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学 位 論 文 題 名

アデノウイルスのがん遺伝子産物E40rf6による

BNIP3のアポトーシス活性の抑制

学位論文内容の要旨

  アデノウイルスE40rf6 (E4 0pen reading frame6)はEIAとともに細胞をトランスフオームし、

ヌードマウスで腫瘍が形成できるため、E40rfBはがん細胞の悪性化に関わっているウイルスタンパ

クであると考えられている。E40rfBはがん抑制遺伝子産物p53とその関連タンパクp73に結合し、

p53とp73のもっアボトーシス誘導能や転写活性化能を抑制することがこれまでに報告されている。

  本研究はBcl-2ファミリーのpro-apoptoticメンバーで、アポトーシス誘導能を持つBNIP3に対

してE40rfBがどのような影響を与えるかについて調べた。

1）E40rf6によるBNIP3のアポトーシス誘導能の抑制

  E40rfBのBNIP3のアポトーシス活性に対する影響を調べるため、ヒト胎児腎細胞である293細

胞を用いてCell death assayとDNA fragmentation a8sayを行った。その結果Cell death assay

においてE40rf6はBNIP3の誘導するアポトーシスを濃度依存性に抑制した。またDNA

fragmentation assayにおいてもBNIP3が誘導するアポトーシス活性をE40rf6が抑制することが

示された。これらの結果からE40rtBはBNIP3のアポトーシス誘導能を抑制することが明らかにな

った。

2）E40rf6はBNIP3のミトコンドリアへの局在を阻害する

  BNIP3の細胞死促進機能にはC末端領域の膜貫通ドメインを介してミトコンドリアに局在する

ことが必要である。そこでE40rfBがBNIP3のアボトーシス活性を抑制するために、BNIP3のミ

トコンドリア局在を変化させるかどうかを検討した。293細胞にE40rf6とBNIP3を発現させ、免

疫螢光法で細胞内の局在を調べたところ、E40rfBはBNIP3のミトコンドリアヘの局在を変化させ、

BNIP3が細胞質内に拡散していた。またE40rfBは核ー細胞質問をシャトルする機能を持っため、

核と細胞質の両方に存在するが、E40rfBとBNIP3を共発現させた際にはE40rfBは核外に移行し、

両タンパクの局在は一致していた。これらの結果はE40rf13がBNIP3のミトコンドリア局在を変化
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させることを意味している。

3）E40rBの機能にはNhclearExportS塘nalが必要である

  E40r粥のN末端領域にはleucine．richnuclearexport8塘nal（NES）と呼ばれる機能ドメインが存

在し、E40r佑が核から細胞質ヘ運搬されるのに必要である。そこでE40r佑のNESドメインに

8ub8titutedmutationを挿入し、このmutant（E40r佑NES（．））の機能変化について調べた。293

細胞にE40r舶NES（．）を発現させ、免疫螢光法で細胞内の局在を調べたところ、E40r粥NES（．）は核

内にとどまり、BMP3のミトコンドリア局在を変化させなかった。さらにCeudeatha闘ayおよぴ

DNA餓Lgmentationa88ayによる検討の結果、E40鵡NES（．）はBNIP3のアポトーシス誘導に対す

る明らかな抑制効果を示さず、E40r佑のBNIP3に対する機能にはNESを含む領域が必須である

ことが示唆された。

4）E40r粥はBNIP3と結合しその結合にはNESが重要である

  次にE40r佑とBNIP3の面ガ閉での結合を免疫沈降法を用いて調べた。293細胞にHA・BNIP3

とE40r粥を発現させ、抗HAモノクローナル抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、ウェスタン

ブロット法でE40r粥の共沈が確認された。コントロールとしてNormalRabbitSerumで免疫沈降

したものではE40r佑は共沈しなかった。さらにGSTタグシステムを用いて面ガbりtranslationし

たwdd‐typeのE40r佑およびE40r佑NES（・）とGST・BNIP3の血函加での結合を調べた結果、

w皿d．typeのE40r粥がGST・BNIP3に結合したのに対し、E40r佑NES（．）はGST‐BNIP3に結合し

なかった。これらの結果より、E40r偽はBNIP3と血ガ閉でも血洫りでも結合し、この結合には

E40r佑のNESを含む領域が必要であることが示された。

5）結諭

  Bd．2ファミリータンパクBNIP3のアポトーシス誘導能をE40r佑が抑制し、その機能にはE40r佑

のNESを含む領域が必要であった。E40r佑は核外に輸送され、ミトコンドリアに局在している

BNIP3の分布を変化させたが、この機能にもE40r佑のNESにBNIP3ーの結合が重要であること

が今回の研究で明らかになった。NESを含むE40r佑のN末端領域はがん細胞の悪性化に重要な役

割を果たすことがこれまでにわかっており、これらの結果はE40r佑は腫瘍を悪性化するときに

BNIP3を タ ー ゲ ッ ト に し て 細 胞 中 で 相 互 作 用 し て い るこ と を 示 唆 し て い る 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

アデノウイルスのがん遺伝子産物E40rf6による

BNIP3のアポトーシス活性の抑制

  審査は向後、田村、進藤および佐野審査員全員が出席のもとに、申請者に対し提出論

文の内容と、それに関連する学科目について口頭試問によって行われた。提出論文の概

要と審査の内容は以下の通りである。

  E40rf6（E40penreading丘ame6）はアデノウイルスの新しいがん遺伝子産物で、E40rf6

が発現しているがん細胞はヌードマウスで腫瘍が形成できるため、E40rf6はがん細胞の悪

性化に関わっているタンパクであると考えられている。E40rf6にはこれまでがん抑制遺伝

子産物p53とその関連夕ンパクp73が結合し、E40rf6はそれらのもつアポトーシス誘導能

や転写活´睦イヒ能を抑制することが報告されている。本研究は、p53を介さないアポトーシ

スの経路でE40rf6がどのような役割を演じているかを明らかにすることを目的に行った。

【方法】

  ヒト 胎児腎細胞をァデノウイルスのE1A十E1B領域でトランスフオームした293細

胞 にE40rf6あるいは変異型E40rf6をBcl・2ファミリーメンバーであるBNIP3と共に

発 現さ せ、BNIP3のアポトーシス誘導能に対するE40rf6の影響を解析した。次いで

E40rf6および変異型E40rf6によるBNIP3の細胞内での局在の変化について形態的に

観察した。さらにE40rf6とBNIP3の結合を免疫沈降法とGSTシステムを用いてわ西閉

および面襾加で検討した。

【結果と考察】
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  Cell death assayとDNA fragmentation assayで解析した結果、E40rf6はBNIP3

の誘導するアポトーシスを抑制した。両タンパクを発現させた293細胞では、ミトコン

ドリアに局在していたBNIP3が細胞質中に拡散した。E40rf6の核外輸送に必要な

Nuclear Export Signal(NES)領域にアミノ酸置換を挿入した変異型E40rf6を用いて同

様の実験を行ったところ、変異型E40rf6は核のみに存在しBNIP3の局在を変化させず、

BNIP3誘導アポトーシスを抑制しなかった。さらにE40rf6とBNIP3は面ガVOおよび

わvitroで結合したが、変異型E40rf6とBNIP3の結合は認められなかった。以上の結

果より、E40rf6はBNIP3と結合することによってそのミトコンドリア局在を変化させ、

アポトーシス誘導を阻害し、この機能にはE40rf6のNESが必要であることが明らかにな

った。

  本研究の結果、E40rf6はBcl－2ファミリーメンバーのpro－apoptotlcmoleculeと直接

結合し、アポトーシスを抑制する機能も有していることが示された。また本研究は、ウイ

ルスのもつタンパクの核外輸送がアポトーシスの抑制に直接関与していることを示す最初

の報告である。本研究で明らかになったようにE40rf6がBNIP3に結合できることから、

BNIP3はニつのアデノウイルスがん遺伝子産物(EIB 19k―Da、E40rf6)の標的になっている。

p53も同様にアデノウイルスEIB 55―kDaとE40rf6の標的として知られており、複数のウイ

ルスがん遺伝子が標的とするBNIP3もp53同様、細胞ががん化される際に抑制されなけれ

ばならない重要な遺伝子産物である可能性がある。NESを含むE40rf6のN末端領域はがん

細胞の悪性化に重要な役割を果たすことがこれまでにわかっており、本研究の結果は

E40rf6は腫瘍を悪性化するときにBNIP3の機能を抑えていることを示唆している。

  次いで、各審査員から申請者に対して、本論文の内容とそれに関連する項目について

質問が行われた。いずれの質問についても申請者から明快な回答が得られた。本研究は

E40rf6と相互作用する細胞側のタンノヾクとその機能を明らかにすることで、E40rf6に

よる発がん、腫瘍の悪性化のメカニズム解明に大き‘く寄与するものである。また今後こ

の研究結果ががんの遺伝子治療に役立つ可能性もあり、生物学および医歯学の発展に貢

献する研究で ある。よって博士（歯学）の学位授与に値すると認められた。
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