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論文内容要旨

                 【要 旨】

  肥満細胞は, 皮膚, 結膜, 腸管, 気管支粘膜などに存在し, アレルギー反応, 寄生虫感染, 炎

 症反応などに深く関与する。 肥満細胞の起原 は造血幹細胞であり, 前駆細胞と して骨髄から流血

 中に入り, アレルギーおよび炎症反応の場である末梢組織で最終分化するといわれているが, そ

 の分化機構についてはいまだ不明な点も多 い。 肥満細胞に特異的な分泌顆粒中のケミカ ルメ ディ

 エ一夕ーのいくつかは, 肥満細胞の分化成熟に伴い増加することが知られており, その代表的な

 もののひとつであるヒスタミンも肥満細胞の分化成熟に伴い上昇することが知られている。 ヒス

 チジン脱炭酸酵素 (以下HDC) はヒスタミン合成を司る唯一の生体内酵素であることか ら,

 HDC 遺伝子の発現調節は, 肥満細胞の分化に関わる可能性がある。 そこで, 肥満細胞の分化と

 HDC 遺伝子発現制御機構の関係を検討し, 肥満細胞の分化機構を, HDC 遺伝子発現制御という

 観点からと らえたいと考えた。

  個々の体細胞は, 分化過程において特有の分化形質の発現を巧みに制御し, 分化段階に特異的

 な機能を全う している。 それらの分化形質をコードしている遺伝子群の発現制御には, 系列特異

 的な転写因子が重要であると考えられている。 私たちのいままでの研究で, 赤血球系に特異的な

 転写因子として知られる NF-E2 が転写活性化に関与することを明 らかに している。 また, 私た

 ちは, マウス肥満細胞株 P815 を同系マウスの腹腔内で培養すると, HDC やMMCP-6 等を発現

 し始め, 結合織型の肥満細胞へ分化傾向を示すことを明らかに し, その過程に関わる転写因子群

 とエンハンサーの解明を中心に研究を続けてきた。 その一方で, 遺伝子発現にプロモーター領域

 のメチル化が関与している例が多数報告され, 遺伝子発現が遺伝子の構造変化によって影響され

 る可能性が示唆され始めた。 もちろん HDC 遺伝子でも同様に, 構造変化やメチル化など遺伝子

 側の変化によって発現が影響される 可能性 が考え られ る・ そこで, 肥満細胞の分化の系と して,

 マウス肥満細胞株 P815 の腹腔内誘導モデルおよび種々の分化段階のマウス細胞株を用 い, プロ

 モーター領域のメチル化と HDC 遺伝子発現との関係に焦点をあてて研究を進めた。

  まず, HDC 遺伝子 プロモーター領域を中心と した塩基配列を, サイクルシークェ ンス法を用

 いて明らかにした。 次に, HDC 遺伝子プロモーター活性を評価するために, プロモーター領域

 の種々の変異体を用いた遺伝子導入実験を行い, HDC 遺伝子の基本的な転写活性化には GC box

 を含む転写開始点から上流約 65 塩基が必要であることを明らかにした。 プロモーター領域の遺

 伝子のメ チル化を検討するために, DNA のメ チル化により消化作用が異なる二つの制限酵素を

 用いて, GC box 付近を中心とした CCGG 配列のメチル化の程度をサザン法で評価した。 その
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婁

 結果, プロモーター領域の脱メチル化の程度と HDC遺伝子発現には正の相関性があることが示

 唆された。 プロモーター領域の遺伝子の脱メチル化の程度をさ らに詳細に検討するために,

 CCGG 配列以外の CG 配列のメチル化の検討を行う必要があった。 そこで, この領域の CG 配列

 のメ チ ル化を, 新 しいメ チ ル化の評価法である二亜硫酸・ゲノ ムシークエンス法を用い解析 した。

 この解析により, HDC 発現が強く分化が進んだ細胞ほど, プロモーター領域が広範囲に脱メチ

 ル化されていることが判明した。 さらに, 遺伝子の脱メチル化と遺伝子発現の関連性を明らかに

 するために, P815 を脱メチル化剤の5一アザシチジンとともに培養 して プロモーター領域の脱メ

 チル化を促 したところ, 実際に HDC 遺伝子が発現し始めた。 このことか ら, 脱メチル化が機能

 的に HDC 遺伝子の発現に関与していることが示された。 一方, 腹腔内誘導モデルでは, 誘導後

 HDC 遺伝子を発現 し始めたのにかかわらず, プロモーター領域の脱メチル化には大きな変化が

 なかった。 このことから, このモデルでは, トランスの因子による調節機構の存在も考えられた

 ため, 遺伝子導入実験やゲルシフト法を中心にその検索を行ったが, 未だ新たな調節機構は見出

 されていな い。

  以上より, 肥満細胞特異的およ び分化段階特異的な HDC 遺伝子発現と遺伝子の脱メチル化に

 は, 正の相関性が見られ, HDC 遺伝子発現が強く分化の進んだ細胞ほど, プロモーター領域が,

 広範囲に脱メ チ ル化されていたこと と, 脱メ チ ル化が機能的に HDC 遺伝子の発現に関与 してい

 ることが判明した。 一方, マウス肥満細胞株 P815 の腹腔内誘導モデルでは, 腹腔内培養前後で

 の HDC 遺伝子の脱メチル化の変化 は少なく, HDC 遺伝子発現にはトラ ンスの因子による調節

 機構の存在も推測された。
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 審査結果の要旨

  肥満細胞は, 気管支喘息を含むア レルギー性疾患の発症およびその病態に中心的な役割を果た

 している。 肥満細胞の特徴として細胞内顆粒の存在が挙げられ, 肥満細胞の分化・成熟に伴い,

 顆粒が増加かつ増大 し, それに平行 してその中に含まれるヒスタミ ン濃度も上昇することが知ら

 れている。 ヒスチジン脱炭酸酵素 (HDC) は, ヒスタミン合成を司る唯一の生体内酵素である

 ことか ら, HDC 遺伝子の発現調節は, 肥満細胞の分化過程に関わる可能性がある。 いままでの

 肥満細胞の分化機構に関する知見では, 肥満細胞の起源である造血幹細胞は, 前駆細胞として骨

 髄から流血中に入 り, アレルギーおよ び炎症反応の場である末梢組織で最終分化すると考え られ

 ているが, いまだ不明な点も多 い。 そこで本研究では, HDC 遺伝子発現を指標と した肥満細胞

 の分化機構の解明を試みた。 具体的には, さまざまな分化段階の細胞株および分化誘導モデルを

 用い, 肥満細胞の分化と HDC 遺伝子発現制御機構との関係を, 分子生物学的手法で検討した。

  個々の遺伝子の発現調節には, 転写因子群の関与, クロマチン構造の改変, 遺伝子のメチル化

 などのさまざまな機序が考えられているが, 本研究ではその中で, 遺伝子のメチル化に着目 し,

 メチル化による遺伝子側の変化と HDC 遺伝子発現調節機構の解析を行った。 用いた方法として,

 遺伝子導入実験, サザン法, ノザン法および新しいメチル化の評価法である二亜硫酸・ゲノムシー

 クエンス法な どを取入れ, HDC 遺伝子発現と遺伝子プロモーター領域の脱メ チル化との関係を

 検討した。 その結果, 肥満細胞特異的および分化段階特異的な HDC 遺伝子発現と遺伝子の脱メ

 チル化には, 正の相関性が見られ, HDC遺伝子発現が強く分化の進んだ細胞ほど, プロモーター

 領域が, 広範囲に脱メチル化されていたことが判明 した。 さらに脱メチル化剤の 5一アザシチジ

 ンを用いた実験で, 脱メチル化が機能的に HDC 遺伝子の発現に関与 していることも明らかにし

 た。 一方, マウス肥満細胞株 P815の腹腔内誘導モデルでは, 腹腔内培養後に強い HDC 遺伝子

 発現が認められるのにかかわらず, その前後での HDC 遺伝子の脱メチル化の変化は少なく,

 HDC 遺伝子発現には トラ ンスの因子による調節機構の存在も推測された。

  本研究では, 肥満細胞の分化誘導モデルとしての腹腔内誘導系を確立し, さらに HDC 遺伝子

 発現とプロモーター領域の脱メチル化の意義を世界に先駆けて見出 しており, その独創性は極め

 て高い。 本研究で得られた知見は, 肥満細胞やヒスタミンが関与するアレルギー疾患の病態解明

 に役立つのみな らず, その脱メチル化に注目 した新 しい治療法開発にも有用であると考え られる。

 従って本研究は, 十分, 学位論文に値すると考える。
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