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論文内容の要旨

妊娠高血圧症候群を始めとした様々な妊娠病態の原因として､胎盤の形成や機能の異常が考えられる｡

正常な胎盤形成には様々な生体分子の時間的空間的な制御が関わっているが､それらの詳細はまだ完全

に理解されていない｡その生体分子の一つとしてGlialce11s missing a(GCMa)がある｡GCMaは､

GCMモチーフと呼ばれるDNA結合領域を持つGCM転写因子ファミリーのひとつで､胎盤に強く発現

することが知られている｡GCMaはこれまでに､アロマターゼ遺伝子を始め〆倉βe刀ぬノgⅣ断頭点c女ばや

旦叩(〆血の遺伝子発現制御に関与していることが明らかになっており､GCMaが胎盤で機能する遺伝子

の組織特異的な発現に関与していることが推測される｡また､GCMaは栄養膜細胞から合胞体栄養膜細慮一

胞への分化過程に関与することが示唆されており､これらのことからもGCMaの発現制御は胎盤の正常

な機能や発達に重要であると考えられる｡そこで本研究ではGCMaの発現調節機構に注目し､GCMaの

発現に影響を及ぼす新規シグナル経路についての検討を行った｡

protein kinase C(PKC)活性化剤であるphorbol12･myristate13･aCetate(PMA)がPKCおよび

extracellularsignal-regulatedkinase(ERK)依存的なシグナルを介して､栄養膜細胞の分化を促進する

ことが報告されている｡しかし､PKCシグナルやPMAがGCMaの発現制御機構にどのように影響する

か未だ報告されていない｡そこで､GCMaを内在的に発現しているヒト胎盤由来JEG-3細胞を用いて､

PMAのGCMaの発現への影響について検討した｡その結果､PMA刺激により一過性にGCMaのタン

パク質量が減少することを見出した｡この減少が刺激後1時間で観察されたことから､細胞内タンパク

質分解系の働きが促進されている可能性が考えられた｡そこで､PMAのGCMa分解系への影響を検討

したところ､PMAによりPKCおよびmitogen･aCtivatedproteinkinasekinase(MEK)依存的なシグナ

ルを介して､GCMaの分解が促進されることが明らかになった｡

これまでに､GCMaのリン酸化がGCMaの分解を促進するという報告があることから､PMAによる

GCMa分解促進過程において､GCMaのリン酸化が関与しているか検討したところ､PMAがPKCおよ

びMEK/ERK依存的なシグナルを介しGCMaのリン酸化を増加させることが明らかとなった｡さらに､

PMAによるGCMaのリン酸化部位を調べたところ､328､378および383番目のセリン残基がPMAに

よってリン酸化される可能性が示唆された｡野生型のGCMaと比べ3つのセリン残基すべてに変異を入

れた変異体でそのタンパク質分解が抑制されることが明らかとなった｡またこのとき､GCMaのユビキ
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チン化レベルはPMAによって増加するが､3つのセリン残基全てに変異を入れた変異体では､PMAに

ょるユビキチン化レベルの増加が見られなかった｡これらのことから､この3つのセリン残基のリン酸

化がPMAによるユビキチン化を介したGCMaの分解過程に関与していることが示唆された｡

GCMaの378および383番目のセリン残基はGCMaの転写活性化ドメインにあることから､これら

のセリン残基のリン酸化がGCMaの転写活性の制御に関与しているかどうか検討した｡その結果､GCMa

の転写活性はPMAによってPKCおよびMEE侶RK依存的なシグナルを介したGCMaの328､378､

383番目のセリン残基リン酸化によって促進されている可能性が示唆された｡

以上の結果から､GCMaはPMAによりPKCおよびMEK侶RK依存的にリン酸化され､GCMaの分

解および転写活性が促進されることが明らかとなった｡このときのGCMaの活性について評価するため

JEG･3細胞でのヒト絨毛性ゴナドトロピン(hCG)の産生量を調べたところ､2倍に増加した｡これは､

cAMPシグナルがGCMaの活性増加を介しhCG産生量を10倍以上増加させることに比べわずかである

ことから､PKCおよびMEⅣERKシグナルはGCMaの活性の上限を設定する役割を担っている可能性

が考えられた｡

本研究を含めこれまでの報告から､GCMaは胎盤の発達や機能において重要な役割を担っていること

が示唆されており､胎盤の形成不全が原因で生じる妊娠高血圧症候群や子宮内発育不全などの疾患と関

連している可能性が考えられる｡また妊娠高血圧症候群を発症した胎盤ではGCMaの発現レベルが低下

しているとの報告があることから､GCMaの発現調節における異常が疾患の発症につながることが予想

される｡以上のことから､本研究の成果は種々の妊娠病態の解明および治療法開発に貢献するものと考

えられる｡

論文審査結果の要旨

Glialcellsmissing(GCM)は､ほ乳類でGCMaとGCMbといった2種のホモログが存在し､特にGCMa

は胎盤で強く発現し､GCMモチーフと呼ばれるDNA結合領域をもつ｡一方､種々の胎盤特異的に発現

する遺伝子のプロモーター領域には､このGCMaと特異的に結合する配列が存在することから､胎盤で

機能する様々な遺伝子の組織特異的発現へのGCMaの関与が推測される｡また､胎盤での栄養膜細胞か

ら合胞体栄養膜細胞への分化にも､GCMaの関与が示唆されており､GCMaの発現制御が､胎盤の正常

発達に重要であると考えられている｡このことは､現在問題になっている高血圧症候群や子宮内発育不

全などの疾患の発症の原因とも結びつくと考えられる｡そこで申請者は､GCMaの発現調節機構解明を

目的とし､GCMaの発現に影響を及ぼす細胞内シグナル経路についての検討を行った｡その結果､GCMa

の新規発現調節機構に関する興味深い知見を得たので､その詳細を報告している｡

申請者は､GCMaに対する特異的なモノクロナール抗体を作製し､その抗体が､GCMaに特異的に作用

することを確かめ､イムノブロットや免疫組織染色など幅広いGCMaの機能を探るツールとして利用可

能であることを示した｡現在までGCMaは､細胞内cAMPにより調節を受けていることが知られていた

が､申請者は､細胞のphorbol12･myristate13-aCetate(PMA)処理により細胞内proteinkinaseCの

活性化によっても､GCMaの細胞内の量が変化することを明らかにした｡さらに､その変化は､生理的

な条件では上皮成長因子(EGF)が行なっている可能性も明らかにした｡また､これらの刺激により､

MEE侶RK経路が働き､GCMaがリン酸化されることにより､GCMa量が減少することがわかった｡さ

らに､申請者は､GCMaの点変異体の作製により､GCMaのリン酸化されるアミノ酸が､328番目､378

-6-



番目および383番目のセリンであることを示した｡また､これらのセリンのリン酸化がGCMaのユビキ

チン化を介する分解に必要であることも明らかにした｡さらに､こられのリン酸化がGCMaの転写活性

化能にも関与していることを明らかにした｡最終的にGCMaのリン酸化が､PMAやEGFにより制御さ

れる遺伝子発現に重要な働きをしていることを示した｡これらの知見は､胎盤形成にかかわる高血圧症

候群や子宮内発育不全などの疾患の原因解明やそれに関わる創薬等に大いに貢献するものと考えられる｡

以上に詳しく述べたように､本論文では､GCMaに対する特異的抗体の作製ならびにGCMaの新規発現

調節機構と胎盤特異的蛋白質の発現との関係を見出した｡本知見は､胎盤形成に関わる疾患発症メカニ

ズムとGCMaの関わりを示すものであり､この論文の有用性は極めて高い｡従って､審査の結果､この

論文を学位論文に値するものと判定した｡

最終試験結果の要旨

この論文の主要部分は､審査付き論文として公表済みの1編の論文である｡この論文が学位論文とし

て完成された内容を有することを確認した｡

公聴会において､学位論文の内容を中心として､またこれに関する事項､即ち胎盤特異的転写因子

GCMaに対する特異的な抗体の作製とその意義､また､細胞内におけるGCMaの機能解析法､さらに妊

娠高血圧症などの病態との関わりや本研究の今後の展開や将来性などに関して諮問を行った｡論文申請

者から､十分な内容を持った回答が得られたので､最終試験にも合格したと判定した｡

論文リスト
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