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    学位論文題名
Characterization of promoter and targeted
    mutageneslSforMSSPgeneWhiCh
    enCOdeSC― MYCbindingproteinS

    （ヒ トC-MYC結合夕ンパク 質MSSP遺 伝子の

プロモーター及びジーンターゲテイング法による解析）

学位論文内容の要旨

  当研究室では｜ヒトc-m yc遺伝子第一エキソンの約2kb上流にDNA複製開始部位及び転

写活性化のエンハンサーが存在することを同定レた。これらの機能にはTCTC'111rA配列を含

む21bpのコア配列が必須であり、その両一本鎖に特異的に結合しゃmycタンパク質と複合

体形成する細胞夕ンパク質群としてMSSP（c，竺リc！ingle！tra亅1dbin出ngEroteins）が同定された。

MSSPは、2つのRNPドメインを持ちこの領域でmycば・P）21の両一本鎖及びニ本鎖に結合

するこ と、SV40DNAを用い た実験系 におい てDNA複 製活性を増強すること、Q．smooth

actinのプロモーター活性を抑制することが既に報告されてしゝる。またMSSPの2つのRNP―1

ドメインがC‐MYCとの結合に必須であることも明らかとなった。一方、阪大の野島のグルー

プがOdc2（cdc13）kinaSeを欠損させた＆淑丘D5舛曲舳myc岱pomぬを補うScr2とScr3（SuppreSSOr

0fcdc2（cdc13）withRNAbinmngmotiDをコードするcDNAク口ーンそして、他のグループに

よってHIV‐1及びIL2receptor甜phapmmoterのrepresSOr夕ンバク質としてhumanYC1（GenBank

Ll1289）がクローニングされ、塩基配列はMSSPと極めて類似していた。また当研究室で

MSSP‐lcDNAをプローブとし、ヒトゲノムDNAを用しゝスクルーニングを行った結果、異な

るニ種類の遺伝子座を同定した。これらをMSSPgen参1，MSSPgene―2と名付けた。MSSP

gene‐1を解析した結果retoroPseudogeneであること示唆された。MSSPgene．2は、15個のエク

ソンを有し約60kb以上にわたり存在した。このエキソンの塩基配列は、MSSP，Scr2，human

YClcDNAと一致し、MSSP―1とMSSP‐2，Scr2，humanYC1はスプライシングの違いによるこ

とが明らかとなった。本研究におしゝてMSSPgene．2のプロモーター解析を詳細に行い、また

MSSP遺伝子のマウスゲノムDNAクローニングを行い、MSSP欠損マウスの作製を行った。

  MS5Pgene12でのプ口モーター活性を持つ領域を決定させるため、ルシフェラーゼ遺伝子

を持っプ口モーター欠損ベクターpGV‐BにMSSPgene‐2の様々なdeletionmutantsを連結させ、

Heh細胞にトランスフウクションレた。－1283から十61の領域で、高いプロモ一夕ー活性が

確認された。―1709から―1024問の領域にサインサーの存在が、また－1024から―488の間の

536bp領域を欠損させると劇的にプロモーター活性が減少することより、この領域にエンハ

ンサーの存在が示唆された。また488から‐196間の領域にもェンハンサーの存在が考えられ

ることより、Heh核抽出液を使用し、MSSPgene‐2の‐545から・289なる領域をprobeとし

DNaseIfootprinting解析を行った。Upperstrandでは‐473から‐440、lowerstrandでは473から

．440の領域が、Heh核夕ンパク質による結合が見られた。この領域が転写に関与しているか

を検討するためMupl領域の各種甜etionmutantsを3，4個連結したレポ一夕ープラスミドを
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楢 築 し た 。 転 写 活 性 は APに 比 べ 6---8倍 増 強 し 、 転 写 因 子 が 結 合 に 必 須 で あ る 配 列 で あ る こ

と が 明 ら か と な っ た 。 Muplに point mutationを 加 え た Mupl－ mul， Mupl-mu2を 同 様に ルシ フ ェ

ラ ー ゼ ア シ セ イ を 行 っ た 結 果 ， Mupl-mu2の み が APま で 転 写 活 性 を 低 下 さ せ た 。 こ の こ と よ

り 、 1464か ら 4． 60の CCGCC配 列 が 、 転 写 活 性 に 必 須 で あ る こ と も 明 ら か と な っ た 。 こ の

464か ら 460領 域 に は 、 Sp1， AP‐ 2な ど の 転 写 調 節 因 子 の 結 合 配 列 が 存 在 レ た 。 配 列 特 異 的

に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め サ ウ ス ウ エ ス タ ン 法 を 用 い 解 析 し た 。 プ ロ ー ブ を

Mup1→ Nと し 、 Heb核 抽 出 液 を 用 い た 結 果 、 150， 62， 38kDaの 3つ の バ ン ト が 検 出 さ れ た 。

62kDaの バ ン ド は 、 他 の 2つ バ ン ド よ り 非 常 に 強 か っ た が 、 150kDaの バ ン ド は 、

Mupl． Nmu2を プ ロ ー ブ を 用 い て も 観 察 さ れ た た め 非 特 異 的 結 合 で あ る こ と が 明 ら か と な っ

た 。 38， 62kDaの タ ン パ ク 質 は 、 す で に 報 告 さ れ て い る Sp1（106kDa） ，AP－2（ 52kDa）と は 異

な る 転 写 調 節 因 子 で あ っ た 。 38kDaの タ ン バ ク 質 は 、 K562， Rajiの 核 抽 出 液 に お い て も 検 出

す ることができた。

  ま た 、 マ ウ ス MSSP， Scr3cI） NAを ク ロ ー ニ ン グ す る た め ヒ ト MSSPcDNAを プ ロ ー ブ と

し 、 マ ウ ス 脳 cDNAあ る い は F9cenラ イ ブ ラ リ ー を 用 い ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 マ ウ ス

MSSP， Scr3cDNAは 、 全 長 1， 650bpと 1， 354bpで あ り 、 そ れ ぞ れ 370， 356ア ミ ノ 酸 を コ ー ド

し て い た 。 ヒ 卜 そ し て マ ウ ス に お け る MSSPと Scr3の タ ン パ ク 質 は 、 2つ の RNP‐ 1ド メ イ

ン が 存 在 し 、 N末 に お い て 高 い ホ モ ロ ジ ー を 示 し た 。 マ ウ ス MSSPそ し て Scr3に 特 異 的 な

プ ロ ー ブ を 用 い 、 各 種 臓 器 に お け る mRNAの 発 現 を Nonhemblotting法 で 検 討 し た 。 Sロ 3は 、

6． 3， 1． 8kbの 2つ の mRNAが 観 察 さ れ 、 腎 臓 、 骨 格 筋 、 肺 そ し て 心 臓 で 高 い 発 現 を 示 し た 。

MSSPは 、 す べ て の 臓 器 に お い て 5． 3， 2． 5kbの mRNAが 発 現 し て い た 。 精 巣 に お い て は 、

1． 8， 1． 36kbの mRNAも 検 出 さ れ た 。 MSSPの 精 巣 に お け る 発 現 を RTIPCRと m虹 f“

hybddi捌 ion法 で 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 MSSPは 、 精 原 細 胞 か ら 減 数 分 裂 の 精 子 細 胞 ま

で 発 現 し 、 精 子 で は 発 現 し て い な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 次 に 、 Tr2ゲ ノ ミ ッ ク DNAラ

イ ブ ラ リ ー よ り 、 マ ウ ス MSSPcl二 ） NAを プ ロ ー ブ と し て Msゆ geneを ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ

た 。 M卸 geneは 、 開 始 コ ド ン を 含 む エ キ ソ ン を 1と し 、 13個 の エ ク ソ ン を 有 し 約 40kb以

上 わ た り 存 在 し た 。 機 能 ド メ イ ン で あ る RNP‐ lBが 存 在 す る エ キ ソ ン に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺

伝 子 を 挿 入 し 、 相 同 領 域 の 3｜ 端 に は ネ ガ テ ィ ブ 選 別 用 の 遺 伝 子 と し て ジ フ テ リ ア 毒 素 A断 片

遺 伝 子 を 付 加 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ の べ ク タ ー を Tr2細 胞 に 遺 伝 子 導

入 レ 、 耐 性 コ 口 ニ ー 約 900個 の う ち 227個 よ り DANを 抽 出 し た 後 、 サ ザ ン ブ ロ ッ 卜 法 に よ っ

て 12個 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 12－ 15個 の ES細 胞 を 8細 胞 期 胚 に イ ン ジ ェ ク シ ョ

ン を 行 い 、 偽 妊 娠 ICRマ ウ ス の 子 宮 に 移 植 し た 。 そ の 結 果 、 キ メ ラ マ ウ ス が 3匹 作 製 さ れ 、

70， 100ゲ D毛 色 へ の 寄 与 を 示 す 雄 マ ウ ス が 2匹 そ し て 70％ の 雌 マ ウ ス が 作 製 さ れ た 。 雄 の

100ゲ 。 マ ウ ス の み が gennlineを 通 過 し 、 ヘ テ ロ 接 合 の マ ウ ス 間 交 配 に よ り 得 た マウ スを サ ザ

ン ブ口ットで解析したところ、正常（十／十）、ヘテロ（十／うおよびホモ（十／十）は、1：2：1の割合

で 生 ま れ て き た 。 ヘ テ ロ 、 ホ モ 接 合 体 共 、 顕 著 な 形 態 学 的 変 化 は 現 在 ま で に 観 察 さ れ て い な

い 。 ま た 、 開 始 コ ド ン が 存 在 す る エ キ ソ ン に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 挿 入 し 、 相 同 領 域 の

3端 に は ネ ガ テ ィ ブ 選 別 用 の 遺 伝 子 と し て ジ フ テ ル ア 毒 素 A断 片 遺 伝 子 を 付 加 し た タ ー ゲ テ ィ

ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 耐 性 コ 口 二 ー 約 600個 の う ち 238個 よ り DANを 抽 出 し た 後 、 サ

ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 12個 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り

100％，70ゲ D，20ゲ 。の雄キヌラマウス がそれぞれ8，1， 1匹作製さ れた。100ゲ。雄キメラマウスは、

gemnineを通 過し、現在、ホモ 接合体マウスの作 製を行っている。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Characterization of promoter and targeted
    mutageneslSforMSSPgeneWhiCh
    enCOdeSC― MYCbindingproteinS

    （ヒトC-MYC結合夕ン パク質MSSP遺伝子の

プロモーター及びジーンターゲテイング法による解析）

  MSSPは癌遺伝子c-mycの転写エンハンサー/DNA複製開始領域に直接結合するタンバク質

として，本研究室でcDNAクローニングされた．MSSPはc-Myc同様，多機能タンバク質で

あり，DNA複製，転写制御，アボトーシス誘導，myc/rasによる細胞トランスフオーメーショ

ン能の調節などを行う重要な遺伝子と考えられる．これらの機能はc-Mycを始めとする複数

のタンバク質と複合体を形成することで行われていると考えられる．従って，MSSPの生体内

での機能解析を行うために，まずMSSPのヒトゲノム遺伝子を単離し，構造とプロモー夕一

解析を詳細に第1部において行った．次に，MSSP遺伝子欠損マウス作成のために，マウス

MSSP cDNA及びゲ丿ムDNAを単離し，ターゲテイングベクターの作成，組換えES細胞の樹

立，そして最終的にMSSP遺伝子欠損マウスを作成した．

1．MSSPゲノム遺伝子の単離と・そのプロモーター解析

  ヒトマウスMSSP cDNAをプロー・ブとしてヒト胎盤ゲノムDNAライブラリーをスクリーニン

グ，ゲノムPCRを駆使してMSSPゲノムDNAを単離し，MSSP gene-2と銘々した．たかだか

50 Kdaタンバク質のMSSPであるが，ゲノムDNAは実に全長60 kbaseに渡り，16個のエキ

ソンを有していた．次に，第1エキソンから上流をルシフェラーゼ遺伝子に連結させ，HeLa

細胞にトランスフウクションすることで，NfSSP遺伝子のプロモー夕一解析を行ったところ，

-545～-196の領域にエンハンサーが同定された．更にHeLa細胞核抽出液を使ってこの領域

をフットブリント法で解析したところ，約30塩基対がタンバク質結合領域として同定され

(Mupl領域），このMupl単独でエンハンサー活性を有していた．Muplに種々の塩基置換

変異を導入するとこのエンハンサー活性が消失することからこの領域の重要性が確認された．
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Mupl領域にはAP2，Splの結合類似配列が存在するため，ゲルシフト，サウスウェスターン法

を組み合わせて，Mupl結合タンバク質を解析したところ，MuplにはAP2，Splとは異なる新

規タンパク質が結合することが明らかとなった．

2.マウスMSSP，Scr3 cDNA及びマウスMSSPゲノムDNAの単離と発現

  MSSPファミリ―は少なくても2つの遺伝子にコードされ，Gene2はスプライシングの違

いに゛よりMSSP-1，MSSP－2，Scr2をコードし，Scr3は他のMSSP/scr遺伝子にコードされてい

る．そこで，マウスMSSP，Scr3 cDNAを単離し構造解析を行ったところ，ヒトMSSP，Scr3同

様，N末は高度に保存され，C末が多様であった．組織での発現を丿ーザンブロット法で解析

したところ，Scr3がどの組織にも一様に発現しているのに対し，NfSSPはどの臓器にも一様

に弱いながら発現している事に加えて，複数の小さなサイズのmRNAは精巣で強い発現が見

られた．そこで，マウス精巣，精子発生過程におけるMSSPの発現をノーザン及び精巣組織切

片をinsituhyb耐iZation法で解析したところ，精原細胞から発現が見られるが，最終的な精子

にはMSSPは発現していなかった．このことはMSSPが精子形成過程に重要な機能を担ってい

る可能性を示唆していた．次にマウスMSSPゲノム遺伝子を単離し構造解析を行ったところ，

ヒトMSSP遺伝子同様40kbs以上に渡る巨大な遺伝子であり，全体の構造はヒトと類似して

いた．

3．MSSP遺伝子欠損マウスの作成

  MSSPは2つのRNPドメイン(RNP－1A, RNP-1B)を有し，ここはDNA結合，c-Mycとの結合

などの機能ドメインである．そこで，RNP－1Bをネオマイシン耐性遺伝子に置き換えた夕一ゲ

テイングベクターを最初に，おってATGコドンからRNP-1A近傍までを同様に置き換えたべ

クターを作成し，ES細胞に導入後，G418で選択し，組換えES細胞を複数樹立した．一般に

目的とする組換えES細胞の樹立確立は1/100程度であるが，今回は1/10～1/20と高率であっ

た原因としてNeo遺伝子両端に10 kbs以上のMSSP遺伝子を挿入して点に起因すると考えられ

る．次に，組換えES細胞をマウス卵に導入し仮親に戻すことでMSSP遺伝子欠損キメラマウ

ス，それらを交配してへテロ，さらにへテロ同士を交配させ，最終的にホモ欠損体マウスを作

成した．RNP-1Bホモ欠損マウスは生後20月を経過した時点で大きな形態的な異常は観察さ

れていない．これは2つ存在するRNP1の内，RNP一1Aが機能相補，あるいは複数存在する他

のMSSPファミリータンパク質がMSSP-1 RNPl-B機能を相補している事が予想された．しか

しながら，ATGから組み換えたホモMSSP欠損マウスは明らかに子供の出生数の顕著な減少が

見られ，他のMSSPファミリータンバク質の機能相補を超えて，致死へと向かっていることが

示唆された．MSSPが精子形成に関与している可能性が高いので，このATGホモ欠損マウス

の詳細な解析が期待され，更に弓Iき続いて観察している．

  以上の結果はc-Myc結合夕ンバク質MSSPの個体レベルでの機能解析に重要な知見と可能性

を与えており，学位論文にふさわしく，薬学博士として藤本充章を推薦するものである．
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