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論文内容の要旨

高等動物では染色体DNAのシトシンがしばしばメチル化をうけ， このDNAのメチル化が遺伝子の発現制御に重

要な役割を果たしていることが知られている。 DNAのメチル化が遺伝子の発現制御に果たす役割，及びその機構を

調べる事を目的として，メチル化が発現調節に関与している新規な遺伝子を単離し，その構造を調べた。

マウスの中腔葉由来の株細胞である C3 H10T 1 / 2 (10T 1 /2) を DNAの脱メチル化剤である 5 -アザシチジン

( 5 -AzaC) で処理すると骨格筋細胞，脂肪細胞，軟骨細胞へと分化が誘導されることが知られている。 5 -AzaC 処

理した 10T 1 / 2 細胞から cDNA ライブラリーを作成し，遺伝子を単離すれば，メチル化により発現が制御される遺

伝子を単離できることが期待される。この手法によって 5 -AzaC により発現の誘導される遺伝子 AZ 1 の cDNA 断片

を単離した。 AZ1 は10T 1/2 細胞を 5 -AzaC 処理すると発現が上昇した。また，成体マウスの臓器では精巣で特に

強い発現が認められたD 精巣の cDNA ライブラリーより 3.6kb の cDNA を得，全塩基配列を決定しアミノ酸配列を

推定したところ，既知の遺伝子に類似のものは存在しなかった。未分化な精原細胞しか含まないことが知られている

jsd/jsd 変異マウス精巣では， AZ 1 mRNA の発現が認められないことから， AZ 1 は精子細胞で発現していることが

示された。精子細胞の分化段階を調べたところ減数分裂の起きる pachytene 期において発現が誘導され，以降高い発

現を示した。

AZ 1 蛋白質に対する特異抗体を作成し，精巣における AZ 1 タンパク質の局在を組織染色により調べたところ，

AZ 1 蛋白質は elongated 精子細胞の特にアクロソーム前駆体領域に局在した。 AZ 1 蛋白質の局在をさらに免疫電顕

により観察したところ， AZ 1 蛋白質はアクロソーム前駆体の内側に存在する像が観察された。分化初期の精子細胞

のアクロソーム前駆体にはAZ 1 蛋白質は均一に分布するが，精子細胞が成熟するに従いアクロソーム内側のトラン

ス側の膜付近に並んで、濃縮されてくる像が観察された。ほぼ分化の終了した精子細胞のアクロソームには組織染色に

よる観察と同様免疫電顕による観察でもAZ1 蛋白質は検出できず消失していた。 AZ 1 蛋白質のアミノ酸配列には膜

透過に必要なシグナル様配列は見当たらないことから， ゴルジ装置から形成されると考えられているアクロソーム内

にどの様にしてAZ1 蚕白質が転送されるのか興味深い。

AZ1 蛋白質を培養細胞内で強制発現させると，細胞質領域に粒状に凝集して存在する像が観察される。このAZ 1 

蛋白質はプロテアーゼにより分解されることから培養細胞に発現させたAZ 1 蛋白質は膜構造で囲まれていないこと

が示唆されたD また， ~η vitro 転写系において粗面小胞体内へ転送されないことから AZ 1 蛋白質のアクロソーム前
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駆体内への移行には小Jj包体からゴルジ装置を経る通常の分泌蛋白質の輸送系とは異なる機構が関わっていると考えら

れる。

培養細胞内で AZ1 を強制発現させると，細胞質領域に粒状に凝集して存在する像が観察されたが， その局在に関

与する領域を推定するために， N-末 (76-543) または， c-末領域 (512・922) を欠失させた変異 AZ 1 を培養細胞で

発現させた。 N-末領域を欠失させた場合は全長( 1 -947) の AZ1 を発現させたときと同様の存在様式を示したが，

c-末領域を欠失させた場合には細胞質に拡散して存在する像が観察された。 AZ 1 蛋白質が培養細胞内で凝集する性

質には c-末領域が必要であると考えられる。

AZ1 遺伝子の発現制御の機構を明らかにする第一歩として， AZ 1 遺伝子のクローニングを行った。 AZ1 cDNA は

染色体DNA上約20kb に渡ってコードされ， 25個のエキソンと 24個のイントロンから構成されていた。第 l エキソ

ンを含むプロモーター領域の塩基配列を決定し， primer extension 法により転写開始点を決定した。第 l エキソン上

流領域を chrolamphenicol acethyltransferase (C A T) 遺伝子の上流に挿入し，培養細胞を用いてプロモーター活

性を調べたところ基本的なプロモーター活性は 5 I 側転写開始点より -41bp という非常に短い領域に存在した。こ

のプロモーターをメチル化したときプロモーター活性が抑制され，メチル化がこのプロモーターの調節に関与してい

る可能性が示された。

論文審査の結果の要旨

組織特異的な遺伝子が発現するためには遺伝子は脱メチル化される必要がある。青砥宏君はDNAのメチル化が遺

伝子の発現制御に果たす役割と機構を明らかにすることを目的として、脱メチル化により発現が誘導される新規な遺

伝子 AZ 1 を単離し構造を決定した。また、 AZ 1 遺伝子はメチル化が重要な働きをするとされる減数分裂後の精子細

胞で特異的に発現されることを明らかにした。本遺伝子の発見、単離はDNAのメチル化と遺伝子の発現調節につい

て重要な貢献をするものであり、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認めるo
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