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論文内容の要旨

ビタミン Dのうち，最も強い生理-活性を持つ 1 ， 25・dihydroxyvitamin D3 (1, 25-(OH) 2D3 )の生理作用は，血中カ

ルシウム濃度の調節，細胞分化の誘導，免疫担当細胞への影響など，多岐に亙っている。このように多様な 1 ， 25・

(OH) 2D3 の生理作用は主に核内に存在する芝itamin D Receptor (VDR) を介するとされている。 VDR はリガン

ド依存的な転写因子であり，標的遺伝子の近辺に存在するビタミン D応答配列 (VDRE) に，結合補助因子であるレ

チノイド X レセプター (RXR) とのヘテロ二量体を形成して結合し:標的遺伝子の転写活性を調節すると考えられ

ている。また， VDRE は AGGTCA の配列が同一方向に 3 塩基を挟んで並ぶ Direct Repea t 3 (DR 3 )型に基づく

配列であることも知られているo しかし，現在までに明らかになった標的遺伝子の数はビタミン Dの多岐に亙る生理

作用を説明するのに十分であるとは言えない。そこで，本研究においては新規な VDRE およびその近辺の標的遺伝

子の単離を目的に，大腸菌によって発現させた VDR と RXRを用いた VDR結合サイトセレクション法によって

VDRが結合するラットゲノム DNA断片を単離した。

まず結合補助因子の存在下で， VDRが結合する VDRE をラットゲノム中から検索した。ラットゲノム DNA断

片に対して VDR/RXR を用いたセレクションサイクルを 5 回繰り返し， 7 個のクローンを単離した。各クローン

をルシフエラーゼ発現レポータープラスミドに組み込んで， VDRE としての機能を検討した結果， 1 個のクローン

Yitamin D Receptor _�inding _Eragment _Q_ (VBF 5 )に転写活性を負に制御する，非常に報告例の少ない

negativeVDRE が存在すると推定された。データベースを用いたホモロジー検索においては VBF 5 に既知の配列と

の相向性は確認できなかった。 AGGTCA の配列が 4 または13塩基を挟んで同一方向に並ぶ DR4 と DR13配列によっ

て構成される特徴的な配列が存在したため，この領域を VBF5 ・DR と名付け， VDRE としての機能を調べたところ，

VBF5 ・DR が negativeVDRE として機能することが示された。また， VBF 5 -DR は VDR/RXR を含む複合体と強

く結合することが明らかとなった。すなわち，単離したDNA断片 VBF5 は生体内でもビタミン D の作用と関係す

る配列であると考えられた。

次に， VDR単独では DR 3 型配列を厳密に認識し結合することを考慮し， ラットゲノム DNA断片に対して

VDRのみを用いた VDR結合サイトセレクション法を 5 回行い， 6 個のラットゲノム DNA断片を単離した。各ク

ローンの VDRE としての機能を検討したところ， Yitamin D Receptor _�inding _Eragment 1_ (VBF 3 )に VDRE

が存在すると考えられた。塩基配列を決定した結果， VBF3 も新規なラットゲノム DNA断片であり， AGTTCA の
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配列により DR3 を形成している領域と 26bp の中に AGTTCA に基づく配列が 4 個並ぶ領域が存在した。これらの領

域を. DR Region 1 と DR Region II と名付け、さらに解析したところ，両領域に VDR が結合することが明らか

となり， これらの領域が VDRE と予想された。そこで， これらの領域の VDRE としての機能を検討した結果. DR 

Region 1 から DR Region II を含む領域 (DR 1 -DR II) を組み込んだレポータープラスミドで VBF 3 と同程度の

1,25-(OH) 2D3 による転写活性化が観察されたが. DR Region 1 のみでは DR 1 -DR II に比べると弱く. DR Reｭ

gion II のみでは観察されなかった。この結果から，二つの配列や近辺の配列が協調的に働く可能性が予想され，

VDRのみを用いたサイトセレクション法によって単離した VBF3 も生理的に意義を持つゲノム DNA断片である

と推察された。

本研究の VDR結合ゲノム DNA断片の単離の最終日的は，新規なビタミン D応答遺伝子の単離である。先に示し

た VBF5 のような negative VDRE の報告は非常に少なく， ビタミン Dの発現を抑制する遺伝子の解析は， ビタミン

D の生理作用機構で最も情報の少ない部分である。そこで. VBF5 近辺のゲノム DNA断片を得るため. VBF 5 を

プロープとしてラットゲノムライブラリーをスクリーニングし. VBF 5 を含むゲノムクローン À 1 を単離したo

ﾀ 1 の一部をプロープとしてラット腎臓の mRNA に対するノザンプロット解析を行ったところバンドが観察された

ので， ラット腎臓 cDNA ライブラリーについてスクリーニングした結果. 1 個のポジティブクローンが得られた。

しかし， このクローンの塩基配列のみでは十分に情報を得ることができなかったため， このクローンをプロープとし

てさらに同じ cDNA ライブラリーのスクリーニングを試み，約1.7kb の長さを持つクローンえ c3 を得た。え c3 の塩

基配列を決定した結果，約O.6kb がえ l の中に分かれて存在し，これらの領域がエクソンとして機能していると考え

られた。また. VBF5 はこの遺伝子のイントロンに存在していることも明らかとなった。塩基配列よりアミノ酸配

列を予測したところ， え c3 は563アミノ酸と終始コドンをコードしている cDNA クローンであると推定され， デー

タベースを用いたホモロジー検索では高い相向性を持つ配列は見つからず. VBF 5 近辺遺伝子は新規な遺伝子であ

ると考えられた。このVBF5 近辺遺伝子の脳，心臓，腎臓，肺，精巣での発現をノザンプロット解析で観察した結

果，心臓においては約 2 kb 付近に，精巣では約10kb 付近に強いバンドが観察された。また，脳においても約 2 kb 付

近にバンドが観察された。そこで. 1,25-(OH) 2D3 に対する応答を観察するため. GH 3細胞の RNA に対するノザン

プロット解析を行った。その結果，三つのバンドが観察され，それぞれのバンドの強さを比較すると，約10kb のバ

ンドのシグナルが1 ， 25ベOH) 2D3 の添加によって減少し. VBF5 近辺遺伝子は新規なビタミン D応答遺伝子であると

考えられた。

今後， これらの遺伝子についてその遺伝子産物を含めて詳細に解析すると共に，本研究と同様の方法でさらに別の

新規なビタミン D応答DNA断片の単離とその関連遺伝子の解析を行うことにより， ビタミン Dの多様な生理作用の

分子レベルでの理解に対して貴重な知見を提供できると期待される o

論文審査の結果の要旨

迫田君はビタミン Dの生理作用機構について分子生物学的検討を加えた。先ず，サイトセレクション法のビタミン

D応答遺伝子断片 (VDRE) 単離への適用性を確認したのち，これを用いて 2 種類の新規な VDRE 断片を単離する

ことに成功した。これらの断片の塩基配列や機能解析から，一方は 2 つの領域が協調的に機能して近辺遺伝子の転写

を positive に調節している可能性を示すとともに，他方は negative VDRE を含み，その近辺遺伝子はラットで臓器

により分子量の異なる産物を発現し，そのうちの 1 つの発現は培養細胞系で活性型ビタミン D により抑制されること

を示した。

これらの成果はビタミン D の多様な生理作用の分子レベルでの理解に対して貴重な知見と方法論を提供したもので

あり，学術的にも高く評価され，博士(薬学)の学位請求論文として，十分価値あるものと認められる。
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