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論文内容の要旨

【目的】

癌抑制遺伝子 APC は家族性腺腫性ポリポーシスの原因遺伝子として単離され、その異常は大腸癌発生の主要な原

因となる。最近では Wnt/Wingless 信号伝達経路の一員として、 β カテニンの制御に関与している事が明らかになっ

てきた。われわれは19染色体短腕のゲノムシークエンス中に偶然、この APC に酷似する新規遺伝子 APCL (APCｭ

like) を同定した。本研究では、その構造および機能解析を行うことにより、 APC ファミリーの機能を明らかにする

ことを目的とする。

【方法ならびに成績】

1) APCL の構造: 19染色体短腕に位置する新規 APC ホモログ APCL は、 2303アミノ酸から成る巨大蛋白をコード

し、その N 末端側は APC と非常に高い相向性を有している。 APC 蛋白の N 末端の coiled-coil domain は45%が

APCL で保存されており、 APC 同様、 2 量体を形成すると考えられる。 Armadillo domain も 76%が APCL で保存

されており、 APC と結合する蛋白質と結合できるものと考えられる o また、 APC が β カテニンと結合するのに不可

欠な 7 つの20アミノ酸モチーフの繰り返しは、 APCL では 5 つの繰り返しとして存在し、 APC と同様 3 カテニンと

結合する能力があるものと予測される。しかし、 8 カテニンとの結合に関与する 3 つの15アミノ酸の繰り返し配列は

APCL には存在せず、 C 末端側は13%の相向性しか認めな L 、。

APCL の遺伝子構造は、小さな 13個のエクソンと巨大な最終エクソンから成り立っている。 5 ・末端には多くのス

プライシングの変化があり、遺伝子構造的にも APC と酷似している o

2) APCL の発現様式:ノーザンプロット解析では、 APC が多くの臓器で発現しているのに対して APCL は中枢神

経系特異的に高発現していた。 APC は中枢神経系の発達との関連性が報告されており、中枢神経系特異的に発現す

る APCL も中枢神経系の発達に重要な役割を果たしていると考えられる。

3) APCL の 3 カテニンとの結合および3 カテニンの負の制御: APCL の 5 つの20アミノ酸モチーフの繰り返し部分

を含む領域(コドン627 -1666) を[おSJ Met の存在下に仇 vitro 翻訳し、そのペプチドが GST または GTS- ß カ

テニン融合蛋白と共沈するか否かを調べた。結果、 APCL の 5 つの20アミノ酸モチーフの繰り返し配列は GST- ﾟ 

カテニンのみと共沈し、 in vitro での結合が証明された。

正常な APC を欠く大腸癌細胞株 SW480において、正常 APC の発現はその細胞質内に蓄積している S カテニンの
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レベルを低下させることが証明されている。 SW480細胞に APCL を一時的に強制発現させ細胞質内の 3 カテニンが

変化する否かを蛍光免疫染色法により検討した。その結果、 APC と同様、 APCL が強制発現している SW480細胞で

は S カテニンレベルが著しく低下し、 APCL は 3 カテニンを負に制御する能力を有することが in vivo にて証明され

fこ o

4) APCL の β カテニン -Tcf 系への影響: Tcf ファミリーの 1 つ hTcf- 4 は β カテニンと結合して核に移行し、転

写因子として作用する。正常 APC 蛋白は細胞質中の β カテニンを負に制御することにより、この hTcf- 4 の転写因

子としての活性を抑制し、その下流遺伝子の発現を抑え、癌抑制遺伝子としての役割を果たしていると考えられてい

る o

APCL にも同様の Tcf 系の抑制機能が有るか否かを検討するため、 Tcf reportor gene assay を施行した。 SW480

細胞に APCL 発現 plasmid 、 APC 発現 plasmid 、 vector con trol と reportor plasmid pTOPFLUSH を co・

transfection し、 24時間後に luciferase 活性を測定した。 internal control として pRL-TK を co-transfection しそ

の活性を測定した。その結果、 APC よりはその抑制効果は弱いものの、 APCL により luciferase 活性は低下し、

APCL の 3 カテニンーTcf 系への負の効果が証明された。

【総括】

今回同定した新規 APC ホモログ APCL は、癌抑制遺伝子 APC と構造的にも機能的にも酷似し、 APC と同様 3 カ

テニンと結合し負に制御する機能を有していることが証明された。癌抑制遺伝子 APC および APCL はファミリーと

して β カテニンの制御および Wnt/Wingless 信号伝達経路にかかわり、癌の発生や神経系の発達に関連しているも

のと考えられる o

論文審査の結果の要旨

この論文は、癌抑制遺伝子 APC の新規ホモログ APCL (APC -like) を 19染色体短腕より単離同定し、その特徴

を明らかにしたものである。

癌抑制遺伝子 APC は家族性腺腫症の原因遺伝子として単離され、その異常は大腸癌発生の主要な原因となる。最

近では Wnt/Wingless 信号伝達経路の一員として、 β カテニンの制御に関与している事が明らかになってきているD

APC が多くの臓器で発現しているのに対して、新規遺伝子 APCL は中枢神経系特異的に高発現していた。 APCL は

2303アミノ酸から成る巨大蛋白をコードし、 N 末端側は APC と非常に高い相向性を有しているが、 C 末端側は13%

の相向性しか認めていない。

そして、 APC が 3 カテニンと結合するのに不可欠な 7 つの20アミノ酸モチーフの繰り返しは、 APCL では 5 つの

繰り返しとして存在している。 in uitro の系にて APCL はこの領域を介して、 β カテニンと直接結合することができ

ることを証明した。また、正常 APC を欠く大腸癌細胞株 SW480において、 APC と同様、 APCL 強制発現により細

胞質内の β カテニンのレベルが著明に下がることを証明した。さらに、 Wn t/W ing less 信号伝達経路のエファクター

である Tcf-β カテニンの転写活性機能をも抑制することを reporter gene assay にて証明した。

このように、新規遺伝子 APCL は構造的にも機能的にも APC と酷似しておりファミリーとして β カテニンの制御

および Wnt/Wingless 信号伝達経路にかかわり、癌の発生や神経系の発達に関連しているものと考えられるo

癌抑制遺伝子 APC のファミリーの報告はこれまでになく、この業績は非常に originality 富むものであり、学位の

授与に値するものと考えるo
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