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研究成果の概要（和文）：本研究では、O型糖鎖修飾能力を増強させるゴルジ体ストレス応答プロテオグリカン
経路の分子機構を明らかにすることを目的として解析を行ない、その成果として、プロテオグリカン経路を制御
する転写因子KLF2/4の同定に成功した。ゴルジ体ストレスが起こると、KLF2/4の発現が転写レベルで上昇し、タ
ンパク質量も増加する。その結果、KLF2/4が核内で転写制御配列PGSEに結合して活性化させることで、糖鎖修飾
酵素遺伝子群の発現制御に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to determine the molecular mechanism of the 
proteoglycan pathway in the mammalian Golgi stress response that augments the capacity of O-type 
glycosylation. We identified transcription factors KLF2 and KLF4 as regulators of  the proteoglycan 
pathway. Depending on the Golgi stress, KLF2 and KLF4 were upregulated  at the transcription and 
translation levels. Then, KLF2 and KLF4 bound to the enhancer PGSE and activated it. These results 
indicated that KLF2 and KLF4 probably regulate gene expression of glycosylation enzymes. 

研究分野： 細胞生物学、分子生物学、生物化学

キーワード： ゴルジ体　ストレス応答　糖鎖修飾　プロテオグリカン　転写制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゴルジ体ストレス応答の分子機構について、ストレスを感知するセンサーやシグナル伝達因子など、多くの制御
因子がまだ未同定である。本研究の成果により、プロテオグリカン経路で機能する転写因子KLF2/4を同定したこ
とで、さらに上流で機能する制御因子を発見する手がかりを得ることができたと考え、学術的に非常に重要な成
果であると考えている。本研究からさらに発展してプロテオグリカン経路の全貌を明らかにできれば、軟骨形成
不全や損傷脊髄再生など、プロテオグリカン産生が関与する、様々な疾患に対する治療方法開発に大きく貢献で
きると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 ゴルジ体ストレス応答とは、ゴルジ体の処理能力を超える事態に対して、能力を増強するこ
とで恒常性を維持する、細胞の生命活動に必須の適応機構である。ゴルジ体は膜タンパク質や
分泌タンパク質、脂質の糖鎖修飾及びそれらの選別輸送を行う細胞小器官である。例えば抗体
産生を行う B 細胞や糖タンパク質ムチンを分泌する Brunner 腺細胞では、ゴルジ体ストレス
応答機構が働き、ゴルジ体の量を増大させることで、ゴルジ体の機能不足(ストレス状態)を補
っていると考えられる。我々はこれまでに、プロテオグリカンの O型糖鎖修飾能力を増強する
ゴルジ体ストレス応答プロテオグリカン経路の存在を見出している。標的遺伝子としてプロテ
オグリカン型糖鎖修飾酵素遺伝子群の発現が上昇することを明らかにし、その転写制御配列
PGSEを同定した。しかし、ゴルジ体ストレスを感知するセンサー分子など、上流の制御因子
の同定には至っておらず、経路の全体像はまだ明らかになっていない。  
 
 
２．研究の目的 
	 ゴルジ体ストレス応答プロテオグリカ
ン経路について、ストレスを感知するセン
サーやシグナル伝達因子、転写因子などを
網羅的に同定し、詳細な分子メカニズムを
明らかにする（図１）。 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
	 プロテオグリカン経路の転写因子、上流のシグナル制御因子、ストレスセンサーを網羅的に
同定するために、ヒトの培養細胞を用いた CRISPR-Cas9 システムによる遺伝学的スクリーニン
グの手法を利用することにした。	
	
（１）xyloside による細胞死を利用したスクリーニング	
	 CRISPR-Cas9システムにより作製したヒト遺伝子網羅的ノックアウトHeLa細胞をプロテオグ
リカン型糖鎖修飾阻害剤 xyloside で処理することで細胞死を誘導し、xyloside 耐性細胞のみ
を濃縮する。次にコントロール細胞群と比較して、xyloside 耐性細胞群ではどの遺伝子がノッ
クアウトされているのか、次世代シーケンサーを用いて調べ、プロテオグリカン経路の制御因
子を同定する。	
	
（２）転写制御配列 PGSE を利用したスクリーニング	
	 PGSE の下流に、細胞死を誘導するジフテリア菌由来毒素フラグメント A（DT-A）遺伝子を繋
いだコンストラクトを網羅的ノックアウト細胞に導入し、前者の方法よりも短い時間で
xyloside 処理を行う。プロテオグリカン経路が阻害されて PGSE の転写誘導が起こらない細胞
は生き残ることから、これらの細胞でどの遺伝子がノックアウトされているのか解析する。ま
た DT-A の代わりに蛍光タンパク質 EGFP をレポーターとして用い、PGSE の転写誘導が阻害され
て EGFP の蛍光が低い細胞を蛍光フローサイトメトリーで分離し、ノックアウトされた遺伝子を
解析する方法も計画していた（図２）。	
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４．研究成果	
	
（１）xyloside による細胞死を利用したスクリーニング	
	 xyloside 感受性の高い細胞をクローニングし、DNA 切断酵素 Cas9 の安定発現株を樹立した。
今後、sgRNA ライブラリーを導入し、スクリーニングに用いる予定である。	
	
（２）転写制御配列 PGSE を利用したスクリーニング	
	 PGSE-DT-Aを作製したが、DT-A	mRNAの転写効率が悪く、効率的な細胞死が誘導されなかった。
転写効率を改善するために、コンストラクトの改変を行なってきたが、 終的にストレス依存
的な転写誘導の差を検出することが困難であったため、DT-A から EGFP に切り替えた。EGFP コ
ンストラクトについても様々なタイプを作製・検討してきたが、バックグラウンドを低減させ
た蛍光タンパク質レポーターシステムを用いるとストレス依存的な蛍光強度の差が大きくなっ
たことから、今後このコンストラクトをゲノムに組み込んだ細胞株を樹立し、スクリーニング
を行う予定である。	
	
（３）in	silico スクリーニングによるプロテオグリカン経路で機能する転写因子 KLF2 及び
KLF4 の同定	
	 PGSEに結合する転写因子を同定するため、転写因子結合配列データベースを用いたin	silico
スクリーニングを行なったところ、転写因子候補として KLF ファミリーに属する複数の転写因
子が抽出された。KLF ファミリーの中でも特
に KLF2 や KLF4 において、それらを過剰発現
させると PGSE からの転写が上昇し、KLF2/4
の転写活性ドメインを欠損させたドミナン
トネガティブ変異体を発現させると、PGSE か
らの転写が抑制されることが明らかとなっ
た。また、プロテオグリカン経路特異的なゴ
ルジ体ストレス条件下において、KLF2 及び
KLF4 の mRNA 量、タンパク質量がともに増加
することが明らかとなった。これらの結果か
ら KLF2 及び KLF4 が、ゴルジ体ストレス依存
的に自身の量が増やされることによって、
PGSE からの転写を制御している可能性が示
唆された（図３）。	
	
	 しかし、KLF2/4のダブルノックアウト細胞でPGSEからの転写が抑制されなかったことから、
PGSE による転写を制御する他の転写因子の存在も示唆された。	
	 さらに KLF2 及び KLF4 の転写制御機構について解析を行なったところ、KLF2 に関しては
MEF2-binding	site 及びその上流近傍に存在する TA-rich 配列を転写制御配列として同定した。
また、KLF4においてはKLF4プロモーター内に存在するPGSEが重要であることを明らかにした。
KLF2 遺伝子の発現制御については転写因子結合配列データベースを検索し、候補として抽出さ
れた MEF2 や FOX ファミリーに属する複数の転写因子について、現在その関与を解析中である。	
	
	 今回の研究では、CRISPR-Cas9 システムによる遺伝学的スクリーニングの結果を得るまでに
至らなかったが、試行錯誤の上、良いレポーターコンストラクトを得ることができ、スクリー
ニングを実行するための重要な準備を行うことができた。また、プロテオグリカン経路で機能
する転写因子 KLF2/4 を同定したことで、さらに上流で機能する制御因子を発見する手がかりを
得ることができた。	
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