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序 章 

1. 癌の制圧に向けて 

多くの国で癌の死者数が増加したことから、国際癌研究機関 (IARC: International 

Agency for Research on Cancer) は発癌のメカニズム・疫学・予防などを研究する組織

として、1965年の世界保健機関総会で設立された。癌による死者が多かった先進諸国

のフランス、イタリア、イギリス、ドイツ、アメリカ合衆国が IARCに参加した。そ

の後、日本、オーストラリア、カナダ、デンマーク、オランダ等が加わった。IARC

の推計によると、2020年に癌と診断された症例は 1929万人で、癌による死者数は 996

万人である。また、IARCは 2035年における新たな癌罹患者数は 2400万人、死者数

は 1460 万人まで増加していくと予測している。現在、日本での死因第１位は癌であ

り、死因の1/3を占めている (国立がん研究センター: http://www.ncc.go.jp/jp/index.html)。

2020年に新しく癌と診断された人は、103万人である。このように、人間の生活にお

いて癌はとても身近な脅威である。 

私たちの体を構成する最小単位である細胞は、通常増えすぎないように適切に制御

されている (1)。しかし、その制御が効かなくなり、無秩序に増え続けてできた細胞

の塊が「腫瘍」である (2)。腫瘍には、良性腫瘍と悪性腫瘍があり、悪性腫瘍を癌と

よぶ。良性腫瘍は、細胞が増え続けても他の臓器に移動することは無く、多くの場合、

手術で取り除くことができる (2)。一方、悪性腫瘍である癌は、臓器の奥深くまで入

り込み (浸潤)、血液やリンパ液を介して全身に移動でき、移動先の臓器でも増え続け

る性質 (転移) をもつ (2, 3)。また、癌は他の正常細胞が摂取しようとする栄養を奪

い体が衰弱する (悪液質) (2, 3)。これらの他にも、癌には 8種の特徴があることが定

義づけられており、体の免疫システムから逃れ、増殖し続ける (Fig. I) (4)。 

癌の羅患について歴史的な根拠は少なく様々な議論があるが、2016年に Odesらに

よって最古の癌の症例が発見された (5)。南アフリカのスワートクランズ洞窟で

160～180 万年前のヒトの足指の骨が発掘され、骨肉腫が認められた。この発見によ

り、旧石器時代の原人から人類は癌に苦しめられてきたことが判明した。人類と癌と

の戦いとして学術的な知見が残されているのは 1800 年代過ぎからで、それ以降、発

癌性物質の探索が進み出した。1911年に Rousによりニワトリ肉腫無細胞濾過液中か
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ら癌性物質 RSV (ラウス肉腫ウイルス) が発見された (6)。この発見を皮切りに、抗癌

剤の研究が進んで行く。1950年代から、現代も抗癌剤の主流となっているシクロフォ

スファミドが合成された (Fig. II)。シクロフォスファミドは、DNAの複製を阻害する

作用があり (7)、元来、アメリカで毒ガスとして開発されていたナイトロジェン・マ

スタードの毒性を抑制し、抗癌剤として用いられるようになったという経緯がある。

また、DNAを構成するチミンの合成を阻害することで DNAの複製を阻害するフルオ

ロウラシルも同時期に開発された (Fig. II) (8)。この抗癌剤は、胃癌や大腸癌に使用さ

れることが多く、代謝活性物質 (TdUMP) と、DNA 合成に必要なチミジル酸合成酵

素と結合し、この酵素活性を阻害することでチミジル酸合成を阻害する (9)。 

1970 年代になると、シスプラチンに代表されるプラチナ製剤や、タモキシフェン

等のホルモン薬に抗癌剤としての働きがあることが発見された (Fig. II) (10–12)。この

時期から、癌遺伝子 (c-Myc、epidermal growth factor receptor: EGFR、等) や癌抑制遺

伝子 (p53、cell adhesion molecule 1/tumor suppressor in lung cancer 1: CADM1/TSLC1、

等) が多数明らかにされるようになった (Table I) (3)。1990年代以降は、癌細胞でDNA

メチル化によるエピジェネティックな変化が発見されたことにより、EGFRや活性化

癌遺伝子 (phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10: PTEN) 及び血管

内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor: VEGF) を標的とした分子標的薬が開

発され、臨床的に使用されるようになった (13)。癌細胞に特異的に発現する分子や遺

伝子を標的とした薬剤が分子標的薬と呼ばれるのに対し、従来の抗癌剤は細胞障害性

抗癌剤と呼ばれる (13)。肺腺癌では、細胞障害性抗癌剤の平均的な奏効率がおよそ

30%であるのに対し、分子標的薬には奏効率が 60%以上のものがあり、副作用も軽い

とされている (13)。また、2004年に非喫煙者のアジア系女性の肺癌から多数の EGFR

の変異が見出され、異常な EGFRには、下流の細胞シグナル伝達が活性化される部位

があることが発見された (14)。この部位がリン酸化されることにより EGFRが活性化

され、細胞を増殖させるシグナルが検出されたことから、リン酸化を阻害する EGFR

チロシンキナーゼ阻害剤のゲフィチニブ (商品名: イレッサ) が開発された (15)。こ

れら分子標的薬は、癌遺伝子を 100種類以上同時に調べることのできる次世代シー 

ケンサーの登場で、より効果的に使用できるようになった。しかし、依然として癌に

よる死者数は減少しておらず、これまでとは異なる標的を発見し、より効果的な治療

薬及び治療法を開発することが必要である。 
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2012 年から、転写制御の研究に着目することで癌の根治を目指す文部科学省の研

究プロジェクトが発足した。癌細胞の悪性度に関わる遺伝子のプロモーター領域と、

これらに作用する転写因子 (c-Myb、CCAAT/enhancer binding protein: C/EBP、runt-related 

transcription factor 1: Runx1、Ets1、等) をモデルとして、転写因子が形成する複合体の

構造解析を中心に、X 線結晶構造解析及び核磁気共鳴 (nuclear magnetic resonance: 

NMR) による分子構造解析、及び細胞を用いたプロモーター活性の解析等が行われた 

(16–18)。この研究から、細胞の分化に関与する転写因子 Ets1 の天然変性領域 (特定

の構造をもたない領域) がリン酸化されることで、自身の遺伝子発現のスイッチが切

り替わるメカニズムが明らかとなった (19)。Ets1 がリン酸化を受けることにより、

Ets1と相互作用する因子と結合する立体構造が形成され、Ets1の DNA結合能を低下

させることが、分子シミュレーションと生化学的解析により報告されている (17, 19–

21)。癌の治療薬を開発するためには細胞の癌化の根本的な機構を解明する必要があ

り、転写制御メカニズムの解明が癌の根治療法につながる可能性を示した。 

  

 

Fig. I. 癌の 8種の特徴 

引用文献 (4) より引用した。   
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Fig. II. 繁用される抗癌剤の化学式 

 

Table I. ヒトの癌に関わる主な癌遺伝子と癌抑制遺伝子 

 

 

2. 第 3の生命鎖である糖鎖と癌の関係 

糖鎖と癌には、密接な関わりがあることが明らかになっている。癌の特徴的な性質

として、細胞の増殖異常、浸潤や転移があり、これらの悪性形質に対して、細胞膜糖

タンパク質に結合した糖鎖が関与することが報告されている (22, 23)。第 3の生命鎖

とも呼ばれている糖鎖は、細胞の表面を覆っており、タンパク質や脂質に結合し、複

合糖質 (糖タンパク質及び糖脂質) を形成する (24)。糖タンパク質のなかでも、アス

パラギン (Asn)-X-セリン (Ser)/スレオニン (Thr) 配列のAsn残基の側鎖の窒素に付加

癌遺伝子 Myc群 c-myc バーキットリンパ腫、肺がん等

N-myc 神経芽腫

チロシンキナーゼ群 EGFR 膠芽細胞腫

c-Met 胃癌、肺癌等

Ras群 K-RAS 膵癌、肺癌、卵巣癌等

癌抑制遺伝子 p53 脳腫瘍、白血病、肉腫等

TSLC/CADM1 肺癌

Smad4 肺癌、大腸癌等

RB 網膜芽細胞腫
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される糖鎖を N-型糖鎖と呼ぶ (25)。この糖鎖の構造は多様であり、N-アセチルグル

コサミン (GlcNAc) 2残基とマンノース (Man) 3残基から構成されるトリマンノシル

コアと呼ばれる構造に、N-アセチルグルコサミン転移酵素 (GlcNAcT) I、II、IV、及

びVが働いて分岐構造が形成され、それらの非還元末端にガラクトース転移酵素 (GalT) 

がガラクトース (Gal) を付加する (25)。さらに、フコース転移酵素がフコース (Fuc) 

を、シアル酸転移酵素が Galの先にシアル酸 (Sia) を転移することにより N-型糖鎖が

形成される (Fig. III) (25)。N-型糖鎖の多様な構造は、細胞−細胞間の接着や、細胞−細

胞または細胞-細胞外基質との相互作用、シグナル伝達、血中からのホルモンなどの

クリアランスにおいて重要な役割を果たしている (26–29)。このような N-型糖鎖の多

様な機能は、側鎖構造の GlcNAcに β1-4結合した Gal (Galβ1→4GlcNAc) の先に付加

する様々な糖鎖抗原が担っていることが知られている (30)。また、細胞の癌化で、

N-型糖鎖を合成する糖転移酵素の発現が著しく変化する (31–33)。その中でも、N-型

糖鎖の分岐構造を形成する GlcNAcβ1→6(GlcNAcβ1→2)Mana1を合成する GlcNAcTV

の発現が増加し、N-型糖鎖は高分岐糖鎖となる (25, 34–36)。細胞の悪性形質転換に

よって観察されるこのような糖鎖修飾の劇的な変化は、糖転移酵素遺伝子の発現の変

化が原因であると考えられている。一方、糖脂質は動物細胞に存在するスフィンゴ糖

脂質と植物細胞に存在するグリセロ糖脂質の 2種に分類される (37)。スフィンゴ糖脂

質は、スフィンゴシンと脂肪酸がアミド結合したセラミド (Cer) のアルコール基に糖

が結合したものを指し、組織特異的に異なるスフィンゴ脂質糖転移酵素が働くことに

よってその発現パターンが決定される (38–40)。糖転移酵素をノックアウトしたマウ

スを用いた複数の解析から、糖脂質が発生や分化、中枢神経系の恒常性維持において

重要な役割を果たしていることが報告されている (41–43)。 
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Fig. III. N-型糖鎖の生合成に関わる糖転移酵素 

β4GalTs: β4-ガラクトース転移酵素 

GlcNAcTs: N-アセチルグルコサミン転移酵素 

FucT: フコース転移酵素 

シアル酸転移酵素は、図に示した非還元末端の Galにシアル酸を付加する。 

 

3. 生命維持に欠かせないb4-ガラクトース転移酵素  

b4-ガラクトース転移酵素 (b4GalT) は、Galをb-1,4結合でGlcNAc、グルコース (Glc)、

及びキシロース (Xyl) に転移し、Galβ1→4GlcNAc/Glc/Xyl 構造を合成する (44, 45)。現

在、b4GalTファミリーとして 7種のb4GalT遺伝子が単離されており、はじめに遺伝子が単離

されたb4GalT1 と相同性の高い順に番号づけされている (46–52)。それぞれ in vitroにおけ

る基質特異性が異なることが報告されており、b4GalT1 とb4GalT2は糖タンパク質に (44, 45, 

47, 53)、b4GalT3 とb4GalT4は糖脂質に (47, 48)、b4GalT5 とb4GalT6はグルコシルセラミ

ドに (50, 54)、b4GalT7はグリコサミノグリカン鎖がコアタンパク質と結合する橋渡し構造の最

初の Galを転移する (Fig. IV) (51, 52)。b4GalT1 ノックアウトマウスは成長遅延を示し、半数

は離乳前に死に至る (55)。b4GalT2 ノックアウトマウスは空間学習記憶・運動学習に障害を

もつ (56)。さらに、b4GalT5 のノックアウトマウスは胎生致死となることが判明し、b4GalT は

生物の機能に必須であることが示された (57)。しかし、b4GalT3及びb4GalT4 のノックアウト

マウスは作製されていないため、b4GalT3とb4GalT4の in vitroでの基質特異性や生体内の

機能は明らかとなっていない。また、b4GalT ファミリーの発現と癌の悪性度、すなわち増殖、

移動、浸潤、及び転移への関与が多数報告されている。当研究室の Shirane らもb4GalT

ファミリーと癌の関連について報告しており、NIH3T3 マウス繊維芽細胞の悪性形質転換に

Asn

X

Ser/Thr

4GlcNAc4GlcNAcβ1Manβ16
3

6
2

4
2

Manα1

Manα1

4GlcNAcβ1Galβ1
Galβ1
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6
Fucα1

β4GalTs GlcNAcTs FucT
protein

Galβ1

4GlcNAcβ1

4GlcNAcβ1
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伴い、b4GalT3 とb4GalT5 の遺伝子発現が上昇する一方、b4GalT2 の遺伝子発現は低下

することを見出した (58)。また、B16-F10 マウスメラノーマ細胞でb4GalT5 遺伝子の発現を

低下させると、腫瘍形成能と転移能が顕著に抑制された (59)。同様に、B16-F10 細胞の腫

瘍形成能は、b4GalT2 遺伝子の発現を増加させることによって抑制された (60)。これらの知

見から、糖鎖のガラクトシル化は、癌細胞の悪性形質にとって重要であることが示された。糖

鎖のガラクトシル化は糖転移酵素遺伝子の発現変化に起因すると予想され、癌細胞におけ

るb4GalT1、b4GalT2、b4GalT4、及び b4GalT5 の転写制御メカニズムを解析した結果、

b4GalT1、b4GalT4 、及び b4GalT5は転写因子 Specific protein (Sp) 1が、b4GalT2は p53

が転写を制御していることが明らかとなった (61–64)。しかし、b4GalT3 の転写制御メカニズ

ムは未だ明らかになっていない。 
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Fig. IV. b4GalTsの基質特異性 

 

4. 様々なヒト疾患に関わるb4GalT3 

b4GalT3遺伝子は、1997年に Clausenらのグループによって、expressed sequence tag

データベースの塩基配列情報を利用したpolymerase chain reaction (PCR) により単離さ

れた (47)。b4GalT1との相同性はアミノ酸レベルで 44%を示し、b4GalT3遺伝子は 1

番染色体の q21-23 に存在することが報告された (47)。組換え酵素を用いた基質特異

性の解析から、b4GalT3は糖脂質のラクトトリアオシルセラミド (GlcNAcβ1→3Galβ1

→4Glc-Cer) に Galを転移することが示された (Fig. IV) (47)。その後、b4GalT3は、in 
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vitroにおいて複合糖質糖鎖のポリ-N-アセチルラクトサミン構造 (Galβ1→4GlcNAc)n を

合成できることが報告された (65, 66)。一方、アンチセンス DNAを用いた研究から、

WI38ヒト繊維芽細胞において β4GalT3遺伝子の発現を低下させると、高分岐糖鎖の

ガラクトシル化が抑制されることが見出された (67)。さらに、Sasakiらによってヒト

の心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、筋肉、腎臓、及び脾臓でb4GalT3が発現しており、特

に、胎児の脳、肺、肝臓、及び腎臓で高く発現していることが明らかにされた (68)。 

近年、b4GalT3は様々な疾患との関連が報告されている。Liaoらによる、不可逆な

失明の主な原因である緑内障の患者家族の遺伝子データ解析から、重症患者のみ

b4GalT3遺伝子に変異が起きていることが発見された (69)。また、関節リウマチにお

いて免疫グロブリン (Ig) Gの N-型糖鎖の低ガラクトシル化が炎症や免疫に関与する

ことが見出され、複数の糖転移酵素の発現を解析した結果、b4GalT3の発現が顕著に

低下していることが判明した (70)。この 2種類の疾患では、b4GalT3との相関が見出

されただけで疾患に至る詳細なメカニズムは不明である。他にも、複数の癌との関連

が報告されており、大腸癌、膀胱癌、及び肝臓癌においてb4GalT3の発現と癌の悪性

度が負の相関を示すことが報告されている (71–73)。大腸癌組織におけるb4GalT3 の

高発現が細胞遊走や浸潤を抑制し、b4GalT3は大腸癌患者における組織診断、進行期

及び転移能と負の相関があることが示された (71)。膀胱癌では miR1247-3p という

micro-RNAがb4GalT3の翻訳を抑制し、増殖能及び浸潤能の増加を促進することが報

告された (72)。肝臓癌においても膀胱癌と同一の micro-RNA によりb4GalT3 の翻訳

が抑制され、さらに、接着分子であるb1インテグリン上の糖鎖構造を変化させて NF-

κB シグナルを活性化することで肺への転移を促進することが明らかとなった (73)。

一方、これらの報告とは異なり、b4GalT3の発現と悪性度が正の相関を示す例も報告

されている。子宮頸癌において、b4GalT3は miR-27aにより上方制御され、腫瘍形成

能を増大することが報告された (74)。さらに、神経芽腫において、抗体を用いて 101

人の患者の組織を染色し、患者の予後との相関を解析した結果から、b4GalT3の発現

が高い患者の方が、b4GalT3の発現が低い患者に比べて予後が悪いことが見出された 

(75)。この研究では、b4GalT3 により合成される糖鎖についても解析しており、b-1,4

結合したガラクトースを認識するレクチン RCA (Ricinus communis agglutinin)-I や、ポ

リ-N-アセチルラクトサミンを認識するレクチンLEL (Lycopersicon esculentum lectin) を

用いたレクチンブロット解析から、神経芽腫においてb4GalT3遺伝子を過剰発現させ
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ると、b1 インテグリンの糖鎖末端へのガラクトース付加とポリ-N-アセチルラクトサ

ミン合成が増加した (75)。一方、siRNA（small interfering RNA）によるb4GalT3遺伝

子の発現抑制により、それらの糖鎖構造が減少することが報告されている。また、神

経芽腫におけるb4GalT3遺伝子の過剰発現により亢進した転移や浸潤は、β1インテグ

リンブロッキング抗体により著しく抑制された (75)。これらの知見から、神経芽腫に

おいてb4GalT3 の発現が治療の新規標的になりうる可能性が考えられる。さらに、

b4GalT3 過剰発現は、b1 インテグリン上の N-アセチルラクトサミンを含む糖鎖構造

を増加させ、mitogen-activated protein kinase (MAPK) を活性化させる接着斑キナーゼ 

(focal adhesion kinase: FAK) のリン酸化を高めた (75)。一方、これらの現象は、神経

芽細胞腫のb4GalT3ノックダウンにより減少し、b1インテグリン上のグリコシル化が

減少することで b1インテグリンが分解へと誘導されることが示唆された (75)。以上

の結果から、b4GalT3遺伝子が神経芽腫の予後不良を予測し、神経芽細胞腫において

b1 インテグリンのグリコシル化とシグナルの調節を通して、浸潤や転移の悪性形質

を制御する可能性が示された。 

 

5. 未だ効果的な治療法のない神経芽腫 

神経芽腫は小児癌の一種であり、白血病や脳腫瘍に次いで患者数の多い病気で、日

本では毎年約 150から 200人の子供に発症する (76)。1 歳以下での発症が多く、罹患

者のほとんどは 5 歳以下で発見される (77)。発症部位は、副腎や背骨の両側にある交

感神経節である (78)。5 歳以下の患者が多いため、具体的な不調を自ら訴えることが

難しい上に、様々な部位に転移するため症状が多岐にわたり、早期発見や原因究明が

遅れている。また、診断時には既に、全身に転移していることも珍しくはない。この

病気の興味深い点は、生後 18 ヶ月未満の患者の神経芽腫は、自然に退行することで

ある。新生児の神経芽腫としては、1901年に Pepperが、生後 4 週の新生児期で発症

し、その後けいれんをおこして死亡した症例を “肝臓と副腎の先天性肉腫”として最

初に報告している (79)。神経芽腫に対する研究は進み、いくつかのゲノム異常が存在

することが明らかとなった。代表的なものとして、癌遺伝子として知られている

myelocytomatosis neuroblastoma (MYCN) の増幅 (80)、anaplastic lymphoma kinase (ALK) 

変異 (81, 82)、さらには、第１染色体の喪失及び染色体のコピー数異常 (83) がある。
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現在の日本では、診断として Table IIに示した項目を評価する国際神経芽腫リスク分

類 (INRGリスク分類) が用いられる。各項目の評価の組み合わせで、4種類のグルー

プに分類する (超低リスク、低リスク、中間リスク、及び高リスク)。それぞれのグ

ループの中でも各項目の値によって外科的切除、化学療法、及び放射線治療等の治療

法を患者個人に合わせて選択する (84)。超低リスク及び低リスクのほとんどが良好な

予後を示し、長期生存は 80%以上である (85)。しかし、高リスクグループの 5年生存

期間 (再発なし) はおよそ 30%と低く、効果的な治療法がないのが現状である (85)。

小児癌の発生頻度は癌全体の 1%にも満たないことから、国からの研究費が限られて

いる。さらに、患者数が少なく臨床試験が難しいこと、患者が低年齢で錠剤やカプセ

ルが服用できないため薬の形状に工夫が必要なことから、製薬会社も試薬の開発に積

極的に取り掛かることができないのが現状である。このような状況を打開するために、

早期発見により神経芽腫の予後を改善することを目的として、1985年から 2004年に

かけて生後 6 ヶ月の乳児を対象に日本全国で集団検診プログラムが実施された。しか

し、高リスクの患者を診断する有用なデータを得ることはできなかった (86, 87)。高

リスクに分類された患者は、外科的切除、化学療法、放射線治療、及び骨髄破壊的造

血幹細胞移植による治療を行なっても予後不良であった (84)。現在、高リスクに分類

される神経芽腫に対する効果的な化学療法がいくつか存在する。1つ目は、発生中の

胚及び新生児の脳でのみ発現するオーファン受容体型チロシンキナーゼの ALK 阻害

剤である。染色体転座による ALK のタンパク質変異は様々なヒト悪性腫瘍で報告さ

れている (88)。ALKの遺伝子座は、神経芽腫で高発現することが知られているMYCN

と近接しており (ALK: 2p23、MYCN: 2p24)、ALKとMYCNは同時増幅する (89, 90)。

さらに、ALK は N-Myc の直接的な転写標的として同定されている (89–91)。変異し

た ALKは、自己リン酸化によりキナーゼ活性の増加を示す (92)。活性化された ALK

は RAS/MAPK 経路やホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ (phosphatidylinositol-3 

kinase: PI3K) 経路などの下流シグナル伝達経路を活性化させることによって発癌性を

示し、in vitro及び in vivoで細胞形質転換を誘導する (93)。2つ目は、患者自身の T

細胞を回収し人工的にウイルスベクターを組込むことで癌細胞を特異的に認識するよ

うになるキメラ抗原受容体修飾 T細胞 (chimeric antigen receptor-t cell: CAR-T) を用い

た療法である (94)。3つ目は、神経芽細胞腫に特異的に発現しているジシアロガング

リオシド (Disialoganglioside: GD2) の抗体を用いた療法である (95)。これらの他にも
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いくつかの効果的な化学療法が開発され、海外では標準的に使用されている。しかし、

一部はまだ日本で承認されておらず、個人輸入して内服する患者もいる異様な状況で

ある。近年の日本における高リスク神経芽腫の治療には、上記の化学療法に加えて、

シクロフォスファミド、ニチニチソウ、及びシスプラチン等の DNA 合成阻害薬であ

る既存の抗癌剤を使用するのが主流となっている。これらの薬剤は、正常な細胞への

ダメージが多く、低年齢で発症する患者の予後への影響が懸念される。 

神経芽腫患者全体の生存率は年々増加しているにもかかわらず、高リスクの神経芽

腫患者は依然として予後不良である。このため、効果的な治療法が未だ発見されてい

ない神経芽腫の治療標的及び治療薬につながる更なる研究が必要である。 

 

Table II. INRGリスク分類に用いられる項目 

 

6. 様々な機能をもつ転写因子 Sp 

転写因子 Sp/KLF (Kruppel-like factor) ファミリーは、C末端のリンカー領域に等間

隔に配置された3個のジンクフィンガーをもち、高度に保存されたトリプルC2H2 DNA

結合ドメイン (DNA binding domain: DBD) によって特徴付けられる (96)。C2H2ジン

クフィンガーは、DNA 結合ドメインの 1 種で、亜鉛イオンと結合する 2 個のシステ

イン残基と 2 個のヒスチジン残基によりドメイン構造を形成する。通常、アミノ酸配

列 CX(2-4)-CX(12)-HX(3-5)-H で構成される (96)。この構造は多くの転写因子にみら

れ、それらの配置と数に基づいて、さまざまなファミリーに細分されている。Sp 及

び KLFの違いは、N末端の近くにある保存された Sp ボックス、及びジンクフィン

ガーの N末端にある Buttonhead (BTD) ボックスの存在であるが、これらの役割は不

1. 病期 (腫瘍の進行の程度)

2. 診断時年齢 (月齢)

3. 病理分類 (組織分類)

4. MYCN遺伝子の増幅

5. 染色体異常

6. 核DNA量 (腫瘍細胞の染色体数)
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明である (96)。しかし、ショウジョウバエと線虫における Sp においても Sp ボック

スは保存されており、重要な生理学的役割を示唆している (96)。 

転写因子として初めてクローニングされた Sp1 は、Dynan と Tjian によって SV40

の初期プロモーターにおける特異的結合因子として見出された (97)、TATA Boxのな

い遺伝子のプロモーター領域やエンハンサー領域に存在するGCボックスに結合する、

およそ 100 kDaの転写因子である (98)。この Sp1を含む Spファミリーは、N末端に

グルタミンに富むトランス活性化ドメイン (transactivation domain: TAD) を有する

Sp1-4と、TADをもたない Sp5-9の 9種類の遺伝子から構成される転写因子ファミ

リーである (99)。また、前述した様に、DBD として C 末端部に高度に保存され、3

回繰り返されたC2H2型のジンクフィンガー構造を有している (99)。Spファミリーは、

9 種類の遺伝子から構成されるが、その中でも特に広範に研究されているのは、Sp1

とSp3である。これらの転写因子は、哺乳動物細胞において普遍的に発現している (98)。

Sp1 ノックアウトマウスは胎生致死、Sp3 ノックアウトマウスは骨形成の遅れがみら

れ出生後に死に至ることが報告されている (100–102)。また Sp1 と Sp3 の DNA 結合

部位であるジンクフィンガーは、高い相同性を有するため、GC リッチな同じ DNA

配列に同等な親和性で結合することが知られている (103, 104)。しかし、Sp1は転写

活性化因子として作用する一方、Sp3は転写活性化因子と転写抑制因子の 2重機能因

子として作用する (105)。この Sp3の機能的な違いは、細胞状態、遺伝子の違い、及

び翻訳後修飾に起因する。また、Sp1と Sp3の存在比で標的遺伝子の転写制御が変化

しすることが報告されている (106)。Survivin遺伝子において、Sp3は Sp1と協同的に

転写を活性化させるが (107)、別の遺伝子プロモーターの場合、例えば、オルニチン

カルボキシラーゼ遺伝子において、Sp3は Sp1による活性化を競合的に阻害すること

で標的遺伝子の転写を負に制御している (108)。また、乳癌細胞において、TGF-b受

容体の遺伝子発現の転写制御は Sp1/Sp3 の比率が高いと転写が促進され、Sp1/Sp3 の

比率が低いと転写が抑制されることが示された (109)。その比率の差異は細胞の癌化

に起因し、Sp1の発現低下と Sp3の発現上昇の組み合わせによって TGF-b受容体の発

現を低下させ、下流のシグナルを抑制することで癌の増殖を阻止することが示唆さ

れた。 

Sp1は、長年の間、ハウスキーピング遺伝子の発現を調節する基本転写因子として

考えられてきた。しかし、実際に Sp1は、細胞増殖、生存、及び血管新生等の腫瘍形
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成や転移に関与する survivin遺伝子や、VEGFのような様々な癌関連分子の発現も制

御している (107, 110)。Sp1の発現は肺癌、グリオーマ、胃癌、乳癌や甲状腺癌では

非癌部に比べて亢進することが報告されている (111–115)。一方、Sp3 は、乳癌、前

立腺癌、肝癌、鼻咽頭癌、頭頸部癌、及び軟部肉腫において発現が増大することが報

告されている (116–120)。他にも、人工的に悪性形質転換されたヒト繊維芽細胞を用

いた実験においても Sp3の発現が増大することが示されている (121)。そのため、癌

細胞における Sp1や Sp3に着目することは、癌の治療標的の探索に非常に重要である

と考えられる。 

 

7. 細胞へ情報を伝達するMAPKシグナル伝達 

細胞は、増殖因子や環境変化などの外部からの刺激に対して、増殖・分化・細胞死

といった様々な反応を示す (122, 123)。これら外界からの刺激を細胞は内部に伝え、

的確な応答を引き起こすシステムとして様々なシグナル伝達経路を有している。その

中でも 1980年代後半に発見されたMAPKは、増殖因子の受容体への結合によって活

性化され、核内で細胞の増殖に関与する様々な遺伝子の発現を誘導するシグナル伝達

経路の主要分子として、発見以後多くの研究がなされてきた (124, 125)。MAPK経路

には、刺激により異なる 4 種類の主要な分岐経路が存在し、それに伴い数十種類の

MAPK酵素が関与することが知られている (124, 125)。分岐経路は、増殖シグナル伝

達に寄与する増殖因子によって引き起こされる細胞外シグナル伝達調節キナーゼ 

(extracellular signal-regulated kinase; ERK) 経路、アポトーシス、増殖阻害、DNA 損傷、

細胞ストレス、及び自然免疫の刺激によって活性化するc-Jun N-terminal kinase (JNK)、

p38、及び ERK5経路がある (Fig. V)。これらのそれぞれのMAPKシグナル伝達経路

は、MAPKKKやMAPKKを介する 3種類のプロテインキナーゼによる連続的な活性

化が起こり、細胞の遺伝子発現や接着及び遊走を制御する (Fig. V) (126, 127)。MAPK

経路の調節不全は、アポトーシス回避能力、増殖シグナル伝達の維持、転移能、及び

血管新生能を癌細胞に付与することが報告されている (126, 127)。前述した神経芽腫

においても、再発した神経芽腫で、MAPK経路が腫瘍形成に関与することを示してお

り、MAPK経路に関与する遺伝子に変異が起きている (128)。これらの知見からMAPK
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経路の阻害剤を開発することで、効果的な抗癌剤を作製できると考えられ多くの研究

に力が注がれている。 

 

 

Fig. V. MAPKのシグナル伝達経路 

 

8. 細胞を用いたバイオ医薬品の探索 

創薬プロセスにおいて、より生体内に近い環境で薬の効果を解析するために、バイ

オアッセイが用いられている。バイオアッセイの中でも、細胞を用いて生物活性を測

定する方法のことを細胞ベースアッセイと呼ぶ。細胞ベースアッセイの基本的な手法

は、対象となる細胞株とバイオ医薬品を共存させ、任意の時間経過後に細胞への影響

を評価することである。 

細胞ベースアッセイの 1種である、ルシフェラーゼ遺伝子を用いたスクリーニング

システムは簡便かつ高感度であり転写制御に着目した多くの化合物スクリーニング系

で利用されている (129–134)。例えば、顔料や化粧品の製造等に使用されていた TiO2

は、マウスを用いた解析で脳や肺で炎症を引き起こすことが示唆された (135)。炎症
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検出用のセンサー細胞を開発するため、炎症シグナルを誘起する Toll様受容体 (TLR) 

4 遺伝子と炎症の主な原因で外部刺激により活性化される NF-κB 遺伝子を導入した

細胞が樹立された (130)。TiO2 により誘発される炎症が、NF-κB 経路の活性化を通

じてセンサー細胞によって検出可能であり、安全性の評価に使用できることが示され

た。他にも、ルシフェラーゼ遺伝子を用いたレポータープラスミドは血管内皮増殖因

子阻害薬、抗ヒト免疫不全ウイルス 1型薬、マラリア薬及び結核菌薬のスクリーニン

グに利用された (131–134)。 

大腸癌組織においては、b4GalT4の発現増加が転移能亢進や予後不良と相関するこ

とが示された (136)。当研究室の Sugiyamaは、b4GalT4遺伝子の転写制御メカニズム

を解析し、SW480 ヒト大腸癌細胞において Sp1 により転写が制御されていることを

明らかにした (63)。この知見をもとに、当研究室の Fukushimaらによって、b4GalT4

の転写制御に着目した大腸癌治療薬のスクリーニング法が提唱された (137)。このシ

ステムは、b4GalT4遺伝子の 5’-上流領域のプロモーター領域を組込んだレポータープ

ラスミドを導入したセンサー細胞を樹立し、化合物に対する応答性を解析することで

大腸癌治療薬のスクリーニングが可能であることを示した (137)。また、b4GalT5 遺

伝子の発現を減少させることで、癌細胞の悪性形質が抑制されることが報告されてい

る (59)。したがって、b4GalT 遺伝子の発現の阻害剤が発見されれば、その阻害剤が

癌治療に有用であることを示唆している。b4GalT3の発現も、神経芽腫における悪性

度の増加と相関し、b4GalT3の発現を抑制すると、悪性度が低下することが明らかと

なっている (75)。これらの知見から、b4GalT3遺伝子の転写制御メカニズムに注目し

て新しいスクリーニングシステムを構築できれば、b4GalT3遺伝子の発現を阻害する

神経芽腫治療薬の発見に繋がる可能性がある。 

 

9. 本研究の目的 

本研究は、未だ効果的な治療法のない神経芽細胞腫に対する薬剤の探索や治療戦略

への応用を目指し、b4GalT3遺伝子の転写制御メカニズムを解明することを目的とし

た。そのために、癌細胞において、どのようなメカニズムでb4GalT3の転写が制御さ

れて、発現が上昇しているのかを解明する必要がある。 
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本博士論文は、5章で構成されており、第 1章ではヒトb4GalT3遺伝子の転写開始

点を SH-SY5Yヒト神経芽細胞腫において決定し、第 2章ではb4GalT3遺伝子の 5’-上

流領域を単離した。さらに、単離した 5’-上流領域を用いて 2 ヶ所の Sp1/3結合部位を

含むプロモーター領域を特定し、その領域に転写因子 Sp3が結合することを明らかに

した。第 3章では、プロモーター領域に結合する Sp3のb4GalT3遺伝子プロモーター

活性への影響を解析し、Sp3 が SH-SY5Y 細胞において転写活性化因子として機能す

ることを示した。第 4章では、Sp3の翻訳後修飾のb4GalT3遺伝子プロモーター活性

への影響を解析し、MAPKを介した Sp3のリン酸化がb4GalT3遺伝子の転写活性化に

重要であることを示した。第 5章では、明らかにしたb4GalT3遺伝子の転写制御メカ

ニズムに着目し、レポーターアッセイシステムを基盤とした神経芽腫に対する薬剤

スクリーニングシステムの有用性を検討した。 
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第 1 章 
ヒト β4GalT3 遺伝子の転写開始点の決定 

 
第 1 節 緒言 

生体内では、遺伝子の DNA 配列情報を鋳型に転写因子によって RNA が転写され

る。転写は細胞環境に応じて制御されており、転写の異常が疾患の要因あるいは悪化

に関与することが明らかにされてきた。そのため、生体内でどのように遺伝子の転写

制御が行われているのか、そのメカニズムを解析する研究が広範に行われている。ゲ

ノム中のプロモーター領域に転写因子が結合することで、その遺伝子からの RNA 転

写が促進または抑制させるなどの複合的な要素を経てゲノム上の転写が始まる場所“転

写開始点”から転写が始まる。転写制御の研究を進めていく上で転写開始点の決定は

最も基礎的な情報の 1つである。第 1章では、5’-Rapid Amplification of cDNA Ends 

(RACE) 法により、SH-SY5Yヒト神経芽細胞腫及び A549ヒト肺癌細胞におけるヒト

b4GalT3遺伝子の転写開始点の解析を行った。 
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第 2 節 材料と方法 

・基本的な遺伝子操作 

本研究で用いた遺伝子工学的手法は、Mainiatis らが著した Molecular cloning: A 

Laboratory Manual 2nd Ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989) 及び

Ausubelらが著した Short Protocols in Molecular Biology. 3rd Ed. (John Wiley & Sons, Inc. 

New York, 1997) にしたがって行った。 

 

・細胞培養 

SH-SY5Yヒト神経芽細胞腫 (東京都老人総合研究所 脳機能改善研究グループの阿

相皓晃先生から供与) は、10% fetal bovine serum (FBS) (Biowest)、25 mM グルコース 

(Nacalai tesque)、及び50 µg/mlカナマイシン (Nacalai tesque) を含むDulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F-12 (富士フィルム和光純薬株式会社) 培地を用いて、

37℃、5% CO2 存在下で培養した。A549ヒト肺癌細胞 (東北大学細胞供給センター)、

SW480ヒト大腸癌細胞 (東北大学細胞供給センター)、及びMKN1ヒト胃癌細胞  

(ヒューマンサイエンス振興財団 ) は、 10% FBS、 0.5% penicillin (10000 

units/ml)-streptomycin (10000 μg/ml) (富士フィルム和光純薬株式会社) を含むDMEM培

地を用いて、37℃、5% CO2 存在下で培養した。 

 

・定量的 RT-PCRによる遺伝子の発現量の解析 

定量的 RT-PCRによって SH-SY5Y細胞、A549細胞、MKN1細胞、及び SW480細

胞における β4GalT3遺伝子の発現量の解析を行った (59, 63)。 

 

(1)  total RNAの調製 

Sepasol RNA I Super G (Nacalai Tesque Inc.) の実験操作手順書に従い、4種類の細

胞ペレットから total RNAを抽出した。この試料の 260 nmと 280 nmの吸光度を測

定して、total RNAの定量と純度検定を行った。 

 

(2) 逆転写反応  

PrimeScript RT reagent Kit (Perfect Real Time) (Takara Bio) の実験操作手順書に従い、

得られた total RNAを用いて逆転写反応を行った。Kit付属の PrimeScript® RT Enzyme 
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Mix Iにより逆転写を行い、cDNAを得た。逆転写で得た cDNAを鋳型とし、リアル

タイム用 PCR プライマー : β4GalT3 遺伝子 ; HA080072-F (Takara Bio) 及び

HA080072-R (Takara Bio)、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) 遺伝子; 

HA067812-F (Takara Bio) 及び HA067812-R (Takara Bio) を用いて定量的 RT-PCR を

行った。それぞれのプライマーの塩基配列は、Table 1-1に示した。G3PDH遺伝子は、

内部標準として用いた。蛍光強度の増幅曲線から、遺伝子毎に、2nd Derivative 

Maximum 法によって Ct 値を算出した。標的遺伝子の Ct 値から内部標準遺伝子の

Ct 値を減じた値 (ΔΔCt) を求め、下式を用いて内部標準遺伝子に対する標的遺伝子

の相対発現量 (Erelative) を求めた。 

Erelative=2-ΔCt 

 

Table 1-1. 定量的 RT-PCRに用いたプライマー 

 

・統計処理 

統計学的解析は、GraphPad Prism version 5.01 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA) 

を用いて行った。2群間の有意差検定は、Students t-testにより行い、3群間以上の有

意差検定は、Tukey’s multiple comparison testにより行った。定量的 RT-PCRにおいて、

1 回の測定で 3ウェル測定した。データは平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示

す。本研究の実験は、3 回の実験の平均値を示す。 

 

・5’-RACE法による転写開始点の決定 

SH-SY5Y 細胞と A549 細胞における β4GalT3 遺伝子の転写開始点を決定するため

に、GeneRacer Core Kit (Invitrogen) を用いた 5’-RACE法により 1st strand cDNAの合

成を行った (63, 64, 138, 139)。 
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(1) RNAの精製 

RNeasy Mini Kit (QIAGEN) の実験操作手順書に従い、細胞ペレットから total RNA

を回収した。f100 mm dish に、細胞が集密期になるまで培養した。その後、PBS

で 2 回洗浄し、セルスクレーパーを用いて細胞を回収した。これに kit付属の RLT 

Buffer 350 µlを加え、試料と等量の 70%エタノールを加えて混和した。この試料を

kit付属のRNeasyスピンカラムにアプライし、4℃で 10,000 rpm、15 秒間遠心した。

上清に kit付属の RPE Buffer 500 µlを重層し、4℃で 10,000 rpm、2分間遠心した後、

再び 4℃で 14,000 rpm、1分間遠心した。RNeasyスピンカラムに diethylpyrocarbonate

処理水 30 µlを重層し、4℃で 10,000 rpm、1分間遠心することで RNAを溶出した。

得られたRNA溶液の260 nmと280 nmの吸光度を吸光度計PharmaSpec UV-1700 (島

津製作所) を用いて測定し、RNAの定量と純度検定を行った。 

 

(2) RNAの脱リン酸化 

回収した total RNA中の non-mRNA及び truncated RNAを kit付属の calf intestinal 

phosphatase 1 µlを用いて 50℃で 1時間反応させることで、脱リン酸化を行った。

その後、フェノール・クロロホルム沈殿とエタノール沈殿を行った。 

 

(3) mRNAの 5’-キャップ構造の除去 

得られた脱リン酸化 RNA濃縮液に kit付属 の tobacco acid pyrophosphatase 1 µl

を加え、37℃で 1時間反応させることで、mRNAの 5’-キャップ構造を除去した。

その後、フェノール/クロロホルム沈殿とエタノール沈殿を行った。 

 

(4) RNAオリゴ構造の付加 

mRNAの 5’-キャップ構造を除去した溶液に kit付属 の GeneRacer RNA Oligoを

加え、65℃で 5分間反応し、氷上で 90秒間静置した。その後、T4 RNA ligase 1 µl

を加え 37℃、1 時間反応させ、フェノール/クロロホルム沈殿とエタノール沈殿を

行った。 
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(5) 逆転写反応 

RNAオリゴ構造の付加処理した溶液 10 µlに、kit付属の dNTP Mix 1 µlを加え、

65℃で 5分間反応した後、氷上で 3分間静置した。その後、kit付属の dithiothreitol 

1 µlと kit付属の SuperScript III Reverse Transcriptase 1 µlを加え 25℃で 5分間反応し

た。次に、50℃で 1時間、70℃で 15分間反応した後、氷上で 2分間静置した。そ

の後、RNase H 1 µlを混和し、37℃で 20分間反応させ、1st strand cDNAを得た。 

 

(6) PCRによる DNA断片の増幅 

得られた 1st strand cDNAを鋳型として、b4GalT3遺伝子特異的なアンチセンス

プライマーTS25-20 (Table 1-2) と、kit付属の GeneRacer 5’-primerを用い、DNA ポ

リメラーゼとして Ex Taq (Takara Bio) を加えて 1st PCRを行った。反応は、[(98℃, 

10 sec; 65℃, 30 sec; 72℃, 2 min)×25 cycles] で行った。 

 

2nd PCRは、1st PCRで得られた産物 (1st PCR products) を鋳型として、β4GalT3

遺伝子特異的なアンチセンスプライマーTS25-19 (Table 1-2) と、kit付属のGeneRacer 

5’-Nested primerを用いて行った。DNA ポリメラーゼとして Ex Taq (Takara Bio) を

用い、反応は [(98℃, 10 sec; 65℃, 30 sec; 72℃, 2 min)×15 cycles] で行った。 

 

1st PCR と 2nd PCRで得られた産物は、アガロースゲル電気泳動とエチジウムブ

ロマイド (EtBr) 染色によって増幅産物を検出した。2nd PCR で得られた産物から

検出された約 350 bpの DNA断片の塩基配列は、pGEM-T Easy Vector (Promega) を

用いた TAクローニング、形質転換、及びアルカリ-sodium dodecyl sulfate (SDS) 法

によりプラスミド DNAを調製し、塩基配列を解析した。塩基配列の解析は、ユー

ロフィンジェノミクス株式会社 (Tokyo) に依頼した。 

 
 
  



［第 1章］ 

23 

 
Table 1-2. 5’-RACEで使用したプライマーの配列 

 位置は、b4GalT3遺伝子の翻訳開始コドンのアデニンを+1として表記した。  

名前 塩基配列 (5’-3’) 位置

TS25-19 ATGACAGCCAGCTGGGAGCCCACAA 1,466 to 1,490

TS25-20 ACTGTAGACATCACGAGGGTGAGAA 1,566 to 1,590
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第 3 節 結果 

1. ヒト癌細胞における β4GalT3遺伝子の発現量の解析 

定量的 RT-PCRにより、4種類の癌細胞株における β4GalT3遺伝子の発現レベルを

解析した。 SH-SY5Y細胞における β4GalT3遺伝子の発現レベルは、A549細胞、MKN1

細胞、及び SW480細胞よりも、それぞれ 7.7倍、3.9倍、及び 5.8倍高かった (Fig. 1-1)。

解析した細胞株の中でβ4GalT3遺伝子の発現レベルが最も低いA549細胞を、SH-SY5Y

細胞の比較対照として以降の研究を行った。 

 

 

Fig. 1-1. 各種癌細胞における β4GalT3遺伝子の発現量の解析 

SH-SY5Y細胞、A549細胞、MKN1細胞、及び SW480細胞の totalRNAを用いて、定量的 RT-PCR

を行った。遺伝子発現量は、ΔΔCt 法により、内部標準としたそれぞれのサンプルの G3PDH

遺伝子の発現量で補正した。全ての実験の値は、3回の実験の平均値を示す。エラーバーは、

標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. SH-SY5Y細胞. 

 

2. 転写開始点の決定 

SH-SY5Y細胞とA549細胞におけるb4GalT3遺伝子の転写開始点を決定するために、

5’-RACE 法により、完全長 cDNA を得た。次に、kit 付属のプライマーとb4GalT3 遺

伝子の塩基配列に特異的なプライマーTS25-19及び TS25-20を用いて 2 回の PCRを行

い (Table 1-2) (Fig. 1-2A)、得られた DNA断片の塩基配列を解析した。Fig. 1-2Bは、

各 PCR 産物をアガロースゲルにアプライし、電気泳動を行った後、EtBr を用いて染

色し、UV 照射することによって可視化した写真である。両細胞において、2nd PCR

で特異的な DNA断片を 350 bp付近に検出した (Fig. 1-2B)。本博士論文では、主要な
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バンド (350 bp) の解析を行った。2nd PCR産物はゲルから切り出してDNAを回収し、

pGEM-T Easy Vectorに組込んで塩基配列を解析した。その結果、SH-SY5Y細胞とA549

細胞の両細胞において、転写開始点は翻訳開始コドンから 5’-上流 234 bpに位置した 

(Fig. 1-2C)。これらの結果から、両細胞でb4GalT3 遺伝子の転写開始点は同じ位置で

あることが判明した。本博士論文では、以降のb4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の塩基配

列は転写開始点を+1として表記した。 
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Fig. 1-2. b4GalT3 遺伝子の転写開始点の決定 

A: 5’-RACE-PCRで使用したプライマーの模式図 

UTRは非翻訳領域を示す。 

B: アガロースゲル中の 5’-RACE-PCR産物を EtBrにより染色した結果 

ゲル上部に示したレーン 1は、5’-primerと TS25-20を用いた 1st PCRの結果である。また、

レーン 2は、5’-Nested Primerと TS25-19を用いた 2nd PCRの結果である。◀は、特異的に

増幅された DNA断片を示す。 

C: 5’-RACE-PCR産物の塩基配列の解析結果 

2nd PCR産物から回収した DNA断片の塩基配列を示す。下線部の配列は、2nd PCRに用い

た 5’-Nested primerと TS25-19を示す。上部に斜線のある配列は、β4GalT3の cDNAに結合

した GENE Racer RNA Oligoを示す。四角で囲った ATGは、翻訳開始コドンを示す。矢印

は、転写開始点を示す。 
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3. β4GalT3 遺伝子の 5’-UTR (untranslated region) の解析 

解析した mRNAの塩基配列と、データベースに登録のあるゲノム DNA (Accession 

number: AL590714) の配列を比較することで、増幅されたb4GalT3 DNA断片は選択的

スプライシングを受けていることを見出した (Fig. 1-3)。したがって、転写開始点は

翻訳開始コドンから 5’-上流 1440 bpに位置すると考えられる。全てのイントロンの塩

基配列は、GTで始まり AGで終わる GT-AGルールが適用されており (140)、b4GalT3

遺伝子の 5’-UTR は、3 個のエキソンと 2 個のイントロンから構成されることが判明

した。また、両細胞から得られたb4GalT3 DNA断片の塩基配列が同一であったことか

ら、SH-SY5Y細胞及び A549細胞において同様のスプライシングが行われていること

が示唆された。 

 

 

Fig. 1-3. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域のゲノム構成の模式図  

5’-RACE法により得られた、成熟 mRNAの塩基配列を示す。下付き文字で示した数字は、翻

訳開始コドンのアデニンを+1とした位置を示す。黒斜線の boxは、エキソンを示す。 
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第 4 節 考察 

b4GalT3遺伝子について、ヒト正常組織における発現分布はすでに報告されており、

特に、胎児の脳、肺、肝臓、及び腎臓で高く発現していることが示された (68)。4種

類の癌細胞を用いて、b4GalT3遺伝子の発現量を解析した。その結果、b4GalT3遺伝

子は、SH-SY5Y細胞で最も高い発現量を示した (Fig. 1-1)。一方で、SW480細胞にお

けるb4GalT3遺伝子の発現量は低く、SH-SY5Y細胞の17%であった (Fig. 1-1)。b4GalT3

遺伝子は、大腸癌組織で発現が減少することが報告されているため (71)、4種類の癌

細胞の中では、比較的発現量が低かったと考えられる。 

5’-RACE 法で決定したヒトb4GalT3 遺伝子の主要な転写開始点は、SH-SY5Y 細胞

とA549細胞で同一であった。その他の転写制御が明らかとなっているヒト β4GalT1、

β4GalT2、β4GalT4、及び β4GalT5遺伝子の転写開始点は、β4GalT4以外は 1 ヶ所に収

束する (61, 62, 64)。当研究室の Sugiyamaは、b4GalT4遺伝子の複数の転写開始点を

SH-SY5Y細胞及び A549細胞で同定し、それらのいくつかは異なる位置にあることを

示した (63)。また、ヒト β4GalT4遺伝子では癌細胞種によって複数のスプライシン

グバリアントを生成することが見出されている (63)。多重配列比較を用いた系統発

生分析によって、β4GalT3はアミノ酸レベルで他の β4GalTファミリーメンバーより

も β4GalT4と高い類似性を共有することが示されている (141)。しかし、系統樹の近

縁種であっても、β4GalT3と β4GalT4では用いられている転写開始点やスプライシン

グバリアントの数が異なると考えられる。 

一般に、5'-UTR は組織特異的な発現と遺伝子の翻訳効率の調節に関与している 

(142)。多くの遺伝子が複数のスプライシングバリアントを発現し、これらの領域の不

適切な発現が発癌に寄与することが示唆されている。ヒトα1,2-フコース転移酵素、α1,3-

フコース転移酵素 4、α2,6-シアル酸転移酵素 I、及び α2,3-シアル酸転移酵素 IV の遺

伝子発現パターンは、5'-UTRにおけるエキソンのさまざまな組み合わせが組織特異的

なグリコシル化パターンと関連している (143–146)。また、α1,2-フコース転移酵素の

転写開始点は癌細胞種によって異なっている (143)。一方、β4GalTファミリーは、本

研究で報告する β4GalT3のみ複数の細胞を用いての転写制御が解析されており、後述

するが、β4GalT3は、細胞種によって転写を制御する転写因子が異なっている。転写

開始点やスプライシングバリアントが1種類の場合、細胞種による転写制御の違いは、

転写因子の違い等に起因する可能性が考えられる。 
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第 2 章 

β4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域のプロモーター領域の解析と 
結合する転写因子の特定 

 

 

第 1 節 緒言 

1986年にb4GalT1遺伝子が単離され、その後、b4GalT1との相同性の高い順にb4GalT2、

b4GalT3、b4GalT4、b4GalT5、b4GalT6、及び b4GalT7がファミリーとして発見され

た。そのうち転写制御の解析が行われているのは、ヒトb4GalT1、b4GalT2、b4GalT4、

及び b4GalT5 である (61–64)。しかし、β4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域の単離は行わ

れておらず、転写制御メカニズムは未だ明らかになっていない。第 2章では、第 1章

で決定した β4GalT3遺伝子の転写開始点から 5’-上流領域約 2.3 kbを単離した。単離

した 5’-上流領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流に組込んだ各種デリーションコンス

トラクトを用いて、b4GalT3 遺伝子のプロモーター領域の解析を行った。特定した

プロモーター領域の配列を TFBINDプログラムにより解析し、結合しうる転写因子

の検索を行った。その結果をもとに、クロマチン免疫沈降法によりプロモーター領域

に結合する転写因子を特定した。 
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第 2 節 材料と方法 

・ヒトb4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域の単離とレポータープラスミドの構築 

設計したプライマーは全て、DNAデータベースに登録のあるヒト β4GalT3遺伝子

を含むゲノム DNA (Accession number: AL590714) の塩基配列に基づいて設計し、作製

した。また、これらのプライマーの配列は、Table 2-1に示した。5’-上流領域 -2190/-595

を増幅する5¢末端にKpnI部位を付加したプライマーTS28-38と、TS28-41を設計した。

また、 -645/+89 を増幅する TS24-5と 3¢末端に HindIII部位を付加した TS27-35を設

計した。次に、ヒト血球細胞由来ゲノム DNA (Clontech) を鋳型に用いて PCRを行っ

た。得られた PCR 産物を塩基配列解析のため pGEM-T Easy vector に組込み、

pGEM(-2190/-595) と pGEM(-645/+89) を得た。この 2種類のプラスミドを、それぞれ

KpnIと HpaI、HpaIと HindIIIで消化し、b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域 -2190/+89を

pGL3 Basic Vector (Promega) に組込み、レポータープラスミド pGL(-2190/+89) を得た 

(Fig. 2-1)。pGL3-Basic vectorはホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子を含んでおり、ルシ

フェラーゼ活性を測定することでプロモーター活性を解析した。 

 

Table 2-1. b4GalT3遺伝子 5’-上流領域の単離とプラスミドの作製に用いたプライマー 

塩基配列の下線部は、括弧内に示した制限酵素認識部位を示す。 
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Fig. 2-1. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の単離方法の概略 

ヒト血球細胞由来ゲノム DNA を鋳型に PCR を行い、β4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域 

(-2190/-595) と (-645/+89) を増幅し、それぞれ、pGEM-Teasy Vectorに組込んだ。次に、これ

らのベクターを、制限酵素で消化して組換え、レポータープラスミドpGL(-2190/+89) を得た。

図中の▼は、制限酵素認識部位を示す。矢印は、使用したプライマーを示す。 

 

・β4GalT3遺伝子の 5’-上流領域デリーションコンストラクトの作製 

上記の《β4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域の単離とレポータープラスミドの構築》で

得られた pGL(-2190/+89) を、5’末端側に付加した KpnIと BlnI (-1568/-1563) で消化す

ることで、pGL(-1567/+89) を得た (Fig. 2-2)。同様に、pGL(-2190/+89) を、5’末端側

に付加した KpnI と PmaCI (-1148/-1143) で消化することで、pGL(-1145/+89) を得た 

(Fig. 2-2)。また、上記の《b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の単離とレポータープラスミ

ドの構築》の経過で得られた pGEM(-645/+89) を、マルチクローニングサイト中の制

限酵素と HpaI (-598/-593) で消化することで、pGL(-595/+89) を得た (Fig. 2-2)。さら

に、5’-上流領域 -140/+89、-30/+89、及び -5/+89を増幅するプライマーTS27-34、TS29-5、

TS29-6、TS29-9 を設計し、それぞれのプライマーの 5¢末端に KpnI 部位を、3¢末端に

HindIII部位を付加した (Table 2-2) (Fig. 2-3)。上記のb4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の

単離で得られた pGL(-2190/+89) を鋳型に用いて、PCRを行った。得られた PCR産物

をKpnIとHindIIIで消化し、pGL3 Basic Vectorに組込み、pGL(-140/+89)、pGL(-69/+89)、 

pGL(-30/+89)、及び pGL(-5/+89) を得た (Fig. 2-3)。 
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Fig. 2-2. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域デリーションコンストラクト作製の概略 (1) 

作製した pGL(-2190/+89) を、図中に表記した制限酵素で消化し、pGL(-1567/+89) 及び

pGL(-1145/+89) を得た。さらに、〈Fig. 2-1. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の単離方法の概略〉

で示した DNA 断片 (-645/+89) を、HpaI とマルチクローニングサイト中の制限酵素 HindIII

で消化して組換え、pGL(-595/+89) を得た。図中の▼は、制限酵素認識部位を示す。 

 

Table 2-2. b4GalT3遺伝子 5’-上流領域デリーションコンストラクト作製に用いたプライマー 

塩基配列の下線部は、括弧内に示した制限酵素認識部位を示す。 

 

 

 

名前 塩基配列 (5’-3’) 位置

TS27-34 GGGGTACCCGTTCCAGGTGGGCAGGCTCAG (KpnI) -140/-120

TS29-5 GGGGTACCCCTAGTCAGCCCGGGTGGCTCC (KpnI) -69/-48

TS29-6 GGGGTACCCATGACGCGAGACCCCGCCCCC (KpnI) -30/-8

TS29-9 GGGGTACCGCGCCCGCTTCCAAGATGGCGG (KpnI) -5/+7
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▼
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Fig. 2-3. b4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域デリーションコンストラクト作製の概略 (2) 

作製したレポータープラスミド pGL(-2190/+89) を鋳型に、図中に表記したプライマーを用い

て PCRを行い、pGL3-Basic Vectorに組込んで各レポータープラスミドを得た。図中の▼は、

制限酵素認識部位を示す。矢印は、使用したプライマーを示す。 

 

・β4GalT3遺伝子のプロモーター領域の解析 

第 2 章で得られた 8 種のレポータープラスミド pGL(-2190/+89)、pGL(-1567/+89)、

pGL(-1145/+89)、pGL(-595/+89) pGL(-140/+89)、pGL(-69/+89)、pGL(-30/+89)、及び

pGL(-5/+89) を用いて、後述する《細胞への形質導入用プラスミド DNA の調製》、

《培養細胞への遺伝子導入》、及び《ルシフェラーゼアッセイ》にしたがって、プロ

モーター活性を解析した。 
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・細胞への形質導入用プラスミド DNAの調製 

QIAGEN® Plasmid Midi Kit (QIAGEN) の実験操作手順書に従い、培養細胞への遺伝

子導入用のプラスミド DNAを調製した。得られたプラスミド DNA溶液の 260 nmと

280 nmの吸光度を吸光光度計 PharmaSpec UV-1700 (島津製作所) により測定し、プラ

スミド DNAの定量と純度検定を行った。 

 

・培養細胞への遺伝子導入 

トランスフェクション試薬X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) の実

験操作手順書に従い、各細胞にそれぞれのプラスミド DNAを導入した。f35 mm dish

に 1×105 個の細胞を播種し、37°C、5% CO2条件下で 24 時間培養した。培養後、ト

ランスフェクションの直前に培地交換を行い、トランスフェクション用細胞を得た。

1.5 mlエッペンドルフチューブにDMEM 97 µl及びX-tremeGENE HP DNA Transfection 

Reagent 3 µlを加えて、ピペッティングにより混和し、室温で 5分間静置した。次に、

あらかじめ新しい 1.5 mlエッペンドルフチューブにプラスミド DNA溶液 1 µg及び

ウミシイタケ由来ルシフェラーゼレポータープラスミド pRL-TK 0.1 µgが入った試料

に、DMEMと X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagentの混合溶液を滴下によって

移し、室温で 20 分間静置した。この試料をピペッティングにより混和した後、全量

をトランスフェクション用細胞に添加し、f35 mm dishを振盪することで溶液を均一

化した。 

 

・ルシフェラーゼアッセイ 

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) の実験操作手順書に従い、レポー

タープラスミドを導入した細胞のルシフェラーゼ活性を測定した (63, 64, 147)。はじ

めに、氷上でトランスフェクション後 48時間培養した細胞を含む dishから培養液を

除き、氷冷した PBSで細胞を 2 回洗浄した。この dishに kit付属の 1×PLB (細胞溶

解液) を加えて細胞を剥離し、液体窒素に浸して凍結させ、37℃の恒温槽に静置して

融解させた。この凍結融解を計 2 回行い、細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液を、kit 付

属のLARII 50 μl を入れたルミノメーターチューブに加え、Luminescence PSN AB-2200 

(アトー株式会社) を用いて、試料中のホタル由来ルシフェラーゼ活性を測定した。な

お、得られたホタル由来ルシフェラーゼ活性は、遺伝子導入効率の補正のためにウミ
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シイタケ由来ルシフェラーゼ活性及びBCA (Bicinchoninic acid) (Thermo Fisher Scientific. 

Inc.) 法により求めた各試料に含まれるタンパク質量で補正した。 

 

・クロマチン免疫沈降法 (chromatin immunoprecipitation assay: ChIP assay) 

ChIP assayは、Chromatin Immunoprecipitation Assay Kit (Upstate) の実験操作手順書

に従い、SH-SY5Y細胞と A549細胞における β4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結

合する転写因子を解析した (147)。 

 

(1) DNA-タンパク質の架橋 

両細胞 1×106 cellsをf 10 cm dishに播種し、24時間培養後、1%ホルムアルデヒ

ド (富士フィルム和光純薬株式会社) を含む培地に交換し、37℃、10分間静置する

ことで細胞内の DNA-タンパク質結合を固定した。 

 

(2) 細胞溶解とクロマチン断片化 

固定化した細胞を回収し、kit付属の SDS lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA、及

びタンパク質分解酵素阻害剤を含む 50 mM Tris-HCl 溶液 (pH 8.1)) 200 µlにタン

パク質-DNA複合体を溶解し、氷上で 10分間静置した。溶解液をModel UCD-200 

ultrasonic generator (東湘電気) を用いて 4℃で超音波破砕 (200 Wで 30秒間、4 回) 

した後に、4℃で 13,000 rpm、10分間遠心して上清を回収し、タンパク質-DNA溶

解液を得た。この溶解液の容量を、kit付属の ChIP dilution buffer (0.01% SDS、1% 

Triton X-100、2 mM EDTA、167 mM NaCl、及びタンパク質分解酵素阻害剤を含む

16.7 mM Tris-HCl 溶液 (pH 8.1)) で 10倍に希釈した。 

 

(3) 免疫沈降法 

希釈溶液 1 mlに対し、抗 Sp1抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) もしくは抗 Sp3

抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) を 2.5 µg相当を加えて 4℃、18時間反応させ

た。ネガティブコントロールとして、ウサギ IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc.) を

使用した。 
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(4) 溶出、脱架橋及び DNA精製 

反応溶液に kit付属の protein A-agarose/salmon sperm DNA (50% slurry) 30 µlを加

え、4℃で 1時間反応させ、抗体-タンパク質-DNA複合体溶液を得た。この溶液を、

4℃で 1,000 rpm、1時間遠心した後に、上清を除去した。次に、Table 2-3 に示す

kit付属の low salt wash buffer、high salt wash buffer、LiCl wash buffer、及び TE buffer 

500 µlをそれぞれ記載した順番に (1液ずつ) 加えて 5分間洗浄し、遠心、上清を

除去する作業を繰り返し行った。最後の洗浄液 TE bufferを用いた洗浄のみ 2 回

行った。洗浄した試料に溶出液 (1% SDSを含む0.1 M NaHCO3溶液) 125 µlを加え、

室温で15分間反応した後、遠心して上清中にタンパク質-DNA-複合体を回収した。

この操作を回収液がおよそ 500 µlになるまで繰り返した後、5 M NaCl 10 µlを加え

65℃で 12時間反応させた。反応溶液中のタンパク質を、proteinase Kを加えて 45℃

で 1時間静置することで消化した。DNAはフェノール/クロロホルム抽出と、キャ

リアとしてグリコーゲンを用いたエタノール沈殿によって精製した。 

 

(5) PCRによるプロモーター領域の増幅 

精製した DNA を鋳型に、2 ヶ所の Sp1/3 結合部位を含むb4GalT3 遺伝子のプロ

モーター領域を増幅するように設計したプライマーTS26-9及びTS26-10を用いて、

PCRを行った。設計したプライマーの配列は、Table 2-4に示した。DNA ポリメ 

ラーゼとして KOD plus (TOYOBO) を用いて PCRを行い、得られた PCR産物は、

アガロースゲル電気泳動と EtBr 染色により増幅産物を検出した。 
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Table 2-3. 洗浄液の組成 

溶液名 組成 

low salt wash buffer 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 及び 150 mM NaCl

を含む 20 mM Tris- HCl 溶液 (pH 8.0) 

high salt wash buffer 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 及び 500 mM NaCl

を含む 20 mM Tris- HCl 溶液 (pH 8.0)  

LiCl wash buffer 0.25 M LiCl, 1% Igepal CA-630, 1% sodium deoxycholate, 及び

1 mM EDTAを含む 10 mM Tris- HCl 溶液 (pH 8.1)  

TE buffer 1 mM EDTAを含む 10 mM Tris-HCl 溶液 (pH 8.0)  

 

 

Table 2-4. ChIPに用いたプライマー 
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第 3 節 結果 

1. ヒトb4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の単離 

b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域約 2.3 kbを単離するために、設計したプライマーの

TS28-38と TS28-41、TS24-5と TS27-35を用いて PCRにより-2190/-595と-645/+89を

増幅し、pGEM-T Easy vectorに組込んだ。プライマーの塩基配列は、Table 2-1に示し

た。単離したDNA断片の塩基配列解析を行い、DNAデータベースに登録のあるβ4GalT3

遺伝子の 5’-上流領域 (Accession number: AL590714) と同一であることを確認した。

両 DNA断片を pGL3-Basic vector中のルシフェラーゼ遺伝子の上流に組込み、レポー

タープラスミド pGL(-2190/+89) を作製した (転写開始点を+1とした位置) (Fig. 2-1)。 

 

2. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域デリーションコンストラクトの作製 

b4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域 -2190/+89 の配列において制限酵素認識部位を検索

した結果、BlnI部位が-1568/-1563に、PmaCI部位が-1148/-1143に、HpaI部位が-598/-593

に存在した (Fig. 2-2)。これらの部位とベクターのマルチクローニングサイトを利用

して 5’-上流領域のデリーションコンストラクトを作製し pGL(-1567/+89)、

pGL(-1145/+89)、及び pGL(-595/+89) とした (Fig. 2-2)。さらに、設計したプライマー

の TS28-38と TS27-35、TS29-5と TS27-35、TS29-6と TS27-35、TS29-9と TS27-35を

用いて PCRにより-140/+89と-69/+89、-30/+89、及び-5/+89を増幅した (Fig. 2-3)。次

に、それぞれの DNA断片は KpnIと HindIIIを用いて消化し、pGL3-Basic vectorに組

込み、デリーションコンストラクト pGL(-140/+89)、pGL(-69/+89)、pGL(-30/+89)、及

び pGL(-5/+89) を作製した (Fig. 2-3)。 

 

3. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域の特定 

第 2 章で得られた 7 種のレポータープラスミドコンストラクト pGL(-2190/+89)、

pGL(-1567/+89)、pGL(-1145/+89)、pGL(-595/+89)、pGL(-140/+89)、pGL(-69/+89)、及

び pGL(-5/+89) を用いて (Fig. 2-4A)、ルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活

性を測定した。SH-SY5Y細胞と A549細胞の両細胞において、pGL(-69/+89) は比較的

高いプロモーター活性を示したが、5’-上流領域 -2190 と -6 の間の領域を欠損した

pGL(-5/+89) ではプロモーター活性が著しく低下した (Fig. 2-4B)。したがって、5’-上

流領域 -69と -6の間の領域が、β4GalT3遺伝子のプロモーター領域であると考えた。
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これらの結果は、SH-SY5Y細胞及び A549細胞における β4GalT3遺伝子の転写に同じ

プロモーター領域が利用されることを示す。また、pGL(-2190/+89) のプロモーター活

性を 100％とした場合、SH-SY5Y細胞における pGL(-595/+89) 、pGL(-140/+89)、及び

pGL(-69/+89) のプロモーター活性は、それぞれ 187％、119%、199％を示し (Fig. 2-4B, 

SH-SY5Y cells)、A549細胞における活性はそれぞれ 76％、108%、72％を示した (Fig. 

2-4B, A549 cells)。これらの結果から、β4GalT3遺伝子の 5’-上流領域 -595から -141

及び -140 と -70 の間の領域には、細胞種によって異なる転写調節因子が関与する可

能性が示唆された。 
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Fig. 2-4. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域の解析 

A: b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域のデリーションコンストラクトの模式図 

+1は、転写開始点を示す。 

B: 各デリーションコンストラクトのプロモーター活性 

SH-SY5Y 細胞と A549 細胞を 24 時間培養した後、各種デリーションコンストラクトを導

入した。その後、48 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を測定

した。ルシフェラーゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量及びウミシイタケ由来

ルシフェラーゼ活性による遺伝子導入率で補正した。全ての実験の値は、3 回の実験の平

均値を示す。エラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. pGL(-2190/+89). 

-2000 -1000 +1

luciferase
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pGL(-140/+89)
pGL(-69/+89)
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0 1 2
Luciferase activity (arbitrary units)
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4. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結合しうる転写因子の検索 

b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域 -69と -6の間のプロモーター領域を TFBINDプログ

ラム (148) で検索したところ、b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域 -39/-30と -19/-10に類

似性スコアの高い 2 ヶ所の Sp1/3結合部位が存在し (Fig. 2-5A)、それぞれのスコア値

は、0.97と 1.00であった (Fig. 2-5B)。2 ヶ所の Sp1/3結合部位の塩基配列は、Table 2-5

に示した。Sp1/3結合部位の機能を解析するために、上流の Sp1/3結合部位 (-39/-30) を

欠損したレポーターコンストラクト pGL(-30/+89) を新たに作製した (Fig. 2-6A)。作

製した pGL(-30/+89) を導入した場合のプロモーター活性は、2 ヶ所の Sp1/3結合部位

を含む pGL(-60/+89) と比較して有意に減少した (Fig. 2-6B)。pGL(-69/+89) のプロ 

モーター活性を 100％とした場合、SH-SY5Y 細胞における pGL(-30/+89) 及び

pGL(-5/+89) のプロモーター活性は、それぞれ 59％と 5％まで減少し (Fig. 2-6B, 

SH-SY5Y)、A549細胞におけるプロモーター活性は、それぞれ 71％と 3％まで減少し

た (Fig. 2-6B, A549)。これらの結果は、両方の Sp1/3結合部位がb4GalT3遺伝子のプ

ロモーター活性に重要な役割を果たしていることを示しており、Sp1か Sp3のどちら

か、もしくは Sp1と Sp3の両方は、SH-SY5Y細胞及び A549細胞におけるb4GalT3遺

伝子の転写に関与することが示唆された。 
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Fig. 2-5. b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域に存在する Sp1/3結合部位 

A: b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域の塩基配列と Sp1結合部位の位置 

+1は、転写開始点を示す。青い boxは、Sp1/3結合部位を示す。塩基配列は、データベー

スに登録したAccession number: AB828104を引用した (Tange, R. and Sato, T., 19-JUN-2013)。 

B: b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域中の Sp1/3結合部位の位置とスコア値 

2 ヶ所の Sp1結合部位 (-39/-30、-19/-10) の予測は、TFBIND によって解析した。青い box

は、Sp1/3結合部位を示す。 

 

Table 2-5. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に含まれる Sp1/3結合部位の配列と位置 

Sp1/3結合部位の予測は、TFBINDプログラムによって解析した。コンセンサス配列中の Rは

Aか G、Wは Aか Tのどちらでも当てはまりうることを表している。位置は、転写開始点を

+1とした位置を示す。 

 

 

コンセンサス配列 b4GalT3 遺伝子配列 位置 スコア値

GRGGCRGGGW GCCCCGCCCC −39/−30 0.97

ACCCCGCCCC −19/−10 1.00

B
-100bp +1 +100

pGL(-69/+89)

pGL(-30/+89)

pGL(-5/+89)

score 1.000.97

A

+1



［第 2章］ 

43 

 

Fig. 2-6. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域の解析 

A: b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域のデリーションコンストラクトの模式図 

+1は、転写開始点を示す。 

B: 各デリーションコンストラクトのプロモーター活性 

SH-SY5Y 細胞と A549 細胞を 24 時間培養した後、各種デリーションコンストラクトを導

入した。その後、48 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を測

定した。ルシフェラーゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量及びウミシイタケ由

来ルシフェラーゼ活性による遺伝子導入率で補正した。全ての実験の値は、3 回の実験の

平均値を示す。エラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001、**p < 0.01 vs. pGL(-69/+89). 
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5. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域への Sp1と Sp3の結合の解析  

b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結合する転写因子を特定するために、クロマ

チン免疫沈降法による解析を行った。予測された2ヶ所のSp1/3結合部位を含むb4GalT3

遺伝子のプロモーター領域 (245 bp) を増幅するプライマーTS26-9と TS26-10を設計

し、免疫沈降したクロマチンから調製したDNAを鋳型にしてPCRを行った (Table 2-4, 

Fig. 2-7A)。その結果、抗 Sp3抗体を用いて SH-SY5Y細胞からクロマチン免疫沈降で

得た DNAを鋳型にした場合に、PCRによってプロモーター領域が特異的に増幅され

たバンドが 245 bpに検出された (Fig. 2-7B)。しかし、抗 Sp1抗体及び対照としてウ

サギ IgGを用いたクロマチン免疫沈降で得た DNAを鋳型にした場合には、バンドは

検出されなかった (Fig. 2-7B)。一方、抗 Sp1抗体を用いて A549細胞からクロマチン

免疫沈降で得た DNAを鋳型にした場合に、PCRによってプロモーター領域が特異的

に増幅されたバンドが 245 bpに検出された (Fig. 2-7B)。しかし、抗 Sp3抗体及び対

照としてウサギ IgGを用いたクロマチン免疫沈降で得たDNAを鋳型にした場合には、

バンドは検出されなかった (Fig. 2-7B)。したがって、b4GalT3遺伝子のプロモーター

領域に SH-SY5Y細胞では Sp3が、一方 A549細胞では Sp1が結合することが判明し

た。これらの結果から、細胞種によってb4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結合す

る転写因子が異なる可能性が示唆された。 
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Fig. 2-7. b4GalT3遺伝子のプロモーター領域への Sp1と Sp3の結合の解析 

A: クロマチン免疫沈降法に用いたプライマーの模式図 

矢印は使用したプライマーを示しており、2 ヶ所の Sp1/3結合部位を含む 245 bpを増幅す

るように設計した。楕円は、Sp1/3結合部位を示す。転写開始点を+1とした。 

B: Sp1と Sp3のプロモーター領域への結合解析の結果 

SH-SY5Y細胞と A549細胞から、抗 Sp1抗体及び抗 Sp3抗体を用いてクロマチン免疫沈降

を行った。Fig. 2-7A のプライマーを用いて、免疫沈降したクロマチンから調製した DNA

を鋳型にして PCRを行った。2%アガロースゲル中の PCR産物を、EtBrを用いて染色した

結果を示す。Inputは、ポジティブコントロールとして細胞溶解液から精製した DNAを用

いた。No Ab (抗体を加えていない) 及び IgGは、ネガティブコントロールとして用いた。

aSp1は抗 Sp1抗体、aSp3は抗 Sp3抗体を示す。 
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第 4 節 考察 

第 2章において、5’-上流領域 2.3 kbの単離を行い、デリーションコンストラクト

を作製し、プロモーター活性を解析することで β4GalT3遺伝子のプロモーター領域の

特定を行った。その結果、SH-SY5Y細胞及び A549細胞で、5’-上流領域 -69から -5

間にβ4GalT3遺伝子のプロモーター活性を担う領域が存在することが示唆された (Fig. 

2-4B)。また、特定したプロモーター領域中に Sp1/3 結合部位が-39/-30 と-19/-10 の位

置に存在した (Fig. 2-5)。プロモーター領域中に複数の Sp1/3結合部位が存在すること

が、VEGF 遺伝子や MYCN 遺伝子などの多くの遺伝子で報告されている (149–152)。

その中でも、複数の Sp1/3結合部位があることで、プロモーター活性が増強されると

いう報告もあり、VEGF遺伝子は 8 bpしか離れていない 2 ヶ所の Sp1/3結合部位が共

に転写活性に重要であることを示している (152)。 

さらに、pGL(-2190/+89) を用いて、デリーションコンストラクトを作製した。β4GalT3

遺伝子の 5’-上流領域の転写開始点付近は GC 含量が多い部分があるが、単離した 2.3 

kb全体でみると 56%となっている。他の β4GalT遺伝子の 5’-上流領域 2 kbにおける

GC 含量を解析すると、β4GalT1は 50%、β4GalT2が 57%、β4GalT4は 35%、β4GalT5

が 54%、β4GalT6は 67%、β4GalT7は 55%である。β4GalT4の GC 含量が低く、β4GalT6

の GC 含量が高いことを示した。Table 2-5に示したように、Sp1及び Sp3のコンセン

サス配列は Gや Cを多く含むため、GC 含量の高い遺伝子を制御していることが多

い。β4GalTファミリーも、β4GalT3を含めて転写制御が解明されている5種 (b4GalT1、

b4GalT2、b4GalT4、及び b4GalT5) のうちb4GalT2以外は Sp1あるいは Sp3で転写が

制御されている (61–64)。また、β4GalT3 遺伝子は、他の β4GalT ファミリーと同様

に TATA boxのない遺伝子であることが特徴である。TATA boxのない遺伝子は、ハ

ウスキーピング遺伝子等の恒常的に発現する遺伝子にみられることが多い。次章では、

作製したデリーションコンストラクトを用いて β4GalT3遺伝子のプロモーター領域

を解析した。 

両細胞において pGL(-140/+89) のプロモーター活性は、pGL(-2190/+89) と同程度

だった (Fig. 2-4B)。しかし、SH-SY5Y細胞において pGL(-595/+89) 及び pGL(-69/+89) 

のプロモーター活性は、pGL(-2190/+89) より増加したのに対し、A549 細胞では減少

した (Fig. 2-4B)。これらのプロモーター活性の差異から、b4GalT3遺伝子の 5’-上流領

域 -595 と-141、及び -140 と-70 の間の領域には、細胞種によって異なる転写調節因
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子が関与する可能性が示唆された。b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域 -595から-141の塩

基配列に存在する転写因子結合部位を TFBINDにより検索したところ、Sp1/3結合部

位と同様にスコア値が 0.95を超えるものは LYF1のみだった。LYF1は造血細胞の分

化に寄与する転写因子で、胸腺、脾臓、末梢血の白血球とリンパ節に豊富に発現する 

(153–155)。Sp ファミリーとの関係は現在報告されておらず、b4GalT3 遺伝子のプロ

モーター活性への関与は不明である。スコア値を 0.9 に下げて検索すると、Myb や

GATA1、GATA4 等の転写因子結合部位が存在し、GATA1 遺伝子の転写活性に Sp1

が関与する報告はあるが (156)、タンパク質−タンパク質間の関係は現在報告されてい

ない。同様に、b4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域 -140 と-70 の塩基配列を検索したとこ

ろ、-102から -91に AP-2結合部位が存在することが判明した。AP-2は、神経冠誘導体、

神経組織、表皮組織および泌尿生殖器組織を含む多様な異なる組織で発現している 

(157)。AP-2 の発現は、乳癌において発現が上昇することが報告されているが (158)、AP-2

の発現と神経芽腫や肺癌との相関は、未だ報告されていない。A549 細胞ではb4GalT3 遺

伝子の Sp1が結合することを示しており、Sp1は AP-2 と相互作用し、複合体を形成すること

が報告されている (159)。これらの知見から、A549細胞において Sp1とAP-2が相互作用す

ることでb4GalT3 遺伝子の転写活性に影響を与える可能性があり、細胞種により異なる

b4GalT3遺伝子の転写活性は転写因子の相互作用の変化が関与する可能性を示した。 

私たちの予備的な研究から、Sp1をノックダウンした A549細胞での β4GalT3遺伝

子の発現が、対照細胞と比較して低下した。その結果からも、β4GalT3遺伝子の転写

制御に Sp1、及び Sp1 と同じ配列に結合する Sp3 が関与している可能性が示された。

そこで、Sp1と Sp3は β4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結合するかどうかをクロ

マチン免疫沈降法により解析した。その結果、SH-SY5Y 細胞において Sp3 が、一方

A549 細胞において Sp1 が、β4GalT3 遺伝子のプロモーター領域に結合することを見

出した (Fig. 2-7B)。 

Sp1と Sp3は、C2H2タイプのジンクフィンガーをもつ Spファミリー転写因子に属

し (105, 160)、Sp1/3結合部位に対して同様の親和性を示すため、結合部位で互いに競

合する (104, 161)。非常に興味深いことに、両方の細胞株で同じプロモーター領域が

β4GalT3 遺伝子の転写に利用されているにもかかわらず、Sp3 は SH-SY5Y 細胞の

β4GalT3 遺伝子のプロモーター領域に結合し、Sp1 は A549 細胞の領域に結合した。

細胞種が異なると、β4GalT3遺伝子の転写を制御する転写因子が違うことが明らかと
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なった。転写では、Sp1 は活性化因子として機能するが、Sp3 は細胞の状況によって

活性化因子としても抑制因子としても機能することが報告されている (105, 160)。興

味深いことに、腸上皮細胞内の免疫機能に関わる TLR5遺伝子において、腸内細菌で

生成される酪酸の濃度によって制御する転写因子がSp1とSp3で切り替わることが報

告された (162)。酪酸処理前はTLR5遺伝子のプロモーター領域にSp1が結合するが、

酪酸処理すると Sp1ではなく Sp3が結合する。この切り替わりは、酪酸処理によって

Sp1 が脱リン酸化して TLR5 遺伝子のプロモーター領域に結合しなくなり、Sp3 が

リン酸化することでプロモーター領域に結合することが示されている (162)。 

次章で、両細胞における Sp1 と Sp3 の β4GalT3 遺伝子の転写活性における効果を

より詳しく解析した。 
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第 3 章 

Sp1 及び Sp3 のb4GalT3 遺伝子の転写活性への効果 
 

第 1節 緒言 

b4GalTファミリーのうち、転写制御の解析が行われているのはヒトb4GalT1、b4GalT2、

b4GalT4、及びb4GalT5である (61–64)。ヒトb4GalT1は肺癌細胞で Sp1が、b4GalT2

は HeLa ヒト子宮頸癌細胞で p53が、b4GalT4とb4GalT5は SH-SY5Y細胞で Sp1が

転写を制御することが明らかにされている。第 3章で β4GalT3遺伝子のプロモーター

領域を特定し、その領域に、SH-SY5Y細胞では Sp3が、一方 A549細胞では Sp1が結

合することを明らかにした。本章では、両細胞における Sp1及び Sp3の β4GalT3遺伝

子の転写活性への効果を解析するために、Sp1と Sp3発現ベクターを作製し、β4GalT3

遺伝子のプロモーター領域と共導入して、プロモーター活性を測定した。また、β4GalT3

遺伝子のプロモーター領域には 2 ヶ所の Sp1/3結合部位が存在する。この Sp1/3結合

部位が、β4GalT3 の転写活性にどのように関与するのかを解析するために、Sp1/3 結

合部位に変異を導入し、プロモーター活性を測定した。 
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第 2 節 材料と方法 

・Sp1と Sp3の遺伝子発現の解析 

第 1章の《定量的 RT-PCRによる遺伝子の定量解析》にしたがって、Sepasol RNA I 

Super G (Nacalai Tesque Inc.) を用いて、SH-SY5Y細胞と A549細胞における Sp1及び

Sp3 遺伝子の発現量を解析した。Sp1 の定量的 RT-PCR 用プライマーとして TS28-13

とTS28-14、Sp3の定量的RT-PCRプライマーとしてTS28-15とTS28-16 を用いてPCR

を行った。プライマーの塩基配列は、Table 3-1 に示した。 

 

Table 3-1. 定量的 RT-PCRに用いたプライマーの塩基配列 

 

・Sp1と Sp3の細胞内局在の解析 

(1) 細胞分画 

NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction reagents kit (Pierce) の実験操作手順書に従

い、SH-SY5Y細胞と A549細胞から細胞質画分及び核画分を調製した (147)。はじめ

に、両細胞をf100 mm dishに集密期になるまで培養し、回収した細胞のペレットに、

タンパク質分解酵素阻害剤を加えた kit付属の細胞質抽出溶液 (Cytoplasmic Extraction 

Reagent: CER) Iを加えた。各抽出溶液のタンパク質分解酵素阻害剤の濃度は、Table 3-2 

に示した。抽出溶液を攪拌した後、氷上で 10分間静置した後、kit付属の CER IIを加

え、攪拌後、4℃で 16,000×g、5分間遠心し、上清として細胞質抽出液を得た。この

細胞質抽出液に、タンパク質分解酵素阻害剤を加えた kit 付属の核抽出溶液 (Nuclrar 

Extraction Reagent: NER) を加えた後、15秒間の攪拌と、氷上で 10分間の静置を、計

4 回繰り返した。この試料を、4℃で 16,000×g、5 分間遠心し、上清として核抽出液

を得た。なお、得られた細胞質抽出液及び核抽出液は、BCA 法により、タンパク質

含有量を測定した。 
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(2) SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 用試料の調製 

得られた細胞質画分、核画分、及び細胞ペレットに 5% 2-メルカプトエタノールを

含む SDS-PAGEサンプルバッファーを加え、攪拌により混合し、100℃で 5分間煮沸

した。次に、試料を室温になるまで冷やし、4℃で 10,000 rpm、10分間遠心した後、

上清を回収し、SDS-PAGE用試料とした。 

 

(3) ウエスタンブロット解析 (163, 164) 

7.5%、10%分離及び濃縮用ポリアクリルアミドゲルを調製し、恒温式 2 連ミニゲ

ル電気泳動装置 (日本エイドー株式会社) に設置した。次に、分子質量マーカーとし

て SDS-PAGE Standards Broad range (Bio-Rad) 及び希釈した SDS-PAGE用試料をウェ

ルにアプライした。ゲル 1枚あたり 0.02 Aで通電し、SDS-PAGEサンプルバッファー

中に含まれるブロモフェノールブルーをゲルの下端から1 cmまで泳動した。SDS-PAGE

を行ったゲルを転写装置Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) により、

100 V、45分間もしくは 75分間通電することで、ポアサイズ 0.45 μmのポリビニリ

デンジフルオリド (PVDF) 膜 (Millipore Corp.) にタンパク質を転写した。転写膜を

5%スキムミルク溶液 (雪印乳業株式会社) もしくは1% bovine serum albumin (BSA) 溶

液 (Roche Diagnostics K.K.) に浸し、室温で 3時間ブロッキングした後、抗体反応を

行なった。1次抗体として抗Sp1抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)、抗Sp3抗体 (Santa 

Cruz Biotechnology Inc.)、抗 Lamin A/C抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)、及び抗

G3PDH抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) を用い、2次抗体は alkaline phosphatase 

(AP) 標識抗ウサギ IgG 抗体 (Promega)、AP 標識抗マウス IgG 抗体 (Santa Cruz 

Biotechnology Inc.)、及び AP標識抗ヤギ IgG抗体 (Promega) を用いた。Lamin A/Cは

核の分画マーカー、G3PDHは細胞質の分画マーカーとした。 
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Table 3-2. タンパク質分解酵素阻害剤の濃度 

阻害剤 Stock CER I NER 

benzamidine 250 mg/ml 0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 

aprotinin 2 mg/ml 2 µg/ml 2 µg/ml 

leupeptin 2 mg/ml 2 µg/ml 2 µg/ml 

phenylmethylsulfonyl fluoride 0.2 M 0.75 mM 2 mM 

 

・ヒト Sp1発現プラスミド 

Sp1発現ベクターCMV-Sp1は、カリフォルニア大学バークレー校の Robert Tjian教授か

ら提供して頂いた。 

 

・ヒト Sp3遺伝子の単離と発現プラスミドの構築 

(1) GeneRacerTM Super Script III RT Moduleを用いた cDNAの精製 

第 3章の《定量的 RT-PCRによる遺伝子の発現量の解析》にしたがって、A549

細胞から cDNAを調製した。 

 

(2) PCRによる増幅 

ヒト Sp3遺伝子は、Accession number: BC126414をもとに 2種類のプライマー: 

BamHI部位を含む TS28-19及び HindIII部位を含む TS28-20により作製した。プラ

イマーの塩基配列は、Table 3-3 に示した。上記の《GeneRacerTM Super Script III RT 

Moduleを用いた cDNAの精製》によって得られた cDNAを鋳型に PCRを行い、Sp3

遺伝子を増幅した。得られた PCR産物は、pGEM-T Easy vectorにサブクローニン

グし、プラスミド pGEM-Sp3を作製した。得られたプラスミド DNAの塩基配列を

解析した結果、目的のヒト Sp3遺伝子の塩基配列 (Accession number: BC126414) と

完全に一致した。 
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(3) 発現プラスミドの構築 

得られた pGEM-Sp3 を、増幅に用いたプライマーの両端の制限酵素部位を用い

て、哺乳動物細胞発現ベクターpBApo-EF1a Pur (Takara Bio) へ組換え、pBA-Sp3

を得た。 

Table 3-3. ヒト Sp3遺伝子の増幅に用いたプライマーの塩基配列 

塩基配列の下線部は、配列の後ろに示した制限酵素認識部位を示す。 

 

・Sp1及び Sp3遺伝子導入によるb4GalT3プロモーター活性の解析 

CMV プロモーターの直下に Sp1 遺伝子を組込んだプラスミド、もしくは EF1aプ

ロモーターの直下に Sp3遺伝子を組込んだプラスミドと、b4GalT3遺伝子のレポー 

タープラスミド pGL(-2190/+89) を、SH-SY5Y 細胞及び A549 細胞に導入して、ルシ

フェラーゼアッセイによりプロモーター活性を解析した。第 2章に示した《細胞への

形質導入用プラスミド DNAの調製》、《培養細胞への遺伝子導入》、及び《ルシフェ

ラーゼアッセイ》に従い、実験を行った。 

 

・2 ヶ所の Sp1/3結合部位への変異導入によるb4GalT3プロモーター活性の解析 

b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に含まれる 2 ヶ所の Sp1/3結合部位のうち、片

方の結合部位へ変異を導入した m1と m2、及び 2 ヶ所共に変異を導入した m3を作製

した。m1は上流のSp1/3結合部位 -39/-30への変異、m2は下流のSp1/3結合部位 -19/-10

への変異を示す (Fig. 3-1)。O は、オリジナルの配列を示す。X は、変異を導入した

配列を示す。プライマーの配列は、Table 3-4に示した。2 ヶ所の Sp1/3結合部位への

変異は、-39/-30の配列ACCCCGCCCCの下線部をAAに、-19/-10の配列GCCCCGCCCC

の下線部をAAに変えることで作製した (Fig. 3-1)。操作は、KOD -Plus- Mutagenesis Kit 

(TOYOBO) の実験操作手順書に従い行った (165, 166)。上記の《b4GalT3遺伝子の 5’-

上流領域の単離とレポータープラスミドの構築》で得られた pGL(-69/+5) を鋳型とし

て用いて、Inverse PCRを行った。次に、PCR産物に制限酵素 DpnIを加え、プラスミ

名前 塩基配列 (5’-3’) 位置

TS28-19 CGGGATCCATGACCGCTCCCGAAAAGCCCG (BamHI) 1/22

TS28-20 CCAAGCTTTTACTCCATTGTCTCATTTCCA (HindIII) 2325/2346
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ドを消化した後、PCR産物である直鎖状プラスミドを Self-ligationすることにより環

状化した。得られたプラスミド DNAを用いて、各 DNA断片の塩基配列を解析した。 

 

2 ヶ所の Sp1/3結合部位に変異導入した 3種のプラスミドを用いて、ルシフェラー

ゼアッセイによりプロモーター活性を解析した。第 2章に示した《細胞への形質導入

用プラスミド DNAの調製》、《培養細胞への遺伝子導入》、及び《ルシフェラーゼアッセ

イ》に従い、実験を行った。 

 

Table 3-4. 2 ヶ所の Sp1/3結合部位への変異導入に用いたプライマーの塩基配列 

下線部は、変異を導入した塩基配列を示す。 

 

 

 

Fig. 3-1. 2 ヶ所の Sp1/3結合部位への変異導入の模式図 

楕円は、Sp1/3結合部位を示す。下線部は、変異を導入した塩基配列を示す。 

  

: Sp1/3-binding site

-69 +1 +89

GAGGCCCCGCCCCATGACGCGAGACCCCGCCCCCGC

GCCCCGCCCC          ACCCCGAACC

GCCCCGAACC          ACCCCGCCCC

-39 -30 -19 -10

GCCCCGAACC          ACCCCGAACC

m1

m2

m3

名前 塩基配列 (5’-3’)

TS25-8 CGAACCATGACGCGAGACCCCGCCC (m1, m3)

TS25-9 GGGCCTCGGGGCGGAGCCACCCGGG (m1)

TS25-10 CGAACCCGCAGCGCCCGCTTCCAAG (m2)

TS25-11 GGGTCTCGCGTCATGGGGCGGGGCC (m2)

TS25-12 CGAACCATGACGCGAGACCCCGAAC (m3)
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第 3 節 結果 

1. Sp1及び Sp3の遺伝子発現 

SH-SY5Y細胞とA549細胞におけるb4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結合する

転写因子の違いは、細胞種による Sp1及び Sp3遺伝子の発現量に起因するかどうかを

定量的 RT-PCRにより解析した。その結果、SH-SY5Y細胞における Sp1と Sp3の発

現は、A549細胞における発現量よりも 2.1倍、1.8倍高かった (Fig. 3-2)。 

したがって、同一細胞内での Sp1及び Sp3の発現はほぼ同程度であった (Fig. 3-2)。

これらの結果から、両細胞における Sp1及び Sp3遺伝子の発現量に差異はないことが

示唆された。 

 

 

Fig. 3-2. SH-SY5Y細胞と A549細胞における Sp1と Sp3の発現 

SH-SY5Y細胞と A549細胞から total RNAを精製し、定量的 RT-PCRを行った。遺伝子の発

現量は、ΔΔCt法により、内部標準としたそれぞれのサンプルの G3PDH遺伝子の発現量で補

正した。Sp1 と Sp3 の遺伝子発現量を比較するために、各プライマーペアを用いての Sp1 と

Sp3 の mRNA増幅効率を計算し、結果に反映させた。全ての実験の値は、3 回の実験の平均

値を⽰す。エラーバーは、標準偏差を⽰す。***p < 0.001 vs. SH-SY5Y cells. 

 

2. Sp1及び Sp3の細胞内局在 

次に、SH-SY5Y細胞と A549細胞におけるb4GalT3遺伝子のプロモーター領域に結

合する転写因子の違いは、Sp1及び Sp3の細胞内局在に起因する可能性を考え、両細

胞における Sp1と Sp3の細胞内局在を解析した。遠心法による細胞分画を行い、細胞

質画分と核画分に分離した後、タンパク質を精製し、ウエスタンブロットを行った。
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両細胞とも核画分のマーカーである LaminA/Cは全細胞 (W) 及び核画分 (N) サンプ

ルにおいてバンドが検出され (Fig. 3-3)、細胞質画分のマーカーである G3PDHは全細

胞 (W) 及び細胞質画分 (C) サンプルにおいてバンドが検出されたことから、遠心法

による分画が正確に行われていることが示された (Fig. 3-3)。両細胞において Sp1 及

び Sp3は Nサンプルにおいてバンドが検出されたが、Cサンプルにおいてバンドが検

出されなかった (Fig. 3-3)。この結果から、両細胞において Sp1及び Sp3は核内に存

在することが明らかになった。したがって、SH-SY5Y細胞とA549細胞におけるb4GalT3

遺伝子のプロモーター領域に結合する転写因子の違いが、細胞内局在の違いによって

起きていないことが示された。また、両細胞でのSp1及びSp3のバンドを比較すると、

SH-SY5Y細胞の方が A549細胞よりタンパク質発現量が高いと考えられ、Fig. 3-2に

示した両細胞における Sp1と Sp3の遺伝子発現の結果を反映していると考えられる。 

 

 

Fig. 3-3. Sp1と Sp3の細胞内局在 

SH-SY5Y細胞と A549細胞を回収した後、遠心法により細胞質画分と核画分に分画し、ウエス

タンブロットを行った。W は全細胞を、C は細胞質画分を、N は核画分を示す。LaminA/C は

核画分、G3PDHは細胞質画分のマーカーとした。 
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3. Sp1及び Sp3遺伝子導入によるb4GalT3転写活性の解析 

CMV プロモーターの直下に Sp1 遺伝子を組込んだプラスミド、もしくは EF1aプ

ロモーターの直下に Sp3遺伝子を組込んだプラスミドと、b4GalT3遺伝子のレポー 

タープラスミド pGL(-2190/+89) を、SH-SY5Y 細胞及び A549 細胞に導入して、ルシ

フェラーゼアッセイによりプロモーター活性を測定した。その結果、SH-SY5Y 細胞

では、Sp1 及び Sp3 の発現により、プロモーター活性が対照と比較してそれぞれ 3.1

倍及び 4.2倍増加し (Fig. 3-4)、 Sp1と Sp3の両方が SH-SY5Y細胞において転写活性

化因子として機能することを示した。一方、A549 細胞では、Sp1 の発現はプロモー

ター活性を対照と比較して 3.0倍増加したが (Fig. 3-5, Sp1)、Sp3の発現はプロモー 

ター活性を 0.7倍低下した (Fig. 3-5, Sp3)。これらの結果から、A549細胞において Sp1

は転写活性化因子として機能するが、Sp3は転写抑制因子として機能すると考えられ

る。SH-SY5Y細胞と A549細胞において、Sp1及び Sp3遺伝子導入によりb4GalT3遺

伝子の制御は、細胞種によって異なることが示唆された。 
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Fig. 3-4. Sp1と Sp3遺伝子の導入によるb4GalT3遺伝子の転写活性の解析  

SH-SY5Y 細胞を 24 時間培養した後、b4GalT3 遺伝子の 5’-上流領域 2.3 kb と、pcDNA3.1、

CMV-Sp1、pBA 及び pBA-Sp3 のうち 1 つを細胞へそれぞれ導入した。その後、48 時間培養

し、ルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を測定した。ルシフェラーゼ活性は、

それぞれのサンプルのタンパク質量で補正した。全ての実験の値は、3 回の実験の平均値を

示す。エラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. pcDNA3.1 or pBA. 

 

 

Fig. 3-5. Sp1と Sp3遺伝子の導入によるb4GalT3遺伝子の転写活性の解析  

A549細胞を24時間培養した後、b4GalT3遺伝子の5’-上流領域2.3 kbとpcDNA3.1、CMV-Sp1、

pBA及び pBA-Sp3のうち 1 つを細胞へそれぞれ導入した。その後、48 時間培養し、ルシフェ

ラーゼアッセイによりプロモーター活性を測定した。ルシフェラーゼ活性は、それぞれの

サンプルのタンパク質量で補正した。全ての実験の値は、3回の実験の平均値を示す。エ

ラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. pcDNA3.1 or pBA. 
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4. 2 ヶ所の Sp1/3結合部位への変異導入によるb4GalT3転写活性の解析 

b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に Sp1と Sp3が結合すること、Sp1と Sp3の遺

伝子導入はb4GalT3遺伝子のプロモーター活性に影響を及ぼすことが判明したことか

ら、Sp1と Sp3はb4GalT3遺伝子のプロモーター活性において重要な役割を担ってい

ることが明らかとなった。そこで、b4GalT3 遺伝子のプロモーター領域に含まれる 2

カ所の Sp1/3 結合部位の働きに興味をもち、2 ヶ所の Sp1/3 結合部位の機能解析を試

みた。プロモーター活性の高かったレポータープラスミドpGL(-69/+89) を用いて (Fig. 

2-5)、2 ヶ所の Sp1/3 結合部位のうち、上流の結合部位 (-39/-30) へ変異を導入した

m1と、下流の結合部位 (-19/-10) へ変異を導入した m2、及び 2 ヶ所共に変異を導入

した m3の 3種類のレポータープラスミドを作製し (Fig. 3-6A)、ルシフェラーゼアッ

セイによりプロモーター活性を測定した。その結果、SH-SY5Y 細胞において、変異

を導入していない対照のプロモーター活性を 100%とした場合、2 ヶ所の Sp1 結合部

位に変異を導入した m3 のプロモーター活性が 6%まで有意に低下した (Fig. 3-6B, 

SH-SY5Y)。一方、下流の Sp1 結合部位に変異を導入した m1 のプロモーター活性は

36%とプロモーター活性が有意に低下した (Fig. 3-6B, SH-SY5Y)。同様に、上流の

Sp1結合部位に変異を導入した m2のプロモーター活性は 43%であり、プロモーター

活性が有意に低下した (Fig. 3-6B, SH-SY5Y)。また、A549細胞において、変異を導入

していない対照のプロモーター活性を 100%とした場合、2 ヶ所の Sp1 結合部位に変

異を導入した m3の場合は、プロモーター活性が 11%まで著しく低下した (Fig. 3-6B, 

A549)。一方、下流の Sp1結合部位に変異を導入した m1のプロモーター活性は 108%

と対照と同程度であった (Fig. 3-6B, A549)。しかし、上流の Sp1結合部位に変異を導

入した m2のプロモーター活性は、223%と有意に増加した (Fig. 3-6B, A549)。両細胞

において 2 ヶ所の Sp1/3結合部位に変異を導入した場合のプロモーター活性が著しく

低下したことから、b4GalT3遺伝子の転写開始点近傍の 2 ヶ所の Sp1/3結合部位が転

写を制御していることが明らかになった。さらに、前述した《Sp1及び Sp3遺伝子導

入によるb4GalT3遺伝子のプロモーター活性への影響の解析》の結果から、どの転写

因子が Sp1/3 結合部位に結合するかに応じて、各 Sp1/3 結合部位の機能は SH-SY5Y

細胞と A549細胞の間で異なることが示唆された。 
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Fig. 3-6. b4GalT3遺伝子の Sp1と Sp3結合部位の機能解析 

A: Sp1/3結合部位への変異導入の模式図 

楕円は、Sp1結合部位を示す。下線部は、変異を導入した配列を示す。転写開始点を、+1

とした。 

B: b4GalT3遺伝子に変異を導入したコンストラクトのプロモーター活性 

SH-SY5Y細胞と A549細胞を 24 時間培養した後、各コンストラクトを導入した。その後、

48 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。ルシフェ

ラーゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量及びウミシイタケ由来ルシフェラーゼ

活性による遺伝子導入率で補正した。全ての実験の値は、3 回の実験の平均値を示す。エ

ラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. pGL(-69/+89). 
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第 4 節 考察 

第 3章において、SH-SY5Y細胞及び A549細胞において、β4GalT3遺伝子のプロ

モーター領域に 2ヶ所 (-39/-30, -19/-10) ある Sp1/3結合部位が共に転写活性化に重要

であることを示した。この章までの結果をまとめると、SH-SY5Y 細胞では Sp3 が、

一方 A549細胞では Sp1が 2 ヶ所の Sp1/3結合部位を含む β4GalT3遺伝子のプロモー

ター領域に結合しており、β4GalT3遺伝子の転写を制御する転写因子が細胞種によっ

て異なることを示した (Fig. 3-7)。 

Sp1 と Sp3 は存在量比と結合比が遺伝子の制御に影響するという報告があるため 

(106)、両細胞における Sp1 及び Sp3 遺伝子の発現量を解析したが、有意な差ではな

かった (Fig. 3-2)。また、癌遺伝子として知られる signal transducer and activator of 

transcription (STAT) 3や性決定遺伝子の SRY-Box Transcription Factor (SOX) 1などのい

くつかの転写因子は細胞質内から核内に移動することで転写活性化因子として機能す

ることが報告されている (167–169)。そのため、両細胞における Sp1と Sp3の細胞内

局在を解析したが、共に核内に局在していることを示した (Fig. 3-3)。したがって、

細胞特異的なb4GalT3遺伝子の転写制御の違いは、Sp1及び Sp3遺伝子の発現量や細

胞内局在に起因しないことが示唆された。Sp1と Sp3は協同的に転写を活性化するこ

とや (107)、Sp1による活性化をSp3が競合的に阻害することが報告されており (108)、

この差異が生じる原因は明らかとなっていない。両細胞における Sp1と Sp3の機能を

解析するために、Sp1または Sp3発現ベクターをb4GalT3遺伝子のプロモーター領域

と共導入した。その結果、Sp1 及び Sp3 は、SH-SY5Y 細胞において β4GalT3 遺伝子

の転写を正に調節した。一方、A549細胞において Sp1は β4GalT3遺伝子の転写を正

に調節し、Sp3は負に調節することを示した (Fig. 3-4、Fig. 3-5)。SH-SY5Y細胞にお

いて、細胞種特異的に、β4GalT3遺伝子の転写を Sp3が活性化させている可能性が考

えられた。Sp3が同一遺伝子に対して細胞種によって機能を変化させることはこれま

で報告されておらず、大変興味深い結果である。 

Sp3が、転写活性化因子として働くことが報告されている例はいくつかある。乳癌

細胞においてアセチル化した Sp3は cell surface receptor R II遺伝子の転写を活性化し 

(170)、また繊維芽細胞において Ser73がリン酸化した Sp3は VEGF遺伝子の転写を活

性化する (169)。さらに、先に述べたように、腸上皮細胞において、酪酸の濃度に

よって TLR5遺伝子の転写を制御する転写因子が Sp1と Sp3で切り替わることが報告
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された (162)。酪酸処理すると Sp1は脱リン酸化して TLR5遺伝子のプロモーター領

域に結合しなくなり、Sp3はリン酸化することで結合するように切り替わることが示

されている (162)。β4GalT3遺伝子のプロモーター領域に Sp1及び Sp3が結合するこ

と、Sp1及び Sp3遺伝子の導入が β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に影響を及ぼす

ことが判明したことから、Sp1及び Sp3が β4GalT3遺伝子のプロモーター活性化する

ことが明らかとなった。そこで、Sp1/3結合部位が 2ヶ所あることに着目し、b4GalT3

遺伝子のプロモーター領域中の 2 ヶ所の Sp1/3結合部位の機能の解析を行った。その

結果、2 ヶ所共に変異を導入するとプロモーター活性が有意に減少した (Fig. 3-6B)。

この結果から、2 ヶ所の Sp1/3結合部位が共に β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に

重要であることを示している。プロモーター領域に複数の Sp1/3結合部位が近距離に

存在し、転写制御が行われている報告がいくつかあるが、詳細なメカニズムは明らか

になっていない。A549 細胞では、下流の Sp1/3 結合部位に変異を導入しても、変異

導入していない場合と活性は変わらず、上流の Sp1/3結合部位に変異を導入すると活

性が上昇した (Fig. 3-6B, A549)。この結果から、下流の Sp1/3結合部位が β4GalT3遺

伝子のプロモーター活性に影響していない可能性が示された。Sp1 の DNA への結合

時のフォールディングについて報告があり (172, 173)、Sp1を含む転写開始複合体を

囲むように DNAが変形し、Sp1以外の転写開始複合体も DNAと結合している可能性

が示されている。使用したレポータープラスミド pGL(-60/+89) は塩基配列が短いた

め、生体内で実際に転写が起きる時と異なるフォールディングが生じ、Sp1や Sp3以

外の転写因子や転写活性化因子などが結合できる環境となった可能性を考えなければ

ならない。 
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Fig. 3-7. 第 3 章までの小括 

ヒト神経芽細胞腫においてb4GalT3遺伝子の転写は Sp3 が、一方ヒト肺癌細胞では Sp1 が転

写を制御しており、細胞種によってb4GalT3遺伝子の転写を制御する転写因子が異なること

を明らかにした (174)。 
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第 4 章 

Sp3の翻訳後修飾が β4GalT3遺伝子の転写活性へ与える影響の解析 

 

第 1節 緒言 

転写因子の転写制御のメカニズムについて、近年盛んに研究されているが、最も研

究されている分野の1つが転写因子の翻訳後修飾による制御である。Sp1及びSp3は、

リン酸化、アセチル化、small ubiquitin-related modifier (SUMO) 化、及び O-グリコシ

ル化などの様々な翻訳後修飾を受けることが知られている (175)。これらの翻訳後修

飾の種類や有無により、Sp1 及び Sp3 は、DNA の結合活性、転写活性、タンパク質

の安定性、及び局在が制御されている (105)。TLR5 遺伝子において、腸内細菌に生

成される酪酸の濃度によって制御する転写因子がSp1とSp3で切り替わることが報告

された (162)。この切り替わりには Sp1及び Sp3それぞれの翻訳後修飾が変化するこ

とに起因しており、酪酸処理によって Sp1が脱リン酸化してプロモーター領域に結合

しなくなり、Sp3 がリン酸化することで結合することが示されている (162)。また、

翻訳後修飾された Sp3が転写活性化因子として機能する報告がいくかあり、乳癌細胞

においてアセチル化した Sp3は転写活性化因子として機能し (170)、リン酸化された

Sp3 は VEGF 遺伝子の転写を活性化することが報告されている (169)。これらの知見

から、神経芽腫において β4GalT3の発現が増加するメカニズムは、β4GalT3遺伝子

のプロモーターに結合する Sp3 が受ける翻訳後修飾に起因するのではないかと考え、

Sp3の翻訳後修飾が β4GalT3遺伝子の転写活性へ与える影響を解析した。 
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第 2 節 材料と方法 

・Sp3内のアセチル化部位への変異導入 

乳癌細胞において Sp3内のリシン (Lys) 551がアセチル化することで、Sp3は転写

活性化因子として機能することが報告されている (Fig. 4-1) (170)。この知見から、神

経芽腫においても Sp3のアセチル化が転写活性化因子として機能し、b4GalT3遺伝

子のプロモーター活性を増加させるのではないかと考え、Lys551 の代わりにアラニン 

(Ala) を有する Sp3 変異体の発現プラスミド Sp3KM を作製した。この作製の概略は

Fig. 4-2に示し、Splicing by Overlap Extension (SOE)-PCR法を用いて変異を導入した (Fig. 

4-3) (176, 177)。使用したプライマーの配列は、Table 4-1に示した。プライマーTS1-16

と TS1-17 はそれぞれ XbaI、KpnI 部位を含み、TS1-18 と TS1-19 は Lys551 への Ala

変異の配列を含む。第 3章の《Sp3遺伝子の単離と発現プラスミドの構築》で得られ

た pBA-Sp3 を鋳型に、変異を含む 2 種類の重複した配列 815/1663 及び 1639/1842 を

PCRで増幅した。その後、得られた 2種類の DNA断片を鋳型にして TS1-16と TS1-17

を用いて PCRを行い、Ala変異を含む 815/1842を増幅した。得られた DNA断片の塩

基配列を解析し、変異が導入されていることを確認した。この DNA 断片を、両末端

に位置するXbaI及びKpnIで消化し、pBA-Sp3の 815/1842と置き換えることで Sp3KM

を得た。 

アセチル化部位 Lys551 へ変異導入した Sp3KMと pGL(-2190/+89) を共導入し、ル

シフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を解析した。第 2章に示した《培養細

胞への遺伝子導入》及び《ルシフェラーゼアッセイ》に従い、実験を行った。 
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Fig. 4-1. ヒト Sp3の翻訳後修飾の模式図 

1 ヶ所のアセチル化部位 (Lys551) と、4 ヶ所のリン酸化部位 (Ser73、Ser563、Ser566、Ser646) 

を示す。斜線の boxは転写活性化ドメイン、灰色の boxは転写活性阻害ドメイン、黒色の box

はジンクフィンガーを含む DNA 結合ドメインを示す。Ac はアセチル化を、P はリン酸化を

示す。 

 

 

Fig. 4-2. Sp3の翻訳後修飾部位への変異体を作製する概略図 

矢印は使用したプライマーを示し、白い矢印は配列に変異を含む配列のプライマーを示す。

プライマーの配列は、Table 5-1に示した。Sp3SM1、Sp3SM2、及び Sp3SM3はリン酸化部位

への変異体を、Sp3KMはアセチル化部位への変異体を示す。 
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Fig. 4-3. SOE-PCRの概略図 

A: SOE-PCRに用いるプライマーの模式図 

矢印は、プライマーを示す。 

B: SOE-PCRの概略図 

SOE-PCR は、一部の配列が相補的となっている 2 種類の DNA 断片を混合して鋳型とし、

PCRを行うことによってキメラ遺伝子を作製する方法である (176, 177)。矢印はプライ 

マーを示しており、灰色の矢印は互いが相補的な塩基配列をもつ。 

 

 

  

fragment ① fragment ②[1st PCR]

[2nd PCR]

Two fragments are mixed.

Overlapped extensions are occurred.

Different fragments are annealed.

Chimeric genes are synthesized.

fragment ① fragment ②

A

B

template
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Table 4-1. Sp3の変異体作製に用いたプライマー 

塩基配列の下線部は、配列の後ろに示した制限酵素の認識部位を示す。太文字の塩基配列は、

変異を導入した配列を示す。 

 

・FBS 刺激 

FBS 刺激により、MAPK シグナル伝達経路及びb4GalT3 遺伝子の転写活性に影響

があるかどうかを解析した。f35 mm dishに 2×105 cellsを播種し、24時間培養後、FBS

を含まないDMEMで 3 回洗浄し、0.5%もしくは 10% FBSを含む DMEMに置換した。

48時間培養後、細胞溶解液に溶解し、FBS 刺激細胞を得た。 

 

・U0126処理 

2×105個の細胞をf35 mm dishに播種し、37℃、5% CO2 条件下で24 時間培養した。

その後、pGL(-2190/+89) を導入し、1時間培養した後、MAPKキナーゼ阻害剤である

20 mM U0126 (Cell Signaling Technology Inc.) (Table 4-2)を含む DMEM培地に交換し、

48時間培養後、細胞溶解液に溶解し、U0126処理細胞を得た。 

 

 

名前 塩基配列 (5’-3’) 位置

TS1-16 TCGATCTAGATTCTTTGGGACTCTC (XbaI) 815/837

TS1-17 GATTGGTACCTCTTCCACCACCTTC (KpnI) 1819/1842

TS1-18 GTTCTTCTTCCGCGATCCTAATATC 1674/1698

TS1-19 GATATTAGGATCGCGGAAGAAGAAC 1639/1663

TS1-24 GATAGGGCCGCCAGCGCCGGGCGAC 204/229

TS1-25 GTCGCCCGGCGCTGGCGGCCCTATC 204/229

TS1-26 GAATCTAGATCGACACTATTGATTG (XbaI) 803/827

TS1-27 TCGCTGGTGATGCTACCTTGAATAC 1685/1709

TS1-28 AGCATCACCAGCGAGCTGCCACTCT 1674/1698

TS1-29 AAGAGGTACCAATCTTGGGAAAAAG (KpnI) 1830/1854

TS1-30 CTGCGTTGGCATGCTGGAGAACGCC 1924/1948

TS1-31 GGCGTTCTCCAGCATGCCAACGCAG 1924/1948

TS28-19 CGGGATCCATGACCGCTCCCGAAAAGCCCG (BamHI) 1/22

TS28-20 CCAAGCTTTTACTCCATTGTCTCATTTCCA (HindIII) 2325/2346
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Table 4-2. U0126の化学式 

MAPKシグナル伝達経路のにおけるMAPKKである、MAPK/ERK kinase (MEK) のリン酸化

を阻害する。 

 

・MAPKリン酸化の解析 

上記で得られた FBS 刺激細胞を、第 4 章に示した《SDS-Polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) 用試料の調製》に従い、SDS-PAGE 用試料を得た。この

試料は、BCA 法により求めた各試料に含まれるタンパク質量で補正した。その後、

第 3章に示した《ウエスタンブロット解析》に従い、FBS 刺激が p44/p42 MAPKシグ

ナル伝達経路へ与える影響の解析を行った。1次抗体として、抗 p44/p42 MAPK 抗体 

(Cell Signaling Technology Inc.) 及び抗リン酸化 p44/p42 MAPK (T202Y204) 抗体 (Cell 

Signaling Technology Inc.) を用い、2次抗体としてAP標識抗マウス IgG抗体（Promega）

を用いた。 

 

・FBS 刺激及び U0126のb4GalT3 遺伝子の転写活性への影響 

上記で得られた FBS刺激細胞またはU0126処理した細胞に pGL(-2190/+89) を導入

し、ルシフェラーゼアッセイによりプロモーター活性を解析した。第 2章に示した《培

養細胞への遺伝子導入》及び《ルシフェラーゼアッセイ》に従い、実験を行った。 

 

・内在性 Sp3のセリン (Ser) リン酸化の解析 (164) 

SH-SY5Y細胞の内在性のSp3内のSer残基がリン酸化されているかどうか10% FBS

存在下で培養した細胞を用いて解析するために、抗Sp3抗体を用いて免疫沈降を行い、

抗リン酸化 Ser抗体 (Sigma-Aldrich) で検出した。 

化合物名 U0126

構造式

ターゲット MEK
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(1) 細胞の回収 

1×107 個の SH-SY5Y細胞をf15 cm dishに播種し、37℃、5% CO2条件下で 24時

間培養した。細胞溶解液に溶解し、細胞を回収した。回収した細胞溶解液は、BCA

法により求めた各試料に含まれるタンパク質量で補正した。 

 

(2) 免疫沈降 

免疫沈降は、μMACSTM Protein G MicroBeads (Miltenyi Biotec) を用いて行った (137, 

147, 164)。回収した細胞溶解液を、4℃で 30分間静置した後、4℃で 10,000×g、10

分間遠心した。得られた上清に 2 μg相当の抗 Sp3抗体 (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 

と 50 μlの μMACSTM Protein G MicroBeadsを添加し、4℃で 30分間静置した。Triton 

X-100 溶解バッファー (150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) で平

衡化した μColumnにサンプルをアプライし、Triton X-100 溶解バッファーで 4 回、

low-salt wash バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 7.5) で 1 回洗浄した。μColumn に

SDS-PAGE サンプルバッファー (95℃) を添加し、室温で 5 分間静置することによ

り前溶出を行った。最後に、SDS-PAGE サンプルバッファー (95℃) を添加し、回

収した溶出液を SDS-PAGEの試料とした。 

 

(3) ウエスタンブロット解析 

免疫沈降した SDS-PAGEの試料を、第 3章で示した《ウエスタンブロット解析》

に従い、内在性 Sp3 内の Ser リン酸化の有無を解析した。1 次抗体として抗 Sp3 抗

体及び抗リン酸化 Ser抗体を用い、2次抗体として AP標識抗マウス IgG抗体を用 

いた。 

 

・Sp3内のリン酸化部位への変異導入 

Sp3 内の Ser73、Ser563、Ser566、及び Ser646 は、リン酸化される可能性が予測さ

れている (Fig. 4-1) (https://www.uniprot.org/uniprot/Q02447) (105)。これらの Sp3内の

Ser 残基のリン酸化が、b4GalT3 遺伝子の転写活性に影響するかどうかを解析するた

めに、Serの代わりに Alaを有する Sp3変異体の発現プラスミド Sp3SM1 (Ala73Ser)、

Sp3SM2 (Ala563Serと Ala566Ser)、及び Sp3SM3 (Ala646Ser) を作製した。この作製の

概略は Fig. 4-2に示し、SOE-PCR法を用いて変異を導入した (Fig. 4-3)。使用したプ
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ライマーの配列は、Table 4-1に示した。上記に示した《Sp3のアセチル化部位への変

異導入》と同様に、変異導入プラスミドを作製した。また、4 ヶ所の Ser 残基全てに

変異を導入した変異体プラスミドも作製し、Sp3SM123とした。得られた変異導入プ

ラスミド 4種か pBA-Sp3を pGL(-2190/+89) と共導入し、ルシフェラーゼアッセイに

よりプロモーター活性を解析した。第 2章に示した《培養細胞への遺伝子導入》及び

《ルシフェラーゼアッセイ》に従い、実験を行った。 
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第 3 節 結果 

1. Sp3内のアセチル化部位への変異導入による β4GalT3転写活性への影響 

Lysの代わりに、アセチル化されないAlaを有するSp3変異体発現プラスミドSp3KM

を作製した。SH-SY5Y細胞に pGL(-2198/+89) と Sp3の共導入は、pBA ベクターとの

共導入と比較して、プロモーター活性は1.8倍増加した (Fig. 4-4)。また、pGL(-2198/+89) 

と Sp3KMの共導入は、pBA ベクターとの共導入と比較して、プロモーター活性は 2.4

倍増加した (Fig. 4-4)。これらの結果から、Lys551はSH-SY5Y細胞のSp3によるb4GalT3

遺伝子の転写活性化に関与しないことが示唆された。 

 

Fig. 4-4. Sp3のアセチル化部位のb4GalT3転写活性への影響 

SH-SY5Y細胞を 24 時間培養した後、pGL(-2190/+89) と Sp3 もしくは Sp3KMを共導入した。

その後、48 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。ル

シフェラーゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量で補正した。pGL(-2190/+89) とpBA

ベクターを共導入した場合の活性を、1とした。全ての実験の値は、3回の実験の平均値を示

す。エラーバーは、標準偏差を示す。 

 

2. FBS 刺激によるMAPKのリン酸化と β4GalT3転写活性への影響 

リン酸化された Sp3は、TLR5遺伝子と VEGF遺伝子の転写を活性化することから 

(162, 171)、Sp3のリン酸化が SH-SY5Y細胞におけるb4GalT3遺伝子のプロモーター

の活性化に関与する可能性が示唆された。ERK-MAPK によって、Sp3 はリン酸化さ

れることが報告されている (171)。FBSは上皮成長因子受容体-MAPKシグナル伝達を

介して p44/p42 MAPKのリン酸化を増加するため (178)、FBS 刺激により SH-SY5Y細
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胞における p44/p42MAPKのリン酸化が変化するかどうかを解析した。SH-SY5Y細胞

を 0.5%及び 10% FBSを含む培地でそれぞれ 24時間培養した後、細胞を回収し、ウエ

スタンブロット解析を行った。その結果、p44 MAPKのリン酸化は 10％ FBSを含む

培地で 2.1倍増加し (Fig. 4-5A)、FBSが SH-SY5Y細胞でMAPKシグナル伝達を活性

化することを示した。同じ条件下で、SH-SY5Y 細胞に pGL(-2198/+8) を共導入し、

プロモーター活性を測定した結果、0.5％ FBS処理細胞と比較して、10% FBS処理細

胞においてb4GalT3遺伝子のプロモーター活性は 4.1倍増加した (Fig. 4-5B)。これら

の結果から、FBSはMAPKシグナル伝達を活性化し、SH-SY5Y細胞におけるb4GalT3

遺伝子のプロモーター活性を増加することが示唆された。 
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Fig. 4-5. FBS 刺激によるMAPKリン酸化とb4GalT3遺伝子の転写活性の解析 

A: イムノブロットによるMAPKの発現とリン酸化レベルの解析 

SH-SY5Y細胞を 24 時間培養し、それぞれ 0.5%と 10% FBSを含む培地に交換し 24 時間培

養した後、細胞を回収した。回収した試料を抗 MAPK抗体と抗リン酸化 MAPK抗体を用

いて、ウエスタンブロット解析を行った。p-MAPKは、リン酸化MAPKを示す。バンドの

定量には、Image J (ver. 1.52a)を使用した。p44 p-MAPKと p-42 p-MAPKを、それぞれ p44 

MAPKと p42 MAPKによって補正した。 

B: b4GalT3遺伝子のプロモーター活性の解析 

SH-SY5Y細胞を 24 時間培養した後、pGL(-2190/+89) を導入した。その後、それぞれ 0.5%

と 10% FBSを含む培地に交換し 24 時間培養した後、ルシフェラーゼアッセイにより、プ

ロモーター活性を測定した。ルシフェラーゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量

で補正した。0.5% FBSで処理した細胞におけるプロモーター活性を、1とおいた。全ての

実験の値は、3回の実験の平均値を示す。エラーバーは、標準偏差を示す。 

 

3. U0126処理によるMAPKのリン酸化とb4GalT3転写活性への影響 

β4GalT3 遺伝子プロモーターの活性化において MAPK シグナル伝達が関与するこ

とを検証するために、MAPKキナーゼの阻害剤である U0126を用いて (Table 4-2、Fig. 

4-6)、プロモーター活性の解析を行った。 U0126で処理すると、p44 MAPK及び p42 

MAPK のリン酸化は対照と比較してそれぞれ 31％及び 10％に減少し (Fig. 4-7A)、

U0126は SH-SY5Y細胞のMAPKシグナル伝達を阻害することを示した。この条件下
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で、pGL(-2198/+89) のプロモーター活性は、対照と比較して23％に減少した (Fig. 4-7B)。

これらの結果から、SH-SY5Y細胞において、b4GalT3遺伝子プロモーターの活性化は

MAPKシグナル伝達を介して行われることが示唆された。 
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Fig. 4-6. U0126 の作⽤機序 

MAPKシグナル伝達経路の模式図を示す。U0126は、MEKのキナーゼ活性を阻害することに

よりMAPKの活性化を阻害する。  
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Fig. 4-7. U0126 処理によるMAPKリン酸化とb4GalT3遺伝子の転写活性の解析 

A: U0126 処理によるMAPKの発現とリン酸化レベルの解析 

SH-SY5Y細胞を 24 時間培養し、それぞれ 0 µM (U0126の溶媒である DMSOのみでの処理) 

と 20 µM U0126を含む培地に置換し 24 時間培養した後、細胞を回収した。回収した試料

を抗 MAPK抗体と抗リン酸化 MAPK抗体を用いて、ウエスタンブロット解析を行った。

p-MAPKは、リン酸化MAPKを示す。バンドの定量には、Image J (ver. 1.52a) を使用した。

p44 p-MAPKと p-42 p-MAPKを、それぞれ p44 MAPKと p42 MAPKによって補正した。 

B: b4GalT3遺伝子のプロモーター活性の解析 

SH-SY5Y細胞を 24 時間培養した後、pGL(-2190/+89) を導入した。その後、それぞれ 0 µM 

(U0126の溶媒であるDMSOのみでの処理) と 20 µM U0126を含む培地に交換し 48 時間培

養した後、ルシフェラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。ルシフェラー

ゼ活性は、それぞれのサンプルのタンパク質量で補正した。0 µM U0126 処理の場合の活

性を、1 とした。全ての実験の値は、3 回の実験の平均値を示す。エラーバーは、標準偏

差を示す。 
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4. 内在性 Sp3内のリン酸化 Ser残基の解析 

ヒト Sp3にはリン酸化される Ser残基が含まれており (Fig. 4-1)、MAPKシグナル

伝達は腸上皮細胞における Sp3 の Ser 残基のリン酸化を増加することが報告されて

いる (162)。Sp3 の Ser 残基が SH-SY5Y 細胞でリン酸化されているかどうかを解析

するために、10％ FBSを含む培地で培養した細胞で、抗 Sp3抗体を用いた免疫沈降

を行い、その後、抗リン酸化セリン抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。

その結果、免疫沈降した Sp3は抗リン酸化セリン抗体と反応し (Fig. 4-8)、Sp3の Ser

残基が、10％ FBSを含む培地で培養した SH-SY5Y細胞においてリン酸化されてい

ることを示した。  

 

 

Fig. 4-8. SH-SY5Y細胞内在性 Sp3の Serリン酸化の解析 

SH-SY5Y細胞を回収し、抗 Sp3抗体を用いて免疫沈降を行い、抗 Sp3抗体と抗リン酸化セ

リン抗体を用いてウエスタンブロット解析を行った。p-Serは、リン酸化 Ser 残基を示す。 

 

5. Sp3内のリン酸化部位への変異導入によるb4GalT3転写活性への影響 

ヒト Sp3内の Ser残基のうち、Ser563と Ser566は転写活性阻害ドメインに、Ser646

はジンクフィンガーを含むDNA結合ドメインに存在する (Fig. 4-1)。Sp3によるb4GalT3

遺伝子のプロモーター活性化の分子メカニズムを解析するために、Sp3のリン酸化部

位の働きに焦点を当て、Sp3 変異体の 4 種類の発現プラスミド Sp3SM1 (Ser73Ala)、

Sp3SM2 (Ser563Alaと Ser566Ala)、Sp3SM3 (Ser646Ala)、及び Sp3SM123 (4 ヶ所全てを

Ala に置換) を作製した (Fig. 4-9A)。なお、Sp3 内の転写活性阻害ドメインにおける

Ser563と Ser566の役割は、互いに近いため類似していると推測し、両方の Ser残基の

Ala への置換を含む Sp3変異体の発現プラスミド Sp3SM2を作製した。SH-SY5Y細胞

への pGL(-2198/+89) と Sp3の共導入により、pBA ベクターとの共導入と比較して、

プロモーター活性は 2.4倍増加した (Fig. 4-9B)。また、pGL(-2198/+89) と Sp3SM1の
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共導入でも、pBA ベクターとの共導入と比較して、プロモーター活性は 2.4倍増加し

た (Fig. 4-9B)。Sp3内の Ser73を欠損しても、欠損のない Sp3を共導入した場合と同

様のプロモーター活性を示した (Fig. 4-9B)。これらの結果から、Sp3内の Ser73の

リン酸化は、Sp3によるb4GalT3遺伝子プロモーターの活性化に関与しないことが示

唆された。一方、pGL(-2198/+89) と Sp3SM2の共導入は、Sp3との共導入と比較した

場合、プロモーター活性は 1.5倍増加し (Fig. 4-9B)、pGL(-2198/+89) と Sp3SM3の共

導入は、Sp3との共導入と比較した場合、プロモーター活性は1.6倍増加した (Fig. 4-9B)。

これらの結果から、Sp3内の Ser563、Ser566、及び Ser646 への変異によりプロモー 

ター活性化が著しく減少することが判明した。また、pGL(-2198/+89) と Sp3SM123

の共導入は、Sp3 との共導入と比較した場合、プロモーター活性はわずかに 1.2 倍増

加した (Fig. 4-9B)。これは、pBAを共導入した細胞とほぼ同様の活性を示した (Fig. 

4-9B)。したがって、Sp3との共導入と比較した場合、Sp3によるb4GalT3遺伝子プロ

モーターの活性化が 4 ヶ所すべての Ser残基の Ala への置換によって劇的に減少する

ことが明らかとなった。以上の結果から、Sp3 内の特定の Ser 残基のリン酸化が、

SH-SY5Y 細胞における Sp3 によるb4GalT3 遺伝子プロモーターの活性化に重要であ

ることが示唆された。 
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Fig. 4-9. Sp3内の Ser 残基リン酸化のb4GalT3遺伝子の転写活性への影響 

A: Sp3のリン酸化部位への変異導入の模式図 

B: Sp3と Sp3 変異体の導入によるb4GalT3遺伝子プロモーターの活性化の解析 

SH-SY5Y細胞を24時間培養した後、pGL(-2190/+89) と、Sp3または各Sp3変異体 (Sp3SM1、

Sp3SM2、Sp3SM3、及び Sp3SM123) を共導入した。その後、48 時間培養し、ルシフェ

ラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。ルシフェラーゼ活性は、それぞ

れのサンプルのタンパク質量で補正した。pGL(-2190/+89) と pBA ベクターを共導入した

場合の活性を 1 とした。全ての実験の値は、3 回の実験の平均値を示す。エラーバーは、

標準偏差を示す。*p < 0.05, **p < 0.01. 
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第 4 節 考察 

第4章では、MAPKシグナル伝達によって媒介されるSp3のSerリン酸化が、SH-SY5Y

細胞におけるb4GalT3遺伝子の発現転写活性化に重要であることが示唆された。リン

酸化される 4 ヶ所の Ser残基のうち、Ser563、Ser566、及び Ser646は、SH-SY5Y細胞

における Sp3によるb4GalT3遺伝子のプロモーター活性化に寄与する可能性が示され

た。また、Ser563及び Ser566は転写活性阻害ドメインに、Ser646は DNA結合ドメ

インに含まれており、本博士論文は、Sp3 の転写活性阻害ドメインと DNA 結合ドメ

インにおけるリン酸化部位の役割を示した。Fig. 4-1 に示すように、本博士論文では

Sp3 のドメイン構造に着目し、転写活性阻害ドメインに含まれる Ser563 と Ser566 の

両方に変異導入している。そのため、Ser563 及び Ser566 のどちらかのみがb4GalT3

遺伝子のプロモーター活性化に寄与する可能性もある。Sp1と Sp3は同じファミリー

に属しているが、分子構造は部分的に異なる (Fig. 4-10)。Sp1の転写活性阻害ドメ

インは N末端近くのアミノ酸 2〜82に存在するが、Sp3の転写活性阻害ドメインは、

転写活性化ドメインと DNA結合ドメインの間のアミノ酸 534-620に位置する (105)。 

Sp1のリン酸化は、転写の活性化に関係しており、おそらく Sp1のリン酸化部位の位

置により転写制御への機能が変化すると考えられる (179–181)。Sp1 の転写活性阻害

ドメインにある Ser59のリン酸化は、ジヒドロ葉酸レダクターゼ遺伝子プロモーター

への DNA結合能力を増加した (182)。同様に、本研究の結果は、Sp3の転写活性阻害

ドメインにおける Ser563 及び Ser566 のリン酸化がb4GalT3遺伝子プロモーターを活

性化することを示した。これらの結果から、Sp1及び Sp3の分子構造は異なるが、転

写活性阻害ドメインのリン酸化は、転写を活性化する同様の機能をもつ可能性がある。

Sp1及び Sp3の転写活性化阻害ドメインのリン酸化が転写活性へどのようなメカニズ

ムで影響を与えるのか詳細は明らかになっておらず、転写活性化ドメインや DNA 結

合ドメインのリン酸化についても同様である。 

リン酸化と DNA結合能の関係については、オカダ酸処理による Sp1リン酸化の増

加により、標的 DNA への DNA結合が増加したという知見がある (183)。Sp1の DNA

結合ドメインでは、3部位のリン酸化 (Thr668、Ser670、及び Thr681) は、血小板由

来成長因子-D遺伝子プロモーターへの DNA結合能力を高め、それによってヒト平滑

筋細胞においてプロモーター活性を増強した (184)。さらに、GATA4のジンクフィン

ガーDNA結合ドメインでは、Ser261のリン酸化はナトリウム利尿ペプチド A遺伝子
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プロモーターへの DNA結合に関与しており、リン酸化部位の変異はプロモーター活

性化の低下をもたらした (185)。これらの知見から、Sp3の DNA結合ドメインにおけ

る Ser646のリン酸化は DNA結合を増加させ、SH-SY5Y細胞のb4GalT3遺伝子のプロ

モーター活性化をもたらしたと考えられる。Sp3内の Ser73は in vitroで p42 MAPKに

よって、in vivoで Erkによってリン酸化されることが示され、Ser73のリン酸化は DNA

結合能力に影響を与えなかったが、VEGF遺伝子プロモーターの転写活性化に寄与す

る報告がある (171)。〈Fig. 4-9. Sp3内の S残基リン酸化のb4GalT3遺伝子プロモー

ターの活性化への影響〉に示したように、SH-SY5Y細胞における Ser73のリン酸化

は、Sp3によるb4GalT3遺伝子の転写活性化には関与していないことが示されたが、

Ser73が SH-SY5Y細胞でリン酸化されていない可能性がある。 

興味深いことに、b4GalT3遺伝子のプロモーター活性化の顕著な減少が Sp3変異体

Sp3SM123との共導入によって観察され、Ser563、Ser566、及び Ser646のリン酸化が

協調して機能してb4GalT3遺伝子プロモーターを活性化する Sp3の機能を高めること

が示唆された。転写活性阻害ドメインと DNA結合ドメイン内の Ser残基リン酸化に

よって誘導される、両ドメインの分子内相互作用が増加し、転写因子を動員すること

が考えられる。リン酸化に加えて、Ser残基は O-グリコシル化を受けると考えられる 

(186)。Sp1のリン酸化と O-グリコシル化のバランスが、カルモジュリン遺伝子の転

写を調節する (187)。 Sp3の N末端部分 (アミノ酸 1〜490) が O-グリコシル化され、

Sp3は転写抑制因子として機能する (186)。Sp3の O-グリコシル化がb4GalT3遺伝子

の転写活性化に関与している場合、この研究で解析した Ser残基リン酸化部位が O-

グリコシル化部位をと共有しているかどうかを調べる必要がある。 

Sp3では、アセチル化は転写活性化因子として機能するもう 1つの修飾である。ア

セチル化された Sp3は、MCF-7Lヒト乳癌細胞の形質転換成長因子b受容体 II型遺伝

子プロモーターを活性化する (170)。しかし、SH-SY5Y細胞における Sp3のアセチル

化は、Lys551 へ変異を導入した Sp3KM によってプロモーター活性が増加したため、

Sp3によるb4GalT3遺伝子の転写活性化には関与していないことが示唆された (Fig. 4-4)。

Braunらの研究で、分岐鎖アミノ酸アミノ基転移酵素遺伝子において、Lys551の変異

を導入した Sp3変異体による同様のプロモーター活性化が観察された (188)。Lys551

は Sp3 の転写活性阻害ドメインに含まれているため、Lys551 のアセチル化は Sp3 の

阻害機能に必要であると考えられる。これらの知見から、本研究で示した、SH-SY5Y



［第 4章］ 

83 

細胞における Sp3KMによるb4GalT3遺伝子のプロモーター活性化は、Sp3KMにおけ

る Lys551 の欠損により転写活性阻害機能が弱まった可能性がある。あるいは、Sp3

の Lys551は SUMO化を受けることも考えられる (189)。一般に、SUMO化はタンパ

ク質の安定性、クロマチン構造の調節、細胞内区画化、及び転写因子の活性や抑制な

どの多様な調節機能に関係していることが知られている (190)。転写因子は、SUMO

化することでプロモーター活性を増加すること報告がある。SUMO化する Lys残基の

欠損は、転写因子の活性化する Sp3の機能も増加させる可能性があり、これはb4GalT3

遺伝子のプロモーター活性の増加の要因とも考えられる (191)。 

本研究の第 3章で示した、細胞種によってb4GalT3遺伝子の転写を制御する転写因

子が異なるメカニズムを明確にするには至らなかった。しかし、本章で SH-SY5Y細

胞における Sp3内の翻訳後修飾がb4GalT3遺伝子の転写制御に重要なことを示した。

また、<Fig. 3-3Sp1と Sp3の細胞内局在> に示した結果において、Sp1のバンドは 2

本検出された。このバンドのうち、上のバンドはリン酸化された Sp1であると考えら

れており (182)、両細胞においてリン酸化された Sp1が検出されていることから、Sp1

の翻訳後修飾がb4GalT3遺伝子の転写に関与する可能性が考えられる。今後、両細胞

から Sp1及び Sp3を精製し、質量分析法を用いてリン酸化やその他の翻訳後修飾を解

析することで、両細胞間での Sp1及び Sp3の翻訳後修飾の位置を明らかにできれば、

細胞種によって異なるb4GalT3遺伝子の転写制御メカニズム解明の糸口となると考え

る。 

第 4章で示したように、Sp3は SH-SY5Y細胞ではb4GalT3遺伝子の転写活性化因

子として機能するが、A549細胞では転写抑制因子として機能することが示された。

SH-SY5Y細胞では Sp3は、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸オキシ

ダーゼサブユニット4及びジッパープロテインキナーゼをコードする遺伝子の転写活

性化因子として機能する (192, 193)。予備的な実験から、A549細胞と同様に、Sp3が

SW480ヒト大腸癌細胞及びMKN1ヒト胃癌細胞におけるb4GalT3遺伝子の転写抑制

因子として機能することが示された。これらの結果は、Sp3が神経芽細胞腫では転写

活性化因子として機能するが、他の種類の癌では転写抑制因子として機能することを

示唆している。この研究から、Sp3の神経芽腫特異的と考えられる機能は、癌の種類

間での Sp3のリン酸化状態及びリン酸化部位が異なることに起因する可能性がある。 
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Fig. 4-10. Sp1と Sp3のドメイン構造の模式図 

斜線の boxは転写活性化ドメイン、灰色の boxは転写活性阻害ドメイン、黒色の boxはジン

クフィンガーを含む DNA結合ドメインを示す。 

 

 

Fig. 4-11. 第 4 章までの小括 

ヒト神経芽細胞腫においてMAPKシグナル伝達の活性化によりb4GalT3遺伝子の転写は活性

化し、転写活性化には Sp3 内の特定の Ser 残基のリン酸化が重要であることを明らかにした 

(194)。 
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第 5 章 

b4GalT3 遺伝子プロモーター領域を含むレポータープラスミドの 
各種化合物に対する応答性の解析 

 

第 1 節 緒言 

近年、細胞ベースアッセイを用いた新規の薬剤探索が行われている。中でもルシ

フェラーゼ遺伝子を用いたスクリーニングシステムは、簡便かつ高感度であり転写制

御に着目した多くの化合物スクリーニング系で利用されている (129–134)。当研究室

の Fukushimaは、b4GalT4の転写制御メカニズムを利用した大腸癌治療薬のスクリー

ニング 法を提唱した (137)。b4GalT3の発現は神経芽腫の転移及び増殖の増加と相関

し、b4GalT3の発現を抑制すると、これら悪性度が低下することが明らかとなってい

る (75)。これらの知見から、b4GalT3遺伝子の転写制御メカニズムに着目することで、

b4GalT3遺伝子の発現を阻害する神経芽腫治療薬の発見につながる可能性があると考

えた。 

第 2章及び第 3章で、b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に Sp3が結合し、転写活

性を制御する転写因子であることを示した (Fig. 3-8)。第 4章で、Sp3内の 3 ヶ所の

リン酸化がb4GalT3遺伝子の転写活性に重要であることを示した (Fig. 4-11)。また、

MEKリン酸化阻害剤 U0126を用いた実験から、Sp3内のリン酸化はMAPKシグナル

伝達経路を介している可能性が示唆された (Fig. 4-7)。本章では、Sp3が DNAに結合

するのを阻害するMithramycin Aを用いて、b4GalT3遺伝子のプロモーター領域を組

込んだレポータープラスミドに応答性があるかどうかを解析した。さらに、U0126と

同様に細胞内シグナル伝達を阻害する化合物を用いて、b4GalT3 遺伝子のプロモー

ター領域を組込んだレポータープラスミドに応答性があるかどうかを解析した。一連

の研究を通じて、b4GalT3遺伝子の転写制御メカニズムを基盤とする細胞ベースアッ

セイが神経芽腫に奏功する薬剤の探索に有用性であるかどうかを検討した。 
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Fig. 5-1. 作用機序の異なる化合物を使用したレポータープラスミドの薬剤応答性の解析 

b4GalT3遺伝子プロモーター領域を用いたレポータープラスミドを、神経芽腫の薬剤探索に

利用できるか有用性の解析を行った。Sp3 が DNAに結合するのを阻害する化合物①と、MAPK

シグナル伝達経路を阻害する化合物②を用いて、b4GalT3遺伝子プロモーター領域を含むレ

ポータープラスミドの応答性を解析した。 
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第 2 節 材料と方法 

・細胞の化合物処理 

SH-SY5Y細胞をf100 mm dishに 1×106 cellを播種し、10% FBSを含む DMEMを

用いて、37℃、5% CO2 存在下で培養した。24時間後に、Mithramycin A (Cell Signaling 

Technology Inc.) (Table 5-1)、Tyrphostin AG1478 (Cell Signaling Technology Inc.) (Table 

5-2)、U0126及び LY294002 (Cell Signaling Technology Inc.) (Table 5-2)を、それぞれの

結果に表記した濃度で培地に添加し、24時間培養し、化合物処理細胞を得た。化合物

の使用濃度は、当研究室の Fukushimaの論文を参照した (137)。 

 

Table 5-1. Mithramycin Aの化学構造 

 

 

Table 5-2. 2種類の化合物の化学構造 

 

  

化合物名 Mithramycin A

構造式

ターゲット DNAのGCリッチ配列

化合物名 AG1478 LY294002

構造式

ターゲット EGFR PI3K
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・化合物のb4GalT3遺伝子のプロモーター活性への影響の解析 

SH-SY5Y細胞に pGL(-2190/+89) を導入し、ルシフェラーゼアッセイによりプロ 

モーター活性を解析した。レポータープラスミドの導入は、化合物処理の 1時間前に

行った。第 2章に示した《細胞への形質導入用プラスミド DNAの調製》、《培養細

胞への遺伝子導入》、及び《ルシフェラーゼアッセイ》に従い、実験を行った。 
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第 3 節 結果 

1. Mithramycin Aに対するレポータープラスミドの応答性の解析 

b4GalT3遺伝子の転写を制御する Sp3に着目することで、b4GalT3遺伝子の発現を

阻害する神経芽腫治療薬の発見に繋がる可能性があると考え、Sp3 が DNA への結合

を阻害するMithramycin Aを用いて (195, 196)、b4GalT3遺伝子のプロモーター活性を

減少させるかどうかを解析した。その結果、0.1 µM及び 1.0 µM のMithramycin Aで

処理した SH-SY5Y細胞でのプロモーター活性は、未処理の細胞を 100%とした場合、

30%及び 4.8%と濃度依存的に有意に減少した  (Fig. 5-2)。これらの結果から、

Mithramycin Aで処理した SH-SY5Y細胞ではb4GalT3遺伝子のプロモーター活性が著

しく減少することが示された。したがって、b4GalT3遺伝子のプロモーター領域を繋

いだレポータープラスミドは、化合物に対して応答性があり、神経芽腫に奏功する薬

剤の探索に有用であることが示された。 

 

Fig. 5-2. Mithramycin Aに対するレポータープラスミドの応答性の解析 

SH-SY5Y細胞を各濃度のMithramycin Aで処理し、24 時間培養した後、ルシフェラーゼアッ

セイにより、プロモーター活測定した。ルシフェラーゼ活性はそれぞれのサンプルのタンパ

ク質量で補正し、薬剤未処理の場合のプロモーター活性を 100%とした。全ての実験の値は、

3 回の実験の平均値を示す。エラーバーは、標準偏差を示す。***p < 0.001 vs. 0 µM 

Mithramycin A. 
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2. シグナル伝達経路阻害化合物に対するレポータープラスミドの応答性の解析 

第 4章において、MAPKキナーゼの阻害剤である U0126で SH-SY5Y細胞を処理す

るとb4GalT3遺伝子のプロモーター活性は24%減少することを示した (Fig. 4-7)。MAPK

シグナル伝達経路は、EGFR、Ras、Raf、MEK そして MAPK へとキナーゼ活性が伝

達していくことで活性化されていく (Fig. 5-3)。そこで、その他のMAPKシグナル伝

達経路を阻害する化合物を用いてb4GalT3 遺伝子のプロモーター領域を含むレポー

タープラスミドの応答性を解析した。U0126より上流の EGFRのリン酸化を阻害する

Tyrphostin AG1478や、phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) の阻害剤である LY294002 

(Table 5-2、Fig. 5-3) を用いて細胞を処理した。b4GalT3遺伝子のプロモータ活性は、

対照と比較して、Tyrphostin AG1478で処理すると 41％、LY294002で処理すると 5％

減少した (Fig. 5-4)。これらの結果から、β4GalT3遺伝子のプロモーター領域を含むレ

ポータープラスミドは細胞内シグナル伝達経路阻害化合物に対して応答性があること

が示唆された。また、MAPKシグナル伝達経路以外の PI3K細胞シグナル伝達経路も

β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に関与していることが示唆された。 
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Fig. 5-3. 3種類の化合物の作用機序 

EGFRによって活性化されるMAPKシグナル伝達経路と、PI3Kシグナル伝達経路の模式図を

示す。Tyrphostin AG1478は、EGRRのリン酸化を阻害する。U0126は、Rafによりリン酸化

されたMEKを阻害する。LY294002は、EGFRによりリン酸化された PI3Kを阻害する。 
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Fig. 5-4. シグナル伝達経路阻害化合物に対するレポータープラスミドの応答性の解析 

A: Tyrphostin AG1478に対するレポータープラスミドの応答性の解析 

Tyrphostin AG1478 処理の SH-SY5Y細胞を 24 時間培養した後、pGL(-2190/+89) を導入し

た。その後、それぞれ、無処理 (DMSOのみ) と 2 µM Tyrphostin AG1478を含む培地に交

換し 24 時間培養した後、ルシフェラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。

ルシフェラーゼ活性はそれぞれのサンプルのタンパク質量で補正し、薬剤未処理の場合の

プロモーター活性を 100%とした。全ての実験の値は、3回の実験の平均値を示す。エラー

バーは、標準偏差を示す。 

B: LY294002に対するレポータープラスミドの応答性の解析 

LY294002 処理の SH-SY5Y細胞を 24 時間培養した後、pGL(-2190/+89) を導入した。その

後、それぞれ、無処理 (DMSOのみ) と 20 µM LY294002を含む培地に交換し 24 時間培養

した後、ルシフェラーゼアッセイにより、プロモーター活性を測定した。ルシフェラーゼ

活性はそれぞれのサンプルのタンパク質量で補正し、薬剤未処理の場合のプロモーター活

性を 100%とした。全ての実験の値は、3回の実験の平均値を示す。エラーバーは、標準偏

差を示す。 
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第 4 節 考察 

これまでの癌治療の知見から、薬剤耐性によって抗癌剤の効果が消失することは頻

繁に起きることが報告されている (197)。また、抗癌剤を探索する上で、複数の標的

があることで探索効率が上がる。第5章までで明らかにしたことを踏まえ、① b4GalT3

遺伝子の転写制御を担っている Sp3 が結合するのを阻害する化合物、② b4GalT3 遺

伝子の転写活性化に関与するSp3のリン酸化を担っているシグナル伝達経路を阻害す

る化合物の2種類の化合物を使用してレポータープラスミドの応答性を解析した (Fig. 

5-1)。 

バイオアッセイの中でも、細胞を用いて生理反応や応答を解析することを細胞ベー

スアッセイと呼ぶ。細胞ベースアッセイは、生命科学を理解する上で不可欠であり、

細胞を用いた反応から生体内の反応を予測することが可能であり、薬剤の探索及び開

発に多く導入されている (198, 199)。多くの種類の細胞株の樹立、細胞培養の技術発

達により、細胞を用いた解析は容易となり、マウスやラット等の動物を用いた手法よ

りも操作性や処理能力に優れている。ルシフェラーゼ遺伝子を用いたスクリーニング

システムは、高感度かつ簡便なため、転写制御に着目した多くの化合物スクリーニン

グ系で利用されている (131–134)。 

神経芽腫において β4GalT3の発現増加が悪性度と正の相関を示し、β4GalT3の発現

を減少させると悪性度も低下することが報告されている (75)。高リスクの神経芽腫は

依然として予後不良であるため、神経芽腫の効果的な治療戦略と薬剤を開発する必要

がある。これらの知見から、β4GalT3遺伝子プロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝

子の上流に繋いだレポータープラスミドを用いて、効果的なスクリーニングシステム

が開発できないかと考えた。β4GalT3遺伝子プロモータのレポータープラスミドが化

合物に対して応答性があるのかどうかを解析するため、第 3章において神経芽細胞腫

において β4GalT3遺伝子の転写を制御することが示された Sp3が、DNA へ結合する

のを阻害するMithramycin Aで薬剤処理を行った。その結果、β4GalT3遺伝子のプロ

モーター活性は減少し、β4GalT3遺伝子のプロモーター領域を用いたレポータープラ

スミドは化合物に対して応答性を示した (Fig. 5-2)。この結果から、β4GalT3遺伝子の

プロモーター領域を用いた細胞ベースアッセイは、神経芽腫に奏功する薬剤の探索に

有用であると考えた。第 4章で β4GalT3遺伝子の転写制御に重要な Sp3内のリン酸化

は、MAPK細胞シグナル伝達経路が関与している可能性が示唆された。この結果から、
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β4GalT3 遺伝子のプロモーターのレポータープラスミドに応答性があるかどうかを、

その他のシグナル伝達経路阻害化合物を用いて解析した。その結果、MAPKシグナル

伝達経路だけでなく PI3Kシグナル伝達経路によっても β4GalT3遺伝子の転写制御に

影響することが示された (Fig. 5-4)。U0126と同様に、EGFRの下流であるMAPKシ

グナル伝達経路及び PI3K シグナル伝達経路が SH-SY5Y 細胞における β4GalT3 遺伝

子のプロモーター活性を減少することを示した。Tyrphostin AG1478 で処理しても、

β4GalT3 遺伝子のプロモーター活性が減少したことから、EGFR のリン酸化が関与す

るその他の細胞シグナル伝達経路もβ4GalT3遺伝子のプロモーター活性に関与する可

能性が示された。その他の経路の 1 つである PI3K シグナル伝達経路を阻害する

LY294002 で処理した場合も、β4GalT3 遺伝子のプロモーター活性が減少したことか

ら、MAPKシグナル伝達経路以外が β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に関与する可

能性が高まった。しかし、MAPKシグナル伝達経路と同様に PI3Kシグナル伝達経路

も、細胞の活動維持に欠かせないものであるため、シグナル伝達経路の阻害は正常細

胞へのダメージをもたらすことを考慮しなければならない。本実験で使用した 3種類

のシグナル伝達経路阻害化合物は、癌細胞を処理すると悪性度が低下することが示さ

れている。例えば、U0126で胚性横紋筋肉腫細胞を処理すると腫瘍の成長と血管新生

を低下させ (200)、Tyrphostin AG1478で鼻咽頭癌細胞を処理すると細胞増殖を低下さ

せる (201)。また、LY294002は子宮頸癌細胞においてアポトーシスを増加することが

報告されている (202)。 

β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に特異的に阻害する化合物の発見は、化合物投

与患者の予後の良さへとつながると考えられる。当研究室の Tomatsu や Miyazaki に

よって、SH-SY5Y 細胞における Sp3 による β4GalT3 遺伝子のプロモーター活性化に

AP-2 が関与している可能性が示唆された。細胞種の違い、もしくは正常細胞との違

いにより、β4GalT3遺伝子のプロモーター活性に関与する転写因子の他の転写因子と

の相互作用が変化している可能性があり、さらなる研究が必要である。また、近年の

薬剤探索の研究は進み、ドラッグ・デリバリー・システムという狙った臓器に薬を送

るシステムが構築されている (203)。癌化した組織は栄養を取り入れやすくするため

血管の隙間が大きく開いていることから、高分子ミセルに分子標的薬を内包すること

で、正常な組織には侵入できず、癌化した組織の血管のみから細胞内に侵入する。侵

入した高分子ミセルは、血管と細胞との水素イオン濃度の差によって破壊され、分子
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標的薬が放出することで癌細胞にのみ薬が運ばれる。このような臓器選択的に輸送す

る手段と組み合わせることで、本研究で有用性を示した β4GalT3遺伝子のプロモー

ター領域を用いた治療薬の探索で発見した化合物を利用できるのではないかと考える。 
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総 括 

 

我々人類は、少なくとも旧石器時代から癌に苦しめられたことが明らかとなって

きた。科学技術が進んだ現在でも、癌は世界中の国で問題となっており、2016年の癌

による死者数は 960万人である。IARCによると、2035年における新たな癌罹患者数

は 2400万人、死者数は 1460万人まで増加していくと予測されており、癌の増殖や浸

潤等のメカニズムの研究及び抗癌剤の開発が求められている。 

β4GalTファミリーは 7種類単離されており、癌化した細胞で β4GalT3遺伝子及び

β4GalT5遺伝子の発現が上昇することが見出された。しかし、複合糖質糖鎖の GlcNAc

残基をガラクトシル化する酵素であるβ4GalT3の転写制御メカニズムは未だ明らかに

なっていない。近年、β4GalT3の発現増加とヒト神経芽腫の悪性度が正の相関を示す

ことが報告され、β4GalT3の合成する糖鎖が浸潤や移動能に関与していることが明ら

かとなった。神経芽腫は小児癌の一種であり、白血病や脳腫瘍に次いで患者数の多い

病気である。神経芽腫患者の中でも、超低リスク及び低リスクグループの患者はほ

とんどが良好な予後を示し、長期生存は 80%以上である。しかし、高リスクグループ

の5年間生存期間は約30%と低く、効果的な治療法がないのが現状である。そのため、

神経芽腫の新規治療法を開発する必要がある。本博士論文では、未だ効果的な治療効

果のない神経芽腫における β4GalT3の発現上昇を、転写制御メカニズムに着目して解

明し、そのメカニズムを神経芽腫の治療や薬剤スクリーニングに応用していくことを

目標とした。 

第 1 章では、転写制御の研究を進めるにあたって基礎的な情報の 1 つである転写

開始点の決定を行った。SH-SY5Y 細胞及び A549 細胞における転写開始点は同一で、

翻訳開始コドンから 5’-上流 1440 bpに位置した。 

第 2章では、b4GalT3遺伝子の 5’上流領域 2.3 kbを単離し、これをルシフェラーゼ

遺伝子の上流に組込み、レポータープラスミドを作製した。単離した2.3 kbを用いて、

各種デリーションコンストラクトを作製し、プロモーター活性を測定することでプロ

モーター領域を特定した。SH-SY5Y細胞及び A549細胞において、プロモーター領域

は -69 から -5 の間にあることが明らかとなった。さらに、この領域に結合しうる転

写因子を TFBINDにより検索し、Sp1/3結合部位が 2 ヶ所存在することを見出した。

実際にb4GalT3遺伝子のプロモーター領域に、Sp1及び Sp3が結合するかどうかを解
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析するために、クロマチン免疫沈降法により、抗 Sp1抗体及び抗 Sp3抗体を用いて解

析した。その結果、SH-SY5Y細胞では Sp3が、一方 A549細胞では Sp1がb4GalT3遺

伝子のプロモーター領域に結合していることを明らかにした。細胞種によって、b4GalT3

遺伝子の転写を制御する転写因子が異なることが示唆された。 

第 3章では、Sp1と Sp3のb4GalT3遺伝子の転写活性への効果を解析した。Sp1及

び Sp3発現プラスミドをb4GalT3遺伝子の 5’-上流領域と共導入し、プロモーター活

性を解析した。その結果、SH-SY5Y 細胞において Sp1 と Sp3 は共にb4GalT3 遺伝子

の転写を活性させた。一方、A549 細胞において Sp1 はb4GalT3 遺伝子の転写を活性

化したが、Sp3 は転写を抑制した。細胞腫が異なると、b4GalT3 遺伝子の転写に対し

て Sp3の機能が異なることを示した。また、b4GalT3遺伝子のプロモーター領域に含

まれる 2 ヶ所の Sp1/3 結合部位に着目し、Sp1/3 結合部位に変異を導入したレポー

タープラスミドを作製した。2 ヶ所共に変異を導入した場合、プロモーター活性が有

意に減少したことから、2 ヶ所の Sp1/3 結合部位が共にb4GalT3 遺伝子の転写を制御

していることが明らかになった。Sp3は、転写活性化因子としても転写抑制因子とし

ても機能し、この機能の違いの要因の 1つは、翻訳後修飾によるものと推測した。こ

れらの知見から、Sp3の翻訳後修飾が、神経芽腫における β4GalT3遺伝子プロモー

ターの活性化に起因するのではないかと考えた。 

第 4章では、Sp3の翻訳後修飾が β4GalT3遺伝子プロモーターの活性化に関与する

かどうかを解析した。Sp3内の Lys551がアセチル化することで、Sp3が転写活性化因

子として機能する報告があるため、Lys551 に変異を導入し、b4GalT3 遺伝子の 5’-上

流領域と共導入し、プロモーター活性を解析した。その結果、プロモーター活性は増

加したため、Sp3内の Lys551は、SH-SY5Y細胞におけるb4GalT3遺伝子のプロモー

ター活性化に関与しないことが示された。FBSは、MAPKシグナル伝達のリン酸化を

増加させ、MAPKを活性化する。活性化した MAPKによって Sp3がリン酸化される

ため、FBS 刺激により SH-SY5Y細胞におけるMAPKのリン酸化及び β4GalT3遺伝子

のプロモーター活性への影響を解析した。その結果、FBS は MAPK シグナル伝達及

び β4GalT3遺伝子プロモーターを活性化した。一方、MAPKキナーゼの阻害剤 U0126

で処理すると、MAPKシグナル伝達及びプロモーター活性は減少した。これらの結果

から、SH-SY5Y 細胞において、MAPK シグナル伝達によりリン酸化された Sp3 が、

β4GalT3 遺伝子プロモーターを活性化する可能性が考えられた。さらに、Sp3 内の 4
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ヶ所の Ser 残基 (Ser73、Ser563、Ser566、及び Ser646) がリン酸化されると推測され

ており、Ser563と Ser566は転写活性阻害ドメインに、Ser646は DNA結合ドメインに

存在する。これら 4 ヶ所に変異を導入し、b4GalT3遺伝子の 5’-上流領域と共導入し、

プロモーター活性を解析した。その結果、4 ヶ所共に変異を導入した場合、プロモー

ター活性は有意に減少し、Sp3内のリン酸化は、SH-SY5Y細胞におけるb4GalT3遺伝

子のプロモーター活性化に関与することが示された。また、Ser73 に変異を導入した

場合、プロモーター活性は変化せず、Ser563と Ser566、Ser646にそれぞれ変異を導入

した場合、プロモーター活性は減少した。これらの結果から、Sp3内の転写活性阻害

ドメインに及び DNA 結合ドメインに存在する Ser 残基のリン酸化が、b4GalT3 遺伝

子のプロモーター活性化に関与する可能性が示唆された。 

第 5章では、b4GalT3遺伝子プロモーター領域を含むレポータープラスミドの各種

化合物に対する応答性の解析を行った。第 3章で、b4GalT3遺伝子の転写を Sp3が制

御していることを、第 4章で、b4GalT3遺伝子の転写活性化に Sp3内の特定の Ser残

基のリン酸化が重要であることを示した。これらの知見から、プロモーター領域に

Sp3 が結合するのを阻害する化合物と、Sp3 のリン酸化に関与する細胞シグナル伝達

を阻害する化合物の作用機序の異なる阻害剤を解析した。Sp3 が DNA へ結合するの

を阻害するMithramycin Aを用いて、b4GalT3遺伝子のプロモーター活性への影響を

解析した。その結果、プロモーター活性は濃度依存的に減少した。さらに、MAPK

シグナル伝達経路及びPI3Kシグナル伝達経路阻害化合物に対する応答性があるかど

うかを解析した。EGFRのリン酸化阻害剤Tyrphostin AG1478及びphosphatidylinositol-3 

kinase 阻害剤 LY294002 で処理し、プロモーター活性を測定した。その結果、U0126

と同様に β4GalT3遺伝子のプロモーター活性が減少した。これらの結果から、b4GalT3

遺伝子のプロモーター領域を繋いだレポータープラスミドは、化合物に対する応答性

があることが示された。今後、本研究で明らかにしたb4GalT3 遺伝子の転写制御メ

カニズムを基盤としたレポータープラスミドを用いてセンサー細胞を樹立し、ドラ

ッグ・デリバリー・システム等の癌細胞特異的に薬剤を運ぶシステムと組み合わせる

ことで、神経芽腫に奏功する治療法の考案が可能性であると考えられる。 

本研究で、β4GalT3遺伝子プロモーター領域を特定し、神経芽細胞腫において Sp3

が転写活性を制御することを示した。また、β4GalT3遺伝子プロモーターの活性化に

は、Sp3内の特定の Ser残基のリン酸化が重要であることを明らかにした。さらに、
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Sp3 が DNA へ結合するのを阻害する化合物及び細胞内シグナル伝達を阻害する化合

物が神経芽腫に奏功する薬剤の探索に有用であることを見出し、得られた知見を用い

た薬剤の探索や治療戦略への可能性を示唆した。  
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ていただきました戸松拓哉氏に感謝の意を表します。第 4章で用いた Sp3内の Lys変

異体発現プラスミドの作製に携わっていただきました立花龍弐氏に感謝の意を表しま

す。同研究室 1 期生として共に配属され、支え合いながら有意義な修士課程を過ご

し、筆者を励ましてくれた名古屋大学 高橋映莉乃氏に深い感謝の意を表します。ま

た、同じ研究室の同輩として支えあいながら研究室生活を共に過ごした新田美春氏に

深い感謝の意を表します。博士課程に進む同輩として、筆者を支えてくれた環境微生

物工学研究室の儀武菜美子氏に心より感謝の意を表します。また、この場では書きき

れませんが、糖鎖生命工学研究室で関わった多くの方々、後輩たち、応援してくれた

友達に心より感謝の意を表します。そして、博士課程に進むことを快く受け入れ、温

かく見守り、いつも筆者のことを支え、辛抱強く支援してくれた家族に心より感謝の

意を表します。 
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