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キノコの 1 種であるヒラタケ由来のリボヌクレアーゼ RNase Po1（100 残基、11ｋDa）、ヤマブシタ

ケ由来 RNase He1（101 残基、11ｋDa）は、グアニン塩基特異的な RNase T1 ファミリーに分類され両

者は高いホモロジーを有する。RNase Po1 は、ヒト白血病細胞 HL-60、神経芽腫に対し顕著な増殖抑制

作用を示すが（Kobayashi H. et.al.Biosci. Biotechnol.Biochem., 77, 1486-1491,2013)、He1 は全く示さない。

両酵素の構造と増殖抑制作用の関連を比較研究することは、新たな抗腫瘍剤の開発の一序となり得る

と考えている。 本プロジェクトですでに RNase Po1 の X 線結晶構造解析に成功している (PDB ID: 

3WHO)。本年度は、RNase He1 の X 線結晶構造解析に取り組み、ミクロシーディング法にて He1 の結

晶が得られた。 この結晶は亜鉛と RNase He1 の複合体で、構造解析の結果から、活性中心を構成す

るアミノ酸残基は、RNase Po1, Ms, T1 の活性残基と同様であり、また、RNase Po1 と同様のジスルフィ

ド結合を有していることがわかった。 また、今回得られた構造は亜鉛原子が活性中心にはまり込む

形で結合しており、亜鉛を除くと成立しない不活性型の酵素と考えられ、現在、亜鉛フリーの構造を得

るための結晶化条件を検討している。 

一方、RNase He1 の RNA 分解活性に関与しない 12 残基の酸性アミノ酸残基を中性アミノ酸に改変

した改変体の至適 pH が pH4.5 から、RNase Po1 と同様の pH7.5 に変動し、Po1 と同程度の腫瘍細胞増

殖抑制作用を獲得することはすでに明らかにした。そこで、この 12 残基のうち 1～４残基のみ改変し

た改変体を作製し、至適 pH に関与するアミノ酸残基の限定を試みた。その結果、4 アミノ酸残基（D31-

D38-E92-D93）を改変により大きく pH が変動したことから、少なくともこの４残基が至

適 pH に影響を与えていることがわかった。 Zn-RNase He1 の高次構造から中性状態では、D93 と

基質のリン酸基が反発する位置にある可能性があり、さらに、これら４アミノ酸残基の位置と基質と

の関係を考察中である。 
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