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Endogenous　 expression　 of　Miillerian　 inhibiting　 substance　 in　early　 postnatal　 rat　Sertoli

　　　　 cells　 requires　 multiple　 steroidogenic　 factor-1　 and　 GATA-4-binding　 sites.

　　　 (出 生後 の ラ ッ トセル トリ細 胞 にお け る ミュー ラー 管退縮 物 質 の内因 性発現 にお け る複数 の

　　　　　　　　　 Steroidogenic　factor-1結 合部 位 とGATA・4結 合部位 の必 要性 につ いて)

渡　邊 宏　治

内容の要旨

　 ミュー ラー 管退綿 物質(MUIIaim　 inhibitingsubstance;M1sあ るいは

entiMUIIerian　hormone:AMH)は 、男児胎 生中の精 巣において分泌 さ

れ、女性内 生殖器 の原基である ミューラー管を退行 させ ることに よっ

て正常な男性 内生殖 器の形成 に導 く重要な役割 を果た している。正常

な性分化過程 にお いてM碍 の発現は厳密に制御 され てお り、特畏的 な

時nn的 、空間 的発 現バ ター ンを示す ことが ヒ ト、マ ウス,ラ ッ トな ど

で詳 しく報告 され てい る。最近の研究で性分化に関わ る遺伝子産物SF

・1およびGκrA4蛋 白な どがM亘Sの トランス発現 制御因 子 と して広 く

認知され る よ うにな ったが、その複雑な発現制御が どの よ うにお こな

われ ているかはまだ十分に解明 されていない。

　 われ われ は この間題 解決 のためにMlSの シ スエ レメン トの検討が

必要 と考 え、ヒ トMISプ ロモー ターの上流・269塩基対 を使用 して 、更に

種 を超 えて よく保 存 された塩基配列部位 がSF-fお よiFGATA4fli自 の

DNA結 合 配列 に一致 して いることに注 目し、これ らの結合 部位がMIS

の転写活性 に どのよ うに関わっているかを研 究 した。よ り生理的 な条

件下でのMSプ ロモー ター活性を検酎す るため 、培養初期の短期間の

み内因性 にMISを 発現す る生後2目 目の ラ ッ ト糟巣 由来のセル トリ

細胞初代培 狸 を用い 、セル トリ細胞への遺 伝子の導入効率の高いアデ

ノウィル スベ クター に種 々のMISプ ロモー ター と レポー ター遺伝子

としてル シフェラーゼ遣伝子 を組み込み、トランジェン トア ッセイ を

行 った。 さらにプ ロモー ター 上のDNA一 蛋 自結 合p@{3DNASC　 1フ ッ

トプ リン ト法 とゲル シフ ト法で検肘 した。

　 この結果、従来報告 されていたS凹 結合 部位(praSF・uとGATA4結

合部位(proGATA4)の 上涜に第二のSF。1結合部位(disSF-1)とGATA

結合部位 〔disGATA;)を ヒ トMIsプ ロモー ター上 で新 たに同定 し、 こ

れ ら複数のSF。し結合部位 とGATAFa合 部位 の存在 がMISの 転写活性上

昇 に必要である ことを示 した。

論文審査の要旨

　性分 化過径 に重要な ミ昌一ラー管退縮物質 〔MISまた13AW41)の 発

現パ ターンは 、哺乳類において時間的 、空冊的 に厳密な制御 がなされ

ているが、その発現制御機榊はい まだ十分には躰明 されてい ない。本

研 究では ヒ トM【Sプ ロモ ー ター の上流・269壌基 対の塩 基配 列部位 が

MISの 転 写活性 に どのよ うに関わっているか 、特 にこの範 囲内に複数

存在 す る精巣形成 に必要 なSF・1およびGATA4蛋 白のDNA結 合配列が

どのよ うな役割 を果た しているか に注 目して検討 がお こなわれr_,こ

の結 果、従来 撮告 され ていたSF・1結合部位(groSF・1)とGATA4結 合部

位 〔proGATAA)の 上流に第2のSF・ 】結合部位 〔d'aSF・1)とGATA結 合

部位(duGATAJを 親 たに同定 し、複 数のSF-1.結合 部位 とGATAIfa合

部位の存在がMISの 転 写活性上昇に必要である ことが示 された。

　 蕃査で13ま ず2か 所 の結合部位の転写活性 の隅節機 序について、特

に立体権盗学的な検肘はあ ったのか とい う質問がな された。これ に対

し本研究では立体構造学的な検肘はな されていないが、SF1とGATA4

の蛋自が結合 してMISの 転 写活性 を 上昇 させ るとい う他施 設か らの

級告 がある こと、更 に この上流 と下流の 結合部位の中 問にDNAの 屈

曲作用が ある50×9の 結合 部位があ り、立体的構造 の変化 による転写

効寧の上昇が生 じている可能性 がある との貌明 が行 われた。次に祝代

培 義でのSOX9のmRNAの 発現 の碇 認 と共発現実験 につい ての質悶が

され た。 これ に対 しSOX9は 生後2日 目のセル トリ細胞初代培 毅か ら

{3は っ きりとした発現が確認できなか った こと、共発現の実験は輿味

があったが今回の検肘では行っていない ことが説明 されrま た成人

男性で のMISの 発 現の低 下の機序 につい ての 脱明が 可能 か どうか と

の質聞についてi3,テ ス トステ ロンの上昇に ともな うMISの 発現低 下

が 一般 にいわれ ているが今 回検討 した範囲 にはテ ス トステ ロンが作

用す る結 合部位 は存在せず別 の制御搬構 が関 与す るもの と推察 され

る との回答が な され た。次 に初代培養 にMSの 発現 が高い出生前の精

巣 を使用す るこ とは考 えなか ったか とい う点 と初代 培獲 への 生殖細

胞 の混入 による影響 について質問 がなされ た。これ に対 し実験 に十分

な歴の胎児の縞巣を摘出 、確保す ることが園難であった との脱明 がな

され 了承 された。また生殖細胞の混入の可能性は否定で きない ことの

回答 に対 し、セル トリ細胞 を直接染色す るようなマー カー にて純度の

検肘がな され るべ きだ った との指摘がお こなわnた 。

　 以 上の よ うに、本研究 は今 後検討すべ き躁題 を残す もの のM1Sの 内

因性 発現のあ る細 胞 を用 いてプ ロモー ターア ッセイ を行 った点 な ど

実験 のデザ インが よく されてia　7,そ の結 果と して領数 のSFI3aよ び

GATA4の 結合部 位がMISの 転写活性 に重要である こ とを示 した点で

有慧義である と評価され た。
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