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E p s t ei n
L B a r r ウイ ル ス 転写調節因子 Z タ ン パ ク と

細胞 性転写調 節因子 F o s タ ン パ ク と の 融合
タ ン パ ク Z F o s に よ る転写調節機構 の 解析

金沢大学 医学部耳鼻咽喉科学講座 (主任: 古川 仮 数授)

竹 下 冗

( 平成 4 年1 月10 日受付)

E p st ein - B a r r ウイ ル ス (E p s t ei n- B a r r V ir 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 は
, 宿主 細胞

内に潜伏 糾 した E B V を複製 サ イ ク ル に 誘 導す る こ と が で き 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
b

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 が

, A P,1 フ
ァ ミ リ ー

に 特徴 的な ロ イ シ
ソ ジ ッ

パ ー

構 造を 持た な い
･ 本研 究 で は Z タ ン パ ク の 構造 と 機能 を F o s タ ン パ ク と 比較検討す る た め に

, Z タ ン パ ク の
D N A 結合配列を 含む N 末端198 ア ミ ノ 酸と F o s タ ン パ ク の ロ イ シ ン ジ ッ

パ ー 構 造 を 含む C 末端2 27 ア ミ ノ 酸を 結 合 さ せ た
Z F o s 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 し

∫
B Z L F l 遺伝子 ある い ほ cNj u n

･
C-f o s 遺伝子 を 同時に 発現 させ る こ と に よ り活性

化 される ウ イ ル ス B M R F l プ ロ ト タ ー

と
･

C-j u n
･

C-f o s 遺伝子の 同時発現 に よ っ て の み活性化 され ,
B Z L F l 遺伝子 発現 で は

活性化され な い コ ラ ゲ ト ゼ プ ロ モ
ー

タ
ー

を レ ポ ー タ ー

プ ラ ス ミ ドと して そ の 転 写活性化 能を 検討 した . Z F o s タ ン パ ク は
F o s タ ン パ ク と異 な り B M R F l プ ロ モ ー タ ー

の 活性化には 外因性の J u n タ ン パ ク を 必要と しな か っ た が
,

コ ラ ゲ ト ゼ プ ロ

モ ー

タ
ー

の 活性化に は 外因性 抽 タ ン パ ク の 発現が必須 であ っ た ･ Z F o s タ ン パ ク か らZ タ ン パ ク由来の N 末端1 33 ア ミ ノ 酸を
欠失す る とそ の 活性は い ずれ の レポ ー タ ー に 対 して も優位 に 低下 した が

,
こ の 領域を F o s タ ン パ ク 由来の11 0 ア ミ ノ 酸 で 置換

する と活性を 回 復 した ･ Z F o s タ ン パ ク か ら Z タ ン パ ク 由来の N 末端170 ア ミ ノ酸 を欠失する と外因性J u n タ ン パ ク の 発現下で
の み両 プ ロ か

- ク ー

を活性化 した が
,

こ の 領域 を F o s タ ン パ ク 由来 の13 5 ア ミ ノ 酸 で 置換 して も外因性J u n タ ン パ ク 非発現下
で の 活性は 回復 しなか っ た ■ Z F o s タ ン パ ク の Z タ ン パ ク 由来の D N A 結合領域に 相 当する ア ミ ノ 酸171 か ら1 98 番目を F o s タ
ン パ ク 由来 の も の に 置換 して も外 因性 J u n タ ン パ ク非発 訂･F で ほ活性 を示 さな か っ た ･ したが っ て Z F o s タ ン パ ク が 外因性の

J u n タ ン パ ク の 発現無 しに B M R F l プ ロ モ ー

タ
ー

を活性化する に は Z タ ン パ ク 由来 の D N A 結合領域 とそ の N 末端側37 ア ミ ノ

酸が必 須 で あ っ た ･ Z F o s 融合 タ ン パ ク が外 因性 J u n タ ン パ ク の 発現無 しに B M R F l プ ロ ト タ ー か らの 転写を 活性化す る機
構を解析す るた め に

,
Z F o s 発現細胞 内に お ける 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) 結合 タ ン パ ク を ゲ ル シ フ ト
ア ッ セ イかこ よ り Z お よ び F o s 発 現細胞 と比較検討 した と こ ろ

,
Z F o s タ ン パ ク は Z タ ン パ ク お よ び F o s タ ン パ ク と異な り細胞

内に A P-1 フ ァ ミ リ ー の 合成 を誘導 し異種 二 量体を形成する こ と が 明らか と な り
,

こ れ が外因性｣ u n タ ン パ ク 非発 現下 で の
B M R F l プ ロ ト タ ー

の 活性化に 関与す るも の と 棚 され た ･ 以上 の こ と か らZ タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク ほ D N A 結合領域 よ
り N 末端側で は ア ミ ノ 酸配列に 高い 相 同性を 有 し , F o s タ ン パ ク の こ の 領域は Z タ ン パ ク の 対応する領域 で 完全に 置換 可能 で

あるば か りで な く , 同部を Z タ ン パ ク の 対応す る領域で 置換 した 融合 タ ン パ ク は
,
F o s タ ン パ ク と異な り外国性J u n タ ン パ ク

の 非存在下に 転写 を活性化する と い う新 しい 機能を獲得 した .

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

,
C イo s

,
A P-1 , 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 nq B a r r V ir u s
,
E B V ) は t 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 咽頭腫

瘍の 発症に も深く関与 して い る
l)2)

. E B V は 試験管 内 で B リ ン

パ 球に 感染 し容易 に 不 死化(1 m m o r t ali z atio 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 ほ

, E B V が 潜

伏 感 染 状 態 に あ り 12 -0 - t e tr a d e c a n o yl- p h o r b oト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

89

理 する こ と に よ り , ま た P 3 H R l ある い は N P C- K T 細胞か らの

ウイ ル ス を 重感染する 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 ト ー1)

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 ･ B R L F l お よび B M R F l 遺伝子魔

の 三 種類 の 存在が確認 され てい る が
,

これ ら は い ずれも E B V

A b b r e v ia ti o n s ‥ B E S
,

N
･

N - bis [ 2-h y d r o x y e t h yl]
- 2 - a mi n o

-

e t h a n e s ul f o n ic a cid ; b p ,
b a s e p air ; C A T

,

C hl or a m p h e ni c ol a c et yl t r a n sf e r a s e ; D M E M
･
D ulb e c c o m o difi e d E a gl e

･

s m e diu m ; D T T
,
dit hi o t h r eit ol ; E B V

,

E p s t e in - B a rr vir u s
h

; E D T A
･

et h yle n e dia mi n e
-

t et r a a C e ti c a cid 2 N a ; F C S
,

f et al c al f s e r u m ; H E P E S
,

N -2 - h y d r o x y et yl pip er a zin e - N
･

- 2 -

e t h a n e s ulf o ni c a cid ; m R N A
,

m e S S e n g er R N A ; P B S , p h o s p h a t e b uff e r e d



9 0

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 ソ 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 ほ
▲

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

T)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 清伏感染細

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
町 4 卜 糊

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 り細胞 転写調節国子で 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1 53 ～ 1 9 6 番目 の 領域 に お い て ア ミ ノ 酸の

相 同性が 高い
19)2 0)

. F o s タ ン パ ク は他 の A P-1 フ ァ ミ リ ー で ある

J u n タ ン パ ク と ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー

と よ ばれ る構造を介 して 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 り転写調節を行う
12 ト 33)

. z タ ン パ ク

は D N A 結合領域の C 末端側 の 領域 に よ り 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

し,
こ れ らの 配列 を有する プ ロ モ ⊥ タ ー か ら の 転写を 活性化す

る
抑 叫

. 昨年吉崎は Z タ ン パ ク の 二 量体形成領域を
,
F o s タ ン

パ ク の 二 量体 形威儀域 で ある ロ イ シ ソ ジ ッ
パ ー

構造 を含む C 末

端255 ア ミ ノ 酸と置換 した Z F o s 融 合タ ン パ ク発 現 プ ラ ス ミ ド

を作製 し , そ の 転写活性化能を 解析 した と こ ろ ,
Z F o s 融 合 タ

ン パ クほ F o s タ ン パ ク と異 な り J u n タ ン パ ク の 発現を 必要 と

せ ずに ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を活性化する こ と を 見

い だ した
岬

. 本研究 で ほ Z タ ン パ ク の 構造と機能を さ ら に 詳細

に F o s タ ン パ ク と比較検討す るた め に Z F o s 融合 タ ン パ ク に よ

る転写活性化機構 の 解析を 行 っ た .

材料お よび方法

Ⅰ . 使用細胞

ヒ ト肝癌細胞 由来 H e p G 2 細胞 ,
マ ウ ス 胎 児細胞 癌 由来 F 9

B H R F l - C A ℡

C 0 1 1 a 9 e n a S e - C Å℡

C 0 1 1 a 甘¢ n a S e - ℡R E - C A ℡

C 0 1 1 a 9 e n a S e
一 望 R E - C A ℡

℡G A G C 九九

F ig ･ l S c h e m a tic r e p r e s e n t a tio n of th e c o n st ru C ti o n of th e

p r o m o t e r/ C A T f u sio n pla s m id s e rie s ･ T h e B M R F I

p r o m o t e r h a s o n e T R E ( T P A r e s p o n si v e el e m e n t) a n d

s o r n e T R E lik e D N A b i n d in g el e m e n ts . T h e c olla g e n a s e

p r o m o t e r h a s o n ly o n e T R E ･ T h e c oll a g e n a s e
- T R E a n d

c olla. g e n a s e- Z R E r e p o r t e r pl a s mi d s w e r e m a d e b y lig a ti n g

d o u b l e s tr a n d olig o n u cl e o tid e c o n t ai ni n g T R E a n d Z R E 5 (Z

r e sp o n si v e el e m e n t 5) s e q u e n c e s
,

r e S p e C ti v ely ,
a t t h e 5

'

e n d of th 寧 C O11 a g e n a s e p r o m o t e r ･

s alin e ; P C R
, p Oly m e r a s e c h ain r e a ctio n ; P M S F

･

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 a h ,
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 e d 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 .

Ⅱ . 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
,

コ ラ ゲ ナ ー ゼ ( c o11 a g e n a s e),
C Oll a g e n a s e-

T R E お よ び c o ll a g e n a s e
- Z R E 遺伝 子プ ロ モ ー タ ー 領域 の 支配

下 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

( c hl o r a m p h e ni c ol a c e tyl tr a n sf e r a s e
,
C A T) 遺伝子を 組み込 ん だ

B M R F I C A T , C Oll a g e n a s e C A T
,

C Oll a g e n a s e- T R E C A T お よ

A

B Z I F I H H - - D P N S で S

F o $ 拙 F S G F N A D Y

B Z I . F I G G P S Q A P L P C

F o s G S p V ≠ A Q D F C

B Z もF I A p Q P A p E 耳 A Y

F o $ Q p Åも V S S V A P

B 石工F I G D H S で∇ m A

E D
- - ⅤⅩ F ワァD

E A S S S R C S S A

V もW P V l p E p L

でD I ▲A V S S - - -

Q A Y A 且 P Q エアp

S Q ℡ M E ‡
〉
F G

ÅⅤV F A C p G A Ⅳ

B 乙L F I R R Ⅱ R R p Q Q P E S も E E C D S 避1逝

F o s G R R G m Q - 1 S P E E E モ:E - R R

B Z も F l 工一Q E ヱR E V A A A R S S E m R ムR I

F o s ℡ m L Q A E ℡D Q I J王: D E E S Å 1 Q で

P Y Q V p F V Q A ∬

S P A G D S L S Y Y

p Q G Q 工｣ で且 Y F V

A ⅣF ェp m I

V S D 工でQ N ∝打

V P Å P S A G A Y S

m I. ÅD 工G V

_ _ _ _
- - -

ⅤⅤⅩ

D Q A ℡ R V Y Q D L
3 6

日S p ÅD S F S S H 4 0

s T A P T G S W F S
7 6

S で S 王
, D 工一Q 吼 V 7 7

N O A G G E A P Q p
l 1 6

R - A G
- - - - - -

p Q p A p V ÅÅ p A
1 5 6

で拭でG G R 嵐Q S 工1 2 3

工 卿 (m 1 9 6

● ● ●

● ●
● ● ■

ェ郎 叩 m 1 6 1

仏 ⅩQ 比C P S I D V D S 工工P R ワP D
2 3 6

E 工A m L m E E m E F 工1 M R 2 0 1

B Z I F l V ムH E D u .ⅣF
2 4 5

F O 8 p ÅC E 工p D D I -2 1 0
- -

… - … - - - … -

( 3 9 0 )

B

0 8 24 5

F i g . 2 S tr u c t u r e of Z ,
C- F o s a n d Z F o s p r o t ei n s ･ ( A )

A m i n o a cid s e q u e n c e of Z a n d cT F o s p r ot ei n s ･ C o n s e r v e d

a m i n o a cid s a r e r n a k r e d b y th 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 ti o n of c h i m e r a s

c o n si sti n g of Z a n d c- F o s p r o t ei n ･ F i n e li n e s s h o w Z

p r ot ei n ,
b old li n e s s h o w cM F o s p r o t ei n ･ O p e n b o x e s

i n di c a t e b a si c r e gi o n of Z p r o t ei n
,

a n d st ri p e d b o x

i n di c a t e s b a si c r e gi o n of c
-

F o s p r ot ei n ･

p h e n y l m e t h an e S u lf o n yl fl u o rid e ; S D S ,
S O di u m d o d e c yls u lf a t e ;

s D S - P A G E
,

S D S p oly a c ry la mi d e g el ele c t r o p h o r e sis ; T E
,

T ri s E D T A ; T N E
,

T ris N a C I E D T A ; T P A
･

1 2 -O q t e t r a d e c a n o y トph o r b o ト1 3 -

a C e t a t e ; T R E
,
T P A r e s p o n siv e el e m e n t ; T ris , T ris - h y d r o x y m e t h yトa m in o m e th a -

n e ; Z R E , Z r e s p o n si v e el e m e n t



Z F o s タ ン パ ク の 構造 と機能解析

び c oll a g e n a s e-Z R E C A T プ ラ ス ミ ド( 図1 ) は金沢大学 がん 研

究所 ウイ ル ス 部佐藤博博士 か ら分与 され た .

2 1 Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク (Z F o s) 発現

プ ラ ス ミ ド

B Z L F l 遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド
,

Cイ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

Z F o s 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドを 作製 した (図2 A
,
B ) . すな

わ ち B Z L F l 発現 プ ラ ス ミ ドを 制限酵素 P s tl お よ び B a m Hl に

て切断する こ と に よ り Z タ ン パ ク の19 8 ～ 2 4 5 ア ミ ノ酸 を コ ー

ド

する領域 を 除 去 し た 後 F o s タ ン パ ク の 1 6 4 ～ 3 8 0 ア ミ ノ 酸 を

コ ー ドす る c
-f o s 遺伝 子 の D N A 配列 を

, p Ol y m e r a s e ｡ h ai n

r e a c ti o n (P C R) で増 幅 し
,

こ の 部位 に 挿入 した . P C R 反応は 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 i s c o n s in

,
U S A ) 1 0 FL I ,

1 ･2 5 m M d e o x y n u cl e otid e tri p h o s p h a t e s (d N T P ) 1 6 FL l
, 2 0 〟 M

3
'

プ ラ イ マ ー

5 れ 20 〃 M 5
,

プ ラ イ マ ー 5 れ T a q ポ リ メ

ラ ー ゼ 0 ･ 6 FL l
･ 蒸留水 64 p l

,
C イ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20 サ イ ク ル 施行 した . こ こ

で 用 い た プ ラ イ マ ー

は N 末端 に P s tl
, C 末端に B a m H l の 認

配列を持 つ もの を D N A 合成機 (M o d e1 3 91 D N A S y n th e 申e r
,

A B I ジ ャ
パ ン

, 東京) に て 作成
, 吸光度計 に て 26 0 n m の 吸光度

を測定 し
, 20 〃 M に調整 した後使用 した .

3 ･ Z F o s タ ン パ ク 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ド

Z F o s タ ン パ ク 欠失変異体発現プ ラ ス ミ ドを上 記 2 に 示 した

ごと くプ ライ マ ー

を D N A 合成俄 に て 合成 し
,
P C R 反応に て作

製した .

4 ･ Z F o s タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ

ス ミ ド

3 の ごとく作製 した プ ラ ス ミ ドの 欠失 した 領域 に 対 応す る

F o s タ ン パ ク の 領域の D N A 配列 を , 上記 2 に 示 した ご と く
P C R で増 幅 し

,
3 で 作製 した Z F o s タ ン パ ク 欠失変異休発現 プ

ラ ス ミ ドと結合 させ 作製 した .

5 ･ Z タ ン パ ク 欠失変異体発現 プ ラ ス ミ ドお よ びそ の 欠失変

異体と F o s タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド

Z タ ン パ ク 欠失変 異体発現 プ ラ ス ミ ドを 上 記2 に 示 した ご と

く プ ライ マ ー

を D N A 合成機に て 合成 し, P C R 反応に て 作製 し

た ･ また 融合 タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドは ,
こ の よ うに 作 製した

プ ラ ス ミ ドの 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 で増 幅 し
, Z タ ン パ ク 欠失

変異体発現 プ ラ ス ミ ドと 結合 させ 作製 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 B l Ol 株を 2 × Y T 培地 ( ト リプ ト ン 16 g , イ

ー

ス ト エ キ ス ト

ラ ク ト 1 0 g , N a C 1 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 0 0 r 叩 1 0 分遠心 に よ り集
菌 した ･ 菌体を 10 m l の2 5 % s u c r o s e

,
5 0 m M T ri s-h yd r o x y m -

eth yl h

a mi n o m e th a n e ( T ris)- = C l 緩衝 液 p H 7 . 5 に懸濁後J
リ ゾ

チ ー ム 1 0 耶 加え
∫ ゆ るや か に 混和 した 後 5 分水 中 に 静 臥

0
･ 2 5 M eth yl e n e-d i a mi n e-t e tr a a C e ti c a cid 2 N a (E D T A ) 1 m 加え

15 分氷中 に 静置 , 0 ･ 3 % trito n
, 0 . 2 M E D T A

, 0 . 1 5 M N a Cl

l O m l 加 え15 分水中に前屈 した 後, 恥 000 r p 皿 4 0 分遠心 した .

9 1

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 CI 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 澱を 行 っ た . 沈澱 を

3 m l の T ri s
- E D T A ( T E ) (1 0 m M T r主s

- H C l p H 8 . 0
,

1 m M

E D T A l m M p H 8 . 0) に 溶解後 1 50 FL g の リ ボ ヌ ク レ ア _ ゼ

(S ig m a
,
S t ･ L o u is

,
U S A ) を加え37 ℃30 分反応 軋 塩化セ シ ウ ム

( C s C l
･

C e Si u m c hl o rid e
･
B R L I 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 4 〟 g を加 え
,

ク イ ッ ク シ ー ル チ ュ
ー ブ

(q u ic k s e al
,

ペ
ッ ク マ ン ジ ャ

バ ソ
, 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 ℃
,

恥 00 0 r p m l O 時間超 嵐 山軋 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 ｡ マ

イ ドを含む T E に て5 ･ 2 mi に 希釈後 , 再び20 ℃ 65
,
00 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

乱 エ タ ノ ー

ル 沈澱後 T E に て 1 m l/ 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37 ℃24 時間培養後 ,
リ ソ 酸 カ ル

シ ウ ム 法に て 遺伝子導入 を 行 っ た . す な わ ち , 各種 プ ロ モ _

タ 一

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 j} g
～ 2 p 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0 ･5 朋
～ 3 掴 を ,

0 ･ 2 6 M 塩化 カ ル シ ウ ム 2 7 餌 l に 混 合 し
, そ の 混 合液 を

2 × H E P E S b u ff e r e d s alin e ( H B S ) ( N a C 1 28 0 m M
,
H E P E S 緩衝

液 p H 7 ･ 9 5 0 m M
･
N a H P O 4 2 ･8 m M )( = E P E S

,
N-2 h y d r o x y e th yト

pi p e r a zi n e- N ㌧2- e th a n e s u lf o ni c a cid) 28 8 p l に 滴下 しな が ら混

合 し
, 室温に て20 分静置 した 乱 上 記培養細胞 に 加え 6 時間培

養 した ･ そ の 乱 ハ
ン ク ス 液 (= a n k s b al a n c e d s alt s ol u ti o n

,

H B S S) に て 洗聴 し
,

5 % F C S 加 D M E M 4 m l で37 ℃24 時間培

養 した .

細胞核抽 出液の 調整に 使用す る細胞 F 9 細胞ほ 約1 . 0 × 1 0 欄

/ m l の 濃度で 5 % F C S 加 D M E M 8 m l に て37 ℃2 4 時 間培養

後 ,
C h e n & O k a y a m a らの リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法変法

45)
に て 遺伝

子 導 入 を 行 っ た ･ す な わ ち
, Z タ ン パ ク

,
F o s タ ン パ ク

,

J u n タ ン パ ク
,
Z F o s タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド D N A お よ び対象

と して p U C プ ラ ス ミ ド D N A 計10 〟g を , 0 . 2 6 M 塩 化カ ル シ

ウ ム24 0 p l 混 合 し
, そ の 混 合 液 に 2 × B E S b u ff e r e d s ali n e

( B B S ) ( N a C1 2 8 0 m M
,
B E S 緩衝液 p H 7 . 9 5 0 m M

, N a 2P O . 2 . 8

m M ) ( B E S
,
N

, N-bi s [ 2- h y d r o x y e th yl]-2- a m i n o- e th a n e s ulf ｡ ni c

a cid) 2 5 0 〃1 を 加え , 毒温に て15 分静置 した後 ,
上 記培養細胞に

加え C O 2 濃度 3 % の 条件下に て37 ℃24 時間培養 した . そ の 軋
ハ ン ク ス 液に て 洗淋 し, 5 % F C S 加 D M E M 8 m l で

,
3 7 ℃24

時 間培養 した .

V . C A T a s s a y

Ⅳ ･ の ご と く 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 を P B S で 洗 漉 し

T ris- N a C IL E D T A ( T N E) ( T ri s
p H C l p H 8 . 0 4 0 m M

,
N a C l

1 5 0 m M ･ E D T A l m M ) 1 m l に て回 収 ,
1 0

, 0 0 0 r p m l O 分遠心 し沈

澱に 0 ･ 2 5 M T ris - H C I p H 8 . 0 & 1 5 0 J} 1 加え , 適者波 ホ モ ジ ナ イ

ザ ー で細胞を破壊 , 続い て 10 , 00 0 r p m l O 分遠心 した 軋 上 清

75 FL l に 1 M T ri s - H C I p H 7 . 5 1 5 FL l
,
4 m g/ m l ア セ チ ル C ｡ A

( a c e th y トc o e n z y m e A . S ig m a) 2 0 FL l ,

1 4
C - ク ロ ラ ム フ ユ ニ コ q ル

(D -th r e o [ di c hl o r o s c e tyl ト
14

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

ア マ シ ャ ム

ジ ャ
バ ソ

, 束京) 0 .■25 れ 蒸留水40 〃 ほ 加え37 ℃60 分イ ン キ ュ
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べ -

卜 した . そ して
, 酢酸 エ チ ル (半 軌 京都) 50 0 J上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

乾煉 させ た . 残査を 12 〃1 の 酢酸 エ チ ル に て 溶解 ,
シ リ カ ゲ ル

蒋層 プ レ ー

トに ス ポ ッ †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 ナ ル 化 され た ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー ル の 比率を 定量 した ･

Ⅵ . 細胞核抽 出液の 調整

Ⅳの ごと く遺伝子導入 した 細 胞 を リ ン 酸緩衝 液 ( p h o s p h a t e

b uff e r e d s ali n e
,
P B S

, 和光純薬 , 大阪) で 洗浄 し P B S 5 m l に

て 回収 . 1 , 50 0 r p m 5 分遠心 し沈澱に A 緩衝液 (10 m M H E P E S

( p H 7 . 9) ,
1 . 5 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム

,
1 0 m M 塩化 カ リ ウ ム

,

0 . 5 m M ジチ オ ス レイ ト
ー ル (dith i o th r eit ol

,
D T T ) 1 m l 懸濁後

10 分間放置 し
,
2

,
0 0 0 r p m 5 分遠心 し沈澱 の 量を 測定 した ･ そ

して 沈澱量 100 FE l あた り M A 液 (1 0 m M H E P E S (p H 7 ･ 9) ,

1 . 5 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム
,
1 0 m M 塩化 カ リ ウ ム

,
0 ･ 5 m M

D T T , 5 0 FL g ノ ニ デ ッ ド P -4 0 ( N o nid e d P -4 0
,

N P 4 0)) を

40 〃1 加え, 静か に 控拝の 後水 中に10 分間静置 した ･ そ の 後静

か に 撹拝 し
, 札 00 0 r p m l O 分遠心 し沈澱に 沈澱 量10 0 〃1 あた

り30 jj l の C 緩衝液 (20 m M H E P E S ( p H 7 . 9) ,
2 5 % グリ セ ロ ー

ル
,
0 . 4 2 M 塩化ナ ト リ ウム

,
1 . 5 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム

,
0 ･ 2

m M E D T A
.

0 . 5 m M D T T
,

0 . 5 m M p h e n yl m e th a n e s ulf o n yl

fl u o rid e (P M S F) .
1 0 iL g/ m l ア ン チ パ イ ン) を加 え懸 濁 し た ,

1 5 分氷中に 静置 の 後静か に 授押 し15
,
0 0 0 r p m l O 分遠心 した 軋

上清 100 〟1 あた り 150 FL l の M D 液(2 0 m M H E P E S (p H 7 ･9) ,

2 0 % グ リ セ ロ
ー ル

, 0 . 0 5 M 塩化カ リ ウ ム
,
0 . 2 m M E D T A

.
0 ･ 5

m M D T T
, 0 . 5 m M P M S F

,
1 0 j J g/ m l ア ン チ パ イ ン) を 加え

,

核抽出液 と した .

Ⅶ . ゲ ル シ フ ト7 ッ セ イ

T R E D N A プ p
- ブ ほ 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 a s e p air (b p) ,
Z R E 5 D N A プ ロ ー ブ ほ

G A T C T T C T A G A C C A A A T G T G C A A A G G T G A G の 3 0 b p の

D N A を D N A 合成機に 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 20 n g ,
50 m M T ri s- H CI p H 7 ･ 6 ,

1 0 m M M g C l2 , 5 m M d ith i o th r eit ol
,

0 . 1 m M s p e r m id in e
, 0 ･ 1

m M E D T A
, 1 0 0 〟 C i P - 32 標 識 A d e n o si n e 5 ㌧[ r -3 2 P ]

trip h o s p h a t e ( T - A T P ) ,
20 u nit T 4 ポリ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ を

含む 反応液 50 両 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 e s s e n g e r R N A ( m R N A ) 合成 は プ ラ ス ミ ド内の

T 7 R N A ポリ メ ラ ー ゼ プ ロ ∴ モ ー タ ー を利用 し, R N A 合成 キ ッ

† (P r o r n e g a) に よ り合成 を行 っ た . す なわ ち , 発現 プ ラ ス ミ ド

D N A 2 J∠ g を 鋳型 と して 同車 ッ トに て3 7 ℃ 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

p g を2 0 〟l 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 ソ バ ク 合成終

了後 の ウサ ギ網状赤血 球 ラ イ ゼ ー

下 1 jL l
,

P h 3 2 標識 D N A プ

ロ ー ブ (1 0 ,
0 0 0 c o u n t p e r mi n u t e) を D N A 結合緩衝 液(20 m M

H E P E S 緩 衝 液 p H 7 . 9 .
4 0 m M K C l

,
0 . 2 M E D T A

,
8 m M

M g C 12
,
1 0 % g r y c e r ol

,
2 % p oly vi n yl alc o h ol

,
1 m M D T T ) 中で

室温20 分反応 乳 4 % ポ リ ア ク リル ア ミ
~
ドゲ ル 電気泳 臥 そ し

て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ

一 に よ り分析を行 っ た .

Ⅷ . ドデシ ル硫酸ナ トリ ウ ムポ リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳

動

(s o di u m d o d e c yls ulf a t e p oly a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r
一

e si s , S D S - P A G E)

作製 した 遺伝子発現 プ ラ ス ミ ドに よ り目的 とす る タ ン パ ク 質

が 合成 され る こ とを ,
S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動に

ょ り確認 した . ま ず試験 管 内 m R N A 合成 を プ ラ ス ミ ド内の

T 7 R N A ポ リ 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 り合成 を行 っ た . すな わ ち
, 発現プ ラ ス ミ ド

D N A 2 F L g 鋳型 と して 同車 ツ ト に て3 7 ℃ 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 p g

を 1 〃 Ci の S-3 5 標識 メ チ オ ニ ン を含む 20 〃1 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3 0 ℃ 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 M ト 1 p l を
,
S D ST P A G E に て 分析 した .
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d e s c rib e d i n th e m a t e ri al a n d m e th od .



Z F o s タ ン パ ク の 構 造と機 能解析

Z
,
Z F o s , J u n , F o s タ ン パ ク に よ る転写活性化能を 比較検討す

るた め に Z タ ン パ ク に よ り 転写制御を 受け る E B V B M R F l 遺

伝子プ ロ モ
ー タ ー

と , J u □, F o s タ ン パ ク に よ り転写制御 を受け

る コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝 子プ ロ モ ー

タ ー 用い て 解析 を行 っ た .

1 . E B V 遺伝子 プ ロ モ ー

タ
ー

か らの 転写誘導

Z タ ン パ ク に よ り転写制御を受け る E B V B M R F l 遺伝 子 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 B M R F I

C A T プ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと して 使用 した
.

コ ン ト ロ ー

ル で あ る p U C プ ラ ス ミ ド , J u n タ ン パ ク 発現 プ

ラ ス ミ ドお よ び F o s タ ン パ ク 発 現 プ ラ ス ミ ドほ 単独 で ほ 図

3 A に 示 すよ う に B M R F l プ ロ モ ー タ ー か らの 転 写を 促進 しな

か っ た ･ しか し
, J u n

,
F o s タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを 同時に 遺

伝子 導入 する こ と に よ り こ の プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写を促進 し

た ･ Z タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドは 単 独 で B M R F l 遺伝 子プ ロ

モ
ー タ ー か らの 転写を 促進 した . Z F o s タ ン パ ク 発 現 プ ラ ス ミ

ドは 単独 で B M R F l 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー

か らの 転写を ,
Z タ ン
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バ ク発現 プ ラ ス ミ ドを遺伝子導 入 した場合 と比較 して 約 3 倍 促

進 した
･
Z F o s タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは F o s タ ン パ ク 発現 プ

ラ ス ミ ドの よ う に J u n タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドに よ る 転写清

性化の 促進を受けず
,
む しろJ u n タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを 同

時に 遺伝 子導入 す る こ と に よ り転写活性化 は 3 分の 1 に 抑制 さ

れ た .

2 ･
コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写誘導

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 コ ラ ゲナ ー ゼ

遺伝 子の 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 プ ラ ス ミ ドを レ ポ
ー

タ ー プ ラ ス ミ ドと して使用 した .

F o s タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは 単独 で は コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ

モ ~

タ ー か らの 転写を有意に 促進 せ ず , J u n タ ン パ ク発現プ ラ

ス ミ ドも転写活性化能を 示 さ なか っ た が
, 両タ ン パ ク 発現プ ラ

ス ミ ドを同時に 遺伝 子導入 する こ とに よ り こ の プ ロ モ
ー

タ ー か

らの 転写を促進 した(図3 B) .

一

方 Z タ ン パ ク お よび Z F ｡ S タ ン

パ ク は B M R F l プ ロ モ ー タ ー

と 異な り こ の プ ロ モ
ー

タ
ー

か らの

転写を 有意に促進 しなか っ た ･ しか しなが ら コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝

子 プ ロ モ ー タ ー か らの 転写は B M R F l 遺伝子 プ ロ モ ー タ ー

と異

な り
, J u n

･
タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを Z F o s 融 合タ ン パ ク 発現

プ ラ ス ミ ドと同時に 遺伝 子 導入 す る こ と に よ り 転写 を促 進 し

た .

B M R F l プ ロ モ ー

タ ー

l
コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 対 し

て
,
Z

･ J u n
･
F o s

, Z F o s , タ ン パ ク は 著 L く異な っ た 作用 を示 す こ

とが 明 らか と な っ た ･ 両プ ロ モ
ー タ ー

の 構造上 の 一 番 の 相違点

は
,

コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー

タ ー に は こ れ ら転写因子の 結合領域

が T R E l 個 で ある の に 対 して
,

B M R F l プ ロ ･モ ー タ ー に は

T R E 以外に 複数の Z タ ン パ ク結合配列が存在す る こ と で ある .

そ こ で 両プ ロ モ ー タ ー の 相違が こ の 点に 由来す るの か い なか を

検討す るた め に
,

コ ラ ゲナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に T R E お よ び

Z R E 配列を 付加 した C oll a g e n a s e てR E C A T
,
C oll a g e n a s e- Z R E

C A T プ ラ ス ミ ドを 作製 し
,
Z

, J u n
,
F o s , Z F o s

,
タ ン パ ク 発現プ

ラ ス ミ ドに よ る転写活性能を検 討 した
.

3 ･ C oll a g e n a s e- T R E プ ロ モ ー タ ー か ら の 転写誘導

図 1 に 示 した よ う に
,

コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝 子の プ ロ モ
ー タ ー 領

域 に D N A 合成 磯 に よ り 作製 し た T R E 配 列 を 結 合 さ せ た

C Oll a g e n a s e- T R E C A T プ ラ ス ミ ドを レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ドと

して 使用 した .

図4 A に 示 した よ うに
,

Z タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドを 単独で

遺伝 子導入 する こ と に よ り
,

コ ン ト ロ
ー

ル で ある p U C プ ラ ス

ミ ドを 遺伝子導 入 した 場合と比較 して18 倍 こ の プ ロ モ
ー タ ー

か

ら の 転写を促進 した . J 岨 F o s
,

タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドほ コ

ン ト ロ ~

ル と比較 して42 倍 こ の プ ロ モ
ー タ ー か らの 転 写を 促進

した ･ Z F o s 融合 タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ド は 単独 で こ の プ ロ

モ ~ タ ~ か らの 転写を コ ン ト ロ ー ル に比 して64 倍促進 した が
,

J u n タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドに よ り転写活性 ほ抑制 され た .

4 ･ C oll a g e n a s e- Z R E プ ロ モ ー タ ー

か らの 転写誘導

図1 に示 した ように
一

コ ラ ゲナ ー ゼ 遺伝子の プ ロ モ ー タ ー

領

域 に D N A 合成機に よ り作 製 し た Z R E 配 列 を 結 合 さ せ た

C O Il a g e n a s e - Z R E プ ロ モ
ー タ ー

プ ラ ス ミ ドを レ ポ
ー

タ ー プ ラ ス

ミ ドと して 使用 した .

図4B に 示 した ように
, J u n

,
F o s タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを

同時に
, ま た Z タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドを単独で 遺伝 子導入 す

る こ とに よ り こ の プ ロ モ ー タ ー か ら両者 とも同 じ程度 の 転写括
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性化 を示 した . Z F o s 融合 タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ドは 単独 で こ

の プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を 前 二者 と比較 して 約 3 倍促進 した

が
, J u n タ ン パ ク 発現 プ ラ ス ミ ドに よ り 転写活性ほ 前 二 者 と同

程度ま で抑制 され た .

Ⅱ . Z F o s タ ン パ ク の転写活性化領域の 同定

Z F o s タ ン パ ク の 転写活性化領域を 同定す るた め に
, 図 5 の

ごとく Z F o s タ ン パ ク の 変異体発現 プ ラ ス ミ ドを 作製 し
, 外因

性J u n タ ン パ ク存在 , 非存在下に お ける B M R F l プ ロ モ ー タ r

およ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー

か ら の 転写活性 化能 を 調 べ

た .

1 . B M R F l プ ロ モ ー タ ー か らの 転写誘導

Z タ ン パ ク
,
F o s タ ン パ ク

,
Z F o s 融合 タ ン パ ク お よ び そ の 変

異体の B M R F l プ ロ モ ー タ ー 活性化能 を Z F o s 融合 タ ン パ ク の

活性化能 を100 と した相対値 で 表 した . Z タ ン パ ク 発現 に よ る

こ の プ ロ
ーモ ー タ ー の 活性化 に は外因性 J u n タ ン パ ク の 発 現 を

必要 と せ ず ,
Z F o s タ ン パ ク の 約3 0 % の 活性 を 示 した ･

一

方

F o s タ ン パ ク は単独 で は全く活性を 示 さず , J u n タ ン パ ク 発現

下に お い て 初め て Z タ ン パ ク と 同軽度に B M R F l プ ロ モ
ー

タ
ー

か らの 転写 を誘導 した . Z F o s タ ン パ ク ほ 単独で 高率 に 同 プ ロ

モ ー タ ー を活性化 した が , J u n タ ン パ ク 発現は こ の 活性を む し

ろ 3 分の 1 程度ま で 抑制 した .

Z F o s タ ン パ ク の N 末端133 ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z 4 F o s タ ン

パ ク ほ単独 で は 転写活性が 3 分の 1 に低下 した (転写活性 化能

38 . 6) が , 外 因性 J u n タ ン パ ク は こ の 転写 活性化 能 を さ ら に
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Fi g ･ 5 S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of c hir n e r a s c o n sis ti n g of Z

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

m u t a n ts . R e c t a n gl e o p e n b o x e s i n d ic a t e b a si c r e gi o n of Z

p r o tei n
,

a n d ellip s e o p e n b o x e s i n di c a t e b a si c r e g lO n Of

c
- F o s p r ot ei n , T h e l e v el bf C A T a c ti vi ty r e la ti v e t o th a t

p r o d u c e d b y B M R F I C A T a n d c o11a g e n a s e C A T i n th e

p r e s e n c e ( + ) o r a b s e n c e ( - ) of c
-j u n e x p r e s si o n pl a s m id

a r e g l V e n b e sid e c o n s tr u c ti o n s ･

1 0 . 3 に ま で 抑制 した . Z 4 F o s タ ン パ ク で 欠失 した Z タ ン パ ク の

N 末端133 ア ミ ノ 酸 に 対応す る F o s タ ン パ ク の N 末端11 0 ア ミ

ノ 酸を Z 4F o s タ ン パ ク の N 末端側 に 接続 させ た F o s Z 4 F o s タ

ン パ ク は
, 転写活性化能 が単独 で は98 . 4 , 外因性J u n タ γ バ ク

の 存在下 で は39 . 2 と転写活性化能が Z F o s タ ン パ ク の 活性化能

ま で回 復 した . Z F o s タ ン パ ク の N 末端1 70 ア ミ ノ 酸を 欠失 した

Z 5F o s タ ン パ ク は単独 で は転写活性化能を 示 さ な か っ た が
,

外国性 J u n タ ン パ ク の 存在下 で は 転写活性化 能 ほ38 . 8 で あ っ

た .
こ の N 末端1 70 ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z 5F o s タ ン パ ク に

,
こ

の 欠失 した1 70 ア ミ ノ 酸 に 対応する F o s タ ン パ ク の N 末 端13 5

ア ミ ノ 酸を 接続 させ た F o s Z 5 F o s タ ン パ ク も単独 で は転写を

性化 しな か っ た が
, 外因性J u n タ ン パ ク の 存在下 で は 転写活性

を しめ した (転写活性化能33 . 4) .

Z F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域 を F o s タ ン パ ク の D N A 結

合領域に 置換 した Z17 0 F o s は
,
Z F o s タ ン パ ク と異な り単独で

ほ転写を 悟性化 せ ず , 外因性J u n タ ン パ ク の 存在下 で の み 転写

を活性化 した (転写活性化能40 .1) .

F o s タ ン パ ク の C 末端1 42 ア ミ ノ 酸を 欠失 した F o sd ell タ ン

パ ク は
,

F o s タ ン パ ク 同様に 単独で は 転写を活性化せ ず , 外因

性 J u n タ ン パ ク の 存在下 に 転写活性化能を 示 した (転写活性化

能1 0 . 7) . Z F o s タ ン パ ク の C 末端1 4 2 ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た

Z F o sl タ ン パ ク は
, 単独 で は転写惰性化能66 . 7 を 示 した . 外因

性 J u n タ ン パ ク は 転写活 性化能を 24 . 4 と抑制 した .

2 . コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー

か ら の 転写誘導

図1 で示 した よ う に
, J u n , F o s タ ン パ ク に て 転写活性 化 さ

れ , Z タ ン パ ク に て は転 写活 性化 され な い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝子

の プ ロ モ ー タ
ー

を 用い て 同様の 実験を 行い
, J u n/ F o s に よ る転

写活性化を100 と した 相対値で 表 した .

Z タ ン パ ク は 外因性J u n タ ン パ ク の 有無 に 関わ らず ,
コ ラ ゲ

ナ
ー ゼ プ ロ モ

ー タ ー か らの 転写 を活性化 しな か っ た . Z F o s タ

ン パ ク も 単独 で は 転写 活性化 能 を 示 さ な か っ た が
, 外 因性

J u n タ ン パ ク の 存在下 に F o s タ ン パ ク と 同程度に 転写を 活性化

した (転写活性化能95 . 4 ) .
Z 4 F o s

,
F o s Z 4 F o s

,
Z 5 F o s , F o s Z 5 F o s

な どの 変異体 タ ン パ ク ほ い ずれ も単独で は 転写活性化能を 示 さ

な か っ た が
, 外 因性 J u n タ ン パ ク の 存在下 で は 各 々 2 2 . 5 ,

51 .7
,
3 7 . 6

,
2 8 . 3 の 転写惰性化能 を示 した .

3 . Z F o s 変異体 タ ン パ ク の 確認

Z F o s 変異体遺伝 子発 現プ ラ ス ミ ドか ら目的と す る 変異体 タ

ン パ ク が 産生 され る こ と を 確認 す る た め に
,

プ ラ ス ミ ド内の

T 7 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ プ ロ モ

ー タ ー

を 利 用 して 変異 体遺伝 子

R N A を合成 し試験管 内翻訳 を行 っ た 後に
,
S D S - P A G E に て 分

析を お こ な っ た (図6 ) . い ずれ の 変異体に つ い て も期待され る

分子量の タ ン パ ク が 合成 され た こ と が確認 され た ･

Ⅲ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ (図7 )

Z F o s 融 合タ ン パ ク が B M R F l プ ロ
∴
モ

ー タ ー か ら の 転写を 活

性化す る鶴橋 を Z タ ン パ ク お よび F o s タ ン パ ク と比 較解析 す

るた め に
, 内因性 の T R E 結合 タ ン パ ク の 量が 少な い こ と が知

られ て い る F 9 細胞を 用 い て Z
,
F o s

,
Z F o s タ ン パ 発現プ ラ ス ミ

ドを 遺伝 子導 入 し , 核 抽 出液 を 調整 した 後 ,

32
P 標 識 し た

T R E 配 列 を 含 む オ リ ゴ D N A を プ ロ
ー

ブ と して ゲ ル シ フ ト

ア ッ セ イ に よ り T R E 結合 タ ン パ ク の 変化 を検討 した ･ 図 6 に

示す よ うに
ヲ

ソ ト ロ ー ル で ある p U C プ ラ ス ミ ドを導入 した 細

胞で は弱 い バ ソ ドが認 め られ た の に 対 して
,

Z タ ン パ ク発現細

胞 で は強い T R E 結合活性 が認 め られ , そ の 複合体ほ 試験管内



Z F o s タ ン パ ク の 構造 と機能解析

合成に よ り得 られ た Z タ ン パ ク に よ る複合体 の 移動度と 同 じで

あ っ た . Z F o s タ ン パ ク 発現 細 胞 で は コ ン ト ロ
ー ル で あ る

p u C プ ラ ス ミ ドを導入 した 場合に比 べ て 広く , 強 い 複合体 が

認め られた .
F o s タ ン パ ク 発現細胞 で は

,
コ ン ト ロ ー ル であ る

p U C プ ラ ス ミ ドを 導入 した場 合に比 べ て 特 に 顕 著 な差ほ 認 め

られなか っ た ･ そ こ に 試験管内で 合成 した J u n タ ン パ ク を 導入

する と試験管内で 合成 した J u n
.
タ ン パ ク お よび F o s タ ン パ ク

の 複合体と 同 じ位置 に J u n/ F o s 複合体が 認め られ た . F o s タ ン

パ ク 発現細胞 の 核抽出物に
, 試験管 内で合成 した F o s タ ン パ ク

を導入 しても コ ン ト P
-

ル に 比 べ 特 に 顕 著 な差 は 認め られ な

か っ た ▲ Z 発現細胞 の 核抽出物に ∴試験 管内で合成 した J u n タ

ン パ ク を加 え ると J u n/ F o s 複合体 が新 た に 認 め られ た . Z F o s

発現細胞に 試験管 内で 合成 した J u n タ ン パ ク ある い は F o s タ

㌔㌔減｡魂や〆

Fig ･ 6 S D S- P A G E a n aly sis of i n vi tr o s y n th e siz e d Z F o s a n d
its m u t a n t p r ot ei n s ･ Z F o s a n d its m u t a n t p r o t ei n s

Sy n th e siz e d i n a r a b b it r e ti c ul o c yt e ly s a t e c o n t ai n l n g
35

S- m e th i o ni n e w e r e a n aly z e d o n a 7 ･5 % p ol y a c r yl a mi d eT
S O di u m d od e c yl s u lf a te g el a n d vi s u ali z e d b y a u t o r a d i o g r

-

a p h y ･ T h e m ajo r b a n d s a r e in di c a t e d b y d ot s .

F i g ･ 7 G el m o b ilit y s hif t a s s a y f o r T R E b in di n g of J u n
,

F o s
,
Z

, Z F o s p r o t ei n s . R E (J u n) ,
R E (F o s) ,

R E (Z ) a n d R E

(Z F o s) a r e p r o t ei n s s y n th e siz e d i n vi tr o tr a n sl a ti ｡ n i n a

r a b b it r e tit ul o c y t e l y s a te . N E (J u n) ,
N E (F o s) , N E (Z) a n d

N E (Z F o s) a r e n u cl e a r e x tr a c t s a m pl e s p r e p a r e d f r o m F 9
C ells t r a n sf e c t e d wi ･th e a ch e x p r e s si o n pl a s m id s . ; N S ,

N o n s p e cifi c bi n di n g a c ti v ity .

9 5

ン バ ク を加 えて も特に 変化ほ な か っ た .

Ⅳ ･ Z タ ン パ ク お よび F o s タ ンパ クの 転写活性化領域の 比較

検討

Z タ ン パ ク お よ び F o s タ ン パ ク 転写活性 化領 域 の 互 換 性 を

検討す るた めに
,

Z タ ン パ ク の 欠失変異体タ ン パ ク お よ びそ の

F o s タ ン パ ク との 融合 タ ン パ ク を 作 製 し
,

B M R F l プ ロ モ ー

タ
ー

か らの 転写活性化能 を調 べ た 結果 は Z タ ン パ ク の 転写活性

能を1 00 と して現 した
.

図 8 に 示 す ように Z タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ酸 を欠失 した

Z d e 1 3 タ ン パ ク は B M R F l プ ロ モ ー

タ ー か らの 転写活 性化能

を 喪失 した が
,
Z d e 1 3 タ ン パ ク で欠失 した Z タ ン パ ク の N 末端

6 5 ア ミ ノ 酸 に 対応 す る F o s タ ン パ ク の N 末 端66 ア ミ ノ 酸を

Zd e1 3 タ ン パ ク の N 末端側に 接続 さ せ た F o s Z d e 1 3 タ ン パ ク

は
, 転写括性化能 が97 と Z タ ン パ ク の 活性化能 まで 回復 した .

Z タ ン パ ク の N 末端1 70 ア ミ ノ 酸を 欠失 した Zd e1 5 タ ン パ ク は

B M R F l プ ロ モ ー タ ー か ら の 転 写活性 化能 は 示 さ な か っ た .

Z d e 1 5 タ ン パ ク で欠失 した Z タ ン パ ク の N 末端1 70 ア ミ ノ 酸 に

対応する F o s タ ン パ ク の N 末端135 ア ミ ノ 酸を Z d e 1 5 タ ン パ ク

の N 末端側 に 接続 させ た F o sZ d e1 5 タ ン パ ク も転写括性化能を

回 復 しなか っ た . しか しZ タ ン パ ク の D N A 結合領域を F ｡ S タ

ン パ ク の D N A 結合領域に 置換 した Z F o s Z は転写活性化 能が

26 を示 した .
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同様 に J u n タ ン パ ク と 異種 二 量 体 を 形成す る こ と に よ り ,

J u n
,
F o s タ ン パ ク 異種 二 量体 と同程度 の 親和性で T R E 配 列と

Z タ ン パ ク の み が結 合可 能な Z R E 5 配列に も結合す る
46)

, しか

し Z F o s タ ン パ ク は F o s タ ン パ ク と異な り E B V の B M R F l ,

B H R F l
,
B Z L F l プ ロ モ

ー タ ー の 転写活性化 に は 外因性 J u n タ

ン パ ク の 発現 を必要 と せ ず , そ の 転写活性化機構は 不 明で あ っ

た . そ こ で Z F o s 遺伝 子発現 に よ る転写活性化機構を Z お よ び

F o s タ ン パ ク と比較 検討 する ため に Z F o s 発現細胞 の 核抽 出物

を 用い て ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ Z F o s 発 現細胞 に

お い て強 い T R E 結合活性 が認め られ た . Z F o s タ ン パ ク は 単独

で は強く D N A に 結 合で きな い こ とか ら
,
細胞内に Z F o s タ ン

パ ク と 異種 二 量体を 形成す る ような因子例 え ば J u n タ ン パ ク

フ ァ ミ リ ー を誘導す る と推測 され た . しか しF o s タ ン パ ク 発現

細胞 で ほ 新た な T R E 結合活性ほ 観察 されなか っ た .

一

方 Z タ

ン パ ク 発現細胞 に お い て も, Z タ ン パ ク 以外の 新 た な T R E 結

合 因子は認め られ な か っ た が ,
Z 発現細胞の 核抽出物 に

,
試験

官内で 合成 した J u n タ ン パ ク を加え る こ と に よ り 新 た な 複 合

体が 認め られた .
こ の こ とほ Z タ ン パ ク に よ りJ u n タ ン パ ク と

複合体を 形成す る よ うな F o s タ ン パ ク ある い ほ F o s 関連 タ ン

パ ク の 合成が誘導 され た もの と考え られ た . Z タ ン パ ク 発現 に

ょ り F o s タ ン パ ク 合成 が誘導 され る と い う現象ほ
,
Z タ ン パ ク

が F o s タ ン パ ク の プ ロ モ
ー タ ー

を活性化す る と い う 報告 と
一

致する
AT)

.

こ の よ う に Z F o s タ ン パ ク は F o s タ ン パ ク
,

Z タ ン パ ク と異

な り細胞内に Z F o s タ ン パ ク と異種 二 畳体 を形成 して T R E 配

列 に 結合可能な 因子 を誘導す る こ とが 明 らか と な っ た が ,
これ

ら が 外 因 性 J u n タ ン パ ク の 発 現無 し に B M R F l
,
B H R F l

,

B Z L F l プ ロ モ
ー タ ー の 活性 化に 関与す るもの と 推測 さ れ た .

しか しなが ら こ の ような Z F o s タ ン パ ク も T R E 配列1 個を ェ

ン ハ ン サ ー と して含み J u n
,
F o s タ ン パ ク に よ り転写 が 活性 化

され る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ プ ロ モ ー タ ー

を 活性化 す る こ と が で きな

か っ た . Z タ ン パ ク もま た コ ラ ゲナ ー ゼ プ ロ モ ー

タ
ー

を活性化

す る こ とが で きず , む しろ J u n
,
F o s タ ン パ ク に よ る こ の プ ロ

モ ー

タ
ー の 活 性化 を 抑 制 した (未発 表) . ウ イ ル ス B M R F l

,

B H R F l
,
B Z L F l プ ロ モ ー タ ー と コ ラ ゲ ナ

ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の

大きな違 い は こ れ ら ウイ ル ス プ ロ ∴ モ
ー タ ー に は 複数の Z タ ン パ

ク 結合配 列が ある こ と で ある . した が っ て
,

Z タ ン パ ク と同様

に Z F o s タ ン パ ク が 転写 を活性化す るた め に は 複数 の 結合配列

が 必要 と 推測 され た . 実 際 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ
ー

タ
ー に

T R E ま た ほ Z R E 5 配列 を追加する こ と に よ り
,

Z タ ン パ ク お

よ び Z F o s タ ン パ ク に よ り転写活性化を受け る よ う に な り ,
こ

の 考え ほ支持 され た . こ の ように Z F o s タ ン パ ク が c o u a g e n a s-

e-Z R E C A T を 転写活性化 した こ とは
･

,
Z F o s タ ン パ ク が 直接転

写活性化に 関与 して い る こ とを 示 唆 して い る .

Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列を 図2 A の ご とく

対応させ る と F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域 の N 末端側 に33 ア

ミ ノ 酸を 欠失 した 領域が 認め られ る が
,

こ の 領 域を含 む3 7 ア ミ

ノ 酸ほ Z F o s が 外因性J u n タ ン パ ク の 非発現下に B M R F l プ ロ

モ ー タ ー の 転写を 括性化 す るた め に は 必須 で あ っ た . しか し

Z F o s タ ン パ ク の Z タ ン パ ク 由来 の N 末端1 33 ア ミ ノ 酸ほ F o s

タ ン パ ク の 対応す る N 末端110 ア ミ ノ 酸で置 換す る こ とが 可能

で あ っ た . また Z タ ン パ ク のvD N A 結合領域 は F o s タ ン パ ク の

それに 比 べ て
,
幅広 い D N A 配列親和性を 有す る こ と が知 られ

て い る が
9)

,
こ の 頃域 も外因性 J u n タ ン パ ク の 非発現下に お け

る Z F o s 転写活 性化に は Z タ ン パ ク 由来 の も の が 必 要で あ っ

た .

d

方 Z F o s タ ン パ ク も外 困性 J u n タ ン パ ク存在下 で は コ ラ

ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー

タ
ー

を 活 性化 す る こ と が 可 能 で あ っ た .

Z F o s タ ン パ ク の N 末端17 0 ア ミ ノ 酸 を 欠失 した 変 異体 も ,

Z F o s の D N A 結合領域を F o s･ タ ン パ ク 由来の もの と 置換 した

Z1 70 F o s も外因性 J u n タ ン パ ク の 発現下 に おけ る B M R F l プ

ロ モ ー タ ー か らの 活性化能 は維持 して い た . こ の 結果ほ F o s タ

ン パ ク の D N A 結 合領域 よ りN 末端 側を 欠失 した F o s 変異体が

外 因性 J u n タ ン パ ク存在下 に お い て転写活 性化 能 を 示 す と い

う報告 と矛盾 し な い
48)

. こ れ ら の 結果 よ り Z F o s タ ン パ ク ほ 外

因性 J u n タ ン パ ク 過剰発現下で ほ J u n タ ン パ ク と 異種 二 量体

を 形成 して F o s タ ン パ ク と 同様 の 機能を 果 た す もの と 推測 さ

れ た . した が っ て Z F o s 発現細胞 に 誘導 され る T R E 結合因子

に ほ J u n タ ン パ ク ほ 含 ま れ な い と 結論 され た . こ の 考 え は

J u n タ ン パ ク 発現下 で ほ Z F o s タ ン パ ク に よ る B M R F l プ ロ

モ ー タ ー ほ 活性化が F o s タ ン パ ク レ ベ ル ま で 低 下す る と い う

結果 とも
一

致す る .

F o s お よ び Z F o s タ ン パ ク の C 末端142 ア ミ ノ 酸 を 欠失 す る

こ と に よ り 有意 に 転 写活 性化 能を 喪失 した が
,

こ の こ と ほ

F o s タ ン パ ク の C 末端142 ア ミ ノ 酸領域に も転写活 性 化に 寄 与

す る領域が 存在する と した 吉崎の 報告 と
一

致す る
46)

.

Z タ ン パ ク の N 末端6 5 ア ミ ノ 酸を 欠失 した と こ ろ B M R F l プ

ロ モ ー タ ー か ら の 転写活性化能は ほ ぼ 完全に 喪失 した が , Z タ

ン パ ク の65 ア ミ ノ 酸に 対応す る F o s タ ン パ ク の N 末 端66 ア ミ

ノ 酸で置換 した と こ ろそ の 活性 は回 復 した .
こ の こ とは Z タ ン

パ ク
,
F o s タ ン パ ク と もに そ の 領域 に 転写活性化領域が存 在す

ると い う吉崎の 報告 と
一 致 し

48)
,

Z タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ

酸 と F o s タ ン パ ク の N 末端6 6 ア ミ ノ酸 は転 写活 性化 機能 に 関

して 互 換性が ある こ と を 示 して い る . Z タ ン パ ク の N 末端170

ア ミ ノ 酸を 欠失 した Z d e15 お よ び Z タ ン パ ク の17 0 ア ミ ノ 酸に

対応する F o s タ ン パ ク の N 末端135 ア ミ ノ 酸 で こ の 領域を置換

した F o sZ d e15 は とも に B M R F l プ ロ モ ー タ ー か らの 転写活性

化能 は 有 しな か っ た . Z F o s 融 合 タ ン パ ク に お い て 外 因性

J u n タ ン パ ク 非存在下 の 転写活性化 に 必須 と され たZ タ ン パ クー

の D N A 結合領域の N 末端側37 ア ミ ノ 酸は Z タ ン パ ク に と っ て

も不可 欠 で あ っ た . Z タ ン パ ク の D N A 結合領域( N 末端171 ～

1 98) を F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域( N 末端136 ～ 1 6 3) と置

換 した Z F o s (1 3 6 ～ 1 6 3) Z は B M R F l プ ロ モ ー タ ー か らの 転写

活性化能 が Z タ ン パ ク に よ る転写活性化能の 4 分の 1 に 低 F し

た が
,

こ れ は B M R F l プ ロ モ
ー タ ー 内に Z タ ン パ ク ほ 認識で き

るが
,
F o s タ ン パ ク 由来の D N A 結合領域 で は認識 で きな い 配

列 が あるた め と推測 され た .

以上 , Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク の 融合 タ ン パ ク を作製す る

こ と に よ り両 タ ン パ ク の 各領 域 に つ い て そ の 機 能 上 の 比 較を

行 っ た結 果,
F o s タ ン パ ク に は欠失 し て い る33 ア ミ ノ 酸領域を

含む Z タ ン パ ク の D N A 結合領域の N 末端 側37 ア ミ ノ 酸は
, 転

写活性化に 閲 し Z タ ン パ ク に と っ て は必須 な領域で あり
,

こ の

領域 と広 い D N A 結合親和性を 持 つ Z タ ン パ ク の D N A 結合領

域を F o s タ ン パ ク に 付加 した Z F o s タ ン パ ク ほ従来 の 細胞性転

写因子 に は無 い 活性を 獲得す る こ とが 明 らか と な っ た ∴ 今 衡

Z F o s タ ン パ ク に よ り誘導さ れ た T R E 結合因子を ノ ー ザ ン
ノ ､

イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ソ な どに よ り 同定す る こ と
,

お よ び そ の 誘

導機構を 分子 レ ベ ル で解 明す る必 要が ある , 本研究 で作製 した

Z タ ン パ ク と F o s タ ン パ ク の 融合 タ ソ バ ク お よ び そ の 変異体



Z F o s タ ン パ ク の 構造と 機能解析

は
,

ウイ ル ス 転写 因子で あ るZ タ ン パ ク の 研究の み な らず , 細

胞性転写因子で ある A P-1 フ ァ ミ リ ー 全体 の 転写制御機構を 解

明す る上 で 極め て 有効な 手段 と考え られ る
.

結 論

ア ミ ノ 酸配列に 高い 相同性を もつ E B V B Z L F l 遺伝 子産物

Z タ ン パ ク お よ び cイo s 遺伝子産物 F o s タ ン パ ク の 融合 タ ン パ

ク である Z F o s タ ン パ ク に つ い て以下 の 結果を 得た .

1 ･
Z F o s タ ン パ ク は Z タ ン パ ク お よび F o s タ ン パ ク と 異な

り細胞内に Z F o s タ ン パ ク と異種 二 畳体を 形成 し転写活性化能

を有 する 細胞 性国 子の 合成 を 誘導 す る こ と に よ り
, 外 因性

J u n タ ン パ ク非存在 下に ウイ ル ス プ ロ モ ー タ ー か らの 転写を活

性化した .

2 ･ Z F o s が 外国性 J u n タ ン パ ク 非存在下に 転写を活性化す

る ため に は プ ロ モ ー タ ー 内に ェ ン ハ ソ サ ー

と して 複 数 の T R E

な どの D N A 結合配列が 必要で あ っ たが
, 外因性J u n タ ン パ ク

存在下で ほ F o s タ ン パ ク 同様l 個の T R E の みを 含む プ ロ モ
ー

タ
ー

か らの 転写を括性化 した .

3 ･ Z F o s タ ン パ ク が外 因性 J u n タ ン パ ク の 非存 在下に ウイ

ル ス プ ロ モ ー

タ
ー

を 括性化するた め には
, Z タ ン パ ク D N A 結

合領域の N 末端側3 7 ア ミ ノ 酸 と Z タ ン パ ク の D N A 結合領域が

必要で あ っ た ･ しか し外因性J u n タ ン パ ク 存在下 に は F ｡ S タ ン

パ ク 同様 D N A 結合領域 と 二 量体形成 領域 で ある ロ イ シ ン ジ ッ

パ ー 構造の み で転写 を活性化 し得 た .

4 ･ Z タ ン パ ク の D N A 結 合領域 の N 末端側37 ア ミ ノ 酸 に 相

当す る領域 は F o s タ ン パ ク に は 欠失 して い る が
,

こ の 領域は Z

タ ン パ ク の 転写活性化に は必 須で あ っ た .

以上 の 結果ほ Z タ ン パ ク の D N A 結合領域 の N 末端側37 ア ミ

ノ 酸は , Z タ ン パ ク が 同種 二 畳体を 形成 し転写を 活性化するた

めに 必 須な 領域 で ある こ と
,
お よ び こ の 領域を F ｡ S タ ン パ ク に

付加す る こ と に よ り F o s タ ン パ ク が 外因性 J u ロ タ ン パ ク の 非
存在下に 転写 を活性化する と い う特殊な 機能を 獲得す る こ と を

意味 して い る .
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