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ﾝｸﾞとその性質

氏名 封比地久義

(論文内容の要旨)

次世代ｴﾈﾙｷﾞ-生産技術の1つに光合成細菌を用いた光生物学的水素生産が注日されている｡

こうした試みは主にUV照射による変異体の単離により行われているが､水素発生効率の向上に

は限界がある｡本研究では好塩性の紅色硫黄細菌Halo7･hodospira halophila (H. halophfla)の光生

物学的水素発生を応用することを念頭に置き､水素の生産に関与するﾀﾝﾊﾟｸ質の性質を明らか

にすること畢目的として研究を行った｡

H. h･alophilaが光培養条件下で水素発生を行うことを確認したo文献的にはこの細菌の水素発生

に関しては明確な記述がなかったが､培養中に発生する気体は99%が水素であることをはじめて

示した.また,ﾆﾄﾛｹﾞﾅ-ｾﾞの構成遣伝子mjH. nljDの全長､ mjKの部分断片,転写調節ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質NifAの全長と周辺遣伝子のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞに成功し､水素発生がﾆﾄﾛｹﾞﾅ-ｾﾞによるもの

であることを示した｡これは, H. h･alop7u'laにおけるnlf遣伝子ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞの最初の報告例であ

る｡配列比較からｸﾛ-ﾆﾝｸﾞされた遺伝子は､同じ光合成細菌に分類される紅色無硫黄細菌の

遺伝子よりも､遊離型根粒菌由来の遺伝子に近いことが示された｡遊離型根粒菌はNifAを制御す

るﾀﾝﾊﾟｸ質NifLを持つが､ H. h･alophilaではNifLが欠損していた. NifLを持たない紅色無硫黄

柵菌のNifAに見出されている調節に重要な残基は､ H. halophilaのNifAには保存されていなかっ

たoしたがって, H. halop7u'laのﾆﾄﾛｹﾞﾅ-ｾﾞ発現調節は別の機構によるものであることが示唆

されるoまた､これらの結果から､分子進化と機能獲得は必ずしも-致しないことが示唆された.

転写の調節は水素発生を触媒するﾆﾄﾛｹﾞﾅ-ｾﾞを効率的に生産する上で最も重要なﾌﾟﾛｾｽ

であるo H. halophilaのNifAの調節機構はこれまでに報告されていない機構を用いている可能性

が高い.また､ NifAは,ｴﾝﾊﾝｻ-結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の典型例でもある. H. h,alop7u7aのNifAの

構造と性質を調べるために大畳発現系の構築を行った｡全長のNifA(GAF/AAA+PITH)は精製後す

ぐ会合を起こし､物理化学的測定を行うことができなかった. -方､ c末端部のHTHを欠損させ

たGA(GAF/AAA+)およびGAFとTHTを欠損させたTA (AAA+)は､大畳精製が可能で､全長の

Ni払に比べて安定であった｡ TAはÅrpase括性部位そのものであるにもかかわらず,括性はGA

が圧倒的に高く､ GAFﾄﾞﾒｲﾝがNi払.の括性を促進していることが示された｡これまでｴﾝﾊ

ﾝｻ-結合ﾀﾝﾊﾟｸ質では, N端のﾄﾞﾒｲﾝはATPase括性を阻害していたが､促進するﾄﾞﾒｲﾝ

はこれが最初の発見例である｡

Ⅹ線溶液散乱により､ GAは2畳体, TAは渡度依存的に環状構造の多畳体を形成することが示

されたo他のｴﾝﾊﾝｻ-結合ﾀﾝﾊﾟｸ質のAAA+ﾄﾞﾒｲﾝの結晶構造解析から, ATPase括性

にはAAA+ﾄﾞﾒｲﾝの環状多量体構造が必須とされていたが､ GAとmのｱﾗﾆﾝ置換変異体の

実験結果から､環状構造の形成ではなくｲﾝﾀ-ﾌｪｲｽの形成が括性に必須であることを示唆

し,これまでの説を否定した｡

以上の結果に基づき､ﾆﾄﾛｹﾞﾅ-ｾﾞによる水素発生機構と転写調節機構の視点から､高効率

水素生産実現への展望と間題点について議論した｡
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（論文審査結果の要旨）

光合成細菌の光生物学的水素発生をエネルギー源にしようとする試みが盛んに行われて

いる。光合成細菌において、水素発生はニトロゲナーゼによる窒素固定の副産物として生

じるが、水素発生効率は必ずしも高いものではない。水素発生効率の向上のために、変異

体を分離する試みは多く行われているが、水素発生めメカニズムに基づく水素発生効率の

向上を目指した研究はほとんどない。本論文は、好塩性の紅色硫黄細菌、Halorhodospira

balophila、の水素発生を念頭に置き、ニトロゲナーゼおよびその発現調節にかかわる遺伝

子のクローニングとタンパク質の性質を明らかにしようとしたものである。得られた主要

な成果は、以下の通りである。

1．Halorhodospirahalophilaが光生物学的水素発生を行うこと、またその水素発生がニ

トロゲナーゼによるものであることを明らかにした。このバクテリアに関して、明確

に水素発生を特定したのは、本論文が初めてである。

2．Halorhodospirahalophilaのニトロゲナーゼ構造遺伝子nifH、nifDの全長およびnifK

の部分断片、調節遺伝子であるnifAおよびその近傍を得、配列を明らかにした。H・

halophilaのnif遺伝子の記述はこれが初めてである。また、配列の解析から、H・

balophilaの進化系統樹での位置づけがなされた。

3．H．halophilaでは、NifAの活性を調節するNifLが保存されていないことが示された0

系統樹の解析から、分子進化と機能獲得は必ずしも一致していないことが示唆された。

4．NifAを構成するGAF．AAA＋、HTHドメインのうち、GAF－AAA＋およびAAA＋ドメ

インが発現、精製された。GAFドメインは、AAA＋ドメインのATPase活性を促進し

ていることが示された。これまでエンハンサー結合タンパク質では、AAA＋ドメイン

のATPase活性はN端側ドメインで抑制されているとする一般説に変更を促す重要な

発見である。

5．GAF－AAA＋ドメインおよびAAA＋ドメインの溶液構造が明らかにされた。AAA＋ドメ

インのATPase活性の発現に環状構造が必要であるとされていたが、必ずしも必要で

ないことが示された。

以上のように、本論文ではH．halophilaの水素発生の発見、ニトロゲナーゼ遺伝子のクロ

ーニングと配列決定、調節遺伝子産物であるNi董Aの活性と構造の解明と多彩な成果を得て

いる。Ni払の活性と構造の評価では、これまで一般的に信じられていた説に変更を求める

新しい知見を得た。これらの成果は、基礎微生物学的にもタンパク質料学的にも重要であ

る。よって、審査員一同は、本論文が博士（理学）’の学位論文として価値あるものと認め

た。


