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論文内容の要旨

(目的)

ピルビン酸キナーゼ CRK) は，解糖系の律速酵素の 1 つであり 4 種のアイソザイム CL ， R , Ml' 

M 2 ) が知られている O これら 4 種のアイソザイムは，それぞれ組織特異的に発現している。胎生期で

は未分化型PKであるM 2 型は，すべての組織に存在しているが，分化に従い肝臓では L型が，赤血球

ではR型が，又，筋肉，脳ではM 1型が主になる O また，癌化するとM 2 型が増加することが知られてい

る O これら ， PK遺伝子の組織特異的な，また分化に伴った発現制御機構を解明することを目的として，

本研究では， M 1 ・ M 2 型PKをコードしている PKM遺伝子の構造及びプロモーター領域を解析した。

(方法および結果)

ラット肝DNAより作られた遺伝子ライブラリーをM 2型PKcDNAをプローブとしてスクリーニ

ングし ， ﾀ M P K37 , ﾀ M P K34のクローンを得，解析したが V 上流域及び 5 I ノンコーディング配列

は見いだせなかった。そこで，ラット肝DNAを HindIIIで切断した後 cDNA の 5 I 端および À MP K34 

の 5 I 端をプロープとしてサザンプロットを行なったところ， 1 1. 3kb にバンドを認めたため， Hind III で

切断したラット肝DNAの 9 から 14kb のフラグメン卜を回収し， EcoR 1 リンカーを用いて EMBL4

ファージに組み込み，遺伝子ライブラリィーを作成した。このライブラリィーを前述の 2 種類のプロー

プを用いてスクリーニングし， ﾀMPK 5 を得たo ﾀMPK5 DNAを EcoR 1 で切断すると 4 つのフ

ラグメントが生じ，サザンプロットの結果， 3.8kb のフラグメントに第 1 エクソンが存在することが確

認されたため， M13ファージにサブクローンを行った後，ダイデオキシ法により DNA配列を決定した。

これにより，ラット PKM遺伝子は， 12のエクソンと 11のイントロンを持ち全長約20kb であることが明



らかになった。その V 上流域は，“TATA" および“ CAAT" 、配列を欠き GC含量が高く GC ボッ

クスを複数持っていた。次に，転写開始点を決定するためにラットの筋肉よりえられたM 1 型 PKmR

NAを含むRNA と， AH -130肝癌細胞から得られた， M 2 型PKmRNAを含むRNAを用いて， s 
1 マッピングを行った。この結果 6 ケ所の転写開始点が同定され，しかも， M 1 型及びM 2 型PKmRN

Aで同じであった。さらに V上流域がプロモーター活'性を持つことを確かめるために， CAT アッセ

イをおこなった。 PKM遺伝子の転写開始点上流約2.2kb ， 1. 8kb 及び0.5kb のフラグメントを CAT遺

伝子の上流に組み込み，これらのプラスミド DNAを， L型RKを発現しているラット成熟肝細胞及び

M 2 型PKを発現している dRLh-84肝癌細胞にエレクトロポレーション法により導入し， 48時間後

に CAT活性を測定した。その結果，成熟肝細胞では，すべてのフラグメントがプロモーター活性を示

さなかったが d RL h -84細胞では，逆にすべてのフラグメントがプロモーター活性を示した。これは，

転写開始点上流約500bp がプロモーターとして機能し得ることを示し，又，組織特異的な転写に関わる

シス作用因子を含む可能性を示す。さらに，ラット DNAライブラリィーをスクリーニング中，イント

ロンを欠く M 2 型 PKmRNAに似たクローンを見いだし DNA配列を決定した。その 5 I 上流約

1. 5kb を CAT遺伝子の上流に組み込み d RL h -84細胞及び成熟肝細胞に，エレクトロポレーション

法により導入し CAT活性を調べたが，プロモーター活性は，見いだせなかった。 S 1 マッピングでも

この遺伝子が転写されているとすれば見られるはずのフラグメン卜がなかったことから，この遺伝子は

pseudogene と考えられた。胎生15 ， 19 , 21 日目の筋肉と脳で、M 1 ・ M 2 型 PK特異的エクソンをプロー

プとしノーザンプロットを行った。胎生初期では， M 2 型PKが主であるがその発現量は， M 1 型 PK

が増えるに従い減少し，酵素レベルでの所見と一致した。

(総括)

PKM遺伝子の，すべてのエクソンの配列を決定した。 PKM遺伝子は， 12のエクソンと 11 のイント

ロンを持ち全長約20kbで， M 1 及びM 2 に特異的なエクソンは，それぞれ第 9 ，第10 エクソンに存在し

ている。 PKM遺伝子の 5 I 上流域はいわゆるハウスキーピング遺伝子の特徴を持ついる。つまり， T

ATAボックス， CAATボックスは存在せず， GC ボックスを複数もつO また， GC含量が高い。 s

1 マッピングより M 1 及び、M 2 型 mRNAは，複数の同じ転写開始点を持つことが明らかとなった。 C

ATアッセイにより，転写開始点上流約500bp のフラグメントが組織特異的なプロモーター活性を持つ

ことが示唆された。また，イントロンが存在しない遺伝子を見いだし， DNA配列を決定したことろM 2 型

PK と 99%の相向性を認めたが， pseudogene であることを確認した。胎生期の脳・筋肉で分化に伴っ

てM 2型PKが減少するに従いM 1 型PKが増加することが mRNA レベルで確認された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ピルビン酸キナーゼM遺伝子 CPKM遺伝子)の全構造を解明し，そのプロモーター領域

を解析したものである O その結果， Ml' M 2 両タイプの mRNAは，同じ転写開始点を持つことが明か



となり，同一の転写産物が組織特異的なスプライシングを受けて両タイプの mRNAが作られることが

確認された。又， PKM遺伝子のプロモーター領域は，ハウスキーピンク守遺伝子の特徴を持つことがわ

かり，転写開始点上流約500bp 以内に，組織特異的なプロモーター活性が存在する可能性を認めている O

これらの結果は， PKM遺伝子の組織特異的な発現及び，細胞の癌化の際のM 2 型の増加の機構を解明

する端緒となり，ひいては，高等動物の細胞の分化や癌化の機構の解明あるいは，組織特異的な遺伝子

発現の制御機構の解明に役立つと考えられ，学位に値するものと認める O

no 




