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論 文 内 容 要 旨

第1章 序 論

真核生物の細胞内で合成されるタンパク質は,合 成後細胞内に存在するものと,細 胞外へ分泌さ

れる分泌タンパク質の2種 に大別される。分泌 タンパク質は,生 合成後,数 種の細胞内膜系を経て

細胞外へ分泌される。

絹フィプロインは,グ リシン,ア ラニン,セ リンなど側鎖の小さいア ミノ酸iζ富む典型的な繊維

状 タンパク質であり,組 成的に単純な分泌タンパク質である。5令 のカイコ後部絹糸腺ではフィプ

ロインが特異的に合成,分 泌されることから,真 核細胞におけるタンパク質生合成研究に適 した系と

して多くの研究が進められて来たが,そ の細胞内運搬や分泌の機構については不明の点が多い。

フィプロインは,こ れまで1本 のポ リペプチ ド鎖よりなると考え られて来たが,最 近の研究で,

分子量約350kdと 約25kdの 大小2本 のポリペプチド鎖がジスルフィド結合で結合 したサブユニッ ト構

造をとることが明らかとなった。`すなわち,Fig.1に 示すように還元 しないフィプロインには低分

子成分は認めら

れ な い が,2一

メ ル カプ トエ タ

ノ ール で 還 元 す

る と低分 子 成 分

が認 め られ る。

こ こで は,高 分

子 成 分 をH鎖,

低 分子 成分 をL

鎖 と呼 び,サ ブ

ユ ニ ッ トに分 け

鷺二豫肇

Fig,1

一 一
Reducedwith
2-ME

SDS-PAGEofwholetibroin

←H℃hah

÷ レdrain

る前 のフ ィプロイ ンを全 フィプロイ ンと呼 ぷ 。H鎖 は,い わ ゆる 「フィプ ロィ ン型」のア ミノ 酸 組 成 を もつ

繊 維状 タ ンパ ク質 で あ る が,L鎖 に は その よ うな 特 徴 は 認 め られ ない 。 繊 維 状 タ ンパ ク 質 のH鎖 に

L鎖 が ジス ル フ ィ ド結合 で結 合 す る こ とに よ って,全 フ ィプ ロイ ンが 分 泌 に 適 した 高 次 構造 を と る

こ と も 考 え ら れ,L鎖 の 機 能 に 興 味 が持 た れ る。一しか しらL鎖 の 遺 伝子 構 造 は 不 明 で あ り,ま お,

これ まで の フ ィプ ロ イ ン生 合成 を め ぐ る研 究 で は,そ の サ ブユ ニ ッ ト構 造 を 考 慮 に入 れ て行 な わ れ

て いな か った。

本研究は・後部絹糸腺細胞におけ多フィプロイ.ンH鎖,L鎖 の生合成の場と生合成過程における

サブユニッ ト結合形成段階を明らかにすることを目的として行なわれたものである。
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第E章 フ ィプ ロイ ンH鎖,L鎖 の 免疫 学 的 性 質

後部絹糸腺細胞で合成された,H鎖,L鎖 を抗血清を用いて同定するため,H鎖,L鎖 の免疫学

的性質を調べた。

抗原として用いた全フィプロイン,H鎖,お よびL鎖 は,後 部絹糸腺の腺腔内より分離,精 製 レ

た』H鎖,L鎖 の相互の混入のないことを確認 した後,ウ サギに免疫 した。抗血清の特異性は,伽1一
　ゴズ

proteinAを 用 い る 固相 ラ ジォ イ ム ノア ッセ イ法 で 検 討 した 。

全 フ ィプ ロ イ ンで 免疫 した 血 清 は,全 フ ィプ ロイ ン,H鎖,L鎖 の い ずれ と も反 応 した こと か ら,

壬{鎖,L鎖 が 共 に抗 原性 を 有 す る こ とが 推定 さ れた 。

H鎖 で 免 疫 した血 清 は,Fig.2に 示 す よ うにH鎖 と 反応 した こ とか らH鎖 に抗 原 性 が あ る こ とが

確 認 され た。 抗H鎖 血 清 は,全 フ ィプ ロイ ン と反応 したが,L鎖 との 反 応 は認 め られ なか った 。

L鎖 で 免 疫 した血 清 は,L鎖 と反 応 した こ とか らL鎖 に 抗 原 性 が あ る こ とが 確 認 され た 。抗L鎖

愈清 は,全 フ ィプ ロ

イ ンと反 応 したが,

H鎖 との 反 応 は 認 め

られ な か った 。

以 上 の 結果 か ら,

H鎖,L鎖 は,そ れ

ぞれ 抗 原性 を 有 す る

が,H鎖 とL鎖 は,互

い に 異 る抗 原 決 定 基

を含 み,両 鎖 間 には

免疫 学 的 な相 同 性 は

存 在 しな い こ と がわ

か った 。

H鎖,L鎖 の 免 疫

学 的 な性 質 が異 る こ

とが分 った の で,マ

ユを0.05N塩 酸 あ る
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がH鎖,L鎖 より構成されているかどうか免疫学的手段で調べた。その結果,過 激な除セ リシン操

Fig.21mmunologicalpropertiesofpurified

H-andL-chains

1時 間 の過 激 な 条 件 で 処理 し,セ リシ ンを 除 き 調 製 した フ ィプ ロイ ン
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作を経て調製 された フィプロインにも後部絹糸腺より穏やかに調製された全フィプロインと量的

にほぼ等 しいH鎖,L鎖 が存在 し,こ のサブ ユ ニ ッ ト結合がこれらの処理に対 して安定であるこ

とがわかった。

第 皿 章 カ イ コ 後 部 絹 糸 腺 の 膜 結 合 性 ポ リ ソ ー ム を 含 む1η 》'オro系 に よ る

フ ィ プ ロ イ ンH鎖,L鎖 の 特 異 的 な 合 成

これ までの フィプロイ ンの 生 合 成 をめ ぐる 研 究 で は,サ ブユ ニ ッ ト構 造 を 考 慮 に入 れ て 行 な わ れ て

い な か った。L鎖 は,H鎖 と ジ スル フ ィ ド結 合 す る ことで 生 合 成 以 後 の 全 フ ィプ ロ ィ ンの 分 泌 を 促

進 す る こ とが 推 定 され る こと か ら,H鎖,L鎖 の 生 合 成 と その 後 の サ ブ ユ ニ ッ ト結 合 の形 成 段 階 に

つい て 伽 擁'プoと 伽 θ勿oの 系 で 解 析 した。

先 ず 、 切 房'70・ でH鎖,L鎖 の 合 成 を 検討 す る た め,後 部 絹 糸 腺 よ りポ リソー ム の 分 画 を 試 み

た 。

5令4～5日 目の 後 部 絹 糸 腺 を摩 砕 し,17,000×3,30分 の 遠 心 で,沈 殿(17,000×9一 沈殿

ポ リソー ム)と 上 清 に 分 け,上 清 は さ らに105,000×9,90分 の 遠 心 を行 い沈 殿(105,000×8一

沈殿 ポ リソ ーム)画 分 を 集 めた 。

両 画 分 に後 部 絹 糸 腺 の可 溶 性 画 分 を加 えて 構成 した 切 〃舜 プo系 におけ る タ ンパ ク質 合 成 活 姓 お よ

び 両 画 分 のRNA含 量 をT曲1eIに 示 した。 ・RNAの88%,14C一 グ リシ ンの取 り込 み 活 性 の98%,

14C一 ロイシ ンの

取 り込 み 活 性 の

83%力 雪17,000

×3一 沈 殿 ポ リ

ソ ー ム画 分 に 認

め られ た 。 この

画 分 が 主 要 な ポ

リ ソ ー ム 画 分

'FABLE1
.["CJAminoacidincorporatingactivityandRNAcontentofthepolysomefractions.

Polysomefraction

("CJAminoacidincorporated
intoproeein

G置ycineしeucinc

dpmx10一'/polysomefraction

RNAinthe

凶lysO鵬 臨action

(mg)

17,000xq-sedimentablepolysome

105,000xp-sedimcntablepolysome

is,aoo

(98%)

姻

(2%)

4,475

(83%)

goo

(17%)

122

(88%)

26

(iz%)

で あ り,ロ イ シ ンに比 べ グ リシ ンを多 く取 り込 む活 牲 が 認 め られ た こ と か ら,17,000×9一 沈殿 ポ

リソ ー ム 画分 に フ ィプ ロイ ンを合 成 す るポ リソー ムが 存 在 す る もの と推 定 し,こ の 画 分 か ら ポ リソ

ー ムを さ らに分 画す る こ とを 試み た。

得 られ た ポ リソ ー ム画 分 の シ ョ糖 密 度 勾 配 で の沈 降パ タ ー ンをFig.3に 示 した 。14C一 グ リシ ンの

取 り 込 み 活 性,A260の 核 酸 の 吸 収,小 胞体 膜 の 存在 を 示 すNADPH-cytoehromeereductase

活性 の ピ ー クは 一 致 した 。 この こ とか ら,こ の画 分 に小 胞体 膜成 分 を 有 す るポ リソ ー ムが きて い る

もの と考 え た 。 この こ とを さ らに 示 す ため,1%デ オ キ シ コー ル 酸 ナ ト リウム(DOC)で 膜 を 溶
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解し,同 様に分析すると・取り込み活

性と膜の指標酵素活性のピークは分離

した。DOC処 理前のピーク画分を電

子顕微鏡で観察すると,Fig.4に 示す

ように,リ ボソームが膜様構造に結合

した構造が認められ,DOC処 理する
_!

と膜 様 構 造 は 認 め られ ず,50～8G個

の リボソームが 連 った ポ リソ ー ム が認 め

られ た 。

以 上 の 結 果 よ り,DOC処 理 前 に認

め られ#ピ ー ク 画分 を 膜 結合 性 堺 リソ

ー ムと 考 え ,以 後 の実 験 に供 した 。

この 膜 結 合性 ポ リソ ー ム に後 部絹 糸

腺 の可 溶 性画 分 を 加 え,肋 抄舜70タ

ンパ ク合 成 系を 作成 した。 この 系 で は,

ポ リペ プ チ ド鎖 の 伸 長 反 応 が 行 な わ れ,

開 始 反 応 は 殆 ど行 な われ ない こ と が示

され た 。

この 膜 結合 性ポ リソー ム上で 合 成 さ

れ た ポ リペ プ チ ドに フ ィプ ロ イ ンが 含

まれ るか ど うか,そ の ア ミノ酸 組 成 の

特 徴 や キ モ ト リプ シ ン分解 で得 られ る

ペ プ チ ドの 特 徴 を 利 用 して検 討 した。

3H 一グ リシ ンで 標 識 され た ポ リペ プ チ ・

ドを キ モ ト リ プ シ ンで 消化 す る と,

Table皿 に示 すよ うに,放 射能 の 約60

%が 結 晶部 に認 あ られ,40%が 非 結 晶

部 に認 め られた。3H一 田イ シンで 標識 し

た場 合,キ モ トリプ シ ン消 化 後 その 放

射能 の ほ とん どが 非結 晶 部 に認 め られ

た。

次 に,結 晶 部 をSephadexG-50に,
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非 結 晶部 をSephadexG-15

に それ ぞれ 添 加 し,キ ャ リア

の 全 フ ィプ ロ イ ン由来 の 結 晶

部,非 結 晶部 の 溶 出 パ ター ン

と ペ プ チ.ドの溶 出パ ター ン牽

昆 較 した 。

Fi&5に 示 す よ うに,全 フ

ィ プ ロイ ンのア ミノ酸 の 約50

%を 占 め る グ リシ ンで標 識 さ

れたポ リペプチ ドの結 晶部,非

結 晶部 の溶 出 パ ター ンは,キ

ャリアの 全 フィプ ロイ ンの結 晶

部,非 結 晶 部 の 溶 出 パ タ ー ン

と ほ ぼ同 様 であ った 。 一 方,

3H 一 白イ シンで 標識 した 場 合,

結 晶部 に放 射 能 は殆 ど認 め ら

れ ず,非 結 晶部 の放 射 能 の溶

出 パ タ ー ンは,全 フ ィ.プロイ

ンよ りむ しろL鎖 の キ モ ト リ

プ シ ン分 解 物 の溶 出 パ ター ン

に 近 い もの で あ った 。3H一 ロ

ィ シ ンで標 識 した場 合,結 晶

部 に殆 ど放 射 能 が 認 め られ な

か っ た こ と は,結 晶部 の ロイ

シ ン含量 が 著 し く低 い と い う

知 見 と一 致 す る 。

以 上 の結 果 か ら,合 成 され
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たポリペプチドに全フィプロィンとしての性質が認められる。さらに,全 フィプロインの約93%がH

鎖であることを考えるとその大部分がH鎖 であろうと考え られた。また,L鎖 あ合成の可能性につ

いては,H鎖 に殆ど認められず,L鎖 に比較的多 く含まれるロイシンで標識 した場合,放 射能の溶

出パター ンが,L鎖 のキモ トリプシン分解物に近かったことからその可能性が考え られた。

そこで標識アミノ酸が,R鎖,L鎖 に取り込まれたかどうかを検討するため,ポ リペプチ ドをS
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DS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動で 分 離 し,フ ル オ ロ グ ラ フ ィーを 行 って解 析 した。.

Fig.6に 示 す よ うに,3H一 グ リシ ンで 標 識 され た ポ リペ プ チ ドは,H鎖 の 位 置 か ら低 分子 側 ま で

認 め られ,L鎖 の 位 置 には 弱 い バ ン ドが 認 め られ た 。3H一 ロイ シ ンで 標 識 した 場 合,バ ン ドは,H

鎖 の 位 置 に認 め られ,弱 い

1欝灘灘難
ず れ の 場 合 もL鎖 の 位 置 のFi島6SD5.pAGEandflu。r。gram5。f3H.labeledp。lypeptides

synthesizedonthemembrane-boundpolysomes

バ ン ドが 強 く な っ た 。 こ の

バ ン ドがL鎖 に 相 当 す る こ

鎖 と ジ ス ル フ ・ ド結 合 で 結 合 魏 蕊 £3[ypeptldessynthesized…h・m・m・ ・ane-b・und

していた ものと考 え られ た。

次 に 合 成 され たH鎖,L鎖 が,膜 小 胞 内 に存 在す るかど うか を3H一 ロイ シンを 取 り込 ませ た 膜 結 合

性 ポ リソー ム に プ ロテ ア ーゼ(ト リプ シ ン+キ モ トリプ シ ン)を お だ や か に 作 用 させ る 方 法 で 検 討

した。

Fig.7に 示 す よ うに,プ ロテ ア ー ゼ 処理 後 も,H鎖,L鎖 は 残 存 して お り,プ ロテ ア ー ゼ 消 化 か

ら保 護 され た構 造体 内 に存 在 す る こと が示 唆 され た 。 次 にTritonX-100で 膜 を溶 解 して か らプ

ロテ ア ー ゼ を作 用 さ せ る とH鎖,L鎖 は 共 に 消 失 した 。 この 結 果 か ら合 成 され たH鎖 ,L鎖 は,膜

小 胞 内 に 存在 す る もの と 考 え られ た。

一 方
,105,000×9一 沈 殿 ポ リソー ム上 で は 不 均 一 な ポ リペ プ チ ド成 分 が 合成 さ れ,こ れ らの 大

部 分 はTritonX-100非 存 在 下 で もプ ロテ ア ーゼ 消 化 を 受 け る こ とが 示 され た 。

以 上の 結 果 よ り,後 部 絹 糸 腺 の 主要 な17,000×3一 沈殿 ポ リ ソー ム画分 よ り得 られ た 膜 結 合 性 ポ

リソー ム上 で は,H鎖,L鎖 が 特 異 的 に 合成 さ れ,合 成 され たL鎖 の 主 要 部 分 はH鎖 と ジ スル フ ィ
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ド結合で結合 し,両 鎖は膜小胞内に存在することが示 された。

第 】V章 力 イ コ 後 部 絹 糸 腺 の 器 官 培 養 系 に お け る フ ィ プ ロ イ ンH鎖,

し 鎖 の 特 異 的 な 合 成

次 に 吻 〃吻oの 系 によ るH鎖,L鎖 の 生 合成 に つ い て 検 討 した 。

5令4日 目の カイ コか ら摘 出 した後 部 絹 糸 腺 の 器 官培 養 系 に対 して3H一 グ リシ ンあ る い は3H一

ロイシ ンを 加 え,3分 間 パル スラベ ル して 新 た に合成 され る ポ リペ プ チ ドの 標 識 を 行 った 。 場 合 に よ

っては 未 標 識 の グ リシ ンを 含 む培 養 液 中 で その後17分 間 チ ェー ス した 。SDS一 ポ リア ク リル ア ミ

ドゲ ル 電 気 泳 動 後,フ ル オ ログ ラ フ ィーを 行 って合 成 され た ボ リペプ チ ドを 分 析 し た。

Fig.8に 示 す よ う に,パ ル ス ラベ ル した ポ リペ プ チ ドを 還 元 しな い で 泳 動 した場 合,3H一 グ リシ

ンで 標 識 され た ペ プ チ ドは,H鎖 の 位 置 か ら低 分子 側 ま で連 続 的 に 認 め られ た が,.L鎖 の 位 置 の バ

ン ドは 弱か っ た。3H一 ロイ シ ンで 標識 した場 合,バ ン ドはH鎖 の 位 置 に 認 め られ,L鎖 の 位 置 の バ

ン ドは 弱 か った 。 次 に2一

分 子 側 に 移行 す る こ とか ら

H鎖 の 伸 長 途 上 の ペ プチ ドと 考 え られ た。 これ らの バ ン ドが,H鎖,L鎖 に相 当 す る こ とは,還 元

後 の 試 料 にH鎖,L鎖 と反 応 す る抗 全 フ ィプ ロイ ン血 清 を 反 応 させ,沈 降 物 を 電 気 泳 動 に供 す る と.9

H鎖,L鎖 の 位 置 のバ ン ドが 認め られ る こ と か ら確 認 した 。

以上 の結 果 よ り,5令4日 目の 後 部 絹糸 腺で パ ル ス ラベ ル され た ポ リペ プ チ ドの 大 部 分 は フ ィプ

ロイ ンH鎖,L鎖 で あ り,合 成 され たL鎖 の主 要 部分 は,H鎖 と ジ スル フ ィ ド結 合 で 結 合 して い る

こ とが 示 され た 。

第V章 フ ィプ ロイ ンH鎖,L鎖 の 生 合 成 過 桂 にお け る

サ プ ユ ニ ッ ト結 合 形 成 段 階 の 解 析

後部絹糸腺の 吻 加'プoタ ンパク合成系と器官培養系で得られた結果より、H鎖,L鎖 のジスルフ

ィド結合が膜結合性 ポリソーム上での両鎖の合成過程,ま たは,合 成直後に形成 される可能牲が考えら
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れ た 。 そ:こで この 結 合 が ポ リソ ー ム上 で 伸 長 しつ つ あ る鎖 の 間 で形 成 され る のか,そ れ と も鎖 が 完

成 して か ら形 成 され る の か に つ い て,抗H鎖,抗L鎖 血清 お よ び1251-proteinAを 用 い たプロテ

イ ンー トラ ンス フ ァ ー一 ラ ジ オイ ム ノ ア ッセ イ法 で 検 討 した 。

パ ル ス ラベ ル した 器 官培

養 系 よ り 得 ら れ た ポ リペ

プ チ ドをSDS-2次 元 ポ

リア ク リル ア ミ.ドゲ ル電 気

泳 動 で分 離 し,ニ トロセル 理

N
ロー スメ ンブ ラ ンフ ィル タ

ー に トラ ン ス フ ァー 後 ,坑

H鎖 血 清,続 い て1251-

proteinA.と 反 応 した 。

Fig.9Fi
g.9に 示 す よ うに 抗H鎖

i虹清 と 反応 した ポ リペ プ チ

ドは,H鎖 の 位 置か ら連 続 的 に

L鎖 の分 子 量付 近 ま で 認 め られ

た 。 このH鎖 よ り低分 子 側 で 反

応 した ポ リペ プ チ ドは,伸 長途

..ヒのH鎖 と考 え られ る。

次 に 伸 長 途上 のH鎖 にL鎖 が

結 合 して い るか ど う か抗L鎖 血

清 な らび に1251-proteillA

を 用 い て 検 討 した 。Fi㌫10に

示 す よ うに,抗L鎖 血 清 と反 応

した ポ リペ プ チ ドは,H鎖 の 位

置 か らL鎖 の 分 子 量 付 近 まで 連

続 的 に 認 め られ た。 こ の こ と か

ら伸 長 途 上 のH鎖 にL鎖 が結 合

して い る こ とが 考 え られ た。 そ

1st一
㌣ 門kd・苧・レ㍗

く=一H.〔:hain

-66kd

← してhain

Detectedbyantl-Hてhainserum

Immunobgkaldetectionofgrowing-H・chainh

thenascentpeptidesfromposteriorsilkglands

lst

で
c

N

(

U
c

N

ω
Σ

N
・
)

トトchainL.chain

↓66や 塑 ↓

↓ ii ↓

●」h一 ___.一.o

〈一一H・(;hain

一 ら6kd

FL-chain

←H● ⊂hain

-66kd

<一 ・L・ ⊂haln

DelectedbyantトL一 ⊂hainserum

Fig.10

1mmunologicaldetectionofL-chaininthenascent

peptidesfromposteriorsilkglands

こ で,1次 元 目 を 泳 動 後,2一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル で 還 元 し ,2次 元 目 の 泳 動 を 行 い,抗L鎖 血

清 な ら び に1251-proteinAを 反 応 させ た 。抗L鎖 血 清 と 反 応 し た ポ リ ペ プ チ ドは,2次 元 目 で 分

子 量 約25kdのL鎖 の 泳 動 位 置 に 認 め ら れ た 。
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以 上の結果 より還元後,L鎖 の泳動位置に泳動されたバ ンドは,還 元前に伸長途上のH鎖 とジ

スルフィド結合で結合 していたL鎖 と考え られた。還元前後で泳動度に変化のないL鎖 は,遊 離のL鎖

と考え られ る。このL鎖 の結合 していたH鎖 の分子量は,約30kd以 上と推定された。

この結果は,ポ リソーム上で伸長しつつあるH鎖 に完成されたL鎖 が結合す る可能性を示唆す る。

そこで,そ の可能性をさらに検討するため,膜 結合性 ポリソームを含む 溜 諏'70系 から分離し

た合成途上のポ リペプチ ドについて同様の実験を行ったところ,ほ ぼ同様の結果が得 られた。

以上,後 部絹糸腺の器官培養系ならびに膜結合性ポ リソームを含む 助 ρ舜70タ ンパク合成系に

ついての分析結果を合せて考察す ると,ポ リソーム上で伸長 しつつあるH鎖 に完成 されたL鎖 がジス

ルフィ ド結合で結合する可能性が強 く示唆 された。その結合の部位は,分 子量約350kdのH鎖 全体

で考えると,N末 端 に近い領域であるものと推定された。

第VI章 総 合 ・考 察

5令4～5日 目のカイコ後部絹糸腺細胞では,フ ィプロインのH鎖,L鎖 が膜結合性 ポ リソーム

上で特異的に合成され,合 成されたL鎖 の主要 部分はH鎖 とジスル フィ ド結合で結合 し,両 鎖は膜

小胞内に存在することが示され,両 鎖間のサブユニット結合はポ リソーム上での生合成段階で形成

される可能性が考えられた,そ こで,そ の可能性についてさらに検討 したところ,H鎖 の合成の初期

にL鎖 がジスルフィ ド結合で結合す ることを示唆する結果が得 られた。 これらのことか ら,繊 維状

タンパク質のH鎖 の合成の初期にL鎖 とのジスルフィ ド結合が形成されることで,全 フィプロイン

の高次構造が影響を受け,膜 結合性ポ リソーム上でのH鎖 の完成や,そ の後の細胞内運搬および分

泌に有利な全フィプロインの分子構造が形成 される可能性が考え られた。

要 約

絹フィプロインは,H鎖 とL鎖 がジスルフィド結合で結合 したサブユニッ ト構成をとるという最

近の知見に基づいて,両 鎖の免疫学的性質と後部絹糸腺における生合成の場ならびにサブユニット

結合形成段階を明らかにするための研究を進め,以 下の結果が得られた。

1)H鎖,L鎖 は,い ずれも抗原性を有するが,互 いに異る抗原決定基を有し,両 鎖間には免疫

学的な相同性が存在 しないことが分った。

2)H鎖,L鎖 の サ ブユ ニ ッ ト結 合 が過 激 な 除 セ リシ ン操 作 に対 して 安 定 で あ る こ とが分 っ た。

3)H鎖,L鎖 の後部絹糸腺細胞内における生合成の場について,吻 〃舜70タ ンパク合成系を
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用 い て 検 討 した 。 後 部 絹 糸 腺 よ り分 離 した膜 結 合 性 ポ リソー ムを 含 む 伽 加'70タ ンパ ク合 成 系 で

は,H鎖,L鎖 が特 異 的 に合 成 され,合 成 され たL鎖 の 主 要 部 分 は,H鎖 と ジスル フ ィ ド結 合 で 結

合 して い た 。 新 た に合 成 され たH鎖,L鎖 は共 に プ ロ テア ー ゼ に 対 して抵 抗 性 を 示 し膜 小 胞 内 に存

在 す る もの と考 え られた 。一 方,105,000×9一 沈 殿 性 の 遊 離 ポ リソ ー ム上 で は不 均 一 な ポ リペ プ

チ ド成 分 が合 成 され,大 部分 が プ ロテ ア ー ゼ 感 受性 で あ った 。
ノ

4)H鎖,L鎖 のジスルフィ ド結合の形成段階を後部絹糸腺の器官培養系ならびに膜結合性ポ リ

ソームを含む 吻 ρ舜70タ ンパク合成系を用いて検討 した。新生 ポリペプチドに対する抗H鎖,坑

L鎖 血清の反応を調べた.ところ,伸 長途上のH鎖 に完成されたL鎖 が結合することが強 く示唆され

た。またL鎖 の結合部位は,H鎖 のN末 端領域に近いところであるものと推定された。

一142一



審 査 結 果 の 要 旨

フィプロインは分子量約350kd(H鎖)と 約25kd(L鎖)の 大小2本 のポリペプチ ド鎖がジス

ルフィ ド結合で結合 したサブユニ・ット構造をとることが最近の研究で明 らかとなった。

本研究は5令 期のカイコの後部絹糸腺細胞におけるフィプロインH鎖,L鎖 の生合成の場 と生

合成過程におけるサブユニット結合形成段階を明 らかにすることを目的として行われたものであ

る。

先ず,生 合成されたH鎖,L鎖 を抗血清を用いて同定するため,全 フィプロイン,H鎖,L鎖

を後部絹糸腺腺腔内より分離,精 製 し,こ れ らをウサギに免疫 し,得 られた抗血清の特異性を

1251一プロテインAを 用いる固相 ラジオイムノアッセ イ法で検討 した。その結果,H鎖 とL鎖 はそ

れぞれ抗原性を有すること,H鎖,L鎖 は互いに異なる抗原決定基を有 し,両 鎖間には免疫学的

相同性は認められないことが明らかにされた。一方,5令4～5日 目の後部絹糸腺から膜結合型

ポ リソームと遊離型ポリソームを分画 し,こ れらに後部絹糸腺由来の可溶性画分を組み合わせて

invitroタ ンパク質合成系を調製 して検討 したところ,H鎖,L鎖 ともに膜結合型 ポリソーム

上で特異的に合成されること,合 成された両鎖は1%TritonX-100処 理後にプロテァーゼ感受

性となることから,膜 小胞内に直ちに移行するものと考え られた。膜結合型ポリソ,一ムを含む

invitro系 な らびに後部絹糸腺の器官培養系か ら合成途上のH鎖 を単離 し,2一 メルカプ トエタ

ノールによる還元前後で2次 元電気泳動,プ ロテイントランスファーラジオイムノア ッセイ法で

調べた結果,伸 長途上のH鎖 に完成されたL鎖 が結合することを強 く示唆する結果を得た。

以上,本 論文は,フ ィプロィンH鎖,L鎖 が異なる免疫学的性質を有することを明 らかにした

上,こ れ らの抗血清を利用 して,両 鎖が膜結合型ポ リソーム上で合成されることを示 し,伸 長途

上のH鎖 にL鎖 が結合することを強く示唆する新知見を示 したもので,審 査員一同,著 者は農学

博士の学位を授与されるに充分な資格を有すると判定 した。
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