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論文内容要旨

  サイアザイ ド感受性 Na-C1 共輸送体 (TSC) は腎遠位曲尿細管に特異的に発現 し, 電解質代謝

 や血圧調節に重要な役割を担っている。 これまでに報告されている生理学的および薬理学的検討

 により, デキサメサゾン (Dex), アル ドステロン (Ald), 17β一エストラジオール (Est) といっ

 たステロイ ドホルモンにより TSC 発現が亢進することが示され, これらの界テロイ ドホルモン

 による塩貯留および体液量増加作用の一部に TSC 発現亢進が関与している可能性が示唆されて

 いる。 しか しながら, TSC 遺伝子転写調節領域の構造および機能に関しては未だいかなる種に

 おいても報告されておらず, TSC 遺伝子の部位特異的あるいはステロイ ドホルモンによる発現

 調節機構についても不明である。 そこで, 今回 TSC の発現調節機構を解明する目的でラット

 (r) TSC 遺伝子転写調節領域のクローニングおよびその転写機能の解析を行なった。

  rTSC 遺伝子の 5'隣接領域 (5' FL/rTSC) をラットゲノ ムライ ブラリーを鋳型とし PCR 法に

 よりクローニングした。 5' FL/rTSC の塩基配列を決定しシス配列の検索を行なった。 転写開始

 点の同定はプライマー伸長法および 5'一RACE 法で行なった。 5'FL/rTSC とルシフェラーゼ

 cDNA のキメラ発現ベクター (rTSC/Luc) を作成し, さらに既報の方法で deletion mutant も

 作成した。 この rTSCILuc をヒト腎上皮由来細胞 HEK293 にトランスフェクション し, 一過性

 に発現したルシフェラーゼ (Luc) の活性を測定することにより 57FL/rTSC の転写活性を評価

 した。 様々な鎖長の 5' FL/rTSC を含むキメラ Luc 発現ベクターを用い, 鎖長と Luc 発現との関

 係を比較検討した。 HEK293 およびラット培養血管平滑筋細胞 (VSMC) における内因性 TSC

 mRNA 発現を RT-PCR 法で検討 し, TSC mRNA を発現する HEK293 と発現のない VSMC に

 おいて組織特異的転写活性を検討した。 Dex, Ald, あるいは Est が5TL/rTSC の転写活性に及

 ぼす影響を検討した。 次に, 遠位曲尿細管に局在し腎特異的転写因子とされる hepatocyte nu-

 clear factor-3/folk head homologue-3 (HFH-3) の cDNA をクローニングし発現ベクターに

 サ ブク ローニングした。 HEK293 にこのコ ンス トラク トを rTSCILuc と同時にトランスフェクショ

 ンすることにより, HFH-3 が5FL/rTSC 転写活性に与える影響を検討した。

  約 2.1kb の5' FL/rTSC をクローニングし, TATA ボックス, グルココルチコイ ド反応領域,

 あるいはHFH-3 の結合配列などと想定される配列を認めた。 プライマー伸長法, 5'一RACE によ

 り, 転写開始点は既報の cDNA5' 端より8塩基上流にあると考えられた。 rTSC/Luc を HEK293

 に導入したところ, 対照に比較し有意な Luc 発現の増加 (約 26 倍) が見られた。 様々な鎖長の

 5' FL/rTSC を含むキメラ Luc 発現ベクターを用い Luc 発現を比較検討 したところ, Luc 発現は

 クローニング した全長の 5' FL/ rTSC をもつコ ンス トラク トで最 も高く, かっその長さ に依存 し
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 ていた。 HEK293 における Luc発現は VSMC に比して有意に高値であった (約8倍)。 HEK293

 細胞において Dex, Ald, およびEst はいずれも Luc 発現を約 30%増加させた。 また, ステロイ

 ドホルモン依存性遺伝子転写機構をもつ VSMC において も, Dex, Ald, および Es七 はいずれも

 Luc 発現を有意に増加させた。 HFH-3 発現ベクターの同時トラ ンスフェクショ ンにより Luc 発

 現は約2倍に増加した。 さらに, deletion analysis の結果 HFH-3 による転写活性の亢進には,

 近位側の HFH-3 結合配列と考え られる部位が重要であることが示唆された。

  rTSC 遺伝子の機能的転写調節領域 (2.1kb) をクローニングした。 この領域に TSC の腎特異

 的発現局在を規定する転写調節が存在 しており, さらにその発現調節機構に HFH-3 が関与 して

 いる可能性が示唆された。 ステロイ ドホルモ ンにより TSC 発現は転写性に調節されていると考

 えられ, ステロイ ドホルモンによる塩貯留の機序に TSC 発現誘導の関与が示唆された。
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 審査結果の要旨

  サイアザイ ド感受性 Na-C1 共輸送体 (TSC) は電解質代謝や血圧調節に重要な役割を担って

 いる。 mRNA レベル及び蛋白レベルで TSC 発現を検討した報告では, TSC は腎ネフロンのうち

 遠位曲尿細管に特異的に発現 しているが, その部位特異的発現調節機構については十分な理解が

 得られていない。 最近, hepatocyte nuclear factor-3 の DNA 結合領域のホモロジーを利用し

 て, hepatocyte nuclear factor-3/folkhead homologue-3 (HFH-3) がク ローニ ングさ れ た。

 HFH-3 は Winged helix family に属する転写因子で, その mRNA 発現について見ると腎遠位

 曲尿細管に限局 しており, TSC の発現部位と良く一致していた。 TSC の部位特異的発現調節機

 構についても HFH-3 が関わっている ものと推定された。 一方, これまでの報告でデキサメサゾ

 ン, アル ドステロン, 17β一エストラジオールといったステロイ ドホルモンにより TSC の発現レ

 ベルが上昇 し, これらのステロイ ドホルモンによる塩貯留及び体液量増大作用に TSC 発現亢進

 が関与 している可能性が示唆されている。 TSC 遺伝子の転写調節領域の検討はこれまでいかな

 る種においても報告されていないため, ラット (r) TSC 遺伝子において転写調節領域のクロー

 ニング及びその転写機能の解析を行い, さらに TSC の部位特異的発現調節機構に HFH-3 が関与

 している可能性について検討を行った。 また, デキサメサゾン, アル ドステロ ン・ 17β一エスト

 ラ ジオールといったステロイ ドホルモ ンが TSC 遺伝子転写に与える影響について も検討した。

  本研究により TSC 遺伝子の機能的転写調節領域の構造及び機能についてはじめて明 らかとなっ

 た。 その結果, TSC の部位特異的発現調節及びステロイ ドによる発現調節に関して・ TSC の腎

 遠位曲尿細管特異的発現を規定する転写調節がクローニングした rTSC 遺伝子 57 隣接領域の中

 に存在 しており, さらにその発現調節機構に HFH-3 が関与している可能性・ またステロイ ドホ

 ルモンにより TSC 発現は転写性に調節されている可能性が示された。

  腎ネフロンにおいて部位特異的に発現する分子種の発現調節機構については・ これまでほとん

 ど知見がな く, 今回の実験結果はその機構の一つのメカニズムを叩 らかにする可能性がある。 こ
 のメカニズムが明 らかとなれば, 外来性に導入 した遺伝子を遠位曲尿細管特異的に発現させるこ

 とが可能となり, 腎生理研究あるいは遺伝子治療を行う際に有用であると考えられる。 一方・ ス

 テロイ ドホルモンが塩貯留を生じる機序に関して, 生理学的には検討の難しい遠位曲尿細管の役

 割が, TSC の発現亢進を通じて明らかとなる可能性が示唆された。 よって・ 十分学位に値する

 ものと,曽、われる。

 一76一


