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論文内容の要旨

【目的】

カルデスモンは，平滑筋細胞および非筋細胞における Ca 2 + 依存性アクチンーミオシン相互作用のアクチン側制御

因子であるO このカルデスモンには大別して二つのアイソフォームが存在し，平滑筋細胞においては高分子量型のん

カルデスモンが，非筋細胞においては低分子量型の ι カルデスモンがそれぞれ優先的に発現するO またこれらのアイ

ソフォーム発現変換および発現量の変化が，平滑筋細胞の形質転換と非常に良く対応することが知られており，平滑

筋細胞の最良の分化マーカーとされているo こうしたカルデスモン発現調節のメカニズムを明らかにすることが，平

滑筋細胞の分化・脱分化の分子的背景解明へのアプローチとして有効であると考えられるO 本研究では，ニワトリカ

ルデスモン遺伝子の構造解析を行い，カルデスモン遺伝子 5 '-上流領域に同定された二つのフ。ロモーターのうち，砂

嚢筋型フ。ロモーターの転写調節機構を解析した。

【方法ならびに成績】

ニワトリカルデスモンアイソフォームにおいては砂嚢筋型および脳型の異なる二種類の N- 末端部配列が存在

し，遺伝子構造の解析からそれぞれに特異的なエクソンと各々の上流域のプロモーターをすでに同定している。本研

究では，これらのうちニワトリ腔繊維芽細胞 (CEFs) に強い転写活性を示す砂嚢筋型プロモーターによる転写調節

機構について詳細な検討を行った。

砂嚢筋型プロモーター中には，複数のE-ボックス，および CArG- ボックス様配列などが認められる。 CEFs ， HeLa 

細胞，およびマウス骨格筋細胞株である C 2 C12細胞における，一連の欠失変異体を用いた CAT アッセイより，転写

開始点の上流 -315""'-218bp に位置する約100bp の領域 (GE100) が， CEFs 特異的な強い転写活性の発現にとって不

可欠であることが明らかとなった。さらに種々の変異体を用いた詳細な解析により， GE100の 5'末端部に存在する

CArG苧ボックス様配列がエンハンサーエレメントとして機能していると考えられた。しかしながらその活性には，

血清刺激に対する反応性は認められなかった。またこのエレメントおよびその変異体をプロープとして用いたゲルシ

フト解析および uv- 架橋法による検索により このエレメントに配列特異的に結合する，分子量約70kDa の蛋白質

因子の存在することが判明した。

【総括】

本研究において，カルデスモンの平滑筋特異的な強い発現にとって，プロモーター領域内の CArG- ボックス様配
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列が重要な働きを行っていることが示唆された。このモチーフは骨格筋特異的な蛋白質の発現調節領域で機能してい

る例が多く見いだされるが，他に平滑筋型αーアクチンや細胞の接着構造との関連が示されているビンキュリンなど

の遺伝子の発現調節領域において機能している例も知られているo カルデスモンの CArG- ボックス様配列はコンセ

ンサスからややはずれるユニークなものであるが平滑筋における特異性がこのエレメントのみによって規定される

のか否か，またトランス因子との相互作用機構がいかなるものかなどの問題は興味深く，解析を続行中である。

論文審査の結果の要旨

本研究は，平滑筋および非筋細胞における収縮制御蛋白質であるカルデスモンの遺伝子発現調節機構を詳細に検討

したものであるo カルデスモンは はじめ平滑筋細胞において Ca 2 +- カルモデ、ュリン依存性にアクチン側で収縮を制

御する因子として見い出されたが，その後平滑筋のみならず非筋細胞においても同様の機作で収縮制御を行っている

と考えられるに至っているo また平滑筋特異的に強く発現するアイソフォームであるんカルデスモンと非筋細胞型

の ι カルデスモンが存在すること そして平滑筋の分化・脱分化と非常に良く対応してこれらのアイソフォームの発

現変換が見られることなどから，平滑筋細胞形質転換の最良のマーカーとして注目を集めているO 本研究は，こうし

た平滑筋細胞形質転換の分子的背景を明らかにすることを目的としているo

本研究では，ニワトリ匪繊維芽細胞における強いプロモーター活性が，発現調節領域内の CArG- ボックス様配列

のエンハンサーエレメントとしての働きによって調節されていることを明らかにした。そして他の培養細胞における

活性比較より，カルデスモンの組織特異的発現においてもこのエレメントが重要な働きを行っていることを示唆した。

またこのエレメントと配列特異的に DNA- 蛋白質複合体を形成する 約70kDa の蛋白質因子の存在を明らかにした。

平滑筋特異的な種々の遺伝子の発現調節機構については未だ情報が少ない。本研究で明らかにされたことがらは，

それを理解する上でも重要な概念、を提示しており したがって本研究を学位に値するものと認める。
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