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論文内容の要旨

生体構成物質のなかで最も広範多岐な機能を発揮するのは， タンパク質である。個々のタンパク質の機能を理解す

るためには，目的タンパク質の構造(高次構造も含めて)を決定する必要がある。構造決定はまず， アミノ酸配列

(一次構造)を決めることから始まるo このアミノ酸配列の決定は，過去40年にわたり，主としてエドマン法により

行われてきたが，最近では，遺伝子解析技術の急速な進展により，全配列をエドマン法のみで決めるよりはむしろ，

1 )目的タンパク質の部分ア'ミノ酸配列決定， 2) その配)1111こ基いてcDNAの単離， 3) 塩基配列の決定， 4) 全ア

ミノ酸配列の推定， という方式が一般的となっているo しかし，遺伝子から得られる一次構造情報は，原則として未

成熟なタンパク質に関する情報である。多くのタンパク質は翻訳後，種々の修飾を受け，真に機能をもったタンパク

質へと成熟する。そのため， タンパク質の機能を理解するには，成熟したタンパク質の構造情報が不可欠である o

上述の観点から，本研究は， cDNA塩基配列よりアミノ酸配列が既に推定されているタンパク質について， その成

熟体の構造解析の方法論を確立することを目的として行った。まず， ブタ腎臓アミノアシラーゼ I のタンパク質側か

らの一次構造解析をイオンスプレータンデム質量分計を用いて行った。この解析は， 1) タンパク質の分子量の決定，

2 )タンパク質をプロテアーゼ等で断片化し， LC/MS 法による各断片化ペプチドの分子量の決定と cDNAの塩基配

列より推定されるアミノ酸配列への帰属， 3) MS/MS 法による各断片化ペプチドのアミノ酸配列および修飾構造

の決定， 4) システイン残基の存在状態の決定， という手順で行った。その結果，本酵素は， 406 残基のアミノ酸よ

りなり，開始メチオニンが切断を受けた後，第 2 番目のアラニンがアセチル化されている以外はcDNAの塩基配列よ

り推定されるアミノ酸配列と完全に一致すること， 5 個の半シスチン残基はすべてシステイン残基として存在してい

ることが明らかとなった。また，その過程でMS/MS法によるアミノ酸配列解析のための信頼性の高い新しい方法

を開発した。この方法は，目的ペプチドのN-末端をN-スクシンイミジル 5- ブロモー3- ピリジンカルボキシレートで

標識し，臭素の天然、同位体分布比を目印に， MS/MS 法により生じるフラグメントイオン中より， N-末端由来のフ

ラブメントイオンを容易に特定できるのが特徴である。さらに， C-末端にリジン残基を持つペプチドを H2 1R Q 中で

Achromobacter プロテアーゼ I で処理すると， C-末端カルボキシル基へ lROを特異的に高収率で、取り込ませることが

できることを見い出し， この同位体標識法を利用し，質量分析法による C-末端ペプチドの新しい同定法について開発

した。さらに， この酵素的 lRQ標識反応の機構についても解析した。
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論文審査の結果の要旨

本研究は，質量分析法を主軸とする蛋白質の一次構造解析法の確立を目的として行なったものである o 迅速かっ高

感度で構造決定ができる質量分析法の特徴を生かすため，蛋白質の N ， C両末端の新しい決定法を開発し，先端的構

造解析法を記述した本論文は，博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認めるo




