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論文内容の要旨

近年，核蛋白質の修飾機構とくに非ヒストン蛋白質の燐酸化機構に関する研究は成熟有核細胞の遺

伝子活性調節との関連で極めて重要視されている。すなわち，非ヒストン蛋白質はクロマチンに結合

している protein kinase によって燐酸化をうけて核酸合成を促進すると考えられている。また，この

蛋白質に結合している燐酸基の代謝回転が極めではやいことも知られている。しかしながら，この蛋

白質の脱燐酸化機構についてはよく知られていない。

本研究は，ラット顎下腺核蛋白質の脱燐酸化機構を in vitroで、追究して，その諸性質を調べるとと

もに，この脱燐酸化に関与する protein phosphatase の in vivo における活性変動を核酸合成との関

連において検索したものである。

ラット顎下腺単離核をMgC1 2 および y_ 32P-ATP を含む ATPの存在下で加温振濯すると， 32p は急

速に核蛋白質に取り込まれて，反応開始後 6 分で平衡に達した。大部分の 32p は非ヒストン蛋白質に

存在しており，しかもその燐酸化部位はセリンであった。単離核を上記燐酸化反応の条件下で加温振

浸した後，この燐酸化反応を選択的に阻害する濃度の Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 

を添加してさらに反応を継続させると，いったん核蛋白質に取り込まれた 32p は急速に除去された。

しかもこの脱燐酸化は，ヒストン蛋白質よりも非ヒストン蛋白質，とくに Phenol可溶性蛋白質にお

いて著明に認められた。 EDTAの代りに ADP を添加した場合には 核蛋白質の脱燐酸化は認められ

なかった。 3H- Leucine をラット尾静脈内に投与して，核蛋白質を 3Hで標識した顎下腺単離核を用い

た実験では，ヒストンおよび非ヒストン蛋白質における放射活性は全く変動しなかった。ヒストンお

よび非ヒストン蛋白質の脱燐酸化は， Adenine , Adenosine , AMP あるいはADP によって全く影響
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をうけず， p四 Chloromercuribenzoate ， N-Ethylmaleimide, ZnCI 2, MnCI 2,.ammonium molybdate 

(( NHJ6 M0 7 0 2 J さらに NaF‘によって完全に抑制された。しかしながら， Adenosine 3' , 5'-:.monoｭ

phosphate (Cyclic AMP) は非ヒストン蛋白質の脱燐酸化を著明に促進し，その至適濃度は 10 -6M

であった。一方，ヒストン蛋白質の脱燐酸化は Cyclic AMP によって全く影響を受けなかった。

Cyclic AMPによる非ヒストン蛋白質の脱燐酸化の促進はNaF によって完全に抑制された。 Guano­

sine 3' , 5'-monophosphate はヒストンおよび非ヒストン蛋白質の脱燐酸化には何ら影響を与えなか

った。牛の牌臓から分離精製した protein phosphatase を用いて約30%脱燐酸化した Phosvitin は顎

下腺クロマチンに結合している protein kinase の基質 (P-受容体)として使用し得るが，この反応

を利用して調製した 32p_ Phosvitin を用いて核蛋白質の脱燐酸化に関与する protein phosphatase の

核内分布を検索したところ，本酵素は顎下腺クロマチンには結合していなかった。

ラット顎下腺細胞内 Cyclic AMP濃度は，当該腺細1包膜に存在する adrenergicβ-receptor に作

用する Isoprotrenol (Ipr) の 1 回投与によって著明に上昇した。すなわち，この Cyclic AMP濃度

は Ipr投与 15分後には 1 ffig蛋白量当り 300 p moles に達して，その後急速に低下し， 投与 1 時間後に

はほぼ対照群のレベルまで回復した。 Ipr を経時的に投与したラットから単離した顎下腺核の，非ヒス

トン蛋白質を脱燐酸化する protein phosphatase 活性は， Ipr投与後急速に上昇しはじめて投与 30 分

後には対照値に比して約50%高い値を示して最高となり，以後この値は減少しはじめて，投与 2 時間

後にはほぼ対照値のレベルまで回復した口一方， ヒストン蛋白質を脱燐酸化する protein phos-

phatase活性は Ipr投与によって全く影響をうけなかったD さらに， Ipr投与後にみられる非ヒストン

蛋白質を脱燐酸化する protein phosphatase 活性の促進はβ- blocker である Dichloroisoproterenol

の前処置により完全に抑制された。顎下腺RNAへの 3H- Uridine の取り込みは， Ipr投与30分後から低

下しはじめて，投与 1 時間後には対照値に比して約40%低下して最低となり，その後増加しはじめて

投与4 時間後には対照値のレベルまで回復した。この Ipr 投与後初期の段階においてみられる顎下腺

RNA合成能の変動は，時間的に当該~'-財田胞内 Cyclic AMP濃度の上昇と，これにともなう非ヒスト

ン蛋白質を脱燐酸化する protein phosphatase活性の上昇によって先行されていたO すなわち，顎下

腺細胞内 Cyclic AMP 濃度の上昇は，非ヒストン蛋白質の脱燐酸化を促進して RNA合成を抑制する

方向に作用すると考えられた。

以上の結果から，ラット顎下腺核には，核蛋白質の脱燐酸化に関与する protein phosphatase が存

在しており，本酵素は細胞の必要性や，細胞に対する外的な刺激に対応して活性調節をうけて，クロ

マチンに結合している protein kinase とともに，とくに非ヒストン蛋白質の燐酸化レベルの調節を介

して，核酸合成の調節に関与していることが明らかにされた。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ラット顎下腺核蛋白質の脱燐酸化機構を in vitroで、追究して，その諸性質を調べるとと
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もに，核蛋白質の脱燐酸化に関与する protein phosphatase の in vivo における活性変動を核酸合成

との関連において検索したものである。

すなわち，顎下腺核には核蛋白質とくに非ヒストン蛋白質を強く脱燐酸化する protein phosphatase 

が存在しており，本酵素はクロマチンに結合している protein kinase とともに，非ヒストン蛋白質の

燐酸化，脱燐酸化を介して核酸合成の調節に関与していることを明らかにし，このことは，非ヒスト

ン蛋白質が遺伝子活性調節因子として果す役割を理解するうえで，極めて重要な知見であり，価値あ

る業績と認める。

よって本研究は歯学博士の学位を得るに十分値するものと認める。
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