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論文内容の要旨

(目的)

EndoA 遺伝子は，中間径フィラメン卜の一種であるサイトケラチンのタイプH に分類される遺伝子の一つである。

この遺伝子産物は，タイプ I サイトケラチン EndoB遺伝子の産物と重合することにより，フィラメントを形成する

ことが知られているO マウス初期怪発生過去における EndoA 遺伝子は， 8 細胞期の後期から発現が始まり，最初の

分化が起こる怪盤胞期では，外側の栄養外脹葉だけで発現が見られ，内側の内部細胞塊では発現していない。さらに

成体においては，肝臓，腎臓，腸などの器官を形成する単層上皮組織の細胞で特異的に発現している。

このような発現様式を示す遺伝子の発現調節機構を解析することは遺伝子の分化に伴った発現および組織特異的

な発現を分子生物学的に理解するための手掛かりとなるO よって本研究では，この遺伝子の転写制御領域を同定し，

遺伝子の発現に重要と考えられる領域の一つで、あるプロモーター領域の解析を行なった。

(方法および結果)

1. EndoA 遺伝子の転写制御領域の同定

遺伝子の発現は，細胞内におけるクロマチンの立体構造の変化と転写因子の作用様式により決定されると考えられ

ている o そして，遺伝子のクロマチンの立体構造の変化を知る手段として，ゲノム上の DNase 1 高感受性部位 (DH

site) を調べる方法が知られている O この方法によりその遺伝子を発現している細胞において確認される遺伝子ゲノ

ム上の DH site は，その遺伝子の転写制御領域である可能性が高い。そこで EndoA を発現している培養細胞であ

るPYS- 2 細胞及びレチノイン酸で処理した F9 細胞 (F 9 RA) を用いて DH site を調べた。

その結果， F9RA 細胞では ， EndoA 遺伝子の 5' 上流(転写開始点付近から上流約 500bp までの領域)に 2 箇所，

さらに 3' 下流(最終エクソンの約 1 Kb 下流)に 1 箇所 DH site が存在することが判明した。さらに PYS2 細胞で

は， F9RA 細胞で確認された DH site に加えて，第 l エクソンから第 1 イントロンの領域に 4 箇所の DH site が存

在しており，合計 7 箇所の DH site を確認した。

2. プロモーター領域の解析

DH site 存在が確認された 5 '上流域に含まれる転写制御領域を同定するために 5 '上流約 1 Kb から翻訳開始点

までの領域を CAT 遺伝子(クロラムフェニコールアセチルトランスフエラーゼ遺伝子)の上流につないだプラスミ

ドを作成した。さらに このプラスミドを基準として EndoA 5' 上流域を段階的に欠損した欠損変異プラスミドを



数種類作成した。次に各欠損変異プラスミドを EndoA が発現している PY82 細胞に導入し，細胞の全RNA を回収

後 81 マッピング法によりそれぞれの転写活性を測定した。

その結果，欠損変異プラスミドのうち転写開始点の上流 100bp から TATA-BOX と呼ばれる共通配列までの領域を

欠損したものは，転写活性を失うことが判明した。よって，この領域は EndoA 遺伝子の転写制御領域の 1 つである

ことが示唆された。そして この領域の塩基配列特異的に結合する因子の存在及びその存在が EndoA 遺伝子の発現

と同様に細胞種特異的であるかどうかを調べるために，この領域をプロープ (TATA-BOX は含まない)としてゲル

シフトアッセイを行なった。

EndoA を発現している細胞として PY82 , F 9 RA , Placenta，発現していない細胞として，未分化 F 9 , 

L (fibroblast) , 984cl-10 (myoblast) を用い，各細胞からタンパクを回収しアッセイを行なった。その結果，未分

化 F9 以外の全ての細胞において共通のバンドを 2 本確認した。そして，未分化 F9 細胞においては他の細胞とは移

動度の異なる 2 本のバンドを確認した。

このことより， EndoA 遺伝子の転写に関与する因子自体の発現には厳密な細胞種特異性がない可能性が示唆され

た。さらに，分化するとEndoA 遺伝子を発現するようになる未分化 F9 細胞では，他の細胞とは異なる発現制御機構

が存在する可能性が示唆された。

(総括)

1. DH site の同定より EndoA 遺伝子を発現している点で同じ特徴を持つ細胞どうしであっても， EndoA 遺伝子

の発現を調節する領域が異なる可能性が示唆された。

2. 5' 上流 100bp から TATA-BOX の領域は，塩基配列特異的に結合する因子が存在するが，この領域はマウスの

ホモローグであるヒト CK8 遺伝子のフ。ロモーター領域と塩基配列の類似性が高い。さらに， EndoA 遺伝子と同じ様

な組織特異的発現を示す EndoB遺伝子のフ。ロモーター領域と同じ塩基配列が含まれている点も含めて領域の重要性

が示唆された。またこの領域には，これまでに報告されている転写因子の結合配列は認められないので，この領域に

結合する因子に対して興味が持たれるO

論文審査の結果の要旨

マウスサイトケラチン EndoA 遺伝子はマウス初期匪発生過程において最初の分化が起こる腔盤胞期で栄養外匪

葉だけで発現が見られることから，栄養外匪葉特異的な分化マーカーとしてとして知られているO さらに成体におい

ては，肝臓，腎臓，腸などの器官を形成する単層上皮細胞層で特異的に発現しているO このような発現様式を示す遺

伝子の発現調節機構を解析することは，遺伝子の分化段階および組織特異的な発現を分子生物学的に理解するための

手掛かりとなる O

本研究はこの遺伝子の 5 '上流域を解析した結果 EndoA 遺伝子の新たな転写制御領域を同定し，さらに TATA

BOX 近傍に結合する因子がこれまでに単離，同定されていない新しい転写因子である可能性を示唆したものである。

また TATA-BOX 近傍に結合する因子が EndoA 遺伝子を発現していない細胞内にも存在することも明らかにした。

これは遺伝子の転写制御機構として知られる転写因子の存在様式による調節と，クロマチンの立体構造変化という 2

つの現象を結び、つけたもので遺伝子の発現制御機構を考える上で，重要な示唆を与えていると思われる O よって本研

究は学位授与に値するものである o
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