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学位論文題目 ヒ卜ペプチド伸長因子 2(EFー2) の遺伝子マッピンク。
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論文内容の要旨

(目的)

EF2 は真核生物から古細菌に至る多くの生物に存在する分子量 10万の蛋白質で，蛋白合成に必須の

因子である。ペプチド伸長の際には， peptidyl -tR N A をリボゾーム上で転移させる反応がお乙るが，

EF2 は GTPの加水分解で得たエネルギーを利用してこの転移反応を行なわせ，これにより mRNAが

移動してペプチド伸長が続き，細胞は蛋白質を合成する乙とができる。 EF2 は conservative な蛋白質

で，現在ヒトとマウスの EF2 を分離することは不可能である。一方， ジフテリア毒素は， EF2 を ADP

リボシル化して失活させる活性をもっ。著者は，毒素の生物学的活性を利用して， EF2 の染色体地図を

決定した口

(方法および成績)

1) ジフテリア毒素耐性株の分離とヒト・マウス体細胞雑種の形成:ヒト胎児初代培養細胞を ethyl­

methane sulfonate 200μgぺnß で 20hr 処理した後，高濃度のジフテリア毒素を作用させた。生き残

った cell は，毒素存在下でも常に50箔以上の蛋白合成率を示すことから毒素耐性株であることが証明さ

れた。 cell ex tract を過剰量の NAD 存在下で過剰量のジフテリア毒素のフラグメント Aで処理して蛋

白あたりの ADP リボシレーション活性を測定した結果， この毒素耐性株は ADP リボシル化されない

EF2 を有する乙とが確認された。この毒素耐性ヒト胎児細胞(核型は 46- XY) と毒素感受J性マウス L

細胞( BrdU耐性)を HVJ で融合し， HAT 選択法 lとより human-mouse hybrid clone を得た。

2) hybrid clone の毒素感受性:緑膿菌の外毒素( PA toxin) はジフテリア毒素と同じく， EF 2 を

ADP リボシル化する活性をもつが，マウス細胞はジフテリア毒素とは異なり PAtoxin Í(.強い感受性
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を示す。 1)で得た hybrid clone に PAtoxin を 24hr作用させた時の蛋白合成率を測定した結果， 41clone 

のうち 15clone が毒素耐性であった。 ADP リボシレーション活性の測定 lとより毒素耐性 clone はADP

リボシル化されない EF2 を含むことが示された。さらに hybrid clone の extract を 2 次元電気泳動に

かけた結果，毒素感受性株の EF2 はフラグメント A により完全にADP リボシル化されるのに対し，毒

素耐性株の EF2 の一部はADP リボシル化されないことが確認された。

3) 染色体分析:各々の hybrid clone の染色体は 33258-Hoechst と quinacrine mustard の 2 重

染色で調べられた。さらに 25 種類のアイソザイムのパターンがセルロースアセテートゲル電気泳動で

分析された。その結果，毒素耐性と相関するヒト染色体は第19染色体であった。クローニングを重ねる

ことにより， ヒト染色体を19番唯一本しか含まぬ毒素耐性の hybrid clone が得られた。乙の第1煤色体

が失われると毒素耐性も失われた。

4) ポリオウイルス感受性:ポリオウイルスはマウス細胞には感染しないが， ヒト細胞には感染し致

死作用を発揮する。ポリオウイルス感受性はヒ卜第 19染色体に位置づけられている。毒素耐性の hybrid

clone にポリオウイルスをかけたところ，生き残った細胞はすべて毒素感受性になった。乙れらの細胞

は完全なマウス染色体と 19番以外のヒト染色体をいくつかもっていた。乙のことは毒素耐性を与える遺

伝子がヒ卜染色体上にあり，それは第四染色体であることを示唆する口また，毒素耐性株の継代を続け

ると毒素耐性が次第に失われることや，毒素耐性の hybrid clone をさらにクローニングすることによっ

て，毒素耐性株と感受性株を得たことは，やはり，毒素耐性の遺伝子はヒト由来である乙とを裏付けて

いる。

(総括)

hybrid clone の毒素耐性はADP リボシル化されない EF2 によるもので，それはヒ卜由来の遺伝子に

よってもたらされる乙と，さらに毒素耐性とヒト第19染色体とが相関することより，ヒト EF2の遺伝子は

第19染色体上にあると結論づける乙とができた。

論文の審査結果の要旨

本研究は， ヒ卜とマウスの体細胞雑種を用いて， ヒトの EF-2 の遺伝子地図を決定したものである口

現在，約 800 の遺伝子が常染色体上に位置づけられているが， EF-2 のように真核生物の生命維持に

必須の因子のマッピングは皆無に近かったと言ってよい。

EF-2 は highly conservative protein であり， ヒトとマウスの EF-2 を識別する手段は全くな L'0 

しかし本研究においては，細菌毒素に対する細胞の感受性やポリオウイルス感受性を利用することに

よって，乙の問題を克服する乙とができた。

以上より，本研究は，その結果と方法論において，十分注目されるものであり学位論文に値するもの

と考える。
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