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学位論文内容の要旨

  生物個体の機能は、多様に機能分化した細胞群により営まれている。これらに携わ
る各々の細胞群がいかにして分化しその機能を獲得して役割を果たしているかは、非
常に興味深い生命現象である。しかしながら、今だに未知な部分が多い。
  in vitroで分化を再現できる細胞系は細胞分化の有効なモデル系である。胚性腫瘍細
胞は、その様な細胞のーつであり、胚幹細胞分化の分子機構の研究に広く持ちいられ
ている  1）。
  胚幹細胞分化は複雑かつ協調的な遺伝子発現のネットワークで構成されている。実
際に、ホメオボックス遺伝子群、胚性腫癌細胞特異的転写因子Oct-3遺伝子2）、
c-myc癌遺伝子等3，4，5，6）の転写調節因子から細胞表面抗原等の分化マ―力一に至る
まで分化誘導の前後で発現の変化する遺伝子が多々報告されている。そこで、細胞分
化決定機構の鍵は分化に際して遺伝子発現を制御する転写調節因子が握っているもの
と考えられており、細胞分化特異的転写因子の解析が精力的に行なわれている。
  過去、当研究室において、胚性腫瘍細胞  F9由来のクロ―ンでポリオ―マウイル
ス大型T抗原を発現しているF9-28細胞中にプラスミド状態で存在していた変異
株（ fPyF9）より、転写調節活性を持つDNA配列BOX DNAを単離した7，8，9）
。BOX DNA結合夕ンパク質が胚性腫瘍細胞特異的因子である事が示唆されたので
、BOX DNA及びその因子の胚性腫瘍細胞分化への関与について本研究を行なった
10,11）。

2．BOX DNAは胚性腫瘍細胞特異的エンハンサーである。

  P19、ECA2.及びF9は細胞分化の研究に広く持ちいられるマウス胚性腫瘍細胞
である。  これらの細胞について-BOX DNAの転写調節活性をCATアッセイによ
り調べた。その結果、ここで用いた全ての胚性腫瘍細胞について、BOX DNAをプ
・口モーター上流に接続した時のみエンハンサー活性が認められた。また、BOX DNA
による転写活性の増強が胚性腫瘍細胞に特異的かどうかを知る目的で、分化したマウ
ス繊維芽細胞であるL細胞及びBalb3T3細胞を用いて同様の実験を行なった。そ
の結果、これらの非胚性腫瘍細胞では、BOX DNAのエンハンサ一活性は全ったく
認められなかった。

3． BOX DNA結合夕ンパク質は胚性腫瘍細胞と非胚性腫瘍細胞で異なる。

  転写調節機構は、特定のDNA配列を認識して結合するタンパク質（転写調節因子
）とそれらと協調して働く蛋白質の相互作用等により制御されている。P19、
E（ニA2.  F9の胚性腫瘍細胞にこのような転写調節因子、BOX DNA特異的結合
タンパク質が存在するか否かをバンドシフト法により調べた。その結果、どの胚性腫
瘍細胞でもBOX DNAに特異的に結合するタンパク質複合体を示すバンドが認めら
れた。一方、BOX DNAのエンハンサ―活性が認められない  L. Balbの非胚性腫
瘍細胞についてBOX DNA結合夕ンパク質の存在を調べたところ、胚性腫瘍細胞と
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は移動度の異なるバンドが認められた。これらもBOX DNAに特異的に結合した
。非胚性腫瘍細胞では、BOX DNA結合タンパク質が不活性型であるか共同因子が
ないなどの理由でBOX DNAがエンハンサ―として機能しないものと推測された。
4．BOX DNAのエンハンサー活性．と結合タンパク質は分化に伴って減少す
る。

  P19、ECA2.  F9の胚性腫瘍細胞を種々の方法で分化誘導し、分化誘導前後の
BOX DNAの活性を比較した。その結果、いずれの細胞でもBOX DNAのエンハン
サ了活性は分化に伴って減少した。それに平衡したBOX DNA結合タンパク質の減
少が同様の系で認められた。以上の事から、BOX DNA及び結合タンパク質が胚性
腫瘍細胞の分化に関与する転写調節エレメント及び因子である事が示唆された。

5． BOX DNAを 有す る胚性 腫瘍 細胞 由来の 転写調節領域pBOXF1のク
ロ ―ニ ング

  BOX DNAはポリオーマウイルス変異株の挿入配列として単離されたため、細胞由
来であることが推測されてはいたものの、確定的ではナょかった。そこで、BOX
DNAの片方の鎖に相補的なオリゴヌクレオチドと制限酵素  Hind IIIリンカ―をプ
ライマーにしたPCR法によりF9細胞の染色体‘DNAからBOX DNAを含む転写
調節領 域の 単離を試みた。このPCR法により3種類のク口―ン（pBOXF1，
pBOXF5，pBOXF16）が得られた。更に、これらの領域内にプロモ―夕一活性がある
か否かを調べた。その結果、得られた3つのクローン中、pBOXFl由来のpF1（H
）CATのみにプロモ―夕一活性が認められた。pBOXF1の塩基配列を調べて見ると
、BOX DNAの下流に転写因子  Splの結合配列、TATA box様配列、転写因子
Oct配列等が存在していた。S1マッピングによりTATA box様配列の180bp下流に
転写開始点の存在が明らかとなった。

6． BOX DNAを 有 す る 胚 性 腫 瘍細 胞 由 来の転 写調 節領 域  BOXF1は BOX
DNAに よ り 細 胞 分 化 に 応 じ た 制 御 が な さ れ て い る 。

  BOXF1の転写活性が細胞の分化状態に応じて制御されているのか、そしてこの制御
に BOX DNAが関 与し ている かど うか を知る ため に、 pF1（H-) CATの各種
deletion mutantを作製し、分化誘導前後のP19細胞でその活性を比較した。、分化
誘導前の細胞ではBOX DNAの欠損によるBOXF1の活性の現象が顕著に認めら
れたが、誘導後の細胞では、殆ど認められなかった。PCR法により  BOXF1の
下流に存在する遺伝子をクロ―ニングしたところ胚性腫瘍細胞分化に伴って発現の減
少する遺伝子（  2．4 kb）が存在した。

7．胚性腫瘍細胞からのBOX DNA結合タンパク質の精製

  BOX DNA結合クンパク質の細胞分化への関与を分子レベルで詳細に調べるために
、P19細胞からBOX DNA結合タンパク質の精製を行なった。  9x109個のP19
細胞から粗核抽出液を調製し、硫安沈殿後、Heparin-Sepharose column及びBOX
DNAをりガンドにしたDNA Affiniy columnに通し活性画分を集め精製標品とした。
得られた精製標品は分子量約44 kDaのタンパク質であり  BOX DNAに特異的に結
合した。

8． バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 Rai細胞 から のBOXDNA結 合夕 ンパ ク質の 精製

  オクタマ一結合蛋白因子群やGATA転写因子群等12，13）で知られているように、
細胞分化に関与する転写因子ではファミリー中の他因子が異なった細胞系で転写因子
とレて機能・関与している事が知られている。そこで、  BOXDNAにこのような活
性があるか否かを血球系細胞分化ついて調べた。未分化な分化能のある細胞として急
性前骨髄性白血病細胞  HL60、及び分化能のない細胞として急性リンパ芽球性白
血病細胞  Jurkatとバーキットリンパ腫  Rajiについて、  BOXDNAをプロ―ブに
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したバンドシフト法を行なった。その結果、これらの血球系細胞にもBOX DNA結
合タンパク質が複数存在することがわかった。
  バンドシフトで認められた血球系細胞のBOX DNA結合タンパク質が分化に関連
した転写調節因子かどうかを知る目的で、Rai細胞でBOXDNAの転写調節活性
と  BOXDNA結合タンパク質の結合の特異性を調べた。その結果、分化能のない
Raji細胞ではBOXDNAはエンハンサーとして働かないことが分かった。しかしなが
ら、  BOXDNAに特異的に結合するタンパク質が存在していた。そこで、  P19細
胞と同様の精製法でRaji細胞からBOXDNA結合タンパク質を精製し、それ等を比
較検討した。Raji細胞からは、分子量約100kDaと60kDaのタンパク質が主に精製
された。また、少量ではあるが、  P19細胞で精製されたタンパク質と同じ分子量（
約  44kDa）のタンパク質も共に精製されていた。これらの事から、  BOXDNAが
未分化細胞特異的エンハンサ―として血球系細胞分化にも関与している可能性が示唆
された。また、Raji細胞の結果を、上述のL細胞やBmb3T3細胞の結果と考え合わ
せると、分化能のない細胞での未分化細胞特異的エンハンサ―BOXDNA抑制機構
の存在が推測された。
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    胚性腫瘍細胞分化の分子機構

：制御転写調節エレメントとその結合夕ンパク質

  細胞は増殖、分化、死の3っの形態をとり、それぞれ遺伝子支配されている。

細胞は様々な分化を繰り返し、最終的な機能分担を行って亠ヽる。細胞分化の分子

機構は近年様々な方法論で展開されているが、分子生物学的手法により分化を誘

導あるいは維持に関わっている遺伝子群が同定されている。これらをより効率的

に解析するために動物ウイルスのシステムが多用されてきた。例えばポリオーマ

ウイルスは分化したマウス細胞を宿主とし増殖するが未分化細胞では増殖できな

い。未分化マウス細胞で増殖可能なウイルス変異株が1980年代初頭より単離され、

得られたポリオーマウイルス変異株は一般に初期転写プロモーター内に変異を有

しており、これが転写工ンハンサーの発見へと続った。これらのエンハンサ一変

異によりそこに結合する細胞側夕ンパク質因子の検索が行われ、多くのものが転

写因子であり、これらが細胞分化・に関与することが明かとなってきた。

  当研究室においても未分化マウスF9細胞で増殖可能なポリオーマウイルスの単

離を試み、F9細胞内で染色体外DNAとして自律増殖する変異株FPyf9を単離した。

FPyf9はェンハンサー領域に21塩基対の外来DNAが3箇所挿入されており、これを

BOXと命名した。BOX配列はポリオーマウイルスT抗原存在下では、転写と複製を抑

制するサイレンサーとして機能することがその後明かにされた。従って、本学位

申請者はこのBOX配列の転写調節配歹fJとしての細胞分化における機能、BOX配列に

結合するタンパク質因子とそのターゲット遺伝子の向定、さらにはBOX配列結合夕

ンパク質の精製を行い、細胞分化と転写の連動機構を詳細に検討した。
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l、BOX配列の細胞分化における転写調節配列としての機能

    BOX配歹ljはポリオーマウイルスT抗原存在下では転写と複製のサイレンサーと

して機能していた。そこでT抗原非存在下においてBOX配列の機能を解析するため

に、CAT遺伝子にへルペスウイルスチミジンキナーゼ（tk)とBOX配列を接続したレ

ポーター遺伝子を構築し、胚性腫瘍細胞としてマウスF9，P19，ECA2細胞、非胚性

腫瘍細胞としてL，Balb3T3細胞にトランスフェクションする実験系で解析した。

3種の胚性腫瘍細胞においてはBOX配列の数に依存して転写活性の増加が観察され

たが、非胚｜陸腫瘍細胞では活性の増強は見られなかった。またBOX配列に変異を導

入したものでは胚性、非胚性細胞とも活性増加は現れなかった。この事実はBOX配

列が胚性腫癌細胞特異的エンハンサーとして機能することを示している。次に胚

性腫瘍細胞3種をレチノイン酸、diBucAMPなどの組合せで細胞分化させ、BOX配列

の転写エンハンサー活性を測定したところ、未分化時のみ活性を有していた。こ

れらに結果はBOX配列は未分化胚性腫瘍細胞特異的エンハンサーという新しいタイ

プのエンハンサーであることが判明した。

  2、BOX結合タンバク質の同定

    一般に転写調節領域が機能する場合、その配歹uを認識し結合するトランスタン

バク質因子が必須である。そこで、胚性、非胚性腫癌細胞より核抽出液を作製し、

BOX配列をプローブとしたバンドシフトアッセイを行った。転写活性に比例して胚

性腫瘍細胞では未分化細胞で存在し、分化に伴って減少した。非胚性腫瘍細胞で

はBOX結合夕ンパク質モのものは存在する．ものの、その分子種は胚性腫瘍細胞とは

異なっており、BOX結合タンパク質ファミリーの存在が示唆された。これらの非胚

性腫瘍細胞ではBOX配列が転写活性を示さないのは非胚性腫瘍細胞でのBOX結合タ

  ンバク質が結合しても非活性な形であることを意味しているが、この理由として

BOX結合タンパク質のりン酸化などの修飾による違い、他の会合タンパク質の存在

．などが考えられる。

  3、BOX結合タンバク質のターゲット遺伝子の単離

    BOX配列とHindIIIリンカーをプライマーとし、F9ゲノムDNAを鋳型としたPCR

  法によりBOX配列結合タンパク質のターゲット遺伝子、即ちBOX配列を有する遺伝

  子のクローニングを行った。種々の獲られたPCR断片をプラスミドにクローニング

後、CAT遺伝子に連結し、塩基配列の決定と同時に転写活性を測定した。その内

  BOXF1と名づけたPCR断片はF9細胞で顕著な転写活性を示した。塩基配列を決定し

  たところ、ポリオーマウイルスに位置していた場合と逆向きにBOX配列が存在し、

  その下流に転写調節配列オクタマー配列、sP－1、TATA boxなどが存在していた。



Sl法により現実にこの遺伝子内からRNAが読まれるかを検討したところ、BOX配列

下流150塩基対より転写開始されており、BOXF1がin vivoで機能している遺伝子で

あることが判明した。この転写プロモーターを有するBOXF1のどの領域が重要であ

るかを検討うるために、種々の欠損変異を導入したBOXF1－CAT遺伝子を構築し転写

活性を測定したところ、BOX配列が基本的に最も重要であった。またBOXF1の転写

活性は未分化胚性腫癌細胞でのみ現れ、明らかにBOX結合タンパク質のターゲツ丶ト

遺伝子であることが明かとなった。BOXF1は遺伝子の全長でないので、これをプロ

ーブとしてF9ゲノム及ぴcDNAライプラリーよルクローニングを行い、現在までポ

ジテイプクローンを得ている。獲られたcDNAは新規なものでノーザン法の結果、

細胞分化に伴って発現減少する遺伝子であった。現在全構造の決定を行っている。

4、BOX結合夕ンパク質の精製

    次にBOX結合タンパク質のcDNAクローニング、抗体生成などの目的のために胚

性及び非胚性腫瘍細胞よりBOX結合タンパク質の精製を行った。ヘパリンセフアロ

ースカラムの後、BOX配列をりガンドとしたアフイニテイークロマトグラフイーに

より精製を行った。胚性腫癌細胞P19からは分子量45Kダルトンのタンパク質が単

離され、B細胞であるRaii細胞からは分子量110Kタンパク質と微量の45K夕ンパク

質が単離された。B細胞においてはBOX配列の転写エンハンサーとしての活性は検

出されない。現実にこれらのタンパク質がBOX配列結合能を有することはuvクロス

リンキング法で確認された。これらの事実はBOX結合タンパク質のファミリーの存

在を生化学的に示唆するものであり、B細胞においては、活性型45Kタンパク質が

非活性型110Kタンパク質と拮抗することでBOX配列がェンハンサーとして機能しな

いことが考えられる。45KBOX結合タンパク質の発現が未分化細胞の維持と胚性腫

瘍細胞の形質を規定していると想定される。この関係は転写因子オクタマーフア

ミリーと類似している。オクタマーフんミリーの内、OTF―1は殆ど全ての細胞に存

在する転写因子であり、OTF―2はB細胞特異的エンハンサー結合タンパク質として

B細胞の形質を規定している。またOTF－3は未分化細胞の・みで機能するオクタマー

タンバク質である。今後BOX結合タンバク質群のcDNAクローこングを行い、これら

の分子種牽明かにすることが重要な課題である。

  以上の研究成果は細胞分化における転写因子の機能、胚性腫瘍細胞の形質発現

の点で多くの新知見を与えるものである。これらの成果はすでに国際的科学雑誌

に掲載され高く評価されたものであり、更にこの関連分野で公表された論文が10

    一一

報近く存在する。

  従って、申請者根岸文子は博士（藁学）を授与するに充分であると判断された。
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