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申中岡尊館

はしがき

生体内には､細胞が個々の役割を果たすために細胞外からのシグナルを受

け取って細胞内に伝達し､これを的確に処理する細胞内シグナル伝達機構が

存在する｡現在では,この細胞内シグナル伝達機構の異常が原因で,がんや

高血圧､糖尿病などの多くの疾患が起こることが明らかになっている｡細胞

内シグナル伝達機構においては､ Rasをはじめとする構造が類似した極めて

多種の低分子量G蛋白質がスーパーファミリーを形成し､さまざまな細胞機

能の制御においてシグナルを伝達するトランスデューサーとして機能して

いることが明らかとなってきた｡もっとも古くから知られているRasはPDGF

やEGF､トロンビン,アセチルコリンなどさまざまな細胞外シグナルによっ

て活性化されて遺伝子の発現を制御し,細胞の増殖や分化を制御しているこ

とが明らかとなっている｡現在､この領域の研究は低分子量G蛋白質の活性

化機構と作用機構を分子レベルで解析する段階に入っている｡

低分子量G蛋白質の中でも特にRasは多彩な機能を発揮し､ヒトがんと

の関連も高いことからRasを介するシグナル伝達機構の全貌を明らかにす

ることは医学,生物学上の重要な課題となっている｡ Rasは様々な標的蛋白

質にシグナルを伝達して機能を発揮する｡最も良く研究されているRasの標

的蛋白質である蛋白質リン酸化酵素Rafは､シグナルをMAPKカスケードに

伝達し,細胞増殖を引き起こす｡また､ Rasから標的蛋白質ホスファチジル
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イノシトール3-キナ-ゼに伝えられたシグナルはRhoサブファミリーに属

するG蛋白質であるRacやcDC42を介して細胞の運動を制御し､また､ PKB

やGSK-3βを介してアポトーシスを制御するとされている｡ RalGDSは､ Ras

サブファミリーに属するG蛋白であるRalを活性化する蛋白として見いださ

れ,その後Rasの標的蛋白質である事が明らかとなり, Rasの機能の一部は

Ralを通じて発揮されていると推測されている｡

一方, Ralの機能はこれまで､細胞内の局在や,結合蛋白質の機能から推

測されてきた｡　まず､細胞内でRalは細胞膜だけでなくシナプス小胞や血

小板のデンスグラニュ-ルに濃縮されて存在することから,小胞輸送やェク

ソサイト-シスに関与すると推測されている｡また､ Ralの結合タンパク質

としてはフィラミン,ホスホリパーゼD, RalBPlが知られている｡フィラ

ミンはアクチンファイバーを架橋する蛋白であり,Ralはフィラミンを介し

て細胞の運動を制御する可能性がある｡ホスホリパーゼDは､ホスファチジ

ン酸を生成し,小胞輸送に関与するとされている低分子量G蛋白質Arfと機

能的に関連している｡さらに､RalBPlは,低分子量Gタンパク質RacとCdc42

のGTPア-ゼ活性を促進する活性(GAP活性)を持ち, RacとCdc42はフィ

ロボディアやラメロボディアなどの細胞の運動を制御することが知られて

いるので､ RalはRalBPlを介しても細胞の運動に関与している可能性があ

る｡しかしこれまでのところ細胞内ではRalBPlによってRacやcdc42が制

御されている証拠は得られていない｡私共はRalBPlに結合する蛋白質を検

索してPOBlを見出し､さらにPOBlはEps15とEpsinとに結合することを明

らかにした　Eps15とEpsinは相互に結合するほか､直接あるいはアダプタ
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-蛋白質複合体AP-2を介して､エンドサイト-シスにおける被覆小喬や被

服小胞の裏打ち蛋白質であるクラスリンと結合しエンドサイト-シスに関

与している｡私はRalとRalBPl､ POBl, Eps15, Epsinの変異体を細胞に発

現させ､これらの蛋白質がEGFやインスリンのレセプターのエンドサイト-

シスに関与することを明らかにした｡

POBlはC末端側でRalBPlと結合し､ N末端側に存在するEps15ホモロジ

ー(EH)ドメインを介して､ Eps15とEpsinとに結合する｡私はPOBlのC

末端側に結合するRalBPl以外の蛋白質を検索し､様々な細胞内小胞輸送に

関与する蛋白質とともにASAPl/PAG2を同定したASAPl/PAG2はアダプター

蛋白質パキシリンに結合し,また､ Arfに対するGTPase Activating

Protein(ArfGAP)の活性を有する｡前述したように低分子量G蛋白質Arfは

細胞内小胞輸送に関与することが知られているので､パキシリンはArfを介

して細胞内小胞輸送に関与するする可能性がある｡一方,パキシリンは,細

胞外マトリックスに対するレセプターであるインテグリンと,細胞内骨格で

あるアクチンファイバーとを結び付けるアダプター蛋白質であり,接着班と

呼ばれる複合体に局在している｡パキシリンはインテグリンを介するシグナ

ル伝達に関与して細胞の細胞外マトリックスに対する結合やマトリックス

上の細胞移動を制御しているとされるが,その機能の詳細はあきらかではな

い｡

POBlは, Ral-RalBP卜POB-Esp15-Epsin経路の中でレセプターの(クラス

リン依存性)エンドサイト-シスを制御するほかに,パキシリンと結合して

細胞内小胞輸送や細胞の細胞外マトリックスに対する接着,マトリックス上
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の細胞移動を制御する可能性が高く､本研究はこの点を実証し､小胞輸送と

マトリックス上の細胞接着や細胞移動の制御機構を分子レベルで明らかに

することを目的としている｡
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研究成果

(l)POBlはASAPl/PAG2とRalBPlとを異なった部位で結合す旦L

POBlのC末端側をbeltとしてマウス脳cDNAライブラリーをスクリーニ

ングしてASAPIを単離した｡ ASAPlのヒトオルトログであるPAG2とPOBlの

deletion mutantsを作製し､相互の結合部位を同定した｡ poBlは3個のプ

ロリンリッチモチーフ(アミノ酸番号338-345, 374-383, 422-428)を持つ｡

このうち最もC末端よりのプロリンリッチモチーフ422-428とASAPl/PAG2

のC末端に存在するSH3ドメインとが結合した｡プロリン423/426をアラニ

ンに変異させたpoBIP423/426AはRalBPlとは結合し､ PAG2とは結合しなか

った　POBlのPAG2結合部位はRalBPl結合部位と異なっており, PAG2と

RalBPlはPOBlを介して三者複合体を形成した｡

上塾POBlはPAG2による細胞移動の抑制を解除す墨む　PAG2は細胞の接着

能には影響せず,パキシリンの接着班-の集積とフィプロネクチン依存性の

細胞移動を抑制した｡ pAG2と結合する野生型poBlは, PAG2によるパキシリ

ンの接着班-の集積抑制とフィプロネクチン依存性細胞移動の抑制を解除

した｡一方, RalBPlとは結合しPAG2とは結合しないPOBIP423/426Aは解除

できなかった｡ Arf GAP活性は保持しているが, poBlとの結合部位を欠く

PAG2-(1-703)は細胞移動を抑制し, POBlはこの抑制を解除できなかった｡

従ってPOBlとPAG2の結合により､ PAG2の生理作用が制御される可能性が

しめされた｡
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おわりに

以上､本研究ではRalの下流に存在する蛋白質poBlの新しい生理的意義

の確立を試みた｡その結果, POBlが､ pAG2と相互作用することにより細胞

外マトッリクス依存性の細胞移動にも関与する可能性が示された｡

細胞がマトリックス上を移動するためには､ 1)レセプターであるインテ

グリンとマトリックスとの結合による細胞外環境のセンシング､ 2)進行方

向に対して後方での,接着班とストレスファイバーの解消､エンドサイト-

シスによる細胞膜成分の回収､ 3)小胞輸送による膜成分の移動､ 4)移動の

先端部でのエクソサイト-シスによる細胞膜成分の補充､5)接着班とストレ

スファイバーの再構築という一連のプロセスが､円滑に制御される必要があ

る｡本研究によってPOBlはパキシリン結合蛋白質pAG2と細胞内で相互作用

することがあきらかとなった｡したがって､ POBlはインテグリンに始まる

シグナル伝達,接着班の形成･解消に関与する可能性がある｡しかし､形態

面から名づけられたこれらの細胞生物学的プロセスは､それぞれ､分子レベ

ルでは極めて多くの素過程からなっており､分子的素過程の多くは明らかで

はない｡ POBlはN末端側でクラスリン依存性のエンドサイト-シスに関与

する複数の蛋白質と結合し､ C末端側ではRasシグナル伝達経路の下流にあ

るRalBPl､細胞内小胞輸送に関与する多くのSH3蛋白質と同時に相互作用

することができることから, POBlが単一の細胞生物学的プロセスに収まら

ない多数の分子的素過程に関与することは確実である｡

最近,特定の蛋白質の特定の機能に作用し,いわば病態の分子的素過程を
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標的とした治療薬の実用化が目覚しい｡有効な治療法の確立のために､蛋白

質の機能を分子レベルで明らかにすることが急務となっている｡エンドサイ

ト-シスの制御に関与する分子の遺伝子レベルでの異常が発ガンと関連す

ることが報告されており､また､細胞移動はガンの浸潤と密接に関連するこ

とから､ POBlの機能を解析してガン治療-応用する可能性がある｡一方､

一般に蛋白質は複数の機能ドメインを持ち､複数の生物学的現象にまたがる

多くの素過程に,同時に関与する可能性がある｡今後は素過程間の相互作用

の解析が重要であると考えられ､本研究で試みられたPOBlの機能解析はこ

の目標に達する戦略として応用できると考えられる｡
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