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Ｗｅｈａｖｅａｎａｌｙｚｅｄａｈｏｍｏｌｏｇｏｆｔｈｅｇｌｕcosamine-e-phosphateisomerase

(GPI）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｓｌｉｍｅｍｏｌｄＤ/Ct)/osle"umd7Sco/deum Thegene

disruptionmutantwasarrestedatthemoundstage,demonstratingthatthegene

wasimportantfordevelopment、Thegenewasexpressedinvegetatively

growingceIls，silenceduponstaⅣation，andexpressedagaininprestalkceIIs

duringthemulti-cellularstagesWeclonedandsequencedtheupstream

region(１３ｱebprelativetoATG)ofthegenetostudythecontrolmechanismof

transcription・ AnalysisofdeIetionmutantsandasite-directedmutant

indicatedthattheMyb-bindingsequence(S-AACTG),whichislocalizedinthe

upstreamregion，isimportantfo「geneexpression．Theresultsofgelshift

assaysshowedbindingofanMyb-relatedproteintothesequenceduriring

growingphaseandbindingofotherproteinstothesequenceduringother

developmentalstages・Ｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆａｎａｎｔｉｂｏｄｙｔｏｔｈｅｇｅlshiftassay

suggestedthatthedecreaseofbindinginvegetativelygrowingcellshadac-Myb

OriginNorthernblottingoftheMyb-relatedgeneandevolutionarytree

analysisshowedthepossibilitythatcontrolofDｄ－ＧＰｌｗａｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａｎｅｗ

Ｍｙｂ－relatedproteinThisarticleshowsｔｈａｔＤｄ－ＧＰＩｗａｓｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂｙｔｗｏ
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kindsofMyb-relatedproteins．

細胞性粘菌（以下粘菌と略す）の生活史には、ユニークな特徴がある。1

つは、栄養源の有無により増殖と分化の時期が明確に別れていることであり、

もう一つは、分化する細胞型が柄と胞子のｚ種類しかないことである。このよ

うな単純な分化系を有していることから、パターン形成や細胞分化の研究にお

ける優れた実験系として用いられている。

我々の研究室で安川は細胞集合はできるが、その後の細胞分化、形態形成が

出来ない突然変異株を分離した。この変異遺伝子がハムスター受精卵にCqz+オ

シレーションを誘導すると考えられていたオシリンと相同性の高いことが分か

った。しかしながら、その後の研究でこのハムスターオシリン遺伝子はオシレ

ーション活性を持たずグルコサミン６リン酸デアミナーゼと相同性が高く、こ

の酵素活性を持っていることが明らかとなったため本遺伝子をDd-GPェと名付

けた。
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FiglNorthernbIottingofDd-GPl：：lacZfusionmRNA、
Northemblotanalysisofthegeneexpression・TbtalRNAwaspurifiedf｢om
vegetativelygrowingceIls（v）andceIlsofthedevelopmentalstagesat
fOur-hou「inteⅣals（4-24)，electrophoresedtransfer『edtoamembrane，
ａｎｄprobedbythe32P-1abeIedIacZgeneTheexpressionkineticsofGPl，
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contained5mgofthetotalＲＮＡ・TheEtBrstainingpattemof「RNAsand
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auto｢adiogram．
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私は、分化において重要な役割をはたす本遺伝子の時間的、空間的な発現パ

ターンの制御機構を調べた。まず、発現調節に必要な領域を含むDd-GPエの上

流域1376ｂｐの塩基配列を決定した。次に、この領域の欠失変異体を作成し、

Northernblotting解析を行った(Fig.１)。

上流から457ｂｐ欠失（pHY7ZZ-4）させると分化後の発現がほとんど見られな

くなり、増殖期においてもその発現はｚ割以下に減少した。この欠失した配列

内の上流より353ｂｐにAACTGというＭｙｂタンパクが結合するといわれている配

列が存在した。この配列をＡＴATGに変異させてNorthernblotting解析を行っ

たところ発現パターンがpHY7zz-4と－致したことから本配列が発現に重要で

あることが分かった(pHY7ZZ-3mut)。さらにｌａｃＺの発現パターンを見ていく

とpHY722-10とpHY722-12でまた発現パターンが変化する。ここの間には

CAATboxが存在し、ＣＡＡＴｂｏｘ結合タンパクの結合が予測された。すべての

欠失変異体の細胞特異的発現についてｌｑｃＺ遺伝子を用いて調べたところ、上

流より３Z9bp欠失させたpHY7ZZ-3までは変化が見られず前柄細胞特異的な発

現を保っていたが､pHY7ZZ-4ではほとんど発現しなかった。この結果、pHY7ZZ-3

までの配列内には部位特異性を決定しているものは存在しないことが分かった。

pHY7ZZ-4で欠失したMyb結合領域に結合する因子があるかどうか調べるため、

Myb結合配列を中心とした３０ｂｐをプローブとして用いゲルシフトアツセイを行

った(Fig．Ｚ)。

配列特異的なバンドシフトが増殖期と分化後８時間、１Ｚ時間で見られた。そ

こで、本配列にはMybが結合しているのかどうかをゲルシフトの反応系にヒト

c-Myb抗体を添加して調べた（Fig.3)。

増殖期のシフトが大幅に減少したが、分化後８時間、１Ｚ時間のシフトについ

ては変化が無かった。このことより増殖期ではc-Myb様の転写因子が結合して

いることが分かった。また、分化後にはシフトの減少は見られなかったが、Ｍｙｂ

が特異的に結合する配列であるためMyb様の転写因子の結合が考えられる。本

遺伝子の発現は少なくともＺ種類のMyb様タンパクによって制御されているこ

とが示唆された。次に、ここで結合しているタンパクが粘菌の持つどのMybか

をNorthernblotting解析で推定をしたが、現在知られている粘菌のＭｙｂと

Dd-GPエとは発現パターンが－致せず、また、ｃＤＮＡプロジェクトによって発表

されているＭｙｂ関連遺伝子の発現パターンとも一致しなかった。従って、Dd-GPェ

発現調節に働いているＭｙｂは新規なものである可能性が高い。さらに、抗体と

して用いたヒトc-Mybと粘菌のMybについてアミノ酸配列のアライメント解析
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Fig2Bindingofnuclea「proteinfC「Dd-GPIMybbindingsequence．
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Fig.３Decayofbindingstrengthbyc-Mybantibody
Nuclea「extractswerepre-incubatedwithanti-humancMybantibodyat
theamountsshown，ｍｉｘｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐ｢obeandelectrophoresed．－
withoutcompetito｢；ＷＴ，unlabeledp｢oｂｅ；Miunlabeledmutateddouble-
st｢andedoIigonucIeotidecompetito｢、 Nucleotidesequencesofthe
oligonucleotideswere5-GTTGTCAACTGＴＴＧＡＧＡＡＴＧ．
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を行った結果これまで分かっている粘菌のMybには抗体の認識領域（Ｎ末側540

から640アミノ酸）が存在しなかった。従って、増殖期で働いている新規なMyb

はヒトc-Mybに近いものであることが示唆された。また、分化期における発現
制御も新規なMybである可能性が示された。以上本論文はDd-GPI遺伝子の発
現調節に未だ同定されていないMyb様タンパクが働いていることを示したもの

である。

学位論文審査結果の要旨

本論文の審査は，各審査員が提出された論文の内容につき慎重な審査を行いかつ申請者と面接した結果並

びに口頭発表（平成１３年８月１０日開催）の内容を踏まえて，平成１３年８月10日開催の論文審査委員会で

行われ，以下の通り判定した。

本論文は田端君が細胞性粘菌（以下粘菌と略す）の形態形成が出来ない突然変異株の変異遺伝子Dd-GPI

の時間的，空間的な発現パターンの制御機構を調べたものである。彼は発現調節に必要な上流域l376bpの塩

基配列を決定した。この領域の欠失変異体のNortherublotting解析および細胞染色の結果，開始コドンの

上流１０２３塩基に存在するAACTGというＭｙｂ結合配列が発現に重要であることを遺伝子導入によるｉｎｖｉｖｏ

の解析で示した。このＭｙｂ結合配列に結合する因子をゲルシフトアッセイで調べたところ増殖期と分化後８

時間，１２時間の細胞核抽出液をもちいた時に特異的に結合するタンパクのあることが示唆された。このタン

パクがヒトc-Mybと類似のものかどうかを抗ヒトc-Myb抗体をもちいて調べたところ増殖期の結合因子はヒ

トc-Mybと共通の抗原性を持っているが分化後の結合因子は抗原性が違っていることがわかった。従って，

Dd-GPIの発現は増殖期と分化期で異なる２種類のMyb様タンパクによって制御されていることが示唆された。

そこで，これらのタンパクが現在までに粘菌で知られている３種類のMyb，および粘菌のｃＤＮＡプロジェクト

によって発表されている６種類のＭｙｂ関連遺伝子のどれに該当するのかを調べたがいずれの遺伝子とも違う

ことが示唆された。従って，Dd-GPI発現調節に働いている２種類のＭｙｂ様タンパクはいずれも未知のもので

ある可能性が高い。

以上本論文は田端君が粘菌の分化に働く遺伝子Dd-GPIの発現調節機構の研究を行いこれをまとめたもの

である。田端君は,この研究によりＭｙｂ遺伝子産物が細胞分化に重要な役割を果たしていることを示唆した。

さらに本研究で見い出した２種類のＭｙｂ様タンパクが未知のものであることも示唆した。

本論文は田端君が大学院博士課程約３年で行いその成果をまとめたものであり博士論文に値するものと判

定する。
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