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論文の内容の要旨

　カルシウム結合タンパク質は細胞内でカルシウムイオンを受容し，細胞内情報伝達系の出発点となるタンパク

質である。中でもEFハンド型結合部位をもつ一連のタンパク質は，その機能が明らかにされているものもある

が，まだ具体的機能が明らかにされていないものが多い。

　本論文において，著者はまず原生動物繊毛虫のテトラヒメナで二つのEFハンド型カルシウム結合タンパク質，

TCBP－23とTCBP－25を大腸菌で大量発現させることを試みた。これらはいづれも遺伝子がクローニングされて

いながら，細胞からの直接精製が困難なためタンパク質として単離されておらず，機能も明らかにされていない

ものである。繊毛虫は終止暗号であるTAAとTAGをグルタミンとして用いているので，まず遺伝子内にある

それらのコドンをsite－directed㎜utagenesisでグルタミンコドンであるCAAとCAGに変換し，大量発現に成功

した。大腸菌で発現されたこれらのタンパク質は，EFハンド型カルシウム結合タンパク質の性質であるカルシ

ウム依存的な立体構造の変化を示唆し，カルシウム結合能も確認された。

　次に，大腸菌で発現されたTCBP－23とTCBP－25をウサギに免疫し，それぞれのタンパク質に特異的な抗体を

作成した。蛍光抗体法及び免疫電顕法を用いて細胞増殖期と脊性生殖過程におけるTCBP－23とTCBP－25の局在

を検討した。TCBP－23とTCBP－25はともに，細胞の口部装置と繊毛基部を除く細胞表層に，全生活環を通じて

局在することを確認した。この局在は界面活性剤N卜40で処理した細胞でも確認された。さらに，免疫電顕では，

TCBP－25は細胞表層を構成する表層細胞質に存在することを確認し，表層のカルシウム貯蔵部位からカルシウ

ムイオンを受容し細胞機能に関っていることを示唆した。

　テトラヒメナの接合過程では複雑な核変化が順序正しく進行する。接合した二つの細胞がそれぞれ2個の配偶

核を形成し，細胞の接着面で一つをお互いに交換する時，TCBP－25は移動する核を取り囲む局在を示した。そ

の前後には全く局在は確認されず，時期特異的であることを示し，核の移動にカルシウム依存的な過程が存在す

ること，その過程にTCBP－25が寄与していることを示唆した。
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審査の結果の要旨

　本研究は原生動物繊毛虫テトラヒメナで，これまで遺伝子はクローニングされていたが，具体的な細胞機能が

全く明らかにされていなかったTCBP－23とTCBP－25を大腸菌で発現されることに成功し，全生活環を通してど

のように局在しているかを示したものである。カルシウム依存的な細胞機能は種々報告されているが，本研究は

細胞表層で行なわれる繊毛運動やエクソサイトーシスなどにTCBP－23とTCBP－25が深く関っていること，また，

接合時には核の移動にTCBP－25が関っているということを強く示唆したものである。核の移動にチューブリン

以外のタンパク質が関与していることを示した初めての知見である。カルシウム結合タンパク質は，情報伝達系

の出発点として働くタンパク質であり，中でもカルモジュリンで代表される服ハンド型カルシウム結合タンパ

ク質の機能は，現在注目されているところである。著者が明らかにした結果はEFハンド型カルシウム結合部位

をもつタンパク質の具体的な機能を明らかにする，重要な知見であると高く評価できる。

　よって，著者は博士（理学）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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