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学位論文内容の要旨

    目的と背景
  すべての真核生物は不均等、非対称な構造をしており、これを細胞の極性という。細胞の
極性は細胞形態の維持・形成や運動などに重要な役割を果たす。癌細胞では細胞極性に異常

が生じ、運動能が亢進していることが知られており、細胞極性のメカニズムを解明すること
は、癌の浸潤、転移などの解明にっながることが期待されている。細胞極性の形成にはタン
パク質や脂質などの秩序だった配置に働く細胞内小胞輸送が関与する。最近、エンドサイト
ーシスにより細胞膜から細胞内に取り込まれた蛋白質が、エンドソームを介して再度細胞膜
へ輸送されるりサイクリング経路が重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。

一方、生体膜を構成するりン脂質は通常二重層の内外で組成が異なることが知られており、
リン脂 質の非対称性と呼ばれている。このりン脂質の非対称性の制御因子として、P型
ATPaseのサブフんミリーであるP4-ATPaseが同定されており、リン脂質を細胞膜外層か
ら内層へ転移（フリップ）するフリッパーゼとして機能する。出芽酵母ではDrs2，Dnf1，Dnf2，
Dnf3．Ne01の5つのタンパク質が存在し、Drs2ファミリーと呼ばれる。出芽酵母は、遺伝

学的・生化学的実験手法が確立されており、モデル生物として有用である。研究室では出芽
酵母を用いて、細胞極性形成を制御する因子として同定したCdc50、その相同タンパク質
Lem3、 Crn（ Cdc50フ ァ ミ リー ） が Drs2、Dnf1とDnf2、 そし てDnf3とそ れぞれ複 合
体を形成することを明らかにしてきた。Cdc50．Dr82複合体は主にエンドソーム′ゴルジ体に
局在し、リサイクリング経路に関わることがわかっており、これまでに、Cdc50はDr82の
エンドソーム′ゴルジ体への局在に必要であることが示されている。さらに、Drs2のATPase
反応に貢献し、フリッパーゼのサブュニットとして機能する可能性についても議論されてい
るが、詳細は明らかとなっていない。本論文ではりン脂質フリッパーゼの分子機能を解明す
る目的で、Cdc50のCdc50．Drs2複合体内での役割を解析した。

    結果
  まず、Drs2と複合体を形成するが機能不全となるCdc50変異体を探索した。Drs2と複

合体を形成しないCdc50は小胞体に留まることが既にわかっていたので、緑色螢光タンパ
ク 質 GFPを CDC50に 融 合 した CDC50-GFPプ ラス ミ ド を作 製 し た。 PCRによ り 変 異を
誘 発したCDC50-GFPプラスミドをcdc50zl lem3A cr丑d株に導入し、低温（25℃）では
増殖可能だが高温（37℃）では増殖できない温度感受性変異株（ts株）を選択した。この
うち、高温でもCdc50‐GFPがゴルジ体／エンドソームに正しく局在する株を選択し、6つ

のcdb5〇．細変異（おj．jD，細3ー7，お4・7’お7っ7，お8．J〇およびぉ9‐めを得た。これらの変異
部位を同定したところ、膜貫通領域内またはその近傍にアミノ酸置換が生じていた。以後、
6つの変異株のうち、より強い増殖欠損を示した2つのts変異体（な7127と臼9゚ めにつ
いて詳細に解析を行った。
  Cdc50．t8変異体がDrs2と実際に複合体を形成しているかを調べた。Dr82に赤色螢光タ
ンパク質mRFPlを融合したDrs2．mRFP1とCdc50‐ts．GFPを同時に発現する株を作製し、
その局在を観察したところ、Cdc50‐ts‐GFPシグナルを含むドットの大部分はDrs2‐mRFP1
シグナルと重複し、両タンパク質が共局在することが示された。また、Drs2にエピ卜ープ
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タグを融合したDrs2-13mycをCdc50-ts-GFPと同時に発現する株を作製し、免疫沈降実

験を行った。高温で 培養した細胞の細胞抽出液からDrs2-13mycとCdc50-ts-GFPは共免

疫 沈 降 さ れ 、 Cdc50-tsは Drs2pと 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ た 。

  先行研究から、Cdc50-Drs2はりサイクリング経路において、初期エンドソームからゴル

ジ体への小胞形成に関わり、その機能にはDrs2のフリッパーゼ活性が重要であることがわ

かっていた。野生型細胞は細胞壁成分キチンの合成酵素Chs3がエンドソーム′ゴルジ体と

細胞膜間を循環するため、キチン結合薬剤Calcofluor White (CW)に感受性を示す。Chs3

のゴルジ体から細胞 膜への輸送が停止するchs6A変異細胞ではCW耐性となるが、Drs2の

機能欠損が加わり、初期エンドソームからゴルジ体への輸送が滞ると、Chs3はバイパス経

路により細胞膜に到るため、CW感受性となることが知られている。cdc50-ts chs6A変異

株はdrs2△む鮖d変異株と同様、CW感受性を示し たことから、cdc卯・な変異ではDr82

の機能が欠損することが示唆された。

  出芽酵母のりサイクリング経路マーカーとしてv・SNAREであるSnc1が知られており、

Cdc50ファミリー欠損細胞（む駟dぬm3△cr．ロ△）ではSnclが初期エンドソームに蓄積

することが示されている。c出5〇dめm3△c．r．ぬd株でmRFP‐Snc1及びCdc50‐ts‐GFPを発

現させ、これらの局在を観察した。野生型Cdc50．GFPを発現した細胞は、mRFP‐Snc1は

主に出芽部位の細胞膜に局在したが、cdc卯・お’G．即を発現した細胞ではmRFP‐Snclが細

胞内に蓄積した。また、cd・c5〇ーなた皿3dc．rロ△株でmRFP‐Snc1とDr82．GFRの局在を観

察したところ、cd砧〇‐ね株ではmRFP．Snc1が細胞内の膜構造のみに存在する細胞の割合

が顕著に増加してお り、そのような細胞ではDrs2‐GFPとmRFP．Snclの両シグナルが重

なっていた。これら2つの結果により、高温においてCdc50‐t8‐Drs2複合体はフリッパー

ゼ 機能 を失 い、 初期 エン ドソ ーム から の 小胞 形成 がで きな いこ とが 示唆 され た。

    考察

  本研究では、Cdc50の新規の変異体を取得・解析することにより、Cdc50がDrs2のりン

脂質フリッパーゼ活性に関わるサブュニットとして機能することを初めて細胞レベルで示

すことに成功した。最近の報告において、Drs2がフリッパーゼとして機能する際に必要な

ATP加 水分解サイクルヘのCdc50の 関与が示唆され、Cdc50の2つの膜貫通部位が特に重

要である可能性が議論されていたが、今回取得したCdc50-ts変異体は膜貫通部位の近傍に

アミノ酸置換が生じており、この部位がDrs2のATP加水分解サイクルの遂行を通したフ

リッパーゼ機能に何らかの関わりがあると推測される。今後、試験管内再構築実験などによ

り、Cdc50のDrs2フリッパーゼ機能への寄与の詳細、また、初期エンドソームからの小胞

形成における役割が明らかとなることが期待される。小胞輸送の異常は、細胞運動や細胞極
性形成の異常を介して癌細胞の浸潤・転移などに関連する可能性があり、本研究で出芽酵母

を用いて得られた知見がヒトにおける細胞運動や細胞極性形成のメカニズムの解明にっな

がることが期待される。
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生体膜を構成するりン脂質は通常二重層の内外で非対称に分布しており、これはりン脂

質を細胞膜外層から内層へ転移（フリップ）するりン脂質フリッパーゼの働きにより形成

されると考えられている。リン脂質フリッパーゼの異常により種々の疾患が引き起こさ

れるが、フリッパーゼの細胞機能については不明な点が多い。すでに出芽酵母をモデル

系に用いて、細胞極性形成を制御するタンパク質として同定したCdc50が、Drs2フリッパ

ーゼと複合体を形成していることが明らかにされている。Drs2はP型ATPaseのサブファ

ミリーであるP4-ATPaseであり、そのフリッパーゼ機能によるりン脂質二重層間の移動が

輸送小胞の形成を促し、細胞内小胞輸送において働いていることが示唆されている。Cdc50

はDrs2のエンドソーム′ゴルジ体への局在に必要であり、さらに、フリッパーゼのサブュ

ニットとしてDrs2のATPase反応に貢献する可能性についても議論されているが、詳細は

明らかではない。本論文ではりン脂質フリッパーゼの分子機能を解明する目的で、Cdc50

のCdc50-Drs2複合体内での役割を解析した。

  まず、Drs2と複合体を形成するが機能不全となるCdc50変異体を探索した。緑色螢光タ

ンパク質GFPをCDC50に融合したCDC50-GFPプラスミドを作製した。PCRにより変

異を誘発したCDC50-GFPプラスミドをcdc50A lem31¥ cr丑d株に導入し、低温（25℃）

では増殖可能だが高温（37℃）では増殖できない温度感受性変異株（ts株）を選択した。

このうち、高温でもCdc50．GFPがゴルジ体′エンドソームに正しく局在する株を選択し、

6つのcdc5〇．ぬ変異を得た。これらの変異部位を同定したところ、膜貫通領域内またはそ

の近傍にアミノ酸置換が生じていた。以後、6つの変異株のうち、より強い増殖欠損を示

し た 2つ の ts変 異 体 （ お 7127と お 9‐ め に つ い て 詳 細 に 解析 を 行 っ た 。

  まず、Cdc50・ts変異体がDrs2と実際に細胞内で複合体を形成しているかを調べた。Drs2

に赤色螢光タンパク質mRFP1を融合したDrs2．mRFP1とCdc50‐t8．GFPを同時に発現す
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る株を作製してその局在を観察したところ、Cdc50-ts-GFPシグナルを含むドットの大部分

はDrs2-mRFPlシグナルと重複し、両タンパク質が共局在することが示された。また、Drs2

に エピト ープタグ を融合 したDrs2-13mycを Cdc50-ts-GFPと同時に発現する株を作製し、

免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 高 温 で 培 養 ‘ し た 細 胞 の 細 胞 抽 出 液 か ら Drs2-13mycと

Cdc50-ts-GFPは共免疫沈降され、Cdc50-tsはDrs2pと複合体を形成することが示された。

  先行研究から、Cdc50-Drs2はりサイクリング経路において初期エンドソームからゴルジ

体への小胞形成に関わり、その機能にはDrs2のフリッパーゼ活性が重要であることがわか

っ ていた 。これら 2つのCdc50-ts変異体が初期エンドソームからゴルジ体への小胞輸送に

欠陥が生じているかどうかを確かめるために、細胞膜、初期エンドソーム、ゴルジ体を循

環 するChs3の Calcofluor White (CW)に対する感受性とりサイクリング経路マーカーであ

る Snclの細胞 内局在 について 検討した 。これ らの実験 結果に より、2つのCdc50-ts変異

体 は高温 において Cdc50-ts-Drs2複合体におけるフリッパーゼ機能を失い、初期エンドソ

ームからの小胞形成ができないことが示唆された。

  本 研 究で はCdc50の新規 の変異体 を取得・ 解析す ることに より、 Cdc50がDrs2のりン

脂質フリッパーゼ活性に関わるサブュニットとして機能することを初めて細胞レベルで示

すことに成功した。小胞輸送の異常は細胞運動や細胞極性形成の異常を介して癌細胞の浸

潤・転移などに関連する可能性があり、本研究で出芽酵母を用いて得られた知見がヒトに

お け る 細 胞運 動 や 細胞 極 性 形成 の メ カニ ズ ム の解 明 に っな が る ことが 期待され る。

  発表後、副査の志田壽利教授より変異株においてフリッパーゼ活性を測定したかどうか、

Drs2のフリッパーゼ活性との関連で今回のCdc50-ts変異体で新しくわかったことについて

質問があった。続いて副査の濱田淳一准教授よりCdc50-ts変異体の変異部位により表現型

の違いがあるのかどうか、また、フリッパーゼの変異と疾病との関係について質問があっ

た 。次に 副査の田 中一馬 教授より 他のP型ATPaseと異なり、Drs2がCdc50をサブユニツ卜

として働かせていることの利点についての質問があった。最後に主査の平野聡教授より癌

細胞と細胞極性、細胞内小胞輸送との関係における本研究の位置づけについて質問があっ

た。これらに対し申請者は、自己の研究成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、フリッパーゼのサブュニットが細胞内で重要な機能を果たしていることを

明らかにしたものとして高く評価され、今後、膜リン脂質非対称性の形成機構とその破綻

による疾患発症メカニズムの解明に繋がることが期待される。

  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 十分な資 格を有す るもの と判定し た。
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