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論文内容の要旨

超好熱菌 (Hyperthermophilic archaea) は，その生育環境の特殊性や系統解析から，原始生命体に最も近い生物

のーっと考えられている。本研究は最も原始的なレドックス蛋白質の特徴を明確にするため， フェレドキシン

(FRD) とインドールピルビン酸酸化還元酵素(IOR) に注目し，その遺伝子構造，蛋白質の性質について検討して

いる o 本論文は 5 章からなり，その内容は以下のとおりである。

第 1 章ではこれまでの研究で蓄積された超好熱菌 Pyrococcus sp. KOD 1 株の特殊な遺伝子構造，酵素の興味深い

反応特性の概略を述べ，本研究を行なうに至った経緯を説明している o

第 2 章では超好熱菌のフェレドキシンを用いた系統解析を試みている。 KODl 株からフェレドキシン遺伝子をク

ローン化し，その遺伝子構造を明らかにしている o 得られた配列を用いて系統樹を作成したところ，細菌，始原菌を

問わず，超好熱菌のフェレドキシンが系統上，顕著な近縁性があることが示されている。この分岐パターンは

168 rRNA に基づき構築されたユニバーサルな系統樹とは異なることが明らかにされている。

第 3 章ではインドールピルビン酸酸化還元酵素(IOR) に注目し，遺伝子の取得を行ない塩基配列を決定している。

IOR の α ， ß サフーユニットをコードする遺伝子 (iorA ， iorB) はクラスターを形成し，特に α サフーユニットは様々な

種類の酸化還元酵素の部分配列がモザイク状に混在していることから，生物進化の過程で遺伝子シャツフリングを経

ていることが予想されている。 iorA ， iorB を大腸菌内で発現させると， 700Cを最適温度とする活性型 IOR が確認さ

れ，各サブユニット蛋白質が活性型構造 (α2β2) にアセンブリーしていることが示されているo

第 4 章では高温環境下で耐熱性レドックス蛋白質の構造成熟について研究している o 円偏向二色性 (CD) 解析法

により組換えフェレドキシンの構造を天然、型フェレドキシンと比較したところ，両者で構造上の違いが認められたが，

熱処理により，組換え型構造は天然、型構造に近似変換されることが示されている。次に IOR の 2 種類のサブユニッ

トを大腸菌で発現し，それぞれを組換え蛋白質として取得している。両者は単独では酵素活性を示さないが，共存状

態で熱処理を行うことで活性型構造 (α2ﾟ 2) へアセンブリーすることが示されている o 一方，各サブユニットを熱

処理後，混合して再び熱処理しても活性型構造への変換は見られなし」以上の結果から耐熱性蛋白質の構造成熟にお

ける高温環境の重要性が示されているo

第 5 章では得られた知見を要約するとともにレドックス蛋白質の熱処理による構造の成熟機構について考察してい

る。
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論文審査の結果の要旨

超好熱菌は最も原始的な生物のひとつとi考えられているが，その代謝経路は不明な点が多い。本研究では他生物の

代謝経路で多数確認されているレドックス蛋白質の中から，フェレドキシン (FRD) とインドールピルビン酸酸化

還元酵素(IOR) に注目し，その遺伝子構造，蛋白質のa性質について検討したものである o また，高温環境がこれら

蛋白質の構造熟成にどのように関与しているのか明らかにしている o 主な成果は以下のとおりである o

(1)フェレドキシンを用いた系統解析を試みたところ，超好熱菌のフェレドキシンは細菌，始原菌を問わず，顕著な

近縁性が示され，その分岐パターンは168 rRNA に基づき構築されたユニバーサルな系統樹とは異なっているこ

とを明らかにしている o

(2 1IOR の遺伝子構造を解析し，既知の配列と比較することで超好熱菌の 2- オキソ酸の酸化還元酵素は他の酸化還

元酵素の部分配列がモザイク状に混在していることを示している D

(3)高温環境下で組換えフェレドキシンの構造が天然、型フェレドキシンの構造に近似変換されることを示し，フェレ

ドキシンが熱により構造成熟することを明らかにしているo また，次に IOR の 2 種類のサブ、ユニット， α ， ﾟ 

が熱処理により活性型構造 (αzβ2) へ，アセンブリーすることを in vitro の実験により証明している。以上の

結果から，耐熱性蛋白質が適切な高次構造を形成する上で高温環境が重要な役割を果たしていることを明らかに

している。

以上のように，本論文において超好熱菌のレドックス蛋白質の遺伝子構造の特徴及び蛋白質が高温環境において構

造成熟することが明らかにされた。本研究は超好熱菌の進化系統における位置付けを明確にするとともに，耐熱性蛋

白質の性質を知る興味深い知見を提供するものとして高く評価される。よって本論文は博士論文として価値あるもの

と認める。
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