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論文内容の要旨

【lI　的】

硫酸還元菌は、土壌、河川や海洋の汚泥、深海の熱水噴出口だけでなくヒトを含む動物の腸管や

海草の根部にもその存在が知られるようになってきている。また、最近、本菌がこれまで知られて

いない経路でポルフィリンを生合成することがわかるなど、自然界の硫黄サイクルや下水施設の腐

食に果たす役割だけでなく、進化学的にも注目を集めている。本菌は乳酸などの有機物を酸化し硫

酸イオンを硫化水素に還元してATPを生合成するが、そのエネルギー代謝の解明は重要である。

そこで、本研究では、エネルギー代謝に重要な酵素である酢酸キナーぜ（AK）を本菌から初めて

精製し、その性状を詳しく調べた。

【方　法】

（1DesWbvibriovuhpdsMiyazakiF株をPostgateのC培地で嫌気的に大量培養した。（2）得ら

れた菌39gを緩衝液中で超音波処理し、その可溶性画分からAKをDEAE－Toyopearlカラム、Q－

Sepharoseカラム、TSKgelG3000SWXLカラム、Mono－Qカラム、TSKgelSuperSW3000カ

ラムを順次用いて’精製した。（3）酵素精製のためのAK活性の測定は、酢酸とATPを基質として、

酵素反応で生成するアセチルリン酸をヒドロキサム酸法で定量した。（4）精製酵素の反応動力学を行

うために、正反応ではその生成物であるADPを、逆反応ではその生成物であるATPをMono－Q

カラムを用いるHPLCで直接定量した。（5）AKの分子量はゲルろ過と組み合わせた低角レ，ザ一

光散乱法で、サブユニットの分子量はMALDITOF質量分析でそれぞれ測定した。（6）SDS－PAGE

は、10％ゲルを用い、Laemmli法に従って行った。AKのN末端アミノ酸酉己列分析は、分離タ

ンパク質をPVDF膜にドライブロ・ットし、クーマシーブルーで染色した後、タンパク質バンドを

切り出し、それを直接ペプチドシークエンサーで分析した。

【結　果】

（1）本菌には可溶性の2つのAKが存在し、両者は陰イオン交換樹月旨で分離した。先に溶出する

酵素をAK－I、遅れて溶出する酵素をAK－Ⅱとした。（2）AK－Iはホモ2量体、AK－Ⅱはヘテロ2量

体であった。（3）AK－IのサブユニットとAK一Ⅱの二つのサブユニットはすべて同一のN末端アミ

ノ酸配列を示した。（4）AK－IとAK－Ⅱの酵素反応は高速平衡ランダムBiBi機構に従った。アセチ

ルリン酸は正反応の基質である酢酸とATPの両方に対して括抗阻害した。両酵素の反応動力学定

数は比較的によく似た債を示した。

【考　察】

（1）単一の遺伝子産物から翻訳後修飾により2つのAKが産生されていることが強く示唆された。

SDS－PAGEでAK－Ⅱの2つのサブユニットに約1．5kDaの質量差が認められたが、質量分析では

質量差が検出できず、ペプチドのC末端側の加水分解ではなく、アミノ酸残基のなんらかの化学
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修飾が関与していると考えられる。（2）本研究で初めてすべての反応動力学定数を定常状態の反応実

験から求めることができた。これは、酵素反応で生成するATPやADPを複数の酵素を用いるカッ

プリング法ではなく、直接定量するHPLCによる方法を用いたことで、容易にかつ迅速に大量の

正確な測定が可能になったためで、本方法は酢酸キナーゼの反応機構を立体構造と酵素反応の両面

から解明する研究に役立つ。（3）本菌に認められた酢酸キナーゼの翻訳後修飾か本菌に特有の現象で

あるのかどうか明らかにする必要がある。

監結　論】

硫酸過元菌で翻訳後修飾により2つの酢酸キナーゼが産生される。今後、この翻訳後修飾の実体

を解明し、その生理的意義を明らかにする必要がある。また、本研究で開発した活性測定法は他の

多くのキナーゼ反応にも応用でき、それらの反応機構の解明に寄与すると考えられる。

論文審査の結果の要旨

硫酸還元菌は土壌や深海の熱水噴出口だけでなくヒトの腸管にも生息し、乳酸のような有機物を

酸化し、同時に硫酸イオンを硫化水素に還元してATPを産生している。本研究は、このエネルギー

代謝の鍵酵素である酢酸キナーゼを初めて単離精製し、その性質を調べたものである。

その結果、翻訳後修飾反応によって2種の酢酸キナーゼが産生されることを示し、さらに、酵粛

反応は「高速平衡ランダムBiBi機構」であることを明らかにし、反応動力学定数のすべてを初め

て決定した。このため、ATPやADPを直接定立するHPLC法を開発している。

これらの成果は、嫌気性細菌のエネルギー代謝の解明に寄与し、また、HPLC法によるATPや

ADPの直接定蒐法は他の多くのキナーゼ反応にも通用できる。よって、本論文は博士（医学）の

学位論文に値するものである。

なお、本学位授与申請者は、平成13年2月20日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、

合格と認められた。
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