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論文内容の要旨

【目的】

種々の細胞系において細胞分化機構の解析が遺伝子レベルで、進められ，細胞特異的に発現している遺伝子の転写制

御因子が細胞分化過程で重要な役割をしていることが明かにされているo しかしながら，平滑筋細胞では，分化及び

形質転換を含めた遺伝子発現調節のメカニズムについては不明な点が多い。そこで，平滑筋細胞特異的遺伝子の発現

制御機構を解明することを目的とした。

平滑筋分子マーカー遺伝子の平滑筋型α- アクチン (α-SM アクチン)はその発現量が血管平滑筋細胞の分化に

伴ない増加し，脱分化すると低下する。我々は従来困難であった平滑筋細胞分化維持系をニワトリ砂嚢平滑筋を使用

し確立した。そして， この分化維持系を使用しこの遺伝子の発現を転写レベルで、解析しこれらを制御しているシスー

及びトランス一因子の同定を行った。

【方法ならびに成績】

α-SM アクチンのプロモーター領域を CAT レポーター遺伝子の上流に組み込んだ種々のプラスミドを作製した。

僻卵15 日腔より採取し， ラミニン上で無血清及び血清培地下で培養したニワトリ砂嚢平滑筋細胞に， これらのプラス

ミドを導入し，そのプロモーター活性を測定した。

その結果， -193""""'+1 の領域を持つプラスミドは高いプロモーターを示し，この領域での変異，欠失により pu­

rich motif 及び二つの CArG Box が positi ve elemen t として作用することが明らかになった。さらに， この領域の

DNA と核内蛋白質との結合を解析するにあたりゲルシフトアッセイを行った。これらの領域に結合する核内蛋白質

が検出され，さらに競合 DNA 及び抗体を使用することにより transcriptional enhancer factor-1 (TEF-1), seｭ

rum response factor (SRF) が各々のシスエレメントにトランス因子として結合することが判明した。

一方， -212""""'-238の領域は前記プロモーター活性を低下させ， negative element として作用することを新たに見

い出した。前述のようなプラスミドの変異，欠失を行うことによりそのコア領域の配列が TATCTTA であることが

明らかとなった。さらにゲルシフトアッセイおよびサウスウエスタンアッセイにより一本鎖及び二本鎖 DNA 特異的

核蛋白質が TATCTTA を含むこの領域に特異的に結合することを明らかにした。この結合蛋白質はセンス方向の一

本鎖 DNA に特に強く結合する特性も同時に明らかにした。

A

且I
円
べU



つぎに， この負の制御に関与していると予想される核蛋白質の同定を試みた。鶏伍15 日砂嚢平滑筋細胞から作成し

た cDNA library をセンス方向の一本鎖DNA をプロープとしてサウスウエスタンスクリーニングを行った。その結

果，負の制御に関与していると予想される核蛋白質の一つを同定した。シーケンスにより， この蛋白質は human

MSSP 一 1 (c -myc gene single strand binding protein -1 )のホモログであることが明らかとなった。実際にこ

の蛋白質が negative element にあたる領域に特異的に結合することを融合蛋白質，抗体を使用したゲルシフトア y

セイにより確認した。さらに， この蛋白質の機能を解析するために培養ニワトリ砂嚢平滑筋細胞に発現ベクターに組

み込んだ MSSP- 1 を過剰発現させると， α-SM アクチンプロモーター活性が抑制されることを見い出した。

【総括】

平滑筋細胞において α-SM アクチン遺伝子のプロモーターは，複数のシスエレメント及び、核内因子による正およ

び負の調節を受けていることが示唆された。正の制御には， TEF-1 , SRF が各々 pu-rich motif 及び、二つの CArG

Box のシスエレメントを介して関与している。負の制御では， -212 ，.....， 238の領域が negative element として作用し

ている o さらに， MSSP-1 がこのシスエレメントを介して負の制御に関与するトランス因子の一つであることが明

らかになった。現在， これら転写制御に関与するさらなるトランス因子について解析中である。

本研究によって得られた知見は今後血管平滑筋細胞の形質転換(分化・脱分化)の分子機構の解明だけでなく，そ

れと密接に関連した動脈硬化症や高血圧症などの疾患の病態機構の解明にも役立つものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

平滑筋細胞の代表的分子マーカーである平滑筋型 α ーアクチン遺伝子の転写調節機構を解析することを目的とした。

ニワトリ α 一 SM アクチンのプロモーター活性を解析したo その結果， pu-rich motif 及び二つの CArG Box が posi­

tive element として作用し，各々に transcriptional enhancer factor -1 (TEF ー 1 ), serum response factor 

(SRF) がトランス因子として結合することが認められた。また，それらの上流に negative element として作用する

領域が新たに認められ，一本鎖及び二本鎖 DNA 特異的核蛋白質がこの領域に結合することを明らかにした。この負

は制御に関与していると予想される核蛋白質の一つを同定した。この蛋白質は human MSSP ー 1 (c -myc gene 
single strand binding protein -1 )のホモログであり， MSSP-1 の過剰発現により α-SM アクチンのプロモーター

活性が実際に抑制されることを明らかにした。

以上より，平滑筋細胞における α-SM アクチン遺伝子のプロモーターは，複数の核内因子による正および負の調

節を受けている事が明らかとなったo 具体的には，正の調節因子では TEFーし SRF が同定され負の調節因子とし
て MSSP- 1 が新たに同定された。本研究は平滑筋細胞形質転換(分化・脱分化)の分子機構だけで、なくそれと密接

に関連した動脈硬化症や高血圧症などの疾患の病態機構の解明にも有用であり学位論文に値すると考えられる o
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