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要　　旨
　Zinc-fingers and homeoboxes（ZHX）ファミリータンパク質は、N-末端から2つのzinc-fingerモ
チーフと5つのhomeodomainを有する転写抑制因子であり、ZHX1、ZHX2、ZHX3の3種のアイソ
フォームが存在する。これらのうちZHX2は細胞増殖関連遺伝子の転写を促進する転写因子nuclear 
factor-Y（NF-Y）のAサブユニットと相互作用して転写を抑制する。また、多くのがん細胞で悪性度
が高くなるにつれてZHX2遺伝子の発現が低下していることが報告されているが、正常細胞での発現
や標的遺伝子に関する研究はなされていない。
　本研究では、正常細胞のマウス3T3-L1脂肪細胞でcAMP系シグナルによりZHX2遺伝子の発現が
上昇することを見いだした。
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Ⅰ．はじめに
　Nuclear factor-Y（NF-Y）は普遍的に発現してい
る転写因子であり、細胞増殖に関与する多くの遺
伝子のプロモーター上に存在しているYbox配列

（5’-ATTGG-3’）に結合して転写を促進する1）。NF-Y
はNF-YA、NF-YB、NF-YCのヘテロ3量体から構
成される。私どもは、これらのうち転写因子として
の機能に最も重要なNF-YAに結合する因子として
Zinc-fingers and homeoboxes（ZHX）1をクローニン
グした2, 3）。ZHX1は、マウスで特定のモノクローナ
ル抗体が認識する核内抗原としてクローニングされ
ていたが、生理的役割等については不明であった4）。
しかし、私どもは、ZHX1がホモ二量体を形成して
転写抑制因子として機能することを明らかにした5）。
　一般的に、転写因子は他の転写因子等と相互作用
することにより複雑な転写因子ネットワークを構築
し、標的遺伝子の発現を制御している。ZHX1と相
互作用する因子を探索するために、酵母のツーハイ
ブリッド法を用いてヒト肝cDNAライブラリーをス
クリニーングしたところ、ZHX1に加えて、ZHX1
と構造的に類似した2種類の転写因子をクローニン
グし、それぞれZHX2およびZHX3と命名した6, 7）。
これらのことから、ZHX1はZHX2やZHX3とヘテ
ロ二量体を形成することが明らかになった。その後、
ZHX2やZHX3もそれぞれホモ二量体およびヘテロ

二量体を形成すること、ならびにNF-YAと相互作
用を示すことを明らかにした6-8）。ZHX1，ZHX2お
よびZHX3は構造的にN-末端から2つのZn2+ フィン
ガーモチーフと5つのホメオドメインを有する転写
抑制因子であり，ZHXファミリーを形成している
ことが明らかになった（図）。
　細胞障害性T細胞株であるCTLL-2細胞は、イン
ターロイキン-2（IL-2）依存的に細胞増殖を行う。
ZHX1遺伝子の発現は培養液へのIL-2の添加により
促進され、IL-2の除去により抑制される9）。したがっ
て、ZHX1遺伝子はIL-2依存的細胞増殖促進に関与
すると考えられる。一方、多発性骨髄腫の患者では、
ZHX2遺伝子の発現低下と同時にNF-Yで制御され
る遺伝子群の発現上昇が認められる10）。また、正常
肝細胞と肝がん細胞におけるZHX2遺伝子の発現を
比較したところ、より悪性の肝がん細胞になるにつ
れZHX2遺伝子の発現が低下する11）。加えて、肝が
ん細胞で高発現を示す解糖系酵素遺伝子のNF-Y依
存的転写をZHX2が抑制することから、ZHX2遺伝
子はがん抑制遺伝子として機能すると考えられる。
一方、肝がん細胞では、ZHX2が転写因子SREBP-
1cが介在する新規の脂肪合成を抑制することが報
告されている12）。このように、がん細胞でのZHX
ファミリー遺伝子の発現については研究が進んでい
る一方、正常細胞でのZHXファミリー遺伝子の発
現調節や標的遺伝子については明らかとなっていな

図．ZHXファミリー蛋白質の構造の比較
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い13）。そこで、本研究では、正常細胞の一つである
3T3-L1脂肪細胞において、ZHXファミリー遺伝子
の発現が調節されるかどうかについて検討した。

Ⅱ．cAMPシグナル系による
ZHXファミリー遺伝子の発現
制御

　マウス3T3-L1細胞は、条件が与えられると10日
前後で脂肪細胞へと分化する。本研究では、正常細
胞としてこの3T3-L1脂肪細胞を使用した。
　はじめに、cAMPシグナル系のアデニル酸シクラー
ゼの活性化剤である Forskolin 処理を行い、マウ
スZHXファミリー遺伝子の発現に対する影響を検
討した。その結果、ZHX1 mRNAとZHX3 mRNA
の発現に有意な変化は見られなかったが、ZHX2 
mRNAは濃度依存的に増加した（表）。次に、経時
的変化を検討したところ、Forskolin処理後2時間と
いう早期かつ一過的にZHX2 mRNAの発現が誘導
されることが明らかになった。
　次に、cAMP シグナル系のセカンドメッセン
ジャーのcAMPの誘導体である8-Br-cAMPで3T3-
L1脂肪細胞を処理した。その結果、8-Br-cAMPで
もZHX1 mRNAとZHX3 mRNAは有意な変化は見
られなかったが、ZHX2 mRNAは濃度依存的に増
加した（表）。次に、経時的変化を検討したところ、
Forskolinと同様処理後2時間という早期かつ一過的
にZHX2 mRNAの発現が誘導されることが明らか
になった。これらの結果から、アデニル酸シクラー
ゼ－cAMP軸によりZHX2遺伝子の発現が促進さ
れることが明らかになった。
　このForskolinによる発現誘導がどのようなメ
カニズムで生じるか検討するために、2種の阻害
剤で処理を行ったところ、ForskolinによるZHX2  
mRNAの発現誘導は、RNApolymeraseIIの阻害剤

であるactinomycinDで阻害されたが、翻訳阻害剤
であるcycloheximideでは干渉されなかった。した
がって、ForskolinによるZHX2 mRNAの発現誘導
は、ZHX2遺伝子の転写レベルで生じ、誘導には新
規タンパク質の合成は不要であることが明らかに
なった。
　本研究で、cAMPシグナルによりがん抑制遺伝子
のZHX2遺伝子の発現が誘導されたことから、がん
細胞において、cAMPシグナル系を刺激したり、
ZHX2遺伝子を強発現させたりすることにより、が
ん細胞の増殖抑制へと結びつく可能性が示された。
加えて、生理的な機能について検討するには、正常
細胞でのZHX2の標的遺伝子の検索も重要である。
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表　ForskolinおよびcAMPによるZHX familyの遺伝子発現

Forskolin 8-Br-cAMP

ZHX1 変化なし 変化なし

ZHX2 増加 増加

ZHX3 変化なし 変化なし
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