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　超 好熱菌 トリプ トフ ァ ン 合成酵素のサ ブユ ニ ッ ト間相

　 互作用 と触媒機能

　 ○小 笠 原 京 ∫
．1．tilli真巳
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バ クテ リアの ト リブ トフ ァ ン 含 成酵 盛；の ft と r

’
tサ ブ ユ ニ バ ・は そ れ ぞ

れ 独 自の 触媒 機能を 有して い る［t両サ ブ ユ ニ ．
ア トは 四量体 （り 3 〜｝の

複合体を形成した と き、それぞれ の サ ブ ユ ニ ノ トの 触媒活性 は ．約 2 桁

増幅 され る。本研究で は 超好熱菌 P．．1：fA，躍 鮮硝 由よの 同酵 素 〔PI
’
TS ，ww・〕

の 活 性 増 幅 機 構な らび に 温 度 適応機 構 を明 らか に す る た め に 、α と

，？　t ブ ユ ニ ッ ト問 相 il：作 用の 熱力学 的特性 を 求め た ttまず 、分析 用

超遠心 分析法 とゲル 濾過法で PfTSILHUの 分 子集 含状 態 を調べ た とこ

ろ 、大腸 菌酵 素 〔1売T躡 ．
）と同 様に 4 量体 を形 成す る こ とが 分か っ

た 。過 剰 の 町 TSaSu　a 卅 ブ ユ ニ ッ ト存 在下 、pH 　7．0．4〔］tt
（］に お け る

尸f
．
TSaSf・3サ プ ユ r．ッ トの 比 活性 は E／r・TSasc の 4 ％ で あ っ た p しか

し．瑕 TSase βサプ ユ ニ ッ トの 活性 は温度の 上昇に 伴 っ て 高 くな っ た、．
ft とβサプ ユ ニ ッ ト間の 相 圧作 用に 伴 う熱量変化は 、い ろ い ろ な

』
皿 度

で 等混 滴定型 カ ロ リ メータ 〔OMEGA ．　MlcR ，Cal　1，を用い て測 定 した．
pH 　7．｛1．　lo　nc ．1に お け る 1’f

’
1
’
Sasf，の 両サ プ ユ ニ ッ ト問相 − 作用の 熱力

学 的パ ラ メ ターは 、／？　，／　a　kTiiC　tt：1．1、糺合定数 ：LUxLD
目
M
．L ．エ ン タ

ル ビ ー
変化 ：

−5．7keal’rnol で あ っ た。こ れ らの f直を Ec：11Sas〔・の もの

と比 較す る と、PfTS ｝Lsc・の 結 含定数は Er．TS ｝Lse よ り2桁 高 く、エ ン

タ ル ビー変化は 約 1！tjで あ る tt こ の こ とは 、．10　
”c’に お い て ltf

．
1
．
Sas〔・

の 触 媒活性は 著 し く低い けれ ど も、αと 津サ ブ ユ ニ ッ トの 親和牲は 、
b
’‘．TSas〔・よ りも高い こ とを，S　L て い る 。　 P广TSase の 触媒機 能の 1冒1温

適 応特性 をサ ブ ユ ニ ント問相 丁1作 用の 熱力学特性 と 関連 させ て 討論

す る 。
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　ポ ル フ ィ リン 集積型 タン パ ク質の 連続的 な会合の 解 析

○
’
卜III正 入、1「i村 剛 t （東 京理 科 大

・
理 〕

　光合成活性 中 心 ，光捕 獲ア ン テ ナ 系．チ トク ロ ム c3 な どの タ ン パ

ク質に お い て ，ポ ル フ
ノリ ン 〔ク ロ ロ フ ィル 1 の 近 接した 集積状 態は

機能中心 と して の 重 要な 牲 質で あ る と考 え られ て い る 、、この よ う な タ

ン パ ク質を新 規あ るい は再 設計する とき，ポル フ でリン の 集積 能力 は

14 的 な性 質で あ るが そ の 評 価 ノ∫法に は 確 立され たもの が ない ，我 々

は 新規 に構築した 12ポ ル フ イ リン 集憤ダ ン パ ケ質に つ い て ，スペ ク

トルに 基づ く会含解析 を行い 熱力学 的諸 量を導 出した 、
　新 規含成 ダ ン パ ク質 （P卜聖pAlbh −Zn

「
IAPP （A ：1は ，亜 鉛ポ ル フ ィ リ

ン 〔Z ］ITAI ）P）と 4 つ の 18残基 ペ プ チ ド 〔P ｛
・
pAls ）か らな り8 個の Hls

を含ん で い る 。A とヘ ミン 〔Bl の 会 合の 様 ∫
．を UV ，Ψ 1sihk 」吸収 ス ヘ

ク トル ，CD ス ペ ク トル ．超遠心沈 降
’
ド衡，　 EPR で 調 べ た結 果，：3 個

の A と 9 個の B か ら なる 12 ポ ル フ t リ ン 集積 系 （A ：iBn ）の 形成が 明

らか となった．，またB の 会合様 式か らA −B 間に 5 つ の 連続的 な平 衡

か ら な る ¶
z衡式 〔1）： U3！2〕Ar 　A ：IB 蕭A ：／B ．； ．−A ：tB ，，− Al儖B7 −

A ／iB ／／が 導か れた ，吸収 ス ペ ク ト ル ，　CD ス ベ ク トル の 温度変化測定

に よ る と A −B は 温度に 依存 して 〔1｝式に 従 う結合
・
解離を示 1，た 。

　こ の A −B 系 に おけ る ポル フ ィ リン の 集積能 刀を亊衡式 〔1｝を便 tVて
解析し た。滴定結果 〔吸収 ス ペ ク トル ，CD ス ペ ク トル 1 の 解析か ら ，
rJつ の

トF衡定数 〔瓦 ｝i
一

レ 5）と 各会合種の ス ペ ク トル を求め た tt熱
1ノ

衡解析で は 〔n 式で 示 される 多状態 遷移を各 2 状態 遷移に よ っ て 扱

う必要があ る 。そ こ で 平衡解 析に よ って 胃 られ た ス ベ ク トル を用い て

温度変化 ス ペ ク トル の 駝分分解を行い ，各会合種の 濃度か ら各平衡定

数 の 温 度依存性 （K ，（T ）， i＝レ 51 を求め ，次 い で 各平衡 に ktする 熱

力学的 諸量 〔△ H ，．△ Si／i＝1 −5｝を算 lftし た 、，本解 析方法は 会合種

の ス ペ ケ トル の 差 畏を用 い た もの で ，ポ ル フ ／ リ ン の よ うな色素の 集

緕 系の 解析に 有効で ある と 考えら れ る．
へ［．　1
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　 カル ボ ニ ッ クア ン ヒ ド ラーゼ B と DMPC リボ ソ

ーム

　 との相 互 作用

　 ○坂 井 寛 ヂ、田 中 美
．f−
．
r・、今井 賢

一一
郎、園 山 ．IE史、美 宅 成

　 樹 〔東京農工 大・1：・生 命．匸）

水溶性 タ ン ハ ケ 質の モ ル テ ン グ 冂 ピ ュ・．ル 〔M ，．，1t．／ITb　Ghlbllle　7 　MG ｝

状態の な か に は 脂 質膜 と相 互作用 す る ものが あ り、特に タ ンパ ク質立

体構造 との 関係か らさ まざ まな研究が 行わ れて い る tt椙互作用 によ っ

て 脂質膜の ほ うに あら われ る変 化はよ く知 られて い なかったが 、私達

は 膜 の 動的 構造 変 化 を と ら え る こ とが で きる超 音 波 測定が 、V ン パ ク

質
．
脂 質相 互 f乍用 の 研 究 に 有効な 手段で あ る こ と を 示 し て きた

こ れ まで 水溶性 タ ン パ ク 質 rr 一ラ ク トア ル ブ ミ ン 〔t、−LA ）と中性 ワン 脂

質 ジ ミリ ス トイル フ t ス 7 ア チ ジル コ リン 〔diuwri5いylph 叱，Sph ヒしtidyl−
c・十！oli 【L艇・烹DMPC ）との 十U　h：作 用 に つ い て 研究 L 、a −LA は D玉IPC　

I）

ポ ソ ーム を破壊し DMPC 二 重層 膜の 構造ゆ ら ぎを 左きくす る よ うな

強い 側 9：作用 をす る こ と を 示 L て きた ．．そ こ で 本研究で は 水溶性タ ン

パ ク質の ウ シ カ ル ボニ
・
ノ ク ア ン ヒ ドラ

ーゼ B ‘C／arb”nic．4nhyclrasE／ B
＝CAB ｝を用 い 、　 DMPC との 相 ：々作用 を検討 L た u
CAB は ．蛍 光プ

．
ロ ーブ で あ る ピレ ン の 蛍光測 定に よ り、等電点近傍

の pH 領域で モ IVテ ン ゲ ロ ビ ．1 一ル 状 態 を形成 する こ とがわ か っ た ．、
また．こ の pH 領域は C へB 同十で 凝集 しや すい 状 熊で あ る こ とが 認

め られ た。脂質膜 と混 含す る と、超 貯波 ll・速が 減 少す る など の 超音波

物性の 変化が等電 点付 近の pH 領域 （pH 　3．O近傍 〕で の みみ られ た、．こ

の と き相 嵯作 弔 し て お り、膜 が 柔 らか くな る な ど 脂質膜 物性が 変化す

る こ とが 示唆 され た。しか し α一LA の 1
勿 今 と 異 な り CAB は脂 質膜 を

破壊 し な い こ とか ら相 互 作用 機構 は 異 な ・
っ て い る と考え られ る 、
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　好熱菌 F1 −ATPase α 3 β3 γ ε 複合 体 の 結 晶 化
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　　FIATPast ・ 〔F ／ ；サ プ ユ ニ ッ ト組 成 （ど ；3　il　3 γ E 〕は ，呼吸 鎖 が

形成す る 膜を隔 て た 水素 イオン の 濃 度差を iY⊥
1P

に 変換す る A
・
1
・
t，　b

成酵素の 膜 か ら突 き出 した部分で あ る．私た ちは 回転触媒機構の 詳細

を知る 目的で 、γ サ ブ ユ ニ ッ トを含む α 3il　3 γ複 合体 よ り上 位の 部

分複合体の 種々 の ヌ ク レ オチ ド存在 hで の 粘 晶化実験を 行 っ て い る 、．
今年度は 、昨年度報告 した u ：玉β3 γ 複 合体の 結品 よ りも優れ た結 品

を 字える tt　llβ37E 複 合体 の 結 L魁化実験 に つ い て 報告 する 。

　　α3 β31 ε複合体は 大腸菌 の 人量生 産系 を 用い 、3種の カ ラ ム

と極め て 制御 された 熱処哩 に よ って 高度に 純 化す る こ とが で きた ［鈴

木，未発表 1，。初期の 実験で α 333 γ ∈ 複合 体は α 3
，
？：i γ複合体

の 粘 晶化条件 〔10
［bf・PEG6K ，O．2MN としCh ）H6．6．e．5mMADP ．25 度）で 結

晶に な るこ とがわかった tt こ れ を起点 として 最適結品化 条件の 探索 を

行っ た とこ ろ 、pll に関 して は 8、　ATP ，ADP などの 各種の ヌ ク レ オチ

ドが llmM −5mM 存 在して も結晶化す る 、Mg イオ ン は ない 方が 良い 、
ク ラ イオプ ロ テ ク タ ン ト （2〔）匸〆エ チ レ ン グ リ ユ

・．
ル 1 の 導 入は 結 晶化

時に 行 う必 要 が あ る ．こ とが わか っ た ．

　　 現在 D．5mMADP 存在 F
．
で で きた 結 晶 を 」11心 に解 析 を進 め て い

る 。“．LlxO．2x｛）．IUi 川 程 度の 中程度の 大 きさの 結品 を液体プ ロ パ ン で 凍

結後、且9〔〕K の 窒 素ガ
．
ス の … ！。仔ア ニ

ー．・
ル に より、実験 9．で は 7A 分解

能 の 反 射 を記 録 で きる 。この 結 晶 を 用 い て 、Sprir1蟒 〆阪 大蛋 自研 ビ
ー

ム ラ イン 〔BL44X τりで は 4．sA 分 解 能 の デ ーダ を収 集で きた 、，格 r一定
数は 225．322h ．7．224．fi　A 、94．1．117．5．1／7、8 度 （Pl〕と決定 され た 。　 ii

−
i．位

格
．f・b［iに 422 の 回転紂杓こで 配置して い る 8 個の tよ3 」ヲ 3

γ
ε複 合体が

存在す る 。分 ゴ
・
置換法 に よる 解析が 進行中で あ る，t
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