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論文内容要旨

 ヘムオキシゲナーゼ(HO)は,ヘムを酸化的に分解する律速酵素であるが,ラットでは分子

 量約32,000の熱ショック蛋白質(HSP)としても知られている。即ちラットにおいては,HOは

 その基質であるヘムにより誘導をうけるばかりでなく,熱ショック,重金属,酸化剤などのさま

 ざまなストレスによっても誘導され,そのいずれもが転写レベルで制御されている。本研究では,

 このうちの熱ショックによるラットHOの転写誘導に焦点をあて,その制御機構の一端を解明し,

 さらにその過程において未知の転写因子を同定することに成功した。

 1962年,Ritossaのショウジョバエにおける熱ショック応答の発見に端を発したHSPの転写

 誘導に関する研究は,以来真核細胞の遺伝子発現の格好のモデルとして注目され,現在に至るま

 で多くの成果が蓄積されてきた。その誘導機構は,酵母から高等動物に至るまで広く保存されて

 いる。即ち,HSP遺伝子の5'上流領域に存在するHSE(HeatShockEユelnent)という共通の塩

 基配列に,熱ショックにより活性化された核内のHSF(HeatShockFacむor)が結合することに

 よりHSPの転写が著しく促進される。我々はラットHO遺伝子5'上流領域の構造を解析するこ

 とにより,そこに2っのHSE(HSE1,HSE2)をみいだし,ゲルシフト法及びフットプリント

 法により,両HSEともラットグリオーマ細胞核抽出液中の活性化HSFにより認識されることを

 明らかにした。さらにHSE2のみは構成的結合活性をもつ未知の核内因子により認識され,こ

 れを我々はCHBF(ConsむitutiveHSE-bindingFactor)と命名した。CHBFは起源の異なるマ

 ウスやヒトの培養細胞の核抽出液中にも認められ,種特異性や組織特異性のない遍在性の蛋白質

 であることがわかった。UVクロスリンキング法により,ラットCHBFの分子量は約110,000と

 推定された。さらにラットHO遺伝子の5'上流領域をプロモーターとした融合遺伝子をマウスの

 細胞に導入し,熱ショック(42。C,3時間)による一過性の発現誘導を観察した。HSE2のみを

 持つプロモーターでは,熱ショックによるレポーター遺伝子のRNAの増加は認められなかった

 が,HSE1のみの場合では約3倍の増加が生じた。HSE1とHSE2の両者が存在すると,レポー

 ター遺伝子の転写は著しく増加し,熱ショックにより約19倍のRNAの蓄積が観察された。以上

 の結果をまとめると,HSE2は,それ自身のみでは転写誘導能を持たないが,HSE1を介する熱

 ショック誘導をエンハンスし,その作用にはHSE2のみを認識するCHBFが関与することが示

 唆された。

 HSEに構成的に結合する活性は,ヒトのHeLa細胞中に,ヒトHSP70遺伝子のHSEに結合す

 る因子として既に報告されていたが、その因子とCHBFをゲルシフト法によって比較したとこ

 ろ,結合の様式と移動度が異なり,両者は別個のものであることが判明した。
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 HSE1とHSE2とでは,トランスの因子によって認識される様式が互いに異なるという事実

 は極めて興味深い。HSEは従来5'一CNNGAANNTTCNNG-3ノという14塩基から成るコンセンサ

 ス配列を指したが,現在では5'一NGAAN-3'という5塩基単位が逆向きに数回反復配列したもの

 と,より広い概念で捉えられるようになった。HSE1とHSE2の構造をみると,HSE2は改変さ

 れたHSEコンセンサスに合致するが,古典的なHSEコンセンサスには合わない。一方HSE1は,

 どちらのHSEコンセンサスにも合致する。改変されたHSEについては,そのシスエレメントと

 しての機能がまだ十分に検討されていない現在,古典的HSEに比して多機能を有する可能性が

 あり,HSE2はそれを示唆するものと考えられる。

 近年HSFのクローニングが相次ぎ,真核細胞における熱ショック誘導のメカニズムが次第に

 明らかになってきた。特にヒトとマウスではそれぞれ2種類のHSFがクローニングされ,HSF

 は単一の蛋白質ではなく,ひとつの遺伝子ファミリーを形成していることが判明した。さらに2

 種類のマウスHSF(mHSF1,mHSF2)のうち,mHSF1は熱ショックによって初めてHSEへ

 の結合能を持つようになるが,mHSF2は構成的な結合能を有した。熱ショック誘導とは,生体

 が様々なストレスにさらされた際の適応手段であり,それらに対処するために複雑な誘導機構を

 持つことは当然と考えられ,mHSF2の発見はその多用性を説明する一例と考えられている。未

 だmHSF2の機能は不明であるが,同じくHSEに構成的に結合するCHBFが,その機能と共に

 同定されたことは意義深いと,思われる。ここでmHSF2とCHBFの相同性が問題となるが,今

 後の重要な検討課題と考えて'いる。
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 審査結果の要旨

 ヘムオキシゲナーゼ(HO)は,ヘムを酸化的に分解する律速酵素であるが,ラットではP32

 熱ショック蛋白質(HSP)としても知られている。即ちHOは基質であるヘムにより誘導をうけ

 るばかりでなく,熱ショック,重金属,酸化剤などの様々なストレスによっても誘導され,いず

 れもが転写レベルで制御されている。著者はラットHO遺伝子5上流領域の構造を解析すること

 により,そこに2つのHSE(heatshockelemenL:HSE1,HSE2)をみいだし,ゲルシフト法及

 びフットプリント法により,両HSEともラットグリオーマ細胞核抽出液中の活性化HSFにより

 認識されることを明らかにした。さらにHSE2のみは構成的結合活性をもつ未知の核内因子によ

 り認識され,これをCHBF(cons七itutiveHSE-bindingfac七〇r)と命名した。CHBFは組織の異

 なるマウスやヒトの培養細胞の核抽出液中にも認められ,種特異性や組織特異性のない偏在性

 の蛋白質であることがわかった。UVクロスリンキング法により,ラットCHBFの分子量は約

 110,000と推定された。さらにラットHO遺伝子の5上流領域をプロモーターとした融合遺伝子

 をマウスの細胞に導入し,熱ショック(42℃,3時間)による一過性の発現誘導を観察した。

 HSE2のみを持つプロモーターでは,熱ショックによるレポーター遺伝子のRNAの増加は認め

 られなかったが,HSE1のみの場合では約3倍の増加が生じた。HSE1とHSE2の両者が存在す

 ると,レポーター遺伝子の転写は著しく増加し,熱ショックにより約19倍のRNAの蓄積が観察

 された。以上の結果をまとめると,HSE2は,それ自身のみでは転写誘導能を持たないが,HSE!

 を介する熱ショック誘導をエンハンスし,その作用にはHSE2のみを認識するCHBFが関与する

 ことが示唆された。

 HSE1とHSE2とでは,トランスの因子によって認識される様式が互いに異なるという事実は

 極めて興味深い。HSEは従来5-CNNGAANNTTCNNG-3という14塩基から成るコンセンサス

 配列を指したが,現在では5-NGAAN-3という5塩基単位が逆向きに数回反復配列したものと,

 より広い概念で捉えられるようになった。HSE1とHSE2の構造をみると,HSE2は改変された

 HSEコンセンサスに合致するが,古典的なHSEコンセンサスには合わない。一方HSE1は,ど

 ちらのHSHコンセンサスにも合致する。改変されたHSEについては,そのシスエレメントとし

 ての機能がまだ十分に検討されて1、・ない現在,古典的HSEに比して多機能を有する可能性があ

 り,HSE2はそれを示唆するものと考えられる。本論文では,熱ショック誘導に関して,シス

 (HSE2)及びトランス(CHBF)にはたらく新しい転写様式を発見した点が高く評価でき,学位

 論文に値すると判断される。
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