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研究成果の概要（和文）：亜鉛は必須微量元素で、生理的役割は多岐にわたる。その役割のいく

つかは、遺伝子発現を介して発揮されていると予想され、この遺伝子発現の調節には転写因子

MTF-1 が関与していることが知られている。しかしながら、遺伝子発現調節の詳細なメカニズ

ムは不明であった。今回、MTF-1 が転写を活性化する分子メカニズムを解析し、亜鉛によるメ

タロチオネイン(MT)-I 遺伝子発現に伴って、MT-I プロモーター領域においてヒストン・コア粒

子が除去されるというダイナミックな現象が起こっていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Zinc is an essential micronutrient. It is critically important to control 
intracellular zinc concentrations tightly. In mammals, metallothionein (MT), a small metal-binding 
protein, plays important roles in zinc homeostasis. Mouse MT-I gene transcription is regulated by metal 
response element–binding transcription factor-1 (MTF-1), which is recruited to the promoter by zinc. 
We examined alterations in the chromatin structure of the MT-I promoter associated with enhanced 
transcriptional activation. Here, chromatin immunoprecipitation assays and micrococcal nuclease 
sensitivity of the MT-I promoter demonstrated that the chromatin structure in the promoter may be 
locally disrupted by zinc-induced nucleosome removal. Rapid disruption of nucleosome structure at the 
MT-I promoter is mediated by zinc-responsive recruitment of an active MTF-1–coactivator complex. 
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１．研究開始当初の背景 
 亜鉛は必須微量元素で、その生理的役割は
免疫機構の補助・創傷治癒・精子形成・味覚
感知・胎発生・小児の成長など多岐にわたる。
近年になって、亜鉛量・分布を調節する分子
が次々とクローニングされ、亜鉛によって細
胞内機能を調節する分子機構が明らかにな

ってきた。その結果、亜鉛は、カルシウムに
も匹敵する細胞内情報伝達物質として機能
する可能性が指摘されるようになった。亜鉛
の作用のいくつかは、遺伝子発現を介して発
揮されていると予想されるが、亜鉛依存的な
転写活性化を担う転写因子は、哺乳類では唯
一、MTF-1 が知られているのみである。この



MTF-1 は、亜鉛貯蔵タンパク質メタロチオネ
イン(MT)-I、-II と、亜鉛排泄輸送体 ZnT-1 の
発現誘導を介して細胞内亜鉛量の調節に関
わっており、「亜鉛動態」と「亜鉛を介した
細胞内シグナル伝達」を理解する上で、MTF-1
による転写活性化機構の解明は必須である。
MTF-1 による転写活性化機構に関しては、
MTF-1 の DNA 結合ドメインである C2H2 型
ジンクフィンガーへの亜鉛の結合が、MTF-1
活性化に必要であることは知られていた。ま
た、MTF-1 は、亜鉛以外の重金属(カドミウ
ム、銅など)に応答して転写を活性化し、MT
の発現誘導をもたらす。この MT 誘導系が、
細胞に重金属耐性を付与する機構であるこ
とはよく知られている。しかし、どのように
してこれら重金属が MTF-1 を活性化するの
か、分子機構の詳細は不明である。その機構
解明が待たれている。 
 一方、MTF-1 により転写活性化される遺伝
子のプロモーターとしては、MT プロモータ
ーがよく知られている。しかしながら、本プ
ロモーターの活性化機構は、完全には解明さ
れていない。特に、近年注目を集めている、
クロマチン構造変化に関する報告は、MT の
低発現細胞株と高発現細胞株との比較を行
った報告が 2 報あるのみである。 
  
２．研究の目的 
 従来の MTF-1 研究は、MTF-1 のどのドメ
インが DNA 結合に必要かといった、MTF-1
の構造に注目した解析ばかりが行われてき
た。本研究では、MTF-1 が結合するプロモー
ター側に注目し、プロモーターのクロマチン
構造が MTF-1 によってどのように変化する
のか、この反応に関与するタンパク質は何か、
という解析を行うことで重金属に応答した
遺伝子発現の分子機構の詳細を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞 
 実験には、マウス胎仔由来線維芽細胞
(WT-MEF細胞)およびMTF-1ノックアウトマ
ウス胎仔由来線維芽細胞(MTF-KO MEF細胞)
を用いた。 
 
(2) MT-I mRNA 量の定量 
 細胞から総 RNA を抽出し、逆転写後にリ
アルタイム PCR を行うことで MT-I mRNA 量
を測定した。 
 
(3) クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay) 
 MT-I プロモーター領域への MTF-1 の結合
やプロモーター領域に存在するヒストンタ
ンパク質側鎖の修飾、ヒストンタンパク質量
について、それぞれに特異的な抗体を用いて
免疫沈降を行い、共沈した MT-I プロモータ
ーDNA 量をリアルタイム PCR により定量す

ることで評価した。 
 
(4) マイクロコッカルヌクレアーゼ(MNase)
感受性の解析 
 細胞から核を単離し、MNase を処理した。
クロマチン構造を取っている DNA は MNase
による切断を受けにくいという性質を利用
し、未切断の MT-I プロモーターDNA 量をリ
アルタイム PCR により定量することでクロ
マチン構造を推定した。 
 
４．研究成果 
(1) 亜鉛による MT-I 遺伝子の転写活性化に
伴うヒストン修飾 
 一般に、転写誘導に伴ってプロモーター領
域のヒストン H3 の 4 番目リジン残基(H3K4)
のメチル化および H3K9 アセチル化反応が亢
進することが知られている。そこで、WT-MEF
細胞および MTF-KO MEF 細胞について亜鉛
処理後の MT-I プロモーター領域のヒストン
修飾変化を H3K4 のメチル化および H3K9 の
アセチル化に着目し ChIP assay により調べた。
その結果、WT 細胞ではプロモーター領域の
H3-MeK4 量および H3-AcK9 量がともに亜鉛
に依存して顕著に減少していたが、MTF-KO 
MEF 細胞ではこれらの変化は見られなかっ
た。 

 

(2) MT 転写活性化にともなうヒストン H3 の
減少 
亜鉛に応答したヒストン H3 量の変化を調べ
るために、抗ヒストン H3 抗体を用いて ChIP 
assay を行った。その結果、WT-MEF 細胞に
おいて亜鉛依存的に MT-I プロモーター領域
のヒストン H3 量が未処理の細胞に比べて約
70%減少していた。遠位プロモーター領域で
は亜鉛処理後に減少しているものの未処理
に比べて約 20%程度であり、コード領域では
有意な変化が見られなかった。これらの変化
は MTF-KO MEF 細胞では見られなかった。
つまり、ヒストン H3 量の劇的な現象は転写
開始点付近に限られていた。 



 
ヒストン H3 の減少は、その領域のヒストン
八量体が壊れて DNA から外れたことに起因
する可能性が考えられる。そこで、ヌクレオ
ソーム構造を呈していない DNA を優先的に
切断できる DNA 分解酵素 MNase を用いて、
この酵素に対する感受性を調べることでク
ロマチン構造を推定した。なお、MNase 感受
性は未消化の DNA 量をリアルタイム PCR 法
により測定することで検討した。WT-MEF 細
胞および MTF-KO MEF 細胞から抽出した核
画分を MNase で処理し、MT-I プロモーター
領域およびコード領域に特異的なプライマ
ーを用いて未消化 DNA 量をリアルタイム
PCR により定量したところ、MT-I プロモー
ター領域の未消化 DNA 量が WT-MEF 細胞に
おいて亜鉛処理により減少していたが、
MTF-KO 細胞では有意な減少が認められな
かった。一方、転写開始点付近のコード領域
では両細胞ともに亜鉛処理の有無で未消化
DNA 量への有意な影響は認められなかった 
 

 
 
(3) ヒストン H3 量の亜鉛による減少におけ
る MTF-1 の役割 
 MTF-1 を介さない MT 誘導系において、
MT-I 遺伝子の転写活性化に伴って MT-I プロ
モーターのヌクレオソーム構造が崩壊する
のかを検討するために、IL-6 により MT 発現
が誘導されることを MT-I mRNA 量をリアル
タイム PCR により定量することで調べた。そ
の結果、WT-MEF および MTF-KO MEF 細胞
いずれの細胞においても IL-6 処理後に MT-I 

mRNA 量が顕著に増加していた。次に、両細
胞における IL-6 処理後のヌクレオソーム構
造の変化を抗ヒストン H3 抗体を用いた ChIP 
assay および MT-I プロモーター特異的プラ
イマーを用いたリアルタイム PCR により
MT-I プロモーターのヒストン H3 量を調べる
ことで検討した。その結果、いずれの細胞に
おいてもヒストン H3 量に有意な差は認めら
れなかった 
 一方、亜鉛に応答した MT 誘導には、MTF-1
が転写共役因子 p300 と複合体を形成するこ
とが必要であることが明らかにされている。
そこで、MT 誘導に伴って観察されるヒスト
ンH3減少に p300との複合体形成が必要であ
るのか否かについて検討した。p300 との複合
体は MTF-1 の酸性アミノ酸領域を介して形
成されることから、この領域を欠損した Flag
タグ付き変異体 MTF-ΔAD を安定的に発現す
る細胞(MTF-ΔAD 細胞)を用いて亜鉛処理に
よるMT-Iプロモーター領域のヒストンH3量
の変化を調べた。その結果、亜鉛に応答して
MTF-ΔAD タンパク質が MRE に結合するも
のの、転写活性化能を失っていることが確認
できた。そして、抗ヒストン H3 抗体を用い
た ChIP assay および MT-I プロモーター特異
的プライマーを用いたリアルタイム PCR に
よりMT-IプロモーターのヒストンH3量を定
量したところ、MTF-ΔAD 細胞では亜鉛処理
前後で MT-I プロモーター領域のヒストン H3
量に有意な差は見られなかった。 
 

 
 
(4) 亜鉛処理後のヒストン H3 量の経時変化 
 MT-I 遺伝子の転写活性および MTF-1 の
MT-I プロモーターへのリクルート、および
MT-I プロモーター領域のヒストン H3 量につ
いて亜鉛処理後の変化を経時的に調べた。さ
らに、亜鉛処理 1 時間で培地交換により亜鉛
を除去することで、亜鉛刺激によって変化し
たヒストン H3 量が亜鉛除去後どれぐらいの
時間持続されるのか検討した。 
 亜鉛処理後、MT 誘導が開始するまでに要
する時間を検討するため、WT-MTF 細胞を用
いて MT-I プロモーターへの MTF-1 リクルー
トおよびヒストン H3 量を経時的に調べた。
その結果、MTF-1 のリクルートは、亜鉛処理
後 5 分では観察されず、30 分後および 60 分
後に認められた。同様に、MT-I プロモーター
領域のヒストン H3 量も亜鉛処理後 5 分で変
化は認められず、30 分後および 60 分後で顕



著に減少した。また、MTF-1 のリクルートは
亜鉛処理後 1 時間で最大値を示し 3 時間後に
は低下していたのに対し、MT-I mRNA 量は
亜鉛処理後 3 時間でより増加していた。次に、
亜鉛によって変化したヒストン H3 量が亜鉛
除去後どのような変化を示すのかを検討す
るため、WT-MEF 細胞を亜鉛処理し、その 1
時間後に培地交換により亜鉛を除去した場
合に起きる変化を調べた。MT-I mRNA 量を
測定した結果、亜鉛を除去した場合では MT-I 
mRNA 量が亜鉛処理 3時間後に比べて顕著に
減少しており、かつ亜鉛処理 1 時間後の値と
ほぼ等しかった。MTF-1 のリクルートについ
ては、培地交換しなかった細胞に比べてさら
に低下していた。しかし、MT-I プロモーター
領域のヒストン H3 量については、亜鉛除去
後も回復せず、減少した状態を維持していた。 
 

 

 以上、亜鉛による MT-I 転写活性化にとも
ない、MTF-1 依存的に MT-I プロモーター領
域のヌクレオソーム構造が部分的に崩壊し
ていることが明らかになった。また、
MTF-ΔAD 細胞を用いて検討した結果より、
亜鉛処理前後で MT-I プロモーター領域のヒ
ストン H3 量に有意な差は見られなかったこ
とから、MTF-1－p300 複合体形成が亜鉛に依
存したクロマチン構造の変化において重要
なステップであることが示された。ただし、
MTF-1–p300 複合体には、この二つの因子以
外にさらに多くのタンパク質が結合してい
る可能性があることから、p300 以外の何らか
の因子がクロマチン構造の変化において重
要な因子である可能性は否定できず、さらな
る分子遺伝学的および生化学的解析が必要
である。また、ヒストン八量体の DNA から

の解離には、ヒストンシャペロンの関与が予
想される。今後、クロマチン構造の変化を引
き起こすヒストンシャペロンの同定が必須
である。このヒストンシャペロンの同定は、
MTF-1 依存的な転写活性化メカニズムだけ
でなく、細胞外環境変化に応答した転写制御
機構を理解する上で非常に重要であると考
えられる。 
 MT-I プロモーター領域のヒストン H3 量は、
亜鉛刺激除去後も回復せず、減少した状態を
維持していたことから、MTF-1 は変化したク
ロマチン構造の維持には関与しておらず、亜
鉛に応答したクロマチン構造変化の誘導過
程において重要な役割を果たしていると推
定された。胎生期に低亜鉛環境に曝されたマ
ウスにおいて成長後の肝臓で MT 濃度が増加
していること、および同様のマウスで亜鉛不
足が原因の免疫不全が 3 世代に渡って受け継
がれることが報告されている。これらの現象
は胎生期に亜鉛不足が刺激となって起きた
クロマチン構造が成長過程、さらには世代を
超えて維持されたことに起因する可能性が
考えられる。本研究成果は、亜鉛不足が世代
を超えて引き起こされる生体機能不全の機
序を解き明かす一助となるものと考えられ
る。 
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