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論文内容の要旨

中枢神経系は非常に性質の異なるニューロンとグリアの 2 種類の細胞集団から構成され，さらにそれ

ぞれの細胞集団は多数の種類に分かれているO これら細胞が緊密な相互連絡をとることにより高度な機

能が発現するものと考えられる O 脳を構成する細胞特異的な遺伝子発現機構を明らかにすることは，脳

の構造と機能を理解する上で重要であるO ミエリン塩基性蛋白質 CMyelin Basic Protein; MBP) は

神経軸索鞘(ミエリン)を構成する主要な脳特異的蛋白質であるO ミエリンを構築しているオリゴデン

ドロサイトにのみ特異的に非常に豊富に発現しているため，脳特異的，細胞特異的な遺伝子発現調節機

構の解析には最適と考えられる。既に MBP 遺伝子上流に存在するプロモーター領域に細胞特異性を決

定する領域があり，転写因子の一つである NFI CNuclear Factor 1)が，特異的な転写に重要であるこ

とを明らかにしている。そこで本研究では，脳の NFI の構造を決定することにより，脳における NFIの

特異性と多様』性につき検討を加えて， MBP 遺伝子の特異的転写の機構を明らかにすることを目的とす

る。

(方法ならびに成績)

NFI は多様性に富む遺伝子ファミリーを形成しており，複数の遺伝子が存在すること，また，単一の

遺伝子からのスプライシングパターンの違いにより，さらにサブタイフ。が存在することが報告されてい

る o 本研究では， NFI ファミリーの中に， MBP プロモーターの中枢神経系特異的な発現に寄与する，

特異的なサブタイプの存在を仮定し，脳より NFI の cDNA の単離・解析を行った。

ラット肝より単離された NFI-L をプロープとして，マウス脳由来の cDNA ライブラリーをスクリー



ニングした。 6 種の独立したクローンが得られ NFI-B 1 .--6 と命名した。塩基配列解析の結果，こ

れらのサブタイプは，単一遺伝子から異なるスプライシングパターンにより生じたことが示唆された。

ノーザンブロット法及び RNA ドットプロット法を用いて各種組織における NFI-Bの mRNA の発

現の分布を解析した。他の組織に比して非常に強い発現 (20.--30倍)が小脳においてみられた。 NFI ファ

ミリーに属する NFI-B とは異なるサブクラスである CTF/NF-I をプロープとしてノーザンブロッ

ト法を行い， NFI-B の分布パターンと比較した結果， NFI ファミリーの中でも，普遍的に存在する CT

F/NF-Iとは対照的に NFI-B は組織により分布密度が異なり，組織特異的な役割を担っている可能

性が示唆された。

NFI-B蛋白質と MBP プロモーターの結合様式を解析するために ゲルシフト法を用いた。 NFI-B

蛋白質は in vitro 転写・翻訳系を用いて cDNA より合成した。その結果， NFI-B は特異的に MBP プ

ロモーターの NFI 結合領域に結合すること， C末側の領域に DNA 結合能があること，少なくとも 2 量

体を形成して DNA と結合することがわかった。

MBP プロモーターの転写活性への NFI-B 蛋白質の作用を解析するために，培養細胞 NGI08を用い

て強制発現実験を行った。 NFI-B を発現する発現ベクターと MBP プロモーターの下流に大腸菌lacZ

遺伝子を挿入したレポータープラスミドを調整し，両者を当時に NGI08へ導入し， MBP プロモーター

からの転写量を定量した。その結果 NFI-B 蛋白質が存在することにより MB P プロモーターから

の転写量が非常に増加 (5.-- 8 倍)することが明らかになった。

(総括)

転写因子 NFI の脳からの cDNA クローニングとその塩基配列の決定を行い，脳において様々なタイ

プの NFI が発現していること，また小脳に大量に発現していることを明らかにした。更に脳の NFI は，

MBP 遺伝子のプロモーター上の NFI 結合配列に結合することにより その転写活性を増大させること

を証明した。以上の事実は， NFI がオリゴデンドロサイト特異的な MBP 遺伝子発現に深く関わってい

ることを示すものである。一方，多くの遺伝子のプロモーター内には NFI 結合領域がみられるが，この

ことは，今回みいだした脳における NFI の多様性が，脳内で発現している他の遺伝子の特異的発現にも

関与していることを示唆するものである O

論文審査の結果の要旨

本研究は，マウス脳において発現している Nuclear Factor 1 (NFI)の cDNA クローニングと一次

構造の決定を行い，脳組織においては，選択的スプライシングによると考えられる多様なサブタイプの

NFI 分子が発現していることを明らかにし，機能的にもこの NFI 分子は脳神経系で特異的に発現して

いるミエリン塩基性蛋白質 (Myelin Basic Protein; MBP) 遺伝子のプロモーター領域に結合し，転

写活性の増大に trans に働くことを証明した。

NFI はすべての組織において発現している普遍的な因子であることが知られているO また， NFI は脳



内で特異的に発現している遺伝子の転写調節にも重要な役割を果たしていることが多くの例で明らかに

なっている。しかしながら普遍的な転写因子が脳内での特異的な転写活性に関与する分子機構について

は全く不明であった。本研究は，脳において NFI が選択的スプライシングに基づく多様なサブタイプ

を有することを明らかにし，この脳における NFI の多様性が MBP をはじめとする，脳内で発現して

いる遺伝子群の転写レベルの組織特異性に関与することを示唆しており学位論文に値するものと評価さ

れる。

円
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