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The upstream regulator, Rsrlp, and downstream effectors,

Giclp and Gic2p, of the Cdc42p small GTPase coordinately

regulate initiation of budding in Sacchar07nyces cerevzszae

    （低分子量G蛋白質cdc42pの上流調節因子Rsrlpと

    下流標的因子Giclp、Gic2pは、協調的に働いて  ．

出芽酵母Saccharomyces cerevzszaeの出芽開始を制御する）

学位論文内容の要旨

    緒言
  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
な形態や細胞内蛋白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い、アクチン
細胞骨格系が関与しているが、全体としてsmall GTPaseを介した細胞内シグナル伝達系により巧妙に制
御されている。また、癌細胞では細胞の極性異常が認められるが、その原因には不明な点が多い。
  本研究で用いた出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeは細胞および細胞骨格系の制御を研究するため
には非常に優れたモデル生物であり、出芽と呼ばれる極性成長過程を解析することで真核細胞の細胞骨
格系制御機構の基本原理を明らかにできると考えられる。
  この出芽という極性成長の開始において中心的な役割を果たしているのがRho family small GTPase
に属するCdc42pである。Cdc42pはguanine nucleotide exchange factorであるCdc24pの働きによ
り活性化されるが、そのCclc24pを出芽位置に導くとされているのがRas familyに属するRsrlpであり、
出芽における一連の蛋白質の働きの中でC clc42pの上位に位置していると考えられる。一方Gicl/2pは
Cdc42pと結合することで見いだされた蛋白質であり、Cclc42pからのシグナルを下流に伝えるための
effectorとして機能していると推定されている。‘しかしこれらおよび出芽に関わる他の多くの蛋白質が
いかに相互作用し、どのような仕組みで極性を確立するのかにっいては、まだ多くが不明である。
  本論文ではCdc42のeffectorのなかで比較的新しく、機能解析も進んでいないGicl/2pに注目した。
gicl/2変異株と合成致死となる変異遺伝子のスクリ一二ングを契機として、Cdc42pを中心とした細胞
極性形成の機能解析を試みた。その結果gicl/2変異体はCdc42pよりさらに上流で機能しているとされ
るrsrlの変異体と合成致死となることが見いだされた。この関係はCdc42pの他のeffectorには見られ
ない固有のものであり、さらにgicl/2 rsrl変異体ではCdc42pの他のeffectorの局在に乱れを生じて
いた。これらの実験結果から我々は、RsrlpとCclc24pにより極性と活性を制御されたCclc42pがGicl/2p
の働きでより安定的にeffectorと局在し続けることで出芽開始が可能となると考えている。

    実験結果
  giclgic2変異体はそれだけでは出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeの出芽という極性成長過程に影
響は及ぽさない。しかしさらにもう1つ，ある遺伝子の変異が加わることによって成長できなくなる、す
なわち合成致死になるとすればその遺伝子の機能はGICl/2の機能と関連性をもつ可能性がある。本実
験では、まずgiclgic2変異株を用いて合成致死遺伝子をスクリーニングすることから始めた。その結果、
BUD2，BUD5という2つの遺伝子を同定した。これらはそれぞれ、出芽位置の決定に重要な役割を果た
しているG protein RsrlpのGTPase－activating protein、  GDP/GTP exchange proteinとして知ら
れている。従ってrsrl変異体もgiclgic2変異体と合成致死になると予想し、実際に3重変異体は30
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度で成長できなくなることが確認された。
  次に我々はrsrlgiclgic2変異株がなぜ生育できなくなるのか形態学的に解析した。そしてこの株が出
芽不可能となり、細胞は極性を失い等張性に膨化していく様子を確認した。また一旦出芽した細胞はそ
の時 点でRsrlpGicl/2pを失ったとしても細胞分裂、核分裂までサイクルが回ることから、
RSRIGICIGIC2が芽の成長と分裂にはあまり関与せず、出芽の最初のポイントで何らかの役割を果たし
ていると考えられた。
  出芽の過程で機能するGicl/2p以外のCclc42p周辺の蛋白質についてrsrlと遺伝学的に相互作用が
あるか検討した。cla4，bnilはrsrlと合成致死とはならず、Cdc42pのeffectorの中でGICl/2だけが
RSR1に対して特異性を示していた。またCdc42pと結合できなくなったGIC1変異株を用いた検討から、
Gicl/2pの出芽における役割はCclc42p－GTPと結合すること、すなわちCclc42pのeffectorであるこ
とによって果たされていると考えられた。
  スクリーニングの過程で判明していたことであるが、rsrlgiclgic2の致死性はCdc42pを過剰に発現
させることで抑圧することができる。この現象を理解するために他のeffectorの変異も持たせた次のよ
うな株、rsrlgiclgic2bnil，rsrlgiclgic2cla4，rsrlgiclgic2ste20，にCdc42pを過剰発現させてみたと
ころ、いずれの株においてもその致死性は抑圧された。このことはCclc42pの過剰発現がCdc42p以下
の特定のpathway、例えばBnilpやCla4pを介した系、を増幅させてrsrlgiclgic2の致死性を抑圧し
ているのではないことを示している。っまりrsrlgiclgic2ではCdc42pの発現量そのものが低下してい
るか、あるいはその局在に問題が生じているか、いずれかの可能性が考えられる。そこでまずrsrlgiclgic2
株においてCdc42pの発現量低下が見られるか検討したが、gに1gに2株との間に差は見られなかった。
次にCdc42pにGFP螢光蛋白質をっけて直接その局在を観察しようと試みたが条件が整わず、デ一夕は
得られなかった。そこでBnilpとCla4pという2つのCdc42peffectorの局在（これらは芽の先端にお
いてCdc42pと共局在する）を観察した。そしてrsrlgiclgic2変異株においてBnilpとCla4pが非局
在化する率が高くなることを確認した。これは間接的な所見ではあるが、Cdc42pの局在そのもの、ある
い はCdc42pと Bnnp，Cla4複 合 体の 安 定 性が 低下 しているこ とを示し ていると 考える。

    考察
  本研究で申請者は、Cdc42pの上流因子と下流因子が協調して働いて、これがCdc42pの正常な
functioningに必須であること、またRsrlpは出芽開始場所の決定にっいてのみ機能していると考えら
れていたが、実際には出芽そのものにも一定の役割を果たしていることを明らかにした。またCdc42p
が出芽開始点に局在し、安定的に他のeffectorと相互作用するためにGicl/2pが重要である可能性が示
され、このよう顔例はこれまで報告されておらず、Giclp/Gic2pがeffectorとしてユニークな機能を有
していることを示唆している。Cdc42pは動物細胞でも細胞極性形成のkey regulatorであることが報告
されており、本研究で見出された結果が細胞極性形成の基本メカニズムとして重要なものであること、
さらにその異常が、癌細胞の極性異常に関連し、癌細胞の遊走や接着といった転移のメカニズムの解明
にも貢献することが期待される。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

The upstream regulator，Rsrlp，and downstream effectors，

Giclp and Gic2p，of the Cdc42p small GTPase coordinately

regulate initiation of budding in、Sacchar07nyces cerevzszae

    （ 低 分 子 量 G蛋 白 質 cdc42pの 上 流 調 節 因 子 Rsrlpと

    下 流 標 的 因 子 Giclp、 Gic2pは 、 協 調 的 に 働 い て

    出芽酵母Saccharomyces cerevzszaeの出芽開始を制御する）

  あらゆる細胞は、細胞運動、細胞間相互作用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蛋白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
有すると言い、アクチン細胞骨格系が関与しているが、全体、としてRhoファミリー
の低分子量G蛋白質を介した細胞内シグナル伝達系により巧妙に制御されている。
一方、癌細胞ではこのRhoファミリー系の制御異常の可能性が指摘されており、同
蛋白質が細胞内でどの様に機能しているの・か、他の蛋白質といかに相互作用している
の かを 知る こ とは 癌制 御 のた めの 大 きな 知見 に なる と考 えられる 。
本研究で用いた出芽酵母Sac、’charomyces cerevisぬeは細胞周期や細胞骨格系の制
御を研究するために優れたモデル生物であり、事実、RhoファミリーのCdC42pお
よびその制御因子Cdc24pは本生物で最初に発見された。従って、出芽酵母の極性成
長過程を解析することで真核細胞の細胞骨格系制御機構の基本原理を明らかにできる
と考えられる。Cdc42はこの出芽開始において中心的な役割を果たしている。Cdc42p
はCdc24pの働きにより活性化される。一方Gicl/2pはCdc42pからのシグナルを
下流に伝えるためのエフェクターとして機能していると推定されていた。しかしこれ
らが他の多くの蛋白質といかに相互作用し、極性を確立するのかについては、まだ多
くが不明である。
本研究ではGicl/2pの変異と合成致死となる変異遺伝子のスクリーニングを契機
として、Cdc42pを中心とした細胞極性形成の機能解析を試みた。その結果、Cdc42p
の上流に位置するRsrlpの変異がGicl/2pの変異と合成致死になる、すなわち
rsrlgiClgiC2変異株が増殖できないことが確認された。rsrlgiClgiC2変異株がなぜ
生育できなくなるのか形態学的に解析したところ、この株が出芽不可能となり、細胞
は極性を失い等張性に膨化していく様子を確認した。次に出芽の過程で機能する
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Gicl/2p以外のCdc42p周辺の蛋白質についてrsrlと遺伝学的に相互作用があるか
検討した。cla4，bnilはrsrlと合成致死とはならず、Cdc42pのエフェクターの中で
Gicl/2pだけがRsrlに対して特異性を示していた。さらに、rsrlgiclgic2の致死性
はCdc42pを過剰に発現させることで抑圧することができることを明らかにした。こ
の現象を理解するために他のeffectorの変異も持たせた4重変異株にCdc42pを過
剰発現させてみたところ、いずれの株においてもその致死性は抑圧された。このこと
はCdc42pの過剰発現がCdc42p以下の特定のpathway、例えばBnnpやCla4pを
介した系、を増幅させてrsrlgiclgic2の致死性を抑圧しているのではないことを示
している。すなわち、rsrlgiclgiC2ではCdC42pの発現量そのものが低下している
か、あるいはその局在に問題が生じているか、いずれかの可能性が考えられる。そこ
でまずrsrlgiclgic2株においてCdc42ṕ の発現量低下が見られるか検討したが、
giclgic2株との間に差は見られなかった。次にCdc42pの局在を観察しようと試み
たがデータが得られなかったためBnnpとC1a4pという2つのCdc42pエフウクタ
ーの局在（これらは芽の先端においてCdc42pと共局在する）を観察した。そして
rsrlgiclgic2変異株においてBnnpとCla4pが非局在化する率が高くなることを確
認した。これは間接的な所見ではあるが、Cdcニ42pの局在そのもの、あるいはCdc42p
とBnnp，C1a4複合体の安定性が低下していることを示していると考えられる。
  本研究にお‾ゝて、Cdc42pの上流因子と下流因子が協調して働いて、これがCdC42p
の正常な機能に必須であることが明らかとなった。R虹1pは出芽開始場所の決定につ
いてのみ機能していると考えられていたが、実際には出芽の開始そのものにも一定の
役割を果たしていることが明らかとなった。またCdc42pが出芽開始点に局在し、安
定的に他のエフウクターと相互作用するためにGicl/2pが重要である可能性が示唆
された。このような例はこれまで動物細胞を含めて報告されておらず、Giclp/Gic2p
がェフェクターとしてユニークな機能を有していることを示唆している。
  口頭発表において田中一馬教授よりGicl/2pの作用機構についてどのようなモデ
ルが想定できるかとの質問があった。続いて加藤紘之教授より癌との関連で考えた
場合、本研究は癌化と転移浸潤のいずれを想定しているのか、また将来目指すべき
方向性についての質問があった。また葛巻より、細胞分裂、またチェックポイント
制御の観点から見て、本研究の結果はどのように解釈できるか、さらに、恥rlpが
ヒト細胞でどのように作用するか、についての質問があった。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。
  本研究は、細胞極性形成における新しいシグナル伝達機構の存在を明らかにした。
また、同様の機構が動物細胞にも存在し、またその機構の異常が細胞の癌化にも寄
与している可能性が期待できるものとして高く評価される。
  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。
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