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論文内容の要旨

臓器の発生過程では、細胞増殖、細胞分化、細胞特異的機能獲得といった多くの現象は、様々な遺伝子の時間的、

空間的に調節された発現によって制御されている。我々は臓器形成における遺伝子発現調節を解析するために、 Ets フ

ァミリーメンバーに着目した。

Ets ファミリー遺伝子は転写因子をコードしており、その DNA 結合領域 (ETS ドメイン)は線虫からショウジョウ

パエやヒトを含む後生動物門全体でよく保存されている。ショウジョウバエでは発生過程の種々の段階において重要

な役割を果たす Ets ファミリーメンバー (E74、 Pointed P2、 yan、 D-elg) が知られているが、ヒトやマウスでは造血

系特異的に機能するもの以外ほとんど見つかっていない。そこで臓器特異的に発現する Ets 転写因子の機能を知るた

め、我々がクローニングしたヒト前立腺特異的 Ets 転写因子 hPSE (human Prostate Specific Ets) のマウスホモロ

ーグを単離し、解析を行った。

[方法ならびに成績]

1. hPSE のマウスホモローグの単離 ヒト/マウス間で比較的相同性が高いことが予想される ETS ドメイン内で

プライマーを設定しマウスゲノム DNA を用いて PCR を行い、マウス Pse (mPse) ゲノム断片を得た。それをプロー

プとしてマウスゲノミックライブラリーをスクリーニングし、ゲノムクローンを得た。得られたゲノム DNA をプロー

プとしてノーザンプロット解析を行ったところ、前立腺と結腸で約 2Kb の mRNA の強い発現が認められた。マウス

結腸の cDNA ライブラリーをスクリーニングして、 mPse cDNA 全長をクローニングし、 cDNA からアミノ酸配列を

予想したところヒト/マウス問で全体を通して86%の同一性があり、 ETS ドメインでは98.8%の同一性があった。さら

にゲノム DNA の解析により mPse 遺伝子は hPSE と同じく 6 個のエクソンからなり、エクソンーイントロンのつな

ぎ目はヒト/マウスで完全に保存されていた。以上の結果から mPse 遺伝子は hPSE のマウスホモローグであると結論

した。

また、 ETS ドメインについて他の Ets ファミリーとの比較を行ったところ、ショウジョウパエ dets4 と 76.6% と高
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い同一性を示した。このように種を越えて保存されていることから、 PSE の機能的重要性が示唆される。

2. ノーザンハイプリダイゼイション解析 各臓器における mPse の発現を調べるためにノーザンハイブリダイゼ

イション解析を行った結果、マウスでは前立腺と腸で発現していた。さらに詳しい解析を行った結果、生殖系では前

立腺の他に凝固腺、貯精能、精巣、卵管において発現していたが、卵巣、予宮では発現していなかった。消化器系で

は胃から結腸にかけて発現が見られたが、小腸では弱く、盲腸から結腸にかけて発現は増大していた。

3. in situ ハイプリダイゼイション解析 成体マウスの前立腺と結腸のどの組織で mPse が発現しているかを調べ

るために、 3'-noncoding 領域のプロープを用い in situ ハイプリダイゼイション解析を行った。その結果、前立腺、結

腸ともに上皮細胞で発現することが確認された。また間質などの他の組織での発現は見られなかった。

Ets ファミリーメンバーは一般的に転写因子として機能することが知られているが、以下の実験により mPse の転

写因子としての機能を調べた。

4. DNA 結合能の解析 mPse の DNA への特異的結合を調べるためにゲルシフトを行った。 MASPIN 遺伝子は

前立腺上皮で発現する癌抑制遺伝子であり、プロモーターの上流の制御領域に ETS 結合配列を持つ。 in vitro 

transcription-translation により作成した mPse タンパク質は ETS 結合配列特異的に結合した。

5. 転写活性能の解析 mPse の転写活性能を調べるために co-transfection 解析を行った結果、 mPse はヒト腎臓

培養細胞293T において MASPIN 遺伝子のプロモーターを ETS 結合配列を介して活性化した。またマウス初代培養

細胞を用いた場合、前立腺細胞では mPse は転写活性化能を示したが、肝臓細胞では示さなかった。

[総括]

新規 Ets ファミリーメンバーである PSE のマウスホモローグである mPse をクローニングした。 mPse は多くの組

織で恒常的に発現する他の Ets メンバーとは異なり消化器系および生殖器付属器官の上皮細胞に特異的に発現してい

ることが明らかとなった。さらに mPse は細胞型特異的に MASPIN 遺伝子の転写を ETS 結合配列を介して制御して

いることが明らかとなった。

以上の結果より、 mPse は特定の臓器の形態形成および機能維持に関与する転写因子であることが推測される。

論文審査の結果の要旨

Ets ファミリーに属する転写因子群は、細胞増殖、細胞分化、発生、癌化等に関与する多くの遺伝子の転写調節を行

っていると考えられている。ヒト PSE 遺伝子 (Prostate Specific Ets) は、当研究室で単離した新規の Ets 転写因子

であり、 Ets ファミリーメンバーとしては珍しく臓器特異的に発現するタイプである。本研究では臓器特異的に発現す

る Ets 転写因子の機能を解明するため、 PSE のマウスホモローグ (mPse) をクローニングし、発現と転写因子として

の転写活性化能を調べた。

遺伝子の一次構造の解析から、 PSE は種を越えて高度に保存されていることを明らかにした。mPse はマウスでは生

殖系および消化器系の上皮細胞特異的に発現しており、 ETS ドメインを介して塩基配列特異的に DNA に結合し、前

立腺特異的発現をする癌抑制遺伝子である MASPIN の転写を活性化した。また、この転写活性は前立腺ではみられる

が、肝臓ではみられなかった。従って mPse はそれ自身の遺伝子発現も転写因子としての機能も臓器特異的であること

が明らかとなった。以上の研究成果は学位に値するものと考えられる。




