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論文内容の要 旨

立体構造を完全に破壊されたタンパクは単に変性環境を除くことによりそのタンパクに固有な立体

構造を回復することができる口この現象は「再生」と呼ばれ生合成系でつくられたポリペプチドの立

体構造はそのアミノ酸配列によってのみきめられるという仮説の拠りどころとなっている。

との論文は枯草菌アミラーゼの再生過程における立体構造の変化を調べ再生現象が枯草菌内におけ

るアミラーゼの立体構造の形成にどのような形で関与しているかについて述べている。

( 1 ) 再生過程における酵素活性と立体構造の変化

酸性 8M尿素で変性させたアミラーゼ溶液から変性剤を除去すると酵素活性は徐々に増加し約 6 時

間後60--80%回復して停る。立体構造の回復を示すパラメーター(旋光分散値および差吸光係数)は

変性剤の除去と同時に70--80%回復しそれ以後変化しない。これらのことから変性アミラーゼは変性

剤を除去すると急速に固有の立体構造に近い構造をとり，それから徐々に再配列することにより正し

い構造になり活性を発現するということが推定される。再生途中のまだ活性のない分子の構造は明ら

かに正しい固有の構造とは違いプロテアーゼにより分解されたガラス器壁に吸着される傾向があり，

また SDS の存在や高温 (40--50 0 C) により再生が抑制される。再生中のアミラーゼの電気泳動を行

なうと活性の増加につれて変性しないアミラーゼに相当するバンドが顕著になってくる。これらのこ

とは再生中のアミラーゼの示す活性は完全に活性を回復した分子と全くあるいは少ししか活性のない

分子との混合物によるものであることを示唆する。 SDS および温度による再生の阻害はそれらを除

去することにより除かれる。 この実験を次のように発展させることができる。 もし再生を抑制する

ような条件で枯草菌を培養できるなら生合成されたアミラーゼ分子鎖の立体構造は形成されるだろう

か。

(II) 再生抑制の条件で培養された菌のアミラーゼ産生
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ある濃度の SDS の存在下で菌の生育は正常であるがアミラーゼの産生が抑えられる。しかしその

培養液を稀釈しても活性の増加が見られないので立体構造の形成が阻害されたために見かけ上の産生

が抑えられたのではなし、また細胞内にアミラーゼの蓄積も認められないのでアミラーゼ合成そのも

のが阻害されたと解釈される。

菌を45 0 C で培養した場合37 0 C にくらべて生育およびアミラーゼ産生に著るしい相異は認められな

い。また培養液を室温に戻しでも活性の増加は見られなし'10 このことは生体内におけるアミラーゼの

立体構造形成には再生の実験で考慮されなかった要因が存在することを示している口それはいくつか

考えられるが次の 2 つの点を考慮してアミラーゼの誘導体をつくり再生の実験を行った口 (1)生合成系

ではリボゾームに固定されているため立体構造形成中の分子どうしの相互作用がないo (2)生長しつつ

あるポリペプチド鎖の C端は絶えずリボゾーム上に固定されている。

cm) カノレボキシメチノレ・セ Jレロースおよびポリアミノ・ポリスチレンに結合させたアミラーゼ

カノレボキシメチノレ・セノレロースのカ Jレボキシノレ基とアミラーゼのアミノ基，ポリアミノ・ポリ

スチレンのアミノ基とアミラーゼのチロシン残基のフェニーJレ基を結合させ不溶性アミラーゼ(夫々

CMC-A および PS-A と呼ぶ)をつくった。 このアミラーゼ誘導体はもとのアミラーゼに対して夫

々 2.4%および0.8%の酵素活性をもっていた。またこのアミラーゼ誘導体はもとのアミラーゼに比べ

変性環境 C4.5M尿素， 500 C) に対して強い抵抗性を示す。アミラーゼ誘導体を 8M尿素， pH 3.2 あ

るいは 8M尿素， M/400 EDTA 中に24時間放置し変性剤を除去すると PS-A の酵素活性は10--30

%しか回復しないが CMC-A の活性は Ca イオンが充分に存在する場合急速にもとの値まで回復す

る。 Ca 量が不充分な場合あるいは EDTA または SDS が存在する場合回復は阻害される。再生の

最適 pH はアアミラーゼが8.0--8.5で細胞の pH より幾分アノレカリ性であるのに対して CMC-A で

は 7 付近である。変性処理で CMC-A の立体構造が完全に破壊されているかどうかという疑問は残

るが， 少くとも完全に失活しているということは pH5.0 で再生させた場合ほとんど活性が回復しな

いことから明らかである。 また定性的にも変性・未変性 CMC-A の差スペクトノレで変性による青方

移動が認められる。菌体内におけるアミラーゼの立体構造形成に温度 C45 0 C) の影響は認められな

かったが CMC-A の再生に対しても Ca 量が充分である場合は影響しない。

このようにカノレポキシメチル・セルロースに結合させたアミラーゼの再生はいくつかの点で生体内

におけるアミラーゼの立体構造形成の過程と類似している。即ち再生現象において分子どうしが互い

に隔離されている乙とおよび 1 点あるいは数点(生合成系では C端 1 点だけであるが)でポリペプチ

ド鎖が固定されているという物理的制限を加えるならば生合成系における立体構造の形式により矛盾

なく再生現象を適用することができる。

論文の審査結果の要旨

タンパク質のもつ完全空間構造はそのタンパク質の一次構造によって自然に定められるという考え

は今日ひろく受入れられつつある。従って変性タンパク質から未変性の構造が再生してくる現象と生

合成系におけるタンパク質の完全空間構造の形成とが全く同一に取り扱いうるかどうかは興味のある
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問題であり，この研究ではその問題への一つの近接を乙ころみている。

用いられたタンパク質は，枯草菌の産生する αーアミラーゼであってその立体構造の検討には，物

理化学的には旋光分散係数と紫外差吸収スベクト jレの測定により，他方生化学的にはこの酵素のアミ

ロース分解能によって追跡している。 8M尿素で酸性溶液中で変性した枯草菌アミラーゼより，変性

剤をのぞくと，ほとんど同時に旋光性や差スペクトノレは70-80%まで復元するが，酵素の活性は約 6

時間を経て，同程度の回復がみられるにすぎない。この再生過程にある分子は，プロテアーゼの作用

をうけ， SDS の存在や加熱 (40-50 0 ) によって再生を抑制される。電気泳動の結果によると再生中

の系は未変性構造に回復したものと，若干の変化をうけたものの混合系で中間の活性を示す構造の存

在は否定せられたD

また SDS の存在下での枯草菌の培養から SDS によるアミラーゼの産生の低下は，高分子鎖の正

しい折りたたみの阻害によるのではなく合成そのものの阻害によることが明らかにされたD また温度

による産生の相違をしらべ45 0 C と 37 0 C ではほとんど差のないことを認め，生合成系での立体構造形

成と変性タンパク質の再生との聞に明らかな差のあることを示した。

次に，アミラーゼのポリペプチド鎖を他の高分子に固定し不溶化して再生実験を行なった。すなわ

ちカノレボキシメチノレセノレロースまたはポリアミノポリスチレンにアミラーゼを結合させて得られる誘

導体の変性と再生の実験を行なった。これらの誘導体は元のアミラーゼにくらべると酵素活性は低い

が，たとえばカノレボキシメチ Jレセルロース・アミラーゼでは完全回復が見られることを示した。また

アミラーゼ自身が急速に変性する4.5M尿素50 0 C という条件でも比較的安定なことを認め，ポリペプ

チド鎖の固定によって変性タンパク質の再生現象と生合成系の立体構造形成の聞に類似性が一層増す

乙とを明らかにした。

以上福士君の研究は，タンパク質の完全空間構造の保持と形成に新らしい知見を加えたもので理学

博土の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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