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必は早期発見に努めるならばもはや決して恐ろしいものではなくなったと言われ

るよう になって久しいが、死に至る病の主たるものとしてわれわれの誰もが無縁で

いる ことのできないこともまた事笑である。抱は様々な内的(泣伝的)および外的

(環境的)要因によ って引き起こされるが、つまるところ、 染色体DNAの変化す

なわち癌遺伝子の活性化と泊抑制逃伝子の不活性化によ って、 細胞が正常な増殖の

制御から逸脱してしまった状態であるととらえることができょう 。したがって、 癌

遺伝子および癌抑制逃伝子を単縦しその機能を知ることは、絡の予防・治療を考え

る上でもたいへん重要であるが、また同時に、正常な細胞の増殖や、 個体の発生

分化など、生物学的に興味深い問題に対する理解を深めてくれる結果ともなってき

た。

現在までに僚に100を超える数の縮泣伝子が単離されており、その数はなお増え

つつある。ヒ トおよび笑験動物における未知の癌遺伝子を検出し単離する方法の主

なものは次の5つであろう。すなわち、 1)ある程の脆蕩で共通して見られる染色体

異常(増帽、染色体転座など)を解析する方法、 2)脆弱材科から得られたゲノム

DNAまたはcDNAを正常細胞にトランスフェクションする方法、 3)急性型造JJill:務性

レトロウイルスに取り込まれた箔遺伝子を解析する方法、4)慢性型造腫続性レトロ

ウイルスが共通して組み込まれる染色体部位を解析する方法、 5)既知の癌泣伝子と

相向性のある遺伝子を検察する方法である。これらのいずれの方法によっても数々

の重要な遺伝子が発見・単離されてきたし、 されつつある。本論文で扱う maf1土、

実験材料として ニワトリのJJill坊を用いて、上記のうちの最も古典的とも言える3番

の方法で比較的最近単離された癌逃伝子である。

ラウス肉腫ウイルス(Roussarcoma virus : RSV)とsrc癌遺伝子の発見 (115)以来、

数多くの癌遺伝子がこの方法によって見いだされており、ごく最近にもryk (50)、

qin (62) といった新たな癌遺伝子が発見されている。この方法で見つかる癌遺伝子

が必ずしも ヒト の癌に関与しているとは限らないし、大変な労力とウイルス学 ・分

子生物学の知識 ・技術を必要とする方法であるにも関わらずいまだにその魅力を失

っていないのにはそれなりの理由があると思われる。

そのlつ目として、特にニワトリを材料として用いた場合に顕著であるが、癒遺

伝子の検出法としてたいへん鋭敏であることがあげられよう。増殖因子、その受容



イド、 JI'受谷4本型チロシンキナーゼ、セリン・スレ万ニンキナーゼ、 GTPi1i合タンハ

ク賀、転写制御凶下など多くの筏民主におするi.'!ii丘伝了がlji.Iふされてきたことはそれ

を返付けている。最近では、 aVlansar∞ma v irus 17 (ASV 17)の持つv-Junの山来する

細胞似IJ泣伝子c-Junの産物が、 発苅プロモーターである phorbol12-0-1巴tradecanoate-

13-a印刷巴 (TPA)によ って活性化される転写制御因子AP-lの成分のひとつであること

が判明したし(11)、 reticuloendotheliosisvirus-T (REV-T)の持つv-re臆逃伝子の由来

するc一relの産物がリンパ球の桁報伝達において主要な役割を担う転写因子NF-KB 

と構造 ・機能上深く l苅述のあることが分かり (33，54)、いずれの分野においても分

子レベルでの理解が急速に進展したことは記憶に新しい。また、Cf-lOウイルスの

t~f つ箔泣伝子v-crkは上に挙げた純時のいずれにも属さない箔 lli伝子であるが、
、，
」

のm伝子の発見はチロシンキナーゼとイノシトールリン脂質による細胞内情報伝達
を理解する上でのひとつの突破口を聞くことになった (71)。ここにあげたjun，rel， 

crklli伝子はいずれもレトロウイルスに取り込まれて術造変化を受けたことによっ

てそのトランスフォーム活性が1~1~i11 ないしR武与されており、しかもトランスフォー

ムさせることのできる細胞が|浪られている。このような逃伝子はレトロウイルスを

用いた系でなければ癌逃伝子として発見され得なかったかも知れない。

もうひとつの利点は、ひとつの箔遺伝子に対して協調的に働く第2の遺伝子の検

出が可能なことである。例えば、v-erbB逃伝子を持つavian erythroblastosis virus-H 

(AEV-H)に比べて、さらにv-erbA逃伝子も合わせ持つaVl加 erythroblastosis virus -ES4 

(AEV-ES4)、また、 v-myb遺伝子を持つavianmyeloblastos凶 virus(AMV)に比べて、さ

らにv-ets遺伝子も合わせ持つE26ウイルスは、 m VJVOでの造lJilljJl性がより強く、感

染細胞の分化程度がより未熟であることが知られている。これらの例においては、

第2の遺伝子産物が感染細胞の分化を抑制することによって第Iの遺伝子産物の効果

を高めていると理解されている (31，73)0 v-erbA、v-etsは、単独ではトランスフォ

ーム活性がないかあるいは非常に弱〈、癒遺伝子の範時に含まれるかどうかは議論

のあるところであるが、 c-erbA産物はステロイドホルモン受容体ファミリーに属す

る甲状腺ホルモン受容体(105，125)、c出産物は様々な増殖関連遺伝子やウイルス

のエンハンサーに結合する転写制御因子 (36) であって、いずれも細胞の分化 増

殖にとって重要な機能を担っていると考えられている。これらもまた、 レトロウイ

ルスを用いた系でなければ発見され得なかったかもしれない。

さて、先に述べたように、本研究で取り上げたv-maflは、 ニワトリの脚の関節に
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生じた腫務 (筋腿朕繊維肉JJiJi 旦ぉculo旦poneuroticfibrosarcoma) から、 ii'J:!Jニらによ

って発見・単離されたレトロウイルスAS42のゲノム中に見いだされた箔泣伝子で

ある (53， 89)。図Iに示すように、 AS42ゲノム中には、 v-ma{jj'i伝子はウイルスの

gag1立伝子と融合した形で取り込まれているが、これまでに、ニワトリ脹繊維芽*111

Jl包(chickenembryo fibroblast CEF)をトランスフォームするi苛性にはgag音防子は必要

がないこと、また、 gagとの組み換え部位にあるメチオニンを指定するコドンATG

はc-mafl立{云子における開始コドンに相当し、かつv-Mafタンパク質と c-Mafタンパ

ク質との間にはlアミノ酸の変異しかなく、 c-maf:ii'i:伝子にもv-mafと同程度のトラ

ンスフォーム活性があることをあきらかにしてきた (51)。

v-MafはそのC末端にいわゆる b-ZipfFJ~ を持つ。 b-Zip構造は、ヘリックス・ター

ン ヘリックス(116)、ジンク・フィンガー (9)、ヘリックス・ループ・ヘリックス

(80) などと向様にDNA結合タンパク質に共通に見られる椛迭の1つであり、 DNAに

直接接触して認識する塩基性アミノ酸にE言む領域(basic)と、コイルド コイル構造

により 2]11体形成を担う、 7アミノ酸ごとに4個から6個のロイシン残基があらわれる

両親媒性の r ヘリックス椛造(1巴ucinezip per)から成っている (60，122)。従って、 v-

Mafはそれ自体とホモ2量体をあるいは他のb-Zipタンパク質とヘテロ2丑体を形成し、

特定のDNA配列を認識して結合する転写制御因子であろうと予想された。これま

でに、 v-Mafは細胞内で主に核に局在することを特異抗体を用いた間接蛍光抗体法

によって示し、また、ロイシンジッパー構造を介してホモ2M一体を形成することを

あきらかにしてきた (51)。さらに、 m VltrOでイ乍製した変興遺伝子を用いた解析から、

v-Mafのトランスフォーム活性にはb-Zip構造を含むC末端側約3分のlに相当する約

100アミノ酸にわたる領域が不可欠であること、そしてこの領域に加えてN末端側

約3分の2の、酸性アミノ酸に富む領域または、ヒスチジン残基およびグリシン残基

の述続したクラスター構造を含む領域のいずれかがさらに必要であることをあきら

かにした (51 )。これらの実験結果は、 v-Mafが転写制御因子であること、そしてこ

の機能がトランスフォーム活性と密接に関連していることを示唆しており、このこ

とを分子レベルで証明するためにはv-Mafが認識して結合するDNA配列を同定する

ことが必須の課題であると考えられた。

v-Mafのアミノ酸配列をかZip構造を持つ他のタンパク質のそれと比較したところ、

DNA結合領域と思われるbasic領域についてJunやcyclic-AMPrespons巴巴l巴mentbinding 

pro白川 (CREB)と20から30%程度の相向性が見られた (89)0*U1J泡癌遺伝子産物c-Jun
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は先にも触れたが、 SV40の初期プロモーターからの伝'.Lj:を促進するエンハンサー

結合沼恒として同定されてきた転写因子AP-1(61)の成分のひとつである (11)。ち:

在、 AP-1はやJunおよびc-Fosとそれぞれの関述泣伝子産物からなる伎合体であると

考えられている (95，96)0 v-junはニワトリの肉JJ主ウイルス ASV17(69)のゲノム中に、

またv-fosはマウスの'11肉JJillウイルスFBJ-MuSV(120)， FBR-MuSV (121)のゲノム'1】

にそれぞれ見いだされた必泣伝子であり、それぞれに対応する細胞内箔逃伝子c-Jun、

c-fosの他に、|渇Jili辺;伝子としてjunB，junDおよび、fosB，fra-l， fra-2の存在が知られて

いる (15，41，70，87，99，100，127)。これらの産物のいずれもがb-Zip構造を持つが、

Jun関連遺伝子産物はそれらの1lJ]での2主体およびfos関述遺伝子産物とのヘテロ2hl一

体を形成するのに対し、ゐsjY，J述遺伝子産物はそれらの問での2JJ-:lイ本を形成しない。

また、 Jun関連泣伝子産物はfosl刻述i立伝子産物とヘテロ 2主体を形成することで

DNAに対してより強い親和性を独得する (1，2，39，56，83， 106， 113，総説として18，

123)。これらのタンパク質はTPA-responsiveelemenl (TRE TGACTCA)とl呼ばれる

DNA配列に結合することがま口られていたが、これにl塩基の邦人を持つcyclic-AMP

responslve巴l巴ment(CRE : TGACGTCA)にも結合することが分かつてきた(103)。こ

れらのDNA配列はそれぞれ、発焔プロモーターであるTPA、細胞内情報伝達物質で

あるcyclic-AMPによる転写の活性化に必要なcis-el巴mentとして同定されてきたもの

である (4，77)0 CREに結合するタンパク質としては最初にCREB(34， 42)が単離さ

れたのを皮切りに、多くのやはりかZip椛造をコードするJfi伝子群が単離され、

CREB/A1下ファミリーを形成していることがあきらかになった (16，25， 29， 38， 68， 

91， 126)。さらに、 Jun関連遺伝子産物、 fゐDS関述i逃立伝子産物がCREB/川A1下フアミリ一

のいくつかとへテロ 2}孟iH1

一クのあることも分かつてきた(侭8，37， 44，48，66)。

きて、以上のような知見に基づいて、 v-Mafが既知のTREないしCRE配列を持つ

DNA断片に結合するかどうかをグルシフト法で調べたが、結来は否定的であった

(52)。そこで本研究においてはまず、ランダムな配列を持つオリゴヌクレオチドか

らv-Mafが特異的に結合するDNA配列を選択することを試みた。これによって得ら

れた結合コンセンサス配列は13ないし 14塩基からなる回文椛迭を有しており、その

中央にTREないしCREを含んでいたが、 v-MafのDNA結合の特異性はJunないし

Jun/Fosのそれとはあきらかに異なっていた。また、 v-MafはJunおよひ下osとヘテロ

2:1立体を形成し、それによって新たなDNA認識の特異性を獲得することをあきらか
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にした。このことは、タンパクff-タンパク質の相互作用と、 DNA-タンパク伎の相

互作用の双方によって標的泣伝子の転写訟のま微妙に司l~îm されている可能性を示すも

のである。さらに、得られた結合DNA配列を介してv-Mafが転写間性化因子として

機能すること、また、転写調節のレベルにおいても MafがJun， Fosと機能的に相互

作用することもあきらかにした。

v-manこは、対応する細胞側iii伝子c-maf(の他に関連遺伝子として現在までにmafB，

mafK， mafF， mafGがニワトリのゲノムDNAおよび、cDNAライブラリーから得られて

おり (28， 90)、また、網膜で特異的に発現されている遺伝子としてヒトcDNAライ

ブラリーからNRLが単離されている (118)。関連泣伝子産物の機能の探索が生命現

象の理解に重要な知見を与えてきたという先例にならって、これらのうち、 mafB

mafK， mafF， mafGの機能についても調べた。これらの産物のDNA結合の特異性はv-

Mafのそれと極めて似ていたが、それぞれのヘテロ2量イ本形成やJunおよひ下osとのヘ

テロ2五イ木の形成の特呉性は必ずしも同じではないことが判明した。このことは、

Mafとその関連遺伝子産物がAP-1タンパク質と協働ないし措抗して複雑かつ精妙な

機能を発帰する可能性を示唆するものであり、本稿ではこれらの一群のタンパク質

が細胞の増殖と分化の制御に来たす役割についても論じる。

5 
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図1:AS42ウイルスのゲノムおよび、v-Maf，c-Mafのtl1fm

AS42ウイルスのゲノム中にはgag;立伝子と env逃伝子の問に宿主細胞由来の配列

が取り込まれており、 MafはGagとの融合タンパク質として発現される。 v-MafはN

末端から)1頂に、酸性アミノ酸に富む領域、ヒスチジン残基およびグリシン残基の述

続するクラスタ ーを持ち、 C末端側にb-Zip構造 (basicregionと1eucinezipper)を持つ。

gag-mafの組み換え音1I位のATGコドンはc-maf，における開始メチオニンを指定する

コドンに相当する。 v-Mafとc-Mafとの問で呉ーなるアミノ酸 CZ57Met→ Va1)を示す。ま

た、 v-Mafのトランスフォーム活性に最低限必要な領域を矢印で示す。
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<材料と方法>

1) in virω転写および翻訳

1-1) in vitro転写および籾訳

m Vltro転写は、以下に述べる逃伝子または変異遺伝子をpGEMプラスミドに挿入

したものを鋳型として、 DRNAポリメラーゼを用いたキット (MEGAscript kit 

Ambion社)によって行った。鋳型DNAの直鎖化には、特に断りのないものについて

はpGEMプラスミドのポリリンカ一部位のEco阿部位を用いた。

m vitro翻訳は、上記のinvitromi写によって得られたRNAを鋳型として、コムギ脹

J111出液 (Promega社)を用いておこなった。

1-2)プラスミドの構築

in vitro転写および翻訳に用いたプラスミドの構築について以下に述べる。点変異

は、特に断りのないものについてはいずれも原則としてKunkeJらの方法 (59) に従

って導入したが、 maf関連巡伝子群はいずれもGC含量が高〈相補鎖の合成が困難で

あったので、 T4gene32タンパク質 (singJ巴 strandDNA binding protein)を加えて合成

反応を行った。塩基置換に用いたオリゴヌクレオチドの配列をそれぞれの構築法と

合わせて示し、置換される塩基を下線で示す。また、塩基置換によって制限E子素部

位が導入されたり消失したりする場合にはその情報も合わせて示すが、最終的には

どの変異遺伝子も塩基配列を確認して使用した。

1-2-1) v-mafとその変異逃伝子

v-mafとその変異遺伝子の塩基およびアミノ酸の番号は、 gag遺伝子とv-maf遺伝

子の組み換え位置から数えたものであり (89)、c-mafの開始ATGコドンおよびメチ

オニン残基からの番号と一致する。

pGEM/Pt 
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v-mafの53Ncol_1123Bsu361断片の5'側に、 Roussar∞ma VlfUS のsrc.iiI伝子の開始

ATGコドン直前の非翻訳領域のBalI-N∞I断片34bp (17) を結合し、その両端を平滑

化したのちに孔但uIリンカー(GACGCGTC)を付加した。これをpGEMベクターのマル

チクローニング部位のHincIl-SmaI部位にMlulリンカーを付加したもの(pGEM(1v但ul)

に挿入したプラスミドである。その椛築の概要を図2に示す。 v-nlilflの19M巴tのN∞I

部位(CC6工♀G)が開始コドンを与え、 gagl!ic列と5'末端の54bpを欠失するが、開始

コドン周辺の配列が籾訳開始のコンセンサス配列 (57)によく一致したv-maf:泣伝子

となっている。本研究では、この逃伝子Ptを野生型v-ma五立伝子と呼んで使用した。

その産物PtはN末端の18アミノ般を欠失しているが、レトロウイルスベクターを用

いてCEFに導入するとAS42と変わらないトランスフォーム活性を持つことが確認

されている (51)。本研究で用いた欠失および置換変異泣伝子はすべてpGEM/Ptを原

型として作製されたものである。これらの作製法の詳細は文献51，52に述べられて

いるが、本研究において新たに作製されたものについては、以下に述べる。欠失変

異逃伝子にコードされるタンパク質の構造を表lおよび図7に示す。またアミノ酸置

換変異遺伝子産物の椛造は図9に示す。

ND5.5 

pGEM/Ptの53Ncol_756BstEII断片を次のオリゴヌクレオチドと置換した。置換に

よってMunl認識部位が導入されるので構築の成否を容易に確認できるが、最終的

には塩基配列を確認して使用した。

Ncol +Munl BstEII 

5' CATGGGATTCTCAGATGAACAATTG 3' 

3' CCT AAGAG TCTAC TTGTTAACCAGTG 5' 

MetGlyPheSerAspGluGlnLeuVal 

ND5.8 

ND5.5と同様の53N col_756B stEII断片を次のオリゴヌクレオチドと置換した。

Munl認識部位の導入によって構築の成否が容易に硲認されるが、最終的には塩基

配列を確認して使用した。
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NcoI +MunI BstEII 

5' CATGGGCGAACAATTG 3' 

3' CCGCTTGTTAACCAGTG 5' 

MetGlyGluGlnLeuVal 
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図2:in vitro転写 ・翻訳に用いたプラスミドの構築

それぞれの遺伝子のm VJtro転写 ・翻訳に用いたプラスミドの榊築の方法の概要を

示す。左上にRoussarcoma V汀us (RSV)のゲノム構造の一部を示す。このN∞I部位

(CC企IQ_G)はsrc遺伝子の開始コドンを与えるが、その周辺の塩基配列は翻訳開始部

位のコンセンサス配列 (57)によく 一致しており、この断片 (BalI-NcoI)を付加する

ことによって、それぞれの遺伝子が効率よく発現されることが期待される。

また、それぞれの逃伝子(ウイルスゲノムまたはcDNA)の構造と、構築に用い

た制限酵素部位を示す。maillはそのコーデイング領域内にMluI部位を持つため、

MluIリンカ ーの代わりにBssHIIリンカーを付加した。また、V-J叩にはRSVゲノム由

来のBalI-N∞I断片を付加せずにpGEM/叩uIに挿入した。 pGEM/Mlu1はpGEMプラス

ミド (Promega社)をそのマルチクローニング部位のHincIl，SmaIで切断してL但uIリン

カーを付カ目したプラスミ ドである。

S.A.: splicing a∞epωr slte 

10 



Amino Acid Composition of Maf Del巴tionMutants 

日lutant an1ino acids pres巴日t total 
ammo 
acids 

PT 19M to 369M 351 
NDl MGI14y to 369M 258 
ND2 MGI39A to'369M 233 
ND3 MGI54A to 369M 218 
ND4 MG203p to 369M 169 
ND5 M240G to 369M 131 
ND5.5 恥1G247Fto 369M 125 
ND5.8 MG250E to 369M 122 
ND6 M253y to 369M 118 
CDl 19M to 347S 329 
CD2 19M to 331<SS 317 
CD3 19M to 32OJ:LAS 305 
CD4 19M to 25汁 236 
ND5CD2 恥1240Gto 333KSS 97 
YDl 19M to 18句 and222G to 369M 318 
YD3 19M to 18匂釦d221G to 369M 319 
YD7 19M to 18句釦d239G to 369M 301 
MD23 19M to 171A and 202p to 369M 321 
MD23.5 19M to 171AVT釦d241L to 369M 284 
MD24 19M to I7IA and 253y to 369M 270 
MD45 19M to 251Q and 264L to 369M 339 
MD56 19M to 263Q and初9Lto 369M 306 
MD15 19M to 137Q and 264L to 369M 225 
MD16 19M to 137Q and 309L to 369M 180 
MD46 19M to 251Q and 309L to 369M 294 
c-Maf 以1to 369M 369 

表1:v-mafの欠失変異遺伝子産物の構造

それぞれの欠失遺伝子産物に含まれるアミノ酸残基 (1文字の略号)とその合計

を示す。アミノ酸残基の番号は、gag遺伝子とv-mabi'i:伝子の組み換え位置にコード

されるメチオニン残基をlとした。 PTは本研究で野生型v-Mafとして用いた、 N末端

18アミノ酸を欠く産物である。椛築の際に導入されたリンカーや制限酵素部位に由

来するアミノ酸は下線で示した。
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1-2-2) milt1羽述逃伝子とそれらの変異遺伝子

mafB， mafK， mafF， mafGとその変異遺伝子の塩基およびアミノ酸の番号は、それ

ぞれの開始ATGコドンおよびメチオニン残基から数えたものである (28，90)。ここ

に述べる遺伝子にコードされるタンパク質の構造の桜式図はそれぞれ図20、21、22、

23に示す。

1-2-2-1) mafBとその変異逃伝子

mafB 

mafB遺伝子の53NcoI-1∞IMseI断片の5'側に、 Rous sarcoma virusのsrc遺伝子の
開始ATGコドン直前の非翻訳領域のBalI-NcoI断片34bpを結合し、その両端を平滑

化したのちにBssHIIリンカー(CGCGCGCG)を付加してpGEM/MluIベクターに挿入

したプラスミドpGEM/mafflを原型として用いた。 pGEM/mafBの構築の概要を図2に

示す。ここにコードされるMaillはN末端18アミノ酸を欠失しており、 v-Mafにおけ

るPtに相当する。

mafBL2PL4P 

ロイシンジッパー椛造のロイシン残基の繰り返し(L巴u-Leu-Leu-Leu-Tyr-Leu)の

うち、 2番目と4番目のロイシン残基をそれぞれプロリン残基に置換する変異

(261 Leu→ Pro、2751訓→Pro)であり、 v-MafにおけるL2PL4P (図9参照)に相当する。

用いたオリゴヌクレオチドは以下の通りである。

5' CCTGCTGAATG♀GCTGGGTC 3' : 261 Leu 

+NaeI 

5' CTCTGGCCi>_GCCGGGTCACTTCG 3・275Leu

mafBR22E 

ロイシンジッパー構造の最初のロイシン残基から遡って22番目のアルギニン残

基をグルタミン酸残基に置換する変異(232Arg→ Glu)であり、v-MafにおけるR22E(図

9参照)に相当する。次のオリゴヌクレオチドを用いて塩基置換を導入した。

5' CTTCAAGGTC:;r♀CCTCTTCTGC 3・
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mafBK19E 

ロイシンジッパー構造の最初のロイシン残基から遡って19番目のリジン残基を

グルタミン酸残基に置換する変異e35Lys→ Glu)であり、 v-MafにおけるK19E(図9参
照)に相当する。次のオリゴヌクレオチドを用いて塩基置換を導入した。

タ CCCCTGTTCT♀CAAGGTCCTCC 3' 

LlmafB 

pGEM/mafBの379StuI部位にN∞Iリンカ ー(5'CAGCCATGGcrG 3')を付加して

NcoIでI肖イヒ後、53NcoI部位とライゲーションした。 リンカー由来のMet-Alaと128Ala

以降の合計186アミノ酸をコードし、 N末端127アミノ酸を欠失する。

Ll mafBL2PL4P 

Llmam とmafBL2PL4Pとのキメラ遺伝子であり、 N末端127アミノ酸を欠失し

L2PlAPのアミノ酸置換を持つ産物をコー ドする。

xmafB 
v-mafの欠失変異遺伝子のひとつMD24(表1および図7参照)の53N∞I_756BstEII

断片を、 Llmamの53Nco[部位と末端平滑化ののちにライゲーションしたo v-Maf の

19Met_171 Alaと制限酵素部位由来のVal-Thr-Met-AlaのうしろにMafBの128Ala以降のつ

ながった、 v-MafのN末端半分とMafBのC末端半分からなるキメラタンパク質をコ

ードする。

X mafBL2PL4P 

xmafBとmafBL2PL4Pとのキメラ遺伝子であり、 v-MafのN末端半分と
MafBL2PL4PのC末端半分からなるキメラタンパク質をコードする。

ト2-2-2)mafKとその変異遺伝子

mafK 

まず、mafKcDNAクローンの開始ATGコドン周辺の配列をKunkel法によって

13 



BspHI古s位σ↓CATGA)に変換した逃伝子(mafK-BspHJ)を作製した (28)。この塩基
置換はアミノ酸置換は伴わない。そして、 mafKのコード領域をすべて含む-2BspHI-

525EcoT221断片の5'側に、 Roussarcoma virusのsrCJ立伝子の開始ATGコドン直前の非

倒訳領域のB心I-NcoI断片34bpを結合し、その両端を平滑化したのちに叩uIリンカー

を付加して、 pGEM/MluIベクターに挿入したpGEM/mafKを原型として用いた。

pGEM/m且fKの構築の概要を図2示す。

mafKL2PM4P 

ロイシンジッパー構造のロイシン残基の繰り返し(Leu-Leu-Leu-Met-Leu-Leu)の

うち、 2番目のロイシン残基と4番目のメチオニン残基をそれぞれプロリン残基に置

換する変異(86Leu→ Pro， 1∞M巴t→ Pro)であり、 v-MafにおけるL2PL4Pに相当する。
以下のオリゴヌクレオチドAを用いてKunkel法で86Leuを置換したのち、オリゴヌク

レオチドB，Cを278BalI_313BsaHI断片と入れ換えてl∞Metを世換した。

-Pstl 

A: 5' CCTCTTGCTGC♀GCTCAACCCGCTGCCTC 3' 

+XhoI 

B: 5' CCAGAGAAAACT_♀♀AGC♀♀GAAGCTAGAGCTGGA 3' 

C: 3' GGTCTCTTTTGl¥.♀♀TCG.G.♀CTTCGATCTCGAC 5' 

mafKR22E 

57 Arg→ Gluの置換で、 v-MafのR22Eに相当する。次のオリゴヌクレオチドを用

いて塩基置換を導入した。

5' CTTCAGCGτ巳ヱ♀CCTCCTCTGCTTC3' 

mafKK19E 

60Lys→ Gluの置換で、 v-MafのK19Eに相当する。次のオリゴヌクレオチドを用

いて塩基置換を導入した。

+XhoI 

5' TAGCCCCGGTTCT♀♀AGCGTGCGCCTCC 3' 

mafKt:.， mafKt:. L2PM4P 
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それぞれpGEMjmafK，pGEMjmafKL2PM4Pを369EcoOl091で直鎖化した もの を鋳

型とすることでその産物を得た。124Gly以降を欠く産物が期待される 。

xmafK 
v-mafの欠失変異泣伝子のひとつ九侶24の53Ncol_756Bs tEII断片を、 mafK-BspHI

のー2BspHI部位と、末端平滑化ののちにライゲーションした。v-MafのN末端およそ

半分の19Met_171Alaと制限酵素部位由来のVal-ThrのうしろにMafKの全長がつながっ

たキメラタンパク質をコードする。

xm丘fKL2PM4P
xmafKとmafKL2PM4Pとのキメラ逃伝子であり、 v-MafのN末端およそ半分の

うしろにMafKL2PM4Pの全長がつながったキメラタンパク質をコードする。

1-2-2-3) mafFとその変異逃伝子

mafF 

mafF'の全コード領域を含む-2N∞1-452NaeI断片の5・側に、 Roussarcoma virusの
src泣伝子の開始ATGコドン直前の非翻訳領域のBalI-NcoI断片34bpを結合し、その

両端を平滑化したのちにM1uIリンカーを付加して、 pGEM/MluIベクターに挿入した

pGEMjmafFを原型として用いた (28)0pGEMjmafFの構築の概要を図2に示す。

mafFL2PM4P 

86Leu→ Pro， lOOMet→Proの置換であり、 v-MafのL2PL4Pに相当する。次のオリ

ゴヌクレオチドを用いて塩基置換を導入した。

5' CCCATTCCGl2_CTCCATCTTC 3' 

-Bs tXI 

5' CCAGGCGCGGGGCAGCGTTC 3' 

mafFR22E 

57 Arg→ Gluの置換であり、 v-MafのR22Eに相当する。次のオリゴヌクレオチド

を用いて塩基置換を導入した。
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5・GGTTCTTCAGCGTC:r_♀TCGTCGCTGCTTC3' 

mafFK19E 

60Lys→Gluの置換であり、 v-MafのKI9Eに相当する。次のオリゴヌクレオチド

をmいて塩基置換を導入した。

+XhoI 

5' CCCCGGTTCT♀♀AGC GTCCG TC 3' 

mafF.6.， mafF.6. L2P M4P 

それぞれpGEl'v1/mafF， pGEl'v1/mafFL2PM4Pを339Sse83871で直鎖化したものを鋳

型とすることでその産物を得た。115Gln以降を欠く産物が期待される。

xmafF 

v-mafの欠失変異泣伝子のひとつMD24の53NcoI-756BstEII断片を、 mafFのー2N∞I

部位と、末端平滑化ののちにライゲーションした。v-MafのN末端のおよそ半分の

19Met_171Alaと制限酵素部位由来のVal・百rのうしろに、 MafFの全長がつながったキ

メラタンパク質をコードする。

X mafFL2PM4P 

xmafFとmafFL2PM4Pとのキメラ遺伝子であり、 v-MafのN末端のおよそ半分の
うしろにMafFL2PM4Pのつながったキメラタンパク質をコードする。

1-2-2-4) mafGとその変異遺伝子

mafG 

まず、 mafGcDNAクローンの26StuI部位から5'1HIJに合成オリゴヌクレオチドを

付加することにより開始ATGコドン周辺にBspHI部位を導入した遺伝子(mafG-

BspH乃を作製した。この塩基置換はアミノ酸置換を伴わない。そして、 mafGのコ

ード領域をすべて含むー2BspHI-6“EcoT221断片の3'側に、 Rous Sat∞ma VlrUSのsrcii'l:

伝子の開始ATGコド ン直前の非翻訳領域のBalI-N∞I断片34bpを結合し、その両端

を平滑化したのちにMluIリンカーを付加して、 pGEl'v1/MluIベクターに挿入した
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pGEM/mafGを原型として用いた。 pGEM/mafGの構築の概要を図2に示す。

mafGL2PM4P 

86Leu→ Pro， lOOMet→ Proのi置換であり 、v-MafのL2PlAPに相当する。次のオリ

ゴヌクレオチドを用いて塩基i世換を導入した。

-PstI 

5' CCTCCTGCTG♀♀GCTCTGCCTTCTGC 3' 

5・TTCCATTTTC♀♀GCTGGCGTTCTCAG3' 

mafGR22E 

57 Arg→ Gluの置換であり 、v-MafのR22Eに相当する。次のオ リゴヌクレオチド

を用いて塩基置換を導入した。

5' TTCTTCAGCGT♀エ♀CCGACGCTGCTTCAG3' 

mafGK19E 

60Lys→ Gluの置換であり、 v-MafのKl9Eに相当する。次のオリゴヌクレオチド

を用いて塩基置換を導入した。

+Xhol 

5' GCCTCGGTTCT♀♀AGCGTGCGCCGACG 3' 

mafG L1， mafG L1 L2P M4P 

それそ、れpGEM/mafG， pGEM/mafGL2PM4Pを353BstXIで直鎖化 したもの を鋳型

とすることでその産物を得た。 121YaJ以降を欠く産物が期待される。

xmafG 

v-mafの欠失変異遺伝子のひとつMD24の53NcoI-756Bs tEIJ断片を、mafG-BspHI

のー2BspHI-“6EcoT221断片と末端平滑化ののちにラ イゲーションした。 v-MafのN末
端のおよそ半分の19Met_171Alaと制限酵素部位由来のYal-Thrのうしろに、MafGの全

長がつながったキメラタンパク質を コードする。
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X mafGL2PM4P 

xmafGとmafGL2PM4Pとのキメラ遺伝子であり、 v-MafのN末端のおよそ半分
のうしろにMafGL2PM4Pのつながったキメラタンパク質をコードする。

1-2-3) junおよび、fosとそれらの変異泣伝子

v-Jun 

ASV17ウイルス (69) の、 gagを除くすべてのvゾunの配列を含む SacII-EcoRI断片(約

1kb)を、末端平滑化ののちに叩u!リンカーを付加してpGEM/M1u!ベクターに挿入し

た。構築の概要は図2に示す。

v-junL3P 

ロイシンジッパー構造のロイシン残基の繰り返し(L巴u-Leu-Leu-Leu-Leu)のうち、

3番目のロイシン残基をプロリン残基に置換するような変呉ーを次のオリゴヌクレオ

チドを用いて導入した。

+Nae! 

5' CCGTGGATGCC.G♀CTCTGAGTTCTGGG 3' 

v-fos 

用いる遺伝子の由来する程を統一するために、ニワ トリ由来のfosを持つNK24

ウイルス (88) の、 gagおよび5'側の配列を除いた215NotI_1∞OApaI断片と、 Rous
sar∞ma VlfUSのsrCJ立伝子の開始ATGコドン直前の非翻訳領域のBalI-N∞I断片34bpを

末端平滑化によって結合し、その両端に叩ulリンカーを付加して、 pGEM/M1uIベク

ターに挿入した。この構築の概要を図2に示す。このプラスミドにはv-FosのC末端

251アミノ酸がコードされるが(ニワトリ c-Fosとのあいだに遠いはない (27)) ラッ

トc-Fosにおいては、これに相当する領域でJunとの2i主体形成、 DNA結合、転写活

性化の能力が充分にあることが分かっている(1)。

v-fosL3P 

ロイシンジッパー椛造のロイシン残基の繰り返し(Leu-Leu-Leu-Leu-Leu) のう



ち、 3番目のロイシン残基をプロリン残基に置換するような変興(133Leu→Pro)を、

次のオリゴヌクレオチドを用いて導入した。

+Bs u361 

5' CTATCTCCGCCTG主♀GAGCGGAC TTCTC CTCC 3' 

2)融合タンパク質の産生と精製

認識DNA配列の決定やゲルシフト ・アッセイ法などに用いるために、各種の遺

伝子産物をマルトース結合タンパク質 (maltosebinding protein 乱⑪P)との融合タン

パク質として大腸菌で発現させた。この目的にはpMAL-cベクター (N巴w England 

Biolabs社)を用いて以下のような椛築を行った。

L侶P-Maf

v-maflの720HaeIII_1123Bsu361断片を末端平滑化したのち、それぞれの端にEcoR1

リンカ一、 XbaJリンカーをイす加して、 pMAL-cのEcoR1-XbaJ部位に挿入した。 v-Maf

の241Leu以下129アミノ酸がh⑪Pとの融合タンパク質として発現される。

h⑪ P-Jun 

ASVl7ウイルス (69) のNa巴I-EcoR1断片を末端平滑化してpMAL-cのStuI部位に

挿入した。 v-JunのC末端166アミノ酸が孔⑪Pとの融合タンパク質として発現される。

恥偲P-Fos

NK24ウイルス (88)の89A1wNI_567Stul断片を末端平滑化し、 pMAL-cのStuI部位

に挿入した。 v-Fosの3(}Y叩ー189A1aがh⑪Pとの融合タンパク質として翻訳され、 v-fos

インサート直後のベクター内の終止コドンで終了する。

以上のプラスミドを持つ大腸菌を培養して、対数増殖期 (OD側 =0.4)にisopropyl-

s-D-出tOg山 ctopyranoside (IPTG) を添加して融合タンパク質の産生を誘導し、 2時

間後に集菌した。融合タンパク質はNewEngland Biolabs社の勧めるところにほぼ従

ってアミロース・レジン ・カ ラムを用いて精製した。すなわち、集めた大腸菌を緩

衝液L(I0mM sodium phosphat巴 (pH7.0)，30mM NaCl， 0.25% Tween20， IOmM 2-
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mercapωE出anol，10mM EDTA， 10mMEGTA)に懸沼iし、 Iysozym巴を添加して溶菌 し、

超音波破砕した。これにNaCIをi&終濃度1Mになるように加え、遠心して上清を取

り、アミロース・レジン・カラムにかけた。 0.25%Tween20，500mM NaCIを含む緩

衝液A(lOmM sodium phosphate (pH7.2)， ImM sodium azide， 10mM 2-merαp toeth anol， 

1mM EGTA)および、 500mMNaCIを含む緩衝液Aでよく洗って大腸菌由来のタンパ

ク質を除き、 1mM NaClを含む緩衝液Aで洗って融合タンパク質に吸活ーする大腸菌

由来のDNAを除いた。次に緩衝液B (20mM HEPES-KOH (pH7.9)， 1mM EDTA， 

20mM KCl， lOmM2-m巴rcapto巴由加01，4mM MgCI2)に置換した。実験によってはレジ

ンに吸着したままで用いたが、ゲルシフト・アッセイには10mM mal toseを含む緩衝

液Bでカラムより浴出して使用した。

3)結合DNA配列の決定

v-Mafおよびv-Junの結合DNA配列の決定には次のオリゴヌクレオチドを用いた。

HindIlI XbaI 

5' TAGGCATGTAAGCTTCTCTGGG-(N)x20-GGGCACGTCTAGAACCTTCAAT 3・

Nはランダムな配列を表す。また、このオリゴヌクレオチドをPCR法で増幅する

のに次のプライマーを用いた。

A: 5' TAGGCATGTAAGCTTCTCTGGG 3' 

B: 5' ATTGAAGGTTCTAGACGTGCCC 3' 

まず、ランダムな配列を持つオリゴヌクレオチドをプライマ-Bとアニールさせ、

Klenow fragmentを作用させて2重鎖にし、 T4ポリヌクレオチドキナーゼで末端を

32p標識した。これを、 MBP-MafまたはL侶P-Junを吸着し、緩衝液Bで平衡化したア

ミロース・レジン・カラムに加えた。非特異的に吸着したDNAを緩衝液Bでよく洗

い流したのちに、 1M NaClを含む緩衝液Bで溶出する画分を回収した。 これをPCR

法で増幅して再び末端を32pで標識し、洛出したMBP-MafまたはMBP-Junと混合し

てゲルシフトを行った。特異的にタンパク質と複合体を形成したバンドが検出され

たのでこれをゲルから切り出して回収した。 PCR法とゲJレシフト1去を用いた精製を

さらに2回繰り返し、最終的に回収されたオリゴヌクレオチドをHindIIlとXbaIで消
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化してpUCベクターにクローン化し、その塩基配列を解析した。

4)アミロース・レジンによる共沈実験

およそ200ngのh在BP融合タンパク質を吸着したアミロース・レジン20μlをηぜN緩

衝液 (IOmMTris-HCI句H7.5)，150mM NaCl， 1% Nonidet P-40) 800μlに懸沼jし、これ

に35Sメチオ三ン存在下でin vitro翻訳反応を行ったコムギ脹抽出液3μlを加えた。

これを4"Cで一晩混合したのち、遠心してレジンを回収し、 η~N緩衝液800μlで3度

洗って、吸着したタンパク質をSDS-PAGEで解析した。

5)ゲルシフト・アッセイ法

およそ50ngのMBP融合タンパク質またはmvitrl必羽訳反応を行ったコムギj庄抽出液

4μlを、 DNA結合溶液 (i制約r:t:皮20mMHEPES-KOH (pH7.9)， ImM EDTA， 20mM 

KCl， 5mM dithiothreitol， 4mM MgCI2， 4% glycerol， 400μg/ml poly(dI-dC)(dI-dC)， 100 

μg/ml bovin巴 serumalb umin)に全液量10μlとなるように加えた。これに末端を32p

で標識したオリゴヌクレオチド250ngを加えて25"Cで20分間結合させたのち、

IxTBE (89mM Tris-borate， 2mM EDTA (pH8.3))緩衝液中で4%のポリアクリルアミ

ド・ゲルを用いて解析した。用いたオリゴヌクレオチド・プロープの塩基配列は表

2に示す。

6)トランスフェクションと lレシフエラーゼ・アッセイ

レポータープラスミドの構築にはptk-luc(東京大学医科学研究所 ・細胞生物研究

部、藤沢順一博士供与)を使用した。これは、 pGL-Basicプラスミド(Promega社)の

BglIl部位にpBL-CAT2プラスミド (5)のBamHI-Bglll断片が挿入されたもので、単純

ヘルペスウイルス(HSV)のチミジンキナーゼ(此)のプロモーター(124)から転写が開

始されてルシフエラーゼ遺伝子が発現されるプラスミドである。ゲルシフト ・アッ

セイに用いたオリゴヌクレオチドを直列にライゲーションしたものをXhoIで部分

消化して、 3個つながったものをゲルから回収し、 ptk-lucのXhoI部位に挿入するこ

とによって3x#7/1此ーlucなどのレポータープラスミドを作製した。
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党現プラスミ ドの構築にはpEF-BOS (大阪バイ オサイエンス研究所、長田主-r1(

土供与 (76))を使用した。これはpolypeptid巴chainelongation factor 1α (EF-lα)のプ

ロモーターから任意の遺伝子を発現 させることのできるプラス ミドである。 このプ

ロモーターは活性がたいへん治〈、 Mafの認識配列を持たない。ただし、 SV40の複

製起点を持ちその中にAP-l結合音11位が含まれるので、これを含むHindIlI断片を除

去した。さらに、 stufferを含むXbaI断片を除いてBssHIIリンカーを付加することに

よりpEF!BssHIIを作製した。このBssHII部位に、 m Vltro転写・翻訳に用いたpGEM

プラスミドからMluIないしBssHII消化により各遺伝子を取り出して挿入することで、

おのおのの発現プラスミド (pEF/v-mafなど)を作製した。これらのプラスミドの

模式図を図14に示す。

NIH3T3細胞は 10%のfetalcalf 5 erumを含むD-MEMで培養した。1.6x 1 06個の細胞を

60mmのシャーレに蒔き、 24時間後にリン酸カルシウム法でプラスミドDNAをトラ

ンスフェクトした。 トランスフ ェクションに用いたプラスミドDNAはイオン交換

カラムを用いたQiagenpl硲 midkit (Qiagen社)で精製した。また、リン酸カルシウム

とDNAとの共沈澱はmammalian transfection kit (S TRATAGENE社)を用いて作製し、

60mmシャーレl枚あたりレポータープラスミドlμg，発現プラスミド6μg，s -gal発

現プラスミド (pEF/s -gal) 0.5μgの合計7.5μgのプラスミドを添加した。その12時

間後に培地を除き、 phosphatebuff，巴redsaline (PBS) 2mlで培養血を2度洗って沈澱を

除去し、新たに培地を加えて培養を続けた。その24時間後に培地を除き、 PBSでシ

ャーレをよく洗って、 luciferas巴assay sys也m(Promega社)に従って細胞粗抽出液を調

製した。この抽出液をルシフエラーゼの基質であるluciferinとATPを含む試楽と混

合し、発生する蛍光をルミノメーターで測定した。
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<結果>

1) v-Mafおよび、v-Junの結合するDNAliC7Uの決定

v-m丘地伝子産物の結合するDNA配列を決定するにあたり、充分丑のMafタンパク

質が必要であったが、その全長を大腸菌内で発現させる試みは、おそらくその産物

が大腸菌の生育にとって有害であるためと考えられるが、成功しなかった (51)。そ

こで、 v-Mafのb-Zip領域を含むC末端のおよそ 120アミノ酸をマルトース結合タンパ

ク質(malωsebin ding pro teinポ1BP)との融合タンパク質として発現させることにした

(図3)。この領域は、欠失および点変異を導入した機能解析の結果から同定され

た、トランスフオーメーションに最低限必須な領域を含んでいること (51)、また、

関連遺伝子産物問で最もよく保存されている領域を含んでいることから、 DNA結

合にとって必要な領域も含んでいるものと想像された。この融合タンパク 't't(MBP-

Maf)はアミロース・レジン カラムを用いて容易に精製できる。まず、 MBP-Mafを

結合したレジン・カラムに20塩基のランダムな配列を含むオリゴヌクレオチドを加

え、低塩濃度の緩衝液でよく洗ったのち、高塩濃度の緩衝液で溶出する薗分を回収

した。これを、ランダムな配列の両側のプライマー結合部位を利用したpolymeras巴

chain陀action(PCR)での増幅と、 h在BP-Mafタンパク質によるゲルシフト法を繰り返

すことによって、ルffiP-Mafに特異的に結合するオリゴヌクレオチドを波給した。こ

の精製過程を3度繰り返した後に得られたオリゴヌクレオチドをプラスミド・ベク

ターにクローン化し、そのうちのクローンについてそれらの塩基配列を決定した。

図4にその結果を示す。

これらのクローンのほとんどは 13塩基の回文構造からなる配列

TG CTGACTCAGCAに近い配列を含んでおり、またF主りの4クローンはその中心にl

塩基の挿入を持つ14塩基からなる配列TGCTG ACGTCAGCAに近い配列を含んでい

たことから、この2種類の配列がMafタンパク質の結合するコンセンサス配列であ

ると考えられた。また、得られたクローンのいずれもこれらのコンセンサス配列に

完全には一致せず、 1から5塩基のミスマッチを持っていたことから、 Mafタンパク

質は他のb-Zipタンパク質の認識配列よりも比較的長い配列に比較的厳密でなく結

合するのではないかと考えられた。さらに驚いたことに、これら2種類の配列はそ

れぞれその中央部分にTRE(下GACTCA)とCRE(TG ACGTCA)を含んでいた。



そこで、 TREおよびCREのいずれにも結合することの知られているかZipタンパク

質であるJunの結合する配列との異同をあきらかにすることをこころみた。v-Junの

b-Zip領域を孔也Pとの融合タンパク質として大腸菌内で大企に発現させて桁製し(図

3)、同様の方法で特異的に結合するオリゴヌクレオチドを選択して31クローンに

ついてそれらの塩基配列を解析した。その結果を図5に示す。ほとんどのクローン

はいわゆるCREを、残りの3クローンはTREを含んでおり、 JunはTREよりもCREを

より好んで結合することが示唆された。また、さらにその外側にもう l塩基ずつの

コンセンサスをとることができた (ATGACGTCAT，ATGACTCAT)が、中央の8ない

し7塩基が得られたすべてのクローンで完全に保存されていることを考え合わせる

と、 JunはMafに比べてより短い配列をより厳密に認識するのではないかと考えられ

た。以下、v-Mafの認識する13塩基からなるコンセンサス配列 (TGCTGACTCAGCA)

をTREを含むことからTRE型MARE但且f.!:'巴cognition~lement) 、 14塩基からなるコン

センサス配列 (TGCTGACGTCAGCA)をCREを含むことからCRE型MAREと呼ぶこと

にする。
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b-Zip _ 
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NK24 

4b-Zip _ 

図3・b-Zip構造を持つレトロ ウイルス癌遺伝子産物の構造

v-Maf， v-Jun， v-Fosの構造と、それらの由来するウイルスのゲノム構造を模式的

に示す (69，88， 89)0 ]¥⑪Pとの融合タンパク質として大腸菌で発現させたb-Zip構造

を含む部分を矢印で示した。 v-Mafのドメイン構造の詳細は図l参照。

LTR: long也rminalr巴peat
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図4:v-Mafの認識DNA配列の決定.次ページ参照。
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図4:v-Mafの認識DNA配列の決定

(A)・v-Mafに特異的に結合したオ リゴヌクレオチドの塩基配列

用いたオリゴヌクレオチドのランダムな部分に由来する配列を大文字で、 PCRに

用いたプライマ ー結合部分に由来する配列の一部を小文字で示した。解析したクロ

ーンのうちの4クローンがCRE型MAREを、残りの41クローンがTREl型MAREを含ん

でいた。また、クローンMl14とM120，M1とM25の配列は一致しており、同ーのオ

リゴヌクレオチドがPCRで泊中高されたものに由来すると考えられた。コンセンサス

配列に一致する塩基を下線で示し、またコンセンサス配列からのミスマッチの数と、

オリゴヌクレオチドの方向を右側に示した。

(B)・ヌクレオチドの出現頻度

得られたオリゴヌクレオチドのうちTRE~MARE を持つものについて、それぞれ

の塩基の出現する数をまとめた。コンセンサス配列の同定の根拠となる塩基の出現

頻度を太字で示した。

27 



(A) 
clone 

J75 

Jl1 

J57 

JS8 

J60 

J73，79 

J56 

J61 

J65 

J12 

J51 
J71 

J16，64 

J66，74 

J69 
J49 

J59 

J10 

J52 

J70 

J76 

J62.63 

J80 

J78 

Consensυs 

CAGGCNNNGTGATGACGTCAcccagagaagcl I -AGTTCCGCCAATGACGTCATccc 

CTGTGGAGTGGTGACGTCACccc 

ATATCCACTAATGACGTCATccc 

AGGGGGCACGGTGACGTCATccc -GCGGCAAAGGATGACGTCATccc 

AACTCAGCTATGACGγCATTcc 

TTGTGGCCGATGACGTCATTcc 

TCACACACGATGACGTCATAcC 

TACCTCGATGACGTCATTAA 

ACGTGGGATGACGTCATGCT 

ACTCAGTATGACGTCATTCT 

GCAGCGGTGACGTCATATTT 

AAGTAGATGACGTCATTGAT 

AACTAATGACGTCATTTTA 

GATCAGTGACGTCATTGTGC 

CAATAATGACGTCAGAAAAC 

TTγGATGACGTCATGCACAG 

GATGATGACGTCATGTTAAA 

ATCGAγGACGTCATGGCCC 

CCGATGACGTCATAGCACCT 

cTAATGACGTCATCTTCGGAτ 

cAGATGACGTCATCCTACCTγ 

tClagacglgcccTATGACGTCATAATACAGτA 

ATGACGTCAT 

ATCACCGTATGACTCATCCG 

AAGGTCTGACTCACACTGTG 

9 9τムエ主主♀工♀丘工CACCTGτGAA

1:…es from cons. I 0叫 nlatlon

;|: 
A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

Consensus 

(B) 

ATGACTCAT 

5
叩

-
9

3
叩

4

4

5

8

4

7

 

P
2

1

引

4

-

B

 

2

-

i

{

 

4

一

一

2

i

j
 

一

4
-

2

 

1
4
j
 

j

1
2

1
 

4

-

P

 

2

i

{

 

4

p

 

。，-j
4

 

ι

2

 -
4

 

-
2
 

叩

-

4

-

6

・
市

3

2

H

3

8

 

6

8

5

5

 

A

C

G

T

 Consensus 1 A T G A C G T C A T 

図5:v-J unの認識DNA配列の決定 次ページ参照。
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図5:v-Junの認識DNA配列の決定

(A): v-Junに特異的に結合したオリゴヌクレオチドの塩基配列

用いたオリゴヌクレオチドのランダムな部分に由来する配列を大文字で、共通部

分に由来する配列の一部を小文字で示した。解析した31クローンのうち、 28クロー

ンがCREを、残りの3クローンカ勺REを含んでいた。また、クローン173と179， JI6 

とJ64，J66と174，J62とJ63の配列は同一であった。コンセンサス配列に一致する塩

基に下線を引き、一致しない塩基の数とオリゴヌク レオチドの方向を右側に示した。

(B):ヌクレオチドの出現頻度

CRE型のコンセンサス配列を持つものについてそれぞれの塩基の出現頻度をまと

めた。
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2) v-MafおよびAP-I(Jun/Fos)の認識するDNA配列の特異性

以上の結果から、MafおよびJunは互いに似てはいるが異なるDNA配列を認識す

るものと考えられたので、表2に示すような配列を持つオリゴヌクレオチドを各種

合成して、それぞれに対する結合の強度を検定することにした。オリゴヌクレオチ

ド1および2はそれぞれTRE型MARE，CRE型MAREを含んでいる。そして以下のオリ

ゴヌクレオチドは、これらのコンセンサス配列に対して1から6塩基のミスマッチを

持っており、奇数番は1RE型、偶数番はCRE型である。また、 3から 24番は対称、的

に、 25から32番は非対称的にミスマッチを持つ。

これらのオリゴヌクレオチドをプロープとして、大腸菌内で発現させたMBP融

合MafおよびJunタンパク質に対する結合をゲルシフト法で調べた。また、転写活性

化因子AP-IをJunとともに形成するFosのb-Zip領域も恥偲P融合タンパク質として発

現させて精製し(図3)、h在BP-Junの共存下で同様の検定を行った。結果を図6に示

す。

予想されたように、 Mafおよび:'Junの結合するDNA配列はあきらかに異なるけれ

ども一部分重複していることが分かった。たとえば、 II、12番のオリゴヌクレオチ

ドはMaf，Junのいずれにもよく結合したが、 3、4番はMafに、 23、24番はJunにそれぞ

れ特異的に結合した。また、 Mafはl、2番に最も強〈結合し、これらが結合のコン

センサス配列であることが確認されるが、1R国土 CRE型のいずれにもほぼ同程度

の貌和性で結合した。ランダムな配列のプールにはCRE型の方が1RE型に比べて4

分のlの頻度でしか存在しないため、図4においてCRE型MAREが得られた頻度が

TRE型MAREに比べて少なかったのであろうと恩われる。そして、 3から 16番のプ

ロープに対する結合が示すように、 lから2塩基程度のミスマッチはMafの結合に対

して少ししか影響を与えず、 Mafがより長い配列をより厳密でなく認識するという

予想を裏付ける結果であった。しかし、5、6番への結合は相対的に弱いことから、

MafによるDNA認識におけるそれぞれの塩基の重要性が異なることもまたあきらか

である。一方Junはコンセンサス配列を持つ II、12番およ び21、22番に最も強〈結合

したが、同じコンセンサス配列を含む19、20番への結合は相対的に弱いことから、

これらの9ないし 10塩基対からなるコンセンサス配列よりもさらに外側の塩基がJun

のDNA認識に影響を与えている可能性がある。また、 Jun はあきらかに1RE~ より

も、 CRE型の配列に強く結合する。そして、中心のいわゆる1RE、CRE配列内の塩
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法置換はその結合を大きく阻害することから、 Junはより短い配列をより厳密に認

識するという予想、もまた裏付けられた。 JunjFosのヘテロ2註体はJunの結合するい

ずれのオリゴヌクレオチドに対しでもより強く結合した。結合の特異性については

Jun/FosとJun単独との問に迷いは見いだせなかった。
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表2ゲルシフト ・ア ッセイに使用したオリゴヌクレオチドの配列

本研究でゲルシフ ト・ アツセイに用いたオリゴヌクレオチドの+鎖の中央の塩基

配列のみを示した。オリゴヌクレオチド1の全配列は次の通りである。

5' TCGAGCTCGGAATTGCTGACTCAGCATTACTC 3' 

3' TCGAGCCTTAACGACTGA GTCGT AATGAGAGC 5' 

MAREと一致する塩基を下線で示し、また、MafおよびJunの結合のコンセンサス

配列に対して異なる塩基の数も示した。それぞれのオリゴヌクレオチド・プロープ

のMaf，Jun， Jun/Fosに対する結合の強さは図6の結果をイメージ・アナライザーで定

益したoMafについては2番のプロープに対するMafの結合の強さを 100%とし、 Jun

および‘Jun/Fosについては12番のプロープに対するJunの結合の強さを 100%としてそ

の相対値を示した。

++++: >100%， +++ : 50-100%， ++ : 20-50%， +: 5-20%，ー:く5%
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図6:Maf， Jun， Jun/FosのDNA結合の特異性

およそ50ngのMBP-Maf，MBP-Jun，または、 25ngのMBP-JunとMBP-Fosを、それぞ

れの番号で示したオリゴヌクレオチド・プロープと混合してゲルシフト・アツセイ

を行った。タンパク質とDNAの複合体に由来するバン ドの強さをイメージ・アナ

ライザーで測定した結果を表2に示した。
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3) v-MafのDNA結合領域の同定

すでに以前に、 v-MafのCEFにNするトランスフォーメーション活性およびホモ2
fit体形成能に必要な領域の同定を、程々の欠失およびアミノ酸置換を導入した変異

v-mafii'i:伝子を用いて同定しているが (51)、 DNA結合活性に必要な領域をも同定す

ることは、 v-Mafの機能を理解する上で重要であると考え、各変具体をm Vltroで合

成しTRE型MA阻に対する結合能をゲルシフト法で検定した。各変異逃伝子産物の

構造を図7，9に、その結果を図8，10に示す。

N末端の欠失については、 ND1，ND2， ND3， ND4， ND5， ND5.5， ND5.8はDNAに結

合したが、 ND5.8よりもさらに3アミノ酸を欠いたND6はもはやDNA結合能を失っ

ていた(図8(B) レーン3-9) 0 C末端の欠失については、 CD1およびロイシンジッ

パー構造の最後のロイシン残基以降を欠くがホモ2量体を形成できるCD2はDNAに

結合したが、 3つのロイシン残基の繰り返ししか持たず2立体を形成できないCD3は

DNAに結合できなかった (レーン11-14)。また、ロイシンジッパー構造の2番目

と4番目の2つのロイシン残基をプロリン残基に置換したL2PL4PはDNAに結合しな

かった(レーン23)。また、 maf関述遺伝子産物問のみならずロイシンジッパー構

造を持つ遺伝子産物問でもよく保存されている塩基性アミノ酸3残基を酸性アミノ

酸に置換したKRR.EEE、5アミノ酸を欠失した恥⑪26'22もDNAに結合できなかった

(レーン24， 25)。以上の結果から、 2hl体形成に必要なロイシンジッパー構造に

加えて、それ以前の塩基性アミノ酸に富む領域を含む49アミノ酸残基がDNA結合

にとって最低限必要であることが分かった。ここに述べた以外の欠失変異体の

DNA結合能もこの結論に矛盾しなかった(レーン15-22)。

ここで同定したDNA結合領域内のアミノ酸置換のDNA結合能に対する影響も同

様に調べた(図9、図10)0 TRE型MAREに対する結合能は、 R22Eでは失われてい

たが他のものでは変わらなかった(図10 (B))。これらの変異泣伝子のうち、 Q5H

は野生型よりもトランスフォーム活性が増強されていることの分かった人工変異体

であるが、残りはいずれもホモ2ill体を形成するがトランスフォーム能を失ってい

ることが分かっている (51)。この結果は、これらの変異遺伝子産物がトランスフォ

ーム能を失っているのはDNA結合能が失われているためであろうという予想に反

していた。そこで、 TRE型MARE以外のDNA配列に対する結合能を調べることにし、

2t証基のミスマッチを持つ7番、 9番、 11番をプロープとしてゲルシフトを行った(図
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10 (C)，の)， (E)) 0 R22E， K 19Eはこれらのいずれにも結合せず、 A14D，A14V， R10D 

も9書、 11番に対しては結合が大幅に減少していた。しかしA14D， A14Vの7番に対

する結合は野生型に比べてむしろ増強されていた。また、 Q5Hはいずれのプロープ

に対しても野生型とほぼ同等の結合能を示した。これらの変異逃伝子産物を用いた

結果は、少なくともこの領域内のアミノ酸置換がDNA結合に影響を及ぼすことを

示していた。 DNA結合能とトランスフォーム活性との関係についてはのちに考察

する。
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図7:v-mafの欠失変異遺伝子産物の構造

v-maflの欠失変異遺伝子産物の構造を模式的に示し、図8で検定したTRE型MARE

に対するそれぞれの結合能を示した。 PTは本研究で野生型v-Mafとして使用してい

るほほ全長のv-maf建物である。それぞれの変異遺伝子を持つ紐み換えレトロウイ

ルスをCEFに感染させたときの軟寒天培地中でのコロニー形成能と、それぞれの産

vitroで翻訳しグルタルアルデヒドで架橋することによって検定したホモ2量

体形成能も合わせて示した (51)。
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図8:v-mafの欠失変異遺伝子産物のDNA結合能

(A): in vitroで合成した欠失遺伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ膝抽出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(B)欠失変異遺伝子産物のDNA結合能

コムギj応抽出液を用いて合成したそれぞれのタンパク質のTRE型MARE(表2

オリゴヌクレオチ ド1)に対する結合能をゲルシフト法で検定した。それぞれの産

物の構造は図7(一部は図9)に示す。
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図9:v-mafのアミノ酸置換変異遺伝子産物の構造

v-maflのアミノ酸置換変異遺伝子産物の構造を模式的に示し、図10(一部は図8)

で検定したTRE型MAREに対するそれぞれの結合能を示した。ムは、 TRE型MARE

以外のプロープに対する結合能がPTに比べて低下していることが観察されたこと

を示す。 PTは本研究で、野生型v-Mafとして使用しているほぽ全長のv-ma躍物である。

また恥白26・22は5アミノ酸の欠失を持つ。それぞれの変異逃伝子を持つ紐み換えレ

トロウイルスをCEFに感染させたときの軟寒天培地中でのコロニー形成能と、それ

ぞれの産物をmVltroで翻訳しグルタルアルデヒドで架橋することによって検定した

ホモ2量体形成能も合わせて示した (51)0 Q5Hはコロニー形成能が野生型に比べて

約20倍増強されていることが分かっている変異体である (51)。

N.T 未検定
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図10:v-mafのアミノ酸置換変異遺伝子産物のDNA結合能

(A): in vitroで合成したアミノ酸置換遺伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ応抽出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(B)， (C)， (D)， (E):アミノ酸置換変異遺伝子産物のDNA結合能

コムギ怪抽出i液を用いて合成したそれぞれのタンパク質のDNA結合能をゲルシ

フト法で検定した。それぞれの産物の構造は図9に示す。プロープとして用いたオ

リゴヌクレオチド(表2参照)の番号とその配列の一部をそれぞれのパネルの左側

に示し、 TRE型MAREと異なる塩基に*印を付けた。
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4) v-MafとJunまたはFosとの会合

v-Mafはそのロイシンジッパー構造を介してホモ2孟体を形成することが分かつて

おり、 AS42ウイルスまたはv-maf:泣伝子を発現する組み換えウイルスの感染した

CEFの細胞抽出液を免疫沈降した実験ではv-maf遺伝子産物と会合しているタンパ

ク質は検出されないことから、少なくともトランスフオームしたCEFにおいてはv

Mafはホモ2査体として機能していると推測されていた (51，53)。しかし、 v-Mafの

認識するDNA配列がJunβunあるいはJun/Fosの結合DNA配列と相向性を有すること

があきらかになったので、トMafがJunあるいはFosとヘテロ21主体を形成する可能性

があると考え、確かめることにした(図11)。

v-Maf， v-Jun， v-Fosおよびそれらのロイシンジッパー椛造に変異を導入したもの

(L2PlAP， v-JunL3P， v-FosL3P)を35Sメチオニン存在下て、m VJtroで合成した(レーン

1-6)。これをMBP-Maf，~在BP-Jun ， MBP-Fosを吸着したアミロース・レジンとよく

混合したのちに界函活性剤を含む緩衝液でよく洗い、結合したタンパク質をSDS-

PAGEで解析した。

JunおよびJunL3Pはアミロース・レジンに少量吸着したが (レーン9，10)、Maf，

Jun， Fosともにそのロイシンジッパー椛造に依存してMBP-Maf(レーン13-18)， 

h在BP-Jun(レーン19-24) に結合した。またよく知られているように、 Fosタンパク

質は自分自身とは会合しなかった(レーン25-30)。すなわち、Mafル1af， Maf/Jun， 

Maf/Fos， Jun/Jun， Jun/Fosのロイシンジッパー椛造依存的な会合が検出された。
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図11:v-MafとJun，Fosとの複合体形成

それぞれのレーンの上に示したタンパク質をコムギ妊抽出液を用いて35Sメチオ

ニン存在下で合成し、 SDS-PAGEで解析した(レーン 1-6)。またこれらの産物を、

タンパク質を吸着していないアミロース・レジン(レーン7-12)、MBP-Maf(レー

ン13-18)、MBP-Jun(レーン19-24)、MBP-Fos(レーン25・30)をそれぞれ吸着し

たアミロース・レジンと混合し、結合したタンパク質をSDS-PAGEで解析した。分

子主マーカーの位置を左側に示す。
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5) v-MafとJunまたはFosとのヘテロ2主体の形成

次に、これらの複合体が2M体であるか、そしてDNAに結合するかどうかをゲル

シフト法で調べた。はじめに、それぞれのMBP融合タンパク貿を混合した後にMaf

およひ~Junのいずれにもよく結合するプロープ 1 1 に対する結合能を検出することを

試みたが、図6に示すMBP-JunとMBP-Fosの場合のようには、 MafとJun、MafとFos

は各種の条件下で容易にヘテロ複合体を作らなかった。大腸菌で発現させたJunタ

ンパク質が、 2量体どうしの問で容易に交換されないことが報告さ れており(113)、

これに相当する現象であろうと考えられた。

そこで、Maf，Jun， Fosタンパク質をm VJtroで同時に籾訳したものをプロープ11と

混合してゲルシフ トを行うことにした。図12に示すように、ほぽ全長 (PT)およびN

末端を欠いた (ND5)Mafタンパク質の共存下では、それぞれの中間の移動度を示す

タンパク質ーDNA複合体が新たに検出された(レーン4)。これは陥 fタンパク質が

ホモ2M体を形成してDNAに結合することを示している。これと同様に、 MafとJun

の共存下ではそれぞれのホモ2hl体に相当するバンドに加えてMafjJunヘテロ2主体

に相当するバンドが検出された(レーン11)。また、 Fosは単独ではDNA結合能を

持たないが、Mafとの共存下でMaf/Fosヘテロ2i主体に相当する位置にDNAとの複合

体が検出された (レーン17)。 さらに、これらすべてのタンパク質 DNA複合体は

そのいずれかのタンパク質のロイシンジッパー構造に変異が導入されていると検出

きれなかった(レーン5，6，12，13， 18， 19)。以上の結果は、 MafがJunおよびFosと

それぞれのロイシンジッパー構造を介して効率よくヘテロ2量体を形成しDNAに結

合することを示している。
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図12:v-MafとJun，Fosとのヘテロ2註体形成

それぞれのレーンの上に示したタンパク質をm vltroで合成し、 11番のオリゴヌク

レオチド(表2参照)をプロープにしてゲルシフト・アッセイを行った。 PT，NDS， 

L2PlAP， R22Eの構造は図7、図9に示す。 ND5L2PlAPはND5とL2PlAPとのキメラタ

ンパク質である。 JunL3P，FosL3PはそれぞれJun，Fosのロイシンジッパー構造にア

ミノ酸置換を導入した変異タンパク質である。それぞれの2盆体とDNAの複合体に

対応するバンドを矢印で示した。
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6)ヘテロ2:hl体形成による結合DNA配列の特災性の変化

X線結晶解析や変異DNAなどを用いた解析から、 b-Zip構造を持つタンパク質の2

歪体はそれぞれのポリペプチド鎖が回文椛迭状のDNA配列の半分ずつを認識して

いることが分かっている (21，82， 98)0 MafとJunというそれぞれ異なるDNA結合特

異性を持つタンパク質どうしがヘテロ2i主体を形成することがあきらかとなったの

で、 Maf/Junのヘテロ2丑体がいずれのホモ2盆体とも異なるDNA結合特異性を持つ

のではないかと推測し、以下の笑験を行った。一定量のmaf(ND5) mRN Aに対し、

様々なiifのjun mRNAを加えてm VltrOで翻訳し、各種のオリゴヌクレオチドをプロ

ープとしてゲJレシフトを行った(図13)。

Maf， Junの双方のホモ2主体によく結合するプロープ11を用いると、 Junが増加す

るに従ってJunホモ2量体とMaf/Junヘテロ2hl体が増加し、Mafホモ2孟イ本が減少して

行くことが飢察された(レーン 1-5) 。このような状況下では、 Mafによく結合し

Junには結合しないプロープ7へのMafの結合がJunの増加によって阻害されて減少し

た(レーン6-9)。また、 Junによく結合しMafには結合しないプロープ23へのJunの

結合はJunがMafに対して丑的に多くなければ検出できなかった(レーン 10-13)。

一方、非対称的な配列を持つプローブ29への結合はMaf/Junヘテロ2量体の増加に従

って増強された(レーン14-17)。このプロープ29はMafおよび'Junの結合コンセン

サス配列に対してそれぞれ4および2塩基のミスマッチを持つが、予想される

Maf/Junヘテロ2量体の非対称的な結合コンセンサスTGCTGACTCATからはl塩基の

ミスマッチであるため、Maf/Junヘテロ2t1体に特に強く結合するものと考えられる。

以上の結某は2つの事実を示している。すなわち、 1) Maf/Junヘテロ2:lll:体のDNA

結合の特異性はMafおよひ'Junそれぞれのホモ2M体の特異性とはあきらかに異なる。

2) Mafおよひ、Junは標的となるDNA配列によ って互い に協調的あるいは阻害的に似l

く。

同様の実験をMafとFosについて行っても同様の結果が得られた。また、MafiFos

ヘテロ2i主体のDNA結合特異性と Maf/Junのそれとのあいだには違いは見いだせなか

つfこ。
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図13ヘテロ2量体形成によるMafおよびJunのDNA結合特異性の変化

一定量のMaf(ND5) をコードするm肘~Aに対して、 2倍量(レーン2， 6 ， 10， 13)、4

f音量(レーン3，7， 11， 15)、8倍茸(レーン4，8， 12， 16)、16倍泣 (5，9， 13， 17) 

のJunをコードするmRNAを加えてm vltro翻訳反応を行い、それぞれのレーンの上

に示したオリゴヌクレオチド(配列は表2参照)をプロープとしてゲルシフト ・ア

ッセイを行った。それぞれの2量体とDNAの複合体に対応するバン ドを矢印で示し、

またプロープ11に結合するコムギ廃抽出液中のタンパク質に由来するバンドを三角

印で示した。



7) v-Mafの転写活性化能

v-Mafが筏基配列特異的なDNA結合タンパク質であることがあきらかになったの

で、次に、転写活性化能があるかどうかを一過性発現によるルシフエラーゼ アッ

セイで調べることにした。 polypept ide ch創nelongation factor-1 a (EF-lα)プロモータ

ーによる発現プラスミド (76)と、 H巴rp巴ssimpl巴xvirus-l (HSV-l)のチミジンキナー

ゼ(出ymidine kinas e : tk)プロモーター (124)によるレポータープラスミドを用い、

NIH3T3細胞を受容細胞として同時にトランスフェクトしてルシフエラーゼ活性を

測定した。アッセイ系の概要を図14に、結果を図15に示す。

Mafの結合しない17番のオリゴヌクレオチドが3個タンデムに挿入された3x#17/1此

lucでは、 v-Mafによってルシフ エラーゼ活性がほとんど変化しなかったが (レーン

1， 2) 、Mafの結合する7呑のオリゴヌクレオチドが3個タンデムに抑入された

3x#7/tk-Iucで、は、 v-Mafの発現によ って約6倍の活性の上昇が見られた(レーン3，4)。

この活性化はホモ2盆体は形成するがDNAに結合できない変異ili伝子R22Eの産物の

発現によっては観察されなかった(レーン5) 0 v-MafおよびR22E産物が細胞内で

発現されて核に局在することはv-Mafに対する特異抗体 (51)を用いた|間接蛍光抗体

法により確認した。以上のことは、 DNN古合に依存してv-Mafが転写を活性化する

能力を持つことを示している。 7呑のオリゴヌクレオチドの配列はJunの結合のコン

センサス配列と4塩基の遠いがあること、また、 TRE型であることから、 Jun， Fos， 

ATF/CREBなどのMaf以外の内在性の転写因子の影響を受けにくいであろうと推測

されたので、これをMafの結合配列として用いた。
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Luciferase Assay System 

*Reoorter Plasmid 

lucilerase SV40 intron & polyA signal 

ptk-Iuc 

3x binding sites 

女 EffectorPlasmid 

EF-1αprof1]oter & intron G-CSF polyA signal 

pEF/BssHII 

gene 01 interest 

図14:ルシフエラーゼ ・アッセイに用いたレポータープラスミドと発現プラスミ

ドの椛造

レポータープラスミド (ptkーluc)と発現プラスミド (pEF!BssHII)の基本精進と、そ

の転写、スプライシングおよびポリ A付加の犠式の概略を図示する。本研究では

ptk-lucのtk(チミジンキナーゼ)プロモーターの上流に7番または 17番のオリゴヌ

クレ オ チドを 3個直列につないだものを挿入した3x#7/此 lucおよび~3x #1 7/tk- lu cを使

用した。 また、pGEMプラスミドに挿入された各々の遺伝子を悶uIないしBssHIIで

切り出して、 pEF!BssHIIのBssHII部位に挿入したものを発現プラスミドとして使用

した。
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3x#17/tk・luc

-Maf 

2 +Maf 

3x#7/tk・luc

3 

4 +Maf 

5 +R22E 

図15:v-Mafによる転写活性化

Transactivation by v-Maf 

2345678  

0.73す0.34

1.65す0.43

6.35す1.89

0.53す0.12

relative luciferase units 

レポータープラスミド(レーン1，2: 3x# 17/tk/luc，レーン3，4， 5: 3x#7/tk-luc) をl

μg、発現プラスミド(レーン 1，3: pEF/BssHII，レーン2，4・pEFjv-maf，レーン5:

pEF/R22E) を6μg、pEF/s -galを0.5μEの合計7.5μEを60mmシャーレに蒔いた

NIH3T3細胞にトランスフェクトしてルシフエラーゼ活性を測定した。異なるロッ

トのプラスミドDNAを用いて最低2回以上行った結果の平均値を取り、レーン3の

値を1とした相対値と、標準誤差を示す。
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8) v-MafとJunまたはFosとの転写調節における相互作用

さて、 v-MafとJunおよひ下osがヘテロ2丑体を形成して異なるDNA認識特異性を獲

得することにより、 DNA配列によってはその配列への結合に関して互いに協調的

または阻害的に働くことをすでに示した。 v-Mafが転写活性化因子として機能する

ことがあきらかになったので、転写の調節に関してもMafとJunまたはFosが互いに

影響を及ぼし得るかどうかを検討することにした。

Maf爪1afのホモ21主体にのみ結合しJun/Jun，Jun/Fos， Maf/Jun， Maf/Fosのいずれの2

f主体にも結合でき ないオリゴヌクレオチド7番を挿入した3x#7/tk-lucをv-Mafを発現

するプラスミドと同時にNIH3τ3細胞にトランスフェクトするとすでに示したよう

に転写の活性化が見られた(図16: レーン1，2)。これにさらに、 JunまたはFos

を発現させるとその活性化が抑制された(レーン3， 4)。すなわち、 7番のプロー

プに対するv-Mafの結合がJunまたはFosによって阻筈されたのと同様の現象が転写

活性化能においても観察された。そしてこの抑制効果は、ロイシンジッパー構造に

変異を導入したJunL3PまたはFosL3Pでは見られなかった(レーン5，6)。このこと

は、この抑制効果が 1)Maf/Jun， Maf/Fosのヘテロ2量体形成に依存していること、 2)

JunまたはFosの過剰発現によ って基本転写因子が奪い取られてしまういわゆるスク

ウェルチング効果によるのではないことを示している。

また、 MafとJunまたはFosの抑制的な相互作用だけでなく協調的な相互作用をも

検出することを試みたが、調べた限りの細胞株において、 Maf/Jun， Maf/Fosに特異

的に結合するようなDNA配列に依存した内在性の転写活性が高いためこれまでの

ところ成功していない。しかしながら、ここで得られた結果から、 DNA結合に関

してあきらかにしたようなMafとJunまたはFosの相互作用が転写調節のレベルで実

際に起こっていることが充分に示唆される。
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Repression of v-Maf Transactivation by AP-1 

1 -Maf 

2 +Maf 

3 +Maf +Jun 

4 +Maf +Fos 

5 +Maf +JunL3P 

6 +Maf +FosL3P 

234  5 6 7 8 

6.00士1.28

1.82士0.99

1.40+0.09 

6.42す1.62

5.08す0.81

relative luciferase units 

図16:Jun， Fosによるv-Mafの転写活性化の阻害

レポータープラスミド (3x#7/tk-luc)をlμEとpEF/s-galを0.5μgに1)日えて、レーン

lでは発現プラスミドとしてpEF/BssHIIを6μgの合計7.5μgを、 60mmシャーレに蒔

いたNIH3D細胞に トランスフェク 卜してルシフエラーゼ活性を測定した。また、

レーン2から6では発現プラスミ ドとしてpEF/v-mafをlμgと、さらにpEF/BssHII(レ

ーン2)、pEF/v-jun(レーン3)、pEF/vゐ'5 (レーン4)、pEF/v-junL3P(レーン5)、

pEF/v-fo5L3P (レーン6)をそれぞれ5μg加えた合計7.5μEをトランスフェク トし

た。異なるロットのプラスミドDNAを用いて最低2回以上行った結果の平均値を取

り、レーンlの値を lとした相対値と、標準誤差を示す。
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9) matJ)Jj述逃伝子産物のDNA結合能とその特異性

これまでに、 v-mafと相同性のある泣伝子として、西津および藤原によってmafB，

mafK， mafF， mafGの4手車がCEFのcDNAおよびゲノムライブラリーより単離されてい

る (28，90)。また、網膜に特異的に発現している遺伝子としてヒ トcDNAライブラ

リーからSwaroopらによって単離されたNRL遺伝子がv-mafと相同性を有することが

分かっている (118)。これらの泣伝子産物のアミノ酸配列の比較を図17に、また産

物の構造を様式的に示して比較したものを図18に示す。いずれの産物もb-Zip構造

を持ち、転写制御因子であると考えられるが、なかでも Maffiはv-Mafと最も相向性

がおく、 N末端から)11買に酸性アミノ酸に富む領域とアミノ酸のクラスタ-flIJ迭を持

ち、全体の椛造も互いによく似ている。 NRLi立伝子産物はアミノ酸クラスターは持

たないものの全体にわたってv-Maf， MafBと相向性を有する。一方、 MafK，MafF， 

MafGはいずれも v-MafのN末端側3分の2をそっくり欠失した構造をしている。これ

らどうしは互いに相向性が高いが、 v-Maf，MafB， NRLとはDNA結合領域に相当する

領域においてのみ相向性が布く、ロイシンジッパ一部分の相向性はあまり向くない。

これらの関連遺伝子産物がDNAに結合するかどうか、また結合するとすればそ

の特異性はどうかを調べるために、MafB，MafK， MafF， MafGタンパク質をh在BPと

の融合タンパク質として大腸菌内で発現させて精製し、表2に挙げた各程のオリゴ

ヌクレオチドをプロープとしてゲルシフトアァセイを行った。図19に示すように、

いずれのタンパク質も単独でDNA結合能を示した。また、その結合の強弱のパタ

ーンはいずれも v-Mafのそれと同じであり、 v-MafのDNA認識の特異性と同ーか少な

くともきわめてよく似ていると判断された。

また、 DNA結合能がb-Zip構造に依存するかどうかを調べるため、 v-Mafにおける

R22E， K19E， L2PLAPに対応するアミノ酸i置換を導入してm vllroで翻訳し、1RE型

MAREをプロープとしてゲルシフトを行うことにした。作製した変異逃伝子にコー

ドされるタンパク質の構造の模式図を図20から図23の(A)に示す。のちに各稜のヘ

テロ2丑体形成を検討するために作製した欠失変異遺伝子および、 v-MafのN末端側

半分とのキメラ遺伝子の産物の構造も同時に示す。

それぞれの関連遺伝子産物を用いた実験結果を図20から図23の(B)， (C)に示す。

MafB， MafK， MafFに関してはいずれもDNAとの複合体を検出できたが(図20，21， 

22，各(C):レーン2)、MafGはm vut必羽訳系での産物がおそらく不溶化してしまう
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ためにDNAとの複合体を明瞭なバンドとして検出できなかった(図23(C)・レーン2)。

しかし、ロイシンジッパー椛造よりもC末端側を欠失させたり (MafG t.)、 v-Mafの

N末端を融合させることにより ( XMafG)、そのDNA結合能を確認することができ

た(図23 (C) レーン6，10)。いずれの関連泣伝子産物についても、 R22Eまたは

L2PLAP (MafK， MatF， MafGではL2PM4P)のアミ ノ酸置換によ ってDNA結合活性

が失われた(図20，21， 22 (C):レーン3，4， 5， 7， 9， 図23(c)レーン7，8， 9， 11)。

このことは、これらの関連遺伝子産物のDNA結合能がやはりv-Mafにおけるのと同

様にb-Zip椛迭に依存していることを示している。一方、K19Eのアミノ酸置換によ

る影響は各遺伝子産物悶で違いが見ら れた。すなわち、 TRE型MAREに対する結合

は、 v-MafではK19E変異によってほとんど影響を受けなかったのに対し、 MafK，

MafGではかなり|阻害される結果となっており(図21(C) レーン5，図23(C) レーン

9)、MafB，MatFでは完全に阻害されていた(図20，22(C):レーン5)。これらの結

来は、図19に示したようなMBP融合タンパク質を用いた検定では検出できなかっ

たDNM吉合特異性の違いが各|刻述:ul伝子問に存在する可能性を示している。
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図17:maf関連遺伝子産物のアミ ノ酸配列の比較

それぞれのmaf関連遺伝子の塩基配列から予想されるアミノ酸配列をお互いに比

較した。 v-Mafと一致するアミノ酸を枠で固い、またロイシンジッパー構造のロイ

シン残基の繰り返しを網掛けして示す。塩基配列のデータは、 v-maf(89)、m且fKお

よび‘mafF(28)、mafBおよび、mafG(90)、NRL(118)によ った。
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H G G G domain zipper 
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図18:maf関連遺伝子産物の構造の比較

それぞれのmaif~連遺伝子産物の構造を模式的に示して相互に比較した。 酸性ア

ミノ酸に富む領域、 b-Zip構造 (basic r巴glonとl巴ucinezipp巴r) を強調し、またヒスチ

ジン残基、グリシン残基のクラスター構造をそれぞれH，Gで示す。それぞれの産物

を構成するアミノ酸残基数の合計も示した。
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図19:maf関連遺伝子産物のDNA結合の特異性

大腸菌で発現させて精製したそれぞれの融合タンパク質について、表2に示した

各手重のオリゴヌクレオチドをプロープとしてゲルシフト・アッセイを行った。
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図20:MafBのDNA結合能
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本研究で用いた変異mafB遺伝子産物の構造を模式的に示した。 三角印はアミノ

酸置換の導入された部位を示す。これらの産物のTRE型MAREに対する結合能を検

定した(C)の結果をまとめて右に示した。
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(B): in vitroで合成した変異mafB逃伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ座抽出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(C):変異mafB変異遺伝子産物のDNA車吉合能

コムギ脹抽出液を用いて合成したそれぞれのタンパク質のτRE型MARE(表2

オリゴヌクレオチド1)に対する結合能をグルシフト法で検定した。
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図21・MafKのDNA結合能

(A):変異mafK遺伝子産物の構造

本研究で用いた変異mafK逃伝子産物の構造を模式的に示した。三角印はアミノ

酸置換の導入された部位を示す。これらの産物のTRE型MA阻 に対する結合能を検

定した(C)の結果をまとめて右に示した。
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(B): in vitroで合成した変異mafK遺伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ脹抗11出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(C)変異mafK変異遺伝子産物のDNA結合能

コムギ底抗11出液を用いて合成したそれぞれのタンパク質の1RE型MARE(表2

オリゴヌクレオチド1)に対する結合能をゲルシフト法で検定した。
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図22:MafFのDNA結合能

(A)・変異maIF:遺伝子産物の構造

本研究で用いた変異maIF:逃伝子産物の構造を模式的に示した。三角印はアミノ

酸置換の導入された部位を示す。これらの産物のTRE型MAREに対する結合能を検

定した(C)の結果をまとめて右に示した。
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(B): in vitroで合成した変異mafF:逃伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ脹抽出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(C):変異mafF変異遺伝子産物のDNA結合能

コムギ脹抽出液を用いて合成したそれぞれのタンパク質の百E型MARE(表2

オリゴヌクレオチド1)に対する結合能をゲルシフト法で検定した。
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図23:MafGのDNA結合能

(A):変異mafG遺伝子産物の構造
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本研究で用いた変異mafG逃伝子産物の tl~造を模式的に示した。三角印はアミノ

酸置換の導入された音flf立を示す。これらの産物のTRE型MAREに対する結合能を検

定した(C)の結果をまとめて右に示した。
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(B): in vitroで合成した変異mafG遺伝子産物

それぞれの変異遺伝子産物をコムギ脹抽出液を用いて35Sメチオニン存在下で合

成し、その4μlをSDS-PAGEで解析した。左側に分子量マーカーの位置を示す。

(C):変異mafG変異遺伝子産物のDN崎吉合能

コムギ座抽出液を用いて合成したそれぞれのタンパク質のTRE型MARE (表2

オリゴヌクレオチド1)に対する結合能をグJレシフ ト法で検定した。 MafGはおそら

くDNA結合の反応、溶液中で不溶化するために、 DNAとの複合体を明瞭なバンドと

してf食出できなかった(レーン2)。
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10) maf関連遺伝子産物問のホモ/ヘテロ21立体形成能

次に、各遺伝子産物がホモ2il上体としてDNAに結合しているかどうかをあきらか

にすることを試みた。すなわち、分子註の異なる2程のタンパク貨を同時に加 VJtro 

で翻訳してゲルシフ トアッセイを行った。結果を図24、図25に示す。MafB，MafK， 

MafF， MafGともに、それぞれ分子企の異なる産物を同時に翻訳してゲルシフトを

行った場合に、それぞれとDNAの複合体の中間の移動度を示すバンドが新たに検

出され(図24，25: レーン4)、いずれもホモ2益体でDNAに結合することが確認さ

れた。またこれらの中間的な移動度を示すバンドは、いずれかの産物のロイシンジ

ッパー椛造にアミノ酸置換が導入されている場合には検出されず(レーン5，6)、

2iit体形成はロイシンジッパー構造に依存することが確認された。

そこで次に、各関連遺伝子産物問でヘテロ2註体が形成されるかどうかを同様の

検定法で調べた。まずv-MafまたはMafBとのヘテロ21主体形成の有無について調べ

たところ、 v-MafとMafBとを同時に翻訳したときにのみヘテロ2企体に由来するバ

ンドが検出され(図26(A):レーン 10，11，(B)ーレーン11，12)、v-MafまたはMafBと、

MafK， MafF， MafGとの問のヘテロ2盈体は検出されなかった((A) レーン7，8， 9， (B)・

レーン8，9， 10)。これらのタンパク質はいずれもホモ2量体でTRE型MAREによく

結合するので、ヘテロ2量体が形成されていながらDNAとの複合体を形成しないと

は考えにくく、このアッセイでヘテロ2量体に由来するバンドを検出できなければ2

丑体を形成しないと結論した。 v-MafとMafBのヘテロ2量体形成がそれぞれのロイ

シンジッパー構造に依存することは、ヘテロ2量体に由来するバンドがいずれかの

ロイシンジッパー構造にアミノ酸置換が導入されていると検出されなかったことか

ら機認された(図27)。一方、MafK，MafF， MafGの間ではヘテロ2益体が形成され

ること(図28: 各パネル、レーン4)、ヘテロ2I立体形成がロイシンジッパー構造に

依存すること(レーン5，6)が、同様の検定法により確認された。
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図24:MafBのホモ2量体形成

コムギl匹抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をIn VJtroで合成し、

TRE型MAREを含むオリゴヌクレオチド1(表2) をプロープとしてゲルシフトを行

った。それぞれの産物と DNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。それ

ぞれの産物の構造は図20(A)参照。
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図25:MafK， MafF， MafGのホモ2丑体形成

(A): MafKのホモ2量体形成

(B): MafFのホモ2量体形成

(C): MafGのホモ2量体形成

VJtroで合成し、コムギ脹抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物を川

TRE型MA阻を含むオリゴヌクレオチド1(表2)をプロープとしてゲルシフトを行

った。 それぞれの産物とDNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。それ

ぞれの産物の構造は、MafK:図21(A)，MafF:図22(A)，MafG:図23(A)にそれぞれ示す。
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図26:v-Maf， MafBと各maf関連逃伝子産物とのヘテロ2量体形成能

(A)・v-Mafと各maJf迅速遺伝子産物とのヘテロ2益体形成能

(B): MafBと各maf関連遺伝子産物とのヘテロ2量体形成能

vltroで合成し、コムギ目玉抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をm

1RE型MAREを含むオリゴヌ クレオチド1(表2)をプロー プとしてゲルシフトを行

った。 v-Mafのホモ2量体に由来するバンド(A)およびMafBのホモ2丑体し由来する

バン ド(B)を矢印で示す。また2種類の関連遺伝子産物を同時に合成してゲルシフト

を行った時に新たに検出されるバンドを*印で示す。
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図27:v-MafとMafBのヘテロ2ilt体形成

Vltroで合成し、コムギ目玉抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をm

1RE型MAREを含むオリゴヌクレオチド1(表2)をプロープとしてゲルシフ トを行

った。それぞれの産物とDNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。
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図28:MafK， MafF， MafGの問のヘテロ2主体形成

(A): MafKとMafFのヘテロ2ill:体形成

(B): MafFとMafGのヘテロ2丑体形成

(C):MafGとMafKのヘテロ2量体形成

vltroで合成し、コムギj怪抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をm

τRE型MAREを含むオリゴヌクレオチド1(表2)をプロープとしてグルシフトを行

った。それぞれの産物とDNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。
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11) maf[児述逃伝子産物とJunまたはFosとのヘテロ2量体形成能

さらに、 m直f関連遺伝子産物とJunまたはFosとのヘテロ2111ー体が形成されるかどう

かを同様の方法で検定した。ここでは、 v-MafとJun，FosとのIJljのヘテロ2立体形成

の検出に用いたのと同じ11番のオリゴヌクレオチドをプローブとした。図29に示す

ようにv-MafのみがJunと効率よくヘテロ2丑体を形成し、イ也の関述泣伝子産物とJun

とのi切の2丑体に由来するバンドは検出できなかった(レーン7・11) 0 MafBとv-

Mafとはロイシンジッパ一部分に関しでもアミノ酸配列の相向性が高〈 、また互い

にヘテロ2ii1体を形成するにも関わらず、 Junとのヘテロ2i正一体形成能において追い

が見られたことは意外であった。 一方、 Fosとのヘテロ2量体は関連逃伝子産物のい

ずれとの問にも形成されることが分かった(レーン 13-17)。さらに、これらの2M

体形成がそれぞれのロイシンジッパー構造に依存することも同様の検定法によって

確かめた。すなわち、それぞれのmaf関連遺伝子産物とFosを同時に合成してゲルシ

フトを行った時にのみ検出されるヘテロ2註体に由来するバンド(図31，32各レー

ン4)は、どちらかのロイシンジッパー構造にアミノ酸置換が導入されている場合

には検出されなかった(各レーン5，6)
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図29:mat1一点逮遺伝子産物とJunまたはFosとのヘテロ2量体形成能

コムギj匹抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をinvitroで合成し、ォ

リゴヌクレオチ ドll(表2)をプロープとしてゲルシフ トを行った。 Junのホモ2量

体に由来するバンドを矢印で示した。また、 JunまたはFosを同時に合成した時にの
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み出現するバンドを*印で示した。
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図30:MafBとFosとのヘテロ2量体形成

コムギ妊抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をinvitroで合成し、オ

リゴヌクレオチド11 (表2) をプロープとしてグルシフトを行った。それぞれの産

物とDNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。
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図31:MafK， MafF， MafGとFosとのヘテロ2盆体形成

(A):MafKとFosとのヘテロ2量体形成

(B): MafFとFosとのヘテロ2盆体形成

(C): MafGとFosとのヘテロ2益体形成

コムギj応抽出液を用いてそれぞれのレーンの上に示す産物をinvilroで合成し、オ

リゴヌクレオチド11 (表2)をプロープとしてゲルシフトを行った。それぞれの産

物とDNAとの複合体に由来するバンドを矢印で示した。
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12) Mafによって転写調節を受ける候補遺伝子の検索

Mafの認識するDNA配列は比較的長いため、 Mafによって転写の調節を受ける遺

伝子の候補をDNAデータベースの中から検索することが可能ではないかと考えて

これを試みた。脊椎動物およびウイルスのDNAデータベースをTR国1およびCRE型

MAREに対して3塩基までのミスマッチを許して検索したところ20000以上の配列が

得られたが、これらの中から、ゲノム DNAの転写調節領域に相当すると思われる

位置に存在するもので、なおかつ、進化的に保存されているもの、関連i1'i:伝子問で

保存されているもの、ま たは、転写調節に関与していることのあきらかにされてい

る位置に存在するものを選び出して表3に示した。それぞれの候補泣伝子における

Mafの関与の可能性についてはのちに考察を加える。
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[TRE・typeMARE] 

Hepatitis B virus X gene enhancer f. 

Feline leukemia virus L TR 

Mouse mammary tumor virus L TR f 

Rous sarcoma virus L TR ~ 

Human 92kDa type IV col1agenase 5' 日

Human opsin 5' 9 

Mouse y2-crystal1in 5' 9~ 

Rat glutathione S-transferase-Pi 5' S~ 

Mouse gluta出ioneS~lransferase Ya 5'日

I-Iuman NAD(P)H・quinoneoxidoreductase 5' 

Mouse s-globin enhancer ~ t 

Human po中hobilinogendeaminase ~ 

Hamster histone H3.2 5' S~ 

I-Iuman pim・15' S 

Human c-crbB upstream enhancer ~ 

Human c-erbB downstream enhancer 

Human insulin 5・5

Human IL-6 5' 9 

Human p53 5' S 

Human plasminogen 5' t 

Human cathepsin G 5' t 

Human metal1othionein-IG 5'↑ 

[CRE-type MARE] 

Human corticotropin-releasing factor 
precursor 5' S 

表3:Mafの標的遺伝子の候補

sequence rcfcrence 

1988 

17G9 2TZ2CE工♀且正♀A (30) 

79A0 E♀_'ffilIAAιAG♀A (19) 

Z阜T~ι昌己GII (79) 
9017 
8C2 EAZ2AEZTA♀♀h. (108) 

CCCTGAGTCAGCA (45) 
134 
エ且♀工且h.TI♀A♀早C (84) 
-47 
工阜♀CAII♀AQ.♀♀A (64) 
-64 
工♀TIG且C..I.CAGQ. (58) 
731 

-4工6阜4G工己主ιAAlI阜♀A (26) 

AG_TTGACTCAGCA (49) 
9774 
TGCTGAGTCdTGC (78) 
ー9764
TGCTGAGTCATGC 
-167 
CAGJ:..G.dJ:.中Q.GQ. (74) 
-251 
ヱ阜GCGlI阜工♀A♀♀C (6) 
会1∞3
G♀ζ工阜A阜GQ.阜♀A (72) 
ー1336

13Z0 T♀λ♀AGAQ.♀♀A (67) 

ヱ旦♀工♀A阜C♀TG♀A (67) 
137 
工阜早A旦CιェιAG♀C (7) 
283 
TGCTGAGTCACTh. (97) 
ー293
IC♀_'ffilI早:rr.T己ιA (10) 
21 
工阜♀工GlI♀C♀A阜TG (46) 
219 
CAIT阜A♀工TAG♀A (40) 
94 
エ￡♀G~AGCG (24) 

1215 
CGT_'ffilI♀旦工♀h.CQ. (112) 

Mafによって認識される可能性のある配列の位置を示す番号は、それぞれを引用

した文献の中で使用されているものである。 MAREと一致する塩基には下線をヲ|い

fこ。

1転写制御に関わっていることが知られている領域に存在するもの

5生物種を超えて保存されているもの

T関連遺伝子の聞で保存されているもの
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<考察>

1) v-MafとAP-1の相互作用

本研究においては、苅逃;伝子産物v-Mafの機能を分子レベルで解明する目的でそ

の認識するDNA配列を決定したが、得られた結合コンセンサス配列はTREないし

CREと相向性を有していた。そこで、 TRE. CREに結合することの知られているv-

Junの結合DNA配列をあらためて決定することにより、v-MafのDNA認識の特異性

と、 v-JunまたはJun/Fosのそれとがあきらかに異なるけれども一部重複することを

あきらかにした。以前に、 v-Mafが既知のTRE，CREを含むDNA断片に結合しないこ

とをゲJレシフト法で硲認しており (52)、この観察がv-Mafの認識DNA配列の決定へ

と研究を進める結果になったわけであるが、このときに用いたプロープはラットの

aP2遺伝子のTRE(95)と、ヒトのソマ トスタチン遺伝子のCRE(77)であり、それぞ

れTRE型MARE、CRE型MAREと比較して5および4塩基の迷いがあり、 v-Mafによる

結合が見られなかったことの理由はいまやあきらかである。また、一般にJunおよ

びJun/FosはCREよりもTREに対してより強い親和性を持っと考えられているが (83)、

これは中央の?ないし8塩基対の外側の配列には注目せずに親和性の大小を検討して

いるために生じた結果であろうと思われる。本研究ではこれと逆に、 Junおよび

Jun/FosがTREよりも CREに対してより強い親和性を持つという結果を得たが、これ

は、外側の配列にも注目して結合の強弱を比較したRys巴ckらの観察 (103) と一致す

るものである。いずれにせよ、このようにそれぞれのタンパク質の結合配列の特異

性をあきらかにしたことは、ある迂1:伝子の転写制御のシス配列に対してこれらのタ

ンパク質が結合するかどうかを予測するうえで有用である。

また、 v-MafがJunおよび、Fosとロイシンジッパー構造を介してヘテロ2:L1体を形成

すること、 2:.[主体形成により新たな結合DNA配列の特異性を獲得することをあきら

かにした。図32に示すように、 Maf，Jun， Fosの3種類のタンパク質によってDNA認

識の特異性の異なる5種の2主体が形成されるわけである。 Maf/JunおよびMaf/Fosヘ

テロ21立体は、結晶構造解析を含めたb-Zipタンパク質のDNA結合モデル (21，82，98)

から予想されたよ うに、それぞれの認識するDNA配列の半分ずつからなる非対称

的なDNA配列(図33)により強く結合することも示した。さらに、ヘテロ2量体の

形成によってあるDNA配列に対する結合が増強されたり抑制されたりすることを
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可

あきらかにした。すなわち、片方のホモ2M体にのみよく結合できるようなDNA配

列に対してはもう片方のタンパク質の的加によってその結合が阻答され、工手らヘテ

ロ2註体によって認識されるようなDNA配列に対しては両者が協調的に結合した。

これまで調べた限り、培養細胞における c-maf<のmRNAの発現は増殖刺激で変化し

ない (89)。一方、 junDを例外として (41，99) AP-I関連遺伝子の発現は増殖刺激によ

り一過的にすばやく誘導されることがま口られている (15，35， 58， 87， 100， 101， 102)。

これらの知見は、 Mafの生理的役割を考える上で興味深い。つまり 、Mafによ り転

写を促進される遺伝子の発現がAP-Iタンパク質の増加によって抑制される可能性

のあることが容易に想像されるし、また、 Mafの発現が高い細胞においてはAP-Iの

転写活性化能がMafにより協調的あるいは抑ililJ的に調節される可能性も考えれらる。

実際に、 v-Mafがその結合DNA配列に依存した転写活性化能を有することをあき

らかにし、その上で、 MafとJunおよびFosとの問に転写制御のレベルでの相互作用

があることを示した。すなわち、 v-Mafによってのみ活性化されるDNA配列を介し

た転写がJunないしFosを加えることで阻害された。これは上に述べたMafとAP-lの

機能的相互作用の一部分を裏付ける結呆であって、タンパク質ータンパク質の相互

作用と、タンパク質-DNAの相互作用の双方によってある遺伝子の転写企が精妙に

調節されている可能性を示すものである。

本研究では、 v-MafとJunおよび下osの相互作用に注目してきたが、 TREないし

CREに結合する他のタンパク質との相互作用についても今後あきらかにして行かな

ければならない。既にJunやFosがATF/CREB関連遺伝子産物のあるものとヘテロ2

i主体を形成することがあきらかにされており (8，37， 44， 48， 66)、v-Mafがこれらの

他のかZipタンパク質とヘテロ2hlイ本を形成するかどうかは興味深い問題である。ま

た、ヘテロ2量体を形成しなくても少なくとも DNA結合に関して互いに措抗する可

能性があるので、今後あきらかにして行かねばならない課題である。
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Maf-Maf Maf・Jun Jun-Jun 

~-ーー-0 ーーー』 .....-ーー0-一-iI・b 骨-ー0一一+

~ Ma山 s/ ~ Fos-Jun / 

..，.-ーー0-一一ー 4トーベ〉一一ー

図32:Maf， Jun， Fosからなる2主体とDNAとの相互作用

Maf， Jun， Fosによって構成される2i主体と、それらの結合するDNA配列を模式的

に示した。 Mafは点線の矢印で示した比較的長いDNA配列を、 Jun， Fosは実線の矢

印で示した比較的短いDNA配列を最もよく認識する。 Maf/Jun，Maf/Fosの2丑体はそ

れぞれ半分ずつから成る非対称的なDNA配列に最も強〈結合する。Jun，Fosが増殖

刺激で増加するとこれらの2量体の比率が変化し、それぞれのDNA配列を介した転

写に正または負の影響を及ぼす。
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司建

DNA-binding Specificities of Oncogenic b-Zip Proteins 

TGC庁GACTCAGCA
Maf/Maf モーー孟===一-7
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TGC庁GACGTCArr
~ーーー=竺タ
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~un ， Ju~Fos <三三三五三三三さる
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美==テ

図33:Maf， Jun， Fosからなる2量体のDNA認識の特異性

図32に示したそれぞれの2盆体の最もよく認識するDNA配列をそれぞれ矢印とと

もに示した。また中心のTRE，CRE配列を網掛けした。



2) v-Maf の.f;.'í:自主 ~M;;Z

これまでに、欠失あるいはアミノ酸泣換を導入した変異逃伝子をj日いた!r!析によ

り、 v-Mafのトランスフォーム活性にはC末端のおよそ100アミノ酸が少なくとも必

~であることをあきらかにしてきた 。 この領域には b-Zip構造が含まれており、ホ

モ2主体形成能はトランスフォーム活性にとって必須であることも分かっていた

(51 )。 本研究ではさらにDNA結合に必要な領域の同定を行った。 b-Zipfl~造を持つ他

のタンパク質における (20，32， 85， 94， 119)のと同じように、 2盆体形成能はDNA結

合の前提条件であった。そして、図34に詳しく示すように、欠失変異遺伝子産物を

汗jいた解析により、 DNA結合にはロイシンヅツノ~-構造に加えてそれより N末端側

の49アミノ酸にわたる領域が最低限必須であることをあきらかにした。同定された

DNA結合領域は他のb-Zipタンパク11のそれに比べると比較的長いものであった。

このことは、 v-Mafの認識するDNA配列が比較的長いことと対応するように忠われ

る。 M母の b-Zip タン パク質であり τRE と 同じ7塩基対からなるDNAl'iè~U に結合する

GCN4タンパク質のDNA結合領域はおよそ30アミノ酸であり、その立体椛造もあき

らかにされている (21，43)。それによれば、 DNA結合領域はl本の r ヘリックス構

造をとってDNAのmaJorgrooveに入り込み、認識配列の半分のおよそ4塩基対を認識

するとされている。しかしMafにおけるように13ないし14塩基対からなる配列を認

識するためにはl本の十ヘリックスだけでは不充分であり、MafはGCN4とは異な

った様式でDNAに結合していると考えられる。

いずれにしても、欠失変異巡伝子産物においては、そのDNA結合能はトランス

フォーム活性にとって必須であるという相関関係が認められた。ところが、アミノ

酸置換を導入した変異遺伝子産物については、 TRE型MAREをプロープとして用い

た場合、この相関関係は必ずしも成り立たなかった。すなわち、野生型と同程度の

DNA結合活性を持っているにも関わらずトランスフォーム能を持たない例が存在

した(K19E，A14D， A14V， R10D)。しかしこれらの変異産物もMAREに塩基置換のあ

るDNAに対してはその結合能が野生型に比べて低下していることが分かった。 v

Mafは他のかZipタンパク質と比べてより 長いDNA配列に対してより厳密ではなく結

合するという知見からすれば、この結果はけして驚くべきこと ではないように恩わ

れる。すなわち、 lないし2塩基の置換が野生型v-Mafによる結合にほとんど影響を

与えないように、 v-Mafの側のアミノ酸置換もDNA結合領域全体の構造に影響を与
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えない|浪りにおいては 、 MARE に対する結合には)~~~;~:を与えないのであろうと推測

される。よって、欠失変兵ili伝子産物の解析から符られた結おにfえってトランスフ

ォーム活性とDNA結合能のI1Uに相関関係があるとするならば、v-Mafによるトラン

スフォーメーションにおいては、これらのili換変異泣伝子産物が結合することので

きるようなDNA配列を介した転写制御は:必ずしも霊安ではなく、むしろ町生型は

がi合できるが変異産物は結合できないようなDNA配列を介した転写制御が主要で

あると考える ことができる。

どのようなDNA配列を介した転写制御がトランスフォーメーションにとって重

要かという問題は、Maf， Jun， Fosのいずれもがレトロウイルスから見いだされた癌

逃伝子であり、しかもそれぞれによって引き起こされる服務の磁類が異なること

(23， 53， 69， 88)を考え合わせると興味深い。言い換えれば、図32に示した5f主類の2

i主体のうちのどれがトランスフォーメーションにおいて重要な倒きをしているのか

という間足立である。このことは例えば、 I)MafとJunがそれぞれ災なるDNA配列を介

して トランスフォーメーションを引き起こすのか、それとも、 2)トランスフォーメ

ーションを引き起こす共通した標的遺伝子が存在するのかといった問題を含んでい

る。Junのロイシンジッパ-tlIJ造をGCN4のそれと置き換えてホモ2ii]吟体しか形成し

えなくしたキメラ遺伝子もトランスフォーム活性を持つという報告があるが、1)，2) 

のいずれが正しいかを判断する狼拠とはならない(12，93)。しかしながら、Mafと

GCN4のキメラ遺伝子がトランスフォーム活性を持っかどうかを調べることや、

MafとJun.MafとFosがトランスフォーメーションにおいて協調的に働くかどうかを

調べることは、真に重要な標的Jll伝子がなんであるかを検索をするうえでの手がか

りを与えるであろう。

こうした標的遺伝子を検索する上で、 MafのDNA結合領域のアミノ酸置換変異遺

伝子産物は有効な道具になり得ると考えられる。すなわち、 トランスフォーム活性

と結合可能な DNA配列との問の相関関係から、より重要なDNA l'iC.~Ü を予測するこ

とができょう。 7番のオリゴヌクレオチドに対するAI4D，A14Vの結合が野生型に比

べて増強していることから、さらに一歩進んで、これらのアミノ酸置換により

DNA結合の特異性が変化していると考えることが可能である。実際、他のb-Zipタ

ンパク質でそのような現象が観察されている (55，117)。そうした観点からすれば、

特にQ5Hはそのトランスフォーム活性が野生型よりも増強されておりそのDNA結合

の特異性には興味が持たれたが、残念ながら今までのところ野生型のDNA結合特
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... 

異性と 異なる点は見いだされていない。

また、 v-Mafによるトランスフォーメーションの機構をさらに詳しく 理解するた

めには、転写活性化能との!日]の相関関係をあきらかにして行く必要がある。欠失変

異i立伝子産物ND5CD2はトランスフォーメーションに不可欠な領域のみから成って

おりトランスフォーム能がないことが分かっているが (51)、 DNA結合能があり核内

に局在するにも関わらず転写活性化能を欠いていることがあきらかとななりつつあ

る。 また、 トランスフォーメーションにはこの領域に加えてv-MafのN末端側約3分

の2の、酸性アミノ酸に富む領域または、ヒスチジン残基およびグリシン残基のク

ラスター構造のいずれかがさらに必要であるが (51)、これらの領域が転写活性化能

をtE!っていること治宝あきらかになりつつある。
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図34:v-MafのDNA結合領域の解析
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v-Mafの3つ自のグリシン残基のクラスター椛造とロイシンヅツノTー構造の閥のア

ミノ酸配列を示し、各関連遺伝子問で保存されているアミノ殻残基を網紛けした。

図7，9に示したv-Mafの変異遺伝子産物のうちのいくつかについて、欠失変異遺伝子

産物の構造を上に、アミノ酸置換変異産物の構造を下に示した。また、それぞれの

TRE型MAREに対する結合能を示した。ムは、 TRE型MARE以外のDNAに対する結

合能の低下が観察されたことを示す。



3) mat!刃述遺伝子産物の機能

構造上互いによく似た泣伝子産物が似たような機能を持つことや、会く逆の機能

を持つことがあきらかとなって、それらの産物の果たす役割に対するJ:lliWf.がより深

まるといった例は枚挙にH医がない。そのような例に倣って、 v-maflの関連泣伝子

mafB， mafK， mafF， mafGの産物の性質をあきらかにすることを試みた。まず、これ

らがいずれもホモ21主体でかZipfl~迭に依存してDNAに結合することをあきらかにし

た。そのDNA結合の特異性は、大腸菌で発現させた融合タンパク質を用いて各種

のプロープに対する結合を検討した限りにおいては、いずれのタンパク質について

もv-Mafとの問に遠いを見いだせなかった。しかし、 v-MafのK19Eに相当するアミ

ノ酸世換を導入した場合にTRE型MAREに対する結合に与える影響の度合いが違う

ことから考えると、認識の特異性は必ずしも同じではないかも知れない。この問題

はv-Maf， v-Junで行ったのと同じ方法でそれぞれの認識配列をあらためて決定する

ことで解決されよう。いずれにせよ、 v-MafにおいてあきらかにしたDNA結合領域

が閃述逃伝子産物問で互いに高い相向性を有することからも、これらが互いに極め

てよく似たDNA結合特異性を持つことが強〈示唆される。

また、関連遺伝子産物どうしまたはJun，Fosとの2盆体形成能も検討した。その結

果を図35にまとめる。アミノ酸レベルでの相向性や全体の構造上の特徴、エクソン

イントロン構造から、 mafK.mafF. mafGはmafi立伝子ファミリー内でサプファミリ

ーを形成していると考えられたが (28，90)、実際これらの2Q体形成能には速いは

認められなかった。すなわち、サブファミリーどうしの2立体は形成するが、v-Maf，

MafBとは形成しない。また、 Junと2丑体を形成せず、 Fosとは形成する。一方、

MafBはそのロイシンジッパー椛造がv-Mafのそれと相向性が高いことからv-Mafと

同じ2益体形成能を持っと想像された。確かにMafBはv-Mafとは2量体を形成し、

MafKサプファミリーとは形成しなかった。しかし意外なことにFosとの2主体は形

成したがJunとは2萱体を形成できなかった。

この点はMafBの機能を考える上でたいへん興味深い。先に述べたようにMafは

Junおよひ十Fosと機能的に相互作用して転写の調節を行っているが、MafBはJunと直

接に相互作用しない点でMafとは異なる。MafBにはv-Mafと同じように結合DNA配

列に依存した転写活性化能を現在あきらかにしており、この2主体形成能の遠いは

MafBの生理的機能にとって重要であるかも知れない。例えば、c-Mafの発現が高く
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MafBの発現が少ない細胞とその逆の細胞とでは、静止期の転写制御様式は同じで

も、増殖刺激を受けてAP-1タンパク質の発現が誘導された時の細胞の応答が異な

ることが予想される o m丘f関連泣伝子の発現は組織特異的である (28，52， 90， 118) 

ので、このような機能の分担が実際に存在することは容易に想像され、今後あきら

かにしてゆかねばならない興味深い問題のひとつである。

また、 MafK，MafF， MafGはその椛進上から、転写活性化能を欠くと想像される

が、そうであるとすれば、これらはc-Mafおよび

する転写抑制因子であると考えることができる。さらに、これらがFosとヘテロ2盆

体を形成した場合に転写活性化因子として機能するのかどうかなど、これからあき

らかにしてゆかねばならない問題は多い。 加えて、これら陥f関連泣伝子産物群と、

AP-1以外のCREB/Al下関連iti伝子産物群などの他のb-Zipタンパク11との2註体形成

やDNA上での相互作用もあきらかにせねばならない課題である。
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Dimer Forming Specificities of Maf Family Proteins 

v・Maf MafB MafK MafF MafG Jun Fos 

v・Maf 。。× × × 。。
MafB 。× × × × 。
MafK 。。。× 。
MafF 。。× 。
MafG 。× 。
Jun 。。
Fos × 

図35:maf関連遺伝子産物の2量体形成の特異性

v-Maf， MafB， MafK， MafF， MafG， Jun， Fosの!習の2i立体形成能をまとめて示した。



4) Mafの標的遺伝子の検索

本研究であきらかにしたMafの認識DNA配列をもとに、 Mafおよびその閃述遺伝

子産物によって転写制御を受ける可能性のある泣伝子をデータベースから検索した。

実際にMafによって制御されているかどうかは今後調べてゆかねばならないが、そ

の可能性について論じる。

得られた候補遺伝子のうち、あるものはAP-1によっても制御を受ける可能性が

ある。例えば、 92-kDa IV型コラーゲナーゼのプロモーターに見いだされる1REと

して同定されている配列 (45，107)にはAP-1だけでなく Mafも結合可能なようである。

細胞の増殖と関連のある遺伝子としては、細胞癌遺伝子であるpim-l(72， 109)， c-

erbB (67)の転写制御領域に結合配列が見いだされた。また、インシユ リン泣伝子

のωp部位のすぐ上流 (7)や、インターロイキン6(97)， p53泣伝子 (10)のプロモータ

ーに程を通じて保存されているMaf結合配列が見いだせた。また、ヒス トンH3.2逃

伝子の細胞周期依存的なエンハンサー配列に結合する因子のDNA結合の特異性は、

Mafのそれとよく似ている (81，110)。

mafとその関連逃伝子の発現は先にも述べたように組織特異的であり、特にNRL

遺伝子は網膜に特異的に発現している遺伝子として単離されたことから、オプシン

(84)やi'2-クリスタリン遺伝子 (64，65)はその標的遺伝子である可能性が高い。ま

た、 B型肝炎ウイルスX遺伝子の肝特異的エンハンサーの中にもMaf結合配列が見い

出された (22，30，111)。

組織特異的発現という点で特筆すべきなのは、赤芽球系細胞特異的に発現の見ら

れるi立伝子、例えば、αーおよびs-グロピン遺伝子やへム合成系の泣伝子の転写制

御領域に共通してMaf結合配列が見いだされたことである。これらの配列には赤芽

球系細胞に特異的な転写活性化因子NF-E2が結合することが知られていた (14，74， 

75， 78)。最近、この因子は45キロダル トンと 18キロダルトンのタンパク質から成り、

そのp45サプユニッ トはb-Zip構造を持つことがあきらかにされた (3，86)。その後、

東北大学-山本らとの共同研究により、MafK，MafF， MafGのいずれかあるいはす

べてがNF-E2のp18サプユニッ トであることがあきらかになってきている (47)。す

なわち、 NF-E2結合配列 (TGCfGACTCAT)はその半分がMAREに完全に一致するが、

MafK， MafF， MafGがp45とヘテロ2量体を形成してこ の配列により強く結合し、転

写を活性化することがわかった。 このことは、Mafの認識DNA配列の決定とその関



述i立伝子の機能解析からi束縛して生理的に重要な分化因子の同定に到達し作たと言

う点で大きな意義があると考える。 NF-E2結合部位にはAP-1も結合可能であること、

赤~，球系細胞の分化が1PAで阻害されることが知られているが (1 14) 、 MafKサ ブフ

ァミリーがFosとヘテロ2益体を形成することと考え合わせて、分化の阻害の分子機

構を解明することは今後の重要なおil題のひとつである。

NF-E2のp45サブユニットは赤芽球系細胞に主に発現しているが (3)、mafK，mafF， 

mafGの発現は赤芽球系細胞に限られていない (28，90)。その点からみて、肝臓に特

異的な解毒作用に関与するー述の逃伝子の制御領域に共通してMafの結合配列が見

いだされたことは注目に値する (26，49， 58)。これらはxenobioticsによるこれらの遺

伝子の誘導に必要な配列であり (26，63， 104)、NF-E2結合配列と極めてよく似てい

る。従って、 NF-E2に相当するような肝臓に特異的なサプユニットが存在し、これ

とMafK，MafF， MafGのいずれかあるいはすべてとヘテロ21主体を形成してこれらの

配列に結合するのではないかと怨像することができる。ごく最近、 NF-E2のp45サ

ブユニットに相同性のあるlfl:伝子Nrf1がクローニングされ (13)、この逃伝子がファ

ミリーを形成していることが示唆されつつあり、肝臓特異的に発現しているメンバ

ーの存在する可能性が充分考えられる。 NF-E2のp45サブユニットとその関連遺

伝子産物と、 MafK，MafF， MafGとのヘテロ2長体が各種の細胞の分化因子であると

考えることは、 Maf，Jun， Fosによるトランスフォーメーションの機械を解明するう

えで興味深い視点を与えてくれる。すなわち、Maf， Jun， Fosがこれらの分化因子と

その認識DNA配列への結合に関して互いに措抗しあうことで細胞の沼化を引き起

こす可能性が考えられる。特にFosはMafK，MafF， MafGとヘテロ2i主体を形成する

ことでp45サブユニット様タンパク質と措抗し得る。 v-Mafが筋肉の胞訪を誘発する

機構を考える上で、先に述べたNrfJは特に骨格筋での発現が高い(13) ことからも

興味深い。ここに述べたような機構が笑際に有り得ることかどうか調べるために、

既知の因子との相互作用をあきらかにしてゆくこととあわせて、未知の因子の同定

なども進めて行く必要があろう。
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5)まとめ

これまでに、外界からの刺激に対する細胞の増殉や分化といった様々な応答を転

写のレベルで司る重要なシス・エレメントとしてTRE， CREという DNA配列が同定

されてきた (4，77)。また、それらに結合するトランス因子として、癌泣伝子産物で

あるJun，Fosを含むAP-1(15，41，70， 87，99， 100， 127)やCREB/A1Fファミリー(16，

25， 29， 34， 38， 42， 68， 91， 126)に属する数多くのタンパク質が同定され、これらの

問で互いにクロストークのあることもあきらかにされてきた (8，37， 44， 48， 66)。本

研究においては、これまでに考えられていたTRE， CREの概念からはあきらかに異

なるMAREというシス・エレメントが存在すること 、しかも、 TRE，CREとMAREと

は判然と分けられるものではなく 一部分重複するものであることをあきらかにした。

さらに、これらのDNA配列に結合する因子であるJun， FosとMafの問でタンパク質

どうしの相互作用が存在することもあきらかにした。これらのことは、今まで考え

られていたシスおよびトランスの因子にMAREとMafを加えたが「しい全体像を呈示

するものであり、この全体像の中でそれぞれの因子の役割を考えてゆかなくてはな

らないことを示すものである。 v-mafはニワトリのRNAJ]重傷ウイルスの箔遺伝子と

して発見されたわけであるが、これまでのところそのトランスフォーム活性はCEF

に対してしか検出されておらず、この巡伝子はニワトリのレトロウイルスを用いた

系でなければ癌遺伝子として発見され得なかったかもしれない。そしてそのような

遺伝子産物が、やはり癒遺伝子産物であるJunやFosを含めた大きなネットワークの

一部分を形成することを示して、これらの産物の トランスフォーメーションにおけ

る、あるいは生理的役割における機能に関してあらたな視点を与えたことは、この

系の有用性をあらためて印象付けるものとなるであろうと信ずる。

また、本研究ではMaf関連遺伝子産物の機能についても検討を加えたが、ここで

得られた知見に基づいて、Maf関連遺伝子産物のいくつかが赤芽球系細胞の分化に

重要な役割を来たす転写制御因子NF-E2のサプユニットであることがあきらかにな

った。このことは、癌遺伝子の関連遺伝子産物が生理的に重要な機能を持つ因子で

あることがあきらかになった例として意義深いことである。

v-maflの発見以来5年が経とうとしているが、ここに至ってようやくその機能と医

学・生物学における位置付けがあきらかになりつつある。これから解明しなければ

ならない問題は山積しているが、Mafとその関連遺伝子産物の機能の解明が医学-
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生物学においてあ らたな一分野を開拓するであろうこ とを信じるものである。

なお、本研究の内容の一部は以下に公表した。

Maf nucl巴ar0 ncoproteln r巴cognlz巴sseq uences r巴latedto an AP-l site and 

forms h巴terodimerswith both Fos and Jun. Kohsuke Kataoka， M汰otoNoda， and 

MはoωNishizawa.199ヰ Molecularand Cellular Biology. 14: 700-712. 
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