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(ラットピルビン酸キナーゼ L 遺伝子の肝細胞特異的発現調節領域の

同定と特性:複数の因子の相乗効果について)
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論文内容の要旨

(目的)

ラットピルビン酸キナーゼ (PK) L 遺伝子は， R 型および L 型の 2 つの PK アイソザイムをコードしている。本

遺伝子は， 12 個のエクソンから構成されており，第 1 エクソンは R 型に，第 2 エクソンは L 型に特異的エクソンで

あり，他は両者に共通のエクソンであるo 従って， PKL 遺伝子は，組織特異的なプロモーターの使用により，赤血球

では R 型，肝臓では L 型 PK アイソザイム mRNA を転写すると考えられる。本研究では，このうち肝特異的遺伝子

発現に必須のシスエレメントの同定とそれに結合する因子についての検討を行った。

(方法ならびに成績)

(1) L 型 PK の転写開始点上流 3200bp から欠失させた DNA 断片を大腸菌のクロラムフェニコールアセチルトラン

スフエラーゼ (CAT) 遺伝子の上流に組み込んだプラスミドを初代培養肝細胞や HeLa 細胞， K562 細胞にトランス

フェクションし， CAT 活性を測定した。

初代培養肝細胞にエレクトロポレーション法でトランスフェクションしたところ， L 遺伝子の上流-3200から

-279bp までをのぞいたプラスミドでは CAT の発現にほとんど差は認められなかったが， -185bp までデリーショ

ンを行なったプラスミドでは CAT の発現はわずかに増大が認められた。さらに， -152 , -94bpまでデリーションを

行なったプラスミドでは，暫時 CAT の活性低下がみられ， -62bpで、は CAT 活性はみられなかった。一方，これらの

すべてのプラスミドは， HeLa 細胞やK562細胞では CAT 活性はみられなかった。

さらに， -94 から -62bp までの領域を詳細に調べるために -74bp までデリーションしたプラスミドをトランスフェ

クションしたところ CAT 活性はみられなかった。そこで， -94 から -76bp に相当する合成ヌクレオチドを -62bp

の上流に挿入したところ CAT 活性がみられた。この領域を L- 1 となずけた。次に， -185 から -95bpの領域を詳

細に調べるために， 3' 端を -95bpに固定し， 5' 端を -185 ， -170 , -155bp までデリーションした断片を -94bp

から下流を含むプラスミドに挿入した場合， -170bp までは同程度の活性であったが， -155bp では活性が低下した。

また， 5' 端を -170bp に固定し， 3' 端を- 95 , -126 , -139bp までデリーションした断片を挿入した場合，

-126bp までは同程度の活性であったが， -139bp では活性が低下した。従って， -170 から -126bp までの領域が

活性をもつことが明らかになった。この領域には， LF-A 1 と MLTF の結合配列がみられたため， -126 から -149bp

を L- 11 , -150 から -170bp を L-ill となずけ，各々の合成ヌクレオチドを合成した。



これらの 3 つの合成ヌクレオチドを単独で，あるいは様々な組み合わせで，方向も変えて -62bp より下流を含むプ

ラスミドに挿入して肝細胞にトランスフェクションした。その結果， L-1 は単独で方向に無関係に活性をもった。

L-ll は L- 1 に， L-ill は L-ll に依存して互いに相乗的に作用した。これらの 3 つのエレメントはこの順序で，お

なじ向きに存在するときに最大活性を示した。また，これら 3 つの領域を含む DNA 断片を SV40 のプロモーターの

上流や下流に逆向きに挿入したプラスミドを肝細胞にトランスフェクションしたところ，それぞれ CAT 活性を上昇

させた。また，肝細胞では発現しない PKM 遺伝子の上流に逆向きに挿入した場合でも CAT の発現がみられた。

(2) これらの 3 つのエレメントに結合する因子を同定することを試みた。 L- 1 には LF-B 1 , L-II には LF-A 1 , 

L-ill には MLTF の結合コンセンサス配列がみられたので，それぞれについてゲルシフト法を用いて検討した。 L-

I は， LF-B 1 を大腸菌に発現させた抽出物との間で結合がみられた。また，その結合力は，アルブミンの LF-B 1 

結合配列よりも弱かった。 L-ll は，肝核抽出物中に結合因子がみられたが，それは LF-A1 とは異なっていた。 L

E も同様に，肝核抽出物中に結合因子がみられたが，それは MLTF とは異なっていた。

(総括)

(1) ラット PKL 遺伝子の肝細胞特異的遺伝子には， L 型 PK の転写開始点上流-76 から -94bp (L-1) , -126 か

ら -149bp (L-ll) および -150 から -170bp (L -ill) の 3 つのシスエレメントが必要であった。 L- 1 は単独で

エンハンサ一様活性を示したが， L-ll や L-ill は単独では不活性であった。 L-ll は L- 1 に， L-ill は L- II に依

存して互いに相乗的に作用した。これらの 3 つのエレメントはこの順序で，おなじ向きに存在するときに最大活性を

示したことから， 1 つのユニットを構成していると考えられた。このユニットは，ヘテロなプロモーターとも，位置

や方向に関係なく作用することから，組織特異的エンハンサーであることが明らかになった。

(2) L-1 には LF-B1 が結合し他の 2 つには未知の転写因子が結合することが示された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ピルビン酸キナーゼ L 遺伝子の肝細胞特異的な遺伝子発現制御領域を解析し，それらに結合するタンパ

ク質について検討したものである。その結果， L 遺伝子の転写開始点上流 189bp 内の L- 1 , L-ll , L-ill という

3 つの制御領域が， 1 つのエンハンサーユニットとして肝細胞特異的遺伝子発現に寄与していることを示している。

また， L-1 には転写因子の LF-B 1 が， L-II や L-ill には未知のタンパク質が作用することも明らかにしてい

る。

これらの結果は，肝細胞の分化機構， L遺伝子の細胞特異的遺伝子発現にかかわる転写因子聞の相互作用機構，な

らびにホルモンや高炭水化物食による転写促進機構の解明に役立つと考えられ，学位に価するものと認める O


