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論　　文　　の　　要　　旨

〈目的〉

　システインプロテアーゼには内在性インヒビターの存在が知られラこれらインヒビターはプロテ

アーゼの機能調節に関与するものと推測されている。現在までに単離された同インヒビターは同一

の祖先遺伝子に由来すると考えられ。シスタチンスーパーファミリーとしてまとめられている。シ

スタチンスーパーファミリーのなかで細胞質に局在する低分子シスタチン（シスタチンα，β）は

ファミリーヱシスタチンとして分類されているがヲその遺伝子構造に関しては未だ報告がない。近

年，シスタチンβがラット膵島B細胞の細胞質ではなく分泌穎粒に局在することが免疫組織化学的

に明らかにされ，その一次構造に関しても興味が持たれている。

　これらの点を踏まえ害本研究ではラットシスタチンβのcDNA及びゲノムDNAクローンを単

離しその遺伝子レベルでの解析を試みた。

＜対象および方法〉

ユ）ラットシスタチンβcDNAクローンの単離はヨラット再生膵島cDNAライブラリー（東北大学

寺園博士提供）をスクリーニングすることによって行った。スクリーニングにはラ既に蛋白質レベ

ルで決定されたアミノ酸配列の基に3種類の合成オリゴヌクレオチドプローブを作製し里その5味

端を32Pで標識したものを用いた。陽性クローンの制限酵素切断地図を作製しその全塩基配列をジ

一201一



デオキシ法にて決定した。

2）各臓器におけるシスタチンβの発現をノーザンブロット法にて検討した。ラットの各臓器から

AGPC法によりRNAを抽出し害po1y（A）キRNAを精製した。各々のpo1y（A）十RNA2．5μgを電気泳

動し曹32P標識ラットシスタチンβcDNAをプローブとしてハイブリダイズさせた。結果はオートラ

ジオグラフィーによって確認した。

3）ラットシスタチンβのゲノムの解析はサザンブロット法で施行した。ラットからゲノムDNA

を調製後ヨ制限酵素（β舳HI，助oRI，弼〃I亙I）で完全に切断した。各DNA断片5μgを電気泳

動しヨ32P標識ラットシスタチンβcDNAをプローブとしてハイブリダイズさせた。結果はオートラ

ジオグラフィーによって確認した。

4）ラットシスタチンβのゲノムDNAクローンを単離は害ラットゲノムDNAライブラリー（大

阪大学野島博士提供）をスクリーニングすることによって行なった。ジゴキシゲニンで標識したラッ

トシスタチンβcDNAをスクリーニングプローブとした。陽性クローンの制限酵素切断地図を作製

しラその全塩基配列をDNAシーケンサー（Mode1373A，App1ied　Biosystems）を用いて決定した。

また雪ゲノムDNAクローンの一部をプローブとしてS丑ヌクレアーゼマッピングを行いララットシ

スタチンβの転写開始点を決定した。

〈結果と考察〉

1）単離されたラットシスタチンβのcDNAクローンは590塩基対からなり294塩基対のopen

reading　frameを有していた。同クローンから予想されるアミノ酸配列は里既に蛋白質レベルで決

定されたものと完全に一致しヨ所謂シグナル配列に相当する部分は認められなかった。このことは

シスタチンβが細胞質蛋白質として同定されている事実と一致する。膵島B細胞の分泌穎粒に認め

られるシスタチンβは通説に従えばシグナル配列を持つ蛋白質であることが予想され、今回はその

cDNAクローンを単離することができなかった。

2）ノーザンブロット法によりシスタチンβmRNAの発現を検討した結果、調べた各臓器に約900

塩基対のバンドが認められヨシスタチンβが広く体組織に発現していることが明らかとなった。

3）サザンブロット法によりシスタチンβ遺伝子のコピー数を検討した結果言制限酵素EooR亙およ

び捌〃巫で切断されたゲノムDNAは単一のバンドを示しヨシスタチンβ遺伝子が単一コピー遺

伝子であることが明らかとなった。

遂）単離されたラットシスタチンβのゲノムDNAクローンは2566塩基対で3つのエキソンからな

ることが明らかとなった。他のシスタチンファミリーはイントロンの挿入位置がアミノ酸配列上同

じ位置であると報告されているがラファミリー1シスタチンであるシスタチンβはこれと異なって

いた。この事実はヨシスタチンファミリー分子進化を考察する上で重要な所見であり，早期にファ

ミリー1とファミリー2ラ3シスタチンとが分かれラ次にファミリー2と3シスタチンとが分かれ

たことを示唆している。

5）シスタチンβ遺伝子の51上流にはヨTATA－boxおよびCAAT－boxは認められずSp－1結合部
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位が3ヶ所認められた。また、S1ヌクレアーゼマッピングにより複数の転写開始点が存在すること

が示唆された。これらの結果はシスタチンβが所謂ハウスキーピング遺伝子の一つであることを示

している。

審　　査　　の　　要　　旨

　システインプロテアーゼの内在性インヒビタrの一つであるシスタチンβのcDNAとゲノム

DNAクローンを単離し分子生物学的に調べた本研究はラファミリーユシスタチンとしては初めて

遺伝子構造を明亭かにしたという点で評価される。またラ本研究はスーパーファミリーを形成する

内在性システインプロテアーゼインヒビター群の分子進化を考察する上で重要な知見をもたらし

た。本研究で明らかにされなかった問題についても今後の研究の進め方をよく考察しておりヨ本研

究が将来さらに発展することが期待される。

　よってヨ著者は博士（医学）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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