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論文内容の要旨

Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質は， Rho, Rac, Cdc42の三つのサプファミリーからなる。このうち Rho はア

クチン細胞骨格の再編成を介して，細胞の形態，運動，細胞質分裂，平滑筋の収縮等，種々の細胞機能を制御してい

る。上流から何らかのシグナルが来ると， Rho は， GDP/GTP 交換反応促進蛋白質 (GEP) の作用を受けて， GTP 

結合型の活性型に変換される。この GTP 結合型の Rho は，標的蛋白質に作用して下流にシグナルを伝達し，その作

用を発揮する。その後， GTPase 反応促進蛋白質 (GAP) の作用を受けて， Rho は再び GDP 結合型に変換される。

Rho の作用機構を明らかにするためには， Rho の標的蛋白質を単離することが不可欠であり，私の所属する研究

室では，動物細胞や出芽酵母の Rho の標的蛋白質を単離することを試みている o 私共を含むいくつかのグループに

よって， これまでに，複数の Rho の標的蛋白質が報告されているが， Rho が多くの細胞機能を有することから，新

たな標的蛋白質を同定する必要がある。本研究では， Rho の新しい標的蛋白質の検索を試みた。

【方法】

Two Hybrid 法の宿主として，出芽酵母 L40 (MATIα trpl leu2 his3 αde2 L YS2: : lexA -HIS3 URA3: : lexAｭ

lacZ) を用いた。酵母株は， YPD 培地で培養し，また形質転換は，酢酸リチウム法にて行なった。プラスミドの作

成， DNA ヌクレオチド配列の決定， PCR 法は標準的な分子生物学的手法を用いて行った。変異遺伝子は， PCR を

用いた変異導入法によって作成した。 Two hybrid 法に用いるプラスミドを作製するために， RhoA, Rac 1 , Cdc42 

をpBTM116 two hybrid vector にクローン化した。 Two hybrid 法による RhoA の標的蛋白質のスクリーニングは以

下のように行った。 pBTM116-RhoA (G14V) を酵母 L40株に形質転換し， pACT- ヒト B 細胞ライブラリーをさ

らに形質転換した。出現した形質転換体を， 5mM の 3 -Amino ・- 1 , 2 , 4 -triazole を含む SD 選択培地上で選

別した。 His~ ， lac Z +クローンについて，そのライブラリープラスミド DNA を，大腸菌 DH5α への形質転換によ

り回収し， L40に再形質転換した。さらに， これらの形質転換体の β- galactosidase 活性を測定し， β

galactosidase 活性陽性を与えたプラスミドのヌクレオチド配列を決定した。また，形質転換体の β-galactosidase 

活性の定量的測定には， ONPG i去を用いた。



【成績】

RhoA の新しい標的蛋白質を検索するため， Two hybrid 法を用いて， GTP 結合型の RhoA に特異的に結合する蛋

白質の遺伝子を検索した。約 7 x 10 6 個の形質転換体をスクリーニングして， 2 個の陽性クローンを得た。このう

ち l クローンのヌクレオチド配列は，キネクチンの630-935番のアミノ酸配列と一致した。キネクチンの 1 次配列よ

り，この領域は coiled coil 構造を形成すると推測される o キネクチンは， GTP 結合型に保持される優性活性化型の

RhoA とは結合したが，野生型や GDP 結合型に保持される優性不活性化型の RhoA とは結合しなかった。次に， キ

ネクチンが Rac 1 および Cdc42 と結合するか否か検討したところ， RhoA の場合と同様に，キネクチンは優性活性化

型の Rac 1 , Cdc42 とは結合したが，野生型や優性不活性化型の Rac 1 , Cdc42 とは結合しなかった。

【総括】

本研究において， RhoA の標的蛋白質としてキネクチンを同定した。また，キネクチンは GTP 結合型の Rac 1 , 

Cdc42 とも結合したことから， Rho ファミリーの新しい標的蛋白質である可能性が明らかとなった。キネクチンは，

キネシン ATPase モーターの結合蛋白質として単離され，キネシンを細胞内小胞につなぎとめる， Anchoring 蛋白質

と考えられている。本研究の成果より， Rho ファミリーメンバーは，キネシンーキネクチン系やアクチン細胞骨格

系の再編成を制御することにより，細胞内小胞輸送を制御していると考えられる D 最近，私が所属している研究室で

は， Rho や Rac が細胞内小胞輸送に関与していることが細胞生物学的に明らかにされている。加えて，私が所属し

ている研究室では， Rho ファミリーを活性化する蛋白質として Smg GDS が発見されているが，最近， Smg GDS に

結合する蛋白質として SMAP が発見され，これがキネシン E の構成因子であることも明らかにされている。今後，

Rho ファミリーの細胞内小胞輸送における役割がさらに注目されると考えられ， Rho ファミリーとキネシンーキネ

クチン系との相互作用機構をさらに明らかにしてし、く必要があるo

論文審査の結果の要旨

本申請者は，本研究において， Two -hybrid 法を用いて，低分子量 G 蛋白質 Rho の新しい標的蛋白質を検索した。

その結果，細胞内小胞を微小管に沿って輸送する，キネシン ATPase モーターの受容体と考えられているキネクチン

を同定した。さらに，キネクチンが， Rho の他のサプファミリーである Rac 1 と Cdc42とも相互作用することを明ら

かにすることにより，キネクチンが， Rho ファミリーが細胞内小胞輸送を制御する際の標的蛋白質である可能性が

高い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o

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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