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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三量体型G蛋白質以外に、 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、この鏡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アチジルイノシトール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出され、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

デンスグラニュールに濃縮されて存在することから、小胞輸送やエクソサイト

-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フイ

ラミン、ホスホリパーゼD、 RalBPlが知られている。フイラミンはアクチン

ファイバーを架橋する蛋白であり、 Ralはフイ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、ホスフアチジン酸を生成し、小胞

輸送に関与するとされている低分子量G蛋白質A汀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はフイロボディアやラメロボ

デイ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

S*

私共はRalBPlの機能を明らかにするためにRalBPlに結合する蛋白質を検索

してPOBlを見出した。さらにPOBlはC末端側でRalBPlと結合し、 N末端

側に存在するEpsl5ホモロジー(EH)ドメインを介して、 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

るいはアダプター蛋白質複合体AP-2を介して、エンドサイト-シスにおける

被覆小宿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。したがって、 RalとRalBPl、 POBlは、 Eps15とEpsinを

介して、これまで予期されていなかったエンドサイト-シスに関与することが
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つよく推測された。

EGFやインスリンなどのリガンドが細胞表面の受容体に結合すると、 Rasは

活性化してシグナルを伝達するが、その際、 RalGDSがRasの標的蛋白質のひ

とつであるため、細胞膜上のRalも活性化される。同時にリガンドが結合した

受容体は急速にエンドサイト-シスされる。受容体にリガンドが結合したとい

う情報とエンドサイト-シスの制御との間のリンク機構としてRas-RalGDS-Ral

とRalの下流に存在するRalBP1-POB-Esp15-Epsinが機能している可能性が高く、

本研究はこの点を実証し受容体のエンドサイト-シス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

私共はRalGDSがRasの標的蛋白質であり、RalGDSを介してRasからRal

へ伝達されるシグナルが存在することを提唱してきた。本研究では、Ralなら

びにRalの標的蛋白質として同定されたRalBPlやRalBPl結合蛋白質として同

定されたPOBlが、リガンド依存性の受容体のエンドサイト-シスを制御して

いることを明らかにした。

(1)リガンド依存性受容体エンドサイト-シス

RalはEGFとインスリンによって活性化されることから、EGF受容体およ

びインスリン受容体のリガンド依存性の受容体エンドサイト-シスにRalが関

与するか否かを解析した。活性型のRal(RalG23V:23番目のグリシンをバリン

に置換したRalの変異体。以下同様に略記する。)、不活性型のRal(RalS28N、

膜に結合できないRal(RalG23V/α03S¥、の三種類の変異体と野生型Ralを各々A431

細胞に発現させて、rhodamine標識EGFの細胞内への取り込みを蛍光顕微鏡を

用いて観察した。一三種類の変異体と野生型Ralの発現はEGFの受容体への結合

には影響しなかったが、Ral'|G23VとRalS28Nを発現させるとEGFの細胞内への取

り込みが抑制された。一方、野生型のRalとRall:G23V/'ロ03SはEGFの取り込みを抑

制しなかった。三種類の変異体と野生型Ralを恒常的に発現するCHO-IR細胞

株を樹立して【125I]インスリンの取り込みを生化学的に解析した。三種類の変異

体と野生型Ralの発現はインスリン受容体のインスリンへの結合活性と自己リ

ン酸化活性に影響しなかった。Ral(G23VとRalS28Nを発現させるとインスリンの取

り込みが抑制されたが、野生型のRalとRalG23V,/C203Sを発現させてもインスリン

の取り込みは抑制されなかった。これらの結果から、RalはEGF受容体および

インスリン受容体のエンドサイト-シスに関与しており、特にRalのGDP型か

らGTP型への変換と、膜への結合がエンドサイト-シスの制御に重要であるこ
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とが明らかになった。

RalBPlが-EGF受容体およびインスリン受容体のエンドサイト-シスに関与

するか否かを解析するために、 RalBPlのRhoGAPドメインを含むN末端側と、

RalおよびPOBlの結合領域を含むC末端側の変異体を作成し、 A431細胞と

CHO-IR細胞に導入した。全長のRalBPlはEGF受容体の取り込みにもインス

リン受容体の取り込みにも影響しなかったが、 N末端側とC末端側の欠失変異

体はこれらの取り込みを抑制し_た。

POBlのEHドメインを含むN末端側と、 RalBPl結合街域を含むC末端側

の変異体を作成し、同様の解析を行ったところ、両変異体はEGF受容体とイン

スリン受容体の取り込みを抑制した。したがって、 Ral、 RalBPl、 POBlはリガ

ンド依存性の受容体のエンドサイト-シスを制御することが明らかになった。

(2)恒常的受容体エンドサイト-シス

受容体エンドサイト-シスは一般的にリガンド依存性のプロセスと恒常的な

プロセスに分けることができる　EGF受容体とインスリン受容体のエンドサイ

ト-シスは両方のプロセスを含んでいる。これに対して、トランスフェリン受

容体はリガンドの有無に関係なく恒常的にエンドサイト-シスされ、この受容

体のエンドサイト-シスは恒常的なプロセスのみからなることが判っている。

Ral、 RalBPl、 POBlが恒常的なプロセスに関与するか否かを明らかにするため

に、これらの蛋白質のトランスフェリンの取り込みに対する影響を解析した。

その結果、いずれの蛋白質もトランスフェリン受容体のエンドサイト-シスに

影響しないことが明らかとなった。これに対して、 Eps15やEpsinがトランス

フェリン受容体のエンドサイト-シスを制御することから、 Raユ/RalBPl/POBl

は受容体からのシグナルをEps15とEpsinに伝達することにより、リガンド依

存性の受容体のエンドサイト-シスを制御すると考えられる。



(3)細胞分裂期におけるRalBPl、 POBl、 Eps15、 Epsinのリン酸化

細胞分裂期(M期)において、エンドサイト-シスが停止し、その際に蛋白

質のリン酸化反応が重要であることが知られているが、その分子機構は不明で

ある。アフリカツメガエルのEpsinホモログであるMP90はM期にリン酸化さ

れることが報告されている。そこで、 RalやRalBPl、 POBl、 Eps15、 Epsinが

M期においてリン酸化されるか否かを解析した。 RalはM期にリン酸化されな

かったが、他の四種の蛋白質はリン酸化された　POBlとEpsinはM期に活性

化されるcdc2キナ-ゼによりリン酸化されPOBlの411番目のセリンとEpsin

の357番目のセリンがリン酸化された　EpsinはM期にリン酸化されると、そ

のAP-2　とPOBlへの結合が減弱し、さらにインスリン受容体のエンドサイト

-シスへの作用が抑制された　Eps15もM期にリン酸化されると、 AP-2との結

合が抑制されることが報告されているので、これらの分子のリン酸化がM期に

おけるエンドサイト-シスの停止に重要な働きをすると考えられる　RalBPlと

POBlのM期でのリン酸化の意義は不明である。最近、サイトセントリンと呼

ばれる蛋白質がRalBPlと同一であることが報告された。サイトセントリンは

分裂間期(I期)には細胞質に蒲理性に存在しているが、 M期になると中心体

に局在する。したがって、 RalBPlとPOBlはリン酸化されるとEpsinやEps15

から承離して別の蛋白質と結合し、 M期における微小管重合や染色体の分配等

を制御する可能性がある。

(4)新たなPOBl結合蛋白質の検索

POBlのM期におけるリン酸化部位は、 EHドメインから離れたC末寄りの

RalBPl結合部位の近傍に存在する　POBlのリン酸化はRalBPlとの結合に影

響しなかった　POBlのリン酸化が何らかの生理的機能を持つと仮定すると、

この額域にRalBPl以外の蛋白質が結合して何らかの機能を営む可能性が推測



される。そこで酵母のtwo-hybrid法により、 POBlのC端側と結合する蛋白質

を検索した。その結果、 POBl結合蛋白質の候補としてエンドサイト-シスに

関与するとされるエンドフイリン、アンフイフアイジン、 Ese2/インターセクチ

ンのほか、小胞輸送に関与するスナッピン、 Hrs、 TOMILl、ならびに細胞接着

と運動に関与するPAG/ASAP、ボンシンが見出された　POBlはエンドサイト

-シス以外に小胞輸送や細胞接着、運動に関与する可能性がある。

おわりに

以上、本研究ではRalとその下流に存在するRalの標的蛋白質RalBPl、 RalBPl

結合蛋白質POBlのエンドサイト-シス制御機構における役割を解析すること

を試みた。その結果、 RalならびRalBPl、 POBlが、インスリンやEGFの受容

体のエンドサイト-シスにおいてリガンド依存性プロセスを制御していること

を明らかにした。 Ralがリガンドの刺激によってRas-RalGDSを介して活性化さ

れることと、 POBlがリガンド非依存性のプロセスを制御するEps15やEpsin

に結合することを考え合わせると、 Ral-RalBPl-POB lは受容体からのシグナル

をEps15やEpsinに伝達する役割を担っていると考えられる0

また、 RalBPlとPOBl、 Eps15、 EpsinのいずれもがM期にリン酸化され、

そのうちRalBPlとPOBlのリン酸化はエンドサイト-シスを制御しておらず、

Eps15とEpsinのリン酸化がM期にエンドサイト-シスが停止する機構に関与

していると考えられる　RalBPl　とPOBlのリン酸化の機能は明らかではない

が、エンドサイト-シスの制御以外の機能を担っている可能性がある。例えば

RalBPlがサイトセントリンと同一の蛋白質であることから、 RalBPl　とPOBl

がM期に特徴的な現象である紡錘糸の形成や染色体の配分、細胞質分裂に関与

する可能性がある。本研究の過程で、 POBlは、 Eps15、 Epsin以外のエンドサ
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イト-シスに関与する蛋白質のほか、小胞輸送や細胞の接着と運動に関与する

蛋白質と結合し、これらの細胞機能を制御する可能性があることが示された。

最近、エンドサイト-シスの制御に関与する分子の同定は目覚しく、そのい

くつかの遺伝子レベルでの異常が発ガンと関連することも報告されている。今

後は、エンドサイト-シスに関与するシグナル伝達経路と他の細胞機能を制御

するシグナル伝達経路との相互作用の解析が重要であると考えられ、本研究で

行われたRal下流分子の機能解析はこの日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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