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論文内容の要旨

生体の筋肉組織には平滑筋・骨格筋・心筋の 3 種類が存在する o 骨格筋や心筋はその構造から横紋筋と呼ばれ急速

な収縮を起こすのに対し、消化管・血管平滑筋はゆっくりとした持続的な収縮を起こすのが特徴であるo 平滑筋を構

成する平滑筋細胞は外界の環境に応じて 2 種類の形質を示す。平滑筋組織中では筋原線維に富み、収縮性を有してい

る分化型、一方、血清などの刺激により蛋白質合成能が充進し、遊走能を獲得した脱分化型である。興味深いことに、

平滑筋細胞が形質転換する際には、多くの細胞骨格蛋白質が発現量の変化やアイソフォーム変換を示す。カルデスモ

ン及び α- トロポミオシン (α-TM) は高分子量型から低分子量型へアイソフォーム変換し、 α1インテグリン・ β­

トロポミオシシ (β-TM) ・カルポニンは発現量が顕著に低下する。カルデスモン・ α1インテグリン・ SM22α 各

遺伝子上には CArG box (CC (A/T) 6GG) と呼ばれるコンセンサス配列が存在し、 serum response factor (SRF) 

と呼ばれるトランス因子が結合することにより、正の転写調節が行われていることが明らかにされている。しかしな

がら、 SRF の発現は骨格筋・心筋などの非平滑筋組織でも認められることから、 SRF 単独で平滑筋細胞特異的な転

写調節を説明することはでさな L 、。そのため、 SRF 以外に組織特異性を規定する因子が存在すると考えられるo

私は β-TM 遺伝子に着目しその平滑筋細胞特異的転写調節機構の解析を行った。 β-TM には骨格筋型・平滑筋型・

線維芽細胞型の 3 種のアイソフォームが存在し、骨格筋型、平滑筋型β-TM の転写開始点上流のプロモーター領域

は共有されている o 骨格筋細胞では CArG box、 C box、 E box がシスエレメントとして転写制御を担っていると報

告されている。しかしながら、平滑筋細胞に関してはその転写制御は不明であった。私は β-TM 遺伝子の平滑筋特

異的発現を CArG box に注目して解析を行った。また、平滑筋特異性を決定する因子として部位特異的な発現を示

すホメオドメイン蛋白質が SRF/CArG box 相互作用を調節しているのではないかと考え、分化型平滑筋細胞に発現

するホメオボックス遺伝子のスクリーニングを行った。さらに得られたホメオボックス遺伝子と SRF が β-TM 遺伝

子の転写活性に与える影響について検討を行った。

【方法ならびに成績】

ニワトリゲノムライブラリーからニワトリ β-TM プロモーター領域のクローニングを行い、分化型平滑筋細胞に

導入してプロモーター解析を行った結果、平滑筋細胞においては E box、 C box は転写に関与せず CArG box のみ

が転写活性に重要なシスエレメントであることを明らかにした。さらに同部位に SRF が結合することを確認した。
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次に、平滑筋特異的転写調節因子として部位特異的な発現をするホメオドメイン蛋白質に着目し、ニワトリ砂嚢平滑

筋ライブラリーのスクリーニングを行った。その結果得られたクローンを用いてニワトリ座における発現を解析した

結果、平滑筋組織に特異的に発現するものを 1 クローン認めた。そのクローンは、ホメオドメインタンパク質 Barx

ファミリーと相同のホメオドメイン、 Barx 特異的配列、 Bar ファミリーに特徴的である FIL ドメインを持つ一方、

他のファミリータンパク質と比較した所、 NH2末端に 13カ所、 COOH 末端に 10カ所のアミノ酸置換が存在すること

から新規 Barx ファミリー遺伝子であると考え Barx1b と命名した。 Barx1b と SRF を分化型平滑筋細胞に同時に強

制発現させると β-TM 遺伝子の転写活性は約 5 倍上昇し、さらに CArG box に変異を加えると Barx1b、 SRF によ

る転写増強は阻害された。この結果、 CArG box/SRF が転写増強に必須であり Barx1b と SRF は転写に協調的に

働いていることが示唆された。そこで Barx1b と SRF を 10T1/2細胞に強制発現させ、免疫沈降法により解析を行っ

た結果、両者は細胞内で複合体の形成を認め、さらに pull down 解析の結果両者の結合に必須なドメインは Barx1b

のホメオドメインと種を越えて保存されているその上流11残基、および SRF の MADS ドメインであった。さらに

lOT1/2細胞で SRF と Barx1b を強制発現させプロモーター解析を行った結果、両者による協調的な転写増強が認め

られ、ゲルシフト解析により SRF と Barx1b は β-TM プロモーター上で ternary complex を形成することを明らか

にした。以上より、平滑筋細胞における β-TM の転写はホメオドメインタンパク質 Barx1b と SRF により協調的に

制御されていることを示した。

【総括】

今回の解析により、平滑筋細胞における β-TM 遺伝子の転写には CArG box が必須でありトランス因子として

SRF が結合していることを明らかにした。さらに、調節因子 Barx1b が β-TM プロモーター上で SRF と複合体を

形成し β-TM の平滑筋細胞特異的転写を協調的に制御していることを示した。

論文審査の結果の要旨

申請者は、平滑筋マーカ一分子の一つである β- トロポミオシンの平滑筋細胞における転写に着目して解析を行っ

た。 βートロポミオシンはこれまで、平滑筋細胞での転写制御機構は報告されていな L、。申請者は初めに平滑筋細胞

内で同遺伝子の転写調節に関与するシスエレメントの同定を行った。その結果、 CArG box と呼ばれる特異的な配

列に serum response factor (SRF) が結合し、正の転写調節を行っていることを明らかにした。さらに、その転写

を制御する組織特異的な調節因子として新規 Barx ファミリー Barx1b のクローニングを行った。 Barx1b は SRF と

協調的に働き β勾トロポミオシン転写増強を行っており、両者は in vitro、 in vivo で結合していた。また、 DNA 上で

ternary complex を形成していることを確認した。これらの結果より、平滑筋細胞内における βートロポミオシンの

転写には Barx1b が調節因子として関与していることを明らかにした。本研究は βートロポミオシン遺伝子の転写機

構の解明のみならず、初めて平滑筋の組織特異的な調節因子の同定を行ったことからも学位に値すると考えられるo
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