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目的：ヒトの 8番 染色体短腕 22 から 21. 3 

の領域は肝癌、肺癌、大腸癌や前立腺癌で loss

of heterozygosity (LOH)が報告され、同領域

に癌抑制遺伝子の存 在 が 考 え ら れ た の で 、 同

領域の大規模 D N A 塩基配列決定により 1.2

M b の 連 続 し た 塩基配列を得た (Isomura

M.et al. DNA Res.6,387-400,1999)。それを

利用し未知の遺伝子を単離するため、得られ

た塩基配列をコンピューターで解析し、さら

に その遺伝子の発現 臓 器 や 細 胞 内 局 在 を 検 討

した。

方法：ゲノム DNA塩基配列を二つのエク

ソン予側 プロ グラ ムで解析し、コンピュータ

,i ーで予測されたエクソンが実際に発現してい

るかを R T - P C R で確認した。得られた R

T - P C R 産物をプロープとして c D N A ラ

イブラリーをスクリーニングし、遣伝子の全

長を得た。臓器での発現はノーザンハイプリ

ダイゼーションを行い、細胞内での局在は G

F p 融合蛋白を発現させ検討した。



結果：我々は二つの未知の遺伝子を単離し、

それぞれ G K 1 と G 5 と命名した。 G K 1 と

G 5 の塩基配列より予想されるアミノ酸の配

列は デ ー タ ペ ー ス で公開されている既知の蛋

白 とは有意な類似点を示さなかった。 G K 1 

は c D N A 塩基配列の解析から 1270 アミノ

(I  酸をコー ド す る 遺 伝子であり、ゲノム DNA

との比較から 15 の エク ソン で構 成さ れ、 約

11 3 k b の大きさをもつ遺伝子であることが

明 らかになった。ノーザンハイプリダイゼー

ションにより G K 1の 7.0 と 4.4 kbの m R 

NAは ubiquitous(脳、心臓、骨格筋、大腸、

胸腺、牌 臓 、 腎 臓 、肝臓、小腸、胎盤、肺、

（， 末梢血リンパ球）に発現しているが、 5.O k 

b の m RN  A は骨格筋に特異的で 4.0 k b の

m RN  A は心臓と膵臓に特異的に発現してい

た 。コンピューター解析と G F P を用いた解

析から G K 1の遺伝 子 産 物 は ロ イ シ ン ジ ッ パ

ドメインをもち ヽ ミ トコンドリアに局在す

ると考えられた。もう一つの未知の遣伝子で



ある G 5は 4.2、 2.2、 1.7と 1.0 k b の四種類

の m RN  A が ubiquitousに発現し、このなか

の三つの大きな m RN  A は 3'側の非翻訳領域

の塩基 配列に違いがみられるのみでいづれも

397 ア ミノ酸のペプチドをコードしていた。

G 5は 14のエクソンからなり、約 52 kbの

大きさの 遺伝 子で あった。 G 5 の遺伝子産物

は coiled-coil ドメインとプロリンに富む領

域をも ち、細胞質に 局在すると考えられた。

結語： 8番染色体短腕 22から 21. 3領域をコン

ピューターで解析し二つの未知の遺伝子 G K 

1と G 5を単離した。 G K 1は 1270アミノ酸

をコー ドする遺伝子でミトコンドリアに局在

） すると考えられた。 G 5 は 397アミノ酸をコ

ドし、細胞質に局在すると考えられた。い

ずれも ubiquitousに発現しているが G K 1の

いくつかの転写産物は臓器特異的で 5.0 kb  

の m RN  A は 骨 格 筋のみに、 4.0 k b の m R 

NAは心臓と膵臓に発現していた。
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（論文題目）

Moleculai・ cloning and characterization of two novel genes on chromosome 8p21.3 

（論文審査結果の要旨）

上記論文に対し．研究に至る背景と目的，研究内容．研究成果の意義．学術的水準に

ついて検討し．以下のような審査結果を得た。

1. 研究の背景と目的

ヒト 8番染色体短腕 22~21.3領域には肝細胞癌や肺癌，大腸癌．前立腺癌で lossof 

heterozygosityが約7~65％に見られると報告され．癌の発生に関与する癌抑制遺伝子の

存在が示唆されている。著者らのグループはこの領域 1.2Mbの塩基配列を決定し報告し

た。本研究は未知の癌抑制遠伝子を単離することを目的に， この配列をコンピューター

で解析L,検出された遠伝子を実験的に確認するとともに，発現の臓器特異性や発現蛋

白の細胞内局在を検討したものである。

2. 研究内容

二つのプログラム GRAIL2とGENSCANによってエクソンを矛測し． ESTデータペー

スによって確かめた後． RT-PCRによって実際に発現 Lていることを確認した。さらに

遺伝子の全長を知るために cDNAライプラリーのスクリーニングを行ない，二つの遺伝

子 GKlとG5を単離した。

GK1は1270アミノ酸をコードし． 15のエクソンで構成され．約 113kbの大きさを持

つ遺伝子であることが分かった。 Northernblot analysisから GK1の7.0kbと4.4kbの

転写産物は普遍的に存在しているが， 5.0kbの転写産物は骨格筋に特異的で4.0kbの転写

産物は心臓と膵臓に特異的に存在 Lた。 GKl-GFP融合タンパクの強制発現の結果から

GKl蛋白はミトコ・ンドリアに局在すると考えられた。 GK1蛋白のアミノ酸配列と高い

備考 1 用紙の規格は． A4とし縦にして左横書とすること。
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ホモロジーを示す蛋白は報告されていない。コンピューターによるアミノ酸配列の解析

結果から． GKl蛋白は二つの coiled-coil構造を持ち．それぞれに leucinezipper pattern 

が含まれている事が予測された。

G5は397アミノ酸をコード L. 14のエクソンで構成され，約 52kbの大きさの遺伝子

であった。 Northernblot analysisにより 4.2kb,2.2kb, 1. 7kb及び1.0kbのG5転写産物

が全ての細胞で検出された。 G5-GFP融合蛋白は細胞質に局在した。 G5蛋白のアミノ酸

配列も既知の蛋白と高いホモロジーを示さなかった。コンピュークーによるアミノ酸配

列の解析の結果から G5蛋白は二つの coiled-coil構造をもち．それぞれ疎水性のアミノ

酸が 7残基ごと 3回と 4回繰り返 Lた配列をしており，さらに二つの coiled-coildomain 

の間に prolinerich regionがみられた。

3. 研究成果の意義と学術的水準

本研究は 8番染色体短腕 22~21.3領域に存在 L癌の発生に関与すると考えられる遺伝

子を検索して，二つの未知の遺伝子を単離し解析したものである。これらの遺伝子の発癌

への関与や生理的機能は不明ではあるが特徴的な蛋白をコードする遺伝子を発見し解

析した意義は大きく， DNAや蛋白のデータペースや分子生物学的手法を駆使し， 1.2Mb

にも及ぷ配列を解析して未知の遺伝子を解析した研究は高い水準にある。

以上により，本論文は学位授与に十分｛直するものであると判定した。


