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要 旨

それぞ れが ノーベル賞 の対 象 とな ったGプ ロテ

イ ン,サ イク リックAMP,プ ロテイ ンカイネース

Aと い う細 胞 内シ グナル情報伝達 メイ ンス トリーム

の遺伝 子 発現 にお ける最終 的 な ゴール が転写 因子

CREB(サ イク リックAMPレ スポ ンスエ レメ ン ト

結合 タンパ ク)だ った.CREB研 究 はさ らに,世 界

で初め ての転写 因子 の リン酸化 に よる遺伝子発現機

構 の証明,そ の シグナル依存 的なコアクテイベ ータ

ーの発見 と
,い よい よ全貌が明 らか となって きた基

本転写 因子 と外界か らの シグナルの接合調節 メカニ

ズ ムの解明 におい て も常 に分子生物学 を リー ドして

きた.

我 々 はCREB研 究 を通 し,ク ロマテ イ ンを加 味

した新 しい遺伝子発現機構 を解明 し,さ らには遺伝

子治療,再 生医療への応用 において,最 先端の分子

生物学 と臨床医学 をまっす ぐに結 ぶス トラテ ジー と

な りうるこ とを示 して きた.丁 度,打 腱 器の ように

CREBを ツール と して使 い,そ の生体 内情 報系 を震

わせてや ることで,CREB周 辺の組織特 異的 なモ レ

キュラーメ カニズムが次々 と明 らか にな って きてい

る.

ポス トゲ ノム時代 の溢 れかえる分子情報 のノイズ

の波 に押 し流 されないためのア ンカー として,そ し

てサイエ ンス における次 のパ ラ ダイムの扉 をあける

鍵 と して,古 くて新 しいCREBそ してク ロマ テ イ

ン研究 を,私 たちの研究 を中心 に紹介 したい .
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外科医としてメスをもって しても完治することのできなかった整形外科難病,す なわち慢性

関節リウマチ,骨 軟部腫瘍,脊 髄損傷 などの患者 さんへ新 しい治療を届けるとの誓いをも

って,直 接病態にせまるために,患 部を切 り,病 理 を切 り,細 胞膜をきり,そ して核膜をき

ってあらわれたのが,転 写因子/ク ロマティンでした.病 理検体をいかに転写研究の手法に

のせるか,岡 山大学,井 上一教授,小 川紀雄教授の指導のもと研究を開始 し,引 き続き,聖
マリアンナ医科大学難病治療研究センターにて,西 岡久寿樹教授,現 東京大学,山 本一彦教
授,現 筑波大学,住 田孝之教授,現獨 協大学,小 端哲二教授の指導のもと,さ らに,ハ ーバ
ー ド大学,ソ ーク研究所において,Montminy教 授の研究室にて研究を続けさせて頂 きまし

た.そ の後,ス クリプス研究所ならびに科学技術振興事業団のさきがけ21研 究 においで独

立 した研究者 となるにあたり,運 動器科学(ロ コモーターサイエンス)を 自分のフィール ド

として,最 後の遺伝子暗号といわれる新 しいクロマティン制御機構の研究とその応用による

癌 関節炎の治療をおこなっています.こ れらの研究をとお して,今 後サイエンスの用(患

者,社 会への還元)と 美(他 の学問との競争,ま たより純粋なサイエンスのテーマ)を 追求

できればと思います.

(岡山大学医学部 平成4年 卒業)
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は じ め に

病理組織 を切 り,細 胞膜 を切 り,核 膜 を切 り最 後

に現 れる転写 因子 とクロマテ ィン,そ してそれ によ

り制御 される遺伝 子発 現は,そ れ 自体が生物の営 み

に も例 え られ るかの ごと くダイナ ミックで,そ の シ

ステムの解 明が多 くの医学,分 子生物学者 の興味 を

引 き寄せ て きた.そ の意味で,転 写因子CREB(サ

イク リックAMPレ スポ ンスエ レメン ト結合 タンパ

ク)は,そ れぞれが ノーベル賞の対象 となったGプ

ロテイ ン,サ イク リックAMP(cAMP),プ ロテ イ

ンカイ ネースA(PKA)と い う細胞 内 シ グナル情

報伝 達メ インス トリームの遺伝 子発現 にお ける最終

的な ゴール と して,さ らに,転 写 因子の リン酸化 に

よる遺伝 子発現機構 の最初の報告 として,分 子生物

学 をリー ドして きた.ま た,そ の シグナル依存的 な

コアクテ ィベー ターCBPの 発見 に よ り,い よい よ

全 貌が明 らか となって きた基本転写 因子 と外界か ら

の シグナ ルの接合調節 メカニズ ムの解明お いて も新

しいパ ラダイムを提供 している.

そ んな中で,驚 くこ とに,転 写 コファクターCBP

が クロマ テ ィンをアセテ ィル化修飾 し,遺 伝子発現

を調節 してい るこ とが示唆 される ようになった.本

稿 で は,ク ロマテ ィンを介 したCREB/CBP転 写 メ

カニズ ムの研究 を通 して,最 後 の遺伝子暗号 とも呼

ばれるクロマテ ィンコー ドを解 く先 陣争 いのア ップ

デー トとリウマチ性疾患 を中心 とした医療応用 につ

い て概説す る.

1A.ク ロマテ ィンと遺伝 子発現制御

真核生物 においてDNAは ヌ クレオ ソーム を基 本

単位 とした クロマテ ィン構 造 を とってい る.ヌ クレ

オ ソー ムは146bpのDNAが ヒス トンH2A,2B,

H3,H4か らなるコアヒス トンに巻 き付い た構 造で,

さらに ヒス トンH1が ヌク レオ ソームの リンカー と

してモ ノヌク レオソームをつ な ぎ合 わせ クロマ テ ィ

ン構 造 をつ くる1).こ の,ク ロマ ティ ン構造 は転写

におい て抑制 的にはた ら く.試 験管 内における転写

再構成 に よる実験 では,多 くの転写 因子 が クロマテ

ィン構造 をとらないDNAの 上 では活性 があるのに

対 し,ク ロマテ ィンDNA上 では転写活性 が抑 制 さ

れる.最 近 にな り,CBP/P300,PCAF,SRCな ど

は コア ヒス トンをアセチル化す る ことに よ りクロマ

テ ィンを修飾 する ことが明 らか となって きた.さ ら

には ヒス トンの リン酸化,メ テ ィル化 はクロマテ ィ

ン構 造 の弛緩 をきた し,DNAの 暗号 に並 ぶ,最 後

の遺伝子 暗号 となる可 能性 が示唆 されて きた.我 々

は この,新 しい遺伝子 暗号 であるクロマテ ィンコー

ドの謎 ときをCREB/CBPを ツール として用 いなが

ら行 っている.

1B.ク ロマテ ィン上 でのCREBの ニつ の活性化

ドメイ ンの遺伝 子発現 における協調制御

CREBはcAMPな どの細胞 内シ グナル に応 じて

標 的遺伝 子 発 現 を誘 導 す る転 写調 節 因子 で あ る.

CREBに はKIDド メイ ンとQ2ド メイ ンの二つの転

写調節 ドメ インが存在 し,こ の うちのKIDド メイ

ンがcAMPで 刺激 されたPKAに よって リン酸化 さ

れ,CBPと 結合す る.

我 々はクロマ ティンDNAを 試験 官内 に再構 成す

るこ とで,ク ロマ ティン状態のDNAを 用いた場合

には普段転写活性 は抑制 されてお り,リ ン酸化 され

たCREBに 結合 したp300のHAT活 性 によ り,そ

の抑 制が解 除 され る こ とを示 した.つ ま り,HAT

活性が,プ ロモ ーター領域 にお けるヌク レオソーム

の修飾 と基本転写装置の誘導 を介 し,標 的遺伝子発

現 を制御 しているこ とを示 してい る2)(図1).

1C.ク ロマ テ ィン上 でのCREB依 存 的 な脱 リン

酸化 と脱 アセテ ィル化制御の協調

これ までのHATの 作 用機構 の研 究 では,ヒ ス ト

ンの アセテ ィル化 が及 ぼすクロマテ ィン構造 の変化

に重点 がおか れてい る.HATは,そ の逆 の反応 を

行 う脱 アセ ティル化酵素(HDAC)と ともにヒス ト

ン分子上の アセテ ィル化状 態 を制御 してい る.我 々

はHATに よるCREBの 活性 制御 の メカニズ ムの ひ

とつ として,ク ロマテ ィンの アセテ ィル化の状況が

転写 因子の リン酸化修飾状態 に影響 を及 ぼす こ とを

発見 した3-5).す なわち,細 胞 内 のHATとHDAC

が調節 したクロマテ ィンのアセテ ィル化状態が,転

写調節 因子 の リン酸化状態 を変化 させ る とい う機構

と,そ れに よるCREB活 性 の制御 機構 が考 え られ
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図1ク ロマテ ィンによるCREBの 段 階的遺伝子発現調節

た.PKAに よるCREBの リン酸化 はCREプ ロモ

ー ター配列上 に周期的 に再構 成 されたヌ クレオソー

ムに よ り阻害 され,テ ンプ レー トDNAに 結合 した

ヌ ク レオ ソー ムをp300に よ りアセ テ ィル化す る と

レスキュー される事実 もこの機構 の存在 を裏付 けて

いる.さ らに,最 近 ,我 々はCREB依 存 的転 写活

性 の ス ト ップ機構 に お け る フ ォス フ ァター ゼ と

HDACの 相 互作 用 を検討,転 写 の時 間軸 を この二

つの負の調節機構が制御 しているこ とを確認 して い

る11).

1D.CREB/CBPシ グナルの蛋白メチル化制御

それで はCBP制 御 は どの ようになされ ているの

だろ うか?こ れ までの研究 か ら,CBPはgeneralな

機能 を担 うものの,ほ とん どの細胞 では,全 ての需

要 を同時 に賄 うだけの十分量 は存在 しないこ とが示

されている.そ して 限 られたCBPと の相互作 用 は

常 に競 合 的 で あ り,CBPを 枯 渇 させ る実験 で は

phenotypeに まで影響 する ことがわか っていた.細

胞 内で はCBPの 需要 に対応 する ための,状 況 に応

じた切 り替 えが起 こっているはず なのであ る.し か

し,CBPの 異 なるパ ー トナー を切 り替 える 「ス イ

ッチ」 の仕組 み につ いて は解明 されて いなか った.

この 「スイ ッチ」 メカニズ ムの一端 がEvansら と

の共 同研 究 に よって 明 らか に され た .CARM1が

CBPのKIXド メ インのアルギニ ン残 基 をメチ ル化

す る こ とを明 らか に した.KIXド メ イ ンはCREB

と相互 作用す る ドメインである ため,CARMIに よ

るKIXド メインの メチル化 はCBPとCREB間 の

相互作 用 を不安定 にす る.結 果 としてCREBに よる

転写活性 化が起 こらな くな り,ま たKIXド メイ ンを

介 さない相互作用 に利 用可能 なCBP量 が増加す る

ので,「 スイ ッチ」 が入 れ代 わる と考 え られる61 .

1E.ク ロマテ ィンの上 での転写 と複製の リンク

さらに,ク ロマテ ィンを修飾す る一連の ファクタ

ーは転写おいてのみ ならず
,遺 伝 子複製 において も

大 きな役割 をはた している ことが示 唆 されて きてい

る.例 えば,ク ロマテ ィン構造 において大 きな役割

を果 たすのがNAP-1と い うヒス トンシャペ ロ ン蛋
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Transcription

DNA assembly and replication

図2CBP/NAP-1に よる遺伝子発現 と遺 伝子形成の協調制御

白であ るが,こ のNAP-1はCBPと 協調 して転写 と

DNA assemblyの 両方 に働いてい ることがあ きらか

となった7).(図2)と くにDNA assemblyに おい

てCBPは そのHATを 使 い効 率 を助 けている.生

命 の定義 を個 の表現 と存続(生 殖)と す るな ら,そ

れはDNA・ クロマ テ ィンにおいて,そ れぞれ転写

と複製 とお きらえれるか もしれない.そ のふ たつ の

営 み を巧 み にリンクさせ ている クロマテ ィン関連 フ

ァクター には生 命の存 在 とい う大 問題 に も何 らかの

suggestionを 与 えて くれ る可能性 をもってい る.

2A.疾 患 とCREB/CBP

以上 の よ うに,DNAと ヒス トンか らなる遺伝 子

のクロマテ ィン構造 は,遺 伝子 のロ ック(鍵)機 構

ともいえ,最 近 の研究 に よりその動 的な変化が遺伝

子 の発現制御 に ダイナ ミックな役割 を果 た している

ことが明 らか にな って きた.

以上の知見,す なわち新 しい クロマテ ィン暗号 が

病態解明,疾 患治療 にいか に役立つであろ うか,私

たちは,す で に,神 経,癌,血 管新生 などおお くの

分野 におい て,そ の暗号 の意義 をた しかめ,医 療 応

用 をおこなっているが,こ こで は,関 節疾患 をモデ

ルに行 った研 究について概説 したい.

生物 を して,動 物 た らしめる運動器(ロ コモ ー タ

ー システム)に おいて ,関 節 は重要 な組 織で あ る.

その主要要素である軟骨 細胞 は初期軟骨凝集か ら内

軟骨性骨形成 にいた るまで動物 を形 どる四肢 「形成」

において中心 的な役割 を果 た してお り,「 生 物 の形

つ くり」 にお いて大変興味深い対象で ある(図3).

きたる高齢化社会 にお いて,関 節炎 の治療 と失 われ

た骨,軟 骨組織 の修復,再 生 医療 の確立 は急務 であ

るが,そ のために分子発生学 レベ ルでの炎症,免 疫

メカニズムそ して軟骨組織形 成 メカニズムの解明が

必須 とされている.我 々は上記 の クロマテ ィン暗号

の知見 を応 用,こ れ らの病 態解 明 と治療 戦略 を提示

す ることがで きた.

2B.リ ウマチ疾患 にお ける転写研究

慢性 関節 リウマチ は滑 膜組織 の異常増殖 と免疫,

炎症細胞 の浸潤 に よって全 身の関節が破壊 される難

病 である.罹 患 関節 の増殖滑膜 は,メ タロプロテ ア

ーゼ
,一 酸 化窒 素 な どの組 織 障害性 因子 あ るい は

IL-6な どの炎症性 サ イ トカイ ンを産生 し,関 節,軟

骨組織 を破壊 してゆ く.こ れ らの リウマチ に関係す
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図3軟 骨細胞の四肢形成における役割

図4CREB/CBPの リウマチ病態への関与

る と考 え られる重要 な遺伝 子群のプ ロモー タ,す な

わち遺伝 子 ス イ ッチ部分 に転写 因子AP-1とNF-kB

の結合サ イ トがみ られる.こ れ らの転写 因子 は実際

慢性関節 リウマチ滑膜細胞 において活性化 されてい

るこ と,す なわちスイ ッチ オ ンになっているこ とが,

免疫染色,あ るいはゲルシフ トを用 いた研究 によっ

て明 らか にされた8,9).さ らに,慢 性 関節 リウマ

チの治療 薬であ るス テロイ ドや金の ターゲ ッ トが転

写 因子AP-1とNF-kBで あ ることが示唆 された.し

か しなが ら,さ らな る効果的 な治療 法の確 立,す な

わち副作用 を抑 え,よ り特異 的な作 用 を得 るために

は,従 来の古典 的転写理論 では まかない きれない と

ころに きてい る.我 々 は,CREB/CBPが これ らの

転写因子 を包括 し,病 態 に関与 しているこ とを示 し

た.さ らにクロマ テ ィン構造 を遺伝子導入 によって

人為 的に修飾す るこ とで,疾 患 モデル動物 において

は治療効果 を確か めるこ とがで きた.ま た,そ の特

異的 な治療効果の ある分子 において,経 口投薬の可

能 な薬剤のス ク リーニ ングを行 ってお り,ク ロマ テ

インの制御 とい う切 り口か ら,新 しい治療 戦略 を生

み出 してい る(図4).

2C.関 節再生医療 とCREB

さて,失 われた軟骨形成 にお いて も,我 々の クロ

マテ ィンの知見 か ら軟骨 に とどまらず ,広 く発生学

に新 しい概念 を もた らす発 見が あ った(未 発表).

ここではキープ レイヤーであ るPTHrPの ターゲ ッ

トとしてのCREBと その周辺の組織特 異 的なモ レ

キュラーメカニズム を概 説 したい .

PTHrPは 元 々悪性 腫瘍 に併発す る高 カルシ ウム
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血症 に関与す る液性 因子 として同定 された ものであ

るが,IhhはPTHrPレ セプ ター を刺 激す るこ とで

軟骨細胞 を増殖軟骨層 に留 める ように働 き,肥 大軟

骨化 す る ことを遅延 させ る.PTHrPレ セ プターは

G-proteinに カ ップル して働 くレセ プ ターで あ り

cAMPを セカ ン ドメ ッセ ンジャー と してい る.そ し

て この セカ ン ドメ ッセ ンジ ャー としてのcAMPは

PKAを 介 し,CREBの133番 目のセ リンをリン酸化

する ことによ り遺伝 子発現 をコン トロール してい る

ことが明 らか となった.ま た,成 長軟骨組織 にお け

る活性型 であ る リン酸 化CREBを リン酸化 CREB

特 異的抗体 にて免疫染色 した ところ,CREBは 増殖

軟骨層 におい て特異 的に リン酸化 されているこ とが

明 らか となった10).

2D.CREBド ミナ ン トネガテ ィブ トランス ジ ェニ

ックマウスは四肢短小 を示 す

さ らに,CREBの とその下流 の シグナルの解析 に

お い て,個 体 レベ ル で の研 究 が 必 要 と さ れ た.

CREB欠 損マ ウスで は肺の発達不全,T細 胞 の分化

不全 を除 くと骨軟 骨成長 を含む他の組織 の分化 は正

常 であ ったが,こ れはCREBフ ァ ミリーの CREM

やATF1(activating transcription factor 1)に よっ

て機 能 が代償 され る ことに よる可 能性 が考 え られ

た.

そ こで,我 々 は内軟骨骨 化 の過程 にCREBフ ァ

ミリーが どの程度 関与す る ものか を ドミナ ン トネガ

テ ィブ様式 のCREBイ ンヒビター(A-CREBと 名

付 け られている)を,軟 骨細胞 に特異 的な collagen

typellの プロモー タ ・エ ンハ ンサ ーで コン トロール

す るこ とで調べ た.A-CREBはCREBの ロイシ ン

ジ ッパー に加 えCREB,ATF1,CREMと の結合部

位 にまで延びた酸性基 を有 してお り,こ れ によ りワ

イル ドタイプの タンパ クがDNAに 結合 するの を阻

止 してい る(Ahn etal., 1998).A-CREBは CREB

フ ァミリーに特異性が高 く他 のbZIPフ ァミリー に

は影響 しない こ とがわか ってい る.

A-CREBト ランスジ ェニ ックマ ウス は短肢型 の

フェノタイプ を呈 したが,こ れ はCREBが リン酸

化,活 性化 される増殖軟骨層 にお ける細胞増殖の減

少 に引 き続 き生 ず る分 化不 全 に よる もので あ った

(図5).こ のマウスではワイル ドタイプのマウスに

比べ て,形 成途上 にある骨 に於 いて重要 な信号伝達

系 分子 で あ るindan hedgehog receptor patched

(Ptch)の 発 現が著 し く低 下 してい た10).合 わせ て

考 えてみ る と,こ う した結果 はCREBフ ァ ミリー

図5骨 形成におけるCREBの 役割
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の転 写 因子 が発生 の過程 で<PTHrP-CREB-Ptch>

とい う経路 で細胞増殖 をコン トロール してい ること

を示す ものである.

2E.ク ロマテ ィンか らみた疾患治療戦略

以 上 は,内 軟骨骨化 にお け るCREBの 役 割 をの

べ たが,四 肢発生 を決定ず ける最初 のステ ップであ

る軟骨凝 集 と軟骨細胞分化 におい て も,TGF/BMP

の シ グナ ル をうけCREBが 重要 な役割 を果た して

い る こ とが わか り,そ のメ カニズ ムが 同定 され た

(未発表).こ れは,ク ロマテ ィンを加味す るこ とで,

今 まで謎で あった発生 メカニズ ムに,新 しい概念 を

もた らすか もしれ ない.同 時 に,我 々 は神経 再生,

癌,血 管新生 な ど多岐 にわたる医学分野 にお いてク

ロマテ ィン暗号か らみ た新 しい知見 を得 てお り,そ

の全 貌解 明 に全力 をあげてい る.

今 後 の 展 望

クロマテ ィン研 究 は,長 い歴史があ るに もかかわ

らず,そ の爆 発 的な飛躍 は始 まったばか りであ る.

本稿 で紹介 したク ロマ テ ィン研 究 の最新 の知見 は,

副作用 を抑 えた よ り効果的 な創 薬,遺 伝 子治療 にお

ける効果 的なベ クター開発,疾 患 責任 遺伝 子の発 現

異常 な どを考 える ときな しには語れ ない ところにま

で きている.ポ ス トゲ ノム プロジェク トの大 きな柱

の一 つ として,ク ロマテ ィン研 究 をあげたい.
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