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学位論文内容の要旨

  発癌および痂細胞の悪性形質の維持の上で癌遺伝子が決定的な役割を県たしている。癌

遺伝子産物は，それ自身夕ンパクリン酸化能を有すろものやタンパクリン酸化により機能

調節されるものが多い。したがってこれまで多くの癌研究はタンパクリン酸化側からなさ

れ，逆方向のタンパク脱リン酸側からの研究は極めて限られていた。木研究では，夕ンパ

ク脱リン酸を触媒するセリン／スレオニン残基特異的プ口テインホスファ夕一ゼ（I〕P）

について，〃1‾／肝癌系を用いてそのmRN八，酵素夕ンパク，活性，細胞内局征を系統的

に解析し，〃「癌における特有な癌性変異を見いだした。実験成績は以下のように要約され

る。

1）1／l樋のラット腹水肝癌キ刪包キにつし、て，PP1〔r，171，2八H’2C〔Yの遺伝

予発現を測定し，m常肝に比べたところ，PPlnmRN八レペルはすべての糾I胞で顕著

な上昇を認め’これに対しPP2C〔Yではほとんどで滅少していた。株化した肝細胞株

RLN～B2釧胞は，旺盛ぬ上曽殖能を示すが，肝癌細胞のようなl〕Pl（YmRN八の上昇

は見られず，むしろPI〕17mRNAレペルが細胞増殖状態とよく棚関して変動した。す

なわちI）Pl〔rmRNAの特異的な上昇は，腹水肝癌細胞に特有な遺伝予発現である。

2）次に腹水肝癌細胞におけるPPlaの酵素量を，可溶画分・顆粒画分・十亥両分の3画

分について調ベ，対照細胞と比較したところ，肝癌細胞では例外なく願粒i分で約2倍，

核画分で数僻の増量を認めた。すなわち腹水肝癌細胞で増量したPPlaは，特異な細胞

内分布を示し，ミク口ソームを含む顆粒画分と核に主として分布してし、たェ〕

3）酵素活性についてみると，顆粒画分と核画分で肝癌細胞での増カ‖が離認された。とく

に核画分における酵素活性は，肝癌ではCö ／卜リプシン処理により数倍の活性化が見

られたが，非癌´キ刪包では処理前後で活性が不変であった。このことは肝痂と非+キ剛包にお

ける核局在性PPl〔Yの存在様式の相異を示唆してし、る。

4）I’I’1およびI・）I’2Aにっし、て，薬剤耐性および感受ゼkの両腹水〃1‾癌&刪包で比較

検討した。耐’汁株においては，感受性林に比べて顋粒両分の『)P1活’Pトが行為にト昇して

しヽた。P pl〔rのn≠素景も，耐′ド｜：休では感受性株に比べて多かった。以I．・．の成績より｜
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l）J’1が，〃｜‾繊の薬卉0｜耐′P｜tの形質獲得にn三の方向に｜矧与してLヽ るliリ能性が考えられた。

5） lJ14プロ テ イン ホス ファ夕一セ．の3っのイソホ一厶PI）1〔r，I’I．17，l) Pldの

染色仆1ニのマッビングをヒト，ラッ卜，マウスで行い，L、ずれのイソホームも互し、に制1興

なる染色仆1｜に11レ；ルすることをIリJらかにした。すなわち同’の光i:IL遺伝テから進化した

3フの1）I．1越fふ「‘はl‘jし、制1同性を示すが，互しヽに異なる染色体Lで災なる遺f云子産物を

コードすることを′ふした。またl〕r)lHの遺伝子座は癌において欒也体興常がとくに高い

頻度で1亠し、だされ る位mと一敏したことから，Pl）1〔tと癌との衛接なI矧連が示唆され

た。

以亅｜の災験成繊より，ラッ卜腹水肝癌細胞においては、1型セリン丿スレオニン残基特異

的 な プ 口 テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ PP1の イ ソ ホ ー ム の ひ と つ PPlaの 越 伝 子 発 現が 特異

的に上ケf．し，そのネ i` 果IPl〔Yの細胞内分布は，正常肝キ刪包の場合と興なり，主として願

粒両分および核Imf分に 蓄積することが明らかにされた。このことは，正常肝細胞の増殖状

態である汚‘I．：‘肝やrcr刺激後の肝細胞に見られる核内PP1活性のI｜昇には酵素量の増

大を伴わない！い災と比べて顕著な特色をなすもので，肝癌荊‖胞の示すj睡限増殖能などの悪

性形質の分f-饑キ捧を解1川する上で重要な知見である。またPP1の各イソホームの遺伝子

が，互いに興なる染色休上に同定されたことにより ，各イソホームが転写の段階でも独立

に調 節さ れ得 るこ とが 示さ れ， 本研 究で のPPlaの特 異的 な動 態を 説明 する 上で重要な

知見であろ。
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    PP1，in rat ascites hepatpmas

（ラット腹水肝癌における1型プロテインホスフんタ―ゼ，PP1，の癌性変異）

  発癌および癌細胞の悪性形質の維持の上で癌遺伝子が決定的な役割を果たしている。

癌遺伝子産物は，それ自身夕ンバクリン酸化能を有すろものやタンパクリン酸化により

機能調節されるものが多い。したがってこれまで多くの癌研究はタンバクリン酸化側か

らなされ，逆方向のタンバク脱リン酸側からの研究は極めて限られていた。本研究では，

夕ンパク脱リン酸を触媒するセリン／スレオニン残基特異的プ口テイシホスファターゼ

（PP）について，肝／肝癌系を用いてそのmRNA，酵素夕ンパク，活性，細胞内局

在を系統的に解析し，肝癌における特有な癌性変異を見いだした。実験成績は以下のよ

うに要約されろゥ

1） 14種の ラ ット 腹 水肝 癌 細胞 株 につ い て， PP1“ ， 1Y1， 2A“，2C“の遺

伝子発現を測定し，正常肝に比ぺたところ，PPl“mRNAレベルはすべての細胞で

顕著な上昇を認め，これに対しPP2C“ではほとんどで減少していた。株化した肝細

胞株RLN－B2細胞は， 旺盛な増殖 能を示すが ，肝癌細胞 のようなPPlctrnRNA

の上昇は見られず，むしろPPl yinRNAレベルが細胞増殖状態とよく相関して変動

した。すなわちPPl“mRNAの特異的な上昇は，腹水肝癌細胞に特有な遺伝子発現

である。

2）次に腹水肝癌細胞におけるPP1“の酵素量を，可溶画分・顆粒画分・核画分の3

画分について調ベ．対照細胞と比較したところ，肝癌細胞では例外なく顆粒画分で約2

倍，核画分で数倍の増量を認めた。すなわち腹水肝癌細胞で増量したPP1“は，特異

な細胞内分布を示し，ミクロソームを含む顆粒画分と核に主として分布していた。

3）酵素活性についてみろと，顆粒画分と核画分で肝癌細胞での増加が確認された。と

くに核画分におけろ酵素活性は，肝癌ではC02゙ ／トリプシン処理により数倍の活性化が

見られたが，非癌細胞では処理前後で活性が不変であったぃこのことは肝癌と非癌細胞

におけろ核局在性PPlrrの存在様式の相異を示唆している．1
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’1）I’！’1，卜よびI’P2八について，薬斉lJ耐性および感受性のIi町腹水肝癌細胞で比較

検t川/′ニ．10f、H．′Itf朱においては，憾受性休に比べて穎粒画分のI’P1活性が有意に上昇し

ていた1’I’1′rの＾≠素量も，耐性休では感受性侏に比べて多かった1以上の成績より・

Pi’｜が，川：．Jmの薬斉IJlmJ‘性の膨質5堙得に正の方向に関与していろ可ガヒ性が考えられた。

5） 1型 フ J口 テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 3っ の イ ソ ホ ー ム PPĺ f， PPl y. PPlお

の染色体．Lのマ゛ソビングをヒト1．ラット，マウスで行い，いずれのイ｀ノホームも互いに

相異なる染色体上に位置すろことを明らかにした．，すなわち同一の先祖遺f云子から進化

した3っのPPI遺伝子は高い相同性を示すが，互いに異なろ染色体上で異なろ遺伝子

産物をコードすることを示した。またPPlばの遺f云子座は癌において染色体異常がと

くに高い頻度で見いだされろ位置と一致したことから，PP1“と癌との密接な関連が

示唆された

  以上の′莚験成績よI），ラット腹水肝癌細胞においては，1型セリン／スレオニン残基

特異 的な ブ口テ イン ホス ファ ター ゼPP1のイソホームのひとっPP1“の遺伝子発現

が特異的にト再．し．その結果PP1“の細胞肉分布は，正常肝細胞の場合と異なり，主

として顆粒画分および核画分に蓄積すろことが明らかにされた。このことは，正常肝細

胞の 増殖 状態で あろ 再生 肝や EGF刺激 後の肝細胞に見られる核内PP1活性の上昇に

は酵素置の増大を伴わない事実と比べて顕著な特色をなすもので，肝癌細胞の示す無限

増殖能などの悪性形質の分子機構を解明すろ上で重要な知見である。またPP1の各イ

ソホームの遺f云子が、互いに異なる染色体上に同定されたことによい各イソホームが

転写の段階でも独立に調節され得ろことが示され，本研究でのPP1“の特異的な動態

を説川するヒで重要な知見であろ。

  これを要すろに、著者は癌におけるプ口テインホスファターゼの意義について新知見

を得たむのであり、癌細胞の形質に関する研究において貢献するところ大なろものがあ

ろ。

  よって著者は、北海遭大学博士（理学）の学位を授与されろ資格あるものと認めろ。

ー13―


