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論文内容の要旨

【目的】

Rho 低分子量G蛋白質(以下、 Rho と略す)は、アクチン細胞骨格の再編成を制御することにより、細胞質分裂を

はじめ、種々の細胞機能を制御していることが明らかにされているが、その詳細な分子機構には不明な点が多し 1。私

の所属する研究室では、出芽酵母にも Rho が保存されていることに着目し、その機能の解析を行ってきている。こ

れまでに、 Rho は出芽時には芽の先端部に、細胞質分裂時には収縮輪に局在し、アクチン細胞骨格の再編成を介し

てこれらの細胞機能を制御していることを明らかにしている。さらに、 Rho の標的蛋白質として、酵母から動物細

胞まで広く保存されているフォルミンファミリーメンバーに属する Bni 1 を単離し、 Bni 1 の変異株が、細胞質分裂

や細胞の極性形成の異常といった表現型を示すことや、 Bni 1 がプロフィリンを介してアクチンの重合過程を制御し

ていることを明らかにしている o 最近、私共は、 Bni 1 の結合分子として、 Spa 2 を見い出している。 Spa 2 は出芽

部位や収縮輪に局在し、細胞質分裂に関与することが報告されている。さらに、私共は、 Spa 2 変異株を用いた検討

により、 Spa 2 が Bni 1 の出芽部位への局在に必要であることを明らかにしている。しかしながら、この Bni 1-

Spa 2 複合体が、どのような機構を介して細胞質分裂や出芽を制御しているのかについては未だ不明な部分が多い。

そこで、本研究では、 Spa 2 に結合する蛋白質を Yeast two-hybrid 法を用いて検索し、得られた遺伝子産物の解析

を行った。

【方法ならびに成績】

1) Spa 2 結合蛋白質の単離

Spa 2 の400-550アミノ酸領域が、 Spa 2 の出芽部位や収縮輪への局在に必要であることが報告されている。そこ

で、その領域に結合する蛋白質の同定を Yeast two-hybrid 法を用いて行ったD 出芽酵母のゲノムライブラリーを用

い、 2 X 10 6個のクローンについてスクリーニングした結果、 15個の陽性クローンを得た。それらの塩基配列を決定

したところ、 15個すべて、出芽酵母ゲノムのデータベースには登録されているが、その機能が解析されていない

YDL225w であった。欠失変異体を用いた解析を行ったところ、 Spa 2 の400-550 アミノ酸領域と、 YDL225w の C

末端側の282-552アミノ酸領域が相互作用した。 YDL225w は、 552アミノ酸残基からなる蛋白質であり、 N末端側に

ヌクレオチド結合性を持っと考えられているP-loop motifを、 C末端側に coiled-coil domain を持っていた。また、

データベースサーチにより YDL225w は、セプチンファミリーにホモロジーを有することが明らかとなったo セプチ
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ンファミリーとは、 Cdc 3 、 Cdc1 0、 Cdc1 1 、 Cdc1 2 を主たるメンバーとする GTP 結合蛋白質群であり、細胞質分裂

時に収縮輪とともにフィラメントを形成し、細胞質分裂において必須な役割を果たす。この新規セプチンは出芽酵母

セプチンの 7 番目のメンバーに相当するので\ Shs 1 (Seventh Homolog of Septin) と命名した。 Shs 1 とセプチ

ンメンバーのひとつである Cdc 3 とのホモロジーは約30%であった。

2) Shs 1 破壊株の解析と Shs 1 の局在

Shs 1 遺伝子を破壊したところ、 24度、 35度それぞれの条件下における生育速度は野生型と同様であったが、細胞

形態には明らかな異常が見られた。すなわち、細胞は分裂できずに多核となり、いくつもの細胞が連なった形態を示

した。これは、セプチンの変異株の表現型とよく似ており、 Shs 1 が、セプチンと同様、細胞質分裂において機能し

ていることを示している。また、 Shs 1 Spa 2 二重変異株を作成したところ、 Shs 1 の細胞質分裂異常が促進され、

Shs 1 は Spa 2 と遺伝子的に相互作用することが明らかとなったo したがって、 Shs 1 と Spa 2 との結合は生理的

に意味があるものと考えられる。一方、 Shs 1 のC末端側に GFP を結合させた Shs 1 -GFP を作製し、その局在を

検討した結果、 Shs 1 -GFP は他のセプチンファミリーメンパーと同様、収縮輪に局在していたo

3) Shs 1 と他のセプチンメンパーとの相互作用

セプチンフィラメントは、少なくとも Cdc 3 、 Cdc10、 Cdcll、 Cdc1 2の 4 つのセプチンファミリーのメンバーの

複合体であり、メンバ一間で相互作用することが報告されている o そこで、 Yeast two-hybrid 法により、 Shs 1 が

他のメンバーと相互作用するか否かを調べたところ、 Shs 1 は Cdc1 2 と特異的に結合することが明らかとなったo こ

の結果は、 Shs 1 が Cdc12との相互作用を介して他のセプチンファミリーと協調し、細胞質分裂を制御していること

を示唆している。

【総括】

本研究では、 Rho-Bni 1 -Spa 2 系の細胞機能をさらに解析するために、 Spa 2 の出芽部位や収縮輪への局在に

必要十分であることが示されている400-550アミノ酸領域に結合する蛋白質を検索し、 Shs 1 を得た。遺伝学的、細

胞生物学的解析から、 Shs 1 はセプチンファミリーの新しいメンバーであり、細胞質分裂において重要な役割を果た

していることが明らかとなった。 Shs 1 の破壊株で Spa 2 の局在を調べたが、正常であった。この結果より、 Spa

2 は他のセプチンか、あるいは、未知の分子との結合を介して局在していると考えられる。これまで、 Rho による

細胞質分裂の制御機構は不明であったが、本研究により Rho が、 Rho-Bni 1 -Spa 2 -Shs 1 複合体を介して、細

胞質分裂を制御している可能性が示唆された。また、私の所属する研究室では、 Bni 1 のホモログに相当する Bnr

l も、何らかの蛋白質を介してセプチン系と相互作用することを明らかにしている。従って、出芽酵母において

Rho は、フォルミン系を介してセプチン系を制御して細胞質分裂に関与するものと考えられるが、この機構が動物

細胞でも機能しているか否かにつき、今後、検討する必要がある。

最近、私の所属する研究室では、 Bni 1 が、アクチン系のみならず微小管の機能も制御し、核分裂の方向を決定し

ていることを明らかにしている o 従って、 Bni 1 は、 Rho によって制御され、アクチン系、セプチン系、微小管系と

いった細胞骨格系のオーガナイザーとして、中心的な機能を果たしていると考えられる。また、 Spa 2 の動物細胞に

おけるホモログは未だ見い出されておらず、今後、 Spa 2 ホモログの探索も重要な研究課題であると考えられる o

論文審査の結果の要旨

本申請者は、本研究において、酵母 Rho 1 の標的蛋白質であるアクチン系を制御する Bni 1 の出芽部位への局在

に必要な Spa 2 と相互作用する分子を検索した。その結果、 Spa 2 は新規のセプチンである、 Shs 1 と結合するこ

とを明らかにした。 Shs 1 は、他のセプチンと同様細胞質分裂部に局在し、細胞質分裂に必須の役割を果たすことも

明らかにした。また、 Shs 1 が、他のセプチンと共にフィラメン卜を形成し、細胞質分裂を制御する可有旨性を示した。

さらに、 Shs 1 と Spa 2 間の遺伝学的な関連も明らかにした。以上の結果より、 Rho 1 は、 Bni 1 を介し、セプチ

ン系とアクチン系を共に制御し細胞質分裂を総合的に制御していることが示唆された。

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

が極めて高い研究であるといえるo 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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