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題目 
転写因子Mafの多様な翻訳後修飾による 

活性制御機構の解明 
要旨 
 Mafファミリー（MafA, MafB, c-Mafなど）は、bZip型の転写活性化因子群であり、水晶体（c-Maf）
やマクロファージ（MafB）などの分化制御因子として知られている。これまでに当研究グループは、
MafAが哺乳類では膵島β細胞に特異的に発現しており、インスリン遺伝子の発現を Pdx1、Beta2と
協調的に活性化することを見いだした。MafAは、β細胞内でN末端領域内の5つのセリン／スレオ
ニン残基がGlycogen Synthase Kinase 3 (GSK3)によりリン酸化され、プロテアソームを介して分解され
る。このリン酸化依存的なMafAの分解には、ユビキチン化を必要とせずにプロテアソームによる分
解を促進するProteasome Activator 28γ（PA28γ）タンパク質との結合を介している可能性を見いだし
ている。これらのリン酸化部位はMafB、c-Mafでも保存されており、Mafファミリータンパク質の量
的な制御に関与するという知見が蓄積しつつある。 
 Mafファミリーは、細胞分化を促す一方で、癌遺伝子産物でもある。Mafファミリーの過剰発現は、
ニワトリの胚性繊維芽細胞（CEF : chicken embryonic fibroblast）のトランスフォーメーションを誘導す
る。またヒトにおいては、染色体転座を伴うMafタンパク質の過剰発現が、多発性骨髄腫などの悪性
リンパ腫の原因となることも報告されている。MafによるCEFのトランスフォーメーションには、転
写活性化能が必須であり、多発性骨髄腫においては、CyclinD2などを標的として発現誘導することが
報告されている。しかし、Mafが、分化誘導と発癌という相反する機能をどのように発揮できるのか
は明らかではない。一方で、Mafが癌抑制遺伝子p53の転写を直接活性化して細胞死を誘導するとい
う報告もある。 
 MafファミリーのN末端は、GSK3によるリン酸化を受けるのみならず、酸性アミノ酸に富んでい
て転写活性化領域としても機能する。これまでに、MafAのGSK3によるリン酸化部位のアラニン置
換変異体（5A）やGSK3阻害剤を用いた解析から、MafAと転写コアクチベータPCAFとの結合や、
CEFのトランスフォーメーションにはリン酸化が必須であることが報告されている。しかしながら、
5A 変異型MafA も転写活性化能を有しており、転写活性の有無だけでトランスフォーム能を説明で
きないことも事実である。 
 そこで本研究では、リン酸化を含めた翻訳後修飾に注目し、Mafの素機能が変換される詳細な分子
機構を明らかにすることによって、発癌や細胞分化過程におけるMafの制御機構を解き明かすことを
目的とした。 
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 本研究ではまず、MafA のリン酸化による機能の違いを調べる手がかりとして、リン酸化を受けな
い変異型MafA（5A）と野生型MafAをWestern blotで比較解析した。その結果、5A変異型MafAが、
リン酸化とは異なる修飾を野生型MafAよりも効率よく受けることを見いだした。そしてこの修飾は、
Maf ファミリーの転写活性化領域内に保存されたコンセンサス配列への SUMO 化であることを明ら
かにした。ユビキチン様タンパク質であるSUMO（Small Ubiquitin-like Modifier）は、転写因子に結合
すると転写活性が抑制される例が多く報告されている。そこで SUMO 化を受けない変異型 MafA
（K32R）およびSUMO融合MafA（SUMO-K32R）を作製し、レポーターアッセイおよびDF-1細胞
（ニワトリ胚性繊維芽細胞株）のコロニー形成誘導能を検討した。その結果、SUMO化によってMafA
の転写活性化能およびトランスフォーム能が抑制されることを明らかにした。 
 この結果から、5A変異型MafAは、SUMO化の亢進のために転写活性とトランスフォーム能が抑
制されているのではないかと考え、二重変異型MafA (K32R-5A)を作成し、その活性を調べた。K32R-5A
変異体は、5AおよびK32R単独の変異体よりも予想通りに高い転写活性を示したが、5A変異型で失
われたコロニー形成能は、K32R-5A二重変異によっては回復しなかった。したがって、5A変異体は、
転写活性化能とは非依存的にコロニー形成能を抑制すると考えられた。 
 そこで、それ自体でコロニー形成能を有するヒト癌細胞株であるHeLa細胞および p53ノックアウ
トマウス由来胚性繊維芽細胞（MEF p53-/-）に、5A変異型MafAを導入したところ、コロニー形成が
抑制された。また、p35（apoptosis inhibitor）を共発現しても、5A変異体によるコロニー形成抑制は起
きた。さらに細胞増殖能と細胞周期についても検討した結果、5A 変異体により細胞増殖の抑制され
ていた。これらの結果から、5A変異型MafAは、細胞死を誘導することなく、p53非依存的に細胞増
殖の抑制を引き起こしていると考えられた。 
 一方で、リン酸化依存的なMafの分解に関わるユビキチンリガーゼの探索を行い、Fbxw7がリン酸
化依存的にMafBおよびMafAと相互作用することを見いだした。Fbxw7はc-Mycなどの癌遺伝子産
物の分解を促進する癌抑制遺伝子産物であるが、MafBもリン酸化依存的にFbxw7によってユビキチ
ン化されてプロテアソームで分解され、それに伴ってMafBのトランスフォーム能も抑えられること
を明らかにした。さらに興味深いことに、fbxw7の発現を抑制したDF-1細胞では、5A変異型MafA
によってもコロニー形成が誘導された。逆に、野生型MafAとFbxw7の共発現により、MEF p53-/-の

コロニー形成能の抑制がみられた。そこでMafAはリン酸化依存的にFbxw7の活性を負に制御してい
るのではないかと考え、その指標として Fbxw7の基質である c-Mycのタンパク質量を解析したとこ
ろ、リン酸化型のMafA の発現によってc-Mycタンパク質の蓄積が見られた。したがって、MafAは
Fbxw7と協調的に細胞増殖を抑制しており、MafAがリン酸化されることによってFbxw7に結合して
その活性を抑制し、増殖抑制が解除され、トランスフォーメーションが誘導されると考えられる。 
 以上の結果から、Mafは転写活性のみにとどまらない機能を持ち、細胞周期を正にも負にも制御し
うること、またその活性はリン酸化などの多様な修飾によって調節されていることが明らかになっ

た。今後は、MafとFbxw7との機能的な相互作用の分子機構を解明することにより、Mafによる発癌
および細胞分化過程の全容が明らかになることが期待される。 
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＜序論＞  
 

転写因子 Maf 
 Mafファミリータンパク質は塩基性ロイシンジッパー（basic leucine zipper; bZip）型の

転写因子で、Large Maf サブファミリーと Small Maf サブファミリーからなる。これら

Maf タンパク質はホモ２量体を形成して Maf-recognition elements (MAREs; 

TGCTGAC(G)TCAGCA) と名付けられたコンセンサス DNA 配列およびその類似配

列に結合する(Kataoka et al., 1994b)。Small Mafサブファミリー（MafK、MafF、MafG

など）はほぼ DNA結合ドメインからなり、転写活性化ドメインを持たない。一方、Large 

Mafサブファミリー（以下、Mafと省略する）はN末端側に酸性アミノ酸に富んだ転写

活性化ドメインを、C 末端側に DNA 結合ドメインである bZIP ドメインを持つ転

写活性化因子である。またこれらの間にはヒスチジン残基やグリシン残基がそ

れぞれ 8~10個繰り返されている特徴的な配列のヒンジドメインが存在する（図

1）(Kataoka et al., 1993)。 

 Large Mafファミリーとしては、哺乳類ではMafA, MafB, c-Maf, Nrlが同定されてお

り、これらの因子は組織特異的な遺伝子発現やそれらの細胞分化の制御因子として

働くことが知られている（表 1）。またMafの機能欠損や発現異常が、さまざまな発生

異常や疾患を引き起こすことが報告されている（表 1）。たとえば、c-Maf は helper 

T-cell のサブセットである Th2細胞で発現して、分化制御および interleukin-4遺伝子
の発現を活性化する(Ho et al., 1996)。さらに c-Maf は哺乳類の水晶体細胞で

crystallin遺伝子群を制御することが知られており(Kawauchi et al., 1999; Kim et al., 

1999; Ring et al., 2000)、先天性白内障の患者で c-maf遺伝子の機能欠損変異が生じ
ていることが明らかになっている(Jamieson et al., 2002)。また Nrlは網膜で特異的に発

現しており(Swaroop et al., 1992)、網膜色素変性症の家系で変異が同定されている

(Bessant et al., 1999)。一方、MafBはα細胞に発現しており、glucagon遺伝子の発現
を制御している(Artner et al., 2006)。また膵臓の内分泌細胞の発生過程において、発

生初期の膵島 β細胞でMafBが発現し、インスリン遺伝子の発現を活性化するこ

とが β細胞の成熟に重要であることも報告されている(Artner et al., 2007)。さら

に発生が進むと MafB の発現は消失し、MafA が特異的に発現するようになる。

MafAは成体の β細胞に特異的に発現しており、インスリン遺伝子プロモーター

のグルコース応答性に関わるC1エレメントに結合し発現を活性化する(Artner et 

al., 2007; Kajihara et al., 2003; Kataoka et al., 2002; Matsuoka et al., 2003; Olbrot et al., 
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2002)。さらにMafAは glucose transporter 2 (glut2)や granuphilinなどのβ細胞特
異的に発現する遺伝子群も制御しており、β細胞の成熟にも必須である(Kato et al., 

2006; Wang et al., 2007; Zhang et al., 2005)。そのため、これらMafA, MafBの欠損マ

ウスは糖尿病を引き起こすことが知られている（表 1）(Artner et al., 2007; Nishimura et 

al., 2008; Zhang et al., 2005)。さらに近年、MafA と Ngn3および Pdx1の３つの転写因

子を膵臓の外分泌細胞に発現させることによって、in vivoにおいて成熟したβ細胞に

分化転換させることができることが報告され(Zhou et al., 2008)、遺伝子治療による糖尿

病治療のためのツールになることが期待されている。一方、MafA は dorsal root 

ganglia内の low-threshold mechanoreceptor neuronの特定のサブタイプに発現し、そ

の分化を制御していることが最近報告された(Bourane et al., 2009; Lecoin et al., 2010)。

またニワトリでは MafA/L-Mafは crystallin遺伝子の制御因子として同定され、水晶体
分化を制御している(Ogino & Yasuda, 1998)。これらのことから、Mafファミリーは多様

な細胞の分化や生理的な機構を発揮するために必須な因子であることがわかる。 

 

転写因子 Mafと発癌  

 転写因子Mafファミリーは、分化制御因子である一方で発癌タンパク質でもあ

る（表 1）。すなわち、Maf はニワトリの筋腱膜繊維肉腫 (Musculoaponeurotic 

fibrosarcoma) を引き起こすレトロウイルス AS42 ウイルスから同定された癌遺

伝子産物 v-Mafと相同なタンパク質群である（図 1）(Nisizawa et al., 1989)。例え

ば、ヒトの形質細胞の難治性の悪性腫瘍である多発性骨髄腫（multiple myeloma; 

MM）において、c-maf, mafB, mafA 遺伝子の免疫グロブリン遺伝子座 (IgH または

IgL) への染色体転座による過剰発現がしばしば見られる(Chesi et al., 1998; Chng et 

al., 2007; Hanamura et al., 2001; Hurt et al., 2004)。また c-mafの過剰発現は血管免疫
芽球性 T細胞リンパ腫（angioimmunoblastic T-cell lymphoma; AITL）の 60%で見ら

れ、実験的にも T細胞特異的な CD2プロモーターで c-maf遺伝子を過剰発現させた
トランスジェニックマウスでは T-cell lymphoma が形成されることが明らかとなっている

(Morito et al., 2006)。 また実験的にニワトリの初代胚性繊維芽細胞(primary chicken 

embryo fibroblast; CEF)やその細胞株である DF-1細胞にMaf タンパク質を過剰発現

させることでトランスフォーメーション（形質転換）を in vitro 系で誘導することができる
(Nishizawa et al., 2003; Pouponnot et al., 2006)。またこれらのMafによる発癌にはコー

ド領域内の変異は必要がないことから Maf タンパク質の機能的な変化ではなく、異所

的な発現や過剰発現が癌化を引き起こすと考えられる。しかしながら、正常な Maf を
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発現する細胞において、この発癌活性がどのように抑制されているのかは未知な点が

多い。 

 これまでの in vitro系の形質転換能の解析により、Mafタンパク質の転写活性化能が

CEFの形質転換能に必須であることが、v-Maf/c-Maf とMafAの DNA結合ドメインの

変異または転写活性化ドメインの欠損が Maf の形質転換能を失われることから明らか

になっている(Kataoka et al., 1996; Pouponnot et al., 2006)。さらにMM と AITLでは、

悪性化の原因と考えられる Cyclin D2 や Integrin β7、C-C chemokine receptor-1 

(CCR1)、AMP-activated protein kinase (AMPK)-related protein kinase 5 (ARK5)など

の遺伝子発現が、Maf タンパク質によって活性化されていることが明らかになっている

(Hurt et al., 2004; Suzuki et al., 2005)。一方、CEFの形質転換を引き起こすMafタンパ

ク質の標的遺伝子の候補として HB-EGFなどが報告されているが(Fu et al., 1999)、ほ

とんど明らかになっていない。その一方で、MafA の転写活性化能は c-Maf、MafB と

比較して最も低いが、トランスフォーメーション活性は最も高いという報告もある

(Nishizawa et al., 2003)。この知見から、Maf タンパク質には転写活性化能以外にも形

質転換能を発揮するための未知の機能を有している可能性があると考えられている。 

 以上のように Maf ファミリーはさまざまな細胞の分化の制御因子であり、かつ癌遺伝

子でもあることから、Maf タンパク質の持つ多様な分子機能を明らかにすることは、再

生医療や癌治療への応用のために不可欠であると考えられる。本研究では、Maf タン

パク質の多様な活性の調節機構として、翻訳後修飾に注目し、解析を行った。 

 
転写因子 Mafのリン酸化による制御  

  タンパク質の活性制御には翻訳後修飾が重要な役割を果たしており、リン酸化や

ユビキチン化、SUMO化などの多様な化学修飾により厳密に調節されている（図 2）。

これまでの知見から、Maf ファミリーは細胞内で高度にリン酸化されており、MafAでは

形質転換能や細胞分化の制御にリン酸化が重要な役割を果たしていることが特に良

く解析されている（図 3）。例えば、MafAの Thr57 と Ser65が MAPKの Erkや p38

によってリン酸化される（図 3a）(Benkhelifa et al., 2001; Nishizawa et al., 2003; Ochi et 

al., 2003; Sii-Felice et al., 2005)。またMafAの転写活性化ドメイン内の Ser65がリン酸

化された後、GSK3 によって Ser61、Thr57、Thr53、Ser49 が連続的にリン酸化されるこ

とも報告されており、これらのリン酸化にはプロテアソームによる分解やコアクチベータ

ーである P/CAF との相互作用などの機能的な役割が報告されている(Han et al., 2007; 

Rocques et al., 2007)。さらにこれらのリン酸化を受けない変異の導入により、MafAの



 8 

形質転換能が失われることが報告されている(Pouponnot et al., 2006; Rocques et al., 

2007)。一方で、Ser65のリン酸化部位の変異によって、転写活性化能および形質転換

能が増強するという報告もある(Nishizawa et al., 2003)。このように、これらのMafAのリ

ン酸化の転写活性化能や形質転換能に対する重要性は見いだされているが、相反

する知見もあり、MafA のリン酸化による機能の詳細な分子機構は未だ不明な点が多

い。そのため、MafA による生理的な機能や発癌を理解するためには、リン酸化による

分子機能の変換を知ることが重要である。 

 

転写因子 Mafの SUMO化修飾  

 本研究では Maf タンパク質が SUMO 化修飾を受けることを見いだした。

SUMO（Small ubiquitin-like modifier）とは 100アミノ酸程度のユビキチン様のタ

ンパク質であり、酵母からヒトまで種を超えて広く保存されており、哺乳類で

は少なくとも 3種類（SUMO-1, 2, 3）存在する。SUMOはその C末端の数アミ

ノ酸が切断されることによりグリシン残基が露出して成熟型になり、SUMO 活

性化酵素 E1(Aos1/Uba2)、SUMO結合酵素 E2 (Ubc9)、SUMOリガーゼ E3 (PIAS

ファミリー、Pc2、RanBP2など)によって ATP依存的に SUMOのグリシン残基

と基質タンパク質のリジン残基がイソペプチド結合する（図 2）(Johnson, 2004)。

また SUMO化反応は可逆的な反応であり、イソペプチダーゼである脱 SUMO化

酵素（SENP ファミリーなど）によって SUMO の結合した基質タンパク質は脱

SUMO化される(Zhang et al., 2002)。SUMOの結合は、ほとんどの場合、基質タ

ンパク質のSUMO化コンセンサス配列と呼ばれるΨKXE（Ψ : 疎水性アミノ酸、

K : リジン、X : 任意のアミノ酸、E : グルタミン酸）配列内のリジン残基に生

じる(Johnson and Blobel, 1999)。 

 近年、多種のタンパク質が SUMO化修飾を受けることが報告され、SUMO化

修飾の生理的意義が注目されている。SUMO 化反応はユビキチン化反応と非常

に類似しているが、修飾後の機能的役割は異なり、結合する基質タンパク質に

よって、その細胞内局在、タンパク質間相互作用や活性の変化、安定性などの

さまざまな機能変換をもたらすことが明らかになりつつある(Bachant et al., 

2002; Desterro et al., 1998; Muller et al., 2004; Ross et al., 2002)。例えば、DNAグリ

コシダーゼの立体構造変化や、ヒストンへの修飾によるクロマチンレベルでの

遺伝子発現の抑制、SIM（SUMO interacting Motif）と呼ばれる V/IXV//IV/I（V/I : 

バリン／イソロイシン、X : 任意のアミノ酸）配列を持つ他のタンパク質との相



 9 

互作用の獲得などが知られている(Girdwood et al., 2003; Hardeland et al., 2002; 

Song et al., 2004)。特に転写因子が基質になる場合には、SUMO化修飾によって、

その細胞内局在や安定性、DNA結合能などが制御されること、SIM配列を持っ

た HDACがリクルートされることによってクロマチン上でヒストンの脱アセチ

ル化が誘導されることで、遺伝子発現が抑制されることなどが知られている(Gill, 

2005; Tsuruzoe et al., 2006)。また、SNFファミリーのクロマチンリモデリング因

子 ARIP4が核内受容体型の転写因子 Ad4BP/SF-1と SUMO化依存的に結合する

ことで、遺伝子発現を抑制することも報告されている(Ogawa et al., 2009)。一方

で、他の修飾との関連についてもいくつかの報告がある。例えば、IκBα ではユ

ビキチンが結合するリジン残基に SUMOが結合することでプロテアソームによ

る分解を阻止する(Desterro et al., 1998)。一方で SIM配列を持ったユビキチンリ

ガーゼが SUMO化されたタンパク質を特異的にユビキチン化する例も知られて

いる(Prudden et al., 2007)。しかしながら、Mafタンパク質の SUMO化修飾によ

る転写活性や形質転換能に対する役割は明らかになっていない。本研究では、

SUMO化による Mafタンパク質の転写活性化能および形質転換能の制御につい

て解析を行い、SUMO修飾による機能を明らかにした。 

 

SCF複合体によるユビキチンプロテアソーム系と細胞周期の制御  

 転写因子Mafはリン酸化や SUMO化修飾以外にユビキチン化を受けることが

報告されている(Guo et al., 2009; Mao et al., 2007; Rocques et al., 2007; Tanahashi et 

al., 2010)。ユビキチン化で最も主要な機能が、ユビキチン・プロテアソーム系で

ある。ユビキチン・プロテアソーム系とは、ユビキチン活性化酵素（E1）、ユビ

キチン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）という３つの酵素による一連

の ATP依存的なリレー反応を介して基質タンパク質にユビキチンが付加され、

このユビキチンが目印となって 20S プロテアソームと 19S プロテアソームが会

合した 26S プロテアソームによって基質タンパク質が分解されるシステムのこ

とである(Varshavsky et al., 2005)。Mafタンパク質のユビキチン化もプロテアソ

ームによる分解を促進していることが報告されている(Guo et al., 2009; Mao et al., 

2007; Rocques et al., 2007; Tanahashi et al., 2010)。しかしながら、ユビキチン化を

行う E3（ユビキチンリガーゼ）は未だに同定されていない。本研究では、MafB

の E3として Fbxw7αを同定した。そこで Fbxw7αについて詳しく説明する。 

 細胞周期の進行はサイクリン依存性キナーゼ（CDK）のリン酸化活性によっ
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て制御を受けているが、その制御サブユニットであるサイクリンや阻害因子で

ある CDKインヒビターなど、多くの調節因子群はユビキチン・プロテアソーム

系によって量的な制御を受けている（図 4a）(Hershko et al., 2000; Sherr & Roberts, 

1999)。細胞周期において働くユビキチンリガーゼは主に APC/C と SCF 複合体

であり、両者は細胞周期において時期特異的に活性が変化する。M 期から G1

期にかけては APC/Cが、G1後期から S期にかけては SCF複合体がおもな活性

を担っている(Deshaies et al., 1999; Harper et al., 2002; Nakayama et al., 2001)。SCF

複合体は、Skp1/Cul-1/Rbx1 と基質認識サブユニットである F-box タンパク質か

らなるユビキチンリガーゼである（図 4b）。Fbxw7は F-boxタンパク質のひとつ

である。 

 Fbxw7（SEL-10、hCdc4もしくは hAgo）は C. elegansにおける Notchホモログ

である lin-12 の活性を負に制御する分子 Sel-10 として遺伝学的に同定された

(Hubbard et al., 1997)。これまでに Fbxw7は細胞周期促進因子や癌遺伝子産物と

して知られている Cyclin E、c-Myc、Aurora-A、Notch、c-Junにリン酸化依存的

にユビキチンを付加し、分解へと導くことが報告されている(Gupta-Rossi et al., 

2001; Hubbard et al., 1997; Koepp et al., 2001; Moberg et al., 2001; Mao et al., 2004; 

Moberg et al., 2001; Nateri et al., 2004; Oberg et al., 2001; Strohmaier et al., 2001; 

Welcker et al., 2004; Wu et al., 2001; Yada et al., 2004)。これらの分解促進を担う

Fbxw7 は細胞周期を負に制御する強力な因子であり、癌抑制タンパク質として

機能することが考えられる。実際、Fbxw7 遺伝子は多くのヒトの癌において変

異し、それによって染色体の不安定性がひきおこされることが知られている

(Rajagopalan et al., 2004)。 

 Myc ファミリーは種々のヒトの腫瘍形成に関与し、遺伝子増幅や変異が数多

く報告されている有名な癌遺伝子の１つである。c-Myc は Max とヘテロ２量体

を形成して転写活性化能を発揮するが、細胞内における Maxの発現量は一定で

あり、c-Myc-Max 複合体の転写活性化能は c-Myc の発現量に依存している。そ

のため、c-Mycの発現量は厳密に制御される必要があり、その破綻は癌化の原因

の１つとなる(Grandori et al., 2000)。c-Mycはユビキチン・プロテアソーム系によ

って、30 分以下の半減期で非常に速やかに分解されることが知られている。

c-Mycの N末端側に存在する転写活性化領域には高度に保存されたMycボック

ス 1（MB1）とMycボックス 2（MB2）が存在する。GSK-3によってMB1の 58

番目のスレオニン残基のリン酸化と他のキナーゼによる 62番目のセリン残基の
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リン酸化は c-Myc の安定性に重要な役割をしている。つまり、c-Myc は両者の

リン酸化依存的に Fbxw7に結合し、ユビキチン化依存的な分解を受ける(Yada et 

al., 2004)。これらの例のように、Fbxw7は細胞周期の制御に重要な因子であり、

c-Mycや Cyclin Eといった細胞周期を S期に進行させる因子の分解を行ってい

る。そのため、Fbxw7 の機能欠損により、これらの因子の蓄積することで発癌

の原因となりうると考えられている。 

 本研究では、Maf ファミリーのひとつである MafB が Fbxw7 のアイソフォー
ムのひとつである Fbxw7α によりユビキチン化を受け、分解が促進されること

を見いだした。さらに、MafBの形質転換能と Fbxw7αとの関係および、もうひ

とつのメンバーであるMafAとの相互作用の解析により、Mafタンパク質による

形質転換能の新規の機構を明らかにした。 
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＜材料と方法＞  
 

培養細胞  
NIH3T3（マウス胎性繊維芽細胞株） 

DF-1（胚性ニワトリ繊維芽細胞株） 

HeLa Tet on（ヒト子宮頸部ガン細胞株） 

Floating-adaptive HeLa (F-HeLa) （ヒト子宮頸部ガン細胞株）（情報通信研究機構、

小川研究員より供与） 

MIN6（マウスインシュリノーマ細胞株） 

NIT-1（マウス膵 β細胞株） 

βTC6（マウスインシュリノーマ細胞株） 

MEF(p53-/-)（p53 ノックアウトマウスの胎児から調整された繊維芽細胞）（奈良

先端大、松田助教より供与） 

Bosc (ヒト胚性腎臓細胞株由来レトロウイルス・パッケージング細胞) （情報通

信研究機構、小川研究員より供与） 

 

NIT-1細胞の培養にはF12K medium (F12K)（GIBCO）を、それ以外の細胞の培養

にはDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)（Wako）を使用した。また、血

清はFetal Calf Serum (FCS)を使用し、MIN6、β-TC6細胞の培養には15%の濃度で

用い、それ以外の細胞の培養には10%の濃度で用いた。 

細胞の継代は、細胞が 90% コンフルエントに達した時に PBS（137mM NaCl、

8.1mM Na2HPO4、2.68mM KCl、1.47mM KH2PO4）で細胞を洗浄後、1×Trypsin 

（Wako）を用いて細胞をはがし、10~40倍に希釈して行なった。 

 

 

使用したプラスミド  

pHygEF2 
 挿入した遺伝子を EF-1α（Elongation factor 1α）プロモーターの支配下で哺乳

類細胞に発現させるプラスミドベクター。tk（チミジンキナーゼ）プロモーター

より hygromycin耐性遺伝子を発現するユニットも持つ。アンピシリン耐性。 

 EF-1α プロモーター上の AP-1 結合部位には変異が導入されており、AP-1
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（Jun/Fos）やMafなどによる autoregulationが起こらないように改変されている

(Nishizawa et al., 2003)。 

pHygEF2/HA-m-mafA 

 pHygEF2 に HA タグを N 末端側に付加したマウス由来の mafA を挿入した発
現プラスミド(Aramata et al., 2005)。 

pHygEF2/HA-m-mafA (K32R) 

 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン

残基に変異を加えたプラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/HA-m-mafA (5A) 

 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 49、53、57、61、65番目のセリン/

スレオニン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド(Han et al., 2007)。 

pHygEF2/HA-m-mafA (K32R-5A) 

 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン

残基に、49、53、57、61、65番目のセリン/スレオニン残基をアラニン残基に変

異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/HA-m-mafA (S342A) 
 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 342番目のセリン残基をアラニン残

基に変異を加えたプラスミド（荒俣博士論文, 2008）。 

pHygEF2/HA-m-mafA (K32R-S342A) 
 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン

残基に、342番目のセリン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/HA-m-mafA (L23P) 
 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中のロイシンジッパー構造の 2番目と 3

番目（L295、L302）のロイシン残基をプロリン残基に変異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/HA-m-mafA (5A-L23P) 
 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中のロイシンジッパー構造の 2番目と 3

番目（L295、L302）のロイシン残基をプロリン残基に、49、53、57、61、65番

目のセリン/スレオニン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/HA-SUMO-m-mafA (SUMO-K32R) 
 pHygEF2/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン

残基に変異を加え、HAタグと mafAの間に C末端の Gly-Glyを欠損した SUMO-1
の ORFを挿入したプラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/Gal4-DBD 
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 酵母の転写因子Gal4のDNA結合ドメインの発現プラスミド(Han et al., 2007)。 

pHygEF2/HA-Gal4-m-mafA 

 Gal4の DNA結合ドメインの C末端にマウス由来の mafAの転写活性化ドメイ

ン（4~148）を融合させた発現プラスミド(Han et al., 2007)。 

pHygEF2/HA-Gal4-m-mafA (K32R) 
 pHygEF2/HA-Gal4-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギ

ニン残基に変異を加えたプラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/HA-h-mafB 
 pHygEF2 に HA タグを N 末端に付加したヒト由来の mafB を挿入したプラス

ミド(Aramata et al., 2005)。 

pHygEF2/HA-h-mafB (K32R)  
 pHygEF2/HA-h-mafBの、mafBの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン

残基に変異を加えたプラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/HA-h-mafB (5A)  
 pHygEF2/HA-h-mafBの、mafBの ORF中の 54、58、62、66、70番目のセリン

/スレオニン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/FLAG-h-mafB 
 pHygEF2に FLAGタグを N末端に付加したヒト由来の mafBを挿入したプラ

スミド。 

pHygEF2/FLAG-h-mafB (5A)  
 pHygEF2/FLAG-h-mafBの、mafBの ORF中の 54、58、62、66、70番目のセリ

ン/スレオニン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド。 

pHygEF2/HA-h-c-maf 
 pHygEF2に HAタグを N末端に付加したヒト由来の c-mafを挿入した発現プ

ラスミド。 

pHygEF2/HA-h-c-mafA (K33R) 
 pHygEF2/HA-h-c-mafの、c-mafの ORF中の 33番目のリジン残基をアルギニン

残基に変異を加えたプラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/FLAG-m-SUMO1 
 pHygEF2に FLAGタグを N末端に付加したマウス由来の SUMO-1を挿入した

プラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pHygEF2/FLAG-m-SUMO2 
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 pHygEF2に FLAGタグを N末端に付加したマウス由来の SUMO-2を挿入した
プラスミド(Kanai et al., 2010)。 

 SOMO-2のORF（open reading frame）は、MIN6細胞から精製したTotal RNAを鋳型

に、Fw primer : agaactagtatggccgacgagaaacccaa、とRv primer : agagcggccgcttagtagacac 

ctccagtctを使って、PrimeScript One Step RT-PCR kit (TaKaRa)を用いて増幅した。得
られた DNA断片を SpeⅠと NotⅠで消化し、pHygEF2/FLAG-m-fbxw7αを SpeⅠ-Not

Ⅰ消化により fbxw7αの ORF部分を除いたものに T4 DNA Ligase（TaKaRa）を用いて

挿入することで作成した。 

pHygEF2/FLAG-m-SUMO3 

 pHygEF2に FLAGタグを N末端に付加したマウス由来の SUMO-3を挿入した
プラスミド(Kanai et al., 2010)。 

 SOMO-3の ORF（open reading frame）は、MIN6細胞から精製した Total RNAを鋳

型にFw primer : agaactagtatgtcggaagagaagcccaa、とRv primer : agagcggccgctcaatagcac 

aggtcaggacを使って、PrimeScript One Step RT-PCR kit (TaKaRa)を用いて増幅した。
得られた DNA 断片を SpeⅠ、NotⅠで消化し、pHygEF2/FLAG-m-fbxw7αを SpeⅠ

-NotⅠで fbxw7αのORF部分を除いたものに T4 DNA Ligase（TaKaRa）を用いて挿入

することで作成した。 
pHygEF2/FLAG-m-fbxw7α  

 pHygEF2に FLAGタグを N末端側に付加したマウス由来の fbxw7αを挿入した

発現プラスミド。 
pHygEF2/ m-fbxw7α  

 pHygEF2にマウス由来の fbxw7αを挿入した発現プラスミド。 

pHygEF2/egfp 
 pHygEF2に egfpを挿入した発現プラスミド。 

 

pEF/c-myc 
 pEFにヒト由来の c-mycを挿入した発現プラスミド。 

 
pCAGGS/d-p35 
 pCAGGSに昆虫ウイルス由来の p35を挿入した発現プラスミド。（奈良先端大、

齋藤助教より供与） 

pCAGGS/egfp 
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 pCAGGSにニワトリ由来の egfpを挿入した発現プラスミド。 
 

pcDNA 

 CMVのエンハンサー／プロモーターにより挿入した遺伝子を真核生物に発現

させるプラスミドベクター。SV40, pUC origin。ネオマイシン、アンピシリン耐

性。 

pcDNA/HA-ubiquitin 
 pcDNAにHAタグをN末端に付加したubiquitinを挿入した発現プラスミド（筑
波大学、柳澤純博士より供与）。 

 

pRV9 
 トリレトロウイルス Rous Sarcoma Virus (RSV) 由来の発現ベクター(Nishizawa 

et al., 2003)。導入された細胞のゲノム DNAに組み込まれて A-typeのレトロウイ

ルス粒子を産生し、感染を広げる。 

pRV9/HA-m-mafA 

 pRV9に HAタグを N末端に付加したマウス由来の mafAを挿入した発現プラ
スミド。 

pRV9/HA-m-mafA (K32R) 

 pRV9/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン残基

に変異を加えたプラスミド。 

pRV9/HA-m-mafA (5A) 

 pRV9/HA-m-mafA の mafA の ORF 中の 49、53、57、61、65 番目のセリン/ス

レオニン残基をアラニン残基に変異を加えたプラスミド。 

pRV9/HA-m-mafA (K32R-5A) 

 pRV9/HA-m-mafAの mafAの ORF中の 32番目のリジン残基をアルギニン残基

に、49、53、57、61、65番目のセリン/スレオニン残基をアラニン残基に変異を

加えたプラスミド。 

 

pRV9 B 
 トリレトロウイルス Rous Sarcoma Virus (RSV) 由来の発現ベクター(Nishizawa 

et al., 2003)。導入された細胞のゲノム DNAに組み込まれて B-typeのレトロウイ

ルス粒子を産生し、感染を広げる。 

pRV9-B/dsred 
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 pRV9-Bに蛍光タンパク質 dsredを挿入した発現プラスミド。 
pRV9/FLAG-m-fbxw7α  

 pRV9-Bに FLAGタグを N末端側に付加したマウス由来の fbxw7αを挿入した

発現プラスミド。 

 

3×MARE(#7)/RBGP-luc 

 ウ サ ギ β グ ロ ビ ン 遺 伝 子 の TATA 配 列 の 上 流 に 、 MARE#7

（TGATTACTAAGCA）を含む 32merオリゴ DNAがタンデムに３つ挿入された

ルシフェラーゼ発現プラスミド(Kataoka et al., 1994a)。MARE#7配列には、Maf

の結合は妨げないが、AP-1（Jun/Fos）が結合できないように、完全なコンセン

サスMARE配列（TGCTGACTCAGCA）に２塩基の置換が導入されている。 

 

pG4x5/TATA/luc 
 酵母の転写因子 Gal4 の結合配列である UAS の配列がタンデムに５つ挿入さ

れたルシフェラーゼ発現プラスミド(Han et al., 2007)。 

 
pGL2/m-ggn-p-luc 
 マウスのグルカゴンプロモーターの領域が pGL2（Promega）に挿入されたル

シフェラーゼ発現プラスミド(Kataoka et al., 2004)。 
pGL2/c-αA-crystallin-p-luc 

 ニワトリのαA クリスタリンプロモーターの－427~+79 の領域が pGL2

（Promega）に挿入されたルシフェラーゼ発現プラスミド(Kanai et al., 2010)。 

pGL2/m-IL4(-766)-p-luc 
 マウスの IL4プロモーターの－766~+63の領域が pGL2（Promega）に挿入され

たルシフェラーゼ発現プラスミド(Kubo et al., 1997)。 

 

pGL4/h-ins-p-luc 

 ヒトのインスリンプロモーターの+25~-350の領域が pGL4（Promega）に挿入

されたルシフェラーゼ発現プラスミド(Kataoka et al., 2002)。 

 

pEF-Rluc 
 EF-1α プロモーターによって Renilla ルシフェラーゼが誘導される発現プラス
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ミド(Kataoka et al., 2001)。 

 

pEF3 BcrGFP U6 

 U6 プロモーターの下流に挿入された配列が polⅢにより転写され、ヘアピン

構造を作らせ、効率的に RNAiを起こさせるプラスミド。pEF3プロモーターに

より GFP融合ブラスチシジン耐性遺伝子を発現する。 

pEF3 BcrGFP U6/c-fbxw7 
 ニワトリの fbxw7遺伝子に対する sh-RNAを発現するプラスミド。 

 

pOZ-N 
 N 末端側に FLAG タグと HA タグを持ち、細胞のソーティングのための IL2

レセプターを IRESにより発現するレトロウイルスベクター(Nakatani et al., 2003)。

gp と env を持たない。XhoⅠと NotⅠのサイトに目的遺伝子を挿入する。（情報

通信研究機構、小川研究員より供与） 

pOZ-NK 

 pOZ-N ベクターを改変し、マルチクローニングサイトの制限酵素サイトを増

やしたベクター。MluⅠおよび BglⅡ、ClaⅠ、NotⅠ、XhoⅠが使用可能。10μL

の gatcatccaccatggactacaaggacgacgatgacaagcacgcgtcagatctacatcgatc（100μM）の配列

を持ったオリゴヌクレオチドと 10μLの tcgagatcgatgtagatctgacgcgtgcttgtcatcgtcgtc 

cttgtagtccatggtggat（100μM）の配列を持ったオリゴヌクレオチド、10μL の H 

buffer を混ぜ合わせ、100μL にメスアップし、サーマルサイクラーを用いて１

時間半かけて 99℃から徐々に 30℃まで下がる条件で反応させることで２本鎖を

形成させる。その後、4℃にした２本鎖オリゴヌクレオチドを BglⅡと XhoⅠで

消化した pOZ-Nベクターに T4 DNA Ligase（TaKaRa）を用いて挿入することで作成

した。 

pOZ-NK/ m-mafA 
 pOZ-NKにマウス由来の mafAを挿入したプラスミド。N末端に FLAGタグと

HAタグを持つ。 

 pHygEF2/HA-m-mafAおよび pOZ-NKをMluⅠと NotⅠで消化し、T4 DNA Ligase

（TaKaRa）を用いて結合させることで作成した。 

 

 上記のプラスミドのうち、参考文献などの記述のないプラスミドに関しては、
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片岡浩介博士（奈良先端大）より供与していただいた。 

 

免疫沈降  

 12 wellプレートにHeLa細胞またはNIH3T3細胞を播種し、24時間培養した。1 well

あたり 1.6μg の pHygEF2/mafA と 0.4μg の pHygEF2/SUMO-1、SUMO-2、SUMO-3
のプラスミド DNA を 4μL の Lipofectamine2000（Invitrogen）を使用してトランスフェク

ションを行い、さらに 24時間培養した。1mLの 1×PBSで洗浄した後、120μLの氷冷

した RIPA (1% NP40、1% sodium deoxy cholate、0.1% SDS、150mM NaCl、10mM 

Tris-HCl(pH7.5)、5% NEM, 1% Protease inhibitor（Nacalai）) で細胞を溶解して

1.5mL チューブに回収し、10 秒間の超音波粉砕を行なった。この細胞破砕液を

14000rpm で 5 分遠心し、上清を回収した。この内の 30μL を分取し、10μL の 4×

SDS dye（200mM Tris-HCl (pH6.8)、8% SDS、400mM DTT、0.2% BPB、40% 

glycerol）を加え、95℃で 5 分煮沸し、input 画分とした。残りの細胞破砕液には

Anti-HA affinity Matrix（Roche）またはAnti-FLAG M2-Agarose from mouse（SIGMA）

を各 2μL加えて、4℃で一晩ローテートした。遠心（3000 rpm、1分）によって抗体ビー

ズを沈降させ、500μL の RIPA で 3 回洗浄した後、2×SDS Dye（100mM Tris-HCl 

(pH6.8)、4% SDS、200mM DTT、0.1% BPB、20% glycerol）を 15μL加えて 95℃で 5

分煮沸した。 

 

in vivoユビキチン化アッセイ  
 6 wellプレートに HeLa細胞または DF-1細胞を播種し、24時間培養した。1 wellあ

たり 2.4μgの pHygEF2/FLAG-mafBと 0.8μgの pHygEF2/fbxw7または pEF3 BcrGFP 

U6/c-fbxw7、0.6μg の pcDNA/HA-ubiquitin、0.2μg の pHygEF2/egfp のプラスミド
DNA を Lipofectamine2000（Invitrogen）を使用してトランスフェクションを行い、さらに

16時間培養後、8時間 15μM MG132（Wako）処理を行った。1mLの 1×PBSで洗浄

した後、150μL の denature buffer (0.5% SDS、50mM Tris-HCl(pH8.0)、70mM β

mercaptoethanol, 1% Protease inhibitor（Nacalai）) で細胞を溶解して 1.5mLチューブ

に回収し、95℃で 10 分間処理を行った。そこに 2×RIPA(SDS なし) (2% sodium 

deoxy cholate、300mM NaCl、20mM Tris-HCl(pH7.5)、2% TritonX, 2% Protease 

inhibitor（Nacalai）)を加えて、この細胞破砕液を 14000rpm で 90 分遠心し、上清を回

収した。上清を Anti-FLAG M2-Agarose from mouse（SIGMA）を用いて免疫沈降を行

い、Western blotにより検出した。 
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Western blot 
サンプルの調整  
 24well プレートに HeLa細胞又は NIH3T3細胞を播種し、24時間培養した。1 well

あたり 0.8μg の pHygEF2/mafB、c-maf と 0.2μg の pHygEF2/SUMO-1、SUMO-2、
SUMO-3 を、または 0.8μg の pHygEF2/FLAG-pdx1、FLAG-pdx1-HA のプラスミド

DNAを2μLのLipofectamine2000（Invitrogen）を使用してトランスフェクションを行い、

さらに 24時間を培養した。0.5mLの 1×PBSで洗浄した後、細胞に 4×SDS dyeを 40

μL直接加えて溶解し、回収した。これを 95℃で 10分煮沸することにより細胞全溶解

液を得た。 

 

SDS-PAGE 
 細胞全溶解液（4μL）あるいは免疫沈降により回収したサンプル（IP 画分は 7μL、

Input 画分は 5μL）を 10% e-PAGEL（ATTO）にアプライし、Electrophoresys buffer

（0.025M Tris base、0.192M glycine、0.1% SDS）を用いて泳動した。（120 V、90~120 

min） 

 

ブロッティングと抗体反応  
 泳動後、タンパク質を Transfer buffer（0.025M Tris base、0.192M glycine、10% 

MeOH）中で、ゲルから PVDF膜（Immobilon-P, MILLIPORE）に、4℃で 150 mA, 30 

minおよび 300 mA, 60minの２ステップで転写を行った。転写後、2%スキムミルク（2%

スキムミルク、0.02M Tris-HCl、0.15M NaCl、0.03% NaN3）でブロッキングを行い、2%

スキムミルクに希釈した一次抗体で一次抗体反応を 1 時間行った。TBS-T（0.02M 

Tris-HCl、0.15M NaCl、0.5% Tween20）で 7分間メンブレンを３回洗った後、TBS-Tに

希釈した二次抗体液にメンブレンを移し、振とうさせながら抗体反応を 30分間行った。

その後、TBS-Tで 3回、TBS（0.02M Tris-HCl、0.15M NaCl）で 1回洗った。 

 

一次抗体  : 

Anti-HA IgG/Rabit（MBL） 800倍希釈で使用。 

Anti-FLAG M2 IgG//Mouse（SIGMA） 200倍希釈で使用。 

Anti-pan-Maf IgG/Rabit（Santa Cruz Biotechnology; sc-764） 1000倍希釈で使用。 

Anti-TBP IgG/Rabbit (Santa Cruz Biotechnology; sc-273x) 1000倍希釈で使用 

Anti-EGFP IgG/Rabit (Invitrogen)  5000倍希釈で使用 
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Anti-Myc IgG/Rabbit (Santa Cruz Biotechnology; sc-7866) 1000倍希釈で使用 

 

二次抗体  : 

Anti-Rabbit IgG-HRP（Dako） 4000倍希釈で使用。 

Anti-Mouse IgG-HRP（Amersham Life Science） 4000倍希釈で使用。 

 

発色と検出  

 ECL Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）で発色反応を行い、

Hyperfilm ECL（GE Healthcare）または LAS-3000 mini（FUJI FILM）を用いて検

出した。 

 

ルシフェラーゼレポーターアッセイ  

 24 wellプレートに HeLa細胞、NIH3T3細胞、DF-1細胞、MEF細胞又は In1024

細胞を播種し、24時間培養を行った。1 wellあたり 0.2µgのレポータープラミス

ド（0.1µgの pEF-Rlucと 0.1µgの 3×MARE(#7)/RBGP-luc又は pGL4/h-ins-p-luc）

と 0.8µgのエフェクタープラスミドDNA（0.8µgの pHygEF2/HA-mafまたは 0.4µg

の pHygEF2/HA-mafA と 0.2µg の pHygEF2/FLAG-pdx1 、 0.2µg の

pHygEF2/FLAG-beta2）を Lipofectamin2000（Invitrogen）を使用してトランスフ

ェクションを行った。24時間後、PBSで細胞を洗浄し、Dual-Luciferase Reporter 

Assay System (Promega) を添付のマニュアルに従って用いて、転写活性化能を測

定した。 

 

Chicken embryonic fibroblast (CEF) の調製とトランスフェクション  
CEFの調製  

 WL-M/O系のニワトリの受精卵 (日本生物科学研究所)を 10日間、37℃の恒温槽で

インキュベートした。10 日目胚を取り出し、頭部、四肢、内蔵を取り除き、1×PBS で洗

浄した。ハサミで細かく切り刻んだ後、10mL の 5×Trypsin（GIBCO）を加え、室温で

10 分間撹拌しながら消化した。その後、10mL の MEM（大日本住友製薬）を加え、ス

テンレス・メッシュに通し、3000rpm、5 分の遠心分離によって細胞を回収し、MEM（+ 

10% TPB、5% FBS）で再懸濁した。これらを 10cmシャーレ 5枚に播種し、CEF として

37℃、5% CO2で 2~3日間培養した。 
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トランスフェクション  
 10cm dish に培養した CEF を 1×Trypsin ではがし、60mm シャーレに 2.2×106

個になる様に細胞を播種し、24 時間培養した。SuperFect Transfection Reagent

（QIAGEN）15µL を用いて、12.5µg のプラスミド DNA（pRV9/HA-m-mafA、
pRV9/HA-m-mafA（K32R）、pRV9）をトランスフェクションした。その後、1週

間に一度継代を行い、全面感染させた。 

 

 

タンパク質の回収  

 タンパク質の回収は、60mmシャーレに対して 500µLの RIPA bufferを加えて

細胞を溶解し、10秒間の超音波粉砕後、4×SDS dyeを 1/4量加えた。Western blot

にはこのタンパク質溶液を各 10µLずつ用いた。 

 

コロニー形成アッセイ  
 DF-1細胞、HeLa細胞又はMEF（p53-/-）細胞を 24 wellプレートに播いて培養。

トランスフェションを行い、12時間後に 60 mm dishに 2×105個の細胞をまき、

DMEM（3% FBS, 100µg/mL Hygromycin B）で培養した。2~3日毎に、培地交換

をしながら３週間培養後、Crystal violetで染色し、撮影した。 

 

軟寒天培養アッセイ  
 60mm dishに 3mLの Hard agar（DMEM、3％ FBS、10％ TPB、0.66％ Agar 

Noble）を加え、室温で固めた。その上に、pRV9で感染させた DF-1細胞を Soft 

Agar（DMEM、3％ FBS、10％ TPB、0.33％ Agar Noble）に 2×105個の細胞を

加え、培養した。4日に一度、Soft agarを 500µL加え、３週間培養した。その後、

200µLの Int Solution（SIGMA）を加え、発色したコロニーを撮影した。 

 

FACS解析  

 野生型または 5A 変異型 MafA をレトロウイルス（pRV9）で全面感染させた

DF-1細胞を 10cm dishからトリプシン消化により回収して、1’000 rpmの遠心分

離後、PBS で 2 回細胞を洗い、終濃度 70%になるようにエタノールを加え、細

胞を固定した。PBSで 2回細胞を洗った後、40μg/mLの RNaseAを加え、室温

で 30分間、反応させた。さらに 25μg/mL Propidium Iodide（Nacalai tesque）を
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加え、フィルターに通した後、FACScan により解析を行った（奈良先端大、竹

家研究室の協力）。 

 

レトロウイルスの調整および MafA安定発現細胞の樹立  
 Bosc細胞を 10cm dishに培養する。翌日、10μgの pOZ-NK/MafAをLipofectamin 

2000（invitrogen）を用いて、トランスフェクションにより導入した。２日後に

上清を回収した。75mL容フラスコに F-HeLa細胞を 2×106個の細胞を播き、そ

こに回収した上清を加えて、ウイルス感染をさせる。その後、175mL 容フラス

コに細胞を継代し、細胞数を増やした。コンフルエントになった後、細胞を回

収し、抗 IL-2 抗体を結合したマグネティックビーズを用いて、感染細胞をソー

ティングした。この作業を３回繰り返して安定発現細胞を樹立した。 

 

MafAの複合体精製および同定  
樹立した FLAG-HA-MafA安定発現細胞をスピナーフラスコで 20Lまで培養した。

細胞を回収し、核抽出液を調整した後、抗 FLAG 抗体結合アガロースおよび抗

HA抗体結合アガロースを用いて 2回精製を行った。精製産物をグラジエントゲ

ル(5-12.5%)により分離し、Flamingo（Bio-Rad）により染色後、質量分析機によ

り精製されたタンパク質の同定を行った（奈良先端大、植物ユニットの協力）。 
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＜結果＞  

 

1. Mafタンパク質の SUMO化による制御  
 
1-1 Mafタンパク質は SUMO化修飾を受ける  

 これまでの複数の報告から、MafAが高度にリン酸化を受けることが明らかに

なっているが（図 3a）、他の翻訳後修飾を受けている可能性を検討するために

MafAの翻訳後修飾をWestern blotにより解析することを試みた。インシュリノ

ーマ由来細胞株で発現している内在性の MafA は、Glycogen Synthase Kinase 3 

(GSK3)により高度にリン酸化修飾を受けることから約 46 kDaのあたりに複数の

バンドが検出される(Han et al., 2007; Rocques et al., 2007)。そのため、細胞をあら

かじめ GSK3 の阻害剤（SB216763）で処理することで、その移動度が早くなる

（図 5a）。これらのWestern blotの結果において、40~48kDa付近の高リン酸化お

よび低リン酸化型のMafAタンパク質のみならず、MafA本来の分子量とはかけ

離れた 60kDa 程度の分子量の位置にも特異的なシグナルが観察され、さらにこ

のバンドは、GSK3によるリン酸化の阻害に伴って低分子量側へとシフトするこ

とが観察された（図 5a）。転写因子でこのような移動度の大きな変化が見られる

修飾として、ユビキチンや SUMO による修飾の例が多くあるため、MafA のア

ミノ酸配列を解析した。その結果、MafAの転写活性化ドメイン内にMafファミ

リー間で保存されている SUMO化コンセンサス配列（ΨKXE : Ψ疎水性アミノ

酸、X 全てのアミノ酸）が存在することを見いだした（図 5b）。このことから、

MafAの 32番目のリジン残基が SUMO化修飾を受ける可能性がある。 

 そこで、この修飾が SUMOによるものであるかを検証するために、インシュ

リノーマ由来の NIT-1細胞に、HA-タグを付加したMafAと FLAGタグを付加し

た SUMO-1をそれぞれ発現するプラスミド（図 6a）をトランスフェクションに

より強制発現させ、この細胞の抽出液を抗 HA 抗体により免疫沈降した後、抗

HA抗体と抗 FLAG抗体を用いてWestern blotを行った。その結果、抗 HA抗体

によって、40~45kDa付近のMafAタンパク質に加えて 60kDa付近にもシグナル

を検出した。さらに抗 FLAG抗体によってもこれと同じ分子量の約 60kDaの位

置にシグナルが検出されたことから、MafA が細胞内で SUMO 化修飾を受ける

ことが明らかとなった（図 6b）。 
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 さらに SUMOによるMafAの修飾部位を決定するために、SUMO化コンセン

サス配列と一致する 32番目のリジン残基や、その近傍のリジン残基（28番目お

よび 33番目）をアルギニン残基に置換した変異体（以後 K32R変異体などと記

す）（図 6b）を作成し、同様の実験を行ったところ、K32R変異体では SUMO化

修飾に相当するシグナルが得られなかった（図 6b）。また SUMO 化コンセンサ

ス配列とは異なる K28Rおよび K33Rの変異では SUMO化に対して影響は見ら

れなかった。以上の結果から、MafA が細胞内で SUMO 化修飾されること、お

よびその修飾部位が 32番目のリジン残基であることを明らかにした。 

 次に、SUMOには３つのアイソフォーム（SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3）があ

り、基質タンパク質に選択性がある例があり、不明な点は多いが構造上の違い

から機能が異なると考えられている。そこで MafAに結合する SUMOアイソフ

ォームの選択性を調べるため、HAタグを付加した野生型（WT）あるいは K32R

変異型MafAと FLAGタグを付加した SUMO-1, SUMO-2あるいは SUMO-3（図

7a）を HeLa細胞に共発現させ、抗 HA抗体で免疫沈降後、抗 HA抗体と抗 FLAG

抗体を用いてWestern blotを行った（図 7b）。その結果、抗 HA抗体で、野生型

および K32R変異型MafAが検出でき、SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3の強制発現

下では野生型MafAで分子量 60kDa付近に SUMO化MafAのシグナルが検出さ

れた。またこれらのシグナルは、 抗 FLAG抗体でも検出されたことから、確か

にそれぞれ SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 が共有結合したものであることが確認

された。以上の結果から、MafA には SUMO-1 が最も効率が良いが、SUMO-1、

2、3のどれもが結合することができ、どのアイソフォームも 32番目のリジン残

基に結合することが明らかとなった。 

 またMafAの SUMO化されるリジン残基を含む SUMO化コンセンサス配列は、

他の Large MafファミリーであるMafB、c-Mafにも保存されている（図 5b）。そ

こでMafBと c-MafもMafA同様に SUMO化修飾を受けるかどうかを、HAタグ

付きの KR 変異体（図 8a）（MafB は K32R 変異体、c-Maf は K33R 変異体）と

FLAGタグ付きの SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3と共発現させ、Western blotによ

り検討した。その結果、MafB および c-Maf はいずれも SUMO-１の過剰発現に

より SUMO化修飾をうけ、それぞれの KR変異体では修飾を受けないことがわ

かった（図 8b）。SUMO-2および SUMO-3の共発現よる MafBの SUMO修飾は

SUMO-1よりも少なかった。これらの結果から、MafBと c-Mafもファミリー間

で保存されたSUMO化コンセンサス配列がSUMO化修飾を受けることが明らか
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になった。 

 

1-2 Mafタンパク質の SUMO化修飾による転写活性への影響  

 これまでに、SUMO 化修飾を受けることが報告されている転写因子は SUMO

化により、その転写活性化能が制御される例が多く報告されている(Gill, 2005)。

そこでMafタンパク質により転写が誘導される 3×MARE (#7) / RBGP-luc（図 9a）

をレポータープラスミドとして用いて、それぞれのMafと共に HeLa細胞にトラ

ンスフェクションにより導入し、ルシフェラーゼアッセイを行った（図 9b）。こ

れまでの報告と同様に、野生型 Mafタンパク質（MafA、MafB、c-Maf）は、こ

のレポーターを活性化し、またその強さは MafB が最も高く、c-Maf、MafA の

順であった。野生型 MafA はこのレポーターを数倍活性化したが、SUMO 化を

受けない K32R 変異型の転写活性化能は野生型よりも顕著に高いことが明らか

になった（図 9b）。また c-Mafも MafAの場合と同様に、K33R変異型の方が高

い転写活性化能を示したが、MafBは野生型と K32R変異型の間に有意な差は見

られなかった（図 9b）。 

 さらにNIH3T3細胞を用いて、導入するMafAの量を変化させて、3×MARE (#7) 

/ RBGP-lucを用いたルシフェラーゼアッセイを行った（図 10a）。その結果、野

生型MafAではプラスミドの導入量に依存的して活性が増加し、0.2μgのプラス

ミドを導入した際にプラトーに達していた。SUMO 化に寄与しない K28R 変異

型MafAも野生型と同様の傾向を示し、このリジン残基の変異が転写活性化能に

は影響を与えないことが示された。一方で、K32R変異型MafAは 0.2μg以下の

プラスミドを導入した際でも野生型および K28R変異型よりも高い活性を示し、

さらに転写活性の最高値が高いことが示された（図 10a）。この結果から、K32R

の変異は単なる発現量の増加ではなく、MafAタンパク質の質的な変化を引き起

こすことで、高い転写活性化能を発揮させている可能性が示された。このこと

は、MafA タンパク質量がこれらの変異によって影響を受けていないという

Western blot解析の結果からも示されている（図 10b）。以上の結果から、SUMO

化によりMafAの転写活性化能が抑制されることが明らかになった。 

 図 10b で示した様に、SUMO 化部位の変異は MafA タンパク質の量に影響を

与えなかった。さらに SUMO化が MafAタンパク質の安定性に対して影響を与

えないことを示すために、MafAタンパク質のプロテアソーム阻害剤に対する感

受性へのKR変異の影響について解析を行った。野生型および各KR変異型MafA
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をMIN6細胞に発現させ、プロテアソーム阻害剤MG132で処理後、全タンパク

質を回収してWestern blotを行った（図 11b）。その結果、野生型MafAでは、こ

れまでの報告どおりMG132処理によりMIN6細胞内でMafAタンパク質の蓄積

が見られた。一方、図 11aで示しているリン酸化部位に変異を導入した S65A変

異型 MafA は、プロテアソームにより分解されにくいことが知られており、

MG132 処理の有無に関わらず MafA タンパク質の蓄積が見られた(Han et al., 

2007)。一方、K32Rを含む KR変異型 MafAでは MG132処理による MafAタン

パク質の蓄積が野生型と同様に見られ、また泳動度から判断するに K32Rの変異

によるMafAのリン酸化状態の変化は見られなかった。これらの結果から、MafA

の SUMO化の阻害はリン酸化およびタンパク質の安定性には影響を与えないこ

とが明らかになった。これらのことから、K32Rの変異によるMafAの転写活性

化能の増加は、リン酸化や量的な変化によるものではないと考えられる。 

 次に MafAの SUMO化修飾による転写抑制機構の検討を試みた。これまでに

SUMO化修飾による転写活性化能の抑制機構は、DNA結合の阻害や、コアクチ

ベーターやコレプレッサーなどとの相互作用の変化による例が知られている

(Gill, 2005; Ogawa et al., 2009; Tsuruzoe et al., 2006)。そこで SUMO化によるMafA

の転写活性化能の抑制に対する DNA 結合ドメインの必要性を調べるために、

Gal4システムを用いた解析を行った。これは酵母の転写因子 Gal4の DNA結合

ドメイン（DBD）に、野生型または K32R変異型MafAの転写活性化ドメインを

融合したタンパク質（図 12a）と Gal4の結合配列である UAS配列を持つレポー

ター（図 12b）を用いたレポーターアッセイ法である(Han et al., 2007)。その結果、

融合タンパク質によりレポーターの活性化が見られ、また図 9、10 の結果と同

様に K32R変異型MafAの融合タンパク質の転写活性化能が、野生型よりも有意

に高いことが明らかとなった（図 12b）。また、抗 pan-Maf抗体によるWestern blot

により、この Gal4-MafA融合タンパク質と SUMO-1, SUMO-2あるいは SUMO-3

との共発現によって、野生型でのみ SUMO化修飾されたと考えられるシグナル

が検出された（図 12c）。これらの結果から、SUMO化による MafAの転写活性

の抑制は、MafA の転写活性化ドメインだけで十分であり、DNA 結合ドメイン

は関与しない可能性が示唆された。 

 さらにこれまでに使用していたような人工的な結合配列を用いたレポーター

ではなく、実際に Maf ファミリーの標的であり活性化されることが知られてい

るいくつかのプロモーターへの MafA の SUMO 化の影響の解析を行った。Maf
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タンパク質の標的遺伝子のプロモーターをつないだレポーター（図 13a）と野生

型またはK32R変異型MafAを同様にNIH3T3細胞にトランスフェクションによ

り共導入し、ルシフェラーゼアッセイを行った（図 13b）。インスリン遺伝子お

よびグルカゴン遺伝子プロモーター、αAクリスタリン遺伝子プロモーターにお

いて K32R変異型MafAは野生型よりも高い活性を示した。一方で、IL4遺伝子

プロモーターでは有意な差は見られなかった（図 13b）。これらの結果から、既

知の多くのプロモーターで SUMO化による MafAの転写活性の抑制は見られる

が、一部のプロモーターでは影響を与えない可能性が示された。 

 

1-3 MafAによるコロニー形成能の獲得は SUMO化により抑制される  
 これまでの報告から、Maf タンパク質の過剰発現により胚性ニワトリ繊維芽

細胞（CEF）をトランスフォーム（形質転換）することが明らかになっている

(Nishizawa et al., 1989)。このMafAの形質転換能に対する SUMO化修飾による影

響の解析を試みた。ニワトリの 10日目胚から調製した CEFに、野生型あるいは

K32R 変異型 MafA を発現するレトロウイルスベクター（pRV9）をトランスフ

ェクションにより導入し、数日間にわたって培養と継代を続け全面感染させた

（図 14a）。コントロールには EGFP を導入し、その蛍光で全面感染したことを

判断した(Data not shown)。野生型および K32R変異型MafAを発現する CEFは、

コントロールとして導入したベクターと比較して細長く伸長した形態を示した

（図 14b）。このような細胞形態はMafファミリーによって形質転換した細胞に

見られる特徴であり、マウス由来のMafAでも CEFの形質転換能があることが

示唆された。また K32R変異型MafAも同様に形態変化を誘導し、K32Rの変異

による形態変化への影響は見られなかった。またこれらの全面感染細胞から全

タンパク質を回収し、抗 HA抗体を用いてWestern blotを行った。その結果、野

生型およびK32R変異型MafAタンパク質はいずれも高リン酸化型および低リン

酸化型の複数のバンドとして検出され、その発現量にはほとんど違いは見られ

なかった（図 14c）。これらの結果から、MafA発現による細胞形態の変化に対し

ては、SUMOの影響がないことが明らかになった。 

 次に MafAのトランスフォーメーション能への SUMO化の影響を解析するた

めに、胚性ニワトリ繊維芽細胞株である DF-1細胞にハイグロマイシン耐性遺伝

子を持つベクターを用いて野生型および K32R変異型 MafA（図 15a）をトラン

スフェクションにより導入し、ハイグロマイシンを含む培養液中で培養するこ
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とで、低密度下でのコロニー形成能を解析した。その結果、野生型MafAの発現

により DF-1細胞のコロニー形成が顕著に増加し、さらに K32R変異型MafAの

発現は野生型MafAより数、大きさ共に増大した（図 15b）。さらに 3×MARE (#7) 

/ RBGP-lucレポーターを用いて、それぞれのMafAを DF-1細胞にトランスフェ

クションにより導入し、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、DF-1細

胞においてもK32R変異型MafAは野生型MafAよりもレポーターに対して高い

活性を示した（図 15c）。これらの結果から、MafAによるコロニー形成能の獲得

は、転写活性化能と同様に SUMO化により抑制されることが明らかになった。 

 さらに SUMOの MafAへの結合が転写活性化能および形質転換能を抑制して

いるかを直接的に検討するため、SUMO融合 K32R変異型MafA（SUMO-K32R）

（図 15a）を作成し、同様の実験を行った。その結果、SUMO-K32R変異型MafA

はレポーターの活性をコントロールよりも抑制していた（図 15c）。さらに、

SUMO-K32R変異型MafAではコロニー形成の誘導能もほとんど見られなかった

（図 15b）。また野生型および K32R変異型、SUMO-K32R変異型MafAのタンパ

ク質量に差はなかった（図 15d）。以上のことから、SUMOの結合が MafAの転

写活性化能および形質転換能の抑制に十分であることが明らかになった。 

 

 ここまでの結果から、MafA は細胞内で転写活性化ドメイン内の 32番目のリ

ジン残基に SUMO化修飾を受けること、またこの修飾により MafAの転写活性

化能が積極的に抑制されることが明らかになった。この抑制は Gal4-DBDとの融

合タンパク質でも見られることから、MafAの DNA結合ドメインが関与しない

機構であることが示唆される。さらにMafAの過剰発現による細胞の形質転換能

も SUMO 化によって抑制されることから、MafA の転写活性化能により形質転

換能が発揮されることが示された（図 30）。 

 

2. Mafタンパク質の SUMO化とリン酸化による制御  
 

2-1 リン酸化を受けない変異により MafAの SUMO化が亢進する  
 図 11の結果から、MafAの SUMO化の有無はリン酸化の状態に影響を与えな

いことが示された。そこで逆に MafAのリン酸化による SUMO化への影響の解

析を行った。DF-1 細胞に野生型および 5A 変異型 MafA をトランスフェクショ

ンにより発現させ、回収したタンパク質をWestern blotにより解析した（図 16a）。
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その結果、5A変異型MafAは野生型よりもタンパク質量の蓄積が見られた。さ

らに 5A変異型MafAは野生型に比べて、顕著に SUMO化MafAの割合が増加し

ていた。そこで、さらに K32Rの変異を加えた K32R-5A変異型を作成し、Western 

blotを行った所、SUMO化のバンドは見られなくなった。 

 次にこれらの変異による転写活性化能への影響を解析するために、3×MARE 

(#7) / RBGP-lucレポーターを用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結

果、5Aの単独の変異では野生型MafAの活性化能と有意な差は見られなかった。

しかしながら、K32R-5A 変異型 MafA では K32R 単独の変異よりもレポーター

に対して高い活性を示した（図 16b）。これらの結果から、5A変異型MafAがタ

ンパク質量の蓄積が生じるにも関わらず、野生型MafAと同程度の転写活性化能

を示していた理由として、非リン酸化状態の MafAは SUMO化を受けやすく、

この SUMOの付加によって、転写活性化能が積極的に抑制されているからであ

ると考えられる。 

 一方で、MafAの C末端側にある 342番目のセリンをアラニンに置換した変異

型MafA（S342A）（荒俣博士論文, 2008）を用いて同様の解析を行った。その結

果、5Aの変異と同様に SUMO化するMafAの割合がわずかに増加していた（図

15c）。しかしながら、K32R-S342A変異型MafAと K32R変異型MafAの転写活

性化能の間には有意な差は見られなかった（図 15d）。 

 

2-2 MafAによる細胞のコロニー形成能の獲得にはリン酸化が必須である  
 これまでに MafA の S65A や 5A といったリン酸化部位の変異により、MafA

の形質転換能が失われるという報告がある(Pouponnot et al., 2006; Rocques et al., 

2007)。この原因として、コアクチベーターP/CAFとの相互作用や転写活性化能

の低下が提唱されているものの、S65A変異型MafAの転写活性化能および形質

転換能が高いという相反する報告もあり矛盾点もある(Nishizawa et al., 2003)。ま

た本研究においても 5A変異型MafAが野生型と同程度の転写活性化能を有して

いることが示された（図 16b）。一方で、5A 変異型 MafA では SUMO 化が亢進

していることを見いだしている（図 16a）。このことから、これまでのリン酸化

部位の変異によって形質転換能が失われるという報告が、SUMO 化の影響によ

る結果ではないかと考えた。そこでこれらの変異型MafAを用いた低密度下での

DF-1細胞のコロニー形成アッセイにより、SUMO化とリン酸化の形質転換能に

対する影響について解析を行った。その結果、野生型MafAの発現によりコロニ



 31 

ーの形成は見られたが、5A変異型MafA発現細胞ではコロニー形成の誘導はほ

とんど見られなかった（図 17a）。また足場非依存性の獲得について検討するた

めに、DF-1 細胞にレトロウイルスベクター（pRV9）を用いて、野生型および

5A変異型MafAを発現させ、軟寒天培地中で培養した。その結果、低密度培養

時と同様に 5A の変異によりコロニーの形成能は見られなかった（図 17b）。し

かしながら、これらの結果に反して 5A変異型MafAの発現により図 14bで示し

た様な特有の細胞形態変化は見られた（図 17c）。これらの結果から、5Aの変異

によってMafAはコロニー形成能を失うが、形態変化の誘導能は有していると考

えられる。これらの結果から、MafAによる細胞の形質転換において、コロニー

形成能と形態変化は独立に獲得される形質であることが考えられる。また以前

の報告にある S65A の変異により形質転換能が強くなるという報告では

(Nishizawa et al., 2003)、形態変化を指標にしていたため矛盾が生じたのだと考え

られる。 

 一方、MafAのコロニー形成能が失われることが、リン酸化部位の変異による

SUMO 化の亢進の結果であるかを明らかにするために、SUMO 化部位とリン酸

化部位に変異を導入したMafA（K32R-5A）を用いて、低密度下および軟寒天培

地中でのコロニー形成能の解析を行った。その結果、先のデータと同様に K32R

単独の変異は野生型MafAの発現よりも効率的にコロニーの形成を誘導した（図

15b、図 17a、図 17b）。しかしながら、K32R 単独の変異導入時よりも転写活性

化能が高いにも関わらず（図 16b）、K32R-5A変異型 MafAによるコロニー形成

の誘導は見られなかった（図 17a、図 17b）。一方で、5A単独の変異の時と同様

に細胞の形態変化は見られた（図 17c）。 

 これらの結果から、MafAの転写活性化能は遺伝子の発現誘導を介して細胞の

形態変化を引き起こすが、コロニー形成能には不十分であることが明らかにな

った。またMafAによるコロニー形成の誘導にはリン酸化を受けることが必須で

あり、これら５カ所のリン酸化は転写活性化能とは独立の機能を有する可能性

が示された。 

 

2-3 5A変異型 MafAの発現は細胞周期の停止を引き起こす  
 5A変異型MafAがコロニー形成能を失う原因を解明するために、野生型およ

び各変異型 MafA 発現細胞の増殖能を解析した。DF-1 細胞にレトロウイルスベ

クター（pRV9）を用いて、野生型および 5A 変異型 MafA を全面感染させ、通
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常の培養条件下で培養し、１日毎に細胞数をカウントした（図 18a）。その結果、

野生型MafAの発現は低密度や軟寒天培地での増殖能を与えるものの、通常の培

養条件においてはコントロールよりも細胞の増殖能の低下が見られた（図 18a、

赤および青）。このことは、MafA は増殖を促進するのではなく、低密度や足場

非依存的条件においての増殖能を与えていると考えられる。一方で、5A変異型

MafA 発現細胞においては全く増殖が見られなかった（図 18a、緑）。一方で、

K32Rの変異は野生型および 5A変異型 MafAに対して、共に影響を与えなかっ

た。さらに DF-1 細胞においても、5A 変異型 MafA は転写活性化能有している

（図 16b）。以上のことから、5A変異型MafAの発現によって積極的に細胞増殖

が抑制されること、またこの増殖の抑制にはMafAの転写活性化能には依存しな

いことが明らかになった。 

 次に細胞周期に対する MafA の発現の影響を検証するために、野生型および

5A変異型MafA 発現細胞を用いて FACS解析を行った（図 18b）。その結果、野

生型MafAの発現によってコントロールと比べて S期の割合の低下が見られた。

さらに 5A変異型MafA 発現細胞では S期およびG2/M期の細胞の割合が顕著に

少なくなっており、G1期で細胞周期の停止が引き起こされていると考えられた。 

 これらの結果を合わせて考えると以下のような機構が考えられる（図 30）。

MafAは転写活性化能を通して、細胞形態変化やおそらく低密度や軟寒天中での

増殖能を細胞に与える。しかし、その一方で、MafAの発現は転写活性化能とは

異なる機能により、G1 期での停止を引き起こすと考えられる。この活性は 5A

変異型MafAの発現により顕著に見られることから、MafAがリン酸化を受ける

ことにより解除されると考えられる。 

 

2-4 5A変異型 MafAの発現はコロニーの形成を積極的に抑制する  

 これまでに Maf タンパク質の発現により p53 の発現が活性化されることが報
告されている(Hale et al., 2000)。そのため、5A変異型MafAがコロニー形成を誘

導できない理由として、p53の発現誘導により細胞周期の停止や細胞死の誘導が

生じている可能性が考えられる。そこで p53 遺伝子のノックアウトマウス由来
の MEF細胞を用いてコロニー形成アッセイを行った（図 19b）。その結果、p53
遺伝子のノックアウトMEF細胞は、低密度培養条件下でコロニーを形成するこ

とが見いだされた。一方、野生型MafAは、CEFや DF-1細胞に対するのと異な

り、野生型 MEFを形質転換しないことがわかっているが、p53遺伝子のノック
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アウト MEF 細胞のコロニー形成にも影響を与えなかった。一方で、5A 変異型

MafA の発現によるコロニーの形成の抑制はこの MEF 細胞でも見られた（図

19b）。これらの結果から、この p53ノックアウト MEF細胞においても 5A変異

型MafAによる細胞周期の停止が引き起こされていると考えられる。これは 5A

変異型MafAによる細胞周期の停止がp53の活性には依存しないものであること

を示している。またMafAがリン酸化を受けることがこの G1期停止の活性を打

ち消していることも示唆している。 

 さらに MafA の細胞周期停止を引き起こす活性への転写活性化能の必要性を

調べるために、ロイシンジッパードメインに変異を加えた変異型 MafA（L23P

または 5A-L23P）（図 19a）を作製し、コロニーの形成抑制能について検討した。

これらは DNA 結合ドメイン内のロイシンジッパー構造内にプロリン置換を加

えることで、立体構造を破壊し、DNA結合能を失わせた変異型 MafAである。

野生型およびこれらの変異型MafAの活性を 3×MARE (#7) / RBGP-lucレポータ

ーを用いたルシフェラーゼアッセイにより解析した結果、L23P の変異により

MafAの転写活性化能は期待通りに失われていた（図 19d）。またコロニー形成ア

ッセイの結果、転写活性化能のない 5A-L23P 変異型 MafA でも積極的なコロニ

ー形成の抑制が見られた（図 19b）。この結果からも、MafAの発現に伴う細胞周

期の停止には、転写活性化能が関係ないことが示唆された。一方、L23P単独の

変異だけでも 5A変異型ほどではないが、形成されるコロニー数の減少が見られ

た（図 19b）。Western blot解析の泳動度から判断すると、L23P変異型 MafAも

野生型と同程度にリン酸化を受けていることから（図 19c）、リン酸化依存的な

細胞周期の進行には、部分的にMafAの転写活性化能も必要であると考えられる。 

 さらに癌細胞由来のHeLa細胞においてもMafA発現によるコロニー形成能の

抑制が生じるかを検討した。HeLa 細胞に野生型および 5A 変異型 MafA をトラ

ンスフェクションにより導入し、コロニー形成能を調べた。その結果、ベクタ

ーコントロールで HeLa 細胞は多数のコロニーを形成した（図 20）。一方、5A

変異型MafAの発現により、野生型MafAの発現時よりもコロニー形成の抑制が

見られた（図 20）。また細胞死の誘導の可能性についても検討するために、アポ

トーシスの実行因子であるカスパーゼの阻害タンパク質である p35 の共発現に

おけるコロニー形成能についても検討を行った(Resnicoff et al., 1998)。その結果、

p35の発現によりコロニー形成の効率が増加していた（図 20）。これは p35によ

る細胞死の抑制による結果であると考えられる。一方で、p35と 5A変異型MafA
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の共発現によっても、コロニー形成の回復は見られなかった（図 20）。この結果

から、MafAの発現による HeLa細胞のコロニー形成の抑制が細胞死によるもの

ではなく、細胞周期の積極的な停止によるものであると示された。 

 

 これらの結果から、MafAの発現により積極的な細胞周期の停止が引き起こさ

れることが明らかになった。その結果として、コロニー形成が抑制されている。

またこの細胞周期停止の活性は転写活性化能の高い K32R-5A変異型や転写活性

化能のない変異を持つ 5A-L23P 変異型においても同様にコロニー形成の抑制が

見られることから、MafA の転写活性化能に依存しないと考えられる。さらに、

この細胞周期停止の活性は 5A変異型MafAでは顕著に見られるが、野生型MafA

では見られない。そのため、MafAはリン酸化を受けることで S期への進行を可

能にする新たな機能を獲得している可能性が考えられる。 

 
3. Fbxw7αと Mafタンパク質の相互作用とその役割  

 
3-1 Fbxw7 αによる MafBのユビキチン化および分解制御  

 本研究の結果から、Maf タンパク質のリン酸化が細胞周期の進行に重要であ

ることが示された。これらのリン酸化の機能として、プロテアソームによる分

解が報告されている。これまでにGSK3の阻害やMafAの 65番目のセリン残基、

MafBの 62番目（MafAの 57番目に相当）のスレオニン残基の変異により、Maf

タンパク質のポリユビキチン化およびプロテアソームによる分解が起こらなく

なることが報告されている(Guo et al., 2009; Mao et al., 2007; Rocques et al., 2007; 

Tanahashi et al., 2010)。これらの結果から、Mafファミリー間で保存されている

転写活性化ドメイン内のリン酸化が（図 3b）、ユビキチン化を受ける前提となっ

ていると考えられる。しかしながら、Maf タンパク質のユビキチン化を行うユ

ビキチンリガーゼ（E3）は未だ同定されていない。そこで Maf タンパク質のユ

ビキチン化を行う E3の同定を試みた。候補として、Mafタンパク質の分解がリ

ン酸化に依存的であることから、リン酸化依存的にユビキチン化を促進すると

いう報告があり、細胞周期制御に密接に関わる Skp2、βTrCP、Fbxw７αに注目

した。そこでこれらをMafタンパク質と HeLa細胞に共発現を行い、Mafタンパ

ク質量の解析を行った。その結果、Skp2、βTrCP ではタンパク質量の変化は見

られなかったが、Fbxw７αの共発現時に、Fbxw7αの導入量に依存した MafB の
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タンパク質量の減少が見られた（図 21a）。この Fbxw7αによるタンパク質量の減

少は c-Mafでも同様に見られたが(Data not shown)、MafAタンパク質量ではあま

り影響を与えなかった。そこでまずMafBのユビキチン化について解析すること

にした。そこで Fbxw7αによるポリユビキチン化の促進を HeLa細胞を用いた in 

vivoユビキチン化アッセイにより検討したところ、野生型MafBのポリユビキチ
ン化が Fbxw7αの過剰発現により促進されることを明らかにした（図 22a）。これ

らの結果から、MafB は細胞内で Fbxw7αによりユビキチン化を受け、プロテア

ソームによって分解されると考えられる。 

 次にこの MafB タンパク質のポリユビキチン化がリン酸化に依存しているか

を検討した。これまでにMafBの分解に関わるリン酸化部位としてMafAのGSK3

によるリン酸化部位との間で保存されている 5 カ所のセリン/スレオニン残基が

報告されている（図 3b、図 23a）(Tanahashi et al., 2010)。そこでこれらのリン酸

化を受けない変異を導入した 5A変異型 MafBを作成し、同様に DF-1細胞を用

いた in vivoユビキチン化アッセイを行った。その結果、DF-1細胞内では野生型

MafBはユビキチン化を受けるが、5A変異型MafBではほとんどユビキチン化が

見られなかった（図 23b）。また内在性の Fbxw7αがMafBのユビキチン化を促進

しているかを検討するために fbxw7遺伝子のノックダウンを行った結果、野生型
MafB のユビキチン化の減少が見られた（図 23b）。また 5A 変異型 MafB では

Fbxw7αとの共導入によるタンパク質量の減少が見られなかった（図 24a）。 

これらの結果から、MafB はリン酸化依存的に細胞内で Fbxw7αによりユビキチ

ン化を受けることが、MafBタンパク質の分解促進に重要であることが明らかに

なった。 

 

3-2 MafBの形質転換能は Fbxw7の共発現により抑制される  
 MafBの形質転換能への Fbxw7αの影響を解析するために、DF-1細胞を用いて

解析を行った。野生型または 5A変異型 MafBと Fbxw7αをトランスフェクショ

ンにより導入し、低密度培養下でのコロニー形成能を調べた。その結果、野生

型 MafB でコロニーの形成の誘導が見られたが、過去の知見と一致して、MafA

よりも形質転換の効率が低かった(Nishizawa et al., 2003)。またMafAの場合と同

様に 5A の変異によりコロニー形成の誘導はほとんど見られなかった（図 24b、

図 24c）。さらに Fbxw7αの共発現により、5A 変異型 MafBおよびコントロール

では影響は見られないが、野生型MafB発現時にコロニー形成を有意に抑制した
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（図 24b、図 24c）。これらの結果から、Fbxw7αは MafB の分解を促進すること

によって、その形質転換能を抑制していると考えられる。 

 

3-3 MafAはリン酸化依存的に Fbxw7 αと結合する  
 本研究から、MafB が Fbxw7αによりユビキチン化受け、分解が促進されるこ

とが明らかになった。しかしながら、認識に必須であると考えられるリン酸化

部位の配列の相同性が高いにも関わらず、Fbxw7αの共発現による MafA の分解

の促進はほとんど見られなかった（図 21b）。そこで、この分解制御の違いがMaf

ファミリー間の形質転換能の違いを生むのでないかと考えた。これまでに、ヒ

トの神経芽細胞腫内で Fbxw7がその基質のひとつであるAurora Aと相互作用す

ることにより、Aurora Aのキナーゼ活性とは関係なく Fbxw7の機能が抑制され、

その結果、Fbxw7の別の基質である N-Mycタンパク質が安定化されて細胞増殖

が促進されるという報告がある(Otto et al., 2009)。この知見から、リン酸化を受

けたMafタンパク質、特に分解されにくいMafAが Fbxw7と相互作用してその

機能を抑制することにより、細胞増殖を促進しているのではないかと考えた（図

25b）。 

 この可能性を検証するために、まず免疫沈降実験により野生型または 5A変異
型 MafA と Fbxw7αの相互作用を解析した。HA-MafA と FLAG-Fbxw7αを HeLa

細胞に発現させ、抗 HA抗体で免疫沈降後、Western blotにより検出した。その
結果、野生型MafAでは Fbxw7αを共沈させることができたが、5A変異型MafA

での共沈は検出できなかった（図 25a）。さらにリン酸化MafAと Fbxw7αとの相

互作用により、Fbxw7αの活性が抑制されるかを検証するために、MafA の過剰

発現系におけるFbxw7αの基質のひとつであるc-Mycタンパク質量の変化の解析

を試みた。野生型または 5A変異型MafAと c-Mycを DF-1細胞に共発現し、細

胞抽出液をWestern blotにより解析した。その結果、野生型MafAを発現した際

に c-Myc タンパク質が蓄積することが明らかになった（図 26a）。さらに c-Myc
だけでなく Fbxw7αの他の基質である CyclinEについても野生型MafAの過剰発

現により、タンパク質の蓄積が生じることを見いだしており、この蓄積が野生

型MafAによる Fbxw7αの機能阻害の結果であることがすでに示されている（植

田修士論文, 2010）。また野生型 MafB の過剰発現においても c-Myc タンパク質

の蓄積が見られることから(Data not shown)、この Fbxw7αの機能を阻害する機能

はMafタンパク質の間で共通の機能である可能性が考えられる。 
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 これらの結果から、MafA がリン酸化依存的に Fbxw7αと相互作用することで

Fbxw7αの活性を阻害し、Fbxw7 αの基質の蓄積を介して細胞周期の進行を促進

している可能性が示唆された（図 25b）。 

 

3-4 Fbxw7の機能阻害は 5A変異型 MafAでもコロニー形成を誘導する  
 MafA のリン酸化によるコロニー形成能の獲得の分子機構が Fbxw7αの活性阻

害によるものであるかを検討するために、野生型または 5A変異型MafAと fbxw7
遺伝子のノックダウンベクターをトランスフェクションによりDF-1細胞に発現

させ、低密度培養下でのコロニー形成能を調べた（図 26b）。その結果、以前と

同様に 5A変異型MafAではコロニーの形成がほとんど見られなかった。しかし、

fbxw7 遺伝子のノックダウンによる機能阻害によって、5A 変異型 MafA 発現時

にもコロニー形成能の野生型と同レベルへの回復が見られた（図 26b）。コント

ロールでも fbxw7 遺伝子のノックダウンによりコロニー形成の促進が多少見ら
れるが、これは Fbxw7が癌抑制因子として知られていることから、Fbxw7の機

能阻害により細胞増殖の亢進が起こったためと考えられる。 

 さらにMafA発現細胞において Fbxw7αの活性の阻害がコロニー形成能に必須

であることを調べるために、すでにコロニー形成能を有する MEFp53-/-細胞に野

生型または 5A変異型 MafAと Fbxw7αの共発現を行い、コロニー形成能の解析

を行った。その結果、野生型 MafA においても Fbxw7αとの共発現により、5A

変異型 MafA と同様にコロニーの形成が抑制された（図 27）。一方、5A 変異型
MafA では Fbxw7αの有無に関わらずコロニーの形成が抑制された（図 27）。こ

の結果は、過剰発現したMafAが形質転換能を発揮する際に、内在性の Fbxw7α

との相互作用を介して機能を阻害することが、細胞周期を進行させ、コロニー

形成能を獲得させることに必須であることを示している。 

 

 これらの結果を総括すると、以下のことが明らかになった。MafAタンパク質

の発現は細胞増殖に対して抑制的である。そのため、MafAが形質転換能を発揮

するためには、リン酸化依存的な相互作用を介した Fbxw7αの活性抑制が必須で

あると考えられる。Fbxw7αを過剰発現した場合には野生型MafAによっても p53

ノックアウト MEF 細胞のコロニー形成が抑制されたのは、Fbxw7αの機能を阻

害しきれないためと考えられる。さらにMafBでも DF-1細胞のコロニー形成能
を Fbxw7αの共発現により抑えられたが、この原因としてMafBが分解されるこ
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とだけでなく、MafA と同様に Fbxw7αの活性を抑えきれなかった可能性も考え

られる。これらをふまえて考えると、本研究で見いだしたMafAの G1期停止の
活性と Fbxw7αの阻害による細胞周期の進行は Maf ファミリーに保存された機

能であり、Fbxw7αによる分解のされやすさが形質転換能の強さに違いを与えて

いるのかもしれない。 

 

4. MafA の機能複合体の同定  
 これまでの結果から、Fbxw7αが MafA とリン酸化依存的に相互作用すること

がMafAの持つ形質転換能に必須であると考えられる。しかしながら、MafAの

転写活性化能がなければ、形質転換は引き起こされない。また Fbxw7α以外の他

のタンパク質との相互作用も MafA が形質転換能を発揮する際に関与している

可能性も否定できない。一方で、5A変異型MafAの発現による細胞周期の停止

の分子機構も明らかになっておらず、図 18の結果から考えるに転写活性化能と

は関係のない機能であると考えられる。これらの分子機構を明らかにするため

に、細胞内でMafAと安定に結合する機能的な複合体の精製を試みた。その結果、

図 28に示す様に複数の特異的なシグナルの検出に成功した。また植物ユニット

の協力によりこれらのバンドを質量分析により同定した結果、FACTの複合体お

よび DNA-PKcと Kuの複合体などであることが明らかになった。これらの因子

が、実際にMafAの機能とどう関与するかについては、現在解析中である。 
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＜考察＞  
 

MafAの SUMO化による転写活性および形質転換能の抑制  
 本研究の結果から、MafファミリーであるMafA、MafB、c-Mafが細胞内で転

写活性化ドメインの保存されたリジン残基に SUMO化修飾を受けることが明ら

かになった（図 6b、図 8b）。また近年、Mafタンパク質が SUMO化修飾を受け

ることも相次いで報告されている(Leavenworth et al., 2009; Lin et al., 2010; Roger 

et al., 2010; Shao & Cobb, 2009; Tillmanns et al., 2007)。MafAは SUMOの３種類の

アイソフォームの全てが結合可能（図 7b）であることを示したが、SUMO-2 と

SUMO-3 はその一次構造がほぼ完全に一致しているので、機能に違いはないと

考えられている。一方で、SUMO-1と SUMO-2, 3のアミノ酸配列が 50%ほどし

か相同性がないことから、SUMO のアイソフォームの違いによって、修飾によ

る生理機能の違いがある可能性があると考えられる。 

 一方、本研究では SUMO化されない変異体を用いることによって、SUMO化

修飾によりMafAの転写活性化能が抑制されることを明らかにした（図9、図10）。

またDF-1細胞を用いた低密度下または軟寒天培地中でのコロニー形成を指標と

して形質転換能を解析した結果、K32R変異型MafAは野生型MafAよりも強い

形質転換能を有していた（図 15b、図 17a、図 17b）。これは転写活性化能の増加

と一致している。またこの結果は、Maf タンパク質の形質転換能に転写活性化

因子としての機能が必須であるという過去の知見と一致している(Kataoka et al., 

1996; Pouponnot et al., 2006)。 

 また Mafファミリーの SUMO化修飾による転写活性への影響は、c-Mafに関

してもMafA同様にK33R変異型 c-Mafは野生型と比べて転写活性化能が高いこ

とが明らかとなった（図 9b）。しかし、MafBに関しては 32番目のリジン残基の

変異による転写活性化能への影響は見られなかった。MafBは少なくとも in vitro
の SUMO化系ではMafA、c-Mafには保存されていない 287番目のリジン残基も

SUMO 化されることが示されており、この両リジン残基に変化を導入すること

で高い転写活性を示すことが報告されている(Tillmanns et al., 2007)。このことか

ら、本研究の結果では K32Rだけの変異では SUMO化を受けた MafBは全く見

られなくなるが、MafBの転写活性への影響は見られなかった可能性が考えられ

る。 
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Mafタンパク質の SUMO化による転写調節機構  
 本研究から、MafAの転写活性化ドメインと Gal4融合タンパク質でも SUMO

化の影響を受けることから DNAの結合能の変化などとは無関係に、転写活性化

能の変化だけで MafAの SUMO化による転写活性化能の抑制機構を説明できる

と考えられる。しかしながら、図 5a の様に細胞内で Maf タンパク質が SUMO

化される割合は、全 Maf タンパク質に比べて極めて少なく、転写活性化能の抑

制機構は不明な点が多い。このような傾向は、他の SUMO化修飾を受ける転写

因子でもみられており、その説明としていくつかの説が提唱されている。 

 この制御機構の有力な可能性として、SUMO 化修飾による他のタンパク質と

の相互作用能の変換が考えられる。例えば、SUMO 化修飾を受けた Elk-1 には

HDAC1が相互作用することで選択的に DNA上へリクルートされ、Elk-1の結合

部位周辺を特異的にヒストンの脱アセチル化を誘導することで効率的な転写抑

制を行っている(Gill, 2005)。Mafファミリーに関してもこのように、HDACの様

なクロマチンレベルで転写を抑制するようなレプレッサーと SUMO化依存的に

相互作用が可能になり、その機能により効率的に転写の抑制を行っているので

はないかと考えられる。我々はそのような候補として、MafA が ARIP4 と結合

することを見いだしている(Data not shown)。ARIP4は SNFファミリーのクロマ

チンリモデリングファクターであり、転写因子 Ad4BP/SF-1 の SUMO 化特異的

に結合することが報告されている(Ogawa et al., 2009)。 

 2 つ目は SUMO 化修飾を受けることで別の修飾が印として残され、この印に

よって転写活性が抑制される可能性である。これまでに MafA の C 末端側の

Ser342が Dyrk1Aによってリン酸化され、この修飾によってインスリン遺伝子プ

ロモーターの強調的な転写活性化が抑制される事が示唆されている（荒俣博士

論文, 2008）。また前述の ARIP4は Dyrk1Aと複合体を形成していることも知ら

れており、ARIP4/Dyrk1A 複合体が Maf タンパク質の SUMO 化による機能を担

っている可能性が考えられる。この Ser342のリン酸化が SUMO化されたことの

痕跡となって MafA の転写活性を抑制している可能性がある。S342A 変異型

MafAではこの一連の流れが遂行できなくなるため、SUMO化の割合が増加して

いる様に見えるのかもしれない（図 16c）。 

 

SUMO化修飾依存的な MafAの修飾  
 図 7b下図で示した 抗 FLAG抗体を用いたWestern blotの結果で、60 kDaの
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SUMO化 MafAよりもさらに高分子量の約 80 kDaのシグナルも検出された。、

この修飾は SUMOの強制発現時に野生型MafAでのみ見られることから、MafA

は32番目のリジン残基のSUMO化依存的にさらなる修飾を受けている可能性が

示された。その候補として、Lys32 にポリ SUMO 化がおきている可能性（ポリ

SUMO化）と、Lys32の SUMO化依存的にさらに別のリジン残基に SUMOが結

合している可能性（マルチ SUMO化）が考えられる。 

 ポリ SUMO化については、これまでに SUMO-2/3はユビキチン化同様にポリ

化する可能性が示されている(Tatham et al., 2001)。しかしながら、SUMO-1はポ

リ化しないと考えられており、SUMO-1 の強制発現時にもこの修飾が検出され

ることからポリ SUMO化の可能性は低いと考えられる。 

 一方のマルチ SUMO化については、MafBがファミリー間で保存された 32番

目だけでなく 287番目のリジン残基も SUMO化修飾を受けることがすでに報告

されている(Tillmanns et al., 2007)。しかしながら、MafAにはこのリジン残基は

保存されていない。また今回の結果から、修飾されたバンドの数から考えて、

さらなる修飾は複数であると考えられる。 

 一方で、この実験系ではプロテアソーム阻害剤のMG132処理を行っているた

め、SUMO化ではなくユビキチン化が生じている可能性も考えられる。MafAが

ユビキチン化されるという報告があることから(Guo et al., 2009; Rocques et al., 

2007)、32番目のリジン残基に結合するのではないかと考えられる。しかしなが

ら、K32Rの変異がMafAタンパク質の安定性に寄与しないこと（図 11b）、また

それだけではこの修飾を検出するための SUMOの強制発現の必要性が説明でき

ないことから、SUMO 化依存的に基質へのユビキチン化を行うユビキチンリガ

ーゼの可能性を考えた。SUMO化を認識して基質をユビキチン化する E3として

STUbL（SUMO-Targeted Ubiquitin Ligase）ファミリーが知られており(Prudden et 

al., 2007)、MafAのユビキチン化を制御している可能性が考えられる。またこの

修飾がユビキチン化であったとしても、ユビキチン・プロテアソーム系とは異

なる機能を担っている可能性も考えられる。 

 

MafAの SUMO化と協調的な転写活性化制御  
 本研究から Maf タンパク質の標的遺伝子のプロモーターの多くに対して

K32R 変異型 MafA は野生型よりも高い活性化能を発揮した。しかしながら、

K32Rの変異による転写活性化能の増強が、少なくともMafA単独での導入では
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見られない IL-4遺伝子の様なプロモーターの存在が明らかになった（図 13b）。 

しかしながら、これらのプロモーターは図 13a に示す様に複数の転写活性化因

子により制御されていることが明らかになっている。例えば、インスリン遺伝

子のプロモーターは MafA、Pdx1、Beta2 が結合し協調的に働くことで相乗的な

転写活性化が生じる(Aramata et al., 2005)。このような協調的な転写活性化の例は

他にも多く存在し、Maf ファミリーが関わる例だけでも IL-4 遺伝子（c-Maf と

NF-AT）や 2 型コラーゲン遺伝子（c-Maf と Sox9）、グルカゴン遺伝子（MafB

と Pax6）などが知られている（図 13a）(Gauthier et al., 2007; Huang et al., 2002; Li 

et al., 1999)。しかしながら、これらの組織特異的な遺伝子はMafタンパク質が

発現していても、他の組織では発現していない。このように生体内での適切な

遺伝子の発現制御を可能にしているのが、協調的な転写制御であると考えられ

る。 

 これまでの研究から、ステロイドホルモンレセプターを含む複数の転写因子

の転写活性化ドメインや DNA結合ドメイン以外に、他の転写因子と協調的に働

くために必要な領域として、Synergy control motifと名付けられた配列が見いだ

されている（図 29）(Iniguez-Lluhi and Pearce, 2000)。この配列に変異を導入する

ことにより転写活性化能が上昇することから、この領域に相互作用する Synergy 

control factor（SCF）と呼ばれる仮想的な因子が存在し、積極的に転写活性を抑

制しているのではないかと考えられてきた。さらに Synergy control motifの中に

SUMO 化コンセンサス配列が含まれていることも報告され(Subramanian et al., 

2003)、この協調的な転写活性化を引き起こす機構の例として、SUMO化修飾の

関与が考えられている。そのため、Mafタンパク質の SUMO化による活性の抑

制が不適切な遺伝子の発現を抑え、協調的に働く因子がある際にのみ、適切な

遺伝子の発現が可能になると考えられる。 

 この可能性を支持するデータとして、ニワトリ胚の頭部外胚葉にMafA強制発

現させ内在性の δ-crystallin 遺伝子の発現を異所的に誘導させることのできる実

験系用いた解析結果がある(Ogino and Yasuda, 1998)。この系では、野生型MafA

の導入された細胞では一部の細胞でしか誘導されないが、K32R変異型ではDNA

の導入されたほぼ全ての細胞で δ-crystallin 遺伝子の異所的な誘導が見られた 

(Kanai et al, 2010)。この水晶体特異的な δ-crystallin遺伝子の発現はMafAと Sox2

が協調的に働くことで強く誘導されることが明らかになっており(Shimada et al., 

2003)、MafA単独の導入では協調的に働く Sox2の発現が限られた領域にしかな
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いことから、野生型 MafA の単独の導入だけでは δ-crystallin 遺伝子を広範囲の

細胞で誘導するためには不十分であると考えられる。一方、K32R 変異型 MafA

では SUMOによる抑制が行われないために、異所的な発現を高確率で起こせる

のではないかと考えられる。もしこれらの仮説が正しければ、複数の転写因子

が協調的に働くプロモーターによって制御されている遺伝子の発現は転写因子

の SUMO化によって制御されている可能性がある。そのため SUMO化による転

写抑制の欠如は、生体内で異所的な遺伝子の発現を誘発し、結果として細胞分

化の異常や発癌などを引き起こすのではないかと考えられる。 

 

MafAのリン酸化とその生物学的活性  
 本研究でも示された様に、MafA のリン酸化はその活性の調節に重要である。

例えば、ニワトリの S65A変異型MafAがMAREレポーターの活性化と CEFの

形質転換能が野生型よりも高いことを報告されている(Nishizawa et al., 2003)。そ

の一方で、65 番目のセリン残基のリン酸化やリン酸化に続く GSK3 によるリン

酸化が MafAの転写活性能および CEFの形質転換能必須であるという報告もあ

る(Pouponnot et al., 2006; Rocques et al., 2007)。その他にも、MafAのリン酸化が

生物的な活性に与える影響について、一致しない報告がある。例えば、S65A変

異型MafAは野生型よりも神経網膜細胞（NR）特異的な QR1遺伝子プロモータ

ーの活性化、NR 内での内在性 QR1 とクリスタリン遺伝子の発現および NR の

レンズ様細胞への分化転換活性が低いと報告されている(Benkhelifa et al., 2001)。
それに対して、水晶体細胞内でのαA クリスタリン遺伝子の発現や NR でのδク

リスタリン遺伝子の発現誘導など S65A変異型MafAが野生型よりも活性を増加

させる例もある(Ochi et al., 2003)。 

 MafAのリン酸化に関して、複数の研究者間で一致している機能のひとつにプ

ロテアソームによる分解がある。MafA のセリン 65 番目が未同定のリン酸化酵

素によりリン酸化を受けた後、GSK3により 4カ所（Ser61、Thr57、Thr53、Ser49）

がリン酸化され、プロテアソームにより分解されることが報告されている。ま

たこれらの GSK3によるリン酸化はMafBおよび c-Mafにも同様に生じ、プロテ

アソームにより分解されることを明らかにされている(Rocques et al., 2007)。 

 

MafAのリン酸化と SUMO化の関係  
 本研究から、SUMO 化を受けない変異型 MafA（K32R）がリン酸化状態やタ
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ンパク質の安定性に影響を与えないにも関わらず、野生型MafAよりも高い転写

活性を持つことを示した。また他のグループも SUMO化により MafAの転写活

性が抑制されることを報告している(Shao & Cobb, 2009)。一方で、5A 変異型

MafAはプロテアソームによる分解を受けないことで、タンパク質の量が増加す

る(Han et al., 2007; Rocques et al., 2007)。しかしながら、5Aの変異はMafAの

MAREを含むレポーターに対する活性化に有意な影響を与えなかった（図 16b）。

この理由として、おそらく 5A変異型MafAは野生型MafAと比べて SUMO化の

割合が増加しているからだと考えられる（図 16a）。この考えを支持するように、

SUMO化、リン酸化を共に受けない変異型MafA（K32R-5A）は、K32R単独の

変異型 MafA よりも高い活性を示した（図 16b）。それゆえ MafA のリン酸化は

本質的な転写活性化能には関与せず、MafA タンパク質の安定性制御と SUMO

化による間接的な転写活性の制御を行っており、結果的に転写活性が低くなっ

ていたと考えられる。この点を考慮すると、MafAのリン酸化部位の変異による

影響が報告によって一致しない点が、本研究で示された様にMafAがリン酸化に

より複数の活性が制御されており、SUMO 化や転写活性化能に依存しない活性

（図 31b）（G1 期停止や Fbxw7 の阻害）などによる影響を考慮に入れていなか

ったためではないかと考えられる。 

 

MafAの発現による細胞周期の停止について  
 本研究から、5Aおよび K32R-5A変異型MafAが細胞の形態変化を引き起こす

能力を有するにも関わらず、コロニー形成能を失っていることを見いだした（図

17a、図 17b）。さらに MafBにおいても 5Aの変異によってコロニー形成能は失

わていた（図 24b、図 24c）。またこれまでに MafA が Maf ファミリーの中で、

転写活性化能が最も弱いにも関わらず、最も強い形質転換能を有することから、

MafA が転写活性化能とは異なる別の機能を持つことが予想されていた

(Nishizawa et al., 2003)。これらのことから、Mafタンパク質のリン酸化は転写活

性化能とは別の機能を Maf タンパク質に与え、この機能が細胞を増殖させるの

に必須であるのではないかと考えられる。本研究から、MafAの発現により細胞

の増殖能の低下が見られ（図 18a）、さらに 5A変異型MafAが発現することによ

り、顕著に G1 期で細胞周期が停止することを見いだした（図 18b）。生理的に

は Maf タンパク質がほとんどの細胞で分化制御因子として働くことを考えると、

その機能として G0期に細胞周期を停止させる活性を持つことは考えやすい。実
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際にMafAがニワトリの水晶体の分化誘導時に Cdkインヒビターである p27kip1

の発現を誘導して、細胞周期を停止することが報告されている(Reza et al., 2007)。

しかしながら、DNA 結合能を失った L23P 変異型 MafA を用いた図 19b の結果

から、この細胞周期の停止が、MafAの転写活性化能には依存しない可能性が示

された。そのため、この細胞周期停止の機能として、他のタンパク質との複合

体を形成することにより発揮されるものである可能性が考えられる。図 28に示

した様に、本研究では細胞内でMafAの作る複合体の精製を行い、DNA-PKcな

どの機能的な複合体の精製に成功している。しかしながら、実際にこれらの因

子との相互作用がMafAの機能にどのように関わっているかは今後、解析を進め

る必要がある。 

 
Fbxw7による MafBのポリユビキチン化と分解  

 これまでにMafBがリン酸化依存的にポリユビキチン化を受け、プロテアソー

ムにより分解されることが報告されていたが、ユビキチン化を誘導する E3は同

定されていなかった。本研究では、MafBが SCF複合体の基質認識サブユニット

のひとつである Fbxw7αを MafB と細胞に共発現させることで、MafB タンパク

質の量を減少させることを明らかにした（図 21a、図 24a）。またこのMafBタン
パク質の Fbxw7αによる減少が、MafB の転写活性化ドメイン内のリン酸化依存

的なユビキチン化によるものであることも明らかにした（図 22a、図 23b）。さ
らにMafBの形質転換能が Fbxw7αとの共発現により抑制されることも明らかに

した（図 24b、図 24c）。これらの結果は、Fbxw7αによる MafB タンパク質の分

解を介して、MafB の形質転換能を抑制していることを示している。また c-Maf
においても Fbxw7αとの共発現により分解が促進することから、Fbxw7αの基質

となって分解され、形質転換能が抑制されることが期待される。 

 
リン酸化 MafAによる Fbxw7 αの活性制御と細胞周期への影響  

 本研究から、5A 変異型 MafA の発現により G1 期で細胞周期が停止すること

が明らかになった（図 18b）。野生型 MafA も細胞周期を抑制する傾向があり、

そのためコロニー形成能を発揮するためには、S期の進行を促進しなければなら
ない。本研究から、Fbxw7αの共発現による MafA タンパク質の分解はほとんど

見られなかったが、MafA のリン酸化依存的な Fbxw7αとの相互作用があること

が明らかになった（図 21a、図 25a）。図 4に示す様に、S期の進行に関わる c-Myc
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などのタンパク質は Fbxw7αにより分解されることが知られており、リン酸化

MafA の過剰発現時により、Fbxw7αの活性が阻害されたことで c-Myc タンパク

質の蓄積が見られた考えられる（図 26a）。またノックダウンによる Fbxw7の機

能阻害によって、5A変異型 MafAのコロニー形成能が野生型 MafAと同レベル

まで回復した（図 26b）。これらの結果から、MafAの発現により引き起こされる
細胞周期の停止は、リン酸化 MafA が Fbxw7αとの相互作用を介した Fbxw7αの

活性を抑制により c-Myc などの基質タンパク質の蓄積を促し、結果として形質

転換を引き起こすのではないかと考えられる（図 31b）。 

 

本研究のまとめ  
 本研究では、リン酸化および SUMO化を受けない変異型 MafAを用いること

で、MafAの発現が細胞周期の停止を引き起こすことを見いだし、リン酸化を受

けることで転写活性化能とは非依存的に増殖停止を解除することを見いだした

（図 30）。それゆえ、MafAは細胞の形質転換を引き起こす転写活性化能および

リン酸化依存的な新規機能の異なる２つの機能を有していると考えられる。前

者は細胞の形態変化の誘導に寄与し（図 17c）、後者は細胞周期を進行させるた

めに寄与している（図 18b）。さらに MafA のリン酸化が SUMO 化を阻害して、

MafAの転写活性化能を増加させている可能性も示した（図 16a、図 16b）。これ

らの結果はリン酸化がMafAタンパク質の安定性だけでなく、本研究で見いださ

れたMafAの発現による細胞周期の進行にも重要であることを示している。 

 MafAはβ細胞特異的な遺伝子の活性化因子であり、β細胞の成熟と機能に重

要な因子で、β細胞の再生を促進するツールとしても使われる(Zhou et al., 2008)。

しかしながら、糖尿病の遺伝子治療のためにMafAを使用する際に、腫瘍形成の

リスクを考慮しなければならない。もし 5A変異型MafAがβ細胞の再生能を有

するのであれば、細胞周期の積極的な停止および SUMO化による不必要な遺伝

子の発現の抑制を伴うため、遺伝子治療において腫瘍形成のリスクを排除した

有効な糖尿病治療のツールになるかもしれない。 

 また多発性骨髄腫の細胞株で発現する MafB、c-Mafも GSK3によってリン酸

化を受けている(Rocques et al., 2007)。それゆえ、本研究より見いだされたリン酸

化の阻害による細胞増殖の抑制が、これらの癌細胞においても発揮されるかを

検討する必要がある。もしそうであれば、GSK3もしくは未同定のプライミング

キナーゼの阻害剤が Maf タンパク質の過剰発現を伴う多発性骨髄腫や免疫芽球
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性 T細胞性リンパ腫などの腫瘍の治療に有効かもしれない。 
 最後に、本研究では MafA が単なる転写活性化因子ではなく、複数の翻訳後
修飾（リン酸化や SUMO化）の制御下にある多様な機能を有している因子であ
ることを明らかにした。これらの修飾と Mafタンパク質の生理機能との関連が
多く報告されていることからも、本研究による分子的な解明から見いだされた

Maf タンパク質の機能が細胞分化、細胞障害、悪性の形質転換などに関与する
と期待される。そのため、これらの修飾機構の制御解明を行うことが、遺伝子

治療や癌治療において重要になると考えられる。 
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ことをご指導してくださったこと大変感謝します。また片岡浩介准教授には、

いつも丁寧な指導をしていただき、研究手法や考え方だけでなく、文章の書き

方、プレゼンテーションなど多くのことを学ばせていただき、今後の研究人生

において書かすことのできない能力を身につけることができました。斎藤大介

助教、田所竜介助教には、公私共にいつも相談にのっていただき、プラスミド

の提供や実験手法の指導していただきました。また発生ゲノミクス荻野肇准教

授、越智陽城助教には、Maf 研究の先輩としての助言だけでなく、海外へ視野を

向けることの大切さと、一歩を踏み出す一押しをしてくださいました。また秘

書の酒井洋子さん、堀内由美さんをはじめ、励ましあい、お互いを高めあった

全ての研究室のメンバーに感謝します。 

 さらに共同研究を行った情報通信研究機構•大阪大学の小川英知博士にはツ

ールの提供から生化学的な実験手法を指導していただきました。筑波大学の柳

澤純教授にはプラスミドを提供していただきました。また本学の細胞増殖学講

座の佐藤みずほさんには FACS 解析を、植物ユニットの倉田理恵さん、深尾陽一

郎准教授には質量分析の際にお世話になりました。また動物遺伝子機能学講座

の松田永照助教には細胞を提供していただきました。 

 またそれだけではなく、学会等で出会った富山大学の大熊芳明教授、理化学

研究所の倉永英里奈チームリーダー、神戸大学の井垣達吏准教授をはじめとす

る多くの方々には、名前を全てあげきれませんが、助言、助力与えていただき、

すばらしい研究生活をおくれたことを本当に感謝します。 

 最後にこの５年間支えてくれた家族を含めた全ての方々に、そしてこれから

も支え合っていく全ての人に感謝いたします。 
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図1　Large Mafファミリータンパク質の模式図 
　ヒトのLarge Mafサブファミリーの構造の模式図およびそのアミノ酸数を示した。N末端に
転写活性化ドメインであるアスパラギン酸、グルタミン酸、セリン、スレオニン、プロリン
残基に富んだ領域、C末端にDNA結合ドメインである塩基性領域及びロイシンジッパー構造
を持つ。これらのドメインの間にはグリシン（G）とヒスチジン（H）の連続したヒンジ領
域を持つ。Gagはv-Mafと融合したレトロウイルス由来の配列である。 
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表1　Mafの生理機能と疾患との関連、発現組織・細胞、および標的遺伝子 
　Mafファミリーが発現している組織・細胞と、その細胞における標的遺伝子を示し、関連
する疾患やノックアウトマウスの表現型との関連を示す。標的遺伝子のうち、直接の関連が
確定的でないものは“?”印を付した。 

・生理機能および関連する疾患

・癌

組織・細胞 標的遺伝子 ノックアウトマウス表現型、疾患

c-Maf
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膵島β細胞

光受容細胞

インターロイキン4

クリスタリン（αA、γF）

コラーゲン2a1

hoxa-3、hoxb-3

nephrin?、podocin?

F4/80、β-アクチン?

グルカゴン

インスリン、　pdx１

ロドプシン

インターロイキン4の発現低下

水晶体形成不全、白内障（ヒト）

軟骨内骨形成不全

脳節 r5/6欠損（kreisler変異マウス）

中枢性無呼吸

糸球体の濾過装置形成不全

インスリン分泌低下・糖尿病

網膜色素変性症（ヒト）

v-Maf

c-Maf

MafB
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AS42 レトロウイルス

形質細胞
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 サイクリンD2

 インテグリンβ7など

筋腱膜繊維肉腫

（トリレトロウイルス感染）

血管免疫芽球性T細胞リンパ腫 （AITL） 

多発性骨髄腫（MM）

  （ヒト・染色体転座）



図2　タンパク質の翻訳後修飾機構とその役割 
(a)多くのタンパク質は翻訳後にさまざまな化学的な修飾が加えられ、活性や安定性などが
調節されている。リン酸化はMAPキナーゼなどのシグナル伝達や立体構造変化を伴った活
性制御などを制御しており、多種のリン酸化酵素によって標的タンパク質に修飾される。 

(b) ユビキチン化による選択的なタンパク質の分解機構。ユビキチンは約100アミノ酸残基の
ペプチドであり、３種の酵素群（E1、E2、E3）により活性化され、ユビキチンのC末端のグ
リシン残基とE3に認識された標的タンパク質のリジン残基がイソペプチド結合により修飾
される。ユビキチン化には、モノユビキチン化と修飾されたユビキチンにさらにユビキチン
が修飾されるポリユビキチン化があり、タンパク質の細胞内局在などのさまざまな機能を制

御していることが明らかになってきている。特に良く知られている機能は、ポリユビキチン
化を受けたタンパク質が26Sプロテアソームに認識されて速やかに分解されるユビキチン・
プロテアソーム系である。 (c) SUMOはユビキチン様のタンパク質であり、３種のユビキチ
ン様酵素群によって基質タンパク質のリジン残基へと修飾される。転写因子では転写活性や
タンパク質の安定性、細胞内局在などに影響を与えることが知られている。 
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図3　MafAタンパク質のリン酸化部位とその酵素 
(a) 転写因子MafAは細胞内で高度にリン酸化されることが多数報告されている。上図はその
リン酸化部位およびそれを修飾する酵素について記載している。黄色は哺乳類で報告されて
いるもので、緑は鳥類での報告である。(b) Mafファミリーで保存されているリン酸化部位
をヒト、マウス、ニワトリを比較した。囲いはリン酸化部位を、数字はそのヒトでのN末端
からの位置を示している。これらのリン酸化部位が種を超えて保存されていることがわかる。 
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図4　ユビキチン・プロテアソーム系による細胞周期の制御 
(a) 細胞周期は分裂期であるM期とDNA合成期であるS期、そしてその間のG1期とG2期から
成る。この周期形成や制御には多くのタンパク質が関わっているが、そのほとんどはAPC/C
またはSCF複合体型ユビキチンリガーゼによって発現量が調節されている。赤色で示した丸
はAPC/Cでユビキチン化される因子、青色で示したものはSCF複合体でユビキチン化される
因子である。付記してあるのは認識サブユニットであり、認識サブユニットがFbxw7のもの
は赤字で示した。また記載した位置は分解される時期を示している。(b) SCF複合体の模式
図。基質認識サブユニットであるF-boxタンパク質が変わることで、多数の基質を認識する
ことができる。横には代表的な基質と認識サブユニットであるF-boxタンパク質を示した。 
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SUMO-MafA??

MafA

図5　MafAはSUMO化修飾を受ける可能性がある 
(a)  インシュリノーマ由来の細胞株に発現する内在性のMafAを抗pan-Maf抗体によっ
て、Western blotにより検出した。あらかじめGSK3の阻害剤SB216763で細胞を処理すること
で移動度（40~48kDa）が大きく変化した。この変化に伴って移動度の変化するバンドが、
高分子量（約60kDa）の位置にも見られた。(b) Mafファミリーの転写活性化ドメインに保存
されているSUMO化コンセンサス配列を示した。 

WB : 
α-pan-Maf

GSK3 inhibitor
(a)

(b)

--DFDLMKFEVKKEPPEAE--

--DFDLLKFDVKKEPLGRA--

--DFDLMKFEVKKEPVETD--

　　ψKxE

32

1 359

MafA

32

33

MafA  

MafB 

c-Maf 

SUMO-consensus motif  　　　　　

DNA binding
domain

Transactivation
domain



図6　MafAのSUMO化コンセンサス内の32番目のリジン残基がSUMO化修飾を受ける 
(a) MafAの構造の模式図と使用している変異型MafAの変異部位を示した。(b) インシュリ
ノーマ由来のNIT-1細胞に各HA-MafAとFLAG-SUMO1の発現プラスミドをトランスフェク
ションにより導入し、それらの細胞の抽出液を抗HA抗体で免疫沈降後、抗HA抗体（上）と
抗FLAG抗体（下）でWestern blotを行った。抗HA抗体を用いたWestern blotで、図5aの修飾
と思われるバンドが野生型MafA（WT）で検出された。また、このバンドは抗FLAG抗体を
でも検出できた。これらのことから、MafAがβ細胞内でSUMO化修飾を受けることが明らか
となった。さらに、KR変異体を用いて、SUMOの修飾部位の決定を行った。その結果、28
番目、33番目のリジン残基の変異はSUMO化に影響を及ぼさなかったが、転写活性化ドメイ
ン内の32番目のリジン残基の変異によりSUMO化が見られなくなった。これらの結果か
ら、MafAの32番目のリジン残基がSUMO化されることが明らかになった。＊は非特異的な
シグナルである。 
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図7　MafAにはSUMOのアイソフォームの3種とも結合可能である 
(a) 野生型およびK32R変異型HA-MafAとFLAG-SUMOの模式図。(b) 野生型又はK32R変異型
HA-MafAをFLAG-SUMO-1, 2, 3とトランスフェクションによってHeLa細胞に共発現させ、抗
HA抗体で免疫沈降後、抗HA抗体（上）と抗FLAG抗体（下）でWestern blotを行った。その
結果、抗HA抗体で野生型とK32R変異型MafAが検出された。またSUMO化MafAのシグナル
は、SUMOの共発現時にのみ、野生型MafAだけで検出できた。さらに、このシグナルは抗
FLAG抗体により、共発現するFLAG-SUMOのアイソフォームに関係なく検出された。これ
らのことから、MafAの32番目のリジン残基にはSUMO-1, 2, 3のどれでも結合可能であるこ
とが明らかとなった。 
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図8　MafBおよびc-Mafも保温されたリジン残基にSUMOが修飾される 
(a) HA-MafBおよびc-Mafの構造と変異を導入したSUMO化部位を示した模式図。(b) 野生型
またはKR変異型HA-MafBとHA-c-Mafと各FLAG-SUMOをHeLa細胞に共発現し、その総タン
パク質を抗HA抗体を用いたWestern blotにより検出した結果。MafB、c-Mafのいずれも、野
生型でのみSUMO化したシグナルが検出された。＊印は非特異的なシグナルである。 
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図9　SUMO化修飾によるMafタンパク質の転写活性化能への影響 
(a) 3×MARE (#7) / RBGP-lucの模式図。MARE（Maf-recognition element）は、Mafファミリー
が結合する配列（TGCTTACTAAGCA）である。このレポータープラスミドにMafが結合す
ることによってルシフェラーゼの発現が誘導される。(b) 3×MARE (#7) / RBGP-lucのレポー
タープラスミドを用いてルシフェラーゼアッセイを行った結果。野生型ではMafAの転写活
性化が最も低く、MafBが最も高い活性を示した。また、MafAとc-MafのSUMO化部位の変異
（KR変異体）により、野生型と比べて高い転写活性化能を示した。しかしながら、MafBで
は野生型とK32R変異型の間に有意な差は見られなかった。 

(a)

(b) Fold activation

HeLa cells

−

WT
K32R

WT
K32R

WT
K33R

M
af

A
M

af
B

c-
M

af


n. s.

p<0.02

p<0.002



図10　K32R変異型MafAはタンパク質量とは関係なく、高い転写活性化能を有する 
(a) 3×MARE (#7) / RBGP-lucレポーターを用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った結
果。K32R変異型は野生型HA-MafAと比べて、顕著に高い転写活性化能を持つことが明らか
となった。(b) 回収した細胞抽出液を抗HA抗体を用いて、Western blotにより解析した結果。
プラスミドの導入量の増加に伴い、MafAタンパク質量の増加が見られるが、KRの変異によ
る違いは見られなかった。 

WB : α-HA NIH3T3 cells
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図11　K32Rの変異はMafAのMG132に対する感受性に影響を与えない 
(a) MafAの構造とSUMO化およびリン酸化部位の模式図。(b) Min6細胞に野生型および変異
型HA-MafA（K28RまたはK32R、K33R、S65A）をトランスフェクションにより発現させ、
プロテアソーム阻害剤MG132（5µM）を8時間処理した後にタンパク質を回収して、細胞抽
出液を抗HA抗体を用いて、Western blotにより解析した結果。MG132への感受性および泳動
度は野生型およびK32R変異型MafAの間に差は見られなかった。＊は非特異的なシグナルで
ある。 
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図12　MafAの転写活性化ドメインとGal4のDNA結合ドメインとの融合タンパク質において
もK32Rの変異により転写活性化能が高くなる 
(a) MafAおよびMafAのN末端をGal4のDNA結合ドメイン（Gal4-DBD）を融合したタンパク
質（Gal4-MafA）の模式図。(b) pG4x5/TATA-lucレポーターを用いて、ルシフェラーゼアッセ
イを行った結果。融合タンパク質においても、K32Rの変異により野生型MafAと比べて顕著
に高い転写活性を示すことが明らかになった。(c) 野生型およびK32R変異型Gal4-MafAと3種
類のSUMOそれぞれとをNIH3T3細胞に共発現させ、その細胞抽出液を抗panMaf抗体を用い
て、Western blotにより解析した結果。野生型のみがSUMO化修飾を受けている。 
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図13　MafAのK32R変異による転写活性化能への影響はプロモーターにより異なる 
(a) 使用したMafの標的遺伝子のプロモーターの模式図。MAREはMafの結合部位を表し、他
は協調的に働く転写因子の結合領域を示している。(b) Mafが標的とする遺伝子のプロモー
ターを挿入したレポータープラスミド(a)と野生型およびK32R変異型HA-MafAをNIH3T3細胞
にトランスフェクションにより共導入し、24時間後に細胞を回収して、ルシフェラーゼの活
性を測定した。K32R変異型HA-MafAはインスリン、グルカゴンおよびクリスタリン遺伝子
のプロモーターに対して野生型よりも高い活性を示したが、IL4遺伝子のプロモーターでは
K32Rの変異による影響は見られなかった。 
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図14　CEFの形質転換による細胞の形態変化 
(a) Chicken Embryonic Fibroblast（CEF）の初代培養およびレトロウイルスベクターによる
HA-MafAの全面感染の模式図。ニワトリの10日目胚から初代培養した繊維芽細胞に、野生
型またはK32R変異型HA-MafAを挿入したレトロウイルスベクターpRV9をトランスフェンク
ションにより導入した。数日間後には、ほぼ全面感染に至り、CEFの形質転換が引き起こさ
れる。(b) 野生型またはK32R変異型HA-MafAの全面感染により形質転換したCEFの明視野顕
微鏡写真。WT、K32R変異体ともに細長く伸長した形態の変化が見られた。(c) これらの全
面感染細胞の細胞抽出液を抗HA抗体を用いて、Western blotにより解析した結果。野生型と
比較してK32Rの変異によるMafAのタンパク質量およびリン酸化状態への影響は見られな
かった。TBP（TATA binding protein）はローディングコントロールである。 
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図15　SUMO化によってMafAの転写活性能および形質転換能は抑制される 
(a) 野生型および変異型MafAの模式図。(b) DF-1細胞に各HA-MafAを組み込んだハイグロマ
イシン耐性遺伝子を持った発現ベクターをトランスフェクションにより導入し、ハイグロマ
イシンを含む培養液中で3週間培養した。その後、クリスタルバイオレットでコロニーを染
色し、形成されたコロニーを観察した。(c) 3xMAREレポーターと各HA-MafAをトランス
フェクションにより共導入し、ルシフェラーゼの活性を測定した。HA-SUMO融合MafAは積
極的な転写抑制を示した。(d) ルシフェラーゼアッセイのサンプルを抗HA抗体を用い
て、Western blotにより解析した結果。これらのMafAタンパク質量に顕著な違いは見られな
かった。 
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図16　リン酸化部位の変異はMafAのSUMO化を亢進させる 
(a、b) 野生型および変異型HA-MafAをトランスフェクションによりDF-1細胞に導入し、24
時間後にタンパク質を回収、Western blot (a)およびルシフェラーゼの活性(b)を解析した。5A
の変異により、SUMO化MafAの割合が増加していた。またK32R-5Aの変異により、K32R単
独の変異よりも高い転写活性を示した。 (c、d) 野生型および変異型HA-MafAをトランス
フェクションにより、HeLa細胞に導入し、24時間後にタンパク質を回収、Western blot (c)お
よびルシフェラーゼの活性(d)を解析した。S342Aの変異により、SUMO化MafAの割合が増
加していた。しかしながら、K32R-S342Aの変異による転写活性化能への影響はK32R単独の
変異型MafAと比べても見られなかった。 
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図17　5Aの変異により細胞形態の変化は見られるが、コロニーの形成能が失われる 
(a) 野生型または変異型HA-MafA（K32R, 5A, K32R-5A）をpHygEF2ベクターを用いてDF-1
細胞にトランスフェクションにより導入し、ハイグロマイシンを含む培養液で培養し、形成
したコロニーを観察した。5Aの変異によりコロニー形成が見られなくなった。(b) 野生型ま
たは変異型HA-MafA（K32R, 5A, K32R-5A）をpRV9ベクターにより全面感染させたDF-1細
胞を、軟寒天培地中で培養し、コロニー形成能を解析した。上図はプレート全体を示し、下
図は拡大図を示している。5Aの変異によりコロニー形成が見られなくなった。(c) 野生型ま
たは変異型HA-MafA（K32R, 5A, K32R-5A）を全面感染させたDF-1細胞の形態を観察した結
果。野生型、変異型に関係なくMafによる形態変化の誘導が見られた。 
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図18　5A変異型MafAは積極的に細胞増殖を抑制する 
(a) DF-１細胞に野生型または変異型HA-MafA（K32R, 5A, K32R-5A）をレトロウイルスベク
ター（pRV9）を用いて全面感染させ、通常の条件で培養し、24時間毎に細胞数をカウント
した。統計は独立した２回の実験により行った。5A変異型MafAの発現は転写活性とは非依
存的に細胞増殖の抑制を行っていた。(b) 野生型または5A変異型HA-MafAを全面感染させた
DF-１細胞を回収し、PIで染色後、FACSにより細胞周期の解析を行った。5A変異型MafAの
発現によりS期およびG2/M期の細胞の割合が顕著に低下していた。 
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図19　5A変異型MafAによるコロニー形成能の抑制は転写活性化能およびp53とは関係ない 
(a) 実験に使用した変異型MafAの変異部位の模式図。(b) MEFp53-/-細胞に野生型または変異

型HA-MafA（L23P, 5A, 5A-L23P）をトランスフェクションにより導入し、ハイグロマイシ
ンを含む培養液中で培養後、コロニー形成を見た。各変異により野生型よりもコロニー形成

の抑制が見られた。(c、d) 野生型または変異型HA-MafA（L23P, 5A, 5A-L23P）をトランス
フェクションによりMEFp53-/-細胞へと導入し、細胞抽出液をWestern blot (c)およびルシフェ
ラーゼの活性を測定した(d)。泳動度から判断すると、L23P変異型MafAもリン酸化を受けて
いると考えられる。またL23Pの変異により、転写活性化能は失われた。 
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図20　5A変異型MafAの発現は細胞死とは関係なくHeLa細胞のコロニー形成を抑制する 
　HeLa細胞に野生型または5A変異型HA-MafAとp35 (apoptosis inhibitor)をトランスフェク
ションにより共導入し、ハイグロマイシンを含む培養液中で培養後、形成されたコロニーを
解析した。その結果、5A変異型MafAの発現により、野生型MafAよりもコロニー形成の抑制
が見られた。また、このコロニー形成の抑制はp35の共発現時にも見られた。 
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図21　Fbxw7との共発現はMafBタンパク質の量を減少させる 
(a) HeLa細胞にHA-MafBまたはHA-MafAとFbxw7αを共発現させ、細胞抽出液をWestern blot
によりタンパク質量を解析した結果。Fbxw7αの共発現によりMafBのタンパク質量は減少し
たが、MafAはあまり変化が見られなかった。(b) Fbxw7αによるMafタンパク質の制御機構の
概念図。Fbxw7αは基質のリン酸化を認識することが知られている。MafBはFbxw7αにより
ユビキチン化を受け、分解が促進するが、MafAは分解の促進がほとんど見られない。 
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図22　Fbxw7αはMafBのユビキチン化は促進する 
(a、b) HeLa細胞にHA-UbiquitinおよびFLAG-MafB、Fbxw7αを共導入し、8時間のMG132処理
後、回収した細胞抽出液を抗FLAG抗体により免疫沈降を行い、その後Western blotにより解
析を行った。その結果、Fbxw7αの共導入により(a) 免疫沈降を行ったサンプル。(b) inputの
サンプル。 
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図23　fbxw7遺伝子のノックダウンによりMafBのユビキチン化は低下する  
(a) MafBの構造と変異部位を示してた模式図。(b) 野生型および5A変異型FLAG-MafBとHA-
ubiquitin (HA-Ub)、sh-fbxw7をDF-1細胞にトランスフェクションにより共導入し、8時間
MG132処理をした。トラスフェクションを行ってから24時間後に細胞を回収して、細部抽
出液を抗FLAG抗体により免疫沈降後、Western blotによりMafBのユビキチン化およびタン
パク質量を解析した。fbxw7遺伝子のノックダウンによりMafBのユビキチン化は低下して
いた。(c) inputのWestern blot解析の結果。 
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図24　MafBはFbxw7αとの共導入によりトランスフォーメーション活性が抑えられる 
(a) 野生型および5A変異型FLAG-MafBとFbxw7αをDF-1細胞にトランスフェクションによりk
共導入し、24時間後に細胞を回収して、Western blotによりMafBのタンパク質量を解析し
た。Fbxw7αの共導入による5Aの変異によりMafBタンパク質の減少は見られなくなった。
(b) DF-1細胞にトランスフェクションにより野生型および5A変異型MafAを組み込んだハイ
グロマイシン耐性遺伝子を持った発現ベクターを導入し、ハイグロマイシンを含む培養液中
で3週間培養後、コロニーをクリスタルバイオレットで染色した。(c) コロニー数をカウント
し、グラフ化した結果。Fbxw7αの共導入によりMafBの形質転換能が抑制された。統計解析
は独立した2回の解析に基づいたt検定を行った。 
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図25　Fbxw7αはリン酸化MafAと特異的に結合する 
(a) HeLa細胞に野生型または5A変異型HA-MafAとFLAG-Fbxw7αを共発現させ、抗HA抗体を
用いて免疫沈降後、Western blotにより解析した結果。野生型MafAはFbxw7αと相互作用する
が、5Aの変異により相互作用が見られなくなった。(b) MafAによるFbxw7の活性調節機構の
モデル図。 
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図26　fbxw7のノックダウンにより5A変異型MafA発現細胞でもコロニー形成が可能になる 
(a)  DF-1細胞に野生型または5A変異型HA-MafAとc-Mycを共発現させ、抗c-Myc抗体および
抗HA抗体、抗EGFP抗体（トランスフェクションコントロール）を用いて、Western blotによ
り解析した。野生型MafAの発現時にのみc-Mycタンパク質の増加が見られた。(b) DF-1細胞
にトランスフェクションによりに野生型または5A変異型HA-MafAを組み込んだハイグロマ
イシン耐性遺伝子を持った発現ベクターおよびsh-fbxw7を導入し、ハイグロマイシンを含む
培養液で培養後、コロニーをクリスタルバイオレットで染色した。fbxw7遺伝子の機能阻害
により5A変異型MafA発現細胞でもコロニーの形成が見られた。 
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図27　Fbxw7αの共導入により野生型MafAでもコロニー形成の抑制が生じる 
　MEFp53-/-細胞に野生型または5A変異型HA-MafAおよびFbxw7αをトランスフェク
ションにより共導入した後、ハイグロマイシンを含む培養液で培養後、コロニーを
クリスタルバイオレットで染色した。その結果、Fbxw7αの単独の発現によるコロ
ニー形成能への影響は見られなかった。一方で、5A変異型MafAと同様に、野生型
MafAでもFbxw7αを共発現することでコロニーの形成の抑制が見られた。 

MEF (p53-/-) cells

WT

Vec

Fbxw7α

5AVec



1st  IP : α-FLAG
2nd IP : α-HA

HeLa cells

図28　MafAの複合体精製 
　Floating-adaptive HeLa細胞にレトロウイルスベクター（pOZ）でFLAG-HA-MafAを発現さ
せた後、IRESにより発現するIL-2の細胞外ドメインを認識する抗体を結合したマグネッティ
クビーズを用いて、3度ソーティングを行った。その後、樹立した細胞をスピナーフラスコ

内で10Lになるまで培養した。その後、回収した細胞の核内抽出液を調整し、抗FLAG抗体
および抗HA抗体を用いて2回精製を行った後、SDS-PAGEにより分離したゲルを蛍光染色し
た。その後、質量分析機により、タンパク質の同定を行った。 
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図29　MafAはSUMO化修飾を受ける可能性がある 
　Mafファミリーの転写活性化ドメインに保存されているSUMO化コンセンサス配列を示し
た。また、既に知られている転写因子のSynergy control motifと比較した。SUMO化コンセン
サス配列はSynergy control motifと部分的に一致している。MafファミリーのSUMOコンセン
サス配列のC末端側にはプロリンが存在しており、Synergy control motifとも部分的に類似し
ている。 
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図30　MafAの形質転換の分子機構モデル 
(a) MafAは転写活性化能により、組織特異的な遺伝子の発現を行い細胞分化を誘導する。一
方で、発現異常による発癌を引き起こす。しかしながら、本研究では図に示す様にMafAが
G1期で細胞周期を停止させる活性を持つこと見いだし、細胞増殖が抑制されていることを
明らかにした。さらに、非リン酸化状態ではSUMO化による転写活性化能の抑制も起こって
いる。(b) MafAのリン酸化はさまざまな機能を与える。そのひとつにプロテアソームによる
分解がある。さらに本研究から、MafAはリン酸化依存的なFbxw7αとの相互作用を介し
て、Fbxw7αの機能阻害を起こす。その結果、基質であるc-Mycなどの蓄積が生じ、これらの
機能により細胞周期が進行すると考えられる。このMafAの異なる２つの機能が発癌を引き
起こす分子機構となっていると考えられる。 
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