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細胞転 写調節因子 c － F o s タ ン パ ク の 構造 と機能解析

金沢大学医学部耳鼻咽喉科学講座 く主任 二 古川 イ刃教授J

吉 崎 智

く平成 3 年 1 月10 日受付1

E p s t ei n
－ B a r r ウイ ル ス 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

， 細胞転写調節因

子 で ある A P － 1 フ ァ ミ リ
ー

と りわ け c
－ F o s タ ン パ ク との 問に

，
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 ン ジ ッ パ ー

構 造 を持た な い
． 本研究 で は転写調節 因子 と

して の Z タ ン パ ク の 構造 と機能 を明 ら か に す る た め に Z タ ン パ ク の 種々 の 変異 体 を作 製 し D N A 結 合

能 ， 転写活性化能 を検討 し た ． ま た ， 酵母 G a14 タ ン パ ク と の 融合タ ン パ ク を 作製す る こ と に よ りZ タ

ン パ ク の 転写活性 化領域 を c
－ F o s タ ン パ ク転写活性化領域と比 較検 討 した ． Z タ ン パ ク は 同種 二 塵体と

して D N A の 1 2 － 0 －t e t r a d e c a n o yl ph o r b ol ．1 3 ． a c e t a t e くT P Al 応答配列 お よ びZ 応答配列 に 結合し た ． Z

タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ 酸 ま た は C 末端47 ア ミ ノ 酸 を欠失す る こ と に よ り D N A 結合能が 著 しく 低下

し
， 転写活性化能 を喪失 した ． ま た ， C 末端47 ア ミ ノ 酸を 欠失 し た変異体 に C

－ F o s タ ン パ クの こ の 部分

に対応 す る C 末端2 16 ア ミ ノ 酸 を融合 し た Z F o s タ ン パ ク は単独で は弱 く ．
c －J u n と 異種 二 塁体 を形成す

る と 強く T P A 応答 配列 に 結合す る と と も に
， 転写活性化能を 回 復 した ． ま た ．

c －J u n Z F o s 異種 二 畳体

は c －J u n c
－ F o s 異種 二 量体が 結合 で き ずZ タ ン パ ク の み が 特異的に 結合 しう る Z 応 答配列 に も 結合す る

こ と か ら ，
C ．J u n c － F o s 異種 二 畳体の D N A 結 合の 特 異性 は c

－ F o s タ ン パ ク側 の D N A 結合領域に よ っ

て も規定 さ れ る こ と が明 らか と な っ た ． Z タ ン パ ク の 転写活性 化領域 は N 末端13 3 ア ミ ノ 酸 ， C 末端88

ア ミ ノ 酸 に
， 転写抑制領域 は134 －1 5 7 ア ミ ノ 酸 に あ り

．
c

－ F o s タ ン パ ク の転写活性化領域お よ び転写 抑

制領域 も Z タ ン パ ク に 対応す る ア ミ ノ 酸領域 に 認め られ 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 －f o s

，
1 e u ci n e zip p e r

，
a C ti v a ti o n

d o m ai n

E p st e i n － B a r r ウ イ ル ス くE p s t e in － B a r r V i r u s
，

E B Vl は
，
1 9 6 4 年 E p st e i n に よ っ て バ ー

キ ッ ト リ ン パ

腫か ら発見さ れ た ヘ ル ペ ス ウイ ル ス
1j

で あ り
，

現 在 で

はパ ー

キ ッ ト リ ン パ 腰 ， 伝染性単核症 ， 上 咽 頭癌発生

へ の 関与が 示 唆さ れ て い る
2I31

，
E B V は と 卜 B 細胞 を

トラ ン ス フ ォ
ー

ム く不死 化 ，
i m m o r t ali z a ti o nl す る活

性を持つ
4，

，
ま た

，

マ
ー モ セ ッ ト に 感染 し リ ン パ 腫 を

引き起 こ す
51

．

E B V は初感染 に 引 き続 い て特定の 宿主 細 胞 内 に 潜

伏感染 し
， 各種 の 宿主 側の 要因に よ っ て複製 サ イ ク ル

A b b r e vi a ti o n s こ b p ，
b a s e p air i C A T

，

D ulb e c c o m o difi e d E a gl e
，

s m e d iu m 芸 E B V
，

8 5

に 入 る ． 潜伏感 染状態 で は ウイ ル ス 粒子 の 産生は 起 こ

ら ず
，

ウイ ル ス の 潜伏感染持続 に 必 要な
鵬 部の ウイ ル

ス 遺伝子 の み が発現 し て い る ．

E B V 潜伏感染細胞 を 12 －

0
－ t e tr a d e c a n o y トp h o rb ol －

13 －

a C e t a t e くT P Al ． 酪酸 ．
イ オ ノ フ ォ ア

， 抗免疫 グ ロ

ブ リ ン 抗体 な どで 処理 す る こ と に よ り
，

E B V 複 製 サ

イ ク ル を誘導 す る こ と が で き る
6l － 9l

． ウイ ル ス 複 製 サ

イ ク ル 誘 導 時 に 確認 さ れ た m e s s e n g e r R N A くm R －

N A りま ，
B Z L F l

，
B R L F l お よ び B M L F l 遺伝 子 プ ロ

モ ー タ ー か ら転写 され た もの である が
，

こ れ ら の 遺伝

C h l o r a m p h e ni c ol a c e t y l t r a n sf e r a s e i D M E M ，

E p st ei n － B a r r vi r u s 三 E D T A
，

e t h y l e n e － di a m i n e －

t e t r a a c e ti c a cid 2 N a 三 F C S
，

f et al c alf s e r u m 三 H E P E S
，

N － 2 － h y d r o x y e t y l
－

p i p e r a zi n e － N
，

．2 ．



8 6

子 産物 は他 の E B V 遺伝子 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 ． さ ら に サ イ ク ロ

ヘ キ シ ミ ド ア ニ ソ マ イ シ ン な どタ ン パ ク合成 阻害剤

存在 下で複 製サイ ク ル を誘導 し た場合 に は ，
こ の うち

B Z L F l
，

B R L F l 遺 伝 子 m R N A の み が 合 成 さ れ

る
ユO H 2I

． し か し
，

こ れ らの 遺伝子 を遺伝子 導入 に よ り

E B V 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
恥 糾 41

． B Z L F l 遺伝子 に コ
ー

ド さ れ る Z タ ン パ ク は

245 ア ミ ノ酸か ら な り細胞転写調節 因 子 Cイo s 遺伝 子

産物 c
－ F o s タ ン パ ク と相同性 を持 ち

， 特 に36
－

1 1 0 番

目 と153
－

1 9 6 番目 の ア ミ ノ 酸 の 相 同性 が 高 い
1 511 61

． さ

ら に Z タ ン パ ク は い くつ か の 特異的 な D N A 配列 と結

合 す る が ．
c ． F o s

，
C －J u n タ ン パ ク な どの細胞転写調節

因子 A P ．1 フ ァ ミ リ ー が結合 可能 な D N A 配 列で あ る

T P A 応 答配列 に も 結合 する
17 ト 211

． そ こ で
， 本研 究 で

は
，
B Z L F l 遺伝子お よ び c

－f o s 遺伝 子と そ れ ら の 欠失

変異体発現プ ラ ス ミ ド を用 い て 両タ ン パ ク の D N A 結

合様式お よ び そ れ に 必須 な領域 を検 討 した ． さ ら に Z

タ ン パ ク
，

C
－ F o s お よび それ ら の欠失変異体 と酵母 転

写因子 G a1 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 との 融合 タ ン

パ ク を作製す る こ と に よ り Z タ ン パ クお よび c
． F o s タ

ン パ ク の転写活性化領域の比 較同定 を行 っ た ．

材料 およ び方法

王
． 使用 細胞

マ ウ ス 線維芽細胞 由来 N I H 3 T 3 細胞 お よ び サ ル 腎

由 来 C O S － 1 細 胞 は 5 ％ 牛 胎 児 血 清 くfe 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 lカロダル ベ ッ コ 変法

イ ー グル 培地 くD ul b e c c o m o d ifi e d E a gl e
，

s m e d i u m
，

D M E M H 日水
， 東京1 に て3 7

0

C で 培養 した ．

11 ． プ ラス ミ ドの 構 築

1 ． レ ポ ー

タ
ー プ ラ ス ミ ド く図 い

プ ラ ス ミ ド pS G 6 く束洋紡
，
大阪1 を ベ ク タ

ー と し て

各 種融合 タ ン パ ク 発現遺 伝 子 を 作製 し た ． E B V の

B M R F l
，
B H R F l お よ び B Z L F l 遺伝子 プ ロ モ 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 くChl o r a m ph e n i c ol a c et yl tr a n sf e r a s e
，

C A T l 遺 伝子 を組 み 込 ん だ B M R F I C A T
，

B H R F I

C A T
，
B Z L F I C A T プ ラ ス ミ ド は金沢大学 が ん研 究ウ

イ ル ス 部佐藤 博博 士 か ら分与 さ れ た ．

2 ． B Z L F l 遺伝子 お よ びそ の欠失変異 体発 現 プ ラ

ス ミ ド く図 21

B Z L F l 遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド は佐藤 博博 士 か ら

分与さ れ た ．

B Z L F l 発現 プ ラ ス ミ ド を 図2 に示 す制 限酵 素認識 部

位 で 切 断 し ，
0 ． 7 ％ ア ガ ロ

ー ス くSig m a
，
S t ， L o u i 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 洗條後 ，
2 M N a Cl 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 ア ル コ
ー ル を

24 ニ 1 の割合 で 混合 した も の いこて 抽出後
，

エ タ ノ
ー

ル 沈澱 を行 っ た ． ベ ク タ
ー プ ラ ス ミ ドは B Z L F l 遺伝

子 D N A 切 断の 際に 用い た 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 く宝 酒造 ， 京

都1 ，
0 ． 2 5 M T ri s

．h yd r o x y m e th yl
，

a m i n o m e th a n e

B －

G L O B I N

p S G 6

p 4 3 2 － C A T

C A T

F i g ． 1
． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f v e c t o r

pl a s m id s a n d th ei r m u lti pl e cl o n i n g sit e s ．

p S G 6 w a s u s e d a s th e v e c t o r o f eff e c t e r

pl a s m id ． p4 3 2 w a s u s e d a s th e v e c t o r o f

r e p o rt e r pl a s mi d ．
A s e ri e s o f E B V p r o m o t e r s

W e r e i n s e r t e d i n t o b e t w e e n S m al a n d B a m H I

Sit e s o f p 4 3 2 ．

e th a n e s ul f o n i c a cid ニ m R N A ， m e S S e n g e r R N A ニP B S
， p h o s p h a t e b uff e r s alin e 三S D S ， S O di u m

d o d e c y l s ulf a t e i T E
，

T ri s E D T A ニ T N E ， T ris N a C I E D T A 三 T P A
，
1 2 ． 0 － t e t r a d e c a n o y l ，

p h o rb ol －1 3 － a C e t a t e ニ T ris
，
T ris － h y d r o x y m et h y l

－ a m in o － m e t h a n e



Z タ ン パ ク お よ び c
－ F o s タ ン パ クの 構造と 機能解析

くT ri sl － H C l p H 8 ． 0 横衝液 中に て56
O

C l 時間 処理 し
，

切断端 を脱 リ ン 酸化 後 ，
フ ェ ノ ー ル 抽 出お よ び エ タ

ノ ー ル 沈澱 を行 っ た ．
ベ ク タ ー D N A お よび 挿入遺伝

子 D N A 各 15 伽g を ライ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト く宝潜 造I

A 液8 ノJ l に B 液 1 ノバ を使用 して結 合さ せ た ．

3 ． B Z L F l と c イo s の 融合遺伝 子 発現プ ラ ス ミ ド

く図3I

C －f o s お よび c
－j u n 発現プ ラ ス ミ ドは が ん 研 ウ イ ル

ス部藤井雅寛博士 よ り分与さ れ た ． c
． F o s 1 6 4

－

38 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 C R くp o l y m e r a s e c h a i n r e a c ti o nJ で 増幅 した ． す な

わ ち
，

T a q ポ リ メ ラ ー ゼ綬衝液 くX lO T a q p ol y m e r
－

a s e b u ff e r ， P r o m e g a
，

W i s c o n si n
，

U S A J l O JJ l
，

1 ． 2 5 m M d e o x y n u c l e o tid e t ri p h o s p h a t e s くd N T PJ 1 6

FE l ， 20 m M 3
，

プ ライ マ
ー

5 p l
，
2 0 m M 5

，

プ ラ イ

B Z L F l

Z

Z d eIl

Z d e12

Z d e は

Z d e14

8 7

マ ー 5 ノ上 1
，

T a q ポ リ メ ラ ー ゼ0 ． 6 メ 1
， 蒸 留 水6 4

JL l
，

C ．f o s 遺伝 子 D N A l O n g を9 4
0

C l 分 ，
4 5

O

C l

分
，
7 2

0

C l 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 stI

，
C 末端 に B a m H I

の 認 識配 列 を 持 つ も の を D N A 合 成機 くM o d e1 3 9 1

D N A S y n t h e si z e r
，
A B l ジ ャ パ ン

． 東 都 に て作成
，

吸光度計 に て 260 n m の 吸光度 を測定 し，
2 0 m M に 調

整 した あと 使用 した ． こ の よう に して増幅 され た遺伝

子 を P s tI
，
B a m H I で切 断し Z タ ン パ ク の19 8 － 2 4 5 ア

ミ ノ 酸を コ ー

ドす る B Z L F l 遺伝子 の D N A 領域と 置

換 した ．

4 ． G a 1 4 タ ン パ ク D N A 結 合領 域 と Z お よ び

C
． F o s タ ン パ ク と の 融合タ ン パ ク 発現プ ラ ス ミ ド く図

4
，

5 1

G a14 タ ン パ ク D N A 結合領域発現 プ ラス ミ ド は が

H l n d IJJ H l n dJll S m aJ p stl H in c．l

F i g － 2 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f B Z L F l d el e ti o n m u t a n t s ． C r o s s li n e b o x e s

i n d i c a t e b a si c r e gi o n o f Z p r o t ei n ． T h e s e m u t a n t s w e r e i n s e r t e d i n t o th e

Cl o n l n g Si te s of p S G 6 pl a s m id ．

F o s

Z F o s

Z d e14 F o s

Fi g ． 3 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f c h i m e r a s c o n si st o f Z a n d c
． F o s p r o t ei n ．

S i n gl e li n e s s h o w Z p r o t ei n
，
t ri pl e li n e s s h o w c

－ F o s p r o t ei n ． C r o s s li n e b o x e s

i n di c a t e b a si c r e gi o n o f Z p r o t ei n
， a n d d o t b o x e s i n di c a t e b a si c r e gi o n o f c

－ F o s

p r o t ei n ，



8 8

G alZくG ZI

G Z d e II

G Z d e12

G Z d e13

G Z d e14

G Z d e15

G Z d e16

G Z d e1 7

G Z d e18

G Z d e1 9

H i n d Itt H i n dtlI S m a l

F i g ． 4 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n o f c h i m e r a s c o n si st o f D N A b i n d i n g r e gi o n o f

G a 14 p r o t ei n a n d Z p r o t e in d el e ti o n m u t a n t s ． Z p r o t ei n d el e ti o n m u t a n t s w e r e

i n s e rt e d d o w n s t r e a m o f G a1 4 p r o t ei n ． C r o s s li n e b o x e s i n d i c a t e b a si c r e gi o n o f

Z p r o t ei n ．

G al F o s d e1 1

G al F o s d e12

G al F o s d e1 3 ヒ 杢

G alF o s d e1 4

G al Z F o s

F i 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 hi m e r a s c o n si st of D N A b i n d i n g r e gi o n o f

G a1 4 p r o t ei n a n d c
－ F o s p r o t ei n d el eti o n m u t a n t s a n d Z p r o t ei n d el e ti o n

m u t a n t s ． c r o s s li n e b o x e s i n d i c a t e b a si c r e gi o n o f Z p r o t ei n
，

d o t b o x e s

i n d i c a t e b a si c r e gi o n o f c
－ F o s p r o t e i n ．
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ん研 ウイ ル ス 部藤井雅寛博士 か ら 分与を 受け た ． こ の

プラ ス ミ ド の G a14 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 B Z L F l
，

C
－f o s 遺

伝子 お よ び そ れ ら の 欠失変異体 を挿入 した 一

皿I ． 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 Ol 株 を2 X Y T 培地 くトリ プ ト ン16 g ，

イ
ー ス ト エ キス トラ ク ト1 ．O g ，

N a C 1 5 g ，
ア ン ピ シ リ

ン50 m g ハ ， p H 7 ． 6I 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 3 4 m gノ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 ． 培輩終 了 後，
5

，
0 0 0 r p m l O 分遠心に よ

り集 菌 し た ． 菌 体 を 1 0 m l の2 5 ％ s u c r o s e
，
50 m M

T ri s
－ H C l 綬 衝液 p H 7 ． 5 に 懸濁後 ，

リ ゾチ
ー

ム 1 0

m g 加 え ，
ゆ る や か に混和 し 5 分水 中に 静置 ，

0 － 2 5 M

e th yl e n e
－d i a m i n e

． t e t r a a c e ti c
－

a Cid 2 N a くE D T A J

l m l 加 え
，

1 5 分水 中 に 静置 ，
0 ． 3 ％ t rit o n

，
0 ． 2 M

E D T A
，

0 ．1 5 M N a C l l O m l 加 え15 分水 中に 静置 した

後，
3 0

，
0 0 0 r p m 4 0 分遠心 し た ． 上 清に 5 M N a C 1 2 ． 5

m l
，

1 0 ％ ド デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム くS O d i u m d o d e c yl

s u lf a t e
，
S D Sン0 ．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 ．

沈澱 を 3 m l の T E く1 0 m M T ri s
－ H C l p H 8 ． 0 ． 1

m M E D T A p H 8 ． 01 に 溶解後 15 0 p g の リ ボ ヌ ク レ

ア ー ゼくSi g m al を加 え3 r C 3 0 分反応 後 ， 塩化 セ シ ウ ム

くC s Cl
，

C e Si u m c hl o ri d e
，
B R L

，
G a ith e r s b u r g ，

U S A J

4 ．2 g ，
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 4 月 g を加 え

，
クイ ッ

ク シ
ー ル チ ュ

ー

ブ くq u i c k s e a l
，

ペ
ッ ク マ ン シ ヤ 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 ツ 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 gl m l 塩化セ シ ウ ム
，
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
0

C

65
，
0 0 0 r p m 5 時間超遠心 した ． プ ラ ス ミ ド の バ ン ド を

回収 し フ ェ ノ ー ル 抽 出，
エ タ ノ ー ル 沈澱 後 T E に て

1 m gノm l の濃度 に 溶解 し た ．

I V ． 遺伝子 導入

C A T ア ッ セ イ に 使用 す る細胞は 約1 ． O X l O
5

個I m l

の 濃度で 5 ％ F C S 加 D M E M 4 m l に て37
0

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 ．

す なわ ち
， 各種 プ ロ モ ー

タ
ー

領域 の 支配下 に C A T 遺

伝子 を組 み 込 ん だ レ ポ
ー

タ
ー プ ラ ス ミ ド 6 声 g と

，

B Z L F l
， C

－f o s お よ び そ れ ら の 欠 失 変 異 体 や G a1 4

D N A 結合領域 と の 融合遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド な ど の

エ フ ェ ク タ
ー プラ ス ミ ド0 ． 5 声 g －3 メイ g を

，
0 ■2 6 M 塩

化カ ル シ ウ ム 27 6 月1 に 混合 し
，

そ の 混 合 液 を 2 X

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

，

N a H P O ． 2 ． 8 m M H 月E P E S
，
N q 2 h y d r o x y e th yl

－

pip e
－

r a zi n e
－ N

，
－ 2 －

e th a n e s u lf o n i c a cidナ28 8 JL l に 滴下 しな

が ら混合 し， 室温に て20 分静置 した後 ，
上記培養細胞

に 加 え 6 時間培養 した ． そ の後 ，
ハ ン ク ス 液 くH a n k s

b al a n c e d s al t s ol u ti o n
，
H B S Sl に て洗淋 し ，

C O S ，1

は 5 ％ F C S 加 D M E M 4 m l で ，
N I H 3 T 3 は0 ． 5 ％

F C S 加 D M E M 4 m l で37
0

C 2 4 時間培養 した ．

V
．

C A T a s s 礼y

I V ． の ご と く 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 を ph o s p h a t e

b u ff e r s ali n e くP B SI で 洗淋 し T N E くT ri s ． H C l p H

8 ． 0 4 0 m M
，
N a Cl 1 5 0 m M

，
E D T A l m M l l m l に て 回

収 ，
1 0

，
0 0 0 r p m l O 秒遠心 し沈澱 に0 ． 2 5 M T ri s

，Ii C l

p H 8 ．0 を1 5 0 月1 加 え ， 超音波 ホモ ジナイ ザ ー で 細胞 を

破壊 ， 続い て10 ，0 0 0 r p m l O 分遠心 した 後 ，
上 浦75 声1

に 1 M T ri s ． H C l p H 7 ． 5 1 5 lJ l
．
4 m gl m l ア セ ナ ル

C o A くa c et h yl c o e n z y m e A
，
S i g m aナ20 p l

，

1 4

C ． ク ロ ラ

ム フ ェ ニ コ ー ル くD －t h r e o
一亡d i ch l o r o s c e tyl l ．

1 4
Cコ

c hl o r a m ph e ni c ol
，
ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン

，東京1 0 ， 2 5 Fe l ，

蒸留水40 ノバ 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 ， 京都1 50 伸 1 を加 え激 しく混

和 し ， 1 0 ，0 0 0 r p m l 分遠心 ， 酢酸 エ チ ル 層 を回収
，
真

空乾燥 させ た ． 残査を12 声l 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 ．

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

，
コ ン ト ロ ー ル の ア セ テ

ル 化さ れ た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル の 比 率 を1 と し た時

の 各々 の ア セ チ ル 化の 比率 を転写活性 と した ．

VI ． ゲ ル シ フ トア ッ セ イ

T P A 応答配列 D N A プ ロ
ー ブ は G A T C T T C T A ．

G A C C G G A T G A G T C A T A G C T T G の 3 0 b a s e p a i r

くb pl ，
Z 応 答配 列 D N A プ ロ

ー ブ は 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 2 0 n g ，

5 0 m M T ri s － H C l p H 7 ． 6
，

10 m M M g C l 2，
5 m M

di th i o th r ei t ol
，
0 ． 1 r n M s p e r m id i n e

， 0 ． 1 m M E D T A
，

1 0 0 JL Ci P－32 標識 y
－ A T P

，
2 0 u ni t T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド キ ナ ー ゼ を含 む反 応液50ノJ l を37
0

C l 時間反 応後 ア

ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気永劫 に より P －3 2 標識 D N A を分離

精製 し た ． 試験 管 内 m R N A 合成 は プ ラ ス ミ ド 内 の

T 7 R N A ポ リメ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー

を利用 し R N A 合

成 キ ッ トくP r o m e g aJ に よ り合成 を行 っ た ■ す な わ ち ，

発現 プ ラ ス ミ ド D N A 2 声 g を鋳型 と して 同キ ッ トに

て37
0

C l 時間反応後 ，
フ ェ ノ

ー ル 抽 出エ タ ノ ー ル 沈澱



9 0

に よ り 精製 し た ． この R N A I JL g を2 0 FL l の ウサ ギ

網状赤血球 ライ ゼ ー

ト くP r o m e g aJ と 混合 し3 0
O

C l 時

間反応さ せ タ ン パ ク合成 を行 っ た ． タ ン パ ク合成終 了

後 の ウ サ ギ網 状赤 血球 ラ イ ゼ
ー

ト 1 ノバ ，
P －3 2 標 識

D N A プ ロ
ー ブ く10 ，

00 0 c o u n t p e r m i n u t el を D N A

結 合緩衝 液 く20 m M H E P E S 旗 衝液 p H 7 ． 9
，
4 0 m M

E C l
，
0 ． 2 M E D T A

，
8 m M M g C 1 2，

1 0 ％ g r y c e r ol ，
2 ％

p o l y v i n yl al c o h ol
，
1 m M D T T J 中で 室温20 分反応後 ，

4 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気永動
，

そ し て オ
ー

ト

ラ ジオ グラ フ イ
一 に よ り分析 を行 っ た ．

成 績

工
．

E lヨY 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー か らの 転 写誘導

1 ． Z タ ン パ クお よ び そ の 欠失変異体 に よ る 転写活

性化

Z タ ン パ ク の構造 と機能 を明 らか に す るた め に Z タ

ン パ ク 欠失変異体 の 発現 プ ラ ス ミ ド を作製 し そ の 転写

活 性化能 を 検 討 し た ． E B V B M R F l 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

B M R F I C A T プ ラ ス ミ ド を レ ポ
一

夕
ー プ ラ ス ミ ド と

して 使用 した く図 り ．

7 35 塩基対 の D N A 配列 か ら な る B Z L F l 読 み取 り

枠は245 ア ミ ノ酸 か らな る Z タ ン パ ク を コ ー ドす る ．

B Z L F l 発現プ ラス ミ ド を B M R F I C A T プ ラ ス ミ ド

と同時 に N T H 3 T 3 細胞 に 遺伝 子 導入 す る と
，

コ ン ト

ロ
ー ル で ある p U C プ ラ ス ミ ド を B M R F I C A T と 同

時 に 導 入 し た場 合 に 比 し て 1 1 倍 B M R F l プ ロ モ ー

タ
ー か らの 転写 を促進 した ． Z タ ン パ ク C 末端18 ア ミ

ノ 酸を 欠失 した Zd ell くZ こ1 － 22 71 で は6 ． 4 倍の 転写活性

F O L D

I N D U C T 1 0 N

化 を示 した の に 対 して ，
C 末端47 ア ミ ノ 酸 を欠失 した

Z d e1 2 くZ ニ1 －1 9 81 ，
N 末端65 ア ミ ノ 酸お よ び133 ア ミ ノ

酸 を欠失 し た Zd e13 くZ こ 6 6 ．2 4 51 ，
Z d e1 4 くZ こ 1 3 4 －2 4 51

は
，

い ずれ も有 意な転写活性化能 を示 さ な か っ た く図

6 I ．

2 ． c
．J u n

，
C

－ F o s お よ び Z F o s 融合 タ ン パ ク に よ る

転写活 性化

Z タ ン パ ク と c ． F o s タ ン パ ク に は N 末 端 か ら

D N A 結合領 域 に か け て 高 い 相同性 が 認 め ら れ る
一

方
，

その C 末端側の 構造 は著 し く異 な っ て い る ． そ こ

で 両 タ ン パ クの こ の C 末端領域 の構造 と機能 を比 較す

る た め に Z タ ン パ ク の N 末端 か ら D N A 結合領域 す な

わ ち 1 － 1 98 ア ミ ノ 酸と C－F o s タ ン パ ク の D N A 結合

領域 よ り C 末端 側1 64
－

3 8 0 ア ミ ノ 酸 を組 み 合わ せ た 融

合 タ ン パ ク Z F o s の 発現 プラ ス ミ ドお よ びZ 13 4
－

19 8

ア ミ ノ 酸と C
－ F o s 1 6 4

－ 3 8 0 ア ミ ノ 酸 を組 み 合 わせ た 融

合 タ ン パ ク Zd e1 4 F o s を作製 し転写活性化能 を検討 し

た く図 3 1 ．

c
．f o s 遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド は単独で は B M R F l プ

ロ モ ー

タ
ー か ら の転 写を 有意に 促進 せ ず くコ ン ト ロ ー

ル の0 ． 5倍1 c
－j u n 遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド も単独で は 弱

い 転 写 活性 化能 し か 示 さ な か っ た くコ ン ト ロ
ー ル の

2 ． 2イ割 ． c
－j u n

，
C

－f o s 遺伝子 発現 プ ラ ス ミ ド を同時 に 遺

伝子 導入 す る こ と に よ り相乗的 に こ の プ ロ モ ー

タ
ー か

らの 転写 を促進 し た ． くコ ン ト ロ
ー ル の 5 ． 8 倍1 ．

一 九

上 記 の よ う に Z タ ン パ ク D N A 結合領域 よ り C 末端側

を 欠失 した Z d e12 で は 転写活性 化能が 消失 した が
，

こ

れ に C － F o s タ ン パ ク C 末端217 ア ミ ノ 酸 を組 み 合 わ せ

た Z F o s 融合 タ ン パ ク は 単独 で B M R F l 遺伝 子 プ ロ

約 ぜ 飢 柑 銅 藩離
翁 静

物 徽 鈎

書 中 中 書 中 朝 争 辱 命 令 砂
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F O L D

I N D U C T t O N
1 ．0 5 ． 3 8 ．3 1 2

8 Z L F I C A T

1
．0 5 ． 5 8 ． 7 2 ． 7

8．H
二

R FI C A T

F ig ．
7

． C A T a s s a y o f t r a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti o n b y B Z L F l
，

C ．j u n ＋ c －f o s a n d Z F o s ．

B Z L F I C A T
，

O r B H R F I C A T pl a s m id D N A w a s c o t r a n s f e c t e d a s a r e p o r t e r

pl a s m i d ，

モ ー

タ
ー か ら の 転写 を コ ン ト ロ

ー ル に 比 して22倍促進

した ． ま た ，
Z d e14 F o s も単独で コ ン ト ロ

ー ル に 比 し

て13 倍促進 し た く図6 ナ． さ ら に B Z L F l 遺伝子 自身の

プ ロ モ ー タ ー お よ び B H R F l 遺 伝子 プ ロ モ ー

タ
ー

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 ドくB Z L F I C A T
，
B H R F I C A T l を用 い て 同様の 実

験 を行 っ た ． Z タ ン パ ク は B Z L F l
，
B H R F l 遺伝子 プ

ロ モ ー

タ
ー

か ら の 転 写 を コ ン ト ロ
ー ル に 比 し て各 々

5 ． 3 倍 ， 5 ． 5倍促進 した ． c －j u n
， C

．f o s を同時 に 遺伝子 導

入 した 場合に は 両遺 伝 子 プ ロ モ ー

タ
ー

か ら の 転写 を

各々8 ． 3 倍 ，
8 ． 7 倍促 進し た ．

一 方 Z F o s は両遺伝子 プ

ロ モ ー タ ー か らの 転 写 を各々12 ． 2 倍 ，
2 ． 7 倍 促進 し た

く図 り ．

工工
． ゲ ル シ フ トア ッ セ イ

1 ． Z タ ン パ ク の D N A 結合様式

ま ずZ タ ン パ ク の D N A 結合様式 を検討 す る た め に

Z タ ン パ クと N 末端 側65 ア ミ ノ 酸を 欠失し た Z d e1 3 タ

ン パ ク を用 い
，

T P A 応答配列 を含む D N A を プ ロ
ー

ブと し て ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た ．

Z
，
Z d e 13 タ ン パ ク 共に T P A 応 答配列に 結合し た

が くレ ー ン B Z L F l お よ び D e 1 3l ，
Z d e1 3 タ ン パ ク の

T P A 応答配列 へ の 結合 は著 しく 弱く ま た 移動 度 は Z

タ ン パ ク に 比 し て 大 き か っ た ． 両 タ ン パ ク を 別々 の

チ ュ
ー ブ で合成後 に 混 合 し T P A 応答配列プ ロ

ー

ブ と

反応 さ せ た場 合 に は 乙 Z d e1 3 タ ン パ ク そ れ ぞ れ の

D N A 複合体が 見 ら れ た の に 対 し くレ ー ン B Z L F l ＋

B Z L F l －

8 Z L F l ノD 8 13 一

口e は 料

N S
－

P R O B 巳 T R E くA T G A G T C A TI

F i g ． 8 ． G el m o b ility sh ift a s s a y f o r T R E b i n di －

n g of Z a n d Z d e 1 3 p r o t ei n s ． B Z L F l 十 D e1 3 ，

Z m R N A a n d Z d e 1 3 m R N A w e r e s e p a r a t el y

t r a n sl a t e d ニ B Z L F I J
I

D e 1 3 ，
Z m R N A a n d Z d e 13 －

m R N A w e r e c o t r a n sl at ed こ N S
，

N o n s p e cifi c

b i n d i n g a cti vi ty ．



9 2

D e 1 3I ，
Z m R N A

，
Z d e13 m R N A を同 一 の チ ュ

ー ブ で 翻

訳後 に T P A 応答配列 ブ ロ
ー プ と反応さ せ た 場合 に は

Z．タ ン パ ク D N A 複 合体 ， 非常 に 弱 い Z d e1 3 タ ン パ ク

D N A 複合体 に 加え て新 た な タ ン パ ク D N A 複合体が

認め ら れ た くレ ー ン B Z L F I J
I

D e 1 3 H 図 8 ン，
こ の 複合体

の 移動度 が両者の ほ ぼ中間で あ る こ とか ら
，

こ れ は Z

タ ン パ ク と Z d e13 タ ン パ ク と の 異種 二 畳体 と考 え られ

た ． よ っ て Z タ ン パ ク は D N A に 二 量体 と して 結合す

る と結論 され た
，

また 別々 に 合成 した Z
，
Z d e1 3 タ ン パ

ク 間で は異種 二 量体形成が 見ら れ な か っ た こ とか ら
，

D N A に 結 合 し て い な い 状 態 で Z タ ン パ ク お よ び

Zd e 1 3 タ ン パ ク はす で に 二 量体 を形 成 して い ると 考 え

ら れ た ．

一 方
，
同 一

チ ュ
ー

ブ 内で翻 訳 した Z タ ン パ ク

お よ び Z d e1 3 タ ン パ ク は Z タ ン パ ク 同種 二 重体
，

Z

Z d e13 タ ン パ ク 異種二 畳体 に 比 して Z d e13 タ ン パ ク 同

種 二 塁体が 著 し く微量で あ っ た こ と は
，
Z d e1 3 タ ン パ

ク の 同種 二 量体形成能ある い は D N A 結合能 が 弱い こ

と を示 唆 し て い る ．

2 ． Z F o s 融合タ ン パ ク の D N A 結合能

C ． F o s タ ン パ ク は単独で は T P A 応 答配列 ブ ロ
ー

プ

Fi g ． 9 ． G el m o b ilit y sh ift a s s a y f o r T R E bi n d i －

n g o f Z
，
Z F o s

，
C

－J u n a n d c
－ F o s p r o t e in s ． N S

，

N o n s p e cifi c b i n di n g a cti v it y ．

崎

に 結合 し得な か っ たが c ．J u n タ ン パ クと 異種 二 量体 を

形成 して T P A 応答配 列 プ ロ
ー

プ に 強 く 結合 し た ．

C
－J u n タ ン パ クは 単独で 弱 く結合 した く図 9J ，

Z の C 末

端4 7 ア ミ ノ 酸 を欠失 した Z d e1 2 タ ン パ ク は D N A 結合

能 を 喪 失 し た く未 発 表I ． こ の Z d e1 2 タ ン パ ク に

C－F o s タ ン パ ク の C 末端 の1 68
－

3 8 0 ア ミ ノ 酸を組 み 合

わ せ た Z F o s 融合 タ ン パ ク は c
．J u n タ ン パ ク と異種二

量体 を形 成す る こ と に よ り ， C
．J u n c

－ F o s タ ン パ ク 異

種 二 量体 と 同等 も しく は それ 以 上 の 親和性で T P A 応

答配 列プ ロ
ー ブ に 結合 した く図 91 ． ま た ． プ ロ

ー

ブ と

して Z タ ン パ ク の み が 特異的 に結合す る と され てい る

Z 応 答配 列 を有す る D N A を プ ロ
ー プと して 用 い る と

C
－J u n

，
C

－ F o s タ ン パ ク お よび それ らの 異種 二 塵休も 結

合 し得な い の に対 し
，
Z F o s タ ン パ ク は単独 で は Z 応

答配列 プ ロ
ー

ブ に 結合 しな か っ た が c
．J u n タ ン パ ク の

存在下 で は 異種 二 畳体 を形成 して Z 応答配列 ブ ロ
ー プ

に 結合 した く図 1 0 1 ． 次 に C －J u n c ， F o s タ ン パ ク 異種

二 量体 ，
C －J u n Z F o s タ ン パ ク 異 種 二 畳 体 お よ び

Z F o s タ ン パ ク 同種 二 畳体の D N A へ の 結合の 特異性

を 検 討 す る た め に 桔 抗 阻 害 実験 を 行 っ た ． c
－J u n

Q 盛適濾ダ
ー

P R O B E ニZ R E 5 くA T G T G C A AI

Fi g ．1 0 ． G el m o bili ty sh ift a s s a y f o r Z R E bi n di －

n g o f Z
，
Z F o s

，
C

－J u n a n d c
－ F o s p r o t ei n s ， N S

，

N O n s p e cifi c b i n di n g a c ti vi t y ．



Z タ ン パ ク お よ び c － F o s タ ン パ ク の 構造 と機能解析

c
－ F o s タ ン パ ク 異種 二 量体の T P A 応答配列 プ ロ ー ブ

へ の 績 合 は ， 標 識 さ れ て い な い T P A 応 答 配 列

D N A を過剰 に 入 れ る こ と に よ り指抗 阻害さ れ た が
，

Z 応 答 配 列 D N A で は 阻 害 さ れ な か っ た ． c
－J u n

Z F o s タ ン パ ク 異種 二 量体の T P A 応答配列 プ ロ
ー ブ

へ の 結合，
Z F o s タ ン パ ク 同種 二 畳体 の T P A 応答 配

列 プ ロ
ー

プ へ の 結合 に つ い て も 同様 の 結果 が 得 ら れ

た ． と こ ろ で c
－J u n Z F o s タ ン パ ク 異種 二 畳体の Z 応

答配列 プ ロ
ー プ ヘ の 結合 は

， 標識さ れ て い な い T P A

応答配列 D N A お よ び榛識 さ れ て い な い Z 応 答配 列

D N A の い ずれ を過剰 に 入 れ た場合 に も 阻 害 さ れ た

く図11J ． す な わ ち c －J u n c
－ F o s タ ン パ ク 異種 二 塁体 ，

Z F o s タ ン パ ク 同種 二 塵 体の T P A 応 答配列 へ の 結合

およ び c
－J u n Z F o s タ ン パ ク 異種 二 塁 体の T P A 応答

配列
，

Z 応答配列 へ の 結合は 各々 D N A 配列特異的 で

ある と い う 結果が 得 られ た ．

m
．

Z お よ ぴc － F 鵬 タ ン パ ク の 転 写 活性化領域の 同

定

転写調節 に 係わ る タ ン パ ク に は
，

D N A に 結合 す る

領域と 転写複合体 に 作 用 して転 写を促進 す る領域 が あ

る ． こ の 転写活性化領域 を検索す る た め に D N A 結合

領域
上 転写活性化領域 の 構造が す で に 明 ら か な酵母転

写調節 因子 で あ る G a 14 タ ン パ クの D N A 結合領域 を

用 い て Z お よ び c
－ F o s タ ン パ ク と の 融合 タ ン パ ク を作

製し ， 両 タ ン パ クの 転写活性化領域 の 同定 を試み た ．

1 ． Z タ ン パ ク の 転写活性化領域

菅

膚
D

皆
済

h

居
ぎ

血

厨
心
遣
亀

島

中

さ

書
－

■

啓
巌

曹
塵

93

G a 14 タ ン パ ク の 転写活性化領域 を除い た D N A 結

合領域の C 末端 側 に Z タ ン パ ク を含 む融 合 タ ン パ ク

G al Z くZ ニ2 － 2 4引 は G a 14 タ ン パ ク に よ り転写誘導が可

能 な プ ロ モ ー

タ
ー

か ら の 転 写 を 促 進 し な か っ た ．

G al Z の Z タ ン パ ク の C 末 端4 7 ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た

G al Z d ell くZ こ 2 －1 9 軋 Z タ ン パ ク の D N A 結合領域 を

含 む C 末 端6 8 ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た G al Z d e1 2 くZ i

2 ．1 7 7I も転写 を促進 し な か っ た ． しか し ，
G a lZ の C 末

端 か ら112 ア ミ ノ酸 を欠失 した G alZ d e1 3 くZ ニ2 － 1 3 31 は

コ ン ト ロ
ー ル に 比 して62 倍と 著 しく転写 を促進 した ．

F i g ．1 1
－ C o m p e ti ti o n a s s a y f o r T R E b i n d i n g

a ffi n it y of c
－J u n c

－ F o s p r ot ei n s h e t e r o d i m e r
，

C －J u n Z F o s p r o t ei n s h e te r o d i m e r a n d Z F 。S

p r o t e i n h o m o di m e r a n d f o r Z R E b i n d i n g
a ffi ni ty o f c

－J u n Z F o s p r o t ei n s h e t e r o d i m e r
．

患

者
g

尊

ぎ
ぼ

入

居
者

勒

曹

超

ぎ
拶

扱

ぎ
拶

茸

ぜ
g

聯
罫

書

合

議

態

■

一

書
，

中

書

t

I N D U C T 1 0 N
l lO l － 1 2

． 5 0 － 5 6 2 0 1 8 l ． 1 2 ． 5 7 9 3 2 ． 7 1 ． 6

G l O 8 ． C A T

F i g ．1 2 － C A T a s s a y o f t r a n s c ri p ti o n a l a cti v a ti o n b y c hi m e r a s o f G a 1 4

p r o t ei n D N A b i n di n g r e gi o n a n d Z p r o t ei n d el e ti o n m u t a n t s ．

p G l O B C A T pl a s m i d w a s c o t r a n s f e c t e d a s a r e p o rt e r pl a s m i d ．
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F O L D

L N D U C T tO N
l － 0 9 3 2 ． 2 6 9 6 5 5 1 3 6 1 1 4

G l O B － C A T

Fi g ．1 3 ■ C A T a s s a y o f t r a n s c ri pti o n a l a c ti v a ti o n b y c h i m e r a s o f G a 1 4

p r o t e in D N A b i n d i n g r e gi o n a n d c
－ F o s p r o t ei n d el e ti o n m u t a n t s

a n d Z F o s p r o t ei n ， p G l O B C A T pl a s m id D N A w a s c o t r a n sf e c t e d

a s a r e p o rt e r pl a s m id ．

4 6

B ZI J F l 血 － － D P N S T S E D － － V R m P D P Y Q V P F V Q A F D Q A T R V Y O D L G G P S Q A P L P C
十王 ナ ナ 七 大

C
－ F o s 凹H F S G ア虻A D Y E A S S S R C S S A S P A G D S L S Y Y H S P A D S F S S M G S P V M A Q D F C

5 0

9 6

B Z L F I V L W P V L P E P L P Q G Q L T A Y H V S T A P T G S W F S A P Q P A P E N A Y Q A Y A A P Q L F P

C
－

F o s T D L L A V S S － － － A N F I P T V T A Z S T S P D L Q W L V Q P A L V S S V A P S O T R A P ヨp F G

9 7

1 4 6

B Z I J F I V S D I T Q N Q Q T N Q A G G E 且P Q P G D N S T V Q T A A A ママF A C P G A H Q G Q Q L A D I G V

大 火 火

C － F o s V T A P S A G A Y S R － A G － － － － － － － － － － － － － － － － － M － － － － 一 一 － － － － － － － － －

1 1 3

1 9 6

B Z L F I P Q P A P V A A p A R R T R X P 00 P E S L E E C D S E L E Z K R Y R 虻 R V A S R X C R A X F X Q L

十 大 大 火 大 火 大 女 女 大 女 大 火 女 王

C
－

F o s T M T G G R A Q S I G R R G K V E O － L S P E E E E R － R R Z R R E R m A A A X C R N R R R E L

1 6 1

2 4 5

B Z L F I L Q E Y R E V BLA A K S S E N D R L R L L L K O M C P S L D V D S I Z P R T P D V L 王工E D L L N F

C － F o s T D T L Q A E T D Q L E D E K S A L Q T E I A 旺 L L K E K E K L E F Z L A A E R P A C K Z P D D L ． ． ． ．

2 1 0

F i g ．1 4 ． A m i n o a ci d s e q u e n c e o f Z a n d c
－ F o s p r o t ei n ． C o n s e r v e d

a m i n o a ci d s a r e m a r k ed b y th e s t a r ． B a si c r e gi o n s a r e i n d i c a t e d

b y th e s o lid u n d e rli n e ．



Z タ ン パ ク お よ び c
－ F o s タ ン パ ク の 構造 と機能解析

し か し G al Z の C 末端 か ら1 35 ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た

G al Z d e14 くZ こ2 － 11 OJ は転 写活性化 を示 さ な か っ た ．

一

方Z タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ 酸 を欠失 した 変異体 を

G a14 D N A 結合領域 の C 末端 に 組み 込 んだ G al Z d e1 5

くZ i 6 6 －2 4 51 ，
Z タ ン パ ク の N 末端133 ア ミ ノ 酸 を欠失 し

た G a lZ d e 16 くZ i 1 3 4－24 51 はい ず れ も転 写活性化 を示 さ

な か っ たが ， Z タ ン パ ク の N 末端15 7 ア ミ ノ 酸 を 欠 失

した変異体 を G a1 4 タ ン パ ク D N A 結 合領域 の C 末端

に 組み 込 ん だ G al Z d e1 7くZ ニ15 8 － 2 4 51 は コ ン ト ロ
ー ル に

比 して793 倍と 著 しい 転写活性化 を示 し た く図121 ．

2 ． c－F o s タ ン パ クの 転写活性 化領域

G a14 タ ン パ ク D N A 結合領域の C 末端 に c
． F o s タ

ン パ ク の D N A 結合領域 を含む C 末端256 ア ミ ノ 酸 を

組み込 ん だ融合 タ ン パ ク G al F o sd ell くF o s こ 1 2 5 －3 8 01

はコ ン ト ロ
ー ル に 比 し て93 倍の 転写活性化 を示 した ．

同様 に し て c
－ F o s タ ン パ ク の C 末端21 7 ア ミ ノ 酸 を 欠

失し た変異体 を G a1 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 の C

末端 に 組み 込ん だ G a l F o sd e12 くF o s i 2 －1 6 31 は 有意 な

転写活性化を 示 さ な か っ た が c － F o s タ ン パ ク の C 末端

270 アミ ノ 酸を 欠失 した 変異体 を組み 込 ん だ G al F o s d ．

e13 くF o s三2 －1 1 01 は69 6 倍と 著 しく転写 を促進 した ． さ

らに C 末端 の ア ミ ノ 酸 を25 個削除 し ， 合計2 95 ア ミ ノ

酸を 欠失し た G al F o s d e14 くF o s i 2 －8 51 も55 1 倍と 著 し

い 転写活性化 を示 した ．

一 方
，

Z と c
－ F o s の 融合タ ン

パ ク Z F o s を G a1 4 D N A 結 合 領 域 に 融 合 さ せ た

G al Z F o s も コ ン ト ロ ー ル に比 し て 有 意 に 転写 活性 化

を示 した く図131 ．

考 察

E B V の B Z L F l 遺伝 子 が コ
ー

ドす る Z タ ン パ ク は
，

E B V 潜伏感染細胞 を T P A
，

ホ ー ボ ル エ ス テ ル
，
イ オ

ノ フ ォ ア
，

ヨ ー

ド デ オ キ シ ウ リ ジ ン
， 抗 ヒ ト免疫 グ ロ

ブリ ン 抗体 な ど で処理 し た際に 新た な タ ン パ ク 合成 を

必 要とせ ず に その m R N A 合成が起 こ る ウイ ル ス 初期

抗原の－
一

つ で あ り ， そ れ に 引き続 い て ウ イ ル ス 早期 ，

後期遺伝子 の 発現が起 こ る
10 用

． ま た
．
B Z L F l 遺伝 子

の み を E B V 潜伏感染細 胞に 発 現さ せ る こ と に よ リ ウ

イ ル ス 複製 サイ ク ル が 開始さ れ る こ と か ら B Z L F l 遺

伝子 発 現が ウイ ル ス 複製 サ イ ク ル 誘導の 引金 と な っ て

い る
gl 用1 3I

一 方
，

Z タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列 は ， 細胞内転写調

節因子 で あ る A PTl フ ァ ミ リ
ー

， と り わ け c
－f o s 遺伝

子が コ
ー

ドす る c － F o s タ ン パ ク と そ の ア ミ ノ 酸配列 に

おい て高い 相同性 を有す る
桐

． c
－ F o s タ ン パ ク は 細胞

転写 因 子 c
－J u n タ ン パ ク と 異 種 二 量 体 を 形 成 し

D N A に 結合 す る ■

一 般に 細胞 内転写 因子 は 同種 も し

95

く は 異種 二 量体 を形成 し て D N A に 結合す るが ，
二 量

体形成 は 7 ア ミ ノ酸 ご と に ロ イ シ ン も し くは 他の 疎水

性 ア ミ ノ 酸 が繰 り返 し て配列す る ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー

と

呼 ば れ る構造 を介 し て起 こ る
22 ト 劫，

． ま た D N A 結 合領

域 は塩基性 ア ミ ノ 酸 に 富み ， Z タ ン パ ク お よ び A P ．1

フ ァ ミ リ ー 間で その ア ミ ノ酸 配列が 特 に よ く 保存 され

てい る ． Z タ ン パ ク は2 45 ア ミ ノ酸 か ら 構成 さ れ てお

り N 末端178 番目か ら19 6 番目 の 間 に c － F o s タ ン パ ク と

非常 に 相同性の 高い D N A 結合領域 を持つ が
， 典 型的

な ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構造 を持 たな い
． 今回の 実験 に お

い て Z タ ン パ ク は典型的 な ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 構造 を有

しな い に も か か わ ら ず，
D N A 結合

， 非結合 い ず れ の

状態 に お い て も安定 な同種 二 塵体と し て存在 する こ と

が明 ら か と な っ た ． こ の こ と は Li e b e r m a n ら
1乃 － 1切

，
お

よ び C h a n g ら
20，

が Z タ ン パ ク と他の タ ン パ ク と の 融

合 タ ン パ ク を用 い て 行 っ た 結果と よ く
一 致す る ． Z タ

ン パ ク の C 末 端6 5 ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た 変 異 体 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 こ れ は D N A 結合能 を失 っ た た め で あ っ た く未発

酎 － C h a n g ら は c
． F o s タ ン パ ク の 1

－

1 6 1 ア ミ ノ 酸 と

Z タ ン パ ク の19 7
－

2 4 5 ア ミ ノ 酸 を融合させ た F o s Z 融

合 タ ン パ ク が 二 重体 を形成 して T P A 応答配列 に 結合

す る こ と か ら
．

Z タ ン パ ク の D N A 結合領域か ら C 末

端 が 二 畳 体形成 に 必 須で ある と 報告し て い る
201

が
，

こ

の こ と は本結果 と矛盾 しな い
，

C
－ F o s タ ン パ ク は単 独

で は B M R F l プ ロ モ ー

タ
ー

か らの 転写 を ま っ た く活

性化 しな か っ た が
，

C －J u n タ ン パ ク で は わ ず か に 酒性

化が検 出さ れ た ． しか し こ れ は
， 細胞内困性 の c ． F o s

タ ン パ ク ま た は c ゼ o s 関連 タ ン パ ク と の 協調作用 と考

えら れ た
30131，

一方
，

C － F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域

よ り C 末端側 くロ イ シ ン ジ ッ
パ ー 構 造 を構 成 す る 部

分1 と Z タ ン パ ク の D N A 結合領域か ら N 末端側 を融

合 させ た Z F o s 融合タ ン パ ク は
，

C － F o s タ ン パ ク と異

な り単独 で も弱 く D N A に 結合 し
． さ ら に C－J u n タ ン

パ ク と 異 種 二 量 体 を 形 成 す る こ と に よ り ，
C －J u n

C
L F o s タ ン パ ク 異種二 量 体 と同程度の 親和 性 で T P A

応答配列 に 結合 した ． ま た Z 応答配列 に Z．タ ン パ ク は

結合可能で c
－J u n c － F o s タ ン パ ク 異 種 二 重 休は 結合し

な か っ た が
，

こ の Z 応 答 配 列 に Z F o s タ ン パ ク は

C －J u －1 タ ン パ ク と 異種 二 量 体 を形成す る こ と に よ り低

親和性 で は あ る が 結合可能 で あ っ た ． こ の こ と か ら
，

C
－J u n c － F o s タ ン パ ク 異種 二 重体 の D N A へ の 結合 に

際 し て
， C

－ F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域 の 特異性が

C －J u n c － F o s タ ン パ ク 異種 二 量体 の D N A 結合性 に 影

響 を与 え て い る こ と を強く 示 唆し て い る ． 本結果 は
，

N a k a b e p p u ら の c
－J u n c

－ F o s タ ン パ ク異種 二 畳体の



9 6

D N A 結合性 は c
－J u n タ ン パ クの D N A 結合領域と 同

程度 に C
－ F o s タ ン パ ク の D N A 結合 領域 に よ り規定 さ

れ る と い う 実験 結 果 を よ り 明 確 に し た
32 ト 381

． ま た

Z F o s タ ン パ ク は単 独で B M R F l プ ロ モ ー タ
ー

か ら の

転写 を洒性化 し た が ， ゲ ル シ フ ト ア ッ セイ の結果 か ら

も細胞 内困性の C －J u n タ ン パ ク ま た は そ の 関連 タ ン パ

ク と 相互作 用を して い る と考 え ら れ る
一 方

，
C

－ F o s タ

ン パ ク は同 じ条件 下で 単独 で は転写 活性化能 を示 さ な

い こ とか ら ，
Z F o s タ ン パ ク が c

－J u n ま た は そ の関連

タ ン パ ク と は異 な る細胞内因子 と相互作用 し て い る 可

能性 も 否定 で き な い
．

K a k id a n i ら は G a1 4 タ ン パ ク の D N A 結合領域 と

ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の転写 因子 V P －1 6 と の 融合 タ ン パ

ク を用い て V P －1 6 の転写活性化能 に つ い て の 検索 を

行 っ て い る
3 仰 い

． 今回
，
本研究 で も G a 14 タ ン パ ク の

D N A 結合領域 との 融合タ ン パ ク を用 い て転写活 性化

領域 を検索 した 結果 ，
G a1 4 タ ン パ ク D N A 結合 領域

に 完 全長 の Z タ ン パ ク ，
1 9 8 番目以 降，

178 番 目以後 を

欠 失 し た Z タ ン パ ク を 融 合 し た G al Z ，
G al Z d el l

，

G al Z d e12 は い ずれ も 転写活性化 能 を示 さ なか っ たが ，

1 3 4 番目以 後 を欠失 した G al Z d e13 が
，
初 め て高い 活性

化 能 を示 し た ． し か し
，

1 1 1 番 目 以 後 を 欠失 し た

G a lZ d e14 で は再 び活性化能 を喪失 し た ．

一 方 ．
Z タ ン

パ ク と c
－ F o s タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸配列 を 図1 の ごと く

対 応 さ せ た 場 合 に G al Z d el l に 対 応 す る G a1 4 と

c
－ F o s と の融合 タ ン パ ク G al F o s d e 12 は G a lZ d ell 同

様転写活性化能 を示 さ な か っ た が
，

G al Z d e1 4 に 対 応

す る G al F o s d e 13 お よ び ， さ ら に C 末端側25 ア ミ ノ 酸

を 欠失 し た G al F o s d e 14 で は高 い 転写活性化能が 認 め

ら れ た ． 同様 に 今 度 は Z タ ン パ ク の N 末端65 ア ミ ノ

酸 ，
1 33 ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た 融合 タ ン パ ク で は G al Z

同様に 転 写活性 化能 を示 さ ず157 ア ミ ノ 酸 を 欠失 し た

G al Z d e1 7 で 初 め て著 し い 転 写活 性化 能 を 示 し た ．

c
－ F o s タ ン パ ク の N 末端 の ア ミ ノ 酸 をZ タ ン パ ク の 15

7 ア ミ ノ 酸 に 対応 す る よ う に 削除 し た 融合 タ ン パ ク

G al F o s d ell は や は り著 しい 転写活性化 を 示 し た ． 以

上245 ア ミ ノ酸 か ら な る Z タ ン パ ク は ， そ の N 末端133

ア ミ ノ 酸お よ び N 末端 か ら158 番 目以 降 の 88 ア ミ ノ 酸

に 転写活性化領域 が存在 し，

一 方38 0 ア ミ ノ 酸か ら な

る c
－ F o s タ ン パ ク で は N 末端8 5 ア ミ ノ 酸お よ び N 末端

か ら1 2 5 番目以降の256 ア ミ ノ 酸 に 転写活性化領域 が存

在 す る こ とが 示唆さ れ た ． こ の よう に Z タ ン パ ク お よ

び c
． F o s タ ン パ ク は非常 に よ く対応 す る部分 に 転 写活

性化領域 が 同定 さ れ た ． また
，

Z タ ン パ ク の134
－ 1 5 7

ア ミ ノ 酸を 含む 融合 タ ン パ ク は い ずれ も転 写活性化能

を示さ ず
，

こ の領域 が転写誘 導に 対 し抑制的 に 作用す

崎

る こ と を示 唆 し て い る ．

一 方 c
－ F o s タ ン パ ク は G a1 4

タ ン パ ク D N A 結合領域 に 融合 さ せ た 場 合 に
， 1

－

1 1 0 ア ミ ノ酸 が転 写活性 化能 を持 ち 1 －163 ア ミ ノ 酸で

は転写活性 化能 を喪失す る こ と
，

さ ら に ，
1 2 5 － 3 8 0 ア

ミ ノ 酸 は 転写活性化 を持つ こ とか ら11 1 － 1 2 5 ア ミ ノ 酸

領 域に 転写誘導 に 対 し抑制的 に 作用 す る領域が 存在す

る こ と が 示 唆 さ れ た ． Z タ ン パ ク お よ び c
－ F o s タ ン パ

クの こ れ ら の 領域 は D N A 結合領域付近 の N 末端側 に

あ り
，

や は り ほ ぼ対応 す る 領域 に 存 在 して い る と 考え

ら れ る ．

一 般 に 活性 化領 域 は 酸 性 ア ミ ノ 酸 に 富 む と さ れ

る
42 ト 刷

． K i m ら は酵 母 の 転 写因 子 H A P l に つ い て

D N A 結合領域 の塩基性 ア ミ ノ酸 は活性化領域 の 酸性

ア ミ ノ 酸 に 対 し て影響 を及 ぼ す が D N A に結 合す る こ

と に よ り こ の影 響を受 け な く な り ， 活性化領域が そ の

機能 を発揮 す る と 報告 し て い る
4 岬

． 本研 究 で は Z タ

ン パ ク お よ び c
－ F o s タ ン パ ク の D N A 結合領域の す ぐ

N 末端 側 に転写 を抑制 し て い る領域が 存在 す る こ とが

示 唆さ れ た が
，

こ の 領 域は D N A と非結合状態 で は転

写因子 の 活性化領域 を不滴性化 し て お り D N A 結合領

域が 特異的 D N A 配 列を 認識 して 結合す る こ と に よ り

こ の抑制領域 が 不活 性化さ れ 転写活性化 を示 す と 推測

さ れ る ． Z タ ン パ ク の D N A 結合領域 よ り C 末端側の

活性 化領域の 正 確な 存在部位 の 同定 お よ び Z タ ン パ ク

の 負の 転写調節領域 の性質 に つ い て今後 さ ら に 検討す

る 必要が あ る ．

結 論

ア ミ ノ 酸配列 に 高い 相同性 を持 つ E B V B Z L F l 遺

伝子 産 物Z タ ン パ ク およ び c
－f o s 遺伝子 産物 c － F o s タ

ン パ ク に つ い て以下 の 結論 を得 た ，

1 ． Z タ ン パ ク は 二 量体 を形成 し て T P A 応答配列

お よび Z 応答配 列に 結合 し転 写活性 化能 を示 す ．

2 ． Z タ ン パ ク は 明確 な ロ イ シ ン ジ ッ
パ ー 構造 を持

た な い が D N A 結合領域 の C 末端側の 領域が 二 重体形

成 に 必 須 で あ る ．

3 ． Z タ ン パ ク の 転写活性化領域 は N 末端1 33 ア ミ

ノ 酸お よ び C 末端88 ア ミ ノ酸 内に 存在 し
，

C
－ F o s タ ン

パ クの 転写活性 化領域 は N 末端8 5 ア ミ ノ 酸お よ び C 末

端255 ア ミ ノ酸 内に 存 在す る ．

4 ． Z タ ン パ ク お よ び c
． F o s タ ン パ クの D N A 結合

領域 の N 末端側 に 隣接す る領域 は転写活性化 を負 に 調

節す る 領域と 推測さ れ る ．
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D ． 鹿 M ill e r
，

G ． ニ

M ali g n a n t l y m p h o m a i n c o tt o n － t O p m a r m O S e t S

a ft e r i n o c u l a ti o n wi th E p st ei n
－ B a r r v i r u s ． P r o c ．

N a tl l A c a d ． S c i ． U S A
，
7 0

，
24 8 7 －2 4 9 1 く19 7 31 ．

6 I z n r 壬壬a u z e n
，

臥
，
0

，

N e a l
，
F ． J ． 鹿 F r e e s e

，
U ．

K ． ニ P e r si sti n g o n c o g e ni c h e r p e s v i r u s i n d u c e d b y

th e t u m o u r p r o m o t e r T P A － N a t u r e ， 2 7 2
，
3 7 3 －3 7 5

く19 7即．

り Fl e m i n g t o n
，
E ． 及 S p e c k

，
S ． H

． こ I d e n tifi c a t ．

i o n of p h o rb o l e s t e r r e s p o n s e el e m e n t s i n th e

p r o m o t e r o f E p st ei n
－ B a r r vi r u s p u t a ti v e l y ti c

S W it c h g e n e B Z L F l ． J ． V i r ol ．
，
6 4

，
1 2 1 7 －1 2 2 6 く19 9 01 ．

8 I H i n um a
，

Y ．
，

K o h n
，

M ．
，

Y a m a g u c h i
， J ．

，

W u d a r s k i
，
D ． J ．

，
B l a k e sl e e

，
J ． R ． 及 G r a c e

，
J ． T ．

J r ． ニ I m m u n o n u o r e s c e n c e a n d h e r p e s
－ ty p e V i r u s

p a rti cl e s i n th e P 3 H R －1 B u r k itt
，

s l y m p h o m a c ell

li n e － J ． V i r ol ．
，
1

，
1 0 4 5 － 1 0 51

，く19 6 7I ．

9 I T a k a d a
， 軋

，
S h i m i m

，
N ．

，
S a k u m a

，
S ． 鹿

O n o
，r Y ． ニ T r a n s a c ti v a ti o n o f th e l a t e n t E p s t ei n

－

B a r r vi u r s くE B VJ g e n o m e a ft e r t r a n sf e c ti 。 n 。f t h e

E B V D N A f r a g m e n t ． J ． V i r o l ．
，

5 7
，

1 01 6 －1 0 2 2

9 7

く1 9 8 6J ．

1 01 R e n n e y ， S －

，
K a n i n e

，
J ．

，
H o11 y

－ G u t h ri e
，

駄

及 P a g a n o
，

J ． ニ T h e E p s t ei n
－ B a r r v i r u s B Z L F l

i m m e d i a t el y
．

e a rl y g e n e p r o d u c t dif f e r e n ti all y

a ff e c t s l a t e n t v e r s u s p r o d u cti v e E B V p r o m o te r s ．

J ． V i r ol ．
， 6 3

，
1 7 2 9 －1 7 3 6 く19 8 汎

11ナ S a m pl e
，
J ．

，
L a n c z

，
G ． 鹿 N o れ O y a m a

，
M ． ニ

M a p p l n g O f g e n e s i n B a m H I f r a g m e n t M of

E p s t ei n
－ B a r r v i r u s D N A th a t m a y d e t e r mi n e th e

f a t e o f v i r al i n f e c ti o n
． J ． V i r o l ．

，
5 7

，
1 4 5 －1 5 4 く19 8 6J．

1 2I T a k a d a
，

軋 鹿 O n o ，
Y

． ニ S y n c h r o n o u s a n d

S e q u e n ti al a cti v a ti o n o f l a t e n tl y in f e c t ed E p st ei n
－

B a r r v i r u s g e n o m e s ． J ． V i r ol ．
， 6 3 ， 44 5 － 4 4 9 く1 9 89J ．

1 3I H a r d wi c k
，
J ． M ．

，
Li e b e r m a n

，
P ． M ． 鹿

H a y w a r d
，

S － D
．
ニ A n e w E p s t e in － B a r r v i r u s

t r a n s a c ti v a t o r
，
R

，
i n d u c e s e x p r e s si o n o f a c y t o pl a

－

S m i c e a rl y a n ti g e n ． J ， V i r o l ．
，
6 2

，
2 2 7 4 －2 2 8 4 く1 9 8 軋

叫 C o x
，
M ■ A ．

，
L e a h y ， J ． 廠 H a r 血i c k

，
J ． 軋 ニ

A n e n h a n c e r w ith i n th e d i v e r g e n t p r o m o t e r o f

E p s t ei n ． B a r r v ir u s r e s p o n d s s y n e r gi s ti c a ll y t o th e

R a n d Z t r a n s a c ti v a t o r s ． J ． V i r o l ． ， 3 1 3 －3 21 く19 901 ，

1 5J F a r r e11
，
P

． J ．
，

R o w e
，
D ． T ． ， R o o n e y ，

C ． M ．

及 K o u 21a ri d e s
，

T － ニ E p s te i n ． B a r r vi r u s B Z L F l

t r a n s
－

a C ti v a t o r s p e cifi c a ll y bi n d s t o a c o n s e n s u s

A P －1 sit e a n d i s r el a t e d t o c
－ F o s ． E M B O J ．

，
8

，

1 2 7 － 13 2 く19 8 91 ．

1 61 P a c k h a m
，

G ．
，

E c o n o m o u
，

A ．

，
R o o n e y ，

C ．
，

R o w e
，

D
． T ． 息 F a r r ell

，
P ． J ． ニ S tr u c t u r e a n d

f u n c ti o n o f th e E p s t ei n
－ B a r r vi r u s B Z L F l p r o t ei n ．

J ． V i r ol
り
6 4

，
2 11 0 ．2 1 16 く19 9 01 ．

1 71 F l e mi n g t o r L
，
E ． 鹿 S p e c k

，
S ． H ． ニ A u t o r e g u lL

a ti o n o f E p s t ei n
－ B a r r vi r u s p u t a ti v e ly ti c s wi t c h

g e n e B Z L F l ． J ． V i r o l ．
，
6 4

，
1 2 2 7 ，1 2 3 2 く1 99 0ナ．

1 81 Li e b e r m a n
，
P ． M ．

，
H a r d w i c k

，
J ． M ．

，
S a m pl e

，

J ．
，
H a y w a r d

， G ． S ． 良ニ H a y w a r d
， S ． D ． こ T h e Z t a

t r a n s a c ti v a t o r i n v oI v e d i n E p s t ei n－B a r r v i r u s
－ in f－

e c t e d l y m ph o c y t e s bi n d s t o b o th A P －1 a n d Z R E

Sit e s i n t a r g e t p r o m o t e r a n d e n h a n c e r r e gi o n s ． J ．

V i r o l ．
，
1 1 4 3 1 1 1 55 り9 9 0I ．

1 9I Li e b e r m a n
，
P ． M ． 8 t B e r k

，
A ． J ． ニ I n v it r o

t r a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti o n
， d i m e r i z a ti o n

，
a n d

D N A － B i n di n g s p e cifi cit y o f th e E p s t ei n
－ B a r r v i r u s

Z t a p r o t ei n ． J ． V i r ol ．
，
6 4

，
2 5 60 － 2 5 68 u 9 9 01 ．

2 0I C h a n g ，
Y ． N ．

，
D o n g ，

D ． L ．
，
H a y w a r d

，
G ． S ．

鹿 H a y w a r d
，
S ． D － ニ T h e E p st ei n － B a r r vi ru S Z t a

tr a n s a c ti v a t o r こ a m e m b e r o f t h e b Z I P f a mi 1 y wi th
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u n l q u e D N A b i n d i n g s p e cifi cit y a n d a di m e ri z a ti o n

d o m ai n th a t l a c k s th e c h a r a st e ri s ti c h e pt a d

l e u ci n e zi p p e r m o tif ． J ． V i r o l ．
，
6 4

，
3 3 5 8 － 33 69 く19 9 01 ．

2 1I H o ll e y
－ G l lt h ri e

，
E ． A ．

， Q u i n li v a n
，

E ． B ．

，

M a r
，

E ． 鹿ニ K e n n e y ，
S ． こ T h e E p s t ei n － B a r r vi r u s

くE B VJ B M R F l p r o m o t e r f o r e a rl y a n ti g e n くE A ． Dl

i s r e g ul a t e d b y th e E B V t r a n s a c ti v a t o r s
，
B R L F l

a n d B Z L F l
，
i n a c ell －

S p e Cifi c m an n e r ． J ． V i r o l ．
，

6 4 ， 3 7 5 3 － 37 5 9 く19 9 0I ．

2 2I C ll r r a n
，
T ． 此 F r a n 2i a

，
B

， R ．
こ F o s a n d J u n 二

th e A P －1 c o n n e c ti o n ． C e ll
，
5 5

，
3 9 5 －3 9 7 く19 8 81 ．

2 3I V i rL S O n
，

C ． R ．
，
S i gl e r

，
P ． B ． 廠 M c k n i g h t

，

S ． I J ． ニ S ci s s o r s
－ G ri p m o d e l f o r D N A r e c o g n i ti o n

b y a f a m il y o f l e u ci n e zi p p e r p r o t ei n ． S ci e n c e
，

2 4 6 ，
9 1 1 月1 6 く19 8 9I ．

2 4I R a u s c h e r
，
F ．

J ．

，
C o h e n ， D ． R ．

，
C u r r a n

，
T ．

，

V o k t
，

P ． K ． 及 F r a n z a
，

B
，

R ． ニ F o s
－

a S S O C i a t e d

p r o t ei n p3 9 i s th e p r o d u c t o f t h e J u n p r o t o
－

O n C O g
－

e n e ． S ci e n c e
，
2 4 0 ， 1 0 1 0 －1 0 1 6 く19 8 81 ．

2 5I L 孔 m d s e b ul z
，

W ． H ．
，

J o b n s o n
，

P ． F ． 鹿

M c k rLi g h t
，
S ． H ． ニ T h e l e u ci n e z l p p e r 二 a h y p o th e －

ti c al s tr u ct u r e c o m m o n t o a n e w cl a s s o f D N A

b i n di n g p r o t ei n s ． S ci e n c e
，
2 4 0 ， 1 7 5 9 ．1 7 64 く1 9 88ナ．

2 6I E o u z a rid e s
，

T ． 鹿 Z i ff
，

E ． ニ T h e r ol e of

l e u ci n e zi p p e r i n th e F o s
－J u n i n t e r a c ti o n ． N a t u r e

，

3 3 6
，
6 4 6 －6 5 1 く19 8即 ．

2 7I G e n t 2i， R ．
，

R a u s c h e r III
，

F ． J ． 鹿 C u r r a n
，

T ． 三 P a r all el a s s o c i a ti o n o f F o s a n d J u n l e u ci n e

Zi p p e r s j u x t a p o s e s D N A b i n d i n g d o m ai n s ． S ci e n －

C e
，
飢3

，
1 6 9 5 －1 6 99 く19 8 91 ．

2 8I T ll r n e r
，
R ． 鹿 Tji a n

，
R ． こ L e u ci n e r e p e a t s an d

a n a dj a c e n t D N A b i n d i n g d o m ai n m e di a t e th e

f o r m a ti o n o f f u n c ti o n al c F o s ．

cJ u n h e t e r o di m e r s ．

S ci e n c e
，
2 4 3

，
1 6 8 9 －1 6 9 4 く19 8 91 ．

2 9I O
，

S h e a
，

E ． E ．
，

R u t k o w s ki
，

R ． 鹿 K i m
，

P ．

S ． こ E vi d e n c e th a t th e l e u ci n e z i p p e r i s a c oil e d

C Oil ． S ci e n c e
，
2 4 3

，
5 3 8 － 5 4 2 く1 9 8 91 ．

3 0I P e r ki n s
，

E ． K ．
，

A d m o n
，

A ．
，

P a t el
，

N ． 鹿

Tji a n
，

R ． こ T h e d r o s o p h il a F o s
－

r el a t e d A P － 1

p r o t e i n i s a d e v el o p m e n t all y r e g ul a t e d t r a n s c r l p ti －

O n f a c t o r ． G e n e s 8 t D e v ．
，
4

，
8 2 2 － 8 3 4 く19 9 01 ．

3 11 N i si n a ， 丑 ．
，
S a t o

，
H ．

，
S u 22 u k i

，
T ．

， S a t o
，
M ．

鹿 I b a
，

H ． ニ I s o l a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f

f r a
－2

，
a n a d di ti o n al m e m b e r o f th e f o s g e n e

f a m il y ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，
8 7

，
3 6 1 9 － 3 6 2 3

く19 9 0I ．

崎

32I C o r r a n ， T ． 鹿 C o h e n
，

D ． R ． こ A n a l y si s of

d i m e ri z a ti o n a n d D N A b i n di n g f u n c ti o n s in F o s

a n d J u n b y d o m a i n
－

S W a p pi n g こ i n v oI v e m e n t o f

r e sid u e s o u t sid e th e l e u c i n e zi p p e rl b a si c r e gi o n ．

O n c o g e n e
，
5 ， 9 2 9 －9 3 7 く19 9 01 ．

3 3I N e u b e r g ，
M ．

，
S c h u e r m a n n

，
M ．

，
H u n t e r ， J ．

B ． 鹿 M 揖1 e r ， R ．
三 T w o f u n cti o n a ll y d iff e r e n t

r e g 1 0 n S i n F o s a r e r e q ui r e d f o r th e s e q u e n c e －

S p e C
－

ifi c D N A i n t e r a c ti o n o f th e F o sI J u n p r o t ei n

C O m pl e x ． N a tu r e
，
3 3 8

，
5 8 9 － 5 9 9 く1 9 8 9I ．

3 4I A b a t e
，

C ． ， P a t el
，

L ．
，

R a u s c h e r III， F ． J ． 也

C u r r a n
，

T ． ニ R e d o x r e g u l a ti o n of F o s a n d J u n

D N A ． b i n d i n g a c ti v it y i n v it r o ． S ci e n c e
，

24 9
，

1 1 5 7 －1 1 6 1 く1 99 0I ．

3 5I V i n g r o n
，
M ．

，
N o r d h ei m

，
A ． 鹿 M iill e r

，
R ． ニ

A n a t o m y o f F o s p r o te i n ． O n c o g e n e R e s ． ， 3 ， 1 － 7

く19 8 即．

3 6I A b a t e
，
C ．

，
I ．u k

，
D ．

，
G a g n e

，
E ．

，
R o e d e r

，
R ．

G ． 鹿 C u r r a n
，

T ． こ F o s an d J u n c o o p e r a t e i n

t r a n s c ri pti o n al r e g u l a ti o n vi a h e t e r o l o g o u s a c ti v
－

a ti o n d o m a i n s ． M o l ． C e ll ． B i ol ．
，

1 0
，

5 5 3 2 ． 5 53 5

く19 9 0ン．

3 7I N a k a b e p p u
，

Y ．
，
R y d e r

，
K ． 及 N a t h a n s

，
D ． ニ

T h e D N A ．b i n di n g a c ti v iti e s o f th r e e m u ri n e J u n

p r o t ei n s こ Sti m ul a ti o n b y F o s ． C ell
，

5 5
，

9 0 7 － 91 5

く19 8 81 ．

3 即 N a k a b e p p u
，

Y ． 鹿 N a t h a n s
，

D ． ニ T h e b a si c

r e g l O n O f F o s m e d i a t e s s p e cifi c D N A b i n d i n g ．

E M B O J
リ
8

，
3 8 3 3 －3 8 4 1 く1 9 8 9I ．

3 9I M a
，
J ． 鹿 P t a s h n e

，
M ． ニ D el e ti o n a n a l y si s o f

G A L 4 d e fi n e s t w o t r a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti n g

S e g m e n t S ． C ell
，
4 8

，
8 4 7 － 8 5 3 く1 9 8 7ン．

4 0I K a k id a n i
，
H ． 皮 P t a s h n e

，
M ． ニ G A L 4 a c ti v

．

a t e s g e n e e x p r e s si o n i n m a m m a li a n c ell s ． C e ll
，

5 2
，
1 6 ト16 7 く19 8 81 ．

4 1I S a d o w s k i
，

H ．
，

M a
，
J ．

，
T ri e z e n b e r g ，

S ． 鹿

P t a s h n e
，

M
． こ G A L 4 － V P 1 6 i s a n u n u s u all y p o t e n t

t r a n s c ri p ti o n al a c ti v a t o r ．
N a t u r e

，
3 3 5

，
5 6 3 －5 6 4

く19 8 軋

42I P t a s h n e
，
M ． 皮 G a n n

，
A ． A ． F ． ニ A c ti v a t o r s

a n d T a r g e t s ． N a t u r e
，
34 6

，
3 2 9 －3 3 1 く19 9 0ン．

4 3I U ri e r
，
G ．

，
B u i s s o n

，
M ． 鹿 S e r g e a n t

，
A ． ニ T h e

E p s t ei n
－ B a r r v i r u s e a rl y p r o t ei n E B l a c ti v a t e s

t r a n s c ri p ti o n f r o m d iff e r e n t r e s p o n si v e el e m e n t s

i n cl u d i n g A P ． 1 b i n d i n g sit e s ． E M B O J ．
，
8

，
1 4 47 ．

1 4 5 3 く19 891 ．
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瑚 R a n s o n
，
L

． J ．
，
V i s v a d e r

，
J ．

，
W a m sl e y ，

P ． 良

V e r m a
，
I ． M

．
ニ T r a n s

－d o m i n a n t n e g a ti v e m u t a n ts

Of F o s a n d J u n ． P r o s ． N a tl ． A c a d ． S c i ． U S A
，
8 7

，

38 0 6 ． 3 81 0 く19 9 0う．

4 5I J a c k s o n ， S ． P
り

M a e D o m al d
， J ． J ．

，
L e 朗 ．

M ill e r
，
S ． 鹿 Tji a n

，
R

．
ニ G C b o x bi n d i n g i n d u c e s

ph o s ph o r yl a ti o n o f S pl b y a D N A －d e p e n d e n t

p r o t e i n k i n a s e ． C ell
，
6 3

，
1 5 5 － 1 6 5 く19 9 0J ．

9 9

4 6I K i m
，
K

． W ． 及 G u a r e n t e
，
L ． ニ M u t a ti o n th a t

al te r t r a n s c ri p ti o n a l a c ti v a ti o n b u t n o t D N A

bi n d i n g i n th e zi n c f in g e r o f y e a s t a c ti v a t o r

H A P l － N a t u r e
，
3 4 2

，
2 0 0 －2 03 く19 8 9I ．

4 7J O
，

S e a
，
臥 K －

，
R u tk o w sk i ， R ．

，
S t a ff o r d III ， W ．

F ． 皮 E i m
，

P ． S ． こ P r e f e r e n ti a l h e t e r o di m e r

f o r m a ti o n b y i s o l a t e d l e u ci n e z l p p e r S f r o m F o s

a n d J u n ． S c i e n c e
，
24 5

，
64 6 －6 48

，く19 8 9l ．

S t r u ct n r al a m d F u m cti o れal A n al y sis or E p st ei n －おa r r Y i r u s くR B Y 川 Z L F I G e n e a n d
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