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はしがき

低分子量G蛋白質Rasは細胞の増殖や分化など種々の細胞機能を制御す

る。また、 Rasはがん遺伝子産物の一種でもあることから、 Rasの作用機

構を分子レベルで解明することが現代の医学生理学の重要な課題の一つに

なっている。この数年間Rasが直接結合してそのシグナルを伝達する標的

蛋白質を見出すことに焦点が絞られていた。その結果、 Rasの標的蛋白質

として蛋白質リン酸化酵素Rafが確定した。さらに、 MEKキナ-ゼやPI-

3キナ-ゼ、 Junキナ-ゼ、 AF6等もRasの標的蛋白質であることが示唆

され、 Rasには複数の標的蛋白質が存在することが決定的になった。しか

し、 fhf以外の標的蛋白質を介するシグナル伝達機構の生理機能には不明

な点が多く、これらを明らかにすることが、これからの本研究額域の急務

となっている。このような状況下において、私共はRalGDSがRasの新し

い標的蛋白質であることを世界に先駆けて見出し、 1994年(平成6年度)

に報告している　RalGDSは別種の低分子量G蛋白質であるfhlの活性制

御蛋白質であることから、私共はRalGDSを介してRasからRalへ伝達さ

れる新しい細胞内シグナル伝達機構が存在することを提唱してきた。今後

の私共の研究は、これまでの知見を基にして、 RalGDSを介するRasのシ

グナル伝達機構により制御される細胞機能を明らかにすることが必要であ

ると考えている。

これまでRdの機能は不明であったが、 Ralの標的蛋白質としてRal

binding protein 1 (RalBPl)が他のグループにより発見された。しかし、

RalBPlの機能が明らかにならなかったので、私共はRalBPl　と結合する

新規蛋白質POBlを単離した。さらに、 POBlに結合する新規蛋白質Epsin

も単離した　POBlとEpsinはその構造上の特徴からクラスリン依存性の

エンドサイト-シスに関与する可能性が高い。そこで、本研究ではまずfbl

の下流で機能すると考えられるRdBPl、 POBlおよびEpsinの機能を明

らかにすることを第一の目的としている。 Rdは1984年に発見された低

分子量G蛋白質で、私共はfhlが遺伝子発現を促進することを明らかにし

ているが、未だにその機能は判然としない。一方、 Ralは種々の細胞で細

胞内小胞に局在していることから、エンドサイト-シスやエクソサイト-



シスに関与していることが示唆されている。そこで、本研究ではfhlの機

能、特にエンドサイト-シスにおける役割を解明することを第二の目的に

している。さらに、 RalGDSを介するシグナル伝達経路がRasの他の標的

蛋白質を介するシグナル伝達経路と相乗的に作用してどのような細胞機能

を制御するかを解明することを第三の目的としている。最終的にはRasに

より制御されるシグナル伝達機構と細胞機能の全貌を解明したい。
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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に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

の標的蛋白質であるRalBPl　とその結合蛋白質の機能を解析することによ

りRalGDSを介するRasのシグナル伝達機構の生理的意義を明らかにする

ことを試み、以下の結果を得た。

1 Ralの下流分子の同定

(1) POBl

低分子量G蛋白質の機能を明らかにするためにはその標的蛋白質を同定

することが必要である　Ralの標的蛋白質としてRalBPlが報告された。

RalBPlはそのC末端側で活性型のRdと結合し、 N末端側には低分子量

G蛋白質CDC42とRacに対するGAP活性を有する嶺域が存在した。し

かし、 RalBPlがCDC42やRacの機能を細胞レベルで制御することはこ

れまでに報告されず、 RalBPl　の機能は不明であった。そこで、私共は

RalBPlと結合する新規蛋白質を同定し、 POBl (Partner of RalBPl)と名

付けた　POBl　はRalBPl上のRd結合部位とは異なる鏡域に結合し、

Rd/RalBPl/POBlの三量体が形成された。また、 POBlはRalBPlばか

りでなくGrb2とも結合し、 EGF刺激によりチロシンリン酸化され、 EGF

受容体と複合体を形成した。したがって、 POBlはEGFのシグナル伝達

に関与する可能性が示唆された。さらに、 POBlのN末端側には、 Eps15

のN末端側に約70個のアミノ酸からなる3回の繰り返し構造として同定

されたEHドメイン(Eps 15 Homology)が存在した　Eps15はEGF受

容体によりチロシンリン酸化される基質として見出された分子量15万の

蛋白質である。酵母のPan1やEnd3、 YBL0520、線虫のYNJ6にはEps15

のEHドメインとホモロジーのある構造が含まれる　End3のEHドメイ

ンに変異を加えるとエンドサイト-シスが障害されることやPanlのEH

ドメインがEnd3と結合することから、酵母ではEHドメインを介して蛋

白質の相互作用が起こり、エンドサイト-シスが制御されると考えられて

いる。噛乳動物細胞でもEHドメインを有する蛋白質が複数存在する0
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Eps15はそのC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AP2　と結合して、 EGFや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。したがって、酵母から嘱乳動物細胞に至るまでEHドメイ

ンを有する蛋白質は受容体のエンドサイト-シスを制御する可能性が高く、

POBlもその機能を有すると考えられた。

(2) POBl結合蛋白質EpsinとEpsl5

POBlの機能を明らかにするためにEHドメインと結合する蛋白質を見

出すことを試みた。牛大脳から分子量13万と8,4万の二種類の蛋白質

(pl30とP84)がPOBトEHドメイン結合蛋白質として精製された。アミ

ノ酸シークエンスの結果からP130はEps15で、 p84はEpsinであること

が明らかになった　EpsinはEpsl5結合蛋白質として同定された蛋白質で、

AP2やクラスリンと結合して、 EGFやトランスフエリン受容体のエンド

サイト-シスを制御する。 POBlのEHドメインはEpsinのC末端側に存

在するNPF (Asp-Pro-Phe)モチーフと直接結合した。この結果はEHド

メインの結合はNPFモチーフを介するという一般的な概念と一致してい

る。さらに、 POBlのEHドメインはEps15のC末端側と直接結合したが、

この嶺域にはNPFモチーフが存在せず、 EHドメインはNPFモチーフ以

外とも結合することが示唆された。前述した通り、 Eps15とEpsinはエン

ドサイト-シスを制御する重要な蛋白質であるので、 POBlはそのEHド

メインを介してEps15やEpsinと結合することによりエンドサイト-シ

スを制御すると考えられる。

2　Rdを介するシグナル伝達機構の機能

(1)リガンド依存性受容体エンドサイト-シス

Rdの機能はこれまで判然としていないが、 Rdが細胞膜ばかりでなく細

胞内小胞にも存在することから、細胞内小胞輸送に関与する可能性が考え

られていた　RalはEGFとインスリンにより活性化されることから、 Rd

のEGF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

-シスに関与するか否かを解析した。活性型のRal (RalG23V)、不活性型

のRal (RalS28N)、膜に結合できないRal (RalG23V/C203S)の3種類の

変異体と野生型のfhlをA431細胞に発現させて、 EGFの取り込みを顕微
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鏡下で観察した。 3種類の変異体と野生型のIhlの発現はEGFの結合に影

響しなかったが、 RalG23VとRalS28Nを発現させるとEGFの取り込み

が抑制された。一方、野生型のRdとRalG23V/C203SはEGFの取り込

みを抑制しなかった0　3種類の変異体と野生型のfhlを恒常的に発現する

CHO-IR細胞株を樹立して、インスリンの取り込みを生化学的に解析した0

3種類の変異体と野生型の鮎1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　RalG23V　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Rd　と

RalG23V/C203Sはインスリンの取り込みを抑制しなかった。これらの結

果から、 RdはEGF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fhlのGDP型とGTP型の変換と、膜への結合がエンドサ

イト-シスの制御に重要であることが明らかになった。

RalBPlがEGF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RdおよびPOBlの結合鏡域を含むC末端側の変異体を作製し、 A431

細胞とCHO-IR細胞に導入した。全長のRalBPlはEGFの取り込みにも

インスリン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RdBPl結合部位を含むC末端

側の2種類の欠失変異体を作製して、同様の解析を行ったところ、両変異

体はEGFとインスリン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とインスリンの受容体エンドサイ

ト-シスは両方のプロセスを含んでいる。 Rd、 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

ランスフエ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エリン受容体のエンドサイト-シスに影響しないこと

が明らかになった。トランスフエリン受容体のエンドサイト-シスは恒常
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的なプロセスであることおよび、 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、 Ral/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のリン酸化とエ

ンドサ ト-シス

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

は不明であった。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oそこで、 fhl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4種類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-シスヘの作用が抑制され

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)には細胞質にびまん性に存在しているが、 M期になると

中心対に局在する。したがって、fb1BPlとPOBlはリン酸化されるとEpsin

やEps15から解離して、別の蛋白質と結合して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の機能をさらに明らかにするために、酵母のtwo-hybrid法を用い

て、POBlのC端側に結合する蛋白質を検索した。その結果、ASAPがPOBl

と結合することが明らかになった　ASAPは低分子量G蛋白質に対する

AdGAPの一種であり、 Aがと共に細胞内の小胞輸送を制御する。また、
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ASAPはPAGと呼ばれるパキシリン結合蛋白質と同一であり、細胞接着

や運動の制御にも関与している。今後はPOBlの細胞接着や運動における

役割を明らかにする必要がある。

おわりに

以上、本研究ではRalGDSを介するRasの新しいシグナル伝達機構とそ

の生理的意義の確立を試みた。その結果、 Ralと共にその下流に存在する

分子であるRalBPlとPOBlがEGFやインスリン受容体のエンドサイト

-シスに関与することが明らかになった。特に、 POBlがエンドサイト-

シスにおいて極めて重要な働きをするEpsinやEps15　と直接結合するこ

とは、 Ras/RalGDS/Ralのシグナル伝達経路がエンドサイト-シスを制御

する可能性を強く示唆している。エンドサイト-シスの制御に関与する分

子の同定は最近目覚ましく、しかも、そのいくつかの遺伝子レベルでの異

常が発がんと関連することも報告されている　Rasが重要な発がん遺伝子

産物であることとあわせて、今後はがんにおけるRalGDS/Ralのシグナル

伝達の異常を解析する必要があると思われる。また、本研究により、 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-シスに関与しておらず、

Eps15とEpsinのリン酸化がM期のエンドサイト-シスの停止機構に関

与していると考えられた　RalBPlとPOBlのM期におけるリン酸化の意

義は明らかではないが、これらの蛋白質のエンドサイト-シス以外の細胞

機能制御に関与し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

あり、 M期でのリン酸化はこれらの機能を制御するかもしれない　Rasの

標的蛋白質の機能と作用機構を明らかにすることが、他の低分子量G蛋白

質のシグナル伝達機構のモデルにもなると考えられるので、今後さらに解

析を続けていきたい。
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