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論 文 内 容 の 要 旨

グルコースおよび障β細胞内のcAMPの濃度上昇はインスリン遺伝子の転写を促進させるが,これらの刺激に対応して

転写を惰節するcis-actingelementの一つにcAMPresponseelement(CRE)がある. ヒトインスリン遺伝子にはCRE

に類似した塩基配列が4ヶ所存在することが報告されているが,どのような転写因子が関与し転写を制御しているかは明ら

かでない｡そこで,CREに結合する葺白として転写因子CREM (CREModulator)に着目し,CREMによるヒト･イン

スリン遺伝子の転写調節機構を検討した｡

(1)障β細胞におけるCREMの発現

ラット勝の連続切片を用いて抗インスリン抗体,抗CREM抗体にて免疫組織染色を行った｡豚ラ氏島において抗インス

リン抗体陽性の細胞は抗cREM抗体陽性でありCREMが豚β細胞に発現していることが明らかとなった｡さらに,ラッ

ト勝ラ氏島より抽出したRNAを用いRT-PCR法にてisofom の発現を検討し,選択的スプライシングやintronicpromo-

terにより8種類のCREMisoformの発現を認めた｡ 5つ (CREMm,CREMα,ICERI,ICERIγ,CREM17)は既知のも

のであり3つ (CREMAQl,CREMAQ2,CREM17Ⅹ)は新しいisbformであった｡

(2) ヒトインスリン遺伝子のプロモータ活性に及ぼす影響

各CREM isoformを発現ベクターに組み込み,ヒト インスリン遺伝子のプロモータ領域を含むカポータープラスミド

と共にHIT-T15細胞 (ハムスター勝β細胞由来細胞株)に遺伝子導入した｡CREMTCr,CREMAQl,CREMAQ2はヒト

インスリン遺伝子のプロモータ活性をそれぞれ約9倍,8倍,2倍克進し,activatorとして機能した｡一方,CREMα,

ICERI,ICERIγ,CREM17,CREM17Ⅹは約50-25%にまで抑制Lrepressorとして作用した｡次にactivatorと等量のr印-

ressorをHIT-T15細胞に共発現させヒト インスリン遺伝子のプロモーrタ活性に与える影響を埠討した.Activatorによ

って活性化されたヒト インスリン遺伝子のプロモータ活性はrepressorによって50-30%にまで抑制され,repressorは強

い抑制能を示した｡

(3)転写を導く基本転写因子との直接結合

転写開始複合体の必顔因子であるTBPおよびTAFⅡ130とCREM isofotm との直接結合を検討 したOactivator

(CREMTa,CREMAQ2)はTBPとTAFⅡ130の両方に結合したが, TAFⅡ30ともに結合し

なかった｡activatorは転写活性化領域を介してTAFⅡ130と結合すること,さらに基本転写因子と結合することによりプ

ロモータとの結合を安定化し機能を増強することが明らかになった｡
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(4)ヒトイ㌣スリン遺伝子CREへの結合

CREMTa,CREMAQ2,ICERIγGST融合蛋白を精製し,ヒト インスリン遺伝子に結合するか否かをゲルシフ+アッ

セイにて検討した｡それぞれの黄白はヒト･インスリン遺伝子のCRE類似配列4ヶ所すべてに結合し,CRE類似配列が

CREとして機能することが明らかとなった｡次に,activatorであるCREMTaおよびCREMAQ2とrepressorのICERIγ

がCREへの結合に競合するか否かを検討したoICERIγが増加するにつれCREMTαまたはCREMAQ2のCREへの結合

が減少したoまた,IC甲 ⅠγとCREMTαが等量の場合,lCERIγがCREMTaのCREへの結合を阻害したこ′とから,rep-

ressorはDNAに対する結合能が高くactivatorのDNAぺめ結合を競合し阻害することが明らかになった.

(5) 2型糖尿病モデル動物におけるCREM isoformの発現量

2型糖尿病モデル動物 (GKラット)の岸ラ氏島より灘出したRNAを用いcompetitivePCR法にてCREM isoform の

発現量を検討した｡精巣では対照のWistarラットに比LCREM isoformの発現量に変化は認められなかったが,謄ラ氏島

ではrepressor(ICERI,ICERIγ,ノCREM17,CREM17Ⅹ)の発現が増強していた｡

以上のことより,ヒトインスリン遺伝子の転写調節にCREM isoformが重要な役割を果たしていることが明らかになっ

た｡また,repressorがactivatorを競合的に阻害することを考え合わせると,増加したrepressorがヒトインスリン遺伝子

の転写を阻害していると考えられた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ヒ/7.･インスリン遺伝子にはcAMP応答配列 (CRE)類似配列が4ヶ所存在するO

申請者はヒト･インスリン遺伝子の転写調節機構を解明するため,CREに結合すると推測される転写因子CREM (CRE

Modulator)に着日し機能解析を行った｡

ラット聯β細胞におけるCREM の発現を検討 し, 5つの既知のisoform (CREMTα,CREMα,ICERI,ICER.Ⅰγ,

cREM17)と3つの新規のisoform (CREMAQl,CREMAQ2,CREM17Ⅹ)を同定したよこれらのCREM isoformはヒト

･インスリン遺伝子のCRE類似配列 4ヶ所すべてに結合し,転写活性を強力に克逸あるいは抑制した｡ICER Iγ

(repressor)はCREMTCrおよびCREMAQ2(activator)CREへの結合を競合,阻害した.

また,基本転写因子との相互作用を検討したところ,activatorはTBPとTAFⅡ130の両方に結合したがrepressorはど

ちらにもに結合しなかった｡さらに,2塑糖尿病モデル動物の障ラ氏島においてrepressorの発現量の増加を■認めた｡

以上の結果より,ヒト ィンスリン遺伝子の転写はCRE類似配列に結合したCREM a｡tivat｡rが基本転写因子と相互作

用することにより活性化され,repressorがactivatorのDNAへの結合を競合阻害することもLこよって抑制されることが明ら

かになった｡

以上の研究はヒト･インスリン遺伝子転写調節機構とその異常を明らかにし,糖尿病の病因解明に寄与するところが大き

い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値があるものと認める.

なお,本学位授与申請者は,平成12年12月11日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格とみとめられたもので

ある｡
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