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論文内容の要旨

本研究では大腸菌の FoF ， -ATP 合成酵素の触媒機構を分子レベルで明らかにすることを最終目標として， β サブ

ユニットに部位特異的な変異を導入し変異酵素の性状を解析した。さらに触媒反応に重要な役割を持っている残基

を検索するために， β サブユニットにランダム変異を導入した。

β サブユニットには多くのヌクレチオド結合蛋白質の問で保存されている Glycine-rich Sequence CGly149-Glyｭ

Ala-Gly-Val-Gly-Lys-Thr 156，下線は保存残基)が存在している。 Glycine-rich Sequence の Lys-155残基と Thr-156

残基の触媒反応における役割を明らかにする為に，合計 9 種の部位特異的な変異を導入し，変異酵素の性状を解析し

た。 Lys-155 残基を Ala ， Ser または Thr ， Thr-156残基を Ala ， Cys および Asp に置換した変異酵素は完全に活性が

なくなっていた。一方， Thr 156残基を Ser に置換した変異酵素は，野性型の1.6倍の活性を持っていた。また Lys-155

残基と Thr-156残基の順序を入れ換えたものや Thr-156残基を Ala に Val-157残基を Thr に同時に置換した変異酵

素も活性を失っていた。これらの結果は， Lys-155残基と Th r-156残基が本酵素の触媒反応に極めて重要な役割を持っ

ていることを示している。

Lys-155残基と Thr-156残基の役割を明らかにするために，変異酵素の膜表在性 F，部分を精製し，その触媒反応を

詳細に解析した。 F，には 3 つの触媒部位が存在し，条件によって触媒部位が協同的に働いている Multi-site 活性と

1 つの触媒部位のみで反応している Uni-site 活性を測定することができる o Lys-155 または Thr-156残基に変異を導

入したF ，は Multi-site 活性だけでなく， Uni-site 活性もなくなっていた。以上の結果は， Lys-155 と Thr-156 の 2 つ

の残基が本酵素の触媒反応に必須な残基である事を示している。このような必須残基はこれまでに報告されておらず，

重要な知見が得られたと考える O また，これらの変異 F ，は Uni-site 反応の ATP 結合の速度 Ck+ ，)が低下し， ATP 

に対する親和性 CKdATP) が著しく低下していた。したがって， Lys-155残基と Thr- 156残基が ATP の結合に重要な

役割を持っていると結論した。

触媒機構を理解するためには触媒反応に必須な残基をすべて同定し その役割を明らかにする必要がある。その最

初の段階として，必須残基や触媒部位を構成している残基を検索するために β サブ、ユニットにランダム変異を導入し

た。これにより， 42株の変異株を単離し，変異部位を決定した。その結果，変異の部位が 1 CCys137-Ser 174) , 11 

CGly207-Ser 255) , III CTyr297-Va1320) , IV CCys337-Glu 369) の 4 つの領域に集中していることが明らかになった。

これらの領域がLys-155 ， Thr-156 とともに重要な役割を持っていると結論した。
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論文審査の結果の要旨

本論文は酸化的リン酸化において ATP 合成反応を触媒している ATP 合成酵素の β サフーユニットに存在する触媒

残基について広汎に変異を導入し詳細な酵素化学解析を行ったものであるO その結果β サブユニットの Lys-155及び

Thr-156残基が触媒残基であることを初めて明らかにしている O 従って博士(理学)の学位論文として十分価値あ

るものと認める。
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