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序．論

  ヒト熱ショックタンパク質70(hsp70)遺伝子の発現は細胞周期に依存し，熱を始めとする様々

な生理的ストレスにより誘発される。既に，hsp70遺伝子プ口モーター領域には種々のトランス

転写調節因子などの結合位置が明らかにされ転写の調節に機能している。また，核内癌遺伝子産

物c―myc夕ンパク質がショウジョウバ工及びヒ卜hsp70遺伝子の発現を促進することが報告

されている。しかしながら，c－mycタンパク質のhsp70遺伝子転写プ口モーター上での結合

部位，発現調節の機構にっいては未解明である。そこで，hsp 70遺伝子上でのc―m.yc夕ンパ

ク質の結合位置の同定と結合様式の解明を目的とした。

  一方，既にhsp70の転写とDNA複製の連動（協調）が示唆されていた。また，動物細胞の

モデル系である動物ウイルスのDNA複製研究を発端とし，複製と転写が密接に連関している

ことが証明され，シス(cis)及び，トランス(trans）の転写因子が転写のみならず複製をも直

接制御していることが明らかにされている。そこで，このようなDNA複製と転写の連動（協

調）作用が，ヒトhsp70遺伝子においても見られる現象なのか明らかとするため，転写調節因子

であるプ口モ一夕一のDNA複製に対する機能を更に解析した。

結果及び考察

l  c - myc夕ンパク質複合体のhsp70プ口モ一夕一への結合

  ヒ卜んsp70遺伝子転写開始点から約230，160塩基上流に，ヒトcー′nッc遺伝子上に存在する

c―′nッc夕ンパク質複合体の結合に必須のmyc（H－P）配列（TCTCTTA）に相同な配列

CCTCTCA及 び CCTCTGAを 検 出 し ， HSP― MYCA， HSP－ MYCBと 名 づ け た 。 バ ン ド
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シフト法によって，これらの配列と結合する核タンパク質の有無を解析した。競合実験の結果，

HSP一MYCAおよびHSP―MYCBに対し塩基配列特異的に強い結合能を示すタンパク質複

合体が検出された。このタンパク質複合体は抗体を用い結合阻害実験の結果から，c―mycタ

ンパク質を含むことが示唆された。さらに，分子量は，UV―クロスリンク法で約70kDa（キ口

ダルトン）に検出された。

  近年，c―mycタンパク質がMaxと命名されたタンパク質とへテ口ダイマーを構成した場

合，CACGTG配列と結合することが報告されている。しかしながら，この結合配列（標的配

列）の染色体上での遺伝子座，c―MYC/Max複合体の機能は不明な点が多い。一方，HSP

― MYCAお よ び HSP―MYCBに結 合す るc-myc夕ン パク 質 複合 体の 分子 量は 約70kDa

であり，c―MYC/Max複合体の分子量より10から20kDa小さい。これは，c-myc夕ンパ

ク質がMaxとは異なるタンパク質と複合体を形成して結合していることを示唆する。

  ヒトhsp 70遺伝子プロモーター上の転写開始点より120塩基から1250塩基の広範囲が，cー

mycタンパク質によって発現促進に必須であることが既に報告されていた。本研究で明らかと

なった20所の結合配列（HSP―MYCAおよびHSP―MYC B)は，既報の領域内に位置し，

CAT（クロラムフェニコールアセチル卜ランスフェラーゼ）実験からc一myc夕ンパク質によ

る発現調節の標的配列と同定された。

2ヒトhsp70遺伝子プ口モー夕一のDNA複製開始領域としての機能

  HeLa細胞でヒトhsp70遺伝子周辺にっいて生体内で機能しているDNA複製開始領域のマッ

ピングを行なった。その結果，転写プロモ一夕ー領域に複製開始領域が存在することが明らかと

なった。さらに，この複製開始領域の様々な断片をpUCベク夕―ヘ組み込み，各プラスミドの

HeLa細胞での自律複製能を解析した。その結果，プラスミドpHS―AB，pHS―A，及び

pHS―Bの3種がHeLa細胞で自律複製した。これらのプラスミドは，いずれもc-myc夕ン

パク 質複 合体 部位 （HSP―MYCA及 びB)を含んでいた。そこで，HSP―MYCA，及びB

に相当する化学合成オリゴヌクレオチドをpUCベクターのポリリンカー部位に挿入し，同様に

自律複製能を調べた。その結果，これらプラスミドもHeLa細胞で良く複製したが，結合部位

内に塩基置換を導入した変異体では複製能は消失した。これらの結果は，ヒトhsp70遺伝子プ口

モーター上にDNA複製開始部位が存在し，hsp70遺伝子においても転写とDNA複製が連動（協

調）していることを直接示し，複製がHSP―MYC配列に依存し，かっ，必須であることを証

明する。

  一方，DNA複製開始には特異的な配列を認識する一本鎖DNA結合夕ンパク質の結合が重要
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な作用をしていると考えられる。そこで，HSP－MYC配列を一本鎖とし，塩基配列特異的な

一本鎖DNA結合タンパク質を検索した。サウスウェスタン法により，ヒ卜由来のHL－60，

Raji, IMR一32細胞，サル由来のCOS1，CV―1細胞，ラット由来の3Y―1細胞及びマウ

ス由来のL細胞の核夕ンパク質中に，HSP―MYC配列のプラス鎖と特異的に強く結合する分

子量45，53及び26kDaのタンパク質が検出された。この結果は，これらのタンパク質が種，組

織を超えて哺乳動物細胞では普遍的に発現され，複製開始部位として機能するHSP―MYC配

歹I亅に結合することから哺乳類動物のDNA複製開始機構に重要な機能をもっことを示唆する。

また，ヒ卜胎盤cDNAライブラリーからこのタンパク質に相当するク口ーンが2種得られ，そ

のうちのひとっには，DNA結合性タンパク質の特徴であるZincフアンガ一構造が認められた。

  以上の結果から，ヒトhsp 70遺伝子において転写とDNA複製が連動（協調）した作用であ

るこ．とが証明された。

学位論文審査の要旨

主査
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藤博之
田  均

  本学位論文申請者は，博士課程においてhsp 70遺伝子の転写とDNA複製に関する研究を行

い，今回その結果をまとめ学位論文として提出した。

  一般的にいってDNA複製と転写の協調作用はウイルスなどの系では報告されているが，動

物細胞遺伝子などではまだその例は極めて少ない。その理由として転写制御に関しては近年極め

て精力的に研究され，多くの知見を集めているが，DNA複製，特にその開始機構に関しては動

物細胞遺伝子が10°もの塩基対を有することから殆ど解明されていない。一方，hsp 70に関して

は熱などを始めとする様々なストレス，c -mycを始めとする癌遺伝子により発現誘導される

ため，転写制御研究のモデルとして，またhsp70がタンパク質分子の分子内チャペロンとしての

機能が明かになってきたことから，近年極めて注目されている材料である。しかしながら，

DNA複製開始様式，c―mycなどによる発現促進の分子的基盤はほとんど明かでない。
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  本論文の第1，2章ではc―mycによるhsp70の転写制御に関して解析している。当研究室

ではc一myc遺伝子上流の転写工ンハンサ-/DNA複製開始領域にc-myc夕ンパク質複合

体が結合し，その必須配列がTCTCTTAであることを明かにしている。申請者はこれと類似の

配列をhsp70プ口モーター内の-180，―230付近に認め，まずこの領域にc一myc夕ンパク質

複合体が結合するかを種々の分子生物学的手法で解析した。この領域（上流よりmycA，mycB

と名づけた）には現実にcーm.ycタンパク質が分子量10―20kDaのタンパク質と複合体形成し

て結合してきた。さらにCATアッセイの結果，この領域がc一mycタンパク質によるhsp70

の転写調節を担っている領域であることが明かになった。

  第3章においてはhsp70遺伝子の現実に機能しているDNA複製開始領域oriを決定した。19

90年にVassilev and JohnsonによりBrdUラベルとPCRを応用したorLの決定法が開発さ

れた。申請者はヒトHeLa細胞中のhsp70遺伝子にこの方法を応用しorL領域を決定したとこ

ろ，上述の転写プ口モ―夕ーを含む700―1000塩基対がorL領域であることが分かった。

  この〇ん領域は現在の方法ではこれ以上狭い領域まで限定できないため，第4章で，申請者は

この領域の自律増殖能を検討した。一般にorLを含むプラスミドDNAは細胞に導入した場合，

染色体外で自律複製し，これを自律増殖配列ARSと呼ぷ。申請者はmycA，mycB領域を含

む約100塩基対のプラスミドDNAがHeLa細胞でARS活性を示すことをまず示し，次にmy・

cA，mycB配列のみのクローンも同様であり，c―myc夕ンパク質複合体結合能を失った変異

を導入した配列ではARS能を示さなかった。このことは，mycA，mycB配列がc一mycタ

ンパク質複合体結合と共にDNA複製に必須な配列であることを示しており，この領域が同時

に転写調節に必須な配列であることから，転写とDNA複製の連動を綺麗に示した。

  第5，6章ではこのmycA，mycB配列のプラス鎖に結合するタンパク質を解析している。

このタンパク質も2本鎖の時と同様に一部はcーmycタンパク質と複合体形成していた。サウ

スウェターン法で分子量を解析すると少なくても5種類以上のファミリーを成していることが明

かに成った。この結合様式は上述のmycA，mycB配列のARS能と強い相関性を示し，複製

または転写制御に関与している可能性が高い。‐このタンパク質群をHSBPと名づけた。

  第7章ではこのHSBPのcDNAク口ーニングを行った。得られたーっのク口ーンHSBPー

1はDNA結合夕ンパク質に良く見られるzinc finger構造を有しており，現実にgstとの融合

夕ンパク質を作成し，精製して検討した結果，Zn存在下でDNA結合能を示した。今後このタ

ンパク質の機能解析が期待される。

  これらの結果は既に国際的科学雑誌3報に掲載済みまたは投稿中であり高い評価を得ている。
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  以上のように，本論文はhsp70遺伝子のDNA複製と転写制御，それから導かれたDNA複

製と転写の連動に関して多くの新しい知見を含んでおり，博士（薬学）の学位を与えるにふさわ

しいものと判断した。

354


