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論 文 の 内 容 の 要 旨

オポムチンは卵白タンパク質の約3.51を占める繊維状の糖タンパク質で､性質の異なっ

たα-サブユニット[見掛け上の分子量(A■l);約220k♪a]及びβ-サブユニット(A暮

l;約400k♪a)からなる構造を有し､その各サブユニットがジスルフィド結合を介して巨

大分子構造をとっている｡不溶型オポムチンについては分子全体の粒子量が2.3Ⅹ10

k♪a と算出されている｡しかし､そのオポムチンの構造は､その分子構造が複雑であるこ

とや難水溶性であることなどから､詳細には解析されていない｡

本研究ではオポムチンの複雑な特異的構造を明らかにするために､化学的手法(化学的

分析､SDS-PAGE､加熱処理及び還元処理など)と生化学的(ウイルスと抗オポムチン抗体

に対する親和性の測定及び酵素処理など)を組み合わせて解析したものである｡

本論文は第1～3章で構成されている｡第1章では卵白タンパク質及びオポムチンのウ

イルスに対する親和性につき検討し､オポムチンは他の卵白タンパク質と比較して､ウシ

ロタウイルス(シマネ株､即)では4000倍以上､ニワトリニューキャッスル病ウイルス

(石井株､M川)及びとトインフルエンザウイルス(A型/北京､IY)では200倍以上の

強い赤血球凝集阻害(ⅡⅠ)活性をもつと明らかにした｡オポムチンサブユニット､還元ア

ルキル化及び酵素処理したオポムチンの且†及びM川 に対するⅡⅠ活性の測定結果から､オポ

ムチンがウイルスに対してⅡⅠ活性を発揮するためには､R†に対してはα一 とβ-サブユニ

ットが結合した巨大分子構造が､M川 に対してはβ-サブユニットのみが必要であるとし

た｡

-64-



第2章ではオポムチンの特異的構造の解析として､加熱処理あるいは還元処理したオポ

ムチンのM川 と抗オポムチン抗休に対する親和性につき検討した｡オポムチンサブユニッ

ト及び還元アルキル化オポムチンのNDYに対する親和性をELISl(Enzyne-1inkedimun0-

sorbent assay)により評価したところ､ⅡⅠによる結果とはぼ同権な傾向が認められた｡ま

た､脱シァル化したオポムチンはM川への親和性をはとんど消失していたことから､その

シァル酸の寄与が示された｡一方､オポムチンの抗休への親和性が還元アルキル化処理に

より完全に消失したことから､抗休はジスルフィド結合付近の三次構造を特異的に認識し

ていると分った｡これらの結果を踏まえて加熱処理したオポムチンの構造を解析したとこ

ろ､pE及び加熱温度の上昇に伴い構造の破壊が認められるが､p‡6と8では70℃以下､pE

lOでは60℃以下の加熱であれば比較的安定であると示された｡さらに､部分的に還元アル

キル化したオポムチンの構造を解析した結果､ND†に対してはα一サブユニット間あるい

は各サブユニット分子内の､抗体に対しては主に比較的分子表面に存在するジスルフィド

結合が親和性の発揮に関与すると結論づけた｡また､α-およびβ一サブユニット1分子

当たりの全チオール基数はそれぞれ144及び15個であることも明らかにした｡

第3章ではオポムチンの特異的構造の解析として､プロナーゼ処理オポムチンフラグメ

ントの調製と､そのフラグメントの部分的構造につき検討した｡プロナーゼ処理したオポ

ムチンをゲルろ過して､糖を比較的多く含む両分(pl～P3)とタンパク質を多く含む画分

(P4,P5)に分画した｡主なフラグメントのAl暮はPlが約220kD､P2が約120kDa(P2a)

及び100kDa(P2b)､P3が釣60kDaであった｡各面分の化学組成を2種のサブユニットと比

較したところ､Pl～P3はβ-サブユニット由来､P4及びP5は主にα-サブユニット由来の

分解物を含有していた｡Pl～P3の糖の割合が釣901と非常に高いことから､β-サブユニ

ットには糖鎖の多い領域と少ない領域が存在すると示された｡Plをさらにプロナーゼ処理

して得たフラグメントを解析した結果､PlがP2a及びP3から成っていると明らかにした｡

また､脱シァル化したP2をプロナーゼ処理した結果から､P2aはさらに糖軌こ富む分子量

のほぼ等しい2つの領域からなると患われた｡ND†に対しては主にシァル酸を多く含む画

分､抗体に対してはジスルフィド結合を含む両分に高い親和性が認められた｡抗体に対す

る親和性は主にP4及びP5由来の3つのフラグメントに認められた｡そこで､P4の還元後の

主なフラグメントとα-サブユニットについてⅣ末端からのアミノ酸配列を決定した｡

これらの結果より､オポムチン及びβ-サブユニットの特異的なモデル的構造を考案し､

それに基づき考察した｡

本研究の成果はオポムチンのみならず､広く糖タンパク質の構造と携能の研究に対して

も新しい知見を示し得た｡

審 査 結 果 の 要 旨

本審査委員会は､学位申請者､柘植洋治の学位論文｢鶏卵卵白オポムチンの特異的構造

に関する化学的･生化学的解析｣につき､論文の構成､内容ならびに基礎となる学術論文

等について慎重に審議し､その内容が貴重な知見であり､学術的にも価値のあるものと評

価した｡その結果､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の博士
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(農学)の学位論文として十分価値あるものと認めた｡

以下に論文内容についての寺査結果の概要につき記す｡

Ⅰ.研究の目的:

オポムチンは卵白タンパク質の約3.51を占める繊維状の糖タンパク質で,性質の異な

ったα-サブユニット[見かけ上の分子量(1日);約220kDa]及びβ-サブユニット

(A肌;約400kDa)からなる構造を有し､その各サブユニットがジスルフィド結合を介し

て巨大分子構造をとっている｡不溶型オポムチンについては分子全体の粒子且が2.3X

lO4kDaと算出されている○しかし､そのオポムチンの構造は､その分子構造が複雑で

あることや難水溶性であることなどから､詳細には解析されていない｡

本研究ではオポムチンの複雑な特異的構造を明らかにするために､化学的手法(化学

的分析､SDS-PIGE,加熱処理及び還元処理など)と生化学的(ウイルスと抗オポムチン

抗体に対する親和性の謝定及び酵素処理)を組み合わせて解析したものであり､この研

究に優れた独創性を見い出すことができると手套委員会は判定した｡

ⅠⅠ.研究成果と手套概要:

本蓄文は第1～3章で構成されている｡算1章では卵白タンパク質及びオポムチンの

ウイルスに対する親和性につき検討し､オポムチンは他の卵白タンパク質と比較して､

ウシロタウイルス(シマネ株.馴)では4000倍以上､ニワトリニューキャッスル病ウイ

ルス(石井株､醐Ⅴ)及びヒトインフルエンザウイルス(l型/北京､Ⅰ†)では200倍以

上の強い赤血球凝集阻害(打Ⅰ)活性をもっと明らかにした｡オポムチンサブユニット､遵

元アルキル化処理､または酵素処理したオポムチンの即及びM川に対する‡Ⅰ活性の測定

結果から､オポムチンがウイルスに対してⅡⅠ活性を発揮するためには､即に対してはα

-とβ-サブユニットが結合した巨大分子構造が､醐Ⅴに対してはβ-サブユニットの

みが必要であるとした｡

第2章ではオポムチンの特異的構造の解析として､加熱処理あるいは遭元処理したオ

ポムチンのM川 と抗オポムチン抗体に対する親和性につき検討した｡オポムチンサブユ

ニット及び遵元アルキル化オポムチンのNDYに対する親和性をELISl(EnzyJLe-1inked

i血hunOSOrbent assay)により評価したところ､ⅡⅠによる抵果とはぼ同様な傾向が認め

られた｡また､脱シァル化したオポムチオンは伸一に対する親和性をはとんど消失して

いたことから､そのシァル酸の寄与が明らかになった｡一方､オポムチンの抗体への親

和性が遺元アルキル化処理により完全に消失したことから､抗体はジスルフィド結合付

近の三次構造を特異的に認識していると分った｡これらの結果を倦まえて加熱処理した

オポムチンの構造を解析したところ､pⅡ及び加熱温度の上昇に伴い構造の破壊が認めら

れたが､pE6と8では70℃以下､p圧10では60℃以下の加熱であれば比較的安定であると

示された｡さらに､部分的に還元アルキル化したオポムチンの構造を解析した括果､ⅣD

Vに対してはα-サブユニット間あるいは各サブユニット分子内の､抗体に対しては主

に比較的分子表面に存在するジスルフィド結合が親和性の発揮に関与すると結論づけた｡
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また､α一及びβ-サブユニット1分子当たりの全チオーール基数はそれぞれ144及び15

個であることも明らかにした｡

第3章ではオポムチンの特異的構造の解析として､プロナーゼ処理オポムチンフラグ

メントの調製と､そのフラグメントの部分的構造につき検討した｡プロナーゼ処理した

オポムチンをゲルろ過して､糖を比較的多く含む両分(Pl～P3)とタン′くク質を多く含

む画分(P4,P5)に分画した｡主なフラグメントの見かけ上の分子量はPlが約220kDa.

P2が約120kDa(P2a)及び100kDa(P2b),P3が約60kDaであった｡各面分の化学組成

を2つのサブユニットと比較したところ､Pl～P3はβ-サブユニット由来､P4及びP5は

主にα-サブユニット由来の分解物を含有していた｡Pl～P3の糖の割合が約901と非常

に高いことから､β-サブユニットには糖鎖の多い領域と少ない領域が存在すると示さ

れた｡Plをさらにプロナーゼ処理して得たフラグメントを解析した結果､PlがP2a及び

P3から成っていると･明らかにした｡また､脱シァル化したP2をプロナーゼ処理した結果

から､P2aはさらに糖鎖に富む分子畳のほぼ等しい二種の領域からなると思われた｡ND

一に対しては主にシァル酸を多く含む両分､抗体に対してはシスチン残基を多く含む両

分に高い親和性が認められた｡抗体に対する親和性は主にP4及びP5由来の3つのフラグ

メントに認められた｡そこで､P4の義元後の主なフラグメントとα-サブユニットにつ

いてⅣ末端からのアミノ酸配列を決定した｡

これらの結果より､オポムチン及びβ-サブユニットの特異的なモデル的構造を考案

し､それに基づき考察した｡

以上の内容の論文に対して､いくつかの疑問及び考察への希望は出されたものの､内

容の充実度､論文の完成度のいずれの点でも非常に高い評価を受けた｡
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