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論文内容の要旨

【目的】

WT 1 (Wilms' tumor 1 )は、小児腎腫壌である Wilms 腫療の原因遺伝子を同定する過程で発見され、腎泌尿器

系および性腺の発生に必須な遺伝子であるが、ほとんどすべての白血病細胞で発現レベルが高値で、あることが発見さ

れ、白血病初診時の発現レベルと予後が相関すること、白血病の微小残存病変のマーカーとして極めて有用であるこ

となどが明らかになっている。

WT1 蛋白質は449アミノ酸残基からなり、機能調節領域と Zinc finger を含む DNA 結合領域の 2 つの領域から構

成されている。これらの領域へ結合する蛋白質によって機能調節が行われているのではなし、かとの観点から、種々の

WT1 結合蛋白質が発見されたが、白血病細胞内での特異的な結合蛋白質の報告はまだない。白血病細胞での WT1

の機能を明らかにするために、 WT1 の機能調節領域と GST との融合蛋白質を用いて、 WT1 結合蛋白質を検索した。

【方法ならびに成績】

[GST 融合蛋白質の作製と WT1 結合蛋白質の検索]

WT1 の 1 -182、 1 -294、 181-294アミノ酸残基に相当する部分と GST との融合蛋白質を作製し、それぞれ、 G

ST-WT 2 、 GST-WT 3 、 GST -WT 4 と名づけた。ヒ卜白血病細胞株K562細胞溶解液と GST 融合蛋白質を用い

て West Western blot を行なったところ、 GST-WT 2 、 GST-WT 3 で約115kDaの特異的なノてンドを認めた。同バ

ンドは GST-WT4 では認められないため、 WT1 のN端側182アミノ酸残基内に結合部位を持つ WT1 結合蛋白質の

存在が示唆された。

[WT 結合蛋白質の精製と cDNA クローニング]

K562細胞溶解液から、 GST-WT 3 による West Western blot で結合をアッセイしながら、 FPLC で WTl 結合蛋

白質を分離した。次に、 SDS-PAGE で分離したバンドを PVDF 膜に転写、膜上で蛋白質をペプチドに分解した後、

各ペプチドの分子量を質量分析器で測定した。ペプチドの分子量パターンをアミノ酸配列データベースと比較したと

ころ、このバンド内に部分配列が既知である 3 種類の蛋白質があることが分かった。各蛋白質の既知領域の His タグ

付加蛋白質で West Western blot を行ない、 GST-WT 3 と結合する蛋白質 HYPA/FBPll を見いだしたため、全

長 (WTIP) のクローニングを行なった。 日ケIP は全長約 3 kbp であり、 5'末端の約1.3kbp がマウスの肢・腎発生お

よび Huntington 病に関係する HYPA/FBPll である D さらに WTJP の 3'側には、腎癌患者血清中の自己抗体が認
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識する自己抗原として同定された NY-REN- 6 が含まれていた。

[WTrp と WTl との結合部位の同定]

WTIP は Proline rich 領域と結合する WW domain を持っている。 WTIP の変異体の His タグ付加蛋白質を用いて

West Western blot を行なったところ、 WW domain を含まない変異体では GST-WT 3 との結合能は失われ、 WW

domain が WTIP と WTl との結合に必要であることが示された。

【総括】

WTl は zinc finger を持つ典型的な DNA結合蛋白質であり、転写調節因子としての側面が強調されてきたが、

WTl の isoform が核内で spliceosome と colocalize し、 spliceosome の構成要素である snRNPs と免疫沈降で共沈

することが報告されてから、 pre-mRN A processing への関与が注目されている。また、 WTIPのWW domain は

pre-mRNA splicing factor である yeast PRP40 と高いホモロジーがあるため、 WTIP も pre-mRN A splicing に

関わっていると考えられる。 pre-mRN A splicing 関連蛋白質との結合が示されたことで、 WTl と白血病発症機構

の関係が転写後調節という新たな視点から説明される可能性が開けた。今後、白血病細胞における WTIP の機能の

解析を進めていく予定である。

論文審査の結果の要旨

本研究では、 WTl 蛋白質と結合する新規蛋白質 WT 1 interacting protein CWTIP) の cDNA がクローニングさ

れ、 WTl と pre-mRN A splicing との関係が示されている o WT 1 は、腎・泌尿器系の発生や発癌、白血病発症機

構に深い関係がある多機能蛋白質であり、その機能調節機構の解明は重要な課題である。本研究では、 WTl 断片の

GST 融合蛋白質を用いて、結合蛋白質を検索し、ペプチドマッピング・発現スクリーニングという Bioinformatics

の進歩を背景とした技術を用いて、 WTl 結合蛋白質WTIPを同定した。さらに、 WTIP の WW domain と WTl の

Proline. rich 領域で両者が結合することも示している o WTIP の機能は pre-mRN A splicing であることが予想され

ているが、 WTl と pre-mRN A splicing の関係については、転写後調節という新しい観点から近年注目を集めてい

る問題である。 WTl は転写調節因子であるだけでなく、 RNA と結合し、 pre-mRNA の代謝にも関係すると考え

られるようになってきている o WTIP が WTl と結合するという本研究の結果は、この分野での発展の契機になる可

能性を秘めている。 WTl の機能調節研究の進展に大きく貢献するものと考えられるため、本論文を学位に値するも

のと認める。
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