
論文の内容の要旨

論文題目 テ ロメ ア伸長国子 T a n k y r a s e l の 新規機能解析

指導教員 鶴尾 隆教授

東京大学大学院医学系研究科

平成 1 4 年 4 月入学

医学博士課程

分子細胞生物学専攻

氏名 大石 智 -

[ 序論] 真核生 物の 染色体末端は種を通 じて 高度に保存された テ ロ メ ア とよば

れ る保護的構造を有 して おり ､ テ ロ メ ア結合タ ンパ ク質とと もに 複合体を形成

して い る｡ ヒ トにおい て 約 9 割の 癌細胞に おい て ､ テ ロ メ ア 合成酵素の テ ロ メ

ラ ー ゼはテ ロ メ ア を伸長維持 し､ こ の こ とが ､ 癌細胞の 無限増殖能の 根拠とな

っ て い る｡ テ ロ メ ラ
ー

ゼ によるテ ロ メ ア伸長 を阻害する T RF l に結合する蛋白

質と して 同定 され た T a n k y r a s e l は ､ 蛋白質相互作用 を行うア ンキリ ン ドメイ

ンと ､ ポリ ( A D P - リボ ー

ス) ポリ メ ラ ー ゼ( P A R P) と呼 ばれ る辞素活性部位を持

っ て い る｡ T a n k y ｢ a s e l はア ンキリ ン ドメイ ン を介 して T RF l と結合 し P A R P 活

性 によ っ て T R F l の働きを阻害する こ とから､ テ ロ メ ラ
ー ゼの 働きを助長する

テ ロ メ ア伸長 国子 で ある と考えられる ｡ T a n k y ra s e l は間期において ゴル ジ体､

核膜孔 ､ テ ロ メ ア に局在するの に対し ､ 細胞分裂期に は紡錘体極 ( 中心体) お

よびその 周辺 に局在する こ とか ら､ 細胞分裂期におい て なん らかの 働きを担 っ

て い ると考えられて きた ｡ 近年､ 細胞分裂期 における P A R P 活性が安定な細胞

分裂 に不 可欠で ある こ とが報告され ､ さ らに si R N A を用 い た検討 によ っ て P A R P



フ ァ ミリ ー の 中で も特 に､ T a n k y r a s e l に よる P A R P 活性が正常な細胞分裂 に重

要 で ある こ とが 明らか にな り つ つ あるが ､ その 詳細なメ カ ニ ズム は明らか に な

っ て い な い ｡ 本研 究 にお い て こ れま で未知 に等しか っ た細胞分裂期 にお ける

T a n k y ｢ a s e l の 中心体での 働きを検討 した ｡

[ 方法 ･ 結果]

l ･ 細胞分 裂期に T a n k y r a s e l は主 に中心体 に局在 しリ ン酸化され る
し

T a n k y r a s e l の 細胞分裂期 にお ける局在を検討 するため
､

H e L a . I . 2 .1 1 細胞を

メタ ノ ー

ル で 固定後 ､ 抗 T a n k y ra s e l 抗体と､ 抗 γ
- t u b uli n 抗体 によ っ て免疫

染色を行っ た ｡ T a n ky r a s e l は細胞分 裂中期に おい て 中心体マ
ー

カ
ー

の
一 種で

ある γ
-

t u b uli n と
一 部局在が 一 致した こ とか ら､ 細胞分裂期に主 に中心体およ び

その 周辺 で機能 して い る可能性が示唆された (Fig .1 ) ｡ 次に細胞分裂期に おける

修飾 を検討 するた め ､ N o c o d a z ol e に よ っ て細胞分 裂期 に ブ ロ ッ ク すると ､

T a n k y r a s e l の バ ン ドが上 にシ フ トする こ とが 明らか とな っ た ｡ 次 に こ の バ ン ド

シフ トが リ ン酸化によ るもの か を ､ セリ ン/ ス レオ ニ ン残基 の リ ン酸基特異的脱

リ ン酸イヒ酵素の P r o t ei n P h o s p h a t a s e l ( P P l) を用 い て検討 した . 1 5 分 ､ 3 0

分 と継 時的に 処理 する と 上 に シ フ トし て い た T a n k y r a s e l の バ ン ド は元 の

1 6 0 K d a の 位置に戻 るの に 対し ､ 同様の 検討 を P r o t ei n P h o s p h a t a s e 阻害剤存

在下 で 行 う と ､ バ ン ドは上 に シ フ トした ま まで あ っ た ｡ こ れ らの 結 果か ら ､

T a n k y ｢ a s e l は 細 胞 分 裂 期 に お い て 中 心 体 お よ び そ の 周 辺 に 局 在 し ､

T a n k y ｢ a s e l の セリ ン/ ス レオ ニ ン残基 がリ ン酸イヒされ る こ とが明らかとな っ た

(Fig , 2) .

Fi g ･ 1 T a n k y ｢ a s e l と γ
-

t u b uli n の細胞分裂中期における局在｡
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Fig . 2 T a n k y r a s e l の細胞分裂期

にお けるリ ン酸化の 検討｡



2 1 細胞

細胞分裂 期 にお ける T a n k y r a s e l の 中心体局在およびリ ン酸化か ら ､ 細胞分裂

期に紡錘体極で 機能するセリ ン/ ス レオ ニ ンキナ ー ゼの A u r o r a A との 関与を検

討 した ｡ 細胞分裂期にお い て T a n k y r a s e l と A u ro r a A の 局在は 一 部中心休部位

で
一

致 した. ( Fig .3)

Fi g ･ 3 T a n k y r a s e l と A u r o r a A の 細胞分裂中期における局在 ｡

3 ･ T a n k y ｢ a s e l は A u ｢ o ｢ a A と細胞内および試験管内 で結合する｡

次 に H T C 7 5 細胞を用 い て細胞内における T a n k y r a s e l と A u r o r a A の 結合を検討

した ｡ N o c o d a z ol e 処理 に より細胞分裂期で ブロ ッ ク した細胞抽出液か ら A u r o ra

A で 免疫沈 降する と ､ T a n k y r a s e l の 共沈降が 検出で きた(Fig . 4 A) . さ らに ､

T a n ky r a s e l と A u r o r a A が 直接結合 して い るかどうかを ど - ズに結合させた

G S T 融合蛋白質とA u r o r a コ ンス トラク トを用い て プルダウン ア ッ セイを行う と ､

野生型 ( W T) お よび不活性変異型 (K 1 6 2 R ) の H A タグ付き A u ro ra A を用 い た 時

のみ バ ン ドが検出された ｡ こ の こ とから､ T a n k y r a s e l と A u ro r a A が直接結合

する こ とが明らかとな っ た ｡ ( Fig . 4 B)
N o c o d a z o le
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Fi9 ･ 4 T a n k y ｢ a s e l と A u r o r a A の 結合｡

4 ･ 弊
T a n k y ｢ a s e l と A u r o ra A が 直接結合する こ とが 明らか に な っ た こ とか ら ､



T a n k y r a s e l が A u r o r a A をポリ ( A D P - リボシ ル) 化するか を検討 した ｡ H T C 7 5

細胞 に F L A G タグの み( m o c k) ､ F L A G タグ および核移行 シグ ナル( N L S)付きの

F N - T a n k y r a s e l をス テイ ブル に発現 させた細胞を N o c o d a z oJ e で 1 2 h 処理 し､

細胞抽出液を抗 F L A G 抗体で免疫沈降後 ､ 試験管内で P A R P a s s a y を行 っ た ｡

T a n k y r a s e l と A u r o r a A を 加 え る と ､ ポ リ ( A D P - リ ボ シ ル) 化 さ れ た

T a n k y r a s e l と A u ｢ o r a A を検出で きた ｡

一 方､ P A R P 阻害剤の 3 A B を加える

と ､ ポリ ( A D P - リボシル) 化され た T a n k y r a s e l と A u r o r a A の シ グナルが著 し

く抑え られた ｡ こ れらの こ とか ら ､ 試験管内に おい て T a n k y ra s e l が A u r o r a A

をポリ ( A D P - リボシ ル) 化するこ とが示 唆された ｡

N o c o d さ王O k

3 A B +

A u r o r a A + + +

3 2 P - M A D +
+ + +

l P i T a n k y r a 与○1

P A R イa n ky r a s ¢1
一

十

P A R - A u r o r a A →

Fig .5 T a n k y r a s e l に よる A u r o r a A の

ポリ ( A D P - リボシル) 化｡

5 ･ 核にお ける T a n k ′r a s e l 過剰発現 は A u r o r a A の 効果を抑制する｡

細胞内 にお いて T a n k y r a s e l と A u r o ra A の 結合の意義を検討するため ､ H T C 7 5

細胞 を用 い て 各種 T a n k y r a s e l ス テイ プル発現細胞を作製 した ｡ T a n k y r a s e l は

核に も細胞質 にも存在して い るが ､ F L A G タグ付 T a n k y r a s e l はほとんどが細胞

質に局在するo こ の こ とか ら､ 核 における T a n k y r a s e l の 働きを検討するた め に
､

F L A G タグおよび N L S 付きの T a n k y r a s e l を発現させた F N - T a n k y r a s e l ､ F L A G

タグおよび N L S 付きで P A R P 活性を失活させた F N - T a n k y r a s e l ( H E) ､ F L A G

タグ付きの F T a n k y r a s e l をス テイ プル に発現 させた細胞を樹立 した ｡ これ まで

A u ro ra A を過剰発現 させ ると細胞質分裂の異常に起因 した中心体の 過形成が近

こ る こ とが報告され て い る こ とか ら､ 前述の 細胞に対 する A u r o r a A 過 剰発現の

効果を検討 した ｡ M o c k で は こ れ まで の報告と 同様に ､ 中心体の 過形成が観察さ



れた ｡

一

方で ､ F N - T a n k y ra s e l ス テイ ブル発現細胞で は A u r o r a A 過剰発現 に よ

る 中 心 体 の 過 形 成 が 抑 え ら れ て い た ｡ し か し ､
P A R P 活 性 の 失 活 し た

F N - T a n k y r a s e l( H E) な らびに F - T a n k y r a s e l で は A u r o r a A による効果 を抑える

こ と がで きな か っ た ( Fig ･ 6) ｡ こ れらの結果か ら､ 核 における T a n ky r a s e l は

P A R P 活性 に依存して A u r o r a A の 効果を抑制 して いる可能性が示 唆された ｡
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Fig ･ 6 各種 T a n k y r a s e l ス テイ プル発現細胞に対する A u r o r a A の 効果 .

6 ･ 掛こお ける T a n k y ｢ a s e l 過 剰発現 は N o c o d a z d e 処理lこよる細胞質分裂異常

を抑制する｡

A u r o r a A 過剰発現 に よる中心体の 過形成が F N イa n k y r a s e l ス テイ ブル発現細

胞で有意に抑えられ て いた こ とから､ さ らに N o c o d a z ol e による細胞質分裂異

常 に 対 す る T a n k y ｢ a s e l の 効 果 を 検 討 し た ｡ M o c k ､ F N イ a n k y r a s e l ､

F N 一 丁a n k y ｢ a s e l( H E) ､ F 一丁a n k y r a s e l ス テイ ブル発現細胞は未処理で 細胞周期

に対する影響はほとんどなか っ た ｡ これ らの 細胞を N o c o d a z ol e で 1 2 時間処

理すると ほとん どの細胞が細胞分裂期 で ブロ ッ クされ た ｡ さ らに N o c o d a z ol e

1 2 時間処理 によ っ て ラウ ン ドア ッ プした細胞を集めて 別の di s h で N o c o d a z ol e

をさらに 1 8 時間継続処理 すると ､ M o c k ､ F N 一 丁a n k y r a s e l ( H E) ､ トT a n k y r a s e l

ス テイブル発現細胞は細胞質分 裂 に異常を起 こ し ､ 4 N および 8 N の 細胞が 高頻

度で観察されるの に対 し､ F N 一丁a n k y r a s e l ス テイ プル発現細胞で は細胞質分裂

が行われ ､ 4 N の細胞に加え て 2 N の 細胞が観察された ｡ こ れらの 結果 から､ 核

にお ける T a n k y r a s e l は P A R P 活性に依存して 細胞質分裂の異常を抑制して い

る可能性が示唆され た｡
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Fig ･ 7 各種 T a n k y r a s e l ス テイ ブル発現細胞 に対する N o c o d a z ol e 長期処理 の

影響｡

[ 総括]

細胞分裂期は多く の タ ン パ ク質の リ ン醸イヒによ っ て進行 し ､ その 進行は分裂期

リ ン酸化酵素に よ っ て厳密 に制御され て い る｡ A u r o r a A は分裂期リ ン醸イヒ酵素

の 一 種で あり ､ 分裂期 に重要な役割を果 た して い る ｡ ヒ トに おい て 多く の 悪性

腫癌で A u r o r a A の過剰発現が報告され て おり ､ 腫痔の悪性形質の 維持 に重要 で

あると考えられ るよう にな っ て きた｡ 本研 究に おいて ､ P A R P フ ァ ミリ
ー

の 一 種

で あ りテ ロ メ ア伸長 国子の T a n k y r a s e l が A u r o r a A と直接結合 し ､ 核に おける

T a n k y r a s e l 過 剰発現 によ っ て
.
A u r o ra A の効果 を抑制 して い る可能性が示唆さ

れ た o こ れ まで T a n k y r a s e l はテ ロ メ ア伸長とい う機能を有 して い る こ とか ら､

癌細胞 に と っ て 有利 に働 い て い る と い う感 が あ っ た が ､ 今回 の 結果 か ら ､

T a n k y r a s e l は細胞分裂期に紡錘体極 に局在し､ 細胞分裂を行わせ るこ と により ､

異数体の 出現 を抑制して い る可 能性が示 唆された ｡ ゲノ ム の 安定性と い う観点

か ら考える と ､ テ ロ メ ア伸長も細胞分裂の 制御も方向性は
一

致 して い る ｡ 今後

さらなる研究 によ っ て T a n ky r a s e l の 細胞分 裂期にお ける機能の 全貌の解明が

期待される ｡




