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論文の内容の要旨

　分泌タンパク質や細胞膜タンパク質，リソソームタンパク質などは，トランスゴルジネットワーク（TGN）

へと輸送され，選別されてエンドソームを経て最終目的地へ輸送される。各オルガネラ問のタンパク質輸送

は輸送小胞を介して行なわれる。本研究では，クラスリンコート小胞のTGNおよびエンドソームからの形

成の調節機構を調べるために，2つのクラスリン・アダプタータンパク質，AP－1およびGGAに注目して

研究を行なった。

　ヘテロ4量体のAP－！のサブユニットの一つγ一アダプチンをb批として酵母肺o－hybridスクリーニン

グを行ったところ，ラバプチン5が単離された。ラバプチン5は初期エンドソームの融合に関与する低分子

量GTPase，賄b4やRab5のエフェクターであることから，ラバプチン5がクラスリン／AP－！コート小胞

のTGNから初期エンドソームヘの輸送を制御する可能性が考えられた。

　まず免疫沈降法と問接蛍光抗体法により，γ一アダプチンとラバプチン5の加肋oでの結合を確認した。

脾ndowMssayでは，γ一アダプチンとラバプチン5との結合がGDPやGTPγSの存在下でも変化しない

ことから，両者は構成的に結合していると予想される。また，γ一アダプチンはRab4と共局在していたが，

R地5とは共局在しなかった。以上のことから，クラスリン／A町コート小胞は，ラバプチン5によりその

輸送過程が調節され，TGNで形成された後に賄b4の局在するエンドソームヘ輸送される可能性，もしくは

エンドソームからも形成される可能性が考えられる。

　ラバプチン5との結合には，γ一アダプチンのイアードメイン（C末端の約100アミノ酸の領域）が関与

することを明らかにした。イアードメインにランダム変異を導入して酵母肺O－hyb拙システムでスクリー

ニングすることにより，ラバプチン5との結合能を欠いた変異体を単離した。共同研究によりγ一アダプチ

ンのイアードメインの立体構造を解明し，ラバプチン5との結合に重要な立体構造上の領域を明らかにした。

　次に，別のクラスリン・アダプタータンパク質GGAについて研究を行ない，GGAがユビキチンと結合す

ることを明らかにした。ユビキチン化された受容体などの膜タンパク質は，ユビキチンを選別シグナルとし

てリソソームに輸送されて分解されることから，GGAがユビキチン化膜タンパク質の輸送を調節する可能
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性が考えられた。

　まずGGA中の約150アミノ酸からなるGATドメインがユビキチンと直接結合することを示した。また

内在性GGAもユビキチンに結合でき，GGAを細胞内に過剰発現させるとユビキチン化タンパク質がTGN

領域に集合することから，GGAは肋伽oでもユビキチンと結合できることを示した。ユビキチン緒合能を

欠いたGAT変異体の単離，およびGATとユビキチンの複合体の立体構造モデルの作製により，ユビキチ

ンとGATとの結合様式を解明した。

　GGAは低分子量GTPaseのA旺の活性型と結合してTGN膜に結合するが，GATドメインを含むGGA

のN末端側領域とユビキチンとの結合が活性型A旺存在下で強められることを確認した。

　またGGA自体がユビキチン化され，ユビキチン結合能を欠いたGGA変異体はユビキチン化されないこ

とから，ユビキチンとの結合がGGA自体のユビキチン化に必須であることが明らかにした。

　以上のことから，A旺によってGGAがTGN膜に結合した時に，膜上に存在するユビキチン化された積

み荷タンパク質とGGAの結合が強められることにより輸送が調節される可能性が考えられる。また，GGA

のユビキチン化もこの過程において何らかの役割を果たすと予想される。

審査の結果の要旨

　本研究では，クラスリン・アダプターAP－1複合体のサブユニットであるγ一アダプチンおよびGGAの

結合タンパク質，およびこれらの結合の細胞内での生理的役割について解析している。様々な工夫をこらし

た実験により，グアダプチンがラバプチン5と結合することやGGAがユビキチンと結合することを発見し，

これらの結合の分子基盤の詳細を変異体を用いて生化学的および構造生物学的に解明するとともに，結合が

起こる細胞内部位を明らかにした。さらに，これらの実験結果に基づき，TGNとエンドソームの問の細胞

内小胞輸送におけるAP－1とラバプチン5の相互作用，およびGGAとユビキチン化タンパク質の相互作用

の生理的役割に関して新しい仮説を提唱した点が高く評価できる。これらの研究成果は，細胞内小胞輸送の

研究分野に今後大きな発展をもたらすものと期待される。

　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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