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P-Rex1は 好 中 球 にお いて 活 性 酸 素 の 産 生 を 司 るRacの グ アニ ンヌ ク レオ チ ド交 換 因

子(GEF)と して 機 能 す る。P-Rex1のGEF活 性 はPIP3とGβ γに よ り相 乗 的 に促 進 され 、

PKAに よ る リ ン酸 化 を受 け る と抑 制 され る。P-Rex1はDH、PH、1stDEP、2”dDEp、1stpDZ、

2”dPDZ、IP4Pと 多 数 の ドメ イ ン構 造 を有 して い る。申請 者 はP-Rex1のGβ γに よ る活 性

化 、 リ ン酸 化 によ る抑 制 に 関 係 す る ドメイ ンの 役割 を解 析 した 。そ の結 果 、Gβ γに よ る

活 性 化 に必 須 とな るP-Rex1の 分 子 内 ドメイ ン間 の相 互 作 用 を見 出 した。 更 にPKAに

よ る リン酸 化 はP-Rex1の ドメイ ン 間相 互 作 用 を 阻害 す る こ とでP-Rex1のGβ γとの相

互 作 用 を抑 制 す る こ と を見 出 した 。

まず 申請 者 は 、P-Rex1とGβ γと の相 互 作 用 、P-Rex1のGβ γに よ る活 性化 に必 要 な ド

メ イ ン を調 べ た。P-Rex1の 様 々 な 部 分 欠 損 変 異体 や ア ミ ノ酸 置 換 変 異体 を作 成 し、 そ

れ ら とGβ γと の 相 互 作 用 を免 疫 沈 降 法 に よ り解 析 した 。 続 いてinvitroに お け る各

P・・Rex1変 異 体 のGβ γに よ る活 性 化 を評価 した 。さ らに哺 乳 動 物 細 胞 内 で活 性 型Racは 、

p21-activatedkinaseの 自己 リン酸 化 や 血 清 応 答 配 列 下 流 の遺 伝 子 発 現 、細 胞 辺 縁 部 で の

葉 状 仮 足 の形 成 を促 す た め 、これ らRac依 存 性 の応 答 に対 す る各P-Rex1変 異 体 お よび

Gβγの 効 果 を検 討 した 。そ の 結 果 、P-Rex1のIP4Pド メ イ ンが 定 常 状 態 に お い てP-Rex1

自身 の2ndDEP及 び1stPDZド メイ ン と分 子 内で 相 互 作 用 す る こ と、 さ ら に この ドメイ

ン 間相 互 作 用 がP-Rex1のGβ γとの結 合 及 び 活 性 化 に必 要 な こ と を明 らか に した 。

次 に 申請 者 は、invitroでPKAに よ り リ ン酸 化 を受 け たP-Rex1は 、G6γ に よ りGEF

活 性 が 充進 され な い こ と、Gβ γとの 結 合 が 弱 ま る こと を示 し、 リ ン酸 化 に よ るP-Rex1

の 抑 制 がGβ γとの 結 合 能 の 低 下 に起 因す る こ と を示 唆 した 。 次 に 免 疫 沈 降 法 に よ り

PKAがP-Rex1の 先 に見 出 したGβ γとの相 互 作 用 に必 要 な ドメ イ ン間 相 互 作 用 を阻 害 す

る こ と を明 らか に した 。続 い て 質 量 分 析 法 に よ りP-Rex1の314番 目 のセ リ ン(Ser314)、

431番 目の セ リ ン(Ser431)、650番 目の セ リン(Ser650)の 三 箇 所 をPKAに よ る リ ン酸 化

部 位 と して 同 定 した。 この うちSer650はP-Rex1の ドメ イ ン間 相 互 作 用 に係 る1stPDZ

ドメイ ン に存 在 す る。申請 者 はP-Rex1のSer650の 擬 似 リ ン酸 化 型 変 異体(S650E)が 、

P-Rex1の ドメイ ン 間相 互 作 用 を完 全 に 阻害 す る と共 に、P-Rex1とGβ γの結 合 を弱 め る

こと を 示 した 。 またSer314はRacと の 結 合 に関 与 す るPHド メイ ンのβ3/β4ル ー プ に

存 在 す る と考 え られ た 。P-Rex1のSer314に 擬 似 リン酸 化 型 変 異(S314E)を 導 入 した

と ころP・・Rex1とRacの 結 合 が 弱 め られ た 。 以 上 の結 果 か ら、PKAに よ るP-Rex1の リ

ン酸 化 が 、 制御 因 子 で あ るGβ γと の結 合 の み な らず 、 効 果 器 で あ るRacと の結 合 を 阻

害 す る とい う2重 の機 構 でP-Rex1の 活 性 を抑 制 す る 可 能 性 が 明 らか とな った 。



論文審査結果の要旨

申請者氏名 浦 野 大 輔

三量体Gタ ンパ ク質 は神経 系、免疫 系、内分泌 系、循環 器 系な ど広範な生体機能 に

関わ り生命 の維持 に不 可欠な シグナル伝達分子で ある。好 中球 にお いて 、三 量体Gタ

ンパ ク質 は活 性酸素産 生 あるいは過剰 な活 性酸素産 生 を抑制す る シグナル伝達 経路で

働 く。P-Rex1は 好 中球 の活性酸 素産生 を司 りRacの グアニ ンヌ ク レオチ ド交換 因子

(GEF)と して機能す る。lnvitroにお いて、P-Rex1は 三量体Gタ ンパ ク質のβγ複合体(Gβγ)

によ り活性化 され 、PKAに よ りリン酸化 を受 ける とそ のGEF活 性 が低 下す る。申請者

はP-Rex1の 活性 制御 に関係す る特 徴的な分子 内 ドメイ ン間の相互作用 を見 出 し、Gβγ

によ る活性化機構 並び に リン酸化 によ る抑制機構 を解 明 した。

まず 申請者 は、P-Rex1のGβ γによる活性化機 構 を様 々なP-Rex1変 異体 を使用 して解

析 した。免疫沈 降法やBIACOREを 用 いた結合解析 、invitroに お けるRac-GEF活 性 、

哺乳動物細胞 内でのp21-activatedkinaseの 自己 リン酸 化、血清応答配列 の下流で起 こる

遺 伝子発現 、細胞 辺縁 部で の葉状仮 足 の形成 を指標 にした解 析か ら、P-Rex1が 分子 内

の ドメイ ン間相 互作 用 を持つ こと、この分子 内相 互作用がP-Rex1のGβ γとの結合及 び

活 性化 に必要 な ことを明 らか に した。次 に申請者 は、PKAに よる リン酸化が このP-Rex1

の活性化 に不可 欠な ドメイ ン間相互 作用 を阻害 す ること、P-Rex1のGβ γとの結合能 を

低 下 させ る ことを見出 した。更 にP-Rex1の リン酸化 部位 を三 ヶ所 同定 し、650番 目の

セ リンの リン酸化 がP-Rex1の ドメイ ン間の相互作用 を阻害す る とともに、P-Rex1と

Gβγの結合 を阻害す る こと、314番 目の リン酸化 がP-Rex1とRacと の結合 を抑制す る

ことを示 した。

申請者 はP-Rex1の 活性 制御機 構 として(1)Rac-GEFと して働 くP-Rex1が 分子

内 ドメイ ン間の相 互作用 を利用 してGβ γによる活 性化 を受 ける こと、(2)リ ン酸化 に

よ ってそ の分子 内相互作用が消 失 してGβ γの作用 を受 けれな くな る こと、(3)さ らに

P-Rex1の 別 の部位 の リン酸化 によ りRacと の作 用 も阻害 され る とい う全 く新 しいい く

つ ものGEFの 活性調節機 構 を提示 してお り、本研 究成果は独創性 が高 い。 また、好 中

球 にお いて種 々のGタ ンパ ク質 を介す るシグナル によ り活性酸素 の産 生が調節 され る

ことよ り、本研究 の内容 は好 中球 の活性酸 素産生 を調節す るメカニズ ムの分子 基盤 を

提 示 してお り生体 防御 システ ムの理解 の一助 となる秀 でた成果 と言 える。

以上 のよ うに、本論文 は三量体Gタ ンパ ク質 によるP・Rex1の 活性 制御機i構につい

て多 くの知見 を もた らす もので あ り、学術 上、応用 上貢献す る ところが 少な くな い。

よ って審 査委員一 同は、本論 文が博士(バ イオサイ エ ンス)の 学位 論文 として価値 あ

るもの と認 めた。


