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（論文内容の要 旨） ，

シ トクロムe（cyte） は3本 の長い αヘ リックスを有す る、球状のヘムタンパク質であ

り、アポ トーシスの初期過程や ミ トコン ドリア呼吸鎖 において重要 な役割 を担 っている。
ノ

Cyteの ヘム配位構造は ドメインスワッピンングによる多量化やカルジオ リピン （CL） と

の相互作用 によ り変化す ることが報告 されているが、その機能へ の影響 については不 明な
へ 　

点が多い。本論文では、Met80の ヘム鉄か らの解離によるcyteの 反応牲 や安定 性の変化 を

明 らかにすることを目的 としている。

第1章 では、cytcの 構造 と機能、ヘ ム空隙を有するヘムタンパク質 と外部 リガン ドの反

応 を説 明 し、本研究の位 置づ けを示 している。

第2章 ではCLを 含む リボ ソーム存在下での酸化型cytoとmCPBAの 反応について、液

体 クロマ トグラフィー ・タンデム質量分析法 を用いて解析 し、Met80が ヘム鉄か ら解離 し、 ：v

選択的に酸化 され ることを明 らかにした。酸化型cytoが ジチオスレイ トール （DTT） お よ

び酸素分子存在下でCLを 含む リボソームと相互作用す ると、Met80が 選択的に酸化 され

ることも明 らか となった。

第3章 では、酸化型cyto二 量体 とシアン化物イオンの相互作用 について、紫外可視吸収

スペク トル を測定 し、ソー レー帯およびQ帯 が短波長シフ トす ることを明 らかにす るとと

もに、cyte二 量体 とシアン化物イオ ンの結合定数 を求 めた・シア ン化物イオン結合孕cyto

二量体のFe－CNお よびC－N伸 縮振動 （vF，cN、vcN）の共鳴 ラマンバ ン ドが観察 された。

Cyte二 量体のVFeCN数 がヘ ム近傍に空隙を有す る他のシアン化物イオン結合型ヘムタンパ

ク質のVF。CN数 より低 く、cytC二 量体 とシアン化物イオ ンの結合が他のヘ ムタンパ ク質 と

比較 して弱い ことが明 らか となった。Cyte二 量体の二次構造 はシア ン化物イオンの添加 に

よ りほ とん ど変化 しなかったが、二量体の単量体への解離速度 は増加 し、シア ン化物イオ

ンの結合 がcyte二 量体の安定性 に影響 を与 えることが明らかとなった。

一第4章 では、本論文 の成果 を総括す るとともに、今後の展望について述べ られている。

以上のよ うに、本論文はcytoがcLを 含む リボソーム と相互作用するとMet80が ヘム鉄

か ら解離 し、mCPBAに よ りMet80が 酸化 されること、Met80が ヘム鉄か ら解離 している

cyte二 量体にシア ン化物イオンが結合す ると、二量体の単量体への解離が加速す ることを

明 らかに した。本論文で得 られ た結果はcyteの 構造 一機能相関の理解 のみならず、ヘムタ

ンパ ク質分野において新 しい視点を与えるものであ り、タンパク質化学の分野 に大いに貢

献す ることができる と考 えられ る。
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以 上 の よ うに、本 論 文 法は1cy七eのMet8・ 一ヘ ム酉己嚇 造 が変 わ る と、cyt。 の反応 性が

変化す ることを示 した。mCPBAに よるcyteの 自己修飾反応や外部配位子 によるcyte多
ズ

量体の不安定化 はこれ までに報告 され てお らず、本論文はヘムタンパ ク質の構造 一機能相

関に新 しい知見を与 えるものである。本論文で得 られた結果は生体分子科学分野、ヘ ムタ

ンパ ク質分野の研究 として高 く評価 でき、学術的に大 きな意義がある。 よって、審査委員

一 同は本論文が博士 （理学）の学位論文 として価値 あるもの と認 めた。
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（論文審査結果の要 旨）

タンパ ク質の構造 と機能は密接 に関係 し、生体内で高度に制御 されている。シ トクロムe

（cyte） は、 ミ トコン ドリア呼吸鎖の電子移動やアポ トーシスの初期過程 に関与す る球状

のヘムタンパ ク質で、ヘム鉄にはヒスチジン （His18） とメチオニン （Met80） が配位 して

いる。Cytcは カル ジオ リピン （CL） と相互作用する とMet80が ヘム鉄か ら解離 し、ペル

オ キシダーゼ活性が増大す る。ウマcyteはC末 端の αヘ リックスを連続的に ドメイ ンスワ

ッピングす ることにより多量体を形成 し、cyte二 量体や三量体でMet80は ヘム鉄か ら解離

す る。

本論文では、Met80の ヘム鉄か らの解離によるcytoの 反応性や安定性の変化 を明 らかに

す ることを 目的 としている。CLを 含む リボ ソーム存在下でのcyteと メタクロロ過安息香

酸 （mCPBA） の反応解析お よびcyto二 量体 とシアン化物イオンの相互作用様式の解明を

行った。本論文で得 られ た成果 は以下の通 りである。

1．CLを 含む リボソー ム存在下で、酸化型cyteのMet80がmCPBAに よ り選択的 に酸

化 され ることを明 らかに した。酸化型cyto乏mCPBAの 反応 では、630nm付 近の吸収強

度が増大 し、フェJリルオキ ソ種が生成す ることを示 した。 さらに、酸化型cytoが ジチオス

レイ トール存在下でCLを 含む リボ ソーム と相互作用すると、Met80は 酸素分子によって

選択的に酸化 されることも明 らかに した。 ’ ＼

2．酸化型cyte二 量体の紫外可視吸収スペク トルの ソー・レー帯およびQ帯 はシアン化物

イオンの添加 によ り短波長シフ トし、シアン化物イオ ン添加 によるスペ ク トル変化か らcyt

O二 量体 とシア ン化物イオンの結合定数を求めた。 シアン化物イオ ン結合型cyto二 量体の

Fe－CNお よびC－N伸 縮振動 （vFecN、vcN） の観察にも成功 した。 シアン化物イオン結合

型cyte二 量体のVF・CN振 動数 は・ヘ ム近傍 に空隙を有する他のヘムタンパ ク質のシアン化

物イオン結合型のVF，CN振 動数 よ り低 く、cyto二 量体へのシアン化物イオンの結合が他の

ヘ ムタンパク質 より弱いことを明 らかにした。Cyte二 量体の二次構造はシアン化物イオ ン

の添加 によ り大き く変化 しないが、単量体への解離速度が増加 し、解離温度は2℃ 減少す る

ことも明 らかにした。 ご ， 、 ’x1
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