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Study on copper binding to plant glycine-rich proteins

    （植物グリシンリッチ蛋白質の銅イオン結合の研究）

学位論文内容の要旨

    生物は、外界からのさまざまなストレスにさらされながら生命を維持している。特に個体を

移動させることができない植物は、乾燥ストレス、塩ストレス、温度ストレスなどの環境ストレスに

応答し適応している。ストレス誘導蛋白質において、グリシンを豊富に含むグリシンリッチ蛋白

質(GRP)が知ら れてい る。植物 のGRPは巨大な ファミ リーを形成し、細胞壁を強化する構

造 蛋 白 質 と RNA結 合 蛋 白 質 の大 き く 2っ に 分 類さ れ て いる 。 し かし な が ら、 GRPの機

能および構造についてほとんど明らかにされていません。

    本研究において、我々はこれまで細胞壁を強化する構造蛋白質であると考えられている

イtriplex canescensのオゾン誘導蛋白質(012-2、0114-3)、Cicer arietinumのGRP1とGRP2、

Medicago sativa由 来 の pSM2075、 pUM90-1、 CORA、Pisum sativum由 来のDRM2、Fagus

sylvatica由来のGRPF1に着目した。配列解析から、これらのGRPはグリシンばかりではなく、

ヒスチジンやチロシンも多く含む(His-，Gly-，Tyr-(HGY)リッチドメインと名づける）。また、この

HGYリッチドメインはへキサベプチドやへプタペプチドなどのアミノ酸配列が連続して繰り返す

配列（タンデムリピート）をもっことを見出した。

    植物GRPのHGYリッチドメインに似た配列が、狂牛病の原因蛋白質、プリオン蛋白質に

も存在する。プリオン蛋白質のHGYリッチドメインは、プロリンーヒスチジン‐グリシン‐グリシン．グリ

シン‐トリプトファン‐グリシン‐グルタミン(PHGGGWGQ)のオクタペプチドが4回繰り返したタンデ

ムリピートからなる。興味あることに、このタンデムリピートは銅イオンと結合することが明らかにさ

れた。したがって、植物GRPのHGYリッチドメインも銅イオンと結合することが期待される。

    プリオンのタンデムリピートの銅イオン結合は、このりピート配列に相当する比較的短い合

成ベプチドの円偏光二色性(CD)、核磁気共鳴法(NMR）、電子スピン共鳴法などを用いて調

べられている。そこで、本研究の目的は、さまざまな生物種からの植物GRPに存在するHGYリ

ッチドメインの配列に対応する比較的短いペプチドを合成し、それらの合成ペプチドと銅イオン

の結合能を、CDおよび1.nVn<を用いて調べることである。  ．

    オゾ ン誘導 蛋白質(012-2、 0114-3)の HGYリ ッチドメ インは、 YGHGGGが8回または10

回 繰 り 返 し て い る 。 そ こ で 、 HGGGY、 HGGGYGH、 YGHGGGY、 YGHGGGYGHGGGYの 4つ

のペプチドを合成した。可視領域のCDスペクトルを、銅イオンが存在するときと存在しない条

件下で、pH6．0とpH714の両方で測定した。その結果、pH7．4においてのみ銅イオンが加えら

れ た 条件 下 で 、300nm付 近 と580nm付 近 に 正の CDバン ドが観測 された 。580nm付 近の正

のCDバンドは銅イオン錯体の形成によるものである。一方、300nm付近のバンドは電荷移動

によるものである。これらの結果は、pH7．4において4つのペプチドすべてが銅イオンと結合す

ることを示す。

    ま た 、可 視 領 域の CD測定 に よ る銅 イ オ ン 滴定から 、Hく 弧GY、HGGGYGH、YGHGGGY

は銅 イオンと 2： 1、YGHGGGYGHGGGYは1：1の化学 量論比で 結合する ことが 示唆された。

さら に、錯体 の構造 情報を得るために、ペプチドY1G゚ H3G4G5G～7のlHNMRを行った。NMR
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スペクトルの解析から、4つのグリシンを含めすべての残基を曖味さなく連鎖帰属することがで
きた。その結果、銅イオンの添加に伴いHis3、Tyrl、Gly2、Gly4の残基が、選択的にブロード
された。
    CロGRP（GRP1とGRP2）は、NYGHGGGが繰り返している。そこで、NYGHGGGNYGN、
HGGのW、HGGのWGNの3つのぺプチドを合成した。オゾン誘導蛋白質の場合と同様な測
定を行った。その結果、NYGHGGGNY（刊において、pH7．4で銅イオンが加えられた条件下
で、銅イオン錯体の形成の際に生じるdd遷移による正のCDバンドが590nmに観測された。
ま た 、 正 の バ ン ド が 320nmに 、 負 の CDバ ン ド が 480nmに 観 測 さ れ た 。
    銅イオン滴定から、NYGHGGGNYGNは銅イオンと1：1の化学量論比で結合することが
示唆された。したがって、NYGHGGGNYGNが一個の銅イオンとの結合単位であり、オゾン誘
導蛋白質のYGHGGGの場合とは異なっている。NYGHGGGNYGNの2D―TOCSYト爪偲測
定は、His4、Gly5、Asn8およびAsnllの残基が配位に寄与することを示唆した。
    AムGRP（pSM2075，pUM90．1，CORA）と冊D恥氾のHGYリッチドメインは、
YHNGGGGYHN、YNHGGGGYNH、M州GGGGYNの配列を含む。そこで、これらの3つの
ペプチドを合成した。オゾン誘導蛋白質および＆ぬRPの場合と同様な測定を行った。その結
果、M刪GGGGYHNにおいて、pH714で銅イオンが加えられた条件下で、350nm、506nm、
640nm付近に正のCDバンドが観測された。これらの結果は、明らかに、pH7．4においてこの
ベプチドが銅イオンと結合することを示す。亅方、YNHGGGGW岨、W州GGGGYNにおいて
は、銅イオン錯体の形成に生じるdq遷移による650m付近の正のCDバンドが観測された。
加えて、350nmに負のバンドと530nmに正のバンドが観測された。これらの結果は、明らかに
pH7．4においてこのペプチドが銅イオンと結合することを示す。
    銅イオン滴定からYHNGGGGYHNとYNHGGGGYNHは1：2、YNHGGGGYNは1：1、
の化学量論比で銅イオンと結合することが示唆された。2Dー1DCSYNMR測定は、少なくとも
His残 基の プロト ンが 銅イ オン 結合に よル ブロードされることを示した。
    遠紫外領域のCDスペクトルは、二次構造の情報を与える。そこで、上述のペプチドす
べての遠紫外CD測定を行った。YGHGd（WのCDスペクトルは、銅イオンの有無に関わら
ず200nmと229nm付近に正のバンドを示した。NYGH（ぬGNYGNにおいては、銅イオンを
加えるとCDスペクトルが大きく変化し、1：1で207nmと226nm付近に正のCDバンドを
示した。YHNGGGGYHN、YNHGG（粥YNH、M畑GGGGYNは、230nm付近に正のCDバン
ドを示した。これらの結果は、二次構造が互いに異なることを示している。YGHG（ぬYは8
ターン、NYGHGGGNYGNは左巻きaヘリックスの構造をとっていることが示唆される。
    本研究から、次の点が明らかとなった。HGYリッチドメインをもつGRPは銅結合蛋白
質であることを示した。Hisのイミダゾール基および脱プロトン化した主鎖アミドが、銅イ
オンの配位に寄与する。銅錯体の形成に伴い、HGYリッチドメインはロターンや左巻きのa
ヘリックス構造をとることが示唆される。植物GRPのHGYリッチドメインは、新しい銅イ
オン結合モチーフである。銅結合蛋白質GRPは、活性酸素のスカベンジャーあるいは銅イオ
ンの貯蔵庫として機能している可能性がある。
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学位論文審査の要旨
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Study on copper binding to plant glycine-rich proteins

    （植物グリシンリッチ蛋白質の銅イオン結合の研究）

  学位申請者は、植物グリシンリッチ蛋白質(GRP)の銅イオン結合の研究を行って

きた。審査会では学位論文に関する既公表論文が紹介され、研究の背景とレて、植

物のGRPについての説明がされ、GRPが様々な植物において数多く存在し、現在、

巨大なファミリーを形成していながらも、立体構造及び機能は、ほとんど明らかにさ

れていないことが述べられた。続いて、GRPに存在するヒスチジン、グリシン、チロシン

(HGY)りッチドメインについて説明され、HGYリッチドメインに類似した配列をもっプリオ

ン蛋白質にっいて説明された。プリオン蛋白質が銅イオンと結合することから、植物GRP

も同様に銅イオンに結合する可能性があることが述べられた。次に本研究の目的は、様々

な生物種からのGRPに見出されるHGYリッチドメインに対応するモデルペプチドを合成

し、構造上の特徴、銅イオンとの結合能を調べてこの一群の蛋白質の構造・機能を明らか

にすることにあることが述べられた。

  本研究ではまず、ソルトブッシュ(Atriplex canescenes)のオゾン誘導蛋白質の銅イオン

結合について扱っている。オゾン誘導蛋白質の一次構造が説明され、試料として合成ペ

プチドを用いたこと、方法として、円偏光二色性測定(CD)と核磁気共鳴分光測定(NMR)

を行 ったこ とが 説明された。次にオゾン誘導蛋白質の部分配列として、

TyrーGly-His-Gly-Gly(YGHGGG)のペプチドを用いた実験によって以下の結果が得ら

れた。まず、遠紫外部CDの結果からぺプチドがタイプuロターン構造を取ることが示唆さ

れ、また、可視部CDの結果からpH 7.4においてペプチドが銅イオンと2:1で結合するこ

とが示された。また、銅イオン結合がpH依存性を示し、NMRの結果から、配位に寄与す

る残基が示唆された。以上の結果から、可能な錯体のモデルが提案された。



  次に、ヒヨコマメ(Cicer arietinum)の2つのGRP、GRP1とGRP2の銅イオン結合につ

いて研究された。これらの蛋白質の部分配列としてAsn-Tyr- Gly-His- Gly- Gly-Gly-Asn

‐Tyr-Gly-Asn (NYGHGGGNYGN)のベプチドを用いた実験の結果が以下のように述

べられている。遠紫外部CDの結果から、銅イオンの結合により、ペプチドが左巻きaヘリ

ックス構造を取ること、可視領域のCDから、pH 7.4においてぺプチドが銅イオンと1:1で

結合することが示された。また、ソルトブッシュのオゾン誘導蛋白質と同様に、銅イオン結

合のpH依存性が示され、NMRから、配位に寄与する残基が推定され、可能な錯体モデ

ルが提案された。

  次に、ムラサキウマゴヤシ(Medicago sativa)とエンドウマメ(Pisum sativum)由来の4つ

のGRPの銅イオン結合にっいて研究した。これらの蛋白質の部分配列として2種類のベ

プチドを用いた実験の結果が以下のように説明された。遠紫外部CDの結果から、銅イオ

ンの結合により構造形成を誘起することが示された。可視部CDから、pH 7.4においてペ

プチドが銅イオンと1：2で結合することが示され、NMRの結果から、ヒスチジン残基が配

位に寄与することが示唆された。以上の結果から、可能な錯体モデルが提案された。

  本研究は、次の点を明らかにした。HGYリッチドメインをもつGRPは銅結合蛋白質であ

る。ヒスチジン残基のイミダゾール基および脱プロトン化した主鎖アミドが、銅イオンの配位

に寄与する。銅錯体の形成に伴い、HGY．リッチドメインは口ターンや左巻きの8ヘリックス

構造をとる。植物GRPのHGYリッチドメインは、新しい銅イオン結合モチーフである。銅結

合蛋白質GRPは、活性酸素のスカベンジャーあるいは銅イオンの貯蔵庫として機能してい

る可能性があることが示唆される。

  学位論文の公開発表の質疑応答では，申請者は自らの様々な実験経験や過去の

参 考 文 献 等 を 引 用 し ， 豊 富 な 知 識 に 基 づ い て 質 問 に 明 快 に 回 答 し た ．

    以上のように申請者は，グリシンリッチ蛋白質のモデルペプチドの構造学的研

究、銅イオンとの相互作用の構造学的研究を行う事で，これらの一群の蛋白質の機

能、構造におけるいくっかの重要な知見を示した．審査員一同はこれらの成果を

高く評価し，申請者が北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるも

のと認定した．


