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本研究は ､ 脂肪細胞 の 分化過程にお ける転写 因子 K L F 5 の 役割を i n v it r o のデ ー

タお よ

び i n v i v ｡ の 解析か ら明らか に しよう と試みた も の で あり , 下記 の 結果 を得て い る ｡

1 . K L F 5 ヘ テ ロ ノ ッ クア ウ ト マ ウ ス で は 生直後 の 脂肪組織 の 形成が 遅延 して い る こ とを

見出した . 脂肪細胞 の 初期分化 の 過程で ､ 転写因子 K L F 5 は
一 過性に発現上昇す る こ と

を i n v it r o 脂肪細胞分化系を用 い て 証明 した ｡ K L F 5 の 発現は C 侶 B P 8
, βの 発現 に引き

続い て起 こ り ､
K L F 5 の 発現 を追うよ う に P P A R y 2 の 発現が克進 し て い た

.

2 . K L F 5 が脂肪細胞分化 に必要である こ とを明らか に した o K L F 5 の ドミ ナ ン トネガテ ィ

ブ体を強制発現させ た 3 T 3- L l 細胞 で は脂肪細胞 へ の 分化が著 しく抑制され るだけ で な

く ､ P P A R y 2 の 発現 も抑制され た
｡ 同様に ､ 3 T 3

-

L l 細胞に Ⅲ . F 5 に対する特異的な si R N A

を強制発現させ た場合や ､ E ⊥F 5 の ノ ッ クア ウ トマ ウス 由来 の 胎児線維 芽細胞 を分化誘

導した場合に も ､ 脂肪細胞 へ の 分化お よび P P A R y2 の 発現が 抑制され た ｡

3 . K L F 5 を恒常的に強制発現させ た 3 T 3- L l 細胞 で は ､ 分化誘導刺激な しに脂肪細胞 へ 分

化 して ゆく こ とか ら ､ K L F 5 は脂肪細胞分化 に必須 の 因子で ある こ と を示 した ｡

4 . K L F 5 は P P A R r _

, 遺伝子 の 発現 を 転写 レ ベ ル で 直接制御 す る こ と を 明らか に した .

p f A R y _
9 の プ ロ モ ー

タ
ー 領域に は C 侶 B P の 結合配列 に近接 して K L F の 結合配列が 存[E

した . E l e ct r o p h o r eti c m o bility s h i ft a s s a y( E M S A ) によ っ て , K L F 5 が i n v it r o で こ の

配列に結合しう る こ と を示 した .
レポ

一

夕
-

ア ッ セイ で は ､ K L F 5 と C 侶 B P とを共発

現 させ る とプ ロ モ ー

タ
ー

は相乗的に活性化 された o
さら に ､ 免疫沈降法にお い て ､ K L F 5

は C 侶 B Pβある い は C /E B P 6 と直接結合 しうる こ とが 示さ れた .
こ れ ら の こ とよ り ､

K L F 5 は P P A R y _

, 遺伝子 の プ ロ モ
ー タ ー

領域に直接結合 し､ C 侶 B P と コ ン プレ ッ ク ス を

形成 しなが ら 協調 して P P A R y1
9 の転写活性 を正 に調節 して い る と考え られ た ｡

5 . 脂肪細胞分化にお い て , C / E B P βおよ び c /E B P 8 が K L F 5 の 発現を直接制御 して い る こ

とを E l e ct r o p h o r eti c m o b ilit y s h i ft a s s a y(E M S A ) 法 ､ お よび レポ 一

夕
-

ア ッ セイ に よ



っ て示 した ｡

6 . 内因性の P PA R y2 遺伝子 にお ける C 侶 B P や K L F 5 の結合 をク ロ マ チ ン免疫沈降法(C h I P

a s s a y) を用 い て 確認 した. 分化誘導刺激前 ､ P R A R y _
9 遺伝子 の プ ロ モ ー タ

ー

領域 に は

c 侶 B P や K L F 5 の結合を認め な い が , 分化初期 には C /E B P β,
8

,
お よび K L F 5 の 結合

が観察され た o 分化後期に は い る と C/E B Pβ/8 ､ K L F 5 の 結合は減弱し ､ 代わ りに C 侶 B P (x

の 結合が優位 とな っ て い た o
こ れは ､ 分イヒ誘導初期 と分化後期にお い て , P P A R 押 遣伝

子上 に異なる転写因子 が結合して い る こ とを明確 に示すも の で ある
0

以 上 , 本論文は i n v it r o
,
i n v i v o の脂肪細胞 の 分化過程で K L F 5 が必須で あ る こ と､ C 侶 B Pβ,

8 によ っ て 発現誘導され た K L F 5 が C 侶B P と相互作用 して エ ン ハ ン ソ ソ
- ム を形成 し ､

p R 4 R y _
, プロ モ

ー

タ
ー

上 に直接結合 して P fA R y _

, の 転写活性 を直接制御 して い る こ とを明 ら

か に した ｡ 本研究は ､ 脂肪組織 の転写ネ ッ ト ワ ー

ク の分子機構 を明らか に しただけ で な く ,

分化 の 各段階 にお い て 同
一 遺伝子上 に異なる転写因子 を含む エ ン ハ ン ソ ソ

-

ム が形成され

て い る こ と をi n vi v o で初め て 示 した も の と して意義が深 い
｡

よ っ て ､ 学位 の 授与に値す る

も の と考え られる ｡




