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論文内容の要旨

〔目的〕

甲状腺刺激ホノレモン (TSH) は， FSH, LH, CGを含む糖蛋白ホノレモンの 1 つで，全てに共通

の α 鎖と各々のホノレモンの特異性を規定する β鎖よりなる。これまでに，甲状腺刺激ホノレモン β鎖(

TSHft) C DNAはラット，マウス，ウシで， TSHft遺伝子はラットとマウスで明らかにされてい

る。と乙ろで，ヒトでは下垂体組織が入手しにくいため，ヒト TSHft遺伝子の蛋白コード領域の塩

基配列のみが報告されていた。本論文で，ヒト TSHft遺伝子の全構造を決定し，種々な解析を行っ

fこ。

〔方法ならびに成績〕

1 )ヒト TSHft遺伝子の構造決定

乙れまでに報告されていたヒト TSHβ遺伝子の開始コドン周辺の塩基配列は，ウシ CDNAとラッ

ト遺伝子と類似し，ヒト遺伝子にもラット遺伝子のエキソン 1 と類似した mエキソン 1 "のある乙と

が想定された。そ乙で，乙のエキソンのスクリーニン夕、、のため，ウシ CDNAとラット遺伝子の塩基配

列をもとに， 21mer のプロープUを合成した。

ヒトゲノム DNAを制限酵素 Sau 3Aで部分切断して作成したとトゲノムDNAライブラリーより，

合成ヒト TSHftcDNAをフ。ロープとしてスクリーニングしたと乙ろ~ 3 つのえファージクローンが

得られ，プローーブU と相補的な領域を dideoxy 法でシークエンスした。 TSHft遺伝子の塩基配列

をヒトとラットやマウスとで比較して， ドットマトリックス分析を行ったととろ，ラット，マウスの

エキソン 1 から 5~ 側にかけての領域がヒトと類似していたため，乙の類似した領域にヒトの mエキソ
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ン 1 "があると考えた。ヒト正常下垂体より抽出したRNAと，乙の類似した領域を含むノーザンプ

ロープ，あるいは合成ヒト cDNAプロープでノーザンプロット法を行うと，両プロープ共に約 650nt

の同じ長さのバンドを形成し，乙の類似した領域が蛋白コード領域と共にTSHft遺伝子から転写さ

れている乙とが確認された。

転写開始点を決めるためにヒト正常下垂体より抽出したRNAと，蛋白コード領域に相補的なプラ

イマーとでプライマー伸長法を行ったと乙ろ， 92n t の主バンドと 89n t の副バンドが得られた。

別のプライマーを使って同様の実験を行うと 37n t の主バンドと 34n t の副バンドが得られた。乙の結

果とスプライシングのコンセンサス配列とを考慮に入れるとエキソン l の両端と蛋白コードエキソン

の 5' 端が決まり， 既に報告されていた蛋白コードエキソンがエキソン 2 と 3 である乙とが分かった。

次i乙， po lyA 付加点を決めるために，ヒト正常下垂体より抽出したRNA とヒト遺伝子の 3' 側

より得た Sl プローブとで Sl マッピンク事を行ったととろ， 107--117nt と 119--124nt のバンドが

得られた口従って 2 ブロックの polyA 付加点があることが分かり，その前には 2 組の polyAシグ

ナルが認められfこ。

2) ヒトと他の動物のTSHβ遺伝子の比較

以上の結果，ヒト TSHft遺伝子の全長は 4.5kb ~ë:及び， 3 つのエキソンよりなっている。また，

ヒトとラット，マウスとでエキソン 1 及びその 5' 隣接領域の塩基配列は，蛋白コード領域と同じ位の

805ぢ以上の高いホモロジーが認められた。

エキソン 1 及びその周辺の類似した領域を並べてみると 2 紐の UTATA" ， t~CAAT" のプロモ

ーター配列が 3 種の間でよく保存されており，ラット，マウスでは両方のプロモーター由来の転写開

始点が認められている。ヒト TSHft遺伝子の正常下垂体における転写開始点は，ラット，マウスの

下流の転写開始点より 10bp上流にあるが， それらでは (~TATA" との間で， ヒトにたいして 9bp

の欠失がある乙とを考慮すると，共に下流の UTATA" 由来の転写開始点であると考えられる。

3) T S H産生腫蕩におけるmRNAの解析

ヒトのTSH産生腫蕩においてどの転写開始点が使われるかを検討した。先lζ述べたのと同じよう

にプライマー伸長法を行ったと乙ろ，正常下垂体のときと全く同じバンドが得られた。従ってヒトで

はTSH産生腫蕩においても正常下垂体と同じ下流のプロモーター由来の転写開始点しか用いられて

いない乙とが示された。

また，同様に S1 マッピング法で polyA付加点を検討したところ，正常下垂体の時と全く同じバン

ドが得られた。従ってヒトではTSH産生腫療でも 2 組の polyAシク守ナノレが正常下垂体と同様に，働

いていると考えられる。

4) 転写制御配列

cAMP制御配列は，いくつかのヒトやラットの遺伝子で，それらの 5' 隣接領域で報告されている。

乙れらの cAMP制御配列にはよく保存されたコア配列が認められているが，ヒト TSHft遺伝子では

類似の配列がー 565--ー 556 と- 188--ー 179~とある。乙の領域をヒト，ラット，マウスで比較したと乙

ろ 3 その周囲 30n t 以上がよく保存されており，ラットで報告されているような cAMP による発現制
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御に使われると思われる。

〔総括〕

ヒト TSHft遺伝子をクローニングし，その全構造を決定し， 5' 隣接領域に転写制御配列のある乙

とを示唆した。 5' 転写調節領域が明らかになったことにより，今後，ヒト TSHft遺伝子のホノレモンと

しての転写制御，下垂体組織特異的な発現制御，および， TSH欠損患者での転写異常等が明らかに

されていくと思われる。

論文の審査結果の要旨

甲状腺刺激ホノレモン CTSH) は， α ， ft 両鎖から成り，甲状腺機能を直接的に制御する下垂体ホ

ルモンであるが，本論文は， ヒト甲状腺刺激ホノレモン β鎖 CTSHft) 遺伝子をクローニングし，は

じめてその全構造を明らかにしたものである。これを他の動物と比較して， ヒト TSHft遺伝子の

5' 隣接領域の塩基配列がタンパクコード領域と同じ程度の相向性がある乙と，また，そのなかに転写

制御配列のある乙とを示した。また，ヒトのTSH産生腫蕩においても正常下垂体と同じプロモータ

ー， polyAシグナノレを使ってTSHftmRNAを転写している乙とを明らかにした。

乙れらの研究成果は，内分泌分子生物学上非常に意義深いものであり，本論文は学位論文として十

分価値あるものと認められる。
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