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へ パ ド ナ ウイ ル ス の エ ン ハ ン サ ー 領域 の保存 さ れ た 配列 に

結合す る核タ ン パ ク 質の 精製と そ の 性質

金沢大学 が ん研究所生物物理 部門 く主任 こ 原 田文夫教授フ

内 嶋 雅 人

く平成 2 年10 月13 日受付う

へ パ ドナ ウイ ル ス の遺伝 子 に お い て エ ン ハ ン サ
ー

は S 遺伝子 と X 遺伝子 の 間に 存在 す る ． この領

域 に は強 く 保存 さ れ た 33b a s e p a i r くb pl の 配列 くc o n s e rv e d s e q u e n c e o f h e p a d n a vi r u s e n h a n c e r
，

C S H El が存在 し ，
エ ン ハ ン サ ー 活性 をも ち

，
D N A ． タ ン パ ク質 複合 体を 形成 す る ． 特 に

，
C S H E の 中

央部 の 23b p の 配 列 くH E － C l が エ ン ハ ン サ ー 活性お よび 複合体形成の 双 方 に 本質的で あ る ． H E － C に 結

合 す る核 タ ン パ ク 質 を精製す る こ とが へ パ ドナ ウイ ル ス の エ ン ハ ン サ
ー

の 機能 を解明す る 上 で 重要で あ

る こ とか ら
， 筆者 は D N A ア フ ィ ニ チ イ

ー

カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を用 い る こ とに よ っ て H e p G 2 細

胞 か ら H E － C 結合タ ン パ ク質 を精製 した ． ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウ ム くs o di um d o d e c yl s u lf a t e
，
S D Sl ポ

リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 か ら ， 精製 タ ン パ ク質 は分子 量 70 kil o d a lt o n くkdI と 85 k d の 2 成分 か らな る

こ と が明 ら か に な っ た ． さ ら に
，

こ れ ら 2 つ のう ち ，
7 0 k d の タ ン パ ク質 の みが 直接 H E － C に 結合す る

こ と が U V ク ロ ス リ ン キ ン グ に よ り 示 さ れ た ． ま た
， 精 製 タ ン パ ク質 の D N A 複 合体 形 成 に は

，

H E － C の 2 つ の モ チ ー フ
，

T G A C G と C C C C C が 寄与 す る こ と が 明 らか に な っ た ． 細胞 内 にお け る

H E － C お よ び そ の変異体 の エ ン ハ ン サ ー 活性 と精製 タ ン パ ク 質が H E － C の対 す る結合特異性が 相関す る

こ と か ら ，
こ の精製 タ ン パ ク 質が へ パ ド ナ ウ イ ル ス の エ ン ハ ン サ

ー

に 重要 な も の で あ る こ と が示 唆さ れ

た ．

K e y w o r d s h e p a d n a v ir u s ， e n h a n c e r
，
D N A －

p r O t ei n c o m p l e x
，
D N A a ffin it y

Ch r o m a t o g r a p h y ， U V c r o s s －1i n k in g

ヒ ト B 型肝 炎 ウイ ル ス くh um a n h e p a ti ti s B v i r u s ，

H B V l の 感染 は急性肝 炎を 引き起 こ す ば か り で な く ．

慢性肝炎
， 肝硬変

，
さ ら に 原発 性肝細 胞癌と も 密接 に

関連 す る重大 な病原 ウイ ル ス で あ る
1I

． H B V は 3 ． 2

k il o b a s e くk bl の 不完全 二 重鎖 D N A か ら な る肝親 和

性小型 D N A ウイ ル ス で
．

へ パ ド ナ ウ イ ル ス に 属 す

る ． H B V 以外 の へ パ ド ナ ウ イ ル ス に は
，

ウ ッ ド

チ ャ ッ ク に ウ ッ ド チ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くw o o d c h u c k

h e p a titi s vi ru S
，
W H V I ，

ア ヒ ル に ア ヒ ル B 型肝 炎ウイ

ル ス くd u c k h e p a ti ti s B v i r u s
，
D H B V l ， 地 リ ス に 地 リ

ス 肝炎 ウイ ル ス くg r o u n d s q u i r r el h e p a ti ti s B v i r u s
，

G S H V l な ど が発見さ れ て い る
2I

．

4 種 の へ パ ド ナ ウイ ル ス は 共通 の ゲ ノ ム 構造 を持

ち
，
特 に ほ乳動物 ウイ ル ス 間 で は きわ め て近似してお

り ，
こ れ ら の ウイ ル ス は 共通 の 祖先 か ら分岐 したもの

と推定 さ れ て い る
引

． P e r S ． S
，
P r e C － C ，

P の 3 つ の遺伝

子 が ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 共 通 して存在 し ， さ ら に ほ乳類

の ウ イ ル ス に は X 遺伝 子 が共 通 して存在 す る ． S 遺伝

子 は ウイ ル ス 粒子 表面抗原を コ
ー

ド し ，
C 遺伝子はウ

イ ル ス 内部に 存在す る コ ア 抗原 を コ
ー ドす る ． P 遺伝

子 は ，
レ ト ロ ウイ ル ス の 逆転写酵 素遺伝子 と高 い相同

性 を持 ち ， S ，
C

，
X 領域 と解 読枠 を ずら し て重複

し
，

ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド し て い る － X 遺伝子 によ っ

て コ
ー

ド され て い る蛋 白質 は転写制御 の トラ ン ス活性

A b b r e v i a ti o n s 二 E a
一 甲コ d C T P

，
d e o x y c y tid in e 5

，
－E a

－

3 2

pコ t ri ph o s p h a t e i b p ，
b a s e p air i

C S H E
， C O n S e r V e d s e q u e n c e of h e p a d n a vi r u s e n h a n c e r i D T T

，
dith i o t h r eit ol 三 E D T A ，

e th yl e n e di a m in e t e tr a a c e tic a cid ニ H B V ， h e p a titi s B v ir u s ニ H T L V － 1
，

h u m a n T ． c ell



へ パ ド ナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ
ー

結合 タ ン パ ク 質の精製 871

化能を持 っ て い る こ と が最近報告さ れ た
佃 01

． しか し
，

これら の ウイ ル ス は癌遺伝子 を持 っ て お ら ず， 肝癌発

生に お ける ウイ ル ス の 関与 を明ら か に す る に は ウイ ル

スの感染 ． 増殖過程と 宿主細胞 の 遺伝子 発現 と増殖の

相互作用と い う 局面か らの 研究 が重要 で ある と考 え ら

れてい る ．

ヘ パ ド ナ ウイ ル ス は そ の 他 の D N A ウイ ル ス と は 異

なり ，
その 複製過程 で R N A を経 由す る

1，
． 従 っ て

，
へ

パ ドナ ウイ ル ス の 転写段階の 制御は ウイ ル ス 遺伝 子発

現だけ では な く
t

ウイ ル ス の 複製に お い て も 重要で あ

る ． 転写調節 に は調節配列と 調節因子 が 関わ る が
， 真

核細胞お よ び そ の ウイ ル ス の ゲ ノ ム に は
，

プ ロ モ ー

タ
ー

の近傍 に 存在 して そ の プ ロ モ ー タ ー か ら の転写 を

著しく促進す る エ ン ハ ン サ ー 配列 が 存在 す る ． H B V

のエ ン ハ ン サ
ー

は S 遺伝子 と X 遺伝子 の 間で
，

P 遺伝

子のC 末端部分と 重複 す る約0 ． 2k b の領 域に 限局さ れ

る ことが 報告さ れ て い る
1111 2 1

． こ の 領域 に は D N a s e I

フ ッ トプリ ン ト法 やゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ に よ っ て い く

つ かの タ ン パ ク質結合部位が あ る こ とが 報 告さ れ て い

るが
ほ ト 17，

，
そ れ ぞ れ の 部位 の エ ン ハ ン サ ー 活性 に お け

る役乱 お よび
，

それ ら に 結合 す る タ ン パ ク質 に つ い

ては未だ詳 しく 理 解さ れ て い な い ．

ほ乳類の へ パ ド ナ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 問で エ ン ハ ン サ ー

領域の 塩 基 配 列 を 比 較 す る と
， 強 く 保 存 さ れ た

33b a s e p ai rくb pナの 配列 が見 い だ され た ．
へ パ ドナ ウイ

ル ス が共通の ゲ ノ ム を もつ こ と か ら
， 同様 の遺伝子 発

現の制御機構 を も つ 可能 性 が あ り
， 筆 者 ら は こ の

33b p くc o n s e rv e d s e q u e n c e o f h e p a d n a vi r u s e n h a n
－

C e r
，
C S H Eン の 機 能 を 検 討 し て き た ． 細 胞 内 で の

CS H E の エ ン ハ ン サ
ー 活性が M u r a k a m i ら

1刀
に よ り

報告さ れ た ．

筆者は
， 本研究で

．
C S H E の エ ン ハ ン サ ー と して の

機能を解明 す る た め に 不 可欠 で あ る
，

こ の 塩 基配列 に

特異的に 結合 す る タ ン パ ク質の 精製 を D N A ア フ ィ ニ

チイ
ー

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を用 い て行 い
，

その

性質を解析 し たの で 報告す る ．

材料 お よ び方法

王 ． 酵素お よ び試薬類

Kl e n o w f r a g m e n t は 宝 酒造 懐 剣 の 製 品 を
，

D N a s e I
，

m i c r o c o c c al n u cl e a s e お よ び p o l y

くdI －d CI は B o e ri n g e r M a n n h ei m 社 くベ ン ツ ベ ル ク
，

西ドイ ツ1 の 製品 を用 い た ． d e o x y c y tid i n e 5
，

一 仁a r

3 2

Pコ
t ri ph o s p h a t e く亡a －

32
Pコd C T P H ウ30 0 0 C il m m o り はア

マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン く東京ナよ り購入 し た ． プ ロ テ ア
ー

ゼ阻害 軋 フ ッ 化フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル くph e n yl
－

m eth a n e u slf o n yl fl u o ri d e
，
P M S Fン，

ア ン チ パ イ ン
，

ロ

イ ペ プ チ ン は Si g m a 社 くセ ン ト ル イ ス
， 米EgJ よ り購

入 した ． カラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

用 樹脂 は ， D E 5 2

は Wh a t m a n 社くク リ フ ト ン
， 米 国J ，

ヘ パ リ ン ． ア ガ

ロ ー ス は Si g m a 社 ，
D E A E －S e ph a c el お よ び D N A セ

ル ロ
ー ス は フ ァ ル マ シ ア く東京I

，
ホ ル ミル セ ル ロ フ ァ

イ ン は 生化学工 業く東二郎 の 製品 を用 い 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

薬 く大阪J ， ある い は半井化学 く新約 の 製品 を用 い た ．

H ． H e p G 2 細胞 核抽出 液の 調 製お よ ぴ エ ン ハ ン

サ
ー 結合 タ ン パ ク貿の 精製

1 ． H e p G 2 細胞核抽出液の 調製

H e p G 2 細胞 を10 ％牛胎児血 清 くG e n e r al S ci e n tifi c

L a b o r a t o ri e s
，

ロ ス ア ン ゼ ル ス
， 米長引 を 含 む グ ル

ベ ッ コ 変法イ
ー グ ル 倍地 くG 工B C O

，
ニ ュ

ー ヨ ー

ク
， 米

劉 で培養 し
，

デ イ シ ュ
ー 面に 増殖 した 時点 で 収穫 し

，

D i g n a m ら
18，

の 方法を
一 部変更 して 以下の よ う に 核抽

出液 の 調 製 を 行 っ た ． p h o s p h a t e － b u ff e r e d s ali n e

くP B S
， 和光純 薬い こ懸濁 し た H e p G 2 細胞 を 4

O

C で

2 0 0 0 r p m
，
1 0 分遠心 し た後

，
沈澱 を その 5 倍量 の A 緩

衝液 ElO m M H E P E S くp H 7 ．91 ，
1 ． 5 m M 塩化 マ グ ネ シ

ウム
，
1 0 m M 塩化 カ リ ウ ム

，
0 ． 5 m M ジ チ オ ス レ イ

ト
ー ル くdith i o th r eit ol

，
D T T lコ に 懸濁 し

，
1 0 分放置 し

た ． さ ら に 20 0 0 r p m
，
1 0 分遠心 し ， 沈澱 を 2 倍 量の A

緩衝液 に 懸濁 した後
，

B 型ペ
ッ ス ル ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー

を用 い て ホ モ ジ ュ ナイ ズ した ． ホ モ ジ ネ
ー

トを2 5
，
00 0

X g で2 0 分遠心 し
， 細 胞核 沈澱 を C 緩 衝液 E 20 m M

H E P E S くp H 7 ． 91 ，
25 ％グ リ セ ロ

ー

ル
，
0 ． 42 M 塩 化 ナ

トリ ウ ム
， 1 ． 5 m M 塩化 マ グネ シ ウム

，
0 ． 2 m M エ チ レ

ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 くeth yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid ，

E D T A J ，
0 － 5 m M D T T

，
0 ．5 m M P M S F

，
1 0 J L gl m l

ロ イ ペ プチ ン
，

1 叫 gノm l ア ン チ パ イ ンコ に 懸濁 して
，

B 塑 ペ ツ ス ル ホ モ ジ ュ ナイ ザ
ー

で 再度ホ モ ジ ュ ナ イ ズ

し た 軋 ス タ ー ラ ー で30 分捜拝 し
， 核 タ ン パ ク の塩 抽

出 を行 っ た ． こ の ホ モ ジネ
ー

トを 25
，
0 0 0 x g で3 5 分遠

心 し
， 得 られ た上 清

， 核抽出液を液体窒素中に 凍結保

存し た ． 1 0 0 m m デ ィ ッ シ ュ 2 0 0 枚あ た り通常 20 m g の

核 タ ン パ ク 質が 得ら れ た ． タ ン パ ク質濃度の 測定 に は

1e u k e mi a vi r u s t y p e l ニ k b
，
kil o b a s e ニ k d

，
k il o d al t o n 3 L T R

，
l o n g t e r m i n al r e p e at 三 O R F

，

Op e n r e a di n g fr a m e 三 P B S
， p h o s p h a t e － b u ff e r e d s alin e 三 P A G E ， p Oly a c r y l a m id e g el

ele ct r o p h o r e sis ニP M S F
， p h e n yl m et h a n e s ulf o n yl fl u o rid e ニS D S

，
S O di u m d o d e c y l s ulf a t e
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プ ロ テイ ン ア ッ セ イ キ ッ ト く別0 － R A D
， リ ッ チ モ ン

ド ， 米国1 を用t －た ．

2 ． H E －C D N A ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム の 作成

H E － C の 十 鎖 3
，

末端 に 7 塩基 の 単鎖 ス ペ ー サ ー を

持 つ よ う に 設計 した 以下 の 2 種類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド を 自動 D N A 合成装 置 くA BI 社 ．
フ ォ ス タ

ー シ

テ ィ
ー

， 米国1 を用 い て 化学 合成 し ，
ア ニ ー ル 後 ，

D N A ア フ ィ テ ィ
ー カ ラ ム 作製 の た め の リ ガ ン ド と し

て 用 い た ．

回 5
，

－ T T G C T G A C G C A A C C C C C

A C T G G C T G G G G C A － 3
，

H 5
，

－ G C C A G T G G G G G T T G C G T

C A G C A A － 3
，

0 ． 2 M 燐酸緩衝液 くp H 8 ．21 に 懸濁 させ た 2 m l の ホ ル ミ

ル セ ル ロ フ ァ イ ン く生化学工 業1 に 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド く15 n m oll m l m a t ri xl を加 え
，
室温で 4 時間接

辞 した ． 結合 を安定化 させ る と 同時 に 未反 応基 を除去

す る た め に
， 水素化ホ ウ素ナ トリ ウ ム 14 m g を加 え ，

さ ら に 室温で 8 時間按拝 した 後 ，
P B S で 十 分洗浄 し

た ． カ ラ ム は
，
0 ． 0 5 ％ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を 含 む T E N

緩 衝液 く25 m M T ri s
－ H C l p H 8 ． 0

，
1 m M E D T A p H

8 ． 0
，
1 M N a CIJ に 置換 し

，
4

O

C で 保存 し た ．

2 ． H E － C 結合タ ン パ ク質 の精製

精製 に用 い た す べ て の材料 お よ び機器 は 4
0

C で 保存

し
， す べ て の操作も 4

0

C で行 っ た ． カ ラ ム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー に 用 い た 綬衝 液は 使用 前 に

，
P M S F お よ び

D T T を加 え
，

そ れ ぞれ 5 m M に 合 わ せ た ． B C 緩衝液

の 組 成 は
，

2 0 m M T ri s
． H C l くp H 7 ． 91 ， 0 ． 2 m M

E D T A
，
2 0 ％グ リ セ ロ

ー ル で あり ，
B C N 緩衝液 は こ

れ らの ほ か に0 ． 0 3 ％ N ト4 0 を 含ん で い る ． タ ン パ ク

質の D N A 結合活性 はゲ ル シ フ トア ッ セ イ に よ り検 定

した ． 2 m l の H e p G 2 細胞核 抽出液 を0 ． 4 2 M 塩化カ リ

ウ ム を含 む B C 緩衝液で 透析 した 後
，
同便衝 液で 平衡

化 した 3 m l の D E 5 2 カ ラム に 通 し
，
溶 出液 を B C 緩

衝 液で透析 し塩化 カ リ ウ ム を除 い た ． こ れ を 2 m l の ヘ

パ リ ン ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に 添加 し
，

4 倍 量の B C 緩衝

液で 洗浄 した 後 に0 ．0 5 M か ら 1 M まで の 塩化カ リ ウ ム

濃度勾配 く20 m ll を用 い て溶 離 した ． 活 性画分 く0 ． 2
－

0 ． 5 M K CII を B C 緩衝液 中で 透析 ， 脱塩後 ，
B C 緩衝

液平衡化 D E A E －S e ph a c el カ ラ ム く2 m lいこ添加 し た ．

4 倍量の B C 緩衝液で 洗浄後 ， 塩化 カ リ ウ ム 濃度勾配

く0 ． 0 5 －1 M K Cl
，
20 m ll で 溶 離 し

， 活性 画分 く0 ． 1 －

0 ． 4 M K C IJ を採取 した ． 次に B C N 緩衝液 中で 透析

し
，

B C N 緩衝 液 で 平衡 化 し た 非特 異 的 D N A セ ル

ロ ー ス カ ラ ム く2 m ll に 添加 し
，

2 倍量 の 同緩衝液で 洗

浄 ，
塩化 カ リ ウ ム 濃度勾配 く0 ． 05

－ 1 M K C l
，
2 0 m lン に

よ り得 ら れ た活性 画分 く0 ． 5 5
－

0 ． 7 M E Cll をセ ン トリ

コ ン10 げ レ ー

ス ジャ パ ン
，
東尉 を用 い て脱塩

， 濃縮

を 行 っ た ． 最後 に
，

あ ら か じめ B C N 緩衝液 で 平衡化

して お い た H E － C ． D N A カ ラ ム く1 ． 5 m ll に こ の 画分を

添加 し
， 同様 な 方法 に よ り活 性画 分 く0 ． 6 5 － 0 ． 8 M

K C り を分取 し た ， セ ン ト リ コ ン1 0 に よ り 0 ． 2 m l ま で

濃縮 し
， 種々 の 解析 に 用 い た ．

IIl ． タ ン パ ク 質お よ ぴ タ ン パ ク 賓 ． D N A 複合体の

検出

1 ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合成お よ び プ ロ ー プの作

成

以下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を自 動 D N A 合成装置

くA B工 社1 を用 い て 化学合成 した ．

H E ． C

回 5
，

－ T T G C T G A C G C A A C C C －3
，

H 5
，

－ G C C A G T G G G G G T T G C G T ． 3
，

H E － C m l m 2

回 5
，

． T T G C C A A C G C A A C C C － 3
，

H 5
，

． G C C A G T A T G G G T T G C G T －3
，

こ れ らの 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ア ク リル アミ

ドゲ ル で 精製 し た後 ，
ア ニ

ー ル して E 凸
．

－

3 2
Pコd C T P を

含む 4 種類 の基質と Kl e n o w f r a g m e n t を用 い た修復

反 応 に よ る 3
，

末端標識 を行 っ た ．

2 ． ゲル シ フ ト ア ツセ イ

ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ の反 応液 は 20 月1 で
，
1 0％グリ

セ ロ
ー ル

，
2 ％ ポ リ ビ ニ ル ア ル コ

ー ル
，

2 0 m M

H E P E S くp H 7 ． 9l ，
5 0 m M K C l

，
2 m M D T T

， 2 FL g

p ol y くdI ．d Cl ，
7 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム

，

32
P 標識

D N A プ ロ
ー ブ く0 ． 5 n gl ，

コ ン ペ テ ィ タ ー D N A

く50 n gl お よ び核 タ ン パ ク 質 く0 － 5 ノノ gl を 含ん で い

る ． 反応液 を4
0

C で 5 分，
さ ら に30

0

C で3 0 分イ ン キエ

ペ ー 卜 した 後 ，
4 ノバ の ゲ ル ロ

ー

デ ィ ン グ緩衝液く50 ％

グリ セ ロ
ー ル

，
0 ． 1 ％ プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 1 を加

え
，

6 ％ ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に の せ た ． 泳動に は

T B E 緩衝 液 E90 m M T ri s ． H 3B O ，くp H 8 ． OI ，
2 m M

E D T Aコ を用 い
，
2 0 0 V 電圧 下 ，

4
O

C で 1 ． 5 時間電気泳

動後 ，
ゲ ル を濾 紙上 に 移 し て乾燥 させ

，
イ メ ー ジ ング

プ レ ー ト くフ ジ フ イ ル ム
，
東京1 に 1 時 間感光さ せ た

後 ，
イ メ

ー

ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー B A l O O くフ ジ フ イ ル

ム1 で 解析 し た ．

3 ． ド テ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム くS O di u m d o d e c yl s ulf J

a t e
，
S D S l ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動

精製 さ れ た タ ン パ ク質 の 分子 量 測定 は S D S ポ ゾア

ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動に よ り行 っ た ． 各精製段階

の 活性画分 5 FL l を 20 p l の L a e m m li サ ン プ ル 緩衝

液l剖

E6 2 ． 5 m M T ri s
－ H C l くp H 6 ．引 ，

2 ％ S D S
，

5 ％
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C S H E

H E － C

H E － C － m l m 2

H でL V － 1 － L でR

G T G T T T G C T G A C G C A A C C C C C A C T G G C T G G G G C

T T G C T G A C G C A A C C C C C A C T G G C

T T G C 引払C G C A A C C C 潮払C T G G C

A A G G C T C T G A C G T C T C C C C C C

で凰G G C C C 耽 G T G T C C C C C T

C ゑG G C G T でG 且C G A C A A C C C C T

A B C

F i g ． 1 ． S e q u e n c e ali g n m e n t o f w il d a n d m u t a t e d H E － C a n d c o m p a ri s o n w ith

th r e e 2 1b p r e p e a ts i n H T L V －I L T R ． C S H E i s sh o w n a t th e t o p ． H E － C i s a

C e n t e r 2 3 b p f r a g m e n t o f C S H E
，

a n d its m u t a n t
，
H E － C －

m l m 2
，
h a s t w o s e t o f t w o

b a s e s u b sti t u ti o n s くi n d i c a t ed b y s h a d o w l ． B ol d s e q u e n c e s a r e th o s e c o n s e r v e d

i n th e th r e e 2 1 b p r e p e a t s i n H T L V ．1 L T R a n d n a m e d d o m a i n A
，
B

，
a n d C ．

D o t s a b o v e th e C S H E i n di c a t e h o m o l o g o u s b a s e s t o 2 1 b p r e p e a t s ．

8 7 3

2 ． メル カ プ ト エ タ ノ ー ル
， 10 ％ グリ セ ロ

ー ル
， 0 ． 1 ％ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー コ に 加 え ，
9 5

0

C で 5 分間加 熱

し
，
8 ％ S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に の せ

，

15 0 V 電圧下 ，
室温 で 4 時間電気泳動 し た ． 泳動 に は

T GE 緩衝液 仁25 m M T ri s
－

gl y ci n e くp H 8 ． 31 ，
0 ． 1 ％

S D Sコ を用い た ． 分子 量 マ
ー カ ー

と し て S D S －

p Ol y a －

c r yl a m id e g el el e c r o p h o r e si s くP A G El ス タ ン ダ ー

ド

くB王0 － R A D l を用 い た ， 泳動後 ， 銀染色 キ ッ トく和光純

薬I を用い て タ ン パ ク質 を染色 し
， 渡紙上 で 乾燥 さ せ

た ．

4 ． U V ク ロ ス リ ン キ ン グ

2 n g の
3
甲 標識 D N A プ ロ

ー ブ を加 えた 総 容量 4 0

声1 の ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ 反応 液 を30
0

C で 3 0 分 イ ン

キ エ ペ ー 卜 した後
，

4
0

C で 紫外線くU V
，
2 5 4 n m J を反 応

液よ り 5 c m の 距離か ら20 分間照射す る ． こ の 反 応液

に最終濃度 10 m M と な る よ う塩化カ ル シ ウ ム を 加 え

た後，
D N a s e Iく1 FL gl お よ び mi c r o c o c c a l n u cl e a s e

く1 Ul を加 え て37
0

C で3 0 分イ ン キ ュ ベ ー 卜 し
，

上 記 の

S D S ポ リ アク リ ル ア ミ ド電気泳動 を 行 い
，

イ メ
ー

ジ

アナライ ザ
ー

を用 い て 解析し た ．

成 績

工 ． D N A ア フ ィ ニ チ イ
t カ ラム の 作 製

エ ン ハ ン サ
ー 活性 を持 つ CS H E の 33 b p の う ち

，
そ

の活性 に 本質的 で ある H E － C の 2 3 b p 配列く図 い に 特

異的に 結合す る核 タ ン パ ク 質を 精製 す る た め に は塩基

配列特異的 D N A ア フ ィ ニ チイ
ー カ ラム の 作製が 必 要

とさ れ た ． ホ ル ミ ル セ ル ロ フ ァ イ ン に カ ッ プ リ ン グさ

せる た め に
，
単鎖 ス ペ ー サ ー を持 つ 2 重鎖 H E － C オリ

ゴヌ ク レ オ チ ド を化学合成 して 反応 させ た ． カ ッ プリ

ング反 応に 用 い た 1 5 n m o l の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの う

H ■P G 2 c oll n u cl e a r e x t r a c t

旦邑き2

0 ． 4 2 M K C l

三＋
H e p 頓rI n ． 員g a r O 帥

0 ． 2 － 0 ． さM K C l

阜
D 匿A E 一 劉坤加 粥 劇

0 ．1 － 0 ． 棚 K C I

E■
N 即 さ即 時一触 D N A c 争H 山0 寧e

O ． 5 さ－0 ．丁糊I K C l

阜
H E ． C C モIt u1 0Il n e

O ． 賂 0 ．8 M K Cl

■ヨ
7 0伸5 k d

Fi g ． 2 ． P u rifi c a ti o n s c h e m e f o r H E － C b i n d i n g

p r o t ei n s ． H e p G 2 n u cl e a r e x t r a ct w a s ch r o m－
a t o g r a p h e d o n th e v a ri o u s c ol u m n s くu n d e rli n －

edl a n d el u t ed w ith K C l g r a di e n t ． T h e r a n g e

of K CI c o n c e n t r a ti o n s o f a c ti v e f r a c ti o n s a r e

i n d i c a t e d u n d e r e a c h st e p o f c ol u m n c h r o m a ト

O g r a p h y ．

ち約 5 n m o l が 樹脂に 結合 した こ と か ら
，
精製 の た め

に 十分 な許容量 を有す る D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー

カ ラム

が
，
作製さ れ た と い える ．
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II ． H E ． C 結合タ ン パ ク質の 精製

粗製の核抽出液 を直接 D N A ア フ ィ ニ チイ
ー カ ラ ム

に か けた 場合 ，
純度お よ び収量が 低く な る こ とが 予 想

され る ため
，
D N A ア フ ィ ニ チ イ

ー カ ラ ム ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー を行う 前に 粗精製を行 っ た ■ 種 々 の カ ラ ム を

剛 ユ
，

そ の 組み 合わ せ を検討 した 結果 ， 図2 に 示 した

4 段階の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る 粗 精製 を

行 っ た後 に D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

を行 う最良の 様式 を確立 した ■ 核抽 出液を ，
は じ め に

D E 5 2 カ ラ ム を通す こ と に よ り 核 酸 成 分 を 取 り 除 い

た ． 透析， 脱塩後 ，

ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス に 添加 し ， 非

吸着成分を 洗浄
，
溶出させ た 乱 塩化 カ リ ウ ム 濃度勾

配 で溶離 し
，

ゲ ル シ フ ト ア ツ セ イ を 用 い て 各画 分 の

D N A タ ン パ ク質 複合体の 検出を行 っ た と こ ろ
，

塩 濃

度0 ． 2
－

0 ．5 M で 活性が観察さ れ た ．
こ の 活性画分 を脱

塩 し
，

D N A E － S e p h a c e l カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を

同様 な操作に よ り行 っ た ． 塩濃 度0 ． 卜 0 ．4 M に 目的の

低 移動度 の複合体の バ ン ドも 観察さ れ
，

0 ．4
－ 0 ． 5 M に

は こ れ 以外 に 高移動度 の バ ン ド も観測 され た く図3 al ．

高移動度の も の は分解物と考 え ら れ る の で
，

これ を含

む 画分 を除き
，
低移動度の 複 合体 を形成 す る 活性画分

を集め
，
次の 非特異的くn o n s p e cifi cI D N A，セ ル ロ

ー ス

D E A E － S e p h a c e l

F r a c l 沌 n n u m b 登r

嘗

■
1

t
－

－

一

－

や

0

8

ひ

Q

－

宝
島
E

意
中

ち
荘

ヵ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を行 っ た ． 塩濃 度0 －5 卜

0 ． 7 M の 画分に 複合体形成活性が 認 め ら れ た の で
，

こ

れ ら の 画分の 脱塩 ， 濃縮操作 を行 っ た ． 濃縮は
， ク ロ

マ ト グラ フ ィ
ー

を繰り 返す こ と に よ り活性 タ ン パ ク質

濃度 が低下 す る た め に 起 こ る タ ン パ ク質 の 不安化 を避

け る こ と を目 的と し て行 っ た ■ こ の 濃縮溶液 を
， 作製

した H E － C ． D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー カ ラ ム に密約口し

，
塩

化 カ リ ウ ム 濃度勾配で 溶離 した と こ ろ
，
非特異的結合

タ ン パ ク 質 が 溶 出 し た 後 の 塩 漉 度0 ． 6 5
－ 0 ． 8 M で

H E ． C と複合体形成活性 を持 つ タ ン パ ク 質が 溶出した

個3bl ． 精製 さ れ た H E － C 結合 タ ン パ ク 質 は 濃縮後

種 々 の 解析 に 用 い た が
， 複合体形成活性 は比較的熟安

定性 が あり
，
液体窒素中 に おい て は 数カ月 間の 長期保

存が 可能 で あ っ た ．

各精製段階の 活性画分中の タ ン パ ク質の 成分お よび

量比の 検討 を S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動 に よ

り測定 した ． そ の 結果
，

H E － C － D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー

ヵ ラ ム ロ マ ト グ ラ フ イ
ー の 活 性 画 分 に は

， 分子 量

70k il 。d al t o n くk dl と 85 k d の 2 つ の タ ン パ ク成分が検

出され ， 同成分 は等比 で あ っ た く図4
，

レ ー ン い － ま

た ， 各精製段階 で の 純度 はク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

を進め

る に つ れ て 高く な り ， 非特異的 D N A セ ル ロ
ー ス カラ

H E ． C C ell u1 0fi n e

F l d い 1 0 n
n u m b 廿 l

蠍

F i g ． 3 ． T y pi c al c ol u m n c h r o m a t o g r a p hi e s o f H E － C bi n d i n g p r o t ei n ． t A I T h e

a c ti v e p o ol o f a h e p a ri n
－

a g a r O S e C Ol u m n w a s di al y z e d a n d l o a d e d o n t o

D E A E ．S e p h a c el a n d el u t e d w ith a K C l g r a d i e n t a s d e s c ri b e d ． T h e b i n di n g

a c ti v it y o f e a c h f r a c ti o n s w a s m e a s u r e d b y th e g e l s h ift a s s a y ■ くBI T h e

di al y z e d a c ti v e p o ol of th e n o n s p e cifi c D N A c o l u m n w a s c o n C e n t r at e d a n d

l o a d e d o n t o th e H E －C D N A affi n it y c ol u m n a n d el u t e d w i th a K Cl g r a d i e n t ．

F r a cti o n s w e r e a s s a y ed a s i n くAl ．
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ー 結合タ ン パ ク 質の 精製 875

ム が精製段 階に お い て は か な り有効 であ る こ とが 認め

ら れ た く図 4
．

，
レ

ー ン り ． そ し て
， 最 後 の H E 七 ．

D N A アフ ィ ニ テ ィ
ー カ ラム に よ っ て ， よ り効果的

，

特異的に 精製が遂行 さ れた こ と が確認 さ れ た ．

m ． 精製タ ン パ ク質 の H E － C ． D N A 結合特異性

精製 され た タ ン パ ク 質の D N A 結 合特 異性 を調 べ る

ために
，

コ
P 標識 D N A をプ ロ

ー

ブ に
，
非標 識 D N A

をコ ン ペ テ ィ タ
ー くc o m p e ti t o rン と し て 用 い て ゲ ル シ

フ トア ツ セ イ を行 っ た ． 比 較対照の た め 出発 材料と し

て用 い た核抽出液 に つ い て も同様の 実験 を行 っ た ． プ

ロ
ー プ に は H E － C と

，
H E － C に 特徴的な 2 つ の モ チ

ー

フ を塩基置換さ せ た H E － C ． m l m 2 く以 下
，

m l m 2 と 記

掛 オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を用 い た ． H E ． C を ブ ロ
ー プ

とした 場合 ，
D N A ． タ ン パ ク質複合 体形 成 に よ る バ

ン ドが 検出さ れた く図 5
，

レ ー ン 4 ナ．

一 方
，

m l m 2 を

プ ロ
ー プ に す る と複合体の 形成 は見 られ な か っ た く図

kd

4 6 ．0

k d

感酪
瀬 隼 朋

7 0

M 1 2 3 4 5

F i g ． 4 ． S D S － P A G E a n al y si s o f th e a ffi ni ty

p u rifi e d p r o t ei n s ． P r o t ei n c o m p o n e n ts i n th e

a c ti v e f r a c ti o n s o f e a c h c ol u m n c h r o m a t o g r a
，

ph y w e r e f r a c ti o n a t e d b y 7 ．5 ％ S D S － P A G E a n d

Vi s u a li z e d b y sil v e r s t ai ni n g ． M a r k e r p r o t ei n s

く1 a n e M l a n d s a m pl e s f r o m D E 5 2 く1 a n e lJ ，

h e p a ri n
－

a g a r O S e く1 a n e 21 ，
D E A E － S e ph a c el 口a n e

31 ，
n O n S p e Cifi c D N A c ell u l o s e く1 a n e 41 ，

a n d th e

H E － C a ffi n it y c ol um n a r e S h o w n ． M o l e c ul a r

W ei gh t s くkil o d a lt o n s
，

k dl of m a r k e r s a r e

in di c a t e d a t th e l ef t ．

5
，

レ
ー ン 5 ト また ， 非標識 H E － C を コ ン ペ ティ タ

ー

と して H E － C プ ロ ー プの 系に 加 える と ， 複合体の バ ン

ドは消失 した く図5
，

レ ー ン 61 ． これ らの結果 は未精

製の 核抽出液 を用い た ゲ ル シ フ トア ッ セ イ の 結果 と
一

致 した く図 5
，

レ ー ン 1 へ 3 1 ． これ ら の 事実か ら
，
精

製さ れ た タ ン パ ク質は ，
H E － C 配列に 対 して特異的結

合能を持 ち
，

そ の 結合 に は H E －C の 2 つ の モ チ ー フ
，

T G A C G と C C C C C が 必要で ある こ とが 確認 され た ．

S D S ポ リア ク リ ル ア ミ ド電気泳動の 結 果 よ り
，
精

製 され た タ ン パ ク質 は分子量 70k d と 85 k d の も の を

含 ん で い る こ とが 示 され た が
，

こ れ ら の タ ン パ ク質 の

H E － C 結合能 をよ り直接的 に 調 べ るた めに U V ク ロ

ス リ ン キ ン グ くc r o s s
－1i n k i n gl 実験 を行 っ た ． こ れ は

，

形成 され た D N A ．

タ ン パ ク 質複合体に U V を照射 し

て D N A の
詑
P 標識塩基 をタ ン パ ク質の ア ミ ノ 酸側鎖

に ク ロ ス リ ン ク させ
，
S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気

泳動に よ っ て ，
D N A 結合タ ン パ ク質の 成分の 同定 を

行う方法 で あ る ． H E － C を プ ロ
ー ブ に

， 対 照 と して

行 っ た 未精製核抽出液を用 い た結果 では
， 分子 量46

，

6 0
，
6 8

，
7 0 k d の バ ン ドが 検 出さ れ た く園 6

，
レ ー ン

1 ト 精製 タ ン パ ク 質 を 用 い て H E － C を ブ ロ
ー

プ に

U V ク ロ ス リ ン キ ン グ を行 っ た場合 ，
7 0 k d の バ ン ド

C r u d 8

1 之 3

ノ l
．

． ．

鱒

P u rM 書d

ヰ 5 6

野中 滴

P ro b e V rT
－

N W T W T M W T

C o m p 鵬 恥 r － － W T 一 一 肌

F i g ．
5 G el sh ift a s s a y s o f c r u d e an d p u rifi e d

p r o t ei n s ． C r u d e n u cl e a r e x tr a c t くI a n e l ．3J a n d

p u rifi e d p r o t ei n s く1 a n e 4 ．6l w e r e i n c u b a t e d

w ith l a b el e d H E －C くW Tl o r H E － C －

m l m 2 くM l

p r o b e i n s t a n d a r d bi n d i n g r e a cti o n m i x t u r e

f o1l o w e d b y el e c tr o p h o r e si s a n al y si s ． I n l a n e

3 a n d 6
， u n l a b el e d H E －C くW T I w e r e a d d e d a s

th e c o m p e tit o r D N A t o bi n d i n g r e a cti o n s ．



8 7 6

の みが 検出さ れ ，
8 5 k d の バ ン ドは 検出さ れ な か っ た

く図 6
，

レ ー ン 2 ト また ，
m l m 2 を プ ロ ー プ に 用 い る

と
，
7 0 k d お よ び 85 k d の い ずれ の バ ン ド も検 出され な

か っ た ． こ れ ら の こと よ り
，
精製 タ ン パ ク質 に 含 まれ

る 2 つ の 成分の う ち分子 量 70k d の も の が H E － C に 直

接結合 し ， 塩基 配列特異的結合能 を保持 し て い る と い

う結果が 得ら れ た ．

考 察

ヘ パ ドナ ウイ ル ス ゲ ノ ム の エ ン ハ ン サ ー は P 遺伝子

の C 末端転写解読砕くo p e n r e a d i n g f r a m e
，
O R FI と 重

複 して存在し て い る が
，

エ ン ハ ン サ ー が O R F と重 複

す る例は あ ま り知 られ て い な い ． こ の こ と は ウイ ル ス

ゲ ノ ム が き わ め て コ ン パ ク ト で あ る こ と と関連 して い

る ．
へ パ ドナ ウイ ル ス の 遺伝子 発現 の 制御お よ び複製

に エ ン ハ ンサ ー が 重要な役割 を果 た し て い ると 考 えら

れ る こ と か ら
，
筆者ら は ， こ の エ ン ハ ン サ

ー

領域 に ほ

乳類の へ パ ド ナ ウイ ル ス 間で 強 く保存 され た 33b p の

7 0 k d － － －

■－

簡酵

1 2 3

Fi g ． 6 U V c r o s s
．1i n k i n g o f th e p u rifi e d p r o t e

－

i n s t o H E － C a n d H E － C －

m l m 2 ． H E － C p r o b e o r

H E － C －

m l m 2 p r o b e w a s u s e d i n U V c r o s s
．

1i n k i n g e x p e ri m e n t s w i th p u rifi ed p r o t e i n s ．

H E － C w a s c r o s s
－1 in k ed t o n u cl e a r e x t r a ct a s a

C O n tr O l く1 a n e lJ ， t O p u rifi e d p r o t ei n s く1 a n e 21
a n d H E － C － m l m 2 t o p u rifi e d p r o t ei n s く1 a n e 31 ．

T h e a r r o w h e a d p o i n t s t o a 7 0 k d p r o t ei n ．

配列 ， C S H E に 着目 して 系統 的な 研 究 を 進 め てき た

が
，

C S H E に よ る 転写制 御機 構 を 解 明 す る た め に

C S H E に 特異的に 結 合す る タ ン パ ク 質 の 精製が 必要

と さ れ た ．

本研究 で は
，

D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

を用 い る こ と に よ り
，

C S H E の エ ン ハ ン

サ ー 活性 に 本質 的で あ る 中央の 23b p ，
H E － C に 結合す

る タ ン パ ク質 を精製 し
，

その 性 質 を検 討 し た ． D N A

ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よる 塩基配列特異的 D N A 結

合 タ ン パ ク質 の 精製法 は K a d o n a g a ら
20J

に よ り開発さ

れ ， 結合部位 の 塩基配列 を縦列 くt a n d e m J に つ な い だ

オ リ ゴ マ
ー く0 1i g o m e rJ D N A を樹脂に 結合さ せる 方法

が
一

般的 で あ り ， 効率も 良い と さ れ て い る ． しか し
，

H E － C は ウイ ル ス ゲ ノ ム 中に 1 つ の 配列 と して 存在し

て い る た め
，
縦列 に つ な い だ こ と に よ る 付加 的な効果

が起 こ る可能性 があ る － 筆者は こ の こ と を 考慮 して
，

H E ， C を モ ノ マ
ー くm o n o m e rJ と して 樹 脂に 結合さ せ

た D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー カラ ム を 用 い て 精製 を行う方

法 を取 っ た ．

精製 タ ン パ ク質 に よ る H E － C との 複合体形成に は
，

2 つ の モ チ
ー フ

，
T G A C G と C C C C C が必 要である こ

とが
，

ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ り 示 さ れ た が
，

こ れ

は
，
M u r a k a m i ら

1 71
に よ っ て 報告さ れ た H E －C の 2 つ

の モ チ
ー フ を塩基置換さ せ る と エ ン ハ ンサ ー 活性が失

わ れ る と い う 結果に 相関 して い る ． 従 っ て
， 精製タ ン

パ ク質が C S H E エ ン ハ ン サ
ー 機能 の発現 に 寄与する

タ ン パ ク因子 で ある 可能性を 示 唆 して い る ． 精製タ ン

パ ク質の 機能 に 関す る 直接的な証拠 を得 る た めに は，

試験管内転写実験に よ る 検討 を加 え る必 要が ある ．

精製さ れ た タ ン パ ク 質 は分子量 70k d と 85 k d の 2

つ の 成分 か ら な る こ と が 明ら か に な っ た が
，

U V ク ロ

ス リ ン キ ン グ実験か ら は
，

H E － C に 直接結合す るのは

70k d の もの で ある こ と が 示 さ れ
，
8 5 k d の タ ン パ ク質

は非特異的 な も の で あ る 可能 性 も 考 え ら れ た ． しか

し ． 非特異的 D N A カ ラ ム を通 した後 に H E － C カラム

を通す こ と に よ っ て 85 k d も 濃縮さ れ て い る こと ，
さ

ら に は
，

2 回 H E－C カ ラ ム を通 して も 85k d が除去さ

れ ず く結果示 さ ずI ， 両成 分が 等比 で あ る と い う事実か

らも
，

8 5 k d が 非特異的混 入 に よ る もの で あ る 可能性

は考 え に く い ． 以上 の こ と か ら
，

H E － C に 直接 70k d

が 結合 し ，
8 5 k d は タ ン パ ク質 と タ ン パ ク 質 の 相互作

用 に よ り
一I

pi g g yb a c k
，，

く肩車ナ塾 で 70k d に 結合し2 量

体 を 形成 して い る と 推測 され る ．

H E － C に は
，
T G A C G と C C C C C の 2 つ の 特徴的な

モ チ ー フ が 含ま れ て い る が
，
類似の モ チ

ー フ 構成がと

卜丁細 胞白血病 ウイ ル ス 1 型 くh u m a n T － C ell l e u k e
．



へ パ ドナ ウイ ル ス エ ン ハ ン サ ー 結合 タ ン パ ク 質の 精製

mi a v i r u s t y p e l
，
H T L V －1J の 末端 反 復 配 列 くl o n g

te r m i n al r e p e a t
，
L T R いこある 3 つ の 21 b p 反復配列

に見い だ さ れ る
2 り

． H T L V －1 の 3 つ の 21 b p 反復配列

に は大き く 3 つ の 領域が 保存さ れ て お り く図 り ， それ

ぞれ ，
A

，
B ， C ドメ イ ン と名付 けら れ て い る

22，
． 図 1

か ら明らか な よう に
，

H E － C の 2 つ の モ チ
ー

フ は それ

ぞれB ドメ イ ン と C ド メ イ ン に 高い 相 同性 を持 っ て い

る ． H T L V －1 の 2 1b p 反 復配列 に 結合 す る タ ン パ ク 質

は報告さ れ て い るだ け で も 数種類あ り
盟 卜 抑

，
そ の 結 合

に はB ドメイ ン が 本質的で
， 他 の 2 つ の ドメ イ ン が 部

分的に 関与 して
， 異な っ た複数 の タ ン パ ク 質の 結合 を

可能に し てい る と 考え ら れ て い る ． H E ． C の 場合も
，

未精製核抽出液を用 い た U V ク ロ ス リ ン キ ン グ で は

70k d 以 外 に バ ン ド が 検 出さ れ て い る 事 実 か ら ，

H T L V －1 の 2 1 b p 反復配列 と同様に
， 複 数の タ ン パ ク

質が結合す る と推定 さ れ ， 今回 精製 さ れ た タ ン パ ク質

はその う ち に ひ と つ で あ ると 考 えら れ る ．

へ パ ドナ ウイ ル ス に は ウイ ル ス 白身に よ っ て コ
ー

ド

さ れる トラ ン ス 活性化 因子
，

X タ ン パ ク 質 が 存在 す

る ． 最近 ，
U n g e r ら

281
ら に よ っ て H B V の X タ ン パ ク

がエ ン ハ ン サ ー の E エ レ メ ン トを ト ラ ン ス 活性化す る

と い う こ と が 報 告 さ れ た ． こ の E エ レ メ ン ト と

H E － C と ほ とん ど
一 致 して お り ， 本研究 で 精製さ れ た

タ ン パ ク質が X タ ン パ ク 質に よ る ト ラ ン ス 活性化に 関

係して い る可能性 が ある ． 興 味深 い こ と に
，

H T L V ．

1 の 21 b p 反復配列 エ ン ハ ン サ
ー

は H T L V － 1 自身 に

よっ て コ
ー

ドさ れ る タ ン パ ク 質 ，
T a x に よ っ て細 胞

性因子 を介 して活性化 され る こ と が知 ら れ て お り
2 り

，

T a x に よ る ウイ ル ス 遺 伝子発現 の 調節 機構 お よ び ウ

イ ル ス 性細胞癌化機構 に 関す る研究 が精力的 に 進 め ら

れてい る ．
へ パ ド ナ ウイ ル ス遺伝子 の

，
そ の トラ ン ス

活性化因子 X タ ン パ ク 質 に よ る発現制御
，

さ ら に は肝

細胞の 発癌 の 観点 か らも
，
C S H E に 作用 す る細胞性タ

ンパ ク因子 の 検索 は興味の も た れ る こ と で あ る ．

H B V を含 む へ パ ドナ ウイ ル ス の 遺伝子 発現の 制御

機構の解明 に お い て ， 筆者に よ り精製 され た H E － C 結

合タ ン パ ク質の 解析が 重 要な役割 を果た す こ と が 示唆

される こ とか ら
， 今後 ，

こ れ ら の ア ミ ノ 酸配 列の 決

定
， 遺伝子 の ク ロ

ー

ニ ン グ を行 い
， さ ら に は ， 細胞 内

発現系を用 い た解析 を進 め て い く 計画 で あ る ．

結 論

H e p G 2 細胞 の 核抽出液か ら ，
へ パ ド ナ ウ イ ル ス の

エ ン ハ ン サ
ー

に 強く 保存 され た 領域 に 結合 す る タ ン パ

ク質を精製 し ， その 性質 を調べ
， 以 下の 結論 を得た ．

1 ． H E － C に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク質 を精製す

877

る た め に
．

D N A ア フ ィ ニ チ イ
ー カ ラ ム を作製 した ．

2 ． 5 段 階の カ ラ ム ク ロ マ トグラ ム フ ィ
ー に よ る精

製様式 を確 立 し ，
H E ．C 結合タ ン パ ク 質の精製 に 成功

し
，

こ れ が 分子 量 70k d と 85 k d の 2 つ の成分 か ら な

る こ と を 明 ら か に し た ．

3 ． H E － C に 含まれ る T G A C G と C C C C C の 2 つ

の モ チ ー フ を変異 させ た ブ ロ
ー

プ を用 い る と精製 タ ン

パ ク 質に よ る複合体形成 が 阻害さ れ た こ と よ り
， 精製

タ ン パ ク質 の H E － C に 対す る 高 い 結合 特異性 が 確 認

さ れ た ．

4 ． U V ク ロ ス リ ン キ ン グ を用 い て精製タ ン パ ク 質

の 2 つ の 成 分の う ち
，

分 子 量 7 0k d の も の が 直 接
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