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溶 性 シ ト ク ロ ム cの 主 要 な 成 分 で あ る 可 溶 性 シ ト ク ロ ム c-552を 精 製 し 、 タ ン パ ク 質 化 学 的

諸 性 質 を 調 べ 、 遺 伝 子 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し た 遺 伝 子 配 列 に よ り 、 シ ト ク ロ ム c-552は ク

ラ ス Iの グ ル ー プ 4の シ ト ク ロ ム C5に 分 類 さ れ た 。 こ れ は 好 ア ル カ リ 性 細 菌 の ク ラ ス Iの 可

溶 性 シ ト ク ロ ム cに つ い て の 最 初 の 知 見 で あ る 。 こ れ ま で に 多 く の Pseudomonas属 細 菌 の シ

ト ク ロ ム cが 精 製 さ れ た が 、 シ ト ク ロ ム c-552と 相 同 な シ ト ク ロ ム cは 精 製 さ れ て お ら ず 、

そ れら の遺伝 子配列 のみが データ ベー スに登 録され ている 。

  シ ト ク ロ ム c-552の 吸 収 ス ペ ク ト ル は Resting状 態 で ほ ば 完 全 還 元 型 を 示 し た 。 既 報 の 多

く の シ ト ク ロ ム cは Resting状 態 が 酸 化 型 で あ る こ と か ら 、 シ ト ク ロ ム c-552の 高 い 電 子 親

和 性 が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、 シ ト ク ロ ム c-552の 酸 化 還 元 特 性 を 詳 細 に 解 析 す る た め に 、 大

腸 菌 で の 組 換 え シ ト ク ロ ム c-552の 発 現 系 を 構 築 し 、 多 量 の 組 換 え シ ト ク ロ ム c-552を 取 得

し た 。 得 ら れ た 組 換 え シ ト ク ロ ム c-552も 吸 収 ス ペ ク ト ル が Resting状 態 で 完 全 還 元 型 を 示

し た 。 さ ら に 、 既 報 の Pseuあ 所 D門 田 属 細 菌 の シ ト ク ロ ム cと 異 な り 、 組 換 え シ ト ク ロ ム c‐ 552

の 五 ゜ ， ・ ｜ は pH5． 0か ら 10． 0の 範 囲 で 一定 の 値 （ 十 215～ 十 225mV） であ っ た 。 ま た、 組 換 え シ

ト クロ ムc． 552の 酸化 速度は pH8． 0（ 6． 1x10．4h・1）、pH9．0（1．4×10，3h・1）およびpH10．O（1．6

x10． 3h， 1） で は非 常 に 遅く、 pH6． O（ 3． 9x10・3h． 1） および pH7． O（ 2． 5× 10．3h11冫 では早 いこ

と が 明 ら か に な っ た 。 一 方 、 ウ マ 心 筋 由 来 シ ト ク ロ ム cの 酸 化 速 度 は pH6． Oか ら 10． 0（ 314×

10． 3～ 4． 5x10・ 3h・ 1） の 範 囲 で 、 組 換 え シ ト クロ ム c― 552よ り も 早 い値 で あ っ た 。こ れ ら の 結

果 か ら 、 シ ト ク ロ ム c－ 552が pH8． 0か ら 10． 0に お い て 還 元 状 態 を 維 持 す る 特 有 の 機 能 を 持 つ

こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の よ う な シ ト ク ロ ム cの pH8． Oか ら 10． 0で の 電 子 保 持 能 カ は こ れ ま

で に 報 告 さ れ て お ら ず 、 新 規 な 機 能 で あ る 。 ま た 、 シ ト ク ロ ム cに お い て プ ロ ト ン 共 役 型 の

電 子 伝 達 を 示 す 報 告 が あ る 。 シ ト ク ロ ム c‐ 552に お い て プ ロ ト ン 共 役 型 の 電 子 伝 達 が 起 こ る

と 仮 定 す る と 、 シ ト ク ロ ム c－ 552の 高 い 電 子 保 持 能 カ は 高 い pHお よ び 低 通 気 条 件 下 で の 本

菌 株の ATP合 成に寄 与する 可能性 が考 えられ た。

  ア ル カ リ 性 環 境 に 生 育 す る 好 ア ル カ リ 性 細 菌 が 効 率 的 に ATPを 合 成 す る た め に は 、 細 胞

質 か ら 汲 み 出 さ れ た プ ロ ト ン が プ ロ ト ン 濃 度 の 希 薄 な 外 部 環 境 に 漏 出 す る こ と な く 、 ATP合

成 酵 素 に 伝 達 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ の プ ロ ト ン の 汲 み 出 し は 呼 吸 鎖 複 合 体 の 電 子 伝 達 に 共 役

し て い る 。 そ こ で 、 シ ト クロ ム c‐ 552の 生 理 的機 能 を 解 明 す るた め に 、 P．ロ を ロ ゆ ヵ ぬAL15‐21T

株 の シ ト ク ロ ム c－ 552欠 損 株 を 構 築 し た 。 野 生 株 お よ び シ ト ク ロ ム c‐ 552欠 損 株 は そ れ ぞ れ

PYA培 地 で 生 育 を 示 し 、 シ ト ク ロ ム c‐ 552は 本 菌 株 の 生 育 に 不 可 欠 で は な い こ と が 明 ら か に

な っ た 。 ま た 、 野 生 株 お よ び 欠 損 株 の 酸 素 消 費 速 度 は そ れ ぞ れ の 培 養 条 件 下 で 同 等 で あ り 、

シ ト ク ロ ム c－ 552欠 損 は 本 菌 株 の 呼 吸 活 性 に 影 響 し な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 野 生

株 お よ び 欠 損 株 の 最 大 比 増 殖 速 度 お よ び 最 大 増 殖 濁 度 は 、 pH7． Oの 培 養 条 件 下 で は 両 株 に 韜

い て 同 等 で あ っ た が 、 pH10． 0・ 高 通 気 条 件 下 で は 野 生 株 と 比 較 し て 欠 損 株 の 対 数 増 殖 期 中 期

に お け る 生 育 の 低 下 が わ ず か に 見 ら れ た 。 さ ら に 、 pH10． 0． 低 通 気 条 件 下 で は 欠 損 株 の 最 大

比 増 殖 速 度 （ 40％ 低 下 ） お よ び 最 大 増 殖 濁 度 （ 25％ 低 下 ） の 顕 著 な 低 下 が 見 ら れ た 。 こ れ ら

の 結 果 か ら 、 シ ト ク ロ ム c‐ 552欠 損 株 は pH10． 0・ 低 通 気 条 件 下 に お い て 電 子 伝 達 系 の 機 能 が

効 率 良 く ATP合 成 に 利 用 さ れ て い な ぃ こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 P． ロ た ロ fゆ 轟 洫

AL15‐ 21T株 の ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 に 存 在 す る シ ト ク ロ ム c－ 552は ATP合 成 の た め の プ ロ ト ン

輸 送 お よ び 電 子 伝 達 の 効 率 を 促 進 す る こ と に よ っ て pH10． O． 低 通 気 条 件 下 に お け る 本 菌 株

の 生育 の効率 を維持 してい ること が示 唆され た。
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    学位論文題名
  Biochemical properties and physiological function
    of cytochromeC－552
from alkaliphilic Pseudoynonas alcaliph¢励AL15一21T

    （好 ア ルカ リ 性細 菌 Pseudomonas alcaliphila AL15－211の

シトクロムc－552の生化学的特徴および生理学的機能に関する研究）

  好気性生物のATP合成機構は化学浸透圧説により説明されている。すなわち、

呼吸鎖の電子伝達に共役して細胞質膜の内側から外側ヘプロトンが汲み出され

る。この細胞質膜を隔てたプロトン濃度勾配に基づくプロトンの電気化学ポテン

シャル差によりATPが合成される。

  好アルカリ 性細菌は細 胞質内pHが細胞質外pHよりも酸性であるため、細胞

質膜を隔てたプロトン濃度勾配が逆転するために、ATP合成が困難であると考え

られる。しかし、複数株の好アルカリ性Bacillus属細菌は中性細菌Bacillus subtilis

と同等以上の生育を示し、さらに、通性好アルカリ性Bacillus属細菌では中性条

件よりもアルカリ性条件で多量のシトクロムcを産生する。従って、好アルカリ

性細菌のシトクロムcがアルカリ性環境を克服する役割をもっことが示唆される。

また、これまでは主にグラム陽性細菌の膜結合性シトクロムcが研究されており、．

グラム陰性細菌の可溶性シトクロムcの研究により新規知見の獲得が期待できる。

1）Pseudomonas alcaliphila AL15-21株のシトクロムc-552の生化学的諸性質の解析

  P alcaliphila AL15_21T株のペリプラズム空間に存在する可溶性シトクロムc含

有量はpH 7.0．高通気条件下よりもpH 10.0・低通気条件下で3.6倍に増加した。

そこで、本菌株の可溶性シトクロムcの主要な構成成分であるシトクロムc-552

を精製し、生化学的諸性質およぴ遺伝子配列を決定した。このシトクロムc-552

は グ ル ー プ 4の 低 分 子の シ トク ロ ムC5に分 類 され た 。こ れ ま でに 多 数の



Pseudomonas属細菌のシトクロムcが精製されたが、シトクロムc-552と相同な

シトクロムcは精製されて韜らず、本研究により初めてタンパク質化学的性質を

明らかにした。シトクロムc-552の吸収スペクトルはResting状態でほぼ完全還元

型を示した。一方、既報の多くのシトクロムcはResting状態が酸化型である。

こ の こ と か ら 、 シ ト ク ロ ム c-552の 高 い 電 子 親 和 性 が 示 さ れ た 。

2）組換えシトクロムc-552の構築および酸化還元特性の解析

  シトクロムc-552の酸化還元特性を詳細に解析するために、大腸菌での組換え

シトクロムc-552の発現系を構築した。組換え体の吸収スベクトルもResting状態

で完全還元型を示した。さらに、組換えシトクロムc-552の酸化速度はpH 8.0 (6.1

× 10-4 h-l)、pH 9.0（1.4×10-3 h-l)およびpHl0.0（1.6×10-3 h-l)では非常に遅く、

pH 6.0  (3.9x10-3 h-l)およびpH 7.0 (2.5×10-3 h-l)では早いことを明らかにした。

さらに、組換え体の24時間後の酸化率は、pH 8.0では約5％の非常に低い値を示

し、pH 6.0では約30％であった。これらの結果から、シトクロムc-552はpH 8.0

から10.0で高い電子保持能カを有することを明らかにした。このようをシトクロ

ムcの電子保持能カはこれまでに報告されておらず、新規な機能である。

3）アルカリ性環境への適応におけるシトクロムc-552の生理学的機能を解明

  シトクロムc-552の生理学的機能を解明するために、P．alcaliphila AL15_21r株

のシトクロムc-552欠損株を構築した。野生株およぴ欠損株の酸素消費速度はそ

れぞれの培養条件下で同等であり、シトクロムc-552欠損は本菌株の呼吸活性に

影響しないことを明らかにした。野生株および欠損株の最大比増殖速度およぴ最

大増殖濁度は、pH 7.0の培養条件下では同等であった。一方、pH 10.0．高通気条

件下では欠損株の対数増殖期中期の生育低下が見られた。さらに、pH 10.0．低通

気条件下では欠損株の最大比増殖速度(40％低下）および最大増殖濁度(25％低

下）の顕著な低下が見られた。これらの結果から、シトクロムcー552欠損株はpH

10.0．低通気条件下において電子伝達系の機能が効率良くATP合成に利用されて

いないことが示された。このことから、シトクロムc-552はATP合成のためのプ

ロトン輸送および電子伝達の効率を促進することでpH 10.0．低通気条件下での

本菌株の高い生育を維持することが示された。

  以上、申請者は好アルカリ性細菌P alcaliphila AL15_21T株のシトクロムc-552

の産生条件および精製条件の確立、生化学的諸性質の解析、遺伝子配列の決定、

同シトクロムcの発現系の構築、さらに、遺伝子破壊による生理学的機能の解明

を行った。本研究はグラム陰性好アルカリ性細菌のシトクロムcに関する最初の

報告である。本研究によって、＠Pseudomonas属細菌がもつ低分子量のシトクロ

ムC5のタンパク質化学的性質を初めて明らかにした。また、◎シトクロムcが



高アルカリ性・低通気条件下で生理的機能を担うことを初めて明らかにした。本

知見は好アルカリ性細菌の生理およぴシトクロムcの生理学的機能の理解に大き

く貢献するものである。

  よって審査員一同は、松野敏英が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格

を有するものと認めた。


