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始 文 内 容 の 要 旨

コラーゲンに結合能をもつ熱ショックタンパク質 HSP47は,小胞体内でプロコラーゲンの修飾や三本鎖形成などに関与

し,コラ-ゲンの生合成に必須の分子シャペロンとして報告されているoHSP47はコラーゲンを産生する組織,細胞では発

現するが,コラーゲンを産生しない組織,細胞では発現が認められない ｡ 申請者はマウス及びヒトの培養細胞,またトラン

スジェニックマウスを用いて,hsp47遺伝子の発現制御領域を解析し,HSP.47のcelltype特異的発現機構の分子レベルで

の解明を目指したOその結果,hsp47遺伝子の上流プロモーター領域と下流イントロン領域にコラーゲンを産生する組織,

細胞での発現というHSP47の発現のcelltype特異性に関わるシスのエレメントが存在することを発見した｡ 本論文でそ

の解析結果を報告している｡

HSP47は熱ショックタンパク質であり,熱ストレス時には発現が転写レベルで一過的に増大するが,非ストレス条件下

ではコラ-ゲンと共発現することが知られている｡熱ショックによる発現誘導は十分に解析されているが,非ストレス条件

下でのcelltype特異的発現の機構は全く不明であったO 申請者はこれに関与するDNA, タンパクを明らかにする目的で

hsp47遺伝子のプロモータ-解析を試みた｡マウスのゲノムライブラリーをスクリーニングし,hsp47のプロモ-タ一領域

5.5kbをクローニングした.レポーターとしてルシフェラーゼ遺伝子を用いて,さまざまな領域の転写活性をコラーゲンを

産生する細胞 (BALB/C3T3細胞,MC3T3-El細胞,HeLa細胞,HOS細胞),コラーゲンを産生しない細胞 (F9細胞,

293細胞 Jurkat細胞)で調べ,コラーゲンを産生する細胞におけるHSP47の発現にはプロモーター領域 280bpと下流イ

ントロンが必要であることをinvitroで明らかにしたolacZ遺伝子を発現するトランスジェニックマウスをⅩ一gal染色で

解析することにより,コラ-ゲンを産生する組織でのHSP47の発現はこの2つの領域により十分に規定されることをin

vivoで確認した｡

申請者はさらに必須のエレメントを狭め,上流プロモーター領域 280bpの中では転写開始点から上流-210bpの位置に

あるSplタンパク結合部位が重要で,ここにはSp3タンパクと未知のタンパクが結合することを証明したO また,下流イ

ントロン領域の車では第Ⅰイントロン中の50Obpの領域が重要で,ここにはコラーゲンを産生する細胞の抽出液だけでタ

ンパク質の結合がみられることを示したOこのことからイントロン中の500bpの領域がHSP47の発現のcelltype特異性

を規定していることが示唆されたO近年,コラーゲンの組織特異的発現に関わるシスのエレメントも解析されてきているが,

コラーゲンの場合にもプロモーター領域とイントロンの領域に必須のシスのエレメントが存在することが報告されている｡

本研究により分子シャペロンであるHSP47とその基質であるコラーゲンでともにプロモーターとイントロンという類似し

た機構でcelltype特異的発現が規定されることが明らかとなった｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

コラ-ゲン特異的分子シャペロンHSP47はコラ-ゲンを産生する組織 ･細胞では発現がみられるが, コラーゲンを産生
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しない組織 ･細胞では発現が認められない｡申請者はマウスとヒトの培養細胞を用いたinvitroの解析,またトランスジェ

ニックマウスを用いたinvivoの解析を行い, コラーゲンを発現する組織 ･細胞におけるHSP47の発現の機構を明らかに

した ｡

HSP47の発現は転写 レベルで調節されていることが報告されているので,プロモーター解析により非ストレス条件下で

の発現を調べるためにhsp47ゲ}ムをクローニングした｡ トランスフェクション及びルシフェラーゼアッセイの解析によ

りコラーゲンを産生する細胞におけるHSP47の発現には上流プロモーター280bpと下流イントロン領域がシスのエレメ

ントとして必要であることを明らかにした｡ これらの領域でコラーゲンを産生する組織でのHSP47の発現が十分に規定さ

れることを証明したO上流プロモーター280bpで必須のエレメントが転写開始点から-210bpの位置にあるSpl結合部位

であることを明らかにし, ここにSp3タンパクと未知のタンパクが結合することを示した｡Spl結合部位に結合するタン

パクとしてはSplファミリーのSplタンパク,Sp2タンパク,Sp3タンパク,Sp4タンパクが知られているが,申請者が

結合を確認した未知のタンパクはこのどれでもなく,Splファミリーに属する新しいタンパクであることが予想される｡下

流のイントロン領域での必須のエレメントは第Ⅰイントロン中の500bp領域であることを明らかにし,コラーゲンを産生

する細胞ではこの500bpのDNAに何らかのタンパクが結合するが,一方でコラーゲンを産生 しない細胞ではタンパクの

結合が認められないことを示した｡ このことはコラーゲンを産生する組織 ･細胞ではHSP47が発現し, コラーゲンを産生

しない組織 ･細胞ではHSP47の発現は認められないというHSP47がcelltype特異的発現を示すことと合致する｡

コラーゲンの発現制御においてもイントロン領域が重要な役割を果たすことは知られており,特にII型コラ-ゲンやⅩⅠ

型コラーゲンではイントロン領域が軟骨組織特異的発現を規定することが示されている.本研究は分子シャペロンとその基

質で同じ械構によりcelltype特異性が規定されることを示 した初めての報告である｡

以上,申請論文はHSP47のcelltype特異的発現を規定するエレメントを同定 し,関与するタンパクの存在を明らかにし

た0本研究によって得られた知見はコラーゲンの発現の理解や制軌 そして肝硬変などの組織の線維化の理解や治療に大き

く寄与するものであると考えられる｡よって本論文は理学博士の学位論文として価値あるものと認めるO

なお,主論文及び参考論文に報告されている研究業績を動じ､として,これに関連した研究分野について試問した結果 合

格と認めた｡
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