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論文内容の要旨

コレステロールは生体にとって必要不可欠な成分であるが、その摂取量が多すぎると動脈硬化などの原因のひとつ

になる o そのために生体は細胞内のコレステロール量が過剰になると、コレステロールの合成および血中からの取り

込みを転写レベルで、制御している。その制御を担う転写調節因子として SREBP が発見された。現在のところ

SREBP には 2 つのアイソフォーム SREBP- 1 と SREBP- 2 が知られている o SREBP は合成後小胞体膜および核

膜に前駆体として局在し、細胞内コレステロールレベルの低下に伴って 2 段階のプロセッシングを受け、 N 末端側が

切り離され、これが核内へと移行して転写因子として働く。コレステロールによる SREBP の制御は、プロセッシン

グの段階でのみ行われていると考えられていた。

本研究では、ヒト培養細胞において細胞内コレステロール量が欠乏することにより、 SREBP- 2 遺伝子の転写が

活性化することを明らかにした。さらにプロモーター領域の解析を行い、その活性化にはSREBP および NF-Y の

協調的な作用が必須であることを明らかにした。また、 SREBP- 1 遺伝子は細胞内コレステロール量に応じた転写

変動は見られなかった台 SREBP- 1 と SREBP- 2 は共に細胞内コレステロール量に応じたプロセッシング調節を

受けて成熟体になり、核内に移行して転写調節因子としての機能を発揮するo しかしそれぞれの遺伝子の転写レベル

は細胞内コレステロール量の欠乏により、 SREBP- 2 遺伝子では約 2 倍に上昇したが、 SREBP- 1 遺伝子では変

動しなかった。この結果より細胞内コレステロール量が欠之した際には SREBP のプロセッシングが促進されるだけ

でなく、 SREBP- 2 遺伝子の転写が上昇することにより、前駆体 SREBP- 2 の発現が上昇することが明らかになっ

た。この 2 つの相乗的な作用により核内の成熟体 SREBP の量が増加すると考えられる。

またコレステロール生合成に関わるスクアレン合成酵素と HMG-CoA 合成酵素遺伝子の細胞内コレステロール量

に応じた転写変動も、 SREBP と NF-Y の協調的な作用が必須であることを明らかにした。さらに SREBP と NF­

Y による転写活性化は、プロモーター上で SREBP と NF-Y の結合配列が15塩基から 20塩基のとき最大になること

を示した。現在のところ SREBP は 5 '-C/TACC/T -3'配列に、 NF-Y は CCAAT Box に結合すると考えられ

ている。このことから、 SREBP はかなり多くの遺伝子のフ。ロモーター領域に結合すると考えられる D しかし転写を

活性化するためにはその15から 20塩基離れた位置に、 CCAAT Box が必要であり、これにより特異的な遺伝子を活性

化することができると考えることができるo すなわち SREBP は細胞内のコレステロールレベルのセンサーであり、

NF-Y は特異的な遺伝子を活性化するために機能してると推察することができるo
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また IPTG による誘導によって SREBP- 1 (1 --487A.A.) を発現する細胞株 CHO-487 を樹立した。これを用

いて、差ヲ|きハイブリダイゼーション法により SREBP- 1 によって転写が誘導される遺伝子のクローニングを行っ

た。その結果、脂肪酸合成を担うスモールファミリーである MNO (malate NADP+oxidoreductase) 、 ACL (ATP 

citrate -lyase) 、 FAS (fatty acid synthase) 、 ACC (acetyl-CoA carboxylase) の 4 種の遺伝子すべてが、

SREBP によって転写調節を受けることが示された。また骨格筋に含まれる M-protein が SREBP によって活性化

を受けることが明らかになった。現在のところ、なぜ細胞内のコレステロールレベルに応じて、脂肪酸合成や骨格筋

に含まれるタンパク質をコードする遺伝子の転写が調節されるのかは不明である D

最近の報告によると、インスリンにより SREBP- 1 の転写およびプロセッシングが冗進し、 Fish Oil に含まれる

アラキドン酸やリノール酸などの多価不飽和脂肪酸がこれを阻害することが明らかにされた。このことから考えると、

細胞内コレステロールレベルに応じて脂肪酸合成が調節されるのではなく、それを担う因子が SREBP であるため、

コレステロールの低下によって SREBP が活性化されると、その結果として脂肪酸合成に関る遺伝子までもが活性化

されると考えることが妥当だと思われるo

さらに 3T3-Ll 細胞における脂肪細胞への分化過程において SREBP- 1 の転写レベルが冗進し、 SREBP-

2 の転写レベルが大きく変動しないことを示した。またそのとき、 SREBP- 1 および SREBP- 2 の成熟体が核内

に増加することを示した。これにより脂肪細胞への分化過程において SREBP のプロセッシングが冗進していること

が示唆された。これは脂質を蓄積した脂肪細胞におけるプロセッシングの冗進であり、現在までに明らかにされてい

る細胞内コレステロール量の減少に伴うプロセッシングとは異なった機構により SREBP のプロセッシングが制御さ

れている可能性が考えられるo さらに S 1 P、 S 2P、 SCAP などの、コレステロール量に応じたプロセッシングに

関与するタンパク質の発現が転写レベルで大きな変動を示さないことからも、脂肪細胞への分化過程において

SREBP の新規なプロセッシング機構の存在を示した。

SREBP による転写調節の全貌は未だ明らかになっていない。本研究では、 SREBP- 2 遺伝子の自己制御機構を

明らかにし、さらに SREBP がコレステロール代謝のみならず、脂質代謝全般を調節することを明らかにした。今回

の研究成果は、 SREBP の多岐にわたる生理作用の解明に大きく貢献した。

論文審査の結果の要旨

コレステロールは生体にとって必要不可欠な成分であるが、その摂取量が多すぎると動脈硬化などの原因のひとつ

になる。そのために生体は細胞内のコレステロール量が過剰になると、コレステロールの合成および血中からの取り

込みを転写レベルで制御しているo この制御を担う転写調節因子として SREBP が発見された。

本研究では、ヒト培養細胞を用いて、細胞内コレステロール量が欠乏することにより SREBP- 2 遺伝子の転写が

活性化することを明らかにした。その活性化には SREBP および NF-Y の協調的な作用が必須であること、またコ

レステロール生合成に関わるスクアレン合成酵素と HMG-CoA 合成酵素遺伝子の細胞内コレステロール量に応じた

転写変動にも、同様の協調的作用が必須であることを明らかにした。

さらに差引きハイプリダイゼーション法により SREBP- 1 によって転写が誘導される遺伝子のクローニングを行

い、脂肪酸合成を担う MNO (malate NADP+oxidoreductase) 、 ACL (ATP citrate -lyase) 、 FAS (fatty acid 

synthase) 、 ACC (acetyl-CoA carboxylase) の 4 種の遺伝子すべてが、 SREBP によって転写調節を受けることを

示した。

一方脂肪細胞への分化過程において脂質を蓄積しているにもかかわらず SREBP のプロセッシングが冗進している

ことを示唆し、 SREBP の新規なプロセッシング機構の存在を示した。

SREBP による転写調節の全貌は未だ明らかになっていなし、。本研究では、 SREBP- 2 遺伝子の自己制御機構を

明らかにし、さらに SREBP がコレステロール代謝のみならず、脂質代謝全般を調節することを明らかにした。今回

の研究成果は、 SREBP の多岐にわたる生理作用の解明に大きく貢献し、博士(薬学)の学位に十分値するものであ

る。
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