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m - M M P 遺伝子 の 転写制御領域 の 解析
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505

膿型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ ー3 ( m e m b r a n e ty p e m at ri x m e t al l o p r o t ei n a s e

-3
,

M
′

n - M M P ) は既 に報告 さ れた

M T l - M M P と 同様に細胞 の 表面 に発現 し て細胞外 基質分解 に関与す る酵素で あるが その 発現 が どの 様に 制御 され て い る の か は

不 明で あ っ た ･ 今 回,
ヒ トM T 3 r M M P 遺伝子 の 5

,

側上 流3 ･8 k b の D N A を単離 し
, そ の 塩基配列と転写制御 機能を調 べ た . 単

離 した上 流域 に は M T 3 - M M P を発 現 して い る悪性黒色腫細胞株A 20 5 8 で 転写活性 を示 し
,
発現 して い な い 胃痛細胞株T M K l

で は機能 しない 細胞種特異性 を示す プロ モ ー タ
ー

領域 が 含まれ てい た .
この 領域 に様々 な系統的な欠失変異を導入する こ と に

より 彪058 細胞 で 活性 を示すの に必須 の 馴 ､ 単位を - 3 7 8 か ら- 11 4 塩 基の 間に 同定 した . こ の 領域 はT 肌 A ボ ッ ク ス を含ま

ず･
A P -1 結 合配列 も見 ら れ ず

,
増殖 因子 や サ イ ト カ イ ン で 発現誘 導され る他 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ ( m a t ri x

m et all o p r o t ei n a s e
,

M M P) 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー

と は異 な る構造 を持 っ て いた . 最小単位の 中に存在 するZ - D N A 様配列が エ

ン ハ ン サ
ー

機 能を示 し
, そ の 下 流 の 配列 が M T3 - M M P 発現細胞で の み 機能す る細胞種特異 的な プ ロ モ

ー

タ
ー

晴性を示 した
.

本研究に よ っ て膜型 M M P 遺伝子発現制御の 一 端が初 め て明ら か に な っ た .

b y w o r d s m at rix m e t all o p r o t ein a s e s
,

m e m b r a n e t Y p e m atrix m et al l o p r ot ei n a s e ･3
, p r O m Ot e r

,
Z -

D N A

細胞外 マ トリ ッ ク ス は多細胞生物 が組織 を構 築す る際 に必須

な構造体 で あり , 各種 の コ ラ ー

ゲ ン
,

糖 蛋白,
プ ロ テ オ グリ カ

ン な ど複雑 な高分子成分 に よ っ て構成 さ れ て い る . そ して
,

そ

の 生 成と分解 は 発生 過程や 組織の 再構築 に際 して厳密 な制御 を

受けて い る . さま ざまな病気 に伴う組織 の 異常 の 原因 と し て細

胞外 マ トリ ッ ク ス の 分解 系 克進 が あ る こ と が 指摘 さ れ て い

る . こ の よ うな細胞 外 マ トリ ッ ク ス の 分 解 に か か わ る重 要な

酵 素 系 と し て マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー

ゼ ( m a t ri x

m e t all o p t o t ei n a s e s
,

M M P) が あ る . メ タ ロ プ ロ テ ア
ー

ゼ は 活

性中心 に亜 鉛を保持す る蛋白質分解酵素で あ るが
, 特 に細胞外

マ トリ ッ ク ス の 分解 に 関与する
一 群 の 酵 素を M M P フ ァ ミ リ

ー

と 呼ん で い る
1 卜 4)

. 現在ま で に15 種類 の 酵 素遺 伝子 が 同定さ れ

て い る
. そ れ ぞ れ の 酵素は 各種 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン

,
フ ィ ブ

ロ ネク テ ン な ど に対 して 異 なる 基質特異性 を持ち, 異な る 発現

の 制御 を受 けて い る . 間 質の コ ラ
ー

ゲ ン (Ⅰ
,

Ⅲ
,

Ⅲ型) を切

断す るの は コ ラ ー ゲ ナ
ー ゼ で あり

,
基底膜の Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を

切断す る の はゼ ラ テ ナ
ー ゼ A (7 2 -k D a Ⅳ 型 コ ラ

ー

ゲ ナ
ー

ゼ) と

ゼ ラチ ナ
ー

ゼ B (9 2 - k D a Ⅳ 型 コ ラ
ー

ゲ ナ
ー

ゼ) で ある . ゼ ラ テ

ナ ー ゼ は変性 コ ラ
ー

ゲ ン で ある ゼ ラチ ン も効 率よ く分解す る .

基底膜の 糖 蛋白質で ある フ ィ ブ ロ ネク テ ン
,

ラ ミ ニ ン は マ トリ

ライ シ ン や ス トロ ム ライ シ ン 1 によ っ て 分解さ れ る
5 卜 9)

M M P s の 組織で の 発現は 即座 に 酵素機 能の 発現を意味す るも

の で は な い
. M M P s は不括性な前駆体酵素と して分泌 さ れ , 酵

素活性 の 発 現 に は N 末 端 の 約80 ア ミ ノ 酸が 切 断さ れ る 必要が

ある ･
こ の 活性化 は他 の 蛋白質分解酵素 (活性化 因子) に よ る

N 末端 領域 の 部分的分解が 引金と な っ て起 こ る . 従 っ て
, 組織

で発 現 した M M P が細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解 に使わ れ る た め

に は
, 同時 に同 じ場所で こ れ ら前駆体酵素に対す る活性化国子

も発現 し て い る必要が ある
1)4)

. 細胞の 浸潤に伴う 限局 され た細

胞外 マ ト リ ッ クス 分解 には浸潤性細胞の 表面で前駆体酵素の 活

性化 が起 こ る と都合が よ い . こ の よ うな活性化 の シ ス テム と し

て少 なく と も2 通り が知 られ てい る .

→

つ はセ リ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ フ ァ ミ リ
ー

に属する ウ ロ キ ナ
ー

ゼ 型プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク

チ ベ ー タ ー

(u r o ki n a s e tY P e Pl a s m i n o g e n a c ti v a to r
,

u P A) によ る

反応 であ る
川)

.
u p A は細胞の 表面で プ ラス ミ ノ ー

ゲ ン を油性化

して プ ラ ス ミ ン を生 .じさせ る . プラ ス ミ ン は血 栓中の フ ィ プ リ

ン 以 外 に フ ィ ブ ロ ネク ナ ン
,

ラ ミ ニ ン
,

Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ンな どに

たい して も広い 基質特 異性 を持 つ が細胞外 マ トリ ッ ク ス を 直接

分解する 活性は 強く はな い . む しろ
,

コ ラ ー ゲ ナ
ー ゼ

,
ス ト ロ

ム ライ シ ン
,

ゼ ラテ ナ
ー

ゼB な ど の M M P の 前駆体酵 素の 活性

化 を誘導する こ と に よ っ て細胞外 マ トリ ッ クス 分解を制御 して

い る . しか し
,

ゼ ラ テ ナ
ー ゼA の 前駆体は プ ラス ミ ン に よ っ て

は 活性化さ れ な い
. そ の 活性化に は プ ラ ス ミ ン 以 外の 細胞膜表

面上 の 特 異的な シス テ ム が 使 わ れ て い る と 考え ら れ て い た
11)

.

最近
, 当研 究室 で発見 され た 膜型 マ トリ ッ クス メ タ ロ プ ロ テ ア

ー

ゼ ( m e m b r a n e
-tY p e m a tri x m e tall o p r o t ei n a s e

,
M T ｣ M M P) は

ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A の 特 異的な活性化因子で ある こ と が わ かりl 痛

の 浸潤 ･ 転移 に関与 する 酵素 と して も注目 を集め て い る
12)1 3)

平成 9 年9 月 17 日受付, 平成 9 年10 月 2 0 日受理

A b b r e vi atio n s ‥ M M P
,

m a 血 m e t all o p r o t ei n a s e; M T 3 - M M P
,

m e m b r an e ty p e m at rix m e t allo p r o t ei n a s e; M O P S , 3 q

N -

m O r P h ol in o p r o p a n e s ulfo ni c a cid ･ u P A , u r O k in a s e t y p e p l as m in o g e n a ctiv at o r
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以 上 の 二 つ の 主要な経路 に よ っ て M M P の 細胞表面 で の 活性化

が制御 さ れて い る と考 えら れ る よう にな っ た t

最初 の M T - M M P の 報告 に 続い て
, 関連 し た膜型酵 素が 他 に

少 なく と も3 種 類 存 在 す る こ と が 判 り
,

こ れ ら 膜 型 酵 素 は

M M P フ ァ ミリ
ー

の 中で ユ ニ ー クなサ ブ グル ー プ を形成 して い

る こ と が 明ら か に な っ た
I Jl )

. 最後 に報 告さ れ た M T 4 - M M P を除

い た3 穐類 は
,

お 互 い に よ く保 存さ れ た ア ミ ノ 酸配 列 を持 ち

(約50 % ホ モ ロ ジ ー ) , 共 にゼ ラテ ナ
ー ゼ A の 活性化を誘導す る ･

幾 つ か の 細胞 株で こ れ ら M
′

トM M P 遺伝子 の m R N A を調 べ て み

る と そ の 発現 パ タ ー ン に 相関は なく , 独立 して異な る発現制御

を受けて い る こ と が 明 らか とな っ た . また
,

ヒ トの 臓器 別発 現

も
,

M T l - M M P の 発現 が 胎 盤, 肺 , 腎臓で 高 い の に対 し て
,

M T 3 _ M M P は 腎臓お よ び肺で の 発現は 低く
,

脳及び 胎盤 で の 発

現 が 高か っ た
1 3)

. M T l - M M P は マ ウ ス の 発 生過程 で 間棄 系細胞

で ある線維芽細胞 , 軟骨細胞 , 骨細胞
,
筋 肉細胞等で ゼ ラ テ ナ

ー ゼ A と共発現 して い る
15)

. しか し
,

上 皮系の 細胞で の 発現 は

まれ で あ っ た . ま た
,

ラ ッ トの 創傷治癒 過程 で は創傷部位 の 線

椎 芽細 胞 に特 異 的な 発現 誘 導 が 起 こ る こ と が 観 察 さ れ て い

る
16)

. 上 皮系細胞 で の 発現 は 癌化 し た細胞で 高 頻度 に見 ら れ
,

特 に ヒ ト大腸癌 や胃癌組織 で は周辺 の 線椎芽細胞 に加え て癌細

胞 自 身 に 生 体 内 局 所 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (よ兜 ぶ 如

h yb ri di z ati o n) 法に て 陽性 シ グナ ル が 観察さ れ た
m

･ こ の 時 ･
線

維 芽紺胞 はゼ ラテ ナ
ー ゼ A を 発現す るが 痛細胞 は 発現 しな い

･

こ の 事 か ら
,
線維 芽細月駄が放出する ゼ ラチ ナ ー ゼA は が ん細胞

膜上 の M T l - M M P に よ っ て 活性化され , 基底膜及 び 問質 の コ ラ

ー

ゲ ン 分解 に用 い られ る と考え られ る .

M T 3 _ M M P の 観織 レ ベ ル で の 発 現は 詳 しく調 べ ら れて い ない

が
,

ヒ ト乳癌組織 で の M
′

トM M P の 発現 は M T l - M M P が ほ ぼ 仝

例 に 発現 して い る の に対 して M T3 r M M P の 発現 は 約20 % に認

め ら れ る の み で あ っ た
糊

. また
, 組織 レベ ル で の ゼ ラテ ナ

ー

ゼ

A の 活性化と M T l - M M P の 発現は 相関する が M T 3 - M M P の 発 現

との 相関 は認 め ら れ なか っ た . 以 上 の こ と か ら
,

M T - M M P は

転写 レ ベ ル で 厳密な制御を受 けてい ると 考えら れ る が そ の 発現

制御機構 に つ い て は明 ら か で は ない
. 本研究 で は M T3 - M M P 遺

伝子 の 5
,

上 流領域 の ゲ ノ ム を単離 し,
プ ロ モ

ー

タ
ー 領域 の 基本

的な 性質を調 べ る と 共 に D N A 配列を解析 して 既知 の M M P 遺

伝子 プ ロ モ ー タ
ー

と の 比 較を試み た ･

対象 お よび方法

Ⅰ . 細 胞培 養

本研究で は 金沢大学 が ん研究 所ウ イ ル ス 部清木教授 よ り供与

され た悪性黒 色腫 由来 彪0 58 細胞株
,
胃痛 由来T M I仁1 細 胞株,

肝 癌由来 H e p 3 B 細胞 株, 骨 肉腫由 来 M G 6 3 細胞株 ,
乳癌 由来

H S 5 7 8 細胞株を用 い た . こ れ ら の 細胞 は 全 て5 % 午 胎 兄血清

恥t al b o vi n e s e ru m
,

F B S) (Bi o Wh itt a k e r
,

W al k e r s vill e
,

U S A)

を加 え た ダ ル ベ ッ コ 変 法イ
ー

グ ル 培 地 ( D u lb e c c o m o difi e d

E agl e
,

s m e d i u m
,

D M E M ) ( 日水, 東京) て 37 ℃
･

5 % C O 2 存在

下 で培養 した .

Ⅰ . ヒ トM T 3 _ M M P 遺伝子の 5
, 上流領域 の ク ロ ー ニ ン グと

塩基配列 の決定

1 . プ ロ ー ブ の 作 製

当研究室で ク ロ ー ニ ン グ した M T 3 - M M P c D N A より5
'

末端の

22 0 塩基対 O ) a S e p ai r
,
b p ) の 断片 を調整 した ･ 2 5 n g の D N A 断

片 をマ ルチ プ ライ マ
ー

ラ ベ リ ン グ ー キ ッ ト ( ア マ シ ャ ム 株 式会

杜, 東京) にて 50
,
u C i [ α

-

ニi2
p トd C T P ( ア マ シ ャ ム 株式会社) を用

い て ク レ ノ フ レ ユ ダ メ ン ト (kl e n o w fr a g m e n t) に よ っ て 標識し,

セ フ ァ デ ッ ク ス (S e p h a d e x ) G - 5 0 カ ラ ム ( フ ァ ル マ シ ア バ イ

オ テ ク 株 式 会 社 , 東 京) に て 遊 離【α
Jt2

p l - d C T P を 除去

し
,

> 1 0
8
c p m /F L g の 比活性を持 つ プ ロ ー

ブを得 た ･

2 .
ヒ トゲ ノ ム D N A ライ ブ ラ リ

ー

の ス ク リ
ー

ニ ン グ

ヒ ト ゲ ノ ム D N A の 人 フ ァ
ー ジ ラ イ ブ ラリ

ー

(遺伝子 バ ンク
,

東京) を4 × 10
4

プ ラ
ー ク 形成単位/ 15 c m プ レ ー

トの 濃 度に 懸浮

溶液( s u s p e n si o n m e di u m
,

S M ) (1 0 0 m M N a C l
,
1 0 m M M g C 12 ,

5 0 m M T ri s
- H Cl p H 7 .5

,
0 .0 1 % ゼ ラ チ ン) に て希釈 し た ･ 大腸菌

L E 3 9 2 に 希 釈 フ ァ
ー ジ を 37 ℃ で 1 5 分 間吸 着 感染 させ た 後 ,

0 .7 % ア ガ ロ
ー

ス 加え た Le n o x 培地 ( Le n o x b r o th
,

L B ) (1 % ト

′ 7) プト ン
,

0 .5 % 酵母 エ キ ス
,
0 .5 % N a C l) と 混和 し

,
1 5 c m L B

寒 天 培地上 にま い て 37 ℃ で 12 時 間培 養 した .
フ ァ

ー ジ を ハ イ

ポ ン ドN メ ン ブ ラ ン (ア マ シ ャ ム 株 式会社) に 転写 し, 転写後

の メ ン ブ ラ ン を室温 にて 変性溶 液 (0 .5 M N a O H ,
1 .5 M N a C l )

で 1 分間処理 し
,

中和溶液 (1 .5 M N a C l
,

1 M T ri s p H 7 ･5) にて5

分 間 処理 し た . 処 理 後 の メ ン ブ ラ ン を U V ク ロ ス リ ン カ
ー

(S tr a ta g e n e
,

N e w Y o rk
,

U S A) を伺 い て 波長254 n m の 紫外線

120 0 マ イ ク ロ ジ ュ
ー

ル 照射 して 固定 した . ラ ビ ッ ドハ イ プリ バ

ッ フ ァ
ー

( ア マ シ ャ ム 株式会 社) にて 3 時 間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン した 後,
プ ロ

ー

ブ を加えて 65 ℃ で 1 2 時 間 ハ イ プ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た .
メ ン ブ ラ ン は 2 倍濃 度S S C - 0 ･1 %

S D S (3 0 0 m M N a C l
,

3 0 m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
,

0 ･1 %

S D S ) に て 室 温 で 洗 浄 し ,
0 .2 倍 濃度 S S C - 0 ･

1 % S D S に て

55 ℃ で 30 分 間 の 洗 浄を 2 回行 っ た . - 80 ℃で 12 時間の オ
ー

ト ラジ オ グラ フ イ
ー を行 っ た .

一 次 ス ク リ ー ニ ン グ の 結果か ら

得 られ た 陽性 プ ラ ー ク の フ ァ
ー

ジを10 = 1 0 0 プ ラ
ー

ク 形成単位

/ 10 c m プ レ ー

トの 漉度 にS M 溶液 に て希 釈 し
,

一 次 ス ク リ
p ニ

シ グ と 同様 な 方法 で 再ス ク リ
ー ニ ン グ を行 っ た .

プ レ ー ト上 に

単独 の プ ラ ー ク を形成 して い る 陽性 ク ロ ー

ン を目的の フ ァ
ー ジ

ク ロ ー ン と して単 離 した .

3 . フ ァ
ー

ジ D N A の 調整

フ ァ
ー ジ の 大量調整 に は 大腸菌 の フ ァ

ー ジ感染溶菌液250 m l

を 用い た . 沈 殿物 を遠心 に て 除去 した 後 に 上 清を1 0 % ポ リ エ

チ レ ン グリ コ
ー ル ー 60 0 0 (和光純薬 ,

大阪) ,
1 M N a Cl に調整 し

･

1 時 間水冷 し た . 生 成 した 沈殿物 を 遠心 に て 回収 し
,

少量の

S M 洛 掛 二溶 解 し て濃 度勾配塩化 セ シ ウ ム 溶液 に 重層 し,
ペ ッ

ク マ ン S W 4 0 Ti ロ ー

タ
ー

に て4 ℃
,
3 5

,
0 0 0 回転/ 仇 4 時間遠心

した . 遠心後 ,
フ ァ

ー

ジ分 画を 回収 し
,

S W 5 0 ロ
ー タ ー に て

35
,
0 0 0 回転/ 分2 時 間の 遠心 に より沈殿 と して 回収 した ･ 沈殿

をS M 溶液 に て溶解 し
,

フ ェ ノ
ー

ル 細川
,

ア ル コ
ー ル 沈殿 によ

っ て フ ァ
ー

ジ D N A を抽 出 した .

4 . フ ァ
ー

ジD N A の 解析

陽性 ク ロ ー ン の フ ァ
ー

ジ D N A か ら目 的の 領域 を同定す る た

め に
,

Å 一

g t ll と M T 3 - M M P c D N A の 制限酵素 サ イ ト を利用し
･

幾 つ か の 酵 素に て フ ァ
ー

ジ D N A を切断 し
,

サ ザ ン プ ロ ッ トを

行 っ た .
ひ と つ の フ ァ

ー

ジ D N A か ら M T 3 - M M P 遺伝子 の 5
,

側

を含 む3 .
8 k b の D N A 断片をp Bl u s c rip t プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー にサ

ブ ク ロ ー ン ニ ン グ した . キ ロ シ ー ク エ ン ス ･

キ ッ ト (宝酒造,

京 都) を用 い て
,

エ ク ソ ヌ ク レア ー ゼ (e x o n u cl e a s e) Ⅲの 二本鎖

特 異的な3
･

ェ ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活性 を利 用 し
,

D N A を 一 本化

した . マ ン グ ピ ー ン ヌ ク レア
ー

ゼ ( m u n g b e an n u Cl e a s e) により

鵬

本鎖 D N A を分 解 し, 挿 入 配 列 の 5
,

側 と3
,

側 か ら そ れ ぞ れ

孟



M T 3 - M M P プ ロ モ ー タ ー

様々 な長 さ の 欠失 変異を導 入 し た ･ こ れ ら 欠失変異 体の D N A

配列を A B I P R I S M D y e プ ラ イ マ
ー (A p pli e d B i o s y s t e m s I n c

,

F o s t e r C ity ,
U S A) を 用 い た 反応の 後 A BI 3 7 3 シ

ー

ク エ ン サ
ー

仏p pli e d Bi o s y s te m s I n c) を用い て 決定 した ･ 塩基配列 は 両相補

鍍を独立 に解読 して確 認 した .

Iu . M T 3 - M M P m R N A の発現

1 . 培養細胞か らの 全R N A の 抽出
19)

直径1 5 c m の 培養皿 に細胞 が 増殖 して コ ン フ ル エ ン ト に な っ

た時点 で
,

培養 上 清 を 除去 し
,

1 0 m l の グ ア ニ ジ ン 溶液 (4 M

グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー

ト,
2 5 m M ク エ ン酸 ナ トリ ウ ム

,
0 .1 M

2 _ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
,

0 .5 % N 一 ラ ウ ロ イ ラ ル サ ル コ シ ン醸

ナ トリ ウ ム) を 加え て 十分 に溶解 した . 溶解液 に 1/ 1 0 容 量の

2 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 溶液 p H 4 .0
,

1 容 量 の 水飽和 フ ェ ノ ー ル
,

1/ 5 容 量の ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル 4 9 : 1 を順次

加え, 混和 した . 1 5 分間水冷 の 後,
フ ェ ノ ー ル 抽 出を行 っ た .

氷層 に等 量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加 え
,

R N A を 沈殿 させ
, 遠

心に て 回収 し た . R N A 沈殿 は グア ニ ジ ン 溶液 に 溶解 し
, 等量

の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え て再沈殿 させ て 回収 し た . 沈殿を更

に蒸留水で 溶解 し
,

フ ェ ノ ー

ル 抽出と ア ル コ
ー ル 沈殿 を繰り返

して精製 し た . 沈殿を蒸留水 に溶解 し
,

2 6 0 n m の 吸光度 の 測定

によ っ て R N A 濃度を測定 し た .

2 . プ ロ ー

ブの 調整

次 の 条 件で シ ン グ ル ･

プ ラ イ マ
ー

P C R 反応 を行 う際 に[ α
-

32
p] - d C T P を取り込ませ て 標識 し,

> 1 0
お

c p m / m g の 比活性 を持

つ 単鎮 D N A プ ロ
ー ブ を 得 た

.
2 0 n g の M T 3 - M M P c D N A

を 鋳 型 と し て 2 5 p l の P C R プ レ ミ ッ ク ス 溶 液 ( 2 5 m M

T A P S p H 8 . 0
,

5 0 m M K C l
,

2 m M M g C 1 2 ,
1 m M 2 - M E

,

2 0 0 /1 M 各d A T P
,

d C T P
,

d T T P
,

d G T P
,

1 U E x T a q )

1 2 3 -4 5

垂線

- 2 8 S

轡 搬 鱒 轡 - 1 8 S

2 8 S R N A

Fig ･ 1 ･ N o r th e rn b l o t a n aly si s of M T 3 - M M P R N A e x p r e s si o n i n

V ar i o u s tu m o r c ell li n e s . Fifte e n m i c r o g r a m s t o t al R N A fr o m

e a c h c ell li n e w a s u s e d f o r h yb ri d y z a ti o n w i th a si n gl e s tr an d

M T 3 - M M P c D N A p r o b e . L a n e l to 5 r e p r e s e n t o st e o s a c o m a

M G 6 3
,
b r e st c a n c e r H S 5 7 8

, g a S tri c c a n c e r T M K l
,
h e p to m a

H e p 3 B
,

a n d m e l a n o m a A 2 0 5 8 r e s p e c ti v el y . T h e 2 8 S

ri b o s o m al R N A fr o m t h e s am e g el w e r e u s e d a s c o n tr ol .

5 0 7

( 宝 酒 造) 中
,

5 0 /L C i の 【 α
一

3 2
p ] - d C T P と M T 3 - M M P

c D N A の 3
,

末 端 側 に 相 補 的 な 3 0 b の オ 1) ゴ プ ラ イ マ ー

､
(5

'

A C T G G A A C A C A G T G T A A A C C A A T A C A A G G A - 3
'

) を用い
,

9 4 ℃ ,
6 0 ℃

,
7 2 ℃各

一

分間 の 反応を3 0 回反復 した . 標 識 し

た プ ロ ー

プ は微 量 セ フ ァ デ ッ ク ス G - 5 0 カ ラ ム に よ っ て 遠心

純化 し た .

3 .
ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ
20)

1 検体 あ た り15
〃g の 全R N A を取り

,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド

,

1 7 .5 % ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光純薬) を含む2 % モ ル ホリ ノ
ー

ル

プ ロ バ ン ス ル ホ ン酸 ( m o r ph oli n o q

p r o p a n e s u lf o n i c a ci d
,

M O P S)

( シ グ マ ア ル ドリ ッ チ ジャ パ ン
, 東京) p H 7 .0 に溶解 し

,
5 5 ℃

で 10 分間変性 し た後,
1 .0 % ア ガ ロ

ー ス ゲ ル に て2 % M O P S 緩

衝液 申で電気泳動を行 っ た . 泳動 終了後の ゲ ル を ハ イ ポ ン ドN

メ ン ブ ラ ン に対 して 転写 した . メ ン ブ ラ ン上の R N A を W ク ロ

ス リ ン カ ー

を用 い て 固定 した . 紫外線照射同意 した メ ン ブ ラ ン

を ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン潜滅(10 m M T ri s p H 7 .5
,
1 M N a C l

,

1 m M E I) T A
,

5 % S D S ) と 共 に プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 入 れ
,

6年℃ で 2 時間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た ･ 前項で調

整 し た プ ロ ー

ブ を加え て 更に 16 時間 ハ イプ リ ダイゼ ー シ ョ ン

を行 っ た . 反応後 の メ ン ブ ラ ン は 2 倍濃度SS C で 室温10 分間4

回洗浄 し
,
0 .1 倍濃 度の S S C T O .1 % S D S を含 む溶 液に て 54 ℃

で 20 分間の 洗浄を3 回線り返 した . 乾燥 した フ ィ ル タ ー 上 の 放

射活性を バ イ オイ メ ー ジア ナ ライ ー ザ (B A S l O O O)
▲
( 富士 フ ォ ト

フ イ ル ム
, 東京) で 読み とり, 解析 に用 い た .

Ⅳ . プライ マ
ー

伸長分析
2- )

3 1 b の オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

(5
'

T A G G G T C A G C A G T A G T T C C T G m C A C C A T C C T 3
'

, 図2

の + 8 8 か ら + 5 8 まで に対応する) を D N A 合成機 ( M o d e1 3 91 )

仏B I ジ ャ パ ン
,

東京) に て調整 し
,

プ ラ イ マ
ー

と し て用い た .

5
ト

末端 は[ γ
-

32
p トd A T P (6 ,

00 0 Ci/ m m ol) を用い てT 4 ポリ ヌ ク レ オ

チ ド
･ キ ナ

ー ゼ に て標識 した . 標識 し た プ ライ マ
ー

は セ フ ァ デ

ッ ク ス G 1 5 0 カ ラ ム に よ っ て精製 した . 鋳型の R N A と し て は黒

色素腫瘍細胞A 20 5 8 と 胃癌細胞T M K -1 か ら単離 した 全 R N A を

用 い た . 1 0
`i

c p m の 標識プ ラ イ マ
ー

と50 /1 g の 全R N A を15 /1 1
ハ

イ プ 7) ダ イゼ
ー

シ ョ ン 溶液 (10 m M T ri s p H 8 .3
,

1 5 0 m M K C l
,

1 m M E D T A 溶液) 中で 65 ℃90 分間反応 させ た後,
3 0 /L l 逆転写

反応液(30 m M T ri s p H 8 .3
,
1 5 m M M g C1 2 ,

5 m M D
r

r T
,
O 11 m M

各dA T P ,
d T T P

,
d C T P

,
d G T P) と10 0 単位逆転写愕素(Gib e o

,

G r a n d I sl a n d
,

U S A) を加 え て42 ℃ で60 分間更に 反応さ せ た .

反応液 か ら核酸 を フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム で 細川 し
,

エ タ ノ

ー ル 沈 殿 して 回収 した 後,
6 % の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

･ シ ー ク

エ ン シ ン グ
･

ゲ ル にて 電気泳動 して 反応牛 成物をバ イ オ ア ナ ラ

イ
ー

ザ (富士 フ ォ ト フ イ ル ム) で 読み とり , 解析 した .

Ⅴ . 転写活性の 測定

1 .
レ ポ

ー タ ー 遺伝子 の 構築

M T 3 - M M P 遺伝 子の プ ロ モ
ー

タ
ー

活性 は発光酵素ル シフ ェ ラ

ー ゼ (1 u cif e r a s e
,

L U C ) 遺伝子 を レ ポ
一

夕
ー

と して測定 し た
22)

.

レ ポ 一 夕
ー ベ ク タ

ー

と して は マ ル チ ク ロ
ー ニ ン グ部位の 下 流に

発光遺伝子 を持 つ P G I .3 (P r o m e g a
,

W a di s o n
,

U S A) を用い た ,

陰性 コ ン トロ ー ル と して はプ ロ モ ー タ ー 配 列を組み 込まない プ

ラス ミ ドを 用い
,

陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て はS V 4 0 の 初期遺伝

子 プ ロ モ ー

タ
ー 配列を有す る プラス ミ ド用い た , M T 3 - M M P 遺

伝子ゲ ノ ム の 5
,

上 流域 を含む様 々 な長 さ の D N A 断片 をP C R 法

にて 増幅 して マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ部位 に組み 込ん だ.



5 0 8

2 . 培養細 胞 へ の 遺伝子導入

A 2 0 5 8
,
T M K -1

,
H e p3 B

,
M G 6 3 と H S 5 7 8 細胞株 を3 5 m m 培

養 皿 に1 .0 × 1 0
5

個/ m l の 濃度 で 5 % F B S 添加 D M E M 2 m l に て

3 7 ℃
,

2 4 時間培養後,
C h e n ら

23)
の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 変法 に

て 遺伝子導入 を行 っ た . レポ 一

夕
ー プラ ス ミ ド4 /ノ g に p S V β

-

ガ ラ グ トシ ダ ー ゼ (P r o m e g a) プラ ス ミ ドを1 〟 g の 割合で 加 え

て120 FLI C a C1 2 (25 0 m M ) 溶液に混合 した ･ 更 に12 5 F Ll の 反応 液

(50 m M N ,
N - ビス (2

- ヒ ドロ キ シ エ チ ル)
- 2 ア ミ ノ エ タ ン

ス ル ホ ン 酸,
2 8 0 m M N a C l

,
1 . 5 m M N a 2 H P O 4) を加え

,
室温 で

15 分間反応 さ せ た後 , 培養 中の 細胞 に加 え
,
3 % の C O 2

の 存 在

下 に37 ℃ で 8 時間培養 した . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した 培養細

胞 は ハ ン クス 溶液で 二 回洗 っ た後, 新鮮 な培地に交換 して
, 更

に36 時間培養 した .

3 .
レ ポ

一

夕
ー 遺伝子発現の 測定

遺伝子導 入 した 細胞を ラ バ ー

で 剥が して 回収 し,
0 ･2 5 M の ト

リ ス b Ⅲ8 .0) 溶液 に懸濁 した . 細胞を氷冷下 で 超音波破砕 して

胡 胞溶解液 を調 整 した . 細胞溶解液 は不溶性分を遠心 に より 除

い た 後,
上浦 画分を回収 した .

ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ 活性 と ガ ラ ク ト

シ ダ ー ゼ 活性 は 次 の 様 に 測定 した . 5 〃l 細胞 分 画液 と 2 0 〃l

C C L R 溶 液 (25 m M トリ ス ーリ ン 酸p H 7 .8
,
2 m M D

r

r T ,
2 m M

l
,
2 - ジア ミ ノ シク ロ ヘ キ サ ン N

,
N

,
N

'

,
N

'
一 四酢酸 ,

1 0 % グリ

セ リ ン
,

1 % ト
l
) ト ン Ⅹ10 0) 肝r o m e g a) を混和 し,

2 5 p l ) レシ フ

ア ラ
ー ゼ 基質液を加えた 後,

すみや か に ル ミノ メ ー タ
ー

(L u m at

孟

L B 9 50 7) ( ベ ル ト
ー ル ドジ ャ パ ン

, 東京) を使 用 して 10 秒間測

定 した .

成 績

Ⅰ . m - M M P m R N A の発現

M T3 - M M P 遺伝子 が恒常 的 に発現 して い る細胞 と発 現 してい

ない 細 胞 を選 び 出す 目的で
,
5 種類 の ヒ ト痛細胞株 (骨 肉腫由

来 M G6 3
,
乳癌由来 H S5 7 8

,
胃痛由来T M K l

, 肝癌 由来 H e p 3 B ,

悪性黒色膿 由来 A 20 5 8) で の 発 現を ノ
ー ザ ン ブ ロ ツ テ ン ダ法を

用い て 調 べ た (図1) .
H S 5 7 8 と A 2 0 5 8 細胞で は こ れ まで に報告

され て い る M
′

円 - M M P m R N A に相 当す る3 本 の バ ン ド(12 ,
7

,

2 .5 k b) が観 察 さ れ た . 2 .5 k b の バ ン ドの シ グ ナ ル が 最も強く
,

1 2 k b , 7 k b の 順で 弱く な っ た . M G 6 3
,

H e p 3 B 細 胞で は M T3 ･

M M P の 弱 い シ グ ナ ル が 観察 さ れ た が T M K l 細胞 で は シグ ナ ル

を検出す る こ と は で きなか っ た .

2 . M T 3 - M M P ゲ ノ ム D N A の ク ロ ー ニ ン グ

ヒ トM T 訃M M P 遺伝子 の 転写制御領域 を得 る た め に5
'

上 流域

の ゲ ノ ム D N A を ラ ム ダ フ ア
ー ジ の ヒ トゲ ノ ム 遺伝 子 ライ ブラ

リ
ー

か ら単 離 し た . ラ イ ブ ラリ
ー をス クリ

ー

ニ ン グす る た めの

プ ロ ー

ブ と して は ,

32
p 標熟 した M T 3 - M M P の 5

'

側 の c D N A 断

片220 b p を用 い た . 約1 0
6

個 の フ ァ
ー

ジ プ ラ
ー ク をス ク リ ー ニ

ン グ した結 果,
5 個の 陽性 ク ロ ー ン を得 た

. 各陽性 ク ロ ー

ンか

ら フ ァ
ー ジ D N A を抽 出 して

,
各種 制限酵素 で 切断 した後 にサ

- 3 6 1 8 G 姐 C 嵐姐 諷∝ ℡G G G ℡且 C C G G G C C C C C C C ℡C G 且 G 即 C G 且 C G G ℡A ℡C G A T 飽 G C 叩 弘 皿 ℡C G 姐 で でC C でG C 且G C C C G G G G G 且T C C ℡ G Ⅷ C ℡ C C 姐 姐 姐 姐 A

- 3 5 1 8 姐 姐 姐 姐 姐 ℡℡C A C G G A 姐 G ℡C 姐 C ℡息C ℡℡C 叩 C C A C C C でG ℡℡C C A ℡且G C A ワC Ⅲ ∝ で m ℡G ℡姐 m 且C C でG G G T C ℡ワ A ℡馳 C 姐 でG C A A ワ姐 m A 叩 A

_ 3 4 1 8 T A T G T C T G T C C T T C ℡C A C T G T A C T A T G 姐 T C C T T C T G A G T C C C A T C T C A G A 姐 T G 姐 A C ÅG T A T T A T C T G 叩 A G T A T T C C T A G A A C C T T G 且A T A T T C A C A

- 3 3 1 8 G ℡A ℡耶 C C A ℡姐 C C m
･
G 姐 C A C ℡C A 叩 C A ℡でC 且 C 門 A 叩 G C ℡C 且でC 姐 ÅC 且 C ℡C A C A 姐 ℡弧 G 叩 ℡A且℡姐 C ℡ 即 m ㍊ Å姐 ℡姐 m 且姐 A ℡C C ℡皿 ℡G G

- 3 2 1 8 つ柑瓜 C C 姐 ℡C 且C 馳 A でT ワ弧 ワA で℡AでC Ⅲ ℡C G 且 A で℡℡A G G A 叩 ワT C ワA C T ℡ワC ÅA ℡且G ℡℡ m C 耶 C ℡ C T T A G G A m G C ワC ℡ででG A A ÅG C A T ÅG C でⅢ C C ワA

_ 3 1 1 8 G G 誠 A ℡C ℡C 且C ℡且 即 C C A G C C ℡℡A℡A G ℡ m C 且 m ∝ ℡G G 且ワで 且ゑ 皿 C m A ℡ m A m
･
℡A ℡℡ T A で叩 ℡弘 G A ℡G 姐 G ℡ ℡ ℡C A ℡ ℡ C ℡℡G ℡C A C C C A G G C ℡且 G

- 3 0 1 8 ÅG ワ∝ 通 ℡購 C G C A A ℡C ℡G G A C で皿 C ℡G C 且A C C ℡即 G C C ℡C C ワ G A G 叩 C A 描 ワG A 叩 C ℡C C で∝ C℡C A G C C ワ C C ℡ G A G でA G C で 00 弘 叩 A C A G G C A C C C G

- 2 9 エ8 C C 且 C C 且C G ℡C C 員G C ℡且A ℡G ℡T T G ワ且℡ワ叩 ℡A G ℡A G A 弘 ワ∝ G A で門 C A ℡C A ℡C ℡℡ G G ワC A G G C ワ逓 ℡CワC A 姐 C でC C ℡G ゑC C でC A G G ℡ G 且でC ℡G C C C A C C

- 2 8 1 8 T C A G C C T C C C A A A G T G A T G G A A T T A T A G G C G C G A G C C A C C A T G G C T G G C C T B LA 姐 C C T T A T T T T 且A T T G T T A C C T C T T T G C A T A G A G T C C C m
-
C C C A T G G

- 2 7 1 8 ℡C 姐 ℡C C C 且℡G C A で姐 ℡叩 ℡G 姐 G G ℡姐 ℡且 m C C C でG G A ¶凰 C C T ÅワT C 且℡A ℡℡ワA G 姐 ℡G G m
･
で丸G C A A ℡C C ℡℡G で叩 鑓 C 姐 で で℡弘 ∝ 且姐 ワG 門 脇 C

- 2 6 1 8 ℡C A 且皿 叩 ℡C A ℡ワA C 姐 G ℡C C C ℡C ℡C C A でÅC C ℡G ℡C C ℡C C A C A 姐 ワ且C 且C 皿 ℡℡で叩 C ℡でT T C でG Å G C A C 且ワG C 叩 ワA A A 姐 姐 G 姐 A G 且 姐 G ÅA ゑ 且 C C A

_

2 5 1 8 且 G T T G C T T 且T G G 旭 姐 A 且且T C C C T C C T T A C T 弘 T A G T T T T G C A G T G C T C B LA C T T G C A C T C C A T G T C C T T G A T A C A G T C T T C T 員A A T 且 T T T G G C T C A G T T 且

- 2 4 1 8 G CL LA G G A C A T C ÅC C A T T T A G C A C T G T T T T C T C A T G A A C G T C T T T G G T ÅÅ且T A 且T T T T T A C C T C C T C C T C T T C B L A T A G T A T C T C A A A G A C T A G G A A C T G A G

- 2 3 1 8 ℡でT 払 拭 A Ⅲ ℡でワ℡Ⅲ G で且ワC 且℡℡℡℡C C C ℡C ℡C T 姐 叩 T T G C A C ℡ワでA C でA G A T 且旭 且でG C A C A C 且ワ姐 姐 姐 ℡C A m C でT G A ℡でで A ででGÅC且 姐 皿 C ℡℡

- 2 2 1 8 C A C ℡A C 且凹 ℡C G ワでA C C T T A ワ且で℡G G C A C A G A A C A C C ÅでÅでゑ且且 m C m ℡且っ飽 でG 班 且m 屁 ℡¶ C A ワG ℡でGにC ででC で且∝ T G でT ℡C ワ m ℡A ワA 姐 A 姐

-

2 1 1 8 ℡ C A ℡C ℡C ÅA C C ℡ÅでG G A 叩 Å℡且姐 A Ⅲ ∝ ワA A G 且G C 且G G 弧 でG 姐 Ⅲ ℡ C C A ℡ m G G 且 姐 G でC 且C 町G G A G でA ℡員G C A G G A A 凰 A ℡C ゑC ワG A A C ℡ G G G A G でC Å

- 2 0 1 8 G G A 姐 C A 姐 A G T C ℡G 誠 T C で ∝ C A C T ℡G m で∽ ワ叩 G C T G G 且A C G m A T A 叩 ワ ℡A でT G C ℡A ℡ C 且 T で℡且CでワC 且℡C ℡G でA 姐 且ワÅA 姐 A C A 姐 A ℡C C でC 且

- 1 9 1 8 G Å弧 ℡G 即 G ℡弘 G 姐 叩 且且且℡弧 G A ℡且Cで且T G T C ℡G G 姐 A C A T でC ワG G A T 且T ワC ℡姐 ℡GでA C ℡且でÅC A 丸T A ℡姐 G A C A 叩 G C ワ叩 門 A C Å℡C 叩 C A 姐 且℡

-

1 8 1 8 ℡A ℡℡叩 即 郎 ∝ A G C 且C A ℡∝ ℡G G G C A C 姐 G G C 且G 捉 ℡G でC A G G A A G G ℡C ワC C C でG A G 風C C でT C Ⅲ G G 即 C m G G 即 C 姐 G T T G G G ワG G G C A で 叩 C でm C

- 1 7 1 8 且叩 m で祇 A G C A 且C 且G C ℡G C A 姐 G ℡C C C A T T C C T C A G C C ℡叩 ワで m C T で叩 A でワG G 見で且 姐 A 即 ℡ÅⅢ G C A G ℡C T A A ℡且 C 且 且 m ワ門 G G C Å凰 A C C 且℡でC T

- 1 6 1 8 C A G A 且 ℡℡叩 C C A ワC でG C でワA C C 且 C Å m G G 員 C C ℡C ℡ ℡G m G ワC C ℡G C で でC m ∝ C m ℡ C C A ÅC ワC A C C C 且 ℡G 姐 諷 叩 でG C C T ℡G でC 且 諷T T C ℡C ℡C 叩 C C 且 C

- 1 5 1 8 C ℡C A C C G A G G T A G C T G T C A T A C C T G G B LA C A C T C T T T A T T C T T A A C C T C G C C T G C T T T T C T T T C C C G T G G G C T C C T C T T C C C C C T C T G C T G G C ℡ G C C A A G G

- 1 4 1 8 A G A A G C A C A T T T A C T G G C A T T A G C C C C C A A A C A G A T G C T T G C C T C G C T C C C T T C C C C C T T C C T C T T T C A G C C ÅA A C C A T C A A C T T G C C A A A G G G C T G G T G

- 1 3 1 8 G T T G C T G C C C C C C C T G T C C A C T G C C T C G C A C T G C T 且C A G C T C C A G T C C T T T C T G G A A C A A A A G C T G G C C T C C T C T G A A G T T C C C T G C C C G C G T T C G C C C G

- 1 2 1 8 T G C T T C T T G C C C 且G C C G C C T C C C C C T C T T G C C T G C 且G C T C T C C T A G C T C C C G C C A G C C T C T C C C C C G C T C G G T C T G C G A G C A G C C T C T T C C T C C C G C C C T

_ 1 1 1 8 T G C C B LG C T G C T T T A C T C G C C T T T C C T C A G G C T G C T T C T T C T C C T T C T T T C C C C 且 ÅC C C T T C C C C T G G C T C C C G C A G C C G G T T T C T T T C C A G C G C C C C C A T

- 1 0 1 8 C C C T C T C A ℡C G G A T G T T T T G T T 且A C 且C C C 且 G G A C C A T C ℡ C T C C C G G G T C C C A C T G T G C G C G T G T G T C C A C C G T T C A C T T G G A A A G T G A G C G m
■

T T C A T C C

-

9 1 8 C G C m ･C T T T A T T T T C T A G T C C C C C A C C A A 姐 C C C T G T G C T T A T C T C A L A A C C T G G A 凰G C G G A A L A T T T A C T A T G G T A G A G G G G A T T C A G G A A G A C A C C A G G C

- 8 1 8 C ÅC A G G C T C G G G ÅC C C C 姐 姐 且T T T T G G A C G T T C G G G A T T T G C T 且 T C T C A G T C T T C C C 且姐 C T T G G T C A G C C C C G G C C A C C G A C C C G A G C C A C C C A G G G G

- 7 1 8 C G C T C A G T G A C C A G G C G C T C C T C T G A T T C C C A G C G C C C C T A T T C T T C C A G G G C C G C T T C C T C A G G A A ℡G C C G A C C G C T C T C C A G G 且 C C A G G G T T G G G C C G

甜 2
S p l

- 6 1 8 咤 堅塁璽酢 C 且C でA G G G でC C G C 且G C C ワG A G C C C C A C C C A G C でC A ワ 鰐 でG G A G 且G G G G C G C A C ℡C G ℡ワ m m G 且でG C G 且 ∝ C G G C 且G G G 噸堅塁彗;

- 5 1 8 且ÅG A A A G 姐 T G G A 領空 砂 G T T C C T G G G T G C C T G C C ℡C G Gd G A T G C G G G A T G G G A G A T A C T G T C G A A G A G C T G T G C T C A A A C C A G G G C C C T T G T C G C

_ 2 1 8 G ÅA G G A G G A G でワ且℡G m G 且ワでA C G G 諷でG Å且C A 門
･
C ワG G A G ∝ G A G C G A G G 且G ÅG G A 那 G A A G G A G A A G C 且G A G G C G A G A G 且G ℡G 且 G G A G C G G C G G A G G C C

ー 1 1 t】 C で℡C C C G C A G G A G C ℡G

- 1 8 ℡G C ℡G C G G C ℡G C G A C C G ℡

G G C G G C G G C G G A G G ÅG G 且 G G 凰G G A 即 A G G C 且 G ワG C A G G 鳳G G A G G 且C G C 且C G G G C ℡G G A G G C G G C G G C G G C ワG C でG C

+ 1 - - - - - - - -
- - -

+ 8 3 G 且C C C m C T ℡C G C C G C ℡G C C T C ℡C G G G G G C ℡G C C G A G C G C G G G G C C C C ℡G T C ℡C C T C C C C 叩 ∝ C C G ∝ でG ワG G G ℡ G 姐 C C ℡G C A G G C T C C ℡で且C C C A C C

+ 1 8 3 C G G ÅG G A C ℡叩 ℡叩 ℡℡G A 且ÅG 丸A 且C でA G G G 且G 弧 G G G 且 G 且G G G 凰G A G A G G G A G A 姐 C G 姐 G G G G A G C ℡ C G ℡C C A ℡C C Å℡ワG Å且 ∝ A C 且G ワ℡CÅC ℡A ワG

Fi g . 2 ,
N u cl e o d d e s e q u e n c e o f th e 5

,
-fl a n k in g r e gi o n o f h um a n M T 3 - M M P g e n e ･ n e tr an S C ri p d o n st ar t S辻e i s in di c a t e d b y a a r r o w a n d

n am e d + 1 , T h e p o t e n ti al tr a n s c ri pd o n al f a c to r s b i n di n g sit e s
,
i n cl u di n g A p 2 a n d S p l ,

ar e r e p r e S e n te d b y b o x e s ･ A Z - D N A lik e s e q u e n c e i s

u n d e rli n e d . T h e p ri m e r u s e d fo r th e p ri m e r e x t e n si o n an al y si s i s m ar k e r e d wi th d o tt e d li n e ･



M T 3 - M M P プ ロ モ ー タ ー

ザ ー ン プ ロ ッ ト解析す る事に より,
プ ロ ー プ と相補性配列を含

む D N A 断片 の 同定を行 っ た . その 結 果, 埠 邦 Ⅰと 5 αC I に よ る

3 .
8 k b の D N A 断片 中に プ ロ

ー

ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ する領域 と そ

の 上流域が 含ま れ る こ と が 判 っ た の で
, P B l u s c ri pt プ ラ ス ミ ド

ベ ク タ
ー に サ ブ ク ロ

ー

ニ ン グ し て 翻訳 開始点の 上 流約3 80 0 塩

基対の 配列を決定 した (図2) . c D N A の 5
'

端 の 上 流域 の 塩基 配

列に はT A T A ボ ッ クス 等 の プ ロ モ ー

タ
ー 領域 に特徴 的な コ ン セ

ンサ ス 配列 を見い だ す こ とは で きなか っ た が
, 転写制御 にか か

わ る と思 わ れ る左 手螺旋(Z - D N A ) よう な D N A 構造, 転写 因子

Sp l 結合配列 に類似す る配列 を含 んで G C ペ ア
ー

の 豊富な 配札

AP2 結合配列類似構造が 見い だ さ れ た .

3 . 転写開始点の 同定

プロ モ
ー

タ
ー

領域を明 ら か にす る為 に
,
逆転写酵素を用 い て

m R N A を鋳型と した プ ラ イ マ
ー

伸長法 に よ る解析 に よ っ て転写

開始点の 同定 を行 っ た . M T 3 - M M P c D N A の 5
'

側 の 31 ヌ ク レ

オチ ドに相 当す る オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを合成 して用 い た (図2) .

プライマ ー 伸 長法に よ る 反応 生成物 を 同 じプ ラ イ マ
ー を用 い た

ゲ ノ ム D N A の シ ー ケ ン ス 反応 の バ ン ドと平 行 して 電気泳動 し

て転写開始部位 を求め た (図3) . 伸長 反応 の 鋳 型と して
,

M T 3 -

M M P を発現 して い る A20 5 8 細胞と 発現 し て い ない T M K l 細胞

か ら抽 出 した R N A を用 い た . A 2 0 5 8 細胞 の R N A を鋳型 と した

場合 には 88 塩 基の バ ン ドが 見 ら れ た .

一 方 , M T 3 - M M P を発

現 して い な い T M E T l 細胞 を鋳型 と して 用 い た 場合 に は A 20 5 8

細胞で 見 ら れ た バ ン ドに 相当す る シ グ ナ ル は検 出 され なか っ

た . 以上 の 結果 か ら
,

A 2 0 5 8 細胞 の バ ン ドは M T 3 - M M P 発現細

胞 に特異的で あり
,

M T 3 - M M P m R N A の 5
'

末端 に 対応す る プ

ライ マ ー 伸長反応産物 で ある と結論 した . 反応産物 の長 さ と シ

Fig . 3 . P ri m e r e x t e n si o n a n al y si s .

3 2
p -1 ab el e d 3 1 b a s e s oli g o

,

C O r r e S p O n di n g + 8 8 t o + 5 7 0 f th e 5
'

-fl a n k i n g s e q u e n c e
,

W a S

h y b rid i z e d t o 5 0 FL g O f t o tal R N A f r o m A 2 0 5 8 a n d T M K - 1

r e s p e c ti v el y (l a n e l a n d l a n e 2) a n d e x t e n d e d b y r e v e r s e

tr a n s c ri pta s e . T b e r e a c ti o n p r o d u c t s w e r e an al y z e d th r o u gh
el e ct r o p h r o si s o n a 6 % s e q u e n c e g el . A s e q u e n c e l a d d e r

,

d e ri v e d fr o m th e s am e p ri m e r
,

W a S S u bj e c t ed o n th e si d e ･ An

a r r o w in di c a te s th e site o f th e b an d .

5 0 9

ー

ケ ン ス ラ ダ
ー

との 対応 か ら転写開始点は 囲2 の 矢印 ( + 1) に

示すチ ミ ジ ン残基で ある と推定 され た .

4 . プロ モ ー

タ
ー 活性の 検出

単離 した 3 .8k b の D N A 断片中 に細胞 の 中で転 写を 開始 させ る

に十分な情報を含ん で い るか どうか を確か め る た め に
, 蛍光発

光蛋白で ある ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ を コ
ー ドする 遺伝子を レポ

一

夕
ー

と した転写活性測定実験を行 っ た . 転写活性は培養細胞 に レポ

一

夕
一 過伝 子を持 つ プラ ス ミ ドp G I j を 一 過性 に遺伝 子導入 し

て
,
発現 した ル シ フ ェ ラ

ー ゼ活性を測定する こ と に よ っ て行 っ

た . 遺伝子導 入す る 細胞と して は･A2 0 5 8 と T M E -1 細 胞を用い

た . p G L 3 は レ ポ 一 夕 一 過伝子 の み で プ ロ モ
ー

タ
ー

配列を上 流

に持 た ず, 何 れ の細胞 に遺伝子導 入 して もレポ
一

夕
一 道伝子 の

発現は観察 さ れなか っ た (図4) . プロ モ
ー

タ
ー 配列 と してS V 4 0

の 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー

タ
ー 配 列 を 上 流 に 組 み 込 ん だ

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 0

R ela tiv e L U C a c tivity ( %)

Fi g . 4 . 5
'
- D el e ti o n a n al y s I S O f th e h u m a n M T 3 - M M P g e n e

p r o m o t e r ･ A s e t o f 5
,

-d el e ti o n c o n s tr u c t s w e r e t r a n si e n tl y

tr a n sf e c t e d i n t o A 2 0 5 8 a n d T M K - 1 r e s p e c ti v el y . T h e

n u m e ri c al n a m e s o f th e pl a s m i d i n d i c at e th e n u m b e r o f 5
'

e n d n u cl e o tid e s f r o m th e t r a n s c ri p ti o n st a r t si t e . T h e

r el a ti v e l u cif e r a s e a c ti v it y o f p G L 3 -

C O n t r O l t r a n s f e c t e d

A 2 0 5 8 w a s a r b it r a ril y s e t e q u al t o l O O % . T h e r el ati v e

l u c if e r a s e a c ti vi t y o f e a c h s a m pl e w a s o b t ai n e d b y

c o m p a ri s o n o f i ts a c ti vit y w i th p G I ･3 -

C O n tr Ol ･ S olid c ol u m n

( - ) i n di c a te s A 2 0 58 a n d s h a d e c o l u m n ( 囚 ) r e p r e s e n t s

T M I亡1 .

0 1 0 2 0 3 0 4 0 S O 6 0 7 0 80 9 0 1 0 0

R e[a tiv e LU C a ctivit y ( % )

Fi g . 5 . 3
,

- D el e ti o n a n al y si s o f th e h u m a n M T 3 - M M P g e n e

p r o m o t e r ･ A s e t o f 3
,
一 d el e ti o n c o n s t r u c t s w a s tr a n si e n tly

t r a n sf e c t e d i n t o A 2 0 5 8 a n d T M K ･ 1 r e s p e c ti v el y . T h e

r el a ti v e l u cif e r a s e a c ti vit y o f p G L 3 ･3 7 8 tr a n sf e ct e d A 2 0 5 8

w a s a r b it r a ril y s e t e q u al t o l O O % . T h e r el a ti v e l u cif e r a s e

a c ti vi ty of e a c h s a m pl e w a s o b t ai n e d b y c o m p ar i s o n of its

a c仕vit y w ith p G I .3 ･3 7 8 . S olid c ol u m n ( - ) i n d i c at e s A 2 0 5 8

a n d s h a d e c ol u 血 n ( 四 ) r e p r e s e n t s T M K l .
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p G I j / S V 4 0 は同梱 胞で ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 高 い 発現 が 得 られ た .

この 事か ら
, p G L 3 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現烏 遺伝子 上 流の プ

ロ モ
ー

タ ー 活性 に依 存 して い る事 が 明ら か で あり
,

M T 3 - M M P

遺 伝子5
'

上 流域の プ ロ モ ー

タ
ー

活性 の 測定 に用い る こ と が で き

る と結論 さ れ た
. 細胞 へ の 遺伝子導入 効率 は

, 同時に 遺伝 子導

入 した β
- ガ ラ ク ト シ ダ

ー

ゼ 発現 ベ ク タ
ー

か ら の 酵素 発現量 で

標 準化 した .

M T 3 - M M P 遺伝 子 の 5
,

上 流域 -

3 6 0 6 塩 基を 含 む3 .8 k b の

D N A 断片 をp G I 3 に組 み込 ん でp G L 3 / -

3 6 0 6 を構 築 し
,

2 種類

の 細胞 に 遺伝子導 入 し て プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 有無 を調 べ た .

P G L 3 / -

3 6 0 6 は M T 3 - M M P を発現 して い るA 20 5 8 細胞 でS V4 0

プ ロ モ ー タ ー の 約 59 % の ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ 活性を示 した . しか

し
,

M T 3 - M M P を発現 して い な い T M E -1 細胞 で の 活性 は低く
,

3 ･5 % で あ っ た
. 従 っ て

,

-

3 6 0 6 か ら + 2 5 1 ま で の 領 域 に プ ロ

モ ー

タ
】

と A 2 0 5 8 で の 発現 の 特異性を決め る エ レ メ ン トが 存在

す る と考 えら れ た (図4) . こ の 領域を逆 向きに挿 入 して も ル シ

フ ェ ラ
ー

ゼ の 発現 は起 こ らず,
プ ロ モ ー タ ー 活性 は 方向依存性

で あ っ た
.

5 ･ プ ロ モ ー

タ
ー

活性 を制御する エ レメ ン トの 解析

プ ロ モ ー タ ー 活性 に必 要な最小 領域 を決定す る た め に p G L 3

に 挿入 する D N A 断片に5
,

側 か ら と3
,

側か らそれ ぞ れ 異な る大

きさ の 欠失 変異 を導 入 して プ ロ モ ー

タ
ー

活 性 へ の 影響 を調 べ

た ･ 5
'

上 流か ら
-

3 7 8 塩基まで の 欠失 の 導 入は 両細胞 で の プ ロ

モ ー

タ
ー 活性 に ほ と ん ど影響を及ぼ さなか っ た が更 に - 2 5 8 塩

基ま で の 欠失を導入 す る とA 2 0 5 8 お よ びT M K -1 細胞 で の プ ロ

0 2 4 6 8 1 0 1 2

R e[a viv e L U C a ctivit y (f oJd s)

F i g ･ 6 ･ 廿 a n s c ri p ti o n al a ctivity o f th e Z - D N A lik e fr a g m e nt . ㈱
A 2 0 5 8 ･ (B ) T 加m ら1 ･ ¶l e Z - D N A lik e el e m e n t 〔37 8 t o -2 5 8) w a s

S u b c l o n e d i n t o p G L 3 - 2 5 8 w it h diff e r e n t o ri e n t a ti o n a n d

p o siti o n . T r a n sf e cti o n a n al y si s w a s c ar ri e d o u t . m e v al u e s

r e p r e s e n t th e r a ti o 血Id of e a c h s a m pl e t o p G し2 5 8 . ¶1 e a r r O W

i n di c at e d th e o ri e n t a ti o n ･ Ⅷ e e m pt y b o x r e p r e s e n t a c o n t r oI

D N A el e m e n t fr o m M T 3 N M M P c D N A .

モ ー タ ー 括性 は約1/ 6 に減少 し た
. ま た

,
欠失 を 更に -

7 8 塩基

まで 導人 す ると何 れ の 細 胞で も ほと ん ど プ ロ モ ー

タ
ー

活性が 検

出で きな く な っ た . 以上 の 結 果か ら
, 両細胞で 機能 し て い る エ

ン ハ ン サ ー と プ ロ モ ー

タ
ー

が- 3 7 8 塩基ま で の 間 に存在 し
, プ

ロ モ
ー

タ ー 機能 は -

7 8 塩基 まで 削り込 む と機 能 しな い こ とが

判 っ た (図4) .

プ ロ モ
ー

タ
ー

機能 に必 要な3
,

側境界領域を明 らか にす るた め

に 系統的 欠失変 異を 同様 に 導 入 して プ ロ モ
ー

タ ー 活 性を調 べ

た ･▲欠失 変異導 入 に用 い た の は A 20 5 8 細 胞 で の 活性 発現 に必

要 十分 な p G L 3/
-

3 7 8 を 用 い た . 転 写 開始点 上 流 の - 1 1 4 ま

で 欠失 し て も p G L 3/
-

3 7 8 の 約 70 % の 活性 を保持 し て い た .

更 に - 2 2 3 塩基 まで 欠失を進 め る と ほ ぼ プ ロ モ ー

タ
ー

活性 が見

られ なく な っ た (図5) .

以 上の 結果か ら
,

M T 3 - M M P 遺伝子 の 上 流 に は A 20 5 8 細胞で

機能す る プ ロ モ ー タ ー

と エ ン ハ ン サ
ー

が あり
,

こ れ ら の 要素

が
-

3 7 8 と
-

1 1 4 の 間に 存在する と 結論さ れ た
.

6 ･ Z - D N A 様 エ レ メ ン トの プ ロ モ ー

タ
ー

活性 へ の 影響

M T3 - M M P 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー

活性が 5
,

上 流か らの 欠失に

よ っ て 変化す る
-

3 7 8 か ら - 2 5 8 塩基 の 間に は - 3 5 1 か ら 始ま

り -

2 6 1 に至 る 領域 にZ - D N A 構造 を と る可能性 が ある 配列が存

在す る
･ Z - D N A は様 々 な 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 に存在 し

,

転写活性 を調 節 して い る . - 3 7 8 か ら - 2 5 8 塩基 へ の 欠失で の

プ ロ モ
ー

タ ー 活 性 の 消失 は こ の Z - D N A 様配 列の 効果 を見て い

る 可 能性 が あ る
. - 3 7 8 か ら

-

2 5 8 まで の エ レ メ ン ト の 機能

を 調 べ る た め に ,
こ の 領 域 の D N A を P C R で 増 幅 し て

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5

R el ativ e L U C a c ti vity (f old s)

Fig ･ 7 ･

r

m e a C ti vi ty of c ell s p e ciB c M T 3 - M M P p r o m o t e r . (朗
A 2 0 5 8 ･ (B) T M l仁1 . T h e l l O b p 血

･

a g m e n t b e t w e e n
-2 2 3 a n d

- 1 1 4 w a s i n s e rt e d i n t o p G L -

e n h a n c e r c o n t ai n i n g S V 4 0

e n h a n c e r b u t p r o m o t e r
-1 e s s . A r r o w i n di c a t e d th e o ri e n t a ti o n

,

OP e n b o x r e p r e s e n t s th e a c o n t r oI D N A el e m e n t fr o m M T 3 -

M M P c D N A . T h e v al u e s r e p r e s e n t t h e r a ti o f old o f e a ch

S am Pl e t o p G I ふ e n h an C e r .

孟



M T 3 - M M P プロ モ ー

タ
ー 5 1 1

p G L 3 / - 2 5 8 へ 方向 と距離を置い て組 み込 ん だ ･

Z _ D N A 横断片が p GI 3 / - 2 5 8 の す ぐ上 流に位 置する場 合に は

方向性 に関係な く
,

A 2 0 5 8 とT M E -1 の 両細胞で 転写晴性の 促進

効果が 観察 され た (図6) . しか し同 じ配列を - 2 5 8 より2 . 蝕b 上

流に挿 入す る と何れ の 方 向で も転写の 促 進 は見 られ が そ の 強さ

は著 しく減弱 した . 挿 入 配列 の コ ン ト ロ ー ル と して は Z - D N A

構造をと らな い M T3 - M M P c D N A の A T G か ら下 流132 塩基まで

の 配列を用 い た が転写活性 へ の 影響 は見 ら れ なか っ た . Z - D N A

梯配列 はT M K -1 細 胞で も働 きう る こ と か ら エ ン ハ ン サ
ー 機能

はある が A 20 5 8 細胞で の 発現の 特異性を決 め て い る エ レ メ ン ト

は別 にある と考え られ た ( 図6) .

7 . 細胞種特異性 に関与す る エ レ メ ン トの 同定

M T3 - M M P 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー が A 2 0 5 8 細胞 で働 きT M K -1

では機 能 しな い 特異 性を決定 して い る エ レ メ ン トが Z - D N A 様

配列の 下 流 に位 置す る 可 能性 を 考 えて
,

-

1 1 4 か ら
-

2 2 3 塩

基ま で の 配 列 の 機 構 を 解 析 し た . 図 4 に 示 し た よ う に

p G L 3/ - 2 2 3 は エ ン ハ ン サ
ー 配列 を欠く た め に弱い プ ロ モ ー タ

ー 活性 しか 示 さ な い
. そ こ で

,
S V 4 0 由来の 異種 エ ン ハ ン サ ー

との 組み 合 わせ で プ ロ モ ー

タ
ー 活性 の 機能を測定 し た . S V 4 0

エ ン ハ ンサ
ー

を持ち プ ロ モ ー タ ー 機能 を調 べ る ため の ベ クタ ー

と して p G L エ ン ハ ン サ
ー を用い た

. 図7 に示す ご とく,
プ ロ モ

ー

タ
ー 配 列 を 下 流 に 挿 入 し な い プ ラ ス ミ ド は A 2 0 5 8 お よ び

T M K -1 の 両細胞 で ほ と ん ど転写活性 を示さ なか っ た . しか し
,

S V 4 0 の 基 本プ ロ モ ー タ
ー

と の 組み 合 わ せ で は高 い 転写活性化

を示 し, 両細胞 で の 遠い は見ら れ なか っ た . M T ヨー M M P プ ロ モ

ー タ
ー

由来配列を正 の 方向で 挿入 した 場合 に はA 20 5 8 細胞 で の

みS V 4 0 プ ロ モ ー

タ
ー

に比較 して 約50 % の 活性 が見 ら れ た . し

か し
,

T ≠m 仁1 細胞で は僅 か の 転写活性 しか見 られ ず,
こ の 領域

にA20 5 8 細胞 で の プ ロ モ ー タ ー 活性 の 特 異性 を決め る情報 が あ

ると結論 され た
. 本 プ ロ モ ー タ ー 活性 は方向依存性で あり

,
逆

向きの 挿 入で は A20 5 8 細胞に お い て も転写活性は 見い だ せ な か

っ た . 対照 と して M T3 - M M P 遺伝子上 流 の A T G か ら下 流132 塩

基まで の 配列 に は エ ン ハ ンサ
ー

と の 組 み 合わせ で 転写活性 を示

す能力は なか っ た .

考 察

M T3 - M M P を発現 して い る A2 0 5 8 細胞 で転写活惟を 示す ヒ ト

M T3 - M M P 遺伝子ゲ ノ ム の 5
,

上 流域 を単離す る単 に成功 した .

転写活性は 配列の 方向 に依存惟で あり
,

また
,

M T 3 - M M P を発

現 して い ない T M K - 1 細 胞で はそ の 活 性 は非常 に 弱か っ た . 従

っ て
,

M T 3 - M M P の A 2 0 5 8 とT M K l 細胞 で の 発現の 相違 を決

して い る制御 ユ ニ ッ トが 単離 した ゲ ノ ム の 領域 にあ る事が 判 っ

た . 転 写活性 を 制御 す る エ レ メ ン ト は 単離 し た ゲ ノ ム D N A

3 .8k b の 転写開始点上 流 の w 37 8 か ら
- 1 1 4 塩基 の 間 に特定で き

た .

M T 3 - M M P プ ロ モ ー タ ー 活性 に は 転 写開始 点及 び そ の 上 流

の -

1 13 塩基まで の 配列 は必 要と さ れ な か っ た . 多くの プ ロ モ

ー

タ
ー

にお い て は 転写開始点 の 近く にイ ニ シ エ
ー

タ
ー 配列が

,

また
,

上 流 の 2 0
-

3 0 塩 基の 部位 に は m ボ ッ ク ス 構造を持

つ が m - M M P 遺伝子 の 上 流 には こ れ に適合する 配列は認 め ら

れず,
い わ ゆ るT A T A レス プ ロ モ ー タ ー

に分類 され る . 3
'

側 か

ら -

1 1 4 塩基ま で欠 失を 持 つ プロ モ ー タ ー に よ る転写 開始部位

が どの 様 に決まる の か は 今回の 実験 で は明 らか にで きな か っ た

が
, 図7 に示 し たp G し エ ン ハ ン サ ー を用い た プロ モ ー

タ
ー 活性

の 測定結果 に示 され る よう に
,

- 2 5 8 か ら
-

1 14 塩基まで の 配

列 に転 写を開始 さ せ る 為 に必 要 な情報 が ある こ とが 示唆 さ れ

た .

転写 開始点の 上 流に は 幾 つ か の 転写因子 の 結合部位 の 候補

と な る 配 列 が 見受 け ら れ る が
-

6 0 9 の A P 2 結 合 部位 様 配

列
,

-

5 2 0 お よ び
-

4 9 9 の S p l 結 合部位様 配列 は 少 なく と も

A 20 5 8 細胞で の 転写活性 には必 要で はなか っ た . 5
,

側 か ら の 欠

失 の 導入 に よ っ て転写活性 を失う領域 (十 378 か ら - 2 5 8 まで)

に は90 b p の 左螺 旋の Z - D N A 様構造を とりう る配列 が認 め られ

た . こ の 領域 の 配列 の 特徴は( G T) n と( G C) n の プ リ ン と ビリ ミ

ジ ン の 重複配列構造が続く こ とで あり
,

一 般的 に こ の 様な繰返

し配列はZ - D N A を形成しや す い と考え られ て い る
2J)

. z - D N A は

ゲ ノ ム 中 に広範 に存在 する こ とが 知 ら れて おり, m ボ ッ ク

ス の な い 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー の近く に存在する と転写制御 に関

与す る可能性が 指摘 され て い る
24】25)

. 実際に こ の 領域 を 欠失 し

た た め に転写 活性が 消失 し た と 考 えら れ る p G L 3/
-

2 5 8 にZ -

D N A 様配列をiE 及び 逆方向に 組み 込 む と転 写活性 の 促 進効果

があり,
エ ン ハ ン サ

ー

様に機能 して い る と考え られ た . しか し
,

更 に上 流部位に 組み込 ん だ場合に は エ ン ハ ンサ
ー 効果は 著しく

減弱 し た . Z ･ D N A が転写を促進す る機構 に つ い て はあまり解明

さ れ て い ない が
,

左螺旋構造 をと る こ と に よ っ て近くの エ ン ハ

ン サ
ー へ の 転写 因子の 結合 を しや すくす る 可能性 と Z - D N A 配

列 に直接 結合す る 国子 によ る転写活 性の 修飾 が 考え ら れ て い

る
. 特 に前者 の可 能性 は M T 3 - M M P の Z - D N A 様 配列 が 自分白

身の プ ロ モ
ー

タ
ー

との 組み 合わせ で 本来の 位 置で の み 機能する

こ と と 合致す る .

一 方で p G I 3 / -

2 5 8 には エ ン ハ ン サ
ー は無 い が プ ロ モ

ー

タ
ー

と し て の 基 本構造 を持 つ と 考 え られ る . 実際 に
,
S V 4 0 エ ン ハ

ン サ
ー を持ち プロ モ ー タ ー 配列 を欠 く 割 こ外来性の プ ロ モ ー タ

ー 配列 の 機能 解析 に 用 い る こ と の で き る p G L - エ ン ハ ン サ
ー

に - 2 5 8 か ら - 1 1 4 塩基ま で の 配列を挿 入す る と本来 の 方向 へ

挿 入 し たと き にの み 転写活性が 観察さ れ た . 従 っ て
,

こ の 領域

に は異種 の エ ン ハ ン サ
ー

と協調 して 転写 を開始 させ る た め の ユ

ニ ッ トが 含ま れる と 考え られ た . 興味深い こ と に こ の プ ロ モ ー

タ
ー

活性 は A2 0 5 8 細 胞で は観 察さ れ るが T M K - 1 細胞 で は ほ と

ん ど活性 を示 さ なか っ た . 従 っ て
, 本領域 が M

r

r3 - M M P 遺伝子

の 両細 胞に お け る の 発現の 特 異性 を決め て い る と考 え られ た が

特 徴的本領域に は既 存の プ ロ モ ー

タ
ー 配列 に見ら れ る 共通配列

が 無く,
プ リ ン残 基に富む 配列で ある . 細胞種特異性 を決め て

い るの が プ ロ モ
ー

タ
ー の 基本 ユ ニ ッ ト自身 なの か

,
あ る い は そ

れ と分離可 能な エ ン ハ ン サ
ー

に よ っ て い るの か は今回の 実験で

は明 らか に で きな か っ た .

M T 3 L M M P の m R N A には3 種類が 認め られ た .
こ れ ら が ス プ

ラ イ シ ン グの 相違に よ るの か
,

異な る転写終結 によ る 産物なの

か , ある い は別 々 の 転写 開始点か らス タ
ー

ト した転写産物なの

か は 明ら か で は ない
. しか し

,
3 種頬の m R N A が多少の 割合の

変化 が あ っ ても同 じよう に色 々 な細胞で 観察さ れ
, 別 々 に発現

して い る ケ
ー ス が 無い こ と か ら 同

一

の 転写制御を受 けて い る と

考える事が でき る . そう であれば
, 今回同定 した M

′

m - M M P の

プ ロ モ ー

タ
ー 配列が3 種類の m R N A の 発現を制御 する こと にな

る が
,

今後 の 検討課題であ る .

M M P の 遺伝子 は そ の 種類 に よ っ て それ ぞ れ 異な っ た様式で

制御 され て い る . 幾 つ か の M M P 遺伝子 の 発現 制御領域が 解析

され
, 遺伝子発 現に 関与する エ レメ ン ト が 同定され て い る

28)2 9)
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その 結 軋 M M P 遺伝 子 プロ モ
ー

タ
ー

構造 の特 徴か ら2 つ に大

別す る辛が で き る . 最初 の グ ル
ー プに は 問質 コ ラ ー ゲ ナ

ー

ゼ

( M M P p l) ,
ス ト ロ メ ラ イ シ ン ( M M P -3 ) ,

マ トリ ラ イ シ ン

(M M P -7) ,
ゼ ラ チ ナ

ー

ゼ B ( M M P - 9) の 遺伝子 が あり
, 転写 開

始点 上流 に は プ ロ モ ー

タ
ー の 基本配列 に特徴 的なT A T A ボ ッ ク

ス が あり
,

その す ぐ上 流に 転写 因子 A Pl の 結合部位で あ るT R E

C r P A r e sp o n si v e el e m e n t) が 存在 する こ と に特徴 づ け ら れ る ･

もう
一 方の グ ル ー プは それ に対 して

, 転写開始 点上 流 に 典型的

なT 〟TA ボ ッ ク ス が 無く, 対応する 場所 にT R E 配列 が な い
. そ

れ に代 わ っ て
,

転写 因子S pl の 結合 配列が相 当す る領域 に見い

だ され る グ ル ー プ で あり,
ゼ ラ テ ナ

ー ゼ A が こ の グル
ー

プ に属

する . 前 者は増 殖因子で ある E G F
,

P D G F
,

F G F や 炎症性サ イ

トカ イ ン のⅠし1 や T N F Ⅷ に よ っ て発 現が誘導され る
29)

. こ の 隠

転写因子A P l へ の シ グ ナ ル が 重要な役割を果 た し
,

近傍 に結合

す るEt s フ ァ ミリ
ー の 転写因子 と協調 し なが ら転写 を促進 する .

一

方 ,
ゼ ラ テ ナ

ー ゼ A は こ れ ら の 細胞刺 激 に は応 答 しな い が

T G F -

βに よ っ て 発現誘導が起 こ る こ と が 知ら れ て い る ･ M T 3 -

M M P の プ ロ モ ー タ ー は m ボ ッ ク ス を欠く こ と か ら ゼ ラ テ

ナ
ー ゼ A の プロ モ ー タ

ー

に近い と考 えられ る . これ に
一

致 し て
,

様 々 な癌細胞株 を上記 の 増殖 因子や サ イトカ イ ン で 処理 して も

明瞭 な発現誘 導は 観察 され なか っ た (未発表) . しか し
,

T G F -

β によ っ て も発現誘導 は無い こ と か らゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A とも異 な

っ た 制御を受けて い ると 考え られ る . ま た
,

M T 3 - M M P プロ モ

ー

タ
ー

の 転写開始点 の近傍(
- 4 9 6) にS p l 結合部位棟配列 が 存

在す る が 転写 活性 に は 必要で は なか っ た . 今 回同定 し た M T3 -

M M P 遺伝子 の プ ロ モ
ー

タ
ー

は M T - M M P 遺伝 子 と して は最 初

の 報告 で あり, 他 の M M P 遺伝子の 発現制御 と 比較 して膜 型酵

素が どの 様 な制御を受けて い るの か を明ら か にす る 端緒を 開く

こと が で き-た .
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