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緒言

ウイルス感染によって引き起こされる疾患のうち､ヒトにがんを引き起こす

ウイルスとして､現在までに5種類が報告されている｡バーキットリンパ腫を

引き起こすEBウイルス､肝がんの原因であるB型肝炎ウイルスおよびC型感染

ウイルス､子宮頚がんの病原体であるパピローマウイルス､そして､成人T細

胞白血病 (ATL)を引き起こすヒトT細胞白血病ウイルス (humanT-cellleukemia

virustype1:HTLV-1)である｡ウイルス感染に伴う細胞のがん化は､一般病変

としてのがん発生の分子機構を知る上で一つのモデルとなりうる｡ウイルスが

コー ドするがん遺伝子産物を解析することで､細胞のがん化に重要な役割を果

たす細胞内のシグナル伝達機構やタンパク質の存在が明らかとなる可能性が高

い｡以上の観点より､ウイルスにより引き起こされるがんの分子機構解明は､

臨床的にも医学基礎研究としても非常に意義深い｡

上述の5種類のウイルスのうち､レトロウイルスに分類されるHTLV-1は､

ヒトの末梢血cD4陽性T細胞に感染し､感染後､平均数十年を経て､一部のキ

ャリアにATLを引き起こすことが疫学的な知見より明らかにされた｡しかしな

がら､ウイルス感染に伴 う細胞がん化の詳細な分子機構は未だ明らかでない｡

HTLV-1にコー ドされる Taxは､ヒト正常T細胞を不死化する能力がある｡げ

っ歯類の繊維芽細胞を用いた実験では､細胞をがん化することが示され､Tax

は､oncogeneとして認識されている｡Taxにより感染宿主細胞内の様々な遺伝

子発現が修飾を受け､その結果､遺伝子変異が蓄積して細胞ががん化するもの

と推定される｡HTLV-1のキャリアは､日本国内で約100万人前後と推定され

ており､1年間に500人前後が ATLを発症している｡本研究は､HTLV-1感染

に伴う細胞がん化の分子機構解明を目的とし､Taxが宿主細胞に及ぼす影響を

転写制御の観点より検討し､以下に示す2つの研究をおこなった｡

HTLV-1Taxによるp53ファミリータンパク質､p73,p51の転写活性化能の抑

制 (第一章)､Taxが相互作用する転写コアクチベーターp300に結合する因子

の探索 (第二章)｡以下これら二章の内容を論述する｡
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　　　　　　　　　　　　　　　第一章

HTLV・1　TaxによるP53ファミリータンパク質P73、　P51の転写活性化

能の抑制

　患者由来ATL細胞、　HTLV－1感染細胞株において、がん抑制遺伝子である

p53の機能が阻害されていることが報告されている（1）。我々の研究室では、

HTLV－1にコードされるTaxがp53の転写活性化能を抑制することを既に報

告している（2，3）。Taxによるp53の機能抑制は、細胞がん化を引き起こす要

因の一つであると考えられる。p53とアミノ酸レベルにおいて高度に相同性を

有するp73、　p51が1997，1998年に相次いで報告され、　p53ファミリーを形成

している（4，5）［図1］。培養細胞にp73、　p51を過剰発現した結果、細胞周期の

停止、アポトーシス誘導能などp53類似の機能およびそれぞれで特徴的な機能

を多く示すことが報告されており、これら個々のタンパク質の生理的機能の解

析は重要である。著者は、Taxがこれらp53ファミリータンパク質の機能に

与える影響を調べるために転写活性化能の変化を指標とした解析をおこなった。

P53

P73α

P73β

P51A

1 45　113 290　319　　　　363　393（aa）

　黛3％　　　　　　　　馨馨『｝も　　　　　　　　　38％

1　　　　　54　　131　　　　　　　　　　　　　310　345　　　　380　　　　　636（aa）

　黛嚢％　　　　　　　　難叢％　　　　　　　　　38％

1　　　　　54　　131　　　　　　　　　　　　310　345　　　　380　494（aa）

　3◎％　　　　　　　　難ア％　　　　　　　　　65％

1　　　　　59　　142　　　　　　　　　　　　　321　353　　　　397448（aa）

一転写活性化領域
　　　　DNA結合領域
一■多量体形成領域

図1　p53ファミリータンパク質のアミノ酸相同性
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実験方法

【材料と方法】

1．細胞培養

Saos2細胞（骨肉芽腫細胞由来株、野生型p53欠損細胞）、COS7細胞は10％fetal

bovine　serum（FBS）、4mM　L－Glutamine含有ダルベッコ変法イーグル培地（D－

MEM）（NISSUI）培地中で、37℃、5％CO2条件下で培養した。　MT－2細胞（HTLV－1

感染細胞株）は、10％FBS、2mM　L－Glutamine含有RPMI－1640（NISSUI）培地

中で、37℃、5％CO2条件下で培養iした。

2．プラスミド

　pcDNA3－p53は、　Vogelstein博士より供与されたp53発現プラスミドpC53－SN3

のp53　cDNAをpcDNA3ベクター（Invitrogen）のBam　H　Iサイトに組み込み、

構築した。p73発現プラスミドであるpcDNA3－p73α，　pcDNA3－p73β，　pcDNA3－

FLAG－p73βは、上田博士より（6）、　pRcCMV－p51A，　pRcCMV－p51A　HAは、井川

博士より分与を受けた。p51AのcDNAを以下のプライマーを用いてρfU　DNA

ポリメラーゼ（Promega）によりPCRにて増幅し、制限酵素処理後、　pcDNA3

のBam　HI／Xho　Iサイトに組み込み、　pcDNA3－p51Aを構築した。フォワー

ドプライマー、リバースプライマーの塩基配列は、それぞれ5’一

CGGGATCCAAGATGTCCCAGAGCACA－3’、5’一CCGCTCGAGCTATGGGTACA
CTGA－3’である。　p53－RE－lucレポータープラスミドは、ルシフェラーゼ遺伝子

の上流にインターフェロンβのプロモーターを組み込み、その上流にp53結合

コンセンサス配列を2つ挿入している（清野博士より分与）（7）。LTR－1ucは、

HTLV－1　LTR中のTax応答配列21bpを5回繰り返したものがルシフェラーゼ

遺伝子の上流に組み込まれている（8）。Ga14－lucには、pFR－luc（Clontech）を、NF－KB

のレポーターには、NF－KB－luc（STRATAGENE）をそれぞれ用いた。　Tax発現プ

ラスミドは、pH2R－Tax、　pCMV－Tax（畑中博士より分与）あるいは、pcDNA3－Tax（3）

を用いた。
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3.DNA トランスフェクション

Saos2細胞､COS7細胞には FuGENE6(Roche)を､MT-2細胞には SuperFect

(Qiagen)を用いてDNAトランスフェクションをおこなった｡

4.ルシフェラーゼアッセイ

転写活性化能は､ルシフェラーゼの酵素活性を指標とした｡ レポータープラ

スミドであるp53-RE-1ucをp53ファミリータンパク質発現プラスミドおよびTax

発現プラスミドと共に細胞にトランスフェクション後､24時間経過してから細

胞を回収し､細胞溶解液で溶解した｡PBS(-)にて洗浄後､遠心し､上清を基質

(Promega)と反応させ､ルシフェラーゼの酵素活性を蛍光強度を指標としてル

ミノメーター(LumatLB9507)で測定した｡

5.Ga14融合タンパク質の作成

Taxがp53同様にp73,p51の転写活性化 ドメインを介して転写活性化能を抑制

するか検討するため p53ファミリータンパク質の転写活性化 ドメインと Ga14

DNA結合 ドメインとの融合タンパク質を作成した｡p53NS(1-52aa),p53NL(1-

105aa),p73NS(ト54aa),p73NL(ト125aa), p51NS(1-59aa),p51NL(1-135aa)の領域

をそれぞれ pfuDNAポリメラーゼを用いてPCRにより増幅し､Ga14DNA結

合 ドメイン発現プラスミドであるpMベクター(CLONTECH)のBam HI/Hllnd

Ⅲサイ トに挿入した｡PCR用フォワー ドプライマー､リバースプライマーの塩

基 配 列 は そ れ ぞ れ 以 下 に 記 す ｡ p53NS (1-52aa) : 5'一

CCCGGATCCCCATGGAGGAGCCGCAGTCA-3'､5'一ccCAAGCTTTTGTTCAAT

ATCGTCCGGGGA-3'､p53NL(1-105aa):5'一ccCGGATCCCCATGGAGGACCCG

CAGTCAl3'､5'-CCCAAGCTTGCCCTGGTAGGTTTTCTGGGA-3'､p73NS(1-

54aa):5'一ccCGGATCCCCATGGCCCAGTCCACCGCC-3'､5'一ccCAAGCTTCAG

GTGGAAGACGTCCATGCT-3､p73NL(1-125aa):5'一ccCGGATCCCCATGGCCC

AGTCCACCGCC-3'､5'-GACCCAAGCTTGTGGGGTCCGGGGTAGTCGGT-3'､

p51NS(ト59aa):5'一ccCGGATCCCCATGTCCCAGAGCACACAG-3'､5'一ccCAA

GCTTCATGCGGATACAGTCCATGCT-3'p51NL(1-135aa):5'一ccCGGATCCCC

ATGTCCCAGAGCACACAG-3'､5'一ccCAAGCTTCGGGCCTGGGTAGTCGGTG

TT-3'｡
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6．免疫沈降実験

　p53、　FLAG－p73β、　p51A－HAおよびTax発現プラスミドをCOS7細胞にトラ

ンスフェクションした。トランスフェクション後、24時間経過した後、放射性

同位体［35S］一Methionine（ICN，3．7MBq／ml）を用いて代謝標識を開始し、6時間後

サンプルを回収した。それぞれの細胞を細胞溶解液（10mM　Tris－HCl（pH8，0），

150mM　NaCl，1mM　EDTA，1％Nonidet　P－40（NP－40），1mM　DTT，1mM　PMSF）

で4℃、1時間、処理した。その後、抗p53抗体（PAb　1801，Ab－2，　Calbiochem）、

抗FLAG抗体（M2，　SIGMA）、抗HA抗体（12CA5，　Roche）、抗Tax抗体（M　I　73，（9））

を加えて4℃、1時間、回転混和した。Protein－G－Sepharose（Amersham　Biosciences）

を加えて4℃、1時間、回転混和した後、遠心し、得られた免疫沈降物につい

て、細胞溶解液で5回、洗浄した。遠心後、上清を除き、1×Laemmli　sample　buffer

（50mM　Tris－HCI（pH6．8），2％SDS，0．1％bromophenol　blue（BPB），10％glycerol，5％

2－Mercaptoehanol）を加え、100℃、5分間タンパク質を変性させた後、　sodium

dodecyl　sulfate－polyacrylamide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）にてタンパク質を

分離した。ゲルを固定液（30％Methanol，10％酢酸）で固定し、乾燥後、イメー

ジアナライザーBAS　2000で解析をおこなった。
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実験結果

（1）HTLV－1感染細胞株MT－2細胞におけるP53ファミリータンパク質

　　（p73α，　p73β，　p51A）の転写活性化能の抑制

　MT－2細胞（3．0×106個／60　mm　dish，　falcon）にp53－RE－lucを0．5μg、

pcDNA3－p53，　pcDNA3－p73α，　pcDNA3－p73β，　pcDNA3－p51Aを2．0μg、　SuperFect

を用いてトランスフェクションした。トランスフェクション後、24時間経過し

た後、ルシフェラーゼアッセイをおこなった。その結果、ポジティブコントロ

ールであるLTR－lucでは十分な活性が確認されたがp73，　p51の転写活性化能は

p53同様に抑制されていた［図2（a）】。

（2）Taxによるp53ファミリータンパク質の転写活性化能の抑制

　Saos2細胞（1．0×105個／well、6－well　plate，　Falcon）に0．1μgのp53－RE－luc、0。2

μgのp53ファミリータンパク質発i現プラスミド、0．4μgのpH2R－TaxをFuGENE6

を用いてトランスフェクションした。24時間後、ルシフェラーゼアッセイをお

こなった。その結果、Taxによりp53ファミリータンパク質の転写活1生化能は

抑制された［図2（b）】。
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図2Taxによるp53ファミリータンパク質の転写活性化能の抑制

（a）MT－2細胞（HTLV－1感染細胞株）におけるp53ファミリータンパク質の転写活

性化能の抑制　（b）TaxによるP53ファミリータンパク質の転写活性化能の抑制
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（3）Taxは、　p53ファミリータンパク質の転写活性化ドメインを介して

　　転写活性化能を抑制する

　Taxがp53ファミリータンパク質のどの領域に作用して転写活性式能を抑制

するか検討するため、Ga14　DNA結合領域とp53ファミリータンパク質との融

合タンパク質を作製した［図3（a）】。Saos2細胞（1．0×105個／well、6－well　plate）

に0．1μgのGa141uc、0．2μgのGa14融合タンパク質発現プラスミド、0．4μgの

pH2RTaxをFuGENE6を用いてトランスフェクションした。24時間後、ルシフ

ェラーゼアッセイをおこなった。その結果、Taxによりp53ファミリータンパ

ク質の転写活性化能は、pM－p73NS以外では、有意に抑制された［図3（b）】。

a．

Ga14

Ga14－p53　NS

Ga14－p53　NL

Ga14－p73　NS

Ga14・p73　NL

Ga14・p51ANS

Ga14－p51ANL

　　　　　　　　　り　　　　　　

　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　

■匪調■一一一［＝コ＝＝＝コ

　　　　　　　　　り　　　　　　

　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　り　　

　　　　　　　　　り　　　　　　　

　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　りヨ　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　■囲■Ga14　DNA・binding　domain
　　　　　　　　　　　　　　　　　　［＝＝＝＝コPutative　transactivation　domain
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　p53■related　proteins

　　　　　　　　　　　　　　　　　　［＝＝＝＝＝コAdjacent　region　following　to　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　putative　transactivation　domain

図3Taxは、　p53ファミリータンパク質の転写活性化領域を介して転写活

性化能を抑制　（a）Ga14　DNA結合領域とp53ファミリータンパク質の転写活性化

領域の融合タンパク質の概略図　　アミノ酸番号は、p53ファミリータンパク質の

N端を1とした
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図3　（b）Taxは、　p53ファミリータンパク質の転写活性化領域に作用して転写

活性化能を抑制する　バー上の数字は、Ga14をTaxなしで発現させたときのルシ

フェラーゼ活性を1としたときの相対値を示す
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（4）Taxは、　p53ファミリータンパク質と直接結合することなく、転写活

　　性化能を抑制する

COS7細胞にp53，　FLAG－p73β，p51A－HA、　Tax発現プラスミドをそれぞれトラ

ンスフェクションし、24時間後から放射性同位体［35S1－Methionineを用いて代

謝標識をおこなった。細胞抽出液をそれぞれの抗体で免疫沈降し、SDS－PAGE

後解析したところ、Taxとp53ファミリータンパク質は、図4にみられるよう

に共沈しなかったことから、Taxは、　p53ファミリータンパク質に直接結合せ

ず、転写活性化能を抑制することが示唆された。

Tf＝ p53＋Tax p73β＋Tax p51A＋Tax

lP＝αP53　αTax　　lgGαFlagαTax　lgG　αHA　　αTax　　lgG
　　　　　　　　　（p73β｝　　　　　　　　　　（p51A）

kDa
62

475

32．5

25

　　　ぬド　　　　　　　　　らぬ　

妙旧ソ@蕊：　　　●灘

。

紬
’欄

卿縄　論　繊　一一
　　　　　翼　　鞠　　繭鳶
　　嚇　　　　　　　　　　鰻脚

6　　　7　　　8　　　9

＜P73β
＜P51A（嚢）

ぐP53

＜lTax

1 2　　　3　　　4　　　5

図4Taxとp53ファミリータンパク質との結合実験

　p53，　p73βあるいはp51AとTaxをCOS7細胞に共発現させて得た細胞抽出

液を抗p53抗体　（レーン1）、抗Tax抗体（レーン2，5，8）、抗IgG抗体

（レーン3，6，9）、抗FLAG抗体（レーン4）、あるいは抗HA抗体（レーン7）

で免疫沈降させ、沈降物をSDS－PAGE後オートラジオグラフィーをおこなっ

た
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（5）Tax変異体（K88A）は、　p53ファミリータンパク質の転写活性化能を

　　抑制しない

　Taxがどのような機構でp53ファミリータンパク質の転写活性化能を抑制す

るかを調べるためにTaxの変異体を用いた解析をおこなった。　N端から88番

目のリジンがアラニンに変化したTaxは、　HTLV－1　LTRからの転写を活性化で

きないことが知られている（10）。0．1μgのLTR－lucまたはNF－KB　lucレポーター

プラスミドを転写コアクチベーターCBPおよびp300と結合できないTax変異

体（K88A）発現プラスミドであるpcDNA3－Tax（K88A）0．2μgと共にSaos2細胞

（1．0×105個／we11、6－well　plate）にFuGENE6を用いてトランスフェクションし

た。24時間後、ルシフェラーゼアッセイをおこなった結果、Tax変異体（K88A）

は報告通りCREBを介した経路は活性化しなかったがNF－KBを介した経路は

活性化した【図5（a）（b）］。Tax変異体（K88A）がp53ファミリータンパク質の

転写活1生化能に与える影響を検討するため、Saos2細胞（1．0×105個／well、6－

well　plate）に0．1μgのp53－RE－luc、0．2μgのp53ファミリータンパク質発現プ

ラスミド、0。2FgのpcDNA－Tax、　pcDNA3－Tax（K88A）をFuGENE6を用いてト

ランスフェクションした。その結果、Tax（K88A）は、　p53ファミリータンパク

質の転写活性化能をほとんど抑制しなかった［図5（c）］。
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　　　　　　　　　　　Tax　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tax

図5Tax変異体（K88A）によるp53ファミリータンパク質の転写

活性化能の変化　（a）Tax変異体（K88A）は、　HTLV－1のLTRを介した

経路を活性化しない　（b）Tax変異体（K88A）は、野生型Taxと同様に

NF－KBを介した経路を活性化する
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考察

　SV40　T抗原やヒトパピローマウイルスのE6、アデノウイルスEIB、　E40rf6な

どDNA腫瘍ウイルスがコードするがん遺伝子産物は、　p53と直接結合すること

でp53の機能阻害を引き起こすことが知られている（11－17）。しかし、　E40rf6以

外は、p73の転写活性化能を抑制しないことが報告されている（18－21）。なお、

E40rf6に関しては、p73のC末端に直接結合して、転写活性化能を抑制する（18，21）。

本研究において著者は、Taxがp53同様、　p73，　p　51の転写活性化能を抑制する

ことを明らかにした。特に、p51がウイルス性がん遺伝子産物（この場Tax）

により転写活性化能が抑制されることを見い出したのは、はじめてである。ま

た、Taxがp53ファミリータンパク質と直接結合せず、それらの転写活性化能

を抑制することが示唆されたことから、直接結合に転写活性を抑制することが

知られているE40rf6や他のウイルス由来タンパク質とは、作用する機構が異な

ることを示している。転写コアクチベーターであるCBPおよびp300との結合

能を欠いたTax変異体（K88A）を用いた実験より、Tax変異体（K88A）は、　p53

同様、p73，　p51の転写活性化能を抑制することができないことがわかった。こ

のことからTaxによるp53ファミリータンパク質の転写活性化能の抑制は、Tax

がCBP／p300と相互作用することが重要であることが示唆された。このことは、

CBP／p300がp53、　p73のN末端にある転写活性化領域に作用して、転写の増強

を引き起こすこと、さらにTaxがp53ファミリータンパク質の転写活性化領域

を介して抑制作用を示すことからも示唆される。Ga14と融合させたp53ファミ

リータンパク質の転写活性化領域の解析実験より、putativeな転写活性化領域

だけでは、十分な転写活性を示さないことが示唆された。他のグループの報告

にもあるようにp53に関しては、第二の転写活性化領域の存在が示唆されてい

る（22，23）。今回の実験でp73，　p51にもそのような領域の存在が示唆された。最

近、Taxによるp53の転写活性化能には、　TaxによるCREB経路の活性化が重

要であることが報告されている（3，24）。また、野生型のTaxは、　CREB、　NF－KB

を介した経路を活性化することが知られている。Tax変異体（K88A）は、　NF－KB

経路を活性化する能力は保持しているがCREB経路を活性化する能力を欠失し

ている（10）。Tax変異体（K88A）がp53ファミリータンパク質の転写活性化能を

抑制できないことから、TaxによるCREB経路の活性化がp53ファミリータン
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バク質の転写活性化能の抑制に重要であることが示唆された｡TaxによるRat-1

細胞のトランスフォームには､恒常的なNF-1(B経路の活性化が重要であるとい

う報告がある(9)｡一方で､TaxによるCREB経路の活性化がリンパ球細胞の不

死化に必須であるという報告もある(8,25,26)0Taxは､PCNAと結合し､その機

能阻害が宿主細胞染色体の突然変異発生率を上昇させると示唆されている

(27,28)｡Taxによる p53の機能阻害は､p53の本来の役割を考えると宿主細胞

-突然変異を導入したり､染色体不安定性を引き起こすと考えられる｡p73､p51

の機能は p53のそれと完全におなじではないにせよ､類似の機能も持つことを

考えると宿主染色体-何らかの異常を与えることが推定される｡同様に p53と

は明らかに異なる機能をあわせ持つことから､これらの特有の働きに対してTax

が影響を及ぼし､それが細胞の不死化あるいはがん化の原因のひとつになる可

能性が考えられる｡
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第二章

Taxが相互作用する転写：コアクチベーターp300に結合する因子の探索

　CBPは、転写因子であるCREBに、　p300は、アデノウイルスEIAに結合す

る因子としてそれぞれ単離された（29，30）。CBPとp300は、それぞれマウスと

ヒトよりその遺伝子が同定された。各々2441、2414アミノ酸残基からなり、プ

ロモドメイン、3つのCysteine／Histidine（C／H）リッチドメイン、　KIXドメイン、

Glutamine（Q）一リッチドメイン、　histone　acetyllransferase（HAT）ドメインなどシ

ョウジョウバエから哺乳類までよく保存された複数のモチーフを有している。

CBP、　p300は、これらの機能領域を介して種々の転写因子と結合し、転写コア

クチベーターとして機能することが知られている。これらの機能領域における

アミノ活相同性は、80％以上であり、現在までにCBPとp300の間での類似

の機能が多く報告されている。TaxはCBP／p300のKIX領域に結合する。こ

の領域はTax以外にも種々の転写因子などが結合するhot　spotのひとつであ

る。一方、CBPとp300のKIX領域のアミノ酸配列の相同性は高いものの100％

一致ではない。KIX領域が種々のタンパク質と相互作用すること、CBPとp300

とでこの領域のアミノ酸配列に違いがあることを考えると、CBPあるいはp300

のKIX領域を特異的に認識して結合するタンパク質の存在が予想された。そ

こで、このKIX領域に相互作用する新規細胞性因子の探索を目的にCBP／p300

のKIX領域を含む領域をGlutathione　S－transferase（GST）と融合タンパク質を

作製し、GST－pull　down　assayにより結合する細胞性タンパク質のスクリーニン

グをおこなった。
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実験方法

【材料と方法】

1．細胞培養

Jurkat細胞、　MCF7細胞は、10％FBS、2mM　L－Glutamine含有RPMI．1640培地

中で、37℃、5％CO2条件下で培養した。　NIH3T3細胞は、10％FBS、4mM　L－

Glutamine含有ダルベッコ変法イーグル（D－MEM）培地中で、37℃、5％CO2条

件下で培養した。

2．GST－pull　down　assay

　CBP，　p300のCH1～KIX領域をそれぞれρfむDNAポリメラーゼを用いてPCR

によって増幅後、CBP（CH1～KIX）領域（362aa～682aa）をpGEX－6p－1

（Amersham　Biosciences）のBam　H　I／Xho　Iサイトに、　p300（CH1～KIX）領域

（338aa～661aa）をpGEX－6p－2の5ma　I／Xho　Iサイトにそれぞれ組み込んだ。

PCRに用いたフォワードプライマー、リバースプライマーは、それぞれ以下の

通りである。CBP（CH1～KIX）：5’一CGCGGATCCCATGCCCACAAATGT－3’、

5’一CCGCTCGAGCTATGGCTGGTTACCCAG－3’、　p300（CH1～KIX）：5’一TCCCCC

GGGATCCAGCAGCAGCTT－3’、5’一CCGCTCGAGCTAAGCATTTGGTAGCAT－3’。

作製したGST融合タンパク質発現プラスミド、　pGEX－6p－1，pGEX－6p－1－CBP（CH1

～KIX）、　pGEX－6p－2－p300（CH1～KIX）を大腸菌BL21株（Stratagene）に遺伝子

導入し、100μMIsopropyl一β一D－Thiogalactopyranoside（IPTG）、20℃、16時間浸透

培養し、GST，　GST－CBP（CH1～KIX），　GST－p300（CH1～KIX）それぞれのタンパ

ク質発現誘導をおこなった。発現誘導後、大腸菌を溶解液［50mM　Tris－HC1

（pH8．0），50　mM　NaCl，1mM　EDTA，1mM　DTT，1mM　PMSF］に懸濁後、フレンチ

プレスを用いて、菌体を破砕した。遠心後上清をとり、PBST［0．5％TritonX－100

を含むPBS（一）（2．7　mM　KCl，1。5　mM　KH2PO4，137　mM　NaCl，8mM　Na2HPO4）1

で平衡化した樹脂（Glutathione　Sepharose　4B）に4℃、1時間、回転混和して吸

着させた。遠心後、上清を除き、PBSTで2回、　binding　buffer［10　mM　Tris－HCl

（pH8．0），150　mM　NaCl，2mM　EDTA，0．5％NP－40］で3回洗浄した。一方、1×107

個のJurkat細胞を［35S】一Methionine（ICN，3．7MBq／ml）を用いて、6時間代謝標識

をおこなった後、binding　bufferにて細胞を溶解した。遠心後、上清をGST融

16



合タンパク質とGlutathione　Sepharose　4Bの複合体に加え、4℃、1時間、回転混

和した。binding　bufferにて4回洗浄後、2×Lammine　sample　buf5erを加え、5分

間、100℃処理し、タンパク質を変1生させた。SDS－PAGEによりタンパク質を

分離後、ゲルを固定液で固定し、乾燥後、イメージアナライザーBAS5000にて

解析した。

3．二次元電気泳動

　膨潤剤［8M　Urea，0．5％TritonX－100，10　mM　DTT，0．18％pharmalyte（pH3－10，

Amersham　Biosciences），0．001％Orange　G］を用いて、　Immobiline　DryStrip　［pH3－

10L（13　cm）（Amersham　Biosciences）］を膨潤化した。1×107個のJurkat細胞を細

胞溶解液［10mM　Tris－HCI（pH8．0），150　mM　NaCl，2mM　EDTA，1％NP－40］を用い

て溶解し、遠心後の上清をGlutathione　Sepharose　4Bと結合したGST融合タン

パク質［GST、　GST－p300（CH1～KIX）、　GST－CBP（CH1～KIX）】に等量ずつ加え、

4℃、1時間、回転混和した。細胞溶解液で4回洗浄後、展開用バッファー［8M

Urea，3．6％pharmalyte（pH3－10），2％NP－40，10％2－Mercaptoethanol］1こて37℃、30

分間処理した。遠心後、上清をImmobiline　DryStripにアプライし、　Multiphor　H

IEF　System（Amersham　Biosciences）にて等電点電気泳動をおこなった。等電点

電気泳動後のImmobiline　DryStripを平衡心用バッファー［62，5　mM　Tris－HCl

（pH6．8），4％SDS，0．00125％BPB，5％2－Mercaptoethanol】を用いて平衡化した。

SDS－PAGEゲル上に、平衡化処理したImmobiline　DryStripを乗せ、0．5％アガ

ロースを含む平衡化バッファーで固定後、SDS－PAGEをおこなった。泳動後、

ゲルを固定液で固定し、乾燥後、イメージアナライザーBAS5000により解析を

おこなった。

4．タンパク質の質量解析

　1×109個のJurkat細胞の細胞抽出液を用いて、　Glutathione　Sepharose　4Bと結

合したGST－p300（CH　1～KIX）を用いてGST－pull　downをおこなった。得られた

サンプルを二次元電気泳動にて分離後、ゲルをCoomassie　Brilliant　Blue　R－250染

色液（CBB）染色液で染色した。標的タンパク質のスポットを切り出し、ゲル

片をリジルエンドペプチダーゼで酵素処理した。ゲルより抽出し、MALDI－TOF

MSおよびQ－TOFで質量解析をおこない、タンパク質を同定した。質量解析は、

大阪大学蛋白質研究所有機化学部門の高尾敏文先生に依頼し、共同研究によ
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り解析をおこなった。

5．PRS　1のクローニング

　mRNA　Isolation　Kit（Roche）を用いて、　Jurkat細胞よりmRNAを回収した。

回収したmRNAを鋳型とし、逆転写用プライマー5’一TGTGGGATGTAGAA

AGCTAC－3’　を用いてSuperScript　H　RNase　H｝Reverse　Transcriptase

（Invitrogene）にて逆転写をおこなった。得られた逆転写産物を鋳型として、フ

ォワードプライマー：5’一CGGGATCCAGGATGCCGAATATCAAAATC－3’、　リ

バースプライマー：5’一CCGCTCGAGTTATAAAGGGACATGGCTGAATAG－3’

を用いてpfU　DNAポリメラーゼによりPRS　1のcDNAをPCRにて増幅した。

制限酵素処理後、pcDNA3のBam　HI／Xho　Iサイトに組み込んだ。同様に

して、PRS　2もフォワードプライマー：5’一CGGGATCCAAGATGCCCAACATC

GTGCTGTTC－3’、　リバースプライマー：5’一CCGCTCGAGTTATAAAGGGACA

TGGCTGAATAG－3’を用いてクローニングをおこなった。

6．プラスミド

　GST融合タンパク質の作成

　GST－p300（KIX）（436aa～661aa），　GST－CBP（KIX）（451aa～682aa），　GST－p300（567aa

～661aa），　GST－p300（567aa～652aa），　GST－p300（576aa～661aa），　GST－p300（576aa～

652aa），　GST－p300（604aa～661aa）については対応する領域をPCRにて増幅後、

GST融合タンパク質発現ベクターに組み込み、大腸菌BL21株を用いて発現さ

せ、さらにアフィニティーカラムを用いてタンパク質を部分調製した。

　PRS1，PRS2のキメラタンパク質発現プラスミドの作成

　　chimera－1【PRS2（1aa～170aa），PRS　1（171aa～318aa）｝、　chimera－2［PRS2（1aa～

190aa），PRS　1（191aa～318aa）］、chimera－3【PRS2（1aa～245aa），PRS　1（246aa～318aa）］、

chimera－4［PRS2（1aa～265aa），　PRS　1（266aa～318aa）］のキメラタンパク質発現プ

ラスミドを以下の方法で作製した。キメラタンパク質のN端部分を構成する

PRS2の領域をそれぞれに対応する以下に示すフォワードプライマー、リバー

スプライマーを用いてρんDNAポリメラーゼによりPCRにて増幅した。　PRS2

（1aa　～　　170aa）：　　5’一CGGGATCCAGGATGCCGAATATCAAAATC－3’，　　5’一

AGCTCCACCAGCATCAGGTGAAACAATGAT　－3’，　PRS2　（1aa～190aa）：　5’一

CGGGATCCAGGATGCCGAATATCAAAATC－3’，5’一TTCTTTGTGAATCAAAGC
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AAATTCCACATT－3’，PRS2（1aa～245aa）：5’一CGGGATCCAGGATGCCAATATC

AAAATC－3’，5㌧ATGAGTCAAGATGGCATACACTTTGGTGGC－3’，　PRS2：（1aa～

265aa）：5’一CGGGATCCAGGATGCCGAATATCAAAATC－3’，5’一TACTACTGCCTC

AAAGGCGGCATTATTTAT－3’。同様にキメラタンパク質のC端部分を構成す

るPRS　1の対応する領域を同様に以下に示すフォワードプライマー、リバース

プライマーを用いてp血DNAポリメラーゼによりPCRにて増幅した。

PRS　1（171aa～318aa）　：5’一ATCATTGTTTCACCTGATGCTGGTGGAGCT－3’，5’一

CCGCTCGAGTTATAAAGGGACATGGCTGAATAG－3’，　PRS　1（191aa～318aa）：5’一

AATGTGGAATTTGCTTTGATTCACAAAGAA－3’，5’一CCGCTCGAGTTATAAAG

GGACATGGCTGAATAG－3’，PRS　1（246aa～318aa）：5’一GCCACCAAAGTGTATGC

CATCTTGACTCAT－3’，5’一CCGCTCGAGTTATAAAGGGACATGGCTGAATAG－

3’、　PRS　1（266aa～318aa）：5’一ATAAATAATGCCGCCTTTGAGGCAGTAGTA－3’，

5’一CCGCTCGAGTTATAAAGGGACATGGCTGAATAG－3’。各々のPCR産物を

アガロースゲル電気泳動後、増幅されたDNA断片をGENECLEAN　n：KIT（BIO

100）を用いて回収、精製した。作製するキメラタンパク質のN端側、C端側

に対応するDNA断片をそれぞれ等量混合した後、フォワードプライマー：5’一

CGGGATCCAGGATGCCGAATATCAAAATC－3’、　リバースプライマー：5’一

CCGCTCGAGTTATAAAGGGACATGGCTGAATAG－3’にてPCRをおこない、

制限酵素処理後、pcDNA3のBam　HI／Xho　Iサイトに組み込みキメラタンパ

ク質発現プラスミドを作製した。

Ga14、　VPI6融合タンパク質の作成

　Ga14　DNA結合ドメイン発現プラスミドであるpMベクターのBam　HI／5al　I

サイトにPRS　1のcDNAを組み込み、　pM－PRSを構築した。　Talianidis博士より

分与されたpcDNA3－CBP、　Livingston博士より供与されたpCMV－p300および

pcDNA3－PRS　1より各々のcDNAを切り出し、　pVP　16（CLONTECH）に組み込み

pVP　I　6－CBP、　pVP　16－p300、　pVP　16－PRS1を構i試した。

7．加vffro結合実験

　　fηvf’mでのPRS　1およびPRS2，　PRS　1とPRS2のキメラタンパク質の作製

は、TNT　T7　Quick　Coupled　Transcription／Translation　System（Promega）を用いてお

こなった。ウサギ網状赤血球の抽出液20μ1にpcDNA3－PRS　1，　pcDNA3－PRS2

あるいはpcDNA3－PRS　1キメラを0．25μg、放射性同位体のL一［35S］一Methionine（15
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mCi／ml）（Amersham　Biosciences）を1μ1加え、30℃、90分間反応させた。　fηvf亡ro

合成産物2μ1をGST－pull　down　assayに用い、結合実験をおこなった。600μ1の

binding　buffer［10　mM　Tris－HCl（pH8．0），150　mM　NaCl，2mM　EDTA，0．5％NP－401

にGlutathione　Sepharose　4Bと複合体を形成したGST融合タンパク質、標識し

たfηvf‘ro合成産物を加え、4℃、1時間、回転混和した。　binding　bufferで5回

洗浄後、1×Laemmli　sample　bufferで懸濁し、100℃で5分間タンパク質を変性

し、SDS－PAGEによってタンパク質を分離した。ゲルを固定液にて固定後、乾

燥させた後、イメージアナライザーBAS　5000により解析をおこなった。

8．DNAトランスフェクション

　MCF7細胞にはFuGENE6を用いてDNAトランスフェクションをおこなっ

た。

9．ルシフェラーゼアッセイ

　転写活性化能は、ルシフェラーゼの酵素活性を指標とした。レポータープラ

スミドであるGa14－lucおよびGa14融合PRS1、　VP16－CBP、　VP16－p300発現プ

ラスミドと共にMCF7細胞にトランスフェクション後、48時間経過してから細

胞を回収し、細胞溶解液で溶解した。遠心後、上清を基質と反応させ、ルシフ

ェラーゼの酵素活性を蛍光強度を指標としてルミノメーターで測定した。
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実験結果

第1節　p300（CH1－KIX）領域特異的に結合する因子の同定

1．GST－pull　down　assayによるCBP（CH1～KIX）領域、　p300（CHI～

　KIX）領域に相互作用する因子の探索

　放射性同位体［35S】一Methionineにて代謝標識したJurkat細胞抽出液を用いて、

GST－CBP（CH1～KIX），　p300（CH1～KIX）［図1（a）】を用いてGST－pull　down

assayをおこなったところ、　GSTには結合せず、　CBP、　p300それぞれのCHI～

KIX領域に特異的に会合する因子の存在が示唆された。これらのうち、CBP（CH1

～KIX）領域には結合せず、　p300（CH1～KIX）領域特異的に相互作用する約34

kDaのタンパク質が存在が判明した［図1（b）］。　NIH3T3細胞、　MCF7細胞を

用いた実験においても同様の因子の存在が確認されたことから、p300（CH1～

KIX）領域に特異的に会合するタンパク質の存在が確認され、それが種を越え

て存在することが示された。そこで、この因子に着目し、タンパク質の分離、

同定を試みた。

a．

Bromodomain

CBPlp300 幽 維X 鍵2照o H3

362 682〔aa｝

GST・CBP（CH1陶KIX｝ GST ¢絹　　繊

338
GST・p300｛CH1陶KIX）

GSτ ¢穰　　獄

61（aa｝

図1　CBP、　p300のTax結合領域（KIX領域）に相互作用する因子の探索の

　　ために用いたGST融合タンパク質の構造（アミノ酸番号は、　CBP、　p300の

　　　N端を1とした）（a）、およびこれらのタンパク質と会合する新規タンパク質

　　の解析（b）
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b．

GST《CH1剛KIX）

GST　CBP　p300

GST（CH1剛KIX》

（kDa》

175

83

62

47．5

32．5

25

＜一34kDa

GST　CBP　p300

135S】label CBB　staining

autoradiography
10％SDS昌PAGE

図1　（b）GST－pull　down　assayによるGST融合タンパク質（CBP（CH1～KIX），

　　　　　　p300（CH1～KIX））と会合する因子の探索
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2．二次元電気泳動による標的タンパク質の分離および質量解析による

　標的タンパク質の同定

　放射性同位体［35S］一Methionineにて代謝標識した1×107個Jurkat細胞抽出液

を用いて、GST－CBP（CH1～KIX），　p300（CHI～KIX）と結合するタンパク質の単

離をGST－pull　down　assayでおこない、得られた標品を二次元電気泳動により分

離した［図2］。その結果、GST－p300（CH1～KIX）領域に相互作用する34kDa

のタンパク質は、単一スポットとして分離されることが判明した［図2☆印1。

標的タンパク質を大量調製するため、1×109個のJurkat細胞抽出液を用いて、

同様の実験を行い、CBB染色液を用いて二次元電気泳動後のゲルを染色した。

単一スポットに染まった34kDaのタンパク質をリジルエンドペプチダーゼによ

る酵素処理後、ゲルより抽出し、MALDI－TOF　MS、　Q－TOFにより質量解析をお

こなった。その結果、標的タンパク質は、核酸生合成に関与するphosphoribosyl

pyrophosphate　synthetase　l（PRS　I）であることが判明した。

GST・CBP（CH1飼KIX》＝pH3・10

　　調dic　　　　　　b継し
くゆの

1量3

Ψ1

50

37

25

潔霧竪

　　劇噸勲剛輪謬嚥

　　　　、◎r　　　　　買紛

　’撫
　　　　　　ドゆもゆ

鋤噛し一ド
禁鞠墜　姥
．脚’翼も㌧認・＿乱｝　　　　　細

礁

傷

瓢鴨纂
　整？
r　画欝
壁　　・　ミ

ー　奪

・　響

　　　瓶

GSTや300（CH1剛KIX）＝pH3・10

，　懲　　～一　弊

…麟�ｴ慧調縢

25　旨↓

く‘トト　叩

影藤球
嚇9

1目1・ul｝11二二］1

図2　二次元電気泳動による標的タンパク質の分離
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第2節p300とPRS1の結合実験
1．1n　vゴfroにおけるPRS1とp300（CH1～KIX）領域の結合確認実験

　およびp300分子内のPRS1最小結合領域の決定

　ウサギ網状赤血球の抽出液を用いて、放射性同位体［35S】一Methionine存在下、

fηdm合成したPRS　1と等量のGST及びGST－CBP（CH1～KIX）領域、　GST－

p300（CH1～KIX）領域をインキュベートした結果、　GST単独及びGST－CBP

（CH1～KIX）では相互作用が見られないのに対して、　GST－p300（CH1～KIX）で

はPRSlと相互作用していることが確認された［図3（a）］。次に、　p300（CHl～

KIX）領域のどの部分に相互作用するか検討した。まず、p300のCH1領域（338

アミノ酸から424アミノ酸：以下、338aa～424aaと記述）とKIX領域（436aa～

661aa）のどちらに結合するか検討した。その結果、　p300のCH1領域のみで

はPRS　1との結合が見られず、　KIX領域でのみ結合が確認された。　CBPと

p300はKIX領域において、　C山側がアミノ酸配列の相同性が高い。そこで、

KIX領域をN端側から削った変異体タンパク質を作成し、　PRS　Iとの結合を

調べた。その結果、GST－p300（567aa～661aa）では結合が確認されたのに対し、

GST－p300（576aa～672aa）では結合が見られなかった。また、　GST－p300（567aa

～652aa）においてもPRS　lとの結合が見られたが、　GST－p300（567aa～639aa）で

は結合が見られなかった。以上の結果より、加vf面において、　PRS　1との結合

にはp300の567aa～652aaが重要であることが示された。

a．

〔KDal

　器

　4唖

　30

　20

　14

10％　　G聾也ゴ隅
lnput　GST　CBP　p300

b．

p300

畿…震躍鴇温器濃瓢圃
［藍＝＝≡iコぐ一・RS1一レ．．　◎一

難
鑛

ゆa戟A・

autoradiography

：：：観

25，

。磐　やヨ「

　　　　囲灘l

l驚
CBB　staining

図3　p300側のPRS1結合最小領域の決定
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2．PRS1分子内のp300（KIX）結合責任領域の決定

　PRS　1の様々な欠失変異体を作製したが、タンパク質の発現の低下、可溶性

の低下のため、実験の進行が困難であった。そこで、p300（KIX）領域とは相互

作用しないPRS　2とのキメラタンパク質を作製し、　PRS　1側のp300（KIX）結合責

任領域の決定をおこなった。PRS　1とPRS2は、ともに318アミノ酸残基から構

成され、アミノ酸レベルにおける相同性は、95％である。ウサギ網状赤血球の

抽出液を用いて、放射性同位体［35S｝Methionine存在下、　jn嘘ro合成したPRS　l

キメラタンパク質と等量GST及びGST－p300（KD（）領域をインキュベートした

結果、PRSIの170番目のアミノ酸から190番目のアミノ酸領域を含むキメラPRS

がp300（KIX）領域との結合に重要であることが示唆された［図4】。

1 3i8（aal
PRS　1 興　　鮮蝉　降　　斌　　　糠掌

PRS2 ヒ＝＝＝＝＝コ亙当（aa）

　　　　　170
10％input GS’「　　　GS’1’・p300（KIX⊃

　Chimera・1　〔＝＝＝＝＝＝＝＝＝懸璽羅璽羅羅霧墨

　　〔C1）　　　　　　　　190
　Chimera．2　［＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝蟹蚕羅醗醗翻

　　｛C2）　　　　　　　　　245
　Chimera・3　［＝＝＝＝＝＝三＝＝＝＝＝屡璽醗醗璽

　　（C31　　　　　　　　　　265
　Chimera4　　　　　「　　　　』早　　　Ω

　　〔C4）

図4

PRSI　CI　C2　C3　04　PRSI　CI　C2　C3　C4　PRSI　CI　C2　C3　C4

難蜘醐陰禦 鶏鞭

PRS1側のp300（KIX）結合責任領域の決定
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3．Mammalian　Two　Hybrid　Systemを用いたPRS　1と全長p300との

　結合検討

　PRS　1と全長p300との結合を検討するためGa14　DNA結合領域と融合させた

PRS　I発現プラスミドであるpM－PRS　1、　VP　16融合タンパク質発現プラスミドで

あるpVP　16－PRS　1、　pVP　16－CBP、　pVP　16－p300をそれぞれ構築した。　MCF7細胞（5

×103個／well，24－well　plate，　Nalge　Nunc　Internationa1）にべイトとプレイに相当す

るプラスミドを共にトランスフェクションし、48時間後に細胞を回収し、ルシ

フェラーゼアッセイをおこなった。その結果、PRS　1は、全長のp300と特異的

な結合を示すことが示唆された［図5］。

ベイト プレイ

こ蕊1隷’

睡二一■［1］鋼

Rela価ve　Lucilbrase　Activity｛fold）

　　　（Ga14・luc｝

0　　10　　20　　30　　40　　50　　60

恥

「ウ
1弓

、m’「ハ年詳γ

@　　　　　丁

’

図5PRSIと全長p300との結合検討　レポーター活性が高く出る組み合わせ

　　において、ベイトとプレイ由来のタンパク質間の結合が予想される
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考察

今回､著者は､CBP､p300の Tax結合領域であるKIX領域において､p300

特異的に相互作用する因子､PRSlを同定した｡CBPやp300のKIX領域には､

CREBや C-Jun,C-Mybなど多くの転写因子が結合することが知られているが､

p300のKIX領域のみ特異的に結合する因子の報告は未だない(30-38)0PRSlは､

プリンヌクレオチ ドの生合成の出発物質である 5-ホスホリボシル-11ピロリン

酸 (PRPP)を合成する PRPP合成酵素の触媒サブユニットの 1つである｡リボ

ース-5-リン酸に ATPのピロリン酸基を転位することによりPRPPを合成する｡

このタンパク質は､種間でもアミノ酸配列が高度に保存されている(39-43)｡生

体内では､PRSl,PRS2などいくつかの因子と複合体を形成し､分子量約 1000kDa

として存在することが報告されている｡一方､p300も DNA合成に関与する

ことが報告されている｡p300のノックアウトマウスの解析より､p300が細胞

の正常な増殖に必要であり､p300の欠損したマウス胎児細胞では DNA合成

が著しく減少することが報告された(44)｡なお､p300が DNA修復酵素である

PCNAや DNAポリメラーゼβと結合し､DNAの修復に関与する可能性がある

こと､CBP､p300ともThymineDNAGlycosylaseをアセチル化し､その塩基除

去修復活性を上昇させることなどDNA合成､修復についての報告も多い(45-47)｡

CBPとp300は多くの類似機能を示すが､最近､CBPとp300の機能の明らか

な違いが報告されている｡マウス F9細胞において､CBP及び p300に特異的

なリボザイムを用いてそれぞれを特異的にノックダウンさせた結果､レチノイ

ン酸による分化誘導において p300が必須であり､CBPは関与していないこと

が判明した(48)｡このことから､転写因子によっては､会合する転写コアクチ

ベーターが異なり､CBPと p300に関しても､使い分けが行われている可能性

が示唆された｡一方､マウスを用いて CBPとp300の機能の使い分けを証明し

た報告もある｡CBPおよびp300のKIXドメインにおいてCREB,C-Mybとの結

合に重要なアミノ酸の点変異 トランスジェニックマウスを作製し､その解析を

おこなった結果､p300のホモ変異型では､造血系異常が表れるが､対応するCBP

の点変異 トランスジェニックマウスでは､変化は見られなかった(49)｡以上の

結果より､CBP､p300の機能がマウス生体内において重複していないこと､転

写因子もCBP､p300を使い分けていることが考えられた｡PRSlは､p300特異
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的に結合する性質をもつため、CBPとp300の機能の使い分けを示す可能性が

考えられる。PRS　1の細胞内局在は、細胞周期に伴う動態は明らかでないが、

主に細胞質に局在している（data　not　shown）。一方、　p300は、主に核内に局在

するが、細胞質と核内を移動することが知られている。MEKK1刺激下では、p300

は、一部、細胞質へと移行し、MEKK　1と共局在を示す（50）。　p300がMEKK1

によりリン酸化を受け、局在の変化をもたらす可能性もあるが、明らかではな

い。増殖刺激条件下において、核酸の生合成が活性化される際、MEKK1を介

したシグナルによって、p300とPRS　1が会合し、　p300が核酸生合成に影響を与

えている可能性が考えられる。

　一方、臨床面において、ヒトCBPの変異は、顔面奇形や精神遅滞を伴う優

性遺伝病Rubinstein－Taybi症候群を引き起こすことが知られている（51）。また、

p300については、胃癌、結腸癌など消化器系の腫瘍に変異の報告がある（52）。

その他、急性骨髄性白血病の患者において染色体転座によって生じたMOZ－CBP、

MOZ－p300、　MLL－CBPあるいはMLL－p300の融合タンパク質が発現しているこ

とが報告されている（53－59）。マウスの骨髄にMLL－CBP融合遺伝子をレトロウ

イルスを用いて導入した結果、骨髄性白血病を発症したことから、CBP、　p300

の機能修飾が骨髄性白血病に関与する可能性が示唆された（60）。Taxは、　CBP

やp300と会合することでCBP／p300を介した転写を修飾するが、　CBP、　p300そ

のものの機能阻害がp53などの機能抑制と相乗効果を示し、　T細胞をがん化に

導く可能性も考えられる。PRS　1については、核酸合成経路の触媒活性以外に

転写、複製などにおよぼす効果は知られていないが、今後、p300との結合を通

して、その意義を解析することは重要である。また、PRSIの機能解析を通し

て、CBPとp300の機能を明らかにできると考えられる。一方、　TaxとPRS　1が

p300との結合を拮抗するのか、もし拮抗するのであれば、　Taxの機能にどのよ

うな効果を及ぼすのか、あるいは逆にPRS　1の機能におよぼす効果は何かなど

今後の解明が期待される。
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総括および結論

　本研究において、著者は、転写制御機構の観点より、HTLV－l　Taxががん抑

制遺伝子p53と相同性の高いp73，　p51の転写活性化能に与える影響について検

討した。また、転写コアクチベーターCBP／p300のTax結合領域に相互作用す

る因子の探索を行い、以下の新知見を得た。

1．HTLV－1感染細胞株であるMT－2細胞においては、　p73α、　p73β、　p51Aの転

　写活性化能が抑制された。

2．Taxは、　p73α、　p73β、　p51Aの転写活性化能を抑制した。

3．Taxは、　p53ファミリータンパク質の転写活性化領域を介して転写活性化能

　を抑制した。

4．転写コアクチベーターCBP／p300に結合できないTax変異体（K88A）は、　p53

　ファミリータンパク質の転写活1生化能を抑制できなかったことから、Taxと

　CBP／p300の相互作用がp53ファミリータンパク質の転写活性化能抑制に重要

　であることが示唆された。

5。p300のTax結合領域に特異的に結合する因子、　PRS　1を新規に同定し、

　両タンパク質の結合責任領域を決定した。

　本研究の成果により、Taxによって引き起こされる細胞内での転写因子の抑

制には、転写コアクチベーターとTaxの相互作用が重要な役割を果たしている

ことが示唆された。一方、Taxによりp73、　p51の機能抑制がみられたことから、

これらの機能阻害がTaxによる細胞がん化に関与している可能性も考えられる。

また、p300のTax結合領域特異的に相互作用するPRS　1を同定したことで、今

後、Taxが核酸生合成に及ぼす影響などの新たな機能が明らかになる可能性も

ある。さらに、PRS　1は、　CBPには結合せず、　p300特異的に結合することが示

されたので、核酸代謝へのP300の関与が推定される。
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