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論文内容の要旨

UDPG ピロホスホリラーゼはグリコーゲンやデンプンなどの多糖類の生合成中間体として重要な UDPG の合成と

分解を触媒する酵素で，動植物，微生物に広く分布するO 大腸菌やサルモネラ菌などの細菌においては，本酵素はガ

ラクトース代謝やリポ多糖などの細胞膜・細胞壁成分の生合成に必須の役割を果している O 本研究では，大腸菌の U

DPG ピロホスホリラーゼの構造と機能の解明を目的として その遺伝子をクローニングして塩基配列を明らかにす

るとともに，高発現系の構築および酵素の精製と性質の解析，さらに親和標識による基質結合部位リジン残基の同定

を行った。

大腸菌 K-12 株から本酵素を均一に精製し その N-末端域および酵素消化あるいは臭化シアン分解によって得ら

れたペプチド断片のアミノ酸配列に基づいて合成したオリゴヌクレオチドをプロープとして大腸菌のゲノミックラ

イブラリーより本酵素遺伝子をクローニングした。得られたクローンは，約1.2 kbp の挿入 DNA 断片をもっていた。

本酵素の構造遺伝子は 906 塩基で構成され 302 個のアミノ酸残基をコードしていた。大腸菌酵素のアミノ酸配列は，

酢酸菌やサルモネラ菌の同酵素の配列と高い相向性を示したが，貯蔵多糖の生合成に関与する真核生物の UDPG ピ

ロホスホリラーゼや，同様な糖ヌクレオチドを基質とする他の酵素の配列とまったく相同性を示さなかった。すなわ

ち，原核および真核生物の UDPG ピロホスホリラーゼは，構造的には 2 つのグループに分類されることが明らかと

なった。次いで，本酵素の遺伝子断片を用いて物理的マッピングを行い，本酵素遺伝子が大腸菌染色体上の 27.3 分に

位置することを明らかにした。また，ガラクトース発酵能を欠如する galU変異株に本酵素遺伝子を導入した結果，

ガラクトース発酵能を回復した。

本酵素遺伝子を含む pUC18 プラスミドを導入した大腸菌は，全可溶性タンパク質の 15% 以上に相当する本酵素を

生産した。各種のクロマトグラフィー操作により均一に精製した酵素は， UDPG の可逆的な合成反応を Ordered Biｭ

Bi 機構で触媒した。活性には Mg イオンが必須で，遊離の UTP とピロリン酸は反応を阻害した。また， UDPG 以外

に TDPG もわずかに基質とした。

ウリジンジホスホピリドキサール (UDP-PL) は時間依存的かっ濃度依存的に大腸菌酵素を不活性化した。この

不活性化反応は， UTP または UDPG によって顕著に抑制され， UDP-PL は本酵素の基質結合部位に対する親和標識

試薬として作用すると考えられた。酵素の失活にともなって UDP-PL が酵素中に取り込まれ，完全失活と試薬の取

り込み量との当量関係は サブユニット当たり約1. 1 モルであった。 UDP-PL による修飾酵素を卜リプシンにより消
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化し，修飾ペプチドの精製とアミノ酸配列の解析を行った結果， K87 および K84 が標識部位として同定された。これ

らの標識部位は，ウシ肝臓やジャガイモ酵素の UDP-PL による標識部位と一次構造上の位置はまったく異なってい

たが，周辺のアミノ酸配列における部分的な相同性が認められた。以上の結果より，原核および真核生物の UDPG

ピロホスホリラーゼは全体的なタンパク質構造は異なるが，触媒的性質や活性部位の構造はある程度類似していて，

同様な反応機構をもつものと推定された。

論文審査の結果の要旨

フセインシェクアプ君は，大腸菌の UDPG ピロホスホリラーゼの構造を真核生物由来の同酵素の構造と比較す

ることを目的として大腸菌酵素の構造遺伝子をクローニングしその全塩基配列を決定するとともに，高発現系の構

築および組換え酵素の精製と性質の解析，さらに親和標識による活性部位リジンの同定を行った。これらの研究結果

は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める O
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