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論 文 内 容 の 要 旨

set遺伝子は,急性未分化白血病におけるt/del(9)(q34)と密接に関わり,細胞白血病化の鍵を纏っている｡set遺伝子に

コー ドされるタンパク質sETは,39kDaの核内リン酸化タンパク質で,N末端側にプロテインホスファターゼ2A

(pp2A)活性阻害領域,C末端側に約50残基に及ぶ長い酸性アミノ酸領域をもつ ｡ また,SETはWilms腫癌細胞において

強発現することが知られている｡SETの生理機能ならびに白血病化の分子機構を探るため,細胞内でSETと特異的に相互

作用するタンパク質を探査し,見出したcDNAの単離とクローニング,またこれによってコードされるタンパク質の性状

と機能の解析を行った｡

Ⅰ.新規タンパク質sEBのcDNAクローニング

SET全長をベイトに,HeLaS3細胞およびマウス胎児cDNAライブラリーをプリーとした酵母ツーハイブリッド法に

より,新規SET結合タンパク質sEB(些三一bindingprotein)をコードするcDNA(5761bp)を単離した｡cDNAの塩基

配列から,SEBは1542アミノ酸残基からなり,分子量約170Kをもつと推定された｡SEBにはSET結合領域のほかに,痛

タンパク質Skiホモロジー領域,3個の分節型NLS(核局在化シグナル)様配列,3個連続する多プロリン配列

PPLPPPPP,6個のPEST配列などが存在していた｡SET結合領域は他のSET結合タンパク質と有意なホモロジーを持

たなかったが,ヒトとマウスの間で高度に保存されていた｡Skiホモロジー領域はSkiの形質転換能および二量体形成に重

要なドメイン構造と類似していた｡

Ⅱ.SEBmRNAの発現パターンと遺伝子座の決定

SEBの発現は,Northernblot解析で調べた全ての組織,細胞で観察され,そのmRNAのサイズは5.8kbであった｡ま

たFISH法による解析から,SEB遺伝子はヒト染色体の18q21.1領域に存在することが明らかとなった｡この領域は多く

の悪性腺癌において欠失することが知られ,痛抑制遺伝子の存在が予想されている｡

Ⅲ.SEBタンパク質の同定,sETとの結合,細胞内局在の解析

SEBの断片ペプチド(アミノ酸166-181番)に対する抗体 (抗sEB抗体)を用いた免疫沈降法によりヒト骨肉腫HOS

凍田胞でSEBタンパク質を同定した｡一方sETの各種変異体を用いた酵母ツーハイブリッド解析により,SETが1821223

番アミノ酸領域でSEBと結合することが分かった｡SETとSEBがHeLaおよびHOS細胞内で実際に複合体を形成する

ことは,抗SEB抗体,およびSEBと融合させたGFPに対する抗体を用いた免疫共沈実験によって確認した｡また抗sEB

抗体を用いた間接蛍光抗体法によって,SEBがSETと同様に細胞の核に局在することを明らかにした｡さらに,GFp-

SEB融合タンパク質のcDNAの細胞導入実験でSEB(のNLS)がGFPを核に局在化させることを示した｡

以上の結果から,SEBタンパク質がSETと結合してそのPP2A阻害活性を抑制することにより,あるいはSkiの二量

体形成を阻害してその形質転換能を抑制することにより,細胞癌化を制御する可能性が示唆された｡SEBが癌抑制因子と

して働く可能性は,SEBの遺伝子座が未知の癌抑制遺伝子の存在を予想される18q21.1領域にあることによっても強く支
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持される｡ 今回明らかにしたSEBの存在とその機能に関する情報は,今後sETや Skiの関与する発癌の分子機構を解明

する上で重要と考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本研究は,急性未分化白血病関連タンパク質sETに結合する新規タンパク質sEBを単離同定し,そのmRNAの発現,

遺伝子座,細胞内の局在に関して検討したものである｡

まず,酵母ツーハイブリッド法を用いて新規sET結合タンパク質sEBをコードするcDNAを単離し,アミノ酸配列か

ら分子量約170Kのタンパク質と同定した｡SEBにはSET結合領域のほかに,癌タンパク質skiホモロジー領域,3個の

分節型NLS(核局在化シグナル)様配列などが存在していた｡SEBのmRNAの発現は調べた全ての組織,細胞で観察さ

れ,そのサイズは5.8kbであった｡またFISH法による解析から,SEB遺伝子はヒト染色体の18q21.1領域に存在するこ

とがわかった｡SETの各種変異体を用いた酵母ツーハイブリッド解析により,SETの182-223番アミノ酸領域でSEBと結

合することが分かった｡SETとSEBが実際に複合体を形成することは,抗sEB抗体,およびSEBと融合させたGFPに

対する抗体を用いた免疫共沈実験によって確認された｡また抗sEB抗体を用いた間接蛍光抗体法によって,SEBがSET

と同様に細胞の核に局在することを明らかにした｡さらに,GFp-SEB融合タンパク質のcDNAの細胞導入実験でSEB

がGFPを核に局在化させることを示した｡

以上の研究は,新規タンパク質sEBを発見し,その性状を解析したもので,今後sETや Skiの関与する発癌機構の解

明に寄与するところが多い｡

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6月4日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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