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ヘ テ ロ 三 量 体GTP結 合 タ ンパ ク質 （Gタ ンパ ク 質 ）はGタ ンパ ク質 共 役 受 容 体

（GPCR） と共 役 し、 細 胞外 の情 報 を細 胞 内へ 伝 達す る分 子 ス イ ッチ と して機 能 す る。 一

方 、GPCR非 依 存 的 なGタ ンパ ク質活 性 化 因子 と してRic－8が 同定 され 、Gタ ンパ ク

質 の新 た な活 性 制 御 機 構 が提 唱 され て い る。Ric－8はGタ ンパ ク質 αサ ブユ ニ ッ ト（Gα）

のGDP－GTP交 換 因子 と してGα を活性 化 す る こ と、 シ ャペ ロ ン活 性 、ユ ビキチ ン化 阻

害 活 性 に よ りGα の 安 定化 に寄 与 す る こ とが 報 告 され て い る。 哺 乳 動 物 に はRic－8Aと

Ric－8Bの 二 つ の ホ モ ロ グが存 在 し異 な るGα を標 的 とす るが 、哺 乳 動 物 にお い てRic－8

が どの よ うな生 命 現 象 に 関与 す る か につ い て は不 明 な 点 が 多 い 。 中心 体 は微 小 管形成

中心 （MicroエubuleΩrganizingCenter：MTOC） と して働 き細胞 分裂 期 に紡 錘 体 の 起 点 とな

る細 胞 小 器 官 で あ る。 これ までGタ ンパ ク質 が 中心 体形 成 に 関 与 す る報告 は 無 く、本

研 究 に てRic－8AがGタ ンパ ク質 シ グナル を介 して 中 心 体形 成 を制御 す る こ とを見 出 し

た 。 、

ま ずRic－8A発 現 抑 制 時 の 中心 体 お よび そ の 中の構 造 体 で あ る 中心 小 体 の タ ンパ ク質

の発 現 と局 在 を免 疫 染 色 法 で 評 価 した。 そ の結 果 、Ric－8Aの ノ ッ クダ ウ ンに よ り中心

小 体 タ ンパ ク質 （CPI10、Centrin、Talpid3） 及 び 中 心 体 タ ンパ ク質 （γ一tubulin）の 数 が増加

す る 一 方 、 他 の 中 心 小 体 タ ン パ ク 質 （C－Nap1、SAS－6） の 数 は 増 加 し な か っ た 。

CRISPR／Cas9を 用 い て作 成 したRic－8Aノ ック ア ウ ト（KO）細胞 で も 同様 の 変 化 が確 認 さ

れ た。 これ らの 結 果 か ら、Ric－8Aの 発 現 抑 制 は 中心 小 体 に類似 した構 造 体 （以 下 、 中心

小 体様 構 造 体 ：Centriole－LikeStructure（CLS） ）の形 成 を 引 き起 こす こ とが示 唆 され た。次

にRic－8Aの 標 的Gタ ンパ ク質 で あ るGαiに 着 目 した。Gαiは ア デ ニル 酸 シ ク ラーゼ を

抑 制 しcAMP量 の 低 下 を 引 き起 こ し、PKA（ 亘roteinkinase△ ）の活 性 を低 下 させ る。Gαi

特 異 的 阻 害 剤 で あ る 百 日咳 毒 素 で 細胞 を処 理 した と こ ろCLS形 成 が観 察 され 、PKA阻

害 剤 処 理 に よ り そ のCLS形 成 が キ ャ ン セ ル さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら

Ric－8A→Gαi→PKAと い うシ グナ ル 経 路 が 中心 体 形 成 に 関与 す る こ とが示 唆 され た。次

にCLS形 成 の要 因 と して 中心体 へ の タ ンパ ク質 輸 送 を担 うCentriolarSatellites（CS） に着

目 した。Ric－8AKo細 胞 に てcsタ ンパ ク質PcM－1の 局 在 を検 討 した結 果 、PcM－1の

異 常凝 集 及 び そ の 凝 集 に 中心 小 体 タ ンパ ク質Centrinが 共 局在 して い る こ とが 確認 され

た。次 にcLsがMToc活 性 を有 す るか を検 討 した 。Ric－8AKo細 胞 の微 小 管 ネ ッ トワ

ー ク を低 温 処 理 で破 壊 後
、CLSを 基 点 に微 小 管 の 再形 成 が 起 き る こ とを確 認 した。 さ

らに 、紡 錘 体 形 成 を観 察 した 結果 、Ric－8AKOに よ り異 形 紡 錘 体 で あ るpseudobipolar

紡 錘 体 や 多 極 性 紡 錘 体 の形 成 が増 加 す る こ とが分 か っ た。 これ らの結 果 か ら、中心体

形 成 にGタ ンパ ク質 お よびRic－8Aが 関 与 して い る こ と、並 び にRic－8AはMToc形 成

制 御 を介 して正 常 な細 胞 分裂 の維 持 に重 要 な役 割 を担 うこ とが 明 らか とな った。
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Ric－8がGタ ンパ ク質共役受容体 と同様 にGタ ンパ ク質 αサ ブユ ニ ソ ト （Gα） の

GDP－GTP交 換 因子 と してGα を活性化す る こ と、さらにそれ とは別 にシャペ ロン活性 、

ユ ビキチ ン化 阻害活性 によ りGα の安定化 に寄与す るこ とな ど生化 学的 な解析 は進 ん

でい る。しか し、哺 乳動物 にお けるRic－8が 制御す る細胞機能 に関 して はほ とん ど明 ら

かに され てい ない。哺乳動物 のRic－8タ ンパ ク質 が制御す る細胞機 能 を解 明す る研究は、

Gタ ンパ ク質の新 たな活性制御機 構の生理 的意 義の解 明へ とつ ながる。

申請者 は哺乳動物 に存在す る2っ のRic－8（Ric－8A，Ric－8B）の うちRic－8AがGタ ン

パ ク質 シグナル を介 して細胞小器 官であ る中心体 の形成 に関与す る ことを見出 した。

中心体 は、微 小管形 成 中心（MicrotubuleΩrganizingCenter：MTOC） として働 き細胞分裂期

に紡錘 体形 成 の起点 となる。 これ までGタ ンパ ク質 が 中心体形成 に関与す る報告 は無

い。免疫染 色法 に よ り、Ric－8Aの 発現抑 制 はい くっ かの 中心体タ ンパ ク質 を欠損 した

中心小 体 に類似す る構 造体（中心小体様構造体：Centriole－LikeStructure（CLS））の形成 を

引き起 こす こ とを見 出 した。次 にRic－8Aの 標 的Gタ ンパ ク質で あ るGαiの 特異的阻害

剤 であ る百 日咳毒 素処理 に よるCLSが 観察 され 、同時 にPKA阻 害剤 を処理 す ること

でcLs形 成 がキ ャ ンセル された こ とか ら、Ric－8A→Gαi→PKAと い うシグナル経路が

中心体形成 に関与す るこ とが示唆 された。 さらに、Ric－8Aノ ックア ウ ト細胞 にて 中心

体へ のタ ンパ ク質輸 送 を担 うCentriolarSatellites（CS）の局在 を検討 した結果 、CSの 異常

凝集 が観 察 され 、γ一tubulinの有無 を指標 とした2種 類 のCLSが 形成 されてい るこ とが

示 され た。 こ・の ことか ら、Ric－8Aは 中心体 に向けたタ ンパ ク質輸 送 を制御 す る可能性

が示唆 された。 さらにCLSがMTOC活 性 を有す るか検討 した ところ、間期 にてCLS

を基点 に微 小管 の再形成 が観察 され 、分裂期 にて異形紡錘 体であ るpseudobipolar紡 錘

体や多極性 紡錘体 の形成 が増加す ることが分 かった。 これ らの結果 か ら、中心体形成

にGタ ンパ ク質及 びRic－8Aが 関与 してい るこ と、並び にRic－8AはMToc形 成制御 を

介 して正 常 な細胞分 裂の維持 に重要 な役 割 を担 うことが明 らか とな った。

これ まで に、Ric－8Aが 制御す る細胞機 能の報告例 は殆 どな く、本研 究か ら申請者 が

見 出 した 「Ric－8Aによる中心体形成制御機 構 」はGタ ンパ ク質 が制御 す る新 た な細胞

機 能 を詳 細 に明 らかにす るための重要 な知見 で ある。 また、 中心体 の数 の異 常 は細胞

分裂異 常 に よ りゲ ノム不安定性 が誘 導 され るこ とで癌 の悪性 化 を起 こす ことが知 られ

てい る。 この ことか ら、本研究成果 は癌治療 にお け る新 たな ターゲ ッ トとしてRic－8A

お よびGタ ンパ ク質 シグナル分子 が有用 であ る可能性 を示 した。

以上 の よ うに、本論文 はGタ ンパ ク質 シグナル が制御 す る細胞機 能 の新た な知見 を

示 す もので あ り、学術上 、応用 上貢献す るところが少 な くない。 よって審査 委員一同

は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス）の学位論文 として価値 あ るもの と認 めた。


