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BNIP・2は 、本 来Bcl－2に 結合 し細胞死 を促 進す る蛋 白質 と して 同定 され たが、その

正確 な機能 は不 明であった。 培養細胞 でBNIP・2を 過剰 発現す ると、細胞 は細長 くな

り細胞突起 を伸長す る。 この形態変化 は、Cdc42の 活性 に依存 す る と報告 され てい る

が、分子機構 は不 明であ る。申請者 の研 究室では、BNIP2と 同 じファ ミリー に属す る

Caytaxin蛋 白質 を解析 し、Caytaxinが 、N末 領 域のWEDア ミノ酸配列 でキネ シ ン

軽鎖 （KLC）を介 してキネ シン1に 結合 し、細胞 内小胞や ミ トコン ドリアな どの細胞 内

小器官 に局在 して これ らの小胞の輸送 に 関わ る、キネ シン1の ア ダプ ター分 子 であ る

ことを発 見 した。申請者 は、BNIP・2も キネ シ ンのア ダプ ター分子 で あるこ とを証 明 し、

BNIP・2のC末 側 のCRAL・TRIOド メイ ンに結合す る因子 を探索す る ことで、BNIP・2

が輸送す る貨物 の全容 を明 らか にす る 目的で研 究 を行 った。

まず 、KLCがBNIP・2タ ンパ ク質のWED配 列 に結合 す るこ とを示 し、BNIP・2が

Caytaxinと 同 じ機 構 で キネ シ ン1と 結合す るこ とを証 明 した。 また、過剰 発現 した

BNIP・2は 伸長 した細胞突起 の先端 でKLCお よび キネ シ ン重鎖 と共 に局在す るこ と、

GFP標 識BNIP2を 含 む頼粒 が微小 管 に沿 って約0．5μm／ 秒 で細胞周辺へ 向 けて移動

す るこ とか ら、BNIP・2が キネ シン1に よ り運搬 され るこ とを示 した。WED配 列 を置

i換したBNIP2変 異体 は細胞突起 を進展 す る活性 を失 い、細胞 の周辺部 に も移動 しな

いので、BNIP・2の キネ シ ン1に よる運搬 が細胞 の形 態変化 に必須 で ある と結論 した。

次に、BNIP・2に 対す る抗体 を作成 し、これ を用い て内在性 のBNIP・2が 微 小管 に沿

って分布 しエ ン ドソーム、トランス ゴル ジ、ミ トコン ドリアに局在 す るこ とを示 した。

小胞構 造へ の局在 の機構 を解 明す るた め、BNIP・2に 結合す るタンパ ク質 を免疫 沈降

ノ質量分析法 で探 索 した が、有力 な候補 は得 られ なか った。本 来CRALTRIOド メイ ン

は脂質結 合 ドメイ ンで あるこ とか ら、次 に申請者 は精製 したBNIP・2タ ンパ ク質 を用

いて脂 質 との結合 を検討 した結果 、BNIP・2が フォス ファチ ジルセ リン （PS）に特異的

に結 合す るこ とを見 出 した。CRAL－TRIOド メイ ン中の271番 目の リジンは、他 の

CRAL・TRIOド メイ ンタ ンパ ク質 で も高 く保 存 され てお り脂 質結合 に必須 であ るが、

これ を トリプ トフ ァンに変換 したBNIP・2K271WはPSと 結合せず 、小胞へ の局在 も

示 さな くなった。以上 の結果 か ら、 申請 者 は、BNIP2はWEDモ チー フでKLCを 介

してキネ シン1に 結合 し、CRAL－TRIOド メイ ンでPSを 介 して、種 々の小胞構 造 と

結合 して小胞 の運搬 に係 る、キネシ ンの アダプター分子 で ある と結論 した。

更 に、申請者 は、BNIP－2が 細胞 内で は リン酸化 され てお り、精製 したBNIP・2を 脱

リン酸化処理す るこ とに よ りPSと の結合能 が上昇す る ことを示 し、BNIP－2の 機 能が

リン酸化 に よ り制御 され る可能性 を示 した。

、
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キネ シンは細 胞 内物質輸 送や細胞 内小器官 の分布 に関わ り、細胞 の機 能 に必須 で あ

る。実際、最 も代表 的 なキネ シンであ るキネ シン1のKOマ ウスは胎生致 死 とな り、

キネ シン1の 突然変異 は ヒ トでは遺伝性 痙性 対麻痺 を引き起 こす。最近 、 キネ シ ン1

の軽 鎖サ ブユ ニ ッ ト （KLC） に結合す る蛋 白質 中に、 トリプ トフ ァン と酸性 ア ミノ酸

か ら構 成 され るWEDモ チー フ と呼 ばれ るKLC結 合配列 を持 つ一群 の蛋 白質 が見つか

り、注 目を浴 びて い る。 こめ中には、 ワクシニア ウイル スのゲ ノムに コー ドされ 、 ウ

イル ス粒 子 の細胞 内運搬 と細胞外へ の放 出に関わ る蛋 白質や 、 リソソームの細胞 内分

布 に関わ る と共 にサル モネ ラ菌 の感染過 程 で重要 な役 割 を果 たす蛋 白質 が発 見 され て

い る。

BNIP－2は 、 ヒ トでCayman型 運動失調症 を引 き起 こすCaytaxinと 高い相 同性 を

持 ち、両者 ともWEDモ チー フをN末 側 に、CRAL－TRIOド メイ ンをC末 側 に持 つ 同

一 の ファ ミ リー に属す る蛋 白質 であ る。Caytaxinは 神経 細胞 中でキネ シ ン1と ミ トコ

ン ドリア を繋 ぐア ダプ ター蛋 白質 として ミ トコン ドリアの輸 送 に機能 す るこ とが先行

研 究 によ り証 明 され た。 申請者 は、 よ り広範 な組織 で発現す るBNIP・2の 機能 を明 ら

か にす る 目的 で この研 究 を開始 した。

そ の結果 、BNIP－2が キネ シン1に 結合 して輸送 され るこ とを証 明 した。 また、

BNIP2は 細胞 内では、トランス ゴル ジ、初 期エ ン ドソーム、リサイ クルエ ン ドソーム、

ミ トコン ドリア に結合 し、微小管 に沿 って局在 して、微小 管上 をキネ シ ン1の 運動 速

度 と同 じ速 さで核周 囲か ら細胞膜 の方 向へ運搬 されて い るこ とを明 らか に した。 これ

まで知 られ てい るBNIP・2の 機能 で ある、細胞形態 を変化 させ細胞突起 の伸 展 を行 う

活性 は、 キネ シ ン1に よる輸送 に依存 してい た。

BNIP2が 小胞膜構 造へ局在す る機構 を解 明す るため、BNIP－2に 結合す る因子 を探

索 した結果 、 申請者 は、BNIP2のCRAL・TRIOド メイ ンが、 これ まで報告 されて き

た蛋 白質 にではな く、 リン脂質 のフォス ファチ ジルセ リン （PS） に結合す るこ とを発

見 した。ま た、細胞 内ではBNIP・2は リン酸化 され てお り、 リン酸化 がBNIP－2とPS

との結合 を抑制す るこ とで 、BNIP－2の 機 能 を制御 してい る可能性 を示 した。

以上 の よ うに、本論 文は キネ シ ンに よる細胞 内輸送 に関 わ る新 た なアダプ ター蛋 白

質 グルー プ を提唱 し、その生理機 能 の理解 を深 め るもので、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。


