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論文内容要旨

                【研究目的】

  これまでヘム生合成調節に対す る研究 は主に肝臓およ び赤血球を中心に行われてきてお り, ヘ

 ム生合成系の最初の酵素であるδ一アミノ レブリ ン酸シンターゼ (ALAS) には赤血球型および

 非特異型の二つのアイ ソザイ ムが存在 し, ヘムによって異なる調節を受けていることなどが明ら

 かになってきている。 さらに, 最近, ハーダー氏腺におけるヘム生合成においては非特異型

 ALAS のヘムによる調節 が肝臓と異なることが明 らかにさ れた。

  従って, 今ま で見過 ごさ れてきた他の組織におけるヘム生合成調節 も検討 していく ことが重要

 であ る。 その代表例の一つ である心筋 や骨格筋な どの筋組織ではヘム蛋白の一つ であるミオグロ

 ビンが合成されることが知られているが, 筋組織におけるミオグロ ビン合成とヘム生合成との相

 互調節機構はま だよく判っていない。 本研究の目的は筋細胞におけるヘム生合成とその調節を検

 討 し, 肝臓およ び赤血球での調節との比較を明 らかにすることであ る。

               【研究方法及 び結果】

 1 筋分化に伴う赤血球型 ALAS の発現について

  まず, 筋分化に伴う赤血球 ALAS の発現について検討した。 C2C12細胞を分化誘導すると

 分化誘導後2日目には筋管細胞が見られることから, 分化誘導後0, 1, 2, 3, 4日目の

 C2C12 細胞から RNA を抽出 し, ノザンブロッド法にて赤血球型 ALASmRNA の発現を調べ

  た。 その結果, 分化誘導後0, 1, 2, 3, 4日目のC2C12細胞には赤血球型ALAS の発現

  は検出できなかった。

 2 筋分化に伴うミオグロビン, 非特異型 ALAS, ヘムオキシゲナーゼ (HO)一1の発現につ

 いて

  次に, 非特異型 ALAS の発現とミオグロ ビンの発現の関係についてノザンブロット法にて

 検討 した。 ミオ グロ ビンmRNA は分化誘導後0日および1日目はほとん どシ グナ ルが認めら

 れないが, 筋管細胞が見られ始める分化誘導後2日目より急激に増加していた。 一方, 非特異

 型 ALASmRNA は分化誘導後ミオグロ ビン mRNA の増加とほぼ一致して増加していた。 こ

 の時期に赤血球型 ALAS の発現は認められないことか ら, ミオグロ ビン合成のためのヘムの

 供給は非特異型 ALAS が行っていることが示された。

  また, ヘム分解系の酵素である HO-1は分化誘導後, 早期に減少を認めた。

 3 筋分化に伴うδ一アミノ レブリ ン酸デヒ ドラターゼ (ALAD), ウロポルフィリノーゲンデカ
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  ルボキシラーゼ (UROD), コプロポルフィ リノーゲンオキシダー ゼ (CPO), フェ ロケラター

  ゼ (FeC) の発現について

   次いで, ALAS に引き続くヘム生合成系の酵素である ALAD, UROD, CPO, FeC の発現

  についてノ ザンブロッ ト法にて検討した。 すでに述べたように非特異型ALASは分化誘導後発

 現の増加を認めたが, ALAD, UROD, CPO, FeCのいずれも分化誘導後発現の増加は認め

  られなかった。 従って, 筋分化に伴うヘム生合成は ALAS の段階で調節されていることが示

 唆された。

 4 筋分化に伴う非特異型 ALASのヘムによる調節について

  非特異型 ALAS のヘムによる調節を検討するため, 分化誘導前の筋芽細胞および分化誘導

  3日目の筋管細胞をヘミ ンおよびヘム合成の阻害剤であるサクシニルアセトンで処理 し, 24時

 間後に RNA を抽出 してノ ザンブロッ ト法を行った。 筋芽細胞でも分化 してミオグロ ビン合成

 を行っている筋管細胞でもヘミン処理で非特異型 ALASmRNA の発現が減少 し, サクシニル

  アセトン処理で発現が増加した。 従って, 筋分化においてミオグロビン合成に関与 している非

 特異型 ALAS は肝臓での非特異型 ALAS と同様ヘムによる負のフィー ドバック調節を受けて

  いることが明 らかとなった。

 5 筋分化に伴うHO-1のヘムによる調節について

  次に HO4 のヘムによる調節を検討した。 筋芽細胞でも筋管細胞でもへ,ミ ン処理で HO-1

 mRNA の発現が増加 し, サクシニルアセトン処理で発現が減少した。 HO-1は基質であるヘ

 ムによって誘導されることが報告されており, 筋分化においても他の組織と同様なヘム分解系

 の調節が行われている と考え られ る。

 6 筋分化に伴うミオグロ ビンのヘムによる調節について

   さらに, ミオグロ ビンのヘムによる調節を検討した。 筋芽細胞ではコントロール, ヘミ ン処

 理, サク シニルアセトン処理のいずれでもミオグロ ビンmRNA のシグナ ルは認められなかっ

 た。 筋管細胞ではヘミ ン処理でミオグロ ビン mRNA の発現が増加 したが, サクシニルアセト

  ン処理ではほとん ど変化が認められなかった。 ミオグロ ビン蛋白はヘミ ン処理で増加 し, サク

 シニルアセトン処理で減少することが報告されている。 従って, ヘミン処理によるミオグロビ

  ン蛋白の増加は mRNA 段階で調節されているが, サクシニルアセトン処理によるミオグロ ビ

  ン蛋白の減少 は転写段階以降の レベルで調節されている可能性が高 い。
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 審査結果の要旨

  ヘムはヘモグロビンを始めと してシ トクローム, カタラーゼ, ペルオキシダーゼな どのヘム蛋

 白として利用され, 酸素輸送, 電子伝達, 薬物代謝などの重要な役割を担っている。 ヘム生合成

 系の8種類の酸素のう ち, 最初の反応を触媒する律速酵素である δ一アミノ レブリ ン酸シンター

 ゼ (ALAS) には異な'つた遺伝子にコー ドされた赤血球型及び非特異型の二つのアイソザイムが

 存在 し, それぞれ異なった調節を受けている。 非特異型 ALAS を介するヘム合成は主として肝

 臓で行われ, ヘムは主にシトクローム P-450 の補欠分子族として利用されている。 肝臓での

 ALAS の合成は最終産物であるヘムにより抑制的に調節されている。 このことは薬物代謝酵素

 であるシトクローム P-450 の必要に応じたヘム合成調節を行っていることを示 している。 一方,

 赤血球型 ALAS は生体内のヘム合成の4分の3を占める赤血球系において発現 しており, ヘム

 のほとん どがヘモグロビンの補欠分子族と して利用されている。 赤血球型 ALAS は赤血球分化

 に伴い発現が増加するばかりでな く, ヘミ ン処理によっても発現が誘導される。 このような赤血

 球型 ALAS の調節によって赤血球分化の短期間に合成される大量のヘモ グロ ビンに充分な量の

 ヘムを供給することが可能となる・ 最近になって, げっ歯類の眼窩内に存在するハーダー氏腺で

 は, 非特異型 ALAS が肝臓における非特異型 ALAS と異なってヘミ ン処理に反応 しないことが

 示され, 非特異型 ALAS には組織特異的な発現調節が存在することが明らかとなった。

  従って, 今まで見過ごさ れてきた他の組織におけるヘム生合成調節も検討 していくことによっ

 て, ヘム合成機構が進化の上でどのように変化 してきたのかの一端が示されると考えられる。 そ

 の代表例の一つとして心筋や骨格筋な どの筋組織では, ヘム蛋白の一つであるミオグロビンが合

 成されることが知られているが, 筋組織におけるミオグロビン合成とヘム生合成との相互調節機

 構はまだよく判っていない。 本研究では, 未だ知られていない筋細胞におけるヘム生合成とその

 調節を検討した点に独創性がある。 また, 本研究は, 筋分化に伴うミオグロビン合成に関与 して

 いる ALAS は非特異型のアイ ソザイムであることを示した興味深いもので, 進化の上でよりヘ

 ムの要求量が高い (短期間に大量のヘモグロ ビンを合成する) 赤血球系の細胞が赤血球型のアイ

 ソザイムを利用するようになったのに対 し, 筋細胞はミオグロ ビン合成にヘムによって負のフィー

 ドバック調節がかかって しまう (逆に言うと必要量だけ合成 し, 過剰には合成しない) 非特異型

 のアイ ソザイ ムを利用 していることを明らかにしたことに意義があ る。 また, 臨床的にも心筋や

 骨格筋の非特異型 ALAS の発現調節の異常がミオグロビン合成の異常を伴う病態と関わってい

 る可能性があり, 病態解明に寄与する新しい知見となり得る。 よって, 本論文は学位論文に値す

 'ると判断される。
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