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論文の内容の要旨

(毘的)

転写因子MafBは、マクロファージをはじめとする種々の細胞の分化や機能に重要な役割を有するが、そ

の分子機構、特に単球・マクロファージ前駆細胞の分化におけるほかの転写因子との相互作用については、

ほとんど解明されていな¥"'0

相互作用する可能性のある複数の転写因子を見出す上で、バイオインフォマテイクスのアプローチにより、

大量のDNA配列から、有意に高頻度に共起し、直接的関係にある機能モチーフの組合せを発見することは、

有用な情報を提供する。本研究において、著者は、バイオインフォマテイクスの新規アプローチを用いて、

MafB認識配列と直接的に関係する制御モチーフを探索し、 MafBと相互作用する転写因子の同定を試みた。

(対象と方法)

著者は、所属研究室の先行研究において作成されたMafB欠損マウスのマク口フア…ジのmRNA発現フプ。ロ

フアイリングにより仏、発現レベルが低下した遺伝子群と発現レベルに変化がみられなカか冶つた遺伝子群を解析

対象としたo Smit出h

き、ヒト、チンパンジー、ウシ、イヌ、ラット、マウスにおけるそれぞれのプロモータ領域のマルチプルア

ラインメントを行い、進化的に保存されている領域を取得した。次に、先行研究により明らかになっている

MafB結合配列群から ME乱伍プログラムにより共通配列を抽出し、 MafBモチーフとした。発現低下がみら

れた遺伝子群において、 MASTプログラムにより MafBモチーフの検索を行い、 MafBモチーフを複数の種

に有する遺伝子群を、 MafB結合遺伝子セットとした。

次に、 MEMEを用い、 MafB結合遺伝子セットが有する、新規のMafBモチーフとそれ以外のモチーフを

探索し、抽出されたモチーフから、 TFSEARCHおよびTFBINDを用いて、既知の転写因子結合モチーフを

検索した。検索されたモチーフのうち、 MafB欠損マウスにおいて発現低下が見られた遺伝子のプロモータ

領域に過剰出現するモチーフを over噂representationindex (ORI)スコアを用いて計算し、候補機能的モチー

フを選択した。これらのモチーフ問の相互作用を、対数線型グラフイカルモデル (LGM)を用いて解析した。
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そして、得られたモチーフの組合せを有する遺伝子を選択し、発現の低下した遺伝子に共通する最適モチー

フの組合せを発見した。

最後に著者は、最適モチーフの組合せを有する Clqa遺伝子のプロモータ領域を jレシフエラーゼ遺伝子上

流に挿入したプラスミドをマクロファージ締胞株である RAW264.7に導入したリポーターアッセイを施行

し、インフォマティクスにより得られたモデルの実験的検証を試みた。

(結果)

MafB欠損マウスのマクロファージでは、野生型と比較し、mRNAレベルが50%以下に低下していた遺伝

子が51個見出された。著者は、これに先行研究において発現低下が確認されていた 1遺伝子を加えた52遺

伝子から、上記のフィルタリングにより、 18遺伝子をMafB結合遺伝子セットとして選択した。

これらの遺伝子から、計74モチーフが抽出されたが、著者は、これらのうち、 ORIスコアの上位である

10モチーフ ([GATA-1，MYODJ、[MZF1J、[Nkx・2.5J、[AML-1a]、[AP2/ZID]、[AP2，AML-1a]、[CdxA]、

[GATA-1J、[AP4瓜孔1L]、 [GATA-2，AP2]モチーフ)を、候補機能的モチーフとして選択した。

著者は、次に、 LGMを用いてこれら 10モチーフを解析し、共起パターンを有するモチーフの 10種の組

合せを見出した。その中から、発現低下がみられた遺伝子群に共通した最適モチーフの組合せを発見した。

なかでも GATA・1モチーフは、 MafBモチーフと強く共起し、これらの転写因子関の相互作用が示唆された。

最後に著者は、 MafBモチーフと GATAω1モチーフの両方を含む Clqa遺伝子のプロモータ配列を用いたリ

ポーターアッセイにより、このモデルの検証を試みた。 MafB単独の過剰発現により、プロモータ活性の上

昇がみられ、 GATA-1単独の過剰発現では影響は認められなかったが、これらを同時導入すると、 GATA-1

は用量依存的にMafBによるプロモータ活性の上昇を紐害することが確認された。

(考察)

本研究において著者は、 SWG、LGMなどの複数のバイオインフォマティクス解析j去を用いて、進化的に

保存されたモチーフの組合せを見出すことにより、 MafBと GATA“lの相互作用の可能性を見出し、実験的

に検証した。著者は、本研究におけるように、バイオインフォマティクスと実験的研究を組み合わせて用い

ることは、遺伝子制御上、機能的な意義を有する複数のモチーフの組合せを見出す上で、有力な手法である

と考察している。

また、 MafBと GATA-1は、それぞれ、血球系細胞のマクロファージ系、赤血球系各系列への分化に重要

な役割を有することがすでに確立していることから、本研究において示されたこれらの転写因子関の相互作

用が、生体内における血球系細胞の分化のスイッチングに重要な役割を持つ可能性を考察している。

審査の結果の要旨

ゲノム解析の進展により、大量のDNA配列データが得られた現在、これらの配列データから、生物学的

意義を有する情報をどのように効率的に取得するかはきわめて重要な問題である。なかでも、複数の転写因

子関の相互作用の探索は、実験的手法のみでは困難を伴う。本研究において、著者は、マクロファージ分化

において重要である転写因子MafBと相互作用する転写国子を探索することを目的に、実験データを起点と

して、複数のバイオインフォマティクス解析法を組み合わせることにより、 MafBモチーフと GATA司lモチー

フが強く共起することを見出した。著者はさらに、この知見をもとに、これらの転写因子が機能的に相互作

用するとの仮説を提唱し、実験的手法により、その仮説を支持する知見を得た。

本研究の解析アプローチには著者の創意が認められる。また、本手法は、マクロファージ以外の系にも一

般化しうる方法と考えられる口さらに、見出された結果である MafBと GATA-1の相互作用は、マクロファー

ジや赤血球系分化を考える上で、貴重な情報を提供する。以上の点から、本論文は、当該分野の発展に寄与
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する内容を含み、博士学位論文にふさわしいと考えられる。

平成 23年 11月28日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明をもとめ、

関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。

よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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