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Novel human BTB/POZ domain-containing zinc finger protein ZNF295

             is directly associated with ZFP161.

 (BTB/POZド メイ ンを もつ 新規zinc fingerタ ンパ クZNF295はZFP161と 直接 結合 す る)

王

内容の要旨

 ヒ ト21番 染 色 体q22。3領域 か ら新 規遺 伝 子zNF295を 単 離 した。

ZNF295は 、 BTB/POZド メイ ンお よび吻 θ1タイプ(C2H2)zinc finger

(ZF)ド メインを もつPOK(POZとkr�pel)転 写因子群の一つ である。

ZNF295は5個 のエ キソンか らな る約24kbの 遺伝子 であ るが、調べた

27種 類の ヒ ト組 織のすべ てで長 さの異な る多様 な転写産物 の発現が

認 め られた。これ らの様 々な転写産物 は5'非翻訳領域エ キソンにお け

る選択 的スプライシング、翻訳領域内 にお けるエ キソン内の スプ ライ

シング、3'非翻 訳領域 におけ る3ヵ 所のポ リアデニル化 シグナルの使

用 に よって生 じているこ とを発 見 した。エ キソン内のスプ ライ シング

によ り603塩基 のコー ティング配 列が除かれ るため、ZNF295遺 伝子は

長型ZNF295L(1,066ア ミノ酸残基)と 短型ZNF295S(865ア ミノ酸残

基)の2種 類 のタンパ ク質 を産生 した。ZNF295Lは 、 N末 側 に1個 の

BTBIPOZド メイ ン、 C末 側 にそれ ぞれ9個 のZFド メ イ ン をも ち、

ZNF295Sは 、最初の4個 のZFド メインを含 む201ア ミノ酸残基 を欠い

て いた。ZNF295Lお よびZNF295Sを ヒ トのHEK293とHeLa細 胞で発現

させ た ところ、両者 は共に核 内に局在 した。BTBIPOZド メイ ン単独で

も核 内に局在 した。デ ュアルル シフェ ラーゼ レポー ターア ッセイ法 を

用 いて調べ た ところ、GAL4 DNA結 合 ドメイ ン と融合 したZNF295は

HEK293細 胞 においてc-mycプ ロモー ター か らの転写 を発 現量依存 的

に抑制 した。さらに、ZNF295の 各部分 断片を用 いて同様 の実験を行 っ

た結果 、ZNF295のc-mycプ ロモ ー ター に対す る転写 抑制活性 はBTB/

POZド メイ ンだ けでな く、BTBIPOZド メイ ン とZFド メイ ンの中間部

分 にも存在す る ことが判 った。 この中間部 分の中に フグのZNF295と

高い相同性 を示す2つ の領域 を発見 し、HFC-1、HFC。2と 名付 けた。ま

た、GAL4 DNA結 合 ドメイ ン と融 合 したZNF295は 、 c-mycの 他 に

CDC6、 PGK、 RSV、 SV40、 TKプ ロモ ーターか らの転写 も抑制 したが、

GAL4 DNA結 合 ドメイ ンな しでも、 c-myc、 CDC6とPGKプ ロモー ター

か らの転写を抑制 した。これ らの実験 によって、ZNF295は 転写 の抑制

因子で あ り、そ の抑制作用 は様 々なプロモー ターに選択 的に及ぶ こ と

が示 された。一方、2種 類 の タグを付加 したZNF295をHEK293細 胞 で

共発 現 させ、免疫沈降 を行 った結果、ZNF295タ ンパ クは互 いに結合 し

て二量体を形成す ることが示 された。また、ZNF295タ ンパ クは同 じく

POKフ ァ ミ リー に属す るZFP 161と も結合 し、そ の結合 はZNF295の

BTB/POZド メイ ン単独 で も、 ZFド メイン領域単独 でも可能で あるこ

とが判 った。ZFPI61タ ンパ クは発生 の段階、細胞お よび環境に よっ

て、転写 に抑 制的 にも促 進的 にも作用す る と報告 され てい るか ら、

ZNF295はZFPI61と 協同 して、様々 な遺伝子の抑制 ・促進 両方 の転写調

節に関係 す るか もしれない。またZNF295は 胎児、成人の様 々な組 織 で

普遍的に発現 してお り、その過剰発現 が様 々な遺伝子 の発現 に影響 を

及ぼす可能性が高い転写因子なので、ダウン症 の諸症状 の有力 な候補

遺伝 子であ る。

論文審査の要旨

 ダ ウン症 は21番 染色 体の トリソ ミー に起因す る ことか ら、21番 染

色 体に存在す る遺伝子 の網 羅的解析 はダ ウン症 の原 因遺伝子 を解 明

す るた めに必須 と考え られ る。 また、21番 染色体バ ン ドq22.3領域 は

双極 性障害 の疾患感受性遺 伝子 がマ ップ され てい る領域 でもあ る。

本研 究では この疾患候補領域 か ら単離 した新規遺伝子ZNF295の 転 写

産物 の構 造及び タンパ クの機能解析 を行 った。ZNF295遺 伝子 は翻 訳

領域 にお ける選択的 スプ ライ シング等のた め、ヒ トの様々 な組織 で

長 さの異な る多様な転写産物 を発現 してお り、その結果 、長 短2種類

のタ ンパ クが産 生 され るこ とが明 らか に され た。ま た、ZNF295は

BTBIPOZド メイ ンお よびkr�pelタ イプZITIC forgerドメイ ンを もつPOK

タンパ クであ り、転写 の抑 制因子 として、様 々 なプ ロモー ター に選

択 的に働 き、 この抑 制作用 はBTBIPOZド メイ ンと中間部分 に別 々に

存在 す るこ とが示 され た。 さらに、ZNF295は ホモダイ マー になる

こ とが確 認 され 、POKタ ンパ クファ ミリーのZFP 161と 直接結合す る

こ とも確認 され た。ZNF295はZFP 161と 協同 して、様々な遺伝 子の転

写調節 に関係 している と考え られ た。

 審査 においては、まず、ZNF295が プ ロモー ター に選択的 に働 く原

因 について質 問が なされ た。 これ について、類似 のPOXタ ンパ クの

機能解 析 か らの類推 に よ り、DNA結 合活性 をもつZiTIC fingド メイ ン

が認識 す る特異 的配列 をもつプ ロモー ターの転写 を抑 制す ると考 え

る と回答 された。次 に、ZNF295の 中間部分 にあ るHFC-1とHFC-2ド

メイ ンは フグ以外 の種に存在 す るか ど うかお よび 中間部 分の抑制作

用 ドメイ ンの探索方法 について質問がな された。HFC-1お よびHFC-2

ドメイ ンは フグの他 に、マ ウス、 ラッ ト、ニワ トリ、イヌ お よびチ

ンパ ンジー のZNF295に 共通 に存在す る と回答 された。中間部分の抑

制作用 ドメイ ンを同定す るために、中間部分 由来の短 い断 片あ るい

はHFC-1、 HFC-2に 突然 変異を持つ断片を用いた実験 を計画 してい る

と説明 された。また、ZNF295がZFP161の ほか に別 のタンパ クと結合

す る可能性 お よび結合す るタンパ クの探索方 法につい て質 問がな さ

れ、ZNF295はPOKタ ンパ クだけで はな く、共抑制 因子な ど他の タン

パ クとの結合 の可能性 もある と回答 され 、結合 タンパ クの探 索方法

にはTwo-hybrid法 あるい は質 量分析法 な どの方法が あ ると回答 され

た。最後 に、ZNF295と 双極性 障害お よび ダウン症 との関連について

質問 がな された。ZNF295お よびそれ と結合 す るタ ンパ クZFPI61は

各々双極性 障害の疾患感 受性遺伝子 がマ ップ され た領域 に同定 され

たので、正常対照群 と患者群 にお けるZNF295とZFP 161遺 伝子の多型

の頻 度 を調 べ る こ とによ りこの疾 患 との 関連 がわ か ると回答 され

た。ZNF295と ダウン症 との関連 につ いて、 Znfl95を 含 む領 域を トリ

ソミーで もつモデルマ ウスが ダウン症 の類似症状 を もっ と回答 され

た。 さらに、 このモデル マ ウス とZnf295の ノ ックア ウ トマ ウス との

交配 に より、Znf295の み を二倍 体 に戻す ことに より、改善 され る症

状 が ある場合、Znf295と ダ ウン症 との 関連 が証明 でき るで あろ うと

説 明 された。

 以 上の よ うに、本研 究 は さ らに検 討す べ き課題 が残 され て いる

が、ZNF295は 転写の抑制 因子 として、プ ロモー ター に選択的 に働 く

こ とが示 され てお り、 ダ ウン症や双極性 障害の発症 の原因解 明に も

っなが り得 る興味深 く有意義な研 究であ ると評価 された。
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