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  Identification and characterization of a novel gene family YPEL

         in a wide spectrum of eukaryotic species.

(広範な真核生物にメンバーを有す る新規遺伝子 ファミリーYPELの 発見 と性状解析)

細 野 克 博

内容の要旨

 分子生物学教室は、ヒ ト染色体 として初めて22番 染色体の全真正ク

ロマチンのシーケンシングを英米との国際協力で完遂した。申請者

は、その後の教室での22番 染色体全遺伝子の網羅的同定と構造 ・機能

解析研究に参加 し、セン トロメアから約6Mbの 位置、22811.2上PPIL2

とMAPKI遺 伝 子の間に新規遺伝子YPELIを 発 見 した。本研究では

YPELIと その関連遺伝子の性状と機能に関して検討した。

 YPELIは 昆 虫の血球 タンパ ク質関連遺伝子 として報告 され た

Drosophilaのyippee遺 伝子に相同性を示すが、yippee、 YPELIと もに機能

は未知である。相同性検索の結果、ヒトゲノムにはYPELIの パ ラログ

遺伝子が他に4コ ピー(YPEL2～5)存 在することが予測 されたので、

それ ら全ての全長cDNAを クローニングし、遺伝子構造を決定 した。

我々はそれらを合わせて新規にYPEL遺 伝子ファミリーと提唱 した。

ヒ トYPELフ ァ ミリーのメンバー間ではアミノ酸配列で43.8～96.6%

の相 同性を示すことがわかった。また、全メンバーについてマウスで

オル ソログ遺伝子が存在することがわかったのでcDNAを クローニン

グし塩基配列を解析 したところ、各オルソログ間ではアミノ酸配列で

99.2～100%の 相同性を示した。既知の全生物ゲノムに対する相同性

検索により、YPEL遺 伝子ファミリーを探索したところ、68種 の動物、

植物、真菌類に関 して100種 類 が見出されたが、原核生物、古細菌から

は見出されなかった。 これら100種 類 のアミノ酸配列の解析により全

メンバーに共通なコンセンサス配列が存在することがわかった。また

100種類 のYPELフ ァ ミリータンパク質の系統樹を作成したところ、5

つ のサブファミリー(動 物:2群 、植物:2群 、真菌:1群)に 分類

された。YPELフ ァミリーが真核生物に普遍的に存在することは、その

機能が生命維持のために極めて重要であることを示唆する。

 次 に、哺乳類のYPELI～4タ ンパク質とYPEL5タ ンパク質をそれぞ

れ認識する2種 類の特異的抗体(抗YPELl-4、 抗YPEL5)を 作成 し、

COS-7細 胞 における発現局在を間接蛍光抗体法で解析 した。その結

果、YPELI-4タ ンパク質は間期において中心体 と核小体に局在 し、分

裂期においては複数の ドッ ト状構造を形成 し、分裂装置の周辺に局在

することが判明した。これに対し、YPEL5タ ンパク質は間期において

中心体 と核に局在 し、分裂期の一時期においては紡錘体上に局在 し

た。これ ら細胞内局在解析の結果から、YPELタ ンパク質は中心体や紡

錘体 と相互作用 していると考えられた。このことか らYPELフ ァ ミ

リータンパク質は細胞分裂に関与する新たな機能を有していること

が示唆された。

論文審査の要旨

 ヒ トゲノムのシーケンシングは完了 したが、その成果を疾患原因

解明や健康維持の研究にさらなる活用を図るために、塩基配列の意

味を読み解 き、存在する遺伝子を網羅的に同定することが今後のゲ

ノム研究で重要なことのひ とつである。慶大と英米の共同研究で、

世界で最初に全シーケンシングを完了 した22番 染色体に関しても、

その 「網羅的遺伝子同定」が進められてお り、本研究はその一環と

して行われた。申請者は22q l 1.2か ら新規遺伝子YPELIを 発 見した。

さらに、ヒトゲノム上にYPELIの パ ラログ遺伝子4コ ピー(YPEL2
～5)も 見 出し、それらの遺伝子構造も決定した。それ らをYPEL遺

伝 子ファミリーと名付けて、他種生物での同ファミリー遺伝子を探

索したところ、動物、植物、真菌類から100種類 見出されたが、原核

生物、古細菌からは見出されなかった、全種のYPELタ ンパク質の系

統樹を作成 した ところ、5つ のサブファミリー(2群 の動物、2群

の植物、真菌)を 形成 した。 ヒトYPELl～4が 動物のA群 に、 YPEL5

がB群 に分類 された。それ ら2群 のサブファミリーを区別できる特

異的抗体を作成 し、COS-7細 胞 における発現を間接蛍光抗体法で解

析 した。YPEL I～4タ ンパク質は間期において中心体と核小体に局在
し、分裂期には複数の ドット状構造を形成 し、分裂装置の周辺に局

在することが判明した。一方、YPEL5タ ンパク質は間期において中

心体 と核に局在 し、分裂期の一時期 においては紡錘体上に局在 し

た。事実上すべての真核生物にYPELフ ァ ミリー遺伝子が高度に保存

されていることか ら、同ファミリータンパク質が真核生物に共通の

重要な生命機能を担っていること、それは細胞分裂関連の現象に関

与することが示唆 された。

 審 査に際 しては、YPEL遺 伝 子ファミリーの新規性、 YPELフ ァ ミ

リータンパク質の局在に関する他の培養細胞も用いた普遍性、今後

の機能解析の方針等について質疑がなされた。 申請者からは、YPEL

ファ ミリータンパク質は広範な真核生物で高度に保存された巨大な

ファミリーを形成 しているにもかかわらず、メンバーの解明、包括

的な構造解析、機能解析など報告がなく、新規カテゴリーの遺伝子

ファミリーであるとの説明があった。また、細胞内局在の普遍性に

関 しては、COS-7細 胞以外の培養細胞 として、ヒトHeLa S3細 胞 で同
一の染色像が得 られたので

、普遍的な結果であると考えているこ

と、HEK293細 胞では染色部位が不鮮明で、今後さらに検討を継続す

る予定である旨の説明がなされた。 さらに、機能解析については、

細胞内局在解析の結果か ら新規の細胞分裂関連タンパ ク質である可

能性を追究すること、そのために細胞分裂期における局在のより詳

細な解析 と、培養細胞でのRNAi法 による遺伝子発現抑制を用いた解

析を進める方針が表明 された。その際、本研究で作成 した抗体は

YPELI～4タ ンパク質の個々を区別できないため、個別のメンバーを

認識する抗体を作成す る努力 も続ける予定であると説明がなされ

た。最後に、YPELI～4タ ンパク質の分裂期の細胞における空間的な

局在に関しては共焦点顕微鏡 を用いて再確認するとよいとの指摘が

あった。

 以上、本研究はさらに継続 して実験を行い検討を加えるべき点が

残されているが、遺伝子ファミリーYPELを 新 たに発見 したこと、

YPELフ ァ ミリータンパク質が細胞分裂の新たな機能に関与する可能

性を示 したという点で有意義な研究であると評価 された。
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