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    学位論文題名
NMR studies of tandem repeats with high flexibility
    ●  ●
    lnprlonproteinS

    （プリオン蛋白質に存在する高い運動性を持った

タンデムリピートの構造：NMR法を用いた構造研究）

学位論文内容の要旨

  プリオンタンパク質(PrP)は、主に脳・神経繊維で発現する。正常なPrPの立体構

造が変化して生じる変異型PrPが、クロイツフェルト・ヤコブ病、スクレイピー、

狂牛病などの致死性の脳症を引き起こすとぃう仮説が広く受け入れられている。

  PrPは約200残基からなり、glycosyl phosphatidyl inositolアンカーで膜に結

合している細胞外夕ンパク質である。哺乳類PrPのN末端側には、8残基PHGG (G/S)WGQ

が5回繰り返したタンデムリピートが存在し、鳥類PrPのN末端側にも6残基PHNPGY

が9回繰り返したタンデムリピートが存在する。これらのタンデムリピートは哺乳

類の間及び鳥類の間ではよく保存されており何らかの生理的機能を果たしていると

推測される。最近、哺乳類PrPのタンデムリピート領域に銅イオン（u）が結合する

こと、また銅イオン（n）の還元を行うことが報告された。さらにSOD活性を有する

ことが報告された。

  マウス、ハムスター、ヒト、ウシのPrPに対するNMR法を用いた構造解析による

と、C末端側の約100残基は3本のa―ヘリックスとロ―シートからなるグロビュール

なドメインを形成している。一方、タンデムリピートを含むN末端側の約100残基

は非常に運動性に富み、ランダムコイルであると考えられている。しかしタンデム

リピート領域ではNMRスベクトルが重なるため距離および角度情報が得られておら

ず、ランダムコイルを示す直接的な実験事実はない。また鳥類のPrPに対しては構

造解析がなされていない。そこで、本研究では、夕ンデムリピートの詳細な構造情

報を得るために、リピート数が少ないモデルベプチドを合成し、そのNMR構造解析

を行った。

  以下に記す哺乳類PrPのモデルベプチドLl、L2と鳥類PrPのモデルベプチドAl、

A3を合成した。

Ll：  CIR2Q3P4H5G6G7SSW9G10Q11R12D13C14
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L2：  CIR2Q3P4H5G6G7G8W9G10Q11P12H13G14G15G16W17G18Q19R20D21C22

Al：  HIN2p3G4Y5P6H7N8

A3：   RIQ2p3G4Y5P6H7N8P9G10Y11P12H13N14P15G16Y17P18H19N20

  LlとL2は親水性を上昇させるために親水性の残基を両端に付加した。また、取

り得る立体構造の数を減少させることを期待して、ジスルフイルド結合によりLlと

L2の環状化ベプチド(Cl、C2)も合成した。

  NMR測定には、JEOLの5001vn-lzと600MHzの装置を用いた。プロトンのケミカルシ

フトの帰属および距離、角度情報を得るためにDQF―COSY、TOCSY、NOESYを用いた。

測定は構造の安定化を考慮して5℃の低温で行った。また、分子動力学による構造計

算にはプログラムX―PLORを用いた。分子モデリング法による構造予測はプ口グラム

MMSを用いた。

  哺乳類PrPのモデルペプチドLl、L2では、PHGG (G/S) WGQ単位配列由来のプロトン

のケミカルシフトを完全に帰属できた。Llにおいて、H5のpプロトンとW9の芳香

環の間にNOEが観測され、これらの側鎖が近接することが示された。さらに、Qll

におけるアミドプロトンのケミカルシフトの温度係数が低く、W9のCHaとQllのNH

の間、Gl0のNHとoilのNHの間にNOEが観測された。NMR法で得られた構造情報

を用いてLlの構造計算を行った。その結果、HGGSWでHisのイミダゾール環とTrp

の芳香環が近接するループとSWGQでp―夕ーン構造を形成していた。L2で得られた

構造情報はLlの結果と矛盾しなかった。

  鳥類PrPのモデルペプチドAlにおいて、プロトンのケミカルシフトの帰属をほぼ

達成した。AlではY5とP6の間のぺプチド結合がシスとトランスの2つの異性体を

形成していることが分かった。Y5のアミドプロトンのH一D交換が他の残基より遅く、

そのケミカルシフトの温度係数も低いことが分かった。さらに、P3のCHaとY5のNH

の間、G4のNHとY5のNHの間にNOEが観測された。これらの結果は、NPGYでpタ

ーン構造を形成していることを示した。A3で得られた構造情報はAlの結果と一致

した。次に、NPGYでのp夕ーン形成を条件として分子モデリング法を用いて構造予

測を行った。その結果、HNPGYでHisとTyrの側鎖が近接するモデルが得られた。

  以上の研究結果から、哺乳類と鳥類のPrPのタンデムリピートは、単位配列の長

さとアミノ酸配列の違いにも関わらず、Hisと4残基離れた芳香環残基（哺乳類Trp/

鳥類Tyr)が近接する構造を形成することが分かった。このことから、これらのタン

デムリピートは類似の生理的機能を持っていると思われる。他の研究者によるラマ

  ンやCD等の実験結果を考慮すると、哺乳類PrPのタンデムリピートPHGG (G/S)WGQ

  において見いだされたHGG (G/S)Wでのループ構造と(G/S) WGQでのp夕ーン構造は、

銅の結合及び還元を促進することが示唆される。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
NIVIR studies of tandem repeats with high flexibility
    ●  ●
    lnpr10nproteinS

    （プリオン蛋白質に存在する高い運動性を持った

タンデムリピートの構造：NMR法を用いた構造研究）

  プリ オン 蛋白質(PrP)は約200残基からなり、哺乳類ではN末端側に8残基

PHGG(G/S)WGQが5回繰り返したタンデムリピートが存在する。又、鳥類のPrPのN末

端側にも6残基PHNPGYが9回繰り返したタンデムリピートが存在する。これらのタン

デムリピートは哺乳類の問でも、鳥類の間でもよく保存されており、生理的機能との関連

が問題とされている。ヒト、ウシなどのPrPに対するNMR測定により、C末端側の約100

残基の部分の構造は解析されたが、N末端側のタンデムリピートに関してはNMRスベク

トルが重なるために、構造に関する知見は得られていない。

  申請者は、PrPのN末端側のタンデムリピートの構造に関する詳細な情報をNMR測定

より得るために、哺乳類のPrPの繰り返し単位を1個含むモデルベプチド(Ll）と2個含

むモデルベプチド(L2)を合成した。同様に、鳥類のPrPの繰り返し単位を1個含むモデ

ルベプチド(Al）と2個含むモデルベプチド(A2)を合成した。水への溶解性を増大させ

る目的で、これらのモデルペプチドの両端に親水性の残基を付加した。LlとL2のNMR

測定では、PHGG(G/S)WGQ単位由来のプロトンの化学シフトを完全に帰属した。aプロ

トンの化学シフトの実測値とランダムコイルでの値の差の挙動はヒトのPrPのタンデムリ

ピートついて得られている化学シフトの差の挙動と類似した。Hisの6プロトンとそれから

4残基離れた′IYpの側鎖のプロトンとの間にNOEを観測した。Glnのアミドプロトンの化

学シフトの温度係数は小さかった。NOEによる距離情報を用いてLlの構造計算を行なっ

て、HGG(G/S)Wにループ構造、（G′S)WGQにO夕ーン構造を見出した。これらの解析結果

から哺乳類のPrPのタンデムリピートはランダムではなく繰り返し単位ごとに構造を形成

することを推定した。モデルペプチドAlとA2にっいても同様なNMR測定を行い、

PHNPGY単位においてNPGYにp夕ーン構造を見出し、HisとTyrが近接した構造を予測
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した。哺乳類のブリオン蛋白質は、その立体構造が変異するとクロイツフェルト・ヤコブ

病や、狂牛病などの致死性の脳症を引き起こすと考えられており、申請者のN末端側のタ

ンデムリピートの構造に関する研究の意義は大きい。

  よって申請者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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