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論文内容の要旨

(目的)

EndoC はマウスタイプー I サイトケラチンであり タイプ守 E サイトケラチン EndoA と重合して中間径フィラメン

トを形成する O 成体における発現は消化管などの単層上皮組織に限られることから単層上皮特異的サイトケラチンと

言われている。またマウス匪発生過程においては初期匪分化に伴い胎盤や卵黄嚢などの脹体外組織で発現し，未分化

匪細胞では発現しない。従って EndoC遺伝子の発現調節機構を解析することにより単層上皮の分化ばかりでなく

匪発生過程における初期分化の分子機構を解明するための手掛かりが得られることが期待される。

本研究はマウス初期発生過程における EndoC遺伝子の発現様式を明らかにするとともに EndoC遺伝子の発現調節

領域を同定すること目的として行なった。

(方法ならびに結果)

1. EndoC遺伝子のマウス初期匪での発現

ICR 系統マウスから着床前各発生段階の初期匪を採集し， RNA を抽出し cDNA の塩基配列をもとに合成したプ

ライマーを用いてRT-PCR法により EndoC mRNA の発現を調べた。その結果 EndoC遺伝子は未受精卵では発現

されておらず， 4 ,......, 8 細胞期で弱い発現が始まり，怪盤胞期に発現が強まることが明かとなった。次に培養細胞の R

NA を用いてノーザンハイブリダイゼイションを行なったところ分化型 F 9 (F 9 RA) ，胎盤の栄養芽層細胞 (PL)

と臓側内匪葉細胞 (MB4) で発現し未分化 F 9 (F 9) 壁側内陸葉 (PYS- 2 , HR 9) さらにL 細胞では発現し

ていなかった。

2. EndoC遺伝子のクローニング

マウス小腸 cDNA ライブラリーからクローニングした完全長の EndoCcDNA をプロープとしてマウスゲノムライ

ブラリーをスクリーニングした。その結果， EndoC遺伝子の 6 個のエクソンすべてを含む 17kb のゲノム DNA をク

ローニングすることができた。

3. DNase 1 高感受性領域の検討

遺伝子が発現する際には特定領域でのクロマチン構造の変化が起こり，それらは DNase 1 に対して高感受性を示

し，検出が可能である O また，多くの場合その領域は遺伝子発現調節と関連している。そこで EndoC遺伝子を発現

している PL と F9RA，発現していない L と F9 という 4 種類の細胞からそれぞれ核を分離し ， EndoC遺伝子の
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DNase 1 高感受性領域 (DHS) を調べた。その結果，発現の有無に関わらず合計 5 箇所の DHS が特定された。その

内， 2 箇所は転写開始点上流約 2 kb (DHS 1) と約 O.2kb (DHS 2 )のプロモーター領域にあり他の 3 箇所 (DHS

3""'" 5) は第一イントロン内に存在していた。 DHS1 は調べた細胞すべてで検出でき， DHS 2 ,....., 4 は PL ， F 9 , F 9 

RAで検出されたが L では検出できなかった。 DHS5 は F9 でのみ検出されたが， RNA ポリメラーゼE により転写

されるマウス高頻度反復配列である B 1 , B 2 の内部にあることから B1 あるいは B2 配列の発現と関連していると

思われるo

4. EndoC遺伝子の転写を調節する 5' 上流 cis-element の同定

EndoC遺伝子 5 '上流域に存在すると想定される転写に対する cis-element を同定するために種々の長さの上流領

域をCAT 遺伝子に連結したレポーター遺伝子を構築した。それらの遺伝子をリン酸カルシウム法により PL と F9 の

各細胞にトランスフェクトしCAT アッセイを行なった。その結果， DHS2 を含む転写開始点上流約300bp の領域は

F9 と比較し PLで非常に強い活性を示した。さらにDHS1 も含む上流約 6 kbはさらに約 3 倍の活性が検出された。

(総括)

1. EndoC遺伝子はマウス初期発生過程において膝盤胞形成期から強く発現され，その後栄養外匪葉や臓側内匪葉で

引き続き発現し，未分化怪細胞では発現しない初期分化特異的遺伝子であることを明かにした。

2. EndoC遺伝子発現に関係のある cis-element が局在すると思われる遺伝子上の 4 箇所の DNase 1 高感受性領域を

同定した。

3. 5' 上流域の 2 箇所の DNase 1 高感受性領域はそれぞれ栄養芽細胞における EndoC遺伝子発現に必要な領域で

ある可能性を示した。

論文審査の結果の要旨

本研究はマウス初期怪発生における分化の分子機構を遺伝子調節レベルで、解析することを目的として行なったもの

である。まずテラトーマ細胞の分化にともない発現されるサイトケラチンをコードする EndoC遺伝子が実際の着床

前マウス肢において匪盤胞分化にともない発現することを明らかにした。次に EndoC遺伝子全長を含むゲFノム DNA

をクローニングした。さらに EndoC遺伝子上あるいは近傍に，発現調節に関係すると思われる 4 ケ所の DNase 1 

高感受性領域を同定した。そしてこれらの領域のうち上流域に存在する 2 カ所の DNase 1 高感受性領域は ， EndoC 

遺伝子発現に必要な領域である可能性を示した。

よって本研究は，マウス初期匪発生における遺伝子の発現機構に新しい知見を加えるものであり学位に値する業績

と認められる。
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