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論文内容の要旨

真核生物の核内 DNA は、ヒストンタンパク質に巻き付いたヌクレオソームを基本単位として、クロマチンを形成

している。これまでに、クロマチン内ヒストンのアセチル化やリン酸化などの修飾反応がクロマチン構造を変化させ、

転写反応を制御していると考えられている。クロマチンの局所的な構造変化に関与する因子として、ヒストンアセチ

ル化酵素 (histone acety ltransferase、 HAT) がある。近年、転写共役因子が HAT 活性を併せ持つことから、 HAT

活性はおもに転写活性化に寄与すると考えられている。

多くのガンで HAT の遺伝子異常がみつかっており、 HAT によるクロマチン制御の破綻がガン化の引き金になると

考えられている。また、ガン関連因子の c-Jun や P53 の発現や機能に HAT が関与することが報告されている。

本研究では、肝ガンにおける HAT の機能について明らかにすることを目的とし、ラット肝化学発ガンのモデル系

として Solt-Farbor 法を用いて、発ガン過程における HAT の発現変化を解析した。これまでに HAT としてほ乳類で

同定されている 8 種類について、肝ガン誘導による発現変化をウエスタンプロット法により解析した。その結果、腫

療に対して抑制的に働くことが知られている P300 および CBP の発現が減少するのに対し、 MYST ファミリーに属

する HAT である Monocytic leukemia zinc finger protein (MOZ) の発現が増加していた。調べた中で唯一 MOZ の

発現が発ガン誘導に伴って増加したことから、 MOZ に着目して肝特異的機能への関与について解析した。

MOZ は白血病患者で高頻度に染色体転座を起こしており、 MOZ の機能異常が白血病の原因になると考えられてい

る。肝ガンラットでも MOZ の染色体転座を起こしているかについて調べた。 MOZ の N 末端領域、 MYST 領域およ

び C 末端領域の異なる位置を抗原として認識する特異的抗体を用いて、ウエスタンブロット解析を行った。肝ガンラ

ットにおいて、 MOZ を認識する全ての抗体で約 230 KDa の同位置にバンドが検出された。 MOZ の融合転座の標的

因子として知られる TIF2 および SRC-1 の発現は、サイズおよび量ともに肝ガン誘導による変化はみられなかった。

また、 MOZ の特異的プライマーを用いて RT-PCR および DNA シークエンス解析を行ったが、正常および発ガンラ

ットのどちらにも MOZ の染色体転座は検出されなかった。このことより、肝前ガン病変において MOZ の染色体転

座は起こしておらず、野生型 MOZ の発現が増加することが示唆された。さらに、発ガンラットの核抽出液を用い、

MOZ 複合体の分子量をカラム分画により推定した。その結果、発ガンラット MOZ 複合体は約 2MDa の巨大なタン

パク質複合体を形成していた。

MOZ の機能を解析するために、ラット肝臓 RNA より RT-PCR 法を用いてラット MOZ cDNA をクローニングし

た。ラット MOZ は 1998 アミノ酸からなり、アミノ酸配列はヒト MOZ と全体で 89%一致していた。特に、ヒト MOZ
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で転写調節に機能すると考えられている histone H 1 and H 5 like motif、 PHD zinc finger motif および Methionine

rich region、 HAT 活性に必須の MYST 領域はラット MOZ でも高度に保存されていた。また、ラット MOZ もヒス

トン H3 および H4 のアセチル化活性を示し、肝細胞の増殖分化に関与する b-ZIP 型転写因子 (c-Jun、 C/EBPα お

よび C/EBP ß) と相互作用することを GST pull-down 法により明らかにした。このことから、ラット MOZ も HAT

活性を有する転写因子として生体内で機能することが示唆された。

MOZ の肝ガン特異的機能を解析するために、肝腫蕩マーカーGlutathione S-transferase P (GST-P) 遺伝子発現

制御機構に対する MOZ の関与について解析した。 GST-P は薬物代謝酵素の 1 つであり、ラッド肝化学発ガン過程で

顕著に発現が上昇する。この変化は肝特異的であり、また正常肝では全く発現しないことから、発ガン過程を解析す

るための最も良い指標の 1 っとして考えられている。これまでの GST-P 転写制御領域の解析から、発現を正に制御

するエンハンサー (GST-P enhancer elem~nt ， GPE) と負に制御するサイレンサーの存在が報告されている。ラット

肝ガン由来 H4IIE 細胞を用いて、 GST-P プロモーター活性に対する MOZ の影響についてレポータージーンアッセ

イにより評価した。 GST-P 遺伝子 5'-上流発現制御領域について、エンハンサーやサイレンサーなどの機能領域を欠

失させてルシフエラーゼ遺伝子上流に組み込み、 MOZ の作用領域を同定した。その結果、 MOZ は GPE 領域に対し

て正に作用することを明らかにした。 GPE 領域は GPEl と GPE2 の 2 つに分けられ、 Nrf2 と MafKがヘテロダイマ

ーを形成して GPEl に結合する転写活性化因子として同定されている。 MOZ の GPE 領域に対する作用機構を明ら

かにすることを目的として、 MOZ と GPE 結合因子 Ma任E との相互作用について、免疫沈降法により解析した。ヒト

子宮頚ガン由来 HeLa 細胞を用いて調べた結果、 MOZ と MafKは細胞内で相互作用することを明らかにした。さら

に無細胞系として GST pull-down 法を用いて解析した結果、 MOZ と MafKは直接的に結合した。このことから、

MOZ の GPE 領域への作用は MafKを介すると考えられた。 MafKは単独では転写活性化能を持たないが、転写活性

化因子 Nrf2が DNA に結合するための必須因子として知られている。 Nrf2IMa自仁ヘテロダイマーを介した GST-P 転

写調節に対する MOZ の影響について、マウス腔性ガン由来 F9 細胞を用いてレポータージーンアッセイを行った。

GPEl と GST-P プロモーター領域 (-50 から +56 bp) をルシアエラーゼ遺伝子上流に組み込んだレポータープラス

ミドとともに Nrf2 および MOZ をエフェクターとして F9 細胞に発現させ、ルシフエラーゼ活性を測定した。その結

果、ルシフエラーゼ活性は Nrf2 単独では活性化がみられない条件下において、 Nrf2 と MOZ の共発現により相乗的

に上昇することに明らかにした。さらに、内在性 GST-P に対する MOZ の作用について、ウエスタンプロット法によ

り解析した。ラット肝ガン由来 H4IIE 細胞における内在性 GST-P の発現は、 MOZ の発現プラスミド量依存的に増

加することを明らかにした。

これらの結果から、肝化学発ガン過程において MOZ は Nrf2/Ma仮に対してコアクチベーター (DNA 結合型転写

調節因子と基本転写因子群との聞を仲介し転写活性化を導く因子)として機能し、 GST-P 遺伝子の発現制御に関与す

ることが示唆された。 MOZ は GST-P の転写調節において重要な因子の 1 っと考えられる。

本研究において、肝ガン進行に伴い HAT の発現が変動し、発現増加しだMOZ がガン関連因子の発現や機能に関

与することを示した。今回得られた知見は、肝発ガン過程の分子機構の解明に有用であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

大田君は、化学発ガンへの HAT (ヒストンアセチル化酵素)の関与について明らかにする目的で、肝化学発ガン過

程における各種 HAT の発現変動について検討した。先ず化学発ガンの進行に伴って腫虜マーカーとして知られてい

る GST-P が大きく発現誘導されるが、 HAT の P300 や CBP は発現が低下するのに対し、 MOZ(Monocyclic leukemia 

zinc finger protein) は上昇することをはじめて見出した。そして。 MOZ は肝ガン細胞では融合転座をせずに、複合

体を形成して機能していることを示した。さらに、 MOZ は Nrf2IMafKヘテロダイマーと結合し、コアクチベーター

として GST-P 遺伝子のエンハンサー領域に作用し、 GPEl を介して GST-P の転写調節にかかわることを明らかにし

た。すなわち、 MOZ などの HAT の発現異常がガン関連因子の発現調節に関与することを示した。

以上の成果は、発ガン過程の分子機構の解明に寄与するものであり、学術的に高く評価され、博士(薬学)学位論

文として充分価値あるものと認められる。
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