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論文内容要旨

 蛋白質は,非常に複雑な構造を基盤にしてその機能を発揮しているが,その発現メカニズム

 は明白ではない。現在,さまざまな角度からそのメカニズム探求がなされているが,その中で

 も,機能発現時の構造情報は,貴重な知見をもたらすと考えられている。本研究では,高度好

 塩菌ハロバクテリアの形質膜上に産生され,光駆動プロトンポンプ機能を有したバクテリオロ

 ドプシン(bR)に着目して,その機能発現時の反応中間状態Mの構造を粉末X線回折実験に

 よって調べた。

 bRは,7つの疎水性領域(図1,A～G)を持つ248個のアミノ酸残基とN末端から数えて

 216番目のリジン残基にシッフ塩基を介して結合したオールトランスレチナールからなる膜貫

 通型の色素蛋白質である。形質膜中で,bRは少量の脂質分子と共に紫膜と呼ばれる分画を形成

 している。この紫膜は,bR三量体をモチーフとした二次元六方格子(空間群p3,格子定数

 62・7A)であるため,回折学的な手法を用いたbRの構造研究に非常に有効な試料である(図

 1)。bR一分子は,長さ約40Aの膜を貫通するα一ヘリックス7本によって構成されている。

 bRは,長い共役二重結合を持つレチナールを持つことにより,光エネルギーを吸収して独特

 の光化学反応を行う(図2)。光反応サイクル中,bRは,バクテリア細胞の内側から外側ヘプ

 トロンを能動的に輸送する。光化学反応は,分光学的に同定された複数個の反応中間状態を経

 ながら進行し,1サイクルは,数十ミリ秒(室温下)で完了する。各反応中間体は,固有の吸

 収スペクトル,安定温度等によって特徴付けられているが,この内,M中間体が,bRの機能発

 現に最も重要な反応中間状態であると考えられている。それは,

 ①M中間体の吸収スペクトルが大きく短波長側に移動していること,

 ②M中間体では,シッフ塩基が脱プトロン化していること,

 ③そして,その形成時,bRからプトロンが放出され,崩壊時にbRにプトロンが吸着する

 等,bRのプトロン輸送機能に密接に関連した事象が生じているからである。

 室温下で寿命が数ミリ秒しかないM中間体の構造を,直接調べるのは葬常に困難である。多

 数枚の紫膜を含む試料に対する粉末回折実験では,いかに強力なX線源を用いても,短時間の

 内に精度の高いデータ収集を行うことは不可能に近い。又,試料中のbRの光化学摸応を同期さ

 せることは困難であり,時間分割測定を行ったところで,得られる情報には,他の反応中間体

 の構造情報が混入している恐れがある。そのため,本研究では,

 ①M中間体を安定化させる条件を検討し,

 ②その蓄積を分光学に確認しつ・,静的X線回折実験を通してM中間体の構造研究を行

う

 という方斜の下に研究を進めた。

 ジエチルエーテルを用いた処理,長鎖アルキル脂肪酸塩を用いた処理,低温下でM中間体を

 蓄積する方法等,幾つかのM中間体安定化の処方が知られていた。しかし,本研究でのX線画
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 折測定により,その何れもが紫膜の結晶構造に変調をきたしてしまうことが確認された。この

 ため,紫膜の結晶構造や光反応サイクルに影響を及ぼさないM中間体安定化のための処理を独

 自に検索した。試行錯誤で,様々な薬剤の効果を調べた結果,アルギニンを用いた処理がM中

 間体の安定化に非常に有効であることを見いだすことができた。この処理は,アルカリ性(pR

 8以上)のアルギニン溶液に紫膜を懸濁し,その溶液を乾燥させるという至って単純な処理方法

 である。この処理を施した紫膜では,

 ①紫膜,bRの構造に変調を来す事なく

 ②室温,光照射下で,M中間体をほ1ま100%蓄積できる(図3)

 という効力を持つことが,分光測定,X線回折実験から明らかにされた。分光測定を通して,

 アルギニン処理した紫膜では,M中間体の寿命が,未処理の場合に比べてio万倍に延長されて

 いることが明らかとなり,今後,アルギニン処理が,M中間体の構造研究に威力を発揮するも

 のと考えられた。又,アルギニン処理のpH依存性を調べることによって,bR中のチロシン残

 基が,M中間体の寿命延長に影響を及ぼしていることが明らかになった。更に,アルギニン類

 似体を用いた参照実験からは,アルギニンのグアニジウム基とbR内の負電荷を有したアミノ

 酸残基側鎖の相互作用によって寿命延長効果がもたらされていることが示された。

 以上のような特徴を有したアルギニン処理紫膜試料に対して,粉末X線回折実験を行いM

 中間体での構造変化を検討した。

 X線回折実験では,紫膜の格子定数が大きく位置分解能の高い回折カメラが要求され,又,

 M中間体での強度変化を十分な統計精度で検出するために強力なX線源を必要とした。この

 ため,X線回折実験は高エネルギー物理学研究所放射光実験施設のBL45Aに設置される筋肉

 回折計を用いて行った。光照射下でM中間体を十分に蓄積したアルギニン処理紫膜からのX

 線回折プロファイルと末照射のプロファイルの問には,小さいながらも有意な変化を見いだす

 ことができた(図4)。例えば,(i1),(40),(4i),(61)等の反射では,M中間体蓄積時に回

 折強度の減少がみられ,(20),(21),(32),(42),(51)等の反射では,強度の増加がみられた。

 又,紫膜の格子定数がM中間体蓄積時に,約0.1A増加していることも明らかにされた。これ

 らの結果は,M中間体形成時にbR内に何等かの構造変化が誘起されていることを強く示唆す

 るものであり,特に,面間隔が10A程度の反射に強度変化が集中していることから,M中間体

 形成時には,bRを構成しているα一ヘリックスに何等かの変位が生じているものと推察され

 た。この変化は,異なる試料に対する測定でも十分な再現性を持って観測することができた。

 時間分割測定によっては,M中間体からトランスbRへの戻り反応を追跡し,紫膜の結晶性が

 低下する事なく,M中間体からトランスbRへの戻り反応が進行していることを明らかにする

 こと力量できた。

 粉末回折測定で得られたプロファイルから各反射での強度変化の定量的評価では,検出器特

 有の効果を考慮すると共に,紫膜のような二次元結晶特有の回折プロファイルからの強度算出

 方法についても検討を加えた。後者の場合には非対称なプロファイルをフィットすることので
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 きる関数を導入し,二次元結晶に特有な反射プロファイルの高角側でのテイリングが強度算出

 にどの様に影響しているかを検討することができた。又,試料中の紫膜の灘向度合についても,

 紫膜に対する電子回折測定の結果を元にして,その評価方法を考案した。複数の処理を経て得

 られたM中間体での各反射の強度は,粉末回折プロファイルと同じく,面間隔が10A程度の反

 身寸において顕著な変化を示しており,その変化量は,トランスの場合の憩%程度という小さな

 ものであった。しかし,M中間体を蓄積した紫膜からの反射強度の定量的評価によって,M中

 間体の回折学的な同定を可能としたことは,本研究の大きな成果であると言えよう。

 算出された反射強度を元に,M中間体での構造変化部位を推定することを目的として,差

 フーリエ解析,R因子を指標としたモデルシミュレーションを行った。差フーリエ解析では,

 多重度12の反射の強度分離比をトランスbRの場合と同じくするという仮定を行い,M中間体

 での構造因子の算出を行った。得られた差フーリエ地図には,ヘリックスB,Gの周辺に電子密

 度の増減がみられ,M中間体形成時にこれらのヘリックスが変位している可能性が示唆された

 (図5)。M中間体での強度変化力§,面間隔10A付近の反射に集中していた事から,モデルシミュ

 レーションでは,各α一ヘリックスに4方向の変位を仮定したモデルを作製し,そのモデルが

 与える強度とM中間体からの実測強度を比較することによってモデルの是非を判定した。この

 場合にも,差フーリエ解析において得られたB,Gのα一ヘリックスが変位する場合のみ,実測

 強度とモデルの与える強度の間に良い一致がみられた。

 近年,遺伝子工学の導入によってbRがプロトン輸送機能を発現するために無くてはならな

 いアミノ酸残基(アスパラギン酸)が同定されており,それらは,α一ヘリックスC,Gに存在

 することも明らかにされている。本研究で推測されたM中間体での構造変化はB,Gヘリック

 スで発生しており,両研究の結果から,M中間体形成時にα一ヘリックスB,Cが変位すること

 によって,B,C,Gで囲まれた領域にプロトン輸送のためのリレーポテンシャルが形成されてい

 る可能性が強く示唆された。
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 論文審査の結果の要旨

 中道雅由君提出の論文は,高度好塩菌の形質膜上に産生される紫膜を形成しているバクテリ

 オロドプシンを抽鵡し,このバクテリオロドプシンが光反応によってM中間体と呼ばれる反応

 中間体のプロトンの脱着現象に伴って生成されることが知られているが,この構造についての

 知見が,そのM中間体の寿命が数10ミリ秒に止まることから困難であった。中迫君は系統的な

 実験によってこのM中間体を少なくとも破壊しないか,もしくは光を消した後で元に戻ること

 や反応が復元することを前提にしたM中間体の安定的固定法を見つけ出した。これはpR9.6

 以上のアルギニンをできるだけ薄い量,添加することであるが,この方法によって,M中間体

 の寿命は約105位延長することに成功した。M中間体固定の成功に支えられて,以後光照射前後

 におけるアルギニン処理バクテリオロドプシンに対して,X線回折実験を行なって,M中間体

 形成時にバクテリオロドプシン内に誘起される構造の変化を調べ,その結果バクテリオロドプ

 シンを形成している7つのαヘリックスの内,内側3本の一つと4本が束になった内の一つと

 が少なくとも他の5本に比べて嬰らかに変形することを添唆する構造変化を発見した。この立

 体構造モデルはX線回折と電子顕微鏡のデータとを組み合わせたものではあるが,他の性質を

 も説明する妥当性をも含む重要な結果である。

 この実験には放射光施設の高輝摩X線ビームの筋肉小角散乱装置を使ったものであり・中迫

 君は高度な物理実験技術も修得しており,例えば時間分割X線回折実験によって,M中間体が

 バクテリオロドプシンに戻ってゆく過程で,紫膜の結最構造を損うことなく光反応が進行する

 ことを明らかにした。

 以上,この論文は世に初めてM中間体の立体構造を示したものであり,博士論文として高度

 な内容を備えている。中迫君が自立して研究活動を行なうに必要な高度な研究能力,学識も兼

 ね備えていることも実証した。

 よって,中迫雅由君提出の論文を東北大学理学博士の学位論文として合格と認める。
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