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論文内容の要旨

【目的】

低分子量G蛋白質 Ran は蛋白質の細胞質から核への移行に必須である o またその過程において様々な分子と作用

することが， in vitro での実験により示されてきた。しかしながら，細胞内において，どのような制御を受け，蛋白

質の核移行を可能にしているのか明らかでな ~)o さらに，その C末端には Ran に特異的な酸性領域を持ちその機能

が推測されてきたが，実体は不明のままである。 Ran の蛋白質の核移行における役割を明らかにするためには，そ

の機能ドメインを解析することが必須であると考え，以下の実験を行った。

【方法および結果】

Ran の機能ドメインを解析するツールとして Ran に対するモノクローナル抗体を作製した。スクリーニングはウエ

スタンプロッティングおよび蛍光抗体像を指標として行い， 1 つのモノクローナル抗体を得た。この抗体のエピトー

フ。を決めるために，欠失変異リコンビナント Ran を作製し，ウエスタンプロッティングを行った。その結果， この

抗体は Ran の C末酸性領域を認識することがわかった(以下この抗体を ARAN1 と呼ぶ)。さらに， ARAN1 は GST

と Ran C 末(197-216) の融合リコンビナント蛋白質を免疫沈降することを確認した。

次に， リコンビナント Ran および，蛋白質の核への輸送因子の 1 つである importinβ を用いて，免疫沈降実験を

行った。 ARAN1 は溶液中に単独で存在する Ran は認識できないが， importin ß の結合した Ran を認識し， その複

合体を免疫沈降した。さらに， importinβ ファミリーに属する輸送因子である CAS， transportin の結合した， Ran 

も認識した。

RanBP1 (Ran binding protein1) は Ran-GTP /importinβ へ結合し，複合体中の GTP の加水分解に必要であ

ることが示唆されている。また， Ran-GDP/importinβ/RanBP1 複合体は核移行になんらかの機能を担ってい

ることが示唆されている。そのため， Ran/importin ゚  /RanBP1 複合体形成に対して ARAN1 の影響を溶液中での

結合実験で調べた。その結果， ARAN1 は Ran/importinﾟ /RanBP1 の 3 者複合体形成を阻害した。

このような性質を持つ， ARAN1 を培養細胞の核へ微少注入すると速やかに細胞質に移行したD これに対して，細

胞質に微少注入したものは，細胞質に留まっていた。また， ARAN1 の微少注入により， Ran の局在が核から細胞質

へとダイナミ y クに変化しており，蛋白質の細胞質から核への移行は抑制された。

円in
ぺ
U



【総活】

1) Ran の C 末酸性領域は importinβ ファミリーと結合することにより， ARAN 1 と結合可能となる。この結果は

iRan は importinβ ファミリーと結合すると， コンフォメーション変化をおこし，その C末酸性領域が分子表面に露

出する」事を強く示唆しているo

2) Ran の C 末に ARANl が結合すると， Ran/importin ゚  /RanBPl の複合体形成が抑制される o その C末領域

は RanBPl との結合に必要であることを示している。

3) さらに， ARAN 1 を用いることにより ， in vivo において Ran は importin ß ファミリーと結合した形で核から

細胞質へ移行する事を示した。

4) また Ran の細胞質から核へのリサイクリングには Ran の C末酸性領域が必要であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

真核細胞において，核は細胞質と核膜により区切られている o そのため，核ー細胞間では物質が能動的に輸送がさ

れている。低分子量G蛋白質， Ran はこれら輸送に必須の因子である o しかし，実際にどのようなメカニズムで機

能しているのか，ほとんど明らかになっていない。

本申請者は，低分子量G蛋白質 Ran に対するモノクローナル抗体を作製し，蛋白質の核移行における Ran の機能

を解析した。この結果， Ran が核ー細胞質問をシャトルする事を生きた細胞で初めて明らかにした。さらに， その

シャトル蛋白質の核への移行に必須であることを示した口また， Ran は C末に特異的な酸性領域を持つ。この抗体

を用いることにより， c末酸性領域は importinβ ファミリーとの結合により，分子表面に露出する事， さらに Ran

は importinβ ファミリーとの複合体として，核から細胞質に移行することを生きた細胞内で示した。また本研究は，

RanBPl が Ran/im portinβ ファミリー複合体のリサイクリングに関与していることを示唆しているo

以上より，本研究は Ran の核一細胞質問物質輸送における機能を今後詳細に検討していく上で重要な知見を提供

するものであり， Ran の挙動を in vivo で初めて示したものとして，学位の授与に値するものと判断する o
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