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論  文  内  容  の  要  旨  

転写因子NF－〟Bは免疫応答，炎症，アポトーシスなどの細胞内イベントに関わる様々な遺伝子の発現を制御しているこ  

とで知られている。このNF－〟Bを介した転写の活性化機構については様々な報告があるものの，その全貌に関しては未だ  

明らかでない。今回，著者はNF－XBのコンポーネントであるRelAと相互作用する因子としてCentrosomalP4．1－aSSOCi－  

ated protein（CPAP）を同定した。種々の機能解析からCPAPがNF－XBの新規転写コアクチベータであり，NF－XBの  

転写活性化に関与することを明らかにした。CPAPは，このように細胞内で転写活性化因子として機能する一方で，中心  

体に存在して微小管形成に何らかの役割を果たすことが知られている。最近，このCPAPが脳の神経細胞数の減少を主症  

状とする劣性遺伝性小頭症の原因遺伝子の一つであると報告された。しかしながら，その発症メカニズムは未だ明らかにな  

っていない。そこで，著者はさらにCPAPの生体における生理機能を明らかにすることを目的として，ショウジョウバエ  

を用いて，その脳神経発生における機能解析をおこなった。   

第1章 NF－〝Bの新規転写コアクチベータとして機能するCPAP   

我々はNF一〟Bを介した転写活性化機構の詳細を明らかにするため，酵母ツーハイブリッド法によりNF－〝Bの1つのサ  

ブユニットであるp65（RelA）のN末端領域と相互作用する細胞性因子のスクリーニングをおこなった。その結果，  

CPAPが候補物質の一つとして得られた。CPAPは中心体に存在するタンパク質 CentrosomalP4．1と相互作用するタン  

パク質として単離されたものであるが，一方で免疫系に関与する転写因子STAT5と相互作用してSTAT5を介した転写に  

促進的に働くことが既に報告されている。まず，我々はRelAとCPAPとのタンパク質問の相互作用をGST pulldown  

assayと免疫沈降法により確認した。NF－〟Bの転写活性を測定できるレポータープラスミドを用いて細胞内のNF－7（B転  

写活性化能を測定したところ，CPAPの強制発現によりTNFα刺激に応じたNF－〟Bの転写活性が上昇し，また，逆に内  

在性のCPAPのタンパク質レベルをRNAiによって減少させることによりNF，XBの転写活性が減少した。このことから，  

CPAPはNF－XBによる転写活性化を促進することが示唆された。CPAPは主に細胞質に存在することが既に報告されて  

いるが，MCF－7細胞においては，TNFα刺激により，CPAPが細胞質から核へと移行する現象が観察された。さらに，  

DNA／タンパク質複合体免疫沈降法により，CPAPはTNFα刺激下でRelAと共にNF－71B結合配列を有する転写プロモ  

ーターに存在することがわかった。また，One hybridアツセイ法により，CPAPは転写プロモーターの近傍に布在する時  

に転写を活性化する潜在活性をもつことが示された。これらの結果から，CPAPはRelAと相互作用し，NF－7（Bによる転  

写活性化を促進するコアクチベーターとして働くことが示唆された。さらにCPAPは転写コアクチベータであるCBP／  

p300とも相互作用することが明らかとなった。この両者はNF－〟Bによる転写活性化に相乗的に作用したことからCPAP  

はCBP／p300と協調的にNF－〟Bによる転写活性化に関与していることが示唆された。   

第2章 CPAPのショウジョウバエホモログの機能解析   

ヒトCPAPに対するショウジョウバエホモログをNCBIのHomologeneサーチシステムにより，アミノ酸配列の類似性  
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に着目して探索したところ，C末端側の特徴的な配列において45％の同一性を持つCGlOO61を見いだした。更に，この特  

徴的な配列はヒトからハマダラ蚊に至るホモログ間で広く保存されていることがわかった。この領域はRelAとの結合責任  

領域でもあり，転写の活性化にも関与することから，CPAPが機能する上で重要な領域であることが示唆された。この  

CGlOO61遺伝子をクローニングし，ショウジョウバエS2細胞で発現させ，細胞内局在を調べたところ，間期において主に  

細胞質に局在することがわかった。また，転移因子Pエレメントの挿入によりCGlOO61遺伝子が破壊されている株を観察  

したところ，ホモ接合体は羽化後歩いたり飛んだりすることができずに死亡することがわかった。また，高頻度で，末梢神  

経系の機械刺激受容器官である剛毛が過剰に形成されていた。以上の結果からCGlOO61が個体の生存や神経系の発生にお  

いて重要な役割を果たしていることが示唆された。   

以上，著者はCPAPが転写因子NF－XBのコアクチベータとして機能することを明らかにした。またCPAPのショウジ  

ョウバエホモログCGlOO61の遺伝子破壌株がCPAPの機能を個体レベルで明らかにするためのモデルとして有用である可  

能性を示した。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

転写因子NF－〟Bは免疫応答，炎症，アポトーシスなどの細胞内イベントに関わる様々な遺伝予の発現を制御しているこ  

とで知られている。このNF－〟Bを介した転写の活性化機構については様々な報告があるものの，その全貌に関しては未だ  

明らかでない。今回，申請者はNF－〟Bを介した転写活性化機構の詳細を明らかにするため，酵母ツーハイブリッド法によ  

りNF－7（Bの1つのサブユニットであるp65（RelA）のN末端領域と相互作用する細胞性因子のスクリーニングをおこな  

った。その結果，RelAと相互作用する因子としてCentrosomalP4．1－aSSOCiated protein（CPAP）を同定した。CPAPは  

中心体に存在するタンパク質CentrosomalP4．1と相互作用するタンパク質として単離されたものであるが，一方で免疫系  

に関与する転写因子STAT5と相互作用してSTAT5を介した転写に促進的に働くことが既に報告されている。まず，申請  

者はRelAとCPAPとのタンパク質問の相互作用をGST pulldownassayと免疫沈降法により確認した。次にNF－XBの  

転写活性を測定できるレポータープラスミドを用いて細胞内のNF－XB転写活性化能を測定したところ，CPAPの強制発  

現によりTNFa刺激に応じたNF－〟Bの転写活性が上昇し，また，道に内在性のCPAPのタンパク質レベルをRNAiによ  

って減少させることによりNF－h：Bの転写活性が減少した。このことから，CPAPはNF－〟Bによる転写活性化を促進する  

ことが示唆された。CPAPは主に細胞質に存在することが既に報告されているが，MCF－7細胞においては，TNFa刺激に  

より，CPAPが細胞質から核へと移行する現象が観察された。さらに，DNA／タンパク質複合体免疫沈降法により，CPAP  

はTNFα刺激下でRelAと共にNF－〃B結合配列を有する転写プロモーターに存在することがわかった。また，One hyb－  

ridアッセイ法により，CPAPは転写プロモーターの近傍に存在する時に転写を活性化する潜在活性をもつことが示された。  

これらの結果から，CPAPはRelAと相互作用し，NF－XBによる転写活性化を促進するコアクチベーターとして働くこと  

が示唆ざれた。さらにCPAPは転写コアクチベータであるCBP／p300とも相互作用することが明らかとなった。この両者  

はNF－7iBによる転写活性化に相乗的に作用したことからCPAPはCBP／p300と協調的にNFr〟Bによる転写活性化に関  

与していることが示唆された。   

CPAPは，このように細胞内で転写活性化因子として機能する一方で，中心体に存在して微小管形成に何らかの役割を  

果たすことが知られている。また，最近このCPAPが脳の神経細胞数の減少を主症状とする劣性遺伝性小頭症の原因遺伝  

子の一つであると報告された。しかしながら，その発症メカニズムは未だ明らかになっていない。そこで，申請者はさらに  

CPAPの生体における生理機能を明らかにすることを目的として，ショウジョウバエを用いて，その脳神経発生における  

機能解析をおこなった。   

まずヒトCPAPに対するショウジョウバエホモログをNCBIのHomologeneサーチシステムにより，アミノ酸配列の類  

似性に着目して探索したところ，C末端側の特徴的な配列において45％の同一性を持つCGlOO61を見いだした。更に，こ  

の特徴的な配列はヒトからハマダラ蚊に至るホモログ間で広く保存されていることがわかった。この領域はRelAとの結合  

責任領域でもあり，転写の活性化にも関与することから，CPAPが機能する上で重要な領域であることが示唆された。こ  

のCGlOO61遺伝子をクローニングし，ショウジョウバエS2細胞で発現させ，細胞内局在を調べたところ，間期において  
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主に細胞質に局在することがわかった。また，転移因子Pエレメントの挿入によりCGlOO61遺伝子が破壊されている株を  

観察したところ，ホモ接合体は羽化後歩いたり飛んだりすることができずに死亡することがわかった。また，高頻度で，末  

梢神経系の機械刺激受容器官である剛毛が過剰に形成されていた。最後にRNAinsituhybridization法によりCGlOO61の  

mRNAの胚発生期における局在を調べたところ，中期において脳での発現が観察された。以上の結果からCGlOO61が個  

体の生存に必要であり，脳・神経系の発生に関与している可能性が示唆された。   

以上，申請者はCPAPが転写因子NF－〟Bのコアクチベータとして機能することを明らかにした。またCPAPのショウ  

ジョウバエホモログの候補であるCGlOO61の遺伝子破壊株がCPAPの機能を個体レベルで明らかにするためのモデルとし  

て有用である可能性も示した。   

以上より，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成18年2月24日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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