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【論文内容の要旨】

【研究題目】ﾀﾊﾞｺｻｲｸﾘﾝDの機能解析

【要旨】

本論文では､ﾀﾊﾞｺから単離した4種類のｻｲｸﾘﾝD (NtcycD3-1, NtcycD3-2a､

NtcycD3-2b､ NtcycD3-3)の､細胞周期制御に関る重要な幾つかの因子との相互作用につ

いて詳細に検討した結果を記載した｡

第1章では､ﾀﾊﾞｺのｻｲｸﾘﾝDの特徴付けおよび1'DV血機能解析の結果を述べた｡

NtcycD3-1とNtcycD3-3のmRNA量はﾀﾊﾞｺ培養細胞の細胞周期を通じて-定であるが､

NtcycD3-2aのmRNA量はGl/SおよびG2/M期に､ NtcycD3-2bのそれはG2/M期に上昇した｡

この変動は高等植物のｻｲｸﾘﾝDに特有のものであった｡

ﾀﾊﾞｺｻｲｸﾘﾝDには､ pRbとの結合に必要なLXCXE配列が保存されているが､ﾀ

ﾊﾞｺでもｻｲｸﾘﾝDはﾀﾊﾞｺpRbと結合した.ﾀﾊﾞｺのCDK (aおよび占)とｻｲｸﾘ

ﾝD遺伝子を､昆虫細胞内で発現させた｡ 4種のｻｲｸﾘﾝDはいずれもCDKaおよび

CDKbと複合体を形成した｡ｻｲｸﾘﾝαCDKaはﾀﾊﾞｺpRb､ﾋﾄpRbそしてﾋｽﾄﾝ

Hlに対してｷﾅ-ｾﾞ括性を示したが､ CDKbとの複合体はｷﾅ-ｾﾞ括性がなかった｡

次に､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来のCAK (∈DK19Ctivating峯inase)のﾎﾓﾛｸﾞ(CaklAt)を用

いて不括性なﾀﾊﾞｺのｻｲｸﾘﾝαCDK複合体を処理したところ､複合体はﾘﾝ酸化に

より括性化された｡

第2章では,ﾀﾊﾞｺｻｲｸﾘﾝDの血vl'voでの機能解析について記載した｡ﾀﾊﾞｺ培

養細胞抽出液をNtcycD3-1とNtcyc25 (ｻｲｸﾘﾝA)に対する抗体で免疫沈降した結果､

いずれも血vl'voで抗PSTAIRE抗体で認識されるCDK-aと複合体を形成したo GFP融合ｻ

ｲｸﾘﾝDを高発現させた形質転換ﾀﾊﾞｺ培養細胞でも､他のｻｲｸﾘﾝD (NtcycD3-2a､

NtcycD3-2b, NtcycD3-3)もCDK-aと複合体を形成した｡

植物細胞内の多様なｻｲｸﾘﾝ/CDK複合体と結合できるp13SUClｱﾌｲﾆﾃｲ-ﾋﾟ-

ｽﾞを用い､同調化したﾀﾊﾞｺ培養細胞のｷﾅ-ｾﾞ括性を解析した｡ Gl/S期にNtRblｷﾅ-

ｾﾞ括性､ G2/M期にﾋｽﾄﾝHlｷﾅ-ｾﾞ括性が上昇した｡ NtcycD3-1/CDKのNtRblｷﾅ-

ｾﾞ括性はGl/S期に､ Ntcyc25/CDKのﾋｽﾄﾝHlｷﾅ-ｾﾞ括性はG2/M期に上昇した.

ｻｲｸﾘﾝDの細胞内局在性を､ GFP融合ｻｲｸﾘﾝDを発現させた形質転換体を用い

て解析した結果, NtcycD3-1は多くの細胞で核に局在化しており､ CDKとの複合体のﾘ

ﾝ酸化が核への局在化にも関与していることが示唆された｡

以上､高等植物における細胞周期制御機構に関する幾つかの重要な知見を得た｡特に

次の2点は画期的な成果である｡ 1)括性のある複合体を形成できるｻｲｸﾘﾝとCDK

の組み合わせを､高等植物において初めて明らかにした｡ 2)高等植物で初めてRbﾀﾝ

ﾊﾟｸ質に対するｷﾅ-ｾﾞ括性を検出した｡
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【論文蕃査括果の要旨】

高等生物の細胞増殖はGl/S/G2/M期を周期的に繰り返しているが､この周期の進行は

ﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞであるCDKと調節ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄである各種ｻｲｸﾘﾝにより制御さ

れている｡高等植物の細胞周期制御は不明な点が多く,本論文では,ﾀﾊﾞｺから単離し

た4種類のｻｲｸﾘﾝD遺伝子(NtcycD3-1, NtcycD3-2a､ NtcycD3-2b､ NtcycD3-3)の､

細胞周期制御に関る重要な幾つかの因子との相互作用について詳細に検討し､多くの新

しい知見を得ている｡

1 )ﾀﾊﾞｺのｻｲｸﾘﾝDの特徴付けおよび血vl'tTO機能解析を行い､ NtcycD3-1と

NtcycD3-3のmRNA量はﾀﾊﾞｺ培養細胞の細胞周期を通じて-定であるが､ NtcycD3-2aの

mRNA量はGl/SおよびG2/M期に､ NtcycD3-2bのそれはG2/M期に上昇し､この変動が高

等植物のｻｲｸﾘﾝDに特有であることを示した｡

2)ﾀﾊﾞｺｻｲｸﾘﾝDにはpRbとの結合に必要なLXCXE配列が保存されているが､

血vl't(0で,これがﾀﾊﾞｺpRbと結合した.ﾀﾊﾞｺのCDK (aおよびb)とｻｲｸﾘﾝD遺伝

子を､昆虫細胞内で発現させ､ 4種のｻｲｸﾘﾝDがいずれもCDKaおよびCDKbと複合

体を形成することを示した｡ｻｲｸﾘﾝⅣCDKaはﾀﾊﾞｺpRb､ﾋﾄpRbそしてﾋｽﾄﾝ

Hlに対してｷﾅ-ｾﾞ括性を持つことを示した｡

3)ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来のCAK (∈DK一畢Ctivating垂inase)のﾎﾓﾛｸﾞ(CaklAt)を用い

て不括性なﾀﾊﾞｺのｻｲｸﾘﾝαCDK複合体を処理し､複合体はﾘﾝ酸化により括性化

されることを明らかにしている｡

4)ﾀﾊﾞｺ培養細胞抽出液をNtcycD3-1とNtcyc25 (ｻｲｸﾘﾝA)に対する抗体で免疫

沈降した結果､いずれも血vl'voで抗PSTAlRE抗体で認識されるCDK-aと複合体を形成し

ていることを明らかにしている｡ GFP融合ｻｲｸﾘﾝDを高発現させた形質転換ﾀﾊﾞｺ

培養細胞を用い､他のｻｲｸﾘﾝDもCDK-aと複合体を形成することを示した｡

5)植物細胞内の多様なｻｲｸﾘﾝ/CDK複合体と結合できるp13SUClｱﾌｲﾆﾃｲ-

ﾋﾟ-ｽﾞを用い､同調化したﾀﾊﾞｺ培養細胞のｷﾅ-ｾﾞ括性を解析し､ Gl/S期にNtRblｷ

ﾅ-ｾﾞ括性､ G2/M期にﾋｽﾄﾝHlｷﾅ-ｾﾞ括性が上昇すること, NtcycD311/CDKは

NtRblｷﾅ-ｾﾞ括性がGl/S期に, Ntcyc25/CDKはﾋｽﾄﾝHlｷﾅ-ｾﾞ括性がG2/M期に

上昇することを明らかにした｡

6)ｻｲｸﾘﾝDの細胞内局在性をGFP融合ｻｲｸﾘﾝDを発現させた形質転換体を用

いて解析した結果､ NtcycD3-1は多くの細胞で核に局在化しており､ CDKとの複合体の

ﾘﾝ酸化が核への局在化にも関与していることを示唆した｡

以上､本論文は､高等植物における細胞周期制御機構に関する,幾つかの重要な知見

を得ているが,特に次の2点､ 1)括性のある複合体を形成できるｻｲｸﾘﾝとCDKの

組み合わせを､高等植物において初めて明らかにした､ 2)高等植物で初めてRbﾀﾝﾊﾟ

ｸ質に対するｷﾅ-ｾﾞ括性を検出した､は画期的な成果である｡よって審査委員-同は､

本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)学位論文として価値あるものと認めた｡


