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論文内容の要旨

本論文は、ランダムなアミノ酸配列を持つ人工ポリペプチドから酵素を進化的に創製する研究をまとめたものであ

り、緒論、本論 2 章、総括からなる。

緒論では、本研究の背景と目的、およびその意義について記述した。

第 1 章では、自然進化の影響を受けた天然酵素が持つ立体構造の単一性と高い触媒活性は、進化の過程で特殊化さ

れたのか、という問題を検討した。進化の影響のない水溶性ランダムポリペプチド(約 140 アミノ酸) 2 種類の物性

を解析した。これらは、天然酵素に見られるような特定の 2 次構造を備えていなかった。しかし、立体構造のコンパ

クトさは、変性状態の天然酵素の立体構造と比べて小さかった。また、エステル加水分解反応の触媒活性を調べたと

ころ、 2 種類とも触媒活性を有していたがその活性は微弱で、あった。これより、天然酵素に見られる特定の 2 次構造

と高い触媒活性は、進化の過程で特殊化したと考えた。進化で触媒活性が特殊化することより、酵素の進化的創製の

可能性を示した。

第 2 章では、ランダムポリペプチドからの触媒活性の進化実験を遂行した。ファージデ、イスプレー法を用いて、任

意に選んだランダム配列 10 種類について、エステル加水分解反応の遷移状態アナログに対する親和性を調べたとこ

ろ、配列によりその親和性が異なっていた。次に、 10 種類の中から最も高い親和性を示す配列を選択し、次世代とし

て、その配列に変異を加えた 9 種類の変異配列と親配列から構成される 10 種類のライブラリーを作った。この選択

と変異操作を 6 世代まで繰り返した結果、アナログに対する親和性が増加し、また、その反応の触媒活性も増加して

いった。これより、進化が可能となる最初のランダムポリペプチドのライブラリーサイズ、そして、触媒活性が増加

するのに必要なライブラリーサイズは、ともに 10 種類程度まで、小さくできることがわかった。

最後に、以上で得られた知見を総括し、今回示したランダムポリペプチドからの酵素の進化的創製が、人工酵素の

設計および蛋白質の立体構造問題の理解に与える影響を述べた。

以上、本論文ではランダムなアミノ酸配列を持つ人工ポリペプチドからの触媒活'性の進化について論じた。
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論文審査の結果の要旨

本論文では、ランダムなアミノ酸配列を持つ人工ポリペプチドの物性を解析することで、天然酵素に見られる高い

触媒活性と特定の 2 次構造は進化の過程で特殊化した物性であることを述べている。この知見から、ランダムなアミ

ノ酸配列を持つ人工ポリペプチドから進化的に酵素を創りえることを述べている。触媒活性の初期進化過程において、

ライブラリーサイズを 10 種類程度まで小さくしても進化が可能であることを述べている。

以上のように本論文は、ランダムなアミノ酸配列からの酵素の進化的創製に関し、その可能性及びその初期進化過

程を明らかにしている。ここにおいて得られた知見は、酵素の進化的創製に貢献するものであり、よって本論文は博

士論文として価値あるものと認める。
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