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1. 序論

HumanT明 11Leukemia Virus Type 1 (以下 HTLV-l)は、ヒトで初めて発見されたレトロ

ウイルスで(1)、成人 T細胞性白血病(Adult T-cell Leukemia，以下 ATL)の原因であること

が明らかにされた(2，3，4)。のちに熱帯↑Yt痩性対麻庫症あるいは HTLV-l関連脊髄症

( Tropical Spastic Parap紅 白 is/ HTLV-l Associated My巴lopathy，以下 HAM/TSP)の原因ウイル

スであることも報告された(5，6)。この HAM/TSPは痘性脊髄麻揮の臨床像を示す疾患で、

脊髄中下部を中心病変部位とする慢性炎症性疾患である。わが国における HTLV-l感染者

は、今日九州の西南部、沖縄を中心に 200万人にも及ぶとされる。 ATしの年間発症数は

約 700例と推定され、 HAM斤SPは今までに約 ωoo1JiJの患者が報告されている。

近年、 HTLV-lが原因である第 3の疾患として HTLV-Iぶどう膜炎 (HTLV-lUveitis，以

下 HU)が存在することが、血清学的、疫学的、眼科学的、そしてウイルス学的解析によ

って明らかにされた(7，8ム10，11)。臨床的に HUは、亜急性の、しばしば再発を繰り返す、

限内炎症性疾患であり、その病像は、比較的軽度な虹彩炎、中等度から高度な硝子体混濁

と網膜血管炎が特徴である(12)。また HUは、甲状腺機能充進症(Graves病)に続発して

発症する例が多く、全体で約 16%、女性患者では約 25%がGraves病に続発することが

報告されている(13)0 HTLV-lとGraves病の聞に疫学的相関は存在せず、また Graves病

と種々のぶどう膜炎の発症についても相関は報告されていない。この両者の発症の順序は

常に一定で、全1JiJで Graves病の後に HUを発症していることが報告されている(13)。従

って、甲状腺ホルモン過剰状態、または、治療が発症に関与している可能性が考えられる

が、Graves病治療で主に用いられるメチマゾールが、ぶどう膜炎を引き起こすという報

告はなく、甲状腺ホルモン過剰状態が発症に関与している可能性が示唆される。

HTLV-lは自己複製可能なレトロウイルスであり、 しTR(Iong terminal repeat)， gag， pol， 

env， pXと呼ばれる遺伝子領域を有する。この中で LTRはプロウイルスの両端に存在し、

754塩基対からなる。このし，TR内の U3領域は 21bpの繰り返し配列などのエンハンサー

や TATAAボックスが存在し遺伝子発現のためのプロモーター領域を形成する。また pX

領域がコードする遺伝子の一つである Taxはウイルスの転写活性化因子であり自らの

LTRに作用して転写を活性化する(14)と同時に lL-6，TGF-sなど種々のサイトカイン遺伝

子を含む様々な細胞性遺伝子のプロモーターにも作用し、それらの転写を活性化すること

が明らかになっている(14)。一方、 LTRに作用する転写因子にはその代表例として

CREB， SRFなどが知られている(14)。近年、 AlDSの原因である Humanlmmunodeficiency 

virus (HIV)において核内レセプタ一群の数種が LTRに作用しその転写活性を調節する事
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が報告されている(15，16)。しかし、HTLV-1の遺伝子発現調節については、甲状腺ホJレモ

ンレセプタ ーな どを含む絞内レセプターが関与するか否かについては全く明らかにされて

いない。

ステロイドホルモン、エストログン，アンドロゲンなどの性ホルモン、甲状腺ホルモン、

ピタミン A，D、などの脂溶性リガンドを有する核内レセプタ一群は、生体内の多種多様

な組織において細胞の増殖、分化や代謝調節など多くの高次生命現象の制御に重要な役割

を果たしている。過去 10年間のこれらの脂溶性リガンドを有する核内レセプタ一群の

cDNAのクローニングの成功を契機に、これらのレセプターがリガンド誘導性転写因子と

して作用し、標的遺伝子群の発現を様々 に制御することが明らかにされてきた(17)。標的

遺伝子群は多岐にわたるがエストロゲンやアンドログンなどの性ホルモンではこれらのホ

ルモン依存的な癌が知られており、これらの標的遺伝子の単離は発癌、制癌の機序を理解

する上で重要である。また近年、これら標的遺伝子には各核内レセプターに固有の認識配

列 (HormoneResponsiv巴E1ement;HRE)があり、これを認識してレセプターが結合し、リ

ガンド依存性に遺伝子発現を、主に転写レベルで制御していることが知られるようにな っ

てきた(17)。この HREは、標的遺伝子近傍に存在するプロモーター領域内に存在する。

核内レセプタ一群はこの HREを認識して結合し、 プロモーター内に存在する RNAポリ

メラーゼ 11を含む基本転写装置群との相互作用を介して転写制御を行う。 HREは各レセ

プターに複数存在するがその基本配列は各レセプタ一間で高い相向性を有するものである

ことが分かっている。核内レセプターの標的エンハンサー配列は、今までに多数の報告が

あるがその DNA塩基配列の特徴から特に二つの構造がよく知られている。一つは

palindrom巴構造であり、もう 一つはdirectrepeat構造である。前者は 21聞の HREが互いに

向き合って存在しているもので結合レセプタ ーはホモ 2量体構造をとって結合している。

後者は 2個以上の 皿 Eが数個の塩基をはさんで同じ向きに反復して存在しているもので

結合レセプターはホモ、ヘテロの多量体構造をと って結合している(17)。

核内 レセプターがレトロウイルスの遺伝子発現に影響を及ぼしうるという背景と、先に

述べたような HU患者における臨床的特徴、つまり 、HUの発症が高率に甲状腺機能元進

状態に続発する点、にもとづいて我々は次のような仮説をたて実験を行った。つまり、甲

状腺ホルモン レセプターがリガンド依存性に HTLV-1に対しでも転写因子として作用して

そのプロモーターを活性化し、 HTLV-1関連疾患発症の要因のーっと なりうるのではない

かという可能性である。そこで、実際に甲状腺ホルモンがウイルスプロモーターである

LTRに直接に作用してその転写活性を調節しうるか、その場合、 LTRにはどのような

TRα の認識配列が存在するかといった点について分子生物学的手法を用いて解析を行つ

た。
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2.材料と方法

a)実験材料

1)細胞株とその培養

ヒトT細胞株 Jurkat細胞は東北大学医学部細菌学講座、菅村和夫教授より、ヒト肝細胞

癌細胞株 HepG2細胞は国立衛生試験所細胞バンク (JCRB，Tokyo， Japan)より、供与してい

ただいたものを使用した。

Jurkat細胞は、 Kanamycin100 μg/mlを含む 10%牛胎児血清 (以下 FCS) 添加

RPMI1640 (GIBCO， N.Y.， USA)で37'C， 5% C02存在下で培養した。 HepG2細胞は

Kanamycin 100 μg/凶を含む 10%FCS添加 Dulbecco's恥伍M (以下 D-MEM)(Cosmobio， 

Tokyo， Japan )で、 37"C，5% C02存在下で培養した。

FCS中に存在する T3を以下の方法にて除去(T3 (ー))し、これを 10%添加 した T3(ー)

RPMI 1640， T3 (ー)D-MEMを作製し、それぞれを Jurkat細胞， HepG2細胞を用いた CAT

assay時に甲状腺ホルモン除去 mediumとして使用した。 FCS中のT3除去方法はSamuels

らの報告(18)に従った。つまり、 FCS1 ml当たり 50mgの resin(AG50卜X8Resin， Bio-Rad 

laboratories， Hercules， USA )を加え、室温下で 5時間振塗する。FCSを3000g，10分遠心し、

沈殿した resmを除去した後に再び同量の resmを加え、さらに室温下で 18時間振遺する。

再び 1OOOOg， 15分遠心し、沈殿した resmを除去した後に FCSを0.2μmの 日Iterを用いて

滅菌し、 T3(-) FCSとして用いた。

b)実験方法

1) Transfection及び CATassay

a) DEAEDex町加 法による Transfection

種々の CATplasmidとTRαの plasmidをco-回 nsfectionし、 T3存在下、非存在下で培養

し、 CAT活性を比較した。 TRαの発現ベクターは東京大学医科学研究所期l癌研究部、山

本雅教授より供与していただいた TRαの cDNAをpRcjRSYベクター(Invitrogen co.， San 

Diego， USA)に挿入して作成し、 pRSVjTRα と命名し使用した。また凶nsたclton効率の

6 



コントロールとしては ps -Gal (I9)を同時に transfectionし使用した。

まず、 町.ansfectionの 24時間前に m巴dium交換をした Jurkat細胞を用い、その細胞数を

数え、 15mIのtubeに2x 106伺の細胞が入るように分注し、これを一度 TBSにてwashし

た。一つの ωbe当たり 2μEの CAT plasmid， 3μgの pRSVITRα，1μgの ps-Galの、合計

6μgのDNAを町ansfectionに用いた。 TBSで洗浄した Jurkat細胞に、 400μlの 1x TBS、

1 mg/I吋 DEAEDextr釦濃度の DNA溶液を混入後、室温下で 5分ごとに軽く振塗を加えな

がら30分間放置した。その後、 5mlの 1x TBSを用いて洗浄した後、 5mlの T3(ー)RPMI

1640を加え、 37'C， 5%∞2存在下で培養した。T3(+)の dishには培養開始直後と 24時

間後の 2回， Dimethylsulfoxid (DMSO) (M巴rck，Darmstadt， Germany )を用いて調整した 1O-4M

T3 solution ( Sigma chemicaI co. St.Louis， USA )を 5μl添加し、 T3濃度 10-7MυoonM)と

なるようにした。 48時間後に細胞を回収し、これを ImIの TNEbu仔'er(40mM Tris HCI 

pH8.0， 15伽1Mr、~aCI ， lmM EDTA)で洗浄後、 250mMTris HCI， pH8.0存在下で凍結融解操

作を繰り返して細胞膜を破砕し、この上清を回収して celllys胞を作製した。BIO-RAD

protein assay 1M (日本 Bioradco.， Tokyo， Japan )を用いて蛋白定量を行い、 100μgの蛋白を

Gormanらの報告(20)に従い、 CATassayに用いた。

Transfection効率は αlllysate中の s-Galactosidaseの活性によって補正した(19)。

CAT活性は acetyl化されたchloramphenicolの割合を Imag巴組討yzerBA 100 1Mを用いて定

量し、計算した。 まず、薄層ゲルクロマトグラフイー上に展開した lレーン上の全体の

14C -chloramphenicolの radioactivityと、その中でアセチル化された部分の radioactivityを

Image analyzerを用いて測定した。全体に対してのアセチル化部分の比を計算しこれを

% conversionとした。さらに 凶nsfection効色彩を補正するために(% conversion I s -Galの

吸光度)の値を計算しこれを甲状腺ホルモン添加群と非添加群で比較し、 foldactivationの

値とした。 14C-chloramphenicolはchloran1pheni∞I，D-thr'ω-dichloroacetyl-Iムー14C(NEC-

408A NEN， DuPont， USA)を用いた。計算方法の一例を以下に示す。

甲状腺ホルモン添加群

% conversion =2.360X 10' (アセチル化部分)I 1.032 x 10' (レーン全体の活位)=22.868 (%) 

s-G剖の吸光度 =0.453

% conversion I s -GaI = 50.482 = A 

甲状腺ホルモ ン非添加群

% conversion =6.778X 10' (アセチル化部分)I 9.756X 10' (レーン全体の活性)=6.948 (%) 

s-GaIの吸光度 =0.498

% conversio日Is -GaI = 13.952 = B 

=字 Foldactivation (甲状腺ホルモ ン添加群/非添加群)= AI B = 50.482 I 13.952 = 3.62 
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b)リン酸カルシウム共沈法による Transfection

町加sfectionの前日に 60mmの ussu巴culturedishに 5x 105個の H巴pG2細胞をまき、

transfectionの 4時間前に 5mlの新鮮な D-MEMで medium交換をした。一つの dish当たり

3μgの CATplasmid， 5μgの pRSV{fRa， 2μgの ps-Galの合計 10μgのDNAを甘ansfection

に用いた。0.25mMの塩化カルシウム、1x HBS ( HEPES-buffl巴redsaline) (pH 7.10) 

(HEPES; N-2-Hydroxyethylpiperazine-N' -2-ethanesulfic acid， Sigma， St.Louis， USA )の存在下

にこれらの DNAを混入後、氷冷して沈殿を作製 し、これに培養液を添加して 37"C，5% 

∞2存在下で培養した。この 4時間後に各 cultur<巴dish当た り2.5凶 の 20%glycerol， 1 x 

TBSで glycerolshockを加え、2.5mlの 1x TBSで洗浄した後に T3(-) D-MEM 5 mlを加え

再び培養した。T3(+)の dishには培養開始直後と24時間後の 2回、 5μlの 10-4M T3 

solutionを添加 し、 T3濃度 10・7M (100 nM)となるようにした。60時間後に細胞を回収し、

これを DEAEDextran法の場合と同様に凍結融解法を用いて celllys胞 を作製し、蛋白量を

定量した後、 100阿 の蛋白を CATassay に用いた。 Tr加sfection 効策は同様に celllysa~巴 中

の s-Galactosidaseの活性によって補正した。

2) L TR deletion seriesをも っ CATplasmidの作成

a)PCR法による種々の LTR deletion muta山 の作成の原理

LTRのどの領域が甲状腺ホルモンによる プロモーター活性化に関与するかを検索する

目的で、種々の LTR deletion mu凶 tsの senesを PCR法を用いて作製し、これらを pCAT

basic ( Promega， Madison， USA )、あるいは関西医科大学微生物学講座、藤沢}I頂一教授より

供与していただいた basalpromotor領域を有する LTR-CATベクターを用いて種々の CAT-

plasmidを作製 した。

PCR法に よる deletionmu凶岱作製にあたっては、 HindIII siteを5'側 pnmerに、 Xba1 

slteを 3'側 pnmerにいれた種々の pnmerを合成した。PCRに用いた 1巴mplat巴は ramdaATK 

のサプク ローンの plasmidで、PCRの反応条件は annealingtemp. 55'C， extension temp. 70"C， 

d巴naturetemp. 92"Cで、 40cyclesの反応を行った。PCRproductの一部を mol巴cularweight 

markerと共に 1.5% agalose gelで電気泳動し、サイズを確認した後、 gelから ELU-QUICK

( Schleicher & Schuell， New Hampshir巴，USA)を用いて DNA抽出 した。この抽出した DNA

とベクターを HindIIIとXbaIにて切断した後、これらの ligation反応を行った。得 られ

た plasmidはTワsequencingkit ( Pharmacia， Uppsala， Sweden )を用いた Dideoxychain 

也rmll1aUon法にて S問 uenceの確認を行った。
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b) LTRの5・deletionseriesの作成

まず、第一段階として、図 lに示した①~①を 5'側の pnmerに設定し、この 5'endに

Hind川 site( AAGCTI )を付けた oligomerを合成した。@を3'側の pnmerに設定し XbaI 

site (TCTAGA)を付けた oligomerを合成した。その塩基配列を次に示す。
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CTAGAAGCTTTGACAATGACCATGAGCCCCA 

CTAGAAGCTTCCAGACTAAGGCTCTGACGTC 

CTAGAAGCTTAGGGCAGCTCAGCACCGGCTC 

CTAGAAGCTTGAAGCCACCGGGAACCACCCA 

CTAGAAGCTTTCATGGCACGCATATGGCTCA 

①

②

①

④

⑤

@

 CTAGTCTAGAGCCGGCAGTCAGTCGTGAATG 

①正吾、②筋、③K吾、④治、⑤I/&)のprimerの組み合わせで上述した方法で PCRを行い

5種類のLTR5'巴ndからの deletionseriesを作製した。このようにして活性化に関与する

領域を広い範囲で同定した後に、さらに詳細な解析の為に、第二段階として、活性化の見

られた領域と活性化の消失 した領域の聞に下記したように 3種類の primerを設定した。
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CTAGAAGCTIGGAACCACCCATTTCCTCCCC 

CTAGAAGCTTATTTCCTCCCCATGTTTGTCA 

CTAGAAGCTTCATGTTTGTCAAGCCGTCCTC 

⑦

③

①

 

c) LTRの3'deletion seriesの作成

3' deletion s巴nesの作成には下記したよ うな 3種類の 3'側 pnmerを作成して行った。5'

側の pnm巴rには上記の⑦のpnmerを使用 した。 PCRproductはbasalpromoωr領域を有する

(転写開始点より -55bpまでを有 している)LTR-CAT plasmidに挿入した。

(286-266) 

(270-250) 

(260-240) 

CTAGTCTAGAAAAGTrniTGAGGTGAGGGG 

CTAGTCTAGAAGGGGTTGTCGTCAACGCCTG 

⑮

O
⑫
 

CTAGTCTAGAGTCAACGCCTGAGGACGGCTT 

3)甲状腺ホルモンレセプター α(TRα)の GSTfusion protein作成

甲状腺ホルモンレセプター α(TRα)融合蛋白の作成には、 Glu凶thioneS-transferase Gene 
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Fusion System ( Pharrnacia LKB Biot巴chnology，Uppsala， Sweden)の系を用いた。Miyajimaら

がcloningした TRαの cDNA境基配列 (21)を参考にしてその DNA結合部位全長と Iigand

結合部位の約 2/3を含む 972塩基 (cDNA470-1442bp， 21-345アミノ酸)を BstE2と

Rsa 1 を用いて切り出した後、 pGEX-2T™ ( Phamlacia LKB， Uppsala， Sweden)に挿入して

pGEX-2T -TRαを作成した。その塩基配列と DNA結合部位、 ligand結合部位、そして今

回pGEX-2Tに挿入した部位を図 2に示した。

pGEX-2T-TRαのcDNA挿入部の塩基配亨1)をs巴qu巴ncmgして fram巴 shiftのないことを

確認し、期待されたサイズの融合蛋自の産生を SDS-PAGEで確認した。

GST融合蛋白の発現にはこの plasmidを大腸菌株 HBIOlに導入した後、 1mM IPTGを

加えた 2xYT培地にて 37"Cで 6時間培養した。その後，菌体を回収して lysisbu仇 r(2αnM 

Tris， 15印nM l、~aCl ， 100mM EDTA， ImM PMSF， 10mM s -ME， pH 7.5 )中にて somcallonした

後、 10000g， 4"Cで 10分遠心した上清を、 GlutathioneSepharose 4B™ カラム( Pharrnacia， 

Uppsala， Sweden )に吸着させ、洗浄後、 elution bu ffl巴r( 50mM Tris， 5mM reduced glutathione， 

pH 8.0)で溶出して融合蛋白を精製した。その後、 SDS-PAGEとBIO-RADprot巴inassay TM 

(日本 Bioradco.， Tokyo， Japan)を用いて蛋白定量を行った。コントロールとして pGEX-

2T™ 単独の場合も同様の処理にて作成し、精製した GST 蛋白および GST-TR α 融合蛋白

をElectropho陀 ticMobility Shift Assay (EMSA)に用いた。

4) EMSAによる TRαとLTRの結合の解析

甲状腺ホルモンレセプタ ーα(TRα)蛋白が LTR内の甲状腺ホルモンによるプロモータ

ー活性化に関与する領域に直接的に結合しうるかを EMSAを用いて検討した。または、

どのような ThyroidHormone Responsive Element (TRE)がし.TRに存在するのかを調べるため

にGST-TRα融合蛋白を用いて下記の方法で EMSAを行った。

活性化に必須であった しTRの領域 87bp (200・286bp)をCATplぉmidより Hind1lIとXba

Iの制限酵素処理によって切り出して使用した。この断片を、 37"C， 1時間 BAP処理した

後、 T4Polynucleotide kinase ( New England Biolabs， B巴verly，USA)を用いて末端を [y_32p]

-ATP (NEG-035C NEN， Dupont， USA)でリン酸化標識して 6% acrylamide gelにて分離精製

した。標識された LTR断片 20000cpm相当に、 2μgの polydl-dC (Pharmacia， Uppsala， 

Sweden)と、GST単独、または GST-TRα融合蛋白 250ngを加えて室温で 30分間 binding

re泡cllonを行った。 bindingreactionの条件は 25mM HEPES-KOH (pH 7.5 )， 100 mM KC1， 

10μM ZnS04， 0.1 % NP-40， 1 mM DTI， 5 % glycerol存在下で行った。これを 6% acηlamide 

gelで 180Vの電圧をかけて室温で電気泳動した。acrylan甘degelを乾燥させた後に、Kodak
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社製 X-OmatARフィルム TMを用いて autoradiographyを行った。

競合実験に用いた oligomer(competitor)は、 Katzらの報告(22)にあるように既に TRα と

強く結合することが明らかにされている 凶indromicなThyroidHormone Responsiv巴Elem巴nt

を含む塩基配列 (TREp;CTAGAGATCTCAGGTCATGACCTGAGATCT)を合成して用いた。

5) LTR領域内のThyroidHormone Responsive Element (TRE)の解析

活性化に関与する LTRの 77bpの領域内に既知の T胞 が存在しているかをデータベー

スを用いてコンピューター解析した。

a)TRαとしTR塩基配列との結合の解析

次に活性化に関与する LTRの77bpの領域内の T胞 を検索するために、これを含む領

域の 90bpを断片化して下記したような各々 30baseずつの oligomerをanti-sens巴 oligomer

と共に3種類 (A，B， C)合成した。これらを前述と同様の方法で [y_32p] _ ATP (NEG-

035C NEN， Dupont， USA)でリン酸化標識してプローブとし、 GST-TRα融合蛋白 250ng 

を加え、前述した方法で EMSAを行いどの領域、配列に結合性が認められるかをさらに

細かく検討した。結合性が認められた配列の一部に下記に示すような変異を加えた

。ligomerを別に4種類 (mutation A， B， C2， C 1 C2 )合成し、同様の方法で EMSAを行い結合

性にどのような変化が生じるか否かを調べた。

A GAAGCCACCGGAACCACCCATTTCC工QCCC(20ト230) 

B ATGTTTGTCAAGGCCCC工QAGGCGTTGACG(23ト260) 

C ACAACCCC工♀AQ♀工QAAAAAACTTTTCATG (260-290) 

mutation A GAAGCCACCGGAACCACCCA TTTCAAGTCC (20ト230) 

mutation B ATGTTTGTCAAGGCCAAGTAGGCGTTGACG (23ト260) 

mutation C2 ACAACCCC工QAAAGTAAAAAACTTTTCATG (260-290) 

mutation CIC2 ACAACCAAGTAAAGTAAAAAACTTTTCATG (260-290) 

b)同定された TREの機能解析

TRαとの結合性が見られた しTR内の配列の一部に変異を加えた場合、甲状腺ホルモ
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ンによるプロモーターの活性化にどのように影響するかを検討するために、変異を加えた

CATplasmidを数種類作成して CATassayを行った。作成法は図 3に示すよ うにすでに変

異を組み入れた oligomerを7種類、変異の入っていない oligomerを2種類、 一部オーバー

ラップさせこれらがannealingするように合成し、これらを様々に謝11み合わせて加nealing

反応させた後、さらに klenow酵素にて処理を行った。HindIII， Xba 1にて両端を処理した

後、 CATvectorに組み込んだ。その後、 sequenclngし、塩基配列を確認した後、この

plasmidを用いて同様に CAT assay， s -Gal assayを行った。

3.結果

1)甲状腺ホルモンによる しTRの活性化の解析

a) Jurkat細胞を用いた解析

pLTR-CAT， pRSV I TR a ， p s -GalをJurkat細胞に co-transたcuonした。 Transfectionした

Jurkat細胞を mediumにIOOnMの甲状腺ホルモンを添加した群と非添加群にわけ培養し、

その後回収した細胞の alllysate中の CAT活性を検討し、 transfection効ヰtを s-

Galactosidaseの活性によって補正した上で、両群の比を求めた。この結果を図 4に示す。

pRSV I百 αをco-tr.ωsfectionした実験では、甲状腺ホルモン非添加群に比べ添加群では

約6倍の LTRの活性化が見られた。pRSVITRαをco-trans自己ctionしなかった実験では、

この両群の差は明らかでなかった。以上の結果から、 LTRのプロモーター活性は甲状線

ホルモンの作用に よって上昇すると考えられた。

b) HepG2細胞を用いた解析

Jurkat細胞のかわりに、 H巴pG2細胞を用いリン酸カルシウム共沈法で 汀加sfectionを行い

同様に CATassayを行い解析した。

結果を図 5に示す。 pRSVITRαをco-transf，巴ctionした実験では、甲状腺ホルモン非添加

群に比べ添加群では約 14倍のしTRの活性化が見られた。pRSVITRαをco-transf，巴cuonし

なかった実験では、この両群の差は明らかでなかった。細胞、 Transfection方法を変えた

実験においても同様の結果が得られたことから上記の通り 、 LTRのプロモーター活性は

Iigand依存性に甲状腺ホルモンレセプターによって活性化されると考えられた。
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2)活性化に関与する LTR内の領域の検索

a) 5' deletion seriesを用いた解析

LTRのどの部位に活性化に関与する領域が存在するかを検索するためにまず 5'側から

の LTRのdeletions巴nesをPCRを用いて作成 した。これを CATplasmidに組み込んで種々

のpLTRdel巴tJonmu凶 t-CATを作成し CATassayを行った。CATassayと s-Galは前述の

方法と同様に行った。それぞれの CATplasmidの LTRのd巴letion設定部位と得られた甲状

腺ホルモン添加群/非添加群のプロモーター活性の比を図 6に示す。

5'側から 210bp (転写開始点からー144bp)を欠失させても LTRの活性化が観察され

た。しかし、さらに 10bp欠失させることによりこの活性化が著しく低下した。これらの

結果から活性化に関与する領域の 5'側境界は 210bas巴近傍に存在することが推察された。

b) 3' deletion seriesを用いた解析

次に活性化に関与する領域の 3'側境界を決定するために、すでに決定した 5'倶IJ境界近

傍に設定した primer(図 1に示した ⑦ )を用い、その下流に 3種類の primer(図 lに示し

た⑮， ⑪，⑫)を設定して del巴tJonsenesを作成し、同様に CATassayを行った。その結果

を図 7に示す。LTRの286bp (転写開始点から -68bp)までは活性化が見られるがさら

に 16bp欠失させると活性化が著しく低下したことから甲状腺ホルモンによる しTRプロ

モーター活性化に必要な LTRの領域は 210-286 baseに存在する事が強く示唆された。

3)活性化に関与するしTR内配列 (TRE)とTRaの結合

LTRで活性化に必要な 210-286 bp領域を含む 87bp (200-286 bp)をprobeとし

EMSA法を用いて、これが GST-TRα融合蛋白と結合するかを検討した。この結果を図 8

に示す。 Positivecontrolとして TRα と結合することがすでに報告されている(23)、 ral

grow山 hormoneのプロモーター配列の一部(転写開始点より -249-+19 base)を用いて

268 bpの probeを作成し、同様の蛋白、条件で EMSAを行い、その結果も同図に示した。

rat growlh hormoneプロモーター配列または LTRをprobeとして用いた場合、両者におい

てGST-TRα 融合蛋白を加えることで複数の shiflbandを認めた。GST単独で、はこのよう

なshiftbandは認めなかった。以上より LTRのこの 87bpはTRαと結合することが示され

"' ~。
LTRとTRαの結合が特異的であるかを検討するために TRαと強く結合することが報

告(24)されている palindromicなThyroidHormone R巴sponslv巴EI巴menlを含む oligomerを合成
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し(TREp;CTAGAGA TCTCAGGTCA TGACCTGAGA TCT )これを competitorとして反応系に

加えて competitionassayを行った。その結果、図 9に示すように、 compeUtorの量をモル比

で 10倍， 40倍，ゆ0倍， 300倍， 500倍と増やすことで shiftbandの濃度が漸減し、ついには

500倍で完全に消失したことからし，TRの87bpとTRαの結合が特異的であると考えられ

fこo

4)活性化に関与する LTR内塩基配列 (TRE)の解析

a)コンピューター解析

活性化に関与する LTR210 ~ 286 bpの領域に、既知の ThyroidHormon巴Responsive

Element ( TRE )配列が存在するか否かをコンビューター解析して検索した。 Umesonoら

の報告(24)にあるような 6塩基の典型的な結合配列 (AGGTCA)は存在しなかった。しか

しKatzらが報告する(22)Octamerの認識配列の中で、 中等度の結合強度を示す TREの一

つである (TCAGGTGA)配列の anl1sense配列に相向性を有する、あるいは全く一致する

degenerate T旺(XXXCCTC(A/C) )がこの領域に 4箇所存在していた。この配列を 5' 側か

らA，B， CI， C2とし、その位置関係を模式化したものを下図に示した。 CIとC2は重なり

合って存在していた。配列の相同性は、 8塩基中、 5塩基一致が l箇所 (A)、6塩基一致

が2箇所 (B，CI)、8塩基金く一致が l箇所 (C2)であった。

Katzらが報告した Oct加 lerのTRE

Sequence C50 (50もcompet~t~oni 結合必皮)

consensus octamer TAAGGTCA 1.5 

derivative thereof TAAGGACA 4.2 

GCAGGTCA 7.7 

TGAGGTGA 7.7 

GGAGGTAC 11.0 

CAAGGTCG 35.0 
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201 
GAAGCCACCG GAACCACCCA TTTCCTCCCC ATGTTTGTCA AGGCCCCTCA 

----・ー 一一一一一ー~A B 

251 
GGCGTTGACG ACAACCCCTC ACCTCAAAAA ACTTTTC 

CI 一一一一一一---.-
C2 

b) TRα の LTR内degenerat巴T胞との結合

次にこの 4箇所の degenerat巴TREとTRα の結合を解析するためにこれらの degenerate

TREを含む 30bpずつの oligomerを合成し、これを probeとした EMSAを行った。つまり

下図に示すように probeA ( L TR 201 -230 bp ) ， probe B (231 -260 bp )は l箇所の

degen巴ra飽 TRE(A，B)を含む。probeC (261 -290 bp )は 2箇所の degeneraL巴TRE(CI，C2) 

を含む。EMSAの条件は前述と同様で GST-TRα 融合蛋白は 250ngを用いた。結果を図

1 0に示す。probeAとprobeBを用いた場合は l本の shiftbandを認め、 probeCを用いた

場合は 2本の shiftbandを認めた。shiftbandの強度は C(CI & C2) > B> Aであった。probe

AとBには l箇所の degeneraLeTREが含まれていたのに対し、 probeCには 2箇所含まれ、

しかも重なり合って配列していることからすると、この probeCのshiftbandのうち上方

のバンドは TRaが dimerで結合したために生じたと考えられた。

probe A; 5'-AAGCCACCGG GAACCACCCA TTTCCTCCCC -3' (20ト230bp) 

probe B; 5に ATGTTTGTCAAGCCGTCCTC AGGCGTTGAC -3' (231-260 bp) 

pr批 C; 5'ー GACAACCCcI機CCTCAAAAAACTτTICAT -3' (26ト290bp) 

c)LTR内TREs配列の結合の特異性

次に GST-TRα融合蛋白が認識する部位がdegeneraLeTREであることを確認するために

この部分だけに変異をいれた oligomerを合成しこれを probeとした EMSAを行った。変異

をいれた oligomerをmu伽 tA (m A )， mutant B (m B )， mut加 tC2 (m C2 )， mut制 CIC2(m

CIC2)としその塩基配列を下図に示す。EMSAは同様の条件で行った。その結果を図 11 

に示す。

mA，mBでは l箇所の degenerateTRE部分に 4塩基置換を行った結果、 shiftbandは全

く見られなくなり結合位は失われた。mC2では 2箇所存在した d巴gen巴ratl巴TREsのうち l
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箇所に 4塩基置換を行った結果、 shiftbandは l本に減少した。さらに 2箇所のモチーフ

に同時に 4塩基置換を行った mCIC2では shiftbandは消失した。

これらの結果から TRaのこの領域への結合にはこの 4箇所の degenerat巴TREsの塩基配

列が重要であると考えられた。

probe m A ; 5'-AAGCCACCGG GAACCACCCA TITAAGTCCC -3' 

probe m B ; 5'-ATGTITGTCA AGCCGT AAGT AGGCGTTGAC -3' 

probe m C2 ; 5'-GACAACCCCT CAAAGT AAAA AACTITTCAT -3' 

probe m CIC2 ; 5'-GACAACCAAGTAAAGTAAAA AACTITTCAT -3' 

繍掛け部分; 変異導入部分

d)TREへの変異導入によるプロモータ一反応性の変化の解析

次に degenerateTREへの TRαの結合と甲状腺ホルモンによる LTRの活性化との関係を

検討するために 4箇所の degenerateTREのいずれか、またはその複数に塩基置換を導入し

たCATplasmidを作成 し、プロモーター活性化の割合がどのように変化するかを解析した。

図 12に4箇所の degeneraleTREsに種々の4塩基置換を導入した CATplasmidの構築と

CATassayの結果を示した。4箇所のいずれかに変異が導入された場合は、活性化は著し

く低下した。換言すれば、甲状腺ホルモンによる LTRの活性化は 4箇所の degeneraleTRE 

全てが保存されている時のみで顕著であった。

以上より、 LTRに存在する 4箇所のd巴generateTREとTRαの直接的結合を介して、

ligand依存性な TRαによる LTRのプロモーター活性化が生じると考えられた。

1 6 



4.考察

今回我々は、 HTLV-1LTRの甲状腺ホルモンによる活性化制御に関して、次のような点

を明らかにした。まず、甲状腺ホルモンが HTLV-1LTRのプロモーター活性を上昇させ、

ウイルス遺伝子発現を誘導するという点である。さらにこの活'生化が LTRとTRαの直接

的結合を介して生じ、その認識配列は、過去の報告と 一部配列の異なる degenerateTREで

あったという点である。

プロモーター活性化に関する実験は LTR-CAT，TRα， s-Galを回nSlenteXpreSSlOnさせた

系を用いた。この場合、 T3の添加による HTLV-1LTRプロモーター活性化は TRαをco-

U加 sfectionした時にのみ明らかに認められた。内因性の TRαの発現は No口hemb10t 

hybridization ana1ysisにて確認した。内因性のレセプターの発現が認められているにもかか

わらず、活性化には、さらに外因性の発現が必要であった訳であるがこのような例は、核

内レセプターによる転写調節を解析する実験系においては稀ではない。同様の事実は実

際に Adanらの T3による Oxytocin(OT) geneのプロモーター活性化の報告(25)においても

記述されている。また Farsettiらは T3が mye1inbasic proteinの発現を誘導することを報告

(26)しているがやはり TRαを∞ U釦 sfectionした系を用いている。

生体内での HTLV-1の標的細胞は主に Tリンパ球であり、 HTLV-1感染個体内において

もT3によるウイルス遺伝子発現の調節が行われているとすれば、Tリンパ球に TRが発

現していなければならないが、実際にそのような報告(27)があり、この分子機構が生体内

においても機能している可能性が考えられる。

HTLV-1のプロモーター活'凶制御には種々の転写因子が関与することが知られている

(14)。その代表例には LTRU3領域に存在する 21bpのエンハンサー配列に結合して転写

を制御する CREBが挙げられる(14)。しかし、甲状腺ホルモンを含む脂溶性ホルモン群が

HTLV-1ウイルスプロモーターの制御に関与することは今までに知られていない。甲状腺

ホルモンレセプターを含む核内レセプタ-sup巴rfarni1yは、lig田 d依存性の転写因子群で

ありその標的遺伝子群に関しては 1980年代半ばより種々の報告(17，25，28，29)がある。そ

の中で、レトロウイルスプロモーターへの作用に関しては、 G1ucocorticoid陀 ceptorの

munne m釦 m町 tumorVlruS仰 MTV)への結合と転写活性化作用がよく知られている(30)。

その{也、ヒトレトロウイルスにおいては、 HumanImmunodeficiency Virus (H1V)において

レチノイン酸が LTRに存在する RARE(Retinoic Acid Responsive E1ement)に結合しプロモー

ター活性を上昇させるという報告(15)がある。また TRα もHIVLTR内の NF-1(Bモチー
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フと Splモチーフ に存在する TREに結合して転写を活性化させるこ とが報告されている

(16)。しかし、これらの作用が、感染伺体内でどのような影響を生ずるかという点や疾患

発症へどのように関与するかについては、今の所不明である。今までに述べたように、

HTLV-lで発症するぶどう膜炎 (HU)は非常に高頻度に甲状腺ホルモン過剰状態に続発す

る。この事実から考えると、甲状腺ホルモン過剰状態が HTLV-lLTRのプロモーター活性

化をもたらしウイルス遺伝子発現を誘導する結果、 HUの発症要因のーっと なっている可

能性が想定される。しかし、甲状腺疾患と関係なく発症している患者も多数存在しており 、

発症に関与する多数の要因にはまだ多くの未知の機構が存在していることが推察される。

今回我々が明らかにした LTR内に存在する degenerateTREは約 70bpの中に

XXXCCTC(AjC)という Octamer配列が 4固反復しているものであった。この中の CCTC

部分に変異を導入すると結合が消失することからこの Octamer配列が結合配列と考えられ

た。 TREで最もよく知られている consensuss問 uenceはAGGTCAであり (17)、これは他に

レチノイン酸レセプター(RAR)、ピタ ミン D レセプター (VDR)、レチノイドレセプター

(RXR)に共通である。 XXXCCTC(A/C)は Katzらが報告した Oct抑 er配列と一部一致し

degenerate forrnであると考えられたが、これは今までに報告されていないものであった。

このモチーフの TRに対する結合強度については今後の検討を要する。一方、この 4箇所

のいずれかに変異を導入すると活伯化が著しく損なわれたことからこれらの 4箇所のモチ

ーフが全体で一つの反応領域を形成し、 Unitとして機能している可能性が示唆された。今

までに報告されている TRE配列のうち反応性が高度なものの特徴として、 directrepeat配

列，及び invertedrepωt配列が挙げられるがこれらは TRの homodimer，または RXRとの

heterodimerと結合することが知られている(17)。今回認められた配列はこれらに適合しな

いもので今までに報告されていない。 この 4箇所の d巴generateTREを含む配列が、どのよ

うな蛋白とどのような結合様式で相E作用し Unitとして機能しうるかについて、その詳

細は現時点では不明である。TRはRXRとの heterodimerを形成するが、その他にも TRと

heterodimerを形成して TREに作用する未知の蛋白の存在が推定されている(17)。なぜ4箇

所の TREのいずれかに変異を導入することで反応性が著しく損なわれたかは不明である

が、それぞれに未知の co-activatorが結合し各々が重要な役割を担う可能性、あるいは TR

を含む複数の蛋白問の高次構造がcoretranscriptional machineryに直接的に作用する際に重

要な役割を果たす可能性が考えられる。

核内レセプタ一群は類似の HorrnoneResponsive Element (HRE)を共有していることが知

られている。従って、 他の核内レセプターがこの領域に作用してウイルスプロモーターを

活性化させる、または抑制させる可能性も考えられる。さらに LTRの他の領域にも HRE

が存在している可能性もある。既知の核内レセプタ一群の他、いまだ ligandが不明の

O中hanreαptor群の存在も知られており (31，32，33，34)、これらが HTLV-ILTRの機能制御
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にどのように関与しうるかを解析することは、生体内におけるウイルス遺伝子発現制御の

分子機構を理解する上で重要である。これらの解析を通じて HTLV-1潜伏感染のメカニズ

ムや感染細胞のクローン性増殖の分子機構の解明、ひいては HTLV-1が原因となる疾患の

発症機構を理解する上で重要な手がかりが得られることが期待される。

我々は HTLV-1が感染個体内において甲状腺ホルモン標的遺伝子のーっとなりうること

を示した。またこの制御が HTLV-1し，TRの210-286bpに存在する 4箇所の今までに知ら

れていない degenerateT阻 配列と甲状腺ホルモンレセプターの直接的結合を介することを

明らかにした。今回の報告が HUなどの HTLV-1関連炎症例疾患の発症機構の解明と治療

の開発に寄与することが期待される。
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5.結語

今回の研究により次の様な結果を得た。

1) HTLV-1 LTRのプロモーター活性は甲状腺ホルモンによ って上昇する。

2 )この活性化に必須な領域はしTR210 ~ 286 bpに存在する。

3 )この LTRの領域は甲状腺ホルモンレセプター αと直接的に結合する。

4 )この LTRの77bpの領域に 4ヶ所の degenerateThyroid Hormon巴ResponsiveE1em巴口岱

( XXXCTCC(A/C) )が存在する。

5) 4ヶ所のdegenerateTREのそれぞれに甲状腺ホルモンレセプター αが結合する。

6) 4ヶ所の degenerateTREの全てが保存されていなければこの活性化は著しく
低下する。

2 0 



謝辞

本研究を進めるにあたり貴重なご指導と多大なる助言を賜りました、東京大学医科学

研究所病理学研究部、渡塗俊樹助教授ならびに森茂郎教授に深甚なる謝意を表します。ま

た、細胞株を供与して頂きました東北大学医学部細菌学講座、菅村和夫教授、国立衛生試

験所細胞バンク、 CATベクターを供与して頂きました関西医科大学微生物学講座、藤沢

)1頂一教授、 TRα の cDNAを供与して頂きました東京大学医科学研究所制癌研究部、山本

雅教授、細胞生物学的手法につき御指導、助言を頂きました東京大学医科学研究所病理学

研究部、佐藤均助手、片野日青隆先生、形態病理学的ならびに分子生物学的手法につき御指

導、助言を頂きました帯万誠先生、守山正胤助手、森下保幸氏、相j峯繁美、長井正江両技

官、竹内一氏、矢持忠徳氏、 GST蛋自発現系について助言を頂きました黒田敏彦先生、そ

の他諸要件につき、お世話を頂きました東京大学医科学研究所病理学研究部員各氏に深く

感謝いたします。

2 1 



6.引用文献

1. Poiesz， B.J.， Ruscetti， F.W.， Gazdar， A.F.， Bunn， P.A.， Minna， J.O. and Gallo， R.C. (1980) 

Detection and isolation of type C r巴trovirusparticles from fresh and cultured lymphocytes of a 

pal!巴ntwith cutaneous T-celllymphoma. Proc巴edingsof山巴 NationaJAcad巴myof Sciences of出巴

United States of America 77，7415-9 

2. Yoshida， M.， Miyoshi， 1. and Hinuma， Y. (1982) Isolation and characterization of retrovirus from 

celllines of human adult T-c巴111巴ukemiaand 山 implicationin出edisease. Proc巴edingsof山e

NationaJ Acad巴myofSci巴ncesof the United States of America 79， 2031-5. 

3. Uchiyama， T.， Yodoi， J.， Sagawa， K.， Takatsuki， K目 andUchino， H. (1977) Adult T-cell 

l巴ukernia:clirticaJ and h巴matologicfeatures of 16 cases. Blood 50，481-92 

4. Yoshida， M.， Seiki， M.， Yamaguchi， K.加 dT心情tsuki，K. (1984) MonoclonaJ int巴grationof 

human T-cellleukernia provirus in aJl prim訂 ytumors of adult T-cellleukemia sugg巴stscausauv巴

role of human T-c巴11leuk巴mlavlrus 10出edisease. Proceedings of the NationaJ Academy of 

Sciences of出eUnit巴dStates of Am巴rica81，2534-7. 

5. Gessain， A.， Barin， F.， Vemant， J.c.， Gout， 0.， Maurs， L.， Calend巴r，A. and d巴，T.G. (1985) 

Antibodies to human T-Iymphotropic virus type-I in patients with汀opicaJspastic paraparesis 

Lancet2，407-10. 

6. Osame， M.， Usuku， K.， Izumo， S.， Ijichi， N.， Amitani， H.， Igata， A.， Matsumoto， M. and Tara， 

M. (1986) HTLV-I associated myelopathy， a new clirticaJ entity [Ietter]. Lancet 1， 1031-2. 

7. Mochizuki， M.， Watanabe， T.， Yamaguchi， K.， T心(atsuki，K.， Yoshimura， K.， Shirao， M.， 

N政 ashima，S.， Mori， S.， AraJ<i， S. and Miyata， N. (1992) HTLV-I uveitis: a distinct clinicaJ 

entity caused by HTLV-1. Japan巴seJournal ofCancer Research 83， 236-9. 

8. Mochizuki， M.， Y制 aguchi，K.， Takatsuki， K.， Wa凶 abe，T.， Mori， S. and Tajima， K. (1992) 

HTLV-I加 duveitis [Ietter; comment]. Lancet 339， 

9. Mochizuki， M.， Watanabe， T.， Y加naguchi，K.， Tajima， K.， Yoshimura， K.， Nakashima， S.， 

Shirao， M.， Ar依 i，S.， Miyata， N.， Mori， S. and et， a.l. (1992) Uveitis associated with human T 

lymphotropic virus type 1: seroepidemiologic， clinicaJ， and virologic studies [letter]. Journal of 

Infectious Ois巴ases166， 943-4 

10. Mochizuki， M.， Watanabe， T.， Y出naguchi，K.， Yoshimura， K.， Nakashima， S.， Shirao， M.， 

Ar法i，S.， T紘 atsuki，K.， Mori， S. and Miyata， N. (1992) Uv巴itisassociated with human T-cell 

lymphotropic virus type 1. American Joumal of Oph出aJmology114， 123-9. 

2 2 



11. Mochizuki， M.， Tajima， K.， Watanabe， T. and Yamaguchi， K. (1994) Human T 1ymphotropic 

virus lype 1 uveitis. [R巴Vl巴w].British Journal of Oph山almo1ogy78， 149-54 

12. Yoshimura， K.， Mochizuki， M.， Ar必<i，S.， Miyata， N.， Y白 羽aguchi，K.， Tajima， K.加 d

Watanabe， T. (1993) Clinical and immuno1ogic features of human T-cell1ymphotropic virus type 1 

uveitis. American Journa1 of Ophtha1mo1ogy 116， 156-63. 

13. Yamaguchi， K.， Mochizuki， M.， Watanabe， T.， Yoshimura， K.， Shirao， M.， Ar紘 i，S.， Miyata， 

N.， Mori， S.， Kiyokawa， T. and Takatsuki， K. (1994) Hl1man T Iympho汀opicvirl1S typ巴 1uveitis 

after Graves' diseas巴[seecomments]. British Journal of Ophthalmology 78， 163-6. 

14. Yoshida， M. (1993) HTLV-1 Tax: regu1ation of gene expression and disease. [Review]. Trends 

in Microbio1ogy 1，131-5. 

15. Lee， M.O.， Hobbs， P.D.， Zhang， X.K.， Dawson， M.I. and Pf:油 1，M. (1994) A synthetic 

retinoid antagonist inhibits the human immunodeficiency virus type 1 promoter [pub1ished eπatum 

appears in Proc Nat1 Acad Sci U S A 1994 Nov 22;91 (24): 11767]. Proceedings of山巴 National

Academy of Sciences of the United States of America 91， 5632-6 

16. Des創， Y.V.， Hadzic， E.， Modlinger， P.， Malhotra， S.， G巴chlik，G. and Samu巴Is，H.H. (1995) 

Int巴ractionsof thyroid horrnon巴receptorwith the human immunod巴ficiencyvirus typ巴I(HIV-I) 

long tenninal repeat and出巴 HIV-ITat甘釦sactivator.Journal of V町ology69， 5103-12 

17. Tsai， M.J.飢dO'Mall巴y，B.W. (1994) Mol巴cularm巴ch加 ismsof action of steroid/thyroid 

receptor superfamily members. [Review]. Annual Review of Biochemistry 63， 45ト86.

18. Samuels， H.H.， Stanley， F目 andCasanova， J. (1979) D巴pletionof L-3，5，3'-triiodothyronine and 

L-出yroxinein euthyroid calf serum for use in cell culwre studi巴sof山eaction of thyroid horrnone. 

Endocrinology 105， 80-5 

19. AnG.， HidakaK.，加dSiminovitch L.( 1982): Expression of bacterial s-galactosidase in animal 

cells Mol巴cular& Cellular Biology 2: 1628-1632， 

20. Gorman， C.M.， Moffat， L.F. and Howard， B.H. (1982) Recombinant genomes which express 

chloramphenicol acetyltransferas巴inmammalian cells. Mol巴cular& Cellular Biology 2， 1044-51. 

21. Miyajima， N.， Horiuchi， R.， Shibuya， Y.， Fukushige， S.， Matsubara， K.， Toyoshima， K 釦 d

Yamamoto， T. (1989) Two erbA homologs enc刀dingproteins with different T3 binding capacities 

are transcribed from opposiL巴DNAstrands of山巴 sameg巴neticlocus. Cell 57， 31-9. 

22. Katz， R.W. and Koenig， R.J. (1993) Nonbiased id巴ntificationof DNA s巴:quences山atbind 

thyroid horrnone receptor alpha 1 with high affinity. Journal of Biological Chemistry 268， 19392-

7 

23. Crone， D.E.， Kim， H.S. and Spindler， S.R. (1990) Alpha and beta山yroidhormone rec巴ptors

bind immediately 叫acentto the rat growth hormone gene TATA box in a negativ巴Iyhorrno口巴

2 3 



r巴sponslv巴promot巴rregion. Joumal of Biological Ch巴mistry265， 10851-6. 

24. Um巴sono，K.， Murakami， K.K.， Thompson， C.C. and Evans， R.M. (1991) Direct rep巴atsas 

selective response el巴mentsfor the thyroid hormone， retinoic acid，叩dvitamin D3 r巴ceptors.Cell 

65， 1255-66 

25. Adan， R.A.， Cox， 1.J.， van， K.J. and Burbach， J.P. (1992) Thyroid hormon巴regulates由巳

oxytocm g巴ne.Journal of Biological Chemistry 267，3771-7. 

26. Farsetti， A.， Mitsuhashi， T.， Desvergne， B.， Robbins， J. and Nikod巴m，V.M. (1991) Molωular 

basis of thyroid hormon巴r巴gulauonof myelin basic protein gen巴expressionin rod巴ntbrain 

[published巴町atumapp巴訂sin J Biol Chem 1992 Aug 25;267(24): 17478). Journal of Biological 

Chemis汀Y266， 23226-32 

27. Des札 Y.V.and Samuels， H.H. (1993) The NF-kappa B and Spl motifs ofthe human 

immunodeficiency virus typ巴1long ~巴口ninal repeat function as nov巴1thyroid hormone response 

elem巴nts.Molecular & Cellular Biology 13， 5057-69. 

28. Burnsid巴，J.，Darling， D.S.， Carr， F.E. and Chin， W.W. (1989) Thyroid hormone regulauon of 

the rat glycoprotein hormon巴alpha-subunitgene promoter acuvity. Journal of Biological 

Ch巴mistry264， 6886-91 

29. Carr， F.E.， Burnside， J. and Chin， W.W. (1989) Thyroid hormon巴sregulat巴ratthyrotropin beta 

gene promot巴racuvity expressed in GH3 c巴lls.Mol巴cularEndocrinology 3， 709-16 

30. Payvar， F.， DeFr加 co，D.， Fireston巴，G.L.，Edgar， B.， Wrange， 0.， Okret， S.， Gustafsson， 

J.A.加 dYamamoto， K.R. (1983) Sequence-specific binding of glucocorticoid receptor to 1¥打V

DNA at sites within and upstream of the transcribed region. Cell 

31. Apf，巴I，R目， Benbrook， D.， Lernhardt， E.， Ortiz， M.A.， Salbert， G. and Pfahl， M. (1994) A nov巴l

。中hanreceptor specific for a subset of thyroid hormone-responsive elements叩 dits in也ractlOn

Wl白血巴 reunoid/thyroidhormon巴r民 eptorsubfamily. Mol巴cular& Cellular Biology 14，7025-35. 

32. Dumas， B.， Harding， H.P.， Choi， H.S.， Lehmann， K.A.， Chung， M.， Lazar， M.A. and Moore， 

D.D. (1994) A new 0叩hanmember of恥 nuclearhormone r，巴ceptorsuperfamily closely relaad to 

Rev-Erb. Molecular Endocrinology 8， 996-1005. 

33. Harding， H.P. and Lazar， M.A. (1993) The日中hanr巴ceptorRev-ErbA alpha acUvates 

transcripuon via a novel response el巴m巴nt.Molecular & Cellular Biology 13， 3113-21 

34. Hiros巴，T.， Apfel， R.， Pfahl， M. and Jetten， A.M. (1995) The orphan rec巴ptorT AK 1 acts as a 

r巴pressorof RARー，RXR-and T3R-mediated signaling pathways. Biochemical & Biophysical 

Research Communications 211， 83-91. 

2 4 



7.図表
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図 1
LTR塩基配列と deletionseries作成の為の Primer設定位置
(A) LTR塩基配列と Primer設定位置

1 TGACAATGAC CATGAGCCCC AAATATCCCC CGGGGGCTTA GAGCCTCCCA 

51 GTGAAAAACA TTTCCGCGAA ACAGAAGTCT GAAAAGGTCA GGGCCCAGAC 

②一一一

101 TAAGGCTCTG ACGTCTCCCT CCGGAGGGAC AGCTCAGCAC CGGCTCAGGC 

① 

151 CAGGCCCTGA CGTGTCCCCC TGAAGACAAA TCATAAGCTC AGACCTCCGG 

④-

201 GAAGCCACCG GAACCACCCA TTTCCTCCCC ATGTTTGTCA AGGCCCCTCA 
』 間 ?

⑦ A ...  

251 GGCGTTGACG ACAACCcCTc ACCTCAAAAA ACTTTTCATG GCACGCATAT 

そ ⑫ 4 ⑪%
301 GGCTAAATAA ACTAACAGGA GTCTATAAAA GCGCGGAGAC AGTTCAGGAG 

ーーーー布ー

351 GGGGCTCGCA TCTCTCCTTC ACGCGCCCGC CGCCCTACCT GAGGCCGCCA 

401 TCCACGCCGG TTGAGTCGCG TTCTGCCGCC TCCCGCCTGT GGTGCCTCCT 

451 GAACTGCGTC CGCCGTCTAG GTAAGTTTAG AGCTCAGGTC GAGACCGGGC 

501 CTTTGTTCGG CGCTCCCTTG GAGCCTACCT AGACTCAGCC GGCTCTCCAC 

551 GCTTTGCCTG ACCCTGCTTG TTCAACTCTG CGTCTTTGTT TCGTTTTCTG 

601 TTCTGCGCCG CTACAGATCG AAAGTTCCAC CCCTTTCCCT TTCATTCACG 

4‘一ーーー

651 ACTGACTGCC GGCTTGGCCC ACGGCCAAGT ACCGGCGACT CCGTTGGCTC 

@ 

701 GGAGCCAGCG ACAGCCCATC CTATAGCACT CTCCAGGAGA GAAACTTAGT 

751 ACACA 
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(B) Primer設定位置の模式図
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図2

甲状腺ホルモンレセプター αの cDNA配列

(A) TRα の機能構造

DNA BINDING 

LIGAND BINDING 

DIMERIZA TION 

TRANSACTIV A TION 

NUCLEAR LOCALIZA TION 

cDNA挿入部位

A/B C 日 E 

E ヨ
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(B) TRα の cDNA塩基配列

1 ccccgggcgc aggaggcggg cggcccggcc ccaccggccc cccatggacg cccccagcac 

61 ggggcgctga gacccccgcgヒcgctgcccagcccggじccggcgcgccacg ccagggatct 

121 ctggacagga caagactccg aagctactcc cccagcacac agcccgggac ccacaaaccc 

1S1 agcttgcccc cagccctccc acctgccact ccctggcccc tcccaccgcc cgcccccctt 

241 ggggcgcagg gcatggtgtg aaaggccaag tgctgaggcg ggtatcatgg gtgctgtgcc 

301 ctagggcctg ggヒggcagggggtgggtggc ctgtgggtgt gccggggggg ccagヒgtgcc

361 caccccagtc tcttggcgtg ctggagggca tcctggatgg aattgaagtg aatggaacag 

421 aagccaagca aggtggagtgヒgggtcagacccagaggaga acagヒgccaggtcdccagat 

481 ggaaagcgaa aaagaaagaa cggccaatgt tcccヒgaaaacCdgcatgtc agggtatatc 

541 cttagヒtacctggacaaaga cgagcagtgヒgtcgtgtgtg9ggacaag9c aactggtta乞

601 cactaccgct ~ tatcacttg ヒgagggctgc aagggcttcじじtcgccgcacaatccagaag 

661 aacctccatc ccaccヒattcctgcaaaヒatgacagctgct gtgヒcaヒヒ9acaagatcacc 

721 cgcaatcagt gccagctgtg ccgcttcaag aagtgcatcg CCgtgggcat ggccatggac 

781 ttggヒヒCζagatgactcgaa宮cgggtggccaagcgtaagc tgattgagca gaaccgg9a9 

841 cg9c9gc9ga aggaggagat gatccgatca ctgcagcagc gaccagagcc cacヒccヒgaa

901 gagtggga-cc tgatccacaヒヒgccacagaggcccatcgca gcaccaatgc ccagggcagc 

961 cattggaaac a9aggc9go3.a atヒcctgcccgatgacattg gccagtcacc catヒgtCtcc

1021 占完tgccggacggagacaaggt ggacctggaa gccじtcagcgagtt taccaa gatcatcacc 

1081 ccggccatca cccgtgヒggtggactttgcc aaaaaactgc ccatgttctc cgagctgcct 

1141 tgcgaagacc aqatcatcct cctgaagggg tgcヒgcatggagatcatgtc CCtgcgggcg 

1201 gctgtccgct acg(l.ccctga g(l.gcgacacc ctgacgcヒgagtgggg(l.go，t ggctgtcaag 

1261 cgggagcagc tcaagaatgg cggcctgggc gtagtcヒccgacgccaζctt じgaactgggc

1321 aagtcactct ctgcctヒヒaaCCヒ_ggatgacacggaagヒggctcヒgctgcaggctgヒgctg

1381 'ctaatgヒcdacagaccgctc gggcctgctgヒgtgtggacaagatcgagaa gagtcaggag 

1441 gcgtacctgc tggcgttcga gcacヒacgtcaaccaccgca aacacaacat tccgcacttc 

1501 ヒggcccaagc tgctgatgaa ggagagagaa 9ヒgcagagtt cgaにヒctgtacaagggggca 

1561 gcggcagaag gccggccggg cgggtcactg ggcgtccacc cggaaggaca gcagcttctc 

1621 ggaatgcatg ttgttcagggヒccgcaggtccggcagcttg agcagcagct tggtgaagcg 

1681 ggaagtctcc aagggccggヒヒcttcagcaccagagcccga agagcccgca gcagcgtctc 

1741 cヒggagctgc ヒccaccgaagcggaat tctc caヒgcccgagcggtcヒ9ヒggggaagacgac 

1801 agcagtgagg cggactcccc gagctcctct gaggaggaac cggaggtctg cgaggacctg 

1861 gcaggcaatg cagcctctcc ctgaagcccc ccagaaggcc gatggggaag gagaaggagt 

1921 gccaヒaccttcヒcccaggcc ヒctgccccaagagcaggagg tgcctgaaag cヒgggagcgt

1981 gggctcagca gggctggtca cctcccatcc cgヒaagaccaccttcccttc cヒcagcaggc

2041 caaacatggc cagactcccヒ tgctttttgctgtgtagttc cctctgcctg ggatgccctt 

2101 ccccctttcヒ ctgcctggca acatcヒヒacttgヒcctttgaggccccaact caagヒgtcac

2161 ctccttcccc agctccccca ggcagaaata gttgtctgtg ct.tccttggtヒcatgctヒct

2221 actgtgacac ttatctcact gttttataat tagtcgggca tgagt.ctgtt tcccaagcta 

2281 gactgヒgtctgaatcatgtc tgtatcccg 

斜線部位;GST-TRα 融合蛋白の cDNA挿入部位

2 9 



図3

LTR内塩基配列の変異の導入方法

(A) 合成した Oligomer

1. sense Wild type (201-255 bp ) 

AAGCCACCGG GAACCACCCA TITCCTCCCC A TGTTTGTCA AGCCGTCCTC AGGCG 

2. sense Mutation A (201-255 bp (224-227bp; mutalion)) 

AAGCCACCGG GAACCACCCA TTT AAGTCCC A TGTITGTCA AGCCGTCCTC AGGCG 

3. s巴nseMutation B (201-255 bp (247-250bp; mutaLion)) 

AAGCCACCGG GAACCACCCA TITCCTCCCC A TGTITGTCA AGCCGT AAOT AGGCG 

4. sense Mutation A & B (201-255 bp (224-227bp & 247-250bp; mutation)) 

AAGCCACCGG GAACCACCCA TTTAAGTCCC ATGTITGTCA AGCCGTAAGT AGGCG 

5. anti-sense Wild type (290-236 bp ) 

ATGAAAAGTI TITIGAGGTG AGGGGTTGTC GTCAACGCCT GAGGACGGCT TGACA 

6. anLi-sense Mutation C2 (290-236 bp (276-273bp; mUlaLion) ) 

A TGAAAAGTI TITI ACオTIGAGGGGTIGTC GTCAACGCCT GAGGACGGCT TGACA 

7.飢 ti-senseMutation B (290-236 bp (250-247bp; mutation) ) 

ATGAAAAGTI TITIGAGGTG AGGGGTTGTC GTCAACGCCT ACIT ACGGCT TGACA 

8. anti-sense Mutation B & C2 (290-236 bp (250-247bp & 276-273bp; mutalion) ) 

A TGAAAAGTI TITIACTTrG AGGGGTIGTC GTCAACGCCT ACTT ACGGCT TGACA 

9.加II・senseMutaLion B，C 1， & C2 ( 290-236 bp (276-273bp，271-268bp，& 250-247bp; mutaLion ) ) 

ATGAAAAGTI TITIACゴTrACTTGGTTGTC GTCAACGCCT ACIT ACGGCT TGACA 

以上 9種類の oligomerの sens巴，加ll-senseを組み合わせて加nealingさせ、その後 klenow酵

素で処理し、目的とする変異を導入した 90bpのdsDNAを作成しこれを CATplasmidに組

み込んだ。
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(B) OIigomerの模式図と annealing反応の組み合わせ

4箇所全て (A，B，Cl，C2)のdegenerativeTREsに変異をいれたもの; 4 & 9 

3箇所 (A，B， C2)のd巴generativeTREsに変異をいれたもの 4& 8 

2箇所の d巴generativeTREsに変異をいれたも の (A， B) ; 4 & 7 

(B， C2) ; 3 & 8 

(A， C2) ; 2 & 6 

l 箇所の degenerativeTREsに変異をいれたもの (A); 2&5  

(B); 3&7 

(C2); 1&6  

201 255 

2 
2剖.A227 

3 247___6_250 

4 企一一品ー

5 236 290 

6 273 C2 276 
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B 
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8 -一一-fB== C2 

9 B C1 C2 
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図4

甲状腺ホルモンによる LTRの活性化
( Jurkatを用いた場合)
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HTLV-l LTRのプロモーター活性は Jurkat細胞に甲状腺ホルモンレセプターαをco-

甘ansfectionした場合、甲状腺ホルモンの添加によって約 6倍上昇した。
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図5

甲4犬目泉ホルモンによる LTRの活性イヒ
( HepG2を用いた場合)
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HTLV-1 LTRのプロモーター活性は HepG2細胞に甲状腺ホルモンレセプターαをco-

transfectionした場合、甲状腺ホルモンの添加によって約15倍上昇した。

3 3 



図6

5'側からの LTR deletion seriesを用いた CATassay 
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LTR転写開始点からー144bp (210 bp)までは甲状腺ホルモンによる プロモーター活性化が
見られたがさらに IObp欠失させるとこの活性化が著しく低下したことから活性化に必要
な領域の5'1JlIJ境界はこの近傍に存在すると考え られた。
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図7

3 '側からの LTR deletion seriesを用いた CATassay 
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LTR転写開始点から -68bp (286 bp)までは甲状腺ホルモンによるプロモーター活性化が明
らかであったがさらに欠失させると活性化が著しく低下したことから活性化に必要な領域
の3'恨11境界はこの近傍に存在すると考えられた。
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図 8

GST-TRα を用いた EMSA

probe; L TR 87 bp (200-286 bp)， 

rat growth hormone promotor 268 bp (-248-+ 19 bp ) 

protein; GST-TR α融合蛋白 250ng， 

GST蛋白 250ng 

2 3 4 5 6 

1: probc L TR H7 bp prolc川(ー)

2: GST 250 ng 

3: GST-TRα2丹()ng 

4‘probc rGH 2凸Rbp prolc川 (ー)

壬 GST250 ng 

6句 GST・TR(l2男()n巴

日1growlh honnoncプ Uモータ一円ωIJまたは LTRをprobcとして}II¥、たJ劫介、 1II，j行l
おいて GST-TRα品自fTi長1'1を加えることでぬ欽の、hifth礼M そsd、めと GST lj¥似ては
このような 、hift handはliJめなかv た
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図 9

Competitorを用いた EMSA

probe; 

protem; 

LTR 87 bp (200-286 bp) 

GST-TRα融合蛋白 250ng 

competItor; 
CTAGAGATCTCAGGTCA、

PalindromIC TRE(TREP TGACCTGAGATeT) 

prOICl1l 

compClllor 

molar cxcc...... 

+ + + + + + 

+ + + + + 

、!O、-!O、100、lOO、月00

一 E

反応系の competitorの量が増加するにつれて、 shiftbandの濃度が漸減し、ついには消失
した。
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図 10 

甲j犬島宗ホルモンレセプター αのLTR内の degenerateThyroid 
Hormone-Responsive Elements (TREs)に対する結合性の解析

probe; A 20ト230bp， B 231-260 bp， 

protein; GST-TRα 融合蛋白 250 ng 

probe 

GST-TRα 

A B C 

ー+ー+ー+

-

C 261-290 bp 

probe AとBは l箇所の degenerateTRE (A， B)を含み、 probeCは 2箇所含む(Cl，C2)。

3 8 



図 11 

LTR内の degenerateTREsの変異による
甲状腺ホルモンレセプター αの結合性の変化

probe; mA 

mB 

mC2 

mCIC2 

201-230 bp 
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3 9 



図12 

LTR内の degenerateTREの変異に よるプロモーター
活性化の変化
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4箇所の deg巴nerateTREsのいずれかに変異が入っている場合は、活性化は著しく低下した。
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