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はじめに

現在までに src遺伝子群に属する遺伝子は src以外に blk，危r，ウn，hck， Ick， Iyn，及び

yesが知られている。これらの遺伝子にコードされる蛋白質はいずれも膜結合非受容体

型のチロシンキナーゼである。これら Srcファミ リー蛋白質は、互いに極めて類似して

いるが、 N末端側にはそれぞれ全く異なった一次構造(ユニーク領域)を持っている。こ

のユニーク領域が、それぞれの蛋白質の機能の特異性を決めていると考えられている。

また EGF受容体等のレセプター型チロシンキナーゼから類推 して、 Srcファミ リー蛋

白質は、何らかの膜表面分子と複合体を形成し、機能するのではないかと予想されてい

た。事実、Lck蛋白質が T細胞上で CD4，CD8分子と物理的に結合していることを始め

として、 T細胞抗原受容体と Fyn蛋白質，B細胞受容体と Blk，Fyn蛋白11，及びLyn蛋白

111，そして IL-2受容体P鎖 (IL-2Rs)とLcki長白質などの会合で示されるように、 Src 

ファミリー蛋白質と他の受容体との相互作用が相次いで明らかにされている。さらに、

このような相互作用は、免疫系に於ける情報伝達機構において Srcファミ リー蛋白質が

重要な役割を来たしていることを示している。

src逃伝子群は IfJl球系に於ける発現様式がそれぞれ異なっている。例えば Ick，fyn 

遺伝子などは T細胞で高い発現が見いだされ、 blk，lyn遺伝子は B細胞で発現が高く、

T細胞では殆ど見いだされない。更に、Cーなr遺伝子は単球/マク ロフアージ、頼粒球

で高い発現の見られることなどが知られている。このような発現様式の遠いを解明する

ために、それぞれのプロモーター領域についての研究がなされてきており 、既にhck，

c-yes， c危r，及び Ick遺伝子などはプロモーター領域が同定されている。

本研究に於ては、まだ解析の進んでいないヒ トIyn遺伝子プロモーター領域の同定

を試みている。そして、更に研究を発展させ、ヒト成人白血病ウイルス(HTLV-I)のコ

ードする p40闘によりトランス活性化される領域の存在すること(第 l章)、及び Iyn

i也伝子プロモーター中に存在する抑制的配列の存在と塩基配列持典的結合因子(第2:!:t) 

について明らかにした。
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第 1章 ヒト伊7遺伝子プロモーター領域の解析及びヒト成人白1(ll病

ウイルス (HTLV-I)にコードされる p40凶によるそのトランス活性化

1-1.序

加遺伝子は src遺伝子群に属し、チロシンキナーゼ Lyn蛋白質、即ち p56''''及び

p53加をコードする (72，90，92)。これら src1立伝子群のコードするSrcファミリー蛋白

質は非受容体型の朕結合蛋白質である。そのため、これらは細胞内ドメインを持たない

細胞表面受容体と会合して細胞内情報伝達に関わっている分子であると考えられてき た

(25， 59， 80) 0 Lyn蛋白質は B剰111抱で膜結合型 IgM，IgDと会合していることが既に報告

されている (89，91)0B細胞抗原受容体を架橋し、刺激することによりしyn蛋白質のキ

ナーゼ活性が上昇ーすることから Lyn蛋白質はこれら受容体型免疫グロプリンを介した情

報伝達に於いて重要な働きをしていることが示唆されている (91)。

ヒト lyn遺伝子は最初トリ肉IJ重ウイルス Y73のオンコジーンである v-yes遺伝子、及

びlck遺伝子と相向性の高いものとして単離された (87)0 Ick 逃伝子は T細胞リンフォ

ーマ LSTRA細胞でレトロウイルスの遺伝子持入によって過剰発現が示されていたもの

である (44)。興味深いことに、互いにホモロジーのある加7遺伝子と Ick遺伝子の血球

系に於ける発現様式は対照的である。 lck巡伝子は T細胞で高く発現されている(33，

79)のに対し、 Iyn遺伝子は B細胞、単球/マクロファージ、 IUl小板で発現が見い出さ

れ、 T細胞では殆ど見い出されない (88)。ところが、ヒト成人白血病ウイルス

(HTLV-I)に感染し、ウイルスを産生する T細胞株ではIyn遺伝子の発現が見い出される

(88) 0 Ick泣伝子はインターロイキン-2 (孔-2)ー非依存的 HTLV-I感染T細胞では発現

が抑制されることも考え、 IynとIck逃伝子の転写は共に HTLV-Iに感染した T細胞中

に存在する何らかの因子によって制御されていることが示唆される。

HTLV-Iは成人T細胞白血病 (ATL)の病原ウイルスである (26，86，93)。このヒ トレト

ロウイルス逃伝子は Gag，Pol，及び Envなどのウイルスを構成する蛋白質をコードして

いるが、他の多くの急性形質転換レトロウイルスが持つオンコジーンをコードしていな

い。その代わり、 HTLV-Iゲノム上には、分子f立40，000の蛋白質 (p40'U)がコードされ

ている。この p40'Uはウイルスゲノム中のロングターミナルリピート(LTR)中のプロモ
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ーターをトランス活性化することが知られている(5，13，17，18，63，71)。更に、 p40'Uは

細胞側のある種の遺伝子、例えば IL-2(49， 68)， IL-2受容体α鎖 (Iレ2Rα)(10， 27，57)， 

c-fos (16，50)，及び頼粒球巨核球コロニー刺激因子 (GM-CSF)(47)等の遺伝子プロモー

ターをトランス活性化することも示されている。 A1L発症の初期段階では、 IL-2依存的

にT細胞が増殖していることが知られており、 IL-2や IL-2Rα の遺伝子発現がp40凶に

よって誘導されることは、この A1L発症の初期段階にとって重要であると考えられて

いる (69，76，94)。

そこで、本章ではヒト Jyn遺伝子プロモーター領域を同定すると共に、 l戸遺伝子が

p40'Uによりトランス活性化されることについて明らかにした。また、 p40'Uによりト

ランス活性化されるJynプロモーター中の領域についても検討を加えた。
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ト2 材料と方法

J. 細胞及び細胞培養

R勾iはヒトパーキットリンパ)J!Il細胞株である。Jurkatはヒト急性リンパ脆T細胞株で

ある(88)0 J24細胞は Jurkatを親株とし、 p40
tui立伝子をメタロチオネインプロモーター

下流にもつプラスミドを導入したクローン細胞である ο7a)0 J24細胞に於ける p40佃X遺

伝子の発現は、培養液中に最終i制度 1.25μMとなるように硫般カドミウム (CdSO.)を加

えることにより誘導される。 HBC21.7.31 (以下 HBC)はマウスヘルパー T細胞ハイプ

リドーマであり、 BIOマウス (I-Aうの免疫T細胞と AKR由来胸腺細胞腿 BW5147を融

合させることによって作製された(鈴木元より供与された)ものである。これらの細胞

を10%ウシ胎児Ifll清、 2mMしグルタミン、及び抗生物質を含む RPMI-1640培地にて

培養した。また、サル腎細胞ttCV-1，及びヒト偏平上皮痛剤111抱株A431を 10%ウシ胎

児I血消 (FCS)、2mML-グルタミン、及び抗生物質を含むダルベッコ変法イーグル(

D~伍) 精地にて培養した。

2. DNAクローニング及びスクリーニング

ヒト)治雄からλgt10ベクターを用いてゲノムライプラリーを作製し、ヒ トJyncDNAの

5'末端を含む pLY2.2(87)の HindlII断片 0.9-kbpを"p-標識したプロープによりスク

リーニングを行った。ポジテイプクローン より O.77-kbpのEcoRI・Sacl断片を pUC119

プラスミドに組み込んで作製したプラスミドを pLYN-EcoSa心と命名した。この

O.77-kbp断片の塩基配列は dGTPの代わりにデオキシー7-デアザグアノシン 3')ン酸を

用いたジデオキシ法 (48)により決定された。

3. SlヌクレアーゼマッピングI去

塩基番号 173から +116 (図 1)までの一本鎖 DNAを SIマッピングプロープとし

た。これは以下の様に作製した。まず、 什00から+116までのアンチセンス配列に対応

する 17-mer塩基プライマー(ターTTGCCGCGGGCTGGAGG-3';図 1)をT4DNAキナー

ゼにより 32pで末端を標識した後、 O.77-kbpのEcoRI-SacI断片を含む鋳型の一本鎖プラ

スミド DNAにアニールした。更に、このアニールしたプライマーを KJenow酵素にて

や11長する反応を行ない、次に SmaIにて切断した。生成したプロープは 7M尿素-6% 

ポリアクリルアミドゲルにて沼気泳動した後、ゲルから切 り出して精製した。
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Slヌクレアーゼマッピングは文献 (42)に記載されている方法に準じて行なわれた。

簡略にその方法を以下に示す。上記のプロープ DNAを20μlの Slハイプリダイゼーシ

ヨン溶液 [80%フォルムア ミド， 50mMピペラジンー N，N'-ピス(2ーエタンスルフォ ン酸)

(PIPEs; pH 6.4)， 1 mM  EDTA，及び 0.4M NaCl]にて Raji細胞由来の poly(AfRNA 20μg 

と850Cで 5分、引き 続き 600Cで 311寺問アニールの反応を行な った。アニールした

DNA-RNAハイ ブリツ ドは Slヌクレアーゼ (200及び 400U)と共に 200μlの Sl溶液

[290 mM  NaCl， 4.5 mM  ZnC~，及び 30mM 酢酸ナトリウム (pH 4.5)]中で 370Cで 30分反

応させた。反応は 2.5倍量の氷冷したエタノールを加えることによって終結させ、この

エタノール沈殿物を 7M尿素 -6%アクリルアミドシークエンスゲルにて分析した。

4 クロラムフェニコールアセチルトランスフエラーゼ (CATI発現プラスミドの作製

まず、 pLYN-EcoSacを制版酵素処理することによ ってO.77-kbpのかnプロモーター領

域を含む DNA断片を得た。この陸rr片の末端を T4DNAポリメラーゼによって平滑化し、

pSVOCA T (pSV2CA Tから SV40プロモーターを除いたプラスミド [22])の HindITI部位へ

CATi立伝子に対して正方向に組み込んだ。この作製されたプラスミドは pLNCAT03と

命名した。また、末端を平滑化した O.77-kbpの EcoRI-SacI断片を pUC∞CATベクター
の SphI部位に CAT泣伝子に対し正及び逆方向に接続し、それぞれ pLNCATll及び

pLNCAT12と命名した。pLNCATllに挿入された DNAは 5'末端より欠削し、デレーシ

ヨンプラスミドを作製した。さらに、 pLNCAT11より作製したデレーションプラスミド

のうちの 一 つ (pLNCATTV)をEcoRlと Hindfllで切断した。この 0.33・kbpの

EωRI-HindIT1 断片を T4DNAポリメラーゼにて末端を平滑化し、 pUC∞CATの Smal部
位に挿入した。作製されたプラスミドを lynプロモーターの 3・側より欠削したデレーシ

ヨンプラスミド作製に用いた。これら lynプロモーター領域の5・末端、あるいは 3'末端

からの欠削はキロシークエンスキット (TakaraCorp.)を用いて行った。

5 点、突然変異の導入

オクタマー配列 (OT下)に変異を導入したオリゴヌクレオチドプライマー(28・m巴r)を

DNA合成機 (AppliedBiosystems model381 A)により合成した。この変異を導入したプラ

スミドはクンケルの報告した点突然変異導入法 (36)を改変した方法に基ずき作製された。

変穴ーを導入した後、上記の方法 2.により DNAt包装配列を確認した。
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6.培養細胞への遺伝子導入法

プラスミド DNAを CV-1及び A431細胞にはリポフェクチン (BethesdaResearch 

Laboratoris)を用いたリポフェクション法(14)により導入した。簡略に記すと、次のよ

うである。あらかじめ、導入する CAT発現プラスミドを再留水で希釈し、濃度を 10

μg/50μlとしたものと、リポフェクチン(30同 150μ1)を混合し、室温で 15分間放置

しておいた。また、細胞(2 X 106 I 10 cm dish )には FCSを含まない DI¥;伍培地 (5ml)を

加えておいた。ここで、先に記した DNA-リポフェクチン混合物を加え、 37
0
Cで 6時

間格養した後、 10% FCSを含む DME4.5ml，及びFCS0.5 mlを加え、 37
0
Cで48時間

培養した。

Raji，1urkat，及び124細胞に対しては、 DEAE-デキストラン法 (21)により DNAを導入

した。細胞 (2X10ちを 0.4mlのTBS(25 mM Tris [pH 7.4)，137 mM NaCI， 5 mM KCI， 0.6 

mMN匂HP04，0.7 mM CaCI2， 0.5 mM MgCLjに懸濁し、 2.5μgのレポータープラスミドと

0.3μgの p40刷発現ベクターあるいはベクタープラスミド、 0.5μgのpsact-sgalプラス

ミド(sーガラクトシダーゼ遺伝子上流に s-アクチンプロモーターを挿入したプラスミ

ド)，及び500同 ImlのDEAE-デキストランを加え、 30分間室視にて放置した。次に、

細胞を TBSにて洗浄し、 細胞に非吸治の DNAを除いた後、 RPMI培地にて 48時間培養

した。CATアッセイ及び薄層クロマトグラフィーの方法は文献(46)の記載に従った。

その方法を以下簡略に記す。総蛋白金 100問 分の細胞羽1I出液を ['4C]クロラムフェニコ

ール及びアセチルコエンザイム Aを加え、3時Il'iJから 12時間 370Cにて反応させた。

CAT活性は反応生成物を薄府クロマトグラフィーにて展開し、FujiBAS 2000イメージ

アナライザーシステム σ吋iFilm)を用いて定量分析した。図 4及び表 lに示した CAT

活悩は 日ーガラク トシダーゼ活性により補正したイ直である。

7 ゲル移動度シフ ト分析

DNAと蛋白質の結合反応と電気泳動による移動度シフ ト分析は文献 (81)に記載され

ている方法を改変して行った。簡略に記すと次のようである。まず、下に示したオリゴ

ヌクレオチドを DNA合成機により合成し、 Klenow酵素を用いて [α_32p)dATPにて標識

した。約 0.1ngの笠P 標識したオリゴヌクレオチド (1X 104 cpm)を総蛋白量 2μgの

R句l及び1ukat細胞fill出i液と 2μgのポリー(dI -dC) (Pharmacia)と共に 20μlの結合緩衝液

6 
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(25 mM N -2-ヒドロキシエチjレピペラジン -N'ーエタンスルフォン椴 (HEPES)-KOH(pH 

7.9)，50 mM  KCl， 1 mMジチオスレイ トール， 1mMフェニルメ チルスルフォニルフルオ

ライ ド(PMSF)，1 mM EDTA，及び 10%(vol/vol)グリセロール)中、 30分間室滅で反応

させた。競合反応の際、過剰企 (0.8から 100倍盆)の非標識オリゴヌクレオチドを結合

反応に加えた。 DNA-蛋白質複合体は 4% ポリアクリルアミドゲルにて分析した。泳動

緩衝液は 6.7mM Tris-HCl (pH 7.5)，3.3 mM酢酸ナトリウム，及び 1mMEDTAとした。

用いたオリゴヌクレオチドは以下の通りである。

プロープT (かnプロモーターの -54から-6までを含むオ リゴヌクレオチド)

5'-AATTCCGCCCTCCGGGCTCAATATGCAAATCCGAGC且CCAGGAAGTAGCTGGG-3・
3・-GGCGGGAGGCCCGAGTTATACGTTTAGGCTCGTGGTCCTTCATCGACCCTTAA-5'

プロープ O(マウス T1VKプロモーター中のオ クタマー配列部分 [7，61]を含むオ リゴ

ヌクレオチド)

5 '-AATTCTTCCCAATGATTTGCATGCTCTCAG-3 ， 

3 '-GAAGGGTTACTAAACGTACGAGAGTCTTAA-5 ， 

プロープOM1(プロープOに表 lに示した 5M1に導入したものと同じ変異を導入した)

5'-AATTCTTCCCAATGATCCGCATGCTCTCAG-3' 

3'-GAAGGGTTACTAGGCGTACGAGAGTCTTAA-5' 

プロープ MT(プローブTに表 lに示した 5M2に導入したものと同じ変異を導入した)

5'-AATTCCGCCCTCCGGGCTCAATATTTAAATCCGAGCACCAGGAAGTAGCTGGG-3' 

3'ーGGCGGGAGGCCCGAGTTATAAATTTAGGCTCGTGGTCCTTCATCGACCCTTAA-5'

プロープ 1CB(NF1CB-結合配列 [6]を持つオリゴヌクレオチド)

5 '-AATTCAGAGGGGACTTTCCCAGAGG-3 ， 

3 '-GTCTCCCCTGAAAGGGTCTCCTTAA-5 ， 

7 
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8. Jvn転写産物の PCR法を汀jいた定量

グアニジンイソチオシアネートーセシウムクロライド超遠心法により、培養細胞から

全 RNAを抽出した。 poly(At RNAはオリゴ (dT)ーラテックス (NipponRoche Inc.)を用

いて精製した。次に、相~ÎIì的 DNA (cDNA)はRaji，Jurkat，及び J24細胞由来の poly(At 

悶M (2.5μg)を 2∞unitのマウス白血病ウイルス逆転写酵素 (BethesdaResearch 
Laboratories)処理することによ って作成された。次にこの cDNAの 1/10量をポリメラ

ーゼチエインリアクション (PCR)法により噌何した。この条件等は文献 (90)と同一であ

る。即ち、合成した 28・merのpr85(5'-AAGAAAGGAGAGAAGATGAAAGTCCTGG-3')及

びαpr204(5'-GATACAGGGAAAGTGA TTCGTGGAGAG-3')をそれぞれセンス及びアン

チセンスプライマーとした。これらを用いることにより、 LynIo:白11のSH3/SH2領域

に対応する部分の DNAが剤師される。 PCRの条件は次の通りである。変性を 940Cに

て 1分間、アニールを 370Cにて 2分間、次いでやl'長を 72Ocにて 3分間、これらを 30

回繰り返した。PCR産物は 4% アガロースゲル (FMCBioproduc凶 Corp.)にて泳動し、

このゲルをサザンプロッテイングに用いた。 RajimRNAより生成された PCR産物をニ

ツクトランスレーションキット (AmershamInc.)を用いて [α_32P]dCTPにより標識し、サ

ザンプロープとした。プレハイプリダイゼーション、ハイプリダイゼーション、及びニ

トロセルロース膜の洗浄は文献 (87)の記載に従った。そのl民はー700Cにて Kodak

X-Omatフィルムに増感紙をmいて露光した。また、定量の際には F町iBAS 2∞0イメー
ジアナライザーシステムによりシグナル強度を測定した。

9. .1ーザンプロッテイング

poly (At RNA (2.5μg)をフォルムアミドを含む 1.0%のアガロースゲル (NipponGen巴

Corp.)にて分離し、ニトロセルロースj肢に転写した。 p40国コード領域を含む I，074-bp

のDNA断片を湿P標識したものをプロープとしてハイブリダイゼーションを行なった。

条件等は文献 (87)と同じである。

8 
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1-3結果

l ヒト lvn逃伝子 5'上流域の同定

lyncDNA (87)の 5'末端部とのハイブリダイゼーシヨンによるスクリーニングを行う

ことによって、ヒトゲノムライブラリーから 0.75・kbpのια求I-SacI断片を含むクロー

ンが得られた。この E初回-Sacl断片の塩基配列を決定したところ、 cDNAの5'末端部の

配列を持つエクソンの存在がゆ]らかとなった。この cDNAとして待られている末端部を

境基番号+1と表した(図 lA)。この領域には TATA或いは CCAATボックスと類似し

た配列は見い出されなかったが、 4つの GCボックス類似の配列(コンセンサス塩基配

列の 10-bpとl塩基のミスマッチを許した場合)が塩基番号 ー485，-331，ー165及び +223

の位置に認められた。コンピューターを用いた底基配列のホモロジー検索により、この

768-bpのlyn逃伝子の5'上流域に幾つかの特徴的な配列の存在することが明かとなった。

それらは、サイクリック AMP(cAMP)ー反応性配列(ー492)，リンフォカイン遺伝子プロモ

ータ一類似配列-2 (-338)，オクタマー配列 (-36)，及び2つの PEA-3類似配列(ー19と

+23)である。更に、 c-Myb結合の可能性のある配列の中心塩基配列 (AAC及び GTT;

-461， -412， -359， -67， +24， +175)が凡い出された。これらのうち、 -67と+24番の位置を

含む DNA塩基配列には、バクテリアに発現させた c-Myb蛋白質が実際に結合すること

もフットプリント分析によって示されている(仙波ら未発表データ)。

1切1m附すAのilii写開始点を決定するために、ー172呑から +116番に対応する 一本鎖

DNAプロープを用いて SIマッピ ング分析を行った(図 18)。用いたプロープは非コ

ード鎖の 5'末端を 32pにより標識したものである(材料と方法 3参照)。このプロー

プと Raji細胞より得られた poly(At RNAとのハイプリダイゼーションを行 った。図

1Bに示される通り、 SI-ヌクレアーゼによる分解を受けなかった複数の断片が検出さ

れた。量的に多かった断片は 107から 103及び98から 90塩基長であり、これは転写開

始点が +10から +14までのクラスター、及び+19から +27までのクラスターが主要な

ものであることを示している。 lyncDNAはこの主要な転写開始点より上流にあること

になるが、 SIーヌクレアーゼl耐性断片は 16帯とー11番からのIJfJ始点も示唆しており、

恐らくこの量的には少ない転写産物から cDNAが合成されたものと考えられる。以上の

実験は、 R勾1細胞由来poly(At RNAの代わりに等量の大腸菌 tRNAを用いた場合、パン

9 
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ドが検出きれない条件で行われた。

-511 AATTCATGCCATTTGACTdTAe百司rcc甘

- ー CRE G1 
-480 TCCCCCATCAATGCCCTGAACTGCCTCCTGTACACCCTTAAGGAACTTACTTTGTAATGA 

一一-420 TTATTAAG土芸TCAGCGAGACCCCGAGCATCACCTCGGCATATCGCATCCT旦旦誌記主
-一一一一「 ーーーー_ P1 

360 ♀且CCCCTAATGTTGGAAGGG~盟主豆車♀主♀♀エ♀旦♀CGCTCCTGGGAGCACCCCCTT
- CLE2 G2 ~ 

300 CCTAATAATACCTTGGGGATGGGTCGGAAGGAAAGGAAAGGAGACGCGAGAGGTGTAGTC 

240 

180 

-120 

GATGTGCCTGCGAAGCCCAGGCTCCTCCGGAGATCCTTCCGTCCGTCCCTACAGGAGAAG 

GCTGGCCCGGGCTGCTCCACTCCCCGGAGCTGCAGACTGAGTCGCCAGGTTTCTGTGCCT 
一ー一一一G3 -P2-， 

TCAAAGCCCTGCGCGACGGCCACACCA詮邑年王子製CTTGGGCAGGGACCA巡 回TC

-60 ACTTCCCCGC合中古GGGCT山T~豆豆~CGAGCACë~G.位。占CTGGGACCTC
食合..合 **1<**脅会..OTF . 

+1 TCGGCCGAGCCCAGAGACAGCCð~TTÇÇTCTCCCGCCGCGCCGGGCCGCGCTGCCGCTCG 

一 一+61 CTCCCCGGCCGTGGCGCCTCCGGGCCAGACGCGCTGCAGCCTCCAGCCCGCGGCAAGCGG 

一+121 GGCGGCCGCGCCACCCCCGGCCCCGCGCCAGCAGCCCCTCGCCGCGCGTCCAGCGTTCCC 

… 
+181 GGCCAGCAGCCTCCCCATACGCAGGTCCTGCTGGGCCGCCCCGTCGCGCCCCCCACTCTG 

G4 
+241 AACTCAAGTCACCGTGG +257 

図1.(A)ヒト Jyn遺伝子 5'上流域の塩基配列. クローニングされた 768温基対の DNA断片の塩

基配列を示す。 cDNAとして得られている最も上流を塩基番号 +1として示しである。SIヌクレアーゼ分

析(図 1B参照)により決定された転写開始点を星印(.)で示した。各々の星印の大きさは Raji細胞で

の転写産物の開始点の相対的瀕皮を表わす。二重下線を施した AAC及ぴ GITは、 c-Myb蛋白質の認識

配列、 5'-(C/Pu)伊y/A)PyAACPyPu・3'(52)に2塩基以内のミスマッチを許した場合の中心配列である。 4つ

のGCボックス類似配列 (G1から G4まで)には下線を施した。これらの GCボックス類似配列は Sp1認

識配列 (3)、5'-(G月χG/A)GG(C/A)G(Gm(G/A)(G/A)(C月下3'のコンセンサス配列と I塩基以内のミスマッ

チの配列である。塩基配列の上部に太線を施したものはIfI1..V-IのLTR中にあるp40副反応性配列 (43)、

5'・CC(A庁文C-3'である。点線は PEA-3類似配列 (83)を示す。 CACCCボックス配列 (67)は波線で示して

ある。

10 
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図 1.(B ) Raji細胞内の Jyn転写産物による 51ヌクレアーゼ分析。 R勾1細胞由来の poly(A)'RNA

(20μg)(レーン lと2)、及び20μEの大脇菌 tRMA(レーン t)それぞれを 288塩基長(ー172帯から +116

番までに相当)の一本鎖 DNAプロープと 600Cで3時間ハイプリダイズさせた(レーン t，l，及び 2)。 反

応液は 51)(クレアーゼ(レーン lでは 200U;レーン t及び 2では 400U)で 370C、30分Il日処酒!した。

51ヌクレアーゼう日韓を受けなかったものを 7M尿素・ 6%ポリアクリ JレアミドゲJレで分析した。検出さ

れたバンドは 51分析用のプロープを作製した際、使用したプライマーと同じものを用いて同時にシーク

エンス反応を行い、長さ を決定した。レーン t，l，及び2は7日間、レーン A，G，C，及びTは31時間、 X

線フィ Jレムに露光した。図の右側には、対応する温法配列を示しであり、* ~fJは転写開始点と考えられ
る溢基を去す。
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2. Jvη遺伝子プロモーター活性の同定

Jyn遺伝子 5'上流域 768-bpの配列によるプロモーター活性を調べるために、この

768-bpの領域を pUCOOCATベクターのバクテリア由来の CAT遺伝子上流に、正逆両方

向に挿入した。 CAT泣伝子に対して同方向に挿入されたものを pLNCAT11、逆方向に

挿入されたものを pLNCAT12と命名した。これらを CV-1，A431， R勾i，Jurkat及び HBC

細胞にトランジエン トに導入し、 CATアッセイを行った。この実験では、 pLNCスT11を

導入した場合、 HBC細胞以外の全ての細胞に於いて CAT活性が認められた(図 2，レ

ーン 2，7，12，17，及び 22) 0 pLNC礼TlIを導入した細胞の CAT活性は pSV2CATによる

場合の約 5%から 30%であった。一点、 pLNCAT12を導入した場合は CV-1細胞を除

いて、殆ど CAT活性は検出されなかった(レーン 8，13，18，及び23) 0 CV-1細胞に於

ける pLNCAT12による CAT活性(レーン 3)は、この細胞特異的に Jyn泣伝子に対し

て逆方向に転写される遺伝子の存在を示唆する。しかしながら、 pLNCAT12を用いて

CV-1細胞で比較的高い CAT活性が得られたのは、 CAT遺伝子に対して反対方向であっ

ても偶然 CV-l細胞で活性が検出されてしまう偽のプロモーターとして働いたためであ

ることも考えられる。ノーザンプロ yト分析では、 Jurkat細胞も含めて T細胞株に於い

ては全く Jyn遺伝子の発現は認められない (88)。しかし、 Jurkat細胞では pLNCAT11に

よる CATの発現が検出された(レーン 17)。この実験結果から、 Jyn遺伝子転写を抑制

する因子の益がJurkat細胞で充分ではなく、外来のプロモーター活性を抑制することが

できなかったこと、あるいはここで分析した 768-bp領域の上流にも T細胞で転写を抑

制する配列の存在することなどが示唆された。 HBC (マウス T細胞ハイプリドーマ)

や Molt4 (ヒト T細胞株)細胞等では pLNCAT11を導入しでも CAT活'凶は検出されな

かったため(レーン 22と内海ら未発表データ)、 pLNCATl1による CAT活性が見られ

たJurkat細胞は T細胞のうちでも、特殊なものであったと考えられる。以上の結果は

EcoRl-SacI断片768-bp中にJyn;立伝子の機能的なプロモーターが存在することを強く示

唆する。
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CV-I A431 Rαji 

• 
~ .・--2  

.???:????. 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Jurkαt H/3C 

， ， • ， ， ， ，・・・.. 
. . . .。 • 
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

図 2. ヒト Iyn遺伝子 5'上流減支配による CAT遺伝子のトランジエントな発現 CV-I， A431， 

Raji， Jurkal，及び HBC細胞にそれぞれの CAT発現プラスミド (2.5μg)を導入した。 48I時間後に各々の細

胞を集め、 CATアッセイを行った(材料と刀法参照)。ここでmいたレポータープラスミドは以下の通り
である ・pLNCATll(レーン 2，7，12，17，及ぴ 22)，pLNCAT12 (レーン 3，8，13， 18，及び23)，pSVαHごAT(レ

ーン 4，9，14，19，及び24)，そして pSV2CAT(レーン 5，10， 15，20，及び25)。レーン 1，6，11，16，及び 21

はレポータープラスミド DNAを導入しなかった場合を示す。

3.ヒト Jvn遺伝子プロモーター領域の欠失実験

プロモーター活性に必 要とされる DNA塩基配列を知るために pLNCAT11の かnプ ロ

モータ一部分を 5'上流から欠失させたレポータープラ ス ミ ドを作製し、種々の細胞に

導入した。図 3にはこれらの欠失プラスミドを CV-1，R句i，及び Jurkat細胞に導入した場

合の CAT活性を示してある。全ての細胞に於いて、 56番 までの 5'上流配列を持つ

CAT発現プラスミドによる CAT活性が検IJ'，された。

13 
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図3 ヒト Jynプロモーターの欠失分析。 pLNCATのヒト Jynプロモーター領域の 5'上流より欠失

したレポーター CATプラスミドの併造を左に示す。ヒト Jyn遺伝子プロモーターの 5'上流域の模式図を

幾つかのエレメントも含めてよに示してある。 CREは cAMP反応性配列、 CLE2はリンフォカイン遺伝

子プロモータ一類似配列である。これらのレポータープラスミドを CV・1，Raji.及びJurkat細胞に導入し、

細胞抽出物 (CV-lの場合は 50μg;Raji，及びJurkatの場合には 100μg)をCATアッセイに用いた。棒グ

ラフは CAT活性(%アセチル化)を示す。

ー187番から 57脊の領域を除くことにより全ての細胞でプロモーター活性が上昇した

ため、この領域は負の働きのある境基配列を含んでいると思われる。この効果は特に

Jurkat細胞で顕著であった。より細かく欠失したプラスミ ドを作製し、同様の実験を行

うと、ー110呑からー79番の 30・bpの悶に抑制的な配列のあることが示された(第 2掌参

照)。 また、Jurkat細胞に 5'上流より +132呑まで欠失した pLNCATVIを導入した場合

のCAT活性は、 pLNCATVを導入した場合の活性と比較すると約 2% であった。 4番

まで欠失すると pLNCATVIと同程度の活性を示すことから(図 8Bと図的、 -56呑から

4番までのオクタマー配列 (OTF)を含む領域が Jynプロモーター活性にとって重要であ

ると考えられる。
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4 オクタマー配列の Jynプロモーター活性に及ぼす効果

Jynプロモーター領域の -36脅から -29番にオクタマー配列が存在する。Jynプロモー

ターに於けるオクタマー配列の かnプロモーター中での役割を調べるために、

pLNCATVのオクタマー配列に点突然変災(表 1)を導入した。 pLNCATVを用いた理

由は、それが Jynプロモーターの -56帯より +257帯ま での趨基配列を持っており、

CV-1，R匂1，そして Jurkat細胞などに導入して CATアッ セイを行った場合にプロモータ

一塩基配列欠失プラスミ ドの中で最も高い CAT活性が認められたからである(図 3)。

表 lに示したのは、その変異レポータープラスミドを Raji及び Jurkat細胞に導入した

ときの CAT活性である。 5M1の変異により、もとの pLNCATVに比較して両細胞株で

得られる CスT活性が激減した。また、この変異により、オクタマー配列結合蛋白質

OTF-1及び2はDNAに対する結合が妨げられる (図 4Cから4D)。このことから、 Jyn

遺伝子の転写は両細胞株で発現していてオクタマー配列に作用する因子によって正に制

御されている、という結論が得られた。更に、 5M2の変異により、 かnプロモーター活

性がJurkat細胞の場合減少し、 R句1では最多響がなかったことから、オクタマー配列に作

用する何らかの特異的制御肉子がT細胞巾に存在することも示唆された。

表 1. pLNCATVのオクタマー配列への変異導入による影響

細胞に導入した DNA -36番から -29努までの塩基配列 導入 した細胞株

Jurkat Raji 

pLNCATV (WT) ATGCAAAT 100* 100* 

5M1 ATGCGGAT 2.3 13.9 

5M2 ATTTAAAT 64.1 120.6 

pUCOOCAT 2.1 8.8 

細胞抽出物 (蛋白髭 1∞μg)とC'ClクロラムフェニコーJレとを 370Cで 10時間反応させて CATアッ
セイを行った。ここで示した CAT活性は、 細胞に共に導入した pr>act-sg剖プラスミドによる 日ーガラクト
シダーゼ活性に対する補正値である。

脅相対 CAT活性は、 pLNCATVを導入した細胞に於けるトランスアセチレーシヨン百分率として表し

た。pLNCATVを導入した細胞に於ける笑際のトランスアセチレーション百分率は、 Jurkat細胞では 1.7

%、 R句ii細胞では 0.9%であった。
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5. Jmプロモーター中のオクタマー配列への核内因子の結合

オクタマー配列を含む -56砕からー4i存までの領域に、核内に存在する因子が結合する

か否かについて検討した。Jurkat及び R叩細胞より調製した核Jill出物と末端を 32p_標識

した 57-bpの二本鎖合成オリゴヌクレオチドプロープ(プロープT;Jynプロモーターの

-5411¥'から 6番までの配列を含む)を反応させた。この結合反応後、非変性ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動すると、まず移動度のシフ トしたバンド 1が検出された。これは

Jurkat， R勾i両細胞株の核内蛋白質がプロープTに結合したことを示している(図 4A，レ

ーン lと5)。この DNA-蛋白質複合体を表すバンド Iは 100倍註の非襟l議プロープ T

を加えることによ って消失した(図 4A，レーン 2と6)。マウス K軽鎖プロモータ-

'~1 のオクタマー配列 (7 ， 61) を含むプロープ O でもこの複合体形成は阻符された(図

4A，レーン 3と7)。 即ち、 57-bpの DNAプロープ Tが 01下一lと作用することが示さ

れた。もう一つの移動度のシフトしたバンド(バンド II)は Raji細胞由来の核Jilill:'，液

でのみ形成された (図 4A，レーン 1)。このバンド 11として認められた DNAと蛋白質

の複合体の形成は過剰長ーのプロープ TあるいはプロープO存在下で阻害された。バン

ドHに当たるものはその他の非 B細胞株の核拘11出液を用いた場合、検出されなかった

ので、これは DNAプロープ TとB細胞特異的に発現している OTF-2(61，73)の結合を

示していると考えられる。また、辺p-綴識した DNAプロープ OとRaji細胞核抑|出液で

反応を行うと、 2つの移動度のシフトしたバンド(バン ドI'及び II')が検出され(図

4B，レーン 1)、Jurkat核抽出液ではバンド !'のみが検出された(レーン 6)。

オクタマー配列に変異を導入した 5Mlのレポータープラスミドを導入した Jurkat細胞

では、もとの pLNCATVによる CAT活伯よりも減少した活性が得られたため、この変

異導入によって OTF-lとかnプロモーターの問で相互作用の減少したことが予想された。

そこで、この可能性を確かめるために、辺P 標識した DNAプロープ Oを用いてグルシ

フト競合実験を行った(図 4C，D，及びE) 0 Raji細胞(図 4C及び0)、或いは Jurkat

細胞(区14E)からの核拘IIW液を用いたとき、 5Mlと同じ変異を導入した非標識プロー

プOMlでは標識プロープOによる DNA 蛋白質佐合体であるバンド r及び 11'の形成

が阻害きれなかったが、非標識DNAプロープO.T及び MT (材料と方法参照)では阻
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害された。これらの結果より、、オクタマー配列結合蛋白質と lynプロモーターの相互

作用がlyn遺伝子転写に重要な役割を果たしていると結論された。

A 
probc T 

一一旦主L一一 Ju山 1
12345678  

1-ー-

11ー-

B probc 0 

R"Ji Jurkat 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

l'一一ー

11'- 事 F

図 4 オクタマー配列を含むプロープに対する核内因子の結合. (A)オリゴヌクレオチドプロープ

T(材料と方法を参照)を KJenow酵紫をIfJいて[日"P]dATPにて標識し、このプロープを結合緩衝液中

で2μEのポリー(<11-配)及び2μEの Raji(レーン lから 4)、または Jurkat(レーン 5から 8)細胞絞抽出

物と室温で 30分間インキユベートした。この反応物を 4%ポリアクリルアミド非変性ゲJレにて(tt気泳動

した。結合反応に加えた非標識コンペティクープロープは以下の巡り :10 ngのプロープ T(レーン 2と

6 )， 10 ngのプロープ O(レーン 3と7)，7ft.ぴ 10ngのプロープ 1(B(レーン 4と8)である。レーン lと
5はコンベティター非存在下で反応を行った場合である。 (B)ゲル移動度シフト分析を "P-{票識プ

ロープOを用いて行った。核担1I出物は Raji(レーン lから5)，及びJurkat(レーン 6から 10)細胞より

調製した。非標識のプロープ Oを競合阻害実験に用いた。コンペティターの DNA]1{は以下の通り:0.08 

ng (レーン 2と7).0.4 ng (レーン 3と8).2ng (レーン 4と9).10ng (レーン 5と 10)である。レーン

l及び6は、コンペテイター非存夜下に於ける反応の紡来を示す。
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図 4.(Cから E)変異を導入したオクタマー配列に対する核内因子の結合 32p _標識プロープ0を

用いてゲルシフト分析し、コンベテイターとしてプロープ O，OM1，T，あるいは MTを用いたoRaji細胞

核抽出物によるバンド I'(C)とバンド 11'(0)を定量した。パネJレEでは Jurkat細胞核抽出物によるバ

ンド l'の定量分析結果である。バンド 1'，及び 11'はパネル (8)に示してある位置にある。

6. p40国は /vn遺伝子転写を トランス活性化する

Jyn遺伝子がT細胞では殆ど発現されず、 HT工V-Iウイルスを産生する T細胞株で発

現されることは、既に報告されている (88)。この発見から、 Jyn遺イ云子プロモーターが

HTLV-Iにコー ドされる p40闘により トランス活性化 されるのではないかと考えられた。
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図 5. Iyn遺伝子転写産物の PCRを!日いた定量分析 (A)まず、 Raji細胞より poly(A)' RNAを調製

した。逆転写形索により cDNAを合成する前に、 poly(Af附>iAを含む溶液(2.5同 /20μ1)を大腸菌

tRNAi容液(2.5μg /20μ1)で希釈した。それぞれの試科より合成された PCR産物を 4%低融点7ガロ

ースゲルにて電気泳動後、サザンプロ γト分析を行い、 360-bpのシグブル強度を材料と方法に記紙通り

に定量した。 (B)p40・z発現ベクターを導入した Jurkal細胞に於ける Iyn転写産物の PCR法による増
傾 ベクターのみを導入した Jurkal細胞(レーン 2)，及びp40・a発現ベクター (0.375，0.75， 1.5，及び 6
同 /10'細胞[レーン 3，4，5，及び6])を導入した Jurkal細胞の mRNAより cDNAを合成し、 PCRを適

用した。上記と同穏に 360-bpの PCR産物を検出した。レーン lは鋳型 DNAなしで PCR反応を行った

場合を示す。また、 PCR産物の量的なマーカーとなるように、 RajimRNAより合成した cDNA、50ng ( 

レーン 11)， 5 ng (レーン 10)，0.5 ng (レーン 9)，0.05 ng (レーン 8)，及び 0.005ng (レーン 7)による

PCR 産物も同時に流した。
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そこで、この可能性を確かめるために、検出感度の非常に高い方法、 即ちJyn遺伝子

転写産物を PCR法を用いて増幅し、次にサザンプロッ トによる検出を行うことを試み

た。 PCR法を行うに当たって、用いたプライマーは Lyn蛋白質の SH3/SH2領域に対応

する 360-bpのDNA断片が増幅される ように計 画されたも のである (90)0 PCRの条件

を決定するための実験結果は、図 5Aに示した。 360-bpのPCR産物訟の増加が、Raji

細胞由来の poly(A)φRNA量に相関していることが明らかである。

Jurkat細胞に p40'U発現プラスミド pRSV55IV(19)の量を変えて導入し、 241時間後に

細胞から全RNAを抽出した。 F円iイメージアナライザーシステムを用いて測定すると、

p40'U発現ベクターを導入しなかった場合の Jurkat細胞の mRNAより合成された 360-bp

のPCR産物は Raji細胞の mRNAから合成された場合の約 lハ，∞0であった(図 5B;レ

ーン 2と8)0 pRSV55IVを導入した Jurkat細胞の mRNAによる PCR産物量(レーン

3から 6)は等量の R句imRNAによる PCR産物量の約 lハ00であった。 DNAの導入効

率が 10-1から 10-2であったと考えると、 pSV55IVを導入した細胞の か'nmRNAのレベル

は102倍以上になるはずである。以上より、細胞内での Jyn遺伝子転写は p40幽により ト

ランス活性化されると結論された。また、同様に pRSV55IVのJurkat細胞への導入後の

時間を変えて Jyn遺伝子転写産物丑を定量したところ、 36時間後から 481時間後も 24時

間後と同じレベルであった(内海ら未発表データ)。

このように トランジエントにp40'U発現ベクターを導入して得られた結果を更に確か

めるために、 CdS0
4 刺激によりp40'U逃伝子の発現を誘導することが可能なJ24細胞を

用いて笑験を行った。 J24細胞は Jurkatを親株とし、メタロチオネインプロモーター支

配により p40闘を発現する形質転換細胞である。 Jyn遺伝子転写産物量は p40出発現誘導

レベルに応じて 15倍から 30倍に増大した(図 6A，レーン7から 11及び図 6B，レー

ン2から 4)。一方、親株である Jurkat細胞に CdS04処理をしても Jyn遺伝子転写産物

量には全く変化が見られなかった(医16A，レーン 2から 6)0 CdS04処理されない場合

のJ24細胞由来のmRNAから得られたPCR産物益は、Jurkat細胞由来のmRNAから得

られた PCR産物盆の約 10倍であったが、これは、 CdS04処理しなくて も既に若干 J24

細胞でp40闘が発現されているためと考えられる(図 6B，レーン 2)。以上より、内在

性の Jyn逃伝子の転写がp40幽により トランス活性化されるという結論が符られた。
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図 6.CdSO.刺激による 124細胞内 Iyn遺伝子転写産物の PCR法を川いた定j;:;' ( A ) poly (A)・RNA
をJurkal(レーン 2から6)，及びJ24(レーン 7から 11)細胞から調製した。加えたCdSO‘の培地中の段

終濃度は 0μM(レーン 2と7)，1.25μM(レーン 3と8)，2.5μM(レーン 4と9)，5μM(レーン 5と

10)，7.5μM(レーン 6と11)である。これらのmRNAから合成されたcDNAをPCR法により増幅し、

次にサザンプロット分析を行った(図 5，あるいは材料と方法参照)。レーン lは、鋳型 DNAのない場合

のPCR産物を表わす。フィ lレターを X総フィ Jレムに 72時間 (レーンlから 6)，及び 121時間 (レーン

7から 11)露光した。 (B)CdSO‘段終濃度0μM(レーン 2)，1.25μM(レーン 3)，5μM(レーン 4)で

24時1I11処理した 124細胞、または 5μM(レーン 1)より poly(A)・RNAを調製し、 p40・zをコードする
DNAプロープを用いたノーザンプロット法により p40幽転写産物を検出した。
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7. 1vnプロモーター内の 040凶反応性領域について

768-bpの Iynプロ モーター領域中に p40凶反応性配列があるか否かについて検討する

ために、 pLNCATllレポータープラスミドを p40制発現ベ クター (pRSV55IV)または コ

ントロールベクター (pRSV55TK)と共に Jurkat或いは Raji細胞に導入した(図 7A)。

IL-2プロモーターを持つ plL2CATや SV40プロモータ ーを持つ pSV2CATをpRSV55lV

と共に Jurkat細胞に導入すると、それら CスT発現プラスミ ドによるCAT活性が増大す

るのと同様に、 Iynプロモーターを持つ pLNCATl1の CAT活性は、 pRSV55lVと共に

Jurkat細胞に導入した場合に明大した。これらの CAT発現プラスミ ドによる CAT活性

はRaji細胞に於いては p40国によ って大きく変化 しなかった。 また、 Jurkat創11胞では、

c-yesプロモータ ーを持つ pYSCATレポータープラスミドの CAT活性は p40仰によって

増大しないため(図 7B)、p40凶による pLNCATllの CAT活性増大はこの Iynプロモ

ーター特異的であることが示唆される。 このように、 Iynプロモーターからの転写は

IL-2プロモーター或いは SV40プロモーターと同様に、 p40闘によって制御されうると

考えられる。

A B 
Jur，kat Ra1

' 
Jurkat 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 I 1 2 3 -1 

~ -sで ‘、 ，，雲
t~" . rTr' ， í ， . ~ !'.，..，. . . . . . . . . . . . . . . . . ・・ .

lax +一+一+一+一+ー+-+ー十 + -+ 

図 7. Iynプロモーター CATプラスミドの CAT活性に対する p40副の影響 (A)Jurkal(レーン l

から 8)，及ぴ Raji(レーン 9から 16)細胞に、それぞれ2.5μgの pSV∞CAT(レーン 1，2，9，及び 10)， 
pTL2CAT(レーン 3，4，11，及び 12)，pLNCAT03 (レーン 5，6，13，及び14)，あるいは pSV2CAT(レーン

7，8， 15，及ぴ 16)をp40・a 発現ベク ターと共に (+)， あるいは、コン トロールベクターと共に (ー)導入し、
CAT 7ッセイを行った。 (B)同級の笑験を Jurkal剥IJ胞に対し、 pYSCAT(レーン lと2)，pUC∞CAT( 
レーン3と4)を p40・z発現ベクターと共に(+)， あるいは、コントロールベクターと共に(ー)導入し、
CATアッセイを行った。
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図 8. Jynプロモーター内のp40固 反応性配列の存在. (AとB)ヒト Jyn遺伝子プロモーターの 5'上

流より欠失したレポータープラス ミド(各2.5μg)をJurkat細胞にp40回発現プラスミド(0.3μg)と共

に(doued bar )，あるいは、コントロールベクターと共に (opcnbar )導入した。 CATアツセイを行い、そ

の活性を定量した(材料と方法主主!KI)。結果は 2回の独立の笑験による C'C]クロラムフェニコーJレのパ
ーセントアセチル化の平均値 (A)，及びp40幽発現ベクターなしで pLNCATIVを導入した Jurkat細胞に於

ける CAT活性に対する相対値 (rclaLivcCAT activity) (B)で示した。 (B)では、各々のカラムについて、

最低3回の独立の笑験を行い、結果はその平均値を S.D値と共に示した。
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次に、 1ynプロモーター中で p40幽によるトランス活性化を受ける配列がどの部分かを

決定するために、 1ynプロモーターの 5'上流より欠失した CATプラスミドを p40出発現

CAT活性を測定した。 p40山によって pLNCATVベクターと共に Jurkat細胞に導入し、

吏に、 +131帯まで欠失した pLNCATVIでは、そのによる CAT活性が最も増大した。

活性化の度合いが減少した (~I 8A)。即ち、 p40'U反応性配列は -56と +131のi間にあ

るということになる。
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図 8.(C) Iyn-ycsプロモーターハイプリッド CAT発現プラスミドの p40・xによるトランス活性化
pLNCATIV-5のプロモータ一部分(塩基昏号 4番から +257~書)を pYSCAT の c-yl田プロモーター上流に

同方向に接続した pLYCAT-5(カラム 3と4)を作製した。 pLYCAT-5R(カラム 5と6)では、 Iynプロ

モータ一部がc-ycsプロモーターの方向に対して逆向きになっている。これら、及びもとの pYSCAT(カ

ラム lと2)をJurkat細胞に、p40・a発現ベクターと共に (カラム 1，3，及び5)あるいは、コントローJレ
ベクターと共に (カラム 2，4，及ぴ6)導入 した。 CATアッセイを行い、それぞれのプラスミドについて、

コントロールベクターと共に導入した場合に対する相対値として示した。結*は 4回の独立の笑験によ

る平均値と S.D値で表した。アセチル化の笑際の値は、カラム 1，3，及び 5でそれぞれ0.85，0.35，及ぴ

0.33 %であった。
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更に、 p40刷反応性配列を調べるために、 pLNCATIVのプロモータ一部分を 5'上流よ

り欠失させたプラスミドを p40出発現ベクターと共に Jurkat細胞に導入した。塩基番号

-54番まで欠失させた pLNCATTV-4の場合、明らかに p40'Uによるトランス活性化を受

けることが示された(図 88)。このCAT発現プラスミドから、オクタマー配列を除き、

・4番まで欠失した pLNCATIV-5によるCAT活性はpLNCATTV-4によるものに比較すると

激減してはいたが、 p40刷によって活性化を受けることが明らかである。更に、 5M1プ

ラスミド(表 1) のCAT発現は、 p40'Uにより活性化された(内海ら未発表データ)の

で、オクタマー配列白体は p40'Uによる活性化に関係しないと考えられる。また、ー4番

よりも 3'側まで欠失したプラスミドでも、まだ p40刷に対し弱いながらも反応している

ことが示されている。即ち、ー4得から +257帯の111.1の領域が p40'Uによる活性化を受け

ることが示唆された。この領域がp40'Uによりトランス活性化されることを示すために、

pYSCATのc-yesプロモーター上流にpLNCATIV-5のJynプロモーター領域を正、及び逆

方向に挿入した。図 8Cに示されているように、活性化の度合いは若干減少したが、 -4

番から +257番の領域が正逆両方向どちらに組み込まれでも p40'Uにより反応すること

が示された。他に pLNCATVの Jynプロモータ一部分を 3'側から欠失して p40出反応性

領域を検討してみたが、その場合は -56帯と +12番の悶の領域がp40'Uによるトランス

活性化に必要であるという結果が得られた(内海ら未発表データ)。以上の結果を併せ

て、ー4番から +12番の耳塩基配列がp40'Uによるトランス活性化にとって重要であること

が示唆されたが、この可能性については、例えばこの-4番から +12番の息基配列を、

p40刷』こ反応しないCAT発現プラス ミドに組み込んで、 p40'Uに対する反応性が獲得さ

れるか否かを検討するなど更に笑験を要する。また、 768-bpの Jynプロモーター領域以

外にも、その上流に他の p40幽反応性配列の存在する可能性も否定はできない。
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1-4考察

本研究では、まずヒト胎盤ゲノムライブラリーより〈同遺伝子プロモーターを含むク

ローンの得られたことが始まりとなっている。この 768-bpの E江沢I-SacI断片には、

HBCやMolt4細胞などの T細胞株以外でプロモーター活性が検出された。更にまた、

H1LY-Iゲノム中にコードされる p40凶がT細胞株 JurkatでIyn遺伝子の転写を768-bp

のプロモーター中にある配列に作用して、 トランス活性化しうることが示された。

Iynプロモーター領域の塩基配列の構造は、報告されている他の src逃伝子群のプロモ

ーター、例えば hck(41)， c-yes (46)， c-危r(53)，或いは Ick遺伝子 (75)などのプロモータ

ーと類似している。これらのプロモーターには典型的な TATAボックスや CCAATボッ

クスなどが見い出されない。転写開始点が複数存在するのは TATA配列を欠失している

ためであろうと忠われる。これらの逃伝子のうち、 c-yes遺伝子は釧胞般によらず普遍

的に発現されており、プロモーター領域 1~1 には、 GC ボックス以外に典型的なエンハン

サー配列が認められない (46)。それに対し、 cーなrや Ick遺伝子などの発現はむしろ細

胞種特異的である。Cーなr遺伝子は単球/マクロファージ系の細胞にて発現される (40)。

c必rのプロモーター領域には 5つのAP-2結合部位があるが、これはじ危r遺伝子の細胞

特異的な発現に寄与していると考え られている (53)0 Ick遺伝子はlUl球系では T細胞特

異的に発現される (33)0 Ickプロモーター領域 (1:!l!!及び H型)には GCボックスや

TATAボックスなどの、よく知られているシスに作用する配列のコンセンサス配列は含

まれていない。 しかしたkプロモーターの 1:112には、免疫グロプリンエンハンサーのコ

ンセンサス配列と同じ CCAGGTGGの配列があり、この配列がT細胞特異的な Ick遺伝

子発現の原因となっていると思われている (75)0 Ickプロモーターとは対照的に、 Iynプ

ロモーターの 768-bp内には、良〈研究されている DNA塩基配列、即ち cAMP反応J性配

列、リンフォカイン遺伝子プロモータ一類似配列-2， PEA-3類似配列、及びオクタマ

ー配列などが含まれている。吏に、 c-Mybm:白質の結合する可能性のある領域や、 2つ

のパリンドローム構造を持つ塩基配列などが見い出された。これらの配列の lyni:U:伝子

発現に対する生物学的意義はまだ解かっていないが、 Iynプロモーター領減の欠失及び

変異分析により、オクタマー配列とその下流にある複数の転写開始点を含む領域が Iyn
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のプロモーター活性に基本的に重要であるということが示唆された。

B細胞核抽出液中の 01下l及びOTF-2という 2つのエンハンサー蛋白質が、免疫グロ

プリン逃伝子のプロモーターに存在するオクタマー配列に結合し、このi立伝子の細胞特

異的な発現を制御していることは知られている (73，85)0 B細胞核れ11出液中の 01下ーl及

びOTF-2は、かnプロモーター中のオクタマー配列に結合するので(図 4Aと4B) 、B

細胞特異的な Jyn遺伝子の発現というのはこれらの因子により制御されているかも知れ

ない。予想通り T細胞核抽出液を用いた実験によると、種々の遺伝子発現にとって重要

であると考えられている OTF-1(15，49，74)が Jynプロモーター中のオクタマー配列に作

用することが明らかとなった。 OTF-1が Jynプロモーターに結合することは、 Jyn遺伝子

の発現にとって基本的に重要であるに逃いない。この考えは、 OTFーlの結令を減少させ

る(図 4C，O，及びE)点突然変異をオクタマー配列に導入すると、 Jynプロモーター活

性がT細胞株Jurkatに於いても激減したことからも支持することができる。更に、本研

究では Jynプロモーターのー110番からー79番のr:u、及び +75番と+126帯の聞の領域が

T細胞株Jurkatに於いてプロモーター活性をj-:tに調節することも示唆された。この負の

調節に関係した配列についての検討は、第 2章に記すことにする。

正常'の T細胞株では加:ill:伝子は殆ど発現されないが、 HTLV-Iを産生する T細胞株

では容易に JynmRNA及び Lyn蛋白質が検出される(88)。この事実から、 加 泣伝子の

転写がHTLV-Iにコードされる蛋白質によって活性化されることが示唆されていた。本

研究に於いては、 p40凶によって Jynプロモーターの活性が正に制御されることが明般に

示された(図 7及び 8) 0 HTLV-Iの し，TR中に存在する 21-bpの配列が p40幽によるト

ランス活性化に必要とされることは知られている (18，66)。しかし、 Jynプロモーター

中にはこの配列と類似した配列は見い出されない。ともあれ、 21-bp配列による遺伝子

発現のトランス活性化の度合いは Jynのトランス活性化で見られるものよりはるかに強

大である(18)。そのためJynプロモーターに於ける p40'Uによるトランス活性化の機構

は複雑なものであると予想される。 IL-2Rα(1，6，38)や GM-CSFi立伝子 (47，62)プロモ

ーター領域に存在する NF-KB結合配列もまた、 p40'Uによる トラ ンス活性化に関係して

いる。 Jynプロモーター中の -8苓から +2務までの グーGGGACCTCTC-3'という配列は、

マウス K軽鎖エンハンサーの NF-KB結合配列 5'-GGGACTTTCC-3'(6)と核内因子との
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結合を競合阻害しなかった(内海ら未発表データ)。そのため、 NF-1CBが、この -8呑

に位置する 10塩基に作用した結果 p40闘による かn遺伝子転写のトランス活性化が起こ

るとは考えにくい。また、 CC(A!f)CC配列は、 HTLV-IのLTR中に見い出されるもので

あり、 p40幽反応性配列として働くことが最近示された (2，43)。この 6塩基配列は かn

プロモーター中に 9個も見い出される。+29番から +257番までの領域がp40闘に弱いな

がらも反応し、また 4つの CC(AfT)CC配列を含んでいることは注目すべきである。

最近、 DNA腫務ウイルスにコードされたトランスに働く因子が転写装置を構成する因

子に直接作用することを示唆する結果が報告された (20，37)。恐らく p40'Uは!I伝写開始

因子のような基本的に転写反応に必要とされる因子に直接、或いはr:o接に作川すること

により Iyn遺伝子発現を活性化するのであろう。

p40'Uによって、幾つかの車IIlJ泡側の逃伝子、例えば IL-2，IL-2Rα，c-Fos，及び GM-CSF

などをコードする泣伝子のトラ ンス活性化されることが報告されている。T細胞が増殖

する際、 IL-2が 江-2R複合体に作用することが、肢も重要であることと考えられている

(24，70) 0 p40'uによ って誘導された IL-2や Il-2Rなどの発現は A1工発症の初期段階に於

い て HTLV-I に感染した T細胞を ポ リクローナルなt~勉へと導くであろう 。 しかしなが

ら、これらの効果だけでは ATしに於ける T細胞の形質転換、及び悪性化には充分では

ない。 なぜならば ATL発症の後期に於いては、 T細胞は増殖因子非依存的にモノクロー

ナルな増殖をしているからである。加 泣伝子産物である Lyn蛋白質は、HTLV-Iに誘

起された白血病に於いてひとつの原因となるかも知れない。最近の研究では、 Lyniff白

質がB細胞に於いて朕結合型免疫グロプリ ンM と物理的、及び機能的に会合している

ことが明かにされている (89-91)。この事実は、Lyn蛋白質が B細胞内での抗原受容体

を介した情報伝達に重要な役割jを果たしていることを示唆する。しかしながら、正常 T

細胞では、 Lyn蛋白質の発現がほとんど検出されない (88)ため、正常 T細胞巾での Lyn

蛋白質の機能は今まで研究がなされていない。本研究では Iyn遺伝子の発現が、 p40闘に

より誘導されることが示された。一方、 src)立伝子ファミリーに属するIckI立伝子は、

比一2非依存性の HTLV-I感染 T非IIIJ抱株では発現されない (34)0 Ick遺伝子産物である

Lck蛋白質は T細胞で CD4及びCD8表面分子と物理的に会合しており、これら分子を

抗体でクロス リ ンクすることにより活性化される (58 ， 80) 。更に、 Lck 蛋白質は 正ー2R~
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と相互作用していることが発見され (25)、IL-2に刺激された T細胞ではそれが活性化

されると思われる。 また、Lck蛋白質のキナーゼ領域のアミノ酸配列は IL-2Rsとの会

合に必要である。 LynとLck蛋白質のキナーゼ領域の一次構造は類似したものであるた

め、IL-2RsはLyn蛋白質とも HTLV-I感染T細胞で機能的に相互作用していることが考

えられる。 また、段近この ことを支持する報告もなさ れている (77)0Lyn 蛋白質の

旧工V-I産生T細胞に於ける役割を明確にするためには、さらに笑験が必要とされる。

このi;tに記した研究は、内海が、

Uchiumi， F.， K. Semba， Y. Yamanashi， J. Fujisawa， M. Yoshida， K. Inoue， K. Toyoshima， 

and T. Yamamoto. 1992. Characterization of th巴promolerregion of th巴srcfamily gene Jyn and 

l目白nsactivation by human T-α11 leukemia virus lype I-encoded p40'.... Mol. Cell. Biol. 

12:3784-3795. 

に発表した。
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第2章 ヒト伊7逃伝子プロモーターの抑制配列及び塩基配列特異的結合因子の同定

2-1序

第l章序文にも記したが、 1抑遺伝子は src逃伝子群に属しており、そのコードするチ

ロシンキナーゼ Lyn蛋白質は、特に B細胞での情報伝達に深〈関わっているものであ

ることが最近示され、注目されている (89-91) 0 Lyn蛋白質も含めて、 Srcファミリー

蛋白質の血球系に於ける機能解析が進められており、それと共にこれらの分子の発現が

どのような制御を受けているのかを検討する必要性が生じてきた。例えば、 Ick，かn遺

伝子は T細胞で高い発現が見いだされ (31，33，79)、blk，Iyn 遺伝子は B細胞で高〈発現

され(12，88)、T細胞ではその発現がほとんど見いだされない。また、 c-危r及び hck遺

伝子は単球/マクロファージなどで向い発現が見られ (40，54)、c-yes遺伝子は B細胞で

は発現が低いものの、他のIfIl王羽田胞では普遍的に発現されている (64)。このように、血

脈の正常剰日胞に於ける発現様式は各々の遺伝子によって異なっている。最近になって、

S陀遺伝子群の幾つかのものについてプロモーター領域が同定された。1-4に記したよう

に、 Ickプロモーター内には免疫グロプリン逃伝子上流に見られるコンセンサス配列が

存在し、これがT細胞特異的な発現に関与している可能性が指摘されているし (75)、

cーなr及びhckプロモーター内には AP-2結合部位が見いだされ (41，53)、これもまた細

胞特異的な発現に影響している可能性がある。更に、 c-yesプロモーター中には 5つの

GCボックスが存在し、そのため c-yes遺伝子は比較的細胞種によらない普遍的な発現

様式をとるのではないかと考えられている (46)0 Jynプロモーター(第 l意)、及び

かnプロモーター (イIIJ波ら未発表)の配列も併せて、これらに共通する点は、典型的な

TATAボックスあるいは CCAATボックスが見いだされないことと、複数の転写開始点

の存在することである。 Srcファミリー蛋白質は構造的に類似しているが、それぞれの

細胞内で、の役割が微妙に異なっている。同様に、その転写を司るプロモーター領域も構

造的に類似しているが、それぞれの発現様式は微妙に異なっている。このように、 Src

77ミリー蛋白質のプロモーター領域も「似て非なる」ものであることは興味深い。

きて、第 l章では かnプロモーター領域の同定についての研究を記してあり、 主とし

てプロモーターからの転写を正に制御する因子について検討しである。5'上流よりかn
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プロモーター領域を欠失する実験や、点突然変異を導入する実験により、オクタマー配

列がプロモーター活性にとって基本的に重要であることが示された。オクタマー配列は、

転写因子OTF-2が結合することによって免疫グロプリン遺伝子の転写を正に制御してい

ることが知られている配列である (73，85)。また、オクタマー配列に結合することが知

られているもう一つの因子 OT下ーlは、ヒトのヒストン H2b遺伝子の転写を正に制御す

ることが報告されている(15)。ところで、第 l章には、 Iynプロモーターの 5'上流から

欠失した CAT発現プラスミドの一つである pLNCATVをT細胞株Jurkatに導入すると、

検出される CAT活性がpLNCAT11による CAT活性より高いこと(図 3)、あるいは、

pLNCATVのオクタマー配列に OTF-1の結合しない変異を導入した場合、 Jurkat細胞で

プロモーター活性の激減すること(表 1)が記されている。そのため、 T細胞で Iyn遺

伝子の発現が殆ど見られないのは、 OTF-1による正の制御を打ち消し、プロモーター活

性をパックグラウンドレベルまで抑制する機構があるためではないかと予想された。

現在までは、其核細胞に於ける正の転写制御因子についての研究が主流になっていた。

しかしながら最近では、より正確に転写のメカニズムについて解明するために、負の転

写制御機構についての研究も増加しており (39，60)、生物学的に意義のある分子も同定

されてきつつある。例えば、ヒト αーフェトプロテイン (51)、c-fos(55)， c-mos (96)， 

lL-2α(84)， s-インターフエロン (32)、あるいはマウス c-myc(30)などのプロモーター

領域には負の調節配列のあることが報告されている。また、レチノブラス トーマ (Rb)

遺伝子産物 (55)，ウイルムスj陸揚抑制因子 (WT1)(11)などの転写抑制効果も同定されて

おり、負に転写を調節する因子は俄かに脚光をあびるようになった。

本I，Iにおいては、 Iynプロモーター領域を l掌で行なったものより更に詳細lに欠失、

あるいは変異分析することによって、 30-bpの配列(以下 NRLとした)の抑制的な効果

が見い出されたことを記した。また、その配列に復基配列特異的に結合する因子につい

てもt食言すを110えた。
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2-2材料と方法

l細胞及び細胞培養 RajiとDaujiはヒトバーキッ トリ ンパ腫細脆株である。

JurkatとMolt4はヒト急性リンパ胞T細胞株である (88)0 Hut-l02及び MT-2は HTしいI

産生T細胞株である (88)0 J24は第 1i誌の材料と方法の項に記した細胞である。以上の

細胞を 10% ウシ胎児血清、 2mML-グルタミン、及び抗生物質を含む RPMI-1640培地

にて培養した。また、サル腎細胞株 CV-l及びヒト上皮癌細胞株 HeLaを 10% FCS、2

仙4しグルタミン、及び抗生物質を含む DME培地にて培養した。

2. CAT発現プラスミドの作製 Jynプロモーターと CAT遺伝子を接続した

pLNCATIV及びその欠失プラスミド pLNCATIV-lから pLNCATIV-8などの作製法は、第

l章の材料と方法の項4 に記した。pLNCATIVA，IVB， IVC，及び IVDは図 10に示した

点突然変異をpLNCATIVに導入したものである。 Jynプロモーター配列の部分欠失プラ

スミド pLNCATIVL'.I，L'.2， L'.3，及び出は pLNCATIVA，IVB， IVC，及びrVDをNdeI，XbaI 

にて分解した DNA断片を再構成することにより作製された。もう一つの部分欠失プラ

スミド pLNCATrVL'.は pLNC九TIVの NRL配列に XhoI切断部伎を導入した 2つの別均

のプラスミドを制限酵素分解して得られた DNA断片を再構成することによって得られ

た。

ヘテロのプロモーターよりなる CスT発現プラスミドを作製するに当たっては、まず

DNA合製機を用いて Jynプロモーターの NRしを含む配列(塩基番号ー112帯からー75番

まで)の両鎖を合成し、アニールした。この DNA断片は両端がそれぞれ BamHI及び

BgllIとなるようにしてあり、 DNAリガーゼにより接続した後、 T4ポリメラーゼ処理し

て末端を平滑化した。更にこのタンデムに接続された DNA断片にお1Iリンカーを接続

した。塩基配列を確かめた後、この接続された DNA断片 (同方向に 4単位含む)を

pdN55 (エンハンサーのない HT工V-Iプロモーターの下流に CAT遺伝子を含むレポータ

ープラスミ ド[19])、あるいは WTCAT (pdN55のプロモーター上流に HTLV-Iの

21-bpのエンハンサーを 5個含む CATプラスミド)の Sall部位に挿入した。

3点突然変異の導入 第 l輩、材料と方法5を参照。

4. 0NAの培養細胞への導入 Jurkat， Molt4， Raji，及び Dauji細胞にはプラスミド

DNAをDEAEデキス トラン法にて導入し、これは、第 l掌材料と方法 6に示した通り
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である。 CV-1，及びHeLa細胞には、リン酸カルシウム法 (46)により導入した。簡略に

記すと次のようである。細胞 (2X 106)に 10μEの CAT発現プラスミドと 0.5μgの

psgaJ -sactプラスミドを含む Hebs-NaHP04溶液に、塩化カルシウム溶液を加え、生成

したカルシウム ーDNAの沈殿を細胞に散布後、 41時間で沈殿を除き、 15%グリセロー

ルで 3分間処理した。グリセロ ールを FCSを含まない DME培地にて洗浄し、 10% 

FCSを含む Dル肥培地で 370Cで 48時間培養した。 CATアッセイの方法は、第 l章、 材

料と方法 6.に示した通りである。 CAT比活性は共に導入した psact-sgaJによるトガラ

クトシダーゼ活性により補正した CAT活性の他である。

5.ゲル移動度シフト分析(ゲルシフトアッセイ) DNAと蛋白質の結合反応と移

動度シフ ト分析は第 1章の材料と方法7の項とほぼ同じだが、若干の変更を加えた。ま

ず、結合緩衝液の KCI濃度は 250mMとした(他の組成は同じ)。そして、泳動緩衝液

は 50mM  Tris-HCI (pH 7.5)， 380 mMグリシン，及び 2mMEDTAとし、移動度シフト分

析は 4%ポリアクリルアミドー 2.5%グリセロール非変性グルにて行った。

用いたオリゴヌクレオチドは以下の通りである。

プロープ N (l戸プロモーターのー112番からー79脊までを含むオリゴヌクレオチド)

5'-AATTCTGCGCGACGGCCACACCAAACACCCAAACCTTG-3' 

3 '-GACGCGCTGCCGGTGTGGTTTGTGGGTTTGGAACTTAA-5 ， 

プロープ MN1 (プロープ N に変呉を導入したオリゴヌクレオチ ド)

5 '-AATTCTGCGCGACGGCCACACCAAAGCGGGCCACCTTG-3 ， 

3'ーGACGCGCTGCCGGTGTGGTTTCGCCCGGTGGAACTTAA-5'

プロープ MN2(プロープNに変異を導入したオリゴヌクレオチ ド)

5'-AATTCTGCGCGACGGAGCGGGCAAACACCCAAACCTTG-3' 

3・-GACGCGCTGCCTCGCCCGTTTGTGGGTTTGGAACTT且A-5'

プロープ d3 (Jynプロモーターの -98番から 64帯までを含むオリゴヌクレオチド)

5'-AATTCACCAAACACCCAAACCTTGGGCAGGGACCAAACG-3' 

3'ーGTGGTTTGTGGGTTTGGAACCCGTCCCTGGTTTGCTTAA-5'
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プロープR ( ~抑プロモーターの -82 帯から -52 番までを含むオリゴヌクレオチド)

5 '-AATTCTTGGGCAGGGACCAAACGGTCACTTCCCCG-3 ， 

3・-GAACCCGTCCCTGGTTTGCCAGTGAAGGGGCTTAA-5'

プロープRD(プロープ Rに変異を導入したオリゴヌクレオチド:変異は図 10の

pLNCATIVDに導入したものと同じ)

5'-AATTCTTGGGCAGGGTCTAGACGGTCACTTCCCCG-3・
3・-GAACCCGTCCCAGATCTGCCAGTGAAGGGGCTTAA-5'

プロープ N15(プロープNに変異を導入したオリゴヌクレオチド:変異は図 10の

pLNCATIVdに導入したものと同じ)

5 '-AATTCTGCGCGACGGCTCGAGAACCTTG-3 ， 

3'ーGACGCGCTGCCGAGCTCTTGGAACTTAA-5'

6. UVクロスリンク分析 Jynプロモーター領域の ー110番から -61番に相当する二

本鎖 DNAプロープを作製した 。 まず、次の 2つのオリゴヌクレオチド 、

5'-GCGCGACGGCCACACCAAACACCCAAACCπGGGCAGGGACCAAACGGTC-5'及び

5にGACCGTTTGGTCCCT-3'をアニールし、それぞれを鋳型とプライマーとした。次に、

[a戸PjdGTP，及び グーブロモデオキシウリジン (Brd-U)，dATP， dCTP存在化で K1enow

酵素により 370Cで 20分、プライマーをや11長させた。更に、このラベルされた 2本鎖

DNA (プロープ U) をセフアデックス G-50カラムによるゲル滅過処理し、プロープに

取り込まれなかった [α夕刊dGTPと分離した。結令反応、はこの Brd-Uを取り込んだプロ

ープUとJurkat細胞核抽出物、或いは部分精製した蛋白質分画(次の項に記す)とを混

合し、室温で 30分インキユベートすることによって行われた。次に、この反応物を 4

%ーアクリルアミドー 2.5% (v/v)グリセロール非変性ゲルによる電気泳動を行った後、

UV (264 nm)を 15分間照射 した。 DNA-蛋白質佐合体は、シフ トしたバンドを透析膜に

移して電気泳動にて溶出し、 回収された。次に、このサンプルに 2倍註の冷アセトンを

加えて蛋白質を沈殿させた後、SDS-PAGE分析を行った。幾つかの実験に於いては、結

合反応後、ゲルシフト電気泳動を行わずに反応物を 1.5m1ポリエチレンチューブに入れ
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たまま uv光を照射し、ただちに SDS-PAGE分析した。

7. iE白質の精製 Jurkat細胞核拘11出物中に存在する蛋白質を部分精製する ことによ

って、検出されたプロープ Nとの DNA-蛋白質複合体を形成する分画が、分離可能か

否かを検討した。 Jurkat細胞よりゲルシフト分析に於いて複合体 Nlを構成する蛋白質

を精製した方法は以下の通りである。まず、 Jurkat細胞より Dignumらの方法θ)で核抽

出液を調製し、これを、そのまま緩衝液 C[20 mM  Hepes-KOH (pH 7.9) /0.5 mM  EDTA/ 

50 mM KCl / 10 % (v/v)グリセロール /0.5mM D1寸/0.5mM  PMS円にて平衡化しておい

たBioRex-70カラムに通した。樹脂にl反新しなかった蛋白質の分画を、緩衝液 X[20 

mM Hepes-KOH (pH 7.9) /0.2 mM EDTA /50 mM KCl / 20 % (v/v)グリセロール /0.5mM 

DTT / 0.5 mM PMSFjで平衡化したDE-52カラムにかけ、吸着した蛋白質分画を 200mM 

Kα の緩衝液 Xで浴出、回収した。この蛋!コ質分聞を 10から 60%の硫化アンモニウ

ムで沈殿させ、緩衝液 Z[20 mM Hepes-KOH (pH 7.9)/0.2 mM  EDTA/50 mMKCl/ 25 % 

(v/v)グリセロール /0.5mM DTT /0.5 mM PMSFjにj容f砕し、 S巴phadexG-200カラムによ

るゲルU邸盈を行った。プロープNと複合体Nlを形成する活性のある蛋白質分画を集め、

l戸プロモーターの NRL配列 (30-bp)を同相化した S巴pharose4Bカラムに通した。結合

した蛋白質分画は 1Mから 2Mの KCl濃度の緩衝液Zによ って溶出された。活性のあ

る分画は緩衝液Zにて透析し、 これをー700Cにて保存した。
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2-3 結果

1. Jvn遺伝子プロモーター領域には抑制的な配列が存在する 第 1章では、かnプロ

モーター領域768-bpを CAT遺伝子上流に接続した CスT発現ベクターを作製し、その領

域のプロモーターとしての機能を解析した。また、プロモーターの塩基配列を欠失する

実験によって、塩基番号 ー187番と -54番の閃に抑制的な働きのあることが示唆された。

この抑制的な働きのある配列を決定するために、 pLNCAT1Vの 〈同 プロモーター領域を

5'上流から欠失させたレポータープラスミドを CVー1，R匂i，及び Jurkat 車1lI~に導入し、

CATアッセイを行なった(図的 。

rclativc CAT aClIvity (Jurkal ~， Raji LコandCV-I Cコ)
nucleolide numbcr plasmid 0 
of 5' end 

187 pLNCAT lY 

.122 pLNCAT IV-l 

-110 pLNCAT IV.2 

一80 pLNCAT IV-3 

-54 pLNCAT IV-4 

4 pLNCAT lV-5 

-187 pLNCAT1Y-6 

+29 pLNCAT IV-7 

+219 pLNCAT IV-8 

pua冶CAT

図 9， Iynプロモーター領域の欠失分析 pLNCATIV (第 1'41-参照)のヒト Iynプロモーター領域の 5'

上流より極拳配列を欠失させたレポーター CAT発現プラスミドを Jurkat，Raji，及び CV-1細胞に導入し、

CAT 7ツセイを行った。それぞれのプラスミドに於ける かnプロモーターの最も 上流部分の塩基番号を

それぞれのプラスミドの名称の左側に記した。ヒストグラムは pLNCATIVを導入した細胞による CAT活

性に対する、同じ細胞株の相対 CAT活性を示す。独立の尖験を最低2回行い、その平均値を示してある。
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pLNCATIV-1及び IV-2を導入した細胞から得られる CAT活性は、 Raji細胞以外では

ほとんど同レベルであった。しかしながら、pLNCATIV-2から かnプロモーターのー110

番から 80番 までを欠失した pLNCAT1V-3プラスミドを導入した細胞では pLNCATIV-2

によるCAT活性よりも高い CAT活性 が検出された。 また、この 110番から 80番の塩

基配列を 除 くことによる CAT活性の上昇は Jurkat細胞で最も顕著であった。即ち、こ

のlynプロモーター中の 110番から -80砕までの配列は T細胞中で最も良くプロモータ

ー活性をシスに抑制する働き のあることが示唆された。 以下、 この 30-bp配列 を NRL

(rregativ巴regulatorysequence of th巴Jynpromot巴r)と記すことにした。更に、 T細胞株 Molt4

を用いて同様の実験を行なったが、 lynプロモーターを含むレポーター CATプラスミド

による CAT活性はパックグラウンドレベルであ った。 そのため、 T細胞においては

NRLによ る抑制効果以外にも lynプロモーター自体が転写反応の進みにくい構造をして

いることが lyn巡伝子の転写産物のほとんど検出されない原因となっているとも考えら

れる。

2. NRLへの点突然変呉、部分欠失変奥の導入実験 pLNCATIVの lynプロモータ ー

中の NRL及びその付近に変異或いは部分欠失を導入して(図 10)、どの塩基配列が負

の制御に関係するのかを確認するための実験を行った。 これは、 もし負の制御配列が変

異導入に よって働かなくなれば、これらのプラスミドによる CAT活性はもとのプラス

ミド pLNCATIVによる CスT活性に比l佼して増大するであろ うと期待した実験である。

.，引.，“ -HO ・1ω -l)Q ・". →"開 ー..・0 ー河 ー・o -)0 ・'"
pLNCATIV トー→ τ'"て民ぬ健，~“"CtCAGTetcCA笥rnCT町民1:r tC.........t;c<:CT O:;CGC臥 町民 C'"CACC.........CACCC......... 民"白~"“A 閃~，“TC ACτTcceCGCCCτ トーー→

pLNCATIV-2 

pLNCATIV-) 

pLNCATIV-4 

pLNCATIV企

.，・-1)0
pLNCATIVA 十ー--tTctctACMX:' 

-1・ _1l0
pLNCATIVB C; TC T"C~白T

pLNCATlVC 

pLNĈ TIVO 

.，・-1l0
pLNCATIVOl トー--Ifct口 A臥~，

-110 

-101 ・0
CTC----------C;…T 

-101 ・0
CACTCTt.(;"C 

ー".，・E
pLIICATIvo2 ・(';T(t一一一一ーーー一一一一 一一一ーーー..⑤守 _____________________，t，c‘c 

. "】ー‘o

'._一一一一→

pLNCATIv63 CACTCT------一一一今 ACACGGπト一一一一一一ーーー-l

pLNCATlV品 川町 号令一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー刷出正巳一一一一一一ー

図 10.pLNCA TIVプラスミドの Iynプロモータ一部分に導入した変異 もとの pLNCATIVの-160番

から .48番までの塩基配列を一番上に記してある。直線、及び点線は、それぞれもとの Iynプロモーター

と同ーの塩基配列、及ぴ部分欠失した塩基配列を表す。



表 2.pLNCATIVプラスミドの lynプロモーター領域に対する点、及び部分欠失変異

導入の影響

細胞株

細胞に導入した DNA R可i Dauji Jurkat HeLa CV-1 

pLNCATIV 100 100 100 100 100 

pLNCAT工vd. N.D. 104 214 58 95 

pLNCATIVA 65 101 169 66 100 

pLNCATIVB 126 97 146 102 105 

pLNCATIVC 87 75 116 86 118 

pLNCATIVD 97 131 302 59 106 

pLNCATIvd.1 86 112 165 82 133 

pLNCATIVd.2 82 127 245 129 184 

pLNCATIV.企3 57 97 278 125 92 

pLNCATIVd.5 91 108 372 129 108 

pUCOOCAT 27 14 1 7 。

細胞抽出物{蛋白量 100μg)と["C]クロラムフェニコールとを 370Cにて 15時間(Raji， Dauji，及び

Jurkat細胞嫡出物の場合)，または 3時間(HeLa，及ぴCV-1細胞抽出物の場合)インキュベートして CAT

アッセイを行った。それぞれの CAT活性は、共に細胞に導入した psact-sga1プラスミドによる s-ガラク

トシダーゼ活性により補正した。同一の細胞種において、 pLNCAT1Vを導入した場合得られた CAT活性

を100として、それに対する相対CAT活性を示した。それぞれの値は、最低2回の独立の実験の平均値

である。 N.D.は笑験を行っていないものである。

図 10に示したレポータープラスミドを表 2に示した種々の細胞に導入して細胞抽出

液を得、 CATアッセイを行った。 R可i，Dauji， HeLa，及びCV-1細胞では導入した点突然

変異、或いは部分欠失変異によって、検出される CAT活性は増大しなかった。しかし、

Jurkat細胞では pLNCATIVの変異プラスミドのうち幾っかを導入した場合、もとの

pLNCATIVを導入した場合の CAT活性に比較して高い活性が認められた。図 9に示し

た通り、 pLNCATIV-3を導入した Jurkat細胞ではpLNCATIV-2を導入した場合の約 5倍

のCAT活性が認められた。部分欠失変異導入プラスミドの pLNCATIVd.， d.2， d.3，及び



65をJurkat細胞に導入した場合、 pLNCATIVによる CAT活性の 2倍から 3倍の活性が

得られた。これらの CATレポータープラスミドは 1抑プロモーター中の配列のー100番

から -91番までを欠失しており、それに対して、 pLNCATIVdlのようにー156祷から

ー137番を欠失した場合には Jurkat細胞に於いて影響は比較的少なかった。以上の結果は

ーl∞番から -91番までのlO-bpの塩基配列 (5'ーCACACCAAAC-3')が lyn遺伝子発現の負

の制御に関係することを示唆する。更に、図 10に示されている通りの点突然変異を

pLNC~官V に導入したレポータープラスミド pLNCATIVA， IVB， IVC，及びIVDをJurkat

細胞に導入した。 pLNCAηVA及び IVBを導入した場合、検出された CAT活性は

pLNCATIVによる場合に対して約1.5倍に、 pLNCATIVDを導入した場合には約 3倍に

プロモーター活性の上昇する結果が得られた(表 2)ので、 lynプロモーターのー110番

から -91番だけでなくー71番から -67番を含む配列もまた (T細胞特異的に)lyn遺伝子

発現を負に調節することが示唆された。また、 pLNCA百VCに導入した変異はー100番か

ら-91番の間にあるが、CAT活性に変化を及ぼさなかった。これは、多分この変異導入

では抑制因子がNRL配列に結合することを妨げられなかったと恩われる。

3. 1ynプロモーターの NRLに塩基配列特異的に結合する因子の解析 pLNCATIV-3 

はpLNCATIV-2からかnプロモーターのー110番から -80番まで (NRL)を欠失しており、

このため約5倍に CAT活性の上昇することが認められたので、この領域には何らかの

(抑制)因子が結合するのではないかと予想された。そこで、細胞核内因子がこの配列

に結合することを示すために、更に、結合する因子が細胞種特異的か否かを検討するた

めに、 NRLを含むプロープN (材料と方法参照)を 32p_標識し、種々の細胞の核抽出

液を用いてゲルシフト分析した。 Jurkat，Hut-I02， MTムRaji，及びCdSO.処理した 124細

胞核抽出液と 32p_標識プロープNとを結合反応させると、 DNA-蛋白質複合体を表す

バンド NlとN2が検出された(図 11)。バンド Nl，及びN2よりも移動度の早いバン

ド(レーン 9)は、検出される再現性に乏しく、非常に不安定な蛋白質によるものと考

えられる。興味深いことに、 MT-2細胞核抽出液の場合には、複合体 Nlの量が他の細

胞(レーン 1，3，5，及び9)の場合に比較して非常に少なかった(レーン 7)。更に、先

の実験に用いた pLNCATIV-2とpLNCATIV-3をMT-2細胞に導入してみたが、得られた

CAT活性はほぼ同じレベルであった(内海ら未発表データ)。これらのことから、
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MT-2細胞においては複合体 Nlを形成する因子が滅少しているため Jyn遺伝子を発現し

ていると考えることも可能である。ところが、 Hut-l02創lU泡核抽出物を用いた場合には、

複合体Nlが検出された(レーン 5)ので、 NRL配列に結合する因子の欠如だけが Jyn

遺伝子の発現を正に制御しているとただちに結論することはできない。このように、複

合体 Nl及び N2は MT-2以外の用いた全ての細胞(ここでは示さなかったが Molt4，

HeLa細胞の場合も含めて)核抽出物を反応に用いた場合、形成することが認められた

ため、 NRLと作用する因子は細胞程によらず普遍的に存在するものと考えられた。

N1-一通告

N2 ~ 

probc ー~

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

compelllor 一 十一 十 一 十一 十一 十

図 11. Iynプロモーター中の抑制制御配列(NRL)と細胞核内因子の結合. 結合反応はプロープ N(

Iynプロモーターのー112帯からー79番までを含む)を放射標識プロープとして用い、 Jurkat(レーン 1と2

)，CdSO，処理した J24(レーン 3と4)，Hut-102 (レーン 5と6)，MT-2(レーン 7と8)，及びRaji(レ

ーン9と10)細胞核抽出物と反応させた。また、放射標識プロープに対して約 100倍最の非標識プロー

プNを結合反応液に加えた(レーン 2，4，6，8，及び 10)。核内後白質と結合にあずからなかった練識プ

ロープと シフトしたバンド N1及びN2の位置を左に記した。
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4. NRLに作用する因子は塩基配列特異的に結合して複合体 N1及びN2を形成する

複合体N1とN2が検出されるのは、主益基配列特異的に蛋白質がDNAに結合した結ー呆

であることを示すために、 Jurkat細胞核抽出液と担p-標識したプロープ Nを用いて結合

同E、を行う際、様々な非標識2本鎖DNAプロープを加えて競合実験を行った(図 12A)。

複合体 N1及びN2は非標識プロープ Nを反応液中に加えることにより消失した(レー

ン2，3，及び 4)。プロープR (~拘プロモーターの -82 番から -52 番を含む;レーン 8 ，

9，及び 10)やプロープ即(変異を導入したプロープR;レーン 14，15，及び 16) をコ

ンペティターとして用いた場合には全く競合限害が見られなかった。プロープ MN1，

MN2 (プロープNに変異を導入した DNAプロープ;それぞれレーン 11及び 12)やプ

ロープ N15 (プロープ NにpLNCスTfVoと同じ欠失変異を導入した DNAプロープ;レ

ーン 17及び 18) をコンペティターとして用いた場合には、若干複合体 N1及び N2形

成の競合阻害が見られたが、それはプロープ Nによる阻害効果よりも弱いことが明ら

かであった。更に複合体 N1及び N2形成は非標識プロープ o3 (Jynプロモーターの

・98番から -64番までを含むまでを含む;レーン 5，6，及び7) をコンペティターとして

用いた場合、ほとんど競合阻害が見られなかったので、プロープNの5・側約 10塩基も

また複合体形成に関与していることが考えられる。更に、担p-標識したプロープ MN1

やMN2とJurkat細胞核抽出物との結合反応を行った場合、複合体 N1とN2はほとんど

検出されなかったため、 -101番と -85番の問の配列が複合体形成に関与すると思われる。

次に、プロープ N，MN1，及びMN2を用いて、それぞれの Jurkat細胞核内因子との結

合親和性を検討するために、それぞれの非標識プロープの濃度を変えて、31.p_標識した

プロープ Nとの競合限害実験を行った(図 12B)0 2 ngのプロープ Nを結合反応に加

えると、複合体N1の形成は約 35%にまで減少したが、それに対して、プロープ MN1

やMN2では 150ng加えてもそのレベルまで減少しなかった。これと同様の結果が、

Molt4やRaji細胞核抽出物を用いた実験からも得られている(内海ら未発表データ)。

以上の結果より、複合体N1の形成は核内因子のプロープNに対する塩基配列特異的結

合によるものであることが示された。複合体N2の形成もまた、塩基配列特異的ではあ

るが、競合阻害のされ方は N1のそれとは全く異なっている(図 12C)。例えば、複合

体N2形成を競合阻害する際、 N1と同じだけレベルを減少させるためには約 4倍量の
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非標識プロープNが必要である。以上のことから、 DNAと蛋白質の相互作用は複合体

NlとN2を形成する場合で全く異なっていると思われる。更に、変異プロープ MNl，

MN2をコンペティターとして用いた場合には、複合体N2の形成に対する競合阻害効果

が全く見られなかった。 Jurkat細胞核抽出物をイオン交換クロマ トグラフィーに通すと、

複合体 NlとN2を形成する因子の分画が分離されうるので(内海ら未発表データ)、

それぞれの因子は全く異なったものであると考えられる。以上の結果から、複合体 Nl

及び N2の形成はプロープ Nに対する塩基配列特異的な蛋白質の結合によるものである

こと、そして複合体 NlとN2に含まれる核内蛋白質はそれぞれ異なったものであるこ

とが示唆された。

A 

compclltorー ~ど4 ど三2 州1MN2-~~

NI----
N2一一』

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 IH 

図 12 複合体 N1とN2のゲJレシフト競合阻害実験. (A)各結合反応は、Jlp_標識したプロープ N

とJurkat細胞核拍出物 (蛋白量2ほ )により行った。複合体形成競合阻害に用いたコンペテイターは、プ
ロープN(レーン 2，3，及ぴ 4)，プロープ t.3(レーン 5，6，及ぴ7)，プロープR(レーン 8，9，及ぴ 10)，

プロープ MN1(レーン 11)，プロープ MN2(レーン 12)，プロープ RD(レーン 14と 15)，そしてプロー

プN15(レーン 17と18)である。結合反応に加えたコンペテイター DNAの量は、 0.4ng (レーン 2，5，

8，14，及ぴ 17)，2ng (レーン 3，6，9，15，及ぴ 18)，lOng(レーン 4，7，10，11，12，及ぴ 16)である。レー

ン1と13は結合反応中にコンペテイター DNA断片を加えなかった場合のシフトしたバンド N1及ぴ N2

を表す。シフトしたバンド N1とN2，そして3lpープロープ Nの位置を左に記した。
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図 12.(BとC) (A)と同級の実験を行い、 Fujiイメージアナライザーシ兄テムにより定量した。

ここでは、複合体形成競合阻害を見るために、プロープN，あるいは変災プロープ MN1及び MN2をコン

ペテイター DNA断片として用いた。コンペテイターを加えない場合のバン ドNI(B)及びバンドN2(C 

)のシグナル強度に対する相対シグナル強度を示してある。この実験ではコンペテイターを加えなかった

場合のバンド N1のシグナJレ強度は、バンド N2のそれに対して約2倍であった。
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5. NRLを含む 38-bDの配列は Ivn以外のプロモーターに対しても抑制的である

Iynプロモータ中で抑制効果を持つ NRLが、他のプロモーターに対してどのような影響

を及ぼすかを調べるために、 NRLを含む38-bpの配列、或いはそれに変異を導入した配

列をそれぞれ同方向に 4個結合し、他の CAT発現ベクターのプロモーター上流に挿入

して CATアッセイを行った。遺伝子を導入した細胞は Jurkat，Molt4， Da吋i，CV-l，及び

HeLa細胞である。Hl工V-Iのプロモーター (21-bpのエンハンサーは除かれている)に

対しての効果を図 13Aに示した。会ての斜11胞に於いて NRLを 4個挿入した pdNN4に

よる CAT活性はもとの pdN55(19)によるものよりも減少していた(カラム eから i)。
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図 13. NRL配列の他のプロモーターに及ぼす影響 (A) Iynプロモーター中のー112帯とー75番の問

の配列を 4個同方向に接続した (DNA断片 N4)を pdN55(a， b， c， d，及びe)のHTLY.Jプロモーター上

流に挿入し、これを pdNN4( f， g， h， i，及びj)とした。ゲルシフト分析で用いた競合プロープ MN1，MN2 

と同じ変興を導入されたものをそれぞれpdNMNt(k， 1， m， n，及び 0)，pdNMN2 (p， q， r， S，及び 1)とした。

これらのレポータープラスミド及ぴ pUCOOCAT(u， V， w， X，及び y)をJurkal(a， c， h， p，及び u)，Mo1t4 ( 

b， f， 1， q，及び v)，Dauji (c， g， m， r，及び w)，CVーI(d， h， n， S，及びx)，及び HeLa(c，し0，t，及び y)細胞に

導入し CATアッセイを行った。結栄は、同じ細胞株で pdN55による CAT活性に対する相対 CAT活性で

表した。ヒストグラムは段低2回の独立の実験の平均値を表す(独立の実験数は Jurkat及び Molt4で 5

回，CV-Iで4回，Dauji及ぴ HeLaで 2回である。)。

NRLに先のゲルシフト分析で複合体形成が弱まる変異を導入した pdNMNl及び

pdNMN2による CAT活性は、 Jurkat，Dauji， CV-l 及び HeLa細胞で、挿入のない pdN55

によるものとほぼ同じレベルの活性であった。このことは NRLに対し複合体 Nl及び



N2を形成することがプロモーターの抑制に関係することを示唆する。Molt4細胞では、

pdNMNl及び pdNMN2による CAT活性レベルは pdN55によ る活性に迷しなかったが

(図 13A，カラム !と q)、これは NRLを含む 38-bpの配列中に、 Molt4細胞において抑

Molt4細胞を用いた実験で制的に働く配列の存在することを示唆する。 しかしながら、

は NRLをH1LV-Iプロモーター上流に挿入したことにより、ほとんどプロモーター活性

古事f1制されており(図 13A，カラム f)、N札 が抑制的な効果を持つことは間違いない。
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医I13. (B)変呉のない DNA断片 N4，変興 DNA断片 MNI及びMN2をWTCAT(pdN55の HTLV-I

プロモーター上流に 51聞の 21-bp配列ががF入されているレポータープラスミド}に挿入し、作製されたプ
ラスミドをそれぞれWTN4，WTMNI，及びWTMN2とした。(A)と同様の笑験及び分析を行い、結呆を同

じ細胞株に WTCATを導入したときのCAT活性に対する相対 CAT活性で表した。独立の実験の回数は、

Molt4で5回，Jurkalで4回， CV-Iで3図， DaujiとHcLaでは 2聞である。
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NRLを含む 38-bpを挿入するプラスミドを wrCAT (HILV-Iの21-bpエンハンサ-5

個の繰り返しを pdN55に挿入したレポータープラスミド)とした場合についての結果

を図l3Bに示した。 NRL配列を含む 38-bpを4個挿入したプラスミド (WTN4)の場

合、どの細胞に導入した場合も、もとの wrCATによる C冶T活性の 10%から 20%程

度まで CAT活性の減少することが認められた(図 13B，カラム巴から i)。また、 MNl

及び MN2の変異を導入することによってその抑制効果は弱まった。以上の実験結果よ

り、 NRLを含む 38-bp配列には、細胞種によらずHILV-Iプロモーターに対する抑制効

果のあること、そして複合体 Nl及びN2の形成がその抑制効果に関係することが示さ

れた。更に、 pdN55或いは wrCATのどちらの系に於いても同様の結果が得られたこと

は、 NRLの抑制効果はその下流の他のエンハンサーの存在や転写開始点からの距般に

よらないものであることをも示唆する。ただし、以上の実験では、 NRLのH1LV-Iプロ

モーターに対する影響について検討しており、 lynプロモーター中での NRLの機能を正

確に反映しているわけではない。

6. UVクロスリンク法による NRL結合因子の同定 NRLに核内因子が結合した結

果、ゲルシフト分析で 2つの複合体 NlとN2が検出されたので、実際の因子がどのよ

うな蛋白質であるのかを検討した。まず、建P-標識したプロープU (材料と方法参照)

を用いてuvクロスリンク分析を行った。ゲルシフト分析では Jurkat細胞核抽出液を用

いた場合、複合体 NlのほうがN2よりも多く検出されること(図 11，レーン 1，及び図

12A，レーン 1)、更に、複合体 N1の形成のほうが競合プロープNに対し感受性の高

いこと(図 12B及び 12C) などから、以下の実験では主に複合体Nlを形成する因子に

ついての解析を行った。まず、J2p_標識プロープUとJurkat細胞核抽出物を用いて結合

反応した後、ゲル内で UV照射してから複合体 N1及び N2のバンドを切り出した。次

に、これらのバンドから蛋白質を浴出し、アセトンにて沈殿した後、 SDS-PAGE分析し

た。複合体N1中でラベルされた主要蛋白質は、 110kDa，100kDa，及び 85kDaの3つであ

った(図 14A，レーン 1)。複合体N2からは複数のより分子量の小さな蛋白質 (50か

ら60ゆ a)が検出され、非標識プロープNによる競合阻害効果は弱かった(図 14B，レ

ーン 1と2) 。複合体 N1を形成する活性を指標に核蛋白質分画を、 BioRex-70， DE-52， 

及び SephadexG-200カラムにより部分精製し、最も高い活性を示した分函には Jurkat細
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胞核抽出物と同じく 3つの蛋白質が検出された(図 14A，レーン 2)。これらのバンド

は、結合反応の際プロープNを加えることによって消失した(図 14A，レーン 3)。更

に、 SephadexG-2∞による部分精製分画を、 NRL配列を含む2本鎖 DNAの固相化され

たオリゴヌクレオチドカラムにて精製した。この分画を用いた場合もやはり同様に 3つ

の蛋白質が検出された(図 14A，レーン 4)。以上の結果より、複合体Nlを形成する

主要蛋白質は分子量約 IlOkDa，IOOkDa，及び85kDaであること、及びそれらはN2を形

成する蛋白質とは異なるものであることが示された。

次に、これらの蛋白質が検出されたのは、プロープUに対する塩基配列特異的な結合

をした結果であることを示すために、結合反応、及びUV照射後ただちに SDS-PAGE分

析した(図 14C)。この場合も同様に3つの蛋白質がS巴phadexG-200による部分精製

分画とプロープUの結合反応により検出された(図 14C，レーン 1)。また、これらの

バンドは結合反応の際、非標識プロープNを加えることによって消失した(図 14C，レ

ーン 2)が、同i誌の非標識プロープ MNIやMN2を加えても消失しなかった(図 14C

レーン 3と4)。プロープUにMNI，MN2と同じ変異を導入したプロープUMI，及び

UM2を担P-標識して UVクロスリンク法を適用した場合、 3つの蛋白質はほとんど検

出されなかった(図 14C，レーン 5，及び 6)。以上の結果により、分子量 110ゆ a，

IOOkDa，及び85印 aの蛋白質のNRLに対する塩基配列特異的な結合が示された。

NRLに結合する因子について更に分析するためには、それらを精製或いはその巡伝

子をクローニングする必要があると考えられ、その場合には、以上の実験によって得ら

れた結合因子の分子量ーや結合状態についての情報が役に立つはずである。
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図 14. NRL配列に結合する核内因子の UVクロスリンク法による同定 (A ) Brd-U及び [α_32p]

dGTPを取り込んだ N"RL配列を含むプロープ Uと、 Jurkat細胞核紬出液(レーン J).或いはセ 77デク

スG-2∞カラムの分画(レーン 2と3)で結合反応を行い、非変性ポリアクリJレアミドゲJレで電気泳動を

行った。レーン 3では、コンペティタープロープ Nを67ng結合反応時に加えたものである。 uv光を照
射した後、複合体N1をゲルから切り出し、回収された蛋白質を SDS-PAGE分析した。レーン 4は NRL

オリゴヌクレオチドカラムに結合した蛋白質分聞をプロープUと結合反応後、 UV照射し、 SDS-PAGE

分析したものである。左に示したのは、分子量マーカーの位置である(上から 200.97.4.69.46.及び 30

kDa) 0 (B)同様の笑験を、放射標設プロープUとJurkat細胞核抽出液による複合体N2中の UVクロ

スリンクラベJレされた蛋白質を示す。レーン 2はコンペテイタープロープ N67 ngを結合反応時に加えた

場合、レーン lは加えなかった場合である。 (C)UVクロスリンク競合限害分析 32p_標識プロープ

U(レーン lから 4及び 7). 32p _標識プロープ UM1(レーン 5).あるいは 32p_標識プロープUM2(レー

ン6)と複合体N1形成活性のあるセフアデクス 0-2∞カラムの分画で結合反応を行った。80ngの非標

識コンペテイタープロープ N(レーン 2).プロープMN1(レーン 3).及びプロープ MN2(レーン 4)を

結合反応に加えた。 レーン 1.5.及び6は、非標識コンペティタープロープを含まない場合の結果である。

また、レーン 7はJurkat細胞の核抽出物を用いた反応を表す。(A)で用いたものと同じ分子量マーカー

の位置を左側に示した。

48 



2-4考察

本研究では、 l戸プロモーター領域の負の調節配列の解析と、この配列 (NRL) に塩

基配列特異的に結合する因子の同定についてを記した。第 1章では、主に Jynプロモー

ター領域中の正の制御配列についての検討が記されている。正の制御の働きを持つ配列

は、転写開始点のクラスターより約50塩基上流に存在するオクタマー配列であった。

転写制御因子OTF-2はオクタマー配列に塩基配列特異的に結合し、転写活性を正に制御

する蛋白質であり、血球系の B細胞特異的に発現される (61，73)。それ故、かn遺伝子

は免疫グロプリン泣伝子と同様に、この 01下-2による制御を受けて B細胞で発現され

ているのかも知れない。第 1î~ では、 Jyn逃伝子プロモーターを含む CATレポータープ

ラスミドのオクタマー配列に変異を導入し、これを Jurkat細胞に導入して CATアッセ

イした。この実験では、プロモーター活性がパックグラウンドレベルにまで滅少した。

この導入された変異によって Jurkat細胞核内の 01下ー1の結合が妨げられるので、 01下ーl

もまた T細胞内で Jyn遺伝子の発現を正に制御していると考えられた。転写制御因子

OTF-lは普遍的に発現され (74)、ヒ卜のヒストン H2b遺伝子の転写を促進することな

どが知られている(15)0 T細胞内でJynのプロモーターが、01下ーlにより正の制御を受

けても発現されないならば、かnプロモーター中に T細胞で発現を抑制する配列カて存在

するであろうと予想されたのである。

Jynプロモーター領域の欠失、或いは点突然変異導入実験から、約 30-bpの負の調節配

列の存在が示唆された。幾つかの異なった変興を導入したとき、 Jurkat細胞では CAT活

性が増大するが、他の細胞株では増大しない場合があった。例えば、 pLNCATrV-3を導

入した Jurkat細胞に於ける CAT活性は pLNCATlV-2を導入した場合に符られる CAT活

性の約 3.5倍、そして部分欠失変異を導入した pLNCATIVO2，O3，及び O5による CAT

活性は、もとのpLNCAllVによるものの約 2.5倍から 3.5倍であった(表 2)。これら

の変異による CAT活性の増大は、実験した他の細胞株においては認められなかった。

これらのことより、 Jynプロモータ-rl"のー110番と -81番の関の配列がT細胞特異的に

プロモーター活性を抑制するのではないかと考えられた。 pLNCATrvcに導入した変異

の位置はー110番と -80番の間にあり、この変異の導入では Jurkat細胞や他の細胞株で得
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られる CAT活性が pLNCAnvによるものとほとんど同じレベルであった(表 2)。プ

ロープNにこの pLNCAnvcと同じ変異を導入したプロープを作製し(プロープ CN)、

これが、J2p_標識プロープ NとJurkat細胞核れ11出物による複合体 Nl及び N2の形成を

阻害するか否かをゲルシフト競合実験で検討したところ、プロープNとプロープCNに

よる阻害効果はほとんど同じであった(内海ら未発表データ)。すなわち pLNCATIVC

に導入した変異は抑制因子の結合を妨げる変異ではないことが示唆された。

興味深いことに、 pLNCATIVDに導入した変災は Jurkat細胞だけでプロモーターの活

性を増大させた(表 2)。この結呆はかnプロモーターのー72番から -66番までを含む

配列もまたプロモーター活性の抑制に関わることを示唆する。 NRLを含む配列を他の

プロモーター上流に接続すると創IIJJ包粧によらず抑制する効果が認められたので、 Jynプ

ロモーター中には NRLの抑制効果に T細胞特異性を与える配列の存在する可能性があ

る。ラットのプロラクチン遺伝子プロモーターに存在する負の調節領域σPII)の場合、

付近に存在する配列によってその効果が左右されると報告されている (28)。また、最近

ラットのエポキシドヒドラーゼ遺伝子の調節領域の抑制制御は、 2つの別の配列から成

り立っていることも報告されている (35)0 Jynプロモーターの ー70帯付近の配列が負の

調節に対し T細胞特異性を与えているのかも知れない。しかし、このことを証明する

ためには、ー70番付近の塩基配列を NRLの下流に組み込んだ場合、実際に T細胞のみで

プロモーター活性を減少させることを示す実験をすることが必要である。

l戸プロモーター領域を含むプラスミドpLNCATIVや VをMolt4やHBC細胞に導入し

た場合、 CAT活性はほとんど検出されなかった(内海ら未発表データ)。そのため、

Jynプロモーターの桃造自体が、 T細胞で転写の起こり にくい構造であることも考えら

れる。

最近、プロモーターの負の調節領域についての研究報告が増えつつある (60)。本研究

で行ったゲルシフト競合分析の結果からは，5'-CCACACCAAACACCCAAACCT-3・という

配列(この配列はコンペティタープロープ N15の失っている配列であり、プロープ

MNl及びMN2の変異を導入した箇所も含んでいる)が複合体形成に必要な配列である

と考えられた。また、 5'-CTGCGCGACGGCCA-3'の配列もまた核内因子の結合にとっ

て必要であると考えられる。なぜなら、プロープo3はこの配列を失っており、競合阻
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害実験の際、複合体 N1及び N2の形成を競合阻害しなかったからである。もちろん、

ここで用いたプロープ Nの塩基配列よりも強く複合体を形成する趨基配列のある可能

性を否定することはできない。

NRL配列中の A及び Cの塩基にwんだ配列によるプロモーター抑制効果というのは
報告されておらず、それゆえ、本研究中のuvクロスリンク法によって検出された蛋白

質は、未知のものである可背骨性がある。 NRL中にはCACCCの配列がある。この配列は、

s -グロピン泣伝子の転写に必要とされ、またラットのトリプトファンオキシゲナーゼ

プロモーターのグルココルチコイド受容体結合配列と共にプロモーター活性に影響する

ことが知られている (67)。また、興味深いことに、最近、 HNF-5結合配列が報告され

ており (23)、それは 5'ーT(G/A)TTTG(C/T)-3'であるという。この配列に l塩基のミスマ

ッチを許すと、 NRL配列中に逆向きになって存在する。しかし、 32p_標識したプロープ

NとJurkat細胞核拘11出物を用いてゲルシフ ト競合分析した場合、 HNF-5結合配列を含む

非標識プロープをコンペテイターとして用いたときは非標識プロープ Nを用いたとき

に比較して複合体 N1及びN2形成阻害効呆が非常に弱かった(内海ら未発表データ)。

即ち、複合体 N1及びN2の形成は HNF-5結合因子の関与しないものであることが示唆

された。 HNF-5結合因子はチロシンアミノ転移酵素遺伝子の肝細胞特異的な転写にとっ

て必要な転写因子として報告されている。 Jyn泣伝子がj胎児肝で発現しており、成人肝

では発現レベルが減少することも併せて考えると商白い。甲状腺ホルモン受容体反応性

配列 (TRE)というのは、正及びttの同調節をすると報告されているし (8)、neu逃伝子

のプロモーターのエンハンサー配列は neuの発現による抑制に関係すること (95)、更に

免疫グロプリン遺伝子のエンハンサー配列も正、負の両調節を行うこと (92)などが知ら

れている。また、表2に示されている通り、 NRL内に変異を導入した CATプラスミド

をHeLa細胞に導入した際、検出された CAT活性の減少した結呆からも HeLa細胞内で

NRLが正の制御をしている可能性が示唆される。それゆえ、NRL配列が正と負の調節

をしたとしても不思議ではない。しかしながら、この可能性を検討するためには、胎児

肝に於ける かn遺伝子転写の機構を明らかにする実験などが必要とされる。

Jynプロモーターの解析を行うことによって Jynプロモーターの構造(図 15)及びそ

の生物学的な意義が明らかとなりつつある。 Jyn逃伝子は B細胞、 lii球/マクロファー
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ジ、及び血小板等で発現されるが、 T細胞においてその発現レベルの非常に低いこと

(88)は、 1拘プロモーター中に存在する負の調節配列の制御による可能性がある。また、

HTLVーIに感染し、ウイルスを産生する T細胞株では、かn遺伝子が発現されているが、

これは HTLV-Iのコードする p40闘によるトランス活性化を受ける配列が lynプロモータ

ー中に存在することで説明された(第 l:i;'t参照)。ゲルシフト分析では、プロープ N

とMT-2細胞株お11出物とを反応しても、複合体 Nlの形成がほとんど認められなかった

(図 3)。もしかする とp40''''のかnプロモーターに対するトランス活性化の他にも、

lynプロモーター活性を抑制する因子の欠如することによって lyn逃伝子の発現が増強

される可能性もあるかもしれない。しかしながら、 MT-2細胞と同様に lyn泣伝子の発

現されている Hut-102細胞の核tJll出物中には複合体 Nl及び N2を形成する因子が存在

するので、 NRL_配列に対する蛋白質の結合だけがHTLV-l産生 T細胞に於けるかn逃伝

子発現の原因となっているわけではないと思われる。いずれにせよ、本研究で解析され

たかn逃伝子 5'上流域 768-bpよりも、更に上流の領域に正常T細胞での転写を強く抑

制する配列や HTLV-Iウイルス産生T細胞株で転写を正に制御する配列の存在する可能

性はある。

件二コ
+257 

図 15. Iyn遺伝子プロモーター領域の構造 Jf.I刷j制御配列として機能するエレメントを NRLと表し

てある。 pLNCATIVDの変異導入部分を円で図った。 p40副反応性領}まには破腺を施しである。この図で

は、 cDNAとして得られている最も上流を +1としてあり、 51?ツピング分析により決定された転写開

始点の位置を矢印で表してある。
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現在まで、転写抑制制御因子をコードする遺伝子が幾っか報告されている(11，29，56，

84)。レチノプラストーマ (Rb)遺伝子は癌抑制逃伝子として知られているが、この遺

伝子産物は細胞核内に局在し、 DNA結合能がある。最近、 Rbi立伝子産物はヒト c-fos

プロモーター活性を抑えることが報告された (55)。焔関連遺伝子、あるいは増殖因子の

負の制御というのは生物学的に重要である。本研究では、 IlOkDa，1凹ゆa，及び 85ゆ a

の蛋白質が1拘プロモーターの NRL配列に結合することが示された。真核細胞に於け

るプロモーター抑制のメカニズムについての研究は始まっている (39)が、まだ完全には

解明されていない。本研究で得られた結呆は、 Jynプロモーター中で、正の制御配列の

上流に複数の蛋白11が塩基配列特異的に結合することが、負の制御効果を生ずるという

モデルを提唱するだろう。吏に、かnプロモーターの抑制についてのメカニズムを追及

するために NRLに結合する因子の逃伝子をクローニングすることが必要である。そし

て、もし Jyn遺伝子産物が、実際に成人 T細胞白臥病 (Al工)の悪性化に関係すること

が証明されたならば、その抑制因子のクローニングをすることによって ATLの治療に

貢献することが期待される。
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