
論文内容の要旨

申請者氏名 荒俣 晋作

イ ンス リン遺 伝 子 の膵 島 β細 胞 特 異 的 な発 現 は 、そ の プ ロモ ー ター領 域 のcis配 列 に

Pdx1、Beta2な どの転 写 因子 が結 合 す る こ とに よっ て厳 密 に制御 され てい る。近 年 、bZip

モ チ ー フ を持 ちβ細 胞 特 異 的 に発 現 す る転 写 因子MafAが 、cis配 列RIPE3b/C1に 結 合

す る 因子 と して 同 定 され た。MafAは イ ン ス リン遺 伝 子 だ け で な く、 グル コー ス代 謝

や イ ンス リ ンの 成 熟 ・分 泌 な どの β細 胞 に特 異 的 な機 能 に 関 わ る複 数 の 遺 伝 子 の 発 現

も制 御 して お り、 ま た 、mafA欠 損 マ ウス は加 齢 と とも に糖 尿 病 を発 症 す る。 本 研 究

は 、膵 島β細 胞 内 にお け る転 写 因 子MafAの 活 性 の制 御 機 構 の理 解 を 目的 に行 った。

MafAは β細 胞 内 で リン酸 化 酵 素GSK3に よっ てN末 端 の5ア ミノ酸 が リン酸 化 さ

れ 、分 解 制 御 の標 識 とな って い る こ とが 明 らか とな って い る。 そ こで 、 ア ラ ニ ンへ の

置 換 変 異 体 を作 製 す る こ とに よ り、これ らの部 位 以 外 に もMafAのSer14,Ser72,Ser342

がβ細胞 株 にお い て リン酸化 され て い る こ とを 明 らか に した。invitroリ ン酸 化 ア ッセ

イ に よ って これ らの残 基 を リン酸 化 す る キ ナ ー ゼ の 検 索 を行 い 、MAPキ ナ ー ゼ 類 縁

のDyrk1AとHIPK2が 組 換 えMafAタ ンパ ク 質 のSer14,Ser342を リン酸 化 す る こ と を

見い だ した。 ま た 、Dyrk1Aの 阻 害 剤PurvalanolA処 理 に よ って β細 胞 株MIN6に お け

るMafAの リン酸 化 が低 下 した こ とか ら、Dyrk1Aはinvivoに お い て もMafAの リン

酸 化 酵 素 と して機 能 して い る可 能 性 が 高 い と判 断 した 。

一 方 で
、 イ ンス リン遺 伝 子 プ ロモ ー ター 上 に転 写 因 子MafA、Pdx1,Beta2が 結 合 す

る意 義 に つ い て 、 ヒ ト ・イ ン ス リンプ ロモ ー ター の レポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドを用 い たル

シ フ ェ ラ ーゼ ・ア ッセ イ に よ り検 討 した 。 そ の 結 果 、MafA,Pdx1,Beta2は いず れ も単

独 で は ご く弱 く しか プ ロモ ー タ ー を 活 性 化 で きな い が 、3者 の 共 存 下 で は協 調 的 に活

性 化 す る こ とが 明 らか とな り、 これ らの3つ の 転 写 因 子 が 共 発 現 す るβ細 胞 にお い て

の み イ ン ス リン遺 伝 子 が 特 異 的 に発 現す る メカ ニ ズ ム を反 映 して い る と考 え られ た。

次 に 、MafAの リン酸 化 が そ の転 写 活 性 に お よぼす 影 響 を調 べ るた め、Dyrk1Aお よ

びGSK3に よ る リン酸 化 部 位 の ア ラニ ン置 換 変 異 体 の 、 イ ンス リンプ ロモ ー ター 活性

化 能 を 比較 した 。 そ の 結 果 、 いず れ の 変 異 型MafAも 、 単 独 で は 野生 型MafAの 転 写

活 性 とほ とん ど差 が 見 られ な か っ た が 、Pdx1,Beta2と の共 存 下 で 生 じる協 調 的 な活性

化 に つ い て は 、Ser342変 異 体 の み が 野 生 型MafAと 比 較 して 強 く、 これ まで機 能 領 域

と して 不 明 で あ っ たMafAのC末 端 領 域 のSer342の リン酸化 に よ って 協 調 的 な転 写

活性 が負 に制 御 され て い る こ とが わ か っ た。

以 上 の 結果 を併 せ て 、MafAはGSK3,Dyrk1Aな どの複 数 の リン酸 化 酵 素 に よ っ て

多段 階 に そ の 活 性 が制 御 され て い る こ と、 ま た 、 イ ンス リン遺 伝 子発 現 に重 要 な3つ

の転 写 因 子MafA,Pdx1,Beta2が 協 調 して イ ンス リンプ ロモ ー ター の 効 率 の 良い 活 性

化 を達 成 して い る こ とを あ き らか に した。
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イ ンス リン遺伝子 は膵 島 β細胞 にきわめて限局 して発現す る ことか ら、そ の制御 メ

カニズムは学術的 にも興 味深 い問題 で ある と同時 に、そ の破綻 によ り糖 尿病 を発症す

る ことや 、発現 を人工 的に制御す るよ うな遺伝子 治療な どの応用 的な側面か らも詳細

な解析 がなされ てきてい る。そ の制御 因子 としてPdx1やBeta2が これ までに同定 さ

れ てきたが、本研究 では、最近 にな って同定 された転写 因子MafAを 含 めて解析 を行

い、以下 の新 しい知見 を得た。

まず 、MafAタ ンパ ク質が β細胞 内で翻訳後 に修飾 を受 けてそ の活性が制御 され る

可能 性 を考 えて、 β細胞 内で リン酸化 を受 けるア ミノ酸 残基 を新規 に3カ 所(Ser14,

Ser72,Ser342)同 定 し、そ の うちの2カ 所Ser14,Ser342を リン酸化す る酵 素 と し

てDyrk1A,HIPK2を 同定 した。 これ らのキ ナー ゼの うち、特 にDyrk1Aに つ いて

は 阻害 剤 を用 いた 実験 に よ り、 β細 胞 内 で も機 能 して い る可能 性 が 示 唆 され た 。

DyrklAは 酵母 におけ るグル コー ス応答 性 のキナーゼYaklpの 哺乳類 ホモ ログであ

ることか ら、 β細胞 に特異的で新規 な グル コー ス応答 シグナル伝達機構 の発見 につな

が りうる知見 であ る。

また、イ ンス リン遺伝子 プロモー ターは、Pdx1やBeta2に 加 えてMafAが 共存 す

ることによって協調 的 に活性化 され る ことをあき らか に した。イ ンス リン遺伝子 プロ

モー ター を活性化す る転写 因子 を異所的 に強制発 現す る ことによ り、 内在性 のイ ンス

リン遺伝子 の発現や β細胞へ の分化 転換 を促す よ うな遺伝子 治療法が模索 され て いる

が、 これ まで の ところ効 率 のよい方 法 は達成 できて いないのが現状で ある。本研 究 の

成 果はMafA,Pdx1,Beta2の 組 み合わせが有望 な候補 であ ることを示 してお り、今

後 の糖 尿病の遺伝子 治療分野 の発展 に寄与 しうる結果 である。また、MafAのSer342

のリン酸化 は、Pdxl,Beta2と の協 調的な転写活性 を負 に制 御 して いることを示 し、

MafAと 類縁 の転写 因子MafB,c-Mafで は協調 的な活性化 は見 られない こともあき ら

か に した。 これ らの結果 は、今 後、協調 的な転 写活性化 の分子 機構 を解 明す る上で重

要な知見 を与 えるもので ある。

以上 のよ うに、本論文 は膵 島 β細胞 におけ るイ ンス リン遺伝子発現 を制御す る転写

因子MafAの 活性 の リン酸化 による制御機構 と、Pdx1,Beta2と の共存 によ る協調的

な活性化機構 を初 めて あき らか に した もので、学術 上、応用上貢献す る ところが少な

くな い。 よって審 査委員一 同は、本論文 が博士(バ イ オサイエ ンス)の 学 位論文 とし

て価 値 あるものと認 めた。


