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論文内容要旨

 細胞内の多くのシグナル伝達系は,タンパク質のリン酸化,脱リン酸化のバランスによって制

 御されている。プロテインセリン/トレオニンホスファターゼは,酵素学的にPP1,PP2A,

 PP2BおよびPP2Cの四種類に分類されている。それぞれのホスファターゼの活性サブユニット

 は異なった遺伝子の産物である。このうちPP2Cは,αとβの2種類のアイソタイプが存在する

 ことが知られていたが,cDNAがクローニングされた結果,αとβは異なった遺伝子にコードさ

 れていることが明らかとなった。さらに,βにはC末端の十数アミノ酸のみがことなる,β一1

 からβ一5までの5種類のアイソフォームが存在し,これらは選択的スプライシングの産物であ

 ることが示唆されている・PP2CβのmRNAの発現はマウスの各臓器に遍在するものの,精巣

 で著しく高いこと,および精巣の成熟に伴って,PP2Cβの5種類のアイソフォームのうち,β一

 3,一4,および一5の発現が急激に増加することから,PP2Cβ遺伝子には,臓器特異的かつ細胞分

 化に依存した,発現制御機構が存在することが強く示唆された。本研究では,このような

 PP2Cβ遺伝子の発現調節機構を解明することを目的として,PP2CβゲノムDNAのクローニン

 グと転写調節領域の解析を行い,さらにPP2Cβの機能を探索する目的で,PP2Cβ遺伝子の突

 然変異に起因する既知の変異マウスや遺伝病の有無を調べるために,遺伝子座を決定した。まず,

 PP2Cβ遺伝子のクローニングを行ったところ,2種類の遺伝子を含む,複数の重複するクロー

 ンが単離され,一方の遺伝子は,イントロンを持たない,偽遺伝子であることが明らかになった。

 もう一方の遺伝子を含むクローンを解析することによって,PP2Cβ遺伝子のエクソン1および

 エクソン2の構造を明らかにした。次にプロモーター領域の解析を行うため,まずプライマー伸

 長法によって転写開始点を決定した結果,主な転写開始点は一ヵ所であった。転写開始点上流

 601bpにTATAboxは無く,3ヵ所のGCboxが存在し,通常と異なる位置に3カ所のCAAT

 boxが認められるなど,ハウスキーピングタイプの遺伝子の特徴を持っていた。上流約2、1kbp

 をルシフェラーゼレポータープラスミドにつなぎ,P19EC細胞に導入して活性を測定した結果,

 高いプロモーター活性が得られた。さらに様々な長さの欠損プラスミドを用いた活性測定の結果

 から,一493から一439までの領域が活性の発現に必須であることがわかった。この領域の配列

 に相当する,互いに重複する3種類のプローブを作成し,P19細胞の核抽出液と混合して,ゲル

 シフトアッセイを行ったところ,核内因子が結合することが示唆された。3種類のプローブのい

 ずれをコンペティターとして用いたときも,シグナルが消失するので,核内因子の結合には,こ

 れら3種類のプローブの重複する領域が重要である可能性が示唆された。この領域は転写因子の

 engrailedやYY1が結合するコンセンサス配列を含んでいた。この遺伝子に特異的なプローブを

 一34一



 用い,FISH法によってマッピングを行ったところ,PP2Cβの遺伝子座は17E4-5であった。さ

 らに遺伝子連鎖法によって,遺伝子マーカーや近傍の遺伝子との位置関係を決定し,ヒトの遺伝

 子とのシンテニーからヒトでは2p21-23にマッピングされる可能性を示した。
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 審査結果の要旨

 細胞内の多くのシグナル伝達系は,タンパク質のリン酸化,脱リン酸化のバランスによって制

 御されている。プロテインセリン/トレオニンホスファターゼは,酵素学的にPP1,PP2A,

 PP2BおよびPP2Cの四種類に分類されている。それぞれのホスファターゼの活性サブユニット

 は異なった遺伝子の産物である。このうちPP2Cは,αとβの2種類のアイソタイプが存在する

 ことが知られていたが,cDNAがクローニングされた結果,αとβは異なった遺伝子にコード

 されていることが明らかとなった。さらに,βにはC末端の十数アミノ酸のみがことなる,β4

 からβ一5までの5種類のアイソフォームが存在し,これらは選択的スプライシングの産物であ

 ることが明らかにされている。PP2CβのmRNAの発現はマウスの各臓器に偏在するものの,

 精巣で著しく高いこと,および精巣の成熟に伴って,PP2Cβの5種類のアイソフォームのうち,

 β一3,一4,および一5の発現が急激に増加することから,PP2Cβ遺伝子には,臓器特異的かっ細

 胞分化に依存した,発現制御機構が存在することが強く示唆された。本研究で著者は,このよう

 なPP2Cβ遺伝子の発現調節機構を解明することを目的として,PP2CβゲノムDNAのクロー

 ニングと転写調節領域の解析を行い,さらにPP2Cβの機能を探索する目的で,PP2Cβ遺伝子

 の突然変異に起因する既知の変異マウスや遺伝病の有無を調べるために,遺伝子座を決定した。

 まず,PP2Cβ遺伝子のクローニングを行ったところ,2種類の遺伝子を含む,複数の重複する

 クローンが単離され,一方の遺伝子は,イントロンを持たない,偽遺伝子であることが明らかに

 なった。もう一方の遺伝子を含むクローンを解析することによって,PP2Cβ遺伝子のエクソン

 1およびエクソン2の構造を明らかにした。次にプロモーター領域の解析を行うため,まずプラ

 イマー伸長法によって転写開始点を決定した結果,主な転写開始点は一カ所であった。転写開始

 点上流601bpにTATAboxは無く,3カ所のGCboxが存在し,通常と異なる位置に3カ所の

 CAATboxが認められるなど,ハウスキーピングタイプの遺伝子の特徴を持っていた。上流約

 2.1kbpをルシフェラーゼレポータープラスミドにつなぎ,P19EC細胞に導入して活性を測定し

 た結果,高いプロモーター活性が得られた。さらに様々な長さの欠損プラスミドを用いた活性測

 定の結果から,一493から一439までの領域が活性の発現に必須であることがわかった。この領

 域の配列に相当する,互いに重複する3種類のプローブを作成し,Pig細胞の核抽出液と混合し

 て,ゲルシフトアッセイを行ったところ,核内因子が結合することが示唆された。3種類のプロー

 ブのいずれをコンペティターとして用いたときも,シグナルが消失するので,核内因子の結合に

 は,これら三種類のプローブの重複する領域が重要である可能性が示唆された。この領域は転写

 因子のengrailedやYY1が結合するコンセンサス配列を含んでいた。この遺伝子に特異的なプ

 ローブを用い,FISH法によってマッピングを行ったところ,PP2Cβの遺伝子座は17E4-5であっ

 た。さらに遺伝子連鎖法によって,遺伝子マーカーや近傍の遺伝子との位置関係を決定し,ヒト

 の遺伝子とのシンテニーからヒトでは2p21-23にマッピングされる可能性を示した。

 本研究は,これまで不明であった,PP2Cβ遺伝子の構造と発現制御機構解明の端緒となる,

 重要な研究であり,学位授与に相応しい内容であると判定する。
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