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    学位論文題名
Rab蛋白質S2およびSl0の遺伝子クローニング

学位論文内容の要旨

  生体は、増殖因子をはじめとする伝達物質およびそのレセプター、あるいは細胞表面の

接着分子等を介して細胞間でシグナルをやりとりすることにより恒常性を維持し、また種

々の刺激に対して適切な反応を引き起こしている。これらの機構が正常に働くためには、

生合成された蛋白質が正しく細胞内を輸送されて、分泌されたり細胞表面に分布したりす

ることが必要である。また、細胞表面からのシグナルは、リセプターおよびりガンドのエ

ンドサイトーシスによってその強さが制御されている。このような蛋白質の細胞内輸送は、

一つのオルガネラから出芽した小胞が標的のオルガネラと融合する、いわゆる小胞輸送に

よって成し遂げられている。Rabファミリー蛋白質は、これらの小胞輸送を制御する低分

子量G蛋白質で、これまでに30種類以上報告されており低分子量G蛋白質の中でも一番

大きなサブファミリーを作る。個々のRab蛋白質はそれぞれ特定の細胞内オルガネラの

膜に局在し、その場での小胞輸送を制御していると考えられている。小胞輸送の経路の多

くがすべての細胞に共通であることと合致して、Rab蛋白質の多くはすべての組織・細胞

で発現しているが、一部のRab蛋白質は組織特異的に発現し、その細胞に特異的な輸送

経路を制御している。本研究では、新しいRab蛋白質S2と、以前にヒトでクローン化さ

れていたSl0のマウスホモログのcDNAクローニングおよび遺伝子クローニング、なら

びにそれらの遺伝子発現の組織特異性について検討した。

  Rabファミリーを含む低分子量G蛋白質で良く保存されているGー3領域およびG-4領

域のアミノ酸配列に相当する混合プライマーを用いてRT-PCRすることにより、cDNAフ

ラグメントを増幅し塩基配列を決定した。この結果ヒトT細胞株JurkatのmRNAから、

新しい低分子量G蛋白質S2のcDNAフラグメントを得た。このPCRフラグメントをプ

ローブにしてJurkat細胞のcDNAライブラリーをスクリーニングしたが、陽性クローンが

得られなかったので、まずS2の遺伝子をゲノムライブラリーから得ることを考え、マウ

スNIH3T3細胞からDNAを抽出し、lDashベクターに遺伝子ライブラリーを作製した。

  このライブラリーから2個のS2遺伝子クローンを得て、S2のPCRフラグメントとハ

イブリダイズする2kbのSall-Pstlフラグメントを単離した。次にこのSalI-PstIフラグメン

トをプローブにしてマウス脾臓のcDNAライブラリーをスクリーニングし、S2のcDNA

をクローン化した。このcDNAには、229アミノ酸の蛋白質をコードするオープンリーデ

イングフレームが存在した。このS2蛋白質のアミノ酸配列はRabフんミリー蛋白質とホ

モロジーが 高く、最も 近いのはSl0蛋白質で 55％のホモロ ジーがあっ た。

  Sl0は、本研究と同じRT-PCRの方法で、ヒトのcDNAがクローン化されているRab蛋

白質である。マウスS2がヒトSl0と高いホモロジーを示したので、比較のためにマウス
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Sl0のcDNAを脳のcDNAライブラリーからクローン化した。得られたcDNAは984bpに

わたり、237個のアミノ酸をコードするオープンリーディングフレームが存在した。蛋白

質コード領域でのヒトSl0とマウスSl0の塩基配列のホモロジーは92％であったが、蛋

白質レベルでは4個のアミノ酸置換しか認められず、98％のホモロジーがあった。

  マウスのS2とSl0蛋白質は、低分子量G蛋白質で良く保存されたGTP結合領域で約

71％のホモロジーがあるが、S2やSl0と他のRab蛋白質とのホモロジーは同じ領域で29％

から52％しかなぃ。データベース上でS2やSl0とホモロジーが高い配列を検索すると、

線虫(C. elegans)とホヤ(C. intestinalis)のゲノムプロジェクトから相同性の高い配列が

登録されていた。これらのアミノ酸配列を比較すると、エフェクタードメイン(G-2領域）

が完全に保存されているほか、G-3領域の下流にも他のRab蛋白質には見られなぃアミノ

酸配列の保存が認められた。これらの領域は、Rab蛋白質がエフェクター蛋白質や活性調

節蛋白質と相互作用する領域と考えられているので、S2とSl0は共通のあるいは非常に

類似したエフェクタ一蛋白質・活性調節蛋白質と相互作用していると考えられる。また、

これらの蛋白質に共通して特徴的なアミノ酸配列の挿入が認められた。これらのことから

S2およびSl0蛋白質は、線虫およびホヤのホモログを含めて、Rabファミリーの中でも1

つの新しいサブグループを作ると考えられた。S2やSl0さらにその他のRab蛋白質の配

列から分子進化の系統樹を作ると、線虫やホヤのホモログを含めてS2とSl0がーつの枝

の中に含まれることからも、これらが1つのサブグループを作るという考えが支持された。

  次に、作製したマウスNIH3T3細胞のゲノムライブラリーからS2とSl0の遺伝子をク

ローン化し、遺伝子構造を解析した。その結果、S2およびSl0の遺伝子は、非翻訳領域

の長さには違いがあるが共に2つのエクソンによってコードされていて、エクソン・イン

トロンの境界も全く一致していた。rabファミリーの遺伝子の中では、これまでにrablA、

rab3A、rabllB遺伝子の遺伝子構造が明らかにされているが、それぞれの構造は全く異な

っていることから、rabファミリー全体の遺伝子の進化はかなり古くから分岐していたと

考えられている。S2とSl0の遺伝子構造が全く一致していたということは、S2遺伝子と

SIO遺伝子は、比較的新しい時期に共通の祖先遺伝子から分岐したことを示唆している。

  最後に、S2およびSl0の遺伝子発現の組織特異性についてマウスの組織RNAを用いた

ノーザンブロッティングにより検討した。この結果、S2遺伝子はすべての組織で発現し

ているのに対し、Sl0遺伝子は脳に特異的に強い発現が認められた。卵巣にも弱い発現が

認められたが、その他の組織では発現が検出されなかった。このニとは、S2蛋白質がす

べての細胞に共通の輸送経路を制御しているのに対し、Sl0蛋白質は神経系に特異的な輸

送経路を制御している可能性を示唆している。

  以上のように本研究では、Rabファミリーに属する新しい低分子量G蛋白質S2のcDNA

クローニング、Sl0のマウスホモログのクローニング、さらにマウスのS2およびSIOの

遺伝子構造の解析とその発現の組織特異性の検討を行った。その結果、S2とSl0がRab

の中でもーつの新しいサブグループを作ることが明らかとなった。このサブグループは、

線虫やホヤを含む下等な動物から保存されており、動物の生体維持に重要な遺伝子である

と考えられる。動物の進化とともに、このサブグループの中に、2つの組織特異性の異な

る遺伝子が出来上がったと考えられるが、今後、これらの蛋白質が実際に細胞内のどの輸

送 経 路 を 制 御 し て い る の か 解 析 を 進 め な け れ ぱ な ら な ぃ と 考 え る 。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Rab蛋白質S2およびSl0の遺伝子クローニング

  蛋白質の細胞内輸送は、一つのオルガネラから出芽した小胞が標的のオルガ
ネラと融合する、いわゆる小胞輸送によって成し遂げられている。Rabファミリ

ー蛋白質は、これらの小胞輸送を制御する低分子量G蛋白質で、これまでに30
種類以上報告されており低分子量G蛋白質の中でも一番大きなサブファミリー

を作る。個々のRab蛋白質はそれそれ特定の細胞内オルガネラの膜に局在し、
その場での小胞輸送を制御していると考えられている。Rab蛋白質の多くはすぺ
ての組織・細胞で発現しているが、一部のRab蛋白質は組織特異的に発現し、
その細胞に特異的な輸送経路を制御している。本研究では、新しいマウスのRab

蛋白質S2と、以前にヒトでクローン化されていたS10のマウスホモログのcDNA
およびゲノム遺伝子構造、ならびにそれらの遺伝子発現の組織特異性について
検討した。
  低分子量G蛋白質で良く保存されている領域のアミノ酸配列に相当する混合

プライマーを用いてRT-PCRすることにより、ヒトT細胞株JurkatのmRNAか
ら、新しい低分子量G蛋白質S2のcDNAフラグメントを得た。これをプローブ
にしてマウス脾臓のcDNAライブラリーから全長に近いcDNAをクローン化し、
またマウスのゲノムライブラリーからS2遺伝子をクローン化した。

  S10は本研究と同じ方法でヒトのcDNAがクローン化されたRab蛋白質である
が、マウスのcDNAを脳のライプラリーから、また遺伝子をゲノムライブラリ
ーからクローン化した。ヒトS10とマウスS10のホモロジーは、蛋白質レベル
で98％であった。
  マウスのS2とS10蛋白質はGTP結合領域で約71％のホモロジーがあるが、こ

れらと他のRab蛋白質とのホモロジーは同じ領域で29％から52％しかない。デ
ータベース上で類似の配列を検索すると、線虫とホヤのゲノムプロジェクトか
ら相同性の高い配列が登録されていた。S2、S10とこれらのアミノ酸配列を比較
すると、エフェクタードメイン（G‐2領域）が完全に保存されているほか、G‐3

領域の下流にも他のRab蛋白質には見られないアミノ酸配列の保存が認められ
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た。これらの領域は、Rab蛋白質がエフェクター蛋白質や活性調節蛋白質と相互
作用する領域と考えられているので、S2とS10は共通のあるいは非常に類似し

たエフェクター蛋白質・活性調節蛋白質と相互作用していると考えられる。こ
れらのことからS2およびS10蛋白質は、Rabファミリーの中でも1つの新しい

サブグループを作ると考えられた。
  S2とS10の遺伝子構造を解析した結果、これらは共に2つのエクソンによっ

てコードされていて、エクソン・イントロンの境界も全く一致していることが
わかった。これまで報告されている'abファミリー遺伝子の遺伝子構造は全く異

なっていたことから、rabファミリー全体の遺伝子の進化はかなり古くから分岐
していたと考えられているが、S2とS10遺伝子は構造が全く一致していたので、

これらは比較的新しい時期に共通の祖先遺伝子から分岐したと考えられる。
  最後に、S2およびS10の遺伝子発現の組織特異性について検討した。S2遺伝

子はすべての組織で発現しているのに対し、S10遺伝子は脳に特異的に強い発現
が認められた。このことは、S2蛋白質がすべての細胞に共通の輸送経路を制御
しているのに対し、S10蛋白質は神経系に特異的な輸送経路を制御している可能
性を示唆している。

  公開発表の場で、副査の上出教授から、S2のmRNAの長さに違いがある理由、
S10の発現はマウスの月齢・性サイクルなどで違いがあるか、S10は脳でどのよ
うな働きをしていると考えるか、生田教授からは混合プライマーを用いてRab
グループの低分子量G蛋白質が多くク口ーニングされた理由、はじめはヒトのT
リンバ球細胞株JurkatのcDNAから研究を開始してマウスに変更した動機、ヒト

におけるS10の組織分布はどうか、主査からはRab3AやS10意外にも、組織特
異的な発現を示すRab蛋白質があるのかどうか、等の質問があったが、申請者
は概ね適切な解答をした。
  この論文は、新しい遺伝子を独自にクロ．ーン化してその構造と発現を解析し

ている点で高く評価され、今後、蛋白質レベルで細胞内のどの輸送経路を制御
しているのか解析することにより、細胞内の輸送機構がさらに明らかになると
期待される。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における
研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資

格を有するものと判定した。


