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論 文 内 容 の 要 旨

硫酸還元同化経路は,硫酸イオンからAPS(adenosine5I-phosphosulfate),亜硫酸イオン,硫化物イオンを経てしシス

テインを生成する重要な経路である｡この経路は原核生物の大部分と真核生物の植物に存在している｡この経路中,APSか

ら亜硫酸イオンの生成は,大腸菌や酵母ではAPSキナーゼとPAPS(3-･phosphoAPS)レダクターゼによって行われる｡

一方,アマノリやユーグレナなどの真核藻類ではAPSスルホトランスフェラーゼによる経路で亜硫酸イオンが生成すると報

告されている｡高等植物ではPAPSを経ずにAPSスルホトランスフェラーゼによってAPSから直接亜硫酸イオンを生成する

といわれているが,その詳細は不明である｡本論文では,高等植物に存在するAPSから亜硫酸イオンを生成する酵素の精製

とその性質を明らかにするとともに,APSから亜硫酸イオンを生成するAPS還元経路の分子進化について考察することを目

的とした｡本論文の主な内容は以下のとおりである｡

1.これまでAPSスルホトランスフェラーゼの活性測定には放射性標識化合物を,基質とする方法が用いられていたが,放

射性標識基質の合成が繁雑であること,および測定に時間がかかることなどの問題点があった｡APSスルホトランスフェラー

ゼ反応はDTT存在下で遊離亜硫酸イオンを生成することから,この亜硫酸イオンを定量する方法について検討した｡亜硫

酸イオンは,NAI)PH依存性亜硫酸還元酵素とシステイン合成酵素を共役させてシステインに変換し,これを比色定量した｡

この反応系で1-300nmolの亜硫酸イオンに対して定量性を得た｡この活性測定法を用いて数種の植物のAPSスルホトラ

ンスフェラーゼ活性を測定したところ,従来報告されていた値とほぼ一致する結果を得た｡これらの結果から,本法がAPS

スルホトランスフェラーゼの新規活性測定法として有効であることを確認した｡

2.イオウ欠乏処理ダイズにおいて,主要なイオウ化合物である硫酸イオンおよびホモグルタチオン含量は大幅に減少した

が,タンパク態イオウの減少はわずかであった｡しかしAPSスルホトランスフェラーゼ活性は対照区の1/2に減少した｡一

方,10-25mMの硫酸アンモニウムで1時間処理したダイコン幼苗ではAPSスルホトランスフェラーゼ活性は2倍に上昇

した｡以上の結果,高等植物のAPSスルホトランスフェラーゼ活性はイオウ栄養によって制御されていることが示唆された｡

3.ダイコン幼苗からAPSスルホトランスフェラーゼの精製を試みた｡硫安分画,DEAEセルロース,AMPセファロース,

フェニルセファロースカラムクロマ トグラフィーを用いて,収率20%,10,000倍に精製し,高等植物よりはじめて電気泳動

的に単一なAPSスルホトランスフェラーゼを得たO本酵素 (分子量225,000)は,分子量58,000のサフユニットからなるホ

モ4量体であり,これまでに報告されたアマノリやユーグレナからの酵素とは分子量とサブユニット構成が異なっていた,

本酵素はAPSを基質としたが,PAPSは基質としなかった｡APSに対するKm値は41〝Mであった｡AMPの添加は酵素活性

を完全に阻害した｡また0.5MNa2SO4,0.1MNa2CO｡を添加するとAPSスルホトランスフェラーゼ反応は促進された｡

4.APS還元経路の酵素 (APSキナーゼとPAPSレダクターゼ系,APSスルホトランスフェラーゼあるいはPAPSレダクター

ゼ系)の遺伝子の分子進化について,新規に作成した配列解析プログラム (MOTIFVIEW)などにより解析を行った｡デー

タベースの配列から推定したAPSおよびPAPSの結合モチーフを全ゲノム配列の決定された生物種に適用し,APSキナーゼ,
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APSレダクターゼ,PAPSレダクターゼ遺伝子の存在を推定した｡また枯草菌などのPAPSレダクターゼにチオレドキシン

などに存在するredox･activeモチーフがあることを兄いだした｡データベースから得られるAPS還元経路酵素の遺伝子につ

いて解析したところ,生物種によってredox-activeモチーフを持つものと持たないものの2グループに分類されることを兄

いだした｡これらの結果とドメイン解析などから,APS還元経路の酵素の遺伝子はグラム陰性細菌から,グラム陽性細菌を

経て高等植物-進化したと推定した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

高等植物の硫酸還元同化経路のうちAPSから亜硫酸イオン-至る経路の酵素はその詳細が不明である｡大腸菌や酵母では

APSキナーゼとPAPSレダクターゼによる経路,アマノリ,ユーグレナなどの真核藻類ではAPSスルホ トランスフェラーゼ

による経路が確認されている｡本研究では,APSから亜硫酸イオンの生成を触媒する酵素を高等植物から精製し,その性質

を明らかにするとともに,APSから亜硫酸イオンの生成に関与している酵素の分子進化について,DNAデータベースの配

列解析から考察した｡本研究の成果として評価すべき点は以下のとおりである｡

1.APSスルホトランスフェラーゼの活性測定は,放射性基質の調製など煩雑な操作を含んでいたため,本酵素の研究は遅

れていた｡APSスルホ トランスフェラーゼ反応の生成物である亜硫酸イオンを亜硫酸還元酵素とシステイン合成酵素を共役

させて定量する活性測定法を検討し,簡易で迅速なAPSスルホ トランスフェラーゼの活性測定法を確立した｡

2.ダイズおよびダイコンを用いて,APSスルホトランスフェラーゼの活性がイオウ栄養によって影響されることを明らか

にした｡

3.高等植物のAPSスルホ トランスフェラーゼはこれまで均一な標品が得られていなかったが,ダイコンを材科として高等

植物よりはじめてAPSスルホトランスフェラーゼを精製し,分子量,基質特異性,阻害剤などの生化学的性質の一端を明ら

かにした｡これまで報告されていた藻類のAPSスルホトランスフェラーゼと分子量などに違いがあることを兄いだした

4.APS還元経路の酵素のAPSおよびPAPS結合モチーフを,新規に作成した配列解析プログラム (MOTIFVIEW)などを

用いて推定した｡このモチーフを用いて全ゲノム配列の決定した生物種のデータベースを解析し,これらのゲノム中にAPS

の還元に関与する酵素の遺伝子が存在することを推定した｡また枯草菌等のPAPSレダクターゼに高等植物のAPSレダクター

ゼやチオレドキシンに見られるredox-activeモチーフが存在することを明らかにした｡このモチーフを基にして,APSキナー

ゼ,APSレダクターゼ,PAPSレダクターゼはそれぞれ2つのグループに分類されることを兄いだした｡これらの結果など

から,APS還元経路の酵素の遺伝子は,グラム陰性細菌からグラム陽性細菌を経て高等植物-進化したと推定した｡

以上のように,本論文は,高等植物の硫酸還元同化経路中のAPSスルホトランスフェラーゼの新規な活性測定法を確立し,

その精製ならびに生化学的解析を行うことによって本酵素に関する新たな知見を得るとともに,高等植物のAPSの還元酵素

系に関する分子進化について考察したもので,植物栄養学,植物生化学に寄与するところが大きい

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成10年7月27日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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