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審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 宮 本 索

本研 究は 血 管 の リ モ デリ ン グに お い て 重要 な役割 を演 じ て い る と考 え られ る転 写 因 子

( K rtip p el
-li k e zi n c fi n g e r t r a n s c rip ti o n fa ct o r 5

,
K L F 5) の 転写調節機構を明ら か にするため ､

K L F 5 に 対する相互 作用因子 を単離 し､ そ の 制御 メ カ ニ ズ ム の 解析を試みた も の で あり ､ 下記 の

結果 を得て い る ｡

1 . K L F 5 の D N A 結合領域に結合する相互作用因子 を血管平滑筋培養細胞 の 核抽出液か ら単離

し
､ 急性白血病に関連する S E T で あると同定した

｡ 精製 した S E T と K L F 5 が i n vit r o で直接

結合する こ とが確認され ､ また ､ 免疫沈降法に より細胞内で も結合 し て い る こ とが確認された
o

2 . S E T の K L F 5 に 対す る 制御機構を解析す るため に K L F 5 が調節す る胎 児型 ミ オ シ ン 重鎖遺

伝子( S M e m b) の プ ロ モ
ー

タ
ー 領域をプ ロ ー ブと し て ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ ､

s E T は K L F 5 の プ ロ モ
ー

タ
ー

- の結合を阻害し た｡ また
､

S M e m b 及び P D G F
･

A 鎖を レ ポ ー

タ
ー

と して 用 い た レ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ により K L F 5 による こ れ ら遺伝子 の 発現克進を S E T が

抑制 した
｡

さらに
､

K L F 5 の 細胞増殖克進作用 を S E T が抑制 した
D

こ れ ら の こ と か ら ､ S E T

は K L F 5 の D N A へ の 結合を阻害 し
､

K L F 5 の 作用 を抑制する因子 で ある こ とが示 され た
.

3 . 細 胞増殖刺激 に よ り血管平滑筋培養細胞内 で K L F 5 は 誘 導が か か り
､ 同時 に S E T の 発現 は

抑制 が か か っ た
｡ 同時 に K L F 5 が調節す る 下流遺伝子 で ある P D G F

-

A 鎖 の 発 現克進が認 め ら

れ た｡
こ の こ と か ら細胞増殖刺激 に より S E T の 発 現量が減少 し

､
K L F 5 の 抑制 を解除 し て い
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る 可能性 がある と考えられ た
｡

また
､

バ ル
ー

ン 障害血管内膜肥厚 モ デ ル に お い て 肥厚 した新生

内膜で K L F 5 と S E T の 発 現がみられ ､ 個体 レ ベ ル で も S E T と K L F 5 と の 間 に相互作用が あ

りうる こ とが示され た
｡

4 . ア セ チ ル 化酵素 p 3 0 0 による ヒ ス トン ア セ チ ル 化 を S E T が抑制すると の 報告が ある こ とか

ら
､

K L F 5 が ア セ チ ル 化 される か細胞 レ ベ ル で[3 H ] a c et a t e を用 い て 検討 し た結果 ､
K L F 5 は

細胞 内 で ア セ チ ル 化 され る こ とが確認された
｡

また
､ 精製 した K L F 5 の 全長 ､

K L F 5 の D N A

結合領域 の タ ン パ ク質ならび に D N A 結合領域 を除い た領域 の タ ン パ ク質を用 い た と こ ろ

p 3 0 0 は K L F 5 の D N A 結合領域を ア セ チ ル 化 し た
｡

さらに
､ p 3 0 0 抗体を用 い て 細胞 を免疫沈

降 し たと こ ろ
､ 免疫沈降物中に K L F 5 がある こ とが確認され

､ p 3 0 0 と K L F 5 が結合 し うる こ

とが示 された
｡ p 3 0 0 の K L F 5 の 転写活性化に及 ぼす影響を解析するため に レ ポ ー タ ー ア ッ セ

イ をお こ な っ た と こ ろ
､ p 3 0 0 は K L F 5 の 転写活性化 を促進 し

､
こ の 効果は p 3 0 0 の ア セ チ ル

化領域欠 損変異体 で は減弱 する こ とか ら､ p 3 0 0 の K L F 5 に対する促進作用 の
一

部は K L F 5 の

ア セ チ ル 化に起因 し て い る こ とが示され た｡

5 . 最後に p 3 0 0 による ア セ チ ル 化を S E T が抑制する か検討 し た
o

精製 した K L F 5 の D N A 結

合領域が i n v it r o で p 3 0 0 により ア セ チ ル 化させ る条件下 で S E T を添加すると K L F 5 D N A 結

合領域の ア セ チ ル 化 が抑制された ｡
こ の抑制には p 3 0 0 の 添加前に S E T を添加する こ とが必

要で ある こ とから ､ S E T は K L F 5 を脱ア セ チ ル 化するの で はなく ､
K I J F 5 の ア セ チ ル 化部位

を覆 い 隠す こ とにより ア セ チ ル化を抑制する こ とが示された ｡

以上
､
本論文 は K L F 5 に対する相互作用因子 の 単離 ･ 解析 か ら

､
K L F 5 に対 して 促進的に働く

p 3 0 0 及び抑制的 に働く S E T の 存在ならび に相互作用 を明らか に し た
o 本研 究は K L F 5 の転写

調節機構 に 新た な作用様式 を提 唱するも の で あり ､ 将 来的に は 血管病 の 予防に つ なが ると考えら

れ ､ 学位 の 授 与 に値す る もと の 考えられ る｡
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