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ヘ テ ロ三 量 体 グ ア ニ ン ヌ ク レオ チ ド結 合 タ ンパ ク質 （Gタ ンパ ク質 ）は 、Gタ ンパ ク

質 共役 受 容 体 （Gprotein－coupledreceptor：GPCR） を介 した細 胞 外 か らの シ グナ ル を細

胞 内 へ と伝 達 す る分 子 スイ ッチ と して機 能 す る。 最 近 、 当研 究 室 で はGタ ンパ ク質 α

サ ブ ユ ニ ッ トの一 つ で あ るGαsが ユ ビキ チ ン化 に よ る分 解 制 御 を受 け る こ とを報告 し

た 。 ま た 、線 虫 の 遺 伝 学 的 解 析 か ら同 定 され たRic－8の 哺 乳 動 物 オ ル ソ ロ グで あ る

Ric－8Bが 、Gαsの ユ ビキチ ン化 を抑 制 す る こ と も見 出 した。 しか しGαsの ユ ビキ チ ン

化 を制御 す る分 子 機 構 の詳 細 は不 明 で あ る。 そ こで 、本 研 究 で はGαsの ユ ビキ チ ン化

を制 御 す る分 子機 構 を解 明す る こ とを 目的 と した。

当研 究 室 の先 行 研 究 にお い て225種 類 のRing－fingerE3リ ガ ー ゼ とGαsと の分 子 間

相 互 作用 解 析 が 行 われ 、Gαsと 相 互 作 用 す る幾 つ か のE3リ ガ ー ゼ候 補 を得 て い た。 こ

の研 究 結 果 を受 け て 、HEK293T細 胞 へsiRNAを 導 入 した 際 のGαs発 現 量 を調 べ 、

MKRN1お よびRNF125の 発 現 抑 制 が 、Gαs発 現 量 を上 昇 させ る こ とを見 出 した。次 に

免 疫 共沈 降 実 験 に よ りMKRN1お よびRNF125とGαsと の相 互 作 用 を検 討 した結 果 、

GαsはMKRN1お よびRNF125と 共 沈 降 した 。続 い て 、 これ ら2つ の候 補 分 子 がGαs

のユ ビキ チ ン化 に与 え る影 響 を調 べ た 結 果 、RNF125がGαsの ユ ビキチ ン化 を促 進 す

る こ とが判 明 した 。 ま た 、E3リ ガ ー ゼ活 性 欠 失 変 異 体RNF125CAは 野 生型 と同様 に

Gαsと 相 互 作 用 す る一 方 、 ユ ビキチ ン化 は促 進 しな か っ た。 次 にRNF125発 現 抑 制 細

胞 に お け るGαs発 現 量 の 上 昇 が タ ンパ ク質 分 解 の減 少 に よ る も のか を調 べ るた め に 、

cycloheximide（CHX） を用 い たChase実 験 を行 った 。 コ ン トロー ル 細 胞 と比 較 して 、

RNF125発 現 抑 制 細 胞 で はGαsタ ンパ ク質 の減 少 の低 下 が認 め られ た。 次 にRNF125

がGαsを 直 接 ユ ビキチ ン化 す る か を検 討 す る た め に 、精 製 タ ンパ ク質 を用 い たinvitro

ユ ビキ チ ン化 ア ッセ イ を行 っ た。 そ の結 果 、RNF125添 加 に よ りGαsの ユ ビキ チ ン化

バ ン ドシ フ トを観 察 した 一方 で 、RNF125CAで はバ ン ドシ フ トが認 め られ な か った 。

ま たRNF125がGsシ グナ ル に及 ぼす 効 果 を検 討 す るた め 、Gαsと 共 役 す るセ ロ トニ ン

受 容 体5HT6を 用 い て 、CREレ ポー ター ア ッセ イ を行 った 。そ の 結 果 、5HT6とRNF125

を共 発 現 させ た細 胞 は 、CRE介 在 転 写 活 性 化 が減 弱 して い た。 ま た 、RNF125を 発 現

抑 制 したPC－3細 胞 にお い て 、Gαsと 共 役 す る βア ドレナ リン受 容 体 の ア ゴニ ス トで あ

るIsoproterenol刺 激 に よ るcAMP産 生 量 が有 意 に増 加 した 。続 い てHEK293T細 胞 を用

い た免 疫 沈 降 実 験 に よ りRNF125とGαsの 結 合 にRic－8Bが 影 響 を与 え るか検 討 した。

そ の結 果 、Ric－8Bの 発 現 は、RNF125とGαsの 共 沈 降 を著 しく減 少 させ た。以 上 か ら、

RNF125は 、Gαsに 対 してE3リ ガ ー ゼ 活性 を示 す こ とでGαsの 分解 に寄 与 し、 リガ ン

ド刺激 に よるGsシ グナ ル を負 に制 御 す る分 子 で あ る こ とが 示 され た。 ま た 、Ric－8B

は 、RNF125とGαsの 相 互 作 用 を阻 害 す る こ とでユ ビキ チ ン化 を抑 制 し、Gαsを 安 定 化

して い る こ とが 明 らか とな った 。



論文審査結果の要旨
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ヘ テ ロ三量体 グアニ ンヌ ク レオチ ド結合 タンパ ク質 （Gタ ンパ ク質）の一つで あるGs

は、アデニル酸 シクラーゼ を活性化 し細胞 内cAMPを 増加 させ るシグナル にお いて働

く。近年 、Gsの αサ ブユニ ッ ト （Gαs）がユ ビキチ ン化 に よ り分解制御 を受 け るこ と

や 、心肥大モデル心筋細胞 にお いてGαsの ユ ビキチ ン化 の充進 とGαsの 発現 量の減

少 、 さらに βア ドレナ リン受容 体 によるcAMP産 生 の減少 が報告 され てい る。 これ ら

のこ とか ら、Gタ ンパ ク質共役受容体 に よる質 的なGタ ンパ ク質活性制御 とは別 にGαs

の分解 に よる新 たな量的 なGsシ グナル調節機構 の存在 が示唆 され てきた。しか しなが

ら、Gαsの ユ ビキチ ン化制御機構 の詳細 は、現在 まで に殆 ど解 明されてい ない。

申請者 は、先行研究 にお ける225種 類のRing－fingerE3リ ガーゼ とGαsの 分子 間相

互作用解析結果 を基 に して、E3リ ガーゼ を発 現抑 制 した時のGαs発 現量 が上昇す る

E3リ ガーゼ の探 索を試 みた。その結果 、MKRN1あ るいはRNF125の 発現抑制 に よ り、

Gαs発 現量 の上昇 を観察 した。 これ ら2つ の候補分子 がGαsの ユ ビキチ ン化 に関与 し

てい るか を詳細 に検討す るために、先ずHEK293T細 胞 を用いた免疫沈 降実験 に よ り

Gαsと の相互作用 を検討 した。そ の結果、GαsはMKRN1お よびRNF125と 相互作用す

るこ とが確認 され た。続い てinvivoユ ビキチ ン化 ア ッセイに よ り、 これ ら2っ の候補

分子がGαsの ユ ビキチン化 に与 え る影響 を調べ た ところ、RNF125がGαsの ユ ビキチ

ン化 を促進 す る ことが観察 され た。 また、E3リ ガーゼ活性欠失変異体RNF125CAは

野生型 と同様 にGαsと 相互作用す るが、Gαsの ユ ビキチ ン化 を充進 させ なかった。 次

にinvitroユ ビキチ ン化 ア ッセイ に よ り、RNF125がGαsを 直接 ユ ビキチ ン化す るE3

リガーゼ であ るかを検討 した ところ、試験管 内において もRNF125はGαsの ユ ビキチ

ン化 を促進 した。 続いて、RNF125がGsシ グナル に及 ぼす効 果 を検討 した ところ、

RNF125の 過剰発 現はGsシ グナル を減 弱 させ、RNF125の 発現抑制 ではGαsと 共役す

る β一ア ドレナ リン受容体の アゴニス トであるIsoproterenol刺 激 によるcAMP産 生量が

増加 した。 またRic－8BはGαsと 直接相互作 用す るこ とが既 に報告 されてお り、また

Ric－8Bと 結 合す るこ とでGαsの ユ ビキチン化 を阻害す るこ とも当研 究室 によって見 出

され ている。そ こで、細胞 内でRNF125とGαsの 結合 に対 してRic－8Bが 競合 す るか検

討 を行 った ところ、Ric－8BがRNF125とGαsの 結合 を阻害す るこ とが明 らか となった。

以上 の よ うに、本論文 は細胞 内でのユ ビキチ ン化 によるGαsの 量的 な制御機構 を担

う酵素分子 を明 らかに した。心機能 をは じめ と して多 くの生体調節 系においてGsを 介

す るcAMPシ グナル は重要 な働 きを してお り、Gαs分 解 の制御機構 を分子 レベル で明

らかに した ことは、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。


