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論文内容 の 婆 皆

細胞は、G1、岳、 G2、M期をへて分裂、増殖する。これら各期の進行はその時点での籾胞状態をそニターするチ ι ッタ機

構により厳需に制御されている。細胞周期進行は、また、各期における細胞形態と宇野接に関連しており、これ告制御するRho、

Rac、Cdc42などのRhoGTPas.s はGllS期進行や細胞質分裂で働くが、その G21M期での役割は不明である。

G21M期進行には、 Polo記足掛e，Aurora~A などの M期福田s. と総称されるキナーゼ群が重要な働きをなしており、中

でも Aurora-Aは、 G2期i己中心体で活性化され、 CyclinB-Cdklの活性化を誘導し、 M 期への進入を引き起こす。この

A世ora~A の活性化には、細胞接着獲に存在する HEFl (hu盟anenh組出roffila血enta註on1)やRhoGTPas.sのe飴 ctor

である PAK(p21 activated孟忍醐e)が関与すると報告されているが、その詳細は不明である。

今回、 RhoGTP拙舶の組審醇素である Clo8tri溺削，difficile to垣包Bを用いて、 G21M期進行における耳切 GTPasesの働

きを検討した。 G2初期の H.La細胞に加，riuBを加えると、 1-1.5待間後に RhoGTP踊醐は臨obility.hi訴を示し、Rho

GTPas.sのグルコシル化による不活化が童E明された。 ζれらの細胞では、 DNA凝集や問自拍即日3のリン酸化が 2時間遅

延し G2期から M期へ進入が阻害されていることが明らかとなった。さらに、 to垣nB処理細胞でi立、 M期進入に中心的な

役割を果たす CyclinB-Cdklの活性化も 2時間遅延してお型、これに先立つ中心体でのA間開設-Aの活性化も遅延している

ことが血盟国oblot、記即時 assay、出血uno盟国rescenceなどで確認吉れた。また、中心、体では、 AuroramA活性化に必要

なPAKの活性化体の集積が G2初期に、同じく Aurora-A活性化iこ必要な HEFlの中心体への集積が G2中期に起こるが、

加盟nB処理によ型これらの集積が 2時間程度抑制された。これらの結果、および、 RhoGTPasesのうち、 Racや Cdc42

が PAKの活性化を起己すことが知られているととから、RhoGTPasesは、 G2初期の PAKOJ活性化と中心体への集積、

G2中期の HEF1<D中心体への集穫を制御して G21M戴進行に働いていることが示唆されたロ

ついで、 RhoGTPas.s不活化による G21M期進行の遅延が actin細胞骨格を経由しているかを検討するために、

Cytochalasin Dで創出締胞骨格を阻害し、 G21M期進行を観察した。 CytochalasinD処理は、。ふ1時間程度の Auro間四A

活性化の遂延を生じたが、 PAKの活性化には効果が無かった。また、 RboGTP朗朗のうちRhoを特異的に阻害する

CI.o.t，円diu醐 bo和五nu臨む3酵素巷用いて実験したところ、 C3酵素処理も Au盟問-Aの活性化壷 1時間程度遅延在せること

が明らかとなった。

これらの結果は、これまで不明ぜあった RhoGTPas.sのG21M摸進行への関与を明らかにしたものぜあり、本論文によ

り、RhoGTPasesが中心体での Aurora-Aの活性化に去る複数の経路を調節して G21M期進行を制御していることが切らか

になった。
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論文 審査の結果の裏蜜

RhoGTPasesは、アタチン級胸骨格の組替えと微小管の局所動態の調節を行い、刺激によって活性体不活性体を往復す

ることで細胞内分子スイッチとして働いている。これまで RhoGTPa.e.の細胞周期での働きとして、GlIS期進行調節、分

裂期紡錘給及び、収縮潔形成が知られていたが、 G21M期進行での役割は不明であった。本論文では、 RhoGTPa.e.全てを

グルコシル化し不1霊化するクロストリジウム・ディ 7ィシル詰蓄の tonnBを用いこの点長検討した。

HeLa 細胞の総胞局期を向調し、 G2 期 I~ to担 nBを添加、 G21M期進行に対する効果を観察した。その結巣、 toxinB に

よる RhoGTPa.e. の不活化I~伴い、 M期進入マーカーである DNA嘩擦やHistone H3のリン酸化が 2時間遅延し、己の

過程に重要な CyclinB-Cdklとそれに先立つ中心体での Au即時-Aの活性化の遅延に起因する ζ とが示された。また加xinB

処理は、中心体でむ A田'Ora~A活性化に必要な C必42 標的蛋白質である PAKや E盟Fl の中心体への集積も遅延させること

が判明した。これらの結果から、 RhoGTP醐輔が中心体での Auro開 -Aの活性化に至る複数の経路を調節し G21主主期進行を

制御していることが示唆書れた。

以上の研究は、細胞の G21M期進行機序の解明に貢献し、細胞生物学の発展に寄与するととろが多い。

したがって、本論文は博士(医学〕の学位論文として価値のあるものとみとめるG

なお本学位授与申請者は、平成 20年2月 13日実施の論文内容とそれに関連Lた試簡を受け、合格と認められたものである白




