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論文の内容の要旨

ヒートショックタンパク質Hsp70ファミリーに属するモータリンは、正常型p53に細胞質で結合して不

活性化し、ガン細胞のアポトーシスの制御に関与している。一方、誘導タンパク質であるモータリンは、ス

トレス、細胞の老化、アポトーシス、ガン化などに関連してその発現レベルと局在が変化するタンパク質で

ある。本研究では、二つの課題、すなわちモータリンの誘導を用いた水質汚染の検出方法の検討とモータリ

ンの細胞アポトーシスシグナル系における役割について、前者は水生動物メダカを用い、後者は培養細胞を

用いてアポトーシスシグナル系の他のタンパク質との結合様式について研究した。

(対象と方法)

課題 lについてはメダカ (Oryzias1aipes)を用いた。飼育水を比較したり、化学物質を飼育水に加えてメ

ダカ個体におけるモータリンの発現レベルをウエスタンブロットにより検出した。課題2については、モー

タリンを高発現しているガン細胞U20Sを用いて、発現ベクターをトランスフェクトしBc1-xLとBc1-2をそ

れぞれ高発現させた。細胞免疫染色と免疫沈降法によりモータリンと Bcl-xLとBcl-2タンパク質との結合を

調べた。さらにこれらの部分欠損タンパク質を発現させて、モータリンと結合するドメイン解析を行なった。

(結果)

各種の水で飼育後、メダカ全身から分離したタンパク質試料におけるモータリン量についてウエスタンプ

ロッテイング法で検出しうるモータリン抗体を評価し選別した。水道水で飼育したメダカを対照とし、つく

ば近郊で採取した水で飼育したメダカとモータリンの発現状態を比較したところ、水質汚染状況によるとみ

られる発現レベルのばらつきを検出した。さらに、硫酸カドミウム、塩化ニッケル、酸化ヒ素、過酸化水素

を含む水道水で飼育したメダカも比較検討した。その結果、硫酸カドミウムと塩化ニッケルによるメダカ個

体でのモータリンの発現誘導を見いだした。

モータリンと Bcl-xLとBc1-2タンパク質との結合を免疫染色と免疫沈降法により確認した。このとき、
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Bcl-xLとBcl-2タンパク質の高発現により、細胞内では p53の発現が増加し、逆にモータリンが低下した。

このことは、 Bcl-xLとBcl・2タンパク質の高発現により、モータリンと p53の結合が干渉を受けている可能

性がある。 Bcl-xLとBcl-2タンパク質のドメイン解析から、モータリンに結合する領域を推定した。 Bcl-xL

とBcl-2タンパク質の高発現により、ガン細胞のコロニー形成能が低下し、老化した細胞が増えることを見

いだし、ガン細胞の形質が変化することを証明した。

(考察)

カドミウム、ニッケル、ヒ素などは環境汚染物質として知られ、これらによる河川、湖水や井水の汚濁は

種々の疾患を引き起こすことが知られている。熱ショックタンパク質 (HeatShock Proteins， HSP) は、温度、

化学物質、重金属、食物、放射線など様々なストレス状態に反応して発現が誘導されるタンパク質群のひと

つであり、それらは感度の良いストレスバイオマーカーの役目を果たす。本研究は、 HSP70に属するモータ

リンがメダカ偲体で誘導される事を初めて示し、生物を用いた環境汚染検出の高感度マーカーとして利用し

うる事を示唆した。

審査の結果の要旨

ガン細胞におけるモータリンと p53との相互作用に加えて、 Bcl-xLとBcl-2タンパク質がp53と搭抗して

モータリンに結合する事を示した成果は、ガン細胞の制御の視点からも興味深く高く評儲できる。また、抗

アポトーシス因子である Bcl-xLとBcl-2タンパク質は、モータリンと相互作用し、アポトーシスを誘導する

p53の発現量を増加させる作用は興味深し」モータリンの作用を抑制することで、ガン細胞の形質が変化し、

悪性度が低下する作用を示したことは、モータリンのアポトーシスシグナルへの新しい関与を示しており、

今後の研究の発展が楽しみである。

平成 24年1月 16日、学位論文審査委員会において、審査委員全員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(環境学)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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