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論　　文　　の　　要　　旨

　一個の未分化細胞が分化形質を発揮する細胞へ変換するためには多くの階層性のある遺伝子産物が

動員される。本研究はそのような遺伝子産物であるIdファミリーが神経分化において普遍的機能を

持っているか否かを明らかにすることを目的として行った。先ず，PC12細胞における発現をNorth－

em　b1ot分析により調べたところ，すべてのIdファミリーは分化誘導とともに一過性に増加し，分化

後も増殖申の細胞と同じレベルの高い発現がみられた。この現象がPC12細胞に特異的である可能性

も考えられるので別の神経系モデルとしてP19細胞を用いてレチノイン酸による分化誘導に伴う発現

を調べたところ同様の現象が観察された。このことから，少なくともPC12とP19細胞の神経系への

分化には，Idの発現が減少することは必須ではなく，むしろ増加することが必要と考えられる。また，

ラット初期胚における互dファミリーの発現をin　situ　hybridizat1㎝を用いて調べたところ，三種類の

Idの発現に違いは見られなかったものの，すべての夏dファミリーの発現は，特に後脳や中脳の未分

化な細胞集団からなる心室帯において顕著にみられ，既に神経に分化した部分では見られなかった。

以上のことから享Idファミリーはi醐醐ed1磁e－ear1y　ge鵬産物として機能し，神経細胞の初期分化にお

いて重要な役割を担っている可能性が考えられた。

　一方，亙dファミリーの全塩基配列を決定しそれらの構造を解析したところ，夏dファミリーのアミノ

酸はセリン，スレオニンに富んでおり，セリン／スレオニンキナーゼでリン酸化されうる部位が存在

することを見いだした。同年，プロテインキナーゼC（PKC）がMlyoDをリン酸化し，そのDNAへ

の結合を阻害すること，また，プロテインキナーゼA（PKA）もMyoDの転写活性化能を阻害するこ
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とが他のグループにより報告されており，本研究でもIdファミリーがリン酸化によりb肌H蛋白質

を調節している可能性を予想して，まず，それぞれの豆dをi狐vitmでリン酸化するキナーゼの同定を

行った。Id蛋白質はg1雌athi㎝e　S肯ans虹ase（GST）との融合蛋白質として産生し，アフィニティー

精製したものを用いてi狐vitroキナーゼ反応を行った。その結果胴1と工d2はPKAで，すべてのId

ファミリーはPKCでヨId2と且d3はcdc2キナーゼでリン酸化され，カゼイインキナーゼではリン酸

化部位があるにもかかわらずどの胴も酸化されなかった。このことから，胴ファミリーPKAラPKC，

cdc2キナーゼ等のセリン／スレオニンキナーゼの直接の基質となることが示された。また，これらの

リン酸化のパターンの違いから，リン酸化する酵素の違いがIdの機能の違いを反映している可能性

が考えられた。次に，実際にiHivoでもリン酸化さているかどうかを確かめるために，Id1に関し

ては抗体を作成し，PC12細胞を圭reeの32Pでラベルした細胞抽出液を用いて免疫沈降を行った。NGF

で分化誘導した細胞抽出液の免疫沈降物からはリン酸化された互d王が検出されたが，NGF未投与で

は検出されなかった。これらの結果は，Idファミリーは分化誘導にともないリン酸化され，睨L獺蛋

白質とのホモ／ヘテロダイマー形成を制御して，結果的にb肌H蛋自質のDNAへの結合を調節してい

る可能性を示唆した。特に且dファミリーとこれまでに同定されているb肌獺蛋白質とのダイマー形

成に必要な糺HドメインのLoop領域に，服Aのリン酸化部位が保存されていることを見いだした。

そこで，PKAリン酸化による雌1とId2の調節機構の解析を行った。まず，Idファミリーがダイマー

を形成していると考えられている，b肌R蛋白質に属し普遍的な発現を示すE47のGSTとの融合蛋自

質を作成した。このE47とPKAでリン酸化した互d1と夏d2のヘテロダイマー形成と，リン酸化して

いない胴1とId2とのヘテロダイマー形成の違いをge1sh1ft　assayにより調べた。その結果，互d1と

Id2はE47とのヘテロダイマーを形成しDNAとの結合を同様に阻害したが，その阻害の程度にリン

酸化による影響は見られなかった。また，亙dとE47両方のLoop領域のリン酸化のヘテロダイマー形

成能への影響も同様に調べたが，この場合にもリン酸化による効果は観察されなかった。これらの事

実から，亙dのPKAによるリン酸化はすくなくともE47とのヘテロダイマー形成には直接的には関与

していないことが明らかとなった。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究においては細胞分化の因子を検出する目的で，神経細胞に分化するPC12細胞からBasic－

He1ix－Loop一胴ix蛋白質の単離を試みた。その結果，Helix－Loop－He1ix蛋白質である互d蛋白質を発見

し，この成分が分化誘導に際し，一過性に発現されること，分化に抑制的に働くことを示した。さら

にリン酸化を受けることによりどのように作用するか，他の成分との相互作用がどのように修飾され

るかを調べ挙げることにより，神経細胞の分化機構の研究に大きく貢献したと判断された。

　よって，著者は博士（学術）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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