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(論文内容の要旨)

第1章‥細菌の走光性のｾﾝｻ-機能を持つPhotoactive yellow protein (PYP)は､発

色団の光異性化をきっかけにﾀﾝﾊﾟｸ質部分が活性中間体(PYPM)に構造変化し､自

発的に戻る光反応ｻｲｸﾙを持つ｡本研究では発色団の異性化情報がどのように伝播さ

れ活性構造を獲得するのかを明らかにすることを目的とした｡

第2章‥ PYPMaCid､ PYPMalkaliそれぞれの光反応前後の差FTIRｽﾍﾟｸﾄﾙの比較から､

PYPMaCidからPYPMalkali-の変化過程で大きなﾀﾝﾊﾟｸ質構造変化が起こることが示さ

れたoまた､ M中間体で負電荷が生じないE46Qでは､中性でもE46QMの平衡が

PYPMaCidに偏っていることが示された｡以上の結果から､ Glu46のM中問体における

負電荷が､活性構造(PYPMalkali)獲得に必要である,=とが示された｡

第3章‥ Glu46の側鎖のｶﾙﾎﾞﾆﾙ酸素には､ β6に属するⅦ1122の側鎖が近接して

いるoそこでGlu46とVal122との相互作用を､ 122位を変異することにより調べた｡

122位を極性残基に変異するとPYPMaCid､Alaに変異するとPYPMalkaliに平衡が偏った｡

122位を極性残基に変異した場合Glu46のｶﾙﾎﾞﾆﾙ酸素との水素結合が考えられた

ので､ Val122のCHとGlu46のｶﾙﾎﾞﾆﾙ酸素との間には､水素結合よりも弱く､ﾌ

ｱﾝﾃﾞﾙﾜ-ﾙｽｶよりも大きなCH/0相互作用が働いていることが示唆された｡

第4章‥PYPのN末端部とβｼ-ﾄとの相互作用がM中間体の安定性に寄与している

ことを示した｡特に､ N末端部の6残基の欠損でM中間体が著しく安定化され､暗状

態の結晶構造でPhe6とLys123が近接していることから､これら2残基の間に相互作

用があることが予想された｡そこで6､ 123位に変異を導入して検証した結果､PYPMalkali

の構造を獲得するためには6位には芳香環､ 123位には長いｱﾙｷﾙ鎖が必要であるこ

とが示され､ CH/7;水素結合が重要な役割を果たすことが示唆された｡

第5章‥ MetlOOを含むβ4-β5ﾙ-ﾌﾟは､ Ⅹ線溶液散乱実験の結果から最も柔軟な領

域であることが示されているoそこで､このﾙ-ﾌﾟの役割について調べた｡その結果､

ﾙ-ﾌﾟ形成に関わる残基-の置換はPYPMalkaliに平衡を偏らせ､ 98､ 99位-の置換は

酸性の構造変化を非常に小さくした｡従って､ MetlOOﾙ-ﾌﾟの開閉運動がPYPMalkali

の構造獲得には必要であり､この時Tyr98とGln99との相互作用も重要であることが
示された｡

総括‥発色団の異性化から始まるPYPの構造変化は､ Glu46からVal122､ Lys123を

含むβｼ-ﾄに伝播し､ Lys123とPhe6との相互作用によってN末端部にまで伝わる

ことが示されたoこの中で､ CH/0､ CH/7Cのような弱い水素結合が構造変化に重要な

役割を果たしていることを実験的に示すことができた｡
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(論文審査結果の要旨)

生物のさまざまなｾﾝｻ-として働く蛋白質は､外界の刺激を受容して構造が変化し､
酵素括性というかたちで生体信号に変換する｡つまり､生物の信号変換を理解すること

は､蛋白質の構造変化を理解することに他ならない｡本論文はﾊﾞｸﾃﾘｱの光ｾﾝｻ-

蛋白質･ photoactiveYellowProtein (PYP)において､光を吸収した発色団から蛋白質全

体に構造変化が伝播するﾒｶﾆｽﾞﾑを､種々の分光学的手法を用いて調べたものである｡

1･ PYPの光反応ｻｲｸﾙで､信号伝達を担うと考えられている近紫外中間体は二種類存

在し､それらはpH平衡にある(PYPMaCidとpypMalkali)｡両者の蛋白質構造を暗状態との

差FTIRｽﾍﾟｸﾄﾙのｱﾐﾄﾞ嶺域で比較したところ､PYPMaCidでは構造変化は小さいが､

pypMakaliでは大きな構造変化が起こっていることがわかったo pypの光反応ｻｲｸﾙ中

では､ pypMaCidからpypMa比aliへの過程で蛋白質部分の大きな構造変化が起こると考えら
れた｡

2･発色団と相互作用しているGlu46は､暗状態ではﾌﾟﾛﾄﾝ化し､脱ﾌﾟﾛﾄﾝ化した

発色団と水素結合している｡光を吸収するとGlu46は発色団にﾌﾟﾛﾄﾝを与えて負電荷

を帯びるが､この負電荷の構造変化に対する役割を検証するため､負電荷を帯びない変

異体･E46qの光反応を紫外可視分光法とFTIRで解析した｡その結果､E46(〕ではpypMaCid
とPYPMakaliの平衡がpypMaCidに偏っており､大きな構造変化が起こるためには46位の
負電荷が必要であることがわかった｡

3･ﾌﾟﾛﾄﾝ化したGlu46のｶﾙﾎﾞﾆﾙ酸素は､ Ⅶ1122のβ炭素と近接している｡この

相互作用を調べるために､ Ⅶ1122に対する変異体を作成し,その光反応を調べた｡ Glu46

と水素結合を形成するV122Nでは平衡がpypMaCidに偏らており, v122Aでは平衡が

PYPMa比ali偏っていたoすなわちpypMaCidからpypMakaliへの過程で､ Glu46とval122の相

互作用が切れることで大きな構造変化が起こると推測された｡ cH-0相互作用のよう
に弱い結合が､ pypの可逆的な光構造変化には必要であると考えられる｡

4･Phe6を欠損したpypMは,野生型のPYPMより数100倍安定であった｡ phe6のﾌｪﾆ

ﾙ基とLys123のｱﾙｷﾙ鎖が近接していることに着目してF6A､ K123A変異体を作成

したところ､前者はphe6を欠損したのと同様にpypMが長寿命化し､後者は黄色に呈

色しなくなったoそこでPhe6とLys123の相互作用に着目して変異体を作成し､その光
反応を調べたところ､ 6位については芳香環を持つTyrに置換したときのみ､野生型と

同様の光反応を示したo -方､ 123位については､側鎖の静電的な性質に関わらず､ｱ
ﾙｷﾙ鎖を持つときに野生型と同様の光反応を示した｡以上の結果から､ ph｡6のﾌｪ

ﾆﾙ基とLys123のｱﾙｷﾙ鎖の間のCH- 7T相互作用が必要であると考えられたo

従来の蛋白質研究では､ oH-0やNH-0のような強い水素結合のみが考慮され､蛋

白質中でのCH･･･7t､ CH-0のような弱い相互作用の役割は疑問視されてきた｡本論文

は, cH･･･7T､ CH-0相互作用が､たかだか数個で蛋白質という巨大分子の性質を規定

しているということを､実験的に明確に示したもので､蛋白質の理解に向けて新しい視

点を提唱したという点で画期的な成果といえる｡よって本論文が博士(理学)の学位論
文として価値のあるものと認め,審査結果を合格とした｡


