
細胞性粘菌 Dict_voヌ telium discoideum の

走化性突然変異椋の分雌と 生化学的研究

京都大学理学研究科植物学専攻

桑 山秀一

i:論文



本文中に用いた略語:

cAMP， cycl1c adenosine J' ，5'-monophosphate;. 

dcAHP， cyclic 2'-deoxvadenosine 3' ，5'-monophosphate: 

cGMP， cyclic guanosine 3・，5'-monophosphate;

GTP， guanosine 5'-triphosphate; 

GTPγS， guanosine 5'-[ y-thio]triphosphate; 

8-Br-cGMP， cyclic 8・bromoguanosine3'，5'-monophosphate; 

IP3， D-myo-inositol 1，4，5-triphosphate; 

PIP2， phosphatidyl inosilol 4，5-bisphosphate; 

OAG， diacylglycerol; 

ニトロソグアニジン. N-melhyトN'-nitro-N-nitrosoguanldine;

BAL(British anti-Lewisite)， 2，3.-dimercapto-l-propanol; 

FITC. fluorescein isothiocyanate: 

r-gdA. Frigid A; 

[gdC， Frigid C 

stlllF， Streamer F. 
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く事要情〉

細胞性粘i塙町、tvt)"リ/九 '11υ5‘、，i ; -: ，: 11 は、用組則においては葉齢、発生期に

おいては cAMPに対して走化性を示すの両者の細胞内情報伝達殿捕には共通な

部分が存花することが示峻されている。本研究では、この共通な部分の情報伝達

機構の解析を目的として、葉齢、 cAMPの両方・に対する走化件を欠く突然変異

掠を分離した。

今同開発した効率のよい走化性テスト法、アカーカ、ソテインク i去によって、葉

酸、 cAMPの両万に走化件を示さない突然変異椋 (K1突然変異抹と名づけた}

を 10 f国分附することかできた。これらのうち 7つの変異椋は、粘菌において定

化性を引き起こすことか知られているフテリン、酵 u].抽出物、ハクテリア分泌物、

人尿に対しても全く走化性を示さなかった。また、残りの 3つの変異掠も、これ

らの走化性物質に対する走化件か異常であった。これらのことから、 1 )細胞内

情報伝達機捕には、ID!Jべた全ての走化性吻質に対して共通な機榊が存在すること、

2)1¥.1突然変異椋では、この機併に異常があること、 3)走化性突然変異椋の

分離法として、本研究の方法が有効てあったことが示唆された。遺伝的解析を行

った結果、 1 ) ]株が慢件、 9株か劣件変異てあること、 2)野生椋と 9つの

KI突然変異抹からなる 2倍{本抹由来の分離一倍{本椋(セグレガント)において、

葉酸と cAMPに対する走化件異常は互いに分離できなかったこと、 3)慢性変

異抹以外の 9つのK1突然変異椋が、それぞれ異なった相補性グループに泌する

ことカ、ゎヵ、った。

次に、 K 1突然変異椋について生化学的解析を行った。その結果、多くの1¥.1

突然変異椋について葉的、 CAMP刺激にともなう cGMP、 1 P 3の一過的蓄積

や Ca;:"取り込みの増加、 cGMPの結合活性、 cAMP受容体数に異常がある

ことかわかった。このことは、それぞれの反応が互いに依存して制御されている

ことを示している。一方、 cAMPの蓄積は、ほとんどの1¥.I突然変異株で正常

であった。 KI-8、K 1 - 1 0株は、葉酸、 cAMP刺激に対して、全く

cGMPの蓄積を示さなかった。これらについて、さらに也化学的解析を行った。



その結果、1¥1-8株は細胞内の基礎 cG ~1 P吐か親株に比べて非常に低く、無

細胞系におけるグアニレートシクラーゼ活性も非常に小さいこと、 cAMP受容

体を介さずに cGMP産生を誘発することがわかっている sALによっても

cGMPの産生が見られないことから、クアニレートシクラーセそのものに変異

がある可能性が高いことが示峻された。 一方、 I¥.1 - 1 0除は BAL刺激により

親椋とほぼ同織に cGMPの蓄積が見られたこと、また細胞内の基礎 cGMP量

と無細胞系でのグアニレートシクラーセ活性かほぼ正常であったことから、この

訴ではグア ニレートシクラーゼ自 体は正常であるが主化件物質による活性化に異

常があることが示峻された。

野生抹では cAMP刺激により、細胞膜画分であるトライトン不溶画i分へのミ

オシン虫鎖の子容積哨加とその燐酸化が起こる。 K1 -1 0株においては、これら

の反応は見られなかった。また、 cAMP刺激によるミオシン重鎖日の細胞内分

布変化を、抗ミオシン抗体を用いた免疫蛍光染色法により行った。その結果、野

生抹で見られる、 cAMP刺激によるミオシン重鎖 Hの細胞質から細胞膜への移

行は、 K 1 -1 0抹において見られなかった。 一方、 K1 -8抹においても、大

部分のミオシン重鎖 Hは細胞質にとどまり、わずかな移行か見れただけであった。

以上一迎の結栄は、 cGMPがミオシンの細胞内存花織式を調節している可能性

を示している。

細胞内の基礎 cGMP量が少ない[¥.1 -8株は定化性物質非存在下での運動速

度が遅いことがわかった。このことは、 cGMPが通常の細胞運動にも関与して

いる可能性を示唆し ている。
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く 芦予言命〉

走化性運動とは、細胞外の化学物質の漉度勾削に従って細胞が前進または後退

運動をすることであり、多くの細胞がこの走化件運動を示す(6 )。この走化性

運動は、餌や異性を求める運動といった単細胞生物の基本的機能から、多細胞体

の形態形成、白血球の炎症部位への移動といった高等生物に必要な機能に至るま

で幅広くみることができる。走化性運動の様式は、運動器官の違いから大きく 2

つに分けられる。 1つは、バクテリアにおいて多くみられる鞭毛の回転によるも

の(4 )であり、もう 1つは、アメーパー状細胞にみられる仮足形成運動による

もの(G )である。

アメーバー状細胞の走化性運動機構の解析が品も進んだモデル生物の 1つとし

て、細胞性粘菌 ρi川 ;I()stall川 Jiふ 'l)，.白けかあげられる。この生物は、バクテ

リアを餌として増殖し、ハクテリアが枯渇し飢餓状態になると発生を開始する

(Fig. 1)。発生期に入ると、粘菌アメーバーは走化性運動により集合して、

多細胞体を形成する。多細胞体はー迎の形態形成運動を行った後、 M終的に柄と

胞子の 2種穎の細胞からなるチ実体となる。そして、再び増殖できる環境になる

と胞子かちアメーパーが発芽し増殖する。 ρ Ji . ; (~，) i J t?u 11は増殖期には餌となる

バクテリアから分泌される葉酸に(3 3、 34 )、集合期には細胞自身から周期

的に分泌される cAMPに (9、 11 )走化性を示す。

細胞外の化学物質に対して細胞が走化性を示すためには、その化学物質が細胞

膜上の受容体に結合することによって細胞内に情報を伝え、細胞の運動を制御す

ることが必要である。このような細胞内情報伝述機構は、走化性運動だけでなく、

増殖因子による細胞の増殖やホルモ ンの分泌等一般の生理的反応にお いても広く

観察される(5 4 )。

ρ d i s(~ t> i Jell/JI細胞は、情殖期には葉酸に特異的な受容体を細胞表面に持つが

( 5 8 )、飢餓後、葉酸に対する受容体が減り CAMPに特異的な受容体が細胞

表面に表れてくる(42)。これらの受容体に、葉酸、あるいは cAMPが結合

することによって種々の細胞内応答が引き起こされる (16) (Fig. 2)。
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受容体に結合した葉酸あるいは cAMPは、 GTP結合蛍自質 (G蛋白質)活性

化を経て、グアニレートシクラーゼ、アデニレートシクラーセ、

ホスホリバーゼ Cを活性化し、それぞれ cGMP、CAMP、 1P lとDAGとい

った 2改伝達物質を 一過的に産生する(1 6 )。また義政、 cAMPは、もう 1

つの 2次伝達物質である Caυの細胞外から細胞内への取り込み増加も引き起こ

す (2 9 )が、この反応はG蛋白の活性化を経ないで起こることが知られている

( 3 0 )。

これらの 2次伝達物質のうち cGMPについては、他の細胞性粘菌

ρ 1 ，~(， t C> UIII ， ρ . minutum. PolvsphρnJvlium viοI a ('C;行川1においても、それぞれの

種に間有な cAMPとは異なる走化性物質で刺激すると、 一過的な cGMPの蓄

積を示す(1 0、 25、 59 )こと、また、 cGMドを分解する酵素である

cGMPホスホジエステラーゼを欠くために cGMPの諸積時間が長くなる

st/lJF突然変異椋は、走化性運動も長く続く(7、38、45>ことから、走

化性運動に密接に関わっていることか示唆されている。

走化性運動は、これらの 2次伝達物質による情報か、最終的に細胞の運動を担

う蚤自白であるアクチンとミオシンを制御することによって行われると考えられ

る(2 2 )。 ρ. J付('0 付 ~JII においては、 cAMP 刺激によっ て、アクチンやミ

オシン重鎖 II (細胞内の主なミオシン)が一過的に細胞質l両分から細胞膜画分へ

移行する。この時、 Ca z+がアクチンの細胞膜両分への移行(1 1 )、 cGMP

がミオシン重鎖 Hの燐酸化(2 3 )と細胞膿画分への移行(2 2 )に必要である

ことが示唆されている。しかし、この詳しい機備はわかっていない。

一般に、ある生物現象の機構を解明するためには、その現象に特異的に変異を

起こした突然変異椋を分灘、解析するのが有効である。 O. discoideulIIはその無

性生活環 (Fig.1)において一倍体であり、遺伝的に劣性の変異椋が容易に

分離できる。しかし、今までに走化性に異常を示す突然変異椋の中で詳しく解析

された例は少なく{さきに述べた st/1)F変異様の他に、 G蛋白質の αサプユニ

ットが欠損しているために CAMPに対する走化性を示さない突然変異椋

[gdA (8、 21 )等)、走化性情報伝達機構を解明するのに十分ではなかっ

た(1、 24、 41 )。我々は、走化性機構を明らかにするためには、いままで

分離されていない新しい走化性突然変異抹を数多く分蹴することが必要であると

考えた。
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.7. J付 ω ;(1aU11の走化性運動は、葉酸、 CAMPかそれぞれに特異的な受容体

と結合し(5 5 )、さらにそれぞれに特異的な G蚤白質を活性化(1 9 )するこ

とによって引き起こされる。しかし、 G蛋白質の活性化以降この走化性機構は、

cGMPの産生酵素であるグアニレートシクラーセを共用することか示峻されて

いる(4 6 )ことから、走化性機構には全ての£化作物質に共通な部分が存在し、

それは走化性機構に基本的かつ重要であると考えられる。もしそのような機構が

存在し、細胞がその機構に異常かあれば、全ての走化件物質に対する運動に影響

が表れることが予想される。また逆に、 2つ以との走化性物質に対する走化性に

異常を示す突然変異株は、この共通の機構に異常がある nJ能性が高い。本研究で

は、新しく開発した効率のよい走化性テスト法を川いたスクリーニングにより、

葉酸、 cAMPの両方に走化性を示さない突然変異椋を、 1 0株得ることに成功

した。これらの内の多くが、共通の機備に変異を起こしていることは、得られた

1 0抹の内 7掠において葉酸、 cAMP以外に ρ ，;isふ‘山、‘、i..:山t>向s

て知られる 4つの走化性物質にも走化性を示さないことで確カかミめられた。また遺

伝的解析を行い、少なくとも 9つの相補性グルーフかあることが明らかになった。

次に、走化性と上記の 2次伝達物質との関連を調べるために、これらの突然変異

椋について 2次伝達物質の産牛や Ca 2+取り込みの哨加等を調べた。その結果、

これらの突然変異椋の中に、葉厳、 cAMP刺激による cGMP産生ができない

変異抹が 2つ存在し、 1つは細胞内の基礎 cGMP昆が野生抹と比べて非常に少

ないことがわかった。そこで、これらの変異椋を利用し、 cGMP産生とミオシ

ンの細胞内分布との関連や、走化性物質で刺激しない喝合の cGMP量と運動速

度との関連を検討した。
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く本~来斗志之てJご --:ð'i去〉

組血且Lとl控室j手

本研究では、 灯、、t〆01fAli，n d i5川 i:1θ:.1/の野生鯨として XP 5 5訴と X2抹

を(3 1 )、 XP55株より以下に述べる方法で得られた1¥J突然変異株

(1¥.1-1----10) と共に川いた。これらの細胞抹は、 1/3SM寒天培地

( O. 3 %グルコース、 O. 3 %パクトベブトン、 40mM

K H z P 0'1/ N a 2 H P 04 P H 6. 0、 1. 5 %恕天)上で

E s (' fI c> r i c /} i.1 (・ ρJi s / r隊あるいは !..Iθρsi!f>la i♂f リ'?'7~ 弓とともに 2 1 ocで情

養した(3 )。対数増殖中の細胞を PB ( 10m T-l K H ;: P 04/ N a‘H PO<j 

p H 6. 5) rrで分別遠心により八クテリアとう'JP.lffし、ド 8'1'に

lXl07cel1s/mlの細胞密度で懸渇した倍、 21 oc、 175rpmで振

湿することによって発生させた。以徒、発午後 n時間を Tnとした。無間的増荊は

細胞を HL5 (1.43%オキソイト‘ペフトン、 O.7 1 5 %オキソイドイース

トエキストラクト、 O. 1 %クルコース、 10mM KHzPO.q/NazHPO.q 

p H 6. 5) LI'で 21 oc、静地暗養することによって行った(5 6 )。

1 .非走化性突然変異抹の分離

葉般、 cAMPの両方に走化性を示さな い突然変異様の分離を行った。

cAMPに対する定化性を失った細胞は集合できないので、まず最初に集合でき

ない突然変異椋を分縦し、それらについて走化性を訓べ両走化性物質に走化性を

示さない突然変異株を分断した (Fig.3>。
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当ド集{7突然変異掠の分帥 - 4~ 集合突然変異抹の分断は Ishida の万法に

従って行った (15)oXP55慌の T1細胞をニトロソクアニシン 500μg/

ml合む PB中で lXlO'celJs/mlの細胞薪庭、 21 oc、30分間、

175rpmで振湿した後、筒待 9cmの 51. P寒天情j也(O. 5 %ラクトース、

O. 5 %ハクトヘフトン、 1. 5 %寒天}上て約 25cells/プレートの割

合で細胞を E. l~ ，) 1，. s / rと共に:21 "Cで情蓑した。 4Uから 5臼雄、集合しな

いクローンを分献した。

非素化性突然変異株のスクリーニンク 一一非走化作突然変異椋を得るための走

化性の検定は、アガーカッテインク j去を用いた。アガーカッティング法は多くの

非集合突然変異椋の中から非楚化件変異株を簡便に分前するため、本研究におい

て開発した新しい走化件.テスト法である (Fig.4)。

E . _~ _， I I B / r愁渇j夜をまいた 5L P寒天情地上に、細胞をスポットで植え付

け21 ocで 4-5日間情費すると、中心付近に飢餓状態の進んだ細胞、外価11付近

に増嫡期の細胞で構成されるコロニーが形成される(l' i g. 1 A )。増荊期と

飢餓状態の進んだ細胞を含むように、寒天{縦約 2cm、横約 O.5cm)をコ

ロニーの端から切り出し、細胞のある面か下になるよう 10 '<lM葉酸あるいは

lO-6McAMPを含む 1%ピュリファイドアガープレート上にのせる。 t判殖期

の細胞は葉酸デアミナーセ、発牛鞄jの細胞はホスホジエステラーゼを分泌するた

め (3 5、 47 )、この条件下では葉酸、 c^MPは分解され、濃度勾配ができ

る。細胞はこの湯度勾配に従って走化作を示し寒天フロックから広かっていく。

2 1 oc、 1時間インキュベート後、アガープロ‘ソクからの細胞の広がり具合いを

位相差顕微鏡で観察し、親株XP55椋細胞と比べ除端に広かりが悪いクローン

を、走化性のない変異株とした (Fig.41:))。このようにして得られた変異

椋を K 1突然変異株と名づけた。
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主主宣主主主化件の測定

Konijnの開発したスモールポヒュレーション法では、走化性を定量的に

測定できる(2 0 )。約 500個の細胞を角む1->13ドロッフを、 O. 9 %ピュリ

ファイドアガー上にirtき、その近傍に伺々の濃度の定化性物質を角む PBI-'ロッ

プを置き、 2) OC、 1時間インキュベートした。走化性の有無は定化件物質1P.IJの

細胞密度が反対側の 2倍以 kあることを指慨に判定した。

この検定を 1つの濃度について 10回行い、日間以上に走化件がみられた場合

について走化性があると判断した。

主化貨物L替の ~m 製

走化性物質である静母抽出物、バクテリア分泌物、人尿は、以下のようにして

調整した(20)。

10m 1のエタノールを 10m1の茶筒水に溶かした酵母抽出物の粉末

(0.4g/ml)あるいは 10mJの人尿に加え、それぞれ 1.5時間 60Cで

インキュベートした後、 1000g、 1 5分間述心することによって溶液中の蚤

由貿を沈澱させた。上清部分を 6OOCで乾燥させた後、酵母抽出物には 6ml、

人尿には 3.5 m 1の蒸留水を加えて乾燥物を椛併し、走化性の検定に用いた。

白金耳で 1撞き(約 10mg)の E. ω li13/rをO.3 m 1の燕砲水に懸濁

し、 370C、 1. 5時間インキュベートした。 16、OOOg、 5分間述心して

バクテリアを沈澱させ、その t清をバクテリア分泌物として走化性の検定に用い

た。

II. 1¥. 1突然変異椋の遺伝的解析

1¥.1突然変異抹の遺伝的解析は、凝似有性生殖現を利用して行った。遺伝的解

析に必要な X 2株との て情体株の分離は、 Newellらの方法(3 1 )に修正
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を加え行った (Fig.5}oKI突然変異椋と X2僚を BSS(lOmM 

NaCl、 lOmM KCl、3mM CaC12) 中で lXl07cells

/mlの細胞密度で 21・C、 20時間一緒に振渇することによって融合させた後、

2 7 oC、 50μg/mlのストレプトマイシンを含む 1/3S.M寒天培地上で

Bacil/us sul>tilis 36.1 (ストレフトマイシン耐性椋)とともに培養し、 二倍体

を分献した。この条件下では、 K1突然変異俸は親抹XP55椋由来の

Bacilllis subtilisを餌として生育できない劣性変異 (b s g Aづ、 X2椋は

2 7 oCで生育できない温度感受性劣性変異 (tsgA-)を持つので、 KI突然変

異椋と X2椋とのこ倍体抹だけが生育できる。

得られた二倍体掠から 一倍体抹を得るためには、 二倍体細胞を 2μg/ml

チアベンダゾールを含む 1/3S M:底天培地上で培養後(5 7 )、

K1突然変異椋由来のシクロヘキシミド耐性の劣性変異 (C7CAつを利用し、

500μg/ml シクロヘキシミ 1':を含む 1/3SM寒天培地上で生育するも

のを一倍体抹として分離した(3 1 )。

1¥.1突然変異訴の相補検定テストのために、ここで得られた 一倍体株の I11で

X2椋由来のr.sgA-変異を持つ走化性を示さない一倍体訴を分厳した。前述と

同様の方法で、これらの細胞椋ともとのKl突然変異綜との二倍体抹を、全ての

組み合わせで分献した。

III.生化学的解析

C AMP、 cGMP、 1P 1の定量

T1あるいは T~細胞を PB 中に lX10 8 cells /m l の細胞密度で懸濁し、

2 1 oCにおいて図に示しである濃度の葉酸、 cAMP、 dcAMP、BALで刺

激した後、一定時間後、同量の3. 5 %過塩紫般(v / v )を加えることによっ

て反応を止めた。半量の 50%飽和炭般水素カリウムをそれぞれの細胞溶解液に

加え中和した後、アイソトープダイリュウジョ ン法により cGMP、 cAMP、

1 P 3の定量を行った(4 9、 47、 44 )。



無細胞系グアニとートシクラーセ活生金主量

無細胞系グアニレートシクラーゼ活性の定量は、ラピッドエリュウジョン法

( 1 7、 1 8 )により 0・Cにおいて行った。 Tョの細胞を lX106 cells

/mlの細胞密度でライシスハッファー (40mM Hepes/NaOH、

3mM  MgS04 、5. 9mM  EGTA、 O. lmM GTPγS、

pH7.0)中に懸濁し、ポリカーボネートフィルター{直径 3μm)に索早く

通すことによって細胞を破壊した。細胞破壊から 30秒後に、 50μ1の細胞破

壊液に反応混合用液 (10mM DTT、O.6mM  GTP)を 50μ1加え、

5 0秒、 70秒後、 90秒後に 100μ1 3. 5 %過温紫酸(v / v )を加え

反応を止めた。産生された cGMPは k述の方法に従い定量した。

細胞質閃子によるグアニレートシクラーゼ活性の上昇は、 Schlkesらの

方法に従った (40)0 GTPγSを含まないライシスバッファー中に懸濁され

た細胞を上述の方法で破場し、 1分間 10、 OOOgで述心し細胞質と細胞膜画

分に分離した。その後、細胞質画分と細胞膜阿分を混合し、さらに反応混合溶液

と終濃度O. lmM GTPrSを加え反応させた。

C GMPホスホジエステラーゼ活立企主主

Tsの細胞を庶糖を含まない ACバッファー (40mM Hepes/NaOH、

250mM シュウクロース、 O. 5mM  EDTA、 pH 7. 0)で3度洗

浄した後、 ACバッファー中に 2XI08cells/mlの細胞密度で懸濁した。

細胞を o.Cでポリカーボネートフィルターに通すことによって破壊した後、。 .C

で 48、o0 0 g 1時間違心することによって、細胞上消を分離した。この細胞

上清を用い cGMPホスホジエステラーゼ活性を、 Van Haastertら

の方法で 21 .Cにおいて測定した(5 3 )。
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cGMい結代活性の豆量

c G tvl P結作活性の定量は、 ヒ記と同僚の方法で調製した細胞上清を用い、

P a r i 5 5 e n t iらの方法に修 I下を加えて 0・Cにおいて行った(3 6 )。

100μiの細胞ヒ消に同量の結合活性八ッファー (lOOmtvl PB、

6mM  MgClz、 10mM DTT、 pH 6. 0) と最終濃度が

O. 2 5 n 10.1、 0.75nM、 1. 5 n 1'.1 あるいは J. 0 n M となるよう

に、 [ 8ー ヲH] cGMPを加えた。 15分間、 o~C でインキュベートした倍、

ニト ロセルロースフィルター(高得 O. 4 5μm)に通し反応を Ir.めた。

フィルターは 4mlの 50mM PB  (pH6. 0)で2度洗浄し、来結伶の

[8-IH]cGMPを取り除いた後、フィルターの放射能活性を測定した。

C GMP解高官速度の測定

結合蛋白質からの cGMP解離速度は、 cG.t-.1ド結作活件.の定量の際に同いた

1 5分間、 o.Cでインキュベートした、細胞上消と 1. 5 n M [ ~ -IH ) 

cGMPを含む結合活性パヅファーの混f'i液 200μlに、 100μM

cGMPを含む 50μ1の結合活件)¥・ソファ ーを加えることによって測定した。

cGMPを加えた後 3分後と 15分後に、上記と同僚な方法で反応を止めた。ま

たこの活件.は、 O.lmg/rnlの熱変件させた、にしん精子 DNA存布下でも

測定した(3 6 )。

細胞表面の CAMP受容体数の定型

細胞表面の c八 MP受容体数の定量は、 Ts細胞と cAMPパルス処理した細胞

を用い Van Haastertの方法に従い 21 .Cて行った(4 8 )。

cAMPパルス処理する場合は、1'2細胞に終捜度 30nMの cAMPを5分毎、

3時間加えた。
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C a わ取り込主企室皇

C a 2+取り込みの定地は、 Milneらの方法に修正を加え、 21 .Cにおいて

行った(2 8、 29 ) 0 H 1¥ッファー (20mM Hepes-KOH、 5mM

KCl、 pH 7. 0)に lX10'cells/mlで;懸濁した T1あるいは

T sの細胞懸濁液 100μlに、向島の取り込みハッファー (20mtvl

Hepes-KOH、 5mM KCl、20μ t.{ CaClz、

O. 2 5μCi/ml 4 ~ CaCl;: ， pH 7.0)を加え取り込みを開始した。

T1の細胞を用いた時は、最終濃度が 2XIO→Mとなるように葉酸を、 T~の細

胞を用いた時には 2X 1 0 -6Mとなるように、 cAMPをあらかじめ取り込みバ

ッファーに加えた。 15秒後、 oOC、 800μlの 10mM CaCllを含む H

バファーを加え取り込みを止めた。この細胞懸濁液はすぐに 16、OOOg、

4秒間述心し、沈澱の肢射能活性を測定した。非特異的な Ca 2+の細胞表面への

結合は、取り込みバッファーに 10mM CaClzを加えることによって測定し

た。

トライトン X-L♀♀AJ砲l究分に結合するアクチンとミオシン電鐙 110)

主量

トライトン X-100不溶画分に結合するアクチンの定量は、 McHobbi

eらの方法で(2 7 )、ミオシン重鎖 Hの定量はLi uら(2 2 )の方法で、 T

e細胞を用いて行った。簡略に述べると、まず 21 oCにおいて細胞を cAMPで刺

激した後、それぞれ Fig.14、 Fi g 1 3に示してある時間においてトライ

トン X-I00を含むバッファーで破擁した。遠心処埋をし沈澱をポリアクリル

アミドゲル電気泳動、クマシーブルー染色をし、アクチンの場合 42KD、

ミオシン重鎖 Hの場合 21 0 K Dのバンドの濃度を測定しアクチン、

ミオシン重鎖 Hを定量した。
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ミオ二えン卓飢 11邦政fl::<の定量

cAMP刺激によるミオシン重鎖 H燐般化の定旦は、 T.，細胞を用い て Li uら

の万i去に従って行った(2 :3 )。簡略に述べると、まず細胞を[1 Z P ]オルト燐

酸てラ ベルし、 21 .Cにおいて cA}.f Pで刺激した後、ド ig. 1 2に示してあ

る時間において， P-40を 含むパッフ γ ーで細胞を破漉した。

抗ミオシ ン重鎖 11モノクローナル抗fドを用いてミオニン重鎖 11を免疫沈降させポ

リアクリルアミドゲル電気泳動、オートラジオグラフィーを行い、フ ィルムの八

二ド濃度を測定することによって燐般化を定惜した。抗ミオシン重鎖日モノクロ

ーナル抗体は Li uらの用いたものと同じものを使用した。

ミオシン雷鎖 Hの細胞内分布

ミオシン重鎖 Hの細胞内分布の観察は、 T 細胞を用い Yumuraらの方法に

従って行った(6 0 )。簡略に述べると、まず細胞を ooCにおいて cAMPで刺

激し、 30秒後 1%ホルマリンを含むー 150Cのメタノールで固定した。抗ミオ

シン重鎖 11モノクローナル抗体、さらに FITCラベルした 2次抗体とインキュ

ベート後洗浄し、蛍光顕微鏡で細胞を観察した。抗ミオシン重鎖Ilモノクローナ

ル抗体はYumuraらの用いたものと同じものを使用した。

細胞運動速度の定情

T s細胞を PBを浸したテフロンカルチャーディシュ上に置き、 21 .Cで

約 20分間静置した。その後、位相差顕微鏡を用いて、細胞の運動を 20分間ビ

デオテープレコーダーに記録した(4 3 )。細胞の運動速度は 10分間内に動い

た全距離を時間で割ることによって求めた。
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〈寿吉男毛〉

1 .非走化性突然変異抹の分離

主化性の検定

本研究では、多くの細胞傍の走化性を迅速に検定するため簡便な走化性テスト

法、アガーカッテイング法を開発した(F i g. 4)  0 E. ~'ù 1，. B I rを植え付け

た5LP寒天培地上の O.I}" 30，' i山;/11細胞コロニーの周辺部から、増殖期と発生

期の細胞を含むように寒天ブロ ックを切り出し 、 10・<1M葉酸あるいは 10 -oM 

cAMPを含むピュリファイドアガーフレート上に、細胞がある面が下になるよ

うに置いた (Fig.4A) 0 210Cで 1時間インキュベートした後、寒天ブロ

ックからの細胞の広がりを観察した。野生椋XP55椋においては、葉酸を合む

プレート上では増殖期の細胞を含む部分から、 cAMPを含むプレート上では発

生期の細胞を含む部分から細胞が広がってゆくのが観察された (Fig.4B)。

この方法を用いて、多くの非集合突然変異椋の中から葉酸、 cAMPの両方に

対して走化性を示さない突然変異椋の分離を行った。

K I突然変異椋の分蹴

葉酸、 CAMPの両方に走化性を示 さない突然変異椋の分離を行った。 CAM

Pに対する走化性は細胞の集合に必要であるから、まず最初に集合できない変異

抹を分離し、それらについて葉酸、 cAMPに対する走化性を検定した。

5-10%の生存率になるように XP55椋をニトロソグアニ ジン処理し、

5LP寒天培地上でクロー ンとして分離された細胞株約 10、 000個の中から、
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243簡の非集合突然変異掠を分離した。アガーカッテインク法により走化性を

調べた結果、 23個のクローンは葉般に対して、 51個のクローンは cAM  Pに

対して走化性を示さなかった。それらのうち 10個のクローンは、葉般、

cAMPの両方に走化件を示さなかった。これら 10個の突然変異椋を K 1突然

変異椋(1¥.1-1----10)と名づけた。

これら 10個の突然変異株の cAMPに対する走化性運動不能が、発生後の

cAMPに対する走化性獲得の遅れによることが考えられるので、より発生の進

んでいる部分を含むようにアカーを縦に長め(約 3c m )に切り出し、 cAMP

に対する走化性を調べた。しかし、いずれのK1突然変異抹も走化性を示さなか

った。

i¥. 1突然変異鎌の走化性の再検定

アガーカッテイング法は細胞自身の葉酸デアミネース、 cAMPホスホジエス

テラーゼ(3 5、 47 )が寒天ブロック近傍の葉酸、 cAMPを分解してつくる

濃度勾配に細胞が走化性を示すことを利用しているために、それらの活性を失っ

た突然変異訴も非走化性変異椋として分離されてしまう。そこでこれら醇素の活

性に依存しないスモールポピュレーション法で、葉酸、 cAMPに対する走化性

を測定した (Table.1)。

1 0 -<1Mから 10 -6Mまでの葉酸、 1 0 -6Mから 10 '1Mまでの cAMPに対

する走化性をそれぞれ Tぃ Ts細胞を用いて調べた結果、 K1-1、1¥.1-3以

外の K1突然変異椋はすべての濃度において走化性を示さなかった。 K1-1椋

はcAMPに対し野生椋と比べ 100倍高い濃度で走化性を、1¥.1-3係は葉酸

に対して 10倍、 cAMPに対して 100倍高い濃度で走化性を示した。

増殖期の ρ diSCt>idaUIII野生椋は、プテリン、酵母抽出物、バクテリア分泌物、

人尿に対しでも走化性を示す(2 0 )。次に、 T1の K1突然変異抹を用い、これ

らの物質に対する走化性を調べた (Table.I)。

その結果、 KI-3、 K1-10抹以外のK1突然変異抹は、これら全ての走

化性物質に対して走化性を示さなかった。1¥.1-3椋はこれら全ての走化性物質、

K1-10椋は酵母抽出物、バクテリア分泌物、人原に対して野生掠と比べ
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10-100倍高い濃度で走化性を示した。

以上の結果より、 KI突然変異抹 10椋のうち KI -1、3、 10抹を除 く

7椋が、ここで調べた走化性物質全てに対し走化性を示さないことがわかった。

1I . K I突然変異様の遺伝的解析

K1突然変異抹について以下の 4点を調べるために遺伝的解析を行った。

1 .走化性変異が野生訴に対して慢性であるか劣性であるか、

2 .変異がどのリンケージグループに属するのか、

3.葉酸に対する走化性運動不能と cAMPに対する屯化性運動不能が分離さ れ

るか、

4. 同じ遺伝子l'liに変異を持つ変異抹があるか、すなわち互いに相補性があるか、

について調べた (Fig.5)。

まずKI突然変異椋と野生抹X2椋とのこ倍体抹の形成、分雌を試みた。その

結果、1¥.1-2椋以外の全ての K 1突然変異抹について二倍体株を分離すること

ができた (KI-2椋と X2椋との七倍体掠の分離は、独立に 30回行ったが全

く分離できなかった。 )0 1¥[-10株由来の二倍体椋は、非集合の表現型を示

し葉酸、 CAMPに対して定化性を示さなかった。その他の二倍体抹では正常に

発生し、葉酸、 CAMPに対して正常な走化性を示した。これらのことから、

K I -1 0椋は、優性変異椋、他は劣性変異保であることがわかった。

次に、それぞれの二倍体株より一倍体椋を 30-60個分厳し、表現型および

走化性を調べた (Table. lI)。その結果、野生椋の表現型を持つ椋は全て

葉酸、 cAMPの両方に走化性を示し、非集合の表現型を持つ椋は全て両方に走

化性を示さなかった。つまり、葉酸、 cAMPに対する走化性異常は、互いに分

離されなかった。これらのことから、 K1突然変異椋は、葉酸、 cAMPの両方

の走化性に関わっている部位に変異を持つことが示峻される。

次に、分離された一倍体椋を用い、変異部位がどのリンケージグループ(L G ) 

に属するかを調べた。その際、 K1突然変異椋のシクロヘキシミド耐性の劣性変

異 (CYCA-， LGI)、 8aoi//ussuoti/isを餌として成育できない劣性変異
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(bsgA-， LGlII)、 X2訴の無関的に地却lできる劣性変異(それそれ

axeA-， LGII: .1:'<θB -， L G IU ; 2っそろって初めて無間的に増殖でき

る)、 27 ocで生育できない劣性変異(片 sg A-、LG 111 )をマーカーとして利

用した (Table. lI)。

全ての組み合わせの二倍体綜から r.s gA 変異を持つ ~I: 集合の ー倍体掠か分

離できた。 ts gA はX2抹に由来することから、このことはこれらの1¥1突然

変異椋が LGIII以外の L Gに走化性変異を持つことを 示 している。今回得られた

K 1 - 1、 4、 9、 10排出来の一倍体株は、すべて1¥1突然変異椋の形貨をポ

した。これは全ての一倍体練がシクロヘキシミド上で分離され、 l、I変異綜由来

の C7 CAーのマーカーを持つことから、これ らの抹ては定化性変異が LG1にあ

り、その他の株では LGlにないことを示している。 KI-3、 7、 8抹由来の

一倍体椋からは、無倒的に哨嫡可能であり走化性に変異をしめす訴を分離するこ

とができた。このことから、 これらの抹の走化性変異は LGII、 ul以外にあるこ

とがわかった。

最後に1¥.1突然変異椋聞の相補性検定をするため、ここで分離した t.sgA 変

異を持ち走化性を示さない d 倍体椋と bs gA の変異を持つもともとの KI突然

変異訴とのヘテロニ倍体椋を分献し、その表現型と走化性を誤iベた。その結果、

K1-10椋由来の二倍体掠は全て非集合の表現型であり葉酸、 cAMPの両方

に対して走化性を示さなかった。このことは野生椋との二倍体抹分離において得

られた1¥.1-10株が、慢性変異であるという観察と 一致した。 X2抹とは二倍

体を形成することができなかった

KI-2椋を含め、その他会ての1¥.1突然変異様の二倍体株は野生椋の表現型で

あり、葉酸、 cAMPの両方に対して走化性を示した。これらの結果は、

1¥.1-10 (優性変異あるため相補性が決められない)以外の K1突然変異抹に

ついては互いに相補できたことを示し、少なくとも 9つの相補性グループがある

ことを示している。
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Ill.1¥.1突然変異椋の生化学的解析

1 .葉酸、 cAMP刺激による cGMPレスポンス(一過的蓄積)と cGMP

関連蛋由貿の活性

野生抹を葉酸あるいは cAMPで刺激すると、 1-2秒以内にグアニレートシ

クラーゼを活性化し cGMPレスポンスがおこる。このレスホンスが長く続く突

然変異椋 st I}J Fにおいては走化性も長く続くことから、 cGMPは走化性運動

にとって重要なことが示唆されている(7、38 )。そこで、最初に1¥:1突然変

異椋における cGMPレスポンスと cGMPに関連した蛋白質の活性を調べた。

葉般、 cAMP刺激による cGMPレスポンス

細胞内 cGMPレベルは、葉酸、 cAMP刺激の 10秒後に最大となり、その

後グアニレートシクラーゼの不活性化と cG.MP分解酵素、ホスホジエステラー

ゼの活性化により減少する(4 5、49)。

K1突然変異椋の T1細胞を 10・SMの葉酸、 T')細胞を 10 -7Mの cAMPで

刺激し、 cGMPレスポンスを調べた (Fig.6A)。

2つのK1突然変異椋、1¥.1-8、K1 -1 0抹では、いずれの濃度の葉酸、

cAMPで刺激した場合でも、全く cGMPレスポンスを示さなかった(F i g. 

6A、 6B)。刺激前の cGMP1ilは、 KI-8椋では測定限界以下であった

(0.5pmol/107cells以下)が、1¥.1-10椋においてはXP55

椋と差はなかった(約 2.2pmol/l07cells)。

KI-6抹と1¥.1-9掠は、 XP55練と比べ小さな cGMPレスポンスを示

した (Fig.6A)。これらは、より高濃度の葉酸、 cAMP刺激によっても

小さな cGMPレスポンスしか示さなかった (Fig.6B)。

1¥.1-2、1¥.1-7椋は、蓄積した cGMP量においてはXP55椋と差は見

られなかったが (Fig.6B)、ピークを示す時聞がXP55抹に比べ 10秒

遅いことが観察された (Fig.6A)oK1-1、 3、 4、 5抹は、基本的に
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XP55椋と違いが見られなかった。

i<'1-8、 K1 -1 0椋の sALによる cGMP産生

発生期の野生抹を BALで刺激すると、 cAMP受存体を介さずに継続した

cGMP蓄積が起こる(3 2 )。このことを cG 1...1 Pレスポンスを示さない

KI-8、K1 -1 0椋について調べた。

XP55抹の Ts細胞を 6X 10 3Mの BALで刺激すると、刺激後約 60秒で

最大量となる cGMPレスポンスが起ごり、その後少なくとも 4分間はその濃度

を保った (Fig. 7A)o K1-10抹においても、 XP55掠と比べ小さい

ながらも同様な cGMPレスポンスを示した。これに対し、 l¥.1 -8椋では全く

cGMPレスポンスを示さなかった (Fig.7A)。

また野生株において BALと同時に cAMPを加えると、 cGMP蕎積は

cAMP単独で刺激した場合のように 一過的になる(3 0 )。これは BALによ

って活性化されたグアニレートシクラーゼか cAMPによって不活性化されるこ

と、すなわち適応することによると身えられている。 1¥1 -1 0抹に BALと同

時に cAMPを与えたところ (BAL;6XI0・3M、cA M P ; 1 0 -6M )、

XP55株と同様な cGMPレスポンスがみられた (Fig.78)。このこと

により、活性化されたグアニレートシクラーゼを不活化する機構は、

KI-I0株において正常であることが示唆された。 一方、 KI-8掠では、こ

のときも全く cGMPレスポンスが見られなかった (Fig.7B)。

箆組Jil系グアニレーヒ之之ラーゼ活性

上記のように、 RI-8では cGMPレスポンスが全く見られず、 KI-6、

KI-9稼では小さな cGMPレスポンスしか示さなかった。その原因として、

cGMPを産生する醇紫であるゲアニレートシクラーゼの活性自体に変異がある

ことが考えられる。そこで、 KI突然変異椋において、無細胞系グアニレートシ

クラーゼ活性を定量した (Table. 日1)。
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1・‘の細胞を用いて活性を測定した結果、 K1 -8株、 K1 -9掠では低い活性

しか見られなかった。このことは、これらの変異掠のうち 1つが、クアニレート

シクラ ーゼそのものに変異かある可能性を示唆する。一方、小さなレスポンスし

か示さない K1 -6株を含め他の}{T椋では、 XP 5 5株と比べて大きな差は認

められなかった。

また、この活件.は野生椋において 1μMの Ca .; t ~こよって強く阻害される

( 1 7、 18)0 1¥1-8を除く全ての K 1突然変異株において、 Ca ;:.による

阻害活性が観察された。

無細胞系グア ニレー トシクラーゼ活性上昇に必要な細胞質問子

野生抹の無細胞系クアニレートサイクレース活件.は細胞隠l両分に存花すること

が示されており(1 7、 1 8 )、また細胞質l商分にはこの活性を上昇させる因子

が存在する(4 0 )。そこで、葉酸、 cAMP刺激により cGMPレスポンスを

示さないKI-8、 K1 -1 0抹において、その因子の存在を調べた (Tabl

e. IV)。

XP55椋の膜画分に KI-8、1¥.1-10椋の細胞質画分を加えると、どち

らも XP55抹の細胞質面i分と同程度にクアニレートサイクレースの活性を上昇

させた。このことから、1¥.1-8、K1 -1 0抹においてこの因子が正常に存在

することがわかった。

また、逆に K 1 -1 0株の膜画分にそれぞれの細胞質画分を加えても活性の上

昇が見られた。1¥.1-8椋では膜画分のクアニレートシクラーゼ活性が低く、そ

れぞれの細胞質問分を加えても、有意な活性の上昇は認められなかった(T a b 

1 e. IV)。

C GMPホスホジエステラーゼ活性

cGMPレスポンスを示さない理由として、 cGMPを分解する辞索、 cGM

Pホスホジエステラーゼが絶えず活性化されていること、また遅れた cGMPレ
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スポンスを示した理由として、この酵素活性が弱いことが考えられる。 cGMP

ホスホジエステラーゼ活性は、 8-Br-cGMPを加えることによって活性化

される(5 0 )ので、 K1突然変異訴の cGMPホスホジエステラーゼ活性を

8-Br-cGMP非存在下および存在下で定量した <1able. !ll)。

その結果、 cGMPレスポンス示さない KI-8、K1 -1 0抹、 cGMPレ

スポンスの小さい KI-6、K1 -9株、 cGMPレスポンスの遅れる K1 -2、

KIー 7僚を含む全ての K1突然変異椋において正常な静素活性が観察された。

このことから、これら KI-8、K1 -1 0椋、およびK1 -2、1¥.1-7抹の

cGMPレスポンス異常が cGMPホスホジエステラーゼによるものではないこ

とが示された。

C GMP結合活性と解離速度

野生椋の細胞質には、 cGMPに特異的に結併する活性が存在することが報告

されている(2 6、 36、 52 )。この結合活性において、 DNAを添加すると

この cGMP結合の部位数が増加し、また cGMPが解縦する速度も遅くなる

( 3 6 )。そこで、この cGMP結合活性と解離速度を1¥.1突然変異椋において

調べた (Fig.8、 Fig.9)。結合活性はスキャチヤードプロットを作成

することにより、その解脱定数と結合部位数を計算した <Table.V)。

その結果、1¥.1-1、1¥.1-3椋を除く全ての椋において何らかの異常・がみら

れた。また、その異常も解離定数が大きくなる抹 (KI-2、 6、 7、 8)や小

さくなる株(1¥.1 -4、 5、 10)、結合部位数が増加する掠 (K1 -4、 5、

9、 10 )や減少する椋 (KI-6、 7、 8)等が見られた。それらのうち

KI-4、 5、 6、 7、 8、 1 0抹では解脱定数、結合部位数の両方が異常であ

った。またこれら異常がみられた変異椋において、解離定数の異常と結合部位数

の異常の聞に相関は見られなかった。

次に、 DNA添加による結合部位数の変化と解縦速度の変化を調べた。 DNA

を添加してもKI-4、 5、 8椋では結合部位数は増加しなかった。解脱速度は

KI-4、KI-5、KI-6椋において DNAの有無に関わらず遅かった

(Fig.9、 Table. ¥1)。また、1¥.1-2、 4、 5、 6、 10椋では
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DN  Aを添加しても、 cGMPの解脱速度に変化は見られなかった (Fig.9、

Table. V)。

2.葉酸、 cAMP刺激によるその他の細胞内応答

野生抹を葉酸、 cAMPで刺激すると、 cGMPの他に、 1P 3 、cAMPの

一過的上昇、そして Caわ取り込みの増加が見られる(1 6 )。これらの細胞内

応答のいくつかは、後述するように走化性運動に直接的に関与していないことが

示されている。しかし、 K 1突然変異椋においてこれらの応答にどのような変異

が起こっているかを調べることは、今後の研究において重要であると思われるの

で、これらの応答を K1突然変異椋において調べた。

葉政、 cAMP刺激による 1P ~レスポンス

1 P 3は細胞内において Caわストアーから Ca z..を細胞質に放出させることに

より、細胞質 Ca 2+量を制御していることが知られている (12)0 1¥.1突然変

異椋の Tぃ T5細胞をそれぞれ 5X 1 0 -5Mの葉酸、 5X 1 0 -7 Mの cAMPで

刺激し、 1P 3レスポンスを調べた (Fig. 10)。その結果、 K1 -1、

K 1 -1 0椋以外の1¥.1突然変異椋において何らかの異常がみられた。

特に KI-3、 6、 7掠においては葉酸、 cAMP刺激によって 1P 3の一過的な

減少が見られ、また KI-2、 5、 8椋においては 1P 3の産生がほとんどあるい

は全く見られなかった。

d cAMP刺激による cAMPレスポンス

cAMPレスポンスは、 cAMP刺激により 1-2分後に最大蓄積量となる。

これは、 cGMP、 1P 3レスポンスと比べ遅いレスポンスで、野生抹において発

生期に入って始めて観察される (47)0 K1突然変異抹の Ts細胞を 10 -sMの
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d c八t-，.1Pで刺激しこのレスポンスを調べた結束、 K J -7を除く令ての K 1突

然変異椋において、 XP55抹と li，J阪なレスホンスを示すことかわかった

(Fig. 11) 0 1¥.1-7椋はさらに高滞度の dc A M P ( 10 4M)で刺激

した場合においても、全く cAMPレスホンスを示さなかった{データーは示さ

ない)。

茎段、 cAMP刺激による Ca 2 . 1I~η 込ì1j..~即~q

野中帯、は葉齢、 cA 1 ... { Pで刺激されると、 5-1 0秒以内に細胞外から細胞内

にCaわを取り込みを増加させる。 K 1突然変異抹の T，、T'>細胞を

2 X ] 0ぺ Mの葉酸、 2 X 1 0ー すMの cAMPで・刺激することによって、 C a z， 

取り込みの増加を調べた (Table. V1)。

その結果、 K 1 -2、1¥.J-6抹の葉般刺激による Ca←取り込みの増加は

XP55椋と比べて同程度であったが、その他の株ではほとんど、あるいは全く

取り込みの噌加を示さなかった。また cAMP刺激による Caυ取り込みの増加

は、1¥1-8、K 1 -1 0 椋においてわずかに見られたが、その他の株では全く

見られなかった。

組島表面の cAMP 受益隼~

細胞外部の cAMPは細胞表面の持異的な受蒋体に結内することによって、

cGMP、 1Ph CAMPレスポンス、 Ca 2..取り込みの憎加を引き起こす

( 1 6 )。そこで cAMP受容体数を、1¥.1突然変異掠において調べた。また

cAMP受容体数は細胞に cAi-..fPを周期的に加える (cAMPハルス}と増加

することが知られている(4 8 )ので、このことも同時に抑ベた。

T s細胞と Tzから 3時間 cAMPパルスを与えた細胞の cAMP受容体教を測

定した (Table.四)。その結果、全ての突然変異株において受容体の数が

少なかった。また cAMPハルスて処理しでも受符体の数は、有意に増えること

はなかった (Table.VD)。
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[¥1， c A ~1 P刺激による K I -1 0椋のアクチン、ミオシン重鎖 H蛋白質の

挙動

発生期の野生椋を cAMPで刺激すると、アクチンや細胞内の亨.要なミオシン

であるミオシン重鎖 Hの細胞膜への蓄積が一過的に憎加する (27、 22 )。ミ

オシン喧鎖 Hは脱燐酸化されることによって細胞脱へ、燐般化されることによっ

て細胞質に移行することが示峻されている(2、 61)0 cGMPレスポンスか

長く継続する S t n; F突然変異椋では、ミオシン電鎖[(の燐酸化が遅れ、細胞膜

への蓄積増加も遅れることから、 cGMPは燐酸化を阻害することによってミオ

シン虫鎖 Hの細胞内分布を調節していると考えられている(2 2、 23)。

そこで本研究で得られた cGMPレスポンスを示さない K1 -1 0掠を闘いて、

ミオシン重鎖日の燐酸化と細胞膜への蓄積の変化を調べた。さらに、細胞内の

基礎 cGMP量の非常に少ない1¥.1-8株も用いて、抗ミオシン重鎖 H抗体を用

いた蛍光染色(60)によりミオシン藍鎖 Hの細胞内の分布を調べた。

C AMP刺激巳よる1¥.1-10掠のミ主之よ堕鎖 Hの燐般化とトライト

ン不溶両分への蓄積の変jヒ

発生期の野生抹を cAMPで刺激すると、ミオシン重鎖 Hの一過的な燐般化が

起こる(2、 23)0XP55抹の T唖細胞を 10 'Mの cAMPで刺激すると、

40秒後にピークを示す一過的ミオシン重鎖 11の燐般化を起こした。一方、 KI

-1 0 掠においてはこの燐齢化は全く見られなかった (Fig， 12)。

次に、 XP55椋と1¥I-10椋の T暗細胞を 2) OCにおいて 10パ Mの

cAMPで刺激し、ミオシン重鎖 Hの務積の増加を調べた。その結果、 XP55

椋ではトライトン両分のミオシン曲鎖 11 の蓄積は、:~ 0 秒後に最大となった。

K1-10椋においてはこの蓄積の附加は全く見られなかった (Fig， 13A)。

また、より高濃度の cAMPで刺激してもミオシン盛鎖 Hの蓄積の哨加は全く認

められなかった (Fig， 13B)。
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cAMP刺激により、アクチンもトライト ン不溶l両分への諮積か増加する

( 27)。この蓄積増加は、 ヌご ρlF椋においても正常に見られたこと(2 2 )、

サポニン処理しパーミアピライズした野坐稼細胞に Ca Z~を加えても見られるこ

とから、 cGMPではなく Ca2+がこの蓄積に関与していると考えられている

(11)oK1-10抹のT唖細胞を、 21 .Cにおいて 10帽 'Mの CAMPて刺激

し、アクチンの蓄積を調べた結果、 XP55椋と比へ少ないながらもトライトン

不溶画分へのアクチンの蓄積の増加が見られた (Fig.14A)。また、この

アクチン蓄積の cAMPに対する沼度依存性を調べた結果、 XP55椋と比べ顕

著な差は見られなかった (Fig.14B)。

C AMP刺激による KI-8、K1 -1 0 憾のミオシン重鎖Hの細胞内

分布の変化

cAMP刺激による1¥1-8、1¥.1-10抹のミオシン重鎖 Hの細胞内分布の

変化を、抗ミオシン重鎖 H抗体を用いた蛍光染色(6 0 )により 0・Cにおいて調

べた。

発生期の野生綜を cAMPで刺激すると、細胞質に存在するミオシン重鎖 Hが

細胞闘に移行する (60)0XP55抹においては、 10 -oMのcAMP刺激

3 0秒後、細胞質に存在したほとんど全部のミオシン重鎖 Hが細胞膜に移行した

(Fig. 15)0 KI-8、K1 -1 0椋においては、 cAMP刺激前に細胞

質にみられるミオシン重鎖 Hの量はXP55抹よりも多く、1¥:1-10僚におい

ては細胞臓にも多くのミオシン重鎖Hが見られた (Fig. 15)0 cAMPで

刺激すると、 K1-10椋においては、ミオシン重鎖 Hの細胞膜への移行を認め

ることができなかったが、 KI-8椋においては、多くのミオシン重鎖 Hが細胞

質に残されたままで、わずかに細胞膜への移行が観察された (Fig.15)。

これらの結果は cGMPがミオシン重鎖 Hの細胞膜への移行に関与しているとい

う以前の報告と 一致する。
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V. 細胞運動

K 1 -8、K1 - 1 0株の細胞運動

走化性物質非存在下では、細胞は方向性を持たず仮足形成によるランタムな運

動を行う(6 )。このような細胞運動に cGMPが関与しているか面かを調べる

ため、細胞内の基礎 cGMP量が非常に少ない K1 -8株と、正常な

基礎 cGMP量を示すK1 -1 0訴を用い、細胞内 cGMP量と細胞運動との関

連を調べた。

顕微鏡下の観察では、1¥1--10、KI-8抹いずれの訴においても仮足形成

や運動様式において異常は認められなかった。しかし、細胞の運動速度を測定し

た結果、1¥.1-8傍はXP 5 ~)、 KI-l0 抹に比べて遅い運動速度を示すこと

がわかった (Table.VIIl)。このことは、 cG:M P量が走化性物質非存在下

での細胞運動の速度にも重要であることを示唆している。
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く云管妻手書〉

本研究では、簡便な走化刊テスト方法{アカーカ ソテイ ング法)を用い、葉厳、

cAMPの阿 Jjに走化性を示さない突然変異抹(1¥ I突然変異株)を分前し、そ

れらの生化学的解析を行った。それらの主な結果は、 r a b 1 e. IXにまとめら

れている。

1. K 1突然変異保の走化件.と遺伝的解析

K 1突然変異株では、葉酸と cAMPに対する，E化特異常が 1つの変異によっ

て起こっている可能性と、それぞれに特異的な走化性機楠に異常をもっ 2i!の変

異によって起こっている可能件かある。以下のことは前者を強く示峻している。

1 .遺伝的解析の結果、野生型椋 (X2締)と K 1突然変異抹から得られた二

倍体昔、 (KI-2椋は除く)由来の一倍体株(セクレガント}において走化性の

表現型は全て、野生型あるいは K1突然変異抹であったこと、つまり葉酸と

cAMPに対する走化性異常は育，いに分離できなかったこと。しかし、同しリン

ケージグループ内に 2つの変異が起こっている可能性は残されている。

2.突然変異を誘発した約 10、000クローンの内 51クローンが、

cAMPに対して走化性を示さなかった。すなわち、およそ 51/10、 000

の確率であった{この確率は、 cAMPに対する走化性を失っていた変異には増

殖期から発生の進まない株も合まれるため、過剰に評価している。)もし同じ確

率で葉酸に対しての走化性も異常を起こしているとすれば、 2重の突然変異株が

起こる確率は (51/10、o0 0 ) 2となる。これは 10、 000クローンから

出発すると O. 2 6クローンとなり、 2重突然変異抹が得られる可能性は低い。

3.全てのKI突然変異椋において、葉酸、 cAMP以外の走化性物質に対す

る走化性に異常が見られた。得られた KI突然変異線のうち 7つの変異抹はプテ
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I}ン(葉般、 CAMPとは異なった受容体と結伶する(1 6) )、醇母抽出物、

バクテリア分泌物、人尿の、調べられた全ての走化件物質に対して全く走化件ーを

示さなかった (Table. 以)。また、残りの 3つのK 1突然変異椋も、スク

リーニングに用いられた走化作物質以外の走化性物質に対する走化性が異常であ

った(T a b 1 e. IX)。これらのことは、細胞内走化性情報伝達機構には全て

の走化性物質に対して共通な機構が存在することを強〈 示唆しており、 KI突然

変異様においてはその機構に異常があると考えられる。このことから、1¥.1突然

変異株が、議殿、 cAMPのそれぞれに特異的な占化什情報伝達機構に異常かあ

る2重突然変異掠であるとは考えにくい。

3. で述べたように本研究で得られた突然変異株が、共通な機構に異常がある

突然変異昧であることは、非走化性突然変呉株の分蹴H法として本研究の方法が

有効であったことを示す。

興味深いことに、 K1 -1 0株は葉酸、 cAMP、フテリンといった既知の走

化性物質には走化件を示さず、酵母抽出物、ハクテリア分泌物、人尿に走化性を

示した。このことは、これら 3つの既知の走化性物質以外に、未知の走化性物質

が存在することを示唆している。また、全ての定化性に共通な機構以外に、葉政、

cAMP、プテリンには共通であり他の走化性物質には共通ではない機備が存在

することをも示峻している。

相補性検定の結果、 KI-10株を除く(1¥.1-10株は慢性変異であるため

相補性検定をできなかった) 9個の1{1突然変異椋が、遊った部位に変異を起こ

していることがわかった。このように多くの変異抹が、それぞれ異なった相補性

グループであったことは、葉酸、 cAMPに対する両方の走化性に関わっている

遺伝子が多く存在することを示している。
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11. K J突然変異株のや化学的解析

野宅株を目見知の走化性物質である葉段、 cAMPで刺激すると、種々の細胞内

応答が見られる(1 6 >。そこで、本研究で分離した走化性変異綜においてこれ

らの細胞内応答と結合蛋由貿等それに関連した種々の活件.を調べ、どこに異常が

見られるかを検討した。その結果、多くの1¥.1突然変異械におい て、 cGMPレ

スポンス{一過的蓄積 )、 cGMPの結合活性や解離活性、 IP 1 レスホンス、

C a 2'取り込みの増加、細胞表面の cAMP受容体数に何らかの異常があること

がわかった。。それぞれのK1突然変異傍は、一つの変異により走化性を失って

いると考えられるにもかかわらず、複数の細胞内応答に異常が見られたことは、

これらの細胞内応答は 1つが異常になれは他の応答も変化するという具合に柑互

に関連していると思われる。次にそれそれの細胞内応答について考察する。

cGMPレスポンス

cGMPはcG.MPレスポンスか長く続く突然変異抹 5 で，'/;Fの観察から走化

性に重要であることが示峻されている(7、 38、 45>。本研究においても多

くの1¥.1突然変異椋が cG 1...1 Pレスポンス、そして後泌する cGMPの結合活性

や解離活件に異常を示したことから、 cGMPと走化性との関連を示唆した。

1¥.I-8、K1-10抹は葉酸、 cAMP刺激で cG ~ ... 1 Pレスポンスを全く示

さない株であった。その珂出は、 cGMP分解酵素である cGMPホスホジエス

テラーゼの活性が高いことや、無細胞系グアニレートシクラーゼ活性のと昇に必

要な細胞質因子が欠けているためではなかった。 KI-8掠では細胞内の

基礎 cGMP量が非常に少なく、また無細胞系ゲアニレートシクラーセ'活性がほ

とんど見られなかったことから、グアニレートシクラーゼ自体に変異変異がある

可能性が高いと考えられる。1¥.I-10掠は XP55掠と同程度の細胞内

cGMP量を持ち、無細胞系クアニレートシクラ ーゼ活件が見られ、また Ca 2+ 

によるこの活性の限害も正常であったこと、 cAMP受容体を介さず cGMPの

産生を誘発する BALで刺激した場合に cGMPの蓄積が見られたことから、グ

アニレートシクラーゼ自体でなくその活性化機構に変異を起こしていると考えら
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れる。また、 K 1 - 1 0椋を BAL、 cAMPで同時に刺激したときには、 cG

M Pの一過的レスポンスを示したことから、 cGMP産生におけるグアニレート

シクラーゼの不活性化機構には異常をきたしていないと考えられる。

KI-6、1¥.1-9椋は cGMPレスポンスか小さい椋であった。 K 1 -9抹

では、無細胞系クアニレートシクラーセ活性か低かった。遺伝的解析の結果から、

KI-9椋は1¥1-8椋とは異なった相補性クルーフにあることから、少なくと

も2つの抹のうち 1つがグアニレートシクラーゼ自体の変異ではないと考えられ

る。1¥.1-9掠において、細胞質画分に存在するグアニレートシクラーゼ活性を

上昇させる閃チが欠けている可能性を、今後検討していきたい。1¥1-6椋では、

グアニレートシクラーゼ活性は正常であったことから、定化性物質によるグアニ

レートシクラーゼの活性化の機構に異常があると考えられる。

KI-2、1¥.1-7椋は、遅い cGMPレスポンスを示した。これは、

cGMPホスホジエステラーゼ活性を欠く s[./}]F突然変異様の cGMPレスポ

ンスと似ているが(3 8、 39、 45)、これらの昧では、正常な cGMPホス

ホシエステラーゼ活性を持っていた。よってこれらの変異椋は、 cG~l Pホスホ

ジエステラーゼ以外の、例えばゲアニレートシクラーゼの活性化、不活性化の機

摘に異常があることが考えられる。

1¥1-3麻は、 cGMPレスポンスをはじめ、 cGMPの結合活性と解能活性

が正常であった。このことは、 KI-3椋が野生株と比べ弱いながらも全ての走

化性物質に走化性を示したという観察と一致する。

C GMPの主主金活性と解離速度

KI-3株を除く全てのK 1突然変異抹において、 cGMPの結合活性や解離

速度に何らかの異常が見られた。このことはこの cGMP結合活性が走化牲 と関

連していることを示唆する。しかし、変異稼毎に解離定数、最大結合部位数の多

い椋、少ない線、また解離速度の早い訴、遅い鯨が見られたが、互いに相関は見

られなかった (Table. V)。このことは、これらの定数や結合部位数をそ

れぞれ調節する因子があり、互いに独立して制御されている可能性を示唆してい

る。この結合活性と解離速度は、 DNAによって変化を受けることから、遺伝子

の発現に関与していることが示唆されている(3 6 )。もしそうであれば、走化
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性と遺伝子発現とが関与していることか考えられるので、今後1¥1突然変異椋を

利用してこのことを検討していきたい。

I Plレスポンス

I P 3 は細胞内の Ca z' ストアーから Ca←の細胞質への放出を起こす

( 2 0 )ことが知られており、 Caわかアクチンの細胞膜への蓄積増加に関与し

ている(1 1 )ことから、走化性との関与が示唆されている。本研究では、多く

のKI突然変異様が IP 3レスポンスに異常を示すことがみられた。このことは、

I P 3レスポンスが走化性運動と関連していることを示していると考えられる。

しかし、 1P 3 レスポンスに異常がある突然変異株( I-g d C )か弱いながらも

走化性を示すこと(3 )、また 1P 3のF室生酵素であるホスホリハーゼ Cを破接し

た細胞掠においても正常な走化件が見られること (Drayere t a1.投稿準備中)か

ら、 1P 3レスポンスと走化性は百接には関連していないと考えられる。

cAMPレスポンス

本研究において、 KI-7掠を除く全てのKI突然変異掠において cAMPレ

スポンスに異常が見られなかったことから、 cAMPレスポンスは走化性に関与

している可能性が低いと考えられる。このことは、増殖期の細胞を葉酸で刺激し

ても cAMPの産生はほとんどみられない(1 6 )こと、また cAMP刺激によ

りアデニレートシクラーゼの活性化ができない突然変異株(s .v n a g 7 )や

cAMPの産生酵索であるアデニレートシクラーゼを遺伝的手法により破境した

形質転換株がcAMPに対して走化性を示す(1 3、37)ことからも示唆され

ていた。

C a 2+取り込みの地加

C a 2+取り込みの増加は、葉殿、 cA~f P刺激後 5秒以内に起こる (29、 3

o )反応である。前述のように、 Ca 2+はアクチンの細胞膜への蓄積増加に関与

している(1 1 )ことから、この反応も定化性に関与し ていると考えられている。
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本研究において、この Ca Z+の取り込みの増加活性は全てのI¥.1突然変異抹にお

いて非常に低く、走化性と関与していることが示唆された。この葉酸、 cAMP

刺激による Ca z..取り込みの増加機構はG蛋白質を介していないらしい(3 0 ) 

が、詳しい機構はわかっていない。今後1¥1突然変異株を利用してこの機構を検

討していきたい。

細胞表面の cAMP受容体数

細胞表面の cAMP受容体はすべての1¥1突然変異椋において非常に少なかった。

この理由は不明であるが、すべての1¥.I突然変異綜は cAlvlP刺激による

cGMP、 cAMP、 1P 3レスポンスの少なくともいずれか lつを示すことから

(Table.以)、走化性情報伝達系の活性化に必要な盈の cAMP受容体は

存在していると考えられる。また、多くの細胞内応答の異常は葉酸で刺激した場

合も見られるので、 CAMP受容体が少ないことによって異常をきたしているの

ではないと考えられる。このことをさらに検討するために、今後葉般の受容体数

も調べたい。

野生訴と異なり、全てのK I突然変異抹で CAMPパルス処理による CAMP

受容体数の増加が見られなかった。これと関連して、 G蚤白質の αサプユニット

を欠くために cAMPに対する走化性を示さない [gdA突然変異掠(8、 21 ) 

において、 cAMPの受容体数が少ないこと、 cAMPバルスを与えても受存体

数が増加しないこと(1 6 )が示されている。これらのことは、 CAMPに対す

る走化性と cAMP受容体数の増加は因果関係はわからないが、強い相闘がある

ことを示している。
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m. c GMPと細胞運動

発生期の野生抹細胞に cA 1 ... 1 Pを与えると、それまで細胞内にあったミオシン

重鎖 Hが細胞後部の細胞膜部分に蓄積する (83;Fig15)。このミオシン

の蓄積により、細胞後部が収縮し細胞が前進すると考えられている。このミオシ

ンの蓄積はミオシンの燐酸化と深く関わっており脱燐酸化すると細胞膜へ、燐齢

化されると細胞質へ移行する(2 3、 61 )。また、この俄酸化は、 cGMPと

深く関わっており、 cGMPの蓄積が長〈続く stmF変異椋では野生椋では

40秒でピークになるミオシンの燐酸化が遅れて起きる(2 3 )。

cAMP刺激により cGMPレスポンスを示さない1¥.1-10椋は、 cAMP

刺激によりミオシン重鎖 Hの燐酸化や細胞朕画分であるトライトン不溶画分への

蓄積増加を全く示さなかった。また、抗ミオシン重鎖 II抗体を用い cAMP刺激

によるミオシン重鎖 Hの細胞膜へ移行を観察しでも、細胞膜への移行は全く観察

されなかった。細胞内 cGMP量の非常に少ない KI-8掠では、大部分のミオ

シン重鎖 IIは細胞質に残り、わずかなミオシン重鎖 Hの移行しか見られなかった。

この一連の結果は、 cGMPがミオシン重鎖 Hの細胞膜への移行に関与している

という以前の報告と一致している。さらに cGMPとミオシンの関係を明らかに

するためには、 cGMPレスポンスは行うがそれが遅れる KI-2、1¥.1-7椋

についてこれらのことを検討する必要があろう。

K1-10綜では、刺激前の状態において細胞質と細胞膜に多量のミオシン重

鎖 Hが存在した。また、1¥.1-8椋においても野生抹と比べ細胞質に多量のミオ

シンが存在した。これらのことが cGMPレスポンスと関係しているかどうかは、

興味深い問題である。

細胞内の基礎 cGMP量の非常に少ない1¥.1-8抹が、走化性物質非存在下に

おいて非常に遅い細胞運動を示した。このことは cG.MPが、通常の細胞運動に

も関与していることを示峻している。走化性物質の非存在下では、細胞は不特定

部分に仮足をだして運動する。この際も、仮足の反対側にミオシンが部分的に子容

積することが考えられる。このような蓄積にも、 cGMPが関与しているのかも

しれない。

野生掠細胞を cAMPで刺激すると、アクチンのトライトン不都画分への蓄積
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が一過的に増加する(2 7 )。サボニンでパーミアピライズした細胞に Ca':令を

与えると同様の反応が起こることから、この移行は細胞内 Ca ;:+の増加により起

こると考えられている (11)oKI-I0株ては、 cAMP刺激によって細胞

外から細胞内への Ca 2+の取り込み憎加は、野生抹と比べ非常に少ない(T a b 

1 e. VI)が、 cAMP刺激により少ないながらもアクチンの蓄積増加が見られ

た (Fig. 14A)o cAMP刺激による 1P 3の産生は正常である(f i g. 

10)ことから、 1P 1による細胞内 Ca z.ストアーからの Ca Z+の放出により、

アクチンの蓄積増加が起こるのかもしれない。

lV.最後に

本研究において、技々は今までに分離されていない新しい非走化性変異椋を系

統的に視数分離し、走化性と細胞内応答との関連や細胞内応答相互の関連を検討

した。これらの異常をきたした細胞内応答の走化性における機能を詳しく調べる

ためには、今後それぞれのK1突然変異株の変異遺伝子を分離、解析することが

必要であると考えられる。また、このことにより、今後細胞内情報伝達機構が明

らかになることが期待される。
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グリセロール、 1P ~ ; dーミオイノ シト ール l、 4、 5-3鱗齢、 PDE;
cGMPホスホジエステラーゼ、 actin;アクチン、 my 0 s i n 11 
ミオシン重鎖 Hを示す。



ニトロソクアニシン処理し突然変異を誘発

非集合突然変異椋の分蹴

葉般、 CAMPに対する走化性を検定(アガーカッティング法)

葉酸、 cAMPの両方に対して走化性を示さない変異椋の分離

(K 1突然変異抹}

Fig.3 K I実然変異抹の分離手順
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1¥.1-1......10抹 X2椋

LG 1 c v c A -

II 11 aλ，. t子A-

111 bsgA- III r.sgA-， 3λ.eB 

二倍体椋を分離し、表現型、走化性を検定 ー箆丘ιJ劣性変異の判定

(BSS中で 2) .C、 20時間振温後、

Sa ，~ ; 11 /J 5 Sμ:)(;1;5 と共に 27.Cで培蓑し分雌)

一倍体椋を分散し、表現型、走化性を検定 -FA-とcAーが分敵されるか

」σの1!J:之

{チアベンダゾール処理後、シクロヘキシミド ヒて分蹴 }

二倍体抹を分離し、表現型、走化仕 を険定 一古田且丘グループの判定

{上記-. f自体椋のうち tsgAーを持つ主化件を示さない抹を分敵し 、

1¥.1-1......10株{ケ sg A )と 二倍{本を形成}

Fig.5 1\ 1窓~~.長盤!!)遺j孟也盤析， (J).子題。略語は、 LG;リンケージ
グループ、 c.vCA-;シクロヘキシミド耐性の劣性変異、 bsgA-; 3J ，~ill u s 
su br; I i sを餌として生育できない劣性変異、 a x eA-、 3.¥・ eB -; :無菌的に

増殖可能な劣性変異(2っそろっている場合)、 t S t; A -; 2 7 .Cで生育できな
い温度感受性劣性変異、 FA -;葉酸に対する走化性異常、 cA-;cAMPに対
する走化性異常を示す。走化性の検定はアガーカッテイング法により行った。
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ン重鎖 H量を測定した。 (B)XP55抹 (. )、1¥.1-10椋(0)を
1 0 -10Mから 10 -3Mの cAMP刺激後 25秒における、 トライトン不洛画分に

結合するミオシン謹鎖 H量を測定した。これらの結果は、 2度の実験で 3回づっ
測定した計 6回の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。
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Table.I 1¥.1突然変異椋の走化性

Chemotaxis towards 
Strain 

folic acid cAMP pterin yeast extract bacteria unne 

XP55 +++ ++++ ++ +++ +++ +++ 
KI-l + 
KI-2 
KI-3 ++ + + + キ + 
KI-4 
KI-5 
KI-6 
KI-7 
KI-8 
KI-9 
KI-I0 ++ ++ + 

種々のj震度の物質に対する走化性をスモールポピュレーション法を用いて検定した (folicacid;葉酸、 pterin;プテリン、 yeastex 
tract;酵母抽出物、 bacteria;E.coli分泌物、 urine;人原)。

一、いずれの湯度の物質に対しても走化性を示さなかった。

+、ここで調べた最高湯度の走化性物質に対してのみ走化性を示した。

(葉酸; 1 0べM、cAMP;lO-"M、 10・4Mブテリン)

以下、+が一つ増えるごとにその 10倍希釈液に対しても走化性を示したことを表す。



Table. I1 KI突然変異椋の遺伝的解析

Phenotype of segregants 

chemotaxis (+) chemotaxis (一)
Strain TIG TSG TIG TSG axemc linkage group 

KI-1 。 。 28 18 N.I. 
KI-2 N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.D. 
KI-3 2 15 10 3 1.S. not I，II，III 
KI-4 。 。 28 25 N.I. 
KI-5 8 7 8 9 N.I. not I，III 
KI-6 26 15 17 2 N.I. not I，III 
KI-7 4 2 26 4 I.S. not I，II，III 
KI-8 11 30 13 6 I.S. not I，II，III 
KI-9 。 。 31 21 N.I 
KI-10 。 。 18 22 I.S. 

それぞれのKI突然変異椋と X2訴の二倍体抹から 一倍体掠を分離し、それらの形貨を調べた。リンケージグループはKI突然変異

掠と X2椋の遺伝的マーカー形質によって決定した。数字は分離された椋数を示す。

chemotaxis(t)、アガーカッテイング法により葉酸、 cAMP両方に対して

走化性を示した。

chemotaxis(ー)、アガーカッテイング法により葉酸、 CAMP両方に対して

走化性を示した。

TIG、270Cで生育できる。

TSG、270Cで生育できない。

axenic、走化性を示さない分離一倍体椋で無菌的に増殖可能

1. S.は分離できたこと、 N. 1.は分高をできなかったことを意味する。

N. D.は決定できなかったことを意味する。



無細胞系でのグアニレートサイクレース活性と cGMPホスホダイエステレース活性田Table. 

cGMP phosphodiesterase activity in vitro guanylate cyclase activity 

with 8-Br-cGMP without 8-Br-cGMP with 1μM Ca2+ with 10nM Ca2+ without Ca2+ Strain 

% of XP55 without 8-Br-cGMP 
100 :t 16 127 :t 21 
113':t 13 177:t 19 
153 :t 16 186 :t 14 
107:t 8 209 :t 14 
140:t 8 169 :t 12 
91:t 9 123 :t 12 
85:t 7 107:t 8 
90 :t 11 107:t 8 
124 :t 22 176:t 13 
111 :t 14 138:t 7 
83 :t 19 112 :t 13 
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% of XP55 without Ca2+ 

83 :t 23 
61 :t 20 
69 :t 19 
65 :t 15 
35土 10
39 :t 11 
85 :t 93 
36:t 5 
4:t 1 
29:t 7 
49 :t 18 

100 :t 30 
95 :t 21 
92 :t 26 
119 :t 38 
60 :t 25 
49 :t 20 
81 :t 26 
61 :t 23 
6:t 2 
35 :t 15 
63 :t 19 

XP55 
Kl-1 
Kl-2 
Kl-3 
Kl-4 
Kl-5 
Kl-6 
Kl-7 
Kl-8 
Kl-9 
Kl-10 

pmol!min・mgprotein ( 1 0 0 % )で、 cGMPホスホ

結果は、 2度の実験で3回づつ測定した計 6回の測定結

XP55抹の Ca 2+非存在下でのグアニレートサイクレースの活性は 135

ダイエステレースの活性は 3.2 pmol/min・mgprotein ( 1 0 0 % )あった。
果の平均値とその穣準偏差を表す。



Table. lV 細胞質因子による無細胞系グアニレートサイクレース活性の上昇

Strain 

mem cyt 

XP55 XP55 
Kl-8 
K.I-10 

Kl-8 XP55 

Kl-8 
Kl-10 

Kl-10 XP55 

K.I-8 
Kl-10 

in vitro guanylate cyclase activity 

membrane fraction membrane + cytosolic fraction 
(pmol/min' mg protein) 

(% to activity in membrane fraction) 

30.8 (100) :t 6.6 52.4 (170) :t 5.4 
43.4 (141) :t 7.4 
52.4 (170) :t 8.0 

4.9 (100) :t 3.6 6.9 (141) :t 4.7 
6.2 (127) :t 3.6 
7.3 (149) :t 2.8 

30.8 (100) :t 6.1 50.1 (163) :t 3.3 
52.3 (170) :t 4.8 
57.7 (187) :t 7.9 

memは細胞膜画分、 cy tは細胞質画分を表す。

結果は、 2度の実験で 3回づっ測定した計 6回の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。

:> 



cGMP結合活性と解離活性V Table. 

cGMP dissociation cGMP binding 

% residual binding binding 

(nmol/mg' protein) 
-DNA +DNA (% to -DNA) 

。。n
 

Ju n
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x
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m
 

Kd 
(nM) 

Strain 

+DNA -DNA 

42 :t 7 
55 :t 7 
45 :t 1 
32 :t 2 
75 :t 5 

79 :t 9 
53 :t 3 

24:t 3 
75 :t 4 

38 :t 5 

43 :t 1 

19 :t 7 
29 :t 2 
36 :t 2 
9:t4 
65 :t 6 

89 :t 8 
68 :t 5 
9 :t 1 
46 :t 5 
15 :t 1 

43 :t 4 

2.24 (160) 
1.82 (160) 
1.25 (125) 
3.06 (180) 
2.14 (105) 

2.20 (90) 
1.12 (130) 
2.25 (250) 
0.82 (100) 

7.01 (225) 

6.05 (130) 

1.40 
1.14 
1.00 
1.52 
2.04 
2.45 
0.86 

0.90 

0.82 
3.80 

4.65 

(% to XP55) 
2860 (100) 
2400 (84) 
2860 (100) 
2760 (97) 
4760 (166) 

5500 (192) 
2110 (74) 

2100 (73) 

1720 (60) 
8000 (280) 

9800 (343) 

1.56 
1.40 
2.26 

1.55 
0.29 
0.56 
3.10 

3.20 

2.56 

1.23 
0.75 

XP55 
Kl-1 
Kl-2 
Kl-3 
Kl-4 
Kl-5 
Kl-6 
Kl-7 
Kl-8 
Kl-9 
KI-10 

Kdは解離定数を、 maximumbindingは細胞内の結合部位数を表す。 Kdとmaximulllbinding はFi g. 8のグラフより計算した。

bindingと%residual binding ( c G M P添加 3分後の cGMP結合活性の、 cGMP添加前の cGMP結合量に対する百分率)は

F i g. 9のグラフより計算した。



Strain 

XP55 
KI-1 
KI-2 
KI-3 
KI-4 
KI-5 
KI-6 
KI-7 
KI-8 
KI-9 
KI-10 

T a b 1 e. vl C a 2..の取り込み活性

∞ntrol folic acid (20μM) c品。 (2μM)
(pmol/15 sec. mg protein) 

(% to control activity in XP55) 
35.6 (100) :!: 4.0 
40.0 (112) :!: 4.3 
36.5 (103) :!: 6.1 
34.5 (97):!: 5.0 
36.0 (101) :!: 5.3 
60.0 (168) :!: 5.5 
24.0 (67):!: 6.0 
22.5 (63):!: 8.5 
37.8 (106) :!: 3.2 
35.5 (100) :!: 6.5 
31.0 (87):!: 5.3 

(% to∞ntrol activity in each strain) 
71.2 (200) :!: 12.0 174.0 (489) :!: 15.0 
37.0 (93):!: 6.3 30.5 (76)土 2.5
64.9 (178) :!: 22.3 ・ 38.5(106):!: 6.5 
39.0 (113):!: 7.2 32.7 (94):!: 4.8 
38.2 (106):!: 3.3 26.8 (74):!: 5.5 
71.7 (120) :!: 10.4 52.7 (88):!: 8.1 
38.7 (161):!: 4.0 23.8 (99):!: 4.0 
28.9 (128):!: 2.6 26.1 (116):!: 3.6 
44.6 (118):!: 3.3 64.3 (170):!: 5.8 
45.6 (128):!: 6.8 32.2 (91):!: 8.0 
37.6 (121):!: 5.0 53.6 (173):!: 6.3 

無刺滋 (control>でのCa 2..の取り込みの結果は、T1とT<;の細胞を用いそれぞれ 2回の実験で 3回づっ測定計 12回の平

均と標準偏差を表す。そのほかの結果は、 2度の実験で 3回づっ測定した計6田の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。



Table. VlI 細胞表面の cAMP受容体数

cAMP binding 
Strain 

e
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with cAMP pulse 
(% to without cAMP pulse) 

XP55 50.0 :t 15.3 113.9 (228) :t 27.8 
KI-1 15.0:t 3.9 20.3 (136):t 2.8 
KI-2 8.1:t 3.9 6.4 (79):t 2.8 
KI-3 1.9:t 1.7 4.7 (247):t 1.4 
KI-4 1.7:t 1.4 3.3 (194):t 1.7 
KI-5 5.0:t 3.3 4.2 (84):t 1.4 
KI-6 7.5:t 2.8 4.7 (63):t 1.4 
KI-7 7.2:t 2.5 6.9 (96):t 3.6 
KI-8 15.8:t 4.2 14.2 (90):t 3.9 
Kl-9 5.6:t 3.6 7.8 (140):t 2.8 
KI-10 16.1:t 6.4 13.3 (83):t 6.9 

結果は、 2度の実験で 3回づつ測定した計 6回の測定結果の平均値とその標準偏差を表す。



Table. VIs 細胞運動速度

Strain locomotion speed % to XP55 
(μm/sec) 

(number of experiments) 
XP55 0.265 :t 0.065 (29) 100 :t 25 
Kl-8 0.153 :t 0.033 (28) 58:t 5 
KI-10 0お 8:t 0.087 (28) 101 :t 33 

結果は、測定した細胞運動速度の平均値とその標準偏差を表す。



く訪す吾辛〉

KI突然変異株の遺伝的解析において用いた細胞椋及びバクテリアは以下の方々

から載きました。感謝致します。

<細胞椋>

X2  Dr. P. C. Newell 

(Oxford大学)

<ノ可クテリア>

白川 IIU55u/>tilis36.1: 漆原秀子博土

(筑波大学)

本研究を行うにあたり、終始ご指導下さいました石田秀司先生に心より感謝致

します。生化学的研究を行うにあたりご協力戴いた、フローニンゲン大学の P.

J. M. Van Haastert先生、オ、ソクスフォード大学の Li u. G 

ang、P.C. Newell先生、山口大学の祐村恵彦先生に感謝致します。

また、折りに触れ適切なご助言を下さいました、岡本浩二先生、井上敬先生を始

めとする京都大学の研究室の方々、 Van Haastert先生を始めとする

オランダ フローニンゲン大学の研究室の方々に感謝致します。京都大学研究室

の岡本浩二博士、井上敬博士、山田葉子博士、 吉田秀朗博士には本論文を作成す

るにあたりご助言を戴きました。感謝致します。

伊川
d

q

‘υ
 



〈弓IJ=司玄ζ 南丈〉

1. Barclay， S. L.， and E. J. Henderson. 1977. A method for selecting 

aggregation-defective mutants of Dict.vostelillm discoideum. In 

Development and Differenlbtion in the Cellular Slime Mould. P. 

Cappuccitnelli and J. H. Ashworth， edilors. Elsevier/North-Holland， 

Amsterdam. 291-296 

2. Bel'lot， C. H.， J. A. Spudich.， and P. N. Devreotes. 1985. Chemoattractant-

elicited increase in myosin phosphorylalion in Dictyostelium discoideum. 

Cell. 43:307-314. 

3. Bominaar， A. A.， F. Kesbeke.， B. E. Snaal'-Jagalska.， D. J. H. Peters.， P. 

Schaap.， and P. J. M. Van Haaslel'・t.1991. Aberrant chemotaxis and 

differenLiation in Dictyostelillm mutant fgdC with a defective regulation 

of recepLor stimulaLed phospholipase C. J. CelJ. Sci. 100:825-831. 

4. Boyd， A.， and M. Sirnon. 1982. BacLel'ial chemotaxis. Annu. Rev. Physiol. 

44:501-517. 

5. Bumann， J.， B. WUl・stel'.， and D. Malchow. 1984. Attractant-induced 

2・changes and osci1lations of the extracellular Ca" concentration in 

sl.lspensions of diffel'entiaLing Dictyostelium cells. J. Cel1. siol. 98: 173-

178. 

6. CaLel'ina， M. J.， and P. N. DevreoLes. 1991. Molecular insight into 

eukaryotic chemotaxis. The FASEs J. 5:3078-3085. 

7. Coukell， M. B.， and A. M. Cameron. 1986. Characterization of stm F mutants 

of Dict.vostelium discoideum; evidence that stm F is a structural gene of 

-36 -



the cGf'.1P-specific phosphodiesterase. De¥・.Gen. 6:163-177. 

8. Coukell， M. B.， S. Lappano.， and A. M. Cameron. 1983. Isolation and 

characterization of cANP unresponsive (fngid) aggregation-deficient 

mutants of Dictyostelillm discoideum. De"". Gen. 3:283-297. 

9. Devreotes， P. N. 1982. Chemotaxis. In Thp Dp¥'elopment of Dict.，・ostelium

discoideum. W. F. Loomis， editor. Academic Press， Inc， New York. 117-168. 

10. De Wit， R. J. M.， and T. M. Konijn. 1983. Identification of the acrasin of 

DictyosteJillm minutllm as a derivative of folic acid. Ce1J Differ. 12:205-

210. 

11. Europe-Finner， G. N.， and P. C. Newell. 1986. Inositol 1，4，5-triphosphate 

and calcium stimulate actin polymerization in Dict，Vostelium discoideum. J. 

Cell. Sci. 82:H-51. 

12. Europe-Finner， G. N.， and P. C. Newell. 1986. Inositol 1，4，5-phosphate 

induces calcium release from a non-mitochondrial pool in amoebae of 

Dictyostelium. Biochim. Bioph.ys. Acta. 887:335-340. 

13. Frantz， C. E. 1980. Phenotype analysis of aggregation mutants of 

DictyosteJium discoidellm. PhD thesis， UnIl'el'sity of Chicago，ι.'hicago. 

14. Gerish， G.， and B. Hess. 1974. Cyclic-Af¥fP-controlled osci1lations in 

sllspended DictyosteJium cells: their relation to morphogenesis cell 

interactions. Pl・oc.Natl. Acad. Sci. USA. 71:2118-2122. 

15. Ishida， S. 1980. A mutant of Diciyostelillm discoideum capable of 

differentiating without morphogenesis. De¥'.， Growth s.nd .Differ. 33， 143-

152. 

16. Janssens， P. M. W.， and P. J. M. Van Haastel't. 1987. ~lo1ecular basis of 

transmembrane signal transduction in Dictyostelium discoideum. 

ー37-



Tlicrobiol. Re¥'. 51:396-118. 

17. Janssens， P. H. w.， and C. C. C. Jong. 1988. A magnesium-dependent 

guanylate cyclase in cell-free preparations of Dict.γoste1ium discoideum. 

Biochem. Biophys. Res. Commlln. 150: 105-111. 

]8. Janssens， P. M. W.， C. C. C. J)e Jong.，八..̂ ¥・ink.，and P. J. t-!. Van 

Haastert. 1989. RegulaLory properLies of magnesium-dependent guanylnLe 

cyclase in Dictyoste1iunI discoideum membranes. J. Bi01. Chem. 264:4329-

4335. 

19. Kesbeke， F.， P. J. M. ¥'an Haastert.， R. J. W. De \~it. ， and B. E. Snaar喧

Jagalska. 1990. Chemotaxis to cyclic AHP and folic acid is mediated by 

different G proteins in Dict.voste1ium discoideum. J. Cell. Sci. 96:669-673. 

20. Konijn， T. M. 1970. t-1icrobiological assay of Cyclic 3' ，5'-AMP. 

Experimentul. 26:3G7-3G9. 

21. Kumagai， A.， H. Pupillo.， R. Gundersen.， R. Miake-Lye.， P. N. Devreotes.， 

and R. A. Fil・tel.1989. Regulalion and function of G-alpha protein 

Sll bu nits in Dict.γostelium. CeJJ. 57:265-275. 

22. Liu， G.， and P. C. Ncwell. 1988. Evidencc thal cycllc GMP regulates myosin 

interaction with the cytoskcleton during chemotaxis of Dictyoste1ium. J. 

CelJ. Sci. 90: 123-129. 

23. Lill， G.， and P. C. Newell. 1991. Evidence thal cyclic GHP may regulate the 

association of myosin II hea¥'y chain with the cytoskeleton by inhibiting 

its phosphOl'ylation. J. CeJJ. Sci. 98: ，18~3四 .~90.

24. Lo， E. K. L.， t>1. B. Coukell.， ，¥. S. Tsang.， and J. L. Pickering. 1978. 

Physiological and biochemical characLel'Ization of aggl'egation-deficient 

muLants of Dictyostelillm discoideum: detection and l'esponse to 

-38・



exogenous cyclic AHP. Can. J. l>ficl'obiol. 21:455-.165. 

25. t-lato， J.ト1.， and T. H. Konijn. 1977. Chemotactic signal and cyclic Gl>-lP 

accumulation in Dict.γostelium. 1n De¥'elopments and differentiation in the 

cellulal' slime molds. P. CapP¥.lccinelli and J. .¥shworth， editors. 

Elsevier/Nol'th-Hol1and Pub1ishing Co.， New Yo l'l~. 9:3-103. 

26. l>-Ialo， J. 1'-1.， H. woeldel's.， P. J. M. Van Haastel'l.， and T.ト1.Konijn. 1978. 

Cyclic Gt-1P binding activity in Dict.l・osteliumdiscoideum. FEBS. lett. 

90:261-264. 

27. Mc民obbie，S. J.， alld P. C. Ne¥vell. 1983. l・hangesin actin associalion with 

the cyLoskclelon following chemotactic stimulation of Dict，Yostelium 

discoideum. Biochem. Biophy. Res. Comnwn. 115:351-359. 

28. Milne， J.， and M. B. Coukell. 1988. Isolation and characterization of a 

plasma membrane calcium pump fl'om Diclyosteli¥lm discoideum. Biochem. 

J. 249:223-230. 

2・29. Milne， J.， and t-1. B. Coukell. 1991. A Ca" tl'ansport system associated with 

the plasma membl'ane of Dictyostelium discoideum is activated by 

different chcmoaLLract l'ecepLors. J. Cel1. Biol. 112: 103-110. 

30. Hilne， J.， and P. N. DevreoLes. 1993. The surface cyclic AHP receptors， 

2~ 
cAR1， cAR2， and cAR3， promote Ca" influx in Dictyostelium discoideum by 

a G
Q
2-independent mechanism. />101. Biol. of the Cell. 4:283-292. 

31. Newell， P. C.， R. F. Henderson.， D. l>-Iosses.， and D. 1. Ralner. 1977. 

Sensitivity lo Baci11lJs subtilis : A novel system for selection of 

heterozygous diploids of DictyosteJium discoideum. J. Gen. Mic1'0 bioJ. 

100:207-211. 

32. Oyama， M.， K. Kubota.， and K. Okamoto. 1991. Regulation of guanylate 

-39 -



cyclase by a guanine nucleotide binding pl'olein， G
Q
2， in Dict.l・osteJium.

Biochem. Bioph.vs. Res. Commun. 176: 12，15-1249. 

33. Pan， P.， E. H. Hall.， and J. T. Bonner. 1972. Folic acid as second 

chemotactic su bstance in the cellulal・sllmemolds. Na.ture Neh' Biol. 

237:J8]-182. 

34. Pan， P.， E. 1'1. Hall.， and J. T. 8onner. 1975. Determination of the active 

portion of the folic acid molecule in cellular slime mold chemotaxis. J. 

B8cteriol. 122:185-191. 

35. Pan， P.， and B. WUl'slcr. 1978. lna~ニ livaLioll of lhe chemoaUraclanl folic 

acid by cel1ular slime molds and identification of the reaction product. J. 

B8cLel・iol.136:955-959. 

36. Parissenti， A. J'v1.， andトt.B. Coukell. 1986. Relationship of the cG;"IP-

binding activiL;¥' to Lhe cGMP specific phosphodicsterase in Dict.γostelium 

discoideum. Bjochem. Cel1. sjoJ. 64:528-534. 

37. Pitt， G. P.， N. Milona.， J. Borleis.， K. C. Lin.， R. R. Reed.， and P. N. 

Devreotes. 1992. Slruclurally distinct and stage-specific adenylyl 

cyclase genes play different l'oJes in Dict.yosteJium developmenl. CeJl. 

69:305-315. 

38. Ross， F. H.， and P. C. Newell. 1979. Genetics of aggregation patlern 

mutations in the cellulal' slirne mould Dict_yostelium discoidellm. J. Gen. 

Mic1'0 bioJ. 115:289-300. 

39. Ross， F.ト1.， and P. C. Newell. 1981. Stl'eamers: Chemotactic mutants of 

Dict.vostelium discoideum with altered cyclic GMP metabolism. J. Gen. 

Nicl'obiol. 127:339-350. 

!O. Schulkes， C. C. G. M.， C. D. Schoen.， J. C. Arents.， and R. Van Driel. 1992. 

-40 -



A soluble facLor and GTPl:S are required for Dictyostelillm discoidellm 

guanylate cycJase act.ivity. sjochim. Jliophys. Acta. 1135:73-7B. 

41. Segall， J. E.， P. R. Fisher.， o.nd G. Gel'ish. 1987. Selection of chemotactic 

mutants of Dictyostelillm discoideum. J. Cell. Biol. 10.1:151-161. 

42. Til!inghast， H. S. JR.， and P. C. Newell. 1984. Retention of folate receptors 

on the cytoskeleton of DictyosLelillm during dcve)opmellt. FEBS Letム

176:325-330. 

43. Van Duijn， B.， and K. Inouye. 1991. Regulation of movement speed by 

intracellular pH during Dict.γostelium discoidcum chemotaxis. Pl・oc.Natl. 

Acad. Sci. USA.88:4951-4955. 

44. Van Haastert， P. J. H. 1989. OeterminaLlOn of inositol 1，4，5-triphosphate 

levels in Dict.vostelium by isotope dilution assay. Anal. Biochem. 177:115-

119. 

15. Van HaasterL， P. J. t--1.， t--1. N. Van Lookeren Campagne.， and F. H. Ross. 

1982. Altel'ed cGMP-phosphodiesterase activity in chemotactic mutants of 

DictyosteJium discoidellm. FEBS Lett. H7:149-152. 

46. Van HaasLel'L， P. J. J'vt. 1983. Relationship between adaptaLion of the folic 

o.cid and the cAMP mediated cGt-IP response in Dictyostelium. Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 115:130-136. 

47. Van HaasterL， P. J. M. 1984. A method for studying cAHP-relay in 

DicL.vostelium discoideum: the effect of temperature on cAMP relay. J. 

Gen. ，"/iCl'obioJ. 130:2559-2561. 

18. Van Haastert， P. J. M. 1985. The modulation of cell sUl'face cAHP receptor 

from Dictyostelium discoideum b:，T arnmonium sulfate. Biochim・Bioph.ys. 

.4cta. 845:254-260. 

-41・



.19. Van HaasLel't， P. J. M.， and P. R. Van Dcr Heijden. 1983. Excitation， 

adaplation， anu deadaplaLion of Lhe cAl'-IP meui，lLcd cGr-tP responsc in 

DicLyosLe1ium discoidellm. J. Cel1. Biol. ~6:3 ， 17-353 . 

50. Van Haastel't， P. J. t-t.， H. ¥'an Kalsum.， H. C. Van del' Heer.， R. Bulgakoy.， 

and T. ~t. Koni，in. 1982. Specificity of the cyclic GHP-binding activity and 

of a cyclic Gt'vlP-dependent cyclic Gt-1P phosphodiesLel'ase in Dict，γostelillm 

discoideum.β101. CeJJ. Endocl'inol. 25: 171-182. 

51. Van Haastel't， P. J. H.， R. J. W. De Wit.， T. t'-L Konijn. 1982. Antagonists of 

chemoattl'actants l'eveal separate reccpLol's fol' cA!'-fP， folic acid and 

pLel'in in DictyosLe1ium. Exp. CelJ. Res. 140: 153-~56 . 

52. Van Haastert， P. J.ト1.， H. Van ¥valsum.， R. C.， and F. J. Pasveel'. 1982. 

Nonequilibrium kineLics of a cyclic GMP-binding protein in DictyosteJium 

discoideum. J. CeJJ. Biol. 94:271-278. 

53. Van Haastel'L， P. J.ト1.， M. H. Van Lookel'en Campagne.， and F. Kesbeke. 

1983. Hultiple deSl'adation pathways of chemoattrac七antmediated cyclic 

GMP accumlllation in Dict.~・ostelium. Biochim. Biophys. Acta. 756:56-66. 

54. Van Haasterl， P. J.ト1.， P.ト1.W. Janssens.， and C. Ernellx. 1991. Sensory 

transdllction in eukaryotes.八 comparisonbetween Dictyoste1ium and 

verLebl'aLe ce11s. EIl1・.J. Biochem. 195:289-303. 

55. Varnum， B.， and D. R. Sol1. 1981. Chemoresponsiveness to cAHP and folic 

acid dul'ing gro¥¥'th， develoνment， and dediffel'cntiation in Dictyoste1illm 

discoideul11. Diffel'entiation. 18:151-160. 

56. WaLts， D. J.， and J. M. Ashwol'th. 1970. Gl'owth of Myxamoebae of the 

Cellular Slime Mould Dict.voste1ium discoidellm in Axenic cultul'e. Biochem. 

J. 119: 171-174. 

-42 -



57. Welker， D， L.， and Williams， K， L. 1980. T1itotic arrest and chromosome 

doubling llsing thiabendazole， camuell(lll.忽olc，nocodazole and bcnzylate in 

the slime mould Dict.l'osteJium discoidellm. J. Gen. Micl'obio1. 116:397-407. 

58. Wurster， B.， and U. Butz. 1980. Reversiblc binding of the chcmoaLtractant 

folic acid to cel1s of DictyosteJium discoidpum. EU1". J. Biochem. 109:613-

6]8. 

59. Wurster， B.， S. Bozaro.， and G. Gerish. 1978. Cyclic GMP regulation and 

l'esponses of PoJysphond.ylium ，'ioJscellnJ to chemoattractants. CeJJ. Biol. 

Int. Rep. 2:61-69. 

60. Yumul'a， S.， and Y. Fukui. 1985. Revel'sible cyclic AMP-dependent change 

in distribution of myosin thick filamenls in Dict，Yostelillm discoidellD1. 

Natul'e (London). 3H:194-196. 

61. Yumura， S.， T. Kitanishi-Yumura. 1992. Helease of Myosin II from the 

membrane-cytoskeleLon of Dict.vosteJillD1 discoidellm mediated by heavy-

chain phosphorylaLion at the foci within the cOl'tical actin netwol'k. J. 

CeJJ. Biol. 117:1231-1239. 

-43 -


	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034
	0035
	0036
	0037
	0038
	0039
	0040
	0041
	0042
	0043
	0044
	0045
	0046
	0047
	0048
	0049
	0050
	0051
	0052
	0053
	0054
	0055
	0056
	0057
	0058
	0059
	0060
	0061
	0062
	0063
	0064
	0065
	0066
	0067
	0068
	0069
	0070
	0071
	0072
	0073
	0074
	0075
	0076
	0077
	0078
	0079
	0080
	0081
	0082
	0083
	0084
	0085
	0086
	0087
	0088
	0089
	0090
	0091
	0092

