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氏 名 鬼塚 正義

(論文 内容の要 旨)

蛋 白質の生理的機能発現のためには、固有の高次構造が必要であるとされている。し

か し近年 、天然変性 蛋 白質(mp)と 呼 ばれ る生理 的条件下 で高次構造 を有 さない機 能

性 蛋 白質 が多数発 見 されてい る。E)Pは 標 的(リ ガ ン ド)と結合す る事 に よ り高次構造 へ

折 り畳 まれ る誘導折 り畳み(inducedfolding)勘 ・う現象 を示す。また 、蛋 白質 による分 子

認 識 において も、誘 導折 り畳み は重 要な役割 を果 たす に もかかわ らず 、その反応機構 は

明 らかに され ていなか った。本研 究 では、生理 的条件下 で構造 を有 さないに も関わ らず

核酸分解 活性 を保 持 しているスタ フィロ コッカル ヌ ク レアーゼ(SNase)の 変異体 を用

いて 、阻害剤 に よる誘 導折 り畳み機構 を研 究 し、その機構 を明 らかに した もの であ る。

第1章 で は 、研 究 の 背 景 及 び 研 究 目的 が述 べ られ て い る。

第2章 で は 、△140-149及 び33A34を 用 い た 誘 導 折 り畳 み機 構 の解 析 につ い て

述 べ て い る。阻 害剤 誘導折 り畳 みの ス トップ トフ ローCDに よる速度論 的測定 を行 い、

阻害剤濃 度依存性 を調べ た。△140-149で は 、 明確 なバ ー ス ト相 が 観 測 され 、バ ー

ス ト相 強 度 は 阻 害 剤 濃 度 に依 存 した。33A34で は 、 阻 害 剤 濃 度 に か か わ らず バ

ー ス ト相 は観 測 され な か った
。 緩 和 時 間 の 阻 害 剤 濃 度 依 存 性 も両 者 で 異 な っ て

い た。 次 の二 つ の 反 応 機 構 を仮 定 して 、反 応 方 程 式 を解 析 に解 い た 。

D＋L＜今F＋L⇔FL(Foldingbeforebinding)(1)

D＋L←＞DL⇔FL(Bindingbeforefolding)(2)

そ の結果 、33A34は(1)の 機 構iに従 い 、△140-149は(2)の 機 構 に従 うこ とを

示 した。 ま た 、様 々 な 波長 で のバ ー ス ト相 強 度 か ら求 め た バ ー ス ト相 のCDス

ペ ク トル か ら、DL複 合 体の形成 を明瞭 に示 してい る。

第3章 では、△140-149のDL複 合体 の構 造的特徴 を、 Φ値解析 を用いて 明 らか に し

てい る。解 析 の結果 、DL状 態 にお いて リガ ン ド結合部位 以外 の領域 は低 いΦ値((DDL＝

O-O.4)を示 し、変性構造 を取ってい る こと、 リガ ン ド結合部位 は相 対的に高 いΦ値(ΦDL＞

0.4)を持 っが天然構造 は形成 され てお らず 、天 然構造様 の空間配置(ト ポnジ ー)が 実

現 してい る ことを示 している。 また、遷移状 態で はDL状 態に比べ 、全体 的 にΦ値が上



昇し、構造形成が進んでいることを明らかにしている。以上のことから、DL状 態は確

かに変性構造に阻害剤が結合していることを結論 している。

第4章 では、これ らの結果 に基づ き、33A34は(1)の 機構 に、△140・・149は(2)

の機構 に従 う原 因 を考察 して い る。

以上のように、蛋 白質科学の分野で、これまであ りえないとされていた(2)

の機構 が実在 す るこ とを示 した。 これは世界で2例 目にな る。 また 、一つ の蛋

白質 の単純な変異で二つの異なる機構を実現することを示 した。 これは世界で

初めての成果である。ここで明 らかにされた誘導折 り畳み機構は、IDPや 蛋 白質

構造形 成機構 の理解 に重 要であるのみな らず、分子認識機構や分子進化機構の

理解など蛋白質科学や生物学の広い範囲に貢献するもの と考えられ る。



氏 名 鬼塚 正義

(論文審査結果 の要 旨)

蛋 白質 の生理的機能発 現のた めには、固有 の高次構 造 が必 要で ある とされてい る。 し

か し近年 、天 然変性 蛋 白質(IDP)/と 呼ばれ る生理 的条 件 下で高次構造 を有 さない機能

性 蛋 白質 が多数 発見 され てい る。正)Pは 標 的(リ ガ ン ド)と結合 す る事 に よ り高次構造へ

折 り畳 まれ る誘 導折 り畳み(inducedfolding)と い う現 象 を示す。また 、蛋 白質 による分子

認 識 にお いて も、誘導 折 り畳み は重 要な役 割 を果 たす に もかかわ らず 、その反応機構 は

明 らか に され て いなかった。誘導折 り畳み には、折 り畳み と結 合の二つ の素過程が存在

す る。 この順 序 に よ りD＋LoF＋LeFL(Folding㌦fbrebihding)とD＋LeDLeFL(Binding

beforefolding)の 二つの機 構 が考 えられ るが 、 これ まで後者 はあ りえない とされ てきた。

本研究 は、生理 的条件 下で変性構造 に あ り、酵 素活 性 を有 す る黄色 ブ ドウ球菌核酸分

解 酵素(SNase)の 変異体、△140-149及 び33A34を 用 いて、 阻害剤誘 導折 り畳みの分子機

構 を明 らかに した ものであ る。本論文 で得 られた成果 は以下 の通 りで ある。

1.上 述 の二つ の反応機構 に基 づ き、反応方程式 を解 析 的に解 き、リガ ン ド濃度 を変 え

た速度論的測 定か ら両機構 を識別で き るこ とを明 らかに した。

2.阻 害剤濃 度 に依存 したス トップ トフローCDに よる測定 か ら、△140・・149は装置 の不

感 時間 内に構 造形成す るバ ース ト相 が観測 され、バ ース ト相 強度は阻 害剤濃 度 に依存す

るが、33A34で は阻害剤濃 度 にかかわ らず バース ト相 は観 測 され ない ことを示 した。バ

ース ト相 はDL複 合体 の形成 を表 わ し、その構造 は変性 構造 とも天然構造 とも異 なる独

立の構造状態 で ある ことを示 した。

3.1の 結果 を適 用 し、33A34 .はFoldingbeforebinding、 △140-149はBindingbeforefolding

機構 に従 うことを示 した。

4.Φ 値解 析 か ら、△140-149のDL複 合体 の構 造 を明 らかに した。阻害剤 結合部位 は天

然構 造様 の空 間配 置(ト ポ ロジー)を 形 成 してい るが 、それ以外 は変性構 造で ある こ

と、折 り畳み の遷移 状態 で さらに構 造形成 が進 む こ とを示 した。

以上 の よ うに、本論文 ではDpの モデル とな るSNase変 異 体 を用い 、誘 導折 り畳み

機 構 を解析 した。そ の結果 、FoldingbeforebindingとBindingbeforefoldingの 両機 構 が実

現す る ことを示 した。特 に これまで あ りえない とされ ていたBindingbeforefoldihgrKee

を実証 したのは世界 で2例 目で あ り、全長 の蛋 白質 につ いては初めて の例 で ある。また、

一つ の蛋 白質 の単純 な変 異 で二 つ の機構 を ともに実 現 で きる こ とを示 したの は世 界 で

初 めて であ る。 これ らの成 果 は、IDPや 蛋 白質折 り畳み機構 の理解 のみ な らず 、蛋 白質

の分子認識機構 、蛋 白質 の分子進 化な ど蛋 白質科 学、生化学 、生物 物理学等広 汎な科学

分野 に貢献す る質の高 い先駆 的 な研 究 と高 く評価 で き、学術的 に大 きな意義 があ る。よ

って、審査委員 一 同は本論 文が博士(理 学)の 学位 論文 として価 値 あ るもの と認 めた。


