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論　　文　　の　　要　　旨

　分泌タンパク質や細胞内小器官に局在するタンパク質の多くは，前駆体タンパク質として合成さ

れ，合成および移送の遇程で隈定分解を受けた後，成熟タンパク質として機能することが知られて一

いる。この限定分解に関与するproteasesの研究は動物・植物を問わずほとんど進展をみていない

現状にある。

　本研究はホウレンソウを用いて，細胞内に微量に存在する膜結合性のserine　proteasesを検出し，

あわせて酵素としての性質を明らかにしたものであり，4章から成る。

！）第1章ではserine　proteaseの活性申心に高い反応性を持つDi－isopropy1phosphorofluoridate

（DFP）のaffinity1abe1i㎎法を考案し，ホウレンソウの発育に伴う，DFP結合タンパク質（serine

enZy孤eS）の消長を調べている。従来植物においては，種子発芽時や葉の老化時のタンパク質の分

解に関わるproteasesの研究のみが行われて来たが，本報では，子葉や成葉においても多種の

serine　enzy㎜esが存在すことを示し，〔3H〕一DFPを用いたaffinity1abe1i㎎法が細胞内の微量な

Serine　enZy㎜eSを検出するのに有効な方法であることを示している。

2）第二章では，成葉細胞内におけるDFP結合タンパク質（serine　enzy㎜es）の局在を調べ，同時に

proteaseに対する種々の活性中心修飾試薬を用いて，検出したserine㎝zy跳esの特性を明らかにす

ることを試みている。成葉のクロロプラスト，ミトコンドリアに各1種，ミクロゾームに2種の

serine　enzy㎜esを検出し，とくにミクロゾームに存在する44Kのserine　enzy服esがserine　protease

としての特性を持つことを示している。

一26一



3）第三章では，ミクロゾームの研究に適してカルスをホウレンソウの胚軸から誘導し，成葉で検

出したミクロゾームにに存在するSerine　enZy㎜eSの詳細な研究を行っている。カルスのミクロ

ゾームには成葉のミクロゾームに存在するserine　en．y㎜esと同じ39Kと44Kのserine　enzy㎜esが

存在し，それらはシヲ糖密度勾配遠心分画法により，NADH－cyt．c　reductaseと同一の挙動を示す一こ

とから小胞体に存在することを示し，39Kのserineenzy㎜esが弱い界面活性剤（O．05％

deoxycholate）で可溶化されるのに対し，44Kのserine　enzy㎜esは膜に強固に結合しており，O．5％

のcho1ateに初めて可溶化され，cho1ate存在下での分子量は90Kであることを示している。また

種々の活性中心修飾試薬を用いた〔3H〕一DFPとの競合実験により，この酵素は一SH依存性，金

属要求性のserine　proteaseであることを推論している。

4）第四章では，カルスのミクロゾームからカゼインを基質としてproteinase活性の抽出を試みて

いる。ミクロゾームには酸性領域と中性領域に至適PHを持つ2種のDFP感受性のカゼイン分解

活性が検出され，0．5％cho1ateで可溶化される申性proteaseは，分子量90K，Fe2＋またはZn2寺要

求性，一SH依存性のserine　proteaseであることを明らかにし，本酵素が第三章で検出した44Kの

serine脳y腋esと同一のものであることを結論ずけている。また，カルスから抽出した皿RNAの

in　vitro翻訳産物を墓質とすると，3．5Kのペプチドのみを特異的に分解することを示し，この

proteaseが高い基質特異性を持つことと，細胞内で機能し得ることを示唆している。

審　　査　　の　　要　　旨

　膜結合性proteasesの研究が遅れている理由には，これらproteasesの（1）の高い基質特異性，（2）

活性の不安定性，（3）低含量などをあげることができるが，本研究で開発された〔3H〕一DFPによる

affinity1abe1i㎎法は，これらの諸問題をある程度解消し，細胞の生理学的研究に大きく寄与する

ものと考えられる。

　また，初めて膜結合性proteasesの存在を明らかにし，その性格づけを行なった事は，従来植物

のproteaSeの研究中心をなして来た，発芽時や老化時のタンパク質の分解という観点とは異なっ

た，機能タンパク質の生成に関わるproteaseSの役割を強く示唆した点で高く評価される。

　本研究で得られた酵素の諸性質は，serine　proteasesの性質と極めて類似しているが，本酵素の

細胞内における機能に関しては，細胞内基質を明らかにする事が必須であり，その意味から，3．5

Kの翻訳産物が特異的に分解された事は興味深く，今後に期待される。

　よって，著者は理学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものとみとめる。
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