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要旨

　AH13を含む種々の移植性腹水肝癌細胞株で一様に観察されたPP1αmRNAの発

現充進とその癌性変異との関連を明らかにすべく、ラットPP1α遺伝子の転写調節

機構の解析を試みた。

　1。PP1αmRNAの高発現は、その安定性の上昇によるものではなく、転写速度

の上昇によることが明らかになった。

2．ラットゲノムライブラリーよりPP　1α遺伝子5’一上流域をクローニングし

た。

　3．プロモーター領域付近の塩基配列を、翻訳開始点から上流約1．8kbp、下流約

0．4kbpを決定した。翻訳開始点上流町300　bpは、非常に高いGC含量の配列を有

し、TATA　box、　CAAT　boxは存在しなかった。また、第一エクソンは18アミノ酸

残基をコードする領域が含まれていた。

4．複数の転写開始点が、高GC領域内に存在した。

　5。NIH3T3マウス線維芽細胞株および正常肝細胞では、高GC領域のみが

PP　1αの転写に影響を及ぼしていた。これに対し移植性腹水肝癌細胞株AH　l　3で

は、高GC領域のみならず、一〇5～一〇．8　kbpの領域が転写活性化にかかわっている

ことが明らかとなった。

　6．ゲルシフトアッセイでは、高GC領域に対して、正常肝細胞に比べ、検討し

た5種の移植性腹水肝癌細胞株のいずれもSp1の結合量が増加していた。また、

AH13において転写活性化に関与していた一〇．5～一〇．8　kbpの約0．3　kbpの領域のう

ち、．742～．862のフラグメントに対し、正常肝細胞核抽出液ではシフトバンドは

　　　　　　　　　　　　　　　　　　6
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見られなかったが、AH13核抽出液では、強いシフトバンドが見られた。このシフ

トバンドはAH7974F核抽出液でも観察されたが、　AH109A、　AH225Aの核抽出液

では非常に弱く、AH　130核抽出液ではまったく見られなかった。

7．一742～一862のフラグメントに対してAH13核抽出液で検出されたシフトバ

ンドは、39、35、21kDaの少なくとも、3つの因子を結合することによるものであ

ることが明らかとなった。

　以上の結果より、種々の移植性腹水肝癌細胞株においてPP1αmRNA発現上昇

するメカニズムは、検討したすべての細胞においてSp1結合量が増加すること、お

よびこれに加えてAH　13、　AH7974Fでは、正常状態では発現、またはDNA結合活

性が抑制されている何らかの因子が活性化していることの両機構によるものである

ことが明らかとなった。
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序論

　肝臓は、生体における物質代謝の中枢臓器であり、糖、蛋白、脂質などの代謝

や、解毒、薬物代謝、胆汁の分泌等で重要な機能を果たしている。また近年、飲

酒、喫煙、食物や周囲の環境から摂取される人工的な化学物質などにより、生活が

豊：かになる反面、肝疾患も増加の方向にある。肝癌もそのような疾患の一つであ

り、ウイルスなどにより引き起こされる肝炎等はその主な原因の一つであるが、食

物や環境中に存在する微量の化学物質も、見逃せない原因の一つとして考えられ

る。

　癌は、様々な因子による影響で遺伝子に変異を受け、修復不能となった部分の遺

伝子から、そこに本来コードされていた蛋白質とは機能や活性の変異した分子が生

じ、その蓄積で細胞内の機能に変調をきたし、その自律的な増殖と転移により、つ

いに宿主は死に至るものである。遺伝子に変異をきたす因子として、紫外線、放射

線、ウイルス、化学物質などがある。遺伝子の変異には、いくつかのタイプが存在

する。たとえば、塩基をアルキル基で修飾し、DNA複製時に水素結合でつながる

もう一方の鎖の塩基が正常な水素結合を形成できなくなることにより他のものと置

き換わってしまう結果、アミノ酸が置換してしまうもの、塩基対間にインターカー

レートしてフレームシフトを起こし、その部位以降のアミノ酸を変化させるもの、

ラジカルを発生しDNA鎖の切断や塩基の修飾などの変異が生じるものなどがあ

る。

　遺伝子変異により、正常機能が変化しそれにより癌化するような蛋白をコードす

る遺伝子を、癌（原）遺伝子、または癌抑制遺伝子という。前者は正常状態より活

性が充進ずることによって癌化の原因となる遺伝子、後者は正常状態では癌化を抑

える活性を保っているが、その活性が失われることにより癌化する。いずれも塩基

の置換、転移、転座、欠失声による蛋白の機能変異、もしくはプロモーターの活性

化又は不活化などの原因による発現量の変化によりひきおこされる。

　癌遺伝子、癌抑制遺伝子として知られるものの多くは、増殖因子受容体、GTP結

合蛋白、細胞質型チロシンキナーゼ、転写因子など、主に細胞増殖とそのシグナル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

　　　　　ヒ　　　　　　　　　　　ヒ　　　　ノ　　へに

灘…灘灘i虚無一、、



伝達に関与する機能蛋白をコードする。これらの蛋白は、正常状態においては適切

に発現または活性が調節されている。その主な調節機構が蛋白の可逆的リン酸化で

ある。律速酵素の多くは可逆的リン酸化により調節を受ける。このリン酸化、脱リ

ン酸化を担うのが、プロテインキナーゼおよびプロテインホスファターゼである。

リン酸化されるアミノ酸残基は、セリン、スレオニン、チロシンなどであるが、癌

遺伝子産物の多くは増殖因子のレセプターまたは細胞質型として存在するチロシン

キナーゼである。しかし、Raf、　Mosのようにいくつかのセリン、スレオニンキ

ナーゼも癌遺伝子産物として報告されている。また、発癌プロモーターである

TPA　（12－0一圭etradecanoyl　phorbor－13一旦cetate）　は、　PKC　（エroteinkinase⊆：Ca2＋

依存性プロテインキナーゼ）の活性化因子であり、PKC自体は癌遺伝子ではない

ものの、セリン、スレオニンリン酸化と癌化、悪性変異との関連も重要であると考

えられる。よってその逆反応であるセリン、スレオニンリン酸を脱リン酸するプロ

テインホスファターゼもその関与が注目される。実際、多くの転写因子は可逆的リ

ン酸化によって転写活性化能を調節される。例えばCREB（⊆AMPエesponsive

glement　bindingp　rotein）はPKA（cAMP依存性プロテインキナーゼ）によってリ

ン酸化され、転写活性可能を上昇させるが、その脱リン酸化反応はPP1により行わ

れることが報告されている［1】。また、癌抑制遺伝子の一つであるRB

（1etinobrastoma　susceptibility　gene）は2一ハイブリッドクローニングによって

PP1がRBと作用していることが明らかとなり［2］、細胞周期の進行の抑制におい

てPP1の脱リン酸活性の重要性が示唆された。また、　RBをリン酸化するcdc2キ

ナーゼは、デュアルポスファターゼ（スレオニン・チロシンリン酸を脱リン酸する

活性を有する）cdc　25［3，4］によって脱リン酸化されることが知られている。同様

に、癌抑制遺伝子として知られるP53に結合するP53BP2がPPIを阻害することが

明らかになっている［5］。以前にも、分裂酵母の低温感受性変異株の原因遺伝子

dis2、　sds21がPP1と高いホモロジーを有することが明らかとなっており、これら

両方の破壊；株は生育不能である［6－8］ことから、PP1活性が細胞分裂に必須である

ことが示唆されている。このように、癌化および癌における重要な形質である細胞

増殖にPP1が深くかかわっていることを示す事実が多く明らかにされている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
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　ここで本研究の対象となったプロテインホスファターゼ1α型アイソフォームを

を含む、PP1についてのこれまでの知見を以下に述べる。

　セリン、スレオニンプロテインホスファターゼは、面一1に示すように、Cohen

らによって1983年に分類されたPP1、　PP2A、　PP2B、　PP2Cの4タイプが存在する

が［9］、徐々に他の分子も発見されつつある。酵素学的手法を用いていた、以前のプ

ロテインホスファターゼ研究は、その基質調製の困難さからキナーゼ研究に比べ遅

れていた。しかし、クロイソ海綿から精製された品詞ダ酸が、PP1およびPP2Aを

阻害する［10，11］ことが明らかになってから近年その解析が進みつつあり、さらに分

子生物学的手法を用いて多くの新しい分子種やアイソフォーム、サブユニットなど

がクローニングされ、その機能について徐々に明らかにされつつある。セリンスレ

オニンプロテインホスファターゼの一分子種であるPP1については、インヒビター

1［12】、2［13］、NIPP－1［14］、　Gサブユニット［15－18］、　Mサブユニット［19－21］など

の制御サブユニットが見いだされ、局在性も調べられてはいるが（図一1）、そのほ

かに、海馬でのシナプス長期抑制に関与していることや［22】、植物ではストレスに

よって発現する［23］など動物細胞では見られていない現象も観察され、その機能、

基質特異性は非常に広く、α、γ一1、γ一2、δの4活性サブユニットについては、

その役割、局在についていまだはっきりとした知見が得られていない［24，25］。わず

かに精巣のみでPP1γ一2が特異的に発現しているなどの報告［26｝があるに過ぎな

い。菊池らは移植性腹水肝癌細胞株AH　13において、その細胞内への高グリコーゲ

ン蓄積からプロテインホスファターゼに注目し、精製した酵素の性質などからそれ

がCohenらによりウサギからクローニングされていたPP1によるものであること

を明らかにし［27－29］、次いでcDNAクローーニングによりPP1αラットホモログの塩

基配列を決定した［30］。また同じ時期に、佐々木らにより、酵母由来のdis2m　1およ

びdis2m2をプローブとして、ラットにおけるPPIの4アイソフォームである

PP1α、　PPI　7　一1、　PP1γ一2、　PP1δのcDNAがクローニングされた126】。当研究室

の北村らは、正常肝細胞に比較し、AH13　mRNAが数倍から十数倍高発現されてい

ることを見いだし［30］、さらに他の移植性腹水肝癌細胞株においても、PPIの他の

アイソフォームや、PP2A、　PP2Cなどはあまり変化が見られなかったのに対し、
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PP1αmRNAのみ一様に高発現が見られた【31，32】。また、その酵素蛋白量につい

ても同様にPP1αの特異的上昇が見られ、全アイソフオームの和ではあるがPP1活

性も著しく上昇していた［33，34］。正常肝においても、部分肝切除後の再生肝では

mRNAの一過性の発現上昇［35］、細胞周期を同調したマウス線維芽細胞株NIH3T3

においてもmRNAの周期的変化が見られた［36］。また、　Solt－Farberの肝化学発癌

過程においても、mRNA発現上昇が認められた［37】。

　以上のような事実より、PP1α高発現と、癌形質もしくは細胞増殖との関連に注

目し、そのmRNA発現機構を明らかにすることが有意義であると考えられた。ま

た、ジェノミックサザンプロットにより、肝癌細胞においてPP1α遺伝子増幅はお

こっていないことが明らかとなっており（北村、未発表）、mRNA転写速度が面忘

していることが予想された。すでに他のセリン、スレオニンプロテインホスファ

ター二分子種であるPP2A、　PP2BAαについて、そのプロモーター領域がクローニ

ングされ、解析がなされている［38－40］。PP2A遺伝子においては、　TATA　box、

CAAT　boxのない、高GC領域を持つハウスキーピング遺伝子様のプロモーターを

有している。PP1は、　PP2Aとはアミノ酸レベルで約43％の相同性を有し、かつウ

イルス、細菌から動物まですべてに存在し（表一2）、広い細胞内局在や幅広い基質

の特異性などの両者の類似性を考慮すると、PP1遺伝子もPP2Aのそれと類似のプ

ロモーターを持つことが予想される。ハウスキーピング遺伝子とは、その細胞に

とって生存するのに必須な蛋白をコードする遺伝子を言い、一般には、これらの遺

伝子の発現は一定のレベルに維持されており、そのためノーザンプロッティングの

コントロールとして用いられることが多い。したがって、そのようなプロモーター

を持つと予想されるPP1α遺伝子が、　mRNA発現を大きく変化させることは非常

に興味深いことであると考えられ、PP1α遺伝子のプロモーター領域の解析を始め

た。
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PPI

PP2A

PP2B

PP2C

lnhi　bi　tor　一　1

1nhi　bi　tor一　2

G　subunit

M　subunit

NIPP一　1

DARPP一　32

A　and　B　subunit

B　subunit

ca2＋／cal　modul　i　n

Mg2＋

20　nM

O．2　nM

5　pM

no　i　nhi　bi　ti　on

組
織

表一1セリン／スレオニンボスファターゼの性質
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Name Sourse Number　of
amino　acids

Percentage　of
identity
（rabbit　PPIa　＝100）

PPIa

PPIB
PPI　y　一1

PPI　y　一2（dis2ml）

PPI　6　（dis2m2）

bimG
dis2／b　ws　1

sds21

DIS2Sl

Rabbit　skeltal　muscle

Rabbit　liver

Rat　liver

Drosophila　h　ead

Rabbit　skeltal　muscle

Rat　liver

Mouse　brain

Rat　testis

Mouse　brain

Rat　liver

Aspergilus　nidulans

Schizosaccharomyces　pombe

Schizosaccharomyces　pombe

Sa　ccharomyces　cerevisia　e

1
　
1
⊥
　
1
1

畳

表一2PP1のホモログ（文献［25］を改変）
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各章に共通する一般的操作

DNAのフェノール・クロロホルム抽出およびエタノール沈殿による

核酸の精製、濃縮

烈

　酵素反応後、反応溶液と等量のPCI（buffered　phenol：chloroform：

isoamylalcohol＝25：24：1）を反応溶液に加え、激しく撹絆した。室温で、15，000

1pm、10分遠心して上層を新しい遠心チューブに移した。この時、上層の7～8割

を目安に、中間にある変性した蛋白を可能な限り取らないようにした。チューブに

等量以上のエーテルを加え、激しく撹絆した後、軽く遠心し二相を分離させ、上層

を捨てた。しばらくふたを開けて、残ったエーテルを揮発させた後、溶液の1／10容

の3MNaOAcおよび2．5倍量の冷エタノール（もしくは1／2容の7．5　M　NH40Acお

よび25～3倍量の冷エタノール）を加えて撹絆し、一20℃で20分～1時間保存

し、15，000rpm、20分遠心してDNAを沈殿させ、液を捨て、70％冷エタノールで

ペレットを洗浄した。ペレットを乾燥後、適量のTE（10　mM　Tris－Cl（pH　8．0）、

1mM　EDTA（pH　8．0））に溶かし、その一部をTEで希釈し、紫外吸光光度計で

280nmの吸光度を測定して、　TE中のDNAの濃度を求めた。

DNAフラグメントのアガロースゲルからの回収

　いくつかの方法で回収を行ったが、QIAEX　II（Bio　101、　CA）を使用したもの

は、キットの付属のプロトコールに従った。ここでは、あまり一般的には行われな

いが、非常に迅速かつ簡便な方法で、特にオリゴヌクレオチドなど短めのDNA断

片を回収するのに特に有効な方法を示した。

　アガロースゲルで電気泳動し、分離したDNAフラグメントは、　UVトランスイ

ルミネ一構ー上で写真撮影の後、目的のバンドをメス刃でできるだけ小さく切り出

し、細かく刻み、底に20Gなどの注射針で穴を開けた15mlマイクロチューブに

入れた。次にそのチューブをもう一つの1．5　mlマイクロチューブに重ねてパラフィ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　15
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ルムで固定した。遠心機に入れて10，000rpm程度で一分程度回転させ、上に載せた

マイクロチューブの穴からゲルが細かく砕かれながら落ちるようにした。上の

チューーブを外し、ゲルの体積の1／10～1／2程度のTEと、それらを合わせた体積と

等量のbuffered　phenolを加えて良く撹拝し、ふたを閉めて液体窒素に浸し、瞬間

的に凍結させた。その後、室温で15，000rpm、10分遠心し上部の水層を7～8割程

度回収し新しいマイクロチューブに移した。以降の操作は先に述べたrDNAの

フェノール・クロロホルム抽出およびエタノール沈殿による核酸の精製、濃縮」と

同じである。

トランスフォーメーションに用いるコンピーチント大腸菌の調製

　Hanahanの方法［41，421を改変して用い、作製した。

　一体のストックを白金耳を使用して寒天培地上に広げ、一晩放置しコロニーを生

成させた。寒天培地上に生成したコロニーの一つを滅菌した爪楊枝で突き、100ml

のSOB培地（500　ml当たりの組成：20　g　Triptone、5gYeast　extract、0，3　g　NaCl、

0．1gKCI、10　mM　MgC12、10　mM　MgSO4）中にいれ、18℃で600　nmの吸光度が

0．4になるまでおよそ2日培養した。600nmの吸光度が0．4になったら、氷上で10

分間冷却し、遠心チューブに移した後、4℃で3，000rpm、10分間遠心し、菌体を

沈殿させた。培養液を捨てた後、40mlの4℃に冷却したTB（10　mM　PIPES・K

（pH　6．7）、15　mM　CaC12、250　mM　KCI、55　mM　MnC12）を加えて菌体を懸濁し、

10分間氷上で放置した。4℃で3，000rpm、10分間遠心し、菌体を沈殿させた後、

再度10mlのTBに懸濁し、0．7　mlのdimethylsulfoxideを加え、さらに10分間氷上

におき、100又は200μ1を15mlのマイクロチューブに分注し、液体窒素で瞬間的

に凍結させた後、使用時まで一80℃で保存した。
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大腸菌の培養およびプラスミドの調製

（1）ミニプレパレーション

酷9

　コンピーチント大腸菌をトランスフォームし、寒天培地上に生成したコロニーか

らのプラスミド調製は、アルカリ溶菌法［43，44］を改変して用い、以下のようにし

て行った。プラスミドにコードされる蛋白により不活化される抗生物質を添加した

培地2～5mlを15　mlのチューブにいれ、生成したコロニーを一つ突き、チューブ

中に投入して37℃で6時間から一晩培養した。十分大腸菌が増殖し、懸濁したそ

の溶液を1．5mlチューブに入れ、15，000　rpmで30秒ほど遠心して大腸菌を沈殿さ

せ、上清を捨てた。ペレットを4℃に冷却した100μ1のGTE　solution（50　mM

91ucose、25　mM　Tris－Cl（pH　8．0）、10　mM　EDTA、25　mg／ml　lysozyme）を加えて

懸濁し、氷上で10分静置した。さらに200μ1のNaOH／SDS　solution（0．2％

NaOH、1％SDS、使用時に調製）を加えて撹絆し、穏やかに撹絆し同様に氷上で

10分静置した。次に、150μ1の3MKOAc（pH　55）を加えて同じく穏やかに撹絆

し同様に氷上で10分静置した。その後、4℃、15，000rpmで5分間遠心し、上清を

新しいマイクロチューブに移した。等量のPCIを加えて激しく撹搾し、室温で15，

000rpmで5分間遠心し、上清を新しいマイクロチューブに移した。その上層を新

しいマイクロチューブに移して1mlの冷エタノールを加え、しばらく一20℃で冷却

して沈殿を形成させ、4℃、15，000rpmで10分間遠心し、上清を捨て、70％冷エ

タノールでペレットを洗浄、乾燥後、10μ9／mlの濃度でRNaseAを加えたTEでペ

レットを溶かし、プラスミド溶液とした。

大腸菌の培養およびプラスミドの調製

（2）ラージスケールプレパレーション

ミニプレパレーションで目的のプラスミドを持つことを確認した大腸菌から、大
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量調製用に改変したアルカリ溶菌法［43，44］を使用してプラスミドを回収した。100

mlないし500　mlの抗生物質を含む培養液で目的のプラスミドを持つ大腸菌を、37

℃で一晩振盗培養した。培養液を遠心チューブに移して、4℃、5，000rpm、10分

遠心し、上清を捨てた。ミニプレパレーションと同様に、順に10mlのGTE

solution、20　mlのNaOH／SDS　solution、15　mlの3MKOAc（pH　5．5）で処理し、

4℃、10，000rpm、10分遠心して上清を50　mlの遠心チューブに移し、等量の冷イ

ソプロパノールを加えて撹絆し、4℃、10，000rpm、10分遠心して核酸を沈殿させ

た。上清を捨て、ペレットを10mlのTEに溶かし、5MLiClを加えて氷上で30分

静置し、4℃、10，000rpm、10分遠心してRNAを沈殿させた。上清を新しい50　ml

チューブに移し、等量の冷イソプロパノールを加えて撹絆し、4℃、10，000rpm、

10分遠心し、上清を捨ててペレットを乾燥させ、4mlのTEに溶かし、4．49の

CsC1、100μ1のEtBr（10　mg／ml）を加えて良く溶かし、5．1　ml　Quick－Seal

Poliallomer・tube（Beckman、　CA）に封入し、　Optima　TLX型卓上超遠心機

（Beckman、　CA）で、　TLA－100。4ローターを使用し20℃、100，000　rpm、8時間遠

心した［45】。遠心後、真ん中あたりに見える太い赤色のバンドを18Gの注射針を

付けた2．5mlシリンジで抜き取り、15・ml遠心チューブに移した。そこに水で飽和

した1mlの1一ブタノールを加えて激しく撹絆し、30秒ほど遠心して二相を分離さ

せた。EtBrが抽出され赤く染まった上層を捨て、この操作を下の層の赤さが無くな

るまで繰り返し、無色になったと判断した時点で後一回行なった。残ったCsClを

含むプラスミド溶液を透析チューブ（Dialysis　membrane，　Size　8、和光純薬、大阪）

に入れて封をし、低温室内で11のTEに対して30分透析し、外液を交換してさら

に30分透析し、再び外液を交換してさらに一晩透析した。

　必要に応じて二回超遠心をかける場合は、一回目の超遠心から回収したバンドを

新しい超遠心チューブに移し、100％CsCl溶液（1009のCsClをTEで溶かし100

mlに合わせたもの）で遠心チューブを満たして再度遠心した。

18
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第一章　腹水肝癌細胞におけるPP1αmRNAの安定性の検討

第一節　序論

　我々の研究室では、腹水肝癌細胞におけるPP1αmRNA高発現を見いだし、報

告してきた［30，32】。その原因として、1）プロモーターの活性化による転写速度の

上昇、および　2）ゲノムの変異又は細胞内環境の変化によるPPlamRNAの安定

化の二つが考えられる。本章においては、腹水肝癌細胞での、このPP1αmRNA

高発現がこれらのいずれによるものかを明らかにするため、肝癌細胞でのPP1α

mRNAの分解速度を、初代培養肝細胞のそれと比較した。

19
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第二節　材料および方法

（1）　材料

　移植性腹水肝癌細胞株AH　13は、東北大学加齢医学研究所癌細胞保存血設より供

与された。Donryuラットは日本エスエルシー（静岡）より購入した。　TRIzoI

Reagentは、　Life　Technologies（MD）より購入した。　Megaprime　DNA　labelling

kitは、　Amersham（England）より購入した。各種制限酵素、修飾酵素は、宝酒造

（京都）、東洋紡績（大阪）、New　England　Biolabs（England）より購入し

た。［α一32P］dCTPはDu　Pont（MA）より購入した。本文中に示した以外の一般試

薬は、和光純薬工業株式会社（大阪）、ナカライテスク株式会社（京都）、Sigma

（MO）から購入した。

臨

（2）　細胞培養

　凍結保存細胞は、37QCのウォーターバス中で速やかに解凍後、15・ml・falcon・2059

tube（Beckton　Dickinson、　NJ）に移し、10　mlの10％仔牛胎児血清（Eqiutech－

Bio、　TX）添加Dulbecco改変Eagle培地（以下10％fbs／DMEMとする）　（極東製

薬工業（株）、東京）を加え、800rpm、4℃で5分遠心し、細胞を洗浄した。洗

浄は2回行い、その後、同培地1mlに懸濁し、19Gの静脈留置針（ベニューラS，

（株）トップ、東京）を付けた5mlシリンジ（テルモ（株）、東京）を用いて

Donryuラット（3週齢、クリーン動物、オス）　（日本エスエルシー一（株）、静

岡）の下腹部腹腔内に注入した。約1週間後、癌細胞の増殖により膨満した腹腔内

より、5mlシリンジを付けた19　Gの留置針を用い腹水を採取した。腹腔内に残っ

た細胞はPBS（一）を適量注入し、採取した。約5mlの細胞を含む腹腔液は50　m1

のfalcon　2070　tubeに入れ、800　rpm、4℃で5分遠心し、上清を捨てた後、30　ml

のATC　solution（0．82％NH4CI，20　mM　Tris－Cl（pH　7．4））に懸濁、10分間氷上

に静置し、赤血球を破壊した後、800rpm、4℃で5分遠心し上清を捨てた。細胞

20
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は冷PBSで2回洗浄後、10％fbs／DMEMに適当な濃度で懸濁し、37℃、5％CO2

下で培養した・数度の継代の後・AH13のみとなったところで実験に使用した。

　初代培養肝細胞は、以下の方法により、当研究室の今井が分離したものを用い

た。Wistarラット（約2009、　SPF、オス）　（日本エスエルシー（株）、静岡）より

コラゲナーゼ灌流法を用いて分離した肝細胞をPercollにより精製し、肝実質細胞

のみとして用いた。分離した肝細胞はL－15培地（極東製薬工業（株）東京）に懸

濁後Vitrogen　100（Celtrix、　CA）で一晩コーティングし、　PBS（一）で洗浄した

シャーレ（IWAKI　1020－100、岩城硝子、千葉）に6x106細胞ずつプレーテイング

し、37℃、大気中（ビニール袋による密閉下、CO2インキュベータ中に置いた）

で2時間培養し、シャーレに付着させた。

（3）　Actinomycin　Dの添加およびRNA調製

　AH13には、以下のようにしてActinomycin　D処理し、　AGPC法［46】にて全

RNAを抽出、回収した。10　mlの10％fbs／DMEM中に、1x106細胞ずつシャーレ

（ニプロシャーレ90x15　mm、　（株）ニプロ）にプレーティングし、　Actinomycin

D（和光純薬（株）、大阪）を終濃度5μg／mlとなるよう加え、0、1、3、6、12、

24時間後に15ml　falcon　2095　tubeに細胞を含んだ培養液を移し、800　rpm、5分、4

℃で遠心し細胞を回収し、500mlのTRIzol（Life　Technologies、　MD）で細胞を

溶解、1．5mlマイクロチューブに移した後、100μ1のクロロホルムを加え、激しく

撹拝の後、16，000rpm、4℃、10分の遠心後、上清を回収、新しいマイクロチュー

ブに移し、2。5倍量の冷エタノールを加え、一20　℃で30分放置後、16，000rpm、4

℃、10分遠心し、上清を捨て、75％エタノールでペレットを洗浄、乾燥の後、抽

出された全RNAのペレットを適量のDEPC－H20で溶解した。

肝実質細胞では以下のようにActinomycin　D処理し、全RNAを抽出、回収し

た。シャーレにプレーティングした2時間後、10％fbs／DMEMに培地を交換し、
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同時に終濃度5μ9／mlとなるようActinomycin　Dを加え、　AH　13と同様に37℃、5

％CO2下で0、1、3、6、12、24時間培養し、各時間後、培養液を捨てた後、

シャーレに500μ1のTRIzol（Life　technologies、　MD）を加え、細胞を溶解、

AH13と同様にし、全RNAを抽出した。

（4）　Northern　blottingによる解析

　回収した全RNA各20μ9を用いノーザンプロッティングを行った。ホルムアル

デヒド／1％アガロースゲルで電気泳動し分画した後、ニトロセルロース膜

（BA85、0．45μm、　Schleicher＆Schuell、　Germany）に一晩キャピラリープロット

した。ニトロセルロース膜は、80℃、2時間減圧下でベーキングしたのち、プレハ

イブリダイゼーション液（50％ホルムアミド、5xSSPE（0．9　M　NaCl、50　mM

NaH2PO4．　0．5　mM　EDTA　pH　7．4）　，　5　x　Denhardt’　s　solutin　（　O．1　（7e　Ficoll　400．　0．

1％polyvynilpyrolidone、0．1％gelatin）、100μg／ml　Salmon　sperm　DNA）中で42

QCで終夜インキュベーートした。翌日、　Megaprime　DNA　labelling　kit（Amersham，

England）および1．85　Mbqの［α一32P］dCTP（Du　Pont、　MA）でラベルしたPP1α

cDNAをプローブとして加えたハイブリダイゼーション液（プレハイブリダイゼー

ション液＋20％硫酸デキストラン、0．1％SDS）に交換し、一晩ハイブリダイズさ

せた。ニトロセルロース膜；は、5xSSPEで洗浄し、乾燥後、ラップフィルムにくる

み、BAS　III　Sイメージングプレート（IP）　（BAS　1000用）に感光後、　IPをBAS

1000Mac（富士写真フイルム（株）、東京）で読みとり、各バンド強度を数値化し

た。次に、コントロール実験として、PP　1αプローブをプローブ除去液（5mM

Tris－Cl（pH　8．0）、3mM　EDTA、0．1xDenhardt’ssoltion）中80℃で洗浄後、

同様にプレハイブリダイゼーションを行い、グリセロアルデヒド三リン酸デハイド

ロゲナーゼ（GAPDH）cDNAを同様にラベルし、ハイブリダイゼーションを行

い、バンドの強度を解析、数値化し、PP　1αの値をGAPDHの値で割って補正し、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　22
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グラフにプロットした。

第三節　結果

　図に示すように、肝細胞に比べ、AH13のグラフの傾きの方が右下がりであり、

AH　13中でのPP1αのmRNAの減少速度の方が速いことが明らかとなった。

第四節　考察

　mRNAの真の減少速度を測定するなら、一定量ずつの細胞から全RNAを調製

し、その全ての量中で比較すべきである。しかしながら完全に全てのRNAを回収

するのは技術的に不可能であり、今回は、回収されたRNAから一定量を取ること

によって、つまり全RNA中ほとんどの割合を占めるリボゾームRNAの減少速度

を基準にPP1αmRNAの減少速度を比較した。つまりPP1αのmRNAに変異がな

ければ、環境中でのrRNAの減少の変化と同様の変化を示すであろう、という予測

のもとに行った。PP1αcDNA（＝mRNA）中には、一般に知られるmRNAを不

安定化させる配列は見られなかった。よって、あるmRNAをターゲットにして分

解するRNaseの活性化が見られたとしてもその影響はあまり受けないであろうと考

えられた。実際、同様の実験を行ったという報告がある［47】。もちろん、注目する

mRNAの通常の減少速度がrRNAのものよりおそのいなら、一見増加しているよ

うに見えるのは当然である。

　肝細胞に比し癌細胞でのmRNA量が増加している原因が、転写活性化によるも

のでなく、安定性が高まった結果であるなら、グラフの傾きは肝細胞のほうが下

がっているはずである。しかしながら、図に示すようにむしろ癌細胞のほうが右下

がりである。この結果は、肝癌細胞株AH13でのmRNA量の増加は、安定性の向

上でなく、転写速度の上昇によることが、間接的ながら示された。よって、以下の

章に述べたような、PP1αのプロモーター領域の解析は有意義であると考えられ、
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実験を行った。’

第五節　この章のまとめ ・Jcal

　移植性腹水肝癌細胞株AH13と初代培養肝細胞においてPP1αmRNAの安定性

を検討したところ、AH13での現象速度の方が速く、AH　13におけるPP1αmRNA

の高発現は転写速度の：充進によることが示唆された。

24
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図一2　mRNAの安定性の比較

肝細胞、AH13は、終濃度5匪4mlになるようActinomycin　Dを添加して、各時間

培養後mRNAを抽出し、その20μgを使用してノーザンプロッティングを行っ

た。
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第二章　ラットPP1α遺伝子5’一上流域のクローニング

第一節　序論

　肝化学発癌のプロモーション、およびプログレッションを経た低分化型腹水肝癌

細胞において、我’々はPP1αmRNAの発現上昇を見いだし報告してきた。また部分

肝切除後の肝再生過程、細胞周期を同調させたマウス線維芽細胞株NIH3T3におい

て一過性の発現上昇を観察し、報告してきた。細胞増殖機構の異常が発癌や癌性変

異と重要な関係を持つことなどから、PP1αの発現上昇と悪性変異との関係が示唆

された。前章の結果よりPP　1αプロモーター領域の解析が有意義と考えられたた

め、我々はPP1α遺伝子をクローニングし、転写調節領域を解析することによっ

て、その癌性変異との関連について明らかにすることを試みた。
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第二節　材料および方法

（1）　材料

　ラットジェノミックライブラリー（Sprague　Dawley　rat　testis　genomic　library）

は、Stratagene（CA）より購i入した。　Megaprime　DNA　labelling　kitは、

Amersham　（England）より購入した。　BcaBEST　Dideoxy　Sequencing　Kitは、宝酒

造　（滋賀）より購入した。各種制限酵素、修飾酵素は、宝酒造（京都）、東洋紡績

（大阪）、New　England　Biolabs（England）より購入した。［α一32P］dσrPはDu

Pont（MA）より、［　7　一32P］ATPはAmersham（England）より購入した。本文中

に示した以外の一般試薬は、和光純薬工業株式会社（大阪）、ナカライテスク株式

会社（京都）、Sigma（MO）から購入した。

　合成オリゴヌクレオチドは、北海道大学免疫科学研究所細菌感染部門技官、山口

桂氏に合成を依頼した。

（2）　ライブラリースクリーニング

　ライブラリースクリーニングは、Bentonらの方法［48］に従って行った。ライブ

ラリーは、Sprague　Dawley　rat　testis　genomic　library（Stratagene、　CA）を使用し

た。まず1次スクリーニングを行う前にファージ溶液原液のプラーク形成能

（pfu）を求めた。ファージは0．2％マルトースおよび10　mM　MgSO4を含むLB培

地で増殖させた大腸菌株SRB（P2）に感染させ、　NZYM一寒天培地上にプラークを

形成させた。ファージ溶液は適宜SMで希釈後、　falcon　2059　tube中で、それぞれ0．

2％マルトースおよび10　mM　MgSO4を含むLB培地で増殖させた大腸菌株

SRB（P2）溶液200　mlに加え、15分、37℃で感染させた。0．2％マルトースを加え

たTop　Agarose（NZYM－0．7％agarose）は電子レンジで加熱して溶解し、48℃の

ウォーターバス中で保温しておき、10cmシャーレに作製したBottom　Agar

（NZYM－1．5％agar）　は37℃で温めておいた。感染後、2mlのTop　Agaroseを
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tubeに加え、泡立てないよう撹拝し、温めておいたBottom　Agarの入ったシャーレ

に流し込み、すばやくひろげて固めた。Top　Agaroseが固化したら、シャーレは

37℃で一晩放置し、’ファージプラークを形成させた。希釈したファージそれぞれ

から形成したプラーク数を数え、ファージ溶液原液のプラーク形成能　（pfu）を求

めた。

　次に1次スクリーニングを行った。以上より求めたpfuから、約100，000個のプ

ラーク形成能のあるSMに、希釈したファージ溶液を1枚のシャーレにまき、計

30枚、3x106プラークよりスクリーニングを開始した。同様に、　falcon　2059　tube

中で、それぞれ0．2％マルトースおよび10mM　MgSO4を含むLB培地で増殖させ

た大腸菌株SRB（P2）溶液600μ1に100，000　pfuのファージを感染させ、感染後、

5mlのTop　Agaroseを加えて混ぜ、150　mmシャーレに作製したBottom　Agarに広

げ、同様にプラークを形成させた。形成したプラークに円形ニトロセルロース膜

（BA85、132mm、0．45μm、　Schleicher＆Schue11、　Germany）をのせ、ファージを

吸着させた。それぞれのニトロセルロース膜を区別するため、各ニトロセルロース

膜にはシャーレと同じ番・号を打っておき、また、X線フィルムとプラークの位置を

合わせるために、各ニトロセルロース膜をプラークの形成したTop　Agaroseの上か

ら、27Gの注射針を付けた1mlシリンジに滅菌したインクをいれたもので、非対

称となるよう3箇所に突き刺し、印を付けた。それぞれのシャーレから2枚の、

ファージを吸着させたニトロセルロース膜を作製した。1枚目は1分、2枚目は5

分間Top　Agaroseの上にのせ、吸着させた。　Top　Agaroseから外したニトロセル

ロース膜は、吸着面を上にし、3MM濾紙（Whatmann，　England）上で乾燥させ

た。乾燥したニトロセルロース膜は、　（1）0．5MNaOH／1．5　M　NaCl，（2）0．75　M

Tris－Cl（pH　7．4）／15MNaC1，（3）2xSSPEの溶液に、それぞれ2分、5分、5分

ずつ浸した後、同じように、吸着面を上にし、3MM濾紙上で乾燥させた。乾燥

後、ニトロセルロース膜は上下を3MM濾紙ではさみ、減圧下、80℃で2時聞、

ベーキングした。ベーキング後、420Cに温めたプレウォッシュ液（50　mM　Tris－Cl

（pH　7．4），1MNaCl，1．25　mM　EDTA，0．1％SDS）で1時間洗浄し、2xSSPEです
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’鑛灘鰻．
鮨 灘　鰻灘

？



すいだ。　（円形ニトロセルロース膜の枚数＋2）x1．5　mlのプレハイブリダイゼー

シヨン液（「第一三二二節（4）Northern　blottingによる解析」を参照）を加えた

シャーレにニトロセルロース膜を、気泡が残らないように浸し、パラフィルムで

シールした後42℃で一晩インキュベートした。翌日、ニトロセルロース膜を各

セットに分け、ラベルしたプローブを各々加えたプレハイブリダイゼーション液に

同様に浸して、420Cで一晩ハイブリダイズした。プローブにはラットPP1α

cDNA［301の全長、およびその5’一末端よりSmal制限酵素部位までの約200　bpを

使用した。プローブはメガプライムDNAラベリングキット（Amersham，

England）および［α一32P】dCTP（Du　Pont，　MA）によりラベルし、使用した。それ

ぞれ約50ngのDNAと1850　kBqの［α。32PldCTPを使用し、キットのプロトコール

に従い10分間、37℃で反応させ、等量のPCI（Buffered£henol：⊆hloroform：

エsoamylalcoholニ25：24：1）を加え、激しく跡押の後に室温で10分間、15，000　rpmで

遠心分離し、上層を新しいマイクロチューブに移し、キットに付属のcareer　DNA

を10μ1、1／10容の3MNaOAc（pH　5。2）、25倍量の冷エタノールを加え、一20

℃で20分放置後、4℃、10分間、15，000rpmで遠心分離し、溶液を捨て、ペレッ

トを100μ1のTEに溶解し、3分間ボイルし、氷冷して使用した。

翌日、ノーザンプロッティング（「第一章第二節（4）Northern　blottingによる解

析」を参照）と同様に洗浄し、乾燥後、ラップフィルムにくるみ、一80℃下、カ

セッテ内でX線フィルム（XRP－5，　Eastman　Kodak，　NY．）に一晩感光させた。それ

ぞれのプローブで得られたシグナルが一致するもののみを選び、現像したX線フィ

ルムとプラークを形成したシャーレを、インクのマークを目印に重ね合わせ、シグ

ナルが存在した箇所を大きめにえぐり取って回収し（滅菌した1mlピペットチップ

の反対側を使用した）、1．5mlマイクロチューブに入れ、1mlのSMと一滴のクロ

ロホルムを加え、4℃で一晩放置しファージを溶出させた。このファージが溶出し

た溶液をSMで適当に希釈し同様にSRB（P2）に感染させ、100　mmシャーレでプ

ラークを形成させた。この結果より、適当な希釈を選び、回収に用いたチップの面

積のTop　Agaroseに含まれるファージの個数を、最初に一枚のシャーレにまいた
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ファージの面積当たりの個数から計算し必要量を、再び同様にプレーティングして

2次スクリーニングを行った。2次スクリーニングは、回収したシグナルにつきそ

れぞれ行なった。同様に3次スクリーニングまで行い、ファージをクローニングし

た。

　得られたクローンは、cDNA　5’一末端の32　merアンチセンスオリゴヌクレオチド

（5’一GGcc（］r’r（コ℃cTGcc17CCCGCCcTCTTGCAGCC－3’）約50　pm61を1，850

mBqの【γ一32P】ATPおよびT4　polynucleotidekinaseでエンドラベルしたものを同様

にプラークを形成させたシャーレから作製したニトロセルロース膜にハイブリダイ

ズさせ、少なくともこのクローンに5’一末端が含まれることを確認した。

溺

（3）　塩基配列解析のためのプラスミドベクターへのサブクローニング

　ライブラリースクリーニングで得られたファージは、大量培養後、DNAを回収

し、各種制限酵素で切断の後、サザンプロット［49】を行い、目的のフラグメントを

回収し、プラスミドベクターに組込みサブクローニングした。まず、クローニング

したファージは以下のようにして大量培養し、DNAを抽出した。まず、クローニ

ングしたファージは同様の方法で150mmシャーレ上にプラークを形成させ、その

うえに5mlのSM、100μ1のクロロホルムを加え、パラフィルムでシールし、4℃

でゆっくり一晩振とうして溶出させ、回収した。

　次に、液体培地を用いて大量培養した。falcon　2070　tube中0．2％マルトースを添

加した25mlのしB培地で大腸菌株SRB（P2）を培養、適宜サンプリングし、可視

吸光光度計でABS600＝0．6になるまで、増殖させた。その大腸菌液にシャーレから

回収したファーージの含まれたSMを加え、一晩37℃で増殖させた。次にその溶液

を0．2％マルトースを添加した11のLB培地中に加え、さらに一晩増殖させた。翌

日、透明になった培養液に、10mlのクロロホルムを加え、10分、37℃で振とうし

ながらインキュベートし、その後1時間室温で放置した。そこに各1mgの

DNaseIおよびRNaseA（Boeringer　Mannheim，　IN）を加え10分野ら30分室温で

放置した。次に、終濃度1Mとなるよう結晶NaClを加え（約609）溶かし、1時
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間氷上で放置し、その後1009のPolyethyleneglycol　6000（和光純薬、大阪）を加え

て溶かし、250ml遠心チューブに分注し、氷上で3時間放置した。これを4℃、

5000rpm、20分遠心し、上清を捨て、ペレットを5mlのSMに溶かした。この溶

液を50mlの遠心チューブに移し、等量のクロロホルムを加え、激しく撹賢し、4

℃、5000rpm、20分遠心し最上層のみ回収した。この溶液をSW40Ti用ウルトラク

リアーチューブ中に作製したCsCl密度勾配溶液（下層：ρ＝1．70、中間層：ρ＝1．

50、上層：ρ＝1．30、それぞれCsC1をSMに溶解させて作製）に静かにのせ、4

℃、100，000　xg、2時間遠心した。ファージは上層と中間層の間に青白いバンドとし

てみられ、これをそのうえの液を捨ててから約0．5ml回収し、透析チューブ

（Dialysis　membrane，　Size　8、和光純薬、大阪）に入れて封をし、　TM（10　mM　Tris－

C1（pH　7。5、10　mM　MgSO4）に対して4℃で3時間以上透析した。このファージ

液をTEで1mlに合わせ、10μ1の10％SDS、100μ1の5MNaCl、1mlの

Buffered　Phenolを加え、4℃で30分間ゆっくり撹拝した。その後、4℃、15，000

rpm、10分間遠心し、上層を回収、新しいマイクロチューブに移し、等量のクロロ

ホルムを加え、撹拝、同様に遠心し上層を回収、透析チューブに入れ、TEに対し

て4℃で一晩透析した。翌日、チューブから回収した液をファーージDNA溶液と

し、以下の実験に用いた。

　得られたファージDNAは、6塩基認識の各種制限酵素（BamHI、　Bglll、

EcoRI、　HindIII、　Pstl）で切断し、1．5％アガロース／TBE（0．09　M　Tris、　O．09　M

Boric　acid、0．02　M　EDTA）ゲルで電気泳動し、分画後、サザンプロッティングを

行った（結果示さず）。泳動後のゲルは0．2MNaOH／0．6　M　NaCl溶液に30分振と

うしながら浸してDNA鎖を解離させた後、0．75　M　Tris－Cl／1．5　M　NaC1（pH　7．5）溶

液に30分振とうしながら浸して中和し、ノーザンプロッティング（「第一章第二

節（4）Northern　blottingによる解析」を参照）と同様の方法でニトロセルロース

膜上にキャピラリープロッティングし、以下ノーザンプロッティングと同様の方法

で（プローブハイブリダイゼーション時のみハイブリダイゼーション液ではなくプ

レハイブリダイゼーション液を使用）、プローブにラットPP1αcDNAの全長、お

よび5’末端よりSmal制限酵素部位までの約200　bp、5’一末端32　merアンチセン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　31
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スオリゴヌクレオチドを使用しハイブリダイズするバンドを検出した。その結果、

Hindlllで切断した約8kbpのフラグメントにcDNA全長、　cDNA　5’一末端より

Smal制限酵素部位まで、5’一末端32　merアンチセンスオリゴヌクレオチドの各プ

ローブがハイブリダイズしたため、そのフラグメントを回収した。ファージDNA

を再びHindlllで切断、0．7％アガロース／TBEゲルで電気泳動により分離し、　UV

トランスイルミネーターでバンドを確認後、目的のバンドのすぐ＋極側に切れ目を

いれ、DE－81　paperを挿入、再び短時間の電気泳動でDE－81にフラグメントを吸着

させ、回収したDE－81を滅菌蒸留水で洗浄後、0．6　mlのマイクロチューブ中にい

れ、TE／50　mM　NaClで洗浄後、　TE／1　M　NaClを加え、37℃で3～4時間溶出させ、

溶液を回収し、新しい溶液に代え、これを3回繰り返してDNAフラグメントを溶

液中に回収した。回収した溶液はフェノール／クロロホルム抽出、エタノール沈殿の

後、TEに溶かし吸光光度計で濃度を測定したのち使用した。回収したフラグメン

トはpBluescript　KS一、　pBluescriptlI　SK＋（Stratagene，　CA）の両プラスミドを

Hindlllで切断したものに、フラグメント：プラスミド・＝3：1（モル比）で混合、

T4　DNA　ligaseで16　QCで一一晩ライゲーションした。このライゲーション産i物で大腸

菌株DH5αをトランスフォームし、プラスミドを大量に合成させた。このプラス

ミドからHindlllフラグメントを回収し、更に種々の制限酵素で切断、サザンプ

ロッティングを繰り返し大まかな制限酵素地図を作製し、8kbpのフラグメント

の、どのあたりにcDNA　5’一末端が存在するかを調べた。また、それぞれのフラグ

メントをpBluescript　KS一、　pBluescriptll　SK＋に組み込んで増やし、シーケンシン

グに用いた。

（4）　シーケンシング

　Hindlll　8　kbpフラグメントの3’末端から約2．2　kbp上流のEcoRI制限酵素部位

までの塩基配列は、BcaBEST　Dideoxy　Sequencing　Kit（宝酒造、滋賀）および185

kBqのrα一32P］dCTP（Du　Pont，　MA）を使用し、ジデオキシ法［50】にて決定した。

40cm　x　20　cmのシーケンス用ゲル板の耳付きの方の内側に自動車のフロントグラス

32
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搬水剤であるSuper　rain　X（Unelco、　USA）を塗布し、洗浄、乾燥した。反応の前

日に、0．4mmのスペーサーをはさんで組み立て、40　mlの6％アクリルアミド／8M

尿素／0．5％TBE（45　mM　Tris，45　mM　Boric　acid，1mM　EDTA）ゲル溶液を調製、

15分の脱気後、300μ1の5％過硫酸アンモニウム溶液を加え、氷水中でしばらく冷

却した後、30μ1のTEMED（N，N，N’，N’一Tetramethylethylenediamine）を加え、

すばやく、気泡が残らないように流し込み、コームのまっすぐな方を差し込み、一

晩放置して固化させた。

　シーケンシング反応（伸長反応）はキットのプロトコールに従い以下のようにし

て行った。フラグメントをクローニングした約1～2nmolのプラスミド溶液をマイ

クロチューブに取り、4μ1の1NNaOH、2μ1の2mM　EDTAを加え、滅菌蒸留水

で20μ1に合わせ、37℃で5分インキュベートした後、2μ1の3MNaOAc（pH　5．

2）、50μ1の冷エタノールえを加え、一20℃でしばらく放置した後、4℃、16，000

1pm、10分遠心し、溶液を捨て、10μ1の滅菌蒸留水に溶かしたのち、2本の0．6　ml

マイクロチューブにそれぞれ5μ1ずつ分注し、それぞれ1．5μ1の10xbuffer、0．5

pmolのシーケンシングプライマーを加え、滅菌蒸留水で13．5μ1に合わせ、185

kBqの［α　一32P］dCTP（0．5　ml）、酵素溶液1μ1を加え、さきに2μ1ずつキットに付

属のdddATP、　dddCTP、　dddGTP、　dddTTPをそれぞれ分注しておいた4本の0．6

mlマイクロチューブに、35μ1ずつ分注し65℃で3分間反応させた後、キットに

付属のchase　mixをそれぞれ1μ1加え、さらに65℃で3分反応させ、3μ1のStoP

solution（キットに付属）を加え、反応を停止させた。

　前日に作製したアクリルアミドゲルは脱気した05xTBE　bufferを満たした泳動

層に取り付け、サンプルを泳動する30分前に55Wでプレランさせて温めておい

た。サンプルは、3分間沸騰水上で加熱した後氷冷し、尿素を除いてコームの歯の
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付いた側を差し込んだゲル上端に3mlアプライし45　Wで泳動した。約1時間半

後、キシレンシアノール（水色の色素）がゲル下端から抜けたところで、残りのサ

ンプルの4mlをアプライして再び45　Wで泳動し、キシレンシアノールがゲル下端

まで来たところで泳動を停止した。耳のついたゲル板の方を上にし、ゲル板をはが

し、一回り大きくカットした3MM濾紙の平滑面をゲルに張り付け、丁寧にはが

し、ラップフィルムでゲル側のみくるみ、その下にさらに一一回り大きくカットした

3MM濾紙を敷き、ゲルドライヤーで80℃、1時間半吸引乾燥した。乾燥したゲル

はカセッテにX線フィルム（XRP－5，　Eastman　Kodak，　NY）と共にいれ、一80℃で

一晩感光させ、翌日現像し、塩基配列を読みとった。解析はGenetyx　Mac　ver．7．3

（ソフトウエア開発株式会社、東京）を使用した。
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第三節　結果

　ライブラリースクリーニングは3次まで行い、1クローンを得た。スクリーニン

グのプローブはPP1αcDNA全長とSmalで切断した5’一末端側のフラグメントを

使用した・こ脳は・cDNA全長をプローブとして用いることでプローブの比活性が

高められ、強いシグナルが得られるであろうことと、5’一末端に限定したプローブ

を用いることで、同領域を含むクローンを選択的に得られることを目的とし、予想

通りのクローンを得た。クローニングしたファージDNAを各種制限酵素で切断

し、サザンプロッティングを行った結果、Hindlllで切断した約8kbpのフラグメ

ントにPP1αcDNAの5’一末端が含まれることが確認されたため、プラスミドにサ

ブクローニングし、以後、それを使用し解析を行った（図一3）。得られたHindllI

8kbpフラグメントは、　Bgll　l、　EcoRI、　Pstl、　Smalの各制限酵素で切断の後、サザ

ンプロッティングを行い、Smalで切断したPP1αcDNAの5’一末端側のフラグメ

ントをプローブとして用いた。その結果、Pstlで切断した約05　kbpのフラグメン

トにハイブリダイズし、PP1αcDNA　5’一末端は、　Hindlllフラグメントの3’一末端

から約500bp以内に存在することが示唆され、　Hindlllフラグメント中にPP1α遺

伝子の5’一上流転写調節領域が含まれる可能性が非常に高く、このフラグメントを

用いて解析することは有意義であると考えられた。同様に、Hindlllフラグメント

をEcoRIで切断して得られたEcoRI－Hindlll約2．2　kbpのフラグメントをシーケン

シングした（図一4）。当初、DNA　polymeraseにklenow　fragmentやSequenaseを

使用したキットを用いてシーケンシングを開始したが、高GC領域の存在のため強

いポージング（伸長反応の停止）が起こりうまく行かなかったので、好熱菌由来の

DNA　polymeraseを採用し、反応温度を65℃に設定してあるシーケンシングキッ

トであるBcaBEST　Dideoxy　Sequencing　Kit（宝酒造、滋賀）を使用したところ、

良好な結果を得た。PP1αcDNA中にはHindlll　siteは存在しないので、　Hindlll　8

kbpフラグメントの3’一末端はイントロン内であることは予測されていたが、塩基

配列を解析した結果は、3’一末端のHindlll　siteから約270　bpのイントロンが存在

し、その上流に開始メチオニンから18アミノ酸をコードする領域を含むエキソン
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が存在した。3’一末端のHindlll　siteから下流のDNA断片はクローニングしていな

いので、第一イントロンの長さや、その他のエクソン、イントロンなどの情報は得

られていない。第一エキソンーイントロン接合部は、一般的な接合部のイントロン

の5’一末端側に特徴的な配列である“GT”が見られた。翻訳開始点から約300　bp

はGCが非常に高い割合で含まれ、　TATA　boxやCAAT　boxは存在しなかった。ま

た、Inr　［51］様の配列も見られず、ハウスキーピング遺伝子様のプロモーター配列

であった。

　この様なハウスキーピング遺伝子の発現に主に関与する転写因子としてSp1が知

られているが、本遺伝子の翻訳開始点から上流約300bpに存在する高GC領域に

は、Sp1結合可能な配列として一般的に知られる“GGGCGG”もしくは

“CCGCCC”が9箇所見られた。しかしながらその配列を中心とした周囲の配列も

結合に関与するようであり、9箇所のうちどこに結合するかは推定できなかった。
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第四章　考察

　真核細胞における、蛋白質をコードする遺伝子のmRNAの転写は、　RNA

polymerase　IIによって行われるが、その転写開始機構は、図Xのように3種に大

別される。以前に5’一画流域について報告されているセリン／スレオニンプロテイン

ホスファターゼの一分子であるPP2Aの場合も本遺伝子と同様にTATA　boxや

CAAT　boxは存在せず、ハウスキーピング遺伝子様であると筆者らは述べている

［38］。ハウスキーピング遺伝子とは、生体機能を維持する上で必須な蛋白をコード

する遺伝子のこと、とされており、常に一定レベルの発現を保っているとされる。

PP1は、γ一1アイソフオームを除き、各臓器、細胞で広く発現しており、また細胞

内分布も広く、活性サブユニットの基質特異性も低いため、細胞内での様々な脱リ

ン酸化反応に関与していることが予想されている。よって、PP1もこの様なハウス

キーピング遺伝子の一つであろうことは予想される。実際、PP1α遺伝子の5’一上

流域は、ハウスキーピング遺伝子のプロモーターの特徴を備えていた。よってその

塩基配列の特徴からPP1αの転写は、図5に示すようなmRNA転写開始機構の、

Cでのように、Sp1のプロモーター部位への結合をきっかけとして行われるものと

考えられる。

　PP2Aの場合、　cAMP　responsive　elememt（CRE）が存在しており、　PP2A遺伝

子のプロモーター領域をつないだCAT（⊆hloramphenicol△cetyl主ransferase）ベク

ターをNIH3T3細胞に導入し、アデニル酸シクラーゼの活性化剤であるforskolin

で処理することにより細胞内のcAMP濃度を上昇させてやるとCATの転写が活性

化することが報告されている［38］。また、calcineurin　Aα　（PP2B　Aα）プロモー

ターには脳に発現する遺伝子に特異的な配列が存在することが報告されている

［40］。しかしながら本酵素では、そのような特徴的な配列は見られなかった。

　現在ではTFD（工ranscription　Eactor　patabase）により、塩基配列から作用する

転写因子を検索することは可能である。しかし、得られた情報は、あくまで配列と

転写因子の結合の可能性を示したに過ぎず、細胞内ではゲノムDNAはヌクレオ

ソームに巻き付いた形で存在し、転写に必要なときのみほどかれ、転写因子が結合
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し得るし、また、因子自体が発現しているか、また存在していても活性化し結合可

能な状態にあるかは現段階では知り得ず、今後の課題として残されている。
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第五節　この章のまとめ

1．ラットゲノムライブラリーからPP1α遺伝子の5’一上流域をクローニングし

た。

2．翻訳開始点から上流約1．8kbp、下流約0．4　kbpの計約2．2　kbpをシーケンシング

した。その結果、翻訳開始点上流約300bpは高GC配列を有した。　TATA　box、

CAAT　boxは存在せず、ハウスキーピング遺伝子に特徴的なプロモーターの配列を

有していた。この様な遺伝子のプロモーターに作用することが知られる転写因子

Sp　1に対する結合配列が、翻訳開始点より上流に9箇所、第1イントロンの一部に

2箇所存在した。第一エクソンは、18アミノ酸をコードしていた。
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PPI　ct　cDNA

二一3　ファージDNAからのPP1α遺伝子5’・一上流域のクローニングの手順

A：クローニングしたファージDNAからHindllIで切断した約8kbpのフラグメントを

得た。そのフラグメントをBglllで切断した下流の約3．7　kbpのフラグメントを以降に述

べるルシフェラーーゼァッセイで使用した。さらにそのフラグメントをEcoRIで切断した

下流の2．2kbpの塩基配列を決定した。第一エクソンをboxで示した。　B：クローニング

に使用したプローブ。PP1αcDNAの全長およびSmalで切断した上流約200　bpを使用

した。
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　GAAT丁（CCAT　CTGGAGTTCT　TGGGCCAGAG　ATGAAAAGGG　AAAAGATGTT　CAG1［「「GAAG　AGAAAGTGCA　GACCCTCGGG

　EcoRt

　GGATAATAGA　GATGTAAAAG　ACCT一「CCCT⊂　CACCACCCTT　CTTAC⊂TTAA　T⊂CCACATGG　AA⊂CTGAGGA　GTGA（A⊂TGG

AATGTCACAG　CTGAGTTCTG　GGCTGGTGTC　TACAG⊂AAGA　くC（TAGAGGC　CA（三G⊂CTGAT　TC⊂A⊂AA（TC　AGT（CTCAG⊂

CTCTGTCCCC　TACCCATGCC　TCA（TTA⊂CC　CAGCT⊂AGCT　AGTTGCCCCC　AATGAAGCCA　TATCGGT⊂AG　CCTGAくGATA

TGGGCTGGA⊂CCACTGATCT　CTGAG丁CGGA　CCCTAGAGAG　CTAGAATCAT　CCTGTAGπC　TGGACGGTAG⊂AACAAGTCC

TCTCCCAGGG　CCTGGGCCAT　TCTGCCTAGA　CCCAGTGTCA　⊂AG⊂TGCAAG　ACATATAGAG　AGCCAGTGTG　AACAGC⊂AGA

CTGAGGCTGG　GGTTCCAGGA　AC⊂AGT⊂CTC　AGT（ACGGGG　GAGTCAGGTA　GTCCCTGAGG　TACCA（＝AAAG　AC⊂AAGTCTC

TGTGTAGAGA　CCCACCCCAG　GCCTGGC（CC　TAGCCCAGCT　CACCTCCTTG　CTGCACCTCA　CCTCCTCCTC　TCACTTCCTC

CTCAGTCTCA　GCTTCAG（AG　CCTATTGGGG　GCCCCT（CCT　GGTGGGGGGA　CT（CC⊂⊂⊂TT　CCTCTATGAG　GTTくTTCCTG

CTTGC（：TTAG　TG（：CTGAG（：C　ACGGA（TC⊂T　（：CAT（：A（：GGA　TGGAGGTGTG　AAGAGT（：C（：G　ACTTG（：（］CAA　GTTGAAGATG

ACAGGC⊂AcT　ATcGGITITG　AG（；ITA　Crr　G　CGTGTAAAAC　CAAcTcATGG　ITCCAGTAAT　AAITATGCIT　TAATGTCGTC

CくA⊂CACTCC　AACC（：ACTGT　CCTGGGTTTT　⊂T一「丁TTTGAG　AGTGAAAGGG　TACAGT⊂TGG　GAA⊂AAGGGT　CTCACGTAGC

CCAGGCAGGA　GATGAACTCA　CTATGTAGTT　GAGCATGAC⊂　CTGAAC「「τCT　GAT⊂CTCCTG　TGTCTAGACτ　くCTGAGTGCT

GGAATTTCA　G　G⊂A　CTGGAAT　TA⊂AGGT「「rA　TGATACATTG　GGTT（：T「「rAA　CGTGTTA（：TG　TTTAAAAATA　ATACCTT了⊂C

CC⊂⊂TTTTCT　TT⊂TTTACTT　TCCTTC（AGA　G⊂⊂GGAGATA　AAACCTCAGG　CCTTGCACAT　GCTAGACAAG　TCCAAG⊂A「「τ

CTA⊂AAAGGA　C「「TACAA（：AG　GAAGGAGATA　AAATAGTATT　ACATCACTTA　ACGAAAAAAA　AAACCTGACG　TAG⊂AGGくAく

CAAGGCAAC（　TGGA⊂⊂AAAA　⊂ATTGCTTくG　AGTT（AGTAG　CAGGTGT丁CA　TGGGTCTGGC　CATAAAGAくC　GAGGTGAATG

TGAGG（：TCTG　GAGGT「「rGGA　G⊂TCACTCTC　AGTG丁CATTG　AG（：C「「rA　GT一「　CCTT一「「TCTG　（＝AC［「CGAGG　AATTA（：TTTA

CAGTGTTTGA　GAAGTCAGCG　ATTAA（二ATG⊂　TCACACCACA　ATCCCA⊂GCA　GGGCTGGGGT　GGGAAGAGAC　TTGGAAAGAG

AAAAACAATT　TCTACAGTAC　T了⊂CGGTTCT　AACTCATCAG　AA⊂GCAGCAG　GGCGATTCCT　⊂CTGGGTGGA　GCCGA（：CCAA

C囮ACAAAC麺CCACCCC　TGCCAGG⊂CT　CGCCCG麺AGGCCC　TCCCCGGCTG　CAGTGCITCC
　　　Spl　　　　　　　　　　Spl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spl

GGTCCAGGGG　AGGCGCTAGA　GAG⊂AGGGAA　CTACGGACGC　GGC　GGGC　G　GGCG　　CGGC　CGAAGAGGCG　GGGCGG　GGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spl　tSpl　　　　Sp1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　榊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ

CCG　GGGCGG　GCTGGGGA匝ヨAAGGAG　AG（CAGGCCG　GAAGGAGGCT　GCAAGA【油日GAGGCAGG　AGAGGGCCCG

　　　　　Spl　　　Sp1　・・「一　　　　　　Spl
GAGCTGGTGG　GCCGGAGCGG　CGGCGCCGCC　ATGT（：CGACA　G⊂GAGAAGCT　CAACCTGGAT　TCCAT⊂AT（：G　GGCGCCTGCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MSDS　EKL　NLD　SIIG　RLL
　　　　「一一伽レ1st　intron

≦i≦艇GTGGG　TAGGGGTAGG　GAAGGTGCGC　GCGCGC（：GAG　C（TGGGCC⊂A　T（GC（GT（CG　GAAGTAGAGC　G（囮G（

E　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spl

CCG⊂CG⊂TCT　⊂GGGGGCTAG　CGTCGC　　GG　GCGG　GACAG　GCCGTGAGGT　TくTATGGCCA　CGGCAGCCCT　CCCTACT（C（
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Spl

TG（＝GC（TAGG　CTTTGGAGCG　CGCTCCGAGG　⊂CGGGGACG⊂　TTGAGTGGCC　GAGACTCAGG　GTGAGACTC（　TGCGAAGCTA

GCTGGGAAGG　GGTTCTGAGG　CGAGGAACCT　T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hiπdltl

　　図一4　PP1α遺伝子5「一上流域のEcoRI部位からHindlll部位までの約22　kbpの塩基配列

　　転写因子Sp1の結合可能な部位を四角で囲んだ、また、プライマー伸長法で確認された転写開始点の主なものを

　　矢印で示した。翻訳開始メチオニンから一字表記でコードされたアミノ酸を塩基配列の下に示した、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41
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第三章　PP1α遺伝子プロモーターの機能領域の同定

第一節　序論

　前章ではラットゲノムライブラリーからPP1α5’一上流域を含んだフラグメント

をクローニングし、その配列の特徴を明らかにした。その配列には、各種の既知の

転写因子に対する結合配列が見られ、その細胞の形質や培養状態との関連によりい

くつかの転写因子との作用について予想することは可能ではあったが、思考がある

方向に固定化し、予想外の現象を見落とすことを避けるため、あえてその結果には

注目せず、明らかに作用すると考えられる因子であるSp1以外の因子についての言

及を避けた。本章では、転写開始点を知ることにより、プロモーターとして機能し

ている領域を明らかにし、また、PP1α5’一上流域のフラグメントを、その細胞内

にはない活性を持つ蛋白をコードする遺伝子（レポーター遺伝子［52】）の前につな

いだものを細胞に導入し、発現したレポーター遺伝子産物の活性を測定することに

より、おおまかにではあるが転写活性を調節する領域の同定を試みた。

　RNA　polymerase　IIによる、蛋白質をコードする遺伝子の転写開始には、いくつ

かの機構が存在するが、いずれにしても、TATA　box結合因子としてよく知られる

TFIIDおよび他のTFII因子とRNA　polymerase　IIの複合体生成により、転写が開

始される。転写開始点は、その複合体が結合し得る位置、つまりプロモーターとし

て機能する位置を推定する上で重要である。

　プライマー伸長法r53，54】は、遺伝子のプロモーターについて調べる上で、その

プロモーター活性を有する部位の存在位置を知るための簡便且つ有効な方法であ

る。転写開始点を決定する方法として、S1ヌクレアーーゼマッピング法［55］、　RNase

プロテクションマッピング法［56，57］などがあるが、PP1αmRNA量がtotal・RNA

を使用したノーザンプロッティングで検出できる程度に存在していることが明らか

なため、比較的低感度ではあるが、簡便なプライマー伸長法を採用した。

　また、転写因子の多くは、単独では転写開始をおこさないが、転写開始に直接関

　　　　　　　　　　　　　　　　　　43
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与する領域以外でDNAに結合し、その因子が転写開始複合体と作用することで転

写活性を変化させることが知られている。レポーターを用いた実験では結合したフ

ラグメントの違いで生じた転写活性の変化を捉えることにより、転写因子と作用す

る領域を特定、又は限定しうる。また、その差が生じた領域の有無を各細胞間で比

較することにより、それぞれの細胞がおかれている状態でのその領域に対する転写

因子の作用の差を推測することができる。

　本章では、本遺伝子プロモーターの機能を有する領域を限定すること、および癌

細胞でのそれを正常細胞と比較し、癌細胞での転写の充進の原因をとなる領域を同

定すべくレポーター遺伝子を用いた実験を行った。レポーターには、近年良く用い

られているホタルルシフェラーゼ［58】を使用した。
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第二節　材料および方法

（1）　材料

　pRSVLacZは、免疫科学研究所細菌感染部門助手、幸田敏明先生より供与され

た。

　Superscript　II　Reverse　Transcriptase　．　LipofectAMINE　Reagent　．　Opti－MEM　I

Reduced－Serum　Mediumは、　Life　Technologies（MD）より購入した。　Exo／Mung

Deletion　KitはStratagene（CA）から、　Kilo－Sequence用Deletion　Kitは宝酒造

（京都）から購入した。BcaBEST　Dideoxy　Sequencing　Kitは、宝酒造（滋賀）より

購入した。ルシフェラーゼベクター　pGV－B2およびピッカジーン発光キットは、東

洋インキ製造（東京）より購入した。XholおよびHindlllリンカーは、宝酒造

（京都）より購入した。各種制限酵素、修飾酵素は、宝酒造（京都）、東洋紡績

（大阪）、New　England　Biolabs．（England）より購入した。［α　一32P］d（－TPはDu

Pont（MA）より、［γ一32P］ATPはAmersham（England）より購入した。　Wister

rat（8週目、オス、　SPF）は、日本語スエルシー（静岡）より購入した。本文中に

示した以外の一般試薬は、和光純薬工業株式会社（大阪）、ナカライテスク（京

都）、Sigma（MO）から購入した。

（2・1）プライマー伸長法

（2－1－1）　mRNA調製

　　　全RNAは、ラット肝よりAGPC法［46］により調製した。断頭屠殺し、十分脱血

　　させたDonryuラット肝臓は、使用時まで一　80　oCで保存した。使用時に、一80℃に

　　保存しておいた肝臓を冷蔵庫より取り出し、すばやく木槌でたたいて粉砕し、約1

45
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おいた20mlポッター：一型ホモジェナイザーにいれて、ピストンをモータードライブ

に固定し、15回のストロークで懸濁した。溶液は2本のfalcon　2059　tubeに5m1つっ

分注し、1mlの3MNaOAc（pH　4．8）、5mlの水飽和フェノール、2mlのクロロ

ホルムを加え、撹搾し氷上で15分放置した。その後、4℃、4，000rpm、15分遠心

し、最上層を回収、新しいチューブに移し、等量の冷イソプロパノールを加え4

℃、4，000rpm、15分遠心した。溶液を捨て、ペレットを75％冷エタノールで洗

浄し、適量のDEPC処理した滅菌蒸留水に溶かし全RNA溶液とした。同溶液は、

紫外吸光光度計で濃度を測定した。使用時まで一20℃で保存した。

　得られた全RNAはoligo　p（dT）カラムにて精製しpoly（A）＋RNA画分を得た。

約5mgの全RNAは65℃にインキュベートし、同時にインキュベートしておい

た2x　binding　bufferを等量加え、ゆっくり室温に戻した。約1mlのoligo　p（dT）

cellulose（Amersham、　England）を充填したカラムは、0．1　N　NaOHで活性化した

後、DEPC処理した滅菌蒸留水で洗浄し、排出される液のpHが8以下になったと

ころで10mlのbinding　bufferを通して平衡化させた。室温に戻ったRNA－binding

bufferをカラムに流し、流出した溶液を回収して再び流すことを4回繰り返し、

poly（A）＋RNAをカラムに吸着させた。その後、10　mlのbinding　buffer、10　mlの

washing　bufferを通して非poly（A）＋RNAを洗浄し、65℃にインキュベートした0．

5mlのelution　bufferを流した後、回収用のtubeをカラム下に置き、さらに65℃

にインキュベートした3．5mlのelution　bufferを流してpoly（A）＋RNAを溶出させ

回収した。回収した溶液からエタノール沈殿によってpoly（A）＋RNAを得た。1／10

容の3MNaOAc（pH　4．8）および2．5容の一20℃に冷却したエタノールを加え、

一　20　ocで数時間放置、4℃、4，000　rpm、10分の遠心によってRNAを沈殿させ、ペ

レットを一20℃に冷却した75％エタノールで洗浄し、適量のDEPC処理した滅菌

蒸留水で溶かしてpoly（A）＋RNA溶液とした。同溶液は、紫外吸光光度計により

濃度を測定した。使用時まで一20℃で保存した。
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（2－1－2）　プライマーの放射標識

　翻訳開始点より21番の塩基から、26merのアンチセンスオリゴヌクレオチド

（5’一cTrccAGcAGGcccGATGATGGAA－3’）を合成し、その5’一末端を［γ

．32P］ATPおよびT4　Polynucleotidekinaseでエンドラベル（「第二章第二節（2）ラ

イブラリースクリーニング」を参照）したものをプライマーとした。

（2－1－3）　サイズマーカーに用いるためのシーケンシング

　ゲノムライブラリーからプラスミドベクターにクローニングした約8kbpの

Hindlllフラグメントの、3’末端から約1．6　kbp上流のkpnl制限酵素部位までを、

pBluescript　KS一のマルチクローニングサイト内のH加dIIIおよびkpnl制限酵素部

位に組み込んだpBKH一を、プライマー伸長法に用いた26　merのオリゴヌクレオチ

ドをプライマーとして使用し、ジデオキシ法［50］にて作製した。手順は、　「第二章

第二節（4）シーケンシング」の方法に従って行った。

（2－1－4）　プライマー伸長法

　プライマー伸長法の反応は、Binaらの方法［53］を改変して用いた。1．5　mlのマイ

クロチューブを用い、5mgのpoly（A）＋RNAおよび50，000　cpmのラベルしたプ

ローブを、20μ1のハイブリダイゼーション液（1xTE，0．25　M　KCI）中で、65℃で

1時間インキュベートした後、室温で1．5時間、アニールさせた。その後、80μ1の4

／5　RT　buffer　（31．25　mM　KCI．　5　mM　MgC12．　60　mM　Tris－Cl　（pH　8．3）　）　．　2．5　mM

dATP、2．5　mM　d（－P、2．5　mM　dGTP、2．5　mM　TTP、200　U　（1μ1）の

SuperscriptII　reversetranscriptase（Life　technologies，　MD）および1UのRNasin

（Promega，　WI）を加え、45℃で1時間インキュベートした。反応後、等量の

PCI（Buffered£henol：⊆hloroform：エsoamylalcoho1＝25：24：1）を加え、撹絆し
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た後、室温で15，000rpmで10分間遠心し、上層を新しい1．5　mlマイクロチューブ

に移し・IO　Pt1　q）3　M　NaOAc（pH　5．2）、250μ1の冷エタノールを加え、一20　Cで

1時間放置後、4℃、15，000rpm、15分遠心して沈殿後させ、風乾したペレットを

10μ1のLoading　dye（50％Formamide，10　mM　EDTA，0．025％Bromophenol　Blue，

0．025％Xylene　Cyanol　FF）に溶かしてサンプルとした。

（2－1－5）　電気泳動による解析

　先述のように作製したサンプルは、同時に、50，000cpmのプライマーと1mg

yeast　tRNAとで同様に反応させたものをネガティブコントロールとしたもの、プラ

イマーのみのもの、また伸長産物の長さを決定するため、おなじく先に述べたよう

に、同じプライマーをもちいて、クローニングしたゲノムDNAをシーケンシング

したものを作製し、共に、30分間55Wでプレランし、温めておいた7％Urea－

Acrylamide　gel（40　x　20　cm）にアプライし、45　Wで約2時間泳動させ、　Xylene

Cyanol　FFがゲル下端から約5cmに到達したところで止めた。耳のついたゲル板を

はがし、ゲルより一回り大きく切った3MM濾紙（Whatmann，　England）の平滑面

をゲルに張り付け、丁寧にはがしてゲル面のみラップフィルムでくるみ、ゲル面を

上にし、下にさらに一・回り大きく切った3MM濾紙を敷いて、80℃に加熱したゲル

ドライヤーで約1時間半吸引乾燥させた。乾燥したゲルは、X線フィルム

（Eastman　Kodak　XAR－5，　NY．）と共にカセッテに入れ、一80℃で2日間感光さ

せ、現像した。

（2－2）ルシフェラーゼをレポーターとした、PP1α5’一上流域遺伝子の転写

活性に影響を及ぼす領域の特定

　プロモーターフラグメントの転写活性の測定のためにレポーター遺伝子を用いた

実験［52】は広く行われており、今回用いたルシフェラーゼ159－62】の他にも以前か
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ら良く使用されているCAT（⊆hloramphenico1△cetyl主ransferase）［63】、今回も使

用したβ一ガラクトシダーゼ、最近使われだしたGFP（Green　Fluorescent

2rotein）［64］、’などが用いられている。本実験では高感度で簡単に測定が可能なル

シフェラーゼをレポーターとして使用した。また、各サンプル間でのトランスフェ

クション効率の差を補正するため、RSV（Rous旦arcoma　yirus）プロモーターをβ

一ガラクトシダーーゼにつないだプラスミドを一定量伺時にトランスフェクションし、

その活性を測定した。

．
離
，
　
　
荘

（2－2－1）　細胞培養

　　　本実」験には、　（1）マウス線維芽細胞株NIH3T3、　（2）ラット初代培養肝細胞、

1（3）移鮒腹水肝欄麟AH13を使用した．

　　　（1）NIH3T3細胞は、以下のように培養した。10％DMSOを含む10％CS

　　（＿Calf　Serum）／DMEM中で凍結保存された細胞の入ったチューブを37℃の

　　ウォーーターバス中で速やかに解凍後、15ml　falcon　2059　tube（Beckton　Dickinson，

　　NJ）に移し、4℃に冷却したPBS（一）約10　mlを加え、4℃、1，200　rpm、5分遠

　　心し、上清を捨てることを2回繰り返して洗浄し、組織培養用シャーレ（IWAKI

　　3020－100、岩城硝子、千葉）に10　mlの10％CS／DMEM中で1～2　x　105　cells／100

　　mm　dishの細胞密度でプレーティングし、5％CO2、37℃のCO2インキュベー

　　ター内で培養iした。シャーレの底面積の約70～80％が細胞で占められた時点で、

　　培養液を捨て、適量のPBS（一）をシャーレに静かに加えて細胞を洗浄し、液を捨

　　て、2m1の0．05％Trypsin－053　mM（0．2％）EDTA溶液を加えてCO2インキュ

　　ベーター内で約5分温めて細胞を剥離した。剥離した細胞は適量のPBS（一）を

　　シャーレに加えてfalcon　2059　tubeに入れ、4℃、1，200　rpm、5分遠心し、上清を捨

　　て、適量の培地に懸濁後、細胞数を数え、再び100mm径の組織培養用シャーレに

　　10mlの10％CSDMEM中で1～2　x　105　cells／100　mm　dishの細胞密度でプレーテイ

　　ングすることを繰り返して継代培養した。細胞の形質転換を防ぐため、初めに大量

　　の細胞の冷凍ストックを作製しておき、実験ごとに融解してプレーティングしたも
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のを使用した。細胞の冷凍ストックは以下のように作製した。上記と同様に細胞を

剥離し、細胞数を数えてから洗浄し遠心によってペレットにした。ペレットにした

細胞は10％のDMSOを添加し、4℃に冷却した10％CSDMEMに少なくとも2

x106　cells／mlとなるよう懸濁し、　falcon　2047　tube（又は同等品）に細胞の懸濁した

溶液を入れ10分間氷上で放置した後、発泡スチロールの箱に入れ、一80℃のブ

リーザーに入れ徐々に温度を下げるようにして凍結させた。凍結した細胞は液体窒

素中に保存した。

　（2）ラット初代培養肝細胞（3）移植性腹：水肝癌細胞株AH　13については、　「第

一章第二節（2）細胞培養」に記述した。

（2－2－2）　種々のPP1α5’一上流域遺伝子断片を組み込んだルシフェラー

ゼレポータープラスミドの構築

　レポーター遺伝子にはルシフェラーゼを用いた。ベクターはpGV－B2（東洋イン

キ製造、東京）を使用した。各種のPP1α5’一上流域フラグメントを組み込んだレ

ポータープラスミド（図一7）は以下のように構築し、DH5α大腸菌株に導入し大

量に合成させた後、Alkali　lysis／二回のCsCl密度勾配中で精製し、　TEに対して透析

後、使用した。

　ルシフェラーゼベクターに組み込んだフラグメントは、第二章で、シー一一一ケンシン

グのためにPP1α遺伝子の上流域をpBluescriptプラスミドに組み込んだものを利

用して作製した。まず、pLuc3．7、　pLuc1．8、　pLucO．8、　pLucO．5、　pLuc（一198）の5

種を作製した。それぞれ第二章でクローニングしたファージDNAから、プラスミ

ドベクターにサブクローニングしたHindlll　8　kbpフラグメントの3’一末端から上

流に最初に現れるBg∬1、　EcoRI、　Xbal、　Sacl、　Ps　tIの各制限酵素部位の5’一末端

にXholリンカー（宝酒造、滋賀）、翻訳開始点上流37　baseに存在するApal制限

酵素部位の3’一末端にHindllIリンカー（宝酒造、滋賀）を付け、ルシフェラーゼ

ベクターのマルチクローニングサイト内の両制限酵素部位に組み込んだ。なお、

EcoR　1　一Xbal間にApal制限酵素部位が存在したため、　Bglll、　EcoRI　site－Xbal　site
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の両フラグメントの5’一末端にXholリンカー一を付けたもの、およびXbal　site－

APal　siteのフラグメントの3’一末端にHindlllリンカーを付けたものをそれぞれ作

製し、後から結合して作製した。

　pLuc3．7は次のように作製した。まず、　Xholリンカーを付けたBgAI　site－Xbal

siteのフラグメントを作製した．ファージからサブクローニングしたHindlll　8　kbp

フラグメントを組み込んだプラスミドpBH8＋は、　BamHI、　Bglllの両制限酵素で

切断、電気泳動にて分画し、Bglll－Hindlll／pBluescript　II　SK＋の約8kbpのフラグ

メントを回収、T4　DNA　polymeraseにより末端を平滑化し、　Xholリンカー・をライ

ゲーションしたもので、DH5αをトランスフォームし、プレート上に生成したコロ

ニー数個をミニカルチャーし、そこから得られたDNAからXhol、　Xbalで切断

し、約2．7kbpのフラグメントが生成するものを選び、その約2．7　kbpのフラグメン

トを回収した。次に、Hindlll　8　kbpの3’一末端から上流に最初に現れるXbal制限

酵素部位から翻訳開始点上流37baseに存在するApal制限酵素部位までの約0．8

kbpを同様にpBluescript　II　SK＋の両制限酵素部位に組み込んだプラスミド

pBXA＋を用いて、　Xbal　site－Apal　siteのフラグメントの3’一末端にHin（mリン

カーを付けたプラスミドpBXA（Hin（fi　l　l）＋を作製した。　pBXA＋は、　Apalで切断

した後同様にT4　DNA　polymeraseにより末端を平滑化し、　Hin（ll　llリンカーをライ

ゲーションしたものでDH5αをトランスフオ・一ムし、プレート上に生成したコロ

ニー数個をミニカルチャー一一し、そこから得られたプラスミドをXbaI、　HindIIIで切

断し、約0．8kbpのフラグメントが生成するものを選び、そのフラグメントを回収

した。最後に、先に回収したXholリンカーを付けたBglll　site－Xbal　siteのフラグ

メントとXbal　site－Apal　siteのフラグメントの3’一末端にHindlllリンカーを付け

たものを、ルシフェラーゼプラスミドpGV－B2をマルチクローニングサイト内の

Xhol、　Hindlll両制限酵素部位で切断したものにライゲーションした。

　pLuc1．8も同様の方法で作成した。　EcoRI　site－Hindlll　siteのフラグメントを組み

込んだpBluescript　II　SK＋をEcoRIで切断、　T4　DNA　polymeraseで末端を平滑化

し、XholリンカーをライゲーションしたものでDH5αを形質転換し、生成したコ

ロニー数個をミニカルチャーし、そこから得られたDNAをXhol、　Xbalで切断
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し、約1kbpのフラグメントが生成するものを選び、そのフラグメントを回収し

た・先に述べたように作製した、Xbal　site－Apal　siteのフラグメントの3’一末端に

Hindlllリンカーを付けたものとを、同様にルシフェラーゼプラスミドpGV．B2に

組み込んだ。

　pLucO．8、　pLucO．5、　pLuc（一198）は、先に述べた、　pBXA＋のApal　siteに

Hindlllリンカーを組み込んで作製したプラスミドpBXA（Hindlll）＋から作製し

た。それぞれ、pBXA（Hindlll）＋を、　Xbal、　Sacl、　Pstlで切断、　T4　DNA

polymeraseで末端を平滑化し、　Xholリンカーをライゲーションした。生成したプ

ラスミドで同様にDH5αを形質転換して、生成したコロニー数個をミニカルチャー

し、そこから得られたプラスミドをXhoIおよびHindlllで切断し、それぞれ約0．8

k、0．5k、0．2kのフラグメントが切り出されたものを選んだ。

　また、pLuc（一198）　（Pstl制限酵素部位）、pLuc（一157）、pLuc（一124）、

pLuc（一112）、およびpLuc（一68）は、　Henikoff［65］およびYanisch－Perronらの

方法【661に従い、pLucPAをExo／Mung　Deletion　Kit（Stratagene，　CA）および、

Kilo－Sequence用Deletion　Kit（宝酒造，京都）を使用し、挿入したPstl－Apalフラ

グメントを短くし、調製した。pLuc（一198）は、　Xhol、　Kpnlの両制限酵素で切

断5’一および3’一突出末端を形成させた後、DNAフラグメント1pmolあたり

20UのExonuclease　IIIを加え、23℃で反応させ、導入したフラグメントを削って

いった。反応溶液中から、20又は30秒毎に1／10容ずつサンプリングし、氷冷した

Mung　Bean　nuclease　buffer中に加えて反応を停止させ、すべてを移し終えた後、

65℃で15分加熱してExonuclease　IIIを熱変性させて失活させ、冷却後、　Mung

Bean　nuclease　50　Uを加え、370C、30分インキュベートし、　DNAの1本鎖の部分

を分解した。反応後、PCI抽出、エタノール沈殿によってDNAフラグメントを回

収し、DNAのペレットを50　mlのKlenow　bufferに溶解し、2UのKlenow

flagmentを加えて37℃で15分間インキュベートし、末端を完全に平滑化した。そ

の溶液の5mlを使用し、　T4　DNA　ligaseでプラスミドを再度環化した。この溶液

を、PCI抽出、エタノール沈殿によってDNAフラグメントを回収し、　Xholで切断

した後に、この溶液を用いてDH5αを形質転換してampicillinを添加したLB
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Plate上に広げてコロニーを形成させ、数百個のコロニーからプラスミドを回収

し、制限酵素による切断および電気泳動で、削った後に残ったフラグメントの長さ

を求めた。フラグメントの5’一末端は、シーケンシングにより確認した。

　また、pLuc1．8（△198）、pLucO．8（△198）、pLucO．5（△198）は、それぞれ

pLuc1．8、　pLucO．8、　pLucO．5を、　Pstl、　Hindlllで切断し、　T4　DNA　polymeraseで

末端を平滑化した後に、T4　DNA　ligaseでライゲーションして作製した。

（2－2－3）

培養

トランスフェクション、およびトランスフェクションした細胞の

　NIH3T3にはリン酸カルシウム法［67］を用いた。60　mmの組織培養用シャーレ

（IWAKI　3010－060、岩城硝子、千葉）にトランスフェクション時に2x　105　cells／

dishとなるように、前日に計算して3mlの10％CS／DMEM中にプレーティングし

た。倍加時間はほぼ20時間であったため、t時間後にトランスフェクションする細

胞数nは、次の式により求めた。2x105＝n・2　t／20よってn＝2x1（Pxl／2　t120。トラ

ンスフェクション1時間前に培地を交換し、さらにトランスフェクションの30分

前に以下の溶液を混合できるように調製し、混合した。2μ9の各ルシフェラーゼプ

ラスミドと、0．3μ9のpRSVLacZ【68］、5μ9のサケ精子DNAを1．5　mlマイクロ

チューブ中で混合し、17μ1の2．5MCaC12を加え、滅菌蒸留水で170μ1に合わせた

ものを用意し、2mlマイクロチューブ中に用意した170μ1の2xHBS（pH　7．15、

50mM　HEPES、280　mM　NaCl、1．5　mM　Na2HPO4）中に撹搾しながら一滴ずつ

ゆっくり加え、室温で30分放置し、沈殿を形成させた。混合から30分後、形成し

た沈殿溶液を、シャーレ中に培養液を撹絆しながら一滴ずつ加えた。37℃、5％

CO2下で24時間培養した。

　初代培養肝細胞にはLipofectAMINE（Life　technologies，　MD）を使用し、リポ

フェクション法［69］にて導入した。トランスフェクション前日、3．5cm径のシャー
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レ　（IWAKI　1000－035、岩城硝子、千葉）に、1mlのVitrogen　100を加え、一晩放

置しコーティングし、使用直前に適量のPBS⇔　で洗浄した。コラゲナーゼ山流

法により分離された肝細胞は、L－15培地に懸濁し、シャーレに1xlO6　cells加え、　L

－15培地で2mlに合わせた。すぐにシャーレを軽く振とうし、細胞が底面に均一に

広がるようにし、3枚のシャーレを1枚の10cm径のシャーレ中にいれ、その

シャーレをポリエチレンの袋に入れて密封し、37℃のインキュベーターの中で2

時間付着させた。その1．5時間後に以下の溶液を混合できるよう用意し、混合し

た．1．5μ9の各ルシフェラーゼプラスミドと05μ9のpRSVLacZを混合してTE

で20μ1に合わせた後、80μ1のOpti－MEM　I　Reduced－Serum　Medium（Life

technologies，　MD）　（以下Opti－MEMと略した）を加えた溶液を、90μ1のOpti－

MEMに10μ1のLipofectAMINE　reagent（Life　technologies，　MD）を加えた溶液

を入れたマイクロチューブに少しずつ加え、30分放置してDNA一プラスミド複合体

を形成させた。30分後、L－15培地中で細胞を付着させたシャーレの培地を除き、0．

8mlのOpti－MEMを加えておいたところに、複合体を形成させた溶液0．2　mlを

ゆっくり加えて全体に行き渡らせた。CO2インキュベーター内で1時間放置した

後、1mlの10％fbsDMEMを加え、24時間培養した。24時間後に培地を2mlの

10％fbs／DMEMに交換、さらに24時間後に培地交換し、72時間培養した。

　AH13にはエレクトロポレーション（電気穿孔法）【70］により導入した。増殖状

態にあるAH13は、50　mlのfalcon　2070　tubeに入れ、800　rpm、5分遠心し細胞を

集めた。適量のPBS⇔　で懸濁した後再度遠心する操作を二度繰り返して細胞を

洗浄した。洗浄された細胞は、1x107　cells／mlになるようにPBS（一）で希釈し、1．

5mlマイクロチューブに入れて3，000　rpm、1分遠心して上清を除いた後、40μ9の

各ルシフェラーゼプラスミド、2μ9のpRSVLacZ、300μ9のサケ精子DNAを混

合し、PBS（一）で500μ1に合わせた溶液で懸濁し、電極間が4mmのエレクトロポ

レーション用キュベットに移し、10分間室温で放置した。エレクトロポレーション
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はGene　pulser（Bio－Rad、　CA）を使用し、360　V、960　mFの条件で行った。パル

スをかける直前に、キュベットを軽く振とうして沈んだ細胞を均一に懸濁させた。

パルス後、室温で15分静置し、10cm径のシャーレに10　mlの10％fbsDMEMを満

たした中に戻した。37℃、5％CO2下で24時間培養した。

（2－2－4） トランスフェクションした細胞からの細胞抽出液の調製

　付着細胞であるNIH3T3および初代培養肝細胞からは、以下のように細胞抽出液

を回収した。培養液を除いたシャーレに適量のPBS（一）を加えて細胞をすすぎ、

捨てることを二回繰り返して細胞を洗浄し、十分PBS⇔をのぞいてから室温に

したピッカジーン培養細胞溶解剤PGC－51（東洋インキ製造、東京）　（25　mM　Tris－

phosphate　（pH　7．8）　，　2　mM　DTT．　2　mM　l，2－diaminocyclohexane－N，N，N’　，N’　一

tetraacetic　acid。10％glycerol、1％Triton　X－100）をNIH3T3には50dμml、初代

培養肝細胞には250μ1加えて15分放置、ボルテックスミキサーで振動して細胞を

はがし、マイクロチューブに移し軽く遠心して固形物を沈殿させ、上清を新しいマ

イクロチューブに移して使用時まで一80℃で保存した。

　浮遊細胞であるAH　13からは以下のようにして回収した。細胞を含む培養液を

15mlのfalcon　2059　tubeに移し、3，000　rpm、1分遠心し培養液を除いた。細胞は、

適量のPBS⇔で懸濁して再び遠心することを二回繰り返し、細胞を洗浄した。

最後に1mlのPBS（一）に懸濁してマイクロチューブに移し、3，000　rpm、1分遠心

した後上清を完全に除いた。500μ1の室温にしたピッカジーン培養細胞溶解剤PGC

－51を加えて懸濁し、室温に15分放置、軽く遠心して固形物を沈殿させ、上清を新

しいマイクロチューブに移して使用時まで一80℃で保存した。

（2－2－5）　β一ガラクトシダーゼアッセイ

回収した細胞抽出液のβ一ガラクトシダーゼ活性は以下のようにして測定した。回
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収した細胞抽出液は、Z－buffer（0．1　M　Na・phosphate　buffer（pH　75）、10　mM

KCI、1　mM　MgSO4、50　mM　2－ME）で10倍、100倍に希釈したものそれぞれ180μ

1に、30μ1の15mM　CPRG（⊆hlorop．heno11ed一　6　一D－galactopyranoside、　Boehringer

Manheim、　Germany）を加えて1時間、37℃でインキュベートした。反応は150

μ1の1MNa2CO3を加えて停止させ、可視吸光光度計で574　nmの吸光度を測定し

た。結果をグラフにプロットし、直線の傾きをそのサンプルのβ一ガラクトシダーゼ

活性とした。

（2－2－6）　ルシフェラーゼアッセイ

　回収した細胞抽出液のルシフェラーゼ活性は以下のようにして測定した。1mg／

mlの濃度でBSA（fraction　V、　Sigma、　MO）を添加したルシフェラーゼ培養細胞

溶解剤で、回収した細胞抽出液を、1／4、1／16、1／64、1／256のように4倍ずつ希釈し

たものを調製した。基質溶液（ピッカジーン発光キット、東洋インキ製造、東

京）、希釈した細胞抽出液は、30分以上室温に平衡化させてから使用した。

　ルシフェラーゼの発光は、液体シンチレーションカウンター（beckman　LS－

6500）を使用して測定した［60】。核種を“Wide”で、30秒、1回のプログラムを作

製し、ラックをチャンバー内にセットしておき、プログラムNαのカードを付けて

おいた。ガラス製の液体シンチレーションカウンター用バイアルのふたを開けてお

き、0．5mlマイクロチューブ中で100μ1の基質溶液と10μ1の希釈した細胞抽出液

をすばやく混ぜてふたをし、バイアルに入れてふたを閉め、ラックにセットして測

定を開始した。混合から測定開始までの時間は毎回一定になるようにした。プリン

トアウトされたデータの化学発光の割合がほぼ100％であることを確認し（数百

cpmからほぼ100％になる）、低ければ再度測定し直した。基質のみのものをバッ

クグラウンドとして測定した。
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（2－2－7）　データハンドリング

　ルシフェラーゼ活性は以下のようにして算出した。得られた各サンプルのcpm

値から基質のみの値をバックグラウンドとして引いた後に平方根を取り、横軸に細

胞抽出液の希釈率、縦軸に計算した値をとり、直線を引いてその傾きをそのサンプ

ルのルシフェラーゼ活性とした。ルシフェラーゼ活性は室温等に影響されるため、

全てのベクターを一度に、同時にトランスフェクションし、測定も同時に行った。

得られたルシフェラーゼ活性を、そのサンプルのβ・ガラクトシダーゼ活性の値で割

り、1シリーズの値の最大値ですべてのサンプルルシフェラーゼ活性値を割った値

を補正後のルシフェラーゼ活性とした。各トランスフェクションは少なくとも3回

行い、グラフ化した。

麟
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第三節　結果

　まず、プライマー伸長法での結果について述べる。図一6に示すように、強弱ある

複数の転写開始点の存在が明らかとなった。主なものを二一4中に矢印で示した

が、いずれも高GC領域内に存在した。しかしながら、その位置関係からプロモー

ターとして重要なSp1結合部位は、特定するには至らなかった。

　次に、ルシフェラーーゼアッセイの結果について述べる。NIH3T3マウス線維芽細

胞株に導入した結果は（図一8）、高GC領域を上流から少しずつ短くして行くに従

い、ルシフェラーゼ活性、すなわちプロモーター活性もそれにともなって減少して

いき、北村らの報告［30］でのPP1αcDNA　5’・末端の塩基より下流、つまりPP1α

mRNAの5’一側の非翻訳領域内にある一68から一37までのフラグメントをルシ

フェラーゼプラスミドに組み込んだpLuc（一68）を導入した細胞中のルシフェラーー

ゼ活性は、コントロールとしてpGV－B2を細胞に導入した結果とほとんど同じく、

ほぼ転写活性は認められなかった。また、pLuc（一112）とpLuc（一124）を

NIH3T3に導入した細胞でのルシフェラーゼ活性を比較してみると、12　base短くす

るだけでかなり活性が低下することより、その12baseに含まれるSp1結合部位

は、複数あるSp　1結合部位の中でも、　Sp1が結合し転写活性に影響を及ぼしている

可能性は非常に高いといえるであろう。さらに、一198より上流3．7kbpまで伸ばし

たフラグメントは、NIH3T3細胞中では転写活性に全く影響していないことが明ら

かとなった。また、その高GC領域の大部分を除いたフラグメントをルシフェラー

ゼベクターに組み込んだプラスミドpLuc1．8（△198）、pLucO．8（△198）、pLucO．5

（△198）を導入した細胞のルシフェラーゼ活性は、ほとんど活性が失われたことか

ら、同細胞中では、高GC領域のみで転写活性が調節されていることが示唆され

た。

　初代培養肝細胞に導入した結果（図一9）はNIH3T3細胞の結果と非常に良く似

ており、高GC領域を短くしていくことにより、それにともない転写活性は減少し

ていったが、それより上流域は転写活性には影響を与えなかった。
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　一方、移植性腹水肝癌細胞株AH13に導入した結果（図一10）は、高GC領域を

短くすることによりルシフェラーゼ活性が減少してゆく点、pLuc（一198）とpLuc

（0．5）を導入した細胞での活性がほぼ同じ点はぐNIH3T3や初代培養肝細胞の結果

と同様であったが、pLuc（0．8）を導入した細胞での活性は、　pLuc（0．5）を導入

した細胞での活性から大幅に上昇していた。
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第四節　考察

　プライマー伸長法で転写開始点を決定する前に、予備実験として、Hela細胞の

核抽出液を用い、in・vitro転写を行いその転写産物を電気泳動で分離し、おおよそ

の転写開始点の見当を付けたが（分子量の指標となるDNAマーカーと転写産物で

あるRNAの移動度が数パーセント程度異なるため、転写開始点の塩基を決定する

ことはできなかったので、その結果はここには示さないが）、いずれも高GC領域

内に存在し、この高GC領域がプロモーターとして機能していることが明らかと

なった。

　蛋白質をコードする遺伝子は、RNA　polymerase　IIにより転写されるが、その転

写開始機構は、第二章で示した図一5のような3種類に分類される。いずれも最終

的に、TFIID複合体を形成したものが転写開始点上流に付き、そこにRNA

polymerase　IIが付くことにより転写が開始される。この一般にTATA　boxと呼ばれ

るモチーフが存在する場合（図一5、A）は、　TBP　（TATA－binding　protein、　TFIID

τとも呼ばれる）が、その配列に結合してTFIIDの他の各サブユニットが複合体を

形成し、TFII因子群およびRNApolymerase　IIが結合して、ほぼその25～30　base

下流から転写が開始する。本遺伝子のような、TATA　boxが存在しないものは直接

TBPがプロモーターに結合せず、まずSp1がDNAに結合し、架橋する110　kDaの

分子を介してTBPが付き、　TFIID転写開始複合体が形成し、　RNA　polymerase　II

が付くことにより転写が開始される［71］。よってその転写開始点はSp1結合部位よ

り35～40base以上下流で、40　base下流であるという報告があるが［72】、明らかで

はない。今回の結果も、転写開始点からは転写開始に重要と考えられるSp1結合部

位は同定できなかった。これを明らかにするためには点突然変異などの手法を用い

る必要があろうと考えられる。

　NIH3T3でのPP　1αプロモーター活性の測定で一　198　baseまでを削ったフラグメ

ントをルシフェラーゼベクターに組み込んだものを導入した結果、わずかではある

がある程度のルシフェラーゼ活性が残存するのは、約300bp存在する高GC領域の

うち、下流側のの約200bpしか除いておらず、残ったおよそ100　bp中にSp1結合

　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

　’雛　　　・　・　　懸．獲．

濃　　　　　　　　　　　　　　　　、渉撚、一獺、

蜷㌶

、。



部位が3箇所残っているため、そのSp1結合部位が転写開始に働いた結果であると

考えられた・この現象からも、PP1α遺伝子の転写に高GC領域が不可欠であろう

ことが示された。

　初代培養肝細胞と移植性腹水肝癌細胞AH　13に、それぞれ種々のPP1α5’一上流

域のフラグメントを組み込んだルシフェラーゼベクターを導入してその転写活性を

比較した実験では、一〇．8kbから一〇．5　kbの領域の有無で明らかにAH　13で転写活性

化がみられたが、AH13ではPP1αをコードする遺伝子の増幅がおこっていないこ

と（北村、未発表）に照らし合わせると、この領域での転写活性化がAH13での

PP1αmRNA高発現の原因となっていることは間違いではないであろう。この結果

は、正常肝細胞では発現していないかもしくはDNA結合活性を抑制されている何

らかの転写因子が、AH　13では発現又は活性化され、この一〇．5から一〇．8　kbまでの

領域に作用して転写活性を充進させていることが示唆された。ただ、AH13で、

PP1α遺伝子に遺伝子増幅のような変異はなくとも、点突然変異や短いフラグメン

トの挿入、転座などがおこっている結果、正常肝細胞でも発現し転写活性化能の高

い因子が作用することによって、さらに転写活性化している可能性は否定できな

い。これはAH13でのPP1α遺伝子の解析を行い明らかにしなければならない問題

である。
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藷

第五節　この章のまとめ

1．転写開始点は高GC領域内に複数存在していた

2．マウス線維芽細胞株NIH3T3、正常肝細胞ではPP1αの転写は高GC領域のみ

で支配されていると考えられるが、移植性腹水肝癌細胞株AH　13では先の二つの細

胞では発現していない因子が一〇．5～一〇，8kbの領域に結合し、　PP1αmRNAの転写

を活性化させていることが予想された。
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図一6　プライマー伸長法による転写開始点の同定

主な5っの転写開始点を矢印で示した。プライマーは5’一末端を【γ一32PIATP

およびT4　polynucleotide　kinaseで標識して使用した。　A、プライマー伸長法に

よって生成したフラグメントを8M尿素／ポリアクリルアミドゲルによって分離

した。レーンT・一A：ゲノムを同じプライマーでsequencingしたもの。レーン

1：プライマーのみ。レーーン2：5μg　poly（A）＋RNAと50，000　cpmのプローブ

で反応させたもの。レーン3：1μgの酵母RNAと50，000（rpmのプローブで

反応させたもの。
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図一7　ルシフェラーゼアッセイに使用したPP　1α遺伝子5’一上流域フラグメント

pLuc（一198）より短いものは拡大して示した。
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図一8各種のPP1αプロモーターフラグメントのNIH3T3細胞中での転写活性

レポーターはホタルルシフェラーゼを使用した。導入はリン酸カルシウム法で行い、pRSVLacZ

をルシフェラーゼプラスミドと共に導入し、β一ガラクトシダーゼ活性で導入効率を補正した。

65

購
灘
撒

望
　
雛細

、
藩
、
撚

羅二
　　

蜩．
灘
懸



r

芒
Φ
∈
0
6
富

pLuc　3．7

pLuc　1．8

pLuc　O．8

pLuc　O．5

pLuc（一1　98）

pLuc（一1　57）

pLuc（一124）

pLuc（一112）

pLuc（一68）

pGV－B2（control）

命命φ二二三三鈴φφφ壱φ命φφ三二命φ母壱φφ命φ二七働
ｽφφ命φφ心匠転転命φ脅脅φ命命φ命母命φφφ耳目軸壱壱

φ脅働壷命φ命壱脅《診φ命命φ脅φ命φ命
ﾓ脅φφφ命φ命脅φ砂φ命φ命脅φφ《筆

壱命φφ・趣魯命φ命φ伽》命命命φ命φφ命命命命働命命命φ命φ命脅命命命命φ命命軸宰φ命命働壱幽命

脅脅φ命脅φφφ《魯φφ命命命命φφ命
ﾓφ命φ脅命φφφ軸脅φ命φφ動命命

　　　　　　　　　　　　　　罫
ｽφ《診命命命命壷脅命働命φφ命φφ命
ﾓφ傘幽φ脅命命φ命φφ命φ《診垂壷φ

φ命命脅脅命φ
ｽφφ命奄幽摩

命働命φ
ﾓ命命φ

o O．5 1．0

relative　activity

五一9　各種のPP1α遺伝子の5’一上流域フラグメントの初代培養肝細胞壁での

転写活性。導入はLipofectAMINEを用い、リポフェクション法で行った。
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pLuc　3．7

pLuc　1．8

pLuc　O．8

pLuc　O．5

pLuc（一1　98）

O　pLuc（一157）

一
一
pLuc（一1　24）

pLuc（一1　1　2）

pLuc（一68）

pGV－B2（control）

o O．5 1eO

relative　activity

二一10　各種のPP1α遺伝子の5’一上流域フラグメントのAH　13細胞中での

転写活性。導入は、エレクトロポレーションで行った。
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第四章　PP1α璋伝子プロモーターの機能領域に結合する

　　　　　　　　　　　　　　　　因子の検討

第一節序論

　前章の結果により、’　NIH3T3マウス線維芽細胞、ラット初代培養肝細胞における

PP1α遺伝子の5’一上流域での転写調節は、翻訳開始点から約300　bp上流まで存在

する高GC領域によって行われていることが明らかとなったが、ラット移植性腹水

肝癌細胞株AH　13ではその他に、約800～400　bp上流の領域に転写活性化を及ぼす

因子との作用が示唆された。本章では、　（1）ゲルシフトアッセイ［73］を用いた、

ハウスキーピング遺伝子の転写に関与することが良く知られている転写因子Sp1の

高GC領域への結合、　AH13で見られたより上流域での何らかの因子との結合、お

よび、　（2）UVクロスリンク法［74】を用いた、　（1）で見られたDNAに結合する

因子の分子量の推定、　（3）DNase　Iフットプリント法［75］を用いた、転写因子と

結合する配列の検索を行った。　（1）ゲルシフトアッセイでは、移動度の変化した

バンドの解析により、肝細胞および数種の移植性腹水肝癌細胞でのDNAフラグメ

ントに作用する因子の有無又は結合量の差異、　（2）UVクロスリンクでは結合す

る因子のおおよその分子量の推定、およびそのペプチド構成が単一か複数であるか

を推定することができ、　（3）DNase　Iフットプリント法では転写因子と結合する

塩基配列が得られることから、既知の転写因子の結合配列との比較による、因子の

推定、もしくは未知の因子の結合を推測することが可能である。
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第二節材料および方法

（1）　材料

　PCRのプライマーとして、以下のものを使用した。合成は北海道システムサイエ

ンスに依頼した。S1－862：（5’一・CrGATCCTCCTGTGTCTA－3’）、S2－762：

　（5’　一TA，ChLTACcrlTCCCCCCTIT－3’　）　．　S3－678：　（5’　一一

CAAGCArlrrCTACAAAGGAcr－3’　）　．　S4－570：　（5’　一

CATTGCTTC　GAG’ITCAGT－3’　）　．　AS　I－759：　（5’　一

GAAAAGGGGGGAAAG　GTA－3’　）　．　AS2－679：　（5’　一

CCTITGTAGAATGCTTGG－3’　）　．　AS3－570：　（5’　一

TACTGAACTCGAAGCAATG－3’　）　．　AS4－504：　（5’　一AGCTCCAAACCTCCAGA

－3’）．また、Sp1結合部位を持つ二本鎖のオリゴヌクレオチドは同様にセンス

鎖、アンチセンス鎖を合成し、混合してアニールさせて使用した。以下にその配列

を示した。Sp1－sense：（5’一AGT　rCGATCGGGGCGGGGCGAGAGC－3’）、

Spl－antisense：（5’一GCTCTCGCCCCGCCCCGATCGAACT－3’）。抗Sp1抗体

は、Santa　Curz　Biotechnology（CA）より購入した。　Hela細胞核抽出液は、

Trevigen（MD）より購i溶した。　Transcription　Factor　SP1，　Humanは和光純薬工業

より購入した。

3’一end　labelling　kitは、　Amersham（England）より購入した。【α一32P】dCTPは

Du　Pont（MA）より、［α一32P］ddATPおよび［γ・32P］ATPは、　Amersham

（England）より購入した。　Wister　rat（8週齢、オス、　SPF）は、日本エスエル

シー（静岡）より購入した。各種制限酵素、修飾酵素は、宝酒造（京都）、東洋紡

績（大阪）、Life　Technologies（MD）、New　England　Biolabs（England）より購

入した。本文中に示した以外の一般試薬は、和光純薬工業株式会社（大阪）、ナカ

ライテスク（京都）、Sigma（MO）から購入した。
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（2。1）ゲルシフトアッセイ

　本章の序論でも述べたように、前章に示したルシフェラーゼアッセイの結果か

ら・いずれの細胞においてもPP1α遺伝子5’一上流域の高GC領域が転写活性に影

響を与えること、また移植性腹水肝癌細胞株AH　13では、　NIH3T3マウス線維芽細

胞・ラット初代培養肝細胞では見られなかった、転写活性化領域の存在が示唆され

た・本実験ではそれらの領域と実際に転写因子が結合するか、またその量の各細胞

での差異を検討した。またルシフェラーゼアッセイによって転写因子の結合領域を

約300base上流までの高GC領域と、一〇．5　k～一〇．8　kの二つの領域にある程度限定

したが、本実験によりより狭い領域に限定した。

（2－14）　核抽出液の調製

　核抽出液は、Schreiberらの方法［76］を改変して用い、得た。

　初代培養肝細胞核抽出液は、当研究室の今井によりWister　ratの肝臓から、コラ

ゲナーゼ血流法で調製した肝細胞から以下のようにして調製した。細胞調製（コラ

ゲナーゼ灌流）を行う前日、10mm径シャーレに、2mlのVitrogen　100を入れ、一

晩放置することによりコーティングした。翌日シャーレは2ml　PBS（一）にて洗浄

後、使用した。Wister　rat（8週齢、オス、　SPF）　（日本エスエルシー、静岡）の肝

臓から、コラゲナーゼ畑谷法を用いて分離された肝実質細胞を、コーティングした

シャーレに2x106／10mlL－15／シャーレとなるようにプレーティングし、ビニール袋

に入れ外気と同様の酸素・二酸化炭素分圧を維持しながらインキュベーター中で

37℃で2時間培養し、細胞をシャーレに定着させた。2時間後、ビニール袋を開封

し、シャーレ中のL－15培養液を捨て、10％fbsDMEM培養液10　mlを加え、24時

間培養した。その後、培養液を捨て、冷PBS（一）で細胞の付着したシャーレを2

回洗浄後、4℃に冷却した5mlのNP401ysis　buffer（10　mM　Tris－Cl（pH　7。4）、

10mM　NaCl、3mM　MgC12、0．5％NP40）を加え、セルスクレーパーでシャーレか

ら細胞をはがし15ml　tubeに移して氷上で15分放置した。4℃、3，000　rpm、10分
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の遠心により核を沈殿させ、上清を捨てた後に適量のNP40　lysis　bufferを加えて核

を懸濁し、マイクロチューブに移して再度遠心して上清を捨て、核を洗浄した。ペ

レットになった核は、少なくとも核ペレット体積の10倍量の、4℃に冷却した核

抽出液バッファー　（20mM　HEPES－Na（ph　7．9）、0．4　M　NaCl、1mM　EDTA、1

mM　EGTA、1　JmM　D’sT、1mM　PMSF、　（DTTおよびPMSFは使用直前に添加し

た））で懸濁し、30分間低温室中で（4℃）ゆっくりチューブを揺り動かした。

30分後、4℃、16，000rpm、5分遠心し、上清を新しいマイクロチューブに移し、

固形物を持ち込んだようなら再度遠心して上清を新しいマイクロチューブに移し、

それを20μ1もしくは100μ1ずつ分注して一80℃に保存した。その一部を取り蛋白

濃度を測定した。蛋白濃度はLowryらの方法［77］を改変して作製された試薬であ

るBio－Rad　DC　protein　assay　kit（Bio－Rad、　CA）を使用し、以下のようにして測定

した。得られた核抽出液2μ1を、18μ1のH20に加えて10倍希釈したサンプル溶

液を作製した。検量線をとるため、0、0．1、0，25、0．5、0．75、1．O　mg／mlのBSA濃…

度となるよう各20μ1の溶液を作製し、BSA溶液、サンプル溶液共に100μ1の

reagent　Aを加え、続いて800μ1のreagent　Bを加え、撹拝した後、15分間室温で

放置した。その後、溶液の750nmの吸光度を可視吸光光度計で測定し、各濃度の

BSAの値からグラフを作製し、グラフよりサンプルの蛋白濃度を求め、10倍して

核抽出液の蛋白濃度とした。

　浮遊細胞である移植性腹水肝癌細胞株からは、以下のようにして核抽出液を調製

した。十分増殖状態にある細胞を含む培養液を、50mlのfalcon　2070　tubeに移し、

4℃、3，000rpm、1分遠心し培養液と細胞を分離した。培養液を捨て、適量のPBS

（一）で細胞を懸濁した後、再度遠心することを2回行い細胞を洗浄した。洗浄用

のPBS（一）を十分除いた後に、4℃に冷却した5mlのNP401ysis　bufferで細胞を

懸濁した後、15分間氷上に置いた。遠心して上清を捨て、再び同量のNP401ysis

bufferでペレットを懸濁して遠心し、核を洗浄した。以下の操作は先に述べた肝細

胞からの抽出法に同じである。
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（2。1－2）　プローブの調製

　ゲルシフトアッセイに用いたプローブは（1）制限酵素による切断、　（2）

PCR・の2通りの方法で作成し・．（3）TdT（工erminal

旦eoxynucleotidy11ransferase）により［　a　一32P］ddATPを使用してフラグメントの3’

一末端をエンドラベルして使用した。

（1）制限酵素による切断

　一〇．8　kbpまでの領域を制限酵素処理と回収を繰り返して5つのフラグメントを作

製した。まず、約300μ9のpBKH一（第二章で得た約8kbpのHindlllフラグメン

トの3’一末端から約1．7kbp上流に存在するKpnl　siteまでをpBliescript　II　SK＋の

両制限酵素部位に組み込んだもの）を、まずApal、次いでXbalで切断し、0．8％

アガロースゲルで電気泳動し、0．8kbpのフラグメントを回収した。得られたXbal－

Apalフラグメントは、　Afal、　Naelで同時に切断し、2％アガロースゲルで電気泳

動し、約0．5kbpのXbal－Afalフラグメント、約0．2　kbpのAfal－Naelフラグメン

ト、約0．1kbpのNael－ApaIフラグメントを得た。さらに、回収したXbal－Afalフ

ラグメントは、Saclで切断、2．5％アガロースゲルで電気泳動し、約350　bpの

Xbal　一　Saclフラグメント、約150　bpのSa　cl　一Afa　1フラグメントを得た。さらに、回

収したXbal－Saclフラグメントは、　EcoT141で切断、2．5％アガローースゲルで電気

泳動し、約250bpのXbal－EcoT141フラグメント、約100　bpのEc（）T141－SacIフラ

グメントを得た。

（2）PCRを使用したDNAフラグメントの合成

　一862～一488までの領域は、一862～一742、一762～一662、一678～一552、一570～一488の4

つのフラグメントをPCRで作製した。それぞれ、　S1－862／AS1－759、　S2－762／AS2一
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679、S3－678／AS3－570、　S4－570／AS4－504のプライマーの組み合わせで、0．2　mlの

PCR　tubeに、プライマー各100　pmol、各2μ1ずつの25　mM　dATP、　dCTP、

dGTP、　TTP、10μ1の25　mM　MgC12、10μ1の10　x　buffer、微量のEcoRI－HindllI

フラグメント　（塩基配列を決定したもの）、25UのAmpliTaq　GOLD（Perkin．

Elmer、　CT）を加え、滅菌蒸留水で100μ1に合わせた後、95℃で9分加熱した後

『に、94℃で30秒、60℃で30秒を1サイクルとして45サイクルの反応を行っ

た。

（3）プローブのラベリング

　全てのプローブは、3’一末端に一つだけ［α一32P】ddATPを導入し、エンドラベル

した。ラベリングには、3’一endlabelling　kit（Amersham、　England）を使用した。

プローブにするDNAフラグメント約1pmol、つまり末端は2pmol存在するの

で、キットのプロトコールに従い［α一32P】ddATP（Amersham　PB10233、

England）はその5倍、つまり10　pmol使用した。［α一32P］ddATPは、10　mCi／ml、

3，000Ci／mmolであるから、1μ1あたり約3．33　pmolである、よって10　pmolは3叫

である。したがって【α一32P］ddATPはプローブDNA　l　pmolあたり3μ1使用し

た。［α一32P］ddATPの使用量もしくはプローブDNA溶液の使用量に応じてキット

のプロトコールに示された反応体積を調整した。反応は、37QCで2時間行った。

反応後、同体積のPCIを加えて激しく撹拝し、　TdTを失活させた。室温で10分

間、15，000rpm遠心して上層を新しいマイクロチューブに移し、過剰量のエーテル

を加えて激しく撹絆し、再び遠心して上層を捨て、1／2容の75MNH40Ac、3倍量

の冷エタノールを加え、一20℃で1時間放置し、4℃で15，000rpm、20分間遠心

し、液を捨て、ペレットを70％冷エタノールで洗浄し、取り込まれなかった放射

活性のあるヌクレオチドを可能な限り除いた。ドラフト内でペレットをしばらく乾
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燥させ、100μ1のTEに溶解させ、一20℃で使用時まで保存した。使用時にその一一一

部をマイクロチューブに取り、液体シンチレーションカウンターでチェレンコフ光

を測定し、適宜TEで希釈し、使用した。

（4）Sp1結合配列に競争阻害させるオリゴヌクレオチドの作製

　Sp1結合配列に競争させる二本鎖のオリゴヌクレオチドは、合成したセンス鎖、

アンチセンス鎖それぞれのオリゴヌクレオチドをサーマルサイクラーを用いて加熱

後、徐々に冷却してアニールさせ、使用した。合成したセンス鎖、アンチセンス鎖

それぞれのオリゴヌクレオチドは、0．2mlのPCR用チューブに10　nmo1ずつ加え、

100μ1の溶液（20mM　Tris－Cl（pH　75）、10　mM　MgC12、50　mM　NaCl）中で、85

℃、5分加熱し、850Cから42℃まで99分かけて一定の速度で冷却させ、1．5　m1の

マイクロチュー。ブに移してTE　900　plを加えて、終濃度1pmol／mlに合わせ、使用

時まで一20℃で保存した。

（2－1－3）　ゲルシフトアッセイ

　予備実験の結果に基づき、以下に示した実験条件下で行った。

　電気泳動を行う前日もしくは少なくとも6時間前にポリアクリルアミドゲルを作

製した。13．5cmx135cmxlmmのスラブゲル板の耳付きの方の内側は、　Super

rain　X処理し、組み立てておいた。25　mlの1／2　TBE－45％アクリルアミド

（acrylamide：N，N’一methylenebisacrylamide　＝　29：1）溶液を十分脱気し、300μ1

の10％過硫酸アンモニウム溶液を加えて氷水上でしばらく冷却し、20μ1の

TEMEDを加えてすばやくゲル板内に流し込み、1cm幅のコームを差し込み固化さ

せた。ゲルは、使用時まで水でしめらせたペーパータオルとともにシールバッグに

入れ、4℃で保存し、乾燥を防いだ。
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液、0．3～1μ9のpoly（dI－dC）・poly（dl－dC）　（Amersham、　England）を、24μ1

の結合バッファー　（12．5mM　HEPES－K（pH　7．5）、1．5625　mM　MgC12、0．05％

NP40、5　ptM　ZnC12、50　mM　KCI）中で混合、25℃で1時間インキュベートし、

1μ1の0．1％BPBを加えてウェルにアプライし、10　mAの定電流で泳動した。、サ

ンプルをアプライする30分前に、1／2TBEバッファーを入れた泳動層にゲルをセッ

トし、5mAでプレランさせておいた。約2時間～2時間20分泳動し、　BPBがゲル

下端から約1cmのところで停止した。耳のついたゲル板をはがし、一一回り大きく

切った3MM濾紙の平滑面をゲルに張り付け、ガラス板からはがし、ゲル面をラッ

プフィルムで覆い、下にさらに一回り大きく切った3MM濾紙を敷き、80℃で1時

間吸引乾燥した。乾燥したゲルは、12時間BAS　III　Sイメージングプレート

（IP）に感光させた後、　IPをBAS1000　Macで読みとり、解析した。

（2－2）UVクロスリンク

　ゲルシフトアッセイで見られたバンドシフトは、非変性ポリアクリルアミドゲル

上での分離であり、フラグメントに結合する因子の有無以外の情報は得られない。

結合する因子の既知、未知に関わらず、その分子量は非常に重要な情報であり、お

およそのそれを推定するために本実験を行った。原理は、先に述べたゲルシフト

アッセイのように、DNAフラグメントと各抽出液を混合、インキュベーションし

て結合させる点は同じであるが、放射活性を持つプローブを作製する際、エンドラ

ベルではなく、［α一32P］dCTPを使用して全体をラベルしたものを使用し、結合反応

後、UVを照射して結合した蛋白とフラグメントを結合部位で架橋させ、その後プ

ローブの非結合部分をDNaseIで分解し、　SDS－PAGEで分画して放射活性のあるバ

ンド、すなわちDNAプローブと結合した蛋白の分子量を推定するものである。
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（2。2－1）　SDS一ポリアクリルアミドゲルの作製

　アクリルアミドゲルは、使用する前日に作製した。13。5cmx13．5cmxlmmのス

ラブゲル板の耳付きの方の内側は、Super　Rain　X処理し、ゲルからはがしやすくし

た。ゲル板を組み立て、20m1の10％セパレーションゲル（10％acrylamide

（ac　rylamide　：　N，　N’　一methyleneb　isac　ry　lamide　：　30　：　O．8）　．　O．3　75　M　Tris－Cl　（pH　8．

8）、0．1％SDS、0．05％ammoniumpersulfate）および6mlの4％スタッキング

ゲル　（4％acrylamide　（acrylamide：1y；N’一methylenebisacrylamide＝30：0．8）、0．

125MTris－Cl（pH　6．8）、0．1％SDS、0．05％ammoniumpersulfate）を調製し、

充分脱気した。まず、セパレーションゲル溶液に10μ1のTEMEDを加えてすばや

くゲル板の約7割程度まで流し込み、ゲル板を立ててゲルの上に蒸留水を丁寧に重

層した。しばらく放置し、ゲルと水との界面がはっきりしたら、水を捨て、少量の

4％スタッキングゲル溶液ですすいだ後、スタッキングゲル溶液に10μ1の

TEMEDを加えて固まったセパレーションゲルの上に流し込み、すばやく幅1cm

のコームを差し込んで固化させた。固化したゲルは、水でしめらせたペーパータオ

ルとともにシールバッグに入れ、4℃で翌日まで保管した。

（2－2－2）　プローブの作製

　プローブは、以下のようにして作製した。0。2ml　PCR用マイクロチューブに各

50pmolのセンス・アンチセンス両プライマー、8mlの4dNTP　mix（25　mM

dATP、2．5　mM　dCTP、25　mM　dGTP、25　mM　dTrP）、5μ1（1．85　MBq）の【α一

32P］d（）TP　（3000　Ci／mmol、10　mCi／ml）、5μ1の10　x　buffer、5μ1の25　mM

MgC12、適量のcold　template（先に、　EcoRI－H加dIIIフラグメント（「第二章第二

節（2－2－2）」参照）を鋳型にして、本条件中の4dNTP　mix中のdCTP濃度を2．5

mM→25　mMにし、［α一32P］dCTPを除き、　PCRを行い得られたもの）、25　U
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AmpliTaq　GOLD（Perkin－Elmer、　CT）を加え、水で50　mlに合わせた後、95℃

で9分間加熱の後、94℃で30秒、65℃で30秒を1サイクルとして、45サイクル

の反応を行った。反応物は等量のPCIで抽出した後、15mlのマイクロチューーブに

移して等量のエーテルで抽出、1／2容の7．5　M　NH40Acおよび3容の冷エタノール

を加え、一20℃に30’分放置し、40C、15，000　rpm、20分遠心しDNAを沈殿させ

た。沈殿は、70％冷エタノールでリンスし、可能な限り取り込まれなかったヌクレ

オチドを除いた。沈殿は、100μ1のTEに溶解し、一部を取り、その放射活性を測

定した。使用時までプローブは一20℃にて凍結させておいた。

（2。2－3）　UVクロスリンク

　UVクロスリンクの反応は、以下のようにして行った。05　mlのマイクロチュー

ブ中で、500，000cpmのプローブ、蛋白量で30　mg相当の核抽出液、10μgのpoly

（dI－dC）・poly（dl－dC）は、24μ1の、終濃度12．5　mM　HEPES－K　（pH　75）、1．

5625mM　MgC12、10％NP40、5mM　ZnC12、50　mM　KCIを含むバッファー中で、

25℃、30分インキュベートした。30分後ふたを開け、ふたのかわりにラップフィ

ルムをかぶせてパラフィルムで止め、マイクロチューブ立てに垂直に立てて、下図

のようにUVトランスイルミネーターをセットし、304　nmのUVを30分照射し

た。30分後、10mM　MgC12／5　mM　CaC12で0．2　mg／mlに希釈したDNaselを5μ1加

え、37℃で1時間インキュベートした。1時間後、7．5μ1のSDS－PAGE　sample

buffer（0．313　M　Tris－Cl（pH　6．8）、10％SDS、0．01％BPB）、2m1の2－MEを

加え、3分間沸騰水上で変性させ、室温に戻るまで放置した。スラブゲル用泳動層

にSDS－PAGE用running　buffer（25　mM　Tris、200　mM　glycine、0．1％SDS）を満

たしてゲル板をセットし、prestained　marker（New　England　Biolabs，　England）、

室温に冷却したサンプルをアプライし、20mAの定電流でBPBがゲル下端から流

れ出る直前まで（約4．5時間）泳動した。泳動停止後、耳のついたゲル板をはが
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し、スタッキングゲルを除いて、ゲルより大きめに切った3MM濾紙の平滑面を張

り付け、丁寧にはがし、ゲル面をラップフィルムでおおい、下に3MM濾紙を敷い

た80℃のゲルドライヤーで1時間吸引乾燥した。乾燥したゲルは12時間BAS　III

Sイメージングプレート　（IP）に感光させた後、　IPをBASIOOO　Macで読みとり、

ゲル上の分子量マーカーより泳動距離と分子量の関係を計算し、バンドの位置から

そのおおよその分子量を算出した。

（2－3）DNase　Iフットプリント

　ゲルシフトアッセイでは、DNAフラグメントの因子との結合領域をある程度限

定することは可能である。またそのフラグメントを少しずつ短縮し、移動させてい

くことで、結合領域は特定可能ではあろうが、あまりに多くの労力と費用がかか

る。DNaseIフットプリント法ではそれを一度に決定する方法である。原理は、片

側だけに末端標識したDNAフラグメントにゲルシフトと同様に因子を結合させ、

その状態で弱く　（およそ1フラグメントにつき1箇所切れるような条件で）

DNaseIを作用させると、転写因子と結合している部分のDNAフラグメントは、

その立体障害によりDNaseIから保護され切断されないが、結合していない部分

は、切断される。よって、同時にDNAフラグメントだけをDNaseIで切断したも

のを同時に電気泳動すると、転写因子が結合し、DNaseIで切断されなかった部分

のラダーが出ず、いわゆる転写因子の「足跡」が見える。本実験はその条件設定が

難しく、用いたDNAフラグメントのほぼ全てに転写因子が結合していないと、

「足跡」の出るべき箇所で結合していないフラグメントが切断され、その「足跡」

が消されてしまうこととなる。本実験でも、その条件設定は困難をきわめた。

（2－3－1）　核抽出液の調製

　核抽出液の調製は、ゲルシフトアッセイ（「本章第二節（2－1－1）」参照）と同様

の方法で核細胞から抽出した。
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（2－3－2）　プローブの調製

　ゲルシフトアッセイと異なり、プローブはDNAフラグメントの片側のみを末端

標識したものを用いるため、実際にプローブとして使用するDNAフラグメントよ

りも長いものを用意し、ラベル後、制限酵素により切断し、電気泳動により目的の

フラグメントのみを回収し、使用した。

　一332～一37（Afal～Apal）のプローブは、以下のようにして調製した。制限酵素

で切断してラベルしたフラグメントを回収するとき、その二本のフラグメントのサ

イズが電気泳動したゲル上で十分分離し、選択的に回収できるように、約0．8kbp

のXbaLApalフラグメントを選択した。まず・0．8　kbに存在するXbaI・siteから一

37baseに存在するApal　siteまでの約0．8　kbpのフラグメントを、　pBXA＋

（pBluescript　II　SK＋のXbal・siteおよびApal　siteに、上記の約0．8　kbpのフラグメ

ントを組み込んだもの）プラスミドをXbalおよびApalで切断し、電気泳動により

分離した後、目的の約0．8kbpのフラグメントを回収した。このフラグメントを、

ゲルシフトアッセイのプローブの調製の項（本章第二節（2－1－2）　（3）プローブの

ラベリング）で述べたように、フラグメントの両3’一末端を［α一32P］ddATPおよび

TdTでラベルした。ラベルしたフラグメントは、　Afalで切断し、スラブゲル中に作

製したアガロースゲルにアプライして電気泳動し、約300bpのフラグメントを回収

した。

（2－3－3）　マクサム・ギルバート法【78，79】によるG＋Aマーカーの調製

　フットプリントされた位置を同定するためのG＋Aマーカーは、SureTrack

Footprinting　Kit（Pharmacia　Biotech、　NJ）を使用して作製した。

　約150，000cpmのプローブ、1μgのCalf　thymus　DNAを混ぜ合わせて滅菌蒸留水

で20μ1に合わせ、1μ1の4％formic　acidを加えて37℃で25分間インキュベート

した。その後、氷上で冷却し、135μ1の滅菌蒸留水、15μ1の10　M　piperidineを加
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えて90℃で30分間加熱した。氷上にて冷却し、1mlの1－butanolを加えて激しく

撹搾し、2分間、15，000rpm遠心して上清を捨てた。ペレットを、150μ1の1％

SDSに溶かし、1ml’の1－butanolを加えて激しく撹拝し、2分間、15，000　rpm遠心

して上清を捨てた。0．5mlの1－butanolを加えてペレットを洗浄した後、乾燥さ

せ、チューブごと液体シンチレーションカウンターでチェレンコフ光を測定し、約

10，000cpm／mlとなるように50％ホルムアミドを含む色素溶液に溶かして、使用

時、約10，000cpm分を取り、3分間沸騰水上で加熱した後氷冷し、30分間プレラン

したゲルにアプライした。泳動は45Wの定電力で行った。キシレンシアノールの

水色の帯が、下から1／4位のととろまで泳動された時点で止め、シーケンシングと

同様にガラス板を外し、3MM濾紙を張り付けてゲルをガラス板からはがし、ラッ

プフィルムで覆って80℃で吸引乾燥した後、BAS用IPに12時間感光させ、　BAS

1000Macで読みとった。

（2－3－4）　ポリアクリルアミドゲルの作製

　短めのフラグメントについて解析するため、ゲル濃度は7％で作製した。製法

は、シーケンシングの項（「第二章第二節（4）」参照）で述べた方法に従った。

（2－3－5）　DNase　I滴定

　ラベルしたフラグメントをDNaseI処理する際に、完全に切断してしまっては

フットプリントが見えなくなるので、わずかに切断される適当なDNasel量を滴定

して求めた。

　まず、500μ1の以下の溶液（10サンプル分、100，000cpmのプローブ、6μg　poly

（dl－dC）　・　poly　（dl－dC）　．　100　ng　BSA　1　mM　CaC12．　12．5　mM　HEPES－K　（pH　7．

5）、2mM　MgC12、10％NP40、5μM　ZnC12、50　mM　KCDを作製し、50μ1ずつ9
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本のマイクロチューブに加えて室温においた。次に、4本の希釈したDNaseI溶液

を作製した。まず、10mM　CaC12／5　mM　MgC12溶液で希釈した、3U／mlのDNaseI

溶液を作製し、8μ1ずつの10mM　CaC12／5　mM　MgC12溶液を加えておいた3本のマ

イクロチューブに、順次1μ1ずつ移していき、順に1／9ずつ希釈されたDNasel溶

液4本（No・1～4）を作製した・DNasel　stop　solution（192　mM　NaOAc・32　mM

EDTA、0．14％SDS、64μg／ml　yeast　RNA）を、37℃でインキュベートしておい

た。先に9本のチューブに分注しておいた溶液に希釈したDNaseI溶液を、　No．1か

ら順に3ml、1ml、　No2から3ml、1ml＿．というように8本目まで加え、1分後

にインキュベートしておいたDNaseI　stop　solutionを140μ1加えて反応を停止させ

た。200μ1のPCIを加えて撹搾、室温で15，000　rpm、10分遠心し、上層を取り、新

しいマイクロチューブに移した。そのチューブに400μ1の冷エタノールを加え、一

20℃で30分放置した。4℃で15，000rpm、15分遠心し、上清を捨てペレットを乾

燥し、3μ1の50％ホルムアミド入り色素溶液にとかし、3分間沸騰水上で加熱した

後氷冷し、30分間プレランしたゲルにアプライした。泳動は、45Wの定電力で

行った。キシレンシアノールの水色の帯が、下から1／4位のところまで泳動された

時点で止め、シーケンシングと同様にガラス板を外し、3MM濾紙を張り付けてゲ

ルをガラス板からはがし、ラップフィルムで覆って80。Cで吸引乾燥した後、　BAS

用IPに12時間感光させ、　BAS　1000　Macで読みとった。

（2．3－6）　フットプリント反応、および電気泳動による分画

　上で述べたDNase　I滴定で、プローブがDNaseIによって切断されることにより

生じたラダーが、低分子のものから高分子のものまで均一の放射活性になるよう

な、適当なDNaseI濃度を選択した。
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　反応は、上に述べたDNaseI滴定とほぼ同じ方法で行った。サンプルの数＋1本

の1・5mlのマイクロチューブ中に50μ1の以下の溶液（10，000　cpmのプローブ、1μ

gのpoly（dI－dC）・poly（dl－dC）、1mM　CaC12、12．5　mM　HEPES－K　（pH　7．

5）、2mM　MgC12、10％NP40、5　pM　ZnC12、50　mM　KCI、20μg蛋白量の核抽出液

（1本のみ・コ7トロールとして核抽出液のかわりに10μgBSAを使用）を作製し

た。作製した溶液に、DNasel滴定で決定した量のDNaseIを加えて室温で1分間

反応させ、同様に37QCでインキュベートしたDNasel　stop　solutionを140μ1加え

て反応を停止させた。200μ1のPCIを加えて撹拝、室温で15，000　rpm、10分遠心

し、上層を取り、新しいマイクロチュブに移した。そのチューブに400mlの冷エタ

ノールを加え、一20℃で30分放置した。4℃で15，000rpm、15分遠心し、上清を

捨てペレットを乾燥し、3mlの50％ホルムアミド入り色素溶液にとかし、3分間

沸騰水上で加熱した後氷冷し、30分間プレランしたゲルにアプライした。泳動は、

45Wの定電力で行った。キシレンシアノールの水色の帯が、下から1／4位のところ

まで泳動された時点で止め、シーケンシングと同様にガラス板を外し、3MM濾紙

を張り付けてゲルをガラス板からはがし、ラップフィルムで覆って80℃で吸引乾

燥した後、BAS用IPに12時間感光させ、　BAS　1000　Macで読みとった。
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第三節　結果

　　（1）ゲルシフトアッセイでは、主に、ルシフェラーゼアッセイで見いだされた一

〇．8kb～一〇．5　kbまでの領域に、果たして何らかの因子が作用しているのか、という

点および、高GC領域において結合の予想されるSp1のDNA結合活性がどの程度

であるのか、という点を明らかにするとともに、この後に述べる実験のDNaseI

フットプリント法で用いる、DNAフラグメントと因子との最適な結合条件を見い

だす、という点について検討した。

　まず、最適な実験条件を検討した。　「材料および方法」に記した条件は、Pascal

らの報告に記載された条件をもとに、各種塩濃度、核抽出液量、poly（dl－dC）・

poly（dl－dC）量、各種添加物の量、反応温度と時間、電気泳動時のアクリルアミ

ドゲルの組成、濃度、泳動バッファー、バッファー温度、電流量などを変化させ

て、特異的に結合したシフトバンドがはっきりし、非特異的に結合したバンドがで

きるだけ弱くなるようなものを選んだ。

　まず、高GC領域であるNael－Apalフラグメント　（一133～一37）では、　AH　13

の核抽出液に対して図一11のような複数のシフトバンドを認めた。800倍量（モル

比、結合数比では200倍）のSp　1結合配列を持つ未標識のオリゴヌクレオチドとの

競争阻害実験で、全てのバンドが消失したことから、これらはすべて、Sp1結合配

列に作用する因子によって生じたものであることが明らかである。また、抗Sp1抗

体をさらに作用させると、上部の二本のバンドが消失し、さらに上方にバンドが見

られるいわゆるスーパーシフトバンドが確認された。よってこのバンドはSp1がこ

のフラグメントに結合して生じたものであることが確認された。また、さらに確認

のために、精製されたSp1標高とこのフラグメントとのインキュベーションを行

い、泳動したところ、図のように二本のバンドが見られ、先に得られた結果と一致

した。このフラグメントを使用し、肝細胞の核抽出液と、AH13、　AH　130、

AH7974F、　AH109A、　AH225Aの種々の移植性腹水肝癌細胞株の核抽出液との比較

を試みた（二一12）。肝細胞に比較し、移植性腹水肝癌細胞株でのSp1の結合量が

明らかに増加していた。一32～一846までの領域を5つのフラグメントに分け、先に

83

灘　　難灘　　鑛

．臨　冠　　　　　　　　　　　　伽VA　　㌔ら・｛旺纂　ぞ　　　K



・灘

検討した一32～一133のフラグメントより上流の4つのフラグメントについて、肝細

胞およびAH13の核抽出液との結合作用を検討したところ、図一13のように、一

134～一332のフラグメントに対しては一32～一133のフラグメントと同様のシフト

バンド．を示した。これは、3つのSp1結合配列が存在するためであろうと考えられ

た。その上流の3つのフラグメントについては、AH13の核抽出液で一591～一846

のフラグメントに対してスメアとなり、はっきりしたバンドは見られなかったが、

何らかの因子との作用を予想させた。この領域は、前章のルシフェラーゼアッセイ

の結果からAH13で何らかの活性化を受ける領域の一部であり、フラグメントを短

くすることにより、よりはつきりした結果が観察されるであろうことを予想し、一一

応一488～一862の領域について4つのフラグメントに分けるようにプライマーをデ

ザインし、PCRでそれぞれ約100　bpのフラグメントを作製し、これらに対しての

島細胞およびAH13の核抽出液との結合作用を検討した（図一14）。図のように、

AH13の核抽出液においてもっとも上流の一　742～一862のフラグメントに対しての

み二本のシフトバンドが見られた。よってルシフェラーゼアッセイで見いだされた

一〇．5～一〇．8kbの領域での転写活性化は、このバンドシフトを起こさせた因子によ

るものであることが示唆された。また、同様にこの一742～一862のフラグメントに

ついて肝細胞の核抽出液と、AH13、　AH130、　AH7974F、　AH109A、　AH225Aの

種々の移植性腹水肝癌細胞株の核抽出液とを比較した結果、先にAH　13で確認され

たシフトバンドと同様のバンドがAH7974Fでもはっきり観察されたが、

AH109A、　AH225Aでは非常に弱く、またAH130では全く確認されなかった（図一

15）　o

　（2）UVクロスリンク法によって、先にゲルシフトアッセイで見られた一742～

一862のフラグメントに結合する因子の分子量を推定することを試みた。わずか120

bpあまりの領域に、39　kDa、35　kDa、21　kDaの転写因子としては比較的低分子の

蛋白が結合していた（図一16）。この結果は、SS結合の還元条件下でのものである

が、非還元条件下でも同様の結果が得られた。

　（3）DNaseIフットプリントでは、先に述べたような実験でDNAフラグメント

に結合することが明らかとなった因子が、どの配列を認識するのかを検討した。結
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合反応は、ゲルシフトアッセイにより、全てのプローブに対して結合し、未結合の

プローブが残らない条件を検討して行った。高GC領域のプローブに対する反応で

は・プローブのかなりの領域が高いGC含量で、　Sp1結合部位も9箇所存在したた

めか、きれいなラットプリントの像は得られなかったが、図一17のようにSp1結合

部位を含む領域がバンドが薄くなった図が得られた。
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第四節　考察

　以上の結果、移植性腹水肝癌細胞では、あらかじめそのプロモーターの配列から

予測された、転写因子Sp1の結合が確認され、その結合量も正常肝細胞に比較して

増加していたことが明らかとなった。分化に関与するのではないかとされるSp　1

は、最近の報告で、肝細胞においては、低分化段階では低リン酸化状態であり、そ

の状態ではDNAに対する親和性は高いが、最終分化段階ではリン酸化され、　DNA

結合能が低下又は喪失しているらしいr80］。また、　Acetyl－CoA　carboxylase遺伝子

は、肝細胞でグルコースによって発現が充進ずるが、その原因となるのはPP1が

Sp1を脱リン諭することによるらしい［81】。この様な現象より、癌化、つまり低分

化段階ではSp1の低リン酸化状態がPP1α転写を活性化し、それに伴い上昇した

PP1活性がSp1を脱リン酸化状態に維持するのではないかとの仮説が立てられる。

AH13、　AH7974Fで発現し、　PP1α遺伝子に作用しているような、正常肝細胞では

発現していない因子の作用のみられないAH130でもPP1αの転写が充進している

理由もうなずける。しかし、他の領域で転写活性化因子が働いている可能性は否定

できない。

　また、一　742～一862のフラグメントに対しては少なくともAH13および

AH7974Fの二つの細胞株においては何らかの3つの因子が強く結合し、

AH109A、　AH225Aでは非常に弱い作用を示し、　AH130では全く作用が見られな

かった、正常肝細胞では発現又はDNA結合活性の抑制された因子は、その細胞の

性格を比較してみると興味ある点が見えてきた。強い作用が見られるAH　13および

AH7974Fは、完全に自由細胞のみであるが、弱い作用を示すAH　109A、　AH225A

は小さな島を形成し、全く作用が見られないAH130はかなり大きな島を形成す

る。この事から、先の因子は細胞接着もしくは細胞間のシグナル伝達に関与して発

現が誘導されているのではないかとの見方もできる。これはもう少し多くの細胞種

で一般化すべき問題である。また、これらの因子の構造、機能、発現様式や制御に

ついては早急に明らかにすべき問題であり、それによりはじめてPP1αmRNA発

現と癌性変異との関連について考察し得るであろう。
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第五節　この章のまとめ

　1．高GC領域に、　Sp1が結合すること、また、種々の移植性腹水肝癌細胞株で

肝細胞に比しその結合量の増加が観察された。また、AH13細胞において前章のル

シフェラーゼアッセイで観察された転写活性化領域一〇．5～一〇。8kには、その一742

～一862の領域に何らかの因子が結合していることが明らかとなった。さらに、同

様の結果がAH7974Fでも観察された。しかしながら、　AH109A、　AH225Aではそ

の結合によるシフトバンドは非常に弱く、またAH130においては全く観察されな

かった。

2．ゲルシフトアッセイで観察された、AH13核抽出液における一742～一862の

フラグメントに対するシフトバンドは、39、35、21kDaの蛋白が結合することによ

ることが明らかとなった。
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図一11PP1α遺伝子5！一上流高GC領域における転写因子Sp1との作用

A：AH13核抽出液はNael～Apalのフラグメントに結合して複数のシフトバンド

を形成させた。Sp　1結合部位を有する二本鎖オリゴヌクレオチドとの競争阻害実験

でシフトバンドはすべて消失した。また抗Sp1抗体の添加により上部二本のシフト

バンドが消失し、かわりにさらに高分子側にスーパーシフトバンドが見られた。

B：使用したプローブ
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図一12　高GC領域に対する肝細胞および腹水肝癌細胞の核抽出液での

ゲルシフトアッセイ

10，000cpmのフラグメント、1μgタンパク量の核抽出液を使用した。
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図一13－0．8k～一〇．13　kまでのフラグメントに対する肝細胞およびAH　13核抽出液

でのゲルシフトアッセイ

H：肝細胞、A：AH　13
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趣盛懸
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fragment　1
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　　　　　　　　　　　　　　　fragment　1

　　　　　　　　　胸燃2聯鷺調一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　fragment　4

図一14Xbal～SacIの約0．3　kbのフラグメントを4分割した、それぞれの

フラグメントでのゲルシフトアッセイ

A、ゲルシフトアッセイの図。H：肝細胞、　A：AH　13。　B、使用したフラグ

メントの位置。
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毒
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図一15－862／－742のフラグメントに対する、肝細胞および各種腹水肝癌細胞

核抽出液でのゲルシフトアッセイ
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図一16UVクロスリンクによる、一862～一742のフラグメントに結合する因子

の分子量の推定

［α一32P｝dCTPを取り込ませたフラグメントとAH　13核抽出液をゲルシフト法

の条件でインキュベートし、305㎜の紫外線を照射して架橋させた後、

DNaseIで結合していない部位のフラグメントを分解、　SDS－PAGEで分画して

分子量を推定した。
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総括と展望

　正常な細胞が遺伝子変異を起こし、その結果生じた異常な酵素活性のために癌化

はおこる。癌は、別名を悪性新生物と言われるが、生物である以上、その異常に充

進又は失活した酵素活性のもとでその機能を維持し続ける。よってそのような酵素

活性の変異が癌形質の維持に必須であろうことは推測される。特に本酵素のような

シグナル伝達系に関与し、又、ハウスキーピング遺伝子であると予想され、また細

胞各所での働きが推測されるものの異常は細胞に致命的であろうと考えられる。し

かしながら種々の移植性腹水肝癌細胞では、PP1、しかも一アイソフォームである

PP1αのみが異常に高発現し、その酵素活性も高い。この様な財物リン酸環境下で

細胞が維持されるのは、少なくともPP1αの基質となる分子に対するリン酸化環境

もかなり早筆していると思われる。

　いずれにせよ、移植性腹水肝癌細胞でのPP1αの一様な高発現が序論で述べたよ

うな、現在までに観察されたような現象より、癌性変異、またはその代表的な性質

の細胞増殖に関与するであろうという考えから本研究をはじめたのであるが、その

結果は、種々の移植性腹水肝癌細胞でのPP1αmRNA転写活性化機構は一様では

なかった。最近の報告では、骨肉腫などの他の癌細胞ではPP1αではなくPP1γ一1

の発現上昇が見られているものもあり［82－86］、癌細胞すべてでPP1αが高発現して

いるわけではなく、肝癌もしくは腹水肝癌のみの現象であるかもしれない。

　AH13において、ジェノミックサザンプロットによりPP1αのゲノム付近は正常

細胞と変化はないであろうという結果（北村、未発表）であったが、点突然変異の

可能性は残っているし、また他の移植性腹水肝癌細胞のゲノムについての情報はな

いので、あくまでこの結果はPP1α遺伝子には全く変異がないことを前提としたも

のである。しかしながら、AH13においても染色体の構成や構造は正常肝細胞のも

のとはかなり異なっているし（Saadat、未発表）先の前提は、かなりあいまいなも

のであることは確かである。ただ、間違いなく言えることは、少なくともAH　13、

AH7974Fという二つの異なった細胞株では、正常肝細胞では発現していないかもし

くはDNA結合活性を抑制されている何らかの転写因子が、これらの細胞内では発

　　　　　　　　　　　　　　　　　　95
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現又は活性化されていることであり、それらは正常細胞のPPIα遺伝子に対しては

結合作用を示すことである。そして、少なくとも5種の異なった性質を持つ移植性

腹水肝癌細胞株において、PP1αを含むハウスキーピング遺伝子の転写に必須な転

写因子であるSp1のDNA結合性が上昇していることである。ここでSp1について

簡単に述べておくと、Sp1はSpecificity　protein　1の略で、その名が示すように、細

胞の粗抽出液を各種のクロマトグラフィーによる分画を重ねることにより精製され

た、最初のDNA結合性転写因子の一つで、　SV40（Simian　virus　40）の初期遺伝子

のプロモーターの転写活性に必要な分画として、1983年にDynanらによって、

Hela細胞の粗抽出液から同定されており［87】、cDNAクローニングされた［88，

89］。またSp1は多くの転写因子と同様、油鼠を付加した約95～105　kDaの単一ポ

リペプチドであることが確認されている［90］。Sp1はほとんど全ての細胞、組織で

発現しているが、そのmRNA量は少なくとも100倍の差が見られる［91】。転写因

子に特異的なドメインのうちの一つであるZnフィンガーと呼ばれる、亜鉛イオン

にシステイン残基二つとヒスチジン残基二つが配位するモチーフが、3箇所C末側

に存在する。ニ画所ずつのセリンおよびグルタミンに富む領域が存在するが、その

機能は明らかではない。また、四叉体を形成し、それを単位とした多量体を形成す

る［92］。

　この様な性質を持つSp1は、ハウスキーピング遺伝子のみならず、数多くの遺伝

子の転写に関与していることが知られている。第四章では、細胞の低分化状態での

Sp1の低リン酸化レベルによるPP1α発現の活性化と、それによるPP1活性上昇に

よるSp1の低リン酸化レベルの維持が考えられることを記した。もちろんSp1の

活性化による転写の急進は間違いないであろうが、Sp1により制御されている多く

の遺伝子が、すべてPP1αと同様に転写活性化されているならPP1αの転写活性化

も観察されなかったであろうことを考えると、Sp1の影響はそれほどのものではな

く、やはりAH13やAH7974Fで見られたような因子によって転写活性化されてい

る比重の方が大きいと考えた方が妥当であろう。よって、AH13やAH7974Fで見

られたような因子の影響がない又は少ないと考えられるAH130、　AH109A、

AH225Aなどは、他の、例えばその細胞内でのPP1α遺伝子の変異や、他の転写活
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性化因子の存在の可能性が有力であろう。また、PP1αと同じように各種臓器、細

胞に広く分布しているPP1γ、δなどの他のアイソフォームも、同様なハウスキー

ピング遺伝子のプロモーターを有すると考えられるが、それらの転写もPP1αにと

もなって上昇しないことはそれでなければ説明できない。

　実験を始める前に立てた仮説として、高グルコース蓄積という現象から、イン

シュリン又はグルコースによって転写が活性化する機構が存在し、それが癌化した

細胞では常にそのシグナルが活性化した状態で転写を充進させる遺伝子が高発現し

ており、PP1αもそのような遺伝子の一つで転写調節領域にインシュリン活性化配

列が存在しているであろう、というモデルを考えた。しかし、今回の結果からはイ

ンシュリンで活性化するような配列は見られず、卓上の空論であった。mRNA高発

現の結果、増加したPP1αの蛋白およびPP1活性は核内に存在することは今まで明

らかとなっているが、そのターゲットになっている分子の同定が待たれるところで

あり、それによってPP1α移植性腹水肝癌細胞で発現上昇する意義が僅かでも明ら

かとなるであろう。この点は、プロテインボスファターゼ研究の最大の難関となっ

て進展を阻んでいるが、なにか新しい方法論の開発が必要であろう。

　また、本研究で明らかとなった、正常肝細胞ではPP1α遺伝子に作用しないが、

AH13では結合する転写因子は、一体どの様なものなのか、また癌性変異によって

のみ働くのか、もしくは正常状態でも何らかの作用をしているのか、その因子の発

現は何により制御されているのかなど興味は広まるばかりではあるが、残念ながら

ここまでしか明らかにできなかった。今回見いだされた因子の解析はかなり困難が

伴うと予想されるが、ぜひその機能を解析し、PP1αと肝癌との関連を明らかにさ

れることを強く願う。
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