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論文内容の要旨

【目的】

Pericentriolar material-1 (PCM-1 )蛋白の細胞内局在の解析。 Centriolar satellites (CS) が中心体近辺に局

在するメカニズムの解析。 CS の機能解析。

【方法ならびに成績】

1.抗中心体周辺物質モノクローナル抗体 (mAb) の作成

精製した中心体と Xenopus 卵抽出液とを混ぜてインキュベーションし、中心体と共沈する蛋白を抗原としてマウ

スを免疫、 mAb を作製した。細胞の免疫染色によりスクリーニングし、複数の抗中心体周辺物質 mAb が得られた。

2. 抗中心体周辺物質 mAb ・ W8C3 による発現スクリーニング

得られた抗中心体周辺物質 mAb の一つである W8C3mAb を用いて、 Xenopus 卵 cDNA ライブラリをスクリー

ニングしたところ、 pericentriolar material-1 (PCM -1 )蛋白の Xenopus ホモログの cDNA を得た。 PCM-l

は CREST 症候群患者の抗中心体自己抗体を用いたスクリーニングにより発見された蛋白であるが、その細胞内局在

の詳細及び機能は不明のままであった。そこで我々はまず PCM-l 蛋白についての解析を始めた。

3. PCM-1 の細胞内局在の解析

まず、 Xenopus PCM -1 (XPCM -1 )のC末端側のポリペプチドを抗原として抗 XPCM- 1 ポリクローナル抗

体 (pAb) を作製し、その pAb が XPCM- 1 を特異的に認識する事を確認した。次にこの pAb を用いて免疫染色を

行った。 Xenopus A 6 細胞を抗 r tubulin -mAb と抗 XPCM- 1 pAb を用いて免疫二重染色したところ、抗

XPCM-1 pAb による中心体の染色は r tubulin の染色に比べてより大きく、形も不整であった。また XPCM- 1 

は細胞質内に散在する点状の染色が認められた。さらに免疫電顕を行ったところ、 XPCM- 1 が中心体周辺物質の

構成蛋白ではなく、 centriolar satellites (CS) の構成蛋白である事が明らかとなった。 CS は中心体周辺に散在する

ゆ 80--100nmの電子密な球状の非膜系構造物で・あり、今迄CSに局在する蛋白は知られていなかった。

4. CS の中心体周辺への局在メカニズムの解析

次に CS の中心体周辺への局在メカニズムについて検討した。 Xenopus A 6 細胞を nocodazole 処理し細胞内微小

管ネットワークを破壊した後観察すると、 CS は中心体を離れ細胞質内に散在していた。次に nocodazole 処理後、細

胞を培地で洗い経時的に固定、観察したところ、微小菅ネットワークの再構築に伴いCSは中心体近辺に再局在した。
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以上より、 CS の中心体への局在は微小管依存性である事がわかった。

5. CS の動きの観察

次に， green fluorescent protein (GFP) と XPCM- 1 のキメラ蛋白を発現する A6 細胞を作製し、このキメラ蛋

白が CS に局在する事を確認した。この細胞を観察したところ、 CS は細胞質内を運動し、その速度は最大0.7μm

/sで、ある事がわかった。

さらに上記の細胞から GFP でラベルされた CS を組精製し、 Xenopus 卵抽出液を用いた in vitro 再構成系で CS の

運動を観察した。 CS は微小管に沿って、中心体方向(微小管マイナス端方向)に最大秒速0.7μm/sで、運動し、結

果として中心体周辺に集積した。微小管プラス端方向への運動は観察されなかった。この CS の運動は AMP

PNPI00μM では阻害されなかったが、 vanadate 10μM、または抗 dynein 中閉鎖抗体により完全に阻害された。

以上より CS の運動が dynein motor 依存性である事が示唆された。

6. 繊毛形成時の PCM-l の細胞内局在の解析

繊毛形成時には fibrous granules (FG) と呼ばれる電子密な構造物が細胞質内に多数出現し、中心子(基底小体)

複製に伺らかの役割を担っているとされる。 FG は CS と非常に似た構造を持ち、形態学的に区別出来ない。そこで、

PCM-l が FG に局在するか否か検討した。マウス鼻呼吸上皮を 1 %ZnS04 水溶液で処理する事で繊毛形成を惹起

し、 4 日後に固定、観察した。免疫染色にて PCM-1 が繊毛形成時に著明に増加する事が示された。免疫電顕によ

り PCM-1 が FG に局在する事が示された。

【総括】

今回我々は、 CS/FG に局在する蛋白を初めて同定し、 CS が微小管依存性に細胞質内を運動し、微小管マイナス

端に集積する性質を持つ新規非膜系オルガネラである事を示した。 CS の機能は未だ不明であるが、繊毛形成時にお

ける観察より、 CS と FG が同ーのオルガネうであり、共に中心子複製に関与している可能性が示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 25--40年前に行われた中心体、繊毛形成及び基底小体形成の電顕観察を基に、近代の分子細胞生物学的

な手法を駆使する事で、非常に興味深い知見を得たものであるo まず、中心体近傍に存在する φ80--100nmの電子密

な構造物として形態学的に記載されていた centriolar sa telli tes を構成する蛋白 (PCM- 1) を初めて同定した。次

に、生細胞内において、 centriolar satellites が微小管依存性に輸送され中心体近傍に局在する事を示し、さらに

Xenopus 卵抽出液を用いた in vitro 再構成系において、 centriolar satellites が微小管依存性モーター蛋白により輸

送され、中心体近傍に集積する新規非膜系オルガネラである事を示した。また、繊毛上皮において、繊毛形成に伴う

基底小体(中心子)複製時に出現すると記載されていた fibrous granules に PCM-1 蛋白が局在する事を示し、 fi

brous granules と centriolar satellites が同一のオルガネラであり、共に中心子複製に関与している可能性を示唆し

た。以上より、本研究は博士の学位授与に値すると考えられるo
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