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 研究成果の概要：ZFAT 遺伝子は魚類からヒトに至るまで高度に保存された遺伝子であり、発生初期に不可欠な遺伝子であることが明らかとなった。ZFAT は正常 T,B 細胞および白血病細胞株で発現しており、ZFAT 機能解析からアポトーシス制御機構に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。ZFAT-DNA 相互作用解析では、網羅的な基礎データの創出を行い、ZFAT の転写制御に関するネットワーク解明への基盤を構築した。 
 交付額                                （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 2005 年度 3,800,000 0 3,800,000 2006 年度 3,500,000 0 3,500,000 2007 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 2008 年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 年度    総 計 14,300,000 2,100,000 16,400,000 
 

 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：基礎医学・人類遺伝学 キーワード：自己免疫性甲状腺疾患(AITD)、ZFAT、転写因子、ネットワーク、ChIP、発現アレイ解析 
 １．研究開始当初の背景 研究代表者らが自己免疫性甲状腺疾患(AITD)感受性遺伝子として同定した新規の免疫系転写制御因子ZFAT(zinc-finger gene in AITD susceptibility region)の生理機能の解明、標的遺伝子群の同定および転写制御機構の解明はAITDの病因解明のために重要な課題である。研究開始当初、ZFAT遺伝子が18個のC2H2型zinc -finger motifと1個のAT-hook motifを含む転写関 

 連因子様タンパク質をコードしていること、免疫担当細胞およびBa/F3などのいくつかの細胞株で発現していることを明らかにしており、さらに、ZFAT遺伝子改変マウスを樹立しつつあった。我々は、この新規自己免疫疾患関連遺伝子ZFATがどのような標的遺伝子群を転写制御し、生体内でどのような機能を果たしているのかを解明し、自己
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免疫疾患の病因解明とその理解に立脚した新規治療法開発のための基盤を構築することを目指し、本研究に着手するに至った。 
 ２．研究の目的 自己免疫疾患関連遺伝子 ZFAT の機能を細胞レベル・個体レベルで解明することを目的とする。この目的の達成のために、培養細胞レベルおよび正常マウス・遺伝子改変マウス由来の免疫担当細胞レベルにおいて、ZFAT により直接的あるいは間接的に発現制御される遺伝子群を発現アレイ解析により同定し、さらに、ZFAT が結合するDNA 領域をゲノム上より同定することを行い、転写因子 ZFAT のネットワークを解明する。これらの解析を通じて得られた所見に基づき、自己免疫疾患の病因解明と新規治療法開発のための基盤構築に資することを目的とする。 
 ３．研究の方法 (1) 発現様式解析 6週齢 C57BL6/Jの各組織を摘出し、RIPAにて抽出したタンパク質を、独自に樹立したポリクローナル抗体(ZFAT-C 末端部位（164 アミ酸残基）を抗原)を用いて、Western Blot 解析を行った。またマウスC57BL6/J 脾細胞およびヒト末梢血においても、磁気ビーズにて分画後、同様にWestern Blot 解析を行った。 (2) 発現アレイ解析 ZFAT を強制発現させた Ba/F3 細胞、およびsiRNAによりZFATを抑制させたBa/F3細胞から RNA を抽出後、ラベル化した cRNAを Affymetrix 社 製 GeneChip  Mouse Genome 430 2.0 Array にハイブリダイズした。変動遺伝子群の取得および Ontlogy解析等のデータ解析は GeneSpring にて行った。 (3) アポトーシス解析 ヒト白血病細胞株MOLT4にZFAT siRNAをエレクトロポレーションにより導入し、ZFAT発現抑制時のアポトーシス解析

を行った。Annexin V染色後、Annexin V陽性細胞をFACS Calibur (BD)にて測定した 。 Caspase 8,9 お よ び 3 活 性 はCaspase-Glo Assay(Promega)にて測定した。 (4) ChIP-chip解析 
 C57BL6/J脾細胞より磁気ビーズにて分離した CD4+ T 細胞を、抗 CD3 抗体および抗 CD28抗体にて刺激した。刺激後、ZFAT 発現亢進時において、新規に樹立した ZFAT モノクローナル抗体(M16：ZFAT中心領域を抗原)を用いて、ZFAT ChIP DNA を調製した。ChIP DNAを in vitro transcription(IVT)法により増幅し、コントロールとして Rat IgGで同様の操作を行ったものを用いて、Affymetrix 社製 GeneChip○R Mouse Promoter 1.0R Array にハイブリダイズし、TAS/IGB にて解析した。 (5) レポーターアッセイ  (4) ChIP-chip解析にて得られたZFAT相互作用候補領域を600bp DNAプローブおよび、さらに分割した 200bp DNAプローブを用いて、HEK293におけるレポーターアッセイを実施した。 
 ４．研究成果 (1) ZFAT の組織別発現解析 ZFAT-C末端部位（164 アミ酸残基）を抗原とするポリクローナル抗体を樹立し、マウス免疫組織における内在性 ZFAT タンパクの発現量を western 法で解析した。ZFAT タンパクは調べた９種類の組織の中では脾臓および胸腺で顕著に多く、骨髄、腎臓を含む他の７組織では殆ど検出されなかった。また表面抗原で分離した細胞集団（CD19+ B 細胞、CD4+ T細胞、CD8+ T 細胞、CD11b+ 細胞など）を対象に western 解析を行った結果、マウス脾臓およびリンパ節では ZFAT は B 細胞および T 細胞にほぼ特異的に発現していること、マウス胸腺では CD4+ CD8+ T 細胞以後の分化段階で発現が強くなることが明らかとなった。 （Koyanagi M, et.al. Genomics (2008) ,91(5):451-7）。  



 

 

またヒト末梢血においても T,B細胞に特異的に発現していることを確認した。（図1）                 (2) 発現アレイ解析(Ba/F3 cell) ① Ba/F3 cellにおける ZFAT強制発現系での発現アレイ解析 発現変動遺伝子群の Ontology解析では、ZFAT の強制発現により、発現が抑制される遺伝子群に免疫に関与する遺伝子カテゴリーが、多数含まれていることが明らかとなり、ZFAT が免疫応答において重要な役割を担うことが示唆された。 (Koyanagi M, et.al. Genomics,91(5):451 -7,2008) ② Ba/F3 cell における siRNA によるZFAT抑制時の発現アレイ解析 ZFAT 標的配列に対して異なる２種のsiRNA（コントロール siRNA はそれぞれのsiRNA のスクランブル配列）を Ba/F3 に導入し、ZFAT 発現抑制時の発現アレイ解析を行った。その結果、ZFAT 発現抑制時では細胞の分化・増殖に関連する遺伝子群が変動することが示され、細胞分化・増殖に関する機能が示唆された。(Koyanagi M, et.al. Med.Bull.Fukuoka univ.,35(4)187-191, 2008)  

 (3) ヒトT細胞におけるZFAT機能解析 ZFAT はヒト末梢血においてもマウスと同様に T細胞に発現が確認されていることから、ZFATが発現しているヒトT細胞由来白血病細胞株 MOLT4 の系において ZFAT の機能解析を行った。ZFAT 標的配列に対して異なる２種のsiRNA（コントロール siRNA はそれぞれのsiRNA のスクランブル配列）を MOLT4 に導入し、ZFAT の発現を抑制した。ZFAT 発現抑制時では細胞増殖率の低下、Sub-G1 期の増加およびアポトーシス陽性細胞数の増加（アネキシン V 染色）が認められた。(図 2) さらに詳細にアポトーシス経路について検討した結果、ZFAT 発現抑制細胞群では caspase8 および caspase9 の活性が亢進しており、活性型caspase3 においても亢進が認められ、caspase 阻害剤 Z-VAD により細胞増加率の低下は完全に解消された。(Fujimoto T, et. al. FEBS Lett., 583(3):568-72., 2009)   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  (4) ZFAT ChIP-chip 解析(TCR 刺激時のマウス CD4+T 細胞) 野生型C57BL/6由来CD4+T細胞のin vitro TCR刺激(抗CD3抗体および抗CD28抗体) により、Ｔ細胞の芽球化に一致してZFAT発現量が一過性に亢進することを見出した (図3)。 
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        また、変性 ZFAT 蛋白をよりよく免疫沈降させる抗 ZFAT抗体の樹立を試みた結果、M16抗体を樹立することに成功した(図 4)。          この免疫沈降能の優れた M16抗体を用いて、マウス CD4+T 細胞の in vitro TCR 刺激後の ZFAT 発現量亢進時の ChIP-chip 解析((クロマチン免疫沈降(ChIP ：Chromatin Immuno- precipitation)とマイクロアレイを組み合わせた網羅的な解析法))によりZFAT-DNA 相互作用部位の同定を試みた。ZFAT ChIP DNA は in vitro transcription(IVT)法により増幅し、コントロールとして Rat IgGで同様の操作を行ったものを用いて、Affymetrix 社製GeneChip○R Mouse Promoter 1.0R Array(25500以上のマウスプロモーター領域の 5’転写開始部位の約 6kb上流から約2.5kb下流までカバー)にハイブリダイズし、TAS/IGB にて解析した。複数回のChIP-chip 解析を行い、重複して同定された 39の領域を候補領域(図 5)とし、その候補領域近傍遺伝子(41 genes)に関して、さらなる検証を進めた。    

           (5) レポーターアッセイ ChIP-chip 法で得られた 39 個の ZFAT 制御候補領域について、レポーターアッセイによる DNA 結合能に関する検証を行った。HEK293 cell に ZFAT を強制発現させ、600bp DNA プローブを用いたレポーターアッセイを行った。それらのうちポジティブであった 600bp DNA プローブをさらに 200bp に縮小した DNAプローブを作製し、同様にアッセイを行った。その結果、ZFAT 相互作用標的遺伝子として、アポトーシス、転写関連遺伝子等を含む候補遺伝子を取得した（図 6）。得られた遺伝子群のネットワーク解析から ZFAT がアポトーシス、癌関連遺伝子機能制御などの細胞機能維持に重要な分子の制御に関与することが示唆された。本研究では ZFAT の機能解析および転写制御ネットワーク解明への基盤構築において新たな知見を得ることができたが、今後、さらなる詳細な ZFAT を中心とした転写制御機構を解明および機能解析が期待され、それらの理解に基づく自己免疫疾患の病因解明と新規治療法開発が期待される。            
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