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核因子 - 1 ( N F l) 類似因子 の 補体 C 4 遺伝子 の

転写活性に お ける役割

金沢大学が ん研 究所 免疫生物部 (主任 : 高橋守信教授)

莫 如 然

マ ウ ス F M 系統 の C4 と Sl p 遺伝子は t
95 % 以上 の 塩基相同性を示す高度 に 保存 され た プ ロ モ ー

タ
ー

を 持つ
. しか し

C4 遺伝子 は恒常的 に
,
S I p 遺伝子 は男性ホ ル モ ン 依存 的に 発現す る . H e p G 2 細胞を 用い た 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 n i c ol a c e tyltr a n sf e r a s e
,
C A T ) ア ッ セ イ の 結果か ら, 男性 ホ ル モ ン で 刺激 しな い 場合 の C 4 と

Sl p 遺伝子の 転写活性の 違 い は
, 転写開始点上 流( - 3 8 0) と転 写開始点 の 間の 領域 に よ っ て規定 され て い る事を 示 して きた . 本

研究 は こ の 領域を 更に 限定す るた め に
,

C 4 と Sl p の プ ロ モ ー タ
ー

5
'

欠失や 中間欠失を 行 い
, 転写括性の 違い は

, 主 に - 1 0 9 と

-

7 3 の 間で 決定 され て い る事 を明 らか に した . 更 に
,

C 4 遺 伝子 の
-

1 0 7 か ら
-

9 4 ま で に ある
, 核 因 子-1 ( n u c le a r f a c t o r l

,

N F l) の 結合 の コ ン セ ン サ ス 配列を見 い 出し ,
ゲ ル シ フ ト法 と メ テ レ ー シ ョ ソ 阻害実験に よ り

,
こ の 配列 に H e p G 2 核 因子 が特

異 的に結合す る事を 検出 した . S l p プ ロ モ ー タ ー ほ こ の コ ン セ ン サ ス 配列中
,

一 一 塩 基置換を 持 ち
,

N F l 類似 田子 と 結 合 し な

か っ た . 試験管 内(i n vil r o) 変異法で
,
C 4 プ ロ モ ー タ ー の 対応す る配列中の 1 ケ 所 を Sl p 塾に 置き換 え る と ,

C A T ア ッ セ イ

で 調べ た転写活性 は Sl p と同 レ ベ ル まで に 低下 した , 他方 ,
S l p プ ロ モ ー タ ー の 対応す る配列中の 1 ケ 所を C 4 塾 に 置き換え

る と
, 転写括性 は

一

部上 昇 した . こ れらの 結果 か ら
, 男性 ホ ル モ ン の な い 場合 の

!
C 4 と Sl p プ ロ モ ー タ ー 転写活性 の 差 ほ

,

N F l 類似因子と の 結合の 有無 に よ っ て 規定 されて い る と結論 され た .

K e y w o rd s th e f o u r t h c o m p o n e n t of c o m p le m e n t ( C 4) ,
S e X

-1i m it e d p r ot e i n (S lp) ,
N F l -1ik e

n u cle a r f a ct o r
,
N F ･ k B -1ik e n u cle a r f a c t or

,
t r a n S C ri p tio n al a c ti vit y

補体第四成 分( C 4) は
, 古典経路 C 3 転換酵素 の 成分 と して

,

補体 の 活性化に 中心 的役割 を演 じてい る
-)

.
C 4 遺伝 子は

,
ヒ ト

と マ ウ ス で 共 に 重 複 して 存在 し
, 主要組織 適合 抗 原 複 合 体

( M H C) の ク ラ ス Ⅲ領域に コ ー ドされ て い る
2)3)

. 2 つ の C 4 遺伝

子は
,

C 4 A と C 4 B と 呼ばれ る
,

わずか に 生理 活性 の 異な る蛋

白質を コ ー ド してお り
, 恒常的に 発現 してい る .

マ ウス で ほ 重

複 した C 4 遺伝 子の
一

方だけが
, 溶血 活性を持 つ C 4 蛋白質を

コ
ー

ド し
,
や は り

, 恒常的に 発現 して い る
4)
が

,
もう 一 方 の 遺伝

子 産物 は
,
特定 の マ ウ ス 系統の 成 熟 した雄だ け に 男性ホ ル モ ン

依存的に 発現 され , 性制限蛋白質 (Sl p) と 言われ て い る . 本 研

究ほ ヒ ト肝癌 由来 の H e p G 2 細 胞を 用い て
,

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 ni c ol a c e t yltr a-

n sf e r a s e
,
C A T ) ア ッ

セ イ を 行う事に よ っ て C 4 と Sl p 遺伝子 プ

ロ モ ー タ ー 領域 を解析 した . そ の 結果, 転写開始点 とそ の 上 流

-

3 8 0 塩基対(b a s e p a.i r , b p) 間の 領域 が
,
男性 ホ ル モ ン の な い 場

合 , 強い C 4 プ ロ モ ー タ ー 活性 と極弱い Sl p プ ロ モ ー タ ー 活性

とい う違 い を 決め る領域 で ある事が 判明 した
5J8)

. ま た C 4 プ ロ

モ ー タ ー

上 流 q2 0 0 b p 部 位 核 国 子 k B ( n u cl e a r f a c t o r k B
,

N F ･ k B) 類似 因子 部位結合を 報告 して きた
7)

. S l p プ ロ モ ー タ ー

の 対応す る部位 へ の 同因子の 結合 ほ
,

ヌ ク レ オ チ ド欠失 と置換

が起 こ っ て い るた め認め られな か っ た . こ れら の 結果 は
,

C 4

プ ロ モ ー

タ
ー

活性 が発現す るの に こ の 結合部位 が重要 で ある事

を示 唆 した が
,
試験 管内(i乃 U か 0) 変異法で

!
C 4 遺伝子 の こ の

結合部位を 壊 しても , プ ロ モ ー タ ー 活性 の 減少 はわ ず か しか 起

こ ら な か っ た (Z . M . H u a n g ら , 未発 表) . 本 研 究 ほ C4 と

Slp プ ロ モ ー タ ー 活性を 決定す る
,

プ ロ モ ー タ ー

上 流 -

1 0 9 か ら

一

7 3 ま で の 部位に 転 写制 御領 域を 特定 した . 更 に
,

プ ロ モ
ー

タ ー 上 流
-

1 0 0 b p 付近 に N F l コ ン セ ン サ ス 配列に 非常に 類似

した H e p G 2 核因子 の C 4 特異結合部位を 見い 出 し
,

こ の 結合

部位が C 4 と SI p 遺伝 子の 間に見 られ る
,
異な る発現様式の 主

要な決定部位 で ある 事を 示 した .

材料 お よび 方法

Ⅰ . 材 料

制限酵素 ,
ク レ ノ ー フ ラ グ メ ソ ト ラ イ グ ー シ ョ ン キ ッ ト ほ

宝酒造 (京都) か ら
, 【a

-

3 2

P ] d C T P と [
1 4

C】 ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー

ル は ア マ ー シ ャ ム ( R a d i o c h e m i c al C e n t e r , B u c k i n g h a m s h ir e
,

U K ) か ら ,
P ol y dI - d C は P h a r m a ci a

. ( U p p s al a ,
,
S w e d e n) か ら

婦人 した .

Ⅰ . プラ ス ミ ドの 摸築

プ ラ ス ミ ト の 収率 と純度を 高め るた め
,

ま た プ ラ ス ミ ド調製

中の 不純物混入 か ら来 る C A T ア ッ セ イ へ の 障害 を避 ける 目的

で , C A T 遺 伝 子は p G E M ベ ク タ
ー

に サ ブ ク ロ
ー

ン した .

C A T の 全 コ ー

ド領域を 含む , p S V O
8) か ら Hi n d Ⅲ/ B a m H I に

平成 7 年1 1 月24 日受付, 平成 8 年 1 月1 8 日 受理

A b b r e vi atio n s : b p ,
b a s e p ai r ; C A T

,
Chl o r a m p h e ni云ol a c et ylt r a n sf er a s e ; C T F

,
C C A A T - bi n di n g t r an S C rip ti o n

f a ct o r ; H M G C o A
,
h y d r o x y

- 3 - m e t h yl gl u t a r yl
-

C O e n zy m e A ; L T R
,
lo n g t e r m i n al r e p e a t ; N F l

,
n u Cl e a r f a c t o r l



N F l よ る C 4 と Slp の 転写制御

よ っ て切 り出 した 1 ･5 k b 断片を ク レ ノ ー

酵 素で 末端 処理後 ,

p G E M 4 ベ ク タ ー の ポ リ リ ン カ ー 部位 の Xb aI サ イ ト を用い て
,

プ ロ モ ー タ ー

断片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した
.

C 4 と Slp 遺 伝

子
5)
A v aI (-1 0 0 6)/ B a m H I ( + 4 5) 断片を 切 り出 し

,
ク レ ノ ー

酵素

で 処理 後 , p G E M C A T の Ⅹb aI リ ン カ ー 部位に 導入 し
, 各 々

p C l O O 6 C A T と p S 1 0 06 C A T と名付け た . p C l O O6 C A T 5
'

末端

を B a131 で
-

6 9 4 と - 4 77 ま で削 り , p C 6 9 4 C A T と p C 4 7 7 C A T

を 得た . 同様 に し て
, p C l O O 6 C A T か ら ,

B a1 31 処 理 に よ り

p S 7 4 3 C A T と p S 4 66 C A T を 作 製 し た . p C 1 3 5 C A T と

p C l O 9 C A T は P C R に よ り ,
5

'

末端 に Ⅹb aI サ イ トを持 つ プ ラ

イ マ ー を 用い て 合成 した . C 4 と Slp プ ロ モ ー

タ ー の ア ン チ セ

ン ス プ ラ イ マ ー ほ G C T C T A G A C A G G A A A G G T C A G A C C TT

G T C T G と G C T C T A G A C A G G A G A G G T C A A C C T G T C T G -

G で ,
これ らの 配列ほ B a m H I サ イ ト ( + 4 5) 5

▲

近傍 の 配列と 対

応す る . p C 1 3 5 C A T と p S 1 3 5 C A T の セ ン ス プ ラ イ マ ー

は

G C T C T A G A C C C T G G T G T T T G G G T T G C C T で
, p C l O 9 C A -

T と p S l O 9 C A T の セ ン ス プ ラ イ マ ー

ほ 各 々 G C T C T A G A C T C

T G G C C T A G G G C C A G T T C T と G C T C T A G A C T G G G C C T A-

G G A C C A G A T C T で ある . p C 7 2 C A T と p S 7 2 C A T の 作製 ほ
▲

C 4 と SI p 遺 伝 子 の P m a ,C I (
-

7 2)/ B a m H I ( + 45) 断 片 を

p G E M ベ ク タ ー の X b aI リ ン カ ー

を 用 い て
,
X b aI サ イ ト に サ ブ

ク ロ ー ン 化 した . p C l OO 6 C A T の 中間部欠失変異ほ
, 制限酵素

と ク レ ノ ー

酵素を 用い て
, 平滑末端 ラ イ ゲ

ー シ ョ ン を 行 っ て 作

製 した ･ した が っ て
, p C d N R C A T は N s p 7 5 2 4Ⅰ( - 2 8 9)/ R s aI

( - 1 9 0) 部位の 欠失 を持 ち
, p C d N P C A T ほ N s p7 5 2 4Ⅰ( - 2 8 9)/

P m a CI ( - 7 2) 部 位 の 欠失 を 持 つ
. N s p 7 5 2 4Ⅰ( - 2 8 9)/ P m a CI

(
-

7 2) 断片ほ各 々 p C l O O 6 C A T と p S l O O 6 C A T と の 間で 交換 を

行 っ て
, p C S N P C A T と p S C N P C A T 得 た . p C l O O 6 C A T と

P S l O O 6 C A T の 試験管内(i n v it r o) 変異法ほ ‥ 点突然変異を持 つ

プ ラ イ マ ー

を 用い て
,
P C R 増幅を 行 っ た . C 4 と SIp で 差が見

られ る
,

N F l コ ン セ ン サ ス 配列中の 1 ヌ ク レ オ チ ド部位 は よ

p C l O O6 C A T と p S l O O 6 C A T の 間で 互 い に 別の 塾に 変換 した .

全ての ライ グ ー

シ ョ ソ 部位 と P C R 増幅断片は チ ェ ソ タ ー ミ ネ

シ ョ ン 法
8)

で配列を 決定 し
, 予期 しな い ヌ ク レ オ チ ド欠失 や 挿

入
, 置換 の な い 事を 確認 した .

Ⅲ ･ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー

ゼ

(C A T ) ア ッ セ イ

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (C A T )

ア ッ セ イ ほ H e p G 2 細胞 へ の 一 過性 D N A 導入 系
5)
を 用 い て 行 っ

た ･ 1 0
8

個細胞を径 60- m m の デ イ シ
ュ

に 播種 し
,
翌日

, 燐酸 カ

ル シ
ュ ウ ム 法を 用 い て

,
2 0 p g D N A を 導 入 した . グ リ セ ロ ル

シ ョ ッ ク ほ
t
D N A 導入 後,

4 時間 目に 行 っ た . 2 日後 , 細胞を

回収 して
t
C A T ア ヅ セ イ を行 っ た .

ス ポ ッ トの 放 射活性 の 定

量は Bi o
-i m a g e ア ナ ラ イ ザ ー B A l O O (富士 フ

ィ
ル ム

, 東京) を

使 っ て行 っ た .

Ⅳ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ
10)

C 4 プ ロ モ ー

タ
ー

の プ ロ ー ブ ( -

1 0 9 か ら
-

7 3 ま で) は
t

p C l O 9 C A T を挿入 部上 流の ベ ク タ ー の ポ リ リ ン カ ー 域 に あ る

A v aI サ イ ト で 切 っ て 線状 化 して
,

ク レ ノ ー 酵素 で 標識 し
,

P m a C I で 消化 して作製 した . p S l O 9 C A T か ら切 り出 した 対応

す る Sl p 遺伝子断片を
,

コ ン ペ チ タ ー

と して用 い た .

Ⅴ - メチ レ
ー

シ ョ ン阻審美験 の 解析
-〉

ゲル シ フ ト実験 で用 い た の と 同 じプ ロ ー ブを 用い て非 コ ー

ド

鎖の メ テ レ ー シ ョ ン 阻害実験 を行 っ た .
コ ー ド鎖の プ ロ ー

ブ と

13 7

して
, P C l O 9 C A T を P m a C I と Hi n c Ⅱ で 酵素消化 乳 C 4 遺

伝子の
-

7 2 か ら+ 4 5 まで の 領域を 欠失 した D N A を調製 した .

セ ル フ ライ グ ー シ
ョ ン 後 ,

-

1 0 9 か ら
-

7 2 ま で の 断片 は
, 挿 入

部下流の ベ ク タ
ー

側 ポ リ リ ン カ ー 域 に ある Hi n d Ⅲ サ イ ト で

切 っ て 線状化 して
,

ク レノ ー 酵素で標 識 し, 更に
,
E c o R l で 切

り 出 した ･ プ ロ ー

ブ を 部分的 メ チ ル 化後 , 迅 速 法1 2)
で 得 た

H e p G 2 核抽出物 と混合 反応 さ せ た , D N A 一蛋 白質複合体 と フ

リ ー の プ ロ
ー

ブほ
,

ゲ ル 電気泳動法で 分軌 ピ ペ リ ジ ン で分解

後 ,
8 % 変性ゲ ル で解析 した .

成 績

Ⅰ . C 4
,
S l p 遺伝子転写調節領域 の 同定 と解析

本研究室の 以前 の 研 好
)
で

,
C 4 と Slp 遺伝子

13)
の 転写括性の

差異は
, 各遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 近位 部 -

38 0 か ら転写 開始 点

ま で の 領域 で 決ま る事を示 して きた (図1 ) . N F
･

K B 類似 へ パ

ト
ー

マ 核因子の 結合 サ イ t ほ Slp に ほなく ,
C 4 遺伝子の

-

2 0 0

部位( -

2 0 4 か ら - 1 9 ほ で) に の み存在 した
7}

. これ らの 結果 か

ら ,
こ の 結合サ イ トは C 4 遺伝 子の プ ロ モ ー タ ー 活性に 重要 で

ある事 が示 唆された . しか し
,

こ の 結合サ イ ト を 試験管 内 (玩

りか 0) 変異法で 破壊 して も
, そ の プ ロ モ ー タ ー 活性 に ほん の わ

ずか しか 影響 が見 られ なか っ た (Z . M . H u a n g ら , 未発表) .
こ

の 結果を 踏ま え て
一 本研究で は ▲

C 4 と Sl p 両遺伝子の 転写差異

を与 え る調節領域を 探索 す る事 に し た . 図 2 に 示すよ うに
,

Sl p プ ロ モ ー

タ
ー

ほ , 5
'

末端 - 1 00 6 か ら
-

72 ま での 六 種類違 う

長さ の 断片を 欠失 す ると , 定 常的 に 低活性 (16 - 2 0 % ア セ チ

レ
ー シ

ョ
ン) を 示 した .

一 方
,

C 4 プ ロ モ ー タ ー

ほ ▲
5

'

末 端
-

1 0 0 6 か ら
-

1 0 9 まで の 部位を 欠失 して も活性 は変わ らず ,
S】p

プ ロ モ
ー

タ
ー

よ り 3 - 4 倍高い 悟性 を示 した . しか し
, - - 72 部

位ま で 更に 欠失す ると
,
S Ip よ り低い プ ロ モ ー タ ー

活性 に なる .

こ の 事ほ
,
C 4 の -

1 0 9 か ら
-

72 ま で の 領域が高 い プ ロ モ ー

タ ー

活性 に 重要で ある事を示 して い る . こ の 結論ほ
, 図 3 に 示 すよ

うな
,
C 4 プ ロ モ ー タ ー の 内部欠失 に よ り

,
また C4 と SIp プ

ロ モ ー

タ
ー

の
一

部を 交換す る事に よ り確認され た . 核 因子 k B
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a n d S lp g e n e s . T h e n u c l e o tid e s e q u e n c e of th e C 4

p r o m o te r of F M str ai n m o u s e i s p r e s e n t e d . T h e S lp
S e q u e n C e is sh o w n b el o w th e C 4 s e q u e n c e o nly a t

p o siti o n s w h e r e th e C 4 a n d S lp s e q u e n c e s di s a g r e e . + 1

$ h o w s th e tr a n s c ri p ti o n a ,1 in iti a ti o n sit e
咽

,
a n d n u cl e o tid e

n u m b e r s of th e C 4 s e q u e n c e a r e p r e s e n t e d . C o n s e n s u s

S e q u e n C e S f o r N F ･ k B a n d N F l a r e sh o w n b y s h a di n g .

R e stri c ti o n e n z y rn e Site s u s e d f o r p la s m i d c o n s tr u c ti o n a r e

s h o w n .



1 3 8

(N F ･ k B ) 類似周 子の 結合サ イ トを 含 む ,
C 4 プ ロ モ ー タ

ー の

N s p 7 5 2 4Ⅰ(
- 2 8 9)/ R s al ( - 1 90) 内部 欠 失 ほ ( 図 2 の P C d N R -

C A T ) 1
プ ロ モ ー タ ー 活性を ほ ん の わ ずか しか 低下 さ せ な い ･

しか し , 大きな 欠失 を含 む N s p 7 5 2 4I ( - 2 8 9)/ P m a C I ( - 7 2) の

場合 (囲2 の p C d N P C A T ) ,
プ ロ モ ー タ

ー 活性は 非常 に 低い レ

ベ ル に ま で低下 した .
こ れ らの 結果 よ り ,

-

1 8 8 か ら
-

7 3 ま で

の 間の 領域 ほ高 い プ ロ モ ー タ
ー

活性 に 必 要な シ ス 作動性酉己列を

含 む 事 を 示 し て い る . 図 3 で も 示 す よ う に
, p C S N P C A T

( p C l O O6 C A T の N s p7 5 2 4Ⅰ 卜 289)/ P m a C I ( - 7 2) 断 片 を

p s l O O 6 C A T の 対応す る断片 と交換 したも の) の プ ロ モ ー タ
~

活性が ほ と ん ど認め られ な い 事か ら ,

-

2 8 9 か ら
- 7 3 ま で の 間

の 領域は
I

C 4 と Sl p 転写活性に 逢い を与 え る主要決定部 で あ
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d e ri v e d f r o m th e C 4 a n d Sl p p r o m o t e r s a r e s h o w n b y a
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F i g ･ 3 ･ M a p p l n g Of th e tr a n s c ri p tio n al c o n tr ol r e g 1 0 n b y

d el e ti o n a n d e x c h a n g e of th e i n t e r n al f r a g m e n t s ･ P r o m o,

t e r f r a g m e n t s a s s a y e d f o r C A T a c ti vit y a r e s c h e m a ti c ally

r e p r e s e n t e d a s d e s c rib e d i n th e l e g e n d t o F i g ･ 2 ･ W hit e

r e gi o n s i n p C d N R C A T a n d p C d N P C A T s h o w th e in t e r n al

d el e ti o n . p C S N P C A T a n d p S C N P C A T w e r e o b t ai n e d aft e r

e x c h a n g ed th e N s p 7 5 2 4Ⅰ 卜 28
.

g)/ P m a C I ( - 7 3) f r a g m e n t s

of th e p C l O O 6 C A T a n d p S l O O 6 C A T t o e a c h o th e r b y

s u b cl o n in g . R e s tri c ti o n e n z y m e sit e s u s e d f o r pl a s m id

c o n s tr u c ti o n a r e s h o w n a b o v e th e p C l O O6 C A T .

る事を示 して い る .

1 .
C 4 プ ロ モ ー

タ
ー 領域 へ の H e p G 2 核因子の 結合

上 に 述べ た結果か ら
,
C 4 遺伝子 の - 1 0 9 か ら

-

7 3 ま で の 領

域 ほ
I
S Ip 遺伝 子 に な い ような 転写因子の 結 合部位 を含 ん で い

る 可能性が 考え られ た . こ の 領域中可 能な 結合サ イ トを探索す

るた め に
,
C 4 遺伝子の - 1 09 か ら- 73 ま での 断片を プ ロ

ー

ブ と

し て
,

ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た ･ 図 4 に 示 す 様 に
,

H e p G 2 核抽 出物 を 用 い て , 泳動 の 遅れ た バ ン ドを 検 出 し た

( レ ー

ン 2 ) . これ らの バ ン ドは C 4 断片自身で 競合阻 害 され る

が ( レ ー ン 3
,

4 ) , 対応す る Sl p 断片で ほ競 合阻害 が見 られ な

か っ た ( レ
ー

ン 5
,

6 ) . こ の 事か ら
,

バ ン ドは 配列特 有の 結合

を示 して い る事が 示 唆さ れ た .
C 4 遺伝子 の - 1 0 9 か ら

-

7 3 まで

断片中の 配列を 調 べ て 見 ると I
C 4 遺伝子 の 一 1 0 7 か ら

-

94 ま で

の 領域に核 因子 N F l 結 合に 必要な コ ン セ ン サ ス 配列
1 4)

が存在

してい た . S lp 遺伝子 の 対応す る領域に ほ塩基置換 が あるの で
,

こ の 事か ら ,
C 4 特異結合 に こ の 部位が 関係 して い る 事が 示 唆

された . そ こ で
,
C 4 遺伝子の N F l 部位を 含む オ リ ゴ ヌ ク リオ

チ ドと Sl p 遺伝子の 対応する配列 を合成 して
▲

コ ン ペ チ タ ー

と

して 競合実験を 行 っ た . 図4 で 示 した よう に
,

C 4 オ リ ゴ ヌ ク

リ オ チ ド (
-

1 0 9 か ら
- 8 7 ま で) は

1 遅延す る全て の バ ン ドを強

く競合阻害 した が ( レ ー

ン 7 ) , 対応す る Sl p オ リ ゴ ヌ ク リオ チ

ドは ほ とん ど競合阻害 しなか っ た ( レ
ー

ン 8 ) . こ れ ら の 結果か

ら,
C 4 遺伝子の

-

1 09 か ら
-

7 3 ま で断片中の 結合部位 は N F l

コ ン セ ン サ ス 配列と 高い 類似 性 が 示唆 さ れ た .
こ の C 4 プ ロ

モ ー タ ー に 見 られ る N F l 頼似 コ ン セ ン サ ス 配列 は ,
パ リ ン ド

ロ ム 配列 で ある .

パ リ ソ ドロ ム 配列は しば しば ,
N F l 田子 結合

L a n e

H e p G 2 e x tr a c t

C o m p e tit o r
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F i g . 4 . B i n d i n g o f a H e p G 2 n u cl e a r f a c t o r t o th e t r a n s c rip
-

ti o n al c o n tr ol r e gi o n of th e C 4 p r o m o t e r . A p r ob e w a s th e

- 1 0 9 t o
-

7 3 f r a g m e n t of th e C 4 p r o m o t e r l a b el e d b y

K l e n o w f r a g m e n t . C o m p e tit o r s w e r e C 4 F ,
th e s a m e

f r a g m e n t a s th e p r o b e ; Sl p F , th e c o r r e s p o n di n g S lp

f r a g m e n t ; C 4 0
,

Oli g o n u cl e o tid e r e p r e s e n tin g N F I c o n s e n s~

u s s e q u e n c e of th e C 4 p r o m o t e r ; Sl p O
,
th e c o r r e s p o n di n g

S l p oli g o n u cl e o tid e ･ A rr o w s F
,
B l a n d B 2 in di c a t e f r e e

p r o b e
,
f a s t m o v l n g C O m pl e x b a n d a n d sl o w m o v i n g b a n d

･

r e s p e c ti v ely .



N F l よ る C4 と Sl p の 転写制御

配列
14 ト 17) に 見 られ る と い う理 由か ら,

ア デ ノ ウ イ ル ス
柑)

よ
ハ ム

ス タ
r 由来 の ヘ キ サ メ チ レ ン グ ア ニ ン 補 酵 素 (h y d r o x y- 3 -

m e th yl gl u t a r yl- C O e n Z y m e A
,
H M G C o A )

19)

,
と ヒ トア ル ブ ミ ン 遺

伝子
20)

の 三 種の N F l 結合部位を 含む オ リ ゴ ヌ ク リ オ チ ドを用

い て
,

ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た .
H e p G 2 核抽 出因子を 用い

て
,
N F l 類似配列 へ の

, 三 種の オ リ ゴ ヌ ク リオ チ ドの 競合実験

を 行 っ た 結果, 図5 で示すよ うに
,

これ ら の オ リ ゴ ヌ ク リオ チ

ド全てが
,
C 4 断片自身 の 場合と 同様に

, 特異バ ン ド の 全 て を

競合よ り完全に 消失 させ た .

Ⅲ . メチ レ
ー

シ ョ ン阻害実験に よ る結合部位の 解析

結合部位の 特定の た め に
,

メ テ レ ー シ ョ ン 阻害実験に よ る解

析 を 行 っ た ( 図 6 ) . 矢 と 点の 位 置 で 示 す様 に
,

コ ー ド鎖 の

-

1 0 5 ,

- 1 0 4
,

と
-

9 7 位 の 3 ケ 所 の G 残基 と非 コ
ー

ド鎖 の

- 1 0 3
,

-

9 6
,

-

9 5 位の 3 ケ 所 の G 残基の メ チ ル 化が 結 合を 阻

害 した . 非 コ
ー

ド鎖の 場合は , ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 検出で き

た 2 本の バ ン ド( 図4 と 図 5 の Bl と B 2) を 別 々 に 解析 した

(Bl の デ
ー タ ー は示 さな か っ た) . これ らの 場合 ,

メ テ レ
ー シ ョ

ソ 阻害実験の パ タ ー

ン に 何 らの 差 異 が 認 め られ なか っ た 事 か

ら ,
B l と B2 の 複合物中の N F l 類似 国子の 結合部位 ほ同

一

で

あ る事 が示唆され た .
メ チ レ

ー

シ ョ ン 阻害実験の 解析 から推定

H e p 6 2 e 黒t r 8 C t
-
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漣
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S a m e a s u s e d i n F i g . 4 . C o m p e tit o r s w e r e C 4
,

th e s a m e
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th e c o r r e s p o n di n g Sl p

f r a g m e n t ; A d
, th e oli g o n u cl e o tid e c o r r e s p o n di n g t o th e

N F I sit e of a
.
d e n o vir u s o ri gi n

18

) ; H M G , th e oIig o n u cl e o tid e

C O r r e s p o n di n g t o th e N F I sit e of h a m s t e r 3 - h yd r o x y
-

3- m e t-
h ylgl u t a r y トc o e n z y m e A g e n e

l g )
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C Or r e S p O n di n g t o th e N F I sit e of h u m a n alb u m i n g e n e
2 O)

.

A r r o w s F , B l a ･n d B 2 i n di c a t e f r e e p r o b e
,
f a . s t m o v in g

C O m pl e x b a n d a n d slo w m o v l n g C O m pl e x b a n d
,
r e S P e C ti v el y .

1 3 9

した結合に 要す る最小域ほ
一

1 0 5 か ら
-

9 5 ま で の 位 置で あり ,

N F l コ ソ セ ン サ ス の -

1 0 7 か ら
-

9 4 まで の 位置 と良く
一

致 して

い た .

Ⅳ . N F l 結合部位の C 4 プ ロ モ
ー

タ
ー 活性に果た す機能

N F l 結合部位の 機能的重要性を
, 試験管内(f 乃 り か 0) 変異法

で構築 した D N A で C A T ア ッ セ イ す る事に よ っ て 検討 した .

p C l O O 6 C A T の
,
C 4 遺伝子の1 N F l コ ン セ ン サ ス ー

配列中の 1
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N F l -1ik e f a c t o r . P r o b e s w e r e p r e p a r e d a s d e s c rib e d i n

M a t e ri al s a n d M e th od s . T h e A G l a n e s sh o w e d th e p att e r n

o b t ai n e d b y c h e mi c all y c le a v i n g th e p r o b e a t p u r in e s . F i s
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th e g el p a tt e r n of th e n o n
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C O di n g str a n d e x p e ri m e n t

i s sh o w n i n a n u p sid e
-d o w n p o sitio n .
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R eI a ti v e C A † a c ti vity l . 0 0 .1 5 0 . 2 4 0 .7 4

F i g . 7 ･ C A T a s s a y u si n g C 4 p r o m o t e r , S lp p r o m o t e r a n d

th eir m u t a n t s a t N F l bi n di n g sit e . p C l O O 6 C A T m u h a s

S lp
-t y p e n u Cl e o tid e at o n e p o siti o n e s s e n ti al f o r N F l

bi n di n g ,
a n d t h e r ef o r e s h o u ld n o t bi n d t o a n N F l-1ik e

f a cI o r . p S l O O 6 C A T m u h a s C 4 t y p e n u cl e o tid e a t th i s

p o siti o n , a n d s h o uld b e p o siti v e f o r N F l bi n di n g i n s pit e

of it s S l p b a c k g r o u n d ･ T h e fig u r e s h o w s a t y pi c al r e s u lt
･

･

r el a ti v e C A T a c tivi ti e s a r e s h o w n b el o w th e fig u r e r

R el ati v e C A T a c ti v iti e s a r e a v e r a g e s of th r e e i n d e p e n d e n t

e x p e rir n e n t s p o s t ul a ti n g % a c e tyl a ti o n of p C l O O 6 C A T a s

引｣麗≡

ケ 所を Sl p 型に変 え られ たも の を 作 り
, p C l O O 6 C A T m u と し

た . 同様 に
, p S l O O 6 C A T の 対応す る部位を C 4 型 に変 え られ た

も の を 作 り , p S l O O 6 C A T m u と し た . 図 7 で 示 す 様 に
,

p c l O O 6 C A T m u ほ p S l O O 6 C A T と同 レ ベ ル の 非常 に 低 い プ ロ

モ ー タ ー 活性を 示 した .
こ の 事か ら ,

こ の 結合部位ほ 高い プ ロ

モ ー タ
ー

活性 に 不 可欠な も の で ある 事が 示 唆 され た . ま た
,

N F l 類似因子 と結合す る と 思わ れ る p S l O O 6 C A T m u で ほ
,

p c l O O 6 C A T の 示 す転写活性 の 50 % 以上 が 回 復 され る 事 か ら

も,
こ の 結 合部位 が機能的に 重要 で ある事を確認 できた ･

考 察

マ ウ ス F M 系統 の C 4 遺伝子ほ
, 恒常的に 発現 をす る遺伝子

で ある が
,
S lp 遺伝子は 男性 ホ ル モ ン 依存的に 発 現をす る 遺伝

子で ある
4)

. 従 っ て男性ホ ル モ ン 刺激が な い 場合 ,
C 4 プ ロ ∴ モ

ー

タ ー の み
, 強 い 転写活性を示 す

5)
. 本研究で は

I
N F ト煩似核田

子の 結合が
,

C 4 と Sl p プ ロ モ
ー タ ー の 間で 見 られ る基本的 な

転写括性の 差異を 決 め る主 要な要 因で ある事を 示 した ･ 元 丸

N F l 因子ほ
,

ア デノ ウ ィ
ノヒス の D N A 複製 の 開始 に 必要な 細胞

側の 蛋白質 と して認 め られた もの で ある
18)

. 後に な っ て
,

N F l

は真核動物の プ ロ ∴モ ー

タ
ー

が 含む C C A A T 配列 を 選 択 的に 認

識する C C A A T 結合転写 困子 (C C A A T -b i n di n g t r a n s c ri p ti o n

f a c t o r ,
C T F) と 同 一 で ある事が示 され た

15)2 1)
. N F l 結 合 コ ン セ

ン サ ス 配列 ほ
,

ニ 量体蛋白質が結合する
2 馴

と こ ろ の パ リ ソ ド

ロ ム 配列 T G G C A N N N T G C C A で ある
14)

. 更 に
,

N F l 煉

D N A に結合す る蛋白質は , 肝臓特有 の 転写に役割 を 示 すも の

と してラ ッ ト肝臓 で 同定 され た
2▲)

. こ の 田子 は
,
N F トL と呼 ば

れ, 種 々 の 肝組織特有の 遺伝子に
●

認め られる
, 典型 的 な N F l

結合部位 T G G C A の 半分を 認識 し
,

そ の c D N A 配 列 ほ
,

H e L a 細胞由来の N F l/ C T F c D N A と高い 相同性 を示 した . こ

れ まで の と こ ろ ,
N F l - L は ヒ トの N F l/ C T F 遺伝子 に 対応す

る ラ ッ ト の 遺伝 子が コ ー ド さ れ て い るか どうか 明 ら か で ほ な

い . しか し
, 種 々 の 細胞 に

,
さ ま ぎまな 形の N F l 榎似 因子が

存在 し
,

そ れ らが 複数の 遺伝子 で コ ー ドされ て い る可能性を 示

す証拠 が あつ ま っ て い る
25)2 8)

. C 4 プ ロ モ
ー

タ
ー

で 見 られ る

N F l 結合部位ほ パ リ ソ ドロ ム 配列 を して い る . 図 5 で 示 した

ように
,

ア デ ノ ウ イ ル ス
18)

,
H M G C o A 遺伝子

19)

, と ヒ ト ア ル ブ

ミ ン 遺伝子
20)

由来の そ れ ぞれ の N F l 部位ほ
t
C 4 断片自身の 場

合と 同 じ位 ,
C 4 の N F l 類似配列 と競合 した . こ の 結果か ら

,

H e p G 2 核抽出物 中に ,
N F l 結合因子が 存在 し

,
しか も

,
こ の

因子 は N F l
-

L に 対応す る ヒ ト 相 同因子 で ある 事 が 示唆 さ れ

た . 本論文で 明 らか に した様 に
,
S l p プ ロ モ ー タ ー に N F l 類似

肝核 因子が 結合で きな い と い う結果 は ,
S lp 遺伝子が 発現 しな

い 理 由を説明で き る . しか し
,
N F l 結合部位 の な い Sl p 遺伝子

が
, なぜ男性 ホ ル モ ン 誘導 で 発現 され る の か 疑 問 で あ る ･ S lp

遺伝子の 上 流
-

2 0 0 0 付近 に あ るプ ロ ウ イ ル ス の 末端く り返 し配

列( L o n g T e r mi n al R e p e a t
,
L T R) に 男性 ホ ル モ ン 受容体が 結合

して ,
S l p 発現 を直接誘導す る事を 示唆 した報告 が ある

2T)2 8 )
･ 他

方 , 下垂体摘除術を す る と
,
男性 ホ ル モ ン に よ る SI p 遺伝子の

誘導 が見え な くな る 事を D a n off ら
2g)

が報告 した . こ の 事ほ
l 下

垂体の 因子 が Sl p 誘導 に 必要で あ り , 男性 ホ ル モ ン の Sl p プ ロ

モ
ー タ ー へ の 作用ほ 間接的 で ある事 を示唆 した .

こ の よ うに
,

男性ホ ル モ ン か ら Slp 発現に 至る 生理経路 に つ い て は 確定 して

い な い の が現状 で ある .

図1 で示 した よ うに
,

マ ウ ス C 4 遺伝子 プ ロ モ ー タ
ー

の 近く

に 2 つ の 良く知 られ た転写因子 ,
N F ･ k B

6)
と N F l 結 合サ イ ト

が ある . 興味ある事 に
,
S l p プ ロ モ ー タ

ー

は こ れ らの 転写 因子

結合 サ イ トに 複 数の 塩基 置換 を含 ん で い る . そ して
,
5

'

調節領

貯
)
と蛋白質 コ ー ド領域

30)3 1 }
で 共に

,
C 4 と Slp 遺伝子間の 塩基

相同性 が ほ ぼ 95 % 以上 と い う高 さ で あ る に も か か わ ら ず

N F ･ k B 類似ま た ほ N F l 類似因子ほ SIp プ ロ モ
ー

タ
ー

に 結合

しな い
.

C 4 転写に 果たす N F l 類 似周 子の 決定的な 役割ほ 一 本

論文で証明され た . 他方 ,
H e p G 2 核抽出物 中の N F ･ k B 類

因子 は
, 補体 B 因子遺伝 子の IL -1 誘導 に 重要な 役割 を す る 事

が示 され て い る
32)

.
マ ウ ス の C4 とB 因子両遺伝子 は H -2 複合

体の ク ラ ス Ⅲ 領域に 局 在 し,
2 0 0 k b しか離れ て い な い し

,
こ れ

らの N F ･ k B 結合部位 は
,
N F ･ k B 煩似 H e p G 2 核因子と結合

親和性 の 区別 が で き な い
32)

. しか し
,

C 4 プ ロ モ ー タ ー の

N F ･ k B 部位を 壊 して も , 活 性 ほ は と ん ど 減少 しな い か ら ,

N F ･ k B 国子ほ
I
C 4 遺伝子の 基本 転写 に 副次的役割 しか 示さ な

い 様に 思わ れ る (Z . M . H u a n g ら , 未発表) . そ の 上
,
C 4 遺伝

子ほ IL-1 に よ っ て 誘導 され な い の で あるか ら
33}

,
C 4 遺伝子 の

N F ･ k B 部位 が ,
Ⅰし1 誘導に 機能 して い る 可 能 性も 排除 で き

る . 図 7 で 示 した よ うに
, p C l O O 6 C A T の N F l 部位 を壊 して

も,
プ ロ モ ー タ ー 活性ほ p S l O O 6 C A T と同 レ ベ ル に 完全 に減少

したわ け では な か っ た . しか も
, P S l O O 6 C A T m u は プ ロ モ p

ク ー 活性 の 完全回 復を もた らす こ と は なか っ た , そ れ故t 現在

の と こ ろ
,
C 4 プ ロ モ ー タ ー の 調節に N F l 以外 の 部位が 関与し

て い る可 能性 ほ排除で きな い . しか し
, 本研究 の 結果は

,
N F l

類似核因子の 結合 が
,

C 4 と Sl p 遺伝子 の 間で 見 られる転写 の

違 い を決 め る 主要 な要 因で ある事を 明 らか に示 して い る .

本研究の 転 写調節領域 の 同定 と解析の 結果は
】

C 4 と Sl p 間

の 差が
,

-

38 0 か ら転写 開始点 ま で の D N A 領域 で決 ま る と い

う以前 の 研究結果
6)
とほ ぼ 一 致 して い る . しか し

,
S l p 遺伝 子の



N F l よ る C4 と Sl p の 転写制御

短い 断片に 関 して
! 少 し

一 致 しな い 部分 が ある ･ 以前の 研 好
'

で は
t
S Ip プ ロ モ ー

タ
ー

の - 2 4 4 まで の 欠失(本論文の 表示 法で

は - 1 95 に 対応す る) をす ると , 転 写活性 を 回復す る の で
,

S lp

プ ロ モ ー タ
ー 中に 負制御領 域 の 存 在す る 可 能性 が 示 唆 さ れ た

が ,
この 様 な回 復ほ

, 本研究で は よ り短 い SI p 構築 D N A でも

観察 され な か っ た . こ の 不
一

致 の 原因 は
1

用 い た C A T ベ ク

タ ー の 違 い に ある程度起因す るか も知れ な い が
,
現在の と こ ろ

不 明で ある , 本論 文 の 結 果 は l 再 現性 が 高く t
S lp プ ロ モ

ー

タ
ー の 負制御ほ

,
C 4 と SIp プ ロ モ

ー タ ー 転写活性の 差 に
, 仮に

あ っ た と して も, 副次的役割 しか 果 して い ない と い う事を 示 し

てい る .

結 論

マ ウ ス C 4
,
S l p 遺伝子 の 間 に は 95 % 以上 高い 相 同性が ある

が
,

そ の 転写活性 に 大きな違 い が ある . 両 遺伝 子の 転写開始点

か ら上 流- 20 0 ま で の 塩基配列に よ っ て 遺伝 子機 能 の 遠 い が 規

定 さ れ て い る . そ の 領 域 に は
,

C 4 遺 伝 子 の 場 合 に は
,

N F ･ k B と N F l 部位が 同定 され た が
,
S l p 遺伝 子 の 方に は 両

部位が欠損 して い た .
これ ら の 部位 ど ち らが よ り転写活性 に 重

要か検討 し
,
以下の 結論を得 た .

1 .
C 4

,
S l p 遺伝子の 5

'

上 流領域か ら種 々 の 長さ の 断片を 切

り出 し,
N F ･ k B

,
N F l の 欠損変異 を作 り ,

C A T ア ッ
セ イ を

行 っ た . C 4 遺伝子 の N F ･ k B 部 位を 破壊 して も ,
プ ロ モ ー

タ ー 活性の 低下は 認め られ な か っ た . しか し
,
N F l 部位 を破壊

すると
, 著 しく低下 した .

一 方
,
S l p 遺伝子 に 新た に N F l 部位

を作 っ て や る と t プ ロ モ ー タ ー 活性 の 上 昇が 認め られ た . こ れ

らの 結果よ り N F ･ k B 結合部位 で は なく て
,

N F l 結 合部位 の

有無が C 4 と Sl p 両 遺伝子の 転写 活性 の 差異を 決め る 主要 な要

因 と結論 され た .

2 .
C 4 と S Ip 両遺伝 子 に 転写活性 の 差異を 与え る領域の 解

析をする為に
,

C 4 プ ロ モ
ー タ ー 5

'

末端や 中間欠失を 作 っ た り ,

C 4 と Slp プ ロ モ ー タ ー の 一 部 を交換 し
,
C A T ア ッ セ イ を行 っ

た . そ の 結果,
C 4 プ ロ モ

ー タ ー 上 流 - 1 0 9 か ら- 73 まで の と こ

ろに 転写制御領域 が ある事が 確認 され た .

3 .
C 4 プ ロ モ ー

タ
ー

の 転写制御領域中の 細胞 因 子結 合部位

を探索 した .
C 4 遺伝 子 の

-

1 0 9 か ら
-

7 3 ま で の 断片を プ ロ
ー

ブ

と して
,

ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た .
こ の 断片中の 配列を調

べ て 見る と
, - 1 0 7 か ら

-

9 4 ま で の 領域に 核因子 N F l 結合に 必

要な コ ン セ ン サ ス 配列が存在す る事が 分か っ た . メ チ レ ー

シ ョ

ン 阻害実験 の 解析か ら推定 した 結合に 要する最 小域 ほ - 1 0 5 か

ら - 9 5 ま で の 領域で あり
,

こ れ は
,

N F l コ ン セ ン サ ス の
-

1 07

か ら
-

9 4 ま での 位置と 良く 一 致 した . 更に
,

コ
ー

ド鎖 の
-

1 0 5 ,

- 1 04
,

と - 9 7 位と 非 コ ー

ド鎖 の - 10 3 ,

-

9 6 ,

-

9 5 位 の 各 3 ケ

所の G 残基が特異的な結合部位 と して 確認で きた .

4 . 試験管内(よ乃 U か 0) 変異法 で
,
C 4 プ ロ モ ー タ ー の 対応す

る配列中の 1 ケ 所を Slp 型に 置き換え る と
,

C A T ア ッ
セ イ で

調べ た転写活性ほ Sl p と同 レ ベ ル ま で に 低下 した . 他 方 ,
S l p

プ ロ モ ー

タ ー の 対応する配列 中の 1 ケ 所を C 4 型に 置き換え る

と
, 転写活性ほ

一

部上 昇 した .
こ れ ら の 結果か ら, N F l 結合部

位ほ
, 高い プ ロ モ ー タ ー 活性 に 不 可 欠 なもの で ある事 が確認 さ

れ た .
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t r a n s c r lp tl O n al c o n tr ol b et w e e n m o u s e c o m pl e m e n t C 4 a n d

S Ip g e n e s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
8 3

,
7 8 8 3-7 8 8 7 (1 9 8 6) .

6 ) Y u
,
D . Y .

,
N o n a k a

,
M . & T a k a h a s h i

,
M . : M a p pi n g

Of th e tr a n s c r l Pt1 0 n aL r e g ul a t o r y d o m ai n s r e s p o n sib le f o r th e

diff e r e n c e i n th e p r o m o t e r a c ti v主ty b e t w e e n m o u s e C 4 a n d

S Ip ( s e x-1i m it e d p r o t ei n) g e n e s . J . I m m u n o l . . 1 4 l , 4 3 8 1-4 38 7

(1 9 8 8) .

7 ) Y u
,

D . Y .
,
H u a n g ,

Z . M .
,
M u r a k a m i

,
S .

,
T a k a h a s h i

,

M . & N o n a k a
,
M . : S p e cific b in di n g of a h e p a t o m a n u cl e a r

f a c t o r t o th e N F ･ k B/ H 2 T F l r e c o g n itio n m o tif f o u n d i n th e

C 4 p r o rn O t e r b u t n o t i n th e S l p p r o m o t e r . J . I rr; m u n ol .
,
1 4 3

,

2 3 9 5-2 4 0 0 (1 9 8 9) .

8 ) G o r m a n , C . M . , M o ff a t , L . F . & H o w a r d , B . H ∴

R e c o m bi n a n t g e n o m e s w hi c h e x p r e s s c hl o r a m p h e n i c ol

a c e tylt r a n sf e r a s e i n m a m m ali a n c e ll s . M o l . C ell . B i ol .
,

2
,

1 0 4 4-1 0 5 1 (1 9 82) .

9 ) S a n g e r
,

F .
,

N i c k l e n
,

S . & C o u ls o n A . R . : D N A

S e q u e n C l n g W ith c h ai n-t e r mi n a ti n g i n h ibit o r s . P r o c . N atl ,

A c a d , S ci . U S A , 7 4 , 5 46 3-5 4 6 7 (1 9 7 7) .

10) S c h eid e r eit , C .
, H e g u y , A . & R o e d e r , R . G . :

I d e n tifi c a ti o n a n d p u rifi c a ti o n of a h u m a n ly m p h oid s p e cific

O C t O m e r-b i n di n g p r o t ei n ( O T F-2) th a t a c tiv a t e s t r a n s c rip tio n

Of a n i m m u n o gl o b u li n p r o m o t e r i n vitr o . C e11
,
5 l

,
78 3- 7 93

(1 9 8 7) .

1 1) B al d wi n , A . S . & S h a r p , P . A . : B i n di n g of a n u cl e a r

f a c t o r t o a r e g ul a t o r y s e q u e n c e i n th e p r o m o t e r of th e

m o u s e H
-

2 K b cl a s s I m ajo r h i st o c o m p a tib ilit y g e n e . M ol .

C ell . B i ol .
,
7

,
3 05 -3 1 3 (1 9 8 7) .

1 2) O sb o r n
,

L .
,

K u n k el
,

S . & N a b el
,

G . J . : T u r n o r

n e c r o si s f a c t o r a a n d i n t e rl e u ki n l s ti m ul a t e th e h u r n a n

i m m u n o d e fi ci e n c y vir u s e n h a n c e r b y a c ti v a ti o n of th e



1 4 2

n u cl e a r f a c t o r k B . P r o c , N a tl . A c a d . S ci . U S A , 86 , 2 3 3 6-2 3 4 0

(1 9 8 9) .

1 3) R o s a
,
P . A .

,
S e p i c h

,
D . S .

,
R o bi n s

,
D . M . & O g a t a

,

R . T . : C o n s tit u ti v e e x p r e s si o n of S l p g e n e i n m o u s e st r ai n

B l O . W R d ir e c t e d b y C 4 r e g ul a t o r y s e q u e n c e s . J . I m m u n ol .
,

13 9
,
1 5 6 8-1 5 7 7 (1 9 8 4) .

1 4) R o s e n f eld
,

P . J . & K ell y , T . J . : P u rific a ti o n of

n u cl e a r f a c t o r I b y D N A r e c o g niti o n sit e a ifi nity c h r o m a t o g-

r a p h y . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 l

,
1 39 8 -1 4 0 8 (1 9 86) ･

1 5) l , a e m m li
,
U . K . : Cl e a v a g e o f s tr u c t u r e p r o t ei n s d u r in g ′

th e a s s e m b ly of th e h e a d of b a c t e ri o ph a g e T 4 , N a t u r e , 2 2 7
,

6 8 0 - 6 8 5 (1 9 7 0) .

1 6) J o n e s
,

K . A .
,

K a d o n a g a
,
J . T .

,
R o s e n f eld

,
P ･ J ･

,

K e1 1y ,
T . J . & Tji a n , R ∴ A c ell ul a r D N A - bi n di n g p r o t ei n

th a t a c ti v a t e s e u k a r y o tic tr a n s c ri pti o n a n d D N A r e pli c a ti o n ･

C ell
,
4 8 ,

7 9 一 閃 (1 9 8 7) .

1 7) R u p p ,
R . A . W . & S i p p e l

,
A . E . : C h i c k e n li v e r

T G G C A p r o t ei n p u rifi e d b y p r e p a r ati v e m ob ility sh if t

el e c tr o p h o r e si s (P M S E ) sh o w s a 3 6 .8 t o 2 9 .8 k d m i c r o h e t e r o
-

g e n eity , N u cl ei c A cid s R e s り
15

t
9 7 0 7 -9 7 2 6 (1 9 8 7) ･

1 8) N a g & t a , K .
,

G u g g e n h e i m e r
,

R . A . & H u r w it z
,
J ･ ‥

S p e cifi c b in d in g of a c ell ul a r D N A r e pli c a ti o n p r ot e in t o th e

o rigi n of r e plic a ti o n of a d e n o vir u s D N A ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･

S ci . U S A
,
8 0

,
61 7 7 - 6 1 8 1 (1 9 8 3) .

1 9) Gil
,
G .

,
O s b o r n

,
T . F . , G o ld s t ei n

,
J . L . & B r o w n

,

M . S . : P u rifi c a ti o n of a p r o tei n d o u bl e t th a t b in d s t o si x

T G G -

C O n t ai ni n g s e q u e n c e s i n th e p r o m o t e r f o r h a m s t e r

3 -h y d r o x y
- 3 -

m e t h yl gl u t a r y トc o e n z y r n e A r e d u c t a s e ･ J ･ B i ol ･

C h e m .
,
2 6 3

,
1 9 0 0 9-1 9 01 9 (1 9 8 8) .

2 0) U r a n o
,

Y .
,

W a t a n a b e
,

K .
,

S a k ai ,
M . & T a m a o k i

,

T . : T h e h u m a n alb u m i n g e n e : C h a r a c te ri z a ti o n of th e 5
'

a n d

3
'

fl a n k in g r e gi o n s a n d p oly m o r p hi c g e n e tr a n s c rip t s ･ J ･ B io l ･

C h e m .
,
26 1

,
3 2 4 4 - 3 2 51 (1 9 8 6) .

2 1 ) S a n t o r o
,
C .

,
M e r m o d

,
N .

,
A n d r e w s

,
P ･ C ･

& T j i a n ,

R . : A f a m ily o f h u m a n C C A A T - b o x
-b i n d i n g p r o t ei n s

a c ti v a t e i n t r a n s c ri p ti o n a n d D N A r e pli c a ti o n : Cl o ni n g a n d

e x p r e s si o n of m ulti pl e c D N A s . N a t u r e ,
3 3 4

,
2 1 8 - 2 2 4 (1 9 8 8) ･

2 2) M ei s t e r e r n s t
,

M . L .
,

R o g g e
,

L .
,

F o e c kl e r
,

R ･
,

l( a r a g h i o s o ff , M . & W i n n a c k e r
,

E . L ･ : S t r u c t u r al a n d

f u n c ti o n al o r g a ni z a ti o n of p o r ci n e g e n e c o d in g f o r n u cIe a r

f a ct o r I . B i o c h e m i s tr y ,
2 8

,
81 91 -8 2 0 0 (1 9 8 9) ･

2 3) M e r m o d
,

N .
,

0
,

N ei11
,
E . A .

,
K ell y , T . J ･ & T ji a n

,

R . : T h e p r oli n e
-

ri c h tr a n s c rip ti o n al a c ti v a t o r of C T F/ N F -1 i s

di st in c t f r o m th e r e pli c a ti o n a n d D N A b i n d i n g d o m ai n . C ell
,

5 8 , 7 4 ト7 5 3 (1 9 8 9) .

2 4) P a o n e s s a
,
G .

,
G o u n a ri

,
F .

,
F r a n k

,
R . & C o r t e s e

, R .

: P u rifi c a ti o n of a n N F l -1ik e D N A - b in di n g p r o t ei n f r o m r a t

li v e r a n d cl o ni n g of th e c o r r e s p o n d in g c D N A . E M B O J .
,
7

,

3 1 1 5-3 1 2 3 (1 9 8 8) .

25) G il
,
G .

,
S m i th

,
J . R .

,
G o ld st ei n

,
J . L .

,
S l 8 11 g h t e r

, C .

A .
,

B r o w n
,

0 . K . & O s b o r n e
,

T . F . : M u lti pl e g e n e s

e n c o d e n u cl e a r f a c t o r l -1ik e p r o t ei n s th a t b in d t o th e

p r o m o t e r f o r 3- h y d r o x y- 3- m e th ylgl u ta r yl- C O e n Z y m e A

r e d u c t a s e . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A ,
8 5

, 8 9 6 3- 89 6 7 (1 9 88) .

2 6) R u p p . R . A . W .
, K r u s e

,
U .

,
M ult h a u p ,

G .
,

G o b el
,

U .
,
B e y r e u t h e r , K . & S i p p el

,
A . E . : C h i c k e n N F l/ T G G C A

p r o t ei n s a r e e n c o d e d b y a t th r e e i n d e p e n d e n t g e n e s :

N F l -

A ,
N F l- B a n d N F l- C w ith h o m ol o g u e s i n m a m m aIia n

g e n o m e s . N u cl ei c A cid s R e s .
,
1 8

,

`
2 6 0 7-2 6 1 6 (1 9 9 0) .

2 7) A dl e r
,

A . J .
,

D a n ie ls e n
,

M . & R o b i n s
,

D . M . :

A n d r o g e n
-

S p e Cifi c g e n e a c ti v a ti o n v i a a c o n s e n s u s gl u c o c o rト

ic oid r e s p o n s e el e m e n t is d e t e r mi n e d b y in t e r a c ti o n w ith

n o n r e c e p t o r f a c t o r s . P r o c . N a tl . A c a d . S c i ･ U S A
,

8 9
,

l 1 6 6 0 -1 1 6 6 3 (1 9 9 2) .

2 8) S t a v e n h a g e n
,
J . B . & R o b i n s D . M . : A n a n cie n t

p r o vi r u s h a s i m p o s e d a n d r o g e n r e g ul a･
ti o n o n th e adj a c e n t

m o u s e s e x
-1i m it e d p r o t ei n g e n e . C ell

,
55

,
2 4 7 - 2 5 4 (1 9 88) ･

2 9) D a n o ff
,
I) . M .

,
G old m a n

,
M . B . & G ol d m a n

,
J . N . :

M u ri n e s e x
-1i m it e d p r o t ei n e x p r e s si o n r e q uir e s a n d r o g e n a n d

pit uit a r y h o r m o n e s , lm m u n o g e n e ti c s
,
2 3

,
7-1 0 (1 9 8 6) ･

3 0) N o n a k a
,
M .

,
K i m u r a

,
H .

,
Y u

,
D . Y .

,
Y o k o y a m a ,

K ･
,

N a k a y a m a
,
K . & T a k a h a s h i , M . : C o m pl e t e n u cl e o tid e a n d

d e d u c e d a mi n o a cid s e q u e n c e s of s e x-1i mi t e d p r o t ei n (S Ip),

n o n
-f u n c ti o n al i s o t y p e of t h e f o u r th c o m p o n e n t of m o u s e

c o m pl e m e n t ( C 4) . J . I m m u n ol .
,
1 3 6

,
2 9 8 9 -2 9 9 3 (1 9 8 6) ･

3 1) O g a t a
,
R . T . & S e pi c h

,
D . : C o m pl e t e c D N A s e q u e n c e

a n d c o m p a ri s o n wi th m u ri n e f o u r th c o m pl e m e n t c o m p o n e nt ･

J . I m m u n ol .
,
1 3 5

,
4 2 3 9 - 4 2 4 4 (1 9 8 5) .

3 2) N o n a k a
,
M . & H u a n g ,

Z . M . : I n t e rl e u k i n-1 m e di a te d

e n h a n c e m e n t of m o u s e f a c t o r B g e n e e x p r e s sio n via

N F ･ k B-1ik e h e p a t o m a n u cl e a r f a c t o r . M ol . C ell . B i ol ･
,
1 0

,

6 2 83-6 2 8 9 (1 9 9 0) .

3 3) P e rl m u tt e r
,
D . H .

,
D i n a r ell o

,
C . A .

,
P u n s a l ,

P ･ Ⅰ･ &

C o lt e n
,

H . R . : C a c h e cti n/ t u m o r n e c r o sis f a c t o r r e g ul at e s

h e p a ti c a c u te p h a s e g e n e e x p r e s si o n . J . C li n ･ I n v e s t ･
,

78 ,

1 3 4 9 -1 3 5 4 (1 9 8 6) .
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D i 蝕 r e n ti al B i n d in g o f a n N F l -1i k e N u cl e a r F a ct o r t o t h e M o u s e C 4 a n d S lp P r o m o t e r s a s a M ?j o r 伽t e r m i n a n t

o f B a s al T r a n s c ri p ti o n al A cti vi t y R u - R a n M o
,
D e p art m e n t o f I m m u n o b i o1 0 g y ,

C an C er I n s ti t ut e
,
K a n a z a w a U ni v e rsity ,

K a n a z a W a 9 2 0 - J . J u z e n M e d S ∝ .
,
1 0 5 ,

1 3 6 -

1 4 3 (1 9 96)

K ey w o r d s th e fb u r th c o m p o n e nt of c o m ple m e nt
,
S e X -1i mi t e d pr o tei n

,
N F ト1ik e n u cl e ar f a ct o r , N F

･

k B li k e n u cl e ar

fh c to r
,
tr an S C ri p

ti o n al a c ti v i ty

A b st r a et

T h e C 4 an d S I p g e n e s of F M m o u s e s tr ai n h a v e h ig hl y c o n s er v e d n u cl e otid e s e q u e n c e s of m o r e th an 95 % id e n tity i n th e

pr o m ot e r r eg l O n
,
alth o u g h th e fb rm er i s a c o n stitu ti v e g e n e an d th e latt e r i s an an d r og e n - d e p e n d e n t g e n e ･ O u r p r e vi o u s r e ult s

of C A T a ss a y u si n g H e p G 2 c ell s h a v e s h o w n th a t th e re gi o n b e tw e e n - 3 8 0 an d th e t r an S Cri p ti o n al s ta r t site is r es p o n si bl e fb r

th e di蝕 re n ti al tr an S C ri p ti o n al ac tivity b et w e e n C 4 a n d Slp g e n es i n th e ab s e n c e of an d r o g e n sti m ul u s ･ T o m a p fu r th er th e

re sp o n si ble r e gl O n
,

W e pe rfb r m ed 5 I
d el eti o n an d in t e rn al d el eti o n of th e C 4 an d S lp p r o m o te r s an d fb u n d th at th e m aJ Or

d ete n nin an t f or tr a n s cri p tl O n al d i 脆 r e n c e r e sid e s b et w e e n - 1 0 9 t o - 7 3 ･ W e f o u n d a c o n s e n s u s s eq u e n c e fb r a t r an SC ri p tlO n

f ac to r
,
N F l , at - 1 0 6 t o - 9 4 0f th e C 4 g e n e , a n d s p e cific bi ndi ng of a H e p G 2 n u cl e ar f a ct or t o th is sit e b y g el r et ar d ati o n a n d

m e th 1 ati o n i nt erft r e n c e a n aly sis ･ n le SI p p r o m ot er h a s o n e n u cl e otid e s u b s tit uti o n in an N F I c o n s e n s u s s eq u n c e an d did n o t

b in d t o a n N F ! -1i k e H e p G 2 n u cl e a r fa ct o r ･ Wh e n th is p o siti o n of th e C 4 pr o m ot er w as c h an g e d t o th e S l p t y pe b y il " iEr o

m u tag e n e sis
,
tr an S C ri ptlO n al a c ti v ity e sti m ate d by C A T as s ay d e c r e a s e d t o a si mi l ar l e v el t o th e S lp p r o m o te r ･ O n th e o th e r

h a nd
,
S u b stit u ti o n o f th is p o siti o n o f t h e Slp pr o m o te r f o r t h e C 4 ty pe n u Cl e otid e e n h a n c ed th e tr a n s c r l

p t10 n al a cti vit y

b et w e e n th e C 4 a nd Slp pr o m o t er s i n th e a b s e n c e of a n d r og e n is m ai nl y d et e r mi n e d th r o u gh th e b i n d i n g o f a n N F トIik e

n u cle ar fa ct o r .


