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学 位 論 文 題 名

   Stability and subcellular localization of

ATI2-1VIALTl chimeric protein involved in

       t(11;18)(q21;q21)MALT lymphoma

    （t（u．；18)(q21;q21)MALTリンノヾ腫における

API2-MALT1ギメラ蛋白の安定性と細胞内局在に関する研究）

【背景】

学位論文内容の要旨

t (11；18) (q21；q21)はmucosaーassoclatedlymph。idtissue（MALT）リンパ腫に特徴的な染色体異常であ

り、その産物であるapoptosis inhibitor2(API2)－MALT1キメラ蛋白はMALTリンパ腫の腫瘍形成に重要

な役割を担っていることが示唆されている。API2遺伝子はllq21に位置する。抗アポトーシス作用を持

つinhibitor of apoptosis (IAP)ファミリーのーっであり、N末端から順に三っのbaculovirus IAP repeat

(BIR) domain. caspase recruitment domain (CARD). RING finger domainを持-oo一h. MALT1遺伝+

は18q21に位置しており、N末端より順にdeath domain (DD)、二っのinununoglobulin-like (Igーlike) domain、

caspase like domain (CLD)を持っ。API2及びMALT1の融合遺伝子であるAPI2－MALT1については、機能

解析が十分に為されておらずその性状は明らかではない。今回、我カは免疫染色法、ウェスタンブロット

法を用いて、API2、MALT1、API2―MALT1各蛋白の細胞内局在と蛋白安定性にっいて研究を行った。

【方法】

全長API2、C末端を欠損したAPI2ミュータント(RING domainよりC末端を欠損したもの(API2―RING（―））、

CARDよりC末端を欠損したもの(API2―CARD（一冫）の二種類）、全長MALT1、N末端を欠損したMALT1ミュー

タント（二っのIgーlike domainとCLDを含むC末端(MALT1－Ig(12））、一つのIg－like domainとCLDを

含むC末端(MALT1－Ig (2)）、CLDよりC末端(MALTI―CLD)の三種類）、APIZーMALT1、C末端を欠損した

API2ーMALT1ミュータントの各cDNAを発現ベクター(pcDNA3)に組み込んだ。これをCOS7細胞に発現さ

せ、各産物にっいて免疫染色法にて細胞内局在を、ウェスタンブロット法にて各蛋白の安定性を解析した。

【結果と考察】

細胞内局在研究ではAPI2は細胞質と核に局在しMALT1とAPI2ーMALT1は細胞質のみに局在することが示

され、API2―MALT1の作用部位が細胞質であることが示された。API2ーMALT1が検出できた細胞数に比べ、API2、

MALT1を検出できた細胞数は明らかに少なかったことから、プロテアソーム阻害薬であるMG132を用いて

再度同様の実験を行った。API2－MALT1は陽性細胞数は変わらなかったが、API2、MALT1では陽性細胞数の
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増 加 が認 めら れ た。 この こ とか らAPI2、MALT1の両産物はAPI2－MALT1に 比し不安定な蛋白 であることが

示唆 された。

  ウ ェス タン ブ ロッ 卜法に てこれらの蛋白の 安定性を検証した ところAPI2－MALT1を遺伝子 導入した細胞

抽 出 液か らは MG132の 使用 の有 無 に関 わら ず 、同程度量のAPI2―MALT1蛋 白が検出された。 しかしAPI2や

MALT1で は MG132を使 用し な かっ た際 に は産 物を 検 出す るこ と が出 来ず、MG132を使用して 初めて蛋白の

検 出 が可 能と な った 。以上 よルユビキチンー プロテアソーム系 を介した蛋白分解に 対して、API2やMALT1

が 不安定であるの に対して、API2ー MALT1は安 定であることが示 された。API2ーMALT1はNF－ KBを活性化す

る こ とが 知ら れ てい るが、 API2―MALT1が安定発現する ことにより持続的 にNFーKBを活性化 する経路を刺

激し ている可能性が考 えられた。

  次 にAPI2、 MALT1の ミュ ータ ン トを 作成 し ウェ スタ ン ブロ ット 法にて 検証したところ、 二種類のAPI2

ミ ュ ータ ン卜 、 三種 類の MALT1ミ ュー タン ト はMG132を 使用 し なく ても 産 物を 検出 で きた 。API2ミュー

タ ン トは 共に RING domainを欠 損 して いる こ と、 RING domainはAPI2自 身 をユ ビキ チ ン化 する能カを持

っ こ とか ら、 RING domainがユ ビ キチ ンー プ ロテ アソ ー ム系 を介 したAPI2蛋白の不安定性 に関与してい

る と 考え られ た 。同 様に MALT1で は三 種類 の ミュ ータ ン トが 共通 し て欠 損す る DDを 含む N末端が蛋白の

不 安 定性 に関 与 して いるこ とが示唆された。 更にIg―like domainをそれ ぞれニヶ所、一ケ 所に保持する

PIALT1―Ig（12）、MALT1－Ig (2)のミュータントはMG132を使用することにより検出される蛋白量に増加が見

ら れ たこ と、 Ig―like domainを 持た ない MALT1←CLDは全長の MALT1や他 の二種のミュータ ントに比し明

ら か に蛋 白量 が 多か ったこ とからIg－like domainがユ ビキチン―プロテ アソーム系を介し た蛋白の不安

定性 に関与しているこ とが示唆された。

  次 にAPI2、 MALT1の 各ミ ュー タ ント の細 胞 内局 在を 検 証し た。 API2ミ ュータントは全長 API2と同様に

核 と 細胞 質に 局 在し 、MALT1ミ ュ ータ ント は 全長MALT1と同様に細胞質の みに局在していた 。このことか

ら API2ー MALT1を形 成す る 際に 欠損 す るAPI2の C末端 や MALT1のN末 端が API2― MALT1の細 胞質 ー の局 在

を 規 定す るの で はな くAPI2―MALT1キ メラ 蛋 白に残存するMALT1のC末端部位がAPI2－MALT1の局在を規定

し て いる もの と 考え られ た 。こ のこ と はC末 端を欠損したAPI2―MALT1ミ ュータントが細胞 質と核に局在

して いたことにより確 認された。

  MALTリンパ腫におけ るもうーつの代表 的な転座異常である t（1；14) (q22；q32)において強発現が認めら

れ る bcl10も、 API2― MALT1と同様にNF一KBを 活性化することが 知られている。NF-KBの活性 化が抗アポト

ー シ ス作 用に 関 与し ている ことからAPI2―MALT1のMALTリンパ腫における 腫瘍化への機序は 抗アポトーシ

ス で ある 可能 性 が考 えら れ た。 マウ ス B細 胞 であるBa/F3細胞にAPI2―MALT1を安定 発現させ、ILー3の除

去 、 紫外 線照 射 によ るアポ トーシス誘導を行 ったがAPI2―MALT1による抗 アポトーシス作用 は認められな

か っ た。 この 結 果は postgerminal centerB細胞 由 来で ある MALTリ ンパ腫とpre―B細胞由来であるBa/F3

細胞 の発生段階の違い によるものかもし れない。

【結 語】

  API2-MALT1は 非常 に安 定 性の 高い 蛋 白で あること、 その細胞内での作 用部位が細胞質で あることが示
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された。またAPI2のC末端やMALT1のN末端が欠落することが、ユビキチンープロテアソーム系による

蛋白分解に対するAPI2一MALT1の安定性に寄与していることが示された。この様に安定化したAPI2一MALT1

蛋白が持続的にNF-KBを活性化する経路を刺激することがMALTリンパ腫の腫瘍形成に関与していると考

えられた。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    Stability and subcellular localization of゙

ATI2-MALTl chimerlcproteininvolvedin

    t（ 11； 18） （ q21； q21） MALTlymphoma

    (t(11;18)(q21;q21)MALTリ ンノヾ 腫にお ける

API2・MALT1キメラ蛋白の安定性と細胞内局在に関する研究）

  t（11；18) (q21；q21)はMALTリンパ腫に特徴的な染色体異常であり、その産物

であるAPI2－MALT1キメラ蛋白はMALTリンパ腫の腫瘍形成に重要な役割を担つ

ていることが推測される。しかしAPI2―MALT1はNF-KBを活性化する能カがあ

るという他はその性質や機能にっいては未だ不明な点が多い。今回申請者は全

長API2、C端を欠損したAPI2ミュータント、全長MALT1、N端を欠損したMALT1

ミュータント、API2－MALT1の各発現ベクターを作成し、免疫染色法にて細胞内

局在を、ウェスタンブロット法にて各蛋白の安定性を解析した。細胞内局在研

究ではAPI2は細胞質と核に、MALT1とAPI2－MALT1は細胞質のみに局在してい

る事が示された。次にプロテアソーム阻害剤を用いたウェスタンブロット法に

より蛋白安定性の検証を行ったところAPI2やMALT1は不安定であるのに対し

API2ーMALT1は安定性が高いことが示された。次にAPI2、゛MALT1の各ミュータン

トの蛋白安定性にっき検討を行ったところAPI2、MALT1の両ミュータントはそ

れぞれの全長のものに比べ安定性が高い事が示された。この事からAPI2のC

端やMALT1のN端に蛋白の不安定性に関与する部位がある事、API2―MALT1を形

成するにあたりこれらの部位を欠損する事がAPI2－MALT1の高い安定性に寄与

してことが推測された。次にAPI2、MALT1の各ミュータントの細胞内局在を検

証した。API2、MALT1の両ミュータントは、それぞれ全長のものと局在が変わ

らない事が示された。以上よ’りAPI2のC端ではたく、API2―MALT1に残存する

MALT1のC端がAPI2－MALT1の細胞質への局在を規定しているものと考えられた。
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  これらの結果より、安定化したAPI2－MALT1蛋白が細胞質に局在することに

より持続的にNF-KBを活性化する経路を刺激することがMALTリンパ腫の腫瘍

形成に関与していると推測された。

  口頭発表に際し、副査の長嶋教授よりMALT1における核外移行シグナルの有

無、API2やMALT1におけるユビキチン化の認識部位の有無、API2やMALT1の

発現が高い臓器、抗API2ーMALT1抗体による腫瘍細胞の同定、にっき質問があ

った。これに対し申請者は、MALT1のC端に核外移行シグナルに類似した部位

が存在すること、追加実験ではユビキチン化認識部位の有無にっいては確認出

来なかったこと、API2は各臓器に普遍的に発現しMALT1は造血系臓器に高発現

が認められること、API2―MALT1に対する抗体は作成中であることを回答した。

次に副査の浅香教授より、API2やMALT1の腫瘍細胞における発現率、API2―MALT1

が低悪性度のMALTリンパ腫にしか認められない理由、〃．pyl oriのAPI2ーMALT1

に及ばす影響、API2ーMALT1の細胞質での役割にっき質問があった。これに対し

申請者は、抗体が存在しなぃため病理組織における陽性率は不明であること、

API2―MALT1が低悪性度のMALTリンパ腫しか形成しなぃ理由は不明であること、

〃． pyl oriがAPI2ーMALT1遺伝子を誘導するという証拠は現時点では存在しない

こと、細胞質においてAPI2―MALT1はIKBと結合して不活性化状態にあるNF-KB

に影響を及ばしている可能性があることを回答した。次に主査の小林教授より、

遺伝子導入により細胞質に発現するはずのAPI2が核にも局在する理由、

MALT1－API2の存在の有無、RING domainを欠損することによってAPI2―MALT1

が抗アポトーシス作用を示す可能性について質問があった。これに対し申請者

は、未確認であるがAPI2のN端に核内移行シグナルが存在する可能性がある

こと、ノザンブロッティングではMALT1ーAPI2は認められないこと、API2にお

ける抗アポトーシス作用の責任部位はBIR domainであることから、どのAPI2ー

MALT1亜種にも存在するBIR domainの作用により抗アポトーシス作用を示す可

能性があることを回答した。最後にフロアの大場医師からAPI2－MALT1の遺伝

子導入により細胞に形態学的な変化は見られるか質問があった。これに対し申

請者は形態学的な変化は見られなぃと回答した。

  本研究はAPI2－MALT1の局在や蛋白の安定性を初めて解析した研究として高

く評価され、この研究を足がかりにAPI2ーMALT1のMALTリンパ腫における腫瘍

形成の機序が明らかにされる事が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得

単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有する

ものと判定した。


