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論文内容の要旨

MITF は mi locus にコードされる basic-helix -loop-helix -leucine zipper ファミリーの転写因子であり、マスト細

胞の分化に重要な役割を果たすことが知られている。 mi/mi 変異マウスは MITF の basic 領域のアルギニンを一個

欠失した変異型の mi-MITF を通常量発現する。この変異型 mi-MITF は DNA に結合できないこと、そして核移

行の効率が悪いことが知られているo 一方 tg/tg 変異マウスは MITF 遺伝子のプロモーター領域への transgene の

挿入により MITF を全く発現しな L、。マウスのマスト細胞に特異的に発現するトリプターゼにはマウス・マスト細

胞プロテアーゼ 6 (MMCP-6) と MMCP-7 と L寸非常に高い相向性を有する二つの分子が報告されている。我々

はこれまでに MMCP- 6 の発現が mi/mi、 tg/tg 両変異マウスのマスト細胞で顕著に低下していること、そして M

MCP-6 遺伝子の発現は MITF によって直接的に制御されていることを報告した。今回、我々は mi/mi、 tg/信両

変異マウスのマスト細胞における MMCP-7 遺伝子の発現を解析し、その発現における MITFの効果について検討

した。

【方法・成績】

MMCP-7mRNA の発現は tg/tg マウス由来のマスト細胞では野生型+/+に対して、わずかに減少するのみで

あったのに対して、 mi/mi マウス由来のマスト細胞では顕著に低下していることがノーザンプロットにより明かと

なった。このことから MMCP- 7mRNA の発現に変異型 mi-MITF が抑制的に働いていることが示唆された。 M

MCP一 7mRNA の発現の抑制に mi一 MITF が作用する分子機構を解析するために、 MMCP-7 遺伝子のプロモー

ター領域をクローニングし、レポーターアッセイを行った。その結果、 MMCP-7 遺伝子の転写活性には MITF の

結合モチーフである CANNTG モチーフは重要でなく、転写開始部位から約150塩基上流の AP-l 結合モチーフが

重要であることが明らかとなった。また、 C一 Jun や c-Jun のドミナントネガティプ変異体の cDNA をコトランス

フェクトしたレポーターアッセイやゲルシフトアッセイから c-Jun が AP-l 結合モチーフに直接結合することに

より MMCP-7 プロモーターは活性化されることが明らかになった。さらに C一Jun と +-MITF をコトランスフェ

クトしたレポーターアッセイでは、 MMCP- 7 プロモーターは両分子により協調的に活性化された。 c-Jun と

MITF の協調性を調べるために、免疫沈降法によって両分子の物理的相互作用を解析したところ、 +-MITF も mi­

MITF も同様に c-Jun と相互作用する事が確認された。しかし、その複合体の細胞内における局在は異なっていた。
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すなわち、 +-MITF と c-Jun の複合体は全て核内に局在するのに対して、 mi-MITF と c-Jun の複合体は主に

細胞質に存在していた。

【総括】

MMCP-6 遺伝子の発現が mi/mi、 tg/tg の両変異マウス由来のマスト細胞で認められなかったのに対して、 M

MCP-7 遺伝子の発現は tg/tg マウスのマスト細胞ではわずかな減少を認めるのみであり、 mi/mi マウスのマスト

細胞ではほとんど発現が検出されなかった。このことから mi-MITF は MMCP-7 遺伝子の発現に抑制的に働いて

いることが示唆された。これは MMCP-7 プロモーターを直接的に活性化する c-Jun に mi一MITF が結合して、

c-Jun の核内への移行を阻害することによって起こるものと考えられた。

論文審査の結果の要旨

荻原秀樹君は転写因子 MITF によるマスト細胞の分化制御に関する研究を行った。マスト細胞に特異的に発現す

るトリプターゼとしてマスト細胞プロテアーゼ 6 (MMCP-6) と MMCP-7 という高い相向性を有するこつの分

子が報告されている o MMCP-6 の発現が MITF の変異マウスのマスト細胞において減少しているが報告されてい

たので、荻原君は MMCP一 7 の発現を解析した。その結果、 MITF を発現しない変異マウス tg/tg マウスでその発

現が僅かに減少しているのみであるのに対して、変異型の MITF (mi -MITF) を通常量発現している mi/mi マウ

スではその発現が顕著に減少していることを発見した。 MMCP-7 遺伝子の転写に重要なプロモーター領域を同定

したところ、予想外にも MITF の結合モチーフである CANNTG モチーフは存在せず、 AP-l モチーフが存在した。

そして、この AP-l モチーフに転写因子 c-Jun が結合することで MMCP一 7 遺伝子の転写が促進されることを

明らかにした。一方、野生型の MITF (+ -MITF) は c-Jun と協調してプロモーターを活性化することを示したO

MITF と C一 Jun の物理的に相互作用することを明らかにし、その細胞内における複合体の局在は異なっていること

を示した。 +-MITF と c-Jun の形成する複合体は核内にのみ存在するのに対して、変異型の mi-MITF と c­

Jun の形成する複合体は細胞質に多く存在していることを明らかにした。 mi/mi マウスのマスト細胞では変異型の

mi-MITF が c-Jun の核内への移行を阻害することで MMCP-7 遺伝子のプロモーターの活性化を抑制している

ものと考察した。本研究は個体レベル、そして分子レベルで MMCP-7 の転写制御の解析がなされている点はおお

いに評価できる。血液細胞、特にマスト細胞の発生機構の解明に大きく貢献するものであり学位の授与に値するもの

である。
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