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姶 文 内 容 の 要 旨

他の増殖可能な細胞と異なり心筋細胞は様々な刺激に反応して肥大を起し,その集合器官である心臓は拡張及び収縮機能

不全に陥る｡心筋細胞肥大は,蛋白合成の量的な増加だけでなく,主な収縮蛋白であるミオシン重鎖遺伝子アイソザイムの

変化など,心筋遺伝子発現の質的変化によって特徴づけられるOこれらの変化は心筋細胞肥大及び機能不全と密接に結び付

いており,これらの遺伝子発現誘導機構の解明は心筋機能不全の分子細胞レベルでの解明に非常に有用である｡ 最近白血病

抑制因子やカルディオトロフィン-1などのサイトカインにより膜蛋白gp130を活性化すると心肥大が引き起こされること

が明らかになり注目を浴びている｡そこで白血病抑制因子によって引き起こされた心筋細胞肥大における核内情報伝達機構

を解明する為,β-ミオシン重鎖遺伝子の発現誘導の分子生物学的機序を解析した｡

(1)βづ オシン草野過云プロ羊一夕一における白血嘩制因反応望lementの同定

β-ミオシン重鎖プロモーターの種々の変異型にルシフェラーゼを結合させたプラスミッドを新生児ラット培養心筋細胞

にトランスフェクションし, 白血病抑制因子による針 ミオシン重鎖遺伝子の発現誘導に必要なシスエレメントを解析したO

同プロモ-タ-の転写開始点より下流 303塩基から197塩基までの107塩基内に存在するGATAエレメントを変異させる

ど,基礎レベルの転写は野生型と変わらないが,対照群に対する白血病抑制因子刺激群における転写活性の誘導が著明に抑

制されることが兄い出されたO以上より針 ミオシン重鎖プロモーター上のGATAエレメントが白血病抑制因子による発現

誘導に必要であることが示された｡

(2)β ミオシン亜鎖GATAエレメント結合Lql-の検討

次に心臓に発現しているGATA因子群,GATA-4/5/6の中で,どれが最も重要かを検討したところ,GATA-5のみが

強力にか ミオシン重鎖プロモーターを活性化することが判明したOβ-MHCプロモーター上のGATAエレメントがGATA-

5と結合するかどうかをみるためにelectrophoreticmobilitァShiftassay(EMSA)を施行した｡プローブはβ･MHCプロ

モ-タ-上のGATAエレメントを含むオリゴを標識したものを用いた｡GAでA-5を発現させなかった核蛋白抽出液を用い

たEMSAではバンドは認められなかったが,GATA-5を発現させるとバンドが認められた｡このバンドは,榛識していな

い野生型β-MHCのオリゴヌクレオチドで競合されたことより,GATA-5がβ-MHCのGATAエレメントと配列特異的に

結合することが示された｡生食と白血病抑制因子で刺激した心筋細胞から抽出した核蛋白を用いてEMSAを施行したとこ

ら,プロ-プであるβ-MHCプロモーターGATAエレメントとの結合を示すバンドの活性紘,生食で刺激した培養心筋細胞

からの核蛋白に比べて白血病抑制因子で刺激した細胞から抽出した核蛋白において著明に元進していた｡これらのことよ

り,白血病抑制因子は心筋細胞においてGATA-5とβ-MHCプロモーター上のGATAエレメントとの結合を著明に冗進

させることが判明した｡生食と白血病抑制因子で刺激 した心筋細胞から抽出したRNAにおいてGATA-5の発現をRe一
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VerseTranscriptase-PolymeraseChainReaction(RT-PCR)法で検討 した｡その結果GATA-5の心筋細胞における発現

は白血病抑制因子による刺激で著明に先進することが判明した｡以上よりGATA-5が心不全発症の細胞内情報伝達におい

て役割を果たしている可能性が示された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

心不全は種々の心疾患の共通最終像であり,この間題を解決することは臨床的に極めて重要であると考えられる｡白血病

抑制因子は心筋細胞を長軸方向に引き伸ばす作用があることから,心室 リモデリングに関与 している可能性がある｡ 本研究

では白血病抑制因子によって引き起こされた心筋細胞肥大における核内情報伝達機構を解明する為,β-ミオシン重鎖遺伝子

の発現誘導の分子生物学的機序を解析 したO 新生児ラット培養心筋細胞を用いた実験でβ-ミオシン重鎖プロモーター上の

GATAエレメントが白血病抑制因子による発現誘導に必要であることが示された｡次に心臓に発現しているGATA因子群

(GATA-4/5/6)の中で,どれが最も重要かを検討されたところ,GATA-5が,β-ミオシン垂鎖プロモータ-の活性化作

用が最も強いことを示された.さらに,GATA-5はかMHCプロモータ-上のGATAエレメントと特異的に結合し,白血

病抑制因子はその心筋細胞におけるDNA結合活性を著明に克進させることが示された｡心筋細胞肥大における細胞質内情

報伝達については既に多くの報告がなされているが,核内情報伝達において鍵となる転写因子については知られていなかっ

たO 本研究はそれを同定 しその役割を的確に示 した点で重要である｡

以上の研究は心筋細胞肥大の核内情報伝達経路を解明 したのみにならず,GATA転写因子が心不全治療の新たな標的と

なる可能性を示唆するものと考えられるo

L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O

なお,本学位授与申請者は,平成 12年 1月 26日実施の論文内容とそれに関連 した試問を受払 合格と認められたもので

ある.
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