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    学位論文題名
    Septin rlngaSSemblyrlqulreSCOnCertedaCtionof
    polariSOmeCOmponentS，aPAKkinaSeCla4p，
    ●  ●
andtheaCtinCytOSkeletoninSあCCカ¢ケ1刀穆ツC¢SC¢0℃ぴZSZロピ

（出芽酵母のポラリソーム構成因子とPAKキナーゼCIa4pは

アクチン細胞骨格と強調してセプチンリング形成を制御する）

学位論文内容の要旨

    【目的と背景】

  細胞の極性形成は、アクチン細胞骨格の再編成や様々な極性関連蛋白質の機能を必要とする

非常に複雑な過程である。本研究で用いた出芽酵母Sacchaioi，?yces cere¥′isiaeは、分子遺伝学的

解析が速やかにかつ明確に行うことができ、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る。出芽酵母は細胞壁が局所的に伸展した結果である出芽によっ

て成長し、この出芽は極性を有する細胞内輸送によって成り立っている。出芽開始前には出芽

予定位置に向けてアクチン細胞骨格が再編成されると同時に、この位置にセプチンのりングが

形成される。

  セプチンは酵母からヒトまで進化的に強く保存されたGrIP結合蛋白質フんミリーであり、線

維状の構造体を構成し、細胞質分裂をはじめとするいろいろな生体反応において、多様な蛋白

質の働く基盤となることが知られている。一方で、セプチンの異常が細胞癌化や神経性疾患に

関与している可能性が指摘されており 、セプチンの制御機構の解明が期待されている。

  出芽酵母において、アクチンおよびセプチンの再編成にはRho type small GTPaseであるCdc42p

が必要である。GDP_G'IP交換反応促進蛋白質であるCdc24pにより活性化されたCdc42pは、

下流のエフェク夕一にシグナルを伝達して極性形成を制御する。これまでにアクチンの極性化

に重要な様々なCdc42pのエフウクターが明らかにされてきたが、どのようにしてCdc42pがセ

プチンリング形成を制御しているのかについては解明されていない。

  今回、Cdc42pのェフェクターであるBnilpとCla4pを欠損した細胞は、細胞形態及びセプチ

ンリング形成が異常になり致死性を示すことを見出した。Bnilpはフォルミンフんミリーに属

し、Bud6p，Spa2p，Pea2pと共にポラルソームと呼ばれる蛋白質複合体を形成し、芽の先端成長

に関与する。またBnilpは、分泌小胞の輸送に重要な役割をするアクチンケーブルの形成に関

与する。一方、Cla4pは、p21-aciivated kinase (PAK)に属し、細胞質分裂に関与する。生化学的

性質が異なるこれらの蛋白質がどのようにセプチンリング形成に関与するのか検討した。

【結果】
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  本研究では、高温でCla4pが分解されるcla4-75イd変異とbnil欠失変異の二重変異株(bniIA

cla4-75-川株）を用いて解析した。bnil△cla4-ガィイ株は、温度感受性増殖を示し、細胞質分裂部

位であるbud neckの形成やneck filamentの構成分子であるセプチンの局在に異常を示した。セ

プチンのGFP融合蛋白質のタイムラプス観察から、bniltl cla4-75-td株は、出芽開始時における

セプチンリングの初期形成に異常を示した。したがって、BnilpとCla4pはセプチンリングの

構造維持ではなくセプチンリングの初期形成に重複した機能を持つことが示唆された。

  bnil△cla4-75-rd株の温度感受性増殖の原因がBNI1のどのドメインに関連するのか検討した。

その結果、Bnilpのアクチン重合に関連する機能発現に必須のドメインであるFH1及びFH2ド

ヌインが必要であることが判った。したがって、Cla4p欠損状態におけるセプチンリング形成

にはBnilpのアクチン重合の機能が必要であると考えられた。また、Bud6p結合ドメインやSpa2p

結合ドメインは高温下で必要であることが判った。これらのドメインはフォルミンの温度感受

性増殖の抑圧には必要なかった。さらに、ポラリソーム構成因子(BUD6，SPA2，PEA2）の欠失

変異とcla4欠失変異との二重変異株は、いずれもbnil△ cla4-75-td株と同様の表現型を示した。

したがって、ポラリソームのintegrityもまた、Cla4p欠損状態におけるセプチンリング形成に

おいて重要であると考えられた。

  アクチンケーブル形成に異常を示すbnil-116変異とcla4欠失変異との二重変異株もまたセプ

チンリング形成に異常を示した。さらにアクチン重合阻害剤を作用させたcla4欠失変異株や、

アクチンケーブルに関連した遺伝子の変異とcla4欠失変異との二重変異株もセプチンリングを

形成できなかった。したがって、Cla4p欠損状態におけるセプチンリング形成にBnilpに依存

したアクチンケーブルが必要であると考えられた。

  bniIA cla4-75-rd株の温度感受性増殖は、多コピーのBEM3r41-114とRGA IAl-632により抑圧

された。BEM3とRGÁ はCdc42pのG'IPase活性促進蛋白質をコードするので、bnil△ cla4-75-td

株では活性型Cdc42pが蓄積していると考えられた。またbnil欠失変異株に活性型に固定され

たGFP_Cdc42012Vpを過剰発現させたとき、セプチンリングに異常が生じたことから、cla4欠失

変異は活性型Cdc42pを蓄積させる可能性が高いと考えられた。したがって、BEM3A1-114と

RGA lAl -632はcla4欠失変異側の異常を抑圧していると考えられた。

    【考察】

  本研究は、出芽酵母のセプチンリング形成において、ポラルソーム構成因子とCla4pが重複

した機能を持ち、さらにアクチン細胞骨格がこの過程に関与する可能性があることを初めて示

唆した。哺乳類細胞では、アクチン結合蛋白質であるアニリンを介して、アクチン線維がセブ

チン線維の鋳型になることから、Bnilpが形成するアクチン構造体とポラリソームが直接的に

セプチンリング形成に関与する可能性が考えられる。また、Bnilpが形成するアクチンケーブ

ルは、セプチンリング形成に必要な因子の輸送に使われている可能性も考えられる。一方、Cla4p

の機能の1っとして、セプチンを直接ルン酸化することによるセプチンリングの固定化が提唱

されている。また、セプチンリングの形成には活性型Cclc42pと非活性型Cdc42pのサイクリン

グが必要であると提唱されている。Cla4pはCdc42p結合蛋白質であるBemlp及びCdc24pと複

合体を形成し、活性型Cdc42pのダウンレギュレーションに働くと報告されており、Cla4pは

Cdc42pの活性を調節することによっても、セプチンルングの形成を制御していると考えられる。

したがって、Bnilp依存的なアクチン構造体の欠損と活性型Cdc42pの異常蓄積が、セプチンを
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不安定にし、リング形成の異常を引き起こすと考えられる。セプチンの制御の基本ヌカニズム

をさらに解析することは、セプチンの異常による疾患の原因解明の一助になると期待される。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    Septin ring assembly rlqulreSCOnCertedaCtionof

    p01ariSOmeCOmponentS，aPAKkinaSeCla4p，

andtheaCtinCytOSkeletonin5わCCカ口ダ〇刀ゑツC¢SC¢ガピぴ轟轟弛

（出芽酵母のポラリソーム構成因子とPAKキナーゼCla4pは

アクチン細胞骨格と強調してセプチンリング形成を制御する）

  セプチンは酵母からヒトまで広く保存されたフィラメント形成能を有するGTP結合蛋白質で

あり、細胞質分裂や小胞輸送などに関与することが知られている。また、セプチンの異常が細

胞癌化や神経変性疾患に関与している可能性が指摘されている。セプチンフィラメント形成の

基本的メカニズムを解明するにあたり、分子遺伝学的解析が速やかにかつ明確に行うことがで

き、分子細胞生物学領域で多くの研究室で用いられている出芽酵母をモデル生物として使用し

た。出芽酵母のセプチンフィラメント形成にはRho GTPaseであるCdc42が必要である。活性

化したCdc42は、下流のエフェクターにシグナルを伝達してアクチン細胞骨格再編成、セプチ

ンリング形成、成長部位への小胞の輸送と融合などを制御して出芽を開始する。エフェクター

にはフォルミンであるBnilやPAKキナーゼであるCla4などがあるが、これらのエフウクター

がどのようにしてセプチンリング形成を制御しているのかについては解明されていない。  、

  本研究において、Bnilとaa4を同時に欠損した細胞は、細胞形態及びセプチンの局在が異

常になり致死性を示すことを見出した。高温でaa4が分解される皿群．耐変異と6川J欠損変異

の二重変異株（みn口△cZ舛・甜株）を作製し、高温にシフトした後のセプチンの局在を経時的に

観察したところ、出芽開始時におけるセプチンリングの形成に異常を示した。したがって、Bni1

とaa4はセプチンリングの構造維持ではなくセプチン1jングの形成に重複した機能を持つと考

えられた。

  Bnilは幾つかの機能ドメインを有している。また、Bni1はBud6、Spa2、Pea2と共にポラリ

ソームと呼ばれる蛋白質複合体を形成する。aa4欠損状態におけるセプチンリング形成にどの

ドメインが必要か検討したところ、Bud6結合ドメインやSpa2結合ドメインが必要であった。

さらに各ポラルソーム構成因子とCla4を同時に欠損した場合もセプチンルング形成ができなか

った。したがって、aa4欠損状態におけるセプチン1」ング形成には、ポラリソーム構成因子が

必要であり、さらにBni1がBud6やSpa2と相互作用することが重要であると考えられた。

ー 571ー

幸
利
馬

昌
壽
一

口
田
中

野
志
田

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



  またBnilのアクチン重合に関わるドメインがセプチン1jング形成に必要であった。アクチン

重合阻害剤を作用させたcla4欠損変異株や、アクチンケーブル関連遺伝子の変異にcla4欠損変

異を加えた変異株もセプチンリングを形成できなかった。したがって、Cla4欠損状態における

セプチンリング形成には、Bnilによるアクチン重合活性が必要であると考えられた。

  bnild cla4-td株の致死性は、BEM3A1-114とRGAIAI -632の過剰発現により抑圧された。BEM3

とRGA1はCdc42のGTPase活性促進蛋白質をコードするので、6n〃△cZ群‐耐株では活性型Cdc42

が蓄積していると考えられた。またaa4はCdc42に対するネガティブフイードバック調節があ

り、活性型Cdc42のダウンレギュレーションに働くことが報告されている。6川J欠損変異株に

活性型に固定されたCdc42を発現させたところ、セプチンリング形成に異常が生じた。したが

っ て 、 c鯏変 異 は 活性 型 Cdc42の 異常 蓄 積 を引 き 起こ す 可 能性が 示唆され た。

  本研究により、Cdc42のエフェクターであるBni1のアクチン重合活性とaa4のキナーゼ活

性の両方がセプチンリング形成に必要であることが明らかとなった。また、このBni1の作用に

は、Bnilが、Bud6やSpa2などのポラリソーム構成因子と相互作用することが重要であった。

Bnilが形成するアクチンケーブルは、セプチンの重合に必要な因子の輸送に関与する可能性が

考えられた。さらに、Cdc42の活性型と不活性型問のサイクリングがセプチンリング形成に必

要であることが明らかとなり、aa4がこのサイクリングの調節に関与している可能性が示唆さ

れた。

  口頭発表において、副査の志田教授より哺乳類のセプチンの役割について、またセプチン1」

ング形成においてBni1とaa4が1つの経路で働く可能性について質問があった。続いて副査

の田中教授よルセプチンリング形成におけるBni1とCla4それぞれの役割について、またCdc42

のGThse活性促進蛋白質により6ḿ △c轟W．甜株の致死性が抑圧された時のセプチンリングの

状態について質問があった。最後に主査の野口教授より本研究で行った幾っかの実験について

技術的な側面から質問があった。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、セプチンフイラメント形成における基本メカニズムの一端を明らかとしたものと

して高く評価され、今後セプチン異常による病態の解明に役立つ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十分な資格を有するものと判定した。

― 572 -


