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研究成果の概要（和文）：顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー(FSHD)の原因候補遺伝子であるDUX4の活性調節因子を探索
するため、DUX4のC末端領域を用い、酵母2-ハイブリッド系によるDUX4C末端結合タンパク質の探索を試みた。しかしな
がらDUX4C末端領域が酵母細胞内でも強い転写活性化能を示したため、この方法によるスクリーニングは困難であるこ
とがわかった。そこで手法を変え、大腸菌を用いてGSTとDUX4C末端の融合タンパク質を発現、精製し、ヒト筋由来細胞
破砕液とのGSTプルダウン法をおこなった。その結果、DUX4C末端に結合したと思われる低分子量のバンドを得た。現在
、このバンドに含まれるタンパク質の同定を試みている。

研究成果の概要（英文）：To screen the regulatory factor of DUX4, a leading candidate gene for FSHD, we 
tried yeast two-hybrid screening with DUX4 C-terminal region. However, the DUX4 C-terminal region fused 
to GAL4 DNA-binding domain showed extremely strong transcriptional activity in yeast cells, we found that 
it was difficult to identify DUX4 binding protein by this method. Next, we tried GST pull-down screening 
with GST-DUX4 C-terminus fusion protein and human muscle cell lysate. As the result, a low molecular band 
was detected in the elute of GST-DUX4 pull-down. We are currently trying to identify this protein.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 顔面肩甲上腕型筋ジストロフィー(FSHD)

は最も患者数の多い型の筋ジストロフィー

の１つであるが、長らくその原因遺伝子はわ

かっていなかった。近年、FSHD 患者筋で

DUX4 遺伝子が高頻度に発現していること

が明らかとなり、原因遺伝子候補として注目

を集めている。DUX4 がコードする DUX4-fl

タンパク質は転写因子であり、標的遺伝子の

発現量の増加が病態に関与すると考えられ

ているが、その詳細は明らかになっていない。

研究代表者は動物モデルを用い、これまでに

DUX4-fl が DNA 結合ドメイン依存的に細胞

毒性を示すこと、細胞毒性には DUX4-fl の C

末端領域が不可欠であることを明らかにし

てきた。しかし、なぜ C 末端領域が重要であ

るのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は DUX4-fl の C 末端領域には

未知の調節タンパク質が結合し、DUX4-fl の

活性を調節するのではないかと考えた。そこ

で本研究では、DUX4-fl の C 末端を欠失した

変異体の機能の検討と C 末端領域に結合す

る DUX4-fl 結合タンパク質の探索をおこな

い、DUX4-fl の転写活性化機構を調べること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 DUX4-flのC末端領域を欠失した変異体を

分子生物学的手法により作製した。DUX4-fl、

欠失変異体をヒト培養細胞に発現させ、細胞

の様子および遺伝子発現について検討した。

また、DUX4-fl に特異的な C 末端領域のみを

クローニングし、GAL4-DNA 結合ドメイン

との融合タンパク質として酵母細胞に発現

させ、酵母 2-ハイブリッド法による結合タン

パク質の同定を試みた。さらに、DUX4C 末

端領域を GST との融合タンパク質として大

腸菌に発現させ、精製した後に、ヒト培養細

胞破砕液と混合して GST プルダウン法によ

る結合タンパク質の同定も試みた。 

４．研究成果 

 DUX4-fl を HeLa 細胞に発現させ、遺伝子

発現を調べた結果、通常ではまったく発現の

見られない ZSCAN4, TRIM48, MBD3L2, 

PRAMEF1、TRIM43 の発現が数千〜約 1 万

倍と顕著に増加することが定量的 PCR 解析

で明らかとなった。したがって DUX4-fl の発

現は細胞の正常な遺伝子発現を劇的に撹乱

することがわかった。そこで C 末端欠失変異

体を発現させた時の ZSCAN4 発現量を測定

したところ、ほとんど発現量の変化は見られ

なかった。このことから C 末端領域は

DUX4-fl の転写活性に必須の領域であるこ

とが明らかとなった。 

 次に、上記の実験で DUX4-fl の転写活性化

に重要であると判明した C 末端領域をクロ

ーニングし、GAL4-DNA 結合ドメインとの

融合タンパク質として酵母細胞に発現させ

た。ウェスタンブロットにより発現の成功を

確認したが、Gal4-DUX4C 末端融合タンパク

質が非常に強い自己活性化を示してしまっ

たため、酵母 2-ハイブリッド法の選択培地に

おいて、疑陽性の酵母コロニーが多数成育し

てしまった。このことは DUX4-fl の C 末端

領域は生物種を越えて転写因子を活性化さ

せるドメインであることを示唆している。即

ち DUX4-fl の C 末端領域の結合タンパク質

は非常に保存性の高い、転写制御の基本構成

因子をなすタンパク質ではないかと推測さ

れた。そこで、酵母でのスクリーニングから

方針を転換し、大腸菌を用いた GST プルダ

ウン法によるスクリーニングをおこなうこ

とにした。リコンビナントの GST-DUX4C 末

端融合タンパク質を合成し、アフィニティカ

ラムを用いて純度良くタンパク質を精製す

ることに成功した。得られた GST-DUX4C 末

端融合タンパク質とヒト由来培養細胞の破

砕液とを混合し、GST プルダウン法によって

DUX4C 末端結合タンパク質を探索した。ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動の結果、



DUX4C 末端に結合したと思われる低分子量

のタンパク質バンドを得た。現在、このタン

パク質の同定を試みている。 
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