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論　文　　内　容　の　要　　旨

　我々のからだを構成する細胞内にはさまざまなオルガネラが存在し，そこには固有のタンパク質が局在する。これらの細

胞が正常に機能するためには，タンパク質が合成された場所から機能すべきオルガネラヘと正確に輸送されなければならな

い。なかでもトランスゴルジネットワーク（ＴＧＮ）と細胞膜の間の輸送は複雑であり，さまざまな膜輸送経路（ＴＧＮから

直接細胞膜へ輸送する経路，エンドソームを経て細胞膜あるいはリソソームヘ輸送する経路，エンドソームからＴＧＮへの

逆行輸送経路など）が存在する。このような輸送の調節機構の解明は，生命現象を理解する上で基礎的かつ重要な課題であ

る。

　細胞内の各オルガネラ間のタンパク質の輸送は，その表面を特異的なコートタンパク質により覆われた輸送小胞を介して

行われる。すなわち，あるオルガネラから積み荷タンパク質を含んで出芽した輸送小胞が，標的オルガネラ膜と融合するこ

とにより積み荷が受け渡される。一連の小胞輸送の過程はさまざまな低分子量ＧＴＰａsｅによる調節を受ける。低分子量

ＧＴＰａsｅのＡＲＦには6種類のアイソフォームが存在し，オルガネラ膜上のグアニンヌクレオチド交換因子（ＧＥＦ）の働き

により活性型となり，コートタンパク質をオルガネラ膜にリクルートすることにより輸送小胞形成を開始させる。一方，別

の低分子量ＧＴＰａsｅのＲａｂファミリーには60種類以上が存在し，個々のＲａｂは別個のオルガネラで機能する。特定のオル

ガネラ膜に結合したＲａｂは，膜上に存在するＧＥＦの作用で活性化し，輸送小胞の特異的な繋留，ドッキング，融合などに

働く様々な因子を集合させる。これらのうちで, Rabllはリサイクリングエンドソームに局在し，このオルガネラを経由

する様々な輸送過程を調節すると考えられる。

　近年, Family of Rabl卜Interacting Protein（Ｆ�）が同定され，そのＣ末端に20アミノ酸からなる相同性の高いRabll
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結合ドメインが存在することが示された。さらにＦ�ファミリーのうちのＦ�3/Arfophilin -1 とＦ�4/Arfophilin -2 は，

そのＣ末端付近の領域を介してARF5やARF6とも結合することが明らかとなった。このことから，Ｆ�3とFIP4は二つ

の異なるファミリーに属する低分子量ＧＴＰａsｅを結びつけ，小胞輸送を調節する重要なタンパク質であると考えられる。

本研究では，Ｆ�3/4と, ARF5/6およびRabllとの結合を分子レペルで解析するとともに，細胞内で起こる様々な変化を

調べることより, FIP3/4の細胞内輸送における役割，さらにはARF5/6とRabllの機能の間のクロストークの解明をめざ

した。

　そこでまず, FIP3とＡＲＦ５およびRabllとの相互作用について検討した。その結果，Ｆ�3は隣接するが異なるＣ末端

領域でＡＲＦ５およびRabllと結合し，さらにこれらのＧＴＰａsｅと同時に結合できることが判明した。Ｆ�3/4はRabllや

ＡＲＦ５/6とＧＴＰ依存的に結合したが, ARFlとは結合しないことから, ARFに対する特異性が示唆された。細胞内では，

Ｆ�3/4はRabll依存的にリサイクリングエンドソーム膜上に局在するとともにそこにARF5/6をリクルートすることが

判明した。これらのことから，Ｆ�3とFIP4はARF5/6やRabllの機能を仲介することにより，リサイクリングエンドソ

ームを経由する小胞輸送を調節する可能性が示唆された。
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　ARF6はエンドサイトーシスやアクチンのリモデリングなどを細胞膜付近で調節することが報告されているが, ARF5の

機能は今までのところ不明である。一方, Rabllは主にリサイクリングエンドソームを介する輸送に関与し，トランスフ

ェリン受容体などのリサイクリングの経路やエンドサイトーシスの経路を調節することが示唆されている。さらにRabll

はＶＳＶＧのＴＧＮから細胞膜への輸送や志賀毒素のエンドソームからＴＧＮへの逆行輸送に関与することが報告されてい

る。

　FIP3/4のドミナントネガティブ変異体を細胞に発現させると，ＶＳＶＧのＴＧＮから細胞膜への輸送が阻害された。さら

に　この変異体による輸送阻害はＡＲＦ５/6とRabllの両方との結合に依存した。これらのことから，Ｆ�3/4は輸送小胞の

出芽に関与するARF5/6と，融合に関与するRabllの機能を仲介することにより，ＴＧＮとエンドソームの回の輸送を調

節すると考えられる。

　本研究により，輸送小胞が形成される過程とその輸送小胞が正しく選別輸送される過程が協調して機能する可能性が示さ

れた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　細胞が正常に機能するためには，合成されたタンパク質が必要とされるオルガネラに正確に輸送され，機能することが必

要である。オルガネラ間のタンパク質輸送では，主に低分子量ＧＴＰａsｅのＡＲＦとＲａｂがそれぞれ膜の出芽と融合を調節

することが知られている。近年, Rabllと相互作用するファミリーとしてＦ�が同定された。Ｆ�ファミリーのうち，

FIP3とＦＩＰ列よRabllだけでなくARF5やARF6ともそのＣ末端領域を介して結合する（別名Arfophilin -1， Arfophi-

lin -2 の由来）。Rabll, ＡＲＦ５/6のFIP3やFIP4への結合はいずれもＧＴＰ依存的である。そこで，本研究ではＦ�3や

FIP4とARF5, ARF6およびRabllとの結合を分子レペルで解析し, FIP3やFIP4の細胞内小胞輸送における役割を解明

することをめざした。

　まずyeast two hybrid法およびGST pull doｗｎ法により, FIP3とFIP4のＣ末端領域にはＡＲＦ結合ドメインとRabll

結合ドメインが別個に存在することを見出し，さらにＦ�3とＦ�4がARF5やRabllと同時に結合できることを明らかに

した。一方，Ｆ�3やＦ�4はARFlとは結合しないことからＡＲＦに対する特異性が示唆された。これらの結果から，

FIP3とFIP4はARF5/6やRabllの機能のクロストークを担う重要な因子であることが示唆された。

　次に，共同研究によりFIP3とRabllの複合体のＸ線結晶構造解析を行い, FIP3とRabllとの結合に重要な立体構造

を解明した。その結果, FIP3はＣ末端のRabll結合ドメインでダイマーを形成し，その両側にRabllを一分子ずつ結合

していることが明らかになった。さらに, GST pull doｗｎ法によりFIP3とRabllの結合に重要ないくつかのアミノ酸を

同定した。これにより, FIP3とRabllは，静電的相互作用と疎水的相互作用の両方を介して，お互いを厳密に認識してい

ることがわかった。

　間接蛍光抗体法を用いた解析により，Ｆ�3/Ｆ�4は細胞内でRabll依存的にリサイクリングエンドソームに局在し，

ＡＲＦ５/ＡＲＦ６はＦ�3/Ｆ�4依存的にリサイクリングエンドソーム膜上にリクルートされることが判明した。

　Rabllは主にエンドサイトーシス／リサイクリング経路を調節することが示唆されているが, Rabllの変異体がVSVG

のトランスゴルジ網（ＴＧＮ）から細胞膜への輸送，志賀毒素のエンドソームからＴＧＮへの輸送に関与するという報告も

ある。そこで，Ｆ�3やＦ�4の様々な輸送経路に対する影響を調べたところ，Ｆ�3/Ｆ�4のドミナントネガティブ体を過

剰発現した細胞では，ＶＳＶＧのＴＧＮから細胞膜への輸送が阻害された。一方，トランスフェリンのリサイクリングなど

には影響が見られなかった。これらのことから, FIP3やFIP4はRabllやＡＲＦ５/6の機能を仲介することによりＴＧＮと

エンドソームの間の輸送を調節すると考えられる。さらに本研究では機能不明のARF5との関連が示唆されることから，

今後興味深い知見が得られると予想される。

　小胞輸送は様々なＧＴＰａsｅやコートタンパク質が複雑に相互作用することにより調節される。 ＡＲＦやＲａｂは小胞輸送に

おいて中心的役割を果たすことから，それらの細胞内局在などの研究は，細胞の基本的なメカニズムの一つであるオルガネ

ラ間のタンパク質輸送の機能解明へと繋がる。本研究により，Ｆ�3やFIP4はＡＲＦとRabllの二つの低分子量GTPase

経路を結びつける因子と考えられ，さらに小胞輸送において膜の出芽と融合が協調して働く可能性が示唆された。これらの
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研究成果は今後の細胞内小胞輸送の研究分野において大きな発展をもたらすことが期待される。

　よって本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。

　さらに平成19年２月21日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。
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