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    学位論文題名

    Identification and analysis of genes related

to myoslnH‐ independentandadheSion‐ dependent

    CytokineSiSinDZC紗〇S彪ZZ勿ケ咒dぬC〇ぬた釘ケ咒

    （細胞性粘菌におけるミオシンH非依存／接着依存性の

    細 胞 質 分 裂 に 関 わ る 遺 伝 子 の 同 定 と 解 析 ）

学位論文内容の要旨

  細胞質分裂とは有糸分裂や減数分裂に引き続いて起こる細胞質の分配の事である。細胞質
が娘細胞に分けられる事により細胞は正常な機能や大きさを維持できるので、細胞は増殖を
続ける事ができる。これまで多くの種類の細胞において、細胞質分裂の初期段階でactinや
myosin IIが細胞の赤道面の皮層に集合する様子が観察されている。これらの分子が集合し
た赤道面において分裂溝が次第に陥入することにより、細胞はダンベル状にくびれ、最終的
にニつの娘細胞に分断される。この過程の間、actinやmyosin IIは常に分裂溝ヘリング状の
局在をする事から、分裂溝においてりング状に組み合ったactin-myosin II複合体（収縮環）が
myosinIIのモーター活性により収縮していき、次第にりングの直径が小さくなっていく事
により細胞質分裂が起こる，と考えられてきた。
  細胞性粘菌(Dictyostelium discoideum)は増殖期には単核のアメーバとして活動している。
このアメーバの形態学的、生化学的な特徴は動物細胞や白血球と多くの共通点を持つ。また、
このアメーバは高等動物とは異なり単相であるため、分子生物学的、細胞生物学的手法に加
えて古典的な遺伝学的手法を用いた研究が可能である。以上の性質からDictyosteliumは高
等動物の基本的な機能（走化性、分化、細胞移動、細胞分裂など）を知るためのモデル生物
として用いられてきた。さらにDictyosteliumは多くの生物と異なりmyosin II重鎖遺伝子
(mhcA)が1種類しかなく、簡単にmyosin II欠損細胞(mhcA')を作り出すことができるた
め、様々な生体機能におけるmyosin IIの役割が解析されてきた。
  その中でも特に細胞質分裂におけるmhcA-細胞の影響の解析は非常に驚くべき結果をも
たらした。mhcA-細胞は懸濁液中では細胞質分裂できずに多核化し最終的に溶解してしまう
のにも関わらず、基質上に接着した場合には正常に細胞質分裂を行うことができるのである。
懸濁液中での細胞質分裂の失敗は前述のmyosiliIIが赤道面の収縮に必須であるという仮説
と一致する。しかしmhcA-細胞が基質上では細胞周期に同調した細胞質分裂を能率的に行
うことができるという事実から、Dictyosteliumには2つの異なった細胞周期に同調した細胞
質分裂様式が存在すると言える。1っはこれまでに一般的に考えられてきたmyosin II依存
型の細胞質分裂様式(cytokinesis A)であり、もうーっがmhcA-細胞の解析により浮かび上が
ってきたmyosinII非依存型の細胞質分裂様式(cytokinesis B)である。さらにこの他にも、或



る条件下で見られるもうーっの細胞質分裂様式が存在する。懸濁液中で巨大に多核化させた
mhcA-細胞を基質上に接着させると即座に先導端を伸ばし始めて結果的に細胞質が細かく断
片化する。この様式の細胞質分裂は接着に依存するという点でcytokinesisBに似ているが、
cytokinesisBとは異なり細胞周期には拘束されない。Spudichはこの過程を”cytofission”と、
名づけたが、cytofissionと細胞周期の関係にっいては定義していない。そこで我々は細胞周
期と無関係な接着依存性の細胞質分裂を“cytokinesisC”と新たに定義した。
  cytokinesisBによる細胞質分裂をする際には細胞が基質に接着する必要がある事から牽引
カが深く関わっていると考えられているが、そのメカニズムにっいてはっきりとした事は分
かっていない。しかし近年amiA、corA等のcytokinesisB関連遺伝子がいくっか見っかって
きている。amiA-細胞、corA-細胞とamiA-cD鮒．細胞では懸濁培養中ではほぼ正常に細胞
質分裂できるが、基質上ではcytokinesisBができないために徐々に多核化していく。さらに
弸班伽轟d．細胞、伽鮒伽カd・細胞ではcyto虹nesisAとBが共に阻害されるために、基質
上においてもほとんど分裂することができずに非常に巨大な多核細胞となる。しかしそれで
もロ朋班協カd，細胞、cD鮒・伽加イ‐細胞はゆっくりではあるが増殖することができるため致
死にはならない。この事実は明らかにこれらの細胞を分裂させる事のできるバックアップ機
構が存在することを物語っており、どうやらcytokinesisCがこの役割を担っているらしい。
  さらに詳しくミオシンII非依存／接着依存性の細胞質分裂の機構を知るためにはcytokinesis
BとCの鍵となる遺伝子の同定が不可欠である。Cyto虹nesisA，B．，Cはそれぞれ多くの重複
した機能を含んでいるため、残念ながらc舛o虹nesisBまたはCのみが阻害された変異株を
単離することは難しい。第1章ではcyt0姑neSisAを行うことができないmカd．細胞にREMI
（RestrictionEt町meMediatedInteがation）法を適用し、基質上でひどく多核となる変異株を
スクリーニングしたことにっいて述べる。これまでに我々は約12，000株をスクリーニング
したうち、基質上で常に多核の表現型を示す変異株を7つ得ることができた。さらに7っの
変異株のうち1っにっいて解析を進めたところ、脊椎動物のアクチン結合タンパク質の1種
であるtal血のDむり′D舶9Zf釘mにおけるホモログである細M遺伝子中に変異が入っている事
が分かった。
  第2章では紜以と細胞質分裂の関わりについて詳しく解析を進めた。紜M．細胞は基質上
では野生型とほとんど同様に細胞質分裂する事ができるのにも関わらず、紹M伽カd．細胞
では細胞質分裂に失敗して非常に巨大な多核細胞となるものが数多く見られた事からREMI
変異株の表現型の再現性を確認することができた。また共焦点レーザー頭微鏡によるGFP・
Ta从の局在の観察結果より、TalAが細胞皮層全体に均一に局在する事と、さらに基底面で
はTanが斑点状に局在する事が分かった。この斑点状構造は動物培養細胞で見られるTan
といくっかの分子からなる複合体であるadhesionconlplexに非常によく似た形態と特徴を持
っている事から、DfcOめぷ地Zf甜朋にも同様な構造が存在する事を明らかにした。このadhesion
conlplex様構造は細胞と基質の接着カを制御することでc舛okinesisBの効率を上げていると
考えられるが、cytokinesisBに必須なものではない様である。
  紜M伽カd．細胞が多核化する第一の原因はこの細胞がc舛0虹nesisCを全く行う事が出来
ないからであった。しかしその役割はどうやら接着に関するものだけではないらしい事が分
かった。この様なTdAの新たな機能を探るため、GFP‐Tanを発現する所轟d．細胞を多核
化した後基質に接着させ、cytobncsisCの際のGFP‾TalAの局在を観察した。面白いことに
cytokincsisCの際、細胞皮層に分散していたGFP‐Taぬが分裂溝領域の皮層に高度に集中し、
最終的にintraCellm証bddgeに凝集する様になる事が分かった。さらに分裂溝の一方の皮層
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にのみGFP-TaIAが不均衡に局在した細胞を観察したところ、GFP-TaIAの濃度の低い皮層
から高い皮層へ分裂溝が陥入していく様子が確認できた。
  以上の結果よりTaIAは細胞皮層において先導端が伸張する活性を抑制する機能を持ち、
その結果TalAが存在しない部位での細胞質の伸張活性を相対的に高め、最終的に分裂溝を
受動的に陥入させるというcytokinesisCのモデルを提案する。



学位論文審査の要旨

主査  教授
副査  教授

田 中   勲

山岸晧彦

（東京大学大学院理学系研究科）

副査  主任研究員  上田太郎
    （（独）産業技術総合研究所ジーンファ
    ンクション研究ラボ）

副査  教授
副査．助教授

川端和重

高橋正行（化学専攻）

    学位論文題名

    Identification and analysis of genes related

to myosinn-independent and adhesion‐dependent

    cytokineslSlnDZCチy〇S彪ZZ勿ケ免dぬC〇Z尻勿ワ冗

｀（細胞性粘菌におけるミオシンu非依存／接着依存性の

    細胞質分裂に関わる遺伝子の同定と解析）

  動物細胞型の細胞質分裂は、アクチンとミオシンIIによる収縮環の能動的収縮に基づくくぴ
れ切れにより駆動されると考えられてきた。この分裂機構は一般には「巾着機構」とよぱれる

が、上田等はこれをcytokinesisAと称することを提唱している。しかし最近の細胞性粘菌を用
いた研究により、ミオシンIIに依存しない分裂経路もあることが明らかとなってきた。これら
は、cytokinesisBおよびCとよぱれ、cytokinesisAと区別されている。CytokinesisBおよぴ

CはともにミオシンII非依存性かつ基質接着依存性である点では共通だが、細胞周期に共役して
いるか否かで区別される。っまりcytokinesisBは核分裂の直後におこり、cytokinesisCは

分裂問期の細胞が行うものである。様カな状況証拠から、cytokinesisA，BおよびCはそれぞれ
かなり異なる分子機構に基づく分裂様式であると考えられているが、詳細は明らかになってい
ない。本学位論文は、細胞質運動に関する分子遺伝学的モデル実験系として注目を集めている

細胞性粘菌を用いて、タリンというタンパク質が特定のタイプの細胞質分裂に必要不可欠であ
ることを示したものである。この論文には、大別して3つの重要なポイントが含まれていlる。
  第一に、ミオシンIIを遺伝的に欠く変異細胞性粘菌に対して突然変異処理を行い、ミオシン

II非依存性の細胞質分裂経路に関する変異体の探索を行うというアプローチの新規性である。
  cytokinesisA，BおよぴCの分子機構を解明するため、分裂に障害がある変異体の単離と解析
が待たれていたが、それぞれのcytokinesisが機能的に重複しているため、形質に基づいて変異

体を単離することは困難であると考えられた。そこで申請者は、あらかじめミオシンIIを欠失
してcytokinesisAができない変異体を出発材料とし、これにランダムな突然変異処理を行
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い、cytokinesisBまたはCに障害が生じて多核化した細胞を探索・回収するというアプローチ

をとった。その結果、本論文で特に詳しく解析を進めたタリンAを含む7つの変異体が単離され

（うちーっは既知）、このアプローチがきわめて有効で将来性のあるものであることが実証さ

れた。

  第二のポイントは、タリンAがcytokinesisBに関与することを示した点である。具体的に

は、ミオシンIIとタリンAを欠失した細胞性粘菌細胞は、ミオシンIIのみを欠失した細胞に比

べてcytokinesisBプロセスが顕著に遅滞することを見出した。タリンは従来動物細胞および細

胞性粘菌で細胞接着に関与する因子として知られていたもので、cytokinesisBにおけるタリン

Aの機能も、基質接着を強化するものとして理解できることを申請者は本論文で実験的に示し

た。その根拠として、動物細胞におけるタリンと同様に、タリンAが基質面上でfocal adhesion

とよぱれる構造に類似した分布を示すこと、および接着性の強い基質を用いるとミオシンII．

タリンA二重欠失細胞はミオシンII欠失細胞と同じ速度でcytokinesisBを行えることをあげて

いる。これらの新知見はそれぞれ、細胞性粘菌の基質接着機構を考えるうえで重要であるし、

cytokinesisBが基質接着に依存したものであることを再確認したという点でも有意義である。

  最も重要なのは、タリンAがcytokines・isCに必須であるという第三のポイントである。ミオ

シンII・タリンA二重欠失細胞はcytokinesisCをほとんど行うことが出来ず、そのためいった

ん多核化するとそのまま巨大多核細胞化していくことが示され、これが、ミオシンII・タリンA

二重欠失細胞のコロニー中に高頻度で巨大多核細胞が見出される主因であると結論された。さ

らに興味深い点は、このcytokinesisCの欠損が基質接着と直接関連がないように思われる点で

ある。これは、cytokinesisBの場合と異なり、接着性の強い基質を用いてもcytokinesisC能

の欠失が回復しないこと、およびcytokinesisC中はタリンAが収縮中の領域の細胞表層に大量

に存在することなどから結諭されたもので、cytokinesisCにおけるタリンAの機能は、基質接

着ではなく、表層の収縮活性の制御を介していると示唆された。とくに、cytokinesisCの分裂

溝の片側にタリンAが局在するケースでは、タリンA濃度の低い側が高い側に向かっ，て収縮して

いくため、表層のタリンAは収縮を直接活性化するのではなく、その部分の仮足形成を抑制する

ことにより他の部位の仮足形成を誘導し、結果的にタリンA濃度の高い部分が受動的に収縮する
可能性が高いと考えられた。CytokinesisC経路はまだ分子機構がほとんど解明されていないの

で、タリンAが必須の機能を果たすという本論文の結論は、今後のより詳細な研究に重要な役割

をはたすものと期待される。

  また、アメーバ運動にともなって極性化した細胞性粘菌において、細胞の後部でタリン活性

が高くなり、細胞膜と表層の物理的カップリングが強化されるという報告があり、これが細胞

後部での仮足形成の阻害に関与すると推測されている。したがって、そうした知見や本論文で

明らかにをったcytokinesisCにおけるタリンAの機能と局在を考えあわせると、伸長活性や仮

足形成活性に対する負の制御因子としてのタリンのー般的機能を想定することも可能である。
タリンは従来基質接着因子としての機能ぱかりが強調されていたが、動物細胞においても基質

接着では説明の困難な局在も知られてきた。したがって本論文の成果は今後、表層の活性制御

因子としてのタリンのより一般的な機能とその分子機構解析を進めていく基盤になると期待さ

れる。一方、研究手法としては、ゲノム情報を利用した遺伝子解析、GFP融合タンパク質と共焦

点顕微鏡の利用など、最先端の分子遺伝学的・細胞生物学的手法を取り入れており、現時点で

の学位論文として標準的なものである。また、自ら変異体を作製して原因遺伝子を同定し、さ

らに様々な観点からその機能解析を行っており、具体的な実験手法の幅の広さという観点から

も不足はない。
  以上のように、本論文は、得られた研究成果の新規性・重要性という点でも、研究内容・手

法という点でも、学位論文として十分なレベルに達していると考える。また、これらの結果は

現段階で、国際誌に1報の原著論文として印刷中である。以上のことより、審査員一同は本研

究が博士（理学）の学位に値する内容であると結論した。
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