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石 油 化 学 に よ るプ ラス チ ック の多 くは 自然 界 で は難 分 解 性 で あ り、 ゴ ミ処 理 問題 、

焼 却 に よ る地球 温 暖化 、 あ るい は海 洋 汚 染 等 とい った 環 境 問題 の原 因 とな っ て い る。

この一 つ の解 決 策 と して 、 生 分解 性 プ ラ スチ ック に よ る代 替 が注 目され て い る。 微 生

物 学 に よ る と、 多 くの細 菌 は、 窒 素 や リン等 の栄 養 素 が欠 乏 して い る環 境 下 で炭 素源

が 豊 富 な 時 に は 、 ポ リ エ ス テ ル で あ る ポ リ 水 酸 化 ア ル カ ノ ネ ー ト

（polyhydroxyalkanoate，PHA） を細 胞 内 で合 成 して 不 溶 性 の穎 粒 と して蓄 積 す るが 、 一

方 で 、 炭 素 欠 乏 時 に は、 こ のPHAを 自 ら分解 して炭 素 源 と して活 用 す る。 す な わ ち、

PHAは 完 全 生 分 解 性 プ ラ スチ ックで あ り、 上記 社 会 問題 解 決 の た め の工 業 化 の 最 有 力

標 的 とな って い る。PHA生 合 成 の鍵 酵 素 は 、生合 成 の最 終 段 階 で働 くPHAポ リメ ラー

ゼ （PhaC） で あ り、水 酸 化 アル キル カル ボ ン酸 でア シル 化 され た コエ ンザ イ ムA（CoA）

で あ るア シルCoA（acyl－CoA） を基 質 と して 、モ ノマ ー の水 酸 基 とカ ル ポ キ シル 基 を利

用 して 、ポ リエ ステ ル を重 合 す る。PhaCの 酵 素 活 性 と特 異性 に よっ て 、PHAの 重 合 度

や 重 合 され るモ ノマ ー の 種 類 が選 択 され る こ とで 、生 成 プ ラス チ ッ クの 可塑 性 や 伸 張 ’

性 等 の 工業 化 に 向 けて の 重 要 な物性 が 決 定 され る。 申請 者 は 、現 在 知 られ てい るPhaC

の 中で最 も活 性 が高 い と され て い る ク ロモバ クテ リウムsp．USM2（Chromobacteriumsp．

USM2） 由来 のPhaC（PhaCcs） の 三次 元 構 造 の研 究 を進 め た。 そ の結 果 、遊 離 状 態 の

C一末 端 側 の 触 媒 ドメ イ ン （PhaCcs－CAT） と 、 基 質 類 似 体 で あ るCoA結 合 状 態

（PhaCcs－CAT＋CoA） の2つ の結 晶構 造 を それ ぞ れ 分 解 能1．48Aと3．10Aで 決 定 した。

これ に よ り、PhaCは α／β ヒ ドロ ラー ゼ に類 似 した α／βコア サ ブ ドメイ ン と α らせ ん か

らな るCAPサ ブ ドメ イ ンに よ り構 成 され る こ とや 、CAPサ ブ ドメイ ン を通 して 二 量 体

化 す る こ とが わ か っ た。 活性 部位 は α／β コア サ ブ ドメ ィ ンの 凹み 中 に あ り、 遊 離 型 で

はCAPに よっ て覆 われ て い た。 一 方 、CoA結 合 型 で は、CAPサ ブ ドメイ ンは α らせ

ん の巻 き戻 しや 新 た な形 成 を伴 っ た大 き な コン ポ メー シ ョン変 化 を起 こ して 、活 性 部

位 が大 き く開 く。 これ に よ りCoA結 合 部位 を新 た に形 成 して お り、CoA末 端 のSH基

が活 性 中心 残 基Cys291と 水 素結 合 を形 成 す る位 置 にCoAが 固定 され る こ とが 判 明 し

た。また 、本 研 究 の投 稿 論 文 作 成 中 に他 に グル ー プ か ら報 告 され たCupriαvidusnecαtor

由来 のPhaCの 触 媒 ドメイ ン（PhaCc“－CAT）の遊 離 型 の構 造 との比 較 に よ り、触 媒 ドメイ

ン はCAPサ ブ ドメイ ン の構 造 変 化 に応 じて 、 活性 部 位 の 閉鎖 型 （fUllyclosedform） 、

準 閉鎖 型 （semi－closed品㎜ ）、部 分 開放 型 （partialopenform） 、開 放型 （fUllyopenform）

が あ り、準 閉 鎖型 と部 分 開 放 型 は ホモ ニ 量 体 を、 閉鎖 型 と開放 型 はヘ テ ロニ 量 体 を形

成 す る こ とが わか った 。 これ らの構 造 変 化 を統 合 して 、二 量 体 でPHA鎖 が1本 合 成 さ

れ る触 媒 メカ ニ ズ ム を提 唱 した。一
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生分解性 プ ラスチ ック として注 目され てい るPHAの 合成酵素 （重合酵 素）で ある

PhaCは 、その酵 素活性 と基質 特異性 が生成PHAの 物性 を決定す る。それ故、PhaCは

PHA生 産の工業化 においての最重要酵素で あ り、その研究 は30年 以上 も続 け られて

ぎた。 しか し、酵素 の三次元分子構造 の決 定に成功 していなかったた めに、触媒機 構

や 基質特異性 メカニズ ムが未 だに不 明であ り、蛋 白質 工学 に よる有 用な酵 素への変換

が遅 れていた。そ のよ うな状況 を克服す る第一歩 と しての本構 造研 究の価値 は高い。

また、本研 究の クロモバ クテ リウムsp．USM2由 来PhaCは 、既知PhaCの 中で最 も酵

素活性 が高い とされ てお り、工業 的な価値 も高い。本研究で は、PhaCc、 の組み換 えタ

ンパ ク質 の精製 、三次元構造 と物性 の解 明、更には変 異導入や精製 酵素試料 を用 いた

酵素学的な解析 に成功 してい る。構造解析で は、触媒 ドメイ ンPhaCCs－CArの を遊 離型

とCoA結 合型 の2状 態 での三次元構造 をX線 回折 で決定 してお り、以下の発 見を した。

第一の発 見は、活性部位 の 自己阻害状態で ある。遊離型状態 での構造 では、α／βコア

サ ブ ドメイ ンにある活性 部位 が、’CAPサ ブ ドメインによって覆 われてお り、基質 が活

性 部 位 に到 達 す る た め に は 、ノ可らか の構 造 変 化 が 必 須 で あ る こ とを 見 出 して 、

rsemi－closedform」 と命名 した。他研 究 グル ープに よ り報告 され た遊離型PhaCcn－CAr

の 「partialopenform」 は、人為的 な空気酸化 に よるS・S結 合形成が誘起 した可能性 を

指摘 した。

第 二の発見 は、CAPサ ブ ドメイ ンを通 した二量体化 の柔軟性 であ る。CAPサ ブ ドメ

イ ンの構 造変化 に よ り、触 媒 ドメイ ンは活性部位 の閉鎖 、準閉鎖 、部 分開放 、な らび

に開放型 の4つ の状態が存在す ることが本研究 とPhaCc。－CArの 研究 か ら明 らか になっ

たが、 どの状態 でも二量体化す る ことが わかった。 これ は、PhaCの 活性 には二量体

化 が必須 であ る とい うこれ までの研 究結果 と矛盾 しない。

第 三の発 見は、CoA結 合 にお ける大規模 な構造変化 であ る。 この大規模 な構造変化

はCoA結 合部位形成 に必須 であ り、基質 であるアシルCoAのCoA部 分 の重要性 を構

造 上で説 明 した。 この構造変化 は、「fUllyopenform」 と 「fullyclosedform」 のヘテ ロニ

量体 中で起きてお り、「fUllyopenfb㎜ 」分子の大規模構造変化 を 「fUllyclosedform」分

子のCAPサ ブ ドメイ ンが直接 の相互 作用 で安定化 してい るこ とも明 らかに した。

第 四の発見 は、新 しい触媒 メカニズムで ある。本研 究で 明 らか に した構造 に基づ い

て二量体でPHA鎖 が1本 合成 され る とい う新 しい触媒 メカニズム を提 唱 した。

以上の よ うに、本論 文はPHA合 成酵素 の酵素学や蛋 白質工学、PHA合 成 の生化学 、

な らび にPHA生 産 の工業化 に向けた開発 に寄与す るもので、学術上 、応用 上貢献す る

ところが少 な くない。 よって審査委員 一 同は、本論 文が博士 （バイオサイエ ンス） の

学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた。


