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Arfのグアニンヌクレオチド交換因子BIG1とBIG2のトランスゴルジ網局在化機構の解析

○高島 皓平1、申 惠媛1,2、中山 和久1
(京大院・薬・生体情報1、京大・生命科学ユニット2)

【目的】真核細胞内では、細胞小器官どうしの間や細胞小器官と細胞膜との間で、膜タンパク質や細胞小器官内腔のタンパク質が選別輸送される。この選別輸送は、低分子量GTPaseのArfファミリー、さらにはArfを活性化するグアニンヌクレオチド交換因子(Arf-GEF)による調節を受ける。Arfがどの細胞小器官で活性化されるか、すなわち15種類存在するArf-GEFがどの細胞小器官に局在するかが選別輸送の調節に重要であることから、Arf-GEFの局在化機構を理解することは重要である。BIG1とBIG2はトランスゴルジ網(TGN)に局在する互いに相同性の高いArf-GEFであり、TGNから細胞膜やリソソームへの選別輸送を調節する。しかし、その局在化を調節する機構は不明である。本研究では、TGNからの選別輸送の分子基盤をより深く理解するため、BIG1とBIG2のTGN局在化機構を解明することを目的とした。
【方法】TGN局在化に必要な領域の解析には、蛍光抗体染色およびRNAi法を用いた。リン脂質との結合実験は、ドットブロット法により行った。結合タンパク質のスクリーニングは、GSTプルダウン法および免疫沈降法により行い、精製した結合タンパク質は、SDS-PAGEと銀染色を用いて検出し、質量分析により同定した。
【結果・考察】BIG1とBIG2がTGNに局在するためには、どちらもN末端の相同性の高い約200アミノ酸残基からなる領域が必要であった。その領域を介して特定のリン脂質と結合することによりTGNに局在化するのではないかと考え、細胞内の主要なリン脂質との結合を検討したが、結合は検出されなかった。したがって、タンパク質と結合することで局在化すると考えられた。そこで、その領域を介して結合するタンパク質のスクリーニングを行い、TGN局在化に重要なタンパク質の同定を試みた。
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