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研究目的

熱や重金属など,種々のストレスにさらされたとき，

生体は細胞レベルでそのストレスに対応し，速やかに

一群のストレス蛋白質(熱ショック蛋白質, HSP と呼

ばれることが多い)･を合成するO HSP の機能に関する

研究は，ここ１，２年急速に進展し，ストレス時の応

急防御機能だけでなく，蛋白質の膜透過や会合等，細

胞の生存そのものにとってなくてはならない役割を果

たしていることが明らかになってきた。

本研究者らは，従来のＨＳＰの他に分子量47.000の

新しいHSP  (HSP  47)を発見したO HSP  47は，熱シ

ョックのみならず，細胞の悪性転換によっても，また

細胞分化によっても発現調節を受けており，きわめて

興味深いHSP て･ある。本研究は. HSP47 の遺伝子を

クローニングし，そのプロモーター領域の解析を通じ

て，ストレスおよび悪性転換,分化に伴うHSP47 の発

現調節機構を遺伝子レベルで明らかにするとともに，

本蛋白質の生理的な機能を探ることを目的とする。ま

た，熱ショック感受性のプロモーターを利用すること

で，将来的には重金属などの環境汚染に対するバイオ

センサー開発が考えられ，その基礎研究ともなるもの

である。

研究経過および成果

HSP47 は，熱ショックなどのストレスによって誘

導されるほかに,細胞の癌化によって発現が抑制され，

またＦ９細胞などある種の細胞が分化する際には，劇

的に発現が促進される。HSP47 は,小胞体内でプロコ

ラーゲンと結合し，その分泌あるいはプロセシングに

関与するコラーゲン特異的分子シャペロンと考えられ

るが,興味深いことに, HSP  47の発現はこれまで例外

なくコラーゲンの発現と相関している。すなわち。コ

ラーゲンを産生している細胞ではHSP47 の合成も多

く，逆にコラーゲン産生のない細胞には. HSP  47は検

出されない。従ってHSP47 の発現調節機構を探るこ

とは，その機能を探る上でも重要な点である。

本助成期間中に次のような戒果を得た。

1. HSP47 のcDNA クローニング

ニワトリおよびマウスの繊維芽細胞よりcDNA ラ

イブラリーを作成し, HSP47 のcDNA を クローニン

グした。HSP47 はその配列から，セリン型プロテアー

ゼの阻害剤であるセルピンファミリーに属する蛋白質

であることが判明した。他のセルピンファミリー蛋白

質はすべて分泌されるのに対し, HSP47 は小咄体に

局在する蛋白質であることがわかっている。HSP  47

cDNA の Ｎ 末端にはシグナルペプチドがあるが，Ｃ

末端には, RDEL  (Arg-Asp-Glu-Leu) が存在し，この

RDEL 配列が小胞体への残留シグナルとして機能し

ていることがわかり, HSP  47は，セルピンファミリー

でありながら，小胞体に存在することの理由が明らか

になった。

2. HSP47 のゲノムＤＮＡ クローニング

マウス肝より調製した遺伝子ＤＮＡ ライブラリーよ

り，マウスcDNA をプローブとしてゲノムＤＮＡ のク

ローニングを行った｡全長約7.5kb のクローンを得，

そのエキソン・イントロン構造を明らかにした。HSP

47 遺伝子は，６つのイントロンより成り，そのエキソ

ン・イントロン構造はセルピンファミリーのものと酷

似していた。

さらにHSP  47遺伝子のプロモーター領域を調べた

ところ，ＴＡＴＡボックス上流約80  bp のところに，典

型的なheat shock element (HSE) が存在し, HSP

47 が正しくストレス蛋白質であることが証明された。

このＨＳＥが，熱ショックによるHSP  47の誘導に関

与しているかを明らかにするため，プロモーター領域

における種々の欠損変異を作成し，ＣＡＴ 解析を用い

て,プロモーター活性を調べた｡その結果HSP  47にお

いても，このＨＳＥが熱ショックによる誘導を担って

いること，熱ショックによって正常時(非 ストレス下)

の約180倍の誘導が見られることが明らかになった。

現在，このプロモーター領域において, HSP  47の構

成的発現を担っているエレメントの同定を行ってい

るo すでにＴＡＴＡ ボックス上流約380 bp 以内のとこ

ろに構成的発現に関与するエレメントを特定してお

り，この部分にtype l コラーゲンの同じ部位と共通す
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るエレ メン ト の 存在 も認 め てい る． 今 後は ， こ れ らの

部 位が, HSP47 とコ ラ ー ゲ ン と の協 調 的 な 発現 調 節

に 関与 し て い る もの か 否 か を明 らか に して い く．

３．熱 シ ョ ッ クに よ るHSP47 のalternative　splic-

】ng

熱 シ ョ ッ クを かけ るこ と に よ り, HSP47 遺 伝 子 は，

その ５' 非 コー ド 領 域に お い て のみalternative splic-

ing を受 け る こ とが 明 ら か に なっ た。alternative splic-

ing は発 生 途 上 の 遺伝 子 発 現 や ， 組 織 特 異性 に 関 与 す

る現 象 と して 重 要 であ るが， 今 回 そ れが 人工 的 操 作 に

よっ て 引 き起 こ さ れ る こ とが わ かっ た 意義 は 大 きい．
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