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論文内容の要旨

ATP は生体においてエネルギー貨幣と言われている重要な物質である。 ATP はミトコンドリアの内膜，葉緑体の

チラコイド膜および細菌膜において電子伝達鎖の形成するプロトンの電気化学ポテンシャル差(プロトン勾配と膜電

位)と共役して ATP 合成酵素によって合成されている。本論文は， ATP 合成酵素の触媒部位の構造を明らかにする

ことを目的とし，大腸菌 CEscherichiα coli) のATP 合成酵素の 3 サブユニットに存在する Glycine-rich 配列の下流

領域 CGlu-161'"" Lys-201) に合計 41 の変異を導入し，変異 Fl を精製し， 反応速度論的な解析を行っている。

第 1 章は序論であり， ATP 合成酵素に関する過去の研究をまとめ，分子生物学的手法を用いた本研究の背景と意義

について述べている。さらに Glu-161'"" Lys-201 領域に注目した理由について述べている。

第 2 章では， ATP 合成酵素の β サブ、ユニットに系統的に変異を導入するために β サブユニット遺伝子を持つ新

たな組換えプラスミド pBWU14 を構築している。これを用い Glu-161 '""Lys-201 領域に合計 41 の変異を導入してい

る。その結果， Glu-181 , Arg-182 , Glu-185 残基に変異を導入すると変異株の ATP 合成活性および、ATPase 活性が完

全になくなることから，触媒反応に重要であることを示唆している O 同時にこの領域の他の親水性保存残基に変異を

導入しても，同様の結果は得られないことを確認している。これらの結果は， Glu-181 , Arg-182 , Glu-185 のみが

Glu-161 '"" Lys-201 領域の必須残基であることを示している。

第 3 章では， β サブユニットのアミノ酸配列がガン遺伝子産物である p21rαs タンパクの配列と似ている領域 Glu-

185'"" Ile-199 および Glu-280'""Val-296 のアミノ酸配列を p21rω型に置換している。その結果は，少なくとも，部分

的には 3 サブユニットと p21ras タンパクが似ていることを示唆している。

第 4 章では，第 1 章で触媒反応における重要性が明らかになった残基 Glu-181 ， Arg-182 , Glu-185 残基に変異を持

つ Fl CATP 合成酵素の触媒部位を持つ複合体)を精製し，これを用いて詳細な反応速度論的解析を行っている。特

に Fl と基質が 1 1 で結合した時に見られる反応 Cuni-site 反応)，基質が大過剰にある時に見られる反応(定常状

態の反応)に注目している。その結果， Glu-181 , Glu-185 残基のカルボキシル基と， Arg-182 残基のグアニジノ基が

触媒反応に重要な役割を果たしていると結論している。

第 5 章では，本研究で得られた結果を高次構造が明らかになっている p21rαs タンパクおよび recA タンパクなどと

比較しながら， β サブユニットの高次構造を推定し，反応機構を考察している。すなわち，本酵素の逆反応である

ATPase 反応においては， ATP は Lys-155 ， Thr-156 , Glu-181 , Arg-182 , Glu-185 等よりなる触媒部位に結合し，
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ATP の ß/r 位のリン酸基には Mg 2 ←が結合していると考えている。 Glu-181 残基が基質 ATP の 7 位のリン酸基

の近傍の水分子を活性化させ，さらに，活性化された水分子が 7 位のリン酸基を攻撃することにより， β 位と 7 位

のリン酸基を結ぶエステル結合が加水分解されることを考察している。

論文審査の結果の要旨

ATP 合成酵素は電子伝達鎖の形成するプロトンの勾配と膜電位を駆動力として， ADP とリン酸から ATP を合成

するという化学反応を行うオスモエンザイムである。イオンの輸送という物理的過程を化学反応に共役させる酵素で

あるという見地から ATP 合成酵素は注目されている O

本論文は大腸菌の ATP 合成酵素の β サブユニットに系統的に変異を導入し，酵素の性状を解析し， ATP 合成酵素

の触媒反応に関与するアミノ酸残基を同定したものである O 得られた主な結果を要約すると以下のとおりである。

(1) 本酵素の β サブユニットに系統的に合計 41 の変異を導入し，全変異酵素の速度論的性状を詳細に解析しているO

その結果， Glu-181 , Arg-182 , Glu-185 の 3 残基が触媒反応に重要であることを見出している。

(2) β サブユニットと p21rω タンパクの配列の類似に注目し，変異を導入し解析している。その結果，この 2 つの

タンパクの少なくとも一部の構造は似ていると考えられる O

(3) Glu-181 , Arg-182 , Glu-185 に変異を持つ ATP 合成酵素 CGlu-181→Gln ， Glu-181• Asp , Glu-181 • Ala;Arg-182 

• Lys , Arg-182• Gln;Glu-185• Gln , Glu-185→Asp) の触媒部位を形成している複合体 Fl を精製し，定常状態と

非定常状態において詳細な反応速度論的な解析を行っている。その結果， Glu-181 と Glu-185 のカルボキシル基，

Arg-182 のグアニジノ基が触媒反応に重要であることを実証している。

(4) 速論的解析と変異導入の結果を踏まえて ATP 合成酵素の反応機構を提案している。特に， Glu-181 残基が水分

子を活性化するという機構は本論文における重要な提案と考えられる。

以上のように本論文は ATP 合成酵素の反応機構に関して新しい基礎知見を示したものであり，生物工学，生物化

学，微生物学の分野で貢献するところが大きし」よって本論文は博士論文として価値あるものと認める O
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