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要旨
Many electrons released from PS== are transported

亡o dloxygen when亡he llgh亡土n亡ens土亡y exceeds亡he demand of

reduc土ng equlvalen亡s by亡he Calv土n cycle for CO2 reducﾋ土on ln

pho亡osynﾋhes土s. Thus′亡he wa亡er-wa亡er cycle func亡1ons亡o

dlsslpaﾋ土on o王excess elecﾋrons and fur亡hermore down-

regula亡es亡he elecﾋron亡ranspor亡土n亡be pho亡osys亡em. Of亡he

enzymes lnvolved lnﾋhe cycle′ APX′ SOD and GR have

ex亡ens土vely been s亡ud土ed over亡he las亡亡wo decades′ buﾋDHAR

and MDAR in. chloroplasts have remained to be studied. This

s亡udy was focussed on亡he molecular and b土ochem土cal

characterizations of DHAR functioning for the water-water

cycle ln phoﾋosyn亡hes土s.

工n Chap亡er工′ chloroplas亡DHAR was pur土f土ed from splnaCh

leaves. The spec土flc ac亡土Ⅴ土亡y of chloroplas亡DHAR was 360

TlmO1/min/mg protein. The Km values for DHA and GSH were 70

pM and l･1 mM′ respectively. These kinetic parameters of

chloroplasﾋDHAR土nd土caﾋe亡ha亡ﾋhe splnaCh chloroplas亡DHAR

is the entity functioning for the water-water cycle in

splnaCh chloroplas亡s･ The cDNA for splnaCh chloroplas亡DHAR

was土sola亡ed. The compar土son beﾋweenﾋhe predlc亡ed amlno

acld sequence fromﾋhe cDNA andﾋhe am土no亡erm土nal sequence

ofﾋhe purl王1ed splnaCh chloroplas亡DHAR revealed亡ba亡亡he

lsola亡ed cDNA was for splnaCh chloroplasﾋDHAR and亡he cDNA

con亡a土ned亡he sequence forﾋrans土亡pep亡土de･ when亡he cod土ng
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reglOn Ofﾋhe cDNA excep亡亡he sequence for亡he亡rans土亡

peptide was expressed in E. coli, the recombinant DHAR

pro亡e土n had亡he DHAR ac亡土Ⅴ土ﾋy･ The k土neﾋ土c parame亡ers of

亡he recomb土nan亡DHAR were亡he same as亡hose of亡he pur土f土ed

splnaCh chloroplas亡DHAR.

工n Chap亡er工工′亡he caﾋaly亡1c mechan土sm of chloroplas亡

DHAR was analyzed w土亡h亡he recomb土nanﾋDHAR. The土nlﾋ1al

veloc土亡y s亡ud土es土n亡he absence of亡he reac亡土on produc亡s

revealed亡ha亡亡he ca亡alys土s chloroplas亡D=AR proceeded wl亡h

a bi uni uni uni plng POng meChanism. product inhibition

sﾋudy wl亡h GSSG revealed亡ha亡亡he reduced enzyme flrs亡bound

wl亡h DHA′ fo11owed by blnd土ng of GSH. The reacﾋ土on

intermediate complex predicted from the steady-state kinetic

analys土s was lsolaﾋed and lden亡土fled as an adduc亡be亡ween

DHAR andﾋhe subs亡ra亡e GSH through a d土sulflde bond. These

resul亡s w土亡h splnaCh chloroplast DHAR土nd土ca亡e亡haﾋ亡he DHAR

reac亡土on proceeds as fo11ows: The reduced enzyme b土nds DHA

on the active center. The reducing equivalents of the

sulfhydryl g.roups of a cysﾋelne resldue and one of GSH are

ﾋransferredﾋo DHA亡o form ascorba亡e and亡he oxldlzed

enzyme･ The ox土dlzed enzyme should beﾋhe add土c亡s be亡ween

亡he enzyme and GSH亡hrough a d土sulflde bond. The second GSH

wlll reduce亡he oxld土zed enzyme亡o formﾋhe reduced enzyme

and GSSG･ The reac亡1on土n亡ermed土a亡e complex of chloroplasﾋ

DHAR revealed亡haﾋﾋhe cys亡e土ne res土due was土nvolved ln the

reac亡土on･ The sl亡e-muﾋagenesls s亡udy of chloroplas亡DHAR

showedﾋha亡Cys-23 was essen亡土al for chloroplas亡DHAR亡o

func亡土on･ cys-23 would be土nvolved ln亡he forma亡土on of亡he

reac亡土on土n亡ermedla亡e complex of chloroplas亡DHAR.

These findings of the molecular properties of

chloroplas亡DHAR ln splnaCh leaves con亡r土bu亡es亡○亡he

elucidation of the regeneration system of ascorbate in

chloroplas亡s.
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諭文審査結果の要旨

申請者氏名嶋岡泰世

光照射中の葉緑体では活性酸素の生成速度が大きいため､活性酸素消去系酵素のｱｽ

ｺﾙﾋﾟﾝ酸ﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞの基質であるｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸の再生は重要である｡実際､

葉緑体内に数十mM存在するｱｽｺﾙﾋﾟﾝ酸は再生されないと､数分で枯渇すると考え

られる｡つまり,ｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸の再生は葉緑体機能の維持には欠かせない｡しかし､

葉緑体においてｱｽｺﾙﾋﾟﾝ酸の再生に関与するﾃﾞﾋﾄﾞﾛｱｽｺﾙﾋﾟﾝ酸ﾚﾀﾞｸﾀ-ｾﾞ

(DHAR)の分子的実体は不明であった｡本研究では,このDHARの分子的実体を明ら

かにし､その酵素化学的解析を行った｡

第-章において､ﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体DHARの精製を行い､その酵素学的性質を明ら

かにした｡精製したﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体DHARは,単離葉緑体を用いた研究で報告され

ていたDHAR活性を説明できるだけの能力を有していた｡さらに､ﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体

DHARのcDNAを単離し､大腸菌において発現させることにより,ﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体

DHARと同じ酵素学的性質を示すﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄDHARを作製することができた｡

第二章において､ﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体DHARの反応機構とその活性中心の解析を行っ

た｡定常状態の速度論解析により､葉緑体DHARの反応機構はbiuniuni uni pingpong機

構であることを明らかにした｡さらに､ DHAR反応過程において形成される反応中間体

の-つである酸化型酵素を同定した｡その酸化型酵素は還元型酵素と還元型ｸﾞﾙﾀﾁｵ

ﾝ間でｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞを形成した複合体であった｡さらに､この酸化型酵素の形成に関与

するｼｽﾃｲﾝ残基を点変異を導入した変異DHARによって同定した｡ Cys123をｾﾘﾝ

残基に置換した変異DHARではDHAR活性はほぼ完全に消失したのに対し､葉緑体

DHARに含まれる他のｼｽﾃｲﾝ残基をｾﾘﾝ残基に置換した変異DHARではDHAR活

性を有していた｡このことから, Cys-23がDHARの活性発現には必須のｱﾐﾉ酸残基で

あり､このｼｽﾃｲﾝ残基がDHAR反応の反応過程における酸化型酵素の形成に関与す

るｱﾐﾉ酸残基であると結諭した｡

以上のように,本諭文はﾎｳﾚﾝｿｳ葉緑体に局在し,単離葉緑体で検出される高い

DHAR活性を説明できるだけの能力を有するDHARの分子的実体を初めて明らかにた｡

今後､本研究成果は葉緑体でのｱｽｺﾙﾋﾞﾝ再生系の生理的役割の解明に大いに頁献す

るもので､学術上,応用上頁献するところが少なくない｡よって審査委員-同は､本論

文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


