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学位論文内容の要旨

【序論】

  がん遺伝子産物c-Mycは細胞周期進行、細胞トランスフォームやアポトーシスの重要
な因子であるIIj）。c-MycのN末端側には、Mycファミリーで保存されたMyc boxが、C末

端側にはb-HLH-LZドメインが存在し、c－Mycの泉‖胞トランスフォーム、アポトーシス、

転写活性化に重要であると考えられている。またc・Mycは、様々な因子と複合体を形成

しており、そのうちMaxは、c-Mycと結合し、転写活性化能や細l胞トランスフォームを

促進する。現在までに、c-Mycが転写調節する遺伝予が、約30種報告されているが、

c-Myc(-)細胞の樹立、転写能はないが他の機能を全て有するc-Myc-Sの存在から、これ
らが全て真のターゲットであるのか疑問視されている。これらの背景よりc・Mycと他の

囚子の相互作用による機能調節が重要視されている。また、DNA複製は細胞が増殖す

ることにおいて、重要なイベン卜のーつであり、真核簫tl胞において、DNA複製を担う

DNApolymerase複合体は、5種類が報告されている¨。そのうちDNA polymeraseQ(pola)

は、SV40ウイルスのDNA複製でT抗原とFx)laは相互作用しながら、機能することが解

っているぃ。またMSSPは、ヒトc・myc遺伝予上流の転写エンハンサー／複製開始部位
myc(H-P)21配列に結合し、転写・複製因子として機能するMSSPを報告している6）。MSSP

はRNA結合モチーフRNPを2っ有し、DNA結合、転写、複製、mycとのトランスフォ

―ム、アポトーシスに必須である。そこで今回、MSSPがc-Myc、Maxと3者複合体を

形成し、転写活性化の抑制に関与する知見を得た”。また、MSSPとpolaの相互作用に
ついても解析した。

【結果／考察】

  Pull-Down assayや免疫沈降によって、MSSPはRNPを介して、c-MycのDNA結合に

関与するC末端領域の塩基性領域付近に結合することが示された。また、Maxは、c-Myc

のIeucine zipperに結合する。したがって、MSSPとMaxは別の領域でc-Mycに結合して

いることが示された。次に、MSSP、c-Myc、Maxの3者での複合体形成の可能性を検討
したところ、MaxはMSSPとは直接結合せず、c-Mycを介してMSSP/c-Myc／Maxの3者

複合体が形成することが明らかになった。

  c．MycはMaxと結合しE，box転写を活性化する。そこで、c‐My洲axのDNA結合への

MSSPの影響をBand・shiftassayで検討した。c．My【ゾMaxに対して、MSSP/c．Myc／Max3者

複合体は、DNA結合性が減少していた。これは、MSSPがc，MyGMaxに結合してDNA

結合領域を阻害しているのではないかと考えられる。次に、c・Myc転写活性に対する
MSSPの影響をLucifcrascaSSayで検討した。その結果、c・MycのE．box転写活性化能は、

MSSPにより抑制された。これより、MSSPはc．MyイMaxに結合してc．MycのDNA結合
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部位 を マス ク して E-boxから 解 離し、転 写抑制する ことが示唆 された。

  またc-Mycm‐Rasは細胞を協調的にトランスフォームする。そこで、c・Mycm，Ras及

びMSSPをNIH3T3細胞に導入しトランスフォームに与える影響を検討した。その結果

MSSPは、c．My叩1．Rasと協調的に細胞トランスフォームすることが示された。これは、

MSSPのc・My印1，Rasとの協調的細胞トランスフォームはE．boxを介する経路以外で機

能しているのではないかと考えられる。

  さらに、．MSSPとpolaの相互作用を検討した。まず、MSSPとpolctの結合を免疫沈降

法により検討したところ、KB簫ll胞において結合が確認された。また、Pull-Down assay
により、MSSPはpolaのN末端の1-116アミノ酸領域に結合した。また、MSSPはin vitro

polymerase活性を増強させることが明らかになった。

  複製開始部位にMSSPは結合する。そこで、MSSPのDNA結合能にpolaが、どのよ

うに影響するか、プ口てブにmyc(H-P)21配列を用いたBand-shift a&sayを行ったところ、

fx)la存在下でMSSPのDNA結合能が減少した。これは、複製開始囚子として機能して

いるMSSPにpolaが作用することが示唆される。さらに、MSSPがDNAから解離する
ことは、MSSPがpolctを複製開始点に呼び込み、解離することで更なるDNA複製の仲

長反応に結びついているのかもしれない。

  また、MSSPは、aik2とは間接的に、PCNAとは直接結合した。これらの因子と

MSSPの相互作用の生物学的意義は明らかになっていない。

  これらの実験結果より、MSSPは転写とDNA複製の両面で機能している多機能タン

パク質であると考えられる。MSSP独自で複製開始反応に関与すると共にc-Mycを転写

反応からDNA複製反応へと変換をっなぐためのアダプクーとしての機能を合わせ持っ
ていると考えられる。細1胞トランスフォー厶能の増強はfx)laを活性化し、DNA複製の

促進させることで細胞が異常に増殖することによるのではないかと考えられる。

【まとめ】

  MSSPは、c-Mycと直接結合し、さらにc-Mycを介しMaxと3者複合体を形成する。

その3者複合体は、MSSPがc-MycのDNA結合領域をマスクしているためE－Boxに結合

できず、転写を抑制する。また、c-Mycm‐Rasと協調的に翁‖胞トランスフォームを促進

する。MSSPは、polyQのp180と直接結合し、DNAp01ymcrase活性を増強する。また、

MSSPは、cdk2とは間接的に、PCNAとは直接結合する。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

IvISSP複合体による細胞周期調整と癌化

  MSSPは癌遺伝子c-mycの転写エンハンサー/DNA複製開始領域に直接結合するタンバク質

として，本研究室でcDNAクローニングされた．MSSPはc-Myc同様，多機能夕ンバク質で

あり，DNA複製，転写制御，アボトーシス誘導などを行う．一方，転写因子としての機能で

c-Mycの全ての機能を従来説明しようとしてきたが，c-Mycの低い転写活性化能，転写能を有

さないが他の全ての機能を有するc-Myc・Sの発見などから，多様なc-Myc機能は転写因子とし

て直接ターゲット遺伝子に結合して転写活性化するのに加えて，他の様々なタンバク質との結

合により機能調節することが示唆され，ここ数年c-Myc結合タンバク質の同定が積極的に行

われている．本研究において，MSSPがc-Mycに直接結合して，c-Mycの転写能の抑制，及び

細胞癌化能の促進活性を有すること，更にDNA複製因子であるDNAポリメラーゼQに結合

し，その複製活性を増強させること，さらにはPCNA，cdk2などの細胞周期のGl/Sの進行，

複製開始に関与するタンバク質群にも結合することを見出し，MSSPがどのように細胞周期調

節に関与することを検討した．

1. lVfSSPのc-Myc結合するc-Mycの転写，トランスフオーメーション能への影響

  以前の本研究室の結果から，MSSP ijsc・Mycと．複合体形成することが示唆されていた．そこ

で，完全長のc-Myc，MSSPを大腸菌内で発現後，精製したタンバク質を利用して，in vitro

pull-down法，共免疫沈降法で両者の直接の結合を検討した．その結果，MSSPの機能ドメイ

ンであるRNP配列を介してc・MycのC末に直接結合することが明らかとなった．この結合は

in vivo培養細胞でも確認された．c-MycはC末にbasic-helix-loop-helix-leucine npper (bHLHZip)

構造を有し，ZipでMaxと呼ぱれるタンバク質と結合し，この複合体hsbasic regionを介してE・

boxと呼ぱれるCACGTG配列に結合する．そこで，種々の欠損c-Myc変異体を作成しMSSP

のc-Myc結合領域を同定したところ，basic region付近に結合した．Maxのc-Myc結合配列と

異なることから3者の関係をin vivo，in vitroで検討したところ，MaxはMSSPとは直接結合

しないがc-Mycを介して，c-Myc，Max，MSSP3者複合体形成することが判明した．E-boxへの

この複合体の結合能を検討したところ，MSSPはc-Myc-Maxと3者複合体形成し，c・Mycの

basic regionをマスクすることでE-boxから解離させることが判明し，結果としてE-boxを介す
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るc-Mycの転写活性化能を抑制した．この抑制はc・Mycの結合能を有さないRNP欠損MSSPで

は生じないことより更に確認された

  次に，c-MycのRasとの協調的細胞癌化能に対するMSSPの影響を検討するために，マウス

NIH3 13細胞にMSSP，myc，rasを種々の組み合わせで導入しトランスフオーメーションアッセ

イを行った．MSSPは単独ではトランスフオーメーション活性は有しないが，myc/rasによる

トランスフオーメーション活性を増強し，RNP欠損MSSP変異体にはその効果は失われてい

た．更に重要な事は，myc/ras/MSSPでトランスフオームした細胞は極めて増殖能が高く，軟

寒天中で大きなコロニ―形成した．この活性はMSSPのDNA複製と全くバラレルであり，癌

細胞樹立後の増殖にMSSPが深く関与していることを示していた．

2． MSSPと DNAポ リ メ ラ ー ゼ Qと の 結 合 に よ る ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 の 増 強

  次にMSSPが複製因子であり，また上述のトランスフオーム細胞の増殖を促進することか

ら，DNA複製酵素であるDNAポリメラーゼaとの結合を1と同様な方法で検討した．DNAボ

リメラーゼQは180 kDaのタンバク質であり，MSSPはDNAポリメラーゼQのN末約100アミ

ノ酸に直接結合した．SV40のDNA複製開始因子であるT抗原はDNAボリメラーゼaN末200ー

300アミノ酸に結合することが知られているが，よく類似していた．MSSPはc―Myc同様RNP

領域を介してDNAポリメラーゼQと結合していた．MSSPはc-myc遺伝子の複製開始領域のー

っとして本研究室で同定したmyc(H-P)領域に結合する．そこで，MSSPのmyc(H-P)結合に対

するDNAポリメラーゼaの効果を検討したところ，MSSPはDNAポリメラーゼaと結合するこ

とでmyc(H-P)から解離することが明らかとなった．次に，精製したMSSP，DNAボリメラーゼ

aを使用してMSSPのポリメラーゼ活性への影響を検討したところ，MSSPはDNAボリメラー

ゼQ活性を極めて強く促進した．これらの結果は，MSSPは一旦複製開始領域を認識し，次に

DNAボリメラーゼaを弓｜き寄せ，何らかの構造変換などを通じて複製活性を増強するらしいこ

とが示唆された．

3．MSSPのcdk2，PCNAとの結合

  次にDNA複製開始に関与するcdk2，複製の伸長に関与するPCNAとMSSPとの関係をin

vivo，in vitroにて検討した．MSSPはcdk2とは他のタンバク質を介して，PCNAとは直接結合

することが明らかとなった．

  これらの知見はMSSPは細胞周期，とりわけGl/S境界点において様々なタンバク質と次々

に結合し，S期への進行，とりわけ複製活性を直接増強し，結果として癌細胞の増殖を担って

いるらしいことが示唆された．

  以上の結果はc-Myc結合タンバク質MSSPのの機能解析に重要な知見を与えており，学位

論 文 に ふ さ わ し く ， 薬 学 博 士 と し て 仁 木 剛 史 を 推 薦 す る も の で あ る ．
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