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論文内容の要旨

【目的】

晴乳類腎臓髄質はその尿濃縮機構のゆえに高浸透圧にさらされるo 腎臓髄質細胞はオスモライトと総称される数種

類の有機浸透圧物質を細胞内に蓄積し高浸透圧環境に適応する o イヌ腎臓由来の培養細胞である MDCK 細胞におい

てオスモライトの l つであるベタインの蓄積は，高浸透圧刺激に応答したベタイン輸送体 (BOT 1 )遺伝子の転写

冗進を介しておこる o in vitro の系で BGTl 通伝子の転写開始点 5'上流2.4kb 以内に浸透圧感受性エンハンサー活

性をもっ部位の存在が明らかにされている。本研究は BOT 1 遺伝子 5'上流2 .4kb 部分の浸透圧応答性を m VIVO で検

討することを目的とする o

【方法】

BGT 1 遺伝子 5'上流約2.4kb にレポーター遺伝子としてクロラムフェニコールアセチルトランスフエラーゼ(以

下 CAT) を接続したコンストラクトをもっトランスジェニックマウス(以下 TG) を作製した。 3 系統の TG (No. 5 , 

No. l l, No.21) が得られた。 TG の genomic DNA をサザンプロット解析し TO のゲノムあたりのトランスジーンコピー

数を評価した。それぞれNo.5 : 4 コピー， No.ll: 9 コピー， No.21: 8 コピーのトランスジーンを有していた。この 3

系統の TG に対し，腎臓髄質浸透圧を上昇させる操作として， 72時間脱水負荷と高張食塩水腹腔内投与を行った。ま

ず正常 C57BL 6 マウスに高張食塩水腹腔内投与を行い，腎臓髄質でのマウス内因性 BGT 1 mRNA 発現を経時的に

検討し，高張食塩水負荷 4 時間後にマウス内因性 BOT 1 mRNA レベルがピークになることを確認した。この結果を

ふまえ， TG に対する負荷プロトコールは以下の 5 群とした。対照群: 72時間自由飲水，脱水負荷群: 72時間脱水，

脱水負荷後飲水再開群:脱水負荷後24時間自由飲水，高張食塩水負荷群:高張食塩水腹腔内投与 4 時間後，高張食塩

水負荷後飲水再開群:高張食塩水腹腔内投与 4 時間後より 24時間自由飲水。

各群に TG を 3 匹ず、つ用いそれぞれの負荷後，腎臓髄質を含む諸臓器における CAT mRNA および、マウス内因性 B

GT 1 mRNA の発現レベルをノザンプロット解析で検討した。

【成績】

得られた TG のうち No.1 1 の系統を用いて以下の検討を行った。他のNO.5 ， NO.21 の TO の結果も同様の傾向であった。

対照群，脱水負荷群で脳，心臓，肺，肝臓，牌臓，小腸，筋肉，腎臓皮質，腎臓髄質についてノザンプロットにおい

ては CAT mRNA 発現を腎臓髄質のみに認めた。マウス内因性 BOT 1 mRNA は肝臓，腎臓髄質に発現を認めた。
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腎臓髄質のみに注目して CAT mRNA レベルとマウス内因性 BGT 1 mRNA レベルを検討した。脱水負荷後 CAT

mRNA レベルは対照群の2.7 土 0.1倍に上昇し，マウス内因性 BGT 1 mRNA レベルは対照群の2.5 :t 0.6倍に上昇した。

脱水負荷後飲水再開群で CAT mRNA，マウス内因性 BGT 1 mRNA はともに対照群レベルに復した。高張食塩水負

荷群で CAT mRNA レベルは対照群の3.2土 0.2倍，マウス内因性 BGT 1 mRNA レベルは3.6 :t 0.2倍と上昇した。高

張食塩水負荷後飲水再開群で CAT mRNA は対照群レベルに復し，マウス内因性 BGT 1 mRNA も高張食塩水負荷

群に比して有意に低下した。以上すべてのプロトコールにおいて CAT mRNA は腎臓髄質のみに発現し，肝臓のマ

ウス内因性 BGT 1 mRNA レベルは負荷による変化を認めなかった。

【総括】

BGT 1 遺伝子 5'上流2.4kb に CAT 遺伝子を接続したコンストラクトをもっTGにおいて以下の結果が得られた。

1. CAT mRNA は Northern blot では検討した組織のうち腎臓髄質のみに発現を認めた。

2. 腎臓髄質において脱水負荷及び NaCl 投与により CAT mRNA発現レベルは約 3 倍に上昇し，飲水再開により負

荷前レベルに復した。

3. 腎臓髄質において CAT mRNA 発現レベルの増加はマウス内因性 BGT 1 mRNA と同様であった。

BGT1 遺伝子の 5 '上流2.4kb は TG の腎臓髄質において浸透圧応答性にレポーター遺伝子発現を制御することが示

された。

論文審査の結果の要旨

本研究によりベタイン輸送体 (BGT 1) 遺伝子の 5'上流部分2.4kb は培養細胞系のみならずトランスジェニック

マウス腎臓髄質においても高浸透圧刺激に応答してレポーター遺伝子発現を上昇させることが明らかとなった。また

レポーター遺伝子である CAT 遺伝子は腎臓髄質のみで発現を認め，マウス内因性 BGT 1 遺伝子が発現している肝臓

では発現を認めなかった。この結果より肝臓における BGT1 遺伝子発現に必要な同遺伝子中のシスエレメントと腎

臓における発現に必要なシスエレメントが異なる可能性が示唆された。今後の同遺伝子の臓器特異的発現の制御機構

解明にも有用な情報が得られたと考える。本研究は腎臓の浸透圧ストレス応答機構解明の基礎的検討に位置づけられ

る o 以下より本研究は学位授与に値するものと考えるo
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