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論文内容要旨

 Arkadiaは元来,マウスの変異導入によるスクリーニングで胎生致死となる標的遺伝子の一

 つとして単離されて,オーガナイザーnodeの誘導に必須の細胞内タンパク質であること,また

 ヘテロ接合体マウスの実験,アフリカツメガエルの実験でNodalシグナルを増強することが報

 告された。ArkadiaのTransforminggrowthfactor一β(TGF一β)シグナル増強作用の分子

 メカニズムを明らかにすることを目的として,解析を行った。

 まずマウスArkadiaをnestedPCR法によりクローニングした。続いてルシフェラーゼアッ

 セイでTGF一β及びbonemorphogeneticprotein(BMP)の転写活性を,そのC末端のRING

 fingerドメイン依存的に強化することを示した。Arkadiaは物理的に抑制型Smadである

 Smad7と結合し,そのポリユビキチン化と分解を引き起こした。Smad7をユビキチン化する

 HECT型E31igaseとしてSmurf1が知られているが,Smurf1がSmad7を介してTGF一β受

 容体コンプレックスと結合し,それらを分解するのに対して,ArkadiaはTGF一β受容体と結合

 することが出来ず分解も促進しなかった。

 内在性Arkadia遺伝子の発現をRNA干渉法で抑えるとTGF一β及びBMPによる転写活性の

 抑制とSmad7タンパク質の蓄積を生じた。

 Arkadiaがマウス胚の中で広く発現していることが知られているが,定量的リアルタイム

 PCR法にてArkadiaが成体の組織でも広く発現して,その発現がSmad7とは逆にTGF一βに

 よって・一過性に抑制されることを示した。

 以上のことからArkadiaは生理的条件下にTGF一βスーパーファミリーシグナルを増幅する

 蛋白として重要な役割を果たしており,その作用機序のひとつとして,Smad7のポリユビキチ

 ン化と分解が考えられた。
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 審査結果の要旨

 上皮細胞の組織形成や炎症反応に大きな役割を持つTGF一β1をはじめとするTGF一βスーパー

 ファミリーのシグナル伝達を巡ってはSmadファミリーによるその増強・抑制の研究が進んで

 いる。最近になりこれらSmadファミリーそのものの発現制御には新たにSmurf1/2やROC1-

 SCFなどによるポリユビキチン化とプロテアソームによる分解が関与することが明らかになっ

 た。申請者は,元来マウスの変異導入スクリーニングで胎生致死となる標的遺伝子の一つとして

 同定され,オーガナイザーnodeの誘導に必須の細胞内タンパク質であり,Transforming

 growthfactor一β(TGF一β)スーパーファミリーのひとつであるNodalシグナルを増強する

 Arkadiaに注目し,多様な方法をもって以下の事実を明らかにした。

 ①マウスArkadiaをnestedPCR法によりクローニングし,TGF一β及びbollemorpho-

 geneticprotein(BMP)シグナルヘの影響を9xCAGA及び3GC2ルシフェラーゼレポーター

 アッセイで検討し,Arkadiaが■h記リガンドによる転写活性をC末端のRINGfingerドメイ

 ン依存的に増強することを示した。

 ②Arkadiaが抑制型SmadであるSmad7と結合し,E31igaseとしてポリユビキチン化とプ

 ロテアソーム依存性の分解を引き起こすことを示した。

 ③HECT型E31igaseであるSmurf1との比較で,Smurf1がSmad7を介して1型TGF一β

 受容体と結合しこれを分解するのに対し,Arkadiaは1型TGF一β受容体と結合せずその分解

 も促進しないということを明らかにした。

 ④内因性Arkadia蛋白質の機能をRNA干渉法によるArkadia発現抑制によって評価した実

 験で,TGF一β及びBMPによる転写活性の低'下とSmad7蛋白質の蓄積を認め,Arkadiaが

 生理的発現量においてもシグナル増強,Smad7の分解に働いていることが示された。

 ⑤広くヒト組織で発現が認められたArkadia遺伝子の発現制御について定量的リアルタイム

 PCR法により,その発現がSmad7とは反対にTGF一βによって一過性に抑制されることを示

 した。(一過性抑制は培養細胞での検討)

 以上の結果から本論文は,発生期の重要な役割が示唆されるArkadia遺伝子が,広くTGF一

 βスーパーファミリーの多彩な生理作用の制御に携わっている可能性を明らかにし,ことにE3

 1igaseとしてSmad7のポリユビキチン化とプロテアソーム依存性の分解に関与する新作用機序

 を明らかにしており,優れて学位(医学博士)論文に値するものであると判断する。
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