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転写反応は 基本転写因子 ととも に機能する様々 な転写因子とそれ に 関連 した

補因子 のネ ッ トワ ー

ク に よ り制御され て い る ｡ 補因子 は転写促進因子ある い は

抑制因子と して 蛋白- 蛋 白間相 互作用及び ( リ ン酸化 ･ ア セ チ ル 化な どの) 化学

的修飾を通 して そ の 活性を示すため ､ そ の 正確な機序を明らか にする こ とが転

写制御機構 の解明に必須と い えよう｡

最近我々 は ､ S p / K L F 型転写 因子群 の 一

員で ある K r u p p e l 型転写 因子 K L F 5 が 心

血管リ モ デリ ン グにお い て 中心的役割を果たす こ とを示 した｡ 更に ､ そ の 転写

活性調節機構を探究する過程で ､ K L F 5 が直接的相互作用および ア セ チ ル化 の 制

御を通 して ア セ チ ル 化酵素 p 3 0 0 に より活性化され癌関連遺伝子 S E T に て抑制さ

れる こ と を見 い だ した ｡ こ こ に お い て 私 は ､ K L F 5 が心血管リ モ デリ ン グの 中心

的転写因子 で ある こ とを鑑みるとそ の活性を抑制する機構を検討する こ と こ そ

が臨床応用を考える上 で重要 で あ る と考え､ 本論文 に て脱ア セ チ ル 化酵素H D A C l

が K L F 5 の 転写活性を直接的に抑制 しうる か に つ い て の 検討を行 っ た｡



方法及 び結果

最初に ､ K L F 5 と H D A C l が細胞 内で相互作用 しうる か を確認するため免疫沈降

法 を行 い ､ 両蛋 白が細胞内環境で結合する こ とを示 した｡ 次に そ の 結合が直接

的なも の か を確認するため組み替え蛋白質による i n v i t r o 結合試験を施行 ､ 両

者 は他 の 因子 を介さず直接的に結合する こ とが判明 した｡ 更 に ､ 両者 の 結合部

位を確認す べ く 両蛋白質の変異体を作成 ､ K L F 5 の C 末端に ある D N A 結合領域と

H D A C l の N 末端 の調節領域が結合する こ とが示 された ｡

EiD A C l は K L F 5 の D N A 結合領域 に結合する こ とが判明 したため ､ 次に ､ 私 は両

者 の結合が K L F 5 の D N A 結合活性 に与 える影響を検討 した｡ ゲル シ フ ト D N A 結合

試験で 両者 の結合は K L F 5 の D N A 結合活性を阻害する こ とがわか っ た ｡ こ れ は

H D A C l が転写 因子 の D N A 結合活性を直接阻害する働きを有する こ と を示すこ れ ま

で に な い 知見 で あ っ た｡

H D A C l が K L F 5 の D N A 結合活性を抑制すると いう結果 か ら次に想定された の は ､

HD A C l は K L F 5 の プ ロ モ ー

タ
ー

活性作用を抑制する で あろうと い う こ と で あ っ た｡

そ こ で K L F 5 の 下流遺伝子 で あり心血管リ モ デリ ン グに重 要で ある血小板由来成

長因子 A 鎖(p D G ト A) 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域を使用 した レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ

を行 っ た o そ の結果､ 予想通 り H D A C l は K L F 5 依存性 の プ ロ モ ー タ ー 活性作用を

容量依存性 に抑制 した｡

次に ､ H D A C l に よる転写活性抑制効果 の細胞 レ ベ ル の意義を検討するにあたり ､

H D A C l が 内因性 の K L F 5 下流遺伝子を抑制する こ とを確認する必要があ っ た. K L F 5

は p h o r b o l e s t e r に よ る活 性化 に続 い て そ の 下流の P D G F - A 遺伝子 を活性化す る

こ とが知 られ て い たた め､ ftD A C l の過剰発現が p h o rb o l e s t e r 刺激後の P D G F -

A

遺伝子 の 発現上昇に及 ぼす影響を調 べ た o やはり f D A C l は P D G F - A 遺伝子 の 発現

上昇を抑制 した｡

H D A C l と K L F 5 の相互 作用機序を更 に詳 しく解明するた め ､ K L F 5 の D N A 結合領

域の う ちどの 小領域が H D A C l に 結合する か を確認 した. K L F 5 の D N A 結合領域は

3 つ の Z i n c ウイげ
- 型配列(Z F l 1 3) か らなる｡ こ の 3 つ の 配列間の H D A C l 結合活

性 を比較 した と こ ろ ､ 3 つ の 配列 は類似性が高 い に も関わらず予想外 に H D A C l

は そ の最も N 末端側 の Z F l の み に結合 した . こ の 部位 は K L F 5 を活性化させ る こ

とが知 られて い たア セ チ ル化酵素 p 3 0 0 が K L F 5 をア セ チル 化する部位と同
一

で

あ っ た. こ の た め私 は H D A C l と p 3 0 0 は K L F 5 の 同
一 部位に結合 し､ 前者は後者

の結合を競合的に 阻害する の で は な い か と考えた ｡ 組み替え蛋白質を用 い た i n

v i t r o 結合試験を行 っ たと こ ろ､ 期待され た通 りfD A C l は K L F 5 と p 3 0 0 の 相互作



用を容量依存性 に 阻害 した ｡ ア セ チ ル 化酵素と脱ア セ チ ル 化酵素が転写因子 の

特定の領域 に競合的に結合する こ との 直接的証明 は こ れ が初め て で あ っ た ｡

最後に tD A C l と p 3 0 0 の 競合的結合 の K L F 5 依存性転写活悼 - の影響を レ ポ
ー

タ
ー ア ッ セ イ に て確認 した ｡ 結果 ､ 予想通 りH D A C l の 過剰発現は p 3 0 0 による K L F 5

転写活性化作用を完全に抑えた｡

考塞

K L F 5 の 転写活性調節機構を解明する過程 にお い て本論文 は脱ア セ チル 化酵素

の新 しい 調節様式を証明する こ とが でき た｡ すなわち ､ 脱ア セ チ ル 化酵素 H D A Cl

は 転写 因子 K L F 5 に直接的に結合 しK L F 5 の D N A 結合活性 を阻害 し､ そ の 結果K L F 5

の プ ロ モ ー

タ
ー

活性化作用を抑制 した｡ 更に Ⅲ)A C l と ⅢJ F 5 活性化因子 で ある

p 3 0 0 は K L F 5 上 の 同
一 部位 (z F l) に結合するため ､ H D A C l は p 3 0 0 と K L F 5 の 相

互作用をも阻害する こ とがわ か っ た｡

まず本論文 で はEtDA C l に よ る K L F 5 抑制作用 の 比較的詳細な機序が明らか にな

っ た｡ H D A C l は転写抑制因子と して広 く知 られ て い る にも関わらず ､ H D A C l によ

る転写因子 の D N A 結合活性 - の 影響に つ い て は こ れ まで ほ とん ど報告され て い

なか っ た ｡ 本論文 の ゲ ル シ フ ト D N A 結合試験 の結果 は ､ H D A C l の K L F 5 - の結合

自体が i n v i t r o にお い て K L F 5 の D N A 結合活性抑制に充分で あ る こ と を示 したo

これ は こ れ まで知 られて い なか っ た H D A C l の 特性で あるo 更に H D A C l と p 3 0 0 の

競合的結合試験 の結果は脱ア セ チ ル 化酵素による新たな転写制御様式を提案す

るに 至 っ た｡ H D A C l は p 3 0 0 の K L F 5 - の 作用を阻害する こ とに よ っ て も K L F 5 の

転写活 性化作用 を抑制 しうる o 両者 の結合部位が 1 つ の Z i n c - 7 イげ
- 型配列 で あ

り ､ そ こ - 同時に結合 で き る因子 は お そ らく 1 つ で あ ろう こ と を考えると ､

H D A C l の 効果は おそ らく単純に p 3 0 0 の K L F 5 - の 結合部位を隠すこ とに よると思

われ る ｡ 脱 ア セ チ ル 化酵素とアセ チ ル 化酵素が転写因子 の特定の 小領域に競合

的に結合する こ とは 両者 の酵素活性を考えた時ごく当然に 予想され る こ とで は

あ るが ､ 組み替えタ ン パ ク質を用 い た直接的証明は本論文が初めて で あ っ た ｡

次に K L F 5 側 の 要素を考える と本論文 は 2 つ の 分子生物学的知見を持 つ ｡ まず ､

転写因子 の D N A 結合領域は 一 般 に は転写因子とそ の D N A 認識配列 を連結させ る

受動的な役割の み を持 つ と考えられがちで ある ｡ しか し ､ 最近 の 報告 で は ､ 特

に S p / K L F 型 転写因子群に お い て は D N A 結合領域が D N A に結合する の み ならず他

の補因子と の相互作用 , 化学修飾 の 場 となり ､ 従 っ て 転写活 性 の 重 要 な調節領

域に なりうる 可能性が示され て い る｡ 本論文も D N A 結合領域が脱ア セ チ ル 化酵

素 ､ ア セ チ ル 化酵素と の作用 に より転写調節 の役割を果たす こ とを示 し､ こ れ



まで の 報告を支持す るも の とな っ た. 更に ､ 本論文 で は複数 の Z i n c - フィげ
- 型配

列 を持 つ 転写 因子 にお け る個々 の Zi n c - フィンが
-

型配列 の 役割 の違 い を示 した点

で 重要 で あ る｡ K L F 5 の 3 つ の Z i n c - フィンが
-

型配列 は類似性が高い に も関わ らず

最も N 末端より の ZF l の みが H D A C l 及 び p 3 0 0 と の 蛋白一蛋白間相互作用 に関与

する こ とが示 され た. こ の こ と か ら少 なく とも S p/ K L F 型転写因子群 にお い て は

同様 に個々 の Z i n c - フルが - 型配列 が異な っ た役割を担 っ て い る可能性が示唆さ

れた｡

K L F 5 と HD A C l の相互作用 の 生物学的意義を考え るに は ､ K L F 5 の 転写活性がど

の ような時に どの ように複数の補因子間で制御されて い るか を考慮する必要が

ある .
一

つ の 可能性 は補因子 の相対的発現量による調節で あ ろうo 以前我々 は

障害血管の新生内膜にお い て K L F 5 の発現量増加 と
-

敦 して K L F 5 の 抑制因子 で

あ る S E T も増加する こ と を示 した｡ また ､ K L F 5 を誘導する ph o rb o l e s t e r は 同

様 に K L F 5 の 活性促進因子 で ある p 3 0 0 を誘導する こ とが知 られ て い る｡ こ れ ら

S E T や p 3 0 0 と比較 した時, H D A C l は こ れ ら の病態 ･ 刺激で は誘導されず､ 普遍

的 ･ 恒常的に発現 して い る補因子 と特徴 づ け られ ､ 各種病態 ･ 刺激 に より転写

活性 が おき た時必要以上 の 活性化がおきな い よう基礎的な抑制機構と して の 働

き が ある の かも しれ な い ｡

最後 に ､ K LF 5 と H D A C l の相 互作用 の 治療的介入を考えた時の意義と して は ､

本論文 に置い て H D A C l が K L F 5 の 活性を長時間にわたり抑制で きた こ と は注 目に

催する｡ また , K L F 5 の うち 1 個 の Z i n c -

フィげ
-

型配列 の み がそ の 転写活性制御

に非常に重 要 な役割を果たす こ とを示 し得た こ とは ､ そ の 部位が治療的介入 の

目標部位となりうると いう意味で非常に有意義で ある｡ 転写活性に重要な蛋白一

蛋白間相互作用部位を正確に 同定で きた こ と は ､ そ こ に結合 して転写活性を制

御 しうる薬剤を ス ク リ ー

ニ ン グで きる とい う点 で非常に有利で ある ｡ 今後そ の

よ うな薬剤 の 局所投与がK L F 5 に関連する心血管系病態の制御に役立 つ かも しれ

な い ｡

盤垂

心血管系転写因子 K L F 5 は脱アセ チ ル化酵素H D A C l によ り抑制され ､ それ はD N A

結合活性 ､ プ ロ モ ー タ ー

活性化作用 に対する直接的抑制効果 に よ るだ けで なく ､

ア セ チル 化酵素 p 3 0 0 と の相 互作用を阻害す る効果に もよる こ とが わ か っ た｡ こ

れ は 脱 ア セ チ ル 化酵素に よる転写制御機構に関する新たな知見で ある ｡ また ､

K L F 5 の 転写活 性 に重要な領域を同定 し得た こ と により ､ 将来の 薬剤開発 の た め

の 重要な情報をえる こ とがで きた と考えられる ｡
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