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GTP結合蛋白質 (G蛋白)は，多くの受容体と，それらと共役した反応系との聞を仲介している。も

しG蛋自に機能的な変化(質的変動)が生じるならば，生体膜を介する情報伝達機能が変化するので，生

サイクリック AMP依存性フ。ロテインキ理的又は病態上，重要な意義を持つと考えられる。本研究では，

ナーゼ (PKA) による G蛋白のリン酸化宮及びリチウムイオンが，百日咳毒素( 1 A P )感受性G蛋白

(特に阻害性G蛋白: G i )に対して，どのように影響を与えるかを検討した。更に，三量体である Gi

Gi のサブユニット解離に対そのサブ、ユニットが解離する乙とが必須であるので，が機能するためには，

するリン酸化，及びリチウムの影響を検討した。

法〉〔方

1 A P ~とより ADP ーリボGi は，宇井らの方法iとよりラット脳より部分精製した。部分精製Gi を，

Gi (41K) 蛋白のバンドをデSDS ーゲ、ノレ電気泳動，オートラジオグラフィーを行い，シノレ化反応後，

IAP による ADP ーリボシ jレ化を定量した。 PKAによる Gi のリン酸

Mg C 1 2 1 mM r -3 2 P A T P の存在下で行った。 Gi の解離は，部分精

PKA処理( MgATP存在下) ，或いは塩化リチウム (L i C 1 )にて，インキュベート後，

ンシトメーターにて測定し，

化はs 部分精製Gi を10mM

シ製Gi をs

IAP による41ョ糖密度勾配( 5 -20% )上に静置し，室、温にて超遠心した。遠沈後，各分画を採取し，

のサフーユニットの解離状態を観察した。高親和性Kの蛋白バンドのADPーリボシル化を定量し， Gi 

ヒト血小板膜分画を用いて，各GTPase 活'性，及びアデニレートサイクラーゼ (AC) 活性の測定は，

]akobs らの方法に従った。
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〔結果〕

1 )部分精製Gi の PKAによるリン酸化反応

MgATP 存在下で， リン酸化は， 37 0cにて 5-10分にて飽和に達し，その量は約 O.3mo 1 es pi 

/moles Gi であった口

2) 1 A P による部分精製Gi のADP ーリボシル化に対する， PKAによる Gi リン酸化， 及び LiCl

添加の影響

PKA による Gi のリン酸化，或いは Li Cl ( 2mM) 存在下では，部分精製Gi の IAP による， AD 

P ーリボシノレ化量は有意に減少した。

3) Gi 蛋白のサブユニット閣の解離に対するリン酸化及びLiCl の影響

部分精製Gi (41K) を 10mM MgC12, lmM ATPの存在下でPKAによりリン酸化した後，シ

ョ糖密度勾配法を行い， Gi のα ， ji, rーサブユニットの解離を調べたところ， Gi 三量体の解離は認

められなかった。更lζ50 mM M g C 1 2 , 1 0 O}t M G T P r S による Gi 三量体の解離も， Gi のリン

酸化により抑制された。一方， LiCl添加は， Gi 三量体の解離にも， 50mM MgC1 2 , 100}tM 

GTPrS による Gl 三量体の解離にも影響しなかった。

4) 受容体刺激GTpase活性に対するリン酸化及びLiCl の影響

ヒト血小板膜分画を用いて，アドレナリン (Ad)による α2 ー受容体刺激による高親和性GTpase

活性の増加に対する PKA処置，及びLiCl添加の影響を調べた。 PKAによるリン酸化条件下では，

基礎活性は増加したが， Ad 刺激による活性上昇は抑制された。一方， Li Cl添加は， GTpase 活性

に著明な影響を与えなかった。

5) G i を介する AC活性阻害に対するリン酸化及びLiCl の影響

ヒト血小板膜分画を用いて， Ad 10 }tM 添加によるフォルスコリン( Forskol匤: Fors )刺

激AC活性限害に対する LiCl添加の影響を調べたと乙ろ，反応液中に LiClを添加すると， Fors 

( 10 }tM) 刺激AC活性は有意に変化しなかったが， Fors 刺激に対する Ad による阻害は抑制された。

一方， PKAによるリン酸化条件下では， Fors 刺激AC活性化，及びAd による Fors 刺激AC活性

化の阻害， GTP(O.1-30 }tM) 刺激による AC活性化は，著明な影響を受けなかった。

〔総括)

PKA'とより， Gi はリン酸化された。その条件下では， MgGTPrS による Giの α， ji, rーサブユニ

ットの三量体からの解離抑制， α2 ー受容体刺激による高来見和性GTPase 活性上昇抑制，更に，基礎活性

の上昇が観察された。一方，分化HL-60細胞を用いた実験では， PKAによるリン酸化条件下において， Gi

を介する共役反応系( GTPrS による Gl 刺激によるフォスフォリバーゼC活性)が阻害されたという結

果を得ているが，ヒト血小板膜Gi を介する共役反応系 (α2 受容体刺激による AC活性阻害)に対して

は， PKA処置は著明な影響をもたらさない。乙の差異は，関与する Gi 蛋白のサブタイフ。の相違や， Gi 

と連関する共役反応系の相違によると考えられる。乙の様iと， Gi は PKAによるリン酸化を受ける事iと

より，サフーユニットへの解離抑制を伴う機能変化が生じると考えられた。一方， Li Cl添加では， α2-
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受容体刺激によるAC活性阻害の減弱が観察されたが， Gi のα ， jJ, rーサブユニットへの解離や，高親

和性GTpase 活性には有意な変化が認められなかった。この様~C ， Gi 蛋白は， ある種の条件下で，共

役反応に関与する酵素蛋白質との連関に変動をもたらす質的変動(機能変化)を生じその変動には，そ

の三つの α ， β ， r ーサブユニットの解離の変化を伴う場合と伴わない場合があると示唆された。

論文の審査結果の要旨

本論文では，生体膜受容体を介する情報伝達の調節の機作の解明のために， GTP結合 (G )蛋白質(

特に阻害性G蛋白質: Gj 蛋白質)の変動を果敢に研究した。その結果，サイクリック AMP依存性フ。ロ

テインキナーゼ (P KA )による Gi 蛋白質のリン酸化，並びに，同蛋白質へのリチウム添加が， Gj 蛋

白質の情報伝達機能を低下させ，特に，前者の場合には，その三量体の解離の変化を伴うことを発見した。

この様な Gj 蛋白質の機能変化の分子レベ、ノレにおける証明は，同時にG蛋白質変動のーっとして，質的変

動が生じるという概念を初めて打ち立てたものであり，異種性脱感作などのメカニズムを探る上において

も，薬物療法中にしばしば経験する薬剤耐性のメカニズムを知る上でも，乙の研究は非常に重要な意味を

もつ。

以上の理由から本論文は学位論文として十分価値あるものと評価された。
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