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論 文 内 容 の 要 旨

生体内でのタン白質の合成機構は近年かなり詳細なところまで解明されてきており, 素材のアミノ酸は

A T P をエネルギ- 源として,それぞれに特異の1) ポ核酸 (S-R N A ) に酵素的に結合 して活性化されたのち

1) ポソームに移り,ここで細胞核のD N A からの情報をうけた1) ポ核酸のメッセンジャーR N A ,(m -R N A )

および1) ボソーム R N A , (r-R N A ) をもとにしてアミノアシル基転移酵素の作用で互にペプチ ド結合 して

タン白質になるといわれている｡ しか し, リポソームの構造と機能との関係その他になお十分に解明され

ていないところが多 く一層の研究が要望されているO

著者の主論文は, 多 くの生物のリポソームの構造にみられる二つの Subunit の機能およびアミノアシ

ルーS-R N A 合成酵素, 1) ポソームへのアミノアシル基転移酵素などの生物種による特異性について研究 し

たものである｡

主論文第 1部では, 大腸菌 B (H ) 株の対数生長期の菌体から N irenberg らの方法によって リポソーム

をとり, これを 0.25 m M の酢酸マグネシウム溶液として放置 したのち遠心分離 して 30 S と 50 S との

Subunit に分離 し, これらの Subunit および両者を 5 m M 酢酸マグネシウム溶液として, 70 S の頼粒

に再生させたものについてタン白質の生合成に際 しての挙動をしらべている｡ これらの頼粒の機能をしら

べるに当たってほ, おもに, m -R N A の代りに N irenberg らの方法にしたがってつ くった P32 ラベルの

Polyuridylic acid (Poly-U ) を用い, また, とり込まれるアミノ酸としては Poly-U に対応することが

知られているフェニールアラニンの C 14 でラベル したものを用いた｡ すなわち, P32-Poly-U の調製は,

P32 リン酸塩を含む培地に培養 した大腸菌から放射性 R N A をとり, これを蛇毒の Phosphodiesterase

を用いて加水分解 してえられた N ucleoside-5′-phosphate の混合物を D ow ex-トギ酸塩カラムを用いる

クロマ トグラフィーで分離 し, えられた M ononucleoside-5′-phosphate を化学的に D iphosphate に し

たのち, これを酵素的に重縮合させて P32-polynucleotide にかえた｡

このようにしてえられた Poly-U と C 14-フェニールアラニン, A T P , G T P , A T P 再生系, M g++ お
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よぴタン白質生合成に関係する酵素類とを 1) ポソ- ムまたは1) ポソ- ムの Subunit と混じて 37oC に

30 分間放置 したのち, 顧粒へのフェニールアラニンのとり込みをしらべると, もとのリボソ- ムと 30 S

および 50 S Subunit を 1 :2 の比で混 じて再生させたものとではとり込みが認められたが, 30 S また

は 50 S Subunit をそれぞれ単独に用いた場合にほとり込みがおこらなかった｡ また, 一定量のリポソー

ムと種々の量の P 32-Poly-U とを異なる濃度の酢酸マグネシウムを含む緩衝液に加え, 25,000 rpm , 3

時間の遠心沈殿を行なったのち沈降 した顕粒の放射能と紫外線吸収とを測定 して P 32-Poly-U と頼粒との

結合の有無をしらべたところ, 酢酸マグネシウムが 5 m M のときには 1分子の Poly-U に数個の 30 S

Subunit が結合することが判明した｡ しかし, 50 S の Subunit ぼ, どの条件下でも Poly-U と結合せ

ず, また, Poly-U の代りに Polyadenylic acid や Polycytidylic acid を用いた場合には 5 m M 酢酸

マグネシウム溶液でもいずれの Subunit とも結合がおこらないことがわかったo また, 30 S Subunit と

結合 した Poly-U は酢酸マグネシウム濃度を 0.25 m M とすると, 再び解離する.

大腸菌の r-R N A はそのままでは Poly-U のように 30 S Subunit には結合しないが, ホルムアル

デヒドと20時間 37oC に放置 したものを用いると, Poly-U と同様に結合するようになる｡ この事実は

Polynucleotide とリポソーム との結合には前者の二次構造が破壊されていることが必要であることを示

唆するものである｡ この推定は, 100oC , 2 分間の加熱処理 した r-R N A や, M idglay らの方法で調製 し

た大腸菌の T 2 ファージ感染細胞の "P ulse" R N A (T 2m -R N A ) を用いた実験結果からも支持された｡ ま

た, あらかじめ熱やホルマ1) ンまたは亜硝酸で処理した大腸菌の D N A も1) ポソ- ムと結合することが判

明 した｡ また, l) ポソームをスイ臓の R ibonuclease である程度破壊 しておいてもD N A は結合するが,

TT.1)･ブシン処理 したものには結合がおこらなくなる｡ これらの事実は P olynucleotide とl) ボソ- ムとの

結合には, 前者が二重ら旋構造をもたないことと, リポソームの表面構造に関係するタン白質の状態が前

者の化学構造よりも重要な因子となることを示すものである｡

以上の事実ならびに 50 S Subunit に S-R N A が結合するという最近の G ilbert の発見や S-R N A の

長さと 30 S, 50 S Subunit の中心問の距離の一致などの点を考慮 して, 著者 は 1) ボソー ムの 30 S

Subunit に結合 した一重鎖構造をもつ m -R N A をもとに, 50 S のところでペプチ ド合成がおこるとし

て活性 1) ポソームの構造と機能との関係を説明 している｡

主論文第 2 部はタン白質の生合成における アミノア シルーS-R N A とこれの合成酵素およびアミノアシ

ル基のリポソームへの移転酵素などの生物の種による特異性に関する研究である｡ 大腸菌と酵母とを試料

として D E A E セルロースやメチルアルブミンーケイ藻土を用いるカラムクロマ トグラフィーによってフ

ェニールアラニンに対応するS-R N A , フェニールアラニールーS-R N A 合成酵素およびフェニ- ルアラニ

- ル基の 1) ポソ- ム- の移転酵素を精製 し, これらを用いて Poly-U の存在の下に大腸菌の1) ポソ- ム上

でのタン白質へのアミノ酸のとり込みを しらべた結果, これらの微生物の間にはフェニールアラニールー

S-R N A 合成酵素には種特異性は認められたが, リポソームへのフェニールアラニール基移転においては

両者のフェニー Jt,アラニールーS-R N A を互に交換 して用いても活性に差異がみとめられなかった｡ この

ことから著者は二つの微生物の間ではフェニールアラニンに関する C ode は共通であるとしている｡

(参考論文の要旨)
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その 1 は, 鼠肝のタン白質合成系におけるアミノアシル-S-R N A からリボソ- ムへのアミノアシル基の

移転酵素を精製 してその特性を しらべたものである｡ この酵素の作用には GT P の共働が必要であり, ま

た, 精製によって安定性が高まることが認められている｡

その2 とその 3 とは, 酵母の S-R N A をイオン交換クロマ トグラフィーで分別する方法の研究に関する

ものである｡ D E A E セルロース およびメチル化アルブミンなどのカラムを用いることにより各アミノ酸

に特異的な S-R N A の部分的分別が可能であり, 特に D E A E セルロースや D E A E セファデックスのカ

ラムはバリンに特異の S-R N A 分離に, また, メチ/レ化アルブミンカラムはグ1) シソおよびフェニー Jt/ア

ラニンに対応する S-R N A の分離に好結果をえているO

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

生体細胞におけるタン白質の合成機構はかなり詳細なところまで明らかにされてきており, 細胞質中の

1) ポ核酸 (S-R N A ) と結合 して活性化されたアミノ酸は,細胞核のデオキシ1) ポ核酸 (D N A ) の情報をう

けて生成 したメッセンジャー R N A (m -R N A ) をもとにして リボソ- ム上で互に酵素的に結合 して D N A

の情報に対応するアミノ酸配列をもつタン白質がつくられることが確証されている. しか し, 機構の詳細

な点にはなお解明されていないものが多 く残されている｡ 著者の学位論文は, タン白質の生合成 に 際 し

て, 多くの生物の1) ポソー､ムの構造にみられる軽 ･重 2 種の Subunit の機能を明らかにし, また, タン

白質の生合成に関係する酵素や1) ボソ- ムの生物の種による特異性について詳細に研究 したものである.

大腸菌 B (H ) 株の菌体磨砕液からとった1) ポソームは, 0.25 m M 酢酸マグネシウムで処理 して遠心分

画すると 30 S (1) と50 S (2) の Subunit に別かれる｡ ( 1 ) と (2 ) は 5 m M 酢酸マグネシウム溶液中

では再び結合 して 70 S の額粒 ( 3 ) になる｡ もとの1) ボソーム ( 4 ) および ( 1 ), (2 ), ( 3 ) のそれ

ぞれを用いて, m -R N A の代 りに P olyuridylic acid (Poly-U ), アミノ酸として C 14-フェニールアラニ

ンを用いる生合成系で Polyphenylalanine の生成を追跡する方法で Subunit の機能を しらべると, ( 1 )

および (2 ) はそれぞれ単独では全 く生成がおこらず ( 3 ) は ( 4 ) の70% の活性を 示す ことがわ かっ

た｡ また, Poly-U は 30 S の Subunit と結合するが, 50 S の Subunit とは結合 しない｡ 大腸菌から

えたリポソーム-R N A はそのままでは P oly一日 のように 30 S Subunit には結合 しないが, あらかじめ

熱処理かホルマリン処理 しておくと結合するようになる｡ このことは, 二重鎖構造をもつ核酸はリポソー

ムとは結合できぬことを示すものであり, さらに, 大腸菌の T 2 ファージの P ulse R N A やあらかじめ二

重ら旋構造を破壊 した D N A を用いた実験でこれを確証 している｡ すなわち, これらの結果からタン白寅

の生合成に際 して, m -R N A は一重鎖構造をとって 1) ボソ- ムの 30 S Subunit に結合 し, これをもとに

して 50 S Subunit に結合 したアミノアシルーS-R N A のアミノアシル基が互にペプチ ド結合 してタン白

質がつくられることが判明した｡

また,大腸菌と酵母とからフェニ- ルアラニールーS-R N A 合成酵素および1) ポソームへのアミノアシル

基の移転酵素をとり出して Poly-U を用いる Polyphenylalanine 合成系を利用 してこれら諸成分の生物

の種による特異性を しらべ, フェニールアラニ/レーS-R N A 合成酵素は種特異性を示すが, リポソームへの

フェニールアラニル基の移転はフェニー/レアラニルーS-R N A を他の種のものと交換 して も同様に進行す
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ることを確かめたO このことはフェニ- ルアラニンに関する C ode はこの2 種の微生物笹は共通であるこ

とを示すものである｡ これらの研究結果はタン白質生合成機構の未解明部をうずめる貴重な知見であり高

く評価することができる｡

また, 参考論文 3 編は, アミノアS/ルーSIR N A から1) ポソ- ムへのアミノアシル基移転酵素の精製と

アミノ酸に特異的な S-R N A の分別法に関するも,のであり, いずれも価値ある研究であるO

以上のように, 著者岡本利雄の学位論文はタン白質生合成機構の解明に寄与 し, 生化学のこの分野での

発展に貢献するところが大である｡ また, 主論文, 参考論文を通じ, 著者は優れた研究能力をもっている

ことを認めることができる｡

よって, 本論文は理学博士の学位論文として価値があるものと認めるO
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