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1 7 0 金沢大学十全医学会雑誌 第106 巻 第2 号 17 0 - 1 7 9 (1 9 97)

肝実質細胞お よ び星細胞 に お ける プ ロ α 2 ( Ⅰ) コ ラ
ー ゲ ン

遺伝子 の 細胞特異的転写調節機棉 に 関する研究

金沢大学医学部 医学 科内科学第
一

講座 ( 主任 : 小林健】
一

教授)

根 本 朋 幸

肝 星細 胞 Oiv e r st ell a te c ell s
,

L S C ) は肝 に お ける 主要な コ ラ ー ゲ ン 産生 細胞 と考 えら れ て い る . こ れ に 対 し
､ 肝実質細

胞に よ る コ ラ
ー

ゲ ン 産生 の 生理的お よ び病理 的意義 に つ い て は 未 だ
一

定 の 見解が 得 ら れ て い な い
. 著者ら は こ れ まで に

,
ヒ ト

皮膚線維 芽細胞 (C F 3 7) や LS C ク ロ
ー

ン (C F S C ･2 G ) にお ける α2 ( Ⅰ) コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子 短e n e c o di n g f o r th e α 2 c h ai n of ty p e

I c oll a g e n m ol e c ul e
,

C O L I A 2) 転写 に必須 な上 流 塩基配列を同定す る と とも に
, 同配列が ト ラ ン ス フ ォ

ー

ミ ン グ成長因子 ベ

ー タ (tr a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r
qb e t a

,
T G F -

/
ヨ) に よ る 転写促進 を伝達す るT G F -

ノ･9 作用 領域 汀G F -

/
ヲー

r e S p O n Si v e el e m e n t
,

T b R E) を含 ん で い る こ とを 明ら か に した . 本研究 で は
, 肝実 質細胞 お よ び間葉系細胞 に お い て C O L I A 2 転写 に対 する 共通 の

調節機構 が 存在す るか 否か を明 らか にす るた め に
,

Ⅰ 型 コ ラ
ー

ゲ ン 塵生性 の ヒ ト肝細胞痛 由来細胞 株 H uIi 7 お よ び ラ ッ ト初代

培養肝細 胞 を用 い て トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ツ セ イ お よ び核 タ ン パ ク D N A 結 合ア ッ セ イ を行 っ た
. ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア

ッ セ イ の 結果
,

H u H 7 に お い て は C F3 7 お よ び C F S C -2 G で 認め ら れ た -3 1 3 か ら一 1 8 3 塩 基間の 強 い エ ン ハ ン サ ー 活性 は 検出 さ れ

なか っ た . H u H 7 お よ び C F 3 7 か ら 得ら れ た 核 タ ン パ ク 抽出液 を 用い て -3 7 8 か ら -1 8 3 塩基を プ ロ ー

ブ と し た D N a s e I フ ッ ト プ

リ ン テ ィ ン グア ツ セ イ を行う と
,

両者 は 同一
→

の タ ン パ ク結 合 パ タ
ー

ン を 示 し た . しか し な が ら
,

ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で は

T b R E お よ び 近接 す る負 の シ ス エ レ メ ン ト に結合す る 核 タ ン パ ク 複合体 は両細 胞間で 異 な る 泳動 パ タ
ー

ン を示 した . さ ら に
,

ラ ッ ト初代培養肝細 胞 にC O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 断片 を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した と こ ろ
,

H u H 7 と 同様に -3 1 3 か ら - 1 8 3 塩基 間

の エ ン ハ ン サ
ー

活性 は欠如 して い た . C F 3 7 や C F S C -2 G と は 異なり
,

T G F -

I
? を涼加 して も肝実質細胞 にお け る C O L I A 2 転写活

性ほ 促進 さ れ なか っ た . これ ら の 結果 よ り, 肝 実質細胞 に お け る C O L I A 2 発現 の 相対 的低下 お よ びT G F -

/
? 反応性 の 欠如が

,

少な く とも 一

部 に お い て は
,

¶ R E を含む プ ロ モ
ー

タ
ー 領域 に 結合す る核 タ ン パ ク の 細胞 特異 的修 飾に 基づ く可 能性が 示唆 さ

れ た .

鮎 y w o r d s C O L I A 2
,
t r a n S C rip ti o n

,
T G F -

P , p ri m a r y c ult u r e of r at h e p a t o c y t e
,
1iv e r 丘b r o sis

Ⅰ 型コ ラ
ー

ゲ ン は
, 線維肝 にお け る主要 な細胞外基 質の 成分

で
1,

,
2 本の α1 鎖 と1 本 の α 2 鎖 よ り構成 され る ヘ テ ロ 3 量体で

ある
Z)

.
コ ラ

ー

ゲ ン発 現の 調節 は
, 肝 にお け る種 々 の 生 理 的 ･

病理的過程 に お い て 重要な 働きを 演 じ
,

α 1 鎖お よ び α 2 鎖 を コ

ー

ドす る 遺 伝子
,

す な わ ち α 1 ( Ⅰ) コ ラ
ー

ゲ ン 遺 伝子 (g e n e

C O d i n g f o r th e alp h a l c h ai n o f t y p e I c o ll a g e n m o l e c u l e
,

C O L I A l) と α2 ( Ⅰ) コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝 子 ( g e n e c o d i n g f o r th e

al p h a 2 c h ai n o f ty p e I c oll a g e n m ol e c ul e ,
C O L I A 2) の 転写 レ

ベ ル に大きく 依存す る
2)

. 肝星細胞 (1i v e r s tell a t e c ell s
,
I JS C) は

正常肝お よ び 線維肝 に お い て Ⅰ 型コ ラ
ー

ゲ ン を 産生 す る主要細

胞 で ある こ とが 明 らか に さ れ て き て い る が
=l~ 封

, 実質細 胞で あ

る肝細胞が 肝線維化 の 過程 で Ⅰ 型コ ラ
ー

ゲ ン 産生 に果 たす意義

に つ い て は
, 未 だ

一 致 した 見解が 得ら れ て い な い
. ラ ッ ト初代

培養肝細胞 に お い て もⅠ 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 産生 が 明 らか と な っ て

い る が
6し8)

,
こ の 現 象は 単 に不適 当なイ ン ビ トロ の 培養条件 に

対 する 適応 を示 して い る に 過ぎな い と も考えら れ る
. 加え て

,

肝実質紺胞 にお ける コ ラ
ー

ゲ ン遺伝子 発現の 分 子生 物学的調節

機構 に関 し て は 全く 明 らか に さ れ て い な い
.

こ の 点 の 解明 は肝

線維化過程 の 理 解 に役立ち
,

ひ い て は コ ラ ー ゲ ン 遺伝~7 ･ 発現 の

抑 制が
,

少 なく と も部分的 に肝線維 化のI坊止 に寄り･

す る と考 え

ら れ る .

こ れ まで 皮 膚線維 芽細 胞や 伊東細 胞 と い っ た 閉業系細胞 に

お い て
,

C O L I A 2 の 転写 開始点の
_
ヒ流-3 7 8 か ら -1 8 3 塩 基閉に 転

写 に必須 の プ ロ モ
ー

タ
ー

領域が 同定 さ れ た
洲 …

. しか も
,

-3 1 3 か

ら -1 8 3 塩基間 は C O L I A 2 発現 にお い て トラ ン ス フ ォ
ー

ミ ン グ成

長 国子 ベ ー

タ (tr a n sf o r m i n g g r o w th f a c to r
-b e t a

,
T G F -

1 り に よ

る 転写促 進 を 媒 介 し
!"

,
著 者 ら は こ の 領域 を T G F - ㌢作用 領域

C r G F .

J
■ブイ e S p O n Si v 6 el e m e n t

,
T b R E) と名付 けた . T G F -

/
ヲは ト

ラ ン ス に は た らく 普遍 的な 転写促進因子で ある ス ペ シ フ イ シ テ

ィ プ ロ テ イ ン1 ( s p e cifi ci ty p r o t ei n l
,

S pl) とT b R E に結合する

未 知 の 核 タ ン パ ク と の 相 互 作 用 を 修 飾 す る こ と に よ り
,

C O L I A 2 転 写を正 に 調節 して い る
!"

. さ ら に
, 未知 の リ プ レ ツ

平成 9 年1 月 1 0 日受付, 平成 9 年2 月 3 日受理

A b b r e vi ati o n s : C A r
,

Ch lo r am p h e nic ol a c ety lt r a n sft r a s e; C O L I A l an d C O L I A 2 , g e n e S C Odi n g f o r th e α1 a n d α2

c h ai n s of t y p e I c oll a g e n m ole c ul e , r e S p e C也v ely ; D M E M
,
D ulb e c c o

'

s m o difi e d E ad e
'

s m edi u m ; D T r
,
dith io th r e鉦01; F C S

,

鹿tal c alf s e ru m ; Ⅰ, S C , 1iv e r st ell at e c ell s; P B S , p h o s p h at e 竜uf k r e d s al in e; P M S F , P h e n y lm eth yls ulp h o n yl fl u o ri d e; S p l ,

s p e ci丑cit y p r ot ein l; T b R E
,
t r an S fo rm i n g g r o w 血 血ct o r b et a -r e S P O n Siv e el e m e n t; T G F ･

β, t r a n Sfb r m in g g r o w th 血ct o r ･b et a



コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子転写 にお ける細胞特異的調節機構

サ
ー タ ン パ ク が T b R E の 直ぐ上 軋 - 3 3 0 か ら- 2 9 7 塩 基間 に結合

し
"

,
C O L I A 2 転写 に対 す る 腫瘍壊死 因子ア ル フ ァ の 抑制作用

は
,

T b R E お よ び こ の シ ス エ レ メ ン トを 介する こ と も明 らか に

され た
Il)

.

本研 究で は
, 肝実 質細胞に お い て も間菓系細胞と 同様 の 転写

調節機構が 存在する か 否か を明ら か に す るた め に
,

ヒ ト肝細胞

痛由来細胞株と ラ ッ ト初代培養肝細胞 を用い て
,

ト ラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン ア ツ セ イ お よ び 核 タ ン パ ク D N A 結合 ア ツ セ イ を行 っ

た .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 細胞培養

1 . 使用培 養細胞

ヒ ト肝細 胞癌由来和胞 株 H u H 7
12)

お よ び 初代培養 ヒ ト胎児皮

膚線維芽 細胞 C F3 7
"
は

,
1 0 % 胎児仔 血 清 (f e t al c alf s e ru m

,

F C S) ( G ib c o h b o r a t o ri e s
,

G r a n d I sl a n d
,

U S A ) 添加 ダ ル ベ ッ

コ 変法イ
ー

グ ル 培地 ( D u lb e c c o
'

s m o d ifi e d E a gl e
'

s m e d i u m ,

D M E M ) (G ib c o L a b o r a to ri e s) を用い て 37 ℃
,

5 % C O 2 の 存在l
;

で60 m m プ ラス チ ッ ク培 養皿 (C o mi n g G l a s s W o rk s
,

C o mi n g ,

U S A) 上 に 培 養 し た . H u H 7 に お い て は
,

C O L I A l お よ び

C O L I A 2 より 転写 さ れ た m R N A が 検出 され る こ とが 既 に明 らか

と な っ て い る
l:～)

. C F 3 7 にお ける C O L I A 2 転 写機構 に つ い て は
,

著者 ら に よ り こ れ まで に 詳細 な検 討が な さ れ て きた
=

.

C F S C _ 2 G は 四 塩化炭 素誘発 ラ ッ ト硬 変肝由来 の 伊 東細胞株

で
1 4}

,
1 0 % F C S お よ び 非 必 須 ア ミ ノ 酸 ( G ib c o B R L

,

G aith e r s b u r g ,
U S A ) 添 加D M E M を川 い て培養 し

,
初代培養肝

細胞と の 厳密 な比較の ため 同様 に60 m m I 型 コ ラ ー ゲ ン コ
ー ト

培養皿 (C o r n i n g Gl a s s W o rk s) を用 い た .

ヒ ト T 細 胞性 白 血 病 由 来細 胞株J u rk a t
1 5 )

は 1 0 % F C S 添 加

RP M I 1 6 4 0 (G ib c o B R I) 培地で 37 ℃ , 5 % C O 2 の 存在1
丁
で浮遊

培養 し た
.

以 上 の 細胞 は
,

い ずれ も国立 金沢病 院稲垣 豊博 ヒよ り供与さ

れ た .

2 . ラ ッ ト初代肝細胞培養

ラ ッ ト初代培養肝椰胞 は
,

2 0 0 な い し30 0 g の ウイ ス タ ー 系雄

性ラ ッ ト(l りくク レ ア
, 東京) を侍用 し

,
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ潅流法
11i'

の 変法 を川 い て分離 し た . す な わち
,

麻 酔薬と し て ネ ン ブ タ
ー

ル ( ダイ ナ ポ ッ ト
, 人阪) 0 .1 m l/ k g を 腹腔内 に投勺一 し た 後腹 部

正 中切 開し
, 下大 静脈 に21 G カ ニ ュ

ー レを刺人
･ 固定 した ･ 門

脈 本幹 を 切 開 し
,

3 7 ℃ に 加 湿 し た 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) (G ib c o B R U 2 0 0 m l

を 用 い て 7 m l / う■} の 速度 で 前 潅 流 を 行 っ た . 前 潅 流 の 後 に

0 .0 5 % Ⅳ哩 コ ラ ゲ ナ
p ゼ (S ig m a

,
S t . l , O ui s

,
U S A) , 0 .0 0 5 % ト

リ プ シ ン イ ン ヒ ビタ ー 1 S (Si g m a) お よ び0 .0 0 0 5 % [ 塑 D N a s e

I (Si g m a) を孫加 した D M E M 2 0 0 m l を月∃い て
, 同様に37 ℃

,
7

m l/ 分 の 速度 で潅流 し た . 細胞浮遊液 を, 6 0 0 叩 m
,

4 ℃
,
1 分間

遠心 し
,

上 演を取り 除き
,

D M E M 4 0 m l を加え て細胞 を洗浄 し
,

同様 の 操 作 を3 回施行 して
,
細 胞を 回収 した . 得ら れ た 肝細胞

は
,

1 0 % F C S 添 加D M E M を用い 37 ℃
,

5 % C O 2
の 存在下 で 前

述の 60 m m I 型 コ ラ
ー

ゲ ン
■

コ
ー ト培 養皿 上 に培養 した .

Ⅰ . プラ ス ミ ドの構 築

C O L I A 2 の プロ モ ー タ ー 領域 の 転写 開始部位 上 流の - 3 5 0 0 塩

基か ら +5 8 塩基 にわ た る領域を種 々 の 長 さ に切断 し, その 下流

に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー

ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ

17 1

(c h l o r a m p h e n i c ol a c e ty 1t r a n sf e r a s e
,

C A T) i% 伝子を連結 した導

入 D N A を作製 した
1111 7)

. ま た
,

陰性 対照 と して p B L C A m
l錆)

,
陽

性対照と して S V 4 0 プ ロ モ
ー

タ
ー 領域をp B L C ÅT 3 遺伝子 に連祐

し たp S V C A T 3
1 リ)

, 内部対照 と し てS V 4 0 プ ロ モ ー タ ー

にル シフ

ェ ラ ー ゼ遺伝子 を 連結 した p S V X P l を 馴 ､ た
2(')

. 以上 の プ ラス

ミ ドは
, 国立 金沢病 院稲垣 豊博士 より分与さ れ た .

北 . プラ ス ミ ドの大量調整

上 記の プ ラ ス ミ ドで 形質転換 した 大腸菌J M l O 9 株 (宝酒造
,

大津) を L B 培 地 [ ト1) プ ト ン ( D if c o l a b o r a t o r y ,
D e tr oit ,

U S A) 1 0 g/1 ,
酵母 エ キ ス (D ift o l ab o r a to ry) 5 g/1 , 塩化ナ トリ ウ

ム 10 g/l , 5 N 水酸化ナ トリ ウム 0 .7 m l/1] を用い て37 ℃
,
2 4 時

間凝漁培養 した . 培 養終了後600 0 r p m
,

4 ℃ ,
1 0 分間の 遠心 に

ょ り 集蘭 し た . 菌体 を10 m l の 溶 液 Ⅰ [5 0 m M グ ル コ
ー

ス
,

2 5 m M T ri s
- H Cl (p H 8 .0) ,

1 0 m M E D T A] に穏や か に懸濁後,

リ ゾ チ ー ム 1 0 m g (S i g m a) を加 え,
5 分間水中 に静 医 した 後

,

2 0 m l の 溶液Ⅲ (0 .2 N 水酸化ナ トリ ウム
,
1 % S D S) を加えて穏

や か に撹拝 し水中 に静置 した . 1 0 分後,
1 5 m l の 溶液Ⅲ [3 M 酢

酸 ナ トリ ウム b H 4 .6)] を加え撹 絆 し
,
1 0 分間 如l] に静 医した ･

8 0 0 0 r p m
,
4 ℃ ,

1 0 分間遠心 し
,

上 浦 を濾過 した 後,
0 ･6 倍量の

イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加え15 分間室温で 静置 した . 8 0 0 0 r p m
,

室

温 , 1 5 分 間遠 心 し
, 沈殿を 70 % エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し

,
再 び

9 5 0 0 rp m
,

4 ℃
,

1 0 分速心 し乾燥 後, 6 ･7 5 m l の T ri s
- E D T A ぐr E)

【10 m M T ri s
- H C l (p H 8 .0) ,

1 m M E D
r

r A】に溶解 し
,
7 ･1 2 5 g の 塩

化 セ シ ウ ム
,
2 0 /∠1 の 臭化 エ チ ジ ウ ム 溶液 (10 m g/ m l) を加え ･

オ プ テ ィ シ
ー ル チ ュ

ー ブ (O pti s e al tu b e) ( ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン
,

東 京) に注 入 し た .
ペ ッ ク マ ン タ イ ブ80 T i ア ン グ ル ロ

ー

タ
ー

( ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン) を用い
,
2 0 ℃

,
5 5 0 0 0 r p m

,
1 8 時間超遠

心 し, プラ ス ミ ドの バ ン ドを21 G 針付き注射器で 回収 し
,

さら

に塩化セ シ ウ ム 溶液 (塩化セ シ ウ ム 8 .3 3 g ,
T E 7 ･9 m l) ,

2 0 / jl の

臭化 エ チ ジ ウ ム 溶液を加え
,
オ プ テ ィ シ

ー ル チ ュ
ー

ブ に住人 し ,

弾圧超 遠心 し
,

プ ラ ス ミ ドを 回 収 し た .
ブ タ ノ ー ル 摘 出後

D N A を エ タ ノ ー ル 沈殿し , 滅菌蒸留水 を用 い て1 /
∠ g/ /∠1 の 濃

度に調製 した .

Ⅳ . トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

1 . リ ン酸カ ル シウ ム 共沈法

難川包は ト リ プ シ ン処理 後
,

約1 .0 ×1 0
5

佃/ m l の 密度で37 ℃ ,

2 4 時 間培 養後,
B o a s t らに よ る リ ン 酸カ ル シ ウム 共沈法を円 い

て 遺伝了増 人 を行 っ た
17}

. す な わち
, 種 々 の 長さ の プ ロ モ ー タ

ー 断 片の t
､ 兢 にC A T 遺伝ナ を観 み込 ん だ プ ラ ス ミ ド10

一
′ノg と｢勺

郁対 照の p S V X P l l .
5 /1 g を0 ･2 5 M 塩化カ ル シ ウ ム 25 0 /Ll (こ混合

し た 後,
5 0 m l チ ュ

ー ブr
ノ
っで 1 m l ピ ペ ッ トを 別い て 泡立 て た

2 50 /Ll の 2 × H E P E S 綬衝む 理 食腐水[28 0 m M 塩化ナ トリウ ム
,

50 m M H E P E S
,
1 .5 m M l) ン 醸ニ ナ ト

1) ウ ム b H 7 .0 5)] 裾 こ摘

卜し , 室温 で3 0 分 静置 した 後
, _1二記培養細 胞に 加え,

3 7 ℃
,

5 % C O 2 の 存 在一卜で 5 時間培養 し た ･ 培 養-
1二清 を取り除い た 後

1 5 % グリ セ ロ ー )t/ 涜加 D M E M O .7 m l を加え
,

1 0 5 秒間の グ
.
) セ

ロ ー ル ▲ シ ョ ッ クを 行 っ た . P B S で 3 回洗 浄後,
0 . 1 % F C S 涼

加 D M E M 2 .5 m l を加え, さ ら に4 8 時間培養 した ,

一

部の 実験 で は
,

グリ セ ロ
ー ル ･ シ ョ ッ ク 彼の C F S C -2 G に

2 n g/ m l の 濃度 の T G F -

P (C oll a b o r ati v e B i o m e di c al P r o d u c ts
,

B e d f ｡ rd ,
U S A) を添加 し

,
4 8 時 間刺 激 した ･ 対照の 細 胞は 同

じ時間を未刺激 の まま取り扱 っ た .

2 . リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法

初代培餐肝細胞 は, 約1 .0 × 1 0
5

個/ m l の 密度 で37 ℃
,
3 0 時間
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培養 私 1) ポ フ ェ ク ナ ン (Gib c o L a b o r a t o ri e s) を用 い て 遺伝 子

導入 を行 っ た
21)2 2 )

. すな わ ち
,

C A T 遺伝子 を組 み 込ん だ プ ラ ス

ミ ド4 /1 g と 内部 村照 の p S V X P l l /L g を O p ti M E M ( G i b c o

L ab o r a t o ri e s) 2 5 0
′
" = ニ混合 し

,
リ ポ フ ェ ク チ ン3 0 FL l を O p ti

M E M 2 5 0 /∠ = こ加 え室温で 45 分静置 した 溶液と 混合 した1乳 15

分静置 し
,

さ ら に O p ti M E M 5 0 0 /1 1 を 加え た後 ,
O pti M E M

2 .5 m l に 置き換 えて培 養 した 細胞 に加え, 3 7 ℃ , 5 % C O 2 の 存在

下で 4 時間培 養 した
. 培養上 浦 を0 .1 % F C S 添加 D M E M に置 き

携え, さ ら に36 時 間培 養 した . T G F -

I
9 刺激は C F S C - 2 G と 同様

に行 っ た .

Ⅴ . C A T ア ッ セ イ
l!})

Ⅳ の ご とく遺伝子導 入 した細 胞を T E N [4 0 m M T ri s
- H Cl (p H

8 .0) ,
1 5 0 m M 塩化 ナ ト .) ウ ム

,
1 m M E D T A] 1 m l を用 い て 回

収 し た 後 ,
3 0 0 0 r p m

,
4 ℃

,
5 分 間遠心 し

,
沈殿 に 氷 冷 し た

0 .2 5 M T ri s
- H C l (p H 8 . 0) を 50 /L l 加え て増枠 し

,
ド ライ ア イ

ス ･

エ タ ノ ー ル 槽 と37 ℃恒 温稽 を用い て
,
凍結融解 を3 固練り

返 し細胞を破壊 し た . 1 3 0 0 0 rp m
,

4 ℃ ,
5 分間遠心 し て 得た 上

帝10 /L = こ
, 1 M T ri s - H Cl (p H 7 .8) 2 5 FLl

,
4 m M ア セ チ ル C o A

(a c e tyl c o e n z y m e A) (Si g m a) 2 0 FLl
,

1 4
C 一 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ

ー ル

【D -th r e o -(di c h l o r a c e tyl
- 1

,
2 -

1 4
c ) c hl o r a m p h e ni c o l] ( D u P o n t

,

C alif o r ni a
,

U S A) 4 /1 1
, 蒸留水41 / Ll を加え37 ℃

,
6 0 間分イ ン

キ エ ペ ー

卜 した . 酢酸 エ チ ル 50 0 /J l を加え振過 し
,
1 3 0 0 0 r p m

,

室温 ,
5 分間遠心 し

,
上 層 を 回収 し真空乾燥 させ た 後

,
酢酸 エ

チ ル 20 /J l を 加 え
,

シ リ カ ゲ ル 薄 層 プ レ ー

ト ( M e r c k
,

D a r m st a d t
,

G e r m a n y) に ス ポ ッ ト し ,
ク ロ ロ ホ ル ム ･ メ タ ノ

ー ル (1 9 : 1) 混合液を溶蝶と して 展開 した . イ メ
ー

ジ ア ナ ラ イ

ザ
ー

B A S l O O O (富 士 フ イ ル ム
, 東 京) を用 い て ア セ ナ ル 化 され

た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 比率を定量化 し た . 初代培 養肝細胞

を用 い た場 合 は
,
2 0 〃1 の 細胞抽 出液を 用い て 同様 の 測定 を行

っ た .

Ⅵ . ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ ア ッ セ イ
231

ル シ フ ェ ラ
ー ゼ ア ッ セ イ は ル シ フ ェ ラ

ー ゼ ア ツ セ イ シ ス テ ム

O u cifb r a s e a s s a y s y st e m ) (P r o m e g a , M a di s o n
, U S A) を用 い て

行 っ た . すな わ ち
,

V の ごと く得 ら れ た細胞抽 出液 5
一
′∠ = ニ ル

シ フ ェ ラ
ー ゼ 緩 衝液 2 5 /∠1 を 加 え,

ル ミ ネ ッ セ ン ス リ
ー

ダ
ー

B L R - 3 0 1 ( ア ロ カ
, 東 京) を 用い て 60 秒 間の ル シ フ ェ ラ

ー

ゼ 活

性を 測定 した
. 初代 培養肝細 胞 を用 い た場 合 は

,
2 0 /∠1 の 細胞

抽 出液を50 /∠1 の ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ綬衝液 に加 え て側室 した ･

Ⅶ . 核 タ ン パ ク抽 出液の 調製

核タ ン パ ク抽 出液の 調製 は
,

M o r ri s ら
2't)

の 方法 を改変 し て 行

っ た
25)

. す な わ ち
, 細胞 を150 m m 培養 皿10 枚 に培 養 し

, 回収

した 細胞を氷 冷 し た P B S で 3 回洗浄 し た後 ,
1 5 0 0 r p m

,
5 分間

遠心 し
,

上 宿 を取 り 除き
,

ホ モ ジ ナ イ ザ ー 緩衝 液 [32 0 m M ス

ク ロ ー ス
,
1 0 m M T ri s

- H Cl (p H 8 .0) ,
5 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム

,

1 m M ビス (2 - ア ミ ノ エ チ ル) エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 四 酢酸 ( 0

,
0

'
-

B i s (2 - a m i n o e th yl) e th yl e n e gl y c oトN
,

N
,

N
'

- N
'
-t e t r a a C e ti c a cid)

(和光純# , 大阪) ,
1 m M ス ペ ル ミジ ン(s p e r m idi n e) (和 光純 薬) ,

1 m M ジ チ オ ト レ イ ト
ー )L/ ( d it h i o t h r e i t o l

,
D T T ) ( 和 光

純 薬) ,
0 . 5 m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド

b h e n yl m e th yl s ul p h o n yl fl u o rid e
,

P M S F) (和光耗薬)] 10 m l を

加 えて 懸濁 し た . 3 0 0 0 r p m , 5 分 間遠心 し, 上 清を取 り 除き
,

ホ モ ジ ナ イ ザ 一 線衝 液 10 m l を加 え懸濁 後,
ホ モ ジ ナ イ ザ

ー

(4 0 m l
,

W e a t o n
,

U S A) を用い て ホ モ ジ ナイ ズ した . ホ モ ジ ナイ

ザ ー 横衝液で 3 回洗浄後 , 透析硬衝液[20 m M H E P E S (p H 7 .9) ,

1 0 0 m M 塩 化 カ リ ウ ム
, 0 ･2 m M E D T A

,
2 0 % グ 1

) セ ロ
ー

ル
,

1 m M D T r , 0 .
5 m M P M S F] 1 0 m l で 数回洗浄 し,

0 .1 倍量の 4 M

硫酸 ア ンモ ニ ウ ム を加え,
4 ℃ 30 分間擬 塗 し た後,

3 7 0 0 0 r p m
,

4 ℃
,

4 5 分間超遠心 し た . 得ら れ た 上 演1 m l に対 し
,

0 .3 g の 硫

酸 ア ン モ ニ ウ ム を加え
,

1 0 0 0 0 r p m
,

4 ℃
,
1 0 分遠心 し

, 得ら れ

た沈殿 を透析積衝 液100 / ∠‖ニ溶 解 し
,
核 タ ン パ ク抽出液を調製

し た . タ ン パ ク 濃 度の 測定 は
,

B r a d f o r d 法
2̀;) を用 い て行 っ た .

J
Ⅷ . D N a s e l フ ッ トプリ ン テ ィ ン グア ッ セ イ

町 珂

D N A プ ロ
ー ブ と し て , C O L I A 2 の 転 写開始部 位 の 上流-3 7 8

か ら -1 8 3 塩基 断片 を用 い た . D N A の 末端標識 は
,

D N A プ ラス

ミ ド20 n g ,
5 0 m M T ri s - H C l (p H 7 .6) ,

10 m M 塩 化 マ グネシ ウ ム
,

5 m M D T r
,

0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ン
,
0 .1 m M E D T A

,
10 0 /L Ci γ

こi2
p -

ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 ( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン
, 東京) ,

2 0 単位

T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ
ー

ゼ (S i g m a) を 含む 反応液50 /J l を

3 7 ℃
,

1 時 間反応 して 行 い
,

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動

に より 標識 D N A を分離精 製 した .

2 0 〃 g の 核 タ ン パ ク に1 0 × 結 合緩 衝液 [40 % グ リ セ ロ
ー ル

,

1 0 m M E D T A
,

2 0 m M D T T
,
1 0 0 m M T ri s - H Cl (p H 7 .5)] 2 .5 /Ll

,

8 0 m M 塩化 ナ ト
l) ウ ム

,
1 FL g ポ リdI -d C (S i g m a) を加えた 反応

液24
,

{ L l を5 分 間氷上 に 静置 した 後 ,
1 /Ll の

:一2
p 末端標 識 D N A

プ ロ ー ブ (比活性1 00 0 0 c p m / 〃l) を加 えて
,

さ ら に30 分間氷上

で 静置 し た . そ の 後,
0 .5 単位/ /J = ニ調製 し た D N a s e I ( ベ ー 1)

ン ガ
ー

マ ン ハ イ ム 山之内, 束京) と25 × 塩化 マ グネ シ ウ ム ･ 塩

化 カ ル シ ウ ム 溶液 (12 5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
,
6 2 .5 m M 塩化カ

ル シ ウ ム) 1 〃l を加 え て 撹 拝 後 ,
室 温 で 1 分 間反 応 さ せ た

.

0 .5 m M E D T A 3 FLl を 加えて 反応を中止後, 3 M オ キサ ル 酢酸ナ

ト
1
) ウ ム 33 /Ll

,
1 FL g/ 〃1 tR N A (S i g m a) 2

-
u l お よ び 滅菌恭留水

2 70 /∠1 を加え
,

エ タ ノ ー ル 沈殿後, 滅菌蒸留水 に溶解 し
,
8 0 %

ホ ル ム ア ミ ドの 存 在下 に 熱変性 さ せ た 後 ,
7 M 尿素 含有5 % ポ

リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を行 っ た . そ の 後ゲ ル を乾燥 し
,

オ ー トラ ジオ グラ フ イ
一

に 供 し た .

Ⅸ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ
日 脚

D N A プ ロ
ー

ブ と し て
,

C O L I A 2 の プ ロ モ ー タ ー 領域の 一3 3 0

か ら- 2 9 7 塩基 間 ( ボ ッ ク ス 5A) ,

-3 1 3 か ら-2 8 6 塩基 間 (ボ ッ ク ス

3 A) お よ び - 3 1 3 か ら - 2 5 5 塩 基間 ( ボ ッ ク ス 3 A + B ) を そ れ ぞ れ 川

い
,

上 記と 同様 の 方法 で
=～コ

P 末端標識 し た .

5 /ノ g の 枝 光自 に10 × 結 合緩 衝液2 .5
′
" 1

,
8 0 m M 塩 化ナ トリ

ウ ム
,

3 /L g ポ 1) dI -d C を加え た 反応液24 /11 を5 分 間氷 卜に静

置し
,

1 /11 の
:一2
p 末端標識 D N A プ ロ ー

ブ (比活性100 0 0 c p m /
,
′∠1)

を 加えて
,

さ ら に30 分間氷上 で 静置後 ,
5 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ドゲ ル 電気泳動 し
,

オ
ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ
一

に よ り解析を行 っ

た .

X . 統計処理

統計学的数値 は平均 ± 標準偏 差で 表 し た . 各群 開で の 総計 的

有意差の 検定は St u d e n t t テ ス トも しくは M a n n 巧打1it n e y U テ ス

トを用い て 行い
, p < 0 .0 5 を有 意差 あり と した .

成 績

Ⅰ . ヒ ト肝細胞 癌由来 細胞様 に お け る C O L I A 2 プロ モ
ー

タ

ー 断片の 転写誘導活性

肝実 質細胞 に お け るC O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 領域の エ ン ハ ン サ

ー

活性を 明ら か にす る た め
,

C O L I A 2 プ ロ モ
ー

タ
ー

領域を上 流

より削 っ た 種々 の D N A 断片 を C A T 遺伝 子 に連結 し
,

Ⅰ 型 コ ラ

ー

ゲ ン を 産生 す る ヒ ト肝細 胞痛 由来細胞株 H 厄H 7 に ト ラ ン ス フ



コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子転写 に お け る細 胞特異的調節機構

ェ ク シ ョ ン を行 っ た . E u H 7 で は
,
S V 4 0 プ ロ モ ー タ ー を有す る

p s v c A T 3 プ ラ ス ミ ドの C A T 活性 を 1 00 と し て 比 較 し た 場

合,

- 3 .5 C O L I A 2 プ ロ モ ー タ
ー

断片 の 転 写活性 は3 ･6 0 % と低値

であ っ た (阿1) . ま た
,

-3 5 0 0 か ら -7 7 2 塩基間の 欠実は B u H 7 に

ぉける C O L I A 2 転写を低下 させ
,

さ ら に -3 7 8 まで 削 っ た 断片で

はそ の 転写活性 の 低下 は 回復 した (図 1) ･

一

方 ,

- 3 7 8 か ら -1 8 3

塩基 間 の 欠失 は C O L I A 2 の 転 写 に 影響 を 与 え ず
･ -3 7 8 断

･ 謂 00 -7 7 2 - 3 7 8 ･ 3 1 3 ･1 旧 -1 0 8 P N

B
･3 5 0 0 刑 お 1 8 g J = 如上 X1 5 什柑 l

5 1 0

C A T a c ti vity( % )

F i g . 1 . F u n c ti o n al m a p p l n g Of th e u p st r e a m s e q u e n c e e s S e n ti al

f o r C O L I A 2 t r a n s c ri p ti o n i n a ty p e I c oll a g e n
-

p r O d u ci n g

h e p a t o m a c ell li n e ･ D iff e r e n t l e n g th s o f C O L I A 2 u p st r e a m

s e q u e n c e w h i c h h a d th e s a m e 3
,

e n d
,

+ 5 8 r el a ti v e t o th e

t r a n s c rip ti o n s ta rt sit e
,

W e r e li n k e d to th e c h r ol a m ph e n i c ol

a c e t ylt r a n sf e r a s e (C A T) r e p o r t e r g e n e
,

a n d t h e e n z y m e

a c ti vi t y w a s d et e r m i n e d a fte r t r a n sf e cti o n i n t o H u H 7 c ell s ･ I n

p a n el A i s s h o w n a r e p r e s e n t a ti v e C A T a s s a y 丘1 m ･ O n th e to p

of p a n el B i s th e r e s tri c ti o n m a p of th e -3 ･5 k il o b a s e C O L I A 2

p r o m o t e r w ith r el ativ e p o siti o n s of B o x 5 A
,
B o x 3 A a n d B o x B ･

A cti vit y o f e a c h c o n s tr u ct w a s n o r m ali z e d a g ai n s t th e c o
-

t r a n sf e ct e d S V 4 0 e a rly p r o m o t e r -d ri v e n l u cif e r a s e c o n s t ru C t
,

p s v x p l . T h e v al u e s a r e m e a n ± S D o b t ai n e d f r o m fi v e

i n d e p e n d e n t t e st s a n d e x p r e s s e d r el a ti v e t o th a t of a n S V 4 0

e a rl y p r o m o t e r
- d ri v e n C A T pl a s m id

･ P S V C A T 3 (P ) ･ A
,

a c e t yl a te d ; N A
,

n O n
-

a C et yl a te d c hl o r a m p h e n i c ol ･ N
･

n e g a tiv e

c o n t r ol (p B L C A T 3) .

1 7 3

片
,

- 3 1 3 断片,
一 1 8 3 断片の C A T 晒性 に は 差異 を認め な か っ た

( 回1) . - 10 8 断片は
,

陰性対照の p B L C A T 3 を トラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン した 場合と 同様に1 % 以 下 の 低 い プ ロ モ
ー

タ
ー

活性 しか 示

さ なか っ た (図1) .

¶ . ヒ ト肝細胞癌由来細胞様に 存在する 核転写因子の性状

1 . 核タ ン パ ク結合部位

H u H 7 の 核 内に 存在する転 写国子 と→ 3 7 8 か ら -1 8 3 塩基配列と

ト

ニ
コ

〓

ト
C
虹

U
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｣

山≡

[

且
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〓
胤
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55■2

｣
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172-

682-

003】

Fi g . 2 . D N a s e I f o o tp ri n ti n g a n al y s e s of th e
-3 78 t o

-1 8 3 r e gi o n

o f C O L I A 2 u p s tr e a m s e q u e n c e i n c u b a t e d w i th C F 3 7 a n d

H u H 7 n u cl e a r e x tr a ct s . L ab el e d D N A f r a g m e n t i n c u b at e d

eith e r w ith o u t (F r e e) o r wi th n u cl e a r e x tr a ct s p r e p a r e d f r o m

c F 3 7 ｡ r H u H 7 c e11 s w e r e s u bje c t e d t o D N a s e I di g e sti o n a n d

s u b s e q u e n t d e n at u r e d p ol y a c r yl a m id e g el el e c t r o p h o r e si s ･

T h e G s e q u e n ci n g r e a cti o n i s sh o w n i n th e l eftl a n e (M ) ･ T h e

t w o p r o t e c te d r e gi o n s ar e i n di c a t e d b y o p e n b o x e s w ith th e

n u cl e o ti d e p o siti o n s at th eir b o u n d a ri e s ･
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A

5 A ･ b o u n d

f a ct o r( S)

3 A

♂ ♂ ♂
( -) ( +) ( -) ( +) ( -

) ( +)

Fi g ･ 3 ･ G el m o b ilib T S hift a n al y s e s of th e B o x 5 A r a n d B o x 3 A -b o u n d n u cl e a r fa c t o r s . I n p a n el A
,
n u Cl e a r e x t r a ct s p r e p a r e d 丘

･

O m diff e r e n t

C ell u l a r s o u r c e s w e r e i n c u b at e d w ith th e B o x 5 A p r o b e i n th e ab s e n c e ( -) o r p r e s e n c e ( +) o f l O O -f o ld m ol a r e x c e s s o f u nl a b el e d

h o m ol o g o u s oli g o n u cl e o tid e . I n p a n el B
,
th e s a m e n u cl e a r e x t r a c t s w e r e i n c u b a t e d w i th th e B o x 3 A p r o b e . O n th e si d e s of th e

a u t o r a di o g r a m s a r e s h o wn th e p r o tei n c o m pl e x e s c o r r e s p o n di n g t o S pl a n d u n kn o w n n u cl e a r f a ct o r ( s) b o u n d t o th e B o x 5 A s e q u e n c e .

B ･b o u n d

f a c t o r( $)

F ig . 4 . G el m o b ili ty sh ift a n al y s e s of th e m u lti m e ri c p r o t ei n

C O m Pl e x b o u n d to th e 3 A + B r e gi o n . N u cl e a r e xt r a ct s p r e p ar ed

f r o m C F 3 7 h u m a n s k i n fib r o bl a s ts (1 e ft l a n e) a n d th e t w o

diff e r e n t p r e p a r a ti o n s o f H tl H 7 n u cl e a r e x t r a c t s ( m i d dl e a n d

ri g h t l a n e s) w e r e i n c u b a t e d w i th t h e e n d -1 a b el e d 3 A 十B

放a g m e n t . O n th e sid e s of th e a u t o r a d i o g r a m ar e Sh o wn th e

P r O t ei n c o m pl e x e s c o r r e sp o n di n g t o S p l a n d u n kn 0 wn n u Cl e a r

･ f a ct o r (s) b o u n d t o th e B o x B s e q u e n c e .

の 相互 作用 を検出す る た め に
, 同領域を プ ロ

ー ブ と して D N a s e

I フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ ア ッ セ イ を 行 っ た . 対照 と し て C F 3 7

核 タ ン パ ク抽 出液 を用い た . D N a s e I で消 化さ れ た D N A 断片

の ゲ ル 電気泳動 パ タ
ー ン は

,
H u H 7 と C F 3 7 と で 差 異 を認 め な

か っ た (図2) . す な わち
,

C O L I A 2 プ ロ モ ー

タ
ー

の - 3 3 0 か ら -2 8 6

塩 基 間 ( ボ ッ ク ス A) に は 強 い タ ン パ ク 結 合領 域 が 同 定 さ

れ ,
-2 7 1 か ら -2 5 5 塩 基間 (ボ ッ ク ス B) に も弱い タ ン パ ク結 合が

認 めら れ た (岡2) .

2 . 核タ ン パ ク の 性状

E u H 7 を 用 い た プ ロ モ
ー

タ
ー

領 域 の 解析 で は
,

上述 の 如

く一 37 8 か ら- 1 8 3 塩 基間 に エ ン ハ ン サ
ー

清 仲な ら び に リ プ レ ッ サ

ー 活性 が 見㌔･lうせ な か っ た た め
,

ボ ッ ク ス 5A
,

ボ ッ ク ス 3A な ら

び に ボ ッ ク ス 3A + B を プ ロ
ー ブ と して

,
ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に

よ り結 合タ ン パ ク の 解析 を行 っ た .

H u H 7 か ら得ら れ た 核 タ ン パ ク紬Ⅲ液 と5A プ ロ ー ブ と の ゲ ル

シ フ トパ タ
ー

ン は
,

C F 3 7 を 用い て 得 ら れ た パ タ ー ン と 異な っ

て おり (図3 A) ,
Ⅲu H 7 と C F 3 7 で は

, 異 な る 核転写国子 もしく

は 異な る 修飾を 受 け た タ ン パ ク 複合体 が そ れ ぞ れ ボ ッ ク ス 5A

に結合 して い る こ と が 示唆 さ れ た . さ ら に
,

コ ラ
ー

ゲ ン 非産生

性 のJ u rk a t か ら 得 ら れ た 核タ ン パ ク は H u H 7 お よ び C F 3 7 の い

ず れ と も異 な る ゲ ル シ フ トパ タ
ー ン を 示 し た (図3A) . 末標識

5A を10 0 倍量加 える と
,

す べ て の 細胞 で核 タ ン パ ク と の 結 合が

抑制 さ れ (国3A) ,
5 A の 塩 基配列 と核 タ ン パ ク と の 結合 の 特異

性が 示され た .

次 に
,

ボ ッ ク ス 3A をプ ロ ー

ブ と し た ゲ ル シ フ ト パ タ
ー ン は

C F 3 7
,

H u H 7 お よ びJ u rk a t と も共通 の 泳動 パ タ
ー

ン を示 した
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(図3B) ･ 末標識3A の 過剰 の 添加 で タ ン パ ク と の 結合は 5A 同様

に抑制 され た .

さ ら に
,

3 A + B プ ロ
ー ブ を月] い て の 検討 で は

,
B u H 7 お よ び

c F 3 7 か ら得 ら れ た 核タ ン パ ク は S p l に 相当す る 共通の 泳動 パ

タ
け ン を 示 した が ,

ボ ッ ク ス B 結合 タ ン パ ク の ゲ ル シ フ トパ タ

_ ン に は 差異が み られ た (図4) . 同様 の 結果 は
, 複数回精製 し

た H u E 7 核 タ ン パ ク抽 出液 を 用 い て も得 ら れ た た め (固4) ,

m Ⅲ7 で検出さ れ たタ ン パ ク複 合体が C F3 7 に存在する ボ ッ ク ス B

結合タ ン パ ク の 部分的分解の 表れ で ある可能性 は否定的と考えら

れた .

】II . ラ ッ ト初 代培 養 肝細胞 に お け る C O L 1 2 A 転写調 節 と

T G Iγ一 βに 対する反 応性

H u Ⅲ7 に み られ た C O L I A 2 の 転写調 節機構が
, 肝実 質細胞に

.3 7 8
- 3 1 3 - 1 8 3 P N

T G F ･β (
-

) ( ･) ( -) ( +) ( -) ( + )

1 7 5

普遍的 なも の で あ る か
,

癌化 に伴う2 次的 な変化で ある か を明

らか にす る ため に,
ラ ッ ト初代培養肝細胞を 剛 - て C O L 1 2 A 転

写調節 と T G F -

1
ヲに 対す る 反応性 を I ,S C ク ロ ー ン で ある C FS C -

2 G と 比較検 討 し た . ヒ ト肝細 胞癌由来細胞 株B u H 7 で 得 られ

た結 果と 同様 に
,

ラ ッ ト初代培養肝細胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン した 場合,

-3 7 8 C O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 断片は1 .74 %
,

-3 13 断

片は 1 .7 6 %
,

-1 8 3 断片 は2
.
2 7 % と

,
い ず れも低い C A T 活性 を示

す と と も に
,

3 者 間の C A T 活性 に 差異を認 め なか っ た (図5) ･

こ れ に 対 して 同様 に Ⅰ 型 コ ラ
ー

ゲ ン コ
ー

ト培養皿 で培 養 し た

C FS C -2 G で は
,

-3 7 8 断片お よ び -3 1 3 断片は ･ 1 83 断片に比 べ 高 い

C A T 括性 を示 した (図6) .

T G F -

J
ヲを2 n g/ m l の 過度で培養 液に 加え た と こ ろ

･
C F S C -2 G

で は _3 7 8 C O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 断片お よ び -3 1 3 C O L I A 2 プ ロ モ ー

(

辞
)

倉
>

苛
q

ト

く

0

-3 7 8 -3 1 3 ･1 83 P N

P[a s m id s c o nt ai ni n g v ari o u s le n gt h $ O f C O L I A 2 p ro m ot er

Fi g . 5 . E ff e c t of T G F - 〃 r e a t m e n t O n C O L I A 2 tr a n s c ri pti o n i n p ri m a lγ C ult u r e of h e p at o c yt e s ･ T r a n s c ri pti o n al a c tivi ty o f diff e r e n tl e n g th s

of C O L I A 2 u p str e a m s e q u e n c e li n k e d to th e C jr r r e p o rt e r g e n e W a S d et e r mi n e d af te r t r a n sf e c ti o n i n to p ri m a r y c ul t u r e of h e p a to c y te s

u n t r e a te d (-) o r tr e a te d ( +) w ith 2 n g/ m l of T G F -

J
ヲ ･ A r e p r e s e n t ati v e C A T a s s a y 丘1 m i s sh o w n i n p a n el A ･ I n p a n el B

,
a Cti vi ty of e a c h

c o n st ru Ct W a S n O r m ali z e d a g ai n st th e c o
Tt r an Sf e c te d p S ⅧP l pl a s m id ･ n e V al u e s a r e m e a n ± S D o b tai n e d h

･

O m fi v e i n d e p e n d e n t te s ts

a n d e x p r e s s e d r el ati v e t o th a t of pS V C 〟n tr a n sf e ct a n ts (P ) ･ N S
,
n O t Si g n iB c a n t ･ N

,
n e g ati v e c o n tr ol (p B L C A n 3 ) ･ 口

,
u n t r e a te d ; ～,

T G F -

′
ヲ ーtr e a t e d ･

_3 7 8 - 3 1 3 - 1 8 3 P N

T G トβ (
-) ( + ) (-) ( +) (

-

) ( +)

･3 78 ぺ‖3 ･1 83 P N

Pla s m id $ C O ntai ni ng v a ri o u $ l e n g th s o f C O LI A 2 p ro m ot e r

Fi g . 6 . E ff e c t of T G F -

1
" e at m e n t o n C O L I A 2 tr a n s c ri pti o n i n a n L S C cl o n e ･ T r a n s c ri pti o n al a ctiv ity of th e s a m e c hi m e ri c c o n s t ru C tS

sh o w n i n Fi g . 5 w a s d e te r m i n e d af te r t r a n sf6 c d o n i n t o a n I ･ S C cl o n e
,
C F S C - 2 G

･ P l at e d o n ty p e I c oll a g e n
-

C O a t ed di s h e s a n d u n t r e a te d O

o r t r e at e d (+) w i th 2 n g/ m l of T G F -

/9 ･ A r e p r e s e n ta d v e C A T a s s a y 丘1 m i s sh o w n i n p a n el A I n p an el B
･

a C d vity o f e a c h c o n st ru C t W a S

n o r m ali z e d a g ai n s t th e c o
-tr an Sf e c t e d p S V X P l pl a s m i d ･ n e V al u e s a r e m e a n ±S D o b t ai n e d & o m si x i n d e p e n d e n t te s ts a n d e x p r e s s e d

r el a tiv e t o th at of p S V C A T 3 tr a n sf e c ta n t s (P) ･ m e a S te ri s k m e an S th at 也 e v al u e i n T G F -

β
itr e a t ed c e11 s i s si g ni丘c a n tl y hi gh e r th a n i n

u n tr e at e d tr a n sf e ct an t S . N S
,
n O t Si g nifi c a n t .

N
,
n e g ati v e c o n tr ol (p B L C J m ) ･ ロ ･

u n t r e at e d ; ■
･
T G F J P

-tr e a te d ･
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タ 一 断片の C A T 活性 の 有意な増加 を認 め た (図6) の に対 して
,

初代培 養 肝細 胞 で は
, C A T 活 性 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た

(回5) .

- 1 8 3 C O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 断片は
,

初代培 養肝 細胞お

よ び C FS C - 2 G い ずれ に お い て もT G F -

J
? に 対 して 反応 を 示 さな

か っ た (図5
,

6) .

考 察

近年の 研究 に よ り
,

L S C が 線維肝 に お ける Ⅰ 型 コ ラ
ー

ゲ ン の

主 要産生細胞 で あ る こ と
5)27 ) 2 引

,
ま た T G F -

′′ヲ が肝 の 線維 化過程

に お けるⅠ5 C の コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝 子発現 に重要な 役割を演 じて い

る こ と
洲 ト 3 封

が 次第 に 明 らか とな っ て きた .
こ れ に対 して

,
実質

細胞 で ある肝細 胞 に よ る コ ラ ー ゲ ン 産生の 生 理的お よ び 病理 的

意 義 に つ い て は
, 必 ず しも 一 致 した 見解 が 得ら れ て い な い

=-:i)

初期 の 研 究で は
, 初代培養 肝細 胞が Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン を産生す る

と 言わ れ て い た
6卜 8)

. しか し なが ら
,

こ の 所見 は コ ラ ー ゲ ン 産

生が 肝実質細胞 に混 入 し た わず かなⅠ5 C に由来す る可 能性
瑚
に

加 え
,

不適当な イ ン ビ ト ロ の 培 養条件に適合する た め の 項象 に

過ぎない の か もしれ な い
.

イ ン ビト ロ ラ ベ リ ン グ法 を用い た 以 前の 検 討 によ れ ば
,

正 常

肝お よ び線維肝 にお ける 新生 コ ラ ー

ゲ ン の 大部分は 肝実質細胞

由来 で ある と され て い た
:瑚 36)

. しか しな が ら , 最近 の 改 良 され

た 方法で は
,

こ の こ と は否 定さ れ
,

む しろⅠ5 C に由来す る こ と

が 示され て い る
:17)

. さ ら に
,

近年の 分子生物学 的手 法の 発達 に

よ り局所で の コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子 発現を検出す る こ とが 可 能 に な

っ た . 正常お よ び線維化肝 組織 にお け る コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子転写

産物が 主 に 同乗系細胞 に検 出さ れ
, 肝実質細胞で は ほと ん ど検

出 され な い か 検出 さ れ て も極め て わ ずか で あ る こ とが
一 連 の 実

験 で 明 ら か に さ れ た
5) 即 月 別: 期

. 最 近 で は
, C O L I A l

dU)

お よ び

C O L I A 2 (稲垣 ら
, 投稿 中) の プロ モ ー タ ー 遺伝子 を組み 込 ん だ

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に四塩化炭素を投 与 した 肝線椎化 モ

デ ル で
, 間莱系細胞 に の み トラ ン ス ジ

ー ン の 発現 を認め
, 肝実

質細胞 には 認め られ なか っ た こ とが 報告 され て い る .

こ れ まで 著者 ら は
,

C O L I A 2 の 基礎転写 に必須 で
,

T G F -

1
? に

よ る遺伝子発現 の 促進 に も重要な上 流領域を
,

間乗系細胞 で あ

る皮膚 線維芽細 胞
～り
お よ び LS C

lt■)

を月巨 ､ て 同定 した . しか し な

が ら
, 肝実質細胞 に おける コ ラ ー ゲ ン 遺伝子発現の 分子 生物学

的調節機構 は
, 全く解 明 され て い なか っ た . 本研究 は

, 肝 実質

細胞 と間菓系細胞 に お け る Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 遺伝子の 発現 の 相違

を規定す る調節機構を 明ら か にす る こ とを目 的 に行わ れ た .

初め に
,

ヒ ト肝細 胞癌 由来細胞株 H u H 7 に お ける C O L I A 2 転

写を解析 し た . H u H 7 は C O L I A 2 m R N A を発現する が
,

そ の 発

現量 は ヒ ト皮膚線維 芽細胞 に比 べ 極め て 少ない こ とが 示 さ れ て

い る
1=t)

. 初代培養 ヒ ト皮膚線維芽細胞 を用い た C A T ア ツ セ イ の

結果
17)

と は異 なり ,
-3 .5 C O L I A 2 / C A T の 転写活性 はS V 4 0 プ ロ モ

ー タ ー 連結 C A T プ ラ ス ミ ドの 活性の 4 % 以 下と 低値 で あ っ た .

C O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー の - 3 1 3 か ら + 5 8 塩 基間の 領域 は
, 初代培

養 ヒ ト皮膚線維芽細 胞
9) 11)

Ⅰ5 C
l q)

と い っ た 間葉系細 胞に お ける

C O L I A 2 転写 に必 須で あり
, 高 い エ ン ハ ンサ

ー

活性 を有す る こ

と が示 さ れ て い る . こ の うち-3 13 か ら 一1 8 3 塩基 間を欠損す る と
,

こ れ ら 閉業系細胞 に お け る C O L I A 2 転写活性 は著 明 に 低下 す

る
9)

､ 1 1 )
. C O L I A 2 の 上 流領 域を種 々 の 長さ に 切断 し た･ 一 連 の

C A T 遺伝子連結 プ ラ ス ミ ドを用 い て検討 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン ア ツ セ イ の結 果, H u H 7 に お い て は -3 1 3 か ら- 1 8 3 塩基 間の

強 い エ ン ハ ンサ ー 活性 が 欠如 して お り, 間葉系細胞を用 い て得

られ た 結果 と は明 ら か に異 なる もの で あ っ た . さ ら に 問葉系細

胞 に み ら れ た リ プ レ ッ サ
ー

の 結 合 部位
… )

,
す な わ ち- 3 7 8 か

ら -3 1 3 塩基 間を 欠失 し て も
,

H u H 7 細胞 に お け る C O L I A 2 の 転

写晴性に は 変化を認め なか っ た .

次い で
,

こ れ ら H u H 7 にお ける C O L I A 2 プ ロ モ ー

タ
ー

活性測

定 の 結果が , 単に 肝細胞 の 癌化 に伴う2 次 的な現象を示 して い

る可 能性を否定す る た め に
,

ラ ッ ト初代培養肝細胞を用 い て同

様 に C O L I A 2 転 写 を 解析 し た . ラ ッ ト 初代 培 養 肝細 胞 へ

C O L I A 2 プ ロ モ
ー

タ
ー

断 片を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した と こ

ろ
,

H u f叩 で 得 ら れ た 結果 と
→ 致 し て -3 1 3 か ら -1 8 3 塩基間の エ

ン ハ ン サ
ー

活性 お よ び 一 犯0 か ら- 2 9 7 塩基 間の リ プ レ ッ サ ー 活性

が 欠如 して い た . さ ら に重要な こ と は
, 間葉系細胞 と は 異なり,

肝実 質細 胞で は T G F - β添加 に よ る C O L I A 2 転写 の 促 進を認め

なか っ た . 今 回の 実験 に供 した 初代培養 にお ける肝 実質細胞の

比 率 は9 5 % 以 上 で あ る が , それ で も混 入 し た 少 数の LS C が

T G F ･

ノ
ラ に反応する 可能性も考慮す べ きで あ る . Ⅰ5 C の 混入 は肝

細胞を用 い た 実験結 果を過 小評価す る 可 能性 が考 え ら れ るが
,

そ れ に もか か わ ら ず
, 初代培養細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ンさ

れ た C O L I A 2 プ ロ モ ー

タ
ー

断片 は T G F -

/? に反応 を示 さなか っ

た . した が っ て
,
肝 実質細胞 と 閉幕系細胞 で は C O L I A 2 転写機

構 の 調節 は異な っ て い るも の と考 えら れ た .

以 上 の C O L I A 2 プ ロ モ ー タ ー 領域の 転写活性 の 解 析と 並行 し

て
, 各種細胞 の 核 タ ン パ ク 抽出液を用 い て

,
C O L I A 2 プ ロ モ ー

タ
ー

領域 に結 合す る タ ン パ ク の 性状 に つ い て 検討 し た . C F 3 7

の 核 タ ン パ ク抽 出物を用 い た詳細 な検討 によ り
,

ボ ッ ク ス A は

さ ら に 2 つ の 互 い に 重複 す る 亜 領 域
,

ボ ッ ク ス 5 A ( -3 3 0 か

ら - 2 97 塩 基間) と ボ ッ ク ス 3A ( -3 1 3 か ら- 2 8 6 塩基間) か ら構成さ

れ る こ とが 明 ら か に され て い る
机

. c F 3 7 に お い て は
,

ボ ッ ク ス

5 A は未 知の リ プ レ ッ サ
ー タ ン パ ク 結合部 位で あり

,
･ 一 方

,
ボ

ッ ク ス 3 A は 普遍 的 な核 転写 因子 で あ るS p l と結 合す る こ と が

示さ れ だ
り

. さ ら に
, 未知 の 核転写因 子が ボ ッ ク ス B に結合 し

,

S p l と の 相互 作用 に よ り
,

C O L I A 2 遺伝 子発現 にお ける 基礎 転

写と T G F -

′
ヲ に よ る転 写促進 の 媒 介に 重要で あ る こ とが 見い だ

さ れ て い る
さり

. D N a s e I フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グ ア ツ セ イ に お い

て
,

Ⅲu H 7 お よ び C F 3 7 の 核 タ ン パ ク抽 出液は -3 7 8 か ら- 1 8 3 塩基

間で 同様 の タ ン パ ク 結合 バ ク ← ン示 し た . … ･ ガ
,

ゲ ル シ フ トア

ツ セ イで は
,

ボ ッ ク ス 3 A に 結合する タ ン パ ク 複合体は
,

C F 3 7
,

H u H 7 お よ びJ u r k a t と も共通で
,
S pl と の 結 合を示 し て い る も

の と 考えら れ た
"
の に 対 して

,
ボ ッ ク ス 5 A お よ びボ ッ ク ス B に

結合する タ ン パ ク 複合体 は い ず れ も異 な る 泳動 パ タ
ー ン をホ し

た . しか も
,

ヒ トT 細胞性 白血病由来細胞株 か ら の 核タ ン パ ク

抽出液と 5A プ ロ
ー

ブ との 結 合パ タ
ー ン は ⅢuI i 7 お よ び C F 3 7 の

い ずれ と も異 な っ て い た .
こ の ボ ッ ク ス 5A 結 合タ ン パ ク 複合

体ほ
,
組 織も しく は細胞種特異性 を示す こ と が 明 らか と な っ て

お り
1(I)

, 各種 ヒ ト細 胞 を 用 い た 本研究 に お い て も ボ ッ ク ス 5 A

結合タ ン パ ク の 細胞 特異性 が 明 らか と な っ た .

以 上 より ,
ボ ッ ク ス 5A お よ び ボ ッ ク ス B 結 合タ ン パ ク の 細

胞特異的修飾 が こ れ ら の 領域 に 存在する リ プ レ ッ サ
ー

活性や エ

ン ハ ン サ
ー 活性を不括化 し

,
実 質細胞 と 間葉系細胞 にお けるⅠ

型 コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子 の 発現 の 差 異の
一 因に な っ て い る可 能性が

考えら れ た .

結 論

ヒ ト肝 細胞痛 由来細 胞株 H u E 7 お よ び ラ ッ ト初代 培養肝細胞

.

･

∵

..
∵

.
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･

∵
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∵
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コ ラ
ー

ゲ ン 遺伝子転写 にお ける細 胞特 異的調節機構

を用 い て
,

プ ロ α2 ( Ⅰ) コ ラ ー ゲ ン 遺伝子 の 転 写調 節機構 を解

析し,
以 下 の 結論を得た ･

1 .
C O L I A 2 の プ ロ モ ー タ

ー 領域 を種 々 の 長さ に切 断 しC A T

遺伝子 に連結 し た プ ラ ス ミ ドを ヒ ト肝細胞痛 由来細胞株 H u 耶

に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した結 果
,

-3 7 8 か ら 一1 8 3 塩 基間の エ ン

ハ ン サ
ー 活性 や -3 3 0 か ら - 2 9 7 領域 に局在 する リ プ レ ツ サ

ー 晴性

は認め られ なか っ た .

2 .
H u E 7 お よ び ヒ ト胎児皮膚 由来線 維芽細 胞C F3 7 か ら得

られ た 核 タ ン パ ク 抽 出液 を 用 い た ゲ ル シ フ トア ツ セ イで は
,

T b R E お よ び そ の 近傍 の 負の シ ス エ レ メ ン ト に結合す る タ ン パ

ク複合体は い ずれ も異な る泳動 パ タ
ー ン を示 し た ･

3 . ラ ッ ト初代培養肝細胞 にC O L I A 2 上 流領域 を ト ラ ン ス フ

ェ ク シ ョ ン した 結果,

- 3 1 3 か ら -1 8 3 塩 基間の エ ン ハ ン サ
ー 活性

が 欠如 し
,

T G F -

′
ヲ刺 激に 対す る転 写活性 の 克進 も認 め られ な

か っ た .

以 上 の 実験結 果か ら
,

肝実 質細胞 と 間葉 系細胞 に お い て は

c o L I A 2 の 分子生 物学的な転写調節機構 が 異なる こ と
,

また 肝

実 質椰月包にお ける C O L I A 2 の 発現 の 相対 的低下 とT G F -

j? に対

する 反 応性 の 欠如が , 少 なく と も一一

部 に は
,

T b R E を含む プ ロ

モ
ー タ ー 領域 に結 合す る核 タ ン パ ク の 細 胞特 異的修飾 に基づ く

可能性 が考 えら れ た .
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m a m m ali a n c ell s . M oI C ell B i o1 7 : 7 2 5 - 7 3 7
,
19 8 7

2 4) M o r ri s G F
,
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C O n 廿ib u ti o n of h e p at o c yt e s t o c o ll a g e n p r o d u c ti o n i n n o r m al a n d

e ar l y 丘b r o ti c r a tli v e r s . H e p at ol o g y 1 4 : 3 6 1 -3 6 7
,
1 9 9 1

3 8) M il an i S
,
H e rb s t H

,
S c h u p p a n D

,
S u r r e n ti C

,
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