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論 文 内 容 要 旨

GP125/CD98は 分子 量85kDaのheavychain(hc)と40kDaのIightchain(lc)が ジスル フィ ド結合 し

た細胞表面糖蛋 白で,扁 平上皮基底層 な どの増殖性組織,活 性化 リンパ球および癌細胞で強 く発現 してい

ることか ら,細 胞増殖,リ ンパ球活性化,細 胞癌化 に密接に関連 した蛋 白と推定 され る。実際,抗CD98hc

モ ノク ローナル抗体(mAb)は 癌細胞 増殖 や リンパ球活 性化を阻害 し,CD98hc遺 伝子導入はマ ウス線維

芽細胞 を悪性化す るので,CD98は 機能的 にも重要な分子 と考 え られ る。 この他 に,細 胞凝集,細 胞 接着,

ア ミノ酸輸送等 との関連 も報告 されて いる ことか ら,こ の ような多様 な役割 をCD98が いかに演 じ分 けて

いるのかは極めて興味深い。本研究ではCD98の 構造機能相関の解明 をめざし,CD981cお よび隣接分子 の

解析 を行った。

1)CD98hcとIcのmRNA発 現の解析

最近,Mastroberardinoら,金 井 らのグループ によ りCD981cの 候補 と して 中性 アミ ノ酸 輸送蛋 白であ

る ラ ッ トLAT1が ア フ リカ ッ メガ エ ル 卵 母 細胞 で の発 現 ク ロー ニ ング に よ り同定 され た。LATlは

CD98hcと 共発 現によ り,輸 送活性が見 られ ること,さ らにそ の発現 は癌細胞以外 に脳,脾 臓,大 腸,精

巣,胎 盤で見 られ る ことが分 かっている。 そ こで本研 究ではPTP-CRに てマ ウスLATlcDNAを ク ロー

ニ ン グ し,マ ウ スCD98hcとlc(LAT1)のmRNA発 現 をRT-PCRに て 比 較 し た。 そ の 結 果,

LATlmRNAはCD98hcとLAT1で は,そ の発現パ ター ンは必ず しも一致せず,hcと 結合す る;複数 のlc

の存在 が示唆 され た。 その後,LAT1に 加 えてy+LAT1,y+LAT2,LAT2,琴CT,Ic6がCD981cと し

て報告 され た。 これ ら6種 類 のCD981c蛋 白フ ァミ リーは単独で のア ミノ酸輸送 活性はな く,CD98hcと

の会合 によ って輸送活性 を持つ こと,ま た一部 のCD981c蛋 白については,そ の局在が単独 では細胞 質中,

CD98hcと 共発現 によって細胞膜 上に移行す る ことが明 らかにされてい る。y+LAT2とlc6を 除 くCD981c

ファミリー4種 間 のアミノ酸配列 の相 同性 を調べた ところ,LAT1はLAT2と36.3%,y+LAT1と33。2%,

xCTと26%の 相同性が あった。またCD98hcと ジスル フィ ド結合す るの に必要な システイ ン残基 について

調べ た ところ,マ ウスLAT1の165番 目のア ミ ノ酸 が他 のCD98cフ ァミリー分子 と共通 のシステイ ン残基

だった。 この箇所 はN末 か ら数えて2番 目の細胞外領域 にあた り,こ の システイ ン残基 とCD98hcが ジ

スル フィ ド結合を してい ると考 え られ る。

2)新 規 のCD98LCを 認識す るmAbの 作 製 と性状解 析

当教室 に置いて もCD981cの 単離 同定 のため,抗CD98hcmAbを 用 いてCD98蛋 白複合体 を精製 し,ラ'ッ

トCD981c蛋 白を分離 している。 本研 究では,こ の蛋 白をマウスに免疫 し,そ の脾細胞 とマウス ミエ ロー

マ細胞 をポ リエチ レング リコール法 によ り融合 し,無 血清培坤 によ りハイ ブ リ ド」マ を選別 した。ス ク リー

ニ ングはWesternblotに よ り行 い,3F2と6B4mAbの2種 類の抗体 を得た。 これ らのmAbは 還元条件で

40kDa,非 還元条件で125kDaの バ ン ドを検 出 し,さ らにSandwichELISA,マ イ クロ ビーズ を用 いた フ
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ローサ イ トメ トリー解 析でInAb認 識抗原がCD98hcと 会合 している ことが示 された。 また,パ ラホルム

アルデ ヒ ド固定後,TritonX-100処 理 したヒ ト,マ ウスおよび ラッ ト癌細胞 とmAbと の反応性が認 め ら

れた ことよ り,今 回作製 したmAbの 認識 エピ トープが動物種 を越 えて 良 く保存 され ている ことが明 らか

にとなった。 細胞 染色の結果,CD98hcと 今 回作製 したmAbが 認識す る新規1cは 主 に核周 囲の細胞質で

局在 の一致が見 られ た。この ことか らCD98hcはLAT1な どの既知1cを 細 胞質か ら細胞 表面へ運ぶ単な る

キ ャリアー として の機 能だ けでな く,細 胞質 で も何 らか の機 能 を担 って いる可能性 が考 え られ る。 新規

CD981c蛋 白がアミ ノ酸輸 送以外 の役割 を している可 能性 も否定できない。また組織染色 の結果 か ら,lcが

hcと 単独(会 合 しない形)で も存在 する可能性が示 された。

精製40kDa蛋 白の部分 アミ ノ酸配列(L1)に ついてホモ ロジー検 索 を行った結果,グ ルタ ミン酸輸送蛋

白のEAACIと 約70%の ホモ ロジーが見 出された。L1はLAT1,LAT2,y+LAT1,y+LAT2,xCT,

Ic6の いず れの既 知1cに も含 まれな い配列で あ り,新 たなCD981cの 存在 が強 く示唆 された。 ところで,新

規lcは 細胞質,特 に核周囲 に分布 している ことか ら,細 胞膜 上でア ミノ酸 トラ ンスポーター として機能 し

て いる可能性以外 に,小 胞体膜上な どでそれ以外 の機能 を担 っている可能 性 も考 え られ る。

3) 、新規CD981cお よびCD98hc隣 接 分子の探索

今回作製 したmAbを 用 いて ヒ ト胎児脳cDNAラ イブ ラ リー をスク リーニ ング した結果,mAbと 大腸

菌蛋 白 との反応性が認 め られ た。 この ことか らmAbの 認識 エピ トープが哺乳類だ けで な く,微 生物 にも

広 く保存 されて いる可能性 が示 され た。 そのため,今 回作製 したmAbを 用 いた認識抗原 めク ローニ ング

には,微 生物 を用 いた一般的なcDNAラ イブ ラ リー のス ク リーニ ングは不適 と判断 した。

また,精 製40kDa蛋 白の部分 ア ミノ酸 配列(L1)を 基 に作製 した アンチセ ンス オ リゴ ヌク レオチ ドをプ

ロー ブ としてNorthernblotを 行 った結果,大 脳,肺,食 道,腎(髄 質),胸 腺,脾 臓 子宮で21kbお よ

び8kbに 強 いシグナルが検 出された脳で の強 い発見 が認 め られた ことか ら,ラ ッ トC6グ リオーマcDNA

ライ ブ ラリーを用 いてスク リーニ ングを行 ったが,部 分 アミノ酸配列 を含 んだ クロー ンは単離 出来 なかっ

た。精製40kDa蛋 白の部 分ア ミノ酸配列 には ロイ シンの ような重複(縮 重)コ ドンを持つ アミ ノ酸が 多 く

含 まれ ていた ことで,特 異 性が低いプローブ となって しまったため,擬 陽性 のクロー ンを拾 った と考 え ら.

れ る。

CD98の ア ミ ノ酸 輸 送以 外 の機 能解 明 を 目的 に ヒ トCD98hc全 長 あ る いは細 胞 内領 域 をbaitと して

two-hybridsystemに よるス クリーニ ング を試みたが,残 念 なが ら,そ の解明 に役立 ちそ うな分子 の同定

には至 らなか った。Two-hybrid・systemは 酵母内 に蛋 白を発現 させ るこ とか ら,細 胞質蛋 白や核 内蛋 白な

どの比較 的親水性 の高い蛋 白の支配遺 伝子はク ローニ ングは難 しか った と考 え られ る。 また蛋 白間相 互作

用 には蛋 白の二次構造 も大 きな要因になる と思われ,今 回用 いたよ うな短 い断片(細 胞 内領域)で は蛋 白

が相互作用 できる構造 を維持できなかった可能性 も考 え られ る。

4)ヒ トEAACIcDNAの クローニングおよび発 現解 析
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精製40kDa蛋 白とEAACIと の構 造類似性 が示唆 された。そ こで,EAAClの 解 析が新規CD981cの 構

造解明 につなが る可能性 を考 え,ヒ トEAACIのPCRク ローニ ング を行 った。そ の結果,524ア ミノ酸の

ヒ トEAACI(正 常型)の 他 にアミノ酸31-77番 目を欠 く477ア ミ ノ酸 のEAACI(欠 失型)が 見 出 された。

この欠失型EAACIは マ ウス,ラ ッ トでは認め られな いヒ ト特異的な分子種で,そ の発現パ ター ンは正常

型の ものと良 く一致 して いた。

5)tEAACI蛋 白の解析 およびCD98とEAACIと の相互作用の検討

欠失型EAAC1が 蛋 白として発現 して いるか否か を調べ るた め,抗EAACIペ プチ ドmAbを 作製 した。

作製 したmAbを 用 いたWesternblot解 析 によ り,正 常型EAACIに 相 当す る54kDaの バ ン ドの他 に欠失

型に相 当する50kDaの バ ン ドも検出で きた ことか ら,欠 失型EAACI蛋 白の存在が明 ら、か とな り,こ の分

子種が何 らかの生理機能 を担 っている ことをうか がわせ た。 また,抗EAACIペ プチ ドmAbを 用 いた解

析 よ り,CD98hcとEAACIが 会合 して いる可能性 も示 唆 された。以 上,CD98hcが1種 類で はな く多 く

のタイ プのアミノ酸 トランスポーターの制御 に関わっている ことが明 らか とな って きた。そ の機構 として,

CD98hcは 細胞が置かれて いる環境や状況 に応 じて会合す る相手分子 が異なる ことが あげ られ よう。

こ こ最近,相 次 いでCD981cが 同定 された ことで,CD98が ア ミノ酸 トランスポー ター ζして の機 能 を

司って いるこ とは確実 とな ったが,ど のよ うな メカニズムで アミノ酸輸送 を行 って いるのか,ま たCD981c

ファミ リーはそれぞれ基質特異性 の異 なるア ミノ酸 輸送蛋 白である ことか ら,CD98hcは 会 合するlcを どの

よ うに使 い分 けるのか といった点 は今後 の重要 な検討課題 である。 ところで,CD99の シグナル伝達系は ほ

とん どわか って いな い。 アミノ酸 輸送以外 で最 近明 らかにされつつある多様な機能 との関わ りを解明す る

にはCD98hcと 相互作 用す る分子 の同定が重要 であ り,今 後はそ のよ うな分子 の同定 によ り,CD98の 機

能が理解 され ると考 え られ る。それ によ り著者 らが特 に解 明 したい と考 えてきた細胞癌 化の メカニズム解

明 に一石が投 じ られ ることを期待す る。
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審 査 結 果 の 要 旨

GP125/CD98は 分子量85kDaのheavychain(HC)と40kDaのlightchain(LC)が ジスル フィ ド結

合 した細胞表面糖蛋 白で,細 胞増殖,リ ンパ球活性化,細 胞癌化 に密接 に関連 している と考 え られてい る。

この他 に,細 胞凝集,細 胞接着,ア ミノ酸輸送等 との関連 も報告 されてお り,CD98が 多様 な役割 をいか に

演 じ分 けているのかは極 めて興味深い。本研 究はCD98の 機 能解明 をめざ し,CD98LC及 び 隣i接分 子の解

析 を行 った もので ある。

1)CD98HCとLCのmRNA発 現 の解析

最近,CD98の のLCと して中性 ア ミノ酸輸送蛋 白のLAT1が ヒ ト及 び ラッ トで単離 同定 され た。 そ こ

で,マ ウ スLATlと マ ウスCD98HCの 部 分 配 列 を プ ラ イ マ ー と してRT-PCRを 行 う こ と に よ り,

CD98HC,LCのmRNAの 発現 を解析 した。両者 とも癌 細胞や胎児組織で高発現 して いたが,正 常組織

ではHCとLCの 発現 が一致 しない ところがある ことを示 し,HCが 複 数のLCと ヘテ ロダイ マーを形成す

る可能性が あることを明 らか にした。

2)新 規CD98LCを 認識するモ ノクローナル抗体(mAb)の 作製 と性状解析

既 知のいず れのLCと も異な る精製CD98LC蛋 白を免疫原 に して,ラ ッ ト及び ヒッ トの40kDaの 蛋 白と

特異的 に反応する2種 類のmAbを 作製 した。 この抗体 を用 いて,CD98HCと,こ のLCの 局在 が主に核

周辺 で一致す る こと,LCが 単独で も存在す る こと,組 織 間でLCの 構造多様性が あるこ とを示 した。

3)新 規EAACIの クローニ ング とmRNA発 現パター ンの解析

新規LC蛋 白と細胞膜 を10回 貫通す るグルタ ミン酸輸送蛋 白EAAC1と の相 同性 が見 いだ された。そ こ

で,ヒ トEAAC1のcDNAのPCRク ローニ ング を行 い,524ア ミノ酸 をコー ドす る既知 のfEAACIに 加

えて,N末 端か ら最初 の細胞外領域31-77番 目のアミ ノ酸 が欠失 したtEAACIが 存在 する ことを見 いだ し

た。両者 の発言パ ターンが種 々の細胞 で一致 していた ことによ り,共 通 の転写制御機構 の存在が示唆 され

た。

4)tEAACI蛋 白の解 析,及 びCD98とEAACIと の相互作 用の検 討

新 たに抗EAACIペ プチ ドmAbを 作 製 し,Westernblotに よ りEAACIに 相当す る55kDaとtEAAC1

の50kDaバ ン ドを検 出 し,tEAAClが 実 際 に 蛋 白 と して 発現 され て い る こ とを確 認 した。 ま た,抗

CD98mAb結 合マイ クロビーズ と抗EAACImAbを 用 いた解 析 によ り,CD98とEAACIと が結合 してい

る ことを明 らかに した。

以 上,本 研究 によ り新規CD98LCが 同定 され,ま た,EAACIとCD98HCと の結合が示 され た。 これは

多機i能分子CD98の 機能解明 の突破 口とな りえる成果で ある。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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