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Abstract：The ZFAT（zinc�finger gene in autoimmune thyroid disease susceptibility region）

gene encodes a transcription�related protein containing one AT hook and １８ C２H２ zinc finger 

domains.　ZFAT is highly conserved among ZFAT orthologues from fish to mammalian species 

and is mainly expressed in B and T lymphocytes.　We previously reported that ZFAT is involved 

in the regulation of the expressions of immune�related genes through the analysis of overexpres-

sion of ZFAT in mouse Ba/F３ cell line.　In this study, we have analyzed the function of ZFAT 

through the down�regulation of ZFAT using specific siRNA（short interfering RNA）against 

ZFAT in Ba/F３ cells, showing that ZFAT regulates the expressions of genes involved in growth, 

differentiation and cell�cell adhesion.　These results suggested that ZFAT plays critical roles 

not only in immune�related genes but also in the regulation of growth� and differentiation�re-

lated genes.
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Ba/F３ 細胞における免疫関連遺伝子 ZFAT の

siRNA�発現抑制系による機能解析
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　要旨：自己免疫性甲状腺疾患（Autoimmune Thyroid Disease：AITD）関連候補遺伝子として我々が

同定した ZFAT（zinc�finger gene in AITD susceptibility region）遺伝子は，１
　
 個の AT�hook モ

チーフと１８個の C２H２ 型 zinc�finger モチーフを含み，転写関連因子様タンパク質をコードする．ZFAT 

遺伝子は魚類から哺乳類に至るまで非常に強く保存された遺伝子であり，免疫担当細胞であるＢ細胞とＴ

細胞に主に発現する．これまでに，マウス免疫系細胞株 Ba/F３ において ZFAT を過剰発現させる系を解

析することにより，ZFAT が免疫関連遺伝子群の発現制御において重要な役割を担うことを報告してき

た．今回，Ba/F３ において siRNA（short interfering RNA）による ZFAT 発現抑制系を構築し，発

現アレイ解析による ZFAT の機能解析を行った．その結果，ZFAT の発現抑制により，細胞の分化・増

殖に関連する遺伝子群が変動することが明らかとなった．これらのことより，ZFAT が免疫関連遺伝子の

発現制御のみならず，細胞の分化・増殖という面においても重要な役割を果たす可能性が示唆された．
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は　じ　め　に

最も一般的な自己免疫性疾患である自己免疫性甲状腺

疾患（Autoimmune Thyroid Disease：AITD）には，

甲状腺刺激ホルモンレセプター抗体を産生することによ

り甲状腺機能が亢進するグレーブス病と，Ｔ細胞が関与

する組織・細胞障害によって甲状腺機能が低下する橋本

病が含まれる１）２）．これら２つの疾患は臨床的にはまっ

たく異なる表現形を示すが，甲状腺内におけるＴ細胞の

浸潤，サイログロブリンや TPO に対する自己抗体の産

生などの共通点が見られることや，同一家系内に両疾患

が発症する例があることから，遺伝要因が存在すること

が示唆されている．

そこでわれわれは，AITD 罹患同胞対を対象とした連

鎖解析，マイクロサテライトマーカーおよび SNP を用

いた患者�対照群による相関解析を行ない３）４），その結

果，遺伝子 ZFAT を AITD 関連候補遺伝子として同定

した３）．

ZFAT は１８個の C２H２ 型 zinc�finger モチーフと１

個の AT�hook モチーフ，さらに核局在シグナルを持つ

転写制御因子と推定される．zinc�finger モチーフを含

むタンパクは，ほ乳類ゲノムにおいて最大のプロテイ

ン・スーパーファミリーのひとつを構成し，その多くが

細胞活性における転写調節因子として特徴づけられ５），

これらの機能を解析することは，細胞生物学的に重要な

知見を提供するのみならず，ヒト疾患の病因・病態の解

明につながると考えられる．また，ZFAT の塩基配列は

魚類からほ乳類まで高度に進化的に保存されているこ

と６） から ZFAT は進化上重要な遺伝子であると考えら

れる．

これまでに，ZFAT は主に免疫担当細胞であるＢ細胞

とＴ細胞に発現すること，および，ZFAT の過剰発現系

を利用して ZFAT が免疫関連遺伝子の発現制御に関与

することを報告してきた６）．今回，われわれは，siRNA 

を用いて ZFAT の発現を抑制する系を樹立し，発現ア

レイ解析を行ない，ZFAT の機能を解明することを目的

として研究を行なった．

材 料 と 方 法

１.　細胞培養と siRNA

マウス免疫系細胞株 Ba/F３ は３７℃，５
　
 ％ CO２ の環境

下で１０％ FCS（fetal calf serum）及び１０％ WEHI３B 

培養上清を含む RPMI６４０ 内で培養された．この Ba/F３ 

細胞株に電気穿孔法を用いて，siRNA（small interfer-

ing RNA）およびコントロール RNA を導入した．マウ

ス ZFAT をターゲットとした標的配列の異なる２種の 

siRNA がデザインされ（GenBank acc ＃NM_１９８６６４, 

nt. ２３１�２５５, ７４０�７６４），ZFAT をターゲットとする 

siRNA と同じ数のそれぞれのヌクレオチドを含むスク

ランブル RNA がコントロールとして使用された．以下

の siRNA デュプリケートが使用された：

Zfat ＃１, ５’�AAACGUGGGUCACGAGUUCUGAC-
UG�３’ と ５’�CAGUCAGAACUCGUGACCCACVGU-
UU�３’ ; scramble RNA ＃１, ５’�AAAGACGUGGGU-
CACGAGUUCUCUG�３’ と ５’�CAGAGAACUCGUGA-
CCCACGUCUUU�３’ ; Zfat ＃２, ５’�UUCAUGAGCA-
GUUAAGACCACGCUG�３’ と ５’�CAGCGUG-
GUCUUAACUGCUCAUGAA�３’ ; scramble RNA ＃
２, ５’�UUCGCAGAGUUGACGAAUACCACUG�３’ と
５’�CAGUGGUAUUCGUCAACUCUGCGAA�３’．
　

２.　抗マウス ZFAT 抗体の作製とウエスタン・ブロッ

ト解析

ラビット・抗マウス ZFAT ポリクローナル抗体を先に

述べた方法で作製した６）．マウス免疫系細胞株 Ba/F３ 

を RIPA バッファー（５０mM Tris�HCl, pH７.５, １５０mM 

NaCl，１％ NP�４０，０.５％ deoxycholate，０.１％ SDS, 

protease inhibitor cocktail（Roche））で溶解させ，以

前示した方法７） でウエスタン・ブロット解析を行なった．

使用した抗体は，抗 ZFAT 抗体（希釈 １：１０００），抗 

actin 抗体（H�３００；Santa Cruz Biotechnology；希

釈 １：１０００）．

　

３.　発現アレイ解析と Gene Ontology 解析

siRNA を導入した BaF３ 細胞株２種と，それぞれに

対するコントロール細胞株２種からトリゾールを使用し

て total RNA を抽出・精製した．ビオチン化 cRNA の

合成，GeneChip Mouse Genome ４３０ ２.０ array（Affy-

metrix）へのハイブリダイゼーション，ストレプト・ア

ビジンの結合，蛍光シグナルのスキャン，データ処理は

メーカー説明書，および前に述べられた方法８） に従って

行なった．得られたデータファイルは GeneSpring 

v７.３（Agilent Technologies）にロードされ，“per�chip 

normalization”は５０％に，“per�gene normalization”

は２つのコントロールクローンの発現レベルの平均値に

対して標準化された．発現変動遺伝子群の抽出には２つ

の独立したフィルタリング法が使用された．１
　
 つ目の方

法は Volcano Plot フィルタリング法でこれはデュプリ
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表１　発現アレイ解析で同定された siRNA 処理による発現変動遺伝子数

Volcano Plot/No. of genes（％）
ExpressionPlatform

Fold change＞2.0（p＜0.1）Fold change＞1.5（p＜0.1）

22（0.10％） 91（0.42％）UpAffymetrix GeneChip

17（0.08％）101（0.47％）Down　　Mouse Genome 430 2.0

39（0.18％）192（0.89％）Total　　（21.561genes）

Venn Diagram/No. of genes（％） 
ExpressionPlatform

 Fold change＞2.0Fold change＞1.5

27（0.13％）163（0.76％）UpAffymetrix GeneChip

24（0.11％）162（0.75％）Down　　Mouse Genome 430 2.0

51（0.24％）325（1.51％）Total　　（21,561 genes）

表２　発現アレイ解析で同定された siRNA 処理による発現変動遺伝子名

Up�regulated genes

DescriptionCommon name

AcetylcholinesteraseAche

B�cell translocation gene 1, anti�proliferativeBtg1

CD52 antigenCd52

Carbohydrate sulfotransferase 10Chst10

Fibrinogen�like protein 2Fgl2

Forkhead box P2Foxp2

Microsomal glutathione S�transferase 1Mgst1

purinergic receptor P2X, ligand�gated ion channel4P2rx4

Harvey rat sarcoma oncogene, subgroup RRras

Tachykinin 4Tac4

Down�regulated genes

DescriptionCommon name

Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X�linked homolog（human）Atrx

Bcl2�like 1Bcl2l1

CD84 antigenCd84

Eukaryotic translation initiation factor 4, gamma 1Eif4g1

HECT domain and ankyrin repeat containing, E3 ubiquitin protein ligase 1Hace1

Harvey rat sarcoma virus oncogene 1Hras1

Jun oncogeneJun

Kinesin�associated protein 3Kifap3

Ring�box 1Rbx1

Transmembrane protein 33Tmem33

図１　Ba/F３ 細胞における siRNA 処理を確認するた
めのウエスタン・ブロット解析．
２種類の siRNA 処理サンプルでは各々に対する
コントロール RNA 処理サンプルより有意にバ
ンドの強さが減少していた．



ケートの平均値間の相対的な倍率変動と統計的有意水準

を考慮したものである．もう１つの方法は指定した限界

閾値について，２
　
 つの siRNA 処理サンプルがそれぞれ

対応する２つのコントロールサンプルに対して常に超え

ている遺伝子群を選択する Venn Diagram 法である．

さらに，これら抽出された遺伝子群の機能を検索するた

めに，GeneSpring ソフトを用いた Gene Ontology

（GO）解析を行なった．

結　　　　　果

１.　siRNA 処理による ZFAT の発現抑制

Ba/F３ 細胞における siRNA 処理が機能しているか

を確認するために，ラビット・抗マウス ZFAT・ポリク

ローナル抗体を用いてウエスタン・ブロット解析を行

なった（図１）．検出されたバンドの強さは，ZFAT を

ターゲットとした２種類の siRNA で処理した Ba/F３ 

細胞上で，それぞれのコントロール RNA で処理したも

のに比べ有意に減少した．これらのことより，siRNA 

処理によって Ba/F３ 細胞内で ZFAT の発現が抑制さ

れていることが確認された．

　

２.　発現アレイ解析と GO 解析

ZFAT の機能を理解するために，マウス免疫細胞株 

Ba/F３ において，包括的な遺伝子発現に対する ZFAT 

発現抑制の影響を調べた．ZFAT をターゲットとした 

siRNA 処理をした２つのクローンと，それらに対する

コントロールクローンについて，GeneChip Mouse Ge-

nome ４３０ ２.０ Array（Affymetrix）を用いてマイクロ

アレイベースの発現解析を行なった．ZFAT・siRNA 処

理での発現変動遺伝子を抽出するために，２
　
 つのフィル

タリング法（Volcano Plot，Venn Diagram）と，２
　
 つ

の限界閾値（１.５, ２.０）を用いた．信頼できる発現量を示

す２１,５６１個の“present/marginal”遺伝子の中から，そ

れぞれの解析において抽出された発現変動遺伝子数を表

１に示した．また，発現変動遺伝子の一部を表２に示し

た．

次に，これら ZFAT 制御遺伝子間に共通する機能的
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表３　発現アレイ解析で同定された siRNA 処理による発現変動遺伝子の GO 解析

Up�regulated genes（62 genes）

Genes in List in CategoryGenes in Category
Category

p�Value％n％n

2.79E�031.61310.0051GO:45603:positive regulation of endothelial cell differentiation

2.79E�031.61310.0051GO:6581:acetylcholine catabolism

2.79E�031.61310.0051GO:46878:positive regulation of saliva secretion

2.79E�031.61310.0051GO:46877:regulation of saliva secretion

4.30E�033.22620.15835GO:30308:negative regulation of cell growth

4.30E�033.22620.15835GO:45792:negative regulation of cell size

5.57E�031.61310.0092GO:42439:ethanolamine and derivative metabolism

5.57E�031.61310.0092GO:8291:acetylcholine metabolism

8.35E�031.61310.0143GO:45212:neurotransmitter receptor biosynthesis

8.35E�031.61310.0143GO:1919:regulation of receptor recycling

8.35E�031.61310.0143GO:31623:receptor internalization

1.11E�021.61310.0184GO:45601:regulation of endothelial cell differentiation

Down�regulated genes（62 genes）

Genes in List in CategoryGenes in Category
Category

p�Value％n％n

3.34E�034.83930.482107GO:43086:negative regulation of enzyme activity

4.79E�033.22620.16737GO:48167:regulation of synaptic plasticity

5.57E�031.61310.0092GO:35026:leading edge cell differentiation

5.57E�031.61310.0092GO:46586:regulation of calcium�dependent cell�cell adhesion

5.57E�031.61310.0092GO:46587:positive regulation of calcium�dependent cell�cell adhesion

5.57E�031.61310.0092GO:51005:negative regulation of lipoprotein lipase activity

5.94E�038.06551.863414GO:16337:cell�cell adhesion

8.22E�038.06552.016448GO:50790:regulation of enzyme activity

1.11E�021.61310.0184GO:51004:regulation of lipoprotein lipase activity

1.29E�026.45241.463325GO:6897:endocytosis

Of 163 up�regulated and 162 down�regulated genes, 62 and 62, respectively, were found to have GO term annotations and 
were subjected to the GO term enrichment analysis.



特徴を検索するために，解析ソフト GeneSpring を使用

して GO 解析を試みた．表３に Venn Diagram フィル

タリング法（限界閾値１.５）によって抽出された遺伝子群

の GO 分析結果を示した．統計的に有意な（p＜１０�３）

ことを示した GO カテゴリーとして，“細胞分化”，“細

胞増殖”，“細胞接着”のキーワードに象徴される機能が

抽出された．データは示していないが Volcano Plot 

フィルタリング法で選択された遺伝子群の GO 分析で

も同様の結果が得られた．

考　　　　　察

今回の研究結果より，ZFAT は細胞分化，細胞増殖，

細胞接着に関連する遺伝子群の発現の制御に重要な役割

を果たすことが示された．さらに，これまでに行なっ

た ZFAT 強制発現系における網羅的遺伝子発現解析結

果６） と今回の結果を比較検討した結果，ZFAT の過剰発

現系と発現抑制系との間で逆相関する遺伝子群として

は，“プログラム細胞死”，“シグナリング”，“細胞周期”

のカテゴリーが抽出された．これらの結果は，ZFAT が

免疫，増殖，分化のみならず，プログラム細胞死や細胞

周期関連遺伝子の発現制御に関与することを示唆し，非

常に興味深く，ZFAT の機能解明は根本的な生命現象の

理解，先駆的な治療法の開発に繋がる可能性があると考

えられる．

現在進行させている ZFAT 遺伝子改変マウスを対象

とした個体レベルでの機能解析や ChIP�chip 法を利用

した ZFAT 直接標的遺伝子の同定を進めることにより，

転写制御因子をコードすると考えられる ZFAT が関与

するネットワークの全容が明らかにされることが期待さ

れる．
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