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論  文  内  容  の  要  旨  

細胞内タンパク質分解の主要な経路の一つ，リソソームあるいは液胞のプロテアーゼ系は，細胞の生育や成熟との関連性  

はいうまでもなく，その活性制御機構に関して不明な点が多い。本研究は，酵母（鮎ccゐα和〝ひCg∫ビg柁γ≠∫ブαg）の液胞タン  

パク質分解の制御機構を解明することを目標におき，酵母分子生物学の指標のひとつとして知られている液胞のカルポキシ  

ペプチダーゼY（CPY）を特異的に阻害する細胞質インヒビター（IC）の構造と機能を解析したものである。論文は以下  

の4章よりなり，ICの大量発現系の構築を行い，一次構造，生化学的諸性質，翻訳後修飾の阻害機能への役軌 CPYとの  

複合体形成機構などを明らかにしている。   

第一章では，ICの一次構造の解析を行っている。酵母野生株よりICを単離し，化学的および酵素的切断により得られた  

ペプチド断片の構造解析を総合し，アミノ酸配列を決定している。その結果，ICは219アミノ酸残基からなるmヱ遺伝子  

産物（mヱ遺伝子は当初，細胞シグナル伝達に関与するC上）（乃5の変異抑制因子として同定されている）と同一であり，  

フォスファチジルエタノールアミン結合タンパク質（PEBP）ファミリーに属することを明らかにしている。   

第二章では，ICの大量調製方法を新たに構築し，ICの生化学的諸性質を述べている。発現系の宿主として液胞プロテア  

ーゼ欠損酵母を用い，精製には凍結融解法による細胞破砕の後に，疎水性カラムを用いることで，ICの簡便な大量調製に  

成功している。精製タンパク質を用いた解析により，ICは他のプロテアーゼインヒビターと異なり，翻訳後修飾によりN  

末端がアセテル化され，ジスルフィド結合を持たず，主にβシートから構成されていることを明らかにしている。   

第三章では，N末端アセテル基の阻害機能における役割を解明するため，大腸菌発現系により無アセテル化型IC（unaIC）  

を作成し，野生型ICと比較している。その結果，unaICは野生型と同一の高次構造を保持し，CPYと1対1で複合体を形  

成する一方で，その阻害能力が大きく減少しいることを明らかにしている。さらに，CPY－unaIC複合体においては，CPY  

の活性中心および基質結合ポケットが露出し，溶媒と接触していることを見出している。これらの結果から，N末端アセ  

ナル基はICの阻害機能の発現に必須であり，複合体を形成するときCPYの活性部位近傍に結合するという結論を得ている。   

第四章では，ICとCPYの結合様式を明らかにするため，タンパク質変性剤や塩類のCPY－IC複合体の解離会合へ及ぼす  

影響を詳細に解析している。その結果，低濃度の塩酸グアニジン存在下で，ICとCPYは複合体を形成したままで，CPY  

の活性部位近傍のみが局所的に解離することを見出している。さらに，複合体をトリプシン分解すると，共にCPYと相互  

作用する二つの断片にICが限定分解されることを見出している。本研究から，ICは二つのドメインから構成され，それぞ  

れが反応部位と結合部位という独立した機能を担うと考察している。   

以上，本論文はICの構造と阻害機能に関わる諸性質を明らかにし，液胞プロテアーゼ／細胞質インヒビター系の活性制  

御の分子機構を究明する基盤を確立している。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究は，酵母液胞プロテアーゼの特異的インヒビター群IA，IB，ICのうち，カルポキシペプチダーゼY（CPY）イン  
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ヒビターICのタンパク質化学的諸性質から阻害機構に至る諸性質を詳細に解析したものであり，評価すべき成果は以下の  

とおりである。  

1．アミノ酸配列を決定した結果，ICは既知のプロテアーゼインヒビターと相同性がなく，細胞内シグナル伝達への関  

与が予想される77Ul遺伝子産物と同一であり，フォスファチジルエタノールアミン結合タンパク質（PEBP）ファミリー  

に属することを明らかにした。   

2．酵母液胞プロテアーゼ欠損株を発現系の宿主として大量発現に成功し，従来の方法より格段に高い収率の大量調製法  

を確立し，タンパク質化学的諸性質を明らかにする途を拓いた。その結果，ICは分子量が約24，399と小さく，ジスルフィ  

ド結合を持たず，80％のβシートから構成され，N末端がアセチル化されていることを示し，β型タンパク質という構造的  

特徴を有することを明らかにした。   

3．大腸菌発現系から無アセテル化型ICを得，その諸性質を野生型ICと比較し，N末端アセテル基が阻害機能に大きく  

関与することを明らかにした。これにより，N末端アセテル化という翻訳後修飾が機能発現に必須であることを初めて実  

証した。   

4．CPY－IC複合体に与える変性剤およびトリプシンの作用を詳細に解析し，複合体の特徴を明らかにした。さらに，IC  

は阻害反応部位を含む複数の相互作用部位を介してCPYと結合することを示し，ICのプロテアーゼに村する結合様式がト  

ロンビンインヒビターに類似することを見出した。   

以上のように，本研究は，カルポキシペプチダーゼYインヒビターを大量調製し，その諸性質を詳細に明らかにするこ  

とで，酵母液胞タンパク質分解系の制御の分子機構の解明に新たな知見を与えたものであり，生体高分子化学，酵素化学，  

細胞生化学および応用微生物学の分野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15年1月9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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