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論文内容の要旨

申請者氏名 平 野 博 人

植 物 の細胞 周期制御 にお いて、G1期 か らS期 へ の進行 は ショ糖 による刺激 が必須で

あ ると考 え られて いるが、詳細 な機構 は不 明であ る。動物で はG1/S期 の制御 にE2F

転写 因子 を制 御す るRB(retinoblastoma)経 路 が重要な役割 を担 ってい るが、植物 に

もRB関 連遺 伝子(RBR)が 存在す る。

本研 究で は、 シ ロイヌナ ズナのゲ ノム 中に1種 類 しかな いRBR(AtRBRI)遺 伝子

を中心 に、 シ ョ糖飢餓 にお ける細胞 周期停止 の分子 機構 の解析 を行 った。

増殖停止期 の シロイヌナズ ナ培 養細胞MM2d(ほ とん どの細胞がG1期)を 新鮮培

地 に植 え継 ぎ増殖 を再 開 させ る同調化 を行 い、G1期 か らS期 へ移行 時のAtRBR1の

修飾 状態 を、作 製 したAtRBR1特 異抗 体 を用 いてWestern解 析 によ り調べた。その

結果 、G1/S移 行 期で高 リン酸化状態 のAtRBR1が 増加 した。 異な る リン酸化状態の

AtRBR1が 共存す る細 胞抽 出物 を用 いてMBP融 合E2Faに 対す るpu11-down実 験か

ら、高 リン酸化 型AtRBR1はE2Faと 結合で きない ことを示 した。RBRはinvitroに

おいてCDKの 基質 とな る ことが分か っていたが、in醐oに おける翻 訳後 レベルでの

修飾 状態 と機能 を初 めて明 らか に した。

AtRBRIのRNAiのDEX誘 導発現 系を作成 した。DNAポ リメ ラーゼ α阻害剤 のア

フィデ ィコ リンで細胞 をG1/S期 で同調化 し、DNA含 量 とG2/M期 マーカー遺伝子の

発現 を経時的 に調べ た。AtRBR1発 現 を抑制す る とG1期 で細胞周期 が停 止せず、G2

期 の細胞 の割合 が増加 したが、M期 移行 は遅延 した。G1期 の短縮 とG2期 の延長 によ

り、細胞 の倍加 時間 は変 わ らなか った。なお 、細胞 のサ イズ は小 さ くな った。

AtRBRI抑 制細胞 をシ ョ糖飢 餓培地 に植 え換え、経時的 にDNA含 量 を測定 した結

果 、経時的 にG1期 の細胞 が顕著 に減 少 し、24時 間後 にはG1期 の細胞 はほ とん どな

くなった。AtRBRI発 現 を抑制 しな い対照細胞 では、シ ョ糖飢 餓培地で36時 間後で も

細胞 数が増加せず 、G1期 で停 止 して い る細胞が多か った。以上 の結果 か ら、通 常 ショ

糖飢餓 で はG1期 で細胞周 期が停止す るが、AtRBR1を 抑制 した細胞で はG1期 で停 止

せず 、G2期 まで細胞周期 が進行す る と結論 した。

プ ロモー ター 上 にE2Fa結 合配 列 を持 ち、E2Faに よって転写活性化 され る6遺 伝

子 の発現 挙動 を調 べた。AtRBRIを 抑制 しない細胞 では、 シ ョ糖飢餓 で これ ら遺伝子

の転 写 は速や か に抑制 され たが 、抑制 した細胞で は転 写が抑制 され ず、転写活性 は高

いまま維 持 され ていた。 これ はAtRBRIの 抑制 によ りE2Faの 活性が抑 制 されなか っ

た結果 、 シ ョ糖飢餓 で もS期 に移 行 し、G2期 まで細胞周期 を進行 でき ると結論 した。

以 上、シ ョ糖飢餓 で のG1/S移 行期 に対す るAtRBR1の 役割 を初 めて 明 らか にした。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 平 野 博 人

本論文 は、植 物 の細胞周期 制御 にお いて、G1期 か らS期 移行 の重要な 因子で あるシ

ョ糖 と周期制御 遺伝子 の挙動 につ いて 、シ ロイヌナズナ培養細胞MM2dを 用 いて分子

生化 学的解析 を行 い、明解な結 論 を得て いる。

1)G1期 にある増殖停止 期 のMM2d細 胞 を新鮮培地 に植 え継 ぎ、増殖 を再 開させ る

同調培養 にお いて 、G1/S期 へ移行 時 のAtRBR1の 修飾状態 を調べて いる。 まず 、

AtRBR1特 異抗体 を作製 して いる。Western解 析 の結果 、G1/S移 行 期で高 リン酸

化状態 のAtRBR1が 増加す る ことを明解 に示 した。異な る リン酸化 状態 のAtRBR1

が存在す る細胞抽 出物 とMBP融 合E2Faを 混ぜ、pu11・down実 験 の結果 、高 リン酸

化型AtRBR1はE2Faと 結合 で きな い ことを示 して いるが 、 これ はin醐oで の最

初 の知見 であ る。

2)次 に、DEX誘 導系 を用 いて 、AtRBR1のRNAiの 発現 を制御 できる優 れた系 を作

成 して いる。 アフィデ ィコ リンでG1/S期 に同調化 した細胞 の増殖 を再開 させた時、

AtRBRIを 抑制す る とG1期 で停 止せず 、G2期 に移行す るが、M期 移行 は遅延 した

結果、細胞 のサイ ズは小 さ くな り、倍加時 間は変化 しなか った ことを示 して いる。

3)シ ョ糖飢餓 培地 にAtRBR1抑 制細 胞 を植 え換 え、経 時的 にDNA含 量 を測定 した

結果、G1期 の細胞 が顕著 に減 少 し、24時 間後 にはほ とん ど消 失 した。AtRBRIを

抑制 しな い対 照細胞 は、シ ョ糖飢餓 培地で は36時 間後 で も多数 の細胞 がG1期 にあ

った。以 上 の結果 か ら、通常 シ ョ糖飢 餓で はG1期 で細胞 周期が停止す るが、AtRBRI

抑制細胞で はG1期 で停 止せず 、G2期 まで細胞 周期 が進行す る と結論 して いる。

4)S期 進行 に必 須 の転 写活 性化 因子 、E2Faに よ り発現 誘導 され る6遺 伝子 を選び、

AtRBRI、 シ ョ糖 の発現へ の影 …響を調 べて いる。AtRBRIを 抑制 しない細胞 では、

シ ョ糖飢餓 で これ ら遺 伝子 の転 写は速やか に抑制 され るが、.4tRBRI抑 制細胞で は

転写活性 は高 いまま維 持 され た。AtRBRIを 抑制す る とE2Faの 転写活 性化能が抑

制 されな い結果 、シ ョ糖飢餓 で もS期 に移行 し、G2期 まで細胞周期 を進行 し、小サ

イズの細胞 が増加す る と結論 してい る。

以上、本論文 はシ ョ糖飢 餓で のG1/S移 行期 にお けるAtRBR1の 役割 を初めて分子

レベルで 明 らか に した もので 、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。


