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    学 itL論文題名

  A single nucleotide polymorphism in the matrix

 metalloproteinase-l (MR/IP-1) promoter influences

amnion cell l¥/IX/IP-1 expression and risk for preterm

      premature rupture of the fetal membranes

(MMP-1 promoterにおける単一塩基多型と羊膜細胞中の

MMP-1発現ならびに早産期前期破水発症との関連）

学位論文内容の要旨

    緒言

  間質性コラーゲンは、羊膜に伸展性の緊張を与え、この分解が卵膜破綻・破水の原因のーつと考
えられる。―1607 matrix metalloproeinase11いmp1）prO．mderにおける臼】anme（G）の挿

入は核内でEbbjnd面gsite（5，－GGAA/Tもづを創り、プ口モーター活性を増強させる。本研究
では、遺伝子型lG/2Gもしくは2G/2Gの羊臓細胞がlG/1Gのそれよりも、プ口モーター活性

が強く、その結果としてMMFL1の遺伝子発現を増強させることから、このpCI恥〕〇叩h汝nと早

産潮前期耐冰任）PROM：Retem］preman］rerupnlreofthefetむnlembrane）発症との関連を明
らかにすることを目的とした。

    研究材料と方法
  コラゲナーゼAを用いて、正常正期産単胎妊娠の羊膜から問質細胞(mesenchyrnalcen）を抽

出し、これを使用した。
  pGL3vedばに挿入した－4372bp（1G）あるいは－4373bp（2G冫M船）－1p鰤】oter

n召gn〕entから成るplaSmidとpCMV―p－g・．abdC6idaSeplasmidをそれそ潮A2058nlelanの羽a

Cen、Wbha皿（羊膜ヒ皮細脆D、nleSenChyrna］Ce・n及びhlm旧nCen幟lSmo〇thmuSCleCen
仇GMC）に卜ランスフウクトし、24時間後のReMvelu（泣raSeums鈬LU）を測定した。

  MeSenChyTna］Cenを2％dimethy】SLdf彌deのMS〇）もしくは50ng/rmph．oI．b○］mynStC研
acetateやM心で24時間培養後、核内夕ンバクを抽出し、ロec廿c曲〇re此mc脚］iけsh洫aSsa卵

にMS心に使用した。
  遺伝子型の異なったmesenchWna］a皿（lG/1G，1G/2G，2G/2G）を2％DMS〇もしくは

50ng／rmPMAで24時間培養後、totmRNAを抽出しノーザーンブ口ッティングに使用した。
またtotmRNAを逆転写し、QanataaverealqmePCRに使用した。MesenChyma］ceuを同様
の方法で束轍し、24あるいは48時間後の上澄みを用いて、M紐）ー1夕ンバクをウェスターンブ

ロッティング、EuSA法で分析した。
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  本 研究の新 生児DNAサン プルは、 母親のイ ンフオーム ドコンセ ントの得 られたAfrican

Americanから抽出した。Contro】は早産既往のない単胎正期産、PPROMは単胎早産を対象とし

た 。MMP一1遺伝 子型の分 析はGenescanによ ってPCR productの全長(148あるいは149bp)を

計 る 方 法 と 、 Reverse primerに 2つ の mbmatChを 設 け て lGapuconのみ が 制 限酵 素 弛m

′で分解される方法を用いた。

    結二果

  羊 膜 抽出 細 胞 は、 vimentinで 95％以ヒ 陽性で、 cytokeratin―18では陰 性であっ た。

  トランスフウクションした結果は、どの宿主細胞においても、2G alleleの：方が1Galleleよりも

強いpr〔細deram叨炒を示した。

  EMSAで は 、DMSO処 理 し た核 内 夕ンパ クと1Gもし くは2Gprd覽と の結合親 和性には違 い

1まなかった。しかし、PMA処理した核内夕ンパクでtま、1Gp］K〕beとH：較して2Gprくめeでより

強い結合親和性を示した。またこの核内夕ンパクの2Gp耐覽への結合親和性は、3やでラベルし

てない2Gprobeによって完全に抑市されたガ廴AP一1pI．〇beでは抑制されなかった。これはHv｛A

処理した核内夕ンパクと2Ga11eleとの結合カ醤制閏的であることを示唆する。またconsenS1】sEb

bndmgpr．o七℃ はhighrn位）iEけ双 灯lplexを抑制 したが、 mutantEbbndmgprd覽は抑制し

なかった。従って、このタンパク一I）r乢A複合体を形成する核内夕ンバクはEぬtranscdpa（mfad：ぱ

farni炒の1つ であると予 想される 。Ebfami炒のEb－1/Eb―2及びE1k－1artkxおを用いてこ

のタンパク―［）NA複合体がSupe斑h泣するか試みたが、何れのantD〔炒もそれを示さなかった。

以上の結果から、この核内夕ンノヾク―DNA複合体を形成するタンパクはそれ以外のEbfarni炒と

考えられる。

  Q】anata位vereaトtirneR：： Rでtま、1G/2Gも しくは2G/2Gの meSendlyma】Cenの方が

1G/1Gの それ よ り も、 H屯 Aに よ って 多くのMMP― 1mRNAを誘導レ た（1G/1G：24． 2士9．2

血1ean空S．E．Nヨ9、1G/2Gもしくは2G/2G：365．52153．5いト11）、pくO．01）。ノーづ：ーン

ブロッ ティングでは、Q】anata；師erea】qmeKRの結果同様、PMAによるM岨）―1m融、狐発

現量は、2G甜1eleをもった細胞のほうが1G/1Gのそれよりも顕著であった。またsplidngカ溺

こる育雛謝砦のRNA丶naSCeDttransCnpts、も測定した。その結果meSendlyma1嚠1では、MMPー1

naScent缸 召 ns嚠 ptsは MMP一 1mRNA同 様 、2Gmleleを 持っ た 細 胞の方 が1G/1Gのそれ より

高値を示した（1G/lG：23．9土12．6Qに¢、1G/2Gもしくは2G/2G：215．o士69．5（N＝6）、pくO．05冫。

PMA朿轍 に よる MMP1夕 ン バク 産 茎ヒ は2Gmleleを持っ た細胞の ほうが1G/1Gの それよりも

多 い こ と が 、 ウ ェ ス タ ー ン プ ロ ッ テ イ ン グ 丶 EIISA法 Qく O． Ol） で 確 認 さ れ た 。

  新 生 児 1607MM卜 1promderの 遺 伝 子 型 を Pf） ROM群 舗 〓 75） と Q） r血 d群 甜 ＝235）

で比較検討した。H）R〇M群の1G/2Gもしくは2G/2G遺伝子型の新生児の発現頻度は88．O％で

C凹1trol群の76．2％より高かったQ！O．028；伏ldSra伍02．29、95％COnおderlCeintewa】：1．09－

4．82）。

    考察

  Amnion mesenchymal cellを使っ て血vitroで、 ー1607 MMP-1 promoter polymorphism

がMMP―1の遺伝子発現を強めることをはじめて証明した。

  臨床的 には、少 なくとも2G alleleを1つ持つ胎児は1G/1G遺伝子型の胎児よりH）R〇Mと

なる危険性が高いことを解明しえた。MMF‾1pro‘mderの胎児遺伝子型とH）ROMが強い相関

関 係に な か った 理 由と し て 他の 遺 伝子 や 環 境因 子 が 関係してい るためと 考えられ る。
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学位論文審査の要旨

主 査   教 授   吉 木   敬

副 査   教 授   石 橋 輝 雄

副 査   教 授   水 上 尚 典

    学 'ttL論文題名
  A single nucleotide polymorphismln the matrix
 metalloproteinase-l (~/IMP-1) promoter influences
amnion cellMMP-l expression and risk for preterm
      premature rupture of the fetal membranes

(MMP-1 promoterにおける単一塩基多型と羊膜細胞中の

MMP・1発 現な らぴに 早産 期前期破水発症との関連）

  －1607 matrix metalloproteinase―1(MMPー1）promoterにおけるguanine (G)の挿入
は核内でEts binding site（5，－GGAA/T、―3，）を創り、プロモーター活性を増強させる。
遺伝子型1G/2Gもしくは2G/2Gの羊膜細胞が1G/lGのそれよりも、プ口モーター活
性が強く、lvrMP―1の遺伝子発現を増強させることから、このpolymorphismと早産期
前 期 破 水 (PPROM)発 症 と の 関 連 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た 。
  コラゲナーゼAを用いて、正常正期産単胎妊娠の羊膜からmesenchymal cellを抽出
し、2％DMSOもし くは50ng/ml PMAで24時 間培 養後、 核内 夕ンバクを抽出し、
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)に使用した。遺伝子型の異なった
mesenchymal cell(1G/1G，1G/2G，2G/2G)を同様に培養後、total RNAを抽出しノ
ーザーンプロッティングに，あるいは逆転写しQantitative rea1亅-time PCRに使用した。
細胞を同様の方法で刺激し、24あるいは48時間後の培養上澄みを用いて、MMP―1夕ン
バクをウェスターンプロッティング、ELISA法で分析した。
  MMP－1遺伝子型の分析は、GenescanによってPCR productの全長(148あるいは
149bp)を計る方法と、Reverse primerに2つのmismatchを設けて1G ampliconのみ
が制限酵素XmnJで分解される方法を用いた。
  トランスフェクションした結果、どの宿主細胞においても、2G alleleの方が1G allele
よりも強いpromoter activityを示した。
  EMSAでは、DMSO処理した核内夕ンパクと1Gもしくは2G probeとの結合親和性
には違いはなかった。しかし、PMA処理した核内夕ンバクでは、1G probeと比較して2G
probeでより強い結合親和性を示した。またこの核内夕ンバクの2G probeへの結合親和
性は、32Pでラベルしてない2G probeによって完全に抑制されたが、APー1probeでは
抑制されなかった。これはPMA処理した核内夕ンバクと2G alleleとの結合が特異的で
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あることを示唆する。またconsensus Ets binding probeはhigh mobility complexを

抑制したが、mutant Ets binding probeは抑制しなかった。従って、このタンバク―DNA
複合体を形成する核内夕ンノヽクはEts transcription factor familyの1つであると予想
される。
  Quantitative reaトtime PCRで、1G/2Gもしくは2G/2Gの羊膜細胞(mesenchymal
celDの方 が 1G/1Gのそ れよ り も、 PMAによ って多く のMMP－1mRNAを誘導した。
(1G/1G: 24.2土 9.2 (mean土S．E．N〓4冫、1G/2Gもしくは2G/2G：365.5土153.5
（N＝11）、Iく0.01)。ノーザーンプ口ッテイングでも、PMAによるMMP―1mRNA発現
量は、2G alleleをもった細胞が1G/1Gよりも顕著であった。MMP－1nascent transcripts
はMMP－1mRNA同様、2G alleleを持った細胞の方が1G/1Gのそれより高値を示した
  (1G/1G: 23.9土12.6 (N〓．・4）、1G/2Gもしくは2G/2G：215．O士69．5（N〓6）、pく0．05）。
PMA刺激による MMP－ 1夕ンバク産生は2Gaueleを持った細胞が1G/1Gよりも多いこ
とが 、 ウェ ス ター ン ブロ ッ ティ ング 、 ELISA法（ pく 0． 01） で確 認 され た 。
  新生児一1607MMP―1promoterの遺伝子 型をPPROM群（N〓75）とControl群（N
＝235）で比較検討した。PPROM群の1G/2Gもしくは2G/2G遺伝子型の新生児の発現
頻度は88．O％でControl群の76．2％より高カゝった（p――0．028；oddsrati02．29、95％
COnfidenCeinterVa1：1．09―4．82）。
  羊 膜 のmeSenC恥 ′ malCeuを使 っ て、 － 1607MMP― 1promoterp01ymorphiSmが
MMP―1の遺伝子発現を強めることをはじめて証明した。臨床的にも、2Gaueleを持つ
胎児は1G/1G遺伝子 型の胎児より PPROMと なる危険性が高いことを解明しえた。
  公開発表に際し、副査の石橋教授から、臨床成績で2Gを有する2種の遺伝子型を合体
して検討した理由、Ge1．shjRで2Gオリゴヌクレオチドプローブに結合するタンバクにつ
いて、（湖shiRでの高分子シグナルの由来について、2Gむleleをもった新生児頻度の
PPROMにおける有意性について、遺伝子型1（抱Gが2く施GよりもMへ佃‐1m心乢Aおよび
タンパク発現量を高値に示した理由などについて質問があった。副査の水上教授からは、
生体内でのMMP‐1プロモーターの活性を上昇させる物質について、炎症性サイトカイン
が核内夕ンバクとEtSbindingsiteの結合を刺激することの証明について、子宮頚管のコラ
ーゲンの分解と前期破水との関係について質問があった。最後に主査の吉木教授から、
MMP‐1プロモーター遺伝子多型と他疾患との関連について、PPROMと他のMへ佃あるい
はTMPとの関連について質問があった。
  kゝ ずれの質問に対しても、申請者は、対象症例の解析結果、最新の文献情報、これまで
の自身の研究経験をもとに概ね妥当な回答をなしえた。
  審査員一同は、本研究の成果と申請者の研鑽を高く評価し、申請者が博士（医学）の学
位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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