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    学位論文題名
A novel human RasGAP-like gene that
    maps within the prostate cancer
susceptibility locus at chromosome lq25

（1番染色体長腕上の前立腺癌の発症に関わると予想される

  部位に存在する新規ヒトRasGAP様遺伝子の解析）

学位論文内容の要旨

  近年の 発癌に 関する 研究に より、 Rasは細胞の分化と増殖において重要な役割を果たすこと

が明ら かにさ れてき ている 。RasはGrIPと 結合す ると活 ´陸型 となり、GDPと結合していると

不i-SI'ft型となるが、これらの活性化の状態は、通常、生体内ではRas guanine nucleotide releasing

pnコ・temによる活幽ヒと、Rasに内在するGTPase  itl丶生をt-Sltf匕す‘るRas GTPase-activating proteIn

（RaSくiAP）によるォ寸舌化により制御されている。

  現在ま で哺乳 類にお いてp120GAP、neurofIbmmin（NFl）、Gaplm、GaplImPの4種類が単離・

同定されている。また、酵母では、IRAl、1凡セが、線虫ではG甜）―2が同定され、RaSのnegative

reguI獅rとして機能することカ靖正明されている。

  一方、 前立腺 癌の家 系の追 跡調査 から前 立腺癌 の発症に 関わる 遺伝子 が1番染 色体長 腕上

（lq25）に存在することカ萌ミ唆されている。

  この論 文にお いて筆 者らは 1番染色 体上の 前立腺 癌の発 症に関わ る遺伝 子が存 在する と予

想され る部位 に存在 する、 既存の RaSGAPに類似 する配 列を持 った遺伝子を単離・同定し、そ

の機能を解析した。

【方法と結果】

  ヒトELL2蛋白を 輜ける目的で5’―呷idarnpli丘剛onofcDNAends（5’‐RACE）を施行し得ら

れ たス フ ァ ー ジか ら cDNAを作成 し、ヒト ´協由 来cDNAラ イブラ リーをス クリー ニング し、

1． 139アミ ノ 酸 か らな る 約129k隗の 蛋白を コード すると 考えら れるcDNAを 得た。 ホモ口 ジ

ー 検索 か ら こ の蛋 白 は 、既存 のRaSGAPに 高い相 同陸を示 し、特 に290か ら621アミ 丿酸残 基

におい てRasGAPに 共通し て高度に 保存さ れ、GAP活陸に重 要であ るとさ れてい るGAP‐Ida矧

dom面n（ GRD）に高 い相同 性を持 つことが 判った。さらに、構造解析上、蛋白の重合に関わる

とされ るcoiled頓 ）il構造 を持つ ことが 予想され 、既存 のRaSGAPの中では線虫のRaSGAPであ

るGAPセに全長において高い相同性を示した（相同性40ワ。、同一陸31ワ。）。この新規ヒト蛋

白をnGAPと名付けた。

  次 に nGAPの 生 体内 で の 発 現を 検 討 し た。 初 め に 様々 な 臓 器 より 抽 出 した mRNAを用い て

Ndhemblot法 で 検 討し た が 、 いず れ も 低 いレ ベ ル の発現 であっ たため、 マウス のnGAPを 同

定し、 マウス の各臓 器由来 のmRNAに対 しRT・PCRを施行した。その結果、脳・肺．´己丶臟・
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肝臓・精巣・骨格筋と検討した全ての臓器での発現を確認した。

  nGAPの機能を解析した。最初に、酵母のRasGAPであるIRA2の相補試験であるHeat shock

sensltlvIty assayを行った。Heat shock sensiOvlぢaSSayは1凡セを欠如した酵母に対してvecterヽ

既 存のRasGAPであるNFl、IRA2、さらにnGAPの全体または一部を組み込み、55℃で15分

から45分放置し、3ぴCで34日間培養し、I凡セヘの相補l生を判定した。その結果、nGAPの

全長、1―646アミノ酸残基、150崩6アミノ酸残基がIRA2を機能的に相補することカ瀞認され

た。

  さ らに 、 加 vむ mに おけ る nGAPのGAP活陸を 加yめャGAPasSりで 検討し た。nGAPの 1

  －646アミノ酸残基をG汀融合蛋白として酵母内に多量に発現し、これをグルタチオンセフ

ア口ースビーズを用いて精製した。my々 mGAPaSSりは前川らが報告した方法に従い、大腸菌

を用いて精製したsm甜lGrP蛋白を［ア‐32PコGTPと結合させ、37℃において既存のヒトRaSGAP

であるGAPl”またはG釘－nGAHl矧6）結合蛋白と反応させ、反応後の残存放射線活性を測定

した。その糸吉果、既存のヒトRaSGAPであるGAPl“はH‐RaS、R‐RasのGnもse活性を束噛赦し

残存放射線活性を低下させたのに対し、nGAPこの実験条件でははH‐RaS、R―Ras、Rapl、R甜

のいずれに対してもG「hse活性に影響を与えなかった。

  最後に、nG叩の全長をコードするcDNAをプ口ーべとしてnuorescencem5ぬhybndiなion

（RSめ法を行った。その結果、nGAPは1番染色体長日宛Hlq25）に存在することが確認された。

【考案】

  筆者らはこの論文でRaSのnegativeI．egulatorである既存のRaSGAPと、特にRlsのGTPぬe

活陸を刺激する機能を持っとされているGRD内において高い相同性を示す、新規ヒト遺伝子

を単離・同定した。様々な変異蛋白を用いた研究により、GRD内における各アミノ酸のGAP

活性に与える影響が検討されている。特に、Phe―Leu・Arg―Phe并x―PrO・Al凵IeIx・x‐Pm（xは任意

のアミノ酸）配列はRaSGAPに共通して保存されているが、nGAPは478489においてこの配

列を有する。また、p120GAPにおけるArg789、Lys以、A曙囓カぐそれそれ変異すると、p12（めAP

のGAP活陸は著明に低下すると報告されており、GAP活陸に必須のアミノ酸と考えられてい

るが、これらのアミノ酸はnGAPでも保存されている（Arg786、りs馴、Ar925）。また、von

Recuinghausenneu刪1bmma眺｜stypeIの原因遺伝子として同定された癌抑制遺伝子NFIも既存

のRaSGAPのーつであるが、同病の患者から発症した大腸癌、星状細胞腫の組織からLysl瑠の

GluまたはGlnへの変異カ潮告されており、RaSGAPの異常によるR蕊の恒常活´陸化が発癌に

関わることが想定されている。このLysはnGAPにおいても保存されている（LyS512冫。また、

nGAPは全長において、線虫のRasGAPであるGAP乏と高い相同性を持つことが確認された。

これらのことからnGAPはRaSGAPであることが予想されたが、今回の研究ではnGAPにおけ

るGAP活陸は確認されなかった。今回、H‐眺、R‐RaS丶Rapl、剛に対するGAP活陸を検討

したが、nGAPはこれら以外のR懲ファミリーの分子、あるいは、R笛に類似したe脇Ctordom面n

を 持 つ 、他 の 低 分子 蛋 白 をタ ー ゲ ッ トと す る こと を 示 唆し ている 可能性 がある。

  また、RSH法によるnG叩の遺伝子マッピングでは1番染色体長腕上（lq25）のDIS218と

DIS466のマーカーの問に位置することが確認された。lq25のこの音附には、前立腺癌の家族

発症例の検討により前立腺癌発症に関わることが予想されているhereditaッpmst批cancer

suSce山blegene（鬥PCl）カ鞴薙Eする。RasGAP様の蛋白であるnGAPも癌抑制遺伝子NFlと同様

に、発癌、殊に前立腺癌の発症に関わる可能陸があると考えられる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
A novel human RasGAP-like gene that
    maps within the prostate cancer
susceptibility locus at chromosome lq25

（1番染色体長腕上の前立腺癌の発症に関わると予想される

  部位に存在する新規ヒトRasGAP様遺伝子の解析）

  Rasの活性化と発癌との関係が明らかにされつっあるが、申請者はRasのnegative

regulatorとされているRas GTPase-activating protein (RasGAP)に高い相同性を持つ新

規蛋白について、その単離・同定および機能について解析を行った。PCR産物として

得られたcDNAは1．139アミノ酸からなる、推定分子量約129kDaの蛋白をコードし、

そのアミノ酸一次構造は既知のRasGAPにGTPase related domain (GRD)において高い

相同性を示した。特に、線虫のRasGAPであるGAP-2とはGRD以外の部分でも構造

上類似しており、namatodeのnをとって、nGAPと名付けた。nGAPではGRD内で既

知のRasGAPで重要とされていろアミノ酸が高度に保存されており、RasGAPとして

機能することが予想された。nG:¥Pの発現をマウスを用いたRT-PCRで検討したが、

検討した臓器全てに発現を認めた。酵母を用いたHeat shock sensitivity assayで、nGAP

は酵母のRasGAPであるIRA2を機能的に相補した。この現象がnGAPのGAP活性の

結果であることを確かめるため恒常活性型のRasを発現した酵母のHeat shock response

を検討したが、nGAPは既知のRasGAP同様、酵母のheat shocl. responseを回復させ

なかった。さらに、fn vitro GAP assayを用しヽてnGAPのGTPase活性への影響を検討

したが、nGAPは実験に用いた低分子GTPaseであるH-Ras、R-Ras、RaplB、Ra[のGTPase

活性に影響を与えなかった。nGAPはRasに結合し、RasGAPの機能を阻害する分子

である可能性を考え、既知のRasGAPであるGAP1…とともにin vitro GAP assayを試

みたが、nGAPはGAP1“の機能に影響を与えなかった。nGAPの染色体マッピングを

FISH法で検討したところ、nGAPは一番染色体長腕上のlq25に存在した。lq25には
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前立腺癌好発家系の検討から、前立腺癌発症に関わると考えられているHPC1が存在

することが知られている。

  公開発表に際し、副査の加齢制御医学今村教授より、既知のRasGAPの異常が発癌

に結びっくかどうかについて、その上で、nGAPの発癌とのかかわりがある可能性が

あるかという質問があった。申請者は文献での報告をもとにneurofibromatosis typel

患者の悪性腫瘍合併時のneurofibrominのGRD内での変異の報告例があると答え、さ

らに、未発表である前立腺癌組織におけるnGAPの発現を検討した結果から、nGAP

の発癌との関係の可能性を示した。続いて副査の癌研細胞制御守内教授よりnGAPと

既知のRasGAPであるIRA2の構造の違いからHeat shock sensitivlty assayの妥当性、

またRT-PCRで脳に認められたalternative bandからラットのsynGAPとの異同に関し

た質問があった。申請者はRasGAPとしての機能についてはGRD内での重要とされる

アミノ酸の保存が重要であり、nGAPではこれらの重要とされているアミノ酸は全て

保存されていると答えた。また、synGAPとはアミノ酸配列が類似しているがその比

較から、同一のものではないとの印象を持っていると答えた。続いて、nGAPの機能

と発癌との関係について質問があった。申請者は機能については、in vitroの検討では

活性は検出されなかったが、同様の報告から、のちにRacを標的にすることが判明し

たIQGAPの例を挙げ、他のRas familyの分子を標的とする可能性も考えられると答え

た。発癌との関係に関しては前立腺癌組織の検討の結果を再度説明した。最後に主査

の癌研生化学田中教授より過量の蛋白を用いた実験など、活性を検出するための他の

実験内容について質問があったが、申請者はりコンピナント蛋白の精製について、実

験に用いた精製方法ではassayに必要な最小限の濃度の蛋白しか得られなかったため

過量の蛋白を用いた実験ができなかったこと、nGAPのりコンビナント蛋白の活性に

ついては検討の余地があることを説明した。また、線虫のRasGAPについての機能が

はっきり示されてるかとの質問に対しては、GAP-2のクローニングの論文の内容を説

明した。

  本研究で単離・同定した蛋白は、発癌、ことに前立腺癌の発症と関連する新しい癌

抑制遺伝子である可能性も期待されることより、審査員一同はこの研究を高く評価し、

大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ、申請者が博士（医学）の学位を受け

るのに充分な資格を有するものと判定した。
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