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論文内容の要旨

【目的】

網膜特異的に発現している MEKA 蛋白質は，トランスデ、ューシン (transducin) ﾟ r サブ、ユニット (Tﾟ r) と

一対ーに結合し，その GTPase 活性を抑制するO 遺伝子組換えにより MEKA の欠損変異蛋白をつくり， Tβ7 結合ド

メインを検索した。また Tβ7 の視細胞外節膜への再結合の過程への， MEKA ならびにその結合ドメイン欠損

MEKA の影響について検討した。

【方法ならびに結果】

パキュロウイルスを用いた組変え蛋白質合成法により 野生型 MEKA (WT) 蛋白質ならびにその各種欠損変異型

蛋白質を合成，陰イオン交換樹脂ならびに，ゲルロ過クロマトグラフィーにより精製した。

Tβ7 と WT を混和したゲルロ過カラムにかけると，それぞれ単独で流出した位置よりも高分子側，すなわち 74

KDa の球状蛋白質が流出する位置にシフトし， T  ゚r と MEKA が一対ーに結合した三量体 (78KDa) となることが

示された。 N 末端16アミノ酸残基を欠損した MEKA (ム N16) の流出位置も高分子側シフトし，三量体として流出

した。 N 末端42アミノ酸残基を欠損(ムN42) すると 結合能が失われ両蛋白質は異なるピークとして現れた。 C 末

端側は106アミノ酸残基欠損(ムC140) させても結合能を維持しており，三量体を形成した。 63番目から 153番目迄の

アミノ酸を欠損したもの(ム63-153) については結合能を失っていることが分かった。以上の結果より， Tβ7 との

結合に必要なドメインは， A キナーゼによるリン酸化部位の73-Ser を中心とした 17番目アミノ酸から 139番目アミ

ノ酸にわたる部分に存在すると考えられた。とくに17残基から42残基の狭い範囲に必須のドメインがあると考えられ

fこO

MEKA を A キナーゼでリン酸化すると Tβ7 との結合能を失った。リン酸化していない MEKA と Tβ7 を一度

結合させた後，その三量体を A キナーゼでリン酸化すると，再び解離した。 Tβ7 に結合した状態においても，

MEKA のリン酸化部位は表面に露出しており，リン酸化され得るのだと考えられる。結合ドメインの中ほどにリン

酸化部位があり，結合ドメインと重複している可能性も考えられたが，本結果からは A キナーゼによるリン酸化部位

は Tβ7 との結合ドメインとは異なることが示唆された。

次に， MEKA がトランスデューシンの活性化サイクルを修飾する機能を担っている可能性を検討した。一度活性

化して視細胞ディスク膜から遊離した Tβγ は，再度ディスク膜に結合して， GDP 結合型トランスデューシン α サブ



ユニット (Tα ー GDP) のディスク膜への再結合と GDP-GTP 交換反応を促進する。このリサイクルの過程の一部と

して，ウシ網膜視細胞外節ディスク膜と Tβ7 の結合反応に対する MEKA の作用を検討した。両者をインキュベー

ト後遠心し，ディスク膜に結合せず上清に残った Tβ7 の量と，ディスク膜と結合した Tβ7 の量をウエスタンフ。ロッ

ティングで測定したところ，ほぼ全量がディスク膜に結合し，上清には検出されなかった。 WT-MEKA を Tβ7 とイ

ンキュベートしたのちディスク膜との結合をみると Tβ7 のディスク膜への結合は完全に阻害された。 N 末端を42

残基欠失し Tβ7結合能を失ったムN42を用いると，この限害効果はみられなかった。 Tß r 結合能を保持するム N16

では WT と同様の効果を示した。以上の結果より， MEKA はディスク膜から遊離した Tβ7 のディスク膜へのリサ

イクルの過程を抑制し，その機能には Tß r との結合ドメインが必要であると考えられた。

【総括】

MEKA が Tβ7 と結合するのに必要なドメインは， N 末端より 17残基から 139残基にわたる部分に存在し，とくに

17残基から42残基の狭い範囲に必須のドメインがあると考えられた。 MEKA は，光活性化のリサイクルの過程で，

Tβ7 が視細胞ディスク膜に結合するのを抑制する機能を有することが示唆され，この機能の遂行には， Tβ7 との結

合ドメインが関与していることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

網膜特異蛋白質である MEKA は，トランスデ、ューシン β7 と結合し，その GTPase 活性を抑制する蛋白質である。

MEKA は視覚における重要な蛋白質であるが，その生理的機能については未だ不明な部分が多 ~)o 本研究では遺伝

子組換えによって MEKA の欠損変異蛋白を作製し， MEKA が N 末端17から42 アミノ酸残基の部分でトランスデ、ュー

シン β7 と結合してることを明らかにした。さらに，トランスデューシン ßr の視細胞ディスク膜への再結合を抑制

することを明らかにするとともに， N 末端42アミノ酸を欠損し，トランスデューシン ßr との結合能を欠く変異蛋白

ではこの抑制作用は認められないことを明らかにした。これによって， MEKA は N 末端17から 42 アミノ酸残基の部

分でトランスデ、ューシン β7 と結合し，この結合ドメインを介してトランスデューシン ßr のディスク膜への再結合

を抑制していることが明らかになった。本研究では G 蛋白質を介した情報伝達機構を解明するとともに視覚のメカ

ニズムを生理的に解明したものであり，学位を授与するに値するものと認める o
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