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ラミニン遺伝子結合転写因子 Smarce-１r の 

機能解析、病態発症に関する研究 
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【研究成果】 ラミニンは、高血圧症、拡張型心筋症、糖尿病で増加し、組織の硬化を招

くと報告されている。申請者らは、その病因の解明に、ラミニンγ1鎖プロモーターの転写

を活性化する bcn-1 element を見出し、および、結合転写因子Ｓｍａｒｃｅ１ｒをクロー

ニングした (J. Biol. Chem. 271,1996. Genebank AF072836, H. Suzuki)。 

そこで、本研究事業では、Ｓｍａｒｃｅ１ｒ の機能、ならびに、心臓疾患との関連を明

らかにすることを目的に研究事業計画書に沿って研究を開始検討した。 

 

【研究計画】 

柱１．Ｓｍａｒｃｅ１ｒの機能解析 

（Ａ）Ｓｍａｒｃｅ１ｒ遺伝子の調節、発現についての検討 

（Ｂ）Ｓｍａｒｃｅ１ｒの疾患との因果関係についての解明  

（Ｃ）ノックアウトマウスおよびトランスジェニックマウスの作製  

（Ｄ）ノックアウトおよびトランスジェニックマウスにおける心機能の評価 

を計画し、平成１５年度事業において、 

(１) Ｓｍａｒｃｅ１ｒ 転写因子の 分子間相互因子見出すために、ハイブリッドシステム

を用い心筋由来の新規蛋白ＳＭＡＲＰ(Smarce1r-related protein)をクローニングした。 

(２) さらに、ＳＭＡＲＰを用いて、スクリーニングを繰り返し、トロポニンＩの新しいア

イソフォームをクローニングした。そこで、１６年度助成事業からこれらの新規蛋白に

ついての検討を合わせて行うこととし、 

柱１．上記Ｓｍａｒｃｅ１ｒの機能解析に加え 

 

柱２．ＳＭＡＲＰの機能解析 

（Ａ）ＳＭＡＲＰ遺伝子の調節、発現についての検討 

（Ｂ）ＳＭＡＲＰの疾患との因果関係についての解明  

（Ｃ）ＳＭＡＲＰの分子間相互因子のクローニング 

 

柱３．トロポニン Ir の機能解析 

（Ａ）トロポニン Ir 遺伝子の調節、発現についての検討 

（Ｂ）トロポニン Ir の疾患との因果関係についての解明  

ＳＭＡＲＰ、トロポニンＩr の検討を加え、心臓疾患との因果関係を明らかにする事を目

的とし検討した。 
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【研究実績】 

柱１．Ｓｍａｒｃｅ１ｒの機能解析 

（Ａ）Ｓｍａｒｃｅ１ｒ遺伝子の調節、発現についての検討 

  １．先述のように、Ｓｍａｒｃｅ１ｒ 転写因子の 分子間相互因子見出すために、イー

ストのツーハイブリッドシステムを用いスクリーニングを施行した。最初にＳｍａｒｃ

ｅ１ｒｃＤＮＡをイーストシャトルベクターＰＢＫＴ７にサブクローニングし、選択培

地を用いてイースト内にベクターを取り込んだコロニーを選別した。そこで、心筋細胞

由来のｃＤＮＡライブラリーと Mating method により培養し、当初１６個の初期陽性クロ

ーンを得た。次に、１６個のクローンをさらに培地の選択を加えた条件で培養、ならび

に 

ＬａｃＺにより陽性クローンを選別したところ、最終１０個の二次陽性コロニーを得た。

そこで、陽性クローンのｃＤＮＡをプラスミドに転換しシークエンスしたところ、coding 

leision の全長１２６３ｂｐの蛋白が得られ、ロイシンジッパー構造を有する新規蛋白であ

ったため ＳＭＡＲＰ(Smarce1r-related protein)と命名した。 

 

２．Ｓｍａｒｃｅ１ｒについては、ＧＦＰ融合Ｓｍａｒｃｅ１ｒならびにＤｓＲｅｄ融

合Ｓｍａｒｃｅ１ｒを作製し、ＨｅｌａならびにＣＯＳ－７培養細胞にトランスフェク

トし、強制発現してＣｏｎｆｏｃａｌ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙにて細胞内局在を調べ、

GFP－Smarce-1r 融合タンパクは核に局在して強く発現することが判明した。  

 

（Ｂ）Ｓｍａｒｃｅ１ｒの疾患との因果関係についての解明  

  Ｓｍａｒｃｅ１ｒと心筋症の関連を明らかにする目的で、心筋症患者数名と心筋症ハ

ムスターＪ２Ｎｋ、Ｊ２Ｎｃを用いてｍＲＮＡからｃＤＮＡを合成しシークエンスを行

ない coding leision におけるＳＮＰｓを見つける仕事を行っている。今後、症例数を重

ねる必要があり、継続して観察していく予定である。 

  

（Ｃ） Ｓｍａｒｃｅ１ｒノックアウトマウスの作製に関しては、先にクローニングしてい

たＨｕｍａｎ－Ｓｍａｒｃｅ１ｒｃＤＮＡが部分長であったため、ＲａｃｅＰＣＲおよ

び部分長ＤＮＡをプローベに用いマウスライブラリーのスクリーニングを施行した。そ

の結果、完全長マウスｃＤＮＡが平成１５年度事業にて得られた。平成１６年度は、

129/sv マウスＳｍａｒｃｅ１ｒをプローべに、マウスゲノムライブラリーのスクリーニ

ング及びＰＣＲ、サザンブロットを繰り返した結果、Ｓｍａｒｃｅ１ｒ 遺伝子領域をク

ローニングした。特に、２箇所のイントロン領域については、PCR を繰り返し施行し、ま

た、一部分はマウスクローンを購入し得て作製した結果、Ｓｍａｒｃｅ１ｒ 遺伝子領域

完全長のクローニングが終了した。ノックアウトマウスについては、現在作製中であり、

期間中には終了できなかったが、成果については、論文等にて発表でき次第、追って御
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報告する予定である。 

 

柱２．ＳＭＡＲＰの機能解析 

（Ａ）ＳＭＡＲＰ遺伝子の調節、発現についての検討 

１．新規タンパクＳＭＡＲＰの組織発現をを調べるために、ＳＭＡＲＰｍＲＮＡの発現を

ノーザンブロットにて検討した。脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、精巣の Total RNA を用

いて、ブロットしたところ、心臓に強く発現し、また、精巣にも発現することが判明

した。 

 

２．次に、ＳＭＡＲＰの細胞内局在を調べたところ、ＳＭＡＲＰは核内には Speckled に存

在するが、核小体により強く発現がすることが判明した。さらに、ＳＭＡＲＰの deletion 

mutant を作製し、Ｎ末端の核小体移行シグナルの存在を見出した。 

この結果を合わせて論文投稿中である。 

 

（Ｂ）ＳＭＡＲＰの疾患との因果関係についての解明  

  Ｓｍａｒｃｅ１ｒと同様に、心筋症の関連を明らかにする目的で、心筋症患者数名と

心筋症ハムスターＪ２Ｎｋ、Ｊ２Ｎｃを用いてＳＮＰｓを見つける仕事を行っている。 

 

（Ｃ）ＳＭＡＲＰの分子間相互因子のクローニング 

ＳＭＡＲＰの 分子間相互因子見出すために、同様にイーストのツーハイブリッドシステ

ムを用いスクリーニングを施行した。ＳＭＡＲＰｃＤＮＡをＢａｉｔに、選択培地を用

いてイースト内にベクターを取り込んだコロニーを選別した。そこで、心筋細胞由来の

ｃＤＮＡライブラリーから２個のクローンを得たのでシークエンスしたところ、１２９

個アミノ酸の蛋白が得られ、図のようにＴｒｏｐｏｎｉｎＩ類似構造（アイソフォーム）

を認めていたため、 ＴｒｏｐｏｎｉｎＩ－ｒｅｌａｔｅｄ（ＴｒｏｐｏｎｉｎＩｒ）

とした。 
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柱３．トロポニン Ir の機能解析 

（Ａ）トロポニン Ir 遺伝子の調節、発現についての検討 

ＳＭＡＲＰの 分子間相互因子見出すために、同様にイーストのツーハイブリッドシステ

ムを用いスクリーニングを施行したところ、トロポニンＩの新しいアイソフォームトロポ

ニン Ir がクローニングされた。 図に示したように、トロポニンＩｒは、１１９個のアミ

ノサンから構成され、トロポニンＩに含まれるアミノ酸４２－１３２の領域を欠損するた

め、構造上では、とりわけトロポニンＣ,トロポニンＴとの結合領域のＣ末端を欠損し、ま

た、アクチン結合部位のＮ末端の一部を欠損することになる。 そこで、本来トロポニン

Ｉの機能として認める、トロポニンＣ,トロポニンＴ、アクチンとの結合する機能を有する

かを検討した。ところ、GST-融合蛋白を用いた、Pull-down assay, In vito の免疫沈降

反応を施行し、ルシフェラーゼベクターを用い、In cell での分子間結合力を測定したと

ころ、トロポニンＴとの結合は認めず、アクチンの結合能も低下していた。現在では心筋

細胞にて発現し、免疫沈降反応を施行する段階である。 

 

（Ｂ）トロポニン Ir の疾患との因果関係についての解明  

Ｓｍａｒｃｅ１ｒ、ＳＭＡＲＰと同様に、心筋症の関連を明らかにする目的で、心筋症患

者数名と心筋症ハムスターＪ２Ｎｋ、Ｊ２Ｎｃを用いてＳＮＰｓを見つける仕事を合わ

せて行っている。 

以上の過程にて研究を進めた。 
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【研究事業の成果の国内外での位置付けについて】 

（a) 本研究を進め、２種の新規蛋白 Ｓｍａｒｃｅ１ｒ、ＳＭＡＲＰを見いだす成果を得

た。いずれも国内外で報告はない。 

（ｂ）また、本研究事業によりクローニングしたトロポニンＩのアイソフォームは国内外

で報告がなく、論文にて報告した。 

（ｃ）平成１６年度までの検討により、ＳＭＡＲＰのＮ末端に核小体移行シグナルの存在

が示唆され、新たな核小体移行シグナルを論文にて投稿している。 

ナルが存在することを見出した。 
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