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論文内容の要旨

ヒトチトクローム C のアミノ酸配列に基づく合成ヌクレオチドを用いてヒト cDNA ライブラリーを

スクリーニングし，ヒトチトクローム C 遺伝子の一部を含む cDNAを得た。次に，この cDNAをフ。ロー

プとして，ヒト染色体DNAライブラリーをスクリーニングしたところ 3 種のチトクローム C 偽遺伝子

が得られた。偽遺伝子のうちの 1 つはヒトチトクローム C と 5 箇所の異なるタンパク質をコードできた。

この 5 箇所のアミノ酸をコードするコドンを部位特異的に突然変異を起こさせ，ヒトチトクローム C 遺

伝子を構築した。この遺伝子を含む酵母の発現ベクターで，酵母のイソー 1 ーチトクローム C遺伝子で

ある CYCI を人為的に欠損させた株(この株は呼吸能がなく乳酸を資化できない)を形質転換したと

ころ，ヒトチトクローム C 遺伝子がCYCI 欠損を相補し，形質転換株は乳酸を資化して生育した。こ

れは， CYC 1 を欠損した酵母中でヒトチトクローム C 遺伝子が発現し，ヒトチトクローム C が酵母の

イソー 1 ーチトクローム C の代わりにミトコンドリア電子伝達系の一成分として機能したことを示す。

酵母が生産したヒトチトクローム C を精製し，そのアミノ酸組成及びアミノ末端アミノ酸配列を決定

した。組換えチトクローム C のアミノ酸配列はヒトチトクローム C と同じであるが，アミノ末端がアセ

チル化されていないこと，リジン残基の一部がトリメチル化されていることの 2 点で異なっていた。組

換えチトクローム C がウシチトクローム C オキシダーゼと良好に反応したので，アミノ末端のアセチル

基はチトクローム C オキシダーゼとの反応には必須で、はないことが分かる。チトクローム C オキシダー

ゼ C の組換えチトクローム C に対する Vmax， Km は，真のチトクローム C に対する Vmax ， Km より

小さかっ fこo

ヒトチトクローム C の 7 箇所のアミノ酸残基を置換し置換の起こった変異チトクローム C がどの程
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度CYCI 欠損を相補するかを調べ，各残基の重要性について考察した。チトクローム C の分子進化の

過程で変異の起こっていない，あるいは起こりにくいとされている Cys-14 ， Cys-17, Arg-38, Gly-

84を他の残基に置換したチトクローム C は， CYC 1 欠損を全くもしくは部分的にしか相補しなかった。

他方，変異できるとされている Thr-28 ， Gly-37をそれぞれイソロイシン，アルギニンで置換しても

相補性は全く損なわれなかった。 Gly-56も変異できる残基であるがシステインに変異すると相補性は

低下した。以上の結果から，進化的に保存されているアミノ酸残基はチトクローム C が機能する上で重

要な役割を担っていると思われる。

論文の審査結果の要旨

チトクロム C 及びその同族体は動植物をはじめ，微生物界に広く分布する小分子の電子伝達へム蛋白

質である O このものは呼吸鎖電子伝達系において，チトクロム C 1 より電子を受けとり，チトクロム C

酸化酵素に電子を渡す役割を演じているO 従来より多くの研究者がこの蛋白質の構造，機能や進化につ

いて研究してきた。最近ではこの蛋白質の遺伝子が取り出されるようになり，その遺伝子の部位特異的

変異によって生じる変異チトクロム C の性質が調べられるようになり 構造と機能との関連研究に新し

い方向から迫ることができるようになった。

田中君は今までに行われなかったヒトチトクロム C の遺伝子を操作し構造と機能との相関を追究す

る目的で，酵母チトクロム C 遺伝子欠損変異株を利用して，ヒトチトクロム C変異遺伝子が酵母細胞内

で発現生産する変異チトクロム C の酵母の生育に及ぼす影響についてくわしく検討した。

その結果，田中君は先ず， 3 種のヒトチトクロム C 偽遺伝子をえ，その中の 1 つは本来のヒトチトクロ

ム C と 5 箇所でアミノ酸が置換されたもので酵母細胞では発現しないことを見出した。しかし，これ

ら 5 つを置換して本来のヒトチトクロム C をコードするように構築したものは酵母の細胞内で発現し，

自分のチトクロム C の代りにこのヒトのチトクロム C を利用して酵母は生育した。即ち，ヒトのチトクロム

C は酵母のチトクロム C の代わりに酵母のミトコントリア電子伝達系で十分作用することを示している O

酵母が生産したヒトチトクロム C を単離精製し，そのアミノ酸組成及びアミノ末端アミノ酸配列を決

定したところ，組換えチトクロム C の組成と配列は本来のヒトチトクロム C と同じであるが，末端がア

セチル化されていないこと，リジン残基が一部トリメチル化されていることの 2 点で異っていることを

見出した。このものは動物の酸化酵素と良好に反応したので，末端アセチル基は酸化酵素との反応には

必須でないと結論した。

さらにヒトチトクロム C の 7 箇所のアミノ酸置換を行い，その酵母内での相補性を検討し，各残基の

機能的重要性を考察し，チトクロム C の進化的に保存されているアミノ酸残基はこの分子が機能する上

で重要な役割を担っていると指摘した。以上を総合し，この論文が理学博士の学位論文として十分価値

あるものと認めるものである。
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