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論文内容の要旨

〔目的〕

動物細胞における分泌蛋白質のフ。ロセッシングを解明する乙とは，蛋白質の膜透過や糖鎖合成を含

めた分泌機構を理解する上で非常に重要である。

本研究の目的は酵母 (Saccharomyces cerevisiae)をモテソレ系として用い，分泌酵素であ

るヒト唾液腺α ーアミラーゼ遺伝子の酵母での発現を試み，その分泌されたα ーアミラーゼのシグナ

ノレペプチド切断部位ならびに生化学的性質を動物細胞の場合と比較しながら詳細に調べる乙とにある。

〔方法ならびに結果〕

1. α ーアミラーゼの酵母での発現

ヒト唾液腺α ーアミラーゼ(以下Amy) は， 5 1 1 アミノ酸からなる分泌蛋白質である。乙の遺伝

子を酵母酸性フォスファターゼ( P HO 5 )プロモーターの下流に連結したプラスミド pAMHS を

構築し，宿主である酵母AH 22 ( 1 eu -)を形質転換した。宿主の leu- を相補する形質転換株をリ

ン酸制御下の Burkholder の合成培地中で培養し， PHO 5 プロモーターの誘導発現を試みた。

その結果， Amy は効率よく(約1.0 X 106 mo 1 ecu T es/ce 11 )培地中に分泌され，その比活性

および抗原性は天然のヒト Amy と同じであった。更に，分泌されたAmy 蛋白質は糖鎖付加の違い

によって， 3 種類の分子種 (55kDa ， 58kDa , 60kDa)が見られた。また，分泌に対する糖鎖付加

の影響を調べるために，ツニカマイシン存在下でAmy を発現させた。その結果，糖鎖の付加がなく

ても， Amy は効率よく培地中に分泌された。
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2. N , C末端アミノ酸配列の決定

Amy のシグナルペプチド切断部位を知るために， 酵母で分泌されたAmy の N末端アミノ酸配列

の決定をエドマン分解法により行った。その結果， Amy はそのN末端がブロックされていることが

判明した。

次l乙~ Amyをキモトプリシンで部分消化する乙とによって，ブロックされたN末端ぺプタイドをH

PLC により精製し，そのアミノ酸分析を行った結果， N末端がクツレタミンかグノレタミン酸である乙

とが判り，更に，プロックされたN末端を含むペプチドをピログノレタメイトアミノペプチダーゼで処

理する乙とで，酵母で分泌されたAmy 蛋白質のN末端はピログルタミン酸でブロックされている乙

とが明らかになった。従って， Amyのシグナノレペプチドは 15 アミノ酸からなることが判った。

また， C末端は，ヒドラジン分解等 iとより，アミラーゼ遺伝子配列より予想される最後の 511番目

の Leu であった。

以上の乙とより，酵母で分泌発現されたAmy 蛋白質はほ乳類の場合と同様に， N末端がピロクール

タミン酸でブロックされ， しかも， C末端のプロセッシングはない乙とが明らかになった。

3. シグナノレペプチドの除去

次l乙，酵母で発現されたAmyが 15 アミノ酸からなるシグナノレペプチドを使って培地中に分泌され

る乙とを確かめるために，シグナノレペプチドを制限酵素BanII ~とより除去した。更に， T 4 DNA ポ

リメラーゼで BanII 切断部位を平滑にした後，翻訳開始コドン ATG を含むC 1 a 1 リンカーを連

結させ， PHO 5 プロモーターをもっ酵母一大腸菌シャトノレベクター pAM82 に導入した。乙のシ

クーナノレペフ。チドを失ったAmy遺伝子をもっ酵母形質転換株をリン酸制御下で誘導したと乙ろ， Amy

は培地中に分泌されずに菌体内に蓄積され， しかもその発現量は約 1/1000 に低下した。菌体内の

Amy は糖鎖の付加がない乙とから， Amy のシグナノレペプチドは， Amy が酵母の分泌過程を通過

し，糖鎖付加をうけるために必須であることが判った。

〔総括〕

酵母で発現されたヒト唾液腺α ーアミラーゼは酵母の分泌システムによって正確に 1 5 アミノ酸か

らなるシグナノレペプチドを切断され，ほ乳類の場合と同様にそのN末端がピログノレタミン酸でブロッ

クされている乙とが発見された。また，分泌されたAmy 蛋白質はヒトの場合と同じ比活性と抗原性

をもち，糖鎖が付加されていた。

乙のように，酵母における異種蛋白質の分泌機構の研究は，動物細胞の分泌機構を解明する上で，

非常に重要なモデル系になると考えられる。
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論文の審査結果の要旨

動物細胞における分泌蛋白質のプロセッシング機構の解明にはまだ未知の部分が多い。本研究は，

真核生物である酵母をモデノレ系として用い， ヒト唾液腺α ーアミラーゼ遺伝子を酵母内で分泌発現さ

せ，その生化学的諸性質を詳細に調べた。その結果，非常に興味深い事に，酵母が動物細胞のシグナ

ノレペプタイドを正確に認識し，プロセッシングを行い，菌体外lと活性のある α ーアミラーゼを分泌さ

せる乙とが判明した。更に，そのN末端が，動物細胞と同様に酵母でも修飾をうけ， ピログ、ノレタミン

酸でブロックされていることが証明された。

これらの事実は，酵母が動物細胞の分泌機構を分子生物学的観点から理解する上で非常に重要なモ

テずル系になる乙とを示唆している点で意義は大きい。

以上により，本論文は学位の授与に値すると認めるo
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