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論文内容の要旨

肝ミクロゾーム膜に存在する電子伝達成分タンパク質であるチトクロムb，(b.)および，フラピン

タンパク質であるNADHーチトクロム b，還元酵素(fp，)は典型的生膜タ ンパク質である。このこつの

分子はともに単ーペプチド鎖から成り，親水性の触媒領域の膜結合に関与する疎水性領域から成る両

親媒性の分子であると考えられている。これら二つの分子を材料として両観媒性がタンパク質のどの

様な分子的特性によるものかを検討した。

b，を塩駿グ7ニジンにより変性させた所，その変性は二段階的に進行し， 一段目はへムの脱離を伴

う親水性領域の変性に，そ して二段目は疎水性領域の変性に対応した。以上のことから b，分子は分子

内に相互に独立な二領域 (親水性および疎水性領域)情造を持つことを示した。 b.分子を トリ プシン

で消化した所，非常に特異的に親水性領域と疎水性領域の連結部が切断された。これら断片をそれぞ

れわけとり，蛋白化学的に各々を同定した後に，逮紫外円偏光二色性 (C0)スベク トルを測定した

所，親水性断片と疎水性断片のCDスベクトルの和がもとのb，分子のそれと良〈一致した。 このこと

はb，分子内の二つの領域がト リプンンによって切断された後も締造を保っていることを示し， 二領域

が相互に独立な締造を持つという先の結論を裏づけた。b.をホス7ァチジルコリノ (PC)リポゾー

ムに埋めた時もトリプシンによる切断およびCDスベクトルについて問機の結果が得られ，膜中にあ

っても b，分子は相互に独立な二領域情遣をもつことを示 Lた。

fp，分子についてb.と問機，塩酸グアニジンによる変性実験を行った所，非イオ ン性界面活性剤の

存在下でfp，分千もやはり二段階的に変性する。一段目は失活およびFADの税離を伴う親水性領域の

変性に対応し， 二段目は疎水性領域のそれに対応した。このことはIp，分も また相互にほぼ独立なニ
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領域構造を持つことを示しているO

bs分子を PCリポゾームに埋めた時その親水性領域は小胞の外に突出していることが知られている

が，疎水性領域の膜への結合様式は明らかではないo そこで， bs疎水性領域は分子のC末端に存在す

ることがわかっているので，bsをPCリポゾームに結合させてこの複合体小胞が高分子を透過させな

いことを確かめた上で，複合体をカルボキシペプチダーゼY(CPase Y)で処理して， C未端のトポ

ロージをしらべた。その結果小胞からアミノ酸の遊離が認められ， bs分子はC未端を膜小胞の外に突

出して結合していることがわかった。またCPaseY処理でbsは膜小胞からはずれ，この遊離したbs

分子は膜への再結合能およびミセルの形成能を失っている o このことから膜と直接疎水性相互作用を

している部分の構造が一部明らかとなったO

論文の審査結果の要旨

チトクロムbs(以下bsという)およびNADHーチトクロムbs還元酵素(以下fplという)はともに肝

細胞などのミクロゾーム膜に結合している典型的な膜タンパク質であり，いずれも均一に精製されて

いる O 両タンパク質とも触媒活性をもっ親水性部分と膜結合に関与する疎水性部分から成る両親媒性

分子であり，その故に水溶液中ではミセルとして溶存する O

田嶋君はこれら 2種の膜ターパク質が一般の水溶性タンパク質とどのように異なった構造上の特徴

をもつか，またそれが膜と結合したときの状態はどのようなものであるかを調べ，次のような知見を

あげた。

'1) bsおよびそれをトリプシンで処理したときに得られるヘムを含む親水性断片の塩酸グアニジンに

よる変性挙動を詳細に調べることによって，bsの親水性部分と疎水性部分は相互にほぼ独立な立体構

造をもつこと，換言すればこの分子は触媒活性をになう領域と膜結合に関与する領域とから成る 2領

域構造をとっていることを明らかにした。

2) bsが相互に独立な 2領域構造をとっていることは，さらにbsの遠紫外部における円偏光二色性の

大きさが，bsからトリプシン処理で得られる親水性および、疎水性断片のそれの和にほぼ等しくなるこ

とからも支持された。

3 )中性界面活性剤Emulgen109Pの存在下でのfplの塩酸グアニジンによる変性挙動の研究から， bs 

の場合と同じく ，fplのフラピンを含む親水性部分と膜結合に関与する疎水性部分とは相互に独立な

立体構造をとっていることを明らかにした。

4) bsはレシチン小胞と接触させるとその膜に結合し，bsの親水性領域は膜の外面に露出することが

知られている O このとき疎水性領域(分子のカルボキシ未端にある)のトポロジーをカルボキシペプ

チダーゼYを用いてしらべた結果 疎水性領域のカルボキシ末端は再び小』包膜の外表面に露出してい

ることを明らかにした。これらの知見は生体膜タンパク質の重要な分子特性を明らかにしたものであ

り，理学博士の学位に十分値するものと考えられる O
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