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論 文 内 容 の 要 旨

心筋細胞は胎生期には活発に増殖 ･分裂を繰り返すが出生とともにその分裂能を失う｡ 出生後心筋細胞は様々な刺激に対

し肥大を起こすが,肥大は蚤白合成の量的な増加だけでなく,心房性ナトリウム利尿因子 (ANF)の心室における発現な

ど,心筋遺伝子発現の質的変化によって特徴づけられる.この過程は心筋機能不全と密接に関連し,この過程の解明は心不

全の分子生物学レベルでの解明に有用である｡ 心肥大における遺伝子発現調節にGATA転写因子群が中心的な役割を果た

していることが明らかになり,さらに癌遺伝子費白のひとつであるアデノウイルスEIAが細胞内p300及びそのファミリ

ーと結合し,それらの役割を破綻させ心筋特異的な遺伝子発現を抑制する事が報告されている｡そこで心筋特異的遺伝子で

あるANF遺伝子プロモーターの転写調節機構におけるGATA転写因子とp300の相互作用について検討した｡GATA転

写因子群の中でGATA-4,5,6が心血管系に発現していることが報告されている. NIH3T3細胞を用いtransienttransfec-

tionassayによりANF遺伝子のプロモーター活性を求めたところ,GATA-4,5,6中でGATA-5の強制発現がANFプ

ロモーター活性を最も強く充逢した.また一ANFプロモーター領域のGATAエレメントを変異させると,この活性克進は

減弱LGATA配列に依存していた.ANFプロチーター領域のGATAエレメントがGATA-5と結合するかどうかをみる

ためにelectrophoreticmobilityshiftissayを施行したoプローブはANFプロモーター上のGATAエレメントを含むオリ

ゴを標醜したものを用いた.GATA-5を発現させなかった核蚤自抽出液を用いたEMSAではバンドは認められなかった

が,GAでA-5を発現させるとバンドが認められた｡このバンドは,標識していない野生型ANFのオリゴヌクレオチドで

競合され,GATA-5の抗体でスーパーシフトしたことより,GATA-5がANF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｡次に野生型EIAを.NIH3T3細胞に強制発現したところGATA-5依呑性のANFプロモ∴タ-活性

先進は有意に抑制された｡p300との結合部位を欠く変異体EIAを強制発現するとこの抑制は一部解除された.また野生塑

EIAの強制発現によるANFプロモーター活性抑制は野生型p300の強制発現やは解除されないが,EIAとの結合部位を欠

く変異体p300を強制発現させることで活性抑制が一部解除された0p300とGATA-5を共発現したCOS7細胞から核蛋白

を回収し,免疫沈降後ウェスタンブロット法を施行しところp300とGATA-5の会合が認められたが,野生型EIAを強

制発現させるとこの結合は阻害された｡心筋細胞におけるANF血RNAの発現をみると野生型アデノウイルスEIA蛋白の

強制発現でANFの発現は強く抑制されたが;p300との結合部位を欠,(変異体EIAの発現では抑制効果は減弱されたoま

たGATA-5と結合するものの転写克進部位を欠くdominant.negative変異体を発現させたところ,GATA｣5依存性の

ANFプロモーター活性克進は用量依存的に抑制された.COS7細胞を用いてANFプロモ∵タ-活性を求めたところ,

p300とGATA-5を共発現させるとANFプロモーターをco-activateすることが判明した｡以上より,p300はGATA-5

甲コアクチベーターとしてANFの転写活性に関与することが示されたO
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

心筋細胞肥大は蛋白合成の量的な増加だけでなく心筋遺伝子発現の質的変化によって特徴づけられる｡例えば心筋細胞肥

大に伴って,心筋細胞内での心房性ナい)ウム利尿ペプチド(ANF),エンドセリン-1(ET-1)の発現は著明に克進する.

心筋でのET-1発現克進はET-1括抗薬が心不全の死亡率を改善することから心不全進展に重要な役割を持っていると考

えられる. プロモーター解析によりGATA因子はANFプロモーター活性を克進したoGAでA因子とp300は結合するこ

とを示し共同作用によりANFプロモータナ活性を克進した｡すなわち,p300はGATA因子のコアクチベーターとして

ANF-遺伝子の転写に関与することを見出した.同様の結果をET-1プロモーターについても明らかにしたo今までに心筋

細胞肥大の転写にGATA因子が関わっていることはいくつか報告されているが,転写コアクチベータ｣であるp300が

GATA因子と共同作用LANF転写に関わっていることは新たな発見である｡ 以上の研究は,心筋細胞肥大における転写

メカニズム解明の可能性を示した｡心筋細胞は出生後その分裂能を失うため様々な刺激に対し肥大により代償作用を示すが,

その破綻が心不全を来すと考えられる｡心筋細胞肥大における転写メカニズムの解明は心不全発症の分子生物学的機序の解

明に頁献するものと考えられ,心不全の根本的治療の可能性につながるものと考えられる｡

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｡尚,本学位授与申請者は,平成13年2月15

日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け,合格と認められたものである｡

- 651-


