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論文の内容の要旨

　真核細胞において，クラスリン被覆小胞はトランスゴルジネットワーク（TGN）からリソソームヘの輸送や細

胞膜からのエンドサイトーシスに関与する。AP－1とAP－2はそれぞれTGNおよび細胞膜のクラスリン被覆小胞に

存在し，クラスリンと膜との仲介をするアダプター複合体である。各複合体はヘテロ四量体（AF！：γ一，β1一

アダプチン，μ1，σ1；AP－2：α一，β2一アダプチン，μ2，σ2）から成る。最近，新たなアダプター様複合

体AF3（δ，β3，μ3，σ3）も同定された。しかしながら，さらに別なアダプター複合体が存在する可能性が

考えられた。そこで，cDNAプロジュクトにより登録されているESTデータベースを検索したとところ，γ一ア

ダプチンと高い相同性を示すが明らかに異なるヒトのcDNA配列をいくつか発見した。こうした背景をもとに，本

論文では以下の研究成果について述べている。

　まず，ESTデータベースの情報をもとにして，新奇のγ一アダプチン相同タンパク質（γ2一アダプチンと命

名）を同定した。γ2一アダプチンは785アミノ酸から成り，γ一アダプチン（γ1一アダプチンと再命名）と全

体で60％の相同性を示した。ノーザンブロット解析では，γ2一アダプチンは調べたほとんどすべての組織で発

現していることが明らかになった。γ2一アダプチンに対する抗体を用いたウェスタンブロット解析では，細胞

抽出液の膜画分・細胞質画分いずれにも約87kDaのタンパク質として検出された。問接蛍光抗体法を用いた細胞

内局在の観察では，γ2一アダプチンは核周辺の小胞様構造に局在したが，γ！一アダプチンの染色像とは一致し

なかった。また，AP－1複合体のTGN膜への結合を阻害することが知られているブレフェルジンA（BFA）により

細胞を処理したところ，γ1一アダプチンの膜への結合は阻害されるのに対して，γ2一アダプチンでは影響がみ

られなかった。さらに，酵母Tw〇七ybridSystemを用いた解析では，γ2一アダプチンはγ1一アダプチンと同様

にσ1と特異的に相互作用することが明らかとなった。一方，γ1一アダプチンがβ1一アダプチンと相互作用す

るのに対して，γ2一アダプチンはβ1，β2ともに相互作用しなかった。以上の結果から，γ2一アダプチンは

小胞輸送においてAP－1とは異なるステップで機能するような新奇のアダプター様複合体を形成することが示唆さ

れた。

　次に，γ2一アダプチンを同定した場合と同様にして，新奇のアダプチン相同タンパク質（ε一アダプチン）を

同定した。ノーザンブロット解析では，ε一アダプチンは調べた全ての組織で発現していることを示した。また，
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ε一アダプチンとは別に，新たなアダプター様タンパク質として，β4一アダプチンおよびσ4を同定した。酵母

Two－hybridSystemを用いた解析では，ε一アダプチンはσ4と特異的に相互作用することが明らかになった。ま

た，T㎞ee七ybridSystemを用いた解析では，ε一アダプチンはσ4存在下でのみβ4一アダプチンと相互作用する

ことが明らかとなった。以上の結果から，ε一アダプチンを含む新奇のアダプター様複合体AP－4の存在が示唆さ

れた。

　さらに，先に同定したアダプチン相同タンパク質とは異なり，γ1一アダプチンのEarドメイン様の領域（AGEH

ドメイン）をもつ新奇のタンパク質を3種類同定した。ところが，この新奇のタンパク質は，最近，別のグルー

プから報告されたGCA（Go1gi－1oca1izing，γ一adaptinearhomo1ogydomain，ARトbindingproteins）タンパク質と

同じものであった。γ1一アダプチンのEarドメインにはγ£ynerginが相互作用することが知られていたが，酵

母Two－hybr1dSyste犯を用いた解析では，GGAタンパク質もAGEHドメインを介してγ一Synerginと相互作用する

ことが明らかとなった。また，GGAタンパク質はγSy服ginと共にゴルジ体様の構造に局在することも明らかと

なった。

審査の結果の要旨

　本研究では，ESTデータベースに登録されている配列情報を活用して，複数の新奇のクラスリアダプター様タ

ンパク質を同定し，．それらの構造や機能的性質について分子生物学的・生化学的手法を用いて解析している。γ

2一アダプチンに関しては，γ1一アダプチンと高い相同性を示すものの，細胞内局在や薬剤処理に対する性質な

どが異なることが明らかにされ，これまでに知られているAP－1とは異なる新奇のクラスリンアダプター様複合体

として機能している可能性が示唆されている。またこれとは別に，ε一アダプチンを含む全く新しいクラスリン

アダプター様複含体AP－4の存在も明らかにされている。さらに，γ1一アダプチンのEarドメイン様の領域をも

つGCAタンパク質ファミ’リーは，これまでに知られているアダプター様タンパク質とは構造的に異なるが，その

AGEHドメインにはγ1一アダプチンと共通のタンパク質因子γ一Synerginが結合し売ることが示されている。こ

れらの一連の研究は，いずれも世界に先駆けて行われたものであり，これまで知られていなかった新たなアダプ

タータンパク質の存在を明確に示したものであることから高く評価できる。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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