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論 文 内 容 の 要 旨

Gタンパク質は3量体タンパク質で,アルファーサブユニットにはGTP分解活性がある｡脊椎動物の視細胞はロドプシン

が光を受容して受容器電位を発生するが,この情報変換もGタンパク質であるトランスデューシンを介して行われる｡ トラ

ンスデューシンのアルファーサブユニット (Tα)のN末端は,ミリスチン酸 (C14:0)C14:1 (5･cis)C14:2 (5-Gis,

8-cis)およびラウリン酸 (C12:0)という計4種類の脂肪酸によって修飾されていることが知られている｡このようなア

シル鎖の違いが各種のTαと他のサブユニットTβγの間の相互作用の差に関係 していると考えられているが,しかし不均

一なアシル鎖の修飾に関しては依然として不明な点が多い｡従って本研究ではまず,4種類のアシル化Tαアイソフォーム

が一つの視細胞梓体に共存しているのか,それとも1種の細胞中にはただ一つのTαアイソフォームしか存在 しないのかを

明らかにするために,TαのN末端 9残基のアミノ酸配列を持つペプチ ドを,TαのN末端アシル鎖となる4種類の脂肪酸で

修飾したものを抗原として,抗体を作成することを試みた｡アシル化ペプチ ドに対する反応性に基づいて-イブリド-マを

5つのタイプに分類したOこのうち,モノクローナル抗体IJA4はC12:0 Tαのみに対して反応 したが,LBl,LCl,M

1,M2,Dlなどは4種のアシル化ペプチ ドに対する反応性に差は見られるものの,どれか一つに選択的とはいかなかっ

た｡従ってこのLA4を用いた3種類の異なる染色手法による免疫組織化学的な検討を行った結果,C12:0-でαはほぼす

べての視細胞梓体の外節に均一に分布 していることが判った｡この結果を,ウシ梓体型Tα (G上lα)のセリン153- トレ

オニン166に相当する合成ペプチ ドを抗原として調製され,ウシ,ニワトリ網膜のすべての視細胞梓体外節と反応すること

が知られているPTrα抗体を用いた場合の染色像と比較すると,梓体細胞数に対する抗体染色陰性の梓体の割合はIJA4:pT

rα三2.38:2.46と両者はほぼ一致した｡他のアイソフォームに対する選択的な抗体が得られなかったので,それらアイソフォー

ムが局在するかどうかについては結論が得られなかったが,C12:0-Tαの結果は4種類のアイソフォームが単一の梓体内

に共存していることを強く示唆していると考えられた｡すなわちロドプシンが捕捉した光情報は,それぞれ特徴的な情報変

換活性を持つ4種類のTαアイソフォームに伝達される｡視細胞内節にもLA4とpTrα抗体に対する陽性反応が見られたが,

このことは外節に輸送される前に梓体Tαはラウリル化されることを示すが,これはタンパク質のN末端脂肪酸修飾が翻訳

途中で起こるというこれまでに得られていた知見と一致する｡

次に, トランスデューシンとは異なる組織分布を示す網膜のGタンパク質のアルファーサブユニットGoαがTαのような

不均一な修飾を受けているかどうかを明らかにすることを試みた｡網膜GoαのN-末端の構造解析を行ったところ,Tαと

は対照的に,網膜GoαのN末端にはミリスチン酸 (C14:0)のみが存在することが判った｡網膜においてGoαは視細胞層

とは異なる領域に局在していることから,視細胞以外の細胞においてはミリスチン酸のみによる修飾が行われていることが

強く示唆された｡すなわち,不均一な脂肪酸修飾は視細胞に特異的な現象である可能性が高い｡

これらの知見をまとめると,N末端の不均一な脂肪酸修飾は,視細胞における光情報の伝達においては,複数の活性の異
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なるアイソフォームを含むことによって生理的な役割を果たしていると考えられる｡今後は,このような複数の構成要素を

有するシステムと,単一の構成要素のみからなるシステムとの間の光応答の出力の違いを比較することが出来れば,不均一

な脂肪酸修飾の生理的な意味を明らかにすることが出来るであろう｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

トランスデューシン (T)は視細胞に存在するGタンパク質で,α,β,γの3つのサブユニットからなっている｡視細

胞が吸収した光は情報変換され,視神経に出力されるが,この情報変換を司るのが トランスデューシンである｡視物質であ

るロドプシンは光を吸収し,いくつかの中間体を経てメタロドプシンⅡが生成する｡このメタロドプシンⅢにGDP結合型

のTαとTβγが会合し,GDPが解離して代わりにGTPがTαに結合すると今度はTα-GTP,Tβγに解離する｡Tα-Gワp

がcGMPaseを活性化して細胞内cGMP濃度の低下と共に形質膜に存在するcGMP依存性チャネルが閉じて受容器電位が発生

するという形で情報変換が起こる｡TαサブユニットとTβγとの相互作用がこの過程において重要な役割を担っているが,

TαのN末端領域がこれを支配してお り,N末端を修飾する脂肪酸はGタンパク質を膜に固定する役割のみならず,この相

互作用にも重要な関係を有することが明らかになってきた｡ウシ梓体視細胞のTαのN末端修飾脂肪酸としては現在,ミリ

スチン酸 (C14:0),C14:1 (5-Gis)C14:2 (5･cis,8･cis),およびラウリン酸 (C12:0)という4種が知られている｡

単一のタンパク質が複数種の修飾を受けていることは異例であるが,TαのN末端 9残基のアミノ酸配列を持っペプチ ドを

これら4種の脂肪酸それぞれで修飾 したペプチ ドは何れもTαとTβγの会合を阻害し,しかも阻害の程度は脂肪酸それぞ

れで違っていることが示されている｡すなわち情報変換の効率は脂肪酸の種類によっていることになり,どのような脂肪酸

で修飾されているか,各修飾体は視細胞内でどのような分布をしているかという研究は極めて重要である｡この点に関し,

申請者は

(1)脂肪酸構造の異なる4種類のTαアイソフォームは一つの梓体視細胞に共存しているのか,それとも特定のアイソフォー

ムのみを持つ細胞が存在しているのか,

(2)Tαとは異なる組織内分布を示す網膜のGタンパク質αサブユニットは同じように不均一な修飾を受けているのか｡

という問題設定をし,それらを明らかにする実験を行った｡(1)に関しては脂肪酸鎖長を区別するモノクローナル抗体を用い

て少なくともC12で修飾されたTαはすべての視細胞梓体外節に分布することが示され,その結果,細胞ごとに情報変換活

性の本質的差違はないであろうこと,ロドプシンからの光情報は一つの細胞内でそれぞれ特異的な情報変換活性を持つ4種

類のTαアイソフォームに伝達されることが示唆された｡(2)に関しては,網膜GoαにあってはTαと異なり,ただ1種のみ

の脂肪酸修飾が兄いだされ,不均一な脂肪酸修飾は視細胞に特異的な現象である可能性が高くなった｡何れも視覚における

情報変換過程の分子論的基礎として極めて高く評価されるものである｡各視細胞においてアイソフォームの分布が均一であ

るのか,それぞれのアイソフォームの情報変換活性がどのように異なるのか等が,今後の課題として残されている｡

従来,分子生物学的研究においては生物学的事項に重点が置かれ,ややもすると物質の同定,確認等,化学的基盤が軽視

される傾向があるが,本輪文においてはその点にも重点が置かれ,ペプチ ド合成,質量分析,逆相クロマ トグラフなどの新

しい方法を駆使 していて,それらに関しても理解が十分であると判断された｡本論文の学界に対する寄与は充分大きいと判

断し,なお関連する事項に関しても試問を行い,合格と判定した｡
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