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学位論文内容の要旨

近年、・遺伝子転写活性を推定するのに、mRNAを直接定量するかわりに転写レポーター

を用いた間接的測定が試みられている。転写活性のレポーター測定法とは、目的遺伝子のプ

ロモーター下流にレポ一夕ー遺伝rを組み込んだプラスミドを細胞に導入し、目的遺伝子の

発現を同時に転写されるレポー夕一遺伝子の転写活性（レポーター活性）を測定することに

より評価する方法である。なかでも生物発光を用いたレポーターはその感度のよさ、測定の

簡便さから広く用いられている。しかしながら、これまでの発光レポーターアッセイ法は、

発光反応が細胞内で生じるため、レポーター活性を測定するには細胞を破砕しなければなら

ず、同一細胞において経時的に測定することが困難であった。本研究では、レポーター分子

が細胞外へ分泌される分泌型ルシフェラーゼ、ウミボタルルシフェラーゼ（Vargi緬

宀ぬ馴めヶfLuciferase）のcDNAをラット成長ホルモン（GH）プ口モーターの下流に組み込ん

だプラスミドを作製し、ラット11‘唾体腫瘍株化細胞（GH3）に導入して、GH遺伝子発現を

連続的にモ二夕ーするシステムを｜荊発した。GH遺伝子の転写活性は培養液中に分泌したル

シフウラーゼの酵素活性を連続的にモ二夕．ーすることにより測定した。ウミボタルルシフェ

ラーゼの活性はルシフェリン・ルシフェラーゼ反応で生じた光量子量をルミノメーターにて

測定することにより定量した。

  GH3細胞に遺伝子導入をおこなうため、ラットGH5’側上流領域より3種のプロモーター

領域（｜，4．I．8kb）を増幅し、その下流にウミボタルルシフェラーゼcDNA（1．8kb）を挿入したプ

ラスミド（叩H‐1乢，PGH・2－、化，pGH・3乢）を構築した。それぞれの一過性発現をみたところ、

pGH‐II丶凡に最も強いルシフウラーゼ活性が測定された。そこで、pGH‐1ツLをGH3細胞ヘ

導入し、ネオマイシン而寸性選択スクリーニングにより、ルシフウラーゼ安定発現GH3細胞

（、’／・GH3）を作成した。標準ウミボタルルシフェラーゼを用いた容量応答曲線から、ウミボ

タルルシフウラーゼの感度は従来のレポーター系と比較し、100―600倍と極めて高いこと

が示された。

  1’LGH3におけるGH遺伝子転写活性およびGH分泌量を経時的に測定するため、6‐we‖

plateを用いて、各we‖の培養液を無血清培養液に交換し、1時間毎の全置換を8時間まで

繰り返し、回収した培養液中のルシフウラーゼ活性およびGH量を測定した。培養液中のラ

ットGHは酵素抗体法（EIA）により測定した。その結果、経時測定開始後ルシフェラーゼ

活性に一過性の増加がみられたが、GH分泌量はほぽ一定であり転写活性とGH分泌に一時

的な乖離が見られた。これはGH分泌にはたらいていた負のフイードバック制御が解除され

た結果と考えられた。さらに、ウミボタルルシフェラーゼの細胞内動態を調べるために、転

写阻害剤camptothecin、蛋白合成m害剤cycloheximideおよび分泌蛋白輸送阻害剤brefeldinA
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投与後のルシフウラーゼ活性およびGH分泌の経時的変化を検討した。ゴルジ体への分泌蛋

白輸送を阻害するbrefeldinA投fJ．によって、ルシフウラーゼ活性およびGH分泌は2時間

以内にほとんど消失した。これは、ルシフェラーゼおよびGHがともに共通の分泌過程を持

ち、そのプロセスは比較的短時川であることを示唆した。一方、蛋白合成阻害剤である

cycloheximideは、GH分泌を約2ll:i:問で完全に停止させるのに対して、ッレシフウラーゼ活性

は徐々に消失した。この反応性のj彑いは、ルシフェラーゼとGHの細胞内での代謝回転の相

違を反映していると考えられた。すなわち、GHが比較的速い代謝回転（半減期は1時間以

内）であるのに対して、ルシフウラーゼは遅い代謝回転を持っものと思われた。さらに、ル

シフェラーゼ活性およびGH分泌ともにcamptothecinの阻害作用があらわれるまでに数時

間かかったが、その後の経過はほぼ同様であった。この結果とルシフェラーゼの代謝回転が

GHよりも遅いことを考え合わせると、ルシフェラー・ゼmRNAの代謝回転はGH mRJxIAの

代謝回転よりも速いことが予想された。したがって、ウミボタルルシフウラーゼとGFIとは

異なる細胞内動態をもっが、転：′・メから蛋白合成、分泌へと至る過程に要する時間はほぼ同

じであると考えられた。

  次に・GH転写活性を刺激し、ルシフェレース活性がGH転写活性を正確に反映しているか

を検討した。甲状腺ホルモン(T3)を培養液中に添加し、4時間、8時間ないし24時間後

に培養液を回収してルシフェラーゼ活性およびGH分泌量を測定した。ルシフェラーゼ活性

はT3添加4時間ないし8時間後では有意な増加はなかったが、24時間後で対照群に対し有

意差を認めた。一方、GH量は4時間後では増加しなかったが、8時間後で有意に増加し、

24時間後にはさらに増加した。対照群に対する増加率はGH量がルシフェラーゼ活性より

も常に大きかった。合成される蛋1’1の量は遺伝子の転写で生じるmRNAの量だけではなく、

生じたmRNAの代謝回転によっても変化する。したがって、ルシフウラーゼ活性とGHmRNA

の増加率がほぼ同じであったことから、反応性にみられた差異は遺伝子転写量の差異ではな

く 、生じた mRNAの代謝回転の差に起因していると考えられた。すなわち、GH mRNA

の代謝回転がルシフウラーゼmRNAの代謝回転よりも遅いことを示していると思われた。

これは阻害剤を用いた実験結果とも一致した。また、24時間培養後のvl-GH3細胞を剥離

しRNA抽出をおこない、GH mRNAをノーザンブ口ット法で測定して、ルシフェラーゼ

活性、GH mRNAおよびGH量のf日関を検討した。その結果、これらの間にはすべて有意な

正の相関が認められた。以上のネぉ果より、培養液中のルシフェラーゼ活性はGH遺伝子転写

活 性 を よ く 反 映 し て お り 、 レ ポ ー タ ー と し て 有 用 な こ と が 示 さ れ た 。

  糖質コルチコイドはT3によるGH合成、分泌を促進するとされているが、その作用メカ

ニズムは不明である。そこで、T3とデキサメサゾンを含む培養液にて、vl-GH3細胞を24

時間培養した後に培養液中のルシフェラーゼ活性およびGH分泌量を測定し、デキサメサゾ

ンのGH遺伝子転写活性に及ぼす効果を検討した。デキサメサゾンとT3の併用投与はルシ

フェラーゼ活性およびGH量ともにT3単独投与に比較し有意に増加させたが、その増加率

はGH量では約389:、ルシフウラーゼ活性では約19弼であった。この結果から、デキサメ

サゾンはGH遺伝子の転写促進だけではなく、GH mRNAの安定性にも関与していると思

われた。

    以上、、’/-GH3細胞の培養液rtリレシフウラーゼ活性はGH転写活性を反映し、しかも同

一wellで繰り返し測定することが可能なことから、遺伝子転写活性の経時的解析に極めて

有用であり、本研究により作成した生物発光レポーターシステムはGH遺伝子発現の調節機

能を解明する上で強カな手段になると思われた。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

    分泌型生物発光レポーターを用いた

成長ホルモン遺伝子転写活性の連続測定法の開発

  本研究では、分泌型の生物発光レポーターであるウミポタルルシフェレース(vargula

hilgendorfii luciferase)をJuいて、旧一細胞における遺伝子転写活性の連続測定をおこなう

方法の確立を目的とした。最初に、高感度なウミボタル発光測定系を確立し、レポーター

活性の簡便な測定系を作成した。次に、3種のラット成長ホルモン(GH)プ口モーター領

域をク口ーニングし、その下流にウミポタルルシフェラーゼcDNAを持っプラスミドを

構築した。これらのプラスミドをGH産生ラット下垂体腫瘍株化細胞(GH3)に遺伝子導入

をおこない、ウミボタルルシフェレース安定発現株(vl-GH3)を得た。これにより、vl-GH3

細胞での培養液中のルシフウラーーゼ活性（レポーター活性）を測定することにより、GH

転写活性の経時的変化を連続的にモ二夕ーすることが可能となった。さらに、転写、蛋白

合成、分泌の各段階を阻害する薬剤を使用し、レポーター活性の経時変化をみることによ

り、ウミボタルルシフウラーゼの細胞内動態についての検討をおこなった。また、甲状腺

ホルモンおよびグルココルチコイドのGH遺伝子転写活性への影響を検討し、本レポータ

ー系の有用性を確認した。

  巾請者は、公開発表の前に各′蠧査員から個別審査を受け、研究の背景や学位論文の内

容についての詳細な説明をおこなった。

  公開発表において、まず申請杵はスライドを用いながら約20分間にわたり学位論文

の内容を発表した。これに対して、副査の小林邦彦教授から、ルシフウラーゼ安定発現株

    ・

を得るための遺伝子導入法について、甲状腺ホルモン、デキサメサゾン刺激時のルシフェ

ラーゼ活性、GHの増加率の差ユ｜6および培養条件下での細胞数の変化についての質問があ

    ―307―

一
彦
弘

研
邦
充

間
林
岡

本
小
吉

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



った。申請者はこれらに対して、I′Iらおこなった遺伝子導入法について説明を加え、また、

研究結果 から考察 されたル シフェラ ーゼmRNAおよ びGHmRNAの半減期の差から、

指摘された両者の増加率における差異を説明した。さらに、経時変化をモ二夕ーする時間

内にvトGH3の細胞数の変化がみられなかったことを示した。続いて、副査の吉岡充弘教

授から、ウミボタルルシフウラーゼ分泌のメカニズム、レポーター酵素の性質およびin

vivoの実験系への応JHについての質問があった。申請者は自らの実験結果から、ルシフ

ェラーゼ分泌もGH分泌と同様の調節性分泌によると予想されると回答し、過去の論文

を引用して、ルシフェラーゼ発光反応と酵素活性の相関についても言及した。また、ウミ

ボタル発光系を剛いた応川例として、灌流培養系システムあるいはトランスジェニック動

物の手法などにっいても言及した。また、主査の本間研一教授から、導入したプ口モータ

ー活性の相違およびグルココルチコイドの転写調節ヌカニズムに関する質問があった。申

請者は自らの研究結果から、遺伝f導入に用いたプラスミドのサイズおよび構造が発現量

に差を認めた原因である可能性があると回答した。また、グルココルチコイドの応答配列

が今回使用したプ口モ一夕ー領域I勺には存在しないことを過去の論文を引用し、明解に回

答した。質疑応答は約15分問であった。

  本論文は、高感度な分泌型lt物発光酵素による発光反応ををレポーターとして用いる

ことにより、同一細胞におけるネモ‖．ケ的かつ連続的な遺伝子発現のモ二夕ーを可能とした点

において高く評価され、また今後のこのレポーター系を用いた灌流培養系システムあるい

はトランスジェニック動物を用いたinvivo実験などへの応用に道を拓くすぐれた研究と

して期待された。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や

修得単位なども考え併せIll請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するも

のと判定した。
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