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論文内容の要旨

低分子量 G 蛋白質 Ras とその標的タンパク質セリン/スレオニンキナーゼ Raf1の相互作用は、細胞増殖、分化にお

いて重要な情報伝達反応の一つで、あるが、増殖・分化刺激後の細胞内における両者の時空間的な情報伝達反応の様相

は詳しく解析されていない。本研究では、上皮成長因子 (EGF) 刺激後の Ras/Raf1相互作用反応特性を明らかにす

るため、蛍光タンパク質 (GFP) を融合させた Ras と Raf1を細胞内で可視化し、多分子平均観察、 1 分子観察の異

なる 2 つの方法で、それらの挙動を解析した。

多分子解析により以下の点が明らかになった。 (1)刺激後の Ras と Raf1の相互作用反応は細胞膜上で空間的に不均

一に起きた。 Ras と Raf1が特に濃縮して 60 分以上も反応を持続させる部位が局所的に現れ、そこからは膜ラッフル

が形成された。 (2)EGF が細胞膜上に均一に結合しているにもかかわらず、一部の細胞膜部位に存在する Ras は Raf1

と相互作用しなかった。これらは、外部刺激が細胞膜に一様に入力されても、 Ras の活性化や、 Ras から Raf1への

情報伝達反応が細胞膜の場所により異なる事を示唆している。

一方、 1 分子解析により、 (l)EGF 刺激前後に関わらず Ras と Raf1は細胞膜と細胞質を行き来し、膜上滞在時間の

時定数は数百ミリ~数秒で、あった。 (2)Ras と Raf1の相互作用反応が特に持続した膜ラッフルの様な部位で、も、個々

の Ras や Raf1分子は数秒以内にラッフル膜と普通の膜との間で入れ替わっていた。 (3)刺激後、 Raf1の膜滞在時間は

Ras よりも1.3 ，....__ 2.6 倍長かったため、 Raf1は Ras から解離後も膜にとどまることが示唆された。これらは、個々の

Ras と Raf1の膜上の相互作用はせいぜい数秒間しか維持されない動的な反応であることを示している。

以上の結果から、 Ras/Raf1細胞内情報伝達反応は、個々の分子を秒オーダーで入れ替えながら、分子間相互作用反

応を局所的に数十分間にもわたり維持する動的で、不均一な性質を持つことが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

細胞の増殖・分化に関与する Ras 情報伝達反応機構の研究は、これまで、多数細胞の多数分子の平均値を解析し、

多くの情報伝達反応経路を明らかにして発展してきた。しかし、生きた細胞内で、情報伝達分子が刺激後いつ、細胞

内のどこで活性化するのか? また、情報伝達反応が細胞内の場所により異なるか? 局所的な反応の違いが細胞応
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答とどう結びついているか? は明らかではない。

審査論文では、 EGF 刺激に応答した Ras から cRaf-l への情報伝達反応を、 GFP を用いて多分子平均観察、 1 分子

観察し、 Ras/Raf1細胞内情報伝達反応が、個々の分子を秒オーダーで入れ替えながら細胞膜の局所では相互作用反応

を数十分間も維持するダイナミックで不均一な反応であり、局所的な反応の持続が細胞骨格の再編成という不均一で

ダイナミックな細胞応答に繋がることを示した点で評価できる。

具体的には、多分子平均観察から、 Ras と Raf1が特に濃縮して相互作用反応を長時間持続する場所が細胞膜の局

所に現れ、そこからは膜ラッフルが形成されることを発見した。また、細胞外刺激が細胞膜に均一に入力されても、

Ras の活性化や Ras/Raf1相互作用反応は細胞膜の場所により異なることを示した。 1 分子観察から、 EGF 刺激に関

わらず、 Ras と Raf1が細胞質と細胞膜を行き来し、 RaslRaf1相互作用反応が 60 分以上も持続する膜ラッフル部位

でも、分子の入れ替えが数百ミリ~数秒オーダーで起こることを示した。

以上のことに加え、本論文では、 iRas は時空間的に不均一な活性化を用いて、複数の異なる反応経路を調節する j

と言う独創的な仮説を提唱し、さらに、多分子平均観察と 1 分子観察を相補的に組み合わせた情報伝達反応の解析方

法を実践し、今後、研究が展開してゆく一つの方向を提示した点でも重要であると考える。これらの理由から、博士

(理学)の学位論文として価値あるものと認める。

.. 
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