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本 論文で は、ポ リア ミン合成 の際 に生 じる副産物 に含 まれ る還元 硫黄 をメチ オニ ン

に再生す るメチオニ ン還元 硫黄再 生経路 で働 く3つ の酵素群 の解析 を行 い、それぞ れ

にお ける反応機構 を考察 した。3酵 素 はア ミノ酸配列 にお いて 、実 際 に触媒す る反応

とは別 の機能 を有 す るタンパ ク質 と相 同性持つ とい うユ ニー クな特徴 を示す。

1つ 目の酵 素 、 メチル チ オ リボース1一 リン酸 イ ソメ ラー ゼ は真核 型 翻訳 開始 因子

elF2Bの αサ ブユ ニ ッ トと約20％ の相 同性 を有す。基質 はヘ ミアセ タール基 に リン酸

を有 す るので鎖 状型 アル ドース を形成で きない。そ のよ うなアル ドー ス糖の 開環反応

を触媒 す る酵素 の速度定数 を明 らか に したのは本研 究が初 めてで ある。 また、重水 を

用 いたNMR解 析やMS解 析 の結果 か ら、触媒時 のプ ロ トン移 動 中に溶媒か らのプ ロ

トンの取 り込み が極 めて起 こ り難 い ことを明 らか にした。相 同性 を持つ タ ンパ ク質 の

基質結合 型、非結合 型 の立体 構造 の比較か ら、活 性 中心が基 質結合 に伴 い大き く構造

を変化 させ、活性 中心 を外 界か ら遮 断す る ことが予想 され 、触 媒 中に溶 媒 との プ ロ ト

ン授受が起 こ り難 い とい う実 験結果 と合 致 した。

2つ 目の酵素、 メチル チオ リブ ロー ス1一 リン酸デ ヒ ドラターゼ はアミノ酸配列 にお

いて 、クラスH型 のアル ドラーゼ ファミ リー と約20％ の相 同性 を示す。特 に、金属結

合や リン酸結合 、プ ロ トンの授受 に働 くとされ るア ミノ酸が保存 されて いた。実際 に

金属 を強 固 に結合 させてお り、部分 的に金属 を取 り除 くことで活 性が大幅 に減少 した

こ とか ら、他 のアル ドラーゼ ファミ リー と同様 に、触 媒 に金 属 を必要 とする ことが示

唆 され た。 生成物で ある2,3一ジケ ト5一メチルチオペ ンチル1一 リン酸 は不安定で あ り、

その分解速 度 を求 めた と ころ、半減期が 比較的短 い ことがわ か った。そ のため、多 く

の生物 において このデ ヒ ドラターゼ とジケ トを基質 とす るエ ノラーゼが オペ ロンを形

成 して いる ことは、両酵素 の量 比 を調節 す る ことで代 謝効 率 を高め るた めに重要 で あ

ると考 え られ た。

3つ 目の酵 素、2,3一ジケ ト5一メチルチ オペ ンチル1一 リン酸 エ ノラーゼ(以 ドエ ノラ

ーゼ と略記)は ア ミノ酸配列 にお いて、光合 成/化学合成 にお けるCO2固 定 酵素 リブ ロ

ー ス1
,5一ビス リン酸 カルボキ シ ラーゼ/オ キ シゲナーゼ(RuBisco)と 約20％ の相 同

性 を示 す。RuBiscoの エ ンジオール 化 にお ける必須触 媒残基 に相 当す るア ミノ酸残基

に対 して 置換 変 異 を施 した と ころ、 変異 エ ノ ラー ゼ はすべ て活 性 を失 った。 また 、

RuBiscoの 基質 、反 応 中間体 、生成 物が いずれ もエ ノラーゼ の活性 を競合 的に阻害 し

た結果 か ら、エ ノラーゼ はRuBiscoと 似た結合特異性 を持つ活性 中心 を有 し、エ ノ

ール化 の反 応 にお いて はRuBiscoが 行 うエ ンジオール化 と同様 の触媒残基 を川 いて

いる ことが示唆 され た。

これ ら3種 のタ ンパ ク質 は、構造 や機 能而 にお いて相 同性 を有 して いるタ ンパ ク質

と配列か ら予想 された以 上に分 子進化 上非 常 に深 い関係 にある と考 え られた。
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メチ オニ ン還元 硫黄再生経 路 は細菌 、酵母 、植 物、 ラ ッ ト、 ヒ トな ど多 くの生物が

有 して い ることが知 られて い る。 メチル チオ リボース1一 リン酸イ ソメラーゼ 、メチル

チ オ リブ ロース1一 リン酸デ ヒ ドラターゼ 、2,3一ジケ ト5一メチル チオペ ンチル1一 リン酸

エ ノ ラーゼ の3酵 素 は、ア ミノ酸配列 にお いて他 の機能 を持つ タンパ ク質 、それぞれ 、

真核型翻訳 開始 因子elF2Boc、 糖代謝酵 素 アル ドラーゼ 、CO2固 定 酵素RuBisCOと 相

同性 を示 し、かつ 同 じ物質 を基質 とす る酵素が他 に無 いとい うユ ニー クな酵素 であ る

ことか ら、B.subin7isリ コ ンビナ ン トタ ンパ ク質 を用 いて酵素学 的諸性質 を決め ると

共 に、反応機構 を解 析 した。

第1章 では、 メチルチ オ リボース1一 リン酸 イソ メラーゼ の解析で は、生化学 、構 造

学の両 アプ ロー チか ら、活 性部位 の疎水 的環 境 を考察 し、アル ドー スケ トースイ ソメ

ラーゼの 中で も極 めて珍 しいヒ ドリ ド移動機 構 を証 明 した。 これ までに ヒ ドリ ド機構

が照明 され たアル ドー スケ トース イソ メラー ゼ はキ シ ロースイ ソメ ラー ゼ しかな く、

本 イソ メラーゼ の解 析 は、アル ドー スイ ソメ ラーゼ の反応機 構 に関す る新 しい知見 、

特 に環 状糖 の 開環反応 にお ける新た なモデル を提供 した。

第2章 のメチル チオ リブロー ス1一リン酸デ ヒ ドラターゼ の解 析で は、そ の酵素化学

的性質 の解 明 に加 え、反応 生成 物 の分解 特性 を明 らか に した。連続す る反応 を触媒す

る酵素が オペ ロン構造 を有す る ことの代 謝効 率の観点か ら意義付 けた。

第3章 にお ける枯 草菌2,3一 ジケ ト5一メチル チオペ ンチル1一 リン酸エ ノラーゼ の解析

で は、種 々の相同 タンパ ク質 のエ ノラーゼ活性 を測 る ことか ら触媒残基 の候 補 を絞 り、

さ らに相 同性 を持 つRuBiscoの 先行す る研究結 果 との比較か ら、触媒残基 を考 察 し

た。触 媒残基 の 同定 まで には至 らなか ったが、カルバ メー ト化処 理が活性 に及 ぼす影

響 のRuBisCOと エ ノラーゼ との違 いは両者 の反応機i構や触媒残基 の違 い を考察 す る

上で意 義深 い。逆 に、RuBisCOと エ ノラーゼ との共通点 として、RuBisCOが 触 媒す

るRuBPカ ル ボキ シラーゼ反応 の基 質、生成物 、反応 遷移 状態 アナ ログで両者が特 異

的 に阻害 され る事実 は実 に驚 くべ き結 果で あ った。特 に遷移 状態 アナ ログは構造異性

体 で は阻害 されな い ことか ら、枯 草菌エ ノラーゼ の活性 中心部位 の構 造がRuBisco

に極 めて近 い もので ある ことが示唆 され た。

以上 のよ うに、本論文 は枯 草菌の メチ オニ ン還元 硫黄再生経路 で働 く酵素群 の酵素

的諸性質 と関連 す るタ ンパ ク質 との進化的 関連 性 を示 した もので 、学術 上、応用 ヒ貢

献す ると ころが 少な くな い。 よ って審査委員 一同は、本論文が博士(バ イオサイエ ン

ス)の 学位 論文 として価 値 ある もの と認め た。


