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   Abbreviations 

   3-AT :  3-amino1,2,4-triazol 

   AAF : 2-acetylaminofluorene 

   BSA : bovine serum albumin 

   BTEB2 : basic transcription element binding protein 2 

 C/EBP : CCAAT/enhancer binding protein 

   CIAA : chloroform isoamyl alcohol 

   CPBP : core promoter-binding protein 

   DMSO : dimethyl sulfoxide 

 DTI" : dithiothreitol 

   EZF : epithelial zinc finger 

   FBS : fetal bovine serum 

   GPS : GST-P silencer 

   GST-P :  gultathione  transferase  P 

   IPTG :  isopropyl-(3-D-thiogalactopyranoside 

   LB : Luria-Bertani's broth 

   LKLF : lung  Kruppel-like factor 

   MEM : Minimum Essential Medium 

   MZFP : multiple zinc finger protein 

 NF1 :  nuclear  factor  1 

   NP-40 : nonidet P-40 

   ORF : open reading frame 

   PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

   PBS : phosphate-buffered saline 

   PCR : polymerase chain reaction 

   SD : synthesis dropout 

   SDS : sodium dodecyl sulfate 

    SF-A : silencer factor-A 

    SF-B : silencer factor-B 

    SF-C : silencer factor-C 

   Sp4 : specific protein 4 

   TFIIIA : transcription factor  IIIA 

   TIEG1 :  TGFf3-inducible early transcription factor gene 1



緒 論

アセ チ ル ア ミ ノ フル オ レ ン(AAF)な どの化 学 発 癌 物 質 によ っ て誘 発 され る 、 ラ ッ ト肝

癌 の発 生 過 程 にお け る 特 異 的 な遺 伝 子 発 現 の変 化 を二 次 元 電気 泳 動 によ り検 索 す る と、

正 常 肝臓 で は 発 現 の 見 られ な い胎 盤 型 グル タチ オ ン トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ(GST-P)が ほ

とん ど100%の 頻 度 で 発 現 す る 。そ の た め、GST-Pは 優 れ た腫 瘍 マ ー カ ー の1つ と考 え

られ て い る【1-41。腫 瘍 マ ー カ ー遺 伝 子GST-Pの 発 現 調 節 機 構 を解 明 す る こ とが 、発癌 機

構 の解 明 の 手 が か りにな る と考 え 、 当研 究 室 で はGST-P遺 伝子 の転 写 レ ベル で の発現 調

節 機 構 につ いて 検 討 して きた 。

転 写 制 御 機 構 の 解 明 のた め の ア プ ロー チ の 方 法 と して 、 正 に制御 す る機 構 の解 明 と、

負 に制 御 す る 機 構 の 解 明 が 考 え られ る 。GST-P遺 伝 子 の5'側 上流 一2.5kb付 近 お よ び

一396か ら一140bpに は 、そ れ ぞ れ 転 写 を正 に制 御 す るエ ンハ ンサ ー 領域 と 、 負 に制 御 す

るサ イ レンサ ー 領 域 が あ る ことが 、様 々 な欠 失 変 異 体 を用 い た実 験 によ っ て 明 らか に さ

れ て い る[5-7】 。 ラ ッ ト正 常 肝 臓 で はGST-Pの 発 現 が ほ ぼ完 全 に抑 え られ て い る こ とか

ら、 当研 究 室 で はエ ンハ ンサ ー を介 した転 写 活 性 化 機 構 と共 に、 サ イ レ ンサ ー領 域 によ

る遺 伝 子 発 現 の抑 制 機 構 が 重 要 で あ る と考 え 、サ イ レンサ ー 領域 に結 合 す る タ ンパ ク質

に 関す る 研 究 を行 って い る。 サ イ レ ン サー 領 域 は 、 フ ッ トプ リン トア ッセ イ によ り

GST-PSilencer(GPS)-OA,OB,1,2,3,4,5,THE,GCbox及 びsite7の タ ンパ ク質 結 合

部 位 が あ る こ と が 明 らか に さ れ て い る 。そ の う ちGPS1に は、SF(silencerfactor)-B:

CIEBP(CCAAT/enhancerbindingprotein)フ ァ ミ リ ーが 結 合 し[81、GPS-OA,OB,3,4,

5,site7に は 、SF-A:NF1(nuclearfactor1)フ ァ ミ リーが 結 合 す る こ とが 明 らか に され

て い る(Fig.1)【9,10]。

THE

GPSi GPS2 GPS3

SF-… 附 ・m置ly⑪SF・ ・C1・BPf・mily●SFC…k・ 。w・

Fig.1.SchematicDiagramofthePromoterandSilencerRegionsintheRatGST-P

Gene.SF-CbindingsiteaswellasSF-AandSF-Bareshown.SF-CbindingsiteGPS2partiallyoverlaps

withGPSlandGPS3,whichareboundbytheC/EBPfamilyandtheNFlfamily,respectively.
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一方、GPS2に 結合す る、SF-Cと 名付 けて いる因子 はクローニ ングされていないが、

GPS2の 欠失変 異体 を用 いた トランスフェクシ ョン実験ではレポーター活性が上が り転

写抑制能 を失っている[9]。 この 結果 は、SF-CがGST-P遺 伝子の 発現 抑制に関与 してい

る ことを示唆 している。そ こで筆者は、GPS2結 合因子SF-Cの 単離及び解析 を行 うこと

に した。

これまでにSF-Aは アフィニテ ィーカ ラムを用 いた方法でクローニ ングされ[91、SF-B

は、サ ウス ウエスタ ン法で クロー ニ ングされた[8】。SF-Cも 上記 の二つの方法 で クロー

ニ ン グが試 みられたが成功 しなか った。そ こで筆者は、酵母one-hybridsystemを 用 い

る こ とに した 。酵母one-hybridsystemは 、 ターゲ ッ トシスエ レメン トにエ フェクター

プラスミドか ら転写、翻訳 されたタンパク質が結合 したとき、レポーター遺伝子である

h's3や/acZの 発現 を検 出す る こ とによ り、特 異的なDNA結 合タ ンパ ク質 をクローニ ング

す る方法である(Fig.2)。 本論文で は、 本法 を用 いてSF-cの クロー ニ ングを試 み、さ ら

に得 られ た因子 について、GPS2を 介 した転写調 節等 の機能解析 を行ったので以下に報

告する。

5xGPS2

Fig.2.DetectionofDNA-bindingProteinsUsingYeastOne-HybridSystem.Theprincipal

ofyeastone-hybridsystemisshown.ffexpressedproteinfusedwithGAL4activationdomainbindsto

GPS2,GAL4activationdomainactivatespromorteractivity.Thereafter,his3geneorIacZgeneexpression

isdetected.
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本 論

第1章 酵 母one-hybridsystemを 用 い たGPS2作 用 因 子 の ク ロ ー ニ

ン グ

ラ ッ トGST-P遺 伝 子 のサ イ レン サ ー 領 域 に存在 す る 、 タ ンパ ク質 結 合 サ イ トの一 つ の

GPS2が 転 写 抑 制 に関 わ っ て い る こ とか ら、GPS2に 結 合 す るSF-Cの ク ロー ニ ングが 必

要 で あ る と考 え た 。 こ れ まで に ア フ ィニ テ ィー カ ラム を用 いた方 法 や 、サ ウス ウエ ス タ

ン法 で は 、SF-Cの ク ロー ニ ングが で きな か った ことか ら、 酵母one-hybridsystemを 用

い る こと に した 。

第1節cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 選 択

SF-Cは 、 ラ ッ トの 正 常肝 臓 で発 現 してGPS2に 結 合す る こと によ り、GST-P遺 伝 子 の

転 写 抑 制 に関 わ っ て い る と考 え られ る。 そ のた め 、ratIiverか らGPS2に 結 合 す る タ ンパ

ク質 をス ク リー ニ ン グ を す るの が適 当 と考 え られ る。 しか し、 他 のcDNAラ イ ブ ラ リー

で もGPS2に 結 合 す るタ ンパ ク質 が 発 現 して い る 可能 性 も あ る。 そ こで まず 、 ス ク リー

ニ ン グ に用 い る ライ ブ ラ リー の 選 択 をす る た め に、 い くつ か のcelllineの 核 抽 出物 に

GPS2結 合 タ ンパ ク質 が 存在 す るか 否 か を調 べ た 。

(1)実 験 方 法

○核 抽 出液 の調 製

HeLacell,Jurkatcell,Wl-38cellをphosphate-bufferedsaline(PBS)で3回 洗 浄 した 後

核 抽 出 液 の調 製 を行 った 。15,000xg,10sec,4°Cで 遠 心 した のち 、 回収 した 細胞 の8

倍 量 のlysisbufferに 細 胞 を懸 濁 した 。懸 濁 液 に 、全 体 の1/300量 の10%NP-40伽alO.3

%)を 加 え 、 氷 上 で5分 間 放 置 し た 。15,000xg,10sec,4°Cで 遠 心 した後 の沈 殿 に 、全

体 量 と同 じ量 の2MKC1を 加 え(finallM)、 氷 上で30分 間放 置 した 。 そ の後 、350,000x

g,30min,4°Cの 遠 心 分 離 を行 い、 得 られ た 上清 を実 験 に用 い た。

lysisbuffer:20mMHEPES(pH7.9),0.1mMEDTA,0.5mMspermidine,10

glycerol,1ｵMphenyimethylsulfonylfluoride(PMSF),1μg!ml

leupeptin,1ｵg/mlpepstatinA,0.3ｵg/mlantipain
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○合成オ リゴヌクレオチ ド

以下 の合成オリゴヌクレオチ ドを90°Cで2分 間放 置 した後 、徐々 に室温 まで放冷す

ることによってアニーリングして用いた。

GPS2site:51-c° ヒagAATAGGGATGGGCAGAAGGCAG-3冒

3'-TTATCCCTACCCGTCTTCCGTCgatc-5'

GCbox:5'-agctTCCGTTGGGGCGGGGCTTCACG-3'

3'-AGGCAACCCCGCCCCGAAGTGCtcga-5'

GTbox:5'-agctTCCGTTGGGGTGTGGCTTCACG-3'

3'-AGGCAACCCCACACCGAAGTGCtcga-5'

○ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 放 射 ラ ベ ル

ア ニ ー リ ン グ し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド40ngに10xKlenowbuffer2ｵ1,1mM

dATP1ｵ1,1mMd丁rP1μ1,1mMdGTP1μ1,3.33pmol/ｵ1[a-s2P]dCTP3ｵ1を 加 えSTE

で19ｵ1に し た の ち 、Kienowenzyme(Toyobo)1μ1を 加 え30°Cで30分 反 応 さ せ た 。

0.5MEDTA2ｵ1,5MNH40Ac17ｵ1,5mg/mlyeastRNA3ｵ1を 加 え 、105μ1の エ タ ノ ー

ル を加 え 、1,5000xg,10min,4°Cで 遠 心 後 、 沈 殿 を100ｵ1の70%エ タ ノ ー ル で 洗 浄

し、50ｵ1のSTEに 溶 解 し た 。

10xKlenowbuffer:66mMTris(pH7.5),0.5MNaCI,66mMMgCl2,10mMDTT

STE:10mMTris(pH7.5),1mMEDTA,100mMNaCI

○ ゲ ル シ フ ト法

タ ンパ ク質0.25ｵgをreactionbu幵erと 室温 で30分 間反 応 させ た 。反 応 後BPB-glycerol

1.5ｵ1を 加 え 、6%ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル で10V/cmの 条 件 下 、1xTAEbufferを 循 環

させ なが ら電 気 泳 動 を行 っ た 。泳 動 後 、10%メ タ ノー ル ー10%酢 酸 で 固定 し 、ゲ ル

を乾燥 させ た後 、 オ ー トラジ オ グ ラフ ィー を行 った 。

reactionbuffer:

BPB-glycerol

lxTAE:

20mMTris(pH7.5),10%glycerol,2mMD丁 「,10mMEDTA,0.5μg

poly(dl-dC),12.5ｵgbovineserumalbumin(BSA),0.2ngoflabeled

probe

80%glycerol,0.6%BromophenolBlue(BPB)

80mMTris(pH7.5),40mMNaOAc,4mMEDTA

(2)実 験結果

ヒ ト子 宮 頚 癌 細 胞 株HeLacell、 ヒ ト肺 細 胞 株Wl-38cell、 ヒ ト 白血 病 細 胞 株Jurkat
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cellの核 抽 出 液 を用 い て 、GPS2を プ ロー ブ と した ゲ ル シ フ トア ッセ イ を行 った と ころ 、

各 々 にGPS2と 非特 異 的 な コ ンペ テ ィターGCboxで 阻 害 され るバ ン ドに加 え 、GPS2に

特 異 的 に 阻 害 さ れ る バ ン ドが観 察 され た(Fig.3)。 そ こ でratliverに 加 え 、HeLacell,

Jurkatcell,Wト38cellcDNAlibrary(CLONTECH)を ス ク リーニ ン グ に用 い る こと と し

た。

Fig.3.Gel-MobilityShiftAnalysesUsingNuclearExtractfromSeveralCells.The

Gel-mobilityshiftanalyseswereperformedusingnuclearextractfrom(A)HeLacell,(B)Jurkatcell,and(C)

WI-38cell,andtheradiolabeledGPS2.Tenｵgofnuclearextractfromthecellsindicatedaboveeach

panelswasadded(lanes2-6ineachpanel).Lanelineachpanelwasacontrolwithbovineserumalbumin
added.Either50-or200-foldmolarexcessofnon-labeledGPS2andtheGCboxwasusedforthe

competitionanalysis(lanes3-6).Theprotein-boundbandcompetedwithbothGPS2andGCboxandwith

onlyGPS2areindicatedbyopenarrowheadsandclosedarrowheads,respectively.

第2節 ライブラリーの大量調製

前 節 の結 果 よ り、SF-Cの ス ク リー ニ ン グ に は、ratliverHeLacell,WI-38cell,Jurkat

cellcDNAIibraryを 使 用 す る こ と と し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー はCLONTECH社 の

MATCHMAKERcDNAIibraryを 使 用 す る こと に し た 。one-hybridsystemを 用 い た ス ク

リー ニ ン グ で は 、 酵 母 にcDNAを 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ドを 導 入 す る 。MATCHMAKER

cDNAlibraryは 、大 腸 菌 に ライ ブ ラ リー プ ラス ミ ドが導 入 され た 状 態 で 市 販 され て い る

た め、 大腸 菌 を増 殖 させ て ライ ブ ラ リー プ ラス ミ ドを大 量調 製 した。
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(1)実 験 方 法

ラ イ ブ ラ リー ブ ラス ミ ドを含 む 大 腸 菌(MATCHMAKERcDNAlibrary;CLONTECH)

を、5.Ox104cfu!15cmplateと な る よ うに ア ン ピ シ リン(final50ｵg/ml)を 含 むLBプ レー

ト(以 下LB/Amp)5枚 に塗 り広 げた 。37°Cで プ レー トを一 晩 培 養 した後 、 プ レー ト上 で

生 育 して い る大 腸 菌 の コ ロニ ー をか き と り、液 体LB/Amp培 地200mlに 懸濁 した。 これ

らを37°Cで3時 間振 と う培 養 した 後 、3,500xg,10min,4°Cで 遠 心 し、集 菌 した。 菌

を3mlのsolution1に 懸 濁 し、1mlのlysozymesolutionを 加 えて 室温 で5分 間 放置 した。

そ こに、10miのsolution2を 加 えて 緩 や か に撹 拌 し、10分 間氷 上 で 放 置 した 。 さ ら に、

氷 冷 したsolution3を7.5mi加 えて 撹 拌 し、15分 間氷 上 で 放 置 した。4,500xg,20min,

4°Cで 遠 心 した上 清 に 、12mlの イ ソ プ ロパ ノー ル を加 え て撹 拌 し、 室 温 で15分 間放

置 した 。 そ の後 、4,500xg,10min,20°Cで 遠 心 して 得 られ た沈 澱 を 、70%エ タ ノー

ルで洗浄 し穣 雌 獅 燥 させた後・1・2mlのTEに 溶 か した・5mg/mlのRNa・eA8

μ1を加 えて506Cで30分 間反 応 した。1.4gのCsC1お よび100μ1の2mg/mlエ チ ジ ウム

ブ ロマ イ ドを加 え 、350,000xg,4h,20°Cで 超 遠 心 した 後 、 プ ラス ミ ドのバ ン ドを回

収 した 。 この作 業 を も う一度 繰 り返 し、 水 飽和 イ ソ ア ミル アル コ ール でエ チ ジ ウム ブ ロ

マ イ ドを抽 出 した 。 プ ラス ミ ド溶 液 を、5mMのNaClを 含 む1,000m1のTEで4時 間 室

温 で透 析 し た後 、新 しい5mMのNaCIを 含 むTEで 一 晩4°Cで 透 析 した 。 得 られ たDNA

の濃 度 お よ び 純 度 は 、 吸光 光 度 計 に よ って260nmと280nmの 波 長 を調 べ る こ と及 び

アガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動 によ り求 め た 。

solution1:50mMglucose,25mMTris-HCI(pH8.0),10mMEDTA,10mg/ml

lysozyme

lysozymesolution:20mg/mlinsolutionl

solution2:0.2NNaOH,1%SDS

solution3:3M/5MKOAc

TE:10mMTris(pH7.5),1mMEDTA

(2)実 験 結 果

各 ライ ブ ラ リー が 持 つ 、 イ ンデ ペ ンデ ン トな ク ロー ン数 の2-3倍 の コ ロニ ー か ら プ ラ

ス ミ ドDNAを 回 収 した(Table1)。
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Table1.YieldofLibraryPlasmidsforYeastOne-HybridSystem
l

independentclones

(xloう

amplifiedclones

(xloう

yield

(mg)

ratliver 3.0 s.o 4.5

HeLa s.o 14 3.2

WI-38 2.5 6.4 6.5

Jurkat 3.0 β.0 4.2

第3節 レポーターホス トの作成

スク リーニ ングで用 いるレポーターホス トを作成するため、GPS2が5回 繰 り返 した

配列 を レポ喚 ター プ ラスミドに挿入 し、それ らのプラスミ ドを酵母のゲノムに組み込ん

だ。

(1)実 験方法

○ レポー ター コ ンス トラク トの作 成

GPS2の5回 繰 り返 し配 列 を挿 入 したpUC18か ら、 制 限 酵 素EcoRlお よ びSa'1ま た は

制限酵 素EcoRlお よ びXbalに よ り切 断 したGPS2の5回 繰 り返 し配列 を含 むDNA断 片 を、

そ れ ぞ れpLacZiお よ びpHISi(CLONTECH)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た(以 下

5xGPS2-pLacZiお よ び5xGPS2-pHISi)(Fig.4)。

5xGPS2-pLacZiお よ び5xGPS2-pHISiの プ ラス ミ ドを調 製 し、32Pを 用 いた ジデ オ キ

シ法[11】 に従 っ たSequenaseVersion2.ODNASequencingKit(USB)を 用 い て配 列 の

確 認 を行 っ た 。
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5XGPS2 5XGPS2

N

♪仂ol

Fig.4.Constructof5xGPS2-pHISiand5xGPS2-pLacZi.Thereporterplasmidsof

5xGPS2-pHISiand5xGPS2-pLacZiareshown.Asreportergenes,pHISiandpLacZihavehis3geneand

/acZgene,respectively.FivetimesGPS2wassubclonedintothemulti-cloningsiteupstreamofthese

reportergenes.

○ プ ラス ミ ドの調 製

5xGPS2-pLacZiお よ び5xGPS2-pHISiを 大 腸 菌DH5α に導 入 した 。 得 られ た 形 質 転

換 株 を 液体LB!Amp培 地3mlに 植 菌 し、37°Cで 一 晩 振 と う培 養 した 。4,000xg,10

min,4°Cで 集 菌 後 、 沈 殿 を100ｵ1のsolution1に 懸 濁 させ 、5分 間室 温 で 放 置 し た 。そ

の後 、200ｵ1のsolution2を 加 えて 穏 や か に混 ぜ 、氷 上 で5分 間放 置 した。 さ らに、150

μ1のsolution3を 加 え て混 合 し氷 上 で10分 間 放 置 し た。15,000xg,10min,4°Cで 遠 心

した 上清 に 、 フェ ノー ル を等 量 加 え5分 間 穏 や か に混 和 し、15,000xg,10min,20°C

で遠 心 した 。 水相 を回 収 し、等 量 のCIAAを 加 え3分 間穏 や か に混 和 し、15,000xg,10

min,20°Cで 遠 心 し た 。 回 収 し た 水 相 に2.5等 量 の エ タ ノ ー ル 及 び1/10量 の3M

NaOAc(pH5.2)を 加 え、10分 間 室温 で放置 した。15,000xg,10min,4°Cで 遠 心 した後 、

沈 澱 を70%エ タ ノー ル で 洗 浄 し、50ｵ1のTEに 溶 解 した 。1μ1の0.5mg!mlRNaseAを

加 え 、37°Cで30分 間反 応 させ た 。30μ1の20%PEG6000+2.5MNaClを 加 え、 氷

上 で1時 間 放 置 し た後15,000xg,10min,4°Cで 遠 心 した 。 沈 殿 を70%エ タ ノ ー ル で

洗浄 し、50ｵ1のTEに 溶 解 した。
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LB:10g/INaCI,10g/IBacto-trypton,5g/IBacto-yeastextract

solution1:50mMglucose,10mMEDTA,25mMTris(pH7.5),10mg/mllysozyme

solution2:0.2NNaOH,0.1%SDS

solution3:3M/5MKOAc

CIAA:chloroform:isoamylalcohol=24:1

TE:10mMTris(pH7.5),1mMEDTA

ODNAシ ー クエ ンス

SequenaseVersion2.ODNASequencingKit(USB)を 用 い て 、32Pを 用 いた ジデ オキ

シ法[11]に 従 った 。

○ レポー ター コ ンス トラ ク トの ゲ ノムへ のイ ンテ グ レー シ ョン

YPDプ レ ー ト 上 のS.cerevis'aeYM4271(MATa,ura3-52,h's3-200,ade2-101,

lys2-891,'eu2-3,112,trp1-903,tyrl-501)の シ ン グル コ ロニー を25mlのYPDに 懸 濁 し

た 。 これ を30°Cで 一 晩 振 と う培 養 しOD600ニ1.5以 上 に した 。 この 菌 をOD600=0.2と

な る よ うに300mlのYPDに 植 菌 し、30°Cで4時 間 振 と う培 養 した 。3,000xg,5min,

20°Cで 集 菌 した後 、250m1の 滅菌 水 で 洗 浄 した。 この菌 を1mlのLiSORBに 懸濁 し

コ ン ピテ ン トセ ル と した。

10分 間煮 沸 した10mg/mlsalmonspermDNA20ｵ1とLiSORB80μ1を 混 合 し、 制 限

Ncolで 切 断 して 直 鎖 状 と した5xGPS2-pLacZi1μgを 加 えて 十 分 に ボ ル テ ックス に

よ り撹 拌 した と ころ にコ ン ピテ ン トセ ル を100ｵ1加 え た 。 ボル テ ックス に よ り撹 拌 し

た 後 、300μ140%PEGILiAcπEを 加 え 、水 浴 上30°Cで30分 間放 置 し た 。35μ1の

DMSOを 加 え て緩 や か に混 合 し、42°Cで15分 間 ヒー トシ ョック を与 え 、 氷 上で2分 間

放 置 した 後 、 菌 液150ｵ1を プ レー ト上 に 塗 り広 げた 。5日 後 、SD/-Uraプ レrト 上 に現

わ れ た ク ロー ン を、5xGPS2-pLacZiがYM4271の ゲ ノム にイ ンテ グ レー トされ た株 と判

断 した(以 下5xGPS2-pLacZi/YM4271)。

次 に5xGPS2-pLacZi!YM4271の コ ン ピテ ン トセ ル を作 成 し、 制 限酵 素♪Cholに よ り切

断 し直 鎖 状 と した5xGPS2-pHISiを 導 入 した 。5日 後 、SD/-Ura1-Hisプ レー ト上 に現 わ れ

たク ロー ン を 、5xGPS2-pHISiが5xGPS2-pLacZiIYM4271の ゲ ノム に イ ンテ グ レー シ ョ

ンされ た株 と判 断 した(以 下YM4271i/GPS2)。

ま た ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロー ル お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロール として 用 い る ホス トの作

成 を行 っ た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と し て 用 い る ホ ス トの 作 成 は 、 プ ラ ス ミ ド

p53BLUEお よ びp53HIS(CLONTECH)を そ れ ぞ れ 制 限 酵 素Ncol,Xholで 切 断 し、 順 に

YM4271へ 導 入 しゲ ノム ヘ イ ンテ グ レー シ ョ ン した(以 下YM4271/p53)。 ネ ガ テ ィ ブ コ

ン トロー ル と して 用 い るホ ス トの作 成 は、GST-P遺 伝 子 のエ ンハ ンサ ー 領 域 に含 まれ る

ERTの4回 繰 り返 し配 列 をpLacZiお よびpHISi-1(CLONTECH)に 組 み込 ん だ もの を導 入

した ホ ス トを用 いた(以 下YM4271/ERT)。
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YPD:10g/IBacto-yeastextract,20g/IBacto-peptone,20g/Iglucose

LiSORB:100mMLiAc,10mMTris(pH8.0),1mMEDTA,1MSorbitol

40%PEG/LiAc/TE:40gPolyethyleneglycol3350/100mMLiAc/TE

LiAc/TE:100mMLiAc,10mMTris(pH8.0),1mMEDTA

(2)実 験 結 果

ゲ ノ ム 中 にGPS2が5回 繰 り返 し た配 列 を持 つ レポ ー タ ー を イ ンテ グ レー シ ョン した

ホス ト、YM4271/GPS2、 お よび ポ ジテ ィブ コ ン トロー ル と してYM4271/p53、 ネガ テ ィ

ブ コ ン トロー ル と してYM4271!ERTを 作 成 した 。

第4節YM4271/GPS2の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド発 現 の チ ェ ッ ク

his3,lacZが 非 特 異 的 に発 現 し、 ス ク リー ニ ング時 に影 響 を及 ぼ す こと を 考 慮 し て 、

どの程 度 の 非 特 異 的 な 発 現 が あ らわ れ るか を検 討 し、ス ク リー ニ ング時 の 条 件 を決 定 し

た 。

(1)実 験 方 法

OpGAD424のYM42711GPS2へ の トラ ンス フ ォー メー シ ョ ン

pGAD424の トラ ンス フ ォー メー シ ョ ンは本 章 第3節 レポ ー ター ホ ス トの作 成 の20倍 の

スケ ー ル で 行 った 。

03-aminol,2,4-triazol(3-AT)を 含 むSD1-Leu1-Hisプ レー ト上 で の生 育

3-ATを そ れ ぞ れ 終 濃 度0,5,10,15,30,45mM含 むSD/-Leu/-Hisプ レー トに トラ ンス

フ ォー マ ン トを100ｵ1ず つ プ レー テ ィ ング し た。 これ らを1週 間30°Cで 培 養 しプ レー

ト上 に現 わ れ る コ ロニ ー 数 を調 べ た 。

○ β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ フ ィル ター ア ッセ イ

トラ ンス フ ォー マ ン トを を 生育 させ たSD/-Leuプ レー トの表 面 に滅 菌 した フ ィル タ ー

(Whatman#5)を の せ 、 コ ロニ ー を フ ィル タ ー に付 着 させ た 。 そ の フ ィル ター を液 体 窒

素 に10秒 間浸 し た 。 フ ィ ル タ ー を室 温 に戻 し た後 、 コ ロ ニ ー の あ る 側 を 上 に し てZ

buffer/X-galsolutionに 浸 して い た フ ィル タ ー(Whatman#5)に 乗 せ た。 これ を30°Cで

培 養 しフ ィル ター 上 の コ ロニ ー の色 が 青 変す るか ど うか を観察 した。
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Zbuffer:16.1g/INa2HPO・H20,5.5g/INaH2PO4・H20 ,0.75g/IKCI,0.246

g/IMgSO47H20(pH7.0)

X-galstocksolution:20mg!ml5-bromo-4-chIoro-3-indolyl-(3-D-galactopyranoside

/N,N-dimethylformamide(DMF)

Zbuffer/X-galsolution:100miZbuffer,0.27mlβ 一mercaptoethanol,1.67mlX-galstock

solution

(2)実 験 結果

03-ATを 含 むSD1-Leu1-Hisプ レー ト上で の生 育

3-ATが ヒス チ ジ ンの 生合 成 を 抑 制 す る[12]こ とか ら、cDNAの イ ンサ ー トを持 たな い

プ ラ ス ミ ドpGAD424牽 導 入 したYM42711GPS2の 生育 を、 濃度 の異 な る3-ATを 含 む

SD/-Leu/-Hisプ レー ト上 で観 察 す る こ とによ り、 ス ク リー ニ ン グ時 に用 い る3-ATの 至 適

濃 度 を調べ た 。そ の結果 、3-ATの 終 濃 度OmM,5mMの プ レー トにコ ロニ ーが 現 われ た。

10mM以 上 の3-A丁 を含 むSD/-Leu/-Hisプ レー ト上 で は酵 母 は生 育 しなか った 。以 上 の

結 果 よ り、 ス ク リー ニ ン グで 用 い る プ レー トの3-ATの 終 濃 度 は 、バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの

発 現 を抑 え 得 る最 も低 い濃度 の10mMが 適 当で あ る と判 断 した 。

○ β一ガ ラ ク トシダ ー ゼ フ ィル タ ー ア ッセ イ

酵 母 をZbuffer/X-galsolutionと 反 応 させ て 、30°Cで8時 間 培養 した が コ ロ ニー は青

変 しな か っ た 。R一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ フ ィル タ ー ア ッセ イ 時 の培 養 時 間 は、8時 間 以 内で

あれ ばバ ッ ク グ ラ ウ ン ドの発 現 は な くポ ジテ ィ ブ ク ロー ンの判別 がで き る と判 断 した 。

第5節 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ

前 節 ま で で 作 成 した ホ ス トYM4271/GPS2にratliver,HeLacell,WI-38cell,Jurkat

cellcDNA匪ibraryの プ ラス ミ ドを導 入 した。

一 次 ス ク リー ニ ングで は
、his3遺 伝 子 の発 現 を利 用 した ス ク リー ニ ン グを行 った 。

(1)実 験 方 法

OcDNAラ イ ブ ラ リー のYM42711GPS2へ の トラ ンス フォー メー シ ョン

本 章 第4節pGAD424のYM4271/GPS2へ の トラ ンス フォー メー シ ョ ンの項 に 示 した 方

法 で 、ratliver,HeLacell,Wl-38cell,Jurkatcellの 各 ライ ブ ラ リー プ ラ ス ミ ドをホ ス ト

YM4271/GPS2の コ ン ピテ ン トセ ル に導 入 した 。10mM3-ATを 含 むSD/-Leu/-Hisプ レー
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ト上で30°Cで1週 間培 養 した後 、生育 した コロニーをポジティブクローンと判断した。

(2)実 験結果

各 々 の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 イ ン デ ペ ン デ ン トな ク ロー ン を2.5-6.Ox106個 含 む こ と か ら 、

そID2-3倍 に相 当 す る ト ラ ン ス フ ォー マ ン ト(ratliver,1.2x10'clones;HeLacell,6.9x106

clones;wi-38cell,1.Ox10'ciones;Jurkatcell,1.Ox10'clones)を 、SD1-Leu1-His/10mM

3-ATプ レ ー ト に 塗 り広 げ た と こ ろ 、 計631個 の コ ロ ニ ー(ratliver,57colonies;HeLa

celI,160colonies;WI-38ce11,81colonies;Jurkatcell,333colonies)が 生 育 し た 。 これ

ら を ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン と した(丁able2)。

Table2.ScreeningofGPS21nteractingProteinsfromSeveral凵brariesUsingYeastOne・HybridSystem

Sourceoflibrary

totalliver
(rat)

HeLa

(human)
Wlく38

(human)

Jurkat

(human)

numberofscreenedclones 1.2x10 6.9x106 1.Ox107 1.Ox107 3.9x10

1stscreening(HIS+) 57 160 81 333 631

2ndscreening(LacZ+) 33 101 37 131 302

3rdscreening(HIS+,LacZう 1 54 s 21 82

4thscreening(HlS+,LacZ+) 1 33 s 9 49

identifiedcones Sp4(1)

BTEB2(6)
QF(24)
Sp4(1)
TFIIIA(1)
TIEG1(1)

TIEG1(6)

CPBP(2)
LKLF(2)
MZFP(2)
TFIIIA(2)
TIEG1(1)

8species

Thenumbersofpositiveclonesateachstepareshown.Thenumbersinparenthesesintheidentified

clonesarethenumberofclonesisolated.

第6節 二次スクリーニング

一次スク リーニング においてポジティブであったクローンについて、'acZ遺 伝子 の発

現 を利用 した二次ス クリーニングを行った。
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(1)実 験 方 法

○ β一ガ ラク トシダ ー ゼ フ ィル ター ア ッセ イ

ー 次 ス ク リー ニ ン グ にお いて ポ ジテ ィブ で あっ た631個 の ク ロー ン を
、滅 菌 した フ ィ

ル タ ー(Whatman#5)を 乗 せ たSD/-Leu/-His110mM3-ATプ レー トの表 面 に塗 り、30・C

で3日 間培 養 し た 。 トラ ンス フォ ー マ ン トが 生 育 して い る フ ィル ター を液 体 窒 素 に10秒

間 浸 す こ とに よ り酵 母 を破 砕 した。 フ ィル タ ー を室 温 に戻 した後 、 コ ロニ ー の あ る側 を

上 に してZbuffer/X-galsolutionに 浸 して い た フ ィル ター に乗 せ た 。 これ を30°Cで3時

間 培 養 し、 青変 した ク ロー ンを ポ ジテ ィ ブ ク ロー ン と した。

(2)実 験 結 果

一 次 ス ク リー ニ ン グ にお い て ポ ジテ ィ ブ で あ った631個 の ク ロー ンの う ち
、計302個

の ク ロー ン(ratIiver,33cbnes;HeLacell,101clones;W-38cell,37clones;Jurkatcell,

131clones)が ポ ジテ ィ ブで あ っ た(Table2)。

第7節 三 次 ス ク リ ー ニ ン グ

ニ 次 ス ク リー ニ ン グ にお いて ポ ジ テ ィ ブで あ った ク ロー ンか らプ ラス ミ ドを 回収 し、

YM42711GPS2に 導 入 した 。 これ ら に対 してhis3とlacZ遺 伝 子 の発 現 を 利 用 した 三 次 ス

ク リー ニ ン グ を行 った 。

(1)実 験 方 法

○ 酵 母 か らの プ ラ ス ミ ドの 回収

二 次 ス ク リー ニ ング に お いて ポ ジテ ィブ で あっ た302個 の ク ロー ンそ れ ぞ れ の シ ン グ

ルコ ロニー を1.5mlのSD/-His/10mM3-AT液 体 培 地 に植 菌 し、30°Cで 二 日間 培養 した。

15,000xg10min,4°Cで 遠 心 して 上 清 を取 り除 いた後 、 菌 を200μiのBreakingbu幵er

に懸濁 した 。200ｵ1の グ ラ ス ビーズ(MS機 器0,5mm)及 び200ｵ1のPhOH-CHCI3を 加

え て2分 間 ボ ル テ ッ クス によ り撹 拌 した 。15,000xg10min,4°Cで 遠 心 した 後 、水 相 を

回 収 し 、 フ ェ ノー ル 処 理 及 びCIAA処 理 を 行 っ た 。500ｵ1の エ タ ノール を加 え て 撹 拌 し

一85°Cで5分 間放 置 した 。15 ,000xg10min,4°Cで 遠 心 した 後 、沈 殿 を70%エ タ ノー

ル で 洗浄 し、50ｵ1の 丁Eに 溶解 した。
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Breakingbuffer:2%TritonX-100,1%SDS,10mMNaCI,10mMTris(pH8.0),10

mMEDTA

PhOH-CHCI3:phenol:chloroform=1:1

○ 酵 母 コ ン ピテ ン トセ ル の 調 製

本 章 第4節pGAD424のYM42711GPS2へ の トラ ンス フ ォー メー シ ョ ンの項 と 同様 の 方

法 で コ ン ピテ ン トセ ル を調 製 した 。

○ ホ ス トへ の トラ ンス フ ォー メー シ ョ ン

本 章第4節pGAD424のYM4271/GPS2へ の トラ ンス フ ォー メー シ ョンの 項 と 同様 の方

法 で 遺伝 子 導 入 を行 った 。

○ β一ガ ラク トシダ ー ゼ フ ィル ター ア ッセ イ

トラ ンス フ ォ ー メー シ ョン後SD/-Leuプ レー ト上 で 生育 して き た コ ロニ ー を 、1サ ン

プル につ き 数個 、SD/-Leu/-His/10mM3-ATプ レー ト上の フ ィル ター にス トリー ク した。

こ こで 生育 した も の につ いて 、 本 章第6節 β一ガ ラク トシダ ー ゼ フ ィル タ ー ア ッセ イ の項

に示 した方 法 で 、 β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ フ ィル ター ア ッセ イ を行 っ た。

(2)実 験結果

YM4271/GPS2の コ ン ピ テ ン トセ ル に 遺 伝 子 導 入 した302個 の ク ロ ー ン を 、SD1-Leu

プ レー ト上 に 塗 り 広 げ た 。 プ レ ー ト上 で 生 育 し た コ ロ ニ ー をSD1-Leu/-His/10mM3-AT

プ レー ト上 に ス ト リー ク し な お し、R一 ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ フ ィ ル タ ー ア ッセ イ を行 っ た 。

そ の 結 果 、 計82個 の ク ロ ー ン(ratliver,1clone;HeLacell,54clones;WI-38cell,6

clones;Jurkatcell,21clones)が ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た(Fig.5,Table2)。

GrowthonHistidine(一)Plate
β脚GalactosidaseAssay

Fig.5.GrowthonHistidine(一)Plateand卜GalactosidaseAssayfor3rdScreening.(A)

Thegrowthonhistidine(一)plateoftheclonesfromJurkatcDNAlibraryisshown.(B)Thedataof

R-galactosidaseassayoftheclonesfromJurkatcDNAlibraryareshown.
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第8節 四 次 ス ク リー ニ ン グ

三 次 ス ク リー ニ ン グで ポ ジテ ィ ブ で あ った ク ロー ンか ら回収 した プ ラ ス ミ ドを、大 腸

菌 に 導 入 して 単 一 化 し た 。 これ らを も う一 度YM4271/GPS2に 導 入 す る の と 同時 に 、

ERTを シス エ レ メ ン トに持 つYM42711ERTを ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロー ル と して 用 いて 、活

性 がGPS2特 異 的 か 否 か を検 討 し た。GPS2特 異 的 にポ ジ テ ィブ で あ った ク ロー ン の シ

ー クエ ンス を行 った
。

(1)実 験 方 法

○ 酵母 か らの プ ラス ミ ドの 回収

本 章 第7節 酵 母 か らの プ ラス ミ ドの回 収 の 項 に示 した 方法 で 酵 母 か らの プ ラス ミ ドの

回 収 を行 った 。

○ 大 腸 菌 コ ン ピテ ン トセ ル の作 成

大腸 菌DH5α をLBプ レー トに画 線 培 養 し、37°Cで 一 晩 培 養 した 。rシ ングル コ ロニ ー

をか き と り、5mlLB液 体 培 地 中37°Cで 一 晩 振 と う培 養 した 。 この うち2mlず つ を200

mlLB液 体 培 地 で 、OD600=0。5-0.8に な る ま で37°Cで 振 と う培 養 し た 。3,000xg,10

min,4°Cで 集 菌 した の ち 滅 菌 水30mlで 菌 を2回 洗 浄 し た 。10%グ リセ ロー ル15ml

で 洗浄 し、3,000xg,5min,4°Cで 集 菌 した 。10%グ リセ ロー ル8mlに 懸 濁 し210ｵ1

ず つ に分注 した 。 これ ら を液 体 窒 素 に よ り凍 結 した 後 、-85°Cで 保 存 した 。

○ 大腸 菌DH5α へ の プ ラス ミ ドのエ レク トロポ レー シ ョ ン

E.co〃Pulser(BlORAD)を 用 い た 。キ ュ ベ ッ トはGenePulser/E.co/iPulserCuvette

O.2cm(BIORAD)を 用 い た。 上記 の コ ン ピテ ン トセ ル40ｵ1と プ ラス ミ ド溶 液1μ1を キ ュ

ベ ッ トに ア プ ライ した 後 、12.5kV!cmの 電 圧 を印 加 した 。 印 加 後 す ぐ に1 .5mlSOCを

加 え 、14ml培 養 チ ュ ー ブ に移 し37°Cで1時 間 振 と う培養 した 。 そ の 後 、15,000xg,

10sec,4°Cで 遠心 して 集 菌 した 。100ｵ1のTEに 懸 濁 しLB/Ampプ レー トに塗 り広 げた 。

SOC:2%Bacto-tryptone,0.5%Bacto-yeastextract,10mMNaCI,2.5mMKCI,10

mMMgCl2,10mMMgSO4,20mMglucose

Oプ ラス ミ ドの調 製

本 章 第3項 の プ ラ ス ミ ドの調 製 の方 法 に従 った 。

OYM42711GPS2お よ びYM4271!ERTへ の トラ ンス フ ォー メー シ ョン

回収 した プ ラス ミ ドを 、 ホ ス トYM42711GPS2お よび ネ ガテ ィ ブ コ ン トロー ル と して

ERTの4回 繰 り返 し配 列 を タ ー ゲ ッ トシス エ レメ ン トと した ホ ス ト(YM4271/ERT)へ 、
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本 章 第4節pGAD424のYM4271/GPS2へ の トラ ンス フ ォー メ ー シ ョ ンの項 に示 した方 法

で トランス フ ォー メー シ ョ ン した 。

○ β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ フ ィル ター ア ッセ イ

本 章第6節R一 ガ ラ ク トシダ ーゼ フ ィ ル タ ー ア ッセ イ の項 に示 した方 法 で 、 β一ガ ラ ク ト

シダー ゼ フ ィル タ ー ア ッセ イ を行 った 。

ODNAシ ー ク エ ン ス

DNAシ ー ク エ ン ス は 、DNASequencingKit(AppliedBiosystem)を 用 い たDye

terminater法(ABI310sequencer)で 行 っ た 。

(2)実 験結果

三次 ス ク リー ニ ン グで ポ ジテ ィブ で あ った ク ロー ン計82個 か ら回収 した プ ラス ミ ドを 、

大 腸 菌DH5α に 導 入 し 、 単 一 化 した プ ラ ス ミ ドを 回 収 し た 。 回 収 し た プ ラス ミ ドを

YM42711GPS2お よびYM42711ERTに 導 入 し、 そ れ ぞ れ を2種 類 の プ レー ト、SD/-Leu

プ レー トお よびSD!-Leu/-His!10mM3-ATに ス トリー ク した 。 そ の結 果SD1⊥euプ レー

ト上 で は全 て 生育 し た が 、SD!-Leu/-His/10mM3-ATプ レ ー ト上 で はYM42711ERTの ト

ラ ンス フ ォー マ ン トは全 て 生育 せ ず 、YM42711GPS2の トラ ン ス フ ォー マ ン トの一 部 も

生 育 しなか っ た。

clonelJ79-4 clonelJ79-2

ERT(+HIS)

ERT(-HIS)

GPS2(+HIS3)

GPS2(-HIS)

CPS2(-HIS3)

GPS2(+HIS)

ERT(-HIS)

ERT(+HIS)

Fig.6.β ・GalactosidaseAssaysfor4thScreening.R-Galactosidaseassaysoftwoclonesfrom

JurkatcellcDNAlibrary(1J79-2,1J79-4)areshown.GPS2,transformantofYM4271/GPS2;ERT,

transformantofYM4271/ERT;+HIS,transformantplatedonSD/-Leuplate;-HIS,transformantplatedon

SD/-Leu/-His/10mM3-ATplate.
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各 プ レー ト上 で 生 育 した ク ロ ー ン に つ い て β一ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ フ ィ ル タ ニ ア ッ セ イ を

行 っ た と こ ろ 、 計51ク ロ ー ン(ratliver,1clone;HeLacell,33clones;Wl-38cell,6

clones;Jurkatcell,9clones)がGPS2特 異 的 にSDILeuプ レ ー ト,SD1-Leu1-His110mM

3-ATプ レー トで 青 くな っ た(Fig.6,Table2)。

こ れ ら の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン のDNA配 列 を 決 定 し、 デ ー タ ベ ー ス に よ り検 索 した 。 そ

の 結 果 、BTEB2(basictranscriptionelementbindingprotein2),CPBP(core

promoter-bindingprotein),EZF(epithelialzincfinger),LKLF(lungKruppel-likefactor),

Sp4(spec而cprotein4),TIEG1(TGF(3-inducibleearlytranscriptionfactorgene1),

TFIlIA(transcriptionfactorIIIA),お よ び 配 列 は 登 録 さ れ て い る も の の 、 発 現 や 機 能 に つ

い て の 報 告 の 無 い 遺 伝 子(PACcloneRP4-751H13ヒ ト染 色 体7q35全 長128361bpの 内

20009-21523bp,GenBankACOO4877)と 一 致 し た(Fig.7)。 今 回 得 たPACclone

RP4-751H13の20009-21523bp部 分 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ酸 配 列 に は 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー

モ チ ー フ が12個 含 ま れ る こ とか らMZFP(multiplezincfingerprotein)と 名 付 け た 。

Fig.7.SchematicIllustrationofGPS21nteractingFactorsintheYeastOne-Hybrid

Screening.Thefactorsclonedbytheyeastone-hybridscreeningareshown.Theblackbarsabove

eachfactorindicatetheregionobtainedbythescreening.
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図中の黒 い実線 は今回のスクリーニングで得たポジティブクローンの うち最も長い領

域を含むものを示 している。OpenReadingFlame(ORF)全 長 を含む クロー ンが存在 し

たのはBTEB2の み で あった。 しか し、全て のク ローンにおいてC2H2タ イ プの亜鉛 フィ

ンガーモチー フを含んでいた。またTFIIIAの 今回得た領域 はhumanTFIIIAと して報告 さ

れて いる配 列全て を含 み、5'側18bpはGTF3Aに 一致 していた(Rg.7)【13,14】 。

第9節 考 察 及 び 小括

(1)考 察

ス ク リーニ ング を始 めた当初 は、二次スク リーニングの後、酵母か ら回収したプラス

ミ ドを大腸菌に導入 していた。大腸菌から回収したプラスミドについて制限酵素による

インサー ト部分の切 り出しを行った ところ、1つ の酵 母か ら回収 したプ ラス ミ ドの中に

数種類の長さのバ ンドが観察された。そのためポジティブなエフェクタープラスミドを

この時点で特定するのは難 しいと考え、三次スクリーニングを行った。

この操作で、一つの酵母 に導入されるプラスミドの種類が減 ると考えた。また、プラ

スミドの回収をするために、酵母をSD1-His/10mM3-AT液 体 培地中で2日 間培養 してい

る。 この間 にポジティブエフェクタープラスミド以外の、酵母の生育に必要でないプラ

スミドを排除できる可能性 も期待できた。

今回酵母one-hybridsystemを 用 いて、BTEB2,CPBP,EZF,LKLF,Sp4,TIEG1,TFIIIA

の遺伝子 をク ローニ ングした。 さ らに、MZFPと 名付 けた 因子 を得 た(Fig.7)。

これ らは、全 てDNA結 合 領域 と して知 られて いるC2H2型 の亜鉛 フィ ンガーモチ ー フ

を有 していた。特 にBTEB2,CPBP,EZF,LKLF,Sp4,TIEG1はC2H2型 の亜鉛 フィンガー

モ チー フ を3回 繰 り返 して もつ 、Kruppel型 と呼ば れ る 因子で あ った 。一方 、TFIIIA,

MZFPは そ れぞ れ亜鉛 フィンガーモチー フを8個 および12個 有す る因子 であった。

今回のス ク リーニングでは、異なる領域をコー ドしている同じ遺伝子が複数得 られた

場合や、異な るライブラリーか ら得 られ た場合が あった(Table2)。 そ してそれ ら異な

るクロー ン全てが亜鉛 フィンガーモチーフを含んでいた。このことは、今回得た因子が

偽陽性でな い ことを支持す る材料 の一つ とな ると思われ た。 しか し酵母one-hybrid

systemはDNAと タ ンパ ク質 の直接 的な結合 を証明する方法で はないので、筆者は次章

でゲルシフ ト法を用いて、 これ らの因子 とGPS2の 直接 的な結合 につ いて の検 討 を行っ

た。さらに トランスフェクション法などにより、個々の因子の解析を行った。
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(2)小 括

1.酵 母one-hybridsystemを 用 いてGPS2に 作 用 す る8種 類 の 因子 を ク ローニ ン グ した。

2.8種 類 の 因子 は 、Kruppel型 のB丁EB2,CPBP,EZF,LKLF,Sp4 ,TIEG1、 お よ び亜 鉛

フ ィ ンガ ー モ チ ー フ を多 数 もつTFIIIAと 配 列 は登 録 さ れ て い る もの の発 現 や機 能 に

つ いて の 報 告 の 無 い遺 伝 子 で あ った 。

3.今 回得 た 発現 や 機 能 に つ いて の報 告 の な い遺 伝 子 をMZFPと 名 付 けた 。
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第2章 サ イ レ ン サ ー-GPS2に 作 用 す る 因 子 の 機 能 解 析

前 章 で 酵 母one-hybrid法 に よ りGPS2に 作 用 す る こ と が 明 らか とな っ た 、8種 類 の 亜 鉛

フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 が 、GPS2に 対 し て ど の よ う に 作 用 して い る か を検 討 す る た め 、

1,ゲ ル シ フ ト法 に よ るGPS2と の 結 合 性 、2.ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン法 に よ る 転 写 調 節 活

性 、 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。

第1節 ゲ ル シ フ ト法 に よ るGPS2に 作 用 す る 因 子 の 結 合 性 の 解 析

ま ず 酵 母one-hybrid法 に よ り 得 た8種 類 の 因 子(BTEB2,CPBP,EZF,LKLF,Sp4,

TIEG1,MZFP,TFIIIA)が 実 際 にGPS2に 結 合 す る か 否 か を ゲ ル シ フ ト法 に よ っ て 検 討 し

た 。

(1)実 験 方 法

○ 発 現 プ ラ ス ミ ドの 作 成

BTEB2に つ い て は 、51側 の プ ラ イ マ ー にBamHIサ イ トを 、31側 の プ ラ イ マ ー にEcoRl

サ イ トを 付 加 し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(Fig.8A)を 用 い てAmpliTaqGold(Applied

Biosystems)を 用 い たPCR法 に よ り 、 ラ ッ トBTEB2のORFの 全 長 を 増 幅 し た 。Sp4,

TFIIIAに つ い て は 、BTEB2と 同様 に 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド(Fig.8B,C)を 用 い て 、Sp4

は 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 領 域 を 含 む504aa.-784a.a.に 相 当 す る 部 位 を 、TFIIIAは51側 の3つ の

亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 領 域 に 相 当 す るDNA断 片(94a.a.-197a.a.)を 増 幅 した 。PCRは 、96°C

15分 を1回 、96°C1分 、54°C2分 、74°C2分 の サ イ ク ル を2回 、96°C1分 、64°C2

分 、74°C3分 を30回 、74°C10分 を1回 行 っ た 。

A5'-ataGGATCCATGCCCAGTTCTACAAATC-3'

5'-ataGAATTCTCAGTTCTGGTGCCTCTT-3'

B5'-atagGGATCCTTGCTCAGATTGCTC-3'

5'-atagGAATTCTTCCATGTTTGTTGA-3'

C5'-a'ヒaGGATCCCGCTTCCCAGGAGGTTCA-31

5'-ataGAATTCCAGTCTTCAAAACTGCATAT-3'

Fig.8.PrimersforPCRtoamplifyBTEB2,Sp4,andTFIIIA.PrimersforPCRtoamplifyBTEB2

(A),Sp4(B),andTFIIIA(C)areshown.Therestrictionenzymesitesareunderlined.BamF-IIsitewas

connectedto5'-sideprimer(upper)andEcoRlsitewasconnectedto3'-sideprimer(lower).
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PCR産 物 を制 限 酵 素BamHIEcoRlで 消 化 した 後 、 発 現 ベ ク ターpGEX-3X(Amersham

PharmaciaBiotech)のBamHI,EcoRlサ イ トにサ ブ ク ロ ー ニ ン グ した 。 サ ブ ク ロー ニ ン

グ した プ ラス ミ ドを大 腸 菌JM109に 導 入 した 。

他 の 因 子CPBP,EZF,LKLF,TIEG1,MZEPは 、 ライ ブ ラ リー の ベ ク タ ー を 制 限 酵 素

EcoRl,Xholで 処 理 した後 、DNA断 片 を回 収 し、 そ の両 端 をKlenow処 理 す る こと によ っ

て 平 滑 末端 化 し た 。 このDNA断 片 を 、 発 現 ベ ク タ ー-pGEX-2T(AmershamPharmacia

Biotech)のSmalサ イ トにサ ブ ク ロー ニ ン グ し、 大 腸 菌JM109に 導 入 した 。

OGST融 合 タ ンパ ク質 の発 現

発 現 ベ ク ター を導 入 した 大 腸 菌JM109をLB/Ampプ レー ト上 で一 晩37°Cで 培 養 した の

ち 、 コ ロニ ー をか き と り3mlのLBIAmp液 体 培 地 で 一 晩37°Cで 培 養 し、 プ ラス ミ ドを

回収 した。 得 られ た プ ラス ミ ドを大腸 菌BL21に 導 入 し、LB/Ampプ レー ト上 で一 晩37°

Cで 培 養 した 。 生育 した コ ロニ ー を か き と り、 ア ン ピシ リン(final100ｵg/ml)を 含 む5

mlの 液体LB培 地 で 一 晩30°Cで 前 培 養 した 。 これ を ア ン ピシ リン(final100ｵg/ml)を 含

む100mlの 液 体LB培 地 に 植 え継 ぎOD600=0.6に な る ま で30°Cで 振 と う 培 養 した 。

lPTGを 終濃 度0.4mMと な る よ うに加 え、 さ らに30°Cで4時 間振 と う培 養 した 。4,500

xg,10min,4°Cで 集 菌 し、沈 殿 をproteaseinhibitorを 含 む1mlの0.1MHMbufferに 懸

濁 した 。 超 音 波 破 砕 によ り菌 体 を破 砕 した 後350,000xg,30min,4°Cで 遠 心 した 。

SDS-PAGEに よ り上 清 を 泳 動 し た とき 、 予 想 され る大 き さの位 置 に、GST融 合 タ ンパ

ク質 のバ ン ドが 存 在 す る こと を確 認 した 。

0.1MHMbuffer:25mMHEPES(pH7.8),1mMD丁 「,12.5mMMgCl2,20%glycerol,

0.1MKCI

proteaseinhibitor:4ｵMPMSF,1ng/mlleupeptin,1ng/mlpepstatinA,0.1ng/ml

antipain

Oタ ンパ ク質 の精 製

500ｵ1の0.1MHMbufferで3回 洗浄 した40ｵlGultathioneSepharose4B(Amersham

PharmaciaBiotech)を 、 タ ン パ ク 質 の 溶 液400ｵ1と 氷 上 で30分 間 反 応 させ た。1,000x

g,10min,4°Cで 遠 心 し、沈 殿 を500ｵ1の0.1MHNbufferで3回 洗 浄 した 。 上清 を 取 り

除 き 、40ｵ1の20mMglutathione(Y-Glu-Cys-Gly;GSH)reducedform(Sigma)を 加 え氷

上 で10分 間 反 応 した 後 、1,000xg,1min,4°Cで 遠 心 し、上 清 を回収 した 。 これ を3回

繰 り返 し、 全 量120ｵ1と した 。 精 製後 の タ ンパ ク質 につ いてSDS-PAGEを 行 い 目的 の タ

ンパ ク質 が 誘 導 、 精 製 され て い る こ とを確 認 した 。

0.1MHMbuffer:25mMHEPES(pH7.8),1mMDTT,12.5mMMgCl2,20%glycerol,

0.1MKCI
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○ 合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ド

第1章 第1節 合 成 オ リゴヌ ク レオチ ドの項 に従 った 。

○ 合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 放射 ラベ ル

第1章 第1節 合 成 オ リゴヌ ク レオ チ ドの放 射 ラベ ル の項 に従 った 。

○ ゲル シフ ト法

第1章 第1節 ゲ ル シ フ ト法 の 項 に従 っ た。

(2)実 験 結 果

GPS2を プ ロー ブ と してKruppel型 の6種 類 因子 につ いて ゲ ル シ フ ト法 を行 っ た 結 果 、

BTEB2,EZF,LKLF,TIEG1に お い て 移 動 度 の遅 い バ ン ドが 検 出 さ れ た(Fig.9A-D,lane

2)。 ま た放 射 ラベ ル さ れ て い な いGPS2を コ ンペ テ ィ ター と して 加 えた と き 、Kruppel

型 タ ンパ ク質 の 認識 配 列 と され て い るGCboxま た はGTboxと 同様 に 競 合 さ れ た(Rg.9

A-D,lanes3-6anddatanotshown)。 一 方 、CPBPとSp4はGCboxま た はGTboxを プ

ロー ブ と し て 用 い る と結 合 が み られ た が 、GPS2を プ ロー ブ と した と きの 結合 は 非常 に

弱 か った(Fig.9E,F,lanes2-3anddatanotshown)。

亜鉛 フィ ン ガ ー モ チ ー フ を多 数 持 つ 因 子 の う ち、MZFPはBTEB2,EZF,LKLF,TIEG1

と同様 に、GPS2を ブ ロ ー ブ と した と き に移 動 度 の 遅 い バ ン ドが 現 わ れ 、 この バ ン ドは

放 射 ラ ベ ル して いな いGPS2,GCboxで 競合 され た(Fig.9G,lanes2-6)。BTEB2,EZF,

LKLF,TIEG1,MZFPは 、GPS2,GCboxで 同等 も し くはGCboxで 強 く競 合 され 、 また プ

ロー ブ と してGPS2,GCboxを 用 いた と き に もGPS2,GCboxで 同等 も し くはGCboxに

強 く結 合 した(Fig.9anddatanotshown)。 今 回酵 母one-hybrid法 で 得 た8種 類 の 因子 の

中で 、TFIIIAは 唯一 他 の 因子 と比 較 して 、GCboxよ りもGPS2を プ ロー ブ と した とき の

方 が 強 固 な結 合 が 見 られ た(Fig.9H,Ianes2and4)。 今 回 の 実 験 結 果 か ら、BTEB2,

EZF,LKLF,TIEG1,MZFP,TFIIIAがGPS2に 直接 結 合 す る ことが 明 らか とな った 。
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 Fig. 9. Gel-Mobility Shift Analyses for GPS2 Interacting Proteins. The gel-mobility shift 

 analyses were performed using  bacterially expressed GST-fusion proteins and the radiolabeled GPS2 or 

 GT  box or GC box as indicated in each panel. The radiolabeled probes were incubated with GST-BTEB2 

(A, lanes 2-7), GST-EZF (B, lanes 2-7), GST-LKLF (C, lanes 2-7), GST-TIEG1 (D, lanes 2-7), GST-CPBP 

(E, lanes 2-3), GST-Sp4 (F, lanes 2-3), GST-MZFP (G, lanes 2-7), GST-TFIIIA (H, lanes 2-4), and bovine 
serum albumin as a control (lane 1 in all panels). The protein-bound band are indicated by arrowheads. 

Either 50- or 200-fold molar excess of non-labeled GPS2 or GC box was used for the competition 

analyses.  SA was used as  a  non-specific competitor.
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第2節 ゲ ル シ フ ト法 に よ る解 離 定 数 の 算 定

前 節 でGPS2に 結 合 す る こ と を 明 らか と し た 、BTEB2,EZF,LKLF,TIEG1,MZFP,

TFIIIAに つ い て 、GPS2に 対 す る結 合 性 の違 い を調 べ た 。

(1)実 験 方 法

OGST融 合 タ ンパ ク質 の発 現

本 章第1節GST融 合 タ ンパ ク質 の発 現 の項 に従 った 。

○ タ ンパ ク 質 の精 製

本 章 第1節 タ ンパ ク質 の精 製 の 項 に従 っ た 。

○合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ド

第1章 第1節 合 成 オ リゴヌ ク レオチ ドの項 に従 った 。

○ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 放射 ラベル

第1章 第1節 合 成 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの放 射 ラベル の項 に従 った 。

○ ゲル シ フ ト法

第1章 第1節 ゲ ル シ フ ト法 の項 に従 った 。

OSaturationcurveお よ びScatchardplot

ゲ ル シフ トにお いて ゲ ル を乾 燥 させ た後 、 結 合 した プ ロー ブ とフ リー の プ ロー ブ の放

射 活 性 を、 バ イ オ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ライ ザ ー-BAS1800(富 士 フ イ ル ム)を 用 いて 測 定

した。Saturationcurveは 、 横 軸 に加 え た プ ロー ブ量 を 、縦 軸 に結 合 した プ ロー ブ 量 を

プ ロ ッ トした 。Scatchardplotは 、 横 軸 に結 合 した プ ロー ブ量 を、 縦軸 に結 合 した プ ロー

ブ とフ リー の プ ロー ブ の 量 の 比 を プ ロ ッ トし、 そ の直 線 の傾 きか ら解 離 定 数(KD)を 求 め

た 。 【KD=-11傾 き(nM)1

(2)実 験 結 果

GPS2に 結 合 す る と判 明 した 因子 の う ち、 どれ がSF-Cで あ るか を決 定 す る材 料 の一 つ

と して 、GPS2に 対 す るBTEB2,EZF,LKLF,TIEG1,MZFP,TFIIIAの 結 合 性 につ い て 解 析

した 。GPS2に 対 す るBTEB2,LKLFの 解 離 定 数 を求 め た とき の結 果 を示 した(Fig.10)。

一 定 量 の タ ンパ ク質 に 対 して 、 プ ロー ブ の 量 を0.123nMか ら6.16nMへ 段 階 的 に変 化 さ

せ て ゲ ル シ フ トア ッセ イ を行 った(Fig.10,leftpanels)。 そ して 放射 活 性 を測 定 す る こ と
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に よ り 、Saturationcurveお よ びScatchandplotを 作 成 し た 。 そ の 結 果 、 解 離 定 数 は

BTEB2が1.8x10-sM、LKLFは6.8x10'ioMと 算 出 さ れ た(Fig.10,rightpanels)。 同 様 に

EZF,TIEG1,MZFP,TFIIIAに つ い て ゲ ル シ フ トア ッセ イ を 行 っ た と こ ろ 、 これ ら6種 類 の

タ ン パ ク 質 のGPS2に 対 す る解 離 定 数 は 全 て10.9-10-1°M程 度 で あ っ た(Table3)。
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Fig.10.DeterminationofDissociationConstantsofGPS2BindingProteins.Theleft

panelsshowtheresultsofthegel-mobilityshiftanalysesofBTEB2(A)andLKLF(B)withincreasing
amountsofGPS2.Theamountofboundprobewasplottedagainstthetotalinput(middlepanel).

Scatchardanalysiswasperformedbyplottingtheratioofboundtofreeprobeagainstboundprobe(right

panel).

Table3.DissociationConstantsofGPS2BindingProteins

protein KD(M)

BTEB2

EZF

LKLF

TIEGl

MZFP

TFIIIA

1.8x10-9

6.6x1010

6.8x10幽10

3.3x10-9

9.9x10・10

1.3x10印9
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第3節GPS2に 対 す るKruppel型GPS2結 合 因 子 の 転 写 調 節 作 用 の 検 討

SF-Cは ラ ッ ト正 常 肝 臓 で 転 写 抑 制 因子 と して機 能 して い る と考 え られ る。 そ こで 前

節 まで にGPS2に 結合 す る こ とを 明 らか に した 因子 群 が 、 実 際 にGPS2を 介 してGST-P

遺伝 子 の発 現 調 節 に関 わ って い るか否 か を、培 養 細 胞 を用 いた トラ ンスフ ェ ク シ ョンア ッ

セイ によ り検 討 した 。 まずKruppel型 の 因子 につ い て検 討 した 。

(1)実 験 方 法

○ 細 胞 培 養

ヒ ト肝 癌 細 胞 株HepG2を トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンア ッセ イ に用 い た。37°C,5%CO2存

在 下 、10%fetalbovineserum(FBS;ICNBiochemicalJapanCo.Ltd.)含 有Minimum

EssentialMedium(MEM;Nissui)を 用 いて 培養 した。

○ プ ラス ミ ド構 築

一395GST-luciferaseは 、GSTLP遺 伝 子 の サ イ レンサ ー と プ ロモ ー タ ー を 含 む 一395か

ら+59の 領 域 をPGV-B(東 洋 イ ン キ 製 造)のHindlll部 位 に 挿 入 し た 。

-395(△GPS2)GST-luciferaseは 、PCR法 によ り一395GST-luciferaseか らGPS2の 部 分 を

欠失 させ て 作 成 した 。-395GST-luciferaseの 一395か ら一92領 域 を欠損 させ る こ とに よ り、

-91GST-luciferaseを 作 成 した。GPS2オ リゴ ヌ ク レオチ ド(第1章 第1節)の5回 繰 り返 し

配 列 を 挿 入 したpUC18か ら、 制 限 酵 素Smalお よ びHincllに よ り切 断 したDNA断 片 を、

-91GST-luciferseのSmalsiteに 挿 入 す る こ とに よ り5xGPS21-91GST-luciferaseを 作 成

した 。

BTEB2に つ い て は 、51側 の プ ラ イ マ ー にBamHIサ イ トを、31側 の プ ライ マー に♪(balサ

イ トを 付 加 し た 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ド(Fig.11)を 用 い てAmpliTaqGold(Applied

Biosystems)を 用 いたPCR法 に よ り ヒ トBTEB2のORFの 全 長 を増 幅 し た 。増 幅 したDNA

断片 をBamHI,Xbalで 消 化 した後 、pcDNA3HisA(lnvitrogen)のBamHIXt)alサ イ トに挿

入 した 。 ヒ トEZF、 マ ウ スLKLF、 ヒ トTIEG1の 発 現 プ ラ ス ミ ドはそ れ ぞ れ ハ ー バ ー ド

大学M.-E⊥ee博 士 、 シ ン シナ テ ィ大 学J.B.Lingrel博 士 、聖 マ リー 病 院RUrrutia博 士 に

御 供 与 頂 い た 。

5'-ataGGATCCCATGCCCAGTTCTACAAAT-3'

5'-ataTCTAGATCAGTTCTGGTGCCTCTTC-3'

Fig.11.PrimersforPCRtoAmplifyBTE62.PrimersforPCRtoamplifyBTEB2areshown.The

restrictionenzymesitesareunderlined.BamHlsitewasconnectedto5'-sideprimer(upper)andXbalsite

wasconnectedto3'-sideprimer(lower).
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○ トラ ンス フ ェ ク シ ョンお よび ル シ フェ ラー ゼ 活 性 測 定 法

培養 細 胞 へ の遺 伝 子 の 導 入 は 、ChenとOkayamaの リン酸 カ ル シ ウム法[15]に 従 って

行 っ た 。 ト ラン ス フ ェ ク シ ョ ン24時 間前 に細 胞(5×105cells/6cmdish)を ま き、1時 間

前 に培 地 を交 換 した 。 レポ ー タ ー プ ラス ミ ドを1.5ｵg使 用 し、 さ らに各 エ フ ェ ク ター ブ

ラ ス ミ ドとpBluescript(Stratagene)を 加 え て 合 計4.5ｵgに した もの を、 リ ン酸 カ ル シ

ウ ム と の共 沈 殿 物 に して 培 地 に加 え た。 そ の後 、3%CO2存 在 下37°Cで 約16時 間 培 養

し、PBS(一)で 洗 浄 後v新 しい 培地 を加 え 、 さ らに5%CO2存 在 下37°Cで24時 間 培養 し

た。 ル シ フ ェ ラー ゼ ア ッセ イ は 、 ピ ッカー ジー ン発 光 キ ッ ト(東 洋 イ ンキ製 造)を 用 い

て 行 った 。 トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンの効 率 を補 正 す るた め の 内部 コ ン トロー ル と して 、各

種 の プ ロー モ ー ター(SV-40,CMV,RSV)を もつ プ ラス ミ ドを使用 す る こ とを試 み たが 、

エ フ ェ クタ ー プ ラス ミ ドを加 え る ことに よ って そ の 転写 活 性 が変化 した。そ こでル シフ ェ

ラー ゼ 活性 は タ ン パ ク質 量 あ た りのRelativeLightUnits(RLU)に 換算 した 。 タ ンパ ク定

量 はbovineserumalbumin(BSA)を 標 準 タ ンパ ク質 と し 、Bradford法 【16]に 準 じ た

ProteinAsseyKit(副0-RAD)を 用 い て行 った 。 な おpRSVGALを 別 に トランス フ ェク ト

して β一ガ ラ ク トシダ ー ゼ ア ッセイ を行 う こ とに よ り、 トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンの効 率 の ば

らつ きが20%以 内 で あ る こと を確 認 した 。

(2)実 験 結果

本 章 第1節 でGPS2に 結合 す る こ とが 判 明 した 因 子 の うちKruppel型 の 因子 につ いて 、

TIEG1は 転 写 抑 制 因子 と して の 報 告 が あ る 【171。一 方 これ までLKLFお よびBTEB2は 転

写 活 性 化 因子 と して 報 告 されて お り[18-201、EZFは 転 写 活 性 化 ドメ イ ン と 転 写抑 制 ド

メ イ ンの 両 方 を も つ こ と が 報 告 され て い る[21,22]。 レポ ー タ ー プ ラス ミ ドと して

GST-P遺 伝 子 の サ イ レ ンサ ー とプ ロモ ー タ ー を含 む 一395GST-luciferaseま た はGPS2を

欠 いた 一395(△GPS2)GST-luciferaseを 用 い て(Fig.12A)、Kruppel型GPS2結 合 因 子

(BTEB2,EZF,LKLF,TIEG1)を コ ト ラ ンス フ ェ ク シ ョン し た。 レポ ー ター ブ ラス ミ ド中

の未 知 の部位 に対 して エ フェ ク タ ー プ ラ ス ミ ドが 非 特 異 的 に作 用 す る影 響 を除 くた め 、

エ フ ェ クタ ー プ ラス ミ ド存 在 時 の活 性 を 非存 在 時 の活 性 で 除 して 相 対活 性 を求 め 、次 に

一395GST-luciferaseを 用 いた 時 の相 対 活 性 を 一395(△GPS2)GST-luciferaseを 用 いた時 の

相 対 活 性 で 割 った 。 そ の結 果Rg.12Bに 示 した よ う に、BTEB2,EZF,TIEG1はGPS2を

介 した 転 写 抑 制 活 性 を示 した が 、LKLFは 転 写 を活 性 化 した 。
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Fig.12.RegulationofGST-PGeneExpressionbyKriippel-likeProteinsthroughGPS2

siteinSilencerRegion.(A)Schematicrepresentationofthereporterplasmids.-395GST-luciferase

containsthefragment,-395to+59inthepromoterandsilencerregionofGST-Pgene.
-395(OGPS2)GST-luciferaselackstheGPS2sitefromthesilencerregion .(B)RegulationofGST-Pgene

expressionbyKruppel-likeproteins.Alltransfectionassayswererepeatedatleastthreetimesbyusing

twoorthreedifferentpreparationsofDNA,andtheregulationratiowascalculatedfromthemeanvalues.

Theerrorbarsindicatestandarddeviations.

BTEB2は これ まで 転 写 活 性 化 因子 と し て報 告 され て い る[18,19]。 しか しBTEB2が 、

GST-P遺 伝 子 サ イ レンサ ー 全 長 を含 む レポ ー タ ー を用 いた トラ ンス フ ェ ク シ ョンア ッセ

イ で 、GPS2を 介 した転 写 抑 制 活 性 を示 し た の で 、 複 数 つ な い だGPS2に 対 す る各 因子

の影 響 を検 討 した 。 ま た 同時 に 、他 の因子 につ いて も検 討 した 。

GST-P遺 伝 子 プ ロモー ター を含む レポ ー ター プ ラ ス ミ ドと して 一91GST-luciferaseを 、

複 数つ な い だGPS2を 持 つ レポ ー ター プ ラス ミ ドと して5xGPS2/-91-GST-luciferaseを

使 用 した(Fig.13A)。 レポ ー タ ー プ ラス ミ ド中 の未 知 の部 位 に対 して エ フ ェ ク ター プ ラ

ス ミ ドが 非特 異 的 に作 用 す る影 響 を 除 くた め、 エ フェ ク ター プ ラ ス ミ ド存 在 時 の活 性 を

非 存在 時 の 活 性 で 除 して 相 対 活 性 を求 め、 次 に5xGPS21-91-GST-luciferaseを 用 いた 時

の相対 活性 を 一91GST-luciferaseを 用 いた 時 の相対 活 性 で 割 った 。

そ の 結 果 、EZFはGST-P遺 伝 子 サ イ レ ン サ ー の 全 長 を 含 む レ ポ ー タ ー

(-395GST-luciferase)を 用 い た とき に は、GPS2を 介 して 転 写 抑 制 活 性 を示 した に もか

か わ らず 、 複 数 つ な いだGPS2を も つ レポ ー ター(5xGPS2/-91-GST-luciferase)を 用 い

た と き に は、 逆 にGPs2を 介 した 転 写活 性 化 能 を示 した(Fig.13B)。 またBTEB2,TIEG1

は 、 複 数 つ な いだGPS2を も つ レポ ー ター(5xGPS2/-91-GST-luciferase)を 用 い た とき

も転 写 抑 制 活 性 を 示 した が 、GST-P遺 伝 子 サ イ レ ンサ ー の 全 長 を 含 む レ ポ ー タ ー

(-395GST-luciferase>を 用 いた ときのGPS2を 介 した 転 写抑 制 よ り、抑 制活 性 は 小 さか っ

た(Fig.12B,13B)。
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A

5xGPS2 一91

一5xGPS2/-91GST-Luc
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luciferase

一91

鹽91GST層Luc luciferase

B

Effector

Plasmid

BTEB2

EZF

LKLF

TIEG1

o.o 1.01.5

regulationratio

2.0

Fig.13.RegulationofGST-PGeneExpressionbyKruppel-likeProteinsthrough

MultimerizedGPS2site.(A)Schematicrepresentationofthereporterplasmids.-91GST-luciferase

containsthefragment,-91to+59inthepromorterregionofGST-Pgene.5xGPS2/-91-GST-luciferase

contains5timesGPS2sitesintheupstreamof-91GS丁 一luciferase.(B)RegulationofGST-Pgene

expressionbyKriappel-likeproteinsthroughmultimerizedGPS2.Alltransfectionassayswererepeatedat

leastthreetimesbyusingtwoorthreedifferentpreparationsofDNA,andtheregulationratiowas

calculatedfromthemeanvalues.Theerrorbarsindicatestandarddeviation.

第4節GPS2に 対 す るTFIIIAの 転 写 調節 作 用 の検 討

前 節 まで の 結 果 ホ り、Kruppel型 のGPS2結 合 因 子 の うちBTEB2,EZF,丁IEG1が 、 サ イ

レンサ ー の 全 長 を含 む レ ポ ー ター を用 いた とき に、GPS2を 介 し て 転 写 を抑 制 して い る

ことが 明 らか と な った 。 一 方 、TFIIIAは これ までclass3の 転 写 に 関 わ って い る と報告 さ

れ て い る 【22-24】。 しか し、TFIIIAがGPS2に 結 合 す る ことが 明 らか にな っ て い る ので 、

GPS2を 介 した 転 写 調 節 をclass2の 遺 伝 子 にお いて 行 って い るか 否 か の検 討 を行 った。

(1)実 験方法

○細胞培養

本章第3節 細胞培養 の項に従った。

○ プ ラス ミ ド構 築

5'側 の プ ライ マ ー にEcoRlサ イ トを、31側 の プ ライ マ ー にXt)alサ イ トを付 加 した 合 成
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オ リ ゴヌ ク レオ チ ド(Fig.14)を 用 い て 、AmpliTaqGold(AppliedBiosystem)を 用 いた

PCR法 に よ り、 ヒ トTFIIIA[13]と して 登 録 され て い るORFの 全 長 お よ び 、51側 に18bp

GTF3A【14】 の配 列 を含 む 領 域 を 増 幅 し た。 増 幅 したDNA断 片 を制 限 酵 素EcoRlXbalで

消 化 した後 、pcDNA3HisAのEcoRl,Xbalサ イ トに挿入 した。

5'-ataGAATTCTGGATCCGCCGGCCGT-3'

5'-ataTCTAGATTAGCCAAGGGTCCGTACT-3'

Fig.14.PrimersforPCRtoAmplifyTFIIIA.PrimersforPCRtoamplifyTFIIIAareshown.The

restrictionenzymesitesareunder聴ned.εooRIsitewasconnectedto51-sideprimer(upper)and♪(balsite

wasconnectedto3'-sideprimer(lower).

(2)実験結果

Fig.15Aの 実線で示 した領域 を発現す るプ ラス ミ ドを構築して トランス フェクション

ァッセイを行った。

A

hTFllIA

GTF3A1

8as

423as

B く395

く395GS「 ■LUC～140

弓95仏GPS2)GS下Luc'?95

`〒62鹽48

luciferase
eGPS2

C

TFIIIA(ｵg)

0.01

0.03

0.1

0.3

1.0

o.o 0.5 1.0 1.5

Fig.15.RegulationofGST-PGeneExpressionbyTFIIIAthroughGPS2siteinSilencer

Region.(A)SchematicrepresentationoftheTFIIIA.Theblackbarshowsexpressedregion.(B)

Schematicrepresentationofthereporterplasmids.-395GST-luciferasecontainsthefragment,-395to

+59inthepromorterandsilencerregionofGST-Pgene.-395(△GPS2)GST-luciferaselackstheGPS2

sitefromthesilencerregion.(C)RegulationofGST-PgeneexpressionbyTFIIIA.Alltransfectionassays

wererepeatedatleastthreetimesbyusingtwoorthreedifferentpreparationsofDNA,andtheregulation

ratiowascalculatedfromthemeanvalues.Theerrorbarsindicatestandarddeviation.
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Fig.15Bに 示 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ー395GST-luciferaseお よ び

一395(△GPS2)GST-luciferaseを 用 い 、エ フ ェ ク タ ー プ ラス ミ ドを0.01四 か ら1.0ｵgま

で 、 量 を変 化 させ て 加 え た 時 の ル シフ ェ ラー ゼ ア ッセ イ活 性 を本 章第3節 と 同様 の方 法

で求 めた 。 そ の結果 、TFIIIAの 量 に関わ らず 転 写 調 節 活 性は見 られ なか っ た(Fig.15C)。

第5節 考 察 お よ び 小 括

(1)考 察

本 章 で は、 前 章 に お いて 酵 母one-hybridsystemに よ りGPS2に 作 用す る こ とが 明 か

とな った8種 類 の遺 伝 子 が 、 ど の よ う に してGPS2に 作 用 して い るか を調 べ る こ と によ

り、SF-Cの 決定 を試 み た。

まず 、 これ らの 因子 が 実 際 にGPS2に 結合 して い る か ど うか を 明 らか にす るた め に、

ゲ ル シ フ ト法 を 用 い た 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、BTEB2,EZF,LKLF,丁IEG1,MZFP,

TFIIIAはGPS2に 結 合 した が 、CPBP,Sp4のGPS2に 対 す る 結合 力 は非 常 に弱 か っ た 。

この時 点 でCPBP,Sp4をSF-Cの 候 補 因子 か ら除 いた 。

残 りの6因 子 につ いて 、 結 合 性 の差 か らSF-Cの 決 定 を行 う事 を考 え、解 離 定数 を求 め

た。 そ の結 果 、全 て の 因子 にお いて 、10-s-10-ioMオ ー ダー の解 離 定 数 が 測 定 され た 。

他 の 因子 とは 異 な り、 唯一一GCboxやGTboxよ りもGPS2に 強 く結 合 したTFIIIAも 、他 の

因子 と 同程 度 の 解 離 定 数 を示 した 。 この こ とか ら、 結 合 性 の 面か らSF-Cの 決 定 を行 う

こ とは 出 来 な か っ た が 、全 て の 因子 が 十分 な ア フ ィニテ ィー を もってGPS2に 結 合 す る

こ とが 分 か っ た 。 こ こで 示 され た解 離 定 数 の値 は 、GPS2と 隣接 して 存 在 す るGPS3を

は じめ 、サ イ レ ンサ ー の 中 の い くつ か の サ イ トに 結合 す るNF1フ ァミ リー の解 離 定 数 と

も似 て い た[10】 。

SF-Cは 、 転 写 抑 制 因子 と して働 いて い るた め 、 次 に、GPS2に 結合 す る こ とを明 らか

に した 因子 が実 際 に転 写 を抑 制 す るか 否 か を、 トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンア ッセ イ によ り検

討 した 。 そ の 結果 、BTEB2,EZFTIEG1がGPS2を 介 して転 写 を抑 制す る こ とが 明 らか

とな っ た 。

BTEB2は 、 これ まで 転 写 を活 性化 す る 因子 と して 報 告 さ れて い る[18,19]。 しか し本

研 究 で は 、GST-P遺 伝 子 のサ イ レンサ ー の全 長 を含 む レポ ー ター お よ び プ ロモー ター領

域 にGPS2の 繰 り返 し配 列 をつ な い だ レポ ー ター とも に、 トラン ス フェ ク シ ョ ン ア ッセ

イ で 転 写 抑 制 能 を示 した。 本 実 験 で 用 い て い るHepG2細 胞 で は 、細 胞 内 在性 の未 知 の

転 写 活 性 化 因子 が 、 トラ ンス フ ェ ク シ ョン し た レポー ター プ ラ ス ミ ドのGPS2に 結 合 し

て 、 も とも との転 写 活性 を あげて いる可 能性 が ある 。 ここにBTEB2を 加 える こ とに よ り、

内在 性 の 因子 と置 き換 わ り、相 対 的な 転 写活 性が 低下 した 可 能性 も あ る。 しか し、複 数

つ な い だGPS2を も つ レ ポ ー タ ー(5xGPS2/-91-GST-luciferase)を 用 いた 場 合 よ り も、
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GST-P遺 伝 子 サ イ レンサ ー の 全 長 を含 む レポ ー ター(-395GST-luciferase)を 用 いた とき

の方 が 、GPS2を 介 した 転 写 抑 制 の割 合 が 大 きか った こ とか ら、GPS2の 周 辺 に存 在 す

るGPS1やGPS3を は じめ とす るタ ンパ ク質 結 合 サ イ トに結合 す る 因子 に よ る調節 を受

けて 転写 を 抑 制 して い る ことが 考 え られ た。

ヒ トEZFの 全 長 を用 い た トラ ンス フェ クシ ョン ア ッセ イ で は 、tk-promoterの 活 性 を低

下 させ る と い う報 告 が あ る。 しか し、酵 母GAL4と の 融 合 タ ンパ ク質 を 用 いた トラ ンス

フ ェ ク シ ョ ンア ッセ イ にお いて 、 転 写活 性 化 ドメイ ン と転 写 抑 制 ドメイ ンが 存在 して い

る こ とが 明 らか に され て い る(Fig.7)。EZFが 、 転 写 活 性化 ドメイ ン と転 写 抑 制 ドメ イ

ン を もち な が ら、tk-promoterで は転 写 抑 制能 を示 した とい う こ とにつ いて 、 全 長 のEZF

で は転 写 活 性 化 領 域 が 隠 され る コ ン フ ォ メー シ ョ ン とな って い る とい う説 明が な され て

い る 【21】。 一方 、 マ ウ スEZFは 酵 母GAL4と の融 合 タ ンパ ク質 を用 い た トラン ス フ ェ ク

シ ョン ア ッセ イ に お いて 転 写 を活 性 化 す る とい う報 告 が あ る[22]。

今 回 の トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンア ッセ イ にお い て 、EZFはGST-P遺 伝 子 のサ イ レ ンサ ー

の全 長 を含 む レポ ー ター(-395GST-luciferase)に お いてGPS2を 介 して転 写 を抑 制 す る

一 方
、GPS2の 繰 り返 し配 列 をGST-P遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に つ な い だ レポ ー タ ー

(5xGPS2/-91GST-luciferase)を 活 性 化 した 。 この よ うにEZFが 異 な る レ ポー ター を用

い る こ と に よ り、 反対 の活 性 を示 した事 は興 味深 い 。 この原 因 と して 、GPS2の 周 囲 の

配列 が 影 響 して い る もの と考 え られ る。GPS2は 一 部GPS1お よび3と 重 な って い る[91

(Fig.1)。 このGPS1,2,3の そ れぞ れ を欠 失 さ せ た レ ポ ー タ ー コ ン ス トラ ク トを用 いた

実験 な どに よ り、 これ らのサ イ トは協 調 的 に転 写 を抑 制 して い る も の と考 え られ て い る

[9】。EZFが 転 写 抑 制 と活 性 化 の 両 方 の結 果 を示 した 事 も、GPS1,3に そ れ ぞ れ 結 合 す る

細胞 内 因性 のCIEBPフ ァミ リー やNF1フ ァ ミ リー によ り、EZFの コ ン フ ォ メー シ ョ ンに

変化 が起 こ るな どの影 響 を及 ぼ され て い る もの と推 察 され た 。

TIEG1は 、 これ まで 転 写 抑 制 因子 と して報 告 され て い る[17】 。本 実 験 で もGPS2を 介

して転 写 を 抑 制 した 。TIEG1も ま た 、BTEB2と 同様 、 複 数 つ な い だGPS2を もつ レポ ー

ター(5xGPS2/-91-GST-luciferase)を 用 い た場 合 よ り も、GST-P遺 伝 子 サ イ レン サ ー の

全 長 を含 む レポ ー ター(-395GST-luciferase)を 用 いた と きの方 が 、GPS2を 介 した 転 写

抑 制 の割 合 が 大 きか った 。

LKLFは 転 写 活 性 化 因子 と して 報 告 され て い る1201。 そ して 、本 実 験 で用 いた4種 類 の

Kruppel型 の 因子 の 中で も唯一 、2種 類 の レポ ー ター 共 にGPS2を 介 して 、 転 写 活 性 化 因

子 と して 機 能 した 。SF-Cは 転 写 抑 制 因子 で ある と考 えて い る ので 、 以 上 の結 果 よ り、

LKLFをSF-Cの 候 補 か ら除外 した 。

TFIIIAは これ までclass3遺 伝 子 の基 本 転 写 因子 と して知 られ て お り[23-251、class2

遺 伝 子 の転 写 に関 わ っ て い る とい う報 告 はな い。 しか し、今 回ゲ ル シ フ トア ッセ イ にお

い てGPS2に 結 合 す る こ とが 判 明 した。 そ こでGPS2を 介 した転 写 調 節 に 関 わ っ て い る

か 否 か を 、 トラ ンス フ ェ ク シ ョンア ッセ イ に よ り検 討 した 。そ の結 果 、GPS2を 介 した

転 写 抑 制 は み ら れ な か っ た 。 し か し 、-395GST-luciferaseお よ び

一395(△GPS2)GST-luciferaseの ど ち ら の レポー ター プ ラス ミ ドを用 い た 時 に も、TFIIIA

を加 え る こ と に よ って 絶 対 活 性 は低 下 した(datanotshown)。 こ の結 果 は、TFIIIAが レ
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ポ ー ター プ ラス ミ ドの 未 知 の部 分 に結 合 す る こ とに よ り転写 を抑 制 す る こと を示唆 して

お り、class2遺 伝 子 の転 写 調 節 に お い てTFIIIAが 関わ って い る可 能 性 も考 え られ た 。 ま

た 、 ゲル シ フ トア ッセ イ で はTFIIIAはGPS2に 結 合 した が 、 トラ ンス フ ェ ク シ ョン ア ッ

セ イ で はGPS2に 対 して 影 響 を示 さな か っ た 。 これ は、 上 で も述 べ た よ うに レポ ー タ ー

プ ラス ミ ドの他 の部 分 に よ り強 く結 合 して い る 可 能性 や 、 細 胞 中 で は 内 因性 の 因子 に結

合 して しま い 、GPS2に は結 合 で き な い 状 態 に な っ て い る こと も考 え られ た 。

以 上 の 結 果 よ り 、SF-Cで あ る こと の 必 要 条 件 を満 た す 因 子 と し て 、BTEB2,EZF,

TIEG1が この 時点 で は可 能 性 が 高 い と考 え られ た 。 一方LKLF,TFIIIAは 、GPS2を 介 した

転 写 抑 制 能 を示 さな か っ た こ とか ら、SF-Cで ある 可能 性 は低 い と考 え られ た 。

(2)小 括

1.ゲ ル シ フ トア ッセ イ の結 果 、BTEB2,EZF,LKLF,TIEG1,MZFP,TFIIIAがGPS2に 結 合

した。 そ の 中でTFIIIAはGCboxに 対 して よ りもGPS2に 強 く結 合 した。

2.GPS2に 結 合 す る 因子 の解 離 定 数 は 全 て10.9-10-10M程 度 で あ っ た。

3.ト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ン ア ッセ イ の結 果 、BTEB2,EZF,TIEG1は サ イ レ ンサ ー全 長 の

中 のGPS2を 介す る転 写 抑 制 能 を示 した 。 一 方LKLFは 転 写 を抑 制 しなか った 。

4.ト ラ ンス フ ェ ク シ ョン ア ッセ イ の結 果 、TFIIIAに はGPS2を 介 す る転写 抑 制 作 用 は み

られ な か っ た。
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総 括

腫瘍マーカー遺伝子GST-Pは 、 ラッ ト正常肝臓での発現 が見 られないにもかかわ らず、

化学物質によ り肝癌を誘発させる過程において顕著に発現が増大する【1-4】。GST-Pが 正

常肝臓で発 現が全 くみ られな い ことは、発現を正に制御する要因が無いだけではなく、

負に制御す る要因があるためと考え られた。そ こで転写 レベルにおけるGST-P遺 伝 子 の

発現抑制につ いて の検 討 を行った。

GST-P遺 伝 子 の上流 に存在す るサイ レンサー には3種 類 のタ ンパ ク質SF-A,B,Cが 結

合 し、 これ まで にSF-AがNF1フ ァミ リー 、SF-BがCIEBPフ ァミ リーで ある ことが 明 ら

か にされている[8,9】。筆者 は、 まだ ク ローニ ン グされて いないSF-Cの ク ローニ ン グを

試みた。 これ まで に当研究室では、SF-A,B同 様 にSF-Cも 、アフ ィニティー カ ラム を用

いた方法やサウスウエスタン法で、ラット肝臓か らのクローニングを試みたが失敗に終

わっている。そ こで筆者は酵母one-hybridsystemを 用 いて クローニ ングを試みた。

酵母one-hybridsystemは 、よ りinvivoに 近 い状態 でスク リーニングを行 うことができ、

さらに多 くのクローンをスクリーニングができる点が、アフィニティーカラムを用いた

方法やサウスウエスタン法よ りも優れていると考えられている。

SF-Cは 、 ラッ トの 正常肝 臓 で発現 して いると考え られるため、ratliverか らGPS2に

結合するタ ンパ ク質の ス ク リーニ ングを行うのが妥当であると考 え られた。 しか し、他

の臓器でもGPS2に 結合す るタ ンパ ク質が発現 して いる可能性もあるので、いくつかの

celllineの 核 抽 出物 にGPS2結 合 タンパ ク質 が存在 す るか 否か を調べた。そ の結果 、ヒ

ト子宮頚癌細胞株HeLacell、 ヒ ト肺 細胞 株Wl-38cell、 ヒ ト白血 病細 胞Jurkatcellに

GPS2結 合 タンパ ク質 が存在す る ことが明らかとなった。そこでratliverに 加え 上記の細

胞 のcDNAラ イ ブラ リーか らのス ク リーニ ングを行った。その結果8種 類 の亜鉛 フィ ン

ガー タンパ ク質 をクローニングできた。

得 られた因子が、SF-Cで あること を結論付 ける条件 と して、次の3点 が挙 げ られる。

1.GPS2に 十分な アフィニテ ィー で直接結合す ること。2.GPS2を 介 して転写 を抑制す

る こと。3.ラ ッ ト正常肝臓で発現 している こと。

酵母one-hybridsystemで は、GPS2へ のなん らか の作用 はある ことは検 出できるが、

直接的な結合やアフィニティーについては明らかにできない。そ こで、ゲルシフ トアッ

セイによ り直接的な結合の検討と解離定数の算定を試みたところ、BTEB2,EZF,LKLF,

TIEG1,MZFP,TFIIIAが 、GPS2に 十分 なアフィニティーで結合 し得ることが明 らか となっ

た。

次に、 これ らの因子 が実際にGPS2を 介 した転写抑制 因子 として機 能 しうるか否かの

検討 をおこなった。まず、これまでに発現や転写調節な どの機能に関する報告の無い

MZFP、 およびclass3遺 伝子の転写 に関与 して いる とい う報告のあるTFIIIA[23-25]以 外
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の、Kruppel型 に分 類 され る4種 類の 因子 につ いて の トラ ンス フェ クシ ョンア ッセイ を行 っ

た 。 そ の 結 果 、 サ イ レ ン サ ー の 全 長 を 含 む レポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドを用 い た と きに 、

BTEB2,EZF,TIEG1が 、GPS2を 介 して 転 写 を抑 制 す る こ とが 明 らか と な った 。 一方 、

GST-P遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー につ な い だGPS2の 繰 り返 し配 列 を介 した転 写 活 性 を調 べ

た 実 験 で は 、EZFは 転 写活 性 化 因子 と して 働 いた 。EZFは 転 写 活 性 化 ドメイ ン と転 写 抑

制 ドメイ ンの両 方 を持 つ こ とが報 告 され て お り[21】、今 回 の トラ ンス フ ェ ク シ ョン ア ッ

セ イ で も この両 方 の機 能 が 現 わ れ た もの と思 わ れ る 。

GPS2はGPS1お よ び3と 一 部 重 な って 存在 してお り(Fig.1)p】 、そ の 部 位 に結 合 す る

CIEBPフ ァ ミ リー やNF1フ ァミ リー と相 互作 用 す る こと によ り、サ イ レンサ ー全 長 が存

在 す る とき に は、GPS2を 介 して の転 写抑 制 因子 と して 働 い た も の と考 え られ た。今 後

EZFを 含 め 、今 回 転 写 抑 制 活 性 を示 した3種 類 の 因子 とCIEBPフ ァミ リー 、NF1フ ァ ミ

リー との相 互 作 用 な ど の検 討 を行 う必 要 が あ る 。

今 回 ラ ッ ト正 常 肝 臓 で の 発 現 につ い て の 検 討 は示 さな か っ たが 、BTEB2 ,EZF,TIEG1

につ い て 既 に報 告 が あ る。BTEB2,EZFは ラ ッ トの各 臓 器 で の 発 現 を ノ ザ ンプ ロ ッ ト解

析 によ り調 べ る と発 現 が きわ め て低 い こ とが 報 告 され て い る 【18,22]。 一 方 、TIEG1は

mRNAレ ベ ル で 他の臓 器 と比 較 して十 分 に発現 して い る 【17】。 この ことは 、TIEG1が ラ ッ

ト正 常肝 臓 でGPS2に 結合 して 、GST-P遺 伝子 の発 現 を抑制 し得 る ことを示 唆 して い る。

MZFPに 関 して は 、 ノザ ンプ ロ ッ ト解 析 を行 った 結 果 、 ラ ッ ト肝 臓 、 腎臓 心 臓 、肺 臓 、

す い臓 、 小 腸 で 発現 が 認 め られ た(datanotshown)。 転 写 調 節 に 関 す る検 討 に よ り

SF-Cと な り得 るか否 か が 明 か に な るが 。 現 時 点 で は不 明で あ る。

以 上GPS2へ の結 合 性 、転 写 抑 制 能 、肝 臓 で の 発 現 の 面 か ら考 慮 して 、 現 時 点 で は

TIEG1がSF-Cの 候 補 と して 最 も有 力で あ る と考 え られた 。

SF-Aと して 同定 され たNFiは 、NF1-A,・B,-C,-Xの4種 類 の 遺伝 子 か らな る フ ァ ミ リー

を 形成 して い る[27-29]。 そ のな か で 、NF1-Aが サ イ レンサ ー領 域 に結 合 して い る こ と

を 当研 究 室 で 明 らか に して い る 【9,10]。NF1-Aは4種 類 のス プ ライ シ ン グ ア イ ソ フ ォー

ム(NF1-A1-4)を 持 ち、 そ の全 て が 転写 抑 制 能 を 持 って い る こ とも明 らか に して い る[25 ,

30】。 この こ とよ り、 ラ ッ ト正 常肝 臓 で は 、NF1-Aが サ イ レ ンサ ー 領 域 に結 合 して 、

GST-Pの 転 写 を抑 制 して い る と考 え られ て い る 。

ま た 、SF-Bと し て 同 定 さ れ たC!..は 、CIEBPα ,β,Y,δ,ε,お よ びCIEBP

homologousprotein10(CHOP10)の6種 類 の遺 伝 子 か らな る フ ァミ リー を形 成 して い

る[31-41]。 当 研 究 室 で は、 これ まで に ラ ッ ト正 常 肝 臓 と肝 癌 誘 発 時 にお け る 、CIEBP

フ ァミ リー 構 成 因子 の 発 現 の増 減 をゲ ル シフ ト法 に よ り調 べ て い る。 そ の結果 、正常 肝

臓 で はCIEBPα,Rの 両 方 が 存 在 して いる が 、癌 化 の過 程 に お いてCIEBPα の発 現 が 減 少

し、C/EBP(3の 発 現 量 は変 わ らな い こ とが 明 ら か とされ て いる[42]。 またGST-Pサ イ レ

ンサ ー 中 のGPS1を 介 して 、CIEBPα はそ れ 自身 は転 写 抑 制活 性 を示 す だ けで は な く、
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CIEBPβ に よるGPS1を 介 した転 写活性 化 をも阻害す る ことも報告 されて いる[42]。 こ

れ らの ことか ら、CIEBPα が正常 肝臓でGPS1に 結 合す るGST-P遺 伝 子 の主 要な転 写抑

制因子 と考 え られている。

本研究では、SF-Cの ク ローニ ングを試み、ゲル シフ トアッセイ、 トランスフェクショ

ンアッセイ、そして ラッ ト肝臓での発現状況か ら考えて、転写因子TIEG1がSF-Cと し

て機能 し得 る ことを明 らか とした。

GST-P遺 伝子 のサ イ レンサー に結合す る因子、SF-A,B,Cが 今 回 の一連 の実験 で全て

そろった ことになる。 これ ら3種 類 の 因子は、GPS1,2,3に 結合す る。 そ してGPS1お

よび3はGps2と 一部重 なって存在 し(Fig.1)、 欠失変異体 を用 いた トランスフェクショ

ンによ り、これ らのサイ トに結合する因子群によ り協調的に転写 を抑制すると考えられ

ている 【91。今後SF-A,B,Cの 相 互的な作用 を含め、癌化 の過程における発現量の変化、

コファクターとの相互作用など、全体的な視野における検討が期待される。
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結 論

1.酵 母one-hybridsystemを 用 い て 、GPS2に 作 用す る8種 類 の亜 鉛 フィ ンガー タ ンパ ク

質(BTEB2,CPBP,EZF,LKLF,Sp4,TIEG1,TFIIIA,MZFP)を ク ロー ニ ング した 。

2.そ の うちBTEB2,EZF,LKLF,TIEG1,TFIIIA,MZFPがGPS2に 十 分 な ア フ ィニ テ ィー を

持 って結 合 す る こ とが 明 らか とな った

3.BTEB2,EZF,TIEG1が 、サ イ レ ンサ ー 中のGPS2を 介 してGST-P遺 伝 子 の 発 現 を抑 制

す る こ と を明 らか と した 。

4.こ れ ま で の ラ ッ ト肝 臓 にお け る発 現 状 況 の報 告 か ら、SF-Cの 候 補 と してTIEG1が 最

も有 力 で あ る と考 え られ た。

-37一



謝 辞

本研究 を遂行す るにあた り終始暖かいご指導を賜わ りました、大阪大学大学院薬学研

究科教授、恩師 西原 力 先生に深く感謝いたします。

本研究を遂行す るにあた り熱心なご指導 ご鞭撻を賜わ りました、名古屋市立大学薬学

部教授、今川 正良 先生に深 く感謝いたします。

研究途上有益なご助言をいただきました、大阪大学大学院薬学研究科助教授、

西川 淳一 先生、大阪大学大学院薬学研究科助手、長田 茂宏 先生に深 く感謝いたします。

実験にご協力くださいました、大阪大学大学院薬学研究科、熊原 知泉 修士、

大島 和美 学士、栗田 光将 氏をはじめ微生物動態学分野のみなさまに感謝いたします。

細胞核抽出液を用いたゲルシフトア ッセイを行うに当たり、Jurkatcellを 御 供与 下 さ

いま した、本研究科 タ ンパ ク情報解析学分野教授、土井 健史 先生、WI-38cellを 御供与

下 さいま した、本研究科 細胞生理学分野助手、辻川 和丈 先生に深く感謝いたします。

最後に、常 日頃か らご支援いただきました両親に心か ら感謝いたします。

-38一



引用文献

1.Suguoka,Y.,Fujii-Kuriyama,Y.,Kitagawa,Y.&Muramatsu,M.CancerRes.45,

365-378(1985).

2.Satoh,K.,Kitahara,A.,Soma,Y.,Inaba,Y.,Hatayama,1.&Sato,K.Proc.Natl.

Acad.Sci.{丿SA82,3964-3968(1985).

3.Sugioka,Y.,Kano,T.,Okuda,A.,Sakai,M.,Kltagawa,T.&Muramatsu,M.Nucl.

AcidsRes.13,6049-6057(1985).

4.Sato,K.Adv.Can.Res.52,205-225(1989).

5.Sakai,M.,Okuda,A.&Muramatsu,M.Proc.Natl.Acad.Sci.USA85,9456-9460

(1988).

6.Okuda,A.,Imagawa,M.,Maeda,Y.,Sakai,M.&Muramatsu,M.J.Biol.Chem.

264,16919-16926(1989).

7.Okuda,A.,Imagawa,M.,Sakai,M.&Muramatsu,M.EMBOJ.9,1131-1135

(1990).

8.Imagawa,M.,Osada,S.,Koyama,Y.,Suzuki,T.,Hirom,P.C.,Diccianni,M.B.,

Morimura,S.&Muramatsu,M.Biochem.β'ophys.月es.Commun.179,293-300

(1991).

9.Imagawa,M.,Osada,S.,OkudaA.&Muramatsu,M.Nucl.Acids月es.19,5-10

(1991).

10.Osada,S.,Daimon,S.,Ikeda,T.,Nishihara,T.,Yano,K.,Yamasaki,M.&

Imagawa,M.J.Biochem.121,355-363(1997).

11.Hattori,M.,Hidaka,S.&Sakaki,Y.Nucl.AcidsRes.13,7813-7827(1995).

12.Kishore,G.M.&Shah,D.M.Annu.Rev.Biochem.57,627-663(1988).

13.Drew,P.D.,Nagle,J.W.,Canning,R.D.,Ozato,K.,Biddison,W.E.&Becker,K.

G.Gene159,215-218(1995).

14.Arakawa,H.,Nagase,H.,Hayashi,N.,Ogawa,M.,Nagata,M.,Fujiwara,1.,

Takahashi,E.,Shin,S.&Nakamura,Y.Cytogenet.CellGenet.70,235-238

(1995).

15.Chen,C.&Okayama,H.Mol.Cell.Biol.7,2745-2752(1987).

16.Bradford,M.M.Anal.Biochem.72,248-254(1976).

17.Cook,T.,Gebelein,B.,Belal,M.,Mesa,K.&Urrutia,R.J.Biol.Chem.274,

29500-29504(1999).

18.Sogawa,K.,Imataka,H.,Yamasaki,Y.,Kusume,H.,Abe,H.&Fujii-Kuriyama,Y.

Nuc'。Ao'd月es.21,1527-1532(1993).

19.Kojima,S.,Kobayashi,A.,Gotoh,0.,Ohkuma,Y.,Fujii-Kuriyama,Y.&Sogawa,

K.J.Biochem.121,389-396(1997).

20.Anderson,K.P.,Kern,C.B.,Crable,S.C.&Lingrel,J.B.Mol.Cell.Biol.15,

-39一



   5957-5965 (1995). 

21. Yet ,S.-F., McA'Nulty, M. M., Folta, S. C., Yen, H.-W., Yoshizumi, M., Heish C.-M., 

    Layne, M. D., Shin, M. T. Wamg, H., Perrella, M. A.,  Jain, M. K. & Lee, M.-E. J. 

   Biol.  Chem.  273, 1026-1031 (1996). 

22. Garrett-Sinha, L. A., Eberspaechaer, H., Seldin, M. F. & Crombrugghe, B. J. Biol. 

   Chem. 271,  31364-31390 (1996). 

23. Hanas, J. S., Gaskins, C. J., Smith, J. F. & Ogilvie, M. K. Prog  Nucl. Acid Res. 

 MoL  Biol. 43, 205-329 (1992). 

24. Geiduschek, E. P. & Tocchini-Valentin, G. P. Annu. Rev. Biochem. 57, 873-914 

 (1980). 
25. Shastry, B. S.  Experientia  49,  831-835 (1993). 

26. Osada, S., Matsubara, T., Daimon, S., Terazu, Y., Xu, M., Nishihara, T. & 

 Imagawa, M. Biochem.  J.  342,  189-198 (1999). 

27. Rupp, R. A. W., Kruse, U., Multhaup, G.,  Gabel, U., Beyreuther, K. & Sippel, A. E. 

 Nucl. Acid Res. 18, 2607-2616 (1990). 

28. Kruse, U., Qian, F.  &  Sippel, A. E.  Nucl. Acid Res. 19, 6641 (1991). 

29. Qian, F., Kruse, U., Lichter, P.  &  Sippel, A. E.  Genomics  28, 66-73 (1995). 

30. Osada, S., Ikeda, T., Xu, M., Nishihara, T. &  Imagawa, M. Biochem. Biophys. Res. 

    Commun. 238, 744-747 (1997). 

31. Cao, Z., Umek, R. M. & McKnight, S. L. Genes Dev. 5, 1538-1552 (1991). 

32. Descombes, P., Chojkier, M., Lichtsteiner, S., Falvey, E. & Schibler, U. Genes 

 Dev.  4, 1541-1551 (1990). 

33. Poli, V., Mancini, F. P.  &  Cortese, R.  Ce1163, 643-653 (1990). 

34. Williams, S. C., Cantwell, C. A. & Johnson, P. F. Genes Dev.  5, 1553-1567 

   (1991). 
35. Chang, C. J., Chen, T. T., Lei, H. Y., Chen, D. S. & Lee, S. C.  MoL  Cell.  Biol. 10, 

   6642-6653 (1990). 

36. Roman, C., Platero, J. S., Shuman, J. & Calame, K. Genes Dev.  4, 1404-1415 

   (1990). 
37. Nishizawa, M.,  Wakabayashi-lto, N. & Nagata, S. FEBS Lett. 282, 95-97 (1991). 

38. Kinoshita, S., Akira, S. & Kishimoto, T. Proc.  Natl. Acad. Sci. USA 89, 

   1473-1476  (1992). 

39. Kageyama, R., Sasai, Y. & Nakanishi, S. J. Biol. Chem. 266, 15525-15531 

   (1991). 
40. Ron, D. & Habener, J. F. Genes Dev. 6, 439-453 (1992). 

41. Fornace, A. J. Jr, Nebert, D. W., Hollander, M. C., Luethy, J. D., Papathanasiou, 

    M., Fargnoli, J. & Holbrook,  N.  J.  MoL Cell.  Biol. 9,  4196-4203 (1989). 

42. Osada, S., Takano, K., Nishihara, T., Suzuki ,T., Muramatsu, M. & Imagawa, M. J. 

   Biol. Chem. 270, 31288-31293 (1995). 

 -40-




