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論文内容の要 !::::=. 
日

近年の分子遺伝学の発展はめざましく，生体内微量蛋白質の構造が遺伝子レベルで、次々と解明されて

いる。また， DNA の化学合成法の進歩はクローニングの技術と相俊って遺伝子の人工合成を可能とする

に至った。

しかし，長鎖オリゴマーを合成する際の出発原料となるジ・トリ又クレオチドの合成法は 1975 年以

来さして改良されておらず，特に縮合剤の安定性に最大の問題があるものと思われる。つまり，安定な

縮合剤は縮合反応 i乙長時間要し，逆に反応時間の短い縮合剤は非常に不安定であり，長時間保存するこ

とができない。

そこで，この問題を解決するため安定な縮合剤による反応を促進する方法を検討した結果，メチルイ

ミダゾール( Melm) に縮合反応を促進する作用のあることを見い出した口

さらに， トリヌクレオチドのより簡便な合成方法を検討するとともに，ブタ・ガストリン，コレシス

トキニンーパンクレオザイミン (CCK) ，血管作働性小腸ペプチド (VIP ), カエル・セルレインのア

ミノ酸配列に対応するオリゴヌクレオチドの合成を行った。

次i乙，著者は合成オリゴ又クレオチドを用いて，ガストリン， CCK. セルレイン前駆体構造の解明を

試み，セルレイン前駆体構造を初めて明らかにする乙とに成功した。さらに，ガストリン， CCK 前駆体

構造との比較検討を行った結果，従来の仮説に加え，新しい仮説を提唱するに至った。
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本章

第一章 オリゴデオキシヌクレオチドの簡易合成

一般にオリゴデオキシヌクレオチドを合成する際には官能基を保護する必要があるO しかし， 3' , 5' 

水酸基は反応性が著しく異なる乙とが予想されるため，塩基部のみを保護したヌクレオシドを用い， ト

リヌクレオチドの迅速合成を試みた。その結果，優先的に Y水酸基が反応し 3'水酸基との反応生成

物はシリカゲルカラムで容易に分離できることを見い出した。

次に著者は縮合剤 i乙関する検討を行った。 トリエステル法を用いたオリゴマ一合成に際し，種々の縮

合剤が開発されているが，反応性の高い縮合剤は不安定であり，逆に安定な縮合剤は反応が遅い口そ乙

で，著者は反応促進剤により，安定な縮合剤を活性化し，短時間で反応を行う方法を検討した口

その結果， Melm 6 当量を安定な縮合剤であるトリイソプロピルベンゼンスルホニル- 4 ，ニトロイ

ミダゾリッド CTPSNI )あるいは卜リメチルベンゼンスルホニル- 4 , ニトロイミダゾリッド CMS

NI) 3 当量に加えることにより，従来 14 時間以上も要した反応が 2 時間以内で完結する乙とを初め

て見い出した。

さらに，これまでの方法を用いてガストリン， CCK，セルレイン， VIP のアミノ酸配列に対応する

12 _..__, 18 又クレオチドを合成した。

第二章 セルレイン前駆体構造の解明

Xenopus 1 aevis の皮膚より mRNA を抽出し cDNA ライブラリーを作成した。合成オリコザマーをプ

ロープとして組み換え大腸菌をスクリーニングした結果， 109 個のクローンを得た。制限酵素地図の異

なる 3 つのクローン C pXC 102 , 202 , 204) の塩基配列を解析した結果，いずれもセルレイン前駆体

をコードしていたが N 端を含んでいなかったため，新らたに cDNA ライブラリーを作成し， N 端まで

を含む 921 塩基よりなる cDNA クローン CpXC 601) を得た。 N 端より 26 アミノ酸は典型的なシグ

ナルペプチドの構造を有し，セルレインが分泌性ペプチドである乙と巷裏づけた。さらに，前駆体には

セルレイン構造が 4 個含まれており，マルチポリペプチドである乙とも判明した。また，前駆体中のセ

ルレイン構造問のペプチド CICS) は互いに高いホモロジーを示し，セルレイン前駆体はシグナルペプ

チド，セルレイン ICS の 3 つの基本構造からなる全く新しい特異構造である乙とが判明した。

また，セルレインあるいは ICS を欠落した mRNA が存在する乙と， 3' 非翻訳領域の異なる mRNA

が存在することを明らかとした。

さらに，セルレイン mRNA は皮膚のみに存在し，胃，十二指腸，肝臓には存在していないことを明

らかとした。

第三章 ヒト・ CCK ，ヒ卜・ガストリン前駆体とセルレイン前駆体との比較

ヒト・ガストリン， CCK 前駆体構造は阪大・細胞工学センター松原教室および薬学部池原教室と共同

で解明することに成功した。

ガストリン， CCK，セルレイン前駆体構造を比較すると C 端の活性ペプチド部分以外には何ら類似性

を見い出すことができなかったが，セルレイン前駆体の基本構造の一部に対応する DNA 配列と比較す

ると高い類似性が見られた。特に，セルレインとガストリンではアミノ酸レベルの類似性は 53 %であ
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るが， DNA レベルで、は約 70% となり，さらに，類似性の最高値を計算すると 80% にまで達した。

これは共通の祖先遺伝子に由来している可能性を示唆するデータである。

しかし，ガストリン， CCK，セルレインの組織分布および前駆体から活性ペプチドが生成するプロセ

シング機構を比較すると，セルレインはガストリン， CCK とは全く異なるペプチドであり，別々の進化

過程をたどった可能性が示唆された。そして，カエル iζ はセルレイン以外にガストリン， CCK様ペプチ

ドが，ホ乳類にはセルレイン様ペプチドが存在している可能性が示唆された。

結論

1. 3' , 5' 無置換叉クレオシドを使用したトリヌクレオチドの合成法を検討し その実用性を証明し

Tこ口

2. メチルイミダゾールが縮合反応を著しく促進する乙とを見い出し，オリゴヌクレオチドの簡便な合

成法を開発した。

3. セルレイン，ガストリン， CCK , VIP のアミノ酸配列に対応する 12 ,.._, 18 又クレオチドを合成し

。た

4. セルレイン前駆体構造を世界で初めて解明し，繰り返し構造からなるマルチボリペプチドである乙

とを明らかにするとともに，多種類のセルレイン mRNA が生合成されていることを明らかとした。

5. ガストリン， CCK，セルレイン前駆体構造を比較検討した結果，乙れら 3 種のペプチドが共通の祖

先ペプチドに由来しているという従来の仮説以外に，セルレインとガストリンおよび CCKの前駆体

は共通の祖先蛋白が存在せず，別々の進化過程をたどった可能性を提唱した。

論文の審査結果の要旨

同君は先ずデオキシオリゴヌクレオチドの新合成として， 3' , 5' 無置換又クレオチドを使用してト

リヌクレオチドを合成する新方法を見出し，又メチルイミダゾールを添加することにより縮合収率を格

段に上昇させた。

乙の方法を用いてセルレイン，ガストリン， CCK , VIP のアミノ酸配列に対応する 12- 18 又クレオ

チドを合成し，これによりセルレイン前駆体の構造を繰り返し構造からなるマルチペプチドである乙と

を明らかにした。

又，ガストリン， CCK，セ jレレインの前駆体の構造を比較検討した結果， これらは必ずしも同ーの

祖先蛋白から進化したものでない証拠を見出した。

以上の結果は博士号請求に値いするものと考える。
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