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論文題目

氏名

論文 の 内容の要旨

R e 卯1 a ti o n of th e 馳 p p el
･h k e zi n c fi n g e r t r a n s c rip ti o n f a ct o r

監L F 5 侶 T E B 2 胤 F b y th e l e u k e mi a
･

a s s o ci a t e d p r o t ei n S E T

馳 p p el ･ h k e zi n c 丘n g e r t r a n s c rip ti o n f a ct o r E L F 5 侶 T E B 2 tI 乱 即 こ対す

る白血病関連タ ン パ ク質 S E T に よる抑闇作用の研究

宮 本 索

動脈硬化症や経度的 バ ル ー ン 血管拡張術後の 再狭窄 で は細胞増殖 ､ 細胞蓬走及 び細胞外 マ ト

リ ッ ク ス の産壁 書 分解過程を含む血管リ モ デリ ン グと呼ばれる血管壁 の構造変化が起こ るo 特に

血管の構成細胞 で ある血管平滑筋細胞は こ れ ら の病変形成過程にお い て 脱分化 し
､
ミ オ シ ン 重鎮

ア イ ソ フ ォ
ー ム の 発現 パ タ ー ン が変化する こ とが知られ て い る｡

こ れ ま で に血管障害に伴う新生

内膜内の 血管平滑筋細胞に胎児型 ミ オ シ ン童鎖 鳴M e m b) が発現する こ とが知 られ て おり ､ さら

に S M e m b の プ ロ モ
ー

タ
ー 領域 に結 合 し､ そ の 発現 を 克進 させ る核 内転 写 因子 と し て

監y故p p ei
一

地 e zi n c 鮎 嘗e r 七r a n s c rip ti o n 払ct o r 5 ( K L F 5 , 別名 B a si c t r a n s c rip ti o n a且 ei e m e n t

態i n di n g p r ot ei n
･ 2 (B T E B 2)

,
I n t e sti n al

-

e n ri ch e d K r故p p el
-

li k e fa ct o r (I K L F)) が発見され て い る
｡

K L F 5 は C 来端に 3 つ の 2;i n c フ ィ ン ガ ー ドメイ ン を D N A 結合領域と し て持 つ 特徴的構造か ら

K T亀p p el ･ 放 e f a c t o r フ ァ ミリ ー 転写因子群の
一

員に分類され て い る
o 最近 ､ 私たちが作製した

K L F 5 ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス で は実験的血 管障害処置による血管平滑筋の 増殖が抑翻され て い る

の み ならず ､
ア ン ジオテ ン シ ン ⅠⅠ 負荷に よる心筋細胞 の肥大お よび問質の繊維化が減弱 して い

た o
こ れら の結果に より K L F 5 が血管平滑筋細胞の 形質変化だけで はなく ､ 問質細胞 の 活性化

及び血管新生 を含む血管リ モ デリ ン グ全般に関与して い ると考え て い るo また
､

ヒ ト で は冠動脈

の 監厚 した内膜で も K L F 5 の発現が認 められ て い る
o

さらに
､

ti s s u e E a c t o r ､ p l a もel e七･ d e ri v e d

g r o w th f a ct 肝 A (P D G F ･ A) 及び v a 8 C ul a r c e u a d h e si o n m ol e c ul e
･ 1 など の 血管病変に関連する
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様 々 な因子が 監L F 5 の 下流遺伝子 にある こ とが報告され て い る こ とか ら K L F 5 を介 した転写機

構を解析 ･ 制御する こ と紘平滑筋脱分化の みならず血管リ モ デリ ン グ の 理解､
血管病の 予防 t

治

療に つ ながると考えられ るo

晴乳類 の 遺伝子発 現は単 - の 因子に よるも の で はなく e n h an c e o S o m e と概念的に呼 ばれ る

様 々 な核内因子 の 巨大複合体により制御され て い るた め
､
K L F 5 による転写発現調鱒 の研究にお

い て も核内相互作用因子を含め て解析する こ とが必要と考えた
o さらに

､ 核内因子 の 盗i n c フ ィ

ン ガ ∵ 構造領域は D N A - の結合に寄与する の み で はなく ､
タ ン パ ク質同士 の 相互作き削こ寄与す

ると報告され て い る こ と か ら本研究では K L F 5 の D N A 結合領域に作用する核内相互作用因子 を

探索 中 岡定 し
､ そ の 作用を解析する こ とに より ､ E L F 5 の転写制御機構を解明する こ と を目的と

した( F ig . 1) ｡

Fi g . 1

D o w n str e a m

T a rg et g e n e †

K L F 5 D N A 結合領域 に結合する棟内相互作用因子 を得るために
､
ヒ ス チジ ン タ グ付加 臥 F 5

D N A 結合領域を精製 ､
ニ ッ ケ ル 樹脂に固定し

､
こ れ に血管平滑筋培養細胞 の核抽出液 を添加 し

た ｡
監L F 5 D N A 結合儀域と結合 した因子は S D S - P A G E 上に多数み られ ､ それぞ れに つ い て

T O F ･ M a s s を用い た M a s s fi n g e r p ri n ti n g 法及び M a s s s e q u e n ci n g 法に より タ ン パ ク質を同定

し た｡ そ の 内 S D S
･ P A G E 上 3 9 k D a の タ ン パ ク質は S E T で あ っ たo S E T は急性白血病の原因蛋

由と して知られ て い た o また ､ ク ロ マ チ ン 構造 の変換に寄与すると考えられ て い たが
､ 転写制御

に関 して は未解明 で あ っ た こ とか ら S E T の E L F
■
5 に対する制御に つ い て解析する こ と と した o

まず
､
S E T が E L F 5 と結合する こ とを確認.するために ､ 精製 した S E T と K L F 5 D N A 結合領域

も しくは K L F 5 を用い て i n vi t r o で E L F 5 と S E T が直接結合する こ とを確認 した
o

また ､ 細胞

抽出液を抗 E L F 5 抗体 で免疫沈降させた沈降物に S E T が含まれ て おり ､ 培養細胞内 で S E T が

K L F 5 と結合 して い る こ とを確認 した
o

さらに
､ 初代培養血管平滑筋細胞 で S E T は E もぎ5 と同

じ く棟内に局在する こ と を確認 したo 次に
､

S E T の 臥 F 5 に対する制御機能を解析するために

S M e m b の プ ロ モ
ー タ ー 領域をプ ロ ー ブ と して ゲ ル シ フ トア ッ セ イ を行な っ た と こ ろ S E T は
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監L F 5 の プ ロ ー ブ - の結合を阻害 した
.
さ らに

､
K L F 5 の 下滝遺伝子 で あるS M e m b 及び P D G 酢 A

鎖を レ ポ
ー

タ ー と して用い た レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ により E L F 5 による こ れ ら下流遺伝子 の発現

完遂を S E T が抑制する こ とがわ か っ た
o

こ れら の こ とか ら S E T は E L F 5 の D N A 結合領域に

結合 し
､

E L F 5 の 活性を抑制する因子 で あると考えられたo
こ の こ と を確認するため

､
瓦L F 5 の

み
､

もしくは 監L F 5 と S E T を安定的に発現する N I H 3 T 3
･

3 細胞を作製 し
､

K L F 5 の細抱増殖克

連作用に対する S E T の 抑制作用 を検討 した と こ ろ K L F 5 の細脇増殖克連作用は S E T により抑

制され る こ とがわか っ た ｡ さらに ､ ⅩもF 5 も しくは S E T を発現する ア デノウイ ル ス を作製 し､

K L F 5 の 細胞増殖克進作芦別 こ対する S E T の 作用を調 べ たと こ ろ､ やはり E L F 5 の細胞増殖克連

作用を S E T が抑制 し たo
こ れら の結果 により

､
細胞 レ ベ ル にお い て も S E T に 乱 F 5 の 効果を

抑制する作用があ る こ とがわか っ た
o

また
､
E L F 5 は ホ ル ポ - ル エ ス テ ル による細胞増殖刺激 に

より早 い タイミ ン グ で誘導が か かり増加する こ とが知られ て い たが
､ 同時に S E T の 発現及び下

流遺伝子 で ある P D G F
･

A 鎖 の m R N A 量を測定 したと こ ろ E L F 5 が発現増加する の と同時に

S E T の 発現が減少 し
､

そ の後に P D G F - A 鎖 m R N A 量が増加 して い る こ とがわ か っ た o こ の こ

とは刺激により S E T の発現量が減少 し
､

E L F 5 の抑制を解除 して い る可能性を示唆する もの で

あ っ た
o

また
､

こ の発現減少は E L F 5 の 発現増加 と同じタイ ミ ン グ で お こ る こ とから S B: T が

K L 野5 と協調的に下流遺伝子 の発頭を調節 して い ると考えられ たo 個体 レ ベ ル で はラ ッ トを用 い

た バ ル
ー

ン 障害血管内膜肥厚 モ デル にお い て ､ 肥厚 した新生 内膜にお い て 血管平滑筋細胞 の核内

に 監L F 5 と同様に S E 甘 の発現がみ られた o
こ の こ とから個体 レ ベ ル で も S E T が E L F 5 を制御

して い ると考えられた ｡
バ ル

ー

ン 障害血管内膜肥厚 モ デル は血管障害に呼応 した生体の 反応で あ

り ､ X L F 5 の 過剰な作用 ､ 特に E L F 5 に起因した過剰な細胞増殖克造作用を S E T が発現する こ

とにより抑制 し
､

無制限に細胞が増殖する こ とを抑制 して い ると考えたo 以 上 の結果か ら S E T

が K L F 5 に対 して抑制的に作用する こ とを解明 した
o

次に p 3 0 0 による ヒ ス ト ン の ア セ チ ル化を S E T が抑制すると の報告が ある こ と, また､
E L F 5

と類似 の転写因子 で ある S p l 及び 瓦r y th r oid 加 p p el
- E k e f a ct o r 伍E L F) が p 3 00 により ア セ チ

ル化を受けると の 報告があり E L F 5 も同様 に ア セ チ ル化される可能性がある こ とか ら､ E L F 5

が p 3 0 0 により ア セ チ ル 化され ､ こ の ア セ チ ル 化が S 苫T により詞偉される と いう仮説を立 て ､

検証 したo まず ､ K L F 5 が細胞 レ ベ ル で ア セ チ ル化され るか を【3 H ] a c et a もe を用 い て 検討 した結

果､
監L F 5 杜細胞内で ア セ チ ル化され る こ とが示唆された o 次に 乱 F 5 の 全長

､
D N A 結合領域

の タ ン パ ク質ならびに D N A 結合領域を除い た領域 の タ ン パ ク質を用い て
､

瓦L F 5 の D N A 結合

額域が ア ヤ チjL , 化酵素 で ある p 3 0 0 により i n vi t r o で ア セ チ ル化され る こ とがわか っ た
｡ p 3 0 0

の機能と して ア セ チ ル 化作用以外に核内因子 間の 橋渡 し作用や転写因子群が集まるた め の 足場

となる作用を持 つ こ とが知られ て い るため
､ p 3 0 0 が E L F 5 と相互作用 して い るか検討 した

o 抗

p 3 0 0 抗体を用い て細胞を免疫沈降 した結果 ､ 免疫沈降物に E L F 5 が存在 して おり
､ 細胞内 で

K L F 5 と p 3 0 0 が結合 して い ると考えられ た
｡ さらに ､ p 3 0 0 の K L F 5 の 転写活性化に及 ぼす影

響を解析するため に レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を行な っ た と こ ろ
､
K L F 5 による下流遺伝子 の 発現克進

を p 3 0 0 が促進 した
｡ p 3 0 0 の ア セ チ ル 化領域欠 損変異体 で は促進作用が強弱する こ と か ら ､
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K L F 5 に対する促進作用 の
一

部は p 3 0 0 による K L F 5 の ア セ チ ル 化に起因するも の で あ る こ とが

判明 した
｡

以上 の 結果 か ら 瓦L F 5 は p 3 0 0 により ア セ チ ル化され ､ さ らに K L F 5 による転写活

性化を p き0 0 が促進する こ とが明 らかとな っ た
o

次に p 3 0 0 による K L F 5 の ア セ チ ル 化を S E T が抑制するか を検討 した
｡ 精製 した K L F 5 の

3) N A 結合領域が i n vit r o で p 註0 0 により ア セ チ ル化され る条件下 で S E T を添加すると E L F 5

D N A 結合額域 の ア セ チ ルイヒが抑制され ､
こ の ア セ チ ル化の 抑制には p 3 0 0 の 添加前に S E T を添

加する こ とが必要 で ある こ とから ア セ チ ル化された K L F 5 を S E T が脱ア セ チ ル 化する の で亭まな

く ､ S E T が E L F 5 の ア セ チ ル 化部位を覆い隠す こ とにより ア セ チ ル化を抑制すると いうこ とが

わ か っ た｡

本研究により
､
S E T は ⅩL F 5 の D N A 結合を阻害 し

､ 転写 の活性化を抑制する の に合わ せ て

p 3 0 0 から の ア セ チ ル化を抑制 し
､

K L F 5 の転写活性化効果を抑制すると いう 2 重の働きを持 つ

抑制性調俸因子 で ある こ とが判明 した
｡

また
､ 細胞増殖刺激により K L F 5 の発現が克適すると

同時に S E T の発現が減少 し
,

こ れ により K L F 5 に対する抑制を解除
､

下流遺伝子 の発現増加に

つ ながるも の と考えられ る( F ig . 2) o 将来的には S E T の K L F 5 に対する作用 を模倣 した低分子化

合物が効果的に K I J F 5 を抑制する こ とに より
､ 動脈硬化な どの 血管病の 予防 ･ 治療に つ なが る

と考えられ るc

F ig . 2
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