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学 位 論 文 題 名

ラットrnガ関連遺伝子産物の解析；結合
  DNA配 列 お よ び へ テ 口 一 量 体 形 成

学位論文内容の要旨

  mafはニワトりの自然発生腫瘍から分離されたRNA腫瘍ウイルスAS42のゲノムの解析から

同定された癌遺伝子である(v-maf）．maf遺伝子産物のアミ丿酸配列中には転写因子に共通す

るモチーフの1つであるbasic-leucine zipper構造（bZIP：塩基性ドメインとそれに続くロイシン

ジッパー構造）が見いだされ，この遺伝子も転写因子をコードする核内癌遺伝子のグループに

属することがわかった．すでにmaf遺伝子については，ニワトリ線維芽細胞のcDNAライプラ

リーから5種類の細胞性関連遺伝子がクローニングされフんミリーを形成していることが知

られている．それら遺伝子がそれぞれ組織特異的に発現していることから，発生や分化など

に重要な役割を果たす転写因子であると推察されている．西沢らは，v-Mafを用いてMaf認識

配列（MARE：壘垂璽pcognition璽ement）を決定し，ホモ二量体を形成したvーMafが，

－Tく℃1、GAC（G）1℃AGCA‐とぃう，認識配列としてはかなり長い2つの回文構造配列を認識す

ることを見いだした．これらの配列の中央部の7～8塩基対はそれぞれ，転写因子AP，1

（Jun肺s）の認識するTPA氓Sponsive璽ement（H岨），CREB／ATFファミリーの転写因子が認識す

るcAMP珊sponsive璽ement（CRE）と全く同一のものである．したがって同一の塩基配列を介し
て転写を調節しうるMaf‘以外の複数の転写因子が存在し，Mafを含む複雑な転写制御のネット

ワークの存在が予想される．

  先に我々は，ラット肝臓c蹴｀ライプラリーから2種類のm‘び関連遺伝子cDNA侭atm＃1，

艦啣をクローンし，それらの相同性からM心1が報告されているトりのMafBに，M42がト

りのcIMafに相当するものと考えた．本研究では，Maf蛋白質によって転写が制御されている標

的遺伝子の探索を目的として，哺乳動物由来のM艀1およぴM揖2の結合蹴｀配列の決定と，

bZIP構造を持つ他の転写因子とのへテロ二量体形成能およぴそれらの認識配列について検討

し，新たな知見を得た．

  く材料及び方法＞

  1）動物培養細胞を用いた転写促進活性の測定

  MAREを持っプロモーター配列をルシフェラーゼ遺伝子の上流にっないだレポータープラス

ミドを構築した。このレポータープラスミドと各々のMafの発現プラスミドをHepG2細胞（ヒ

ト肝癌細胞株）にj，冫′酸カルシウム法に従って導入し、48時間後に細胞抽出液中のルシフウラー

ゼ活性をルミノメーターで測定して、転写活性化を測定した。

  2）DNA結合特異性およびへテ口二量体形成能

  而y‘珀ロでの胼岨結合実験に用いた11種の蛋白質は，大腸菌でマルトース結合蛋白質との融

合蛋白質として発現させ，アミロース・アフイニテイークロマトグラフイーにより精製した．

MAおよぴその関連酉西I』をプローブとしてゲル移動度シフト法を既述の方法に従って行った。

ヘテロ二量体の形成を調べる場合は、ゲルシフト上で移動度の異なる2つの蛋白質を4M尿素

中で変性させた後、尿素を除き再構成して試料とした。
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  3）結合DNA配列の決定

  PCR法を用いたランダムセレクション法(SAAB：Selected and Amplified Binding Site Method)

によりMaf-lおよびMaf-2の結合DNA配列を決定した．さらに得られた配列の結合の強さをゲル

移動度シフト法で調べた．

  く結果およぴ考察＞

  1）Maf-lおよびMaf-2の転写促進活性

  MAREを持っレポーター遺伝子に刔するMaf-lおよびMaf-2の転写促進活性を確かめた．レポー

ター遺伝子の転写は，v-Mafと同様にMaf-lとMaf-2によっても強く活性化され，転写因子とし

て機能していることが確認された．

  2）Maf-lおよぴMaf-2のDNA結合特異性

  v-Mafで決定されたMAREおよぴいくっかの関連配列をプロープとしてゲル移動度シフト法

を行い，lylaf-lおよびMaf-2のDNA結合特異性をc-Junまたはv-Mafと比較した．Maf-lとMaf‐2は

構造が似ているにもかかわらずそれぞれのDNA結合特異性は一部異なっていた．さらにアミ

ノ酸配列から相同の転写因子と考えられたM小2とcーMaf（c・M証はv‐Mafと1アミノ酸を除いて

同一の構造を持つ）のD1岨結合特異性も異なっており，トリ由来のMafとは異なる性質が明ら

かとなった．

  3）M心1およびMaf．2の結合m弧配列
  SAABにより，M出1は，v‐Mafで決定されたMAREの回文構造の半分に相当する短い配列

‐GaIGAC‐およぴ類似の配列を有する多数のDNA配列に結合することが明らかとなった．さら

に選択された結合配列を持つ遺伝子に対するM揖1の転写活性化能を調べたところ，それらの

配列は結合の強さに応じてエンハンサーとしての活性を持っことが確認された．一方，M艀2

の結合配列は限られており，調べた中ではv―Mafで決定されたMAREに最も強く結合し転写を

活性化することがわかった・

  4）M鹸1およびMaf‐2と他のbZIP構造を持つ転写因子とのへテロ二量体形成およびそれらの

DNA結合特異性

  MafはbZIP構造を介してホモ二量体あるいは，いくっかのbZIP蛋白質とへテ口二量体を形成
することが報告されている．しかし，JunまたはFosフんミリーに属するすべての転写因子との

ヘテロ二量体形成能についての報告はない．そこでM狙1およびMaf．2と，JunまたはFosファミ

リーに属するすぺての転写因子とのヘテロ二量体形成能とそれらのDNA結合特異性をゲル移

動度シフト法により調ぺた．その結果M41およびM心2はJunよりFosファミリーに属する転写

因子とへテロ二量体を形成しやすいことがわかった．X線結晶解析の報告から二量体形成の特

異性は各leucine五ppe｜構造間の組み合わせによりある程度厳密に決められ，さらに各単量体は，

そのホモニ量体が結合する認識配列（回文構造）の半分の領域を維持してへテロ二量体を形

成するため，ニ量体の組み合わせにより多くの特異的な結合配列を生じることが明らかになっ
ている．このようなDNA認識の多様性が，M艀1とF0sフんミリーとのへテロ二量体形成にお

いて生じ，M鹸1はその結合配列が二量体形成の相手に依存して微妙に変化した．また形成さ

れたヘテロ二量体のDNA認識はM鹸2に比べるとより広範囲であった．一方，M心2は二量体形

成もほぼc－FOsのみに限られ，その認識もM接1に比ベ特異的であり，従って標的遺伝子がより

限られると推察された．

  現在までにMAfが二量体形成により細胞の分化や機能発現の制御をしている知見がぃくっか

報告されており，発生，分イヒ，増殖，発癌などの基本的な機能の中にMafを含む転写因子のネッ

トワークが存在していることは明らかである，M虹の生理的機能，さらに細胞の分化や増殖に
おいて重要な役割を担う標的遺伝子とその機能を明らかにしていくことが重要であると考え

られる．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ラットrnガ関連遺伝子産物の解析；結合
  DNA配 列 お よ び へ テ ロ 一 量 体 形 成

  mafiよニワトりの自然発生腫瘍から分離されたRNA腫瘍ウイルスAS42のゲノムの解析によって

同定された癌遺伝子であり転写因子をコードしている．maf遺伝子産物は，basic4eucine zipper構

造(bZJP：塩基性ドメインとそれに続くロイシンジッパー構造）を介して，他の転写因子とも

ヘテロ二量体を形成することで極めて広い範囲の標的遺伝子を持ち，様々な転写制御機構に関

わっている可能性がある．既に申請者らがクローンしたラットmaf関連遺伝子maf-lおよぴロraf-2

は，それらの相同性からMaf-lが報告されているトりのMafBに，Maf一2がトりのc-Mafに相当する

ものと考えられた．Maf-lおよびMaf‐2は，それぞれきわめて限られた組織で特異的に発現してい

ることから，発生や分イ匕などに重要な役割を果たす転写因子であると推察され，標的遺伝子と

その機能を明らかにしていくことが重要と考えられる・

  申請者は，本研究において，哺乳動物由来のM矼‐1とM矼ー2は構造が似ているにもかかわらずそ

れぞれの胼岨結合特異性が一部異なること，また相同の転写因子であると考えたM矼－2とo眦Ifの

DNA結合特異性も異なることを明らかにした．さらに，新たにM出1とMafI二2の標的遺伝子を探索

するために，両者の結合併愼配列の決定と，協P構造を持つ他の転写因子とのヘテロ二量体形

成能およびそれらの認識配列について検討し，新たな知見を得た．PCR法を用いたランダムセ

レクション法（SAAB）により，Mば‐1が，v一M矼で決定された認識配列の回文構造の半分に相当

する短い配列‐GCT（強C‐を有する多数のDNA配列に結合することを明らかにし，従来考えられた

ものよりも多くの標的遺伝子に対して転写を活性化する可能性を示唆した．一方，｀M証‐2に関し

ては，調べた中ではぃMばで決定された認識配列に最も強く結合し転写を活性化することから，

結合配列が限られていると推察した．さらにM矼゜1およびMば‐2と，JunまたはF髄ファミリーに属

するすべての転写因子とのヘテロ二量体形成能とそれらのDNA結合特異性をゲル移動度シフト

法により調べ，M虹＿1およびMぱ‐2はJunよりFosファミリーに属する転写因子とヘテロ二量体を形

成しやすいことを明らかにした．X線結晶解析の報告から二量体形成の特異性は各b齢inezippば

構造間の組み合わせによりある程度厳密に決められ，さらに各単量体は，そのホモ二量体が結

合する認識配列（回文構造）の半分の領域を維持してへテロ二量体を形成するため，二量体の

組み合わせにより多くの特異的な結合配列を生じることが知られている．申請者は，このよう

な研岨認識の多様性が，Mオ‐1とF0sフんミリーとのヘテロ二量体形成において生じ，M甜‐1はそ

の認識配列が二量体形成の相手に依存して微妙に変化し，形成されたヘテロ二量体のm瞼認識

三
雄
樹

信
輝
政

    橋
藤

西
石
斉

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



がぃ Mafや Maf‐2に比べて広い範囲であることを明らかにした．一方，Maf-2に関しては二量体形

成もほぼc-Fosのみに限られ，その認識もMaf-lに比べて特異的であり，従って標的遺伝子がより

限られることを示唆した・

  以上の結果は，Mafが二量体形成により細胞の分化や機能発現の制御をしているとぃう現在ま

でのいくっかの知見と合わせて，発生，分化，増殖，発癌などの生命現象においてMafが関連す

ると推察される機能の中に存在する複雑な転写制御のネットワークの解明に有用と思われる．

  審査にあたっては，副査石橋教授，斉藤教授より，ゲル移動度シフト法の諸条件，ヘテロ二

量体形成の具体的な判定法，特異性およぴ定量性について質問があった．さらに副査斉藤教授

より，D眦lfとW・2の性質の違い，決定された結合DNA配列と標的遺伝子およぴ転写制御機構と

の関連について質疑があった．また主査西教授より，結合配列の決定時にVlM証で決定された認

識配列はクローニングされてきたかとの質問があった．申請者は概ね妥当な回答をなしえた・

  審査員一同は，．これらの成果を高く評価し，また研究者として誠実かつ熱心であり，申請者

が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 充 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判定 し た ．


