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論文内容要旨

 第1章緒論

 ヘモグロビンやミオグロビンは,主として脊椎動物の血液(赤血球)や骨格筋・心筋などに

 存在するヘムタンパク質である。いずれも分子状の酸素を可逆的に結合することによって酸素

 の運搬や貯蔵に与り,生体内の好気的代謝の維持に重要な役割を果たしている。一方,下等真

 核生物である原生動物や酵母などにも類似のヘムタンパク質を持つものが知られるようにな

 り,それらの構造と機能およびグロビン族分子の起源の問題などに大きな関心が集まっている。

 そこで本研究では,これら下等真核生物に見られるヘモグロビン分子の構造を解明する目的

 で,まず,第2章においては原生動物のゾウリムシ(勘mア肥6/1槻。例話α枷n)と2種のテトラ

 ヒメナ(T6!ンη1弓1n?8120ρ}・フ歪伽フ7廊,T〃～6フ初砂hノ姻について,また第3章では酵母(C朋4fぬ

 7zo7乙1θg鍋葡についてそれぞれヘモグロビンを単離精製し,タンパク質のアミノ酸配列分析と

 cDNAの塩基配列との解析から全一次構造の決定を試みた。また終章では,本研究で明らかと

 なった新知見をふまえ,グロビン族タンパク質が酸素運搬体として機能するために,どのよう

 な分子構造を必要としているのか,またその構造を進化の過程でどのようにして獲得して来た

 のかなどについて二,三の考察を行った。

 第2章原生動物のヘモグロビン:その特異な一次構造

 〈第1節序論>

 原生動物に見られるヘモグロビン様タンパク質に関しては,主としてPoフη7nε6加n属の二,

 三の種から単離精製が試みられて,部分的な性質が調べられてきた。しかし,その構造につい

 ては,ほとんど解析が成されておらず,結合酸素の安定性等の生理的な性質に関しても不明の

 点が多い。

 そこで本章では,ゾウリムシおよび2種のテトラヒメナからヘモグロビンを単離精製し,一

 次構造の決定を試みた。さらに,それらの構造を他の生物のグロビン族タンパク質と比較検討

 し,原生動物ヘモグロビンの構造的特徴を探ってみた。

 く第2節材料と方法>

 まず,ゾウリムシ(Po`1κ4σ々∫7}z,synge113,stockStGl)およびテトラヒメナ(Tヵ,,7加γ2n商,

 T〃～8フ鋭oρ1～磁)を大量に培養して細胞を集める。これをhomogenizeした後に,硫安分画,疎

 水クロマトグラフィー,ゲル濾過,およびイオン交換クロマトグラフィーによってヘモグロビ

 ンを単離精製した。次に,得られたヘモグロビンは各種の酵素とCNBrによって断片化して,

 逆相系HPLCによってペプチドを分離し,エドマン法によってアミノ酸配列を決定した。

 〈第3節結果〉

 [A]Po昭nz86加ηごσ1で届盈耀ヘモグロビンについて

 単離精製したヘモグロビンを,まずlysylendopeptidaseで消化し,得られた3本のペプチド
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 についてアミノ酸配列を決定した。次に,全体をtrypsin,V8protease,CNBrなどによって断

 片化したペプチドを用いて,全体のオーバーラップを取り,全一次構造を決定した。

 [B]T8!名oh甥Z8照加囑1bフッ1腐ヘモグロビンについて

 丁勿,7顔フ禰5のヘモグロビンは,CM-celluloseカラム上で4つのfractioll(Ia,Ib,II

 a,IIb)に分離した。各fractiollの吸収スペクトルとN末端のアミノ酸配列から,IaとIb

 は同一タンパク質(1)のオキシ型とメト型であり,IlaとIlbは他のタンパク種(II)のオ

 キシ型とメト型であると結論された。そこで,1とIIについて,その全一次構造を決定した。

 その結果,IIのアミノ酸配列は,1のN末端から3番目のLys以降C末端までのそれと完全に

 同じであった。このことから,IIは1の分解産物であって,丁毎・7肋フ'フn∫sのヘモグロビンは成

 分1からなるものと考えられた。

 [C]Tε'」ロh)1"zεア1〃'h8r/noヵh∫1αヘモグロビンについて

 T'hoフ初oρh吻のヘモグロビンをCM-celluloseカラムにかけると,その大部分が2つの

 fractio11(Ia、1b)に集中し,その後に2つのminorfraction(IIa,IIb)が現れるが,こ

 れら4つのfractionの関係は,T/型歪1bηn13ヘモグロビンの場合と同様に考えられた。そこで

 Iaについて,全体をtrypsin,elldoproteinaseAsp-NあるいはCNBrによって断片化し,得

 られたペプチドを用いて全一次構造を決定した。

 〈第4節考察〉

 ゾウリムシのヘモグロビンは116個,テトラヒメナのヘモグロビンは,両種ともに!21個のア

 ミノ酸残基から成り,いずれも単量体で存在していることが明らかとなった。また,これらの

 ヘモグロビンは,今までに知られている他のいかなるグロビン族タンパク質と比べても20～30

 残基は短いことがわかった。例えば,同じく単量体で機能している哺乳動物のミオグロビン分

 子は,153個のアミノ酸残基から出来ている。

 一方,これら原生動物のヘモグロビン分子間では,その一次構造に比較的高い相同性が見ら

 れるものの,他の生物種のグロビン族タンパク質との相同性は極めて低い。また,hydro-

 pathy1)rofileの形状から考えると,原生動物のヘモグロビンではC一ヘリックスからD一ヘ

 リックスに相当する部分が欠損している可能性が示唆されるが,ヘムを結合する近位ヒスチジ

 ンとCD1位のフェニルアラニンは共によく保存されていると考えられる。一方,結合酸素の安

 定性に大きな影響を与える遠位ヒスチジンの位置については,グルタミンで置換されている可

 能性が示された。しかし,一次構造のデータだけで直ちに断定することは困難であり,結合酸

 素の安定性の速度論的解析や種々の分光学的検証が必要と思われる。

 第3章酵母ヘモグロビン:二つの機能単位を有する特異な分子構造

 〈第1節序論>

 S`κohσフηフ剛硲やCσ1励磁などのいわゆる酵母と呼ばれる単細胞性真菌類の一部にも,ヘモ

 グロビン様のタンパク質の存在が報告されている。例えば,カンジタ酵母の一種Cηoフ'泥即η就
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 のヘモグロビンについては,分子量が約50,000の単量体で,その中にはヘムとFADをそれぞれ

 1モルずつ含有していることなどがわかっている。これらのことから考えて,酵母のヘモグロ

 ビンはその分子内に自前の還元系を持つものと推定されているが,その詳細な分子構造は明ら

 かではない。

 そこで本章では,酵母からヘモグロビンを単離精製し,タンパク質のアミノ酸配列分析と

 cDNAの塩基配列の解析とから,その全一次構造の決定を試みた。その結果,酵母のヘモグロ

 ビン分子は酸素結合部分と還元酵素に相当する部分とが融合したものであることがわかり,そ

 の進化的意義についても考察した。

 〈第2節材料と方法〉

 まず,酵母(C.'20測εg研sls,IFO-0734)を大量に培養して細胞を集め,液体窒素で凍結融

 解を繰り返すことによって細胞を破砕する。次に硫安分画を行い,続いてButvl一トヨパー

 ル,SephadexG-75,DEAE-celluloseの各カラムにかけてヘモグロビンを精製した。得られた

 ヘモグロビンを酵素によって断片化して各ペプチドのアミノ酸配列を決定する一方,細胞から

 poly(A)+RNAを抽出し,PCR法でヘモグロビンのcDNAをクローニングして,その塩基配

 列を決定した。

 〈第3節結果〉

 まず,ヘモグロビンを1ysylendopeptidaseで消化し,得られた25本のペプチドについてアミ

 ノ酸配列を決定した。次にV8proteaseで再度断片化したペプチドを用いて全体のオーバー

 ラップを取った。しかし,全一次構造の決定には到らなかったので,ヘモグロビンのcDNAを

 取り,その塩基配列を解析することにした。

 まず先に決定したペプチドのアミノ酸配列に基づいてプライマーを合成し,PCR法によって

 cDNAの中央部分を増幅した。これをプラスミドに組み込んでサブクローニングを行い,DNA

 の塩基配列を解析した。続いて5'末端領域と3'末端領域の増幅をrapidamplificatiollofcDNA

 ellds(RACE)法によって行い,得られた産物をサブクローニングして,塩基配列を決定した。

 このようにして5'非翻訳領域の10塩基およびpoiyAまでの3'非翻訳領域85塩基を含む酵母ヘ

 モグロビンcDNAの全塩基配列を決定することができた。この塩基配列から求められるアミノ

 酸配列には,先に決定した全ペプチドが含まれており,かつタンパク質から直接決定された配

 列と完全に一致していた。

 〈第4節考察〉

 カンジタ酵母C.少307犯g8郷むのヘモグロビンは387個のアミノ酸残基から成る1本のポリペ

 プチド鎖で,そのうち11番目から155番目までのN末側領域は,滑走細菌y癖60s6歪磁のヘモグ

 ロビンと39%もの相同性を示した。また,この領域で,近位ヒスチジンとCD1一フェニルアラ

 ニンはよく保存されているものの,遠位ヒスチジンの位置はグルタミンによって置換されてい

 るものと考えられる。一方,156番目以降のC末側領域には,ヒト赤血球中のメトヘモグロビン

 還元酵素,すなわちNADH一チトクロムb5還元酵素との相同性が認められた。これらのことか
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 ら,酵母のヘモグロビンは酸素結合を担うグロビン部分をN末端領域に,補酵素FADを有す

 る還元系に相当する部分をC末端領域に持つ特異な分子構造を取っていることが初めて明ら

 かとなった。

 第4章総合考察と要約

 ヘモグロビンやミオグロビンが分子状酸素を可逆的に結合できるのは,そのヘム鉄の原子価

 が2価の状態のときである。しかし,酸素を結合したオキシ型のヘモグロビンやミオグロビン

 は,結合酸素によって容易に酸化され,ヘム鉄の原子価が3価の状態のメト型と成り,酸素結

 合能を失ってしまう(この反応を自動酸化反応という)。ところが,哺乳類の赤血球や筋肉中で

 は,ここで生成したメト型のヘム鉄を再び2価の状態に戻してやる還元系が存在する。以上の

 関係を鉄の原子価に注目して書き表すと次のようになる。

酸素化

 HbFe(II)十〇2#HbFe(II)02

還元系國
 metHbFe(III)十〇,一

 このように生体内でのヘモグロビンやミオグロビンは,酸素化一酸化一還元のサイクルを繰り

 返しながら,各々の機能をダイナミックに発現しているものと考えられる。

 最近,P催`幽艀ηのヘモグロビン分子については,自動酸化速度が測定され,そのpH依

 存曲線の形は,マッコウクジラミオグロビンの場合と良く似た形状となることが報告されてい

 る。すなわち,ゾウリムンのヘモグロビンは,他の生物種のグロビン族タンパク質と比較して
 極端に短く,かつアミノ酸配列にもほとんど相同性をもたないにもかかわらず,結合酸素の安

 定化機構自体は哺乳動物のミオグロビンのものと良く似ていると考えられる。しかしその一方

 で,ゾウリムシのオキシヘモグロビンは,全pH領域においてマッコウクジラのオキシミオグロ

 ビンよりも不安定で自動酸化しやすいことも事実である。従って,このような原生動物のヘモ

 グロビンが細胞内でその機能を維持するためには,上記のような還元系の存在が必須と考えら

 れる。

 一方,酵母のヘモグロビンでは,分子内に自前の還元系を持つことが一次構造上からも示唆

 され,上記の酸素化一酸化上還元の反応サイクルを同一分子内で完結しているものと考えられ

 る。しかし,このような分子構造を取るヘモグロビン分子は他の生物種にはほとんど見られな

 い。恐らく,酵母のヘモグロビンでは,オキシ型の分子種が非常に不安定で自動酸化し易いた

 めに,それを補うべく自前の還元系を分子内に備えることとなった可能性も考えられる。

 このように原生動物と酵母のヘモグロビンは,同じ単細胞生物のグロビンでありながら,そ

 の分子構造はもとより,細胞内での動態についても大きく異なっている。さらに生物界全体を

 眺めてみても,これら下等真核生物に見られるヘモグロビン分子の構造は,他の生物種のもの
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 と大きく異なっている。従って,グロビン族タンパク質が,酸素分子を可逆的に結合するとい

 う同じ生理機能を発現するために獲得してきた分子構造は,かなり多様性に富んでいるものと

 考えられる。
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 論文審査の結果の要旨

 岩浅央提出の論文は,原生動物および酵母などに見られるヘモグロビン分子が極めて特異

 な構造を取っていることを,主としてタンパク質部分のアミノ酸配列順序の解析から明らかに

 することを目的としたものである。

 一般にヘモグロビンは,脊椎動物の血液中に存在し,分子状酸素の運搬体として重要な役割

 を果たしているが,これと類似のヘムタンパク質を持つものが原生動物や酵母などで知られる

 ようになり,それらの構造と機能,さらにはヘモグロビン分子の起源などをめぐって,興味あ

 る諸問題が提起されている。

 そこで本論文では,まず原生動物のゾウリムシ(且`磁ゴα!～伽)とテトラヒメナの2種(T

 ρ〕,壇わフ"酪,T〃雌ッノ20加西),およびカンジダ酵母菌(C齪観磁720ηコεg8フ7諮)を大量に培養し

 て細胞を集め,ヘモグロビンを単離精製した。そして,アミノ酸の配列順序とcDNAの塩基配

 列とから,各タンパク質の全一次構造を決定している。その結果,ゾウリムシのヘモグロビン

 はl16個,テトラヒメナのヘモグロビンは,両種ともに121個のアミノ酸残基から成り,いずれ

 も単量体で存在していることが明らかとなった。また,これらのヘモグロビン分子は,今まで

 に知られている他のいかなるグロビン族タンパク質とも相同性が認められず,かっ20～30残基

 短いことも分かった。

 一方,カンジダ酵母のヘモグロビンは,387個のアミノ酸残基から成る1本のポリペプチド鎖

 で,そのうち11番目から155番目までのN末側領域は,滑走細菌(1傭7初s6f〃α)のヘモグロビ

 ンと39%もの相同性を示した。また,この領域では,近位ヒスチジンとCD1フェニルアラニン

 はよく保存されているものの,遠位ヒスチジンの位置はグルタミンによって置換されているも

 のと考えられた。一一方,156番目以降のC末側領域では,ヒト赤血球中のメトヘモグロビン還元

 酵素と。)相同性が認められた。これらのことから,酵母のヘモグロビンは,酸素を結合するグ

 ロビン部分をN末端領域に,補酵素FADを有し還元酵素に相当する部分をC末端領域に持つ

 極めて特異な分子構造を取っていることが初めて明らかとなった。

 最後に本研究で得られた新しい知見をふまえ,グロビン族タンパク質が酸素運搬体として機

 能するためには,どのような分子構造を必要としているのか,またその構造を進化の過程でど

 のようにして獲得してきたのかなどについても考察を行なっている。

 以上,本論文は,本人が自立して研究活動を行なうのに必要な高度の研究能力と学識を有す

 ることを示している。

 よって,岩浅央提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。

 一337一


