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論文内容の要旨

肝小胞体のチ卜クローム P - 450 は典型的な内在性膜蛋白質である。本論文は P -450 の膜への結合

機構の解明を目的とした。 P - 450 は，分泌蛋白質と同じく膜結合型リボソームで合成される。近年分

泌蛋白質の N末に存在するシグナル配列を認識する粒子(シグナノレ認識粒子: SRP) が見い出されてい

るので，先ずSRP と P - 450 の膜への結合との関連を調べる実験をおこなった。ウサギ肝臓の全RNAを

小麦腔芽系で翻訳し，合成される P - 450 を免疫沈降により同定した。合成された P-450 は精製され

たものと同ーの分子量であった。乙の翻訳系に犬牌臓の組面小胞体膜 (RM) を共存させると，新たに合

成された P - 450 は膜に結合した。反面，高濃度の塩によってSRPを抽出除去した膜 (KRM) には，結

合が見られなかった。しかしKRMI<:精製したSRPを加えた系では，効率よい結合が見られた。乙のよう

なKRMの結合活性の回復は，添加するSRPの量に依存していた。また，膜非存在下では， SRPは分泌蛋

白質mRNAの翻訳を特異的に阻害するが， P -450 の場合も同様にその合成が間害された。乙れらの事

実は，小胞体膜蛋白質である P - 450 の分子内に，分泌蛋白質のシグナ Jレ配列と同様な働きをする配列

が存在することを示している。次いで，乙のシグナ jレ配列の存在位置を明らかにするため次のような方

法をとった。単離された P -450 の cDNA と酵母ミトコンドリアのポリンの cDNAより， DNA操作によ

ってキメラ cDNA を構築し対応するmRNAを合成した。乙れらのmRNAは上記の系で翻訳され，目的と

するキメラ蛋白質が合成された。キメラ蛋白質のRMへの結合を調べたところ， P -450 の N末39及び

79残基を含むキメラ蛋白質は膜に結合したが. P - 450 の99- 517 残基を含むキメラは結合しなかった。

この結果より P - 450 のシグナノレは. N末39残基以内に存在することが明らかになった。さらに乙の N

末39残基の性質を明らかにするために，分泌蛋白質であるインターロイキン 2 (lL-2 )の切断をうけ
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るシグナル配列の部分を P-450 の N末39， 29, 20残基でそれぞれ，おきかえたキメラ cDNAを構築し

た。 IL-2 は確かにRMを透過する乙とを確めた上で，乙れら 3 種のキメラ蛋白質の膜への結合を上記

の系で解析したと乙ろ， P - 450 のN末39， 29残基を含む IL-2 は膜に給合したが，透過しなかった。

反面N末20残基をもつものは，結合も透過もしないことがわかった。乙れらの結果より， P - 450 の N

末29残基には，確かにシグナル配列が存在すると同時に，膜透過を停止させる配列も存在すること，及

び P-450 のシグナル配列の重要な部分が20-29番の残基に存在する乙とが明らかになった。以上の成

果 lとより， P -450 の膜への結合のためのシグナルが明らかになり，膜上での存在状態形成を考える上

で重要な情報が得られた。

論文の審査結果の要旨

肝細胞ミクロソームのチ卜クロム P-450 C以下 P-450 という)は小胞体膜に結合したポリソーム

によって合成され，合成と共役して膜に挿入される。阪口君の研究はin vi1ro の転写・翻訳系及び組替

えDNA技術を用いてこの挿入の機構を明らかにする乙とを目的としたもので，次のような重要な結果

を得ている。

1. P -450 と同じく分泌タンパク質も膜結合型のポリソームで合成され，合成と共役して膜を透過す

るが，乙の膜透過はシグナノレ認識粒子 CSRP) に依存しており，また透過とともに N末端のシグナル配

列は切断される。阪口君はウサギ肝臓の全RNAを小麦怪芽無細胞系で翻訳させるとともに，その系にイ

ヌ牌臓組面小胞体膜，高塩濃度によってSRPを除去した膜，および精製したSRPを添加する実験を行い，

その結果にもとづいて， P -450 の膜への挿入もSRPに依存している乙と。また P-450 にもSRPによ

って認識されるシグナ jレ配列が存在する乙と，さらにこのシク守ナJレ配列は切断を受けないととを結論した。

2. 上記の P-450 のシグナル配列の分子内位置を知るために P -450 のcDNA のさまざまな部分と酵

母ミトコンドリア外膜タンパク質であるポリンのcDNA とからキメラ cDNAをつくり，それらをサJレモ

ネラファージのSP-6 プロモーター及びRNAポリメラーゼを用いてin vi1roK転写して対応するrnRNAを

得た。次に乙れらのrnRNAをイヌ牌臓組面小胞体膜の存在下で、翻訳し，合成されたタンパク質が膜に結

合するか否かを調べた。その結果， P -450 のシグナ jレ配列は N末端から39残基以内に存在することが

明らかとなった。

3. P -450 のシグナル配列の存在位置をさらに特定するために，分泌タンパク質であるインターロイ

キン 2 の切断を受けるシグナル配列部分を P -450 の N末端39， 29， 20残基で置き換えたキメラcDNAを構

築し，これらのキメラタンパク質の膜との相互作用を調べた。その結果， P -450 の N末端から29残基

までに膜への挿入に必要なシグナ Jレ配列と膜透過停止配列とが存在する乙と。またシグナル配列の重要

部分がN末端から20-29残基に含まれていることが明らかとなった。

以上の結果は小胞体膜の内在性タンパク質である P-450 の膜への挿入機構について重要な知見を加

えたものであり，理学博士の学位論文として十分な価値をもつものと認められる。
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