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論文内容の要旨

カエル網膜から発見された S ーモジュリンは、高Ca 2 +濃度でロドプシンのリン酸化を阻害し、 JI頃応に関与してい

ると考えられる。私は、カエル網膜中の新たなCa 2 +結合タンパク質( 526) をコードする cDNA をクローン化した。

推定される 526のアミノ酸配列は、ビジニン(ニワトリ網膜に存在すると考えられているタンパク質)のものと77%、

S ーモジュリンのものと 67%が一致していた。免疫組織化学的手法を用いてこれらのカエル網膜中での局在を調べた

ところ、 S ーモジュリンは樟体視細胞に、 526は錐体視細胞に存在することが明らかになった。 s ーモジュリン、 526

の N末端にはミリストイル基付加シグナルがあり、脂肪酸修飾されていると考えられる。私はN末端未修飾の S ーモ

ジュリンと 526、及びN末端ミリストイル化した S ーモジュリンと 526の 4 種をそれぞれ大腸菌の系で発現させ、精

製することに成功した。 N末端ミリストイル化 S ーモジュリン、及び 526のCa 2 +濃度に依存したトリプトファンの蛍

光スペクトル変化を比較したところ、両者とも、約700μMのCa 2 +結合定数を持つことが示された。

S ーモジュリンは 526tこ比べて、より強く視細胞外節膜に結合することが明らかになった。 N末端から 173 番目の

アミノ酸までが 526の配列、 C末端の29アミノ酸が S ーモジュリンの配列を持ったキメラ 526 は S ーモジュリンと同

等の膜結合性を示した。これに対し、逆の組み合わせのキメラ S ーモジュリンは 526と同等の膜結合性を示した。ま

た、 C末端付近の正電荷を除去した変異 S ーモジユリンは 526以下の結合性しか示さなかったが、負電荷を除去した

S ーモジュリンでは、野生型の S ーモジュリン以上の膜結合性を示した。さらに、これらのタンパク質のロドプシン

のリン酸化に対する影響を調べた結果、高い膜結合a性を持つタンパク質は膜結合性の低いタンパク質に比べ、より効

率的にロドプシンのリン酸化を阻害した。以上の結果から S ーモジュリンの C末端の正電荷は、膜への結合性を高め、

それによりロドプシンのリン酸化を強く阻害すると考えられる D

S ーモジュリンには 2 つの EF-handCa2 +結合部位が存在するが、このうちの一方を不活化し、それぞれが担う役

割を調べた。 EF-hand2 を不活化した変異体 (E85M) と EF-hand3 を不活化した変異体 (E121M) のCa 2 +非結合状態

でのトリプトファンの蛍光スペクトルは野生型のものとほぼ一致した。このことから、変異の導入は s- モジュリン

の構造を大きく破壊していないと考えられる o 野性型は 1 分子当たり 2 つのCa 2 + を結合し、 E85M は 1 分子当たり l

つのCa 2 + を結合した。これに対して、 E121M はCa 2 + を結合しなかった。このことから、 EF-hand3 へのCa 2 + の結合

が EF-hand2 へのCa 2 + の結合に重要で‘あると考えられる o E85M は野生型と同等に視細胞外節膜に結合するが、ロド

プシンのリン酸化は阻害しなかった。このことから、 EF-hand3 へのCa 2 + の結合は s- モジュリンの視細胞外節膜へ
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の結合を引き起こし、 EF-hand2 へのCa 2 + の結合がロドプシンのリン酸化の阻害に必要であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

感覚に一般ある順応現象の分子機構ではカルシウム結合蛋白質が重要な働きをしていることが明らかになってきた。

松田君提出の論文では視細胞内で順応に働くカルシウム結合蛋白質 S ーモジュリンの大腸菌による大量発現系を確立

し、カルシウム結合部位の変異体を作り、カルシウム結合と機能との関係を明らかにした。また類似蛋白質 s26 の

cDNA をクローン化し、大腸菌による大量発現系を確立し、キメラ蛋白質を作って S ーモジュリンとの性質の違いを

明らかにした。

これらの知見は視覚の研究に、新たな視点を与えるだけでなく、一般の細胞内情報処理機構の理解にとって重要な

知見である。よって松田君提出の論文は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める。
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