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    ［目的と背景］

  あらゆる細胞は、細胞運動、細胞間相互作用、形態変化や細胞内物質輸送など、様々な場面で

非対称な形態や細胞内物質の不均等な分布を示す。このような現象を細胞が極性を有するという。

細胞極性形成を成立させる細胞内分子機構において中核的な働きを有する因子として，Cdc42を

始めとするRho family small GTPaseが知られている，多様な生物種において，Cdc42の細胞極

性形成における機能が明らかにされ，付随してCdc42に特異的な活性化因子GEFや不活性化因

子GAP，下流のエフェクターについて多くの分子種が同定され，その制御機構や作用機能が明ら

かになってきた．しかし，細胞極性形成機構においてその根幹とも言える“Cdc42や関連分子の

極性化や活性化が時間的・空間的にどのように制御されているのか”については，多くの細胞系

において未解明のままである．出芽酵母はCdc42が最初に発見された生物種であり，Cdc42の局

在制御機構について詳細な検討が重ねられてきた．最近の報告によれば，Cdc42の出芽部位への

局在化には従来まで解析されてきたCdc24 GEFやBemlスカフオールド系によるCdc42の細胞

膜上へのりクルートに加え，アクチンケーブルに依存した，V型ミオシンによって運ばれる小胞

輸送系も働いていることが解ってきている．

  従来の研究がアクチン・ミオシン輸送系の寄与を考慮せずに，Cdc42の極性化機序を解析して

きたことを鑑みると，アクチン系の影響を抑圧した実験系で再度Cdc42の極性化を検討しなおす

ことで，アクチン系の相補的影響下で隠れている副次的なCdc42極性化因子の働きを顕在化でき

るのではないか，と考えられた．そこで本研究は，アクチンによる局在化とは独立したメカニズ

ムでCdc42の極性化に関わる遺伝子を，既に細胞極性関連遺伝子として解析された遺伝子群の中

から新たに洗い出すことを目的に開始した．

    ［結果］

  細胞極性関連の変異株を用意し，アクチン重合阻害剤Latrunculin-A（Lat-A)で処理するこ

とに よりCdc42の極性部位への局在が損なわれるような株のスクリーニングを試行した．

GFP-Cdc42は螢光が微弱であるためスクリーニングには適さないと考え，Cdc42の下流因子の1

つであるSpa2にGFP標識したものをマーカーとして採用した，その結果，cdc24-1ロ，bemlA，

giclA gic24遺 伝子 が 同定 さ れ た． CDC24はCDC42活 性化因子 GEFであり，BEM1は CDC42

のスカフオールドとして作用することが知られていた，      GI Cl  GI C2はくlDC42のェフウクター上

に保存されたGTP-CDC42結合モチーフ（CRIB motif)を有することを構造的特徴として見出さ

れた遺伝子であるが，他に既知ドヌインを有しておらず，その機能が出芽の初期過程に必要であ

ることは示されていたが，分子レベルでの役割は未解明のままであった．スクリーニング結果は，
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GICl GIC2もまた出芽形成部位へのCdc42のりクルート，維持，安定化のいずれかに作用して

いる可能性を示唆するものであった，

  そこで，次に検討対象をbudの初期形成期に限定し，アクチン非存在下でSpa2-GFPの極性化

が損なわれているかを検討した．a-factor処理により細胞周期のGl期でアレストさせた後に，

Lat-A存在下，非存在下で細胞を同調培養しSpa2-GFPの局在を検討したところ，野生型株に比

較してLat-A存在下でgicl4 gic2Aおよびcdc24-1ロ変異株ではSpa2-GFPの極性化は顕著に阻害

されることが示された．この結果は，Gicl Gic2がCdc24と同様にアクチンとは独立した経路で

Spa2-GFPの極性局在を制御する因子であることを示唆しているため，Gicl Gic2はまたCdc42

の極性局在に対しても何らかの働きを有している可能性が考えられた．そこでGicl Gic2の

Cdc42極性化に果たす役割を解析することにした．

  野性株およびgicIA gic2A株にGFP- CD C42を導入し局在を検討したところ，Lat-A存在下で

はバルク培養条件，37℃でGl同調培養条件のいずれにおいても，野性株と比較してgic lA gic2A

株のGFP-Cdc42の極性局在が弱まっていることが明らかとなった．

  Gicl Gic2がCdc42極性化の制御に寄与するためにはGiclが極性局在することが必要条件と

考えられる．そこで，GiclとCdc42との相互作用がGiclの極性局在に重要であるかどうかを検

討するため，CRIB motifを欠損させたgic亅CRIBA -EG．即変異体を作成し，その局在を調べた．野

生型のGic1，EGFPの極性局在と比較して，GiclcRIBA．EGFPは餌cJd餌c2d変異株において極性

局在が消失していたことから，Gic1の極性化局在にはCdc42との相互作用が必須であることが

示唆された．また，GiclcRlBA‐EGFPは野生型のGic1あるいはGic2が存在すれば弱いながらも

極性部位へ局在できることが明らかとなった．Gic1とGic2は互いにタンパク質問相互作用を有

するため，Cdc42との相互作用せずともGic間相互作用によって，GiclcRIBA・EGFPは極性部位

へ局在できると考えられた．

  出芽位置決定に関わる月．SRjの変異は，びc｜4餌め2d変異と同時に組み合わさると細胞の出芽欠

損に伴い致死性を示すが，その原因がCdc42の出芽部位への局在欠損によるものかどうかは不明

であった．そこでpく泓己亅ーGyビjぎぬ2d朋rja株を用いてG1同調培養実験におけるGFP．Cdc42の

局在を検討した．結果として，p〔M工J．6リCマがc2d丑鰡j株ではGFP．Cdc42は極性化し，それ

に伴い出芽の開始が見られたが，p6弭工J・〔V¢jがc励陌rJ4ではGFP・Cdc42の出芽予定部位への

局在化は見られず，従って出芽も起こらなかった．同様の実験をGFP．Cdc24，Spa2．GFP，
GFP・Cdc12（セプチンのーつ）を発現する細胞でも行ったところ，pくぇ4工J・GyくXびc24朋rJ4で

は，いずれのGFP融合夕ンバク質も特定の細胞膜領域へは極性局在することはできなかった，

    ［考察］

  本研究では，Gicl Gic2が，Rsrlと協訓して，Cdc42の出芽部位への局在化に機能しているこ

とを明らかにした，rsrlA変異がgic lA gic2A変異に重ねられるとCdc42の極性化が消失するとい
う結果は，Gicl Gic2にGTP． Cdc42を極性化部位ヘ局在させる機能が存在していることを示唆し

ている，RsrlがそのェフウクターとしてCdc24を認識，活性化し，Cdc42がGTP結合型になる

とGicl Gic2がりクルートされる．このGiclGic2は更なるCdc42分子の極性化を導くという

positive feedback機構の存在が示唆されているのかもしれない．Gicl Gic2がどのような分子機

序でRsrlやBemlと協調的に働きこの機能を果たしているのかは，今後解明すべき重要な課題

である。本論文で出芽酵母を用いて得られた知見がヒトをはじめとする高等細胞における細胞極
性形成機構を解析するための契機となり，種々の疾患の分子機序を解明する上で有効に活用され

ることが期待される．
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  細胞極性の形成、すなわち細胞が非対称な構造を持つことは、酵母からヒトまですべ
ての真核生物の生命活動に必要不可欠である。細胞極性形成の異常は、上皮組織の機能

不全、癌細胞の運動能亢進、また神経細胞の形態不全などを引き起こすと考えられ、多
様な遺伝子病への関与が示唆されている。これらの遺伝子病の原因を解明する基礎とし
て、細胞極性の基本メカニズムの解明が重要である。細胞生物学的、分子遺伝学的な解

析が迅速かつ確実に行える出芽酵母は、真核生物に普遍的な細胞メカニズムを内包する
進化的プロトタイプである。特に、出芽と呼ばれる増殖過程は細胞極性形成過程と共役
しており、内発的な極性形成機序を詳細に解明するための優れたモデル系と見なす事が

できる。細胞極性形成を成立させる細胞内分子機構において中核的な働きを有する因子
にCdc42－Rho family small GTPaseがある。セdc42は酵母からヒトまで進化的に保存
された遺伝子であり、局在化したCdc42はエフェクターを介してアクチン細胞骨格を再

編成することで、その部位での極性成長を成立させる事が知られている。したがって、
Cdc.42局在制御機構を解明することは、細胞極性形成の端緒を理解する中核と言える。

酵母 Cdc42の 局在制御には、活性化因子Cdc24 GEFとBemlスカフオールド系による
Cdc42の細胞膜上へのりクルートに加え、近年アクチン細胞骨格に依存した小胞輸送系
も働いていることが報告されている。
  本論文では、アクチン系の影響を抑圧した実験系で再度Cdc42の極性化を検討しなお
すことで、アクチン系の相補的影響下で隠れている副次的なCdc42極性化因子の働きを
顕在化できるのではないか、と考えた。この仮説に基づき、アクチン細胞骨格に非依存

的 な 細 胞 極 性 制 御 因 子 の 探 索 を 試 行 す る 事 か ら 実 験 を 開 始 し た 。
  既知の細胞極性関連の変異株を用意し、アクチン重合阻害剤Latrunculin-A（Lat-A）
処理条件下でCdc42の極性部位への局在が損なわれるような株のスクリーニングをした。
探索マーカーにはCdc42の下流因子Spa2-GFPを採用した。その結果、cdc24 -10、bemヱ△、
gicヱdgic24遺伝子が同定された。一方、Gicl/2は活性化型Cdc42に特異的なエフェクタ
ーとして発見された遺伝子であり、アクチン骨格の再編成に寄与していると考えられて
きたが、その分子機能は未解明のままであった。そこで本研究ではGicl/2に焦点を当て
更なる解析を進めた。性フェロモン処理で出芽開始期に細胞周期を同調させた実験系で
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検討した結果、Gicl/2の欠損株はアクチン系を抑圧した条件下でSpa2とCdc42を脱極
性化する表現型を有することが明らかとたった。即ち、アクチン系によるCdc42局在制
御とは独立した機構でGicl/2はCdc42および下流因子Spa2の極性化を制御しているこ
とが示唆された。またCdc42の上流で位置情報を伝達する因子RsrlとGicl/2の三重欠
損株はCdc42とその関連極性制御因子の脱極性化を示すことを明らかにした。Rsrlと

Gicl/2は各々単独欠損変異では生理的条件においては顕著な増殖異常を示さない非必須
遺伝子であったが、三重欠損株は30℃以上の高温培養条件で合成致死性を有し、25℃の
生理的条件では顕著な極性形成不全を示すことが明らかになった。以上の結果は、細胞
極性の初期過程において、Cdc42の極性化は、Rsrl- Gicl/2機構とアクチン極性輸送機
構という独立した機構によって共役的に制御され、結果としてロバストな極性形成が成
立していることを示唆するものであった。
  口頭発表において、副査の志田壽利教授からRsrlの局在制御機構にっいて質問があっ
た。続いて副査の畠山鎮次教授からGicl/2相互の蛋白質問相互作用の生理的意義につい
て質問があった。次に、主査の野口昌幸教授からSpa2マーカーとCdc42の共局在評価
の妥当性にっいて、ならびにLat-Aに代替する実験戦略の検討可能性にっいて質問があ
った。最後に、副査の田中ー馬教授からGicl/2がCdc42膜局在を制御する分子機構につ
いて質問があった。これらに対して申請者は、自己の研究結果と文献的知識を基に誠実
に、概ね妥当な回答を行った。
  この論文は、細胞極性形成におけるCdc42の局在がRsrlおよびGicl/2により制御さ
れていることを明らかにしたものとして高く評価され、今後高等動物におけるCdc42局
在制御機構の解明とその異常による病態の解明に役立っ可能性が期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位など
も併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。

― 521―


