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研究の背景および目的

G li タ ン パ ク質は - ツ ジホ ッ グシ グナ ル の 標的遺伝子 の発現制御に関わる Z n

フ ィ ン ガ
ー をも つ 転写 因子 で ある ｡ こ の シ グナ ル 伝達経路は D r o s o p hila か ら ヒ

トに い たる まで発生 の プ ロ セ ス に お い て 中心的な役割を果た して お り ､ こ れ ら

の 異常に より ､ 様々 な先天奇形や痛が発生する こ とが報告され ､ そ の シ グナ ル

伝達機構は 主 に D r o s op hil a の系 に お い て詳細に検討され て い るo しか し ､ 晴乳

類で は ､ 不明 な点 も多い ｡ D r o s op h il a に お い て転写因子 は C i の
一

つ の み で ある

が ､ 晴乳類で は役割分担が不明な 3 種類の Gli 転写因子が存在する ｡ ま た ､ C i

と複合体を形成する C o s - 2 や F u の b o m ol o g u e な どは明 らか と な っ て い ない ｡
一

方で ､ ヒ トの 癌 にお い て ､ 基底細胞癌や髄芽腫で ､ - ツ ジホ ッ グ シ グナ ル を構

成する分子 の変異が明らか とな っ て い る ｡ 最近 で は , 搾臓な どの 上部消化器癌

や肺癌､ 前立腺癌 ､ 乳癌にお い て も ､ 腫癌 の発生 ある い は維持に - ツ ジホ ッ グ

シ グナ ル が重要な役割を果たすと いう報告が相次 い で い るが ､
こ れ ら の 癌で は

責任分子が必ず しも明ら か とな っ て い な い ｡ こ の た め ､ 晴乳類にお ける - ツ ジ

ホ ッ グシ グナ ル の 新たな構成因子を同定する こ とは ､ こ の 経路を明らか にす-る

の に役立 つ だ けで なく ､ 腫療 の発生 ､ 維持 の 機構を解明する
一

助に なる と考え

られた｡

そ こ で ､ 今回 ､ 2 つ の affinity タ グ ( m y c および Fl a g) と T E V プ ロ テ ア
ー ゼ に

よ る切断部位 を直列 に つ な い だダブ ル タ グ ( M E F タ グ法) に よ る afrl nit y

p u ri丘c ati o n の 手法と質量分析計を用 い て Gli の 新規結合タ ン
パ ク の 同定を行い ､

そ の機能解析を行 っ た｡

菱塗

M E F タ グによる組換え Glil をヒ ト胎児腎細胞で強制発現させ ､ こ の 細胞抽出液



を抗 m y c 抗体
･ 抗 F la g 抗体を固相化 した ビ

ー ズとイ ン キ ュ べ - シ ョ ン し､ 結合

分子 の affinity p u rific atio n を行 っ た ｡ 特異的に結合 した タ ン パ ク 質を電気泳動後 ､

銀染色 し ､ バ ン ドを切 り出 して ､
ハ イ ブ リ ッ ド ( 四重極 一 飛行時間) 型 の 質量

分析計 ( Q - T O F 2
,
M i c r o m a s s W yth e n sh a w e , U K) にて シ

ー ク エ ン ス を行 っ た ｡ さ

らに ､ 同定 したタ ン パ ク質との 結合に 関 して 生物学的意義 の検討を行 っ た ｡

経基

G lil の 新規結合因子と して 1 4 - 3 - 3 を見出 した｡

1 4 -3 _3 は結合タ ン パ ク質中の リ ン酸化された特異的な配列 に結合する こ とが知

られて い る o m uta g e n e sis に より予測結合部位に変異を導入 した G lil を作成 し ､

遺伝子導入 ､ 1 4 -3 -3 との 免疫沈降を行 っ た ｡ こ れ に より 64 0 番目 と 6 5 9 番目 の セ

リ ンが結合部位で ある こ とがわか っ た｡ 6 4 0 番目の セ リ ン は P K A に よる リ ン酸

化配列 で ある こ とが知 られ て い たた め ､ P K A を活性化 した状態で再度 ､ 免疫沈

降を行 い ､ 結合が増強する こ と を示 した｡ ま た ､ リ コ ン ビ ナ ン トタ ン パ ク を用

い たin vitr o ki n a s e a s s ay を行 い ､ こ の配列 が P K A に よ りリ ン酸化される こ と を

確認 した｡

G li2 お よび G li3 も同様 の 手法により G lil と相同 な領域 ( G li2 で は 9 5 6 番目 の

セ リ ン ､ G li3 で は 1 0 0 6 番 目の セ リ ン) で 1 4 - 3 -3 が結合 し､ こ の 部分も P K A に

よりリ ン酸化される こ と をi n vitr o kin a s e a s s ay で確認 した｡

Gli の 転写活性に こ の 結合が関与する か レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を行 い ､ 検討 した｡

Gli 結合配列 をプ ロ モ ー

タ
ー

に も つ ル シ フ ェ ラ
ー ゼ プラ ス ミ ドを Gli の 野生株あ

る い は 1 4 -3 -3 に対する結合部位 の変異体とともに遺伝子導入 し､ 転写活性を測

定 した . P K A を活性化 した条件で G li2 で のみ有意差を認め ､ 野生株は 1 4 -3 -3 と

結合 しない変異体と比較 し ､ 転写活性が低下する傾向を認めた｡

こ の 転写活性 - の影響が細胞内局在 の変化に よるも の か免疫細胞染色を行 い ､

検討 した ｡ G li2 にお い て ､ 野生株 ､ 変異体 いずれも核に局在 し､ P K A を活性化

した条件で も核に 局在 したため ､ こ の 結合は細胞内局在 の変化 に は影響 しな い

と考えられた｡

登塞

本研究で ､ G li2 が P K A に よるリ ン酸化依存的に 14 -3 13 と結合 し､ 転写活性が

低下する こ とが示 され た｡ Glil と Gli3 も相同な領域で P K A による リ ン酸化依存

的に結合 したが ､ これ らで は転写活性 - の 影響は明らか とならなか っ た｡ P K A

は vi v o で - ツ ジホ ッ グ シ グナ ル を負に制御する こ とが知 られ て い たが ､ そ の機

序はリ ン酸化とそれ に引き続くプ ロ セ シ ン グ ､ リプ レ ッ サ ー

の 形成 に よ る と考

えられ て い る｡ 今回 の 1 4 -3 -3 と の 結合は新たな - ツ ジホ ッ グ シ グナ ル 伝達機序
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を示 したも の と考えられ る ｡ 転写活性低下 の機序と して ､
1 4 - 3 - 3 は B A D ､ F O X

転写因子 F K H R L l や ヒ ス トン 脱ア セ チル 化酵素 H D A C とリ ン 酸化依存的に結合

し､ そ の 細胞 内局在を変化させ る こ とで機能 の吊り御を行う こ とが 知 られ て い る｡

こ の ため ､ 今回 の G li と 1 4 - 3 - 3 との 結合も細胞内局在に影響を与え る か検討 した

が ､ 免疫細胞染色 で 明 らか な変化を認 め なか っ た｡ こ の 結合 は G li2 の 転写活性

に影響を与える が ､ G lil に は影響を与えな い こ と ､ G li2 ､ 3 との み結合する転写

コ ア クチ ベ
ー タ ー

C B P との 結合領域が 1 4 -3 -3 結合領域 の 近傍に位置する こ とか

ら ､ こ の 結合 に影響を与え る可能性があり ､ 今後の 検討を要する ｡ また ､ 最近 ､

J N K により 1 4 - 3 - 3 自体がリ ン 酸化をうけ ､ 結合が低下すると いう機序も報告さ

れ て い る ｡ - ツ ジホ ッ グ シ グナ ル は ､ 組織傷害時の幹細胞プ ー

ル の 維持に重要

で あると考えられ て い るた め､ 今回の 系を介 して ､ 細胞 ス ト レ ス - J N K の 活性

化と - ツ ジホ ッ グ シ グナ ル との ク ロ ス ト
ー ク がある か興味深 い ｡

結語

M E F タ グ法 による affi nit y p u rific ati o n と質量分析計を用 い て ､ G li の 新規結合

因子 14 -3 -3 を見出 したo こ の 結合は P K A による リ ン酸化依存的で あり ､ G li2 お

よび Gli3 も P K A による リ ン 酸化配列を介 して 1 4 - 3 -3 と結合 した ｡ G li2 に お い て

の み こ の結合が転写活性を低下さ せ た｡ こ の 研究は ､ - ツ ジホ ッ グシ グナ ル の

新たな伝達機序を示 したも の で ある ｡
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