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序　論

21世紀を目前に迎え、地球規模での食糧危機や環境悪化がより現実味を

帯びた問題となっている。これらを解決する一つの手段として、植物バイオテ

クノロジーに多大な期待が寄せられている。すでに食糧増産につながる農業の

新技術として、害虫抵抗性や除草剤耐性を付与した遺伝子組み換え植物が実用

化されている。遺伝子組み換え植物については、一般市民の中に安全性などに

不安を唱える声も多いが、環境・食糧問題を解決する優れた基盤技術であるこ

とは言うに易い。このような有用形質を付与した遺伝子観み換え植物を作出す

るためには、染色体上へ導入した外来遺伝子が転写され、次いで翻訳および目

的タンパク質の蓄積に到ることが必須である。過去数年間に渡る精力的な有用

植物作出の試みから、多くの問題点が浮き彫りとなってきた。まず外来遺伝子

を発現させるためにはプロモーターが必要であるが、その選択が非常に限られ

ていることが挙げられる。付与したい有用形質に応じて、外来遺伝子の最適な

発現時期や部位および量が異なるが、これらの要求を満たすだけのプロモータ

ーを持ちえていないのが現状である。また外来遺伝子が染色体上に組み込まれ

ているにもかかわらず、期待された発現が得られないことが頻繁に起こる。こ

れは、外来遺伝子発現の不活性化が高頻度で生じることに起因している。その

ため、・目的に適した植物個体の選抜に多大な時間と労力が費やされている。現

在は一遺伝子導入による分子育種が主流であるが、真に実用的な有用植物の作

出には複数遺伝子の多重導入による機能向上が必要であり、効率的な形質転換

植物作製技術の開発が急務となっている。本研究の目的である「植物細胞にお

いて外来遺伝子を効率良く発現させる技術の確立」は、その中核を担うもので
ある。

植物細胞における外来遺伝子発現の不活性化はサイレンシングと呼ばれ、

2つに大別されている。一方は、導入された染色体上の位置により転写が影響

を受けるpo戯one蝕叫M如血弧dMa触ら1998）、他方が転写後のサイレンシン

グであるPTGS（posttranscriptionalgenesilen血g）である（叫1999；Vaucheretet

d・，199恥mSは植物細胞で顕著に認められ、核内での転写活性に変化を生

じることなく、細胞質で特定の脱が急速に分解される現象である。これは

免疫系を持たない植物が、ウィルスに対抗するために進化させた防御機構の一

種と考えられている（R此雌etal・，199刀。精力的な研究の疲果、現在では主に3

つのモデルが提唱されている。n托S血01dモデルでは、細胞内m量には固有

の上限値があるとするもので、この値を超えることが引きがねとなり特異的な
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RNAの分解が生じるPehio皿dSche11，1994；Smithetal．，1994）。次にaberrantRNA

モデルでは、不完全な脱が生成することにより、特異的な分解が生じる

（MetzlafEetal・，1997；Schiebeletal・，199り。最後は、宿主と相同性のある遺伝子

を導入した際に生じるサイレンシングで、特にコサブレッションと呼ばれてい

る（Ⅴ皿由劇弧detal．，199恥近年ではmに対して一部のウイルスが抵抗手

段を持つことが示され、それに関与するタンパク質因子Pl侶Cヤm（Plandbe匝r

00mp皿eⅡトpmte血a馳）が報告された。そしてこの戦略を利用しPl佃C－pmを植

物体内で蓄積させることによって、PTGSが抑制されることが示された（Ⅹがほ血餌

皿dC打出n伊m，1998）。このため、mの抑制技術については、ヒントが見い

出された状況と言える。

一方、pO坤i伽1d艶dに関しては植物細胞での研究は乏しく、抑制技術を

確立するには知見不足であることが否めない。植物細胞に外来遺伝子を導入す

るには、アグロバクテリウム感染法、パーティクルガン法、エレクトロボレー

ション法などがあるが、いずれも染色体上にランダムに挿入される。このため

得られた形質転換体の個体間における外来遺伝子の発現が大きく異なることは、

染色体構造は一様ではなく、遺伝子発現に対して影響を与えうることを意味し

ている。したがってpo威done触を抑制し、外来遺伝子の発現を安定化させる

ためには、染色体構造が遺伝子発現に与える影響を理解することが肝要である。

染色体は遺伝情報の伝達媒体としては最も大きく、最もよく観察することがで

きる。しかしより大きい構造物の理解は困難であり、最も小さく基本的な構造

単位の理解が先行している。その基本構造単位は、ヌクレオソームコアと呼ば

れており、14¢bpのDNAがヒストンオクタマーを1．75周巻く構造をとる。ヒ

ストンオクタマーは、ヒストンHZA、皿、H3、H4各2分子から構成される。

これらのヒストンはN末端塩基性ドメインとC末端球状ドメインより成り、後

者はヒストンフォールドと呼ばれる共通の構造をとり、このドメインを介して

ヒストンオクタマー、さらにはヌクレオソームコアを形成する。そしてさらに

未知の様々な因子群と相互作用して次々に高次な構造をとり、最終的な高次複

合体産物が染色体となる。この構造は、長大な染色体DNAを核内に収納する

ために必須であるとともに、DNAの複製、再構成、組み換え等、核内で起こる

すべての諸現象にも大きく関わっている。このような染色体構造は、遺伝子発

現に対してどのような影響を与えるのであろうか。これまでの知見から、裸の

DNAの転写活性を1とすると、ヌクレオソーム構造形成により転写活性は1β0

に低下し、さらに遺伝子発現が不活性化状態であるヘテロクロマチン構造の形

成により1佗㌔00まで低下すると言われており、転写因子や基本転写装置等の

タンパク質因子のDNAへの接近が困難になるためと考えられている＠irdand
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Wol恥19卵）。一方、遺伝子発現が活性化状態であるユウクロマチン構造では、

裸のDNAの転写活性を大幅に上回ることから、転写に対して効率的なDNA－ヌ

クレオソーム構造が存在することがわかる。

po扇done伽の抑軌こは、外来遺伝子を周辺の染色体環境から独立させ

ることが必須と考えられる。これまで植物細胞では上述の目的を達成するため

M（ma血鋤‘虫皿血托如n）を用いた研究が行われてきた（Ho血掛D涙s皿d

伽mai，199恥MARは核膜と結合することにより、隣接した染色体環境から独

立性を保証するDNA配列であり、一種の染色体上の境界嶺域とし七機能する

と考えられている。このためレポ一夕一連伝子の前後にMARを付加し、染色

体上に導入した形質転換体について解析が行われてきた。それらの解析結果を

表1－1にまとめた笹11enetal・，1996；Allenetal．，1993；Breyneetal．，1992；Holmes－

DavisandComai，1998；Mlynarovaetal．，1994）。

表1－1MARによる叩頭ionc飴ctの抑制
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脱が染色体上の境界として機能するならば、外来遺伝子の発現が

匹Sidone助から保護され、コピー数に依存した発現が認められるはずである。

しかし異なるMARおよびプロモーターによる解析結果は統一性が乏しく、抑

制技術の確立には到っていないのが現状である○一方Mとは異なる染色体

上の境界額域としてインスレ一夕ーが報告されている。インスレーダーは、シ

ョウジョウバエの熱ショックゐ乎乃伽f血戊卯お血刀）遺伝子の研究により

見い出された。カ甲乃遺伝子は、狙及び臓－（甲da肋d血血a血s加地re）と

呼ばれるDNおeI高感受性額域によって挟まれた構造をとっている。S00一氾Iを

欠失させると、非熱ショック下においても九甲乃遺伝子が発現することから、

これらの額域が周辺の影響から九甲乃遺伝子を保護している可能性が示唆され

た。さらに、これらの額域を遺伝子の両側に付加し染色体上へランダムに導入

してもp戚血e触を受けないことが示され、外来遺伝子を周辺の影響から保

護できることが明らかとなった（鮎mumandS血姐，1991）。このような活性を持
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つDNA断片は、絶縁体の意味からインスレ一夕ーと名付けられ、染色体上の

境界額域として機能すると考えられている。これまでにショウジョウバエをは

じめ、ヒト、ニワトリなど主に動物細胞から単離されている（Udv訂dy，199り。

しかも興味深いことにニワトリβ一由Obhインスレ一夕ーが、他生物種であるヒ

トe叫皿id細胞およびショウジョウバエにおいても機能することが報告され、

高度に保存された機構の上に成り立っている可能性も示唆されている（q血ngd

d．，1993）。

本研究では、「植物細胞において効率良く外来遺伝子を発現させる技術

の確立」を目指し、1）有用プロモーターの単離、2）positione蝕ctの抑臥の

両局面から解析を行った。

第1章では、1）有用プロモーターの単離について述べた。プロモータ

ーの単離・解析は頻繁に行われるところであるが、遺伝子発現系への利用を念

頭に置いた研究例は少ない。そこで本研究では遺伝子発現系へ利用しうる有用

プロモーターの単離を行い、発現時期、部位および量など多様な要求に対する

プロモーターの選択肢の一つとなることを目的とした。単離するプロモーター

の発現様式として、対数増殖期または細胞増殖停止期の細胞に発現する、の二

つのカテゴリーを選択した。解析宿主としては、植物体から増殖各期の細胞を

得ることが困難であるため、タバコ培養細胞（澗co血舶ぬあαC以椚L．Ⅳ．BY2）を

選択した。単離の概念としては、各期に多量に発現している内在性遺伝子は期

待される発現を示すプロモーターを有している可能性があると考え、まず高発

現遺伝子の単離を行った。つぎにこれら対象遺伝子のプロモーター額域の単離

を行った結果、各期のプロモーターが各2種、合計4種単離された。これらの

プロモーターは、レポ一夕一連伝子を用いた解析から期待された発現様式を示

した。これらの結果から、対数増殖期または細胞増殖停止期の細胞に発現する

有用プロモーターが単離された。

第2章では、2）position e蝕dの抑制について述べた。上述したように

positione蝕dを抑制するためには、周辺の転写環境の影響を遮断することが必

要である。このため我々は近年ウニから単離され、他生物種であるショウジョ

ウバエにおいても機能することが報告されたA和インスレ一夕一に着目した

仏肋離山り1999）。解析宿主としては、多数の形質転換体が取得でき、かっ

同一条件下で解析できることが必要であることから、夕／†コBY2細胞を選択し

た。レポ一夕一連伝子にA朽インスレ一夕ーを付加して染色体上に導入した形

質転換体について発現を解析したところ、遺伝子発現の不活性化が抑制された。

これらの結果は、インスレ一夕ーが植物細胞において外来遺伝子の発現安定化

に寄与することを初めて示したもので、POSitione蝕ct抑制技術の確立に一石を
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投じる知見である。

第3章では、第1章において単離した醐（澗00舷∽αねあαC研7血J

東砂加聯循胱）プロモーターの下流に連結したレポ一夕一連伝子の発現を安定

化させる結果が、匹Sidone触を抑制することに起因すると考え解析を行った。

その結果、棚方プロモーターには、発現の安定化に寄与する機能額域が存在

することを示した。

本研究で得られた基礎的知見は、タバコBY2細胞における遺伝子発現系

の構築に直接的に反映されるだけに留まらず、植物体における遺伝子発現系の

構築にも有益な示唆を与えるものと考えられた。
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第1章　タバコBY2細胞から有用プロモーターの単離

第1節　緒　言

外来遺伝子発現系へ利用しうる有用プロモーターの単離を行った。試み

としてタバコBY2細胞の対数増殖期または細胞増殖停止期に高発現している遺

伝子を単離し、それらが保有すると考えられるプロモーターを単離した。次に

レポ一夕一連伝子を用いた解析を行い、植物細胞で汎用されるウイルス由来の

CaMV（c弧IinowermosaicviruS）35Sプロモーター（Benftyetal．，1990）と比較・

検討を行った。

第2節　実験材料および実験方法

使用菌株

励c鬼eわd由の〟

DH5α∫昭戒叫，△ねcぴ169（¢餌血d乙△M15）囲17，redl，舶1九紗血96，娩f－1，re以1。

プラスミドのNAライブラリーの宿主として用いた。また全ての遺伝子の構築

の宿主として用いた。

ⅩLl－BlueMRA（Ⅰ句d（加α瑚J＆ち△　伽αC払九戯イ乃〝ノブ布地ヱ，明鏡f一ヱ，

紗rα妙e瑚血c（陀Iysog甲）。ファージゲノムライブラリーの宿主として用いた。

東面加地血机加頑血糊

EKAlO5。タバコBY2細胞の形質転換に用いた。

使用権物

mcotianaぬbaczLmL・CV・BrightYellow2（Nagata，1987）。

ベクター

pBluescriptⅡ　SK（Shortetal・，1988）。ampr、hzcZ。

pBIlOl．2（Bev皿，1984）。kmr、prOmOter－1essβ－glucuronidase（GUS）cassetteinthe

d卯おc好餌椚b血訂yVぬOr。
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培地

大腸菌およびアグロバクテリウムの培養には、迅培地（1％句中One、0．5％ye誠t

e如誠、0・5％NaCl）を使用した。平板培地には、1．5％の精製寒天末を加えた。

必要に応じて、アンピシリン100mが、カナマイシン100mがを加えた。

タバコBY2細胞の培養には、改変u培地を用いた岬agぬ，1987）。平板培地に

は、0・3％のgeman－糾mを加えた。必要に応じて、カナマイシン100mが、カル

ペニシリン方Omがを加えた？またプロトプラスト化したタバコBY2細胞の

培養には、上記培地の餌α0駈濃度を1％とし、浸透圧調節のためにm皿itol

を終濃度0・4Mとして使用した。

タバコBY2細胞のRNAの調製

植物組織のRJm分離の方法に従った（bgemannetal．，1987）。

タバコBY2細胞のゲノムDNAの調製

m法により行った（Mu叩皿dTbomps皿，1980）。

大腸菌からプラスミドDNAの調製

アルカリSDS法により行った。

タバコBY2細胞のCDNAライブラリーの作成

PTmD（Phamacia）、Uni－ZAFnMXRアームベクター（Stratagene）を用いた。

タバコBY2細胞のゲノムライブラリーの作成

EMBL3βα椚Ⅲベクター（Stm也gene）を用いた。

ノザンハイプリグイゼーション

標準的な方法に従った（Ch血d＝mdGilb餌，19叫。

サザンハイプリグイゼーション

ハイプリグイセーション溶液に50％‘k畑Ⅶ1餌l触溶液を終濃度10刻こなるよ
うに加えて行った。

針如仇m出血se（GUS）活性測定

J曲rsonらの方法により行ったPefftrsonetal・，1987）。GUSlysisbu蝕r（10mM

EDTA、0・1％nitonX－100、0・1％Sarcosyl，10mMβ－merCqPtOethanol、50mMNa－
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phosobakbu蝕r、pH7．0）中で細胞を破砕した。遠心した後、上清を粗酵素液と

した。得られた粗酵素液中のタンパク質1mgが1分間に基質4MUG（4－

methyhmbeniferylサD－glumronide）を分解し、反応生成物　4－MU（4一

皿ethylumbelliftrone）の量（pmol）をGUS比活性（pmolhninhngprotein）とし

た。

タバコBY2細胞における一過性発現実験

改変Ⅰ5培地で4日間培養したタバコBY2細胞を酵素液（0．1％pedly誠e、1％

Cellulase、0・4Mmamitol、PH5．5）により処理しプロトプラスト化した。3×106

個の細胞に対し、DNAlO叶gをエレクトロボレーション（BIO－M）により200V，

250tAF，400resistan£モの条件下で導入し、24時間後に活性測定を行った。

形質転換BY2細胞における安定性発現実験

Anの方法により行った（An，1985）。形質転換後、カナマイシン耐性カルスを液

体培養し、β－glucuronidase（GUS）活性測定を行った。

第3節　結　果

第1項一夕バコBY2細胞の対数増殖期または細胞増殖停止期に高発現する遺伝

子の単離

対数増殖期に高発現する遺伝子のd）NA．の単離は、次のように行った。

改変Ⅰ5培地にて培養3日目の対数増殖期のタバコBY2細胞からmRNAを調

製し、大腸菌宿主のプラスミドcDNAライブラリーをpT7T3Dベクターを用い

て作製した。候補遺伝子を単離するため、ライブラリー作製時に用いた全mRNA

を鋳型にα一32p－dCTPで標識した一本鎖cDNAブロープを作製した。CDNAを保

持する大腸菌ライブラリー1，000クローンについて、コロニーハイプリグイゼ

ーションによるスクリーニングを行った。蓄積mRNA量がシグナルの強帯に反

映される考え、強いシグナルを有するクローンを選択した。一次スクリーニン

グで得られた50クローンについて、ノザン・サザンハイプリグイゼーション

を行い、蓄積血RNA量が多く、染色体上のコピー数が少ない3種の候補遺伝子

のCDNAを得た。

細胞増殖停止期に高発現する遺伝子の単離は、次のように行った。改変

LS培地にて培養7日目の細胞増殖停止期のタバコBY2細胞からmRNAを調製

し、Uni－ZAPTM XRアームベクターを用いてファージCDNAライブラリーを作

11

田口

l

日

嗣

■

サ

国
田

圃

閉

園

田

l
口

■

l

n



製した。細胞増殖期と細胞増殖停止期の全mRNAを用い、α－32p－dC叩で標識し

た一本鎖CDNAプロープを作製して、ディファレンシャルスクリーニングを行

い、細胞増殖停止期にシグナルが増加する3つの候補遺伝子のCDNAを得た。

スクリ．－ニングの結果、対数増殖期または細胞増殖停止期に高発現する

候補遺伝子のCDNAが各々3種類単離された。CDNAをブロープとしたノザン

ハイプリグイゼーションの結果、対数増殖期に高発現する遺伝子として単離さ

れた遺伝子27、2タ、j机ま対数増殖期に強く発現していた。また細胞増殖停止

期に高発那－る遺伝子として単離された遺伝子J2、玖2βは、増殖期に比べ

て増殖停止期に強く発現することが明らかとなった（図1－1）。

圭一重
苫旦

1

1

07

06

105

／／
／‾

／‾

■■■一一一一一一

012　3　4　5　6　7　血y

ge乃e27

ge〝e2夕

ge乃ejβ

ge乃eJ2

ge乃eJβ

ge乃e2β

．1cJfJJ

3　4　5　6　7　8　血y

図1－1各候補遺伝子の発現
タバコBY2細胞の培養3－8E］目の全RNA5膵について、各候補遺伝子のCDNAを
プロープとしたノザンハイプt」ダイゼーションを行った。レーン番号は培養日数を
示している。対照として培養の各期を通じて一定に発現する血加を用いた。
グラフは夕／†コBY2細胞の増殖曲線を示している。
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次に各候補遺伝子の塩基配列を決定し、相同性検索を行った（表1－2）。その結

果、遺伝子27は機能未知の遺伝子であった。

表1－2　各侯補遺伝子の相同性検索

遭伝子番号　　　　　　相同遺伝子　　　　　　相同性　遺伝子記号

gene27：ATWbidtpis cDNAclonelO8CIT7　　84％　〟昆08

gene29：SWeetPOtatOFl－ATPase6－Subunit

g感β：bbac00elong如ion払ctorl－α

ge乃eJ2：tOba∝0既也ns血

gene18：tOba∝0alcoholdehydrogenase

gene28：tOmatOPeCtinesterase

79％　　〟恵47RD

92％　　鵬…岬……

90％　　－－－＿＿＿＿＿

67％　　〟乙48仔

70％　　雌

B血或S由血により、‘塩基配列の相同性検索を行った。遺伝子番号：単離したd）NA
の番号、相同遺伝子：最も高い相同性を示した遺伝子名、相同性：塩基配列の相同性、
遺伝子記号：後の解析で用いた記号。また－は、本研究で‡ま未解析であることを示す。

第2項　候補遺伝子のプロモーター額域の単離

各候補遺伝子のd》寸Aの5’上流額域のDNA断片を取得するため、各

CDNAの5’末端青域をプローブとして約100万個のタバコBY2細胞のファージ

ゲノムライブラリーをスクリーニングした。その結果、プローブとしたcDNA

の5’上流額域のm断片が、対数増殖期に高発現する遺伝子27伊矧卵）に

ついては約1kb、2タ岬）については約1．5kb取得した。また細胞増殖

停止期に高発現する遺伝子Jβ㈱　については約2．5kb、2β脚）に

ついては約1．8kbの5’上流音域のDNA断片を取得した。

13
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B
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D

E

第3項　候補プロモヤターの発現解析

得られたDNA断片が転写活性を有するか調べるため、pBIlOl．2をベク

ターとして各融合遺伝子を構築した（図1－2）。

垂H馳＝

萄馳＝

萄［垂］

萄［垂］

PCaMV35S GtLS 竺S－ter惨

G∽［牽ヨ陰
画払mD　ト」G∽

岬　　　G∽
匝司捗

匝司惨

「→mGCÅCTGTC瑚CGGmGmGTm
空⊥L＿Lユ＿＿ヱ＿旦＿旦．．！．…．旦．．．ヱ．．．．鼠．．．エ．…鼠．．且．．且．…と坐＿

N－tCZmizla）QfADHprotcin A血oaddresiducscozresponding GUSprot血
b也¢do血噂虚比

萄［垂］ 亘姫垂惨

「‾→
ATGmMm珊汀AGGGGTA00mG
M■　P T　Ⅳ　5　S G P L L V G V G Q　5　L M

Ⅳ－t血ばPES画 Am血oadd瑠i（h岱 GUS押出血
00汀呵舶喝b也e

do血唱感化

図1－2　各融合遺伝子の構築国

夫印は、翻訳開始点を示す。A～Cは∴（花帯遺伝子のATGから翻訳される。Dおよび王軋GUSタンパク質
のN末端に、それぞれのタンパク質のN末端の数アミノ酸残基およびクローニング部位由来の残基が付加
されている。血r：麒門野遺伝子、Gび‥輌e遺伝子、N掛知：皿叩血sy血おeはmh如r、
㍑：瑚tbord訂、LB：ユe血b町de㌔
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次にプロトプラストm細胞を用いた一過性発現実験を行った（表1－3）。

表1－3　各融合遭伝子の一過性発現

CoI蛤tmC也
GUSspecificactivity

㊥mo仙血gprote叫）

pCaMV35S－Gこ岱

卿ββ－G∽

卿刀チD－G∽

卿βび
岬－G∽

545　土　　7．7

115　土　24．1

46．5　土　　2．4

7，720　土1，450

570　士　　2．4

培養4日目のタバコBY2細胞をプロトプラスト化した。エレクトロボレーションに
より各融合遭伝子を導入し、封時間後にGUS活性測定を行った。各4回の実験結果
の平均値と標準偏差を示した。

対照として用いたpQIMV35S－G∽遺伝子と比べて、押測掛駅信連伝子は約2

倍、画M乃り一G∽遺伝子は同程度のGUS活性を示した。また卿G∽遺

伝子では約140倍、p〃路－G∽遺伝子では約10倍であった。

一過性発現実験において転写活性が認められたことから、次に各融合遺

伝子をタバコBY2細胞の染色体上へ導入し、形質転換体を取得した。形質転換

体のGUS活性は、個体間で大きく異なるため各融合遺伝子につき独立した2

償体を取得し、培養経過によるGUS活性の動態を解析するため、液体培養3

日目と7日目のGUS活性の測定を行った（表1－4）。
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表1－4　各融合遺伝子を導入した形質転換BY2細胞のGUS活性

GUSspeci鮎activity（pmoUhinhngproteip）

TtanSfbrnants　　　　　　　3d－01d　　　　　　　7d＿01d

pCaMV35Sイ花店－1　　4〉朗0士　722　　　4，870土1，050

－2　　　　490士　10　　　　463士　　58

画閻郎〃∽－1　　133，300士11，600　　　糾β00士　5，690

－2　　　　99，700士11，200　　104，000士10，000

画砲ほ円山罰∬－1　　　7，訂0士　378　　　6，670士　152

－2　　　　4，570士　152　　　4，卯0士　　57

岬Gこ岱－1
－2

28，300　士1，170

98，100　±　9，360

282，000士30，200

178，000士35，200

fが和一G∽－1
－2

16，000土　950

6，500士1，180

173，000士11，500

36，700士　2，520

独立した2個体の培養3および7日目のGUS活性測定を待った。
各3回の実験結束の平均値と標準偏差を示した。

その結果、卿〃β〃∽遺伝子および画剋刀りぷこぼ遺伝子は、3日目と7日目

のGUS活性は同程度であった。また卿G∽遺伝子および岬－G∽

遺伝子は、細胞増殖停止期である7日目に発現が上昇した。この結果は、培養

経過中の各遺伝子のmmの蓄積量と一致していた（図1－1）。次に、培養3～

9日目までのGUS活性の経時変化およびG∽遺伝子をプローブとしたノザン

ハイプリグイゼーションを行った（図1－3）。なお解析には、表1－4の独立した

2個体の形質転換体のうち、－1の個体を用いた。
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（A）

（B）

喜●主

音重
言呈

（C）

pCaMV35S－G【侶

p〃JJββ－G∽

PⅣ班別こげ

p∧も4D好一G【捲

P．＼－J化、∫－GI・■∫

107

×103

300

250

200

150

100

50

／一一一一一′

／／■

0　1　2　3　4　5　6　7　血y

3　　4　　5　　6　　7　　8　　9　血y

十十＋∴∴＋　　∴＋＋く＋　　　　＋※　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋＋＋＋＋　十　　※十＋

図1－3　形質転換BY2細胞のGUS活性およびmRNÅの蓄積の経時変化
（A）タバコBY2細胞の増殖曲線。
（B）各融合遺伝子を導入した形質転換BY2細胞のGUS活性の経時変化を測定した。
各3回の実験結果の平均値と標準偏差を示した。

－＜←・，pC劇V35S芯叩；－○－，p消J甜」郎；一△－，p〃班別∽；
◆，世間「▲－，岬－Gこぼ・
（C）G∽遺伝子をプローブとして、ノザンハイプリグイゼーションを行った。
各レーンには、全m5トgを用いた。
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対照として用いたpCaMV35S－G∽遺伝子と比べて、画閻朗－G∽遺伝子は約加

倍、卿－G∽遺伝子は同程度であった。また卿∽遺伝子および

坤研郡市∽遺伝子は培養後期のGUS活性増加時には、それぞれ対照の約50

倍、約亜倍であった。また岬GUS遺伝子は培養6および7日目に

GUSmRNAが蓄積し、7日目のGUS活性値は約280nmol血in血gproteinであっ

た。一方それと比較して、画矧賂ぷ∽遺伝子および岬－G∽遺伝子の

GUSmRNAは多量に蓄積していたが、GUS活性は低い値を示した。このため

押掛Gび遺伝子から転写されたmmは、他の融合遺伝子由来のmm

よりも効率良くGUSタンパク質へ翻訳される可能性が示唆された。卿

Gび遺伝子は、Gび遺伝子にAa打遺伝子の亜NAの開始コドンを含む5溝端

額域が付加されているため融合タンパク質が生産される。この5－末端額域がGUS

タンパク質への翻訳に影響を与えるか調べるため、GIMV35Sプロモーターの

下流に5’末端額域が付加されたG∽遺伝子を連結し、一過性発現実験を行った

（図1－4）。その結果、対照としたpCaMⅥ5S－GUS遺伝子の約10倍のGUS活

性値を示した。このためAM遺伝子のCDNAの5溝端廣域がGUSタンパク質
への翻訳効率に影響を与える可能性が考えられた。

A：PCaMV35S－GtLS

B：PCaMV35S亜GtLS

0　　　　　　500　　　　　1，00O

GUS甲eCiBcactivitybmol血h血gprot血）

即■A玖珂遺伝子の瓜NAの5，末端領域がGUSタンパク質の生産に与える影響
プロトプラストBY2細胞に各融合遺伝子を導入し、封時間後にGUS活性謝定を行った。
各3回の実験結束の平均値と標準偏差を示した。
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第四節　考　察

4種の内在性プロモーターを単離した。各プロモーターイ花店遺伝子を導

入した形質転換BY2細胞の解析から、特徴的な発現様式を示し、対照とした

CaMV35Sプロモーターに匹敵する転写活性を有していた（図1－3）。このため

単離したプロモーターは、外来遺伝子発現系に利用しうる有用プロモーターで

あると考えられた。なお形質転換体のGUS活性は個体間で大きく変動するが、

対照として用いたpCaMV35S－G∽遺伝子を導入した形質転換体は、平均的な

活性を示す個体である。

また4種のプロモーターのうち棚打、雌プロモーターは、細胞増

殖停止期に発現が増加し、その発現制御機樟は興味深い（図1－3B、C）。棚打

遺伝子は、これまでに報告されているタバコAa打遺伝子との相同性が67％で

あり、異なる遺伝子であると考えられる（表1－2）。Aa打遺伝子の解析はシロイ

ヌナズナやトウモロコシで詳細に行われ、嫌気条件による誘導およびそれに関

与するシス配列ARE（anaerObicresponseelement）や結合タンパク質因子が報告

されている（DeLisleandFerl，1990；DolftruSetal・，1994；町0mietal．，1994）。し

かし我々が単離した〃班8打プロモーター内にはARE配列が存在しなかった。

タバコBY2細胞の培養後期には、細胞濃度が刃～50g（如wei由t）几となり、

かなりの高濃度となる。このため溶存酸素濃度の低下が予想されるが、嫌気的

条件も含め、どのような因子に応答するのか解析する必要がある。また〟び邪

遺伝子は、細胞壁酵素の一種であると考えられているが、細胞増殖停止期に高

発現している理由は不明である。今回単離されたプロモーターについてシスエ

レメントや制御因子の解析が進めば、人為的な皿Ⅷ圧制御系への利用の可能性

が開ける。

今回の解析から目的タンパク質の生産には、転写制御以外にも重要な要

素が示された。図1－4の結果から、G∽遺伝子に劇仔遺伝子のCDNAの5，末

端額域を付加することで、プロモーターが同一であるにもかかわらずGUS活

性億が約10倍増加した。可能性としては、翻訳効率の向上の他に、融合タン

パク質の比活性や安定性の増加が挙げられる。しかしウエスタン解析によりタ

ンパク質量が約10倍増加していることから、比活性の増加によるものではな

いと予想される。またGUSタンパク質は元束安定であることから、さらに飛

躍的に安定化するとも考えにくい。これ以上の解析を行っていないため断定で

きないが、付加した5’末端額域により翻訳効率が向上したと考えるのが妥当で

はないだろうか。プロモータ「の選択により、転写量を10倍にすることは容

易ではない。また、植物細胞に特有の過剰量のmRNAが起因となるmSも知
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られており、mmの蓄積量をあまりに増加させるのは得策ではない。このよ

うに目的タンパク質の生産には、より効率良く翻訳させることも重要であるこ

とが示された。

一過性発現実験と形質転換体を用いた安定性発現実験のGUS活性値に

大きな隔たりが認められた。これは一過性発現実験では細胞壁を消化し、プロ

トプラスト化したタバコBY2細胞を用いている。このため、両者の活性値の異

なり軋細胞の置かれている状況に起因すると考えられた。一過性発現実験に

おいて＝卿G∽遺伝子は、pCaMV35S－Gこ信連伝子の140倍という非常に

高いGUS活性値を示した。さらにウエスタン解析においてもpCaMV35S－GUS

遺伝子ではGUSタンパク質の検出は不可能であるが、卿G∽遺伝子で

は検出可能であった（d誠anot血own）。植物細胞に他生物種のタンパク質を発

現させる場合、数ヶ月に及んで形質転換体を作製しその解析により生産の有無

を確認している。しかし棚仔プロモーターによる一過性発現系を用いれば、

目的タンパク質の生産の有無がウエスタン解析により確認できることから飛躍

的な時間短縮が期待できる。

本研究により単離された4種の有用プロモーターは、タバコBY2細胞に

おける外来遺伝子発現系に堰直接的に貢献できると考えられる。．今後は植物体

にも利用可能であり、新たなプロモーターの選択肢の一つと成りえるか解析す
る必要がある。

また今回有用プロモーターが取得されたことから、用いた単離法が有効

であることが示された。今後は種々の目的に応じたプロモーターの取得に利用
可能であろう。
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第2章　インスレ一夕ーを用いた外来遺伝子発現の安定化

第1節　緒　言

真核生物の染色体は、遺伝子発現が活性化状態であるユウクロマチン構

造と不活性化状態であるヘテロクロマチン構造が混在しているげa血ea申

He皿i＆199り。これらの転写に関して対極ともいえる構造は、ヒストンのアセ

テル化やDNAのメチル化およびDNaseI感受性に顕著な異なりが認められる。

ヒストンのアセチル化は、コアヒストン（H2A、H2B、H3、H4）のN末端テ

イル内の進化上よく保存されている特定のリジン残基がアセテル化される現象

であるPrownellandA鮎s，1996；TumerandONeiu，1995）。ヒストンのアセチル化

は可逆的な反応であり、in血でHÅr（histoneacethyltransihase）とHDAC（histone

d鴇加地ylぉe）とのバランスによって制御されている但Ongetal．，1993）。ヌクレ

オソーム中のヒストンがアセチル化されるとヒストンの正電荷が中和され、負

電荷を持つDNAとの親和性が減少し、弛緩した構造となって転写が起こりや

すくなると考えられる。この構造を呈するDNAはDNaseIにより容易に消化さ

れることからDNaseI高感受性状態と呼ばれ、遺伝子発現が活性化状態である

指標とされている。また反対に脱アセチル化されると転写が起こりにくくなる

と考えられ、この構造はDNぉeIに非感受性である。DNAのメチル化はm

m血ylaseにより行われ、動物細胞ではC（シトシン）G（グアニン）配列のシ

トシンだけがメチル化される（T出血Ⅳa皿dRo鳴1994）。また植物細胞ではこれ

に加え、CNG（NはA、C、G、Tのいずれか）配列のシトシンもメチル化され

るため、動物細胞に比べ多様性が認められる（抗皿eg加1d＝戒．，1996）。シトシンの

メチル化による転写に対する直接的な影響は、メチル基が物理的な障害となり

転写因子等のDNAへの結合が困難になることが挙げられる。例えばヒトにお

いて同定された転写因子の認識配列の多くにCG配列が含まれており、me也yl－

CpG配列となることにより、結合能の低下や消失が確認されている咋血d and

Wolfft，1999）。またmethyl－CpG配列結合タンパク質が同定され、fmCと結合

することが示された。このため、DNAのメチル化がmCをリクルートしヒ

ストンの脱アセチル化を介して転写抑制を行う図式が提唱されている（R吻

199り。このようにユウクロマチン構造とヘテロクロマチン構造は明らかに異な

っているが、近年酵母においてArP存在下でSWⅣSNF（卵血cb加α0駈nOn

如me血adon）ファミリー等が染色体構造の変換を担うことが見い出され、これ

らはヌクレオソームリモデリング因子と呼ばれている（Ⅹb夢t（Ⅱla皿dN訂1ik叫
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19卵）。長大な染色体を核内に納めるためには凝縮した構造をとる必要があるが、

一方では様々な状況に迅速に対応してその構造を弛緩し遺伝子発現を行う環境

を作り出すことが必要である。このため、ヌクレオソームリモデリング因子が

このような機能を果たすと考えられていた。ところが酵母の解析では、SW描NF

の変異により全遺伝子のわずか伊苑にしか変化が生じず、さらに驚くべきこと

にそれらの遺伝子の多くがSWI／SNFにより負に制御されてた（Hol如geetal．，

1998）。現在ではSWI＄NFが腫瘍抑制遺伝子であるRb（retinoblastoma）と結合

することや、ヒトにおける類似のリモデリング因子もHDACを含むことが示さ

れ、遺伝子発現の抑制に関与する知見が蓄積している（Ⅲn夢tOnandN血，

19卵；Muc血血皿dY血Ⅴ，19卵）。従ってつぎの仮説が考えられている。ヌクレ

オソームリモデリング因子による染色体構造変化は、当初予想された不活性型

から活性化型への移行のみを触媒するのではなく、逆への移行もあり得る可逆

的な変化である。染色体構造の活性化型もしくは不活性型の位相を決定してい

るのは、つぎにリクルートされる因子に依存する。つまり構造変化に方向性は

なく、異なる構造への変化をヌクレオソームリモデリング因子が触媒する。そ

してヌクレオソーム構造が弛緩した状態を形成し、次のリクルートされる因子

であろうHÅrまたはHDACの反応がより効率良く行われる。HÅrがリクルー

トされた場合には、ヒストンのアセチル化や転写因子および基本転写装置によ

り活性型構造が固定される。一方HDACがリクルートされた場合には、ヒスト

ンの脱アセチル化、DNA－ヒストンの親和性増加およびヒストンーヒストン相互

作用の強化により、不活性型構造が固定される。いまのところ仮説の範噂では

あるが、これが染色体構造変化に関与するヒストシのアセチル化とヌクレオソ

ームリモデリング因子の作用機構と考えられている（Ⅹ血酵皿弧dN血，1朔）。

染色体DNAに上述の因子が作用し、ユウクロマチン構造やヘテロクロ

マチン構造が形成される。これらの異なる構造を呈する額域が染色体上に混在

して存在しているのは、種々の因子の括抗した結果の産物なのだろうか。それ

とも何らかの機構によりその債域は規定されているのだろうか。近年パン酵母

のHM座に存在するサイレンサーEおよびⅠにSm（Sil加地m曲別喝血叫

タンパク質が結合し、ヘテロクロマチン構造が形成され遺伝子発現が抑制され

ることが示された（Braunsteinetal・，1996；Hechtetal・，1995）。しかもその構造が隣

り合う染色体にも伝搬することが示された（boandRhら1994；Sh由弧dX血，

19呵。またショウジョウバエでも類似の現象が認められ、PRE（polycomb托S押出e

elem孤t）配列を認識する卯かc珊あ遺伝子群がヘテロクロマチン構造を形成し、

さらに伝搬することが示された（Pho喝199刀。ヘテロクロマチン構造が無制限

に伝搬することは秩序ある遺伝子発現制御にとっては大きな問題である。しか
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し実際には、無制限に伝搬することはなく構造上の境界領域が存在することが

明らかとなった。この境界額域はインスレ一夕ーと呼ばれ、ユウクロマチン構

造とヘテロクロマチン構造の伝搬を抑制できると考えられている。インスレ一

夕ーは染色体上の境界と成りえることから、その配列に挟まれた額域は染色体

構造による影響を受けないと予想される。実際最初に単離されたS鵡一SCS，インス

レ一夕ーは、騨感触md触感を抑制する活性を示した（鮎uⅦn弧dS血札1991）。

このようにインスレ一夕ーは、ユウクロマチン構造またはヘテログロマチン構

造の両者の影響を抑制する活性を持ち、それに挟まれた青域の発現は正にも負

にも影響を受けないと考えられている（図2－1）。

inざuhbr h血tor

囲み1インスレ一夕一によるpos如i皿e蝕d抑耐
インスレ一夕ーが染色体の境界廣域として機能することにより
周辺の染色体構造が転写に与える影響を抑耕する。

インスレ一夕ーは染色体の境界青域として機能する他に、もう一つ存在

意義があると考えられている。遺伝子発現制御には、転写開始点から5■上流数

肋のプロモーター膏域に存在するシスエレメントが重要な役割を担っている。

これらのエレメントは数塩基からなり、遺伝子に対して一定の方向性および距

離を有している。しかし高等真核生物では、エンハンサーと呼ばれるエレメン

トが別に存在し、遺伝子発現制御に多様性を持たせている。これらは、プロモ

ーター領域内のシスエレメントと異なり、遺伝子内のエキソン、イントロンや

5－上流、3－下流に存在し、その長さも数址に達するなど多岐に渡っている。さ

らに、その方向性や距離に関係なく影響を与えることができる。ショウジョウ

バエを例にとると、ぴ～50払離れても機能することがある。真核生物の染色

体は長大であり、遺伝子が存在しないDNA額域が圧倒的な割合を占めること

から、容易には隣接する遺伝子へ影響を与えることはないが、50kbにも渡り

影響を与える場合には、無視できない問題となる。ところが、実際の染色体上

では、近接する遺伝子に対して選択的に影響を与えていることから、その影響

力を限定する何らかの機構の存在が示唆されており、現在ではインスレ一夕ー

が影響力を限定する機構の一つを担っているだろうと考えられている。この機

構については、ショウジョウバエの脚インスレ一夕ーがもっとも解析が進
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んでおり囲み2に示した。ショウジョウバエのプe肋w遺伝子の5，上流には複数

のエンハンサーが存在し、エンハンサーとプロモーター間に脚インスレ一

夕ーが位置すると、インスレ一夕ーとプロモーター間にあるエンハンサーは機

能するが、インスレ一夕ーよりも遠位にあるエンハンサーは遮断される（図仁む

払）（Co一昭皿dG甲訂，1991）。このようにインスレ一夕ーは、方向性のあるエ

ンハンサー遮断活性を有し、染色体上でエンハンサーの影響力を限定している

と考えられている。gWインスレ一夕ー配列にはsu（Hw）（suppresserofHairy

W血g）タンパク質の結合配列が連続して存在しており、エンハンサー遮断は、

餌（Hw）タンパク質だけで引き起こされる。しかし方向性のあるエンバンサー

遮断には、Su（Hw）タンパク質に結合するmod（mdg4）（modiBerofmdg4）タ

ンパク質が必要である（GeyerandCorce＄，199礼mod（mdg4）タンパク質が欠失

している場合には、餌（Hw）タンパク質によりインスレ一夕ーとプロモーター

間にあるエンハンサーも同様に機能を失う（図2－2B）（GerasimovaandCorce＄，

1998；GeyerandCorces，199？）。

紆　○

＝＞

（B）
γeJわwgene

伽血肝E血肘　　E血αr5，＝＞3，
γeJわwgene

図乙2ショウジョウバエ脚インスレ一夕ーのエンハンサー遮断
γ助w遺伝子の5，上流のエンハンサーのうち、脚インスレ一夕ーより
遠位の場合だけ遮断される。しかしmod（m紳）タンパク質の欠失
により方向性を失い全てのエンハンサーを抑制する。
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ショウジョウバエをはじめ様々な生物種からインスレ一夕ーが同定されており、

表2－1にまとめたPiandBroach，1999；bvieretal．，1998；Dozmetal．，1999；Fourel

etal・，1999；Gas2neretal・，1999；SunandElgin，1999；ZhongandXmgel，1999；Zhou

etal．，1999）。

表2－1同定されたインスレ一夕一

触血　　　　　　Ⅰ▲願　　　　蜘　　　太政血脈　敷地血氾　ご地　　　D：A鎚OC由比d
地軸　　di轡　触血　卯血

HMR・R

HMR・L

泡
払7
鰯
ぷ苫

5Cビ

脚
卵声道道冶訂

脚血

忍城b8汚

点械Rbcuさ

乃『夢匹‰
棚lo∝蛤
似加
点中神騨α
鷹野符騨

叫血d威脚t
嘲膵
脚血血

糎叫夢血改　心Å夢江
虫追　　　　　　叫址如i田方
H㌫♭■　　　　　：托R‘ガ肋打l臆持

古EADl md∂lo白描

Y鎚t

Y由虞

Y由釦

Y由t
■　′ル′　◆㌧′

瑚
叫肋
瑚
一　丹′‥一∴′

坤
肋，H山n
物
おprぬ
HⅦ比丘

貰型

ND

ND

仲
村D

十

十

十

■

■

＋

＋

十

＋

■

■

ND

ND

ND

ND

ND

ND

十

■

■

ND

■

ND

ND

ND

ND

■

■

十

十

ND

ND

■

ND

ND

ND

ND

ND

ND

S糊雌コ
ND

R甲1

叩1p
ND

ND

M
E臼u切

嘲，嘲
GAGA
m
CI℃P

ND

ND

Ek皿肥山はインスレ一夕ーを示す．血sは同定された廣域を示す．0瑠卿血mは生物種を示す。
Aは、形質転換体に剖ナるエンハンサー遮断活性示す。別ま、p00i血n曲dを抑卸する活性
を示す。Cは、ヘテロクロマチン構造の伝搬を抑卸する活性を示す。Dは、関与する
タンパク質を示す。＋は活性を有し、－は有さない。NDは、nOtdete血旭d。

その活性をA～Cに分類すると、p00id皿e触抑制とエンハンサー遮断を兼ね

備えるインスレ一夕ーはわずか3種である。研究の経緯上、明確な区分けがな

されていないが、染色体上の境界額域として機能しp那itione肋抑制やヘテロ

クロマチン構造の伝搬を抑制する場合には境界膏域の意味からbo皿血y、また

エンハンサー遮断だけを示す場合には絶縁体の意味から加脚止誠Orとするほうが

好ましいと思われる。しかし現状ではまとめてインスレ一夕ーとしていること

が多いため、ここでも続一してインスレ一夕ーとする。これらインスレ一夕ー

の機構を解明するために様々な研究が行われてきた。しかし配列間の比較では、

ほとんど相同性はなく際立った特徴は浮かび上がっていない。また、インスレ

一夕ーへ結合するタンパク質も単離されているが、あるインスレ一夕一に重要

な働きをすると考えられるタンパク質が、他のインスレ一夕一には必要ないこ

ともある。またエンハンサーの影響力を限定し遺伝子を保護するためには、膨

大な数のインスレ一夕ーが必要となるが、染色体に複数存在するとの報告もな

く単離数も少ないのが現状である。このように機構については、確立された説

がなく混沌とした状態であるが、応用的には非常に重要である。近年、遺伝子

治療や品種改良を目的として、動・植物細胞への有用遺伝子導入が盛んに行わ
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れている。ところが、染色体上にランダムに遺伝子を導入すると、匹Sid皿e触

を受けて正常に遺伝子発現が行われない。これらの問題を解決するために、動

物細胞ではインスレ一夕ーの利用が試みはじめられている（Chmgetal．，1993；

鮎uuふ皿dS血叫1991；Rosemanetd．，1993）。また興味深いことに他生物種間

における報告もあり、ニワトリβ一由Ob血インスレ一夕ーが、ヒトe印加Oid細胞

およびショウジョウバエで機能した（馳u唱etal．，1993）。このためインスレ一夕

ーが高度に保存された機構の上に成り立っている可能性もある。

これらの知見を踏まえ、我々はウニから新たに単離され、他生物種であ

るショウジョウバエにおいてもエンハンサーを遮断することが示されたA和イ

ンスレ一夕ーを選択し（Ak娼abetal・，1999）、植物細胞においてpo諭ねnd晩畑

を抑制し安定発現に寄与するか解析を行った。解析手法としては、匹Sidone肋

とインスレ一夕ーの関連に焦点を当てるため、Q血爪巧5Sプロモータ⊥を一駅＝如

まで欠失し転写活性を低くしたp35s00reプロモーターを使用した（馳ngetal．，

1989）。植物細胞には過剰量のRNAに起因するPTGSが知られているため、転

写活性を低くしたプロモーターを用いることによりその影響を排除しようと考

えた。具体的には、A朽インスレ一夕ーをp35S00re（－鱒＝如）－G∽遺伝子の5－

上流、3’下流または両側に付加し、タバコBY2細胞の染色体上へ導入した。独

立した形質転換体を50個体取得し、G∽遺伝子の発現のばらつきを解析した。

第2節　実験材料および実験方法

DNA

血インスレ一夕ー（旭鮎ab成れ199恥ウニdヴ坤加e遺伝子の転写開始点

から5’上涜約2・5址に同定された576坤のDNA断片。加速伝子の第1イン

トロンに存在するA和エンハンサーを速断する。

脚インスレ一夕ー（伽r悶皿dGey訂，1991）。ショウジョウバエの脚レト

ロトランスポゾン内に同定された。p鵬it血e蝕d抑制およびエンハンサー遮断
を示す。

W35Sコアプロモーター（一鋤bわ（馳ngetal．，198恥

pW35S4ひC（加陶e）（MⅢ訂etal・，199礼プロトプラストBY2細胞を用

いた一過性発現実験の内部標準として用いた。
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GUS活性染色

アグロバクテリウム感染法によりタバコBY2細胞を形質転換攣、選択培地上

（100mがカナマイシン、250mがカルペニシリン）に成育した耐性カルスを

新たな選択培地に移した。2回植え替え（約2週間ごと）した後に、GUS活性

染色および活性測定を行った（耐性カルス取得から約7週間後）。この時、覇

微鏡でアグロバクテリウムが存在しないことを確認した。GUS活性染色は、約

0・5gの形質転換BY2細胞をエツベンドルフチューブに入れ、100直のGUS染

色液（1・9▲mM5－bromp－4－Chloro－3－hdolyl－P－D－glucurohide、50mMNa－Phosphate

bu蝕r、pH7■0）を加え」37℃で1晩反応させた。その後96穴のマイクロタイタ

ープレートに移し、写真撮影を行った。

LUC（1u触e）活性測定

GUSnJJClysisbu蝕r（2mMEDTÅ、5％glycerol、2nMDTr、100mMNa－Phosohate

bu蝕r、pH7・0）中で細胞を破砕した。遠心した後、上清を粗酵素液とした。得

られた粗酵素液に発光基質であるルシフェリンを加え、ルミノメーターにより

10秒間の発光量を測定した。ルシフェラーゼ標晶を用いて検量線を作製し、

発光量から粗酵素液1皿g中に含まれるルシフェラーゼタンパク質量（fmol）を

算出し、LUC activity（fmol血gprotein）とした。なお一過性発現実験において

GUS活性とLUC活性を同時に測定する必要がある場合には、上記のGUS几〃C

lysisbuだ放で細胞破砕後、GUS活性測定を行った。
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第3節　結　果

第1項血インスレ一夕ーが外来遺伝子発熱こ及ぼす影響

pBIlOl・2をベクターとして、各融合遺伝子を構築した（図2－3）。

萄［垂］

B萄［垂］即S

C萄［垂］

D萄［垂］

INS

p35Score

p35S00re G∽

p35S00re Gこ岱

p35S00re Gこげ

G∽　匝

忘ter陸

蜃司炒

匝⊂垂つ隣

室つ抄
図乙3　各融合遺伝子の構築図

p35S00托‥CaMⅥ5Sプロモーターを－9叫まで欠失したプロモーター、加‥州町野遺伝子、
G膵：胸遺伝子、No抽：叩地坪血et血吼敗車tb血、

次に各融合遺伝子をタバコBY2細胞の染色体上に導入し、独立した形質転換体

を50個体取得し、導入したG∽遺伝子の発現を00S活性染色により調べた。

細胞内に00Sタンパク質が蓄積している場合には、基質を加えることにより

青色の沈殿が生じる。p35S00re－G∽遺伝子では、約甜％の形質転換体に染色

が認められ、残りの15％は弱い染色、また方％は染色が認められず発現のばら

つきが生じた（図2⊥仏）。ところが血インスレ一夕ーをp35Sc胱－G∽遺伝

子の5■上流に付加すると、全形質転換体に染色が認められた（図2司B）。また

両側に付加した場合でも同様に全形質転換体に染色が認められた（図2司C）。

また3－下流に付加した場合では、染色されない形質転換体が認められ、発現の

ばらつきが生じた（図2司D）。これらの結果から、血インスレ一夕ーを外来

遺伝子の5，上流または両側に付加することにより、画done触を柵し発現
が安定化することが示唆された。

28

祖



よしノし＝ノしノしノ八

日⇔轡（

！

≡
〔⊃

ム
l■

O
日

課

写

挙
国

写
＝
く∋

ふ
h
O
tン

現
鼠

占

■」■

口□（一）仁沢

●tこ）（）1拍（

l麟沌引喩（
錦●（
●⇔（
目■㊥（

如〉●●●（
き鴻斬派＿．増結
∴ナ’十n

′■‾ヽ

辞I l
）

≡　控

＝
くっ

§

撃
く

l【

宗

至

i

ト
ト

l l l

罵　賃　○

琶
ヽ′ヽ′ヽ′ヽ′ヽ　ハ

＋＋＋

＋＋

＋

＋＋＋
＋＋
＋

l

辞l
）

蔓

草
レ〕

b
〔⊃

巨
ウ
リ

現
温
読

弓
U

『
1　　l．＿＿＿＿＿　　　　］

P；宗　きq e

細胞

＋＋＋

＋＋
＋

＋＋＋
［＝＝コ　＋＋

□＋

ズ＼ノ＼ノ＼ノ＼ノ＼

ワ≡ゝ　」■■

′　＋＋十

綴喜

ナ　　　　．十　　　十＋

し

（

（

（

■

ノ　　　　◆

（

刑‾‘。□□⇔（

岳●⇔（

姥應

29

十＼

1ご・

り

藍
・’－：二

寸

症l

健
二

e

せ】
・＼－・●

吏。
・－・ご三

悪這
、、三、こ

・：・－∴：

史上
、ニ・＼

書㌫
－●－

・二・」

彗芸

墓雲
丁・

聾蓋芸

量璽表

裏蓋違
：、三‡二
国東、ノ



00S活性染色により活性の有無は簡便に判別可能であり、血インスレ

一夕ーを付加することにより、明らかに乱S活性を有する形質転換体の割合

が増加した。さらに詳細な解析を行うため、形質転換体を無作為に10傭体選

出し、00S活性謝定を行った。p35Score－G∽遺伝子では、A6個体、放3個体、

H：1個体であった（図2・5A）。活性値Aは、活性染色により白色または非常に

薄い青色の沈殿が認められる程度の弱い活性である○活性値B以上の値を示す

場合には、G∽活性染色により青色の沈殿が認められる。血インスレ一夕ー

を5－上流に付加した場合では、AやHの活性値を示す個体が認められず、臥E

の活性値を示す盾体だけが認められた（図2－5B）○また両側に付加した場合で

は、Aの活性を示す値体は認められないが、高い活性億のⅠを示す個体も認め

られ00S活性値の上限と下限には大きな差が認められた（図2－5C）。また3，

下流に付加した場合では、活性値AとⅠを示す個体が多くを占めた（図2一犯）。

これらの結果から、血インスレ一夕ーを5・上流に付加することにより、00S

活性が非常に低いおよび高い値を示す形質転換体が消央し、発現のばらつきが

抑制されることが明らかとなった。さらにp35S00re一昭遺伝子および馴叫朗S

∝胱帯び遺伝子の各10個体の形質転換体の00S活性値をプロットした（図2－

6）。図乙6のAとBの分布の比較からヾ血インスレ一夕ーを5，上流に付加す
ることにより、

らの結果から、

現の安定化は、

活性値を示す、

分布が上方にシフトし、かつ集束していることがわかる。これ

5’上流に付加にした血インスレ一夕一による外来遺伝子の発

1）発現量が増加する、2）いずれの形質転換体もはぼ同程度の
の2つの側面があることが示された。

30

⊥■ん



匪圏

A：p35S00托一G∽

絨放出揮坤抽出＃解析雄帝

10　　8　　6　　4　　2

I

H

G

F

E

D

C

B

A

B：mSヤ35S00托－G∽

匪司

山．麺塑】■

先抑．．榊矩額

0　0 2　　4　　6　　8　10

Clonemmber

C‥即S十p35Score－GtLS－INS D：P35Score－GtLS一郎S

牌静如所出納

担至穿

掃穎覇招紹

匿憂国

I

H

G

F

E

D

C

B

A

抑制卿解御所

匪召

囲
巨頭召

鵠君掠藻鵠拐批鞘携嬉

10　　8　　6　　4　　2　　0　0　　2　　4　　6　　8　10

Clonemlmbらr

図M　形質転換m細胞のGUS活性億
各融合遭伝子を導入した形質転換m細胞を無作為に10個体選出し、GUS活性謝定を行った。
縦軸は活性億、横軸は個体数を示している．A♪づ00、B：50ト1，000、C：1，00ト1jOO、D：1jOトち000、
E：2，00ト2jOO、F：2jOト3，000、G：3，00ト3，500、H：3jOト4，000、Ⅰ：4，001（pmo抽血血喝騨Ot血ト。

さらにP35Score－GtLS遺伝子およびNSrp35Score－GtLS遺伝子の各10個体の形

質転換体のGUS活性債をプロットした（図2－6）。図2－6のAとBの分布の比

較から、A和インスレ一夕ーを5’上流に付加することにより、分布が上方にシ

フトし、かつ集束していることがわかる。これらの結果から、5，上流に付加に

したA作インスレ一夕一による外来遺伝子の発現の安定化は、1）発現量が増加

する、2）いずれの形質転換体もほぼ同程度の活性値を示す、の2つの側面が

あることが示された。
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4，000 ◆

入官

芸召

墨書
岩畳

3，000

2，000

1，∝旧

0

l

◆　　　　■

■

■

0：
■

■

A　　　　　　丑

図録血インスレ一夕ーの付加による発現のばらつきの抑卸
尤p35紬汀e〃∽遭伝子、B：脚叫35S∝郁∽遭伝子を導入した1咽体の
形質転換BY2細胞のGUS活性億をプロットした。．

表2－2に各融合遺伝子を導入した10個体の形質転換体の平均値および標準偏差

を示した。またpQ血爪巧5S－G∽遺伝子についても同様に示した。

表乙2形質転換BⅥ細胞の平均G∽活性償および標準偏差

AverageGUSactivity

bmol血i血gp和也血）

660

1，200

3，200

3，100

4，∝旧

SD

l，200

500

2，900

4，000

3，：氾0

Co血C也 N

A：p35Sco托－Gこ岱　　　　　　10

B：ひ椙や35S00托－Gこげ　　　　10

C：INS－p35Score－GUS－INS・10

D：p35Sco托－GUざ－ひ指　　　　10

E：pQ血爪乃5S－Gこ岱　　　　　10

N：独立した個体数、SD：標準偏差。

対照として用いたp35S00re－G∽遺伝子では、10個体の平均値小標準偏差は、

純小1，卸p加地血血gprot血であった（表2一弘）○しかし、血インスレ一

夕ーを5－上流に付加したm－p35Sc胱〃び遺伝子では、1，200小500

PnOuhinhngproteinであった（－表2－2A）oAとBの2群の平均値はmⅦ血山Wa11is
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検定およびMannⅦ血Cy検定によって有意に差が認められた（Pく0．05）。また

2群の分散についてもBa正k枕検定によって、有意に差が認められた（P＜0．05）。

第2項　AⅣインスレ一夕ーの転写活性化能

血インスレ一夕ーは、pOS揖皿e蝕dを抑制し発現の安定化に寄与したi

これらの機能が転写活性化によるものか調べるため、プロトプラストBY2細胞

を用いた一過性発現実験を行った（図2－7）。

A：pCaMV35S－G∽

B：p35Sco托－G【岱

C：INS－p35S00托一Gび

D：p35S00托－Gび－INS

0　　　1，000　　　　2，000　　　3，∝旧

GU即LUCactivitybmol〃MW叫moILUq
国㌃7　血インスレ一夕ーが転写に与える影響
プロトプラストm細胞に各融合遭伝子を導入し、別時間後にGUS活性測定を行った。
内部標準としてpW35S4ロCを用いて、GUS活性億を標準化した。
各3回の実験層果の平均値と標準偏差を示した。

pQ血爪乃5S－G∽遺伝子では、約2，500の億が得られた（図2－7A）。一方p35S

00re－G【岱遺伝子では、W35Sプロモーターの約罰％の700程度の値を示し

た（図2－7B）。INS十p35S00re－G∽遺伝子では、血インスレ一夕ーを付加した

ことによる大きなGUS活性値の変化は認められず、p35S00re－G∽遺伝子とほ

ぼ同程度の活性を示した（図2－7C）。このため血インスレ一夕ーは、転写活

性化を担わないことが示唆された。またGび遺伝子の3－下流に血インスレ一

夕ーを付加した場合では、わずかにGUS活性億の上昇が認められた（図2・7D）。
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第3項血インスレ一夕一による染色体上への導入位置およびコピー数に及

ぼす影響

血インスレ一夕ーを蝉酎∬沌∽遺伝子の5－上流に付加することによ

りGび遺伝子発現のばらつきが抑制された。血インスレ一夕ーを付加するこ

とにより、染色体上の導入位置やコピー数の変化が生じるか調べるため、独立

した形質転換体を無作為に10個体選出し、サザン解析を行った（図2－8）。

ⅣSゼ5S00托竜∽遺伝子（図2一弘）とp35Sc研一イ托乃遺伝子（図2－8B）では、

バンドの分布に変化は認められず、またコピー数の変化も認められなかった。

このため血インスレ一夕一による発現の安定化は、染色体上の特定の額域に

導入されやすいことや、コピー数が変化することに起因するものではないと考

えられた。

kb

23十

9．4◆

6．5◆

2．3十
2．0◆

（A）

12　3　4　5　6　7　8　910

十∴＋

（B）

12　3　4　5　6　7　8　910

図ム8ノ血インスレ一夕ーが導入位置またはコピー数に与える影響
独立した1幡体について、馴∬遺伝子をブロープとしたサザンハイプリグイゼーションを行った。
（刃：インスレ一夕ー有り、（B）：インスレ一夕ー無し。各レーンには、ゲノムDNA40腫を
導入遺伝子を一ケ所だけ切断する制限酵素（肋d卿により消化して用いた。
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第4項　プロモーターに対するA朽インスレ一夕ーの向きや距離が及ぼす影響

A柑インスレ一夕ーをp35S00re－Gこぼ遺伝子の5－上流に付加することによ

りG∽遺伝子発現のばらつきが抑制された（図2－4B）。次に35Sコアプロモー

ターに対するA和インスレ一夕ーの向きや距離が、pOS辻iond晩成の抑制に与え

る影響を解析した（図2－9）。解析には図2－4などと同様に各融合遺伝子を導入

した独立した50個体の形質転換体についてGUS活性染色を行った。十分な染

色（図2ヰのヒストグラムにおいて示した＋＋や＋＋＋の染色）が全形質転換体に

認められた場合には、pOSitionc蝕dが抑卸されるとして＋と示した。したがっ

てA和インスレ一夕ーをp35S00re－G∽遺伝子の5－上流に付加した場合では、

POSitionefEtctが抑制されるため＋と示した（図2－9A）。また1個体でも十分な染

色が認められない場合には、pO虚血ne蝕dが抑制されないとして－と示した。対

照として用いたp35S00re－Gこぼ遺伝子の5’上流に入DNん明伽dⅢ断片（564bp）

を付加した場合には、POSition efEtctの抑制は認められなかった（図2－9B）。

インスレ一夕ーを逆向きに付加した場合では、pOSition e蝕dの抑制が経められ

た（図2－9C）。またA和インスレ一夕ーとプロモーター間の距離を離すため、

M）NA〟茄m北Ⅱ断片（564bp）を挿入した場合においても、匹Sitiond瀧血の抑制

が認められた（図2－9D）。このためATSJ（ンスレ一夕ーのPOSitioneffbct抑制は、

プロモーターに対する方向に依存せず、また距離に関しては数百bp程度離れ

ても機能することが明らかとなった。次に578bpのA和インスレ一夕ーを5，上

涜から欠失したインスレ一夕ー（3’下涜膏域の219bp）を用いて同様の解析を

行った。その結果、卵Sid皿e肋の抑掛ま認められず、機能を発揮するために

は欠失インスレ一夕ーでは不十分であることが明らかとなった（図2－9E）。
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A
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十

十

図乙9プロモーターに対する血インスレ一夕ーの向きや柵が画舶on曲dの抑掛こ及ぼす影響
ひ椙：血血血r、SM：逆向きの血加血tor、摘00叫564bpの犯跡仏戊伽dⅢ断片、
柑椙‥約‘00坤の血血山ぬrを3，下流領域の約200叫こ欠央したhs血吼各融合遭伝子を導入
した独立した5咽体の形質転換体についてGUS活性染色を行った。全形質転換体に染色が認められた
場合は、門地皿曲dが抑制盲れたとして＋で示した。また染色が認められない個体が存在した
場合には、pO戯皿e飴dが抑制盲れないとして一で示した。

第5項脚インスレ一夕ーが外来遺伝子発現に及ぼす影響

血インスレ一夕ーは植物細胞において機能したが、他のインスレ一夕

ーも同様に機能するのだろうか。このためショウジョウバエから単離された

脚インスレ一夕ーをp35Score－G∽遺伝子の5・上流に付加して同様の解析を

行った（図2－10）。その結果独立した10個体のG∽遺伝子の発現には、ばら

つきが認められた（図2－10B）。このため脚インスレ一夕ーは、植物細胞で

は卵Sidone肋の抑制に寄与しないことが明らかとなった。
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（B）

Kmr gypsy－INS p35Score GUS Nos－ter LB

＋　ノ∴

j

十し

＋　＋　＋

＋　＋　＋

＋　　　＋

■ト■■司．・冗
＋　十

‾　－イ

転
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‡＋　‡＋‡

図2－10g押印インスレターが導入遺伝子発現に及ぼす影響
（A）融合遺伝子の構築臥g沖伊州S＝即p平ins山如∝0
（B）独立した1（個体の形質転換体のGUS活性染色
染色の程度を椴階に示した（…‥濾青色、＋＋ニ青色、＋：薄青色、－：白色）e
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第6項

す影響
発現量の増大が血インスレ一夕ーの外来遺伝子発現の安定化に及ぼ

血インスレ一夕ーは、35S00reプロモ「ターの発現を安定化させた。次

に転写活性の強力な払MⅥ5Sプロモーターの発現の安定化を試みた（図2－11）。

各融合遺伝子を導入した形質転換タバコBY2細胞を独立に50個体取得し、GUS

活性染色を行った。全形質転換体に十分な染色（図2－4のヒストグラムにおい

て示した＋＋や十＋＋の染色）が認められた場合には、十と示した。また染色が認め

られない個体が存在した場合には、－と示した。対照としたp仏附35S－G∽遺

伝子では約30％の形質転換体に遺伝子発現の不活性化が生じ、発現のばらつき

が認められる（図3－2A、図2－11A）。またA7Tインスレ一夕ーをpCaMV35S－GtLg

遺伝子の5，上流や両側に付加した場合のおいても、染色が認められない個体が

約30％存在し、発現のばらつきが認められた（図2－11B、C）。このため、血

インスレ一夕ーは転写活性が強力な払MⅥ5Sプロモーターの発現を安定化さ
せることはできないことが示された。

全形質転換体に染色

滝

・∴r

寅

∵ゾ

；r

J£

A

B

頑固匝垂司［亘］匝垂］陸

萄匝K亘施垂垂班垂］蜃∃抄

萄巨匠雲海垂垂］［垂］匝司陸E

‾‾　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

‾‾‾‾　■

即－11発現皇の増大が血インスレ一夕ーの外来遭伝子発現の安定化に及ぼす影響
p35S‥CaMⅥ5Sプロモーター。各融合辻伝子を導入した独立した5咽体の形質転換体について
GⅥ活性染色を行った。全形質転換体に染色が認められた場合は、＋で示した。また染色が
認められない個体が存在した場合には、－で示した。
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第4節　考　察

植物分子育種において外来遺伝子発現の不活性化を抑制することは重要

な課題である。これまで知られている不活性化の現象として、形質転換体間の

発現のばらつきや成育に伴い発現が消失していくことが挙げられる。今回の解

析により、初めて植物細胞においてインスレ一夕ーが形質転換体間の発現のば

らつきを抑制することを示した。これは同時にA和インスレ一夕ーがウニやシ

ョウジョウバエおいて示したエンハンサー遮断に加え、pOSidone蝕d抑制を示

すことを意味している。

対照としたp35S00re－Gこ信連伝子とその5－上流にA柑インスレ一夕ーを

付加したINS－p35S core－Gび遺伝子についての独立した各50傭体のGUS活性

染色の比較は、A和インスレ一夕ーがpos鱒On e蝕dを抑制し発現の安定化に寄

与することを示した（図2－4A、B）。また各10個体のGUS活性測定では、A柑

インスレ一夕ーを付加することにより、平均値が660pmoUm血血gprot血から

1，200pmol血血血gpro也hに増加していた（表2一之A、B）。しかしA柑インスレ

一夕ーは、一過性発現実験に串いて転写活性化を示さなかった（図2－7）。した

がって平均値の増加は、次のように解釈できる。p35S00reプロモーターは染色

体上でpositione触により正にも負にも影響を受けている。正に影響を受けた

場合にはプロモーターが持つ本来の転写活性を超える活性を示し、本研究にお

いて解析した場合では図2－5Aの活性値Hの個体が該当すると考えられる。ま

た負に影響を受けた場合には、ほとんど転写活性を示すことができず、図2－5A

の活性億Aの個体が該当すると考えられる。しかしAⅣインスレ一夕ーをp35S

・00reプロモーターの5’上流に付加することで†pOSidon曲αが抑制されプロモ

ーターは正にも負にも影響を受けなくなる。このためp35S coreプロモーター

本来の転写活性が発揮され、図2－5Bの活性値B～Eの個体のみが認められる。

したがって、5’上流に付加したA柑インスレ一夕一による発現の安定化は、プ

ロモーターの転写活性の増加によるものではなく、pOS誠one鮎α抑制によるプ

ロモーターの転写活性の安定化に起因しており、そのため形質転換体間の発現

のばらつきが抑制されると考えられる。またA柑インスレ一夕ーを両側に付加

した場合では、遺伝子発現が不活性化した形質転換体は認められないが、図2－

5Cの活性億Ⅰのように高い活性値を示す形質転換体が多く見られ、5，上流だけ

に付加する方がより発現のばらつきは抑制される結果であった（図2－5B、C）。

この高い活性値を示す現象は、A和インスレ一夕ーを3’下流にのみ付加した場

合にも認められた（図2－5D）。このため活性億の増加は、3’下流に付加したA柑

インスレ一夕一による可能性が考えられる。これまで類似の現象としてM
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をターミネーターの3’下流に導入することで発現量が増加したことが報告され

ており、それはMARによる転写終結反応の効率化によるものと考えられてい

る（Holmes－DavisandComi，199？）．このためATSインスレ一夕一においても同

様の現象が生じている可能性があり、一過性発現実験においても3，下流に付加

した場合に若干の活性値の増加が認められたのは、転写終結反応の効率化によ

るものかもしれない（図2－7D）。また血インスレ一夕ーを5・上流のみに付加

した場合ではコピー数に変動は認められなかった（図2一札しかし両側に付加

した場合ではコピー数が増加する傾向が見られた（dぬnotsbownLこのため血

インスレ一夕ーを両側に付加することによるコピー数の増加も、解析結果を複

雑にしている→因の可能性もある。

ウニにおいて血インスレ一夕ーはエンハンサー遮断を示すが、インス

レ一夕ーの向きを逆にするとその活性は消失した（触舶akaetal・，199恥このた

め、植物細胞におけるposition曲d抑制についてもプロモーターに対する向き

による影響を解析したところ、その向きに関係なく機能することが明らかとな

った（図2－9C）。β一globinインスレ一夕ー（1・2kb）はposition曲ct抑制および

エンハンサー遮断の両活性を有している。最近欠失解析からエンハンサー遮断

に必須な額域が42ウPにまで限定されさらに領域内のCCCrC配列に結合す

るZinc血1gerタイプのタンパク質であるUCF（CCCTC－bindingfactor）が機能

を果たすことが示された（Belletal・，1999）○これまでプロモーター額域内にCrCF

結合配列が見い出され、αCFタンパク質の機能として転写の活性化および不

活性化が報告されている（Blackwoodandぬdonaga，1998；Bur血etal．，1997；

Filippovaetal・，1996；Ⅲenovaetal・，1993；Lebanenkovetal．，1990；Vostrovand

Q山鹿c址ら199刀。CrCFタンパク質の二つの異なる機能軋エンハンサー遮断

という一つの機能に集約されるかもしれない。つまりCⅨ冴結合配列の上流に

転写活性化に機能する正のシスエレメントが存在する場合、CCCrC配列を欠

央させると正のシスエレメントが機能し転写活性化が生じる。このためCT℃貯

タンパク質は転写不活性化に機能すると解釈される。逆に負のシスエレメント

が存在する場合、CCCrC配列を欠失させると転写抑制が生じるためCTCFタ

ンパク質は転写活性化に機能すると解釈される。これが打CFタンパク質が転

写の活性化と不活性化という二面性を示す理由ではないだろうか。また限定さ

れた42bpではposidon曲dを抑制できないことが示され、隣接するG（グア

ニン）またはC（シトシン）の連続した250bpの配列が加わることによりposidon

efftct抑制を示した（Belletal・，1999）。このためposition曲ct抑制とエンハンサ

ー速断は異なる機構によることが示唆されている○血インスレ一夕ーも、ウ

ニにおけるエンハンサー遮断にはその向きが重要であったが、植物染色体にお
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けるPOSitionefEtct抑制には重要ではなかった。これらの結果も、POSitionefftct

抑制とエンハンサー遮断が異なる機構によりもたらされることを支持している。

β－由Ob血インスレ一夕ーのp00i也知＝戎臨d抑制にはGC配列が重要であることが

示されたが、血インスレ一夕ーも額域内に特徴的なGC配列が4個所認めら

れる。このうちの2個所を欠失させたインスレ一夕ー（3’下涜額域の219bp）

がpos最one触を抑制できるか解析を行ったところ、発現の安定化が認められ

ず欠央インスレ一夕ーでは不十分であることが示された（図2－9E）。この結果

からA朽インスレ一夕ー内のGC配列が重要であることが示唆されたことから、

塩基置換解析や結合タンパク質因子の単離などを行いPOSitionefftct抑制との関

連を解析する必要がある。．

次にA和インスレ一夕ーとプロモーター間の距離の影響について解析し

たところ、約600bpの入DNA断片を挿入した場合でも変わらずpositionefEtct

を抑制し発現の安定化が認められた（図2－9D）。このため発現の安定化に機能

するためには、A朽インスレ一夕ーの向きは重要ではなくプロモーターの5，上

流の比較的近傍に存在することが必要と考えられる。今後はその機能を果たし

うる距離が何l血まで及ぶのか解析する必要がある。

インスレ一夕ーは他生物種でも機能したことが報告されているため、高

度に保存された機構の上に成り立っている可能性もある。我々の解析において

も、ウニ血インスレ一夕ーが植物細胞で機能した。さらに他のインスレ一夕

ーを用いて普遍性を明らかにしようと試みた。ショウジョウバエのトランスポ

ゾン内に同定された脚インスレ一夕ーを用いた解析を行ったが、発現の安

定化に寄与しなかった（図2－10B）。如インスレ一夕ーがショウジョウバエ

以外の生物種で機能した報告はされておらず、また我々の解析においても機能

を示さなかった。この結果は、他の生物種には餌（Hw）およびmod（mdg4）

タンパク質が存在しない可能性も一因と考えられる。今後インスレ一夕ーの普

遍性をより明らかにするためには、S篤－S闇インスレ一夕ー（鮎Ⅲ皿皿d S血dl，

199勾やA和インスレ一夕ーと同様にGCの連続配列が存在するβ－由Ob血インス

レ一夕ー（q血喝成可・，1993）など他のインスレ一夕ーを用いた解析が必要である。

一作インスレ一夕ーは、形質転換体間の発現のばらつきを抑制した。今

後は、成育に伴う発現の不活性化を抑制するか解析する必要がある。この観点

からの解析が一例だけ報告されている（Pka鵬虎d・，199恥β一由0址インスレ一

夕ーをレポ一夕一連伝子の両側に付加し、ヒトーe叩血oid細胞にシングルコピー

導入した形質転換体を作製した。β一由Obinインスレ一夕ーを付加しない場合、

数ヶ月の培養によりレポ一夕一連伝子の発現が低下する。しかし付加している

場合には発現の低下が認められず、成育に伴う発現の不活性化がインスレ一夕
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一により抑制された。この両形質転換体の外来遺伝子部分におけるDN元始Ⅰ感

受性、ヒストンのアセチル化、DNAのメチル化について解析した。その結果、

発現の不活性化に対応してDNascI感受性が低下し、さらにヒストンは脱アセ

チル化されていた。しかしD恥のメチル化については、差異が認められなか

った。インスレ一夕ーの成育に伴う発現の不活性化に対する抑制機構は明らか

ではないが、少なくとも現象としてはヒストンの脱アセチル化は抑制するが、

DNAのメチル化は抑制しないことが示唆された○今後血インスレ一夕一につ

いても同様の解析が必要と考えられる。しかし、ヒストンのアセチル化やDNA

のメチル化を遺伝子発現の指標にして良いのか凝間祝する声もある。酵母やシ

ョウジョウバエにおいて月以C遺伝子（またはホモログ）を破壊し、ヒストン

の脱アセチル化の機能の一部を不能にした解析がなされた。予想される結果と

して、ヒストンのアセチル化の増加による転写抑制の解除が考えられる。しか

し実際には予想に反して転写抑制の増強が認められたP抽加地出血・，1996）。

このためヒストンのアセテル化が遺伝子発現に影響を与えうるのか未だ議論の

余地がある。また従来HATの基質はヒストンと考えられていたが、転写因子

や基本転写装置がアセチル化されることが示された（GuandRoed鱒，1997；hhof

etd・，199刀。このためヒストンのアセチル化は副産物的なものでしかないのか

もしれない。またD甑のメチル化に関しても、転写反応が生じていない肯域

がメチル化されるだけであり、メチル化は遺伝子発現の不活性化の原因ではな

く結果であるとの主張も根強い。しかし一方では、HmCやDNAm血1yaseの

阻害剤を用いることにより、不活性化していた外来遺伝子が発現を取り戻すこ

とも事実であるPonesetd・，1998；N由＝戎d・，199恥このようにDN鮎CI感受性以

外に何を遺伝子発現の指標とするペきなのかすら定まっておらず、混沌とした

状況である。今後のヒストンのアセチル化やD他のメチル化の研究の進展が

待たれる。また成育に伴う発現の不活性化について別の観点から興味深い報告

がなされている（R皿地1etd・，19呵。β一如b血遺伝子座の5，上流額域には特に

DN誠eI高感受性な額域（血脚氾Si触s叫が数ヶ所存在している。そのうち

のⅢ2と呼ばれる境域はエンハンサーとして知られている。外来遺伝子にⅢ2

を付加し、染色体上の特定の額域に導入した形質転換体を作製した。またH㍊

を付加していない外来遺伝子についても同様に導入した。両形質転換体の外来

遺伝子の発現を数ヶ月に渡り調べた結果、Ⅲ2を付加していない場合では発現

の低下が認められるが、付加している場合では発鄭ま維持された。その原因を

調べるため両外来遺伝子部分を解析したところ、DN誠eI感受性には差が認めら

れたが、DNAのメチル化には認められなかった。この解析結果は上述の結果と

良く一敦している。しかしこの報告ではさらに別の観点から解析を行い、核内
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での外来遺伝子の存在する位置が大きく異なっていることを見い出した。染色

体上の同一額頓に外来遺伝子を導入していることから、核内での位置が異なる

ことは付加したHS2の影響と考えられる。核内の位置と転写に関しては、核に

蛍光ラベルした塩基を取り込ませると数百のスポット状の蛍光が認められるこ

とから、核内では一様に転写が行われているわけではなく限られた区画で行わ

れることが示されている（（bok1999）。また転写因子等は転写が行われる区画に、

ヘテロクロマチン形成に関与するSmタンパク質はそれ以外の区画に、各々豊

富に存在している（Cod猛uandGぉs訂，19卵）。そしてこれらの区画と染色体構造

の関係は、ユウクロマチン構造部分は転写が行われる区画に、ヘテロクロマチ

ン構造部分はそれ以外の区画に位置していることから、核内での位置が染色体

構造を左右する重要な因子の一つである可能性が示唆されている（G血k弧d

Heniko払1996；Ftancastcletal・，1999；bmondandEamshaw，1998；Milotetal．，1996）。

さらにHS2の機能解析を行うため、額域内に存在する数種の転写因子の結合配

列に変異を加えて同様の解析を行ったところ、HS2を付加していない場合と同

様に培養経過に伴い外来遺伝子部分が転写が行われていない区画に移動してい

くことが示された。このためHS2に結合する転写因子が染色体を転写が行われ

る区画にリクルートすることによりユウクロマチン構造を保持し、その結果発

現が維持されると考えられる。一方HS2を付加していない場合では、転写が行

われない区画へ移動およびヘテロクロマチン構造の形成が生じ、発現が不活性

化されると考えられる。これは成育に伴う外来遺伝子発現の不活性化を説明す

るのに非常に魅力的な仮説である。また第2章の緒言の表2－1で示したが、SCS－

SCS，インスレ一夕ーはヘテロクロマチン構造の伝搬を抑制できないにもかかわ

らず、pOSitione蝕dを抑制することができる。この現象はSCS－S篤，インスレ一夕

ーがHS2のような機能を有し、形成されたヘテロクロマチン構造の伝搬は抑制

できないが、核内で転写が行われる区画にリクルートすることにより、ユウク

ロマチン構造を保持しpositione蝕dを抑制する可能性も考えられる。他のイン

スレ一夕一についてもこの観点から解析を行えば、新たな知見が得られるかも

しれない。

A和インスレ一夕ーが、35S00reプロモーターの発現を安定化させたが植

物分子育種を考える場合、より高い発現レベルで安定化することが望ましい。

このため転写活性の強力な肋MV35Sプロモーターの発現の安定化を試みた。

INS－PCaMV35S－G∽遺伝子および脚S十pC朗V35S－GUS一郎S遺伝子をタバコBY2

細胞の染色体上に導入し解析を行った。しかし対照としたpCaMV35S－G乙岱遺

伝子と類似の傾向を示し、約30％の形質転換体に遺伝子発現の不活性化が生じ

た（図2－11）。35ScoreプロモーターとCaMV35Sプロモーターでは約600bp程
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度の長さの差があるが、血インスレ一夕ーとプロモーター間の距離を変えた

実験から、距離による影響はないと予想される。またその他の相違点としては、

転写活性の違いが考えられる。植物細胞には過剰量のmRNAに起因したPTGS

があることが知られている（Gmり999；MatikeandMatzke，1998；Vaucheretetal．，

1998；WasseneggerandPelissieT・1998）○このためW35Sプロモーターを用い

た場合には、強力な転写活性により打郁が引き起こされ、解析結果を複雑に

しているのかもしれない。今後は、W35Sプロモーター以外のプロモータ

ーと血インスレ一夕一による解析を行い、より高いレベルでの発現安定化を

試みる必要がある。また打GS抑制技術との併用による発現安定化も重要であ

る。今後は応用的に重要な植物体における発現のばらつきや成育に伴う発現の

不活性化の抑制について解析する必要がある○また植物細胞以外に形質転換動

物やウイルスベクターを用いたヒトの遺伝子治療などへの利用も視野に入れ研
究を行う必要がある。
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第3章　棚打プロモーターに存在する安定発現に寄与する横能額

域

第1節　緒　言

ATSJ（ンスレ一夕ーが植物細胞で機能し、POSition早fftctを抑制し発現の

安定化に寄与した。この結果は、植物染色体上においてもインスレ一夕一様の

発現安定化に寄与する機能額域の存在を示唆している。

Aね遺伝子の発現は、通常抑制状態であるが、分化過程の特定の段階に

急激な転写活性化が起こり、全mRNAの1刻こ達するほど多量に蓄積される。

これまでに転写活性化を担うエンハンサーが、A和遺伝子の第一イントロン内

に同定された（Absabetal．，1999）。またA柑インスレ一夕ーは、エンハンサー

よりも5－上涜額域に位置していた。両者の位置的関係から、A柑インスレ一夕

ーはエンハンサーにより誘導された転写活性化の影響が外部に波及しないよう

に遮断しているのではないかと推測される。この仮説から、非常に厳密な制御

を受けている遺伝子の周辺にはインスレ一夕一様の発現安定化に寄与する機能

額域が存在している可能性があると考え、第一章において単離したプロモータ

ーについて解析を行った。

第2節　実験材料および実験方法

DNA

3，bo皿d孤y（Don訪dd・，1999）。パン酵母のHM座のサイレンサーEとⅠ間の約3．5

1血は、ヘテロクロマチン構造を呈し、遺伝子発現が抑制されている。このサイ

レンサーによるヘテロクロマチン構造は約7kb程度まで伝搬するが、サイレ

ンサーEとⅠに隣接するDNA額域がその伝搬を抑制する、つまりインスレ一

夕ーとして機能することが明らかとなった。3’boundむyは、サイレンサーⅠの

3，下流に隣接する約1kbのm断片であり、その額域内にはトランスポゾン

やtRNA遺伝子などが含まれる。

pDD371（Donzeetal・，1999）。サイレンサー遮断解析に用いた酵母のベクターであ

り、サイレンサーⅠを欠失したHM座を有する。URA3を選択マーカーとして

有している。α2遺伝子額域内に制限酵素部位が付加されており、DNA断片を

導入するこ●とができる。
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ふん」垂∃［垂直H互壷］匝］pDD371

使用菌株

助c血r叩Ce∫Cαの心血e

下記の2種の菌株をサイレンサー遮断解析に使用した。

皿Y19　M肋　c皿1血is¢5191飢良一3・112　t甲11∬感－52。

ROYl13MAT＠叫1－1ade2－11eu2－3・112血is3－11ura3－1hnr：：bgl－bcl△。

プライマー

表3－1Pα反応に用いたプライマーの塩基配列と対応する遺伝子額域

reE On　　　　　□ene

□nmer Se□uenCe

1：　5Jく∝；姫里竺笠GG拓℡CAAAゑC属∬CG℡℡AGG℡一3，

2：　5JくGGゑ旦竺⊆でMA且A℡CAAA℡CG和一3，

3‥　　5，く窃箪廻笠℡CmでAC℡CGAC且A乱姐C－3，

4：　5，く㌫ゑ旦竺！笠CAGCCA乱姐ACCGmGA＿3，

5‥　　5，く∝迫冬空璽⊆CAACでmCGA℡℡℡CACG且℡●3，

6：　5，ぺ畳⊇旦空星空⊆CC℡GA礼姐m℡AGAa℡CG℡む3，

7：　5，く卿里mワG℡℡℡℡G℡G℡℡AC℡Gm－3，

8：　5I且鮎芯昌平⊆⊆旦C℡℡GCCCGACAG℡GC＿3，

9：　5，く∝靭始点mCCAA℡A℡A℡CGG－3，

10：　5Iく堪迫空星空⊆且G丸印A姐AGCAGCACCAAA－3，

■Z14－194　　　〟組8打

－193－173　　　〟班8好

一146－－126．＋．脆疋好

一104－一朗　　　　朗Aa打

孤14　　　　棚好

一1鵬20　　　　　棚好

一105h125　　　噸

＋141－＋156　　　棚打

戎05叫185　　　雌

1）オリゴの合成額域は℃uÅボックスの最初のTをゼロとして5，上流側は－、3，
下流側を十として示す。

2）下線部で示した額域は制限酵素の認識配列を示している。

必打プロモーターの欠失解析（図3一弘）には、1～5と8のプライマーを用い

てPCRを行ない、各種断片を合成して用いた。AD鱒00、亜Hl00は、6また

は7と1を用いた（図3－1C、D）。PB卸には、9と10を用いた（図3－1E）。
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エンハンサー遮断解析

赤坂らの方法に従った¢吐血betal・，199り。ウニにエロC遺伝子をレポ一夕一連

伝子とした種々の融合遺伝子を／トテイクルガンで導入し、封時間後に活性測

定を行った。導入に際して融合遺伝子のベクター部分を－ケ所だけ切断する制

限酵素により消化し、直鎖状化しておく。またウニの染色体mも同じ制限

酵素で消化しておく。両者を混合し導入することにより、効率良く相同観み換

えが起こり、ウニ染色体上へ導入される。エンハンサーはA和エンハンサー、

プロモーターはA柑プロモーターを用いた。A和エンハンサーが機能する場合、

血プロモーターの転写活性は約甜倍に増加する。これを利用して解析対象で

あるDNA断片をエンハンサーとプロモーターの間に挿入し、LUC活性により

ェンハンサーとプロモーターの相互作用の遮断を評価した。

サイレンサーによるヘテロクロマチン構造伝搬の抑制の解析

Don訟らの方法に従った（Don訪etal・，19卵）。パン酵母のHM座にはサイレンサ

ーEとⅠに挟まれて接合型に関与するαJ遺伝子が存在する。このサイレンサ

ーEとαJ遺伝子を用いて解析を行う。具体的には、サイレンサーⅠを欠失し、

Eだけ保持するプラスミドpDD371に解析したいDNA断片をサイレンサーE

とαヱ遺伝子の間に導入する。このプラスミドを接合型がα型であるα些細胞

ROYl13へ導入する。つぎにαJ遺伝子を発現しa型細胞JRY19と接合させ、

接合した場合にのみ栄養要求性によりプレート上に成育できる。pDD371に導

入したDNA断片が、サイレンサーEによるヘテロクロマチン構造伝搬を抑制

する場合、αヱ遺伝子が発現し、a型細胞皿Y19とは接合できず成育できない。

逆に、導入したDNA断片がヘテロクロマチン構造伝搬を抑制できない場合、αヱ

遺伝子が抑制されa些細胞皿Y19と接合し成育することができる。このように

導入したDNA断片がサイレンサーEによるヘテロクロマチン構造伝搬を抑制

するかどうかを痩合能の有無により評価することができ、成育しない場合には

抑制活性を示し、成育する場合には抑制活性を示さない。
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第3節　結　果

第1項朗Aa打プロモーターの安定発現性

pBIlOl・2をベクターとして、各融合遺伝子を構築した（図3－1）。

A　　　萄［垂］

トラ≒i萄［垂］

C萄［垂］⊂垂重り

D萄［垂］く蚕室り

E萄［垂］⊂垂垂⊃

pGIMV35S G描

p35S00re Gこ岱

p35Sc∝e G膵

p35Sc∝e Gぴ

p35S00血∴　Lト（苅岱

Nos竺二≡参

Nos∃抄

さOS－ter［参

匝垂］陸

蜃∃抄
図ふ1各融合遺伝子の構築図

p35S00托：Q血Ⅳ35Sプロモーターを一如坤まで欠失したプロモーター、bが爛りⅣ辻伝子、
G膵：βが蹴相成血密造伝子、・No㌻ter：00p血s叩払おe知m血tor、㍑：r妙tbα血、

迅：旭bo血、AD打200：棚打プロモーターのTATAボックスの5，上流約200恥

ADHlOO：ADH卸の3，上流約100坤∴陀S卸：雌プロモーターのTATAボックスの5・上流約200bp。

pW35S－G∽遺伝子を導入した多数の独立した形質転換BY2細胞について

GUS活性染色を行うと、顕著なばらつきが認められた。また約30％の個体には

染色が見られず、G∽遺伝子発現の不活性化が生じた（図3－2A）。第2章の結

果から－、プロモーター内に発現の安定化に寄与する機能額域が存在する場合に

は、pOS娘me触を抑制し全形質転換体に発現が認められるはずである。そこ

で第1章において単離されたプロモーター（卿吼岬、卿仔、
岬）について、下流に連結したG∽遺伝子の発現を安定化させることを

指標として解析を行った。その結果、州別娼、〟誠狩りプロモーター（dぬnot

血Ⅶ）、雌プロモーター（図3－2D）では多くの個体で00S活性が認めら

れなかったが、他力仔プロモーターでは、全形質転換体に発現が認められた（図・

3－2B）。同痍の実験を3回繰り返したが、いずれにおいても棚方プロモータ

ーの場合のみ全形質転換体に発現が認められた。このため、棚仔プロモータ

ーには発現の安定化に寄与する機能額域が存在すると考え、次の解析を行った。
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第2項　欠失解析による機能領域の限定

棚プロモーター断片－2・4kb（ⅧAボックスの5・上流）について欠

失解析を行った（図3－3A）。その結果、ⅧAボックスの5・上流－214bpまでの

欠失では、全形質転換体に発現が認められた。次に－193bpまで欠失を行うと、

発卿こ若干のばらつきが生じ、－104bpまで欠失するとGUS活性を有する個体

は激減した。このため℃ⅥÅボックスの5一上流－214～－1bp（ADH200）および－214

～一105bp（ADHlOO）が発現安定化に必要な額域と考え、次の解析を行った。

A

B

－2．4kb TATAbox

卿か〝

一34bp □

GUSpositive－clone（％）

一214bp

－193bp

一146bp

－104bp

［二重］

［二重］

！Gこ昔＿き

［可
口車］

［二重］

100

100

96

94

14

‾箪＿＿…＿‥　　　で
GGGTCAAAAC ATCGTTAGGT TTAATAAATC AAATCGATTT TTCTCTTGAA　50

－146

†

ATATTACCAC CACCTTTTTC TTATTACTCG ACAAAAACTC AAACAGTAAClOO
－104

†

ACAAAACAAA CAGCCAAAAA CCGGTTTCGA AAACCCAGCG ACCAAAACAT150
－34

†

GGAAATGGTT TTACTTTGGC CTGTTGTATT CAACTTTTCG ATTTCACGAT200

TCTATATTTTCAGG匡
TATAbox

図3－3　棚打プロモーターの欠失解析

A：各敵合辻伝子を導入した独立した50個体の形質転換BY細胞を取得した．GUS活性染色を行い、
染色された形質転換体の割合を示した。放各欠失に対応する廣域の塩基配札
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限定されたⅧAボックスの5一上流額域－214～－1bp（ADH200）と－214～－105坤

．（ADHl00）が遺伝子発現の安定化に寄与するか調べるため、AⅣインスレ一夕

ーの評価方法と同様にp35S00一山間∬遺伝子の5－上涜に付加し、タバコBY2細

胞の染色体上に導入し解析を行うた。その結果、ADH200－P35Score－G【岱遺伝

子では全形質転換体にG∽遺伝子が発現し、顕著な発現の安定化が認められ

た（図3－4B）。また、ADHlOO－P35Score－GtLS遺伝子においても、ADfr200には

劣るものの同様に発現の安定化が認められた（図3－4C）。対照として行った、

雌プロモーターのⅨIAボックスの5－上流額域一加5～－6bp（PES200）を用

いたPES200－P35Score－GUS遺伝子では、多くの個体にGUS活性が認められず、

PES200には発現の安定化が認められなかった（図3－4D）。このため、ADH200

が安定発現化能を有すると考えた。

51



晶＿＿J㌧ノ＼、ノゝ
5

こ′〕

b
じ
I

qJ

奮を
！・

・＿－■岳岳・孟

日

十

ニ∵

■

撃篭舗軌
■□．拷雛

⊥★＋≡≡琵闘
白。口．竺竺墟

．二岳繭〈

ナ十＋

口．・．ノ無警

日■□．＿＿胃ゆ（

♯絢く

日i貞・■：惨鰍

宗し・・
＼－．／

書　￥さ　戻
I・・｝

＋＋＋
＋＋
＋
l

監

l l

Fi三

男
ヽ′＼′ヽ′ヽ′ヽ　′ヽ

≡
ロ
ムl

§：

堅■
■く

＋＋＋
＋＋
＋

『享‡＋

＝
り

む
h
ウ
リ

蟄

義
臣］
h

占

㌧目
⑳（

ナ‡琴冠

Jし．…が‾
巴l　　　　ロ

。■：滋
）●

】　】　1

罵　笥　○

芦て十

l

沖
ロー　終

チ薙ぎ′
‾キ

ノ▲　、

こl

こ′）

b
（⊃

り
h
O
U

（′〕

鼠

垂
垂

季
U

l

≡　2

日

－ij－ゝ止、、∴†－－・＿ノ‥、‥′

劉軌
＋二十日

幽虐臥

‡毒口田・目口1リi

薫㌧与＋＋十

！≠＋十冬＋

㌔・■日□、，罰

■

■

；・・・・

i由（

〔－′臼l一日

日田闘目i。。

E遜ゝ・．二こ壷

日田竺±±

掬
軸

′

ヽ

（

／

嚇相即
・ぷ

1

＋十　◆

ノポ、

奏寧iノー‾敷きて
□「‾　■　．

＋＋＋
＋＋
＋
l

悪
食
巳
藍
ニ：、
寸

東J
魂
憩
e

喧］
ニー・●

吏。
∩吏

∴‾、・

喧〕訂
‾：・、・ぺ

・－－■

麗ぺ

書芸
－●－、、

三三さ、七

宝雷
撃　′

葛蓋芸

了二二＿
ここ・？‾



第3項　ADH200の他生物種による機能解析

我々が限定したADH200は、POSition e蝕ctを抑制し発現を安定化させて

いることが予想される。これらの機能は、報告されているインスレ一夕ーと類

似している。このため、ADH200がインスレ一夕ーとしての活性を有している

か解析を行った。インスレ一夕ーの解析方法として、エンハンサー遮断または

サイレンサーによるヘテロクロマチン構造伝搬を抑制する活性が指標として用

いられている（Ⅹdhm皿dS血dl，1992）。植物細胞では適当な実験系がないため

エンハンサー遮断解析ではウニを用いて解析を行った（Absabetal．，1999）。ま

たサイレンサーによるヘテロクロマチン構造伝搬の抑制の解析では酵母を用い

て行い、ADH200の他生物種における機能を解析した（Donォ巳etal．，1999）。

まずウニにおけるエンハンサー遮断解析の結果を述べる。再乃4ぴC遺伝

子ではA和プロモーターの転写活性が弱いためLUC活性は低い値であった（図

3－5A）。しかしA和エンハンサーを付加したE血皿αr一再作dぴC遺伝子では、約

60倍と大幅にLUC活性値が増加した（図3－5B）。エンハンサーとプロモータ

ー間にA朽インスレ一夕ーが位置するE血皿∝r一INS一再和4ひC遺伝子では、エ

ンハンサーを遮断しp4和4ぴC遺伝子と同程度のLUC活性億を示した（図3－5C）。

なお同じ長さのDNA断片をA柑インスレ一夕ーの代わりに挿入してもエンハ

ンサーは遮断さなかった（d如anot sbm）。またエンハンサーの外側にインス

レ一夕ーを付加したINS馳m∝r一再和4ぴC遺伝子では、エンハンサーは影響

を受けないことから、インスレ一夕ーは単なるサイレンサーではなく、方向性

を有しエンハンサーとプロモーターの間に位置する場合にのみエンハンサーを

遮断した（図3－5D）。一また我々が限定したADH200がエンハンサーとプロモー

ター間に位置するE血∝机ADH200や4Ⅳ4ぴC遺伝子では、再作4ぴC遺伝子と

同程度のLUC活性億を示した（図3－5F）。このためADH加0はATSJ［ンスレ一

夕ーと同様にエンハンサーを遮断することが示された。またエンハンサーの5’

上流にADH加0が位置するADtmO一致血皿Cer一再TTiUC遺伝子では、エンハン

サー付加時と比べ約50％の活性低下が認められた（図3－5G）。これらの結果か

ら、ADH200はウニにおいてエンハンサーを速断することが明らかとなった。
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図3†5　エンハンサー遮断解析
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LUeadvity

各融合遭伝子をウニに′トテイクルガンを用いて導入し、封時間後にu忙活性勘定
を行った。王血孤蹴血e血血、叩mO触血叩mOter、mS：血i血血or、
ADH刀川：棚打プロモーターのTATAボックスの5，上流約卸坤、エロC：廟。
各3回の実験結果の平均値と療準偏差を示した。

また酵母の解析ではHM座に存在するサイレンサーEを用いて、サイレンサー

によるヘテロクロマチン構造伝搬の抑制を解析した（図3・6）。この解析には、

ADH以氾に加え、脚インスレ一夕ーおよび血インスレ一夕一についても行

った。対照としたサイレンサーⅠに隣接しその影響を遮断している3伽皿d叩

を用いた場合、サイレンサーEを遮断しα∫遺伝子が発現するため、酵母は成

育できなかった。一方亜H200、脚インスレ一夕ーおよび血インスレ一夕

ーは、酵母の成育が認められた。このため瓜H2町脚インスレ一夕ーお

よび血インスレ一夕ーは酵母においてヘテロクロマチン構造の伝搬を抑制で
きないこ上が示された。
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園3－‘サイレンサーEによるヘテロクロマチン構造伝搬の抑制の解析
〃2遺伝子領域に各DNA断片を挿入した。導入したDNA断片がヘテロクロマチン模造
の伝搬を抑制する場合には、最遺伝子が発現し酵母は成育できない。
また抑制できない場合には、成育することができる。酵母の成育を指標として、
ヘテロクロマチン構造伝搬の抑制活性を評価する。ヘテロクロマチン構造の伝搬
を抑制する活性を有する場合には（＋）、有さない場合には（－）で示した。

第4項　ADH200の転写活性化能

第2章の結果（図2－7）やこれまでの知見から、インスレ一夕ーは転写

の活性化も不活性化も担わない、いわば中立の存在である（Belland Felsen氏1d，

1999）。ADH200が転写を活性化するか調べるため、ADH200－P35Score－GUS遺

伝子を導入した形質転換BY2細胞のGUS活性測定を行った（図3－7）。P35S

00re－G【岱遺伝子では、独立した10個体について調べたところ500pmol／mh／mg

protein前後の活性値を示すことが多く、もっとも高い場合でも約4，00O

pmol／min／mgproteinであった（図2－6A）。図3－7の解析には、高いGUS活性を

示す形質転換体を選出し対照として用いた。35Scoreプロモーターの発現様式

は、培養5～6日目に若干活性が低下するが、培養経過を通じてはぼ一定に発

現を示した（図3－7B、C）。次にADH200を付加したADH200－P35S00re－Gこ信連

伝子を導入した形質転換体から無作為に選出した3個体について解析を行った

ところ、いずれも約20，000pmol／min／mgprotein前後の高い活性値を示した（図

3－7B）。P35Score－GUS遺伝子が500pmol／m抽gprotein前後の活性値を示すこ
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とが多いことを考えると、約州債の活性増加であった。またその発現様式は、

個体間の異なりがあるが第1章で解析した棚打プロモーターのような培養6

～7日目だけに特異的に発現するものではなく（図1－3C）、p35S00reプロモー

ターの発現様式と類似していた（図3－7C）○このためADH200による大幅な転

写活性化が、嶺域内に存在するであろうシスエレメントによるものかどうかは、

形質転換BY2細胞を用いた解析から判断することができなかった。
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図与7　形質転換BY2細胞のGUS活性およぴmmの蓄積の経時変化
（A）タバコm細胞の増殖曲線。
匝）各紙合遺伝子を導入した形質転換BY2細胞のGUS活性の経時変化を測定した。
各3回の実験結果の平均値と標準偏差を示した。

一）－，p3∬00托－¢【店；一●－，ADH加0－p3鳥肌－Gこぼ－1；

＋，AD叫5S00re一郎－2；一●－，ADH200－P35Sm－（花谷－3．

（C）G∽遺伝子をプロープとして、ノザンハイプリグイゼーションを行った。
各レーンには、全m5膵を用いた。
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ADH200による大幅な転写活性化が、廣域内に存在するシスエレメント

によるものか調べるため、一過性発現実験を行った。p35S00reプロモーターの

転写活性が低いことが予想されるため、これまで形質転換体ではG∽遺伝子

をレポ一夕ーとして用いてきたが、一過性尭矧こおいてはエロC遺伝子をレポ

一夕ーとした。PCaMV35Sit7C遺伝子、P35S・COreiUC遺伝子およびADH200－

p35S00rerエロC遺伝子を、プロトプラストBY2細胞にエレクトロボレーション

により導入した。DNA導入後、4、8、12、封時間後のmC活性測定を行った

（図3－8）。P35Scoreit7C遺伝子およびADH200－P35Scoreit7C遺伝子の両活

性は掛ま同程度であり、ADH200の付加による転写活性化は一過性発現におい

ては認められないことが明らかとなった。

′盲

●芯150
■■■

○

已
b8

真

羞100
ヽ＿′

h
Jモミ
＞
●▼l■■l

扁　50
U
⊃
J

0

0
4　　　　8　　　12　　　　24　血

図3堵　各融合辻伝子の一過性発現実験

プロトプラストBY2細胞に各融合遺伝子をエレクトロボレーション
を用いて導入し、4、乳12、加時間後のmq舌性を勘定した。
縦軸はLUq活性、横軸は時間（bow）を示す。
一＞■・pCaMⅥ5SdロC；－●－，p35Scαed昭
一暮－，ADH加0－p35S00扇ロC．
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第5項　プロモーターに対するADH200の向きや距離がpositione鮎ctの抑制に

及ぼす影響

ADH卸0をp35Score－GtLS遺伝子の5f上流に付加することによりposition

e蝕dが抑制された（図3－4B）。第2章の解析からA朽インスレ一夕一における

POSitione蝕ctの抑制は、35Sプロモーターに対する向きには依存せず、また距

離に関してはプロモーターから数百bp程度離れても機能することが明らかと

なった。ADH200のPOSi也皿efftct抑制についても、プロモーターに対する向き

や距離による影響を解析した（図3－9）。その際解析は図2－9と同様に行い、POSition

e蝕dの抑制が認められた場合を＋、認められない場合を－として示した。p35S

00r8－G∽遺伝子の5’上流にADH卸0を付加した場合では、全形質転換体にGこげ

遺伝子が発現しpositione蝕ctの抑制が認められた（図3－4B、図3－9A）。しかし

ADH200を逆向きに付加した場合では、pOSition efftctの抑制が認められなかっ

た（図3－9B）。妻たADH200とプロモーター間の距離を離すため、約200bpの

DNA断片を挿入した場合においても、POSitione飴ctの抑制が認められなかった

（図3－9C）。このためADH200のPOSitione蝕ct抑制はATTインスレ一夕ーとは

異なり、プロモーターに対する方向および距離に依存することが明らかとなっ

た。またADH200とプロモーター間の距離に関しては数bpの挿入による影響

を解析したところ、5bpの挿入には影響を受けずpositionefftctの抑制が認め

られた（図3－9D）。

po虚血ne飾由tの押倒

A

B唖　十嘲司車重［車重］蜃班垂勝　一c嘲　－
D一埼　十
図㌻9　プロモーターに対するADH200の向きや距離が騨戚tio皿¢飴dの抑御に及ぼす影響
各融合遭伝子を導入した独立した50個体の形質転換体についてGUS活性染色を行った。
全形質転換体に染色が認められた場合は、pOSitione飴dが抑卸されたとして＋で示した．
また染色が経められない個体が存在した場合には、pOSitione鮎dが抑卸されないとして－で示した。
00召‡qV：逆向きのADH200。
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第4節　考　察

鳳8打プロ竜一ターの下流に連結したGび遺伝子を安定に発現させる

機能軋ⅧAボックスの5－上涜葡域の約罰Obp（ADH卸）に限定された（図

3－3A）。ADH卸はp35Score－GtLS遺伝子の5・上流に付加することにより、POSidon

e触を抑制しG∽遺伝子の発現を安定化させた（図3一仏、B）。また他生物種

であるウニにおいてエンハンサーを遮断した（図3－5）。そして酵母においては

血インスレ一夕ーや脚インスレ一夕ーと同じくヘテロクロマチン構造の伝
搬を抑御しなかった（図3－6）。

亜H200の卵Sidone飴d抑制機構については、ADH200が転写活性化を

示すことから考察することができる。ADH200ーP35Score－G∽遺伝子を導入し

た形質転換BY2細胞では、AD氾00の付加により釣棚倍の大幅な00S活性値

の増加が認められた（図3一乃）。棚Ⅳプロモーターの欠失解析から℃uAボ

ックスの5’上流約200坤でも転写が行われることから、ADH200領域内にはシ

スエレメントの存在が予想される（図3－3A）○このため転写活性化がシスエレ

メントの付加によるものか調べるため、プロトプラストBY2細胞を用いた一過

性発現実験を行った（図3－8）。通常シスエレメントは、一過性発現か染色体上

に組み込まれた安定性発現かを問わず転写を活性化することが知られている。

しかし亜H卸は一過性発現実験において35S00reプロモーターの発現をわず

か1・2倍増加させるに留まった。また形質転換体におけるp35S00re－G∽遺伝

子と瓜氾00一p35S00re－Gび遺伝子の発現様式には顕著な異なりが認められな

かった（図3－7）。これらの結果から、亜H200による転写活性化はシスエレメ

ントの付加が主たる影響ではなく、p35Sc肝eプロモーターが効率良く機．能する

転写環境の形成に起因すると考えられる。序論でも述べたが、染色体上ではDNA

がヌクレオソーム構造を呈することにより、転写抑制が生じている。しかし

DN誠eI高感受性額域のような転写活性化状態のDNA一ヌクレオソーム構造が存

在し、転写反応の効率良い鋳型となっている○したがってADH封氾もDN誠eI

高感受性額域を形成することにより、転写活性化を引き起こすのではないだろ

うか。このためヌクレオソーム形成が不十分な一過性発現実験では、大幅な転

写活性化を示すことができないと予想される。このようにAn旺犯0は、何らか

の機構により染色体構造に影響を与えこ転写の安定化と活性化を行う機能配列

である可能性が示唆された。今後は形質転換BY2細胞を用いて実際にADH200

がDNaseI高感受性額域の形成能を有するか解析する必要がある。また真核生

物のヒストンは高度に保存され、ヌクレオソーム形成も類似の機構を有すると

考えられることから、酵母をはじめ動物細胞を用いた解析も有効と考えられる。
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DNぉeI高感受性額域の形成能を有する機能配列として、ニワトリおよび

ヒトのβ－globin遺伝子座の5’上流額域のLCR（locuscontrolregion）が知られて

いる。外来遺伝子にLCRを付加して染色体上に導入すると、POSitionefftctの抑

制および転写活性化が認められ、DN誠eI高感受性額域の形成が重要な機能を担

っていると考えられているPulgerand駄oudine，1999）。β一globinLCRは、額域

内にβ一由Ob血インスレ一夕ーや複数のエンハンサーを含んだ数肋にも渡る複雑

な機能配列であり、却～30kbものDN元始Ⅰ高感受性額域の形成能を有している

（M血daし1996）。ADH200においても数】ねに渡りDN誠eI高感受性額域を形

成しpo威don e伽を抑制するか調べるため、まず約200匝のDNA断片を

ADH200とプロモーター間に挿入した解析を行った。その結果、Gこ岱遺伝子の

発現にはばらつきが生じ、わずか200bpの挿入によりPOSition efEtctが抑制で

きないことが明らかとなった（図3－9C）。このためADH200のpositionefftct抑

制は、プロモーターの極く近傍に存在することが必要であることが示唆された。

この結果は、A和インスレ一夕ーがプロモーターから約600坤離れても機能を

有する結果と反するため、ADH200と血インスレ一夕ーは異なる作用機構に

よりp那出血e触を抑制することが示唆された。またプロモーターとの距離に

依存して活性を発揮する機能配列としてベントDNAが知られている。ベント

DNAはその配列が特徴的であり、A（アデニン）またはT（チミン）の連続が

周期的に出現する。ADH罰0の配列についても、AまたはTの周期的な配列が

認められる（図3一錦）。このためADH加0がベントDNAであり、その機能を

通じてp郎idone肋抑制を行う可能性も考えられる。ベントDNAは、プロモ

ーター廣域内などに見い出され転写制御に関与している。その配列から特殊な

折れ曲がり構造を呈しその構造が基点となり順次ヌクレオソームが形成され

ると考えられている（Ckothers etal．，199q）。したがってベントDNAによる転写

制御は、種々のシスエレメントと転写因子との結合をヌクレオソームの配置を

制御することにより行われる。ベントDNAのこのような性質を用いて解析す

ることができる。DNAはヌクレオソームを約10bpで一周するため、対象配列

とシスエレメント間の距離を5bp変化させることによりDNAとヌクレオソー

ムの位相がずれる。したがって5bp塩基挿入による周期的なシスエレメントの

機能発揮が経められる場合には、ベントmによるヌクレオソームの配置に

関与していると考えることができる。ADH200についてもプロモーター間の距

離を5bp変化させたが、その影響を受けずpo諭加瓜d瀧戒抑制が認められた（図

3－9D）。このためADH加0のpositionefEtctW制はベントDNAの機能によるも

のではないと示唆された。上述したようにADH200の塩基配列は、AまたはT

に富んだ配列である。このような配列について興味深い報告がなされている。加
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房わにおいて∬が数十匝程度連続した配列は、ヌクレオソームの形成が不安

定であることが示された（Ku血IandMa血son，19勒Pm叫1粥礼さらに酵母

やヒトにおいて加血で∬配列はヌクレソームの形成が不安定、つまりDNaseI

高感受性額域が形成され、その結果種々の転写因子の接近が容易になることが

示されたqyerandStruhl，1995；KochandThiele，1999）。さらに∬をGCに置換

した∝配列においても同様な結果が示された仲訂皿dS仙，19鱒）。酵母の多

くのプロモーターでは∬や∝配列が認められるが、それらの配列の機能の

一部は、ヌクレオソームの形成に関与しているのかもしれない。これらの知見

からAD氾00におけるDNaseI高感受性額域の形成は、∬配列による局所的な

形成である可能性が示唆された。

次にADH200とプロモーター間の距離は同一であるが、ADH200の向き

を反対にした解析を行ったところ、叩idone触は抑制できなかった（図3－9即。

ADfr200の配列によるDNaseI高感受性額域の局所的な形成がposidonefEtct抑

制に必要十分である場合には、亜H200のプロモーターに対する距離は重要で

あるがその向きは重要ではないはずである。しかし向きを逆にすることにより

ADH200の機能は失われたことから、DNaseI高感受性額域の形成以外の因子の

関与が考えられる。酵母においては転写因子をテロメア額域にリクルートする

ことにより、ヘテロクロマチン構造の形成を抑制または破壊することが示され

たぃparicioandGottsd血g・1994）。このような知見からADH加0億域に結合す

るタンパク質因子が機能発揮に必要であり、そのタンパク質因子がプロモータ

ーとの距離に影響を受ける可能性が示唆された。このためADH200は、∬配

列による局所的なDN誠eI高感受性嶺域の形成にタンパク質因子の存在が加わ

ることにより、一種の染色体上の境界廣域として機能しposidon鱒dを抑制す

ることが示唆された。今後ADH200の結合タンパク質の単離やその結合配列の
同定などを行う必要がある。

ADH200は、ウニにおいて血エンハンサーを遮断した。第2章の緒言

において脚インスレ一夕ーのエンハンサー遮断機構について述べたが、他

のインスレ一夕ーも周様の機構を用いているのかは明らかではない。またエン

ハンサーの作用機構も同一ではないと予想され、これまでの知見をまとめると

次の1～4に大別され㌻る。1）タンパク質とタンパク質の結合による制御。これ

はDNAの折り曲げを伴い、エンハンサー結合タンパク質と基本転写装置が直

接結合することにより、プロモーター上で形成される巨大な転写開始複合体の

形成が容易となり転写活性化が促される（馳血e弧d叫1997；坤pe・etd．，

1995；WangandGiaeveh198年）。2）タンパク質のリン酸化やアセチル化による制

御。R甑卯1ym訂胱Ⅱのカルポキシル末端のリン酸化による転写活性の増加や
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ヒストンのアセチル化によるユウクロマチン構造の形成が挙げられる（Hebb鵡d

d．，1卵4；Lugeretal．，199刀。また多くのアクチベーターがHÅr活性を持ち、一

方リプレッサーがHDAC活性を持つことも報告されている＠rmellandAllis，

1996；Struhl，1998；Wol蝕andPruss，1996）。またHÅrやHDACの基質はヒスト

ン以外にも考えられ、腫瘍抑制遺伝子であるp53（騨Ot血53kDa）や基本転写

因子であるT円正（transcriptionfactorI正）やTmF（tranSCriptionfhctorI畔）が

アセチル化されることが報告されている（OuandRoeder，1997；Imhofetal．，1997）。

このようにエンハンサーにリクルートされるアクチベーターやコアクチベータ

ーがヒストンや転写因子のアセチル化を介して転写活性化が促される。3）ヌ

クレオソームのリモデリングによる制御。第2章の緒言で述べたように、ヌク

レオソームリモデリング因子がヘテロクロマチン構造を変換し、転写因子等の

タンパク質因子の接近を容易にすることにより転写活性化が促される（H訂也Og

azldWinston，1997；馳don？ga，1998；Pazinand馳donaga，1997）。4）核内での位置

による制御。核内の核マトリックス周辺の区画などは転写因子が多く存在して

いることやユウクロマチン構造とヘテロクロマチン構造の核内での位置は対照

的であり、前者は核マトリックス周辺など一定の位置に存在しているが、後者

には局在が認められない（CsinkandHeniko払1996；Fhncasteletal．，1999；Lamond

andEamshaw，1998；Milotetal．，1996）．このためエンハンサーが転写因子等の皇

宮に存在する核内の区画にターゲットすることにより転写活性化が促される。

このようにエンハンサーの転写活性化の機構は1～4に大別することができる

が、近距離における転写活性化と遠距離におけるそれは異なる可能性があり、

数十馳にも渡る転写活性化をどのような機構により行っているか、我々は知

りえていない。しかしこの点について新たな報告がなされた。ショウジョウバ

エのCbipタンパク質は染色体に存在し、遺伝学的な解析からエンハンサーと

プロモーターの相互作用に必要であり、多くの遺伝子の転写活性化を行う。し

かし、C叫pタンパク質自身は、転写活性化に直接関与しないことからエンハン

サーとプロモーター間の相互作用を橋渡しまたは安定化するような機能を持つ

ことが示唆された（Morciuoetal・，1997；Mordloetal・，1996）。今後解析が進めば

エンハンサーが遠距離のプロモーターを活性化する機構が解明されるかもしれ

ない。このようにエンハンサーについては様々な機能が報告されているが、基

本的にはタンパク質因子の作用によると考えられることから、インスレ一夕ー

はタンパク質因子の作用を阻害することにより、エンハンサーによる転写活性

化を遮断すると予想される。その阻害に関しては主に2つのモデルに集約され、

1）インスレ一夕一に結合するタンパク質が阻害する、2）インスレ一夕ーが核

膜付近で高次構造を形成し阻害する、ことが挙げられる。近年2）のモデルに
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ついて、通常エンハンサー遮断解析は染色体上に導入した形質転換体を用いた

解析が行われるが、アフリカツメガエルの卵母細胞を用いた一過性発現実験か

ら新しい知見が得られた（Dunawqyetal・，1997）。この解析系では、DNAを導入

した後4時間程度でヌクレオソーム構造が形成される。しか．しDNAを導入し

た後、わずか30分程度でエンハンサー遮断が認められた。このためエンハン

サー遮断には高次構造の形成は必須ではないと考えられ、現在2）のモデルに

ついては否定的である。また脚インスレ一夕一については餌（Hw）および

mod（mdが）タンパク質、β一如b血インスレ一夕ーではααタンパク質、SCS－

SCS’インスレ一夕ーではBE好一32（boundaryelement－aSSOCiatedfactorof32kDa）

タンパク質がエンハンサー遮断に必要であることが報告されている（Bdユetal．，

1999；Gdulaetal・，1996；Hartetal・，1997）○・また染色体上にBE好一32は点在してお

り、その結合額域を調べたところエンハンサー遮断活性を有することが示され

た（Zb旧etal・，1995）。このた＿めインスレ一夕一に結合するタンパク質がエンハン

サー結合タンパク質の作用を阻害する1）のモデルが有力である。またショウ

ジョウバエの研（卯e乃吻eのプロモーターでは、℃ⅥAボックス近傍の額域

がエンハンサーを遮断することが示された（0山肌正目mdL血ち1998）。これはαe

プロモーター嶺域内の払GA配列にリクルートされる巨大なタンパク質複合体

であるGAGA因子がエンハンサー結合タンパク質の作用を阻害すると考えられ

ている（0山肌血＝Ⅶdb血ら199年）。このような知見から、インスレ一夕ーのエン

ハンサー遮断に関しては何らかのタンパク質因子が存在することが必要と考え

られる。このためADH200についても、結合タンパク質因子の単離・解析が必

要である。ショウジョウバエのAa打遺伝子の5，上流億域には、時期特異的な

発現に機能するA撼（adhadultenhancer）エンハンサーが存在する（Corbinand

M血塊1989；伽血皿dM血慮s，19鱒圭一またエンハンサーに結合するタンパ

ク質としてA掛1（a仙t血抑触α1）が単離された（蝕b皿dMa血is，19呵。

A鼠ト1タンパク質の結合配列に変異を加えると、A肋遺伝子の発現が5～10倍

増加することや加l融和の結合実験においてAEト1タンパク質はアクチベータ

ーのA膿エンハンサーへの結合を阻害した。このためAEFlタンパク質は、

A膿エンハンサーの活性を負に制御するリプレッサータンパク質と考えられて

いる（R此＝mdM血鵬s，19呵。またヒトのAa仔遺伝子の5，上流唇域にもAEト1

タンパク質の結合が認められる（鱒bandManiads，1992）oAEF11タンパク質の結

合配列は、ショウジョウバエでは5，－GCAGCAA∈皇室⊆ACG∬C－3，配列であり、

ヒトでは5，孤G腿基ACAAA－3，配列である（下線がコンセンサス配列）

匹m皿dM皿i鴫1998）。今回解析した〟出血打プロモーターに軋コンセンサ

ス配列と一致する配列は認められないが、℃ⅥÅボックスの5，上流－1∝＝如付近
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にCAA配列の繰り返しが認められ、若干の相同性が認められる。朗豆8仔プロ

モーターは通常抑制状態にあり培養後期の一瞬に急激な転写活性化が生じ、そ

の後速やかに抑制状態に移行するが（図1－3）、この遺伝子発現の抑制にADH200

額域内に結合するリプレッサータンパク質が関与する可能性も考えられる。そ

してこの種のタンパク質のホモログがウニにおけるエンハンサー遮断に機能し

たのかもしれない。

これまでにエンハンサーを遮断するm断片は数多く報告され、DNaseI

高感受性額域が頻繁に認められる。ショウジョウバエゐ軍刀遺伝子の周辺に同

定された＄00－SCS，インスレ一夕ーやニワトリおよびヒトのβ一由Ob血インスレ一夕

ーも額域内にDNaseI高感受性額域を有する（Chuqetal．，1993；Ⅹ£liumandSchedl，

1992）。またmα（rce〃rec甲fⅣα）遺伝子の3’下涜嶺域やウニのeαゆぁおわ乃e

遺伝子の3’末端額域などもDNぉeI高感受性額域でありエンハンサーを遮断す

る（Pallaetal・，1997；Zhongand正一皿gel，1999）。エンハンサー遮断にはタンパク質

因子が必要であることは明らかであろうが、DNaseI高感受性飯域が必要である

かは明らかではない。しかしエンハンサーの機能がヒストンやヌクレオソーム

構造を介する場合には、それ自身が存在しない額域には機能を果たさない可能

性もある。このため何らかの必要性があってDNaseI高感受性額域が形成され

ているかもしれない。またDN誠eI高感受性廣域以外にも、エンハンサーを遮

断するm断片の報告がなされている。脚インスレ一夕ーはDN由eI高感

受性額域が関与することなく、ほとんど全てのエンハンサーを遮断する（Corces

皿dG甲らr，1991；Rol血setal・，1999）。その他、アフリカツメガエルのrRNA遺伝

子間のスペーサー額域も報告されている（Rob払出etal．，1997）。このように、エ

ンハンサーを遮断するという現象は頻繁に認められ、我々が解析したADH加0

もその一例であると想像される。ADH200のエンハンサー遮断はタンパク質因

子によるものか、もしくはDNaseI高感受性肯域の形成によるものか、または

両者によるものか明らかではない。今後はこの観点からの解析も必要である。

酵母のHM座を用いたヘテロクロマチン構造の伝搬の抑制について解析

を行った。その結果Ⅰ壬M座に隣接する3’boun血Ⅳはヘテロクロマチン構造の伝

搬を抑制しキが、脚インスレ一夕ー、A汀インスレ一夕ーおよぴADH200は

抑制しなかった（図3－6）。可能性として、酵母には活性発揮に必要なタンパク

質が存在しないことも考えられる。また酵母と他の真核生物のヘテロクロマチ

ン構造形成に関与するタンパク質が異なる可能性もある。今後はショウジョウ

バエのPREを用いたヘテロクロマチン構造の伝搬の抑制について解析を行う必

要がある。また脚′インスレ一夕ーなどは、活性発揮に必要なタンパク質が

判明していることから、それらのタンパク質を酵母に発現させた場合に機能す

65



るのか興味深い解析であろう。

これまでインスレ一夕ーは非常に特殊なDNA配列であるという印象が

あった。しかし酵母においてプロモーター額域や構造遺伝子額域がインスレ一

夕ーとして機能することが報告されている。パン酵母の花F（地政ぬ儲J

め昭鱒町匝炒）遺伝子のプロモーター（145bp）は、ヘテロクロマチン構造

の伝搬を抑制できることが明らかになった仲iandBroa血，199恥またHM座に

隣接する3伽皿d叩は同様の機能を示し、その額域内はトランスポゾンである

mlmとtm遺伝子が存在していたPona已tt由・，19呵。さらに両者は遺伝

子発現が抑制されているテロメア嶺域に導入しても、機能することが報告され

た。これらの知見は、異なる様々な機構が結果としてインスレ一夕ーとしての

活性を示しているように思える。また酵母のテロメア額域では従来の認識と異

なり、ヘテロクロマチン構造が長距離に渡って一様に形成されているのではな

く、数肋の局所的な不活性額域が点在していることが明らかとなり、活性化

顛域と不活性化頗域間にはインスレ一夕ーが存在していることが示唆された

（馳weletd・，1卵9；叫dea皿dLou率，1朔）。このように酵母においてはインスレ

一夕ーが多く存在していると考えられる。酵母の染色体はコンパクトであり、

遺伝子は隙間なく存在している。このようなゲノム構成を考えた場合、プロモ

ーターや構造遺伝子がインスレ一夕ーと成りえることは、非常に有利な戦略と

思われる。一方、動・植物細胞は長大なゲノムを有しているが、プロモーター

や構造遺伝子をインスレ一夕ーとして利用しているのであろうか。今回舶

プロモーター額域がインスレ一夕ーとして機能している可能性が示されたが、

植物細胞の遺伝子発現制御は転写開始点近傍の数肋で調節されることが多い。

また、動物細胞で見られる位置や方向に関係なく機能するエンハンサーやサイ

レンサーの報告もない。これらの知見は植物細胞が、酵母の遺伝子発現制御に

より近く、∬班8打プロモーターのように転写開始点近傍でインスレ一夕ーを形

成し、周辺の影響を遮断する戦略をとっているのかもしれない。

我々は植物細胞から初めて発現の安定化に寄与する機能膏域を見い出し

た。そのモデルを提示するには、現在得られている知見はあまりに少ないが、
想像される作用機構を囲み10に示した。

66



！

ま
i

］

l≡

］

三

◎：エンハンサー甜に離するタンパク質因子
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図3－10　ADH200のPOSitionefFbc（抑御機構に関するモデル
仏）ADH200のÅ巧己列により局所的なDNぉd高感受性領域が形成される。次にアクチベーターと
基本転写装置が相互作用し転写活性型構造が固定され、pOSition曲dが抑卸される。
（B）ADH200が逆向きの場合、アクチベーターと基本転写装置の相互作用がエンハンサー遮断に
機能するタンパク質因子に阻害され、転写活性型構造が固定できずposition曲dは抑射できない。
（C）Ste肋（200坤）が挿入された場合、アクチベーターと基本転写装置の距離が離れ相互作用
が困難となり、転写活性型構造が固定できず門Sitione飴dは抑卸できない。

ADH加0のPOSition e鮎c（抑制機構はおそらく他のインスレ一夕ーとは異なり、

はじめにAr配列によるDNaseI高感受性額域の局所的な形成が起こり、次いで

ADH200領域に結合するアクチベーターが基本転写装置等と相互作用すること

により、転写活性型構造が固定される。その結果インスレ一夕ーとして機能し、

pos址ion e蝕d抑制およびプロモーターの転写活性の増大を担っていると推測し

ている。このためADmOが逆向きの場合ではエンハンサー遮断に機能するタ

ンパク質が相互作用を阻害し、また200bpのDNA断片が挿入された場合にお

いても距離が遠くなることにより相互作用が阻害される。このため転写活性型

構造が固定できず、ADH加0は機能を発揮できないと考えている。これらのモ

デルはあくまでも推測にすぎないため、今後は更なる解析を行う必要がある。

ADH200の卵Sidme飴d抑制機構については明らかではないが、これら

の機能はタバコm細胞を宿主とした有用物質生産系等への利用には非常に有

益なものである。今後はA打インスレ一夕ーと同様に、植物体における発現の

ばらつきや成育に伴う発現の不活性化の抑制について解析する必要がある。ま

た植物細胞以外に形質転換動物やウイルスベクターを用いたヒトの遺伝子治療

などへの利用も視野に入れ研究を行う必要がある。
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総合考察

植物細胞における外来遺伝子発現の不活性化は、染色体構造による

po戯（me触と過剰量のRMが起因となるmSと言われている。これらの

知見の多くは、払MV35Sプロモーターを用いて顕著に発現が不活性化した形

質転換体を対象とした解析により得られている。個々のメカニズムを解明する

ことはもちろん重要であるが、形質転換体の作出に串いて最も必要な知見は、

ある頻度で必ず生じる不活性化が何に起因し、どのような手段により抑制でき

るかを明らかにすることであろう。しかし現状では不活性化の要因が、pOSit血

e触であるのか、またはmSであるのか、もしくは複合的なものなのか明

らかでない。本研究では、タバコBY2細胞をモカレ系に種々の遺伝子導入を行

った多数の形質転換体を解析することによって、外来遺伝子の発現安定化に寄
与できる知見の蓄積を行った。

まず、動物細胞でposi血ne肋を抑制することが報告されているインス

レ一夕ーが植物細胞においても機能することを示した。またトレニア（肋ぬ

β∽融）を宿主とした解析では、血インスレ一夕ーを付加したp鱒5S－

G∽遺伝子を導入した形質転換体は、インスレ一夕ーを付加しない場合に比

べて00S活性の高いクローンが多く見られた（農水省・野菜茶業試験場、間

竜太郎、柴田道夫両博士私信）。この結果は、血インスレ一夕ーが植物体にお

いても機能することを示唆している。しかし、タバコBY2細胞では、転写活性

が強力なW35S全長プロモーターの発現をインスレ一夕一によって安定化

することはできなかった。この原因が植物特有に見られるmSであるなら、

実用的な安定発現系の構築には、インスレ一夕一によるp感触me肋抑鍬こ加

え、mS抑制技術を併用しなければならない。植物ウイルス由来の因子

（Pl用b騨0）の利用を始め、mSを抑制する技術の開発が待たれるところで

ある。また、これまでにMARによるposidon曲dの抑制が報告されてきたが、

解析結果に統一性が認められない。しかし、偶の効果を調べる実験のほと

んどがCaMⅥ5Sプロモーターを用いているため、本研究におけるインスレ一

夕ーの解析と同様に打GSの影響が加わっていると考えれば、結果に統一性を

求めるのは困難であろう。本研究の35Sコアプロモーターを用いた解析系によ
り、既知の岨の効果を調べる必要性を感じる。

また、本研究では外来遺伝子発現系に利用しうる有用プロモーターを単

離する方法論を確立し、単離したプロモーターは汎用されるQ瓜爪巧5Sプロモ

ーターに匹敵する転写活性を有していた。これは、本単離法の有用性を示して
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おり．、今後、種々の目的に対応したプロモーターの取得に利用可能である。さ

らに、内在性の（ウイルス由来ではない）プロモーターの探索によって安定発

現プロモーターが単離できる可能性も考えられる。実際、単離したプロモータ

ーの中で、棚打プロモーターは発現の不活性化が起こらないことが示された。

この発現安定化に機能する額域を、℃ⅥAbxの5－上涜側200毎に限定した

（ADH200）。発現安定化の分子メカニズムは非常に興味深いが、ADH200が

棚好適伝子の5－上涜シス額域（発現に正に働く額域）と重複していること

や榛物における解析系の制限などを考えると、その解明は容易ではないと予想

される。このような状況で、ADH加0がウニの解析系においてエンハンサー速

断活性を示したことが何らかの糸口になるかもしれない。いずれにしても、イ

ンスレ一夕ーやADH200の効果は、植物細胞におけるはじめての知見であり、

植物染色体上での遺伝子発現を解析する新しい切り口になると共に、外来遺伝

子の安定発現系構築の突破口を開く可能性を秘めている。また、〟班刀仔遺伝子

の5ⅥR‾が高い翻訳効率を示すことも外来遺伝子発現系（目的タンパク質の

高生産系）を考える上で重要な知見である。

序論でも述べたが、21世紀に向けて植物バイオテクノロジーが果たすべ

き役割は大きい。環境・食糧問題を解決するために真に実用的な植物を分子育

種する必要に迫られている。そのために、外来遺伝子を目的に応じて正しく発

現させる系の開発が急務である。外来遺伝子の発現を正しく制御することは、

現在、各方面で問題となっている遺伝子観換え植物の安全性を保証する上でも

重要な要素である。本研究の成果を実用的な遺伝子発現系へと発展させること

が、次の研究目標となる。

69

ー



謝　辞

本研究を行うにあたり、終始御指導を賜りました新名　惇彦教授に心か
ら御礼申し上げます。

直接御指導を賜りました吉田　和哉助教科有益な御助言を頂きました

関根政実助手、加藤晃助手に深く感謝致します○また貴重な御助言、御討

論頂きました赤坂　甲治助教授、大山　隆助教授に深く感謝致します。

本研究の共同研究者として御協力頂きました、柴田道夫博士（農水省・

野菜茶業試験場）、間竜太郎博士（農水省・野菜茶業試験場）、中井勇太氏

傾、味の素株式会社）、西川純一氏（甲南大学）、鈴木満恵氏、吉岡光

江氏、三原加寿代氏ならびに新名研究室の皆様に厚く御礼申し上げます。

最後に博士課程への進学を快諾し、惜しみない援助をして清いた父、な
らびに母そして家族に心から感謝します。

70



j

参考文献

Absaka，K，Nishimura，A，Takata，K，Mitsunaga，K，Mibuka，F．，Ueda，H．，H辻ose，S．，

Tsutsui，K，andShimada，H・（1999）・Upstreameleznentoftheseaurchinaryl餌1血tase

geneservesasaninsulator・CbllMoIBioIPoisy－Le－Grand）45，555－65．

All皿IG・C・，Hal11G・IJr・，Michalowski？S・INmanIW・ISpikerIS・，Weissinger！A∴K・，

andTbonpson，W・F・（1996）・ngh－leveltransgeneexpressi皿inplantcells：e鮎ctsofa

StrOngSCa放）ldattachnentreglOn丘0皿tOba∝0．PlantCe118，899－913．

Allen，G・C・）HalllG・E・IJf・I瓜ildsIL・C・）WeissingerIA・K？Spiker〉S・IandTbompson，

W・F．（1993）．ScafEbldattachnezrtregionsincreasereporter’geneexpressioninstably

tranSfbmedpl皿tCells．PlantCel15，603－13．

AJl，G・（1985）．Highヰfficiency transfo血on of cultured tobacco cells．Plant

Pbysiology7p，568－570．

Aparicio，0・M・，andGottsc山ing，D・E・（1994）・OveTC血gtelomericsilencing：a
traz＆aCtivatorcompetestoestabushgeneexpressioninacellcycle－dependentway．

Gen鴎Devβ，1133－46．

Ben，AC．，andFelsenfeld，G．（199？）．Stoppcdattheborder：bound訂iesandinsulators．

CmOpinGenetDev9，191－8・

Ben，AC．，West，AG・，andFelsenfeld，G・（1999）・TbeproteinCTCFisrequiredfbrthe

enhanCerblockingactivityofvertebrateizISulators．Ceu98，387－96．

Ben飴y，P・N・，Ren，L・，and Cha，N・H・（1990）・Combhatorialand synergistic

PrOPertiesofCaMV35Senhanc訂S血domains・EMBOJ9I1685－96・

Bevan，M．（1984）・BinaryAgrobacteriumVeCtOrSfbrplanttranSfbmation．Nucleic

Ad由ResJ2，8711－21．

Bi，X．，皿dBroadl，J・R・（1999）・UASrpgczmfunctionasaheterochromatinboundary

elementinyeast・GenesDev13IlO89－101・

Bhd，AP．，andWol蝕，AP・（1999）・Methylation－inducedrepres＄ion－－belts，braccs，and

dⅡOm血．Cd‖汐，451ヰ．

71



Blackwood，E・M・，and馳donaga，J・T・（1998）．Goingthedistance：aCurrentViewof
enhanCeraCtion．Science281，61－3．

BraunStein，M・，Sobel，R・E・，Al1is，C・D・，T皿er，B．M．，andBroach，J．R．（1996）．

王位cient transcriptional　silencmgin Saccharomyces cerevisiae requ皿S a

heterochromatinhistoneacetylationpattem・MoICellBio116，4349－56．

Breyne・P・，VaJIMontagu，M・，Dq）icker，N・，andGheysen，G．（1992）．Characteriiation

OfaplantscafEbldattachmentreglOninaDNA鮎gmentthatnormali2X，StranSgene

expressionintobacco・PlantCel14，463－71．

Brownell，J・E・，andAllis，C・D・（1996）・SpeCialHÅmfbrspeciaiocasions：linking

histoneacetylationtochromatinassemblyandgeneactivation・仇∬OpinGenetDev6，

Bulger，M・，andGroudine，M・（1999）・Leopingversuslinking‥tOWardamodelfbrlong－

distancegeneactivation・GenesDev13，2465－77．

Burcin，M・，Amold，R・，Lutz・M・，馳iser，B・，RungelD・，bttspeich，F・，Filippova，G・N・，

Lebanenkov，V・V・，andRenkawitz，R・（1997）・Negativeproteinl，W出chisrequiredfbr

functionofthechickenlysozymegeneSilencerinco卸nctionwithhormonereceptors，
isidenticaltothemultivalentzinc軸gerr甲reSSOrCTCF・MoICeuBio117；1281－8．

Chung，J・H・，Whiteley，M・，andFelsenftld，G．（1993）．A5Telementofthe血ickenbeta＿

globindomainservesisaninsulatorinhuzn皿erythmidcellsandprotectsagainst

POSitione蝕ctinDrospp血ila・Cel174，505－14．

瓜urch，G・M・，andGilbert，W・（1984）・Genomicsequencing．ProcNatlA飴dSciUSA

βヱ，1991－5．

Cockell，M・，andGasser，S・M・（1999）・Nuclearco叫artmentsandgeneregulation．Curr
OpinGenetDev9，199－205．

Cook・P・R・（1999）・Theorganizadonofr甲1icationandtrans血ption．Science284，
1790－5．

Corbin，V・，andM血iatis，Tニ（1989）・nerOleofspeci5cenhzncer－PrmOterideractions

intheDrosophilaAdhpromoterswitch・GenesDev3，2191－20．

72



Cofbin，V・，and Maniads，T・（1989）．Role of transaiptionalide血enceinthe
DrosophilamelanogasterA曲promoterswitch．Nabe33ろ279－82．

Corccs，V・G．，andGeyer，P・K（1991）・hteractionsofretrotransposonswiththehost

genome：thecaseofthegypsyelementofDrosophila．Tr孤dsGenet7；86－90．

Qothers，D．M．，Haran，T・E・，andNadeau，J・G．（199q）．hbinsicallybentDNA．JBioI

Cbem2丘ヲ，7093－6．

Csink，A．K，and Heniko払S．（1996）．Genetic mod近c如ion of heterochronatic

associationandnucleqorganizationinbosophila．Nattue381，529－31．

Cuvier，0．，Hart，C．M・，and L皿nli，U．K（1998）．IdentiB飴don ofa class of

Chromatinboundaryelenents・MoICbllBio118，7478－86．

DeRuberds，F・，馳dosh，D・，Hcnchoz，S・，Pauli，D・，Reutcr，G・，Sbuhl，K，andSpierer，

P．（1996）・nehistonedeacctylaseRPD3couderactsgenomicsilencinginDrosophila

andyc誠t．N血rcj朗，589－91・

Dehio，C．，and Schell，J・（1994）．IdendBcadon ofplant geneticlociinvoIvedin

POSttranSCripdonalmechadsmfbrmcioticallyreversibletransgenesilencmg．ProcNatl

AcadSciUSA91，5538－42．

DeLisle，AJ．，andFerl，R．J．（1990）．CbancterizadonoftheArabidoi）SisAdhG－box

b血dhg飴dor．Pl皿tCem2，547－57・

Dolfhs，R・，Jacobs，M・，Peacock，W・J・，and Demis，E．S．（1994）．DifEtredial
interactionsofpromoterelenentsinstressresponsesoftheArabidopsisA血gcne．Plad

PbysioIJαヲ，・1075－87・

Donze，D．，Adams，C・R・，R血e，J・，andEamakaka，R．T．（1999）．Theboundariesofthe

SilezICedHMRdomaininSaccharomyccscerevisiae．GenesDev13，698－708．

D脚ay，M・，Hwang，J・Y」，3Gong，M・，aZldYucn，H・L．（1997）．neacdvityofthesc＄

andscsTinsulatorelementsisnotdepende加OnChromosomalco血ext．MoICellBio117，

182－9．

Falb，D．，andManiads，T・（1992）・Aconservedrcgulatoryunitimplicatedindssue－

SPeCi丘cgeneexpreSSioninbosophila皿dman・GenesDev6，454－65・

73



Fhlb，D・，andManiatis，T・（199？）・Drosop血ilatranscriptionalrepressorproteinthatbinds

SpeCi5callytonegativecontrolelementsinfatbodyenhancers．MoICenBiol12，4093－

Fang，R・X・・Nagy，F・，Sivasubrananiam，S・，andCha，N・H・（1989）・Multiplecis
regulatory elementsformaxinalexpression ofthe cauliflowermosaic viruS35S

PrOmOterintransgenlCPlants・PlantCel11，141－50．

Fil如OVa，G・N・，Fagerlie・S・，menOVa，E・M・，Myers，C・，Delmer，Y．，Goodwin，G．，

Neiman，P・E・，Couins・S・J・，－andLebanenkov，V・V・（1996）・Anexcepdonany
COnSerVedtranscriptionalr甲reSSOTICrCFIemPloysdi蝕rentcombinatiozuofzinc

血gerstobinddivergedpromotersequencesofavianandmammalianc－myCOnCOgeneS・
MoICe皿BioIJち2802－13．

Fiznegan，E・J・；Peaco鴎W・J・，andDemis，E・S・（1996）・ReducedDNAmethylationin
Anbidppsisthalianaresultsinabnornalplantdevelopment・ProcNatlAcadSciUSA
ガ，8449－54．

Fourel，G・，Revardel，E・，Koering・C・E・，aZldG鮎on，E・（1999）．Cohabitadonof

hsulatorsazldsilenclngelementsinyeastsubtclomericreg10nS・EMBOJ18，2522－37．
●

Ffancastel，C・，Walters，M・C・，Gmudine，M・，aZldMadin，D・Ⅰ・（1999）．Afuncdonal

enhancersuppressessilenclngOfatransgeneandpreventsitslocalizationcloseto

∝皿加me扇ch由一o血oma血・Cd‖汐，259－69．

G鮎ZZler，M・，Vazquez，J・，aJldSchedl，P・（199り・neZw5protein，aCOmPOnentOfthe

lSCSChroma血domainbouzldary，isabletoblocke血cer－PrOmOterinteraction．Genes
De寸Jj，2098－107．

Gdula，D・A・，Gerasimova，T・Ⅰ・，andCorces，V．G．（199句．Geneticandm。1e。ular

analysisofthegypsychromatininsulatorofDrosophila・ProcNa也AcadSciUSA93，

Gerasimovq・T・Ⅰ・，andCorccs，V・G・（1998）・Polycombandbithoraxgroupprot血s

me血tethefunctionofa血oma血insulator．Cel192，511－21．

Geyer，P・K，and brces，V・G・（1992）・DNAposition－SPeCi丘crcpression of

transcripdonbyaDrosophilazincfingerprotein・GenesDev6，1865－73．

74

－

L



GTant，S・R．（1999）・Dissectingthemechanismsofposttranscriptionalgenesilencing：

divideandconquer．Ceu96，303－6・

Gu，W．，andRoeder，R・G・（1997）・Activationofp53sequence一甲eCi5cDNAbindingby

aatyladonofthep53C－teminaldomain・Cen90，595－606．

Hart，C．M．，Zhao，K，and hemInli，U・K．（1997）．ne scs，boundary element：

Chamcterizationofboundaryelement－aSSOCiatedfhctm．MoICellBiol17；999－1009．

Hartzog，G．A．，and％ton，F・（1997）・Nucleosomesandtransdpdon：reCentlessons
fromgenetics．CurrOpinGenetDev7；192－8・

Hebbes，T．R．，Clayton，AL・，Tbome，A・W・，and伽me－Robinson，C．（1994）．Core
histonehyperacetylationco－maPSwithgeneralizedDNaseIsensitivityinthechicken

beta－globinchromosomaldomain・EMBOJ13，1823－30・

Hecht，A，L訂OChe，T・，Strahl－BoIsinger，S・，Gasser，S－M・，andGrunStein，M．（1995）．

HistoneH3andH4N－teminiiMwithSm3andSR4proteins：amOlecularmodel
fbrthefomationofheterochromatininyeast．Ceu80，583－92．

Holmes－Davis，R．，andComai，L・（199り・Nudearm血attad皿entregionsandplazrt

geneexpression・TmdsinPlantSciencc3，91－97・

HoIstege，F．C．，JennizlgS，E・G・，Wyrick，J・J・，Lee，T・Ⅰ・，Hengartner，C・J・，Green，M．R．，

Golub，T．R．，L血，E．S．，andYoung，R・A（1998）．Disscctingtheregulatorycir00iby
Ofa呵Odcg孤Ome・Cd＝げ，717－28・

Ho喝，L・，Schroth，G・P・，Matthews，H・R・，Ya叫P・，andBradbury，E・M・（1993）・St

OftheDNAbindingpropertiesofhistoneH4aminotem血s．nemaldenaturation

StudiesrevealthataccbrladonmarkedlyreducesthebindingconstantoftheH4Mtai1”to

DNAJBioICbem268，305－14．

h血0ちA，Y叫払XJ・，0訂y血，Ⅴ・Ⅴ・，純血血塊Y・，Wo旺k，A・P・，皿dGらH・（1997）．

A虎tylationofgcneraltranscripdonfactorsbyhistoneacetyltrans知ases・CurrBio17；

689－92．

Iyer，V．，and Struhl，K（1995）・Poly（dA：dT），aubiquitous promoterelementthat

＄timulatestransdpdonviaitsi加血sicDNAstruCttlre．EMBOJ14，2570－9．

75



JefEtrson・R・A，馳vanagh・T・A・，andBevan，M・W・（1987）．GUSfusions：beta－

glucumidaseasasensidveandversatdegenefusionmarkerinhigherplants．EMBOJ
∂，3901－7．

Jones，P・L・，Vemtra，G・J・，Wade，P・A・，Vemaak，D・，Ⅹ誠SIS・U・ク血dsberger，N．，

Strouboulis，J・，andWolfEt・AP・（1998）・MethylatedDNAandMeCP2recmithistone

deacetylasetorepress叫tion．NatGenet19，187－91．

Ehdonaga，J・T・（1998）・Edkaryotictranscripdon：aninterlacednetworkoftranscripdon

factorsandchromatin－mOdifying皿aChines．Ckl192，307－13．

bsschau，KD・，andChzrington・J・C・（1998）・Acounterdefhsivestrategyofplant
ViruSeS：SuPPreSSionofposttranscriptionalgenesilen血g・Cen95，461－70．

Keuum，R・，andSch叫P・（1992）・Agroupofscseleznents如ctionasdomain
boundariesinanenhazICer－blockingassay・MoICeuBiol12，2424－31．

Xdhm，R・，andSchedLP・（1991）・Aposidon－efftctassayfbrboundariesofhigher
Orderchromosomaldom血s・Ql164，941－50．

Kingston・R・E・，andNdikar，G・J・（199g・AIT－dependentrcmodclhgandacebrladon
asregulatorsofchromatinfluidity・GezleSDev13，2339－52．

Ⅲ孤0V沌M・，蛸00加，k軋PぬS叫H・F・，C弧ちAF・，地租C・叫Goo血丸G．
HりN血叫P・E・，弧dLoban引止0V，Ⅴ・Ⅴ・（1993）・打qa∝皿弛Ⅳ虎＝肌de訂触∝

req血dfbrpptimaltranscriptionaladivityofthechickenc－myCgene，isanll－Zh一

軸gerproteindifEtrendauyexpressedinmitiplefoms・MoICenBiol13，7612－24．

bch・KA，andThiele，D・J・（199g・Fbncdonalanalysisofahoznppolymeric（dAJT）

…空竺やat？rOVidesnucleosomala∝eSStOyeaStandmamaliantrLskipd。n、fact。rよ
JBioICbem274，23752－60．

粒血塊G・R，皿dM如血s叩，H・G・（1981）・恥d印SOmeSWⅢnot如mondouble＿

StrandedRNaorovcrpoly（dA）・POly（dT）tractsinreconbinantDNA．恥cleicAcidsRes

XyozukqJ・，Ouve・M・，Peacock・W・J・，Demis，E・S・，ZmdShimanoto，K（1994）．
Proznoterelenentsrequiredfordevelopmentalexpressionofthe・m舷eAdhlgenein
trazISgenicrice・PlantCe116，799－810．

76



Lamond，AI．，andE乱mShaw，W．C．（1998）．StruCtureandfunctioninthenucleus．

Sdence2β0，547－53．

Lebanenkov，V．V．，Nicolas，R．H．，A瓜er，V．V．，Paterson，H．，Ⅹ1enova，E．M．，

Polots叫a，AV．，andGoodwin，G・H・（1990）・Anovelsequence－SPeCi5cDNAbinding
PrOteinwhichinteractswiththreeregul訂1yspaceddirectrepeatsoftheCCCrC一皿Otif

inthe5一－flankingsequenccofthechickenc－myCgene・Oncogene5，1743－53・

I．ogem皿n，J．，Schell，J．，andWilhit2W，L・（1987）・Improvedmethodfbrtheisolation

OfRNA丘omplanttissues．AnalBiochem163，16－20・

bo，SりandRine，J．（1994）．Silencqsanddomainsofgener血drepression．Science

2朗，1768－71．

Luger，K，Mader，AW・，Richnond，R・K，Sargent，D・F・，andRid皿Ond，T・J・（1997）・

Crystalstructtmofthenudeosomecoreparticleat2・8Aresolution・Nature389，251－

60．

Madin，D．Ⅰ．，Fiering，SりandGmudine，M・（1996）・Regulationofbeta－globingene

expression：Straighteningouttheloms・CmOpinGenetDev6，488－95・

Matike，M．A，andhhtike，AJ．（199り・EpigcneticsilencingofplanttranSgeneSaSa

COnSequenCeOfdiveTSeCellulard血ceresponse＄・CeuMolLiftSci54，94－103・

Metzla払M．，ODcll，M．，Quster，P．D．，andFhveu，R．B．（1997）．m一皿ediat

de騨Idationanddal00neSynthaseAs弘encinginpetmia・Cen88，845－54．

Millar，A．J．，Shod，S．R．，and馳atsuka，K（199？）．Fireflyluciftrascasareporterof

regulatedgeneexpressioninhigerplad・PladMolecularBiologyReporterlO，324－
337．

Mibt，EりStrouboulis，J．，職mbom，T．，W筍gerde，M．，deBoer，E．，hngeveld，A．，¶m－

Un，K，Vergeer，W．，Ya皿OutSOS，N・，Grosveld，F・，and Ftaser，P．（1996）．

Hetcrochromatin efEtcts on the Bequency and duration of LCR－mediated gene

transcription・Cen87，105－14・

MlymarOVa？L・Ibonen，AIHeldens，J・ナJansen）R・C・，馳i2X｝r，PっStiekema？W・J・Iand

Nap，J．p．（1994）・ReduccdpositionefEtctinmattuetrangenicplantsconftrredbythe

血ickenlysozymematrix－aSSOCiatedreglOn・PlantCel16I417－426・
●

77



Morciuo・P・，Rosen・C・，BayHes・M・K・andDorseqD・（1997）・侃p，awidely
eXPr讐Sed＿Chrom？SOmalproteinrequiredforsegmentationandacdvityofaremotewin主

marginenhanCerinDrosophila・GenesDevll，2729－40．

Morcino・P・，Ros印，C・，andDo胱鴫D・（1996）・Genesregulatingtheremotewing

marginenhancerintheDrosophilacutlocus・Genetics144，1143－54．

MuchardbC・，andYaniv，M・（1999）・Tbem弧malianSWySNFconplexandthe

COntrOlofccllgrow也・SeminQ11DevBio110，189－95．

M叩，G・C・，andTbo叩SOn・W・F・（198q）・Rapidisoladonofhighmolecularweight
DNA■NucleicAcidsReserch8，4321－4325．

Nagata・T・（1987）・hteracdonofplantprotqplastanduposome・MethodsEnzymO1148，

Nbn・Ⅹ・，Ni・H・H・，Johnson，C・A，L血erty，C・D・，T皿er，B・hL，Eise皿an，R．N．，and

Bird・A（1998）・馳nscriptionalr甲eSSionbythemethyl－qG－bindingproteinMem
invoIve＄a血istonedeacetylasecoznplex・Nature393，386－9．

0址餌出，S・，andLevine・M・（199り・GAGAmediate＄theenhancerblockingacdvityof

也eevepromo也rin也e伽鵬叩姐aemt町0・G孤鵡DevJ2，3325一犯

Palla，F・，MelB，R・・Aneuo，L・，DiBemardo，M・，andSpinelu，G・（1997）．E血皿Cer

blo血ga感吟lo矧kdn卸也e3・孤dof鮎駈au一曲血yH払肋批gene．加c
N細AcadSciUSA94，2272－7．

Pardue・M・L・，andHemig・W・（199q）・Heterochromatin：junkorcouectorsiten？

CbromosomaJα），3－7．

Pazin・M・J・，andKadonaga，J・T・（1997）・SW抑andrelatedproteins：AⅣ一
皿OtOrSthatdisruPtPrOtein－DNAinteractions？Cen88，73740．

PikaQ軋J・，Recinas4bzBa・F・，andFelsenfe1d・G・（1998）・Lossofbansdptibnal

adivityofatransgeneisaccompaniedbyDNAmethyladonandhistonedeacetyladon

andisprevezltedbyinsulators・GenesDev12，2852－62．

馳0他，Ⅴ・（1997）・PcG∞mplex鴎弧d血皿血s肋血＆仇Ⅱq血G批tDevろ
249－58．

78



Prunell，A（1982）・Nucleo＄OmereCOnSdtutiononplasmid－insertedpoly（dA）・POly（dT）・

EMBOJヱ，173－9．▲

Pryde，F．E．，andLeuis，E・J・（1999）・umitadnsofsilencingatnativeyeasttelomeres・

EMBOJJβ，2538・50．

Ptashne，M．，andGann，A．（1997）．Tmnscriptionalactivadonbyrecmibent・Nature386，

569－77．

Ratcli払F．，Harrison，B．D．，andBaulcombe，D・C－（1997）・Asimilaritybetweenviral

deftnseandgenesilenclnglnPlants・SCienα276，1558－1560・

Razin，A（199り．qGmethylation，ChromatinstruCtureandgenesilencing－athreeJWay

C皿eCdomEMBOJJろ4905－8．

Ren，B．，皿dManiads，T．（1998）．Regulati皿OfDrosophilaA血promoterswkchhgby

azLinitiator－targetedrepressionnechanism・EMBOJ17？1076－86・

Rippe，K，VOnHippel，P・H・，皿dLmgowski，J・（1995）・Adonatadistance：DNA－－

loopingandinidationofhansQiption・T托ndsBiochemSci20，500－6・

Robine仕，C．C．，0，Comor，A，and DunaWay，M・（1997）・Tberepeat oTgani2W，a

SPeCializedinsulatorelem亡ntwithintheintcrgenicspaccroftheXcnopusrRNAgenes・

MoICdlBioIJろ施75．

Rouins，R．A．，Morcillo，P．，andDorsett，D・（1999）・Nipped－B，aDrosophilahomologue

ofchromosomaladherins，PardcipatesinacdvationbyremoteenhanCerSinthecutand

Ul出血i也Or拡g皿岱．G孤d侶J㍊，577－93・

Rosenan，RR．，Pirroぬ，V．，aZldGeyer，P・K（1993）・Tbesu（Hw）proteininsulates

expressionofthcbosophnamclanogasterwhitegenefromchromosomalposition－

e飴㌍臨．EM丑OJJ2，435－42．

Schiebel，W・IPeussier？T・IRiedelIL・ITLaheir，SりSchiebellR・JX£mPeID・ILettspeichク

F．，Sanger，H・L・，皿dWassenegger，M・（1998）・IsolationofanRNA－directedRNA

polymeraSe－SPeCiaccDNAc10nebmtomato・PlantCeulO，2087－101・

Short，J．M．，Femzmdez，J．M・，Sorge，J・A・，andH血把，W・D・（198り・血b血ZAP：a

bacteriophagelambdaexpressionvectorwithinvivoexcisionproperdes・NucleicAcids

ResJ古，7583－600・

79



Singh・J・，andXlar，AJ・（1992）・Adivegenesinbuddingyeastdisplqyenhanced血vivo

accessibiutytoforeignDNAmethylases：anOVelinvivoprobeforchromatinstruCture
Ofyeast・GenesDev6，186－96．

Smith，H・A，Swaney，S・L・，Parks，T・D・，Wemsman，E・A・，andDougherty，W．G．
（1994）・ThsgenicpladviruSreSistancemediatdbyuntranSlatableseme鮪As：

eXPreSSlOn，r卸Iation・皿dfateofnonessendalRNAs・PlantCeu6，1441－53．

Struhl，K（1998）・fHstoneacetyladonandtra皿Sdpdonalregdatorymechmisms．Genes
DevJ2，599一甜6．

Sun・F・L・，andE蜘・S・C・（1999）・Puttingboundariesonsi血ce．Cen99，459－62．

Thsh色va・E・SりZmdRoufa，D・J・（1994）・DenselymethylatedDNAislandsin

皿ammalianchromosomalrq）1icadonongns・MoICenBiol14，563644．．

n皿訂，B・叫皿dOW叫L・P・（19呵・H如mea呵1a血min血om血弧d
Chromosomes・SeminCcuBio16，229－36．

Udvardy・A（1999）・Dividin芦the叩pire：boundaTyChromatinelementsde血itthe
te血町Of切血m∝那．EMBOJ拷1－8．

Ⅴ皿B仙叫鼠，Ⅴ由トd訂G呵N・，Mol，J・N＝軋，孤dE00叫J・M・（199句．

馳nsgene一皿地雨叩∬Sionof血血nes”血那e叩托SSim血托血血hyb地
resultsfromanincreseinRNAtumover・PladJournal6，861－877．

Vauche叫H・，Becun・C・，H皿ayan，T・，Feuefbach・F・，Godon，C・，MoreLJ．B．，

Moumin，P・，Palauqui・J・C・，andVemhettes・S・（199り・職msgcne－inducedgene
Silenclngmplants・PlantJ16，651－9．

Vostrov，AA・・andbtschke，W・W・（1997）・Tbezinc軸gerprotein打CFbindstothe

nBbetadomainoftheamyloidbeta－PrOteinpremrsorpromoter・Evidenceforarolein
trazISCriptionalactivation・JBioIChem272，33353－9．

Wang・J・C・，andGiaev鴎G・N・（1988）・AcdonatadistancealongaD軋S血α240，

W由拙gger・軋andPeliss桓・T・（1998）・A皿OdelforRNAqediatedgenesi血血g
izlhigherplantS・PlantMoIBio137；349－62．

80



Wol蝕，A－P．，andPruSS，D・（1996）・Targ血gchromatindisruPtion：Tm皿Sdp

re如血0持仏誠a∝呼l細目血ton鵡・G劇‖対，817－9・

Zhao，K，H叫C．M．，andL旭m皿Ii，U・K（1995）・Visualizationofchromosomal

domainswithboundaryelement－aSSOCiatedfactorBEAF－32・Cku8l・879－89・

Zhong，X．P．，皿dhgeLM・S・（1999）・EhhanCCr竜lockingactivitywithintheDNaseI

hypersensidvesite2to6regi皿betwecntheTCRalphaandDadlgenes・JtEZ皿皿01

J（臼，295－300．

Zhou，J．，Ashe，H．，Burks，C．，皿d血e，軋（1999）・C血acterizadon ofthe
trawecdozlmediatingreglOnOftheabdomhal－BlocusinDrosophila・Development

ヱ2古，3057－65．

「

81



関連論文

Nagaya，S・，Nakai，Y・，馳to，K，Sekine・M・，Yoshida，K〉andS血yoIAIsoladonof

grow也phase呼eCi6cpromoters fmmculturedtobaccocells・J・Biosci・Bioeng・
（accepted）

Nagaya，S・，Yoshida・K，Bhto，K，Akasak？，K，甲dShizmyo，AProtection

inactivationofastablyintegratedtrzmsgeneusmganinsulatorinculturedtobaccocells．

（血pr甲奴鵬0ヰ）

Nagaya，SりYos血ida，K，R如，K，andS址myo，A5，upstreamregionof棚gene

CanSuPpreSSVariadonoftransgeneexpressioninculturedtobaccoce11s・（inpreparadon）

特許取得事項

プロモーター2種仰矧搾プロモーター、血プロモーター）に関する特許
申請

出願日：平成10年2月6日

出願番号：特許平10－26253号

名称：プロモーター遺伝子

発明者：新名　惇彦他

血インスレ一夕一に関する特許申請

出願日：平成10年Ⅰ2月9日

出願番号：特許平10－349625号

名称‥植物において外来遺伝子を安定に発現させる導入方法

発明者：新名　惇彦他

州舶打プロモーターに関する特許申請

出願日：平成11年11月19日

出願番号：特許平11－329400号

名称：植物において外来遺伝子の発現を安定化させるDNA断片、外来遺伝子

を安定に発現させる遺伝子導入方法、外来遺伝子を安定に発現させた形質転換
植物

発明者：新名　惇彦他
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