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内容の要旨及び審査の結果の要旨

SmadはTGF-βスーパーファミリーのシグナル伝達系においてmediatorとして働く蛋白であり、Smadl

～8が知られている。SmadにはTGF-βやアクチピン、Bonemorphogeneticprotein（以下BMP）のレセプ

ターのいずれかに特異的に結合し、そのＣ末端にリン酸化を受ける特異型Smadと、これら特異型Smad

と複合体を形成し一緒に核へ移行し発現に関与する共有型Smad、またTGF-βスーパーファミリーのタイ

プＩレセプターに特異型Smadと競合的に結合し、特異型SmadのＣ末端のリン酸化を防いだり、特異型

Smadと共有型Smadの結合を競合的に阻害する抑制型Smadがある。抑制型SmadであるSmad7はIFNγ

刺激によりその誘導を受け、TGF-βシグナル伝達に抑制的に作用する。一方、同じく抑制型Smadである
Smad6はＢＭＰにより発現を誘導され、ネガティブフィードバック作用に関与することが既に報告されて

いるが、そのメカニズムを解析した報告はなく、シグナル伝達のmediator自身によるネガティブフィード

バックを示した報告も少ない。本研究はマウスSmad6遺伝子５，側上流j或をcloningし、BMP刺激に反応す

る御或の解析を行った。マウス胎児性癌細1抱j朱のP19細抱（以下P19細泡）を用いてOP-1/BMP-7(以下

BMP-7)刺激に対するノーザンブロツトによる経時的なｍＲＮＡの変化を検討したところ、経時的にバントＰ

の増強力認められ刺激後６時間で最大７倍まで増強した。次にマウスSmad6のcDNAをプローブとして

用い、mousegenomiclibraryよりExonlと５'側上嗣或を含む約８５kbのgenomiccloneを得た。coding領
域から５'側上流約3kbの塩基配列の同定を行った結果、TATA-boxを認めなかったが、基本転写活性を認

めTATA-boxの無い転写開始部位の存在が示唆きれた。この８５kbのcloneならびに制限酵素により作成

した種々の断片をルシフェラーゼレポーターベクターに組込み、活性型ＢＭＰＩｂ型レセプターと共にＰ１９

細泡に発現をきせ、ルシフェラーゼ活性を測定した。３つのＤＮＡ領域(-3213/-2384,2383/-1912,.

1911/-1696)がBMP刺激に反応した。ショウジョウバエにおけるＳｍａｄと相同な蛋白であるMadが結合

するGCCGnCGCモチーフを４個含むGC-richZiB列と、共有型SmadであるSmad4が結合するＣAGAボッ

クスを含むＤＮＡ配列を-1911/-1696のＤＮＡ断片に認めた｡次にGC-richEiB列を直列に３つ繋いだものを、

Ｘ型コラーゲンのプロモーター御或の上流に組込んだレポータージーン（以下3GC2wt-Lux）を作成し、

リガント:刺激とそれぞれの特異型Smadの形質導入による変化をＰ19細)泡において比較した。ＢＭＰ7刺激

に対する反応性を認めたが､TGF-β/アクチピン刺激では顕著な反応を認めなかった。GC-rich配列に点変

異を加え作成した3GC2mutlLuxと３GC2mut2Luxを、３GC2wt-Luxと比較したところ、３GC2mutl-Lux

ではBMPへの反応性は消失したが､3GC2mut2-Luxでは反応性が上昇した｡3GC2wtLuxと３GC2mutl-Lux、

3GC2mut2-Luxの一部をそれぞれプローブとして特異型Smadとの結合を確認するためゲルシフトアッセ

イを行い、ＢＭＰシグナルの特異型Smadと共有型Smadとの結合が確認ざれた。以上、本研究ではSmad6

の遺伝子の５'上流を含むGenomiccloneを得て、ＢＭＰ反応領j或を同定した。この反応御或はＢＭＰ刺激や

Smadl/５に反応したが、TGF-β/アクチピンシグナルを伝える特異型SmadのSmad2/３には全く反応せ

ず、ＢＭＰに特異的な反応領域であることが示唆された。

本研究はＢＭＰの細胞内シグナル伝達の解明に重要なる貢献を果たし、学位論文に値すると評価きれた。
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