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論　　文　　の　　要　　旨

　カルシウムイオン（Ca2＋）は細胞運動を伴う多くの生命現象の重要な調節因子である。微小管系

の細胞運動の代表例である繊毛・鞭毛運動もCa2＋によって制御されており，繊毛虫テトラヒメナで

は各種の刺激によって繊毛膜の脱分極がおこりCa2＋チャネルが開いてCa2＋が流入し，その情報が繊

毛内微小管系運動装置に作用して繊毛逆転反応をひきおこす。しかし，実際にCa2＋の情報を運動装

置に伝える役割をになうCa2＋受容（結合）タンパク質やその作用機序は未だ解明されるに到ってい

なかった。

　著者はこの点に着目し，テトラヒメナのCa2＋結合タンパク質の同定と性状を検討するため，遺伝

子解析を試み，結果的にテトラヒメナCa2斗結合タンパク質25KDa（TCBP－25），Ca2寺結合タンパク

質23KDa（TCBP－23），テトラヒメナカルモデュリン（CaM）の3種のCaMファミリーに属するタ

ンパク質の遺伝子のクローニングとシークエンシングに成功し，それらの実体を初めて明らかにし

た。以上に得られた結果を要約する。

　亙．TCBP－25遺伝子

　Ca2令結合タンパク質の単離に用いられるCa2＋依存フェニール・セファロース・カラムで分離され

たTCB卜25の断片のアミノ酸配列結果を墓に，オリゴヌクレオチドを合成し，これをプローブとし

てテトラヒメナのゲノムDNA及びcDNAライブラリーよりTCBP－25遺伝子をクローニングするこ

とに成功し，その遺伝子の全ヌクレオチド配列を決定し，以下のことを明らかにした。（i）遺伝子

のOpenReadi㎎Fra狐e（O服）は218個のアミノ酸をコードし，分子量は24，702と算定され，i㎜一
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磁㎜ob1otで検出した25KDaタンパク質（TCBP－25）と合致した。（ii）ゲノムDNAには2つのin－

tronsの存在があった。（iii）一般の生物で終止コドンとして認識されているTAAコドンがテトラヒ

メナではグルタミンをコードしていることを初めて直接証明した。（iv）TCBP－25は4つのEF－

h拠d型Ca2＋一bindi㎎do皿ainsをもつCaMファミリーに属するCa2＋結合タンパク質であることが

判った。（v）S㎝them及びNorthem　hybridizationsの結果から，テトラヒメナには1種類のTCBP

－25遺伝子が存在し，O．94Kbの搬NAをactiveに転写していることが判った。（iv）ho狐o1ogy

searchの結果，TCBP－25は既存のどのCa2＋結合タンパク質とも相同性が低く，Ca2＋一bindi㎎do一

㎜ainS間の距離が非常に長い特有な構造をもつ新タンパク質であることが判明した。

　n．TCBP－23遺伝子

　Ca2÷依存フェニール・セファロース・カラムでTCBP－25とは違ったCa2＋結合タンパク質の断片

がcopu．1fyされることに気付き，そのアミノ酸配列を参考に，オリゴヌクレオチドを合成し，これ

をプローブにしてcDNAライブラリーからTCBP－23遺伝子のクローニングとシークエンシングに成

功した。（i）決定された763塩基の中には唯一のORFが存在し，207個のアミノ酸をコードし，こ

のタンパク質の分子量は23，4！3と算定された（TCB卜23）。（ii）塩基配列とアミノ酸配列の照合か

ら，TAAのみならず，TAGもテトラヒメナではグルタミンをコードしていることを直接証明した。

（iii）TCBP－23もEF－h狐d型Ca2斗b1狽di㎎dc㎜ainのコンセンサスと完全に一致する4つのdc一

皿alnsをもつCaMlファミリーに属するCa2令結合タンパク質であることが判った。（iv）TCB卜23の

遺伝子もゲノム中に1種存在するが，明らかにTCBp－25のそれとは異っていた。（v）TCB卜23遺

伝子と較べると20％という低いレベルでO．84Kbのtransc．iptを発現していることが判った。（v三）

TCBP－23は既在の全てのタンパク質とは相同性が低いが，TCB卜25とは全長に渡って35％の相同

性を示し，同じ祖先型タンパク質から進化したことをうかがわせた。

　皿．CaM遺伝子

　丁肋α伽㈱伽伽舳o肋づ1αのCaM遺伝子のクローニングはτ〃砺o舳3で既に知られているアミノ酸

配列を参考にして合成したオリゴヌクレオチドをプローブにして行った。（i）解析した707塩基の

うちORFがユつあり，149個のアミノ酸をコードし，分子量はユ6，670と算定された。（ii）τ伽榊o一

ク舳αとτ〃切o榊兆は同属でありながら，そのCaMには4つの置換と1つの挿入があることが判っ

た。（iii）CaM遺伝子もゲノム中1種で，O．72Kbのtranscriptが検出され，発現量はTCB卜23のそ

れと同程度であった。

審　　査　　の　　要　　旨

　著者は繊毛虫テトラヒメナにCaMのほか2つのCaMファミリーに属する全く新しいCa2＋結合タ

ンパク質が存在することを遺伝子解析で明らかにした。このような報告は下等真核生物では初めて

のものであり，原生動物の遺伝子の構造と発現を明らかにしただけでなく，繊毛運動制御機構を始

めとするCa2寺制御機構の研究にとって大変重要な新真実を提供したものである。今後，これらの遺
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伝子を用いて，Ca2＋受容タンパク質間の機能分担・機能協力関係が明らかにされる道がひらかれて

きた。本研究成果はすでに世界的に注目されており，この研究分野の将来の発展に大きな貢献をも

たらす基礎を築いたものとして高く評価される。

　よって，著者は理学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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