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論文内容の要旨

本論文は、超好熱始原菌 Pyrococcus kodakaraensis KOD 1 株の産出する 2 種の耐熱性タンパク質の立体構造と

機能の相関について述べており、緒言、本論 2 章、および総括から構成されている。

緒言では、本研究の背景ならびに目的と意義を述べ、研究の概略についても示している。

第 1 章では、 KOD 1 株の産出するDNA ポリメラーゼの結晶構造解析について述べた。 DNA ポリメラーゼは全て

の生物に存在し、細胞分裂の際に DNA を正確に複製する酵素である。このうち、耐熱性 DNA ポリメラーゼは遺伝

子を人工的に増幅する反応 (PCR) に利用されており、基礎研究のみならず、医療現場でも広く使用されている。

本研究で取り上げた DNA ポリメラーゼも PCR に利用されている耐熱性 DNA ポリメラーゼであるが、他に比べて

DNA 複製の正確さが極めて高く、さらに DNA 合成の速度は、これまでに知られているもののうちで最も速い。活

性部位近傍で本酵素と他の DNA ポリメラーゼとの比較を行うことにより、 DNA 複製の正確さを考察しているo

第 2 章では、 KOD 1 株の産出する DNA 修復タンパク質 0 6 ーメチルグアニンーDNA メチルトランスフエラーゼ

の結晶構造解析について述べているo 本タンパク質は、 800Cで一晩放置しても立体構造に変化は見られないほど、非

常に熱に対して安定である o こ ，0)優れた熱安定性を大腸菌が産出する同族タンパク質の立体構造と比較することで構

造化学的に解明しているo その結果、両者で分子表面の性質が大きく異なっており、 KOD 1 株由来ではその分子表

面が電荷を持つアミノ酸で覆われていることを見いだしているo また、分子内イオンベアの比較を行ったところ、イ

オンペアの総数はほぼ同数であったが、位置に違いがみられている o KOD 1 由来ではイオンペアのほとんどが α ヘ

リックス内、あるいはヘリックスとヘリックスの聞に位置している。すなわち、 α ヘリックス内のイオンペアはヘリッ

クスの螺旋構造つまり二次構造を安定化し、ヘリックス間のイオンペアは分子内パッキングつまり三次構造を安定化

している。また活性部位は α ヘリックスに固まれた分子内部に存在するが、それらのヘリックスがイオンペアで強化

され、さらに連結されていることを明らかとしている。

総括では第 1 章、 2 章の研究結果をまとめ、 DNA ポリメラーゼ、 0 6 ーメチルグアニンーDNA メチルトランスフエ

ラーゼ、の構造機能相関について示している o
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論文審査の結果の要旨

本論文は、超好熱始原菌 Pyrococcus kodαkaraensis KOD 1 株の産出する 2 種のタンパク質、 DNA ポリメラーゼ、

0 6 ーメチルグアニンーDNA メチルトランスフエラーゼ (MTase) の結晶構造解析を行うことで、構造と機能との相

関を明らかにするのが目的である。

主な結果を要約すると次の通りである o

(1) 超好熱始原菌 Pyrococcus kodαhαraensis KOD 1 株由来 DNA ポリメラーゼの結晶構造を3.0Å分解能で決定し、

その電子密度から鋳型 DNA 鎖の結合部位を同定している o

(2) KOD ポリメラーゼと近縁な Pfu ポリメラーゼとのアミノ酸の違いから、 KOD ポリメラーゼの優れた遺伝子増

幅能を構造化学的に考察している。

(3) 超好熱始原菌由来では初めての例である Pyrococcus kodαkaraensis KOD 1 株由来 MTase の結晶構造を1.8λ分

解能という高分解能で決定している。

(4) 常温で生育する大腸菌由来の MTase の立体構造と比較することで、 KOD 1 株由来 MTase では α ヘリックス内

のイオンペアによってその螺旋構造(二次構造)が補強され、ヘリックスとヘリックスの間のイオンペアによって

分子全体のフォールディング(三次構造)が安定化されていることを明らかにしている。

以上のように、 2 種のタンパク質の立体構造決定によって、それぞれ機能との相関に関する知見が得られており、

特に(2)は遺伝子増幅機能向上、 (4)は有用酵素の耐熱化、を目指す技術開発において極めて重要な成果である。よって

本論文は博士論文として価値あるものと認める o
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