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論文内容の喪皆

形態形成関子として発生において重要な役割を果たしている 80臨 chedgeho冨(8hh)は、様々な標的遺伝子の発現制御を

介して、細胞の増殖、生存、位置情報の伝達やパターン形成を調節している。この発現制御は転写因子GIiを介して行われ

ているが、その複雑な転写制御機構には不明な点が多い。脊椎動物では3種類の G註 (Glil，2、のが存在してお号、事塩

基からなる GIi結合配列(コンセンサス配列〉が同定されている。 Fib開討倒tgrひ出品factor15 (Fgf15)の関脳、中脳の内

側領域における発現は媛側i正中部におげる Shh発現領域i己競接しており、また Shhノックアウトマワスにおいてζの部位

における Fgf15の発現が消失する ζ とから Fgf15の発現は Shh'"グナルの制御下にあると考えられる。また、 Fgf15遺伝

子の呂'自uむ 3.自kbエンハンサー/プロモーター領域iこはGli結合配列 (GIiB紛が容往し、ルシ7~_予ーぜアッセイおよびト

ランスジェニックマウスの解析によ哩 Gli2が直接結合することよって Fgf15遺伝子の発現が制御吉れていることが明らか

になっている。

上記のJレシ7ι ラーゼアッセイの結果から、このGIiBSに結合する Gli2と共役してFgf15の発現を制御している因子の

存在が示唆された。そこでエンハンサー/プロモーター領域の配列を詳細iこ解析することによ号、新たに2つのGli結合配列

(Gli Resp胆 siveEle血 ent:G且RE)を同定した。これらの配列はGIi総合コンセンサス配努!と 5境基が共通しており、 Jレ

シ7エラーゼアッセイ iこより Gli2 I~ よって制御されていることが鳴らかになった。吉ら I~ クロマチン免疫沈降法 (ChIP

assay) によって、 Gli2がこの配列 I~直接結合することを示L た。

今回同定された GIiREに Gli2が結合できないように変異を挿入し、 JレV7-.:L予ーザ7ッ匂イを行ったととる、予想に反

して転写活性が上昇した。 Gli21こは活性型と抑制型が寄哀し、時期、組織特異的にそのどちらか、或いiは立両ん

的遼伝下の発王現見を骨創制討司i御Lていると4考Aえられている。 Gli2のDNA総合領域と VP16の転写活性化領域を融合したキメラタン

パタと、変異を導入LたGIiREを用いてJレシ7品ラーぜアッセイを行ったところ、変異を導入Lでいない GIiREに比べて

ルシアエラーゼ活性が低下した。つまり GIiB患には活性型の Gli2が、 GIiBEIこは抑制型の Gli2が結併することによって

Fgf15の発現を調節していることが示唆された。また、 GIiREに変異を導入した甘岨時eneを用いてトランスジェニッタマ

ウスを作成し、 Fgf15の発現をβガラクトシダーゼ活性により検出したところ、正常GIiREと比べて発君主領域に変化は見

られなかった。これらのことから、本研究によって新たに同定された GIiREは、母if15の発現潰の調節に関与するが、空間

的な発混パターンには影響しないことが明らかになった。

木研究は、 Gli2の活性型と抑制型が、近傍の配列などの婆図lこよりそれぞれのGli結合配列と結合する己とによって昌hh

y グナルによる均115の発現を鵠節しているととを明らかにし、Gli2による転主主制御の新たなメカニズムを示したものであ

る。
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論文審査の結果の裏蜜

Sonich.d酔hog(Shh) !立、脹の脊索や神経管Eま板iこ発現し、背側へ向かつて濃度勾配をつくることによって神経管内に

背腹執を形成する。また、 Fib開 blast{t旬開thfi出品r15(Fgf15)が呂hhの誘導によって中継・閣脳の内側に発現し、 νグナ

ルを中『語、間脳の背側へと伝達する。 ShhVグナルによる襟的遺伝子の発現は転写因子Gliによって制御されているが、抑

制型と活性型をもっ Gli2の転写帯j翻l機構には不明な点が多い。本研究においては、 Fgf15のエンハンサー・プロモーター領

域11:新たな Gli四時叩説明 .1.組問脂 (GliREs)を問定し、これらと Glibindin富組曲 (GliBS)による 3つの連続した GIi

結合配列がこの領域11:存在することを切らかにした。また、己れらの GIiREIこ抑制主主GIi2が結合し、これがGliBSに結合

した活性型GIi2と共役してFgf15の発現霊を調節していることを示した。 GliB自は中脳・関脳の腹1I!tlにおける Fgf15の発

事誌に必須の配列であるが GliREはFgf15の発現パターンには関与しないことから、抑制型 Gli2が活性型Gli2と共役して

Fgf15の発現量を調節しているという、転写制御の新たなメカニズムが明らかになった。

以 hの研究は、 Shhシグナルによる Fgf15の転写制御機構の解明に貢献し、発生学・分子生物学研究の進展に寄与すると

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あるものと認める。

なお、本;学位授与申請者i主、平成20年2月25臼実施の論文内容とそれに関連した試聞を受け、合格と認められたもので

ある。




