
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 ５月１４日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９７９０２０１ 

研究課題名（和文） プロテオミクス解析による転写因子ＭａｆＫ制御ネットワークの解明 

                     

研究課題名（英文） Purification and functional analysis of MafK complex  

 

研究代表者 

 加藤 恭丈（KATOH YASUTAKE） 

東北大学・大学院医学系研究科・助教 

 研究者番号：40397914 

 
 
 
研究成果の概要： 
 本研究の主題は、転写因子 MafK による標的遺伝子の転写抑制化から活性化への制御機構を理
解することにある。そこで、MafK による転写制御に関与する因子の同定を目指して、MafK 複合
体を精製し、メチオニンアデノシル基転移酵素（MATII）を同定した。本研究は、核内に局在す
る MATII が MafK 標的遺伝子であるヘムオキシゲナーゼ 1（HO−1）の転写を抑制的に制御するこ
とや、ゲノム全体の DNA やヒストン H3K4 ないし H3K9 のメチル化修飾を包括的に制御している
ことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 形質細胞分化と Blimp-1 の発現制御 
 B 細胞が形質細胞まで分化する間には、抗
体遺伝子の組み換え、自己反応抗体の除去、
そして抗体の大量分泌が厳密に制御されて
いる。その中で、Blimp-1 は成熟 B 細胞から
形質細胞への分化を誘導する上で重要な役
割を果たす。Blimp-1 遺伝子の転写は、幼若
B から成熟 B 細胞まで抑制されており、形質
細胞への分化とともに強く誘導される。この
厳密な制御は、形質細胞分化を抗原刺激と共
役させる機構の一つであり、抗体遺伝子再編

とともに液性免疫応答の根幹を成す。私達は、
Blimp-1 遺伝子の転写が転写抑制因子 Bach2
によって抑制されていることを明らかにし
た。Bach2 は、B 細胞特異的に発現しており、
幼若 Bから成熟 B細胞までの各分化段階を着
実に進行させ、抗体クラススイッチなどを制
御している。ところが、Bach2 の発現は成熟
B 細胞から形質細胞への分化に伴って消失す
る。そのため、Blimp-1 遺伝子の転写は、Bach2
による抑制化から解消される。しかしながら、
形質細胞への分化に伴って、Blimp-1 遺伝子
の転写を活性化する分子機構は不明である。 



(2) MafK による Blimp-1 遺伝子の転写制御 
 Bach2 が Blimp-1 遺伝子の転写を抑制する
ためには、転写因子 MafK を必要とする。MafK
は塩基性領域ロイシンジッパー構造(bZIP)
を介して Bach2 とヘテロ二量体を形成する。
そして、MafK と Bach2 とのヘテロ二量体が、
Blimp-1 遺伝子の制御領域に存在する特異的
DNA 配列（Maf 認識配列; MARE）に結合して、
転写を抑制する。興味深いことに、私達は、
Blimp-1 遺伝子の転写が活性化されても、
MafK が MARE に結合していることを明らかに
している。このことから、MafK は形質細胞に
おけるBlimp-1遺伝子の転写活性化にも何ら
かの形で寄与することが予想される。例えば、
βグロビン遺伝子の転写は、未熟細胞では
MafKとBach1とのヘテロ二量体によって抑制
される。そして、赤血球への分化誘導に伴っ
て、MafK と NF-E2 p45 とのヘテロ二量体によ
って活性化される。すなわち、MafK は標的遺
伝子の転写を抑制化にも活性化にも制御す
ることができると考えられる。しかしながら、
Blimp-1遺伝子の転写を活性化させるMafKの
ヘテロ二量体パートナーはまだ同定されて
いない。また、Blimp-1 遺伝子の転写制御が
βグロビン遺伝子とは異なっていること、す
なわち、MafK がヘテロ二量体パートナーには
依存しない、今までに知られていない機構で
転写を活性化する可能性も十分に考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 形質細胞における MafK を中心とした転写
制御複合体を解析することにより、MafK の転
写制御機構を詳細に理解し、MafK 複合体を通
じて Blimp-1の発現制御機構と形質細胞分化
機構の一端を理解することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛋白質複合体の精製と同定 

FLAG および HA エピトープ、HIS タグを
融合した MafK 蛋白質（eMafK）が発現する
細胞をマウス形質細胞由来のX63/0細胞株
を使用した。この樹立細胞の大量培養をお
こなった。大量培養によって得られた細胞
を回収し、Dignam 法によって、核と細胞質、
クロマチン分画のそれぞれを調製した。調
製した核分画を用いて、FLAG 抗体とニッケ
ルレジンによるアフィニティー精製をお
こなった。そして、eMafK とともに精製さ
れた蛋白質をSDS-PAGEによって確認した。
次に、質量分析装置を用いて eMafK ととも
に精製された蛋白質を同定した。この質量
分析から同定した一群の蛋白質が MafK を
中心とした転写制御複合体の構成因子候
補である。 

(2) 複合体の構成因子の解析 
 MafK 複合体の構成因子の機能を探るため

に、以下の実験をおこなった。 
 ①免疫細胞染色法：複合体の構成因子に

特異的な抗体を用いて、X63/0 細胞だけ
でなく、赤白血病細胞（MEL 細胞）やヒ
ト繊維芽細胞（GM02063 細胞）における
構成因子の局在を検出した。 

 ②クロマチン免疫沈降法：MafK 標的遺伝
子の制御領域（MARE）に対して、構成
因子がMafK複合体として動員されるか
どうかを調べた。 

 ③RNA 干渉法：複合体の構成因子の発現を
減弱させて、MafK 標的遺伝子への影響
を探る。具体的には、標的遺伝子の発
現を検出し、その遺伝子制御領域のヒ
ストンＨ3 の化学修飾や DNA のメチル
化を調べた。 

(3) MafK 複合体のクロマチン構造への影響 
 MEL 細胞を用いた実験から、次の 2 つのこ
とが明らかにされている。まず、赤血球への
分化誘導に伴って、MafK の局在がヘテロクロ
マチンからユークロマチンへ変化する。そし
て、MafK 標的遺伝子のβグロビン遺伝子の局
在も同様に変化する。第二に、MafK を中心と
した転写制御複合体にクロマチン構造制御
の関連因子が含まれている。これらことから、
MafK 複合体が、標的遺伝子周辺のヒストン・
クロマチン蛋白質の修飾や構成に影響を与
えている可能性が示唆される。そこで、上述
（2）の実験②及び③を駆使して、MafK 標的
遺伝子ならびにゲノム全体のヒストン H3 の
化学修飾や DNA メチル化の挙動を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) MafK 複合体の精製と同定 
 X63/0細胞からMafK複合体の精製に成功し、
質量分析機によって各構成因子を同定する
ことができた。その中でも、MafK だけでなく
Bach1 複合体の構成因子であるメチオニンア
デノシル基転移酵素（MATII）に注目した。（図
1） 

図 1. MafK 複合体の同定



(2) MATII の細胞内局在 

図

 これまでに MATII の細胞内局在は報告され
ていなかった。そこで、GM02031 細胞におけ
る MATII の局在を調べてみたところ、MATII
は細胞核に優位に局在することがわかった。
（図 2） 

 
(3) MATII の MARE への動員 
 MATII が転写制御に関与する報告はこれま
でになく、本研究により、初めて MafK 標的
遺伝子の制御領域にMATIIが動員されること
が明らかにされた。図 3のＡ〜Ｃはβグロビ
ン遺伝子、Ｄはヘムオキシゲナーゼ-1 遺伝子
の制御領域に動員される MATII をクロマチン
免疫沈降法から証明した。 

 
(4) MATII ノックダウン細胞による影響 
① HO-1 の脱抑制効果 
 RNA 干渉法を用いて、Hepa1 細胞に発現し
ている MATII を減弱させた（siMAT2A）。そ
の結果、ヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）の
転写が活性化した。（図 4） 

② 酸化ストレス応答と HO-1 の発現増強 
 siMAT2A の細胞に酸化ストレス誘導剤の
ジエチルマレイン酸により処理をおこなっ
たところ、コントロール細胞と比較して、
HO-1 の発現増強がみられた。（図 5） 

 
③ ゲノム全体への影響 
 siMAT2A の細胞では、ヒストン H3K4 およ
び K9のメチル化や DNA のメチル化が包括的
に減弱していることが明らかになった。（図
6）このデータはクロマチン構造の可塑性や
エピジェネティクス制御を考えるうえで非
常に有効な情報となった。 

(5) MATII の酵素活性と転写制御 
 MATII ノックダウン細胞では、HO-1 の脱抑
制や酸化ストレス誘導に伴った発現増強が
検出された。（図 5、6）このことから、MATII
は HO-1 の転写を抑制していることが明らか
になった。さらに、本研究では、MATII の酵
素活性がこの転写抑制化に必要であること
も明らかにした。（図 7） 
 
 今後の展望として、MafK 標的遺伝子の解析
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図 2. MATII の細胞内局在 

4. siMAT2A による HO-1 の脱抑制 

図 5.ジエチルマレイン酸による 
HO-1 の発現誘導 

図 3. MATII は MafK 標的遺伝子の
MARE に動員される。 

図 6.ヒストン H3K4 および K9 のメチル化



だけでなく、MATII の標的遺伝子を見出した
り、MATII を中心として複合体を精製して同
定することによる蛋白質ネットワークの解
明を推進させていきたい。 
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