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』的 盆 背景

ケラチンiL伝子発現のメカニズムについて

いわゆる細胞骨格 (サイトスケル トン)とは､広く真核細胞の細胞賃内で網状構造

を形成している繰推成分の総称であり､線維束の太さによりマイクロフィラメント

(6nm).中間径強推 (10nm),およびia小管 (24nm)に分類されている｡上皮

細胞で毘められるケラチンは,その拭胞骨格蛋白の一つである中間径線維に屈し.

間葉系細胞で罷められるビメンチンや箭細胞で辞められるデスミンなど他の中間径

線推蛋白と異なり,きわめて多様性に去んだ-群の蛋白文であるl).

現在までにヒトの上皮細胞系では21種類のケラチン中間径線維 (Kl～KZl)が

知られておりZl).そのうちK203)はr ･小AL粘膜および表皮メルケル細胞に.また

KZ1-1ま小浦粘膜上皮に発現されていることが最近分かったもので,それらの他にも

毛皮文から分赦された,いわゆる硬ケラチン群が約8稚類存在することが知られて

いる5).MoHら2)により,分子tと等号点の差によって二次元電気泳動的に.分子A

の比較的大きい塩基性ないしtype ロケラチン群 (Kl～K8),および分子Jtの比較

的小さい硬性ないしtypeTケラチン群 (K9-K19.KZOとKZlもこれに属す)に

分頬され これらはケラチン目録として広く受け入れられている｡さらにそのケラ

チン目抜を作成していく過程で,数多くの正常および異常上皮を調べることにより,

K9やK19など一部の例外を除いて,特定の塩基性ケラチンは常に特定の蛮性ケラ

チンとベアで発現されていることが判明したW .即ちケラチンは.中間径線維に属

する他の蛋白とは異なり単独では線維状8t造をとることができず,酸性および塩基

性ケラチン群同士の組み合わせ,即ちへテロダイマーが基本となってケラチン中間

径鞍経が形成されるわけである.JnVitroでは,この両者のケラチンサブ77ミリー
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の組み合わせには特定のルールはなく.それぞれのケラチン群から等Iのケラチン

を選べば安定な接推状8t道をとるが8),/'nvivoにおいては特定の浪性および塩基性

ケラチンがケラチン同士の奴和性により対を形成し,これによって個々のケラチン

対が異なった物理的強靭産あるいは柔軟性を有し.固有の機能を発拝するものと匁

推される9).

ケラチンベ7の党規は細胞のft類,坤柚,分化によって特異的に変化し,例えば上

皮の中でも壬If宗平上皮であるヒト表皮において,その最外qfである角Ifのdt成成

分としてもI要なケラチン蛋白は,基底抽胞では塩基性のK5と軟性のK14という

l組のケラチンベ7から成り (Ji密には微tのK15も含まれる).このベアは粘膜

を含め,壬J貫平上皮基底細胞に特異的に出現するので扇平上皮型と呼ばれる'･.0㌧

そして分化した上Prの有凍細胞では.それに加えてKlとK10のベ7 (角化型ある

いは皮RI型)が発現されるようになり.最終分化して角ITに至るとこれらのケラチ

ンは一部プロテ7-ゼにより分解され.分子tのやや小さい蛋白となって角箕 (死)

細胞の線維を形成する6･10).-方乾辞や外傷後など,表皮増殖が刺激されている状態

では,Kl/KIOの代わりにK6/K16(およびK17)という-●emergencykeratlnH

(過叫柾型)が発現されてくる11).正常ヒト表皮の培暮紳胞について述べると,逮

常馬平上皮型のK5/K14と過土書殖型のK6/K16の2組のベ7ケラチンが発現され,

角化のマーカーであるKl/K10は発現されないが,培地の液Iを堵暮紳胞のコロニー

の上面が空気に触れるように調整したり,培地からビタミンAを完全に除去したリ

すると角化型のKl/K10が合成されてくる12).なお,KS/K14から成る基底flの

ケラチン隷椎を屍兼抽出後invitroで再輔車すると,太さも長さも不定,即ち規則的

な10nmフィラメントが形成されないため.不安定で比較的容易にサブユニットに解

搬することができるが,同様にして再柵襲された,Kl/K10から成る有頼FFのケラ
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テン挨椎は10nmの安定した撮姓を形成する1))｡このことは.基底細胞では抑胞分裂

時に動的に分布変換するケラチン頼経の特性を反映し.また有叔細胞は保護構造と

しての表皮の主要な形成細胞であることと密に対応しているように思われる｡

さて,これらのケラチンは各々個別のiA伝子によって規定されておLJ,塩基性ケラ

チン群は12番染色体上.醸性ケラチン群では17番染色体上にそれぞれClusterとし

て位耳しているが,このことは特異的なベ7としてのケラチン発現が単なる染色体

上の位正的係によるものではな<,おそらくは主として転写レベルで何らかの共通

の制御因子により調節されていることを示唆している1.).組持切片を用いたケラチ

ン抗体との反応性,ケラチン蛋白抽出後のt気泳動およびプロッティング反応など

の手法によれば,KS/Kl4蛋白はともに基底JTのみならず有村TFにおいても生化学

的には認められる机 insituhybridizatlOn法によればそれらのmRNAは基底4で

のみ認められ.代わL)に有轍PIでは,基底Prでは検出されない分化型のK1/KIOケ

ラチン遺伝子mRNAが検出されるようになり.それに対応してKl/KIO蛋白が発現

されてくる-5)｡このことは.ケラチン発現が主として転写レベル,即ちmRNA合成

のレベルで制御されていることが示すものであるが,転写後の叔駅レベルをはじめ

とする発現調節も玉章であることを示唆する根拠もあり,例えばK5 (塩基性)ケ

ラチンがまず先に発現されてから何らかのpost-transcrlPtIOnaIなメカニズムによっ

てK14(敢性)ケラチン合成が謝 されて(ることが,挨推芽坤胞への トランスフェ

クションなどの方法を用いて明らかにされている.61.7).またK6/K16については,

表皮細胞が正常の状態では発現されていないが坤胸内にmRNAは存在しておリ,罪

急事態で細胞増殖が必要な時にはじめて.蛋白レベルで合成されることが示されて

いる18). しかし,これらの遺伝子レベルでの制御捜dIの辞掛 こついては未だ明らか

にされていない部分が多い｡
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ケラチノサイ ト特夫的転写利和について

細胞の叫雑と分化は主に転写レベルで調節されており,細胞特異的な転写調節が鬼

器の分化,発癌のメカニズムを解く雀となることは広くtEめられている.近年細胞

特異的転写田子による細胞分化の例としてMyoDによる箭fZq胞への分化誘才が発見さ

れ.I),またリンパ系細胞や肝細胞においても稚々のレベルの神胞特異性をもつ転写

田子や.管玉的な転写制御因子の相互作用によって転写が抑 されていることが明

らかにされてきている20-22).ヶラチノサイト (表皮角化細胞)においても,その分

化に応じて転写調節を受けることが分かっている遺伝子として知られているケラチ

ン.フィラグリン.インポルクリン,ロリクリンなどの遺伝子を用いて.ケラチノ

サイト特異的転写調節のメカニズムを解明しようと研究が抜けられているが,未だ

MyoDに相当するような特異性の古い制御El子は見出されていない231｡とりわけこれ

まで述べてきたケラチン遺伝子について言えば,KS/K14をはじめ,Kl/K10.

K6/K16,K17など数多くのケラチンit伝子がクローニングされており,材料と

して不足はないものの,Fuchsらのグループをはじめとする稚力的な研究をもってし

ても.その発現のpairwisecontrolのメカニズム,またそれらのベアが何故ケラチ

ノサイトで特異的に発現されるのか,この鍵を解くmasterregulatorの発見に関し

ては未だにブラックボックスの中にある.

塩基配列分析という7ブローチからは,KS/K14各遺伝子調節領域の塩基配列を

丹念に分析してもユニ-クな共通のエレメントを発見することはできないが 7),か

ってBlessingらはケラチンK6,K14iL伝子のみならず.ケラチノサイト特異性を

有する別の逓伝子であるインポルクリンのプロモーター.またヒト乳現腫ウイルス

HPV16型E6.E7プロモ-タ一領域にも存在するcisのエレメントを見出し,CK8-

rTW ないし"B一essing"octarTW と呼んだ Zl). この塩基配列には転写因子NF-1が結
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合しitるが,それ以外のtransの因子の特異的な結合は報告されておらず,このエレ

メントの独自性については十分に検討されていない｡現時点では.これのみでケラ

チノサイト特異性を発揮するというのではなく.他の転写因子との相互作用により

様態するらしいという見方が有力である.

一方Fuchsらは近年.K14iA伝子上兼 にKER1251という.ケラチノサイトに豊吉な

核蛋白が結合する部位を見出した｡そしてこれ机 Snapeらが報告したXenopusの

ケラチンXK81AliA伝子プロモーター上にある,KTF-lZG)という特異的制a)蛋白の

括合部位と様々な共通点があり.KTF-1はKERlのカエルでのホモログであることを

指締してその玉章性を説いたが,後にこのKERlは.上皮細胞のみならず広くneuraI

crest由来の細胞に分布するとされる,転写因子APZと同一ないし相同であることを

自ら証明した17)｡これらの他にも,HPV16型と相同性のホいHPV18型のエンハンサー

領域に結合するとされるKRF-lZ8)や.230-kDa水癌性輔天福庸抗原遺伝子(BPAGl)

の上流に結合し (同じ部位にAPZも事吉合し得る),8PAGlのケラチノサイト特異的

党規に関与することがごく最近報告されたKTp-l29)など,ケラチノサイト特異的転

写制御に関わるであろうとされる国子の候補は少な<ないものの,ケラチン遺伝子

調節領域へのAPlやレチノイン酸レセプターの結合を中心として進められている研

究からも含めて.抽胞特異的因子の同定には至っていない.むしろ既に述べたAPZ

以外にもTEF-130)など,特異性の比較的低い既知の田子でもその組み合わせや.そ

れらrransの田子に二次的に結合する因子の特異性によって高い細胞特異性が生まれ

ることも十分考えられ 意見の一致を見ていないのが現状である.
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器 L841

ccTCm ATAGGm TTm 九m -721

Am ATm TAGCTGTCCm 人入C九九九九九仙 m

ACAM ATGAAZm Am AGCACATAACCAAC八人TAT入AGGCTACACAT 1601

'qccTm CCAF m W IGC▲亡亡▲▲官 m m m A _.81

cm m ACCm Am Am TCAATACm んM;AGTCCC型萱

ACACTGCCATGCCAATGC

CACCGTCACCAACTm TTGCC人AGAGATCAG

TGCTCCAAGGCfLhCCTTAm CTAACTGAGCAGAGCCTGCCAG(;JuGAAAGCGTTTGCAC -241

cccACACCACTGTGCAGGTGTGACCGGTGAGCTCACAGCTC.CC& ATGCCCAGC

cc由 cm ｡二 二 二 三三 cAG｡=TmGG"G二九一121
AGCGCCATCACCGTTCCTCGGTAACAGAGCCACCTTCTCCGTCCTGCTGAGCrCTGTTCT

CTCCAGCACCTCCCAACCCACTAGTGCCTGGTTCTCTTGCTCCACCAGGÂ CÂ CCCACC T̂G
Het

図 2

KSiL伝子上流訳節簾域の塩基配列と5つの填ま白 (A～ E) だ合部位を示す.

▼～▼ (約40bp)は図1のd543Constructにおいて欠失させた細分を.下操は

retlnOICaCldresponsfVeelenent (RARE)のpalLndromehalfslte (GGTCA)

類Al塩基E列を表す.SlteAの近缶 にAPZコンセンサス配列 (CCCCAGGC)が

存在する.
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本研究のこれまでの背景と本号文の主旨

手書の所IXした研究グループでは以前より,上に述べたケラチン発現の転写L/ベル

での制御に焦点をあて,数多くのケラチンiL伝子調節領域DNAと核蛋白の相互作用

について分析してきたが ト33),とりわけKSケラチンiA伝子上流にある調節領域

M (約900bp)を検討することにより.preJimlnaryに大きく分けて5つの核蛋

白括合部位を同定した3.).そのうち最も下流,BL)ち8)駅帥始部位の近くに存在する

部位 (SiteA)を含んだ約40bpのエレメント (-ZOO/-166)を欠失させた変異を,

クロラムフェニコール ･アセチルトランスフェラーゼ (CAT)ベクターに組み込ん

だプラスミドを用い,CATアッセイを行うと転写活性が消失することが示された3.)

(図1のd543)｡欠失変異だけでなく点突然変異を用いての検索は行っていない

机 興味深いことに塩基配列上SrteAの近傍,同じ40bp内にコンセンサスAPZ認識

部位が存在していた (図2,ただしこの時のゲルシフトではAPZの括合は検出され

なかった)｡既に述べたように,転写因子APZのケラチノサイト特異的発現制御に

おける玉章性についてはいくつかの報告があLJ～7･29),K5ケラチン遺伝子において

も当然その的与が,それも場合によっては他の因子との相互作用を介して予想され

るため,筆者はとくにこのK5iA伝子上流40bpのエレメントに興味をもち,この比

較的短い領域に結合して転写制御に関わる核蛋白を同定しようと試みた34).またと

くにそれらの機能.独自性と相互作用について検討を5tみた.その結果が本論文の

主たる内容である｡

半文の主旨はあ<までK5に焦点を当てたものであるが.先に述べたケラチノサイ

ト特異的転写調節との関連について付け加えると.王者の研究グループによる複数

のケラチン遺伝子クロ-ンを用いた多角的分析の法具では.転写制御に重要な役割

を果たすと思われる核蛋白結合部位は… E(retinoICacidresponsiveelement)
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のiA合35)のみならず,K6やK16遺伝子抑 領域の検索結果からも"cl∽terMとして

存在することが多く32･33),それらの組み合わせこそが一一一一つ まリMyoDのような

singlemasterregulato｢ではなく一一-1 い細胞特異性を生むのではないか と

いうことであった.そこで本論文では,K5i土伝子上流40bpのエレメント上に同定

された棟数のtranSの国子結合部位を,KSとおそらく共通の転写因子が結合してケ

ラチノサイト特異的転写調節に関与するであろうと期待される他のヒト表皮ケラチ

ンのうち.筆者の研究室で既にクローンがとれているK6.K14,K16,K17各遺

伝子上流のcisのエレメントとも比較検討し,同定されたそれらの転写制御因子がケ

ラチノサイト特異的転写諦節に関与する可能性についても,若干の考察を加えるこ

とにした.

ケラチンi土伝子の異常と皮■疾患

最後になったが.ケラチン遺伝子の異常が実際にどのような皮AI疾患を惹き起こす

のか,この分野の研究では最近著しい進歩が見られるので一書加えてお<.

ケラチンの補遺と機能に関する専門的な研究はごく最近まで,ケラチン発現は病的

状態において二次的に変化を受けることはあっても.病因に直接関与することはな

いであろうと信じられてきたこともあって.臨床の甥で日の目をみることはなかっ

たが.近年になってiA伝性水癌性皮■疾患の発症機序の解明という思いがけない展

開を見せBI光を浴びることになった｡その莞牡になったのはFuchsらの報告 361で,ケ

ラチンが捗推状廿連をとるためには"roddomain"と呼ばれる領域 (α-ヘリックス

領域)が玉章な役割を果たすことが分かっているが,彼らはもしこのroddornalnに

先天的に異常がある場合.ケラチンは細胞Jl内において正常な線維状補遺をとれず,

細胞サ格蛋白として細胞の形態を維持できないであろうと考えた.そこで彼らはこ
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れを立鉦するため.roddomainを欠くケラチンを発現するトランスジェニックマウ

スを作成したところ.思いがけずそのマウスは単純型先天性表皮水癌症類似の所見

を呈した361.この捨黒は,dt遠に異常をもつケラチンが発現されると,本来ケラチ

ンが持っている細胞骨格蛋白としての様態が脆弱となり.紳胞が軽嶺な外力により

破壊されることを示すものであった.その後Fucト6とEpsteinのグループにより.阜

耗型表皮水癌症 (EBS)においてK14遺伝子に点突然変異が存在することがはば同

時に発表され 371叫.続いてK14とケラチン対を形成するKSにおいても,そのrod

domaJnに点突然変異を有することがLaneらにより報告された39).またその後同様

の視点に基づき,皮nf型のK1/K1O遺伝子点突然変異が水癌型先天性魚蛾癖楼fl皮

症 (BCIE)の原因であることを示唆する報告が相次ぎ一0-421.さらにある経のiB伝性

事故角化症の庚B)がK9辻伝子に求められることも判明した.EBSとBCIEは,水癌が

生じる位置がそれぞれ基底細胞およびその直上の有轍細胞であるが.その理由は,

変異があるケラチンが各々の部位において特異的に発現されるためと税明されるわ

けである.

ケラチン遺伝子の点突然変異を原因とする疾患が他にも存在するであろうと予想さ

れており,引き続き検索が行われているが,いずれにせよケラチンの線維状構造の

形成不全というI'nvJtrOの現象が水癌形成というIn Vivoの所見を見事に説明し.義

現型は水癌症に分類される疾患が病因論的には夫は角化異常症にnlするという意外

な括Siを斗いた功貨は大であり.基礎研究のgtみ暮ねが大きな取持となって結実し

た好例であるといえよう｡筆者の本研究は.そのような疾患の病態生理などと直接

結びつくものでは無論ない.しかしケラチン遺伝子がこのように注目を集めている

午.その転写調節の研究は表皮細胞の分化,癌化のメカニズムの基本に迫るもので

あり.またiL伝子治簾のターゲットとしてケラチノサイトを捉える時.その細胞特
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異的転写制a)の理解は必須のものであることを考え合わせ,本研究が昨今の目覚ま

しい研究の流れの中で,ささやかながら何らかの寄与をするものと信じたい.

材料 お品が 元■鎧

1)オ リゴヌクレオチ ドの合成

DNAトランスフェクションに用いるintemaldeletionconstruct(欠失変異)

およびmutatl0nconstruct(点突然変異)を作成するためのPCRに必要な,

Forward(F)およびReverse(R)のプライマーのセット,そしてゲルシフト法でプロ-

プあるいはコンペティターとして用いるオリゴヌクレオチ ドはすべて.Pham acla

Gene-AssemblerPIusを用いて合成し.それぞれ姦1,2に示した｡Posit10nの

数字はいずれも柄訳開始部位からの塩基対数を示す｡

2)プラスミドの作製

796および543bpのヒトKSケラチンit伝子上流の調節領域DNA (プロモーター領

域を含む)をクロラムフェニコール ･7セチル トランスフ工ラ-ゼ (CAT)遺伝子

のベクターに組み込んだpKSCAT,CATアッセイでposltlVeCOntrOlとして用いる

PSVZCAT.同じくCATアッセイで トランスフェクションの効率によりプロモーター

活性を補正するのに必要な.いわばintemalcontroLとしてのpRSVZについては援

述の方法31トで入手,作製した.

Intenlaldeletionconstruct(欠失変異)は嘉2に示すごとく.削除すべき部分

(deletion)の上流と下流の2つのフラグメントをpKSCATを鋳型としてPCRを用

いて別々に作製し,それらをまず削除部分の両社に付けたXba∫ siteで括合した後,
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Kpn】とPstIを利用してさらにCATベクターに組み込むことによって作製した｡

Mutationconstruct(点突然変異)についてもXbalの代わりにXhoI,Kpn1

/Pstlの代わりにXbaI/Hlndulを用いる以外はば同棲であるが,基本的にDNAの

蛋白結合帝位の変異部分がほぼXho工srteにal換されているだけで,欠失変異のよ

うに請新領域DNAの塩基対数を井することなく,即ちDNAを故意に短くし歪めるこ

とによって.エンハンサーなど遠隔の群位やそこに括合する因子との重要なcis,

transの相互作用を破壊してしまうことがないように留書してデザインを行った｡

なお.プラスミドDNAはすべてMagicMegaprepsDNApurificatIOnSystem

(Promega)を用いて精製し.PCRを用いて作られたリコンビナントDNAはすべて

制限群衆およびシークエンシングによって確位を行った｡

3)核蛋白の抽出

HeLa抽胞およびヒト表皮ケラチノサイト (HEK)からの核蛋白抽出は,基本的に

はDlgnamの方法43)に従ったが,プロテ7-ゼ ･インヒビタ-の添加など既述の修正 ･

補足一一)を行った.

4)ゲルシフ ト法

蓑1に示した相補的オリゴヌクレオチ ドのアニーリングにより二本鎖DNAを作成し

たものはそのままコンペティターとして.またプローブとして使うものはさらに

KlenowFill-lnKit(Stratagene)を用いて32pで棟識してゲルシフト･7ツセイ

に使用した.そして上述のHeLa細胞あるいはHEKから抽出した核蛋白5JLgをます過

i(20-ZOO;通常は100molarratl0excess)の無操托コンペティターと15分

臥 4℃にて反応させた後 (コンペティションを行う場合),80000cpmのブロー
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プを添加してさらに20分臥 4℃にて反応させたものを5%non-denatunngポリ

7クリルアミドゲルに電気泳動させることによって.核蛋白と結合したプローブを

フリー･プローブと分社せしめ,ゲルを範漁後-70℃で16時間オートラジオグラフィー

を行った (文が 2133)に詳述).

スーパ-シフト (ゲルシフト)7ツセイは5-500ngのSp1-specificantlbody

(SantaCruzBiotech)を侯詫プローブ添加前に核蛋白と20分間,やはLJ4℃で反

応させて同様のゲルシフトを行った｡

5)細胞培暮,DNAトランスフェクションとCATアッセイ

HeLa細胞は10%FCSを加えたDulbecco●sModlfiedEagle.sMedlUm (DMEM)

中で,また有頼細胞癌SCCIFl2細胞はそれにさらに0,5ng/mlヒドロコーチゾンを

森加した条件下で増暮した.ヒト正常包皮由来のケラチノサイト (HEK)は米国ニュー

ヨーク州立大学のDr･MarclaSlmOnより分与され BovinepltultaryeXtraCtお

よびEGFを加えたSerum-freeKeratlnOCyteMedlUm (SFM)中で培養した｡

HeLaおよびSCC-FIZ細胞のトランスフェクションはChen&Okayamaの変去心･4')

またHEKは80%confluentの状態でpolybrerre-DMSOショックによる方法Jr71こ従い,

上述のpSVZCATおよびpRSVZのコントロールを用いて行った.そして トランスフェ

クションの48時間後にharvest,凍結 ･緋 サイクルを前者は3回,後者は5回捷

リ返して細胞を破壊した後.既述の方法4GJにてCATおよびβ-ガラクトシダ-ぜ (β

-GAU アッセイを行い.トランスフェクションの効率の如何によってCAT活性を補

正したものをCATレベル相対値として国示した.



畠 遜 漁 民

l)約40bpの KScomplexにはAPZ,Splを含む制御蛋白が結合する

筆書が焦点を当てた,K5ケラチン遺伝子上流の調節領域中にある約40bpのエレ

メント (K5-203/-166)をプローブとして,またft々 の見知の転写田子結合部位

のコンセンサス塩基配列を有するオリゴヌクレオチ ドをコンペティターとして,

HeLa細胞抽出核蛋白とゲルシフトを施行した｡なおこれから述べるゲルシフトの実

戦において,HEKからのものを使用した一部の実攻を除いて,DNAと反応させる核

蛋白はHEKよLJ抽出が容易なHeLa細胞より得たものを用いた那.このような実坂か

ら得た結果でケラチノサイト特異性を論じるには.非常に制約があることをまず記

しておかねばならない｡詳し<は考察に譲るが.少なくとも5)で述べる転写活性

についてfえば,KSCAT (wIIdtype)は3T3fibroblastなど非上皮系の細胞で

は活性が認められなかったが,HEKやSCC細胞のみならず,KSを発現していない

HeLa細胞においても転写活性を有しており.定JL的分析が可能であったためHeLa細

胞での検索を中心に進めることとした｡

図3に示すごと<,プローブが蛋白を結合しDNA-蛋白複合体を作るために形成さ

れるバンドがい<つか紀められ それらはいずれもSlf.即ち無様和のプローブと同

じDNAをコンペティタ-として用いた時に消失するので,プローブ塩基配列に特異

的と考えられるのであるが.APZとSpl(いずれもコンセンサス配列)は各々コン

ペティションにより相異なるバンドを消失せしめることから.KS遺伝子上流の約

40bpのエレメントは少な<ともAPZとSpl蛋白を結合することが予想され,以後こ

のエレメント (Ji密には-203/-166の下流4bpを加えた-203/-16Z;4bpを欠く

と後に述べるSiteAへの結合を検出できない)をKS compk!Xと呼ぶ (表1参照)｡
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図 3

プローブ K5-203/-166,laneU Unbound.B Bound,Slf～NSはいずれも

コンペティターをプローブの100molarratl0eXCeSS添加.SIf probertself,

APl～NFl(表1に図示)はすべてコンセンサス配列 (commerC1arb･available)

RARE retlrulCaCldresponsIVeelement,TRE thyroldhormoneresponSlVe

element.NS non-speclflCCOmPetJtOr(KSSrteB,図2事用)
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なお後述の4)におけるKScomplex,およびそのmutantはすべてその4bpを追

加した-203′-162を用いたものであり.これを用いて初めて.SiteAへの‡吉舎が

琵められるようになる｡

なお,コンセンサスAPZとのコンペティションにおいて,APZの結合と思われる

/(ンドが消失するだけでなく,Splに柵せられる′iンドも全体的に誘くpartlal

cornpetltrOnが惣められる机 以後何度か繰り返し行ったゲルシフトでは同様の所

見はみられなかった.コンセンサスAP3とのコンペティションにおいては,検出さ

れるバンドすべてにコンペティションが賢められるが,これについてはそれ以上の

検索を行っていない｡また,図3の矢印で示したバンドよLJ下方の泳動度の速いバ

ンドは.特異性がはっきりせず再現性もみられなかったので.変性した蛋白による

ものかもしれない.さてもうーっ付け加えておくべき主要なことは,K5i土伝子上流

の約40bpのエレメントは少なくともAPZとSpl蛋白を結合すると述べたが,その結

合は相互排他的,つまり図3ではAP2とSplがクラスターとなってエレメントに同

時に結合した複合体は捉えられておらず (最も泳動度の遅いバンドをそれと考える

のが不可能であることは,APZとのコンペティションから容易に分かる)T認めら

れたDNA一蛋白複合体は各々APZ単独,あるいはSpl単独の結合と考えられることで

ある.

2)KSSpl結合辞位の同定,およびK16Splとの比較

KScomplexにSpl結合部位が存在することを示唆する結果は,KSit伝子調節領

域塩基配列中にSplのコンセンサス配列(CCGCCC)48)が存在しないことから,意外に

患われた.そこで筆者は次に,Splのコンセンサス ･オリゴとプロ-プ自身 (Self;

図3で用いたものと同一)の2種類のコンペティタ-をA度を変えて,同じブロー
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プを用いゲルシフトを行って比較したところ,Splコンセンサス ･オリゴはプローブ

自身とはば同程度のコンペティション能力を有することが示された (図4)｡約40

bpのKScomplex塩基配列中にはSplのコンセンサス配列 (CCGCCC)は存在しな

いものの.コンセンサスAP2認識部位 (既に甘辛のところでも触れたように,KS

complex中に存在する)のす<近傍 (下流)にGCrichな額域があL),ゲルシフト

の追加実境を施行してKSSpl桔合部位をそこに同定した｡そのコ7の配列は,

GCCCAGCCCAというGCCCAの繰り返しであり,KSAP2転合部位のまさにす<下

流に相接して存在することになる｡

次なる蛭間は,K5Splとして特異的コンペティションが認められるバンドは1本

ではないことから (図3,4).それら全部がSplなのか.つまりタイマーを形成し

たり蛋白の変性のために生じたりしたものではないか,ということであった｡そこ

でSpl-speclflCantibodyを用い.またK5Spl結合部位のみを含む短いオリゴヌ

クレオチ ドをプローブとして,スーパーシフト (抗体が特異的に結合するとさらに

大きな棲合体を形成するため,バンドが上方にシフトする)を施行したところ (図

5),転写因子Splそのものの結合と考えられるバンドは上のバンド (よ<見ると

doubletを形成している)のさらに上半分のみであり,他のものは形菅を受けないこ

とから.K5Spl結合部位には転写因子Spl以外にも他の核蛋白が結合し得ること

が示唆された.Spl以外のそれら核蛋白の機能については,同じ官話部位に競合的,

排他的に括合しているのか,あるいはSplそのものの転合を安定化するために存在し

ているのか に の場合は抗原性のないComponentがます先に法会している可能性が

ある),興味深いところであるが,筆者はそれ以上の検索は行っていない.GC-

rlChなエレメントに拾合する蛋白なので,転写活性には直接関与のないものである

かもしれない.
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さて,さらに筆者が意図したのは,やはり表皮のケラチンであるK16のiA伝子調

節領域中に存在するSpl括合部位 (こちらはコンセンサス配列)杏,このunusualな

KSSpl持合部位と比較してみようということであった.結果は図5の右半分に示す

ように,上述のスーパーシフトにおいてKSとK16は全く同一のバターンを呈し,

しかも相互にコンペティションが認められた.この事実は,相異なるケラチン遺伝

子の発現に共通の転写因子がしかも複数のグル-プとして関与するということを暮

付ける意味で,初めての報告といえる.なおHeLa細胞だけでなく,HEKからも核蛋

白を抽出して同様のゲルシフトをK5Splをプローブとして施行してみたが,′てンド

はやはり全く同一のバターンを示した.今までの図3-5でも練り返し見られるパ

ターンから推察されるように.K5Spl把持部位への結合には,抽出蛋白変性による

アーチフ7クトではない,複数の異なる核蛋白が関与することが示唆された｡なお

同様の/t夕-ンは他の文献48)でも報告がある｡
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図 5

Spl-speclfN:antlbody(～-500ng)を用いたスーパーシフト･7ッセィ.

プローブ Jtネル左はKSSpl,右はK16Spl(表 l歩哨).U Unbound,

B Bound,Slf Sdfcompetltl0n,コンペティターとしてSIF以外にK16/

KSSplを使用し.相互にコンペティションを行った.
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3)相捷するKSAPZ,Spl両部位はそれぞれ個別にAPZ,Splを話合する

ヒト･メタロチオネイン遺伝子においては,APZおよびSpl接合部位は事実上同じ

エレメントの中ILl 棲して存在しているがや･50),KScomplexではどうであろうか｡

KSSplのす<上流に相捜してAPZのコンセンサス配列が存在することは既に述べ

たが.両者の括合部位の相互作用を検討するために,K5APZ抵合部位のみあるい

はKSSpl括合部位のみを含む短いオリゴヌクレオチ ドをそれぞれプローブとして用

い,同じポリ7クリル7ミドケル上で同時にt気泳動を行った.図6に示すごと<,

両者はこれまでの図3･4で見られたのとほぼ同じ位正でバンドを形成し.それぞ

れメタロチオネイン遺伝子上のAPZ認托部位-SV40やHTLV-Iプロモーター上の

Spl艶托部位と特異的コンペティションが認められ またもちろん相互のコンペティ

ションは見られない｡このことから,KSAPZとKSSplの両結合部位は相互に依

存せず.転写因子APZおよびSplをそれぞれ個別に結合するらしいことが推測され

る｡

KSSplの結合 (の一部)がSpl-speciflCであることは既にスーパーシフトで証

明した机 KSAPZの結合もAP2-speclflCであることを暮付けるために,ヒト･

メタロチオネインiA伝子上のAPZ事吉舎部位 (図7A),およびK5APZ結合部位

(囲7B)をプローブとし,またそれぞれをコンペティタ-として用いゲルシフト

を施行した.KSSplの場合のようにはスー/ト シフトを行っていないが,図7の搭

乗よリKSAPZに結合する核蛋白は,転写因子APZそのものであることが強<示唆

される.
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図 6

7E)-プ /tネル左はK5APZ,右はKSSpl(鼓1事用).U Unbound,

B Bound,Slf-SelfconpetJtIOn.コンペティターとしてSIf以外にKSApe

core.meta"oth10nelnHa(mtJla)geneAPZ.Splconsensus,KSSpl

mutant(mul:).SV40Spl.HTLVSplを使用した.
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図 7

プローブ (A)metaElothronelnLIa(mtJIa)geneAPZ,(日)KSAPE.

U Unbound.B 8ound,SIf SeJfcompetltlOn,Slf以外のコンペティターは

図3,図6に既出のものの他,KSSlteA.K5APZmutant(mut)を用いた.

mtllaAP2とKSAPZは相互に特異的コンペティションが認められる.
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4)KScomplexにはAP2,Spl結合部位の他にもうーっ艶 が存在する

目的と背*のところでも述べた,筆者が以前にK5ケラチン遺伝子抑 領域に

prelimlnaryに同定した5つの核蛋白転合部位のうち轟も下流.即ち載駅開始部位

の近くに存在する部位(SiteA)31)への接合は.今回これまでのゲルシフトでは検出

できなかった.既にl)でも触れたが,SiteAへの括合にはさらに下流のいくつか

の塩基対が必要である可能性も考えられるため,これまでのプローブー203/-166の

下流に4bpを加えた-203/一162を新たにKS compkxとし (表 1),ゲルシフトを

行うことにした｡そして,これまでのゲルシフトで示してきたようにSpl,とくにそ

の上位のバンドは太く強力であり,すぐ下位のAPZのバンドとも王権して判別し難

いことから,Splのその強力な結合を取り除いてみればさらに新しいバンド,即ち別

の蛋白結合部位,例えばSlteAへの結合が検出できるかもしれないと考えた｡

そこでまず,K5complexの中でSplの部位のみ変異を作り (表 1のKSSpl

mutant;変異箇所を★で示す),それをプローブとしてゲルシフトを行った (図8)｡

すると予想されたごと(,Splで見られた特有のバンド･バターンはもはや認められ

ないが.残存しているAPZのバンドとは別のバンドがSpl固有の位置よりやや上位

に検出されるようになった｡この結合はK5cond exのwlldtypeでもmutantでも

同棲にコンペティションが起こることから,人為的に生ぜしめたバンドではないと

考えられ,さらにal々 の長さのオリゴや変異オリゴとのコンペティションを行った

結果,SIteAを含む短いオリゴヌクレオチ ド (KSSiteA;蓑1参照)によって特

異的コンペティションが認められたため.このバンドをSlteAへの特異的事吉舎によ

るものと考えた.しかしながらここでも.1)の最後で触れたのと同様に,APZ認

識部位とSiteAの両方に同時に蛋白が拓合した.大きな棲合体によると考えられる

泳動虎の遠いバンドは検出されなかった.
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図 8

プローブ KSSplmutantト203/-162) コンペティター プローブ自身

(Slf)およびK5complexwlldtype(1203/ll62)はwtのAPZ.SlteAをともに

含んでおり,2本のバンドの両方ともにコンペティションが起こるが.wtの

SlteAのみを含むK5APZnut.KSSrteAではSlteAへの括台 (上のバンド)

のみが見られな<なL),逆にwtAPZのみを含むKSAPZではAP2の転舎のみ

(下のバンド)が消失する (SlteAmutantでははっきりしない).Splのみを

含む他のコンペティター (既出)を加えてもコンペティションはfeめられない.
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さらにK5complexの中でSpl認托部位だけでなく,APZの箇所にも変異を作っ

たものをプロ-プとしてゲルシフトを行うと (表1のK5doublerTMtant),APZ

のバンドも消失してSiteAのバンドが認められるのみとなった (図9).またKS

APZ,KSSplの同定の時と同様に.SiteAのみを含み他の結合部位を含まない短

いオリゴヌクレオチ ドをプロ-プとしても,同じ位正にバンドが生じ特異的コンペ

ティションが認められた｡以上の法具よtJ.括局SlteAはAPZとSpl結合部位のす

<下流に位tすることになり (図10A参照).K5compJex中に新たな制al国子が

結合してAPZ,Splとinvivoにおいてクラスタ-を作る可能性が示唆された｡ただ

しinvitroのゲルシフトにおいては,実際にクラスターとなって結合しているバンド

を検出していないので,この解釈については後の考察で詳述することにする｡
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5) 3つの蛋白法合部位はいずれも転写吉日節汝能において重要である

さて.以上のゲルシフトによってKS遺伝子調節領域中の約40bpのエレメントに

同定された3つの蛋白結合部位が,実際に転写調節にどのように稚常しているのか

を検討するために,義2に示すごとくForward(F),Reverse(R)のPCRプライマー

のセットを用意した.それを用いて.internaldeletionとしては (del1)3つの

部位すべてを除去したもの, (del2)AP2とSplの2つの結合部位を除去したもの.

(deI3)SiteAのみ除去したもの,またmutant(DNAの長さは変えない)として

は (mut1)APZのみ. (mut2)Splのみ, (mut3)SlteAのみそれぞれ変

異を起こしたプラスミドを作製し,3種類の細胞即ちHeLa,SCC-FlZ.HEKにトラ

ンスフェクトしてCAT.β-GALアッセイを行い.それらの転写活性を補正CAT相対

値として園示してwlldtype(W.L)のそれと比較した (図10)｡なお,3つの部

位それぞれのミュータントは,表2にあるように変異箇所をすべてXhoIsJteで置換

してあるが,その変異の作LJ方は4)のゲルシフトで用いた変異オリゴとは正確に

は異なるため.そのXholsiteで置換した変異オリゴを作り直して4)と同じゲルシ

フトを施行したところ,既出の抵黒と同-の結果が得られた つまり3つのミュー

タントDNAは.いずれも対応する核蛋白をInVitroでは結合しないのを確配したこ

とを付け加えておく.

図10を見ると分かるように,いずれのde/(1-3)でも,またいずれのmur(1

-3)でも転写活性は低下するが.その低下の程度は当然のことながら後者より前

者で類書であった｡また,その傾向は3種類の細胞いずれにおいても同様であるよ

うに見えるが,この点に関してはmut(-796)とdel(-543)両者のもと (鋳型)

の長さに差があるので.斬っておかねばならない.というのは,目的と背景 (本研

究のこれまでの背景)のところでも触れたが,HeLa細胞への トランスフェクション
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においては.-543のW.t.constructはコントロールの1796W.t.と比べてその転写

活性にほぼ差はないが.HEKでは大きな差が認められるので (国l),HeLaにおい

てはmut,de/をそのまま比較することはできても,HEKではmut,de/の定J的比

較はできないということである (SCC-F12細胞についても同様).HeLaと異なり.

HEKで有意な差が認められる-796′-543の領域の検索は非常に興味深いものである

〟,preriminaryに行ったゲルシフト等の美妓では再現性のある結果が得られず.

本研究では残念ながら割愛することにした撞綾がある.なお,dellは図1における

-d543に他ならない.

さて,以上の制約された事情を掛酌した上で図10よL)解釈できることをまとめる

と,次のようになろう｡即ち.KScompJex中の3つの蛋白結合部位は.そのどれ

か1つでも蛋白と結合できない状況下にしてしまうと転写活性が低下することから.

いずれも本来の転写機能の発揮に重要であると考えられる｡しかしながら,かなり

広範な点突然変異を起こして各部位を破壊してもなお.HeLaで認められるde/(i

-3)のようには転写活性は消失せず.HeLa,HEK,SCCいずれの細胞においても

コントロールの1/～-1/3程度の活性が保たれるということには,逆に注目しなくて

はいけないであろう.ゲルシフトの括黒でも何度か触れてきたように.各部位に対

応する因子が実際にクラスターとなって結合するのをinvltrOで証明してはおらず,

また2つ以上の部位を欠失ではな<点突然変異によって破壊した美攻を行っていな

いため,各部位の相互作用については推測の域を出ないが.それに関して考えられ

る仮親については後の考卓で述べることにする.
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図10

(A)K5遺伝子調節領域796bpJ:の40bpエレメント中に同定した3つの核蛋白

結合部位 (APZ.Spl,SIteA)と種々のCATconstruct(★ polntmutatlOn･

^ lnternaldelet10n) (B)CATconstructを3種類のiBl胞 (HeLa HeLa

CeLL,SCC squamousceHcarclnOmallneSCC-Fl2.HEK humanepldermal

keratlnOCyte)にトランスフェクトした琵黒をCAT活性の相対値で示す.
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6)他のヒト表皮ケラチン遺伝子調節領域における 3つの部位の位置関係

K14iA伝子諦節領域におけるAPZ接合部位の重要性については報告があL)27),ま

たK16においてもAPZ監推部位が度に同定されている33).そこで筆者はK14.K

16だけでなくKl7,K6においてもAPZ結合部位が存在する可能性を検索,また

slteAについても併せて検索を行い,KSのようにSpl結合部位を含めたそれらの部

位が近接して存在する可能性について検討をStみた (図11).

K16においては既に2)でも述べたようにコンセンサスSpl認識部位を有してお

IJ.そのす<近傍にAPZ部位類似の配列を見出した机 これはK5APZをプローブ

としたゲルシフトでコンペティションが起こらなかった.しかしSpl結合部位をはさ

んでその反対側の近傍にはSlteA類似の配列が存在し.これはK5SiteAをプロー

ブとしたゲルシフトでコンペティションが起こり.KSと共通のSlteA結合蛋白

(proteinA)が関与する可能性が示唆された.K17においてもAPZ部位類似の配

列を発見し,こちらはKSAPZをプローブとしたゲルシフトでコンペティションが

起こったため.Kl7遺伝子調節領域にもAPZの関与が示唆されたが,興味深いこと

にはそのAPZ部位類似配列の近傍にSpl罷托部位 (コンセンサス配列)が存在し.

さらにその両者の間にSlteA類似の配列が見出され.K16のそれと同様コンペティ

ションが認められたことから.ここでもまたSlteA括合蛋白の関与の可能性が示唆

された.

K14とK6に関してはゲルシフトを施行しておらず,塩基配列分析のみの結果を示

チ.K14では2つのコンセンサスSplとそれぞれに近接するAPZ部位およびSiteA

の存在が示唆されたが.2つのSplは約150bp耕れて位tしており,またK6におい

てはKSSpl結合部位に極めて類似した配列が1つ同定されたが,putativeAPZと

考えられる部位とは称れて存在していた｡
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AP2 Sp1 SiteA
A KNS TQCCCCCCAGCCAT GCCCAGCCCA CCCACT,AA.CA.TC

//llHH

K#16 ccTTCCCCAGCTCCtTl)CCCCOCCT CeCTCT - AACTTQqFIIllllllll
K#17 80ccCTCC▲QCTAT(I)OCCCQCCC CCCAr TAQOTCATOO

lll[Illll

Kr74 CGCCCCC.ACCCA, 亨cc…吉3cc諾 F;ccc.6. 6iAATCACGC
///HIlll

K#e cccTTCCCA▲CCTO OCCCAQCCCT

cowsfNSUS禦宇野憎C, CCCTrrNNDeIecG

SUMMARY

K#, _ 盃盃喜忌盃 _

K#.6畠 i.uiiL畠 _

K..,._品 品 ｣ビ主よ-
K州.速さ喜≧｣四孟蓋盃 i

図11

ヒト表皮ケラチンiI伝子平蔀舗域において共iaのq与が期待される転写制中鉢位

(APZ,SDI.SlteA)の塩基兄列 (A)と也t■係 (8).定列上 FMreverse

onentatIOn.U/DはK14上流域中の2つのSplsn.e(up/downstream)を表す.

3着の位書内保ではKSが点もtJghtであり.K17がこれに次<.K16ではす<上流

のAPZ類GAのslteはゲルシフトで括合が示唆されず,代わLJに250bp上九にAPZhf

抵含する")(羊iE卓.q).K14では2つのSplslteは約150bp暮れて存在する.
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留 意

以上の結果よ().ヒトKSケラチン遺伝子のプロモーター上流域にある約40bpの

領域は,比較的短い中に複数の制御蛋白が関与する,いわばhotなエレメントである

ことが証明された.それらの蛋白は転写因子APZとSplの他に,Splと同じ部位に何

らかの形で作用すると考えられる核蛋白 (転写制御様態については不明).そして

SiteAに接合する未同定の制御蛋白を含む.それらの蛋白が接合する部位はAPZ結

合部位,Spl結合部位,そしてSiteAという互いに隣接する3つから成っており,

制御蛋白は各部位においてinvitroでは相互排他的に結合し,各部位はいずれもJ'n

vIVOでは本来の転写様能を発揮するために重要であると考えられる｡つまLJin

vitroではonl0ffの相互排他的関係に見えるが,invIVOではどれか1つでも結合で

きない状況下にしてしまうと転写活性が低下するので,3つとも全部揃っていなけ

ればいけない つまりfnvJVOでは3つ細った上での相互作用があるらしいとい

う措辞になろう｡

さて,このJnVIErOの所見とInVIVOにおける現象とをどのように結びつけて解釈

するか これまでも述べてきたように.複数の制御蛋白が美麻にクラスターと

なってK5complexのエレメントに同時に結合した複合体は捉えられておらず,ゲ

ルシフトでバンドとして認められたDNA一蛋白複合体はすべてAP2.Spl,あるいは

SlteA結合蛋白それぞれ単独の接合と考えられる｡つまり各蛋白は各々の部位にお

いてInVi亡roでは相互排他的に結合するわけであるが.ゲルシフトで相互排他的だか

らといってinvivoでも二者 (三着)択一であると考えるのは危険である｡単純に考

えれば.invIVOではDNAがt的に少ないので2つ以上括合することも十分あリ得る

し,1つが接合すると残りはstabllizationに関係する可能性もある.また,in
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vivoにおいてはエレメントに結合した制a)田子にさらに結合する未知なる安定化因

子が存在し,これによってはじめて複数の田子がエレメントに同時に結合してより

高次の複合体形成が可能になるが.その安走化因子そのものは非常に不安定なため

にinvitroでは検出できない,という可能性もあり得る.このような仮税を考えてみ

ると.40bpの中で実際には多<の田子が複雑なクラスタ-を作って相加的.あるい

は相乗的に転写捷能を調節している可能性があるわけで.KScomplexエレメント

の各部位はいずれも本来の転写様態を発揮するために必要である 即ち3つと

も捕っていなくてはならない,という5)の括韓とも矛盾しないことになるが,追

加するデータがないので,残念ながら美吸には推測の域を出ない｡

ところで5)でも述べたが.点突然変異により各部位を破壊してもなお,用いた細

胞すべてにおいて,かなりの程度の転写活性が保たれるということは重要な所見で

あると思われる｡3つの部位の中で言えば,1つ機能しなくても残りの2つが不完

全ながら機能している証拠ともとれるが (ただし2つ以上の部位を点突然変異で破

壊した検索はしていない).KS遺伝子調節領域全体のcontextで考えると,3つの

結合部位と連関のエンハンサーをはじめとする地の利a)部位とのcis.あるいは他の

制御因子との亡ransの重要な相互作用がさらに存在する可能性が十分予想される.ち

しそのような相互作用が不可欠であるとすると.K5complexはそれ自体独立した

エンハンサーとしては機能し得ないことになるが,暮者はその可能性を調べるため

に.3つの蛋自転合部位を含むKScomplex全体を"ェンハンサー ･トラップllベク

ターに組み込み,このエレメントがKSiA伝子から切リヰした状態でも独立に機能す

るかどうかをCAT7ッセイにて検討した｡暮者のグループでは以前同じエンハンサー ･

トラップを利用し,K6iA伝子調節領域中に独立機能を有するエンハンサ-が存在す

ることを発見しておI)32),今回も同一の手技で立ElをStみたが.KScomplexはそ
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れ自体独立には機能し得ないことが判明した3-).この括黒は,K5complexがAPZ

とSplという2つの強力な転写因子結合部位を含むことを考えると意外ともいえよう

が,いずれにせよこのエレメントは,KS遺伝子本来の転写効率を発揮するために他

の制ih)部位.制御蛋白とのダイナミックな相互作用を必要とすることが示されたわ

けである｡

3つの部位各々の重要性について.他のケラチン遺伝子調節領域における検索,ま

たそれら相互の位置姐係も含めて詮じるとどうなるであろうか.まずSplについては.

様々な細胞に広く分布する転写因子であリ.夕-ゲット遺伝子上流のGC-richな領

域に轄合して転写を活性化することが分かっているがSl),筆者らが以前に報告した

K16(コンセンサス)のみならずKSのプロモ-クー上流域にも,コンセンサス配

列ではないがGCに壬む領域が存在し,Splを結合することが本研究で証明された｡

KSに同定されたGC-nchなSpl結合部位の塩基配列は.GCCCAGCCC (コンセンサ

スではC)であり.同一の配列はK6it伝子にも存在する｡K5とK16を比較したスー

パーシフト･7ッセイにより.どちらの部位も転写田子Spl以外にも同じ核蛋白のセッ

トを結合することが示され これによって相異なるケラチン遺伝子の発現に共通の

転写制御蛋白が複数のグル-プとして関与することを初めて報告したが.このSplと

同じ部位に何らかの形で作用すると患われる核蛋白に実際何らかの転写制御機能が

あるかどうかについては不明である.なお.K16だけでな(K17においても (両者

はともに病的表皮で発現する),プロモ-夕一上流域にやはりコンセンサス配列の

Spl接合部位が存在し.興味深いことにそのすぐ上流にAPZ接合部位があることが

示唆された.また,K14に関しては塩基配列の比較だけであるが.約150bpFFてて

2つのコンセンサスSplの配列が存在し,そのlつにはAPZ括合部位類似の配列が,

そしてもう1つにはSlteA類似配列が隣接する (図11).転写因子Splはダイマー
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を形成することにより,連取 こ位置するエレメント同士を近づけi8ることが知られ

ておL)52),K14におけるこれら2つのSplはともに,KSで示唆されたのと同じ複数

の制a)蛋白を含むtranscrlPtlOnCOmPlexの一部を成しているのかもしれない｡

splは甘iq的な転写因子であるため.無論そのままで表皮細胞特異性を考えることは

できないが.K5とK14がともに表皮基底細胞で特異的に発現されるケラチン対で

あることを思えば.やはりそれらのターゲット遺伝子の発現に必要不可欠な転写因

子のlつと考えられ 他のAPZやSiteA接合蛋白などとの協調によりケラチノサイ

ト特異性を発揮する可能性も考えられよう.

次にAPZに関しては,Splの場合のようにスーパ-シフトによりK5遺伝子調節領

軌こ蛋白が接合するのを直接証明してはいないが.塩基配列およびゲルシフトのコ

ンペティション,CATアッセイの結果から考えて.APZの関与はやはリ必要不可欠

のものと思われる｡K17においては,ゲルシフトによりKSと同棲,コンセンサス

Spl配列のす<上流にAPZ接合部位があることが示唆されたが,K16ではやはりコ

ンセンサスSplの近傍に塩基配列上APZとホモロジーが隙められたものの,ケルシ

フトではコンペティションが起こらず,K5のようなAPZとSplの密接な位置関係は

否定的である.K16にはその250bp離れた上流にAPZが結合することが報告されて

いるが 3)(図11B参照),それとSplとの相互作用については分かっていない｡冒頭

にも述べたが,近年FuchsらはK14遺伝子上流にKERl25)という.ケラチノサイトに

暮高な核蛋白が結合する部位を見出し,その後の解析からこのKERlは転写日子APZ

と同-ないし相同であることが判明した27)｡APZはもともとHeLatPl胞からクローニ

ングされた転写因子であるが 3),生体内では神経と皮廿に分布していることが明ら

かとなりS.).またK14以外にもKl,そして今回のKS(およびK17)の遺伝子上

流にAPZ結合部位が同定され,さらにKERlのカエルでのホモログであるとされる
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KTF-l26)が.胎生期の皮nfを含む外旋莞系器官の分化と関連する転写因子であるこ

とを考え合わせると,KERl/APZが表皮細胞の分化を調節する転写制御因子である

ことに疑いの余地はない｡しかしながらK5/K14を発現しないHeLa細胞において

もAP2の存在を見ることから,それ以外にもケラチノサイト特異的it伝子発現を司

る別の (未知の?)田子が存在してそれらが相互に作用するものと推測され 筆者

の研究も既知のSplと未知のSlteA結合蛋白という形で,それに対する一つの答え

を提案するものといえる｡一方で,ごく最近UlttOらのグループは,230-kDaの水

癌性類天癌庸抗原遺伝子 (BPAGl)上流のAPZ結合部位には,ケラチノサイトにの

み存在する新しい制御蛋白 (KTP-1と命名)も結合が可能であり,BPAGlのケラチ

ノサイト特異的発現に関与するという興味深い報告をし 29).これによって本質的な

解明がなされるかもしれない.

3番目として,SiteAに結合して転写制御に関わる核蛋白は未同定であリ,また

その特異的塩基配列もバリエーションが大きいが,K16,K17ともにAPZand/or

Spl結合部位の近傍にKSSlteAとゲルシフトでコンペティションを認めるエレメ

ントが存在することが示された｡それらの位置関係は,例えばSplとの関係をとって

みるとK16.K17ではKSの場合と逆であるhl,いずれにせよ相異なるケラチン遺

伝子の発現に関与する共通の転写制御蛋白が.またもうlつ存在する可能性を捷起

したことになる｡なお現在,塩基配列特異的DNAアフィニティークロマトグラフイー

を用いて,K5SlteA結合蛋白を精製,クローニングする試みがなされつつある｡

さて終わりになったが.本研究の実験で用いた主な細胞,BL)ちHeLa細胞および

HEKから得られた結果の相違について考察を加えねば,ケラチノサイト特異的転写調

節の議論は意味を持たな(なってしまう.まずゲルシフトの実射 こおいて,HeLa細

胞のみならずHEKからの核蛋白も使用したのはSplの実額のみであLJ,APZおよび
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SlteAの同定の際はHEK抽出蛋白は用いていない｡SiteAはともかく,APZに関し

てはこの考察のAPZのところでも述べたように.ごく最近Uittoらのgループにより,

ケラチノサイトにのみ存在するというKTP-1もAPZ望托部位に結合し得ることが示

されたたが 9),HeLaとHEKでは同じAP2認托部位でもその転写制御が本箕的に異な

り.それがケラチノサイト特異的転写制alの鍵を握る可能性があることを言わねば

ならない.次にCAT7ツセイについて言えば.KSCAT (wlldtype)は繰推芽細

胞など上皮系以外の細胞では活性が罷められなかった机 HEKやSCC紳胞のみならず

HeLa細胞でも十分な転写活性を有していたので46J.本研究ではHeLa細胞での検索を

中心に進めてきた.しかしながら,HeLa細胞は美麻にはK5ケラチンを蛋白レベル

で発現しておらず,では何故KSを党規しないのか.どこがHEKと違うのかという疑

問に対しては,今回取L)扱ったIkb足らずの調節領域以外の,おそらく遠隔に位正

するサイレンサ-,negativeregulatorの存在や.あるいはposttranscriptional

なメカニズムによる負の制御捷dtの存在の可能性が考えられる｡HEKでなくHeLa細

胞主体の実験であれば本来,むしろそのような機構の解明に向かった方が目的に適っ

ていると言えるかもしれず-今後の検討を要する｡最後に,ir頭の図 1にもう-良

立ち戻っても分かるように.HeLaと異なりHEKで転写活性に有意な差が認められる

-796/-543の領域の検索は非常に興味深いものであることは聞達いない.筆者が何

度かprellminaryに行ったゲルシフト等の実敏では再現性のある結果が得られず.

本研究では残念ながら割愛したが,K5辻伝子におけるケラチノサイト特異的転写調

節を浅ずる板,この領域の今後更なる解析が望まれることは言うまでもない｡
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盟 と 曲

細胞の増殖と分化は主に転写レベルで講節されておLJ,ft々 の細胞で様々なレベル

の細胞特異性をもつ転写田子が明らかにされてきている.筆者はケラチノサイトに

おける榊胞特異的発現諌節機gtを解明するために,ケラチノサイトの分化に応じて

転写制御を受けることが知られているヒト表皮ケラチン遺伝子の中で,とくに基底

抽胞において特異的に発現されるKSケラチンiA伝子上流の調節領域に作用する転写

制御蛋白を,DNAトランスフェクションとゲルシフト法を用いて分析した結果,約

40bp中に複数の制御蛋白が関与するエレメントを見出した｡それらの蛋白は転写因

子AP2とSplの他にいくつかの兼同定の核蛋白を含み.それらの蛋白が作用する部

位はAP乙 Sp1両結合部位,そしてSIteAという隣接する3つから成っており,制御

蛋白は各部位においてJnVltrOでは相互排他的に結合し,各部位はいずれも/n VJVO

では本来の転写機能を発揮するために重要であると考えられた.さらに,それら3つ

の部位のクラスターを他のヒト表皮ケラチン遺伝子調節領域中でも検索し.それら

の組み合わせがケラチノサイト特異的転写調節に関与する可能性があることが示唆

された.細胞特異的な転写調節は点器の分化,発癌のメカニズムをAB<鍵であり,

今後さらなる解析が望まれよう｡
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