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旨

骨格筋及び心筋に特異的遺伝子発現の転写調節機構の解明は,近年いくつかの重要なシスエレメントと転写因子が同定さ

れたことにより飛躍的に発展 してきたが,平滑筋特異的な遺伝子発現の制御機構には不明な点が多い｡GATA転写因子群

は現在までのところGATA-1からGATA-6までの6種類の蛋白質が知られているが,この内GATA-4,5,6が心血

管系に発現しており,サブファミリーを形成 している｡ これまでの研究からGATA-6は血管平滑筋に発現している唯一の

GATA因子であり,増殖刺激により速やかにダウンレギュレーションを受けること,また増殖型形質の血管平滑筋に

GATA-6を過剰発現させると細胞周期が停止することが知られている｡ これらの結果からGATA-6の血管平滑筋の分化

型形質の維持における役割が示唆されるが,GATA-6の下流でその標的となる平滑筋特異的な遺伝子についてはこれまで

報告がなかった｡最近我々は癌遺伝子蛋白の1つであるアデノウイルスEIA蛋白に結合する蛋白の1つであるp300が転写

co-activatorとしてGATA因子と会合出来ることを報告した｡そこで,今回p300とGATA-6の平滑筋特異的転写にお

ける役割について検討した｡

この目的のために我々は高分化型平滑筋に特異的なマーカーであるラットの平滑筋ミオシン重鎖プロモーター (Sm-

MHCpromoter)を用いた｡Sm-MHCpromoterの上流 1346bp以内にGATA-likemotif(WGATTR)(-810/-805)が

存在する｡GATA-6を過剰発現させたCOS7細胞から抽出した核蛋白と放射標識したGATA-likemotif(-810/-805)

を含むオリゴヌクレオチ ド (Sm-MHCGATA)を用いてelectrophoreticmobilityshiftassay(EMSA)を施行 したとこ

ろ,GATA-6とSm-MHCGATAの特異的結合が認められた｡この結合は,野生型 Sm-MHCGATAで競合阻害され,

そのGATA-likemotif内に変異のある変異塑sm-MHCGATAでは競合阻害されなかった｡また,抗 GATA-6抗体で

スーパ ーシフトされたが抗 GATA-4抗体と正常ラビットIgGではスーパーシフトされなかった｡

COS7細胞を用いたtransienttransfectionassayにより,野生型または変異型 Sm-MHCpromoter活性を測定したとこ

ろ,GATA-6を共発現すると野生型 sm-MHCpromoter活性は用量依存性に克進したが,変異型 Sm-MHCpromoter活

性は克進しなかった｡

p300とGATA-6を共発現したCOS7細胞から回収した核蛋白を用いて,免疫沈降後 westem blotanalysisを施行 しと

ころp300とGATA-6の会合が認められた｡COS7細胞を用いたtransienttransfectionassayから,この会合に一致して

p300とGATA-6はSm-MHCpromoterをco-activateすることが判明した｡さらにGATA-6と共にp300のdominant

negative変異体を発現させた場合,GATA-6によるSm-MHCpromoter活性の上昇は,有意に抑制された｡

血管平滑筋細胞から抽出した核蛋白を用いたEMSAからはGATA-6がp300と複合体を形成 していることが示唆され

た｡この複合体のDNA bindingactivityは増殖型に比較して分化型平滑筋細胞において著明に増加していた｡

分化型血管平滑筋に野生型またはp300結合部位を欠損させた変異型アデノウイルスEIAをtransfectionしたところ野坐

型EIAは内因性 sm-MHCの発現を著明に抑制したが,変異型EIAによる抑制は軽度であった｡
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以上より,p300がGATA-6のco-activatorとしてSm-MHCの転写に関与することが示された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

血管平滑筋細胞の増殖型から分化型-の形質変換に転写因子 GATA-6が関与していることが示唆されている｡ また

p300が転写コアクチベーターとしてGATA因子と会合出来ることも報告されている｡ そこで,申請者はp300とGATA-

6の平滑筋特異的転写における役割を検討した｡

GATA-6は高分化型平滑筋に特異的な平滑筋ミオシン童鎖プロモーターのGATA認識配列 (-810/-805)に結合し,

このプロモーター活性を克進した｡p300とGATA-6は会合し,同プロモーターの活性化に協力していることが判明した｡

分化型血管平滑筋細胞におけるGATA-6とp300の複合体は増殖型に比較しては著明に増加 していた｡さらにP300の機

能を破綻するEIAによる解析により分化型血管平滑筋において内因性 p300が平滑筋ミオシン重鎮の発現に必要であること

が判明した｡

以上より,p300がGATA-6のコアクチベーターとして平滑筋ミオシン重鎖の転写に関与することが示された｡

以上の研究は血管病の病態の解明に貢献し循環器病学の発展に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年12月27日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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