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論文内容の要旨

【目的】

MCC遺伝子 (mu ta ted in colorectal cancer) はヒトの染色体 5 q 21 よりポジショナルクローニングの手法で癌抑

制遺伝子として単離され，現在まで大腸癌でその遺伝子変異が見つかっている o MCC遺伝子は829 アミノ酸をコー

ドし，その遺伝子産物は coiled-coil 構造をとると考えられているユニークなタンパクであるが，細胞内での生理機

能は解明されていな L 、。本研究は， MCC遺伝子産物を同定し，その局在を知り，細胞内での生理機能を解析するこ

とを目的としている o

【方法ならびに結果】

1) MC C タンパクの同定

MCC遺伝子産物を同定するためにMCC タンパクの C末端14アミノ酸に対するラビットポリクローナル抗体を作

成し， [358J メチオニンラベルしたマウス NIH3T3 細胞を用いて免疫沈降実験を行うと，分子量100kD のタンパ

クが沈降することが認められた。このタンパクを V8 プロテアーゼマッピングし， in vitro translation で作成した

MCC タンパクと比較すると同様のパターンを示した。したがって， この抗体はMCC タンパクを特異的に認識して

いると考えた。また， [12PJ ラベルした NIH3T3 細胞を用いて免疫沈降実験すると 100kD のバンドを認めたこと

からMCC タンパクはリン酸化タンパクであることが明らかとなった。

2) MC C タンパクの細胞内局在

MCC タンパクの細胞内局在を知るためにマウス NIH3T3 細胞をホモジナイザーで破砕後細胞分画すると， M

C.C タンパクは主に細胞質および細胞膜画分に存在することが明らかとなった。しかもそれらは0.5MNaCl. 1 % N 

P40でも完全に可溶化しなかったことから， MCC タンパクは膜タンパクではなく，何らかの細胞内タンパクと不溶

塊を形成していると考えられた。

次に， MCC タンパクの細胞内局在をより詳しく調べるために，免疫組織化学的手法を用いて正常マウスにおける

小腸および小脳での発現を検討した。小腸においては，光学顕微鏡レベルで‘上皮細胞外側の細胞境界領域にMCC タ

ンパクのシグナルを認め，金コロイド法を用いた免疫電顕では細胞境界領域の細胞膜近傍の細胞質にシグナルを認め

た。小脳においては， MCC タンパクは光学顕微鏡レベルで分子層，フ。ルキンエ細胞，頼粒層に発現を認め，免疫電

顕では神経細胞の細胞膜あるいは細胞内小器官の膜構造物近傍に存在することがわかった。
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3) 細胞周期の進行に伴う MCC タンパクの発現量およびリン酸化状態の変化

つぎに細胞周期の進行に伴う MCC タンパクの発現量およびリン酸化状態の変化を調べた。マウス NIH3T3 細

胞を0.5%牛血清添加DMEM培地で48時間培養し細胞周期を GO 期に同調した後， 10%血清を添加し細胞増殖を誘

導し一定時間ごとに細胞を回収した。 MCC タンパクの発現量はウエスタンプロットで， リン酸化状態は， [32PJ ラ

ベルしたのち回収した細胞を抗MCC抗体で免疫沈降することによって検討した。 MCC タンパクの発現量は細胞周

期にかかわらず一定であったが，そのリン酸化状態は， G 0 期には非リン酸化型であったが，血清刺激後 6 -8 時間

にはリン酸化型へと変化することがわかった。

4) 細胞周期の進行に対するMCC タンパクの効果

MCC タンパクが細胞周期の進行を制御するのではなし、かと考えマイクロインジェクションの手法を用いて検討し

た。 0.5%牛血清添加DMEM培地でGO 期に同調したマウス NIH3T3 細胞に，発現ベクタ- pME18S にサブク

ローニングしたMCC遺伝子をマイクロインジェクションし，血清添加に伴う細胞周期の S 期への移行を調べた。 S

期へ移行した細胞はブロモデオキシウリジン (BrdU) の取り込みにより検出した。その結果MCC遺伝子をインジェ

クションした細胞は BrdU の取り込みが抑制されることが明らかとなった。大腸癌で見つかる変異MCC遺伝子(コ

ドン 506アルギニンをグルタミンに置換)や b -galactosidase 遺伝子をインジェクションした時にはこのような S 期

進行の抑制は認めなかった。また，アフィディコリンでG1/S に細胞周期を同調した細胞にMCC遺伝子をインジェ

クションしても S 期進行の抑制は認めなかった。

【総括】

大腸癌の癌抑制遺伝子として単離されたMCC遺伝子の産物は，分子量100kD のリン酸化タンパクであり，小腸

上皮細胞，神経細胞で細胞の膜構造物近傍に局在し，細胞周期の進行にともなってそのリン酸化状態が変動すること

が明らかとなった。また， MCC タンパクの過剰発現により， G 1 期から S 期への細胞周期の進行が抑制されること

から， MCC タンパクは細胞周期の進行を負に制御するシグナル伝達に関与していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

M C C (M u ta ted in Colorectal Cancer) 遺伝子は大腸癌で突然変異の見いだされる遺伝子としてヒト染色体 5 q 

21から単離された。本研究は， MCC遺伝子産物を同定すると同時に細胞内での局在，組織での発現などを明らかに

し，さらに細胞増殖制御における役割を解明するための手がかりを得ることを目的としている O 研究の結果， 1) M 

CC蛋白質は，分子量100kDa のリン酸化蛋白質であること， 2) 細胞の膜構造近傍に存在しおそらく細胞骨格と複

合体を形成していること， 3) 腸管上皮，神経細胞，平滑筋など種々の組織で広く発現し増殖，分化に関わっている

可能性があること， 4) 細胞周期の進行にともなってリン酸化の状態が変動すること， 5) 過剰発現すると細胞周期

の G1 期から S 期への進行を阻害すること， 6) 大腸癌で見いだされた変異を持つMCC は細胞周期制御活性が消失

していることなどが明らかになった。特にMCC蛋白質が細胞周期を負に制御する活性をもつことを見いだしたこと

は， MCC の異常による細胞癌化の機構を理解する上で重要な知見であると考えられる D よって本研究は学位に値す

るものと考えられる。




