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論 文 内 容 の 要 旨

下垂体ホルモンであるコルチコトロピン (ACTH),βリポトロピン (βLPH)は,それぞれ39,91個の

アミノ酸から構成され,しかもそれぞれが数種の生物活性を有するペプチドを含んでいる事が知られてい

る｡著者等ほ牛下垂体 mRNAを無細胞蛋白合成系で都訳させる事により,ACTH,βLPH は分子量

41000(性質の異なるゲル電気泳動を用いると35000であるが)から成る共通前駆体から生成される事を明

らかにした｡ しかしACTH,βLPH分子量は合計しても14600であり,前駆体の残 りの部分が如何なる

生物学的意味を持つのか全く不明である｡一方血中,あるいは下垂体の ACTH,βLPH,βLPH 由来の

βエンドルフィンなどはグルココルチコイ ドにより減少するが,著者等は無細胞蛋白合成系を用い,この

現象が ACTH,βLPHmRNA の減少の結果である事を明らかにし,更にこの調節がグルココルチコイ

ド受容体を介して ACTH,βLPH遺伝子の転写段階で行なわれている事を示唆する結果を得た｡ しかし

その詳細な分子機構はなお多くの点が不明である.従ってACTH-βLPH前駆体一次構造の決定,並びに

ACTH,βLPH遺伝子発現の調節機構の研究は興味ある重要な問題であるが,著者はこの問題を追求す

るため純粋な ACTH-βLPHmRNAを得る事を試みその純化に成功し諸性質を明らかにした｡

材料は牛下垂体中後葉を用い下記の方法でmRNAの精製を行なった｡下垂体から中後葉を分離ホモジ

ェネ-トし,遠心分画で膜結合ポリゾーム画分を得る｡この画分をデタ-ジェソト処理した後フェノール

抽出する事により得られた RNAを oligodTセルロース,POlyUセファロースにかけ,polyA-RNA

を集めるO 次に5-25%庶糖密度勾配により RNA の大きさの差を利用して分画を行ない2回目の庶糖密

度勾配で 17S付近に単一のピークを示す RNAを最終 mRNA標品とした｡ 各段階の精製度は無細胞

蛋白合成系を用いて ACTH-βLPHmRNA活性を測定する事により決定したが,420頭の牛下垂体から

出発し最終標品は154倍精製され,収率は1.8%であった｡最終 mRNA標晶がほぼ純粋である事は次

に述べる種々の結果より明らかとなった｡ 即ち精製 mRNAを無細胞蛋白合成系で翻訳LSDS ゲル電

気泳動により解析すると翻訳生成物は単一のバンドを示し,しかもACTH,βLPH に共通の前駆体分子
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量41000から成るポリペプチドである事が確認された｡ 次に本 mRNA に対する cDNA を逆転写酵素

で合成し,cDNA と mRNA との-イブリッド形成の速度論的解析結果から純度96%以上である事が明

らかとなった｡又 ACTH-βLPHmRNA は,ホルムアミド入 りポリアクリルアミドゲル電気泳動で単

一のバンドを示し,既知の分子量のマーカーを用いた結果その分子量は約450000で約1360個のヌクレオ

チ ドを含む事が明らかとなった｡更に 3H ラベル pOlyU の-イブリッド形成により,本 mRNA は約

68個の POlyA を含む事が示された｡従-;て ACTH-βLPHmRNA は ACTH,βLPH 前駆体を十分

に含む大きさであり,更にアミノ酸をコードしない約200-300個のヌクレオチドを有している事が明らか

となった｡

本 mRNA の精製は数種の活性ペプチ ドを含むホルモンの mRNAとしては初めての例である｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

著者は牛下垂体中後葉からコルチコトロンビン (ACTH), βリボトロン (βLPH) の共通前駆体の鋳

型となるメッセンジャー RNA (mRNA)を精製し均一化した｡この mRNA の均一性は,その翻訳生

成物の解析,mRNA のホルムアミド入りポリアクリルアミドゲル電気泳動による解析,更にmPNAと

その cDNA との-イブリッド形成の速度論的解析結果から立証された｡精製方法としては,膜結合ポリ

ゾーム由来の RNA の単離,オリゴdT セルロース, ポリUセファロースによるアフィニティークロマ

トグラフィー,そして庶糖密度勾配法を用いた｡精製されたmRNAは約45万の分子量で,それは約1360

個のヌクレオチドに相当し, ポリアデニル酸は平均68個のヌクレオチ ドであった｡ この mRNA の大き

さは,ACTH-βLPH前駆体の鋳型としては十分である｡

上述の mRNA精製は数種の活性ペプチ ドを含むホルモンの mRNA として最初の成功例であり,今

後生化学,内分泌学の発展に寄与するところが極めて多い｡

したがって,本論文は医学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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