-,8Thr156の 領

域 と相 互作 用 す る残 基(領 域)は 、活 性 中心 を構 成 す る残 基 あ る いは活 性 中心近

傍 に存 在す る残 基 を含 ん で い る可 能 性 が あ る。

本 章 で は、 まず 、 βSer174→Phe変 異 を抑 圧 す る機 構 を、 さ らに詳 細 に検 討す

る ため に・,8Glyl49をAla、Cys、Thrに 置換 した。 これ らの変 異 は,8Ser174

→Phe変 異 と共 にF。F1発 現 プ ラ ス ミ ドに導 入 した
。 ま た、 βGly149一 βThr

156の 領 域 に起 こっ た変 異 を抑 圧 す る、 β サ ブユ ニ ッ トの 変異 を得 る ため に、

polymerasechainreaction(PCR)を 用 いて 領域 特 異的 に変 異 を導 入す る方法 を

確 立 した。 この 方法 に よって 、 βGly149→Cys変 異 を、 βVa1198→Ala変 異 が抑

圧 す る こ とを明 らか に した。
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第2節 実 験 方 法

前 章 まで に 述 べ た 方 法 にっ い て は 詳 細 を 省 き 、 本 章 で 新 た に 用 い た 実 験 方 法 に

つ い て の み 述 べ る 。

1.菌 株 と培 養 条 件

本 章 で 用 い た 菌 株 と培 養 条 件 に つ い て は 前 章 で 述 べ た 。

2.用 い た 組 換 え プ ラ ス ミ ド

野 生 型 あ る い は β サ ブ ユ ニ ッ トに変 異 を 持 つF。F1を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド、

pBWU13、pBMUD13-S174Fは 前 章 で 述 べ た 。 後 述 す るpolymerasechainreaction

(PCft)に よ る 領 域 特 異 的 な1変 異 導 入 の た め に 、 組 換 え プ ラ ス ミ ドpUDSE709(76)

を 用 い た 。AUDSE709は βサ ブ ユ ニ ッ トの,8Leu162一 βArg398を コ ー ドす る

Sacl-Eco47111の 断 片(709bp)を 持 っ て い る。DNA断 片 は 、 あ らか じめ

Eco47111の 認 識 配 列 を 導 入Lて お い たpUC18の 、multi-cloningsiteに 導 入 さ

れ て い る 。 ま た 、pUDSE709の βサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に は 、 合 成2本 鎖DNAに よ

るcassette一 皿utagenesislこ よ っ て 、 ア ミ ノ酸 配 列 は 変 え な い よ う な 形 で 、 新 た

にClal、Acclll、Xholの 認 識 配 列 が 、 導 入 さ れ て い る 。

3.Polymerasechainreaction(PCR)を 用 い た 領 域 特 異 的 な 変 異 導 入

AUDSE709をtemplateと し、pUC18のmulti-cloningsiteの 上 流 お よ び 下 流

域 に 結 合 す る 二 つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、PerkinEl皿erCetus社 製 のAmpliTaq

kitに よ っ て 遺 伝 子 を 増 幅 し た(77)。1ngのpUDSE709、20pmolず つ の プ ラ

イ マ ー と1unitTaqpolymeraseを 、10mMTris-HCl(pH8.3at25℃)、50

mMKC1、1.5祕MgCl2、0.001ゼ ラ チ ン と各 種dNTPを 含 む 緩 衝 液 中 に加 え 、 総

容 量50μ1と した 。 こ の と き 、dTTP濃 度 を0.2μHに 限 定 し、dATP、dCTP、

dGTPは100μHと す る 反 応 条 件 で1サ イ ク ル("94℃ 、2.5分"→"55℃ 、2分"

→"72℃ 、4分")の 反 応 を 行 っ た 。 そ の 後 、dTTPを100μHに な る よ う に加 え て

か ら、"94℃ 、1分"→"55℃ 、2分"→"72℃ 、2分"の 反 応 を24サ イ ク ル 行 い 、

最 後 に72℃ 、2分 の 反 応 を追 加 し た。 反 応 液 の 蒸 発 を 防 ぐ た め に重 層 して あ っ た
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ミネ ラ ル オ イ ル を ピ ペ ッ トマ ンで で き る だ け 除 き、 等 量 の フ ェ ノー ル/ク ロ ロ ホ

ル ム(1:1)を 加 え て よ く撹 拌 し た 後 に水 層 を抽 出 し た。 水 層 の 容 量 の1/10量 の

3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液(pH5.2)と2倍 量 の エ タ ノー ル を 加 え て 一80℃ で15分 間

静 置 した 後 遠 心 を 行 っ た 。DNA沈 澱 は エ タ ノー ル で 洗 っ て か ら乾 燥 し、TE緩 衝

液[10mMTris一 亙C1(pH8.0),1mMEDTA]に 溶 解 し た 。 これ を5%ポ リ ア ク

リル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 を 行 う と、 約790bpの バ ン ドが 検 出 で き た 。 こ の

DNAの バ ン ドを 電 気 的 に 抽 出 し、Saclお よ びEco47111で 消 化 した 。

4.抑 圧 変 異 の ス ク リ ー ニ ン グ

SaclとEco47111で 消 化 した 上 記 のPCR産 物 約0 .3μgを 、 同 様 にSaclお

よ びEco47111で 消 化 し た約0.7μ9のpBMUD13-G149Cと 合 わ せ て1igase処

理 を行 っ た0こ の後 ・ エタ ノー ル沈 澱 を行 っ て、DNAを5μ1の 蒸 留水 に溶

解 した 。DK8株 を 受 容 菌 と して 、 文 献 の 方 法 に よ っ てelectroporationに よ る

DNA導 入 を 行 っ た(78,79>・ 。 コ ハ ク 酸 を 単 一 炭 素 源 とす る 寒 天 培 地 に 、104程

度 の形 質転 換 コ ロニ ーが 生孝 る よ う に菌液 を塗 布 し、37℃ で48時 問 ま たは72時

間 放 置 した 。 直 径 約0.5mm以 上 の コ ロ ニ ー を 復 帰 変 異 株 と し て選 択 し、 プ ラ ス

ミ ドの 塩 基 配 列 を 決 定 した 。

5.そ の 他 の 方 法 と試 薬

本 節 で 述 べ な か っ た 方 法 は 、 第2章 、 第3章 で す で に 述 べ た 。

制 限 酵 素 は 、NipponGene社 、TakaraShuzo社 、Toyobo社 よ り、Ligation

kitはTakaraShuzo社 よ り 、SequenasekitはTakaraShuzo社 よ り、(α32-

P)dCTP(>3,000Ci!mmol)はAmersham社 よ り購 入 し た。 そ の 他 の 試 薬 は 和 光 純 薬

社 よ り購 入 した 特 級 試 薬 を 用 い た 。
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第3節 結 果 と考 察

1.βAla149、 βCys149、,(iThr149変 異 の 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 効 果

,8Glyi49残 基 を 、 合 成2本 鎖DNAを 用 い たcassette-mutagenesisに よ っ て
、

Ala、Cys、Thrに 置 換 し た(図4-1) 。 βGly149をAlaに 置 換 した 場 合 に は 、 コ

ハ ク 酸 を 単 一 炭 素 源 とす る液 体 培 地 で 野 生 型 と変 わ らず 生 育 した が
、Cysま た は

Thrに 置 換 した 場 合 に は 、growthyieldに して 野 生 型 の5zに 達 せ ず
、 ほ と ん ど

生 育 しな か っ た(表4-1)。

各 々 の 変 異 株 よ り調 製 し た 反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 は 、 コ ハ ク 酸 培 地 で の 生

育 に ほ ぼ 一 致 し て い た 。 βAla149変 異 の場 合 に は 、 野 生 型 と 同 様 の活 性 が 見 られ

た が 、 βCys149変 異 お よ び,8Thr149変 異 で は 、 そ れ ぞ れ 野 生 型 の8 .4Xお よ び

0.7Xに 低 下 して い た。 これ らの 反 転 膜 小 胞 の タ ン パ ク 質 をSDS一 ポ リア ク リル ア

ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り分 析 した と こ ろ、 どの 変 異 酵 素 も 、 野 生 型 の 酵 素 と ほ ぼ

等 量 の サ ブ ユ ニ ッ トを 有 して い る の が 確 認 で き た(図4-2,1ane1 ,3-5)。

2.βSer174→Phe変 異 を 抑 圧 す る βGly149の 変 異

上 述 の よ う に して 導 入 した βCys149、 βAla149、aThr149変 異 が βSer174→

Phe変 異 を 抑 圧 す る か ど う か は 興 味 深 い 。 そ こ で 、 βPhe174変 異 を 持 っF。F1

発 現 プ ラ ス ミ ドpBMUD13-S174Fの 、,8Gly149をAla、Cys 、Thrに 置 換 し た(表

4-1)。 βAla149変 異 を 導 入 した 場 合 に は 、 βPhe174変 異 を 抑 圧 して 、 野 生 型 と

同 様 に 生 育 した。,8Cys149変 異 も 、 βPhe174変 異 を 抑 圧 し、 野 生 型 の66%ま で

生 育 す る こ とが で き た 。 βThr149変 異 を 導 入 し た 場 合 に は 、 ま っ た く生 育 で き な

か っ た 。

こ れ らの 変 異 を 持 っ 菌 よ り、 反 転 膜 小 胞 を 調 製 し、ATPase活 性 を 測 定 す る と 、

結 果 は コ ハ ク酸 培 地 に お け る 生 育 と よ く一 致 して い た(表4-1) 。 βPhe174変 異

に加 え て ・ βGly149がAla、Cysに 置 換 して い る と(,8Ala149/,BPhe174変 異
、

βCys1491βPhe174変 異)、ATPase活 性 は 、 そ れ ぞ れ 野 生 型 の117% 、10%、 と

な っ た 。 っ ま り、 βPhe174変 異 は 、 βGly149釁 基 をAlaに 置 換 す る と 、 完 全 に

抑 圧 さ れ 、Cysに 置 換 す る とわ ず か な が ら抑 圧 さ れ た。 ま た、Thrに 置 換 す る と

(,BThr149/,(iPhe174)活 性 は 完 全 に 失 わ れ た 。 これ らの 反 転 膜 小 胞 を 、SDS一 ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 した と こ ろ 、 βThr1491βPhe174変 異 の 場 合
、FoFl
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146149162

G工yLeuPheGlyGlyAユaG工yValGユyLy3ThrVaユA3nMeしMetGユuLeu

Ala

Gly149ゆAla5,-aggCCTGTTCGCGGGTGCGGGTGTAGGTAAAACCGTTAACATGATGGAGCTC-3「

3LL幽CAAGCGCCCACGCCCACATCCATTTTGGCAATTGTAC田AC聰 一5・

5tロ 工 毋)a工5aσ 工

Cys

Gly149-　 Cys5'-aggCCTGTTCTGTGGTGCGGGTGTAGGTAAAACCGTTAACATGATGGAGCTc-3'

3㌧L幽CAAGACACCACGCCCACATCCATTTTGGAATTTACTAC魎 一5・

5亡ロ エHpa工SacI

Thr

Gly149ゆThr5冒 一aggCCTGTTCACCGGTGCGGGTGTAGGTAAAACCGTAAACATGATGGAGCTc-30

3L-C鵬CGGCCACGCCCACATCCATTTTGGCATTTGTACTACCtcvaQ-5・

3亡u工CfrIO工5ac工

,

図4-1βGly149残 基 のAla、Cys、Thrへ の 置 換

βPhe174変 異 が 導 入 さ れ て い るF。F1発 現 プ ラ ス ミ ド(pBMIID13-S174F)の

Stvl-Sacl断 片 を 、 合 成2本 鎖DNAで 置 き 換 え て ,8Glyi49に 第 二 の 変 異

(QAla149、 βCys149、QThr149)を 導 入 した 。 構 築 した プ ラ ス ミ ドをpBMUD13-

149AF、ABMIID13-149CF、pBMUD13-149TFと 名 づ け た 。,BAla149
、 βCys149、 β

Thr149変 異 を そ れ ぞ れ 単 独 で 導 入 し、pBMUD13-G149A、pBMUD13-G149C、

pBMUD13-6149Tを 構 築 す る場 合 に は 、pBMUDI3-AdKのStul-Sacl断 片 を 、 上 と

同 じ合 成2本 鎖DNA置 き換 え た 。 制 限 酵 素 部 位 は 、H(Hindlll) 、N(Ndel)、

Sa(Sacl)、St(Stul)、T(Tth1111)の よ う に 略 号 で 示 し た
。;..、Cfr101部

位 はDNAの カ セ ッ トを 合 成 す る際 に新 た に 導 入 した 。

,・



表4隔1βSer174→Phe変 異 の 効 果 を 抑 圧 す る βGly149残 基 の 置 換 変 異
。

GrowthonMe皿brane

PlasmidMutationin,8subunitsuccinateATPase

%units/mg(%)

_pBWU13None(wild-type)10022 .2(100)

pBMUD13-Slt4FSer174→Phe〈51.77(8。0)

pB}藍UD13-149AFGIy149→Ala/Ser174→Phe8619.8(89)

pBMUD13-149CFGly149→CyslSer174→Phe662.30(10)

pBMUDI3-149TFGIy149→Thr1Ser174一 ウPhe〈50.038(0.17)

pBMUD13-G149AGIy149→Ala9426,0(117)

pBMUD13-G149CGly149→Cys<51.87(8.4)

pBMUI〕13-G149TGly149→Thr〈50.155(0.7)

酸 化 的 リ ン 酸 化 の 活 性 は 、 コ ハ ク 酸 を 単 一 の 炭 素 源 と し た 最 小 培 地 で の 生 育

(growthyield)を 指 標 と した 。 野 生 型 のF。F1遺 伝 子 を 持 っpBWU13を 導 入 し

た 場 合 、OD65。 は 最 大0.82に 達 した 。 プ ラ ス ミ ドに変 異 を持 っ 場 合 の 生 育 は 、

野 生 型 に対 す る割 合 で 示 した 。 野 生 型 あ る い は 変 異 を 持 つ プ ラ ス ミ ドを 導 入 し

たDg8株 を グ リセ ロ ー ル を 単 一 の 炭 素 原 と し た 最 小 培 地 で 培 養 し、 反 転 膜 小 胞 を

調 製 し た。 これ を 用 い てATPase活 性 を測 定 し た。 か っ この な か には 、 野 生 型 の

活 性 に対 す る相 対 活 性 を 示 した 。
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図4-2βGly149残 基 お よ び βSer174残 基 に 変 異 導 入 し た 反 転 膜 小 胞 の

SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動

グ リセ ロ ー ル を 単 一 の 炭 素 源 と して 含 む 最 小 培 地 で 、F。Fユ 発 現 プ ラ ス ミ ドを

持 っDK8株 を 培 養 し、 反 転 膜 小 胞 を 調 製 した 。 反 転 膜 小 胞30μg(タ ン パ ク

量)を 、0.1%SDSを 含 む12.5Xポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル で 電 気 泳 動 し た後 、

coo皿assiebrilliantblue染 色 し た 。 野 生 型(lane1) 、 βPhe174変 異(lane

2)、 βAla149変 異(1ane3)、 βCys149変 異(lane4) 、 βThr149変 異

(1ane5)、 βAla1491βPhe174変 異(lane6)、 βCys1491βPhe174変 異

(1ane7)の 各 々 の 反 転 膜 小 胞 に は 、 同 様 に α、 β 、 γ サ ブ ユ ニ ッ トが 認 め られ

た。 し か し、 βThr149!βPhe174変 異 の 反 転 膜 小 胞 に は 、 いず れ の サ ブ ユ ニ ッ ト

も認 め られ な か っ た(1ane8)。 精 製F1は4μg(タ ン パ ク 量)を 用 い た。
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のサ ブ ユ ニ ッ トは ま った く見 られ な か っ た。 これ らの 変 異が 一 つ ず っ では な く

同時 に導 入 され る と、F。F1の 分 子 集合 がで きな くな る こ とが示 され た(図4-2,

1ane2,5,8)。 他 の変 異 酵素 は、 いず れ も野 生 型 とほ ぼ同 じ量 が、 反 転膜 小 胞上

に存 在 して い た(図4-2,lane6,7)。

以 上 の こ とか ら、 βPhe174変 異 を抑 圧す る には 、 βGly149残 基 の 位 置 にAla

(残 基 体 積91.5飽)、Ser(同99.盟3)の よ うな 比 較的 小 さ い残 基(80)を 持

つ ア ミ ノ酸 が必 要 で あ る と考 え た。Ala残 基 で も抑 圧で きた こと は、 βPhe174

変 異 の効 果 を抑 圧 す るに は、,8Glyi49残 基 の位 置 に水酸 基 の 側鎖 を持 つ ア ミ ノ酸

が 必 要 でな いこ とを示 して い る。Cys残 基(残 基 体 積105A3)は 、Ala、Serよ

りわず か に大 き く(80)、 βCys149変 異 が部 分 的 に しか変 異 を抑 圧 で きな か った

こ と と一致 す る。 さ らに大 き いThr残 基(残 基 体 積115A3)(80)は 、F1の 分

子 集 合 を妨 げたOさ ら に興 味深 い こ とに、 βCys149変 異 を単独 で持 っ 菌 は、 前

述 の よ うに コハ ク酸 培地 で生 育 で きな か っ た。 しか し、 これ に加 え て βSer174

残 基 がPhe'に 置換 して いる と生 育 で き るよ う にな り、 この場 合 には、 βPhe174

変 異 が βCys149変 異 を抑 圧 した と考 え る こ とが で き る。 したが っ て、QGly149

→Cys変 異 を抑 圧す る他 の領 域 の 変 異部 位 を同 定す る こ とによ って、 活 性 中 心 の

近 傍 の 残基 ・領 域 が、 さ らに明 らか にな る こ とが期 待 で き る。

3.PCRに よ る領域 特 異 的 な変 異 導 入 と、 抑 圧 変 異 の ス ク リーニ ング

第3章 で述 べ た よう に、glycine-richsequenceが 活 性 中心 の一 部 を構 成 して

い る と考 え る と、 さ らに、 この配 列 の周 囲 に存 在 す る残基 を同 定す る こ とは重 要

で あ る。 そ こで、 βサ ブ ユ ニ ッ ト遺伝 子 のglycine-richsequenceを 除 く領 域 に、

様 々な 変異 を導 入 し、 そ の 中か ら、 βGly149→Cys変 異 の 効果 を抑 圧 す るも のを

選 択 す る こ とを考 え た。

ここ では、 変 異原 を用 いる こ とな く、PCRに よ る領域 特 異的 な変 異導 入 の 方法

を検 討 した(図4-3)。PCRの 最 初 のサ イク ルで 、dTTP濃 度 だ けをTaq

polymeraseのKm値 以 下 に限 定 して反 応 を行 な っ た。Taqpolymeraseに は塩

基 の取 り込み の問違 い(misincorporation)を 修 正 す る機 能 がな い ため(77)、

dTTPの 代 わ りに他 の デ オキ シ ヌク レオ チ ドが取 り込 まれ る と変異 と して固 定 され

る と考 えた。 βCys149変 異 を持 っFoF1プ ラス ミ ド(pBMUD13-G149C)の

glycine-richsequence(βGly149一 βThr156)よ りカ ルボ キ シル末 端側 、 約

415に あ た る領 域 を、 このPCR産 物 で 置 き換 え、DK8株 に導 入 した。2.8x104
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A
glycine-rich

sequence

B
198201

AsnValエ ユeAspLvs▽al

-AACGTTATCGACAAAGTA一

尋

GCT

AIa

図4-3β サ ブ ユ ニ ッ トへ の 領 域 特 異 的 な 変 異 導 入 に よ っ て βCys149変 異 の 抑

制 変 異 を 分 離 す る 方 法

A.β サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 のSacl-Eco47111断 片(709bp)を ク ロ ー ン 化 し

た 。 こ の プ ラ ス ミ ド(pUDSE709)(76)を テ ン プ レ ー トと して
、Sacl-

Eco47111断 片 を含 む 領 域 をPCRに よ っ て 増 幅 さ せ た
。 こ の と き、dTTPの 濃 度 を

他 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ドの1!500に 制 限 し て1cycleの 反 応 を 行 っ た
。 そ の

後 ・dTTPを 他 と 同 じ に な る よ う に 加 え て(100μM) 、25cycle反 応 させ た 。

PCR産 物 をSaclとEco47111で 消 化 し て 、 同 じ くSaclとEco47111消 化 し た

pBMUD13-G149Cに 挿 入 し た 。 こ れ を 、DK8株 に 導 入 し、 酸 化 的 リ ン 酸 化 の 回 復

した コ ロニ ー を、 コ ハ ク 酸 を 単 一 の 炭 素 源 とす る寒 天 平 板 状 で 生 育 で き る こ と を

指 標 に分 離 し た。 制 限 酵 素 部 位 は 、C(Clal) 、E(∬oo47111)、H(gindlll)、

N(Ndel)、Sa(Sacl)、St(Stvl)の よ う に 略 号 で 示 した
。

B.37℃ で48あ る い は72時 間 後 に 、 直 径0.51DID程 度 以 上 に生 育 した コ ロ ニ

ー を 分 離 し
、 プ ラ ス ミ ドを 調 製 し た 。FoF、 プ ラ ス ミ ドの 塩 基 配 列 を決 定 し た と こ

ろ 、 βCys149変 異 を保 持 し 、 さ ら に 、 βVal198残 基 がAlaに 置 換 し て い た
。

,8Lys201残 基 は 、AP3-PLが 結 合 す る た め にATPの γ位 の リ ン酸 基 近 傍 に位 置 し

て い る と考 え られ る 残 基 で あ る。
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個 の ア ン ピ シ リ ン耐 性 コ ロ ニ ー の 中 か ら、 コ ハ ク 酸 培 地 で 生 育 で き る 復 帰 変 異 株

が4個 出 現 した 。 こ れ ら の コ ロ ニ ー か らプ ラ ス ミ ドを 調 製 して 塩 基 醜 列 を 決 定

し た と こ ろ 、 す べ て に お い て 、 βGly149→Cys変 異 は 保 持 さ れ て お り、 さ ら に、

βVal198の コ ドン が 、GTTか ら、Alaを コ ー ドす るGCTに 変 化 して い た(図4-

3)。 βVa1198→Alaが 、,BGIyl49→Cysの 抑 圧 変 異 とな っ た こ と は 、 βVa1198

→Ala変 異 を 含 むSacl-Clal断 片(114bp)を
、 新 た に 構 築 し たpBMUD14-

G149CのSacl-Clal断 片 と 置 き 換 え て 、 コ ハ ク 酸 培 地 で 生 育 が 回 復 す る こ とか

ら確 認 した 。pBMUD14-G149Cは 、 図4-1で 構 築 したpBMUD13-G149CのSacl-

Eco47111断 片 を 、pUDSE709の も の と置 換 す る こ と に よ っ て 残 基 置 換 が 起 き な い

よ う に して 新 た な 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 して あ る(76)。 βVa1198残 基 よ り3

残 基 カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 のQLys201残 基 は 、adenosinetriphosphopyridoxal

(AP3一 肌)の ピ リ ドキ サ ー ル 基 に よ っ て 修 飾 さ れ る 残 基 で あ る(17-19)。 した

が っ て 、 βVal198残 基 は 、 実 際 に βGly149残 基 に 近 い と考 えて よ い だ ろ う 。

4.基 質 の 結 合 に 関 与 し う画る残 基 と 領 域

Glycine-richsequenceと 相 互 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ たSer174残 基 お よ び

Va1198残 基 が どの よ う な 位 置 に あ るの か を 知 る た め に、 す で に 高 次 構 造 が 明 らか

に な っ て い るP21rasタ ン パ ク質 との 比 較 が 可 能 か ど う か を 検 討 した 。 そ の た め

に・459ア ミ ノ酸 残 基 か ら成 る大 腸 菌F。F1の β サ ブ ユ ニ ッ トと189ア ミ ノ酸 残

基 か ら成 るP21rasタ ンパ ク 質 の ア ミ ノ酸 配 列(69)を 比 較 した(図4-4)。

二 つ の 配 列 のglycine-richsequenceが 合 う よ う に 並 べ て 、 ニ ケ 所 に ギ ヤ ツ プ を

挿 入 し、 よ り小 さ いrasタ ン パ ク 質 と重 な っ た 部 分 だ け で 相 同 性 を計 算 す る と

14瓢 にす ぎ な い 。 つ ま り、 全 体 の 一 次 構 造 は ほ とん ど似 て い な い と言 え る 。 しか

し、rasタ ン パ ク質 の 結 晶 構 造 解 析 か ら ヌ ク レ オ チ ドの 結 合 に重 要 な 役 割 を 持 っ

と さ れ た 残 基 ・領 域 が 、 βサ ブ ユ ニ ッ トの 一 次 構 造 に お い て も 保 存 さ れ て い る こ

とは 注 目す べ き 点 で あ る(図4-4)。 前 述 し た よ う に、 リン 酸 基 の 結 合 部 位 を 含

む ・rasタ ン パ ク質 のGly10-Ser17の91ycine-richsequence(旦rAla-

Gly-Gly-Va1一 里r龜 一Ser)は 、 β サ ブ ユ ニ ッ トで は 、 活 性 に 重 要 な 残 基 を 多 く含

ん で い る βGly149-,8Thr156の 配 列(數 一Gly-Ala-Gly-Val一 里 ヱー血 一工h£)と

して よ く保 存 さ れ て い た 。8残 基 の 配 列 の う ち5残 基 は 完 全 に保 存 さ れ て お り、

残 りの3残 基 も保 存 的 な 置 換(81)で あ っ た。
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,BsubunitATGKIVQVIGAWDVEFPQDAVPRVYDALEVQNGNERLVLEVQQQLGGG49

βsubunit工VRTIAMGSSDGLRRGLDVKDLEHPIEVPVGKATLGR工MNVLGEPVDMKG99

,Qsubun'tEエGEEEkWAIHRAAPSYEELSNSQELLETGIKVIDLMCPFAKGGKVGLF(G149

MTEYKLW10

・・****…***・ ・ ・… 。*...*.

βsubunitGAGVGKNMMELIRN工AIEHSGYSVF-AGVGERTREGNDFYHEMTDSNV198

p21rasproteinVLTIQL工QNHFVDEYDPT工EDSYRKQVVIDGETCLLD工LDTAG60
▲ △ ▲ ▲

・*。*。 ・***・.*..* ..

βsubunit工DKVSLVYGQMNEPPGNRLR.VALTGLTMAEKFRDEGRDVLLFVDNIYRYT248

p21rasproteinQEEYSAMRDQYMRTGEGFLCVFA工NNTKSFEDIHQYREQIKRVKDSDDVP110

*****.**

,BsubunitLAGTEVSALLGRMPSAVGYQPTLAEEMGVLQERITSTKTGSITSVQAVYV298

p21rasgroteinMVLVGNKCDLAARTVESRQAQDLA-RSYGIPYIEfiSAKTRQGVEDAFYTL159

...*

βsubunitPADDLTDPSPATTFAHLDATVVLSRQ工ASLGIYPAVDPLDSTSRQLDPLV348

p21rssproteinVREIRQHKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS189

βsub岨itVGQEHYDTARGVQSILQRYQELKDIIAILGMDELSEEDKLVVARAI2KIQR398

QsubunitFLSQPFFVA .EVFTGSPGKYVSLKDTIRGFKGIMEGEYD肌PEQAFYMVGS448

..βsubunit工EEAVEKAKKL459

図4-4大 腸 菌 β サ ブ ユ ニ ・ソ トとp21rasタ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 の 比 較 。

大 腸 菌 β サ ブ ユ ニ ッ トと、 ヒ トH-c-rasp21タ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 を 、

glycine-richsequence(β サ ブ ユ ニ ッ トのGly149-Thr15fi、 お よ び 、rasタ ン

パ ク 質 のGIY10-Ser17)が 合 う よ う に 並 べ た 。 そ れ ぞ れ の配 列 に1ヶ 所 の ギ

ャ ッ プ を 挿 入 し た。 二 っ の 配 列 を 比 べ て 、 一 致 し て い た残 基 は 星 印 を 、 ま た 、 保

存 的 置 換 残 基 は 点 を つ け て 示 し た 。 図 中 のboxは 、glycine-richsequenceを 、

示 す 。rasタ ン パ ク 質 の 、Mgt+と 結 合 して い る 残 基 の 位 置 を ▲ ま た は △ で 示 した 。

▲ は 、 β サ ブ ユ ニ ・ソ トで も保 存(あ る い は 保 存 的 置 換)さ れ て い る残 基 を 、 △ は 、

保 存 さ れ て い な い 残 基 を 示 す 。 ま た 、 点 線 の ア ン ダ ー ラ イ ン は 、rasタ ン パ ク 質

の グ ア ニ ン 環 結 合 部 位 の 一 部 を含 む 領 域 で 、 β サ ブ ユ ニ ッ トで も、 化 学 修 飾 の 結

果 か ら ア デ ニ ン環 の 近 傍 に位 置 す る と 考 え られ る βArg281(84,85)お よ び β

Thr287一 βTyr297(83)に 近 い領 域 で あ る 。
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保 存 的 置 換 も 含 め て 考 え る と、rasタ ン パ ク 質 に お い て 基 質Mg・GTPの 、Mg

イ オ ン の結 合 に 関 与 す るSer17、Asp33、Thr35、Asp57(72,73,82)の う ち 、 β

サ ブ ユ ニ ッ トで は 、Asp33を 除 く3残 基 が,8Thr156、,8Ser174 、 βAsp196と し

て 保 存 され て い た(図4-4)。 さ ら に、rasタ ン パ ク 質 のThr144-Thr148の 領

域(Thr-Ser-Ala-Lys-Thr)は 、 β サ ブ ユ ニ ッ トのQThr283一 βThr287の 領 域

(Thr-Ser-Thr-Lys-Thr)に 保 存 さ れ て い た 。rasタ ン パ ク質 の こ の 配 列 は 、GTP

の グ ア ニ ン環 の 結 合 部 位 を含 ん で い る(72,73,82)。 β サ ブ ユ ニ ッ トで も 、 こ

の 領 域 は 、 近 傍 に位 置 す る,8Thr287-aTyr297が8-azido-ATPで 修 飾 さ れ

(83)、,BArg281が フ ェ ニ ル グ リオ キ サ ー ル で 修 飾 さ れ る こ とか ら(84,85)、

ア デ ニ ン環 の 近 傍 に 位 置 す る と考 え られ て い る 。 し か し、rasタ ン パ ク 質 で 、 や

は り グ ア ニ ン環 の 結 合 残 基 を 含 ん で い るAsn116-Asp119の 配 列 は 、 β サ ブ ユ ニ

ッ トで は ま っ た く保 存 さ れ て い な か っ た 。 以 上 の 比 較 か ら、rasタ ン パ ク質 の ヌ

ク レオ チ ド結 合 部 位 の 構 造 は 、 一 部 を 除 い て β サ ブ ユ ニ ッ トで も保 存 さ れ て い る

と結 論 す る こ とが で き る 。

β サ ブ ユ ニ ツ トの βSer174お よ び βVa1198は 、rasタ ン パ ク 質 のThr35お

よ びGly60の 位 置 に一 致 す る(図4-4)。rasタ ン パ ク 質 のThr35は 、 前 述 し

た よ う にMgイ オ ン の結 創 こ関 与 す る 残 基 で あ る(82)。 前 章 で 述 べ た よ う に 、

rasタ ン パ ク 質 のThr35に 対 応 して い る β サ ブ ユ ニ ッ トの βSer174が
、2価 カ

チ オ ン の 結 合 部 位 あ る い は そ の 近 傍 に 位 置 して い る と示 唆 され た こ とは 興 味 深 い 。

ま た・rasタ ン パ ク質 のGly60の 主 鎖 の ア ミ ド基 は 、GTPめ γ位 の リン 酸 基 と

水 素 結 合 して い る残 基 で あ り(82)、 β サ ブ ユ ニ ッ トの βVa1198残 基 も、 同 様 の

位 置 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。

5.β サ ブユ ニ ・ソ トの 高 次 構 造 予 測

以 上 の 考 察 か ら、rasタ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 を基 に して 、 β サ ブ ユ ニ ッ トの 活

性 中 心 の 、 特 に リン 酸 基 を結 合 す る構 造 の 一 部 を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ミ ュ レ ー シ

ョ ン に よ っ て 予 測 し た 。 推 定 さ れ たglycine-richsequence(P-looP)の 構 造 と、

本 章 の 復 帰 変 異 株 の 結 果 を 合 わ せ て 、 図4-5に 、 構 造 を 模 式 的 に示 した 。

Glycine-richsequenceの100P構 造 は 、ATPの リ ン酸 基 を と りま く よ う に 位

置 して い る と予 測 さ れ た 。 し た が って 、 βAla151等 の 残 基 へ の 変 異 導 入 は 、ATP

の結 合 に影 響 を 与 え る と推 定 で き る。 ま た 、QThr156は 、 基 質Mg・ATPのMg

イ オ ン と水 素 結 合 で き る 位 置 に あ る 。 こ れ は 、Takeya皿aら が(31)、 βThr156を
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図4-5基 質ATPの リン酸基 結 合 部 位 付近 の構 造 モ デル

これ まで に得 られ た変 異株 、 復 帰変 異株 お よ び化 学 修飾(親 和 性 標識)の 結果

よ り、 リン酸基 結 合 部位 あ る いは そ の周辺 で あ る と予 想 され た残 基 を図 中 に示 し

た。

βLys155、,8Lys201お よび αLys201は 、AP3-PLで 修飾 され る こ とか ら、

ATPの γ位 の リン酸基 に近接 す る と予想 され た残 基 で あ る(17-19) 。 最近 、 当研

究室 で 部位 特 異 的 に変 異 を導 入 して、 βLys155お よび βThr156は 、 本 酵 素 の触

媒 活 性 にお いて 必須 な残基 で あ る こ とを明 らか に して いる。 βVal198か ら βLys

201の 周辺 は、復 帰 変異 株 と化学 修 飾(親 和 性 標識)の 結 果 よ り、ATPの γ位 の

リン酸 基 を結合 す る領域 で あ る こ とが 強 く示 唆 され た。,8Ser174は 、 βGly149

と相 互作 用 し得 る残 基 で あ る こ とか ら、 お互 い に近 い位 置 にあ る と考 え られ る。

QAla151の 変 異 は酵 素 活性 に大 き く影 響 す る こ とか ら、 この残基 の位 置 は触 媒部

位 の近 傍 と予 想 され る(31)。glycine-richsequence(QGly149-,8Thr156)

の構 造 とATPの 位 置 は 、p21rasタ ン パ ク質 の構 造 を も とに コン ピュ ータ ー シ ミ

ュ レー シ ョン によ り推定 した もの を参 考 に した。
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触媒 活 性 に重要 な残 基 で あ る と推 定 した こ とと よ く一 致す る。 βLys155と 、

91ycine-richsequenceよ りカ ル ボキ シル 末端 側 の βLys201ま た、 αサ ブ ユ ニ

ッ トの αLys201は 、adenosinetriphosphopyridoxal(AP3-PL)に よっ て修 飾 を

受 け る こ とが知 られ て い る(17-19)。 したが って 、 これ らの3つ の 残基 も、

ATPの γ位 の リ ン酸 基 近傍 に位 置 して い る と考 える こ とが で きる。 しか し、AP3-

PLは 、Mgt+を 加 えな い条 件 の と きに は αサ ブ ユ ニ ッ トに結 合 しや す い ことか ら、

αLys201が 、非 触 媒部 位 のATP結 合 部位 に存 在 す る残 基 で あ る可 能性 も残 って

い る(19)。

復 帰変 異 の解 析結 果 は、 βSer174残 基 が 、Mga+の 結 合 部 位 の近 傍 で、asly

149残 基 と も相 互作 用 で きる位 置 に存 在 す るこ とを示 唆 して い る。 一 方、 βVa1

198残 基 は、 βGly149残 基 とATPの γ位 の リン酸 基 近傍 に位 置 して い る と考 え

る こ とが で き る。 以 上 よ り、 βVa1198か らAP3-PLで 修 飾 され る βLys201を 含

む領 域 が、ATPの γ位 の リン酸基 に近 接 し、結 合 部 位 の一 部 を形 成 して い る と推

察 した。

第4節 ま とめ ひ

Glycine-richsequenceの βSer149変 異 が、 βPhe174変 異 の 効果 を抑 圧 す る

機 構 を検 討す るため に、 βAla149、 βCys149、QThr149変 異 を導 入 した。 その結

果 、,BPhe174変 異 の表 現 型 は、 βGly149残 基 がAla、Serに 置 換 す る と抑 圧 さ

れ、Cysに 置換 して も部 分 的 に抑 圧 され た。 しか し、Thrに 置 換 した βThr149/

βPhe174変 異 酵 素 は、 細 胞 膜 に分 子 集 合 で き なか っ た。 変異 効果 を抑 圧 す る機 構

には 、149の 位 置 の 残基 の大 き さが関 わ っ て い る と結 諭 した。 ま た、 βGly149→

Cysの 変 異 によ って酵 素 活 性 が失 われ たが、 この変 異 の効 果 は βSer174→Pheの

変 異 に よって抑 圧 され た。 以 上 の結 果 は 、 βCys149変 異 の表 現型 を抑 圧 す る復

帰 変 異 を得 れば 、glycine-richsequenceの 近 傍 に存 在す る残基 の同定 が で きる

こ とを示 して い る。 実 際 そ の よ うな 復帰 変 異 株(βVa1198→Ala)を 得 る こ とが

で きた。rasタ ンパ ク質 の 高次 構 造 を基 に して、 リン酸 結合 部 位 の構 造 を予測

しモ デ ル を考 え た。 以 上 の復 帰 変 異 株 の解 析 、 お よ び以前 の変 異株 や 化学 修 飾 の

解析 か ら、 βサ ブユ ニ ッ トの触 媒 活性 に重 要 と考 え られて いる残 基 が、rasタ ン

パ ク質 の活 性 中 心 あ る いは そ の近 傍 の残 基 と一致 して いる こ とを指 摘 で き た。 β

Va1198残 基 の位 置 は 、rasタ ンパ ク質 では γ位 の リン酸 と水 素結 合 して い る残 基

に相 当 して いた。,BVa1198残 基 は、ATP類 似 化 合物 で あ るAP3-PLに よっ て修
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飾 され る βLys201の 近 傍 の 残 基 で あ る こ とか ら、 βVa1198-,8Lys201の 領域

は、ATPの γ位 の リン酸 を結 合 す る残 基 あ るい はそ の 近傍 に位 置 して い る と考察

した。
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第5章 γサ ブユ ニ ッ トの カ ル ボキ シル末 端 領域(yGln269一 γVa1286)の

機 能

第1節 緒 論

大腸 菌 で は α、 β、 γサ ブユ ニ ッ トを混 合 す る と、ATPase活 性 を持 っ α3β3γ

複合 体 が再 構 成 で き る(86)。 α3β3γ の活性 、Km値 等 は、 精 製F1の もの とほ

とん ど変 わ らな い。 この 結果 は、完 全 な(正 常 な)F1の 触 媒 部位 を構 成す る ため

には 、活性 中心 が存 在 して い る βサ ブユ ニ ッ トお よび αサ ブユ ニ ッ トに加 え て γ

サ ブユ ニ ッ トが 必要 な こ とを示 唆 して い る。好 熱 菌 で は、 α、 βサ ブユ ニ ・ヅ トだ

け でATPase活 性 が再 構 成 され る と報 告 され て い るが、 α3β3よ りな る複 合 体 で

は、 完 全 なF1の20%の 活 性 しか再 構 成 で きて いな い(87,88)。 したが って、

この場 合 に も、Fzが 正 常な 触 媒活 性 を持 っ た め には γサ ブユ ニ ・ソトが必 要 で ある

と考 え られ る 。 また、 γサ ブユ ニ ッ トは、H+輸 送 路 の ゲ ー トの役 割 を持 っ こ とも

示 唆 され て いる(25)。 しか し、 ア ミ ノ酸残 基 レベ ル で の γサ ブユ ニ ッ トの機 能

解 析 は、 ほ とん どな され て いな い。

当研 究室 のKanazawa(89)お よ びMiKi(90)ら は、 大 腸 菌変 異 株 の解析 を行

っ た。yGln269-amendの 変異 によ って 、 カ ル ボ キシ ル末 端 か ら18残 基 が欠 失す

る とATPase活 性 が 失 われ る こ と、 γGln261今endの 変異 によ って、 さ らに8残

基 が欠 失す る とFs部 分 が 分 子集 合 で きな くな る こ とが 明 らか に され て いる(89,

90)。 また、 ア ミノ末端 に近 い部 分 γLys21一 γAla27が 欠 失す る とF1部 分 の

分 子集 合 が 見 ら乳 な くな る(91)。 γサ ブ ユニ ッ トの 一次 構造 は、 これ まで に13

種 で報告 されて お り、 これ らの配 列 を比 較す ると相同性 は比 較的低 い(iox程 度)。

しか し、 カ ル ボキ シ ル末 端 領域(大 腸 菌 で はyAla237-yGly254お よび γTyr

262-yAla285)に は保 存残 基 が 集 中 して い る。13種 の γサ ブユ ニ ・リ トに お いて

完 全 に保 存 され て い る29残 基 の うち 、19残 基 が この二 つ の領 域 に位 置 して い る

(92,93),

第5章 で は、 γサ ブユ ニ ッ トの 役割 を明 らか にす る ため に、 このサ ブユ ニ ッ ト

の機 能 領域 を含 んで いる可 能性 の あ るカ ル ボキ シル末 端 領 域[yGln269一 γVal

286(カ ル ボキ シル 末端 残 基)]に 注 圏 した。 す な わ ち、 γサ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子 を発

現 す る組 換 え プ ラ ス ミ ドを用 いて 部位 特 異 的 に変 異 を 導入 し、 変 異 γサ ブ ユ ニ ッ

トを持 っ酵 素の 性 状 を解 析 した。
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第2節 実 験 方 法

前 章 ま で に述 べ た 方 法 は 詳 細 を 省 き 、 本 章 で 新 た に 用 い た 方 法 に っ い て の み 述

べ た 。

1.菌 株 と培 養 条 件

本 章 で 用 い た 菌 株 は 、 す で に 当研 究 室 でhydroxyla皿ineを 変 異 原 と して 得 られ

て い た γサ ブ ユ ニ ッ ト変 異 株KF10rA[`加,tby,recAi,a砂610(γGln14→end)亅

(89,90)と 、 遺 伝 子 操 作 に 用 い たJM83(ara,dlac-pro,strA,¢580γ,

IacZdM15)(35)で あ る 。 菌 の 培 養 に は 、 最 小 培 地 と してTanaka培 地(37)

を 用 い 、 必 要 に応 じて チ ミ ン(100μ91m1)、 チ ア ミ ン(2μ91m工)を 、 ま た 、

炭 素 源 と し て 、7mMグ ル コ ー ス ま た は15mMコ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム を そ れ ぞ れ 加

え た 。 反 転 膜 小 胞 を 調 製 す る 場 合 に は0.4xの グ ル コ ー ス を加 え た 。 栄 養 培 地 と

して はLbroth培 地 に チ ミ ン(50,ug/ml)を 加 え 、 必 要 に応 じて50,ug/mlの

ア ン ピ シ リ ン ま た は20,ug/mlの テ トラサ イ ク リ ン を 加 え た 。 寒 天 平 板 の 調 製 に

は ・ 上 の 培 地 に1.5%の 寒 天 を加 え た 。 い ず れ の 場 合 も 、37℃ で 好 気 的 に培 養 し

た。

2.野 生 型 お よ び カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら4、10、18残 基 欠 失 した γサ ブ ユ ニ ッ

トを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド

pBWG11(図5-1A)は 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー の 支 配 下 に 、 野

生 型 の γサ ブ ユ ニ ・ヅ トを 発 現 す る組 換 え プ ラ ス ミ ドで あ る。 ま た 、 γサ ブ ユ

ニ ッ ト遺 伝 子 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 を コ ー ド して い る部 分[yGln261一 γVa1

286(カ ル ボ キ シ ル 末 端)】 に は 、 容 易 に変 異 が 導 入 で き る よ う に、 ア ミ ノ酸 配 列

が 変 化 しな い よ う な 形 で 、 各 種 の 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 して あ る。 こ の プ ラ ス ミ ド

を、 酸 化 的 リン 酸 化 に よ っ て 生 育 で き な い γ サ ブ ユ ニ ・ソ ト変 異 株KFIOrAに 導 入

す る と生 育 が 回 復 す る 。 ま た 、pBMG283e(yAla283-amend)、pBMG277e(γThr

277→end)、pBMG269e(yGln269→end)か ら は 、 そ れ ぞ れ 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 よ

り4残 基 、10残 基 、18残 基 を 欠 失 し た γ サ ブ ユ ニ ッ トが 合 成 さ れ る(図5-IA,

II-Iv)。 こ れ らの プ ラ ス ミ ドは 、 当 研 究 室 のMikiに よ っ て 構 築 さ れ た。

.t



図5-1γ サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 変 異 を 持 つ プ ラ ス ミ ドの 作 製
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図5-1γ サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 に 変 異 を 持 っ プ ラ ス ミ ドの 構 築

γサ ブ ユ ニ ッ トの カ ル ボ キ シ ル 末 端 領 域 の 遺 伝 子 配 列 とア ミ ノ酸 配 列 を示 した

(A,1)。 異 な る13種 の 一 次 構 造 を 比 較 して 完 全 に 保 存 さ れ て い た 残 基 を ア ン

ダ ー ラ イ ン で 示 し た 。pBWG2は 、 野 生 型 γ サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 持 っ 組 換 え プ ラ

ス ミ ド(pBWUI)のDral部 位 にBg1111inkerを 挿 入 した もの で あ る(A,II)。

次 にp跚G2の 一 部 を合 成DNAの カ セ ・リ トで 置 き 換 え てpB凹G283e(Ala283→eRd)

(A,III)、pBMG277e(A,IV)を 構 築 した 。 ま た、pBMG277eの 一 部 を 合 成DNA

で 置 き 換 え てpBWG11(野 生 型)を 構 築 し た(A,V;B)。 い ず れ の 場 合 もAmpY

遺 伝 子 の プ ロモ ー ター(P)の 下 流 に γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 が 挿 入 され て い る(B)。

ア ミ ノ 酸 の 置 換 変 異 は 、pBWGIIの355Hlr-Saclま た はSacl-Sacll断 片 を

合 成DNAで 置 き換 え て 導 入 し た(A,VI-XII)。 終 止 コ ドン ま た は ア ミ ノ酸 置

換 を 導 入 した 配 列 をboxで 示 した 。pBMG293fsは 、yAla278残 基 以 降 が フ レ ー ム

シ フ ト し、pBR322由 来 の 配 列 を含 め て293残 基 の 読 み 枠 が で き た(A,XIII)。

制 限 酵 素 部 位 は 以 下 の よ う な 略 号 で 示 した 。S(Il/h),D(Dral),E(EcoRI),

Pt(Pstl),A(Aval},B(Bg111),C(Clal),SI(Sacl),Bs(BssHII),Bb

(Bbel),SII(Sacll),
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3.γ サ ブユ ニ ッ トの カル ボ キ シル末 端 領域 へ の ア ミノ酸置 換 変 異お よび

フ レーム シ フ ト変 異の 導 入

pB冊11の γサ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子(atpの の一 部 を 、 図5-1Aに 示 す 合成DNAで

置 き換 えて、 ア ミノ酸 置 換変 異 お よび フ レー ム シ フ ト変 異 を導 入 した。 γGln269、

γThr277、yGlu275を 置換 す る場 合 にはBssHII部 位 か らSacl部 位 の間 を、 ま

た、yGlu278を 置 換す る場 合 にはSacl部 位 か らSacll部 位 の間 を置 き換 え た。

anti-sense鎖 、sense鎖 のオ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 合成 、 お よび 、合 成DNAの アニ

ー リング とpBWG11へ の挿 入 は
、 第2章 と同様 に行 っ た。 導 入 した変 異 を確 認 す

るた め に、構 築 したプ ラ ス ミ ドのPstl-Bg111断 片(83bp)を 、pUC18の

Pstl部 位 と β8囲1部 位 の問 に挿 入 した。 この 領域 の塩 基 配列 を決 定 して、 目的

の 変異 の他 には変 異部 位 のな い こ とを確認 した 。yGlu278以 降 が フ レー ム シ

フ トしたプ ラス ミ ドpBMG293fsは 、 γGlu278に 変 異 を導 入す る ため に、Sacl-

Avalの 間 をTACCG(GATC) ,(GC)ATCGTC'の 混合 オ リゴ ヌ ク レオチ ドで置 き換 え た

もの の 中か ら分 離 した。 上 の 配列 の ア ンダー ライ ン の部 分 がyGlu278の コ ドン

にあ た る。pBMG293fsの 塩 基 配 列 を決 定 した とこ ろ、 一塩 基 対が 欠 失 し、yGlu

278の コ ドンGAGがAG .に な っ て い た。 この欠 失 に よ って、 γGlu278以 降 の読

み枠(フ レーム)が ず れ 、278-ASSRAPRRFKILKGSR-293と い う、 野生 型 とは ア ミノ

酸残 基 も長 さ も まっ た く異 な る配 列 が コー ドされ て い た。

変 異 γサ ブユ ニ ッ トの 遺伝 子 を持つ 組 換 えプ ラ ス ミ ドを、KF10rA株 に導 入 した。

プ ラ ス ミ ド由来 に合 成 され る γサ ブ ユ ニ ッ トと、染 色 体 か ら合 成 され る他 の サブ

ユニ ッ トに よ ってFoF1が 構 成 され、 変 異 γサ ブユ ニ ッ トを持 つ酵 素 の性 状 を検

討す る こ とが で きた。

4.酵 素 活性 へ のDCCDの 影響

DCCDは 、F。 のoサ ブユ ニ ッ トAsp61残 基 に結 合 してH+輸 送 路 を 阻害 す る 。

この条 件 で変 異 γサ ブユ ニ ッ トを持 つ 菌の 反転 膜 小 胞 をDCCD処 理 し、ATPase活

性 へ の 影響 を検 討 した。

150μg!m1の 反 転膜 小胞 あ る いは50,ug/mlの 精 製 したF1を 、0-40μ 胚

DCCDを 含 む50mMTris-HC1、10mMMgC12、pH7.5、25℃ の緩 衝 液 中 で、15分

間処 理 し、 こ こか ら一部 を とってATPase活 性 を測 定 した。ATPase活 性 の 測 定 は、

DCCD処 理 した反転 膜 小胞 あ る いはF1が 、 タ ン パ ク量 で、 そ れ ぞれ45μg/m1
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あ る い は3.33μglm1に な る よ う に加 え て 、4mMATP、3祕MgC12、35mM

Tris-HC1存 在 下 、pH7.5、25℃ の 条 件 で 行 っ た。

5.そ の 他 の 方 法 と試 薬

反 転 膜 小 胞 の 調 製 、EDTA抽 出 画 分 の 調 製 、ATPase活 性 の 測 定 、H+輸 送 活 性 の

測 定 、SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 と銀 染 色 は 、 第2章 と同 様 に行 っ た 。

タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 の 予 測 は 、Robsonら の 方 法(94)に 従 っ た 。

制 限 酵 素 は、NippollGene社 、TakaraShuzo社 、Toyobo社 、NewEnglandBio-

chemica1社 よ り購 入 した 。T41igaseはTakarashuzo社 よ り購 入 した 。(α 一32P)

dCTP(>400Ci/mmol)はAmersham社 よ り購 入 し た 。DCCDは 、 ペ プ チ ド研 究 所 よ

り、 そ の 他 の 試 薬 は 和 光 純 薬 社 よ り購 入 した 特 級 品 を 用 い た 。

.,'冫

第3節 結 果 と考察 ノ

1.カ ル ボキ シル末 端 よ り4残 基 、10残 基 、18残 基 が欠 失 した γサ ブ ユ ニ ッ

トを もっF。F1の 活 性

F。F1の γサ ブユ ニ ッ トの カ ル ボ キシ ル末 端 側 の役 割 を、 まず 大 まか に検 討 す る

ため にナ ンセ ン ス変 異 を導 入 した。 変 異 γサ ブユ ニ ・ソ トを持 っ酵素 の性 状 を検 討

し、結 果 を 表5-1に ま とめ た。 カル ボ キシル末 端 よ り、4残 基(γAla283今end)、

10残 基(yThr277-amend)を 欠 失 させ る と、 反 転膜 小胞 のATPase活 性 は、 それ ぞ

れ野生型 の約63%、14%、 と減 少 した。18残 基 が欠 失す ると(yGln269→end)、

活 性 はほ とん どな くな っ た。Invivoの 酸 化 的 リン酸 化活 性 の指標 で あ る コ ハク

酸 培 地 にお ける生 育(growthyield)も 、 これ とほぼ 対応 しな が ら減少 し、10残

基 の 欠 失 で は野 生型 の20%ま で生 育 したが 、18残 基 が欠 失す る と完全 に生 育 し

なか っ た。 以上 の結 果 か ら、 γサ ブ ユ ニ ッ トの カル ボキ シ ル末端 の領 域 は酵 素 活

性 に必 要 で あ り、 と くに、yGln269か らyLeu276の 領域 が 、 この サ ブユ ニ ッ ト

の機 能 に重 要 で あ る と考 え られ る。 そ こで 、以 下 の 実 験 で は、 γサ ブユ ニ ・ソトの

カル ボキ シル末 端 領域 のyGln269-yLeu276の 保 存残 基 にア ミノ酸 の 置換 変 異

を導 入 した。
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表5-1γ サ ブ ユ ニ ツ トの カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら4残 基 、10残 基 、18残 基 を 欠

失 す る ナ ン セ ン ス 変 異 を 導 入 し た と き のF。F,-ATPaseの 性 状 。

RelativegrowthyieldMembraneATPase

PlasmidMutationin

ysubunit15mM7mMSAecificInhibitionbyNaN3

succinateglucoseactivityapparentK1

瓢units!mg(瓢)μM

pBWGIINone(wild-type)1001001.4(100)35

pBMG283eAla283-amend(04)83720.88(63)35

pBMG277eThr277-→)end(△10)58200.19(14)40

pBMG269eGln269→end(△is)4500.014(1)NDa

aND
,notdetermined.

野 生 型 ま た は ナ ン セ ン ス 変 異 を 持 っ γサ ブ ユ ニ ッ トの 発 現 プ ラ ス ミ ドを 、 γ サ

ブ ユ ニ ・ヅ ト欠 損 株(KF10rA株)に 導 入 し た。15mMコ ハ ク 酸 ま た は7mMグ ル コ

ー ス を 単 一 の 炭 素 源 とす る 最 小 培 地 で
、 生 育(growthyield)を 比 較 し た 。 野 生

型 の プ ラ ス ミ ドを 含 むKF10rAlpBWG11株 で は 、15祕 コ ハ ク 酸 培 地 でOD65。=

0・79ま で 、7mHグ ル コ ー ス 培 地 で はOD65。=0.70ま で 生 育 した 。 γ サ ブ ユ ニ

ッ ト遺 伝 子 に変 異 を 導 入 した 場 合 の 生 育 は 、 野 生 型 に対 す る割 合 で 示 し た。 グ ル

コ ー ス 培 地 で培 養 し た 菌 よ り 反 転 膜 小 胞 を 調 製 し、ATPase活 性 を 測 定 した 。 か

っ こ の な か に は 、 野 生 型 のATPase活 性 に対 す る 割 合 を 示 した 。 ア ジ 化 ナ ト リウ

ム(NaN3)に よ るATPase活 性 の 阻 害 効 果 は 、 反 転 膜 小 胞 に0-10mMの ア ジ 化

ナ ト リ ウ ム を加 え てATPase活 性 を測 定 し、 ア ジ 化 ナ ト リ ウム 非 存 在 下 のATPase

活 性 をSox阻 害 す る濃 度 で 示 し た。
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2.酸 化 的 リ ン酸 化(ATP合 成)活 性 に対 す る γサ ブユ ニ ッ ト変 異 の影 響

γGln269か ら γLeu276の7ア ミ ノ酸残 基 の領 域 は保 存度 が高 く、13種 の γ

サ ブユ ニ ッ トでyGln269、yAla270、 γ11e272、yThr273、yGlu275が 完 全 に

保 存 され て い た。 この う ち、 親水 性 の 残基 に注 目 して 、yGln269をGluとLeu

に、YThr273をValとGlyに 、yGln275をLysとGlnに 置換 した。

これ らの変 異 を導 入 した組 換 え プ ラス ミ ドを 、 γサ ブ ユ ニ ・ヅ ト欠 損 株 で あ る

KF10rAに 導 入 し、 コ ハ ク酸培 地 お よび グル コー ス培 地 に お け る生 育(growth

yield)を 検 討 した(表5-2)。InYゴYOの 酸化 的 リン酸 化活 性 の指 標 とな る コハ

ク酸培 地 にお け る生 育 は、yGlu269お よびyThr273を 置換 した場合 に低 下 した。

これ に対 して 、yGlu275お よ びyGlu278を 置 換 した場 合 には、 野生 型 とほ ぼ 同

様 に生 育 で きた。 フ レー ム シ フ ト変異 によ って 、野 生 型 の γサ ブユ ニ ッ ト(286

残基)よ り7ア ミ ノ酸 残基 だ け大 き くな り(293残 基)、 そ の上 、278番 目以降

の ア ミ ノ酸配 列 が 野 生型 とは まっ た く異 な って いる場 合 には、 コハ ク酸 培地 で は

まっ た く生 育 で きな か っ た。

3.変 異 γサ ブユ ニ ・ヅトを含 むF1の 分 子集 合

プ ラス ミ ドを持 つKF10rA株 の 菌体 よ り反転 膜 小 胞 を調 製 し、 γサ ブユ ニ ッ ト

に変 異 が導 入 され たF1が 、膜 上 に正 常 に分子 集合 して い る こ とを確認 した。 反

転 膜 小胞 を、EDTAを 含 む低 イ オ ン強度 の緩 衝液 で洗 う と、細 胞 膜 に表 在 して い る

F1部 分 は、膜 に内在 して いるF。 部 分 よ り解離 して再溶 化す る(EDTA抽 出 画分)。

この 可溶 化 画分 をSDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動 にか けた後、 銀 染色 を行

った(図5-2)。 γGln269→Gluの 変異 を除 くいずれ の場 合 も、 野生 型 とほ ぼ同 量

のF1の サ ブユ ニ ッ トが認 め られ た(図5-3,1ane1,3-7)。 した が って、 これ

らの変 異 γサ ブユ ニ ッ トを持 つ酵 素 は、 反転 膜 小胞 に正常 に分 子 集合 して い る と

考 え た。yGln269がGiuに 置換 した場合 に は、サ ブユ ニ ッ ト量 がわず か に減 少

して い た(図5-2,1ane2)。 これ は、 酵 素 の分 子集 合 が 弱 くな り、反 転膜 小 胞 を

調製 す る問 に、F1部 分 が一 部 遊離 した ため と考 え られ る。 フ レー ムシ フ ト変 異 の

場合 は、 分子 量 が 大 き くな っ た γサブ ユ ニ ・ソトが認 め られ、 変 異F1は 正常 に分

子集 合 して い る もの と考 え た(図5-3,lane11)。
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表5-2γ サ ブ ユ ニ ッ トのyGln269、 γThr273、yGlu275お よ びyGlu278の 置

換 変 異 と フ レ ー ム シ フ ト変 異 を 導 入 し た 酵 素 の 性 状 。

RelativegrowthyieldMembraneATPase

PlasmidMutationin

ysubunit15mM7mMSpecificInhibitionbyNaN3

succinateglucoseactivityapparentK,

%units!mg(%)μM

pBWGIINone(wild-type)1001001.4(100)35

pBMG269EGln269→Glu13590.034(2.4)NDa

pBMG269LGln269→Leu43700.21(15)180

pBMG273VThr273-Val8610.077(5.5)ND

pBMG273GThr273→Gly49750.28(20)25

pBMG275K'Glu275→Lys、.84』920.21(15)10

pBMG275QGlu275→Gln991000.57(41)10

pBMG278QGIu278→Gln91911.3(93)10

pBMG293fsFrameshiftO410.19(14)105

pBR322(Control)0430.011(0.8)ND

aND
,notdetermined.

最 小 培 地 で の 生 育 、 反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 は 、 表5-1と 同 様 に 測 定 し た 。

ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム のATPase活 性 に 対 す る 影 響 も 表5-1と 同 様 に 測 定 し 、 活 性 を

Sox阻 害 す る 濃 度 で 示 し た 。
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図5-2野 生 型 お よ び 変 異 γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 持 つ 組 換 え プ ラ ス ミ ドを 導 入

し たKF10rA株 の 、SDS一 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ る分 析

グ ル コ ー ス を 単 一 の 炭 素 源 とす る 最 小 培 地 で 、 γ サ ブ ユ ニ ッ トプ ラ ス ミ ドを持

っKFIOrA株 を 培 養 し、 反 転 膜 小 胞 を 調 製 し た 。 野 生 型 お よび 変 異yサ ブ ユ ニ ッ

トを 持 っ 反 転 膜 小 胞 よ り、 可 溶 化 し たFユ 部 分 を含 むEDTA抽 出 画 分 を 調 製 し た 。

2μg(タ ン パ ク 質 量)を 、0.1%SDSを 含 む12.砿 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル で

電 気 泳 動 し て 銀 染 色 し た。EDTA抽 出 画 分 は 、 以 下 の プ ラ ス ミ ドを 導 入 し た

KF10rA株 よ り調 製 し た。 す な わ ち 、pBWGII(1anei,10)、pBMG269E(1ane2)、

pBMG269L(lane3)pBMG273G(lane4)pBMG273V(lane5)pBMG275K

(lane6)pBMG275Q(lane7)pBMG278Q(lane8)pBMG293fs(lane11),

お よ び 、 γ サ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 持 た な いpBR322(1ane9)で あ る。lane10

お よ び11で は γサ ブ ユ ニ ッ トの 位 置 を矢 印 で 示 した 。 精 製F1は 、0.5μg

を 用 い た。
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4.γ サ ブユ ニ ッ ト変 異 に よ るATPase活 性 の低 下

変異 γサ ブユ ニ ッ トを持 つ反 転 膜 小胞 のATPase活 性 を測 定 した(表5-2)。

γGln269か らyLeu276の 領 域 に導入 した変異(yGln269→Gluま た はLeu、 γ

Thr273-Valま たはGly、 γGlu275→Lysま た はGln)に よ って、ATPase活 性 は

野 生 型 の2-41%に 減少 して い た。 したが って 、 これ らの残基 はATPase活 性 に

重 要 で あ る と結 論 した。 と くに、 γGln269→Gluお よびyThr273-Valの 置 換 に

よっ て、ATPase活 性 は それ ぞ れ野 生 型 の 器 お よび6%と な り、 酵素 活 性 は著 し

い影 響 を受 け た。 これ らの結 果 に対 して、 γGlu278をGlnに 置 換 した場 合 には、

野 生型 とほ とん ど変 わ らな い活 性 を示 した。 上 述 した よ う にyThr277に 終 止 コ

ドンを導入 した場合 には、ATPase活 性 が野 生型 のi5x程 度残 って いた(表5-1)。

した が っ て、yGlu278を 含 む、yThr277よ りカ ル ボ キ シル末 端側 は、 酵素 活性

には比 較 的 重要 でな い領 域 と考 え た。

InYIYOめATP合 成 活性 の指 標 で あ る コハ ク 酸培 地 で の生 育 は、 ほ とん どの変

異 の場 合 、 反転 膜 小胞 のATPase活 性 と対 応 して お り、ATPの 合成 と分 解が 可逆

的 で あ る こ と とよ く一致 した。 しか し、ATPase活 性(ATP加 水 分解 活性)が 野生

型 の約i5xで あっ た4つ ψ 変 異 ・す なわ ち ・ フ レー ムシ フ ト変異 ・ γGlu275今

Lys変 異 、 γGln269→Leu変 異 お よび γThr277→end変 異 を比較 す る と非 常 に興

味深 い結果 が現 れ た。 っ ま り、 コハ ク酸 培 地 に お け る生育(inVIYOのATP合

成 活 性)は 、 γGln269→LeuとyThr277-amendの 変 異 で野 生型 の43%で あ っ た

の に対 し、yGlu275→Lysで は84%に 達 した。 ま た、 フ レー ム シ フ ト変 異 で は前

述 した よ う にまっ た く生 育 で きな か っ た。 したが っ て、yGlu275-Lys変 異 とフ

レー ム シ フ ト変 異の 二 つ は、ATPの 合 成 と加水 分 解 の 活性 が比 例 して な い と いえ

る。 次 に、H+の 輸 送活 性 と触 媒 活 性 は 正 常 に共 役 して い るか どうか を検討 した。

5.ATP加 水 分解 とH÷ 輸送 の共 役

葉 緑 体 の γサ ブユ ニ ッ トを トリプ シ ン消 化す る と、ATPの 分 解 に共 役 してH+

をチ ラ コイ ド内 部 に蓄積 で きな くな る(28)。 した が って 、 γサ ブユ ニ ッ トに変

異 を導 入す る と、ATPの 合 成 ・分 解 とH+輸 送 の 共 役 が損 なわ れ る可 能 性 が あ る と

考 えた。 そ こで、ATPの 加水分 解 によるE+の 輸 送活 性 を比較 した(図5-3,AB)。

ATPの 加水 分 解 によ ってH← が 反転 膜 小 胞 の 中 に能 動 輸送 され る と、 緩 衝液 に加

え たア ク リジ ンオ レンジの蛍 光 が消 光 す る 。第1章 で述 べ た よう にア ク リジ ンオ
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図5-3γ サ ブ ユ ニ ッ ト変 異 を持 っF。F1に よ り反 転 膜 小 胞 の 内 外 に形 成 さ れ る

H+濃 度 勾 配

Aお よ びB.ATPを 添 加 してFoF1に よ っ て 形 成 さ れ るH+の 濃 度 勾 配 。 γサ

ブ ユ ニ ッ トに変 異 導 入 し た 菌 の 反 転 膜 小 胞100μgタ ン パ ク 量 を 、 蛍 光 色 素 で あ

る ア ク リジ ン オ レ ン ジ を 含 む1mlの 測 定 用 緩 衝 液[10剛Tricine-choline

(pH8.Oat25℃),140mMKCI,5mMMgC12,1μg/皿1valinomycin,1uMア

ク リ ジ ン オ レ ン ジ]に 懸 濁 した 。25℃ で 、490nmの 励 起 光 を照 射 して530nm

の 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 図 に示 し た 時 間 に 、1mMATP(Trissalt)あ る い は3-

5uMCCCPを 加 え た 。 γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 持 た な いpBR322を 導 入 し た 場 合

の 結 果 を 、 図 中 にControlと し て 示 した 。

C.D一 乳 酸 を 添 加 して 呼 吸 鎖 に よ っ て 形 成 さ れ るH+の 濃 度 勾 配 。A,Bで 用

い た 反 転 膜 小 胞 を 、 蛍 光 色 素 キ ナ ク リ ン を 含 む 測 定 用 緩 衝 液[10mMTricine-

choline(pH8.Oat25°C),140mMcholinechloride,5mMMgC12,1,ug/ml

valinomycin,1uMキ ナ ク リ ン1に 懸 濁 した 。25℃ で 、420nmの 励 起 光 を照

射 して500nmの 蛍 光 強 度 を 測 定 した 。 図 に示 した 時 間 で 、10mMD一 乳 酸 、20

μ 盟DCCDお よ び3-5μ 煙CCCPを 加 え た 。 図 に示 さ な か っ た も の は 、 野 生 型 と

同 様 の 蛍 光 消 光 を示 し た 。
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図5-4反 転 膜 小 胞 の 、ATPase活 性 とH+輸 送 活 性 の 比 較

表5-1,5-2お よ び 図5-3A,Bよ り、 野 生 型 あ る い は γサ ブ ユ ニ ッ トに 変 異 を

持 っ 反 転 膜 小 胞 にっ い て 、ATPase活 性 とg+輸 送 活 性 を 比 較 した 。H+輸 送 活

性 は 、 蛍 光 消 光 の 大 き さ を 野 生 型 に対 す る 割 合 で 示 し た。 ほ と ん どの 変 異 酵

素 は 、 両 者 が 対 応 して 増 減 し た が 、ATPase活 性 が0.21units/mgの γGlu275

-Lysは ・0・83units!mgのATPase活 性 を 持 っ γAla283→endと 同 程 度 のH+

輸 送 活 性 を示 し た。
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レンジが 、酸 性 にな っ た反 転膜 小 胞 内 に蓄積 し濃度 消 光 す るため で あ る。 γサ ブ

ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を持 た な い菌 の反 転 膜 小 胞 にATPを 加 えて も、蛍 光の 消光 は認 め

られ な か っ た。 す な わち 、F。F1が な い とH+は 輸送 され なか った。 野 生型 ま た

は γGユu278→Glnの 場 合 には、ATPase活 性 に対応 したH+輸 送活 性 が 見 られ た。

ATPase活 性 が低 下 して いた他 の 変 異 酵 素 も、 ほ とん どの場合 には活性 の低 下 に対

応 したH+輸 送 を示 し、 いず れ もATPの 分 解 に共役 してH+を 輸 送 で きる こ とを

示 して い た(図5-4)。 フ レー ム シ フ ト変異 の場 合 に もATPase活 性 と対応 して

H+が 輸 送 され た。 す な わ ち、ATPの 分 解 とH+輸 送 は共 役 して い た。 この 変異

酵素 の場合 には、 す で に述 べ たよ うにATP合 成 が み られ な か った 。 したが って 、

この酵 素 は可 逆 的 な 反応 がで きな くな っ た もの で あ る と結 論 した。yGlu275→

Lys変 異 の場 合 には、ATPase活 性 は野 生型 のi5x程 度 で あ り、 フ レー ム シ フ ト、

γα1n269→Leu、 γThr277今endと 同 様 で あ っ たが(表5-1,5-2)、H+の 輸 送 活

性 は それ らの変 異酵 素 に比 べ て明 らか に大 きか っ た(図5-3,AB)。yGlu275→

Lysの 場 合 には、 野 生 型 の40-60%のATPase活 性 を持 っ 変異 酵素 と同 じ程度

のH+輸 送 を示 した(図5-4)。 したが っ て、yGlu275-Lysに よ って、ATPの 加

水 分解 とH+輸 送 の 共 役 に変 化 が起 きて い る こ とが示 唆 され た。

6.F1とF。 の 分 子集 合 に対す る変 異 γサ ブユ ニ ッ トの効 果

フ レー ム シ フ ト変 異、yGlu275→Lys変 異 を持 っ酵 素 が、 反 転膜 小胞 に正 常 に

分子 集 合 して い る こ とは、 呼 吸鎖 の基 質 で あ る乳 酸 を加 え た とき、 小 胞 内 にg+

が蓄 積 され る こ とか らも確 認 で き た(図5-3C)。 γGln269→61u、 γGln269今 払eu

お よ びyGln269→endの 変 異 で は、 乳 酸 に よる消光 が小 さ く、DCCDを 加 え る と

消光 が増 加 した 。 この試 薬 はF。 のcサ ブユ ニ ッ トに結 合 してH+輸 送 を阻 害す

る。 したが って 、 γGln269残 基 の 変 異 を持 っF1は 、Faへ の結 合 が弱 く、F。 を

通 ってH+が 膜 の外 に洩 れて いた こ とが 示唆 され た。 γGln269→Glu(図5-3)、

お よ び、 ここで は デ ー タ は示 さな いがyGln269→endの 場 合 は、SDS一 ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動 の 結果 とも一 致 した。

H+輸 送 路 が 正 常 でATPの 加 水 分 解 がH+輸 送 に共 役 して いる場 合 に は、

ATPase活 性 がDCCDに よっ て 阻害 され る。 そ こで、 活性 の低 か っ た γGln269今

Glu、yGln269→endを 除 いて、 変 異 γサ ブユ ニ ッ トを持 っ 反転 膜 小胞 をDCCDで

処 理 した。 いず れ の場 合 も、 野 生 型 とほぼ 同様 のATPase活 性 の 阻害 が み られ 、

H+輸 送路 が 正 常 に形 成 され お り、 しか もATPの 加 水 分解 に共役 してH+輸 送 が起
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図5-5変 異 γ サ ブ ユ ニ ッ トを 持 つ 反 転 膜 小 胞 のATPase活 性 に対 す るDCCDの

影 響_

野 生 型 あ る い は 変 異 γサ ブ ユ ニ ッ ト遺 伝 子 を 持 っKFIOrA株 よ り調 製 した 反 転

膜 小 胞(150μgタ ン パ ク量)を 、50mMTris-HC1(Ag7.5) 、10mMMgCl2を 含

む1.Omlの 緩 衝 液 に懸 濁 し た 。10μ1のDCCD(エ タ ノ ー ル 溶 液)を 加 え て 、

25℃ 、 ヱ5分 間 、 前 処 理 し た 。 こ こ か ら一 部 を と っ て 、ATPase活 性 を 測 定 し た。 横

軸 のDCCD濃 度 は 、 前 処 理 に 用 い た 濃 度 を 示 す 。ATPase活 性 は 、DCCDを 加 え な

い緩 衝 液 で 前 処 理 し た と き の 活 性 に対 す る 割 合 で 示 した 。 反 転 膜 小 胞 は 、 以 下 の

プ ラ ス ミ ドを持 っKF10rA株 よ り調 製 し た 。

A.図 中 の シ ン ボ ル は そ れ ぞ れ 、pBWG11(野 生 型,●) 、pBMG283e(γAla283→

end,口)、pBMG277e(γThr277→end,△) 、pBMG293fs(fra皿eshift,○)、 お

よ び 、 精 製F1(▲)を 示 す 。 精 製F1を 用 い る と、 活 性 は ほ と ん ど阻 害 さ れ な

か っ た こ と か ら、 こ の 処 理 条 件 で はDCCDは 、FoのCサ ブ ユ ニ ッ トに 結 合 し て い

る。

B・ 図 中 の シ ン ボ ル は そ れ ぞ れ 、pBMG269L(γGln269→Glu,■)、FBMG273G

(γThr273→Gly,○)、pBMG273V(γThr273→Va1,●)、pBMG275K(γGlu275

-Lys
,△)を 示 す 。 ま た 、pBMG275Q(γGlu275→Gln)、 お よ び 、pBMG278Q

(γGlu278→Gln)を 導 入 し た場 合 は 、 野 生 型 と ほ とん ど同 じ結 果 で あ っ た 。

ATPase活 性 が 低 か っ た γGln269→end、 お よ び 、yGln269→Gluの 場 合 は測 定 で

きな か っ た 。
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こって いる こと を示 唆 して い た。 γGlu275→Lys変 異 の場 合 に も
、 共役 は行 われ

て い る と示 され た。 また、 反 転 膜 小胞 か ら変異 γサ ブ ユ ニ ッ トを持 っF
1部 分 を

解離 させ 、F。 部 分 だけが 残 っ た膜 小胞 を調 製 した。 これ に、精 製 した野生 型F1

を結 合 させ る と、 こ こで はデ ー タ を示 さな いが 、ATPの 添 加 によっ て野 生型 の反

転膜 小 胞 と同様 の 旺+輸 送活 性 を示 した。 この 結果 は
、F。 の 機能 は、 本 研 究 で 導

入 した γサ ブ ユ ニ ッ トの 変異 に よ って 損な われ な か っ た こ とを示 して い る
。

7.γ サ ブ ユ ニ ッ ト変 異 が アジ 化 ナ トリウム 感受 性 に及 ぼ す効 果

アジ 化 ナ トリウム は、F1の 阻 害 剤 で あ る(61) 。 第3章 で 述べ た よ うに、 β

サ ブ ユ ニ ッ トに変異 を導入 す る と、酵 素 活性 の アジ 化 ナ トリウム感 受性 は大 き く

変 化 した。 また、 好 熱菌 の 酵 素 を用 い た再 構成 実 験 の 結 果 、 ア ジ化 ナ トリウムが

酵素 活 性 を鵬 す る には γサ ブユ ニ ッ トカ泌 要 で あ る と報 告 され た(95)
.こ れ

らの こ とか ら、 γサ ブユ ニ ッ トの 変異 は、酵 素 の ア ジ 化 ナ トリウム感受 性 に影響

を与 え るか どう か興 味深 か つた。

活 性 の低 か っ た γGl・269→G1・ 、 γTh・273→V・1 、 γG1、269→,ndの 変異 を隔 、

た他 の 変 異酵 素 で、ATPase活 性 に対 す る ア ジ化 ナ トリウムの 阻害 効果 を調 べ た
。

ATPase活 性 を50%阻 害 す る濃度 で、 野 生型 と比較 す る と、 γ田n269→Leu、 フ レ

ー ム シ フ ト変異 に よっ て
、感 受性 が約3-6倍 低下 し、yGlu275ま たyGlu278

の変 異 で は約3倍 上 昇 して い た。 また、 ナ ンセ ンス 変異 を導 入 した場 合 に は
、感

受 性 は ほ とん ど変わ らな か っ た(表5-2)。 この よう な 、 γサ ブユ ニ ッ トの 変 異 に

よる ア ジ化 ナ トリウム感 受 性 の変 化 は、 第3章 で述 べ た よう に、 βサ ブ ユ ニ ッ ト

の変 異 に よっ て感 受性 が 約100倍 低下 した こと に比 較 す る と小 さい もの で あ った
。

しか し・ γサブ ユ ニ ツ トの カ ル ボ キ シル末 端領 域 の 変 異 が、 酵 素活 性 の アジ 化 ナ

トリウム の感 受 性 に影響 を与 え る こ とは興 味深 い。

8.カ ル ボキ シ ル末 端 領域 の二 次 構 造 予測

変 異 の導 入 に よって γサ ブユ ニ ッ トの高 次構 造 が どの よ う に変化 した か を考 え

る と、 カル ボ キ シル末 端 領 域の 機 能 を知 る上 で役 に たつ 可 能性 が あ る
。 そ こで 、

γサ ブユ ニ ッ トの二 次構 造 を ・Robsonら の方法(94)に よっ て予測 した
。 まず、

これ まで に 一次 構造 が報 告 され た13種 の γサ ブユ ニ ッ トにつ い て同様 に予測 し
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て比 較 す る と、 中央 部 付 近 は完 全 に異 な っ て い た。 しか し、 カル ボ キ シ ル末 端 か

ら約30残 基 の 領域 は、13種 の γサ ブ ユ ニ ッ トの内 の10種 でturnに 続 くα一

helixの 構 造 と して 共通 に推 定 され た。 いず れ の γサ ブユ ニ ッ トで も、turnの 構

造 は 、 大腸 菌 の γVa1263か ら γArg268に 対 応 す る領域 に共通 に出 現 した 。

変 異 を導 入 した大 腸 菌 γサ ブ ユ ニ ッ トの配 列 で同様 に予測 した。 カ ル ボ キ シル

末 端 よ り4、10、18残 基 が欠 失 した配 列 の構 造 は、10残 基 までの 欠 失 に よ っ て

helixが 短 くな り、18残 基 の欠 失 で はturn-helix構 造 が完 全 に失 われ た。 ア

ミノ酸 の 置換 変 異 で は、 γGln269をGluま たはLeuに 置換 した 配列 お よび γ

Thr273をVa1に 置 換 した配 列 はturn構 造 を とれな か っ た。 これ らの3種 の変

異 は、ATPase活 性 あ る いは分 子 集 合 に顕 著 な影 響 を及 ぼ した もの で あ る(表5-1,

5-2,図5-2,5-3)。 この他 の 変 異 によ って は、helixの 構造 は必 ず しも保 存 され

て いな か っ たが、tumの 構 造 は保 たれ て い た。 このturnの 構造 が、 γサ ブユ ニ

ッ トの機 能 ある いは構 造 の安定 化 に重 要 で あ るの か も しれ な い。

一 般 に
、 タ ンパ ク質 の一 次 構造 よ り高 次構 造 の推 定 を行 うこ とは難 しいが 、異

な る10種 の γサ ブ ユニ ッ トの配 列 で 共通 に推 定 され たturn構 造 の保 存性 が、

変 異酵 素 の性 状 を解 析 した結 果 と対応 した こ とは興 味 深 い。

第4節 ま とめ

γサ ブユ ニ ッ トは、H+輸 送 路 の ゲー トの機 能 を持 つ こ とが 示 唆 され てい る。

γサ ブ ユニ ッ トの機 能 を分 子 レベ ルで 明 か にす る ため に、保 存 残 基 が 多 く含 まれ

て い るカル ボ キシ ル末 端 領域 に注 目 した。 保 存 残基 の うち γGln269、 γThr273、

yGlu275お よびyGlu278に ア ミ ノ酸 置換 変異 を導 入 した。 ま た、 γGlu278以

降 にフ レー ム シ フ ト変 異 を導入 した。 γGlu278残 基 のア ミノ酸置 換 を除 く どの 変

異 も、反 転膜 小胞 のATPase活 性 を低 下 させ た こ とか ら、一これ らの残 基 を含 む領

域 が 、 γサ ブユ ニ ッ トの 機 能 に重 要 な領 域 で あ る と結 論 した。

導 入 した変異 の 中で 、 と くにフ レー ム シ フ ト変 異 とyGlu275-Lys変 異 は、 こ

のサ ブユ ニ ッ トの機 能 を考 え る上 で非 常 に興 味 深 か っ た。 フ レー ム シ フ ト変 異 を

持 つ酵 素 は、ATPの 加 水 分解 に共 役 してH+を 輸送 したが、 逆 反応 のATP合 成 は

まっ た くで きな か っ た。 一方 、yGlu275-Lys変 異 を持つ 酵 素 は、 野生 型 の15X

程度 のATPase活 性 しか 持 た な い に もかか わ らず、40-60%のATPase活 性 を持

つ変 異 酵素 と同様 のH+輸 送 を示 した。 ま た、ATPの 合成 活性 は、 野生 型 の もの
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に近 か っ た。 この よ うな 性状 を示 す 変 異ATP合 成 酵 素 は 、 本研 究 にお いて は じめ

て得 られ た もの であ り、ATP合 成 ・水 解 とH+輸 送 との共 役機 構 にお い て、 γサ

ブユ ニ ・ソトが 中心 的 な役 割 を持 つ 可 能 性 を示 す もの で あ る。

以 上 の結 果 か ら、 γサ ブ ユ ニ ・ソトの カ ル ボキ シル 末 端 領 域[yGln269一 γVa1

286(カ ル ボ キ シル末 端)]は 、F1に お けるATPの 合 成 お よ び分解 の触 媒作 用 と、

F。 を通 っ て起 こるH+輸 送 が 、 正 確 に共 役 す る ため に重 要 な役割 を持 って い るこ

とが 示 唆 され た。 ま た、 γサ ブユ ニ ッ トの カル ボキ シル 末 端領 域 の変 異 によ っ て、

ATP合 成 と分 解 の触 媒作 用の 可逆 性 が 失わ れ る こ とが 示 唆 され た。
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第6章 総 括 と展望

生 体 内 の さ まざ ま な活 動 にエ ネ ルギ ー を供給 す るATPの ほ とん どが 、ATP合 成

酵 素(F。F1-ATPaseま たはF。F1)に よって 合成 され て い る。 本 研 究 で は、 生物 の

エ ネ ル ギー 転換(代 謝)に お いて 中心 的 な 役割 を担 っ て い るF。F1-ATPaseの 、 触

媒 機構 を理解 す る上 で重 要 な 、触 媒 部 位 の 構造 を知 る こ とを究 極 の 目的 とした。

また、 触媒 機 構 とg+輸 送 の 、共 役 の 機構 に重 要 な役 割 を持 っ サ ブユ ニ ッ トとそ

の機 能 領域 を を明 らか にす る こ とを 目指 した。

ATP合 成 酵 素 は、 大 腸 菌 の細 胞 膜 、 ミ トコ ン ドリア 内膜 、 あ る いは、 葉緑 体 チ

ラコ イ ド膜 にい た る まで、 基 本 的 に共 通 の構 造 を して い る。ATP合 成 酵 素 の構 造

と機 能 を解 析す る ため に、 本 研 究 で は、 ミ トコン ドリアや 葉 緑 体 のATP合 成 酵 素

と比 較 す る と単 純 な サ ブ ユニ ッ ト構 造 を して お り、 しか も、 遺 伝的 な解析 が可 能

な大 腸 菌 の酵 素 を材 料 と して 用 い た。

一

大 腸 菌F。F1-ATPaseの 遺 伝 子 に部 位 特 異的 に変異 を導 入 し、 変 異酵 素 の性 状 を

効 率 よ く解 析す る ため に、 津ず 、F。F1-ATPaseの 大 量 発現 株 を作製 した。F。Fユ の

全 サ ブユ ニ ッ トを発 現 す るプ ラ ス ミ ドpBWU13を 構 築 し、大 腸 菌変 異 株DK8に 導

入 した ところ、 プ ラス ミ ドの 遺 伝 子 由来 にFoF1が 合成 され た。DK8/pBWU13株 で

は通 常 の大腸 菌 野 生株 の約10倍 の酵 素 が 、細 胞 膜 上 に正 常 に分子 集合 して いる

と結 論 した。 この 大量 発 現 株DK8/ABWU13の 膜 画 分 は、 これ ま で報 告 され て いる

うち で最 も高 濃 度 にATP合 成 酵素 を持 って いた。宿 主 と した大 腸 菌変 異 株DK8

は、F。F1-ATPase遺 伝 子 をす べ て欠 失 して い る。 したが っ て、 プ ラス ミ ドに変 異

を導 入 し変 異酵 素 を精 製 した後 に性 状 を容 易 に解析 す る系 を確 立 した と言 え る。

この よ うに大量 にF。F1-ATPaseを 合成 す る菌 が得 られ た こと によ って 、生 体 エ ネ

ルギ ー 学 にお け る大 きなbreakthroughで あ るF。F1-ATPaseの 結 晶 化、F。 の結

晶化 に挑戦 で きる と考 え て い る。 これ は ま った く誰 も試 み た こ とのな い こ とで あ

り、私 の試 み た い今 後 の 目標 の 一 つ で あ る。

媒:s.の 造 に る これ まで の知

変 異酵 素 の解 析 や 基質 アナ ログ によ る化 学修 飾 実験 の知 見 は、 触 媒部 位 が 、 β

サ ブ ユ ニ ッ ト、 ある い は、 α ・βサブ ユ ニ ッ トの境 界 面 に位置 して い る こ とを示

して い る。 しか し、FoF,は 複 雑 な サブ ユ ニ ッ ト構造 を持 つ大 きな分 子 で あ る ため

に、 触 媒 の分 子 メカ ニ ズ ム を理 解 す る上 で 必要 不可 欠 な、 触媒 部位 の立 体構 造 に

関す る知 見が 得 られ て いな か っ た。
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Glycine噛richsequenceと 呼 ば れ る 配 列 は、Gly-X-X-X-X-Gly-Lys-Thr/Serの

保 存 残 基 を 含 む 配 列 で 、 多 くの ヌ ク レ オ チ ド結 合 タ ン パ ク 質 に 見 い だ さ れ て い る
。

こ れ ま で に結 晶 構 造 が 解 析 さ れ て い る ア デ ニ レ ー トキ ナ ー ゼ(71)
、ras遺 伝 子

産 物 で あ るp21タ ン パ ク 質(72,73)、 お よ びelongationfactorTu(74
,75)

で は 、 こ の 配 列 が 、100p構 造 を と っ て ヌ ク レオ チ ド結 合 部 位 の 一 部 を 形 成 す る こ

とが 明 らか にな っ て い る 。F。F1の αサ ブ ユ ニ ッ トと β サ ブ ユ ニ ッ トは
、 こ

の91ycine-richsequenceの 共 通 配 列 を含 ん で お り、 そ の う ち β サ ブ ユ ニ ッ ト

の 配 列(βGly149一 βThr156)に ア ミ ノ酸 置 換 変 異 が 起 き る と触 媒 活 性 が 低 下 す

る こ と(31,49,50-55)、 ま た、ATP類 似 化 合 物 で あ るadenosinetriphospho -

pyridoxa1(AP3-PL)が 、 βLys155に 結 合 す る と い う 知 見 が 得 られ て い た(17 -

19)。 さ ら に 、 β サ ブ ユ ニ ッ トの 共 通 配 列 をp21rasタ ン パ ク 質 の 配 列 で 置 き 換

え て も 活 性 が 保 た れ る こ と よ り、p21rasタ ン パ ク 質 と同 様 に
、 β サ ブ ユ ニ ッ ト

に お い て も 触 媒 部 位 を 形 成 して い る 可 能 性 が あ っ た 。

本 酵 素 の 触 媒 部 位 の 構 造 を 知 る た め に 、glycine-richsequenceを 手 が か り に

し、 この配 列 の璋 傍 に位 置 す る残 基 を同定 した。酵 素 タ ンパ ク質 の あ る残基 に変

異(第 一の変 異)が 起 き たた め に低 下 した触媒 活 性 が、 他 の部位 に第 二 の変 異 が

起 き て 回復 した場 合 、 変 異の 起 き た二 っの 残基 は、 立 体構 造 上近 い位置 に存 在す

る と考 え られ る。Glycine-richsequenceの 近 傍 に位 置す る残 基 は
、 活 性 中 心 あ

る いは その 近傍 の残 基 で ある 可能 性 が 高 い と考 え た。

KF11株(βSer174→Phe)の 復 帰 変 異株 が 当研 究 室 で分 離 されて いた
。 これ ら

の βサ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子 の・glycine-richsequenceを コー ドす る領域 の塩 基配

列 を決 定す る と、 復 帰変 異 株 の 一 っ8E17株 は、 も との変 異 を保 っ た ま ま βGly

149→Serの 変 異 を持 って い た。 す なわ ち βGly149→Serの 置 換 が
、 βSer174→

Phe変 異 の効 果 を抑 圧 した。

G1149纛Ser174こ

変 異 の抑 圧 が特 異 的 で あ る こ とを確 かめ るため に、F。F1発 現 プ ラ ス ミ ドに変 異

を導 入 して 詳細 に解析 した。 そ の結 果 、 βGly149→Serの 置換 変異 はQSer174→

Phe変 異 の効 果 を抑 圧 し、酵 素 活 性 が 回復 した が、 βGly150→Serで は抑 圧 で き

な か っ た。 以 上 よ り、 βGly149残 基 は、 βSer174残 基 と立体 構 造 的 に相 互 作 用

し得 る位置 にあ って 、特 異 的 にそ の変 異 の効 果 を抑 圧 した と考 え られ た
。 変 異株

KF11(βSer174→Phe)の 解 析 の結 果 よ り
、 βSer174残 基 は2価 カチ オ ンの結 合

部位 の近 傍 の残 基 で あ る と示 唆 され て いた。 βGly149の 変異 が どの よ うに して β

Ser174の 変異 効果 を抑 圧 した か知 る ため に、ATPase活 性 のMgt+お よ びCa2+
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依存 性 を検 討 した。 その 結 果 、,8Gly149残 基 の 変 異 が βSer174残 基 の変 異 と同

様 に、ATPase活 性 の2価 カ チオ ン依 存性 に著 しい影 響 を 示 した。FoF1-ATPase

の基 質 はMg・ATPで あ り、 βGly149残 基 はMgt+部 位 の近 くに位 置 す る残基 で あ

る こ とが示 唆 され た。

さ らに、 βSer174→Pheの 変 異 は、,8Glyi49がSerま た はAlaの よう な比 較

的 小 さ い残 基 に置換 す る と抑 圧 され る こ とが 明 らか にな っ た。 さ ら に大 きいCys

に変 異 す る と、 活 性 は部 分 的 に回復 したが 、Thr残 基 へ の変 異 が βSer174→Phe

変 異 と共 存 す る と、F。F1の 分 子集 合 が で きな くな っ た。

,13Gly149の み がAla、Serに 置換 して も、 酵 素 活 性 に は ほ とん ど影 響 が な か っ

たが 、Cysに 置 換 す る と、inYIYOのATP合 成 活性 の指 標 とな る コハ ク酸 培 地 で

の 生 育 がで きな くな っ た。 前 述 した よ う に、 βGly149→Cysと βSer174→Phe

変異 を持 っ株 が コハ ク酸 培地 で生 育 で きた こ とは 、 βGly149残 基 の変 異効 果 が β

Ser174残 基 の 変異 によ って抑 圧 され た こ とを示 して い る と言 え る。 した が って 、

glycine-richsequenceに 含 まれ る残 基 の変 異 の効 果 を抑 圧す る ような、 他 の領

域 の 変 異 が得 られ る可 能性 が 示 され た。

G1149→Csを 圧

β61y149→Cysの 変 異 の効 果 を 抑圧 す る他 の 変異 を分離 ・同 定 す る ため に、 β

サ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子 に特 異 的 に変 異 を導 入 す る 方法 を検討 した。4種 類 のデ オキ

シ ヌ ク レオチ ド濃 度 を等 し く しな い方 法 でpolylDerasechainreactionを 行 い、

βサ ブ ユニ ッ トの遺 伝 子 の一部 を増 幅 した。 そ のDNA断 片 の 中か ら、 コハ ク酸 培

地 で の 生育 を指 標 に して β61y149→Cys変 異表 現 型 を抑 圧 す る変 異 を同定 す る と、

βVa1198がAlaに 置 換 して いた。 この残 基 の近 傍 の/3Lys201残 基 は、AP3-PL

で修 飾 され るため、 リン酸 基 に近 い と予 想 され て い る残基 であ る。 βVa1198一 β

Lys201の 周辺 の領 域 は、 リン酸 基 の結 合部 位 の近傍 で あ る こ とが強 く示唆 され た。

リ ン酸基 結 合部 位 の 構 造

以 上 の知 見 よ り、 βサ ブユ ニ ッ トの 触 媒 部位 の一部 で あ るATPの リン酸 基 を結

合す る部 位 を形成 す る残 基 が部 分 的 に明 らか に なっ た と考 える。 しか し、 触 媒機

構 を理 解 す る ため には残 基 の 立体 的 配 置 を 明 らか にす る必 要 が あ る。 そ こで 、 β

サ ブ ユ ニ ッ トの 高次 構 造 をrasタ ンパ ク質 の構 造 を基 に して推定 す る こ とを考 え

た。

p21rasタ ンパ ク質 の 一次 構 造 を βサ ブ ユニ ッ トと比 較す る と、活性 中心 を形

成 して い る残 基 の位 置 が 、 β サ ブユ ニ ッ トで も保存 されて いる場合 が あ った。

ATPの γ位 の リン酸 基 の 近傍 で あ る と示 唆 され た βVal198と,BLys201を 含 む領

域 に対 応 す るrasタ ンパ ク質 の配 列 は 、GTPの γ位 の リン酸 基 と水素結 合 す る残
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基 を含 んで い る。 ま た、 βSer174に 相 同 なrasタ ンパ ク質 の 残 基 は、Mgt+の

結 合 部 位 で あ る。 以 上 よ り、 βサ ブ ユ ニ ッ トの リン酸 基結 合 部 位 は、rasタ ンパ

ク質 の 構造 と同様 で ある可 能 性 を示 した。

ATP合 成 酵素 の よ う に高 次 構造 を直 接解 析 す る こ とが難 しい酵 素 で も、 変 異酵

素 の解 析 あ るい は化 学修 飾 な どで得 られ た情 報 を も と に、 高 次構 造 の 明 か な他 の

酵素 と比 較 す る こ とで、 触媒 部位 の構 造 モデ ル が構 築 で き る可 能 性 を示 した。 こ

れ は本 論 文 の大 きな成 果 と考 え る。 また、 構造 モデ ル よ り機能 残 基 を類 推 し、部

位 特 異 的 に変 異 を導 入 して解 析 した結 果 を フィ ー ドバ ックす る こ とで、 モ デ ルの

確 か ら しさが確 認 で きた。 さ らに、触 媒 活性 を失 わ せ る変 異の 抑圧 変 異 を同 定 す

る こ とで、 触媒 部 位 を構 成 す る他 の領 域 が 明 らか にで きた。 この よ う に、 一 部 の

機 能 領 域が 同定 で き たの で、 次 の ステ ップ と して部 分ペ プチ ドの結 晶化 を行 って

解 析 し、 触媒 部 位 の構 造 を立体 的 に明 らか にで きる と考 えて い る。 本諭 文 を提 出

した後 に、 この よう な方 向 に研 究 を進 め る こ とを考 え て い る。 この よう なア プ ロ

ーチ に よっ て
、 他の イオ ン輸 送ATPaseに も外 挿 し得 る結 果 が 得 られ もの と確 信

して い る。

ユ ニ ッ の レボ シ レ の

他 の イオ ン輸 送性ATPase° とも共 通 の 問 題 で あ る、ATP合 成 ・分 解 と イオ ン

(H+)輸 送 の共 役 の メカ ニズ ム を理 解 す る ため に、H+輸 送路 の ゲー トの役割 を持

つ と考 え られて いる γサ ブユ ニ ッ トの 機能 を検 討 した。 これ まで に報 告 さ れ て い

る γサ ブユ ニ ッ トの一 次 構造 を比 較 す る と、 カ ル ボ キ シル 末端 領域 に保 存残 基 が

多 い。 変 異株 の解 析 か らも、 機 能 領 域 を含 ん で い る と考 え られ たた め、 カル ボキ

シ ル末 端 領域 に部 位 特 異 的 に変 異 を導 入 して解 析 した。

γサ ブユニ ッ トの 発現 プ ラ ス ミ ドに ナ ンセ ン ス変 異 を導 入 した結 果 か ら、 γ

Gln269一 γLeu276の 領 域 が 、 と くに酵 素活 性 に重 要 で あ る と考 えた。 さ らに、

この 領域 の保存 残基 の う ちyGln269、 γThr273、yGlu275を 他 の ア ミ ノ酸 に置 換

した。 いずれ の変 異酵 素 で も活 性 は低 下 したが 、yGln269→Gluお よ びyThr

273→Va1は 活 性 の低 下 が 著 しか っ た。 また、yGln269→Gluお よび →Leuの 変

異 によ って、F。F1の 分 子 集 合 が弱 くな った。 これ ま で に報 告 され て い る γサ ブ ユ

ニ ッ トの一 次構 造 よ り、 二 次 構造 の予 測 を行 う と、 カ ル ボキ シ ル末 端 領 域 の推 定

構造 は よ く保 存 され てお り、 上記3種 の変 異 に よっ て大 き く変化 した。 す な わ ち、

カ ル ボ キシ ル末 端領 域 の 構 造 が、 酵 素活 性 に重 要 で あ る可 能性 を示 した。

さ らに、野 生型 と比 べ て 、 ほ とん どの変 異酵 素 はATPの 加 水分 解 とH+輸 送 の

共 役 が 対応 して低 下 して い たが 、yGlu275→Lys変 異 は 、ATPase活 性 の3-4

倍 高 いH+輸 送 活 性 を示 した。 ま た、 フ レー ム シ フ ト変異 に よって、 γGlu278以
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降 の ア ミノ酸配 列 が 野生 型 とまっ た く異 な り、 さ らに 野 生型 の酵 素 よ りも9ア

ミノ酸残 基 が長 くな った場 合 には 、ATPの 合成 活 性 が 完全 に失 われ て い た に もか

かわ らず 、ATPの 分解 活 性 は 認 め られ た。 この よう な性 状 を示 す 変 異酵 素 は 、本

研 究 にお いて は じめ て得 られ た もので あ り、 γサ ブ ユ ニ ッ トが、ATPの 合成 お よ

び加 水 分解 と共 役 したH+の 輸 送 に重 要 な役 割 を果 た して いる こ とが強 く示 唆 さ

れ た。

γサ ブユ ニ ッ トは、 異 なる種 の 問 で相 同性 は 高 くな いが、 カル ボ キシ ル末 端 領

域 とア ミノ末 端 領域 には、 比較 的 相 同性 の高 い領域 が あ る。 本 研 究 では、 最 もカ

ル ボ キ シル末端 側 の保 存 領域 に焦 点 を 当て て 解析 したが 、 さ らに、 ア ミ ノ末 端 側

の保 存 領域 、 ま た、 カル ボキ シル 末端 領域 の もう ひ とつ の保 存 領域 に対 して分 子

レベ ル での 機 能 の解 析 を行 う こ と は重 要 と考 え られ る。 こ の よ うな アプ ロー チは 、

さまざ まな イオ ン輸 送 性 のATPaseに 共 通 の 問題 と して残 され て い る、ATPの 加

水 分解 とイオ ン輸 送 の共 役 、 す な わ ち、ATPの 分 解 と いう化 学反 応 とイオ ンの輸

送 とい うベ ク トル反 応 の 共役 に解 決 の糸 口 を与 え る と考 え て い る。
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