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（マウス所勿田遺伝子のクローニングおよびプロモーターの機能解析）

学位論文内容の要旨

    I．背景と目的

  mafまニワトリ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伝子は、転写因子に共通するモチ―フ
のーつである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バ一

構造）を持つ転写因子をコードする。すでにニワトりや哺乳動物から6種類の細胞性関

連遺伝子が報告され、フんミリーを形成している。それら遺伝子がそれぞれ発生や分化

の特異的段階で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

であると考えられている。発生や分化などの制御機構の理解のためには転写因子による

細胞特異的な遺伝子発現の調節機構の解明が必要と考えられる。

    先に我々は、ラットからmaf‐JcDNA（Ratmaf8）をクローンした。本研究では、

ma窃貴伝子の発現が発生や組織分化の過程でどの様に制御されているかを解明するため、
マウスma毋遺伝子のク口ーニングおよびプ口モーターの機能解析を行い、新たな知見を

得た。

    H．材料及び方法

  1）ma毋遺伝子のクローニング：、ラットmaf―jcDNAをプローブとして129SVマウス遺

伝子ライプラリーからマウスma田遺伝子クローンを単離した。

  2）DNA塩基配列の決定：クローニングされた遺伝子、PCR産物をプラスミドベクター

にサブクローニングし、ジデオキシ法により蛍光自動DNAシークエンサーを用いて塩基

配列を決定した。

  3）RNaSeProtecnonAssay：マウスm‘a毋遺伝子の転写開始点付近を含むDNA断片をプラ

スミドベクターに組込み、T71uNAポリメラーゼによルリボプローブを作成した。これと

肝臓細胞全RNAをハイブリッド形成させた後、RNaseA処理を行った。保護された断片
を変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で解析した。

  4）ReverseTranscnption―PolymeraseChainReacdonぶT‐PCR）：ラングムオリゴヌクレオ

チドプライマーを用い、筋肉細胞の全RNAからcDNAを合成した。これを鋳型としてラツ

トnザDDの特異的なプライマーを用い、PCRを行った。

  5）マウスma毋5・側欠失変異体の作成：マウスma毋の転写開始点から上流領域約

6500bp断片と、この領域の種々の長さの欠失変異断片を調製し、ルシフェラーゼレポー

ター遺伝子（pGVB2）にサプクローニングしてレポータープラスミドを構築した。

  6）動物培養細胞を用いた転写促進活性の解析：種々のレポータープラスミド、転写
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因子(Mam，MyoD）の発現プラスミド、及び内部標準のための大腸菌p一ガラクトシダー

ゼ発現プラスミドをHuH・7細胞（ヒト肝癌細胞株）にりン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ェ ラーゼ活性を測定して、転写活性を調べた。

    III.結果

  1）マウスmatB遺伝子のク口ニンーグ及び塩基配列の決定：

  得られたマウスma毋遺伝子ク口ーンの5’上流、3’下流及びコーデイング領域の塩

基配列を決定した。報告されたマウスma毋cDNAと比較すると、cDNAに相当する領域

はまったく一致していた。このことから少なくとも5’非翻訳配列、及びコー′デイング

領域にはイントロンが存在しないことが分かった。5’側上流領域にTATA－box様の配列

（5．－GATAAAA―3．）、逆向きCCAAT－box、二つのGC―box，二つのM認識配列（MARE：Maf

recogninonelement）と―つのE‐boxを含む10bpの回文配列が存在している。塩基配列を決

定した650bpの3’非翻訳領域には、polyA亜gn甜様配列く5．－ATTAAA‐3f冫が存在している。

  2）RNaseprotecnonaSsayによるma毋遺伝子の転写開始点の同定

    マウス肝臓由来のRNAを用いたRNaseprotecdonassayの結果、約134bp断片がRNase

より保護された。その部位と対応する配列（5．－ACAGCT―31冫はATGコドンから上流

389bpに存在している。（5．‐ACAGCT―31冫の5．末端の¨Ä がma毋遺伝子の転写開始点であ

ると考えられる。

  3）ma毋遺伝子のプロモーターの解析

  5’上流領域を持つレポータープラスミドを動物培養細胞に導入して転写活性を調べ

た結果、601bp上流領域を持っプラスミドが最も高い活性を持っていた。‐229から‐61ま

での断片を欠失させると、95％活性が減少することから、転写開始点上流229bpの断片が

ma毋遺伝子の基本的な転写に必要であると考えられた。－91から‐61までの断片を欠失させ

ると、86％の活性が減少することから、この領域に存在するCCAAT‐boxがma毋遺伝子の

基本的な転写に必要であると証明された。ー229から－91までの断片を欠失させると、約1／

3に活性が減少することから、欠失領域に含まれるニつのGC‐box、E－boxあるいはMARE

配列がエンハンサーとして機能していて、ma毋遺伝子の転写活性を促進することが示唆

された。

  4）MyoD及びMa凪によるm船遺伝子の転写促進

    MyoD発現プラスミドと種々のレポータープラスミドとのco―ロansfectionを行い、

MyoDがニつのE－boxと結合してma田遺伝子のプ口モーター活性を促進することが解った。

さらに、MafB発現ベクターとのco‐transfecnonによって、ma毋遺伝子のMARE配列を持つ

レポータープラスミドが特異的に転写促進されることから、ma毋遺伝子がそれ自身の産

物によって転写促進されるautoregul甜on機構が働いていることが明らかとなった。

    IV.考察

  1）マウスm．a田遺伝子はイントロンが存在しないことが明らかになったが、トリma田

遺伝子やラット及びマウスmaf‐2（c－maり遺伝子もイントロンを持たないことが解っている。

  2）RNaseprotecnonassayにより、ma毋遺伝子の転写開始点を決定した。他のいくっか

の真核生物の遺伝子にも・GAT́ AAA‐のTATA‐box様配列が転写開始点から上流領域20bp

～30bpに存在していることが報告されているが、これらは一般に弱いプロモー夕活性を

持つ。弱いTATAboxの上流に存在する、CCAAT―box、GC‐box及びE―boxとMAREを含ん

だ回文配列が臘毋遺伝子の転写促進及び発現調節に、重要な役割を果たしていると思わ

れる。これはEBウイルス遺伝子のMinLプロモーターにおいてTFIIDと鋳型の結合を安定

さ せ る た め に 、 上 流 領 域 の 調 節 因 子 が 必 要 で あ る と の 報 告 と 一 致 す る 。

  3）ma毋遺伝子はMyoDにより転写が促進されることを見い出した。MyoDは組織特異
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的な転写因子として筋肉の分化過程にマスター遺伝子の役割を果たしている。トりの筋

肉ではma.tB mRNAの発現量が低いが、これはトリma毋プ口モーターにE－boxが存在しな

いことによると思われる。ラットではma毋／maf‐Jが筋肉で高く発現している。

  職毋遺伝子がMamによって転写促進されるautoregulation機構が働いていることが明ら

かとなった。核内癌遺伝子ma毋発現におけるautoregula幽nは細胞の増殖、発癌などの機

構に関与することが考えられる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Cloning and Characterization of Promoter
    of theMouseケ九ロ  Gene

（マウスmafB遺伝子のクローニングおよびプロモーターの機能解析）

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のグノムの解析

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basicー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）を介して、他の転写因子ともへテ口ニ量体を形成する事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。既に申請者らがラ

ット肝臓cDNAライブラリーからラットmafBをクローンした。maj'B遺伝子が極めて限ら

れた組織で特異的に発現している事から、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、それによる細胞特異的な遺伝子発現の調節機構の解明が重要と考えら

れる。

申請者は、本研究において、ma佃遺伝子の発現が発生や組織分化の過程でどの様に制御

されているかを解明するため、マウス朋q佃遺伝子のクローニングおよびプロモーターの

機能解析を行い、新たな知見を得た。ラットmロ佃cDNAをプローブとして用いて、マウ

ス所q佃遺伝子クローンを単離した。既にクローンされているcDNAと比較すると、この

遺伝子にはイントロンが存在しない事が判明した。RNaseProtectionAssりにより、

マウスmq佃遺伝子の転写開始点が翻訳開始コドンの上流389bpに存在している事を

明らかにした。また、その近傍の上流にTATA‐box様配列、CCAAT‐boxが存在した。

転写制御領域に存在するGC―box、MARE（mafrecoguitionelement）、E－boxが

LuciferaseAssりにより、m加遺伝子の発現に重要と思われた。さらに、E‐boxが機能し

ているかどうかを確かめるために、MyoD発現プラスミドと種々のmq冏のレポータープ

ラスミドとのco‐transfectionを行った。

MyoDがニつのE‐boxを介しmゆ遺伝子のプロモーター活性を促進する事を明らかにし

た。MyoDは組織特異的な転写因子として筋肉の分化過程にマスター遺伝子の役割を果た

している。この結果mq冏遺伝子がMyoDの発現により、筋肉の発生、分化に関与してい

る可能性を示唆した。mゆ遺伝子転写制御領域に存在するMARE配列が機能しているか

どうか確かめるために、mq冏発現ベクターとのco‐transfectionによって、mq冏遺伝子の
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MARE配列を持つレポータープラスミドが特異的に転写促進され、この領域を欠失した

プラスミドはma佃によって活性化されなぃことから、m卿遺伝子がそれ自身の産物によ

って、転写促進されるautoregulation機構が働いていることを明らかにした。

核内癌遺伝子m邨発現におけるautoregulationが細胞の増殖、発癌などの機構に関与する

事を示唆していると解釈した。

これらの結果は、発生、分化、発癌などにおいて、Mafが関係する転写制御機構の解明に

有用と思われる。

審査に当たって、副査石橋教授よりR．NaseProtectionAssay法の結果、Nonhembloningを

行ったかどうか、m卿が認識するDNA配列、閉卿遺伝子に近いプ口モーター領域に転

写を抑制するDNA認識配列について、質問があった。さらに、副査田中教授よルマウス

m叩遺伝子の遠い上流領域に転写を抑制するDNA認識配列、mq冏以外にautoregulation

機構が働いている遺伝子について質問があった。また、主査西教授よりm加蛋白質の標

的遺伝子を同定し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。
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