
<はしがき>

血液細胞の分化は組織特異的転写因子により制御されている｡これらの転写因子は

他の転写因子や転写共役因子との相互作用を通じて分化に必要な遺伝子の発現調節

を行なっている｡ Etsファミリー転写因子のうちのいくつかのものは血球分化にとっ

て必須なばかりでなく､白血病の発症にも関わることが知られている｡一方､動物の

発生において重要な転写因子であるホメオドメイン蛋白質も血液細胞の分化や白血

病の発症に関与することが示されている｡そこで本研究においては､両転写因子群に

属する蛋白質間の相互作用を検索し､その血球分化における重要性を検討することを

目的とした｡
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<研究目的>

すべての血液細胞は造血幹細胞に由来するが､その分化は組織特異的転写因子によ

る細胞系列特異遺伝子の発現調節により制御されている｡これらの転写因子は他の転

写因子や転写共役因子との相互作用を通じて標的遺伝子の発現調節を行なっている

ものと考えられている｡

Etsファミリー転写因子群はEtsドメインをDNA結合ドメインとして持つ転写因子

のグループであるが､そのうちのいくつかのものは血球分化にとって重要な役割を果

たすばかりでなく､その発現異常や染色体転座によるキメラ蛋白質の形成は白血病の

発症にも関わることが知られている｡

我々はこれまでに血球分化におけるEtsファミリー転写因子の役割について解析を

進め､その一員であるPU.1が赤血球系細胞の分化を骨髄単球系細胞へとスイッチさ

せることのできる分化制御のマスター因子であること､また一方で PU.1は赤血球系

細胞の分化を抑制することで赤白血病発症に寄与することを示してきた｡さらにPU.1

はその機能を発現する上で転写の共役因子であるCBPやHDAC､またメチル化DNA

に結合することが知られているMeCPZと協調作用することを兄い出してきた｡また

pU.1以外のEtsファミリー転写因子についても､TELが巨核球の分化を抑制すること

を兄い出し報告してきた｡

一方､動物の発生や形態形成において重要な働きをするホメオドメイン蛋白質はホ

メオドメインをDNA結合ドメインとして持つ転写因子であるが､血液細胞の分化に

も深く関与していることが示されている｡これらの蛋白質にはHox蛋白質群を始めと

して､これらと相互作用するPbxlやMeislなどが含まれている｡これまでにHoxAIO

とHoxC4がそれぞれ骨髄球系細胞の分化やリンパ球系細胞の活性化に関わることや､

HoxA9やHoxC13あるいはPbxlが染色体転座を通じて白血病の発症に関わることな

どが知られている｡

このように両ファミリーに属する転写因子は血球分化にとって重要であるが､現在

までにその相互作用については知られていない｡そこで本研究においては､両転写因

子群に属する蛋白質間の相互作用を検索し､その血球分化における重要性を検討する

ことを目的とした｡
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<研究結果>

(1)Etsファミリー転写因子とホメオドメイン蛋白質の

機能的相互作用

まず検索の対象となるEtSファミリー転写因子およびホメオドメイン蛋白質を決定

するため､RT-PCRにより種々のマウス血液細胞株 (B細胞､T細胞､骨髄球系細胞､

赤血球系細胞を含む)におけるこれら遺伝子の発現パターンを検索した｡その結果を

踏まえてEtsファミリー転写因子としてはEtS-1,Ets-2,PU.1,Spi-B,Ri-1,Elf-1,Erg-3,

TELを､ホメオドメイン蛋白質としてはHoxA10,HoxC13,PbxIB,Meislを候補に挙げ

以下の解析を行った｡

Ets結合配列を持つレポーターを用いたルシフェラーゼ法によりそれぞれのEtsフ

ァミリー転写因子の働きに対するホメオドメイン蛋白質の影響を検索したところ､

HoxAIOとHoxC13はpU.1とspi-Bに対しては協調的に､Elト1,Erg-3,Ets-2に対して

は括抗的に働いたが､その他に対してはいずれの作用も示さなかった｡また pbxIB

はすべての Etsファミリー転写因子に対していかなる作用も示さず､Meislは Ets-1

と Ets-2に対しては括抗作用を示したがその他に対してはいずれの作用も示さなかっ

た｡

これらのことから､血球分化に関与するEtsファミリー転写因子とホメオドメイン

蛋白質の､少なくともいくつかのものの間には機能的な相互作用が存在することが明

らかとなった｡

(2)Etsフ ァミ リー転写因子とホメオドメイン蛋白質の
物理 的相互作用

次にこれらの組み合わせの中から､リンパ球系､骨髄球系両細胞系列の分化に関与

するEts転写因子であるPU.1とElr-1､染色体転座を通じて白血病の発症に関与して

いるホメオドメイン蛋白質であるHoxC13に注目してこれらの物理的相互作用を検索

した｡

PU.1とHoxC13あるいはElト1とHoxC13を293T細胞に共発現させ免疫沈降法によ

り解析したところ､これらはそれぞれ細胞中で結合することが示された｡またこれら

蛋白質の欠失変異体を用いたGSTpull-down法により､HoxC13はホメオドメインの
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中間よりC末端側の部分を介してPU.1､Elト1と結合すること､PU.1はEtsドメイン

を介してHoxC13と結合することが明らかになった｡さらにpU.1､Elト1との結合領

域を欠いた変異 HoxC13はこれら蛋白質との機能的な相互作用を示さないことから､

これら蛋白質同士の結合はそれぞれの組み合わせによる協調作用､および括抗作用に

必要であると考えられた｡

次にマウス赤白血病 (MEL)細胞をDMSOにより赤血球方向へ分化誘導した場合

のそれぞれの遺伝子発現をFrPCR法により検索したところ､PU.1とHoxC13の遺伝

子発現はともに低下するが､Elト1の遺伝子発現は上昇することが示された｡

これらのことから､PU.1､Elf-1とHoxC13の間には物理的な相互作用が存在し､そ

の相互作用が血液細胞の分化の制御になんらかの関わりをもつものと推察された｡

<考 察>

今回の研究から血液細胞で発現しているEtsファミリー転写因子とホメオドメイン

蛋白質のうちの少なくともいくつかのものは物理的､機能的に相互作用することが明

らかになった｡ルシフェラーゼ法による検索において､HoxC13とHoxAIOは8種類

のEtsファミリー転写因子のうちpU.1とSpi-Bに対しては協調作用を､Elf-1,E甘3,

Ets-2に対しては括抗作用を示した｡しかしながらPbxIBとMeislは前者がEt5-1と

Ets-2に対して括抗作用を示しただけで､その他のEtsファミリー転写因子に対しては

いずれの作用も示さなかった｡HoxC13とHoxAIOはその遺伝子がクラスターを形成

しているHox蛋白質群に属しその構造も類似しているが､pbxlとMeislはHox蛋白

質群に属さずその構造もHox蛋白質とは異なっている｡ このようなことが､Etsファ

ミリー転写因子に対する作用の違いの原因のひとつと考えられた｡

HoxC13とHoxAIOは､p0.1とspi-Bに対してはともに協調的な作用を示した｡こ

の理由としてPU.1とSpi-Bの構造がよく似ていること､また両者はB細胞の分化に

関わるという機能的類似性を持つことがあげられる｡しかしながら一方､Ets-1と

Ets-2もその構造がよく似ているにもかかわらず､HoxC13とHoxA10は前者に対して

はいかなる作用も示さず後者に対してのみ括抗作用を示した｡これらのことから､構

造の類似性よりも機能の類似性により相互作用の質が規定される可能性が推察され

た｡

本研究のルシフェラーゼ法に用いたレポーターはEts結合配列を持つがホメオドメ

イン蛋白質の結合配列は持たないものであった｡そこで今回観察された協調作用､括
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抗作用はホメオドメイン蛋白質がEtsファミリー転写因子に対して転写共役因子とし

て働いた結果であると思われる｡ HoxC13とHoxAIOはEtsファミリー転写因子のう

ちのあるものには協調作用を､またあるものには括抗作用を示したので､それ自体が

コアクチベーターまたはコリプレッサーの活性を持つとは考えにくい｡免疫沈降法､

GSTpul1-down法により少なくともHoxC13とHoxAIOはpU.1､Elト1と直接結合する

ことか示されたことから､DNAに結合したEtsファミリー転写因子にホメオドメイン

蛋白質が結合し､さらにCBPなどのコアクチベーターやHDACなどのコリプレッサ

ーが呼び込まれるものと考えられた｡また pU.1､Elト1との結合領域を欠いた変異

HoxC13はこれら蛋白質との協調作用や括抗作用を示さなかったことから､コアクチ

ベーターやコリプレッサーはこの場合にはHoxC13に結合するものと思われた｡

MEL細胞の赤血球分化の過程で HoxC13の遺伝子発現とHoxC13が協調的に働く

PU.1の遺伝子発現は共に低下したが､HoxC13が括抗的に働くElr-1の遺伝子発現は

増加した｡我々は以前､p0.1が赤血球分化を抑制することでMEL細胞の白血病化に

寄与している可能性を報告した｡HoxC13と血液細胞の関係についてはこれまでにヒ

ト急性骨髄性白血病に見られる染色体転座によって同遺伝子が再構成しているとい

う報告があるのみで､血球分化におけるHoxC13の役割は不明であった｡今回の結果

から､HoxC13もPU.1との協調作用を通じて赤血球分化を抑制し赤白血病の発症に関

与する可能性が考えられたが､この点に関しては現在 HoxC13の遺伝子を導入した

MEL細胞を樹立し検討中である｡一方､ELF-1は赤血球分化に促進的に働き､p0.1

やHoxC13と括抗しているのかもしれない｡

本研究により血液細胞で発現しているEtsファミリー転写因子とホメオドメイン蛋

白質の間には相互作用が存在することが明らかになり､その相互作用が血球の分化や

がん化の過程でなんらかの役割を果たすという可能性が示唆された｡今後はこれらの

知見をもとにこの方面での研究を展開していく予定である｡
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