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論 文 題 目 

Nuclear factor Y (NF-Y) regulates the proximal promoter activity of the mouse collagen α1(XI) 

gene (Col11a1) in chondrocytes                                   

(転写因子 NF-Y は、軟骨細胞において,マウス XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝子の基本プロモーター活性を

制御する。)                                            

 

要     旨 

緒言：XI 型コラーゲンは、線維性マイナーコラーゲンに属しており、その発現量は少ないが、軟骨組織

に限局して発現している。また、α1/α2/α3 鎖の 3 つの遺伝子の分子型が存在しており、軟骨組織に

おいて、ヘテロトライマー構造を形成している。XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝子は、遺伝子欠損マウスに

おいて、軟骨形成不全症を示すことが報告されており、軟骨組織の構築及び機能発現に必要不可欠な分

子である。そこで、本研究では、マウス XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝子の軟骨特異的転写調節機構を明

らかにすることを目的として、基本プロモーター領域の同定及びプロモーター活性に関与する転写因子 

の解析を行った。                                                 

方法：遺伝子発現を確認するために、RT-PCR を行うと共に、Oligo-nucleotide-capping-RACE 法によ

り転写開始点を決定した。次に、基本プロモーター領域を同定するために、5’側の長さが異なるルシフ

ェラーゼコンストラクトを作成し、ルシフェラーゼアッセイを行った。また、同定した基本プロモータ

ー領域に関与する転写因子について、Electrophoresis Mobility Shift Assay(EMSA)により検討した。  
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更に、見出した転写因子の細胞内での結合を明確にするために、Chip assay を行った。最後に、転写因

子の結合領域を欠失、変異させたコンストラクトおよびドミナントネガディブ変異体の発現ベクターを

用いて、プロモーター領域における転写因子の機能解析を行った。                    

結果： XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝子の発現は、RCS 細胞（ラット軟骨肉腫由来）及び ATDC5 細胞（マ

ウス奇形腫線維芽様細胞由来）共に認められ、その発現量は、軟骨での分化を示す RCS 細胞でより高

かった。この遺伝子の軟骨における転写開始点は、翻訳開始コドン ATG の-299bp 上流に位置している

ことが明らかとなった。ルシフェラーゼアッセイにより、基本プロモーター活性は-116～-256 の領域に

認められ、-135～-145 の領域に転写因子が結合していることが EMSA により示された。in silico の解

析により、転写因子 Nuclear Factor Y(NF-Y)の結合部位（CCAAT box）が予測された。そこで、結合

配列に変異を加えたコンペティター及び特異抗体を用いて EMSA を行った結果、結合している因子が

NF-Y であることを認めた。更に、Chip assay により、細胞内においても NF-Y が、基本プロモーター

領域に結合していることを示した。最後に、基本プロモーター領域内に欠失及び変異を導入したコンス

トラクトを用いたルシフェラーゼアッセイを行ったところ、約 40～60%の活性の低下が見られ、さらに、

ドミナントネガティブの NF-Y A 変異サブユニットの強制発現により、プロモーター活性が抑制された

ことから、NF-Y がプロモーター活性を制御していることが明らかとなった。                

考察及び結語：本研究では、転写因子 NF-Y が軟骨細胞において、マウス XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝

子の基本プロモーター活性を制御していることが明らかとなった。遺伝子発現は、プロモーター及び組

織特異的シスエレメントの複合的な働きによるものであることから、XI 型コラーゲンα1 鎖遺伝子の更

なる作用機序の解明のためには、プロモーターと共に、転写を活性するエンハンサーもしくは抑制する

リプレッサーといったシスエレメントの解析を進める必要性があると考えられる。             


