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課題Ａ基本的生命

小胞輸送を制御するタンパク質複合体の構造機能解析小胞輸送を制御するタンパク質複合体の構造機能解析

（１）ARFファミリーの低分子量GTPaseとその

エフェクターArfaptin/PORの相互作用の解析、お

よび細胞内局在の解析を行った。これまでは

ARFのエフェクターと考えられていた Arfaptin-1
とArfaptin-2が、ARFよりもARL1と強い相互作用

をすること、およびARL1依存的にTGNに局在す

ることを見出した。

（２）Arfaptin1について、得られた精製タンパク質を

ARF1やARL1と混合後ゲル濾過クロマトグラフィーを

することによって、複合体を得ることに成功した。

Arfaptin1のBARドメインとARL1の複合体については、

8Å分解能の結晶を得ることに成功しており、現在結

晶化条件を改善中である。また、精製後時間が経つと

タンパク質が分解するケースが見出されたので、それ

らについては分解しない条件を検索すると共に、分解

産物に相当するコンストラクトをデザインして大量発

現実験を行っている。

（３）ARF6がそのエフェクターであるキネシン様タ

ンパク質MKLP1とともに、細胞質分裂時にミッドボ

ディーのマトリックスに局在することを見出した。

細胞機能の調節における小胞輸送の役割
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1

shRNA: control ARF1 ARF1 +ARF3ARF3 

Arfaptin1

Arfaptin2

Input GST GGA1 (GAT) Arfaptin1  Arfaptin2

1 3 5 6 1 3 5 6 1 3 5 6 1 3 5 6 1 3 5 6
ARF（QL)

ArfaptinsとARFsの結合

ARF1とARF3をノックダウンされた時Arfaptinsのゴルジ局在に影響

なし

BAR domain  
Homology

N-terminal C-terminal 

1 108  121  321   342

80%Arfaptin1

Arfaptin2

BAR (Bin/Amphiphycin/Rvs) domain : a 
module that is involved in dimerization,
membrane binding and curvature-sensing.

WT QL TN WT QL TN WT QL TN WT QL TN WT QL TN

ARL1

Input(1/40) GST GGA1 (GAT) Arfaptin1  Arfaptin2

ARL1(QL)

1     2     3     4      5      6     7      8      9

1.Input(1/40)
2.GST
3.GGA1(GAT)
4.Arfaptin1
5.Arfaptin1N
6.Arfaptin1C
7.Arfaptin2
8.Arfaptin2N
9.Arfaptin2C

Vector

Arl1(QL)

Arl1(TN)

Arfaptin
1         2

Bait

Prey  

1N         2N        1C        2C
Arfaptin

Vector

Arl1(QL)

Bait

Prey

ArfaptinsはARL1-GTPと結合する

ArfaptinsがARL1-GTPと結合する部位はArfaptinsのC末端（BAR domain)である

Arl1Arfaptin1

Arl1Arfaptin2

ArfaptinsとARL1共局在

Arfaptin1 Arl1Arfaptin2

Arfaptin1 Arl1Arfaptin2

Arfaptin1 ARFRP1Arfaptin2

Arfaptin1 ARFRP1Arfaptin2

siLacz

siArl1

siLacz

siARFRP1

ARL1をノックダウンされた時Arfaptinsはゴルジから消失する

1N       2N      1C       2C

Arfaptin1N

Arfaptin1C

Arfaptin2N

Arfaptin2C

PICK1(BAR domain)

Arfaptin

Vector

Bait

Prey

Vector

Arfaptin1

Arfaptin2 

Arfaptin
1         2

Bait

Prey

PICK1(BAR domain)Tarricone et al. Nature 411, 215-219(May 2001)

Arfaptin2のX線解析構造

Arfaptins同士はhomodimerを作るのみならず、heterodimerも作る

dimerの形成部位はC末端（BAR domain)である
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TGN46: TGN (trans-Golgi network) marker

GM130: cis-Golgi marker

Arfaptinsの局在

Arfaptin１もArfaptin2も主にゴルジ体特にtrans-Golgiに局在する
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Arf6 T27N（GDP結合型：不活性型）はmidbodyに局在しない

MKLP1はArf1,Arf6とGTP結合型特異的に結合する

Arf6とMKLP1とのInteraction
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細胞質分裂の制御
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