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論文内容の要旨

本研究では、一分子光駆動プロトンポンプであるパクテリオロドプシン (bR) を研究試料とし、機能発現過程で

生じる局所的状態変化、特に解離性アミノ酸残基のプロトン化状態の変化と、高次構造変化の間の因果関係を明らか

にすることを通じて、一方向プロトン輸送の分子機構を明らかにした。

光反応過程で生じる高次構造変化の誘起機構

bR では、 M中間体の形成過程で反応中心であるシッフ塩基 (SB) の細胞外側のチャネルへの脱プロトン化が生じ、

M中間体の崩壊過程で異なった膜面である細胞質側のチャネルから SB は再プロトン化する O この反応中心のアクティ

ブサイドの変化の制御機構(再プロトン化スイッチ機構)を明らかにすることは、 bR の一方向プロトン輸送機構を

明らかにする上で本質的な問題である。ここでは特にM中間体生成時に生じる SB の脱プロトン化と高次構造変化の

因果関係に注目し、それを明らかにすべく研究を行った。本研究では、その為に、光照射なしに SB のプロトン化状

態を pH 依存的に制御できる変異体を用い、 SB の脱プロトン化に伴う高次構造変化を X線回析法によって測定した。

その結果、ここで生じる構造変化はこれまでに示されているM中間体形成時に見られる構造変化に相向性が高く、 S

Bの脱プロトン化によって中間体構造が誘起されることが明らかとなったo この結果から、 SB のプロトン化状態に

依存的な高次構造転移によって、シッフ塩基のアクティブサイドが制御され、その結果として再プロトン化スイッチ

が実現しているものと示唆された。

N中間体で生じる高次構造変化

M中間体で SB のアクティブサイドの転移が生じた後、 MおよびN中間体の崩壊過程でSBは細胞質側から再プロ

トン化する。しかしながら、この再プロトン化過程は細胞質側のチャネル内に存在する Asp96 を介して二段階で生

じており、幾分複雑である。そこで、本研究ではこの SB の再プロトン化過程の分子機構を明らかにするために、こ

れまでに明らかにされていなかった N中間体で生じる高次構造変化を明らかにすべく研究を行った。 N中間体の安定

化状態を検索したところ、 Fl71を C に置換した変異体でN中間体が安定化されることを見出したD この変異体を用

い X線回析測定を行った結果、 N中間体では細胞質側のチャネルが聞くように F へリ y クスが傾くといった高次構造

変化が生じていることが示唆された。また、ここで観測された構造変化はこれまでに我々が明らかにしてきたM中間
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体で生じる変化と相向性は高いものの区別可能な違いが存在することが明らかとなった。

M-type と N -type構造問の水和依存的転移

先に述べたように、 bRではその光反応過程で二つの区別可能な構造を獲得していることが明らかとなった。そこ

で、これらの構造の違いがSBの再プロトン化過程に対しどのような役割を担っているのかをより明らかにするため

に、 M中間体ですでに N-type 構造を安定に蓄積するD96N変異体bRIこ対し、試料の水和量を変化した際の、中間体

構造への影響を X線回折測定、並びに、赤外吸収分光測定によって調べた。その結果、高度に水和した試料ではN

type 構造が蓄積されているのに対し、試料を脱水和していくに従って、 N -type 構造の形成が阻害され、 M -type 

構造の蓄積するのが観測された。以上の結果から、 N -type 構造はM -type 構造に比べ試料の水和状態に、より感

受性が高く、少なくとも、 N -type 構造の形成には試料まわりの水分子の存在が必要であることが示唆された。以

上の結果は N -type 構造はM -type 構造に比べより細胞質側のチャネルが開き、チャネル内が水和した状態である

ことを示唆している o おそらく、 M -type 構造では完全にチャネルが開いておらずSB と Asp96 の間の相互作用が構

築されるのみに止まり、 N -type構造獲得によってチャネル内がより水和し、その結果 Asp96 のpKa が制御され、

Asp96 の脱プロトン化並びにSBの再プロトン化が生じているものと考えられた。

論文審査の結果の要旨

生体光受容蛋白質は光を受容すると数種の中間体を経て変化する o そのうちの特定の中間体が'情報変換やエネルギ一

変換において重要な役割をする。上久保君提出の論文は、最も単純な光合成系である高度好塩菌光合成の光受容蛋白

質パクテリオロドプシンについて、アミノ酸置換体を駆使し、諸条件下での中間体の構造を解析し、光受容後の構造

変化を明らかにした。さらにそれらを元にプロトン輸送機構のモデ、ルを提出した。

これらの知見やモデルは生体光受容の分子内機構を理解する上で重要なものであり、人工的光合成開発に寄与する

ものである o よって上久保君提出の論文は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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