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ABSTRACT

　　BOX　DNA　was　prcviously　isolated　from　thc　DNA　scquence　inserted　in　thc　enhanoer　B

domain　of　the　mutant　polyomavirus　DNA　（fPyF9）．　We　also　reportcd　that　BOX　DNA

functioned　negatively　on　DNA　rcplication　and　transcription　of　another　polyomavirus

mutant　（PyhrN2）　in　F9－28　cells，　a　subelone　of　mouse　F9　embryonal　carcinoma　（EC）　oells

expressing　the　polyomavirus　large　T　antigen．　ln　this　study，1　demonstrate　that　BOX

DNA　enhances　transcription　from　thc　thymidine　kinase　（TK）　promoter　in　various　EC

oells．　One　or　three　copies　of　BOX　DNA，　linkcd　to　the　bacterial　chloramphenicol

acetyltransferase　（CAT）　gene　undcr　the　control　of　the　herpes　simplex　virus　（HSV）　TK

promotcr，　activatcd　the　promoter　activity　in　F9，　P19　and　ECA2　cells．　The　band　shift

assays　using　BOX　DNA　as　a　probe　revealed　that　specific　binding　protein（s）　were　present

in　all　the　EC　cells　examined：　The　patterns　of　BOX　DNA－protein　complexes　were　the

same　among　them．　A　mutation　introduoed　within　BOX　DNA　abolig．　hed　the　enhancer

activity　as　well　as　the　formation　of　the　specific　DNA－protein　complexes．　ln　non－EC　cells

including　L　and　Balb3T3　cells，　the　enhancer　activity　of　BOX　DNA　on　the　TK　promoter

was　not　obscrvcd，　although　binding　proteins　specific　to　the　sequence　exist．　ln　band　shift

assays，　the　patterns　of　the　DNA－protein　complexes　of　either　L　or　Balb3T3　cells　were

different　from　those　of　EC　cells．　Furthermore，　the　enhancer　activity　of　BOX　DNA

decreased　upon　differentiation　induction　in　all　the　EC　cells　examined，　of　different　origins

and　distinct　differentiation　ability．　ln　parallel　with　the　loss　of　enhancer　activity，　the

binding　proteins　specific　for　BOX　DNA　decreased　in　these　cells．　Moreover，　1　cloned　a

genomic　DNA　of　F9，　termed　BOXFI，　containing　BOX　DNA　sequence　approximately

400　bp　upstream　from　the　RNA　start　site　of　the　gene．　BOXFI，　containing　a　TATA－like

motif　and　the　binding　clements　for　Spl　and　Oct　in　addition　to　BOX　DNA，　possessed

promoter　activity　deduced　by　a　BOXFI－CAT　construct．　Deletion　analyses　of　the

construct　revealed　that　the　transcription　of　BOXFI　gcne　is　regulated　by　BOX　DNA，

preferentially　in　undifferentiated　EC　cells　than　differentiated　cells．　Hence，　BOX　DNA　is

probably　a　novel　transcriptional　element　related　to　EC　oe11　differentiation．
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　　Furthermore，　I　cloned　a　cDNA　corresponding　to　BOXFI．　The　gcne　expressed　highly

in　undifferentiated　EC　cells．　ltg．　express　ion　decreased　after　differentiation　induction．　lt　is

thus　thougt　that　the　gene　may　be　a　target　gcne　of　BOX　DNA　binding　proteins．

Moreover，　1　purified　BOX　DNA　binding　proteins　of　P19，　EC　cells，　and　Raji，　non－EC

cells　having　no　pluripotency．　BOX　DNA　had　no　enhancer　activity　in　Raji　cells，　where

specific　binding　proteins　were　prcsent．　A　44kDa　protein　was　purified　from　P19　cclls．as

the　binding　protein　specific　to　BOX　DNA　100／60　kDa　proteins　were　mainly　purified　in

Raji　ceHs，　although　the　44kDa　protein　was　slightly　co－purified．　Thus，　it　is　speculated　that

BOX　DNA　enhancer　activity　is　positively　or　repressively　regulated　by　complex

mechanisms　under　the　infiucnoe　of　pluripotency　and　differentiatcd　states　of　the　cells．
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CHAPTER　1

BOX　DNA　has　enhancer　activity　specific

　　　for　undifferentiated　EC　ce］ls．
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1．1　INTRODUCTION

　　Embryonal　carcinoma　（EC）　cells　are　suitable　matcrials　to　study　molecular　mechanisms

of　early　stages　of　embryogenesis　（41）．　EC　cells　are　the　stem　cells　of　teratocarcinoma，

and　can　be　induced　to　diffcrentiatc　into　a　variety　of　cells　by　aggregate　formation　and／or

treatment　with　chemicals，　notably　rctinoic　acid　（RA）　（41，　54）．　EC　cell　differcntiation　is

dircted　by　a　lot　of　gene　cascades　and　protein－protein　interactions，　lt　is　also　considered

that　differentiation　proceeds　by　reduction　of　expression　of　genes　involved　in　maintenance

of　undifferentiated　states　（17，36）．　lt　has　been　reported　to　date　that　the　expression　of　a

number　of　transcription　factors　alters　during　EC　cell　differentiation　in　stage　specific

manners．　EIA－like　transcriptional　factors　（DRTF）　（31，　32），　AP－1　（19），　Oct－3　（47），　Oct－

4，　5　（51），　Rex－1　（23）　and　PEA3　（61）　decrease　in　amount　during　EC　cell　differcntiation

process，　while　AP－2　（39），　HOX－2　（53），　HOX－2．5　（29）　and　PEBP2，　3　increase．　Other

HOX　families　（9，　11，　33，　46），　the　c－J’un　product　（12）　and　Oct－6　（43，　55）　transiently

increaLge　and　are　followingly　downregulated　in　the　process．　It　is　thougt　selective　，

expression　of　specific　sets　of　genes　is　primarily　controlled　at　the　level　of　transcription．　lt

thus　suggest　sthat　transcription　factors　play　important　roles　in　embryogenesis　cascades　by

switching　on　or　off　various　genes　involved　in　differentiation．　Biologica1　roles　of　these

factors，　however，　have　not　yet　been　well　clarified，　although　their　functions　have　been

speculated　from　the　cDNA　sequenoes　encoding　them．

　　　Previously　we　have　isolated　a　mutant　of　polyomavirus　fPyF9，　which　can　replicate　in

m・usc　EC　cclls（2）．　Diffe血g　fr・m・ther　p・1y・mavirus　EC’　mutants，　fPyF9　c・uld　persist

episomally　in　F9　cells．　fPyF9　contained　mutations　in　the　enhancer　B　domain　of　wild－

type　polyomaviral　DNA：　The　sequences　of　enhancer　B　were　cxtremely　rearranged　in

fPyF9，　as　in　various　mutants　so　far　reported，　and　were　inserted　by　three　exogenous

sequences．　These　inserted　sequences　were　homologous　to　one　another，　and　the　sequence

5’GCA’IYI”CCATTGTTGTCAAAAG3’　（deg．　ignated　’BOX’）　was　considered　as　the

prototype　（Fig．1）．　Moreover，　we　have　shown　that　BOX　DNA　functioned　negatively　on

viral　DNA　replication　and　transcription　in　a　system　where　a　polyomavirus　hostrangc

mutant　PyhrN2　was　tested　in　F9－28　cells．　F9－28　is　an　F9　clone　expressing　the

7
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polyomavirus　large　T　antigen　（3）．　Thcse　results　suggcst　BOX　DNA　will　have　EC　oell

specific　activity　influenced　by　differentiation．

　　In　chapter　1，　we　examined　transcriptional　activity　of　BOX　DNA　in　various　EC　cellsof

different　developmental　stages，　in　non－EC　cells，　and　in　EC　cells　after　differentiation

induction，　to　clarify　the　relationship　between　BOX　DNA　activity　and　EC　oell

differentiation．　The　results　showed　that　BOX　DNA　activates　transcription　under　the

control　of　the　HSV　TK　promoter　specifically　in　EC　cells　at　undifferentiated　states．　The

BOX　DNA－protein　（s）　complexes　were　different　in　EC　cells　and　non－EC　cells．

Moreovere，　the　decrease　of　the　transcriptional　activation　during　differentiation　was

accompanied　by　the　decrease　in　thc　proteins　specifically　bound　to　BOX　DNA．

8
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BOX
1

2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　－　3

　　　BOX　DNA

　　　　Eヨ　ユ　GCATTCCATTGTTGTCAAAAG

　　　　E：i　2　GCATTCCAT　GTTGTCAAAAG

　　　　目3CCATTCCATTGTT
Consensus　GCATTCCA－rrGTT

Fig．1　F．．．nhanccr　rcgions　ofa　wilcl　typc　polyomi，　virus　ancl　fPyF9，　a　n）utant

polyoma　virus
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1．2　MATERIALS　AND　METHODS

CeU　culture　and　preparation　of　nuclear　extracts

　　Mousc　L　and　Balb3T3　cclls　wcrc　cultured　in　Dulbcoco’s　modificd　Eagle’s　mcdium

（DMEM）　supplemcntcd　with　10　9e　calf　serum．　Mousc　embryonal　carcinoma　ccll　lines

P19，　ECA2　and　F9　were　cultured　in　DMEM　supplemcnted　with　10　％　fetal　calf　serum．

P19　and　ECA2　oells　wcre　induced　to　differentiate　by　the　addition　of　1　pM　RA　to　the

culture　medium　immediately　after　rcplating　in　a　100　or　150　mm　dish　at　a　density　of　2　x

105　or　5　x　105　oells　per　dish，　respectivcly．　For　differentiation　induction　of　F9　cells，　1

ptM　dibutyryl　cyclic　AMP　and　O．1　nM　RA　wcre　added　to　culture　medium　under　the　other

conditions　similar　to　the　cases　of　P　19　and　ECA2　cells．　Nuclear　extracts　were　prepared

according　to　the　procedure　described　before　（13，　34）　and　the　protein　concentration　was

determined　by　Bradford’s　method　（8）．

Bαπ4∫垢面α∬ay

　　The　binding　reactions　were　canied　out　by　incubating　O．14　pmol　of　end　labelled　DNA

（5，000　cpm）　with　7　一　15　pag　of　nuclear　extract　proteins　and　2pag　of　poly（dl－dC）　in　a

buffer　containing　15　mM　Hepcs　（pH　7．9），　15　90　glycerol，　2　90　polyvinylalcohol，　36　mM

NaCl　and　O．4　mM　D’IT　at　room　temperature　for　10　min　in　a　final　volume　of　15　pa　1．　The

reaction　mixtures　were　then　electrophoresed　through　a　4　90　polyacrylamide　（29：1）　gel　in

O．25　x　TBE　buffer　189　mM　Tris－borate　（pH　8．3），　25　mM　EDTA］　at　10　V／cm．　For

competition　experiments，　2．8　or　14　pmol　（10　or　200　fold　amounts　of　labelled　probe）　of

double　stranded　oligonucleotides　wcre　addcd　to　the　reaction　mixtures　prior　to　addition　of

the　nuclear　extracts　（15，　16）．

Plasmid　construction

　　pBLCAT2　is　a　plasmid　carrying　the　CAT　gene　linked　to　the　HSV　TK　promoter　（37）．

pBLCAT2　was　renamed　as　pTKCAT　for　transfection　assays　in　the　present　study．　The

procedure　of　pBOXTKCAT　and　pMuBOXTKCAT　construction　was　as　follows：　briefly，

BOX　and　MuBOX　oligonucleotides　were　synthesized　according　to　the　prototype

10
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scqucnce　inserted　in　fPyF9　and　its　mutant　（sce　Fig．2A）．　The　oligonuclcotides　were

phosphorylatcd　at　the　5’　ends　with　T4　polynucleotidc　kinase　and　cloned　into　thc　BamHI

site　in　pUC19．　The　plasmids　containing　a　few　tandem　repcats　of　the　oligonucleotides

were　chosen．　The　Smal　site　of　pBLCAT2　was　changcd　to　Hindlll　site　by　linker　ligation；

the　TKCAT　fragment　obtained　by　thc　digcstion　of　the　plasmid　with　Hindlll　and　Xbal

was　cloned　into　the　plasmids　carrying　a　fcw　BOX　or　MuBOX　oligonucleotides．　Thesc

plasmids　were　named　plBOXTKCAT，　p3BOXTKCAT，　plMuBOXTKCAT　and

p2MuBOXTKCAT，　respcctively　（Fig．　2B）．

CンITα∬ay

Two　to　4　xlO5　of　L，　Balb3T3，　or　undifferentiated　EC　cells　were　plated　on　a　100　mm

dish　a　day　before　transfection．　Twenty　ptg　of　each　CAT　construct　were　transfected　to　the

cells，　together　with　5　ptg　of　the　plasmid　carrying　the　6－galactosidase　gene　linked　to　the

cytomegarovirus　（CMV）　TK　promoter，　by　the　calcium　phosphate　method　（20）．　The　cells

were　harvested　24　or　48　hr　after　transfection．　ln　the　experiments　of　ce11　differentiation，　2

x　105　EC　cells　were　plated　on　a　100　mm　dish　in　the　medium　containing　inducing

reagents，　which　was　renewed　after　2　days．　Next　day　（3　days　after　plating），　the　cells　were

transfected　as　above　and　were　harvested　24　hr　after　transfection．　Cell　extracts　were

prepared　as　described　previously　（2）　and　assayed　for　P－galactosidase　activity　to　normalize

transfection　efficiency．　CAT　assays　were　performed　as　def　cribed　previously　（18）．　The

convcrsion　of　chloramphenicol　to　acetylated　forms　was　measured　using　a　densitometer

PD－110　（Molecular　Dynamic　Lab．）　or　a　bioimage　analyzer　BAS2000　（Fuji　Film　Co．）

The　same　experiment　was　repeated　at　least　3　times　and　typical　results　were　presented　in

the　figures．
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1．3　RESU　LTS

BOX　DNA　has　en　hancer　activity　specific　for　EC　ceUs．

　　P19，　ECA2　and　F9　are　EC　cclls　widely　used　in　the　expcriments　to　analyze

undifferentiated　stages　of　mouse　embryogenesis．　To　examine　the　transcriptional　activity

of　BOX　DNA　in　EC　cclls，　sevcral　TKCAT　plasmids　containing　BOX　or　MuBOX

oligonucleotides　were　constructed　（Fig．　2A，　B）　and　transfected　to　these　cells．　The　HSV

’IEK　promoter　was　chosen　in　these　constructs，　because　the　TK　promoter　has　been　reported

to　be　more　susceptiblc　to　transcriptional　regulating　elements　than　the　SV40　promoter　in

the　octamer　motif　characterization　（51）．　Five　nucleotides　within　BOX　DNA　were

substituted　in　the　mutant　oligonucleotide　MuBOX　（Fig．　2A）．　As　shown　in　Fig．　2C，　one

copy　of　BOX　DNA　（IBOX）　slightly　stimulated　the　TK　promoter　activity．　A　strong

activation　of　CAT　expression　was　observcd　with　the　construct　carrying　three　tandem

repeats　of　BOX　DNA　（3BOX）　in　all　the　EC　cells　examined，　although　the　stimulating

efficiencies　were　different　among　the　cells．　Neither　one　nor　two　copies　of　MuBOX，　on

the　other　hand，　did　activate　transcription　in　any　of　the　cells．　These　results　suggest　BOX

DNA　functioned　as　a　sequence－specific　enhancer　to　the　TK　promoter　in　EC　oells．

　　To　investigate　whether　BOX　DNA　is　an　enhancer　specific　for　EC　oells　or　also　active　in

other　cells，　the　CAT　assays　were　carried　out　using　non－EC　cells．　The　same　CAT

constructs　as　in　Fig．　2　experiments　were　transfected　to　L　and　Balb3T3　cells，　as　well　as

pSV2CAT　containing　the　SV40　enhancer／promoter　region　as　a　positive　control．　Both　the

wild　type　and　the　mutant　BOX　DNA　scarcely　activated　transcription　in　either　oell，

whereas　the　SV40　enhancer／promoter　functioned　well　（Fig．　3）．　BOX　DNA　is　thus

considered　to　be　an　enhancer　which　functions　specifically　in　EC　oells，　but　hardly　in　non－

EC　cells．
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FIG．2．　Transcriptional　activity　of　BOX　DNA　in　various　EC　cclls，　（A）Thc　nuclcotidc

scqucllccs　ofthc　BOX　and　MuBOX　oligonuclcotldcs　arc　shown．　Withill　MuBOX，5

bascs　substi〔utcd　for　thosc　in　in〔act　BOX　arc　indicatcd　in　sma田cttcrs．（B）Thc　CAT

constructs　uscd　arc　scllcmatically　iIldicatcd．　p！BOXTKCAT　and　p3BOXTKCAT　contain

lor　3　copics　of　thc　BOX　oligolluclco〔idc　inscrtcd　upstrcam　of　thc　HSVTK　promo〔cr

followcd　by　thc　CAT　gcnc，　rcspcctivcly．　p！MuBOXTKCAT　and　p2MuBOXTKCAT

similarly　carry　l　or　2　copics　of　thc　MuBOX　oligonuclcotidc　acljaccnt　to　thc　TKCAT

scqucnccs．．（C）Scvcral　CAT　constructs　wcrc　cotransfcctcd　with　pCMVB－galactosidasc

mto　P19，　ECA2　and　Fg　cclls．　Thc　cclIs　wcrc　harvcstcd　40－48　hr　aftcr　transfcction　and

CAT　assays　wcrc　pcrformcd．　Thc　samc　cxpcrimcllts　wcrc　rcpcatcd　a口cast　3　timcs，　alld

typical　da｛a　arc　sh・・vn・Thc　a・t・radi・graplls・fthc　CAT・ssays　ar・disp1・ycd　at　tllc　t・p

Thc　column　numbcrs（1－5）corrcspond　to　thc　r）lasmid　numbcrs　in（B）．　Rclativc　CAT

　　　　　　　　の　　　　

actlvltlcs　wcrc　caIcuIatcd　oll　tllc　basis　of　pTKCAT；its　activity　was　sct　as　1，
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carricd　out　using　L　and　Balb3T3　cclls　transfcctcd　with　various　CAT　constructs　（1　一　6）．
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The　BOX　DNA－protein　（s）　comptexes　are　different　in　EC　and　non－EC

cells．

　　Transcriptional　regulation　gcnerally　rcquires　not　only　cis－acting　DNA　elcmcnt，　but

also　protcin　factors　binding　thcrcto　（40，44）．　To　know　whcthcr　protein（s）　binding　to

BOX　DNA　exist　in　EC　cclls，　thc　band　shift　assays　wcre　pcrfomied　using　nuclear　extracts

of　P19，　ECA2　and　F9　cells．　The　samc　BOX　DNA　oligonuclcotidcs　inserted　in　thc　CAT

constructs　（scc　Fig．　2回目　vvrere　labellcd　and　uscd　as　a　probe．　The　DNA－protcin　complexes

wcrc　analyzcd　by　clcctrophorcsis　through　a　low－ionic　strength　native　polyacrylamidc　gel．

In　the　competition　assays，　to　examinc　thc　specificity　of　BOX　DNA－protein　binding，

unlabcllcd　homologous　（BOX）　or　mutatcd　（MuBOX）　oligonuclcotides　werc　addcd　to　thc

reaction　at　20　or　100　fold　molar　excess　to　the　probe．　As　shown　in　Fig．　4，　a　major　band

of　BOX　DNA－protein（s）　complexes　vvras　observed　with　all　the　EC　cell　extracts，　in

absence　of　compctitors　（lane　1）．　When　unlabelled　BOX　DNA　was　added　to　the　reaction，

thc　band　was　decrcascd　in　proportion　to　the　amounts　of　the　competitors　（lanes　2　and　3）．

Unlabcllcd　MuBOX　DNA，　on　the　other　hand，　did　not　reduce　the　band　even　at　100　fold

molar　cxocss　to　the　probc　（lane　5）．　Thcse　rcsults　suggcst　that　factor（s）　prescnt　in　EC

cells　bind　spccifically　to　BOX　DNA，　and　that　the　factor（s）　may　contribute　to

transcriptional　stimulation　due　to　the　scquence．

　　BOX　DNA　did　not　function　as　an　enha，　ncer　in　L　and　Balb3T3　cells．　One　possibility　is

that　the　BOX　DNA　binding　protein（s）　may　be　absent　in　these　cells，　while　another　is　that

they　are　present　but　in　inactive　forms．　To　cxamine　these　possibilities，　band　shift　assays

on　BOX　DNA　using　nuclcar　extracts　from　L　and　Balb3T3　cells　werc　carried　out．　The

same　protcin　amounts　of　t｝ie　extracts　of　L，　Balb3T3　and　EC　oells　wcre　incubated　with　thc

protx）　in　parallel　and　thc　patterns　of　thc　DNA－protein　complexes　were　compared，　The

results　after　short　run　of　gel　elcctrophoresis　arc　shown　in　Fig．　5A，　and　those　after　long

run　are　in　Fig．　5A’，　whcrc　thc　free　probe　ran　out　of　the　gel．　Several　complcxcs　on　BOX

DNA　were　also　obscrved　in　L　and　Balb3T3　cclls．　The　mobilities　of　thesc　complcxes，

ho“’ever，　werc　distinct　from　that　of　thc　EC－BOX　DNA　complex，　and　ac　lso　diffcrent　from
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FIG．　4．　The　BOX　DNA　binding　protcins　in　various　EC　cclls．　Thc　band　shift　assays

wcrc　pcrformcd　using　BOiX　DNA　as　a　probc　with　nuclcar　cxtracts　prcpared　from　P19，　Fg

and　ECA2　cclls．　Diffcrcnt　amounts　oftmlabclicd　BOiX　DNA　or　MuBOX　DNA　vvrcrc

addccl　to　soinc　rcactions　as　coinpctitors　to　asscss　spccificit＞t　of　binding．　hanc　1，　no

competitors；　lancs　2　ancl　3，　with　unlabcllcd　BOiX　DNA　at　20　or　100　fold　molar　cxccss　to

thc　probc，　rcspcctivcly；　lancs　4　and　5，　with　unlabcllcd　MuBOiX　DNA　at　20　or　100　fold

molar　cxccss，　rcspcctivcly．
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FIG．　5　Comparison　ofthc　BOX　DNA　binding　protcins　bctween　EC　and　non－EC　cells．

Thc　samc　protcin　amounts　of　nuclcar　cxtracts　from　L，　Balb3T3，　Pl　9，　F9　and　ECA2　cclls

wcrc　rcacted　v，fith　thc　BOX　DNA　probc　and　scparated　in　thc　sarnc　gcl．　Thc　pattcrns　aftcr

a　short　（A）　and　a　long　（A’）　run　of　clcctrophorcsis　arc　shown．　Thc　positions　of

complcxcs　obscivccl　only　in　non－EC　cclls　arc　indictatcd　on　thc　lcft，　ancl　an　arrow　on　the

right　shows　thc　band　spccific　｛o　EC　cclls．　ln　A’，　thc　frcc　pTobe　had　run　out　of　the　gcl．
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one　another　between　L　and　Balb3T3　ccllg．．　The　patterns　of　thc　DNA－protcin　complcxcs

were　thus　different　between　EC　and　non－EC　cells．

　　Further　experimentsusing　BOX　or　MuBOX　DNA　as　a　compctitor　wcre　performed

with　L　and　Balb3T3　nuclear　extracts　（Fig．　O．　Excess　amounts　of　unlabclled　BOX　DNA

competed　out　the　DNA－protein　complexcs，　while　unlabellcd　MuBOX　DNA　did　not．　Thc

results　indicate　that　protein（s）　specifically　binding　to　BOX　DNA　are　also　present　in　non－

EC　cells，　in　which　the　enhancer　activity　of　the　sequence　was　not　observed．　lt　is　unclear

whether　the　spccific　binding　protcin（s）　are　not　involvcd　in　transcription　or　they　are

transcription　factors　but　in　inactive　forrns．

Enhancer’activiり70f　BOX」DNン1，α∫we〃α∫specific　bin　din　9　pr’otein5’，

pr8ゾセァentia〃y　decreases　in　EC　ce〃∫aプ’ter　dixアerentiation　induction．

　　Thc　enhancer　activity　of　BOX　DNA　was　examined　in　EC　cells　before　and　after

diffcrcntiation　induction．　P19　oells　can　diffcrcntiatc　into　smooth　muscle－like　cells　in　two

days　aftcr　induction　with　O．5－1μM　RA（48）and　into　a　variety　of　cell　types　including

neurons，　astroglia　and　smoothmuscle　cells　7　days　after　induction　by　cell　aggregation　in

presencc　of　RA（24，25，42，49）．　ECA2　diffcrentiatc　into　epithelial，　neuronal　and

myoblast－like　cclls　in　7　days　after　induction　with　1／tM　RA（56）．　Fg　cells　can

differentiate　into　parictal　endode㎜一likc　oells　at　5　days　after　induction　with　O．1μMRA

and　1μM　dibutyryl　cAMP．　pTKCAT，　p3BOXTKCAT，　p2MuBOXTKCAT　and

pSV2CAT　wcre　transfcctcd　to　thesc　EC　cclls　bcfore　and　3　days　aftcr　diffcrentiation

induction．　The　cells　were　harvcstcd　24　hr　after　transfcction　and　CAT　assays　were

pcrformed．　As　shown　in　Fig．7，　the　enhanccr　activity　of　BOX　DNA，　as　compared　with

the　SV40　cnhancer／promotcr，　prefcrcntially　dccrcascd　after　diffcrcntiatiorl　induction　in　all

the㏄lls　examincd（lanes　2　and　4）．　Mutatcd　BOX　DNA（MuBOX），　which　thc　BOX

DNA　binding　protein（s）could　not　rccognize　in　vitro，　did　not　stimulatc　thc　TK　promotcr

　　の　　　　コ　　　　　　　の　　　　　　　　　

actlvlty　m　elthcr　undiffercntiatcd　or　diffcrentiated　cells（lanc　3）．　Similar　rcsults　wcrc

obtaincd　wherl　transfection　was　carried　out　with　the　EC　cells　l　day　after　diffcrentiation

induction，　and　also　with　P19　cells　induccd　by　aggregation　and　1　PaM　RA　into　alternative
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diffcrcntiated　std‘　tc　（data　not　shown）．　Thcsc　results　suggest　that　BOX　DNA　is　a

transcriptional　regulatory　clcmcnt　rclatcd　to　the　diffcrcntiation　statcs　of　EC　cells．

　　　It　has　been　rcported　that　the　amounts　of　the　factors　binding　to　several　trans　criptional

elements　specific　for　undiffcrentiatcd　EC　oells　fluctuate　during　differentiation．　We

therefore　investigated　the　state　of　the　BOX　DNA－protein　complexes　during　differentiation

of　P19，　ECA2　and　F9　cells．　Nuclear　extracts　were　prepared　from　the　cells　at　O，　2　and　4

days　after　diff，erentiation　induction　and　band　shift　assays　were　performed　using　BOX

DNA　or　the　Spl　motif　as　a　probe．　The　Spl　motif　was　uscd　as　a　control，　since　its　binding

protein　is　known　to　be　expressed　constitutively　during　differentiation　（reviewed　in　14）．

As　shown　in　Fig．　8，　thc　amounts　of　BOX　DNA－protein　complexes　decreased　during

differentiation　in　all　thc　EC　cells　tested，　while　Spl　complexes　were　not　affected　by

differentiation　induction．　lt　is　thus　considered　that　the　BOX　DNA　binding　protein（s）　may

be　transcription　factor（s）　involved　in　the　differentiation　process　of　EC　cells．
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FIG．　7．　Dccrcasc　of　thc　cnhanccr　activity　of　BOiX　DNA　in　differentiated　EC　cclls．

Scvcr（al　CAT　constructs　wcrc　transfcctcd　togethcr　with　pCMVB－galactosidasc　to　various

EC　cclls　bcforc　and　aftcr　diffcrcntiation　induction　as　dcscribcd　in　’MATERIALS　AND

METIIOD．S’．　Typical　autoradiograms　of　thc　rcsults　for　P！（L）　cclls　arc　shovv，n　at　thc　top．

Thc　CA”1’　ac｛ivitics　wcrc　calculatcd　on　thc　ba，　sis　of　pTKCAT　in　cach　s｛atc．　Coiumn　1，

pTKCAT；　column　2，　p．3．　BOXT’KCAT；　coiumn　3，　p2MuBOXTKCAT；　4，　pSV2CAT　（sce

Fig，　2，　lowcr　pancl）．
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FIG．　8．　Rcduction　of　thc　BOX　DNA－protcin　complcxcs　during　EC　ccll　differentiation．

Nuclcar　cxtract．g　svxvrcrc　prcparccl　from　various　EC　cclls　bcforc　（O　day）　and　2　or　4　days　aftcr

diffcrcntiati（）n　induction．　Equal　protcin　amounts　of　cach　extract　vvrcrc　rcactcd　vv，ith

labellcd　BOX　DNA　or　Spl　probc．
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1．4　DISCUSSION

BOX　DNA　f田ictioncd　as　an　cnhanoer　spccificaly　in　undiffcrcntiatcd　EC　cclls　of

different　origins　and　distinct　differentiation　（P19，　ECA2，　and　F9　cells）．　BOX　DNA

specific　binding　proteins，　contributing　to　itg．　enhancer　activity，　were　present　in　all　the　EC

oells　examined．　Oct－3，　EC　cell　specific　transcription　factor，　consists　of　DNA　binding

domains，　cooperative　interaction　domains　and　transcriptional　activation　domains．　lt　is

reported　that　not　only　the　core　binding　but　also　cooperative　factors　play　important　roles　in

potentiation　of　transcriptional　activation　in　the　cases　of　Oct－2　（38）　and　Oct－4，　5　（52）．　lt　is

thus　thought　that　the　interactions　between　those　domains　of　the　transcription　factors　and

their　cellular　cooperative　factors　regulate　EC　cell　specific　transcription　Therefore，　I

considered　some　models　of　molecular　mcchanisms　of　transcriptional　activation　by　BOX

factors　（BOX　DNA　spccific　binding　protein）　in　undifferentiated　EC　cells．　As　shown　in

Fig．9　A，　BOX　factors　recognize　specifically　BOX　DNA　and　promote　the　gene

expressions　specific　for　undifferentiated　EC　cells　through　the　enhancers　and　promoters

by　interactions　with　cellular　cooperative　factors　and　fundarmental　transcription　complex．

Moreover，　BOX　DNA　enhancer　activity　reduced　after　differentiation　induction　in　pararell

with　the　decrease　of　binding　of　BOX　factors　to　BOX　DNA．　Thus，　the　models　shown　in

Fig　9B　are　thought　for　the　loss　of　BOX　DNA　enhancer　activity　after　differentiation

induction．　a）　It　is　known　that　the　activities　of　transcription　factors　are　generally　regulated

by　various　modifications　（phosphorylation，　dephosphorylation，　et　al．）（17）．　BOX　factors

may　be　inactivated　by　some　modifications　or　the　activities　may　be　supressed　by　reduce　of

any　modifications　activating　BOX　factors，　although　BOX　factors　express　almost　equally

to　that　of　undifferentiated　cel　ls．　b）　lt　is　reported　that　the　expression　of　Oct－3，　EC　cell

specific　transcription　factor，　decreases　after　differentiation　induction．　The　expression　of

BOX　factors　may　also　decrease　and　it　may　result　in　decrease　of　binding　of　BOX　factors

to　BOX　DNA　and　the　loss　of　enhancer　activity．　c）　Cooperative　factors　interacting　with

BOX　factors　may　be　inactivated　or　decrease．

　　Interestingly，　BOX　DNA　specific　binding　proteins　were　also　present　in　L　and　Balb

3T3　cells，　wherc　BOX　DNA　did　not　activate　transcription．　ln　band　shift　assays，　the
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mobility　of　thc　BOX　DNA－protein　complcxcs　（non一　EC　BOX　factors）　in　these　non－EC

cclls　wcre　differcnt　from　thosc　in　EC　cclls．　’lhcsc　rcsults　suggest　thc

cooperative／transcriptional　transactivation　domains　of　non－EC　oells　will　be　nonfunctional

／different　from　those　of　EC　oells　although　their　DNA　binding　domains　are　functional．

Thus，　several　possibilities　are　thougt　for　thc　inactivity　of　BOX　as　an　enhanoer　in　non－EC

oells　（Fig．10）．　a）　Coopcrative　factor（s）　required　for　displaying　the　activity　may　be　absent

although　BOX　factors　are　active　forms．　b）　Cooperative　domains　of　non一　EC　BOX

factors　may　be　different　from　active　EC－BOX　factors　and　so　they　cannot　interact　with　the

cellular　cooperative　factors．　c）　Non－EC　BOX　factors　may　be　inactivated　by　some

inhibitory　factors　or　the　modifying　enzymes　activating　them　may　be　lacking．　d）　Affinity

of　transcriptional　transactivation　domain　of　non－EC　cclls　may　be　different　from　those　of

EC　oells．　et　al．　To　clarify　the　molecular　mechanisms　of　positive　and　repressive

transcriptional　regulation　in　undiffercntiated　EC，　differentiated　EC，　and　non－EC　cells，

identification　of　BOX　factors，　cooperative　factors，　and　other　cellular　factors　should　be

required．

　1　first　canied　out　Southwestern　analyses　to　identify　the　BOX　factors．　However，　I

could　not　recognize　the　bands　due　to　the　specific　protein（s）　bound　to　BOX　DNA．

Possibly，　the　BOX　factors　cannot　be　renatured　during　the　transfer　process　from　the　SDS－

polyacrylamide　gel　to　the　nitrooellulose　filter．　To　analyze　the　properties　and　functions　of

BOX　DNA，　purification　of　BOX　factors　followed　by　cloning　of　the　cDNA　encoding

them　should　be　performed．
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CHAPTER　2

　　　　Cloning　of　an　F9　gene

regulated　by　BOX　DNA　specificallly

　　　in　undifferetiated　EC　cel］s．
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2．1　INTRTODUNTION

BOX　DNA　w（aLg　found　as　the　insertion　sequencc　into　enhanccr　B　domain　of　fPyF9，　a

polyoma　virus　mutant．　lt　has　becn　unknown　where　BOX　was　derived　from，　although　it

was　speculated　to　be　of　a　cellular　DNA．　Molonyleukcmia　virus　LTR　（56），PEA3　（61），

and　E2A　（6，　32）　are　EC　specific　enhanccr／silencer　motifs　dcrived　from　virus．　A　numbcr

of　studies　conceming　for　these　motifs　have　been　performed　and　each　transcription　factor

binding　to　the　motif　has　been　clarified．　Nevcrtheless，　the　cellular　target　genes　of　those

transcription　factors　havc　not　bcen　identified　yet．　To　understand　functions　of　a

transcription　factor　in　vivo，　its　ccllular　targct　genes　should　be　clarified．　To　know　the

oellular　target　genes　of　BOX　factors，　I　thus　canied　out　cloning　of　an　F9　genomic　DNA

containing　the　BOX　DNA　scquenoes　speculated　to　be　a　regulatory　region　of　its　target

gene．　BOXFI，　one　of　the　cloned　DNA　had　transcriptional　promoter　activity　and　a　BOX

DNA　sequence　in　BOXFI　was　a　regulatory　element　dominant　to　the　promoter　in

undifferentiated　EC　cells，　but　less　effective　in　differentiated　EC　cells．　Furthermore，　I

cloned　BOXFI　cDNA，　a　gene　codcd　downstream　from　BOXFI．　lts　RNA　expressed

well　in　undiffcrentiatcd　EC　oells　and　decreased　after　differentiation．　’lhese　results

suggest　that　BOXFI　is　a　oellular　target　gene　of　BOX　factors　and　it　may　be　a　gene

involved　in　EC　cell　differentiation．
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2．2　MATERIAL　AND　METHOD

CIoning　of　F9　genomic　DNAs　containing　BOXDNA　sequences

　　Genomic　DNA　was　extracted　from　F9　cells　as　describcd　（41）　and　digested　with

Hindlll．　A　halfpag　of　the　genomic　DNA　was　amplified　by　PCR　with　Taq　DNA

polymerase　（Perkin－Elmer－Cetus）　using　O．5　pag　of　Hindlll　linker　and　100　pmol　of

BOXDNA　oligonucleotide　1　or　2　as　primers．　The　template　DNA　was　denatured　at　940C

for　1　min　and　annealed　with　the　primers　at　55℃　for　2　min．　The　extension　reaction　was

carried　out　in　a　buffer　containing　10　mM　Tris　一HCI　（pH8．3），　50　mM　KCI，　1．5　mM

MgC12，0．001％（Wハ1）gclatin，　and　125μM　of　the　four　dNTPs　at　72℃for　3　min．

These　reactions　were　rcpeated　for　40　cycles　in　a　termal　cycler　（Perkin－Elmcr－Cetus）．　The

amplified　DNAs　were　purified　and　separated　in　a　1．290　agarose　gel．

　PCR　amplified　DNAs　were　treated　with　Klcnow　fragment　（DNA　pol　1）　and　cloned　into

HLinclUHindlll　site　in　pUC19，　after　phosphorylation　followed　by　digestion　with　Hindlll．

Clones　thus　obtained　were　named　pBOXFI，　pBOXF5　and　pBOXF6，　respectively．

Presencc　of　BOXDNA　in　these　cloncs　was　confirrned　by　nucleotide　sequencing．　To

study　the　promoter　activity，　the　inserts　wcre　linked　to　the　CAT　gene　in　both　orientations，

and　the　constructs　were　designated　pFl（B）CAT，　pFl（H）CAT，　pF5（B）CAT，

pF5（H）CAT，　pF16（B）CAT，　and　pF16（H）CAT　（see　Fig．3）．　The　deletion　mutants　of

pFl（H）CAT　were　constructed　as　follows：　pFl（H）CAT　was　digested　with　Kpnl　and

Sacl，　followingly　treated　with　exonuclease　III　and　mung　bean　nuclease，　and　then　with

Klenow　fragment　（DNA　pol　1）．　Self－ligation　of　the　fragments　gave　rise　to　pFldelBCAT

and　pFldelBSCAT　（see　Fig．5）．　pFIEIECAT　is　a　pUC　derivative　containing　the　100　bp

fragment　obtained　by　EcoRI　digestion　of　pBOXFI　（Fig．3），　cloned　into　the　EcoRI　site，

and　the　CAT　gene　inserted　into　the　Hindlll　sitc　（Fig．5）．　The　other　EcoRI　fragment　of

2900　bp　was　self－ligated，　resulting　in　pFIE2HCAT　（Fig．5）．

Preparation　of　cytoplasmic　RNA

F9　or　P19　cells　were　washed　twice　with　TBS，　suspcnded　with　the　lysis　buffer　（10　mM

Tris－HCI　buffer　（pH　8．6）　containing　140　mM　NaCl，　1．5　mM　MgC12，　O．590　NP－40　and
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lo　mM　vanadryl　ribonucleotide　complexes），　and　kept　on　ice　for　5　min．　The　cell　lysatc

was　centrifuged，　and　40　pt1　of　10　mg／ml　proteinase　K　and　10　pt1　of　10　％　SDS　were　addcd

to　the　supernatant　and　incubated　at　60　℃　for　5　min．　After　thrce　times　of　phenol

extraction，　cytoplasmic　RNA　was　precipitated　by　ethanol，　dissolved　in　water，　and　used

for　Sl　mapping　or　Northern　blot　hybridization．

Sl　mapping

pFIBOX　was　digested　with　Hindlll，　dephosphorylated，　and　end－labelled　with　32P－y－

ATP．　After　digestion　with　Spel，　thc　322bp　fragment　was　purified　and　used　as　a　probc

for　Sl　mapping．　Fifty－six　ptg　of　the　cytoplasmic　RNA　and　104　cpm　of　the　probe　were

hybridized　at　410C　for　morc　than　12　hrs　in　a　buffer　containing　80qe　formamide，　40　mM

PIPES　（pH　6．4），　1　mM　EDTA，　400　mM　NaCl，　and　treated　with　Sl　nuclease，　and

analyzed　in　a　10qo　polyacrylamide　gel　containing　8　M　urea．

Cloning　of　BOXFI　cDNA　from　F9　A　zap　II　cDNA　library

　Phage　DNA　“ras　extracted　from　F9　X　zap　II　cDNA　library　as　described　in　（62）．　A　few

hundred　ptg　of　Phage　DNA　was　amplified　by　PCR　with　Taq　DNA　polymerase　using　50

ng　of　T3　primer　and　T7　primer　as　primers．　’lhe　extension　reactions　were　likewise

described　as　materials　and　methods　in　chapter　1．　The　PCR　amplified　DNAs　were　cloned

using　of　TA　cloning　kit　（litvitrogen）．　They　were　screened　by　southern　hybridization．

FIRNA　oligonucleotide，　a　homologous　sequence　of　30　bp　upstream　of　3’end　was　used

as　a　probe　in　screening
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2．3　Results

An　F9　genomic　DNA　containing　BOX　DNA　sequence　has　transcriptional

activity，　which　is　regutated　by　BOX　DNA　specifically　in　undifferentiated

EC　ceUs．

　　BOX　DNA　was　first　found　as　the　inscrtion　sequence　in　a　polyomavirus　mutant　（2）．　lt

has　becn　unknown　whcre　BOX　DNA　was　dcrived　from，　although　it　was　spcculated　to　be

of　a　cellular　DNA．　To　identify　target　genes　of　BOX　DNA　binding　protein（s），　we

performcd　cloning　of　F9　genomic　DNA　containing　the　BOX　DNA　sequenoe　and

examined　whether　transcription　of　thc　gencs　is　regulatcd　by　BOX　DNA．　The　cloning

was　carried　out　by　the　PCR　method　described　in　Fig．　1．　Briefly，　total　DNA　from　Fg

oells　was　digested　with　Hindlll　and　the　fragments　were　subjected　to　PCR　amplification

using　BOX　DNA　and　Hindlll　linker　as　primers．　The　amplificd　DNAs　were　analyzed　by

agarose　gel　electrophoresis　（Fig．　2）．　Several　bands　were　observed　in　the　reactions　with

both　the　combinations　of　primers　（BOX　DNA　1／Hindlll　linker，　and　BOX　DNA　2／

Hindlll　linker）．　Southern　hybridization　using　BOX　DNA　as　a　probe　revealed　that　all　the

amplified　DNA　fragments　contained　the　BOX　DNA　sequence　（data　not　shown）．　The

results　suggest　that　BOX　DNA　sequenoes　exist　at　several　copies　in　F9　genomic　DNA．

　　The　DNA　fragments　thus　amplified　wcrc　cloned　into　pUC19．　Three　clones　described

in　Fig．　3，　upper　left　panel　were　obtained　（pBOXFI，　pBOXF5　and　pBOXF16）．

Sequence　analyses　revealed　that　one　or　two　copies　of　BOX　DNA　were　present　in　each

clone．　The　results　of　southern　hybridization　of　the　F9　genomic　DNA　with　the　fragrnents

inserted　in　the　three　clones　indicate　that　the　fragments，　respectively，　exist　in　F9　cells　at

one　copy　per　haploid　genome　（data　not　shown）．

　　BOXFI，　BOXF5　and　BOXF16，　the　F9－derived　fragments　inserted　in　pBOXFI，

pBOXF5　and　pBOXF16，　respectively，　were　linked　to　the　CAT　gene　in　either　orientation

and　examined　for　transcriptional　activity　（Fig．3，　upper　right　panel）．　pUCCAT，　carrying

the　enhancer／promoter－less　CAT　gene　alone，　was　used　as　a　negative　control．　The

conStructs　were　transfected　into　undifferentiated　F9　cells　and　CAT　assay　was　canied　out．

AS　Shown　in　Fig．3，　lower　panel，　only　pFl（H）CAT，　in　which　the　Hindlll　end　of　BOXFI
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　　　　　　　Geriomic　DNA（F9）
　　　　　　　　　　　　い・一gesti・・

『＝＝＝＝］＝コ　　〔一コ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80X
　　　〔『＝＝＝＝二■ユ＝コ
　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　口
　　　　　　　　　　　　↓

pritner@¢6’”％iil，，；li，”Zeiibonucieotide

［　1　M：＝｝．
　　　　　　　　B緊　　1：製［

　　　　　　　　　　　十・mplify

■［二＝］団二＝＝］■［＝＝＝］

　　　　　　　　　　　xit　Hindlll　digestion

　　　　　lll＝］　．

　　　　　BOX
　　　　　　　　　　or

　　　　　　T［町二二国

　　　　　　　　　　　　　　　　BOX
　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　し．igation

　　　　　　　　　　　　　　（pUC19Hindlll　－Hincll　site）

FIG　1　Cloning　of　F9　gcnomic　DNA　containing　thc　BOX　DNA　scquencc．　The　PCR－

mediatcd　proccdure　of　cloning　gcnomic　DNA　containing　BOX　DNA　in　F9　cells　arc

schematically　shown．
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80×　1　5「GA丁CCG　CATTCC　A『「T　GTC　AAA　AGG31

BOX　2：　3’GCGTAAGG　TAACAG　TTT　TCCCTA5’

（p　ri　m　e　r）

BOX　1

BOX　2

Hind川
linker

十

十

a

十

＋b　“〈ssY‘of

（kbQ3）

／
／　9．4
：　6．6

Kzlg

一　O．5

F9　cells

FIG．　2．　Detcction　（）fgcnomic　DNAs　containing　thc　BOX　DNA　scqucncc　in　F9　cclls．

DNA　fragmcnts　containing　thc　BOX　DNA　scqucnoe　ivx｝rcrc　amplificd　among　the　Hindlll－

cligcstcd　F9　gcnomic　DNAs　by　PCR　using　cithcr　pair　of　BOX　1／Hindlll　linkcrs　or　BOX

2／Hindlll　linkers．　as　primcrs．　：（”hc　amplificd　DNAs　wcrc　analyzed　by　agarose　gcl

clcctrophorcsis．　Markcr　indicatcs　Hincllll・一digcstcd　7v　pl）age　DNA，　and　the　sizes　（kb）　arc

」
．
ξ
”
㌦
・
讐
同
（
＝
・
」
ψ
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　　　　　　＼　　　　　　　　　　　ノ／

pBOXF5
　　　　　　　　ト　　ぐ　バ
　　　　　・秩。匿二二冨．”＼・．・、、、

　　　　　ど　・　＼）
　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／’
　　　　　　’＼　　　　　　　　　　　，／

pBOXFI6　＿〉，1

　　　　　昏親｛＼＼
　　　　　（　　　　　）
　　　　　＼　　　　　　　　　　／
　　　　　　’＼　　　　　　　　　　　　　　　　　．！「

　　　　　　　　　　くこ　　
pF1｛B＞CAT一「一＿．＿＿　　　　　　　　　　　　－＝1亙＝
　　　　　　　　＿＿＿．土＿一＿
pF1〔H＞CAT一．翼　　　　　　　　＿．＿一＿＿］⊂巫〔

pF5｛B＞CAT

pFsO｛＞CAT

pF16（B＞CAT　一一一

　　ズコ　
一　H［＿1［豆亙＝

　　　ま
一蟹＿ヨ｛＝亟〔

pF16（H＞CAT　一一：一一

｛㍉匝〔

ナ鼠コ匝＝

I　　I　　I　I　　I　　I　I　　I　　I

Ac－Cm＞．・　o　．，，　b，‘．．．，．

Cm＞
H？；②曾陸棚毎曾

　　　　　　pBOXFI　pBOXF5　pBOXF16

FIG．　3．　Promoter　ac（ivitics　of　the　F9　DNA　fragmcnts　containing　BOX　DNA．　Thc

fragments　of　F9　gcnomic　DNA　containing　thc　BOX　DNA　scqucncc　（BOXFI，　BOXF5，

ancl　BOiXFI　6）　wcrc　linkcd　to　thc　CAT　gcnc　in　cithcr　oricntation　（pFl（B）CAT，

pF（1　H）CAT，　pF5（B）CAT，　pF．S．　（H）CAT，　pF16（B）CAT，　and　pFl　6（H）CAT　）．　Thc

c（）nstructs　vt，erc　transf，ccted　into　F9　cclls　and　CAT　，assays　v，rcrc　carricd　out．　Upper　p（ancl

rcpresents　thc　schcmatic　drawing　ofthc　pUC19　cloncg．　ofthc　F9　DNA　fragments

COntaining　BOX　DNA　（lcft）　and　of｛hc　CAT　constructs　（right）．　B，　BamHI；　E，　EcoRI；

H，　Hindlll．　lk）yvcr　pancl　．shoNx，，s　thc　autoracliograph．fg　ofthc　CAT　as．　．says．　Cm，

chloramphenicol；　Ac－Cm，　accthylatccl　chloramphcnicol．
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is　adjacent　to　thc　CAT　gcne，　showcd　the　transcriptional　activity．　It　was　hcnce　suggcsted

that　a　promotcr　is　located　downstream　of　BOX　DNA　in　the　BOXFI　fragmcnt．　Sequences

analysis　of　BOXFI　revealed　that　it　is　516　bp　in　lcngth　and　contains　the　Spl，　Oct　and

TATA－like　motifs　in　addition　to　the　BOX　DNA　sequcnce　（Fig．　4）．

　　To　determine　the　transcription　initiation　site　in　BOXFI，　Sl　mapping　was　performcd

using　F9　cytoplasmic　RNA．　The　segment　of　332　bp　from　the　Spel　site　to　the　Hindlll　sitc

of　BOXFI（H），　covering　the　TATA－like　scqucnce　and　the　Oct　motif，　was　end－labellcd　at

the　Hindlll　site　and　used　as　a　probe．　The　transcription　initiation　site　was　detected　at　80

bp　upstream　from　the　Hindlll　site，　i．e．，　180　bp　downstream　of　the　TATA－like　sequence

in　BOXFI　（Fig．　5）．　The　result　indicates　that　transcription　of　a　gene　actively　expressed　in

F9　cells　starts　within　BOXFI，　downstream　of　BOX　DNA　and　the　other　motifs．

　　To　examine　whether　the　BOXFI　promoter　activity　is　regulated　by　BOX　DNA，　and

whether　the　activity　varies　according　to　differentiated　states　of　oells，　four　deletion　mutants

were　constructed　（Fig．　6，　upper　panel）．　The　CAT　activities　of　the　constructs　were

compared　in　P19　oells　before　and　after　differentiation．　ln　undifferentiated　P19　cells，

pFl（H）CAT　possesed　transcriptional　activity　more　than　twice　as　strong　as　pTKCAT，　and

the　activity　was　greatly　reduced　by　deletion　of　BOX　DNA　（pFldelBCAT）．　Further

deletion　of　Spl　motif　（pFldelBSCA’ll），　TATA－like　and　Oct　motifs　（pFIE2HCAT）

reserved　only　a　slight　activity．　BOX　DNA　and　the　Spl　motif　alone　（pFIEIECAT）　did

not　yield　a　significant　activity，　compared　with　pUCCAT．　A　promoter　required　for　a

basal　expression　is　thereby　suggested　to　exist　downstream　of　the　Oct　motif．　ln

differentiated　P19　cellf，　pFl（H）CAT，　as　wcll　as　the　four　deletion　mutants　showed　a

transcriptional　activity　much　weaker　than　pTKCAT，　and　the　activity　was　little　affected　by

deleting　BOX　DNA　（compare　betwcen　columns　1　and　2）．　The　results　thus　suggest　that

BOX　DNA　is　a　dominant　regulatory　clement　of　an　enhanoer／promoter　located　in　the

BOXFI　fragment　in　undiffercntiatcd　cclls，　but　less　effective　in　differentiated　cells．　The

gene　coded　downstream　from　BOXFI　may　be　one　of　the　target　genes　of　BOX　factors．
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BOXFI　Sequence

1
GAT（111｛2gZ！LLII1：IL！｛2，A／L（；A．　ACAATG　（3　A．　A’1’GCItr1，11’（．i’」（S　ATIJAAGTGt／〈1・lr

　　　　　　　　　　　　　　BOX　DNA
　41
　　G△GGGCTG　　’G　　「’」〈C〈TG　GムCC△G△（二C〈　△CT（二r　CC△CT

　　　　　　　　　　Sp1－like
　81
　　112gt！4［！．［，1！III！A　I　I　CCAAG　r！’TCAGTAAGA　CI’CI’GACI”！iA．　．t”｝，GAAA．　！”AG’A’v

　　　Eco　R1
12f
　　G（SA（CIAGCAAT　CCAAGAG　AG　A　CACACI”1’G（，r　r！’　’liGAACrli　r！T（liKlll／iG

161
　　CC．）’1’CCACACA　’．VACAACA’！’，（〉一C　’！．IA一，Gmt’G’1’ATGA　GAACA［1iGCAC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spe1
201

　　AC．tAsCATG’！’GT　GCACIiG’J．’ACA　GTAACI’CAAT　AACAArl’ATC’”1’

241
　　’1”TA．　A．　wwt’ATAAA　G　CI’AAACG（3A　A　A　C　AGA’！i　T　AG　GCI’ACA’1’TTA

　　　　　TATA－like
281
　　Gr！’A．　TT’1’．A．　’J”C”ll’　GC一”．［’CCAAng／．．t　I　G（．AAA’！”9LA－A－T’1’gJ．’ATCA．　AG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OCt　Eco　R1321
　　ACrl’TC！sC．［’！）sA　AACI’CCVT’J”G　’一1．’ACI’TAAAC”1．’　AATGrliTTTCIi

361
　　’1．’AAGAA．　A．　ATG　TGAA．　CA’1’T’II　rl’　T’1’TGA（」’1’rl’TC　CATI’G’1’C　I”rG

401

　　TCATT’1’1’AG（IJ　AG．’1’G．CCAAA（IJ　TCGAATCI’TT　TACACACCAA

、41　　　　　　　　　　　　　　　　’L二→
　ArliCAG’J．’GAGA　G（llCCA’1’AAAG　ACI’GCI’TTGA　AAAATACCAT

481

　TTAA’1”AGCAA　ACCAGGArl’TG　’1’TcrCG’1’TCC　LA．　AGCrT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hind川

・
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FIG．　4．　Nuclcotidc　scqucnce　of　BO／XFI，　BOiXFI　consists　of　511　bp　nuclcotidcs．　The

BOiX　DNA　scqucncc　is．　b〈）xcd，　Bold　or　plain　undcrlincs．　inclicatc　thc　transcriptional

rcgulatory　motifs　（Spl一一likc，　TATA一一likc，　and　Oct　motifs）　or　the　restriction　sites，

rCSpcctively．　A　dottcd　unclcrlinc　and　an　arrow　shoNi，r　thc　initiation　sitc　（’md　the　dircction　of

trcrmscription　dcduccd　by　S／　niapping　（FIG・　4）・
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FIG．　5．　Dctcrmination　of　thc　transcrip｛ion　initiation　sitc　in　BOXFI　by　Sl　mapping

（analyf．iis．　Lcft　pancl：　Thc　structurc　ofBOXFI　i．s　schema（ically　draxvn．　Put，ativc

Sc（luenccs　for　transcriptional　rcgulation，　inclucling　BOX　DNA，　arc　shoyvrn．　’1’riangles

abovc　lndi・・t・・cc・9niti・n　si｛・s　f・）r　rcst・i・ti・・cllzy・η・s．　Thc　Sp・田h1（IIII　fragmcnt。f

332　bp　（undcrlincd）　was　labcllcd　at　thc　Hincllll　sitc　（astcriskcd）　and　uscd　as　a　probc．

Right　pancl：　Thc　rcsult　ofSl　mapping　is　shown．　Cytoplasiinic　RNAs　from　F9　cclls　v，，erc

subj・ct・d　t・thc　11・aPpi・g　as　d・sc・ibcd　iパMATERIA駕AND　MET｝10DS・．　L（111cs

’probc’，　’F9’　and　’A＋G’　containcd　thc　probc　alonc　（without　RNA），　F9　RNA　and　thc

P「obc・・r　M・xac　m－Gilbc・t　A＋G・c・c〔i・11・f　thc　p・・）bc，・cspcctivcly－P，。b。，　alld　an　arr。w

Oii　（hc　right　inclicatc　thc　positi（）ns　of　thc　input　probc　and　thc　S1－pro｛cctccl　band．
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FIG．　6．　Effcct　ofBOX　DNA　on　thc　BOXFI　promotcr　in　EC　cclls　bcforc　and　after

diff・・cnti・ti・n・Va・i・us　d・1・〔｛・11　mし1t・・〔s・fpF！（H）CAT（schcmati・aHy　s11・wll　i11・PP・・

Pancl）　vvicrc　transfcctcd　into　undiffcrcnti，atccl　or　diffcrcntiatccl　P！9　cclls　（at　2　days　aftcr

diffcrcnti（a｛ion　induc（ion），　，and　CArl”　as．say．s　wcrc　pcrformcd　（as　in　Fig．　／　of　chapter　1．

Rela（ivc　CAT　ac．tivitics　standarclizcd　by　that　of　prll”KCAT　arc　shown　ir）　lowcr　pancl，
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Cloπ∫π9ρノβOXFI　cDハ1ン1

To　know　a　gcne　downstream　from　BOXFI，　cDNA　cloning　was　performed　by　the　PCR

method　shown　in　Fig．　7　One　cDNA　clone　was　obtained．　lt　had　about　500　bp

nucleotides　containing　FIRNA　scquence　at　the　5’　end．　The　2600　bp　of　complcte　cDNA

was　cloned　by　second　screening　using　of　the　500　bp　of　cDNA　obtained　in　first　screening

as　a　probc．　Furthermore，　to　examine　whether　its　RNA　expression　is　influenced　by

differentiation，　Northern　blot　analysis　was　canied　out　using　cytoplasmic　RNAs　prepared

from　P19　cells　before　and　after　differentiation　induction．　As　shown　in　Fig．8，　BOXFI

RNA　expressed　highly　in　undifferentiated　P19　oells　and　decreased　4　days　after

differentiation．　The　results　suggest　BOXFI　gene　is　a　cellular　target　gene　of　BOX　factors

and　will　be　involved　in　EC　cell　differentiatioR．
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懸，

BOXI“｛1cDNA．　cloning

　　I？9　XZAP　II　cl）NA　li｝）rary

翻 cDNA

cD　NA

躍 d巫二＝＝二］一一一

　　　　　　　　Ampli｛ication　by　PCR　method　syith

　　　　　　　　　　　　　　　　T3－primer：醗
　　　　　　　　　　　　　　　（
　　　　　　　　　　　　　　　　1；1　RNA　primer：　N

Amplified　PCR　product

　　　　　　／（　subcioningintopuc・一yector

Seq　ll　en　cing

Fig．7　Cloning　ofBOXFI　cDNA　from　F9　X　Zap　II　cDNA　Iibrary．　The　PCR一一

mcdiatcd　proccdurc　of　cloning　BOXFI　cDNA　arc　schematically　shovvrn．

灘灘灘翻灘灘
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Diffe　i’e　n　ti　a　ti　o　n

　　　　　　　　　　days 0 2 4

28　，S一

18　．S一

P19　cells

Fig・8　Decrcasc　of　RNA　cxprcssion　of　BOXFI　in　diffcrcntiatcd　EC　cclls．　Cytopla（smic

RNAs　wcrc　prcparcd　from　P19　cclls　Oclays．，　2days，　and　4da，　ys　aftcr　diffcrcntiation

iiiduction．　Northcrn　blot　ana，　lysis　xx，rcrc　pcrformcd　vL’ith　thcsc　RNAs　u’sing　of　BOXFI

cDNA　as　a　probc．
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2．4DISCUSSION

　　What　gcnes　arc　the　cellular　targcts　of　thc　BOX　factors？BOX　DNA　was　first　found　as

the　motif　inscrtcd　into　thc　cnhanccr　B　domain　of　thc　mutant　polyomavirus　DNA　fPyF9

（1）．By　thc　PCR－mcdiated　mcthod　using　thc　BOX　DNA　oligonucleotidc　and　HindIII

linkcr　as　primers，　we　scarchcd　for　thc　gcncs　containing　BOX　DNA　scquenoes　in　thc

genomic　DNA．　Sevcral　amplificd　DNA　fragmcnts　wcrc　obscrvcd　with　Fg　DNAs，　and

were　cloned　into　pUC19．　Southcrn　hybridization　rcvcalcd　that　thc　rcspcctivc　cloned

sequcn㏄s　cxist　at　l　copy／haploid　gcnomc　in　Fg　cclls．　Scveral　amplificd　DNA　fragmcnts

wcrc　also　obscrvcd　in　thc　usc　of　EcoRI　linkcr　in　spitc　of　HindlII　linker　as　a　primcr（data

not　shown）．　It　is　thus　suggcstcd　that　BOX　DNA　is　derivcd　from　genomic　DNA．　It　has

becn　known　that　BOX　DNA　scquence　is　homologous　to　transpOson　tcrminal　rcpeat　by

homology　scarch　for　known　data　basc．　BOX　DNA　may　bc　inscrtcd　into　polyoma　vinls

genome，　cmploying　such　transposon－likc　structure．

　Onc　of　the　cloned　DNAs，　BOXF1，　possesscd　promoter　activity　downstream　ffom　BOX

DNA，　and　othcr　transcriptional　elcmcnts　including　thc　Sp1，　TATA－likc　and　Oct　motifs．

Expression　due　to　BOXFI　was　dominantly　regulated　by　BOX　DNA　in　undiffere：ntiated

P19　cclls，　but　not　in　differcntiated　cells．　Thcse　rcsults　irldicate　that　BOXFI　bclongs　to

the　enhancer／promoter　region　of　a　targct　gene　for　BOX　factors　and　the　gcnc　may　be

　

mvolvcd　in　EC㏄ll　differentiation．

　　Furthermore，　I　cloncd　BOXFI　cDNA．　It　highly　expresscd　in　undifferentiated　P19

㏄lls　and　decrcased　according　to　differcntiation　stats　of　cells．　It　is　thus　considcred　that

BOXFI　genc　is　a　targct　one　of　BOX　factors．　What　a　role　does　the　gene　play　in　EC　celi

differentiation？It　will　be　clarified　by　characterization　of　thc　genc　through　analysis　of　its

genomic　DNA，　gene　targcting，　and　over　exprcssion　in　diffcrcnt　typcs　of　undiffcrentiatcd

and　differcntiated　cclls　et　al．
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CHAPTER　3

BOX　DNA　activity　varies　according　to

differentiation　states　of　llymphoid　cells．
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3．1　INTRODUCTION

　　Many　of　the　transcription　factors，　Oct　（57），　GATA（5），　et　al．　are　a　part　of　protein

family．　Oct－1，　Oct－2，　and　Oct－3　are　involvcd　in　ubiquitous，　B－oe11　specific，　and　EC　cell

specific　transcriptions，　rcspcctivcly．　Thcse　protcin　constitutions　are　vcry　homologous

cach　other　among　the　transcription　factor　family．　lt　is　thougt　that　they　employ　a　wide

variety　of　tissue－specific　transcriptions　by　intcracting　with　oellular　cooperative　factors．　I

thus　studied　what　activity　BOX　DNA　has　in　lymphoid　cell　differentiations　and　how　it

regulates　thcm．　1　examined　the　transcriptional　activity　of　BOX　DNA　and　BOX　factors　in

human　promyelotic　leukemia　cells，　HL60，　having　pluripotency　similar　to　EC　oells．

Moreover，　1　examined　the　BOX　DNA　activity　in　human　T－cell　lymphoma　oells，　Jurkat

and　human　Barkit　lymphoma　cells，　Raji，　which　cells　have　no　pluripotency．　BOX　DNA

binding　proteing．　wcre　observed　in　all　the　cells　examined，　independently　of　pluripotency．

’lhose　proteins　bound　specifically　to　BOX　DNA　in　both　of　HL60　and　Raji　cells．

Furthermore，　BOX　factors　（BOX　DNA　specific　binding　proteins）　of　HL60　cells

decreased　after　differentiation　induction．　The　results　suggest　BOX　DNA　is　also　involved

in　lymphoid　oe11　differcntiation．
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3，2　MATERIALS　AND　METHODS

cell　cutture　and　preparation　of　nuctear　extracts

p19　cells　were　cultured　as　described　in　chaptcr　1．　Human　promyclotic　leukemia　cells，

HL（）O，　human　T－cell　lymphoma　leukemia　cells，　Jurkat，　and　human　Burkitt　lymphoma

oells，　Raji　were　cultured　in　RPMI　1640　medium　supplcmented　with　10　e／o　fetal　calf

scrum．　Differentiation　induction　of　HL60　cclls　was　pcrformed　by　treatment　of　3　x　106

0ells　with　10－5　M　retinoic　acid．　Nuclear　cxtracts　were　prepared　according　to　the

procedure　described　as　chapter　1．

CA　T　assay

Eight　ptg　of　each　CAT　construct　and　2　pg　of　CMV　P－galactosidase　gene　were

transfected　into　2　x　1　07　of　Raji　cells，　by　the　DEAE　dextrane　method　（1）　with　a　little

modification．　Other　procedures　were　canied　out　as　chaptcr　1．
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3．2RESULTS

BOX　DIVA　binding　proteins　were　atso　present　in　lymphoid　ceUs

in　dep　e〃dently　cゾρ1副poten　cy

　To　know　whether　BOX　DNA　is　involvcd　in　lymphoid　cell　differentiation　or　not，　1　first

examined　presence　of　BOX　DNA　binding　proteins　in　lymphoid　oells　with　or　without

pluripotency．　HL60　cells　have　pluripotcncy　and　can　bc　induccd　to　differentiate　in　vitro

by　g．　cveral　inducers　．　Both　of　Jurkat　and　Raji　cells，on　the　other　hands，　have　no

pluripotency　and　can　not　be　induced　to　differentiate．　1　performed　the　band　shift　assays

with　the　nuclear　extracts　of　thesc　oells　using　of　BOX　DNA　as　a　probe．　As　shown　in

Fig．1，　several　BOX　DNA－protein　complcxes　were　observed　in　all　the　lympoid　cells

examined．　These　complexes　were　not　the　same　among　them．　The　data　indicate　that　BOX

factors　（BOX　DNA　spccific　binding　proteins）　arc　also　prcscnt　in　lymphoid　cells

independently　of　pluripotency．

BOX　factors　of　HL60　cells　decreased　after　differentiation　induction．

　　To　investigate　whether　BOX　DNA　binding　proteins　of　lympoid　cells　recognize

specifically　to　BOX　DNA，　band　shift　competition　assays　were　canied　out　with　the

nuclear　extracts　of　HL（）10　cells．　BOX　DNA－proteins　complexes　of　HL60　cells　were

clearly　decreased　by　addition　of　BOX　DNA　as　a　competitor，　while　MuBOX　DNA　did　not

reduce　them　（Fig．　2）．　The　results　suggest　that　BOX　factors　（BOX　DNA　specific　binding

proteins）　will　function　as　transcription　factors　in　undifferentiatcd　lymphoid　cells　with

pluripotency．　Moreovere，　to　know　whether　HL60　BOX　factors　function　in　lymphoid　cell

differentiation，　band　shift　assays　were　performed　with　the　nuclear　extracts　of　HL60　cells

before　and　after　differentiation　induction．　3　x　106　of　HL60　cells　were　induced　to

differentiate　with　treatment　of　10－5　M　RA．　The　cells　were　harvested　at　40，　60，　and　80

hours　after　induction，　and　the　nuclear　extracts　were　prepared．　As　shown　in　Fig．　3，　HL（）O

BOX　factors　decreased　after　differentiation　induction．　lt　is　thus　considered　that　HL（）rO

BOX　factors　are　involvcd　in　maintenance　of　undiffcrentiated　states　of　the　cells　as

transcription　factors　．
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Fig・1　The　BOX　DNA　binding　protcins　in　various　lymphoid　cclis．　Thc　band　shift　assays

Wcrc　carricd　out　using　BOX　DNA　as　a　probc　with　nuclear　cxtracts　from　Jurkat，HL60，

Rcaji　cclls，　，and　P19　cclls．　An　astcrisk　in　thc　right　of　the　pancl　indicates　thc　protein

coMplcxcs　of　P19　cells　spccifically　binding　to　BOX　DNA．
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Fig．2　Thc　competition　analysis　foT　binding　to　BOiX　DNA　in　HL（）10　cclls．　Thc　band　shift

assays　vvrcrc　carricd　out　using　BOiX　DNA　as　a　probc　with　thc　nuclcar　cxtracts　of　HL，6）O

cells．　Diffcrcnt　amounts　ofunlabcllcd　BO－X　DNA　or　MuBOX　DNA　were　addcd　as

compctitors　to　assess　spccificity　of　binding．　lkmc　！．，　no　compctitors；　lanes　2　and　3，　wi（h

unlabclled　BOX　DNA　at　20　or　10（）　fold　moral　cxcess　to　thc　probe，　rcspcctivcly；　lancs　4

and　5，　with　unlabcllcd　MuBOiX　DNA　ar　20　or　100　fold　molar　cxccss，　respcctively．
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Fig．3　Decrcase　of　BOX　factors　during　HL60　ccll　differcntiation．　Radiolabclled　BOX

DNA　vtras　incubatcd　with　1　ltg　or　3　ELg　of　thc　nuclcar　cxtracts　prcparcd　at　rcstrictivc　timc

aftcr　diffcrcntiation　induction　（f　hown　ac　t　thc　top　ofthc　figure）．　Rcactions　were　preformcd

as　dcscribcd　as　in　matcrials　a，　ncl　mcthods　in　chaptcr　1．　Arrovtrs　indicate　thc　BOX　DNA

binding　protcins　a，　ltcring　during　diffcrcn｛ication，
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BoX　DNA　does　not　function　as　an　enhancer　in　Roji　cells，

　　To　know　whether　BOX　DNA　functions　as　an　enhanoer　spccific　for　undiffercntiated

lymphoid　cells，　1　examincd　a　transcriptional　activity　of　BOX　DNA　in　Raji　cells．　Raji　cells

have　no　pluripotency　and　can　not　differcntiate　any　morc．　1　carried　out　CAT　assays　with

Raji　cells　using　the　similar　CAT　constructs　to　those　explored　in　EC　cells．　As　shown　in

Fig．　4，　BOX　DNA　could　not　function　as　an　cnhancer　in　Raji　cells，　although　SV40

promoter／enhancer　activity　was　observed．　Thc　results　suggest　that　BOX　DNA　enhancer

activity　is　spccific　for　undifferentiated　lymphoid　cells　and　influenced　by　differentiation

states　of　the　cells

　Do　BOX　DNA　binding　proteins　in　Raji　oells　bind　to　BOX　DNA　specifically　？　I

performed　the　band　shift　competition　assays　with　the　nuclear　extracts　of　Raji　cells．　As

shown　in　Fig．　5，　some　of　the　BOX　DNA　binding　protcins　bound　to　BOX　DNA

specifically．　The　data　indicate　that　BOX　DNA　enhancer　activity　may　be　repressed　by

binding　of　inactive　BOX　factors　to　BOX　DNA　in　lymphoid　cells　which　possess　no

pluripotency　．
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Fig・4　Transcriptional　activity　of　BOX　DNA　in　Raji　cclls．　”II”hc　CAT　assays　wcrc

perfoi－incd　using　Raji　cclls　transfcc，tcd　with　various　CAT　constrac｛s　（／－6）．　Rcrativc　CAT

EiCtivj（ics　wcrc　c，alculatccl　on　thc　ba．sis　of　pTKCAT；　it．s　activity　was　sct　as　！．
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Fig．5　Thc　compctition　analysis　for　binding　to　BOX　DNA　in　Ra．ii　cclls．Thc　band　shift

〈aSSay．f；　yvcrc　cEirricd　out　vvrith　thc　nuclcar　cxtracts　of　Raji　ccll．s　a．s　dcscribcd　in　Fig．！．　An

arroNK’　indicatcs　thc　protcing．　binding　spccificiilly　to　BOX　DNA．
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3．3　DISCUSSION

　　BOX　factors　wcrc　prcscnt　in　HL（）O，　Jurkat，　and　Raji　lymphoid　cells，　indcpcndcntly　of

pluripotcncy．　HL60　BOX　factors　reduocd　after　differentiation　induction．　lt　is　thus

thought　that　BOX　factors　may　be　part　of　familics　and　play　an　important　role　in　not　only

EC　cell　but　also　lymphoid　cell　differentiation．　To　clarify　these　possibilities，　examination

of　the　transcriptional　activity　of　BOX　DNA　before　and　aftcr　differentiation　induction　in

lymphoid　oells　with　pluripotency　should　be　rcquired．1　had　examined　thc　activities　of

BOX　DNA　in　HL60　oclls．　Neverthelcss，　it　was　not　dctected．　lt　was　thougt　that

transfection　cfficiency　was　too　low　in　HL60　cells　to　detect　the　activity．　Thosc

possibilities　should　be　clarified　by　availablc　approachcs．

　　BOX　DNA　dose　not　function　as　an　enhancer　in　Raji　cells，　while　BOX　factors　exist．

The　patterns　of　these　DNA－protcin　complexes　werc　different　from　HL60　cells．　Raji　cells

have　no　pluripotency　and　can　not　be　induoed　to　differentiate．　The　phenomena　in　Raji

oells　were　similar　to　those　of　L　and　Balb　cells．　lt　thus　suggests　BOX　DNA　is　an

cnhanoer　functioning　in　undiffcrcntiatcd　cells　posscssing　pluripotency　rather　than　an

enhancer　specific　for　undifferentiated　EC　oells．　lt　is　thought　that　reprcssive　regulations

are　involved　in　controling　gene　expression　before　and　after　the　appropriate　development

stagc．　lt　is　thcreby　speculated　that　rcpressivc　regulation　for　enhanoer　activity　of　BOX

DNA　may　be　present　in　cells　without　pluripotency，　being　not　able　to　be　induced　to

differentiate．
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”一

CHAPTER　4

　　　　　　Purification　of　BOX　factors

from　the　cel］s　with　or　without　pluripotency．
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4．1　INTRODUNTION

　To　understand　the　molccular　mcchanisms　of　controling　gene　exprcssions，　it　is

considered　that　biochemical　analysis　or　cDNA　cloning　of　transcription　factors　are

important．　Purifications　of　transcription　factors，　Spl（10），　E2F（6），　Oct－1（27），　have

enabled　us　to　use　various　approaches　such　as　in　vitro　reconstitution　of　tranf　cription

system　or　analysis　using　of　those　antibodics．　On　thc　other　hand，　cDNA　of　transcription

factors，　ets－1（21），　ATF（22），　Oct－2（45），　C／EBP（58），　have　clarified　those　coopcrative

factors　or　their　in　vivo　functions．

　Thus，　to　clarify　the　functions　and　regulatory　mechanisms　of　BOX　DNA，　1　performed

purification　of　BOX　factors　from　P19，　EC　cells，　using　of　BOX　DNA　affinity　column．　A

44　kDa　protein　was　purified　as　a　BOX　factor　from　P19　cells，　and　it　specifically　bound　to

BOX　DNA．　Moreover，　100／60　kDa　proteins　were　mainly　purified　from　Raji　cells　with

the　co－purification　of　a　trace　amount　of　44　kDa　protein　as　from　P19　oells．　P19　cell　have

pluripotency　and　differentiate　in　vitro．　Raji　cells　have　no　pluripotency　and　does　not

differentiate．　lt　thus　suggests　BOX　DNA　is　positively　and　repressively　regulated　by　the

actions　of　BOX　factors　and　cellular　cooperative　factors，　dependently　of　pluripotency．

　　　　　　　　、饗　撒
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4．2　MATERIALS　AND　METHODS

CeU‘μ〃Ul’eα〃d　prep　ar’o：tio　n　Oゾ〃uclea：rθ．xtr・acts

p19　cells　wcre　cultured　as　dcscribed　in　chapter　1．　Human　Burkitt　lymphoma　cells，　Raji

were　cultured　in　RPMI　1640　medium　supplcmented　with　10　O／o　fetal　calf　serum．　Nuclear

cxtracts　of　9　x　109　cells　were　prepared　aocording　to　the　procedure　described　in　（60）　and

used　for　purification　of　BOX　factors　．

1

に砦L

Purification　of　BOX　factors　from　P19　ceUs．

　’lhirty－three　mg　of　nuclear　extracts　were　prcpared　from　9　x　ICi9　P19　cells，　precipitated

with　ammonium　sulfate，　and　dialyzed　against　50　mM　NaCl－Buffer　D　［20　mM　Hepes　（pH

7．9），　2090　glycerol，　2　mM　MgC12，　O．2　mM　EDTA，　O．5　mM　D’IT］．　The　crude　extracts

were　loaded　onto　Heparin－sepharose　column　（Pharmacia）　at　2　ml／30　min．　After　being

washed　with　50　mM　NaCl－Buffer　D，　P19　BOX　factors，　having　specific　binding　activity

to　BOX　DNA，　were　eluted　with　a　linear　gradicnt　from　50　mM　to　600　mM　NaCl　in　Buffer

D．　The　peak　of　activity　eluted　at　・一　450　mM　NaCl．　’lhe　active　fractions　were　pooled，

dialized　against　50　mM　NaCl－Buffer　D，　and　loaded　onto　BOX　DNA　affmity　column　at　2

mV15　min．　The　DNA　affinity　ligand　consisted　of　the　concatenated　BOX　DNA　was

couplcd　with　CNBr－activated　sepharose　as　described　by　Kadonaga　et　al．（26）．　After

washing　with　100　mM　NaCl－Buffer　D，　P19　BOX　factors　were　eluted　with　a　linear

gradient　from　100　mM　to　1．2　M　NaCl－Buffer　D．　The　peak　of　activity　was　eluted　N　400

mM　NaCl．　The　active　fractions　of　BOX　DNA　affinity　column　were　pooled，　dialyzed

against　20　mM　NaCl－Buffcr　D，　and　stored　at　一800C．　The　binding　activity　of　fractions　of

all　elution　steps　was　examined　by　band　shift　assays．　The　band　shift　assays　were　carried

out　as　described　in　chaptcr　1　except　for　32P－labclled　BOX　DNA　（70，000　cpm）　and　1．4

ptg　of　poly　（dl－dC）　in　other　procedures　like　as　described　in　chapter　1．　’llie　protein

concentration　was　measured　by　the　Brad－ford　assay，　and　estimatcs　of　molecular　weight

Of　purified　BOX　factors　wcre　performed　with　known　amounts　of　molecular　weight

Markers　by　silver－staining　in　sodium　dodecyl　sulfatc　（SDS）　polyacrylamide　gel．
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purification　of　BOXfactors　from　Raji　cells．

　Twenty　mg　of　crude　nuclear　extracts　were　preparcd　from　9　x　109　of　Raji　cells　and

loaded　onto　heparin－Sepharose　column　at　4　ml／30　min．　Aftcr　washcd　with　20　mM　KCI－

Buffer　D，　Raji　BOX　factors　were　elutcd　with　a　lincar　gradient　from　50　mM　to　500　mM

KCI　gradient．　The　pcak　activity　cluted　at　・一　250　mM　KCI．　The　active　fractions　werc

pooled　and　dialyzed　against　20　mM　KCI－Buffcr　D．　To　exclude　non－spccific　binding　of

proteins，　these　fractions　were　first　loaded　onto　Alu　DNA　affinity　column　containing　Alu

core　sequencc　（50）　at　4　mY30　min．　After　washcd　with　50　mM－KCI　Buffer　D，　Raji　BOX

factors　were　eluted　with　a　linear　gradicnt　from　50　mM　to　500　mM　KCI．　The　peak　of

BOX　DNA　specific　binding　activities　cluted　at　140　mM．　’lhc　active　fractions　were　pooled

and　then　loaded　onto　BOX　DNA　affinity　column．　Raji　BOX　factors　were　eluted　with　a

50　mM　to　300　mM　KCI　gradient．　The　pcak　of　activities　eluted　at　一一　240　mM　KCI．　The

active　fractions　were　pooled，　dialyzed　with　a　buffcr　containing　25　mM　Tris－HCI　（pH

7．5），　lmM　EDTA，　lmM　2－mercaptoethanol，　50　％　glycerol，　O．1　M　KCI　and　O．0190　NP－

40，　and　stored　一800C．　ldentification　of　the　binding　activity　of　fractions　and　estimation　of

molecular　weight　of　the　purified　proteins　wcre　carried　out　as　above．
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1

4．1　RESULTS

Purification　of　BOXfactors　from　cells　with　pturipotency．

’To　idcntify　BOX　factors　of　thc　cells　with　pluripotency，　BOX　factors　were　purified　from

P19　cells．　PurifTication　of　proteins　was　pcrformed　aocording　to　the　procedures　described

in　materials　and　mcthods　and　shown　conveniently　in　Fig．1　．　Fourty－seven　pg　of　thc

BOX　factors　were　prcpared　from　33　mg　of　the　crude　nuclear　extracts．　Fig．2A　showed

the　results　of　band　shift　assays　with　the　crudc　nuclear　cxtract，　the　active　fraction　of

hcparin－Sepharose　chromatography，　and　the　active　fraction　of　BOX　DNA　affinity

cthromatography，　using　BOX　DNA　as　a　probe．　lt　is　known　that　BOX　DNA　binding

a¢tivities　were　concentrated　by　these　procedures．　Fig．　2B　showed　the　results　of　the

competition　band　shift　assays　with　the　active　fraction　of　BOX　DNA　affinity

clhromatography，　using　of　BOX　DNA　or　MuBOXDNA　（Fig．　2　in　chapter　1）　as　a

competitor．　BOX　DNA　binding　activities　in　the　fractions　were　diminished　by　BOX

DNA，　but　not　by　MuBOXDNA．　The　data　indicates　that　P19　BOX　factors　are　purified．

TO　know　the　purity　and　estimate　the　molecular　weights　of　isolated　P19　BOX　factors，　the

purified　proteins　were　silver－stained　in　SDS－PAGE　（Fig．　3）．　The　result　reveals　that　a　44

kDa　protcin　was　concentratcd　during　these　procedures，　and　suggests　the　44　kDa　protein

is　one　of　P19　BOX　factors．
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　　　　　　　　Puri｛ication　o｛”　BO／X　DNA　binding

　　　　　　　　proteins

　　　　　　　　　　　　gxlO9　of　P19　or　Raji　cells

　　　　　　　　　　　　　　“

　　　　　　　　　　　　Nuclear　extract

　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　Ammonium　sulfate　precipitation

　　　　　　　　　　　　　　xNL　Heparin－sepha’rosecoiumn

　　　　　　　　　　　　bound　fraction　to　BOX　DNA

　　　　　　　　　　　　　　NNi（　BOXDNAaffinitycolumn

　　　　　　　　　　　　bound　fraction

　Fig．1　Purification　of　BOX　factors　of　P！9　cclls．　Flow　chart　for　purification　of　P19　BO／X

　factors　arc　summarizcd．
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Fig．2　Analysis　of　binding　act’ivity　of　thc　purificd　P！9　BOX　factors，　（A）　The　band　shift

assays　wcrc　pcrformcd　using　BOX　DNA　as　（a　probc　with　thc　crudc　nuclcar　cxtracts，　thc

activc　fraction　of　hcparin－Scpharosc　chromatography，　and　thc　activc　fraction　of　BOX

DNA　affinity　chroi’natography．　（B）　Compctition　ancalysis　with　thc　purified　P19　BOX

fac｛ors；　thc　band　shift　assays　wcrc　carricd　out　using　of　BOX　DNA　as　a　probc　with　an

aliquot　of　thc　activc　fraction　of　BOX　DNA　affinity．　Two　or　5　fold　of　unlabclled　BOX

DNA　or　MuBOX　DNA　xxvrcrc　addcd　to　somc　rcactions　as　compctitors　to　dctcrminc

spccificity　of　binding，　An　astcrisk　indicatcS　thc　protcin　complexes　spccifically　binding　to

BOX　DNA．
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Fig．3　Silver－staining　of．　the　purificd　P19　BOXfactors　in　SDS－PAGE．　The　crude　nuclcar

cxtracts，　the　activc　fractions　of　heparin－Scpharosc　chromatography　and　BOX　DNA

affinity　chromatography　werc　silvcr－staincd　in　SDS－PAGE，　An　astcrisk　indicatcs　thc

protein　complcxcs　spccifieally　binding　to　BOX　DNA．
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To　know　what　charactcrs　BOX　factors　of　cclls　without　pluripotcncy　havc，　I　carricd　out

purification　of　BOX　factors　from　Raji　cclls．　Purification　of　Raji　BOX　factors　was　donc

by　the　same　proccdurcs　as　those　of　P19　cells　with　a　small　modification．　Barld　shift

assays　were　carried　out　with　thc　crudc　nuclcar　cxtract，　thc　active　fraction　of　hcparin－

sepharose　chromatography，　and　the　activc　fraction　of　BOX　DNA　affinity

chromatography，　using　BOX　DNA　as　a　probe（Fig．4A）．　Fig，4B　showcd　the　results　of

the　compctition　band　shift　assays　with　the　active　fraction　of　BOX　DNA　affinity

chromatography，　using　of　BOX　DNA　or　MuBOXDNA　as　a　compctitor．　BOX　DNA

binding　activitics　in　thc　fractions　decrcased　by　BOX　DNA，　not　by　MuBOXDNA，

showing　that　Raji　BOX　factors　were　purified　in　thesc　procedures．　To　invcstigate　the

purity　and　estimatc　the　molecular　weights　of　Raji　BOX　factors，　proteins　wcre　silver－

staincd　in　SDS。PAGE（Fig．5）．　It　rcveals　that　100　kDa　and　60　kDa　proteins　werc　mainly

purificd　during　these　procedures，　with　the　co。purification　of　a　trace　amount　of　a　44　kDa

　　　　りproteln・

「
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Fig．4　Analysis　of　binding　activity　Qfthc　purified　Raji　BOX　factors，　（A）　The　band　shift

assays　wcrc　pcrfonned　using　BOX　DNA　as　a　probe　with　thc　crude　nuclcar　cxtracts，　thc

activc　fraction　of　heparin－Scpharosc　chromatography，　and　the　activc　fraction　of　BOX

DNA　affinity　chromatography．　（B）　Compctition　analysis　with　thc　purified　Raji　BOX

factors；　thc　band　shift　assays　wcrc　carricd　out　using　of　BOX　DNA　as　a　probc　with　an

aliquot　of　thc　active　fraction　of　BOX　DNA　affinity．　Two　or　5　fold　ofunlabelled　BOX

DNA　or　MuBOX　DNA　“rcrc　addcd　to　some　rcactions　as　competitors　to　dcterminc

g．　pccificity　of　binding．　An　arrow　indicatcs　thc　protcin　complcx，　cs　spccificaily　binding　to

BOX　DNA．
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Fig，5　Silver－staining　of　thc　purificd　Raji　BOX　factors　in　SDS－PAGE．　Thc　crude　nuclear

extracts，　thc　activc　fractions　of　Hcparin－sepharosc　chromatography　and　BOX　DNA

affinity　chromatography　wcre　silvcr－staincd　in　SDS－PAGE，　An　arrow　and　an　astcrisk

indi（xrtcs　the　protcin　complcxcs　spccifictilly　binding　to　BOX　DNA．of　Raji　cclls　and　P19

cells，　respectivcly．
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4．1　DISCUSSION

　　BOX　DNA　acts　as　an　cnhanccr　in　P19　cells．　A　44　kDa　protein　was　partially　purificd　as

a　BOX　factor　from　P19　cclls．　I　will　clarify　thc　charactcr　of　thc　44　kDa　protcin　through

determination　of　amino　acid　sequence　and　examination　of　transcriptional　activity　in　vitro

transcription　system．　lt　is　considered　that　diffcrcntiation　proceeds　by　reduction　of

expression　of　genes　involved　in　maintcnance　of　undiffcrcntiated　states　（17，36）．　Thus，

the　possible　molccular　mcchanisms　of　transcriptional　activation　by　P19　BOX　factors　are

shown　in　Fig．6A．　These　factors　such　as　thc　44　kDa　protein　will　bind　specifically　to　BOX

DNA　in　enhancer／promoter　rcgion　（for　example，　BOXFI）　and　promote　the　transcription

of　genes　required　for　maintenance　of　undifferentiated　states／pluripotency　by　interacting

with　cellular　cooperative　factors．

　On　the　other　hands，　BOX　DNA　can　not　act　as　an　enhancer　in　Raji　cells．　The　100／60

kDa　proteins　were　purified　as　BOX　factors　of　Raji　cells，　with　a　44　kDa　protein．　The

44kDa　protein　is　speculated　to　be　the　same　protein　observed　in　P19　cells．　From　these

results，　a　suppression　model　of　BOX　DNA　activity　supposed　is　showed　in　Fig．　6B．　The

44　kDa　protein　may　be　expressed　too　little　to　display　the　activity，　or　the　modifying

enzymes　to　activate　them　may　be　lacking．　The　100／60　kDa　proteins　more　preferentially

will　bind　to　BOX　DNA　than　the　44　kDa　protein．　Nevertheless，　BOX　DNA　is　not

activated，　because　the　100／60　kDa　proteins　can　not　interact　with　the　coopcrative

factors／the　fundermental　transcriptional　complexes．　Alternatively，　cooperative　factors

required　for　the　BOX　DNA　activity　may　be　absent　or　inactive　in　the　cells　without

pluripotency．　Thus，　the　gene　expressions　involved　in　pluripotency／maintenance　of

undifferentiated　states　will　be　repressed　in　the　cells　without　pluripotency，　such　as　Raji，　L，

and　Balb　cells．
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（A）

EC　cells P／9，　ECA2，　F9

　　　　く　　　雛＼。
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EC－BO．X　factor
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（B）

bdCCEコnOn

う

　　　　60／100kDa

non－EC　BOiX　factors

舞穰
」
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IIOX　D｝，NIA

differentiated
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Raj　i

BOX，　Fl

　i

× genes．　expre，gsed　specifically
in　differcntiated　cells

Fig，　6　Modcls　for　molccular　mcchanisms　ofthc　transcriptional　rcgulation　of　gcncs

rcquircd　for　maintcnancc　of田idiffcrcntiatcd　statcs／pluripotcncy．（A）Prolnotion　ofthc

g）cnc　cxprcssioris　in　undiffcrcntiatcd　cclls　hav’ing　pluripotcncy．　（B）　Rcprcssion　of　the

gcnc　cxprcssions　in　diffcrcntiatcd　cclls，　cclls　without　pluripotcncy，　or　cclls　bcing　not　ablc

to　differcntiatc　any　morc．
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Molecullar　mechanisms　of　the　transcription

　　　regu］ated　by　BOX　DNA　dependently

of　pluripotency／differentiation　states　of　cel］s．
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5．1　DISCUSSION

　　EC　cell　differentiation　is　correctly　controlled　by　a　complicated　network　of　various

gcnes　in　definite　stagcs　of　the　proccss，　Thesc　gcnes’　cxpressions　arc　regulated　by

various　transcription　factors，　including　their　own　products．　To　understand　EC　cell

differentiation，　it　is　important　to　clarify　the　functions　of　thcse　transcription　factors．　lt　has

bccn　reported　that　the　activities　of　several　transcription　factors　alter　during　the　EC　cell

differentiation．　Although　changes　in　their　expression　levelg．　are　wcll　studied，　thcir　roles

in　EC　cell　differentiation　are　little　understood．

　　In　chapter　1，1　reported　about　BOX　DNA，　whose　binding　protein（s）　would　be　novel

transcriptiQn　factors　concerning　EC　oe11　differentiation．　BOX　DNA　functioned　as　a

specific　enhancer　to　the　TK　promoter　in　undifferentiated　P19，　ECA2　and　F9　cells，　but　the

activity　was　repressed　in　the　cells　after　differentiation．　BOX　DNA　also　functioncd　as　an

enhancer　for　the　SV40　promoter　in　these　EC　cells　（data　not　shown）．　Previously　we

reported　BOX　DNA　as　a　silencer　on　transcription　as　well　as　on　viral　DNA　replication．

The　silencer　activity　was　observed　upon　transcription　from　the　SV40　or　polyomavirus

promoter　in　F9－28，　an　F9　clone　expressing　polyomavirus　large　T　antigen　（3，　4）．　ln　the

same　cells，　however，　BOX　DNA　activated　transcription　from　the　TK　promoter　（data　not

shown）．　On　the　other　hand，　BOX　DNA　functioned　as　an　enhancer　upon　transcription

due　to　both　TK　and　SV40　promoters　in　other　EC　cells，　P19，　ECA2　and　F9，　examined　in

this　report．　lt　is　unclear　what　brought　about　the　opposite　effects　of　BOX　DNA　on

different　promoters　in　F9－28．　Viral　T　antigcn　expresscd　in　this　cell　line　might　be

responsible　for　the　differences．

　　Recently，　it　has　been　reported　that　several　transcription　factors　function　positively　or

negativcly　in　cell　type一　or　promoter－dependent　manners　（36）：　For　instance，　positive　and

negative　activities　of　the　Oct　motif　to　different　promotcrs　are　observed　in　F9　cells．　lt

functions　as　an　enhancer　to　the　HSV　TK　promoter，　but　as　a　silencer　to　the　c－fos　promotcr

in　the　cells　（35）．　E6，　a　B　cell　specific　enhancer　element，　also　has　both　positive　and

negative　activities．　Transcriptional　activation　by　E6　was　observed　with　the　conalbumin

promoter　in　ARH77　B　cells，　but　not　in　HeLa　cells．　On　the　other　hand，　transcription
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reprcssiorl　was　obscrvcd　in　HcLa　cells，　but　not　in　ARH77，　whcrl　E6　was　Iinkcd　to　thc

SV40　enhancer（59）．　Similarly，　BOX　DNA　may　bc＋／一bifunctional　in　diffcrcnt

　サ　　　　　　　　　　　　　リ

Sltuatlons．

　　　As　for　BOX　DNA－protcin　complcx（cs），　onc　spccific　band　was　dctectcd　at　thc　salne

mobility　by　band　shift　assays　in　all　EC　cells　including　F9－28（data　not　shown）．　The　band

of　thc　BOX　DNA－protcin　complcx（es）prcfcrcntially　dccrcascd　upon　diffcrentiation

induction・in　parallel　with　loss　of　cnhancer　activity．　Considcring　that　other

differentiation－rclated　transcription　factors　bchave　similarly　and　that　the　BOX　DNA

binding　proteins　are　observcd　in　various　EC　cclls　in　diffcrcnt　dcvclopmental　stages，　thc

BOX　DNA　binding　proteins　may　be　factors　requircd　for　the　maintenance　of　the

undifferentiated　state．　The　loss　or　dccreasc　of　their　activity　may　thcreforc　rcsult　upon

promotion　of　EC　ccll　differentiation．　Combining　thc　results　with　thosc　in　non－EC　cells

（discussed　bclow），　it　is　suggested　that　thc　DNA－protein　complex（es）obscrvcd　in

undifferentiated　EC　cells　are　required，　but　not　sufficient（as　in　the　case　of　F9－28），　for　the

enhanoer　activity　of　BOX　DNA．

　　　What　gcncs　are　the　oellular　targets　of　BOX　factors？In　chapter　2，　I　showcd　the

㏄llular　target　gene　of　BOX　DNA．　BOX　DNA　was　first　found　as　the　motif　inserted　into

the　enhancer　B　domain　of　the　mutant　polyomavirus　DNA　fPyF9（2）．　By　the　PCR－

mcdiatcd　method　using　the　BOX　DNA　oligonucleotide　and　HindllI　lin：ker　as　primcrs，　we

searched　for　the　genes　containing　BOX　DNA　sequenoes　in　thc　genomic　DNA．　Sevcral

amplified　DNA　fragmcnts　wcre　obscrved　with　Fg　DNAs，　and　were　cloned　into　pUC19．

Southern　hybridization　rcvealed　that　the　respcctivc　cloned　scqucn㏄s　exist　at　l

copy／haploid　genomc　in　Fg　cells．BOX　DNA　is　hence　suggestcd　to　be　derived　from

gcnomic　DNA．　Onc　of　thc　cloncd　scquenccs，　BOXF1，　possessed　promotcr　activity

downstream　from　BOX　DNA，　and　other　transcriptional　elements　including　the　Sp1，

TATA－like　and　Oct　motifs．　Expression　due　to　BOXFI　was　dominantly　regulatcd　by

BOX　DNA　in　undifferentiated　P19　cells，　but　not　in　diffcrcntiated　cells．　Moreover，　I

isolated　BOXFl　cDNA．BOXFI　cDNA　cxprcsscd　highly　in　undiffcrcntiatcd　P19　cclls

and　rcduced　after　differentiation．　Thcsc　rcsults　indicate　that　BOXFl　belo：ngs　to　thc
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enhancer／promoter　region　of　a　target　gcne　for　BOX　DNA　binding　proteins　and　thc　gene

may　be　involved　in　EC　cell　diffcrentiation．　Charactcrization　of　thc　gene，　as　well　as　of

cDNAs　encoding　BOX　factors　would　providc　a　new　approach　for　analyzing　the

mechanisms　of　cell　differentiation．

　　Are　BOX　factors　a　part　of　familics　and　involved　in　othcr　cell　diffcrcntiations　？　ln　thc

chapter　3，　I　showed　the　study　about　BOX　DNA　activity　in　lymphoid　cells　in　notice　of

pluripotency　and　cell　diffcrentiation．　BOX　DNA　activity　was　also　influcnced　by

differentiation　statcs　of　cells　in　lymphoid　cell．　BOX　DNA　could　not　function　in　Raji

cells　without　pluripotcncy　being　not　able　to　be　induced　to　differentiate，　while　BOX

factors　were　present　in　thc　cells．　On　the　other　hands，　BOX　factors　of　HL（）O　cells

decreased　after　differentiation　induction．　Both　of　P19　and　HL60　cells　have　pluripotency，

although　the　origins　dcrived　from　and　the　directions　of　differentiation　are　distinct　each

other．　These　results　suggest　BOX　DNA　is　a　regulatory　element　not　only　specific　for　EC

oells　but　also　functioning　in　a　wide　type　of　cells　with　pluripotency．　BOX　DNA　may　be　in

promoter／enhancer　regions　of　the　gene　（for　example，　BOXFI　gene）　required　for

maintenance　of　pluripotency．　lt　is　considered　that　reduction　of　such　genes　triggers

proceeding　of　differentiation．　Therefore，　reduction／inactivation　of　BOX　factors　may

cause　differcntiation　by　some　molecular　mechanisms　（see　Fig．　9　in　chapter　1　）

　　What　mechanis　ms　do　BOX　factors　regulate　a　gene　expression　according　to

differentiated　states　of　the　cells　by　？　In　chapter　4，　I　showed　purification　of　BOX　factors

from　cells　with　or　without　pluripotency．　A　44kDa　protein　was　purified　from　P19　cells

with　pluripotency．　100／60　kDa　proteins　were　mainly　purified　from　Raji　cells　without

pluripotency，　with　co－purification　of　a　44　kDa　protein　（28）．　1　thus　considered　the

models　for　molecular　mechanisms　of　positive　and　reprcssive　rcgulation　of　BOX　DNA

enhancer　activity　by　various　BOX　factors　and　these　cellular　coopcrative　factors　（see　Fig．6

in　chapter　4）．　They　will　be　clarified　by　more　detailed　analysis　through　identification　and

characterization　of　each　factor．　1　hope　these　works　will　contribute　to　development　of

studies　of　oe11　differentiation．
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