
 氏名(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の条件

最終学歴

学位論文題目

蔦
佳

 で
出

 い
井 ひろ

 宏(静岡県)

 博士(医学)

 医第2538号

 平成5年2月24日

 学位規則第4条第2項該当

 昭和61年3月25日

東北大学医学部医学科卒業

 AssociεしtionoftheTra.nsεしctivatorp40taxof

 Huma、nT-CellLeukemia,VirusTypeIwith

 HumanHeatS鼓ockProtein60.

 (ヒト成人丁細胞性白血病ウイルス夏型の転写

 活性化因子p40taxとヒト熱刺激蛋白60との結合に

 関する研究)

論文審査委員

 (主査)

教授矢嶋聰 教授成澤邦明

 教授今1野多助

 一525一



論文内容要旨

監目的還

 HTLV-1はAdultT-cellleukemia(ATL),HTLV-Iassociatedmyelopathy(HAM),

 tropicalspasticparaparesis(TSP)の原因ウイルスとして知られている。そのHTLV-IpX

 の遺伝子産物であるp40し似は転写活性促進作用を有し,ATLの発症に深く関与していると考え

 られているが,DNAとの直接の結合が証明されないことから細胞側因子との何らかの相互作用

 を介してその機能を発揮していると考えられている。前研究ではp40し脈発現細胞を用いて2っの

 細胞蛋白(p60,p95)を見いだし,その一つがヒトHeatshockprotein60(HSP60;Chapero

 nin)であることを示したが,p40t“xに対する抗体を使用した免疫沈降ではHSP60が観察された

 のに対して,HSP60抗血清による免疫沈降ではp40ta■とHSP60との結合が確認できなかった。

 これは抗体に原因があるとも考えられたため,本研究では新たな抗体,すなわちHSP60に対す

 るモノクローナル抗体を作成した。更にp40t蝕一HSP60複合体形成を確認するため,p40t日xとHSP

 60を合成し,p40帆HSP60複合体形成を確認した。

匿実験方法翌

 ①p40trこ対するモノクローナル抗体であるLt-4を用いて免疫沈降を行い(CeH;TL-Mor

 4.5×109),その免疫沈降物のSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)のゲルを4

 M酢酸ナトリウムにてバンドを可視化した後p60のバンドを切り出し,蛋白を電気泳動的に抽

 出してp60蛋白を得た。この蛋白を4分割し,2週間おきに計4回マウスに免疫した。免疫後の

 マウス脾細胞とSp/0-2Agmyeloma細胞とを50%polyethylellglyco14000存在下に3:1の割

 合で融合させてハイブリドーマを作成し,HAT培地による選別の後,蛍光抗体法,ウェスタン・

 プロット法によってスクリニニングした。得られた抗体(1)k・1)の認識する蛋白がHSP60であ

 ることを確認するため,TL-Mor細胞溶解液に対する免疫沈降とV81)r〔)teaseによるPeptjde

 mappingを行った。抗体のサブクラス決定はAmershamのIsotypingkltによって行った。

 ②JindalらのHSP60cDNA配列をもとにニヵ所にプローブを設定し,CLONETECHumanT

 cellλgt10cDNAlibraryに対してスクリーニングを行いHSP60cDNAをクローニングした。

 得られたcDNAはnesteddelutjonkit(TAKARA),Sequ〔masekit(USBiochemical)を用

 いてその塩基配列を確認した。更に,NewEnglandBiorabs社のキットを用い,HSP60cDNA

 をMaltosebindingproteinとのfusionproteinを発現するプラスミド(pPR734)に組み込み,

 これを大腸菌に導入してMaltosebindingpro七einとHSP60とのfusionproteinを合成させた
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 後FactorXaにて処理しHSP60蛋白を得た。p40…はRabbitreticulocyむelysateを用いたin

 vitroの転写・翻訳系(Promega)を用いて合成した(この際[棺]一methionineにてラベルした)。

 この両者を混合しpk-1にて免疫沈降をおこない

 にて観察した。

 その沈降物をsDs-PAGE,Autoradiography

匿実験結果遡

 ①モノクローナル抗体pk4を得た。そのサブクラスはIgG2bであんた。この抗体の認識する蛋

 白はpeptidemappingによる分析でLt-4によりp40蝕と共沈するp60,及びp60抗血清の認識

 する蛋白と同一パターンを示し,pk-1がHSP60を認識することが確認された。しかし,pk-1に

 よる免疫沈降ではp40t“はHSP60とは共沈しなかった。また,pk4は大腸菌GroELとは反応

 しなかったが,マウスの60kDaの蛋白と反応した。②2.5kbpのHSP60cDNAがクローニング

 されたが,その塩基配列はJinda1らのものと一カ所で異なっていた(nt631-C→T)がアミノ酸

 配列は同一であったため,そのまま以下の実験に使用した。cDNAより人工的に合成したp40L“,

 HSP60蛋白は,それぞれLt-4,pk-1と反応した。この合成したp40㌧"とHSP60との混合溶液

 をpk4にて免疫沈降したが,HSP60非存在下のコントロールレーンではp40t畦xが沈降しないの

 に対し,HSP60存在下ではp40・幽が沈降し,p40・日xとHSP60との結合が確認された。

蛋結論漏

 ①HSP60Chaperoninに1ま(i)細胞内,特にミトコンドリアに大量に存在する。(五)種族を越

 えて保存される。(㈲熱刺激で発現が亢進する。(司7又は14量体を形成し,マグネシウムイオン

 及びATPの存在下で可逆的に解離する。(v)ATPase活性を持つ。(vi)蛋白質の正しい折りたたみ

 や多量体の形成に一種の触媒として関与し,その機能発現や細胞内器官への移送に重要な役割を

 果たす。という性質がある。pk-1を用いて細胞溶解液に対して行った免疫沈降でp40m置が共沈し

 なかったのは,(i)の理由によりHSP60の量が極端に多かったためと考えられた。また,pk-1

 はマウスHSP60と反応し,大腸菌GroELとは反応しなかったが,これは各蛋白間のhomology

 の差によるものと考えられた。②HSP60は(両)の性質によりp40L巳xの機能発現に重要な役割を

 果たしているものと考えられた。
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 審査結果の要旨

 HTLV-1はAduユtT-cellleukemia(ATL),HTLV-Iassociatedmyelopathy(HAM),

 tropicalspasむicparaparesis(TSP)の原因ウイルスとして知られている。そのHTLV-Ipx

 の遺伝子産物であるp40 は転写活性促進作用を有し,ATLの発症に深く関与していると考え

 られているが,DNAとの直接の結合が証明されないことから細胞側因子との何らかの相互作用

 を介してその機能を発揮していると考えられている。これまでに2っの細胞蛋白(p60,p95)

 が見いだされ,その一つがヒトHeatshockprotein60(HSP60;Chaperonin)であることが

 示されているが,p4α郎とHSP60との直接の結合は証明されていない。

 本研究はp40㎞とHSP60をそれぞれのcDNAより合成し,HSP60に対するモノクローナル抗

 体を用いた免疫沈降法によってinvitroでのp40畦HSP60複合体形成を確認したものである。

 本研究では,まずp4α腿に対するモノクローナル抗体であるLt-4を用いてTL-Mor細胞溶解

 液に対して免疫沈降・SDS-PAGEを行い,そのゲルよりp60蛋白を電気泳動的に抽出し,更に

 マウスに免疫してモノクローナル抗体pk-1を得ている。pk-1がHSP60を認識することは,

 Peptidemappingで確認された。また,pk4は大腸菌GroELとは反応しなかったが,マウスの

 60kDaの蛋白と反応した。これは,HSP60は種族を越えて保存されているがその程度には種族

 間で差があるためである。

 次に,JindalらのHSP60cDNA配列をもとにプローブを設定してHumanTce11λgt10

 cDNAlibraryに対してスクリーニングを行いHsP60cDNAをクローニングし,このcDNAを

 Ma1七〇sebindingproteinとのfusめnproteinを発現するプラスミド(pPR734)に組み込み,

 これを大腸菌に導入してMaltosebindingpro七einとHsp60とのfusionpro七einを合成させた

 後にFactorXaで処理してHSP60蛋白を得ている。一方p401・・はRabbitreticulocytelysate

 を用いたinvitroの転写・翻訳系を用いて合成し(この際[話S]methionineにてラベルしてい

 る),この両者を混合しpk-1にて免疫沈降を行っている。その沈降物をSDS-PAGE,

 Autoradiographyにて観察したところ,HSP60非存在下のコントローノレレーンではp40t・・が沈

 降しないのに対し,HSP60存在下ではp40し“が沈降し,p40壁HSP60複合体の形成力確認された。

 HSP60には蛋白質の正しい折りたたみや多量体の形成に一種の触媒として関与し,その機能発

 現や細胞内器官への移送に重要な役割を果たすという性質が知られており,p40娩HSP60複合体

 形成はHSP60がp40し“の機能発現に重要な役割を果たしていることを示唆するものである。

 以上,本研究はそれぞれのcDNAより直接p40㎞・HSP60蛋白を合成して両者の結合を確認し,

 ATLの発症にHSP60が関与している可能性を示したものであり,その研究意義は大きく,学位

 論文に十分値するものと考えられる。
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