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論文内容の要旨

〔目的〕

晴乳動物細胞において，その増殖，分化あるいは癌化といった現象を調べる上で，細胞周期に関与

する遺伝子を単離，解析することは必要不可欠であるo 下等真核細胞である酵母では，変異株を用い

た遺伝学的解析から細胞周期の調節機構について?ある程度の研究が進んでおり， G2/M 期を調

節する遺伝子として cdc2 +, cdc 25+ , wee1 -:, niml + などが知られている。乙のなかで、 cdc2+ ， cdc 25+ 

の相同遺伝子が晴乳動物細胞で単離されており， G2/M期の調節機構は種を超えて保存されていると

考えられる。分裂酵母において cdc25+ は G2 期からM期への移行を促進 L，逆にωee1+ 遺伝子はG2

1M期の移行を抑制する働きを持つ。 cdc25+ ， wee1 + 両遺伝子が適切に機能する乙とにより細胞の分

裂時期を決定していると考えられている。 cdc25+の異常発現をともなうωee1 +の機能欠損はそのタイ

ミングを狂わせ，結果として染色体の異常を引き起乙すことが知られている。一方，晴乳動物細胞の

癌化と細胞周期遺伝子との関係に関しては現在のと乙ろ全く不明であるが，癌化の初期あるいは悪性

化に伴う染色体の不安定化が分裂酵母における G2/M期調節の破綻による染色体異常と類似している

ことから，乙のような細胞周期遺伝子が細胞の癌化に深くかかわっている可能性がある。しかしながら，

wee1 +遺伝子に関しては，分裂酵母以外にその存在が明らかにされていない。本研究では，分裂酵母

における mitotic inhibitor であるωee1 + 遺伝子に着目し，ヒトにおけるωω1+相同遺伝子を単離する

乙とによりその存在を明らかにすることを目的とした。
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〔方法ならびに成績〕

1. 分裂酵母weel変異を相補するヒト cDNA の単離

分裂酵母 (Schizosαcchαromyces pombe ) 温度感受'性 weel変異株は高温下で、 G2期からM期への

促進が見られる。更にこの変異株内で、mitotic inducer である cdc 25+ 遺伝子を過剰発現させること

により. DNA合成が完了する前に細胞の分裂が起乙り染色体の不安定化を引き起こし致死を示す。

そ乙でこの cde25+ を過剰発現させたωel 温度感受性変異株を宿主としてヒト繊維芽細胞cDNAを

酵母内に導入することにより遺伝子相補を行なった。約 3x 106 個の形質転換株から高温下 (37 0C)

で生育可能な 2 0 コロニーを選択し，その内の 1 コロニーから cDNA (防雪'EIHu) を回収した。 乙

の cDNAを再び、分裂酵母内に導入し，変異を強く相補することを確認した。 cdc2変異株の一つで、あ

る cdc2-3w は cdc 25+ 過剰発現株と似た性質を示し . weelとの二重変異株は，高温で同様に致死を

示す。そこで得られたcDNA を乙の変異株に導入したと乙ろ，高温下 (34-37 OC) で強く相補し

Tこo

2. cDNAの塩基配列の決定

WEEIHuの塩基配列を決定したと乙ろ，全長約 2.8 kb. 432 個のアミノ酸をコードし，その分

子量は約 49k dalton であった。

3. 分裂酵母 ωeel 遺伝子との相向性

アミノ酸配列の結果よりコンピューターを用いた解析からこの遺伝子産物はセリン，スレオニン

キナーゼ領域をその中央部に持ち，分裂酵母ωeel+遺伝子のプロテインキナーゼ領域と最も高い相向

性を示した (2 9 ~ぢ)。しかしながら，両末端の非キナーゼ領域については，分裂酵母 ωeel 遺伝子

との相向性は認められなかった。

4. 分裂酵母ωeel 変異を相補するWEEIHu の活性領域の検討

WEEIHuから欠損，及びフレームシフト変異を作製し ωeel を相補する cDNA の活性領域の検討

を行なったと乙ろ，非キナーゼ領域を欠失しても相補能に変化は認められなかったが，キナーゼ領

域を欠失あるいはフレームシフトする乙とによりその活性が失われた。

5. 分裂酵母内で、のWEEIHu 過剰発現の効果

分裂酵母ωeel+ 遺伝子はその発現量に依存するかたちでG2 期からM期への移行を抑制し，結果

として過剰発現された株ではその細胞体が伸長する。同様にWEEIHuをSV40 プロモーターを用い

分裂酵母内で発現させると若干の細胞の伸長が認められた。さらに強力なプロモーター (human

cytomegalovirus promoter) を用いる乙とにより，著しく長い(野生株の 4-6 倍)細胞が観察さ

れた。一方，フレームシフトにより仰el 変異に対する相補能の失った cDNA では， 細胞の伸長は

観察されなかった。

6. 晴乳動物細胞内で=のWEEIHu過剰発現の効果

Rat 細胞株 Cnormal rat kidney: NRK) に WEEIHuを導入し flow cytometry を用いて DNA量

を測定することにより細胞周期の検討を行ったと乙ろ，導入した細胞のうち約 3 0 労の株について

G2/M期の細胞の割合が増加する傾向を示した。一方，コントロール群に関しては，特に顕著な変

化は認められなかった。
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〔総括〕

得られた cDNA G砲EIHu:) は1).分裂酵母weel 変異を相補した。 2). その相補能には，蛋白質リ

ン酸化酵素活性が必要であると考えられた。 3). 発現量依存的に分裂酵母のG2 期を長くした。 4). 

晴乳動物細胞についても同様にM期への移行を抑制すると考えられた。 5). 分裂酵母 ω'eel+遺伝子と

最も相向性が高かった。以上の乙とから，研宮'EIHuは構造的にも機能的にも分裂酵母 ωeel+遺伝子のヒ

ト相同遺伝子であると考えられた。時宮'EIHu は晴乳動物細胞の細胞周期を抑制的に調節する遺伝子と

して初めて単離されたものであり，細胞の増殖あるいは癌化を調べるうえで重要であると思われる。

論文審査の結果の要旨

分裂酵母weel+遺伝子は，細胞周期G2期を調節する遺伝子の 1 つであり，分裂期 (M期)への移行

を抑制する機能を持つ。しかしながら，乙のような細胞周期抑制遺伝子の存在は分裂酵母以外では知

られておらず，高等真核細胞での細胞周期抑制の分子機構の実体は不明である。本論文は分裂酵母

卸eel変異を相補するヒト遺伝子を単離，解析し，機能的にも構造的にも分裂酵母 weel+遺伝子のヒト

相同遺伝子である乙とを示し，細胞周期G2 期の抑制的制御機構が酵母から晴乳動物細胞に至るまで

広く存在する乙とをはじめて証明したものである。従って，本研究は学位に値するものと考える。
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