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論文内容の要旨

〔目的〕

蛋白質のメチル化は微生物から高等動物にいたる全生物に認められ， きわめて多くのメチル化蛋白

が存在することが知られている。しかしながら，その生理的意義に関しては全く解明されていない。

本研究は細胞核の水可溶性蛋白質分画に高濃度に含まれ，核の機能との関連が予想される N G ， NG-

ジメチルアルギニン (Nヘ N G - DMA) 残基を含む蛋白に注目しラットの神経謬細胞腫由来の細胞(C-

6) の培養実験を行ない，メチル化蛋白の生合成および分解を検討し，蛋白質のメチル化の生理的意

義を明らかにすることを目的とした。

〔方法ならびに成績〕

ラット神経勝細胞腫由来の細胞 (C- 6) を培養し，細胞を集め遠心分画法で核， ミトコンドリア，

ミクロゾームおよび上清の 4 分画に分けた。蛋白質分画の調整は各組細胞内分画に終末濃度が10% に

なるようにTCA を加えて遠沈後， 10%T C A ，アセトンで洗滅して行なった。えられた蛋白質分画

を 6N塩酸で、水解後，イオン交換樹脂カラムを用いて酸性および中性アミノ酸を含む分画と塩基性ア

ミノ酸を含む分画に分け，アミノ酸分析機により蛋白中のメチオニンと N G ， NG-DMA を定量した。

蛋白質中の N G， NG-DMA はミクロゾーム分画蛋白に最も高濃度についで核分画蛋白に多く存在した。

つぎに一定時間〔メチルー C 14 J メチオニンを培養液に加えて培養し，蛋白中のメチオニンと N G ，

NG-DMA および遊離のメチオニンと Sーアデノシルメチオンへの放射能のとり込みを経時的に検討し

た。各アミノ酸にとり込まれた放射能の測定は，蛋白中のメチオニンについては上述の中性および酸

性アミノ酸分画を用い， NG, NG-DMA については塩基性アミノ酸分画をさらにイオン交換樹脂カラム
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で分離したのち行なった。蛋白質中のNG ， NG-DMA への放射能のとり込みは蛋白質中のメチオニンへ

のとり込みに遅れておこることから蛋白質のメチル化は蛋白質の合成後におこることを確認した。

ついで放射性メチオニンを培養液に加えて一定時間培養したのち放射能を含まない培養液で培養を

続け， NG, NG-DMA を含む蛋白質の分解について検討した。ミクロゾーム分画蛋白のNG ， NG-DMA 

残基にとり込まれた放射能は最初の 1 時間半で急速に減少し，ついで一定の減少傾向を示したが，核

分画蛋白のそれは最初の 3 時間は減少せず以後一定の減少傾向を示した。

ついで上述の実験結果にもとづきメチル化蛋白質のミクロゾームから核への細胞内移動を想定し，

両分画の聞に共通の NG ， NG-DMA残基を含む蛋白が存在するか否かを検討した。 pH 8.0の緩衝液で

抽出された両分画の水可溶性蛋白質について SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動を行ない，その

性質を比較検討したO 核分画とミクロゾーム分画の NG ， NG-DMA を含む蛋白質に同じ泳動度をもつ

ものが少なくとも 2 つ認められた。

〔総括〕

ラット神経勝細胞腫由来の細胞 (C-6 )を用いて NG， NG-DMA を含む蛋白質について検討し，以

下の結果をえた。

1 )蛋白質中の NG， NG-DMA はミクロゾーム分画蛋白に最も高濃度に，ついで核分画蛋白に高く，ミ

トコンドリア分画蛋白および上清分画蛋白には低濃度に存在することを明らかにした。

2 )蛋白質中の NG ， N仁 DMA 残基の形成は蛋白合成に遅れておこることから蛋白質のメチル化は蛋

白質の合成後におこることを確認したO

3 )ミクロゾーム分画の NG . NG-DMA を含む蛋白には代謝回転の早いものと遅いものの少なくとも

2 つの代謝プールが存在すること，および各細胞内分画のNG ， NG-DMA を含む蛋白質の分解パタ

ーンからこの蛋白質のミクロゾームから核への移動の可能性を示唆した。

4 )核分画とミクロゾーム分画の蛋白を SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動で検討し，核とミク

ロゾームの水可溶性蛋白質中に NG ， NG-DMA を含む共通の蛋白が存在する可能性を示し， ある種

の N G ， NG-DMA を含む蛋白質のミクロゾームから核ヘ，細胞内移動の可能性を示唆する知見をえた。

論文の審査結果の要旨

蛋白質のメチル化は微生物から高等動物にいたる全生物に認められ，多くのメチル化蛋白の存在が

知られている。しかしながらその生理的意義については全く分かっていない。

本研究では上記表題の細胞を用い，その中に含まれている NG ， N G- ジメチルアルギニン残基を含む

蛋白の生合成と分解について実験を行った。その結果，蛋白質のメチル化は，蛋白質の生合成の後に

おきること，更にこの蛋白のミクロゾームから核への移動を示唆する成績を得た。このことは，メチ

ル化蛋白の生理的意義の解明に一歩を進めたものと考えられ，高く評価される。
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