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論文内容の要旨

腸管感染病原菌の産生する低分子量耐熱性エンテロトキシン (S T) はヒトや家畜に急性の下痢をもた

らす。 STの作用機作は未だ詳らかではないが小腸上皮細胞上の受容体との結合が引きがねとなって，

グアニレートサイクラーゼの活性化， cGMPi濃度の上昇，つづいて細胞外への液体流出という構図が考

えられている。 ST は分子の約 1 / 3 を分子内ジスルフィド結合を形成した 6 個の Cys 残基で占められ

ており，ジスルフィド結合を還元すると失活する。乙のことは，ジスルフィド結合によって形成される

STの立体構造が，毒性発現すなわち受容体との結合に必須で、あることを示している。著者は， STの毒性

発現構造を解明する乙とを目的として STの立体構造の構築に重要である分子内ジス 1レフィド結合の架

橋位置の決定，ジス Jレフィド結合の新しい位置決定法， ST立体異性体の構造解析などの研究を行い，以

下の成果を得た。

1 )選択的ジス 1レフィド結合の形成方法によって，腸管感染病原菌の産生する 5 種の STの分子内ジス 1レ

フィド結合の位置を決定した。 STh で示すと 6 位と 1 1 位， 7 位と 1 5 位， 1 0位と 1 8 位の Cy s 

残基聞に分子内ジスルフィド結合が架橋しているととを明らかにした(下図)。また，全ての STにお

いて， STh と相対的に同じ位置に分子内ジスルフィド結合が存在することを明らかにした。
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2 )天然に存在する蛋白質，ペプチドの中にはジスルフィド結合を有したものが多く見られる。乙れらの

分子構造を解明するためにジス Jレフィド結合の位置を知ることは不可欠である。本研究では，重水素標

識システインと FAB質量分析を用いた新たなジス Jレフィド結合架橋位置決定法を考案した。本方法を

S Tp f乙応用し，そのジス Jレフィド結合の架橋位置を決定することができた白

3) STの分子内ジスルフィド結合の段階的形成の中間体である 2 個のジスルフィド結合をもっペプチド

はHPLC上で分離する 2種のコンフォーマーから成っているo 乙れらに第 3番目のジスルフィド結合

を形成させると，一方のコンフォーマーからは天然型ペプチドが，もう一方からは天然型ペプチドと同

じ分子内ジス Iレフィド結合をもつが立体構造の異なるペプチド(立体異性ペプチド)が生成し，第 3 番

目のジス Jレフィド結合の形成が前駆体ぺフ。チドの立体構造によって制御される乙とを明かにした。また

NMR とディスタンスジオメトリー法による構造解析から I STの天然型ペフ。チドと立体異性ペプチド

との主鎖構造は，逆巻になっているという興味ある知見を得た。

論文の審査結果の要旨

日高雄二君の論文は，毒素原性大腸菌，エ 1レシニア・エンテロコリチカ I NAG ビブリオなどの腸管感

染細菌の産生する耐熱性エンテロトキシンの分子内ジス 1レフィド結合の架橋位置およびその架橋形成の過

程の立体構造的研究に関するものである。腸管感染細菌の産生する耐熱性エンテロトキシンは，コアの部

分が 1 3個のアミノ酸残基からなるo 乙のうち，システィンが 6個を占めI 3 個の分子内ジス Jレフィド結

合を形成し，毒性発現に必須な立体構造の形成に重要な役割を荷なっているo 乙れらの分子内ジスルフィ

ド結合は複雑にからみあっていて，従来，その架橋位置を決定することは大変困難であったが，日高雄二

君は，化学的にジス Jレフィド結合を選択形成させる方法を駆使して，見事に毒素原性大腸菌をはじめとし

てI 5種の腸管感染細菌の産生する耐熱性エンテロトキシンの分子内ジス Jレフィド結合の架橋位置を決定

した。また，これまでにアミノ酸配列の明らかにされている耐熱性エンテロトキシンの分子内ジスルフィ

ド結合の架橋位置は同じである乙とを明らかにした。乙の研究と平行して複雑なジスルフィド結合の架

橋様式を決定するための，従来法とは原理的に全く異なる新規な方法を開発し，その応用によっても，上

記のエンテロトキシンの分子内ジスルフィド結合の架橋位置を確認した。さらに，耐熱性エンテロトキシ

ンの分子内ジス Jレフィド結合の化学的な選択形成の過程で ジス Iレフィド結合の架橋順序と生成するエン

テロトキシンの立体構造との聞に密接な関係の存在することを明らかにしたが，乙の研究は複数のジスル

フィド結合を有するペプチドの立体構造形式に示唆を与えるものと評価される。

以上のように，日高雄二君の研究は，腸管感染病原菌の産生する耐熱性エンテロトキシンの毒性発現構

造の解明への寄与が大きく 理学博士の学位論文に十分価値あるものと認める。
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