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論　　文　　の　　要　　旨

　微小管系が関与する細胞運動の代表例としてよく研究されている繊毛・鞭毛運動は，微小管に結

合したダイニンATPaseの発生する力で微小管相互に滑りが生じ，滑りは屈曲に変換されて繊毛。

鞭毛打が形成されることが明らかになっている。この運動系にはCa2＋依存性の制御反応，例えば繊

毛逆転反応などの誘起が知られており，その制御反応機構の解析は分子生物学の重要な課題となっ

ている。最近，その制御反応の調節因子としてカルモデュリン（CaM）が注目されてきた。しかし，

繊毛逆転反応におけるCaM直接的関与を示す報告は少なく，さらにCaMの作用機序については，

これまでほとんど明らかではなかった。

　著者は，繊毛打のCa2＋制御機構におけるCaMの役割を明らかにすることを目的に，テトラヒメ

ナ繊毛内でCaMと結合し波型変換をひきおこすと考えられるCaM結合蛋白質（CaMBPs）を検出

し，それらの性状を調査し，繊毛逆転反応におけるCaMBPsの機能を十分に示唆しうる新しい知見

を得た。以下にその成果を述べる。

　（1）CaMBPs検出法としてこれまで用いられてきたge1over1ay法は，125卜CaMのオートラジオ

　　グラフと蛋白質の染色パターンが正確に対応づけられないなどの欠点があった。著者はニトロ

　　セルロース膜上で125卜CaMとCaMBPsと反応させる諸条件を検討し，より優れた解析ができ

　　る改良法を確立した。この改良法を用いて，テトラヒメナ繊毛全体及び膜・基質，粗ダイニン，

　　周辺小管の3分画についてCaMBPsの存在を調べ，1㎜MCa2÷存在下で少なくとも36種の
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　CaMBPsが検出されることを示した。これらのCaMBPsとCaMとの緒合は，すべてCa2＋依存

　的でかつCaM特異的であることも示した。

　　CaMBPsとCaMとの反応時のCa2＋濃度を10’7Mから10－3Mまで変化させて結含の性質を調

　べてみると，低Ca2＋濃度でCaMと結合できるもの，Ca2＋濃度の上昇に伴って結合が強くなる

　もの，高Ca2＋濃度になると結合しはじめるものなどCaMBPsはCa2斗・CaMとの結合性状から

　幾つかに分類できることが判った。このことは，Ca2キ濃度の微妙な変化に対しておこる繊毛の

　複雑な反応にCaMとCaMBPsの多様な結合が関与している可能性が考えられた。

（2）著者は繊毛内に多種類検出されたCaMBPsを鵬t1veな状態で回収するため，繊毛全体と膜・

　基質，粗ダイニン，周辺小管の各分画を可溶可してCaM親和カラムにかけ，Ca2＋依存的に吸着

　された蛋白質（CaMBPs）を調べた結果，量的に多いCaMBPsのほとんどが周辺小管分画に由

　来することが判った。繊毛打のCa2＋制御は脱膜し周辺小管を主体とした繊毛運動モデルにも

　Ca2＋感受性があるので，周辺小管分画に検出されたCaMBPsの性状を知ることはCa2＋制御機

　構を知る上で重要であった。しかし，周辺小管のCaMBPsの回収率，ゲル濾過での溶出位置，

　EPCカラムでの行動等から，CaMBPsの多くがチューブリンニ量体や微小管と結合している可

　能性が示唆された。

　　そこで，CaMBPsと微小管との相互作用を再構成（共沈）実験で調べたところ，少なくとも

　3種のCaMBPs（Mr69，45，37kD）は明らかに微小管に結合すること，さらに他の3種の

　CaMBPs（附30，26，22kD）があらかじめ微小管に組み込まれていることが判った。これら

　のCaMBPsはCa2＋の流入時にCaMの格好の標的となると考えられ，しかもごく僅かな量しか

　存在しないことから，Ca2㌧CaM依存性酵素として制御反応に働いている可能性が考えられた。

（3）テトラヒメナ繊毛内のCaMBPsのいづれかが燐酸化または脱燐酸化酵素として役割を果して

　いる可能性があったので，Ca2＋依存的にそれらの酵素の基質となる蛋白質を繊毛軸系内で調べ

　た。その結果，燐酸化，脱燐酸化酵素とも高い活性が認められたが，脱燐酸化は全てCa2キ・

　CaM非依存的な反応であった。しかし，燐酸化については，γ一32P－ATPによりラベルされた

　60余の燐酸化ペプチドのうちチューブリンβ一サブユニットのみがCa2＋・CaM依存的に燐酸化

　されることが判った。このCa2＋・CaMチューブリン燐酸化酵素は周辺微小管に親和性をもち，

　しかも脱膜運動モデルにも活性が高いことが判った。

　　以上のことから，伽舳oでも膜の脱分極によって流入されるCa2キによる繊毛逆転時に，

　CaMとCaMBPs依存的なβ一チューブリンの燐酸化がおき繊毛打の波型変換がおこる可能性が

　示唆された。

審　　査　　の　　要　　旨

　微小管系の細胞運動のCa2＋制御機構の解析は繊毛・鞭毛運動ばかりでなく，核分裂時の染色体の

極への移動等の重要な生命活動を理解する上で大切である。著者は繊毛運動のCa2キ制御機構をCa2
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十受容体であるカルモデュリンやそれと結合して機能すると考えられるCaMBPsについて，数々の

実験を試み，それらの機能を明らかにし，繊毛逆転反応機構に係る示唆に富んだ数多くの新事実と

新しい考えを提供した。これらの著者の業績はこの分野の将来の発展に大きな貢献をもたらすもの

であり，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があるものと認める。
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