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[目的]

低分子量G蛋白質 Rho はアクチン系を介して，細胞運動，細胞形態，細胞質分裂などの種々の細胞骨格系依存性

の細胞機能を制御していることが明らかにされている D しかし， Rho の作用機構についてはまだ明らかにされてい

ない。その理由の 1 つは，動物細胞においては遺伝学的解析が容易でなし、からである。一方，遺伝学的解析が比較的

容易に行える出芽酵母においても，動物細胞の Rho に相同な Rho 1 が見出されている。私どもは現在までに，

Rho 1 の変異株が出芽できずに死んでしまうことを明らかにしている。また，出芽の際に， Rho 1 とアクチンがとも

に出芽の部位に局在し出芽を制御することや，細胞質分裂の際に， Rho 1 とアクチンがその収縮輪にともに局在する

ことを明らかにしている。しかし，今までのところ，出芽酵母においても Rho からアクチンへ至る経路は明らかに

されていない。

そこで，本研究では， Rho からアクチンへ至るシグナル伝達経路を明らかにする目的で， 出芽酵母の Rho 1 の標

的蛋白質遺伝子のクローニングを試みたO

[方法ならびに結果]

1) RhoA 温度感受性変異株の作成

582bp の RhoA 遺伝子の翻訳領域， 140bp の TDH3 遺伝子の転写翻訳終末領域，および， 1. 1kbp の URA3 遺伝子

を含む1.8kbp の遺伝子断片を，野性株の RH01 遺伝子の遺伝子座に置き換えた株を作成した。同様に ， u丸43 遺

伝子を HJS3 遺伝子に置き換えた反対接合型の株を作成したo これらの 2 つの株を接合させることで 2 倍体の RhoA

温度感受性変異株の作成に成功した。この株は， 240Cでは成長できたが， 350Cでは成長することができなかったO

2) RhoA 温度感受性変異株の優性復帰変異株の単離

上述の方法により得た RhoA 温度感受性変異株約 5 x10 8 個を培地に撒き ， 10%の生存率の条件下で uv を照射し

た。そして35
0

Cで 4 日間培養し， 3 つの独立したクローンを単離したo そのうちの l つについて解析したところ， こ

の優性復帰変異株の変異が，一遺伝子変異であることが明らかとなった。また，他の 2 つについても遺伝学的解析よ.

り同一の遺伝子に変異が生じていることが明らかとなった。この変異株から染色体 DNA を抽出し，染色体 DNA ラ

イブラリーを作成したD そして， このライブラリーを用いて抑圧変異遺伝子の単離を行った。

3) 抑圧変異遺伝子の同定
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上述のライブラリーから単離した抑圧変異遺伝子の制限酵素地図解析および，塩基配列の解析から， この遺伝子が

動物細胞の C キナーゼのホモログである PKCl 遺伝子を含むものであることが明らかとなった。そこで， この抑圧

変異遺伝子が PKCl 遺伝子そのものであることを確かめるため t P CR法を用いて上流562bp をおよび下流175bp を

含む約4.2kbp の変異 PKCl 遺伝子を単離した。この遺伝子断片は RhoA 温度感受性変異株の温度感受性を抑圧した。

この結果から，抑圧変異遺伝子が PKCl 遺伝子であることが明らかとなった。

4) P'KCl 遺伝子における変異部位の同定

この変異が優性活性型の変異であることから，変異の生じた部位を同定することが重要である O 塩基配列の解析か

ら 1193番目の塩基がCGTから CCTへ置換されていたo この変異はt Pkcl の偽基質配列内の398番目のアミノ酸

をアノレキoニンからプロリンへの置換を引き起こしていることが明らかとなった。偽基質配列はすべての PKC におい

て保存された領域で，活性化のシグナルがない時には触媒領域に結合して不-活'性型に維持する機能を有しており， こ

の配列に変異を持つ Pkc 1 は構成的に活性型となるo このことから t Rho 1 の機能は Pkc 1 を活性化することである

ことが示唆された。

5) Two-hybrid system による Rho 1 と Pkc 1 の結合

前の結果から t Rho 1 が Pkc 1 を活性化することが示唆された。そこでt Rho 1 と Pkc 1 が直接結合するか否かに

ついて Two-hybrid system を用いて検討した。その結果t Pkc 1 は GTP 結合型と考えられる優性活性型変異

Rho 1 とのみ特異的に結合した。したがってt Pkc 1 がt Rho 1 の標的蛋白質であることが明らかとなった。また，

Rho 1 は Pkc 1 の377番目から640番目のアミノ酸領域と結合することが明らかとなった。

6) RhoA 変異株と Pkc 1 を介する MAP キナーゼ系との関係

現在までt Pkc 1 はMAP キナーゼ系を介して細胞壁形成を制御していることが明らかになっている。そこで，

RhoA 変異株の温度感受性がt MAP キナーゼ系を構築する遺伝子によって抑圧されるかを検討した。その結果，

MKKl 遺伝子の優性活性型変異や MPKl 遺伝子の高発現により抑圧されることが明らかとなったo このことから，

Rho 1 が Pkcl を介してMAP キナーゼ系を制御して，細胞壁形成に関与していることが明らかとなった。

7) Rho 1 の標的蛋白質の多様性

上述の結果から t Pkc 1 が Rho 1 の標的蛋白質であることが明らかとなったがt PKCl 遺伝子破壊株の致死性が浸

透圧安定剤であ .&lM ソルビトールで抑圧される一方t RHOl 遺伝子破壊株の致死性が抑圧されないことから，

Rho 1 が Pkc 1 を介する経路とは別のシグナル伝達経路も制御していることが示唆されたo そこでt Rho 1 の標的蛋

白質との相互作用領域に変異の生じた 3 種類の温度感受性変異株を作成した。そして，活性型変異 PKCl 遺伝子に

よる35
0

Cにおける抑圧を検討したところ t rho 1 (V 43T) 株の温度感受性は抑圧されなかった。このことから，

Pkcl を介する経路とは別の経路が少なくとも 1 つ t Rho 1 の下流に存在することが明らかとなった。

[総括]

本研究では，出芽酵母の遺伝学的解析を用いて Rho 1 が Pkc 1 を介してMAP キナーゼ系を制御して，細胞壁形成

に関与していることを明らかにした。さらにt Rho 1 は下流において 2 つ以上のシグナル伝達経路を制御し，多様な

細胞機能を制御している可能性が明らかとなったo しかし t Rho 1 による Pkc 1 のプロテインキナーゼ活性の活性化

についてはまだ成功していな L 、。 Rho 1 が Pkc 1 を直接活性化するのか作用部位へのトランスロケーションに関与し

ているのかをさらに明らかにしていかなくてはならな L 、。また t Pkcl とは別の Rho 1 の標的蛋白質遺伝子をクロー

ニングすることでt Rho からアクチンへ至るシグナル伝達経路を明らかにしてし、かなくてはならなし」今後は， こ

の出芽酵母で得られた結果をもとに，動物細胞における Rho の標的蛋白質遺伝子をクローニングすることで t Rho 

を介する種々のシグナル伝達機構の解明や，アクチン系を介する細胞機能の分子制御機構が明らかにできるものと考

えているo

論文審査の結果の要旨

本申請者は，本研究により出芽酵母の Rho 1 の標的蛋白質の 1 つが Pkc 1 であることを明らかにするとともに，
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Rho 1 が Pkc 1 を介してMAP キナーゼカスケードを制御して，出芽酵母の細胞壁形成に関与していることを明らか

にした。さらに， Rho 1 は Pkc 1 を介する経路とは別のシグナル伝達経路を少なくとも 1 つ制御していることを明ら

かにした。この結果は，動物細胞においても Rho がプロテインキナーゼ型標的蛋白質を介して， MAP キナーゼカ

スケードを制御しているとともに，いま一つの新しいシグナル伝達経路を制御していることを強く示唆するものであ

る。

本研究は，実験結果自体の意義もさることながら，今後の発展性にも期待できるものがあり，生命科学への貢献度

が極めて高い研究といえる。したがって，学位授与に十分値すると考えられる O
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