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Functional　 conservation　 of　platelet　 glycoprotein　 V　 promoter　 between

　　　　　　　　　　　　　　 mouse　 and　human　 megakaryocytes.

(マウスおよびヒ ト巨核球で機能保存 されたlhL小板膜糖蛋 白V(GPV>、 プロモー ター領域の解析)

佐　藤 範　英

内容の要旨

　巨核球,血 小板の分化機柵を理解するため、血小板 ・巨核球系に

特異的に発現する血小板特異膜簡讃白の発現機構の解析が行われて

いるが、巨核球の成熟過程における一連の遺伝子群の発現制椥機構

の研究には、巨核球成熟に伴ってsa現 が.ヒ昇する分子を対象として

解折を行うのが適していると考えられる。

　血小板特異瞑糖蛋白であるGPVは 巨核球のより成熟 した段陵にな

って発現 してくることが明 らかとされ、その発現調節機構の解析は

巨核球特異的、分化段階依存性の蛋白発現の制御機構の研究に適し

ている。本研究では、マウスGPV遺 伝 子の5'非翻 訳領域 を含んだ遺

伝子配列 を用いて、そのプロモーター活性に閲する解析 を行った。

h法 として、マウスGPVの 一4811+225'側 遺伝子断片のiK常 マウス骨

髄細胞と種々のヒト細胞株におけるプロモーター活性をルシフsラ

ーゼおよびgr㏄n恥orcs㏄n㏄p【Olcin{GFP》 の2つ の レポータージー

ンアッセイ系を用いて測定 した。

TPO添 加 マウス骨髄細胞培養系においてGFPを レポーター として、

GPV5'遣 伝子断片のプロモーターrS性 を解析 したところ、　GFP発 現は、

巨核球のみに紐められた。ヒト巨核球細胞株Damiを 用いた解析にお

いても高度のGFP発 現 が認められ、沮伝子断片が巨核球i_fiい て十

分なプロモーター活性を有することが明 らかとなった。次に、デュ

アルルシフェラーゼアッセイを用いて解析 を行ったところ、全長・

481/+225'遺 伝 子断片!3,ヒ トおよびマウス巨核球細胞株において、

種々のプロモーター活性を示 したが、非巨核球系細胞株においては

プロモーター活性を示さず、ブUモ ーター活性は巨核球系細胞に特

異的であることが示唆 された。 また、十分なプロモーター活性は、

明 らかなGPVmRNAの 発現を認める細胞株にのみ認め られ、各細胞

株における血小板特異抗原の細胞表面への発現パ ターンと、GPVプ

ロモーター活性との間に一定の相閲が認められたことから、解析に

用いたGPVS● 遺伝子断片は、分化段階依存性の発現醐節に'卜分な機

能を有していることが示唆 された。

GPV5'遺 伝 子断片の〔㎏1飢㎝m山amお よびpoint　mmaoonを 用 いた解析

では、血小板特異的遺伝子に普遍的に認め られるc色5・臼αing　moぼ であ

る一75と・46に位履するGATAと 恥mo睦fが プロモーター活性に必須で

あることが示唆 された。

以上の解析の絡果.GPVプ ロモーターは血小板特異的遺伝子の普遍

的な特徴を宥 し、巨核球特異的かつ分化段階依存性のGPV遺 伝子発

現調節機構は、ヒトとマウスのauで 高度に保存 されていることが明

らかとなった。細胞株あるいは骨髄細胞培羨系を用いたGPV遺 伝子

転写調節機構の解析は巨核球の成熟過穫の解明に有罵な情報をもた

らすことが期待される。

論文審査の要旨

　巨核球系細胞は、偵多倍体化、血小板形成といった特異な分化様

式を示し、その分化には非常に特 異なメカニズムが働いていると考

えられているが、その詳細 を明 らかになってお らず、その分化機構

の詐細を明 らかにすべく、血小板特異膜糖蛋白の発現機溝の解析が

行われている。本研兜では、マウス遺債子を用いて巨核球分化後期

の分子マーカーである血小板特異膜糖蛋白GPVの プロモー ター解析

を行い、巨核球特.異的かつ分化段階依存性のGPV遺 伝 了・の発現調節

機構が種の違いを越えて高度に保存 されていることを示 した。 また、

その転写活性には、GATAお よびE[5毘織 配列が蛍要であることを示

し、巨核球特異的な庶写調節機構の一端を明らかにした。

　審査ではまず.GPV遺 伝 子の上流および下流にわたる広範囲な遺

伝子領域に関 しては検討がなされておらず,一 部の領域のみに的を

絞った隈定的な附析結果であるとの揃摘 とともに、各細胞株におい

て、EMSAの 系 を用いた転写因子モチーフの解析や、　PMAを 便 用 し

たプロモーター活性の解析等を行うことによって転写調節機構につ

いて、さらなる知見が得 られるLI∫能性がある との指摘がなされた。

ヒトGPVと マウスGPVの プ ロモー ター解析結果の違いについて質問

がなされ、餌析した範囲については、概ね同様であるとの回答がな

された。これに対 し、両者の解析結果は、保存された転写因子モチ

ーフの重要性が示 された点で共通 しているが、幾つかの相違点も認

められ、それ らの相連が生体内において、より明確な差 として現れ

る町能性もあり、その評価は慎重に行 うべきとの指摘がな された。

また、今回の解析結果が、どの狸度坐体における発現機構 を反映す

ると予測 しているか との質問がなされ、実際の遺伝子梵現機構は、

ゲノムの高次構造の レベルから調節がなされており、今同の解析結

果がそのまま生体内に反映 される保証はないが、それに対 して結論

を幽す一つの手段 としてlransgenic　mouseの 系 が考えらttて いると回

答 された。今後の方向性についての質問がなされ、今回の解析結果

から重要性が示 さttた 、　GATAやEls　 familyの 転写函子と相互作用を

示す転写因子を対象 として解析 を行って行 きたいとの1動答がなされ

た。

　 以上の ように、本研究はさらに検1けされるべ き課題は段している

が、巨核球特異的な転写調節の一・端 を明 らかに し、それが種の違い

を越えて保存 されている可能性を示したことか ら、造血研究の立揚

から非常に有意義で価値ある研究であると評価された。
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