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サイ ク リ ッ ク A M P お よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よる

V a s o a cti v e h t e st in al P e p tid eノP H M －2 7

遺 伝 子 の 発 現 調 節 機 構

一 培養神経芽腰細胞 くN B －1 細胞J を用 い ての検討 一

金沢大学 医学部 内科学第 一 講座 は 任 こ 小林 健
一

鮎 削

大 沢 謙

く平成 3 年 6 月12 日受付1

58 5

V a s o a ctiv e in t e s t in al p e ptid e くV I PJ は
，
2 8 ア ミ ノ 酸残基か ら な る C 末端が ア ミ ド化され た生理

性 ペ プチ ドで あ り
， 神経伝達物 質と し て腸 管や

， 中枢 ，
お よ び末棺神経系 な ど各種臓器の機能調節 に 関

与 して い る ． V I P は他の 類似 した ペ プ チ ド P 托M － 27 と共 に 共通の 前駆体 プ ロ V I PノP 和仏27 を経て 生合

成さ れ
，

サイ ク リ ッ ク ア デ ノ シ ン ー リ ン 酸 くcy c li c ad e n o s in e 3
，

，
5

，

－ m O n O p h o s p h a te
，
C A M Pl は培養 ヒ ト

神経 芽腰 細 胞 くN B －1 細 掛 に お い て
，

V I PノP 和仏27 遺 伝 子 の 転 写 活 性 上 昇 を 介 し て プ ロ V IP I

P 托M －2 7 の 生合成 を増加さ せ る こ とが 知 られ て い る ． 本研 究で は V IPJ P H M ． 2 7 遺伝 子 の 発現調節機構

をさ ら に 明 ら か に す る目 的 で
I
d ib u t m TI c A M P くB t 尤A M Pl あ る い は

，
1 2 － 0 －t e t r a d e c a n o yl

－

ph o rb ol －1 3 －

a c e t a t e くT P AI や p h o rb oト1 2
，
1 3 － did e c a n o a t e くP D Dl な どの ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V IPJ P 王1M － 2 7 遺

伝子 発現誘導と そ の 機序に つ き検 討 した ． 1 m M B t 2C A M P あ るい は 16 n M T P A 存在下で 9 時間の 培養

後
，
N B －1 細胞 の V rPノP H M－27 メ ッ セ ン ジ ャ ー R N A くm R N A 巨畳 は それ ぞれ10 倍ある い は 5 倍 に 増加 し

た ． 4 0 n M P D D で も VI PI P 托M ．2 7 m R N A 量は 3 倍 の 増加 を認 め た ． B t 定A M P と T P A の 存在下 で は

V 工PI P壬I M －2 7 m R N A 量は約38 倍 と相乗 的な増加反 応 を示 し た ． 細胞 内 c A M P 量 に は ホ ル ポ ー ル エ ス テ

ル に よ り有 意の 変 化を認 め なか っ た ． 次 に 種 々 の 5
，

側欠失変異 を作成 した ヒ ト V IPI P E M － 27 遺伝子 プ

ロ モ ー

タ
ー

領域 を ch l o r a m p h e n i c ol a c e t ylt r a n s f e r a s e くC A T l 遺伝 子 に 結合さ せ た C A T 発現 ベ ク タ
ー

を

作成 し ，
こ れ ら を N B －1 細胞 に 導入 発現 させ て Bt 4I A M P あ る い は T P A に よ る C A T 活性の 発現誘導

の 有無 を検討 し た ． そ の 結 軋 c A M P あ る い は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る遺伝 子発現 に 必要な D N A 領

域 け な わ ち
，

C A M P ノp h o rb ol e s t e r
－

r e S p O n S e el e m e n り の 5
，I末端 部は

． 転写 開始点の 75 塩基対上 流か ら

93 塩 基 対上 流の 間 に ある こ と が 明ら か と な っ た J N B － 1 細胞の 核抽出液 を用 い た D N a s e I フ ッ トプ リ ン

テ ィ ン グ実験 ，
お よ び di m e th yl s u lf a t e くD M S， フ ッ ト プ リ ン ティ ン グ実験 に よ り

，
V 工PI P H M －2 7 遺伝 子

プ ロ モ ー

タ
ー

領域 に は 少な く と も 3 つ の 校 内国子結 合領域 が あ り ． そ の 1 つ 席 写開始点の69 塩基 対 上

流か ら88塩 基対 ヒ流 ま で J 瀾 矧 は
，

C A T 発 現 ベ ク タ ー

を 剛 一 た 実験 で 認 め ら れ た c A M P l p h o rb ol

e st e r － r e S P O n S e el e m e n t に 符号し た 一 D N a s e I フ
ッ ト プ リ ニ テ T ニノ

ゲ実験 ，
あ る い は D M S フ ッ ト プ リ

ン ティ ン グ実験 で は
， 核抽出液 に よ り D N a s e I に よ る 消化 ．

LF， Jl ， い烏 D M S に よ る メ チ ル 化 か ら 保護

さ れ た領域 と そ の 程度 に 誘導 の 有無 で 差 異が 認 め られ なか 1 た 一 以 上 直 結 果 よ り
，

C A M P お よ び ホ ル

ポ
ー

ル エ ス テ ル は V工P I P Inr M －2 7 遺 伝 子 プ ロ モ N ク ーJ ，5
，

側 上 狛 こ 存 在 す る c A M Pノp h o rb ol

e S t e r－r e S p O n S e el e m e n t に 結 合す る 核 内因 子 に
， そ れ ぞ れ 輿 な る 修 飾 を加 え る こ と に よ っ て V I P I

P 江M －2 7 遺伝子 の 転写 を促進す る こ と が 一

つ の 可能性 と し て 考え 在れ た ．

K e y w o rd s V I PノP H M －2 7 g e n e
，

C y Clic A M P
， p h oI七01 e st e r

，
C A M P I p h o 沌 01

e s t e r r e s p o n s e ele m e n t
，

n u Cle a r f a ct o r



5 8 6

V a s o a c ti v e in t e st in al p e p tid e くV I Pl は
，
1 9 7 4 年 に ブ

タ腸 管か ら初 めて 分 離さ れ た2 8 ア ミ ノ 酸残基 か ら な る

C 末端 が ア ミ ド化 され た ペ プ チ ド で あ る
11

．
V工P は 腸

管ば か り で な く ， 中枢 ，
お よ び末梢神経 系や ． 種 々 の

内分泌腺組 織を含 む全 身の 諸臓器で の存在が 認 め ら れ

て お り ， 神経伝達 物質 くn e u r o t r an S mi tt e rl の 一

つ と し

て各種臓器の 機能調節 に 関与 し て い る も の と 考 え られ

て い る ． そ の生理 作用 と して ， 血 管拡張 ． 血圧降下作

用 の ほ か に
，
気 管支平 滑筋 弛緩 作用 ， 腸管 か ら の 水

分 ． 電解質分泌刺激作用 ， イ ン ス リ ン
，

グル カ ゴ ン
，

プ ロ テク テ ン な どの ホ ル モ ン 分泌促進作用
，
生殖器 や

脳 血管 の 血流 調節 作用 な どが 知 ら れ て い る
2，

． 1 9 8 3

年
，
I tbh

，
O k am Ot O ら

3一
は

，
ヒ ト V I P 前駆体お よび そ

の メ ッ セ ン ジ ャ
ー R N A の 構造 を決定 し ，

V I P 前駆体

に は V 工P 以外に
，

N 末端 が ヒ ス チ ジ ン で 始 ま り C 末

端が メ チ オ ニ ン で終わ る27 ア ミ ノ 酸残基 か ら な る新 し

い ペ プ チ ド
，

P H M － 2 7 が 存在 す る こ と を発見 した ． 加

え て
，
1 9 8 5 へ 1 9 8 6 年 に は B c d n e r ら

4，

，
T s u k ad a ら

5，

，

Y a m a g a m i ら
6，

に よ っ て ヒ ト V I PI P 托M －2 7 遺伝 子 の

全構造が 決定さ れ
．
V 工P の生合 成過程お よ び その 調節

機構 を遺伝子 の レ ベ ル で 検 討 す る こ と が 可能 と な っ

た ．

一 方
，
培養ヒ ト神経芽腰 細胞の

一 つ で あ る N B －1

細胞で は
，

サイ ク リ ッ ク ア デ ノ シ ン ー

リ ン 酸 くC y Cli c

a d e n o s in e 3
，

，
5

，
－

m O n O ph o s p h at e ， C A M Pl に よ り V IP

の 生合成が 誘導さ れ る こ とが 知 ら れ てt l た が
7 籾

，
1 9 8 4

年 H a y a k a w a ら
9，
は c A M P は 主に V I PI P t n 4 －2 7 遺伝

子 の転写 を促進す る こ と に よ っ て V 工P の 生 合成 を 誘

導 す る こ と を 明 ら か に し た ． ま た
， 著 者 ら

10－川
は

N B ．1 細胞 で は
，
腫瘍プ ロ モ ー タ ー で あ る ホ ル ポ

ー ル

エ ス テ ル も V 貯ノP H M － 2 7 メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A を増

加 させ る こ と を 報告 した ， 本研 究 で は
，

V I P I P H M －

2 7 遺伝 子 の発 現 調節機 構 を 明 ら か に す る 目 的 で
，

V I P I P 注M －2 7 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー 領域 を ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ
ー ル アセ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ くchl o r a m

－

p h e ni c ol a c e t ylt r an Sf e r a s e ， C A Tl 遺伝子 に 結合 し た キ

メ ラ遺 伝子 を N B －1 細胞 に 導入
． 発現 させ る遺伝子 導

入 実験 ，
お よ び N B －1 細胞 の 核 蛋 白の V IPI P H M －2 7

遺 伝子 プ ロ モ ー

タ
ー 領域 へ の 結合 を み る D N a s e I

フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 ．
あ る い は d e m et h yl s ulf －

at e tD M S l フ ッ ト プ リテ ィ ン グ実験 を行い
，

C A M P
，

お よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る誘導 に 関与 す る遺伝

A b b r e vi atio n s ニ A P －1
，

a C ti v a t o r p r o t e in

沢

子 上 の 発 現調節領域に つ い て検討 し た ．

材料 お よ び方法

I ． 試 薬 類

特 に 会社名 の 記載ゐな い 各種制 限酵素は 宝酒造 便

京1 の 製 品 を ， ジ ブ チ リ ル C A M P くN
6

，
0

2 ，
．dib u t yr yl

a d e n o s in e 3
，

こ 5
，

－

m O n O p h o s p h a t e
，
B tdI A M P l は ヤマ サ

醤 油 く千 葉1 ，
1 2 － 0 － t e t r a d e c a n o yl ph o rb ol －1 3 －

a C et a te

くT P Al お よ び p h o tb ol ．1 2
，
1 3 －d id e c a n o a t e くP D Dl は

C C R 社 くE d e n P r ai ri e
，
U S A l の 製品 を そ れ ぞ れ 用 い

た ． E a
．
3 2
Pj d C T P く比活性300 0 C il m m oll ， 仁y

－

32
Pコ

A T P く比 活性3 00 0 C il m m oll お よ び E
1 4

Cコ ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ
ー ル は い ずれ も ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン く東

京1 か ら購入 した ． こ れ 以 外の 試薬 で特 に 会社名 の 記

載の な い もの は い ずれ も 和光純築 く大阪1 の 製品を用

い た ．

工工 ． 細胞培養

培養 ヒ ト神経 芽腰細胞株 N B －1 細胞 は
，

1 97 3 年 に 三

宅 ら
12，

に よ り樹立さ れ た細胞株で あ る ． この 細胞 を非

動化 く56
O

C
，
3 0ご別 1 0 ％牛胎児血清 くGI B C O 社，

N e w

Y o r k
，
U S A l お よ び0 ． 00 5 ％硫 酸カ ナ マ イ シ ン く明 治製

菓 ， 東 刹 を含有 す るR P M 工16 4 0 培地 く日水 製 乳 東

京1 で培養 し た ．

H ．
ノ ー

ザ ン くN o rt h e r 巾 法 に よ る R N A 解析

対数増殖 期に ある N B －1 細胞 に種 々 の 試薬く表 1I を

添加 し ，
1 へ 2 4 時間培養 した 後 に 培地 を除去 し

，
グア

ニ ジ ニ ウムノ塩化 セ シ ウ ム 法
13一 に よ り R N A を抽出し

た ． す なわ ち グア ニ ジ ン チ オ シ ア ン 酸溶 液 く4 M グア

ニ ジ ン チ オ シ ア ン酸
，
0 ．5 ％N －ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ

ン 酸 ナ ト リ ウ ム
，
2 5 m M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くp H

7 ． 0う，
0 ． 1 M 2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル
，

0 ■ 1 ％

A n tif o am AI に よ り 細胞 を 溶 解 し
，

ポ リ ア ロ マ
ー

チ ュ
ー ブ内 で

，
5 ． 7 M 塩化セ シ ウ ム 液の 上 に 重層 した

の ち ，
B e c k m a n S W 6 0 T i ロ

ー

タ
ー で3 5 ，

0 0 0 回転 ，
2 0

O

C

で1 6 時間遠心 し た ， 沈殿 したR N A を エ タ ノ
ー ル 洗浄

し た後 ， 水 に 溶解 し た ． 5 FE g の R N A 試料 を1 ■1 M

ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを 含む1 ．5 ％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳動

し
91

，

ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 B A 8 5 くS c h l ei c h e r 8 t S c h －

u e u 社 ，
N e w Y o r k ，

U S A I に プ ロ ッ ト した後 ，
8 0

O

C で

2 時間処理 し固定 した ． プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

はプ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 く50 ％ホ ル ム アミ

1 i A P －2 ， a Ctiv at o r p r ot e in 2 i b p ，
b a s e p a 甘S i

B t dI A M P
，

N
6

，0
お

－ dib u t y r勇 ad e n o s in e 3
，

，
5

，
－ m O n O p h o s p h at e i C A M P

，
C y Clic a d e n o s in e 3

，

，

5
，

－ m 皿 O p h o s p h at e i C A T
，

C hl o r a m p h e n ic ol a c e t ylt r an Sf e r a s e 三 C R E
，

C A M P r e s p o n s e ele m e nt i

c R E B
，

C R E b in d in g p r o t e in ニ D M S
，

d e m e t h y ls u lf at e ニ D M S O
，

d e m e t h yls ulf o xid e s D T T ，



V工PノP王皿4 －2 7 遺伝子 の発現調節機構

ド ，
5 X s t a n d a rd s al in e p h o s ph a t e E D T A b u ff e r

くSS P 即 ， 0 ■ 1 ％牛血清 ア ル ブミ ン
，
0 ．1 ％ポ リ ビ ニ ル ピ

ロ リ ド ン
，
0 ． 1 ％ フ ィ コ

ー ル
，
0 ． 1 ％ド デ シ ル 硫 酸ナ ト

リウム くs c d i u m d c d e c yl s u lf at e
，
S D SJ ，

1 0 0 JL gl m l 変性

サケ精子 D N AJ 中で4 2
0

C
，

2 時 間行 っ た ． プ レ ハ イ プ

リグイ ゼ
ー シ ョ ン溶液く50 ％ ホル ム ア ミ ド

，
5 x S S P E

，

0 ．1 ％牛血 清 アル ブ ミ ン
， 0 ． 1 ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド

ン
，
0 ． 1 ％フ ィ コ ー ル

，
0 ． 1 ％ S D S

．
1 0 0 JL gl m l 変性サ

ケ精子 D N AI を加 え
，
4 2

日

C で12 時間以 上 ハ イ プ リ ダイ

ゼ
ー シ ョ ン を行 っ た ． フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は

， ま ず

2 X S S P E
，
0 ． 1 ％ S r 6 で室温下 に10 分間 ，

2 回行 っ た

軋 0 ． 1 ％ S S P E
，
0 ． 1 ％ S D S で室温下 に1 0分 間，

2 回

行っ た ． 洗浄後
，

オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー は増感 ス ク

リ
ー ン を用い －

8 0
0

C で2 4 時間行 っ た ． 標識 プ ロ
ー

プの

調整は F a ．

32
Pコ d C T P くく30 0 0 C il m m oIJ を標識基質

とし て，
V 王PI P f皿4 － 2 7 c D N A

91
を ニ ッ ク トラ ン ス レ ー

シ ョ ン 法く比 活性 I
r

b 2 X l O
8
c p m l F L g D N 現 に よ り

3
甲 標識 し

，
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液中の ブ ロ

ー プ

濃度は 10 n gノm l と した ．

押 ． 細胞内 c A M P 含量 の 測定

一 定時間細胞 を種 々 の 試薬 の 存 在下 で 培 養 し た 後

く表 り ， 培地 を除き ． 細胞 を水冷 し た燐酸緩衝生理 食

塩 水くp h o s ph a t e b u ff e r e d s al in e
，
P B S l で 3 回洗浄 し

．

ru b b e r p oli c e m a n で剥 離 し回収 した ． 回収 し た細胞 を

0 ． 1 N 塩酸の存在下 に 5 分間煮沸 し ， 3 0 0 0 回 転 ， 1 0 分

の遠心後
，
上清 を 回収 し て cA M P の 測定に 供 し た ．

C A M P 測定は ヤ マ サ cA M P ア ッ セ イ キ ッ ト くヤ マ サ

醤油1 を用 い て測定 し た ．

V ． 組み 換え D N A の 作成お よ び 培養細胞 へ の 導入

1 ． 組み換 え D N A の 作成 く図 3J

ヒ ト V工PノP E M －2 7 遺伝子 の 転写開始部位お よ び プ

ロ モ ー

タ ー 領域 を含む206 6 塩基対 くb a s e p ai r s
，
b pl の

D N A 断片 を E c o R I く－1 92 3 b pI お よ び H p a II く

14 3 b p ト消化に よ り単離 し く図 3 A 参 照I ， 両端 の 付着

末端を大腸菌 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ I の Kl e n o w 断片に

よ り 平 滑 化 し た 後
，

C A T 発 現 ベ ク タ ー

で あ る

p M L C A T
14，

の 平滑化 し た H in d uI 部位 に 挿入 し た ． 順

方向に挿入 さ れ た も の を p V I P くE － Hl と仮 に 命名 し以

下の 実験 に 用 い た ． p V I P くE 一 叩 を上 流 の ベ ク タ ー 内

の E c o R V お よ び 挿入 断片申の Nd e I 部位 で切 断し
，

N d e I 末端 を 氾 e n o w 断片に よ り平滑化 し た後
，
分子

内 で再 結 合 さ せ て p V 工P く－137 21 を 得 た ． 同様 に
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E c o R V と N si I 消 化 に よ り p V IP く
－ 3 3 31 を

，

E c o R V と D r a I 消化に よ り p V IP く十201J を得た ． 次

に p V I P くE －f D を N si I で 消化し
，

N si I 末端 を平 滑

化 した 後 に e x o n u cl e a s e l工I に よ り 5
一

－ 3 0 分間消化し ，

反 応 を停止 さ せ た 後
，

m u n g b e a n n u cl e a s e に よ り 末

端 を修復 し ，
E c o R V 消化後分子 内再結合 を行 っ た ．

こ れ ら の 再結 合プ ラ ス ミ ドを 大腸菌 J M l O 9 に 導入 し

ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た後 ，
5 種類 の 5

，

側 欠失 変異 を

有す る プ ラ ス ミ ド
， p V IP 卜 33 3J ， p V I P t

N 2 01l ， P V I P

く
－

9 31 ， p V I P 卜74ン， p V I P く － 5 1J を得 た ． 欠矢部位 は

ジデ オ キ ン法 に よ る 塩基配列決定 に よ り確認 し た ．

2 ． 培養細胞 へ の 導入

こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を
，

2 4 時 間前 に 60 m m デ イ

シ ュ 当た り 2 X l O
6

個 に 撒 い た N B ．1 細 胞 に 燐酸 カ ル

シ ウ ム と の共沈殿法
嘲

に よ り 導入 した ． 1 デ イ シ ュ あ

た り1 0 J L g の D N A を加 え ， 3 7
0

C
，
1 8 時間培養 し た後

に
，
1 0 ％ ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド くd in 1 eth yl s u lf o xid e

，

D M S OJ で20 分間処理 し導入 効率 を高め た ， D N A 添加

39 時間後か ら B t dI A M P ある い は T P A を加 え ， さ ら

に 9 時間過経後 に 細胞を 回 収 した ． 細胞 は P BS で 洗

浄後 エ ツ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に移 し
，

3 回 の 凍結融解

を行っ た 後， 6 0
0

C
，
1 0 分間処理 に よ り 内在性の ア セ チ

ラ ー ゼ 活性を 欠失さ せ ， 1 4
，
0 00 回転 ，

1 0 分間遠心 して

得ら れ た 上 清 を細胞 抽出液と し て C A T 活性の 測定に

用い た ．

W ． C A T 活 性の 測 定
1 61 用

細胞抽 出液 を
，

3 m M ア セ チ ル C o A くS ig m a 社
，

S t
． L o ui s

，
U S A I お よ び0 ． 4 F L C i E

14
Cコ ク ロ ラ ム フ ェ ニ

コ
ー ル と共 に3 7

0

C
，

6 時 間イ ン キ ュ ベ ー

卜 した後 ，
エ

チ ル ア セ テ
ー

トで抽 出し
，
有機層 を乾燥 さ せ再度少量

く25ノ川 の エ チ ル ア セ テ
ー

トに 溶解 し
，

そ れ を薄 層 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー プ レ ー

ト L K 5 D くWh a t m an n 社 ，

S p ri n gfi e ld M ill
，
E n gl an d いこス ポ ッ ト し

，
ク ロ ロ フ ォ

ル ムノメ タ ノ ー ル く19二1I で 展開 した ． 展開後 プ レ
ー

ト

を乾燥 し
，

－

8 0
0

C
，
2 4 時間の オ

ー

トラ ジ オ グラ フ イ
ー

を行 っ た ．

用 ． 核屈 白 の 抽出

N B－1 細胞 の 核蛋白 の 抽出 は O hls s o n と E dl u n d の

方法
岬

に 従 っ た ． 即 ち
， 未処理

， あ る い は B td I A M P
，

ま た は T P A で 9 時間の 誘 導 を行 っ た N B －1 細胞 く2

X l O
9

1 か ら培 地 を除 き
．

4 0 m M T ri s
一 肛 1 くp H 7 ． 4 I ，

1 4 0 m M 塩 化ナ トリ ウ ム
，
1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢

dithi oth r eit ol ニ E D T A
，

e th y le n e di am in e t et r a a c etic a c id ニ P B S
， p h o s p h a t e b uff e r e d s al in e ニ P D D

，

p h otb ol－1 2
，
1 3 － did e c an O a t e ニ P H M － 27 ， p e p tid e h a v in g 2 7 am in o a cid r e sid u e s w 址 am in 0 －

t e r m in al h is tid in e a n d c a rb o x y
－ t e r m in al m et hi o n in e am id e ニ P M S F

， p h e n y lm e th a n e s u lf o n y l
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酸 くe th yl e n e d i am in e t e tr a a c e ti c a cid
，
E D T A l を加 えた

後 ru b b e r p oli c e m an で細胞 を剥離 し，
2 0 0 0 回 転 ．

1 0 分

間 の遠心後 ，
P B S で 洗浄 しさ ら に20 0 0 回転 ，

1 0 分間の

遠心 に よ り細胞 を集め た ． 以後 の 処理 は 全て 0
0

C ある

い は 4
0

C で 行 っ た ． 細 胞 に 4 倍容 量 の バ ッ フ ァ ー A

く10 m M H E P E S くp H 7 ． 8 1 ，
1 5 m M 塩 化 カ リ ウ ム

，

2 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム
，
0 ． 1 m M E D T A

，
1 m M ジ チ オ

ス レ イ ト
ー

ル くdith i o th r e it ol
，
D T T l ，

1 m M ph e n yl m e t －

h an e S u lf o n ylflu o ri d e くP M S Fll を加 え懸濁 し1 0 分 間静

地後
，
55 0 00 回転， 5 分間遠心 くR P R 1 8 B ロ

ー

タ
ー く日

立工 機
，
勝田1I し

，
沈殿 に 等倍 の バ ッ フ ァ

ー A を加 え

再懸濁 した後
，

ダウ ン ス ホ モ ゲ ナイ ザ ー

を用 い て ホ モ

ゲ ナイ ズ した ． 9 0 旬 95 ％の細胞 が破 壊さ れ て い る こ と

を顕微鏡で確 か め た 後，
ホ モ ジ ネ

ー ト を92 0 0 回転10 分

間遠心 し ， 沈殿 した 細胞核 画分 を10
9

細胞 当た り 3 m l

の バ ッ フ ァ
ー A に 懸濁 し た ． 懸濁液 を 遠心 チ ュ

ー

ブ

く日立 12P A チ ュ ー ブ1 に 移 し
，
4 M 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム

くp H 7 ．91 を最終濃度0 ． 3 0 M と な る よ う に 加 え
，

4
0

C で

3 0 分間遠心 く日立 R P6 5 ロ
ー

タ
ー 1 し

，
D N A 画分を沈

沢

殿 さ せ 上 清 を回 収 した ． 次 に 上 清に0 ． 2 gノm l の硫酸ア

ン モ ニ ウム を加 えた 後 ，
4 0 0 0 0 回 転 ，

1 5 分間遠心 し
， 沈

殿 を 1 m l の バ ッ フ ァ
ー

C く50 m M H E P E S くp H 7 ． 軋

50 m M 塩 化 カ リ ウ ム
，

0 ． 1 m M E D T A
，
1 m M D T T

，

1 m M P M S F
，

1 0 ％ グ．U セ ロ
ー ル1 に 溶 解 した ． さ ら

に
，
1 0 0 倍容量 の バ ッ フ ァ

ー

C に 対 して
，

4
0

C
，
6 時間

透析 し た後
，
1 0 00 0 回転 ，

10 分間の 遠心 に よ り不溶物

を沈殿 さ せ て 除い た 物を 核抽 出液と し
， 液体 窒素で凍

結 させ た後使 用 ま で － 7 0
ロ

C で 保存 した ． 蛋白の 定量は

B C A 法 に よ る 蛋白側 定 キ ッ トくPi e r c e 社 ，
R o c k f o rd

，

U S A l に よ り行 っ た ．

椚I ． D N a s e 工 お よ び D M S フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ

実験 刷

VI PI P E M － 2 7 遺伝子 の 5
，

上流域 を含 む E c o R I 断

片 く
－

1 9 2 3 句 ＋ 3 6 0 b pl を N si工 で 消 化 し ， N si ト

E c o R I 断片 卜 337
句 ＋3 6 0 b pl を 得 た ． こ れ を 仁y

．

32
Pコ A T P くン3 00 0 Cil m m oll を標識 基質と し

，
T 4 ポ

リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ く宝酒造1 を用 い て 5
，

末端

標識 した ． さ ら に こ の 断片を D r aIII で 消化 し
，

N si I

一 ． ．．．．．2 8 S

一 ■． － 1 8 S

Fi g ． 1 ． E ff e c t s of B t 2C A M P an d T P A o n V I PノP H M －2 7 m R N A l e v els ． N B －1 c e 11 s

W e r e in c u b a t e d f o r 9 h r w ith o u t a n y a d diti o n くI a皿 e aJ ，
W it h l m M B t2 C A M P q a n e

bI ，
1 6 n M T P A くl an e Cl o r l m M B t2 C A M P a n d 1 6 n M T P A く1 a n e dl ．

A ft e r

in c u b a ti o n
，

th e t o t al c e11 u l a r R N A w a s i s ol a t e d a n d V I PノP E M －2 7 m R N A w a s

a n al y z ed b y N o rt h e rn b l o t h yb ri d i z a ti o n a s d e s c ri b e d in M A T E R m L S A ND

M E T H O D S ． A m w in d i c a t e th e r el ati v e m i g r ati o n o f 2 8 S a n d 18 S R N A s ru n O n

th e s am e g el ． A n R N A s p e ci e s c o m i g T a t in g w ith 2 8 S R N A く1 a n e dl i s a p o s sibl e

p r e c u r s o r of V I P I P H M －2 7 m R N A ．

flu o ri d e i S D S
，

S C d iu m d o d e c y ls u lf at e 三 S S P E
，
S t a n d a rd s al in e p h o s p h at e E D T A b u ff e r i T P A

，

1 2 － 0 －t e t r ad e c a n o yl－

p h otb ol －1 3 － a C et a t e 三 T R E
，

T P A r e s p o n s e ele m e n t i V IP
，

V a S O a Ctive

in t e st in al p e p tid e



V 工PノP H M － 2 7 遺伝子 の 発現調節機構

Fig ． 2 ． T i m e c o u r s e of V I PノP f n 4 －2 7 m R N A

in d u c ti o n eith e r b y B tdI A M P
，
T P A o r b Y b o th ．

N B －1 c e 11 s w e r e i n c u b a te d w ith l m M B t ガA M P

く争1，
W ith 1 6 n M T P A くO I o r w ith l m M

B t 2C A M P a n d 1 6 n M T P A くA l f o r th e p e ri od

h di c a t e d o n th e a b s ci s s a ． m R N A l e v el s w e r e

d e t e r m i n ed a s d e s c rib e d in M A T E R工A L S A N D

M E T H O D S ． E a c h v al u e w a s r el a t e d t o th a t f o r

C en S at ti m e O wi th o u t ad diti o n o f r e a g e n t s ．

5 8 9

末端の み 甲 標識 さ れ た 沌i ト m alII 断片 卜 337 ヘ

ー 4 9 b pl を得 た ． 1 JL g の p olyくdI －d CJ ．

p olyくdI － d CI

くP h a r m a ci a 社 ，
U p p s al a

，
S w e d e nl と共 に25

C

C
，
2 0 分

間プ レ イ ン キ ュ ベ ー

卜 した核抽 出液に 標識 D N A 断片

を加 え ， さ ら に25
0

C
，
2 0 分間イ ン キ エ ペ ー 卜 した 後

，

1 JL g l m l D N a s e I くP h a rm a Ci a 社 ， I で25
0

C
，

1 分 間

の D N a s e I 消化 ， あ る い は0 ． 5 ％ ジメ チ ル サ ル フ ェ
ー

トくd 血 e th yl s u lf a t e
，
D M Sl で25

0

C
，
4 分30秒 の メ チ ル

化 を行 っ た － D N a s e I 消化 は E D T A 添加に よ り停止

さ せ
，

フ ェ ノ ー ル 抽 出を行 っ た ． D M S に よ る メ チ ル

化は G 反 応停止液
20，

く1 M T ri s
－ H C l

， 1 ． 5 M 酢酸 ナ トリ ウ

ム
．
1 M ダ

ー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
，

5 0 m M 酢酸 マ グ

ネ シ ウ ム
，
1 m M E D T A

．
0 ． 4 m gl m l トラ ン ス フ ァ

ー

R N A
， p H 7 ． 51 を加 え た後

，
フ ェ ノ ー ル 抽出

，
エ タ ノ ー

ル 沈殿 を行い
， 沈殿 を10 ％ピ ペ リ ジ ン に 溶解 した も の

を95
0

C ， 3 0 分間イ ン キ エ ペ
ー

トし た後 に 凍結乾燥
，

さ

らに 蒸 留水に 溶解 し凍結乾燥 を2 回繰 り返し た ． 両反

応の最終産物 を ホ ル ム ア ミ ド 一 色 素混合液 く9 5 ％ ホ ル

ム ア ミ ド
，
0 ．1 ％プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

一 に 溶解 し ，

1 0 0
0

C
，

1 分 間処理 した 後 ，
8 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

W 8 ， 3 M 尿素ゲ ル に て 電気泳動 し
，

ゲル を固定 し
， 乾

燥後 ， オ
ー

ト ラ イ オ グラ フ イ
ー

を行 っ た ．

成 構

王 － B t 2C A M P お よ ぴ ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る

V H ソP H M － 27 m R N A の 誘導

B t 4I A M P お よ び れ レポ
ー

ル エ ス テ ル が N B － 1 細胞

の VI PノP H M － 2 7 遺伝子 発現 に 及 ぼ す影 響を ノ ー

ザ ン

法に よ り検討 し た ． 図 1 に 示 す よ う に
， 細胞 内 V工Pノ

T a bl e l ■ E ff e c t s o f B t 2C A M P a n d p h o r b ol e s t e r s o n th e V I Pノ
P H M L2 7 m R N A a n d c A M P l e v e ls i n N B －1 c e ll s

T r e a t m e n t

N o n e

l m M B tJ C A M P

6 9 仙丁4 n－P h o r b ol

1 6 n M T P A

4 0 n M P D D

l m M B t ごC A M P

十 1 6 n M T P A

V I PノP H M － 2 7 m R N A c A M P

C P m P m OI p e r m g p r o t ei n

1 2 4 士 41 く1 ． の

10 5 3 士12 4 く8 ． 5つ

1 8 6 士 62 く1 ， 5つ

66 9 士1 3 6 く5 ． 4う

40 9 士1 4 9 く3 ． 3つ

443 6 士 49 6 く35 ． 幻

12 ． 4 士 2 ． 9 く1 ． の

29 7 士90
． 2 く24 ．0つ

16 ． 4 士 7 ． 2 く1 ．3つ

23 ． 8 士 8 ．1 く1 ． 9つ

18 ． 9 士 4 ．1 く1 ． 5つ

31 9 士 2 6 ． 9 く25 ． 7う

C ell s w e r e i n c u b a t e d f o r 6 h r w it h v a ri o u s a g e n t s ． R e s u lts f r o m

t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s f o r V I PノP H M－27 m R N A q u a n tit ati o n ，

a n d f r o m 4
－

6 i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s c A M P q u a n tit a ti o n a r e

e x p r e s s e d a s m e a n 士S D ． N u m b e r s i n p a r e n th e s e s gi v e v al u e s

r e la ti v e t o t h o s e w it h o u t th e tr e a t m e n t ．
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P H M ．2 7 m R A N 量 は 1 m M B t dI A M P 添加 9 時間後 に

は約10 倍 ，
ま た 16 n M T P A 添加 9 時間後に は約 5 倍

と共 に 明 らか な 増加 を示 した ． 1 m M B t dI A M P
．

お よ

び 16 n M T P A を共に添加 し て 9 時間培養 し た細胞で

は
，

m R N A 量 は 約3 0 倍 と 著 明 な 増 加 を 示 し た ．

B t iI A M P お よ び T P A を共 に 添加 し た 場合 の VIPI

P H M ，2 7 m R N A 量の増加反応は
，

それ ぞ れ 単独 に 加

えた場合 の m R N A 増加 を足 した も の よ り も 明ら か に

大き く
，
B t d I A M P と T P A の効 果は 相乗的で あ っ た ．

T P A で認 め られ た効果 は
，

腫 瘍 プ ロ モ ー タ ー 活性 を

有 す る他 の ホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル で あ る p b o 止 01 － 1 2

，

1 3 － did e c a n o at e くP D Dl で も 同様 に 認め ら れ た が
，
腫瘍

プ ロ モ ー タ ー 活性を持 た な い 4 ぽ － p b o沌 ol で は有 意の

m R N A の 増加 は認め な か っ た く表 1 ト Bt dI A M P あ る

い は T P A 添加後の細 胞内 m R N A 量 の 時間的な変動

を 図 2 に 示 す ． 1 m M B t dI A M P に よ り ，
V I P l

A
E c o R l 仙鵬 I

T
上

手－一芳一，

．

一
一

上 月

沢

門 別 － 2 7 m R N A 量 は 2 時 間後 に は約 4 倍 の 増 加を 示

し
，

6 時 間後 に は約10 倍 に 増加 し て項値 に 達 し
， その

増加 は24 時間後 も持続 し て い た ．

一 方
，
1 6 n M T P A 添

加 で は
，

m R N A は 2 時間後よ り徐々 に 増加 し て 9 時

間後 に 約 5 倍 の 項値 に 達 した後 ，
12 時間後 よ り減少し

て 24 時間後 に は 最初の レ ベ ル に 復 し た ． B t4I A M P お

よ び T P A を 同時に 添加 した細胞 で は
，

m R N A 量 は2

時間後 に 約1 0 倍
，

4 時間後 に 約30 倍 と著明な 増加 を示

し
，

6 時間後 に は38 倍 の項値 に 達 した が
，

その 後減少

し始 め24 時 間後 に は約14 倍 に ま で低下 し て い た ．

工I ．
B t 2C A M P あ る い は T P A に よ る 細 胞 内

cA M P 含量 の 変化

ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V IPノP 托M －2 7 m R N A 増

加 の 機 序 を調 べ る目的で
，

ホル ポ ー ル エ ス テ ル
， ある

い は B t ポA M P 添加 6 時間後の 細胞内 m R N A 量
，

よ び c A M P 含 量 の 変 化 を 検 討 し た く表 り ， 4 ぼ
－

N sil D r a l

－ 2 00 0
－ 19 00

－14 00 ー 130 0 － 1 2 00
－ 4 0 0 － 3 00

－

2 0 0
－1 0 0

．v I P ト9 3 I
． ．

．
こ萱垂二

押 Pく
一

瑚 二
．v l 叶 川

．

．．．
て空こ

B
T P A － ＋ － ＋ － ＋

－ ＋ － ＋ － ＋ － ＋
－ ＋ － ＋ － ＋ 一 ＋ － ＋

恥 C A M P － － ＋ ＋ －
－ ＋ ＋ － － ＋ ＋ －

－

＋ ＋ － － ＋ ＋ －
－ ＋ ＋

聯 嶺 巨 丞 ゆ 攣軒 弊 軒 麻 軸 凍 噛 欄 締

瑚 療

邸邸噂啓 開 砂静

1 1 H ． 一 し 1 H し J

押L P ト137 2I p VI P ト3 331 p V ．P ト20 11 d VI P t
－

9 3I p V I P 卜74J p V I P 卜5 11

Fi g ． 3 ． r k l in 1it a ti o n of c A M Pノp h o rb ol e st e r － r e S p O n S e el e m e n t s b y d el e ti o n m a p p in g ．

くAI S c h e m a tic r e p r e s e n t a ti o n of d el e ti o n m u t a n t s ． T h in 1 in e s r e p r e s e n t th e

5
，

－fl a n k in g s e q u e n c e of th e h u m a n V I P I P E M －2 7 g e n e ． T h e s olid b o x in di c a t e s

e x o n l of th e g e n e ，
Z n d C A T i s th e c h l o r a m p h e n ic ol a c e t ylt r a n sf e r a s e くC A Tl g e n e

f u s e d t o th e e x o n ． N u m b e r s in p a r e n th e s e s in di c a t e di st a n c e s in b a s e p a 瓜 f r o m

th e tr a n s c ri p ti o n st a rt p o in t ． くBI C A T a c ti viti e s in N B －1 c e 11 s th at w e r e t r a sf e c t e d

wi th th e c o r r e s p o n d in g d el e ti o n m u t a n t s ． T r an Sf e c t e d c ell s w e r e in c u b at e d w ith

什l o r w ith o u t く－1 T P A a n d B t 2C A M P f o r 9 h r b ef o r e h a rv e S t ． P o siti o n s o f

c hl o r am ph e n i c ol くC M l ，
1 －

a C e tyl c hl o r a m ph e n i c ol く1 A c C M l an d 3 －

a C et ylc h l o r am ph e n
－

i c ol く3 A c C M l a r e s h o w n o n th e l ef t ．
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p h o rb ol，
T P A

， あ る い は P D D
，，の添加 で は

，
m R N A 量

はそれ ぞれ1 ． 5倍 ，
5 ． 4 倍 ， 3 ． 3 倍 と

，
T P A あ る い は

P D D で 有意 に増加 し て い た の に 対 し
， 細胞 内 c A M P

含量はそ れ ぞ れ1 ． 3 倍 ，
1 ． 9 倍 ， 1 ． 5 倍 と わ ず か な 増加

を示 した に 過 ぎ な か っ た ■ B t dI A M P と T P A を 同時

に 添 加 し た 場 合
，

m R N A 量 は 約3 6 倍 に 増 加 し
，

掛宜 A M P 単独添加の 約8 ． 5 倍に 比 し明 ら か に 増加 し て

い たが
，

C A M P 含量は 両者間 で ほ と ん ど差 を認 め な

か っ た ．

肌 キ メ ラ遺伝 子 の N 臥1 細胞 へ の 導入 と 発現誘導

Y am a g am i ら
6，

は 5
，

上 流 領 域 を 含 む ヒ ト V IPI

P 托M －2 7 遺伝子 の 全塩基配列を 決定 し
， 第

一

エ ク ソ ン

の上流28
，
1 45

，
77 2 そ して90 0 b p の 部位 に 4 個の プ ロ

モ ー タ ー 配列 くT A T A b o xナ が存在 す る が
，

B td I A M P

やホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル に よ り誘導さ れ る m R N A は す

べ て 28 b p 上 流 に あ る プ ロ モ ー

タ
ー

を利用 して転写 さ

れたも の で あ る こ と を示 した ．

B t ぉA M P お よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る VIPJ

P王IM －2 7 m R N A 増加 の 機序 をさ ら に 明 ら か に す る た

めに
，

それ らが 働き か ける遺伝子 上 の 部位の 同定 を試

みた 一 即 ち
．

ヒ ト V I PノP H M － 2 7 遺伝子 の 転写開始 部

位お よ びプ ロ モ ー タ ー 領域 を含 む 200 0 b p の D N A 断

片く図 3 A の E c o R I か ら H p a II ま で
，

す な わ ち

－ 19 2 3 へ ＋1 43 b pI ，
あ る い は そ の 5

，

側 を 様 々 な 長 さ

に欠失さ せ た D N A 断 片を C A T 発 現ベ ク タ
ー

に 順 方

向に 挿入 し た キメ ラ遺伝子 を作成 し
， そ れ ら を N B －1

細胞に 導入 し て C A T 遺伝 子 の 発 現 が B t dI A M P や

TP A に よ り誘 導さ れ る か 否か を検討 し た ． キ メ ラ 遺

伝子 導 入 後
，

N B －1 細 胞 を 100 n M T P A
，

1 m M

B t 走A M P
， ある い は そ の 両 者の 存在 下 で 9 時間培 養

した後， 細胞 内の C A T 活性 を測定 した ． 図 3 に 示 す

よ う に
，

5
，

上 流領 域 の 137 2 b p と 第 1 エ ク ソ ン の

14 3 b p を含む キ メ ラ遺伝子 で あ る p V I P く－1 37 2J の 導

入 によ り
，

T P A や B t 2C A M P を加 え な い 細胞 に お い

ても C A T 活性 の 発 現 が認 め られ た が
，

T P A 添 加 に

より幾分か の 増加 を
，

ま たBt dI A M P 添加 で は約 5 倍

の増加 を示 した ． T P A と B t dI A M P の 存在 下 で は

C A T 活性 は約10 倍 に増 加 し
，
T P A と B t dI A M P の 効

果は相乗的 で あ っ た ． ．－－333 b p ま で の 欠 失で は非誘導

あるい は誘導後の C A T 活性 の 発現 に は変化 は見 られ

ず p V I P く
－

1 3 72J と同様 で あ っ た ． －20 1 b p ま で 5
，

上

流領域 を欠失さ せ た p V 工P く － 2 叫 で は
， 非誘 導時 の

C A T 活性は 著明に 低下 し た が T P A と B t 2C A M P に 対

する反応性 は保 た れ て い た ． －93b p ま で 欠 失さ せ た

p V IP く
－

9 31 でも T P A ある い は Bt ポA M P に よ る誘

導は可能で あ っ た が
， －74 b p ま で 欠失 さ せ た p V I P

5 91

卜 瑚 で はそ れ ら に 対す る 反 応性 は 全く 失 わ れ て い

た ■ 従 っ て
，
T P A ある い は Bt 2C A M P に よる 遺伝 子発

現誘 導に 必要な 領域 は 5
，

上 流の － 9 3 b p か ら
－

7 4 b p

ま で の間 に 存在す る こ と が考 えら れ た ． ま た ，

－

3 3 3

G

ム 0 5 1 0 1 5 2 0

確執 鋤 恥

職鞠敵 鯛触 撫

細 線
増 馳 噸

ー

7 0
－

N

O
l
叫

S

ニ

巨

一

心
－
叫

肌

－

1
．

．
．

－
－
－
一
－

J

Fi g － 4 ． D N a s e I f o o t －

p ri n t in g a n al y sis o f th e

V I P I P R M －2 7 5
，

一 fl m k i n g r e gi o n ． T h e a m o u n ts

Of n u cl e a r e x t r a c t s くJL g p r O t e in J f r o m N B －1

C e11 s t r e a t e d wi th b o th B t ポA M P a n d T P A a r e

in di c a t e d a b o v e th e l a n e s ． G ＋ A
，

a Ch e m i c al
d e g r a d a ti o n s e q u e n c m g l a d d e r u s e d f o r siz e

m a rk e I S ．
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b p か ら
－

2 0 1 b p ま で の 間 に は N B － 1 細胞 に お け る

V IP J
I

p 托M －2 7 遺伝子 の基礎発 現くb a s al e x p r e s si o nナに

必 要な D N A 領域が存在 す る 可能性 が 考 えら れ た ．

N ． D N a s e エ フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ 及び D M二S フ ッ

トプ リ ン テ ィ ン グ

次 に
，

ヒ ト V工PノP 注M －2 7 遺伝 子 の 転写調節領域 に

結合す る核 内因子 の 有無 を検 討す る た め に
，

N B －1 細

胞の核 抽出液 を用 い て D N a s e I お よ び D M S に よ る

フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験 を行 っ た ． 即 ち
，

5
，

上 流

領域 の
－

3 3 3 か ら
－ 4 9 b p まで の28 9 b p の D N A 断片 の

非 コ
ー

ド鎖 くn o n c c d in g st r a n dナ を
3
甲 で 5

，

末端 模

し ， 0 へ 2 叫 g 蛋白量 の核抽出液 と イ ン キ ュ ベ ー

卜し

た後 ，
D N a s e I ある い は D M S 処 理 を 行 い

，
次 に

，

D N a s e I 処理 の場合は フ ェ ノ
ー ル 抽出

，
D M S 処 理 の

沢

場合 は ピペ リ ジ ン処 理後 に塩 基配 列決 定用 ポ リ アクリ

ル ア ミ ド電 気泳 動 を 行 っ た ． 図 4 に 示 し た よ う に
，

D N a s e I フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グで は 少な く と も 3 個の

D N A 領域 が D N a s e I に よ る 消化 を免れ た ． 第1 エ ク

ソ ン に 近い も の か ら順に 仮に 領域 1 くsit e り ， 領域2

くSit e 21 ， 領域 3 くsit e 3I と命名 す る と
， 領域1 は －

88

か ら － 6 9 b p ， 領域 2 は－153 か ら
－

1 1 7 b p ， 領域3 は －

2 1 0 か ら
－

1 7 0 b p の 領 域 に 相 当 し た ． 同様 の 結果は

D M S フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グで も 得 ら れ た く図 5 臥

D M S に よ る メ チ ル 化を ま ぬ が れ た 9 個 の グ ア ニ ン残

基の う ち 7 個 は領域 1 ノ ー 領域 3 の 中に 含 まれ て い た ．

遺伝子 導入 実験 の結 果と 照ら し合 わせ て考 える と ， 領

域 1 は T P A お よ び B tlI A M P に よ る発現 誘導 に必要

な領域 に 相 当 し
， 領域 3 は基礎発現 の維持 に 関わ っ て

u ni n d u c e d T P A B t 2 C A M P T 臥 ＋ B t2 C A M P

． 后蒜訂后蒜甘 汀 言訂丁 蒜コ

仰 磯 y
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脚
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いる領域で ある 可 能性 が 推測さ れ た ． 次 に
，

T P A あ

る い は Bt dI A M P に よ っ て細胞核 内の D N A 結合活性

に 変化が 生 じる か 否か を検討 す る た め に
， 非誘導ま た

は誘導後 の N R l 細 胞 か ら核 抽出物 を 得 ，
D N a s e I

フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験 ，
お よび D M S フ ッ トプ リ

ン テ ィ ン グ 実 験 を 行 っ た ． 誘 導 の 有 無 に よ っ て

D N a s e I 消化か ら保護 され た 領域 と保護 の 程度
，
ある

d

重
く
U
N

古

き
ー

ト

で
W

リ
コ

P
u

で
コ

V
の
由

－ 213 －

－ 1一丁 －

－119 －

5 9 3

い は メ チ ル 化 か ら保護さ れ た グ ア ニ ン 残基の 部位 と そ

の 保 護の 程 度 に は ば と ん ど変化 を 認め な か っ た く図

5 A お よ び 図 5 切．

考 察

培養 ヒ ト神経 芽贋 細 胞 の
一

つ で あ る N B －1 細 胞 で

は
，

C A M P に よ り V I P の生合成が誘 導され る こ と
珊

，

－ 134 － 囁 鞠 鞠 輌

鱒転 軌 湘 輌 鍬

－11 2 一 鞄 慧 慧 慧
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，
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m e th yl a ti o n a r e in d ic at ed w ith o p e n o r cl o s e d tri a n gl e s

，
r e S p e C ti v el y ．
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また c A M P は 主に V I PI P R M － 2 7 遺伝子 の転写 を促進

す る こ と に よ っ て V IP の 生合 成を 誘導す る こ と が 知

ら れ て い た
91

． 今回 の 検 討で も以 前 の 報 告 と 同様 に
，

B tt I A M P に よ り VI P J
，

P f I M － 27 m R N A の 約10 倍の 増

加 を認 めた が
，
加 えて腫瘍 プ ロ モ ー

タ
ー

の
一

つ で あ る

ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ っ て も ，
V工PノP H M －2 7

m R N A は約5 倍 の有 意な増加 を示 す こ と が 明 ら か と

な っ た ． さ ら に
，

B t ポA M P と ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の

同時添加 によ り m R N A は約40 倍 と著明 に 増 加 した ．

こ の増加反応は 両因子 の 単独添加 の場合 の m R N A の

増加度 を加 えた も の よ り も 2 旬 3 倍 大き く
，

B t 2C A M r

P と ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効 果は 相乗的 で ある と考 え

られ た ． 同様の 相乗効果は ホ ル ホ ジ ュ ス テ ラ
ー ゼ 阻害

に よ り細胞 内サ イ ク リ ッ ク A M P を増加 させ るイ ソ プ

チ ル メ チ ル キ サ ン テ ン く3 －i s d b u t y
－1 ィn e th yl x a n t h in eン

と ホル ポ
ー ル エ ス テ ル の 同時 添加 で も 認 め られ て お

り
101

，
B t 2 C A M P の効果 はプ チ ル 基 に よ る も の で は な

く
，

C A M P その も の の効果 を再 現 して い る も の と 考 え

ら れ る ． 細胞内の C A M P 濃度 は
ぃ
腫瘍 プ ロ モ ー

タ
ー

活性を有 さ な い 4 ぽ
－

p h o d コOl の添加 と
，

同活 性 を有 す

る T P A ある い は P D D の添加 で は羞 を認 め ず，
コ ン

ト ロ
ー ル と ほ ぼ 同 レ ベ ル で あ っ た ．

一 方 ，
V 工Pノ

P H M －2 7 m R N A 量 は4 a
．

ph o tb ol で は変化 し なか っ た

の に 対 し
，

T P A
，
ある い は P D D で は 3 へ 5 倍 の 明ら

か な増加 を示 した ， ま た ．
B t dI A M P と T P A の共存下

で は
，
B t ぉA M P 単独添加 の場合 に 比 べ て m R N A 量は

約4 倍 の増加 を示 した が
， 細胞 内 c A M P 濃度 に は 両

者の 間に 菱 は認 め なか っ た ． 従 っ て
，

ホ ル ポ
ー ル エ ス

テル は c A M P の 上昇 を介 さ ずに V 貯I P H M － 27 遺伝子

発現 を誘導 して い る もの と考 え られ た ．

c A M P
，

お よび ホル ポ
ー ル エ ス テ ル に よ る発現誘 導

の機序 を明 らか に す る た め
，

V 貯ノP H M －2 7 遺伝 子 の

転写調節領域 お よ び そ こ に 作用 す る 因子 の 検 討 を行 っ

た ．
ヒ ト V 工PノP H M － 2 7 遺伝 子 の 5

，

上 流領域 に は 4 個

の プ ロ モ ー

タ
ー 配列くT A T A b o吏ンが 存在 す るが

，

プ ラ

イ マ
ー 伸 長 くp ri m e r e x t e n si o nl 実 験 や m u n g b e an

n u cl e a s e マ ッ ピ ン グな どの 実験 に よ っ て
，

C A M P や

ホル ポ ー ル エ ス テ ル に よ り誘導 され る m R N A は す べ

て第 1 エ ク ソ ン上 流 2 8b p に あ る プ ロ モ ー タ ー

を利用

し て転写さ れ た も の で あ る こ と が 判 っ て い る
6I

． 今 回

の C A T 発現 ベ ク タ
ー

を用 い た遺伝 子 導入発 現実験 の

結果で は
，

C A M P や ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る 誘導 に

必要な D N A 配列の 5
，

側の 境界 は
－

9 3 か ら
－

7 5 b p の

領域 に ある と考 え られ た く図3 1 ． ま た
，
D N a s e 工 プ ッ

ト プリ ン テ ィ ン グや M S フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グの実

験結果 より ，
N B ．1 細胞の 核抽出物 に 含 まれ る何 ら か

一

沢

の 核 内因子 が
－ 8 8 か ら－6 9b p の 間の D N A 領域く領域

り を認識 して 結合す る こ と が 考え ら れ た － 今 回の 実

験 で用 い た核抽 出物 は
，

単に 硫 酸ア ン モ ニ ウ ム で 分画

した だ けの 粗抽 出液 で あ り
，

D N a s e I フ ッ ト プ リ ン

テ ィ ン グの 結果 は非特異的 な結合も 見て い る こ とも懸

念さ れ るが
，
D N a s e I フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ に比 べ て

よ り特異性 の 高 い 結 合 の み を 検 出す る と考 えら れる

D M S フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グで も
， 領域 1 に 存在する

一

朗 ， －84 ，

－ 7 4b p の 3 つ の グ ア ニ ン残 基が 明 らかに

メ チ ル 化か ら保 護さ れ た こ と よ り
，

そ の 可能 性は小さ

い も の と 考 えら れ る ． 従 っ て
，
遺伝 子 導入 実験の 結果

と 合 わ せ て 考 え る と
，

こ の 領域 1 そ の も の が V工Pノ

P E M ．2 7 遺伝子 発現誘 導に 必要な D N A 配列 である可

能性が 示 唆 され た ． 即 ち
，
領域 1 に 結合 す る何ら かの

核内因子 が cA M P や ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効果を伝

達 し て い る も の と 考 え ら れ る ． 我 々 と は 別 に
，

T s u k a d a ら
211
は種 々 の長 さ の ヒ ト VIP I P 江M －2 7 遺伝

子 5
，

上 流断片 を C A T 発 現 ベ ク タ
ー

に 挿 入 し て遺伝

子 導 入 発 現実 験 を 行 い
，

－

8 6 か ら
－

7 0 b p の領域が

c A M P に よる 発現誘導 に 必要 で あ る と 報告 して い る

が
，

こ の D N A 領域 は今回 同定さ れ た領域 1 と ほ ぼ 一

致 す る ． 今 ま で C A M P で 発 現が 誘導 さ れ る こ と が

判 っ て い る遺伝 子 ， 例 え ばソ マ ト ス タ チ ン遺伝子 ，
プ

レ プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン遺伝子 ，
ホ ス ホ エ ノ

ー ル ピル ビ

ン 酸 カ ル ポ キ シ キ ナ ー ゼ遺伝 子 ， 絨毛 性性腺刺激ホル

モ ン ぽ サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝 子
，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 遺伝子 など

の 5
，

上 流 プ ロ モ
ー

タ
ー 領域 に は ， 今 回 同定 さ れ た領

域 1 と共通 した 塩基配列 5
，

－ T G A C G T C － 3
，

が存在す

る
盟1

．

M o n t m in y は サ イ ク リ ッ ク A M P に よ り発現誘導を

受 け る遺伝子 に 共通 に 存在 し
，

か つ そ の 部分だ けを他

の CA M P 不応性の 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー 部分 に 結合

した場合 に 新 しく c A M P 反 応性 を 付与 で き る D NA

配列 を
付

c A M P 応答 配列 くc A M P r e s p o n s e el e m e n t
，

C R E r
，

と 呼 ぶ こ と を提唱 した
23一

． C R E の 共通配列は

5
，

－ T G A C G T C A － 3
，

と され て い るが 遺 伝子 間で多少

の 違い が 存在す る ． 即 ち
，

ソ マ ト ス タ チ ン遺伝子 ，
コ

ラゲ ナ
ー

ゼ遺伝 子
，
絨毛性性腺刺激 ホ ル モ ン ぽ サ ブユ

ニ ッ ト遺伝子 な どの C R E は
，
5

，
－ T G A C G T C A － 3

，

で

あ る が ，
プ レ プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン 遺 伝 子 で は 5

，

－ T G C G T C A － 3
，

で あ る
22，

． 今 回 の V IP I P f n 4 ．2 7 遺伝

子 で は 5
，

． T G A C G T C T － 3
，

であ る可能 性が 考えら れ

る く囲 い ．

c A M P に よ る遺伝 子転 写誘 導に は 上 述の C R E に核

内 に 存在 す る D N A 結合因子 く蛋 削 が 結合 し ， な んら

か の シ グナ ル を R N A ポ リ メ ラ ー ゼ工I を 含む転写複合
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，

p 托M － 2 7 遺伝子 の 発現調節機構
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三

F i g ． 6 ． T h e c A M Pノp h o rb ol e s t e r － r e S p O n S e el e m e n t of th e h u m an V I P J P f n 4 － 2 7

g e n e － T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e is f r o m th e r e f e r e n c e E 6j ． T h e c A M P J p h ot b ol
e s t e r r e s p o n s e el e m e n t is b o x ed － T G A C G T C T m o tif an d T A T A b o x s e q u e n c e

a 代 u n d e rl in e d ． C l o s e d t ri a n gl e s くA J in d i c a t e g u a n in e r e sid u e s p r o t e c t e d f r o m

D M S m e th yl a ti o n ． A r T O W in d i c a t e s th e s t a rt p o in t an d d i r e c ti o n o f t r a n s c ri p ti o n ．

体に伝達す る 必要が ある ． 今 回 の D N a s e I フ ッ ト プ

リン ト実験 ，
お よ び D M S フ ッ ト プ リ ン ト実験 の 結果

よ り ，
N B ． 1 細胞 に お い て も核 内に V IP J

I
P H M －2 7 遺

伝子 の C R E に 結合 す る D N A 結合 因 子 が 存在 し ，

C A M P に よ る転写誘 導に 関与 し て い る こ と が 考 え ら

れた ． ま た ，
B t2 C A M P 処理 した N B Tl 細胞の 核抽出液

で行っ た D N a s e I ，
お よ び D M S フ ッ ト プ リ ン ト実験

で は
，

コ ン ト ロ ー ル の 核抽出液で の も の と 比 較 して
，

D N a s e I 消化 あ る い は D M S に よ る メ チ ル 化か ら保護

された領域 また は 保護 の 程 度 に 差が 認 め ら れ な か っ

た A こ の結果よ り c A M P は C R E に 結合 す る 因子 の 量

あるい は結合力の 強さ を調節す る よ り は
， 結合 した 因

子から プ ロ モ ー

タ
ー

の 転写複合体に な ん ら か の 刺激を

伝達す るた め の 活性を 調節 して い る 可能性 が推 定さ れ

た ． 最近 M o n t m in y ら は ソ マ ト ス タ チ ン 遺 伝 子 の

C R E 配列 を C L －2 B セ フ ァ ロ
ー ス に 結合 させ て D N A

アフ ィ ニ チ イ カ ラ ム を作成 し
，

D N A ア フ ィ ニ チ イ ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 行 い

， 培 養 褐 色 細 胞 腰 細 胞

P C －1 2 よ り C R E に 結合す る分子 量 43 K ダ ル ト ン の 核

蛋白を精製 し ，
こ れ を C R E 結 合蛋 白 くC R E bi n d in g

p r ot e in
，
C R E BI と命名 した

24 ，
． ま た C R E B の

山

部分 の

アミノ 酸配列 を も と に 作成 し た合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ

ドブロ
ー プ を用 い て

，
ラ ッ ト大脳皮 質 c D N A ライ ブ

ラ リ ー

よ り P C R 法に よ り C R E B c D N A をク ロ
ー

ニ ン

グし
，
C R E B の 全構造 を決 定 した

25，
． ま た

，
H o effl e r

ら
26，

も ほぼ 同時期 に ヒ トの C R E B の C D N A ク ロ
ー

ニ

ングに成功 し
，

そ の 全 構造 を報 告 し て い る ． ラ ッ ト

CR E B
，

ヒ ト C R E B は それ ぞれ341
，
32 7 ア ミ ノ 酸残基

595

か ら な り ，
ア ミ ノ 酸配列か ら そ の基本構造は 次の様 に

考え ら れ て い る ． 即 ち
， C 末端部分 に は D N A 結合 蛋

白が こ 量体 くdi m e rン を形成 す る た め に 必要な ロ イ シ ン

に 富 む配列く1e u c in e zip p e rl が存 在 し， そ れ に 隣接 し て

N 末端側 に 塩基性ア ミ ノ 酸に 富み D N A 結合 ド メ イ ン

と考 え られ る領 域が存在 す る ． N 末端側約80 ％は プ ロ

リ ン
，

お よ び グ ル タ ミ ン 酸や ア ス パ ラ ギ ン酸 な どの陰

性 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 に 富 み
，

山

陰 性 荷 電 領 域

くn e g a ti v e n o o d l eJ
，，

と称 され ， 他の 転写制御 蛋 白 と の

相互 作用 に 必 要な領域 と考 え られ て い る ． こ の領域の

中央部に は種 々 の蛋 白リ ン 酸化酵素， 即 ち c A M P 依

存性の A キ ナ
ー

ゼ
，

リ ン 脂質 ． ジア シ ル グ リ セ ロ
ー ル

依存性の C キ ナ
ー

ゼ や カ ゼイ ン キ ナ ー ゼ工工な ど に よ り

リ ン 酸化 さ れ る蛋白 に 共通の ア ミ ノ 酸配列が 認め られ

てい る ． M o n t m in y ら
24I

は C R E B は A キ ナ
ー

ゼの 触媒

サ ブ ユ ニ
ッ ト くc a t al yti c s u b u n itン に よ り直接試験管内

で リ ン酸化さ れ る こ と
，

お よ び細胞 内 cA M P を増 加

さ せ る こ と に よ り細胞内 で も リ ン 酸化 され る こ と を示

した ． さ ら に
， 試験管内変異導入 法 tin v it r o m u t a g

－

e n e si sI を用 い た 実験 に よ り
．

c A M P に よ る ソ マ ト ス

タ チ ン 遺伝子 の 転写誘導 に は C R E B の N 末端 か ら1 3 3

番目 の セ リ ン 残基が リ ン 酸化さ れ る こと が 必 須で あ る

こ と が 明 ら か に な っ た
抑

． ま た Y 訂 n a m O t O ら
卿

は

C R E B の C R E へ の 結合能 は A キ ナ
ー

ゼ に よ る リ ン 酸

化 で は変化が な か っ た こ と を述 べ て い る ． こ れ ら の 報

告と今回 の 実験 で 得 られ た 結果 よ り
，

C A M P に よ る

V I PI P H M － 2 7 遺伝子 の転写誘導機構 は次 の よ う な も

の が 推定さ れ る ． 即ち
，

C A M P は A キナ
ー ゼ を活性 化
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し ， 活性化さ れ た A キ ナ ー ゼ の 触媒 サ ブ ユ ニ ッ トは核

内 に 移行 し て
， 恐 ら く 既 に C R E に 結合 し て い る

C R E B の N 末端 側陰性荷電領域 内セ リ ン 残基 をリ ン 酸

化 し ， 他の 転写因子 と の 相互作 用 を 促す こ と に よ っ て

遺伝子 の転写を 刺激す る と い う も の で あ る ．

一

方 ，
ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V 工PノP H M － 2 7 遺

伝子 転写誘導機構で ある が
， 今回の 結果 よ り ホ ル ポ ー

ル エ ス テ ル は c A M P と同 じ く
－

8 8 か ら
－ 6 9b p の 間の

D N A 領域 に 何ら か の作用 を 為 し て VIPI P E M －2 7 遺

伝子 の 転写 を促進 して い る こ とが 示 唆 さ れ た が
， 前述

した 様に そ の効果 は cA M P 上 昇 を介 さな い も の で あ

る と考 えら れ た ． また
．
D N a s e I フ ッ トプ リ ン テ ィ ン

グ実験ある い は D M S フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 の 結

果 で は
，

T P A に よ り誘導 した 細胞 の 核抽 出液 で 認 め

ら れ た保護領域 と そ の 程度 は
，

コ ン ト ロ
ー ル

，
ある い

は Bt ポA M P 誘 導の も の と差が な か っ た こ と よ り
，

ホ

ル ポ
ー ル エ ス テ ル は c A M P に よ る転写誘 導の 場合 と

同 じか
，

ま た は極 めて 類似 した D N A 結合因子 を介 し

て 作用 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ． c イ 00 遺 伝子
2朝

，

c
． m y c 遺伝子

抑

．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 遺伝 子
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，
m e t al l oth i o ．

n e h II A 遺伝子
測I

な どで は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る

転写の 誘導が知 ら れ て い る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル は そ

れ らの 遺伝子 の プ ロ モ ー タ ー 領域 に 存在 す る 共通 の塩

基配列 5
7

－ T G A G T C A ． 3
，

を介 して 転 写誘 導に 関 与

して い る こ と が 明 ら か と な っ て お り
，

そ の 配 列 は

T P A 応答配列くT P A ．

r e s p o n s e el e m e n t
，
T R El と 称さ

れ て い る
33l

． T R E に 結合 し
，
転写 を 活性 化す る D N A

結合蛋白 と し て転写調節因子 ア ク テ ィ ベ
ー

タ
ー プ ロ テ

イ ン 1 くa c ti v a t o r p r ot ei n l
，
A P －11 が 同定さ れ て い る

が ， ホ ル ポ 山 ル エ ス テ ル で 誘導 し た 細 胞 で は
，

A P －1

の T R E へ の 結 合活性 の 増 加 が 認 め ら れ て い る
3 4I

．

T R E く5
，

－ T G A G T C A －3り と C R E く5
，

． T G A C G T C A － 3
，

1

は極め て 類似 して お り
，
実際 C R E に は A P ．1 が低親

和性 なが ら結合 す る こ とが 報告 さ れ て い る
卿

． 従 っ て ，

今 回認 め ら れ た ホ ル ポ
ー ル エ ス テ ル に よ る V 工Pノ

P H M t 27 遺伝子 の 発現誘 導の 機 序 と し て
，

C R E B に

A P －1 が 結合す る こ と が
一 つ の 可能性 と し て 考 え ら れ

る ． しか し なが ら ，
フ ッ トプ リ ン テ ィ ン グ実験で

， 保

護さ れ た領域 の パ タ
ー ン や 程度 に コ ン ト ロ ー ル

， あ る

い は Bt ポA M P 誘 導のも の との 善が 見 られ な か っ た こ

と は
， 異 な る 誘 導 で そ れ ぞ れ 異 な る 転 写 因 子 が

C R E B に 結合す る と い う 仮説 に は やや 矛盾 し て い る ．

一 方 ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る転写誘 導に は T R E を

介 さ ない も の も知 ら れ て お り
，

M e th al l oth i o n e in II A 遺

伝子 ， 成長 ホ ル モ ン遺伝子
，

プ ロ ラ ク ナ ン遺伝 子 ，
プ

ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン ア ク テ ィ ベ

ー

タ
ー 遺 伝子 ，

プ ロ エ ン ケ

沢

フ ァ リ ン遺伝子 な どで は
， 転写調節 因子 ア ク テ ィ ベ ー

タ
ー プ ロ テ イ ン 2 くa c ti v at o r p r o t e in 2

，
A P －2I が

A P － 2 結 合部位 く5
，

－ C C C C A G G C －3り に 結合す る ことが

転写誘 導に 必要で あ る こ とが 示 さ れ て い る
22，

． ま た
，

A P －2 結合部位 は C A M P に よ る転写誘導 に も エ ン ハ ン

サ
ー

と し て 働 く こ と も 報 告 さ れ て い る
卿

， V tPノ

P 壬皿ト27 遺伝子 の 場合 に は
．

プ ロ モ ー タ ー 領域 に は

A P －2 結 合 部位 や そ れ に 類 似 し た 配列 は存 在せ ず
，

A P －2 を介 す る 転写 誘導 は否 定的 で あ る と 考 えら れ

る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る転写誘 導機構 と しても

う
一

つ の可能性 と し て 考え ら れ る も の に
，
C R E王ぅの リ

ン 酸化 が ある ． 即 ち
， 前述 した よ うに C R E B の N 末端

側 の陰性荷電領域 内に は C キ ナ
ー

ゼ に よ っ て リ ン 酸化

さ れ る 蛋 白 に 共通 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 存 在 し
，

実際

Y am a m Ot O ら
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は C R E B が C キ ナ ー ゼ に よ り試験管

内で リ ン 酸化さ れ る こ と
， リ ン 酸化部位 はA キナ ー

ゼ

に よ る も の とは 異な る こ と
，

さ ら に C キ ナ ー ゼによる

リ ン 酸化 に より C R E B の 二 量体化が 促 進 さ れ る が A

キ ナ ー ゼで は そ のよ う な こ と は起 こ ら な い こ と を示 し

た ． f o s 蛋白 ， j u n 蛋白
，

A P ．1 な どの D N A 結合因子

が 転写 の活性化 を起 こ す た め に は
，

同 じも の どう し
，

あ る い は類似 し た蛋 白と の 二 量 体 を形成 す る こと が必

要 で あ る こ とが 知ら れ て お り
36I

，
C R E B で も 同様の 機

構 が働 い て い る こ と が 考 えら れ る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ

ル が C キ ナ
ー ゼ を活性化す る こ と は よ く知 られ た事実

で あり
抑

，
ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る V 工PノP E M ．2 7 遺

伝 子 の 発現も C キナ ー ゼ の 活性化 に よ る C R E B の二

量体化 に よ っ て 転写 を促進 し てい る可能性が 考えら れ

る ． ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル も c A M P と 同 じ転写因子を

利用 し て転写 を促進 す る と す れ ば
，
今 回 の C A T 遺伝

子 発現実験 や フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ実験 の 結果は全て

合致 し
，
従 っ て こ の リ ン 酸化 に よ る C R E B の 二 量体

化 に よ る転 写促 進と い う 機序 が最 も 考え 易い
．

G o d m an ら
瑚
は ソ マ ト ス タ チ ン 遺伝子 は C A M P の

み で な く ホ ル ポ
ー ル エ ス テル に よ っ て も 転写が促進さ

れ る こ と
， 遺伝 子発 現実験に よ り ホ ル ポ

ー ル エ ス テル

の作 用 は c A M P と 同じ C R E を介 す る こ と ， ま た フ ッ

トプ リ ン テ ィ ン グ実験の 結果 は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ルで

誘導 した もの と CA M P で 誘導し た も の に 差は な か っ

た こ と を 述 べ て い る ． こ の 結 果 は 今 回 の V工Pノ

P 王肌ト27 遺伝 子 で の も の とほ と ん ど同 じで あ り ， 最後

に 述 べ た 可 能性 を支 持 し て い る ． ま た
，

C A M P が

C R E を介 して転写 を促進 す る遺伝 子 の
一 部 に は

，
ホ

ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ っ て も C R E を介 す る転写誘導

が 生 じ得 る も の が あ り
， 従 っ て そ の 様 な 遺伝 子 の

C R E は
，

A P －2 結 合 部 位 と は 異 な る も う
一 つ の
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LL

c A M P l ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル 応答配列 くc A M Pノ

ph od l Ol e s t e r － r e S p O n S e el e m e n O
，，

と称 し得 る の か も

知れな い ．

以上に 述 べ た よう に c A M P あ る い は ホ ル ポ
ー ル エ

ス テル が
， 同 じ か また は類似の 転写 因子 を 介す る も の

の それ ぞれ 異な る 機序 ， す な わ ち c A M P は A キ ナ
ー

ゼに よ る C R E B の リ ン 酸化に よ り他の 転写 因子 と の

相互作用 を活性化 し
，

一

方，
ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル は C

キナ
ー

ゼ を介す る リ ン 酸化 に よ り C R E B の 二 量体 化

を促進す る こ と に よ っ て 転写促進 に 働く もの と考 える

と
，

それ ら の 刺激が 相乗 的に 作用す る こ と も 理 解可能

である ． し か し なが ら
，

こ れ らの 可能性 を検 証す る た

め に は
， 単離精製 し た転写因子 を用 い た 試験 管内で の

遺伝子転写実験や
， 変異 を生 じさ せ た転 写因子 を細胞

内で発現 させ た場合で の 遺伝子発現 実験 な どで検 討す

る必 要が あ る ．

結 論

B tdI A M P お よ び ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る ヒ ト

VIPI P H M － 2 7 遺伝子 発現誘導と そ の 機 序 に つ き 培 養

神経芽腰細胞 くN B l 細 蜘 を用 い て検討 し
， 以下の 結

論を得た ．

1 ． N B － 1 細胞 の V I PI P H M ．2 7 メ ッ セ ン ジ ャ
ー

R N A 量は B t dI A M P に よ り約1 0 倍 ，
T P A や P D D な

どの ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ り約 3 へ 5 倍の 増加 を認

めた ．

2 － B t dI A M P と ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル の 効果 は 相乗

的で あり
， 細胞内 c A M P 含量 に は ホ ル ポ ー ル エ ス テ

ル に よ り有意の 変 化 を 認 め な か っ た こ と よ り
，

ホ ル

ポ ー ル エ ス テ ル は c A M P と は異 な る 機 序 で VIPI

P H M －2 7 遺伝 子 の発現 を誘 導し て い る こ とが 考 え られ

た ．

3 ． C A T 遺伝子 発現 ベ ク タ ー

を利用 し た 外来遺 伝

子導入発現実験 に よ り
，

C A M P ある い は ホ ル ポ ー ル エ

ス テル に よ る発現 誘導 に 必要 な D N A 領 域は 共 に その

5
，

末端 が転写開始点の75 へ 9 3 b p 上 流 に あ る こ と が

明らか と な っ た ．

4 一 核抽出液 を用 い た フ ッ ト プリ ン テ ィ ン グ実験 に

より
，
V 工PノP 忙M － 2 7 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー 領域 に は

少なく とも 3 箇所の 核内国子 結合領域が あ り ， そ の 内

の 叫

つ 卜 69 b p か ら欄88b p ま で1 は遺伝子 導入 発 現実

験で cA M P あ る い は ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル に よ る発 現

に必要と考え ら え た D N A 領域 に
一 致す る と考 え ら え

た ．

5 ． 誘導の 有 無 に よ り フ ッ ト プ リ ン テ ィ ン グ の パ

タ ー ン や程度 に 差 は認 め られ なか っ た ．

5 9 7

6 一 以上 の 結果 よ り
，

C A M P と ホル ポ ー ル エ ス テル

は
－

6 9 b p か ら
－

8 8 b p ま で の 領域 に 含ま れ る D N A 配

列 く
L．

c A M PJ p h o rb ol e st e r
－

r e S p O n S e el e m e n t
，，

1 に 結合

す る核内因子 を介 して VIPI P H M －2 7 遺伝子 の 転写 を

促進 す るが
，

C A M P と ホ ル ポ ー ル エ ス テル は核 内因子

へ の 作用 が そ れ ぞ れ 異な っ て可能性 が示 唆さ れ た ．
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r e g ul a ti o n o f p r o
－

V a S O a Ctiv e in t e s t in al p oly p e ptid el

P H M －2 7 s ym th e si s in h u m an n e u r O b l a st o m a c ell s ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 5 9

，
9 2 0 7 －9 2 1 1 く19 8 4J ．

10I O h 組 W a
，
E

． ，
H a y a k a w a ， Y ．

，
N i s hi z a w a

，
刈り

Y a m a g a mi
，
T ．

，
Y a m a m o t o

，
H －

，
Y a n ai h a r a

，
N ． 鹿

O k a m o t o
，

H ． ニ S y n e r gi s ti c s t 血 u l atio n of V IP I

P E M －2 7 g e n e e x p r e s si o n b y c y cli c A M P a n d

ph o 沌 ol e s t e r s in h u m an n e u r O b l a st o m a c ell s ．

B itx h e m ． Bi o ph yi s ．
R e s ． C o m m u n ．

，
1 3 2

，
8 8 5 － 8 91

く19 8 引．

1 1I O b s a w
r

a
，
R ． ，

Y a m a g a m i
，
T ．

，
N i s h i z a w a

，
M ．

，

I n o 11 e
，
C ．

，
G o t o h ，

E ．
，
Y a m a m o t o

，
H ． 鹿 O k a m o t o ，

H ． こ S t ru C t u r e 皿 d e x p r e s si o n o f h u m an V a S O a C tiv e

in t e st in al p e ptid el P H M －2 7 g e n e ． G u n m a S y m p o si a

o n E n d o c 血 0l o g y ，
別

，
1 6 9 t l 飢 く19 8 71 ．

1 2I 三 宅清雄
．
下 嘉弘

．
北村 忠久， 野乗 良彰 ， 仲村

恒雄
．
今宿晋 作

，
阿部達生 こ ヒ ト副腎髄質神経 芽細胞

腫か らえ た体外培養株 N B － 1 の性 格 ． 自律神経 ，
1 0

，

1 1 5 －1 2 0 く19 7 3I ．

1 3I C h i r g wi n
，

J ． M ．
，

P r z yb yl a
，

A
．

E －

，

M a c D o rL al d ， R ． J ． 鹿 R u tt e r
，

W ． J ．
二 I s ol a ti o n of

b i ol o gi c 劇y a ctiv e ri b o n u cl ei c a cid f r o m s o u r c e s

e n ri c h e d i n ri b o n u c le a s e ． Bi o c h e m i st r y ，
1 8

，
52 9 4 －5 2 9 9

く19 7別．

1 4I F u ji s a w a － S eh a r a
，
A ．， S o g a w a

，
K ．

，
N i s h i

，
C ．

晶 F ujii ． K u ri y a m a
，

Y ． ニ R e g ul at o r y D N A el e m e n t s

l o c aliz ed r e m o t el y ，
u P S t r e am f r o m th e d ru g

－

m e t ab o
－

h z in g c yt cx Ih r o m e P － 4 5 0 c g e n e ． N u cl ei c A cid s R e s －

，

1 4
，
1 46 5 － 1 4 7 7 く1 9 86I ．

1 5I G r a h a m
，
F ． L ． 鹿 v a n d e r E b

，
A ． J ． ニ A n e w

t e c h n iq u e f o r th e a s s a y o f in f e c ti vit y of h u m an

a d e n o vi ru S 5 D N A ． V i r ol o g y ，
5 2

，
4 5 6 －4 6 7 く19 7 3l ．

1 6I G o m a n ， C ． M ．
，
M o ぽa t

，
L ． F ． 鹿 H o w a rd

，
B ．

H ． こ R e c o m b in 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 ic ol a c e 瑚t r an Sf e r a s e in m a m m al i a n c eu s ． M ol ．

C ell ． B i ol ．
，
2

，
1 0 4 4 ．1 0 5 1 く1 9 8 21 ．

17I D a Y i s
，

L ． G
り

D ib n e r
，

M ． D ． 鹿 B a tt e y ， J ．

沢

F ． こ B a sic M e th c xI s in M ol e c u l a r Bi o l o g y ，
1 st e d

．
，

p 29 8
－3 0 0

，
E I s e vi e r

，
A m s t e rd a m

，
N e w Y o r k

，
1 9 8 6 ．

1 8I O h l s s o n
，

H ． 鹿 E d l u n d
，
T ． ニ S e q u e n c e

－

S p e Cifi c

in t e r a c ti o n s o f n u cl e a r f a c t o r s w ith th e in s u l in g e n e

e n h an C e r ． C e n
，
4 5

，
3 5 ．4 4 く19 8 61．

1 9ナ J a n s o m ， L
り

B a r k
，

C ． 鹿 P e t t e 指 S O れ
，

U ． 二

Id e n tifi c a ti o n o f p r o t e in s in t e r a c t in g w ith th e

e n h a n c e r of h u m a n U 2 s m a u n u cl e ar R N A g e n e s ．

N u cl ei c A cid s R e s ．
，
1 5

，
49 9 7 ． 5 0 1 6 く19 8 71 ．

2 0I M a x a m ，
A ． M ． 鹿 G ilb e rt

，
W ． ニ S e q u e n c in g

e n d ．1 a b el e d D N A w ith b a s e
－

S p e Cifi c c h e m i c al

cl e a v a g e s ．
h G r o s s m a n

，
L ． 8 t M old a v e

，
K ．くed s

．I，

M e th cxi s E n z y m ol ．
，
6 5 ， p4 9 9

－ 5 60
，
1 9 8 0 ．

2 1I T 凱血a d a
，

T ．
，

F i n k
，

J ． S ． ， M a n d el
，

G ． 鹿

G o o d m a n ， R ． H ． ニ Id e n tifi c a ti o n o f a r e gi o n in th e

h u m a n v a s o a ctiv e in t e s t in al p ol y p e p tid e g e n e

r e s p o n sib l e f o r r e g u l a ti o n b y c y cli c A M P ． J ． B iol ．

C b e m ．
，
2 6 2

，
8 7 4 3 － 8 7 47 く19 8 71 ．

2 2ナ R o e sl e r ， W ． J ．
，

V a n d e n b a r k
，

G ． R ． 鹿

II a n s o n
，
R ． W ． ニ C y cli c A M P a n d th e in d u cti o n of

e u k a r y o ti c g e n e t r a n s c ri pti o n ． J ． B i ol ． C h e m
．
，
26 3

，

9 0 6 3 －9 06 6 く19 8 即．

2 3I M o n t m i n y ， M ． R ．
，
S e v a ri 0 ，

K ． A ．
，

W a g n e r ，

J ． A ． ， M a n d el
，
G ． 鹿 G o o d m a n R ． H ． ニ Id e n tUi c at－

i o n of a c y cli c
－ A M P － r e S p O n Si v e el e m e n t wi th in th e

r a t s o m a t o s t a t in g e n e ． P rc K I ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，

8 3 ， 6 6 8 2 － 6 6 8 6 く19 8 6う．

2 4ナ M o n t m i n y ， M ． R ． 鹿 B il e 22i kji a n
，

L ． M ． こ

B i n d in g o f a n u cl e ar p r Ot e in t o th e c y cli c
－ A M P

r e s p o n s e el e m e n t o f th e s o m a t o st at in g e n e ． N a tu re
，

3 2 8 ， 1 7 5 －1 7 8 く19 8 7I ．

25I G o n z al e z
，
G ． A ．

，
Y a m a m o t o

，
K ． K ．

，
F i s c h e r

，

W ． H ．
，

K a r r
，

D ．
，

M e n z el
，

P ．
，

B i g g s H I
，

W ． H ．
，

V a l e
，

W ． W ． 息 M o n t m i n y ，
M ．

R － ニ A cl u s t e r of

p h o s p h ol yl ati o n sit e s o n th e c y cli c A M P －

r e g ul at ed

n u cl e a r f a c t o r C R E B p r e d i c t e d b y it s s e q u e n c e ．

N a t u r e
，
3 3 7

，
7 4 9 － 7 5 2 く1 9 8 91 ．

2 6I H o e 班 e r
，

J ． P ． ，
M e y e r ， T ． E ．

，
Y u n

，

J a m e s o n
，
J ． L ．

鹿 H a b e rL e r
，
J ． F － ニ C y cli c A M P ■

r e s p o n si v e D N A －b in d in g p r ot e in ニ S t ru C t u r e b a s e d o n

a cl o n e d pl a c e n t al c D N A ． S ci e n c e
，
2 4 2 ，

1 43 0 ＋143 3

く19 8 81 ．

2 71 G o n z a l e z
，
G ． A ． 丘 M o n t m i n y ，

M ． R ． ニ C y clic

A M P s ti m ul a t e s s o m a t o s t a t in g e n e t r a n s c ri p ti o n by

p h o s p h ol yl a ti o n of C R E B a t s e r in e 1 3 3 ． C e u
，
59

，

6 7 5 －6 8 0 く19 8 91 ．



V 工PノP 托M ．2 7 遺伝子 の 発現調節機構

卿 Y a m a m o t o
，

軋 軋
，

G o n z al e s
，

G ． A
り

Bi g g s

HI
，
W ． H ． 良工M o n t m i n y ，

M ． R ． こ P h o s p h olyl ati o n
－

in d u c e d b in d in g a n d t r a n s c ri p ti o n al effi c a c y o f

n u cl e a r f a c t o r C R E B ． N at u r e
，
3 3 4

，
4 9 4 －4 9 8 く19 8 即．

2 9I G r e e n b e r g ，
M ． E ． 鹿 Z iff

，
E ． B ． 二 S ti m u l a ti o n

of 3 T 3 c ell s in d u c e s t r a n s c ri pti o n of th e c
－f o s

p r ot o
．

o n c o g e n e ． N a t u r e
，
3 11

，
4 3 3 － 4 3 8 く19 8 41 ．

叫 K ell y ，
K －

，
C o c h r a n

，
B ． H ．

，
S til e s

，
C ． D ． 鹿

L ed e r
，

P ． ニ C ell －

S p e C ifi c r e g ul a ti o n of th e c
－

m y C

g e n e b y l ym Ph o c yt e m it o g e n s a n d pl a t el e t － d e ri v e d

gr o w th f a c t o r ． C ell
，
3 5

，
6 0 3 ．6 1 0 く19 8 31 ．

瑚 W b it h a m
，

S ． 駄
，

蘭 岬 帥y ，
G ．

，
A n g el

，
P

．
，

R a h m sd o r f， H ． J ．
，

S m it h
，

B ． J ．
，

I ．y o n s
，

A
． ，

H a r ri s
，
T ． J － R ．

，
R e y n ol d s

，
J ． J ．

，
H e r rli c h

，
P ． 及

D o c h e rt y ，
A ． J ． P ． ニ C o m p a ri s o n o f h u r n a n st r o m el －

S in an d c oll a g e n a s e b y cl o n l n g an d s e q u e n c e

a n al y sis ． Bic x Ih e m ． J ．
，
24 0

，
91 3 －9 1 6 く1 9 8 6J ．

32I A n g el
，

P ．
，

P o ti n g ，
A ．

，
M alli c k

，
U ．

，

R a h m s d o rf
，
H ． J ．

，
S c h o r p p ，

M ． 鹿 H e r rli c h
，
P

． こ

h d u c ti o n of m et all oth i o n e in an d o th e r m R N A

S p e Ci e s b y c a r c in o g e n s a n d t u m o r p r o m o t e r s in

p r血 a r y h um an S k in fib r ob l a s t s ． M ol ． C e皿． Bi ol ．
，
6

，

1 76 0 ．1 7 6 6 く1 9 86I ．

3 3I A n g el
，

P ．
，
I m a g a w a

，
M ．

，
C h i u

，
R ．

，
S t ei n

，

5 9 9

B ．
，
I m b r a

，
R ． J

． ， R a h m sd o r f
，

H ． J ．
，
J o n a t

，
C ． ，

17 e r rli c h
，
P ． 晶 K a ri n

，
M ． こ P h o rb ol e s t e r

－ in d u cibl e

g e n e s c o n t a in a c o m m o n c is ele m e n t r e c o g n i z e d b y

a T P A －

m C d ul a t e d tr an S ． a Ct in g f a c t o r ． C ell
，

4 9
，

7 29 － 7 3 9 く19 8 7ナ．

3 4I I J e e
， W ．

，
M it c h ell

，
P ． 及 T ji a n

，
R

．
こ P u 正ie d

t r a n s c ri p ti o n f a c t o r A P －1 in t e r a ct s w ith T P A ．i n d u c
．

ib l e e n h an C e r e le m e n t s ． C ell
，
4 9

，
74 1 ． 75 2 く19 8 71 ．

3 5I I m a g a w a
，

M ．
，

C h i u
，

R
． 鹿 E a ri n

，
M ． ニ

T r a n s c ri p ti o n f a c t o r A P －2 m e di a t e s in d u c ti o n b y t w o

d iff e l で n t Si g n al －t r an S d u cti o n p a th w a y s ニ p r O t e in

k in a s e C a n d c A M P ． C ell
，
5 1

，
25 1 － 2 60 く19 8 71 ．

3 6I H al a z o rL e ti s
， T ． D ．

，
G e o r g o p o ul o s

，
K ．

，

G r e e n b e r g ，
M ． E ． 鹿 L e d e r ， P ． ニ C

－J u n d i m e riz e s

wi th its elf a n d w ith c －f o s
，
f o r m in g c o m pl e x e s of

d iff e r e n t D N A b in d in g affi niti e s ． C e11
，
5 5

，
91 7 － 92 4

く19 8即 ．

3 7I N i s h i z u k a
，

Y
．
こ T h e r ol e of p r o t e in k in a s e C in

C e u S u rf a c e si g n al tr a n sd u c ti o n an d t u m o r

p r o m o ti o n ． N at u r e
，
3 0 8

，
6 9 3 － 6 98 u 9 8 41 ．

3即 G o o d m a n
，
R ． II ．

， R e h fu s s ． R ． P ．
，

V e r h a v e
，

M ．

，
V e n ti mi gli a

，
R ． 鹿 L o w

，
M ． J ．

こ S o m a t o s t a t in

g e n e r e g ul a ti o n ニ a n O V e rv i e w ． M e t ab oli s m
，

3 9

くS u p p1 21 ，
2 － 5 く19 9 0J ．

R e g ul a ti o n of th e V I PI P H M － 2 7 G e n e E x p r e s si o n b y C y cIi c A M P a n d P h o r b oI E st e rs j n

H u m a n N e u r o bI a st o m a C ells K e n s o u O h s a w a
，
D ep a rt m e n t of I n te rn al M edi ci n e りり，

S ch o ol
Of M e dic in e

，
K an a Z a W a U niv er si ty ，

K an a Z a W a 9 2 0 －

J － J u z e n M e d S o c ．
，
1 0 0 ， 5 8 5 －6 00 く1 9 9 11

K ey w o r d s V I P I P H M － 2 7 g e n e
，

C y Cli c A M Iミp h or b ol e st er
，
C A M PIp h o rb o l e s te r －r e S p O n S e

el e m e n t
，
n u Cle a r f a c to r

鴨s o a c ti v e i n te sti n al p ep ti d e くV P J ，
a 2 8 － a mi n o a cid pe p tid e h o r m o n e

，
i s sy n th e si z ed i n a v ar i ety

Of ti ss u e s in cl u d i n
g th e c e n tr al an d pe ri p h e r al n e r v o us s y ste m s an d s m all an d l a r g e i n te sti n e s ． T n e

P r e C u rS Or p r O tei n o f h um an V I P c o nt a in s n o t o nl y V I P b ut al s o a 2 7 － am i n o a cid pe p ti d e ■ P H M － 2 7 ． I t

h a s b e e n p r e v i o u sl y re p o rte d th a t th e s y n th e si s o f p r o － V I P I P H M － 2 7 i s i n d uc e d b y c y clic A M P

くc A M PJ i n h un an n e ur Obl a st o m a c ells くN B － 1i an d th e i nd u c ti o n is d u e t o an i n c r e a s e i n th e r a te 。f

h
．

an SC ri p ti o n o f d l e V I PI P H M － 2 7 g e n e ． I n 也e p r e se nt s tu d y ，
th e e 飴c ts o f di b u ty r yl c A M P くB t 2

－

C A M PJ an d p h o rb ol e ste rs s u ch as 1 2 － 0 － te tr a d e c an O yl
－

p h o r b o ト13 － a C e ta te くT r n J an d p h o rb o ト1 2
，
1 3 －

di d e c an O a te くP D Dl o n V I P n 3
H M － 2 7 g e n e e x p r e ssi o n i n N B － 1 c ells w er e i n v e sti g at ed ． Wh e n N B － 1

C ell s w e re c ul t ur e d i n th e p r e s e n c e of l m M B t2 C A M P o r 1 6 n M T m f o r 9 h o u rs
，
th e V I PJ P H M － 2 7

m R N A l e v el i n cr e as e d b y a b o u t l O － an d 5 － f ol d
，
r eS pe C ti v ely ． 4 0 n M P D D al s o i n c r e a s ed th e m R N A

le v el b y a b o u t 3 － f ol d ． I n th e p r e s e n c e o f b o th B t2 C A M P an d m
，
th e V I PIP H M － 2 7 m R N A l e v el

in c re as e d m ul ti p li c a ti v ely b y ab o u t 3 8 － fbl d ． T b e in t r ac e11 ul a r c A M P l e v el w a s e s s e n ti all y u n a ff e ct e d

b y p h o rb ol e s ter s ．

r

I b fu r th e r cl a ri fy th e m e c h an is m of th e in d u c d o n o f V I PI P H M － 2 7 g e n e b y c A M P
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an d p h o rb ol e ste rs
，
th e n u cl e od d e s eq u e n c e i n th e h u m a n V I PI P H M － 2 7 g e n e r e sp o n si b l e fb r 血e

r e g ul ati o n b y c A M P an d ph o r b ol e ste rs w as i d e nti fi e d
，
b y tr an Si e n t e x pr e s si o n as s a y u si n g a s et o f 5

1

－

d el eti 。n m u t an tS O f th e V 工PIP H M － 2 7 － Ch l or a m p h e ni c ol ac ety l tr a n sf er a s e くC A Tl fu si o n g e n e ． T h e 5
一

－

b o u n d ar y of th e r e g l O n r e q uir e d f or th e i n d u c ti o n b y c A M P an d p h or b ol e st er s r e sid e d b e tw e e n 9 3

an d 7 5 b p u p str e s m o f th e tr a n s c ri p ti o n i ni tia ti o n site ． A D N a s e I f o o tp ri n ti n g s t u d y an d D M S

m e th y l a ti o n p r ot e cti o n an al y sI S u S l n g n u Cl e ar e x tr a cts f r o m N B － 1 c ell s
，
S h o w ed th r e e p r o t ec te d site s

in th e u p stre am r eg lO n Of th e p r o m o te r ． O n e of th e pr o te c te d si te s
，
th e s eq u e n c e b et w e e n 8 8 a n d 69

bp u p str e am O f th e 甘a n S C n P b O n i mi ti ati o n sit e
，
C Orr e SP O n d e d t o th e r eg lO n r e q uir e d f or th e i n d u cti o n

by c A M P a n d p h o rb ol e st er s
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