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論文内容の要旨

1.はじめに

核膜には、物質の輸送に関係する核膜孔複合体 (NPC)や核膜の裏打ち構造である核ラミナなどの構造が存在する。

核ラミナの主要な構成蛋白質としては、中間径フィラメント蛋白質の一種である、ラミンが同定されている。本研究

ではラミン B の部位特異的抗体を作成し、アフリカツメガ‘エルの培養細胞を用いて、ラミン B の動的性質について調

べた。また、アフリカツメ力。エルの分裂期の卵抽出液を用いて、 in vitro の核膜崩壊について調べた。

2. アフリカツメガエルのラミン B の cDNA の同定

はじめにアフリカツメガエルの血球細胞のラミン B を抗原として、ラミン B に特異的なウサギ血清を得た。この血

清を用いて、アフリカツメガエル卵由来の cDNA ライブラリーをスクリーニングした。その結果、ラミン B 1 、ラ

ミン B 2 、ラミン B3 の 3 種類のクローンを得ることができた。なお、ラミン B 1 、ラミン B 2 についてはそれぞれ

2 種類ずつのサブタイプがとれ、アミノ酸配列でおのおの91.6%、 94.1%の相向性を示した。

3. ラミン B の部位特異的抗体の作成

ラミン蛋白質は中央のロッド部分と N末ならびに C末の三つの領域からなるo そこで、得られたラミン B 1 および

ラミン B 2 のクローンを用いて、ラミン B 1 (583aa) については N末領域 (7-173aa)、およびC末領域 (365-583aa) 、

ラミン B 2 (623aa) については中間領域 (63-418aa) のリコンビナントの GST-融合蛋白質を作製した。それぞれ

の蛋白質を抗原とし、ウサギ抗ーラミン B1N末領域抗体、ウサギ抗ーラミン BIC末領域抗体、マウスーラミン B

2 中間領域抗体の 3 種類のポリクローナルな特異的抗体を得た。

4. 中間期の細胞におけるうミンの状態

得られた 3 種類の抗体を用いて、アフリカツメカポエルの腎臓由来の培養細胞である A6 細胞を間接蛍光抗体法で観

察した。 C末領域の抗体、および中間領域の抗体は、ともに核膜に強い蛍光を示した。一方、 N末領域の抗体では、

核膜の蛍光は弱く、核内に強い蛍光を示した。また、単離したアフリカツメ力。エルの肝臓の核を間接蛍光抗体法で‘観

察したところ、同じような結果が得られた。これらの結果からラミンは核膜の裏打ち構造だけではなく、核内にも存

在して構造を作っていることが示唆された。また、部位特異的抗体による染色の違L、から、これらの構造の構築様式

は異なることが示唆された。

5. 分裂期の細胞におけるラミンの状態
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次に分裂期のA6 細胞を N末領域の抗体、中間領域の抗体を用いて観察した。 prophase では染色体の凝縮が始ま

るが、この時期では中間期とは異なり、いずれの抗体でも核膜に強い蛍光が見られた。なお、 N末領域の抗体で観察

された核内の蛍光は、 prophase の初期の核では見られたが、後期の核では見られなかった。 metaphase から ana

phase にかけては、核膜が崩壊し染色体の移動がおこるが、この時期ではいずれの抗体でも、凝縮した染色体を除く

細胞質全体に強い蛍光が見られたo telophase では染包体の脱凝縮と核膜の再構成がおこるが、この時期では pro

phase 同様に、いずれの抗体でも核膜に強い蛍光が見られた。以上の結果は、中間期の核膜のラミナ構造と、

prophase および telophase の核膜のラミナ構造の構築様式は異なっていることを示唆している。おそらくこの時期

においては、ラミンは核膜に存在していながら完全に重合していない状態にあるため、普段ブロックされている抗原

部位が露出し、認識されるようになったものと考えられる。

6. 分裂期の卵抽出液中における in vitro の核膜の崩壊

無細胞システムは生化学的な操作が容易で、核膜の構築と崩壊の現象を調べるには有利である。そこで、アフリカ

ツメガエルの分裂期の卵から調製した抽出液と、アフリカツメガエルの単離核を用いて、 in vitro の核膜の崩壊を試

みた。分裂期の卵抽出液とアフリカツメガエルの血球細胞の核を混ぜ、 ATP 存在下で250Cで反応させた。反応後約

30分で核は膨潤し、その後、凝集しはじめ、 60分後には一本の棒状になった。 DHCC による核膜の蛍光染色は、核

が膨潤したころから少しず、つ弱くなり、 60分後にはほとんど見られなくなった。同じ現象は肝臓の核でも見られた。

次にラミン B 2 の抗体および、核膜孔複合体の構成蛋白質である p62の抗体を用いて、核膜崩壊時の蛍光変化を観

察した。いずれの蛋白質も核が膨潤し始めるころに部分的に核から消えはじめ、ドット状のパターンを示した。以上

の結果から、分裂期の卵抽出液中において、核膜崩壊がおきることがわかった。しかし、普通の細胞の分裂とは異な

り、核の膨潤があることや、染色体の凝集の前に核膜が崩壊することがわかった。このことから、核膜崩壊は染色体

の凝集とは異なる系により制御されていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

細胞が増殖する際、染色体を包む核膜構造はいったん崩壊し、染色体が分配され後に再形成される。この変化を司る

のは、ラミン類と呼ばれる核膜裏打ち蛋白質である。高森君はラミン蛋白のどのような変化がこの劇的な変化をもた

らすのかに興味を持ち、研究を進めた。ツメカボエル卵 cDNA ライブラリーをスクリーニングして新しい種類のラミ

ンを 2 種同定して構造決定し、またラミン蛋白の領域ごとに特異的な抗体を作成して細胞増殖の各段階でのラミンの

状態について解析した結果、各段階ごとにラミン類が特徴的な状態で存在することを明らかにした。これらの結果は

細胞増殖の機構研究に新しい方法と視点を提供したものであり、理学博士の学位論文としてふさわしいものと認める。




