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論文内容の要旨

【目的】

Rho 低分子量G蛋白質はアクチン細胞骨格の再構築を介して細胞接着や，細胞の形態，細胞の運動，細胞質分裂，

平滑筋の収縮などを時間的，空間的に制御していることが知られている。しかし， Rho によるアクチン細胞骨格制

御の分子機構は充分に明らかにされていな ~)o 動物細胞と同様に，出芽酵母にも Rho が存在し， Rho が出芽の先端

部位に局在してアクチン細胞骨格の再編成を介して酵母の出芽過程を制御していることが明らかにされている o さら

に，酵母 RHOl の標的蛋白質として BNll が単離されている o BNll は FH 1, FH 2 と呼ばれる酵母から動物細胞

まで広く保存されたドメインを持ち， FH 1 ドメインでアクチン結合蛋白質であるプロフィリンに結合する。プロフィ

リンはアクチンの重合過程に関与していると考えられており， BNll はプロフィリンを介してアクチンの重合過程を

制御すると考えられる o 一方，生成されたアクチン繊維は何らかの機序により再編成されると考えられるが，その分

子機構は全く不明である o

そこで，本研究では， RHO 1 -BNI 1 系によるアクチン細胞骨格の再構成の機序をさらに明らかにする目的で，

BNll に結合する蛋白質を生化学的手法を用い探索し，その蛋白質分子の性状を解析した。

【方法ならびに成績】

1) BNll 結合蛋白質の単離

BNll の種々の領域をマルトース結合蛋白質 MBP との融合蛋白質として大腸菌で発現させ，精製した。この

MBP-BNI 1 を固相化したアフィニティーカラムを用いて酵母の細胞質画分より BNll に特異的に結合する蛋白質

を検索し， BNll の機能領域と考えられる FH 1 および FH2 ドメインに特異的に結合する 47KDa の蛋白質を同定し

たo この蛋白質を精製し，そのアミノ酸配列を決定した結果， この蛋白質は蛋白質の翻訳過程の伸長因子であり，ア

クチン繊維との結合活性やアクチン繊維を束ねる活性を有する蛋白質として知られる Elongation factor 1α 

(EF 1α) であることが明らかになった。

2) EFlα結合領域の決定

BNll の FH 1 ドメインあるいは FH2 ドメイン部分を含む種々の長さの断片をグルタチオン s- トランスフエラー

ゼ (GST) 融合蛋白質として大腸菌に発現させ，精製した。これらの GST-BNI 1 断片を固相化したアフィニティー
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カラムを作成し，大腸菌に発現させ，精製した His 6 -EF 1α との結合性を検討した。その結果， His 6 -EF 1α は

BNI1 の FH 1 ドメインと FH2 ドメインの間の領域(アミノ酸1328-1513) に特異的に結合した。

3) BNI1 の EF 1α のアクチン繊維結合活性と bundling 活性に及ぼす影響

アクチン溶液の粘度を計測する Falling ball 法を用いて， BNI1 が EF 1α のアクチン繊維 bundling 活性に及ぼす

影響を検討した。アクチン溶液に EF 1α を加えると， EF 1α のアクチン繊維 bundling 活性により粘度が上昇した。

一方， EF 1α 結合領域を含む GST-BNI 1 存在下では， EF 1α による粘度の上昇は GST-BNI 1 の用量に依存して

阻害された。また， GST-BNI1 単独ではアクチン溶液の粘度には影響を与えなかった。次に， アクチンとの

cosedimen ta tion 法を用いて， BNll が EF 1α のアクチン繊維結合活性と bundling 活性に及ぼす影響につき検討し

た。アクチン溶液に EF 1α を加えると，アクチンは EF 1α により bundling されて EF 1α と共に 20 ， OOOxg 遠心の

沈殿画分として回収された。一方， EF 1α と共に EF 1α結合領域を含む GST-BNI 1 が存在する場合には，アクチ

ンは20 ， OOOxg では沈殿せず， 100 ， OOOxg 遠心の沈殿画分に回収された。この際， EF 1α はアクチン画分ではなく，

BNll とともに100 ， OOOxg 遠心上清に回収された。以上の結果より， BNI1 は， EF 1α に結合しアクチン繊維結合活

性を阻害し，その結果， EF 1α のアクチン繊維 bundling 活性も阻害するものと結論した。

【総括】

本研究では，酵母の細胞質画分から， RHOl の標的蛋白質である BNI1 に結合する蛋白質を同定し， これが EF 1 

α であることを明らかにした。さらに， BNll はその FH 1 ドメインと FH2 ドメインの間の領域で EF 1α に結合し，

EF 1α の有するアクチン結合活性と bundling 活性の両方を阻害することを明らかにした。 BNI1 はプロフィリン，

EF 1α と三者複合体を形成しうることから，アクチン繊維は，まず BNll とフ。ロフィリンの相互作用により形成さ

れ，その後， EF 1α により，再編成されるものと考えられる。最近，アクチン結合蛋白質である BUD6 が BNI1 の

C末端側に結合することが報告されているo 今後は， Rho が BNI1 およびこれら BNI1 結合蛋白質を介してどのよ

うにアクチン細胞骨格の再編成を制御しているのかについて明らかにするとともに，本研究で明らかにした Rho

BNll 系の作用機構を基礎として，動物細胞における Rho の作用機構を明らかにしていく必要がある。

論文審査の結果の要旨

本申請者は，本研究において，酵母 Rho 1 の標的蛋白質 Bni1 によるアクチン細胞骨格の再構成の機序を解析した。

本研究では，酵母の細胞質画分から， Bni 1 に結合する蛋白質を同定し，これがアクチン繊維結合蛋白質 EF 1α で

あることを明らかにした。さらに， Bni 1 はその FH 1 ドメインと FH 2 ドメインの聞の領域で EF 1α に結合し，

EF 1α の有するアクチン繊維結合活性と bundling 活性の両方を阻害することを明らかにした。また，出芽酵母を用

いた遺伝学的な解析により Bnil の機能に， Bni 1 への EF 1α の結合が必要であ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

が極めて高い研究であると言える。したがって，学位の授与に十分値すると考えられる。
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