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論文内容の要 t:::. 
日

メタロチオネインは， Cd , Zn , Cu などの重金属を結合する分子量約 7000 の蛋白質である。本蛋白

質は，システイン含量が高く(晴乳類で約 30%) ，芳香族アミノ酸を含まず，また， Cd , Zn , Cu , 

Hg などの重金属イオンやホルモンなどによって誘導合成されるなどの特徴を有している。本蛋白質の

生理的役割に関しては，これまで重金属の解毒あるいは貯留や移送機構に関与することが報告され，そ

の重要性が論じられているが，末だ充分に解明されてはし、ない。

メタロチオネインは， 1957年に Margoshes と VaJlee がウマの腎皮質から発見して以来，原核生物

から真核生物に及ぶ様々な生物種より見い出されている。現在では，そのうち，いくつかのメタロチオ

ネインについてアミノ酸配列が明らかにされており，晴乳類においては，アミノ酸配列の相同性が指摘

され，また，乙れらと他生物種との聞にも共通な保存配列の存在が示され，乙の配列がメタロチオネイ

ンの生理的役割に重要であることが示唆されている。しかしながら，対象生物種が晴乳類を中心とした

ものであり，その検討は充分とは言えなし」したがって，系統発生学的に異なる様々な生物種からメタ

ロチオネインを分離し，そのアミノ酸配列および遺伝子レベルでの解析を行う乙とは比較生物学的にも

重要であり，さらにはメタロチオネインの生物学的意義の解明にも繋がるものと考えられる。

このような観点に基づきー末だメタロチオネインの存在が知られていない線形動物の一種 Caenorha

bditis eJ egans に着目した。 C . eJegans は，大きさ約 1mm ，細胞数 959 の雌雄同体で自家受精 iこよ

り増殖する食菌性の自活性土壌線虫である。 C • elegans は，実験的扱いが容易で遺伝的解析も可能な

ことから，発生と分化を研究する格好のモデル生物として注目され，乙れまでに細胞分裂に伴う細胞系

譜が完全に明らかにされている。
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まず， C , el egans がメタロチオネイン様蛋白質を誘導合成するか否かを検討した。メタロチオネイ

ンの誘導金属である Cd IL曝露した C. el egans を超音波破砕し， 105000xg , 60 分間の超遠心により

細胞質画分を調製し，ゲルろ渦による分画を行った。 溶出された画分の Cd 濃度および 254nm の吸

光度を測定したと乙ろ，他生物の既知メタロチオネインの溶出位置とほぼ一致する画分に Cd が検出さ

れた口この画分の Cd 濃度および Cd -t hi onei n に特徴的な 254 nm の吸光度は，曝露期聞に伴って増

加したことから， C. el egans が， Cd により，メタロチオネイン様蛋白質を誘導合成することが示唆さ

れた。

次lζ，このメタロチオネイン様蛋白質をさらに陰イオン交換クロマトグラフィにより分離精製したと

ころ，晴乳類などと同様，二種類 (MT- 1 および MT -ll) に分離された。そこで， これらの諸性

質を検討し既知メタロチオネインの範ちゅうに属するか否かを判定した。

uv スペクトルは，既知メタロチオネインと同様で， 250nm付近に吸収のショルダーが存在し， 280nm 

の吸収はほとんど認められなかった。この 250nm 付近の吸収は， pH を 1 ~C下げると消失することか

ら， Cd -mercaptide bonds の存在が示唆された。また，分子量は，ゲルろ過法により， MT-1: 約

7400 , MT-ll: 約 6800 と推定された。 MT- 1 と MT-ll には，共に Cd の他iζZn と Cu が検出さ

れたが，その含有量は各々異なっていた。電気泳動的に均一であった MT -ll の抗体を調製し，他のメ

タロチオネインとの交叉反応性を検討した口その結果， MTー I と MT-ll は同一抗原性を有している

が， ラットのメタロチオネインとは異なることが示された。乙こで通常のカラム操作では， MT- 1 の

精製が不完全であったので，その精製法について種々検討し，逆相系カラムを用いた高速液体クロマト

グラフィによる精製法を確立した。この方法により精製分取した MT- 1 および MT -llのアミノ酸組

成を測定したと乙ろ，システイン含量は，各々， 22.3%および 2 1.9~ぢであり，構成アミノ酸中， 最も

高い値であった口次いで， Asp , G 1 u , Al a , L ys 含量が高かったが， Tyr , Phe などの芳香族アミノ

酸は検出されなかった。

以上の諸性質より，陰イオン交換クロマトグラフィにより二本に分離された C ， el egans のメタロチ

オネイン様蛋白質 (MT-I および MT- ll) は 既知メタロチオネインの範ちゅうに属するものと結

論された口

C . elegans のメタロチオネインは， システイン含量が約 20~ちであり， Asp-Glu の酸性アミノ酸含

量の高いことが特徴的であった。この特徴は，晴乳類のメタロチオネインよりは，むしろ系統発生学的

に低位な生物種(ミミズや酵母)のもの止類似していた。したがって，システイン含量が 20% 程度で，

酸性アミノ酸含量の高い乙とは，系統発生学的に低位な生物種のメタロチオネインに共通であることが

推察された。

論文の審査結果の要旨

メタロチオネインの生物学的意義を明らかにするため，比較生物堂的観点に立ち，乙れまで本蛋白質
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の存在が知られていなかった Nematode を用い検討し以下の事実を明らかにした。

すなわち， C .elegans はカドミウムの存在によりメタロチオネイン誘導合成することを明らかにし，

更に精製の段階で 2 樺のメタロチオネインが存在することを確認した。これらのメタロチオネインに関

する物理化学的，タンパク質化学的検討を行ないそれぞれ特徴ある性質を示し，アミノ酸組成など、から

考えて動物よりもむしろ酵母に含まれるメタロチオネインに近いものと判定された。

以上の研究成果は重金属の生体影響に関する研究に有益な知見を加えるとともに，メタロチオネイン

を中心とした比較生物学的研究に先鞭をつけるものと評価し，薬学博士の称号を授与するに値するもの

と判定した。
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