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            教 授 兼松 泰男 

論 文 内 容 の 要 旨 

 本研究では、モデル蛋白質として中温菌、高度好熱菌、超好熱菌由来の RNase HI を用い、その熱安定性の違いを

もたらす立体構造の相異点を同定し、蛋白質の構造安定化への戦略に新たな知見を与えるために、次のような研究を

行った。第１章では、大腸菌 RNase HI を用いて分子表面の荷電性アミノ酸の割合を増やすと蛋白質の安定性が向上

するか解析した。その結果、全ての変異型 RNase HI の安定性が野生型 RNase HI より低下することがわかった。変

異型 RNase HI と野生型 RNase HI の結晶構造及び安定性を比較することにより、蛋白質の不安定化は、近接する残

基間の静電的反発に起因することを明らかにした。以上のことから、好熱蛋白質の分子表面に存在する荷電性アミノ

酸は静電的反発を起こさないように最適な位置に配置されていることを提案した。第２章では、Sto-RNase HI の結

晶化及び X 線結晶構造解析を行い、結晶構造を 1.6Å分解能で決定した。その結果、Sto-RNase HI は他の Type 1 
RNase H と全体構造や活性部位が類似していることを明らかにした。しかし、C 末端 tail がジスルフィド結合、水素

結合、疎水性相互作用により分子本体に強く固定されている。この結果から、Sto-RNase HI の C 末端 tail は耐熱化

に大きく寄与していることを提案した。さらに、大腸菌 RNase HI の His124、HIV-1 RNase H の His539、Bh-RNase 
H の Glu118 が存在する位置に Arg118 が存在することを明らかにした。このことにより Sto-RNase HI の Arg118
は触媒活性に重要な役割を果たしていると考えられる。第３章では、Sto-RNase HI の Arg118 と C 末端 tail の役割

を理解するために、変異型蛋白質を構築し、触媒機構及び熱安定性を解析した。その結果、ジスルフィド結合を形成

できない変異体とC末端 tailを削除した変異体は野生型蛋白質と比べて安定性が大きく低下していた。このことから、

C 末端 tail の固定化が Sto-RNase HI の高い熱安定性の主要因子であることを提案した。さらに、Arg118 の役割を

調べる目的で Arg118 を Ala に置換した変異型蛋白質は、RNase H 活性と dsRNase H 活性、両方とも大きく減少す

ることを明らかにした。しかし、基質結合能は触媒活性ほどには大きく変化しなかったので Arg118 は触媒活性に重

要な役割を果たしていることを提案した。 
 本研究では、RNase HI をモデル蛋白質として立体構造と安定化機構を関連付けて解析することにより、蛋白質の

構造や安定化機構についてより理解を深めることができた。 
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 本研究では、モデル蛋白質として中温菌、高度好熱菌、超好熱菌由来の RNase HI を用い、その熱安定性の違いを

もたらす立体構造の相異点を同定し、蛋白質の構造安定化への戦略に新たな知見を与えるために、次のような研究を

行っている。第１章では、大腸菌 RNase HI を用いて分子表面の荷電性アミノ酸の割合を増やすと蛋白質の安定性が

向上するか解析している。その結果、全ての変異型 RNase HI の安定性が野生型 RNase HI より低下することを明ら

かにしている。変異型 RNase HI と野生型 RNase HI の結晶構造及び安定性を比較することにより、蛋白質の不安定

化は、近接する残基間の静電的反発に起因することを明らかにしている。以上のことから、好熱蛋白質の分子表面に

存在する荷電性アミノ酸は静電的反発を起こさないように最適な位置に配置されていることを提案している。第２章

では、Sto-RNase HI の結晶化及び X 線結晶構造解析を行い、結晶構造を 1.6Å分解能で決定している。その結果、

Sto-RNase HI は他の Type 1 RNase H と全体構造や活性部位が類似していることを明らかにしている。しかし、C
末端 tail がジスルフィド結合、水素結合、疎水性相互作用により分子本体に強く固定されている。この結果から、

Sto-RNase HIの C末端 tailは耐熱化に大きく寄与していることを提案している。さらに、大腸菌 RNase HIの His124、
HIV-1 RNase Hの His539、Bh-RNase Hの Glu118が存在する位置に Arg118が存在することを明らかにしている。

このことにより Sto-RNase HI の Arg118 は触媒活性に重要な役割を果たしていると考えられる。第３章では、

Sto-RNase HI の Arg118 と C 末端 tail の役割を理解するために、変異型蛋白質を構築し、触媒機構及び熱安定性を

解析している。その結果、ジスルフィド結合を形成できない変異体と C 末端 tail を削除した変異体は野生型蛋白質と

比べて安定性が大きく低下することを明らかにしている。このことから、C 末端 tail の固定化が Sto-RNase HI の高

い熱安定性の主要因子であることを提案している。さらに、Arg118 の役割を調べる目的で Arg118 を Ala に置換し

た変異型蛋白質は、RNase H 活性と dsRNase H 活性、両方とも大きく減少することを明らかにしている。しかし、

基質結合能は触媒活性ほどには大きく変化しなかったので Arg118 は触媒活性に重要な役割を果たしていることを提

案している。 
 以上のように、RNase HI をモデル蛋白質として立体構造と安定化機構を関連付けて解析することにより、本研究

では蛋白質の構造や安定化機構についての理解がより深められている。 
 よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。 




