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論文内容の要旨

【目的】

ストレス応答において主要な役割を果たす熱ショック蛋白質は分子シャペロンとも呼ばれ，蛋白質の折り畳みや輸

送に深く関与する。また，ストレスを受けていない細胞における熱ショック蛋白質の発現は細胞増殖による制御を受

け， G l/S期にその発現が上昇する事が知られている o 一方，原癌遺伝子産物である C -Myb は細胞増殖制御に

関与する転写因子でGl/S 期にその発現が上昇し， AACNG配列に直接結合して転写を促進する事が分かっているD

以前我々は， C -Myb が hsp70遺伝子の発現をそのプロモーター上の Heat Shock Elemen t (HSE) を介して誘導

する事及び，その際に C -Myb は HSE に直接結合しない事を見い出した。

本研究は， C -Myb による HSE を介した転写活性化のメカニズムをさらに解析することにより細胞増殖制御とス

トレス応答の関連について明らかにする事を目的とし，以ドの実験を行った。

【方法ならびに成績】

Molt-4 細胞の全抽出液及び HSE プロープを用いたゲルシフト法により，非ストレス条件下で見られる HSEー蛋

白質複合体中に C -Myb が存在する事が分かった。

NIH 3 T 3 細胞に， HSE を含むレポータープラスミド， Heat Shock Transcription Factor (HSF) 1 , HSF 2 , 

HSF3 及び C -Myb の発現プラスミドをトランスフェクションし， chrolamphenicol acetyltransferase assay を行っ

た。その結果 C -Myb は 3 種類の HSF の中で， HSF3 を介して HSE からの転写促進を行う事が分かった。

Glutathione-S-transferase (GST) 融合蛋白質として発現させた HSF 1, HSF 2 及び HSF3 と[略SJ C -Myb を

用いて in vitro 結合実験を行った。その結果， C -Myb は HSF3 とのみ結合する事が分かった。 C -Myb 種々の

mutant を用いた in vitro 結合実験から. C -Myb の DNA 結合ドメインが HSF3 との結合に必要であった。また，

C -Myb の転写抑制領域に含まれるロイシンジッパー領域も結合の安定化に寄与していたD さらに HSF 3 の mu­

tant を用いた in vitro 結合実験を行い. HSF3 の N末端に位置する DNA 結合ドメインが C -Myb との結合 lこ必要

である事が分かった。

NIH-3 T 3 細胞に. Ga14結合は配列を含むレポータープラスミド， Ga14-HSF 融合蛋白質. C -Myb-VP16 

融合蛋白質又は VP16単独の発現プラスミドをトランスフェクションし， in vivo two-hybrid assay を行った。その
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結果，生理的条件下でも HSF3 と C -Myb が特異的に結合する事が分かった。

293T細胞に HSF3 の発現プラスミドのみ又は HSF3 と C -Myb の発現プラスミドをトランスフェクションし，

HSF 3 の発現場所を共焦点レーザー顕微鏡で調べたo HSF3 単独で発現させた場合は， HSF 3 は核全体に均一に分

布していた。一方，日SF 3 と C -Myb を共発現させると， HSF3 は核内の特定の領域に局在していた。

293T細胞に C -Myb, HSF3 単独又は両者の発現プラスミドをトランスフェクションし，その全抽出液及び HSE

プロープを用いてゲルシフトアッセイを行った。その結果 C -Myb が HSF3 の DNA 結合活性を誘導する事が分かつ

fこ O

【総括】

C -Myb と HSF3 はその DNA 結合ドメインを介して直接結合し，その結果 HSF3 が活性化される事が分かったD

C -Myb は Gl 期から S 期にかけてその発現が上昇し， G 1 期から S 期の移行に必要であると考えられている。ま

た， Hsp70 もストレスを受けていない細胞で， G 1 期から S 期に発現が上昇する事が知られているo 今回明らかになっ

た C -Myb による HSF3 の活性化により，ストレス応答遺伝子の細胞周期に依存した発現制御が行われている事が

示唆される。

論文審査の結果の要旨

本論文では，原がん遺伝子産物 Myb が，ストレス応答遺伝子の転写活性化因子のひとつである HSF3 に直接結合

し， HSF3 を活性化することが初めて明らかにされている O ストレス応答遺伝子は種々の蛋白質の折れ畳みを促進す

る，いわゆるシャペロンと総称される制御因子をコードしており，シャペロンの発現は細胞増殖とカップルしている

ことが古くから知られていたが，そのメカニズムは不明であった。 Myb は細胞周期がG 1 期から S 期に移行する時

に上昇することが知られている。したがって，本論文で明らかにされた， Myb による HSF3 の活性化は，細胞周期

に応じたシャペロンの発現制御メカニズムの少なくとも一部を説明するものである。また，本論文では， Myb と HS

F3 の相互作用が詳細に解析されており，結合に関与するドメイン等についての大変精密なデーターが示されているo

さらに本論文では，代表的ながん抑制遺伝子産物である p53が HSF3 に直接結合すること， p53 と Myb の HSF 3 

への結合は競合的であることが示され， p53が Myb による HSF3 の活性化を阻害することが，初めて明らかにされ

ている。 p53は細胞周期の Gl 期から S 期への移行を阻害することが知られている。従って， この知見から p53が

HSF3 の活性化を阻害し， シャペロンの発現上昇を抑制することが示唆された。この知見は細胞周期とシャペロンの

発現が如何に関連しているかについての，大変興味ある知見である。

以上のように，本論文はシャペロンの発現が細胞周期に応じて如何に制御されているかを理解する上で，大変重要

な知見を明らかにしており，博士(医学)の学位授与に値すると考えられる o
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