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研究成果の概要： NF-E2 は、巨核球の終末分化と血小板産生に必須の転写活性化因子である。 
本研究において、NF-E2 が、血小板の機能に関わる因子群を統一的に制御することを明らかに

した。また、NF-E2 は、酸化ストレス応答を誘導する転写因子 Nrf2 に対して競合的に作用する

ことにより、巨核球内の活性酸素の蓄積を促進し、巨核球分化を促進することを見いだした。

本研究の成果は、巨核球の分化・成熟の体内環境が、産生される血小板の活性化能に影響を与

える可能性を示唆するものである。 
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１．研究開始当初の背景 
 p45 と小 Maf 群因子は、NF-E2 と呼ばれる
ヘテロ 2 量体を形成し、Maf 群認識配列(Maf 
recognition element; MARE)を介して転写を活
性化し、巨核球の最終分化と血小板形成に必
須の機能を果たしている。申請者は、これま
で、小 Maf 群因子欠損マウス(mafG-/-マウス)
と小 Maf 群因子過剰発現トランスジェニック
マウス(MafG TG マウス)を組み合わせたトラ
ンスジェニック相補レスキュー法を用いるこ
とにより、これまで培養細胞への一過性過剰
発現実験では検出できなかった小 Maf 群因子
のカルボキシル末端(C 末端)領域の機能貢献

を明らかにした。 
 一方、巨核球においてNF-E2の下流で制御

されている遺伝子を明らかにするために、

マイクロアレイ法を用いてp45欠損マウス

由来の巨核球のトランスクリプトーム解析

を行った。その結果、p45欠損巨核球では、

血小板関連因子の発現が著減する一方で、

親電子性物質・酸化ストレス応答遺伝子群

の発現が上昇することが明らかになった。

巨核球分化は、酸素分圧や酸化ストレスに

より影響されることが知られている。この

ことから、p45が、巨核球の分化・成熟に機



能すると同時に、その酸化ストレス応答に

も関わることが予想された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NF-E2 の転写活性化機構の解
明と巨核球分化におけるその意義について明
らかにすることを目的とした。以下の３つの
観点からアプローチを試みた。 
（１）NF-E2 の機能を支える小 Maf 群因子の C
末端領域に結合する因子を明らかにする。 
（２）p45 の転写活性化ドメインの構造活性
連関を調べ、転写活性化機構を明らかにする。 
（３）活性酸素種の蓄積とそれに対する応答
反応における p45 の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）小 Maf 群因子 C 末端領域は、核マトリ
ックス移行シグナルとして機能することを見
いだしている。そこで、核の不溶画分を調整
し、架橋剤によりクロスリンクをかけ、そこ
から、小 Maf 群因子を含む複合体を精製する
ことを試みた。 
（２）p45 のアミノ末端領域に転写活性化ド
メインが存在することが報告されている。そ
こで、N 末端領域 38 アミノ酸を欠失させた
p45Δ1-38 を巨核球において発現するトラン
スジェニックマウスを作成した。このマウス
を、p45 遺伝子欠損マウスと交配して得られ
る複合変異マウスを解析することにより、p45
の機能における N 末端領域 38 アミノ酸の必
要性を検討した。 
 また、巨核球系培養細胞 MEG01 に、
Flag-HA-２重タグを付加した p45 を安定に
発現させて、抗 Flag 抗体、抗 HA 抗体による
連続免疫沈降により、p45 転写複合体の精製
を試みた。 
（３）p45 欠損マウスにおける細胞内活性酸
素種の減少と、抗酸化ストレス応答蛋白質遺
伝子の発現上昇が、転写因子 Nrf2 の機能に依
存するかどうかを明らかにするために、
p45:Nrf2２重欠損マウスを作成して解析した。
また、p45 と Nrf2 が競合することを、レポー
ターアッセイ、巨核球を用いたクロマチン免
疫沈降により検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Ni-NTA ビーズと親和性が高い His12-
タグを小 Maf 群因子 MafG の N 末端に付加
することにより、不溶画分を可溶化するため
に使用する 8M 尿素の条件下でも収量が比較
的多いアフィニティー精製が可能となった。
しかし、これだけでは非特異的な結合が目立
ったため、変性させた蛋白質をリフォールデ
ィング後さらに抗 HA タグ抗体を用いて免疫
沈降させることにより、特異性を向上させる
ことに成功した。現在、HA-His12-MafG を安
定に発現する MEG01 細胞を樹立し、大量培

養から核不溶画分を調整して、クロスリンク
後 MafG を含む複合体を精製しつつある。 
（２）野生型 p45 を発現する p45 遺伝子欠損
マウス(p45–/–:Tgp45 マウス)はほぼ正常であり、
p45 遺伝子欠損マウスにみとめられる血小板
減少、出血傾向、脾腫、巨核球胞体突起形成
障害などの異常はすべて認められない。一方、
p45Δ1-38 を発現する p45 遺伝子欠損マウス
(p45–/–:Tgp45Δ1-38マウス)は、p45 遺伝子欠損マ
ウスとほぼ同様の表現をしめすことがわかっ
た。これは、p45 がその機能を果たす上で N
末端の３８アミノ酸が必須であることを示し
ている。 
 MEG01 に発現させた Flag-HA２重タグを有
する p45 を含む転写複合体を精製し、質量分
析にかけたところ、クロマチンリモデリング
因子、DNA 修復因子、細胞骨格系因子などが
同定された。現在、その確認をとりつつ、機
能的重要性の検討を行うための実験系を構築
中である。 
（３）p45:Nrf2２重欠損マウスでは、p45 単
独欠損マウスでみとめたような、細胞内活性
酸素種の増加はなく、また、酸化ストレス応
答遺伝子群の発現上昇も認められなかった。
また、一過性過剰発現によるレポーターアッ
セイでは、p45 と Nrf2 が競合することが観察
され、野生型マウスの巨核球では、p45 が結
合して転写を活性化している遺伝子に、p45
欠損マウスの巨核球では、Nrf2 が結合してい
ることが明らかになった。これらの結果から、
巨核球の分化にしたがい、p45 と Nrf2 の競合
がおこり、p45 の作用により、酸化ストレス
応答遺伝子の発現が抑制され、細胞内の活性
酸素種レベルが上昇し、その結果、巨核球の
終末分化が促進されると考えられた。 
 以上のように、巨核球が酸化ストレスに曝
されることがその終末分化を促進するという
結果は、酸化ストレスの付加が増大している
と考えられる糖尿病などの代謝疾患の際、血
小板の産生亢進と、活性化亢進がおこる理由
の一つになる可能性がある。 
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