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論 文 内 容 の 要 旨

ウシ障臓リボヌクレアーゼA (RNaseA)はアミノ酸124残基からなる分子量13,683の単純タンパク質で,4個のジスル

フィド結合を有している｡ これは変性,還元状悪から空気酸化により構造と活性を完全に回復するが,C末端の4残基を除

去すると活性の回復は見られなくなる｡ 本研究は,RNaseA のC末端アミノ酸 1-4残基を部位特異的変異導入法を用い

て除去あるいは置換し,それらの残基の立体構造の再生に対する役割を検討,解明している｡ 本論文は3華より構成されて

おり,その主な内容は以下のとおりである｡

第1章では本酵素を用いて行なわれてきたタンパク質の構造形成に関する最近までの研究郵向を述べ,本研究の位置付け

を明らかにしている｡

第 2章では RNaseA のC末端アミノ酸残基であるVal124を置換 して6つの変異型酵素 (v124G,V124A,V124L,

V124W,V124E,V124K)を作製し,その再生と諸性質に関して解析を行なっている｡ どの変異型酵素も二次構造,活性,

熱安定性は野生型とほぼ同じであったが,変性,還元後の空気酸化による再生は,V124EとV124L以外では低下し回復率

も野生型より低いものの,グルタチオン存在下での再生はいずれも野生型と同程度に速やかに活性回復をすることを明らか

にし声｡この際,ジスルフィド結合の形成速度は野生型と同様であった｡以上のことから RNaseA のVal124の側鎖のサ

イズと疎水的な性質が構造の再生に重要であることを立証している｡

第 3章では RNaseA のC末端 1-4残基を順次除去した変異型酵素 (des-124-,des-(123-124)-,des-(122-124)-,

des-(12卜124)-RNaseA),C末端の4残基をすべてアラニンとした変異型酵素 (Ala(121-124)),Asp121を置換した変

異型酵素 (D121A,D121E,D131K)を作製してその再生と諸性質に関して解析を行なっている.C末端アミノ酸を1-3

残基除去した変異体は,二次構造は崩れていないが活性と熱安定性は低下しており,空気酸化による再生は除去の数が増え

るにつれて活性の回復速度や回復率が低下するが,グルタチオン存在下ではいずれも速やかに再生することを明らかにした｡

C末端4残基を除去すると,グルタチオンの存否にかかわらず再生 しなかった｡ジスルフィド結合の形成速度はどの変異体

も野生型と同様であった｡活性の回復率が低下した原因は正しいジスルフィド結合が空気酸化により再生されないためであ

り,このこ七を臭化シアンによる断片化後,マススペクトルを解析することで確認した｡Ala(12ト124)の二次構造は野生

型酵素とほぼ同じで活性は低下しており,空気酸化による再生は野生型と比較して活性の回復速度,回復率が低下すること

を明らかにした｡また,Asp121､を置換 した変異型酵素D121Eの二次構造は野生型酵素とほぼ同じであるが,活性は少し

低下しており,その変性,還元後の空気酸化による再生は野生型とほぼ同様であった｡D121AとD121Kは活性回復速度と

回復率が低下した｡以上のことから,RNaseA の再生にはC末端部位のアミノ酸側鎖による相互作用,中でもAsp121の

側鎖の負電荷が重要であること,またそれだけでなく主鎖の長さも再生に重要な要因

これらの結果から,本酵素のC末端部位は再生途中で構造形成の核となり,周囲の構造が正しく作られるのを導く役割を

はたしていると推論しているO さらに,RNaseA′のC末端部位はβシートの一部を構成しているが,βストランドが相互
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作用するためにC末端部位のアミノ酸側鎖の相互作用が必要であり,_また,アミノ酸側鎖間の相互作用がなくても,.C末端

野分を補う主鎖構造が存在すればコンパクトな構造をつくり出せると考えているoRNaseA のC末端部位が存在すること

でこれら2つの条件を満たすことができる長め,構造形成に関してC末端部位が重要な役割を担っていると結論している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

㌧本論文はウシ豚臓リボヌクレアーゼA (RNaseA)のC末端アミノ酸 1-4残基を部位特異的変異導入法を用いて除去

あるいは置換し,それらの残基が RNaseA の立体構造の再生にはたしている役部を検討,解明したもので,評価すべき点

は以下のとおりである｡

1)RNaseA のC末端から4残基のアミノ酸を順次除去すると,変性,還元状態からの空気酸化による活性の回復速度

と回復率は低下し,4残基除くと正しいS-S結合ができないために活性が回復 しないことを明らかにした｡

2)C末端アミノ酸val124を置換した変異型酵素の再生実験から,RNaseA の再生にはVal124側鎖の疎水的性質とサ

イズが重要であることを明らかにした｡

3)Asp121を置換した変異型酵素の再生実験から,再生にはAsp121の側鎖の負電荷が重要であることを明らかにした｡

4)C末端の4残基をすべてアラニンにした変異体の再生実験から,C末端部位のアミノ酸側鎖の性質だけでなく主鎖の

存在そのものも再生に重要な要因であることを明らかにした｡

5)これらの結果から,本酵素のC末端部位は再生途中で構造形成の核となり,′周囲の構造が正しく作られるのを導く重

要な役割を担っていると結論づけな｡∫

以上のように,本研究は RNaseAのC末端部位は,出来上がった構造や機能に重要な役割をはたすよりも,構造の形成

過程において重要な役割を担うという新知見を得たものであり,生体高分子化学,タンパク質工学,生化学に寄与するとこ

ろが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成12年 9月bl日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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