
The Mechanism of Epstain-Barr Virus(EBV)
Promotor-specific Transactivation by Z Protein

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8492URL



金沢 大学十全医学会雑誌 第1 02 巷 第 6 号 857 - 86 7 ( 19 9 3)

E p st ei n -B a r r ウ イ ル ス (E B V ) 転写調節因子 Z タ ン パ ク の

E B V プ ロ モ ー タ
ー

特異的活性化機構 の 解析

金沢大学医学部耳鼻咽喉科学講座 (主 任 : 古川 侠教授)
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E p s t ei n- B a r r ウ イ ル ス ( E p s t ei n- B a r r vi r u s
,
E B V ) 初期遺伝子 B Z L F l 遺伝 子に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク ほ

, 宿主 細胞内

に 潜伏感染 した E B V を複製サ イ ク ル に 誘導する転写調節因子で あ る .
こ の Z タ ン パ ク は

, 細胞性転写調節因子で あ る A P -1

フ ァ ミ リ
ー

と りわ け F o s タ ン パ ク との 間に そ の ア ミ ノ 酸配列に お い て 高い 相同性を有す る ･ Z タ ン パ ク と A P -1 フ ァ ミ リ ー タ

ン パ ク は 共通の D N A 配列を 認識 ･ 結合する に もか か わ らず Z タ ン パ ク ほ
, 細胞性 A P-1 フ バ リ

ー

タ ン パ ク に よ り制御 され

る細胞性遺伝子 プ ロ モ ー

タ
ー

を活性化す る こ と が で きな い . 本研究 で ほ Z タ ン パ ク E白V の プ ロ モ
ー タ ー 特異的活性化機構を

検討す るた め に
,
F o s タ ン パ ク との 融合タ ン パ ク を作製 し

.
E B V の B M R F-1 お よ び B H R FLl 遺伝子 プ ロ ･モ ー タ ー と細胞由来

の 92k D a
- 4 塾 コ ラ ゲナ ー ゼ ( 9 2 k D a-ty P e Ⅳ c oll a g e n a s e) お よび組織特 異的 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻害物 質 (tis s u e

i n hib it o r of m a tri x m e tt all o p r o t ei n a s e l , T i m p) 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写活性化能を Z タ ン パ ク と 比較検討 した ･ Z タ ン

パ ク に よ る E B V プ ロ モ ー タ
ー

活性化に は , そ の 10 0 - 1 1 0 ア ミ ノ 酸領域 ,
と りわ け 1 陀 10 4 , 1 0 5 , 1 0 8 番目 の 4 個の グ ル タ ミ

ソ が必 須 で あ り
,

ま た10 8 番目 の グ ル タ ミ ン を 置換す る こ と に よ り Z タ ン パ ク の 活性化で きな か っ た 92 k D a-4 コ ラ ゲ ナ ー ゼ
,

T i m p 遺伝 子 プ ロ モ
ー タ ー

を 活性化で きる よ うに な っ た .

一

方Z の D N A 結合領域 の N 末端側に 隣接す る162 - 1 6 9 ア ミ ノ 酸領

域を F o s タ ン パ ク の 対応する領域 と置換する こ とに よ っ て もそ の プ ロ モ
ー タ ー 特異性を変化さ せ る こ と が で きた ･ Z タ ン パ ク

の 転写活性化能 お よび プ ロ モ ー タ
ー

特異性ほ
,

Z タ ン パ ク と 二 両 体を形成 し得る 欠失変異体の 発現に よ っ て も変化 する こ とか

ら Z タ ン パ ク の 二 両体と して の 立 体構造に よ り決定され て い る こ と が 示唆 され た .

K e y w o r d s E p st ei n- B a r r vir u s
,
B Z L F l

,
C -f o s

,
A P Tl ,

T P A r e s p o n si v e el e m e n t

E p s t ei n
- B a r r ウ イ ル ス (E p s t ei n- B a r r vir u s

,
E B V ) は

,
1 9 64 年

に E p s t ei n 等 に よ っ て 発見され た ヘ ル ペ ス ウイ ル ス で
, 伝染性

単核球症 の 病原体 で あ り,
バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫お よ び上 咽 頭痛

の 発症に も深く関与 して い る
1)2)

.

E B V ほ 試 験 管 内 で B リ ン パ 球 に 感 染 し 容 易 に 不 死 化

(i m m o r t aliz a ti o n ) する が
,

こ の よ う に E B V に よ り不 死 化され

た リ ン パ 芽球細胞株 で は E B V ほ潜伏感染状態に あり
,

ウイ ル

ス 粒子 の 産生ほ起 こ らずウ イ ル ス の 潜伏感染状態 に 必 要な
一 部

の ウイ ル ス 遺伝 子の み が発現 して い る . こ の E 即J 潜伏感染細

胞を 12-0- テ ト ラ デ カ ノ イ ル フ
ォ

ル ポ ルー13一酢酸 (12-0-t e t r a-

d e c a n o y トp h o r b ol-1 3- a C e t a t e , T P A) ,
酪酸 ,

イ オ ノ フ ォ ア
, 抗免

疫 グ ロ ブ リ ン 抗体な どで 処理 する こ と に よ り ,
ま た P 3 H R l あ

るい ほ N P C- K T 細胞 か ら の ウイ ル ス を 量感染する こ と に よ り ,

E B V 複製 サ イ ク ル を 誘導す る こ と が で きる
3 卜 11

J

E B V 複製 サ イ ク ル 誘導時 に は 経時的に 前早期 タ ン パ ク
, 後

早期 タ ン パ ク
, 後期 タ ン パ ク が 誘導 され る

7)
. 前早 期 タ ン パ ク

ほ現在少なく とも B Z L F l お よび B M R F l 遺伝子産物の 三 種類

の 存在が 確認 されて お り ,
これ らは い ずれ も E B V 遺伝 子上 の

他の プ ロ ∴
モ

ー タ ー に 作用 して遺伝子発現を 調節す る転写因子 で

あ る . サ イ ク ロ へ キ シ ミ ド
,

ア ニ ソ マ イ シ ン な どタ ン パ ク 合成

阻害剤存在下 で 複製サ イ ク ル を 誘導 した 場 合に は
,

こ の う ち

B Z L F l
,
B R L F l 遺伝子産物の み が合成 され る

れ12)1 3}
. しか し ,

こ

れ らの 遺伝 子 を遺伝子導入 に よ り E B V 潜伏感染細胞 に 発現さ

せ た 場 合 に
, 単 独で E B V 複製 サ イ ク ル を 誘 導 可 能 な の は

B Z L F l 遺伝 子の み で ある . こ れ らの こと か ら B Z L F l 遺伝子 発

現が E B V 複製 サ イ ク ル 誘導の 引金と な っ て い ると 考え られ て

い る
6)14 卜 柑)

B Z L F l 遺伝子 に コ ー ドされ る Z タ ン パ ク は24 5 ア ミ ノ 酸か ら

な り細胸転写 調節因子-で ある A P-1 フ ァ ミ リ ー

と り わ け c-f o s

遺伝子産物 F o s タ ン パ ク と 相同性を 持ち , 掛 こ 36 - 1 1 0 番目と

D N A 結合領域を 含む 153 - 1 9 6 番 目の 領域に おい て ア ミ ノ 酸

の 相同性 が高い ( 図 1 )
lg)2 8 )

. F o s タ ン パ ク ほ 他 の A P-1 フ ァ ミ

リ ー で ある J u n タ ン パ ク と異種 二 量体を 形成 し T P A 応答配列

( T P A r e s p o n si v e el e m e n t ,
T R E ) に 結合す る こ と に よ り転写調

節 を行い
,

Z タ ン パ ク は 同種 二 量体を 形成 して T R E およ び Z

応答配列(Z r e s p o n si v e el e m e n t
,
Z R E ) に 結合する こ と に よ り こ

れ ら の 配列 を 有 す る プ ロ モ ー タ
ー

か ら の 転 写 を 活 性 化す

る
21 ト 44)

平 成 5 年 9 月2 4 日受付 ,
平成 5 年1 2月1 4 日 受理

A b b r e viatio n s : b p ,
b a s e p air ; C A T

,
C hlo r a m p h e ni c ol a c e t yl t r a n sf e r a s e ; D M E M

,
D u lb e c c o m o difie d E a g le

l

s

m e di u m ; D T T
,

dit hio t h r eit ol ; E A ,
e a rly a ntig e n ; E B N A

,
E B V - d et e r m in e d

■

n u cl e a r a n tig e n ; E B V
∫

E p s t ei n - B a r r vir u s ; E D T A e t-h yl e n e
- di a m in e

- t e t r a a C e ti c a cid 2 N a ; F C S
,
f et al c alf s e r u m ; P B S

, p h o s p h a t e

b uff e r s alin e ; P-C R , p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ; S D S
,
S O di u m d o d e c yl s ulf at e

■
; T E

,
T ris E D T A ; T i m p ,

tis s u e



85 8

佐藤 らは Z タ ン パ ク の 転写活性化に ほ
,

プ ロ モ
ー タ ー 中に 複

数の Z タ ン パ ク結 合配列で ある T R E 凌, るい は Z R E が必 要 で

ある こ と を み い だ した
45)

. 細胞性の 92-k D a 4 塑 コ ラ ゲナ
ー ゼ お

よ び 組織特 異 的 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ ー ゼ 阻 害 物 質

(tis s u e i n h ibit o r of m at ri x m e t allo p r o t ei n a s e l
,
T i m p) 遺伝子 プ

ロ モ ー タ ー は 1 個 の T R E を 含 み
, ま た E B V の B M R F l

,

B H R F l お よ び B Z L F l 遺伝子プ ロ ∴ モ∵
M

タ
ー

ほ 複数の Z R E を 含

ん で い る . 本研究で ほ Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー

タ
ー

特異性 を規定

す る領域せ F o s タ ン パ ク との 融合 タ ン パ ク を 作 製す る こ と に

よ り検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 使用細胞

ヒ ト政経肉腫由来 の H Tl O 8 0 細胞 ,
サ ル 腎由来 c o s-1 細胞 は

5 % 牛 胎 児 血 清 (F e t al c alf s e r u m
,

F C S
, H y cl o n e , U t ah ,

U S A ) 加 ダ ル ベ
ッ

コ 変 法イ ー グ ル 培 地 (D ulb e c c o m o d ifi ed

A

B Z L F I H H - _ D P N S でS E D … サK F でP D p Y Q 叩 FV O Å∫ D O 入でR V Y O D L 3 6

F o s ト飢 F S G F N Å ♪ Y E Å5 S S R C S S Å S P Å G D S 工一S Y Y H 5 p 入n S F S S H
4 0

B Z L F I G G タS Q ÅタL P C

F o s G S l
〕

m O D F C

B Z L F l ÅP O P 入タE N Å¥

F o ヨ Q P Åエ V S S V Åヱ

B Z L F I G D H S でV O でA A

F o s - - t - t t _ _ _ ■

v L 打P V もp E P L P び 詭 L でÅ¥ 汀V S でÅタ m S 耶
･

5 7 6

T D L A V S S - - 一 入N F I P T V T Å工 S T S P D L O W L V 7 7

0 ÅY ÅA pQ L F p V S D エでQ N ∞ で N O Å∝ E ぴ O p
l 1 6

; l

S O で M E P F G ⅥP A ヱS A G Å¥ S R - ÅG - 一 一 - - -

A V V F ÅC P G A N m L Å♪工G V p Q p A p V Å且P Å1 5 6

- - - … - … - - - - … - m m でG G R A O S エ
1 2 3

B 富L F I R R T R K タ O Q P 】≡ S L E E C D S E L E

l ;

F o s G R R G 打V 電Q - L 5 p E E E E 貫- R R

B 乙L F l 工一Q 日Y R E V ÅÅA X S S ∑ m R エR L

F o s でD で L O ÅヱでD Q 工｣E D E R S 入エ0で

I K R Y K m V ÅS R R C R M F R O 工一
1 9 6

= M m ÅヌC R N R 只只E l
1 6 1

m スロH C p S L D V つS I 工P R でP D
2 3 6

E I 九N L L X E K E K L E F エL M R
2 0 1

昌之L F l ∇1 H E D L L N ア
2 4 5

F o s p ÅC R 工p D D L
2 1 0

- - - - - - - … - … - ( 3 9 0 )

25 8 6 t 10 1 41

川= 川棚= 膵川l
冊

l

F o s ト
ー ー ー ー ー

→

( り ( l lO I ( t l l〉

｣L J L L L L
lZ l(〉) l 湘 0】

F ig A l , S tr u c t u r e s of Z a n d c
- F o s p r o t ei n s . ( A ) A mi n o a cid

S e q u e n C e S Of Z a n d c
, F o s p r o t ei n s . C o n s e r v e d a mi n o

a cid s a r e m a r k e d b y t h e d o ts . B a si c r e gi o n s a r e u n d e rli -

n ed . ( B) S c h e m a ti c r e p r e s e n t a tio n of Z a n d c
- F o s

P r O t ei n s . F i n e li n e s s h o w th e Z p r o t ei n a n d b old li n e s

S h o w th e c
- F o s p r o t ei n , E a c h o p e n b o x i n di c a t e s th e

b a sic r e gio n o f Z o r c
-F o s p r o te in s .

E a gl e
'

s m e di u m ･ D M E M ) ( 日 水 , 東京) に て37 ℃ で培養 した
.

Ⅰ . プラ ス ミ ドの 構築

1 . レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド

E B V の B M R F l
,
B H R F l お よ び 92 k D a

- 4 型 コ ラ ゲナ ー ゼ
,

T i m p 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー 領域の 支配下 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ _

ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ( c hl o r a m p h e n ic ol a c e tyl

tr a n sf e r a s e
,

C A T ) 遺 伝 子 を 観 み 込 ん だ B M R F l -

C A T
,

B H R F トC A T
,
9 2 k D a -4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ C A T (9 2 k D a-ty p e Ⅳ

C Oll a g e n a s e C A T
,
9 2 k- C A T ) と Ti m p- C A T を 用 い た . プ ラ ス

ミ ドほ 金沢大学 が ん研究所 ウイ ル ス 部佐藤博博士 か ら分与され

た .

2 . Z タ ン パ ク と Z タ ン パ ク の 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ド

B Z L F l 遺伝子発現プ ラ ス ミ ド
,

C-f o s 発現 プ ラ ス ミ ドは 各々

が ん 研ウ イ ル ス 部佐藤 博博士 お よび 藤井雅寛博 士 よ り分与さ

れた . プ ラ ス ミ ド p S G 5 (東洋 紡
,
大阪) を ベ ク タ ー と して 各々

の プ ラ ス ミ ドを作製 した . Z 欠失変異体は
,

B Z L F l 発現 プ ラ

ス ミ ド コ ー ド領域 の 目的 に 必 要な 領域の D N A 配列を
,

ポ リ メ

ラ ー ゼ 連鎖反応 (p oly m e r a s e c h ai n r e a ctio n
,
P C R ) に て増幅し

た . P C R 反 応ほ 以下 の 条件で 行 っ た . すな わ ち ,
T a q ポ リ メ

ラ ー ゼ 緩 衝 液 ( ×10 T a q p oly m e r a s e b uff e r , P r o m e g a
,

W is c o n si n
,
U S A ) 1 0 pl ,

1 .2 5 m M d e o x y n u cl e o tid e tri ph o s p h-

a t e s (d N T P) 1 6 〟l ,
2 0 m M 3

'

プ ラ イ マ ー 5 pL 2 0 m M 5
'

L
プ ライ

マ ー

5 pl, T a q ポ リ メ ラ ー ゼ 0 .6 pl . 蒸留水 64 pl ,
C-f o s 遺伝 子

D N A l O n g を9 4 ℃ 1 分 ,
4 5 ℃ 1 分 ,

7 2 ℃ 1 分 ,
の 順序で

2 0 サ イ ク ル 施 行 した .
こ こ で 用 い た プ ラ イ マ ー ほ N 末 端 に

E c o R I C 末端 に B a m H I の 認識配列を も つ もの を D N A 合成磯

( M o d e1 3 9 1 D N A S y n th e si z e r
,
A B I ジ ャ

パ ン
,
東京) に て 作成

,

吸光度計に て 260 n m の 吸光度を 測定 し
,
20 /∠M に 調整 した 後使

用 した .
こ の よ う に して 増幅 され た 遺伝子 を E c o R I

,
B a m H I で

切断 し ベ ク タ
ー

プ ラ ス ミ ド に 挿入 して Z 欠失 変異 体を 作成 し

た
. 挿 入 ほ ,

ベ ク タ ー

プ ラ ス ミ ドを E c o R I , B a m H I で 切断後 ,

再結合を 防く
予

た め ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク
ー ゼ (宝 酒造 , 京都) ,

0 .2 5 M T ris- H C I p H 8 .0 緩衝液 中に て56 ℃ 1 時間処理 し切断端

を脱 リ ン 酸化後 フ ェ ノ ー ル 抽 出お よ び エ タ ノ ー

ル 沈殿 を行 い
,

ベ ク タ
ー

D T( A お よ び挿 入遺伝 子 D N A を 各 々 15 0 n g を ライ

ゲ ー

シ ョ ン キ ッ ト ( 宝酒造) A 液 餌1 に B 液 レ上l を 使用 して結合

して 行 っ た .

3 . Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス

ミ ド

B Z L F I 遺伝子 発現プ ラ ス ミ ド コ ー ド領域の 融 合休に 必 要な

領域 とそ の 欠失 した 領域に 対応す る c
-f o s 遺伝子の D N A 配列

を , 上 記 2 に 示 した ごと く P C R に て 増幅 して作成 した .

4 . Z タ ン パ ク の 変異体発現 プ ラ ス ミ ド

B Z L F l 遺伝子 の 目 的と する 部位 に 変異を 起 こ す た め そ の 領

域に 対応す る c-f o s 遺伝子の ア ミ ノ 酸配列を コ ー ドする プ ライ

マ
ー

を合成 し上 記 2 に 示 した ごとく P C R に て増 幅 した .

5 . G a14 タ ン パ ク D N A 結合領域と Z お よ び F o s タ ン パ ク

と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド

G a14 タ ン パ ク D N A 結合領域 発現 プ ラ ス ミ ドは が ん 研ウイ ル

ス 部藤 井雅寛 博 士 か ら 分与 され た . こ の プ ラ ス ミ ド の G a14

i n hibit o r of m at rix m e t all o p r o t ei n as e l ; T N E
,

T ris N a CI E D T A ; T R E
,

T P A r e s p o n si v e ele m e n t ; T P A
,

12 :10 - t e t r a d e c a n o yl
-

p h o rb ol -1 3 - a C et at e･;
ヶ V C A

,r Vir al c a p sid a n tig e n ; .
Z R E

,
Z

t

r e s p o n si v e ele m e n t ; 9 2 k - C A T ,

92 -k D a t y p e Ⅳ c oll a g e n a s e C A T



Z タ ン パ ク の 構造と機能解析

D N A 結合領域を コ
ー

ドす る遺伝子 の 3
'

側の 読み と り枠を あわ

せて B Z L F l お よび c-f o s 遺伝子 の 欠失変異体を 挿入 した .

Ⅲ . プ ラス ミ ドの大量調整

上 記の よう に して 得 られ た プ ラ ス ミ ドで形質転換 した 大腸菌

H f～101 株を 2 ×Y T 培地( ト リ プ ト ン 1 6 g , イ
ー

ス ト エ キ ス ト

ラ ク ト 1 0 g ,
N a C1 5 g ,

ア ン ピ シ リ ン 50 m g/1 , P H 7 ･6) 2 5 0 m l に

て24 時間培養 した . 途中 , 培養開始 か ら約 8 時 間後に 34 m g/

m l ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の エ タ ノ ー ル 溶液を 各培 養瓶 あた り

1 .2 5 m l ずつ 加 えた . 培養終了後 ,
5 ,0 00 r p m l O 分遠心 に よ り集

菌した . 菌体を 1 0 m l の2 5 % シ
ュ

ク ロ ス
,
50 m M T ris- H C l 緩

衝液 p H 7 .5 に 懸濁後 . リ ゾチ ー

ム 1 0 m g 加え , ゆ るや か に 混

和 した後 5 分水中 に 静置,
0 ･2 5 M エ チ レ ン ヂ ア ミ ン 4 酢酸2 ナ

ト リ ウ ム (0 .2 5 M e th yle n e
- di a mi n e

- t e tr a a C e ti c a c id 2 N a
,

E D
r

r A ) 1 m 加 え 15 分氷中に 静置
,
0 .3 % ト ラ イ ト ン㌧ 0 ･2 M

E D T A
,
0 .1 5 M N a C l l O m l 加 え1 5 分 氷 中 に 静 置 し た 後 ,

3 0
,
0 0 0 r p m 4 0 分遠心 した . 上清 に 5 M N a C 1 2 ･5 m l , 1 0 % ドデ シ

ル 硫酸 ナ ト リウ ム ( s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e , S D S) 0 ･2 5 m l ,
フ ェ

ノ
ー ル ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル ア ル コ

ー ル ( c hl o r of o r m -

is o a m yl al c h ol
,
C I A A ) 2 5 m l を 加え

,
フ ェ ノ ー ル 抽出およ び エ タ

ノ ー

ル 沈殿 を行 っ た . 沈殿 を 3 m l の 1 m M E D T A 加 10 m M

T ri s- H C l ( T ri s
- E D T A

,
T E ) に 溶解後 150 p g の リ ボ ヌ ク レ ア ー

ゼ (S ig m a , S t . L o u is
,
U S A ) を加え37 ℃30 分反応後 ,

塩化セ シ

ウ ム ( C s C l) (B R L
,
G aith e r s b u r g , U S A ) 4 ･2 g ,

エ チ ジウ ム ブ ロ マ

イ ド 4FL g を 加え
,

ク イ ッ ク
.

シ
ー ル チ

ュ

ー ブ (q ui c k s e al)( ペ
ッ ク

マ ン ジ ャ
パ ン

, 東京) に 注入 密閉 した .
ペ

ッ ク マ ン V T i 6 5 垂直

ロ ー タ
ー

( ペ
ッ ク マ ン ジ ャ

パ ン) に て20 ℃
,
6 0 ,0 0 0 r p m l O 時間超

遠心 後,
プ ラ ス ミ ドの バ ン ドを 注射器 で 回収 した .

1 ･1 g/ m l 塩

化セ シ ウ ム
,
0 .5 4 m g/ m l ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを 含む T E に て

5 .2 m l に 希尺 後 , 再び20 ℃ 65
,
0 0 0 r p m 5

･

時間超遠心 した ･ プ ラ

ス ミ ドの バ ン ドを 回収 し フ ェ ノ ー ル 抽 出 ,
エ タ ノ

ー

ル 沈殿 後

T E に て 1 m g/ m l の 濃度に 溶解 した .

Ⅳ . 遺伝子 導入

C A T ア ッ セ イ に 使用 する細胞は 約 1 .0 × 1 0
5

個/ m l の 濃度 で

5 % F C S 加 D M E M 4 m l に て 3 7 ℃ 24 時 間培 養後 ,
C h e n &

O k a y a m a ら
4 8)

の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法に て 遺伝 子 導入 を行

っ た . すな わ ち , 各種 プ ロ モ ー タ
ー

領域の 支配下に C A T 遺伝

子 を組み 込ん だ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 1 〟g
- 2〃g と

,
Z タ ン パ

ク
, J u n タ ン パ ク

,
F o s タ ン パ ク お よび そ れ らの 欠失変 異体 タ

ン パ クや 融合 タ ン パ ク の 発現 プ ラ ス ミ ドな どの エ フ ェ ク タ ー プ

ラ ス ミ ド 3 鵬 一触g を ,
0 .2 6 M 塩化 カ ル シ ウ ム 24 恥Ⅰ に 混合

し
, そ の 混 合 液 に 2 × B E S 生 食 緩 衝 液 (2 ×B E S b uff e r e d

s ali n e
,
B B S ) ( N a C 12 8 0 m M , N , N- ビ ス [2 ノ

＼イ ドロ キ シ ュ チ ル]

2 ア ミ ノ エ タ ン サ ル フ ォ
ニ

ッ ク ア シ ッ ド 50 m M ,
N a2 P O 4

,

2 .8 m M , p H 7 .9) ( N ,
N - bis[2 - h y d r o x y e th yl]-2 -

a m i n o
-

e th a n e- S ulf-

o ni c- a Cid
,
B E S) 2 5 0 pl を加え

, 室温に て15 分静置 した後 ,
上 記

培養細胞 に 加え37 ℃
,

C O 2 濃度の 3 % の 条件下に て 6 時間培養

した . そ の 後 ,

ハ ン ク ス 液 (H a n k s b ala n c e d s alt s ol u ti o n
,

H B S S ) に て 洗練 し
,
5 % F C S 加 D M E M 4 m l で37 ℃24 時間培養

した .

Ⅴ . C A T ア ッ セイ

Ⅳ . の ごとく遺伝子導入 した細胞を 0 .8 % 塩化ナ トリ ウ ム
,

0 .02 % 塩 化 カ リ ウ ム を 含 む 1 0 m M リ ン 酸 緩 衝 液 p H 7 ･2

(p h o s p h a t e
-b uff e r e d s ali n e

,
P B S) で 洗 源 し T N E ( T ri s

- H C l

p H 8 .0 4 0 m M , N a C 1 1 5 0 m M
,
E D T A l m M ) 1 m l に て 回 収 ,
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1 0
,
00 0 r p m l O 分 遠 心 し 沈 殿 に 0 .25 M T ri s

-

H C I p H 8 ･0 を

1 5 恥1 加 え
, 超音波 ホ モ ジナ イ ザ ー で 細 胞 を 破壊 , 続 い て

1 0
,0 00 r p m l O 分遠心 した 後, 上 清 75 pl に 1 M T ris - H C l p H 7 ･5

1 5 FLl
,
4 m g/ m l ア セ チ ル C o A ( a c e th yl

-

C O e n Z y m e A , S ig m a)

2 0 pl,

1 4
C 一 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ

ー ル D-th r e o-[di c h lo r o s c e t yl l 一
一4
C】

c h l o r a m p h e ni c ol
,

ア マ シ ャ ム ジ ャ
パ ン

, 東 京) 0 .2 5 pl , 蒸 留水

40 /∠1 を 加え37 ℃60 分イ ン キ エ
ペ - ト した . そ して

, 酢酸 エ チ ル

(半井 , 京都) 50 叫1 を 加え激 しく混和 し
,
1 0

,
0 0 0 r p m l 分遠心

,

酢酸 エ チ ル 層を 回収 , 真空乾燥させ た . 残漆を 12〃1 の 酢酸 エ チ

ル に て 溶解 ,
シ リ カ ゲル 薄層 プ レ

ー

トに ス ポ ッ ト 後ク ロ ロ ホ ル

ム : メ タ ノ ー ル 1 9 : 1 混合液を溶媒 と して 展開を 行 っ た . イ

メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー に てア セ チ ル 化 され た ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー

ル の 比率を 定量し
,

コ ソ ト ロ
ー ル の ア セ チ ル 化され た ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ
ー ル の 比率を 1 と した時の 各々 の ア セ チ ル 化の 比率を

転写活性と した .

Ⅵ . ゲル シフ トア ッ セイ

T R E D N A プ ロ
ー

ブ は G A T C T T C T A G A C C G G A T G A G T-

C A T A G C T T G の 3 0 b p の D N A を D N A 合成故 に て 合成 し

た . D N A の 末端標識は 以下の よう に 行 っ た . すな わ ち D N A

2 0 n g ,
5 0 m M T ris - H Cl p H 7 .6

,
1 0 m M M g C 1 2 , 5 m M ジチ オ ス レ

ト ー ル (d ithi o th r eit ol, D T T ), 0 .1 m M ス ペ ル ミ ジ ン
,

0 .1 m M

E D T A
,
1 0 0 p C i P-3 2 標識 T - A T P

,
2 0 u nit T 4 ポ リ ヌ ク レ オチ ド

キ ナ
ー ゼ を含む反応液 5 恥l を37 ℃ 1 時間反応後 ア ガ ロ

ー

ス ゲ

ル 電気泳動 に よ り P -3 2 標識 D N A を 分離精製 した .

試験管内 m R N A 合成は プ ラ ス ミ ド内の T 7 R N A ポ ウ メ ラ ー

ゼ プ ロ モ ー タ ー を 利用 し
,
R N A 合成 キ ッ ト (P r o m e g a) に よ り

Fig . 2 . T r a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n b y c hi m e r a s of th e G a14

D N A b i n di n g r e gio n a n d Z a
.

n d c
- F o s d el e ti o n m u ta n ts ･

p G l O B - C A T pl a s m id s w e r e c o tr a n sf e c t e d a s a r e p o rt e r

w ith e x p r e s si o n v e c t o r s e h c o di n g v a ri o u s c hi m e r a s of th e

G al 4 D N A b in di n g r e gi o n a n d Z a n d c
- F o s d el e ti o n

m u t a n t s i n t o c o s
-1 c ells . T h e c e11 s w e r e h a r v e s t e d

,
a n d

C A T a c ti v ity w a s a n aly z ed 2 4 h o u r af t e r tr a n sf e c ti o n ･
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合成を 行 っ た . す なわ ち , 発現プ ラ ス ミ ド D N A 2〟g を鋳型 と

して 同車 ッ ト に て37 ℃ 1 時間反応後 ,
フ ェ ノ ー

ル 抽出 エ タ ノ ー

ル 沈澱に よ り精製 した .
こ の R N A I FL g を 2 0 iLl の ウ サ ギ網状赤

血 球 ラ イ ゼ ー ト ( P r o m e g a) と混合 し30 ℃ 1 時 間反応 さ せ タ ン

パ ク 合成を 行 っ た . タ ン パ ク合成終了後 の ウサ ギ網状赤血 球 ラ

イ ゼ ー

ト 1 pl , P -3 2 標識 D N A プ ロ
ー

ブ (1 0 ,
0 0 0 c p m ) を D N A

結合緩衝液 (20 m M H E P E S 緩衝 液 p H7 .9
,
4 0 m M K C l

,
0 .2 M

E D T A
,
8 m M M g Cl 2 ,

1 0 % グリ セ ロ ー ル
,

2 % ポ リ ビ ニ ル ア

ル コ ー ル
,

1 m M D T T) 中で室温20 分反応後 ,
4 % ポ リ ア ク リル

ア ミ ドゲ ル 電気泳動 ,
そ して オ ー

ト ラ ジオ グラ フ ィ
一

に よ り分

析 を行 っ た .

成 績

Ⅰ . Z お よび F o s タン パ クの転写活性化領域 の比較同定

Z と F o s タ ン パ ク の N 末端側転写活性化領 域 を 比較 検討 す

るた め に 酵母 転写因 子 G a
.
1 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域と の 融

合 タ ン パ ク を作成 し G a1 4 タ ン パ ク結 合 D N A 配列を 介 した 転

写括性化能を測定 した (図2 ) .

Z タ ン パ ク で ほ N 末端の66 以上 の ア ミ ノ 酸を 含む融合タ ン パ

ク G alZ (13 3) ,
G alZ (1 1 0) ,

G a
,
1Z (8 5),

G alZ (6 6) は 有意な 転写活

性化能を示 した が
,

そ れ よ り短い 領域を含む G alZ (5 0) ほ顕著

な活性低下を 示 した . F o s タ ン パ ク で ほN 末端6 6 以上 の ア ミ ノ

酸を 含む融合 タ ン パ ク G alF o s (11 0), G alF o s (8 5), G a lF o s (6 6)

は有意な転写活性化能 を 示 し た が
, そ れ よ り 短 い 領 域 を 含む

G alF o s (4 4) は顕 著な活性低下を 示 した . 以上 の 結果 よ り Z お

よび F o s タ ン パ ク の い ずれ もN 末端66 以上 の ア ミ ノ 酸 を 含む

融合 タ ン パ ク は 有意 な 転写活性化能 を示 し
,

それ よ り短 い 領域

を 含 む もの は 顕著 な 活性 低下 を 示 した こ と か ら
,

Z お よ び

F o s タ ン パ ク の N 末端66 ア ミ ノ 酸領 域は い ずれ も転写活性化 に

重要な役割を 果た して い る こ とが示 唆され た .

Ⅱ .
F o s Z 融合 タ ン パ クに よ る転写活性化能 の検討

1 .
E B V 遺伝 子プ ロ モ ー

タ
ー

か ら の 転写誘導

G a1 4 タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク に よ る解析か らZ タ ン パ ク

の N 末端66 ア ミ ノ 酸領域ほ 転写活性化 に 重要な役割 を果た す こ

とが 示 酸され た . そ こ で
,

Z タ ン パ ク の こ の 領域 を欠失 した 変

Fi g . 3 . T r a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti o n of B M R F l a n d B H R F I

Vi r al g e n e s b y c hi m e r a s of Z d el e ti o n m u t a n ts a n d c
- F o s

d el e ti o n m u t a n t s ･ B M R F l - C A T o r B H R F トC A T pl a s m id s

W e r e C O tr a n Sf e c te d a s a r e p o r t e r wi th e x p r e s si o n v e c t6 r s

e n c o di n g v a ri o u s c h i m e r a s of Z d el e ti o n m u t a n ts a n d

c
- F o s d el eti o n m u t a n t s i n t o H T l O 8 0 c e11 s ,

異体を 作製 しそ の 転写活性化能を 測定 した ( 図3 ) .

Z タ ン パ ク の N 末 端6 5 お よ び1 0 9 ア ミ ノ 酸 を 欠 失 した Z

(6 6 - 2 4 5) お よび Z (1 1 0 -

2 4 5) 欠失変異体は
,

い ずれ もウ ィ ル

ス プ ロ モ
ー タ ー B M R F l お よび B H R F l か らの 転写を 活性化す

る こ とが で きなか っ た . 次に
,

Z タ ン パ ク の N 末端領域に 対応

す る F o s タ ン パ ク の N 末端領域も Z タ ン パ ク 同様 転写 活性化

に 重要な役割 を果 たす こ とが 示 唆 され た の で
,

Z タ ン パ ク の 欠

失 した 領域 に 対応す る F o s タ ン パ ク の 各領 域 を融 合 さ せ た 融

合 タ ン パ ク F o s (6 6) Z (6 6 - 2 4 5),
F o s (8 8) Z (8 8

-

2 4 5) ,
F o s

(99) Z (9 9
-

2 4 5) お よび F o s (1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) 発現 プ ラ ス ミ ド

を 作製 しそ の 転写活性化能を 測定 した ( 図 3 ) .

F o s (6 6) Z (6 6 -

2 4 5) , F o s (8 8) Z (8 8 - 2 4 5) お よび F o s (9 9)

Z (9 9 - 2 4 5) 融合 タ ン パ ク ほ 有意に ウ ィ
ル ス プ ロ モ

ー タ ー か ら

の 転写を活性化 した の に 対 して F o s (1 1 0) Z (1 1 0
-

2 4 5) ほ括性

化する こ と が でき なか っ た . ま た Z タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ

酸 を F o s タ ン パ ク の 1 1 0 7 ミ ノ 酸 で 置 換 し た F o s (1 1 0) Z

(6 6 - 2 4 5) ほ 強い 転写活性化能を 示 した .

以上 の 結果 よ り Z タ ン パ ク の N 末端99 ア ミ ノ 酸は E B V プ ロ

モ ー タ ー B M R F l お よ び B H R F l の 活性化 に お い て F o s タ ン

パ ク の 対応す る領域と 置換可能 で あるが , 1 1 0 ア ミ ノ 掛 ま置換

で きな い こ とが 明 か と な っ た .

上 で使用 した 発現 プ ラ ス ミ ドが実際 に D N A 結合活性 の ある

融合タ ン パ ク を 発現する こ と を確認す るた め に
,

こ れ らの 発現

ド

㍉
■

‥■∴
■

Fig . 4 . G el m o bilit y sh if t a s s a y f o r T R E bi n di n g of c hi m e
-

r a s of Z p r o t ei n d el e ti o n m u t a n t s a n d c
- F o s d el e ti o n

m u t a n t s . C hi m e ri c p r o t ei n s of Z d el e ti o n m u t a n t s a n d

C- F o s d e le ti o n m u t arl t S a r e S y n th e si z e d in v itr o tr a n sl a ti o n

in a r a b b it r e ti c ul o c y t e ly s a t e . N S
,
N o n s p e cifi c bi n d i n g

a c ti vi t y .
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プラ ス ミ ドか ら試験管 内で R N A を合成 し
,

こ れ らの R N A を

用い て 試験管 内翻訳反応に よ り タ ン パ ク 合成 を行 っ た ･ こ れ ら

の タ ン パ ク に D N A 結合活性の ある こ とを ゲル シ フ ト ア ッ
セ イ

に よ り確認 した (図4 ) . い ずれ の 反応産物も期待 され る移動度

の T R E プ ロ
ー

ブ と の 複合体を 形成 した こ とか らい ずれ の 発現

プラ ス ミ ドも D N A 結 合活性を 有する タ ン パ ク を 産生す る こ と

が確認 され た .

2 . Z タ ン パ ク お よび そ の 変異体の 細胞性遺伝子 92k D a-4 型

コ ラ ゲ ナ ー ゼ
,
T i m p の プ ロ モ ー タ ー か らの 転写 にお よ ぼ す影

響

92k D a
- 4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ

,
T i m p 遺伝子 プ ロ モ

ー タ q ほ
t

J u n およ び F o s タ ン パ ク な どの A P-1 フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク に よ

り遺伝子発現制御を 受け る こ とが 知 られて い る ･ Z タ ン パ ク お

よびそ の 変異体に よ り こ れ らの 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写

に お よ ぼす影響を 調べ る ため に これ ら プ ロ モ ー

タ
ー 領域の 支配

下に 各々 C A T 遺伝子を組み 込ん だ プ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ

ラ ス ミ ドと して使用 した ( 固5) .

J u n タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドほ ,
こ れ らの プ ロ モ ー タ

ー

か ら

の 転写を 促進 した の に 対 して Z タ ン パ ク お よび そ の 変異 体は

F ｡ S (1 1 0) Z (1 1 0
-

2 4 5) を除きい ずれも こ れ らの 細胞性遺伝子 プ

R■1 ■ t i l
l
●

･
⊂ ▲T

誓
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l
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J u n

王
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F o ■( 1 1 0) l ( 1 1 1 一 之1 5 )

エ( " - ユ4 5)

書く1 1 0 - ユ▲さ〉
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･ A m i n o a cid s e q u e n c e s of Z
,

C
- F o s a n d Z p oi n t

m u t a n ts . c o n s e r v e d a mi n o a cid s a r e m a r k e d b y th e d o t s T

ロ モ ー タ ー か らの 転写を 有意 に 活性化 しな か っ た .

一

方 ,
ウ ィ

ル ス プ ロ モ ー

タ
ー

を 活性化 で きな か っ た F o s (1 1 0) Z (1 1 0 -

2 4 5) 融合 タ ン パ クほ 非常に 強く両 プ ロ ⊥モ ー

タ
ー

か ら の 転写を

活性化 した .

Z タ ン パ ク の N 末端66 , 8 8 およ び99 ア ミ ノ 酸領域を F o s タ ン

パ ク の 対応す る領域と置換 した 融合タ ン パ ク ほい ザれ も Z タ ン

パ ク に よ り転写制 御を 受け る E B V ブ ロ ーモ
ー タ ー B M R F l

,

B H R F l か らの 転写を 活性化 したが , 細胞性 A P -1 フ ァ ミ リ ー

転写 因子 に よ り制御 さ れ る 細胞性遺 伝子 92k D a
-4 型 コ ラ ゲ

ナ ー ゼ
,
T i m p の プ ロ ∴ モ ー タ ー は 活性化 しな か っ た .

一 方 N 末

端110 ア ミ ノ 酸領域を置換 した F o s (1 1 0) Z (11 0 - 2 4 5) 融合 タ ン

パ ク は 逆 に E B V プ ロ モ ー タ ー

を 活 性化 で き な か っ た が

92 k D a-4 型 コ ラ ゲナ
ー ゼ

,
Ti m p プ ロ モ p タ ー を活性化 した .

以上 の 結果よ り Z タ ン パ ク の E B V プ ロ モ ー

タ
ー 特異的活性

化ほ
,
1 0 0

- 1 1 0 ア ミ ノ 酸領域に よ り決定 され て い る こ と が示

唆 され た .

3 . Z タ ン パ ク の 1 00 - 1 1 0 ア ミ ノ 酸領域の 検討

z タ ソ バ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性を決定する領域せ ア ミ ノ 酸

Fi g ･ 7 ･ T r a n s c ri ptio n al a c ti v a ti o n of E B V vi r al g e n e s b y Z

p oi n t m u t a n t s ･ B M R F l-C A T o r B H R F トC A T pl a s mi d s

w e r e c o tr a n sf e c t ed a s a r e p o r t e r w it h e x p r e s si o n v e c to r s

e n c o d i n g v a ri o u s Z p o l n t m u ta n tS i n t o H T l O 80 c e II s ･

F ig . 8 ･ T r a n s c ri p ti o n al a c tiv a ti o n of c ell u l ar g e n e s b y Z

p oi n t m u t a n ts ･
9 2 k - C A T o r T i m p

- C A T pl a s m id s w e r e

c o tr a n s f e c t e d a s a r e p o r t e r W ith e x p r e s si o n v e c t o r s

e n c o di n g v a ri o u s Z p oi n t m u t a n t s i n t o H T l O 8 0 c e11s ･
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レ ベ ル で解 明す るた め に Z タ ン パ ク の N 末端 100 - 1 1 0 ア ミ ノ

酸を F o s タ ン パ ク の 対応す る領域 と比較 したと こ ろ
,

Z タ ン パ

ク に 特徴 的な配列 と して こ の11 ア ミ ノ 酸内に 4 個の ダ ル ク ミ ン

(G l n : 1 0 2 , 1 04
,
1 0 5

,
1 0 8) が 見い だ され た( 図 6) . こ の うち 3 個

の グル タ ミ ソ ( G l n : 1 0 2 , 1 0 4 , 1 0 5) を対応す る F o s タ ン パ ク の

ア ラ ニ ソ
,

ア ラ ニ ン
,

チ ロ γ ソ に 置換 した Z m l, 1 0 8 番 目 を ア ル

ギ ニ ン に 置換 し4 個全 て を 置換 した Z m 2
,
1 0 8 番 目 の み を ア ル

ギ ニ ソ に 置換 した Z m 3 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 し
, そ れ ら の 転

写惰性化能を比較 した (図 7 , 8) .

Z m l
,
Z r n 3 は ウ ィ ル ス プ ロ モ

ー タ ー B M R F l , B H R F l を 活性

化 した が Z m 2 ほ し な か っ た .

一 方 , 細 胞性 プ ロ
⊥モ ー

タ ー ほ

Z m 2 , Z m 3 に よ り有意に 転写が活性化 され た .

以上 の 結果よ り, Z タ ン パ ク は ウ ィ
ル ス プ ロ モ ー タ ー の 活性

化に ほ Z タ ン パ ク 10 0 - 1 1 0 ア ミ ノ 酸内の 4 個の グ ル タ ミ ン を

全 て置換する とそ の 活性を喪失す る こ と , 細胞性 プ ロ モ ー タ ー

の 活性化に ほ108 番 目の グ ル タ ミ ン を ア ル ギ ニ ン に 置換 す る だ

けで そ の 活性を 獲得 する こ とが 明 らか と な っ た .

Ⅲ . F o s ( 1 1 0) Z (1 10 - 2 4 5) 融合タ ン パ ク とZ お よ び そ の欠

失変異体タ ン パ ク との 相互作 用

1 ･
F o s (1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) 融合 タ ン パ ク の 二 量体形成能

Z タ ン パ ク と プ ロ モ
ー

タ
ー

特異 性 を異 に す る F o s (1 1 0) Z

(1 1 0 - 24 5) 融合 タ ン パ ク が
,

D N A 結合能 ･ 二 量体形成 能 に は

Fig ･ 9 ･ F o r m a ti o n of h et er o dir n e r s of Z (1 1 0 - 2 4 5) a n d F o s

(1 1 0) Z (1 1 0
-

2 4 5) ･ Z (1 1 0 ～ 2 45) a n d F o s (1 1 0) Z (1 1 0 -

2 4 5) p r o t ei n s w e r e s y n th e siz e d in vi tr o tr a n sl ati o n ,i n a

r a b b it r e ti c ul o c yt e ly s a t e ･ N S
,

N o n s p e sifi c bi n di n g

a c ti vity .

変化が な い こ と を確認す るた め に ゲ ル シ フ ト ア ッ
セ イ を 行 っ た

(国9 ) ･ 移動度 の 差が も っ と も著 しく な る よ う に F o s (1 1 0) Z

(1 1 0 - 2 4 5) と Z (11 0
-

2 4 5) を 用 い た . 両 者を 同 一

チ ュ
ー ブ内で

試験管 内翻訳 で 合成 しゲ ル シ フ ト ア ッ
セ イ 行 っ た と こ ろ

,
F ｡ S

(1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) お よ び Z (1 1 0
-

2 45) 複合体と 中間の 移動度

を示 す複合体が 形成 され , 両者 が異種 二 量体を形成す る こ と が

示 され た
,

′2 ･ F o s (1 1 0) Z (1 1 0 -

2 4 5) 融合 タ ン パ ク と Z タ ン パ ク お よび

そ の 欠失変異体と の 相互 作用

Z タ ン パ ク お よ びそ の 欠失変異体と F o s (1 1 0) Z (1 1 0 -

24 5)

融合 タ ン パ ク と の 相互 作用 を 検討する た め に こ れ らを 同時に 発

現 させ そ の 相互 作用を 検討 した (図 1 0
,
1 1) .

F o s (1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) 融合タ ン パ ク が転写活性化する こ とが

で きな い B M R F l プ ロ モ ー タ ー

に対 して Z タ ン パ ク と 同時発現

させ る と Z タ ン パ ク 単独に 比 して 約 2 倍 の 活性化を 示 した . ま

た
, 転写悟性化能 を喪失 した Z (6 6 - 2 4 5) ,

Z (1 1 0 -

2 4 5) 欠失変

Fi g ･ 1 0 ･ T r a n s c ri pit o n al a c ti v a ti o n of vir al g e n e s b y h et e r o d-
i m e r s of Z d el e ti o n m u t a_ n tS a n d F o s (1 1 0) Z (1 1 0
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2 4 5) .
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Z タ ン パ ク の 構造 と機能解析

異体との 同時発現で も有意に B M R F l プ ロ モ
ー タ ー か らの 転写

を誘導 した .

一 九 F o s (11 0) Z (1 1 0
- 2 4 5) 融合 タ ン パ ク が 転写

活性化可 能な 92k D a-4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 対 して

この プ ロ モ ー タ
ー

を活性 化す る こ と が で きな い Z タ ン パ ク と の

同時発現 で は F o s (1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) 単独に 比 して約 3 倍 の 転

写活性化を示 した . しか し Z タ ン パ ク と 同様 に こ の プ ロ モ ー

タ ー 転写活性化能を もた な い 欠失変異体 Z (6 6
- 2 4 5) お よ び Z

(11 0
～ 2 4 5) は F o s (1 1 0) Z (1 1 0 - 2 4 5) に よ る転写活性化を有意

に抑制 した . ま た
, J u n タ ン パ ク に よ る こ の プ ロ モ ー

タ
ー の 転

写活性化を Z タ ン パ ク は有意に 抑制 した ･

Ⅳ . Z タ ンパ ク の 1 1 1 - 1 4 3 ア ミ ノ酸配列の 検討

Z タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列111 番め か ら143 番め に 相当す る領

域は F o s タ ン パ ク で は欠失 して い る ･ そ こ で次に Z タ ン パ ク の

14 4 番め か ら168 番め の ア ミ ノ 酸領域を F o s タ ン パ ク の 対 応す

る領域の ア ミ ノ 酸111 番め か ら134 番め と 置換 した 融合 タ ン パ ク

Z F o s Z l を発現する プ ラ ス ミ ドを 作製 しウ ィ ル ス プ ロ ニ巨 - - タ ー

および 細胞性プ ロ モ ー タ
ー

に 対す る効果を 検討 した ( 図 12 , 1 3 ,

14 ) .

1 . Z F o s Z 融合 タ ン パ ク に よ る転写活性 化能 の 検討

Z F o s Z l は Z と 同様 に ウ ィ
ル ス プ ロ

･モ ー タ ー B M R F l
,

B H R F l か ら の 転写を 活性化す ると と もに Z が 活性化 す る こ と

が で きな か っ た細胞性 プ ロ モ ー タ ー 9 2 k D a
-4 塑 コ ラ ゲ ナ

ー ゼ
,

T i m p を 活性化す る こ とが で きた , Z F o s Z l 融合タ ン パ ク 中の

F ｡ S タ ン パ ク 領域 1 1 1 - 1 3 4 ア ミ ノ 酸 の う ち どの 領域 が細胞性

プ ロ ▼モ ー タ ー の 活 性 化 に 関 わ っ て い る の か を み る た め に

11 1
- 1 2 3 ア ミ ノ酸領域 の み を 置換 した Z F o s Z 2

,
1 2 4 - 1 3 4 ア ミ

ノ 酸領域 の み を 置換 した Z F o s Z 3
,
1 2 g - 1 3 4 ア ミ ノ 酸領域 の み

を置換 した Z F o s Z 4 融合タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを作製 し各プ

ロ モ ー

タ
ー

に 対す る効果を検討 した . Z F o s Z 2 は ウ ィ ル ス プ ロ

モ ー

タ
ー

に 対す る効果を 喪失 した が細 胞性 プ ロ モ ー タ ー に 対す

る効果を 獲得 した . Z F o s Z 3 , Z F o s Z 4 は ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ
ー

に 対す る 効果 は 保持 し つ つ 細 胞性 プ ロ モ ー タ ー 活 性 化能 を

Z F o s Z l に 比較 して 弱い なが らも獲得 して い た .

2 . Z F o s Z l 融合 タ ン パ ク と Z タ ン パ ク お よ びそ の 欠失変異

体と の 相互 作用

Z F o s Z l 融合タ ン パ ク は
,

Z タ ン パ ク お よ び その 欠失変異 体

に は な い 活性 , すな わ ち細胞性プ ロ モ ー タ ー 活性化能 を獲得 し

てい た . そ こ で Z F o s Z l と Z お よび そ の 欠失変異体と の 機能を

比較する 目 的で Z お よび そ の 欠失変異体 Z F o s Z l の 細胞性 プ ロ

1 40
t T 2
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モ ー

タ
ー 9 2 k D a-4 型 コ ラ ゲナ ー ゼ に 対す る転 写病性 化に 与 え

る 効果を検討 した ( 図 1 5) .

Z と そ の 欠失変異 体 Z (6 6
- 2 4 5) お よび Z (1 1 0

- 2 4 5) は い ず

れ も単独で ほ 細胞性 プ ロ モ ー タ ー

を 活性化 で きな か っ た が
,

Z F o s Z l の 細胞性 プ ロ ⊥モ ー タ ー に 対す る効果を著 し く上 昇 さ せ

た . 特に 欠失変異体の 効果ほ 大きか っ た .

3 . Z F o s Z l 融合タ ン パ ク の 二 量体形成能

Z F o s Z l と Z 欠失変異体 Z (1 1 0 - 2 4 5) と の 直接的な 相互作用

を み るた め に 試験管内翻訳反応に よ り作製 した タ ン パ ク を 用い

て ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た ( 因 16) . Z F o sZ l お よ び Z

(1 1 0
- 2 4 5) ほ い ずれ も D N A に 結合 して

,
タ ン パ ク の 大きさ に

対応 して 異な る移動度 の D N A と の 複合体を 形成 した . 両者を

同 一 試験 管内で 同時に 翻訳 したもの で は
! 各々 単独の 複合体と

共 に そ れ らの 中間の 移動度を 示す複合体が 形成 され た ･
これ ら

の 結果か ら Z F o sZ l は Z (1 1 0 - 24 5) と異種二 量 体を形成す る こ

Fig . 1 3 A T r a n s c rip ti o n al a cti v a ti o n of vi r al g e n e s b y c hir n e r a s

of Z d el e ti o n m ut a n t s a n d c- F o s d e le ti o n m u t a n t s ･

B M R F l- C A T o r B H R F IT C A T pl a s m id s w e r e c o t r a n sf e c t e d

a s a r e p o rt e r w it h e x p r e s si o n v e c t o r s e n c o d i n g v a ri o u s

c hi m e r a s of Z d ele ti o n m u t a n t s a n d c- F o s d el e tio n

m u t a n t s i n t o H T l O 8 0 c eII s .

F i g ･ 1 4 ･ T r a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n of c ell u l a r g e n e s b y

c hi m e r a s of Z d el e tio n m u t a n ts a n d c
- F o s d el e ti o n

r n u t a n t s . 9 2 k
- C A T o r T i m p

- C A T pl a s m id s w e r e c o tr a n s
-

f e c t e d a s a r e p o r te r wi th- e X pr e S Si o n v e c t o r s e n c o d in g

v a ri o u s c h i m e r a s of Z d ele ti o n m u t a n ts a n d c
- F o s d el e ti o n

m u t a n ts i n to H T l O 80 c ells .
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と が 示唆され た .

考 察

ウ ィ ル ス が細胞 由来 の 遺伝子 , 特に A P-1 フ
ァ ミ リ ー の 転写

制御田子を取 り込 ん だ例 と して レ ト ロ ウ イ ル ス の v
-j u n , Ⅴ

-f o s

遺伝子が ある が
,

こ れ らの 遺伝子 ほ痛遺伝子と して ウ ィ ル ス 発

癌 の 中心的役 割を果た す こ とが 知られ て い る . こ れ らの 癌遺伝

子産物ほ 本来 の 細胞性転写国子の よ うな 転写制御 の 支配鶴橋を

逸脱 して い る た め に 細胞 を発癌 に 導 くと 考え られ る
1 8)

.

一 方 ,

E B V の Z タ ン パ ク はそ の ア ミ ノ 酸配列の 相 同性 ,
イ ン ト ロ ン

ー エ ク ソ ン 構造 な どか ら cイo s 遺伝子が ウ ィ ル ス に 取 り込 まれ

たも の と考 え られ る . した が っ て Z タ ン パ ク は A P -

1 フ ァ ミ

リ
ー の 転写因子 と共通の D N A 配列すなわ ち T R E 配列を 認

す る . しか しなが ら Z タ ン パ ク は A P-1 フ
ァ ミ リ ー の 細胞性転

写因子に よ っ て 制御 され る ほ とん どの 細胞性遺伝子の 発現を 誘

導する こ とほ で きな い
.
S at o に よれ ば , Z タ ン パ ク の E B V プ

ロ モ ー タ ー 特異的活性化枚構と して Z タ ン パ ク ほ 転写悟性化に

は 必ず複数の D N A 結合配列が 連続 して 存在す る こ と が 必要で

ある
45)

. した が っ て ほ と ん どの 細胞性遺伝子 プ ロ モ ー タ ー

の よ

うに T R E 結合配列 を 1 個 しか含 ま な い プ ロ モ ー タ ー

を Z タ ン

パ ク は活性化す る こ と が で きな い
. したが っ て E B V 潜 伏感染

細胞 内に Z タ ン パ ク が 発現 され る と細胞性遺伝 子プ ロ モ ー タ ー

か ら の 転写 を誘導す る こ とな しに ウ ィ ル ス プ ロ モ ー

タ ー を選 択

的に 活性化 しウ ィ ル ス 増殖サ イ ク ル を誘導する .

Z タ ン パ ク の 25
-

8 6 ア ミ ノ 酸領域 は 転写 基本 国子 で ある

T F I D と 直接結合す る こ とが 報告 されて い る
47)

. 実際に Z タ ン

パ ク の こ の 領域を 含む部分を 欠失 させ る と Z タ ン パ ク ほ 転写活

性化能を喪失す る . 興味あ る こ と に
,

Z タ ン パ ク の こ の 領域 を

F o s タ ン パ ク の 対応す る領域と置換す る と Z タ ン パ ク ほ 転写活

性化能を 回復 した . こ の こ と は F o s タ ン パ ク の N 末 端領域 も直

接 T F ⅡD と結合す るか 又 は そ れ に 相当す る活性 を 有す る 可 能

性 を 示 唆 して い る . Z タ ン パ ク の N 末端99 ア ミ ノ 酸 ま で は

F o s タ ン パ ク の 対応す る領域と置換 して もそ の 活性 に 顕著 な差

はみ られな か っ た が , 1 1 0 ア ミ ノ酸 を置換す る と ウ ィ
ル ス プ ロ

モ ー タ ー に 対す る活性を 喪失する と ともに 細胞性 プ ロ モ ー タ ー

に対する転写活性化能を 新た に 獲得 した . した が っ て Z タ ン パ

F i g . 1 5 . T r a n s c ri p ti o n aL , a C ti v a ti o n of c ell ul a r g e n e s b y

h e t e r o di m e r s of Z d el e ti o n m u t a n t s a n d Z F o s Z l . 9 2

k - C A T p la s m id s w e r e c o tr a n sf e ct e d a s a r e p o r t e r

L■
wi th

e x p r e s si o n v e c t o r s e n c o d i n g v a ri o u畠 Z d el e ti o n m u t a n ts

a . n d Z F o s Z l･ i n t o H T l O 8 0 c e ll s .

ク の 1 1 0 - 1 1 0 ア ミ ノ 酸領域 に プ ロ モ ー タ ー

特異性 を決定する

部分が ある と推測 され た ･ Z タ ン パ ク の こ の 領域 に
, 特徴的な

ア ミ ノ 酸配列 と して 4 個の ダ ル ク ミ ソ が 認め られ た . グ ル タ ミ

ン に 富 んだ 領域ほ しば し ば転写 活性 化領域 と して 働く こ と か

ら,
こ の 領域が Z タ ン パ ク の 転写に な ん らか の 影響を も つ こと

が 予想 され た ･ 実際 に こ の 4 個 の グル タ ミ ン ( G l n ‥ 1 0 2
, 1 04

,

1 0 5
･
1 0 8) に 変異 を導 入す る と ウ ィ ル ス ブ ロ ー タ 一

括性 化能を

喪失 し
,

4 番目 の ダ ル ク ミ ン (G l n ‥1 0 8) を ア ル ギ ニ ン に 置換す

る と細胸性 プ ロ モ
ー タ ー 活性化能を 獲得す る こ と が 明 か と な っ

た .

以上 の 結果 よ り
,

Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク ほ N 末端領域の

非常 に よく 対応す る領域に 転写基本 国子 T F ] D 結合部位が 存

在 し
,

Z タ ン パ ク の こ の 領域に 隣接 した ア ミ ノ 酸 1 00
-

1 1 0 の

部 分が Z タ ン パ ク に よ る 転写活 性化 の プ ロ モ
ー タ ー 特異性を 規

定 して い る こ と が 示 され た .

Z タ ン パ ク お よ び そ の 変異体 は C 末端 に 位置す る 二 両 体形成

領域を 介 して 二 間 体形成 する こ とか ら 2 種の タ ン パ ク の 同時発

現 で は各 々 の 同種 二 両 体 と 共 に 異 種 二 両体 を 形成 す る . した

が っ て 2 種の タ ン パ ク の 同時発 現に よ る効果が 各 々 単独 発現の

相加的 また は 平均的効果 以上 で あれ ば
, そ れほ 異種 二 両 体の 効

果 と推定 され る . ま た ウ ィ ル ス プ ロ ･モ ー

タ ー の よ う に Z タ ン パ

ク 結合配列が 連続 して繰 り返 され て い る場合に は
, 各々 の 同 種

二 両 体と 異種二 両 体の 3 種類 の 二 両体が 混合 して D N A に 結合

す る可 能性 もあり , そ の よ う な効果も考え られ る . Z タ ン パ ク

Fig . 1 6 . F o r m a ti o n of h e t e r o di m e r s of Z (1 1 0
- 2 4 5) a n d

Z F o s Z l ･ Z (1 1 0 -

∵2 4 5) a n d Z F o s Z l p r o t e in s w e r e s y n th e s
-

i z e d in vit r o tr a n sl a ti o n i n a r a b b it r e tic ul o c y t e ly s at e .

N S
,
N o n s p e sifi c b in d in g a c ti vit y ,
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と F o s (1 1 0) Z (1 1 0
- 2 4 5) 融合タ ン パ ク を 同時に 発現 させ る と

F o s (1 1 0) Z (1 1 0
- 2 4 5) 融合 タ ン パ ク は 自分自身 で は活性化 で き

ない ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ ー に 対 して Z タ ン パ ク の 活性 を有意に

増強 した . また 転写活性化領域を 含む が ウ ィ
ル ス プ ロ モ ー

タ
~

特異性を決定す る領域を 欠く F o s (1 1 0) Z (l 1 0
-

2 4 5) 融合 タ ン

パ ク と 転写活性化領域を 欠く が ウ ィ
ル ス プ ロ モ ー タ ー 特異性決

定領域を 含む Z (6 6 - 2 4 5) と の 同時発現で は ウ ィ ル ス プ ロ モ ー

タ
ー

を 活性化 した の に 対 して
,
転写活性化領域と プ ロ モ

ー

タ
ー

特異性決 定領 域 の 両 方 を 欠く Z (1 1 0 - 2 4 5) は F o s (1 1 0) Z

(1 1 0
- 2 4 5) との 同時発 現で は極め て弱 い 転写活性化能 しか 示 さ

なか っ た . した が っ て ,
ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ

ー

の 活性 化に は両

方の 領域が必 要 で あ るが 必ず しも両者が 同 一 分子内に なく とも

よ い と 推測され た .

ま た , Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性 ほ Z タ ン パ ク の

144
- 1 6 8 ア ミ ノ 酸領域を 置換す る こ と に よ っ て も変化 させ る

こ と が できた . すなわ ち こ の 領域を F o s タ ン パ ク の 対応す るア

ミ ノ 酸領域 と置換する と ウ ィ
ル ス プ ロ モ

ー タ ー に 対す る活性を

維持 した ま ま で 新た に 細胞性 プ ロ モ
ー タ ー に 対する転 写病性化

能を 獲得 した .

一

方 ,
こ の 領域内の 144 - 1 5 6 ア ミ ノ 酸の み を

置換す ると ウ ィ
ル ス プ ロ モ

ー タ ー に 対する 転写活性化能を喪失

しなが らも ∴細胞性 プ ロ モ ー タ ー に 対す る 活性 化能 を 獲得 し

た . 1 6 2
-

1 6 8 ア ミ ノ 酸を 置換 して も細胞 性 プ ロ モ ー タ
ー

に 対

する活性化能を 獲得 した .

以上 の よう に
,

Z タ ン パ ク の 複数の 領域 の い ずれ の 領域を 置

換 して もプ ロ モ
ー

タ
ー

に 対す る 特異 性を 変 化 され 得 る こ と よ

り ,
Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性は , 特定 の 部位に よ っ て

の み決定 され る と い う よ りは全体の 立 体構造に よ るもの で ある

と推測 された . 異な る構造の Z お よび そ の 誘導体 を同時に 発現

させた 場合 に 各 々 を 単独 に 発現され た 場合と は 著 しく異な っ た

活性を示 す こ とか ら
,

Z タ ン パ ク の 二 両体 と して の 立 体構造が

大きく寄与 してい る こ と が示 され た .

Z タ ン パ ク の プ ロ モ
ー タ

ー

特異性の 決定機構ほ
, 転写因 子の

なか で もきわ め て ユ ニ
ー

ク なもの で あ り , 転写制御機構 の 研究

に お い て 重要な モ デ ル の
一

つ と な る と考え られ る ･

結 論

E B V 転写因子 Z タ ン パ ク の ウ ィ ル ス プ ロ モ
ー タ

ー

特異 的活

性化機構 に つ い て 解析を 行い 次の 結果を得 た ･

1 . Z タ ン パ ク は E B V の B M R F l
,
B H R F l 遺伝子 プ ロ モ

ー

タ ー

を 活性化 した が
,

A P-1 フ ァ ミ リ ー に よ り制御 され る 細胞

性遺伝子 92 k D a,-
4 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び Ti m p プ ロ モ ー タ

ー

を

活性化す る こ と が で きなか っ た .

2 . Z タ ン パ ク の 転写基本因子 T F ⅡD と の 結合領域を 含 む

N 末端99 ア ミ ノ 酸は 転写活性化に 必 須の 領域 で あ っ た が
,

こ の

領域は F o s タ ン パ ク の 対応する 領域 と置換可 能で あ っ た ･ した

が っ て こ の 領域 を転写活性化領域と 同定 した ･

3 . Z タ ン パ ク の N 末端110 ア ミ ノ 酸領域を F o s タ ン パ ク の

対応す る領域と 置換す ると ウ ィ ル ス プ ロ ⊥
モ

ー タ ー に 対す る活性

化能を喪失 し
, 細胞性 プ ロ モ

ー タ ー に 対す る活性化能 を新た に

獲得 した . した が っ て ,
こ の 領域か ら転写活性化領域N 末端99

ア ミ ノ酸 を除 い た 100 - 1 1 0 ア ミ ノ 酸領域 を プ ロ モ ー タ ー 特異

性決定領域を 同定 した .

4 . 乙タ ン パ ク の プ ロ モ ー

タ † 特異性決定領域 中の 4 個の グ

ル タ ミ ン 中 4 個 とも置換する と ウ ィ ル ス プ ロ モ ー

タ
ー に 対する

865

活性 を喪失 し
,
1 0 8 番目 の グ ル タ ミ ン を置換す る と細 胞性 プ ロ

モ ー タ ー に 対する活性を 獲得 した .

5 . Z タ ン パ ク の プ ロ モ ー タ ー 特異性 は
,
1 44 - 1 6 8 ア ミ ノ 酸

領域を F q s タ ン パ ク の 対応する領域と 置換 す る こ と に よ っ て

も変化 させ る こ と が 可能 であ っ た .

以上 の 結果 よ り Z タ ン パ ク の プ ロ モ
ー タ ー 特異性が複数 の 領

域 に よ り規定され てい る こ とが 明らか とな っ た .
こ の こ と は Z

タ ン パ ク の 立 体構造が そ の プ ロ モ ー タ ー 特異性 に 重要で ある可

能性 を示 唆 して い る .
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E ･ & S p e c k ,
S ･ H L : I n d e n tific a ti o n o f

p h o r b ol e st e r r e s p o n s e el e m e n t s i n th e p r o m o t o r of E p s t ei n-

B a r r v ir u s p u t a ti v e ly ti c s w i c h b e n e B Z L F l ･ J ･ V ir ol ･
･

64
,

1 21 7-1 2 26 (1 9 9 0) .

5 ) H i n u rn a ,
Y .

,
K o h n

,
M

り
Y a m a g u c hi

･
J ･ T ･

･
W u d a r s ki

･

D . J . , B l a k e sl e e
,
J . R ･ & G r a n c e , J ･ T ･ J r ･ : I m m u n ofl u o r-

e s e n c e a n d h e r p e s-ty P e Vir u s p a r ti cl e s i n t h e p 3 H R-1

B u rk it t
'

s ly m p h o m a c el1 1i n e ･ J ･ V ir ol ･
,
1

,
1 0 4 5-1 0 51 ( 19 6 7) ･

6 ) T a k a d a
,

K ･
,

S hi m i z u
,

N
り

S a k u m a ･ S ･ & O n o
,

Y ･ :

T r a n s a c ti v a ti o n of t h e l a t e n t E p s t ei n- B a r r vir u s (E B V )

g e n o m e af t e r t r a n sf e c ti o n of th e E B V D N A f r a g m e n t ･ J ･

V i r ol .
,
5 7

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

7 ) T a k a d a
.
K ･ & O n o , Y ･ : S y n c h r o n o u s a n d s e q u e n tial

a c ti v a ti o n of l a t e n tly i n f e c t e d E p s t ei n- B a r r vi r u s g e n o m e s ･ J ･

V ir oI
リ

6 2
,
22 7 4 - 22 8 4 (1 9 88) .

8 ) B i g gi n
,
M .

,
B o d e s c o t

,
M .

,
P e r ri c u d e n t

,
M ･ & F a r r e 11

,

P . : E p s t ei n
- B a r r v ir u s g e n e e x p r e s si o n i n p 3 H R-1 s u p e ri n f e

-

c t e d R aji c ells . J . V ir ol .

,
6 l

, 3 1 2 0v 31 32 (1 9 8 7) ･

9 ) T a k i mi t o
,
T . , O g u r a

,
H ･

,
S a t o

,
H

り
U m e d a ,

R ･ &

H a t a n o
,
M . : I s ol a ti o n of 二tr a n s王o r mi n g- a n d e a rl y ･a n ti g e n

･i n d -

u ci n g E p s t ei n
- B a r r vir u s f r o m n a s o p h r y n g e al c a r ci n o m a

h y b rid c e u s ( N P C → K T) l



8 66

J ･ N a tl ･ C a n c e r I n s t .
, 7 4 , 5 7 -5 9 (1 9 8 5) .

1 0) S a t o
･
H ･

,
P a g a n o , J ･ S ･ & R a a b - T r a u b

- N . : A m plifト

C a ti o n o f E p s t ei n- B a r r v ir u s ( E B V ) D N A b y s u p e ri n f e c tio n

W ith a s t ra i n of E B V d e ri v e d f r o m n a s o p h r y n g e al c a r ci n o m a .

J ･ V ir oI .
,
6 2 , 3 2 8 8 - 3 2 94 (1 9 8 8) .

1 1) S a t o
,

H ･
･
T a k i m o t p ,

T ･
,
O g u r a

,
= .

, H a t a n o
,

M . &

G l a s e r
･
R ･ : H e t e r o g e n eit y of E p s t ei n- B a r r vir u s d e ri v e d f r o m

a n a s o p h r y n g e al c a r ci n o m a w h ic h h a s t r a n sf o r m l n g a n d l yti c

P r O p e r ti e s ･ J ･ N a tl ･ C a n c e r I n st ･
,
7 6

,
1 01 9 - 1 0 2 4 (1 9 8 6) .

1 2) K e n n y , S ･ , K a n i n e
,
J ･

7
H o11 y

- G u t h ri e , E ･ & P a g a n o ,

J ･ : T h e E p s t ei n- B a r r vir u s B Z L F l i m m e d ia t e ly
-

e a rly g e n e

p r od u c t diff e r e n ti ally aff e c t s la t e n t v e r u s u s p r o d u c ti v e E B V

P r O m O t O r S ･ J ･ V ir ol ･
,
6 3

,
1 72 9 -

1 7 36 (1 9 8 9) .

1 3) S a rn pl e
,
J ･

･
L a n c z

,
G ･ & N o n o y a rn a

,
M ･ ‥ M a p pi n g of

g e n e s i n B a m H l f r a g m e n t M of E p s t ei n, B a r r vi r u s D N A

th a t m a y d et e r r ni n e th e f at e of v ir al in f e c tio n . J . V ir ol .
,
5 7

,

1 45-1 5 4 ( 柑86) .

1 4) H a r d w i c k
･
J , M ･

･ L i e b e r m a n
,
P ･ M ･ & H a y w a r d

,
S .

D ･ : A n e w E p st ei n
- B a r r v ir u s tr a n a s a c ti v at o r , R , i n d u c e s

e x p r e s si o n of a c y t o pla s mi c e a rly a n tig e n . J . V ir ol リ 31 3 -3 21

(1 9 9 0) .

15 ) C o x
,

M ･ A ･
, L e a h y ,

J . & H a r d w i c k
,

J . M . : A n

e n h a n c e r wi thi n th e d i v e r g e n t p r o r n o t o r o f E p s t ei n- B a rr v ir u s

r e s p o n d s s y n e r gi stic ally t o th e R a n d Z t r a n s a c ti v a t o r s . J .

V i r ol
リ

6 4
,
3 1 3 -3 2 1 (1 9 9 0) .

1 6) K e n n y ,
S ･

,
K a m i n e

,
J .

, H o ll e y
- G u t h ri e

,
E .

, Li n , J .

C ･
･
M a r

･ E ･ C ･ & P a g a n o
,
J ･ S ･ : T h e E p s t ei n- B a r r vi r u s

( E B V ) B Z L F l i m m e d i at e
-

e a rly g e n e p r o d u c t d王ff e r e n ti ally

aff e c t s l a t e n t v e r s u s p r o d u c ti v e E B V p r o m o t o r s . J . V ir ol .
,

63
,
1 7 2 9 -1 7 3 6 (1 9 8 9) .

1 7) F l e r ni n g t o n
,

E . & S p e c k
,

S . H ∴ I d e n tifi c atio n ｡f

p h o r b ol e st e r r e s p o n s e el e m e n ts i n th e p r o m o t o r of E p s t ei n
-

B a r r vi r u s p u t a ti v e l yti c s wi t c h g e n e B Z L F l . J . V ir ol .
, 6 4

,

1 21 7 -1 2 2 6 (1 99 0) .

1 8) F l e r ni n g t o n
,

E ･ & S p e c k
,

S ･ H . : A u t o r e g ul a ti o n of

E p s t ei n
- B a r r vi r u s p u t a ti v e l yti c s w it c h g e n e B Z L F l . J .

V i r ol
リ
6 4

,
1 2 2 7 -1 2 3 2 (1 9 9 0) .

1 9) F a r r ell
,

P ･ J ･
,

R o w e
,

D . T .
,

R o o n e y , C . M . &

K o u z a rid e s
,

T ･ : E p st ein -

B a r r vir u s B Z L F l t r a n s a cti v a t o r

S P e C ifi c a u y b i n d s t o a c o n s e n s u s A P - 1 sit e a n d i s r e l at e d t o

C
一王o s ･ E M B O J り 8 , 1 2 7 -1 3 2 (1 9 8 9) .

2 0) P a c k h a m
･ G ･ , E c o n o r n o tl

,
A .

,
R o o n e y ,

C .
,
R o w e

,
D .

T ･ & F a r r el
,
P ･ J ･ : S tr u c t u r e a n d f u n c ti o n o f t h e E p st ei n

-

B a r r vi r u s B Z L F l p r o te i n . J . V ir ol .
,
6 4

,
2 1 1 0-2 1 1 6 (1 9 9 0) .

2 1) H a l a 名 O n e ti s
･
T ･ D ･

, G e o r g o p o u l o s
,
K .

,
G r e e n b e r g , M .

E ･ & L ed e r
,
P ･ : C -J u n di m e riz e s w ith it s elf a n d w ith c

-f ｡ S

f o r m i n g c o m pl e x e s of diff e r e n t D N A bi n di n g affi niti e s . C ell ,

55
,
91 7 牒24 (1 9 88) ,

22) J o n e s
,
N ･ : T r a n s c ri pti o n al r e g ul a ti o n b y d i m e ri z a ti o n :

T w o si d e s t o a n i n c e s t u o u s r ela ti o n s hi p I C ell
,
6l

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

2 3) K o u z a ri d e s
,
T . & Z iff

, E . : T h e r ol e of th e l e u ci n e

Zi p p e r i n th e F o s
-J u n i n t e r a c ti o n . N at u r e

,
3 3 6

, 6 4 6- 6 51

(1 9 8 軌

24) 0
'

S h e a
,
E ･ LK ･

,
R u t k o w d s k i

,- R .
,.
S t a ff o r d dI

,
W . F .

& K i m
･
P ･ S ･ : P r ef er n ti al h e t e r o di m e r f o r m a ti o n b y is ol a t ed

l e u ci n e zip p e r f r o m F o s a n d J u n ･ S ci e n c e
,

2 45 , 6 4 6 -6 48

(1 9 8 9) .

2 5 ) G e n t z
･
R ･

,
R a u $ C h e r Ⅱ

,
F ･ J ･

, A b a t e
,
C ･ & C u r r a n

,

T ･ : P a r all el a s s o ci a ti o n of F o s a n d J u n l e u ci n e zip p e r s

j u x t a p o s e s D N A bi n d i n g d o m ai n ･ S c ie n c e
,

2 4 3 , 1 6 9 5-1 69 9

(1 9 8 9) .

2 6) 0
'

S h e a
･
E ･ K ･

,
R u t k o w s ki

, R . , S t a ff o r d RI
,
W . F . &

K i m
･ P ･ S ･ : P r ef e r e n ti al h e t e r o d i m e r f o r m a ti o n b y i s ol a t e d

l e u ci n e zip p e r f r o m F o s a n d J u n ･ S ci e n c e
,

2 45
,

6 4 6 -6 4 8

(1 9 8 9) .

2 7) C u r r a n
･ T ･ & F r a n z a

,
B ･ R

･ : F o s a n d J u n : th e A P-1

C O n n e C ti o n ･ C ell
, 5 5 , 3 9 5 -3 9 7 (1 9 8 8) .

28) V i n s o n
,
C ･ R ･

･ S i gl e r
,
P ･ B ･ & M u c k n i g h t

,
S . L . :

S ci s s o r s
- G rip m o d el f o r D N A r e c o g n iti o n b y a f a m ily of

l e u si n e zi p p e r p r o t ei n ･ S ci e n c e , 24 6
,
9 1 1 - 91 6 (1 9 89) .

2 9) L a n d s c h u lz
,
W ･ H ･

･
J o h n s o n

,
P ･ F ･ & M u c k n i g h t

,
S .

H ･ : T h e l e u ci n e z l p p e r ‥ a h y p o th e ti c al s tr u c t u r e c o m m o n t o

a n e w cl a s s of D N A bi n di n g p r o t ei n s ･ S ci e n c e
,
2 4 0

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

30 ) K o u z a ri d e s
,

T . & Z iff
,

E . : T h e r o l e o f th e l e u ci n e

Zip p e r jin th e F o s-J u n i n t e r a c ti o n . N at u r e
, 3 3 6 , 6 4 6 -6 51

(1 9 8 8) .

3 1) G e n t z
･
R ･

･
R a u s c h e r Ⅲ

,
F ･ J ･

, A b a t e
,
C . & C u r r a n

,

T ･ : P a r a11 el a s s o ci a ti o n of F o s a n d J u n l e u c i n e zip p e r s

j u x t a p o s e s D N A b i n d i n g d o m ai n . S ci e n c e
, 2 43 1 6 9 5 _1 69 9

(1 9 8 9) .

3 2) T u r n e r
,

R ･ & T ji a n
, R ･ : L e u ci n e r e p e a t s a n d a n

a dj a c e n t D N A b i n d i n g d o m a h m e di a t e th e f o r m a ti ｡ n ｡f

f u n c ti o n al c F o s
-

CJ u n h e t e r o di m e r s . S ci e n c e
,

2 43
,
1 6 8 9-1 6 94

(1 9 8 9) ,

33) 0
'

S h e a
･

E ･ K ･
, R u t k o w s ki

,
R . & K i m

,
P . S . :

E vid e n c e th a t th e le u ci n e zip p e r is a c oil e d c oil . S ci e n c e
,

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

3 4) F l e m i n g t o n
,

E ･ & S p e c k
, S ･ = ･ ‥ A u t o r e g u l atio n of

E p s t ei n- B a r r vi ru S p u t a ti v e ly ti c s w it c h g e n e B Z L F l . J .

V ir ol ･
,
6 4

,
1 2 2 7-1 2 32 (1 9 9 0 ) .

3 5) L ib e r m a n
･

P ･ M ･
, H a r d w i c k

,
J ･ M .

, S a m pl e , J . ,

H a y w a r d , G ･ S ･ & H a y w a r d
,
S . D . : T h e Z t a t r a n s a c ti v a t o r

i n v oI v e d i n E p s t ei n
- B a r r vir u s i nf e c t e d ly m p h o c yt e s bi n d s t o

b o th A P -1 a n d Z R E sit e s i n t a r g e t p r o m o t o r a n d e n h a n c e r

r e gi o n s ･ J ･ V ir ol .
,
1 1 43-1 1 5 5 ( 1 9 90) .

3 6) L i v e r m a n
･
P ･ M ･ & B e r k

,
A ･ J ･ : I n vi t r o t r a n s c rip tir

O n al a c ti v a ti o n
,
di m e ri z a ti o n a n d D N A -b i n d i n g s p e cificity of

th e E p s t ei n
- B a r r vir u s Z t a p r o t ei n . J . V ir ol .

,
6 4

, 2 5 60-2 5 6 8

(1 9 9 0) .

3 7) C h a n g , Y ･ N ･
,

D o n g ,
D . L .

, H a y w a r d
,

G . S . &

H a y w a r d
,
S . D . : T h e E p s t ei n

-B a r r vi r u s Z t a tr a n s a c ti v a t｡ r :

a m e m b e r of th e b ZI P f a m ily w ith u ni q u e D N A b in di n g

S P e Cifi city a n d a di m e riz a ti o n d o m ai n th a t la c k s th e

C h a r a s t e ris ti c h e p ta d l e u ci n e zip p e r m o tif . J . V ir ol .
,
6 4

,

3 3 5 8 -3 3 6 9 (1 9 9 0) .

3 8) H o u e y
- G u th fi e

,
E ■ A .

, Q u i n li v a n
, E . B .

,
M a r

,
E .

&

K e n n y ,
S ･ : T h e E p s t ei n てB a rr vi ru S ( E B V ) B M R F l p r o m o t o r
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fo r e a rly a n ti g e n ( E A- D) i s r e g ul a t e d b y th e E B V tr a n s a c ti-

v at o r
,

B R L F l a n d B Z L F l , i n a c elトs p e sific m a n n e r . J .

V ir ol リ
6 4 , 37 5 3- 3 75 9 (1 9 9 0) .

3 9) K o u 2 a ri d e s
,
T .

,
P a c kh a m

,
G ･

,
C o o k

,
A ･ & F a r r el

,
P .

J . : T h e B Z L F I p r o t ei n of E B V h a s a c oi e d c oil d i m e ri z atio n

d o m ai n wi th o u t a h e p t a d l eic in e r e p e a t b u t w ith h o m ol o g y t o

th e C/ E B P l ei ci n e zip p e r . O n c o g e n e ,
6

, 1 9 5 - 20 4 (1 9 91) ,

4 0) L i b e r m a n ,
P . M . & B e r k

,
A . J ･ : I n v itr o tr a n s c ri pti-

o n al a c ti v a ti o n
,
d i m e riz a ti o n a n d D N A- bi n di n g s p e c ifi city of

th e E p s t ei n- B a r r v ir u s Z t a p r o t ei n . J . V ir ol
リ

6 4
,
2 5 6 0-2 5 6 8

(1 9 9 0) .

4 1) L i v e r m a n
,

P . M .
,

H a r d w i c k
,

J . M .
,

S a m pl e
,

J .
,

H a y w a r d k G . S . & H a y w a r d
,

S . D . : T h e Z t a tr a n s a c ti v a
-

t or i n v o Iv e d i n E p s t ei n- B a r r vi r u s i n f e c t e d ly m p h o c y t e s b i n d s

t o b oth A P -1 a n d Z R E sit e s i n t a r g e t p r o m o t o r a n d

e n h a n c e r r e gi o n s . J . V ir ol .
,
1 1 4 3-1 1 5 5 (1 9 9 0) .

4 2) P a c k h a m
,
G .

,
E c o n o m o u

,
A .

,
R o o n e y C .

,
R o w e

,
D ･

T . & F a r r el
,

P . J . : S tr u c t u r e a n d f u n c ti o n of th e E p st ei n
-

B a r r vir u s B Z L F l p r o t ei n . J . V ir ol . , 6 4 , 21 1 0 - 21 1 6 (1 9 9 0) .

43) C h a n g ,
Y . N . , D o n g , I) . L .

, H a y w a r d ,
G . S . &

86 7

H a y w a r d , S . D .
: T h e E p s t ei nT B a r r vi r u s Z t a tr a n s a c ti v a t o r :

a m e m b e r of t h e b ZI P f a m ily wi th u n iq u e D N A b i n di n g

S p e Cifi city a n d a di m e ri z ati o n d o m ai n t h a t l a c k s th e

C h a r a st e ri sti c h e p t a d le u ci n e zi p p e r
,
m O tif . J . V ir ol .

,
6 4

,

3 3 5 8 -3 3 6 9 (1 9 9 0) ,

4 4) F a r r ell
,

P . J .
,

R o w e
,

I) . T
り

R o o n e y ,
C . M . &

K o u z a ri d e s
t

T . : E p s t e n- B ar r vi r u s B Z L F l tr a n s a c ti v at o r

S P e Cifi c ally bi n d s to a c o n s e u s u s A P -1 sit e a n d is r el at e d t o

c-f o s . E M B O J .
, 8 , 1 2 7-1 32 (1 9 8 9) .

4 5) S a t o ,
H .

,
T a k e sh i t a ,

li .
,

F u r u k a w a
,

M . & S eik i
,

M . : E p st ei n
-B a r r v ir u s B Z L F l tr a n s a c ti v at o r is a n e g ati v e

r e g u la t o r of J u n . J . V ir ol .
,
6 6

,
4 7 32- 4 7 36 (1 9 9 2) .

4 6) C h e n , C . & O k a y a m a
,
H . : H i gh

-

effi ci e n c y tr a n sf o r m
-

a ti o n of m a m m ali a n c ell s b y p l a s mi d D N A . M o l . C ell . B i ol .
,

7
,
2 7 4 5 -2 7 5 2 (1 9 8 7) .

4 7) L i e b e r m a n
,

P . M . & B e r k
,

A . J . : T h e Z t a t r a n s
-

a c ti v at o r p r o t ei n st a bili z e s T F 丑D a s s o ci a ti o n w ith p r o m o to r

D N A b y dir e c t p r o t ei n
-

P rO t ei n i n t e r a c ti o n . G e n e s D e v .
,

5
,

2 4 4 ト24 5 4 (1 9 91) .

T h e M e c h a n i s m of E p st a i n ･ B a r r V i ru S ( E B V) P r o m o t o ト S p e C ifi c T r a n s a cti v ati o n b y Z P r o t ei n Y o s h i fu m i

Y am a Z ak i
,
D ep ar t m e n t Of O to - R hi n o - L ar y n g ol o g y ,

S c h o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r slty ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J ･ J u z e n

M e d S ∝ .
,
1 0 2

,
8 5 7

- 8 67 ( 1 9 9 3)

K e y w o r d s E p st ei n
- B ar r Vi ru S

,
B Z L F l

,
C

- f o s
,
A P - 1

,
T P A r e sp o n si v e el e m e n t

A b st r a c t

E p s tei n - B arr vi ru S ( E B V) i m m e di ate e arly g e n e B Z F L l e n c o d e s a tra n s c ri p ti o n fa c t or Z pr o tei n w hic h i nd u c e s E B V ly tic
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