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論　　文　　の　　要　　旨

（目的）

　カルシウムイオン（Ca2斗）は内耳における音受容機構において重要な働きを果たしていると考えられている。

特に，哺乳類内耳の外有毛細胞において確認されている‘遅い収縮’はCa2＋に依存性であると考えられており，

細胞内貯蔵部位からのCa2キの動員が必要であることが実験的に証明されている。しかしながら，現在のところラ

その貯蔵部位の詳細は明らかになっていない。また，’コルチ器内のCa2キ結合蛋白についても，これまで免疫組

織化学的方法により既知の蛋白の分布を調べることはなされてきたが，生化学的方法を用いてCa2＋と結合する

蛋白を同定する試みはなされていなかった。

　一方，鳥類の内耳については哺乳類ほど研究が進んでおらず，音受容のメカーニズムはよく解明されていない。

また哺乳類のコルチ器に相当する基底乳頭におけるCa2＋結合蛋白についての研究もほとんど行われていなかっ

た。

　以上のような背景から本研究では電気泳動法と放射性同位体45Ca2＋の組み合わせを用い，哺乳類コルチ器と

鳥類基底乳頭のCa2＋結合蛋白の総合的解析を行うことを目的とした。

（対象と方法）

互）実験動物として有色モルモットとヒヨコを用いた。

2）凍結乾燥した側頭骨から顕微鏡下にコルチ器と墓底乳頭を採取した。両者の可溶性蛋自を，非変性化ゲルを用

いた等電点電気泳動により分離後ナイロン膜に転写し，20μMの45Ca2＋と10分間インキュベートし，洗浄乾燥

後オートラジオグラフによりCa2＋結合蛋白を検出した。

3）等電点電気泳動により分離された蛋白をSDSの存在下に2次元に展開し，45Ca2＋に結合した蛋白の分子量を

算定した。

4）Cal㎜odu1inなど，既知のCa2寺結合蛋白に対するモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロット法でCa2寺

結合蛋白を同定した。

（結果と考察）

ユ）コルチ器，基底乳頭ともに2種類の蛋自が45Ca2キと結合した。
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2）コルチ器におけるCa2＋結合蛋白の1つはCa㎞oω1独で，可溶性蛋白中最多を占め，活発なCa2キ依存性の活

動の存在を支持した。

3）コルチ器におけるCa2＋結合蛋白の他の1つは等電点が3．3と極めて酸性度が高く，分子量は約15kDaであっ

た（蛾一CBP）。この蛋自は脳，肝，筋などの他組織あるいは内耳組織の一部である血管条及びラセン靭帯など

のコルチ器以外の組織には存在を確認できず，コルチ器において重要かつ特殊な働きをしていることを示唆した。

特に細胞内Ca2＋の貯蔵部位として機能している可能性があり亭構造の決定とコルチ器における詳細な分布を調

べる必要があると考えられた。

4）哺乳類の内耳組織に選択的に存在し，アミノ酸配列の分析結果から班一ハンド様の構造を持ち，Ca2＋結合蛋

自の可能性が示唆されている蛋白OCP2は，本実験系では45Ca2＋との結合を示さずラCa2÷結合蛋白である可能

性は否定的であった。

5）基底乳頭におけるCa2＋結合蛋自の1つはコルチ器同様Ca㎞oωinであったが，他の1つは

Ca嚇ndi烈一D28kDaでその量は全可溶性蛋自の20％近くにも達した。その機能については中枢神経系で考えられ

ているのと同様，細胞内Ca2÷のb雌er1㎎に関わる可能性が考えられた。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究では，モルモットのコルチ器及びヒヨコの基底乳頭についてCa2＋結合蛋白を分析し，コルチ器には

ユ5トCBPと名付けた新しいCa2＋結合蛋白が存在することを明らかにしている。この蛋白は等電点が極めて低く，

通常の等電点電気泳動では見逃しやすいところであるが，分析範囲を広め，注意深い実験によりこの蛋白を発見

したことは高く評価できる。また，基底乳頭においてはCa嚇滅阯D28kDaが多量に存在することを明らかにした。

この蛋自が基底乳頭に存在することは免疫組織化学的に示唆されていたが，蛋自としての存在量やCa2＋結合能

を明確に示し，その存在を確実なものとした。

　以上の研究成果はコルチ器，基底乳頭両方に存在するCa㎞o鮎i亙を含め，これらのCa2＋結合蛋白が聴覚器官

のどのような細胞に存在し，どのような機能を営むのかという重要な問題を提起するものである。

　よって，著者は博士（医学）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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