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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｅｇｇｓ12ｄａｙｓａｆｔｅｒｏｖｉｐｏｓｉｔｉｏｎ．Ｉｔ ｈａｓｂｅｃｏｍｅａｐｐａｒｅｎｔ ｔｈａｔ ｔｈｅｉｎｔｅ．ｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＩＭＥ．ａｎｄ ＰＩＮ ｐｌａｙｓ ａ ｃｅｎｔｒａｌ ｒｏｌｅｉｎ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅｉｎｔｅｒｖａｌ ｔｉｍｅｒ．
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論文審査　の　結果　の　要　旨

ＴＩＭＥ（ＴｉｍｅＩｎｔｅｒｖａＩＭｅａｓｕｒｉｎｇＥｎｚｙｍｅ）は、タイマー機能を有する酵素ＡＴＰａｓｅである。カイ

コ休眠卵から発見された。次のような経緯からである。カイコ休眠卵を5℃に冷蔵すると、低温

要求性の生理学的発育（休眠間発達）が進行し、休眠が破れる。．この休眠間発達完了期直前に、

卵中のＴＩＭＥ－ＡＴＰａｓｅ活性が突然発現する。しかし、その後は・たちまち元の低レベルに戻ってしま

い、一過性の活性となる。Ｔ川Ｅを試験管内で冷蔵しても、やはり休眠間発達完了相当期に一過性

の活性を発現する。このような経緯からである。その測時的活性発現機構はＴ川Ｅタンパク質の立

体構造中に組み込まれており、活性発現が休眠間発達完了、つまり胚子発育再開のシグナルにな

るものと推察されている。また、続いて発見され構造も決定されたペプチドＰＩＮは、ＴＩＭＥ－ＡＴＰａｓｅ

活性を阻害し、時計現象を制御するものと推察されている。本研究は、タンパク質測時機構を明

らかにする目的で、その構造解析を行うとともに、ＰＩＮとの相互作用について検討し、Ｔ川Ｅの測

時機構に考察を加えたものである。

まず，卵の休眠間発達期間を明らかにした。カイコの休眠が産下2日後から始まるため、従来

は、産下2日後から卵を冷蔵した場合の休眠間発達のみが検討されてきたからである。産下後の

種々の時期に卵を冷蔵したところ、冷蔵開始が遅くなるにしたがって要求される休眠間発達期間

は長くなった。しかし、産下12日後以降の冷蔵では、もはやそれ以上の延長はなく、約45日で

あった。同時にＴＩＭＥのＡＴＰａｓｅ活性も測定した。Ｔ川Ｅを冷蔵開始直前の卵から分離精製して試験

管中で保護したところ、冷蔵開始までの時間の長い卵から得たＴＩＭＥはどＡＴＰａｓｅ活性が遅く発現

した。しかし、産下12日後以降の卵から得たＴ川Ｅではさらに遅くなることはなく、約40日相当

時間後に一過性の極大活性が発現した。休眠間発達期間の変化に応じてＴＩＭＥ－ＡＴＰａｓｅ活性発現時

間も変化し、これら試験管内での活性発現時期は、卵内での発現時期に一致し，いずれも休眠間

発達完了期直前に相当した。したがって、Ｔ川Ｅは休眠期間を認識し．、タイマー機能を有するタン

パク質である可能性が確認された。

産下12日後から産下2日後まで、卵齢が若くなると共に、Ｔ川Ｅ－ＡＴＰａｓｅ活性発現までの時間が

短くなることが明らかになった。そこで、産下2日より若い、休眠開始前の卵や桶発育中の卵巣

についてもさらに検討した。その結果、それらからもＴＩＭＥが得られ、得られたＴＩＭＥのＡＴＰａｓｅ活

性は卵の場合より早く発現した。また、桶今の若くなるほど早く．なり、桶化6日以前ではＴ川Ｅ精

製後直ちに活性が認められた。すなわち、嫡化6日以前ではＴ川Ｅのタイマー構造は形成されてい

ないことが判明した。ＰＩＮは、卵特異的タンパク質（ＥＳＰ）から切り出されてくるペプチドであり、

そのＥＳＰの生合成は蛸化7日頃に最も盛んになる。つまり、ＰＩＮは桶化6日以降の卵巣に現われ、
Ｊ

その後で川Ｅとの相互作用を始める可能性が示された。

Ｔ川Ｅを精製してから活性が発現するまでの時間は、蛸化6日後からの時間経過との間で比例的

直線関係にあり、その関係は産下1’2日後まで続いた。活性が発現するまでにかかる時間の延長

割合は、1日のエイジングあたり約1時間であった。′Ｔ川Ｅは単一のタンパク質である。それにも

拘わらず、様々な時間に一過性の活性を発現したのである。単一タンパク質が種々の時間で活性
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を発現する機構は、ＴＩＭＥの測時機構解明の重要な糸口になる。ＰＩＮとの関係から追究した。ＴＩＭＥ

の時間よみ調節にはＰＩＮペプチドの関与することが明らかになっているので、・Ｔ川ＥとＰＩＮとを試

験管ヰで混合したところ、両者は等モル複合体を形成することがＭＡＬＤ卜ＴＯＦ一朗Ｓ分析によって示さ

れた。また、混合時間を長くするにしたがってＡＴＰａｓｅ活性発現までの時間が長くなった。その延

長割合は、やはり混合時間1日あたり約1時間であり、卵で見られた割合とほとんど同じであっ

た。

タイマー機能はＴＪＭＥの立体構造中に組み込まれていることがわかっている。ＰＩＮはＴＩＭＥと結

合するので、ＰＩＮがＴＩＭＥのタイマー構造を形成させる可能性がある。ＴＩＭＥとＰＩＮ両者間の解離会

合定数（ＫＤ値）をＢｅａｃｏｎ2000ＴＭを用いて測定したところ、両者の混合温度が25℃の場合で約

104ｎＭであった。ところが、4℃では約107ｎＭであった。Ｔ川Ｅの生理学的濃度条件下では、夏

の温度である25℃で戸ＩＮとＴ川Ｅは複合体を形成し、冬の温度である4℃では解離することが明

らかになった。

ＰＩＮは、蛸化6日以降の卵巣でＥＳＰから切り出されてＴＩＭＥと結合し、ｔタンパク質タイマー構造

を形成する。卵が低温に遭遇するとＰＩＮが解離し、その結果ＰＩＮフリーＴＩＭＥの構造が解きほぐれ

る。低温下でのその解きほぐれ立体構造変化速度が時間の関数になり、休眠期間時計を形成する。

このように推察された。

以上のように，本研究はインターバルタイマー塾生物時計という従来にはない全く新しい研究

領域を拓き，タンパク質がタイマーとして機能する仕組みについて重要な情報を提供している。

関連分野の発展にも大いに寄与すると思われる。したがって、学位論文として充分な独創性と優

れた内容があるものと判定した。
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