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論文内容の要旨

【目的】

牌 S細胞には， glucose 応答性 insulin 分泌という固有の機能を担うために必要なユニークな遺伝子群が発現する。

これらの騨 3細胞特異的遺伝子群の転写を誘導する転写因子を明らかとすることは，将来の遺伝子治療に向けた非 β

細胞の 3細胞化~バイオ人工騨島の構築にもつながり得るもので臨床的にも極めて意義深い。 insulin 遺伝子転写調

節に関わる転写因子群の中で， A領域と呼ばれる ClS 調節領域に結合する転写因子 PDX - 1 は， homeodomain を

有する蛋白で，その欠損マウスでは騨が欠失するなど，騨の発生・分化に広範な生理機能を有することが示唆されて

いる。そこで，私は， PDX - 1 が単なる insulin 遺伝子の転写因子としての機能を超えて，複数の騨β細胞特異的遺

伝子に共通する転写因子として機能する可能性を探求するため，牌 β 細胞に特徴的に発現する glucokinase (GK) 

遺伝子及び amylin (IAPP) 遺伝子の転写活性化における PDX -1 の関与を検討した。また各遺伝子の promoter

レベルでの解析に加え， PDX - 1 を外来性に発現させた非 S細胞において騨 β細胞特徴的遺伝子群の発現が誘導さ

れるか否かを解析した。

【方法】

1. 転写活性の評価: insulin, GK, IAPP 各遺伝子の p1'omoter 活性の評価は， reporter gene analysis によって行っ

た。即ち，それぞれの遺伝子の promoter 領域，あるいは，その mutant を luciferase 遺伝子の上流に挿入した1'e

porter gene construct および(遺伝子導入効率を補正する目的に)β- galactosidase (β- gal)発現 plasmid を

各 host cell に co -transfect し， 48時間後に細胞抽出物を用いて， luciferase 活性及びβ- gal 活性を測定した。転

写活性は， luciferase 活性を ß -gal 活性で除した relative luciferase activity により評価した。

2. stable transformant の作成: PDX - 1 発現 plasmid で Neo f を有する pcDNA 3 -PDX-1 を牌 α 細胞株 α

TC -1 細胞に遺伝子導入し， G418耐性 clone を単離した。その後， PDX-1 の発現していない clone (PDX (-) 

αTC - 1) 及び PDX -1 の発現している clone (PDX (+)αTC -1) をそれぞれ選別し実験に供したo

3. 蛋白. RNA の定量及び，転写因子の DNA 結合能の解析: PDX - 1 蛋白の定量は独自に作成した抗 PDX -1 

抗体を用いた Western -blot 法により，各 mRNA の定量は No1'thern -blot 法及び RT -PCR 法により，各蛋白

の DNA 結合有色は Gel -shift assay 法により，それぞれ評価した。
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【成績】

1. GK 遺伝子転写因子における PDX -1 の関与:ヒト GK遺伝子の promoter 領域を解析した結果，少なくとも約

650bp の 5'隣接領域が牌 β細胞における転写活性に重要であり，特にその領域に存在する insulin 遺伝子A領域に類

似する hUPE3 領域と， 2 カ所存在する hPal 領域が重要な役割を有することが明らかとなった。さらに gel -shift 

assay の結果， hPal 領域には騨 β細胞に特異的でない核蛋白が結合するのに対し， hUPE 3 領域には抗 PDX -1 抗

体により認識される蛋白が結合することが示されたO また，非 3細胞において PDX - 1 を過剰発現させると，

hUPE3 領域を介してヒト GK 遺伝子を活性化することが示されたo 以上のことより PDX - 1 は騨 β 細胞における

GK 遺伝子活性化に重要な役割を担うことが示唆された。一方で， insulin 遺伝子において認められる E蛋白との相

乗的転写活性化作用が認められないなど， PDX -1 による転写活性化機構はその対象となる遺伝子により若干異な

ることが示された。

2. 1APP 遺伝子転写活性における PDX -1 の関与:ヒト 1APP 遺伝子の promoter 領域にはA領域に類似する領域

が 3 カ所存在する。それらのうちの 2 つの領域を介して， PDX - 1 がヒ卜 1APP 遺伝子の転写を活性化し，勝 β細

胞における発現に関与していることが示唆された。

3. PDX-1 発現 αTC-1 細胞における検討: PDX - 1 が実際に非 3細胞に 3細胞特異的遺伝子群の発現を誘導

し得るか否かを検討するため，発生学的に勝 β細胞の近傍に位置する glucagon 産生細胞株αTC-1 に PDX - 1 を

発現させた stable transformant を作成したo RT -PCR 法により内因性牌 β 細胞特徴的遺伝子発現に与える影響

を検討した結果， PDX -1 (+)αTC -1 細胞では 1APP 遺伝子発現の誘導を認めた。その際， insulin , GK 両

遺伝子の発現は認められなかったが，さらに成長因子 betacellulin を加えることにより (PDX (ー)αTC -1 では

認められない) insulin, G K の各遺伝子発現を認めたo また，このような現象は EGF， TGFα ， 1GF -1 , bFGF , 

あるいは TGFβ によってはいずれも認められなかったo

【総括】

PDX - 1 は GK， 1APP 各遺伝子の 5'隣接領域に存在する insulin 遺伝子A領域類似構造を介して，それらの遺伝

子の転写を活性化させることを認めた。さらに betacellulin の存在下では， PDX - 1 は α 細胞系細胞株αTC 1 に

(ij革 β細胞に本来特異的とされる) insulin, GK，および 1APP の各遺伝子の発現を誘導し得た。以上より， PDX-

1 は隣 β細胞特異的遺伝子群に共通する転写因子として機能することが示され， I非 β細胞の β細胞化」に際しての

潜在的有用性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究はインスリン遺伝子と並び，勝 3 細胞に特徴的に発現を認める騨 3細胞型グルコキナーゼ，及び 1slet

Amy loid Polypeptide 遺伝子の発現においてインスリン遺伝子転写因子 PDX - 1 が重要な働きをすることを，レポー

ター遺伝子解析及び、ゲ'ルシフト解析の手法を用いて証明した。

次にその結果を受けて， ij革 3細胞の発生学的近傍に位置するものの非牌 3細胞である醇 α細胞に PDX - 1 を発現

させ，そこに成長因子， betacellulin を添加することにより， インスリン， グルコキナーゼ， 1slet Amyloid 

Polypeptide 遺伝子の発現誘導に成功した。

本研究は PDX -1 の醇 β細胞特異的遺伝子発現に対する重要性を証明するとともに，非騨 β細胞の騨 β 細胞化に

対する PDX -1 の潜在的有用性を示唆したものであり，学位の授与に値するものと考えられた。
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