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論文内容の要旨

真核細胞では、細胞質と核が核膜により隔てられているo 核は DNA 複製、 RNA 転写、プロセシングなど、遺伝

子機能発現の場である。核内で働く蛋白質は細胞質にあるリボソーム上で合成された後、核内へ輸送されなければな

らな L、。また逆に核から細胞質に RNA や蛋白質が輸送されるo 核と細胞質の間で行われる物質輸送は、核膜に存在

する核膜孔複合体 CNuclear pore complex;NPC) を通して行われる o NPC は50国 100種類もの蛋白質からなり、イオ

ンや低分子量の蛋白質(分子量20-40K以下)を自由拡散で通過させる。しかし、これよりも大きな分子は NPC を

自由に通過できな L、。そこで分子量の大きなものは、その分子内にシグナル配列をもち、 NPC の通過が許可される

仕組みがある o シグナル配列には、細胞質から核へ移行するために必要な“核移行シグナル"と核から細胞質へと移

行するために必要な“核外移行シグナル"があるo “核移行シグナル" CNuclear Localization Signal;NLS) を持つ

蛋白質は、 NLS が importin-α により認識され、その後さらに importin-β が importin-α と結合し、三者の複合体

として NPC へターゲットする o 本発表ではマウス importin-β変異体の精製、結晶化及び構造解析と機能に関して

述べる o

マウス importin-β 変異体(全長876残基のうち N末端の449アミノ酸の領域， lmp β449) は pGEX-2T GSTｭ

fusion system でクロニングされて大量培養の後 Glutathion Sepharose-4B affinity column と MonoQ column に

かけることによって、純粋な蛋白質を得る事ができた。結晶化は 4
0

Cでハンギングドロップ蒸気拡散法を用いて行っ

た。 10%のグリセロールと 10mM のメルカプトエタノールを入れた pH7.0の25mM 燐酸緩衝液に蛋白質を40mg/ml

に調整し、 15%PEG4000を含む pH5.550mM カコジル酸緩衝液をそれぞれ 3μl ずつ混ぜると 1 ヶ月で最大1.0x 0.5 

xO.05mm まで成長した。セレノーメチオニン誘導体の結晶も native の結晶とほぼ同じ条件で作成することができ

た。 Imp β449の結晶は空間群 P2，2 ， 21 に属し、格子定数は a=81.8λ、 b=103.8Å 、 c= 126.9Åで非対称単位に 2 分

子含まれていた。

Imp β449の結晶は外的環境変化、すなわち温度、 pH などの変化に敏感であり、こうした結晶の性質に鑑みて重

金属誘導体の作成が容易でないと判断し、セレノーメチオニン誘導体の結晶を用い、 Se の異常散乱効果を利用する

多波長異常散乱法 CMultiwavelength Anomalous Diffractiion method;MAD) を適用した。 X線回折強度測定は

SP ring-8 BL45XU の trichromator を利用し、 2.6Å の分解能で peak ， edge , remote の 3 波長のデータセットを得

る事ができた。位相決定は、プログラム SHELXS により、まず peak 波長のデータによる異常散乱差 Patterson 関
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数から 7 個の Se の位置を拾い上げた。プログラム MLPHARE により、この Se の位置から計算される初期位相を

得て、差フーリエ合成図からさらに別のおの位置を拾い上げ、このサイクルを繰り返して次々 Se の位置を決定し、

最終的に24個の Se を決定し位相を求めた。プログラム DM により溶媒領域平滑化と蛋白質領域の電子密度を得て、

非対称単位中の約900残基のアミノ酸をモデル構築し、プログラム CNS により結晶構造は分解能2.6Å にて R=21.5 

%、 Rrr..=27.0% まで精密化した。

Imp β449 は uncomplexed form で 10個の Heat リピート構造からなり、 importin-β-IBB ドメイン複合体、

importin-β-RanGTP 複合体に見られる対応する部分と基本的に同じ構造である。蛋白質ー蛋白質相互作用に伴う構

造変化を調べるため、 Imp β449と他の 2 つの importin-β を比較してみると、 N末端のリピート1， 2 に大きな構造

変化があり、リピート 4-7 の所でも構造変化が見られた。また、非対称単位中の 2 分子聞の温度因子の変化を調べて

みるとループ部分が温度因子の変化が大きいという事は importin-β分子はループ部の動きによって分子の柔軟性を

表していると見られる o Heat リピートヘリックスの積み重なりがもたらす構造の可変性を視覚化する事を目的とし、

lmp β449、 importin-β-IBB ドメイン複合体、 importin-β-Ran-GTP 複合体の 1-449残基までで仮想的な超らせん

構造を構築してみると、超らせんの直径とピッチはそれぞれ106Å. 31ﾅ (imp β449) ,102Å ,42Å (importin-β-IB 

B) と 96Å ，94λimportin-β-Ran-GTP) であった。 Imp β449は最も直径が大きくてピッチは短い、 3 者の中で超ら

せんの内径が最もオープンなコンフォメーションをとっている事を示唆している。シグナル伝達因子として興味がも

たれている β カテニンは、最近の研究でそれ自身で NPC を単独通過することが分かり、 NPC 通過という共通の機

能を持つ β カテニンと importin同 β の構造の比較をして見た。 β カテニンの NPC を単独通過領域の APM リピート

10-12は importin-β の Heat リピート 6-8 の領域と立体構造がよく重なることが分かった。

結論的にマウス importin-β変異体の結晶構造解析はその結品が外的環境変化に敏感であって、重金属誘導体の作

成が容易でないと判断し、 Se の MAD 法を適用した。小さい非対称単位の中に26個の Se atom が存在しているため、

Se の位置の決定が難しいと思われたが、構造解析することができた。 Imp β449は uncomplexed form であり、

importin-β-IBB ドメイン複合体、 importin-β-Ran-GTP 複合体などの複合体の結晶構造と比較することによって、

importin-β の機能とコンフォメーションとの相関関係を推測できた。

論文審査の結果の要旨

李君の論文は、核膜孔を介して細胞質から核への蛋白質輸送に関与するインポーテインベータの構造と機能に関す

るものである。マウスインポーテインベータの膜透過に必須の領域を結晶化し2.6λ分解能のX線結晶構造解析を行っ

た。 19本の α ヘリックスが右巻に超ラセン構造をとる特徴的な構造をしている。別に構造決定されたインポーテイン

ベータとインポーテインアルファの一部との複合体の構造と比較して、分子全体がバネのように構造を変えて運搬す

べき蛋白質を結合する機構を明らかにした。この研究は、蛋白質輸送に関する研究として画期的研究である。よって、

この論文は博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認める o
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