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論文内容要旨

               研究目的

  赤血球系のヘム生合成系各酵素に は, 赤血球分化に伴う特異的な発現調節が働いていると推察

 されている。 しか し, 全8種類の酵素のうち, 3種類のみしかその組織特異的発現調節機序は解

 明されていない。 そこで本研究では, 未だ詳細な解析が行われていないコプロポルフィリノーゲ

 ンオキシダーゼ (CPO) 遺伝子の組織特異的発現調節機構を明らかにすることを目的とした。

 すなわち, 赤血球系細胞, 非赤血球系細胞双方を用いてプロモーター機能の比較を行うことによ

 り, 組織特異的な転写調節機序の一端を解明する。 さらに, その調節機序に関与する因子を明ら

 かにしていくことを目指した。

               研究結果

  CPO 遺伝子の発現調節機構を解析するため, まずマウス CPO 遺伝子全長の構造を決定した。

 その結果, マウス CPO 遺伝子はヒト CPO 遺伝子と類似した構造を持ち, 単一のプロモーター

 により制御されていることが示唆された。 次 に, プロモーター活性の検討を, 非赤血球系の細胞

 として NIH3T3 (マウス線維芽) 細胞, 赤血球系細胞として MEL (マウス赤白血病) 細胞を

 用いて解析を行った。 NIH3T3 細胞においては, 転写開始点より一49 から一41bp までの領域

 (GGACTACAG; CPRE [ΩPO promoter エegulat ory 旦lement]) が本遺伝子発現の正の制 御 領

 域と して重要な役割を果た し, 一21bpSpl 類似配列も本遺伝子発現に貢献していることが明らか

 に挙った。

  一方, MEL 細胞においては, 一21bpSp1類似配列が鍵となる役割を持ち, 一59bpGATA 配列

 及びCPRE がそれぞれ協調的に遺伝子発現を調節していることが示唆された。 また, DMSO 誘

 導下 MEL 細胞を用いた解析より, 一59bpGATA 配列が赤血球分化に最も重要であることが示

 された。

  そこで, ゲル移動度解析法を行ったところ, 上記のいずれの細胞においても CPRE における

 特異的な DNA蛋白質複合体の形成が認められた。 一59bpGATA 配列には, MEL 細胞において

 GATA-1 が結合することが示された。 また, 一21bpSpl 類似配列については, Spl 以外の因子と

 の複合体の形成が認められたが, それぞれの細胞において移動度が相違しており, 互いに異なる

 因子が結合している可能性が示唆された。 以上より, CPO 遺伝子の発現が赤血球系, 非赤血球

 系において異なった機序で調節されていることが示された。

  遺伝子デ一夕ベ一一ス検索の結果, CPRE は, マウス, ヒト CPO 遺伝子のみならず, それ以外
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 のヘム生合成系酵素遺伝子やβグロ ビン遺伝子などの遺伝子調節領域上に存在することが明 らか

 になった。 CPRE 結合因子を明らかにするため, まず, CPRE テトラマープロー ブを用いてサウ

 スウエスタンブロット法を行った。 その結果, H411E (ラット肝癌), Cos7 (サル腎癌), そして K562

 (ヒ ト赤白血病) 細胞で約 30kDa の位置に特異的なバンドが認められた。 K562 細胞を用いたゲル移

 動度解析法において, CPRE に対する比較的高い結合活性が認められたため, CPRE テトラマープロー

 ブと K562 細胞由来λgtllcDNA ライ ブラ リーを用いてサウスウエスタンスク IJ 一ニングを行った。

 その結果, 新規因子KTAF (K562 cells derived 迄rans一旦ctivating 垣ctor) を単離.した。 KTAF は

 全長 206 アミノ酸か らなる蛋白質で, 構造上の特徴と してN末端側に酸性アミノ酸領域, N末端側か

 ら120～170 アミノ酸の領域に核移行シグナ ルを含む塩基性ア ミノ酸領域を有することが分かった。

 二次構造予測よ り, 塩基性アミノ 酸領域のN 末端側はコイル ドコイ ル構造をとる可能性 が示された。

 また, KTAF の発現をノ ザンブロット法により検討したところ, 細胞株では K562 細胞及び HeLa 細

 胞, 組織では脳で高く認められ, KTAF は組織によって異なるが, 比較的恒常的に発現している因子

 である可能性が考え られた。 KTAF-6 ×His 融合蛋白質と抗 His 抗体を用いたウエスタンブ・ット法

 の結果, KTAF はサウスウエスタンブロット法で認め られた CPRE 結合蛋白質と同様, 約 30kDa の

 蛋白質であることが示された。 さらに, KTAF は, CPRE テトラマープローブを用いたゲル移動度解

 析法で, CPRE への特異的な結合を認め, 一過性導入細胞を用いた解析から, 培養細胞中で転写活性

 化能 を持つ こと が示された。

              研究の意義・独創的な点

  本研究の成果は, 新規シスーエ レメ ント CPRE の発見やシスーエ レメ ント間の組織特異的な

 共同作用の解明, ひいては CPRE への特異的な結合が認められる新規転写活性化因子の発見な

 どであ る。 これらは CPO 遺伝子の組織特異的発現調節機構の解明に著しく 貢献するものであ り,

 また, 単一プロモーター遺伝子一般における組織特異的発現調節機構を理解する上でも意義深い

 と考え られ る。
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 審査結果の要旨

  ヘム生合成については, 赤血球系細胞と非赤血球系細胞とで著しく異なる様式の調節が行われ

 ている。 赤血球系においては, 細胞の赤血球への分化に伴い, ヘム生合成系各酵素の発現が増加

 し, ヘモグロビン合成量に見合ったヘムの供給を行うようになる。 この際の各酵素の発現は,

 MEL 細胞の赤血球分化において見られるように, 初発反応を触媒する赤血球型δアミノ レブリ

 ン酸合成酵素から始まり, 各段階の酵素が順次次第に増加すると考えられている。 一方, 非赤血

 球系細胞では, 非特異型δアミノ レブリン酸合成酵素 (ALAS-N) を介した調節が働いており,

 細胞のヘム需要に対応して ALAS-N レベルが変動するが, その他のヘム合成系譜酵素の発現量

 に変化は認められない。 このようなヘム生合成系酵素における組織特異的発現調節機構は, 全8

 種類の酵素のうち, 3種類の酵素のみ しか解明されていない。 コプロポルフィ リノーゲンオキシ

 ダーゼ (CPO) はヘム合成系の6番目の酵素であ り, コプロポルフィリノーゲン皿のピロール

 環A とBの各プロ ピオ ン酸基からカルボキシル基と2個の水素を奪い, ビニル基をつくる反応

 を触媒する。 CPO の発現は赤血球分化の際に, 例えば DMSO 誘導下の MEL 細胞においては,

 ヘモグロ ビンの合成増加に対応 して著明に増加することが示されているが, 赤血球以外の組織で

 は, 多量のヘムが必要な場合でも, その発現にはほとんど変化が認められない。 従って, CPO

 の発現においても赤血球系と非赤血球系とで異なる機序で調節されていることが推察される。 し

 か し, その組織特異的発現調節機構は依然として明らかになっていない。 近年, マウス及びヒト

 CPOcDNA とヒトCPO 遺伝子が単離された。 その結果, CPOmRNA は赤血球系及び非赤血球

 系細胞において同一のプロモーターから翻訳されるということな どが明らかにされている。 この

 ことは単一 プロモーターが CPO 遺伝子の組織特異的発現を調節 しているという ことを示 して お

 り, その調節機構の解明は非常に興味深いと考え られる。

  そこで, 本研究は, CPO 遺伝子プロモーターの組織特異的転写調節機構を解析し, それに関

 与する因子を明らかにしていくことで, 単一のプロモーター遺伝子における, 組織特異的な発現

 調節機構についての理解を深めることを目指した。 本研究の成果は, マウス CPO 遺伝子の単離,

 またその制御領域における新規シスーエ レメ ント CPRE の発見やシスーエ レメ ン ト間の組織特

 異的な共同作用の解明, ひいては CPRE への特異的な結合が認められる新規転写活性化因子の

 単離, 機能解析などである。 これらは CPO 遺伝子の組織特異的発現調節機構の解明に著しく貢

 献するものであり, また, 単一プロモーター遺伝子一般における組織特異的発現調節機構を理解

 する上でも意義深いと考えられる。 よって, 学位に十分値するものと思われる。
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