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第一～三章　Glutamate　 decarboxylase(GAD)の 分子生物学的 ・生化学的考察

　1977年 、真核生物の遺伝子が不連続である、すなわちイントロンとエキソンが存在することが発見

された。以来、エキソンシャッフリングによる合理的な遺伝子進化の加速 という概念が提唱されるな

ど、その意義に関する議論が続 けられてきた。また、近年 はイントロン自体にも機能が見出されて改

めて遺伝子構造の不連続性に対する関心が高まりっっある。本研究では、 グルタミン酸デカルボキシ

ラーゼ(GAD)を モデルとし、遺伝子上のイントロン・エクソン構造とタンパク質の進化 ・構造 ・

発現調節の関係を考察 した。

　GADは 神経系に働 く生理活性物質 γ一ア ミノ酪酸(GABA)を 産生する酵素で、原生生物から哺

乳類にいたる幅広い生物分布を示す。また、哺乳類は異なる遺伝子にコー ドされた2種 類のアイソフォー

ム(GAD65とGAD67)を 持っ。 これらの特徴か ら、　GADが 古い起源 と複雑な分子進化を経たタン

パク質であることが推測できる。

　第一章では哺乳類とショウジョウバエのGAD遺 伝子におけるイントロンーエキソン構造の比較を

通 し、分子進化に対するイントロンーエキソンの関与を検討 した。GAD65、67お よびショウジョウ

バエGADを ア ミノ酸配列相同性に基づき配列整形すると、イントロンの挿入位置は非常に良 く対応
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して い た。GAD65、67の 非 相 同 性 が集 中す るN末 端 側 に着 目す る と、 この セ グメ ン トが エ キ ソ ン1-

3に 相 当 し、 なお か っ エ キ ソ ン ご とに ア ミノ酸 残 基 の 置換 度 が 異 な る ことが判 った。 また、 ショウ ジョ

ウバ エGADで は エ キ ソ ン1-3に 相 当 す る部 分 が 欠 落 し、　GAD65、67に 存 在 す る い くっ か のイ ン



トロンが消失していた。以上か ら、イントロン、エキソンがGADの 分子進化において機能的に働い

ていた可能性が示唆される。すなわち、祖先遺伝子が哺乳類型GADと ショウジョウバエGADに 分

化する過程で、 エキソン、イ ントロン単位で遺伝子の消失 もしくは付加が行われ、GAD65そ して

GAD67の 分化においてはエキソンが遺伝子突然変異の頻度を決定する要素であったという仮説を導

き出すことができる。

　第二章では、 ヒトGAD65とGAD67の 結晶構造において、各エキソンに対応するセグメントの配

置とタンパ ク質の構造、機能の関係を考察 した。球状タンパク質の ドメインが連続 した数十残基か ら

なる構造 と機能の単位 「モジュール」に分割されるという仮説により、多 くの結晶構造の網羅的解析

から、エキソン境界がモジュール境界の近傍に存在することが明 らかになっている。これより、エキ

ソンが複数のモジュールの集合であり、構造 ・機能の単位 としての性質を示す可能性が想定できる。

ヒトGADの アイソフォーム同士を検討 した結果では、お互いによく類似 した構造を持ち、エキソン

の立体構造上での配置もほぼ同じであった。ペプチ ド鎖上に反映されたエキソンの境界は、結晶構造

に見出される構造 ・機能の境界と良 く対応することが判明 した。また、モジュールの位置に関 しては、

一箇所を除いてすべて二次構造を形成するユニット内に位置す ることが判明した。 これより、エキソ
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ンそのものはタンパク質の立体構造においても構造単位 としての性質を持っものであり、モジュール

という単位を内在することが提唱できる。

　第三章では、 ヒトの末梢血 に存在する細胞をモデルに、 ウェスタンブロッティングによって実際に

発現するGADの 解析を試みた。前述のように、　GADは 神経伝達物質を産生する酵素でありなが ら、

神経系を持たない生物にまで分布が及ぶ。 このことか ら、GABA産 生以外の存在意義 に興味が持た

れてきた。実際、 ヒトGAD65タ ンパ ク質が糖尿病の自己免疫抗体のターゲット抗原タンパク質であ

ることが示されている。このような新 しい知見を得るたあには、個々の組織や細胞に発現するタンパ

ク質の実態を良 く知 ることが不可欠である。本研では、タンパ ク質C末 端側を認識する抗体で、通

常の分子量 とは異なる30お よび80kDaの バ ンドが検出された。 このバ ンドがGAD由 来であること

は、エピトープ近傍を増幅するプライマーを用いたPCRで 確認 された。また、プライマーの位置と

増幅の可否 との関係から、エキソン16の欠落が示唆された。検出されたタンパク質の分子量異常はエ

キソン16の欠落だけは説明ができないが、少なくとも1箇 所でスプライシング異常がおきており、そ

れが原因でこれまで検出されてこなかった新たな分子量のGADタ ンパク質発現 にっながる可能性を

示すものである。

　以上、一～三章ではGADを モデルとして多面的なアプローチを行うことで、分子進化 ・立体構造、

組織特異的な形態の発現調節など、 タンパク質の多様な局面におけるイントロンーエキソン構造の意

義にっいて具体的な知見を導 くことができたと考えている。



第四章Carboxypeptidase　 Y(CPY)の 低温圧力変性

　超高圧力によるタンパ ク質変性の研究は、 タンパ ク質の構造の成 り立ちを知る有用な手段の一っで

ある。酵母 カルボキシペプチダーゼ(CPY)は 低温 と圧力を同時に作用 させることで酵素活性を失

うことが知 られている。第四章では、CPYの 低温圧力変性にっいて、その特徴を検討 した。不可逆

に失活 した状態を分光学的手法により解析すると、全体のパッキングが緩み、疎水性 コアが表面へ露

出する現象が観察される一方、一部の二次構造は破壊 されずに保たれていることがわかった。また、

化学修飾剤への反応性から、活性中心に存在するセ リン・ヒスチジン・アスパ ラギン酸の電荷 リレー

系が撹乱されているが、その近傍にある基質結合サブサイ トの構造は保たれていることが示唆された。

以上はモルテングロビュールとよばれる変性中間体の特徴によく一致 している。 したがって、低温圧

力が不可逆的にモルテングロビュール構造への状態変化を誘発する可能性が示された。 これは、熱や

化学的な変性剤 には見 られないユニークな特徴である。 また、CPYの 分子量の16%に 相当する糖鎖

を欠損させた△glyCPYも ほぼ同様の挙動を示 したことから、低温圧力がポリペプチ ド鎖に与える構

造変化に糖鎖は関与 しないことが明 らかになった。一方、圧力存在下での比較においては△glyCPY

がより早 く活性を失うことが観察され、糖鎖の存在はポリペプチ ド鎖の動的性質に影響を与えると考

えられる。そのメカニズムとしては、直接的(立 体障害)、 間接的(剛 直性を与える)作 用両方によ

ることが想定できる。

　以上、本論第四章は低温圧力がタンパク質の構造に与える変化訟よびその動的変化において糖鎖の

影響にっいて新 しい知見を与えるものである。



　　　　　　　　　論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

　真核生物の遺伝子がイントロンによって分断されることが発見 されて以来、エキソンシャッフリン

グによる遺伝子進化の加速など、その意義にっいて議論が続 けられてきた。また、当初 ジャンクとみ

なされていたイントロン自体にも機能が見出され、遺伝子構造の不連続性に対する関心が高まりっつ

ある。本研究はグルタミン酸の脱炭酸反応を触媒する酵素、グルタミン酸デカルボキシラーゼ(GAD)

が示す進化学的、生理学的に興味深い特徴に着 目し、遺伝子の不連続性 との関連に則 った解析を試み

ている。

　第一一章では、GADが 原生生物、植物、哺乳類など広 く生物界に分布することを示 し、哺乳類では

アイソフォーム(GAD65、 　GAD67)が 独立 して遺伝子にコー ドされている特長を踏まえ、その進化

の過程におけるイントロンーエキソン構造の関与にっいて検討を行 っている。ハエ ・哺乳類のイント

ロン構造の対応から、最も変異が集中する領域 とエキソンとの対応を見出し、ハエと哺乳類あるいは

哺乳類におけるアイソフォームの分岐においてエキソンが遺伝子の付加消失の単位 として、また遺伝

子突然変異の頻度 に影響する因子 として機能 していた可能性を見出すことに成功 している。

　第二章では、タンパク質の構造単位モジュールとエキソンの対応説に基づき、 ヒトGAD　 67結晶構

造を対象に、エキソンという遺伝子上の単位が立体構造においてどのような意味を持ちうるかを考察

している。各エキソン境界と二次構造の関係を解析 した結果、エキソン境界が二次構造に該当しない

位置に偏る傾向があり、立体構造において比較的安定 した要素として存在する可能性を提唱 している。

　GADは 神経伝達物質GABAの 産生酵素である一方、神経系を持たない生物 にまで分布が及ぶ。

また、糖尿病発症 シェーマへの関与が示されるなどGABA産 生以外の生理的意義 に興味が持たれて

きた。 しか し、その基礎 となるべき個々の組織や細胞に発現するGADタ ンパク質の実態にいては、

まだ報告例が希少である。

　この空白を埋める試みとして、第三章ではヒトの末梢血細胞に発現するGADの 検出 ・解析を行 っ

ている。2種 類のGAD　 65抗体を用いたウェスタンブロッティングの結果、一方の抗体にのみ反応す

る28kDaお よび80　kDaの タンパ ク質が見出された。用いた抗体は、ペプチ ド抗原により作成された

ので、それ らのエピトープ近傍 に注目し、それぞれを増幅する2種 類のプライマーの位置 と増幅の可

否との関係か ら、これ らはエキソン16が欠落 したGAD様 タンパク質であることが示唆されている。

これを基にGAD遺 伝子がスプライシング機構を利用するPolymorphismに っいて始めて示唆する

もので、生体内の組織を特徴づけるための臓器特異的な多様なタンパ ク質発現の可能性にも言及 し、

遺伝子の不連続性と個体における細胞の多様な表現型 との研究にGADが 有用なモデル材料であるこ



とを論 じている。

　以上のように、本研究において、第一か ら三章では進化 ・立体構造 ・発現調節といった、 タンパク

質をめぐる様々な事象と遺伝子の不連続性の関連を考察 し、新たな知見をもたらし得る興味深い指摘

を行 っている。

　第四章では、カルボキ シペプチダーゼY(CPY)の 低温圧力変性状態について分光学的、化学的

手法を駆使 した解析を行い、一定のネイティブ構造を残 しなが ら不可逆に活性を失 うという特徴を明

らかにしている。 タンパク質の超高圧処理は、熱変性 とは異なるタンパク質の加工法として注目され

ている新 しい技術である。新規な食品加工製品の開発には、本研究で行われた基礎的な知見は必須と

される。 ここでは、低温における超高圧処理が、従来知 られてきた熱や尿素などとは異なる性質であ

り、タンパ ク質の立体構造構築原理を解明するためのユニークな方法論であることを示す ことに成功

している。

　以上、本研究 は、 グルタミン酸デカルボキシラーゼをモデルとして、エキソンとイントロンの情報

がどのように立体構造に反映されており、タンパク質生成過程におけるRNAの プロセシングとその

異常にっいて考察 し、新たなスプライシング異常の可能性を示唆 している。さらに、タンパク質化学

分野の応用として、超高圧下でのタンパク質の状態変化を解析 し、貴重な物理化学的知見を提供する

ものである。本研究の第一章、第二章の研究成果 は、二っの論文(英 文)と して国際的な学術雑誌

(Refereed　Journals)に 受理され、現在、 出版準備中である。第三章の研究成果は、二っの論文

(英文)と して執筆が完了 し、投稿する予定である。

　なお、松川聡子は社会人学生として就業 しながら、本研究成果を挙げている。

　よって、本論文は、奈良女子大学博士(学 術)の 学位を授与するに十分な内容を備えていると判断

されるQ


