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論文の内容の要旨

プラジエノライドは放線菌 (Strettomycestlatensis)から単離されたマクロライド化合物であり、低酸素刺

激下で、のヒト血管内皮増殖因子プロモーター活性を抑制する化合物として見出された。本化合物は、 invitro 

ならびに mVIVOの癌細胞に対して強力な抗腫蕩活性を発揮することが確認されている。近年、光親和性ビ

オチンタグを導入したプラジエノライド修飾化合物を用いた研究より、本化合物がスプライシング因子複合

体 SF3bの構成タンパク質である SF3B3と結合することが示された。しかしながら、スプライシング機能を

阻害することが本化合物の抗腫蕩活性の真の作用機序であるかは証明されきれていない。そこで著者は、プ

ラジエノライドの抗腫蕩活性機序を明確にするために、本研究を遂行した。

先ず著者は、大腸癌細胞株WiDrならびに DLDlに対してプラジエノライドを継続的に処理することによっ

て、プラジエノライドに耐性を示す株 WiD子RとDLDI-Rを樹立した。 Deepsequencing技術を用いたrnRNA-

seq di能rential解析の結果、両面す性株は親株に対してそれぞれ4ならびに 87の変異を持つことが明らかとなっ

た。さらに雨株に共通の変異として、 SF3Bl遺伝子における RI074H変異を見出した。 Sangersequence解析

による検証の結果、 WiDr-Rは野生型と変異型の双方の SF3BlrnRNAを、 DLDl・Rは変異型rnRNAのみを発

現していることが確認された。 SF3BlはSF3b複合体の構成因子であり、プラジエノライド結合タンパク質

である SF3B3と相互作用することが知られている。次に著者は、 RI074H変異を含む SF3Bl遺伝子を外来的

に発現させた WiDr細胞を作製した。本細胞に対して、プラジエノライドによる細胞増殖抑制ならびにスプ

ライシング阻害を評価したところ、両阻害活性に対して明確に耐性が付与されることが明らかとなった。こ

れらの遺伝学的手法により、スブラシング阻害がプラジエノライドの抗腫蕩活性に必須であることが示され

た。

次に著者は、 SF3Bl遺伝子 RI074H変異によるプラジエノライド耐性付与機構を解明した。本研究は、野

生型 SF3Bl遺伝子を発現する DLDl親株と変異型のみを発現する DLDI-R耐性株を用いて進められた。雨

DLDl株における SF3b複合体の講成因子 (SF3Bl. SF3B2 . SF3B3)の発現量を比較したこところ、両株に
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おいて発現量に差がないことが確認された。これにより、 SF3Bl変異は、 SF3b複合体の各構成因子の量に

影響を与えていないことが明らかとなった。次に著者は、両株におけるプラジエノライドの細胞内分布の差

異を解析した。その結果、耐性株で、は核への局在が消失していることが示された。さらに筆者は、ラジオラ

ベルされたプラジエノライドを用いて、 SF3b複合体へのプラジエノライドの結合量を測定し、耐性株より

抽出した複合体においてはその結合量が顕著に減少していることを明らかにした。これらの結果より SF3Bl

遺伝子の RI074H変異は、プラジエノライドの SF3bへの結合能を減弱させることによって、プラジエノラ

イド耐性を付与していることが示された。

さらに著者は、本研究結果と SF3B3がプラジエノライド結合タンパク質として同定されたという知見を

合わせて考えることにより、本化合物は SF3BlとSF3B3から構成される河タンパク質の狭間様構造にはま

り込むことによってスプライシング阻害活性が発揮されるというプラジエノライドと SF3b複合体の新たな

結合モデルを提唱した。

審査の結果の要旨

本研究は、 SF3b複合体がプラジエノライドの抗1重傷活性の直接の標的であることを検証した初めての報

告であり、スプライシング機構が癌治療における有望な標的分子と成り得ることを示した革新的な知見であ

る。また、本研究での SF3Bl変異がプラジエノライドの SF3B3への結合を減弱させたという結果は、これ

まで研究が進められていなかった SF3b複合体における SF3BlとSF3B3の結合様式に対して新たな知見を

与えるものである。さらに本研究では、抗麗傷性物質に対する複数の耐性株を取得し、続いて Deep

sequencing解析を行うことにより作用機序に直結する耐性原因遺伝子の同定に成功した。本手法は、生理活

性物質の作用機序解析における新たな手法の提示であり、本解析j去を他の生理活性物質にも応用することに

より、今後の分子標的治療薬の潮流をさらに加速させる一助となる可能性を秘めているものである。

平成 24年 2月2日、学位論文審査委員会において、審査員全員の出席のもとに論文の審査及び最終試験

を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員

によって合格と判定された。

よって、著者は博士(生物工学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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