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拾文内容の要旨

生体膜の興奮は，分子レベルでは膜中に埋め込まれたイオンチャネルが刺激によって開閉L，イオ y

透過が制御されることである。イオンチャネJレの分子レベルでの研究は，特に7ニオンチャネノレで遅れ

ている。本研究では，シピレエイ (Narkejaponica)の電気器官より調整したベクシル内のアニオンチャ

ネルのイオン透過の性質1 再構成について調べ，さらにそのアニオンチャネルを精製し部分構造を調べ

，.・
~。
主にイオン透過の性質はアニオンチャネノレを多く含むベクシノレを脂質平面膜に組み込み，そこを流れ

る電流を測定することによって調べた。その結果，次のようなことが分かつた。このチャネルはアニオ

ンを選択的に通し，電位依存的に開閉を行い，シングJレチャネルコンダクタンスが18:1:1 pS (O.IMCO  

である。 SCNイオンはこのチャネノレを両側から電位依存的に可逆的に阻害する。4，4' -diisothio-

cyanostilbene-2， 2 I一disulfonicacid (D 1 D S)は cis個IJ(細胞外)から非可逆的に阻害する。

l個のベヲシルあたりアニオンチャネルの個数は平均約50個であり，このチャネJレは平面膜に融合した

瞬間には，全て開いている。また，光散乱法との比較によりこのアニオ ンチャネノレがベクシルの主なア

ニオ ン透過経路であるこ とが分かった。

次にこのアニオンチャネノレや骨格筋の筋小胞体アニオンチャネノレを含むベク νルをTritonXー100

で可溶化L，Salting-out法によってチャネルを再構成した。脂質としてNativeLipidや20%Phospha.

tidylethanolamineを含むLipidを使用すればDIDSで阻害されるアニオンチャネノレを再構成できた。

特にシピレエイのアニオンチャネルの場合，再構成されたチャネ Jレは脂質平面膜法によればシングノレ

チャネルコンダクタンス17.5pS(O.lMCf)を示しランダムな方向に再構成されていることが分かった。
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最後にシビレエイのアニオンチャネルタンパク質(分子量9万)を陰イオン変換， 2種のゲル漉過ク

ロマトグラフィーによって精製し，さらにこの精製タンパク質をLysilEndopeptidaseで消化した後，

逆相クロマトグラフィーで分離したペプチドを気相シークエンサーで部分的に構造決定した。

論文の審査結果の要旨

生体膜の興奮は分子レベルでは，膜中に埋め込まれたイオンチャネルが刺激によって開閉し，イオン

透過が制御されることとして理解される O本研究は，イオンチャネルの一例としτ，シピレエイ CNarke

japonIca)の電気器官より調整した膜小胞に含まれるアニオンチャネルのイオン透過の性質を解析して

このチャネル分子を精製単離し膜小胞の再構成を行い，更にその部分構造を調べたものである O

まず，アニオンチャネルを多く含むベクシルを脂質平面膜に組み込み，そこを流れる電流を測定する

ことによって，イオン透過の性質を調べた。その結果，このチャネルはアニオンを選択的に通し，電位

依存的に開閉を行い，単一チャネルコンダクタンスがO.lMClで'18pSであること， S CNイオンはこの

チャネルを両側から電位依存的に可逆的に阻害するが， D 1 D Sは細胞外から非可逆的に阻害すること，

1個のベシクルあたりチャネルの個数は平均約50個であり，このチャネルは平面膜に融合した瞬間には，

全て開いていることを明らかにした。

次にこのチャネルを含むベク、ンルをTritonX --100で可溶化し塩析法によって再構成した。脂質と

して天然リピドや20%PEを含むリピドを使用すると良いことを示した。またこのベクシルを脂質平面

膜に融合させて，イオンチャネルを観測することに成功したが，その配向はランダムであることを示し

fこO

最後にシビレエイのアニオンチャネル分子を陰イオン交換， 2種のゲル庖邑クロマトグラフィーによっ

て精製し，その部分的アミノ酸配列を決定した。

以上のように，本論文はアニオンチャネルの性質および構造の解析を行い生体膜興奮機構の研究に新

しい知見を与えるものであり，学位論文として価値あるものと認める O
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