
    博士（医学）李  紅梅
  学位論文題名
C/EBPQによる

ヒトQ－フェトプロテイン遺伝子の発現制御

．学位論文内容の要旨

  胎児期の主要な血清蛋白質であるaーフウトプロテイン(AFP)は、主に胎児肝、ヨークサッ
クで産生され、出生と共に急速に減少し成体ではごく微量が検出されるのみである。しかし、

AFPは肝障害に伴い一過性に発現が見られ、また肝細胞癌などの発生に伴い高レベルに発現す
ることから信頼性の高い腫瘍マーカーとして知られている。AFP遺伝子の組織特異的な発現は

肝に豊富な転写因子群HNF（Hepatocyte Nuclear Factor)ー1、FINF－3、HNFー4などによ
って制 御されて いる。マ ウス、ラッ トにおいてAFP遺伝子の転写制御領域にC/EBP
  （CCAAT/enhancer binding protein）の結合配列が存在することが報告されているが、

C/EBPがヒトAFP遺伝子の発現制御にどのように関与しているかはまだ分かっていない。こ
こでは、リコンビナントC/EBPaを用いてゲルシフトアッセイおよびDNaseIフッ卜ブリンテ

イング法を行い、AFP遺伝子の制御領域に存在するC/EBPaの結合配列を同定した。これら結
合配列がAFP産生性肝癌細胞株において機能していることをレポ一夕ーアッセイにより確認し、
更にC/EBPcxが培養細胞内で実際にこれらの領域に結合していることをク口マチン免疫沈降法

により示した。
  まず、ヒトAFP遺伝子の転写制御領域の確認を行った。長さの異なる5’領域をルシフェラ
ーゼ(Luc)遺伝子の上流に組み込み、AFP産生性ヒト肝癌細胞株HuH―7に遺伝子導入した。
その結果、―178 bp内にAFP遺伝子の基本的なプ口モーター領域と一5.0～－3.7 kbおよびー3.7～
-2.9 kbにそれぞれ強いェンハンサー部位の存在が示された。エンハンサ一部位のDNA断片
をGST－Pプ口モーターの上流に組み込み更に詳しく調べた結果、AFPエンハンサ一活性は―

4120～－3756 bp（ドメインA)と―3492～―3300 bp（ドメインB)の2ケ所に局在すること
が示された。
  次に、ゲルシフトアッセイおよびDNaseIフットプリンティング法によルヒトAFP遺伝子
の転写制御領域に存在するC/EBPaの結合配列を同定した。データベース検索によルヒトAFP
プ口モーター部位にC/EBPa結合配列の存在が示唆された。マル卜一ス結合蛋白質にC/EBPa
のDNA結合ドメインを組み込み融合蛋白質として発現、精製した蛋白質を用いてゲルシフ卜
アッセイおよびDNaseIフッ卜プリンティングを行った。この結果、プロモーター領域では-16

～－3 bp (sitel）とー126～―111 bp (site2）の2ケ所にC/EBPaの結合部位が同定された。同
じ様にェンハンサー領域のC/EBPa結合配列の同定を行ったところ、ドメインB領域では―
3322～ー3304 bp (site3）、－3449～―3433 bp (site4）およびー3485～―3473 bp (site5）
の3ケ所に、ドメインA領域では―3788～一3771bp (site6）と-3918～―3900 bp (site7）
の2ケ所にC/EBPaの結合が示された。これらの配列と融合蛋白質との結合能には大きな差
が認められ、特にsite3、site6およびsite7で強く結合した。

    これらC/EBPaの結合配列(site1～site7）の転写活性能をレポー夕一アッセイにより調べ
た。site1～site7のそれぞれを合成し、Luc遺伝子にGST―Pプ口モ一夕一を繋いだpGL3ー
GSTPの上流に挿入、これらのプラスミドをAFP高産生性HuHー7細胞に遺伝子導入してLLIC
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活性を調べた。site3、site6およびsite7で強い活性が認められ、また他のsiteを挿入した
プラスミドでもコント口一ルベクターより強い活性が認められた。またコピ一数の増加（3コ
ピー）によりLuc活性も増強された。これらレポー夕一プラスミドをC/EBPa,の発現ペク夕
一と共にAFP非産生性COS一7細胞にコトランスフェクトした。その結果、site3、site6お
よびsite7はC/EBPaの過剰発現により6～8倍ほど活性が増強された。他の部位も2～5倍
ほど活性が上昇し、これらの部位の転写活性がC/EBPaの過剰発現によって増強されることが
確認された。
  これらのC/EBPaの結合配列がAFP産生細胞で実際にC/EBPaと結合していることを調べ
るため、クロマチン免疫沈降法による解析を行った。まずAFP産生性のヒト肝癌細胞株FILiH―7
と胃癌細胞株TakigawaのAFPとC/EBPaのmRNAの発現をRTーPCRにより調べた。どち
らの細胞株でもAFP、C/EBPa共に強いPCR産物のバンドが認められた。一方AFP非産生
性の肝癌細胞株HLEc一1では、同じ条件のRTーPCRによりAFPおよびC/EBPaのバンドは検
出されず、mRNAの発現は無いか非常に少ないものと思われた。これら細胞をホルムアルデヒ
ドで固定し、超音波処理によりDNAの断片化を行い、C/EBPaに対する抗体で免疫沈降を行
った。この抗原抗体複合体をテンプレートに用い、AFP遺伝子のプ口モ一夕ー領域(-244～-1
bp)およびェンハンサー領域（ドメインA、―4046～－3756 bpおよびドメインB、-3608～ -
3300 bp)に対応するプライマーを用いてPCRを行い、これらの遺伝子領域が抗体により沈降
しているかどうかを調べた。HuH―7およびTakigawaの両細胞で、抗C/EBPa抗体がプ口モ
ーター領域、エンハンサードメインAおよびBで、PCRによりそれぞれの領域に対応する3
つのバンドが観察された。またこれら細胞株では特にドメインAが他よりも効率よく増幅され
ていた。一方、HLEc－1ではどの領域も有意なバンドは認められなかった。
  これらの塩基配列をC/EBPaのconsensus結合配列（5’－NNATTRCNNAANNN－3’）と
比較したところ、強い結合性および転写活性が認められたsite3、site6およびsite7は
consensus配列に対し83.0～93.8％と高いホモ口ジーを示した。site2はマウス、ラッ卜のプ
口モーター部位に報告されたC/EBPの結合配列に100％相同であった。ヒトAFPの制御領域
にはマウス、ラットで報告されたC/EBP結合部位よりも多くの存在が示された。
  以上の結果から、C/EBPaがヒトAFP遺伝子のプ口モーターに2ケ所、工ンハンサードメ
インAに20所、ドメインBに3ケ所結合し、転写活性を増強することを明らかにした。また
AFPを産生する細胞内ではC/EBPaがこれらの領域に結合しているこ‘とを示した。このよう
に制御領域にC/EBPaの結合部位が多数存在することから、C/EBPaがヒ卜AFP遺伝子の発
現に極めて重要な役割を持つことが示唆された。
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学位論文審査の要旨

主 査  教授   西  信三
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学位論文題名

C7EBPQに よ る

ヒトa―フェトプロテイン遺伝子の発現制御

  aーフェトプロテイン(AFP)は主に胎児肝とヨークサックで産生される胎児期の主要な血清蛋

白質であるが、出生と共に急速に減少し、成体ではごく微量しか検出されない。しかし、肝細胞

癌の発生に伴い高レベルに産生されることからAFPの測定は信頼性の高い腫瘍マーカーとして

利用されている。

本研究は肝特異的転写因子のーつであるC/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein a)のヒト

AFP遺伝子発現への関与を解析した。リコンビナントC/EBPa,を用いてゲルシフトアッセイおよ

びDNaseIフットプリンティングを行い、AFP遺伝子転写制御領域に存在するC/EBPaの結合配

列を同定した。これらC/EBPa結合部位の転写活性化能をレポーターアッセイによりAFP産生性

肝癌細胞株を用いて解析した。また、細胞内の内在性C/EBPaとの結合をクロマチン免疫沈降法

により解析した。その結果、C/EBPaはヒトAFP遺伝子のプ口モーターに20所、工ンハンサー

ドメインAに2ケ所、ドメインBに30所の7力所に結合し、転写活性を増強した。またAFP

産生細胞においては、内在性C/EBPaがこれらの領域に結合した。以上の結果はC/EBPaがヒト

AFP遺伝子の発現に重要な役割を持つことを示唆した。

公開発表では副査田中教授からのC/EBPaのプロモ一夕ー領域における結合とェンハンサー領

域のそれではAFP発現に対する重要性は異なるかという質問には、申請者はプ口モーター領域

での結合および転写活性能は弱く、工ンハンサー領域での結合および転写活性能は強かったと回

答した。また、C/EBPa, consensus配列に似た塩基配列ならばどこにでもC/EBPaは結合して転

写活性を増強するかという質問には、ドヌインAとドメインBの間にはC/EBPa consensus配

列に約80％ホモロジーを持つ配列が存在するが、レポ一夕ーアッセイでは、転写活性の上昇が

なかったと回答した。さらに、C/EBPaを強制発現させたAFP非産生細胞においてC/EBPaの結
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合するのかとの質問には未実験であるかったと回答した。

副査石橋教授からはマウス、ラットと異なルヒトAFP遺伝子上流にはC/EBPa結合部位が70所

も存在する理由とその意義について質問があった。申請者はAFP遺伝子上流の塩基配列はヒ卜

とマウス、ラットでは大きく異なることおよびェンハンサー領域はヒ卜では転写開始点から約4

kb上流に集中して存在するがマウス、ラットでは3ケ所に大きく分かれて存在するなど両者は

類似性が低いという事実を回答した。また、C/EBPorの発現と癌化の関連性についての質問には

AFP遺伝子の発現している肝癌細胞の多くは、C/EBPaも高レベルに発現しているが、AFPの発現

していない肝癌細胞では、C/EBPaの発現が低レベルであることから、肝癌ではC/EBPaの発現

とAFP発現に相関が認められるが、しかし、AFP遺伝子を発現していない正常肝細胞でもC/EBPa

は発現していると回答した。

副査酒井助教授からはC/EBPa欠損マウスでのAFPの発現変化を含む性状の変化について質問

があったが、申請者は文献的にはC/EBPa欠損マウスでは低血糖、高アンモニア血症、肝臓での

脂質・グリコーゲン蓄積の低下、脂肪組織での脂質蓄積の低下などが原因で生後数時間後に死亡

するが、AFPの発現変化は報告されていないと回答した。

  審査員一同は、これらの研究成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得状況など

も併せ申請者が博士（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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