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論文内容の要旨

生物窒素固定は、ニトロゲナーゼの触媒作用による分子窒素のアンモニアへの還元反応である o Klebsiellα 等を用

いてニトロゲナーゼに関わる遺伝子と産物の研究がなされてきたが、ニトロゲナーゼへの直接の電子供与体であるフェ

レドキシン、フラボドキシンの還元系は不明な点が多 L 、 o Rhodobαcter cα'Psulatus において、ニトロゲナーゼ、への

直接の電子供与体フェレドキシン1 (FdxN) の遺伝子周辺の解析により、既知の遺伝子とほとんど類似しない、遺

伝子群 mf (rhodobacter nitrogen fixation) が見出されてきた。この遺伝子群の産物は、膜蛋白質やフェレドキシ

ン様ドメインを持つ蛋白質であると考えられ、フェレドキシン還元に関わることが示唆された。本研究では rnf 遺伝

子産物の酵素的機能を解明する目的で、局在性の解析、複合体構成の検証、アミノ酸配列に基づく機能予測を行い、

さらに暗所における窒素固定での働きについて調べた。

RnfA は、大腸菌アルカリ性フォスファターゼ (PhoA) との融合遺伝子を用いた解析、 RnfB と RnfC は、大腸菌

で発現させた産物に対する抗体を用いた解析の結果から、これらが膜蛋白質であることを示した。また、 mfA 、 mf

B、 mfC いずれかが破壊された株では、残りの rnf 遺伝子産物の含量が痕跡程度に減少すること、すなわち、 RnfA、

RnfB、 RnfC の相互安定化作用を見出した。次に、 (His) 6 付加した活性型の RnfB を可溶化後、ニッケル NTA アガ

ロースカラム、 Sephacry1 S -400カラムにかけた結果、 RnfC が (His) 6 付加 RnfB と同一の酉分に検出された。従っ

て、少なくとも RnfB と RnfC は複合体を構成することが示された。

非窒素固定菌 Haemophilus influenzae 全ゲノムの塩基配列内に mf と相向性の高い ORF 群の存在が判明した。こ

れを手がかりにして、実験的に得られた Escherichiα coli 由来の塩基配列を基に rnf遺伝子群のホモログを見出した。

また、詳細なアミノ酸配列比較の結果、 Rnf 蛋白質複合体は H+ 輸送型 NADH-キノン酸化還元酵素 (H+ -NDH) 類

似の膜表在サブ複合体 (RnfB、 RnfC) と Na+ 輸送型 NADH-キノン酸化還元酵素 (Na-'- -NDH) 類似の膜貫通サブ

複合体 (RnfA、 RnfD、 RnfE) から構成される、キメラ様構造を持っと考えられた。この複合体の機能は、膜電位

の解消に伴う NADH からフェレドキシンへの電子伝達であると予想された。

R. cα:psulαtus は、暗所嫌気条件下でも窒素固定も行う。暗所における窒素固定が明所と同じ遺伝子産物によるも

のかどうかは不明であった。そこで、種々の遺伝子破壊株の暗所における窒素固定能を調べた。 rnf遺伝子破壊株各

種の生育がいずれも痕跡程度であったことから、暗所でも Rnf 蛋白質は窒素固定で主要な役割を持つことが示され

た。また、光合成の環状電子伝達系の構成成分欠損株 3 種の生育は、いずれも野生株と同様であった。これらの結果
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は、 Rnf 蛋白質の機能にこれら電子伝達系成分との直接な反応が必要ないことを示しており、上述の Rnf 蛋白質複

合体の機能予想、と合致する。

論文審査の結果の要旨

本研究は、紅色光合成細菌の窒素固定に必須な遺伝子群 mf オペロンの産物が、クロマトフォア膜に局在する膜蛋

白質複合体を形成すること、そして、光合成条件下だけでなく非光合成条件下でも窒素固定に必須な機能を持つこと

を明らかにするとともに、形成される複合体の酵素機能の推定を行うことによってこの分野の展開への道標を与えた。

この内容は博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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