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本論文では、ヤムの主要な貯蔵タンパク質 dioscorin を同定し、活性測定と X 線結晶構造

解析を行い、dioscorin の炭酸脱水素酵素、デヒドロアスコルビン酸(DHA)還元酵素及びト

リプシン阻害剤としての構造基盤について述べている。本論文は 5 章からなる。 

第一章では、ヤムの塊根の液胞に主に存在している dioscorin が有する多機能性について

述べている。Dioscorin は炭酸脱水素酵素、トリプシン阻害剤並びに DHA 還元酵素活性を

もつことが報告されている。炭酸脱水素酵素は植物の光合成と呼吸に重要である。トリプ

シン阻害剤は植物の内在性プロテアーゼの調節と外来プロテアーゼの抑制に機能する。

DHA 還元酵素は植物の抗酸化システムの重要な酵素である。また、dioscorin は抗酸化、

抗高血圧、免疫賦活という様々な作用をもつことが説明されている。dioscorin がこうした

植物生理学や食品科学の研究対象として非常に興味深いことを説明している。 

第二章では、dioscorin のクローニング、発現と精製について述べている。ヤム塊根から

total RNA を抽出し、逆転写により cDNA を合成した。DNA 配列解析の結果、配列が類似

した 4 種類の dioscorin（D1, D2, D3, D4）を取得した。これらの dioscorin を大腸菌で発

現・精製し、ヤムから抽出・精製した天然型 dioscorin と構造的特徴の比較を行なった結果、

組換え型 dioscorin は天然型と同様の二次構造を形成していることを明らかにしている。以

上、dioscorin を組換え型として大量調製する系の構築に成功した。 

第三章では、組み換え型と天然型の dioscorin の活性比較について述べている。活性測定

の結果、組換え型 dioscorin は天然型と同様の炭酸脱水素酵素、トリプシン阻害剤活性を持

つことを明らかにしている。一方、DHA 還元酵素活性については、天然型よりも著しく低

下していた。また、糖鎖切断反応（N-/O-結合型）と糖鎖染色の結果、天然型は N-及び O-

結合型糖鎖を持ち、糖鎖切断反応より DHA 還元酵素活性が組換え型と同レベルまで低下し

た。以上、dioscorin の DHA 還元酵素活性には糖鎖が寄与していることを明らかにした。 

第四章では、dioscorin の立体構造と炭酸脱水素酵素としての構造基盤について述べてい

る。dioscorin（D1）を結晶化し、分子置換法を用いて分解能 2.11Å の構造解析に成功した。

その結果、dioscorin の立体構造は 1 つの βシートを分子中央にもち、それを取り囲むよう

に α ヘリックスとループが分子表面に位置していることを明らかにした。また、dioscorin

の活性部位は 2 つの His 残基と 1 つの Gln 残基で形成され、3 つの His 残基で活性部位が

形成される他の炭酸脱水素酵素と異なっていた。変異体解析より、Q114H 変異によっても

炭酸脱水素酵素活性を示したが、その活性は Zn2+依存的に変化したことを明らかにしてい

る。これは、これまでの炭酸脱水素酵素では見られない dioscorin に特徴的な活性であると

言える。 

第五章では、複合体構造解析とドッキングシミュレーションによる DHA 還元酵素及びト

リプシン阻害剤としての構造基盤について述べている。dioscorin と基質（DHA）及び産物
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（ascorbate, ASC）を共結晶化し、分解能 2.28Å と 2.20 Å の構造解析に成功している。構

造比較から、次のような反応機構モデルを提案している。① His95 は Asp70 との相互作用

により水分子からプロトンを引き抜く。② この His95 はプロトンを DHA の 3 位カルボニ

ル基の酸素原子に供給する。③ プロトンが 3 位から 2 位カルボキシル基の酸素原子に渡さ

れる。④ His95 はもう 1 つの水分子を使って、3 位カルボニル基の酸素原子にプロトンを

再度供給する。こうして DHA が ASC に変換される。一方、dioscorin のトリプシン阻害活

性については、Cluspro 2.0 server を使って dioscorin と trypsin のドッキングシミュレー

ションにより結合モデルを提案している。変異体解析により、C28-C187 ジスルフィド結合

が相互作用するループの形成に重要であること、trypsin の活性ポケットに入ると予想され

た Arg43 が実際に trypsin 阻害活性に重要であることを明らかにしている。 

以上のように、本論文は多機能タンパク質としてのdioscorinの構造・機能解析に成功し、

多機能性を説明するユニークな構造基盤を明らかにしており、得られた知見は学術上、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（農学）の学

位論文として価値あるものと認めた。 

 

 


