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p 5 3 遺伝子 は ア ポ ト
ー

シ ス を 誘導す る作用を有す る こ と が示 され て お り ,

一 方 占cg -2 ほ種 々 の 細胞 に 誘導 され る ア ポ

ト
ー シ ス を抑制す る点に お い て 注 目 されて い る . 占c g-2 は p 5 3 遺伝子誘導性の ア ポ ト

ー シ ス も抑制する と考え られて い る が ,

それ らの 相互 作用 に つ い て詳細な 生化学的解明は な されて い な い . 生化学的 に は p 5 3 遺伝子 は転写因子 と して も作 用 し ,

D N A 損傷田子に よ る ス ト レ ス に 対 して そ の 活性が上 昇する . 最近 こ の p 5 3 遺伝子の 転写活性化に ,

- 7 0 ～ - 4 0 塩基対 (b a s e

p air , b p) ま で の プ ロ モ
ー

タ
ー 領域が 重要である と い う報告が な され た . あcg - 2 に つ い ては

,
ア ポ ト ー シ ス を抑制す る際, 抗酸化

剤と して作用す る と い う考えが 受け入 れ られ てきた . そ こ で , ナポ ト ー

シ ス 諌導因子下で の p 5 3 遺伝子 の 転写活性化の 制御に

着目し , 占cg -2 が こ れに お よぼす影響 お よ びそ の 磯序 に つ い て の 検討を 以下の 実験 に て行 っ た .
マ ウ ス 繊維芽細胞 (しT K

~

) を

用い ,
こ れ に 2 A k b の ヒ ト p 5 3 プ ロ モ

ー タ ー 領域を有す る , 合成 p 5 3 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

( c hl o r a m p h e ni c ol a c et yl tr a n sf e r a s e , C A T) プ ラ ス ミ ド p5 3 R X B C A T を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , ア ポ ト ー シ ス を誘導す る抗

癌剤∴過酸化水素の 刺激下 に お け る p 53 遺伝子の 転写活性化を C A T ア ヅ セ イ に て 測定 した . 用い られ た ほ と ん どの 刺激 に よ

り p 5 3 遺伝子 の 転写活性化 は上 昇 した . 過酸化水素 では 約 6 倍 ,
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で は約 9 倍の 上 昇を 示 した .

S D S → P A G E
-

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ティ ソ グ法を 用 い て ∴しT K 一 細胞 の 内在性 p 53 蛋白 の 過酸化水素処理後の 変化を解析 した . 過酸化水 素の 刺

激に よ り ,
7 時間, 2 4 時間後に p5 3 蛋白の 発現量の 増加を認め た . 過酸化水素に 対す る p53 遺伝子 の 転写活性化に お い て 基盤

とな る プ ロ モ
ー

タ
ー 領域を 解析する た め , 異な る プ ロ モ ー

タ
ー 領域を 有する p 53 プ ラ ス ミ ドを 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ぎ ン

し
, 過酸化水素処理後 の 転写活性化を測定 した . こ れ に よ り ト 過酸化水素刺激 で は ほ ぼ - 7 0 ～ - 4 0 b p ま で の 領域が , p 5 3 遺

伝子の 転写活性化に特 に 重要 で ある こ とが 示 唆され た . さ らに - 70 ～ - 4 0 b p の な か で , 別の 領域の プ ロ モ ー タ ー

を有す るプ

ラ ス ミ ドを作製 し同様の 測定を した . これ でほ
,

- 7 0 ～ - 4 6b p ま で の プ ロ モ
ー タ ー 領域を使用 した場合 に p5 3 遺伝子 の 転写

活性化が最も克進 した . p5 3 遺伝子の 転写活性化に 対す る bc l -2 の 影響を 検討す るた め , p 5 3 R X B C A T と b cl - 2 発現 ベ ク タ ー

を 同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸化水素お よび フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で刺激後 , p 5 3 遺伝子の 転写活性化 を測定 した . こ れ

で は
, 過酸化水素 およ び フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 刺激 に よる p 5 3 遺伝子 の 転写活性化 の 冗進 がと もに 減少 した の ほ ,

占cト2 を用 い た

例の み で あり , 他 の 抗酸化剤 で ほ両刺激とも に は明 らか な減少は認 め られ な か っ た . わcノー2 の p 5 3 遺伝子に おけ る作用領域に

つ い て 検討す るた めに ,

-

70 ～
-

4 0 b p 領域の うち ,
･ -

7 0 ～
-

4 6 b p 領 域の P 5 3 プ ロ モ
ー

タ
ー

を持 つ プ ラ ス ミ ドを b cl - 2 と同時

に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
,
過酸化水素 で刺激後の p5 3 遺伝子 の 転写活性化を測定 した .

あぐJ-2 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した

例で は転写活性化 の 減少が認め られ た が , 他の 抗酸化剤を用い た 例 で は p 5 3 遺伝子 の 転写活性化の 明 らか な 減少 ほ認め られ な

か っ た . 以上 の 結果か ら , p 5 3 遺伝子の 転写活性化は ア ポ ト ー シ ス 誘導因子に よ り増強する こ と が示 され た . 毎J - 2 ほ ア ポ ト ー

シ ス 誘導国子に よ り上 昇する p 53 遺伝子 の 転写活性化 を抑制する が ,
そ れ は従来考え られ て い た 抗酸化剤と して で ほ なくそ れ

以外の 磯序に よ る こ とが 示 唆 され た . さ らに
,
こ の 占cg-2 に よ る p 5 3 遺伝子 の 転写活性化の 制御 ほ ,

-

7 0 ～
-

4 6 b p ま で の

p5 3 の 特定 プ ロ モ ー タ ー 領域 へ の 作用 に よ る こ と が示 映さ れ た .

K e y w o r d s a p o p t o si s , p 5 3 , b c l
.2
,
t r a n S C rip ti o n al a c ti v a ti o n , a n tio xid a n t s

p5 3 遺伝子は , ほ とん どの 癌 で 高頻度に 変異 を生 じて お り ,

その 変異が 癌の 増殖 に関連 して い る と 考 え られ て い る
l)2)

.

一

九 そ の 生理機能 の
一

つ と して
, 紫外線や 放射線 そ して 抗癌剤

などに よ り D N A が 損傷 を受け ると , 細胞の 恒常性を維持する

ため細胞周期を Gl で 停止 さ ぜ
)
,
続 い て ア ポ ト ー シ ス を誘導す

る機能を有す る こ と も示 され てい る
4 卜 て)

. 占cJ -2 遺伝子は , ヒ ト

濾胞性 リ ン パ 腫に 見られ る , t (1 4 ; 1 8) (q 3 2 ; q2 1) 転座の 転座点

近傍 に 存在する癌遺伝子 と して発見 され , そ の 生理 機能と して

は l 種 々 の 細胞 に 誘導され る ア ポ ト ー シ ス を抑制す る点に お い

て 注目 され て い る
8)8)

. そ の 中で ,
ゐcg -2 遺伝子ほ p5 3 遺伝子 誘導

平成 7 年1 2 月1 5 日受付 ,
平成 8 年 2 月 6 日受理

A b b r e bia ti o n s : b p , b a s e p air ; C A T , C hlo r a m p h e nic o l aLC et yl t r a n sf er a s e ; C P E p5 3 , C O r e p r O m O t e r ele m e n t

p 53 ; C P E p 53
- B P I

,
C P E p 53 bin di n g p r ot ei n I ; D m t , d e le ti o n m ut a n t ; D M E M , D ulb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e
'

s

m e diu m ; D M S O , di m et yl s ulp h o xid e ; F C S , f et al c alf s e r u m ; G S H P X , g l ut at hi o n e p e r o xid a s e ; I L
-6
,

in t e rle u ki n -6 ; L S m t , L in c a r - S C a n nin g m u t a n t ; N A C , N
- a C e t yl c y st ei n e ; P B S , P h o s p h a t e

r b uff e r ed s alin e



2 5 0

性 の ア ポ ト ー シ ス を 抑制す る こ とも示 され て い る .
ア ポ ト

ー

シ

ス と い う現象に 際 して , こ れ らの 遺伝子は そ の 生理 機能面で は

相互 作用を有す るが ,
生化学的な相互作用の 検討 を加 えた 報告

ほ な きれ て い な い .

p 5 3 遺伝子 の 生化学的機能と して は転写因子と して作用 し,

また , D N A 損傷 因子 に よ るス ト レ ス に 対 して ,
そ の 発現 が 上

昇す るする こ とも知 られ て い る
川刷

. 最近, こ れ らの 刺激 に よ り

誘導 され る p 5 3 遺伝子の 転写活性化に ,
- 7 0 ～ - 4 0 b p の プ ロ

モ ー

タ
ー 領域 が重要 で あり , こ れ を ,

コ ア プ ロ モ ー タ ー エ レ メ

ン ト (c o r e p r o m o t e r el e m e n t p 5 3 , C P E p5 3) と命名する報告 が

な され た
1 2)

.

一

方 , あcJ - 2 は ア ポ ト
ー

シ ス 制御 の 中で ほ 抗酸化剤

と して働く こ とが 示 され て い る
t3 川

本研究 で ほ , p5 3 遺伝 子 の 転写活性 の 制御 に 着 目 し, ア ポ

ト ー シ ス 誘導因子下 で あcJ -2 が p5 3 遺伝子 の 転写活性化に お よ

ばす影響 ∴な らび に ,
あcg-2 の 抗酸化剤と して の 作用の 可 能性 を

検討 した . 同時 にり あd
- 2 に よ る p 5 3 遺伝子転写活性制御に お

ける , C P E p 5 3 の 関連性 に つ い て も検討 した .

対象および方法

Ⅰ ∴細胞培養

実験に使用 した マ ウ ス 織維芽細胞(しT K~) は , 大阪大学細胞

工学 セ ン タ ー 平野俊夫博士 よ り提供 を受けた . 細 胞 は 5 % C O 2

気相下 ,
1 0 % 牛胎児血清 (f e t al c alf s e r u m , F C S) を添 加 した

D u lb e c c o 変 法 E a gle 培 地 (D ulb e c c o
'

s m o difi e d E a gl e
'

s

r n e di u m , D M E M ) ( 日 水製薬 . 東 京) にて 培養 した .

Ⅰ . ア ポ ト ー

シ ス誘導因子に よる p 5 3 遺伝子 の転写活性の測

定

1 . p 5 3 遺伝子 の 転写活性 の 測定

ア ポ ト
ー シ ス を誘導す る抗癌剤 , 過酸化水素 の 刺激下 で の

p5 3 遺伝子 の 転写活性化を , 2 .4k b の ヒ ト p 5 3 プ ロ モ
ー タ ー 領

域を 有す る合成 p 53 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス

フ エ ラ
ー ゼ ( c hl o r a m p h e ni c ol a c et yl tr a n sf e r a s e , C A T ) プ ラ ス

a

W 七

D m 土1 (十8 0 )
L S m t l ( - 6 9 / - 6 2 )
L S m t 2 ( - 6 3 / - 5 6 )
L S n t 3 ( - 5 8 / - 5 2 )
L S m t 4 ( - 4 9 / - 4 3 )
L S m t 5 ( - 4 0 / - 3 3 )

b

C p E p 5 3 w t

C P E p 5 3
- a

C p E p 5 3
- b

C p E p 5 3
- e

C P E p 5 3
- d

C p E p 5 3
- e

ミ ド(p 5 3 R X B C A T )
15)

,
5 p g を 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し ,

ア ポ ト ー

シ ス 誘導 国子添加後 C A T ア ッ セ イ
16)
に て測定 した .

2 . ア ポ ト ー シ ス 誘導因子

ア ポ ト
ー シ ス を細胞 に 誘導 させ る 刺激 と し で

7)1 8)
, 抗癌 剤で

ある , 硫酸 ビ ン デ シ ン (塩野義 , 大 阪) , 塩酸 ブ レ オ マ イ シ ン ( 日

本化薬 , 東京) 塩酸 ドキ ソ ル ビシ ソ (協和発酵 , 東京) ェ トポ シ

ド(ブ リ ス ト′レ マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ
, 東京) シ ス プ ラ チ ン ( ブリ

ス ト ル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ) , マ イ ト マ イ シ ン C (協和発酵 , 東

京) , フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (協和発酵) , 過酸化水 素 (和光純薬 , 大

阪) を用い た .

3 . C A T ア ッ セ イ

C A T ア ッ セ イ の 方法を 以 下 に 示す . 細胞 を 60 m m デ ィ ッ

シ
ュ に 1 .6 ×1 0

6

個播種 し, 5 % F C S 添加 D M E M 培地 で24 時間

培養後 , リ ポ
ー タ ー 遺伝 子 5 〟g を ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル

ー

デキ

ス トラ ン 法
1g)
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した . ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン の 効率 を高め るた め に ,
9 0分後 ,

1 0 % ジ メ チ ル ス ル ホ キ

シ ド(di m e tyl s ul p h o xid e , D M S O )(S I G M A , S t . L o ui s , U S A ) 含

有 D M E M 培地 2 m l を 添 加 ,
2 分 間 静置 し た 後 , 無 血 清

D M E M 培地 に て 洗浄 , 血 清 の p5 3 プ ロ モ ー タ ー へ の 影響を最

小限に 保 つ た め
28)

,
こ れ を無血 清 D M E M 培地 に て 24 時間培養

した . 培養後 ▲ 抗癌剤 ∴過酸化水素に て処理 し 5 % C O 2 気相下で

さ らに 培養 した .
つ い で24 時間後 , 細胞を 採取 し , 超音波発生

装置を用 い て緩衝液 (0 .2 5 M T ri s - H C L
, p H 7 .8) 8 0 J上l 内で ホ モ ジ

ネ
ー シ ョ ン を行 い , 細胞内蛋白質を抽出し た , 抽出 した蛋白質

1 0 恥g と t
14
C- ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ

ー ル (2 5J £i/ m l) ( ア マ シ ャ ム

ジ ャ パ ン
, 東京) 5 FLl と 4 m M ア セ チ ル コ エ ソ ザ イ ム A 2 0 FLl を

3 7 ℃で90 分間イ ン キ エ
ペ - シ ョ ン した後 ,

シ リ カ ゲ ル T L C プ

レ
ー ト ( M E R K , D a r m s t a d t , G e r m a n y) に 展開 し , バ イ オ イ メ ー

ジ ン グア ナ ラ イ ザ ー B A S l O O O ( F UJI X , 東京) で転写活性化を

測定 した .

Ⅲ . 遺伝子 導入細胞 に お ける p 53 蚤自の 解析

L-T K~ 細胞 の 内在性の p 5 3 蛋白が 過酸化水素 で 処理 した後,

呉

. 餅) .7 0 _d 爪 _ 質) 4 0 ･ 3 (1 -2(I

G C 瓜 G G ÅG C C ℡C G C A ¢G G G ℡ m C C C ℡C C C A ℡ m ℡G G C G C

こ = r r = = ∵ ｢ [ □ □ [ ∴ = 【≠製 ｢
= 弼誕こ顔 ニ ニ ∵ 二 = = 一 ｣ ユ ニ = =

r r [ r r - = = = 一 一 ] ] ｣ ユ ニ 二 = ｢ = ニ ニ コ コ ロ ロ [ = コ = ニ

_ _ - - _ _ - - _ - - - - - - - - - - - G C G G C C - C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - -

- - - - - - - - - - - - - - - … - - - - - - - - - C - G C C - C - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

_ _ _ _ _ _ 一 _ _ _ - - _ _ - - - _ _ - - - _ _ - _ _ _ _ _ - - - - G C G G - - ¢ - - - - - - - - 一 一 - - - - - - - - - -
- - - -

_ _ _ ● _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - _ G _ G G C C - C - - - - - - - - - - - - - -

. 8 0 . 7 0 ● 成) . ヌ】 ヰ() -3 0 -2 ∩

G C C ÅG G A G C C でC G C m 〒雪空雪C C C C ℡C C C 肌 ℡G 姐 G 嵐C ℡G G C G C

F ig . 1 . T h e h u m a n p5 3 p r o m o t e r s e q u e n c e (f r o n - 83 t o - 1 9) . T h e m o st 3
'

e n d of m aj o r tr a n s c ri pti o n sit e f o r th e h u m a n p 53

g e n e a s d e t e r m i n e d b y T u c k a n d C r a w f o r d
15)
i s te n t a ti v ely d ef in e d a s + 1 i n th i s st u d y . ( a) T h e s e q u e n c e s of 5

'

d el e ti o n (D m t)

a n d li n k e r - S C a n n i n g (L s m t) m p t a n t s of p 5 3 p r o m o t e r
- C A T r e p o r t e r g e n e s a r e sh o w n ･ I q e n ti c al b a s e s a r e sh o w n b y d a s h e s ･ (

b)

T h e s e q u e n c e s of w ild t y p e p 5 3 p r o m ot e r c o r e el e m e n t a r e sh o w n . C P E p 5 3
-

a i s p 5 3 p r e m o t e r s e q u e n c e f r o m
- 7 0 t o

- 5 4 ･

C P E p5 3
- b is f r o m

-

6 3 t o
- 4 6 ･ C P E p 5 3

-

C is f r o m
-

5 3 t o
- 4 0 ･ C P E p5 3

-d i s f r o m
-

7 0 t o
- 4 6 ･ C P E p 5 3

-

e i s f r o m
- 6 3 t o

- 4 0 ,



占cJ - 2 の 5 3 転写活性制御 に 関す る基礎的研究

どの ように 変化する か を ,
S D S - P A G E ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ソ グ法 で解析 した . 6 0 m m デ ィ ッ シ ュ に 細胞 を 1 .6 × 1 0
8

個播種

し
,
5 % F C S 添加 D M E M 培地 で24 時間培養後無血清培地に 換

え, さ らに24 時間培養 した ■ つ い で 過酸化水素 30 恥M 添 加か

ら, 7 時間後お よび24 時間後 に 細胞 を採取 した . 採取 した細胞

に緩衝液(50 m M リ ソ 酸カ リ ウ ム , p H 7 ･8) 5 0 FLl を 加え
21)
ホ モ ジ

ネ
ー シ ョ ン を行 い , 抽 出 した資料 20 恥g と , 2 一 メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル (和光純薬) とを 混和 し100 ℃ に て 2 分間煮沸後 , 1 0 % ポ

リア ク リル ア ミ ドゲ ル に て電 気泳動 を行 っ た . こ の 後 ゲ ル を

EC L - ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー ( ア マ シ ャ ム ジ ャ バ ソ) に 転

写した . つ ぎに ,
こ の フ ィ ル タ

ー

を 5 % リ ン 酸緩衝生 理 食塩

水(p h o s ph a t e - b u ff e r e d s ali n e , P B S) ( p H 7 ･4)
一

ス キ ム ミ ル ク (雪

臥 札幌) に37 ℃ で 3 時 間 静置 し, ツ イ
ー

ンー20 (和光純薬) 加

P BS に て 洗 浄後 , 抗 p 5 3 抗 体 ( O n c o g e n e S ci e n c e , N Y ,

U .S .A .) と 1 時間反応 さ せ た .
つ い で 同様 に 洗浄 し , フ ィ ル

タ ー を 西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダーゼ (h o r s e r a d is h p e r o xid a. s e ,

H R P ) 結合抗 マ ウ ス I g G ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 束京) と 1 時間

反応させ た . さ らに フ ィ ル タ
ー

を ツ イ
ー

ソー20 加 P B S に て洗浄

した後 ,
E C L ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検知液 (ア マ シ ャ ム

ジャ バ ソ) で反応 させ ,
3 0 秒間オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー を 行 っ

た .
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B V BI D E t C D H M F u

F ig . 2 . A p o p t o si s i n d u ci n g f a c t o r s th a t i n d u c e th e t r a n s c r-
1p tio n al a c ti v ati o n of th e p5 3 p r o m o t e r . I ; T K~ c ell s w e r e

tr a n sf e c t e d w ith p 5 3 R X B C A T r e p o rt e r g e n e c o n t ai ni n g a

2 ･4 k b h u m a n p 5 3 p r o m o t e r r e gi o n a n d w e r e e x p o s e d t o

V a rio u s a g e n ts k n o u w n a s a p o p t o sis i n d u ci n g f a c t o r s . C ell

e xt r a c ts w e r e p r e p a r e d f o r C A T d e t e r m i n a ti o n . C A T

a c ti viti e s w e r e d e s c rib e d a s th e v al u e r ela ti v e t o th e b a s al

C A T a c ti vity th a t w a s s e t at a v al u e of l . C e11 s w e r e

e x p o s e d t o n o s ti m uli f o r b a s al . B , b a s al ; V , Vi n d e si n e

S ulf a t e ; B l , bl e o m y ci n s ulf a t e ; D , d o x o r u b ici n h y d r o c hl o ri-
d e ; E t , e t O P O Sid e ; C D , Cis pl atin ; H , h y d r o g e n p e r o xid e ;

M
,
m it o m y ci n C ; F u , fl u o r o u r a cil .

() ･

′ フ4 抽

去ミニ
■

‡｡二
ニ

ー ー一号去
~

∴ミニ∴毒一 いざ,こ-

F ig ･ 3 ･ W e s t e r n b oltti n g a n al y sis o f e n d o g e n o u s p 5 3 p r o t ein

le v els i n L - T K
-

c e11 s f o1l o w i n g h yd r o g e n p e r o x id e e x p o s u r e ･

F o1l o w l n g h yd r o g e n p e r o xid e e x p o s u r e , e n d o g e n o u s p 5 3

p r o t ei n l e v el s i n L - T K
-

c ell s w e r e el e v a t e d . T h e n u m b e r

ab o v e l a, n e Sh o w s th e h o u r s af t e r h yd r o g e n p e r o x id e w a s
ad d e d

.

2 51

Ⅳ . p 53 プ ロ モ ー

タ
ー 領域の解析

1 . 異な る プ ロ モ ー タ ー 領域を有す る p 53 プ ラ ス ミ ドの 作

製
12)

p 5 3 R X B C A T を鋳型と して ,

- 3 2 5 か ら + 1 2 塩基対 (b a s e

P a ir , b p) ま で の プ ロ ∴モ ー

タ
ー

領域 をも つ プ ラ ス ミ ド( p5P C A T-

3 2 5 w t) , お よび - 8 0 か ら + 1 2 b p ま で の プ ラ ス ミ ド欠失変異型

(d el e ti o n m u t a n t l , D m tl) を作製 した . つ い で
,
リ ン カ

ー

変異

導入 法を用 い て p 5 3 C A T - 32 5 w t の 塩基配列を変異 さ せ ,
こ れ

を C A T レ ポ
ー タ ー

遺伝子の 上 流 に 接続 した プ ラ ス ミ ド , リ ン

カ ー 導入変異型(lin c a r - S C a n n i n g m u t a n t , L S m t) 1 ～ 5 を作製 し

た . さ ら に イ ン タ
ー ロ キ ン

ー6 (i n t e rl e u k i n ,6 , Ⅰし6) 遺 伝 子 の

T A T A ボ ブ ク ス だ け を含む 領域の 上 流に , 特定の p 5 3 塩基配

列を接続 し C A T レ ポ ー

タ ー 遺伝子に 阻み込ん だ プ ラ ス ミ ド ,

C P E p 5 3 を作製 した
22) ( 図1 ) .

2 . p5 3 遺伝子 転写活性化の 測定

上記 の プ ラ ス ミ ド p 5 3 C A T- 32 5 w t お よび L S m t l ～ L S m t

5 各 々 5 〃g を , L- T K
~

細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し過酸化水

素 300 FL M で 処理 後 , それ らの 転写活性化を C A T ア ッ セ イに

て 測定 した . こ の 結果をもと に , 過酸化水素 の ス ト レ ス に 対す

る p 5 3 プ ロ モ
ー タ ー 活性化 の 中心 領域 を同定す る 目 的で ,

C P E p5 3- b (
-

6 3 ～
- 46) , C P E p5 3- C (

-

5 3 ～
-

4 0) , C P E p 5 3- d

( - 7 0 ～ - 4 6) 各 々 5 J 吼 を用 い て 同様 に 転写活性化 を測定 し

た .

Ⅴ . ♭c ト2 のp5 3 遺伝子転写活性化 へ の影響

占c∠一2 が p5 3 遺伝子の 転写活性化に どの よう に 影響を 及ぼ す

かを み るた め に
,
細胞に p5 3 R X B C A T 5 FLg と b cIT2 発現 ベ ク

タ ー

を 同時に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸化水素 300J上M で

刺激後 , P 5 3 遺伝子の 転写活性化を C A T ア ッ セ イ に て 測定 し

た . あcg- 2 の コ ン ト ロ
ー ル と して

, p E F- B O S ベ ク タ
ー
23 )
を使用

した . そ の 他, 占cJ- 2 の 代わ りに 抗酸化剤 で ある N 一 ア セ チ ル シ

ス テ イ ソ ( N
-

a C et yl c y s t ei n e 】 N A C) 2 0 m M お よ び a- ト コ フ ェ

ロ ー ル 2 0 恥g/ m l を ∴過酸化水素刺激直後 に 培地中に 添加 し

た . さ ら に 抗酸化酵素で あ る グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

0
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0

0

0

0

0
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】
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B w t D - 1 L3 1 L s 2 L s 3 Ls 4 L s 5

Fi g . 4 . A c ti v a ti o n of d iff e r e n t p 5 3 p r o m o t e r f r a g m e n ts a n d

li n k e r s c a n ni n g p 5 3 p r o m ot e r m u t a n t s . S e v e r al p 53

p r o m o t e r f r a g m e n t s a n d m u t a n t s c o n s tr u c t e d f r o m p 53

R X B C A T w e r e tr a n sf e c t e d in t o L - T K c ells . p 53 p r o m o t e r

a c ti v a ti o n i n th e s e c e11s w e r e a s s a y e d b y C A T d e t e r m i n a-
ti o n f oll o w l n g 2 4 h r s h yd r o g e n p e r o xid e e x p o s u r e . C A T

a c ti viti e s w e r e d e s c rib e d a s th e v al u e r ela ti v e t o th e b a s al

C A T a.
c ti vi t y th at w a s s e t a t a v a l u e o f l . D e c r e a s ed

t r a n s c rip ti o n al a c ti vit y of L s 2 a n d L s3 w e r e s h o w n . B ,

b a s al ; W t, p 5 3 C A T
- 3 2 5 w t ; D

-1
,
D m tl ; L sl , L s m t

-1 ; L s 2 ,

L s m t -2 ; L s3 , L s m t
-3 ; L s 4 , L s m ト4 ; L s5 , L s m t

-5 .



2 5 2

( gl u t a th i o n e p e r o x id a s e , G S H P X ) と , R ef-1 発現 ベ ク タ ー を
,

b cl -2 の 場合 と 同様 に p 53 R X B C A T と 同時 に ト ラ ン ス フ ェ ク

シ
ョ
ソ し p 5 3 遺伝子 の 転写活性化を測定 した .

つ い で 同様の 検

討を
, 過 酸化水素 の コ ン ト ロ ー ル と して フ ル オ ロ ウ ラ シ ル

5〃g/ m l を用 い て行 っ た .

Ⅵ . b c ト2 の p 5 3 遺伝子 に対する作用領域の検討

あぐg -2 が p5 3 遺伝子に 対する転写活性化 に 対 し影響を及ぼす

際, p 53 プ ロ モ ー タ ー 領域の どの 配列領域 に 作用 す るの か を検

討す るた め
,
上 記 の C P E p 5 3-d 5 FLg と b cl -2 を 細胞 に 同時に

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸化水素 300 J` M で 刺激 ,
そ の 後 の

p 5 3 遺 伝 子 の 転写活性化 を C A T ア ッ セ イ に て 測 定 した .

b cl-2 の コ ン ト ロ
ー ル と して p E F

- B O S
,
G S H P X

,
R ef-1 を用 い

同様に C A T ア ッ セ イ を行 っ た .

成 漬

Ⅰ . アポ ト ー シ ス誘導因子刺激 に よ る p5 3 遺伝子 の転写活性

化

ア ポ ト ー シ ス 誘導 国子刺激に よ る p 53 R X B C A T の 転写活性

化を , C A T ア ッ セ イ に て 測定 した結果
, P5 3 遺伝子 の 転写活性

化ほ コ ン ト ロ ー ル の 末刺激例と比 べ , 塩酸ブ レ オ マ イ シ ン と 塩

酸 ドキ ソ ル ビ シ ソ ,
お よび 硫酸 ビ ン デ シ ン を除 い た そ の 他の 刺

激に よ り 明 らか に 増強 した (図2 ) . そ れぞれ 約 2 倍か ら 9 倍 で

あっ た が ,
こ の うち過酸化水素で ほ約 6 倍 ▲

フ ル オ ロ ウ ラ シ ル

き
芝
l

U

帽

ト
く
じ

む
>

芋
帽
一

基

B c p E -b C P E -

C C P E - d

F ig . 5 . I d e n tifi c a tio n of p 5 3 p r o m o t e r r e gi o n s r e q uir e d f o r

h yd r o g e n p e r o xid e r e s p o n s e . C e11s w e r e tr a n sf e c t e d w ith

V a ri o u s pl a畠m id s c o n t ai n i n g p5 3 p r o m o t e r s u bf r a g m e n t s .

C P E p 5 3
-b c o n t ai n g f r a g m e n t f r o m

p 6 3 t o - 4 6 ( C P E - b),

C P E p 5 3
-

C C O n t a in i n g f r a g m e n t f r o m
- 5 3 t o - 40 (C P E- C),

C P E p 5 3
-d c o n tai n i n g f r a g m e n t f r o m

q 7 0 t o
-

4 6 ( C P E - d) .

p5 3 p r o m o t e r a cti v a ti o n i n th e s e c e11s w e r e e s ti m at e d wi th

C A T d e t e r mi n a ti o n f o u o w i n g 2 4 h r h y d r o g e n p e ri xid e

e x p o s u r e . N o h yd r o g e n p e r o xid e w a s a d d e d t o c ell s f o r

b a s a･
l ( B) ･ C A T a c ti vi ti e s

.

w e r e d e s c rib e d a s th e v al u e

r el ati v e to th e b a s al C A T a c ti vity th a t w a s s e t a t a v al u e

of l . C ell s wi th C P E p5 3
-d sh o w e d h ig h e s t p r o m o t e r

a c ti v a ti o n .
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N o n e 1 2 3

A m o u n t o f pla s m id ( J A g/ di sh)

F i g . 6 . E王f e c ts of B cl
- 2 a n d o th e r a g e n t s o n h y d r o g e n

p e r o xid e
-i n d u c e d p 5 3 p r o m o t e r a c ti v a ti o n , L- T K, c ells

W e r e e X p O S e d to h y d r o g e n p e r o x id e f o r 2 4 h r f oll o w l n g

p 5 3 R X B C A T tr a n sf e c ti o n . N -

a C e tyl c y s t ei n e ( N A C) (20

m M ) o r a,t O C Of e r ol ( T o) . ･(2 0 0 JLg/ m l) w a s a d d e d o r

p E F
- B O S v e c t o r

. gl u t a thi o n e p e ri x id a s e ( G S H P X) , R e ‖

a n d b cト2 e x p r e s si o n v e c t o r s w e r e c o tr a n sf e c te d . C ells

W e r e e X p O S e d to n o s ti m u li (b a s al) . p E F- B O S v e ct o r ,
b cl-2 , G S H P X a n d R ef -1 w e r e i n t r o d u c e d i n t o し T K

~

c ells

a t l ･ 2 a n d 3 p g/ di s h ･ r e S p e C ti v ely p 5 3 p r o m o t e r
.

a c ti v a tio n

W a S d e t e r mi n e d b y a C A T a s s a y . C A T a c ti v lti e s w e r e

d e s c rib e d a s th e v al u e r el a ti v e t o th e b a s al C A T a cti v lty

th a t w a s s e t a t a v al u e of l . p 5 3 p r o m o t e r a c tiv a tio n

w e r e d e c r e a s e d i n th e c ell s tr a n sf e c t e d wi th b cl- 2 . [ユ
b a s al ; 畠 , N A C ; P , T o ; 顔 , V e c t o r ; 困 , b cl

-

2 ; 圏,

G S H P X ; Ⅷ , R ef -1 .
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F i g . 7 . E ff e c t s of B cト2 a n d o th e r a g e n t s o n fl u o r o u r a cil-i n
-

d u c e d p 5 3 p r o m o t e r a c ti v ati o n . L- T K▲c e 11s w e r e e x p o s e d

t o fl u o r o u r a cil f o r 2 4 h r f oll o wi n g 5 3 R X B C A T tr a n sf e c tio一
･

n . N- a C e t yl c y s t ei n e (N A C) (2 0 m M ) o r α- t O C Of e r ol ( T o)

(2 0 0 p g/ m l) w e r e a d d e d o r p E F- B O S v e c t o r , glu t athi o n e

p e ri x id a s e ( D S H P X ), F ef-1 a n d b c l- 2 e x p r e s si o n v e c t or S

w e r e c o n tr a n sf e c t e d . C ell s w e r e e x p o s e d t o n o s ti m
uli

(b a s al) . p E F
- B O S v e c to r

,
b cト2

,
G S H P X a n d R ef

-1

e x p r e s si o n pl a s m id s w e r e i n tr o d u c e d in t o L
- T K

-

c ells at

l
,
2 a n d 3 p g/ d i sh , r e S p e C ti v el y p 5 3 p r o m o t e r a c tiv ati o n

W a S d e t e r mi n e d b y a C A T a s s a y . C A T a c ti vi ti e s w
e r e

d e x c rib e d a s th e v al u e r el a ti v e t o th e b a s al C A T a.c ti
vity

th a t w a s s e t a t a
.
v al u e of l . p5 3 p r o m o t e r a c tiv ati o

n w aS

a p p a r e n tl y d e c r e a s e d i n th e c ell s t r a n sf e c t e d wi th
b cト2 ･

□ , b a s al : 胃 ,･ N A C ; 頻 , T o ; 凰 V e c t o r ; 園, b
cl-2 ; 囲･

G S H P X ; 匪凱 R ef -1 .



あc才一2 の 53 転写活性制御 に 関す る基礎的研究

で は約9 倍の 転写活性 の 克進を認め た .

1 . p 53 蛋白の解析

過酸化水素の 刺激 に よ る ,
L て K~ 細胞の 内在性 p 53 蛋白発現

の変化を , ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に よ り分析 した結果 ,

無刺激の 例に 比
べ 刺激後 7 時 臥 24 時間例 で は p 5 3 蛋白の 発現

量の 増加を認め た (図3 ) ･

Ⅲ . 過酸化水素に よ る p5 3 遺伝子の 活性化に関わ る p 53 プロ

モ
ー

タ
ー 領域 の解析

p 53 R X B C A T を 鋳型 と して 作製 した , 異な る プ ロ モ ー タ ー 領

域を有する プ ラ ス ミ ドを細胞に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 過酸

化水素の 刺激下で測定 した各 々 の 転写活性 を み る と ･

- 3 2 5 か

ら + 1 2 b p ま で の 塩 基配列を有す る プ ラ ス ミ ド p5 3 C A T-3 2 5

w t
,
お よび

- 8 0 か ら + 1 2 b p ま で の 塩基配列 を有す る プラ ス

ミ ド D m t l で ほ 1 p 53 R X B C A T と 比 べ さ らに 増強 され た 転写

活性 の 上 昇 を 認 め た (図 4 ) . つ い で p 5 3 C A T
-3 2 5 w t の

,

- 80 b p ま で の 領域 に 変異を導入 した プ ラ ス ミ ド L S m t l , 2 , 3 ,

4
,
5 で は

,
L S m t l , 4 , 5 に お い て 比 較的高い 転写活性化の 上昇

を呈 した が ,
- 6 3 ～ - 52 b p 内で の 変異導入 を行 っ た L S m t 2 ,

3
,
特に L S 皿t 3 で 惰性化の 上 昇ほ殆 ど認 め られ な か っ た . こ の

こと か ら , 大凡
-

7 0 か ら - 40 b p まで の 領域が ∴ 過酸化水素刺

激に よ る p 53 遺伝子 括性化 の た め の , p 5 3 プ ロ モ
ー タ ー の 活動

に 特に 重要で ある と考え られ た .

p 5 3 プ
ロ モ ー タ ー 活性に 関連 して い る塩基配列を , さ らに 選

定するた め に C P E p 5 3 を種 々 の 領域 に 分け, こ の うち図 1 に 示

す C P E p 53 b , C , d に つ い て ∴過酸化水素 に 対する活性 の 反応を

検討 した . - 7 0 か ら
- 4 6 b p ま で の C P E p 5 3 d に お い て p 5 3 遺

伝子 の 転写活性化は最も上昇 した (図 5 ) .

Ⅳ . わe ト2 に よ る p 53 遺 伝子転写活性化 へ の影響

あcJ-2 の p 5 3 遺伝子転写活性化 へ の 影響お よ び そ の 作用 機序

を検討す るた め に ,
ア ポ ト ー シ ス 誘導 因子 よ り過酸化水素と フ
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Fig ･ 8 ･ E ff e c ts of B cト2 a n d o th e r a.g e n ts o n h y d r o g e n

P e r O Xid e
-i n d u c ed C P E p 53- d p r o m ot e r a c ti v ati o n . I ; T K~

C ells w e r e e x p o s e d t o h y d r o g e n p e ri x id e f o r 2 4 h r f oll o w l n g
C P E p 5 3

- d tr a n sf e c ti o n . p E F- B O S v e c t o r
, gl u t a thi o n e

P e r O Xid a s e ( G S H P X ). R ef-1 a n d b cl-2 e x p r e s si o n v e c t o r s
W e r e a d d e d . C e u s w e r e e x p o s e d t o n o sti m u li f o r b a s al .

p E F
-B O S v e c to r

,
b cト2

,
G S H P X a n d R ef -1 e x p r e s si o n

Pla s m id s w e r e i n tr o d u c e d in t o L T K, c ell s a t l
,
2 a n d 3

P g/ di sh , r e S p e C ti v ely C P E p 5 3 -d p r o m o t e r a c ti v a ti o n w a s
d et e r mi n ed b y a C A T a s s a y . C A T a c ti viti e s w e r e

d e s c rib e d a s th e v al u e r ela ti v e t o th e b a s al C A T a c tivi ty
th a t w a s s e t a t a v al u e of l ･ p 5 3 p r o m o t e r a c ti v a tio n

W e r e a p p a r e n tly d e c r e a s e d i n th e c e11 s c o tr a n sf e c t e d wi th
b cト2 ･ □, b a s al ; 観 , V e ct o r ; 陶 , b cl -2 ; 囲 , G S H P X ; 臥 ,
R e ト1 ,

25 3

ル オ ロ ウ ラ シ ル を選び , 両 刺激下 で の 如g -2 と p 53 遺伝子の 関

係 を調 べ た (図6 ) . 如g - 2 発現 ベ ク タ ー

を 同時に ト ラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン し発現 させ た 例で は , 過酸化水素 で 増強す ると 考えら

れ る p 5 3 遺伝子の 転写活性化が , コ ン ト ロ ー ル の ベ ク タ ー

と比

べ 減少 した . 抗酸化割と して 作用する と考え られ て い る N A C ,

α
- ト コ フ ェ ロ

ー ル
,
G S H P X , R ef -1 を 用い た場合で ほ ,

N A C 使

用 例で は p5 3 遺伝子 転写活性化ほ減少 した が , そ の 他 の α- ト コ

フ ェ ロ
ー ル

,
G S H P X

,
R ef -1 を用 い た 例で は j

b cl -2 と比較 し,

p 5 3 遺伝子の 転写活性化の 減少は認め られなか っ た . また , 過

酸化水素 に 変え フ ル オ ロ ウ ラ シ ル を 刺 激 と した 場合 (図 7) ,

占cJ -2 発現 ベ ク タ
ー

を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した 例 で , 過酸化

水素の 場合と同様 p 53 遺伝子 の 転写活性化は減少 した が , そ の

他 の 例 で は p5 3 遺伝子 の 転写活性化に 著明 な減少 は見 られ な

か っ た .

V . わc ト2 の p 5 3 転写活性化 へ の影 響 に 関与す るプ ロ モ ー

タ
ー

領域の検討

C P E p 5 3- d と b c IT2 , p E F- B O S ベ ク タ
ー

,
G S H P X

,
R ef-1 を

同時に 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した 場合 の p 5 3 遺伝 子 の

転写活性化を み ると . 占cg - 2 例で ほ 転写活性化 の 減少 が認め ら

れ た が
, p E F

- B O S ベ ク タ
ー

,
G S H P X

,
R ef-1 を用 い た 例で ほ明

らか な活性化の 減少 は見 られ なか っ た (図 8) .

考 察

ア ポ ト ー

シ ス は
l 細胞が 恒常性 を維持す るた め の 細胞死 の 機

構の
一

つ で あり . 癌を始め 種々 の 疾患 の 発生に 関与 して い る .

K e r r ら
餌)
が 初め て 報告 して 以来 , 臨床お よ び基礎医学 の 各分野

で 研究が進 め られ て きた .

分子生物学 の 分野で もそ の 機構 に つ い て 多様 な 研究が な さ

れ , 複数の 遺伝子 が そ の 機序を制御 して い る こ と が 明 らか に き

れ て い る . p 5 3 遺伝子 は , 多く の 癌 で 高頻度に 変異を起 こ して

い る こ と が知 られ て い る がl)
,
そ の 生理 機能ほ , 放射線 や 薬剤

な どに よ り D N A が 損傷 を受ける と細胞 の 恒常性 を維持する た

め
, 細胞周 期を G l で 停止 させ る こ と で ある と 考 え られ て い

る
封
. また , 正 常塾 p 53 遺伝子導入実験や , p 5 3 遺伝子欠損胸腺

細胞 な どの 研究か ら , ア ポ ト ー

シ ス を誘導する活性がある こ と

が示 され た
4 卜 7)

. こ れ ら の 機能と合わ せ て p 53 遺伝子 ほ 転写 因

子と し て も働き , 紫外 線や 放射線 , あ る い は 抗癌剤 な ど の

D N A 損傷 因子に よ りそ の 活性が 高め られ る こ とも知 られ て い

る
t 仙 )

一 方 ,
♭cJ-2 は , 多 くの ヒ ト濾胞性 リ ン パ 腫 に 見 られ る t

(1 4 ; 1 8) ( q 32 ; q 21) 転座の 転座点近傍に 存在する癌遺伝子 と し

て 発見 され た . 占c′-2 の 発現は比較的広範 な組織で 見 られ る が ,

特 に リ ン パ 系や , 神経系に お い て 顕著で ある
25)2 8 )

. 生理 機能と し

て ほ
,
V a u x ら

27)
が
,
1 9 8 8 年に B c l-2 蛋白質の 過剰発現 が リ ン パ

球の (細胞死) ア ポ ト ー シ ス を抑制す る こ と を示 して 以来, 現在

は種 々 の 刺激に よ り各種の 細胞に 誘導され る ア ポ ト ー シ ス を抑

制す る遺伝子 で ある こ とが知 られ て い る
8)岳)

. そ の 他 , 抗癌 剤に

よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導 に 着 目 した 報告 で は , p 5 3 遺伝 子 と

玩阜2 が 薬剤の 効果に 影響を与え , そ の 発現が 耐性 や予後 に関

連 して い る の で ほ な い か と考 え られ て い る
28 卜 抑

.
こ の 様 に , 生

理作用と して p 5 3 遺伝子と みcJ
-2 ほ ア ポ ト

ー シ ス と い う現象の

中で 相反す る作用 を有 して お り ,
さ らに あcJ

- 2･は p 5 3 遺伝子 に

よ るア ポ ト ー シ ス の 誘導を抑制す る こ とも示 され てい る
31ユ

.

しか しなが ら
,
こ れらを 生化学的側面か らみ た場合 , p 5 3 遺



2 5 4

伝 子, 占cJ- 2 , そ して ,
こ れ ら 2 つ の 相互 作用の メ カ ニ ズ ム に 関

して の 詳細な 解明は い まだ な され て い な い . p 5 3 遺伝子に つ い

て ほ
,
そ の 生理学的 お よび 生化学的機能 に つ い て ほ 報告 され つ

つ ある が , 遺伝子 の 発現誘導が ,
どの よ うな 枚序に よ りひ きお

こ され るか は 明ら か に され て い な か っ た . ま た
,
占cg- 2 に 関 して

は
, 作用幾序 に つ い て の 詳細 な 解 明 は な さ れ て い な い が ,

B cl- 2 が 抗酸化剤 と して作用する こ と に よ り ア ポ ト
ー シ ス を 抑

制 L て い ると い う考えが受け入 れ ら れ て い た
1 3)1 4)

. 種 々 の 刺 激

に よ っ て ア ポ ト ー シ ス を誘導す る シ グナ ル が 細胞に 伝え られ る

る こ と に よ り
, 細胞 内で 活性酸素が合成 され ,

そ の 細胞傷害作

用 に よ り ア ポ ト
ー シ ス が 誘導され , 細胞 は死 に 至 る .

こ の 活性

酸素に よ る経路ほ全て の ア ポ ト ー

シ ス に 至 る共通経路で あり ,

B cl -2 が こ れ に 対 して 抗酸化剤と して働く こ と で ,
ア ポ ト ー シ

ス が 抑制 され る と い う考え 方で ある . しか しな が ら最近 の 知見

で は
,
こ の 考 え ほ必 ず しも わcg-2 の 活性磯序を全 て説 明 して い

るわ けで ほ なく , 活性酸素を要す る経路ほ ア ポ ト
ー

シ ス へ 至 る

過程の ひ と つ で ある こ と , 低酸素 お よび 無酸素状態 で誘導 され

る ア ポ ト
ー シ ス で は活性酸素は関与せず ,

みc才一2 は こ の 活 性酸

素を介 さない 機構 で も細胞死を抑制す る こ と が示 さ れ た
32 ト 357

本研究に お い て ほ ,
ア ポ ト ー シ ス 誘導 国子存在下 に お け る ,

p 5 3 遺伝子の 転写活性化に 対する ∂cJ -2 の 影響 お よ び ,
そ の 際

B cl -2 が抗酸化剤 と して 作用 す る可 能性 を検討 した . さ らに
,

p 5 3 遺伝子に お ける あごJ -2 の 作 用領域 に関 して の 検 討も行 っ

た .

ア ポ ト
ー シ ス を 誘導する困子は遺伝子 に有害な ス ト レ ス で も

あり , P5 3 遺伝子は こ れ らの 刺激に 対 して ▲ そ の 細胞内の 蛋白

レ ベ ル が上 昇す る . 最近 t そ れ ほ 転写の 活性化も伴 っ て お り

m R N A レ ベ ル で の 発 現の 上 昇が 同時に起 こ っ て い る こ と が 示

され た
12)

. 本研究 で は , m R N A レ ベ ル で の 確認ほ 行 っ て い な い

が , C A T ア ッ セ イ に よ り種 々 の ア ポ ト ー シ ス 誘導 因子 で p 5 3

プ ロ モ ー タ ー の 転写活性の 上 昇を み とめ た . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ法 に よ り過酸化水素に よ っ てそ の 蛋白 レ ベ ル の 上昇 が

確認できた こ と か ら ,
こ の 現象 は m R N A レ ベ ル お よ び蛋白 レ

ベ ル で 生 じて い る可 能性も考え られ る .

S u n ら
)2)
は

,
D N A 損傷因子に 対す る反応と して 誘導 さ れ る

p5 3 遺伝子 の 転写活性化で は ,

- 7 0 ～ - 4 0 b p まで の p 5 3 プ
ロ

モ ー タ ー 領域が 基盤 とな ると して ,
こ れ を C P E p 5 3 と命 名 し

た . 本研究 に おけ る過酸化水素に 対す る p 53 遺伝 子 の 反応 で

も ,

- 7 0 ～ - 4 0 b p ま で の プ ロ モ
ー タ ー 領域 が 転写 の 活性化 に

重要である こ と が確認 され た . また
,
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で も同

様 の こ と が確認 され て い る . さ らに 検討を すすめ た 結果 , 過酸

化 水素 に 関 し て も ,

- 7 0 ～
- 4 6 b p の プ ロ

･モ ー タ ー 領 域

( C P E p5 3- d) が p 5 3 遺伝子の 転写活性化 に 最も必要であ る こ と

が示唆 され た .

過 酸化水素と t
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 刺激下で ,

みcJ -2 を同時 に 細

胞へ トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ す る と p 53 遺伝 子 の 転写活性化 が

減少 した こ とか ら ,
占cJ- 2 に よ り p 5 3 プ ロ モ

ー

タ
ー

の 転写活性

化が抑制 され たと考え られ る .

一 方
,
抗酸化剤 と して の 作用 を

有す る α - ト コ フ ェ ロ ー ル
,

'

G S H P X , R ef
-1 で は両 因子刺激下に

お い て , p 5 3 遺伝子 の 転写括性化 の 減少 が見られなか っ た .

N A C むこ関 して ほ , 過酸化水素下で p 53 遺伝子の 転写活性化 を

減少 させ た が , フ ル オ ロ ウ ラ ツ ル 下 では 転写活性化 の 減少 ほ認

め な か っ た . あcJ -2 が 抗酸化剤 と して 作用す るな らば ,
N A C ,

G S H P X な どと同様 の 影響を p 53 遺伝子の 転写活性化に及ぼす

と考 え られ る が
,
こ こ で は ぁc才一2 の み が 双 方 の 刺激 に よ る

p 5 3 遺伝 子 の 活性 を抑制 して い た ･ こ の こ と か ら
,
みcg-2 の 作用

磯序に 抗酸化割 と して の 畿能以外 の 可 能性が あ る と 推察 され

る .

P 5 3 プ ロ モ
ー タ ー の 転写活性化 が あぐJ -2 に よ り抑制 され る こ

とが 明 らか に な っ た が
,
つ い で 占c g -2 の p 5 3 プ ロ モ

ー タ ー にお

け る作用 領域を検討 した . b cl -2 お よ び
, 抗酸化剤 の C P E p5 3 -

d の 転 写活性化 に 対す る影響 を調 べ た と こ ろ ,
あcJ-2 の みが

C P E p 5 3
-d の 転写活性化 を明確 に 抑制する こ と が示 された .

こ れ らの 結果か ら, あc J-2 は抗酸化割と して の 機 能以外 の 経

路 で p 5 3 遺伝 子の 転写活性化を抑制 し, それ ほ p 5 3 プ ロ モ ー

タ
ー 領域 内の

-

7 0 ～ - 4 6 b p ま で の 領域 に 対す る作用 に 関連し

て い る こ とが 示堅変され た .

S u n ら
12一
ほ

,
C P E p 5 3 に 結合す る核内因子と して 新 しい 蛋白

(C P E p 5 3 b i n d in g p r o t ei n I . C P E p5 3
- B P I ) を 同定 した .

一

方 ,
わcJ-2 遺 伝子 の 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ に よ り

B cl -2 蛋白の 産 生を 我 々 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ 法に よ り

確認 し て い る ( デ ー

タ
ー

未 掲 載) . こ の C P E p5 3-B P I に

B cト2 蛋白が 作用 し , p 5 3 遺伝 子の 転写活性化が抑制 さ れ る の

か は今後 の 検討が必 要 で ある .

ア ポ ト ー

シ ス 制御 の 機構ほ い まだ 複雑である が
,
そ の 基礎,

臨床医学的重要性 は大きく , 今後 さ らな る 研究 がすす め られ る

もの と 考え られ る . 関連遺伝子 は 種 々 同定 され つ つ あるが , そ

の 詳細 に つ い て は 未解明な点 が多 い . 本研究 で ほ こ れ らの 関連

遺伝子 の 相互 作用 と して , あcg- 2 は p 5 3 遺伝子の 外的ス ト レス

に 対する 転写活性化を抑制す る が , そ の 際 , わcg- 2 は 従来考えら

れ て きた 抗酸化剤と して で ほ な く , そ れ 以外の 機序で作用する

可 能性が 示 され た . また
, 同時に あごJ-2 が 働くの は p 5 3 遺伝子

の 特定 プ ロ モ
ー

タ ー 領域 - 70 ～ - 4 6 b p で あ る こ と も示酸され

た .

結 論

ァ ポ ト ⊥ シ ス 誘導国子下に お け る p 5 3 遺伝 子 の 転写活性化

に 対 し, あc g-2 の 及ぼす影響 お よ びそ の 儀序に つ い て 研究 し, 以

下の 知見 を得 た .

1 . p 5 3 遺伝 子の 転写活性化ほ ア ポ ト
ー シ ス 誘導 因子に よる

刺激に よ り, 末刺激例 と比較 して 約 2 ～ 9 倍 に 上昇 した . 過酸

化水 素で は約 6 倍 ,
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で は 約 9 倍 ま で転写活性

化が 上 昇 した .

2 . p 5 3 遺伝子 の ほ ぼ
-

7 0 ～
-

4 0 b p まで の プ ロ モ ータ
ー 領

域に 変異を 導入 する と , 変異 を導入 しな い 例と 比較 し, 過酸化

水素に よ る p 53 遺伝子 の 転写活性化ほ そ の 上 昇 が抑制され た ･

3 . 過酸化水素お よ び フ ル オ P ウ ラ シ ル 双 方に よ る p 5 3 遺伝

子 の 転写活性化ほ ,
むc才一2 に よ り減少 した が , 抗酸 化剤である

N A C で ほ 過酸化水素 に よ る転写活性の み が 減少 し , α- ト コ

フ ェ ロ
ー ル や 抗酸化酵素で ある G S H P X , R ef-1 で ほ 双方と も減

少 しな か っ た .

4 .

- 7 0 ～ - 4 6 b p ま で の p 5 3 プ
ロ モ ー タ ー 領域の 過酸化水

素に よ る転写活性化 ほ ▲
b cl -2 に よ り減 少 し た が ,

G S H P X ･

R eト1 で ほ減 少 しなか っ た .

以上 よ り , わc才一2 ほ ア ポ ト ー シ ス 誘導 因子 に よ り上 昇する

p 53 遺伝子 の 転写活性化を抑制する が ,
そ れ ほ従来考え られて

い た抗酸化割 と してで はな くそ れ 以外の 磯序 に よ る こ と が示唆

され た . さ らに ,
こ の あcg - 2 に よ る p 5 3 遺伝 子 の 転写活性化の

.

I

.

.
､

.

.､.′
r

.･･1

. ∴
･｣‥
:■.-r
㌧.

.∵■1ィ
∴

`
-

･一｢
･■････
･…
1･《
ぎ
ょ

■､･‥
-

､

二

･1
･

･●･



あcg-2 の 5 3 転写活性制御 に 関する基礎的研究 255

.

I

.

.
､

.

.､.′
r

.･･1

. ∴
･｣‥
:■.-r
㌧.

.∵■1ィ
∴

`
-

･一｢
･■････
･…
1･《
ぎ
ょ

■､･‥
-

､

二

･1
･

･●･

制御は ,
- 7 0 ～ - 4 6 b p まで の p 5 3 の 特定 プ ロ モ

ー タ ー 領域 へ

の作用に よ る こ と が 示 唆され た ･
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