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序論

チミジル隊合成酵素 (TS，EC 2 1.1.45)は DNA合成の前駆体であるチミジノレ酸を

de 110VOに合成する唯一の酵素であり、また、チミジン ター三リン酸 (dTTP)による

フィー ドバックコントローノレによって、細胞内の 4穏の DNA合成前駆{本の供給バ

ランスを調節している鍵酵素である。この酵素の阻害剤である ふフノレオロー2'ーデオキ

シウリジンを府養細胞に加えて、 TSを限害し、 dTTPを不足させると、 DNA複製に

依存した DNA二重鎖切断1)、染色体の切断や組み換えを伴う染色体異常2)が顕著に

誘発される。また、この処理により、脆弱 X症候群の患者に見られる、遺伝性の染

色体脆弱音s位での染色体異常の発現が誘発される3)ことなどから、この酵素の発現は

細胞の DNA複製に依存した厳密な調節を受けていると考えられる。実際、TSは細

胞周期に依存した調節を受けている代表的なハウスキーピンング遺伝子の lつであ

り、TS活性および mRNAレベルは S期で急激に上昇することが知られている4，5)。

また、この酵素の活性は非培殖性の細胞では非常に低いが、癌細胞などの増殖性の

高い細胞では比較的高い。そのため癌細胞を同定するためのマーカー酵素としても

最近注目を集めている。また、 TSは5・フノレオロウラシノレ等の癌化学療法剤の標的酵

素として古くから知られておりの、その発現調節機構を探ることは癌の治療という観

点からも興味深し、。以上のように、ヒト TS遺伝子の発現調節機構を解明すること

は基礎f'l学的な意味からも、また、癌の治療という実用的な観点からも重要と考え

られる7)。

遺伝子の発現調節機併を探る上で、遺伝子の構造的な知見が不可欠である。ヒト

TS遺伝子は竹石等により、クローニングが完了しており、その全一次構造が決定さ

れている九 他の生物秘としては大腸菌9)、酵母10)、7 ウスlり等の遺伝子構造が明ら

かにされているが、その巾で、ヒ卜の遺伝子と最も高い相同性を持つのはマウスの

TS i立伝子である。

マウスとヒトの TSを比較するとアミノ酸レベルで 90%の相同性があり遺伝子上

のORF部分の遺伝子でも 85%のホモロジーを示す。また、イン卜ロンエクソンの境

界も完全に一致しており 、ヒトにおいて例外的に長い U 配列を含む第 3イントロ



ンを|徐くと、イントロンの相対的な長さにも類似が見られる 12)。

マウスとヒ卜のTS遺伝子は機能的にも非常に類似性が高いと考えられる。実際、

ヒトのTS遺伝子はマウス由来のTS欠損細胞株を相補する遺伝子としてクローニン

グされた。また、マウス細胞に導入されたヒ卜の遺伝子もマウスの TSやヒ卜細胞

におけるヒ卜の TSと同じ様に細胞周期に依存した調節を受けることが示されてい

る13)。

しかし、発現調節において重要と考えられるシー上流域についてみると、ヒトの転

写開始点から、翻訳開始コドンまでの領域での相同性は 63%(但し、後から述べる

繰り返し配亨11部分は除く)であるが、その上流の IOObpでは 36%でほとんど有意な

ホモロジーを示さない。(図 卜1)このことは、発現調節のうち、転写調節を支配 し

ていると恩われるプロモーター領岐の配列が異なることを示唆しており興味深い。

さらにヒ卜の TS遺伝子に特徴的なこととしては転写開始点の下流に特徴的な 3回

の繰り返し配夢l比それに相補的な配列が存在することが上げられる川。以上のよう

に7 ウスとヒトのTS遺伝子は機能的に類似した調節を受けているにもかかわらず、

5'ー上流域は構造的に異なることが明らかとなっており、その発現調節機構を探るこ

とは興味深い問題であると考えられる。

しかしながら、ヒ卜 TS遺伝子(以下 hTS遺伝子)の発現に関るプロモーターの

椛造やその発現制御lに|羽る領岐についてはほとんど解明されていなかった。特に、

この遺伝子の発現制御において最も藍要と考えられる細胞の増殖性に関連した制御

についても、 5'ー上流域約 4kbの領域と第1イントロンの両方にその活性があるとい

う予備的な解析13)の他は、ほとんど研究が行われていなし、。一方、 TSと同じく DNA

合成前駆体の供給にかかわり、細胞周期に依存した調節を受けているチミジンキ

ナーゼ (TK)やジヒドロ1闘を還元酵素 (DHFR)の遺伝子についてはプロモーター

の構造をはじめ、プロモーター領域中の細胞地殖に関連した調節を司る DNA結合

因子の部分的な同定が行われている。 しかしながら、 DIIFR遺伝子については転写

因子の 1 つである E2F が GI -SJ~jでのこの遺伝子の転写活性化に関与している 1 5)のに

対し、 TKでは E2Fの関与も指摘されているものの、最も詳しい解析では Pardeeら

がYiと呼んでいる E2Fとは異なる CDK2を含む因子が関与するとされており l旬、両
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遺伝子は同じ S期に発現するにもかかわらず、必ずしも共通のメカニズムで説明で

きないのが現状である。そこで著者は、 hTS遺伝子の発現制御のメカニズムを探る

ことで細胞地殖に関連した発現調節に関する新たな知見が得られると考え、 hTS遺

伝子の発現制御機構の解明を目指して以下の研究を行った。

第 lf;Iではヒトチミジル酸合成酵素泣伝子のプロモーター領域の解析を中心に、

機能配列の同定とその領j戒に結合する核内因子の解析を行った。まず、 CATアッセ

イを用いて、これまでに明らかにされていなかったヒト TS遺伝子のプロモーター

領岐を{確定し、詳細な解析を行うことによって、プロモーター近傍の正および負の

調節配列を同定した。また、ヒト TS遺伝子に特徴的なくり返し配列と遺伝子上の

翻訳開始コドンを含む領減が実際に遺伝子の発現活性に関与していることを明らか

にした。また、同定したプロモーター領域に結合する核内因子について解析を行い、

7 ウスの TS遺伝子と共通してみられる Spl結合部位への Splと考えられる因子が

hTS遺伝子のプロモーター活性に重要であることを示すとともに、 hTS独自の調節

配列およびそこに結合する因子の存在を明らかにした。

第2誌ではこれらの知l兄をもとに、 TSの発現が変化する系を用いてその調節にか

かわる発現制御因子の検索および解析を行った。まず、 TSの発現が変化する系を用

いて、 TS遺伝子のター上流岐に結合する核内因子のうち、変化を示す因子を検索し

た。その結果、 NF-TS2および NF-TS3と名付けた因子が、ヒト前骨髄球性白血病患

者由来の細胞株である HL-60細胞が試験管内で分化し地殖を停止する過程で、 TS

遺伝子の発現抑制と相関して変化することを見出した。また、 NF-TS2および NF-

TS3の機能を明らかにするため、これらの TS遺伝子上の結合位置を決定し、その領

域を欠失させた場合の泣伝子の発現について CAT アッセイを用いて検討をおこ

なった結果、同定した因子のうち、 NF-TS3は hTS遺伝子のプロモーターに依存し

た泣伝子の発現抑制に関与していることが示唆された。
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第1章 ヒトチミジル酸合成酵素遺伝子のプロモーター領域の同定と発現調節に

関る因子の解析17，18)

hTS 遺伝子の細胞削殖に依存した発現制御機械を解析するために、この章ではそ

の基礎となるプロモーター領域の解析とその周辺領域の遺伝子発現に及ぼす影響を、

導入 DNAの一過的発現系を用いて解析した。hTS遺伝子の細胞増殖に依存した調節

については従来から転写レベルより転写後での調節が大きいとされている5)が、 hTS

遺伝子の全権造が明らかになっているにもかかわらず、遺伝子発現の基本となるプ

ロモーター領域については、通常の真核生物のプロモーターに見られる TATABox 

や典型的な GCBoxが存在しないため、その機能配列の同定もなされていなかった。

泣伝子の配列上で相向性の高い、マウスの TS遺伝子に関しては、機能配列と合わ

せていくつかのプロモーター活性に重要な DNA結合因子が同定されている 19)が、マ

ウスとヒトに共通してみられる Splの結合部位を除くと、マウスの遺伝子で同定さ

れた機能配亨11とヒトのTS遺伝子の聞に共通の DNA配列は見出せなかった。また、

hTS遺伝子の発現制御に転写過程での調怖がどの程度関与しているかという問題に

ついても、転写にかかわるシスおよびトランスに働く因子が確定されていない状況

ではその関与を完全に否定できないとおもわれる。例えば、 TK遺伝子についても当

初転写段階での細胞地殖に依存した制御は少ないと考えられていたが、その後、 G。
期にはj厳密な転写の停止が起こること 2¥1)が報告され、また、 TK遺伝子のプロモー

ター上に G1-SWIに特異的な結合因子の結合16) が報告されるなど、転写段階でも重

要な調節が行われることが明らかとなっている。また、 TS遺伝子についてもミニ

ジーンを用いた解析では、 i立伝子の 5'ー上流j或約 4kbと第1イントロンが 01-S期の

調節に重要で、この阿方の領域が相乗的に機能していることが報告されている 13)。

この内、ター上流域の関与については、cDNAクローンを SV40のプロモーターにつ

ないだ場合と、 hTS本来のプロモーターにつないだ場合とで比較をしており、転写

産物そのものの構造に、大きな違いはないものと考えられることから、どうしても

hTS 遺伝子の転写開始点周辺あるいはその上流部分のプロモーター領域のG1-S期の

調節への関与を考えざるを得ない。さらに、近年 DHFRをはじめとする遺伝子の 01-S

-4-



WIでの転写市IJi向lを担う因子として注目されている E2Fの認識配列がTKや hTSに存

在することが指摘され、これらの機能も含め、 hTS遺伝子のプロモーター領域の詳

しい解析がこの遺伝子の制御機構を探る上で重要であると考えた。また、 hTS遺伝

子では転写後の遺伝子の発現にいたるまでの過程も発現調節に重要であるとの観点

から、 '1岳写11日始点から、籾訳開始コドンまでの領域についても CATアツセイを用い

て解析を行うことにした。この領域にはヒトの TS逃伝子に特徴的な 3回のくり返

し構造とそれに相補的な配列が存在し、この領域の機能についても興味がもたれる

と考えたからである。

1-1プロモーター領域の同定と微細構造の解析

hTS泣伝子のプロモーターは遺伝子導入を用いた実験から ター上流域のScal部位よ

り下流に存在することが示されていたが、 CATアッセイを用いた解析では、非常に

弱いプロモーター活性しか得られていなかったへまた、著者等は第 lイントロン内

にhTS遺伝子プロモーター特異的に働くエンハンサ一様の活性があることを明らか

にした21)が、この第 lイントロンを組み込んだ場合にもプロモーター活性は非常に

弱く、詳細な解析は困難であった。ここではhTS遺伝子のプロモーター領岐を更に

詳しく解析するため、非常に弱い CAT活性を定量的に解析する手法を確立し、hTS

遺伝子のプロモーター領域の欠失変異体を作製して、 CATアッセイを行った。その

結果、 hTS遺伝子の ター上流域には強力な発現抑制部位が存在し、この部分を欠失さ

せると有意なプロモーター活性が得られることがわかった。さらに機能部位を同定

するため、詳細な欠失変具体を作製し、解析を行ったところ、 hTS遺伝子のプロモー

ター活性に必要な領域として、 CACCCボックスと Splの認識配列を同定した。ま

た、これらに挟まれた領岐にはプロモーター活性を抑制する機能を持つ領域が存在

していた。

材料と方法
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試薬および酵素

[α_32p]dCTP(3，OOO Ci/mmol)と D-thrco-[1 ，2-14C]chloramphenicol(40-60 mCi/mmol)は

ICN siomedicals Incより購入した。 DNA制限酵素と DNA修飾酵素は sethesda

Rcsearch Laboratories(Gaithcrburg M 0、USA)、宝酒造、および東洋紡績(株) より購

入した。 Therll7usaqualicusの DNApolymerase (AmpliTaq; Perkin-Elmer Cetus)は宝酒

造より購入した。細胞培養に用いた目指地23)とFI2培地は日水製薬(株) および

Ilazclton siologics Inc. (Lenexa、KS、USA)よりそれぞれ購入した。牛胎児血清は

socknec Laboratories Inc. (Canada)より、 DMSOは和光純薬(株) よりそれぞれ購入

した。

CATプラスミドおよび hTS遺伝子 5'・上流績の欠失変異体の作製

欠失変具体を効率良く作製するために、ポリリンカーを含む CATベクターを作製

した。まず pSV2CAT22)の8all7ト11部位をリンカーを用いて 8g/l1部位と置き換えた。

ついでAcclおよびHind川で消化して、SV40由来のフ。ロモーターおよびエンハンサー

領域を取り除き、残りの部分と pUCI19のポリリンカーと MI3の tntergemcreglOnを

含む断片 (T4DNA polymeraseにより平滑化した ApaLl部位から HindlJl部位までの

領峻)を結合した。構築したプラスミドのポリリンカー領域にある ATG配列を取り

除くために、このプラスミドを Sphlで切断した後、平滑化して再結合した。このプ

ラスミドを以後 pIGCATI7)と名付けた 。(構造を図 1-2に示す。)対照実験のための

プラスミドとして、 pSV2CAT中の SV40のプロモーター/エンハンサー領域 (Acc1

から Hind川までの DNA断片)を plGCATのポリリンカ一部位にある Sa/Iから HindlJl

の1/¥]に挿入したプラスミドを作製し、 plGSVCATと名付けた。

hTS遺伝子の capSltcと翻訳開始コドンを含む I091bpの 8gl1-8gl1断片を、 hTS遺

伝子のサブクローンである p11RR6S59)より調製し、平滑化した後、 plGCAT中の CAT

遺伝子とフレームがあうように IOmcrの Hindlll!Jンカーを用いて CAT遺伝子の上

流に挿入した。生じたプラスミドのうち、 CAT遺伝子と同じ方向に hTS遺伝子断片

が附入されたものを選択した。このプラスミドを plGsgsgCATと呼ぶ。ついで、こ

のプラスミド、を 8all1HIとKpnlで切断し、 exonucleaseIJ 1を用いて hTSi宣伝子の上流

側から DNAを分解し、 mungbean nllcleascで処理した後、平滑化し、再結合した。
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得られた欠失変具体について DNASequcncer(Mod巴1373A、Appli巴dBiosystems)を用い

て配列を決定し、その中から、Scal部位の下流領域に欠失を含むもの4種類を選び

出した。これらのプラスミドはそれぞれ、主要なキャップ部位を+1として、 -487(FI)、

-409 (102)、-242(F3)およびー147(104)より下流の配列を含んでいた傘。これらの

併造図 ト3をに示す。 また、 Scal部位の下流の領域について詳しく 解析するために、

hTS泣伝子 ター上流域の Scal-BglI断片を plGCATの平滑化した Sall部位と Hind川の

1mに係入した。但し hTS遺伝子と plGCAT上の CAT遺伝子のフレームを合わせるた

めに、 Bgll部位に 10merの I-lindlllリンカーを介してベクター上の Hindlll部位と結

合した。このプラスミドを元に、同係の方法を用いて欠失変異体を作製した。得ら

れた変異体の憐造を図 1-6の左似11に示す。

hTS遺伝子宮・上流域のカセット変異体の作成

hTS遺伝子のプロモーター領岐に存在する CACCCボックスと Splの認識配列の

プロモーター活性への寄与について検討をするために、この部分を中心に、 hTS遺

伝子の配列を Bgl11の認識配列と置き換えた DNA断片を作製した。変異の導入は

PCRを用いて行った。図 1-7に示した 5種の変異を含む DNA断片(LS2から LS6)を

作成するために、 10種の DNAプライマー(表 1-1の LS2aから LS6b)をDNA合成機

(model 381 A; Applied Biosystel1ls)により合成した。図 1-7に示した Primerlおよび

Pril1l巴r2は表 卜lに示したものを用いた。これらのプライマーを用い、plGBgBgCAT

を鋳型として PCRを行い、それぞれの変具体 DNA断片の5'-側および3'ー仮11に相当す

るDNA断片を合成して、 T4DNA polyl1leraseにより平滑化した後に、pUCI9のSmal

部位にクローニングした。PCRには通常の条件を用い24)、アニーリング温度は 550C

で二行った。ついで、それぞれの断片の方向を配列解析で確認した後、ター側を含むプ

ラスミドを Bgl11とHind川 で消化し、そこに、対応する Bg/llとHind川で切り 出し

*ヒト TS泣伝子の主要な転写開始点(図 トlに示したヒト TS遺伝子の上流仮11から

2つめの転写開始点)を+1としたときはそれぞれ、-310(FI)、-232(102)、-65(F3)、

+31 (F4)より 下流の配列を含んでいた。
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た3'-fJlIIの断片を挿入した。このようにして得られたプラスミド上の変異を含む hTS

泣伝子断片を PVlIlIおよび J-1indlllで切り出した後、 5%のポリアクリ/レアミドゲ、ル電

気泳!f!iJで精製した。次いで、 plGCATのポリリンカー部位にある Sall部位と J-1indlll

部位の問に、ベクター側のお/1ffil位を T4DNA polymeraseにより平滑化して挿入し

た。得られたプラスミ卜‘は hTS遺伝子 5'ー上流域の PVlIl1部位(遺伝子上の翻訳開始

コドンの Aを+1として+253)から、 +22までを含み、それぞれ図 1-7に示した変異

を含んでいた。(LS2から LS6) また、コントロールのプラスミドとして図 1-7の

Pril11erlとPril11er2を用いて変異を含まない hTS断片を PCRにより合成し、 plGCAT

の同じ位置に挿入した。(LSI) また、ヒ卜 TS遺伝子の多型性を解析する過程で、

PCRを用いて hTS遺伝子の上流域を附幅させた際に、上記の Spl結合部位に点変異

の導入された DNA断片が得られた 18)のでその断片を挿入した CATプラスミドを作

成し (phTS146A)、CATアッセイを行った。

培養細胞および培養条件

J-JeLaS3 (SC)は JapaneseCancer Research Resour∞s 8ank (東京)より入手し、 10%の牛

胎児血清を含むES培地23)で渚養した。

DNAの細胞への導入および CATアッセイ

細胞への DNAの導入にはリン酸カノレシウム法24)を用いた。60-111111または 100-mm

径の、ンャーレに 1.0x1 05の J-JeLa細胞 (60-111111径のシャーレでは 0.5x1 05)をまいた後、

24 JI寺間後の細胞に対し、 DNAの導入を行った。DNAの導入効率を補正するために、

pSV-s-galactosidase plasl11id(PrOl11cga、Madiso口、WI、USA)を同時に導入した。それぞ

れのシャーレに対し、 10凶 のCATプラスミドと 20凶 のpSV -s-galactosidaseプラ

スミドを導入した。60-111111径のシャーレに対しては、それぞれ、半分の量の DNA

を用いた。DNA導入の 48時間後に細胞を回収して細胞抽出液を調製した。CATアッ

セイに際しては、発現されてくる s-galactosidaseの活性を測定して、 0.1milli unit*の

活性あたりの CAT活性を測定した24)。定金的な CATアッセイを行うために、得られ

*370Cでl分間に1f.lmolのONPG(o-Nitrophcnyls-D-galactopyranosid巴)を分解する酵素

活性を 1unitとした 24)。
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た TLC上の未反応およびアセチル化されたクロラムフェニコーノレのスポットを

BAS2000 Bioirnaging Analyzer Uii士フイ/レム)で測定し、クロラムフェニコール中

の全水酸基に対するアセチル化された水酸基の割合を計算し、 CATの活性とした。

結果

定量的な CATアッセイの検討

定量的な CATアッセイを行うために、 CATアッセイでの定量性の検討を行った。

plGSVCATを導入した HeLa細胞の抽出液を一定量含む試料について、 0.4rnMの

Acelyl-CoAおよび 0.1μCiの 14Cークロラムフェニコールを加え、 370Cで60分間反応

させた後、酢酸エチノレで抽出 し、 TLCで展開した。それぞれのスポットを Bioimaging

Analyzer BAS2000で定量した後、以下の式の値を計算した。

(1-acetyl CM) + (3・acetylCM) + 2 x (1.3 -diaceザICM)Acctylation(%) . __." 1_ .'__  ~~ --- -' -- J - .\~.- ..------.1 ---， " x 100 
(1-aceザICM)+(3-a印刷CM)+ 2 x (1.3・dia田ザ1CM) + 2 x (nonac町ylatedCM) 

ただし CMはクロラムフェニコー/レを示し、( )は括弧内の成分のスポットの

BAS2000 Bioimag川gAnalyzerによる定量値とする。

反応液中に含まれる細胞抽出i夜の盆と上記により計算した Acetylalion(%)の値を

グラフにして図 1-4に示す。一般に、通常の CATアッセイの場合には使用した反応

系でのクロラムフェニコーノレのアセナノレ化率が 20-30%を越えると定量性に乏しい

とされているが25)、グラフに示したように、 0-90%の範囲で、反応液中の CATの量

と得られた Acelylalion(%)の値に良い相関関係が見られることがわかった。

hTS遺伝子のプロモーター領減の決定

hTS 遺伝子のター上流域には他の点核生物由来のプロモーターに見られるような

TATAボックスやGCボックスなどの配列は存在しない。これまでの解析ではマウス

の TS欠似細胞株に対する DNA導入の結果から、hTS遺伝子のプロモーターが ター

上流域の Scal部位の下流に存在することが示唆されていたが町、 hTS遺伝子の主要
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且

な転写開始部位から 3.1kb上流の Drαl部位より下流の領域をふくむいくつかの制限

酵素断片を用いて CATアッセイを行ったところいずれの場合にも有意なプロモー

ター活性は検出されなかった26)。一方、著者等は hTS遺伝子の第 1イントロン中に

プロモーター特異的なエンハサ一線活性を見出し、この第1イントロン由来の断片

とhTS泣伝子シー上流域の断片の両方を同時に CATベクターに組み込むとプロモー

ター活性が検出されることを見出した21)。これは、 hTS遺伝子のプロモーター活性

が非常に弱いか、あるいは、 何等かのサイレンサ一様の活性をもっ領域をその近傍

に伴っているからと考えられる。そこで、 hTS遺伝子デー上流域のScal部位より下流

の領域に対し、欠失変具体を作製して、これらの断片を用いて CATアッセイを行っ

た。結果を図 1-5および図 1-6(こ示す。まず、欠失変異体を作成する際に、直接Scal

部位より欠失を加えると、短い欠失を含む断片が得られなくなる可能性があること

から、 Scalより約 0.6kb上流の 8gll部位より欠失を加えた集団の中から、約 100bp

ごとの欠失を持つ4つのクローンを選び、実験を行った。その結果を図 1-5に示す。

この結果から、 hTS遺伝子の主要な転写開始点から数えて、 -309bpから-66bpの範囲

の DNA断片を含む断片ではプロモーター活性が検出されないのに対し、 -65bpから

+30bpの領域を含むDNA断片では有意なプロモーター活性が得られることがわかっ

た。この結果は hTS遺伝子のプロモーター活性に必要な領域がこの転写開始部位よ

り-65bpから+30bpにあることを示し、また、その上流にあたる-66bpから-309の範

囲にはこのプロモーター活性を抑制する配列が存在していることを示していると考

えられる。これらの機能的に益要な傾J戒について、更に詳細な検討を行った結果を

図 1-6に示す。この結果から、翻訳開始点の A の復基を+1として、 -229からー223

の領域とー187からー147の領域は、その欠失によって、 CATの発現が大きく減少して

おり、 CAT遺伝子の発現に対して正の寄与をしていることがわかる。 (図 1-6の

phTSd229とphTSd223および phTSdl87とphTSdl47を参照) この 2つの領域のう

ち、上流側の領域は前に述べた CACCCボックスを含む領域であり、下流似11にはー150

からー142の部分に Splの認識配列27) (KRGGCGKRY)が存在している。(hTS遺伝

子の配列は GAGGCGGAG) 一方、-342からー269の領域および-212から-201の領

域はともにその領域の欠失によって CATの活性が上昇していることから、遺伝子の
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発現に対して抑制的に働いていることが示唆された。

hTS遺伝子5'-上流爆のカセット変異体による解析

次に欠失変異体の解析によって hTS遺伝子プロモーターの活性への寄与が示唆さ

れた CACCCボックスと Splの認識配列についてさらに検討を行うために、これら

の領域を含む配列を 8g111の認識配列で世き換えた変具体を作製し、CATアッセイを

行った。また、 Spl結合部位に点変異を導入した DNA断片についても CATアッセ

イを行った。用いた DNA断片の榊造を図 1-7に、結果を図 1-8に示す。まず、hTS

泣伝子の ター上流域にある Spl総合部位に変異を導入した DNA断片の CATアッセイ

について見てみると、カセット変異を導入した場合も、点変異を導入した場合も CAT

の活性が大幅に減少し、 hTSi自伝子の ター上流域のプロモーター活性に重要であるこ

とが示唆された。(図 1-8の pLSICATに対する pLS6CATおよび phTSI46A)また、

CACCCボックスについてもカセット変異を導入すると部分的ではあるが CAT遺伝

子の発現が減少し(図 1-8の pLS2CAT)、この領域がプロモーター活性に対し、正の

寄与をしていることが示唆された。一方、遺伝子の発現に対し、 抑制的に働くこと

が示唆された-212から-201の領岐に変異を導入すると予想通り CATの発現は培大し

(図 1-8の pLS3CAT)、この領域がi立伝子の発現に対し抑制的に働いていることが確

認された。

1・2主要転写開始点下流領減の遺伝子発現に対する機能の解析

これまでの欠失変具体をsIlし、たCATアッセイでは全て hTS遺伝子の翻訳開始コ ド

ンの Aを+1としたときに+28までを含む DNA断片を用い TSのデー領域と CAT遺伝

子の融合蛋白質として発現が起こるようにレポーター遺伝子を設計していた。これ

は予備的な解析から、 hTS遺伝子の ATGより デー上流側の 8ssHII部位あるいは Xbal

部位より下流を含まない|新片では、C八Tアッセイで測定した場合に、有意なプロモー

ター活性が得られなかったことによる。この結果は hTS遺伝子の遺伝子発現には転

写開始点の周囲だけではなく、転写1)似合点の下流領峻も重要な寄与をしていること

を示唆している。この領域はヒ 卜およびサノレの TS遺伝子36)に特徴的な3回の繰 り返

し西日列を含む併造と 、翻訳開始コドンを含んでいる。この領域の機能配列について
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且

吏に検討するために、この領域の欠失変具体を作製し、前項と同じように CATアッ

セイを!日いて遺伝子発現に対する機能を解析した。その結果、 3回の繰り返し配列

を含む領域は遺伝子発現を促進する効果があり、特に、 一組の繰り返し配列とそれ

に相術的な配列を欠失させてしまうと ほしa細胞での hTS遺伝子プロモーター領成

の活性が検出できなくなることがわかった。また、遺伝子発現に影響を及ぼす領域

として泣伝子上の翻訳開始コドンを含む領戚が同定された。

材料と方法

細胞猪養およびCATアッセイ

CATアッセイに用いる細胞として HeLa細胞を用いた。培養条件およびCATアッ

セイについては“トlプロモーター領域の同定と微細構造の解析"と同じ方法で行っ

た。

hTS遺伝子転写開始点下流領減の欠失変異体を含む CATプラスミドの作製

hTS 遺伝子の転写開始点下流領域の欠失変異体を作成するために、勺ーlプロモー

ター領域の同定と微細構造の解析"で作製したプラスミド、 F3を用いた。(プラス

ミド F3はhTSi宣伝子の 5'ー上流峻のうち、翻訳開始コドンの Aを+1として-242より

下流の領域を含むので、以下このプラスミドを phTSd242と呼ぶ。) このプラスミ

ドを Hind川で消化し、直線化した後、 0.8%のアガロースゲル電気泳動で精製した。

その DNA断片をexonllclcase111で時間を変えて消化し、 (0.5-IOmin)さらに、mungbean 

nllcleas巴と Klenowfragmenlで処理した後、 Bg/IIで切断した。このようにして得られ

たDNA断片の中から、 hTS泣伝子のター上流域を含む断片を 0.8%のアガロースゲル

電気泳動で分取し、日IJにJlHました、 plGCATのCAT遺伝子を含む、平滑化した Hindlll

から Bg川までの領域の DNA断片と結合した。得られたプラスミドは hTS遺伝子の

翻訳開始点の Aの嵐基を+1として、 -242から+28までの領岐を CAT遺伝子の上流

部分にもち、 hTS遺伝子上の均/1部位 (+28)から上流方向へ、色々な長さの欠失

を含んでいた。それぞれの欠失した領域は DNASeqllencer (model 373A、Applied

siosyslems)でcyclescqllence法により決定した。得られたプラスミドに含まれる、hTS

遺伝子の 5'-上流域の構造を図 ト14の左に示す。
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また、hTS遺伝子の繰り返し構造中に存在する E2Fの結合配列28)(TTTTCCCG;ー121

からー128の領域)を欠失させるために、プラスミド F3(phTSd242)を BssHllおよび

Eco521で消化した後、平滑化し、再結合して、 ー133からー119の領域を欠失させたプ

ラスミ ド、 F3L1EBを作製した。

2回のくり返し配列を持つ hTS遺伝子断片の調製と CATプラスミドへの組み込

み

プラスミド F3(phTSd242)上の TS遺伝子断片の泊。Iから、 Hindlllの領域を、ヒ卜

TS泣伝子のポリモノレフイズムの解析過程で得られた3回および2回のくり返し配列

を持つ hTS遺伝子の相当する領域で置換したプラスミドを作製し!旬、 CATアッセイ

を行った。

翻訳開始コドンに点突然変異を含む hTS遺伝子宮・上流減の DNA断片を持った

CATプラスミドの作成

hTS遺伝子の ター上流域の翻訳開始コドン領域に点突然変異を導入した DNA断片

を含む CATプラスミドを用いて、CATアッセイを行うために、まず、翻訳開始コド

ン部分に点変異を導入した DNA断片を PCR反応を用いて合成した。hTS遺伝子の

シー上流域を合成するためのプライマーとして、表 1-3に示した sense鎖および、

antJ-sense鎖のプライマーを用いた。プライ 7 ーは DNA合成機 (model381 A; Applied 

Biosystems)を用いて合成した。合成したプライマーは OligonuclωtidePurification 

Cartridge (Applied Biosystems)を用いて精製し PCRに用いた。PCRは以下の組成の反

応液中で行った。

1 OmM Tris-HCI (pl-18.3、250C)

50mM KCI 

1.5 111M MgCI2 

100μ巴Imlgelat川

0.2 mM dNTP 

l μM each prill1er 

10 % DMSO 

total50μl/reaction 
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さらに鋳型として 1反応当り、 Ingの Scal-Bgll断片および 2.5unitの Thermus

aqllallcllS由来の DNA合成酵素 (AmpliTaq;Perkin Elmer Cetus、Norwalk、CT、USA)

を加えた。反応液にミネラノレオイノレを重層した後に、 Zymoreactor(modelAs-1800;ア

トー (株))に移し、以下の条件で PCRを行った。

反応条件

940C 1 min"'-..， 

600C 1 ll1in I 30 cycle 
720C 2 m川/

720C 5 min 

得られた断片は Xbalおよび Hindlllで消化した後、 F3(phTSd242)のXbalとHindlll

部位の問にクローニングした。それぞれの配列を dideoxy法により決定し、翻訳開

始コド、ンに点突然変異を含むクローンを選択した。

結果

hTS遺伝子の3回の繰り返し配列とその近傍の遺伝子発現に及Iます影響

図 1-14に得られた hTS遺伝子の欠失変異体の構造と、CATアッセイの結果を示す。

転写開始点下流の領岐について、翻訳開始点の下流から欠失を加えていくと、翻訳

開始コドンを欠失させたところで、 CATの発現が約4倍に上昇した。(phTSd242+15 

とphTSd242・3) さらに、上流に向かつて欠失を加えていくと、-3からー120までを

欠失させたところで、有意な CATの発現がなくなることが示された。この結果から、

この領域が遺伝子の発現に対し、促進的に働いていることが示唆された。特に、 3

回の繰り返し配列の内 lつを残している、phTSd242-61では phTSd242と同程度の

CATの発現があるのに対し、 i設後の繰り返し配列とそれに相補的な配列を欠失させ

ると有意な CATの発現がなくなることから、hTS遺伝子の7・上流域による遺伝子の

発現には転写開始点下流領域の繰り返し配列を含む構造のうち、 l対の繰り返し配

列とそれに相補的な配列が必要であると考えられる。

この 3回の繰り返し配列を含む構造'10には、転写因子のひとつである E2Fの結合

し得る配列がー121からー128の領域に見られる。(TTTTCCCG28)に相補的な配列) そ
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こで、この部分の遺伝子発現に対する影響を調べるために、この部分を欠失させた

変異体を作製し、 CATアッセイを行った。結果を見ると、この領域を欠失させたプ

ラスミド phTSd242L1Esは phTSd242に比べ、 CATの活性はむしろ上昇する傾向にあ

り、この配列は泣伝子発現に対して、促進的には働いていないと考えられる。

hTS 遺伝子の 3回のくり返し配列を含む構造のくり返しの数と遺伝子発現の関係

を調べるためには、くり返しの数が異なるクローンを作成する必要がある。著者等

はhTS辿伝子の多型性を解析する過程で正常なヒトの問に、 3回のくり返し構造に

加え、 2回のくり返し構造を持つ hTS遺伝子が存在することを見出した18)。そこで、

hTS遺伝チより PCRにより得られた 2回のくり返し構造を持つ hTS遺伝子断片を用

いて、くり返し数の遺伝子発現に及ぼす影響について検討した。その結果を図 ト15

に示す。結果を見るとクローン化された hTS遺伝子と同じ構造を持つ R句1細胞から

培幅された DNA断片と、3回のくり返し構造を持つ S3-1で示した DNA断片はほぼ

同じ CATの発現が見られるのに対し、 2回のくり返し構造しか持たない S3-2で示

した DNA断片では、 CATの発現が約 112に低下していた。この結果は、くり返し数

が多いほうが遺伝子発現が地強されることを示唆している。

hT5遺伝子の翻訳開始コドンを含む領織の遺伝子発現に対する影響

欠失変具体を用いた解析から、hTS遺伝子の翻訳開始コドンを欠失させた場合に

遺伝子の発現が大幅に上昇する結果を得たので、その機構を更に解析するために、

翻訳開始コドンに点変異を導入した hTS遺伝子断片を用いて、CATアッセイを行っ

た。その結果を図 ト16に示す。結果を見ると、 翻訳開始コドンに点変異を導入し

たhTS遺伝子断片を含む CAfプラスミドでは、いずれの場合にも CATの発現が上

昇していた。

1・3プロモーター領嫌に結合する核内因子の検索

トl節で、 hTS遺伝子プロモーター領域の機能部位について推定することができた

ので、これらの領域と特異的に相互作用している核内因子を検索した。
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材料と方法

ゲルシフトアッセイに用いた DNAプローブ

ゲノレ、ンフトアッセイに用いる DNAプローブとしては、 CACCCボックスと Spl結

合領域を分けて解析するために、 hTS遺伝子のプロモーター活性に必要な領域を含

む、 Pvull-XbalおよびXbal-8ssllllの断片を用いた。(図 1-7参照)また、 CATアッセ

イにより、プロモーター活性が異なることが示された LS2から LS6の変異体からも

相当する領j或を切り出してプロープとして用いた。DNA結合因子の同定は既知の結

合因子の認識配列を含む DNA断片を用いたゲルシフトアッセイの競合実験で行っ

た。検出された結合因子の同定に用いた、API、AP2、AP3、Spl、NFI/CTF，NF-kB， TFIID， 

GRE， CREsの認識配列を含む DNA断片は GelShift Assay Kit(Stratagene， La Jolla， CA， 

USA)および GelShift Assay Systel11(Promega， Madison， WI， USA)に付属のものを用いた。

その配列を表 1-2に示す。また、大腸菌中で遺伝子組み換えにより調製した AP2は

Prol11egaより購入したものを用いた。また、 hTS遺伝子のプロモーター領域中の発

現 抑制配列 に結合する因子を検索するために、 ター

GATCCCCTGCG下πCCCCCTGGATC-3'の配列を持つ二重鎖の DNAを DNA合成機

(l11odel 381 A; Applied Biosys印ms)により合成した。

ゲルシフトアッセイ

核抽出液は Schreiber等2仰の方法により翻製した。蛋白質濃度の測定は色素結合法

3仰を用い、boviney-globulinを基準にして行った。核抽出液は通常 2-5l11g/mlの蛋白

質を含んでいた。結合反応は 15111M Hepes-KOH (pH 7.9)、1111M dithiothreitol、0.2

111M MgCI2、5%glycerolを含む溶液中に l反応当たり (10μl中)、 0.5ngのラベノレし

たDNA断片、 2.5同 の蛋白質を含む核抽出液、1.5同のpoly(dl-dC) (Pharmacia LKB 

Biotechnology As、Uppsala、Swcden)を加え、OOC、30分間行った。電気泳動は 4%ポ

リアクリルアミド(l11ono-: bis-acrylal11idc= 39: 1)を用い、 6.7111M Tris-HCI (pH 7.9)、

3.3 111M 酢酸ナトリ ウム、 1mM EDTAを含む溶液中で行った。電気泳動に際しては

予備泳動を 2時間行った後、反応溶液をそのまま電気泳動にかけた。泳動の後、ゲ

ルを乾燥させ、オー トラジオグラフにより、 DNAを含むバンドを検出した。
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結果

実際のプロモーター活性に必要な領域をプロープとして用いることにより、図

卜9Aのレーン2に示したように3本の蛋白質の結合によると思われるバンドが検出

された。それぞれのバンドの淡さを定量した結果を図 1-9Bに示す。この結果とそ

れぞれの変異体のプロモーター活性 (図 ト8) を比較してみると図 1-9Aでaと

示したバンドの濃さと断片が示すプロモーター活性の聞に相関のあることがわかる。

特にプロモーター活性をほとんど示さない LS6の変具体では aで示したバンドが約

1/3に減少していた。(図 1-9Aのレーン 7参照) この変異体はマウスの TS遺伝子

でSpl結合領域と同定された領岐に相当する部分に変異を導入した変異体であり 、

以上のことから、aで示したバンドはヒ卜 TS遺伝子中のSpl結合領域に結合しプロ

モーター活性に重要な寄与をしている DNA結合因子によるバンドであることが推

測される。

次に、それぞれのバンドに対応する DNA結合因子を同定するために、 API、AP2、

AP3、Spl、NFI/CTFの各DNA結合因子の認識配列を含むDNA断片を用いた競合実験

を行った。その結果を図 1-10に示す。図で cと示したバンドには大きな変化は見出

されなかったが、 aのバンドは Splの結合領域を含む DNAを加えることにより特異

的に消失した。(図 ト10Aレーン 8および 9) この結果から、aで示したバンドは

Splの結合により生じていることが示唆された。

さらに、 CATアッセイにより同定された hTS遺伝子プロモーターの機能配列のう

ち、 CACCCボックスと Splの認識配列を分けて解析するため、プロープを Xbal部

位で切断し、問機の実験を行った。上流fJ¥1]にあたる Pvull-Xbal断片による結果を図

ト11に示す。まず、変異を導入していないプローフ‘て‘は複数のバンドが検出され(図

1-11 A、レーン 1)、カセッ ト変異を導入したものでは、CACCCボックスに変異を

導入したプローブ(L2)でゲル上で最も泳動度の低いバンドが消失し、それよりやや

下似1]に新たなバン ドが生じた。(図 トllAのレーン2の白い矢印を付 したバン ド)

また、各i伝写因子の認識配列を含む競合 DNA断片を加えた実験では、図 トllsに

示したように、 Splの認識配列を含む競合 DNA民Ir片を加える事によりi最も泳!Il!J度の
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低いバンドを含む、ほとんどのバンドが消失した。さらに、 Splの認識配列を持つ

競合断片を加えた場合に残るバンドはAP2の認識配列を持つ競合断片を加える事で

特呉的に消失した。以上の結果から、 hTS遺伝子 デー上流域の CACCCボックスには

Spl の認識配列を認識する複数の因子が結合している事が示唆された。また、

PVIIII-Xbal断片への AP2の結合を確認するために、大腸菌で遺伝子組み換えにより

調製した AP2を用いてゲノレシフトアッセイを行った結果を図 卜11Cに示す。図に

示したように、 AP2を加えた場合にもシフ卜したバンドが見られる事から、この領

岐に AP2が結合することが確認された。コンピューターによる検索を行ったところ、

翻訳開始点コ 卜‘ンの Aを+1としたときに、 ー197から、 -206の位置に、 AP2の認識

配列である、 YCSCCMNSSS31)と一致した配列が存在する事がわかった。以上の結果

から、 hTS遺伝子のプロモーター領域の一部である、 p、111II-Xba 1の領域には AP2が
結合し、その結合位置はこの領域のー197から-206の位置であると推定された。

一方、 hTS遺伝子のプロモーター領域の下流部分にあたる、 Xbal-8ssHII断片をプ

ロープに用いた場合の結果を図 1-12に示す。まず、変異を含まないプロープでは図

1-12 Aレーン1に示したように、白い矢印を付した位置に濃いバンドが現れ、カセッ

ト変異を導入したプローブを用いた結果(図 ト12A)では Splの結合領域に変異を

導入したプロープ(L6)でこの最も濃いバンドが消失し、それよりやや下側に新たな

バンドが生じた。(図 l・12Aレーン4の白い矢印を付 したバンド)また、各転写因

子の認識配列を含む競合 DNA断片を加えた実験では、 図 1-12Bに示したよう に、

Splの認識配列を含む競合DNA断片を加える事により最も泳動度の低いバン ドが消

失した。以上の結果は hTS遺伝子の 5'ー上流域の Spl認識配列にSplが実際に結合す

る事を強く示唆している。

また、 CATアッセイで同定された、 hTS遺伝子プロモーター領域の CACCCボッ

クスおよび Spl認識配列に挟まれた領域にある発現抑制配列に結合する絞内因子を

検索するために、この領J戒の配亨11を持つ合成 DNAを作成し、ゲノレシフトアッセイ

を行った。結果を図 卜13に示す。合成 DNAをプローブに用いたゲノレシフトアッセ

イの結果(図 ト13A)から、この領域に何等かの因子が結合している事が示唆され

た。核蛋白質の量をi認やすと、ゲノレ上でシフトしたバンドの上に新たなパン卜、が生
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じている事から、この因子は蛋白濃度に応じて二量体を形成することが考えられる。

また、各転写因子の認識配列を含む競合 DNAを加えた場合(図 l・13B )は、実験

に用いたいずれの DNA断片でもバンドは消失しなかったことから、検出された因

子は Splや AP2とは異なる因子であることを示している。ただし、興味深いことに、

前に述べた実験で、 hTS泣伝子のプロモーター領域に結合する事が示された Splお

よび AP2の認識配列を持つ DNAを加えた場合に、ゲ、ル上に生ずるバンドの上に薄

いバンドが生じていた。(図 ト13Bのレーン 5、6およびレーン 9，10)これは、この

hTS遺伝子プロモーター領域の発現抑制配列に結合する因子が、 Splや Ap2そのも

の、あるいはその認識配列とも相互作用をし得ることを示していると考えられる。

1-4考察

hT5遺伝子プロモーターに対する転写開始点上流域の機能配列と発現制御

欠失変具体を用いた hTS遺伝子プロモーターの解析により、プロモーターの活性

に必要な機能配列として、hTS遺伝子の転写開始点上流(翻訳開始コドンの Aを+1

として-228から-220) に存在する CACCCボックスと、転写開始点下流域(翻訳開

始コドンの Aを+1としてー150からー142)に存在する Splの認識配列が同定された。

CACCCボックスはその共通配列として、 CCACACCCの配列を持ち、 SV40のエ

ンハンサー領域32)やヒトの s-globin遺伝子33)にも存在している。この配列に結合す

る因子については、完全に同定されていないが、組織特異的なものと、各種細胞に

普遍的に存在しているものがあると考えられている。そのうち、SV40のエンハン

サー活性に関与するトランス因子は組織特異的な結合因子であると考えられている

34)0 CACCCボックスは一般的に、エンハンサーとしても、プロモーターの上流配列

としても機能し得るが、 Spl も弱く結合することから、プロモーターそのものとし

ても機能し得る可能性がある。hTS遺伝子の CACCCボックスでは、この領域の欠

失により、 CAT遺伝子の活性は約 113に低下し、また、カセット変異を加えた hTS

遺伝子プロモーターの場合には、約 65%に活性が低下している。この結果から hTS

遺伝子の CACCCボックスも逃伝子の発現に対し促進的に機能していることが示唆

された。
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一方、 CACCCボックスの下流に存在する Spl結合配列の場合は、 GAGGCGGAG 

から GAGGAGGAGの点変異の導入により、 CATの活性が約 1/2となり、さらにカ

セット変異の導入により GAGGCGGAGから ATCTCGGAGへと、コンセンサス配列

中に4庖基の置換を導入すると、 CATの発現がほぼノくックグラウンドまで低下する

ことから、 hTS遺伝子の場合は、この Spl結合配列が主要なプロモーター活性を担っ

ており、 CACCCボックスはエンハンサーあるいはプロモーターの上流配列として

機能していると考えられる。さらに、ゲノレシフトアッセイの結果から、ヒト TS遺

伝子の Spl結合部位に実際に Splの認識配列である GCボックスを認識する因子が

結合していることが明らかとなった。以上のことから、ヒト TS遺伝子の場合にも

CATアッセイで検出された主要なプロモーター活性は Spl結合部位に結合する Spl

によることが示唆された。

hTS遺伝子の Spl結合配列は、マウスの TS遺伝子について、L.F. Johnson等によ

りnon・consensusなSpl結合配列として報告された領域19)と相向性の高い領域である。

またこの領峻は、最近クローニングされたラットの TS遺伝子35)や、我々が最近ク

ローニングしたサノレの TS遺伝子36)でも保存されていた。一方精製した Splの DNA

に対する結合性の検討から、 Splの認識配列として、 KRGGCGKRRYが提唱され27)、

この配列に一致していることが明らかとなった。マウス TS遺伝子の場合には転写

開始点を決定する配列を欠いているために、この Spl結合領域の下流の複数の場所

から転写が開始される。マウスの TS遺伝子において転写が開始される領域はヒト

TS泣伝子との聞にも有意な相同性が見られる3乃。一方、ヒト TS遺伝子の転写開始

部位はフ。ライマー伸長法を用いた解析で、この Spl結合部位の上流峻、翻訳開始点

から ー 1 60~ー 180 の範囲に複数個問定されているが町、 hTS 遺伝子シー上流域に存在す

る繰り返し配列のため、 Spl結合配列の下流に相当するー120付近の転写開始点につ

いては SI7ツピングを用いた解析でその存在が示唆されていたものの川、解析は困

難であった。今回のプロモーター領j或の解析結果から考えると、 hTSの転写開始点

もマウスと同様に、今回同定されたプロモーター活性に必要な Spl結合配列の下流

領j戒に存在する可能性が高いと考えられる。

hTS遺伝子のプロモーター活性に必要な CACCCボックスと Spl結合配列の上流
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• 

j或(-269から-342)とこれらの配列の問の領域 (-201から-212)には、プロモーター

活性に対して、抑制l的に働くと考えられる領域の存在することが示された。2つの

抑制的に働くと考えられる領域のうち、下流flUJに存在する抑制配列は、欠失変異体

およびカセット変異を用いた解析から、 TGCGTTTCCCCCの配列を含み、そのうち、

GCGγnの配列をAGATCTで置換してしまうと機能しなくなると考えられる。一方、

プロモーターの上流域に存在する抑制的に働く領峻と配列を比較してみると

TTCCCを必本とする相同性のある配列が両方の領域に存在していることがわかる

(図 1-17)。以上の結果から、 hTS遺伝子においてはこのTTCCCを基本とする配列

が遺伝子発現に対し抑制的に働く配列として機能している可能性が示唆された。

hTS 遺伝子のほかにもプロモーター配列の上流に抑制的に働く領域を持つ遺伝子と

して、ヒ卜の hypoxanthinephosphoribosyltransferase3的やマウスの DNApolymeras巴s39)

などが知られており、マウスの DNApolymerase日の場合、この抑制的な領域の働き

が、細胞の極類で異なることが知られている叫。TS遺伝子の場合、その発現が多す

ぎても、細胞内のヌクレオチドプーノレのバランスが崩れて、正常な DNA合成に障

害の起こることが予想されるため、培殖に伴う発現の誘導に加え、 抑制的な調節も

生理的に意義が大きいと考えられる。その点で、これらの配列がどのように遺伝子

発現を抑制しているかは興味深い。

hTS遺伝子のプロモーター領緩に結合するトランス因子と発現制御

CACCCボックスおよびSplの認識配列を含むP、nlll-8ssHII断片をプローブとして
用いて、 hTS遺伝子のプロモーター領域に結合する因子について検討した結果、少

なくとも3極の DNA-蛋白質複合体が形成されることが示された。これらのなかで

ゲル、ンフトアッセイで最も濃いバンドを与えた複合体は、hTS遺伝子上の Spl結合

部位を 8gll1の認識配列で位換したプローブでは形成が阻害され、さらに競合実験の

結果から、 Splの認識配列 (GCボックス)を認識する因子を含むことが示された

(図 1-9)。

さらに、より短いプロープを用いて検討したところ、CACCCボックスおよびSpl

の認識配列にはともに、Splが結合していることが示唆された。バン ドの演さおよ

び位置から判断して、 Xbal-Bssl川 断片をプロープとした場合に最も濃くあらわれ
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るバンドは PV1I1I-8ss1-l1l断片をプロープにしたときに最も濃くあらわれるバンド

に相当すると考えられる。(図 1-9Aレーン 2と図 卜12Aレーン 1を参照)両者は

ともに、 Splの認識配列を持つ DNA断片を加えることにより、特異的に消失するこ

とから、 Splの結合によるバンドであると考えられる。

一方、 CACCCボックスを含む PVlIlI-Xbal断片をプロープεに用いた場合には複数

のバンドが検出されるが、そのうちの最も泳動度の低いバンドは、 Xbal-8ssl-l1l断片

を用いた場合に肢も濃くあらわれるバンドとほぼ同じ位置に生じている。(図 1-11

Aレーン 2と図 ト12Aレーン 1を参照)さらに、このバンドを含むほとんどのバン

ドは Splの認識配列を含む DNA断片を加えることにより消失することから、この

最も泳動j支の低いバンドが、 Splの結合により生じており、それ以外に、 Splの認

識配列を認、織する複数の因子が CACCCボックスに結合していると考えられるo

PV1I1I-8ss1寸11断片をプロープとして用いた場合に検出された薄い2本のバンドのう

ち、図 1-9でcと示したバンドは hTS遺伝子上の CACCCボックスを置換したプロー

プで約 7割までバンドの強度が減少しており、 CACCCボックスに結合する因子と

の関連性が示唆されるが、バンドの位置および鏡合実験の結果から考えて、図 ト11

Aのcを付したバンドに相当すると考えられる。

一方、 Pvull-Xbal断片をプロープに用いたときに生ずるバンドのうち、図ト11A 

の bで示したバンドは Splの認識配列を持つ DNA断片を加えたときは変化しない

が、 AP2の認識配列を持つ DNA1断片を加えることにより特異的に消失することか

ら、 AP2の結合によるバンドであると考えられる(図 ト11s)。また、PVUll-Xba1断

片に組み換え体で作成した AP2が結合することを確認した。(図 1-11C)この場合、

シフ卜したバンドが、 HeLa細胞の絞州出液を用いた場合と若干異なる位置に検出さ

れるが、これは AP2の修飾等の違いによると推測される。さらに、この領域の DNA

の配列中に AP2が結合しうる配列を見出すことができた。

また、 CATアッセイによる結果から、 hTS泣伝子のプロモーター領域の CACCC

ボックスと Splの認識配列の問に、遺伝子の発現を抑制する配夢11を見出したが、こ

の部分の DNA配列をプロープに用いることで、この領域に特異的に結合すると考

えられる因子を見出した(図 卜13)。ゲノレシフトアッセイによる競合実験の結果か
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ら、この因子は Splや AP2とは異なる認識配列をもっ因子であるが、 Splや AP2あ

るいはその認識配列を持つ DNA断片と何等かの相互作用をしている可能性が示唆

された。

hTS i立伝子の発現翻節との|具mという観点から、図 1-8に示したプロモータ一変
具体による CATの活性と、図 1-9に示した各変異体由来の Pvul-8ssHII断片をプロー

プとしたゲ/レシフトアッセイの結果を比べてみると、ゲノレ、ンフトアッセイでの各複

合体によるバンドの濃さと CATの発現にはある程度の相関が有り、特に、いずれの

バンドにおいても CACCCボックスを置換した LS2のプロープではバンドが薄くな

るが、抑制l配列と考えられる領域を位換した LS3では逆に濃くなっていることがわ

かる。特に図 1-9で最も泳動度の低い、 aと示したバンドの濃さと CATの発現は LS5

を除くとかなり良い相関が見られる。以上のことから、図 1-9の aで示した複合体

はhTS泣伝子の転写活性に重要な寄与をしていると考えられ、さらに、この複合体

は、 hTS遺伝子プロモーター上の Spl認識配列への Splの結合に由来する一方で、

CACCCボックスへの Splの結合や、上に述べた抑制配列への核内因子の結合など

による調節を受けている、複数の蛋白質からなる複合体である可能性がある。この

観点からすると、抑制配列に結合する因子が、ゲルシフトアッセイの競合実験で見

られたように Splあるいは Splの認識配列を持つ DNAと相互作用する可能性が示

されたことは興味深い。

hTS遺伝子は細胞周期に依存して発現が調節される代表的な遺伝子の一つである。

その調節には転写および転写後の調節のあることが知られており、 hTS遺伝子の 5'ー

上流域と第 1イントロンがその調節にかかわることが明らかにされている 13)。細胞

周期lに依存した誠節を行う代表的な転写因子として、 E2F28)があり、 hTS遺伝子にも

その認識配列が存在するが、この配列の効果を CATアッセイを用いて検討した結果、

転写の促進に機能しているという結果は得られなかった。(図 1-14)一方、 hTS遺

伝子のプロモーター活性は主として Splを含む複合体の形成と関連が深いことが示

された。f最近、 Spl も細胞周期に依存した調節を行うことが複数の研究者により指

摘されており 41刈、 hTS遺伝子の細胞周期に依存した調節も Splによる支配を受け

ている可能性が示唆された。
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シス因子としての繰り返し配列と翻訳開始コドン

転写開始点下流領j或の遺伝子発現に対する機能配列としては、まず、欠失変異体

を用いた解析から、 3回の繰り返し配列とそれに相補的な配列を含む領域が遺伝子

発現に対し、促進的に働く領域として同定された。CATアッセイの結果から、 HeLa

細胞中で発現させた場合には l対の繰り返し配列とそれに相補的な配列が遺伝子の

発現に必要であることが示唆された。この発現に必要な領域はステムノレープ構造を

とり得ることから、第3章の考察にも述べたように、この領域が 貯.JAの高次構造を

通じて機能している可能性が考えられる。以前に、 cDNAを用いて、この領域の翻

訳に対する機能が検討されたが、その結果によると、 3回の繰り返し配列を欠失し

たほうが、翻訳効率が上がるという、今回の実験とは逆の結果が得られた43)。ただ

し、この時に用いられた hTScDNAは逆むきの配列を欠いており、遺伝子発現に対

する逆むきの配列の重要性が示唆される。これは、上記の RNAのステム ループ構

造を含む二次構造を媒介とするモデノレを支持する結果と考えられる。翻訳の制御に

よる遺伝子の発現調節については、原核生物やイースト、ショウジョウパエ等で良

く知られている。真核生物においては、サイトメガロウィルス mRNAの籾訳制御に

ついて、 5'ー上流側の配列が必要であることが知られている刊。また、イース卜につ

いては、人工的に導入されたステム ループ構造が翻訳効率を 1120まで減少させる

ことが知られている問。 さらに、 RNAの高次構造による遺伝子の翻訳制御につい

ては たrntJnの鉄に依存した調節系でも明らかにされている叫。TS遺伝子についても、

ブロモウリジンを導入して、高次構造を変化させた TSmRNAについて、翻訳効率

が変化することが示されている刊。また、 RNA上のステムーノレープ構造は RNAの

安定性を附加させることも知られている。histoneの転写産物においては、3'-1)111に存

在する配列が細胞周期に依存した RNAの安定性の維持のために必要であることが

知られている州。以上のことから、 hTS遺伝子のター上流域に存在する 3回のくり返

し配列とそれに相補的な配列の遺伝子発現に対する促進効果は RNAの二次構造を

介して働いている可能性が高いと考えられる。

一方、 CATアッセイにおいて、 hTSi立伝子の糊訳開始コドンを欠失させたり 、コ

ドンに点変異体を導入した場合、し、ずれも CAT遺伝子の発現が地加 していることか
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ら、 hTS泣伝子の翻訳開始コドンは遺伝子発現に対し、 抑制l的に働いているように

みえる。この機椛の説明としては、次の 2つの可能性が考えられる。第 1の可能性

はこの hTS遺伝子の翻訳開始コドンが、翻訳過程での調節を受けている可能性であ

る。hTS泣伝子の翻訳開始コドンに続くコード領域は、プラスミド上の CAT遺伝子

とフレームを合わせて帰入しであるので、 CATプラスミドに hTS遺伝子の翻訳開始

コドンが含まれている場合は、hTS遺伝子の翻訳開始コドンから翻訳が始まるが、

これが欠失した場合には、その下流にある、 CAT遺伝子の翻訳開始コドンから翻訳

か開始されると考えられる刷。そこで、 hTS遺伝子の翻訳開始コドンが、 CAT遺伝

子の ター端の ATGコドンに比べ、翻訳開始の効率が低いと仮定すると、 hTS遺伝子

の翻訳開始コドンに変異を導入したときに、遺伝子発現の効率が上昇することを説

明することができる。第 2の可能性としては、この ATGを含む領j或が、DNA結合

因子と相互作用して、シス因子として遺伝子発現を抑制 していることが考えられる。

この場合には ATGを含む領域に点変異を導入した場合、 DNA結合因子の結合に依

存して、遺伝子発現に対する効果が変わってくるはずである。hTS遺伝子の翻訳開

始コドンを含む領域は、第 2i;iで述べるように、hTS遺伝子の ATGコドンを含む領

域に結合する NF-TS2および NF-TS3が結合する位置であり、これらの因子のうち、

CATアッセイに用いた H巴La細胞ではNF-丁目が主に hTS遺伝子に結合し得ると考え

られる。一方、第2主主で示すように、用いた変異体の NF-TS2への結合性を調べて

みると、 翻訳開始コドンを ATAに変換 したものについては、里子性型と同じように結

合していおり、 翻訳開始コドンの泣伝子発現に対する抑制的な効果は、DNA結合因

子である NF-TS2の結合とは直接の相関が見られなかった。この事から考えると、

この HeLa細胞を用いての CATアッセイで見られた翻訳開始コドンの遺伝子発現に

対する抑制的な効果は mRNAの翻訳の段階で機能している可能性が高いと考えら

える。

翻訳段階の調節としては、まず、 mRNAの ATG近傍の配列は蛋白質の翻訳開始効

率に影響を与えることが知られている50)。また、 E.Chuらは TS酵素そのものが、hTS

mRNAの納訳開始コ ドンを含む領域に結合して、その翻訳を制御しており 51)、さら

に、 mRNA上の結合部位の一つは翻訳開始コ ドンを含む領域であることを示してい
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る12)。今回、この研究で明らかになった hTS遺伝子の翻訳開始コドンの遺伝子発現

に対する抑ililj効果はこのモデルで説明することができる。

同定されたプロモーター領減と他の調節領域との関連性

l詰初jにも述べたように、 hTS遺伝子のミニジーンを用いた解析では hTS遺伝子の

5'ー上流域3.8kbの間に細胞周期iに依存した調節領域があることが報告されている 13)。

この研究で明らかになった hTS遺伝子プロモーター領域とその上流の抑制配列が、

細胞周期に依存した調節を担うかどうかは今後検討が必要であるが、 hTS遺伝子の

翻訳開始点より 4kbの範聞には合計6個の Alu配列が存在しており、最も TS遺伝

子に近いものは籾訳開始点の O.6kb上流に存在していることから、この研究で明ら

かにした機能配列の中に、細胞周期に関連した調節をおこなう領域も含まれている

可能性がある。前にも述べたように、 Spl も細胞周期に依存した調節を行うことが

複数の研究者により指摘されており 13，14)、ミニジーンを用いた解析で同定された ター

上流域の細胞周期に依存した調節領域が、 hTS遺伝子プロモーターそのものである

可能性もある。今後は同定された各領域の変異体などを用いることにより、細胞周

期に依存した調節を担う領域の詳細な検討が可能になると考えられる。また、第 1

イントロンには細胞周期に依存した調節のほかに、 hTS遺伝子のプロモーターに依

存したエンハンサ一様活性のあることが明らかにされている21)。第1イントロンに

はゲノレシフトアッセイにより複数の核内閣子の結合することが報告されていおり、

既知の核内因子の認識配列として GCボックスが存在する。この研究で明らかに

なったように、 hTS泣伝子のプロモーター活性にはプロモーター領域への Splの結

合が重要であった。Splはプロモータ領域からかなり離れた GCボックス結合して

プロモーター領域に結合した Splと相乗的に転写を活性化することが知られており

問、 hTS泣伝子の場合もこのような機構が働いている可能性が考えられる。

-26-



Octamer 
Human AAGAAATGGAAATGCAAA TCCCTT A TT AGTTGT AGGAAACAGA-ITCTCMACAGC-AGTTTTG-fTTG~- -389 
Mouse ..• T .CAA' T. TC' T. T. AG. . AA.GGCTC. T. TT. .G. . T. GG・ーー...KlT.C.T' 'GC・G'CQ'二二二y. -306 

Huma n CAAGACCGCAGGAAAACGTGGGAACT GT GCT GCT GG-CTT AGAGAAGGCGCGGTCG市函弘CGGTTCCC-320 
Mouse . TT. CTATG・A・TG''G・CTT・CCT'AAA. . C. A' AT. C. CT. . CC. A. T・AA..T吐二二j]A・C'GGGA-236 

，p、ull
Human AAAGGGCGCAGTCCTTcCCAl:JCCACCGCACCTGCATCCAGGT --TCCCGGGTTTCCT AAGACTCTCAGCT -252 
Mouse TTTAATG... TG. A. d. . . .ICA' C. T. AT. . .AT .GG. TCT .AA.G' 'ATAA' 'GGGT. A. TA 'AG. TTT -186 

C伍己sox .Xbal 
Human GTGGCCdf扇面司TCCGTTCTG同CdACACCCGTGGCTCCTGCGTTTCCCCCTGGCGCACGCTCTCTAGAG -182 
Mouse . AGAAAG町二二二二上-A'G' G. n . . .ITTG 'AA.CT' TAA. CA' T 'C'GT' A .GT .G.GG. . GGG. .. GCCA -118 

Human OCGGAAGGGGTCCT日CCA----ーーー一 一CCGC-GCCM;TTGG∞TGCCTCCGTト一一一CCCG -70 
-42 
8 

Mouse rlA.... .. __ ..... bγTTT~T"'~"'T r. A"'TA"'Al T. . T. • . . L___. AI. . ._. . . . . .片ー1

;;:;竺n~町f????????212ju v cap sltc

図 1-1 ヒトとマウスのチミジル酸合成酵素遺伝子ターよ流域の比較

ヒトの泣伝子の配列(4)を上段に、マウスのTS遺伝子の配列(1)を下段に示した。そ
れぞれの遺伝子の三角で示したーはヒト8) (黒い三角)およびマウス 11)(白い三角)

のこれまでに報告された Capサイトを示す。 ・は一致する塩基を、四角で囲んだ部

分は一致する領域(連続して4底基以上)を示す。 ヒトの配列のうち、 3回の繰り

返し配列とそれに相術的な配列を矢印で示した。また、ヒト遺伝子中の Octamer配

列およびCACCCボックス(CAsOX)の配列およびマウスの遺伝子のSpl結合部位(9)
を下線で示した。(Spl結合部位および CACCCボックスについては第1章本文参
照)
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sglll 

図 1-2 plGCATの構造

ep..'¥ g，1巴n巴

EcoRI 

M 13 1G region 

pIGCAT 
5263 bp 
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SV40 

Polylinker 

黒線はpBR322あるいは pUCl19由来の配列を、灰色の線は SV40DNA由来の配

列を示す。
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図 1-3 CATアッセイに用いた hTS遺伝子のター上流域の欠失変異体の構造

hTS 遺伝子の構造を上部に示した。白い四角と黒い四角はそれぞれ非翻訳領域と

コード領域を示す。最上部にはfljll限酵素部位を示した。下段左にそれぞれの欠失変

具体の名前を右にそれぞ、れの欠失変具体の構造を示す。黒い棒は hTS遺伝子由来の

領峻を示す。
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Determination of CAT Enzyme by CAT Assay 
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図 1-4 CATアッセイの定量性の検討

plGSVCATと導入した HeLa細胞の抽出1夜、0μlから 60μlを含む試料について CAT

の活性を測定した。得られた TLCのオートラジオグラフを右に示す。TLC上のクロ

ラムフェニコーノレ (CM)およびアセチノレ化されたクロラムフェニコー/レ (AcCM)

のスポットを定量した後、本文に示した方法により 、Acetylation(%)の値を計算した。

そのグラフを左に示す。
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図ト5 hTS遺伝子のプロモーター領減の決定

A:CATアツセイにより待られた TLCのオートラジをグラム。クロラムフェニコー

ルおよびアセチノレ化されたクロラムフェニコー/レのスポットをそれぞれCMおよび

AcCMで示した。s:CATアッセイの結果を定量化したグラフ。縦軸は本文中の計算

式より求めた Acetylation(%)の値を示す。また、110DNAはpSV-s-galactosidaseplasmid 

のみを導入した 11巴La細胞より調製した細胞抽出液による結果を示す。エラーバー

は独立な3回の実験から計算した標準偏差を示す。
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図 1-6 hTS遺伝子 5'ー上流域の欠失変異体による CATアッセイ

左上に hTS遺伝子の構造を示す。白い四角と黒い四角はそれぞれ非翻訳領域と

コー ド領域を示す。番号は翻訳開始コドンの Aを+1としたときの庖基番号を示す。

左の黒い搾は欠失変具体に含まれる hTS遺伝子の領域を示す。黒い棒の右にそれぞ

れの変異体 DNA断片を組み込んだCATプラスミドの名前を示す。右にはそれぞれ

のプラス ミドを HeLa細胞に導入したときに発現されてくる CATの活性を相対値で

示す。エラーパーは独立な 3回の実験結果から計算した標準偏差を示す。
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図 1-7 hTS遺伝子5'ーよ流減のカセット変異体の構造

上段に hTS遺伝子の構造を示す。CACCCボックス(CABox)および Splの結合部

伎を淡灰色の四角で、また、欠失変具体を用いた CATアッセイの結果から同定され

たNegativescquenceをH音灰色の四角で示す。中段に作製したカセット変異体の構造

を示す。左に民Ir片の名前を、また、 5'および 3'ー末端の PCR用プライマー (Primerl

および Primer2)の位置を矢印で示す。Prilller2の右に付けた四角はプライマー中の

/-lind川部位を示す。LS2から LS6の断片中に 8gl11部位を導入するために用いたプ

ライマー(しS2aから しS6b、配列については表 トlを参照)を短い矢印で示す。それ

ぞれのプライマーの端に付けた黒い四角はプライ 7 ー中の 8gll1部位を示す。それぞ

れの断片は hTS遺伝子中の Pvull部位および Pril11er2の端に付けた /-lindlllで切断し

た後 CATプラスミドに挿入した。下段にそれぞ、れの変異体の変異した部分の配列

を示す。配列に付した番号は遺伝子上の翻訳開始コドンの Aを+1としたときの塩基

番号を示す。また、 CACCCボックス(CABox)とSpl結合部位を黒線で、Capsiteを

黛三角で示した。四角で屈んだ部分がそれぞれの変異体で導入された Bgfll部位を示

し、*を付けた鹿基が実際に世換された庖基である。また、 Spl結合部位に点変異

の導入された変具体 (phTSI46A)で位換された塩基を黒い矢印で示した。
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図 1-8 hTS遺伝子ター上流域のカセット変異体による CATアッセイ

それぞれの変異体 DNAをCATプラス ミドに伸入して HeLa細胞で発現させた場

合のCATの活性を相対値で示す。エラーバーは3回の独立した実験結果から計算し

た標準偏差を示す。
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hTS遺伝子プロモーター領域をプローブとしたゲルシフトアッセイ

A: hTS遺伝子プロモーター領域あるいはそのカセット変具体より調製した Pvull-
BssHII断片をプロープとしたゲノレシフトアッセイの結果を示す。核抽出液は ほしa

細胞から調製したものを用いた。 右に各レーンで用いたプローブを示す。 Ll ~L6 は
それぞれ pLSICAT~pLS6CAT より切り出した DNA 断片を示す。 a、 b 、 c は蛋白質の
結合によるバンドを示す。s:Aに示した a、b、cのバンドの放射活性を sAS2000
sioil1laging Analyzer (富士フィノレム)を用いて定量した結果を相対値で示す。

図 1-9
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図 1-10 hTS遺伝子プロモーター領域に結合する核内因子の解析

上段 hTSi立伝子、 5'-上流域の p、'ull-BssHII断片をプローブとした競合実験の結果
を示す。競合|新片として、右に示した各転写因子の認識配列を持つ DNA断片を用

いた。a、b、cは蛋白質の結合によるバンドを示す。下段:a、b、cの各バンドを BAS2000

Bioimaging Analyzer (富士フィノレム)を用いて定盆した結果をグラフにして示す。
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図 1-11 hTS遺伝子のCACCCボックス近傍に結合する核内因子の解析

A: hTS遺伝子プロモーター領域あるいはそのカセット変異体から調製した Pvull-
Xbal断片をプロープとしたゲノレシフトアッセイの結果を示す。核抽出液は HeLa細

胞から調製したものを用いた。 右に各レーンで用いたプローブを示す。 L1 ~L3はそ
れぞれpLS1 CAT~pLS3CAT より切り出した DNA 断片を示す。 a， b， Cはシフトした
バンドを、また、白抜きの矢印は変化を示すバンドを示した。B:hTS遺伝子、 5'-上
流域の Pvull-Xbal断片をプローブとした競合実験の結果を示す。競合断片として、

右に示した DNA断片を用いた。白抜きの矢印は変化を示すバンドを示した。C 大
腸菌で作成した AP2、あるいは l忙しaの核抽出液を用いたゲルシフトアッセイの結
果を示す。白抜きの矢印でシフトしたバンドを示した。プロープは Pvull-Xbal断片

を用い、核蛋白質としては右に示したものを用いた。
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図 1-12 hTS遺伝子の Spl認識配列近傍に結合する核内因子の解析

A: hTS 遺伝子プロモーター領域あるいはそのカセット変異体から調製した Xbal-

8ssI-lII断片をプロープとしたゲール、ンフ トアッセイの結果を示す。核抽出液は トleLa

細胞から調製したものを用いた。 右に各レーンで用いたプロープを示す。 Ll ， L4~ L6

はそれぞれ pLSlCAT， pLS4CAT~pLS6CAT より切り出した DNA 断片を示す。 白抜

きの矢印は変化を示すバンドを示した。s:hTS 遺伝子、ター上流域の Xbal-8ss1一川断片

をプローブとした競合実験の結果を示す。競合断片として、右に示した DNA断片

を用いた。白政きの矢印は変化を示すバンドを示した。
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図 1-13 hTS遺伝子の発現抑制配列に結合する核内因子の検索

A:Cに示した合成 DNA断片をプロープとして用いたゲルシフトアッセイの結果

を示す。白抜きの矢印でシフ卜したバンドを、また、右に用いた核蛋白質の盆と、

反応液中の Mg濃度を示す。B:Cに示した合成 DNA断片をプローブとして用いた競

合実験の結果を示す。DNAの結合は一反応当たり 、5.0μgの核蛋白質を用い、 Mg

非存在下で行った。競合断片として、右に示した DNA断片を用いた。C:実験に用

いたプローブの配列を示す。
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図ト14 hTS遺伝子の転写開始点下流減の欠失変異体による CATアッセイ

左上に h1可S遺伝子の構造を示す。白い四角と黒い四角はそれぞれ非籾訳領域と

コード領域を示す。番号は翻訳開始コドンの Aを+1としたときの塩基ー番号を示す。

白い四角の中の矢印は3回の繰り返し配列とそれに相補的な配列を示す。中段左の

黒い俸は欠失変異体に含まれる hTS泣伝子の領域を示す。黒い棒の右にそれぞれの

変具体 DNA断片を組み込んだCATプラスミ ドの名前を示す。右にはそれぞれのプ

ラスミドを HeLa細胞に導入したときに発現される CATの活性を相対値で示す。エ

ラーノ〈ーは独立な3回の実験結果から計算した標準偏差を示す。
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図 1-15 hTS遺伝子のくり返し構造の数が遺伝子発現に及ぼす影響

PCRで上白隠されたヒト染色体 DNA断片を Xbal-Hindlll断片として CATプラスミ
ドに組み込み HeLa細胞で一過的に発現させた時の CATの活性を相対値で示す。エ

ラーバーは3回の独立した実験結果から計算した標準偏差を示す。 R句i:R匂1細胞の

DNAより土問中高された hTS断片で、クローン化された hTS遺伝子と同じ構造を持つ。

S3-1 ヒ卜の染色体 DNAより 地帽した DNA院Ir片で、3回のくり返し構造を持つ。
S3-2:ヒトの染色体 DNAより増幅した DNA断片で、 2回のくり返し構造を持つ。
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図 1-16 翻訳開始コドンの点変異の遺伝子発現に対する影響

hTS 遺伝子の翻訳開始コドンに点変異を導入した変具体のXbal-Hindlll断片をhTS
遺伝子のプロモーター領域とともにplGCATに組み込んでHeLa細胞中で発現させた

ときのCATの活性を相対値で示す。グラフの上にはCATプラスミドに挿入したhTS

泣伝子の翻訳開始コドン部分の配列を示し、下線で変異を導入した塩基を示す。グ

ラフの下に用いた CATプラスミドの名前を示す。プラスミドの名前は挿入した hTS

遺伝子の翻訳開始コドン部分の配亨11を xyzとしたとき phTSxyzCATとして示した。

エラーパーは3回の独立した実験結果から計算した標準偏差を示す。
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A 

B 

Negative Regulatory Region 1 

AGAGAAGGCGCGGTCGACCAGACGGTTCCCAAAGGGCGCAGTCCI巴CCAGCCACCGCACCTGCA
①②  

TCCAGGTTCCCGGGTTTCCTAAGACTCTCAGCTGTGGCCCTGGGCTCCGTTCTGT... 
③ 

Negative Regulatory Region " 

CA sox C::二二二二二二ヨ
記亘亘~TGGCTCCTGCGTTTCCCCCTGGCGCACGCTCTCTAGAGCGGGGGCC

④ 

AAGG 
GCCA 
GGTT 
CTGG 
Consensus Sequence 

図 1-17 hTS遺伝子の抑制配列

A庖基配列の上の灰色の四角は欠失変具体のCATアッセイで同定された負の調節

領j或を示す。庖基配列に付けた番号は hTS遺伝子の翻訳開始コドンの Aを+1とし

たときのお包基番号を示す。①~④は負の調節領域に共通してみられる TTCCCの配

列の位位を示す。また、 CACCCボックス(CABox)を四角で示す。B①~④を付けた

TTCCCの配列の周囲の配列を示す。
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Pr imer 1 5'-CCAGGTTCCCGGGTTT -3' 

Primer 2 5'一CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCGCGG-3'

LS2a 5' -AGA TCTGGCACAGAACGGAG-3' 

LS2b 5'-AGA TCTGTGGCTCCTGCGTT -3' 

LS3a 5'-AGA TCT AGGAGCCACGGGTG-3' 

LS3b 5'-AGATCTCCCCCTGGCGCACG-3' 

LS4a 5'-GAGA TCTCGCTCT AGAGAGC-3' 

LS4b 5'-AGATCTCCCGCGACCCCGCC-3' 

LS5a 5'-AGA TCTGCGGCCCCCGCTCT -3' 

LS5b 5'-AGATCTCCCGCCGAGCAGGA-3' 

LS6b 5'-AGA TCTCCTGCTCGGCGGGG-3' 

LS6b 5'-AGA TCTCGGAGCGCGGGACG-3' 

表 1-1 カセット変異体の作製に用いた PCR用プライマーの配列

APl 5' -CT AGTGA TGAGTCAGCCGGA TC-3' 

AP2 5'-GA TCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT -3' 

AP3 5'-CT AGTGGGACTTTCCACAGA TC-3' 

SPI 5'-GA TCGA TCGGGGCGGGGCGA TC-3' 

NF1/CTF 5'-A TTTTGGCTTGAAGCCAA T A TG-3' 

NFn:B 5'-A TYYGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' 

TFIID 5'-GCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGA-3' 

GRE 5'一TCGACTGTACAGGATGTTCTAG-3'

CREB 5'-AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG-3' 

表 1-2 ゲルシフトアツセイの競合実験に用いた DNA結合因子の認識配列を含

むDNA断片の構造
実験には表に示した配列を持つ doublcslrand DNAを用いた。
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scnsc鎖用プライマー

Pr imer 0 5'-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3' 

削Iti-scnsc鎖用プライマー

Primer 1 5'-CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCGCGG-3' 

Primer 2 5'一CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCAVGGCGCGG-3'

Pr imer 3 5'一CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGCBTGGCGCGG-3'

Primer 4 5'-CCAAGCTTGGCTCCGAGCCGGCCACAGGDATGGCGCGG-3' 

表 1-3 オリゴヌクレオチドプライマー(点変異導入用)の配列

ATGC 以外の記号は以下の塩基をあらわす。 V=A， G ， C;B=~ G， C ; D=A， ~G
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第2主主 細胞分化に依存したヒトチミジル酸合成酵素遺伝子の発現制御因子

の解析17，56)

hTS遺伝子の発現制御機構を研究する上で最も興味深いのは、この遺伝子の細胞

の上回殖性に依存した発現制御の機構である。この問題を解析するための系として、

この章では細胞分化に伴う hTS遺伝子の発現調節を取り扱う。一般的に、多細胞生

物では、組織の分化に先立ち、細胞の憎殖が起こる。細胞の増殖期には TSを始め

とする細胞精殖に必須の遺伝子が発現するが、ある時点で組織への分化が始まると、

細胞の地殖に必要な遺伝子の発現は急速に低下し、それぞれの組織に特異的な遺伝

子発現の誘導が起こると考えられる。このような過程での hTS遺伝子の発現制御の

機構を解析するモデルとして、ヒト前骨髄球性白血病患者より樹立された Hし60細

胞を用いることにした。この細胞は、活性化型 vitaminD3等の薬剤を加えることに

より、 Invilroでマクロファージ様の細胞等へ分化させることができ、その過程で細

胞の地殖性も急速に低下することが知られている。この系の利点、としては、 HL-60

細胞自体非常に精殖性の高い細胞であり、その点で取り扱いが容易なことと、分化

を誘導する薬剤jを変えることで、 iji.球/マクロファージ系あるいは頼粒球系の異な

る型の細胞に分化させることができ、分化の方向に依存した遺伝子発現の変化と分

化過程に伴う共通の変化による泣伝子発現の変化を分けて解析できることがあげら

れる。ここで扱っている、 hTS遺伝子の場合、ヒトの TS遺伝子にしか存在しない

DNA配列の機能を解析する必要があるため、ヒトの細胞を用いて解析をおこなうの

が最も理想的である。 ヒ卜の細胞を用いて細胞分化を扱おうとした場合、組織その

ものを扱うことが困難なため、血球系の培養細胞を用いた系が唯一利用可能である

という点も、この系を用いた理由のひとつである。この章では、まず、この系を用

いて細胞地殖の停止に伴い変化を示すような、hTS遺伝子の 5'一上流成への結合因子

を検索した。その結果、 NF-TSI、NF-TS2および NF-TS3の 3種の因子を、変化を示

す因子として同定した。これらの因子のなかで、NF-TS2および NF-TS3の2つの因

子は TS泣伝子の発現の低下と対応して大きく変化することがわかったので、この

2つの因子に着目し、更に詳しい解析を行った。
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2-1 HL・60の細胞分化過程で変化を示す hTS遺伝子結合性核内因子の同定

11レ60細胞の分化過程でどのような泣伝子の発現制御が行われているかについて

は多くの研究がなされている叫が、 TSのような細胞増殖に必須の遺伝子の発現調節

については、ほとんど研究がなされていなし、。TK遺伝子については、予備的な解析

であるが、 Hし60をTPAで分化させた場合に、転写及び転写後の調節で発現が低下

することが報告されている57)。また、 hTS遺伝子については活性化型vitaminD3で処

理した場合に mRNA量が低下することが報告されている仰が、その機構等について

は明らかにされていなかった。 ここでは、第 1章と同様に、やはり hTS遺伝子の

5'一上流岐に着目し、この領域に結合する核内因子のうち、 HL-60の分化時に変動を

示す核内閃子を検索することにした。そこで、まず、第 1章で同定した核内因子の

他に、hTS遺伝子に結合する因子があるかどうかを hTS遺伝子の 5'一上流域を用いて

検索した。

材料と方法

試薬および酵素

l、-25-dihydroxyvitaminD3 (VD3)は RousselPharmaceutical (Paris、France)より 、

Retinoic acid (RA)および Phorbolmyristate acctate (PMA)はSigmaChemical Co. (St 

Louis、MO、USA)よりそれぞれ購入した。[α-32p]dCTP(3000Ci/mmol)はNENResearch 

Products(Boston、MA、USA)より購入した。

培養細胞および培養条件

l-IeLaS3 (SC)はJapaneseCancer Research Resources sank (東京)より入手し、 10%の

牛胎児血清を含む ES培地58)で培養した。Raji細胞も同様に 10%の牛胎児血清を含む

ES t音地で培養した。HL-60細胞は 10%の牛胎児血清を含む FI2培地で培養した。分

化の誘導は 2x1 05/mlの細胞について、それぞれ、 1.3%DMSO、10・7MVD3、10-
6M 

RAあるいは 10μg/mlPMAを含む泊地で一定期間培養した。それぞれの誘導剤を含

む崎地は3日ごとに交換した。ヒトの正常繊維芽細胞である TIO-IはJapaneseCancer 

Rescarch Resources sankより入手し、 10%の牛I1台児血清を含む ES培地23)で培養した。

問調熔養のために、 血清濃度を 0.25%とした培地で 1週間培養した後、 10%の血清

を含む府地と交換し、細胞分裂を開始させた。
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ゲルシフトアツセイに用いた DNAプローフの調製

ゲノレシフトアッセイに用いた DNA断片は hTS遺伝子のサブクローンである

pHRR6859lより調製した。pHRR68を適当な制限酔素で切断した後、翻訳開始コドン

を含む 587bpの Scal-Bg/l断片(図 2-1C参照)を 1%のアガロースゲノレ電気泳動を

用いて村製した。そして、 Hind川 リンカーを用いて pIGCATI7)の平滑化した Sa/lか

ら、 Hindlllまでの聞に挿入した。そのプラスミドを適当な制限酵素で分解し、生じ

た断片を4%のNusieveGTG a伊rosegel (FMC BioProducts、Rockland、ME、USA)を用

いた電気泳動により精製した。精製した DNA断片は Klenowfragmentを用いて[α-

12PjdCTPによりラベルした後、 5%のポリアクリノレアミドゲル電気泳動により精製し、

ゲノレシフトアッセイに用いた。精製した断片の比放射能は20，000から 50，000cpmlng 

であった

ゲルシフトアッセイ

ゲ';レシフトアッセイは“卜lプロモーター領域の同定と微細構造の解析"と同じ方

法を用いて行った。ただし、電気泳動は 5%ポリアクリルアミド (mono- bis-

acrylamide= 39: 1)を用い、 6.7mM Tris-HCI (pH 7.9)、3.3mM酢酸ナトリウム、 ImM

EDTAを含む溶液中で行った。

結果

ヒトチミジル酸合成酵素遺伝子の 5'ー上流減に結合する核肉因子の検出

hTS i立伝子の 5'一上流域に結合する蜜自性の因子をゲル、ンフ卜アッセイを用いて

検索した。プロープにはhTS遺伝子5'一上流域を含む、Scal-Sa/l断片(222bp)、Sa/I-Xbal

断片(149bp)、Xbal-Bgfl断片 (216bp)を用いた (図 2-IC参照)。これらの中で、

図 2・iに示したように Scal-Sa/l断片を用いた場合に l本 (図 2・IAのバンド a)、

およびXbal-Bg/l断片を用いた場合に 2本(図 2-1Aのバンドbおよびc)のシフト

したバンドが見られた。これらのバンドのうち、バンド cは HeLa細胞の核抽出液

を用いた場合には非常に薄く、 Raji細胞を用いた場合には検出されなかった。また、

その他のバンドについては HeLa細胞とR句i細胞でほとんど差がなかった。バン ドb

およびcの特異性を確認するために、ラベルしていない Xbal-Bg/l断片およびその上
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流にある Scal-BglI断片を用いた競合実験を行った。その結果を図 2-1Bに示す。図

2-IBのレーン 3、4に示したように、結合反応の競合断片として hTS遺伝子の Scal-

Xbal断片を加えた場合、図 2-1Aで女を付けたバンドは消失したが、バンド bにつ

いてはで結合の阻害がかからず、特異的な結合因子に由来するものであることがわ

かった。また、第li;rで検出された CACCCBoxおよび Spl結合部位に結合する因

子はここのアッセイでは検出されなかったが、その一部は女をつけたバンドの中に

含まれている可能性が考えられる。(バンド aおよびcの特異性については“2-2 核

内因子、 NF-TS2および NF-TS3の結合位置の決定"を参照。)以後、バンド aに相

当する因子を NF-TSI、バンド bに相当する因子を NF-TS2、バンド cに相当する因

子を NF-TS3と呼ぶことにする。

細胞分化における核内因子の変化

hTS遺伝子 5'一上流域に結合する核内因子として、NF-TSI、NF-TS2および NF・TS3

の3つの因子が同定されたので、次にこれらの因子の Hレ60細胞の分化過程での変

動について検討した。 Hし60細胞は色々な試薬で処理することにより、頼粒球ある

いは単球/マクロファージ系の細胞へと試験管内で分化させることができ側、その

分化に伴って、細胞の瑚殖性が低下することが知られている61)。特に VD3を用いて

単球/マクロファージ系の細胞に分化させた場合にはhTS遺伝子の発現がmRNAの

レベルで減少することが知られている62)。この VD3を用いて、 Hし60細胞を分化さ

せた場合の hTS遺伝子に結合する核内因子の変化について検討を行った結果を図

2-2に示す。1-1し60細胞はこの条件では 5-6日で分化を完了する。まず、NF-TSIの変

化についてみると(図 2-2A)、分化に伴い、バンドが薄くなっていることがわかる。

また、 NF-TS2および NF-TS3についてみると(図 2-28)分化前のパターンは HeLa

細胞や、 Raリi細胞と非常に似ているが、分化の進行に伴って、NF-TS2は減少するの

に対し、 NF-TS3は増加してくることがわかる。この変化は、hTSmRNAの変化とよ

く対応しているので旬、これらの DNA結合因子が、 TSの発現に何等かの関与をし

ていると推測される。

異なる分化誘導剤で分化させた場合の、 NF・TS2および NF-TS3の変化

Hし60細胞は VD3の他に、phorbolcs(erでも単球/マクロファージ系の細胞に、
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また、DMSOや、 RAで頼粒球系の細胞に分化させることができる。これらの細胞

分化の過程で、上記の NF-TS2および NF-TS3がどのように変化するかを検討した。

図 2-3に示したように、分化誘導剤の種類、分化の方向(マクロファージ/単球系

の細胞に分化するか、穎粒球系の細胞に分化するか)にかかわらず、いずれの場合

にも NF-TS2が減少し、 NF-TS3が噌加していることがわかる。細胞の増殖性はいず

れの場合にも低下することから、 hTS遺伝子に結合するこれら 2つの因子は細胞分

化に伴う 、共通の変化、例えば、別殖性に変化に応じて、 hTS遺伝子の発現を制御

している因子であることが考えられる。

NF・T52および NF-T53の細胞周期依存性

以上の傑に、 NF-TS2および NF-TS3は 1，25-hydroxyvitamin DJによる Hし60細胞の

分化過程において、 hTS遺伝子の発現の低下に伴って大きく変化していた。同様の

変化が、他の hTS遺伝子の発現が変化する系でも起こるかどうかについて検討する

ため、これらの核内因子の細胞周期依存性について解析を行った。 hTS遺伝子は細

胞周期に依存した調節を受けており 、TIG-I細胞の実験では、 Go期ではその発現は

ほとんど見られないが、血清刺激後約 24時間後に mRNAレベルが最大値となるこ

とが知られている九そこで、この系について NF-TS2および NF-TS3の変化を前と

同係にゲノレ、ンフ卜アッセイを用いて検討した。その結果を図 2-41こ示す。なお、細

胞向調をしていない細胞では結果には示さないが、図 2-4のレーン3とほぼ同じパ

ターンを示した。この結果をみると血清飢餓により Go期としたTIG-I細胞では

NF-TS2はほとんど見られず、NF-TS3が主に存在しているのに対し、血清濃度を 10%

とすると、 3時間後には NF-TS2が見られるようになり、細胞周期を通じでほぼ同じ

パターンを示すことがわかる。以上のように、 TIG-I細胞では HeLa細胞とは異なり 、

通常 NF-TS2に比べ、 NF-TS3が細胞中に多く存在しており 、また、細胞を血清飢餓

により GIIWIに置くと NF-TS2が更に減少することがわかった。

2・2 核内因子、 NF-T52および NF-T53の結合位置の決定

ilii項で、 hTS遺伝子に結合し、遺伝子の発現に関与していると恩われる因子を同

定することができたので、次に、メチレーションインターフェレンスおよびゲノレシ

-50-



フトアッセイでの競合実験等の手法を用いて、これらの因子の DNA上の結合位置

を解析した。その結果、 NF-TSIと名付けた因子は hTS遺伝子上流のオクタ 7 ー配

ヂ11(ATGCAAAT)に結合していた。また、 他の2つ (NF-TS2および NF-TS3)はhTS

遺伝子の翻訳開始コドンの近傍に結合していた。さらに、NF-TS2および NF-TS3に

ついては点変異を導入した DNAプロープを用いることによって、翻訳開始コドン

と直接相互作用 していることが示された。

材料と方法

試薬および酵素

Therll1us aqualicusの DNApolylllerase (AlllpliTaq; Perkin-EIIll巴rCetus)は宝酒造より購

入した。

ゲルシフトアッセイの競合実験に飼いた DNA断片の作製

ゲノレシフトアッセイの競合実験に用いる DNA断片は PCRを用いて合成した。hTS

遺伝子の5'一上流域を増幅させるためのsenseおよびantl-sense鎖のオリゴヌクレオチ

ドプライマー(図 2-5および表 2・l参照)を DNA合成機(Illodel381A; Applied 

Biosystems)を用いて合成した。合成したオリゴヌクレオチドの配列を表 2-1に示す。

合成したプライマーは OligonucleotidePurification Cartridge (Applied Biosystellls)を用

いて精製し PCRに用いた。PCRは以下の組成の反応液中で行った。

1 OIllM Tris-HCI (pH8.3、250C)

50mM KCI 

1.5 mM MgCI2 

100μg1ml gelat川

0.2 mM dNTP 

l μM each primer 

total50μI/reaction 

さらに鋳型として 1反応当り 、Ingの Sω卜8g/1断片および 2.5unitの Therll1us

aquallcus由来の DNA合成酵素 (AlllpliTaq;Perkin-Ellller Cetus、Norwalk、CT、USA)

を加えた。反応液にミネラノレオイノレを重層した後に、ZYllloreactor(modelAB-1800;ア
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トー(株))に移し、以下の条件で PCRを行った。

反応条件

940C 1 min，-

550C 1 min I 30 cycle 
720C 2 min/ 

720C 5 min 

ただし、図 2-5の Primer4および Pril1ler7をもちいた PCRでは、上記の条件では

DNAの地幅が見られたかったため、鋳型として l凶のラジ細胞由来の DNAを用い、

アニーリング温度を 650Cにして行った。合成した DNA断片は 4%の NuSiveGTG 

agarose gelを用いた電気泳動で精製し、実験に用いた。

Methylation intenerenceによる DNA結合領媛の解析

hTS遺伝子 5'一上流域の 587bpの Scal-BglI断片(図 2-5A参照)の 5'-末端を

polynucleotide kinaseを用いて 321'でラベルし、ついでXbalで切断した。Bgll部位が

ラベノレされたXbal-Bgll断片を 5%のポリアクリノレアミドによる電気泳動で精製し、

実験に用いた。methylationint巴rfe印nceの方法は San等の方法的に従ったが、ポリア

クリノレアミドゲルからの抽出は 0.5M CH3COONH.， 0.1 % SDS、1mM EDTA、10%

methanol、50μglmlproteinase Kを含む溶液中で、 370C、16時間インキュベー卜するこ

とにより行った。

翻訳開始コドン部分に点変異を導入したプローフの作製

翻訳開始コドン部分に点変異を導入した DNA断片は、“1-2主要転写開始点下流

領j或の泣伝子発現に対する機能の解fJT"で作製したものを用いた。ゲノレシフトアッ

セイに用いるために、それぞれの断片が組み込まれたプラスミドを BamHIおよび

Hind川で消化し、生じた断片を 4%NuSievc GTG agarose gelを用いた電気泳動を用

いて粘製した。精製した DNA断片は Klenowfragmentを用いて[α_32p]dCTpによりラ

ベノレした後、 5%のポリアクリ/レアミドゲル電気泳動により精製し、ゲルシフトアッ

セイに用いた。

結果
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NF-TS1の結合位置の解析

NF-TSIの結合する hTS遺伝子の Scal-Sa/l断片上には、核内因子の結合配列の候

補となるオクタマー配列 (ATGCAAAT)が翻訳開始コドンの433bp上流に存在する

(図 2-5Aを参照入そこで、この配71)とNF-TSIの関係を調べるために、 PCRを用い

てこの部分を欠失させた DNA断片を作製し(図 2-5のPIから P3)、ゲノレ、ンフ卜アッ

セイでの競合実験を行った。結果を図 2-6に示す。この結果から、上記のオクタマ}

配列を含む断片を用いた場合のみに、 DNAの結合に競合が見られ、NF-TSIのバン

ドが消失していることがわかる。この結果から、 NF-TSIはオクタマー配夢1)に結合し

ていることが示唆された。

NF-TS2およびNF・TS3の結合位置の決定

次に、NF-TS2および NF-TS3の DNA上での結合位置を決定した。HL-60を用い

た細胞分化時の核内因子の変化の実験から、NF-TS2またはNF・TS3を含む核抽出液

を別々に調製出来ることがわかったので、NF-TS2については分化前の Hし60細胞よ

り、NF-TS3については VD3で分化させた後の HL-60細胞より調製した核抽出液を

試料として用いた。まず、 NF・丁目 および NF-TS3の DNAとの相互作用領岐を解析

するために、 methylationinterference仰による解析を行った。核抽出液としてはHeLa

細胞より調製したものおよび分化前後の HL-60細胞より調製したものを用いた。結

果を図 2-7に示す。この結果から、用いた核抽出液のいずれの場合も翻訳開始コド

ンよりー4から+11の範囲に因子の結合による Gのバンドの強度の減少が見られた。

以上より、 H巴La細胞で検出された NF-TS2およびHし60細胞の分化前後に見られた

NF-TS2およびNF-TS3はし、ずれも hTS泣伝子上の翻訳開始コドンを含む領域に結合

していることが示唆された。ただし、この実験ではあまり明確な Gのバンドの消失

を示さなかったので、 PCRを用いて予想される結合部位を欠失させた DNA断片を

作製し、ゲノレシフ トアッセイによる競合実験を行って結合位置を確認することにし

た。そのために、図 2-5の SP4および SP5に示した DNA断片を作製し、ゲノレ、ンフ

トアッセイの競合 DNAとして用いた。その結果を図 2-8に示す。この結果から、

NF-丁目 および NF-TS3の DNAへの結合は hTS遺伝子上の翻訳開始コ ドンを含む

DNA断片(+1から+27の領域)で競合が見られることがわかった。また、結果には示
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さないが H巴La細胞の核抽出液を用いた場合にも、 HL-60細胞の分化前の核抽出液を

用いた場合と同係の結果を得た。

NF-TS2の DNAへの結合に対する翻訳開始コドンの関与

NF-丁目 および NF-TS3の DNA上の結合位置について、hTS遺伝子上の翻訳開始

コドンを含む領域が重要でユあることが明らかとなったので、この翻訳開始コドン部

分に点変異を導入したプロープを作製し、 HeLa細胞および TIG-I細胞の核抽出液を

用いて NF-TS2および NF-TS3の結合について検討を行った。まず NF-TS2について

の結果を図 2-9Aに示す。 NF-TS2によるバンドの形成は、ATGおよび ATAの配列

を持つプロープについては変化は見られないが、翻訳開始コドンを TTG、CTG、AAG、

ACGに変化させたプロープを用いた場合には、 NF-TS2のバンドと同じ位置か、や

や下に薄いバンドが生じ、また、上にも新たなバンドが生 じていることがわかった。

これらの結果は NF-TS2を含む複合体の形成に何等かの変化が生じたことを示して

おり 、hTS遺伝子の翻訳開始コドンの ATの配列が重要であることを示唆している。

また、変異を導入したプロープで 2本のバンドが観察されることから、 この複合体

が複数の蛋白質をその構成要素として持つことが推測される。 また、 NF-TS3につ

いては図 2-9sに示した様に翻訳開始コドン部分の配列が ATGおよび ATAの場合

には、 NF-TS2の時と同じように結合に変化が見られないのに対し、その他の変異体

については、結合が見られず、 DNAへの結合については、NF-TS2と同じように、

翻訳開始コドンの ATの配列が重要であることがわかった。 これらのことから、

NF-TS2および NF-TS3は hTS遺伝子上のほぼ同じ位置に結合するのみでなく 、その

DNAの認識についても共通している可能性が示唆された。

2-4主要転写開始点の下流領域のプロモーター配列および細胞の種類に対する

依存性

hTS泣伝子に細胞の噌殖性に伴う TSの発現と相関 して変動する因子の結合が確

認されたので、これらの因子の機能を更に詳しく 解析するために、この NF・TS2お

よびNF-TS3の結合領域を含む hTS泣伝子の転写開始点下流領域について、 NF-TS2

および NF-TS3の存在状態が異なる HeLa細胞とTIG-I細胞を用いて遺伝子発現に及
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ぽす効果を検討することにした。

材料と方法

CATプラスミドの作成

転写開始点の下流領域の発現活性におよぽす影響を調べるために、前節の

F3(phTSd242)のプラスミドより 148bpのBssHII-t-lind川断片を取り除いたプラスミド

(F3L1sssg、図 2-10参照)を作製した。

また、 plGsgsgCATより hTS遺伝子のプロモーター領域を含む 973bpの BamHI-

BssHII 断片を取り除き、その部位に plGSVCATのプロモーター/エンハンサーを含む

BamHI-t-lindlll断片を組み込んだプラスミド plGSVsssgCATを作製した。これらの構

造を図 2・10{こ示す。

DNAの細胞への導入および CATアッセイ

DNAの細胞への導入および CATアッセイは“1-1プロモーター領域の同定と微細

構造の解析"と同様の方法で行った。但し、導入は 60一mm径のシャーレにまいた細

胞に対して行い、 CATプラスミド 5μgおよび pSV -s-galactosidぉeplasmid 5凶を一回

の DNA導入に用いた。

結果

転写開始点下流領媛 (BssHII-Bgll断片)の hTS遺伝子プロモーターに対する効

果

作成したプラスミド F3および F3L1sssgをHeLa細胞およびTIG-I細胞に導入した

ときの C八Tの相対活性をそれぞれ図 2-11の Aおよび Bに示す。まず、 HeLa細胞に

導入した場合にはおsHII-Bgllの領域を欠失することによって CATの活性が約 113程

度に減少していることがわかる。一方、 TIG-I細胞に導入した場合にはこの領域を

欠失することにより、 CATの活性はむしろ上昇していることがわかる。以上の様に、

この領域は hTS遺伝子のプロモーターに対し、細胞の種類によって異なる機能を示

し、 l-IeLa細胞ではその発現を強める効果を示すのに対し、 TIG-I細胞ではむしろ抑
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制する働きをしていることが示唆された。

転写開始点下流領媛 (BssHII-Bg/l断片)の SV40初期遺伝子プロモーターに対す

る効果

次に、この Bssl-I1I-Bgllの領域を SV40の初期遺伝子のプロモーターの下流に結合

したプラスミド (pIGSVsssgCAT) とSV40のプロモーターのみを CAT遺伝子の上

流に結合したプラスミド (pIGSVCAT)を HeLa細胞およびTIG-I細胞に導入した場

合の CATの相対活性を図 2-11のCに示す。結果からわかるように、この領峻は HeLa

細胞においては、 hTS遺伝子のプロモーターへの効果と同様に、 SV40のプロモー

ターに対してもその発現を強める効果をもち、この領域の欠失によって CATの活性

は約 1/5に低下していた。いっぽう、TIG-I細胞においてはhTS遺伝子のプロモーター

の場合と異なり、この領域を欠失させても CATの活性に有意な差は見られなかった。

以上の結果から、hTS遺伝子 5'一上流域の BssH1I-Bgllの領域は細胞の種類だけでなく

その上流のプロモーターの種類にも依存して機能していると考えられる。

2・5考察

第 1章ではプロモーター活性を示す領岐をプロープとして Spl等の因子の結合を

見い出した。この章ではまず、 hTS遺伝子 5'ー上流域の更に広い範囲を用いてゲル、ン

フトアッセイを行い、 hTS遺伝子に結合する核内因子の検索を行った。hTS遺伝子

はミニジーンを用いた解析から、図 2-1に示した Scalより下流の領域で、 TS(ー)のマ

ウス細胞を TS(+)へ変換すること、また、 Scalより上流は約 3kbにわたって、 Alu配

列に富む領域が見られることから、針。l以下の領域に主な調節部位が存在すると考

えられる。この領域をプロープとしたゲノレ、ンフトアッセイを行った結果、3種の DNA

結合因子を見出した。そのうちの一つは上流のオクタマー配列に結合しており、残

りの 2つは hTS遺伝子上の翻訳開始コドンの付近に結合していた。

NF-TS2および NF-TS3とhTS遺伝子の発現制御

ここで見出した、 NF-TS2および NF-TS3は hTS遺伝子上のほぼ同じ位置に結合し

ており、 トIL-60細胞を試験管内で分化させる系において、細胞分化に伴い、 NF-丁目

が減少し、 NF-TS3が噌加するという変化を示すことが明らかとなった。この変化は
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分化誘導に用いる試薬や、細胞が分化する方向に依存していなかった。細胞が分化

する場合の共通の変化として、増殖性の低下が上げられる。TSは細胞増殖に伴う

DNA合成に必須の因子であり 、実際に、 VD3による分化の場合に、 hTS遺伝子の発

現が mRNAレベノレで低下することから、hTS遺伝子に結合する NF-TS2および NF-

TS3の変化は トlレ60細胞の分化に際し、地殖性の低下に伴うTSの発現調節に関与

していることが示唆された。 また、第 1章で検出された hTS遺伝子のプロモーター

領j或の Spl結合部位に対する Splの結合については、 Hレ60のVD3による細胞分化

過程では大きな変化は見られなかった(データは示していない)。

一方、 TIG-l細胞を用いて、この NF-TS2およびNF-TS3の細胞周期依存性につい

て検討を行ったところ、 細胞周期に依存した hTS遺伝子の発現状態と NF-TS2およ

び NF-TS3の変化には対応が見られず、 Go-G[期の変化に際して、 NF-TS2の培加が

見られた。さらに、 TIG-l細胞の場合は、 HeLa細胞や Hし60細胞と異なり、増殖状

態でも細胞内に NF-TS3が多く存在しており、分化後の HL-60細胞に近いパターン

を示すことがわかった。従って、この結果から、 NF-TS2およびNF-TS3は Go-G[期

の変化という細胞の増殖性の変化には関連しているものの、細胞周期に依存した

hTS 遺伝子の発現調節には直後関与していないことが考えられる。

hTS 遺伝子の細胞周期依存的発現にはこの遺伝子の 5'ー上流域と第一イントロン

が重要である事が知られている13)。ここで同定された、NF-TS2およびNF-TS3の結

合位置である hTS遺伝子上の翻訳開始コドンは上記のように hTS遺伝子の細胞周期

依存的発現と直接関連していないものの、細胞の増殖状態と関連が見られる事から、

細胞周期に依存した発現を支配する領域の一部に含まれている可能性がある。

hTS遺伝子主要転写開始点下流領域 (BssHll・BglI)の遺伝子発現に及ぼす影響と

NF-TS3の機能

一方、 hTS遺伝子の3回のくり返し配列および NF-TS2、NF-TS3の結合部位を含

む転写開始点の下流領i或 (BssHll-Bg/lの領域)の、 遺伝子発現に対する効果につい

て検討したところ、この領域はプロモーターの種類および発現させる細胞の種類に

より、遺伝子発現に対 し、異なる機能を示すことが示唆された。この領岐は、hTS

遺伝子のプロモーターの下流に存在すると、 HeLa細胞では促進的に、 TIG-l細胞で
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は抑制的に遺伝子の発現を制御していた。第 1章で述べたように、 HeLa細胞では

hTS遺伝子に対し、 NF-TS2が主に結合しているのに対し、 TIG-I細胞では NF-TS3

が主に結合しており、 NF-TS2は遺伝子の発現を促進するのに対し、 NF-丁目 は抑制

していることが示唆される。 しかし、 一方で、 TIG-I細胞で見られた抑制機能が、

上流のプロモーターにより影響を受け、SV40由来のプロモーターでは働いていない

と考えられることから、これら 2つの因子の作用機構は異なることが推測される。

また、この BssトIII-BgII断片はヒトの TS遺伝子に特有の 3回の繰り返し配列とそ

れに相補的な配列を含んでいる。 この榊造は転写産物である 貯~A の 5'ー上流域で安

定な二次構造を形成することが考えられ5旬、転写産物や mRNAの安定化を通じて遺

伝子の発現をi省強する可能性が考えられ、実際に第 1章で示したように HeLa細胞

中でhTS遺伝子の発現に対し促進的に働くことが示唆された。以上のことから、HeLa

細胞に導入したときに見られるおsトIII-BgII断片の、プロモーターの種類に依存しな

い発現促進効果は、くり返し配列部分の遺伝子発現にたいする効果としても説明が

可能であると考えられる。

一方、 TIG・l細胞中で観察された遺伝子発現への抑制l的な働きは、 hTS遺伝子のプ

ロモーターに特異的であることから、転写段階の調節である可能性が高いと考えら

れる。現在のところ直接的な証拠は得られていないが、 TIG-l細胞では hTS遺伝子

の繍訳開始コドンに NF-TS3が結合していることから考えて、この NF-TS3が hTS

遺伝子のプロモーターに特異的な DNA結合因子と相互作用することにより hTS遺

伝子の転写抑制に関与していることが考えられる。さらに、HL-60細胞を tnvllroで

分化させる系において、分化誘導斉IJの種類によらず、噌殖性の低下に伴い NF・TS3

の地加が見られることも、この因子と hTS遺伝子の発現抑制の関連性を示唆してい

る。

転写開始点下流領援の調節配列と NF・T52との関連性および今後の展望

第1章で述べた様に、転写開始点下流領域の遺伝子発現に対する調節領I或として、

繰り返し配列を含む領域と、翻訳開始コドンを含む二つの領域が同定され、さらに

これらの領減は、転写後の過程で機能している可能性が高いと考えられた。一方、

これら二つの領域を含む、 hTS遺伝子 5'一上流域の BssHII-Bg川断片には、プロモー
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ターの種類および細胞の種類に依存した調節配列の存在が示唆された。

一方、 NF-TS2については、 TS泣伝子の発現が高い細胞で多く見られることから、

TS遺伝子の発現に対して正の寄与をしていることが考えられるが、結合部位である

翻訳開始コドンに変異を導入した DNA断片の CATアッセイでは、因子の結合と、

CATの発現の問に相関が見られなかった。(図 1-16および図 2-9参照)第 l章の考

察で述べたように、変異を導入した hTS泣伝子の翻訳開始コドンを含む領域は、遺

伝子の翻訳制御にかかわっている可能性があり、 CATアッセイの結果にもその効果

が現れていることが推測される。従って、 NF-TS2の hTS遺伝子の転写調節に関し

ては更に検討が必要であると考えられる。

今後の課題としては、 hTS遺伝子の発現制御機構について、転写、 RNAのプロセ

シング、翻訳などの各段階における発現調節機械を明らかにするとともに、これま

での研究で同定された、プロモーター領域と遺伝子発現の調節に関与すると思われ

る領域と相互作用している核内因子、特に NF-TS2および NF-TS3などについて、ク

ローニングおよび機能の解析を行うことが必要でユある。
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図 2-1 NF-TSI、NF-TS2および NF-TS3の検出と結合反応の特異性の検討

A:NF-TS 1、2および3の検出。 レーン l、3は H巴La細胞の核抽出液をレーン 2、4は

Raji細胞の核抽出液を用いた。 レーン l、2は hTS遺伝子 5'-上流域の Scal-Safl断片

を、レーン 3、4は Xbal-Bgfl断片をプローブとして用いた。a、b、cはそれぞれ、 NF-

TSI、NF-TS2および NF-TS3の結合によるバンドを、星印は非特異的な結合によるバ

ンドを、また黒い三角は freeDNAのバンドを示す。(図 1-1、B参照) B: hTS遺伝

子の Xba卜Bgfl断片に結合する因子の特異性の確認。プロープとして、3'ー末端をラベ
ノレした Xbal-Bgfl断片 (O.5ng)を用い、 IleLa細胞の核抽出液を用いてゲノレ、ンフ卜アツ

セイを行った。 レーン 3、4には競合断片としてラベノレしていない 25ngおよび 50ng

のScal-Xbal断片を、レーン 5、6には お および 50ngのXbal-Bg/I断片を反応液に加

えた。C:hTS遺伝子の 5'一上流域の椛造。制限酵素部位を上側に示した。白い四角は

非翻訳領域を黒い四角はコード領域を示す。
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図 2-2 HL-60細胞の分化に伴う DNA結合因子の変化

3'ー末端をラベノレした hTS遺伝子 5'一上流域の ScaI-Xba1断片 (A)および Xbal-Bgll
断片 (8)をHeLa細胞の核抽出液(レーン 5)、あるいは未分化の HL60細胞の核抽
出液(レーン 1)、YD3添加2日後(レーン 2)、3日後(レーン 3)、6日後(レー
ン4)の細胞より調製した核抽出液と複合体を形成させた後電気泳動にかけた。 a、b、

cはそれぞれNF-TSI、NF-TS2およびNF-TS3によるバンドを、黒い三角はfreeDNA 
によるバンドを示す。
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図 2-3 色々な分化誘導剤で処理した渇合の NF-TS2および NF-TS3の変化

3'ー末端をラベルした hTS遺伝子 5'ー上流j戒の Xbal-Bgll断片を未分化の Hレ60細胞
(レーン 5)あるいは DMSO(レーン 1)、VD3(レーン 2)、RA(レーン 3)、TPA

(レーン 4)で3日間処理 した HL-60細胞より調製した核抽出液と複合体を形成さ

せた後、電気泳!fVJのかけた。 b、cのバンドはそれぞれ NF-TS2および NF-TS3による

バンドを、黒い三角は freeDNAによるバンドを示す。
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図 2-4 NF-TS2および NF-TS3の細胞周期依存性の解析

通常の上自殖状態にある TIG・l細胞(レーン 1)あるいは、血清飢餓により Go期に

した後、 血清を加え、それぞれOhr(レーン 2)、3hr(レーン 3)、6hr(レーン4)、
9hr (レーン 5)、10hr(レーン 6)、11hr (レーン 7)、12hr(レーン 8)、13hr(レー
ン9)、14hr(レーン 10)後の細胞から核抽出液を調製し、ゲルシフトアッセイに用
いた。また、コントローノレとして、HeLa細胞 (レーン 11)の核抽出液を用いた。

プロープには3'ー末端をラベノレした hTS遺伝子5'一上流域のXbal-BglI断片 (図 2-1C 
参照)を月い、た。b、cはそれぞれNF-TS2およびNF-TS3に相当するバンドを黒い三
角は frecDNAによるバン ドを示す。
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図 2-5 ゲルシフトアッセイの競合実験に用いた DNA断片の構造

A:hTS遺伝子のシー上流域の構造と競合実験に用いた DNA断片の構造を示す。制
限酵素部位を上部に示した。白い四角および黒い四角は、それぞれ非翻訳領域とコー

ド領域を示す。 φはオクタマー配列の位置を示す。黒い三角は3回の繰り返し配列
とそれに相術的な配列を示す。番号を付けた矢印は DNA断片の合成に用いた PCR
用プライマーの位置を、点線は PCR反応により合成される断片 (SPI~SP5) を示す。

B:PCR用プライマーl、2、3の構造を示す。hTS遺伝子の配列と遺伝子の翻訳開始コ
ドンの Aを+1としたときの盗基番号を上部に示した。オクタマー配列を四角で図ん

でで示す。番号を付けた矢印に相当する配5'IJを PCR用プライマーとして用いた。
C:PCR用プライマー6および7の榊造。 Bと同僚に PCR用プライマ-6および7の
構造を示した。図に示したそれぞれの DNAプライマーの配列を表 2-1に示す。
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図 2-6 NF-TSIの結合位置の決定

プロープとして、3'ー末端をラベノレした hTS遺伝子 5'ー上流域の Scal-Xbal断片
(O.5ng)を用い、 (図 2-1C参照) HeLa細胞より調製した核抽出液を用いて実

験を行った。競合断片として、12.5ng(レーン 2、4、6、8)または 25ng(レーン 3、5、

7、9)の以下に示す DNA断片を加えた。レーン lプローブのみ、レーン 2、3:Scal-Xbal
断片、レーン 4、5:SP3断片 (図 2-5参!照)、レーン 6、7:SP2断片、 レーン 8、9:SPI断

片。白い三角はNF-TSIによるバンドを、黒い三角は freeDNAによるバンドを示す。
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図 2-7 NF-TS2および NF-TS3の結合位置の決定(1): i¥lcthylation lnterfercnce 

による解析

hTS遺伝子 5'-上流域の Xbal-Bg/l断片のシー末端をラベノレした後、部分的にメチノレ

化し、 I-IcLa細胞あるいは VD3で3日fHl処理したI-IL-60細胞より調製した核抽出液
と複合体を形成させた。NF-TS2あるいは NF・TS3に相当する複合体と freeDNAをそ

れぞれ 5%ポリアクリノレアミド電気泳動で分離した後抽出し、ピベリジンで処理し、

電気泳動を行った。オートラジオグラフの後、得られたラダーを UltroScanXL 

(Pharmacia LKB Biotechnology， Uppsala， Sw巴den)でスキャンした。横軸に示した各 Gの

バンドに対し、グラフの縦刺lにはそのバンド強度の複合体の形成による減少の割合

を%で示した。黒い棒と点を打った俸は、それぞれトIL-60細胞の NF-TS2および

NF-TS3のバンドより抽出した DNAによる結果を、白い俸は l-IeLa細胞の NF-TS2の

バンドより抽出した DNAによる結果を示す。

-66-



A 
23456789  

bl> 

B 
23456789  

図 2-8 NF-TS2および NF-TS3の結合位置の決定 (2) :競合 DNAを用いた解

析

プロープとして、 3'ー末端をラベノレした hTS泣伝子 5'上流域の Xbal-Bgll断片

(O.5ng)を用い、 (図 2-1C参照) 朱分化の HL-60細胞 (A)あるし、は VD3で6

日間処理した HL-60細胞 (s) より調製した絞抽出液を用いて実験を行った。競合

断片として、 25ng(レーン 2、4、6、8)または 50ng(レーン 3、5、7、9)の以下に示す

DNA断片を加えた。 レーン lプローブのみ、レーン 2、3:Scal-Xbal断片、レーン 4、

5:Xbal-Bgll断片、レーン 6、7:SP5断片(図 2・5C参照)、レーン 8、9:SP6断片。b、c

のバンドはそれぞれ NF-丁目 および NF-TS3によるバンドを、黒い三角は freeDNA 

によるバンドを示す。
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図 2-9 NF-TS2および NF-TS3の DNAへの結合における ATG配列の関与

A、B:ATG配列を変化させたプロープを用いたゲ、ル、ンフトアッセイ。hTS遺伝子の

翻訳開始コドンを以下に示す配列と位き換えた DNA断片をプロープにして、 HeLa

細胞 (A)あるいは TIG-I細胞 (B)から調製した核抽出液と複合体を形成させた後

危気泳動にかけた。レーン I:ATG、レーン 2:ATA、レーン 3:TTG、レーン 4:CTG、レー

ン5:AAG、レーン 6:ACGo b、cはそれぞれ NF-TS2および NF-TS3に相当するバンド

を示す。Cゲノレシフトアッセイのプロープに用いた DNA断片の構造。上段にプロー

プの構造、下段に hTS遺伝子の構造を示した。灰色の四角は変異を導入した hTS遺

伝子上の翻訳開始コドンの位霞を示す。白い四角と黒い四角はそれぞれ非翻訳領域

とコード領j戒を示す。白い四角の中の矢印は 3回の繰り返し配列とそれに相補的な

配列の位位を示す。プローブは図に示した hTS遺伝子の Xbal部位から、翻訳開始点

下流の+22bpまでを含んでいる。
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図 2-10 CATアッセイに用いた hTS遺伝子断片の構造

hTS 1立伝子の桃ii!jeをI:.ffllにぶした ( IいP4fljと!Hv、問角はそれぞれ非翻訳領域とコー
ド倣j戒を示す j攻上部には制限防ぷ部位をぶした 下段左にそれぞれの CATフラス

ミド、の名jiijをぶに CAT遺伝子の仁i削減に創lみ込主れた断片の構造を示す tX~lt 、俸は

hTS jj1伝子山米の領域を、主た、 plGSVBsBgCATおよびpIGSVCATに含まれるたおを付

けた俸は、 SV40 初!~I jj1伝正山井正のプロモーター/エンハンサ一位lJ戒をぷす。
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図 2-11 hTS遺伝子 5'ー上流援の BssHII-Bgll断片の遺伝子発現に及ぽす影響

A、B:hTS泣伝子のプロモーターにたいする BssHII-BglI 断片の効果。HeLa細胞(A)

およびT1G-1細胞 (B)に導入した場合の結果を示す。C:SV40初期遺伝子のプロモー

ターにたいする Bssト-I1I-Bg/l断片の効果。黒い棒は HeLa細胞に導入した場合、灰色

の俸はTIG-I細胞に導入した場合の結果を示す。A、B、Cともに縦軸は本文中の計算

式より計算した Acetylation(%)の値を示し、エラーパーは独立な 3回の実験から計算

した標準偏差を示す。また、 noDNAは pSV四日-galactosidaseplasmidのみを導入した

細胞より調製した細胞抽出液による結果を示す。



S i te 15'-GAAGAAA TGGAAA TGCAAA T -3' 

Site 2 5'-GAAA TGCAAA TCCCTT A TT A-3' 

Site 3 5'-CCCTT A TT AGTTGTAGGAAA-3' 

Site 4 5'-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3' 

Site 5 5'-GCTCCGCCTCTTCCTGCTCG-3' 

Site 6 5'-GGCGCGGCGGGCGGGGGACG-3' 

Site 7 5'-CGGCAGCTCCGAGCCGGCCA-3' 

表 2・l オリゴヌクレオチドプライマー(競合実験用)の配列
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総括

ヒトチミジノレ酸合成酵素の発現制御機榊の解明を目指して、以下の研究を行った。

得られた成果の要約は以下の通りである。

第1章 ヒトチミジル酸合成酵素遺伝子のプロモーター領域の同定と発現調節に

関る因子の解析

その第 1段階として、未同定であった hTSi宣伝子のプロモーターの同定およびそ

の周辺領域の詳細な解析を行った。hTS遺伝子のプロモ}ター領域には真核生物由

来のプロモーターによく見られる CAATsoxや TATAsox、典型的な GCsoxが存在

せず、その詳しい機能領域については解析がなされていなかった。マウスの TS遺

伝子ではプロモーター領域の解析がなされており、同定された転写に重要な領域の

うち、 Splの結合領域の 1つがヒ卜の遺伝子と高い相同性を示しているが、その他

の TS遺伝子に特徴的な調節を行っていると考えられる因子についてはその結合領

域がヒトとマウスの聞で保存されていない。また、上に述べた共通の Splの結合領

域の上流で・は両方の遺伝子にほとんど相向性が見られなくなることから、ヒトの TS

に特異的な発現制御領域の存在が示唆された。そこで、 hTS遺伝子プロモーター領

域とその調節領域を同定するために、欠失変具体を作製し、 HeLa細胞を用いた CAT

アッセイにより それらの領j戒を同定した。その結果、 hTS遺伝子のプロモーター活

性に必要な領域として転写開始点を+1として-65からサOの領域が同定された。こ

の領域は、 SV40初期遺伝子のエンハンサー領域やヒトの b-globini宣伝子のプロモー

ターに見られる CACCCsox(CCACACCC)およびマワスの TS遺伝子の Spl結合部位

と相同性の高い領域を含んでいた。hTS泣伝子のプロモーター活性にかかわる DNA

上のモチーフを決定するため、さらに詳細な欠失変異体およびカセット変異体を用

いた CATアッセイを行った。その結果、 hTS遺伝子のプロモーター活性には hTS遺

伝子の 5'一上流域に存在する CACCCsoxおよびSpl結合部伎が重要であることが明

らかとなった。また、これらの領域の近くには、遺伝子の発現を抑制すると考えら

れる 2つの領域が存在し、そのなかには TTCCCという配列が共通して含まれてい

た。!I去写開始点の下流の領域についても欠失変異体を用いて解析を行った。その結
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果、 hTS遺伝子の 5'上流域を用いた CATアッセイにおいてはhTS遺伝子の3回の

繰り返し配列とそれに相補的な配列を含む領域が遺伝子の発現を促進する効果を持

ち、有意な発現には少なくとも 1組の逆向き反復配列が必要で、あることが示された。

この結果はこの領域が mRNAに転写された後に高次構造を介して機能している可

能性を示している。また、 hTS遺伝子の翻訳開始コドンを含む領域は、遺伝子の発

現に対し抑制的に働いていることが示唆された。この ATGを含む領域は DNAの転

写の段階およびRNAの翻訳の段階で機能する 2つの可能性が考えられた。

次に、同定された DNA上の転写調節に関ると考えられる領域に対する DNA結合

因子についても検討を行った。その結果、マウスの TS遺伝子と相同性の高い hTS

遺伝子の Spl結合部位には実際にSplと考えられる因子が結合し、この因子の結合

とCATアッセイにおけるhTS遺伝子のプロモーター活性との問に相関関係が見られ

ることがわかった。また、と卜のTS遺伝子に特異的なCACCCBoxにはSplに関連

した複数の因子が結合することを見出した。さらに、 CACCCBoxとSplの結合領域

に挟まれた、遺伝子の発現を抑制すると考えられる領域にも、核内因子が結合する

ことを見出した。これらの因子が hTSi宣伝子の転写段階での正および負の発現制御

に関与していることが考えられた。

第 2章 細胞分化に依存したヒトチミジノレ酸合成酵素遺伝子の発現制御因子の解

析

次に、以上の知見をもとに TS遺伝子の発現が変化するような系を用いて、その

発現市1111向lにかかわる因子の解析を行った。その系としてまず、ヒト前骨髄球性白血

病患者より樹立されたHし60細胞を 1，25-dihydroxyvitamin D3によりマクロファージ

様細胞に分化させた場合の変化について解析を行った。この細胞分化の誘導により

hTSのmRNAレベルが低下することが知られている。ゲルシフトアッセイを用いて

hTS遺伝子に結合する核内因子の変化について調べたと ころ、hTS遺伝子の転写に

重要と考えられる Splのプロモーター領j或への結合については大きな変化は見られ

なかったが、新たに hTS遺伝子断片への結合が変化を示す複数の DNA結合因子を

見出した。これらのうちの 1つ (NF-TSl)は hTS遺伝子 5'ー上流域の Octamer配列

(ATGCAAAT)に結合していた。一方、 他の2つ (NF-TS2およびNF-TS3)は転写
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開始点の下流である遺伝子上の翻訳開始コドン近傍に結合していた。NF-TS2および

NF-TS3について結合部位を詳しく解析したところ、これらの因子はともに、 hTS遺

伝子の翻訳開始コドンの Aを+1としたときに、 -4から+11の塩基と相互作用してお

り、また複合体の形成には翻訳開始コドン中の ATの配列が重要であることがわかっ

た。また、 NF-TS2の複合体については複数の蛋白質よりなる可能性が示唆された。

これら 3つの因子のうち、特に NF-TS2とNF-TS3は分化に伴い大きな変化を示し、

分化前にはほとんど見られなかった NF-TS3が細胞分化とともに増加し、一方 NF-

TS2は分化に伴い減少した。NF-TS3が増加するという変化は HL-60細胞を retmolC

acidや DMSOで穎粒球へ分化させた場合にも観察され、分化誘導剤の種類や分化の

方向によらないことが明らかとなった。HL-60細胞の分化時における共通の変化と

して細胞の地殖性の低下があげられるが、以上の結果から NF-TS2および NF-TS3は

HL-60細胞の分化における共通の変化、たとえば細胞の増殖性の変化に伴う hTS遺

伝子の発現調節に関与していることが示唆された。

さらに、TS遺伝子の発現が変化する系として、ヒトの正常繊維芽細胞である TlG-1

細胞を用いて細胞周期に依存した hTS遺伝子結合性の核内因子の変動について解析

を行った。その結果、血清飢餓により Go期とした細胞ではNF-TS2はほとんど見ら

れないのに対し、 血清を添加すると 3時間後には NF-丁目 が観察されるようになる

ことがわかった。この結果は hTS遺伝子の発現する時期とは対応していないが、

NF-TS2およびNF-TS3が細胞のi羽殖性と関連のあることを示唆している。また、H巴La

細胞や Raji細胞、分化前の Hし60細胞などの培養細胞系においては NF-TS2が多く

存在するのに対し、ヒトの正常繊維芽細胞である TIG-I細胞では NF-TS3が常に多

く存在していた。

以上のように、 hTS遺伝子の転写開始点下流領域に細胞の糟殖性に関連すると考

えられる因子の結合が見られたことから、この領域の hTS遺伝子発現に与える影響

について解析をおこなった。そのために、転写開始点の下流に存在する 3回のくり

返し配列および NF-TS2および NF-TS3の結合部位を含む領域 (BssHII-Bgflの領域)

を、 SV40の初期遺伝子のプロモーター/エンハンサー領域の下流、あるいは hTS遺

伝子のプロモーターの下流に挿入した場合の効果について、NF-TS2および NF-TS3
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の存在状態が異なる HeLa細胞およびTIG-I細胞を用いて検討を行った。その結果、

I-1eLa細胞を用いた CATアッセイでは、ともに CAT遺伝子の発現を促進するのに対

し、TIG-I細胞を用いた場合には SV40のプロモーターでは BssHII-Bgll断片の有無で

CAT遺伝子の発現は変化せず、 hTS遺伝子のプロモーターでは、この領域を挿入す

ることにより、 CAT遺伝子の発現が抑制されることがわかった。

一方、 前に述べた欠失変異体を用いた CATアッセイの結果から、 hTS遺伝子の 3

回のくり返し配列を含む構造は遺伝子発現を噌強する働きのあることが示唆されて

いた。この実験で観察された、 HeLa細胞に導入したときに見られるプロモーターの

種類に依存しない発現促進効果は、くり返し配列部分の 貯JAの高次構造を介した遺

伝子発現に対する効果としても説明が可能であると考えられる。一方、 TIG-I細胞

中で観察された遺伝子発現への抑制的な働きは、 hTS遺伝子のプロモーターに特異

的であることから、転写段階の調節である可能性が高いと考えられる。

現在のところ直接的な証拠は得られていないが、 TIG-I細胞では hTS遺伝子の翻

訳開始コドンに NF-TS3が結合していることから考えて、この NF-TS3が hTS遺伝子

のプロモーターに特異的な DNA結合因子と相互作用することにより hTS遺伝子の

転写抑制に関与していることが考えられる。

本研究で明らかにした hTS遺伝子 5'-上流域の発現調節に関るシス及びトランス

に働く因子を図 3-1に示す。まず、 hTS遺伝子のプロモーターはマウスとヒトの TS

遺伝子で保存された Spl結合配列とその上流の CACCCBoxからなり、このモチー

フの両方に Splか Splに類似した因子が結合すると考えられる。この2つのモチー

フのうち、 Splの結合配列は hTS遺伝子のプロモーター活性に大きな寄与をしてい

おり、マウスとヒトのほかi最近分離されたラットとサノレの TS遺伝子でも保存され

ていた。以上のプロモーターの構造から考えて、現在同定されているマウスの TS

遺伝子と異なる転写開始点のほかに、マウスの TS遺伝子と共通の位置にも転写開

始点が存在する可能性が示された。さらに、これらのモチーフの近傍に転写因子で

ある AP2が結合することも確認した。また、CACCCBoxとSplの結合領域に挟ま

れた領域と、その上流域には TTCCCの配列を共通配列として含む抑制l領域が存在
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しており、そこにも未知の核内因子が結合することを示唆する結果を得た。著者等

は、 hTS遺伝子の第 1イント ロンに、hTS遺伝子プロモーターに特異的なエンハン

サー活性のあることを見出しているが、このエンハンサーも、上に述べた hTS遺伝

子のプロモーターを構成する領域と相互作用をしていると考えられる。一方、 hTS

遺伝子の翻訳開始コドンを含む領域には、 Hし60細胞の分化過程で変動を示す、

NF-TS2および NF-TS3の2つの核内因子が結合することを見出したが、このうち

NF-TS3はTIG-I細胞を用いた解析から、 hTS遺伝子のプロモーターと相互作用して

遺伝子発現を抑制する働きを持つことが示唆された。また、転写開始点の下流に存

在する 3回のくり返し配列とそれに相補的な配列は、現在ヒトとサルの TS遺伝子

にのみ見出されているが、おそらく mRNAの二次構造を介して、遺伝子発現を促進

する効果を持つことが推測された。最後に、 hTS遺伝子の翻訳開始コドンは、 HeLa

細胞中で、見掛け上遺伝子発現を抑制する効果を持つことを示したが、これは、 hTS

辿伝子の翻訳段階での調節を反映していると考えられた。
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図 3-1 hTS遺伝子 5'ー上流域の発現調節にかかわる因子

F、leg削ive -TI 
Positive -一一寸酔

hTS 遺伝子の 5'上流域に同定された発現調節にかかわる領域を示した。中央にhTS

遺伝子 5'-上流域の構造を示し、 NegativeRcgulatory日巴ment、CACCCボックスおよ

び SpI Binding Elementを四角で示す。また、白抜きの四角および黒い四角は転写さ

れる領域のうち、非翻訳領域およびコー l、領域を示す。上部には現在同定されてい
るCapsiteの位置めを示す。また、右上部には NF-TS2および NF-TS3の結合位置を

示す。また、 hTS遺伝子の下に付けた矢印は繰り返し配列とそれに相補的な配列の

位置を示す。それぞれの領域に付 した機能の説明に関しては本文を参照のこと。
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