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Gene structure and promoter for Crad2 encoding mouse cis-retinol/3α-hydroxysterol

             short-chain dehydrogenase isozyme.

(マ ウ スcis-retinol/3α 一hydroxysterol short-chain dehydrogenase isozyme遺 伝 子 で あ るCrad2の 、

               遺 伝 子 構 造 及 び プ ロモ ー タ ー構 造)

内容の要旨

冨 田

 ビ タ ミ ンA(レ チ ノ ー ル)の 活 性 体 で あ る レチ ノ イ ン酸 は 、細 胞

の 正 常 分 化 ・脊 椎 動 物 の 発 生 ・形 態 維 持 に 重 要 で あ る こ とが 知 られ

て い る。 レチ ノ ー ル は レチ ノ ー ル脱 水 素 酵 素 に よ り レチ ナ ー ル に変

換 され 、 さ ら に レチ ナ ー ル 脱 水 素 酵 素 に よ り レチ ナ ー ル は レチ ノ イ

ン 酸へ 変 換 され る。 そ して この 一 連 の酸 化 反 応 の 律 速 段 階 は レ チ ノ

ー ル 脱水 素 の 過 程 に あ る こ とが 知 ら れ て い るた め
、 レチ ノー ル酸 化

に携 わ るSDR酵 素 群(ミ ク ロ ソ ー ム に局 在)が 注 目 を 集 め て い る。

そ こで 著 者 は 、 マ ウス肝 臓cDNA libraryを ス ク リー ニ ン グ し、 その1

メ ンバ ー であ るCract2 cDNAを ク ロ ー ニ ング した 。 CRAD2はall-trans ,

9-CIS,11-cisレ チ ノ ー ル脱 水 素 酵 素 活 性 を有 す る 。 さ らに 、 マ ウ スPl

genomic DNA libraryを ス ク リー ニ ン グ し、 CradLの 完 全 長 を含 む別 々

の2ク ロー ン を分 離 し解 析 した 。CRAD2を コ ー ドす る領 域 は約5kb

に 渡 り、4つ の エ ク ソ ン と3つ の イ ン トロ ン を含 ん で い た 。全 て の

エ ク ソ ン ・イ ン トロ ン境 界 配 列 はGT/AG ruleに 従 って い た 。 次 に 、

Crad2の 転 写 開 始 点 を決 定 す る た め に 、 Primer extension解 析 とRNase

protection解 析 を施行 した 。 翻 訳 開始 コ ドンATGの87bp及 び89bp上 流

に 、 近 接 す る2つ の 主 要 な 転 写 開 始 点 が 認 め られ た 。 さ ら に 、 約

7.5kbの プ ロ モ ー ター 領 域 の 全 遺 伝 子 配 列 を 決定 し コ ン ピ ュ ー タ ー解

析 した とこ ろ 、転 写 因子AP-1,SREBPI, HNF-1, HNF-3ﾟ, HSF2, NF-

xB/Rel, CREBP, c-Myc, GATA, Ets, E2F, Oct-1の 認 識 配 列 と示 唆 され

る配 列 が 存 在 した 。 さ ら にFISH解 析 を施 行 し、 Crad2は 染 色 体10D3

座 に位 置 す る こ とが 明 ら か とな り、SDRフ ァ ミ リー の レ チ ノ ー ル 脱

水 素 酵 素 群 が 同 部 で ク ラス タ ー を形 成 す る可 能性 が 示 唆 さ れ た 。 次

に 、Northern解 析 とRT-PCR解 析 に よ りCRAD2 mRNAの 局 在 を調 べ た 。

CRAD2 mRNAは 、成 体 マ ウ ス で は肝 臓 に 高発 現 を認 め 、 胃 と小 腸 で

軽 度 の 発 現 を認 め た が 、 他 組 織 で は 、発 現 が 認 め られ な か っ た。 ま

た 、CRAD2 mRNAは 胚 性 幹 細 胞 ・初 期 胚 で は発 現 を認 め ず 、後 期 胚

の肝 臓 で 高 発 現 を認 め た 。後 期 胚 の 小 腸 と腎 臓 で も軽 度 の 発 現 を認

め た。 本 研 究 は、All-trans及 び9-C]Sレ チ ノ ール 脱 水 素酵 素 と して機 能

す るSDR酵 素遺 伝 子 群 の 遺 伝 子 構 造 の初 め て の 詳 細 な 報 告 で あ る 。

ま た本 研 究 は 、 レチ ノ イ ン酸 が 関 与 す る消 化 管 ・肝 臓 疾 患 の 病 態 に

CRAD2が 関 わ る可 能 性 を示 唆 す る もの で あ る。

謙 吾

論文審査の要旨

 本研 究 で は 、 マ ウ スPI genomic DNA libraryを ス ク リー ニ ン グ し、

SDR酵 素群 の1メ ン バ ー で あ る('ra(f2の 、4つ の エ ク ソ ン と3つ の イ

ン トロ ン を含 む遺 伝 子構 造 を決 定 した 。 次 に、Primer extension解 析

とRNase protection解 析 を施 行 し、(}a(氾 の 転 写 開始 点 を 決定 した 。約

7.5kbの プ ロ モ ー タ ー領 域 の 全 遺 伝 子 配 列 決 定 に よ り、AP-1を 始 め と

す る複 数 の転 写 因 子 認 識 配 列 を認 め た 。FISH解 析 に て('ract2が 染 色

体10D3座 に位 置 す る こ とが 明 らか とな った 。 Northern解 析 とRT-PCR

解 析 にて 、CRAD2 mRNAは 成 体 マ ウ ス肝 臓 に 高発 現 を認 め 、 胃 と小

腸 で軽 度 の 発 現 を認 め た 。 また 、 胚 性 幹 細 胞 ・初 期 胚 で は発 現 を認

め な か っ た もの の 、 後 期 胚 の 肝 臓 で 高発 現 を認 め 、 後 期 胚 の小 腸 と

腎 臓 で も軽 度 の 発 現 を認 め る こ とが 明 らか と な っ た。 審 査 で は まず 、

Crad2がsingle geneで あ る こ との 証 明 が ない との 指 摘 が あ った 。 これ

に対 し、論 文 中 に は示 さな か っ た もの の 、 標 識 αa協cDNAをprobe

と したgenomic DNAのSouthern解 析 及 び 、 FISH解 析 に よ り明 らか と

な った と説 明 され た 。 実 際 に肝 細 胞 の 分 化 に つ い て は ど う い う役 割

を果 た して い る の か とい う質 問 に 対 して は、 筆 者 は肝 細 胞 分 化 に伴

いCRAD2 mRNA発 現 が 増 強 す る こ と を確 認 して お り、 最終 代 謝産 物

で あ るal1一配an3及 び9-cis retinoic acidが 肝 細 胞 分化 を調 節 す る こ とが示

唆 さ れ る と回 答 した 。 そ して 今 後 レチ ノ イ ン酸 ア ッセ イ 系 の 確 立 が

必 要 で あ る との 回答 が な さ れ た 。 何 故 、cytosolic ADHで は な く、

microsomal reIinol dehydrogenaseの 検 討 を行 った か とい う質 問 に対 し

て は 、ADH knock out miceで 完 全 な レチ ノ イ ン酸 欠 乏 の 表現 形 が 現

れ な い こ とが 近 年 明 らか とな って お り、 レチ ノ ー ル脱 水 素 酵 素 と し

て ・ADHとSDRフ ァ ミ リーRDHと の 間 のredundancyが 示 唆 され るた

め 、SDRフ ァ ミ リーRDHの 検 討 が 必 要 で あ る との 回答 が な さ れ た 。

また 、 胎 生 期 の発 現 の 変 動 を検 討 す る上 で 、 よ り詳 細 な時 系 列 の 検

討 が 望 ま し く、 酸 素 呼 吸 の 開始 時 期 と発 現 の変 動 との 相 関、 そ の 際

の 各Lチ ノ ー ル ・レチ ナ ー ル 代 謝 酵 素 の 役 割 のredundancyに 関 す る

よ り詳 細 な解 析 が望 まれ る と の指 摘 が な さ れ た 。 さ ら に、 本 研 究 を

基 に各 種 病 態 と レチ ノ イ ン酸 代 謝 との 相 関 を明 らか とす る た め に 、

relinol dehy(irogenase family、 retinal dehy(irogenase familyに 関 す る総 括

的 な研 究 が 期 待 され る との 指 摘 が な され た 。

 以 上 の よ う に、 本 研 究 は な お 検 討 を 要 す る 点 が 残 され た もの の 、

レチ ノ ー ル 脱 水 素 酵 素 の発 現 動 態 ・遺 伝 子構 造 を 明 らか と し た も の

で あ り、今 後 各 種 病 態 に お け る レ チ ノ イ ン酸 調 節 機 序 を検 討 す る上

で有 意 義 な基 礎 的研 究 で あ る と評 価 され た 。
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