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論 文 内 容 の 要 旨

線維芽細胞増殖因子 (以下 FGFと略)は現在,晴乳類において23種のファミリー遺伝子から構成されることが判明して

いるが,その受容体は1-4型までの4種のファミリー遺伝子が同定されている▲に過ぎない｡FGFの多様な作用は,その

受容体が各種の選択的スプライシングにより,リガンドとの親和性の異なる様々な受容体を形成することにより発揮されて

いると考えられている｡

FGF受容体のうち 1･2･3型については,細胞外領域の 3つの免疫グロブリン様繰 り返 し配列の, 3番 目の配列の C

端側半分をコー ドするエクソン2個が入れ替わることにより,選択的スプライシングが形成されている｡ しかしFGF受容

体 4型については,そのゲノム遺伝子の構造解析から,対応するエクソンは 1個 しかないことが判明している｡FGF受容

体 1- 3型の他の選択的スプライシングとして,(1回)膜貫通領域をコー ドするエクソンが欠失またはフレームシフトを

起こすことにより,膜貫通領域のない可溶型受容体が各々に存在するが,4型にはそのような可溶型受容体の存在は報告さ

れていなかった｡

今回,ヒト消化管上皮細胞の増殖 ･分化を司るチロシンキナーゼ ･ファミリー遺伝子を調べる目的で,ヒト胎児小腸培養

細胞 Intestine407及び大腸癌培養細胞 caco-2におけるヒトFGF受容体 4型遺伝子の発現をRT-PCR法により解析 した

ところ,新規選択的スプライシングとして,膜貫通領域の欠失 した受容体を同定 した｡この変異スプライスは,遺伝子の塩

基配列を解析 した結果,膜貫通領域をコー ドする9番目のエクソンが完全に欠失 し,従来 9番 目のイントロンとみなされて

いた配列によって完全に置き換えられていた｡その他のエクソン,すなわち細胞外領域をコー ドするエクソン1-8,及び

細胞内領域をコー ドするエクソン10-18は,共に全 く変化を認めず,とりわけシグナル配列を含むエクソン2が保たれてい

るので,可溶型受容体であることが示唆された｡

この変異スプライスは膜貫通型受容体 と共に,ヒト食道 ･胃 ･大腸 ･謄臓および胃痛培養細胞 KATO-Ⅲ ･GCIY,肺癌

培養細胞 ASPClのいずれにも発現 していたが,マウスおよびラットの胃 ･小腸 ･大腸には変異スプライスの発現は認めら

れず,膜貫通型受容体のみが発現 していた｡また単一細胞 RT-PCR法を用いて,変異スプライスと膜貫通型受容体 とが,

大腸癌培養細胞 caco-2において同一細胞上に同時に発現 していることが確認された｡

この変異スプライスが,実際に可溶型受容体であることをタンパク質レベルで検証するため,膜貫通型受容体および変異

スプライスの全長 cDNAを発現するプラスミドを構築 し,COS7細胞に遺伝子導入 して一過性に発現 させ,その培養上清

および細胞内での発現をウエスタン ･ブロッティング法により解析 した｡その結果,膜貫通型では細胞内のみにしか発現が

認められなかったが,変異スプライシングでは培養上清および細胞内の両方に発現が認められた｡以上の結果から,今回同

定されたFGF受容体 4型の新規変異スプライスは,可溶型受容体であると考えられた｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

線維芽細胞増殖因子 (FGF)は,消化管上皮細胞の増殖 ･分化に深 く関与しているが,その作用機構の詳細は不明であ

る｡FGFには23種の遺伝子が存在するが,その受容体は4種が同定されているに過ぎない｡FGFの多様な作用は,その受

容体が選択的スプライシングにより,リガンドとの親和性の異なる様々な受容体を形成することにより発揮されると考えら

れている｡FGF受容体 1･2･3型には膜貫通領域の欠失した可溶型受容体が存在することが既に報告されていたが,4

型については不明であった｡

本研究では,消化管上皮細胞におけるヒトFGF受容体 4型遺伝子の発現をRT-PCR法で解析することにより,新規選

択的スプライシングとして膜貫通領域の欠失した受容体を初めて同定した｡この受容体は,膜貫通領域をコードする9番目

のエクソンが完全に欠失し,従来 9番目のイントロンとみなされていた配列によって完全に置き換えられていた｡この変異

スプライスは膜貫通型受容体と共に,ヒト食道 ･胃 ･大腸 ･肺臓および各種の胃癌 ･大腸癌 ･腰痛培養細胞に発現していた｡

また単一細胞 RT-PCR法を用いて,変異スプライスと膜貫通型受容体とが同一細胞上に同時に発現していることが確認さ

れた｡この変異スプライスが実際に可溶型受容体であることは,変異スプライスの全長cDNAを発現するプラスミドを構

筆し,COS7細胞に遺伝子導入して一過性に発現させ,その培養上清での発現をウエスタン･ブロッティング法で解析する

ことにより,タンパク質レベルで実証された｡

以上の研究は,消化管上皮細胞の増殖 ･分化における線維芽細胞増殖因子の作用機構の解明に貢献し,消化器病学の進展

に寄与するところが大きい｡従って,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6月25日実施の論文内容とそれに関した試問を受け,合格と認められたものである｡
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