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論 文 内 容 要 旨

11S蛋 白質は,大 豆種子全蛋白質の25～30%を 占め る主要蛋 白質であ り,プ ロテ ィンボデ ィ

ーと呼ばれる子葉細胞内粒子中に局在 し
,酸 性 ア ミノ酸(Asp,Glu)を 多量に含む典型的な植物

性 蛋白質であ り,pH4,9に 等 電点を有す グロブ リン様蛋白質である。31～36万 の分子:量を示 し数

個のサブユニ ットか ら構成され るオ リゴメリックな蛋 白質 であるが,現 在 までの ところ,均 一な分子

構造を有するもの と考え られている。

これまで11S蛋 白質はその物理 的化学 的性質の全 く異なった酸性サブユニ ットと塩基性サブユニ

。トか ら構成 されて いること,ま た酸性及び塩基性サ ブユニットは各 々さらに等電点のわずかな違い

によ り幾種類かに分け られることは一致 した見解 として得られていたが,サ ブユ ニ ットの種類やそれ

らの量比につ いてはまだ一 致 した結果が得 られていない・ またサブコ・ニ ット間の物理 的化学的関係や

その解離会合反応の性質については系統 的な研究がほとん ど為されていない。

本研究は,こ のよ うな見地 に立って,大 豆11S蛋 白質をサ ブユニ ットレベルで明 らかに しようと

した ものである。

第1章11S蛋 白 質 の 分 画 と 精 製

これまで,11S蛋 白質精製の 出発物質 として主に冷沈蛋白質 区分が用 いられていたが,冷 沈操作

で濃縮 され る11S蛋 白質の収率は数%と 低 く,種 子中の一 部の11Sを 濃縮 してい る可能性 もあ り,

また純度 もそれ程高い ものではなか った。 そこで本法では,出 発物質として冷沈蛋白質の代わ りに大

久保法に よって調製 した濃縮効率 の高い粗11S蛋 白 質区分を用いた。 ・

11Sの 精 製は,粗11S区 分に 混入する7Sが 糖蛋 白質であ ることに着 目し,ConA-Sepharose

4Bを 用 いたアフ ィニテ ィークロマ トで7Sを 吸着除去す るとい う新法を導入す ることに より,こ れ

まで11Sの 精 製を困難に していた主原因を解決 し,さ らにSepharose6Bに よるゲル ロ過,及

びDEAE-SephadexA-50に よ るイオン交換クロマ トに よって行った(第1図)。 精製11S

は 超 導心的及びデ ィス ク電気泳動的に均一であった。

第 ∬章 酸 性 サ ブ ユ ニ ツ トの 単 離 と 物 理 的 化 学 的 性 質

従来,11 ,Sサ ブユニ ットの分画は高濃度の尿素 と2-MEの 存 在下,弱 アルカ リ性側,室 温で行

われていたが,こ れ らの条件下では分 画中に2-MEが 溶存 酸素に よって酸化され溶 出液 の280nm

の 吸光度が 変化 した り,尿 素溶液か ら生成するシア ン酸イオンの影響を強 く受けることが観察された。

そ こで本法では,11Sを 還 元後 ヨー ドアセ トアミ ド化 したRCAM-11Sを 試 料 として用い,

弱 酸性側(pH6.0～6.5),低 温 で尿素系DEAE-SephadexA-50イ オン交換カラムクロマ ト

を行 うことにより,従 来の報告 と異な:る4種 類 の酸性サブユニ ット(A、,A2,A3,A4)を 分 画す

ることがで きた。 分画 された各サブユニ ッ トは,尿 素系平板ゲル電気泳動で元のサブユニ ット泳動バ
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ン ドと同 じ移動度を示す単一 泳動バ ン ドを与えた ことか ら,分 画中の シアン酸の影響 が押 えられてい

ることが確認された(第2図)o

これ ら酸性サ ブユニ ット、の分子量,N一 末端ア ミノ酸及び ア ミノ酸組成を第1及 びH表 に示 した。

第 皿章 酸 性 サプ ユ ニ ッ トの 一 次 構 造 レ ベ ル で の 比 較

4種 類 め酸性サブユニ ッ トのア ミノ酸配列の比較を,初 め て調製されたサブユニッ トの抗体 を用い

た免疫学的手法により,ま たCNBr一 処 理物をゲル電気泳動及びBio-GelP-100を 用 いたゲ

ル ロ過法で分析することに より,さ らにサブユニ ットの トリプシン消化物 を強酸性樹脂を用い たイォ

ン交換 カラムク ロマ ト法で分析する ことによって検討 した。

その結果,Aユ とA2のCNBr一 処 理物のゲル電気泳動パ ターソが僅かに異 なること,及 び少な く

とも3個 以上の トリプシン消化ペ プチ ドピークが異なることから,A1,「A2サ ブ ユ ニットは きわめ

て類 似した一次構造を有するが,異 なった2種 のポ リペ プチ ド鎖であるもの と推定されたQ抗 一A3血

清 に対 しA1及 びA2サ ブユニ ッ トは約50%の 免 疫交差反応率を示 し(第3図),ま た.A1,A2,

A3の トリプシン消化物が,互 いに比較 的類似 したイオン交換クロマ トグラムを示 しだ ことか ら,こ

れ ら3種 類のサブユ ニットの一次構造にはか なりの類 似性があるものと推定された。一方,五4サ ブ

ユニ ヅトは血清学的に は他の3種 類の酸性サブユニ ッ トと区別され るものであった(第3図)が,ト

リプシソ消化物の溶出パ ターソには,他 の酸性サ ブユニ ッ トの溶 出パ ター ソとの間にある程度の類 似

が認め られたo

これ らの結果か ら,11S蛋 白質の4種 類の酸性サブユニットは,一 次構造 レベルで互いに相同的な関

係にあるサブユニ 。ト(ポ リペ プチ ド鉤 であるものと推定 された。

この ことは,ソ ラマメやエン ドウなど他の董科種子に も広 く存在す ることが知 られてい る11S蛋

白質成分のサブユニ 。ト間に も一次構造 レベルの相同性が あることを示唆する ものとして興味深い6

第W章 サ ブ ユ ニ ッ ト構 造

4種 類の酸性サ ブユニ ットと酸性側尿素系 ゲル電気泳動法で識別 された4種 類 の塩基性サブユニ ッ

ト(B、,B2,B3,B4)の11S分 子 中の存在量比を尿素系ゲル電気泳動バ ン ドの染色比,及 び

尿素系イ オソ交換 カラムク ロマ トでのサブユニ ットの溶出ピー ク面積比か ら検討 したoま た非還元変

性 状態で11Sの 分 子量が酸性サブユニットの分子量の約2倍 値を示 し,ま た沈降定数も約3Sと 還

元した場合の約2Sよ りも大 きいことか ら,ポ リペ プチ ド鎖まで解離されない中間物の存在が考 えら

れたので,ジ スル フィド結合 を開裂しない状態で11Sの サ ブユニ ット(中 間サブユニ ット)の 分画

を試み編 分画は,S-S交 換 反応 を防 ぐた め11S中 の ブ リーのSH基 をヨー ドアセ トアミ ドで修

飾 した後,6M尿 素 存在下,DEAE-SephadexA-50カ ラムクロマ トで行った。
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これ らサブユニ ットの存在モル比は,A1:A2:A3:A4,及 びB、:B2:B3:B4が とも

に1:1:2:2で あ り,全 酸性対全塩基性サ ブユニ ッ トのモル比は1:1で あ った。中間サブユニ

ッ トは3種 類(IS-1,2,及 び3)分 画 され,各 々の構成ポ リペプチ ド鎖は,IS-1がA1

(orA2)一B5,IS-2がA3-B1(orB2),IS-3はA4-B4で あ った。11S蛋 白質

のサブユニ ット組 成を第 皿1表に要約 して示 した。

これ らの結 果及 び従来の知見か ら,11Sは,3個 の 中間サブユニ ットか ら成るポリベ プチ ド鎖組

成の僅かに異なった2個 の半量体(7S)か ら構成 され,各 々の半量体は1モ ルのA1かA2,1モ ル

のA5及 びA`,1モ ルのB且 かB2及 び1モ ルのB3及 びB4を 有す るサブユニ ヅト構造をとる も

の と推 定された。

第V章11S蛋 白質 の 復 元

これまで,11Sは 高濃度尿素変性などで不可逆的に解離変性し,復 元されないものと考えられて

いた。 しかし,従 来の報告と異なり11Sも7Sと 同様,変 性状態か ら透析で変性剤を除去すること

により容易に免疫活性を回復することを観察した・そこで,11Sが 鎖間にジスルフィド結合を有す

る多鎖蛋白質であることに注目し,非 還元変性(8M尿 素変性)と 還元変性(8M尿 素一 〇。2M2-

ME変 働 状態から,11Sの 復元を検討した。復元は透析によって変性剤を除去することによって

行い,復 元された11Sの 精製は,免 疫活性,及 び電気泳動的挙動を基準として,Sepharose6B

によるゲルロ過で行った。精製した復元11Sの 諸性質を生の11Sと 比較し復元度を検討 した。』

その結果,11Sは 非還元変性状態か ら約70%の 収率で復元された。精製した復元11Sは,ゲ

ルロ過,超 遠心,ゲ ル電気泳動,免 疫二重拡散及びCD的 に生の11Sと 区別出来ず,'またサブユニ

。ト組成及び トリプシソによる被分解性にも差異がなかった・一方,還 元変性状態から,11Sは 見

掛け上,約20%の 収率で復元(再 酸化)さ れたが,精 製した復元(再 酸化)11Sは,生 の11S

と明らかに異なったGD曲 線を与え ・またサブユニット組成及び トリプシンによる被分解性にも差異

が認められたo

これらの結果と第W章 の結果から,11Sの 非還元変性状態(中 間サブユニット)へ の解離変性は

可逆的であるが,還 元変性状態(ポ リペプチ ド鉤 への解離変性は不可逆的であると推定され,11

Sの 解離会合様式を第4図 の様に示した。

11Sが 中間サブユ三ットか ら容易に再構成される蛋白質であることが示されたことは,異 なった大

豆品種あるいは他の董科種子の11S成 分を中間サブユニットレベルで組み換えることにより,こ れ

ら11S成 分の蛋白化学的差異や系統関係を検討することを可能にしたものとして興味深い。
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Table1. Physicalchemicalpropertiesof

thesubunits(polypeptides)

Subunit Molecular
weighta)

N-terminal
aminoacidb)

1
A

2
A

3A
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37,000

45,000.
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Leu(lle)

Leu(lle)

Basic 22,500 Gly
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)
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6
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7

9

7

2

9

0

4

0

2

5

-

4

1

0

3

5

6

5

8

4

4

0

5

5

2

3

1

2

8

8

3

6

5

6

4

7

6

6

0

8

7

2

1

1

4

3

0

6

1

L

3

5

5

4

8

6

5

1

4

5

2

3

1

2

卜

4

5

2

9

-

3

8

9

2

8

2

且

9

9

0

旦

日

3

3

5

0

2

4

8

4

7

7

3

5

0

2

5

2

2

1

2

3

6

4

7

0

7

6

4

3

7

5

6

2

8

0

8

6

3

1
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4
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5

6

7
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4
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8
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Table3. Subunit Composition
弔

ofSoybeanl1SGIobulin

Polypeptide

Al:A2:Ag:A4

=i:i:z:z

Chains

B1:B2:B3:B4

=1:1:2:2

IntermediarySubunits

fS-11S-2:IS-3

=1:1:1

Al(orA2)一s-s-B3

(37,000) (22,500)

IS-1(58,000)

A3-s-s-B1(orBZ)

(37,000)(22,500)

fS-2(60,000)

A4-s-s

(45,000)
4B

(22,500)

IS-3(63,000)

llSGIobulin=2(IS-1+IS-2+IS-3)=Al+A2+2Ag+2A4+$1+B2+2Bg+284

M.W.(360,00 (362,00) (373,000)
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審 査 結 果 の 要 旨

11Sは 全 蛋白質の25～30%を 占め,分 子量は31～36万 で数個のサ ブユニ 。トから構成 さ

れている。 物理化学的性質:の全 く異なった酸性お よび塩基性サブユニッ トか らな り,各 々 さらに等電

点のわずかな違いによ り幾種 類かに分け られ る。現在迄 にサ ブユニ ットの種類や量 比,ま たこの間の ・

物理化学的関係や解離会合反応 については知 られていないので,大 豆11S蛋 白 質をサ ブユニ ットの

レベ ルで明 らかにすることが本論文の目的である。

大久保法に より得 た粗11Sか らアフ ィニテ ィーク ロマ トで主混入物 の7Sを 吸着除去す る新法を

行い,ゲ ルロ過およびイ オン交換 クロマ ト等によ り精製 して試料 とした。

11Sを 還 元後 ヨー ドアセ トア ミド化 し,弱 酸性,低 温で尿素系DEAE一 セ ファデ ックスA-50

クロ マ トで,初 め て4種 類の酸性サ ブユニ 。トを単離 し,分 子量,ア ミノ酸組成 およびN一 末端ア ミ

ノ酸等を 明らかに した。

つ いで ア ミノ酸配列を免疫学的手法,ゲ ル ロ過,イ オン交換 ク ロマ ト等によ り比較検討 した結果,

4種 類は=丁玖構造 レベルで互 に相同的な閨係にあるものと考 え られた。

他方酸性側尿素系ゲル電気 泳動法 で塩基性サ ブユニッ ト4種 類 を見出 し,量 比を明らかにしたはか

りでな く,中 間サブユニ 。 ト3橦 類 も分 画に成功 し,11Sの サ ブユニ ット構造を明らかに したQつ

いでこれ らサ ブユニ 。トか ら元の11Sの 復 元を検討 して構遣を確認 したQ復 元は透析によって変 性

剤を除去することによって行な った。

従来,生 理 活性 がな く単 なる貯蔵蛋白質 と考え られ て解 明の進 まなかった種 子蛋白質 もサブユニ ッ

トレベルで解明 された ことは植物化学 としてばか りでな く植物性蛋白質の利用上か らも非常 に有益 な

知見を加 えた もので,審 査 員一 同は学位を授与す るのに十分 な資格あ るものと判断 した。
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