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論文内容要旨

 ヒト丁細胞白血病ウイルス(HTLVJ)は,人で最初に発見されたレトロウイルスで,成人

 丁細胞白血病の原因となる。本ウイルスゲノムの発現複製は,ウイルスゲノム5'側のlong

 七emlinalrepeat(LTR)のU3領域内にあるエンハンサーにより支配されている。このエンハ

 ンサ一中には,少なくとも2種類のエンハンサーエレメントが存在する。一つは,U3内に3回

 繰り返し存在する,21bpエレメントで,第2は,2番目と3番目の21bpエレメントの間に存在

 する,NP一κBのコンセンサス配列に似たエレメントである。両エレメントとも,HTLV4の特

 異的産物である,転写促進因子p4α邸の作用を受ける。しかし,このエンハンサーエレメントが

 活性化される機構は,まだ不明な点が多い。

 p40L似は,それのみで細胞を癌化させる活性を持つ。このp40taxの活性は,p4α乱xの転写促進作

 用が,自分自身のエンハンサーばかりでなく,細胞側遺伝子のエンハンサーにも作用し,その結

 果,細胞増殖に必要な遺伝子の発現に変調をきたし,発癌に導くと考えられている。しかし,

 p40t肱は直接,エンハンサーDNAには結合せず,p40L皿は最終的に,細胞内の核内転写因子に影

 響を与えると考えられるが,その機構は不明である。

 本研究では,HTLV-1エンハンサーエレメントの一つ,21bpエレメントの活性化機構を分子

 レベルで詳細に検討した。

 我々は,21bpエレメン!トは,cAMP-responsiveelemen七(CRE)配列を持ち,CREbinding

 protein(CREB)様因子が結合すること。さらに,21bpエレメントは,p40ta工以外に,細胞内

 cAMP濃度を上昇させるforskolinにより活性化されるが,TPAにては活性化されないことをす

 でに示している。

 本研究では,2!bpエレメントのp40t良工,forskolinによる活性化機構を明らかにするため,21bp

 エレメントの種々の欠失変異株を用いて,ゲルシフトアッセイ,ならびに,CATアッセイを行っ

 た。その結果,p40La皿による21bpエレメントの活性化,forskolinによる活性化ともCREB様因

 子のCREへの結合が必須であることを証明した。さらに,CREB様因子の21bpエレメントヘの

 結合は,p40tax,forskolinには影響されないが,TPAがその結合を著しく促進させることを見出

 した。即ち,TPAは,21bpエレメントヘのCREB様因子の結合能を高めるが,21bpエレメント

 の活性を上昇させず,逆に,forskolinは,CREB様因子の結合には影響を及ぼさないが,21bp

 のエンハンサー活性を高めるという結果を得た。さらに,TPAとforskolinの同時刺激により,

 21bpエンハンサー活性の相加的な上昇が見られた。これらのことは,21bpエレメントの活性化

 は,CREB様因子の21bpエレメントヘの結合と,そのDNA一タンパク複合体の活性化という,全
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 く異なる二段階の機構により制御を受けているものと考えられる。

 さらに,21bpエレメントの欠失変異株は,p40瞬とforskolinに異なった反応性を示した。

 p40～の刺激に反応するためには,21bpエレメントのほぼ全域が必要であるのに対して,fors-

 kolinによる刺激においては,21bpエレメント内のCREの構成単位であるTGACmotiε1個

 でも十分であった。21bpエレメントをp40t“とforskdinにより同時に刺激すると,p4α皿単

 独の刺激で得られる最高の活性よりも非常に高い活性を示した。従って,p40"とforskolinは

 CREB様因子の21bpエレメントヘの結合には,影響を与えないが,異なった機序によって,21bp

 エレメントを活性化しているものと考えられた。

 細胞染色体中に組み込まれたHTLV-1ゲノムは,このようにp40“を含む異なった刺激に対

 し,同一のエンハンサーが反応する機構を持ち,ウイルス増殖の機会を増していると推測され,

 ひいては発癌への確率を増加する方向に作用しているものと考えられる。
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 審査結果の要旨

 本論文は,HTLV-121bpエレメントの活性化には,CREB様因子の結合が必須であること。.な

 らびに,この活性化は,CREB様因子の結合と,そのDNA一タンパク複合体の活性化という,二

 段階の機構の異なる制御を受けていることを証明したものである。

 HTLV-1は,ヒトで最初に発見されたレトロウイルスで,成人丁細胞白血病の原因ウイルスで

 ある。本ウイルスゲノムの発現,複製は,5'側のLTRのU3領域にあるエンハンサーに支配さ

 れている。エンハンサー中には,少なくとも2種類の異なったエンハンサーエレメントが存在し,

 両者とも,HTLV-1の特異的産物の一つである転写促進因子p40t。xの作用を受ける。しかし,そ

 のエンハンサーエレメントが活性化される機構は不明な点が多い。本論文では,HTLV-1エンハ

 ンサーエレメントの一つ,21bpエレメントの活性化機構を分子レベルで詳細に検討した。

 論文提出者らは,21bpエレメントは,CRE配列を持ち,CREB様因子が結合し,p40ta異ならび

 に,細胞内cAMP濃度を上昇させるforskolinにより活性化されるが,TPAにては活性化されな

 いことをすでに示していた。本論文では,21bpエレメントのp40tax,forskoiinによる活性化機構

 を明らかにするために,21bpエレメントの種々の欠失変異株を用いて,ゲルシフトアッセイ,な

 らびに,CATアッセイを行った。その結果,p40し・・による21bpエレメントの活性化,forskolin

 による活性化ともCREB様因子の結合が必須であることを証明した。さらに,CREB様因子の

 21bpエレメントヘの結合は,p4α“,forskoiinには影響されないが,TPAがその結合を著しく

 促進させることを証明した。さらに,TPAとforskolinの同時刺激により,21bpエンハンサー活

 性の相加的な上昇が見られた。これらのことは,21bpエレメントの活性化は,CREB様因子の

 21bpエレメントヘの結合と,そのDNA一タンパク複合体の活性化という,全く異なる二段階の機

 構により制御を受けているものと考えられる。次に,21bpエレメントの欠失変異株は,p40t皿工と

 forskolinに異なる反応性を示すことを明らかにした。p40t駄の刺激に反応するためには,21br)

 エレメントのほぼ全域が必要であるのに対し,forskolinによる刺激においては21bpエレメント

 内のCREの構成単位であるTGACmotif1個で十分であった。又,21bpエレメントをp40し旦■と

 forskolinにより同時刺激すると,P4α“単独の刺激で得られる最高の活性よりも非常に高い活性

 を示した。従って,p4α“とforskolinは異なった機序によって21bpエレメントを活性化してい

 るものと考えられる。

 p40t猟はそれのみで細胞を癌化させる活性を持つ。このp40t“の活性は,自身のゲノムのみな

 らず細胞側因子のエンハンサーにも転写促進作用を及ぼすことによると考えられる。従って,本

 論文で明らかになった21bpエレメントの活性化の機構は,細胞癌化のメカニズムの解明にとっ

 て重要であり,本論文は博士号授与に値する研究とみなす。
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