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論文内容の要旨

[目的]

14-3 -3 蛋白質は，チロシンやトリプトファンの水酸化酵素の活性化作用や，プロテインキナーゼCの制御作用，

分泌促進作用，ホスホリパーゼ A 2 作用を有しており，細胞内シグナル伝達の制御因子として働いている。一方，

Ras は， MAP キナーゼ (E R K) キナーゼ (MEK) -E R K カスケードの上流に位置し，このカスケードを制御

している。 Ras には GDP結合型の不活性型と GTP結合型の活性型があり， GTP結合型がその標的蛋白質に作

用する。 MEKキナーゼの一つである c -Raf-1 が Ras の標的蛋白質として報告されているが， cell-free assay 

において， GTP結合型 Ras が直接 c -Raf-1 を活性化することはいまだ報告されていない。そこで，私は， Ras 

の標的蛋白質を同定する目的で， GTP結合型 Ras がMEKを活性化する cell-free assay 系をすでに開発し， この

cell-free assay 系を用いて，アフリカツメガエル卵の細胞質画分から， GTP結合型 Ras 依存性にMEK を活性化

するのに必要な蛋白質因子(R E K S : Ras -dependen t E R K Kinase Stim ula tor) を同定し，部分精製している。

最近，酵母で c -Raf-1 の活性促進因子として14- 3 -3 蛋白質が単離されている。本研究では， この cell­

free assay 系を用いて， 14-3 -3 蛋白質のREKS活性に対する影響を解析することを目的とした。

[方法ならびに成績]

1 )材料の調製と cell-free assay 

REKS の source としては，アフリカツメヵーェル卵を電気ショックにより interphase に導入し， 内在性の ERK

を不活性型にした後，遠心して得られた細胞質画分を用いた。 cell-free assay に用いる Ki-Ras は， Ki -Ras を

高発現している見虫細胞 (Sf9 cell) の細胞膜画分より精製したo 14-3 -3 蛋白質はラット大脳より精製した。 M

EK と， E R K 2 , N F 1 , Ha -Ras はグルタチオン S トランスフエラーゼ (G S T) との融合蛋白質として， ま

た， c -Raf-1 はマルトース結合蛋白質との融合蛋白質として， E. coli で発現させ精製したo cell-free assay は，

REKS 標品を GTPrS結合型 Ki-Ras およびGDP結合型 Ki- Ras 存在下で， GST-MEK と GST-ER

K2 を加えてインキュベートした後， ミエリン塩基性蛋白質 (MB P) と [r _32PJ A T P を加え， R E K S によ

り MEKを介して活性化された ERK2 による MBP のリン酸化を REKS 活性として測定した。

2 )アフリカツメガエル卵からの REKS の精製

上述の方法により得たツメガエル卵の細胞質画分を MonoS 陽イオン交換カラムを用いて分画した後， cell-free 
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assay により REKS活性を測定した。その結果，二つのピークが得られた。このうち，二番目のピークのみが GT

PrS 結合型 Ki-Ras により特異的に活性化され， しかも，このピークのみがGST-MEK依存性であることか

ら，二番目のピークがREKS であると考えられた。さらに， Western blot 法による解析から，一番目のピークは

MEK と ERKであることが，また， 14-3 -3 蛋白質は Pass 画分に， c -Raf-1 は二番目のピークの後に存在

することが，それぞれ明らかとなった。

3) 14-3 -3 蛋白質による REKS の活性化

MonoS カラムで精製した REKS を GTPrS結合型 Ki -Ras あるいは14- 3 -3 蛋白質とインキュベーション

し， REKS 活性を測定した。 REKS は， 14-3 -3 蛋白質のみではわずかに活性化されるだけであったが， GT 

PrS結合型 Ki-Ras が共存すると著明に活性化された。さらに， 14-3-3 蛋白質は， GTPrS 結合型 Ki­

Ras による REKS の maximum activity を促進したo したがって， 14-3 -3 蛋白質と Ras は，相乗的に REK

S を活性化することが明らかとなった。

4) 14-3 -3 蛋白質の作用点

cell-free assay を用いて， 14-3 -3 蛋白質がMBP または， MEK , ERK，活性型MEK に直接作用するか

否かを検討した。 14- 3 -3 蛋白質は， GT P r S 結合型 Ki-Ras の存在に関わらず， MBP と， MEK , ERK. 

活性型MEKに作用しなかったo したがって， 14-3 -3 蛋白質の作用には少なくとも REKS が必要であることが

明らかとなった。

5) 14-3 -3 蛋白質と REKS の相互作用

Ras の GT Pase 活性化蛋白質のーっとしてNF1 があるo C -Raf-1 は， Ras と結合することにより， N F 1 

の活性を阻害するO そこで，この阻害反応系を用いて， 14-3 -3 蛋白質が Ras と相互作用するか否かを検討したo

その結果， 14-3 -3 蛋白質はこの阻害反応に影響を与えなかったo さらに， 14-3 -3 蛋白質はGTPrS結合型

GST 一Ha-Ras アフィニティカラムにも結合しなかったo したがって， 14-3 -3 蛋白質は Ras とではなく， R 

EKS と相互作用すると考えられた。

6) 14-3 -3 蛋白質と c -Raf-1 の相互作用

cell-free assay を用いて， 14-3 -3 蛋白質が c -Raf-1 の活性化に作用するか否かを検討した。その結果，

14-3 -3 蛋白質は. GTPγS結合型 Ki- Ras の存在に関わらず. c -Raf-1 を活性化しなかった。したがっ.

て， Ras と 14- 3 -3 蛋白質だけでは c -Raf-1 の活性化には十分ではないため，活性化には他の因子の存在や C 一

Raf-1 の修飾が必要であると考えられた。

[総括]

本研究では. cell-free assay 系を用いて， 14-3 -3 蛋白質が Ras と相乗的に REKS を活性化することを明ら

かにした。さらに， 14-3 -3 蛋白質が Ras とではなく， REKS と相互作用することも明らかにした。本研究に

より， 14-3 -3 蛋白質が，従来報告されていた様々な作用に加えて， REKS を介する Ras-M E K -E R K カス

ケードの制御因子としての作用をも有していることが示された。

論文審査の結果の要旨

本申請者は，本研究において. 14-3 -3 蛋白質の Ras の標的蛋白質である REKS に対する影響を cell-free 

assay 系を用いて解析した。その結果， 14-3-3 蛋白質が Ras と相乗的にREKS を活性化することを明らかにし

た。さらに， 14-3 -3 蛋白質が， REKS と相互作用することにより，従来報告されていた様々な作用に加え. R 

EKS を介する Ras-M E K -E R K カスケードの制御因子としての作用をも有していることを明らかにした。

本研究は，実験結果自体の意義もさることながら，今後の発展性にも期待できるものがあり，生命科学への貢献度

が極めて高い研究といえる。したがって，学位授与に十分値すると考えられる。
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