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論文内容要旨

 細胞周期は,増殖,発生,分化の基礎をなすもので,その進行機構の解明は真核生物の理解

 にとって最も基本的な問題の一つである。植物細胞は,分化全能性や,無限増殖能を有してい

 ること,植物ホルモンにより増殖が制御されていることなどの特徴を有している。しかしこれ

 らの植物細胞に特徴的な機能に重要な役割を果たしている細胞周期の進行とその制御機構に関

 する研究は,未だほとんどなされていない現状である。Aminoetal,(1983)によって,ニチニ

 チソウ培養細胞を用いて,二度のリン酸飢餓処理による同調培養系が確立され,高等植物の細

 胞周期を,生化学的,および分子生物学的に解析できる可能性が開かれた。博士課程前期にお

 いて,筆者はニチニチソウ同調培養系を用いて,細胞周期各期におけるタンパクのプールサイ

 ズの変化,タンパク合成速度の変化,およびmRNA種の構成の変化について研究を進め,細胞

 周期の各期で特異的な遺伝子発現が生じていることを明らかにした。本論文においては高等植

 物の細胞周期の分子生物学的機構の解明を目的として,ニチニチソウ同調培養細胞系を用いて,

 細胞周期に依存して発現する遺伝子の単離と解析を行なった。すなわち,a)細胞周期の特定の

 周期に特異的に発現するmRNA種の他に,周期特異的ではないが活発に分裂している細胞に
 特徴的に発現するmRNA種が存在することを示し,b)細胞周期,特にS期に特異的に発現す

 るcDNAをdifferentialscreel1111gによりクローニングして,それらのcDNAの細胞周期,お

 よび増殖過程での発現を詳しく解析した。c)次に機能の明らかな遺伝子として、動物細胞で

 DNAポリメラーゼδの補助因子として同定されたpro工fferat{ng-ce1111udearalltfge11

 (PCNA)に対するcDNAをニチニチソウcDNAライブラリーからクローニングし,この

 PCNA遺伝子はS期特異的に発現することなどの諸点を明らかにした。

 材料と方法

 ニチニチソウ(Catharanthusroseus(L.)G.Don)の懸濁培養細胞は,1969年,協和発酵

 東京研究所において茎より得たもので,AおよびBstrai11の2系統が継代維持されている。培

 養は,3%(W/V)ショ糖,2.2×10-6M,2,4・dichlorophelloxyaceticacid(2,4-D)を含む

 Murashlge-Skoogの培地〔MS培地)で,7日ごとに継代して維持されている。オーーキシン飢

 餓,再添加による同調的な細胞分裂を誘導する系においては,ニチニチソウ(Catharallthus

 roseus(L.)cv.Little・Pinky)懸濁培養細胞,TN21strainを用いた。このstrai11は当研究室

 において,綺より得たもので,3%(WIV)ショ糖,4.4x10-6M,2,4-Dを含むMS培地で,7

 日ごとに継代し維持されている。二度のリン酸飢餓処理による同調培養系の誘導は,Aminoet

 al.(1983)の方法に従って,Bstrainの細胞を用いて行なった。オーキシン飢餓,再添加による

 同調培養系の誘導は,以下に述べる方法で行なった。植継ぎ後,10日目のTN21strah1の細胞

 をオーキシンを含まないMS培地に移植し,2日間培養した後,培地中に直接最終濃度が4.4x

 10-6Mになるように2,4-Dを添加すると同調的な細胞分裂が誘導される。本研究ではこのよう
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 にして誘導した同調培養系を用いて細胞周期中での遺伝子発現について解析した。

 結果と考察

 1.ニチニチソウ培養細胞の細胞増殖に伴って発現するmRNA種の同定

 二度のリン酸飢餓処理による同調培養系の細胞周期において,各期におけるタンパクおよび

 mRNAの発現の変化について,一部については調べられている(Kodamaeta1.1989)。さら

 に周期特異的ではなくとも増殖活性をもった細胞に特異的な遺伝子が発現していることも考え

 られる。そこで増殖を停止した細胞で発現しているmRNA種と増殖過程にある細胞における

 それとを比較した。増殖を停止した細胞として,リン酸,ショ糖,もしくは窒素源といった各

 培地成分の飢餓処理を行なった細胞と定常期の細胞を,また増殖過程にある細胞として対数増

 殖期の細胞と同調培養系の細胞を用意した。各細胞からpoiy(A)+RNAを単離し,コムギ胚芽

 無細胞翻訳系によりhlvltroで[35S]methlonine存在下でポリペプチドに翻訳し二次元電気

 泳動後,フルオログラフィーにより検出してmRNAの構成を調べた。その結果,増殖を停止し

 た細胞ではその発現が抑えられ増殖の盛んな細胞で多く発現するmRNA種が2種類検出され

 た。これらのmRNAの翻訳産物の分子量は53,および601dlo-dalto11であった。これらの

 mRNAは同調培養系における細胞周期中では量的な変動は示さなかったが,その発現は増殖

 が誘導されるのに伴うものであることが示唆された。

 2,ニチニチ'.'ウ同調培養系の細胞周期におけるGl/S期で発現する遺伝子の同定

 今までの研究で,ニチニチソウ培養細胞において周期特異的に発現するmRNA種,および増

 殖活性を有した細胞に特徴的に発現すると考えられるmRNA種を固定した。細胞周期におけ

 る遺伝子発現をさらに詳しく調べるためには,これらのmRNA種に対応するようなcDNAを

 単離する必要がある。そこで遺伝子の発現量の差に基づいてcDNAをクローニングするdif-

 ferelldalscreenhlg法を用いて,細胞周期においてその発現が変動するようなcDNAの単離を

 試みた。二度のリン酸飢餓処理により同調させたS期の細胞からpoly(A)+RNAを単離し,

 λgt11をベクターとしてcDNAライブラリーを作成した。このcDNAライブラリーに対し,S

 期の細胞から得たpoiy(A)+RNAから調製したcDNAと,cytokhlesis期もしくはリン酸飢餓

 処理状態にあり細胞分裂を停止している細胞から単離したpoly(A)+RNAから調製した

 cDNAをプローブとして,differelltialscreenillgを行なった。その結果,最終的に4つのクロー

 ンを得た(pCYCOl,pCYCO2,pCYCO6,pCYCO7)。得られたcDNAがコードするmRNAの

 細胞周期中での発現をノーザンブロットハイブリダイゼーションにより調べると,CYCO2は

 リン酸飢餓状態の細胞で強く発現し,リン酸添加後,細胞がG」期を進行するとCYCO2mRNA

 量は急速に減少する。リン酸添加後,8-10時間後のG1/S期にCYCO2mRNA量は著しく増

 加した。CYCO7mRNAはリン酸飢餓状態の細胞ではほとんど検出されない。リン酸添加後も

 G1期では増加せず,8-10時間後のGl/S期にCYCO71nRNA量は急速に増加しピークとなっ

 た。CYCO2mRNA,CYCO7mRNAともに,リン酸添加後,14-16時間後,すなわちS期間を
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 過ぎるとその量が急速に減少した。このことはこれらの2つさのクローン,CYCO2,CYCO7は,

 G1/S期でそ発現量が最大となることを示している。バッチ培養過程においては,

 CYCO2mRNA量は植継ぎ後5-6日目のlatelogarithmicp1〕aseで,CYCO7mRNA量は植

 継ぎ後3-4日目のmid-10garthmicphaseでそれぞれ最大となった。さらに,ショ糖,窒素飢

 餓処理によって増殖を停止した細胞においては,CYCO2mRNA量,CYCO7mRNA量ともに

 S期の細胞での発現量と比較して減少していた。当研究室でCYCO2およびCYCO7の塩基配

 列が明らかにされたが両クローンともに既知の遺伝子とは異なる塩基配列を有していることが

 わかった。一方,CYCO1およびCYCO6の塩基配列はともにイネ25SribosomalRNAと90%

 以上の高いホモロジーを有しており,ribosomalRNAをコードしているものと考えられた。

 CYCO2mRNA量,CYCO7mRNA量ともにGl/S期に最大となるので,これらのクローンが

 G1期からS期への進行,もしくはDNA複製に対して重要な役割を果たしている可能性が考え

 られる。

 3,proliferating・cell・nuclearantigen(PCNA)遺伝子のクローニングとニチニチソウ同調培養

 系の細胞棒周期における発現の解析

 高等植物の細胞周期を分子生物学的に解析するためのプローブとして,動物細胞において

 DNAポリメラーゼδの補助因子として同定されているPCNA遺伝子を用いた。イネゲノム

 PCNA遺伝子をプローブとして,ニチニチソウPCNAcDNAを単離した。得られたcDNAの

 塩基配列を決定した結果,ニチニチソウPCNAは268個のアミノ酸からなり,分子量は29765

 daltonと推定された。ニチニチソウPCNAのアミノ酸配列をヒトPCNAのアミノ酸配列と比

 較すると,保存的置換を含めた場合,85%のホモロジーを有していた。二度のリン酸飢餓処理

 による同調培養系,およびオーキシン飢餓,再添加による同調培養系において,ニチニチソウ

 PCNAmRNAはS期特異的に発現することが示された。バッチ培・養過程においては,植継ぎ

 後3-4日目のmid-10garithmicphaseで最も多くPCNAmRNAが検出された。Gl期にア

 フィジコリンを添加してDNA合成を阻害しても,PCNAmRNAの発現は誘導された。しか

 しS期にアフィジコリンを添加してDNA合成を阻害すると,PCNAmRNAのS期での急速

 な量的増加は抑制された。このことはPCNAmRNAの発現の誘導はDNA合成と独立に生じ

 るが,S期でのPCNAmRNA量の増加には正常なDNA合成が必要であることを示している。

 以上のようにニチニチソウPCNAは,ヒトPCNAと高いホモロジーを有しており,S期特異

 的に発現することから,高等植物のPCNAも動物細胞を用いた研究から示唆されているよう

 に,恐らくはDNAポリメラーゼδの活性を調節することによりDNA複製に関与しているこ

 とが示唆された。

 以上の実験結果から,高等植物細胞の細胞周期において特定の遺伝子が細胞周期特異的に発

 現することを初めて明らかにすることができ,その結果,高等植物の細胞周期の分子機構を解

 明するための端緒が開かれた。
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 論文審査の結果の要旨

 本論文はニチニチソウ懸濁培養細胞の同調培養系を用い,高等植物の細胞周期の進行とその

 制御に関わる遺伝子の発現について明らかにすることを目的としたものである。

 本論文では,本論文提出者の研究室において確立された同調培養系を用いて細胞周期におけ

 る遺伝子の発現の変化について,二次元電気泳動法を用いて調べた。その結果,細胞周期の特

 定の時期に発現するmRNAが存在する他に,細胞周期の各期ではその量は変わらないが,増殖

 を停止した細胞では量的にかなり減少するか,もしくは全く検出できないmRNAが存在する

 ことを明らかにし,細胞周期の各期,および増殖中の細胞にそれぞれ特異的な遺伝子発現が存

 在することを示唆した。

 次に本論文では,細胞周期の特定の時期に発現するmRNAに対応するcDNAの単離に成功

 している。同調培養過程のS期にある細1胞から,λgdlをベクター一として調製したcDNAライ

 ブラリーに対し,differelltiaiscreelliエlgを行ない,4種類のcDNAを単離した。(pCYCO1,02,

 06,07)。CYCO2は,リン酸飢餓処理によりG1期に停止した細胞と,およびGl/S期の細胞で

 発現し,CYCO7はGl/S期の細胞に特異的に発現することが明らかとなった。バッチ培養過程,

 および増殖停止状態にある細胞での発現を調べた結果,CYCO2,07ともに細胞の増殖に深く関

 わる遺伝子であることが明らかになった。本論文提出者の研究室において単離されたcDNAの

 塩基配列を決定した結果,CYCO2,07は既に報告されているタンパク質とは相同性がなく,初

 めて報告された遺伝子であった。CYCO1,06はriboaomalRNAに対するcDNAであった。

 この論文の最後の章では,動物細胞においてDNAポリメラーゼδの補助因子として同定さ

 れているproliferatingcelhluclearalltige11(PCNA)に対して,ニチニチソウS期cDNAラ

 イブラリーから,PCNAのcDNAを単離している。得られたcDNAの塩基配列を決定した結

 果,植物と動物のPCNA遺伝子のアミノ酸配列は保存的置換を含めた場合,85%の相同性を持

 つことが明らかになった。さらに植物のPCNA遺伝子はS期特異的に発現することを明らか

 にした。

 本論文では,高等植物の細胞周期中の遺伝子発現について分子生物学解析を行った数少ない

 報告である。

 これらの結果は,植物生理学に抄ける重要な新知見で博士論文の内容に値するものである。

 以上児玉浩明提出の論文は,本人が,自立して研究活動を行うに必要な高度な研究能力と学

 識を有することを示している。

 よって,児玉浩明提出の論文は,理学博士の学位論文として合格と認める。
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