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I .要旨

細胞内小胞輸送は、細胞内外のタンパク質を、細胞膜から形成される

袋状の細胞小胞に包んで輸送する機構であり、細胞膜上での小胞の形成、

小胞の膜からの離脱、標的細胞内小器官への輸送、標的細胞膜との融合と

いう複雑な段階を経ることにより行われている。これらの小胞輸送は細胞

の情報伝達・恒常性の維持に加え、細胞の高次機能の発揮にとり重要であ

る。細胞小胞の形成は Arf(ADP-ribosylation factor、Arfl・6の 6種類が

存在する）と呼ばれる GTPase活性を持つ低分子量 Gタンパク質により制

御されている。多数の Arf特異的な GAP(GTPaseActivating Protein）に

より Arfの GTPase活性は制御されており、 GAPによる活性化を受ける

と結合した GTPを加水分解し、 Arfは活性化型の GTP型から不活性化型

の GDP型へと変化する。一方 GEF(Guaninenucleotide Exchanging 

Factor）は Arfに結合した GDPを GTPと交換する反応を司り、この反応

により Arfは不活性化型の GDP型から活性化型の GTP型へと変化する。

Arfが活性化型になると、膜への結合が引き起こされ、活性化型 Arfを基

点として小胞の形成がスタートすると考えられている。一方 Arfが不活性

化型になると膜から遊離し同時に小胞の形成は停止すると考えられてい

る。このように GAPや GEFにより制御された GTP-GDPサイクルが起

こり、正しい場所で正しい時期に活性のオンとオフとを繰り返して Arfは

小胞の形成を制御している。

筆者が所属する研究室では、新規の ArfGAP遺伝子である SMAPlと
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Sλ£AP2を発見しその機能を解析してきた。筆者は、この SMAPを手掛り

として未だ不明の点が多い細胞内小胞輸送機構のメカニズムを明らかに

しようとして、分子解析から個体の遺伝子破壊までの一連の研究を行った。

SMAPlは細胞内で、主に細胞質に存在し一部細胞膜へ集積している。

一方、 SMAP2は細胞質内にドット状に存在していて、両者は明瞭に異な

った細胞内局在を呈している。 ArfGAPが正しく標的の Arfl・6に働くた

めには細胞内の局在の制御が重要と考えられる。標的との相互作用部位や

小胞形成因子との相互作用の重要性が推定されているが、多くの ArfGAP

でその細胞内局在を決める機構や部位に関してはほとんど分かっていな

い。また、相互作用分子の解析も不十分である。個体レベルでの個々の

ArfGAPの解析は少なく、さらに ArfGAPの標的である Arfの個体レベル

での解析および両者の関係に関する解析も十分とは言えない。これらの諸

問題を検討するためには、よく似ているが細胞内局在や Arfの標的選択性

が異なる ArfGAPに関して、分子レベルの相互作用解析から遺伝子破壊マ

ウスを用いた個体レベルまでの研究を統合的に行うことが有益で、あり、そ

のような目的に合致した遺伝子を解析することが必要であると考えられ

る。

SMAPlとSMAP2の ArfGAPドメインは高い相向性があるが局在と機能は

異なっている。細胞内の局在の違いが Arfタンパク質への標的特異性に寄与す

ると考えられるが、何によって局在が決定されるかのメカニズムは不明のままであ

る。そこで、 SMAPlとSMAP2の N端領域と C端領域のアミノ酸配列を交換し

たキメラタンパク質を作製することにより SMAP2の細胞内局在と Arfタンパ

ク質の選択に重要な C端の領域を同定した。

次に、 2つのタンパク質の相互作用を検討できる酵母のツーハイブリッ
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ド法を用いて、 SMAPlとSMAP2とは相互作用が検出できるが、 SMAP2

とSMAP2とでは相互作用が検出されないことを新たに見いだした。その

相互作用に重要な SMAPlの領域を同定し、特徴ある相互作用機構に関し

でも一部明らかにした。さらに詳しい解析を行うために、相互作用に必要

な最小の領域の決定を行った。

SMAPlとSMAP2とがお互いに分子レベルで、相互作用する可能性を新

たに見出したが、その意義に関しては今後の解析を待たなければならない。

今回得られた知見から遺伝子レベルでも SMAPlとSλ!fAP2が関連する可

能性、すなわち遺伝的な相互作用の存在が示唆される。そこで、筆者の所

属する研究室で既に作製していた Sλ!fAPJJ SMAP2それぞれの遺伝子破壊

マウスを用いて、交配により 2つの遺伝子を同時に欠損したマウス（二重

遺伝子欠損マウス）を作製して、両遺伝子聞の相互の関係の解析を行った。

その結果、SMAPlとSMAP2の2つの遺伝子を同時に欠損するマウスは、

医発生時期の受精後 7.5日目から異常が見られ 9.5日目に死亡しているこ

とを見いだした。このことから Sλ!fAPlとSMAP2の両遺伝子の、少なく

とも一方が存在しなければマウスは正常に発生しないことが判明した。こ

れは、 ArfGAP聞における、個体レベルでの遺伝子の相互作用を示す初め

ての例である。また、 Sλ!fAPlとSλ!fAP2がマウス個体の発生にとりきわ

めて重要な働きをしていることを示している。 SMAPlとSλ!fAP2が同時

に欠損するマウスの表現型の比較検討から、これまでその特異的な

ArfGAPが知られていない Ar企"]Jl欠損マウスの表現型が Sλ!fAPl と

Sλ!fAP2が同時に欠損するマウスの表現型とよく似ていることから、

SMAPlとSMAP2の新たな標的である可能性を提唱した。

また、所属研究室で作成した SMAPlのコンディショナル遺伝子破壊マ
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ウスを用いて、組織特異的な効果の検討と、 SMAPJ,SλJAP2を同時に欠

いた培養細胞の樹立へ向けた実験を開始した。

このように筆者が行った SMAPJとSλJAP2の解析から、これら遺伝子

の新たな作用機構の一端が明らかになりつつある。一方で、培養細胞の研

究から SMAPl,SMAP2の標的はそれぞれ Arf6,Arflと考えられている。

しかし、筆者の所属する研究室ではこれまでに SMAPJ,SλJAP2の遺伝子

破壊マウスを作製しその小胞輸送への効果を解析してきたが、培養細胞で

の解析から得られたような小胞輸送系の異常は個体レベルでは見られて

いない。このような培養細胞の知見と個体での知見との不一致は ArfGAP

だけに認められるわけではないようである。なぜならば、筑波大学の金保

らにより小胞輸送、特にエンドサイトーシスに必須と考えられていた Arf6

の遺伝子破壊マウスが報告されているが、このマウスでも小胞輸送の異常

はまったく見られていなし、からである。

一方で、前述したように、 SMAPJとSλJAP2との二重欠損体は発生の極

めて初期で死亡することを新たに見いだした。このことは以下の 2つの可

能性を示唆している。すなわち、 1) SMAPl, SMAP2にArf6,Arfl以外

の共通の標的が存在し、その標的は SMAPl,2がなくなると機能異常とな

りマウスが発生初期で死亡する可能性と、 2)SMAPlとSMAP2は細胞

内の局在が異なるが、何らかのメカニズムで一方の欠損を他方が補える可

能性である。さらに SMAPl,SMAP2の標的の Arf6,Arflにも同様のこと

が当てはまる可能性がある。そこで、未だ報告が無い SMAP2の標的であ

る Arflの遺伝子欠損マウスを作製し、その生理的機能とこれらの問題を

解析することを目指した。その結果、 Arfl遺伝子破壊マウスの作製を試

みて、 Arflの翻訳領域の DNA配列を全て欠く Arfl遺伝子破壊ヘテロマ
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ウスの 2系統の作製に成功した。今後ヘテロマウス同士の交配を行い、

Ar flを欠損するマウス個体で生じる現象を検討する予定である。また、

筆者が発見した SMAPJとSMAP2のように Arf6とArflにも遺伝的な相

互作用が存在する可能性がある。このことを解析するために、筑波大学と

の共同研究を計画している。
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II .序論

細胞内小胞輸送は、細胞内外のタンパク質を、細胞膜から形成される袋

状の細胞小胞に包んで輸送する機構であり、細胞膜上での小胞の形成、小

胞の膜からの離脱、標的細胞内小器官への輸送、標的細胞膜との融合とい

う複雑な段階を経ることにより行われている（1）。これらの小胞輸送は細

胞の情報伝達・恒常性の維持に加え、細胞の高次機能の発揮にとり重要で、

ある。（1・4）。最近では単に細胞の恒常性の維持のみならず、発生現象や免

疫現象、発がんなどの複雑な生理現象への深い関与が明らかになりつつあ

る（2,3）。

このように重要な細胞内の小胞輸送は、細胞小胞を形成しその中に運ぶ

べき積荷となるタンパク質を封入する反応から始まる。この小胞膜の形成

と融合とを制御しているのが、 Rabや Arf(ADP-ribosylationfactor）とし、

った一群の低分子量 Gタンパク質と呼ばれる遺伝子群である。これらは

低分子量 Gタンパク質の中でも Ras型の低分子量 Gタンパク質ファミリ

ーに分類されている。 Rasは、がん遺伝子あるいは受容体から細胞内への

シグナル伝達に重要なことでよく知られている。このファミリー遺伝子に

は、 Ras,Rho, Rab, Arf, Arf-Jikθ等のファミリーメンバーが存在する。

Rabは 60種類以上が知られており、単量体 GTPaseのサブファミリーと

して最大である。小胞輸送の特異性に重要な役割を担っており、各細胞内

小器官の細胞質側表面に少なくとも 1種類以上存在している。脂質アンカ

ー、 Rabエフェクターを介して、小胞側の膜と標的側の膜にある相補的

な SNARE(solubleNSF attachment protein receptor）タンパク質同士の
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融合を促進、調節していると考えられている（I）。一方、細胞小胞の形成

はArfと呼ばれる GTPase活性を持つ低分子量 Gタンパク質により制御

されると考えられている。 Arfはヒトには 6種類、マウスには 5種類存在

することが判明している（5-7）。 Arfは GTP,GDPと結合する Gタンパク

質で、 GTPと結合すると活性化型となり細胞膜へ結合して小胞形成の起

点となり形成を開始させる。 Arfはそれ自身 GTPを GDPへと加水分解す

る GTPase活性を持っているが、普段はこの活性は抑制されている。

GTPase活性化因子の GAPによりはじめて Arfの GTPaseが活性化され

Arfは GTP結合型から GDP結合型の不活性化型へと変化することが Arf

の特徴の一つである。 Arfに結合した GDPは GEF(Guaninenucleotide 

Exchanging Factor）により GTPと交換され再び Arfは活性化型になる。

多数の Arf特異的な GAP(GTPaseActivating Protein）と GEFが存在し

ており、これらにより Arfの GTPase活性は巧妙に制御され、それにより

起こる GTP-GDPサイクルに応じて、正しい場所で正しい時期に活性のオ

ンとオフとを繰り返して Arfは小胞の形成を制御していると考えられて

いる（8,9）。

ヒトでは Arfは 1・6まで存在する。これらは、そのアミノ酸配列から各々

のタンパク質はArfl,Arf2, Arf3からなる I型、Arf4,Arf5からなる II型、

Arf6からなる III型に分類されている。 Arfl・5は GTP結合型の状態での

み細胞膜に結合すると考えられているが、 Arf6のみは恒常的に細胞膜に

結合できると考えられている（5・7）。

これまでによく解析されているのはゴルジ体付近で働く Arflと細胞膜

付近で働く Arf6の 2つである。 Arflは小胞の周りを覆う被覆タンパク質

として COPIやクラスリンを用いて、ゴルジ体から小胞体へ、ゴ、ルジ体問、
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ゴ、ルジ体からエンドソームへの小胞輸送へ関与していると考えられてい

る。一方 Arf6は細胞膜付近でのクラスリンを用いたエンドサイトーシス

に関与していると考えられている（5・7,10・12）。これまでに、培養細胞を

用いた様々な研究が行われ、上に述べたようなことが判明している（図。。

筆者が所属する研究室では、研究の途上で新規の ArfGAP遺伝子であ

るSMAP(Small ArfGAP Protein) 1とSλ!fAP2とを発見しその機能を解析

してきた。 SMAPIは当初細胞の膜に結合するタンパク質として取られ、

その機能は赤血球の分化と増殖を促進する支持細胞因子ではなし1かと推

定されていた（13,14）。その後の研究から、大腸菌を用いて作成した

SMAPl ArfGAP ドメインタンパク質が同じく大腸菌を用いて作成した

Arf6タンパク質に対して invitroの検定系で ArfGAP活性を示すことが

判明して、 SMAPlは、典型的な ArfGAPであること、また SMAPlとよ

く似た SMAP2が存在することが明らかになり、新しい ArfGAPファミリ

ーメンバーとして広く認知されるようになった（15・20）。また、 SMAPl,

SMAP2はそれらが関与する小胞の形成において用いられる被覆タンパク

質のクラスリンと結合する初めての ArfGAPでもあり、その作用機構が注

目されている（図 2）。

これまでの培養細胞を用いた研究から、 SMAPl,SMAP2がどのように

小胞輸送と関与しているかに関する知見がいくつか得られている（15園 19、

図 3）。筆者が所属する研究室は、 HeLa細胞や Cos7細胞での過剰発現や

siRNAを用いた発現抑制の実験を行うことにより、 SMAPlは細胞膜

(Plasma membrane）の周囲に局在し、 トランスフェリンや E－カドヘリン

のエンドサイトーシスと深く関与していることを明らかにしている（15,

18）。すなわち、 SMAPlまたは SMAPlのArfGAP活性欠損体の過剰発現
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は HeLa細胞におけるトランスフェリンの取り込みを抑制した。さらに

siRNAによる内在性の SMAPlの発現低下はトランスフェリンの取り込

みを抑制した。トランスフェリンの取り込みはクラスリン被覆に依存した

エンドサイトーシスであるが、 SMAPlは直接クラスリンと結合すること

も明らかとなった。一方でクラスリン非依存性のエンドサイトーシスには

SMAPlまたは SMAPlのArfGAP活性欠損体の過剰発現は影響を及ぼさ

ないことも明らかになった。また SMAP2はエンドソームとゴ、ルジ体との

輸送に関与している可能性が明らかになっている（16）。 SMAP2はArflを

標的として、クラスリンアダプターの AP-1や EpsinRと初期エンドソー

ムとトランスゴルジネットワーク（TGN）上で共局在した。さらに、 SMAP2

の過剰発現は TGNへの TGN38/46分子の集積を遅らせることから、

SMAP2はクラスリンと AP-1に依存する様式で初期エンドソームから

TGNへの輸送に関与していることが示唆されている（16）。

このように SMAPlと SMAP2とはお互いに異なる Arfを標的として、

クラスリンに依存した小胞輸送に関与していることが明らかになってい

る。しかし、これら SMAPl,SMAP2がどのようなメカニズムで小胞形成

に関与しているかに関しては、はっきりしたことは分かつておらず未だ不

明の点が多く残されている。さらに遺伝子欠損マウスの作成が行われてい

るが、培養細胞で予想された大きな小胞輸送の異常は見られておらず、そ

の重要性に関しては不明のままである（渡遅ら、未発表結果）。

ArfGAPが正しく標的の Arfl・6に働くためには細胞内の局在の制御が

重要と考えられる。標的との相互作用部位や小胞形成因子との相互作用の

重要性が推定されているが、多くの ArfGAPでその細胞内局在を決める機

構や部位に関してはほとんど分かっていない。また、相互作用分子の解析
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も不十分で、ある。個体レベルでの個々の ArfGAPの解析は少なく、さらに

ArfGAPの標的である Arfの個体レベルでの解析および両者の関係に関す

る解析も十分とは言えない。これらの諸問題を検討するためには、よく似

ているが細胞内局在や Arfの標的選択性が異なる ArfGAPに関して、分子

レベルの相互作用解析から遺伝子破壊マウスを用いた個体レベルまでの

研究を統合的に行うことが有益であり、そのような目的に合致した遺伝子

を解析することが必要で、あると考えられる。

SMAPlとSMAP2の ArfGAPドメインは高い相向性があるが局在と機能は

異なっていることから、このような研究の対象とするに値すると考えられる。

そこで、筆者はこの SMAPを手掛りとして SMAPが関与する細胞内小

胞輸送機構のメカニズムを明らかにしようと考え、分子解析から個体の遺

伝子破壊までの一連の研究を行った。

SMAPlは細胞内で、主に細胞質に存在し一部細胞膜へ集積している。

一方、 SMAP2は細胞質内にドット状に存在していて、両者は明瞭に異な

った細胞内局在を呈している（17）。 SMAPlとSMAP2のArfGAPドメインは

高い相向性があるが局在と機能は異なっている。細胞内の局在の違いが Arfタ

ンパク質への標的特異性巳寄与すると考えられるが、何によって局在が決定され

るかのメカニズムは不明のままである。そこで、 SMAPlとSMAP2の N端領域と

C 端領域のアミノ酸配列を交換したキメラタンパク質を作製することにより

SMAP2の細胞内局在とArfタンパク質の選択に重要な C端の領域を同定した。

SMAP2の 339開 428aa領域が SMAP2タイプの細胞内局在に必要であり、

細胞内局在に十分な情報を含むことが明らかになった。またこの領域が標

的 Arfの特異性にも重要であることを確認した。
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次に、 2つのタンパク質の相互作用を検討できる酵母のツーハイブリッ

ド法を用いて SMAPlとSMAP2とは相互作用が検出できるが、 SMAP2

とSMAP2とでは相互作用が検出されないことを新たに見いだした。その

相互作用に重要な SMAPlの領域を見出し、特徴ある相互作用機構に関し

でも一部明らかにした。さらに詳しい解析を行うために、相互作用に必要

な最小の領域の決定を行った。

SMAPlとSMAP2がお互いに分子レベルで、相互作用する可能性を新た

に見出したが、その意義に関しては今後の解析を待たなければならない。

今回得られた知見から遺伝子レベルでも SλIAPlとSλIAP2とが関連する

可能性、すなわち遺伝的な相互作用の存在が新たに示唆される。しかし、

現在までに作成された ArfGAP遺伝子欠損マウスの例は少なく、さらに

ArfGAP遺伝子間の相互作用についての報告や考え方の提唱はこれまで

なされていない。そこで、筆者の所属する研究室で既に作製していた

SMAP1,SMAP2それぞれの遺伝子破壊マウスを用いて、交配により 2つ

の遺伝子を同時に欠損したマウスを作製して、両遺伝子聞の相互の関係の

解析を行った。両遺伝子欠損マウス共に、予想された細胞内小胞輸送の異

常が見られず、正常に発生・成長することが判明していた。二重欠損マウ

スの解析の結果、 SλIAPlとSλIAP2の 2つの遺伝子を同時に欠損するマ

ウスは、怪発生時期の受精後 7.5日目から異常が見られ 9.5日目に死亡し

ていることを見いだした。このことから SMAPJとSMAP2の両遺伝子の、

少なくとも一方が存在しなければマウスは正常に発生しないことが判明

した。これは、 ArfGAP聞における、個体レベルでの遺伝子聞の相互作用

11 



を示す初めての例である。また、 SMAPJとSMAP2がマウス個体の発生

にとりきわめて重要な働きをしていることを初めて明瞭に示している o

SMAPJとSλ£AP2が同時に欠損するマウスの表現型の比較検討より、こ

れまでにその特異的な ArfGAPが知られていない Ar企pl欠損マウスの表

現型が、 Sλ£AP1と SMAP2が同時に欠損するマウスの表現型とよく似て

いることから、 SMAPJとSλ£AP2の新たな標的である可能性を提唱した。

今回、筆者が行った SMAPJとSλ£AP2の解析から、これら遺伝子の新

たな作用機構の一端が明らかになりつつある。一方で、培養細胞の研究か

らSMAPl,SMAP2の標的はそれぞれArf6,Arflであろうと考えられてい

る。しかし先にも一部述べたように、筆者の所属する研究室ではこれまで

に SMAPJ,SMAP2の遺伝子破壊マウスを作製しその小胞輸送への効果を

解析してきたが、培養細胞での解析から得られたような小胞輸送系の異常

は個体レベルでは見られていない。このような培養細胞の知見と個体での

知見との不一致は特に ArfGAPだけに認められるわけではないようであ

る。なぜならば、筑波大学の金保らにより小胞輸送、特にエンドサイトー

シスに必須と考えられていた Arf6の遺伝子破壊マウスが報告されている

が、このマウスでも小胞輸送の異常は見られていなし、からである（21、金

保・私信）。

一方で、前述したように、 Sλ£AP1とSMAP2との二重欠損体は発生の極

めて初期で死亡することを新たに見いだした。このことは以下の 2つの可

能性を示唆している。すなわち、 1) SMAPl, SMAP2にArf6,Arfl以外

の共通の標的が存在し、その標的は SMAPl,2がなくなると機能異常とな

りマウスが発生初期で死亡する可能性と、 2) SMAPlとSMAP2は細胞
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内の局在が異なるが、何らかのメカニズムで一方の欠損を他方が補える可

能性である。さらに SMAPl,SMAP2の標的の Arf6,Arflにも同様のこと

が当てはまる可能性がある。このきわめて新しい可能性を検証するために

は Arfl,Arf6の遺伝子欠損マウスを用いて、 SMAP1,SMAP2遺伝子欠損

マウスで行ったのと同様な二重欠損体の解析を行うことが必要である。

そこで、未だ報告が無い SMAP2の標的である Arflタンパク質をコー

ドする Arflの遺伝子欠損マウスを作製して、未解明の Arfl遺伝子の生理

的機能と Arfl,Arf6聞の遺伝子相互作用の有無の問題を解析することを目

指した。そのために、 Arfl遺伝子破壊マウスの作製を種々試みて、 Arfl 

の翻訳領域の DNA配列を全て欠く Arfl遺伝子破壊ヘテロマウスの 2系

統の作製に成功した。ヘテロマウスでの異常は見られていない。これによ

り、 Arflを欠損するマウス個体ではどのような現象が見られるかの検討

と、筆者が発見した SλIAPJとSMAP2のように ArflとArf6にも遺伝的

な相互作用の可能性の検証が初めて行える基盤を確立できた。

以上に述べた研究を行い、小胞形成の新規制御因子 SMAPの機能解明

を行い、 SMAPに関する 3つの新しい知見を得ることができた。さらに、

ArfGAPである SMAPの標的 Arflに注目して、その遺伝子破壊マウスの

作成を試みた。 ArfGAPの SMAPの解析を通じて、 Arf,ArfGAPが関与す

る未だ不明の点が多く残っている小胞輸送制御メカニズム解明を試みた。
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Ill.材料と方法

1 .プラスミド作製

SMAPlとSMAP2のキメラは 2ステップ PCR法で作製した（22）。 全

ての PCRにKODplus DNA polymerase (TOYOBO）をイ吏用した。 PCR 

産物をアガロースゲルから QIAEXGel Extraction Kit (Qiagen）で、回収し

た。制限酵素とライゲーションキットは TAKARAから購入した。プライ

マーとして以下のオリゴヌクレオチドを使用した。（SMAPl配 列 は plain

type、 SMAP2配列は boldface、制限酵素は italictype) 

Hindil子HA-N,CCCAAGCTTACCATGTATCCATATGATG; 

X五oI-Sl¥在2・C-3',CCGCTCGAGrTATTTCCACATCTGAGGAC; 

X五oI-Sl¥在I・C-3',CCGCTCGAGrTACTTCCACAGCTGTGC; 

SMl・2・1-5',AATACTATGATCGAAGTCTGACATCAATG; 

SJ¥在1・2・1-3',CAGACTTCGATCATAGTATTTCTTCTTTTC; 

SMI-2-2・5',AATGGGTTCATGGGGGGCATGCAGGCGTCC; 

SJ¥在1・2・2-3',TGCCCCCCATGAACCCATTGTGCATGGGCA; 

SJ¥在2・1・2-5',GCAGGCTATATGGGAAACGCACAGACTGGA; 

SM2-1・2・3',GTTTCCCATATAGCCTGCAGGCATGGC 

例えば、 HA-SMAPl(aa 1・130)-SMAP2(aa 126・428）キメラは SMAPl

の N 端の 390bp と SMAP2の C端の 909bpを融合して作製した0

HA-SMAPlの N端部分は HindIII-HA-N と SMl・2・1・3＇プライマーを

使用して増幅した。 SMAP2の C端部分は SMl・2・1・5’と X五oI-SM2-C-3'

プライマーを使用して増幅した。最終 PCR産物の HindIII-Xhol断片を

pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA）に組み込んだ。ほかの組み換え体に
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関しでも各々のプライマーセットを用いて同様に作成した。

一連の GFP融合 SMAP2cDNAは pcDNA3-SMAP2から切り出すか、又

は HA-SMAP2cDNAから PCR法で作製した DNA断片を GFP発現ベク

ターに組み込み GFPの C末端に融合させるように作成した。プライマー

として以下のオリゴヌクレオチドを使用した。

Xhol-SM2・300,CG CTCGA GCTATGGGGGGCATGCAGGCGT; 

Xhol-SM2-C-3', CCGCTCGAσTTATTTCCACATCTGAGGAC 

全長と C 端の SMAP2cDNAはそれぞれ pEGFP-C2 と pEGFP-Cl

(Clontech, CA）にサブクローンした。

酵母ベクター pGBKT7(Clontech）に SMAP2の C端領域（124・428aa)

を組み込んだ。酵母ベクター pGADT7( Clontech）に SMAPlの 129・449aa

が組み込まれたプラスミド を鋳 型に して 、 3 通り

(129・386aa,129開 367aa,368・440aa）の長さの欠失変異体と 129同 367 と

387-440aaの欠失変異体を PCR法で作成した。作成した欠失変異体をそ

れぞれ酵母ベクター pGADT7に、制限酵素部位の BamHlと Xholに翻

訳のフレームが合うようにして組み込んだ。

作成したすべてのプラスミドの配列が正しいことをシークエンス解析

にて確認した。（ABIPRISM 310 Genetic Analyzer ;Applied Biosystems) 

2. 酵母ツーハイブリッド実験

Clonetech社の MatchmakerGAL4 Two-Hybrid System 3を用いた。
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酵母菌株 AH109を使用し、酵母ツーハイブリッドスクリーニングのべイ

ト（GAL4DNA結合領域との融合タンパク質）とプレイ（GAL4転写活

性化領域との融合タンパク質）とは該当する cDNAの領域を、 DNA増幅

時の王確性の高い KOD-plusTaqポリメラーゼ（Toyobo社）を用いた PCR

法にて増幅し、組み込みに使用する制限酵素で切断後それぞれ pGBKT7,

pGADT7のプラスミドベクターに組み込んだ。酵母への DNA導入法は、

Clonetech社の MatchmakerGAL4 Tow-hybrid System 3の使用説明書

に記載されている LiCl法を用いた。

培養プレートは、アデ、ニン・ヒスチジン・ロイシン・トリプトファンを

欠いた SD培地（YeastNitrogen Base w/o amino acids7. 7 g/L, Bacto Agar 

20g/L, Glucose 20g/L）に 10× Dropout 溶液（L-Arginine HCl 

200mg/L,L-Isoleucine 300mg/L,L-Lysine HCl 300mg/L,L-Methionine 

200 mg/L,L-Phenylalanine 500mg/L,L-Threonine 2000mg/L,L-Tyrosine 

300 mg/L,L圃 Uracil200mg/L, L-V aline 1500m/L）を加えたものを選択培地

として用いた。その他の酵母の取扱の方法は Clonetech社の Matchmaker

Tow-hybrid System 3の使用説明書に従って行った。

3. 細胞培養

遺伝子発現を行う細胞は HeLaと Cos7細胞とを用いた。 HeLa細胞は

京都大学薬学部中山和久博士より、 Cos7細胞は奈良女子大学理学部生物

科学科神経発生学研究室より分与していただいた。
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液体窒素で凍結していた細胞を取り出し、 37℃のウォーターパスでチュ

ーブごと温め内部が半解凍の状態（黄色からピンク色へ変化）になった時

点で、アルコール消毒した後にクリーンベンチへ持ち込んだ。事前に温め

ておいた培地 3mlをパスツールピペットでチューブに移し、半解凍の細

胞を完全に溶かした。溶けた細胞を遠心チューブに移し、 1,300rpm、4

分間の遠心にかけて細胞を沈殿させた。遠心後、遠心チューブ内の上清を

取り除き、新しい培地 5mlを加え沈殿した細胞を混濁させた。遠心チュ

ーブ内の液を全量、径 6cmシャーレに移し、オートピペッターを用いて

シャーレ全体に均一にまいた。 37℃の 5%二酸化炭素インキュベータで一

晩培養した。シャーレ内で細胞が増えシャーレの底全面が細胞で一杯にな

った時点で細胞の植継ぎを行った。古い培地を取り除き、 PBS溶液 2ml 

で軽くシャーレ内を洗った。 PBS溶液を完全に除いた後、パスツールピ

ペットを用いてトリプシン 0.5mlを全面に加え、 37℃の 5%二酸化炭素イ

ンキュベータで 5～10分間反応させた。トリプシン処理によって細胞がシ

ャーレ底より剥がれたことを倒立顕微鏡で確認した。新しい培地 lmlを

加え、剥がれた細胞を混濁した。混濁した液を 5mlの培地が入ったシャ

ーレに希釈率に合わせて一定量加え（例えば 10倍希釈の場合は 150μ 1)、

オートピペッターで均ーになるようにまいて、 37°Cの 5%二酸化炭素イン

キュベータ内で培養した。

1-2回細胞の継代を繰り返し細胞の増殖能を安定化させた後に実験に用

いた。安定化後の継代は、細胞がシャーレ一面に成育（コンフルエント）

したら、 10倍に希釈してまき、 3日後にコンフルエントになるようにして

培養した。
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4. 細胞への遺伝子導入

培養細胞が安定して継代されるようになってから、遺伝子を細胞内へ導

入（トランスフェクション）した。コンフルエントに増殖した細胞を 10

倍希釈でまいて、翌日シャーレの底面の 2割くらいに細胞が増えた地点で

遺伝子をトランスフェクトし、 24時間後に観察を行った。

トランスフェクションには QIAGEN社の EffecteneTransfection 

Reagent Kitを用い、そのプロトコールに従った。 トランスフェクション

する際は、径 3.5cm シャーレの底にカバーガラス（MICROCOVER 

GLASS: MATSUNAMI)l枚を敷いて培養した。トランスフェクションす

るプラスミドは一回当たり 0.4μ g使用し、希釈が必要な場合はトランス

フェクション用に滅菌した TEで希釈して使用した。この時使用した DNA

溶液の量と BufferECの量が Totalで 100μ1になるよう調整し、そこに

Enhancerを 3.2μ1加えた。軽くボルテックスにかけて、遠心機でスピン

ダウンし、室温で 2～5分間放置した。その後、 EffecteneTransfection 

Reagentを 4μ1加え、 10秒間ボルテックスにかけ、室温で 5～10分間放

置した。その問にインキュベータで培養していた細胞の古い培地を取り除

き、PBS溶液で洗浄し新しい培地 1.6mlを加えた。EffecteneTransfection 

Reagentと反応させたプラスミドが入ったチューブに 600μ1の培地を加

え、 3回程度マイクロピペットで溶液を上下させ撹持した。その後、細胞

が生育しているカバーガラスの上に満遍なくプラスミド DNAが入った溶

液をマイクロピペットで 1滴 1滴ゆっくりと滴下した。シャーレを 37°C

の 5%二酸化炭素インキュベータで 24時間培養後、細胞を固定し蛍光免

疫染色を行って観察した。
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5. 顕微鏡観察

＜蛍光免疫染色による観察＞

トランスフェクションをして 24時間後にインキュベータより取り出し、

培養していた細胞を固定した。固定は、培養液を除いて PBSで 1回の洗

浄後、 3.7% ホルマリン／PBS、 1mlに室温で 15分間浸漬させた。その

後、ホルマリン／PBSを除き、再び PBSで 3回洗浄を行い、 0.1%

TritonX-100/ 1 % BSA/PBSを lml加え 15分間静置した。 0.1%

TritonX-100/BSA/PBSを除いた後、 PBSで 3回の洗浄を行い、 1%

BSA/PBSを 1ml加え 4℃に保存、もしくは 30分間室温に静置した。

次に、抗原抗体反応を行った。 1% BSA/PBSで 200倍希釈した 1次

抗体（抗 HAラット IgG抗体（3FlO)(RocheDiagnostics)) lmlを 1時間

室温にて反応させた。 PBSで 5回洗浄した後、 1%BSA/PBSで 200倍希

釈した 2次抗体（Cy3標識ヤギ抗ラット IgG抗体（Chemicon)) lmlを 1

時間室温にて反応させた。再び PBSで 5回洗浄した後、シャーレ内のカ

ノミーガラスを、 ProlongGold(Invitrogen）を使用してスライドグラスにの

せた。 Ar/Krレーザーを装備した倒立顕微鏡（IX-7I;Olympus）上で、回転デ

ィスク共焦点顕微鏡（CSUlO;YokogawaElectric Co.）を用いて蛍光観察を

行った（23）。

<GFP蛍光による生細胞観察＞

トランスフェクションをして 2日後にインキュベータより取り出し、培

地の入ったシャーレのまま倒立型位相差蛍光顕微鏡（ライカ DMI3000B) 

を用いて蛍光観察を行った。
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＜トランスフェリンの取り込み＞

トランスフェリンの取り込みを検出するためトランスフェクションし

た HeLa細胞を PBSで洗浄し、0.1%(wt/vol)BSAを含む DMEMで 37℃、

30分間予備培養した。その後 25.μ /mlの Alexa488標識ヒトトランスフ

ェリンで 37℃、 15分間培養し、 PBSで洗浄して 3.7%ホルムアルデヒド

を含む PBSで室温、 15分固定した。 PBSで 3回洗浄した後免疫蛍光染色

処理を行い、 ProlongGold (Invitrogen）で、マウントし観察した（23）。

6. 実験動物

SMAPJ遺伝子破壊マウスは TT2ES細胞（C57BL/6マウスと CBAマ

ウスとの交配より作成した Flハイブリッドマウスに由来する）を用いて

作製したキメラマウスと C57BL/6 との交配により繁殖させた。 Sλ£AP2

遺伝子破壊マウスは E14ES細胞を用いて作製したキメラマウスと

C57BL/6 との交配により繁殖させた。交配実験に用いたマウスは

(SMAPIISMAPI, SMAP.2+/SMAP2）として維持した。 C57BL/6は、日本

SLCより購入したマウスを、奈良女子大学の飼育施設で繁殖させて使用

した。

マウスの取扱は、奈良女子大学動物実験委員会の承認を受け、講習会に

参加後、制定されている指針に従って実験を行った。
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7. Arfl遺伝子破壊マウスの作製

図 4にArfl遺伝子破壊の設計図をまとめた。Arflの翻訳領域を含む 4

つのエキソンを欠損させ、 Arflタンパク質の発現をなくすように計画し

た。Arfl遺伝子を持つ BAC(RP23・316Ml）から遺伝子破壊に必要な DNA

断片を Red/ETシステムにより DNA相同組み換え反応にて回収した O

Red/ETシステムでは必要な DNA断片の両端の 50bpの相同領域を用い

て、 Red/ETによる相同組み換え反応後に必要とする DNA断片を低コピ

ーベクターに回収した。回収した DNA断片を遺伝子破壊用のプラスミド

に組み込む際に必要となる制限酵素部位はプライマーを合成する際にあ

らかじめ付加しておいた。

図 4に TVで示すように、遺伝子破壊用のプラスミドは Skbと 4kbの

相同領域で ES細胞の選別に用いるネオマイシン耐性遺伝子をはさむよう

に構築した。非相同組み換え体を減少させるために、 4kbの相同領域の下

流に、相同組み換えが起こればなくなるが起こらなければ組み込まれて発

現するように、細胞にとって致死効果を持つジフテリア毒の A断片を付加

しておいた。

各々の方法について以下に記載する。
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<Red/ETシステムによる DNAのサブクローニング法＞

Ar flゲノムを含む BAC(RP23・316Ml）をグリセロールストックから

LB( Cm：クロラムフェニコール）フ。レートにストリークし、一晩培養して

コロニーを形成させた。形成させたコロニーを LB培地 2ml(Cm）に

37℃で一晩培養した。翌日に培養した大腸菌 20μ1を 2mlLB(Cm）へ移

し3時間培養した。エレクトロポレーション一回当たり 2本を準備した。

大腸菌を 1.4ml分注して、遠心（11,000rpm,30sec,4°C）し、上清を捨て

た。 1mlの 10%グリセロールで、懸濁して、遠心（11,000rpm,30sec）し、

上清を捨てることを 2回行い、 40μ 1の 10%グリセロールで懸濁した。

大腸菌懸濁液 40μ1に対して 20ngの pRedETベクターを加えてエレク

トロポレーションを行った。ベクターの濃度は 20ng/μ 1以上にした。

Gene Pulser 2.3kV, 25 μ F, 200 Q （プログラム Eel）で実行した。

Time const.が約 4;8secになるようにした。 lmlLBで回収して 30℃で

70分間培養した。 100μ 1（あるいは全量）を LBプレート（Cm,Tet：クロラ

ムフェニコール，テトラサイクリン）へまき 30°Cで一晩培養した。

コロニーを 5mlLB(Cm,Tet）へ 5つぐらい拾い 30℃で 18時間培養した。

大腸菌培養液 3mlを使ってミニプレップを行い、 pRedETを含んでい

ることを確認した後グリセロールストックを作製した。一部はプレート

へストリークした。

<DNA断片回収用の minimalvectorの作製＞

minimal vectorは低コピー数ベクターでアンピシリン（Amp）耐性のも

のを使用した。 minimalvectorを鋳型として、欲しい DNA配列を回収す
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るためのベクターを、以下に示す欲しい DNA配列の両端に設定する FR、

REVのプライマーにて PCR反応で作製した。プライマーの配列は、

minimal vector FWプライマーには必要なゲノム DNAの相補的な

50mer、制限酵素サイトと minimalvectorとの相同配列、 REVには必要

なゲノム DNAの順向きの 50mer、制限酵素サイトと minimalvectorと

の相同配列である。

タ，AACGTfACGAATI℃GACli匝j懇様車祭サイトminh1滋iF¥V・..J' 

三〉くごー
タ・TAGTCATGTATGT斜線藤孝義ザイトmlnir糊 iR巨V・-3'

＼＼＼＼  

rn℃GAATTCG’J'AACGITNN民おiNNNNNNNN.........‘…ーー“，.，る＂‘....‘且••＞＜・－入手~NNNNNNNNNNNNNNN!\TAGTCATCHχ!'GT

欲しい領域経滋Wkhp縫渡

今回用いたプライマーの配列は以下のものである。

CVに用いる DNA回収用

SwalとXholの制限酵素部位を付加した。

FWプライマー：

ATCTCAGGAAGAAGCCTGGCAGTGGTGGCACTGACACACAAGCCC 

ATCAAACTAGTATTTAAATTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATG 

REVプライマー：

TTAGGCCAAGAAAGCCTTGACCTCACAGCAGTCACCCTCAGCCTCC 

AGATCTCGAGGCTCTCCTGAGTAGGACAAATC 
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4kbの DNA回収用

SwalとXholの制限酵素部位を付加した。

FWフ。ライマー：

ATCTCAGGAAGAAGCCTGGCAGTGGTGGCACTGACACACAAGCCC 

ATCAAACTAGTATTTAAATTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATG 

REVプライマー：

CTCTGTCTGCTAACCCAGGCCTTGTCCTGGAAGCTTCTAGCCTCCA 

TACACTCGAGGCTCTCCTGATGAGGGACAAATC 

8kbの DNA回収用

Sa fl、Notl、Smalの制限酵素部位を付加した。

FWプライマー：

GTGGCTTCTCAATGGCCACCCCTGCTCCACTGGTCTTTACAGAGGG 

CATAGTCGACTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATG 

REVプライマー：

CTTTTCTTTCCCAGGTCTTTGGCCAGTATCGATTCCACCTGTCCACA 

AACCCCGGGGCGGCCGCGCTCTCCTGAGTAGGACAAATC 

PCR反応

TOYO BO社の KODplusを用いて行った。
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反応条件

lOxBuffer 5μ1 

MgS04 5μ1 

dNTPs 5μ1 

Primer FW (50uM) 0.5μ1 

Primer REV (50uM) 5μ1 

Minimal Vector 18.5 ng/ul 1.4 μ 1 

D.W 31.6 μ 1 

KOD plus lμl 

Total Vol. 50μ1 

94°C 2min 

レy／ 
力ノイサハUηο 

、
｜
｜
〉
l
l
lノ

ρ

u

ρ

U

 

ρ

u

o

u

 

Q

U

Q

U

 

5

0

 

1

i

n

o

 

℃

℃

 

A
宝

ハ
U

Q

U

F

O

 

74℃ 4min 

4°C 

エタノール沈殿により精製を行い、最終的に 10μ1の精製水に溶かした。

一部を電気泳動して DNA濃度を測定した。

DNA濃度は 200ng/μ 1以上（300ng）がよく、エレクトロポレーションに

は lμlを用いるようにした。
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<Minimal Vectorのエレクトロポレーション＞

pRedETを含んだ BACを lmlLB(Cm,Tet）で、 30°C 18時間培養した。

翌日、培養した大腸菌 20μ1を 2mlLB(Cm,Tet）へ移し 3時間培養した。

エレクトロポレーション一回当たり 2本を準備した。 1ML－アラビノース

26.7μ1を 2mlの大腸菌に加え、 45min37℃培養した。この操作により

DNA組み換え酵素の Red/ETの発現を誘導した。大腸菌を l.4ml分注し

て、遠心（llOOOrpm,30sec,4℃）し、上清を捨てた。 1mlの 10%グリセロ

ールで懸濁して、遠心（1lOOOrpm ,30sec）し、上清を捨てることを 2回行

い、 40μ1の 10%グリセロールで懸濁した。大腸菌の懸濁液 40μ1に対し

て 1μ l(lOOng～ 300ng）の minimalvectorを加えてエレクトロポレーシヨ

ンを行った。

Gene Pulser 2.3kV, 25 μ F, 200 Qで実行した。 Timeconst.が約 4.8sec

になるようにした。 lmlLBで回収して、 15mlチューブに移し、 37℃で

振渥しながら 70分間培養した。遠心して回収し、 LBプレート（Amp）にま

き一晩培養した。コロニーを 10個程度選びミニプレップを行い、欲しい

DNA断片が回収できたか確認を行った。

<CV、TVの作製＞

CVは Red/ET法により BACより minimalvectorに回収した 6kbの

DNA断片を、 SwalとXholで切断して CV用のゲノム配列とベクター配

列を切り離し、 CV用のゲノム配列のみを QIAGEN社の QIAEXII 

Agarose Gel Extraction Protocolに従って、電気泳動後アガロースゲルか

ら回収した。あらかじめ SwaI, Xholで切断した CV用のプラスミドに回

収した 6kbの DNA断片を組み込こみ、回収後制限酵素切断を行い目的
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とする DNA断片が組み込まれていること確認した。

TVは CVと同様にして回収した 4kbと8kbの DNA断片を、 Swalと

Xhol、SaJJ.とNatlとで切断した TV用のプラスミドに組み込み、ライゲ

ーションさせたものをコンビテントセノレ（DH5α）に形質転換させた後、寒

天培地（LBAmp）の入ったシャーレにまき、 37度のインキュベータ内で培

養した。翌日、生えたシングルコロニーを一つずつ取り、培養後に標準の

アルカリ法でプラスミドを精製した（MolecularCloning、CSH）。アガロ

ースゲ、ルで、電気泳動して、予想位置にバンドの見られたプラスミドのみを

選出し、制限酵素切断を行い目的とする DNA断片が組み込まれているこ

とを確認した。

＜遺伝子破壊 ES細胞スクリーニング用 PCR条件の検討＞

作製した CVをミニカラムにて精製後 SaJJ.にて線状化して PCRの鋳型

として用いた。使用する ES細胞のゲノム DNA10ng/μ1の溶液に CVを

0.5 fg/ μ 1で加え、これを PCRの鋳型とし明瞭なバンドの増幅が見られる

条件を検討した。条件の検討は LA-Taqを用いて使用する溶液の Buffer

を、 MgC12濃度を 1.5mM, 2.0 mM, 2.5 mMとしたものに加えて、 GC

Buffer I, GC Buffer IIの合計 5種類とした。 PCR用プライマーとして、

TVの Neo遺伝子側に 5種類、 Arflゲノム DNA側に 2種類を設定した。

これら 50種類の反応条件で検討を行った。明瞭なバンドの増幅が見られ

た条件に関しては、 ES細胞のゲノム DNA10ng/μ1の溶液に CVを Of g/ 

μ 1, 0. 5 fg/ μ 1, 1 fg/ μ 1, 5 fg/ μ 1, 1 Ofg/ μ 1を加えたものを鋳型として、 CV

0 fg/ μ 1ではバンドが見られず、 CV0.5 fg/ μ 1, 1 fg/ μ 1, 5 fg/ μ 1, lOfg/ μ 1 

で明瞭なバンドの増幅が見られる条件を選別した。
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最終的に得られた条件は以下のものである。

PCR反応

TAKARA社の LA-Taqを用いて行った。

反応条件

lOxBuffer 

25 mM  MgS04 

dNTPs 

Primer Neo2 (100 μ M) 

Primer Arf 1 CV-1 (100 μ M) 

鋳型

MiliQ水

LA-Taq 

Total Vol. 

96℃ 1 min 

96°C 20 secl 

ト50サイクノレ
68°C 4 min I 

72℃ 15 min 

4°C 

1.5 μ 1 

1.5 μ 1 

2.4μ 1 

0.075 μ 1 

0.075 μ 1 

lμl 

8.3μ1 

0.15 μ 1 

15μ1 
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8. ゲノム DNAの抽出法

<ES細胞からのゲノム DNA回収法＞

Lysis buffer(lOmM Tris-HCl(pH8.0）、 150mMNaCl、lOmMEDTA）を

667.5μ1加え、先端をカットしたチップでピペッティングした。 10%SDS 

を7.5μ1加えた。 lOmg/mlProK (Sigma社）を75μ1加えた。 55°C8時間

～オーバーナイトで緩やかに振蓋した。 1OOug/mlRN ase A を10μ1加え、

37°C 1時間静置した。フェノールを750μ l(RT）加え、 15分間回転させて

撹祥（TAITECRT-5）した。 12,000rpmで 5分間室温で遠心した。フェノ

ール／クロロホルム処理を2回、クロロホルム処理を1回行った。イソプロ

パノールを750μ1加えて、ゲノムが析出するまで上下転倒させ、 3,000rpm

で15分間室温にて遠心を行った。 70%エタノールをlml加え、 3,000rpmで、

15分間室温にて遠心することを2回行い、回収した沈殿を風乾させた。 200

μlのTE(pH8.0）に溶解した（解けにくい場合は50℃で温めるか、 P200の

ピペットでピペッティングした。スムースに通るようになれば解けた状態

と判断した）そののちに吸光度測定と、電気泳動とで濃度を確認した。

＜マウスの尾からの DNA回収法＞

初めに個体識別用に耳に切れ目を入れたマウスの尾の先端 0.5cm程度

を切り回収した。回収した尾は、チューブに入れて－20°cで一晩保存後、

Lysis Buffer(lOmM Tris-HCl(pH8）、 150mMNaCl、lOmMEDTA、

0.5% SDS)200 μ 1とProteinaseK( 10 mg/ml) 2 μ 1を加え、 しっかりボノレ

テックスにかけて混合させ、 55℃のインキュベータで一晩反応させた。尾

がぱらぱらに溶けたことを確認後、サンプルをフェノール処理した。 TE
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で飽和させたフェノール 200μ1をサンプルに加え、よく振ってフェノー

ル層と DNA溶液層とをよく混合させた。 10,000rpm、5分遠心にかけ上

清を回収した。これにイソプロヒ。ルアルコール 200μ1を加え、サンプル

をゆっくり上下転倒させ、 DNA沈殿を形成させた。その後、 10,000rpm、

5分の遠心にかけて上清を除き、洗浄のための 75%エタノール 200μ 1を

加え、 10,000rpm、5分遠心して上清を除いた。沈殿物（DNA）を乾燥させ

た後に TE50μ 1を加え 4℃で一晩しっかりと溶解させた。

9. サザンハイブリダイゼーションによる検出

DNA抽出より得たゲノム DNAのうち、 10μ g分を以下の組成で制限

酵素にて 37℃（使用する酵素の最適温度）で、一晩切断した。反応液は

全量 100μ1とし制限酵素を 6μ1加えて切断を行った。反応液のうち 10

μlを電気泳動して、切断が正しく行われたかを確認した。切断された

DNA溶液に TEIIOμ 1を加え、全液量を 200μ1に合わせた。 200μ 1のフ

ェノール・クロロホルムを加えしっかり混合させて 10,000rpm、10分の

遠心にかけた。得られた上清（～200μ 1) を回収しエタノール沈殿を行っ

た。エタノール沈殿は、 100%エタノール 500μ1、 5MNaCl 6.lμl、グ

リコーゲン lμlをサンプルに加えてしっかり混合させた後－80°Cで 30分

間静置した。その後、 10,000rpm、30分間、 4°Cの遠心にかけ上清を除い

た。沈殿に 75%エタノールを 1ml加え再び遠心にかけた。上清を丁寧に

除いた後、沈殿が透明になるまで乾燥させ、 TE15 μ l(pH8）を加えて 5分

間室温にて溶解させた。その後全量を 0.8%アガロースゲ、ルで、 20mAにて

一晩電気泳動にかけた。翌日、 EtBr染色し写真を撮った。以後のトラン

スファーには 20×SSCを用いたキャピラリートランスファー法を行った
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、＼

(Molecular Cloning, CSH）。使用したメンブレンは HybondN十（GE）。 ト

ランスファー後、 UVクロスリンカー（Stratagene社）にて、 optimalcross 

linkの条件で DNAを膜に結合させた。

ハイブリダイゼーションには、次の組成の Hybridizationbufferを用い

た。

Hybridization buffer(lOOml)の組成

2 M NaH2P04 7.9ml 

1 M Na2HP04 34.2ml 

これに DWを加え、 70mlに合わせた。 NAKARAI社の BSA(pH5.2）を

1 g加えて溶かした。 0.5MEDTA (pH8.0）を 0.2ml加えた後に溶液を

65°Cに温めてから SDSを 7g加えて、温めながら溶かし、最後に lOOml

にメスアップした。メンブレンをハイブリダイゼーションバッグ（13.5cm

×13.5cm）に入れて 50mlのハイブリダイゼーションバッファーを加えて

65℃で 2～8時間振塗した。この間にプローブの標識を行った。サザン法

のプローブは、 TVが正しく相同組み換えによりゲノム DNAに組み込ま

れたかを確認するために、 8kb,4 kbの相同領域を挟む形でそれぞれ LP,

SP として設定した（図 4）。 LP と SP とは以下のようにして選んだ。

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlatのWebでプロープの候補配列 500

～lkbpを Blastにかけた。この Blastで全く他に相同領域が無ければプ

ローブとしてはほぼ優良な配列であると判断した。使えるかどうかを、ゲ

ノム DNAのサザンハイブリダイゼーションで確認した。予想されるバン

ドが明瞭に検出できるプローブが得られるまでにこれを行った。 Neo
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probeは Neoの ORFを PCRで増幅してプローブとした。

TaKaRa社の RandomPrimer DNA LabelingKit Ver,2を用いて

α32P-dCTPで標識した。 BACを鋳型にして PCRにてプロープ DNAを

増幅させ、増幅した PCR産物をゲ、ルから切り出して 50ng Iμ 1にしたも

の lμlとα32P-dCTP（東京メデイカル CR0)5μ 1を用いて標識を行った。

再び、ハイブリダイゼーションバッグ（13.5cm×13.5cm）にメンブレンとハ

イブリダイゼーションバッファーを加え、作成したプロープ全量を加えた。

65°C、12～17時間振濯しながら反応させた。

ハイブリダイゼーションバッグから取り出したメンブレンを、常温の 2

×SSCを用いて 20分間洗浄した。ガイガーカウンターを lcm離して測定

した場合はバックグラワンドが 100～200cpm、目的の位置のシグナルが

200～lOOOcpmであればこの洗浄を止めて FLA9000にてシグナルの検出

を行った。そうでない場合は、さらに常温の 2×SSCを用いて 20分間洗

浄した。次に 65℃の 2×SSCを用いて 30分間洗浄し、引き続き 65℃の

0.1×SSCで 30分間洗浄した。洗浄液から RI由来の RIが検出される場

合は、新しい 65°Cの 0.1×SSCで 30分間洗浄を加えた。

洗浄が終了したメンブレンは、ハイブリダイゼーションバッグに封入し

FLA9000にてシグナルの検出を行った。必要に応じて感光カセットケー

スに入れた。 X線フィルム（Hyperfilm、GE社）を載せ、さら増感スクリー

ンを載せて－80°Cで 1晩から 5晩感光させてから現像した。

9. PCR法によるゲノムタイピング

生まれてきたマウスが特定の導入遺伝子を持っているかどうかを調べ

るために、マウスの尾から抽出したゲノム DNAを鋳型にして、ネオマイ
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シン耐性遺伝子の配列とゲノム DNAの配列の組み合わせで破壊遺伝子を、

遺伝子破壊により失われるゲノム DNAの配列と残るゲノム DNA配列の

組み合わせで野生型ゲノム配列を特異的に増幅させるプライマーセット

を用いて各遺伝子の検出（ゲノムタイピング）を行った。

ゲノム DNA サンプルを用いて、 PCR(Gene Amp 9600 PCR 

System:Applied Biosystems）で DNAの増幅を行った。

以下の組成の反応液 14μ 1に対しサンプル lμlを使用した。各々の PCR

の際に、バンドが出ることが確認されているサンプル（ポジティブコント

ロール）とバンドが出ないことが確認されているサンプノレ（ネガティブコ

ントロール）を加えた。

反応液（チューブ 1本あたり）

MiliQ水

Fin-Taq添付の 10×Buffer

Fin-Taq添付の dNTPs

lOOuMプライマー（ 1 ) 

lOOuMプライマー（ 2) 

Fin-Taq (Fimzyme) 

Total Vol. 

11.975μ1 

1.5μ1 

0.3μ 1 

0.075 μ 1 

0.075 μ 1 

0.075 μ 1 

14μ 1 

目的とする遺伝子により、以下のプライマーを用いた。

破壊遺伝子検出用 PCR

SMAPJ ffl 

HS-2 CCTGCCCTTACCCAGACTGTCTTAG 
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H3 CCTCTGCTAACTCTACTCAGGTAAC 

SMAP2用

Neo13 CGCCTTCTATCGCCTTCTTGACG 

Neo21 CTTTCCGCCTCAGAAGCCATAGAG 

Ar fl用

Neo2 CAGTCAGTTGCTCAATGTACC 

Arfl -C ACTGGTGAAACTCACCCA 

野生型検出用 PCR

SMAPI用

H5 GTCATCCTGGTTAGCCTCAGTCTTG 

H3 CCTCTGCTAACTCTACTCAGGTAAC 

SMAP2用

SM2・1 CACTCGGGGTCAAGTGTGCG 

SM2・3' CCAGAACCCCCTCCCCACTC 

Ar fl用

Arf 1・A CCGTCAACAAGCCAGCAGAGTTCACAG 

Arf 1-c AGACTCAGGGCACCACAACGCGGTAG 
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PCRの条件は以下のものを用いた。

94℃ 3min 

94°C 15sec 

60°C 30sec 32サイクル

72℃ lmin 

72℃ 7min 

PCRの反応後、 2%アガロースゲ、ノレで、 PCR産物の 8μ1を電気泳動にか

けて、染色後バンドの有無を検出した。バンドが予想した位置に見られた

個体には、目的の遺伝子が組み込まれていると判断した。
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N.結果

結果は 4つの章に分けて得られた結果を述べることとする。

各章ごとに、章の目的、得られた結果、章のまとめという形式で記述する

こととする。
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第 1章： SMAP2の C端領域は細胞内局在および Arfタンパク質

特異性を支配する。

この章の目的

SMAPlは細胞内で、主に細胞質に存在し一部細胞膜へ集積している。

一方、 SMAP2は細胞質内にドット状に存在していて、両者は明瞭に異な

った細胞内局在を呈している。 ArfGAPが正しく標的の Arfl・6に働くた

めには細胞内の局在の制御が重要と考えられる。標的との相互作用部位や

小胞形成因子との相互作用の重要性が推定されているが、多くの ArfGAP

でその細胞内局在を決める機構や部位に関してはほとんど分かっていな

。
、、vuv 

SMAPlとSMAP2の ArfGAPドメインは高い相向性があるが局在と機能は

異なっている。細胞内の局在の違いが Arfタンパク質への標的特異性に寄与す

ると考えられるが、何によって局在が決定されるかのメカニズムは不明のままであ

る。

この章では SMAPlとSMAP2のN端領域と C端領域のアミノ酸配列を交

換したキメラタンパク質を作製することにより SMAP2の細胞内局在と Arfタ

ンパク質の選択に重要な C端の領域を同定し、検討した結果について述べる。
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得られた結果

SMAP2の C端領域は細胞内局在および Arfタンパク質特異性を支配す

る

SMAP2の細胞内局在に重要な領域を同定するため SMAPlとSMAP2のキ

メラタンパク質を作製し HeLa細胞内での局在を共焦点顕微鏡で観察した。（図

5)HA-SMAP2は多数の点状に分布し、 HA-SMAPIは細胞質全体と細胞膜に

拡散した（図 5-1,2）。

SMAPlとSMAP2のArfGAPドメインは高い相向性を示す（85%アミノ酸相

同）（16,17）。そこで、 HA-SMAPl(aa 1-130)-SMAP2 (aa 126・428）キメラを

作製した。 ArfGAPドメインは SMAPl由来で、残りは SMAP2に由来する。

HA-SMAPl (aa 1・130)-SMAP2(aa 126・428）の細胞内局在は HA-SMAP2

と似ている（データを示さず）。これは SMAP2の局在は ArfGAPドメインで、はなく

C端領域によって決定されていることを示している。

ゴルジ体への ArfGAP2/3の局在は COPIコートマー相互作用ドメインに依

存することが示されている（24）。これはコートタンパク質との相互作用が Arf

GAPの細胞内局在に重要である可能性があることを示している。 SMAP2には

クラスリン結合領域がコートタンパク質結合ドメインとして存在し、これらのドメイン

が ArfGAP2/3の対応する領域のように細胞内局在を制御している可能性があ

る（17）。そこで、 HA-SMAPl(aa 1・349)-SMAP2(aa 339・428)（図 5・3）と

HA-SMAP2 (aa 1・338)-SMAPl(aa 350・440）とのキメラを作製した（図 5・4）。

ここではクラスリン結合ドメインはそれぞれ SMAPlと SMAP2のN端由来であ

る。キメラタンパク質はそれぞれの C 端のタンパク質が由来する SMAPlと

SMAP2の局在を示した。従ってArfGAPドメインとクラスリン結合ドメインを含む
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SMAP2の1・338aa領域は細胞内局在を支配しないと考えられる。キメラ解析は

また SMAP2の 339・428aaがSMAP2タイプの細胞内局在に必要であることも

示した。

SMAP2の339・428aaがSMAP2の細胞内局在に十分な情報を含むかを確

かめるために全長の SMAP2とSMAP2の 339・428aaをGFPの C端に融

合させ、 Cos7内の細胞内局在を蛍光顕微鏡で観察した（図 6）。 GFP単独

では細胞全体に拡散するが（図 6・1）、全長の SMAP2とSMAP2の339・428aa

とを融合させたものは共に凝集したような分布を示した（図 6・2,3）。 この結果

より SMAP2の C端 339・428aa領域は、異種タンパク質で、ある GFPの細胞内

局在支配に十分な情報を含むことが確かめられた。

SMAPlとSMAP2のArfGAPドメインは 85%のアミノ酸の相向性を示すが

(17）、 invitroで SMAPlのArfGAPドメインは基質として Arf6に強い親和

性を持ち、 SMAP2のそれは ArflとArf6に同様な親和性を持つ（15,16）。

このことは SMAP2の局在がArfへの特異性を決定し、 SMAP2は局在が人工

的に改変されれば Arf6の GAPとして機能する可能性があることを示唆してい

る。

この仮説を確かめるため共焦点顕微鏡下で、キメラタンパク質が HeLa細胞

内でのトランスフェリンの取り込みを抑制するかどうかを観察した。以前の報告の

ように HA-SMAPlはトランスフェリンの取り込みを抑制したが、 HA-SMAP2は

しなかった（図 7・1,3)(15,16）。 SMAP2の C端のアミノ酸を SMAPlに置き

換えた、 HA-SMAP2(aa 1-338）圃SMAPl(aa 350・440）キメラタンパク質はトラ

ンスフェリンの取り込みを抑制した（図 7-2）。 この結果より SMAP2の

339・428aaは標的 Arfの特異性にも重要であることが確認できた。
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この章のまとめ

SMAPlとSMAP2の N端領域と C端領域のアミノ酸配列を交換したキメラ

タンパク質を作製することにより SMAP2の細胞内局在とArfタンパク質の選

択に重要な C端の領域を同定した。

SMAP2の 339・428aa領域が SMAP2タイプの細胞内局在に重要であるこ

とが明らかになったO またこの領域が標的 Arfの特異性にも重要であることを示し

た。従って SMAP2の C端領域は細胞内局在および Arfタンパク質特異性

の支配に重要であるといえる。
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第 2章： SMAPlとSMAP2との相互作用の発見と

相互作用に必要な SMAPlの領域の検討

この章の目的

先の章で、 SMAP2の C末端側にある、従来 CALM結合領域として知ら

れていた領域が、 SMAP2の細胞内局在と標的 Arfの両者の特異性を担っ

ていることを発見した。この領域の機能を理解するうえで重要と考えて、

同定したアミノ酸配列と相互作用する分子の検索を行ったところ、

SMAPlが相互作用する可能性を新たに見出していた。そこで、 SMAPl

とSMAP2との相互作用の可能性の確認と、相互作用に必要な SMAPlタ

ンパク質の領域を探った結果に関してこの章で述べる。

得られた結果

SMAPlとSMAP2との相互作用の解析

SMAPlとSMAP2の機能を理解するために、これらと相互作用する分

子の検索を行った（16 19）。それぞれに特異的な相互作用因子を探るため

に、両者の相同性が高い GAP活性ドメイン以降の C末端側のアミノ酸配

列（SMAP2C）を、酵母ツーハイブリッドスクリーニングのベイト（GAL4

DNA結合領域との融合タンパク質）とした。この際に、 SMAPlの配列は

それ自身のみで選択培地上に酵母が生育できるようになるために、スクリ
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一ニングには用いることが出来なかった。このことは、 SMAPlの配列が

転写活性化能を持つことを示唆しているが、その意義に関しては現時点で

は不明である（未発表結果）。そこで、スクリーニングには選択培地で生

育できなかった SMAP2Cのみを用いた。マウスの脳から作製したライブ

ラリーを選別することにより、 SUMO化因子の Ubc9や PISAl,3に加え

て様々な相互作用因子が検出された（16,19）。これ等に加えて SMAPlの

全長配列が 1つ回収された。

当初は擬陽性と考えられたために公表示に記載されなかったこの相互

作用が意味のあるものであるかを検討するために、 SMAP2の GAP活性

ドメイン以降の C末端側のアミノ酸配列（SMAP2C）をべイトに、 SMAPl

とSMAP2のGAP活性ドメイン以降の C末端側のアミノ酸配列（SMAPlC,

SMAP2C）を転写活性化ドメインと融合させたプレイにして、 SMAPlCと

SMAP2C、SMAP2C と SMAP2C との相互作用の有無を検討した。

SMAPlCとSMAPlCとの相互作用は、先ほど述べた SMAPlCのべイト

が単独で選択培地上で生育することから検討できなかった。

図 8に示すように SMAPlCと SMAP2Cとは相互作用を示して選択培

地上で生育したが（図の上段）、 SMAP2CとSMAP2Cとの組み合わせで

は生育しなかったことから（図の下段）、相互作用しなかったと判断した。

すなわち SMAPlCと SMAP2Cとは相互作用し得ることが明らかになっ

た。

ArfGAPファミリーに属するサブファミリーの中には GitlとGit2を含

む GITファミリーが存在し、 Gitl、Git2が共通に持つドメインを用いて

ホモダイマー、ヘテロダイマーどちらも構成することが知られている

(25田 27）。このように構成された複合体がさらなる他の分子と相互作用す
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ることは報告されているが、その相互作用の生理学的意味は現在のところ

あまり解明されていない。

次にこの相互作用にとり、両者のどの領域が重要であるかを検討した。

初めに PCR法を用いて各々の C末端側からの欠損体を作製し、検討を行

おうとした。 SMAP2Cの欠損を行うと単独で選択培地上で生育するため

に、 SMAP2C側の領域の検討を行うことは出来なかった。そこで、

SMAPlC側の検討のみを行った。 SMAPlCには機能的な領域は、クラス

リンと結合するクラスリン結合ボックス以外は判明していないので、 C末

端から順にアミノ酸を欠失させて解析を行った（図 9）。解析結果を図 9に

示すように SMAP2Cを 3つの領域に分けて説明する。 C末端側からの欠

損を行うと図 9の Cに示す領域を失ったものは相互作用するが Cに加え

て Bの領域までも欠損すると相互作用しなくなった。このことから、 Bの

領域が相互作用に重要であることが判った。そこで Bの領域のみを欠損す

る中抜きの変異体を作製すると、予想に反してこれが相互作用を示した。

さらに、 BとCの領域のみでは相互作用できないことが明らかになった。

これ等のことを総合すると、SMAPCとの相互作用は SMAPlCのA,B,C3

つのドメインが、 A領域と、少なくとも B又は C領域の一方とが組み合

わされば可能であることが判明した。このように、 SMAPlは SMAP2と

特徴的な形式で相互作用していることが明らかになった。

これ等の結果から、図 9の A,B,Cの領域が SMAPlCの SMAP2Cとの

相互作用に必要な領域であることが判明した。 B,C の領域では SMAPl

とSMAP2との相向性があまり高くないことが分かる（図 10）。
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この章のまとめ

タンパク質の相互作用を検討できる酵母のツーハイブリッド法を用い

て、 SMAPlと SMAP2とは相互作用するが、 SMAP2と SMAP2とでは

相互作用が検出されないことが明らかになった。さらにその相互作用に必

要な SMAPlの領域を同定した。
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第 3章： SMAPlとSMAP2との二重欠損体は

胎児期早期に死亡する

この章の目的

先の章で SMAPlとSMAP2とがお互いに相互作用する可能性を新たι

見出した。その意義に関しては今後の解析を待たなければならないが、こ

の発見から、遺伝子レベルでも SMAPlと SλtfAP2とが関連する可能性、

すなわち遺伝的な相互作用の存在が示唆される。そこで、既に作製した

SλfAPl、SMAP2遺伝子破壊マウスを用いた交配により作製した、 2つの

遺伝子を同時に欠損したマウスの解析を行った結果に関してこの章で述

べる。

得られた結果

SMAPlとSMAP2とを同時に欠損するマウスの解析

SMAPl欠損マウスと SMAP2欠損マウスは、発生に異常は見られず外

観からは正常な個体として存在する（当研究室の得ている未発表実験結

果）。 SMAPl欠損マウスでは血液成分の軽度異常（赤血球の増加）が見

られるがその他に異常は見られていない（未発表結果）。培養細胞の解析

から強く予想された トランスフェリンや E－カドヘリンのエンドサイト

ーシス異常に関しでも、 SMAPl欠損マウスでは観察されなかった（18）。

一方 SMAP2欠損マウスはオスの精子の形態不全を示し、オスが不妊であ

る（投稿準備中）。これらの結果から、培養細胞の解析では、その遺伝子

45 



の欠損は細胞の小胞輸送に大きな影響を及ぼすことが予想されたものの、

実際にマウスの個体レベルで遺伝子を欠損させても培養細胞で観察され

た現象があまり見られないことが明らかになった。また、それぞれ単独の

遺伝子欠損は個体の発生には異常を引き起こさないことも明らかとなっ

た。第 2章で報告したように、 SMAPlとSMAP2とは相互に関連を持っ

ている可能性が考えられる。そこで、遺伝子欠損マウスを用いて、両遺伝

子の相互の関係を解析することにした。

二重欠損体を得るために、 （SMAP[I SMAP ［）のメスと

(SλIAP:z+-ISMAP2圃）の交配を行し、（SMAPJ+/SMAP[, SλIAP:z+-/SMAP2-) 

のマウスを得た。このマウスと （SMAP[I SMAP ［）マウスとの交配から

(SMAP [I SMAP [, SλIAP:z+-1 SMAP2－）のマウスを得た。

(SMAP [I SMAP [, SλIAP:z+-ISλIAP2－）マウス同士の交配を行い、離乳した

マウスの遺伝子型を PCRにて決定した（PCR法によるゲノムタイピング）。

表に示すように、合計 52匹の離乳後のマウスには二重欠損体

(SMAP[/SλIAP[, SλIAP2-I SMAP2－）の遺伝子型を示すマウスは存在し

なかった。このことから SλIAPlとSλIAP2との両方の遺伝子の少なくと

も一方が存在しなければマウスは離乳後に存在しないことが判明した。す

なわち両遺伝子はいわゆる合成致死を示すことを発見した。これは、

ArfGAP聞における、個体レベルでの遺伝子聞の相互作用を示す初めての

例である。

次に、（SλIAP[/SλIAP[, SMAP2-I SMAP2－）の遺伝子型を示すマウスは

離乳期以前のどの発生段階で死亡しているかに関して、発生段階を遡り検
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討を行った（表）。その結果、腔発生の時期の受精後 7.5日腔で図 11に

示すようにやや小さめの個体を発見した。この腔を PCR法によるゲノム

タイピングにかけると、（Sλ!lAP[/Sλ!lAP[,Sλ!lAP2-I SMAP2－）の遺伝子型

を示す怪であることが判明した。さらに 9.5日目では（Sλ!lAP[/SMAP[,

SMAP2-I SMAP2－）の遺伝子型を示す圧は図 11に示すように既に死亡して

いることを見出した。すなわち、 SMAPlと SMAP2の両遺伝子を欠損し

た個体は、匹のノード（くぼみ）が顕著になり頭突起と脊索が生じる時期に

あたる受精後 7.5日目から発生の遅延を示し、 9.5日目には死亡してしま

うことが判明した（28）。このことは、 SMAPl、SMAP2のいずれか一方が

存在することが腔の発生にとって必須であることを示している。受精後

7.5日目には細胞の移動が顕著で、あり、将来の器官形成の前段階である三

腔葉への分化が起こる時期であること、この時期までに異常が見られない

ことから、細胞の生存といった基本的な反応ではなく、細胞の移動や分化

などのより高次な機能への関与が推定される。
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この章のまとめ

SMAPJとSMAP2の 2つの遺伝子を同時に欠損するマウスは、脹発生

時期の受精後 7.5日目から異常が見られ 9.5日目に死亡していることが明

らかになった。このことから SMAPJとSλIAP2の両方の遺伝子の少なく

とも一方が存在しなければマウスは正常に発生しないことが判明した。こ

れは、 ArfGAP聞における、個体レベルでの遺伝子間の相互作用を示す初

めての例である。また、 SMAP1,SMAP2の初期発生過程での重要性も明

らかにした。
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第 4章： SMAP2の標的 Arfl遺伝子破壊マウスの作製

この章の目的

序論で述べたように、培養細胞の研究から SMAPl,SMAP2タンパク質

の標的はそれぞれ Arf6,Arflタンパク質と考えられている（15田 17）。筆者

の研究室ではこれまでに SλJAPl,Sλ1AP2の遺伝子破壊マウスを作製しそ

の小胞輸送への効果を解析してきたが、第 3章に一部述べたように、培養

細胞での解析から得られたような小胞輸送系の異常は個体レベルでは見

られていない。筑波大学の金保らにより Arf6の遺伝子破壊マウスが報告

されているが（21）、このマウスでも小胞輸送の異常は見られていない。一

方で、第 3章で述べたように、 SMAPlとSMAP2との二重変異体は発生

の極めて初期で死亡することが新たに判明している（本論文）。このこと

は以下の 2つの可能性を示唆していると考えられる。すなわち、 1) 

SMAPl, SMAP2に Arf6,Arfl以外の共通の標的が存在し、その標的は

SMAPl,2がなくなると機能異常となりマウスが発生初期で死亡する可能

性と、 2)SMAPlとSMAP2は細胞内の局在が異なるが、何らかのメカ

ニズムで一方の欠損を他方が補える可能性である。

さらに最近の Arflがエンドサイトーシスにも関与するという新たな報

告から（29）、 SMAP1,SMAP2の標的の Arf6,Arf 1にも同様のことが当て

はまる可能性が考えられる。

培養細胞での研究から、 Arflを siRNAにてノックダウンしでも、細胞

内小胞輸送やゴ、ルジ体の構造には異常が見られないが、 Arflに加えて、

同じサブファミリーに属する。 Arf3や Arf4とともに siRNAにてノック

ダウンすると、一部の小胞輸送系に異常が出ることが知られている（30）。
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このことは、 Arflの機能を相補できる他の Arfが存在することを示唆し

ている。さらに Arfl単独の遺伝子破壊マウスでは大きな異常は見られな

い可能性も示唆している。

そこで、未だ報告が無い SMAP2の標的である Arflの遺伝子欠損マウ

スを作製し、その生理的機能とこれらの問題を解析すること目指した。

得られた結果

Ar fl遺伝子欠損マウスの作製

図 4にArfl遺伝子破壊の設計図をまとめた。 Arflの全ての翻訳領域を

含む 4つのエキソンを欠損させ、 Arflタンパク質の発現をなくすように

計画した。

図 4の 2段目に TargetingVectorで示すように、遺伝子破壊用のプラ

スミドは 8kbと4kbの相同領域で ES細胞の選別に用いるネオマイシン耐

性遺伝子をはさむように構築した。非相同組み換え体を減少させるために、

4kbの相同領域の下流に、相同組み換えが起こればなくなるが起こらなけ

れば組み込まれて発現するようにした、細胞にとり致死効果を持つジフテ

リア毒の A断片を付加しておいた。正しく相同組み換えが起こったことは、

図 4に示す 4kbの相同領域を、ネオマイシン側に設定したプライマーと

Ar flゲノム DNA側に設定したプライマーによる PCRで 1次選別を行い

さらに図 4にあるように 8kb,4kbの相同領域の外側に設定したサザンハ

イブリダイゼーション用の DNAプロープ（LP,SP）によるサザン法にて確

認した。 SPプローブによるサザン法では、野生型として C57BL/6由来と
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CBA由来の 2本のバンドが検出される。今回は C57BL/6由来の染色体上

の Arfl遺伝子を破壊しているので、遺伝子破壊 ES細胞では、 CBAに由

来する野生型のバンドと C57BL/6に由来する遺伝子破壊型のバンドの 2

本が検出される。

TVを大量調整後 ES細胞にエレクトロポレーションにて導入し、ネオ

マイシン耐性コロニーを生育させた。 172個のネオマイシン耐性コロニー

から 8つの PCR陽性 ES細胞が得られた。図 12に示すようにサザン法に

て正しく相同組み換えが起こっていることを、図 4のLPとSPを用いて、

さらに他の遺伝子部位に挿入されていないことを、図 4のネオマイシン遺

伝子を検出するプローブにて確認した。

これ等の ES細胞のうち 3つのクローンからキメラマウスの作製を行っ

た。 2つのクローンからは ES細胞の寄与率の高いキメラマウスが得られ

た。残りの 1っからは寄与率の高いキメラマウスはまだ得られていない。

現在再度作成中である。

得られた ES細胞の寄与率の高いキメラマウスと C57BL/6マウスとの

交配で生まれた子供の尾から回収したゲノム DNA を遺伝子判定用

(genotyping) PCRにて解析し、子孫への破壊遺伝子の伝播を確認した。さ

らにサザン法により確認を行い、 Arfl破壊遺伝子を持つヘテロマウスが

得られたことを確認した（図 13）。ヘテロマウスでは現在までに特に異常は

見られていない。現在までに得られたヘテロマウスは 12匹である。ヘテ

ロマウスが交配可能になったので、ホモ欠損体を作製するために Arflヘ

テロ欠損体マウス同士の交配を行い、 Arflホモ欠損体がどのような表現

型を示すかを検討した。最初に生まれ離乳した 6匹の子孫には Arflホモ

欠損マウスが存在しなかった。
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この章のまとめ

Ar fl遺伝子破壊マウスの作製を試みて、 Arflの全ての翻訳領域のゲノ

ム DNA配列を欠く Arfl遺伝子破壊ヘテロマウスの 2系統の作製に成功

した。
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v.考察

本研究は、新規の ArfGAPタンパク質の SMAP1,SMAP2を対象として、

( 1) SMAP2の細胞内局在および Arfタンパク質特異性を支配するのに

重要な領域の検討、（ 2) SMAP 2とSMAPlとの相互作用の発見と解析、

及び（ 3) SMAP2の標的であると考えられている Arflを研究すること

で、 ArfGAPの SMAP2の視点から細胞内小胞輸送の制御メカニズムの一

端を明らかにしようとする試みである。研究の結果得られた成果の概要は

以下のとおりである。

SMAP2の細胞内局在制御に重要な領域を同定することに成功した。

SMAPlとSMAP2のN末端側領域と C末端側領域とで作製したキメラタ

ンパク質の細胞内局在解析から、 SMAP2の 339・428aa領域が SMAP2タ

イプの細胞内局在に必要であり、細胞内局在に十分な情報を含むことが明らか

になったO また、この領域が標的 Arfの特異性にも重要であることを示した。

さらに、 SMAPlとSMAP2とが相互作用することを発見し、相互作用に

必要な SMAPIの領域を同定した。 1つのコアドメインと 2つのサブドメ

インとの組み合わせにより相互作用していると推測される結果を得てい

る。加えて、既に作製していた SMAPlとSMAP2の遺伝子破壊マウスを

用いて、 SMAPlと SMAP2の両方を欠損したマウスは腔の初期発生段階

で死亡すること、すなわち SMAPJ,Sλι4P2は少なくとも一方が存在しな

ければマウスの怪が正常に発生できない、非常に重要な遺伝子であること

を発見した。このことは、これまで別々に考えられていた小胞輸送制御機
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構聞のクロストークの存在を示唆するものと考えられる。

そこで、 ( 1 ）既に作製されている SMAPlの標的の Arf6遺伝子破壊

マウスとの比較と、（ 2 ）交配により Arf6と、 SMAP2の標的である Arfl 

の遺伝子聞の相互作用の解析を行うことを目指し、新しく Arfl遺伝子破

壊マウスの作製を行い、ヘテロ欠損マウスの樹立に成功した。

本論文は相互に関連がある 4つの解析から成り立っている。これらは相

互に関係はあるものの異なる事象を扱っており、 4つをまとめて考察を行

うことは難しい。したがって各々の解析ごとに詳しい考察を以下に加える

こととする。その際に、相互に関連する事象についても考察を加えること

とする。

SMAP2のC端領域は細胞内局在およびArfタンパク質特異性を支配する

Arfタンパク質は異なる細胞内局在を示し、この区分が Arfファミリーのメンバ

ー問での固有な機能の進化を助けている。

従って各ArfGAPは標的のArfと特異的な相互作用を維持するために具なる

局在をとることが予想される。しかし、細胞内局在を制御するドメインとその細胞

内局在がArfGAPの標的特異性に影響する方法は不明である。ファミリーメンバ

ー聞の ArfGAPドメインの保存にかかわらず、 ArfGAPはこのドメインとは別に短

い配列を共有する。従って ArfGAPの他の領域を解明する試みが必要である。

SMAPl (Small ArfGAP protein 1）と SMAP2は新規の ArfGAPである

(15, 16）。 それぞれは膜輸送の異なる経路に関与する。異なる細胞内局在と

in vivoでの異なる Arfアイソフォーム（SMAPlはArf6 SMAP2はArfl）の選

択は両者の機能の違いの原因であるかもしれない（17）。 異なる細胞内局在は

違いを生じさせる原因の一つで、あると考えられるが、局在が決定される機構は不
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明のままである。

本研究において筆者らは SMAP2の339・428aaがSMAP2の本来の細胞内

局在の支配に重要であることを示した。我々はまたArfGAPドメインとクラスリン

結合ドメインとの両方は SMAP2の細胞内局在支配に不必要であることも示した。

加えてこの領域が SMAP2の標的 Arfタンパク質の特異性に重要であることを確

認した。同定した領域中で SMAPlとSMAP2で異なるアミノ酸領域は SMAP2

の細胞内局在の確立に重要な役割を果たす可能性がある。

この可能性を、進化の観点から探るために SMAPlとSMAP2の相同でない

アミノ酸配列を他の種と比較したところ、これがヒト、マウス、イヌ、ラット間でよく保

存されていることを見出した。従ってどれが重要であると予測することはできなか

った。さらにこの領域で細胞内局在を制御するアミノ酸配列は知られていなし、。

一方、同定された SMAP2の 339圃 428aaは CALM(clathrin圃 assembly

protein-like lymphoid-myeloid ）と相互作用することが知られている（16）。しか

しSMAP2と CALMの細胞内局在は異なっている。そのうえ CALMの細胞内

局在は Cos7細胞に SMAP2と共発現されたとき SMAP2の影響を受けて本来

とは異なる分布を示していた（16）。それゆえ、 CALMはSMAP2の局在を制御

する候補ではないと考えられる。

筆者らは SMAP2の 339・428aaが単独で、 SMAP2の局在を支配することが

可能で、 ArfGAPドメインもクラスリン結合ドメインも SMAP2の細胞内局在制御

に関与しないことを示した。従って SMAP2は細胞内局在にはArfGAP2/3と異

なる機構を使っていると考えられる（24）。 このキメラ解析において筆者らはまた

SMAP2の 339・428aaが SMAP2の標的 Arf特異性に重要であることも示し

た。 SMAP2のArfGAPドメインは SMAPlの 350・440aaと融合されたときは

トランスフェリンの取り込みを抑制し、 SMAP2の 339・428aaと融合されたときは
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抑制しなかったO これは SMAP2のArfGAPドメインは人工的に局在を改変す

ればArf6のGAPとして働くことを示唆している。 我々の結果は従来推定されて

いたArfGAPの標的特異性に対する細胞内局在の重要性を確かめたといえる。

同定したアミノ酸配列がどのようにして細胞内局在を決定しているのか、またそ

の結果としての SMAP2の標的特異性を解明するためには、この配列に相互作

用するタンパク質を同定する必要がある。現在、この方向で研究を進めている。

SMAPl に関しでも SMAP2と同様な解析を行い、キメラ分子解析では

SMAP2で同定した配列に相当する SMAPlの配列が細胞内分布に重要で、あ

るとしづ結果を得ているが、 GFPとの融合実験からはこの部分では不十分である

としづ結果を得ている（未発表データ）。よく似たファミリータンパク質で、あるが、両

者の細胞内局在機構は少し異なっているようである。

SMAPlとSMAP2との相互作用の発見と SMAP2との相互作用に必要な

SMAPJの領域

タンパク質の相互作用を検討できる酵母のツーハイブリッド法を用い

て、 SMAPlと SMAP2とは相互作用するが、 SMAP2と SMAP2とでは

相互作用が検出されないことを新たに見いだした。従来の培養細胞を用い

た解析からは、細胞内の局在も標的の Arfも異なる SMAPlとSMAP2の

聞には、特段の関係は想定されていなかったことから考えると、大変興味

深い発見であると考えている。これは、同じ ArfGAPファミリーに所属す

るファミリーメンバー間での相互作用を示した初めての例である。さらに

その相互作用に重要な SMAPlの領域を見出し、特徴ある相互作用機構に

関しでも一部明らかにした。さらに詳しい解析を行うために、相互作用に

必要な最小の領域の決定と、この相互作用が培養細胞レベルでも見られる
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かどうかの検討を現在行っている。

図 9に示すように、 SMAPlの ArfGAPドメイン以降の C末端領域が相

互作用に重要であり、さらにこの領域は図の A,B,Cの 3つに分けられる。

すなわち相互作用に不可欠な A領域と、Aとの組み合わせで相互作用に必

要となる B又は Cの領域に分けられることが判明した。しかし、 SMAPl

に関しては、 ArfGAPドメインとクラスリン結合領域の 2つしか機能ドメ

インは知られておらず、これら A,B,Cの領域の意味するところは現在の

ところ不明である。 A領域が結合の基本となり、結合の安定化に B又は C

領域が必要となるのかも知れないが、現在の知見からでは適当なモデルは

不明である。今回はそれぞれの欠損体の相互作用を酵母の増殖の有無での

み判断している。しかし、今回のように一見すると複雑なドメインの組み

合わせによる相互作用の場合は、各ドメインがどの程度寄与するのか、す

なわち各々の結合の強さの差を測定する必要があると考えられる。幸い、

筆者の使用した酵母の系では、分泌性の Laczタンパク質が相互作用の強

さに応じて生産される系であるので、 Lacz活性の測定を行うことにより、

ある程度の相互作用の強さを測定することが可能である。今後、今回検討

した相互作用に関して、その強さを測定することにより、相互作用のメカ

ニズムを推定できないか、検討中である。

構造は機能であるという言葉があるように、筆者が今回発見した結合に

関与するドメインの働きを推定するうえで、その立体構造を知ることは理

解の助けになると考えられる。 NMRにて構造解析を行うに当たってあら

かじめ構造の感触を得るために作られた簡単な立体構造予測のソフトを

用いると、今回同定したこれ等の領域は単独では特に決まった構造をとら

ないことが予想された。 SMAPlとSMAP2との混合物の構造解析等を行
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えば、その結合メカニズムの一端が明らかになると考えられるが、現時点

では次の解析へ進むためには不明の点が多い。そこで、今後の解析を行う

にはまずは結合に必要な最小領域の決定が不可欠だと思われる。加えて、

結合に必要な最小領域がどのような機能を果たしているかの知見は、その

結合の機構の理解のみならず、結合の機能の理解にも役立つと考えられる。

最近共同研究者の今井（奈良女子大学・渡漫研究室）が、培養細胞を用

いて SMAPlとSMAP2との共局在に関する解析を行っている（未発表デ

ータ）。それによると、 SMAPlとSMAP2とが培養細胞内で共局在する

ためには、筆者が発見した SMAP2の細胞内局在に必要な配列と、この配

列に対応する場所にある SMAPlの配列が重要で、あるという興味深い結果

が得られた。筆者が用いた、 N 端側と C端側の由来の異なるキメラタン

パク質を用いると、たとえ N 端側が SMAPlに由来しでも C 端側が

SMAP2であれば SMAPlと共局在するという結果を得ている。つまり、

SMAP2の細胞内局在を決定している領域は、同時に SMAPlとの共局在

にも働くという可能性が示唆される。また、それ自身では細胞内局在を決

定するのに不十分と考えられた SMAPlの領域も、共局在化には働いてい

ると考えられる結果を得ている。今後は、 GFP との融合タンパク質など

を用いて、筆者が同定した領域のみで共局在がみられるかを検討する必要

があると考えている。

単独で培養細胞に過剰発現させた場合は、 SMAPlとSMAP2の両者は

異なる細胞内分布を示すにも関わらず、同時に発現させた場合には

SMAPlの細胞内局在が影響を受け、あたかも SMAP2の局在場所に引き

寄せられるかのような結果は奇妙である。目下のところ、良い抗体が存在

しないため、内在性の SMAPlとSMAP2との細胞内の局在は不明である。

58 



また、筆者の酵母での解析からは両者の結合が予想されるが、今井の結果

では共局在のみを見ており、実際に培養細胞内で SMAPlとSMAP2との

両者が結合（複合体を形成）しているかに関しては不明であり、今後の課

題である。 SMAPlとSMAP2との相互作用、細胞内での共局在は、過剰

発現系における人工産物なのか、何らかの生理現象を反映したものである

のかは、今後内在性の SMAP1,SMAP2の挙動を解析することで明らかに

する必要があると考えている。

以上に述べたことから、今回筆者が発見した両者の相互作用の生理学的

な意義に関しては、現時点では明らかでない。上述したような解析に加え

て、第 3章で解析した遺伝的な相互作用と絡めた今後の解析とでその重要

性が解明されることが期待される。

SMAPJとSMAP2との二重欠損体は胎児期早期に死亡する

SMAPlと SMAP2とがお互いに分子レベルで、相互作用する可能性を

新たに見出したが、前述したようにその意義に関しては今後の解析を待た

なければならない。しかし この発見から遺伝子レベルでも SλIAPJと

SλIAP2とが関連する可能性、すなわち遺伝的な相互作用の存在が示唆さ

れた。そこで、筆者の所属する研究室で既に作製していた SMAPJ,SλIAP2

それぞれの遺伝子破壊マウスを用いて、交配により 2つの遺伝子を同時に

欠損したマウスを作製して、両遺伝子聞の相互の関係の解析を行った。そ

の結果、各々単独の欠損では発生に異常を示さないにもかかわらず、

SMAPJとSλIAP2の 2つの遺伝子を同時に欠損するマウスは、腔発生段

階の 7.5日目から異常が見られ 9.5日目に死亡していることを発見した。

このことから SλIAPlとSMAP2との両遺伝子の、少なくとも一方が存在

59 



しなければマウスは正常に発生しないことが判明した。これは、 ArfGAP

聞における、個体レベルでの遺伝子の相互作用を示す初めての例である。

また、 SMAPlとSλfAP2とがマウス個体の発生にとりきわめて重要な働

きをしていることを示している。

今回見いだされた結果からは以下の 2つの可能性が示唆される。すなわ

ち、 1) SMAPl, SMAP2にArf6,Arfl以外の共通の標的が存在し、その

標的は SMAPl,2がなくなると機能異常となりマウスが発生初期で死亡す

る可能性と、 2) SMAPlとSMAP2は細胞内の局在が具なるが、何らか

のメカニズムで一方の欠損を他方が補える可能性である。

これら 2つの可能性に関しては、SMAPlは細胞質全体に分布しており、

SMAP2は細胞質にドット状に特徴的な分布していることから、お互いの

一部は細胞内の同じ位置に存在することが考えられる。するとその場所で

は、共通の標的に作用している可能性がある。この際に第 2章で報告した

両者の相互作用がどのような意味を持っかは興味が持たれるところであ

る。 Gitと同様に複合体を形成することにより、新しい分子と高次の複合

体を形成して、SMAPl,SMAP2に共通の標的に作用するのかもしれない。

この際に、一方が欠損しでも問題が生じないことから、複合体の形成特異

的な標的が存在するわけではないと考えられる。複合体を別にしても、

SMAPlとSMAP2とは本来 ArfGAPであるので Arfあるいは Arfに似た

タンパク質が共通の標的になっていることが考えられる。事実 Arf-like

タンパク質の存在が知られている（31・37）。そこで SλfAPl,SMAP2二重

欠損マウスと同様な表現型を呈する遺伝子欠損体が存在しないかどうか

を検討した。その結果、ゴルジ体で働いていることが推定されていた

Ar丘plの欠損マウスが SMAPl,SλfAP2二重欠損マウスに似た表現型を
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呈することを見出した（図 14）。 Ar.企plの欠損マウスの解析により、この

マウスでは細胞接着分子の E－カドヘリンのエンドサイトーシス異常が原

因となり胎生致死が引き起こされていることが明らかになっている（32,

37）。このことは、 SMAPlが培養細胞レベルの解析から E－カドヘリンの

エンドサイトーシスと関わっていることや（18）、 SMAP2がゴルジ体とエ

ンドソームとの聞の小胞輸送に関わっていることを考えると、 SMAPl,

Sλ£AP2二重欠損マウスでも Ar.企pl欠損マウスと似た現象が引き起こさ

れている可能性が高いと思われる。このことを明らかにするためには、

SMAPl, SMAP2二重欠損マウスにおける E－カドヘリンのエンドサイト

ーシス異常の有無を含めて、 Sλ名4Plと SMAP2とが同時に欠損すること

で起こる現象の検討を脹の解析で行うことが必要であろう。また、 SMAPl,

SMAP2二重欠損マウス細胞において、細胞内小胞輸送の異常が生じてい

るかどうかの解析を行うことも急務であると思われる。しかし、受精後 8

日前後で腔が死亡してしまうために細胞株の樹立はかなり困難である。そ

のため、所属研究室で作成した SMAPlのコンディショナル遺伝子破壊マ

ウスを用いて発生早期の致死を回避し、 SλfAPlとSMAP2の 2つの遺伝

子を同時に欠損する組織で生じる現象、すなわち組織特異的な効果の検討

を行うことが最善であると考えられる。例えばエンドサイトーシスの盛ん

な上皮組織や小胞形成が盛んな神経細胞などの特徴的な組織で Creを発

現させるトラン スジェニックマウスの K5-Cre圃 TG マウスや

Nestin-Cre-TG, Synapsin-Cre-TGマウスなどを既に保有しているので、

これらのマウスとの交配から上皮や神経細胞特異的に SMAPl,SMAP2の

二重欠損細胞を作成して生理機能の解析を行うことが可能である。加えて、

現在のままでは死亡時期が早すぎて培養細胞の樹立が困難であることか
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ら、例えば SλfAPlのコンディショナル遺伝子破壊マウスと Sλ名4P2欠損

マウスとの交配から得られるマウスの胎児からマウス怪性繊維芽細胞を

樹立後に、外来性の Cre遺伝子組み換え酵素を発現させ SMAPJ,SλfAP2 

を同時に欠いた培養細胞の樹立を行う事は、細胞レベルで、分子機能の解析

を行う上で有効な方法と考えられる。 SλfAPl,SλfAP2の二重欠損細胞が

樹立できれば、これまで細胞で行われてきた解析をもとに、欠損細胞レベ

ルでの解析が可能になることから格段に解析が進むことが期待される。こ

のような解析から、 SλfAPl,SλfAP2の生理的な機能が明らかになること

が期待される。

以上に加えてさらに次のような論点も存在する。先にあげたように、

SMAPlとSMAP2は細胞内の局在が異なるが、何らかのメカニズムで一

方の欠損を他方が補える可能性である。

例えば、一方が失われた際には他方の細胞内分布が変化しでもう一方の

機能を補うことができるのかもしれない。これは、第 1章で示したように、

SMAPの標的 Arfの選択制は SMAPの細胞内局在を変化させることによ

り変えうるという結果からも支持される。 SMAP2のArfGAPドメインが

SMAPl と同様の機能を果たしうることは示しているので、 SMAPlの

ArfGAPドメインが SMAP2と同様の機能を果たしうるのかを調べること

で、この可能性を検討できるのではなし、かと考えている。また、細胞内局

在を支配する配列が、両者の相互作用にも関与していることも関係がある

かもしれない。このような観点で、遺伝子の相互作用を明らかにしたいと

考えている。また、筋肉細胞の分化を誘導する MyoD転写遺伝子ファミリ

ーで知られているように、ある種のファミリー遺伝子聞では、 1つのファ

ミリー遺伝子の欠損は他のファミリー遺伝子の発現充進を引き起こし、そ
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の結果失われた遺伝子の機能を相補することがある。多くは、エピジェネ

ティックな機構により支配されていることが知られている。エピジェネテ

ィックとは、以下に示すものである。すなわち、一個体の有核細胞はどれ

もほとんど同じ DNAをもつため、遺伝子にもとづく機構では、選択的遺

伝子発現が細胞でどのようにっくり上げられたかを説明することが出来

ない。これを説明するために C.H.Waddingtonは発生過程におけ－る遺伝子

制御についてエピジェネティックな機構を考案した。エピジェネティック

な機構では、 DNAの塩基配列に依存することなく遺伝形質が親細胞から

子細胞へと受け継がれるため、遺伝子配列に生じた変化（突然変異）とは

無関係に遺伝形質が受け継がれる（38）。

二重欠損体の個体における胎生致死の原因にはこうしたエピジェネテ

ィックな機構の関与も考慮されねばならない。すなわち、 SMAP遺伝子の

欠損は他の SMAP遺伝子の発現をエピジェネティックに尤進させ、それ

により多量となった SMAPタンパク質が本来の局在に加えて、細胞内の

多くの場所に局在することにより、結果として、先に述べたような SMAP

の機能の代替が生じ、結果として機能の相補が行われるのかもしれない。

あるいは、エピジェネティックにスプライシングが起こり、細胞内局在に

重要なドメインの欠落が引き起こされて、細胞内の分布が変化するという

可能性も考えられる。これらは、各々の SMAP欠損細胞における欠損し

ていない方の内在性 SMAPの細胞内分布を検討することで検討できると

思われる。そのためにも、先に述べたように内在性の SMAPを組織化学

的に検出できる抗体の作出が重要と考えられる。これらすべての可能性を

統一的に説明することは目下のところ不可能である。 SMAPlとSMSAP2

に関してこのような観点からも説明可能となるよう、今後の解析が必要と
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思われる。

SMAP2の標的 Arfl遺伝子破壊マウスの作製

これまでに述べた筆者の SMAPJとSλ!fAP2との解析から、これら遺伝

子の新たな作用機構の一端が明らかになった。一方で、、培養細胞の研究か

ら SMAPl,SMAP2の標的はそれぞれ Arf6,Arfl と考えられている

(1仔 19）。しかし、筆者の所属の研究室ではこれまでに SMAPl,SMAP2 

の遺伝子破壊マウスを作製しその小胞輸送への効果を解析しているが、培

養細胞での解析から得られたような小胞輸送系の異常は個体レベルでは

見られていない（18、未発表結果）。このような、培養細胞レベルの結果と

個体レベルでの結果の不一致は ArfGAPだけに認められるわけではない

ようである。なぜならば、筑波大学の金保らにより小胞輸送、特にエンド

サイトーシスに必須と考えられていた Arf6の遺伝子破壊マウスが報告さ

れているが、このマウスでも小胞輸送の異常は見られていなし、からである

（金保・私信）。培養細胞におけるノックダウンや阻害剤の実験結果はな

ぜ遺伝子破壊マウスでの結果を反映しないのか。この点は今後の重要な検

討課題と考えられる。

一方で、前述したように、 SMAPlとSMAP2の二重変異体は発生の極め

て初期で死亡することを新たに見いだした。このことは SMAPl と

SMAP2の機能に関して以下の 2つの新しい可能性を示唆している。すな

わち、 1) SMAPl, SMAP2にArf6,Arfl以外の共通の標的が存在し、そ

の標的は SMAPl,2がなくなると機能異常となりマウスが発生初期で死亡

する可能性と、 2) SMAPlとSMAP2は細胞内の局在が異なるが、何ら

かのメカニズムで一方の欠損を他方が補える可能性である。
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このことから考えると、さらに SMAPl,SMAP2の標的の Arf6,Arfl 

にも同様のことが当てはまる可能性がある。特に 2）の可能性に関しては、

最近になって、これまで細胞膜には存在しないと考えられていた Arflが

活性化型（GTP結合型）で細胞膜に存在し、 Arf6とは異なるエンドサイ

トーシスに関与する可能性が報告された（29）。このことから考えると、実

際には、細胞内の小胞輸送制御因子はこれまで考えられていたように、特

定の場所で排他的にのみ働いているわけではないのかもしれない。

そこで、未だ報告が無い SMAP2の標的である Arflの遺伝子欠損マウ

スを作製し、その生理的機能とこれらの問題とを解析することを目指した。

そのために Arfl遺伝子破壊マウスの作製を試みた。遺伝子破壊マウスを

作成する際には、遺伝子が完全になくなっているか、遺伝子の発現が完全

になくなっている必要がある。長いゲノム領域にまたがって存在する遺伝

子の場合は最初の ATGを含むエキソンへの挿入や、既に機能が判明して

いるエキソンの欠損などが行われるが、いずれも作成後に遺伝子の発現が

完全になくなっていない可能性があり、解析の際に問題になることがある。

今回の場合は、 Arflの翻訳領域が 2.1kbと比較的短いゲノム領域に存在

していることから、翻訳領域の DNA配列を全て欠く Arfl遺伝子破壊マ

ウスの系統の作製を試み、マウスを得ることに成功した。既に 2系統の

Ar fl遺伝子破壊 ES細胞に由来する Arfl遺伝子破壊ヘテロマウスの系統

を樹立している。現在までに得られたヘテロマウスには、これまで野生型

との違いは見られていない。なお、このヘテロマウスの交配を行ったが離

乳した 6匹のマウスに Arflを欠損するマウス個体は存在していなかった。

最近共同研究者の宮本（奈良女子大学・渡遷研）が行った Arfl欠損マ

ウスの解析から以下のことが明らかになってきた。ヘテロマウス同士の交
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配では、受精後 12日脹の時点で、野生型同士の交配では見られない母親

マウスの退縮した子宮が観察された。正常な大きさの子宮には野生型かヘ

テロ型の腔が存在したが、退縮した子宮内には腔は存在していなかった。

すなわち、 Arflホモ欠損マウスは胎生致死である可能性が示唆された（未

発表結果）。現在、どの時点でホモ欠損体が死亡しているのかを解析して

いる。 siRNAで Arflをノックダウンした培養細胞実験の結果では、細胞

に異常が見られなかったことから（30）、 Arfl欠損マウスが胎生致死である

ことは予想外の結果である。 SMAP1,SMAP2とは逆ではあるが、培養細

胞での解析結果と矛盾する結果が Arflでも得られていることは興味深い。

また、筆者が発見した SλIAPlとSMAP2との関係のように ArflとArf6

にも遺伝的な相互作用が存在する可能性が大いに考えられる。このことを

解析するために、筑波大学との共同研究を計画中で、既に作成されている

Arf6の遺伝子破壊マウスを導入するための手配を行った。このような解

析から、 Arfl遺伝子の生理機能と、 ArflとArf6の遺伝的関係が明らかに

なる事が期待できる。
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表

SMAP1、SMAP2二重欠損体は発生の初期に異常を呈し
離乳後！こSMAP1、SMAP2二重欠損体は存在しない

遺伝子型

発生段階 ( SMAP1-ISMAP1- ( SMAP1-ISMAP1- ( SMAP1-ISMAP1-

SMAP2+/SMAP2+) SMAP2+/SMAP2-) SMAP2・ISMAP2・）

P28 19 35 

E12.5 3 1 1 

E9.5 2 5 

受精後9.5日にはSMAP1、SMAP2二重欠損体が存在するが、

12.5日には旺が存在せず、退縮した子宮が見られた。（）内にその数を示す。
誕生後の離乳期にはSMAP1、SMAP2二重欠損体は存在しない。

。

(5) 

2 
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図の説明

図 1: Arfは小胞輸送を制御する

良く解析されている ArflとArf6とが関与する小胞輸送を模式的に表

した。 Arflは被覆タンパク質として COPIや clathrinを用い、 Golgiか

ら ER(Endoplasmic Reticulum）への小胞輸送と TGN(Trans Golgi 

Network）とエンドソーム聞の小胞輸送を制御していると考えられている。

一方 Arf6は細胞膜の周辺に存在し、被覆タンパク質として clathrinを用

い、細胞膜とエンドソーム聞の、エンドサイトーシス等の小胞輸送を制御

していると考えられている。

図 2: Arf GAPファミリーメンバーの模式図

ArfGAPファミリーメンバーの代表的な分子の模式図を示した。全て

のファミリーメンバーは ArfGAPドメイン（ArfGAP）に加えて、他の分子

と相互作用する様々なドメインを持つ。 SMAPlはクラスリン、 SMAP2

はクラスリンとクラスリン集合因子の CALMとの結合ドメインを有する

初めての ArfGAPである。

図中の略語は以下である。 ArfGAP,ArfGAP domain; CB, clathrin 

box; CALM BD, CALM-binding domain; A, ankyrin repeat; SHD, spa 

homology domain; PBS2, paxillin binding sequence 2; CC, coiled coil 

domain; PH, pleckstrin homology domain; PRD, proline rich domain; 

(E/DLPPKP)8, eight repeats of the sequence E/DLPPKP; SH3, Src 

homology 3 domain ; SAM, sterile-motif domain; RhoGAP, RhoGAP 
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domain; GLD,GTP-binding protein-like domain 

図 3: SMAPl、SMAP2の関与する小胞輸送部位の模式図

SMAPlはトランスフェリンや E－カドヘリンのエンドサイトーシス

など、細胞膜（Plasmamembrane）付近の小胞輸送と深く関与している

ことが報告されている。また SMAP2は Earlyendosome （初期エンドソ

ーム）と TransGolgi Network （トランスゴルジ網）との輸送に関与して

いる可能性が明らかになっている。

図 4: Arfl遺伝子破壊遺伝子座を作成するための設計図

Ar flの翻訳領域は 4つのエキソンに渡っており図に示した ORF＋α

の 2.lkbの領域に含まれている。この領域を遺伝子破壊細胞の選別マーカ

ー遺伝子であるネオマイシン耐性遺伝子（neo）の発現単位と置き換える形

での遺伝子破壊を計画した。遺伝子を破壊するために、図に示した

Targeting Vector(TV）を作成した。相同組み換えを起こすためのゲノムの

相同領域は上流 8kb、’下流 4kbとした。正しく組み換えが起こり、予想

した Arflの遺伝子座に TVが組み込まれたかは、初めに 4kb側の相同領

域を挟んで、組み込まれる neo遺伝子側と受けて側のゲノム DNAの配列

とにプライマーを設定した PCRにて確認する。そのために、図最下段に

示す ControlVector(CV）を作成し条件を設定する。

PCRにて、 4kb側で正しく組み換えが起こったと考えられる ES細胞

に関して、図に LP,SPで示した DNA配列をプローブとしたサザンハイ
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ブリダイゼーションで確認する。正しく組み込まれれば LPで野生型 20.3

kb、遺伝子破壊型（KO型） 14.9 kbが、 SPで野生型 18.3kb、遺伝子破

壊型（KO型） 11.3 kbが、 neoで 9.5kbのバンドが検出されるはずであ

る。この図では B6マウスのゲノム情報をもとに設計図を作成している。

使用した ES細胞 TT2は B6とCEAの雑種 ES細胞であるので SPで B6

由来の 18.3kbに加えて CEA由来の 4kbのバンドが検出される。

図 5:SMAP1とSMAP2の派生体の細胞内局在

SMAPlとSMAP2の全長とキメラ体の cDNAをHeLa細胞に導入し、

免疫蛍光染色して共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールは 4に示した。

Barは 20μm。

1.全長の SMAP2 SMAP2(1・428aa)

2.全長の SMAP1 SMAPl( 1・440aa)

3. SMAPlとSMAP2の N端と C端の領域を交換して作製したキメラタ

ンパク質。 SMAPl(1・349aa）周SMAP2(339・428aa)

4. SMAPlとSMAP2の N端領域と C端領域のアミノ酸配列を交換して

作製したキメラタンパク質。 SMAP2(1・338aa)-SMAP1(350・440aa)

模式図中の ArfGAP, CB, CALM-Bはそれぞれ ArfGAPドメイン，クラ

スリン結合領域， CALM結合ドメインを示す。

図 6: SMAP2の 339・428aaとGFPの融合タンパク質は全長の SMAP2

と融合した GFPタンパク質と似た細胞内局在を示す

79 



各融合タンパク質遺伝子を Cos-7細胞にトランスフェクションし蛍

光顕微鏡で観察した。スケールは 3に示した。 Barは 20μm。

1. GFP 

2. GFP-SMAP2(1・428aa)

3. GFP-SMAP2(339・428aa)

図 7: キメラタンパク質 SMAP2(1-338aa)-SMAP1 (350-440aa）は HeLa細

胞でのトランスフェリンのエンドサイトーシスを抑制する

各プラスミドを HeLa細胞にトランスフェクションし、細胞を

Alexa488-Tfnと共に 15分培養後、固定し、免疫蛍光染色処理を行い、共

焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールは 3に示した。 Barは 20μm。

1. SMAPl (1-440aa) 

2. SMAP2 (1-338aa)-SMAP1 (350・440aa)

3. SMAP2 (1・428aa)

図 8: SMAPlとSMAP2、SMAP2とSMAP2との相互作用の検討

SMAPl、SMAP2の Arf_GAP ドメインを除いた部分（SMAPlCと

SMAP2C と表記）での相互作用の有無を酵母のツーハイブリッド法にて

検討した。上段の SMAPlC と SMAP2C とは選択培地

(-Trp, -Leu, -His, -Ade）上で生育したことから相互作用を示したと判断し

た。一方、下段の SMAP2Cと SMAP2Cとの組み合わせでは選択培地上

で生育できなかった。
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図 9: SMAPlとSMAP2との相互作用に必要な領域の検討

SMAPlのArfGAPドメインを除いた SMAP1C(129・440aa）で、は機能

的な領域は、クラスリンと結合するクラスリン結合ボックス以外に判明し

ていない。そこで、 C 末端から順にアミノ酸を欠失させて解析を行った。

カッコ内は SMAPlのアミノ酸の位置番号を示している。図の下に書いた

線の A,B,Cはそれぞれアミノ酸で、 A(129・367),B(368・386),C(387・440)

を示している。さらに、図の B,C領域のみを有するものや、 B領域のみを

欠くなどの様々な SMAPlの欠失変異体を作成し、 SMAP2との相互作用

を検討した。選択培地上で生育した場合は＋、しなかった場合はーで表記

した。

図 10: SMAPlとSMAP2とのアミノ酸配列の比較

SMAPlと SMAP2のアミノ酸の配列を比較した。 SMAP2を 4つの

領域に分けると ArfGAP領域では SMAPlとの相同性が高いが、その他

の領域では相向性があまり高くなく、黒塗りの同一アミノ酸領域も狭いこ

とが分かる。 A領域を青、 B領域を黄緑、 C領域を赤で示した。

図 11: 受精後 7.5日、 9.5日で腔の異常が観察される

向かつて左が SMAPJ、SλfAP2二重欠損腔（矢印で示した）、右は

SλfAPlが欠損し、 SMAP2がヘテロ欠損体の腔である。

上段が受精後 7.5日目、下段が 9.5日目の怪である。 7.5日で脹が小

さいことがわかり、 9.5日目では発生が正常に起こらずに死亡しているこ
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とが分かる。

図 12: サザンハイブリダイゼーションによる ES細胞の相同組み換えの

確認

PCRにて 4kb側で正しく相同組み換えが起こったと考えられた ES

細胞に関して、図に LP,SPで示した DNA配列をプローブとしたサザン

ハイブリダイゼーションで確認した。予想したように、 1つの ES細胞以

外で、 Arfl遺伝子が破壊されたヘテロ体の ES細胞で検出されると予想さ

れる、 LPで野生型 20.3kb、遺伝子破壊型（KO型） 14.9 kbのバンド、

SPで野生型 18.3kb、遺伝子破壊型（KO型） 11.3 kb、neoで 9.5kbの

バンドがそれぞれ検出された。レーンに向かつて左から 4つ目の ES細胞

のみが正しく組み換えが起こっていなかったことが判明した。使用した

ES細胞 TT2はB6とCBAの雑種 ES細胞であるので SPでB6由来の 18.3

kbに加えて CBA由来の 4kbのバンドが検出されている。

図 13: Arfl破壊遺伝子が伝わった子孫の確認

ES細胞から作製したキメラマウスと B6マウスとを交配させ生まれ

た子供の遺伝子型を PCRにて確認した。 ArflKO遺伝子座を持っと判断

されたマワスのゲノム DNAを SPプローブでのサザンハイブリダイゼー

ションにて確認した。

向かつて左から、野生型 ESの TT2細胞、キメラマウス、キメラマ

ウスと B6マウスとの交配から生まれた Flマウス。予想されるように、

B6の野性型と遺伝子破壊型（KO型）の 2つのバンドが検出された。
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図 14: SMAPJ、Sλ£AP2二重欠損体と Ar.企pl欠損腔との比較

上段が Sλ£AP1、SMAP2二重欠損体の 7.5日腔で、下段が Ar丘pl欠

損匪を示す。怪の大きさに加えて、両者の形態が一部似ていることが分か

る。

A,Cは野生型と同じ形態の腔。 B,Dはヘテロ同士の交配でのみ見られ

る形態が野生型とは異なる脹。
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図11
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The carboxy-terminal region of SMAP2 directs subcellular localization as 

well as Arf protein specificity. 
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