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論文内容の要旨

【目的】

T細1包抗原受容体 (TCR) 遺伝子の αおよび β鎖は， T細胞の分化の際に，組織特異的に再配列が行なわれるため

に，完全な TCR の RNA 転写はT細胞でしか行なわれな L、。さらにそればかりでなく，転写の際にも組織特異的に制

御が行なわれているといういくつかの証拠が得られている。ところが，いまだ TCR 遺伝子の組織特異的な転写制御

の詳細な機構については不明な部分が多い。

マウスの TCRVβ遺伝子のプロモーター領域において， Vβ ファミリーを通じて非常によく保存されているデカマー

シークエンス(コンセンサス: AGTGACATCA) は転写制御機構の重要な役割を果たしており，組織特異的な転写

制御にも重要であることが予想されるが，一方 T細胞以外の組織で発現調節に重要である Activating Transcription 

Factor (A TF) 結合シークエンスや Cyclic AMP Responsive Element (CRE) にも非常に似ている。本研究では，

この TCRVβプロモーターのデカマーシークエンスが T細胞特異的な転写制御を行ないうるかどうかを，またその機

構について検討を行なった。

【方法】

組織特異的な転写を確認するために，マウス TCRVβ8.3プロモーター(-95--+ 104) のワイルドタイプ (WT)

またはデカマーミュータント (DM) の下流に再配列済みの Vβ8.2-Dβ2-Jβ2.4を配置させたものをコンストラ

クトとして用い， T細胞である BW5147細胞および非 T細胞である HeLa 細胞の核蛋白抽出物を用いて， in vitro の転

写を行なった。

また，デカマーシークエンスに結合する蛋白を解析するために， BW5147核蛋白抽出物を用いたゲルシフトアッセ

イにより得られる，デカマーシークエンス特異的なバンドの DNA-蛋白複合体に対して速度論的な解析を行ない，そ

の機構についての検討を行なった。

【成績】

in vitro 転写において. HeLa 抽出物を用いた場合には， WT ， DM コンストラクトともに単なる基本的な転写のみ
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が行われたのに対して， BW5147抽出物を用いた場合には， WT コンストラクトでは正常な転写生成物が得られるが，

DM コンストラクトでは得ることができず，デカマーシークエンスの組織特異的な転写制御への関与が明らかとなっ

た。したがって， TCRVβの転写制御は単なる非組織特異的な ATF/CRE動TATA box の系ではなく，別個の系によ

り組織特異的に行なわれていると考えられる。

ゲルシフトアッセイによって，デカマーシークエンスには，低濃度の核蛋白抽出物では2種の蛋白群が，高濃度の核

蛋白抽出物では3種の蛋白群が結合していることが判明した。このうち，低濃度の核蛋白抽出物における2種の蛋白群

は，いずれも複数分子として l 分子の DNAに結合し，また互いに独立している。したがってこの2種の蛋白群は，す

でに報告されている，異なる遺伝子によってコードされている ATF/CRE シークエンスに結合する蛋白のダイマー

であろうと推定される。一方，高濃度の核蛋白抽出物では， ATF/CRE 結合蛋白のダイマーに，さらに別の蛋白が複

合して DNA- 蛋白複合体を形成している o m VIVO または in vitro 転写の系では，ここでいう高濃度の核蛋白抽出物

よりさらに高濃度であるため，この新たに見つけた蛋白が TCRVβの組織特異的な転写制御に重要な役割を果たして

いると考えられる。

【総括】

TCRVβ プロモーターの転写制御機能を in vitro 転写系によって検討した結果，デカマーシークエンスが組織特異

的な転写制御に重要な役割を果たしていることが判明した。さらにデカマーシークエンスと T細胞の核蛋白との結合

をゲルシフトアッセイを用いて検討した結果，デカマーシークエンスは，非組織特異的な ATF/CRE シークエンス

と同一ではあるが， TCRVβ プロモーターにおいては， ATF/CRE 結合蛋白にさらに別個の蛋白が複合してデカマー

シークエンスに結合することにより， ATF /CRE -TATAbox 系とは異なる制御系によって，組織特異的な転写制御

を行なっていることを明らかにした。

論文審査の結果の要旨

Tリンパ球の抗原受容体 (TCR) と B リンパ球が産生する抗体は免疫系の中心分子であり，それぞれ T リンパ球と

B リンパ球でのみ発現するので，遺伝子の組織特異的発現の研究の好材料である。

TCR と抗体の遺伝子はそれぞれ T リンパ球と B リンパ球でのみ再配列が行なわれて機能的に完成するので，そのレ

ベ、ルで、すで、に組織特異的発現が決定されているが，さらに転写のレベルでも組織特異的に発現調節されている。本研

究では，マウス TCRβ鎖の組織特異的発現のメカニズムを解析した。その結果，可変領域遺伝子Vβのプロモーター

内に存在するデカマーシークエンスがT リンパ球特異的転写に重要である事を in vitro の転写系で確認し，さらにゲ

ルシフトアッセイによる速度論的解析から， T リンパ球の複数の核タンパク質がこのデカマーシークエンスに結合す

る事と， T リンパ球特異的であるらしい DNA- タンパク質複合体が存在する事を示した。

本研究は， Vβ プロモーターの組織特異的発現を司る核タンパク質を追究する上での重要な知見を示したものであ

り，学位論文に値すると認められる。
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