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            教 授 近藤 寿人  教 授 田中亀代次 

論 文 内 容 の 要 旨 

 低分子量 G タンパク質 Ran は、核-細胞質間タンパク質輸送、細胞周期制御、核膜の構築などに重要な役割を果た

すことが知られている。細胞分裂間期において Ran は、そのほとんどが核内に GTP 結合型として局在しており、こ

の核と細胞質間における Ran の濃度勾配が、核-細胞質間タンパク質輸送の方向性を保証していると考えられている。 
 これまでに、酸化ストレス（過酸化水素；H2O2）により通常核に多く存在する Ran が細胞質にも見られるように

なることが明らかとなっていた。今回、この現象の分子機構を解明するために、まず、酸化ストレス条件下における

HeLa 細胞内の ATP 量を luciferin-luciferase 法により測定したところ、酸化ストレスにより細胞内の ATP 量が減少

することが分かった。また、ストレスを解除すると Ran の局在、細胞内の ATP 量が共に元に戻り、Ran の局在変化

と同じ時間経過で細胞内の ATP 量が変化することが明らかになった。次に、ATP 量の減少と Ran の局在変化の関係

を明確にするため、細胞内の ATP 量を減少させる薬剤（Apyrase 等）で HeLa 細胞を処理したところ、酸化ストレ

スと同じような Ran の局在変化が見られた。一方、過酸化水素処理した HeLa 細胞に ATP 再生系を微量注入したと

ころ、酸化ストレス下にも関わらず Ran は通常の局在を示した。また、熱ショックストレスや UV 照射した細胞の

Ran の局在を観察したところ酸化ストレスと同じように局在が変化していた。さらに、このとき細胞内の ATP 量が

減少していることがわかった。 
 酸化ストレス処理した細胞内の GTP 結合型 Ran（RanGTP）を importinβ1 の N 末に結合する Ran の量を解析

した結果、酸化ストレス条件下では RanGTP 量が減少していることが明らかとなった。さらに、核内に WGA を微

量注入した細胞に H2O2 を処理したところ、WGA を注入した細胞でも Ran の局在が変化したことから、ストレスに

よる Ran の局在変化は自由拡散で起こることがわかった。 
 最後に、Ran の局在変化の生理的意義をしるために核輸送機構にどのような影響を及ぼすのかを調べた。つまり、

Ran に依存して核へ移行する塩基性 NLS 基質（GST-NLS-RFP）と Ran に依存しない核移行経路を持つ MAPK
（Erk2）に GFP を融合させたリコンビナントタンパク質を、H2O2 処理した HeLa 細胞の細胞質に微量注入し、そ

の輸送効率を比較した。その結果、酸化ストレスにより GST-NLS-RFP の核輸送効率は著しく低下するが、

GFP-MAPK の核輸送効率は変化しないことが明らかとなった。 
 以上のことから、ストレスによる細胞内の ATP 量の低下が RanGTP 量を減少させ、その結果、Ran の局在が変化

し、Ran に依存した核輸送効率を低下させることが明らかとなった。 
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 低分子量 GTPase Ran は、核-細胞質間タンパク質輸送に重要な役割を果たすことが知られている。通常、Ran は

そのほとんどが核内に局在しており、核-細胞質間タンパク質輸送の方向性を保証していると考えられる。本研究では、

H2O2、UV 照射、熱ショックにより、細胞質の Ran 量が増加する現象を見出した。また、これらのストレス条件下

では細胞内の ATP 量が低下すること、さらに、H2O2 処理した細胞内への ATP 再生系の注入によって Ran の局在が

元の核局在を示すことを明らかにした。また、酸化ストレス条件下では遊離 RanGTP 量が低下していることから、

細胞内 ATP の減少が GTP 量の低下をもたらし、ひいては細胞内 RanGDP の増加をもたらすことにより、Ran の局

在変化を誘導するのではないかということを示唆することができた。これらの結果から、ストレスによる Ran の局在

変化のモデルを提唱するに至った。 

 ストレス条件下における核輸送機構の制御と、これを誘引する分子メカニズムを明らかにしたもので、ストレス応

答の初期反応を明らかにするこれまでにない研究であり、学位に値するものと認める。 
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