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論 文 内 容 の 要 旨

p73は痛抑制遺伝子p53と高い相同性をもつタンパク質として同定されたが,その機能については不明な点が多い｡p73

とp53との構造上の最も大きな相違点は,p73のもつ長いC末端領域にある｡我々は,このC末端領域の異なるスプライ

シングバリアントを新たに同定し,それらの機能を解析することにより,p73の機能を明らかにすることを目的とした｡

培養細胞MCF-7より抽出したmRNAよりRT-PCRにてp73cDNAのサブクローニングを行った際に,以前に報告さ

れていたp73α,βとは別の新しいスプライシングバリアントを2種類同定し,それぞれp73γ,亡と名付けた｡シークエン

ス解析により,p73αcDNAと比較して,p73γはエクソン11を,p738はエクソン11と13を欠いたスプライシングバリアン

トであることが明らかとなった｡p73βはエクソン13を欠いているスプライシングバリアントとして報告されており,p73

は少なくとも4種類のC末端構造が異なるタンパク質を産生することが推定された｡これらのスプライシングバリアント

の存在を確認し,その発現パターンについて検討するため,RT-PCR-Sou血ernblottingを用いて,培養細胞ならびにヒ

ト正常組織に串けるmRNAの発現比率を半定量的に解析した.その結果,ヒト正常組織にてp73α,β,γ,Sに租当する4

種類のmRNAの発現が認められ,さらに,培養細胞間ならびに各臓器間でその発現比率に相違が認めやれた｡ヒトの12臓

器の検討では,脂,節,病巣,胸腺においてp73の高い発現を認めた｡精巣においてはスプライシングバリアントの発現

比率が他臓器と異なるパターンを示し,p73βの発現が非常に少ないのに対してp73γの発現は増加していた｡

次に,p73がaltemativesplicingによってその機能を制御している可能性を考え,これらスプライシングバリアントの

p53結合配列を含む転写プロモーターに対する転写活性化能について検討した｡真核細胞用発現プラスミドに各スプライシ

ングバリアントならびにその欠失変異株のcDNAを挿入して各タンパク質の発現プラスミドを作製し,それらをp53結合

配列を含むプロモーターの下流にルシフェラーゼ遺伝子を配置したレポータープラスミドと共に培養細胞に導入してその転【

写活性を解析したOその結果,すべてのスプライシングバリアントが転写活性化能を有していたが,そめ程度に差を認めた.

p73βではp53-と同程度の強い滴性を認めたのに対し,p73a,γ,Eの活性はp53と比較して非常に弱いことが明らかとなっ

た｡さら-8=,野生型申p53を発現しているHepG2細胞やMCF-7細胞においてp73α,γ,むを発現させた場合には,それ

らは内在性のp53活性に対して抑制的に作用することが明らかとなった｡この抑制的作用はDNA結合能を欠いていると

考えられる欠失変異株では認め/られなかったため,p53時合配列に対して,p73とp53が競合的に結合することが推定苧れ

た｡

以上より,′p73にはC末端領域の異なる少なくとも4種のスプライシングバリアントが存在し,そ咋らの発現比率は培

養細胞間ならびに臓器間で異なること,またそれらのバリアントはp53結合配列を含む転写プロモーターに対,L,夷なる

転写活性化能を有す.ることが明らかとなった｡さらに,一部のp73バリアントtip53の転写活性化能に対して抑制的に俸

用した｡これら､の結果より,p73はaltemaivesplicingによってその機能を制御している可能性が示唆された｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

p73は痛抑制遺伝子p53と高い相同性をもつタンパク質,として同定されたが,その機能については不明な点が多い｡

本研究ではまず,以前に報告されていたp73α,βとは別の新しいスプライシングバリアントであるp73γ,Eを同定したO

このことより,p73は少なくとも4種類のC末端構造が異なるタンパク質を産生することが推定された｡ 培養細胞ならび

にヒト正常組織におけるmRNAの発現比率を半定量的に解析した結莱,ヒト正常組織にてp73α,β,γ,Sに相当する4種

類のmRNAの発現が認められ,さらに,培養細胞間ならびに各臓器間でその発現比率に相違が認められた｡

次に,′これらスプライシングバリアントのp53結合配列を含む転写プロモータJ に対する転写活性化能について検討を

はp53と同程度の強い活性を認めたのに対し,p73α,γ,Eの活性はp53と比較して非常に弱いことが明らかとなったOさ

らに,野生型のp53を発現しているHepG2細胞やMCF-7細胞においてp73α,γ,Eを発現させた場合には,それらは内

在性のp53活性に対して抑制的に作用することが明らかとなった｡

以上の結果より,p73はalternativesplicingによってその機能を制御している可能性が示唆された｡ ′

以上の研究は,p73の機能の解明に貢献し,腺癌学,発生学に寄与するところが多い｡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Oなお,本学位授与申請者は,平成13年2月7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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