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論 文  内  容  の  要  旨  

RanはRasスーパーファミリータンパク質の一つである低分子量GTPaseであり，多細胞動物や酵母で広く保存されて  

いる。他のGTPaseと同様にRanにはGTP結合型（RanGTP）とGDP結合型（RanGDP）が存在し，guanine n。C－  

leotide exchange factorであるRCClとRan GTPase activating proteinであるRanGAPによってRanのGTP結合と  

GDP結合が制御される。これらのRan活性制御因子はRCClは核内，RanGAPは細胞質，という際立った細胞内局在を  

しており，このためRanGTPは主に核に，RanGDPは主に細胞質に局在すると考えられている。核細胞質間物質の輸送に  

おいて輸送シグナル受容体であるImportirポファミリーに属する分子はRanGTPとRanGDPに対する親和性が異なって  

おり，Ranは間期細胞において核細胞質間物質の輸送の方向の決定因子であることが知られている。近年になって，アフ  

リカツメガエルの卵母細胞抽出液等を用いたinvitro実験で細胞質基質中，あるいは染色体の周辺において，Ranが微小管  

重合や紡錘体形成，核膜形成を促進する機能をもつことが示された0その後，このRanの新しい機能についてImportir＠  

がRanの下流因子として紡錘体形成を制御し，核細胞質間輸送と同様のメカニズムが採用されているのではないかという，  

やはりinvitro系で得られた結果をまとめた報告もあった。しかしながら，実際のRanの機能について知るためにはin  

Vivoでの解析が不可欠である。そこで申請者は線虫Ce毎nsの初期胚においてRNAiを用いてRanやRan活性制御因子  

の機能を解析した。まずNLS（横内移行シグナル）を有するタンパク質の核への局在がRan，RCClおよびR。nGAPそれ  

ぞれのRNAiによる欠失体で消失し，Ranおよびその活性制御因子がタンパク質の核内輸送に機能することを見い出した。  

次にRanのRNAi初期胚で，紡錘糸上での染色体の配向が著しく異常になることを見い出した。RCClとRanGAPの  

RNAi初期胚でも同様の表現型が見られた。また野生型胚で，Ranが核膜崩壊後中期から後期にかけて姉妹染色体の動原体  

に局在することを見い出した。これらの結果からRanが紡錘体と動原体の相互作用に関与し染色体の正常な配向に必要で  

あることを示した。またRanのRNAi初期胚で核膜形成が正常に起こらないこと，また野生型胚でRanが間期において核  

膜に局在し，終期において核膜へ再局在することを示し，RanがM期終期における核膜再形成に必要であることが示した。  

RanGTP－RanGDPサイクルの下流因子として，RanGTPと結合するRanBD（Ran Binding Domain）をもつ一連の  

RanBPs（RanBindingProteins）が存在することが知られている。線虫においてはRanBD，FXFGリピートおよびFGリ  

ピートをもちnucleoporinであるRanBP2が存在する。申請者は線虫RanBP2のM期における機能についても解析を行い，  

RanBP2のRNAi胚で紡錘糸上での染色体の配向が著しく異常になり，また核膜形成が正常に起らなくなることを見い出  

した。これらの結果から，RanBP2がRanの下流因子として染色体の配向，核膜形成に機能することを示した。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

RanはRasスーパーファミリータンパク質のひとつである低分子量GTPaseであり，多細胞生物や酵母で広く保存され  

ている。Ranは核細胞質間物質輸送において輸送の方向を決定する因子であることがよく知られている，近年ではinvitr。  
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系においてRanが微小管重合や紡錘体形成を促進する，あるいは核膜形成を促進するといったことが報告されており，  

Ranが細胞分裂期においても機能を持つことが示唆されていた。Ranのnucleotide exchange factorとしてRCCl，  

GTPaseactivatingproteinとしてRanGAPが存在し，またRanの下流因子としてRanBD（RanBindingDomain）を持  

つ一連のRanBPs（RanBindingProteins）が存在することが報告されている。申請者は線虫Ce毎nsにおいてRNA干  

渉法（RNAi）が確立され，目的遺伝子をknockdownできること，および線虫の初期胚細胞分裂の分裂系譜が詳細に知ら  

れていることに着目し，Ranの生体内での実際の機能を解析した。本論文においてまず，申請者は線虫においてもRanや  

Ran活性制御因子が多種のオーソログ遺伝子と保存されていることを見いだし，NLS（核内移行シグナル）タンパク質の  

核内輸送がR。nサイクルに制御されていることを示した。これは生体内でRanサイクルが物質輸送を制御していることを  

初めて示した成果である。次に申請者はRan，RCCl，およびRanGAPをRNAiでknockdownさせたとき初期胚細胞分  

裂において染色体の配向の異常，その結果として生じる染色体の不均等分配が生じることを示した。またRanをknock  

d。Wnさせたとき核膜形成に異常が生じること示した。次にRanがmetaphase，anaphaseにおいて動原体に局在すること  

を示し，Ranサイクルが動原体と紡錘糸との相互作用を介して染色体の正常な配向を制御していることを明らかにした。  

さらにRanが間期において核膜に局在し，telophaseにおいて核膜に再局在することを示し，Ranが核膜形成を制御してい  

ることを明らかにした。また申請者は線虫RanBP2オーソログ遺伝子を同定し，RanBP2についてもRNAiによって解析  

を行い，RanBP2がRanの下流因子として染色体の配向，核膜形成を制御していることを示した。これらの結果はRanが  

生体内で染色体の正常な配向，核膜形成を制御し，RanBP2がその制御に関与することを明らかにした成果である。   

以上のように，本論文で述べられた成果は非常に重要であり，本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるもの  

と認められる。さらに，平成17年1月26日，論文内容とそれに関連した口頭試問の結果，合格と認めた。  
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