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序論

遺伝子発現め概要

生物にとって生存に必要不可欠でかつ、その生物を特徴づける遺伝子情報の

セットのことをゲノムと呼ぷ0それらは大腸菌では4xlO‘bpそして高等真核生

物では3Ⅹ109bpにも及ぶDNA（deoxyribonucleicacid）配列から構成されてい

る0さらにその膨大なゲノム中に存在する遺伝子は大腸菌で約4000個、高等

真核生物になると釣2～10万個にも上ると考えられている。

こうした遺伝子情報はDNAのままでは生物に対して具体的な機能をもたら

すことはできない0そのために必要な遺伝子情報は一旦DNAを鋳型にしたRNA

bibonucleicacid）に転写され、タンパク質に翻訳される。その際に転写されるRNA

分子は戊NA（ribosomalRNA）やtRNA（transferRNA）とは異なる不均一な分

子量をもつmであり血RNA（胱SSemgerRNA）と呼ぼれている。この一連の

遺伝子情報の流れはセントラルドグマと呼ばれ、生命現象を支配する根本的な

考え方になっている。

遺伝子情報が表現型やさまざまな生命現象に影響を与えることを遺伝子発現

と呼ぶ0遺伝子発現はDNAからmRNAを経てタンパク質に翻訳されるまでに

至るさまざまなステップで調節されている0それらは（1）遺伝子の転写時期

と頻度の調節（転写調節）。（2）一次転写産物のRNAスプライシングなどのプ

ロセシングの調節（RNAプロセシング）0（3）核で作られたmRNAを細胞質に

搬出する際の選択（RNA輸送の調節）。（4）細胞質において翻訳するmRNAの

選択（翻訳調節）。（5）細胞質においてmRNAの選択的な不安定化（mRNAの

分解調節）0（6）合成されたタンパク質分子の選択的な活性化、不活性化、局

在イヒ（タンパク質の活性調節）0の各ステップである（Albertsetal．，1995，Molecular

Biologyof也eCe山草3版，再03－4）。

こうした遺伝子発現の調節において最も重要であると考えられているのは転

写調節である0通常、細胞内におけるタンパク質絵量は合成量と分解量のバラ
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ンスで決定される。しかしエネルギーの経済性からみた場合、分解によるタン

パク質給量を調節する機構は効率的ではない。また翻訳時の調節では、翻訳に

必要な因子が細胞内に十分量存在する必要があることや、タンパク質の安定性

はmRNAの安定性と比較して非常に高いことなどから急速な遺伝子発現の変化

に対応することは非常に困難であることが考えられる。

以上のことから先に述べた各ステップのなかで、転写制御が遺伝子発現にお

ける中心的な役割を果たすことは明白であり、かつ正確に調節される必要性が

存在する（田村隆明著、1995、転写制御のメカニズムp18－23）。

転写反応の概要

転写を調節するためには鋳型となるDNAと転写反応をおこなう酵素だけで

なくDNA上のシスエレメント（シス配列、転写調節領域）とトランスファク

クー（トランス因子、転写制御因子）が必須であることが明らかにされている

（Pt血e＆Gam，1997）。

実際に転写反応をおこなう酵素はRNAポリメラーゼと呼ばれ、大腸菌のRNA

ポリメラーゼは二つの小さなαサブユニットと大きなβサブユニットとβ，サブ

ユニットからなるα2ββ，構造を形成する。この構造は酵素としての基本的な

性質を規定することからコア酵素と呼ばれている。RNA●ポリメラーゼがDNA

に結合する．ためにはさらにJサブユニットが必要である。ファ酵素に♂サブユ

ニットが結合したものをホロ酵素と呼ぶ。真核生物のRNAポリメラーゼはRNA

ポリメラーゼⅠ、Ⅱ、Ⅲの三種類が存在することが明らかにされている。それ

ぞれのRNAポリメラーゼは数個の共通サブユニットを含む、十数個のサブユ

ニットから構成されている。RNAポ1ノメラーゼⅠは5．8S，18S，罰S瓜NAをコー

ドする遺伝子（クラスⅠ）の転写をおこなう。RMポリメラーゼⅡはタンパク

質をコードするすべての遺伝子と、特定のsn餌（sm畑nucle訂RNA）（クラ

スⅡ）の転写をおこなう。RNAポリメラーゼⅢはすべてのtRNAと5SfRNA、

残りのsnRNA（クラスⅢ）の転写をおこなう（田村隆明著、1995、転写制御

のメカニズム再9－56）。

シスエレメントとはDNA上の特定の配列のことを指し、大きくプロモータ

ーと上流調節配列（UAS：叩鱒鱒町呵如鹿鱒quenCe）の二つの領域に分けるこ
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とができる0プロモーターは通常転写開始点の上流約100匝までの領域を指す。

大腸菌遺伝子のプロモーター領域には転写開始点から上流－10bpの位置にÅ＝こ

富む領域が存在する。この領域を－10領域またはプリブナウボックスと呼び、

さらに上流－35bpの位置にみられる共通配列を胡領域と呼ぶ。真核生物では

RNAポリメラーゼⅡによって転写がおこなわれるクラスⅡ遺伝子のプロモー

ター解析が最も盛んにおこなわれており、転写開始点上流－30bpの領域に大腸

菌の－10領域と類似したⅧAAAをコンセンサスにもつ¶uAエレメント（ホ

グネスボックス）が見い出されている0さらにⅧÅエレメントを持たない、

またはコンセンサスなmボックスを持たないプロモーター（mA－1essプロ

モーター）の存在も確認されている。脊椎動物のプロモーターでは転写開始点

に顆－P㌢A（＋1）－N帯Aサ顆の配列をコンセンサスに持つイニシエーター配

列が存在する0またチミジンキナーゼ遺伝子のプロモーターからはCCA灯配

列、GCに富む∝ボックスなどが見い出されているがすべての遺伝子のプロ

モーターに必ずしも存在するわけではないoU舶はプロモーターからの転写を

効率的に活性化もしくは抑制化するのに必要な領域であることが明らかにされ

ている（田村隆明著、1995、転写制御のメカニズムp56－60）。

真核生物における転写横構

真核生物におけるプロモーターエレメントの機能解析は主にアデノウイルス

主要後期遺伝子プロモーター（AdMLP）を用いたゎγ加転写系を使っておこ

なわれ、その後の転写開始機構の研究には重要な材料となった。初期の加γ加

転写系ではヒトの培養細胞であるHeLaか．らの全細胞抽出液（Weiletal．，1979；

LuseandRoeder・1980；Manleyetal・，1980）または核抽出液（Dignametal．，1983a）

をもちいて転写研究はおこなわれていた0ところが精製されたRNAポリメラ

ーゼⅡだけでは特異的な転写開始をおこなうことはできず、そのためには細胞

抽出液中に存在する多くのコンポーネントが必要であることが明らかにされた

（Ma伽ietれ1980）0このようにしてイオン交換クロマトグラフィーにより、

精製された因子はA心瓜♪の特異的な転写開始に必須な因子であることから基

本転写因子（GTT7s：generaltranscriptionfhctors）と命名され、クロマトグラフィ

ーから溶出された順にT和仏，B，C，D，E，F，G，H，Ⅰ，Jと命名された（Dignametal．，

1983b）0現在ではTF旺A，B，D，E，F，Hの6種類が基本転写因子としての活性を
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有することが明らかにされており、Hd血細胞，ラット，ショウジョウバエ、出

芽酵母など幅広い種で相同遺伝子が発見されている。基本転写因子は30個程

度のタンパク質から構成されていることが明らかになっており、現在ではその

cDNA配列もほぼ明らかにされている（forreview，SeeQrphamidesetal．，1996）。

基本転写因子はプロモーター上に集結し開始前複合体（PIC：Fe一血也鵬on

complex）を形成する。こうした開始前の基本転写因子の集結（リクルートメ

ント）は精製因子を用いた解析などから、転写活性化因子及び転写抑制因子（ア

クチベーター、リプレッサー）によって制御されていることが明らかにされて

いる。

PICの形成は、アクチベーターからの転写活性化シグナルを受け取ったT円旺D

がTmの助けをかりてDNA（mIÅエレメント）に結合する反応から始まり、

続いてTFⅢBが結合する（DAB複合体形成）。その次のステップとして、RNA

ポリメラーゼⅡがT円】『とともに複合体に取り込まれる。最後のステップは

T円IEとともにT円IHが結合し、PIC形成は終了する。プロモーター上におけ

るDAB複合体の形成は転写開始する遺伝子と転写開始点を決定するためだけ

でなく効率的に転写を行うために非常に重要である。現時点では転写開始およ

び転写活性化における分子機構はほとんど明らかにされていないが、転写活性

化因子によってTF旺DがmIAエレメントヘリクルートメントされるイベント

はPIC形成の最初のステップであり、またT罰旺Dは転写開始点と転写量の決定

を支配することからもこの分子は特に多くの研究者に注目されている　旭r

review，SeC Orphanides etal．，1996；田村隆明著、1995、転写制御のメカニズム

p7ト8）。

基本転写因子TF旺D

初期の研究からTFⅡDはさまざまなプロモーターに存在するⅧAエレメン

トに結合することが知られていた（ParkerandTopol，1984；Nak毎imaetal，1988）。

またHeLa細胞より精製したT円IDがヒトの転写因子であるUSFと協調的に

AdMLプロモーターに結合することが明らかにされ（SawadogoandRoedeq，

1985）、さらに出芽酵母のTF江Dが複数のグループから同時期にクローニング

され、それらが■肌IAエレメント結合タンパク質として単離された27kDaの
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酔潅藩照明頼頼項類搬

ⅧÅ如tαと同一であり、また加γ加転写系においてヒトのTF江Dと機能的

に置き換えが可能であることが報告されたことから（蝕如WS出離d．，1998；

Cav血etal・，1989；Halmetal・・1989；Horikoshietal・，1989；Schmidtet血．，1989）、

さらに出芽酵母mIÅ鮎torの相同性を利用してヒト、ショウジョウバエにおい

てT和Dのクローニングがおこなわれた（Hoeyet札1990）。しかしクローニン

グされたTFHDはヒトで分子量がわずか37kDa、ショウジョウバエで38kDaで

あり、それまで分子量800kDa以上あると推定されていたヒトT和Dとは分子

量が違い過ぎることや、AdMはに対するフットプリントによる結合領域の差

などからT和Dと考えられていたものは実際にはTFHDのサブユニットの－つ

に過ぎないことがこの時点で予想された0後に乃ianらのグループによってⅧA

ボックスに結合する因子としてⅧP（Tm－boxbindingprotein）と命名された

（Dynlachtetal．，1991）。

ⅧPとT打払のもっとも重要な機能的な差異は、精製したT和抄を用いた転

写系ではⅦ16やSplによって転写活性化されるのに対し、リコンピナントの

TBPを用いた場合には転写が活性化されなかったことである（Hoey¢用，1990）。

そのため転写活性化にはコアクチベーターとして機能するT和D特異的なタン

パク質が必要であると考えられた（Dynlachtetal・，1991；TaneSeetal．，1991）。こ

れまでに転写活性化を指標としてTBP抗体を用いてショウジョウバエ胚より

TF皿複合体の精製がおこなわれ（Dynlachtetal．，1991；Kokuboetal．，1993）、シ

ョウジョウバエでは8個以上のTBP随伴因子（TAFs：TBPassociatedfact。rS）が

発見されている（古久保曹朗，・1996）。さらに明らかにされたショウジョウバエ

WsのcDNA配列の相同性を利用してヒトや出芽酵母からも10個以上の仰

が発見され、Wは真核生物間で広く保存されていることが明らかにされてい

る（序論ト1の囲を参照；払＝馴鹿w，SeeG陀en，2000）。

T朋脂（¶押虻制動血感触血椚）

TF旺Dにおける仰の単離を含め機能解析はすでに多く研究者によってさか

んにおこなわれており、これまでに明らかにされた事実も数多い。¶ianらのグ

）t／－プはショウジョウバエT円旺Dについていち早くTBPと分子量30－250kDaの

8個の組み換え型Wsを用いてT和Dを再構成することに成功している（仇en
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etal．，1994）。彼らの報告によると最大サブユニットであるαn岬25叫230はT円ID

複合体の形成に必須でありTFⅡD複合体にTBPを繋ぎ止める土台の役目をして

いる0さらにNTFlによる転写活性化に必要とされるWは朗仏F25叫230，

dTÅF150もしくはdTW2500230，dTAF60で十分であるが、Splによる転写活性

化にはさらにdTAFllOが必要である（Cbemetれ1994；古久保菅朗，1996参照）。

またTBP単独ではみられないUSFによる転写活性化はαⅣ『25叫230をはじめ

としたWsを含むTFⅡDによってのみみられることが明らかにされている

（Edb止旧et札1993）。さらにTBPはW16などの転写活性化因子，Ⅵ恥Tm

等の基本転写因子などと直接相互作用することが知られており（St血geret札

1990；L血et血，1991）、こうした相互作用は多くのTÅF昔AF同相互作用と相まっ

てTFⅡDが高度にネットワーク化したタンパク質複合体であることを示してい

る。

TFⅡDは転写制御因子としてプロモーター認識にも非常に重要である。先に

も述べたとおり、真核生物のプロモーターについてはこれまでに多くのシスエ

レメントの存在が報告されている。なかでもTF【mは特定のシスエレメント、

すなわちTmエレメント、イニシエーター配列、downStreiLmPrOmOterelement

（DPE）の認識に重要であることが明らかにされている（forreview，SeeRoeder，

1996；BufkeandEhdonaga．，1996）。DPEにはdTAF60，dT郎叫0が結合することが

明らかにされて．いる（Burkeand馳donaga．，1996；1997）。ヒトTF旺Dに含まれる

TAFsとAdMLPのTmエレメントおよびイニシエーターとの結合性はTFID

の構造変化とDNAのトポロジーに大きく影響を及ぼすことが示唆されている

（伽1gescⅢ喝eretれ1996）。この仮説を支持する知見として伽30α，dT疋叫0，

dW60はそれぞれアミノ酸配列上コアヒストンH2B，H3，H4と類似しており、

またヒト、出芽酵母においても相同遺伝子が保存されていることがあげられる

（forreview，SeCHahn，1998）。ヒストン様TNであるT郎叫0，TAF60Giヒストン

H3－H4四量体構造を形成し（Xeietal，1998；Lugeretal，1997）、さらにH2B四量

体とともに八量体構造を形成するモデルが考えられており（知r鵬ew，胱Budey

andRoeder，1996）、TWはヌクレオソーム構造と類似した形状でDNAと結合し

プロモーターDNAのトポロジーを制御していることが示唆されている　他r

review，SeCHalm，1998）。

このようなプロモーターDNAのトポロジー変化によって次のような点で転
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写制御に影響を与えることが考えられている他r血ew，SeeHo伽批etd．，

1997）0（1）DNAを曲げることでT円mのゴアプロモーターへの接触が容易に

なる0（2）・プロモーターmAのトポロジーが変化することで転写活性化因子

の基本転写因子への接触が容易になる0（3）ヒストン様Wによりコアプロモ

ーター上にヌクレオソーム様の構造を形成することで、他の転写制御因子の

DNA結合やヌクレオソーム構造の形成を阻害することが考えられる。

WはプロモーターmAと複雑な相互作用をおこなう以外にも、さまざま

な酵素活性を持つことが明らかにされている。bW250，丑岬230

（北郷25叫230），出芽酵母W145はこれまでにヒストンアセチルトランス

フエラーゼ活性（H∬：出血ne批帥㌫鈷me）、基本転写因子丁円伊の構成成

分であるR∬74に対するリン酸化活性、ヒストンHlのエビキチン化などの酵

素活性を持つことが明らかにされている（Mizzenetal・，1996；Diksteinetal．，1996；

PhamandSauer，2000）oHAr活性は当初コアヒストンH2A，H4のアセチル化に

より細胞質から核内へ輸送を調節するために必要な酵素活性として発見された

が、その後不活性型のクロマチンを活性型クロマチンに変換するため（クロマ

チンリモデリング）に必要な酵素活性としてHAT活性を持つ分子が発見され

るにいたり、現在ではH∬活性を持つ転写因子は膨大な数に上ることが明ら

かになっている。特に血相250，W145で発見されたHAT活性はヒストンのN

末端領域のリジン残基をアセチル化することでDNA－コアヒストン問の相互作

用を弱めて基本転写因子のDNAへの結合を促進すると考えられている（Mk雄n

etれ1996）0またbW250はHA一括性の他に血相250の自己リン酸化活性と

TFHアの構成因子であるM74に対するリン酸化活性を持つことが明らかにさ

れている（D独如血etd・，1996）。R∬74はRNAポリメラーゼⅡと結合するこ

とから、TmIFのリン酸化がプロモーター上に存在するDAB複合体へのRNA

ポリメラーゼⅡのリクルートメントやその後の転写伸長反応に関係していると

考えられている（Diksteinetal．，1996）。さらにdTN230のC末端領域はヒスト

ンHlのエビキチン化活性をもつ。こうしたことからクロマチン構造の調節に

Wは重要な役割を果たすと考えられている（Pb弧皿dSauer，2000）。

Wは真核生物の生育に必須であり、ハムスターの培養細胞を用いた研究か

らbW250はGl／S期の移行に必須であることが明らかにされている（Wangand

－11－



乃ian，1994；本文参照）。出芽酵母ではW145，W卯の機能欠損株はそれぞれ

Gl／S，GM期の時点で細胞周期が停止することが明らかになっている（W山ker

etal．，1996；Aponeetal．，1996）。WalkerらによってTAF145の温度感受性変異株

として単離されたTSl，TS2株を用いた解析からは、ml，m2といったGl

サイタリン遺伝子やCLB5，CLB6，PCLl等のサイタリン関連遺伝子、そしてRPS5，

RPSlO，RPS30等のリボソームタンパク質遺伝子等で転写欠損が観察された

（Walkeretal．，1997；ShenandGreen．，1997）。しかしながらRNAポリメラーゼⅡ

の最大サブユニットであるR搾1の機能欠損株叩bl－1の場合と異なりW145

はすべてのクラスⅡ遺伝子の転写に必須ではないことが明らかにされている

（Wa址訂創出．，1997）。またW19またはW145の発現を酵母細胞内でシャツ

トオフした場合、ⅢS3（＋1）、Ⅵび3遺伝子のように非コンセンサスなmエ

レメントを持つプロモーターからの転写は停止する（M叫tad血成れ1996）。さ

らにTSl，TS2株で転写欠損がみられたCLN2，RPS5遺伝子のプロモーター上で

W145依存性を示す領域を検索した結果、W145依存性はコアプロモーター

に存在することが明らかになった（S血enandOm．，1997）。一方ヒストン様W

であるW61／68，W17，W00機能欠損株を用いた解析ではW145機能欠損

株と比較してクラスⅡ遺伝子の転写に対してより広範に影響が現われることが

報告されている（Aponeetal・，1998；Micheletal．，1998；Moqtaderietal．，1998，

Natar年ianetal・，1998）。DNAマイクロアレイを用いたゲノムワイドな発現解析

の結果に基づくHoIstegeらの試算によると、クラスⅡ遺伝子のうちW145は

16乳W17は67％の遺伝子の転写に必要であることが報告されている（HoIst¢ge

etal・，1998）。このようにW145とW17の間で転写に対する影響が異なる理

由はW17をはじめとしてW61／68，W00のヒストン様WおよびW90，

TW25はTFⅡD複合体とは異なるコアクチベーター複合体（SAGA以下参照）

においても転写活性化に寄与するために、より多くの遺伝子の転写に影響が現

われると現在では考えられている（forseereview，Gr弧tandWorkman，1998）。

SAGA（SPT－ADA－GCN5acetyltranSferase）複合体はSPTs，ADAs，Gα5そし

てW17，W61／68，W60のヒストン様WとW90，耶貯25など約20個のサ

ブユニットからなり（Grantetal，1998）、TF江D複合体と同様にHAT活性を持

つGCN5を含むタンパク質複合体であり、GCN4などの転写活性化因子やTBP

と直接結合する活性を持つことが明らかにされている（鳩cbeletd．，1998；
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Natar再anetal・，1998）0こうしたことからSAGAはT和Dと同様にメデイエータ

ーとしての機能を持つと考えられている0ところがゲノムワイドの発現を検討

したところ、T田印D複合体特異的なサブユニットであるW145の機能欠損株

の結果と同様、・SAGA複合体特異的なH∬活性の触媒サブユニットであるGCN5

の欠損株ではクラス＝遺伝子のわずか5％しか転写に影響が現れないことから

（HoIstegeetal・，1998）、T和DとSAGAはそれぞれb”ivoにおいてredundant

な機能をもつことが示唆された触托血w，SeeOr狐tandWo血m，1998）。さら

に出芽酵母において現在までにSAGAと同様にヌクレオソームヒストンをアセ

チル化する活性をもつ因子としてADA（Eberharteretal．，1999），NuA4（Galameau

etal・，2000）・NuA3（Johnetal・，2000）などが次々に酵母から精製され、T和D

棟の活性を持つ分子は細胞内に唯一無二ではないことが明らかになった。従っ

てこれまでに明らかにされたゎvivoでTF旺Dの解析は、TF旺Dとしての機能を

反映できていないと考えられるようになった0そこで我々は遺伝学的手法が容

易に扱える出芽酵母を用いて新たにT和Dの機能欠損株を作製しゎγ毎におい

てTF【mの機能の解析を試みた。

出芽辞母Ⅲ145

すでに述べたとおり、RNApolyⅡ虻椚犯妃Ⅱ（PolⅡ）による遺伝子の転写開始に

は基本転写因子（酢ne血圧皿S血p血瓜加tors：mS）がプロモーター上に開始前

複合体（印加i血onco叩1ex：PIC）を形成することが必要である（H鱒pSey，19粥；

Orphanidesetal，1996）。それには最初に基本転写因子TFⅢDがプロモニター上

のTA℃Aエレメントを認識することが必要である。このT円ID瑚Åエレメン

ト複合体のことを最小複合体といい、この状態を・COm血血entと呼ぶ。

C？mm血脈ntとは転写を開始する遺伝子の決定を意味し、最小複合体は次に

TFⅡA、TFⅡBが集結するためのプラットホームを形成する。さらにP。1ⅡがTFⅢF

と結合した状態で最小複合体に取り込まれた後、T田江住がT和Fと結合するこ

とでⅢC形成が終了するモデルが一般的に受け入れられている（田村隆明著、

1995、転写制御のメカニズムp7ト78）。また‰ungらによってT円田＿A＿B朋Å

複合体に対してPolⅡと残りの基本転写因子がホロ酵素の形で結合するモデル

も提案されている（MyerandYoung，1998）。
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T円IDはmAエレメント結合タンパク質であるTBP（Tm－bindingprotein）

とTBP随伴因子である約10個のTAFs（TBPassociatedfactors）から構成ぎれて

おり、多くの分子が真核生物種間で保存されていることが明らかにされている

（序論ト1の図参照）。これまでにもWsは転写に重要であることが多くの研

尭から明らかにされている。しかし現時点では仰の転写開始・転写調節の分

子機構における役割についてはほとんど明らかにされていない。

私はこうした転写開始・革写調節の分子機構を明らかにするため、基本転写

因子丁円IDのサブユニットである出芽酵母TAF145に注目して解析をおこなっ

た（Tsu肋鮎etd．，2000）。

すでに述べたとおりW145は真核生物種問で幅広く保存されており、ヒト

hTN25WCCGl、ショウジョウバエdTW230、分裂酵母pTAF130が対応する相

同遺伝子である。特に中央領域はアミノ酸配列上保存性が高いことが明らかに

されている（図1－1，考察1－1の図参照）。

W145のヒト相同遺伝子であるbW250はCCGlと同一遺伝子である

（Ruppertetal・，1993；Hisatakeetal．，1993）。CCGlはもともとSyrianhamSterの

培養細胞BH鮎1殊に由来し、Gl期後期で細胞周期が停止する温度感受性株

b13血BN購2の温度感受性を回復する遺伝子として単離された（S血卯血etal．，

1991）0当初CCGlは細胞周期Gl／S期の移行に特異的に機能する遺伝子と考え

られていたが、その後基本転写因子が単離・同定されるとともにCCGlは基本

転写因子bT即250と同一であることが明らかになった（恥正成・d．，1993；

Hisatakeetal・，1993）。さらにGl後期のcyclhA遺伝子の発現量はts13株では低

下していることが明らかになり、椚別田50忙CGlは細胞周期に発現する遺伝子

群の転写に必須な基本転写因子であると考えられた（WangandTjian．，1994）。

実際に短13株から調製した核抽出液を用いたゎⅤ加の転写実験からc＿払sプロ

モーターからの転写は正常であるがcyclinAプロモーターからの転写は低下し

ており（WangandTiian，1994）、その後のinvivo解析からもcychDl、CyClinD3

遺伝子の転写量は低下していることが明らかにされたことから（S血出ギ喝aWa

etal・，1997）、inviiTD，invivo＃にhTN25αCCGlは細胞周期に関係する遺伝子の

転写に重要であると考えられた。
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血W250、dW230のC末端偶の領域はW145には存在しないことがすで

に明らかになっており（囲1－1）、この領域には高等真核生物に特異的な機能が

存在すると考えられているo血相250ではT和『の構成因子の一つであるR亜74

との結合領域およびプロテインキナーゼ活性の存在が報告されている（Dib鹿血

etれ1996）0さらに転写因子によくみられるタンパク質相互作用に重要である

と考えられているブロモドメインの存在が明らかにされている伽血弧dGm，

1996；Dikstehetal・，1996）0最近TAF67に結合する因子としてtwo－hybridsystem

により出芽酵母から単離されたBDFlはbT鄭250，dW230のC末端領域と比

較的アミノ酸配列の相同性が高く、さらにブロモドメインおよびキナーゼ活性

を有することが明らかにされたことから（Mat弧gbsombutetd．，2000）、出芽酵

母においてはBDFlが伽250，dW230のC末端領域の機能を相補している

可能性が考えられている（Ma加水鮎0血butetd．，2000）。

dT肝230のN末端側1－15紘a・の約160アミノ酸およびW145のN末端側

10－71a・a・の・約60アミノ酸には加γ加においてTBPに直接結合し、TBPのⅧA

エレメントへの結合を阻害する活性が存在することが我々のグループによって

明らかにされている（Nishikawaetal．，1997；Kotmietal．，1998）。我々のグループ

はこのN末端領域を出芽酵母におけるm（WN一短mi血dom血）と命名

し、WD欠損株は温度感受性の生育を示すことを明らかにしている（Ⅹ。t血et

れ1998）0さらにT左NDはTBPの凹面に対して結合能を有するyl領域とTBP

の凸面に対して結合能を有するy2領域にそれぞれ分割可能であり、yl領域に

は転写活性化能が存在することを明らかにしている（Kot血etal．，2000）。特に

y2領域にはアミノ酸配列が種間で非常に保存されているco托と呼ぶ領域が存

在し、機能的にも種間で保存されていると考えている（馳伽ietれ柑98）。

TN145の中央部のアミノ酸配列はhTW250，dTAF230，PTW130において高度

に保存されていることが明らかにされている（図1－1、考察1－1の図参照）。

bT肝250とW145のこの領域にはヒストンアセチルトランスフエラーゼ活性

（H∬）が存在することが報告されている（Mkz孤etal．，1996）。さらにts13株

におけるCCGl瓜¶墟℃50のアミノ酸変異部位（G690N）はこの中央保存領域に

存在し（図1－1；Hayashidaetal・，1994）、出芽酵母ではTAF145の561番目のグリ

シン残基が相当するアミノ酸である。我々のグループはこのアミノ酸残基をセ
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リン残基に置換すること（G561S）で温度感受性の生育を示すことを明らかに

している（皿p血止血dd瀧Ⅳ鵬ons）。

博士論文の概要

W145は必須遺伝子であることはこれまでの研究から明らかにされている

（B扇etaL19卯；Ko如boetal．，1998）。私は今回W145の機能解析をおこなう

為、．遺伝学的な手法により　TAF145の機能の分類を試みた。そのためにさまざ

まな機能を欠損したW145変異株の単離からおこなった。最も機能的に重要

であると考えられるW145の種間で保存された中央領域（535－817乱a．）にエラ

ープローンPCR法を用いてランダムに変異の導入をおこなった。温度感受性の

生育を指標にして11叫クローンのスクリーニングを行った結果、卯クローン

の温度感受性変異株を単離した。その内で代表的な16殊についてフラグメン

ト置換とシーケンスによって塩基置換を調べた結果、11種類の独立したクロー

ンであることがわかった。11種類中9種類の変異株で複数のアミノ酸置換が含

まれていたことから、サイトダイレクトミュータージュネシス法を用いて点変

異により温度感受性を付与するアミノ酸変異の同定をおこなった。その結果、

Y570N，N568△，E551V，T657K，V623G，Q660R，R689Ⅰ，W798Rの計8秩の点変異

温度感受性株を取得することに成功した。

次に上記点変異株を分類するためにさまざまな培地上での表現型を調べた。

いずれのW145変異株もガラクトース添加培地やイノシトール飢餓培地上に

おける生育は通常培地と比較して差は見られなかったが、1．2MNaClや1Mグ

ルシトールを添加した培地上では部分的に温度感受性の生育が回復した。逆に

非制限温度下において0．015％SDSや0．糾m離山カリコフルホワイトを添加し

た培地上では生育阻害が見られた。

さらに制限温度にシフトして2h経過した後に各W145温度感受性変異株

から細胞抽出液を回収し、W145抗体を用いたウエスタンブロツティング法

による発現量の測定をおこない変異型W145タンパク質の安定性を検討した。

またTBP抗体によるTFⅡD複合体の免疫沈降実験をおこない、変異塑TN145

を含むTFⅡD複合体の安定性の検討をおこなった。その結束、今回単離した

W145温度感受性変異株はいずれもW此rらが単離したW145温度感受性

変異株であるTSl，TS2（Walk訂虎d．，1996）とは異なり、W145タンパク質の
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安定性及びTF旺D複合体の安定性は野生塑と比較して差はみられなかった。同

じタイムポイントにおいてW145変異株から他心止RNAを回収し、その中に含

まれる匹1y（A）＋加RNAの発現量変化をスロットプロット法により解析した。

さらにTSl，TS2において転写異常が報告されているaNl，CLN2などのサイタ

リン関連遺伝子や貯S5，貯S30などのリポゾームタンパク質遺伝子（S血合nand

G胱n・，1997）などを中心にプローブを作製し、ノザンブロッティング法により

発現量の変化の解析をお土なった。その庵果、今回単離した変異株はRNAポ

リメラーゼⅡのサブユニットである、R搾1の温度感受性変異株ゆト1とは異

なり、匹1y（A）hRNAの完全なシャツトオフはみられなかった。また個々の

遺伝子の発現量変化に注目したところ、N568△，T657KではTSl，TS2と同様に

ml，R円5，即S30遺伝子の発現主に顕著な減少がみられ、新たにm2遺伝

子などの発現量に顕著な減少がおきることが明らかになった。ところがTSl，

TS2の場合とは異なり、N568△，T657KにおけるCLNほ遺伝子の発現量は完全

に正常であったことから、今回単離したW145変異株はこれまでに報告され

たものとは異なる新親の性質（異なる機能欠損）を有することが明らかになっ

た。

N568△，T657Kにおいて、m2やRpS5など特定の遺伝子に対して発現異常

を引き起こす要因を明らかにするため、新親のm山一m2レポーターシステム

を構築し、それを用いたプロモーターマッピングをおこなった。その結果W145

依存性を示したm2遺伝子ではTAF145依存性がUAS領域ではなくコアプロ

モーター領域に存在することが明らかになった。さらにm2のコアプロモー

ター領域にコンセンサスなmIÅエレメントを導入することでコアプロモータ

ー活性（基本レベルの転写活性）と不完全ながら転写活性化のW145依存性

が回復することが明らかになった。しかしm2遺伝子と同様にW145依存

性を示したRPS5遺伝子の場合、コンセンサスな℃ⅥAエレメントの導入によ

るW145依存的な転写活性化を回復させることはできなかった。しかしわず

かに見られたR門5遺伝子の基本レベルの転写活性を検討したところm2遺

伝子の場合と同様、コンセンサスなⅧAエレメントの挿入により完全に

W145依存性を回復できることが明らかになった。したがってRPS5遺伝子に

おけるW145依存性はコアプロモーターの認識と肝S5UASによる転写活性

化の両方に存在することが明らかになった。特にR門5遺伝子でみられた転写

－17－



欠損は、RPS5UASによる転写活性化能の欠損に大きく依存していることが明

らかになった。

さらにN568△，T657KにおいてRPS5遺伝子の転写活性化異常はRPS5UAS

による転写活性化シグナルに対して変異型W145を含むTFⅡDは応答できな

いために生じた可能性を検討するため、W145依存性を示さないCYClコア

プロモーターに対してRPS5UASが転写活性化できるかどうかを調べた。その

結果CYClコアプロモーターに対してはRPS5UASによる転写活性化は正常で

あったことから、RPS5遺伝子で観察される転写活性化異常はRPS5コアプロモ

ーターとRPS5UASとの組み合わせにより生じることが明らかになった。最後

にN5鵬△，T657Kにおける、Ml，VP16，EBNA2等の転写活性化ドメインによ

るRPS5コアプロモーターの転写活性化は正常であることが明らかになった。

以上の結果から少なくとも加1舟形においてW145はmIÅ＿lessコアプロモー

ターの認識およびRPS5UAS等の転写活性化領域によるRPS5コアプロモータ

ーの転写活性化に必衝であることが考えられる。

－18－
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材料と方法

1．酵母株

・13．2

MArquTYZ3－52，tlPl－63，leu2－112，his3－609，△tqf145；W145，URA3（Tsukihashiet

止，2000）

・22．4

彪Arα〟mゴー刃，坤ノー揖，ね成一JJ2，△坤45J創り4エ∽払j（Tsu出血鮎hetal．，2000）

・咋K3002（Y570N）

〟ArqLETd－52．tTPI－63，leu2－112，AtqP45；PTM25／IAF145（Tsukihashietal．，2000）

・yrK3003（N568△）

朋Arqurd－52，tTPl－63，leu2－112，Ahd145；PTM32rIAF145（Tsukihashietal．，2000）

・yTK30糾（T657K）

MWqunz3－52，tTPl－63，leu2－112，Atqf145；PTM43／mF145（Tsukihashietal．，2000）

祁76　仙〟和ゴー刃触㌻2α）お戚，ゴーJJ2′アあJ△Jβ㌢√月即RY2522和郎一J

（mo叩SOna皿dYoung，1995）

Z汐4　仙肌ゴー£＝兄β－2α）お戚，ゴーJJ2′pあJ△∫β升ご月乃3pRPl12〟び鷲り

（ThompsonandYoung，1995）

2・大腸菌株（S血brooketal・，1989，MolecularClomingsecondedidonp．A9）

∫卿△ねcU169（¢βOkZ△M15）如劇7柁dJe乃血J紗ねタ∂渥－J摺仏ノ

ー20－
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∫柳城0（㌔叫）作dJ如掛∫4ク血2加”押通2耶昆β考才一∫朋払J

・CJ236

血fJ肌gJめり摺仏物C〃即（C正F，）

・BL21（DE3）

血塊gαJ（スd蝕防7加〃助椚7乃毎払dⅣ5T7g弧eJ）

3．酵母培養用培地及びアツセイ用培地

・SD培地（1L）

Yeastnitrogenbasew血aminoacidandamiumsulfate

l．7g

AmoniumSulfate　　　　　　5・Og

D－（＋）－Glucose　　　　　20g

（寒天培地の場合：毎訂pOWder　20g（2％）を加える。以下同様）

・m培地（1L）

PolypePtOn

Extractyeast，dried

D－（＋）－Glucose

・LB培地（1L）

Pol間tOn

Extractyeast，dried

NaCl

lONNaOH

20g

lOg

20g

10g

5g

5g

O．4ml

（NaOHを加えないとpHは約6．4になる。1LのLBあたり、0．1mlの10NNaOH

はpHを0・2ずつ上昇させる。0・4ml加えた後ではpHは7．2となる）

－21－



・5％ガラクトース誘導培地（Ⅵ＞Gd）（1L）

POlypepton

Extractyeast，dried

D－（＋）－Galactose

20g

lOg

50g

・Highsaltmedium（1．2MNaCl＋YPD）（1L）

YPD

NaC1　　　　　　　　　　　70・13g

・鋼添加培地（1L）

YPDに終濃度0．3mMになるように0．3MCuSOヰを加え、オートクレーブする。

（CuSO4・5H20　0．74g／10血）

・10mM3－AT添加培地

Leu，Ade，Uraを添加したSD培地をオートクレーブした後、終濃度10mMに

なるよう1M3－Årを加える。

・Supplement

A血血eS山勉鹿100Ⅹ（Ade）

しbucine200Ⅹ（bu）

0．375釘100ml

0．75g／100ml

Uraci1200X（ua）

0．75g／100ml

L－HistidinelOOX（His）

0．375g／100ml

それぞれ1x濃度になるよう培地に添加する。

・5－FOApl如eの作製法

SoIA．

－22－
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5－FOApow血r lg

200ⅩUr誠dsol血om　　　　　　5ml

DDW　　　　　　　　　　　　500ml

スターラーバーで撹拝後、ボトルトップフィルターでろ過滅菌。

SoIB．

Yeastmitzt）genbasewhaminoacidand皿nOmiumsul触

1．7g

硫化アンモニウム　　　　5．Og

グルコース　　　　　　　20g

Agar　　　　　　　　　　20g

lXAmhoacidm奴餌托■1

DDW5他山を加えオートクレープ

＊1）10XAm加acidmixture（CURWPROTOCOL，Ansubeletal．，1T997，13

Sa∝haromycescerevisiae13．1．3）

a血血e（b血血1触salt）　40〝離山

L一明如血e（HCl）

L－aSPardcacid

L－glutamicacid

（monosodiumsalt）

L－histidine

L－1eucine

し1y血£（mono－HCl）

L－methimine

しpbenyl山a血e

L－Se血e

L－tb托0血e

L－tryPtOPhan

し呼rosine

L－Ⅴ血ine

20／∠離山

100〝釘血l

100〃離山

20／‘釘血1

60〝離山

30／∠離山

20〝離山

50〝離山

375／J離山

200〝離山

40／（〆m1

30／J離山

150／J離山
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SoIBが十分（的℃程度）に冷めたらSoIAと混合しプレートに広げる。

4．酵母トータルRNA精製　（IyerandStruhl．，1996）

酵母を100miYPD25℃で0．D．柵＝0．5－0．7になるまで培養する。菌液を15mi

ずつファルコンチューブ叉はスピッツ管に分注し、3000叩叫5m加速心後回収し

た菌体を1miColdDDWに懸濁し再度遠心して菌体を回収。

回収した酵母に対して400fLIRNACenlysisbu飴r（10mMTris（pH7．5），10HiM

EmA，0・5％SDS）を加え懸濁後、400FLIRNA用Acidphenol（pH4．0）を加え

良くまぜる。途中3回ボルテックスしながら65℃で1brインキエペートする。

65℃インキエペート後水中10mh静置する。

4℃5mh15K遠心後、回収した上清（約400〝1）に対してPbeno此IAA（pH

4．0）400〝1を加えボルテックスする。再度4℃5mh15K遠心後、回収した上

清に対して0．3MNaOAc300〝1，EtOHl血を加え－80℃でエタノール沈殿する。

80％EtOHでリンス後、風乾する。

200FLIDEPCwaterに懸濁後、RNase鮎eDNaselU（0．1jLl）を加え37℃1hrイ

ンキエペートすることでDNaseI処理をおこなう。その後再びpheno川コAA（pH

4．0）抽出後、0．3MNaOAc，EtOHでエタノール沈殿、さらに80％EtOHでリン

スをおこなって風乾する。50FLl程度のDEPCwaterに懸濁して最終のトータ

ルRNA標晶とし、0．D．独で濃度を測定して一組℃に保存する。

5．ノザンプロツティング法

・サブマリン用1％アガロースゲル（14Ⅹ12．5cm）の調製

アガロース1gとDDW90血を混ぜて電子レンジで完全に溶解する。その後

60℃の恒温槽中に10mhインキュベート後、ホルムアルデヒド5．5血，10xMOPS

bu脆r（0・2MMOPS，50mM sodiumaCetate，10mMEDTA，PH7．0）10mi，EtBr

（10m釘血1）0．5〃lを加え、ゲル作製台に注ぎ込み一時間ほど静置。

－24－
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・針湖東瀬率ふ畑嘩準緑

・RNAサンプルの調整

1サンプル（1レーン）あたり、加邦のRNAを泳動する。

跡A溶液加〝gに対して、ホルムアミド10〝1，ホルムアルデヒド3・5〝l，

10xMOPSbu飴r2〝1を加え、トタル加〟＝こなるようにDE陀wぬrであわせ
る。

・RNAトランスファー

RNAサンプルを1％アガロースゲルで電気泳動後、アガロースゲルからホル

ムアミドを除くためDDWでゲルを5mhx4回リンス。ナイロンメンプレン

（駄neSc耽nPZksRHybridizadonTransferMembranes；N7＝ドResearchProducts］は

DDWで10sec浸した後、10xSSCに15mh浸す010xSSCで終夜キヤピラリー

法によりトランスファーを行う。トランスファー後メンプレンを2ⅩSSCでリン

ス後風乾し、Wクロスリンクをおこない保存云

●　5Ⅹ01igol血班ngbuぽむの作製

SolO：1・25MTris－HCl（pH8・0），0．125MMgC12

SoIA：SolOlml，β－メルカプトエタノール18〝1，100mM山汀P5〝1，1仙nM

dTD5jLl，100mMdGTP5jLI

So柑：2MHm（pH6．6）

SoIC‥Pd（N）6SOdiumsalt（弧erShamPharmacia）を900．D．miuhlになるよう

にTEに溶解する。

SoIAl00〝1，SoIB250〝LSoIC150〝lをよく混ぜ合わせ、－加℃で分注して保存。

・プローブ作成

放射ラベルしたい鋳型D甑を1∝吋10〝1用意し、95℃、3血熟変性復水中
に静置する。

5xoligolabelingbu飴rlOjLl，0・1％BSA2FLl，【a｝2p］dCrP（3∝Ⅸ：血m。1）2．5

jLl，X］enowlfLl，DDW14・5jLlを加え、37℃、30minインキエペート。

1・G50甲山001uェmを用いてブロープを精製する場合

インキエペート後Ⅷ10〝1加え、全量を50〝1にする。

G50spincolurm（PrbbeQuantTWG－50MicroColurnns；PhamuLCiaBiotech）に対し

－25－



てプレスピン2叩0呼叫3mhを行う。

サンプルをカラムに加えてサンプルスピン（2叩0呼吼5mh）を行う。カラム抽

出液に200〝1TEを加える。

2．カラムを自作する場合

インキュベート後TE00〝1加え、全量を100〃1にする。

1mlのテルモシリンジの底に脱脂綿を少量敷き詰め、セファデックスG－50

（Pbmia）を一杯になるまで注入する。1500叩叫1mh遠心しバッファーを

抜き、100〃1TEで三回カラムを洗浄する。

サンプルをカラムに加えて1500卿，4mh遠心しカラム抽出液を回収する。カ

ラム抽出液に150／∠1TEを加える。

比活性測定のため1〝1（1／250vol．）をチエレンコフで測定する。30∝肌

100000如m旬1が目安。ハイプリダイゼーションの直前に95℃，3mh熟変性後水

中に静置。50－70／∠1程度をハイプリグイゼーション反応に用いる。

・（プレ）ハイプリダイゼーション

（プレ）ハイプリダイゼーションバッファーは20ⅩS5C6．25ml，ホルムアミド

12・5mi，50Ⅹデンハルト溶液2・5ml，10％SDS250FLl，DDW3．5mi，10mg血1ssDNA

500〝1（95℃5m血熟変性）を用いる。一枚のメンプレン（14Ⅹ12．5cm）に対し

て10mlを目安に使用する。

42℃2－4br程度プレハイプリダイゼーションを行った後、42℃終夜ハイプリ

ダイゼーションを行う。

WaShbu飴r（1xSSC，0．1％SDS）で65℃、15minx3回メンプレンを洗浄した後、

Ⅹィ町丘血に感光させる。

‘．スロットプロット法（K山血山皿dBu血OWSb．，1997）

Bio－DotSFmicro丘1trationapparabs（BipRad）を使用。マニュアルを参照。

・サンプル調製

totdRNAの抽出法はノザンブロツティング法の項目を参照。

－26一
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2J∠gのb血RNAに変性溶液●130〝1を加える。

＊1）　変性溶液

ホルムアミド

ホルムアルデヒド

17・5／パ

2／‘1

10xMOPSbu蝕r

（5・ノザンブロツテイγグ法の章を参照p．18）

1・75〝1

DDW

To也1

餓℃、15mhインキュペート。

水冷。

ColdTE35／パをを加える。

スロットにアプライする。

臥75／‘1

30／Jl

・フィルターの処理

ナイロンメンアレン（ノザンプロツティング参照）と3MM紙を適当な大きさ

に切り、DDWに15mh浸ける。

装置をマニュアルどおりに組み立てた後、各スロットにⅧ100〃1を加えて、
プレwasbする。

サンプルをアプライし、2ⅩSSCでフィルターを1回洗浄後にWクロスリンカ

ーによってWクロスリンクをおこなう。

・ハイプリダイゼーション

プレハイアリダイゼーションにはハイアリダイゼーションの時と同じバッファ

ー■lを用いて37℃、2brプレハイアリダイゼーションをおこなう。

＊1）（プレ）ハイプリダイゼーションバッファー

4ⅩSSC

lO丈De血t，ssolution

SDS

SSDNA

0．5％

0．1m帥Ill

－27一



ハイプリバッファー10ml中で37℃、終夜ハイプリダイゼーションをおこなう。

・プロープ作製

poly（rA）rpoly（dT）1封8　50ng／10FL1

70℃、5mhインキュベーション後氷冷する。

5x血sts加mdb血　　　　　4／‘1

DDW　　　　　　　　　　　2FL1

100mMDTT IFLl

【α－32p】m（400C血mol）1／∠1

reversetranSCriptase lFLl

tot山　　　　　　　　　　　20〝1

を加え、37℃、1hrインキュペーションする。

70℃、15mhインキエペート後、mO／∠1を加えスピンカラムで加給を除去す

る。

・メンプレンの洗浄

1xSSCで37℃、10m血で三回洗浄後、Ⅹr野鎚mに感光する。

7．ウエスタンプロツティング法

・ウエスタンブロツティング用サンプルの調製

酵母株をWD液体培地で旋回培養する。0．D．㈹胡．5－0．7で1mlの菌液を回収

後、COldDDWで一回菌体を洗浄後、遠心によって沈殿させた菌体を回収する。

上清を完全に除き100FLlのCrackingbu鮎r（U血8M，SDS5％，40hMTris－HCl

（pH6・8），0．1mMEDTÅ，0．4mg血1BPB，Proteaseinhibitorsolution＊】，1ぱMSF＊2，

0．1M2－メルカプトエタノール）を加え、超音波破砕する。95℃3mh熟変性後

に10／‘1を電気泳動する。

＊1）1ⅩBBPLで代用する。

100ⅩBBPL

bestatin 35〝g血1

－28－
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い∴十／いい」∵∴ナ＋十★∴

b血d血eHCl

阿S血nA

leu匹p血

200血M

40〝離山

50〝g血1

＊2）100Ⅹ椚MSFst∝ksoh血n

O・1742gPMSF血10mlisop叩弧01（アルミ箔で遮光して室温で保存）

6％分離ゲル；50％アクリルアミド′ビスアクリルアミド（25：1）2mi，1MTris，HCl

（pH8・8）6・26mi・10％SDS166fLl・50％シュタロース2・66ml，DDW5．17mi，10％

APS200〝l，TEMED20／‘l・

4％濃縮ゲル；50％アクリルアミド′ビスアクリルアミド（25：1）1血，0．375M

T血HCl（pH6・8）4・15mi・10％SDS126pl，DDW6・25血，10％APS150FLl，T巳M玉D

15／パ．

SDSRu血gbu飴r（1ⅩT血此恥血e●l，0．1％SDS）100V2．5h泳動後、ニトロセ

ルロースフィルター（PRmmmsE）にトランスファーする。

＊1）10ⅩTrisJGlysinestockbu飴r（1L）

ms⊥base　　　　　　　　　30g

Glycine　　　　　　　　　144g

・セミドライトランスファー（TransBlotSDSemi－pryElecbphoredcT．anSfer

Ce札BIO－M使用）

ゲルと同じ大きさに切って用意した3MM濾紙とニトロセルロースメンプレン

をトランスファーバッファー（1ⅩT血旧け血e，10％メタノール）に弛血程度

つけておく。15V，3仇nin通電。

メンプレンを5％スキムミルクを含むⅧS（25mMms－HCl（pHT5），150血M

NaCl）で10血mブロッキング後、TBSで洗浄。

・一次抗体反応　一次抗体は1佗000vol．使用、室温1血r反応。反応後、ⅧSで

1仇血n洗浄。

－29－



l・TAF145抗体：rabbitpoly－Clonal（8．抗体作製の項を参照p24）

2．TBP抗体：rabbitpolyclonal

3．TAF68抗体：rabbitpolyclonal

・二次抗体反応　二次抗体は1β000vol．使用、室温40mh反応。反応後、TBS

で10min三回洗浄。

1・AntiTrabbitIg，PerOXidase－1inkedspecies－SPeCi丘c wholeantiboby，fbmdohkey

（A偲S血n）

・HRfの検出

ECLウエスタンブロッティング検出試薬（Amersham）を使用。X－ray丘血で感

光。

臥抗体作製

出芽酵母W145抗体を作成するにあたりpETシステム（Nov喝en）を用い

たoT即145の288a・a・－489a．a．（864－1467bp）の領域をBL21（DE3）中で発現さ

せ比sタグにより精製したものを抗原として用いた。

864－1467塩基間の断片（604塩基）をプライマー（T713／r719）を用いてPCR

によって増幅した。T713，T719はそれぞれNdeI，EcoRIサイトを設定し、発現

ベクターとして用いたpET28a（＋）のNdeI，むoRIサイトでインフレームにな

るように設計した。

・抗原大量精製手順

1．予備実験（発現確認）

発現させたい領域をサブクローニングしたプラスミドをBL21（DE3）に形質転

換しぬn弧y血添加LBプレートで単クローン化する。

K弧amy血を添加した3血LB液体培地に植菌し、37℃で終夜前培養をおこなう。

50mlM9♯l培地に前培養液500〝1を加え、0．D．柵胡．6に到達するまで37℃で（約

4血r）旋回培養する。

－30－
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0・D・血塊6に到達すると同時に0・4mMⅡ汀Gを加え、37℃、2h誘導。mG誘

導前の菌液100〝1をDDW洗浄後保存しておく（st∝kl）。

2k誘導後100〝1の菌液を回収し（st∝比）、残りの菌液も回収後保存する

（s知日）＿。

St∝kl，S呼出に対して100〝1cⅧ血gbu脆rを加え、超音波破砕をおこない、95℃，

3mh熱処理後水冷。それぞれ10FLlをSDSPAGE後CBB染色をおこないIPTG

による誘導を確認する。

St∝臼に対して500〝1の（0・1）bu蝕rりを加えて超音波破砕後、1500叫叫5血

遠心をおこないその上清分画を5〝1泳動し発現させたタンパク質が不可溶性で

あることを確認した。

＊1）　M9培地

TⅣptOn

NaCl

10g

2・5g

DDWで900Ⅱ11にあわせる。オートクレープ後に10xM9salt■3を100d加えて使

用する。

＊2）（0・1）buぽお（各試薬の濃度は終濃度で表記した）

T由一HCl（pH7．5）

DTr

Glyceml

EDTÅ

Ⅰ血血01e

KG

＊3）1伽止9sdt

N軋CI

KH2Pq

N抑・7H20
DDWで1Lにあわせる。

40mM

lmM

lO％

0．2mM

lO血M

O．1M

10g

30g

60g

2．大量培養（不溶性抗原タンパク質精製）
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前培養した菌液をM9培地ILあたり1miずつ植菌し（1Lx3本）、0．D．‘＃．6

に到達するまで37℃で約5時間旋回培養をおこなう。

M9培地3Lの中で37℃、2時間0．4mMmG誘導発現。

菌液を6000rpm，15min遠心をおこないColdDDWで一回洗浄。

6000叩恥15m血遠心をおこない集菌した菌体に対して30血の（0．1）bu飴什6M

Guanidine－HCl’lを加え懸濁する。

100血のビーカーに移して超音波破砕をおこなうり。

菌体破砕後、1・5mlのエツベンドルフチューブに分注し15叫叫5m丸運心す

る。

上清を50血ファルコンチューブに回収する（stockl）。

＊1）（0・l）bu飴r＋6MGuanidine－HCl（各試薬の濃度は終濃度で表記した）

Tris－HCl（pH7．5）

DTT

Glycα01

EDTÅ

Imidazole

KCI

GuanidineHCl

最終的にpHを7．5に調整する。

40mM

lmM

lO％

0．2mM

lOmM

O．1M

＊2）50乳出力8，20秒x12回，托如訂卸を用いて超音波破砕。（T皿C，W＿30s

ULTRAS．HOMOGENIZERを使用）

3．回収条件検討

StOCkllOOFLlに対してNi－NTAagarOSe（QIAGEN）を30FLl、50FLl、100FLlを

加え、低温室の中で1時間ローテートする。

6000叩叫3血遠心をおこない上清を除く。

500〝1の（0・1）bu蝕刑竜MGu血idhe－HClで3回スピンダウンを繰り返し、ビー

ズを洗浄。

100jLlの（0．1）bu晩r＋6MGuanidine－HCulOOmMimidazole■lを加え5minクッビ

ングにより溶出する。3固練り返す。
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チ，ぷノ・キ“－ノナ・N　　　　　　　　　ノー甘．／’ノ・　　一′，

溶出液を2〝1ずつSDSpAGEで泳動確認する。

最適な樹脂量を検討した結果、30〝1の粗相喝肌Seによってst∝kll町1

に含まれる貼喝タンパク質は完全に回収できることが明らかになった。

＊1）（0・1）bu飴什伽伽血血e－HC〟100mM血血ole（各試薬の濃度は終濃度で

表記した）

ms－HCl（pH7．5）

DTT

Glyceml

EDm

hnidazole

Kn

GuanidineHCl

最終的にpHを7．5に調整する。

4仇nM

lmM

lO％

0．2血M

l∝blM

O．1M

6M

4．抗原タンパク質回収

2・5mlのNi－NnagarOSeを（0・1）bu飴什6MGuanidine－HClで一回洗浄後、25mi

のst∝klに懸濁し、低温室で1時間ローテートする。

カラムに充填し、刑ow血mug血を回収する（Frl）。

100血の（0・1）bu飴叶6MOu皿i血e－HClでカラムを洗浄（m）。

50miの（0・l）bu飴r＋6MGuanidine－HCul00血Mimidazoleでカラムを溶出し、15mi

のファルコンチューブに5mlずつ10分画を回収する。

回収した10分画からそれぞれ0・5〝1ずつを、また打1、mそれぞれから5〝1、

10／∠1をSDSPAGEをおこないカラムに吸着したことを確認し、精製タンパク

質の溶出した分画をあつめる。

・透析

回収した分画を透析チューブに移し、終夜低温室で（0．1）bu餓汀による透析を

おこなう。

タンパク質溶液を透析チューブから1・5mlのエツペンチュープに移し、1500叫m，
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10血加速心する。

上清を15mlファルコンチューブに回収する（上清1）。

沈澱したタンパク質を回収する（沈澱1）。

上清1、沈澱1をSDSPAGEで確認し、上清1にタンパク質が多く含まれてい

たので5陥飽和の硫安沈澱をおこなった。

タンパク質溶液をSDSPAGEで泳動後、一分程度CBB染色をおこない、バン

ドをゲルから切り出す。

切り出したゲルを1血のSDSmmingh鋲汀と共に透析チューブに入れ100Ⅴ電

圧により低温室で終夜溶出する。

タンパク質溶液を新たな透析チューブに移し搾Sで終夜溶出する。

，．免疫沈降（Baietal．，1997）

・菌体の回収

酵母培養液が0・D．扉弧5－1．0に到達するまでYPD培地で培養する。

0・D・mitが10になるように培養液より菌体を回収する。

測定した吸光度の億と定義する）

3000rpm・5min遠心後上清を除きColdDDWで一回洗浄。

（0．D血itは0．D．伽で

・タンパク質の精製

菌体に対して2mlずつBA佗00■lを懸濁する。

500／∠1ずつ4本のエツベンドルフチューブに分注。

1gずつガラスビーズを加え、氷上で冷却しながら1血nx6回ボルテックス。

13500呼m，5mh遠心。

上清（約3血）を15mlファルコンチューブに回収する。

1血ずつタンパク質溶液を1．5mlエツペンチューブに分注する。

エツペンチューブl本あたりBA佗00で平衡化したProteinAsepharOSe4FastFl。W

（AmshamPharmacia）を20FLl加え、懸濁後氷上15min静置することでPr。tein

Asep血oseと非特異的な結合をする分子を取り除く。

13500呼m，5mh遠心後、上清を免疫沈降用のサンプルとして保存する。

－34－
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＊1）BA佗00st∝ksd血on（各試薬の濃度は終濃度で表記した）

Hepes－KOH（画打6）　　　2仙

EDTÅ　　　　　　　　　　　　2mM

EG恥　　　　　　　　　　　　2mM

NoniddP－40　　　　　　　　　0．25％

Pot鮎Sium猥触　　　　　　　200血M

使用直前にBA佗00st∝ksol血瓜に次の試薬を混合する。（ウエスタンプロッテ

ィングの項を参照）

DTT

PMSF

lxBBPL

5血M

l血M

・抗体反応

免疫沈降用サンプル400〝1に対してTBP抗体1・5〟1を混合後、氷上で4hr
静置する。

BA佗00で平衡化した恥血A呵血mseを20〝lを加え、低温室で終夜ローテ
ートする。

・免疫沈降用サンプルの洗浄

ローテーション後サンプルを10000叩m，10sec遠心し上清を除く。

1mlのBA佗00を加えno血Asepb机Seをピペッティングで良く洗浄後、再度

10000甲m，10s∝遠心をおこない上清を除く。3固練り返す。

遠心後沈澱したProteinAsephamseにBA佗0020FLl，CrackingbufFtr20FLlを加え

95℃、3mh熱処乳20FLlをSDSPAGEに用いるためのサンプルにする。

10．温度感受性変異株のスクリーニング

プラスミドシヤフリング用酵母株（13．2）に対してエラープローンPCRライ

ブラリー（W）（作製方法は13・エラープローンPCR法及びライブラリーの作
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製の項を参照）を形質転換し如e，鮎s，1餌，u∬aを添加したSD液体培地で25℃、

22一別h培養後、5－FOA培地上に広げた。5－FOA培地上で生育した約1000コロ

ニーをYPD培地にパッチしその後加k，鮎s，1eu，uraを添加した5D培地上で18℃、

30℃、37℃の三段階の温度下で3d叩S培養をおこない、18℃、37℃で温度感受

性の生育を示す株を1stスクリーニングを革過した株として単離した。さらに1st

スクリーニングを通過した殊に対して鮎k，鮎s，1eu，u∬aを添加したSD培地に広

げて18℃、25℃、30℃、33℃、37℃の五段階の温度下で3d叩S培養をおこない、

18℃、33℃、37℃で温度感受性の生育を示した株を2ndスクリーニングを通過

した温度感受性株として単離した。

1L】過∬145温度感受性変異株における変異部位の同定

シーケンスによって塩基置換を同定するため、まず温度感受性を示す株から

プラスミドを回収した。

温度感受性珠をYPD培地25℃で旋回培養をおこない、500〝lの菌液から

5000呼叫3mh遠心をおこない菌体を回収する。

200FLlyeastextractionb血（2％TritonXlOO，1％SDS，100mMNaCl，10HiMTris－

HCl（pH8・0），1mMNa2EDTA）と200fLIpheno仙A、そして約200FLlガラ

スビーズを加えて激しくボルテックスしプラスミドを回収する。

その後大腸菌（HBlOl）にエレクトロボレーション法によって形質転換をおこ

ないクローン化したプラスミドに対してシーケンスをおこなった。

多くの変異株で複数の塩基置換が認められたので、＝今回変異を導入した領域

BgⅢ掘stPI（160ト2朝5，845坤）を中央部の駄oRI（2065）サイ、トでそれぞれ前

半B由Ⅱ掘coⅢ（4糾bp）と後半駄oRI－BstPI（380bp）そして全長の3つの断片

に分け、野生型M34（マルチクローニングサイト中の駄oRIサイトは、E∽Ⅲ

サイトをはさむNotI，PstIサイトをセルフライゲーションすることで欠失してあ

る）の相同領域と置換したプラスミドを作製した（次のページの図－1を参照）。

これらのプラスミドを13．2、22．4系統のシャツフリング用酵母に形質転換後、

プラスミドシャツフリングをおこない温度感受性の生育を付与する領域が前半

と後半のどちらの領域に存在するのかを検討した。最終的にはサイトダイレク

トミュータージュネシスによって点変異でアミノ酸置換を導入して温度感受性

一36－
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て・ト・い∴・■・・■■■・・・■　・．・・■・・了・・l・、

を付与するアミノ酸変異を同定した。

エラープローンPCR実施領域

Bg＝　603）Bst□I（2446）

Bg川（1603）　　　　　　Eco剛（2066）

l　　　　前半464bp l

」
l

l

I

TAF1450RF

B＄t円（2446）

後半380bp I

I前半フラグメン
l

t l
後半フラグメン

◆義元∵全長フラグメンTK12柵プライマー

（材料と方法　図－り

複数の変異が含まれた断片をそれぞれ前半（Bg川－EcoRけ、後半（EcoRト
BstEJl）、全長（Bg川－BstEJl）で切り出して野生型の相同領域とそれぞれ置
する。もとのプラスミドと22・4シヤフリング用酵母殊に形質転換してシヤフ
リング後に温度感受性の表現型を示す領域を確認する。シーケンスに用いた
プライマーの番号と領域を示した。

12．大量酵母形質転換法

ト

ト

ト

形質転換する株を前培養として100血WD培地25℃で1－2日旋回培養をおこな

う。

5伽11ファルコンチューブに50血ずつ分注し、300叫叫5m加速心後、上清を除
く。

それぞれのファルコンチューブに200jLlの10mghnlssDNAと大量に形質転換

したいライブラリープラスミドを10〝gずつ加え、ボルテックスをおこなう。

25血ずつPLÅ托m止血陀暮lを加えボルテックスをおこなった後、200〝1の1．胴

DTTを加え再度ボルテックスをおこない、室温で終夜静置する。

42℃・1蝕1inヒートショック処理をおこない、300伽p叫5血h遠心した後に上清

を除き必要な甜ppleⅡ蛤ntによって懸濁後、培地に広げて培養する。

この条件で一般的な酵母殊に形質転換を行うことで10〝1当たり100㈱クロー

ン以上の形質転換効率が期待される。ただし強い温度感受性株では形質転換の
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1

［

［

l

効率は1／10程度に低下する。

＊1）pL＃rEm奴山托

Stede45％PE（拘α氾

1MLioAc

IMTris－HCl（PH7．5）

0．5MEDm

90ml

lOml

lml

O．2ml

オートクレープにより滅菌する。

∽．エラープローンPCR法及びライブラリーの作製

・エラープローンm法

鋳型mA（M鋤）　　　　　2α血ol

プライマー（TK郎，m7）　各3qpmol

lOぱCRb血　　　　　　10〝l

MgC12　　　　　　　　　　　15mM

m O．2mM
TaqpolymeraSe　　　　　　　　5mits

l00〟1になるようにDDWを加える。

上記反応系をセットアップして以下の条件でPCR反応をおこなう。

94℃　　5mh

94℃

55℃

72℃

35cycle

72℃

1mh

lmh

lmh

PCR産物をpheno〟CIAA、EtOH沈澱による精製後、BglII，BstEⅡによる制限
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酵素処理をおこない、再度断片の精製をおこなう。

加B4をB抑BstEⅡによる制限酵素処理後、CIAP処理をおこないフラグメン

トをライグーションする。DH5αに形質転換しライブラリーを作製する。

14・m誠一Cmレポーターシステムの作製（次のページの図－2、図ト8を参照）

・m2ゲノム断片のサブクローニング

m20RF領域を増幅するプライマーm91，m92を用いたmスクリーニ

ングによりCL昭遺伝子を含むゲノムライブラリーのスクリーニングをおこな

った。

単離したm2ゲノム断片をSI舶サイト（4弊），Ⅹb濾サイト（＋3267）で

制限酵素処理をおこない、Ⅵ御伽181のSpbmoIサイトにサブクローニング

した。（サイト番号は翻訳開始点を＋1として表した）（M1450）

次にCL昭（SpbⅨ馳d）／YEpl誠181のMサイトで制限酵素処理をおこな

い、pRS315のSpuⅨbaIサイトに移し換えた。（M1451）

m20RF領域のSpdサイト，NcoIサイトを制限酵素処理後平滑末端処理を

おこない、セルフライゲーションをおこなった。（M1452）

m2UAS領域を取得するため、TK96m860を用いてゲノムを鋳型にした

PCRをおこない、増幅されたm断片をSpbIで制限酵素処理し、M1452のSpu

サイトに導入する。（方向確認）（M1453）

m血｛m2レポーター活性を●ノザンプロッティングで確認するためのmA

ブロープとしてM1452をⅩhd仙dⅢ処理により回収した411bpの断片を使用

した。（同様のフラグメントはTKlO7別TKlO80プライマーを用いたPCRにより

作製可能42肋p）m血｛m2レポーターを導入した酵母から回収したトータル

RNAに対して上記のプロープを用いたノザンブロツティングを行うことで内在

性のCL加ほ遺伝子の発現量を同時に検出することが可能である。今回の実験を

通じて内在性のm2遺伝子発現量をb誠ng00n如1としてもちいて、レポー

ター活性の測定をおこなった。
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CLN2ゲノム

ライブラリー由来
一口99　　1

＋　267

Sphl xbal

Sphl／Xbalサイトで切り出しYEpJac181のSph一川baけイトに挿入する。

YEplac181

M1450
一口99　　1

＋　26

Pvu‖Sphl xbaIPvull

PvuJけイトで切り出しpRS315のPvulけイトに挿入する。

PRS315

M1451
一郎柑　＋1＋6¢7

PvuHSphl Spel．

】11＋　28

÷ナノ十＋＋＋＋

COIXbalPvu11

Spe川COけイトで切断後・平滑化を行いセルフライゲーション。

＋　26

Xba】Pvull

M1452
PRS315

一口9g l

ナ†十÷　　　　十十★＋

PvuHSphl Spel爪ol

CLN2UAS高域をゲノムを鋳型にTK962／TK860で増幅後、M1452
のSphけイトに挿入。方向確証。

ー4□9

Pvu

M1453 ＋2。口P腎＃晶
1

三＝Ⅳ⊥

■■■

S□elqc0l

（＋十

spH　帥㌘㌔諾d…

＋　26

（材料と方法　図ト2）minトCLN2レポーターシステム作製法
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15．使用したオリゴプライマーー莞

TK3　　　5－＿

TX65　　　5し

TK66　　5－－

TK67　　　5－－

TK175　　5－－

TK176　　5■－

TK178　　5－－

TX184　　5－－

TK185　　5し

TK187　　5－－

TK189　　5－－

TX202　　5－一

TX208　　5■－

TX209　　5－－

TX212　　5－－

TX213　　5●－

TK249　　5－－

TK250　　5－一

TX477　　5－一

TX478　　5■－

TX489　　5－－

TE490　　5－－

TX491　　5－－

TX492　　5－－

TX493　　5－－

TX494　　5－－

TK521　　5－－

TX522　　5－－

TK531　　5●－

AGGACGACGATGACAAGmGCC払mGGCArGCTCG

CGATGmArCGAÅT－3－

ACAAGCrGArrⅣ打AGACGCGTTGTTCCrIATCÅrTGGC－3・

CACACAAGÅrC【ÅACCATCGGOGA＿3．

ACACACGGTCACCAACACCATGTA＿3，

AAAJrmAWCGGÅAAGCCAÅrG－31
GCCAAJAAAWcGGAAAGCC＿3▼

TmCCArC軒r上AAGGTTGGACAAACm＿3，

CACACAGAArrCrCCCÅMÅGCCCAGAG＿3I

CACACAGGÅrCCmGTTGTCTCAA刷＿3・

CACACAGGATCmCCCCCCAAAGTCGTCAÅr＿3・

CACACAGAJmCGGAÅrGACCCACGACCCC＿3，

CACACACTGCAGnAGGCACCrTCATCCCCGCC＿3・

CACACAGAmCATGmGWGAAAAC＿3－

CACACAGGATCmGGATTCAArrGCCTT打rC＿3・

CACACAGAATTCGACCAAACrGCGm＿31

CACACAGGATCmGGmmCATCATCGAA＿31

ÅrGGÅrTCTGGmGTrCTAG－3，

GTGTTmCmGGGCAACTCT＿3．

CCCCAGTWCCCAAGAÅr－3－
rmGCCAAGGTGGTCAAGAT＿3－

ATGAACCACrCAGAAGTGAAA＿3，

AAACCTÅCCACCTGTGGGM＿3一

ÅrmTGCTGAACCAAGA＿3．

CCAGAGACAAGlÅGCGACAAC＿3一

ÅrGTCTGACACCGAAGCrCCA＿3－

TMCmGAmGGCAAC＿3，

mGACGGAGGACTGTCCTCCGA＿3，

CTAGTCGGAGGACAGTCCTCCGT＿3－

TrCACmTCGAAGCAGCÅrCA＿3．
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TK532　5一－　AA℃軋ACATCCATGACGCTGTC－3－

TK860　5’－　TAGGATCCCATTGTCTGTCGTW－3．

TK937　5一－　CACGGATCCGTGÅrCnnTCAAGAAJAAJ－3■

TK938　5一－　CACCTGCAGTTACAAGAmGÅⅠÅGTGCTC－3－

TK962　5．－　CACGCArGCGCGAACTAAAGCAACTN－3■

TK1052　5T－　CACGCÅrGCTTCTGAGTGGmCGTTC－3．

TKlO53　5T－　CACCTCGAGCATTGAAATCCAAACCGT＿3－

TKlO78　5一－　CACGCATGCGGAmGGCGCCGGGTC－3．

TKlO79　5’一　TACCTCGAGTGACAAArG3．

TKlO80　5■－　CGCAGAÅⅨrM＿31

TKllO5　5一－　CACGCATGCCCACAAGGAAAAAGGAAA＿31

TKl130　5’－　CACGAmCCAエAACAmGTCGAGA－3一

TKl131

TKl136

TKl137

TKl165

TKl166

TKl167

TKl168

TKl169

TKl170

TKl186

TKl187

TKl188

TKl189

TKl194

TKl195

TK1224

TK1225

TK1231

TK1232

TK1289

5’－　CACCTGCAGCmGACCTCMC＿3－

5一－　CACACTAGTCAG4TCCGCCAGGCGTGT－3－

5一－　CACCTCGAGCCrmGTGGGCCACCCT＿3．

5’－　ATGTCACGÅrCCCTTTTGGTA＿3．

5■－　AGTCGAÅrTCGTArGAAAAGA－3．

5’－　ATGTCCAACCCAÅIAGAAAAC＿3，

5’－　TTGCAGGCAGCTCAGCTCTCC＿3，

5．－　ArGGCTGAACTGAGCGAACAA－3－

5’－　CATCGTAGTTATCGAAGm＿3－

5’－　ATGTC℃qTCCCAGAAACTCAA＿3．

5■－　GGTGTMCCAGACAAGTCAGC＿3．

5l－　ATGGGAGAGAACCACGACCAT－3．

5’－　TTCACTNCGAAGCAGCATCA＿3．

5’－　ATGGCCAmGAAGGÅⅠÅCC＿3．

5一一　GTCTTGTGTGACAGTACATGA＿31

5’－　ATGTCTTTNCTrCAAAGTT＿3－

5’－　TCGATGTGGmACGCAAGTT＿3▼

5一－　GCTWGTTCATGGTTCTCTA＿3－

51－　TmGGACGGATGGACCTGG＿3－

5’－　GATTmTTT一丁CTCmJGAAAGAGÅmGT＿3一

一42－
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TK1290

TK1291

TK1292

TK1293

TK1435

TK1436

TK1437

TK1466

TX．1467

TK1468

TK1500

TK1501

TX1502

TK1503

TK1504

TK1505

TK1541

TK1542

TX1543

TX1541

TK1545

TK1546

TX1547

TX1548

TX1549

TX1550

TK1551

TX1552

TX1624

TK1625

TK1626

TK1627

5一－　GAAAACAAmmcATÅCAGAGCACA－3・

5■－　CACGCArGmCACGAAAACACCr＿3・

5’－　CACCTCGAGGGAmmCmGAAm＿3－

5一－　TALAJMGTACAAAmGÅACTAATGGGCA＿3・

5．－　CACGCÅrGCACmmÅⅠ皿J＿3・

5’－　CACGCArGCGCACGCAGCCm＿3，

5一－　CACACmGTCmCTCmTGA＿3・

5■－　GAJAAJuAGTÅCAAÅmGAACWGGGCA＿3・

5’－　TAAJMGTÅCAAAÅmGAACWGGGCACA＿3・

5’－　GÅ仙GTACAAJmGAACTAArGGGCACA＿3・

5一－　CACGCÅrGCrCmÅ仙＿3・

5一－　CACGCATGCTTTCATnTATAAAJM＿3・

5一－　CACGCATGCTCÅm馳ÅG＿3．
5l－　CACGCÅrGCÅm馳ÅGAC＿3・
5’－　CACGCArGCÅ恥ÅGACTA＿3・
5’－　CACGCAJGCÅ仙ÅGACnGT＿3・
5’－　CCM＿3－

5r－　mGTACAAAÅmGGCATG＿3，

5－－　CÅMm－3－
5’－　mGTÅCAAAÅmGCATG＿3．

5’－　CC恥A＿3－
5l－　CnGTÅCAAAÅmATG＿3－

5■－　CÅ恥A－3■
5’－　mGTACAAAArITINGCATG＿3■

5T－　CACGCATG（：CM払rnTGTACrr＿3，

5一－　CACGCAT印ⅣnTGTÅCTT＿3，

5’－　CACGCATGCÅ刷rnTGTACIT＿3，

5’－　CACGCÅrGCÅ恥nTGTAm＿3－

5l－　CACGCATGCmCAACAACACCCÅT，3．
5’－　CACGCATGCAGAmCTnYITCTCCCG＿3．

5一－　CACGCÅrGCCTCCCmCCTTCGCCGC＿3－

5一－　CACGCATGmGCCCO仙汀CCACTAGT＿3・
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TK1628　5－－

TK1694　5－－

TK1695　5－一

TK1696　5－一

TK1697　5－－

TX1733　5－－

TK1734　5－－

TK1735　5－－

TK1764　5－－

TK1765　5－－

TK1766　5－－

TK1767　5－－

TK1768　5－－

TK1769　5－一

TK1770　5－－

CACGCATGCACCGCOGTGGCGGCCGCT－3－

CACGAATTCTCTTACGCⅧÅCCAGAA－31

CACCTGCAGCTAmmCAGGÅTC－3，
mAACTTGAGACAAAAGAÅ皿ト3．
CACGCATGCGATGCAGGGCCArTCTCA＿31

CACGCÅrGCCCTTCCCCGTAGCAGGGC－31

CACACTAGTmCAACAACACCCAT－3■

CACACTAGTCCTTCCCCGTAGCAGGGC＿3．

AArWGGGTAWGGCATGCAAGCTrrGGC＿3，

GTWGGmAATGGTGTrGTTGmA＿3，

ACTTGAGACAAÅnM払TmG＿3．

TCATCTGAAAAAmAGTNGmGAAr＿3－

GATGCAGGGCCÅrTCAmGAGACAAAIHr，3．

TTCTGGAAAAAAAmCATCTGAAAAÅⅠÅA＿31

mCCATGAmGTGATGCAGGGCCArTC＿3一

TK17715l－　GGCGCGMGmmCTGGAAAAAAACT＿3．

TK1772　5．－　CCTTCCCCGTAGCAGmCCATGA皿GT＿3，

TK1773　5’一　AmGGCATGCOGCGCGAAATGmG＿3．

TK1775　5■－　ACTTGAGACAAAmTGCATGCAAGCTTGGC＿3・

TK1777　5’－　GATGCAGGGCCATTCGCATGCAAGCTTGGC＿3－

TK1778　5’－　TTCTGGAAAAAAACTGCATGCAAGCTrGGC＿3・

TK1779　5一－　TTACCATGAmGTGCATGCAAGCTTGGC＿3・

TK1780　5．－　GGCGCGAAÅrmGGCATGCAAGmGGC＿3・

TK17815一－　CCTrCCCCGTAGCAGGCATGCAAGCTrGGC＿31

TK1782　5’－　AmGGCArGCGCATGMGGC＿31

T844　　5’－　CACACAGGATCCGTACCAACT¶GGCCAACGAAGAT＿3・
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1‘・使用したコンストラクションー覧

M4：T抑1450FF領域とプロモーターおよびUⅧを含んだゲノム額域（－773

～＋4375bp；ORF領域＋1～＋3200bp）sma抑stIをpRS314のSma抑stIサイトに

サブクローニング0その後、囲1－1で示した様にBamHt九仙山，仙eIサイトをサ

イトダイレクトミュータージュネシス法により導入した。

（図1－8）

M1450，M1452，M1453の詳細は14・M誠一m2レポーターの作製の項を参照。

M1452：△CL氾o CLN2コアプロモーター領域（－332～両封）ⅧAエレメン

トを含む。

M1453：UASCLN2＋△CLN20CLN2UAS領域（－543～－332）をaN2のコアプ

ロモーター上流に含む。

M14糾：m払8290TUB2プロモーター全長（－829～＋172）。TUB2UAS領域

（－129－－80）を含む。

（図ト9）

M1587：TUB2コアプロモーター領域（－80－＋100）の上流にGAIADNA結合

配列（UAS）を4個直列に挿入した。

M1591：mlコアプロモーター領域（－174－＋100）の上流にGAuDNA結合

配列（UAS）を4個直列に挿入した。

各種転写活性化ドメインはGAuDNA結合ドメイン（M71）に融合した。ABFl

（6肌731a・乱）：M1594；GAu（糾2－874a」L）：M1569；GCN4（107－14l乱乱）：

M弼7；ADRl（糾2－7糾a・a・）：M刷0；EBNA2（426司62乱乱）：M1570；W16

（457－490a．乱）：M脱拍；叩ÅNDl（10■2a．乱）‘：M468。

（図ト10）

m2moM1587のm2コアプロモーター領域（－80～＋100）の－55の領域

にⅧÅAA配列を挿入。

m2伯AGAoM1587のm2コアプロモーター領域（－80～＋100）の－55の領
域にGAGAAA配列を挿入。
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（図1－11）

M3226：M1452のコンセンサスmエレメントをサイトダイレクトミュータ

ージュネシス用01igoTK1289によりGAGAAAに置換した。

M3227：M1591のコンセンサスmIAエレメントをサイトダイレクトミュータ

ージモネシス用ohgoTK1290によりGAGAAAに置換した。

（図1－12）

M3228：RPS5／－593。TK1291／TK1292でゲノムを鋳型にしてPCRをおこない

M1452のSp址ⅨboIサイトに導入。

M3229：M3228をTK1293でmAAに置換。

M230：M3228をTK1466で恥に置換。
M3231：M3228をTK1467でユ蛸uAAAAに置換。

M3232：M3228をTK1468で即ⅥAAAA虹に置換。

（囲1－14）

M233：M1452の－68にTK1322によりSpeIサイトを導入。

M234：m2（一332）瓜PS5。M3228を鋳型にしてTK1321汀K1292で増幅した

断片をM3233のSp甜ⅩboIサイトに導入。

M3235：CLN2（－126）瓜PS5。M3234を鋳型にしてTK143爪1292で増幅した

断片をM1452のSpuⅨboIサイトに導入。

M3236：甲2（－96）／貯S5。M3234を鋳型にしてTK1435汀K1292で増幅した

断片をM1452のSpuⅨboIサイトに導入。

（図ト15）

M3237：CLN2（－92）／RPS5。M3234を鋳型にしてTK15m1292で増幅した

断片をM1452のSpu乃払0Ⅰサイトに導入。

M3238：m2（－88）瓜PS5。M3234を鋳型にしてTK1501〝Ⅹ1292で増幅した

断片をM1452のSpu乃moIサイトに導入。

M3239：m2（－86）瓜PS5。M3234を鋳型にしてTK1502汀K1292で増幅した

断片をM1452のSp址ⅨboIサイトに導入。

M32亜：m2（一糾）収PS5。M3234を鋳型にしてTK1503汀K1292で増幅した

断片をM1452のSp址ⅨhoIサイトに導入。

M朕拍1：CL氾（－82）瓜PS5。M3234を鋳型にしてTK15α〟TK1292で増幅した

－46－
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断片をM1452のSpu乃moIサイトに導入。

M3242：m2（－80）瓜pS5。M3234を鋳型にしてTX1505汀K1292で増幅した

断片をM1452のSpuⅨhoIサイトに導入。

（図1－17，18）

M3244：RPS5r87CoM3228を鋳型にしてTK1549rrK1292でPCRをお上ない、

Sp血moI処理をおこないM1452のSpu乃払0Ⅰサイトに導入。

M3245：RPS5Ⅷ〟87Co M3228を鋳型にしてTK155m1292でPCRをおこ

ない、Spu乃払0Ⅰ処理をおこないM1452のSp腑Ⅹbdサイトに導入。

M3246：RPS5r・87C＋SpeⅠ。TK1541／1542をアニールしたDNA銀をM3234の

Sp旭呵匹Ⅰサイトに導入。

M3247：RPS5Ⅷ仙√87C＋SpeIoTK1545／1546をアニールしたDNA鎖をM3234

のSp血ⅣSpeIサイトに導入。

M3封8：RPS5ん87AoM3228を鋳型にしてTK1551汀K1292でPCRをおこない、

Sp仙ⅩboI処理をおこないM1452のSp址仙0Ⅰサイトに導入。

M3封9：RPS5w仙√87Ao M3228を鋳型にしてTK1552汀K1292でPCRをおこ

ない、Spu乃moI処理をおこないM1452のSpuⅨboIサイトに導入。

M3250：RPS5r87A＋SpeIo TK1543／1544をア’＝－ルしたDNA銀をM3234の

SpbⅣSpeIサイトに導入。

M3251：RPS5m㌔87A＋S匹IoTK1547／1548をアニールした洲A銀をM3234

のSp虹鱒騨Ⅰサイトに導入。

（図1－20）

M3252：RPS5〃測oM3228を鋳型にTK162〟TK1292でPCRをおこない、M1452

のSpu／Ⅹ血0Ⅰサイトに導入。

M3253：RPS5ん300oM3228を鋳型にTK1625〝K1292でmをおこない、M1452

のSpu乃moIサイトに導入。

M3254：RPS5／－200oM3228を鋳型にTK1626〃1K1292でPCRをおこない、M1452

のSpuⅨboIサイトに導入。

M3255：RPS5ん593／△UASRÅ脚Ⅶ228に対してTK1696でサイトダイレクトミ

ュータージュネシスによりMlサイトを欠失した。
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（図1－21）

M3256：RPS5／－87＋UAS9b，OM3228を鋳型にしてTK1624rrK1697でPCRをお

こない、SpbI処理後M2朝のSpbIサイトに導入。

M3257：RPS5／－200＋UAS15。bpOM3228を鋳型にTK1624rrK1733でPCRをおこな

い、Spu処理後M3254のSp血Ⅰサイトに導入。

M3258：貯S5／－87＋UASl叫0卿3228を鋳型にTK162〟TK1733でmをおこな

い、SpbI処理後M3254のSp餌サイトに導入。

M3259：CYCIL174＋UAS15。bO M3228を鋳型にTK1734rrK1735でPCRをおこ

ない、M1588のSpeIサイトに導入。

M3260：RP岳5r87C★UAS。AL。GAL4DNA結合配列を4個連結したプラスミド

（旭190）をⅧ1627〝K1628によりmで増幅するopcR産物をS卿処理後

M32朝のSpbIサイトに導入。

M3279：M260をMで切り出した断片をpRS316のMサイトに導入。

（図1－22）

M262：ⅣS5UAS（405－一300）瓜PS5（－87）m。M3258を鋳型にしてTK1775

でサイトダイレクトミュータージェネシスをおこなった。

M3263：RPS5UAS（－375～－300）瓜PS5（－87）cm。M3258を鋳型にしてTK1777

でサイトダイレクトミュークージェネシスをおこなった。

M3264：ⅣS5UAS（一360～－300）瓜PS5（－87）co咋。M3258を鋳型にしてTK1778

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3265：貯S5UAS（一錮5～－300）脚S5（－87）core。M3258を鋳型にしてTK1779

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M32飾：肝S5UA5（－330－－300）収PS5（－87）co托。M3258を鋳型にしてTK1780

でサイトダイレクトミュータージェネシスをおこなった。

M3267：貯S5UAS（－315～－300）／RPS5（一87）co托。M3258を鋳型にしてTK1781

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3268：△UAS瓜PS5（－87）core。M3258を鋳型にしてTK1782でサイトダイ

レクトミュークージュネシスをおこなった。

M3269：貯S5U舶（■35～一300）瓜PS5（－87）co托。M3258を鋳型にしてTK1764

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3270：RPS5UAS（△435～420）収PS5（－87）core。M3258を鋳型にしてTK1765
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でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3271：RPS5UAS（△司20～一朝5）瓜PS5（－87）co勒M3258を鋳型にしてTK1766

でサイトダイレクトミュータージェネシスをおこなった。

M272：RPS5UAS（△一朝5～－3知）収PS5（一節）core。M3258を鋳型にしてTK1767

でサイトダイレク．トミュ一夕ージェネシスをおこなった。

M273：RPS5UAS（△－390～－375）瓜PS5（－87）co恥MB258を鋳型にしてTX17郎

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3274：RPS5UAS（△－375～－360）瓜PS5（－87）co托。M325＄を鋳型にしてTK1769

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3275：RPS5UAS（△－360－一345）脚S5（－87）co‰M3258を鋳型にしてTK1770

でサイトダイレクトミュータージュネシズをおこなった。

M3276：RPS5UAS（△一345T－330）瓜PS5（一卯）co恥M3258を鋳型にしてTK1771

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

M3277：RpS5UAS（△づ30～－315）収PS5（一87）core。M3258を鋳型にしてTK1772

でサイトダイレクトミュータージ云ネシスをおこなった。

M3278：RPS5U舶（△－315～－300）瓜PS5（一87）co‰M3258を鋳型にしてTK1773

でサイトダイレクトミュータージュネシスをおこなった。

（図1－23）

M3261：RAPl転写活性化ドメイン（630－690a．a．）はGAレIDNA結合ドメイン

（M71）に融合した。
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結果

出芽酵母TAF145温度感受性変異株の単離

私は出芽酵母W145の温度感受性変異株を取得するためにエラープローン

PCR法を用いてランダムな変異の導入をおこなったow145はノ1066アミノ酸

と非常に大きな分子量をもつタンパク質のため、便宜上制限酵素部位によって

四つの領域に分けそのなかで特に種間でアミノ酸配列が保存されている中央領

域を含む三番目の領域（鮎gionⅢ）にランダムに変異を導入した（図1－1、材

料と方法10：温度感受性変異株のスクリーニング参照）。

1144クローンの形質転換体に対して温度感受性を指標にしてスクリーニング

をおこない、最終的に97タロ∵ンの温度感受性変異株（coldsensi触：CS44株，

temperaturesensitive：TS34株，CSとTS両方の性質を持つ株19株）を単離した。

この際に単離した温度感受性変異株をWlシリーズとして番号を付け、それ

らの温度感受性を表にまとめた（表1－1）。

今回単離したCS株はいずれも低温（18℃）でslow騨）W血の表現型を示し完

全に生育が停止しなかった0以後の遺伝学的解析には表現型が安定しており、

完全に生育が停止する株が適していると予想されたため、強いTS性を示した16

クローン（¶MYト2，10，21，27，29，39，45，47，50，51，58，62，96，99，100，106）から

変異型W145を含むプラスミドを回収した0シーケンスによJり塩基置換を同

定し、その予想されるアミノ酸置換を同定した（表1＿2）。

その結果、完全に同一のアミノ酸置換をもつクローンが複数存在することが

明らかになり、最終的に11種類の独立したクローンが存在することが明らか

になった（叩Yト2と27、10と29と45、51と62、96と106がそれぞれ同一

のアミノ酸置換を持つクローンであった。表ト2）。

また一つのクローン中に同時に複数のアミノ酸置換がみられるクローンが多

数存在したため、それらのクローンについて温度感受性を付与するアミノ酸置

換の同定をおこなった0エラープローンPCR法によって変異を導入した領域を
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制限酵素処理によって前半（B由Ⅲ侶∞Ⅲ断片4糾坤）と後半（E00Ms促Ⅱ断

片3＄Obp）領域に分け（材料と方法11：TÅF145温度感受性変異株の同定参照）、

それぞれに対応する野生型領域とフラグメント置換したものをシャツフリング

用13．2、22．4酵母殊に形質転換し、表現塑を調べることで温度感受性を付与す

るアミノ酸置換をおおまかに限局した（表1－3）。この実験では最初から点変異

が一ケ所であったml－39，測と前半領域のみに変異が集中していた¶MYト21，

51を除いたWl－10，27，47，58，96，卵，100め7クローンについてフラグメント

置換をおこなった。さらにアミノ酸変異を－アミノ酸に限定するためにW145，

pTÅF130，d℃Ⅶり30，打Ⅳ250の間で保存性が高いアミノ酸を中心にサイトダイレ

クトミュークージュネシス法によって一アミノ酸置換を持つW145変異株を

作製し、温度感受性を付与するアミノ酸置換を同定した（表1－4）。ここで作製

した点変異株をmシリーズとして番号を付け、YPD培地上における各温度

での生育を調べた（囲ト2）。さらに温度感受性を示した点変異株の結果を表1＿

5にまとめた（表1－5）。

アリルの解析

今回単離した各温度感受性変異株（mシリーズ）において欠失した機能と

既知のW145温度感受性変異株で欠失した機能との相関関係を調べるため、

△N株、G561S殊に対する相補性を検討した。△N株はTBPとの結合に重要な

W145のN末端約甜アミノ酸（T左ND領域）を欠失しており37℃で温度感受

性の生育を示すことが明らかにされている（Ko血etd．，1998；図1－2）。G561S

株はハムスターの培養細胞也BN亜飢s13株において温度感受性を付与する

CCGl〝ÅF250変異（G690D）と相同のアミノ酸である561番目のグリシン残基

をセリン残基に置換して作製した温度感受性変異株であり33℃で温度感受性の

生育を示す（囲1－2）。G561Sの変異部位は鮎由皿Ⅲに存在する（図ト1）。以

後特に注意書きをしない場合はG561S株及び今回単離した点変異株をまとめて

RⅡⅠ変異株と線称することにする。

単離したmシリーズ（FrM25，32，封，43，45，46，47，胡）を持つ酵母殊に対

して野生塑、△N、G561S変異W145を含むプラスミドをさらに形質転換し、
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m培地37℃における温度感受性を検討した。

その結果、野生型W145を形質転換した円Mシリーズはいずれも温度感受

性は完全に回復したが、△NおよびG561Sを形質転換したmシリーズはい

ずれも37℃における温度感受性の回復はみられなかった。△NおよびG561S

は円Mシリーズと互いに温度感受性を相補し合わなかったことからmシリ

ーズにおいて欠損している機能は既知の変異株で欠損した機能と完全に独立し

てはおらず、℃軋NDの機能とⅢⅡ領域の機能は互いに関連していることが考え

られる。

出芽酵母IAF145温度感受性変異珠の各種培地上における生育

単離したW145温度感受性変異株の機能欠損を分類するために各種培地上

での表現塑を検討した。それぞれの培地により発現が誘導される代表的な遺伝

子は複数知られており、その表現塑を検討することにより欠損した機能を大ま

かに推定することが可能である（材料と方法3：酵母培養用培地及びアッセイ

用培地の項参照）。まず最初に単離した複数の変異をもつ変異株（mlシリ

ーズ）を用いて次に記載する培地での生育を検討した（表1－6）。野生株、△N、

G561Sも同時にコントロールとして用いた。

1．イノシトール磯鉄塔地。

2．ガラクトース添加培地。

3．ヒートショック。

4．高濃度塩（1．2MNaCl）添加培地。

5．銅イオン添加培地。

6．3－År培地。

コントロール株と検討した全てのWlシリーズにおいてイノシトール儀餓

培地、ガラクトース培地、1・2MNaCl添加培地、3一∬培地上における生育と通

常培地上（Ym，SD）での生育との間に差異は見られなかった。しかし1．2MNaCl

を添加したWD培地ではすべてのTMYlシリーズおよびコントロニルとして

用いた△N、G561Sの温度感受性の生育を部分的に回復することが明らかにな

－52－
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った（表1－6）。

この現象はNaCl特異的であるかを調べるためNaClの代わりの塩として2M

XCl、140mML紀1を添加したm培地上での生育を検討した。LiイオンはN左

イオンの類似体としてK㌧N√交換輸送体を経由してKイオンを細胞内へ貯蔵す

る際に細胞外へ輸送されることが知られている（N慮皿改正，1993）。Liイ

オンはNaイオン．の10倍好一N√交換輸送体を通じて輸送されることが明らかに

されていることから、1仙止濃度のuαを培地に添加して実験をおこなった。

また1．2M濃度のN妃lは浸透圧調節剤としての効果も考えられることから、す

でに浸透圧調節剤として良く知られているグルシトールを1M添加した培地中

に添加してその生育についても検討をおこなった。

その結果、Wlシリーズとともに△N、G561S株は1現地血仁uClをYPDに

添加した培地上における温度感受性の生育に回復は見られなかったが、2MKCl

と1Mグルシトールを添加した培地では1．2MN妃1を添加した場合と同様に部

分的に温度感受性の回復がみられた（由血not血own）。

こうしたことから△N、RⅢ変異株ともに、培地の浸透圧を上げることによ

りその温度感受性が回復することが明らかになった。これまでにも浸透圧調節

剤としての効果をもつグルシトールは細胞壁に異常がみられる（細胞壁の弱ま

った）酵母変異株の生育を助けることが知られており（Ⅰ卯d出血．，1996）、今回

単離したRⅡⅠ変異株、△NそしてG561S株はいずれも細胞壁に異常が生じてい

ることが示唆された。

実際に細胞壁に異常が生じているかを調べるために、今度は界面活性剤であ

るSDSとキチンの重合阻害剤であるカリコフルオルホワイト（C山co且uorW山地：

CFⅣ）を培地に添加してW145変異株の生育阻害を検討した。細胞壁異常を

有する酵母株はこうした薬剤に対する感受性を示すことが一般的に明らかにさ

れている（Ig血¢tれ1996）。薬剤感受性を引き起こすアミノ酸変異と温度感受

性を引き起こすアミノ酸変異が同一であるかを確認する為に、以後点変異を同

定した円Mシリーズをもちいて解析をおこなった。

1Mグルシトール、0．015％SDS，0．04吋血1CⅣをYPD培地に添加して25℃、

30℃、33℃、35℃、37℃の各温度での生育を比較した（図1－3，1－4）。

1Mグルシトール添加培地における生育を調べたところ、Wlシリーズの

場合と同様にいずれのmシリーズ、△Nそして．G561Sにおいて部分的な温

度感受性の回復がみられた（囲ト3）。従ってW145では浸透圧感受性を付与
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するアミノ酸変異と温度感受性を付与するアミノ酸変異が一敦することが明ら

かになった0また非制限温度である30℃において0．015％SDSを添加したWD

培地上では野生株と比較して△N，G561S，T657Kは弱い生育を示した。また

0・04mghnlCⅣを添加したYPD培地上ではG561S，N568A，T657K，V623G，

R689Ⅰは弱い生育を示した（図1－4）。

この結果、温度感受性とCFW感受性は互いに相関することが明らかになっ

た0しかしSDS感受性については弱い温度感受性を示す△Nが強いSDS感受
性を示すことが明らかになった。

出芽酵母W145温度感受性変異株の液体培地における生育と変異塑

mF145タンパタ質およびmD複合体の安定性

今回単離した温度感受性変異株を制限温度にシフトした後の生育を調べるた

め、非制限温度（25℃）Y和培地で0・D・細が0・3に到達するまで振とう培養を

おこなう0その後制限温度（37℃）にシフトした直後をObrとして、経時的に

菌体の回収をおこない0・D側の吸光度を測定した0その結果唯一T657Kを除

いてコントロールに用いた△N、G561Sを含めすべてのW145変異株が温度

感受性の生育を示さなかった（図1－5－A）0このことは寒天培地上で生育を確認

するために必要な増殖回数と比較して液体培地中では少ない出芽回数で吸光度

が上昇するため、今回の実験条件下ではほとんどの温度感受性変異株は温度感

受性の生育を示さなかった可能性が考えられる。

次に変異型W145変異株の安定性を検討するために制限温度にシフトした

後に、（図1胡）に示した各タイムポイントにおいて経時的に酵母を回収し、

W145抗体を用いたウエスタンプロ●ッティングをおこない、W145のタンパ

ク質の発現量を検討した（図1－5一郎0その結果、野生株，△N，N5朗△，Ⅵ94R

は温度シフトによる発現量の変化はみられなかった0またⅥ70N，E551V，G561S

は発現量に若干の低下がみられたoT657K，V623G，R689Ⅰは12血経過した後、

発現量に減少がみられた。（図1－5＿B）。

以後の解析では弱い温度感受性のグループからY570Nを、そして強い温度

感受性のグループの中からタンパク質安定性の高いN568△と若干低いT657K
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の計3殊について詳細に解析をおこなうことにした。また制限温度にシフトし

て2br経過した後、Y570N，N5朗△，T657Kいずれの変異型W145タンパク質

も安定に発現していることから以後はこのタイムポイントで解析をおこなった。

次に変異型W145を含むT和D複合体の安定性を調べるためにTBP抗体に

よるTF旺Dの免疫沈降をおこなった（園1－6）。まずY570N，N568△，T657Kと

野生株を制限温度にシフトした後の変異型W145の安定性を図1－5，Bと同様

の方法で再度確認をおこなった（図1－6－A）。25℃YPDで0．D．棚が0．5に到達す

るまで振とう培養をおこない、制限温度である37℃にシフトして2br経過した

後、菌体から細胞抽出液を回収しTBP抗体によるT田ⅡDの免疫沈降をおこない

T円IDの安定性を検討した（図1－6欄）。その結果血putサンプル（15％Input）、

免疫沈降サンプル（Ⅱ，w舶b‘㍗TBP）ともにW145，W61，TBPタンパク質が

安定に発現していることがわかり、変異型丁肝145はTF旺Dの安定性に影響を

与えないことが明らかになった。W此erらによって単離されたW145変異株

TSl，TS2では制限温度シフト後の変異塑W145の安定性は極めて低く、さら

にこのタイムポイントではW145及びT円IDは完全に消失することが報告さ

れている（Wa比訂成れ1996）。こうしたことからY570N，N568△，T657Kはこ

れまでに報告されている変異株とは異なる性質を有することが明らかになった。

W145変異株の制限温度下における各種遺伝子の転写圭

変異型TAF145が転写に与える影響を検討するためにpoly（A）＋mRNAと個々

の遺伝子の発現量変化について検討をおこなった。

始めにYPD培地でが℃培養後、制限温度である37℃にシフトする直前

（25℃）とシフトして2h経過した後（37℃）に抽出したトータルRNAに対

して、放射ラベルを施したoh卵dTプライマーによるスロットプロット法をお

こない匹1y（A）旭Aの発現量を調べた（図ト7－A）。

制限温度にシフトした前後を比較して、野生株およびY570Nではpdy（A）

＋加RNAの発現量に全く変化は見られなかった。N568△およびT657Kでは30～

40％の発現量の減少が見られた。ところが匹1y（A）旬瓜NAの発現量が完全に

シャツトオフされることが知られているRNAポリメラーゼⅡのサブユニット
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の一つである坤Plの温度感受性変異株ゆ1－1（Tbo叩SOn弧dY00ng．，1995）

と比較すると、Ⅵ7卿・N568△，T657KはクラスⅡ遺伝子の転写にge血な影

響を与えないことが明らかとなった（図1－7＿A）。

次にY570N，N568△・T657Ⅹにおける個々の遺伝子発軌こついてノザンプロ

ツティング法をおこない、発現量変化を調べた0すでにM．R．G職nらのグル

ープはaNl，CLN2，PCLl，PCL2・CLB5，m6，PPAl，RPS5，RPSlO，RPS30遺伝

子等がW145依存的であることを報告している（SbqnandG耽n離れ1997；

W鱒中tal．，1997）。

そこでこれらの遺伝子に加え、さらにR孔32，m3，C柑1，Cは2，m2，ACrl

遺伝子の発現量を調べた。RPS5・R円10，ⅣS30，R軋32はリポソームタンパク質

遺伝子群である（L蹴血s摘，1999）ocLNl，m2，m3はGlサイタリンで

ある0αBl，1ユ月2は郵分的に重複した機能をもつ分裂期（B塑）サイタリン

であるocは5・1コJ沌はサイタリンBと相同性の高い遺伝子で互いに非常に類

似しているoTⅧ2，ACrlはそれぞれβチューブリン、アクチンをコードする

（岸本健雄ら、細胞周期の分子生物学、p・2鋸参照）0またSbenらがW145非

・依存的な遺伝子として報告している亜Hl，m3およびPGXl，既Dl遺伝子を

W145非依存的な遺伝子のコントロールとして用いた（図ト7－B）。

解析の結果、制限温度（37℃）にシフトして2br経過した後、野生株とⅥ70N

において発現量が減少する遺伝子は存在しなかった0ところがN568△，T657K

ではRPS5，RPSlO，RPS30，R孔32，CLBl，CLB2，CLB5，aB6，TUB2遺伝子で強い

発現量の減少がみられた（図1－7rB）0またACTl，乱Nl，αN3遺伝子で弱い発

現量の減少がみられ．た0しかし興味深いことにT邸145依存的であることが報

告されているαN2遺伝子は亜Hl，PGKl，DEDl遺伝子などと同様N568△，

T657Kにおいて全く発現量の減少がみられなかった（図1－7rB）。これらの結果

からY570NとN568△およびT657Kは欠損した機能は大きく異なり、またN568

△・T657Kはこれまでに報告されていたTAF145変異株TSl，TS2（ShenandGreen．，

1997；Walkeretal・・1997）とタンパク質およびT和D安定性のみならず、転写活

性においても異なる性質を有すること（新規機能の欠損）が明らかになった。
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新規止血i・CLNユレポーターを用いたN別路A，T‘57宜における転写欠規

の解析

図1－7－Bの解析によりN568△，T657Kで明らかになった特異的な遺伝子の転

写異常の原因を明らかにするため、これら遺伝子のプロモーター上に存在する

W145依存的な領域のマッピングをおこなうことにした。

N568△，T657Kで発現長の減少がみられなかった遺伝子（W145非依存的な

遺伝子）としてm2遺伝子を、そして発現量の減少がみられた遺伝子（W145

依存的な遺伝子）としてm2遺伝子に注目した。両者の遺伝子のプロモータ

ーマッピングをおこなうために新たにm血Hユ劇2レポーターシステムを作製し

た（図ト8、材料と方法14．m血心CLN2レポーターシステムの作製を参照）。

まず出芽酵母Y坤ゲノムライブラリ」からm2のプロモーター領域および

ORF領域全長を含む断片をmスクリーニングによって単離した。次にCLN2

プロモーターとORF全長を含む領域をセントロメ●リッタなプラスミドである

pRS315に導入した（図卜臥A，Ⅰ）。内在性のCLホ佗mRNA由来のバンドとレポ

ーター由来のバンドとが重複しないようにレポーターのCLN佗0鱒の中央領域

（SpeLrNcoI領域1045bp）を欠失してnmi－CLN20RF（図1－8－A，Ⅱ）とCLN2UAS

を欠失した△CL氾（図1－8－んⅡⅠ）を作製した。

作製したレポーターを酵母殊に形質転換しmhi－m20Rfはコアプロモータ

ー活性（l皿成）およびUAS依存的な転写活性化（1anel）をCLN20RF領域（中里粗

～＋1912，△＋667～＋1711）をブロープに用いてノザンプロツティング法により

活性を測定できることを確認した（囲1－8欄）。

今後b血gコントロールとして用いる内在性m2遺伝子の発現量を表す

バンドを自央印で示す。またmhi一皿2レポーターの活性を黒央印で示す。さ

らにW145依存性を示すm2遺伝子のプロモーター領域をm血＿m20RF

上流に挿入したレポーターを作製し（図1－＄一んⅣ）、b血gコントロールとし

ての内在性のCL劃ほ発現量とm2遺伝子の発現量の変化をmi血イm2レポ一

夕ーを用いることにより測定可能かどうかを検討した（図ト8－C，D）。このケー

スでは発現量の変化が見られない内在性のm2と異なり、N568△，T657Ⅹに

おいて発現量の低下する内在性のm2の発現量と同様にm2プロモーター

のレポーター活性も低下することが期待される。

実験の結果Lo如ingコントロールとして用いたW145非依存的なm2遺
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伝子のレポーター活性は制限温度にシフトして2br後も変化せず（血由b7）、

またⅦ好145依存的なTUB2遺伝子のレポーター活性は制限温度シフトして2br

経過した後、N568△・T657Kにおいて活性が減少することを確認した（1an¢10，11
弧dl弧e14，15）。

Ⅷ145依存性を示すm2プロモーター領域の解析

実際に作製したm誠一m2レポーターを使用してTUB2遺伝子における

W145依存的領域の解析をおこなった0これまでのTSl，TS2を用いた研究か

らW145依存的領域はmsではなくコアプロモーターに存在することが報告

されている。そこでN5朗△，T657正においてもW145依存性がコアプロモー

ター領域に存在するかどうかを調べるため、コアプロモーター領域上流に仙

結合配列を四個直列に連結したレポーターを作製し、各種転写活性化ドメイン

による転写活性化とコアプロモーター活性（基本レベルの転写活性）の測定を

おこなったoT抑145依存的な遺伝子のコアプロモーターとしてm2（M1587）、

そしてW145非依存的な遺伝子としてCYClを使用した（M1591）（図1－9）。

ABFl，GAu，GCN4，ADRl，EBNA2，VP16，叩ANDlのアクチベーションドメ

インとGÅレIDNA結合ドメインとの融合タンパク質を用いてTUB2，CYClコ

アプロモーターに対する転写活性化を検討したoABFl（6∝H31a．a．），GAu

（8仏874a・a・），GCM（朗み704a・a・），Aml（426－462a・a・）は出芽酵母の転写活

性化因子、班M（426－462a・a・）・Ⅶ16（457－490a・乱）はウイルス由来の転写活

性化因子、沼ÅNDlは一郎145のWD領域のサブドメイン（10－37乱a．）であ

り転写活性化能を持つことが明らかにされている（馳tani離山．，2000）。nGAu＃

は培地中に添加したガラクトスにより誘尊される内在性の仙による転写

活性化を表すoNoneは転写活性化ドメインを融合しないG仙DNA結合ドメ

インのみを表す0また図1－9のノザンブロッティングの図において白央印と黒

央印の間に見られる星印は非特異的なバンドであることを示す（以下同様）。

その結果、制限温度にシフトして加経過した後N568△，T657Ⅹにおいて調

べたすべての転写活性化ドメインはTUB2コアプロモーターを転写活性化する

ことはできず、対称的にすべての転写活性化ドメインはCYClコアプロモータ
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ーを転写活性化できることが明らかになった（図1－9）。また仙DNA結合

ドメイン（None）による基本レベルの転写活性はm2コアプロモーターでは

みられないが、CYClコアプロモーターではみられた（図1－9）。こうしたこと

からm2遺伝子でみられるW145依存性は少なくともコアプロモーターに

存在することが明らかになった。

mち即ちCYCl遺伝子においてコンセンサスなⅧAエレメントは

W145依存性に大きく影響をおよばす

W145依存性を示したm2遺伝子とW145依存性を示さなかったCLホ佗

及びCYCl遺伝子とのコアプロモーター構造を比較したところm2，CYClプ

ロモーターにはコンセンサスなⅧÅエレメント（mAA）が存在するが、m2

プロモーターはコンセンサスなnⅥAエレメントを持たないⅧA＿1essプロモ

ーターであることがわかった（図1－1♭んB）。そこでコンセンサスなⅧÅエ

レメントの存在がW145依存性に影響するかどうかを検討するために、m2

コアプロモーターの転写開始点上流一55bpの領域にコンセンサスなmÅエレ

メントであるⅧAAA配列とコントロールとして同じ領域に非コンセンサスな

TATAエレメントであるGAGAAA配列を挿入してABFl，VP16による転写活性

化および基本レベルの転写活性が回復するかどうかを検討した（図1－10℃）。

m2プロモーターにコンセンサスなmエレメントを挿入した場合、制

限温度にシフトした後N568△，T657Ⅹにおいて基本レベルの転写活性は回復す

ることが明らかになり、m2遺伝子でみられたW145依存性は完全に回復

することが明らかになった（図1－10｛，nOne，鮎me7，8弧dlane15，16）。しかしな

がらABFl，W16による転写活性化についても回復しているかどうかについて

は野生殊においてもnoneと比較してほとんど転写活性化されていないように

見えることから、この実験からはⅧAエレメントの導入により転写活性化が

基本レベルの転写同様に回復するかどうかはわからない。またコンセンサスな

mエレメントを一65の位置に挿入してもm2のW145依存性は回復する

ことを確認している（datanotshown）。この場合も非コンセンサスなGAGAエ

レメントの導入ではW145依存性の回復はみられなかった。こうした結果か

らN568△，T657Kにおいて欠損した機能はコンセンサスなmエレメントを
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通じて結合したⅧPにより相補され得ることが考えられた（考察ト3参照）。

今度はもともとコンセンサスなⅧAエレメントをもつm2，∝Clプロモ

ーターを非コンセンサスなGAGA羊レメントに置換することにより転写への影
響を調べた。

いずれのW145変異株においても制限温度下にシフトして2br経過した後

のm2，CYClの転写活性化及び基本レベルの転写活性はともに正常であるこ

とはすでに明らかにした（図1－8、1－9）ocLN2，CYClのTW145非依存性がコ

ンセンサスなⅧÅエレメントに依存しているかどうかを調べるためにm2，

CYClコアプロモーターのコンセンサスなⅧÅエレメントを非コンセンサス

な鮎GAエレメントに置換した後、転写活性を検討した（囲1－11）。ただしこ

こで使用したα∬2，CYClコアプPモーター領域はこれまでにマッピングされ

ているUASの領域そ欠失してはいるものの（ShenandG胱n．，1997；XiaDnd

血mg・，19卵）完全にmsによ．る影響を排除しているかどうかは不明である。

実験の結果、制限温度シフト2hr後N568△，T657KにおいてaN2，CYClの

転写活性はほぼ消失することが明らかとな（った（図1－11，Ⅱ1ane7，8；Ⅳ1ane15，

16）。こうしたことからN568△，T657KにおけるW145依存性はⅧÅエレメ

ントの存在にほぼ完全に依存していることが明らかになった。

RP∬遺伝子におけるT膿145依存性はT肌Aエレメント以外のDNAエレ

メントにより規定される

次にm2遺伝子と同掛ニー肝145依存性を示した貯S5遺伝子に注目した。

制限温度にシフトして2h経過した後N568△，T657Kにおいて即S5遺伝子の

発現量は減少することはノザンプロッティングによりすでに明らかにした（図

1－7）。貯S5遺伝子は非コンセンサスなⅧAエレメント（M）をもつこ

とからTUB2プロモーターを検討した際と同様にRPS5UASを含んだRPS5wild

餌1プロモーター（Ⅰ）のmTÅエレメントをコンセンサスな¶ⅥÅエレメント

（ⅧÅAA）に置換し、転写活性化が回復するかどうかを調べた（図1－12）。

しかしTⅦ2遺伝子でみられたように転写活性の回復はみられなかった（Ⅱ

1ane7，8）0そのためCLN2，CYCl型のmIÅエレメント（rv聯皿mAA）を参
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考にして四通りのコンセンサスなⅧÅエレメント（ⅡmAA，ⅢmIÅAAAA，

rvmÅAA，VⅧÅAAAA）でRPS5プロモーターのTmエレメントを

置換したが、いずれの場合も転写の回復は見られなかった（図1－12lane7，8）。

このことからRPS5プロモーターにはⅧÅエレメント以外にW145依存性

を示す領域が存在することが考えられた。

ここまでの実験結果をSⅦⅢ叩1にまとめた（図1－13）。

制限温度にシフトして2hr経過した後N568A，T657Kにおいてm2，CYCl

遺伝子の転写活性は正常であり、m2，mlのコンセンサスなⅧÅエレメ

ントを非コンセンサスなGAGAエレメントに置換すること（1ⅢÅ）により転

写活性は欠損した。逆にN568△，T657Ⅹにおいて異常がみられたm2遺伝子

の転写活性はコンセンサスなⅧÅエレメントの挿入（√ⅣけÅ）により回復し

た。こうしたことからm2，CYCl，m2遺伝子のプロモーターにおける

W145依存性はⅧÅエレメントにほぼ完全に依存している（ⅧA血匹n血t）

ことが明らかになった。

しかしながらN568△，T657Kにおいて制限温度にシフトして2h経過した後

にm2遺伝子と同様、転写異常がみられたRPS5遺伝子ではコンセンサスな

mエレメントの導入による転写活性化の回復はみられなかった（ⅨⅠÅ

hd印孤血nt）。この結果からRPS5プロモーターにはmIÅエレメント以外のプ

ロモーター領域にW145依存性を示す領域の存在が考えられた。

以降の解析としてRPS5プロモーターに存在するW145依存性を示す領域

の検索をおこなった。まずW145依存性をもたらす原因がRPS5プロモータ

ーのイニシエーター近傍とmÅエレメント近傍のどちらに存在するのかを明

らかにするためにCLN2mIÅ近傍とRPS5イニシエーター近傍とのキメラ型プ

ロモーターを持つレポーターを作製し、転写活性の検討をおこなった。

CLN2ⅢAエレメント近傍とRP∬イニシエーター（INR）近傍との

キメラ塑プロモーターを用いたW145依存性を示す領域の検索

RPS5プロモーター上に存在が示唆されたW145依存的な領域の検索をおこ

なった。まずRPS5プロモーターのW145依存的な領域がイニシエーター近
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傍に存在するのかそれともⅧAエレメント近傍に存在するのかを明らかにす

るために、m2mIAとⅣS5掛取とのキメラ型プロモーターを持つm山一CLN2

レポーター遺伝子を作製し転写活性の検討をおこなった（図1－14）。

m2コアプロモーターにおけるⅧAエレメント近傍（－332～－6釦とⅣS5

掛取近傍（－73～＋139）とを連結したレポーターを作製し、制限温度にシフトし

て2br経過した後の転写活性について検討をおこなった0その結果、肝S5遺伝

子の転写異常がみられたN568△，T657正においてもキメラ塑レポーターの転写

活性に異常はみられなかった（Ilane7，8）0この結果からはⅣS5別R近傍には

W145依存性のもたらす原因は存在しないことが明らかになり、即S5ⅧA

エレメント近傍にW145依存性の原因が存在することが考えられた。

そこでさらにm2プロモーターをⅧAエレメントの周囲2叫まで削りレ

ポーター活性に変化が見られるかどうかを検討したが、W145依存性は見ら
れなかった（Ⅱ，Ⅲ）。

最終的にm2mÅエレメンほ傍の領域を一92からmIÅエレメント直前

の塩基である－82まで削ったがW145依存性は見られなかった（図1－15，ItoV

lanれれそしてmIAエレメントを削ることで初めてN568△，T657Kにおい

てW145依存性が見られることが明らかになった（Ⅵ1ane7，8）。

図1－14，15の結果からは、即S5プロモーターにおけるW145依存的な領域

はⅣS5掛取近傍には存在せず、貯S5UASもしくはⅧÅエレメントを除く

ⅣS5ⅧAのごく近傍に存在することが考えられた（図1－16＿A）。これまでに

TSl，TS2を用いた実験から加γ加ではW145はUASによる転写活性化より

むしろコアプロモーター認識に重要であることが報告されているため（5henand

G胱n・，19殉、ⅣS5におけるT邸145依存性を付与する領域はⅣS5ⅧÅ近傍

であると予想した0転写異常を示さなかったm2mPS5ひ取キメラ型プ

ロモーターと転写異常を示す貯S5プロモーターとの構造上の差異から想定さ

れることとしてⅧAエレメント直前の1塩基またはmAエレメントとイニ

シエーターの間の配列（図1－16「臥図1－17－A）、またはmIAエレメントとイ

ニシエーター間の距離（トポロジー）の差異等が考えられる（囲1－16－C、囲1－

17－A）0以降の解析ではこうした要素が実際にW145依存性に影響をおよぼす
かどうかを検討した。

－62一

義



ヨ　　t∫1ヱ■

RPお肌エレメント近傍とm2ⅧAエレメント近傍の構造比故

コンセンサスなmIÅエレメントに置換したRPS5mIÅエレメント近傍（図

1－12，ⅡRPS5ⅧÅAA）とm2棚S5D取キメラプロモーターのmA

エレメント近傍（CLN21閉止AAA）の間には次のような差異が存在する（図1－

17－A）。（1）RPS5コアプロモーターの場合、℃ⅥAエレメント直前の塩基配列

がCであるのに対してm2コアプロモーターの場合はAである。（2）m2

TATA／RPS5馴Rキメラ型プロモーターを作製した際に導入したS画サイトに

より、RPS5ⅧÅコアプロモーターと比較して距離（トポロジー）が馳p分変

化した。（3）℃ⅦÅエレメントとイニシエーター間の配列がm2プロモータ

ーではAィ血血であるのに対し、RPS5プロモーターではT竜cbである。などの3

点があげられる。

そこでRPS5¶ⅦÅエレメント直前の塩基の置換（C→A）とSpdサイトの導

入により距離の変更を同時に行い、さらにRPS5プロモーターのTATAエレメ

ントをコンセンサスなmIAエレメントに置換することにより転写活性が回復

するかどうかを調べた（図1－17－B）。その結果驚いたことに塩基置換とS匹Ⅰサ

イト導入により、制限温度にシフトして2血r経過した後の野生株とN568△，

T657Kの転写活性の差が先ほどまでのRPS5の転写量の差と比較して非常にち

じまることがわかった（Ⅰ，b皿e7，8）。さらにⅧAを導入することで転写活性

は野生株並みに回復することがわかった（Ⅱ，1ane7，8）。

次にTATAエレメント直前の塩基は変更せず、SpeIサイトのみ導入し、さら

にコンセンサスなmIAエレメントへの置換をおこなった（図ト17－B）。その

結果やはり野生株とN568△，T657Kとの転写活性の差はちじまり、mの導

入により転写活性は回復することが明らかになった（ⅠⅡ，Ⅳ，鮎me7，8）。

今度ほRPS5コアプロモーターの距離（トポロジー）は変更せず直前の塩基

のみ（C→A）変更したところやはり転写活性は回復することがわかった（図1－18，

Ⅰ，Ⅱlan¢7，8）。

こうしたことから鵠ⅠÅ直前の塩基や距離がW145依存性に重要と思われ

たが、驚いたことにオリジナルのRPS5コアプロモーターにmを導入する
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だけで転写活性は回復することがわかった（Ⅲ，Ⅳ1ane7，8）。

以上の解析結果から、制限温度下にシフトして2血r後のN568△，T657Kにお

いて即S5コアプロモーターの認識はm2コアプロモーターの場合と同様に

コンセンサスなmIAエレメントの挿入によって回復すろことが明らかとなっ

た。従って内在性のⅣS5発現量及び図1－12で示したように貯S5レポーター

活性で観察されろW145依存性はm2遺伝子とは異なり、コアプロモータ

ー認識だけではなく、コアプロモーター（血近傍、Ⅱ収近傍）以外のm

エレメントに存在することが考えられた。

そこで図1－12の実験結束を再検討したところ、制限温度シフト後のN568△，

T657Ⅹにおける貯S5tプロモーターの転写活性はコンセンサスなmAエレメ

ントの挿入によりわずかながら回復することが明らかになり（図1－19：Ⅰ，Ⅱ，1ane7，

8）、このわずかながらの転写活性の回復はⅢ，Ⅳ，1ane7，8でみられた転写活性

の回復と同レベルであると考えられ、コンセンサスなmIAエレメントの挿入

だけではmsによる転写活性化までを完全に回復することはできないことが

わかった。したがって即S5遺伝子における転写活性の減少は肝S5コアプロ

モーター（mIÅエレメント）認識能の欠損による基本レベルの転写活性の欠

損と共にⅣS5UASによる転写活性化能の欠損の両方により引き起こされると

考えられた。

RPS5mS領域の限局

囲1－19で明らかになった実験結呆から、制限温度にシフトして2b∫経過した

後のN5朗△，T657Kでみられる貯S5遺伝子の転写活性の減少はⅣS5UAS領

域による転写活性化が大きく影響していることが示唆された。そのため次に

UASを含んだ即S5プロモーターを上流から削ったレポーターを作製し、物理

的にmsによる転写活性化シグナルを切ることで即S5のコアプロモーター活

性はどの程度の影響が見られるかを検討しキイ図ト20）。

囲1－20で示したとおりⅣS5プロモーターを上流側から段階的に削ったレポ

ーターを作製し、それぞれの転写活性化を測定した0、その結果、－450bpより上

流のABn結合配列を含む領域は貯S5遺伝子の転写活性化には必須ではなく
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（Ⅰ）、Ml結合配列を含む■50－－300匝の15馳pの領域がRPS5．遺伝子を転写

活性化するために必須なRPS5UAS領域であることが明らかになった（Ⅱ）。

RPS5UAS額域を欠失したプロモーター（Ⅲ，Ⅳ）における制限温度シフトし

て2h後の野生株とN5鵬△，T657Kとの基本レベルの転写活性の差（Ⅲ，Ⅳ1ane5

と1ane7，8とを比較）はRPS5UASによる転写活性化の差と比較すると非常に

小さいことから（Ⅱ1ane5と1ane7，8とを比較）、RPS5遺伝子におけるW145

依存性はヰ50～－300の領域に存在するRPS5UASによる転写活性化に大部分が

存在していることが示唆された。

これまでの結果からR円5プロモーターにおけるW145依存性はコアプロ

モーターの認識とRPS5UASによる転写活性化の両方に存在することが明らか

になった。

そこで制限温度にシフトして2h経過した後、RPS5UASからの転写活性化

シグナルをN568△，T657K変異を持つ変化塑W145は特定のコアプロモータ

ー上において受け取ることができないのかを明らかにするため、RPS5UAS領

域〔450～－300，ヰ50～－361）とR門5コアプロモーター（－87，200）またはml

コアプロモーター（－174）とのキメラ塑プロモーターを作製しそれぞれの転写

活性化の検討をおこなった（図1－21）。

まずRPS5UASとRPS5コアプロモーター問の領域はRPS5の転写活性化に

は完全に影響しないことがわかった（九Ⅲ，Ⅳ）。N568△，T657KではRPS5プ

ロモーター全長を用いた場合（Ⅰ）と同様にRPS5UAS（司50－一300，ヰ50～－361）

とRPS5コアプロモーターとのキメラ塑プロモーターでは転写活性化はみられ

なかった（托Ⅲ，Ⅳ1an87，・8）。ところがRPS5UASはmlコアプロモーター

（－174）を転写活性化できることから（Vlane7，8）、N568△，T657KにおけるRPS5

の転写異常はRPS5コアプロモーター特異的にRPS5UASは転写活性化できな

いことが明らかになった。

次にRPS5UAS領域（450～－300）150bpの領域に存在し、RPS5コアプロモ

ーターとの組み合わせによって転写活性化異常を引き起こすUAS鮎torを同定

するためにRPS5UAS領域（450～一300）とR円5コアプロモーター（－87）と

のキメラ型プロモーターを作製し（図ト21，ⅠⅤ）、RPS5UAS領域を上流側から

の削除または部分的な配列の欠失をおこない、転写活性化に影響を及ぼす領域
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の限局をおこなった（図1－22－A）0そして即S5UAS領域（－450～－300）150bp

の領域に予想される各転写因子の繹合モチーフなどの検索は配列検索ホームペ

ー　ジ　TFSEARCH：Seamhing Transc画on Factor Binding sites

（叫：伸血叶庇Ⅳ印・Or帥ese批肌机下SE膿C軋b血）において設定をS．

CereVisiae、開催を85に設定し、予想された結果を図ト22一別こ示した。

25℃で培養した野生株においてmS活性が欠損する領域を限局した結果、－

420～－390の30bpの問に限局することができた（図1－22）。この領域（416

mCCCAmCAT－106）にはコンセンサスな　R亜1結合配列

（ACACCCÅmCATTT）（Lascarisetal・，1999）が存在することが予想されたが、

この領域を含む13bpを欠失して転写活性化に影響を及ぼすかを検討した結果、

転写活性化にほとんど影響はみられなかった（図1－20，Ⅴ）。

最後にさきほど図1－？でアッセイに使用したCYClコアプロモーターの上流

にGd4結合配列を4個連結したレポ一夕ー（M1591）とともにⅣS5コアプロ

モーターの上流にGd4結合配列を4個連結したレポーターを新たに作製し、

Ml転写活性化ドメインを追加して図ト9と同様に各種転写活性化ドメイン

（Ⅶ16，EBNA2，GCN4）による転写活性化を検討した（図1－23）。

制限温度シフト後2hr経過・した後TAF145変異株において、RAPlはCYClコ

アプロモーターと同レベルにⅣS5コアプロモーターを転写活性化できること

が明らかになった（図ト9および図1－221anelto8）0またⅣS5UASとは対照

的にW16をはじめとしていずれの転写活性化ドメインもⅣS5コアプロモー

ターをほぼ正常に転写活性化できることが明らかになった（囲1－221ane15，16）。

この結果から即S5コアプロモーターに対する転写活性化異常にはUAS自身に

特異性が存在することが明らかになった。
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酵母株　　　塩基置換　アミノ鞍置換柑℃25℃30℃33℃37℃

TMYト2，27　　　AN1702　AN568

A→G1795　R580G

TMYト10，29，45　T→C1795　F599L

TMYト21

TMYl－39

A→C1875　K625N

T→C1985　F662S

G→A2038　A680T

G・．A2189　G730D

A→T1775　K592L

T→G1865　F622C

T→A1974（V658V）

A→G1979　Q660G

A→G2292（S764S）

T→C1868　G623D

TMYl－47　　　　A→T1877　H626L

TMYl－50

TMY卜51，62

TMYト58

A→T2021K674M

T→C　2054　M685T

A→T2278　S760C

A→T2336　N77馴

C→A1970　T657K

A→T1676　K55別

T→A1708　Y570N

A→C1911K637N

T→A1955I652N

A→T2327　E776V

A→T2367　E789D

A→T2409（S803S）

TMYト96，106　　A→T1652　E551V

G一◆T1768　V590F

TMY卜99　　　　A→T1802　N601J

G→A2092　A698T

A→G2289（E763E）

A→G2364（E788E）

T→A2380　W794R

TMYl－100　　　T→A1804　F602J

G→T2066　R6891

A→C2275　け59L

0　　0　　0　　0　　XX

0　　0　　0　　XX XX

0　　0　　0　　0　　XX

0　　0　　0　　XX XX

O O O XX XX

0　　0　　0　　XX XX

O O A XX XX

O O O A XX

0　　0　　0　　0　　XX

N．T．0　　0　　X XX

（表1－2）特に強い温度感受性を示した変異株に見られる塩基置換と予想さ
れるアミノ酸置換

mYト2，10，21，27，29，39，45，47，50，51・58，62，96，99，100，106に見られる塩基置換を
シーケンスによって明らかにした0実際の塩基置換の場所とその予想されるアミノ酸
置換を載せた00印は生育、△印はslowgrowth、X印はほとんど生育しない、XX印
は全く生育しないことを示すoN．T．はnottested。
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¶MYト10一全長

Wト18－前半

Wト1ひ一役半

¶MYト27一全長

TMYト27－前半

¶MYト27一役半

¶MYト47－全長

TMYト47一前半

TMYト47一役半

丁MYト58一全長

¶MYト58一前半

¶MYト58一後半

TMYト96－全長

TMYト96－前半

¶MYト96一役半

¶MYト99一全長

TMYト99一前半

¶MYト99－後半

TMYト1∝ト全長

アミノ酸置換　　彷℃　30℃　35℃　37℃
F599L o o xx xx

K625N．一云・J∴・＿・

F622S

A6齢T

G730D

F599L

K625N

F662S

A680T

G730D

AN568

R5∝〉G

AN568

R5那

H626L

K674M

M685丁

目626L

K674M

M685T

K637N

1652N

E776V

E7射D

K637N

1652N

E776V

E789D

E551V

V590F

E551V

V590F

N6011

A698T

W794R

N6011

A698T

W794R

F602l

0　　　0　　　XX XX

0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　XX XX

O O XX XX

O O O O

O O XX XX

0　　　0　　　XX XX

0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　X XX

0　　　0　　　X XX

O O O O

0　　　0　　　XX XX

O O XX XX

O O O O

O O XX XX

0　　　0　　　0　　　0

0　　　0　　　XX XX

O O XX XX

R6891

（表1－3）　温度感受性を付与する領域の決定
材料と方法に述べたとおり、温度感受性を付与する領域を限定するためにエラー
プローンPCR法によって変異を導入した領域を全長、前半、後半に分け、それぞれ
の領域に温度感受性を付与するアミノ酸置換が含まれるかどうかを検討した。0印
は生育、Ⅹ印はほとんど生育しか－、ⅩⅩ印は完全に生育しないことを表す。
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え　ん㌧　　　　　　　　　　　　　　タ7か∴∴

∴⊥‘か　－∴†誉∴∵

酵母株アミノ酸置換25℃

PTM25

PTM32

PTM34

PTM43

PTM45

PTM46

PTM47

PTM48

WILD

Y570N O

568AN O

E551V O

T657K O

V623G O

Q660R O

R6891　　0

W794R O

O

33℃　35℃

0　　0

X XX

O O

XX XX

XX XX

O O

A X

O O

O O

37℃

XX

XX

XX

XX

XX

XX

XX

A

O

元の酵母株

TMYl－51，62

TMYト2，27

TMYl－96，106

TMYl－50

TMYl－39

TMYl－21

TMYl－100

TMYl－99

（表1－5）　温度感受性を付与するアミノ酸置換の同定
表ト3で温度感受性を付与する大まかな領域を決定した後、表ト4で掲載したよう
にサイトダイレクトミュータジュネシス法によって温度感受性を付与するアミノ酸
置換を限定した点変異温度感受性変異株をmシリーズとした。YPD培地上におけ
る25、33、35、37℃、3血ys培養した結果（図1－2）を表にまとめた。同定した点変
異温度感受性株は、複数の変異が含まれる元の酵母株と比較して温度感受性が弱く
なる株も存在した（本文参考）。
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（1）イノシトール飢餓　25℃0

培地　　　　　　　　き0℃0

33℃x

（2）ガラクトース培地　25℃0

30℃0

33℃x

（3）ヒートショック

（3－り55℃　　40min25℃x

30℃x

33℃x

（3－2）37℃　　6hr　25℃0

12hr　25℃0

匝）1．2MNaCl添加培地25℃0

30℃0

33℃0

37℃A

（5）鋼索加増地
（5－1）

CuO．001mg／mI

（5－2）

CuO．00025mg／ml

（6）3－ATlOmM培地

（6－1）10mM3－AT

25℃A

30℃A

33℃A

25℃0

30℃0

25℃0

30℃0

33℃x

（6－2）50mM3－AT　25℃0

30℃0

33℃x

（7）通常培地YPD
Con加l

25℃0

30℃0

33℃X

37℃X

辞母棟（TMYIシリーズ）

10　　21　39　　47　　50　　51　58　　96　G561S

0　　0　　0　　0　　0　　0　　0　　0

A O o o A A O o

X X X X X X
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0
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0
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O

O

O

O
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A

A

A

A

O

O

O

O

X

O
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X
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0

X

X
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X

X

X

O

O

O
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A
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O
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O
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A

X
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0
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0

0

A
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O

O

X

X
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X

X

X

0

0
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（表ト6）各種培地におけるTAF145温度感受性変異株の生育
単離したM145温度感受性変異株の各種培地での生育を調べた（詳しくは材料と方蔭及び
本文参照）00印は正常に生育することを示し、△印はslow卯W也を、Ⅹ印はほとんど生育
しないことを示す0今回の実験に用いた酵母株はmIシリーズの酵母株及び、コントロー
ルとして野生型株（WnD）、すでに知られるTAF145温度感受性変異株であるG561S株（制
限温度33℃）とN末端欠失温度感受性株△N（制限温度37℃）である（本文参照）。
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UASGAL＋TUB2r80
（M1587）

UASGAL＋CYCl／－1．74
（M1591）
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25℃　　37℃

♂♂繭㌔㌔宮
戸
◆

車
◆

車
◆

舎ヨ

◆
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（飢〃）各種転写活性化ドメインによるm乙mlコアプロモーターの転写活性化
m2コアプロモーターとmlコアプロモーターの上流にGAuD凡ゝ結合配列を4個直列に挿
入したレポーターを作製し各種アクチベーションドメインによる転写活性化を検討した。その
結果m2コアプロモーターはいずれのアクチベーターによっても活性化できなかった。
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（A）

芸≡≡≡≡藍≡蓋≡≡≡空
咽粕亡取批℡A瑚取払C姐摘℡姐mm且咋

CYCIcore

m闇叩鱒鱒甲甲駅和知叫画画血涙如如畑示地元

mc叩瑚m印嘲靂
卿甲叩瑚A凰朋

∝虻QC賦C℡C℡耽mCmmc℡眠㌍中嘩］
瑚G虻℡C℡範℡ゑ且亡卿亡斑C陀℡℡紀℡鶴m℡℡

叩郎払℡賦且元よ志豪去叩叩卿

仙亡℡Wm町¢℡C礼姐℡℡℡℡C叩印瑚m亡℡且后

妃耽℡肌且GC℡∝⊂姐℡℡m℡梵∝mCC拙正門Q臨mCA且

且誠論点A且叩m℡間m℡m卿瑚且A耶

（図ト10止）¶用2，∝Cl凡氾コアプロモーター領域の構造比較

m2コアプロモーターはTATA－1e∬プロモーターであり、αCl，m2はコンセンサス
なTATAエレメントを持つプロモーターである。央印は転写開始点を示し、四角で囲ん
だ領域がTATAエレメントを示すoATGは翻訳開始点（1stMet）を表す。
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（図1一刀）RP∬U舶触Ⅳの阪急（A）RP∬UAS領域（4翔一側1）とRP∬コアプロモー
ター（都）を結合したレポーター個ト21・Ⅳ）のUAS領域を段階的または部分的に欠失し、
お℃で培養した野生殊においてU舶活性に影響をおよぼす領域を限局した。その緒異句加～＿
391の間にU舶活性を持つ領域が存在することが明らかになった0＋，－印はUAS活性の有無を表
し、小はその中間をあらわす0（B）R円5甑5領域（→知－－3叫に存在が予想される転写因
子の結合配列（本文参照）0央印の向きは結合配列の存在するD恥鎖の向きを表す。
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岬潤一門間脚恥髄…∵呵瑚中洲咽

い舟画1一顧軸転瀕東

考察

出芽辞母W145と相同遺伝子（分裂酵母pT郷1凱シ、ヨウジョウバエ

dTAF2：粕，ヒトCCG肌W251）問の相同性と機能的な保存性に対する考察

私は遺伝学的手法をもちいることで転写におけるW145の模能を明らかに

することを試みた。W145温度感受性変異株の単離をおこなうためエラープ

ローンm法によりランダムに変異を導入した。今回変異導入を試みた領域は

これまでに述べたとおり中央の種問で保存されている領域（RegbnⅢ）であり、

この領域は特に相同遺伝子問において高度に保存さ．れている。出芽酵母W145

と分裂酵母pTW130、ショウジョウバエdTm30そしてヒトCCGIAITW250に

おけるそれぞれの相同性については図1－1および考察1－1の図に示した。

b℃AF250のC末端領域に存在する二つのブロモドメインおよびRAP74のキ

ナーゼドメインは一次配列などからⅥ貯145およびpTÅF130には存在しないこ

とがすでに明らか．にされている（Baはれ1997；田上泰之修論、1997）。きらに

W145において卿145および脚250との一次配列の相同領域を検索した

結果、保存性が高い領域はW145？438～8他乱，8餓～889a・乱，1032～1057年乱

の3ケ所に分布していることが明らかになった。

ただしB由らによってW145の1～2鵬乱乱，300－367乱乱，1037－10砧乱乱の各

領域は生育に必須でないことが報告されそおり（B由etれ199れまた我々の

グループもーAF145のC末端領域（957～1髄6乱乱）は生育には必須でないこと

を明らかにしている（結城宗漁ら未発表）ことから、TAF145の特に438～8仙乱，

8甜－889乱乱の領域に種間で共通した転写に必須の機能の存在が考えられる。す

でにb℃唖管50，α毀貯230そしてW145の中央の領域にはヒストンアセチルトラ

ンスフエラーゼ活性の存在が報告されており（Mkヱ孤etれ19兆）、今回変異導

入に選んだ領域（鮎由mⅢ，535～817a．乱）は特に種間で保存されていることな

どからクラスⅡの転写に重大な影響をおよぼす新規の性質を持つ変異株が単従

できることを期待した。

実際に今回私が単離した8種類の点変異殊におけるアミノ酸置換を調べてみ

－97－



ると8種類中、6種類のアミノ酸（E551，N568，Y570N，Q660，R689，Ⅵ94）そし

てすでに温度感受性を示すことが明らかにされていたG561が分裂酵母、ショ

ウジョウバエ、ヒトで保存されているアミノ酸残基であり、V623は種間で類

似したアミノ酸そしてT657はショウジョウバエで保存されているアミノ酸の
置換であった。

これらの保存されたアミノ酸残基の置換は少なくとも制限温度にシフトして

2血r経過した後のタイムポイントではアミノ酸置換により変異型一肌45の安定

性やTFⅡDの安定性は正常であるように見える・（図ト6）。しかし実際にタンパ

ク質問の相互作用にどのような影響が生じたかは明らかではなく、またこれら

のアミノ酸変異はこの領域にマッピングされているH瓜活性に影響を及ぼし

ていることが考えられるが、現時点では変異株に対するH∬活性の測定はお

こなっていないためにそれらは確認できていない0しかし最近になり也13にお

けるb一郎25腫69卿変異はH∬活性を欠損していることが報告されたことか

らp叫両川佃・・2000）、W145における相同アミノ酸の変異であるG561Sを始

めとして今回単離した変異株の中にはH∬活性を欠損しているものも存在し

ている可能性が高いと思われる。

またアセテルC血結合配列であるbn職50の922，924番目のグリシン残基

に変異を導入することでH瓜活性の欠損が生じることが報告されていたが現

在では血血eであったことが判明している（Du叫y叫・，2000）0922，9封番

目のグリシン残基はこれまでにH瓜活性を有することが明らかにされている

タンパク質であるbSSAT，yGα5，此肌30そしてW145においても保存され

ていることが同時に明らかにされており、℃肌45では糾0，糾2番目のグリシ

ン残基に相当する（伽叩吋etれ2000）。

しかし今回の温度感受性のスクリーニングではアセチルCoA結合配列に変異

をもつ温度感受性変異株は単離されず、またわれわれのグルづは叫糾2番

目のグリシン残基は生育に必須ではないことを見い出している（太田浩修論、

2001）0この領域の配列を比較したところW145ではアセテルCoA結合配列

の保存性や領域が椚諷陀50，dW230，pT肌30とは異なることが考えられる傍

察1－2の図参照㌔出芽酵母ではH粛清性の制御や機能の重要性は他種とは異

なり、転写活性に対するH∬活性は他の因子により相補される可能性も考え

られる0今後は単離したmF145変異株におけるHAT活性の測定や、アセチル

化の標的因子の検索などを行う必要があるだろう0その上でH∬活性の欠損
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株を用いることでTAF145のHÅT活性がコアプロモーター認識能や遺伝子発現

におよぼす影響などを遺伝学的に解析することが可能になるであろう。

TAF145依存的な遭伝子と非依存的な遺伝子におけるW145のコアプロモ

ーター啓識に対する考察

今回詳細に解析をおこなったW145変異株、Y570N，N568△，T657Kはいず

れもRNAポリメラーゼⅡのサブユニットの温度感受性変異株である噌bl－1と

は異なり、pdy（A）旬瓜NAの発現にg血な影響はみられなかった（囲1－7）。

この結果が上記の由kkで見られる特異的な現象ではないことを確認するため

最初に単離した複数のアミノ酸変異をもつmlシリーズ（ml－2，10，21，39，

47，50，51，58，96，卵，100）に対しても同様な検討をおこなったが、やはり匹1y

（A）†mRNAの発現にgene血な影響はみられなかった（d如anotsbwn）。

次に8種類のTAF145点変異株に対して制限温度にシフトして2h経過した

後のm2，RPS5遺伝子等の発現量変化を調べた結果、転写に影響がみられる

グループとしてN568△，V623G，T657K R689Ⅰが、そして転写に影響がみられ

ないグループとしてE551V，Y570N，q6甜軋W794Rが分類されることが明らか

になった（d叙anotsbown）。両者のグループはそれぞれTS性の強弱の分類と一

敦することから（図1－2）転写におよぼす影響の強さ（W145依存性）はTS

性およびSDSやCFW等の薬剤感受性に相関することが明らかになった。

制限温度にシフトして2h経過した後にN568△，T657Kにおける発現量変化

を囲1－7で示した個々の遺伝子に対して検討をおこなった結果、CLBl，CLB2，

CLB5，TUB2，RPL32，WS30，RPS5がTAF145依存的な遺伝子であり、ADHl，

PGKl，CLN2がTW145非依存的な遺伝子、ACrl，DEDl，ml，CLN3がその中

間の性質を示すことが明らかになった（図1－7）。TAF145依存的な遺伝子のプ

ロモーターと非依存的な遺伝子のプロモーター構造を比較することでW145

依存性を示す領域の検討をおこなった。

結果の章でも述べたとおりW145依存的な遺伝子であるm2、RPS5遺伝

子のコアプロモーターはそれぞれmA－1e∬そして非コンセンサスなmエ

レメントをもつコアプロモーター構造を有し（図1－10，12）、W145非依存的

なCLNほ，CYCl遺伝子はコンセンサスなTmエレメントを有するコアプロモ
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一夕ー構造である（図ト10・11）0図ト7で発現量を測定したすべての遺伝子につ

いてⅧÅエレメントの配列を比較検討をおこなった結果、W145依存的な遺

伝子であるコアプロモーターにはC柑2を除きすべてmÅ－1essまたは非コン

センサスなmAエレメントが存在することが明らかになった。さらにT即145

非依存的な遺伝子にはすべてコンセンサスなJ如仏エレメントが存在している

ことが明らかになった0そのためN5鱒△，T657ⅩにおいてW145依存性はお

およそコンセンサスなⅧAエレメントに依存していることが考えられた。こ

のことは図1－10，11で明らかにしたようにm2プロモーターにコンセンサス

な瑚Aエレメントを挿入することにより基本レベルの転写活性における

W145依存性が回復することやq丑佗，CYClのⅧÅエレメンほ欠失するこ

とでW145依存型のプロモーターに変化した結果と一敦する。

以上のことからN568△，T657Ⅹにおける一宇アブロモーターの認識異常はTBP

を介したコアプロモータ・一緒合により相禰されることが考えられ、N568△，

T657ⅩはⅧAエレメント以外のコアプロモーター領域の認識能を欠損したも

のと考えられる0それではW145が本来認識するコアプロモーター領域とは
どのようなものであろうか。

これまでにRNAポリメラーゼⅡのサブユニットやTBP，mD，m，Ⅷ，

T和F，mHなど基本転写因子がコアプロモーター領域に結合することが

photo－CmSS一山血gにより明らかにされている0、さらにこうした基本転写因子の

コンセンサスな結合配列が明らかにされている。転写開始点上流－30の領域に

はT即が結合するⅧÅエレメントの存在を始めとして、ⅧAエレメントの

周囲にはTFmが結合するBRE（皿reco純益element）が存在する（Lagrange

etd・，19弼、またコンセンサスな馴Rエレメントには抽昭50またはdT邸150

がⅧPと協調的に結合することが報告されている血此ey弧dV叫z乱，

1999）0さらにⅧAエレメント以外のエレメントとして＋30の領域に存在する

DPE（downstreampromoterelement）については詳細な研究がおこなわれている

（KutachandKadonaga．，2000）。

伽血弧dK血喝aらの試算によるとショウジョウバエの－50～＋50間のコア

プロモーター領域に存在するmÅエレメントまたはD托の存在比率はそれぞ

れ29乳2陥であり、両者同時に存在するプロモーターは1嶋、両者とも存在

しないプ由一ターは31％存在することが明らかにされている心血弧d
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K如皿喝a．，2∝氾）。DPEには直接dT郷40，dW甜が結合しmÅ－1e∬プロモー

ターからの転写に必要なエレメントとして機能することが考えられている

（Bu血弧dぬdon喝乱，199刀。

ところが出芽酵母ではこれまでにmエレメント以外にD陀やひ取とい

ったエレメントの存在は報告されておらず、また℡寸RとmIÅエレメント間の

距離もー走でないことからショウジョウバエで明らかにされた、DPEやmの

知見を単純に出芽酵母に当てはめることはできない。しかしショウジョウバエ

のコアプロモーターにもⅧÅエレメントもDPEもどちらも存在しないコアプ

ロモーターが31％も存在することや、コアプロモーターのアライメント検索の

結果からⅧÅエレメントDPEエレメントそして掛取エレメント以外には新

たにコンセンサスなエレメントが発見されていない（私血血and払出on喝a．，

2（X氾）ことから塩基配列以外の要素もコアプロモーター認識の制御に影響を及ぼ

すことが考えられる。

興味深いことにb一浪F150は塩基配列非依存的に加トW卸j皿血皿という特異

的なmの立体構造を認識することが明らかにされていることや（Cb此eyand

V∝増Z乱，19卵）、ヒストン様仰がmAとヌクレオソーム構造を形成するこ

とが考えられていることから多くのWsを介してコアプロモーターの立体構

造を認識することがコアプロモーター認識に必須である七考えられる。以上の

知見からTF江Dのコアプロモーター配列または構造の認識にはW145自身が

直凄または他の因子を介していることが考えられる。

現在さらに多くのW145依存的な遺伝子と、非依存的な連伝子の同定をお

こなうため、マイクロアレイを用いた解析を進めている。今後それぞれの遺伝

子グループのプロモーター構造の比較をおこない、W145依存的なプロモー

ター構造における法則性について検討をおこなう予定である。しかしながら

W145依存的なコアプロモーターに対して転写活性を指標にしてW145依存

的な額域を検索することは不可能なため、W145非依存的な遺伝子のコアプ

ロモーター領域とのキメラプロモーターを作製しTÅF145依存的な領域を検討

したいと考えている。またN568△，T657Kから精製したTFⅡDを用いてW145

依存的なコアプロモーターとの結合領域の限局をfootprinhg法やphotocross

l血g法を用いることでW145依存的なコアプロモーター領域またはエレメ

ントの検索は可能と考えられる。
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T邸145依存的なコアプロモーター認識と転写活性化についての考察

私はぁγ毎においてW145の機能は基本レベルの転写と転写活性化の両者

に重要であることを明らかにした。さらに今回単離したN5朗△，T657Kを用い

た解析から●、W145依存性は基本レベルの転写活性と転写活性化のステップ

とに完全に分離することが可能であった0今回の実験結果から考えられる一連
の転写反応のモデルを提案する。

1・もともとコンセンサスな叩エレメントを持つm2，CYClコアプロ

モーターおよびコンセンサスなmAエレメントを導入したm2，貯S5コア

プロモーターにおける基本レベルの転写活性（考察1－3の図参照）

もともとコンセンサスなmAエレメントを持つm2，CYClコアプロモー

ターに対し、野生型W145を含むT和Dは℃uの佃Pを介して）とⅢⅡ依

存的にそれぞれmAエレメントとW145依存的領域を認識することでコア

プロモーターを認識する（Ⅰ）0ただしここで注意しておくこととして、TÅND

は血血mにおいてⅧPの機能阻害活性を示すがこのことはWDが血血0に

かてTBP結合能を有することを示している0我々のグルづはⅧPをmÅ

エレメント上に効率的にリクルートするためにT軋NDが必要であることを今回

のデーター以外にも待ている0次にRⅢ変異型W145であるN568△，T657K

はⅧ依存的たコアプロモーターを認識することはできないが、伽D佃P

を介して）依存的にmÅエレメントの認識が可能であり、野生型と同様にコ

アプロモーターを認識することが可能である（Ⅱ）0さらにm2，CYClコアプ

ロモーターから瑚Aエレメントを欠失した場合、TÅND佃Pを介して）依

存的にコアプロモーターを認識することができなくなり、その結果Ⅷ変異株

ではコアプロモーター認識能が欠損す・ることが考えられる（Ⅲ）。

逆にN568△，T657正においてRⅢ依存性であり、もともとmA－1essプロモ

ーターを持つTUB2，ⅣS5コアプロモーターにれて（Ⅳ，Ⅴ）コンセンサスな

mエレメントの挿入によりコアプロモーター認識能は完全に回復すること
が明らかになった（Ⅵ）。

以上の結果からコンセンサスなmAエレメントを持つコアプロモーターに
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おいて基本レベルの転写活性を検討する限り、コアプロモーター認識にはTAND

またはRⅢのいずれかが機能的であればよく、またN568△，T657Kにおける基

本レベルの転写活性は完全にコンセンサスなmエレメントに依存すること

から、TAT良一1ess　コアプロモーターではRⅡⅠが機能的であることが必須である

と考えられる（考察ト3の図参照）。

2．CYCl，RPS5ⅧÅ，m2棚Åコアプロモーター（コンセンサスなm

エレメントをもつコアプロモーター）に対する転写活性化（考察1－4の図参照）

m，（1）mlコアプロモーターに対する転写活性化

▼　野生塑，Y570N，N56＄△，T657Kにおいてこれまでに検討した限り、いずれの

転写活性化因子もmlコアプロモーターを転写活性化できることが明らかに

なった（Ⅰ）。したがってCYClプロモーターにおいては転写活性化に対する

W145依存性は基本レベルの転写活性と同様に完全にコンセンサスなⅧÅエ

レメントに依存していることが明らかになった。

（2）RPS5＋ⅧÅコアプロモーターに対する転写活性化

しかしながらm2，CYCl，m2コアプロモーターの場合とは対照的にN568

△，T657Kにおいてコンセンサスなmエレメントを導入したRPS5コアプロ

モーターに対してRPS5UASによる転写活性化はできないことが明らかになっ

た（Ⅱ）。そのためN568△，T657KにおけるRpS5遺伝子の転写欠損はコアプロ

モーター認識能の欠損以外にRPS5UASからの転写活性化異常も伴うことが明

らかになった。この転写活性化異常は変異型W145がRPS5UASからの転写

活性化シグナルを特定のコアプロモーターにおいてのみ受け取ることができな

いのかを明らかにするためにRPS5UASがCYClコアプロモーターまたはRPS5

コアプロモーターを活性化できるかどうかを検討した（図1－21）。その結果RPS5

UASはCYClコアプロモーターを活性化できることからN568△，T657KはRPS5

コアプロモーター上では特定の転写活性化因子からの活性化シグナルを受け取

ることができないことが明らかになった。

（3）m2＋TATAコアプロモーターに対する転写活性化
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コンセンサスなmIAエレメントを導入したm2コアプロモーターに対す

る戯町Ⅶ16による転写活性化は野生塑においてもほとんど転写活性化され

なかったため（1）、（2）のどちらに分類できるかは現時点では断定できない（図

1－10－C）0そのため今後TUB2コアプロモーターに対しては他甲UAS（RPS5UAS，

CLN2UASなど）を用いて再度転写活性化を検討する必要がある。

そのため次にCYCl，ⅣS5から考えられる転写活性化モデルについて考察を
おこなった。

先程も説明したとおり野生型TmDはCYCl，RPS5コアプロモーターともに

正常に認識することができる0また変異型W145を持つ変異型丁円Ⅱ）はコア

プロモーター認識が正常であるCYClコアプロモーター上で昼RPS5UASによ

る転写活性化は正常におこなわれるが（Ⅰ）、ファプロモーター認識ができない

ⅣS5コアプロモーターを転写活性化することはできない（Ⅱ）。∵ところがコン

センサスなmIÅエレメン沌導入することでコアプロモーター認識を回復さ

せても貯S5UASによる転写活性化までを回復できなかったことからⅣS5コ

アプロモーター上の変異型丁和DはコンセンサスなmIAを導入するだけでは

野生型丁和DのようにⅣS5UASからの転写活性化シグナルを受け取るために

必要なコンフォメーションをとることはできないと考えられる（Ⅲ）。

一方VP16はRPS5UASと同様にCYClコアプロモーターを転写活性化でき

る（Ⅳ）0非常に興味深いことにW16はⅣS5UASとは異なりⅣS5コアプロ

モーターを活性化することができた。こうしたことからW16タイプの転写活

性化ドメインほ即S5コアプロモーター上の変異型丁和Dのコンフォメーショ

ンを野生型丁和Dと同じように変化させ、転写活性化す省一ざとが可能と考えら
れる（Ⅴ）。

即S5コアプロモーターを活性化できない転写活性化因子はどのようなプロ

フィールを持つかを明らかにするため、ⅣS5UAS領域に存在する転写活性化

因子の同定をおこなうと共にその他の転写活性化ドメインによる転写活性化に
ついても検討をおこなった。

即S5UAS領域のアライメント検索の結果、ⅣS5UAS領域にはR亜1結合配

列の存在が予想されたことからMlが実際に即S5コアプロモーターの転写

活性化に影響を及ぼすかどうかを検討した（図1－23）oR肌を始めⅦ16，EBNA2，
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GCN4の転写活性化ドメインによるRPS5コアプロモーターの転写活性化の検

討をおこなったが（考察ト5の図を参照）、検討をおこなった転写活性化ドメイ

ンであるRAPl，W16，EBNA2，GCN4はいずれもRPS5コアプロモーターを活性

化できたことから（Ⅱ）、RPS5UASによる転写活性化異常はRPS5コアプロモ

ーターと特定の転写活性化因子との組み合わせによって引き起こされると考え

られる。現時点ではTAF145依存的な転写活性化因子は同定できていないが、

RPS5UAS領域に存在したMl結合配列の欠失によるUAS活性の影響がほと

んど見られないことからも（図1－20）Ml以外の転写活性化因子が考えられ

るが、RPS5UAS領域内に転写活性化に重大な影響を及ぼすような領域または

配列が見当たらないことから（図1－23）、単一の転写活性化因子であるかどう

かは不明であり、さらに塩基配列、構造、距離などの複雑な要因が影響してい

る可能性も考えられる。

これまでにWd血汀らによって単離されたW145変異株TSl，TS2は特定の

コアプロモーター（m2，RPS5）認識に異常がみられること、そして特定の転

写活性化因子（ADHIUAS，Cu2＋誇導（CUPl），ヒートショック誘導（HSP））

によるqu佗，RPS5コアプロモーターに対する転写活性化は正常であることか

ら、加γれりではW145は転写活性化ではなく、コアプロモーター認識に重要

であると考えられていた（Walk訂成れ19卯）。ところが今回の結果からは

W145はコアプロモーター認識以外にコアプロモーター特異的な転写活性化

にも重要であることが明らかになった。こうした矛盾はこれまでに明らかにし

てきたように単離したN568△，T657KとTSl，TS2の性質の違いによることも考

えられるが、重要な点としてTSl，TS2を用いた解析では転写異常を示すRPS5

コアプロモーターと転写異常を示さないAmlとのキメラ塑プロモーターの活

性は欠損するが、逆にRPS5UASとADHlコアプロモーターのキメラ型プロモ

ーターの活性は正常であることからTSl，TS2における転写異常はコアプロモー

ターに原因があると結論されていた（Walbretれ19卯）。確かに今回単離した

N568△，T657KもRPS5のコアプロモーター認識能は半分程度に低下している

が、むしろRPS5の転写異常はその大部分がRPS5UASからの転写活性化の異

常に原因があることが明らかになった。TSl，TS2を用いた研究では今回私が明

らかにしたようにコアプロモーター認識と転写活性化の両者のステップをそれ

ぞれを明確に区別しなかったためにW145の転写異常がコアプロモーター清
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性よりもUASによる転写活性化により影響された結果であることが見過ごさ
れてレ‘、たと考えられる。

またCYClコアプロモーターに対するRPS5UASによる転写活性化やVP16，

EBM，G伽によるⅣS5コアプロモーターの転写活性化にはW145は非依

存的であったことから、転写活性化のステップにはさまざまな機構や経路が存

在することが示唆された0我々は今後もW145依存的な転写活性化機構の解

析を掛こW145依存的なプロモーター構造の側から注目していきたいと考え
ている。
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dTAFZ3◎　948

hTAF25◎　9Z◎
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・（考察1－2）各種問におけるアセチル伽A結合領域のアライメント

ニつのグリシン残基はアセチルCoA結合領域に保存されていることが知られており、こ
の二つのグリシン残劃こ変異を導入するキとでアセテル伽A結合性と鮎丁括性が欠失する
ことが明らかにされている0この領域はpTÅ円弧棚30，bTÅF即において保存性が高
いが、yTAF145は639職N一触a．に存在する。
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