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論文内容の要旨

申請者氏名仲井智洋

/

真核生物の細胞周期進行にはcyclin-dependent kinase (CDK)の正しい活性調節が必要

で､ CDK inhibitorは､その調節に重要な役割を担う阻害因子である｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

のｹﾞﾉﾑ上にcDKinhibitorと相同性を持つ遺伝子が7種類存在し､ KRP遣伝子と名付

けられたoこれまでｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅKRPのCDKとの結合､ cyclin/CDKのﾘﾝ酸化活

性の抑制が､酵母two-hybrid法やﾀﾝ/toｸ質の定性的解析により部分的に報告されて

いるが､ 7種類を総合的に解析した例はない｡

本研究では7種のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅKRPについて､特にcyclin/CDKとの相互作用､

阻害能を比較解析し､ in vitro及びin vivoにおけるKRPﾀﾝ/1oｸ質の特徴を明らかに

することを目的とした｡

1 )ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑ情報に基づき､ 7種のKRPを1･n vl･tz10転写翻訳系で調製し

た｡昆虫細胞発現系で調製したcyclin D2(CYCD2)/CDI(A､ CYCD2/CDKBとの結合

を調べた結果､すべてのKRPはCYCD2, CDⅨA､ CDKB単独には結合せず､活性を

示すcycD2/CDI(AとCYCD2/CDKB複合体とのみ結合した｡

2) cYCD2/CDKAおよびcycD2/CDKBのﾋｽﾄﾝHlのﾘﾝ酸化の阻害活性は

KRPl･7で差があり､ KRP5が最も低かった｡ KRPlとKRP7はCDKB複合体に､より

強い阻害活性を示した｡

3)昆虫細胞より調製したHisﾀｸﾞ付きのCYCD2を担体に吸着させ,ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ培

養細胞MM2dの対数増殖期の細胞抽出液と混合し､ CYCD2に結合するcyclin/CDK

複合体を調製した｡これにKRPを加え阻害実験を行った｡ CYCD2-ass｡ciated kinase

に対するKRPの阻害括性は昆虫細胞から調製したCYCD2/CDKと同様な傾向で,

KRP5が最も低い阻害活性を示した｡また､多種類のcyclin/CDK複合体と結合する酵

母のp13Sucl･associated kinaseに対してもすべてのKRPが阻害活性を示したが､

KRPl-7の阻害の差は小さかった｡

4) MM2d細胞を同調化してp13Sucl-associatedkinaseを調製したところ,時期により

阻害活性が異なるKRPが認められたことから､それぞれのKRPは標的のcyclin/CDK
によって阻害括性が異なる可能性が示唆された｡

5) KRPの機能領域の解析を行った｡KRPはC末端側に相同領域がある｡N末端側

を大きく欠いても阻害活性を有するが,相同領域を少しでも欠くと阻害活性を失った｡相

同領域に含まれるKYN(FN)Dﾓﾁ-ﾌが阻害括性に重要で, KYYYDに代えると阻

害能を失ったo KRPがcyclin/CDKを阻害するためには､ KYN(F/ⅥDﾓﾁ-ﾌを含め

た相同領域の全体が必要であると結論した｡
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論文審査結果の要旨

申請者氏名仲井智洋

本論文は､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑ情報から推定される7種類のCDKinhibit｡r, KRP

遺伝子の機能を総合的に解析した以下の成果を述べている｡ KRPは真核生物の細胞周

期進行の中心に位置するﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞ､ cyclin-dependent kinase (CDK)の括性調節
に必要な阻害因子である｡

1)まず､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑ情報に基づき､ 7種のKRPを1nvlotZ10転写翻訳

系で調製し､ -方それぞれを認識する特真抗体を取得した.

2 ) 7種のKRPﾀﾝ^oｸ質と昆虫細胞発現系で調製したcyclinD2(CYCD2)/CDKA､

CYCD2/CDKBとの結合を調べた結呆､すべてのKRPはcycD2､ CDKA､

CDKB単独には結合せず､括性を示すCYCD2/CDKAとCYCD2/CDKB複合

体とのみ結合すること示している｡

3) 7種のKRPについて､ CYCD2/CDⅨAおよびcycD2/CDKBのﾋｽﾄﾝHl

のﾘﾝ酸化の阻害活性を定量している｡特に､ KRPlとKRP7はCDKB複合体
に､強い阻害活性を示した｡

4)昆虫細胞より調製したHisﾀｸﾞ付きのCYCD2を担体に吸着させ､ｼﾛｲﾇﾅ

ｽﾞﾅ培養細胞MM2dから調製したCYCD2･associated kinaseについても､ KRP

による阻害実験を行い､ 2), 3)と同様の結果が植物細胞でも起こっているこ

とを示している｡

5 )多種類のcyclin/CDK複合体と結合する酵母のp13Sucl-associated kinaseに対し

てもすべてのKRPが阻害活性を示したが､ KRPl-7の阻害の差は小さいこと､したが

ってCDK複合体に含まれる因子により阻害に差が出ることを示唆している｡また､同

調化したMM2d細胞を用い､各KRPは標的のcyclin/CDKによって阻害活性が異
なることを示唆している｡

6) KRPのN末端側を大きく欠失しても阻害活性があるが､ c末端側の相同領域を少し

でも欠失させると阻害を失うこと､さらに､相同領域に含まれるKYN(FM)Dﾓﾁ-ﾌ

をKYWDに代えると阻害能を失うことから､ KRPがcyclin/CDKを阻害するために

は､ KYN(F/ⅥDﾓﾁ-ﾌを含めた相同領域の全体が必要であると結論している｡

以上のように､本論文は7種のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅKRPについて初めて総合的に機能を

明らかにしたもので､学術上､応用上責献するところが少なくない｡よって審査委貞

-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


