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題目
転写制御におけるｽﾃﾛｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-
の細胞内動態の解析

要旨

細胞は､増殖や分化､恒常性維持のために様々なｼｸﾞﾅﾙに応答し遺伝子発硯
を行っているが､この分子機構を理解するためには､ｼｸﾞﾅﾙ伝達分子の細胞内
局在を考慮した機能解析が必須である｡そこで､蛍光蛋自質GreenFluorescent
protein(GFP)を応用して､生細胞内におけるﾀﾝﾊﾟｸ質動態を解析することを試
みた｡野生型GFPは高温度感受性を示したので､ a)翻訳効率､ b)発色団の改良､ c)
細胞内安定性の3点に着目し､約20種類の変異体を比較検討して温度抵抗性の
GFP変異体を得た｡本研究では､受容体型転写因子である核内ﾚｾﾌﾟﾀ-を経由
したﾎﾙﾓﾝｼｸﾞﾅﾙ伝達系をﾓﾃﾞﾙとして､ (i)細胞質でﾘｶﾞﾝﾄﾞに結合し
核へ移行し､ (ii)核内で標的遺伝子の転写を制御する､という2段階を経てｼ
ｸﾞﾅﾙを伝達するｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ- (GR)に着目して研究を進め
た｡以下にその結果を示す｡
(1) GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いたｽﾃﾛｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-の細胞内動態の解析系

の開発
細胞質から核へのｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝのｼｸﾞﾅﾙ伝達経路を明らかにするため

に､ GR-GFPの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質実験系を構築した｡この系を用いて､ GRのﾘｶﾞﾝ
ﾄﾞ依存的な核移行が経時的に観察できることを示した｡また､ GR-GFPがﾘｶﾞﾝ
ﾄﾞ識別能､転写活性化能を保持していることを確認した｡
(2)ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-の局在制御機構
GRはｱﾐﾉ末端に転写括性化領域(AD) ､分子中央にDNA結合領域(DBD)､

ｶﾙﾎﾞｷｼﾙ末端にﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合領域(LBD)をｺ-ﾄﾞする｡ GFPに融合したGR変
異体の局在ﾊﾟﾀ-ﾝから､ DBDは核内保持に､ LBDは細胞質保持に重要であるこ
とが示唆された｡さらにADを欠く変異体の解析から､この転写活性化領域にも
細胞質保持能が存在することを明らかにした｡また､ GR-GFPの核移行を誘導す
るｼｸﾞﾅﾙとして(a)転写を活性化をするｱｺﾞﾆｽﾄ分子(Dexamethasone等) (b)転
写を活性化しないｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ分子(RU486)(c)細胞外ｽﾄﾚｽ(熱ｼｮｯｸ)を
見出した｡これらの中で､熱ｼｮｯｸによる核移行は-過的であり､ GRは速や
かに核から排出され､細胞質に再度保持された｡したがって､ GRの核保持には
ﾘｶﾞﾝﾄﾞの結合が重要であると判断した｡

GRの細胞質保持およびﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合能推持には､熱ｼｮｯｸﾀﾝﾊﾟｸ質(HSP90)
が関与していると考えられている｡また､ｴｽﾛﾄｹﾞﾝﾚｾﾌﾟﾀ-(ER)のﾘｶﾞﾝ
ﾄﾞ結合能維持にも､ HSP90が重要であると考えられているが､ GRとHSP90は細胞
質に局在が見られるのに対し, ERはﾘｶﾞﾝﾄﾞ非依存的に核内に局在することか
ら､ ERとHSP90の局在には空間的に矛盾が生じる｡そこでHSP90のGR､ ERに対
する細胞質保持能を調べるために､ GR-HSP90およびER-HSP90のｷﾒﾗﾀﾝﾊﾟｸ
質を構築した｡
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その結果､ GR-HSP90はﾘｶﾞﾝﾄﾞ添加時にも細胞質に留まったが､ ER-HSP90は核
へ局在した｡従ってHSP90の細胞質保持能力はGRに対して優性であり､ ERに村
しては身性であると考えた｡これらの結果は､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ非添加の状態でGRは細
胞質､ ERは核という局在ﾊﾟﾀ-ﾝの違いが生じても､ HSP90がそれぞれのﾘｶﾞ
ﾝﾄﾞ結合能維持に機能しうることを示唆している｡
(3) GRの核内転写複合体の形成機構
ｱｺﾞﾆｽﾄﾘｶﾞﾝﾄﾞによって核へ移行したGRは､転写括性化因子として機能

する｡そこで､ｺｱｸﾁﾍﾞ-ﾀ-として知られているTIﾄ2ﾀﾝﾊﾟｸ質に着目
し､ GRによる転写括性化の過程を解析した｡はじめに免疫沈降法とﾚﾎﾟ-ﾀ-
ｱｯｾｲによって､ GRとTIﾄ2がﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的に相互作用し､転写括性を克進
させることを確認した｡ TIF-2はﾋｽﾄﾝｱｾﾁﾚ-ｽ括性(HAT)を持つことや､
他の介在因子とも結合することが知られているので､この克進作用と細胞内動態
との関与を調べるために､核内の局在ﾊﾟﾀ-ﾝを検討した｡その結果､ TIF-2が
形成している核内小構造体(nuclearfbci)へGRがﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的に集合することを
見出した｡このnuclearfociへの局在は､ GRｱｺﾞﾆｽﾄ依存的に形成されるが､
ｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄの場合には核移行のみでnuclearfociへの集合は誘導されない｡ま
たGRの欠失および点変異体の解析から､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的な転写活性化に必要な
LBD末端のAF-2領域も､ nuclearfociへの局在に必要であることを明らかにした｡
さらにGRの標的配列も､ GR依存的にnuclearfoci上に局在することから､ GRは
DNA結合能､ 2量体形性能を維持した状態でnuclearfbciに局在していることが
判明した｡これは､ GRおよびTIF-2が集合するnuclearfbciで活発に転写が行われ
うることを示唆している｡さらにnuclearfbciに共存する因子を調べた｡すると多
くの転写制御の統合因子であるp300､また基本転写因子群に含まれるTAFを含む
巨大複合体を形成していることが知られるpCAFとも局在ﾊﾟﾀ-ﾝが-致した｡
-方核内ﾚｾﾌﾟﾀ-の転写抑制に関与するSMRTや､自血病病因遺伝子pMLは核
内で小構造体を形成するものの､ nuclearfbciとは核内で占有する領域が異なって
いた｡またDNA複製に関与するSV40Tは､同様の染色条件では核内で均-に染色
され局在が異なった｡この結呆はTIF-2が転写括性化に必須な因子群をnuclearfbci

へ誘導する括性を持つこと､他の核内ﾚｾﾌﾟﾀ-(RARTRβRXR)もｱｺﾞﾆｽﾄ

依存的にnuclearfoci上に局在することから､このfociが核内ﾚｾﾌﾟﾀ-の転写を
統合的に制御している複合体であることが考えられる｡次にnuclearfociが､核内
のどこに局在しているかを調べるために分画化処理を行った｡すると､ TIﾄ2は
核ﾏﾄﾘｯｸｽ分画に検出され､ )'ns)'tuの解析から核ﾏﾄﾘｯｸｽ上でfociを形成
していることが明らかになった｡これらのことからTIﾄ2は､核内で核ﾏﾄﾘｯ
ｸｽ上の特走領域に結合し､ p300等の転写統合因子を介して巨大転写複合体を形
成する足場を提供していると判断した｡
以上より､転写複合体が標的遺伝子上に核内ﾚｾﾌﾟﾀ-を足場として形成され

る従来のﾓﾃﾞﾙと異なり､核ﾏﾄﾘｯｸｽ上に巨大転写複合体の前駆体が形成さ
れ､そこにﾘｶﾞﾝﾄﾞを受けたGRが自らの標的遺伝子を誘導することで転写反応
が括性化されるというﾓﾃﾞﾙを提示した｡転写反応に関与するこれらの因子群
は､核内で近傍に存在することで時間的にも空間的にも効率化し､ DNA結合性
の転写因子は､標的遺伝子を特異的にこの複合体へ運び入れることで､秩序だっ
た制御を行っていると考えられる｡
本研究では､ GFPの改良を行い融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いた実験系を構築し､従来

の手法では検討できなかった細胞ﾚﾍﾞﾙでの経時的､空間的なﾎﾙﾓﾝｼｸﾞﾅﾘ
ﾝｸﾞの解析を行い､細胞外からのｼｸﾞﾅﾙが細胞質や核内でどの様に転写応答へ
と変化されていくかを明らかにした｡
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論文審査結呆の要

申請者氏名小川英知

本研究では､受容体型転写因子である核内ﾚｾﾌﾟﾀ-を経由したﾎﾙﾓﾝｼｸﾞﾅﾙ伝

達系をﾓﾃﾞﾙとして､ (i)細胞質でﾘｶﾞﾝﾄﾞに結合し核へ移行し､ (ii)核内で標的遺

伝子の転写を制御する,という2段階を経てｼｸﾞﾅﾙを伝達するｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚ

ｾﾌﾟﾀ- (GR)に着目して研究を進めている｡

(1) GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いたｽﾃﾛｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-の細胞内動態の解析系の開発

細胞質から核へのｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝのｼｸﾞﾅﾙ伝連経路を明らかにするために､

GR-GFPの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質実験系を構築した｡この系を用いて､ GRのﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的な

核移行が経時的に観察できることを示した｡また､ GR-GFPがﾘｶﾞﾝﾄﾞ識別能､転写活

性化能を保持していることを確認した｡

(2)ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-の局在制御機構

GRはｱﾐﾉ末端に転写括性化領域(AD) ､分子中央にDNA結合領域(DBD)､ｶﾙﾎﾞ

ｷｼﾙ末端にﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合領域(LBD)をｺ-ﾄﾞする｡ GFPに融合したGR変異体の局在ﾊﾟ

ﾀ-ﾝから､ DBDは核内保持に､ LBDは細胞質保持､及びADも細胞質保持能が存在する

ことを明らかにした｡また､ GR-GFPの核移行を誘導するｼｸﾞﾅﾙとして(a)転写を括性

化をするｱｺﾞﾆｽﾄ分子(Dexamethasone等) (b)転写を括性化しないｱﾝﾀｺﾞﾆｽﾄ分子

(RU486)(c)細胞外ｽﾄﾚｽ(熟ｼｮｯｸ)を見出した｡これらの中で､熟ｼｮｯｸによる

核移行は-過的であり､ GRは速やかに核から排出され､細胞質に再度保持された｡し

たがって､ GRの核保持にはﾘｶﾞﾝﾄﾞの結合が重要であると判断した｡

(3) GRの核内転写複合体の形成機構

ｺｱｸﾁﾍﾞ-ﾀ-TIF-2ﾀﾝﾊﾟｸ質に着目し､ GRによる転写括性化の過程を解析して

いる｡免疫沈降法とﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱﾂｾｲによって､ GRとTIﾄ2がﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的に相互

作用し､転写活性を克進させることを確認した｡次に､ TIﾄ2が形成している核内小構

造体(nuclearfoci)へGRがﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的に集合すること､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ依存的な転写活性化

に必要なLBD末端のAF-2領域も､ nuclearfbciへの局在に必要であること､ GRはDNA結合

能､ 2量体形性能を維持した状態でnuclearfKiに局在していることを明らかにした｡多

くの転写制御の統合因子であるp300､また基本転写因子群に含まれるTAFを含む巨大複

合体を形成していることが知られるPCAFとも局在ﾊﾟﾀ-ﾝが-致した｡ -方核内ﾚｾ

ﾌﾟﾀ-の転写抑制に関与するSMRTや､白血痛病因遺伝子pMLは核内で小構造体を形成

するものの､ nuclearf血iとは核内で占有する領域が異なっていた｡またDNA複製に関与

するSV40Tは､同様の染色条件では核内で均-に染色され局在が異なった｡

以上のように､本論文はｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞﾚｾﾌﾟﾀ-の局在の制御機構と核内転写

複合体の形成機構を明らかにしたもので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡

よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値ある

ものと認めた｡


