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早

  AIE－75は自己免疫性腸症(AIE)患者血清中の自己抗体に反応する自己抗原として最近発見された75 kDa

の蛋白である。この蛋白はまた大腸癌患者血清中の自己抗体に反応する抗原としても同定されている。

AIE―75の詳細な機能は未だ不明であるが、3つのPDZ (PSD―95/Dlg/ZO―1）ドメインを持っている。PDZ

ドメインを持つ蛋白は受容体やイオンチャンネルといった膜蛋白と結合し、これらを頂端側の適切な表面に

集積させてこれらの蛋白の機能を制御したりnNOSやIKBaといった細胞質蛋白と結合してこれらの輸送・

選別の役割を果たしている。PDZドメイン蛋白のーつであるhDLGは、癌抑制蛋白であるAPCと結合し、

Wnt/winglessシグナル伝達系の調節により細胞の増殖を制御することが知られている。PDZドメインに結

合する蛋白はそのカルボキシル末端部にX―S/T/Y－.X-tp（¢＝疎水性アミノ酸）という共通配列を有する：ま

た別に、ある蛋白ではpーヘアピンフィンガーを形成し、そのへアピンの先端にこの共通配列を有している場

合もある：PDZドメイン蛋白の機能の解明にはこれに結合する蛋白の同定が必須であることから、著者らは

PDZドメイン蛋白AIE－75に対する結合蛋白の検索を行なった。

（方法・結果）

1）赳E―75に対する結合蛋白の検索を酵母two―hybrid法によるcDNAライブラリーのスクリーニングによ

り行なった：結合蛋白のーっは癌抑制蛋白であるMCC(以降MCC1）と高い相同性を示す703アミノ酸より

成る新規蛋白であった。予測されるアミノ酸配列のカルポキシル末端部の配列はDTFLとなり、PDZドメイ

ンと結合する共通アミノ酸モチーフXーS/TーXー¢（¢：疎水性アミノ酸残基）に合致した。この新規蛋白MCC9

は二次構造予測の結果、この蛋白のホモ口グMCC1と同様にcoiled－coil構造をとると考えられた。

2）AイC〔コ遺伝子の染色体上での位置をStanford G3 Radiation Hybrid Panelを用いて決定した結果、

MCC2遺伝子は第19染色体p13.1に存在する染色体マーカ-D19S899の近傍に存在するマ一力一である

SHGC―69238より6cRの間隔をおいて存在していた。

3）/一ザンブ口ット法の結果よりMCC2には約2.4 kbと3.5 kbの2種類のサイズの転写産物が存在するこ

とが明らかになった。3．5 kbの転写産物についてはその全長配列を決定した結果、この転写産物より翻訳

されるペブチドはアミノ酸が68個レかなく、機能を持たないと考えられた。

    ―379―



4）  MCC()の喊器別の発現を見ると心臓で最も強く、骨格筋、肺、肝臓、腎臓、小腸及び胎盤で中程度見

られた：‘＼ICC2とAIE―75との結合様式を詳細に検討した結果、MCC2のカルボキシル末端がNE―75のPDZ

第1ドメインと結合することが判明した。MCClもそのカルボキシル末端にPDZドメインに結合し得るアミ

ノ酸配列（ETSL）を有しているため、MCC1についても川E→75との結合の有無を検索したが、MCClは全長

配 列 及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 部 を 含 む 断 片 の 何 れ に も 川 E― 75と は 結 合 し な か っ た 。

5）32系の癌細胞株についてMCC2遺伝子の発現を解析した（肺癌7系、腎癌5系、脳腫瘍6系、大腸癌5系、

卵巣癌5系、前立腺癌4系）結果ほぼすべての細胞株について、MCC2遺伝子の発現は各臓器とも正常組織

における発現より低下レているか消失レていた。．

（考察）

  AIE－75結合蛋白として同定された蛋白はMCCの新規ホモ口グであった。MCCヱ遺伝子A．P（：遺伝子が共

に第5染色体q21の位置に存在しているのと同様、第19染色体p13に存在するAPC・L遺伝子とMC（2遺伝子の

位置が非常に近接していることは非常に興味深い。

  MCC1は糾Eー75とは結合せず、MCCヱ遺伝子の発現は大腸、脳、胃、肺、肝臓、腎臓、膀胱及び心臓と

いった主要臓器に一様に見られている。発現臓器およびAIE－75との結合の有無よりMCClはMCC2のそれ

とは各々の発現臓器において異なった機能を持っと考えられる。

  MCC2に相当する第5染色体q21上のMCC1については癌抑制蛋白であるといういくっかの知見が知られ

ている。1）一例の大腸癌において再構成された第5染色体q21断片が見い出されていること、2）大腸癌過剰

発現させると細胞周期がGO/G1期からS期に移行する段階で停止したこと。これらよりMCC1と相同性を有

するMCC2も腫瘍抑制因子とレての機能を持っかということが問題となる。これについての直接の証明は

得られていないが、前立腺癌細胞において第19染色体p13．1－13．2の領域の正常断片を導入することにより

前立腺癌細胞の腫瘍原性を抑制することが示されている。第17染色体と第19染色体との間での染色体転座

t（17；19）（p13；p13）は急性骨髄単球性自血病において見い出されている。また家族性甲状腺腫瘍の素因と

なる遺伝子が第19染色体p13．2に存在することが知られている。MCC‘2遺伝子の存在する第19染色体p13．1

にはMCC・2以外には癌抑制遺伝子候補が存在しない（癌抑制遺伝子であるAP（ヱ及びSWaj遺伝子は第19染

色体p13．3に存在する）ことから、これらの知見はMCC2が癌抑制遺伝子である可能性を示唆している。

  最近Verpv，らのグルーブはAfE―75遺伝子が、先天的な感音性難聴及び網膜色素変性症を呈する常染色体

劣性遺伝疾患であるUsher症候群typelCの原因遺伝子であることをっきとめた。彼等はUsher症候群ッpe

1Cの患者において剛Eー75遺伝子に変異を見い出した。さらに糾Eー75の発現は内耳感覚有毛細胞の細胞質

及び不動毛束で見い出されることを示した。我々は内耳細胞でのMCC1及びMCC2の発現は確認していない。

しかし、coiled一Coil構造をとる蛋白は細胞骨格、分子柄、分子レバ一、スペーサーといった様々な機能を果

たレていることが知られており、MCC1ないレはMCC2がmechanoーreceptorを介したシグナル伝達に関連

する多分子複合体の構成分子であることも考えられる。

  本研究では、これまでホモ□グの存在の知られていなかったMCCの新規ホモ口グMCC9のク□一二ング

に成功し、その予測される二次構造、染色体上での位置、発現臓器におけるMCC1との類似点及び相違点を

明らかにした。今後はMCC2による腫瘍抑制効果の直接的な証明がMCC2を発現する臓器での腫瘍形成の機
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序の解明にっながると考えられる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

PDZドメイン蛋白AIE-75に結合する

h/ICCホモログ新規蛋白MCC2の同定

  AIE一75は自己免疫性腸症(AIE)患者血清中の自己抗体に反応する自己抗原として発見

された75 kDaの蛋白で3個のPDZドメインを有している。この蛋白は大腸癌患者血清中

の自己抗体に反応する抗原としても報告されている。PDZドメインを持つ蛋白は受容体

やイオンチャンネルといった膜蛋白と結合し、これらを頂端側の適切な表面に集積させて

これらの蛋白の機能を制御したりnNOSやIkBaといった細胞質蛋白と結合してこれらの輸

送・選別の役割を果たしている。AIE―75蛋白の機能の解明にはこの蛋白のPDZドメイン

に結合する蛋白の同定が必須であることから、著者はAIE―75結合蛋白の検索を行なった。

  AIE-75に対する結合蛋白の検索は、酵母内でAIE-75と未知の蛋白を結合させる酵母

two一I11ybnd法により行った。未知蛋白を発現させる酵母発現cDNAライブラリーとして

はヒト胎盤cDNAライブラリーを用いた。単離されたcDNAク口ーンのーっは癌抑制蛋

白であるMCC（以降MCC1と表記）と高い相同性を示す703アミノ酸より成る新規蛋白を

コードしていた。MCC1との高い相同性から、この遺伝子はMCC・2と名付けられた。PDZ

ドヌインに結合する蛋白はそのカルボキシル末端部にX－S/1、－X－¢（¢〓疎水性アミノ酸）

というコンセンサス配列を有する。MCC2もそのカルポキシル末端部にTFLという配列を

持っておルコンセンサス配列と一致した。MCC2のアミノ酸配列から二次構造を予測した

結果、MCC1と同様にconed―con構造をとると考えられた。

  MCC2遺伝子の染色体座位をStanfordG3RadiationHybndPanelを用いて調べた結

果、MCC2は第19染色体短腕13．1にマップされた。ノーザンブ口ット解析では、MCC2

には約2．4kbの転写産物の他に3．5kbの転写産物が存在することが示された。そこで3．5
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kbの転写産物の塩基配列を決定した結果、この転写産物より翻訳されるべプチドはアミノ

酸が68個しかなく、機能を持たないと考えられた。MCC2の発現は心臓で最も強く、骨格

筋、肺、肝臓、腎臓、小腸及び胎盤で中程度見られた。

  MCC2とAIE―75との結合様式を詳細に検討した結果、MCC2のカルポキシル末端が

AIE-75のPDZ第1ドメインと結合することが判明した。MCC1についてもAIE一75との結

合の有無を検索したが、MCC1は全長配列及びカルポキシル末端部を含む断片の何れも

AIEー75とは結合しなかった。

  32系の癌細胞株（肺癌7系、腎癌5系、脳腫瘍6系、大腸癌5系、卵巣癌5系、前立腺癌4

系）についてMCC2遺伝子の発現を解析した結果、ほぽすべての細胞株でMCC2遺伝子

の発現は各臓器とも正常組織における発現より低下しているか消失していた。MCC1が癌

抑制蛋白であるという知見、および前立腺癌・自血病・甲状腺腫瘍といった様々な腫瘍に

おいて第19染色体p13領域の欠失・転座が報告されていること等からMCC2が癌抑制遺伝

子である可能性がある。

  一方、AIE-75遺伝子が先天的な感音性難聴及び網膜色素変性症を呈する常染色体劣性

遺伝疾患であるUsher症候群type lCの原因遺伝子であり、その発現は内耳感覚有毛細胞

の細胞質及び不動毛束で見い出されることが最近報告された。筆者は内耳細胞でのMCC2

の発現は確認していないが、coiled一coil構造をとる蛋白は細胞骨格、分子柄、分子レバ一、

スペーサーといった様々な機能を果たしていることから、MCC2が音のシグナル伝達に関

与している可能性もある。

  公開発表では小林邦彦教授よりMCC2とAIE－75との発現臓器の相違点、MCC2とAIE－

75との結合の強度、MCC2以外のAIE-75結合分子に関して質問があった。次いで田中一

馬教授よりMCC2とMCC1との相違点について質問があった。また守内哲也教授より

MCC2遺伝子の発現が癌細胞株で低下する機序、加vivoでのMCC2遺伝子の機能の解析

に関する質問があったが、申請者はいずれも妥当な回答をした。

  本研究は、癌抑制遺伝子MCCのホモ口ーグをク口ーニングしただけでなくこの蛋白が

Usher症候群type lCの原因蛋白と結合することを初めて証明した論文として高く評価

され、今後の研究の発展が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、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。


