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学位論文内容の要旨

  細胞骨格は細胞運動、細胞形態、細胞分裂、極性形成など様々な細胞過程において重要

な役割を担っている。細胞骨格の主要な構成因子として、アクチンフィラメントと微小管

が挙げられている。アクチンフィラメント(F-actin)は、アクチン結合分子を介して、束状

構造や網目状構造のアクチン骨格を形成する。代表的なアクチン骨格のーっであるストレ

スファイバーは、束状構造を持ち、Rhoファミリーsmall GTPaseであるRhoAの活性化

により形成される。活性化されたRhoAは、接着斑及び接着斑へのアクチンの連結を誘導

することによって、束状のF-actinが細胞の周縁に沿って配置しているcortical actinを安

定化し、さらに細胞の基底部を横切るように配置されたストレスファイバーの形成を誘導

する。

  一方、微小管は、チューブリンが繊維状に重合することによって形成される。微小管の

機能を制御する因子のーっとして、Partitioning-defectivel(PARl)が挙げられている。

PAR1はセリン・スレオニンキナーゼであり、微小管結合タンパクをりン酸化することに

より微小管ダイナミックスを制御する。近年、PAR1キナーゼファミリーの構成因子であ

るPARlbは微小管のみならずアクチン骨格も制御することが報告されている。PARlbの

過剰発現によりcortical actinの形成が抑制されるが、その機構は不明である。cortical

actinの安定化にRhoAが関与することから、PARlbがRhoAを介してアクチン骨格を制

御する可能性が考えられる。そこで、本研究では、PARlbがアクチン骨格を制御する分子

機構を解明することを目的とした。

  第1章では、PARlbによるアクチン骨格制御の分子機序を示す。PARlbが、RhoA活

性を抑制することによルストレスファイバー形成を抑制することを明らかにした。さらに、

PARlbがRhoA活性分子であるGEF-H1と複合体を形成することに着目し、PARlbによ

るストレスファイバー形成の抑制機構を検討した。PARlbがGEF-H1を介してストレス

ファイバー形成を制御することも明らかにした。また、PARlbがGEF-H1を介してスト

レスファイバー形成を抑制する際、PARlbのキナーゼ活性が必要であることも示した。
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  第 2章 で は 、 PARlbに よ る GEF-H1の 機 能 制 御 を 示 す 。 PARlbが 、 細 胞内 で GEF-H1

の Ser 885の りン酸化 レベル を亢進す ること を明らか にした。 また、 PARlbが、 Ser885

を 直 接 リ ン 酸 化 す る こ と を in vitroキ ナ ー ゼ ア ッ セ イ よ り 明 ら か に し た 。

  第 3章 で は 、 PARlbが GEF-H1の RhoA-GEF活 性を 抑 制 す る分 子 機 構を 示 す 。GEF-H1

の Ser 885と Ser 959の 両 方の り ン 酸化 が RhoA-GEF活 性 を抑制 すること を明ら かにし

た 。更 に 、 PARlbが両 Serの り ン 酸化 を 介 して RhoA-GEF活 性の抑 制するこ とも明 らか

にした。

  第 4章 で は 、 GEF-Hl/RhoA経 路 に おけ る PARlbの重 要 性 を 示す 。 内 在性 PARlbが 、

GEF-H1のりン酸 化を介し て、RhoA活 性を抑 制した結 果、スト レスフ ァイバー の形成 を

抑制することを見出した。

  本研 究により、PARlbは微小管のダイナミックスを制御すると同時に、アクチン骨格を

制御す ること を見出し た。PARlb/GEF-Hl/RhoA経路 が、時 空間制御を受けることによっ

て、PARlbが微小管の安定性とアクチン骨格を協調的に制御することが推察される。また、

PARlbの二重機能が、細胞骨格、細胞形態、細胞運動の制御に重要な役割を果たすことも

推察される。
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博士学位論文審査等の結果について（報告）

  細胞骨格は細胞運動、細胞形態、細胞分裂、極性形成など様々な細胞過程において重要な役割

を担っている。細胞骨格の主要な構成因子として、アクチンフィラメントと微小管が挙げられる。

アクチンフィラメント(F-actin)はアクチン結合分子を介して、束状構造や網目状構造のアクチ

ン骨格を形成する。代表的なアクチン骨格のーっであるストレスファイバーは束状構造を持ち、

Rhoファミリーsmall GTPaseであるRhoAの活性化により形成される。活性化されたRhoAは

接着斑および接着斑へのF-actinの連結を誘導することによって、束状のF-actinが細胞の周縁に

沿って配置されている表層アククチン(cortical actin)を安定化するとともに細胞の基底部を横切

るように分布しているストレスファイバー形成を誘導する。一方、微小管はチューブリンが繊維

状に重合することによって形成される。微小管の形成を制御する因子のーっとして、

Partitioning-defectivel(PARI)が挙げられる。PAR1はセリン・スレオニンキナーゼであり、

微小管結合タンパク質をりン酸化することにより微小管ダイナミックスを制御する。

  近年、PAR1キナーゼファミリーの構成因子であるPARlbがcortical actinの形成を抑制する

ことが報告されている。この事実はPARlbが微小管のみならず、アクチン骨格も制御すること

を示唆しているが、その機構は不明である。そこで、本研究ではPARlbがアクチン骨格を市I亅御

する分了・機構を解明することを目的とした。筆者は本研究の目的を達するために以下の知見を得

て、その研究成果を本学位論文としてまとめている。

  第1章では、PARlbによるアクチン骨格制御の分子機序を検証した。まず、cortical actinの

安定化にRhoAが関与することから、PARlbがRhoAを介してアクチン骨格の形成に与える影響
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を検討した。その結果、PARlbはRhoA活性の抑制を介してストレスファイバー形成を抑制する

ことを 明らか にした。 次に、 PARlbがRhoA活 性分子 であるGEF．H1と 複合体を形成すること

に着目し、恥皿lbによるストレスファイバー形成の抑制機構を詳しく検討した。その結果、PARlb

がGEF．Hlを介してス卜レスファイバー形成を抑制することを明らかにした。また、この抑制機

構にPARlbのキナーゼ活性が必要であることも示した。

  第2章では 、第1章の結果 を基に 、GEF・ H1がPA凪lbの下流で制御される機構を検証した。

PARlbが 細胞内 でGEF・H1のSer885のりン酸化レベルを亢進することを14・3・3アッセイによ

り明らかにした。また、PARlbが、Ser885を直接リン酸化することも励ガむ，Dキナーゼアッセ

イにより明らかにした。

  第3章では 、PARlbが GEF・ H1のりン酸 化を介してRhoA活性を抑制する可能性を検証した。

GEF・ H1の Ser885と Ser959の 両 方 の り ン 酸 化 が RhoA・ GEF活 性を 抑 制 する こ と をRhoA

G17AアッセイおよびRBD‾Rhotekinアッセイにより明らかにした。さらに、同様の方法でPARlb

が両Serのり ン酸化を 介して RhoA・GEF活 性を抑制することを明らかにした。また、PARlbが

GEF・H1の両Ser残基のりン酸化を介してRh（）A依存的ストレスファイバー形成を抑制すること

も示した。

  第 1章 から 第 3章ま で 、 R堰1b発 現実 験 系 を用 い て PARlbが GEF・H1のり ン酸化を 介して

RhoA依存 的スト レスファ イバー 形成を抑 制するこ とを示 した。し たがっ て、第4章では 、

GEF． H1/RhoA経 路 に おけ る 内 在性 PARlbの 役割 を 、 ヒト 胃 上皮 由来の AGS細胞 内のPARlb

発現を siRNA法 で抑制す ること により検 証した。その結果、内在性PARlbがGEF‐Hlのりン酸

化 を介 し て RhoA活性 を 抑 制 し、 ス卜 レスファ イバー の形成を 抑制す ることを 見出した 。

  こ れ を 要す る に 、本 論 文 は PARlbがGEF・ H1のSer885とSer959をりン酸 化した 結果、ス

トレスファイバー形成を抑制することを示したものであり、PARlbがこれまでに知られている微

小管の形成のみならずアクチン骨格も制御することを世界に先駆けて明らかにしたものである。

アクチン骨格は細胞極性、細胞形態、細胞運動に霞要な役割を果たすことから、本研究で得られ

た成果は、n丶R1bによる細胞極性、細胞形態、細胞運動の制御の理解に重要な知見をもたらした

ニとに対して貢献するところ大なるものがある。

  よ っ て 著者 は 、 北海 道 大 学 博士 （理学） の学位 を授与さ れる資格 あるも のと認め る。
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