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論文内容の要旨

[目的]

近年，動脈硬化症において血管平滑筋細胞が重要な役割を果している事がわかってきている O 血管型

平滑筋アクチンは血管平滑筋細胞で特異的に見い出され，細胞の収縮や運動性に最も深く関与する蛋白

質である O 従って，血管平滑筋の運動性の変化や細胞増殖性の変化に血管平滑筋アクチン遺伝子の発現

の変化が関与していると考えられるが，この遺伝子の構造と機能，特にその発現の調節機構は不明であっ

た。そこで血管型平滑筋アクチン遺伝子の分離を行い，血管型平滑筋アクチン遺伝子の発現に最も重要

な役割を果していると考えられる 5'上流域の構造決定，並びに発現に重要な働きをする領域の同定を

行った。

[方法ならびに成績]

単離したヒト血管型平滑筋アクチン遺伝子の initiation codon から上流約 7 kb をダイデオキシ法に

より塩基配列を決定した。同時に上流の種々の Fragment を pSVO C A T vecter に挿入し， chloramｭ

phenicol acety 1 transpherase( C A T)活性を示標としてpromoter領域を同定した。その結果initiation

codon の上流3.8kb にニワトリの血管型平滑筋アクチン遺伝子promoterおよび

い部位が存在し，この部位を含むfragment は promoter活'性を示す事がわかった。 initiation codon を

含む coding exonの一部を用いてprimer extension法を行い42 (+ 2) bp から成る非翻訳領域を同定

した。

フプ。ロモ一夕一及び

同性があつたo -50----45及び-178----167には lysozymeの遺伝子で報告されているサイレンサ一様
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配列GGAGGAGA AATGCAGTGGAAが存在し， -72'""-'-63 , -120'""-'-111 には，心筋ア

クチン遺伝子の発現に大きな影響を及ぼすCArG-boxが 2 個存在した。また， -182'""-'-175 , -172'""-' 

-164には， S V40のエンハンサ一様の配列GTGGAATG も存在した。この領域から上流約 1 kb は

種々の細胞においてpromoter活性を示した。そこでこの遺伝子の発現に必須の領域を決定するために，

V上流からの欠失組み換え体を作製し，種々の培養細胞にリン酸カルシウム法を用いて導入し， 48時

間後の細胞抽出液中の CAT活性測定により発現制御領域をしらべた。その結果，いずれの細胞におい

ても -122まで欠失すると最も強い活性を示すが，更に 40まで欠失するとその活性がなくなる事がわ

かった。この領域は， 2 つの CArG boxを含んでおり CArG boxが発現に重要な役割をしている事が示

唆された。また -122より上流域は発現に抑制的に働いている事も示唆された。

プロモーター領域の外に第一イントロン内の110bp の長さの領域 (1035'""-'1145) には，ニワトリの血

管型平滑筋アクチン遺伝子と77%の homologyが存在し， CArG boxおよびポリオーマウィルスのエンハ

ンサーに類似した配列 (AGGAAATGC) が並んで存在し，パリンドローム構造を形成していた。こ

の部位を含む180bp を， S V40のエンハンサーを欠きプロモーター活性のみをもったpA10 CAT 

vecter の上流及び下流に組み込むと，エンハサー活性が種々の細胞で見い出された。

[総括]

ヒト血管平滑筋アクチン遺伝子にはcoding exonの上流3.8kb に他のアクチンアイソフォームと同様

に非翻訳exonが存在した。これで 6種のアクチンイソフォームの全ての遺伝子に共通して非翻訳exon

が存在することが判明した。その上流のフ。ロモーター領域および第一イントロンの一部の領域は種を超

えて保存されており，それぞれ遺伝子発現に関与すると思われる配列を含んでいた。

非翻訳領域の上流 1 kb断片は，種々の細胞で、フ。ロモーター活性を示し，上流120bp まで欠失すると最

も強いフ。ロモーター活性を示した。この領域内には 2 つの CArG boxが存在し更にこの 2 つの CArG

box を除くと活性が急に低下する事からこの 2 つの CArG boxがこの遺伝子の発現に重要な役割をして

いる事，また120bp より上流域には発現に抑制的に働く配列が存在する事が示唆された。第一イントロ

ン内の種を超えて保存されている領域は種々の細胞でエンハンサー活性を示した。

以上，プロモーター領域および第一イントロン内には血管型平滑筋アクチン遺伝子の基本的な発現調

節に関与するいつかの配列が存在し，遺伝子の発現は複数の因子により調節されていることが示唆され

fこ O

論文の審査結果の要旨

本研究はヒト血管型平滑筋アクチン遺伝子の発現制御領域を検索したものである。その結果，他のア

クチンアイソフォームと同様に非翻訳第一エクソンが存在する事，種を超えて保存されたフ。ロモーター

領域及び第一イントロン内の領域に発現を促進する領域及び発現を抑制する領域がある事を示した。

この成果は，今後平滑筋細胞における遺伝子発現を調べるうえで貴重な情報を提供するものであり，
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学位に値すると考えられる。
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