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研究成果の概要（和文）：NFATファミリーの多様性は免疫抑制薬における副作用の一因となるため、ファミリー間での
特異的制御は重要である。NFATと制御分子CNとの結合親和性測定から、選択性を有する新規結合領域を見いだし、結合
に関わるコアペプチドおよび必須のアミノ酸を同定した。また、NFATc4特異的siRNA発現細胞の遺伝子発現変化および
転写因子siRNAライブラリー導入細胞のNFATプロモーター活性を測定することで、NFATの選択性に関わる会合分子候補
を複数同定した。これらの結果から、各NFAT分子の特異的制御を可能にし得るメカニズムの一端が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Since numerous side effects of CN inhibitors are mostly caused by the diversity 
of the NFAT family, control of a part, not all, of the function of NFAT family members is desirable. By 
comparing the binding activity of CN with each NFAT, we identified a new CN-binding region into NFATc1. 
The CN-binding affinity of this region was much different among the NFAT family. By means of competition 
assay using sequential partial peptides, we determined the core peptide and essential amino acids in it. 
By analyzing the gene expression in NFATc4-siRNA expressing cells, and the NFATc4 promoter activity in 
siRNA library-transfected cells, several candidate molecules related with the selectivity among NFAT 
family members were identified. The molecular mechanisms useful for the regulation of a part of NFAT 
family members were clarified.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 NFAT(Nuclear factor of activated T cells)は
IL-2の転写調節因子として発見された、免疫
制御分子発現をはじめ、さまざまな臓器の発

生・分化に重要な転写因子であり、その機能

はセリン/スレオニンホスファターゼである
カルシニューリン(calcineurin; CN)によって
制御されている。免疫抑制薬として使用され

る CN阻害剤、サイクロスポリンやタクロリ
ムスが、NFAT の機能制御を主なターゲット
としていることからも、NFAT の制御は免疫
反応をコントロールする上で非常に重要で

ある。NFATは NFATc1-c4および NFAT5の
5 つの遺伝子から成るファミリーを形成して
いる。これらの分子は共通のホモロジードメ

インを複数有しているものの、その機能や発

現組織は各 NFATで異なっており、その多様
性が一因となって、免疫抑制薬の重篤な副作

用が生じると考えられている。 
現在までに NFATと CNとの結合領域は 2カ
所報告されており、そのうち、N末側に位置
する結合配列を基にした改変ペプチド VIVIT
は、CN との結合配列を競合的に阻害するこ
とで NFAT機能不全をもたらす。マウスの喘
息モデルや心疾患モデルにおいて、VIVIT投
与によって症状の改善効果が報告されてい

るものの、VIVITはすべての NFATの機能を
抑制することから、既存の免疫抑制薬と同様

の副作用が問題となる可能性が高い。したが

って、より低毒性の免疫抑制薬の開発には単

一または少数のNFATに特異的な制御が必要
であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 NFAT の選択的制御法開発のため、

NFAT-CN 結合における結合親和性や各

NFAT の会合分子との結合様式の相違に着目
して、NFAT ファミリーにおける選択性を規
定するメカニズムを解明することを目的と

した。 
 
 
３．研究の方法 
	 

(1) NFATと CN結合領域の親和性について
の検討 

	 各 NFAT分子における CN結合領域全体も
しくはその一部を、N末に GST、C末に FLAG
タグを付与した融合タンパクとして大腸菌

に発現させ、抗 FLAG抗体ビーズにて精製し
て、高純度のリコンビナントタンパクを得た。

さまざまな濃度のGST-NFATと CNをグルタ
チオンビーズと混合してプルダウンを行い、

SDS ゲル電気泳動後ウェスタンブロッティ
ングで検出した。フィルム上のバンドの濃淡

を定量して描画した結合曲線から各NFATと
CN の結合親和性を算出し、各 NFAT および
各領域間の親和性の相違を比較した。 
 
(2) 新たな結合領域におけるコアペプチドの
同定 

	 結合に関わるコアペプチドを同定するため、

NFATの部分配列ペプチドを作製して上記プ
ルダウン時に共存させることで競合実験を行

った。これにより同定されたNFATの配列ペプ
チドに光標識およびビオチン標識を施して

CNと反応させた後、UVを照射して複合体を
形成させた。この複合体をV8またはトリプシ
ンによる酵素処理を行った後、マススペクト

ロメトリーにて解析し、結合に関わるCN側ア
ミノ酸の同定を行った。 
 
(3) 核内移行におけるCN結合領域タンパクの
作用 

	 NFATc1およびNFATc2におけるCN結合領
域全体および新たなCN結合領域を蛍光タン
パクとのfusionタンパクとして発現するほ乳
細胞発現ベクターを構築した。BHK細胞に恒
常的にNFATc1およびNFATc2のCN結合領域
の蛍光fusionタンパクを発現する細胞株を樹
立し、この細胞に新たな結合領域の蛍光fusion
タンパクを一過性に導入して、NFATの核内移
行における影響について調べた。 
 
(4) NFATおよびCNタンパクの発現・精製条
件の検討 

	 結晶構造解析に使用するための、高純度リ

コンビナントタンパクを多量に得るため、

NFATおよびCNの大腸菌での発現・精製過程
の条件検討を行った。より安定的なCNタンパ
クを得るため、CNの機能ドメインであるAサ
ブユニットに加え、制御ドメインであるBサブ
ユニットを共発現する発現ベクターを新たに

構築した。これらを大腸菌に導入し、IPTG誘
導温度や時間および配列などについて検討し

た。 
 

(5) NFATc4の転写制御機構についての解析 
	 転写調節分子 WW Domain-containing 
transcription regulator 1 (WWTR1)による
NFATc4の発現制御機構を解析するため、
WWTR1が結合することで標的遺伝子の遺伝
子発現増強が報告されている転写因子

T-box5(TBX5)の各組織中での発現をリアルタ
イムPCRによって調べた。また、NFATc4のプ
ロモーター活性に対するWWTR1とTBX5の協
調作用を見るため、両分子を強制発現させて

検討を行った。さらに、WWTR1強制発現ベク
ターおよびWWTR1 siRNA発現ベクターを構
築し、これらをT細胞および血管平滑筋細胞に
それぞれ導入してNFATc4発現に対する作用
を検討した。 
 



(6) NFATc4による発現調節遺伝子の探索 
	 NFATc4特異的siRNAを発現するレンチウ
ィルスベクターを構築し、そのウィルスを血

管平滑筋細胞に感染させて遺伝子導入した。

導入細胞における遺伝子発現の変化を、マイ

クロアレイを用いて解析した。 
 
(7) NFATc4 発現制御に関わる転写因子の探
索 

	 NFATプロモーター領域を蛍光タンパク
GFPに結合させたレポーターベクターを構築
した。これを293FT細胞に恒常的に遺伝子導入
することで、蛍光レベルを指標としてNFAT
プロモーター活性を測定できる細胞株を樹立

した。この細胞株に転写因子siRNAライブラ
リーを導入して、NFATc4発現に関わる転写因
子を検索した。 
	 

	 

４．研究成果	 

	 

(1) NFAT-CN 結合における新規結合領域の
解析 

	 NFAT-CN結合において、NFAT間での親和
性の違いを確かめるため、CN や各 NFAT の
部分タンパクを大腸菌で発現・精製して、各

種リコンビナントタンパクを得た。これらを

プルダウンアッセイ法にて比較した結果、既

に報告されている 2カ所の NFAT-CN結合領
域の間に新たな結合領域を見いだした。この

領域における結合親和性には、NFATc1 で最
も強く、NFATc2では他の NFATに比べて非
常に弱いといった、ファミリー間での選択性

が認められた。この結合に関わるコアペプチ

を同定するため、結合領域配列を細分化した

NFAT 部分ペプチドを NFAT-CN の結合に対
して競合させて検討したところ、NFAT 配列
上の 18 アミノ酸が結合に関与していること
が明らかになった。そこで、この 18 アミノ
酸に光標識およびビオチン標識を施して CN
と反応させた後、UV 照射した反応液をウェ
スタンブロッティングで検出したところ、

NFAT-CN の複合体形成が確認でき、この複
合体をプロテオーム解析したところ、結合に

関わるCN配列上の 13アミノ酸を同定できた。
このコアペプチドにおける結合は、NFATc1
と NFATc2で選択性を認めた（図 1）。 
 

図 1. 新規NFAT-CN結合領域におけるペプチドレ
ベルでのサブタイプ選択性 

さらに、細胞における新規 CN結合領域の作
用について調べるため、NFATc1 および
NFATc2 の CN 結合領域全体を蛍光タンパク
との fusionタンパクとして恒常的に発現する
細胞株を樹立し、NFAT の核移行を蛍光レベ
ルで確認できる実験系を確立した。この系に

NFATc1 および NFATc2 における新規 CN 結
合領域タンパクを一過性に導入したところ、

これらのタンパクは NFATc1の核内移行を選
択的に阻害し、細胞レベルでもファミリー間

の選択性が明らかとなった（図 2）。 

図 2.  NFAT の核内移行に対する新規 CN 結合領
域の作用． 
 
 
(2) NFAT および CN リコンビナントタンパ
クの発現・精製条件の検討 

	 新たに見いだした NFAT-CN 結合領域にお
いて、結合に関わることが明らかになったペ

プチド間で結合シミュレーションを行い、得

られた結合様式から変異ペプチドを作製し

て NFAT-CN 結合を調べたところ、NFATc1
側および CN側における結合に必須のアミノ
酸を見いだした。この CN側のアミノ酸に変
異を加えたところ、ペプチドレベルだけでな

く CN 部分タンパクにおいても NFAT-CN 結
合に影響を与えたが、全長の CNに対しては
影響が見られなかった。そのため、立体構造

における分子間相互作用について、さらに詳

細に調べる必要があると考えられた。そこで、

結晶構造解析を行うための高純度タンパク

を多量に得るため、CNの Aサブユニットと
Bサブユニットを共発現するベクターを大腸
菌に導入し、IPTG 誘導温度や時間について

 

 



検討したところ、低温度での培養で発現量が

増加することが分かった。また、キレートア

フィニティーカラムにて精製を行った CNタ
ンパクにプロタミンを添加して DNA 結合タ
ンパクを除き、ゲルろ過カラムによる分子量

分画にかけることで、単体のタンパクのみを

分取した。一方、NFATc1 タンパクはさまざ
まな条件下で発現・精製を行ったが、タンパ

クの凝集や透析時の析出により、収量が極め

て悪かった。そのアミノ酸配列を調べたとこ

ろ、新たな NFAT-CN 結合に関わる領域の
NFATc1 は塩基性アミノ酸がとても多く、電
荷の偏りによって水溶性に乏しいことが分

かった。そこで、新規 CN結合配列ペプチド
を含む 50 アミノ酸から成る配列ペプチドの
C末に、酸性アミノ酸を多く有する FLAGペ
プチドを付加し、電荷および水溶性を改善し

たペプチドを作製した。このペプチドにおい

てもわずかな凝集が認められたためゲルろ

過クロマトグラフィーによって単体ペプチ

ドのみを分取した後、CN と反応させた。反
応液はゲルろ過カラムによって分子量を確

認し、プルダウンアッセイによっても単体タ

ンパクでの結合が確認できた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 単体NFATおよびCNを用いたプルダウンア
ッセイでの結合確認  
 
 
(3) NFATc4 発現制御に関わる転写因子およ
び NFATc4による発現調節遺伝子の探索 

	 WWTR1による NFATc4転写制御機構につ
いて解析するため、WWTR1 の会合候補転写
因子 TBX5の組織発現を調べたところ、T細
胞に比べて血管平滑筋細胞で高発現である

ことが分かった。しかしながら、NFATc4 の
プロモーター活性に対する WWTR1と TBX5
の協調作用は認められず、NFATc4 遺伝子プ
ロモーターにおいては、WWTR1は TBX5と
異なる転写因子と協調して NFATc4転写を制
御する可能性が示唆された。さらに、NFATc4
特異的 siRNA 発現レンチウィルスを感染さ
せた血管平滑筋細胞の遺伝子発現変化をマ

イクロアレイで解析したところ、NFATc4 が
発現調節する数十の候補遺伝子を抽出でき

た。また、NFAT プロモーター領域のレポー
ターベクターを導入して樹立した細胞株に

転写因子 siRNA ライブラリーを導入してプ
ロモーター活性を測定することで、NFAT 阻
害分子の発現調節を制御する転写因子候補

を複数同定することができた。今後、これら

の候補分子における NFATc4発現調節因子と
しての機能検証および病態生理学的役割に

ついて検討してゆく計画である。 
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