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論文内容の要旨

【目的】

細胞内のコレステロール量を抑制する転写因子 SREBP-2 Csterol regula tory element-binding protein -2 )は

通常は 2 カ所の膜貫通領域を介して小胞体膜および核膜外膜に膜蛋白質として存在している o 細胞内のコレステロー

ル量が低下するとプロセッシングを受けて bHLH-Zip モチーフを有するN末端側が切り出され、これが核内に移行し

て、コレステロール合成系の諸酵素や LDL 受容体の遺伝子の転写を活性化する。切り出されたN末端断片(成熟型

SREBP-2) はコレステロールレベルに非依存的に核内に輸送されることが知られているが、既知の核移行シグナ

ル (NLS) に類似したアミノ酸配列は持たず、どのような機構で核内に輸送されるかは全く理解されていない。

そこで本研究では、成熟型 SREBP- 2 が細胞質から核内に輸送される機構を研究した。

【方法ならびに成績】

(1) SREBP-2 の核内移行に必要な細胞内因子の同定

成熟型 SREBP- 2 を組換え蛋白質として大腸菌体内で発現させ、精製して、培養細胞へのマイクロインジェクショ

ンと、 in vitro 輸送実験に供し、 SREBP- 2 が細胞質内の可溶性の輸送因子によって能動的に核内に輸送されるこ

とを見い出した。 in vitro 輸送系における核内移行は、 SV40T 抗原の NLS を持つ基質を過剰に加えても競合阻害さ

れなかったため、 SREBP- 2 がT抗原型 NLS の輸送機構とは異なる経路で核内に輸送されることが示唆された。 T

抗原型 NLS は importinα と直接結合するので、 SREBP- 2 が importinα と複合体を形成するかどうかをエールリッ

ヒ細胞抽出液と GST-SREBP -2 を用いた pull-down 実験で調べたところ、予想通り importinα は SREBP- 2 と

相互作用しないことが明らかになった。

次に、 GTPase 活性を持たず、 GTP 型に固定された変異体である G19VRan-GTP と SREBP- 2 を培養細胞の細

胞質に co-injection したところ、 SREBP- 2 の核内移行は完全に阻害された。このことは、 SREBP 一 2 が importin

S ファミリーに属する輸送因子を利用して、 Ran に依存して核内に輸送される可能性を示唆しているo そこで SREB

P-2 が importinβ ファミリーの因子と結合するかどうかを免疫沈降法で検討したところ、細胞抽出液中の

importin ß が SREBP- 2 と供沈することが分かったD 次いでリコンビナント同士の結合実験を行い、 SREBP- 2 

は importin ß と直接結合すること、 SREBP- 2/importinß 複合体は GTP 結合型 Ran によって解離することを

見い出した。以上の知見に基づいて、細胞質抽出液の代わりにリコンビナントの輸送因子を用いて in vitro の輸送実
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験を行い、 SREBP- 2 の核内輸送は importin ß と Ran、および Ran の GTPase サイクルを調節する因子

pl0/NTF 2 の存在下で再構築されることを明らかにした。

(2) SREBP-2 の NLS の決定

SREBP-2 の欠失変異体を数種類作成し、 importin ß との結合実験を行った。これらの変異体を m VIVO 、 m

vitro の輸送実験に供し、輸送の活性を検討した。その結果、 importin ß は SREBP- 2 の HLH-Zip 領域に直接結

合すること、 HLH-Zip が核内移行に必要十分な NLS として機能することを見い出した。

【総括】

膜から遊離した成熟型 SREBP- 2 が importinα を介さずに importin ß に直接結合し、 Ran に依存して核内に輸

送されることを明らかにした。さらに、 SREBP- 2 の importin ß 結合領域は HLH-Zip にあり、この領域が核内移

行に必要十分な NLS として機能することを見い出した。本研究において、 2 量体形成を司るモチーフとして知られ

ている HLH-Zip が NLS として機能する例が初めて明らかになり、 NLS の多様性が示唆されると同時に、他種類の

シグナルを認識で、きる importinβ の機能の多様性が示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は小胞体膜から核内へ移行する転写因子 SREBP- 2 の核内輸送の分子機構を解析したものである。膜から

遊離した成熟型の SREBP- 2 を大腸菌で組換え蛋白質として作製し、培養細胞へのマイクロインジェクションや

in vitro の輸送系を用いて輸送因子の要求性を明らかにし、 importinα /ß ヘテロダイマーに仲介される輸送経路

とは異なる機構で輸送されることを見い出した。 SREBP- 2 を輸送する因子を同定するために、結合実験や免疫沈

降法を行い、 SREBP 一 2 は importinβ と直接結合することを明らかにした。さらにリコンビナントの輸送因子を用

いた in vitro の輸送実験を行い、 importinβ が SREBP- 2 が importinα のようなアダプターを介さずに直接結合

し、 Ran のサイクルに依存して核内に輸送することを明らかにした。また、 SREBP- 2 の欠失変異体を作製して、

HLH-Zip が importinß の結合領域であり、同時に NLS として機能していることを示した。

以上のように、本研究は蛋白質の核内輸送機構全般に関する理解に貢献するとともに、転写因子の活性化機構にお

いても重要な知見を示しており、学位の授与に値すると考えられる o


