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論 文 内 容 要 旨

序論

植 物 の 生 活 環 の 中 で 、 最 も物 質 生 産 能 力 の 高 い 時 期 の1つ が 登 熟

期(開 花 し て か ら 完 熟 種 子 が 出 来 る ま で の 期 間 を 指 し、 ダ イ ズ 早 生

種 の 場 合 約60日 で あ る 。)で あ る 。 種 子 は そ れ 自体 、 独 立 した 個 体

で あ り、 次 世 代 の 植 物 体 と な る 胚 と 、 発 芽 初 期 の 自 家 栄 養 的 生 育 期

(発 芽 後 約2週 間)を 支 え る蛋 白 質 、 脂 質 な ど の 貯 蔵 組 織 と に 大 別

され る 。 ダ イ ズ の 場 合 、 種 子 の タ ン パ ク 態 窒 素 は 全 重 量 の35～4

5%を 占 め 、 既 知 の 種 子 で こ の 値 を 越 え る も の は な い115 .%程 を

中 性 脂 肪 が 占 め 、 澱 粉 粒 は ほ と ん ど な い 。 と こ ろ で 、 タ ン パ ク 態 窒

素 の 約70%を 占 め る の が 貯 蔵 タ ン パ ク 質 で あ り、 そ の 約60%が

11S型 タ ン パ ク質(グ リシ ニ ン)で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は プ レ

プ ロ 型 前 駆 体 と して 膜 結 合 型 ポ リ ゾ ー ム 上 で 合 成 さ れ 、 リー ダ ー 配

列 除 去 後 、ER内 腔 で オ リ ゴ マ ー を 形 成 し ゴ ル ジ 体 を 経 て 、 小 穎 粒

(vesicle)に つ め 込 まれ タ ン パ ク穎 粒(proteinbodies)内 へ 膜 結 合 に よ り放

出 蓄 積 され る と考 え られ て い る。 こ の11S型 貯 蔵 タ ンパ ク質 の 特 徴 の

1 .つ は 、 タ ン パ ク 穎 粒 内 で プ ロ 型 タ ン パ ク 質 が 酸 性 サ ブ ユ ニ ッ トに

な る領 域 のC一 末 端 に位 置 す るAsn残 基 の カ ル ボ キ シ ル 基 側 を た だ1

ヶ 所 切 断 す る こ と に よ り、 サ ブ ユ ニ ッ ト対(酸 性 サ ブ ユ ニ ッ ト と塩

基 性 サ ブ ユ ニ ッ トの対)を 形 成 す る こ とで あ る 。

私 が 、 本 研 究 課 題 に 取 り組 む 契 機 と な っ た の は 、(1)貯 蔵 タ ン パ

ク 質 グ リ シ ニ ン が 何 故Asn残 基 の 後 で 切 断 さ れ な け れ ば な ら な い の

か 、(2)切 断 に 関 与 す る酵 素 の 実 体 とそ の 性 質 は 何 か 、(3)当 該

酵 素 は植 物 で の み 特 異 的 に 発 現 し、 動 物 に は 類 似 の 酵 素 は な い の か 、

と い う命 題 に解 答 を 出 した い と い う願望 の為 で あ る。

本 論 文 で は 、 グ リ シ ニ ン型 タ ン パ ク 質 前 駆 体 を プ ロ セ ス す る 酵 素

を 精 製 す る 為 の 基 質 調 製 の 戦 略 と 、 酵 素 の 精 製 法 お よ び そ の 性 質 に

っ い て の結 果 を示 した 後 、 こ の極 め て 不 安 定 な 酵 素 を 屠 い て のAsn残

基 切 断 ル ー ル の 解 析 結 果 に っ い て 述 べ る。 次 い で こ の 新 規 な 酵 素(レ

グ マ チ ュ レイ ン と命 名)のcDNAお よ び遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び
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そ の 推 定 一 次 構 造 の 特 徴 を 明 ら か.たす る と 共 に 、 大 腸 菌 で の 発 現 実

験 の 結 果 に つ い て 示 す 。 更 に 、 こ の レグ マ チ ュ レイ ン のhomologueを

ヒ トの 組 織 か ら ク ロ ー ニ ン グす る こ と に成 功 した 。 こ のcDNAを 成 熟

型 で 発 現 す る よ う に 加 工 して 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た と ご ろAsn残 基 特 異

的 な 切 断 活 性 を 確 認 し た 。 こ れ ら一 連 の 実 験 結 果 か ら、 レ グ マ チ ュ

レ イ ン フ ァ ミ リ ー 酵 素 は 少 な く と も 動 植 物 に 存 在 して い る こ と が 示

さ れ た 。 こ の 事 は 、 本 酵 素 が 単 に 種 子 貯 蔵 タ ン パ ク 質 め プ ロ セ ッ シ

ン グ に 関 わ る だ け で な く動 植 物 あ 生 体 中 で 広 く機 能 し て い る も の と

考 え た 。

一 方 、 タ ン パ ク質 中 のAsn残 基 を 特 異 的 に切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ と

して 、.ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 と称 す る タ ン パ ク で あ る と 主

張 す る グ ル ー プ が あ る。 我 々 は そ の タ ンパ ク質 を コー ドす るcDNAを

大 腸 菌 で 発 現 させ た 。 こ の タ ンパ ク質 はinclusionbodyを 形 成 して 不 溶

性 で あ っ た が 、 そ の タ ンパ ク 質 に 対 す る抗 体 を 作 製 した 。 こ の 抗 体

を 用 い て 種 子 か ら 当 該 タ ンパ ク 質 を 精 製 した 。 更 に レ グ マ チ ュ レ イ

ン か ら こ の タ ンパ ク 質 成 分 を完 全 に 分 離 す る こ と が 出 来 た 。Asn残 基

切 断 活 性 の 有 無 を 、 こ の 精 製 タ ン パ ク 質 を 用 い て 検 討 した が 見 出 さ

れ な か っ た 。 更 に 、 こ の タ ンパ ク 質 の を 登 熟 各 期 に 於 け る 発 現 状 況

を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 で 、 又 そ のmRNAの 発 現 を ノ ー ザ ン プ ロ ッ

ト法 で 追 究 した と こ ろ 、 い ず れ の 場 合 も 登 熟 の 後 期 に 発 現 され る こ

と 賀 明 らか と な った 。 こ の 結 果 は 到 底 中 期(28-48DAF)に 多 量 に 発 現 さ

れ る グ リ シ ニ ン 前 駆 体 の プ ロ セ ッ シ ン グ に 関 与 出 来 な い こ と は 明 ら

か で あ る。

本 論 ダ イ ズ11S型 貯 蔵 タ ン パ ク 質 前 駆 体 を 成 熟 化 す る 、 新 規 な

酵 素 レグ マ チ ュ レイ ン に 関 す る研 究

登 熟 中 に大 量 に 発 現 す る11S型 種 子 貯 蔵 タ ンパ ク質 グ リ シ ニ ン前 駆

体 を 成 熟 化 す る 酵 素 を ダ イ ズ 完 熟 種 子 か ら疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

お よ び コ ン カ ナ バ リ ンAク ロ マ トグ ラ フ ィー 等 を 用 い て 精 製 した 。
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本 酵 素 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 特 異 的 な シ ス テ イ ン 型 の エ ン ドプ ロ テ

ア ー ゼ で あ り 、 レ グ マ チ ュ レ イ ン と 命 名 し た 。 本 酵 素 は 、 ペ プ チ ド

を 基 質 と し て 用 い た と き の 至 適 温 度37℃ 、 至 適pH6.8、 温 度 安 定 性20』

℃ 、pH安 定 性5.8-7.5で あ っ た(Fig.1-4)。 精 製 し た 本 酵 素 は 、 安 定 性'

が 悪 く約4時 間 で 、 活 性 が カ ラ ム か ら の 溶 出 直 後 の 約50%に ま で 低 下

し た(Fig.5)。 ま た 本 酵 素 は 、 コ ン カ ナ バ リ ンAに 親 和 性 が あ り 、

SDS-PAGEに よ る 相 対 分 子 質 量27.5kDaの 糖 鎖 結 合 型 と 、 糖 鎖 が 完 全 に

除 去 さ れ て い た か 、又 は 一 部 除 か れ た25.5kDaの 成 分 が 存 在 し て お り、

イ オ ン ス プ レ ー マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー か ら は 、 糖 鎖 結 合 型 は 、

22,358Da、 糖 鎖 の 一 部 欠 損 型 は22,197Daの2つ の ピ ー ク を 示 し(Fig.

6)、 無 糖 鎖 型 は 、21,389Daの ピ ー ク を 示 し た 。 こ れ ら3つ の 型 の レ

グ マ チ ュ レ イ ン か ら 、N一 末 端 、C一 末 端 お よ び 内 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決

定 し た 結 果 、同 一 の 配 列 が 認 め ら れ 、N一末 端 の ア ミ ノ 酸 は ヒ ス チ ジ ン 、

C一末 端 の ア ミ ノ 酸 は セ リ ン で あ っ た 。 こ れ ら の 配 列 を 基 に し て プ ラ イ

マ ー を 作 製 し、PCR法 に よ っ て 部 分 的 な ク ロ ー ン を 得 た 後 に 、 こ れ を

プ ロ ー ブ と し て 登 熟 初 期(18日 目)のcDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら ス ク リ

ー ニ ン グ を 行 い
、 全 長 の ク ロ ー ン を 得 た 。 解 析 の 結 果 、 本cDNAは 、

全 長1041bpで あ り 、 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 内 、N一 末 端 か ら21残

基 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド とC一 末 端 側 か ら36残 基 の プ ロペ プ チ ドが 存 在

す る(Fig.7)。 更 にPCR法 を 用 い て 遺 伝 子 の ク ロ ー 二 ≧ グ も 行 い 、

解 析 の 結 果 、cDNA対 応 の 遺 伝 子 の 全 長 は 、3077bpで あ り 、 レ グ マ チ

ュ レ イ ン 構 造 遺 伝 子 は4つ の イ ン ト ロ ン に よ っ て5つ の エ ク ソ ン に

分 断 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た 。 リ ー ダ 「 配 列 お よ び プ ロ 型 領

域 に 対 応 す る 領 域 を 除 くcDNAを 用 い て レ グ マ チ ュ レ イ ン を 大 腸 菌 で

発 現 さ せ 、 そ の 活 性 を 確 認 す る 実 験 を 行 っ た 。 発 現 プ.ラ ス ミ ド の 構

築 は 、T7プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し たpETベ ク タ ー に 成 熟 型cDNAを

in一倉ameに 結 合 す る 方 法 を と っ た 。 発 現 タ ン パ ク 質 が 可 溶 化 し易 い 様

に ・ 大 腸 菌 の シ ャ ペ ロ ニ ン を 過 剰 発 現 す る ベ ク タ ーpKY206を 共 存 さ

せ た 。 そ の 結 果 、 レ グ マ チ ュ レ イ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ

ン ブ ロ ッ ト法 に よ り レ グ マ チ ュ レ イ ン が 可 溶 性 画 分 に 発 現 して い る
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の を 認 め た 。 糖 鎖 の と れ た タ イ プ の レ グ マ チ ュ レ イ ン の マ ス ス ペ ク

トロ メ ト リ ー に よ り 得 た 分 子 量 と 、 ク ロ ー ニ ン グ して 得 た 推 定 ア ミ

ノ 酸 配 列 をN一 末 端 お よ びC一 末 端 配 列 分 析 か ら得 た 知 見 を 基 に決 定 し

た 成 熟 型 レ グ マ チ ュ レ イ ン の 算 定 分 子 量 と は 完 全 に 一 致 した 。 従 っ

て 、 コ ン カ ナ バ リ ンAと の 親 和 性 が 無 い タ イ プ の レ グ マ チ ュ レイ ジ

に は 糖 鎖 が 完 全 に は ず れ て い る と み な した 。 ま た 、 糖 鎖 の 付 い て い

る レグ マ チ ュ レイ ン は 、 コ ン カ ナ バ リ ンAの 親 和 力 に差 が あ り、 コ

ン カ ナ バ リ ンAと の 親 和 力 の 弱 ぴ レグ マ チ ュ レイ ン は 、 糖 鎖 分 析 の

結 果 お よ び マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー の 結 果 か ら、 糖 鎖 の 非 還 元 末 端

の マ ン ノ ー ス 残 基 が 一 つ は ず れ て い る も の と推 定 し た 。 糖 鎖 の な い

レ グ マ チ ュ レ イ ン は 、 糖 鎖 の あ る成 分 と 比 較 し て 、 安 定 性 が 低 下 し ・

易 い 傾 向 が 認 め られ た 。 レグ マ チ ュ レイ ン の 持 つ 、 基 質 タ ン パ ク 質

の 表 面 に 出 て い るAsn残 基 の カ ル ボ キ シ ル 側 を 切 断 す る活 性 が 、 全 く

相 同 性 の な い ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 に も存 在 す る と 主 張 す

る 研 究 グ ル ー プ が い る 。 そ こ で 、 レ グ マ チ ュ レ イ ン の 精 製 過 程 に お

い て こ の ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 の 挙 動 を 免 疫 化 学 的 に 追 跡

し た と こ ろ 、 レグ マ チ ュ レ イ ン と 同 一 の 画 分 に く る こ と が 多 く、 し

か しな が ら こ の 混 合 物 を ク ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グ で 分 離 出 来 る こ と

を 見 い 出 し た 。 分 離 した ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ンパ ク質 に は レグ マ

チ ュ レイ ン 活 性 は な か っ た(Fig.8)。 ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 の 結 果 、

レ グ マ チ ュ レ イ ン は 、 基 質 と な る グ リ シ ニ ン前 駆 体 が 発 現 す る 以 前

の 登 熟 初 期 か ら登 熟 の 後 期 ま で 持 続 的 に 発 現 す る の に 対 して 、 ヘ モ

グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 は 、 登 熟 の 後 期 に 強 く発 現 し て い た(Fig.

9)a

我 々 は 、11S型 種 子 貯 蔵 タ ン パ ク質 の 構 造 的 特 徴 を 知 る た め に 銀 杏'

種 子'の11S型 貯 蔵 タ ンパ ク質(ギ ン ナ シ ン と命 名)を ク ロ ー ニ ン グ し

た 。 こ の ギ ン ナ シ ンcDNAの 推 定 一 次 構 造 は レグ マ チ ュ レイ ン の作 用

.点で あ る 切 断 部 位 の 配 列 が 、Asn-Asnで あ る こ と を示 し て い た`(Fig.

10)o

一 方 、 ギ ン ナ シ ン成 熟 型 タ ン パ ク 質 を精 製 した 。 酸 性 サ ブ ユ ニ ッ
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トのC一 末 端 配 列 解 析 はC一 末 端 か らN、Gで あ り 、 塩 基 性 サ ブ ユ ニ ッ

トのN一 末 端 解 析 は 、N一 末 端 か らN・V・E・E一 一 一 一 一D・D17

を 与 ーえ た 。 す な わ ち ギ ン ナ シ ン プ ロ セ ッ シ ン グ 酵 素 は 、 一 一 一GN

NVEE一 一 一 をN↓Nで 切 断 し て い た 。 ギ ン ナ シ ン の『プ ロ 型 タ ン

パ ク 質 を 大 腸 菌 で 発 現 ・精 製 し 、 精 製 レ グ マ チ ュ レ イ ン を 用 い た 加

v∫かoプ ロ セ ッ シ ン グ を 行 っ た 。 ギ ン ナ シ ン 前 駆 体 は ダ イ ズ 由 来 の レ グ

マ チ ュ レ イ ン に よ りSDS一 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 酸 性 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ

び 塩 基 性 サ ブ ユ ニ ッ ト に 相 当 す る 位 置 に 泳 動 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に

2分 さ れ た 。 各 ポ リ ペ プ チ ドのN一 末 端 並 び にC一 末 端 解 析 か ら 、 ダ イ

ズ 由 来 の レ グ マ チ ュ レ イ ン が 天 然 の プ ロ セ ッ シ ン グ と 同 様 に 、 ギ ン

ナ シ ン を 切 断 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 酵 素 の 由 来 が 異 な

っ て も 、 他 の 植 物 の11S型 貯 蔵 タ ン パ ク 質 前 駆 体 を 正 し く 成 熟 化 す る

こ と を 意 味 し て い る 。.次 の 疑 問 と し て 、 何 故Asn残 基 特 異 的 な プ 白 テ

ア ー ゼ で あ る レ グ マ チ ュ レ イ ン がNとNの 間 の み を 切 断 す る の か と

い う こ と で あ る 。 こ の 為 、 ギ ン ナ シ ン の 切 断 部 位 の 一 次 配 列 を 変 換

し た オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ れ を 基 質 と し て レ グ マ チ ュ レ イ ン

に よ る 切 断 の さ れ 方 を 追 究 し た 。 そ の 結 果 、GNNVEEの 様 にNの 後

にV,1,Lの 様 な 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 が く る とNは 切 断 さ れ な い こ と が 明

ら か と な っ た 。 従 っ て 、 上 記 の 配 列 で はNとNの 間 の み が 切 断 さ れ

る こ と に な る 。

と こ ろ で 、 グ リ シ ニ ン を 構 成 す る5種 類 の サ ブ ユ ニ ッ ト対 分 子 種

(AlaBlb,A2Bla,AlbB2,A3B4お よ びA5A4B3)の 内 、A5A4B3は2ヶ 所 の

Asn残 基 が 切 断 さ れ る 。 そ こ で 、 同 様 にA5A4B3前 駆 体 を 大 腸 菌 で 合

成 し 、 こ れ を 基 質 と し て レ グ マ チ ご レ イ ン で2ヶ 所 切 断 さ れ る の か

否 か を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、A5A4B3は'ηv∫ 〃o系 で2ヶ 所 のAsn残 基

の 後 で 切 断 さ れ て3つ の サ ブ ユ ニ ッ トA5,A4お よ びB3が 出 来 る こ と

が 明 ら か と な っ た 。 分 解 の 過 程 を 追 う こ と に よ り 、A5A4↓B3が 始 め

に 起 こ り 、 次 い でA5↓A4の 切 断 が 行 わ れ る こ と を か ら 、 切 断 部 位

(Asnの カ ル ボ キ シ ル 基 側)の 後P'2の 位 置 に1、V、Lな ど の 疎 水 性

ア ミ ノ 酸 残 基 が き た 場 合 ・Pl位 のAsnの 切 断 速 度 が 大 き く な る(Fig .
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11)こ と を 知 っ た。 す な わ ち 、A5A4とB3の 間 の切 断 速 度 は 、A5とA4

の そ れ の 約6倍 に の ぼ る(Table1)。

更 に 、 ヒ ト組 織 か ら レグ マ チ ュ レ イ ン 様 タ ン パ ク 質 を コ ー ドす る

cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た。 この レグ マ チ ュ レイ ンhomologueの 成

熟 型 を大 腸 菌 で 上 記 と 同 様 に発 現 させ た と こ ろAsn残 基 の切 断 活 性 が

確 認 で き た(Fig.12)。 こ の こ と は 、 レグ マ チ ュ レイ ン フ ァ ミ リー が 、

植 物 特 有 の も の で は な く、 動 物 に も 広 く存 在 して い る こ と を 示 唆 す

る もの で あ る。

レ グ マ チ ュ レ イ ン に よ り、 ダ イ ズ 種 子 貯 蔵 タ ンパ ク 質 グ リ シ ニ ン

の 前 駆 体 が何 故 プ ロ セ ス を 受 け る の か と い う 命 題 に 迫 る た め 、 グ リ

シ ニ ン 前 駆 体 と グ リ シ ニ ン の 溶 解 性 の 差 に 注 目 し た 。 す な わ ち 、 グ ・

リ シ ニ ン は 、5種 類 の グ リ シ ニ ン 分 子 種 が ヘ テ ロ に 組 み 合 っ て6量

体 を 形 成 した 貯 蔵 タ ン パ ク質 で あ り、 塩 可 溶 性 で あ る が 水 に は 溶 け

な い グ ロ ブ リ ン 系 タ ン パ ク 質 で あ る6こ の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 は 、.3

量 体 又 は6量 体 を と っ て い る が 、 水 に も 可 溶 で あ る 。 つ ま り 、 前 駆

体 タ ン パ ク 質 は 成 熟 し た グ リ シ ニ ン に 較 べ て 溶 解 性 が 非 常 に 高 い 。

これ ら.溶解 性 の 違 い を 、 前 駆 体 と 加v'`アoで プ ロ セ ス して 成 熟 化 した

タ ン パ ク 質 と で 比 較 した 。 結 果 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 が 、 レ グ マ チ

ュ レ イ ン に よ り溶 解 性 を 著 し く低 下 さ せ て タ ン パ ク 穎 粒 内 に 自然 に

沈 澱 す る こ と を伺 わ せ た 。 こ の こ と か ら、ER内 腔 に 分 泌 さ れ た グ リ

シ ニ ン 前 駆 体 が ゴ ル ジ 体 を経 て 小 穎 粒(vesicle)に 詰 め 込 まれ 液 胞 に 運

ば れ て 、 膜 融 合 に よ り液 胞 内 に 放 出 さ れ る。 こ の グ リ シ ニ ン 前 駆 体

は 、 液 胞 内 の レグ マ チ ュ レイ ン に よ りAsn残 基 の 後 で 切 断 され 、 急 激

に 溶 解 性 が 低 † して 、 切 断 系 か ら沈 澱 す る こ と に よ り 自然 と 除 か れ

る 。 従 っ て 、 切 断 反 応 は 常 に 一 方 向 に の み 留 り な く進.行 し、 少 量 の

酵 素 で 多 量 の 貯 蔵 タ ン パ ク質 を 処 理 ・蓄 積 す る こ と が 可 能 に な る も

の と推 定 し た 。
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ま とめ

1.種 子 貯 蔵 タ ンパ ク 質 グ リ・シ ニ ン の プ ロ 型 前 駆 体 を 成 熟 化 す る 酵

素 で あ る 新 規 な ア ス パ ラ ギ ン 残 基 特 異 的 エ ン ドプ ロ テ ア ー ゼ(レ グ

マ チ ュ レイ ン)を ダ イ ズ の 種 子 か らSDS電 気 泳 動 的 、N一 お よ びC一 末

端 的 お よ び マ ス ス ペ ク トロ メ ト リ ー 的 に 単 一 に な る ま で 精 製 し、 タ

ン パ ク化 学 的 お ホ び 酵 素 化 学 的 性 質 に つ い て 明 ら か に した 。 精 製 酵

素 は 、 約4時 間 で 活 性 が半 減 す る な ど不 安 定 で あ っ た 。

2.レ グ マ チ ュ レイ ン は 、 そ のcDNA及 び 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し、

こ の 構 造 を タ ンパ ク 化 学 的 解 析 結 果 を 比 較 した と こ ろ 、 プ レプ ロ 型

の酵 素 で あ っ た。 ま た 、 推 定 さ れ る糖 鎖 結 合 部 位 が1カ 所 存 在 した 。

完 熟 型cDNAの 大 腸 菌 発 現 プ ラ ス ミ ドを 作 成 した と こ ろ 、可 溶 区 分 に 、

酵 素 の 存 在 を 認 め た の でSDSで 単 一 に な る ま で 精 製 し、 活 性 を 調 べ

た と こ ろ 、 プ ロ グ リシ ニ ン をAsnの 後 で1カ 所 切 断 し た 。

3.本 酵 素 は 、 登 熟 初 期(開 花 後18日 目)か ら合 成 さ れ 始 め 、 初

め 糖 鎖 の 付 い た 成 分 の み で あ る が 、 完 熟 期 に は 、 糖 鎖 の と れ た 状 態

の 酵 素 が 大 部 分 を 占 め る 。 糖 鎖 の 役 割 に つ い て は 、 不 明 で あ る が 、

糖 鎖 の な い 酵 素 は 不 安 定 で あ る の に 対 し、 糖 鎖 の 付 い た 酵 素 は 、 や

や 安 定 な 傾 向 が み られ た 。

4,レ グ マ チ ュ レ イ ン の 切 断 ル ー ル を 検 討 す る為 、 大 腸 菌 で 合 成 し

た プ ロ型 グ リシ ニ ン お よ び オ リ ゴ ペ プ チ ドを基 質 に した 。 そ の 結 果 、

ア ス パ ラ ギ ン残 基 の カ ル ボ キ シ ル 基 側(P!1)に ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ

ン、 バ リ ン な ど疎 水 性 ア.ミノ 酸 が 存 在 す る と切 断 し な い が 、(P2)に

存 在 す る 場 合 は 、Pl位 の ア ス パ ラ ギ ン残 基 の 切 断 速 度 が 増 加 した 。

5.11S型 貯 蔵 タ ン パ ク 質 の 成 熟 化 の 意 義 に っ い て は 、 プ ロ 型 の グ リ

シ ニ ン は 、 レ グ マ チ ュ レ イ ン に よ るAsn残 基 の 切 断 を 受 け て 酸 性 サ ブ
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ユ ニ ッ トと塩 基 性 サ ブ ユ ニ ッ トにS」S結 合 を 介 して 接 続 した状 態 で 分

か れ 、 こ の 分 子 型 の 塩 基 性 サ ブ ユ ニ ッ トは ス タ ッ ク して 溶 解 性 が 著

し く低 下 しプ ロ テ イ ン ボ デ ィー 内 に沈 殿 して 溶 液 系 か ら除 去 さ れ る。

こ のproductの 系 外 除 去 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ が 効 率 良 く行 わ れ る と

考 え た 。

E十S⇔[ES]→E十P↓

6.ヒ ト胎 盤 組 織 由 来mRNAか ら レ グ マ チ ュ レ ィ ン 類 似 の 配 列 を 持

つ タ ン パ ク 質 のcDNAを ク ロ ー ニ ン グ し て 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た と こ

ろ 、 こ の タン パ ク 質 は 、 プ ロ 型 グ リ シ ニ ン をAsnの 後 で 切 断 す る と 共

にAsnを 含 む オ リ ゴ ペ プ チ ドを もAsnの 後 で 切 断 し た 。 こ の こ と は 、

レ グ マ チ ュ レ イ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ が ヒ ト組 織 に も 存 在 す る こ と を 意

味 す る 。

7.他 の 研 究 グ ル ー プ が ア ス パ ラ ギ ン 残 基 特 異 的 エ ン ドプ ロ テ ア ー

ゼ で あ る と 主 張 し て い る ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク質 は 、 レ グ マ

チ ュ レイ ン の 精 製 過 程 で 最 後 ま で 一 緒 の 画 分 に く る タ ン パ ク 質 で あ

る が 、 我 々 は 本 酵 素 と完 全 に 分 離 した 。 こ の 精 製 ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ

様 タ ン パ ク 質 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 特 異 的 エ ン ドプ ロ テ ア ー ゼ は な

い 。

8,こ の 結 果 は 、こ の ヘ モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク質 お よ び そ のmRNA

の 登 熟 期 に 於 け る 発 現 パ タ ー ン か ら も 明 ら か で あ る 。 す な わ ち 、 ヘ

モ グ ロ ビ ナ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 のInRNA及 び タ ン パ ク質 い ず れ の 発 現

も 、 登 熟 の 後 期 に な っ て お り、 登 熟21日 目頃 か ら 発 現 し始 め る 貯

蔵 タ ン パ ク 質 の 成 熟 化 に 関 与 す る.も の で あ れ ば 、 登 熟 の 初 期 か ら 発

現 して い な け れ ば な ら な い 。
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TTGGTGGTAGCTGTTACGAGTCAGCAAGAGAGAAATATCTTGTTGAGTTGATTTCTGATC

CCAAATTGAGTTTGAGTTTCAGCCATGGTATCTGTTTCTCTGCTCTTATTCCTATCTTTC

MVSVSLLLFLSF

TTTGCCTTCTTTGCACCCTCTGAATCTCACGACAAAGTCTCGTTGGAATTGTACTACGAA

FAFFAPSESHDKVSLEI」YYE

AGCTTATGCCCCTACAGCGCCAACTTCATCGTGAATCACCTCCCAAAAATCTTCACCCCA

SLCPYSANF工VNHI」PK工FTP

GATCTTGCCCCAATCGTTCACCTCAAACTCGTT℃CT,GGGGCAATGCCAAACTCCGTGCC

DLAP工VHLKLVPWGN』AKLRA　
AACGCCACCTTTGACTGCCAGCATGGGCCATATGAGTGCTTGCTGAACACAGTTGAAGCC

回 ・ ・FD.CQ・GPYECLLNTV・A.
TGTGCAATTCACATCTGGCC田CAACTCAGCAAACATTTTCCTTTCATCTACTGTGTTGAG

CAIH工WPQLS・KH.F'PF工YCVE

GATCTGGTGTTTCAGAGTAAGCGTGAGGAATGGGAATCTTGTTTTGAGAAACTGGATCTT

D工,VFΩ.SKREEWESCFEKるDL

GA田TCGGAACCTATをAATCAGTGTTATAATAGτGAACATGGAAAACAGTTGGAGCTACAA

D.SEP工NΩCYNSEHGKΩLEI」Q 　
TATGCAGcTGAAACAAGTGcTcTGGAGcCTcCTcACAAGTATGTTCcTTGGGTAGTTGTG
`YAAETSALEPPHKYV.PWV ,VV　
GATGGAGAACCACT(⊇TATGAGGATTATGAGAACTTCTTAAGCTATCTTTGTAAGG(ゴTTAT

DGEP・1」Y'EDYEN・FLSY・LCKAY

AAAGG(三ACTGTTACACCCCAAAGTTGCA(℃CAAGCATCATACCTAAGAGAAGTGAATGCA

・G・ ▽ ・PQSCT幽 ・ ・REVNA
AAGCCTAAGCATTCGGTTTGCTACAAGGACAGTGGGATTATGCTAACATGGGAAAAAGTG

KPK・HSV〈=YKDgG工 瓢LTWEKV

AGGTCAACCATTGCATCATGGATGCACTAGATqAA「rCTTGGCAGTGCATTTTA(}ATGTGC
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ATAACATCACACCCTCGGTCTCTCCACTTCTTAAACCTCCAAGACAGCCRCCAATTCCAATCTCCACCCCTTCCCCCACTCCCACACACA
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FPGCP露 τFΩSSTSRGGεGOΩsqεRSΩ.κIRR
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論 文 審 査 結 果 要 旨

多 くのタンパク質は,翻 訳後に様々な特異的プロテアーゼによる切断(修 飾)を 受けることにより,

生体 内の適切な場所で適切な時に機能 を発現する分子に変換 される。従 って,た とえ完全長の

cDNAが クローニソグされ,そ の塩基配列の解析か らタソパク質の全一次構造が明らかになっても,

活性型の タソパク質の構造は,当 該 タンパク質のN一 末端並びにC一末端配列の解析な くしては確定

しないことになる。 ところで,翻 訳後のタソパク質(前 駆体タンパク質)の 修飾(成 熟化)に 関与す

る特異的プロテアーゼに関する研究は,一 部を除いて著しく遅れているのが現状である。

本博士論文の提出者は,種 子の貯蔵タソパク質の1つ として知 られる11S型 タソパク質の前駆体が,

特定の領域にあるアスパ ラギン残基のカルボキシル基側で切断(one-pointcleavage)を 受けて成熟

化する機構の解明を行 うべ く,主 としてダイズ種子を用いて,11S型 前駆体タソパク質をプロセスす

る新規な酵素(レ グマチュレイソと命名 した)の 分離同定に成功 した後,そ の分子的,並 びに酵素化

学的特徴を世界で初めて明らかにした。更に,研 究の遂行途上で他の研究グループがアスパラギソ残

基特異的プロテアーゼであるとしたタンパク質(レ グメイソあるいは液胞由来プロセ ッシソグ酵素と

呼んでいる)は,当 該活性を有さず,精 製過程で レグマチュレイン画分に強 く混在する当該酵素 とは

無縁のタソパク質であることを示 した。研究は更に発展し,ヒ ト胎盤からレグマチュレイソのホモロー

グの精製に成功 し,そ のクローニソグと大腸菌に於ける発現実験からアスパラギン残基特異的切断活

性を確認 した。

上記の先進的研究の遂行 に当たりその隆路を越 えるために,多 くの新手法が生み出された。中でも

重要な点は,精 製が進むにつれて不安定化する酵素`レ グマチュレイゾ を早 く確実に単一分子にす

るために,消 光性蛍光基質を開発 したことである。 これにより活性を手早 く,定 量的に測定すること

が可能とな り,当 該酵素活性を持つタンパク質分子の同定につながった。更に,レ グマチュレイソが

当該酵素活性を持つことを明確に示す為に,大 腸菌で酵素を発現させた後,精 製 して活性を確認する

な ど,念 には念を入れた研究態度 も評価出来る。一方,レ グマチュレインによるアスパ ラギン残基切

断ルールの確立は,① 天然では入手できない11S型 貯蔵 タンパク質前駆体を大腸菌で合成 し,精 製

し基質 とした。又,部 位特異的変異導入により切断部位の配列を変換 した11S型 変異タンパク質前駆

体を大腸菌で生産 し,基 質 として供 した。② この基質群へ精製酵素を作用させて得た切断タンパク

質の 聾 およびG末 端解析脅 ら切断部位を確認 している。③ これらの結果に基づいてペプチ ドを合

成 してその切断ペプチ ドをHPLCで 分離 し切断部位を確認 している。等,一 連の手間のかかる実験

を丁寧に積み上げることから帰納 していて安心出来る。最近ヒトの樹状細胞を用いた研究で,抗 原の

第一義的提示には,ア スパラギソ残基切断酵素が関与 しているのではないかとの説が出されているが,

当該研究者はヒ ト由来のレグマチ ュレイソ活性を持つ酵素の精製,そ のクローニングと大腸菌に於け

る発現にも成功 している。新たなる分野での発展が期待される。

以上,本 論文の全体を通 じて,研 究動機,目 的達成のための実験手法の構築,得 られた結果に対す

る真摯な評価 と確認の姿勢,及 び将来への発展性などを慎重に吟味 した時,審 査員一同は,当 該論文

を纏めた此の研究者を東北大学博士(農 学)の 学位授与者に相当するものと認定 した。
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