
氏 名

学位(専攻分野)

学 位 記 番 号

学位授与の日付

学位授与の要件

研 究 科 ･専 攻

学位 論文題 目

【163】

リ ウン ンユ

李 雲 柱

博 士 (医 学)

医 博 第 1366号

平 成 4 年 3 月 23日

学 位 規 則 第 4 条 第 1項 該 当

医 学 研 究 科 内 科 系 専 攻

MolecularDiversityinAmino-terminalDomainsofHuman

CalpastatinbyExon-skipplng
(エクソン･スキッピングによるヒトカルパスタテンN末 ドメイン

の分子多様性)

(主 査)
論文調査 委員 教 授 中 西 重 恩 教 授 畑 中 正 一 教 授 森 徹

論 文 内 容 の 要 旨

【序言】 カルパスタテンはカルパインの特異的内在性阻害タンパク質で動物組織に広 く分布 している｡

既にヒト,ブタ及びウサギcDNAクローンの構造が報告され,N末から1つの非繰 り返し領域 (ドメイ

ンL)と4つの分子内繰り返し領域 (ドメイン1- 4)から構成される｡ 後者はカルパイン阻害活性を持

つが前者は機能不明で未知の生理的機能を有する可能性がある｡ ヒトカルパスタチンはウサギ或はブタと

比較 して ドメインLとドメイン1にそれぞれ12と13アミノ酸残基の欠損が報告され,申請者はマウスで

もドメインLに全 く同じ箇所に欠損を兄い出した (参考論文 2)｡これら動物種の進化上の近縁性を考慮

すると,欠損が生じる過程には,共通のメカニズムの存在が推測される｡ 本論文ではヒトカルパスタチン

のゲノムDNA解析,動物種間のホモロージの比較,および組織と細胞株での分子多様性を検討 した｡

【方法】 ヒトノゲムDNA構造は,5番染色体 DNAライブラリからプラークハイブリダイゼイション

法によってクローンを取得 し,DNA塩基配列決定およびPCR法により解析 した｡ヒト肺細胞株wI38

とサル腎臓細胞株 COS7のcDNAをPCR法によりクローニングし,DNA塩基配列を決定した｡さらに,

カルパスタテンmRNAの多様性を特異的プライマーを用いて,RT-PCR法により6つのヒト組織細胞

と脳腫癌,および10種類の細胞株とガン細胞株について調べた｡

【結果】 カルパスタテンの ドメインL-1はヒトゲノム構造上12個のエクソンから構造されていた｡従

来報告されていたヒトカルパスタチンcDNAの欠損部位は全てゲノム上で配列が兄い出され,エクソン

3とエクソン11に相当した｡ ドメインLと1はそれぞれ7つと5つのエクソンで構成され,算出した等

電点はそれぞれ 10.27と4,40であり,塩基性および酸性のタンパク化学的性質を有 していた｡これらエ

クソンを含むcDNAがWI38細胞株で単離され,分子多様性が兄い出された｡そして,PCR法で欠損型
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と非欠損型の各分子種の存在比を調べるとエクソン3欠損型,全長型,エクソン3と5欠損型の順であっ

た｡心臓細胞はほとんど全長型であったが,肝臓細胞ではエクソン3欠損型が大部分であり,また,脳細

胞と脳腫癌細胞では3種類がともに存在しており組織特異性が認められた｡さらにガン細胞株でも分子多

様性が見られた｡

【考察】 ヒトカルパスタテンの分子多様性はエクソンスキッピングによると思われる｡ ラット細胞でも

多様性があり,欠損部位はヒトゲノムのエクソン3,4,6に相当した｡欠損部位は動物種によって相違

はあるものの,エクソンスキッピングによる分子多様性は普遍的であると推察される｡ ドメイン1のエク

ソン11の欠損はヒトの組織や細胞株ではほとんど見られず,ガン細胞株と脳腫癌をもつ患者でしか検出さ

れないことから,一般的に,スプライシングされる可能性は低いと思われる｡ 一方, ドメインLのエク

ソン3は心臓細胞に存在するが肝臓細胞には見られないという組織特異性がある｡ このエクソンは,Lys一

一Lys-Lys-His-Lys-Lysといった塩基性残基が局在する特徴があり,生体膜結合などの役割が示唆された｡

また塩基性 ドメインLはカルシウムチャンネル活性制御に関与 しているとの報告があり,本研究で得 ら

れた知見は,今後カルパスタテンの生理的意義を解明するために役立つものと考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

カルパスタチンはカルパインの特異的内在性阻害タンパク質であり,一次構造上ひとつの非繰 り返し領

域と4つの分子内繰 り返し領域から構成される｡ 本研究では非繰 り返し領域を含むヒトカルパスタチン

N末 ドメインのゲノムDNA構造を解析 し,cDNAとの比較によってエクソン･イントロン構成を明ら

かにした｡また肺由来正常細胞株より欠損型を含む3種類のcDNAクローンを単離し,エクソンスキッ

ピングによる分子多様性を兄い出した｡しかし試験管内遺伝子増幅反応法を用いたmRNA構造解析の結

莱,分子多様性には組織特異性があることが判明した｡すなわち,心臓はほとんど非欠損型であるのに対

して,肝臓では大部分が,欠損型であり,脳および脳腫癌細胞では非欠損型および2種類の欠損型が共存

していた｡非欠損型には塩基性残基の局在領域が存在し,生体膜結合などの役割が示唆された｡以上の研

究成果は,カルパスタテンの生理的意義を解明することに大きく寄与するものである｡

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 4年2月10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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