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論文内容の要旨

リボヌクレアーゼT2 (RNase T 2) は，乙うじ菌の産出する RNA分解酵素で，同じ起源のRNase T 1 

やウ、ン牌臓RNaseA などと比較して分子量が大きい(- 3 万)。今日まで高分子量を持つヌクレアーゼ

の構造や機能についてはほとんど研究されておらず，乙のRNaseT2 は ， RNase T 1 やRNaseA の構造

や機能と比較すれば，興味深い結果が得られるものと考えられた。

RN蚶e T2 は分子内に唯一個のMetを含んでおり，ブロムシアン分解後 s-カルポキシメチル化をす

ると CMF-2 ， CMF-3 の 2 つの大きな断片に分けられた。 CMF-2 中には， Lysが17個も含ま

れており， Achromo bacterフ。ロテアーゼ (ACPI)分解と， V-8 プロテアーゼ分解とによってその 146

個の全アミノ酸残基の配列を決定する乙とができた。 CMF-3 フラグメント中には， Lysが 2 個しか

なかったので，比較的多く存在する半シスチン残基( 6 個)に注目し，乙れを s-アミノエチル化

してAEF-3 フラグメントを得た。 AEF-3 を ACPI 分解し，キモトリプシン分解ペフ。チドと合

わせて，その93個の全アミノ酸配列を決定する乙とができた。

従ってRNase T2 は N末端Gluから始まる 239 個のアミノ酸から成り， Asn-15, 76 , 239 に糖鎖が結

合した分子量 30， 100 のポリペプチドであることが判明した。その結果RNase T2 は，一次構造上RNase

T1 'C も RNaseA'c もほとんど似ていないことが明らかになった。つぎに， RNaseT2 の触媒機能に関与す

るアミノ酸残基の検索を行った。 RNase T2 は 0.1 MのICH2 COOHと370C， 8 時間 (pH 5.6 )でほぼ完全に

失活する。乙の修飾蛋白質のペプチドマッピングをしたと乙ろ， His 115 がほぼ完全に， His 53 が50%程，

カ lレボキシメチル化されている乙とが判明した。

このことは，ほぼ同じ条件で、活性部位のGlu58がカルボキシメチル化されるRNase T 1 よりは，むし
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ろHis 119 がカ jレポキシメチル化されるR NaseA~とよく似ているように思われる D

またRNase T2 には分子表面に露出している Tyrが 3 個以上存在しており，乙の残基は， 3 '-AMP を

共存させた実験から活性部位に存在していることが判明した。乙れらのTyrはすべてTNMによって修飾

される乙とがCIDNP Iè::よって判明した。またその修飾を受けた酵素は依然75%の活'性を維持してい

る乙とを考え合わせると，これらのTyr は，基質結合lζ関与するものと判断された。乙のニトロ化され

たRNase T2 のペプチドマッピングより修飾を受けたTyrの 1 つはTyr64 である乙とが判明した。 従っ

て乙の残基は活性部位lζ存在して基質結合に関与している可能性が高いものと考えられる。

論文の審査結果の要旨

乙うじ菌の産生する核酸分解酵素としてT1. T 2, S1の 3 種が知られているが，これまでに一次構造が

決められたのは主成分のリボヌクレアーゼT1 (分子量1. 1 万)のみである。リポヌクレアーゼT2はグア

ニ jレ酸に厳格な特異性を示すリボヌクレアーゼT1と異.なり，基質特異性が広く分子量も約 3 倍の糖蛋白

質である。したがって同じ菌が産生するこれらのリボヌクレアーゼの一次構造の異同を明らかにする乙

とは. 2 つの酵素の触媒特性から考えて興味あることである口本論文はこの点を明らかにするために行

ったリボヌクレアーゼ'T2の一次構造解析および触媒機能関与アミノ酸の検索を取扱ったものである。

本酵素の一次構造解析において河田君は微量分析に適した気相式シーケンサ←の使用やリジノレエンド

ペプチダーゼによるポリペプチドの新しい断片化法の導入など新手法を積極的に組入れて，限られた試

料を有効に用いて実験を行った。その結果，本酵素は 239 個のアミノ酸から成る単一ペプチド鎖からで

きており，分子内の 2 個所のアスパラギンに高マンノ←ス型糖鎖が， C末端アスパラギンに (N-アセ

チ jレ)グjレコサミンが結合していることが明らかになった。また， リボヌクレアーゼT1と T2 では一次

構造が全く異っており . T2がT1 の遺伝子重複により生じた可能性は低い。

河田君はさらにプロトン NMR，化学修飾，光CIDNP などの手法を駆使して本酵素の活性部位の

検索を行い、 2 個のヒスチジン残基が触媒機能に関係している乙と，それらの挙動や機能はT1 よりウシ

騨臓リボヌクレアーゼA ~(類似することなどを明らかにした。

以上のように，本論文はリポヌクレアーゼT2 の一次構造の解明だけでなく，蛋白質の一次構造解析法

および高分子型リボヌクレアーゼの活'性部位についての重要な知見を含むものであり，理学博士の学位

論文として価値あるものと認める白
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