
大腸菌は、無機硫黄である硫酸イオン(SO゛・)やチオ硫酸イオン(&0゛)を細胞内

に取り込み、硫黄を含むアミノ酸であるシスティソやメチオニソなどの有機硫黄化合

物を合成する。硫酸イオンとチオ硫酸イオンの取り込みにはCysu/W/A複合体が主に
働くが、近年、膜タンパク質YeeE(TSUA)が新たなチオ硫酸πオン輸送体として働く
ことが示され、その結晶構造が報告された。 YeeE は 9 本の膜貫通へりツクスを含む

13のへりツクスとループで構成された他のタンパク質には見られない特徴的な構造を

もつ。立体構造とそれに基づく解析から、 YeeEはぺりプラズム側の正に帯電した凹み
でチオ硫酸イオンを捕捉し、.内部のループに位置する保存された 3 つのシステイソ残

基を用いてチオ硫酸イオソを細胞質までりレー輸送することが提唱された。 YeeD

(T脚B)は、 YeoE と同ーオペロソから転写される細胞質タンパク質であり、 YeeE と
共同して働く可能性が示唆されている。また、YeeD は、硫黄源転移酵素に保存された
活性モチーフ(CP"P)を持っており、チオ硫酸イオンを分解する機能を持つことが予

測される。しかし、 YeeE と YeeD がどのように連携してチオ硫酸イオンを取り込んで

いるのかは不明であり、また YeeD の機能の詳細も明らかになっていない。そこで本

研究では、YeeE,YeeD を経由ずるチオ硫酸イオソの代謝経路を解明することを目的と

した。はじめに、好熱菌&)介Ochae始所ermoPん7a由来YeeE (SNeeE)を再構成した
プロテオリポソームを用いた固体支持膜電気生理学的手法により、 SNeeEがチオ硫酸

イオソを選択的に輸送することを実験的に示した。次に無機硫黄源取り込みの経路が

機能しない△gspU1ν且△lee五大腸菌株を用いた生育相補解析により、三CYeeE だけ
でなく三CYeeD もチオ硫酸イオンの取り込みに必須であることが示された。同様にし

て、三どYeeD変異体を用いた生育相補解析を行い、三CYeeD の重要な残基C13 と C39

を同定した。さらに、 YeeE と YeeD による協働的なチオ硫酸イオン取り込みのより詳

細な解析を月指し、 SNeeE・S謡eeD融合タソパク質の結晶を用いてX線回折実験を行
つたところ、約 2.6A の回折データが得られた。得られた立体構造から、 sfYeeD は
SfY'eeEの細胞質側の凹みに存在し、 YeeD のシステイン残基は、 YeeE とのインターフ

エースに存在し、 YeeE・YeeD 複合体の 4 つ目のシステインとして機能することで、

YeeEに保存された3つのシステイン残基からチオ硫酸を享受しやすくなっていること

が示唆された。次に、YeeE・YeeD の相互作用を検証するため、精製した SNeeE・SNeeD

を用いて、バイオレイヤー干渉法促LD を利用したmガ加相互作用解析実験を行っ
たところ、 YeeE は YeeD と直接相互作用し、 YeeE・YeeD の相互作用は基質であるチ

オ硫酸イオンの影響を受けることが示唆された。さらに、精製SfYeeD を用いたYeeD

のmガひ0活性測定と質量分析を行い、 YeeDが保存されたシステイン残基を用いてチ

オ硫酸イオソを分解することを見出した。さらに、 X 線回折実験により得られた

SfYeeE・SNeeD融合タンパク質の立体構造をもとに変異体を作成しJhⅦ'が0相互作用

解析や、血ガν0生育相補解析を行い、 YeeEと YeeD の相互作用に重要なアミノ酸を同
定.・評価した。最後に得られだ研究結果から、 YeeE,YeeD を介した新しいチオ硫酸イ

オン取り込みと分解のモデルを提唱した。
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申請者はチオ硫酸イオソの取り込みに関与する膜タンパク質YeeE及びその関連因
子であるYeeD を対象として、構造生物学的、遺伝学的、生化学的手法などを用いた

研究を行った。

チオ硫酸イオン取り込みに関与する膜タンパク質YeeE については.、δ力bochaeta
所ermoph立a由来YeeEを再構成したプロテオリポソームを用いた固体支持膜電気生理
学的手法により、 sfYeeEを含むプロテオリポソームがチオ硫酸イオンを選択的に取り
込むことを明らかにした。先行研究により YeeEによるチオ硫酸取り込みの機能が m

Ⅶ'ν0の解析から示唆されていたが、本成果は精製タソパク質を用いて初めて実験的に

示した。

YeeEと YeeD の機能連携については、 mνル0生育相補解析実験から、チオ硫酸取り

込みには、 YeeEだけでなく YeeD も重要であることを明らかとし、加えてYeeD に保

存されたシステイン残基が重要であることも示した。このことにより、 YeeE と YeeD

が機能を連携していることが強く示唆された。
さらに、申請者は本論文にて、これまで明らかになっていなかったYeeE・YeeD複合

体の構造を 2.6人分解能で決定した。この成果は、 YeeE・YeeD複合体の構造や機能に
関する詳細な議論を可能とするものである。この構造情報から、 YeeEはYeeDの細胞
質側の凹みに位置していること、 YeeD に保存されたシステインがYeeE・YeeD複合体
の4つ目のシステインとして機能することで、チオ硫酸イオンを受け取り分解しやす

くなっていることが示唆された。
YeeEと YeeD の相互作用を検証するため、申請者は精製タソパク質を用いたmνπro

相互作用解析実験を行い、 YeeE はYeeD と直接相互作用し、 YeeEと YeeD の相互作
用は基質であるチオ硫酸イオンの影粋を受けることを見出した。さらに、 YeeE・YeeD

複合体構造を基に相互作用や機能に重要とされるアミノ酸残基を本手法により評価し
」0

YeeE関連因子YeeD の機能を探るため、 YeeD のmV元r0活性測定と質量分析を行
い、YeeD に保存されたシステイソ残基が、チオ硫酸イオンを分解することを見出した。

この成果は、 YeeDの機能を実験的に解明したものである。
これらの結果を統合して申請者は、YeeEと YeeD によるチオ硫酸イオンの取り込み

と分解の分子メカニズムを提唱した。これまで、大腸菌のチオ硫酸取り込みのタンパ

ク質として、 ATPのエネルギーを使用するABC輸送体が知られていたが、申請者の
進めた一連の研究成果は、それとは全く異なった新たなチオ硫酸取り込みの経路の詳

細な理解である。本研究成果は輸送体の分子メカニズムを明らかとする研究の基盤情
報となるだけでなく、微生物による効率的なシステイン生産を可能とする基盤盾報と
もなる。

以上のように、本論文は、生物にとって重要な硫黄源のタソパク質による取り込み

や分解などの代謝経路に新たな知見を提供し、人類の生活に貢献する、ので、学術上、

応用上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。
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