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学位論文題目

論文内容の要旨

ラットの種々の正常組織および種々の癌組織の細胞核には，クロマチンに結合して，従来から知ら

れている中性プロテアーゼ(至適 pH7-8) に加えて，アルカリ性プロテアーゼ(至適 pH10) が存在す

ることを見出した。

1. 精製:両プロテアーゼは 0.5 MNaCl を含む 0.2.MH 3 P04(pH 1.5) によって最も効率よくクロマチ

ンから抽出される(酸抽出液)。中性プロテアーゼはヒストンを，また，アルカリ性プロテアーゼはカ

ゼインをそれぞれよく分解する。さらに，両酵素(等電点11) 共に， Soybean trypsin inhibitor 

(STI) によって阻害される。この性質を利用して，ローダミン肉腫のクロマチンの酸抽出液から，ア

ルカリ性プロテアーゼは STI-Sepharose，カゼインー Sepharose およびヒストンー Sepharose を上記

の順番に用いる affinity chromatography によって約75%の純度に精製された(精製度 1 ， 400 倍，収

率 4 %)。一方，中性プロテアーゼは， STI-Sepharose によってほぼ単一に精製された(精製度920

倍，収率12%) 。

2. 性質:種々の阻害剤および合成基質に対する挙動から，両プロテアーゼはキモトリプシン様酵素

であると結論された。( 3H J DFP(diisopropyl fluorophosphate) を用いた affinity label によって，

中性プロテアーゼの分子量は約27 ， 000，また，アルカリ性プロテアーゼの分子量は約18 ， 000 と測定さ

れた。免疫学的実験結果から，両プロテアーゼは互いに抗原性を異にすること，牛膝臓のトリプシン

およびキモトリプシンとも抗原性を異にすることがしめされた。

3. 役割: a) 遠心分画法を用いて両プロテアーゼの細胞内局在性を調べた結果，アルカリ性プロテ

アーゼは核に特異的に存在するのに対して，中性プロテアーゼは核およびミクロゾーム分画にも見出
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された。 b) アルカリ性プロテアーゼは，増殖性の盛んな組織の核により多く含れた。 c) 中性プロ

テアーゼは HI 以外の 4 種のヒストンを またアルカリ性プロテアーゼは HI と非ヒストン蛋白質を

よく分解した。生体内ではヒストンは代謝回転をほとんどしていないことをしめす報告が多いので，

中性プロテアーゼは in vivo ではほとんど活性を発現し難い状態にあると思われる。 d) ローダミン

肉腫のクロマチンには，分子量 6 万 4 千，等電点 7 の非ヒスト‘ン蛋白質が多量に存在する。この蛋白

質がクロマチンに結合しているブロテアーゼによって部分分解を受け，既報の分子量 6 万，等電点 5

の非ヒストン蛋白質に変る時，クロマチン標品はトキソホルモン活性(肝カタラーゼ低下活性)をし h

めした。すなわち，アルカリ性プロテアーゼは癌組織の核内でトキソホルモンの前駆体を部分分解す

ることによってトキソホルモンを生成すると思われる。 e) 担癌ラットの肝臓では，肝臓に特異的な

分子量 3 万-4 万の非ヒストン蛋白質の含量の低下が見られた。この時，肝臓細胞核にアルカリ性プ

ロテアーゼ活性の増加が認められた。以上の結果から，アルカリ性プロテアーゼは，非ヒストン蛋白

質の含量を減少させることによって，クロマチンの活性発現に影響する可能性がある。

論文の審査結果の要旨

高等動物の細胞核には DNAに加えて 多量の蛋白質が存在する。その蛋白質はヒストンと非ヒ

ストン蛋白質に大別される。従来の報告によると，細胞内において，ヒストンはほとんど代謝されな

いのに反して，非ヒストン蛋白質は代謝回転する。他方，細胞核には，ヒストンを加水分解するプロ

テアーゼ(中性プロテアーゼ)が存在することが知られているが，非ヒストン蛋白質の加水分解を触

媒するプロテアーゼの存在は知られていなかった。

萩原君の研究業績は，ラットの種々の組織の細胞核には，非ヒストン蛋白質を加水分解するプロテ

アーゼ(アルカリ性プロテアーゼ)が，クロマチンに強固に結合して，存在することを発見したこと

に基く。

正常組織細胞では，比較的に増殖速度の早いものほど，アルカリ性フロテアーゼ活性が高く，また

増殖速度の著しく早い癌細胞の核にはアルカリ性プロテアーゼ活性が著しく高い。

萩原君はローダミン肉腫から，中性プロテアーゼに加えて，アルカリ性プロテアーゼをほぼ完全に

精製し，両者の性質を明確にした。中性プロテアーゼは約 2.7 万の分子量をもっキモトリプシン様プ

ロテアーゼで，至適 pH 約 8 であり， ヒストンをよく加水分解する。他方， アルカリ性プロテアーゼ

は約l. 8 万の分子量をもち，至適 pH 約 9.5 であり，非ヒストン蛋白質をよく加水分解する。後者の

プロテアーゼは阻害剤に対する挙動からはキモトリプシン様であるが，合成基質に対する挙動からは

非キモトリプシン様である。更に，クロマチンに結合した状態における両プロテアーゼの作用が詳細

に研究されている。

以上のように萩原君の研究業績は，細胞核における蛋白質，特に非ヒストン蛋白質の代謝回転に対

して酵素化学的な解析手段を与えるものである。よって，萩原君の研究業績は理学博士の学位論文と

して十分に価値あるものと認められる。
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