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内容の要旨及び審査の結果の要旨

テロメラーゼは、テロメア反復配列の伸長に関わる逆転写酵素であり、触媒酵素nERr)と鋳型

RNAnERC)は安定な複合体を形成している。正常細胞では微弱なヒトテロメラーゼ活性が認められ、多

くのがん細胞で強いテロメラーゼ活性を示すテロメラーゼは、核質に局在することが報告されている。一

方、テロメラーゼは、細胞質、核小体、核質の問をシャトルし、様々な刺激によって細胞内局在を変化す

ることが報告されている。しかし、その制御機構は明らかでない。本研究は、テロメラーゼの細胞内局在

の制御を検討する目的でテロメラーゼの結合因子を探索し、ＲＮＡシャトル蛋白ヌクレオリンを見出した。

ヒト初代培養細胞IMR90及びがん細胞Ｈｕｈ７株へのトランスフェクションにより、テロメラーゼとヌ

クレオリンの相互作用領域を限定し、ＲＮＡが介在する効果をRNase処理によって検討した。また、組換

え型欠損ヌクレオリンと精製hflERT及び再構成テロメラーゼ系を用いて、テロメラーゼ結合に必要なヌ

クレオリン領域を限定した。EGFＰ標識hrlERTをIMR90とＨｕｈ７株、更にhIERCを持たないＡＬｒ

細胞ｖＡ１３株とhTERC安定発現ｖＡ１３株にそれぞれEGFP-hmBRrを導入し、、ERTの局在をヌクレ

オリンとの関連で検討した。得られた結果は、以下の通りである。

１．ヒト初代培養細胞とがん細胞において、HIERTと内在性ヌクレオリンの特異的な相互作用を免疫共

沈法で認めた。異なる標識のｈｌｌＥＲＴと野生型及び欠損型ヌクレオリンを共発現させた系で、ヌクレオリ

ンのＲＮＡ結合ドメイン４(RBD4)とＲＧＧドメインがhrlERT結合に必須であり、加えてＲＢＤ１のＲＮＡ

との結合がヌクレオリンとテロメラーゼの結合に寄与していることが、RNase処理による効果から示唆さ

れた。組換え型欠損型ヌクレオ1Ｊンと組換え型hFIERT或いは再構成系テロメラーゼを用いたｉｎＷｔｒｌｏ結

合系において、ＲＢＤ４とＲＧＧがｈ(IERT結合に必須であり、ＨＢＤ１はhTERC依存的にテロメラーゼと

ヌクレオリンの結合に寄与していた。

２．導入されたEGFP-hTERrは、ＩＭＲ９０細胞では核小体にＴＨ血７細胞では核質に局在した。Ｈｕｈ７

細胞にFLAG-ヌクレオリンを導入するとlilERTとテロメラーゼ活性は抗ＦＭＧ抗体により回収され、

核質中のヌクレオリンとテロメラーゼの相互作用が示唆された。ヌクレオリンRBD4+RGGをＨｕｈ７細

胞に導入するとEGFp-mERTが細胞質に再配置された。hTERCを持たないＡＬＴ細胞であるｖＡ１３細

胞株にEGFp-lIIERTを導入すると、hTERrは核小体に優先的に局在し、HIERC安定発現ｖＡ１３細胞

ではEGFPhTERrは核質に局在した。これらの結果から、ヌクレオリンはhllERrとの相互作用により

テロメラーゼの細胞内局在に影響を与えると結論された。

本論文はテロメラーゼとヌクレオリンの相互作用をはじめて見出すと共に、この相互作用がテロメラ

ーゼの細胞内局在に影響を与えることを示した細胞生物学上に意義のある学位に価する労作と認められた。
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