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論文内容の要旨

【目的】

出芽酵母 CSaccahromyces cerevisiae) の細胞質分裂は、出芽と呼ばれる局所的な細胞膜の成長によって行われるo

細胞周期の初期において、母細胞に内在する極性軸に応じて出芽予定部位が決定されると、この部位に特異的に細胞

膜が成長し、芽(娘細胞)が形成される。芽の先端部分に極性化した成長によって、芽が母細胞と同じ程度にまで成

長すると、成長方向の極性が二つの細胞聞に移り、ここで細胞質分裂が行われるo この出芽過程において、アクチン

系細胞骨格は常に局所的な成長の起こっている部位に集積し、物質輸送など膜の成長に必要な細胞機能をこの部位に

極性化する役割を担っている。これまでの研究によって、低分子量G タンパク質 Rho がこの過程のアクチン系細胞

骨格の再編成を制御することが明らかになっているo 出芽酵母の Rho ファミリーには Rho1、 -2、 -3、 -4 と Cdc42の

5 つがある。私共の研究室では、 Rho1が出芽過程に必須であることを明らかにし、 Rho1の標的蛋白質として Bnil

を単離している。 Bni1は酵母から晴乳動物にまで保存されている FH Cform in-homology) protein ファミリーに

属し、プロフィリンと結合してアクチン系細胞骨格の再編成を制御すると考えられる。

今回私は、 Bni1の機能を解明する目的で、オワンクラゲの生体蛍光物質 Green fluorescent protein CGFP) と融

合した GFP-Bni1を用いて、 Bni1の生細胞内での動態および機能を解析した。

【方法ならびに成績】

1) in vivo 野生型酵母細胞における Bni1の動的局在

Bnilの生体内における動態を解析するため、 Bnil と GFP の融合蛋白質 (GFP-Bnil) を野生型酵母株に発現させ、

蛍光顕微鏡下で経時的観察を行った。 GFP-Bni1のシグナルは、出芽の約 8 ・ 10分前から次の出芽予定部位に集積し、

芽が成長している問、芽の先端に局在した。そして細胞質分裂の10分程前にいったん細胞全体に分散した後、細胞質

分裂部位に二重のリング状に集積した。細胞質分裂の進行とともに、リング状のシグナルは円板状に変化し、消退す

るとともに次回の出芽予定部位に再び集積を開始した。このように、細胞周期を通じて GFP-Bni1は細胞の成長部位

と一致して、極性をもって局在した。さらに出芽の初期段階における GFP晦Bni1の挙動を詳細に検討したところ、 G

FP-Bni1は芽の細胞膜に沿って約10nm/sec の速度で動いており、この動きが細胞膜の局所的な成長方向と常に一致

することが明らかになった。このことから、 Bnilが細胞膜の局所的な成長に関与する可能性が示唆された。
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2) BNI1 遺伝子欠損酵母殊における細胞膜成長の極性

出芽酵母細胞壁の構成要素のパルスーチェイスラベル法により、野生型酵母では細胞膜の成長点が芽の先端部に明

際に可視化された。しかし、 BNI1 遺伝子欠損株では、成長方向の極性が失われ、芽全体が一様に成長していた。し

たがって Bnilは実際に酵母の極性を持った膜の成長を制御していることが示された。

3) Bnilの局在制御機構の解析

アクチン系細胞骨格は多くの蛋白質の極性をもった局在に必須である。そこで、 Bnilの局在におけるアクチンの

関与を検討した。出芽酵母の主要なアクチン系細胞骨格は、細胞膜表面に点状に局在するアクチンパッチと、これに

連結した細い線維状のアクチンファイバーとからなるが、アクチンパッチの極性を急激な温度変化によって破壊して

も、 Bnilの局在は変化しなかった。一方、アクチンファイパーを完全に脱重合させるアクチンの阻害剤ラトランク

リン Aを酵母細胞に作用させると、 Bnilの局在の極性は失われた。以上の結果から、 Bnilの局在はアクチンパッチ

には依存しないが、アクチンファイバーには依存することが明らかになった。また、 Bnil と直接結合する Rho 低分

子量G蛋白質が Bnilの局在に与える影響を、 rholおよび cdc42変異株を用いて検討したところ、 Cdc42が Bnilの極

性をもった局在に必須であることが明らかとなった。一方、 Rholは Bnilの成長点への濃縮には関与しないが、細胞

膜表面に沿った動きに必要であることが示唆された。さらに Bnilには、アクチン結合蛋白質 pfyl (プロフィリン)

及び Bud6、また細胞極性に関与する Spa2が直接に結合することが知られているO これらの遺伝子の変異株や、こ

れらの遺伝子産物との結合ドメインを欠失した各種変異型 Bnilを用いて Bnilの局在を解析したところ、これらの因

子のすべてが協調して Bnilの局在を制御していることが明らかとなった。

【総括】

本研究で私は、 Bnilが常に細胞の成長点に一致して局在し、その部位において局所的な膜の成長を制御している

ことを明らかにした。すでに私共は Bnilがアクチン系細胞骨格の極性形成を制御していることを明らかにしている

が、 Bnilの局在もアクチンファイバーに依存しており、したがって Bnil とアクチン系細胞骨格は相互依存的関係に

あることが今回示された。 Rho、 Bnilを含め、極性形成に重要な因子はアクチンの特定の構造を足場として集積し、

極性の軸をこの部位に配向させることによって、協調的に膜の局所的な成長を制御すると考えられる。このような酵

母で得られた知見は、より複雑な多細胞生物の細胞極性の形成機構を解析する上でも有用であると期待される。

論文審査の結果の要旨

本研究では、出芽酵母 Rholの標的蛋白質で、ある Bnilが細胞極性形成に果たす役割を解析した。本申請者は Bnil

と GFP との融合蛋白質を用いた経時的蛍光顕微鏡システムによって Bnilの生細胞内での動的局在を観察することに

成功した。この系を用いて、 Bnilが常に細胞の成長点に一致して局在し、その部位において局所的な膜の成長を制

御していることを明らかにした。また、 Bnilがアクチン系細胞骨格の極性形成を制御していることがすでに報告さ

れているが、本研究では Bnilの局在もアクチンファイバーに依存していることを示した。したがって Bnil とアクチ

ン系細胞骨格は相互依存的関係にあることが明らかとなった。 Rho、 Bnilを含め、極性形成に重要な因子はアクチ

ンの特定の構造を足場として集積し、さまざまな異なる種類の細胞内極性に必要な蛋白質複合体を形成すると考えら

れる。このような細胞極性は従来考えられていたような静的なものではなく、常に動的な蛋白一蛋白間相互作用によっ

て維持されていることが本研究によって示唆された。

以上の知見は酵母細胞のみならず、より複雑な多細胞生物の細胞極性の形成機構を解析する上でも有用であると期

待される。したがって本研究は学位授与に値すると認められる。
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