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タ ン パ ク の構造 と転写活性化機構の 解析

金沢大学医学部内科学第三 講座 く主 任 こ 松 田 保教 掛

土 屋 晴 生

く平成 3 年 7 月1 6 日受付1

ヒ トT 細胞白血 病 ウイ ル ス I 型 くh u m a n T －

C e u l e u k e m i a v i ru S t y p e
－ I

，
H T L V － り 遺伝 子 の p X

額域 に コ
ー

ドさ れ る T a x タ ン パ ク は ，
H T L V － I 遺伝子 の 発現 を転写 レ ベ ル で 活性化す る ． こ の 際 t 末

端繰 り返 し配列 O o n g t e r m in al r e p e at
，
L T R，内に 存在 す る2 1塩 基対 の 繰 り返 し配列 が T a x タ ン パ ク依

存性の エ ン ハ ン サ
ー

と して 機能す る ． 現 在ま で T a x タ ン パ ク と ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー と の 結合 は 検 出

さ れ てお ら ず，
T a x タ ン パ ク に よ る 転写の 活性化機構 は明 ら か に され て い な い ． 本研究 で は ，

T a x タ ン

パ ク と異種の 転写因子 で あ る酵母 G A L 4 タ ン パ クの D N A 結合領域 との 融合タ ン パ ク くG A L T a xl を作

製 し
．

こ の 融合タ ン パ ク が G A L 4 タ ン パ ク 結合配列 に 依存 し て 転写 を 活性化 し う る こ と
，

す な わ ち

T a x タ ン パ ク が 転写 活性化領域 を持 つ 事 を示 した 一 次に G A L T a x の T a 又 タ ン パ ク の 部分に 種 々 の 欠失

変異を 導入 し たと こ ろ
，
G A L 4 タ ン パ ク結 合配列 に 依存 し た転写活性化 に は ，

T a x タ ン パ ク の ほ ぼ 全領

域 げ ミ ノ酸 2 番
－

3 3 7 劃 が 必 要で あ っ た ． ま た こ れ らの 欠失変異体 の G A L 4 タ ン パ ク 結合配列依存性

の転写活性化能 と
，

ウイ ル ス エ ン ハ ン サ
ー 依存性の 転写活性 化能 と は 長く相関 し た ．

一 方で t C 末端か

ら41 ア ミ ノ 酸 を欠 失 し
．

ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ
ー

依 存性 の 転 写活 性 化能 を 失 っ た 変 異体 t
G A L T a x

く2 －3 1 2I は異種の 転写因子 で あ る ヘ ル ペ ス ウイ ル ス の V P 1 6 タ ン パ ク の 転写活性 化領域 と融合 す る 事 に

ょ っ て ，
ウイ ル ス エ ン ハ ン サ

ー に 依存 し た転写活性化能 を回復す る ． す な わ ち こ の 変異体は
，
転写活性

化能 を失っ ても ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー に 対 す る特異性 を保持 して い る こ と が 明 らか に な っ た 一 以 上 の 結

果か ら T a x タ ン パ ク が
， 重複 し て い る けれ ど も独立 し て機能 し 得る 二 つ の 機能 領域

，
転写活性化領域と

ェ ン ハ ン サ
ー

に 対 す る特異性 を規定す る 領域と を 持つ こ とが 示 さ れ た ■ こ れ よ り T a x タ ン パ ク は
，

エ ン

ハ ン サ
ー

に 結合す る以 前の 細胞性転写因子 に 作用 す る修飾酵 素や ア ロ ス テ リ ッ ク な エ フ ェ ク タ ー と して

で は な く ， 転写調節因子 と し て エ ン ハ ン サ ー 上 で 細胞性 転写 因子 と複 合体 を形 成 し て転写 を活性化 する

と 考え られ る ．

E e y w o r d s H T L V ．I
，
t a X

，
t r a n S C ri p ti o n f a c t o r

，
a C tiv atio n d o m a in

，
e n h a n c e r

S p e Cificit y

ヒ ト T 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス I 型 くh u m a n T ．

c e11

le u k e m i a v i ru S ty p e
－I ， H T L V －Il は ，

ヒ トか ら単 離され

た 最初 の レ ト ロ ウイ ル ス で あ り
，

九 州南西部お よ び カ

リ ブ 海沿岸 に 集 中的に 発 生 す る 成 人 丁 稚 胞 白血 病

くad ult T c e ll l e u k e m i a
，
A T L l の 原因 ウ イ ル ス で あ

A b b r e v iati o n s こ A T F
，

a Ctiv at in g t r a n s c ri p ti o n

る
1 州

． H T L V －工は ほ か の 動物 レ トロ ウ イ ル ス に 見られ

る よ う な 細胞性癌遺伝子 に 由来す る 典型的な ガ ン遺伝

子 は も っ て い な い
．
1I

． さ ら に H T L V ．I の 白血病細胞へ

の 組込 み 部位 は A T L 患者間 で 共 通性が な い こ とか ら

H T L V －1 が白血病細胞 へ 組込 まれ る こ と に よ り細胞脚

f a c t o r ニ A T L
，

a d ult T c eu le u k e m ia ニ C A M P

c y clic ad e n o s in e 3
，

，
5

，

－ m O n O p h o s p h at e i B L V
，
b o v in e le u k e m i a v i ru S i C A T

，
C hl o r a m p h e nic ol

a c e t yl t r a n sf e r as e 三 D M E M
，
m lb e c c o m od ifi ed E a gle

，

s m e d iu m i E D T A
，
e th yl e n e － dia m in e ．t et r －



T a x タ ン パ ク の 構 造と転写活性 化機構 の 解析

の 特定の ガ ン 遺伝 子 が 晴 性化 さ れ る と い う こ と が

A T L の 発 症に 関与 し て い る と は 考 え に く い
5I

． し た

が っ て ウイ ル ス の 組 み込 み部位 と は無関係に 特定の 遺

伝子 を誘導 で き る 因子 ，
つ ま り トラ ン ス に 作用 で き る

ウイ ル ス 性 因子 が想定 さ れる に 至 っ た ．

自 己増殖 可能 な 動物 レ ト ロ ウ イ ル ス は g a g ， p Ol
，

e n v の 3 つ の 遺 伝子 を ウイ ル ス ゲ ノ ム 中 に も つ が
，

H T L V －I は こ れ らの遺 伝子 に 加 え て p X と呼 ばれ る 特

異な領域 を e n v 下 流 に も っ て お り
5，

，
こ の 領域 に は4 0

キロ ダル ト ン くkil d al t o n
，
k dJ ，

27 k d お よ び 21 k d の 三

つ の タ ン パ ク が コ
ー

ド さ れ て い る ． こ の う ち 40 k d の

T 拡 タ ン パ ク は
I 自 ら の 末 端 繰 り 返 し 配 列 くlo n g

te r m in al r e p e a t
，
L T Rl 内に ある21 塩基対 の 繰 り返 し配

列に 依存 して ウイ ル ス 遺伝子 の 発現 を転写 レ ベ ル で 増

大させ る
6 州

． ま た T aエ タ ン バ ク は感染 丁細胞の 増殖

を制 御 す る イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー

2 くin t e rl e u k in － 2
，

m －2I 遺伝子 ，
工し2 レ セ プ タ

ー

ぽ サ ブ ユ ニ
ッ ト く工し2

r e c e p t o r a s u b u nit
，
I し2 R a 上達伝子 の発現 異 常 を誘

導する
1 0，11，

－ そ の 場合
，
T a E タ ン パ ク は こ れ ら の 遺伝子

の上流に ある x B 配列 へ の n u cl e a r f a c t o r x B くN F －

X

BI 結合活性 を誘導す る こ と が 知 ら れ て い る
12一

． T a x タ

ンパ ク は こ の 他 に も c ．f o s 遺伝 子
13，

， 顆 粒球 －

マ ク ロ

フ ァ
ー ジ コ ロ ニ

ー

刺 激 因子 くg r an ul o c y t e
－

m a C r O p h a g e

C Ol o n y
－

Sti m u l a t in g f a c t o r
，
G M － C S FI

，
イ ン タ ー ロ イ キ

ン ー

3 くin t e rl e u k in － 3
，
I L － 3I

l射
な どの 細胞増殖 に 関与す

る種々の 細胞遺伝子 の 転写 を活性化 し ，

一 方 で D N A

修復に 関与す るターボ リ メ ラ
ー

ゼ遺伝子 の 転 写 を抑制

する はた ら き も持 っ て い る
151

， こ れ ら 複数の 遺 伝 子 の

発現異常が A T L 発症 に 関与す る と 考 えら れ て い る ．

T a x タ ン パ ク に よ る H T L V －I ェ ン ハ ン サ ー 依存性

の 転写活性化に は ， 新た な タ ン パ ク 合成が 不 要で あ る

ことが報告さ れ て い る
161

． 従 っ て T a x タ ン パ ク は
，
ウ

イ ル ス エ ン ハ ン サ ー に 作用 する 細胞性転写因子 を誘導

する の で は な く
，

H T L V 一工 エ ン ハ ン サ ー に 直接作用 す

ると考 えら れ て い る ． し か し T a x タ ン パ ク が D N A

へ
， 直接 も し く は他の タ ン パ ク を介 し て 間接的 に 結合

する活性 は検出さ れ て お ら ず
， どの よ う に し て T a ヱ

タ ンパ ク が こ れ ら の 遺 伝子発現 を調節 し て い る の か は

いまだ に 解明さ れ て い な い ．

T a x タ ン パ ク に よ る転 写調節 機構 と し て は次 の 二

つ の機構が 考え られ る ． 第 一 の 機構 は
，

T a x タ ン パ ク

が細胞性の 転写調節因子 と
， 通 常の 生化学的手法 で は

745

検出不能 な親和性 の 低い 複合体を 形成 し て
，

H T L V ．I

エ ン ハ ン サ ー

に 結合 し転 写を 活性化す る場合で あ る ．

細胞性 の 転写調節因子 と複合体 を形成 し て 転写を惰性

化 す る機構 を持 つ タ ン パ ク と して
，
次 に 示 す も の が報

告され て い る ■ ヘ ル ペ ス ウイ ル ス の V P －1 6 タ ン パ ク

は細胞性転写国子 O ct － 1 タ ン パ ク と結合し
，
O c ト1 タ

ン パ ク の結合 す る オク タ マ
ー

配列 に 依存 し て転写 を活

性化す る
17 凋

－ ま た ア デ ノ ウイ ル ス の E 仏 タ ン パ ク は

A c ti v at in g t r an S C ri p ti o n f a c t o rくA T FI タ ン パ ク と結合

し
，
A T F タ ン パ ク の 結合す る D N A 配列依存性 の転

写活性化能 を持 つ と 考え られ てい る
19，

． 第 二 の 機構は
，

T a x タ ン パ ク が エ ン ハ ン サ
ー

に 結合す る 以 前の 細胞

性転写因子 に 作用 して そ の 機能 を 修飾 す る 場合 で あ

る ． 第二 の 機構 を 介し て作用 す る事が 示 唆され て い る

タ ン パ ク と して は B 型 肝炎ウイ ル ス の X タ ン パ ク が 知

られ て い る 一 X タ ン パ クは セ リ ンノス レ オ ニ ン燐 酸 化

酵素活性 を持 ち
，

こ の 酵素活性 と X タ ン パ ク に よ る転

写活性化能が 相関す る こ とが 知ら れ て い る
20，

． T a x タ

ン パ ク に よ る転 写調節機構 を あ き ら か に す る た め に

は
，
T a x タ ン パ ク が上 記 の い ずれ の 機構で H T L V ．I 遺

伝子 の 転写活性 を調節 し てい る の か をま ず明 ら か に す

る必要が あ る ．

転写に 関与 す る D N A の 領域ほ
，

プ ロ モ ー

タ
ー

と エ

ン ハ ン サ ー か ら な る ． 転写 開始位置 周辺 に あ る プ ロ

モ ー

タ ー が
． 転写開始位 置な ら びに そ の 基本量 を 規定

す る 一 一
一 方 で

，

エ ン ハ ン サ
ー

は転写開始位置か ら 離れ

た と こ ろ に あ っ て
， 転写量の 増減に 関わ っ て い る ． ま

た転写因子 側に も 同様 に 基 本 因子 と 調節 因子 と が あ

る ． 基本因子 は 複数存在 し
， 順に 転写開始位置付近に

作用 し て安定 な 転写開始複合体を形成し
， 転写開始反

応 を引き起 こ す ．

一 方転写調節因子 は ．
エ ン ハ ン サ ー

に 直接 あ る い は 他の タ ン パ ク を介 し て 間接 的に 結 合

し
， 転写の 活性化 ， 不 活性化に 関与する ． D N A に 直接

結合 する 転写調節因子 の 例と して は ， 酵母の 転写調節

因子 で あ る G A L 4 タ ン パ ク が あ る
21，22，

． G A L 4 タ ン パ

ク は D N A 結合領域 お よ び 転写 活性化領域 を持 ち
，

G A L 4 タ ン パ ク 結合配 列依存性に 転写 を活性化 す る ．

－
一

方 D N A に 他 の タ ン パ ク を 介し て 結合す る転写調節

因子 の 例 と し て は
， 先述 の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 転写 調

節 国子 で あ る V P 1 6 タ ン パ ク が 知 ら れ て い る ，

S a d o w s ki らは ， 転写活性化領域 を欠失し
，
D N A 結 合

領域の み を持 つ 酵母 G A L 4 タ ン パ クの 欠失変 異体 と

a ac etic a cid 2 N a 三 F C S
，
f et al c al f s e ru 町 G M － C S F

， g r an u lo c y t e － m a C r Op h a g e c olo n y
－ St h u l at －

n g f a ct o r i 肥 S
，

旺 P E S－b uff e r e d s al in e ニ 肥 P E S
，

N －2 －h y d r o x y e t ylp ip e r a z in e － N
，

－ 2 ．

et h a n e

S ulf o nic a cid 三 H T L V 一工
，

h u m a n T ． c e u le u k e m i a vi ru S t y P e －I ニ Iし2
，

in t e rle u k in －2 ニ IL －3
，



7 4 6 土

ヘ ル ペ ス ウイ ル ス の V P 1 6 タ ン パ ク の 転写 活性化領域

との 融合 タ ン パ ク を遺伝 子 工学的 に 発 現 させ て
，

こ の

融合 タ ン パ ク が G A L 4 タ ン パ ク結 合配 列 に 依存 し て

転写 を活性化す る こ と を示 し た
矧

■ こ の よ う に 転写 調

節 因子 は ， 基本因子 と相互 作用 して 転写 を活性 化す る

転 写 活性化領域お よ び ，
D N A に 直接 あ る い は 他の タ

ン パ ク を 介して 結合す る こ と に よ り エ ン ハ ン サ
ー

に 対

す る 特異性 を決定す る領域 を持 ち ， ま た こ れ らの 領域

は互 い に 独立 し て機能 す る
24 ト ヱ6l

． T a x タ ン パ ク が い わ

ゆ る転写調節因子 と し て エ ン ハ ン サ
ー

D N A に 直接 あ

るt l は間接的に 結合 して 作用 す る な ら ば ． 転写 活性 化

領域 お よ び
，
作 用 する エ ン ハ ン サ ー に 対す る 特異性 を

決定す る領域 を持つ はず で ある 一

一 方 T a E タ ン パ ク

が 転写因子 の 修飾酵素 で あ っ た り ，
ア ロ ス テ リ ッ ク な

エ フ ェ ク タ ー であ る場合 に は
，

上 記 の 横能領域 を持 つ

こ と はな い ．

本研究で は T a x タ ン パ クが
，

こ れ らの 独 立 し て 機

能 す る 二 つ の領域 を持 つ か どう か を次の 点に つ い て検

討 した ． ま ず T a x タ ン パ クが 酵母 G A L 4 タ ン パ ク の

D N A 結合領域 と協調的に はた ら く 転写活性 化領域 を

持 つ か どう か を検 討 し た ■ ま た G A L 4 タ ン パ ク の

D N A 結合領域と協調的 に 転写 を活性化す る た め に 必

要な T a x タ ン パ ク の領域 を検討 し た ． 次に T a x タ ン

パ ク に よる H T L V －I エ ン ハ ン サ
ー 依 存性 の 転 写活性

化に は
，
T a x タ ン パ クの 転写活性化領域が 必要 で ある

P 2 1 a C A T

P G 5 B C A T

P B C A T

屋

こ と を確認 し た ． さ ら に T a又 タ ン パ ク が ， 異種の 転写

活 性化 領域 と 協 調的 に は た ら く H T L V －1 エ ン ハ ン

サ
ー

に 対す る特 異性 を規 定し て い る領域 を持 つ か どう

か を検 討 した ．

対象お よ び方法

工 ． 使用 細胞

寺ウ ス 線推芽細胞 由来 M H 3 T 3 細胞 を1 0 ％牛 胎児

血 清 tf e t al c alf s e ru m
，
F C S H 月y c l o n e

，
U t ah

，
U S A 川口

ダ ル ベ ッ コ 変 法イ
ー グ ル 培 地 くD u lb e c c o m od ifi e d

E a gl e
，

s m e di u m
，
D M E M H 月 水， 東刺 に て3 7

0

C で培

養 した ．

H ．
レ ポ

ー

タ
ー プ ラ ス ミ ドの 構築 く図 い

レ ポ
一

夕
ー プ ラ ス ミ ド p2 1 a C A T

， p G 5 B C A T
，

p B C A T は金沢 大 学が ん 研究所 ウイ ル ス 部藤井雅寛博

士 か ら分 与さ れ た ．
こ れ ら の レ ポ ー タ

ー プ ラ ス ミドは

p s v o c A T
2n

を ベ ク タ
ー と し て作 製 さ れ て い る ． レ

ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド p2 1 a C A T は
，
2 1 塩基対 を6 回繰

り返 し た D N A 配列 を T a x タ ン パ ク依存性 の エ ン ハ

ン サ
ー

と して持 ち
，

こ の下流 に ，
H T L V －I の L T R 領

域 中に あ る 転写開始 点よ り5 7塩基対上 流 か ら 下流306

塩基 対 の 部位 を プ ロ モ ー

タ
ー と し て 持 っ て い る ．

p 2 1 a C A T は こ れ らの 二 つ の 領域 を p S V o C A T の 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 n i c ol a c e t yl t r a n s f e r a s e ，
C A T l 遺伝子 の 上

ー5 7 ＋1 十3 0 6

G A L 4 Bi n di n g S it e X 5

F ig ． 1 ． S c h e m atic r e p r e s e n t ati o n of r e p o rt e r

V e C t O r Of r e p o rt e r

C O n t a in i n g
－ 5 7 t o

2 1 m e r D N A ． T h e

C O n t a in in g th e E lb

Sit e s ．

in t e rle u k in － 3 こk d
，
kil od al t o n

pl a s m id s － P S V c C A T w a s u s ed a s th e

pl a s m id s ■ T h e r e p o rt e r pl a s m id p 2 1 a C A T h a s th e C A T g e n e

3 0 6 r e g l O n O f H T L V ，I p r o m ot e r w ith si x u p s t r e am S y n th e ti c

r e p o rt e r pl a s m id p G 5 B C A T o r p B C A T h a s th e C A T g e n e

T A T A eith e r w ith o r w ith o u t fi v e u p s t r e a m G A L 4 b in d in g

L T R
，
l o n g t e r m in al r e p e at ニ N F －

X B
，

n u Cle a r f a c t or x B 三 P B S
，

p h os p h at e b uff e r e d s alin e i S D S ， S Od iu m d o d e c カ s ulf a t e ニ T E
，
T ri s E D T A 三 T N E

，
T ri s N aCI

E D T A こ T P A
，
1 2 － 0 －t e t r a d e c a n o yl －

p h o fb ol －1 3 － a C e t at e 三 T ri s
，
T ri s ， h y d r o x ym e th y l

－ am in o m e th a n e
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流 に 挿 入 し 作 製 さ れ た ■ レ ポ
ー

タ ー プ ラ ス ミ ド

p B C A T は ア デ ノ ウ イ ル ス の Elb 遺伝 子 の T A T A

b o x を プ ロ モ ー

タ ー と し て
，

こ の D N A 配 列 を

pS V o C A T の C A T 遺伝子 の上 流に 挿入 した も の であ

る ． レ ポ
ー

タ
ー

プ ラ ス ミ ド p G 5 B C A T は G A L 4 タ ン

パク の結合す る1 7 塩基対 を 5 回 繰り返 した D N A 配列

を G A L 4 タ ン パ ク依存性の エ ン ハ ン サ ー と し ，
こ の

領域を p B C A T の プ ロ モ ー

タ
ー

の 上 流 に 挿入 し作製さ

れた ．

H ．
エ フ ェ ク タ

ー

プ ラス ミ ドの 構築

プラ ス ミ ド p S G 5 く東洋紡 ， 大阪ンは
，
S V 4 0 の プ ロ

モ
ー

タ
ー

の 支配下 に
， そ の下流 に ある遺 伝子 を真核細

胞内で発現さ せ る ． こ の プ ラ ス ミ ド を ベ ク タ ー

と し て

下記の エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を作 製 した ．

1 ． T a x タ ン パ ク 発現 プ ラス ミ ド く図2 I

G A u l － 1 4 7I

G A L V P

T a x

G A L T a xく2 ■ 幻I

G A L T i 村 仲 胡 明

G A L T a xく2 ■37I

G A L l h xく2 8 1 2I

G A L T d xくム61 －1 7 1I

G A L T a xくA1 7 1 儀2 8 5I

G A L T a xく2 －3 1 2I V P

G A L T a xく2 － 2 8 4IV P

7 4 7

T a x タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ド は金沢 大学が ん 研究

所 ウイ ル ス 部藤 井雅寛博士 か ら 分与 され た ．

2 ． G A L 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 と T a x タ ン

パ ク ま た は そ の 欠失変異体と の融合 タ ン パ ク発現 プ ラ

ス ミ ド く図 2 1

G A L 4 タ ン パ クの ア ミ ノ 酸の 1 番か ら147 番 に 存 在

す る D N A 結合領域発現 プ ラ ス ミ ド G A L く1 －1 4 71 およ

び
，

こ の 領域 と T a x タ ン パ ク の C 末端側4 1 ア ミ ノ 酸

の 欠失変異体 を 融合 し た G A L T a x く2 －3 1 21 プ ラス ミド

はが ん 研ウイ ル ス部藤井雅寛博士 か ら分与 を受け た ．

G A L くト14 7I プラ ス ミ ド の 中に ある
，
G A L 4 タ ン パ ク

の D N A 結合領域 を コ
ー

ドす る遺伝子 の 3
，

側 に 読 み取

り枠を 合わ せ て t a x 遺伝 子 お よ び その 欠失変異体 を挿

入 し た 一 す な わ ち T a x タ ン パ ク発 現 プ ラ ス ミ ド を 図

2 に 示 す 制 限酵 素認識部 位 で 切 断 後
，

ア ガ ロ ー ス

F ig ． 2
． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of p r o t e in s e n c c xl e d b y ef f e c t o r pl a s mi d s ． D o t

b o x e s in d i c a t e G A L 4 D N A b in d in g d o m ai n くa m in o a c id l － 1 4 7J ． S t ri p e d b o x e s

in d i c at e V P 1 6 a c ti v atio n d o m a in くa m in o a cid 41 3 －4 9 01 ． R e s t ri c ti o n e n z ym e S
，
T th ulI

，

C l aI
，
P rn a C I

，
S t uI au ld S m al w e r e u s e d t o c o n st ru C t th e s e h y b ri d s ．



7 4 8 土

くSig rn a
，
S t ． L o ui s

，
U S A l ゲ ル 電気泳動 に て ， 目的 とす

る D N A 断片 を分離し
，

D E A E ペ
ー パ ー に て 回 収 し

た ． D E A E ペ
ー パ ー

を1 0 0 m M N a C l 溶液 に て 洗淋後 ，

2 M N a C l 溶液 にて D N A 断片を溶 出 した ． 溶 出液を等

量の フ ェ ノ ー ル お よび C工A A くク ロ ロ ホ ル ム と イ ソ ア

ミル ア ル コ
ー ル を24 二 1 の 割 合で 混合 した も の1 に て

抽出後，
エ タ ノ ー ル 沈澱を 行 っ た ．

ベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ド は制限酵素 に て切断後 ， 再結合

を防 ぐた め ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ ほ 酒造 ， 京

都1 に て
，
0 ． 2 5 M T ri s ． h yd r o x ym et h yl

－

am in o m e th 弧 e

くT ri sl ． H Cl p H 8 ．0 綬衝液 中に て 56
C

C l 時 間処理 し
， 断

端 を脱 リ ン 酸化後，
フ ェ ノ ー ル 抽 出お よ び エ タ ノ

ー ル

沈澱 を 行 っ た ． ベ ク タ ー D N A お よ び 挿 入 遺 伝 子

D N A 各1 5 0 n g をラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ トく宝酒造1 A 液

8 ノ上l に B 液 1 ノJ l を使用 して 結合 させ た ■

3 ． G A L 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 と V P1 6 タ ン

パ ク の 転写活性化領域と の 融合 タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ

ド く図 21

G A L 4 タ ン パ クの D N A 結合 領域と V P 1 6 タ ン パ ク

の ア ミ ノ 酸の413番 か ら4 9 0 番 に 存在 す る 転写活性化領

域 と の融合 タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ドは が ん研 ウイ ル ス

部藤井雅寛博士か ら分与 を受 け た ．

4 ． G A L 4 タ ン パ クの D N A 結合領域 と T a x タ ン

パ ク の 欠失変異体 と V P 1 6 タ ン パ ク の転写活性化領域

と の 融合 タ ン パ ク発現 プ ラ ス ミ ド く図2 ナ

上記3 ． の プ ラ ス ミ ドの 申に ある G A L 4 タ ン パ ク の

D N A 結合領域 を コ
ー

ド す る遺 伝子 と V P 1 6 タ ン パ ク

の転写活性化領 域を コ
ー ド す る遺伝 子 と の 間に 読 み取

り 枠を合わ せ て t a x 遺伝 子 の 欠失変異体 を挿入 した ．

N ． 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 Bl O l 株 を 2 X Y T 培地 L ト リ プ ト ン く和

光
，
大 晰 1 6 g ， 酵母 エ キ ス く和 光J lO g ，

N a C 1 5 g ，
ア ン

ピシ リ ン く和光1 50 m g11 ， p H 7 ． 6コ 25 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ノ

m l ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル く和光1 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 集薗 した 一

菌体 を10 m l の25 ％ス ク ロ
ー ス

，
5 0 m M T ri s

－ H C l 緩

衝液 p H 7 ． 5 に 懸濁後 ， リ ゾ チ ー ム く和 鮎 10 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 ジア ミ ン 四酢酸 ニ ナ ト リ ウ ム くe th yl e n e ．d i am i －

n e －t e t r a a C e ti c a cid 2 N a
，
E D T A ll m l 加 え15 分水 中に 静

置 ，
0 ． 3 ％ t ri t o n

，
0 ． 2 M E D T A

，
0 ． 15 M N a Cl l．O m l 加

え15 分水中 に 静置 した後
，
3 0

，
0 0 0 r p m 40 分遠 心 した 一

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

屋

くS d i u m d c d e c yl s u lf at e ， S D S l O ．2 5 m l
，

フ ェ ノ ー ル

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 澱 を 行 っ た 一 沈 澱 を 3 m l の T ri s E D T A くTEI

く10 m M T ri s
－ H Cl p H 8 ． 0

，
1 m M E D T A p H 8 ．01 に溶

解後 150 J L g の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ くSig m al を加 え37
0

C

3 0 分反 応後 ，
塩 化 セ シ ウ ム くc e si u m c h l o ri d e

， C s Cll

くB R L G ajth e r sb u r g ，
U S A 1 4 ． 2 g

，
エ チ ジウ ム ブ ロ マ

イ ド 4 ノ上 g を加 え
，

ク イ ッ ク シ ー ル チ ュ
ー

ブ くq ui ck

S e al t u b e H ペ ッ ク マ ン ジ ャ パ ン
， 東京1 に 注入 密閉し

た ． ペ ッ ク マ ン V T i 6 5 垂 直 ロ
ー タ ー くべ ッ ク マ ンジ ャ

パ ン1 に て20
O

C
，
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ノm l C s Cl
，

0 ． 5 4 m gl m l エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む T E に て

5 ．2 m l に 希釈後 ， 再 び20
O

C 6 5
，
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 抽軋

エ タ ノ ー ル 沈澱 後 T E に て 1 m gl m l の 濃度 に 溶解し

た ．

V
． 遺伝子 導入

C A T ア ツ セ イ に 使用 す る NI H 3 T 3 細胞 は 約5 ．O X

l O
5

個I m l の 濃度で10 ％ F C S 加 D M E M 4 m l に て37
8

C

2 4 時 間培 養後 ，
リ ン酸 カ ル シ ウ ム 法 に て遺伝子 導入を

行 っ た ．
レ ポ

ー

タ
ー プ ラ ス ミ ド 6 声 g と

，
エ フ ェ ク

タ
ー

プ ラス ミ ド0 ． 5ノノ g
－ 3 声 g を ，

0 ．2 6 M 塩化 カル シウ

ム 27 6 J L l に 混合 し， そ の 混合液 を 2 X H E P E S －b uffe ，

r e d s a 血 e く2 x H B Sl亡N a C1 2 8 0 m M
，
N －2 h y d r o x y e th y

．

1 －

pi p e r a zi e n
－ N

，
－ 2 ．

e th an e S ulf o n i c a cid くH E P E SI 緩衝液

p H 7 ． 9 5 0 m M
，
N a H P O ．2 ． 8 m M 1 2 8 8 JJ l に 滴下しなが

ら混合 し
， 室温 に て20 分静置 し た後 ，

N 朋3T 3 細胞に

加 え 6 時間培 養 した ． その 後 ，
1 0 m M 燐酸緩衝生理食

塩液 くp h o s ph a t e b u ff e r ed s al in e
，
P B S1 4 m l で洗浄後

1 0 ％ F C S 加 D M E M 4 m l で37
O

C 4 8 時間培養し た －

M ．
C A T ア ッ セ イ

遺 伝子 導 入 し た 細胞 を P B S で 洗 淋 し T ri s N aCI

E D T A くT N El くT ri s
－ H C l p H 8 ． 0 4 0 m M

，
N aC 1

1 5 0 m M
，
E D T A l m M J l m l に て 回 収 ，

1 0
，
0 0 0 r p m lO秒

遠心 し沈澱 に 0 ． 2 5 M T ri s
－ H Cl p H 8 ． 0 を 15 0 JJ l 加え

，

超音 波ホ モ ジナ イ ザ 山 M O D E L U R － 2 0 P くト ミ ー 精i ．

東 前 に て 最大出力 で 8 秒 間処 理 し細胞 を破壊 ， 続い

て 10 ，
0 0 0 r p m l O 分遠 心 し た後 ， 上 清 75 メ1 に 1 M

T ri s － H Cl p H 7 ． 5 1 5 J L l
，
4 m gl m l ア セ チ ル C o A

くa c e th yl c o e n z ym e耳H S i g m a1 2 0 JL l
，

1
C － ク ロ ラム フ ェ

ニ コ ー ル t D －th r e o
－

k li c hl o r o s c e tyl l －
1 4

Cコc h l o r a m p h e n
T

i c oり げ マ シ ャ ム ジ ャ パ ン
， 東副 0 ．2 5 声l

， 蒸留水40

メ1 を加 え37
0

C 6 0 分イ ン キ ュ ベ ー 卜 した ■ そ し て
，
酢

酸 エ チ ル 伴 井， 有 料 500 声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
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さ せた ． こ れ を 12 月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 ニ メ タ

ノ
ー ル 1 9 ニ 1 混合 液 を 溶 媒 と し て 展 開 を 行 っ た ．

C A T タ ン パ ク の 酵素活性 を測定す る た め に
， イ メ ー

ジアナライ ザ ー に て 放射活性を定量 し
，

アセ テ ル 化さ

れたク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル と ア セ チ ル 化 され て い な い

ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル と の 放射活性の 和 を1 00 ％ と し

た時の
，

アセ チ ル 化 さ れ た ク ロ ラム フ ェ ニ コ
ー ル の放

射活性の割合を ， 転写活性 と し た ．

成 績

工 ． T a x タ ン パ ク は転 写活 性化領域 を も つ

酵母転写調節因子 で ある G A L 4 タ ン パ ク は D N A に

直接結合す るた めの D N A 結合領域と
， 転写活性化領

域と を持 つ ． T a x タ ン パ ク が G A L 4 タ ン パ クの 転 写

活性化領域の 欠失 を補 い う る か を検討 し
，
T a x タ ン パ

クが転写活性化領域 を持 つ こ と の証明 を試み た ． す な

わち G A L 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 と T a x タ ン パ

クとの融合タ ン パ ク が G A L 4 タ ン パ ク 結 合配 列依存

性に 転写 を活性化 しう る か を検討 した く図 3 ト

レ ポ ー

タ
ー プ ラ ス ミ ド と して ま ずア デ ノ ウ イ ル ス の

Elb 遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー

で ある T A T A b o x の 支配

下に大腸菌由来 C A T 遺伝子 を発現 さ せ る プ ラ ス ミ ド

pB C A T を構築 した く図 い ． G A L 4 タ ン パ ク依存性の

749

転写 を調 べ る た め に
，

G A L 4 タ ン パ ク 結合 配列 を ，

p B C A T の プ ロ モ ー

タ
ー

上 流 に 組 み込 ん だ p G 5 B C －

A T を構築 した く図 1 ト ニの よう に して構築 され た レ

ポ
ー

タ
ー

プ ラス ミ ドと種 々 の 転写調節 因子 発現 プ ラス

ミ ド を N 仕事T 3 細胞 に遺伝 子 導入 し ． 細胞 内 で の レ

ポ ー

タ
ー 遺伝 子 の発現量 を ，

C A T ア ッ セ イ で 測定 し

た ．

G A L 4 タ ン パ ク の N 末端1 47 ア ミ ノ 酸 残 基 G A L

く1 －1 叩 く図 2 1 は
， 転写活性化領域 を欠失 して い る が

，

D N A 結合能 を保持 して い る ． 従 っ て G A L 4 タ ン パ ク

の D N A 結合領域 で あ る G A L く1 －1 4 71 タ ン パ クの 発現

ベ ク タ
ー

を エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド と し
， p G 5 B C A T

を レ ポ ー

タ
ー プ ラス ミ ド と し て 共 に N 肌3 T 3 細胞 に

遺伝子 導入 して も
，

G A L 4 タ ン パ ク結合配列依存 性の

転写活性化は み ら れ なか っ た ．

一

方 G A L く1 －1 岬 と ヘ

ル ペ ス ウ イ ル ス V P 1 6 タ ン パ ク の 転写活性化領域 を含

む C 末端 78 ア ミ ノ 酸 残 基 と の 融 合 タ ン パ ク

G A L V P く図 2I は
，
G A L 4 タ ン パ ク結合配列 に 依存 し

て転写 を活性化 した ． こ の こ と か ら G A L く1 －1 仰 が エ

ン ハ ン サ
ー

に 対 する 特異 性を保持 して お り
， 転写活性

化領域が相 補的 に補 わ れ れ ば
，
G A L 4 タ ン パ ク 結合配

列 に 依存 した 転写活性化能 を回 復す る こ とが 確認さ れ

た ． T a x タ ン パ ク が転写活性化領域 を もつ か どう か を

調 べ る た め
，

G A L 4 タ ン パ ク の D N A 結 合領 域 と

Fi g ． 3 ． T r a JI S C ri pti o n al a cti v a ti o n of th e C A T g e n e b y h yb ri d p r o t e in s c o n t a in in g G A L 4
D N A b in d in g d o m a in ． P G 5 B C A T w ith G A L 4 b in d in g sit e s く1e an S l －5J 皿 d p B C A T
wi t h o u t G A L 4 b in d in g sit e s く1 a n e s 6 －1 0J w e r e u s e d a s r e p o rt e r pl a s mi d s ． E ff e c t o r

pl a s mi d s こ 1 a n e s 1 8t 6
，

n O pl a s mi d s ニ1 a n e s 2 8 t 7
，
G A L くト14 7h l a Jl e S 3 皮 8

，
G A L V P ニ

I a n e s 4 8 t 9
，
G A L T a x く2 －3 5 3I i l a n e s 5 8 t l O

，
T a x く1 －3 5 3ン．



7 5 0 土

T a x タ ン パ ク との 融合タ ン パ ク G A L T a x の 発現 ベ ク

タ ー を 構築 し た く図 2 1 ． 融 合 タ ン パ ク G A L T a x は

G A L V P と同様 に
， p G 5 B C A T の 転写 を活性化 した ■

一 方 レ ポ
一

夕
ー プ ラ ス ミ ド と して G A L 4 タ ン パ ク 結

合 配列 を 持 た な い p B C A T を 使 用 し た 場 合 に は

G A L T a x に よ っ て転写は 括性化さ れ な か っ た ． こ れ

よ り G A L T a x に よ る p G 5 B C A T の 転写 活性 化 は
，

G A L 4 タ ン パ ク 結合配列 に特 異的 に 起 こ る事が 確認さ

れ た ．

一 方本来 のT a x タ ン パ ク は p G 5 肛 A T の 転 写

を括性化 しな い こ と か ら G A L T a x に よ る p G 5 B C A T

の転写活性化は
，
G A L 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域依

存性 であ る こ と が 確認 され た ．

以上 の 結果か ら T aエ タ ン バ ク が 転写調節 因子 の 転

写活性化領域 を補い う る機能 を持 つ こ と が示 さ れ た ．

王工
． 融合 タ ン パ ク G A L T a x に よ る G A I A タ ン パ ク

結合配 列依存性 の 転 写 活 性化 に 必 要 な T a x タ

ン パ ク の 領域

G A L 4 タ ン パ ク結合配列依存性の 転写活性化 に 必要

な T a x タ ン パ ク の 領域 を同定す るた め ， G A L T a x 発

現 プ ラス ミ ド の T a x タ ン パ ク を コ
ー

ドす る領 域 に
，

欠失変異 を導入 し く図 2 1 ，
こ れ ら の 欠失変 異体 が

，

屋

G A L 4 タ ン パ ク 結合配列依存 性の 転写 活性化能 を持つ

か どう か を調 べ た く図 41 ．

T a x タ ン パ ク の N 末端 側 9 ア ミ ノ 酸 を 欠 失し た

G A L T a x く1 0 －3 5 31 は
，
G A L 4 タ ン パ ク結合配列依存性

の 転写活性化能 を喪失 し た ． C 末端側16 ア ミ ノ酸を欠

失 し た G A L T a x く2 － 3 3 71 に は
，

欠失 の 影響 は な か っ

た ． しか し C 末端側41 ア ミ ノ 酸 を欠 失 した G A L T a x

く2 －3 1 21 ，
並 び に ア ミ ノ 酸61 番か ら17 1 番 ま で を欠失し

た G A L T a x くA 6 l －1 7 11 ， ア ミ ノ酸171 番 か ら28 5 番ま

で を 欠 失 し た G A L T a x くム1 71 －2 8 51 は い ずれ も ，

G A L 4 タ ン パ ク 結合配列依存性の 転写活性化能 を喪失

した ．

つ ま り G A L T a x タ ン パ ク に よ る G A L 4 タ ン パ ク結

合配列 を介 し た転写活性化 に は T a x タ ン パ ク の アミ

ノ 酸 2 番 か ら337 番 ま で の領域 ，
す な わ ち 全体 の95％

に 相 当す る領域 が 必 要で あ っ た ．

江I
．

H T L Y － ト遺伝 子 の 転 写活 性化 に 必要 な T a x タ

ン パ ク の 領 域

次 に G A L 4 タ ン パ ク 結合配列依存 性 の 転写活性化

に 必 要 な T a x タ ン パ ク の領域が ， 本来の H T L V －I 遺

伝子 の エ ン ハ ン サ
ー

く2 1 塩 基 対の 繰 り 返 し配列1 依存

％ 00 n V e rS b n O －1 2
90 ．1

0 ．1 7
88 ． 3

0 11 3 0 ．1 1
0 11 2

1 2 3 4 5 6 7

F 短． 4 ． T r a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti o n o f th e C A T g e n e f r 皿 一 th e p r o m o t e r c a r r y in g

G A L 4 b in d in g sit e s b y G A L 4 － T a x h yb ri d s ． P G 5 B C A T w a s u s e d a s r e p o rt e r

pl a s m id ． E ff e c t o r pl a s m id s こ 1 a n e l
，

n O pl a s m id s 三1 an e 2
，
G A L T a x く2 －3 5 31 i l a n e 3

，

G A L T a x く10 －3 5 31 ニ 1 an e 4
， G A L T a x く2 － 3 3 71 ニ 1 a n e 5

，
G A L T a x く2 －3 1 2 h l an e 6

，

G A L T a x くA 6 1 ． 1 7 1J ニ1 an e 7
，
G A L T a x くム17 1 － 2 8 51 ．
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性の 転写活性化 に も 必 要と さ れ る か ど う か を 調 べ た

個 51 － レ ポ 一 夕 ー プ ラ ス ミ ドと して は H T L V －I 遺伝

子の T a x タ ン パ ク応 答領域 く21 塩 基 対 の 繰 り返 し配

剤 をも つ p 2 1 a C A T く図 1I を用 い た ．

7 5 1

G A L T a x タ ン パ ク と G A L T a ヱ く2 ．3 3 71 は H T L V －I

エ ン ハ ン サ ー 依存 性 に 転 写 を 活 性化 し た ． し か し

G A L T a x く10 － 3 53J ， G A L T a x く2 －3 1 21 ，
G A L T a x くム

61 －1 7 1J お よ び G A L T a x くA 1 7 l ．2 8 5J は
，
H T L V －I エ ン

1 2 3 ヰ 5 8 7

Fig ． 5 ． T r a n s c ri pti o n al a c ti v a ti o n of th e C A T g e n e f r o m th e p r o m o t e r c

2 1 － b p r e p e a t ele m e n t s b y G A L 4 － T a x h yb ri d s ． P 2 1 a C A T w a s u s e d a s r e p o rt e r

pl a s mi d ． E ff e c t o r pl a s m id s 二 1 an e l
，

n O pl a s m id s ニ1 a n e 2
，
G A L T a x く2

－3 5 3J J a n e 3 ，

G A L T a x く10 －3 5 3 h l a n e 4
，

G A L T a x く2 －3 3 7，i l a n e 5 ， G A L T a x く2 岬31 2 h l an e 6
，

G A L T a x くA 6 1 －1 7 1 H l a n e 7
，
G A L T a x くA 17 1 ．2 851 ．

ー
壬ラフ三三手

〆 厨 済 爵

二

画

0

も00 川 柑 Si o rl
l I2

2 2 ． 4
1 ． 9

1 ． 4
1 8 － 4

1 ．4

1 2 3 4 5 6

F ig ． 6 ． T r a H S C ri p ti o n al a c ti v a tio n of th e C A T g e n e f r o m th e p r o m ot e r c 叫 血 g
2 1 －b p r e p e a t el e m e n t s b y G A L 4 － T a x

－ V P 1 6 h y b ri d s － P 2 1 a C A T w a s u s e d a s

r e p o rt e r pl a s mi d － E ff e c t o r pl a s mi d こ1 an e l
，

n O pla s m id s i l an e 2
，
G A L T a x く2 －3 5 3I ニ

1 an e 3
，
G A L T a x く2 －3 1 2J こ1 a n e 4

，
G A L T a x く2 －2 8 4，三 1 a n e 5 ， G A L T a x く2 －3 1 2J V P ニ

1 an e 6 ， G A L T a x く2 －2 8 4J V P ．
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ハ ン サ
ー

依存性 の 転写清性化能 を喪失し た －

以上 の 結果よ り T a x タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸2 番 か ら3

37 番 まで の 領域が2 1塩基対依存性の 転写 活性化 に も必

要で あ る事が 明ら か に な っ た ． こ れ よ り G A L 4 タ ン

パ ク 結合配列依存性の転写活性化能が ウイ ル ス 遺伝 子

の トラ ン ス 活性化作用 に 重 要 な役割 を果 た して い る事

が 示 唆さ れ た ．

N ．
T a x タ ン パ ク は H T L V － 1 エ ン ハ ン サ ー に 対す

る 特異性 を規 定す る 領域 を持 つ

T a ス タ ン パ クが D N A と 直接 的あ る い は間接的 に 結

合す る転写調節因子 な らば 転写活性 化領域 に 加 え て
，

2 1塩基対 に 対す る特異性 を規定す る領域 を持 つ は ずで

ある ．

T a x タ ン パ ク の C 末端 僻4 1 ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た

G A L T a x く2 －3 1 21 は21 塩基対依存性の 転写活性化能 を

持 っ て い な い ． しか し その C 末端側 に V P 1 6 タ ン パ ク

の 転写活性化領域 を融合 し た G A L T a x く2 ． 3 1 21 V P 個

2 ナ は21 塩 基対依存性の転 写活性 化能 を 回 復 し た く図

6 ト ニ の結果 か ら V P 1 6 タ ン パ ク の 転写 活性化 領域

が T a x タ ン パ ク の 転写活性化領域 の 機能 を置換 で き

る こ と
，

ま た欠失変異体 G A L T a x く2 － 3 1 21 は 転写活性

化能 を失 っ て も ，
2 1 塩基対 に 対す る特異性 は保持 して

い る こ と が明 らか に な っ た ． し か し T a x タ ン パ ク の

屋

C 末端側69 ア ミ ノ酸 を 欠失 し た G A L T a x く2 － 2 841 く図

2 I は C 末端 側 に V P 1 6 タ ン パ ク の 転写活性化領域を

補 っ て も
，
2 1 塩基対依存性の 転写活性化能 を 回復しな

か っ た く図 6 I ．

次 に V P 1 6 タ ン パ ク の 転写活性化領域 を 融合さ せた

欠失変異体 に つ い て
，

こ れ ら が 細胞 内 で 正 常 に 発現

し ， G A L 4 タ ン パ ク結合配列依存性の 転写活性化能を

有 して い る こ と の 確 認 を 行 な っ た く図 7 J ． G A L T a x

く2 － 31 21 V P お よ び G A L T a x く2 －2 8 4I V P は G A L 4 タ

ン パ ク 結合配列依存 性に 転写 を活性化 し
，
転写活性化

能 を有す る こ とが確 認さ れ た ■

以 上 の 結果 よ り T a x タ ン パ ク の H T L V －I エ ン ハ ン

サ
ー に 対す る特異性 を規定す る領 域は ．

ア ミ ノ酸2 番

か ら3 12 番 の 内部 に 存在 す る こ とが 示 され た 一

考 察

本 研究で は ，
T a x タ ン パ ク が D N A に 直接ある い は

間接的 に 結合す る 転写調節因子 に 特徴 的な機能で ある

転写活性化領域お よ び 汀r L V －1 エ ン ハ ン サ
ー

に 対す

る特異性 を規定 す る領域 を持つ こ と を示 した 一 さ らに

T a x タ ン パ ク の転写活性化領域と H T L V －I 2 1 塩基対

に 対 す る 特 異性 を規 定 す る 領 域 が そ れ ぞ れ 異種の

D N A 結合領域 くG A L 4 タ ン パ クI な ら びに
， 転写活性

壬ミそさ土子三
一壬
三
二

〆 済 済 厨 済 済

tJ
も亡ニO r－V e r Si o rl

O ．

．

1 0
82 ． 1

0 ．1 7
0 ．1 1

8 8 ． 9
8 9 ．7

1 2 3 4 5 6

F i g ． 7 ． T r a n s c ri pti o n al a cti v a ti o n of th e C A T g e n e f r o m th e p r o m ot e r c a n Y in g

G A L 4 b i n d in g sit e s b y G A L 4 － T a x
－ V P 1 6 h y b ri d s ． P G 5 B C A T w a s u s ed a s r e p o rt e r

pl a s m id ． E ff e c t o r pl a s mi d s ニ 1aLn e l
，

n O Pl a s m id s i l an e 2
，
G A L T a x く2 －3 5 31 ニ1 an e 3

ナ

G A L T a x く2 － 31 21 妄1 a n e 4 ， G A L T a x く2 － 28 4 h l a n e 5
，
G A L T a x く2 － 3 1 21 V P i l a n e 6

，

G A L T a x く2 －2 8 41 V P ．
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化領域 くV P1 6 タ ン パ クI と 協調 的 に は た ら く こ と か

ら ，
これ らの 二 つ の 領域が 互 い に 独 立し て機能 し得る

こと を示 した ■ 以 上 よ り T a x タ ン パ ク 自 身は D N A 上

の エ ン ハ ン サ
ー

に 直接 的 に 結 合 す る 活 性 を 持た な い

が
，

エ ン ハ ン サ ー 上 で 形成 され る D N A 岬

タ ン パ ク 複

合体に 組 み 込 ま れ た状態 で
，

お そら く は 細胞 性転写 因

子 を介して D N A に 結合 し
， 近接す る プ ロ モ ー

タ
ー

か

らの 転写を活性化す る と考 えら れ る ． こ の場合 ， 通常

用い ら れ て い る生化学的手法で は T a x タ ン パ ク と エ

ン ハ ン サ ー との 結合 は検出さ れ な い 事よ り ， 複合体の

親和性は低い 事が推 定さ れ る ．

転写調節因子 の 転写活性化領域と して
， 酸性 ア ミ ノ

酸に 富ん だ領 吼 グ ル タ ミ ン に 富ん だ領 軌 あ る い は

プロ リ ン に 富 んだ 領域 な どが知 ら れ て い る
2 4 用

． T a エ

タン パ タ の C 末端側 に も ， ア ミ ノ 酸323 番 か ら33 7 番に

かけて酸性 ア ミ ノ 酸 に 富ん だ 領域が あ る く図 8 ト ま

た
，

この 領域 に 欠失変異 を導入 す る と G A L 4 タ ン パ

ク結合配列依存性の 転写活性化能 を 失う こ と か ら く図

4I ，
こ の領域 は 転写 活性化領 域 の 一 部 と し て 機能 し

て い る こ とが 示 唆さ れ た ． し か し T a x タ ン パ ク の N

末端側9 ア ミ ノ 酸 を 欠失し た G A L T a x u O ．3 5 3J は
，

この 酸性 ア ミ ノ 酸 に 富 ん だ 領域 を含 む に も か か わ ら

ず
，
G A L 4 タ ン パ ク結合配列依存性 の 転写活性化能 を

持っ てい な い く図4 ト 従 っ て T aエ タ ン バ ク の ア ミ ノ 酸

323 番か ら337 番の 酸性 ア ミ ノ酸 に 富ん だ領域は
， 単独

では転写活性化領域 と して は作用 で き ず ， 転写病性 化

領域の
一

部 で は ある が独立 して 機能す る V P 16 タ ン パ

クの 酸性ア ミ ノ酸 に 富 む領域と 同等 で は な い と 考え ら

れる ．

これ ま で に 種々 の 転写活性 化因子 の 転写活性化領域

が同定され てい る が
，

こ れ ら は通 常30 か ら1 0 0 個の ア

ミノ 酸で 構成さ れ て い る
25I

－ 例 え ば
，

H T L V ．王 関連 ウ

イ ル ス で あ る
， ウ シ 白血 病 ウイ ル ス tb o v in e l e u k e mi a

V 血 s
，
B L V J の 場 合

， 転 写活性化領域は 約4 0 偶の ア ミ

ノ酸 に よ っ て 規定さ れ て い る
28，

．

一 方 T a x タ ン パ ク の

転写活性化領域は ア ミ ノ 酸2 轟 か ら33 7 番ま で に わ た

り
，

こ れ は35 3 ア ミ ノ 酸か ら な る T a E タ ン パ ク の ほ ぼ

95 ％に 相当す る ， こ の 結果 は S m ith ら の 報 告
29，

と よ く

相関する ． す なわ ち
， 彼ら は T a x タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸

3 0 1 3 1 0 3 2 0

75 3

2 番 か ら33 7 番 ま で の 領域 内の 点変異体 の 多 く が
，
2 1

塩基対の 繰り 返し配列依存性の 転写活性化能 を失う こ

と を報告し て い る ．

T a x タ ン パ ク は21塩 基 に 対 す る 特異 性 を規 定す る

領域 を持 つ
． こ の 領域 は T a又 タ ン パ クが H T L V －I の

エ ン ハ ン サ
ー

上 で 形成さ れ る D N A 一

夕 ン バ ク 複 合体
に 組 み込 ま れ る た め に 必要な領域 と考 えら れ る ．

一

方
T a x タ ン パ ク の21 塩基対に 対 す る結合 活性 は 報 告さ

れ て い な い の で
， 上 記の 複合体の 新口性 は低い 事が予

想さ れ る － 2 1 塩 基対 の 繰 り返 し配列 の
仙 部 は c y cli c

ad e n o s in e 3
，

， 5
，

．

m o n o p h o s p h a t e くC A M P l 応 答 配

列
地 相

や 1 2 －0 －t e t r a d e c a n o yl
－

ph o沌 01 －1 3 － a C e t a t e

くT P 朗 応答配列
3 3ト 861

と 良く似 て い る ． これ らの 応答配

列 に 結合 す る タ ン パ ク も 含め て
，
21 塩基対の 繰 り返 し

配列 に 結合 す る 種 々 の タ ン パ ク が 報 告 さ れ て い る

が
抑 一 成l

，
T a x タ ン パ ク と結合す る タ ン パ ク は現時点 で

は 同定さ れ て い な い
． T a 芸 タ ン パ クの 転写活性化機構

を明ら か に す る た め に は
， 今後 こ の タ ン パ ク の 同定が

必要と考 え られ る ． ま た T a又 タ ン パ ク と21 塩 基対 と

の 相互 作用 が 通常の 生化学的手法で 検出さ れ な い こ と

よ り ，
T a x タ ン パ ク が直接 H T L V ．I の エ ン ハ ン サ ー に

作 用 し な い 可 能 性 ，
す な わ ち T a x タ ン パ ク が

H T L V ．工 の エ ン ハ ン サ ー に作 用 す る細胞性 タ ン パ ク を

誘導す る こ と で
，

二 次的に ウイ ル ス の 転写 を活性化す

る 可能性 に つ い ても ， も う
一

度検討す る必 要が あ る ．

結 論

H T L V －I 遺伝 子 の P X 領域 に コ
ー

ドされ る T a x タ ン

パ ク の 構造 お よ び転写溶性化機構 に つ い て 以 下の 結論

を得た ．

1 ■ T a x タ ン パ ク は転写活性化領域 を持 つ
．

2 － T a x タ ン パ ク に よ る転写活性化 に は ア ミ ノ 酸 2

番 か ら33 7 番ま で の 広 い 領域 を必 要とす る ．

3 ． T a x タ ン パ ク の H T L V －I ェ ン ハ ン サ ー に 対す る

特異性 は ア ミ ノ酸 2 番か ら3 12 番の 内部 に 存在 す る領

域に よ っ て規定さ れ る ．

4 一 以 上 の 結果 か ら T aエ タ ン バ ク は 修飾因 子 と し

て で はな く 転写調節 因子 と し て
，

エ ン ハ ン サ ー

上で 形

成さ れ る D N A 一夕 ン バ ク複 合体 に 組み 込 ま れ た状 態

3 3 0 3 4 0 3 5 0

S F H S L H L L F F F Y T N I P I S L L F N F K F A O O N O H E T Q I S P G G L F P G S F K H F R n F V
F i g ． 8 ． A m in o a c id s e q u e n c e o f T a x p r o t e in C － te r m in al r e gi o n ． A c id i c am in o a cid s ar e in d i c at e d b y
it ali c ．
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で 近接す る プ ロ モ ー タ ー か らの 転写 を活性化す る と 考

え ら れ る ．
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