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要　　旨
　SHARP familyは転写抑制因子であり、SHARP-1およびSHARP-2の2種類のアイソフォームが存
在する。Zhx2は、Zhx1、Zhx2、Zhx3の3つのアイソフォームからなるZhx転写抑制因子familyの一
員である。これらの転写因子は、マウス3T3-L1脂肪細胞において、セカンドメッセンジャーである
cAMPを産生するアデニル酸シクラーゼの活性化剤であるForskolinにより発現が変動する。本研究
では、3T3-L1脂肪細胞での、それぞれの転写因子の標的遺伝子の検索を行うために、ドキシサイク
リン存在下でSHARP familyやZhx2を発現できる細胞システムの構築を試みた。現在までに、ドキ
シサイクリンでmRNAの発現が上昇するクローンは得られたものの、転写因子たんぱく質を発現す
る細胞株を得るには至れていない。
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Ⅰ．はじめに
　SHARP family は、basic helix-loop-helix 型 転 写 
抑制因子 で あ り、SHARP-1と SHARP-2の2つ の
アイソフォームが存在する1）。SHARP family 遺
伝子の発現は、肝でインスリンにより誘導され
る2）。 ま た、SHARP family は 血糖上昇 に 関 わ る
phosphoenolpyruvate carboxykinase 遺伝子 の プ ロ
モーターに作用して転写を抑制するため、インスリ
ンによる肝での血糖低下に関わる転写因子であると
考えられる3）。一方、膵α細胞から分泌される血糖
上昇ホルモンであるグルカゴンのセカンドメッセン
ジャーであるcAMPでは、SHARP family遺伝子
の肝での発現変動は認められない。しかし、興味深
いことに、他のインスリン感受性組織であるマウス
3T3-L1脂肪細胞では、SHARP-1遺伝子の発現はイ
ンスリンにより変動しないにも関わらず、アデニル
酸シクラーゼの活性化剤であるForskolinやcAMP
の誘導体である8-Br-cAMPでは抑制されること、
および、SHARP-2遺伝子の発現はインスリンによ
り促進されるだけでなく、Forskolinや8-Br-cAMP
でも促進されることを見出している4）。
　Zhx familyも転写抑制因子であり、Zhx1、Zhx2、
Zhx3の3つのアイソフォームが存在する5-7）。現在
までに、これらのうち、がん抑制遺伝子でもある
Zhx2の発現も3T3-L1脂肪細胞でのcAMPシグナル
により誘導されることを見出している8）。
　本研究では、3T3-L1脂肪細胞でのcAMPシグナ
ルによるこれらの転写因子遺伝子の発現調節機構の
詳細な解析や標的遺伝子の検索を行うことを目的と
する。今年度は、とくに標的遺伝子の検索を行うた
めの細胞システム構築を目指した。

Ⅱ．各種転写因子遺伝子を発現す
る細胞システムの構築

　SHARP familyおよびZHX2の標的遺伝子を検討
するために、3T3-L1脂肪細胞において、ドキシサ
イクリン存在下でこれらの転写因子を発現誘導でき
る細胞システムの構築を試みた。まず、pENTR1A
プラスミドにそれぞれの転写因子の cDNA を挿
入した。このプラスミドとレンチウイルス発現用
のCSIV-TRE-R1A-Ubc-KTプラスミドを混合し、

LR clonaseの存在下で相同的組み換えを起こさせ
て、それぞれの転写因子を発現するレンチウイルス
ベクターを作製した。次に、このプラスミドをレ
ンチウイルスのエンベロープタンパク質を発現す
る pCMV-VSV-G-RSV-Revプラスミドとウイルス
の構造タンパク質と逆転写酵素を発現するpCAG-
HIVgpプラスミドとともに、HEK293T細胞にトラ
ンスフェクションした。これらの3つのプラスミド
が同時に存在する細胞からは、ドキシサイクリン存
在下でのみ、それぞれの転写因子を発現するレンチ
ウイルスが培養液中に放出される。そこで、培養上
清からウイルスの遠心・濃縮を行い、3T3-L1細胞
に感染させた。ウイルスが感染した細胞はピューロ
マイシン耐性となるため、ピューロマイシン存在下
で細胞を培養・選択した。現在までに、ドキシサイ
クリン存在下で、4時間で約2.5倍にZhx2 mRNAを
発現誘導できるクローンを1つだけ得ることができた。
しかし、ウエスタンブロット解析を行ったところ、
Zhx2タンパク質の発現誘導については確認できな
かった。今後も引き続き発現誘導できるクローンの
確立を目指す。
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