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論文内容の要旨
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申請者氏名 那須野 亮

酵 母SaccharomycescerevisiaeΣ1278b株 に 見 出 したN一 ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

Mpr1は 、 プ ロ リ ン 代 謝 中 間 体 △1一ピ ロ リ ン ー5一カ ル ボ ン酸 ／グ ル タ ミ ン 酸 一Y一セ ミ ア ル デ ヒ

ド （P5C／GSA） の ア セ チ ル 化 に よ り、 プ ロ リ ン （Pro） と ア ル ギ ニ ン （Arg） の 代 謝 を

連 結 し、Argか らの一酸化 窒素 （NO） 合成 に閨与す るこ とで・細胞 に酸化 ス トレス耐

性 を付 与 す る。一 方 、Mprlは そ の一 次 構 造 か らGcn5－relatedN－acetyltransferase（GNAT）

ス ー パ ー フ デ ミ リー に属 す る と考 え られ るが 、Mpr1は 他 のGNATタ ンパ ク質 とは異 な

り環 状 二 級 ア ミン を基 質 とす るた め 、Mpr1は 新 規 の 立 体 構 造 や 反 応 機 構 を有 す る可 能

性 が あ る。そ こで本 研 究 で は 、Mpr1の 立 体構 造 の決 定 と触 媒 反 応 機 構 の解 析 を行 っ た。

まず 、大 腸 菌 か ら組 換 え酵 素 と して精 製 したMprlを 用 い て結 晶 を調 製 し、X線 結

晶 構 造 解 析 を試 み た。 そ の 結 果 、セ レ ノメ チ オ ニ ン導 入 型Mprl、 野 生 型Mpr1、 お よ

びMpr1一 基 質 複 合 体 の構 造 をそ れ ぞ れ2．IA、1．9A、2．3Aの 分解 能 で 決 定 した。Mpr1一

基 質 複 合 体 構 造 か ら、 基 質 の カル ボ キ シル 基 がAsn135の 側 鎖 ア ミ ドお よびAsnl72と

Leu173の 主 鎖 ア ミ ドと結 合 して い る こ とが 明 らか に な っ た 。 ま た 、Mpr1は 既 知 の

GNATタ ンパ ク質 に保 存 され て い るβ一bulge構 造 を 取 っ て お らず 、基 質 で あ る環 状 二 級

ア ミン の結 合 に よ る立 体 障 害 を 回避 して い る こ とが 示 唆 され た。次 に 、Mpr1と 立 体 構

造 が類 似 した タ ンパ ク質 の構 造 を用 い て 、Mprlに お け る ア セ チルCoA（AcCoA） 結 合

部 位 を推 定 した。そ の 結 果 、AcCoAの カル ボ ニ ル 酸 素 がPhel38の 主鎖 ア ミ ドのNH基

と、硫 黄 原 子 がAsn178の 側 鎖 とそ れ ぞ れ 結 合 す る こ とが 示 唆 され た 。 これ らの ア ミノ

酸 残 基 の置 換 体 につ い て 速 度 論 的解 析 を行 っ た と ころ 、Asnl35Ala－Mpr1は 野 生型 酵 素

に比 べ て約20倍 のKm値 を、Asn178Ala－Mpr1は 約1／40のkcat値 を それ ぞ れ 示 し、

Asn135Asp－Mpr1とAsn178Asp－Mpr1は 活 性 が検 出 され な か った 。 一 方 、Mpr1の 反 応

機 構 を 速 度 論 的 に 解 析 す る た め 、 各 基 質 濃 度 に お け る 反 応 初 速 度 を 測 定 した 。

Lineweaver－Burkプ ロ ッ トの結 果 か ら、Mpr1に よる触 媒 反 応 はMpr1－AcCoA一 基 質 の三

者 複 合 体 を介 して 逐 次 機 構 に よ り進 行 す る こ とが 明 らか に な っ た。 以 上 の結 果 か ら、

基 質 の カ ル ボ キ シル 基 をAsnl35、Asn172、Leul73が 認 識 ・結 合 し、lAsnl78が 反 応 中

間 体 分 解 後 に 生成 す る チ オ レー トア ニ オ ン を安 定 化 す る こ とで触 媒 反 応 が進 行 す る と

結 論 づ けた 。Asn残 基 に依 存 的 な 触 媒 反 応 や 、典 型 的 な β一bulge構 造 を有 して い な い な

どの 特 徴 か ら：Mprlが 新 しい タイ プ のGNATタ ンパ ク質 で あ る こ とが 強 く示 唆 され た。

一 方
、Mpr1の 遺伝 子破 壊 株 で は 、高 温 な どの酸 化 ス トレス に よ っ て細 胞 内 のP5C含 ＼

量 が増 加 す るが 、活 性 が 消 失 したAsn135Asp－Mprl、Asn178Asp－Mpr1を 発 現 させ た酵

母 に お い て も、 野 生型Mpr1発 現 株 に比 べ て ス トレス 処 理 後 のP5C含 量 が有 意 に増 加

した。以 上 の 結 果 か ら、Mpr1の 生理 機 能 （P5C／GSAの ア セ チ ル 化 を介 した細 胞 へ の 抗

酸 化 能 付 与 ）に お い て も、Asnl35とAsnl78が 重 要 な残 基 で あ る こ とを 明 らか に した 。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 那須野 亮

酵 母N一 ア セ チ ル トラ ンス フ ェ ラー ゼMprlは 、プ ロ リン （Pro）とア ル ギ ニ ン （Arg）

の代 謝 を連 結 し、Argか らの一 酸 化 窒 素 （NO） 合 成 に 関 与 す る こ とで 、細 胞 に酸 化 ス

トレス 耐性 を付 与 す る。MprlはGcn5－relatedN－acetyltransferase（GNAT） に分 類 され る

が 、Mpr1は 既 知 のGNATタ ンパ ク質 とは異 な り、環 状 二級 ア ミン を基 質 とす る。 申請

者 はMprlの 立 体 構 造 と反 応 機 構…の解 析 を行 い 、以 下 に示 す 重 要 な結 果 と知 見 を得 た。

1） 大 腸 菌 か ら組 換 え酵 素 と して精 製 したMpr1を 用 い て 結 晶 を調 製 し、X線 結 晶構 造

解 析 を行 っ た。 そ の 結 果 、セ レ ノメ チ オ ニ ン導 入 型Mprl、 野 生 型Mpr1、 お よび

Mpr1一 基 質 複 合 体 の構 造 を 、 そ れ ぞ れ2・1A・1・9A・2・3Aの 分解 能 で決 定 した・

2）Mpr1一 基 質複 合 体 の構 造 か ら、基 質 の カ ル ボ キ シル 基 がAsn135の 側 鎖 ア ミ ドお よ

びAsn172とLeu173の 主鎖 ア ミ ドと結 合 して い る こ と を明 らか に した。ま た 、GNAT

タ ンパ ：ク質 に保 存 され るβ一bulge構 造 を形 成 しな い こ とで 、基 質 で あ る環 状 二 級 ア

ミン の結 合 に よ る立 体 障 害 を 回避 して い る こ とが 示 唆 され た。 ’

3） 構 造 類 似 タ ンパ ク質 の ア セ チ ルCoA（AcCoA） との複 合 体 構 造 か ら、Mpr1のAcCoA

結 合 部 位 を 予 測 した 。そ の結 果 、AcC・Aの カ ル ボ ニ ル 酸 素 がPhe138の 主 鎖 ア ミ ド

NH基 と、硫 黄原 子 がAsn178の 側 鎖 ア ミ ドとそ れ ぞ れ 結 合 す る こ とが 示 唆 され た。

4） 立 体 構 造 か ら推 定 され る活 性 残 基 の ア ミ ノ酸 置 換 体 につ い て 、 速 度 論 的解 析 を行
’
っ た。そ の 結 果 、Asn135Ala－Mpr1が 基 質 に 対 して 野 生 型 酵 素 の約20倍 のKm値 を 、

Asn178Ala－Mpr1が 約1／40のkcat値 を そ れ ぞ れ 示 し 、Asnl35Asp－Mpr1、

Asn178Asp－Mpr1は 活 性 が 検 出 され な か っ た。こ の こ とか ら、Asn135が 基 質 のカ ル

ボ キ シル 基 を認 識 し、Asn178は 反 応 中間 体 分 解 後 に 生 じるチ オ レー トア ニオ ン を

安 定 化 ・プ ロ トン化 す る こ とで反 応 を触 媒 す る と結 論 づ けた 。

5）Asn135Asp－Mprl、 お よびAsnl78Asp－Mprlを 酵 母 で発 現 させ る と、 野 生 型 酵 素 発

現 株 に 比 べ て 高 温 ス トレス 処理 後 のP5C含 量 が 増 加 した こ とか ら、Asn135お よび

Asn178はMpr1の 生 理 機 能 に お い て も重 要 で あ る こ とが 明 らか とな っ た。

本 研 究 で は 、Mpr1の 立 体 構 造 を決 定 し、基 質 認 識 を含 む 触 媒 反 応 機構1を 明 らか に し

た。 ま た 、 同 定 した活 性 残 基 がMpr1の 生 理機 能 に も重 要 で あ る こ とを示 した 。

β一bulgeを 形 成 しな い ユ ニ ー ク な構 造 とAsn残 基 依 存 的 な触 媒 機 構 は ・Mpr1がGNAT

スーパー ファ ミ リー にお いて 「環 状二級 ア ミン ル アセチル トランス フェ ラーゼ」 とい

う新 しい一群 を形成す る ことを強 く示唆 してい る。 また、今 回の知見 は応用面 で も、

酵母 の酸化 ス トレス耐性 を向上 させ る変異型Mpr1の 分子設計 に資す ると期待 で きる。

以上 の よ うに、本論文 は新 規アセ チル トランス フェラーゼ の構 造 と反応機構 を明 ら

か に した もので あ り、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。


