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L緒言

1．序

　CD8は従来ヒトではT8（またはOKT8，Leu2等）、マウスでは

Lyt－2，Lyト3と呼ばれていたリンパ球表面分子であり、主として

キラー／サプレッサー丁細胞のマーカーである1・2）。さらに1979

年に、Lyト2，Lyト3に対する抗血清や抗体が、キラー丁細胞のキ

ラー活性を特異的に阻害することが報告され3）、CD8がキラー丁細

胞のキラー活性に機能的にも重要な分子であることが示された。し

かし厳密には、CD8の発現は丁細胞の機能サブセットと相関してお

らず、より強い相関があるのはMHC拘束性である4）。すなわち

CD8は、MHCクラスI分子と抗原ペプチドの複合体を認識して反

応する丁細胞上に発現している。これと対照的にCD4はMHCクラ

スH分子を認識して反応する丁細胞上に発現している。1988年か

ら1989年にかけて、CD8がMHCクラスI分子に結合することが直

接的に証明され5・6）、CD8は丁細胞レセプターとMHCクラスI分子

の結合を補助する「aC㏄SSorymo1㏄u1e」として理解されていた。

しかし1988年、CD8α鎖の細胞内ドメインに、srcファミリーのチ
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ロシン。キナーゼ蛋白であるp56｝ckが会合しており、丁細胞レセ

プターとは独立して細胞内にシグナルを伝達できることが示された

7）。さらに丁細胞の抗原認識の際に、CD8が丁細胞レセプターと会

合してい’ることも報告され8）、現在ではCD8は丁細胞レセプターと

共同して抗原を認識し、その情報を細胞内に伝達する役割を果たし

ている「co－receptor」であると考えられている9）。

　また、CD8を胚細胞レベルで発現できないようにしたマウスでは、

MHCクラスI拘束性丁細胞がほとんど存在しないことから、CD8

はMHCクラスI拘束性丁細胞の胸腺内での分化、増殖においても

不可欠の存在であることが再確認され呈o）、CD8はMHCクラスI拘

束性丁細胞の発生、分化過程から成熟丁細胞の抗原認識に至るまで、

重要な役割を果たしていると考えられている。

　丁細胞の分化の特徴は、他の細胞にも見られるような一般的な分

化、成熟のほかに、自己反応性の丁細胞が除かれるという「選択」

の過程が、同時に起こっているところにある。この丁細胞の胸腺内

分化において、CD8は、CD4とともに各々の分化段階に特異的な発

現形式をとることが知られており11）、この発現調節機構の解明が、

丁細胞の胸腺内分化の分子機構の解明に、大きく寄与するものと考

えられる。
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2．CD8の構造

CD8は丁細胞膜上に存在する糖蛋白で、マウスで38kD，ヒトで32kD

のα鎖と、マウスで30kD，ヒトで32kDのβ鎖が、S－S結合を介して

結合したヘテロダイマーとして存在する三2・13）。1980年代後半に

かけて、ヒト、マウスのCD8α鎖、β鎖のcDNAがクローニングさ

れた14－8）。ヒトのCD8は、初めα鎖のみのホモダイマーと考えら

れていたが、1987年にマウスのβ鎖とのホモロジーからヒトのβ鎖

の遺伝子がクローニングされ19）、ヒトにおいてもCD8はα鎖とβ鎖

のヘテロダイマーとして存在することが明らかとなった。α鎖、β鎖

はともに免疫グロブリンや丁細胞レセプターの可変部領域様の構造

をもち、ヒンジ様部、膜貫通部、細胞内部で構成されている。β鎖はさ

らにジャンクション部様の構造も合わせ持っている20）。これは、

CD8α鎖、β鎖が免疫グロブリンと共通の祖先から進化した

immunog1obu1insupergenef＆mi1yの一員であることを示してい

る。しかし、免疫グロブリンや丁細胞レセプター遺伝子のように、

遺伝子の再構成は起さず、多様性に富んだ分子はつくらない。この

ことは、遺伝子の再構成により多様性を作り出している丁細胞レセ

プター分子が、抗原分子とMHC分子のpo1ymorphicportionとを
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認識し、多様性を持たないCD8分子が、MHC分子のnon－

po1ymorphicportionを認識するという事実とよく対応している。

　CD8のα鎖とβ鎖をコードする遺伝子は、マウスでは第6染色体

上で36kb、ヒトでは第2染色体上で25kb離れて存在しており、遺

年子の向きも同じ方向である18・21）（図1）・このことからα鎖と

β鎖で共通の発現機構を想定する仮説もある。また免疫グロブリン

軽鎖のうち、K鎖の遺伝子もα鎖とβ鎖の遺伝子座に非常に近接して

存在することも分かっている22）。ヒトにおいてはβ鎖の遺伝子は重

複しており2王）、しかも重複した2つの遺伝子のホモロジーは

98．5％もあり、これは2つの遺伝子が極めて最近（150－200万年前）

分かれた遺伝子であることを示唆している。また我々が双方の遺伝

子の発現を調べたところ、ほとんど同じ遺伝子といってもよいくら

いホモロジーが高いのにもかかわらず、α鎖の遺伝子とリンクして

いない（新たに重複した）方のβ鎖遺伝子は、発現していない偽遺

伝子であることがわかった2三）。新たに重複した方（すなわち免疫

グロブリンK鎖とリンクしていない方）のβ鎖遺伝子の下流8kbのと

ころに重複のbreak　pointがあり、これよりも下流にβ鎖の発現に

必須のcis－e1em㎝tが存在すると考えられる。一方CD8α鎖とβ鎖の

遺伝子は、ともにヒトーマウス問で50％強のホモロジーがあるが、
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α鎖とβ鎖の遺伝子間でのホモロジーは20％程度と低い。これは

両鎖の遺伝子が、共通の遺伝子からかなり早い時期に分かれて独自

の進化を遂げてきたことを伺わせる。

　　よく知られているように、CD8はMHCクラスI分子のnon－

po1ymorphicportionと結合する5）。さらにマウスのCD8はヒト

のMHC分子を認識できないことから、マウスとヒトのCD8の塩基

配列を比較することによって、MHC分子との結合に必要なアミノ

酸配列を推定することが出来る。さらに変異を導入したCD8の

cDNAをCOS細胞上で発現させ、MHCとの結合を検定するという

方法で、MHC分子との結合に重要なCD8分子中のアミノ酸残基が

同定された23）。CD4の細胞外ドメインは結晶化に成功し、X線解

析によりその立体構造がくわしく解明されたが24）、CD8に関して

はまだ縞晶化が成功していない。免疫グロブリンV領域をテンプレ

ートとしたコンピュータ・グラフィックス解析により、CD8が

MHC分子のα3ドメインのループを認識する立体モデルが提唱され

ている25）。

3．CD8の発現と丁細胞分化との関連
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　丁細胞は骨髄の多能性幹細胞に由来する細胞であるが、主な分化、

成熟の場は胸腺である。丁細胞の分化で特徴的なことは、他の細胞

でも起こっている分化、成熟に加えて「選択」という過程が存在す

ることである。骨髄から胸腺にホーミングしてきた丁前駆細胞は、

CD4・CD8？どちらも発現していないが（doub1e　negative：DN）・

成熟するにしたがってCD4，CD8の両方を発現するようになる

（doub1epositive：DP）1王）（図2）。この時期丁細胞レセプター

（TCR）を弱く発現しており、このTCRとCD4，CD8のどちらか一

方の分子を介してintrathymicse1ectionと呼ばれる選別を受ける。

すなわち自己のMHCと強く反応するクローン、および自已のMHC

と全く反応しないクローンを除去する負の選択と自己のMHCに「あ

る程度」親和性のあるものが選択されて残る正の選択である。この

ようなクローンだけが、自已MHC分子と外来抗原分子との複合体

にうまく反応できると考えられている。すなわち、正の選択は

MHC拘束性の獲得にほかならない。これらの選択を経て未熟丁細

胞はTCRを強く発現し、CD4／CD8のどちらか一方を発現した

（sing1epositive：SP）成熟丁細胞となって末梢へと出て行く。

この他に、CD8を弱く発現したTCR陰性、のsing1e　positiveの未熟

丁細胞もあり、これらはさらにDP細胞へと分化するらしい11・26）。
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4．CD8の丁細胞分化と活性化における機能

　先に述べたように、CD8はCD4とともに、MHCのnon－

po1y㎜orphicport1onと結合することにより、丁細胞と抗原提示細

胞、標的細胞との物理化学的結合力（avidity）を高めるaccessory

mo1ecu1eあるいは細胞間接着分子であると考えられてきた。

　しかし抗CD4抗体や抗CD8抗体が、丁細胞の増殖やIL－2産生、

CTL活性を抑制することが報告され、当初これは丁細胞とMHC分

子との接着がこれらの抗体により阻害された結果であるとされたが、

その後、MHC分子を介さないレクチン刺激による丁細胞活性化を

も、抗CD4抗体や抗CD8抗体が抑制すること、クロスリンクを起こ

さないFab抗体ではその抑制効果がないことなどから、CD41CD8

を介したnegatiVeSigna1伝達系の存在が想定された28）。しかし、

固相化した抗CD3抗体と抗CD4／CD8抗体により、丁細胞の

CD4／CD8をCD3とクロスリンクすると、CD3単独のクロスリン’ク

に比べて、5－10倍の丁細胞活性化が起こることが報告され29）、

このことからCD4／CD8はTCR／CD3comp1exと相乗的に働くシグ

ナルの伝達を担うことが明らかとなった。さらに物理的にも
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CD4／CD8がTCRに会合していることが、co－Precipitation30）や

co－capPing　ana1ysis31）などの実験で明らかにされ、現在では、

CD8／CD4はTCRが認識するMHC分子そのものに結合して、TCR

複合体の一部として機能する「coイe㏄ptor」と考えられるように

なったg）。

　CD41CD8を介するシグナル伝達系の細胆内要素として、1988年、

CD41CD8に　src　fami1y　に属するチロシンキナーゼp561ckが会

含していることが報告された7）。p561ckは細胞内蛋白質であり、

細胞膜に局在し、N末端部分のグリシン残基に結合したミリスチン

酸により細胞膜内側に付着し、2個のシステイン残基により

CD41CD8の細胞内ドメインと非共有結合で結合している32）。また

p561ckは他のsrcfami1yのメンバーと同じ様に、SH2，SH3とい

う機能ドメインを持ち、これらのドメインはGAP（GTPase

activatingProtein）、PLC一γ（Phospho1ipaseC一γ）といったシグナ

ル伝達に関わる蛋白質と相互作用する部位であることが報告されて

いる33・34）。これらのことからも、P56IckがCD8を介するシグナル

伝達のセカンドメッセンジャーであると考えられている。

CD4／CD8をTCRとクロスリンクすると、丁細胞の著明な活性化と

CD3ζ鎖を含むいくつかの細胞質蛋白質のチロシン残基のリン酸化
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が起きることが知られている35）。また細胞内ドメインを欠失し

p561ckと会合できなくなっている変異CD8をTCRとクロスリンク

させても、このような著明な丁細胞の活性化と細胞質蛋白のチロシ

ンリン酸化は起きないことから36）、p56玉ckがCD8のco－receptor

としての機能に極めて重要な役割を果たしていることが分かってき

た。しかし、CD8－TCRのクロスリンクにともなって起きる細胞質

蛋白質のチロシンリン酸化が、具体的に何を意味レているのかは、

今後の研究の成果を待たなければならない。

　最近丁．MakらによりCD8，CD4，P561ckの遺伝子を不活化し、発現

できないようにしたマウスが相次いで報告され三0・37・38・）、

CD4，CD8，p561ckの成熟丁細胞活性化における役割だけではなく、

その発生。分化における役割も明らかになってきている。

　これらの研究の中のCD8に関するものは、いずれも主として

CD8α鎖の機能をみているもので、CD8β鎖の機能は長い間不明で

あった。これはCD8β鎖の膜表面への発現がCD8α鎖を必要とする

ためにCD8β鎖の機能を純粋にはみれなかったことなどによる。し

かし最近になって、2つのグループからCD8β鎖が丁細胞レセプタ

ー特異的な丁細胞の正L－2産生を増強することが報告された39・40）。

しかしCD8β鎖にはp561ckは会合しておらず、CD8β鎖がシグナル
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伝達に関わっているかどうかはなお不明である。
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H研究目的

　上述したようにCD4／CD8ダブルポジテイブの段階からCD8シン

グルポジテイブに至るCD4／CD8の発現の変化は、丁細胞の胸腺内

での分化、選択過程に重要な役割を果たしていることは明らかであ

るが、その発現調節の分子機構はまだ明らかではない。プロモータ

ー領域は、RNAポリメラーゼHが遺伝子の転写を開始する部位で

あり、その遺伝子の発現をon／offする情報が集中している領域で

ある。すなわちCD8遺伝子のプロモーター領域を解析すれば、CD8

遺伝子の発現を制御している分子機構の解明に結びつくことが期待

される。そこで私はCD8の発現調節機構の解明するために、マウス

CD8α鎖の遺伝子とCD8β鎖の遺伝子のプロモーター領域を解析し

た。
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HI研究方法

1．細胞株と培養方法

　マウスの胸腺腫細胞株であるBa1bRLm6（CD3＋，CD4＋。

CD8a寺，CD8b＋）は長崎大学の中山　一博士から供与され、37℃、

5％C02で培養した・培地は・10％FCS，2mML－91utami鵬ラ

0．03mM2－m③rcaptoethano1，12mM　HEPES，100μglm1

penici1hn，100μ9／m1sけeptomycinヨ50μ9／m1gentamycinを含

むRPMH640培地をもちいた。マウスの骨髄腫細胞株であるP3U1

は、Ba1bRL㎜6と同様の条件で培養した。マウスの前B細胞リン

パ腫細胞株であるB＆／F3（理研、戸所一雄博士から供与）は、IL－3

の供給源としてWEHI－3B細胞の培養上清を10％の濃度で培地に加

え、Ba1bRLm6と同様の培養条件で培養した。マウスの骨髄性白血

病細胞株であるM1は、αMEM培地を用い、マウスの線維芽細胞株

であるL細胞とNIH3T3細胞は、DMEM培地を用い、Ba1bRL㎜6と

同じ培養条件で培養した。

2．DNase互hypersensitive　site　assay
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限酵素消化後、DNA10μg相当分をO．75％アガロースゲルにて

電気泳動した。さらにナイロン膜にトランスファーし、80℃、2

時間で固定した。固定したナイロン膜をハイブリダイズ用緩衝液（

6xSSPE，0．5％SDS，2x　Denhardt　so1ution，100μ9／m1sa1㎜on

spermDNA）中で、ランダムプライム法で32pでラベルしたDNA

プローブとともに57℃、16時問反応させた。ハイブリダイズした

ナイロン膜を2xSSPE，0．1％SDSで2回、O．2xSSPE，0．1％

SDSで2回洗い、風乾の後、バイオイメージアナライザー（バス

2000、冨士フィノレム社）を用いてオートラディオグラフィーを行

った。

3．プラスミド

　pSV00CATベクター42）のHindHIサイトに、マウスCD8α遺

伝子の53上流域O．8kb，CD8β遺伝子の5’上流域1．0kbを各々

サブクローニングし、PLy200CAT，PLy300CATと命名した（図

3）。PCAT－Contro1p1asm三d（プロメガ社）をテンプレートとし

てPo1ymerase　Chain　Reaction（dena重ure：94℃，80

秒，aηea1ing：56℃，50秒，Po1ymerize：72℃，180秒：30サイクル）を
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行い、229bpのSV40エンハンサー領域を増幅して、pLy200CATラ

pLy300CATのB＆mHIサイトに組み込み、各々をpLy200CAT－

SV40E，pLy300CAT－SV40Eと命名した。116bpの丁細胞レセプ

ターα遺伝子のエンハンサー。エレメント43）（ミシガン大学のJ．

M．Leiden博士から供与）を、同様にpLy300CATのBamHIサイ

トに組み込み、PLy300CAT－TCRαと命名した。

　CD8βプロモーターの欠失変異クローンは　si．e　fr＆ctionated

uni－dir㏄tiona1de1etion法44）によって図7，8に示すように作

製し、pSV00CATのHindHIサイトに組み込んだ。すなわち、

CD8βプロモーターをSaH／SacIで消化し、段階的に消化時間を振

ってMung　Bean　Nuc1easeで消化した後、Exon篶c1easeIHで消化

し平滑端とした。セルフライゲーションの後、遭切な長さに欠失し

ているクローンをアガロースゲル電気泳動により選び出した。

　CD8βプロモーターの点突然変異クローンは、以下のように作製

した。PLy300CATにはBg1五サイトがプロモーター内部とベクター

側の2箇所存在するので、まずpLy300CATを部分分解してベクタ

ー側のBg1Iでのみ消化されたクローンをT4ポリメラーゼ処理して

セルフライゲイションさせ、プロモーター内部のみにBg1亙をもつ

クローンを作製し、PLy300CAT－Bg1Iと命名した。図9Aに示す
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ような点突然変異を導入した5ラプライマーを合成し、またベクタ

ーのNcoIサイト部分に33プライマーを合成した。このプライマ

ーと、PLy300CATをテンプレートとして用いてPCRを行い、

O．67kbのPCR産物を、Bg1Iで消化しT4ポリメラーゼで平滑端とし

たpLy300CAT－Bg1Iに組み込み、プロモーター領域の点突然変異

体を作製した。

4．DNAトランスフェクション

　20μ9のCATプラスミドDNAと10μ9のpRSVgHプラスミド

45）DNAをBa1bRLm6，P3U1，Ba1門，M1，NIH3T3，L細胞にDEAE－

dextran法46）を用いて共導入した。すなわち各細胞をFCSを含まな

いRPMH640で2回洗浄し、さらにTS緩衝液（25mM　Tris－HC1

（pH7．5），137mM　NaC1，5㎜M　KC1，O．7mM　CaC1，0．5m　M

MgC12．O・6mMN＆HP04）で洗浄し・細胞107個を1・5m1のTS緩

衝液に浮遊させた。この浮遊液に30μ9のプラスミドDNA混合液と

7．5■の100mg／m1DEAE－dextranを加え、よく撹絆して室温で

45分間反応させた。反応後、5㎜1のTS緩衝液を加えて反応を停止

し、10％FCSを含むRPMH640で3回細胞を洗浄し、培養フラス
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コにて48時間C02インキュベーターで培養した。

5．Ch1ora㎜phenico1acety1transferase（CAT）アツセイ

　Gorman47）らの方法に準じて行った。トランスフェクション後

48時間培養した細胞を、TEN緩衝液（0．1MNaC1，10mMTris－

HC1（pH8．0）ラ1mMEDTA）で3回洗浄し、100叫1のO．25M

Tris－HC1（pH8．O）に浮遊させた。細胞浮遊液をエタノール・ドラ

イアイス・バスに5分間保ち、次いで37℃のウォーターバスに5

分間保つfreezing／thawing法を3回繰り返した。15ラ000rpm，5

分問遠心して上清を集め、細胞抽出液とした。上清の蛋白濃度をブ

ラッドフォード法により測定し、50μ9相当の上清を467mM

Tris－HC1（PH7．8），4mM　acety1CoA（Pharmacia社），O．125

mCi［14C1－ch1or＆mphenico1（NEN社）と37℃、5時間反応させた。

反応液をエチルアセテートで抽出し、シリカゲルプレート（Merk社）

による薄層クロマトグラフィで、クロロホルム：メチルアルコール

の95：5の混合液を溶媒とし、15分間展開した。風乾した後、バイ

オイメイジアナライザー（富士フィルム社）を用いて、オートラジ

オグラフィーを行い、アセチル化されたクロラムフェニコールと総
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クロラムフェニコール放射活性の比を％Conversionとし、次式に

よりCAT活性の指標とした。

　　　　　　acety1ated　ch1oramphenico1intensity
％Convers1on＝　　　　　　　　　　　　　X100
　　　　　　tota1ch1oraInphenico1in把ns並y

また細胞種間でのトランスフェクションの効率差を補正するため

に、PRSVgHベクターをCATベクターとともに共導入し、培養上

清中のヒト成長ホルモン濃度を、ヒト成長ホルモン測定キット（ダ

イナボット社）を用いて測定した。各細胞培養上清中のヒト成長ホ

ルモン濃度の比（Ba1bRLm6での濃度を1とする。）をトランスフ

ェクションの効率比として、次式により補正％Conversionを算出

した。

補正％Conversion＝％Conversion　X　1／ヒト成長ホルモン

　　　　　　　　　　濃度比

本論の結果および図で用いている％Conversio皿は全てこの補正

％Co恥versionである。

6．細胞核抽出物の調製
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,~"~~ ~~:~~~=/~.ttll H~;~~ ~) '~'~'~'-'.-.;=~~*~l~'J I~Wu48 ) ~ (7) )~~~ &C ~~~*?~;: ~ C4'f O f_- . ,~+,~ H~ ~ 
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7 if)~/7 h 7y~~~ 
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　ゲルシフトアッセイはJones49）らの方法に準じて行った。すな

わち5－5叫9の蛋白質を含む細胞核抽出液を25叫1の緩衝液（1O

mM　Tris－HC1（pH7．5）ラ50mM　NaC1，0．5㎜M　DTT，0．5mM

EDTA．5％91ycero1ラ200ng／m1poIy（dI）叩o1y（dC））中で、25

℃、15分間反応させ、　（Co1d　co㎜petition　assayの場合はさら

に100ngから300ngの非標識の変異体プローブを加えた）。さらに

1ngの51末端ラベルしたプローブを加え、25℃、30分間反応さ

せ、反応停止には反応液に反応停止液（5％91ycero1ラ50mM

瓦DTAラ0．05％bromopheno1b1湿e，0．05％xyIen　cyano1）を加

えた。4％アクリルアミドゲルを用い、0．5xTBE（89mMTris－

borate，89mM　boric　acidラ2mMEDTA）を泳動緩衝液として

150V，2時間電気泳動した。ゲルを乾燥させ、バイオイメージアナ

ライザー（冨士フィルム社）を用いてオートラディオグラフィーを

行った。
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IV．結果

1。マウスCD8遺伝子上流域の塩基配列の検索

　種々の遺伝子においてその発現を制御しているのは、翻訳開始

コドンATGの上流域五〇0bpから1000bpのプロモーター領域である。

マウスCD8遺伝子は既に単離され、塩基配列も明らかにされている

20）。その塩基配列にもとずいて、ホモロジー検索を行い、すでに

報告されている転写活性に重要な塩基配列がないかどうかを検討し

た。

　図4に示すように、CD8α，βプロモーター領域には、TATAbox

やCAATboxが存在しない。しかしGCに富む配列を持っており、

転写因子Sp－1の結合認識配列であるGC　boxがCD8αプロモーター

で2箇所、CD8βプロモーターで3箇所存在する。またCD8βプロ

モーターにはACが二十数回繰り返して存在する特異な「AC

repeat」が2箇所、免疫グロブリン遺伝子のエンハンサーの配列に

相同な部分が3箇所存在する。そのほかにCD8αプロモーターには

丁細胞レセプターβプロモーターに相同性のある部分が1箇所存在
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する。

2．CD8遺伝子上流域の機能的解析

　転写開始点を含むマウスCD8α遺伝子の5’上流域0．8kbと、

CD8β遺伝子の5’上流域1．OkbをpSVOOCATベクターに組み込み

（図3）、CD8α，β鎖を発現しているマウス胸腺腫細胞株

Ba1bRLm6に遺伝子導入して、転写活性を測定した。CD8α遺伝子

上流の0．8Kβの遺伝子上流1．Okbの領域も、いずれも転写活性を示

さなかった。この細胞は実際にCD8α，β鎖を発現しており、CD8の

発現のための情報は全て内在している。それにもかかわらず転写活

性を示さなかったことは、CATベクターに組み込んだプロモータ

ー領域のみでは不十分であり、転写活性の発現のためにはプロモー

ター以外のシスェレメントが必要であることが示唆された。このよ

うな例は、CD8と同じ免疫グロブリンファミリーに属する丁細胞レ

セプター遺伝子52）や免疫グロブリン遺伝子53）にも報告されている。

これらの遺伝子では数kbから数十kb離れた位置にエンハンサーエ

レメントが存在し、このエレメントをプロモーター領域とともに

CATベクターに組み込んでやると、十分な転写活性がみられる。
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そこでCD8のエンハンサーの検索をCD8α，β遺伝子のゲノム近傍で

行った。

3．CD8遺伝子のエンハンサーエレメントの検索

　経験的にエンハンサーエレメントなどのDN　A一蛋白質相互作用部

位は、細胞核内において、DNaseIに高感受性であることがわかっ

ている54）。そこでCD8トβ遺伝子近傍のDNaseI高感受性領域を検

索して、その領域をpLy200CATやpLy300CATのBamHIサイトに

組み込み（図3）、Ba1bRLm6細胞株にトランスフェクションし、

CATアッセイによって、そのCD8α，βプロモーターに対するエンハ

ンサー活性を測定した。図5に、CD8α一β遺伝子近傍約60kbにわ

たって検索したDNaseI高感受性の部位を示す。これらの部位の

CD8α，βプロモーターに対するエンハンサー活性を調べたところ、

いずれのDNase高感受性領域もエンハンサー活性を示さなかった。

すなわち、CD8α事βのエンハンサーは、図5に示した約60kbのゲ

ノム領域以外の領域に存在するか、あるいはプロモーター／エンハ

ンサー以外の機構によって、CD8α，β遺伝子の転写の活性化が行わ

れていることが、考えられる。
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　そこで同じ免疫グロブリンファミリーに属し、CD8α，βと同様に

丁細胞特異的に発現している丁細胞レセプターα鎖のエンハンサー

エレメント（以下TCRαエンハンサー）や、幅広く種々のプロモ

ーターの転写活性を増強するSV40ウイルスのエンハンサーエレメ

ント（以下SV40エンハンサー）を、上述のようにpLy200CATラ

pLy300CATのBamHIサイトに組み込んでCATアッセイを行った。

結果は図6に示すように、CD8βプロモーターを組み込んだ

pLy300CATは、TCRαエンハンサーで強いCAT活性、SV40エン

ハンサーでは弱い活性を示したが、CD8αプロモーターを組み込ん

だpLy200CATは、TCRαのエンハンサーで弱い活性を示しただけ

であった。

4．CD8β遺伝子プロモーターのコア領域の決定

　CD8β遺伝子のプロモーター（以下CD8βプロモーター）は

TCRαエンハンサー、SV40エンハンサーの存在下で転写活性を示

したので、これらのエンハンサーを用いて、CD8βプロモーターの

転写活性の発現に必須の領域（コア領域）を決定することを試みた。

　CD8βプロモーターを5’端からsizefractionateduni一
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dir㏄tiona1de1etion法44）によって段階的に欠失させ、欠失変異

体を作製し、TCRαエンハンサー存在下での転写活性をCATアッセ

イにより検討した。転写開始点を十1として野性型プロモーターの

一980bpから一195bpまで欠失した場合転写活性には変化がないが、

さらに一195bpから一20bpまで欠失させると転写活性が著しく低下

した（図7）。さらに詳細に調べるために、さらに欠失変異体を作

製し、同様に検討したところ、一48bpから一35bpまで欠失させた場

合に転写活性が著しく低下することが分かった（図8）。すなわち、

一48bpから一35bpまでの14bpに、CD8β遺伝子の転写に必須の領域

があることが示された。前述の丁細胞レセプターのエンハンサーに

相同な領域や、特異なAC繰り返し配列などを欠失させても、転写

活性には影響がなかった。

　CD8β遺伝子の転写に重要な14bpには何らかの核内蛋白質が結合

していると考えられる。このような核内転写制御因子はDNAとの

相互作用のためにDNAと結合する性質があり、しかもランダムに

DNAと結合するのではなく、ある特定の配列を認識して塩基配列

特異的にDNAと結合する性質を持っている55）。したがって、この

認識配列に変異を導入すれば、転写制御因子はDNAに結合できな

くなり、CD8βプロモーターの転写活性も著しく低下するはずであ
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る。

　そこで、上述のCD8β遺伝子の転写に重要な14bpの特性をしらべ

るために、14bp「GGCCCCGCCCTCTT」に、連続する2bpの点突

然変異を導入したプロモーターを作製し（図9A）、Ba1bRLm6細

胞株にトランスフェクションしてCATアッセイを行った。その結

果、14bp　（■48GGCCCCGCC　CTCTT－35）のうち一44bpから

一39bpまでの6bp（CCGCCC）に突然変異を導入した場合に、

CD8βプロモーターからの転写が特異的に減少することが判明した。

これは、CD8β遺伝子の転写を調節している核内因子が、この

「CCGCCC」という塩基配列を認識して結合していることを示して

いる。そこでこの6bpを、CD8β遺伝子プロモーターのコア配列と

命名した。またこの6bpの塩基配列は、GC　boxと呼ばれるプロ

モーター特異的な配列と完全に一致した。GC　boxは転写活性化因

子S－p－1の認識配列として知られている56）。図4で示した通り、

CD8βプロモーターには3つのGC　boxが存在するが、CATアッ

セイの系でCD8βプロモーターからの転写に影響を与えたのは、2

番目のGCboxのみであった。

5．CD8βプロモーター・コア領域に結合する核内蛋白質の解析
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　CD8βプロモーターコア領域に実際に結合している核内蛋白質を

解析するために、Ba1bRLm6から抽出した核蛋白分画を用いて前述

のCD8βプロモーター。コア領域を含む14bpの配列をプローブとし

たゲルシフトアッセイを行った。図10に示すように計5本のシフ

トバンドが認められた（図10，レーン1）。この結果は、

CD8βプロモーター。コア領域にSp－1だけではなく、複数の核内蛋

白質が結合していることを示している。この結合が真にコア領域特

異的なものかを確認するために、co1d　competitionassayを行っ

た。モル比で100－300倍の過剰量の非標識プローブ（co1d

competitor）を加えた。このときco1d　competiterとしては、機能

的に転写活性を減少させる突然変異（図9B；4，5，6）を導入

したものを用い、図10Aのレーン1で認められたバンドのうちど

のバンドが、実際にCD8βプロモーター・コア配列に結合している

蛋白にあたるかを検討した。図10Aレーン2－7に示すようにバ

ンドA，B，C，Eが残り、バンドDは消失した。すなわち、

CD8βコア配列にはバンドA，B，C，Eに相当する蛋白質が結合

し、バンドDに相当する蛋白はプローブの他の部分に結合していた

ことが、萌らかとなった。このことをさらに確認するために、突然
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変異を導入したプローブを直接放射ラベルして、同様にゲルシフト

アッセイを行った。その結果、図10Bに示すように、バンドD以

外のバンドが減少または消失した。

　以上の結果をまとめると、CD8β遺伝子の転写に重要なCD8βプ

ロモーター。コア配列に結合して転写を制御している核内因子は、

Sp一を含めて複数あり、それらが複合体を形成して転写調節を行

っていることが示された。

6．CD8βプロモーターの丁細胞特異的転写活性

　CD8α、β鎖の発現は丁細胞に限られているが、CD8βの丁細胞特

異的発現が何によって規定されているかを検討した。CD8βの転写

のためにはプロモーターのみでは十分ではなく、エンハンサーの存

在が必要である。そのエンハンサーがその細胞特異性を規定してい

ることも考えられる57・52）。そこで組織特異的な転写増強活性がな

く、幅広い細胞種で活性を示すSV40エンハンサーを、CD8βプロ

モーターとともにCATベクターに組み込み、種々の細胞系列に導

入してその転写活性を比較した。その結果、図11Aに示すように、

丁細胞系列であるBa1bRLm6で特異的にCD8βプロモーターの転写
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活性がみられた。

　次にCD8βプロモ』ター。コア領域が、この丁細胞特異的な転写

活性に、どのように関わっているかを検討するために、プロモータ

ー領域に欠失変異を導入し、そのCAT活性を同様に測定した。そ

の結果、図ユ1B，Cに示すように、コア領域の5’直上まで削っ

ても丁細胞特異的な転写活性には影響がなかった。この結果は、コ

ア領域に結合している転写制御因子群が、CD8β遺伝子の基礎的な

転写活性の発現だけではなく、丁細胞特異的発現をも規定している

ことを強く示唆するものであるが、コア領域より下流領域（一38bp

一キ69bp）の関与も否定できない。

　さらに、CD8βプロモーターの転写活性のある細胞（B＆1bRLm6）

とない細胞（L細胞）で、コア領域に結合している因子に差があるか

どうかをゲルシフトアッセイで検討した。その結果、図12に示す

ようにバンドA，B，C，DはL細胞と共通であるが、Ba1bRLm6

特異的にバンドEが認められた。すなわちバンドEに相当する転写

因子は、CD8βを発現していないL細胞ではCD8βコア領域に結合

していないが、CD8βを発現しているBa1bRLm6細胞株では結合し

ていることが、明らかとなった。このことから、バンドEに相当す

る転写因子が、CD8βプロモーターの丁細胞特異性を規定している

（30）



）13（

可能性が示唆された。



V．考察

　一般に遺伝子の転写は、その遺伝子の5’直上のプロモーターと

呼ばれる100bpから500bpのDNA領域と、転写因子と呼ばれる核内

蛋白質とのDNA一蛋白質相互作用とにより、制御されているものと

考えられている。本研究ではCD8の発現調節機構を解析するために、

CD8αヨβ遺伝子直上の5’上流域（プロモーター領域）をCATベク

ターに組み込み、CATアッセイを行ったが、CD8α、CD8βともに

プロモーターのみでは転写活性を検出できなかった。すなわち、

CD8α，β遺伝子はその発現のために、プロモーター領域だけではな

く、離れた位置にあるなんらかのシスェレメントを必要とすること

が、示唆された。そこで36kbと極めて近接して存在するCD8α，β

遺伝子の近傍60kbのDNaseI高感受性部位を検索し、得られた

DNaseI高感受性部位をCD8α，βプロモーターとともにCATベクタ

ーに組み込んで、CATアッセイを行ったが、いずれのDNaseI高感

受性部位もプロモーターからの転写を増強させなかった。検索した

範囲にはエンハンサーは存在せず、さらに離れた位置に存在するも

のと考えられる。一方、CD8α，β遺伝子と同じ免疫グロブリン遺伝

子ファミリーに属している丁細胞レセプターα遺伝子も、エンハン

（32）
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プロモーターの2種類に分けられる60）。TATA　boxは典型的には

転写開始点の25－30bp上流に存在し、RNAポリメラーゼHがプロモ

ーターに結合するための仲介役をするTBP（TATAbox　binding

protein）が結合するための配列であることが報告されている60）。

一方CD8βプロモーターのようにTATAboxを持たないプロモータ

ーもRNAポリメラーゼによって、転写が行われており、多くの場

合転写因子S　　p一が結合する配列であるGC　boxが複数コピー存

在する。転写因子Sp－1は初めSV40のプロモーターに結合する転写

活性化因子としてクローニングされたが、幅広く哺乳動物細胞に発

現していることが報告されている50）。Sp■はRNAポリメラーゼ複

合体がDNAに結合するための接着剤の役目を果たしていると考え

られているが、そのほかにそのプロモーターの組織特異的発現を規

定する転写制御因子の存在が必要であると考えられている61）。

CD8βプロモーターではTATA　boxやCAAT　boxが存在せず、3

コピーのGC　boxが近接して存在し、そのうちの真中のGC　boxが

CD8βの転写に必須のものであった。ゲルシフトアッセイの結果、

この領域には少なくとも数種類の蛋白が、複合体として結合してい

ることが明らかになった。GCboxの部分に点突然変異を導入する

と、この複合体全体が結合しなくなることから、DNAに実際結合
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しているのはSp－1であり、他の因子は蛋白一蛋白相互作用により

お互いに複合体を形成しているものと考えられる。

　CD8βのプロモーターと同様にその発現のためにエンハンサーを

必要とする免疫グロブリン遺伝子や丁細胞レセプター遺伝子ではプ

ロモーターとエンハンサーの両方に細胞特異性がある。そこで

CD8β遺伝子のプロモーターは、CD8βの丁細胞特異的発現に関与

しているかどうかを検討したところ、丁細胞株のみでその転写活性

がみられた。そして、CD8βのプロモーター自体に丁細胞特異的転

写活性があり、コア領域の直上までプロモーター．を欠失させても丁

細胞特異性を失わないことから、コア領域に結含しているSp－1複

合体が基本的転写活性のみならず、丁細胞特異的発現をも規定して

いる可能性が示唆された。そこで線維芽細胞株と丁細胞株でコア領

域をプローブとしたときのゲルシフトのパターンを比較してみると、

共通なバンドのほかに丁細胞株特異的にバンドが認められ、このバ

ンドに相当する転写因子がCD8β遺伝子の丁細胞特異的発現に関与

している可能性が示された。このことは上述の、基本的転写を司る

Sp－1複合体に加えてさらに組織特異性を規定する因子が作用して、

プロモーターの組織特異性が発揮されるとするPughらの組織特異

的発現の分子モデルにも合致する61）。以上の知見を基にして
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CD8βプロモーターのコア領域にSp－1転写因子複合体が結合して、

転写を活性化する仮説モデルを図13に示した。

　CD8の発現の変化は丁細胞の分化選択過程と強い相関があり、

CD8の発現調節機構は丁細胞分化と連動していると考えられる。し

たがって丁細胞分化を下流からさかのぼるアプローチの一つとして、

CD8／CD4の発現を制御している因子の同定、遺伝子クローニング

は重要である。そしてCD8固有のエンハンサーの検索と、ゲルシフ

トアッセイで同定した因子のCD4の発現調節への関わりなどを、今

後検討する必要があると考えられる。
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5。コア配列には複数の転写因子が複合体として結合する。

6．CD8βプロモーターは丁細胞特異的な転写活性を示し、この組

織特異的転写には、コア領域に結合している転写因子複合体の構成」

因子の一つである、丁細胞特異的転写因子が関与していることが示

唆された。
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図1　マウスCD8α遺伝子とCD8β遺伝子（A）、ヒトCD8α遺伝子とCD8β遺伝

子（B）のゲノム構造

　B図下段は重複したCD8β遺伝子、縦矢印は遺伝子組換えのbreakpointを示す。

CD8α，β遺伝子はマウスで36kb、ヒトで25kbとお互いに極めて接近して存在し、

遺伝子の向きも同一である。

　黒箱：各エクソン　　横矢印；遺伝子の向き（mRNAが転写される方向）
　B：BamHIサイト　　N：NotIサイト
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図2　丁細胞の胸腺内分化と、CD4／CD8、丁細胞レセプターの発現変化
　骨髄由来の丁前駆細胞は、胸腺内でのCD4／CD8の発現がDN（d㎝b1enegative）か
らDP（doub1epositive）、SP（sing1epos並ive）へと変化し、成熟していく。主として

DPの分化段階で白己反応性クローンの除去やMHC拘束性の獲得が行われ、これ
らの選択を経て、成熟丁細胞であるSPの分化段階へ進んでいく。この他にCD8－
SP（TCR一）からDPへと分化する経路もあるらしい。
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図3　CATベクター（pSV00CATとその組換え体）の構造

　基本となるpSVOoCATには、CAT（クロラムフェニコール・アセチルトランス
フェラーゼ）遺伝子の直上にプロモーター領域を組み込むためのHindInサイト
があり、さらにその上流には非特異的な転写を抑制するためのpo｝yA付加シグナ
ル（135bp）が挿入されている。このCATベクターを導入された細胞に、組み込ま
れたプロモーターをドライブさせる機構があれば、プロモーターからのCAT
mRNAの転写が起こり、CAT蛋白が発現し、CATアッセイによって検出できる。
またCAT遺伝子の下流にはエンハンサーエレメントを挿入するためのBamHIサ
イトがある。

エンノ＼ンサー

プロモーター
T　C　Rα S　V40

C　D8α pLy200CAT－TCRαE pLy200CAT－SV40E

C　D8β pLy300CAT－TCRαE pLLy300CAT－SV40E
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図5　マウスCD8β一CD8α遺伝子周囲のDNase崎感受性部位の検討

　矢印：検索できたDNaseI高感受性部位の位置　　　黒箱：各エクソン

斜線箱：プローブの位置　　　　　　　　　　　B：BamHIサイト
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図8　欠失変異体を用いたCATアッセイによるCD8βプロモーター・コア’領域の

解析（2）

　さらに細かく欠失させた種々の欠失変異体を作製して、CATアッセイを行っ
た。かぎ矢印で欠失端を示す。下線部はACrepeat、上向き．矢印は転写開始点で

ある。四角は存在する3つのGCboxである。欠失変異体番号とC　ATアッセイ
の番号は同じである。CATアッセイのレーン9はネガティブコントロール（プ
ロモーターを含まないCATベクター）である。4番から5番に削ったときに
CAT活性が激減している。すなわちこの一48bpから一35bpの14bpにコア領域が存在
することがわかる。

（46）
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A
Coldcompetiter
M・：・1－GAT㏄TGG㏄幽G㏄｛CTTAGCTCACTTG・3■

・・1・1－GATCCTGGCCE蝸CπAGCTCACπG－3■

M6：・■一GATCCTGGCC晒CπAGCTCACπG－31

Nuclear　extract　　　　　8a1bRLm6

Cold　competiter－　　M4　　　M5　　　M6
　　　　　　　「■■■■一「　　「一一■一「　　「．．一「

　Amount（ng）0　100300100300100　300

　　　　　　1234567
　　　台■＝㍍1油一，　一】一一

　　　C一〉　　　　　　　　い・■

　　　D→〉・州・・

　　　E◆弓扇㍍町

Nuclear　extrac1　　Ba1bRLm6

Labeled　probe　WT　M4M5M6

　　　　　　1　234
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E一一□〉

・㌧，づ

図10A　ゲルシフトアッセイを用いたCD8βプロモーター・コア領域に結合す
る転写制御因子の解析

　コア領域を含むCD8βプロモーターの14bp断片をプローブとして、CD8陽性

Ba1bR工m6細胞株の核抽出物を用いてゲルシフトアッセイを行った。さらにコア
領域に点突然変異を導入したco1dcompetiterを加えてcoldcompetitionassayを行

ったcompetiterは四角で囲われた中に示したようにM4，M5，M6の3種類を作製
した。

　レーン！：competiterなしでのゲルシフトアッセイ、レーン2，3：コア領域
に点突然変異を導入したM4competiter（レーン2は100ng、レーン3は300ng）
によるco1d　competition　assay、レーン4，5：M5competiterによるcold　competition、

レーン6，7：M6competiterによるco1dcompetition　　　矢印A－Eはバンド
の仮称

図10B　放射性ラベルした点一突然変異プローブを用いたゲルシフトアッセイ

　Aで用いた点突然変異を導入したcompetiterを直接32pでラベルしてBa1bRエm6

細胞株の核抽出液を用いてゲルシフトアッセイを行った。

　レーン1：野性型プローブ、レーン2：M4プローブ、レーン31M5プローブ、
レーン4：M6プローブ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（49）
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probe

　5．一GATCCTGG CTTAGCTCACTTG－3■

Nuc1ear　ex1；『ac11

amOunt（μg）

　　　　1ane

L－cell BalbRLm6
一一■1■1■■1■■■■■■■■□■

10　15　　5　　10　15

1　2　　3　　4　5

I歎．

＜トーA

くトーB

く←一C

くトーD

くトーE

図12　丁細胞株と線維芽細胞株のコア領域に結合する核蛋白の比較

　L細胞（線維芽細胞株）とBa1bRLm6（丁細胞株）から抽出した核抽出物を用
いてゲルシフトアッセイを行った。矢印A－Eはバンドの仮称である。丁細胞株に
は線維芽細胞株にはないバンドEが認められる。
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