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1.はしがき

平成 16-18年の3年度に渡って､｢GCN5及び HDAC-2による細胞周期及び免疫グロ
ブリン産生の統括的制御機構｣という研究課題で科学研究費補助金 (基盤研究 (B)､課題番
号 16310134)を交付して頂きました｡この冊子は本研究の成果を取りまとめたものです｡
私共は､高等真核細胞で唯一､高頻度でターゲット･インテグレーションを起すニワトリ

Bリンパ細胞株 DT40を用いて､多くのヒス トン修飾酵素であるヒス トンアセチル トランス
フェラーゼ(HAT)およびデアセチラーゼ(HDAC)やクロマチンアセンブリーファクター (ヒ
ス トンシャペロン)などの遺伝子群の欠損変異株を系統的に作成し解析して､クロマチン構
造構築や構造変換と細胞機能との係 り合いを明らかにすることを行っている｡本研究は､主
にコアヒス トンのアセチル基による化学修飾に基づくクロマチンの構造変化とクロマチンの
構築に焦点を絞って分子レベルで明らかにすることを目的とした｡具体的には､ジーン ･ノ
ックアウト法を用いて､HAT(GCN5,HATl),HDAC(HDAC2,HDAC3)やクロマチンアセ
ンブリーファクター(CAF-1,ASFl)などの欠損 DT40変異株を系統的に作成した.得られた
一連のクロマチン構造改変細胞を解析して､高度に分化したB細胞に特異的な遺伝子群や細
胞増殖に必須な遺伝子群の発現制御などに係わるこれら核蛋白質やヒス トンシャペロンに関
して､次のような特異的な機能を明らかにすることが出来た｡

1)GCN5欠損 DT40株においては､E2Fファミリー､サイクリン群､PCNAや C-mycなど
の細胞周期制御関連遺伝子の発現に大きな変化が認められ､GCN5がこれらの遺伝子の発
現を一括制御することによって､細胞周期を統括的に支配していることを明らかにした｡

2)PMA/イオノマイシン処理で野生株は死滅するが､GCN5欠損 DT40株ではアポ トーシ

スが誘導されないという顕著な相違があることを初めて明らかにした｡また､bcl-2,bc1-ⅩL
の他､PXCファミリー､カスパーゼファミリーや種々の転写因子の遺伝子発現に変化が生
じていた｡特に､アポ トーシス制御因子であるPKCファミリーは大きな発現変化が認めら

れ､GCN5がPKCファミリーの遺伝子発現を制御するkeyfactorである可能性が強く示
唆された｡

3)HDAC2欠損変異株の解析から､HDAC2は直接､IgMH-chaingeneの関与するクロマ
チン構造を変化させるのではなくて､転写因子であるPax5,EBFl,E2A遺伝子などの発現

制御を介して､IgM H-chaingeneの発現をコントロールしていることを明らかにした｡
また､HDAC3はDT40細胞の生存に必須である｡

4)HATl欠損変異株の解析から､HATlは細胞質と核の双方に局在し､細胞質の新生ヒス

トンH4のLys-5,Lys-12と共にクロマチン結合性ヒス トンH4のLys-5のアセチル化も触
媒し､さらに､DNA複製阻害で誘起されるDNA障害の修復に関与することを明らかにし
た｡

5)細胞増殖にはCAF-1p150とp60,PCNAの結合は必須であるが､HPlとの結合は必須で
なかった｡CAF･1欠損変異株の解析から､DNA複製チェックポイントを介した一連のシ

グナル伝達に CAF-1それ自体か､あるいは CAF･1による新生 DNA鎖上での rapidヌク
レオソーム形成が重要な役割を果たしていることが示唆された｡

6)ASFlはCAF-1と同様に細胞増殖に必須であり､ASFl欠損はDNA合成能低下を伴 うS
期進行の遅延､multipolarspindlesの形成などを伴って死滅する.また､増殖にはASFl
とCAF･lp60,HIRAとの結合は必要でなかった｡

以上のように､高等真核細胞のクロマチン構造の構築 ･維持 ･変換機構におけるヒス トン
修飾酵素およびヒス トンシャペロンなどの生理機能に関する多くの興味ある知見を in vivo

で得ることが出来､当初の目的は十分に達成出来たと考えております0
3年間に渡り､科学研究費補助金を交付して頂いたことに対して､ここに深く謝意を表する
ものであります｡

平成 19年 3月
中山 建男
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5.研究成果の概要

真核細胞におけるクロマチン構造は様々な要因により多様な動態をとり､複製､転写､修
復､組換えなどの DNAの関与する多彩な細胞機能発現を制御している｡この構造の多様性
を規定する主な要因としては､ヒス トンのアセチル化､メチル化､リン酸化などの化学修飾
があるoコアヒス トンのアセチル化は多種類のヒス トンアセチル トランスフェラーゼ(HAT)
およびデアセチラーゼ(HDAC)によって可逆的に触媒され､クロマチン構造を局所的に変換
する｡これらのヒス トン修飾酵素の遺伝子は酵母のグローバルな転写調節因子として知られ

ていた遺伝子(GCN5や RPD3)のホモログであることが明らかになった.さらに､PCAF,
P300/CBP,TAF230/250などの転写因子複合体構成蛋白質がIhT活性を有し､HDAC活性
も大きな転写因子複合体を形成して､転写制御に係わっていることなどが明らかにされつつ
あるOまた､m Tおよび HDACはクロマチンアセンブリーにも重要な役割を果すことも明
らかにされてきた｡
私共は､高等真核細胞で唯一､高頻度でターゲット･インテグレーションを起すニワトリ

Bリンパ細胞株 DT40を用いて､多くのHAT,HDACなどのヒス トン修飾酵素やクロマチン
アセンブリーファクター (ヒス トンシャペロン)などの遺伝子群の欠損変異株を系統的に作
成して解析することによって､クロマチン構造構築や構造変換と細胞機能との係 り合いを明
らかにすることを行っている｡本研究は､主にコアヒス トンのアセチル基による化学修飾に
基づくクロマチンの構造変換機構とヌクレオソームアセンブリー機構の2つに焦点を絞って
分子レベルで明らかにすることを目的とした｡具体的には､ジーン ･ノックアウト法を用い

て､HAT(GCN5,HATl),HDAC(HDAC2,HDAC3)やクロマチンアセンブリーファクター
(CAF･1,ASFl,HIRA)などの欠損DT40変異株を系統的に作成したo得られた一連のクロマ
チン構造改変細胞を解析して､高度に分化したB細胞に特異的な遺伝子群や細胞増殖に必須
な遺伝子群の発現制御などに係わるこれら核タンパク質やヒス トンシャペロンに関して､次
のような特異的な機能を明らかにすることが出来た｡

(1)GCN5について

･GCN5欠損 DT40株においては､E2F7アミリー､サイクリン群､PCNAや C-mycなど
の多数の細胞周期制御関連遺伝子の発現に大きな変化が認められ､GCN5がこれらの遺
伝子の発現を一括制御することによって､細胞周期を統一的に支配していることを明ら
かにした｡

･PMA/イオノマイシン処理で野生株および PCAF欠損 DT40株は死滅するが､GCN5欠
損 DT40株ではアポ トーシスが誘導されないという極めて顕著な相違があることを初め
て明らかにした｡

･GCN5欠損 DT40株では､アポ トーシス関連因子であるbcl-2,bcl-ⅩLの他､PKCファミ
リー､カスパーゼファミリーや種々の転写因子の遺伝子群の発現に変化が生じていた｡
特に､アポ トーシスの有力な制御因子であるPKCファミリーは大きな発現変化が認めら

れ､GCN5がPKCファミリーの遺伝子発現を制御する keyfactorであり､pre-B細胞
のアポ トーシスを統括的に制御している可能性が強く示唆された｡

(2)HDAC2について

･HDAC2欠損株の解析から､HDAC2はIgMH-chain,L-chaingeneの転写およびH-
chainpre-mRNAの膜結合型から分泌型-のスイッチングの2つのステップで一括して
免疫グロブリン量をコントロールすることが示された｡

･しかし､HDAC2は直接､IgMH-chaingeneの関与するクロマチン構造を変化させるの
ではなくて､転写因子であるPax5,EBFl,Ikaros,Aiolos遺伝子の発現をポジティブに
制御し､逆に､E2A遺伝子の発現をネガティブに制御することを明らかにした｡

･これらの転写因子の機能を調べるため､Pax5,EBFl,Ikaros,Aiolos,E2A遺伝子それぞ
れの単独ホモ欠損 DT40変異株を作成した｡

･これらの欠損変異株の解析から､Pax5,EBFl,Ⅰknros,Aiolosは IgM HandL-chain
genesをネガティブに制御し､一方､E2Aは IgMHandL-Chaingenesをポジティブに
制御することが明らかになったO
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･これらの結果から､HDAC2はPax5,EBFl,Ⅰknros,Aiolos,E2A遺伝子の発現をネガテ

ィブおよびポジティブに制御することによって､間接的にIgMHandLchaingenesの
発現を統括的にコントロールしていることを明らかにした｡また､HDAC3は DT40細
胞の生存に必須であることを明らかにした｡

(3)HATlについて
･HATl欠損変異株の解析から､HATlは細胞質と核の双方に局在することを明らかにし
た｡

･HATlは細胞質の新生ヒス トン H4の Lys15,Lys-12と共にクロマチン結合性ヒス トン
H4のLys-5のアセチル化も触媒することを明らかにしたo

･HATlは DNA複製とカップルしたクロマチンアセンブリーには必要でないことが明ら
かになった｡

･さらに､HATlはMMSや CPTによるDNA複製阻害で誘起されるDNA障害の修復に
関与することを初めて明らかにした｡

(4)CAP-1について

･細胞増殖 に必須 な CAF-1の p48,p60,p150それぞれ 3つのサブユニ ッ トの
tet-responsivehomozygousmutantを作成した.

･CAP-1の各サブユニットの欠損はいずれもS期進行の遅延､DNA合成能低下などを伴

って死滅する｡また､細胞増殖には p150とp60,PCNAの結合は必須であるが､HPl
との結合は必須でなかった｡

･本 CAF-1欠損変異株の解析から､DNA複製阻害剤 (HUや APH等)で誘起される S
期チェックポイントキナーゼChklの活性化はCAF-1非存在下で顕著に減少することか
ら､DNA複製チェックポイントを介した一連のシグナル伝達に CAF-1それ自体か､あ

るいはCAF-1による新生DNA鎖上でのrapidヌクレオソーム形成が重要な役割を果た
している可能性が示唆された｡

(5)ASFlについて

･ASFlは CAF11と同様に細胞増殖に必須であり､ASFlの tet-responsivehomozygous
mutantを作成した｡

･ASFl欠損はDNA合成能低下を伴 うS期進行の遅延､multipolarspindlesの形成など
を伴って死滅する｡また､増殖にはASFlとCAF-1p60,HIRAとの結合は必要でなかっ
た｡

(6)HIRAについて
･HIRA欠損 DT40株の解析から､HIRAのN-末端半分とC-末端半分は､細胞周期関連遺
伝子群の転写制御に関して､それぞれ促進と抑制という逆の役割を担い､細胞周期 ･増
殖をコントロールしていることを初めて明らかにした｡

･HIRAはそのN-末端領域のWDリピー トを介して､p18遺伝子のプロモーター領域と相
互作用して､その転写を制御 していることを明らかにした｡
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