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研究成果の概要（和文）：本課題では，好中球分化ならびに急性骨髄性白血病（AML）に密接な関連があるC/EBPαのタ
ンパク質間相互作用，特に代表研究者らが見出したGABPとの相互作用が，骨髄系細胞の分化や遺伝子発現において，ど
のような重みをもって，どのような分子機構により機能しているのかを研究した．その結果，GABPが会合するC/EBPα
のC末端領域が，（１）新規機能ドメインとして好中球分化に機能すること，（２）さらに機能的に細分化できること
，（３）エピジェネティック制御因子を含む種々のインターラクターと相互作用することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：C/EBPα plays a role in granulopoiesis and is critical for acute myeloid 
leukemia. C/EBPα functionally and physically interacts with GABP to activate the human myeloid IgA Fc 
receptor (FCAR) promoter. To understand role of this interaction in myeloid transcription and 
differentiation, we identified the C/EBPα C-terminus as the GABP-interacting region. Deletion analysis 
revealed that the C-terminus is essential for granulopoiesis of K562 cells, and can be subdivided for the 
ability to induce granulocyte markers. In addition, yeast two-hybrid screening using this region as bait 
identified several interactors, which include a polycomb component, suggesting its involvement in 
epigenetic regulation.

研究分野：分子生物学，生化学
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１．研究開始当初の背景 
	 研究代表者らは，アレルギー性疾患を中心
に，炎症性疾患の新たな治療法の開拓を一つ
の目標として，Fc 受容体のシグナル伝達及び
発現制御の分子機構を解析してきた．その一
環として，IgA の Fc 受容体（FcαR，CD89）の
骨髄系細胞特異的な転写を調節する因子と
して，C/EBPαと Ets 因子 GABP を同定した(引
用文献①②)．C/EBP ファミリーは C 末端側に
塩基性領域とそれに続くロイシンジッパー
領域を有し（bZIP ドメイン），それぞれプロ
モーター領域との結合および種々の転写因
子との 2量体形成に関与する（図１）．C/EBPα
は，脂肪細胞や肝細胞の最終分化を調節して
いるが，血球系においては骨髄系細胞に限定
され，好中球の分化誘導に必須である一方，
単球への分化を阻害する．また，マスト細胞
への分化を負に制御するとともに，好塩基球
分化を誘導することも近年報告されている．
したがって C/EBPαは，好中球/単球分化およ
び好塩基球/マスト細胞分化のバランスを調
節することによって，アレルギー疾患や自己
免疫疾患などの様々な病態との密接な関連
がある．	
	 一方，骨髄系細胞，特に単球の分化を担う
Ets 因子として PU.1 が知られ，IgG の Fc 受
容体（FcγRI 及び FcγRIII）をはじめ，骨髄系
細胞で働く多くの特異的遺伝子が，この Ets
因子により制御されることが報告されてき
た．しかし，C/EBPαが PU.1 に結合してその
働きを阻害し，単球分化を抑制して好中球へ
の分化を誘導するモデルが提唱されている．
この知見は，好中球の遺伝子発現ならびに分
化における C/EBPαのパートナーが他の Ets
因子である可能性を示唆する．この点に関し
研究代表者らは，C/EBPαが細胞に広く存在す
る Ets 因子 GABP の ETS ドメインと会合する
ことを初めて明らかにするとともに，両者が
FCAR プロモーターを相乗的に活性化するこ
とを示した（引用文献②）．GABP による骨髄
系細胞特異的な遺伝子の発現制御に関して
は，CD18 や好中球エラスターゼ（NE）遺伝子
の報告が代表的である．また本研究開始前年，
好中球分化への GABP の関与がノックアウト

マウスを用いて初めて報告された．しかしな
がら，GABP が C/EBPαや PU.1 などの核となる
転写因子とどのように協調し，骨髄系細胞特
異的な遺伝子発現，さらには骨髄系細胞分化
にどのような重みをもって機能しているの
かなど，未解明の点が多い．	
 
２．研究の目的 
	 本研究課題では，好中球・好塩基球分化な
らびに急性骨髄性白血病（AML）に密接な関
連がある C/EBPα のタンパク質間相互作用，
特に申請者らが見出した GABP との相互作用
が，骨髄系細胞特異的な遺伝子発現において，
さらには骨髄系細胞分化において，どのよう
な重みをもって，どのような分子機構により
機能しているのかを研究した． 
 
（１）骨髄系細胞分化における GABP-C/EBPα
間相互作用の役割を明らかにする． 
 
（２）C/EBPα-GABP 間相互作用を介した相乗
的転写活性化能を欠損する C/EBPα 変異体の
変異部位との相互作用を利用して，相乗的転
写活性化の分子機構に関与する新規調節因
子を同定する 
 
３．研究の方法 
(1)	骨髄系細胞分化におけるGABP-C/EBPα間
相互作用の役割 
① C/EBPαの GABP 会合部位の解析：GABP
が会合する C/EBPαの C 末端領域に関して，
種々の欠損変異体，アミノ酸置換変異体を
作製し，GST	プルダウン解析，ゲルシフト
解析，レポーター解析を行い，DNA 結合能
や転写活性化能，GABP との物理的相互作用
および相乗的転写活性化能を検討した．	
② 骨髄系細胞分化への影響：骨髄系培養
細胞 K562 に C/EBPαを強発現させると好中
球への分化が誘導される．この分化系を用
いて，①でデザインした C/EBPα変異体を誘
導型にした発現ベクターを構築し，K562 細
胞に導入して分化誘導し，GABP との相互作
用の欠損が骨髄系細胞分化に及ぼす影響，
骨髄系細胞特異的遺伝子の発現への影響を
検 討 し た ． C/EBPα の 発 現 誘 導 に は
ProteoTuner	Shield システム（Clontech 社）
を使用した．具体的には，C/EBPαの N 末端
に不安定化ドメイン（DD）を連結し，細胞
で速やかに分解される融合タンパク質とし
て導入し，DD	に結合して融合タンパク質を
分解から保護する膜透過性リガンド
（Shield1）の添加により誘導した．また，
C/EBPα遺伝子下流にリボソーム進入サイト
（IRES）と蛍光タンパク質マーカー（EGFP）
を組み込んで遺伝子導入効率をモニターし
た.	 	
	

(2)	C/EBPαの C末端機能ドメインの新規イン
ターラクターの同定：	
	 研究開始時点で，C/EBPαの GABP 結合領域



 

 

中の 1アミノ酸置換変異体（CEα-P346A）が，	
GABPαとの物理的相互作用能を保持するに
もかかわらず，GABP と共同して FCAR プロ
モーターを相乗的に活性化することができ
ないことを明らかにしており，このことは，
C/EBPαと GABP による相乗的転写活性化に
必要な新規仲介因子の存在を示唆する．こ
の因子は，C/EBPαと GABP の会合によって形
成される骨髄系細胞特異的な転写複合体を
明らかにする重要な足がかりになると考え
られる．そこで，変異体 CEα-P346A の C 末
端領域への結合を陰性コントロールとした
酵母ツーハイブリッド法および GST プルダ
ウン法により，C/EBPαの C 末端機能ドメイ
ンの新規インターラクターの同定を行った．		
	
４．研究成果	
(1)	C/EBPαの C末端領域は，新規機能ドメイ
ンとして好中球分化に機能する：	
① C/EBPαの GABP 会合部位の解析：研究
開始時点で，GABP が会合する C/EBPαの C
末端領域（アミノ酸 341-358）に関して，2
か所のアミノ酸ストレッチ（アミノ酸
341-343 および 356-358）が会合に必要なこ
とを明らかにしているが，レポーター解析
により，相乗的転写活性化能には前者のス
トレッチが重要であることを明らかにした．
しかしながら，これらのストレッチのアミ
ノ酸をアラニンに置換した変異は，いずれ
も相乗的転写活性化能に影響を及ぼさなか
った．このため，アミノ酸 341-358 を欠損
する変異体を用いて分化への影響を検討し
た．この領域は，DNA への結合に必要な bZIP
ドメインよりさらに C 末端に位置する（図
１）．ゲルシフト解析およびクロマチン免疫
沈降法により DNA 結合能を検討したところ，
アミノ酸 341-358 を欠損する変異体は，予
想通り DNA 結合能を保持することを確認し
た．	
② GABP 会合領域の骨髄系細胞分化への
影響：野生型の C/EBPα，および①でデザイ
ンしたC/EBPαのC末端欠損変異体を誘導型
にした発現ベクターを構築し，K562 細胞に
導入して安定形質転換細胞を樹立した．こ
れらの細胞を分化誘導し，GABP との相互作
用能の欠損が骨髄系細胞分化に及ぼす影響，
および骨髄系細胞特異的遺伝子の発現に及
ぼす影響を検討した．その結果，GABP と相
互作用するC末端領域を欠損させたC/EBPα
変異体は，CD15,	CD11b,	顆粒球増殖因子受
容体（G-CSF-R）,C/EBPεなど，いずれの顆
粒球分化マーカーも発現誘導されないこと，
また C/EBPαの細胞増殖抑制能も欠損する
ことを明らかにした．		
	 C/EBPαの顆粒球分化能に関わる領域は，
これまでに 2 つの領域が報告されている
（図１；引用文献③）．一つは，N末端領域
の始めの 120 アミノ酸であり，転写活性化
領域と重なることから，C/EBPαが顆粒球分
化を担う遺伝子の転写を活性化して顆粒球

分化を誘導する分子機構が示唆されている．
もう一つは，C/EBPαの塩基性領域内に同定
されている．この領域には細胞増殖を担う
遺伝子の転写を活性化する E2F という転写
因子が会合する．このことから，C/EBPαが
E2F に結合してその働きを阻害することに
より，細胞増殖を抑制して頼粒球分化を誘
導する分子機構が示唆されている．本研究
課題で同定した C 末端領域は，顆粒球分化
能に関わる第３の新規機能ドメインとして，
好中球分化ならびに AML に関し，GABP の会
合が関与する新たな分子機構を提示するも
のであり，Biochimica	et	Biophysica	Acta
誌にて発表した．	
	

(2)	C/EBPαの C末端新規機能ドメインの細分
化：	
GABPαとの物理的相互作用能を保持する
にもかかわらず，FCARプロモーターの相乗
的活性化能を欠損するC/EBPαの1アミノ酸
置換変異体（CEα-P346A）を K562 細胞に導
入して，骨髄系細胞分化および骨髄系細胞
特異的遺伝子の発現に及ぼす影響を検討し
た結果，顆粒球分化マーカーの CD15 の発現
は誘導されるのに対し，骨髄系細胞特異的
遺伝子のCD11bや CD89が誘導されないこと
を明らかにした．このことは，C/EBPαの新
規 C 末端機能領域が，さらに機能的に細分
化できることを強く示唆する．C/EBPαの役
割の中で，GABP との機能的相互作用が関与
する，あるいは関与しない調節遺伝子や分
化の素過程とその分子機構が明らかになれ
ば，C/EBPαの特定の機能に限定した人為的
制御への展開が期待できる．	
	

(3)	顆粒球分化に関与する C/EBPαの C 末端
機能ドメインの新規インターラクターの同
定	
① C/EBPαと GABP の相乗的転写活性化に
関与する仲介因子の同定：1 アミノ酸置換
変異体 CEα-P346A が，GABPαとの物理的相
互作用能を保持するにもかかわらず，FCAR
プロモーターの相乗的活性化能を欠損する
ことから，C/EBPαと GABP による相乗的転写
活性化には新規仲介因子の存在が示唆され
た．そこで，酵母ツーハイブリッド法を用
いて，C/EBPαの C 末端機能ドメインの新規
インターラクターを複数同定した．しかし，
いずれのクローンも，GST プルダウン解析
において変異体 CEα-P346A への結合が確認
されたため，当初目的とした仲介因子では
ないものと考えられる．目的因子が単離で
きなかった原因として，２量体形成に必要
な領域を含まないC/EBPαのC末端領域をベ
イトに使用した点が挙げられる．C/EBPαは
２量体で働くため，目的の仲介因子が単量
体のC/EBPαのC末端を認識できない可能性
が考えられる．今後の対策として，２量体
形成に必要な領域を含んだ C 末端領域をベ
イトに用いて再度インターラクターの単離



 

 

を進行させる予定である．	
② C/EBPαのC末端機能ドメインの新規イ
ンターラクターの同定:一方，上記①の酵母
ツーハイブリッド法で得られた C/EBPαの C
末端機能ドメインの新規インターラクター
は，GST	pull-down 解析の結果，顆粒球分
化に必須な C 末端アミノ酸 341-358 を欠損
する変異体との会合能がいずれも低下する
ことがわかった．これらのインターラクタ
ーの中には，ヒストンの修飾を介したクロ
マチンのレベルで遺伝子発現を制御するポ
リコーム群タンパク質も含まれ，本研究成
果が好中球・好塩基球分化ならびに AML の
エピジェネティック制御の新たな理解に繋
がることが期待される．	
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