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論 文 内 容 の 要 旨

RINGフィンガーは,Zn2+結合領域を有し,ウイルスから晴乳動物まで種を超えて広 く保存されているモチーフである｡

このモチーフは蛋白質と核酸,および蛋白質同士の相互作用,さらにE2依存性ユビキチン化などに深 く関与することが知

られている｡ したがって,RINGフィンガーをもつ蛋白質は細胞の種々の機能において重要な役割を果たしてお り,特に

遺伝子発現の調節,細胞の癌化,ウイルス感染,肱形威,免疫グロブリン遺伝子の組み換え,DNA修復などへの関与で注

目されている｡

本研究では,新 しいRINGフィンガー蛋白質をコー ドするcDNAを単離,クローニングし,その遺伝子座,遺伝子発現

パターン,発現させた蛋白質の細胞内局在,ゲノムDNA との結合性から,肺癌の発生に関係する新しい癌 (抑制)遺伝子

と推定した｡

Ⅰ.新規RINGフィンガー蛋白質LUNのcDNAクローニング

RINGフィンガー蛋白質ファミリーでよく保存された配列をもつプライマーを合成し,ヒト肺 mRNAを鋳型としてRT

-pcRを行った結果,新 しい蛋白質 (LUN と命名)をコードするcDNAを見出した｡そのcDNAの塩基配列から,LUN

は1045個のアミノ酸から成り,RINGフィンガーモチーフ/配列特異的DNA結合領域,ロイシンジッパー/コイル ドコイ

ル領域,核局在化シグナル,SUMO-1修飾部位/p53結合/ トポイソメラーゼⅠ結合領域,酸性アミノ酸領域など,多彩

な機能 ドメインを持つことが明らかになった｡

Ⅱ.LUN mRNAの発現パターンと遺伝子座の決定

Northernblot解析によりLUNのmRNAが肺で特に強く発現されることを見出し,insituhybridizationでその発現が

肺胞上皮で強いことを確認した｡またFISH法によりLUN遺伝子がヒト染色体の9p21にあることを明らかにした｡この

領域は肺小細胞癌の86%においてLOH (ヘテロ接合性の喪失)を示すことで知られている｡

皿.LUN蛋白質の細胞内局在の解析

LUN51-1｡｡5とEGFP(里nhancedAequweavictoriagreen旦uorescent里rOtein)の融合蛋白質を発現するベクターを構築

し,HeLa細胞に導入した後,その細胞内での局在を観察した結果,LUNが核に局在することを確認した｡

Ⅳ.LUN蛋白質のDNA結合性の解析

大腸菌で発現させたほぼ全長のLUN組み換え蛋白質 (LUN51_1045)とC末端欠損体 (LUN5卜374)を精製し,125Ⅰで標識

した後,そのDNA との結合能をDNA cellulosebindingassayを用いて解析した｡その結果,LUNがZn2+依存性に二本

鎖および一本鎖 DNAに対 して高い結合活性をもつことを見出した｡

V.LUN蛋白質の特異的結合配列の検索

Ⅳで見出したZn2+依存性 DNA結合を指標に,ヒトゲノムライブラリーをスクリーニングした結果,LUNが特異的に
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結合するパリンドローム様のDNA配列 (5'一ccTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGG-3')を発見した｡この

DNA配列は細胞接着分子 E-カドヘリン遺伝子上流の転写制御領域とインテグリン結合性細胞骨格蛋白質タリン遺伝子の

イントロン2カ所に存在することが判明した｡

以上,新規RINGフィンガー蛋白質LUNについて,肺での高発現,肺小細胞癌でLOHを示す遺伝子座,核への局在と

高いDNA結合活性,さらに癌の発生と転移に深 く関わる蛋白性因子 (E-カドヘリンやタリン)の転写 ･プロセシング制

御領域への結合性の知見から,これが他の癌関連蛋白質の発現を介して癌 (特に肺癌)抑制因子として働 く可能性を推定し

た｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

RINGフィンガーをもつ蛋白質は細胞中で種々重要な機能を果たしており,特に細胞の癌化,ウイルス感染,肱形威,

免疫グロブリン遺伝子の組み換え,DNA修復などへの関与で注目されている｡

本研究では,新規RINGフィンガー蛋白質LUNを同定し,その機能の解析を行った｡LUNは1045個のアミノ酸から成

り,RINGフィンガーモチーフ/配列特異的DNA結合領域,ロイシンジッパー/コイルドコイル領域,核局在化シグナル,

SUMO-1修飾部位/p53結合/ トポイソメラーゼⅠ結合領域,酸性アミノ酸嶺域など,多彩な機能 ドメインをもつことが

明らかになった｡LUNのmRNAは肺胞上皮で強く発現しており,またLUN遺伝子座はヒト染色体の9p21領域と決定さ

れた｡この領域は肺小細胞癌の86%においてLOH(ヘテロ接合性の喪失)を示すことで知られている｡LUN蛋白質は細

胞核に局在 し,Zn2+依存性に二本鎖および一本鎖DNAに対 して高い結合活性を示した｡さらにヒトゲノムライブラリー

を ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果,LUN が 特 異 的 に 結 合 す る パ リ ン ドロ ー ム 様 の DNA 配 列 (5'一

CCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGG-3')を発見 した｡この配列は細胞接着分子E-カドヘリン遺伝子上

流の転写制御領域とインテグリン結合性細胞骨格蛋白質タリン遺伝子のイントロン2カ所に存在することが判明した｡

以上の結果は,新たに兄いだしたRINGフィンガー蛋白質LUNが他の癌関連蛋白質の発現を介 して痛抑制因子として

働 く可能性を強く示唆しており,痛 (特に肺滴)の分子病態を考える上で寄与するところが大きい｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年3月16日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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