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1．序

生物は、個体を形成、推持し、次の世代へ自己の形質を受け渡すという作業

を太古から繰り返している。この生命活動は高度に制御された結果成り立つも

のと考えられる。例えば、私たちヒトの体は、受精卵という単一細胞から発生

し、増殖と分化の結果、膨大な数の細胞がおそらく何万という異なった分化状

態にあり、協調的平衡状態を保って存在している。ヒトゲノムの32億塩基村の

うち、意味のある情報（主にタンパク質）をコードしている遺伝子数は約31，000

個とされている＠altimore，2001）。私たちは正常な生命活動を行うために、この

膨大な数の塩基の中から必要な情報を必要な時に必要な量だけ、的確に取り出

している。

ゲノム上の情報を読み出す最初の段階は「転写」とよばれ、真核生物におい

ては三種類存在するRNA合成系のうちRNAポリメラーゼIIが、DNAをタンパ

ク質合成の鋳型となるmRNAに変換する。DNA上には転写のための様々な信号

が存在するが、その中からRNAポリメラーゼHは、転写開始点付近に目印のつ

いたm構造（プロモーター）を認識する必要がある。プロモーターは、転写

開始部位を含み、最低限の転写量の保証に関わるコアプロモーターと、近傍の

調節エレメントを含む100～250bpのmA配列から成り、転写の基本水準の維

持に関与するDNA配列である。プロモーターのさらに遠方（転写開始点から～

30kb；上流、下流を問わない）にも調節エレメントは存在し、これはエンハンサ

ーと呼ばれる。通常それぞれの遺伝子は複数の調節エレメントをもち、その組

み合わせが遺伝子発現の特異性を規定していると考えられている（古久保、

1996）。転写開始位置であるコアプロモーターは正確に認識される必要がある

が、真核生物のRNAポリメラーゼⅡは、単独でコアプロモーターを読みとるこ

とができず、基本転写因子などと呼ばれるタンパク質性因子と共に巨大な複合

体を形成することで、膨大な遺伝情報をもつゲノムDNAの中から転写開始部位

を探し当て、転写を開始することができるようになる（Orphanidesetal．，1996）。

基本転写因子（現在ではTFIIA，TFIIB，TFIID，TFIIE，TFIIF，TFTIH（TFII；

TranscriptionfactorsfbrRNApolymeraseII））が知られている）とRNAポリメラー

ゼⅢからなる転写開始複合体は、コアプロモーター上に形成されるが、この複

合体形成過程については二つのモデルが提唱されている。一つは、コアプロモ

ーター上に基本転写因子やRNAポリメラーゼHなどが順々に集結し、安定な

複合体を形成した後、基質であるrNTPが加えられると転写反応が開始する

（Buratowskietal，1989）というモデル（Astepwiseassemblymodel）である。他方は

RNAポリメラーゼII自身がDNA非存在下でも基本転写因子TFIIB，TFIIE，

TFIIF，TFIIHやメデイエーター（RNAポリメラーゼIIの最大サブユニット

carboxy－teminalrepeatdomain（CTD）と安定に結合する複合体。転写調節因子から

のシグナルを伝える仲介因子として働き、転写開始に関与する）との間で複合
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体を形成し（ホロエンザイムと呼ばれる）、あらかじめ叩Im，mAと結合し

ているプロモーターにホロエンザイムがエントリーして転写が開始する

（Serizawaetal・，1994，Koleskeetal・，1994）というモデル（Apre－aSSemblymodel）で

あり、実際に細胞内で起こっている現象に近いのは後者であると考えられてい

る0　しかし、これら全ての基本転写因子が全てのプロモーターからの転写開始

に必要なわけではなく、プロモーターの種類や鋳型となるmが線上か螺旋状

かで必要とされる基本転写因子が異なるという知見も得られている（Parvinet

al・，1992，UshevaandShenk，1994）。

コアプロモーターはTATAボックス、イニシエーター、DPE（downstream

PrOmOterelement）配列（イニシエーター下流の約7塩基の配列）（臥rkeand

Kadonaga，1996）、BRE（theIIBrecognitionelement）配列（Lagrangeetal．，1998）な

どの特徴的な複数の配列から構成される。コアプロモーターはその種類により、

含んでいる配列が異なる。例えば、DPE配列はTAmボックスを含まない

TATA－1essプロモーターのみに見られ、DPE配列と機能が重複すると考えられる

TAmボックスを持つプロモーターではこれまでのところ見つかっていない

匹utachandKadonaga，2000）。また、TATAボックス、DPE配列ともに転写開始

点からの距離は厳密に規定されている（古久保、2000）。BRE配列はいくつか

のT肌ボックスを含むプロモーターに存在し、mボックスのすぐ上流に位

置してTFIIBe）コアプロモーター認識能を高めている軋agrangeetal．，1998）。

基本転写因子のうちTFⅡDはコアプロモーターに結合する最初の因子であり、

他の基本転写因子とRNApolymeraseIIが転写開始複合体を形成するための要と

なる仲uratowskietal．，1989）ことから注目を集めていた。1988－1989年に出芽酵

母の租抽出液から晴乳類のTFmによく似たT肌ボックスに結合するタンパ

ク質（TATAboxbindingprotein；TBP）が単離されると、酵母、植物、ショウジョ

ウバエ、ヒトなどのTBPが次々にクローニングされた（BurleyandRoeder，1996）。

当初、TBPはTFIIDそのものであることが期待されたが、いくつかの点でTFIID

とは異なっていた。まず、TBPの分子量（38KDa）がTFIID（数百KDa）に比べ

て非常に小さいこと、そしてアデノウイルス主要後期遺伝子プロモーターの

DNaseIフットプリントで、TFIIDは－40～＋35までをプロテクトする叩akqjimaet

al・，1988）のに対し、TBPはTATAボックス部分しかプロテクトしない（Hoeyet

山・，1990）という違いがあった。さらに機能面においても大きな差異が見られた。

再梼成転写系において、TBPは転写調節因子の存在下、非存在下のどちらでも

一定レベルの転写呈しか示さず、TF皿に見られるような転写調節因子に対して

反応し、転写量を増幅する能力を欠いていたのである（Ho用n弧netal．，1990，

Perersonetal・，1990）。このことから、TFTIDは、TBPとこれに結合したタンパク

質群からなる複合体であることが考えられ、TBPのもつ基本的な転写機能に加

えてコアクチベーター能（転写調節因子の働きを補助する能力）を持つ分子で

あることが示唆された。そして、TBPと結合し、転写調節因子からの信号を転
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写量の増減に変換する上で必須の分子と考えられるタンパク質群（TBPassociated

factors；TAFs）の取得が行われた。

TFIIDの精製はジョウバエの核抽出液から、TBP抗体を用いていくつかのグル

ープにより行われ、TBP以外に約10個ほどのポリペプチドを含む蛋白質複合体

が単離された＠urleyandRoeder，1996）。また、ショウジョウバエ以外にもヒト、

酵母などから相同性のみられるTAFsが報告され、ショウジョウバエのTFIIDと

ほぼ同じ構成をしていることがわかった＠urleyandRoeder，1996）。現在までに、

図1－1のようなTAFsがクローニングされている。さらに最近では電子顕微鏡や

image－reCOnStruCtion法によりTFHD全体の立体構造が解析され、TBPと同様の鞍

型構造をしていることが分かっている（Andeletal．，1999，Brandetal．，1999）。

ショウジョウバエでTFIIDサブユニットが精製、クローニングされると、TAFs

の役割として期待されていたコアクチベーターとしての機能を明らかにするた

めに、TAFsと転写調節因子との相互関係が解析された。これを最も直接的に示

したのが¶ianらのグループが行った、組み換え体TBP，TAFsを用いた試験管内

での実験である。1994年、試験管内で機能的なTFm複合体の再構成が成功し

（Chenetal．，1994）、代表的な転写調節因子に対して必要なTAFsの組み合わせが

検討された。すると、どの転写調節因子の場合にもTBPとTAF250（TFIIDサブ

ユニットの一つ；数字は分子量を表す）は必須であり、さらにそれぞれの転写

調節因子と特異的に相互作用するTAFが加われば弱いながらも転写活性化が再

構成されることが示された（Chenetal．，1994，Tnutetal．，1995，Saueretal．，1995）。

このようなヒトの試験管内再構成系を用いた研究により、TF皿は転写活性化に

おいて必須であると考えられてきた。しかし、酵母の試験管転写系ではTAFに

非依存的なTBPのみによる転写活性化が知られており（Kimetal．，1994）、最近で

は、ヒトの試験管転写系でもTBPのみのTAF非依存的な転写が報告された

（Fondelletal．，1999）。DNAマイクロアレイを用いた酵母細胞内の実験でも、TAF

は全ての遺伝子の転写に必要ではないことが示されており（HoIstegeetal．，1998，

Green，2000，I．eeetal．，2000）、現在では転写活性化におけるTAFの機能の必要度

は、場合により変化するらしいと考えられている。

また、前述したようにTF【Ⅲが直接コアプロモーターを認識することが知ら

れていたPakqjimaetal．，1988）ので、Tjianらは再構成したTR旺Dを用いてイニ

シエーターを認識するTAFsの探索を行った。その結果、TBP，TAF250，TAF150

はDNaseIフットプリントにおいてTFIIDで見られるのと同様な領域をプロテク

ションすること、この3者の複合体はT肌ボックス、イニシエーターの両者

を含むコアプロモーターを特異的に認識することが明らかになったⅣenjjeret

al．，1995）。さらなる解析から、最近ではTAF250－TAF150複合体がイニシエータ

ーを認識すると考えられている（ChalkleyandVerrijzer，1999）。一方、コアプロモ

ーターのDPE配列は、ドロソフィラ（d）TAF60－dTAF40複合体が認識すると考え

られている（BurkeandKadonaga，1997）。また、イニシエーターとTFIIDの相互

3
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作用はTR旺AやTIC（TAFIIandinitiator－dependentcofactors）と呼ばれる他の転写因

子により制御されるという知見や（Maninezetal・，1998a）、当初はTBPに結合し

て転写を抑制する分子として同定されたNC2が、D陀を含むプロモーターの転

写に必要であるという知見もある（Willyetal．，2000）。

ところで、生体内でTR旺Dを含む基本転写因子や卿Aポリメラーゼが、コア

プロモーターに結合して転写反応を進めるためには、まず、真核生物の染色体

DMがとるクロマチンと呼ばれる高次構造を局所的（プロモーター付近）に変

換する必要がある0クロマチンはヒストンオクタマー（コアヒストン

（H2A，H2B，＝3，＝4）各2分子ずつの8量体より構成される）が基本構造単位で

あり、この周りに146塩基対のDMが約2回転巻き付いた構造をヌクレオソー

ムコアと呼んでいる（WorkmanandKingston，1998）○クロマチン構造の変換は、

調節エレメント（特異的塩基配列）を認識する転写調節因子を介してプロモー

ター上にリクルートされると考えられている（Brownetal・，2000，Vignalietal．，

2000）、クロマチンリモデリング因子により行われる。クロマチンリモデリング

因子は、ATP依存的にヌクレオソームのリモデリングを行うSWI／SNF様複合体

とヒストンアミノ末端のリジン残基をアセテル化する鮎T（Histone

acetyletransftrase：ヒストンアセテル化酵素）複合体に大別される（Kingstonand

Narlikar，1999）0クロマチンリモデリング因子によりコアプロモーター付近のヌ

クレオソームがリモデリングされることで、転写開始複合体がコアプロモータ

ーに結合できるようになると考えられている。現在では、前述したAstepwise

assemblymodelやApre－aSSemblymodelに基本転写因子やメデイエーターだけで

なく、クロマチンリモデリング因子も加えられている（LemonandTjian，2000）。

近年、TFIIDに含まれるいくつかのTAFが鮎丁複合体にも含まれることが示

されている（Brownetal・，2000）。ヒトではPCAF（P300／CBP－aSSOCiatedfhctor）複合

体（Ogryzkoetal・，1998）、STAGA（SPT3－TAm31－GCN5－Lacetyltransftrase）複合体

（Martinezetal・，1998b）が、出芽酵母ではSAGA（Spt－Ada－Gcn5－aCety1transftrase）複

合体（Grantetal・，1998）がTAFを含んでいることが明らかになった。出芽酵母

のTFIIDとSAGAは現在までに少なくとも5種類のTAF（TAF90，TAF60，TAF17，

TAF61，TAF25）を共有していることが知られており、それぞれの複合体中で、

mIDはTAF145（ヒト（h）TAF25O／ドロソフィラ（d）TAF25O／230の出芽酵母ホモロ

グ）、SAGAではGCN5が鮎丁活性を有している（図1－2）。TR旺DとSAGA

に共通に含まれるT∬の多くは、ヒストンとよく似た構造（ヒストンフォール

ド）を持つ。1996年にdTAF40（11－95a・a・）－dTAF60（1－82a．a．）複合体（酵母では、

yTAF17－yTAF60に相当する）の結晶構造解析が行われ、一次構造から予測され

ていたように、ヒストン＝3′＝4のヘテロ4量体とよく似た構造をとることが示

された（Xieetal・，1996）。またdTAF30α′28，hTAF20／15，yTAF61がヒストン

H2B様ドメインをもつことから、TFIID（及びSAGA）の内部にヒストン8量体

に似た構造があるのではないかと推測されていた（BurleyandRoeder，1996）。最
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近になって、dTAFllO，hTAF135，yTAF48（以上はTF旺D特異的TAF），yADAl

（SAGAのコンポーネント）がヒストンH2A様配列を持ち、hTAF2O／15とhTAF135

及び、yTAF61とyADAlが結合することが示された（Gangloffetal．，2000）。さら

に、yTAF17（ヒストンH3様），yTAF60（ヒストンH4様），yTAF61（ヒストンH2B

様），yTA円8（ヒストンH2A様）による8量体が試験管内で再構成されている

（Se11ecketal．，2001）。このヒストン8量体様複合体を形成したTAFs（及び

yADAl）はINAに結合してTF【IDやSAGAをプロモーター上で安定化させてい

ると考えられているが、まだ証明されていない。また、TFTID特異的なTAFで

あるhTAF28（113－201a．a．）－hTAF18（14－75a．a．）複合体（酵母ではyTAF40－yTAF19）

の結晶構造も解析され、ヒストンフォールドを取ることが明らかになっている

（Bircketal．，1998）。

このようにTF皿またはTAFは転写制御において重要な役割を果たしている

と考えられる。本研究の前半部分では、転写調節因子が標的分子に結合した後、

どのようにして転写反応が促進されるのか、という転写の基本と考えられる分

子機構の解明をめざし、TFHDのサブユニットの中でもTFIID特異的に存在する

TAF145の機能解析を行った。後半では、最近示されているTFIIDの多様性＠ell

andTora，1999，Green，2000，AlbrightandTjian，2000）が、初期胚の転写制御に関与

している可能性を考え、ウニの0は遺伝子をモデルとして、その発現時期にTAm

ボックスが与える影響を検討した。
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T円ID

Drosoph‖a

dTAF

Human Yeast

hTAF yTAF：

150

230

80

？

150

250／CCGl

100

55

Prodos TaubeNus＄

30α

60

110

155

30β

？

24

40

TBP

20／15

80

135

140

28

30

18

31／32

TBP

150／TSMl

145

90

67

65

61

60

48

47

40

25

19

17

TBP

図1－1・ショウジョウバエ、ヒト、出芽酵母におけるTFIIDサブユニットの構成

及びそれぞれの対応関係
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MstoneicetyKransferase（HAT）

histone H2Alike

SharedTAF

Simita血y

histoneH41ike

histoneH31ike

histoneH2BIike

histonetike

histonelike

histonelike

histone H31ike

histoneH41ike

histoneH2Alike

histone】ike

TF”D SAGA

TRAI

TAF145　　　　　GCN5

TAF150

TAF48

TAF90

TAF60

TAF17

TAF61

TAF25

TAF67

TAF65

TAF47

TAF40

TAF19

TBP

TAF90

TAF60

TAF17

TAF61

TAF25

SPT3

ADAI

ADA2

ADA3

SPT7

SPT8

SPT20／ADA5

図1－2．出芽酵母におけるTFIIDt SAGAのサブユニット構成の比較

TAF90，TAF60，TAF17／20，TAF68／61，TAF25はどちらの複合体にも共通に含まれている。

TAF130／145，GCN5はHAT活性を有する。TAF19，SPT3は構造上の類似性が指摘されている。

7



TAND欠失型tqf145遺伝子と合成致死性を示す

NSL遺伝子群の単離と解析
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2－1．序論

序で述べたように、TF旺DはTBP（TATAbindingprotein）とTAFs（TBP－

associatedfactors）からなる基本転写因子であり、基本転写だけでなく、転写調節

因子による転写活性化に重要な役割を果たす。TAFsのうちでもTAF250は、イ

ニシエーターの認識、転写活性化の両者に必要であることから、TBPとともに

機能的なTFIIDを構成するのに重要であることが考えられる。さらに、TAF250

は酵素活性を重複してもつ分子としても他のTAFsと異なる性質を持つ。TAF250

（ヒト（h）TAF250，ドロソフィラ（d）TAF250n30）はN末端側とC末端側にセリン

キナーゼ活性を持ちのiksteinetal．，1996a）、自己リン酸化するとともに、RAP74

（T叩のサブユニット）に結合してこれをリン酸化する。このリン酸化の意義

は明らかになっていないが、少なくとも、N末端側のリン酸化活性はサイクリ

ンA，Cdc2のプロモーターの転写には必要になる（RuppertandTjian，1995，Joliot

etal．，1995，αBrienandTjian，1998）。また最近、TAF250のN末端側のセリンキナ

ーゼがTFIIAをl）ン酸化していることが明らかになり、リン酸化されたT円IA

はTBPとの結合能力や、転写活性化能が上昇することが示されている（Solowet

al．，2001）。

さらにhTAF25O／dTAF230／酵母（y）TAF145は、ヒストンH3，H4に村するHAT

活性を持つことが見いだされ、この活性によりT円IDのプロモーターへのアク

セスが促進されると考えられている（Mizzenetal．，1996）。最近、hTAF55が

TAF250のRAP74が結合する領域に優先的に相互作用してHAT活性を阻害し、

この結合によりMHCプロモーターからの転写が抑制されることが示されてい

る（Gegonneetal．，2001）。

そして、その意義は不明であるが、TAF250がTFIIEβ，TFIIFをアセチル化す

るという報告もある（Imhofetal．，1997，SternerandBerger，2000）。また、dTAF230

はヒストンHlのモノユビキチン化を仲介し、Hlのモノエビキチン化は転写活

性化を促進することが示されている（PhamandSauer，2000）。

また、TAF250は自身の中央よりもややC端側に存在するブロモドメインでア

セチル化ヒストンH4に結合（Jacobsonetal．，2000）することが示されており、

HAT活性をもつ他の複合体がアセテル化したコアプロモーター付近のヒストン

に、他のTAFとコアプロモーター配列の親和性の力を借りて結合すると言われ

ている。その後、上記の様々な酵素活性を発揮し、転写の開始、伸張を促進す

るのではないかと考えられている（WassarmanandSauer，2001）。

中谷らのグループはdTAF230を解析中にこの分子のN末端18～77番目の約

60アミノ酸残基からなる領域がTBPと結合して、TBPのDNA結合能や、TBP

依存の基本レベルの転写反応を阻害することを明らかにした。また、N末端上

に作製した多数の点突然変異についてTBPとの物理的な結合性、基本転写活性

及びTBPのmA結合能に対する阻害活性を検討したところ、これらの活性間に
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は相関性が認められた（Kokuboetal，1993a，1994）。現在までに、dTAF230のN

末端が持つTBP機能阻害活性はhTAF250（Livelyetal・，2001）、yTAF145（Baietal，

1997，Kokuboetal，1998）のN末端でも確認されている。このことは種を問わず

T和D複合体において、hTAF250klTAF230h，TAF145のN末端とTBPの結合が直

接TBPのプロモーターへの結合を制御している可能性を示唆している。

TBPとDMの結合を制御することは、転写調節において非常に重要であると

考えられるが（reviewedinKobayashietal・，2001）、TBPに結合し、その機能を抑

制する因子について、いくつかの分子が報告されているopolI系の基本転写因子

であるSLlに含まれるTAFI48Ei、POII系のプロモーター上のTATAボックスに

TBPが結合するのを阻害する（Beckrnannetal・，1995）。また、SWI／SNFファミリ

ーの一つである出芽酵母のMotlはTBPに結合してTATAボックスに結合してい

るTBPをATP依存的に取り去る（Aubleetal・，1993，1994）。Motlはプロモータ

ーでない加配列に結合したTBPを剥がすという役目も担っており、転写活

性を抑制するだけでなく、時には活性化にも作用すると考えられている

（Muldrowetal・，1999）oMotlのヒトのホモログであるhTAF170はTBPと結合して

B－TFIIDと呼ばれるコンプレックスを形成するが、hTAF170はTBPの凹面に結

合し、TBPとDNAの結合を阻害することが示されている（Perehaetal．，2001）。

そして、HAT活性を持つSAGAのコンポーネントのSpt3とSpt8はTBP－DNAの

結合を抑制する（Belotserkovskayaetal・，2000）。Spt3またはSpt8とTBPの相互作

用は、アクティベーターや、その他の因子により制御されていると考えられて

おり、Spt8は活性化状態のSAGA複合体から外れているようである。

当研究室では、hTAF25OklTAF230h，TAF145のN末端がもつTBP機能阻害活

性の生理的意義を明らかにするために、生化学的なアプローチの他に遺伝学的

アプローチも可能な出芽酵母を用いて検討を加えているoyTAF145はhTAF250／

dTAF230と比べるとC末端の約半分が欠落した構造であるが（C末端の領域は

別の遺伝子（BDFl′BDF2）として存在しており、自己リン酸化活性を持つことが

分かっている（Matangkasombutetal・，2000））、N末端側や中央部分には相同性を

示す領域がある（Reeseetal・，1994）0前述したようにyTAF145においても、N末

端領域にTBP機能阻害活性が存在するoyTAF145は生育に必須の遺伝子である

が、N末端領域を欠失した酵母は温度感受性（Kokuboetal，1998，Kotanietal．，

1998）を示す0我々は、yTAF145のN末端をTAⅦ（nF塑－terminaldomain）と名

付け、二つのサブドメイン（TANDI10～37a・a・，TANDII46～71a．a．）から構成され

ることを示している（Kokuboetal，1998，Kotanietal．，1998）。最近報告された

dTAF230のTANDIとTBPの凹側（Im結合部位）の結合及び、TANDⅡとTBP

の凸側のNMRスペクトルの解析（Liuetal・，1998，Bagbyetal．，2000）は、TANDI

がTBPの凹側、TANDIIがTBPの凸側表面と結合するというそれまでの生化学

的解析から得られた結果（Kotanietal・，1998，Kokuboetal．，1998）を支持するも
のとなった。
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また、TBP凹側結合部位に転写調節因子W16の転写活性化領域が競合的に結

合する叩ishikawaetal．，1997）ことや、TANDIがVP16などの酸性型アクティベ

ーターの転写活性化領域と交換可能である匹Otanietal．，2000）ことが判明し、あ

る種の転写調節因子とTANDIは共通の構造を持つことが示唆された。さらに、

TANDIIがTFIIAと競合的にTBPの凸側表面に結合する可能性が示された

（Kokuboetal．，1998）。そして、以前にZta，VP16なlどの転写調節因子がTFIIAと

ともにTFⅢの構造変化を誘起して転写反応を促進することが示されていたこ

とから肛iebermanandBerk，1994，ChiandCarey，1996）、当研究室では転写活性化

の初段階がyTAF145N末端、TBP、転写調節因子を介して行われるという2段

階ハンドオフモデル（Kotanietal．，2000）を提唱している（図2－1－1；太田、2001）。

このモデルは現時点では作業仮説であるが、最近、このモデルを支持する実験

結果が報告されている。hTAF250－TBP二量体はGAu－P65アクティベーターに

より転写活性化されるが、hTAF250－TBPにより活性化される転写レベルは完全

なTFIID複合体よりもはるかに低く、TBP単独の転写レベルと同レベルであっ

たのである（Guermahetal．，1998）。この結果は、GAL4－P65がTANDのTBP阻

害活性を解除し、TBPが基本レベルの転写活性を回復したことを意味している。

本研究は、転写活性化の際のTF江Dの構造変化に大きく寄与すると考えられ

るTAF145N末端の機能を遺伝学的な見地から明らかにするために、taf145N末

端欠失（ATAND）変異に村する合成致死性変異株を単離し、その変異遺伝子の同

定と解析を試みた。合成致死性とはある変異の表現型を別の変異がさらに強め

る現象であり、遺伝学的に相互作用する因子の探索手段の一つとして利用され

ている。合成致死性を利用する方法は、様々な相互作用をする分子を得ること

ができるが、特に重複する機能を持つ分子を同定するのに有効な方法とされて

いる。TANDの機能については試験管内の生化学的な、また構造学的な見地から

主に研究が進められており、2段階ハンドオフモデルもそれらのデータを元にし

て提唱されているが、TANDを欠いたTAF145を持つ酵母株の転写活性化能は低

下していないという事実も存在する。それゆえ、taf145TAND欠失変異と合成致

死性を示す分子を同定・解析することで、細胞内で本当にTANDが転写活性化

に関わっているかどうかを検証できる可能性がある。さらに転写にTAF145が

必要な遺伝子は、全体の16％程度であるというDNAチップを用いた実験結果

（HoIstageetal．，1998）や、TFIID様の複合体が発見されてきている（詳しくは後

述）ことから、転写活性化には複数の経路が存在することが示唆されているの

で、TF皿と重複して働く未知の転写活性化経路の実態や複数の活性化経路の相

互関係を明らかにする足がかりになるものと期待される。
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2－2．材料と方法

2－2－1．使用菌株

taf145TAND領域欠失遺伝子の合成致死性株のスクリーニングには野生株

CH1305（Holm博士より供与、KranZandHolm，1990）、TAND領域を欠損した

TMY4－2株を用いた。TMY4－2株はCH1305株のゲノム上のTAF145遺伝子が、N

末端10－73a．a．を欠失したTAND欠失型taf145遺伝子に入れ替わった変異珠であ

る。そして、変異型tbp，taf61の解析にはA22（taf61），D7（tbp）合成致死性変異株

をCH1305株と3回バッククロスして、野生型TAF145と変異型taf61，tbpをも

つ株（YAK278，YAK287，YAK978）を作製し、使用した。

tbp変異体の解析を行うために、YTK271（TBP遺伝子破壊株にURA3一野生型

TBPプラスミドが形質転換されている）株にTRPl－W生型TBP（PTM8）又は

TRPl一変異型tbp（M1228，M1581，M496，M1861，M1862，M1863，M1864，M1865，

M1866，M1867，M1868，M2008）プラスミドを酢酸リチウム法（AdamSetal．，

1997a）により形質転換し、5－FOAプレートで培養することでURA3一野生型TBP

プラスミドを落として、TRPl一野生型TBPプラスミドを保持するTBP野生株

（YAK289）と、TRPl一変異型tbpプラスミドをもつtbp変異株（YAK293，YAK493，

YAK495，YAK582，YAK584，YAK586，YAK588，YAK620，YAK622，YAK633，

YAK636，YAK983）を作成した。

taf61変異体の解析を行うために、TAF145遺伝子とTAF61遺伝子の二重破壊

株であるYAK983（URA3一野生型TAF145プラスミド、LEU2一野生型TAF61プラ

スミドが形質転換されている；taf145遺伝子破壊株（Y13．2）のゲノム上TAF61

遺伝子をさらに破壊して作成した。TAF61プロモーター配列、PTEFプロモータ

ーにより制御されるサルモネラのhisG遺伝子配列、TAF61ターミネーター配列

を融合したフラグメントをY13．2殊に形質転換することで、相同組み換えによ

りゲノム上のTAF61遺伝子とpTEFプロモーターにより制御されるサルモネラ

のHisG遺伝子が置き代わっている）からは托1遺伝子のみを破壊した株を作成

した。YAK983（MATaura3－52trpl－631eu2，3－112his3－609△taf145Ataf61－HisG

pYNl（URA3）－TAF145pTM138（LEU2）－TAF61）とH2450（MATαura3－52trpl－63

1eu2，3－112ade2）を接合し、四分子解析（2－2－3項参照）後、5－FOA培地で生育可

能（ゲノム上のTAF145遺伝子が正常であり、URA3－TAF145プラスミドを落と

すことが出来る）な株の中から、マーカーチェック（pTM138（LEU2）－TAF61）プ

ラスミドを持つことを確認）とコロニーPCR（2－2－7項参照）（ゲノム上のTAF61

遺伝子が破壊されていることを確認）により、ura3－52trpl－631eu2，3－112ade2

Ataf61－HisGpTM138（LEU2）－TAF61株を見出し、YAKlOO8とした。PCRプライ
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マーは、破壊されたTAF61の検出にはTK1499（pTEFプロモーター配列）と

Ⅷ1915（TAF61プロモーター配列）を用いた○配列は表2－2－23に示した。遺伝

子が破壊されていれば約750bpのPCR産物が得られる。この株に、TRPl一野生

型TAF61（M1240）又はTRPl壌異型taf61（M1241，M1523，M3350，M3852，

M3853）プラスミドを形質転換してシヤフリングすることで、T肝1－野生型

TAF61プラスミドを持つTAF61野生株（YAKlOlO）と、TRPト変異型taf61プラス

ミドをもつtaf61変異殊（YAKlOll，YAKlO12，YAKlO21，YAKl154，YAKl155）
を作成した。

また、TAND欠失型taf145遺伝子と合成致死性を示す遺伝子変異としてスク

リーニングにより取得したⅧPのミスセンス変異が、遺伝学的に異なるバック

グラウンドをもつ株でもtaf145ATANDと合成致死性を示すかどうかを確認する

ためや、他の既知のtbp変異と合成効果を示すかどうかを確認するために、YKIIl

（MATα　ura3－52tIPl－631eu2，3－112△taf145pRS314（TRPl）－TAF145）とmK271

（MATa ura3－52trpl－631eu2，3－112his3－609△tbppURA3－TBP）から、TAF145遺

伝子，TBP遺伝子二重破壊株を作製した。YⅦ1とYm71を接合し、四分子解

析して、マーカーチェック（pRS314（TRPl）－TAF145とpuRA3－TBPプラスミド

を持つことを確認）とコロニーPCR（2－7－2項参照）（ゲノム上のTAF145，TBP

遺伝子が破壊されていることを確認）により、ura3－52trpl－631eu2，3－112△taf145

PRS314－TAF145△tbp pURA3－TBP株を見いだし、YAK284tした。PCRプラ

イマーは、破壊されたTAF145の検出にはTK17（TAF145の開始コドンも直前）

とTK893（hisG（破壊株作製時に破壊遺伝子に挿入した配列）中のプライマー）

を、破壊されたⅧPの検出にはⅧ222（TBPの開始コドンの直前）とTK893

を用いた0どちらも、遺伝子が破壊されていれば約450bpのPCR産物が得られ

る。次に、YAK284L＝pRS315（LEU2）－taf145△TAⅦ又はpRS315（LEU2）－TAF145

を形質転換し、PRS314（TRPl）－TAF145を落とした株を作製した（それぞれ

YAK307とYAK303）。これらの株は2－2－11項で使用した。

TAND欠失型taf145遺伝子と合成致死性を示す遺伝子変異としてスクリーニ

ングにより取得したTAF61遺伝子のミスセンス変異が、遺伝学的に異なるバッ

クグラウンドをもつ株でもATANDtaf145と合成致死性を示すかどうかを確認す

るためや、既知のは酎変異体とATANDが合成効果を示すかどうかを調べるた

めに、YAK983（TAF145遺伝子とTAF61遺伝子の二重破壊珠）にTRPl周生型

TAF61又はTRPl一変異型taf61プラスミドを形質転換してシヤフリングすること

で、TRPl一野生型TAF61プラスミドを持つTAF61野生株（YAK985）、TRPl一変異

型taf61プラスミドをもつtaf61変異株（YAK986，YAK987，YAKlO19，YAKl156，

YAKl157）を作成した。これらの株は2－2－12項で使用した。
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尚、本研究で使用した酵母株の遺伝子型は全て表ト2－ト1に示した。また、変

異株を作出するためのtbp，taf61変異遺伝子をコードしたプラスミド（表2－2－24

参照）は、表2－2－23に記載したオリゴを用いてSite－SpeCincmutagenesis（Kunkelet

al．，1987）により作成した。（表2－2－23，表2－2－24は、2－2．材料と方法の末尾に

記載）
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表2－2－ト1．使用菌株の遺伝子型

Strain Genotype

CH1305　MATaade2ade3Jeu2ura3，ys2canl

TMY4－2　MATaade2ade3■eu2ura3Jys2canltaf145ATAND

TMY16－2cMATαade2ade3Jeu2ura3．ys2canl

TMY17－2cMATcLade2ade3．eu2ura3Jys2canltaf145ATAND

‡‡ご三二…≡…三三…ぎ…二三二二……：…三…≡二二‡：三…ニ諾憲ミニ二二≡二三芸二≡三≡
D7　　MATaade2ade3Jeu2ura3．ys2canltaf145ATANDspt15－P65SpTM17汀AF145－ADE3－URA3

YAK278　MATαade2ade3Jeu2ura3．ys2canltaf61－L420S

YAK287　MATaade2ade3●eu2ura3■ys2canlspt15－P65S

YAK978　MAToLade2ade3leu2ura3．ys2canlspt15－Sl18L

YK‖1　MATαUra3－52trpl－631eu2・3－112Ataf145pMll／TAF145（y．－YYY）

YK‖466　MATαUra3－52trpl－63．eu2，3－112Ataf145pMlO／TAF145（△TAND）

YTK271

YAK289

YAK293

YAK493

YAK495

YAK582

YAK584

YAK586

YAK588

YAK620

YAK622

YAK633

YAK636

YAK938

YAK284

YAK303

YAK307

H2450

Y13．2

YAK983

YAK985

YAK987MATαura3－52trpl－63leu2・3－112hjs3－609Ataf145△taf61－＝isGpYNl′TAF145M1523／TAF61（W486stop）thisstudy
YAKlO19　□

MATaura3－52trpl－63Feu2，3－112his3－609Aspt15pYNllrrBP

MATaura3－52trpl－63，eu2，3－112his3－609Aspt15pTM8什BP

MATaura3－52trpl－63leu2，3－112his3－609Aspt15pM1228rrBP（P65S）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609Aspt15pM1581n－BP（K138TrY139A）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609△spt15pM496rTBP（N159D）

MATaura3－52trpl－63leu2・3－112his3－609Aspt15pM1863汀BP（F148H）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609Aspt15pM1864汀BP（T153J）

MATaura3．52trpl－63Jeu2，3－112hjs3－609Aspt15pM1865汀BP（E236P）

MATaura3－52trpl－63leu2・3－112his3－609△spt15pM1866rrBP（F237D）

MATaura3－52trpl－63Ieu2・3－112his3－609Aspt15pM1861汀BP（R220H）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609Aspt15pM1862汀BP（Y231A）

MATaura3－52trpl－63Jeu2・3－112his3－609Aspt15pM1867汀BP（N159L）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609Aspt15pM1868汀BP（V161A）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112his3－609Aspt15pM2008什BP（Sl18L）

MATaura3－52trpl－631eu2・3－112Aspt15Ataf145pYNllrrBPpMll汀AF145

MATaura3－52trpl・631eu2・3－112Aspt15Ataf145pYNll汀BPpM3217汀AF145

MATaura3－52trpl・63Jeu2・3－112Aspt15Ataf145pYNllrTBPpTM26汀AF145（△TAND）

MATaura3－52trpl－631eu2，3－112ade2

MATα＝ra3－52trpl－63Ieu2，3－112his3－609Ataf145pYNl／TAF145

MATαura3－52trpl－63Ieu2，3－112hjs3－609Ataf145Ataf61－＝isGpYNl／TAF145pTM138／TAF61

MATαUra3－52trpl－631eu2，3－112his3－609Ataf145△taf61－＝isGpYNl／TAF145M1240／TAF61

MATαura3－52trpl－63Ieu2，3－112his3－609△taf145△taf61－HisGpYNl′TAF145M1241′TAF61（L420S）

MATαUra3－52trpl－631eu2・3－112his3・609Ataf145△taf61－＝isGpYNl′TAF145M3350／TAF61（391－539）

MAT…ra3－52trpl－63Jeu2－3－112his3－609Ataf145Ataf61・HisGpYNl′TAF145M3852／TAF61（L446A）

MATαUra3－52trpl－63（eu2・3－112his3－609Ataf145Ataf61・＝isGpYNl′TAF145M3853／TAF61（L464A）

MATaura3－52trpl－63Jeu213－112ade2Ataf61－HisGpTM138／TAF61

MATaura3－52trpl－63Jeu2，3－112ade2Ataf61－HisGM1240／TAF61

MATaura3－52trpl－63leu2，3－112ade2Ataf61－HisGM1241′TAF61（L420S）

MATaura3－52trpl－63［eu2・3－112ade2Ataf61－HjsGM1523′TAF61（W486stop）

MATaura3・52trpl－63［eu2・3－112ade2Ataf61－HisGM3350／TAF61（391－539）

MATaura3－52trpl－631eu2，3－112ade2Ataf61－HisGM3852／TAF61（L446A）

MATaura3－52trpl－631eu2，3－112ade2Ataf61－＝isGM3853／TAF61（L464A）
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YAKl156

YAKl157

YAKlOO8

YAKlOlO

YAKlOll

YAKlO12

YAKlO21

YAKl154

YAKl155

Source

KranzandHoれ1990
thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

KotaniTetal”1998

KotaniTeta）．，1998

thjsstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

KokuboTetaJ．，1998

KokuboTetal．，1998

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy

thisstudy
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2－2－2．培地（Ausubeletal，1994a，b）

上記菌株の培養には完全培地としてYPD培地（ポリペプトン20g、乾燥酵母

エキス10g、グルコース20gを蒸留水で11にする（寒天培地の場合はさらに寒

天20gを加える））、合成培地としてSD培地（yeastnitrogenbasew／oaminoacid

＆arrmoniumsulfatel．7g、硫酸アンモニウム5g、グルコース20g、使用する酵

母株に従ったアミノ酸溶液を加え、蒸留水で11にする（寒天培地の場合はさら

に寒天20gを加える））を用いた。

酵母株のnegativeselectionのためには5－FOA（5－Fluorooroticacid）培地αeast

nitrogenbasew／oaminoacid＆ammoniumsulfatel．7g、硫酸アンモニウム5g、グ

ルコース20g、uraCildropoutpremix（表2－2－2－1）1．3g、寒天20gを蒸留水500ml

に溶解、オートクレーブし、65℃まで冷却した後、5－FOApowderlg、2．4mghnl

uraci15mlを蒸留水500miに溶解し、濾過滅菌した溶液を加える）を用いた。

表2－2－2－1．uracildropoutpremixの組成

栄養素　　　　　　　dropoutpowder　　　　培地に加える時の

中の量（g）　　　　　最終濃度（〃か111）

Adenine（hemisulfatesalt）　　　　　2．5

L－arginine（HCl）　　　　　　　　1．2

L－aSparticacid　　　　　　　　　　6

L－glutamicacid（monosodiumsalt）　6

L－histidine

L－1eucine

L－1ysine（mono－HCl）

L－methionine

L－Phenylalanine

L－Serine

L－threonine

L－tryptOphan

L－tyrOSine

L－Valine

1．2

3．6

1．8

1．2

3

22．5

12

2．4

1．8

9

40

20

100

100

20

60

30

20

50

375

200

40

30

150

四分子解析時の酵母の胞子形成には胞子形成培地（酢酸カリウム10g、乾燥

酵母エキス1g、グルコース0．5g、寒天20gを蒸留水で11にする）を用いた。
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大腸菌の培養にはⅦ培地（ポリペプトン10g、乾燥酵母エキス5g、塩化ナ

トリウム5g、10N水酸化ナトリウム0・4ml（寒天培地の場合はさらに寒天15g

を加える。また、抗生物質を必要に合わせて加える）を蒸留水で11にする）と

鳩培地（ポリペプトン10g、塩化ナトリウム2・5gを蒸留水で90仙とし、オー

トクレづする。その後、10xM9sdt（塩化アンモニウム10g、リン酸2水素カ

リウム30g、リン酸水素2ナトリウム7水和物60gを蒸留水で11にし、オート

クレーブする）を100血加える）を用いた。

2－2－3・四分子解析（Ausubeletal．，1994a）

交配したい一倍体菌株（接合型aとα）それぞれをY和プレートで25℃、2－3

日間培養し、コロニーを形成させた。それぞれのコロニーを滅菌した楊子でか

きとり、新しいY和プレートにaとαの菌株が一点で交差するように十字に線

引きした。25℃、2－3日間培養し、線に沿って酵母が生育してきたところで、a

とαの菌株が交差したところをピックアップし、2倍体のみが生育可能な選択培

地に塗り広げ、25℃、2－3日間培養した0生育してきたコロニーをYmプレー

トに画線し、25℃、2－3日間培養後、楊子で細胞塊をかきとり、胞子形成培地に

盛った。25℃、7－10日間培養し、胞子を形成させた。細胞を少量滅菌蒸留水に

懸濁して顕微鏡観察し、胞子が形成されているかどうかを確認後、細胞塊を楊

子で多めにかきとり、1・5mlエツペンチューブに入れた5叫のザイモリアーゼ

溶液（1・2Mソルビトル、50mMリン酸2水素カリウム（PH7．5）、14mM2－

メルカプトエタノール、0・2mg仙ザイモリアーゼ100T）に穏やかに懸濁した。

30℃で30分インキエペー卜し、子嚢壁を破壊した酵母溶液を薄いY和プレート

に線引きし、酵母解析用テトラド顕微鏡（カールツァイス社）を用いて、4胞子

を分離した。このYmプレートを25℃、4－5日間培養し、生育したコロニーを
種々の実験に供した。

2－2－4・合成致死性株のスクリーニング

合成致死性株のスクリーニングにはcolonysectoringassay（KranzandHolm，

1990）を用いた。今回のassay系には、PTM17プラスミド（野生型のTAF145と

A旺3遺伝子がpRS316（URA3マーカー）にクローニングされている；表2－2－24

に記載）を酢酸リチウム法により形質転換したm4－2株（ゲノム上のTAF145

TANDを欠失（taf145△TAND）し、ade2，ade3に変異を持つ）を用いた。この

酵母は、A肥遺伝子を持つ（プラスミドが存在する）時には赤色細胞になり、

プラスミドが落ち亜E3遺伝子を失うと白色細胞になる。合成致死性株は

taf145TAND欠失変異と合成致死性遺伝子の変異が両方存在し、野生型のTAF145
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とADE3遺伝子をもつプラスミドが生育に必要不可欠であるため、コロニーには

白い細胞が出現することなく赤色を呈する（図2－2－4－1）。YPDプレート1枚に

つき4000－6000個の細胞を播き、UV照射（8mJ／cm2；生存率5％）後、25℃、

4－5日間培養して生育したコロニー（200ー300個／1プレート；合計約40000個）を

YPDプレート及び5－FOAプレートにべルベット布を用いてレプリカした。25℃、

4－5日間培養後、5－FOAプレート上に生育しない（pTM17がないと生育できな

い）コロニーをYPDプレートからピックアップした（30株）。そして、これら

の株が安定して赤色を呈するかどうかを確認するために、YPDプレートで3回

継代培養し、白い細胞が出現しないコロニーを選択した（20株）。また、pTM26

（PRS315－taf145△TANDプラスミド）を形質転換後、YPDプレートに播き25℃で

培養した時に白い細胞を生じるコロニー（taf145TAND欠失遺伝子により相補さ

れ、PTM17がなくても生育できる株）はゲノム上のtaf145TAND欠失遺伝子に

変異が入って合成致死性を示した可能性があるので排除した（2珠を排除）。さ

らに、pRS315－TAF145プラスミドを形質転換後、YPDプレートに撒き25℃で培

養した時に白い細胞を生じない（pTM17が脱落しない）株はADE3マーカーが

ゲノムに挿入されている可能性があるので除いた（4株を排除）。最終的に14

株を合成致死性株として取得した。
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図2－2ヰ1．taf145△TANDの合成致死性変異株のスク1）－ニング

2－2－5．合成致死性株の優劣検定

合成致死性遺伝子の優劣は合成致死性株とTMY4－2（taf145TAND欠失株）を

接合した時にpTM17（TAF145－ADE3－URA3）を落とせる（劣性；野生型のアリル

の存在によりpTM17が必要なくなる）、か落とせない（優性；野生型のアリル

が存在してもpTM17が必要）かで判断した。合成致死性株を¶MY小2と接合後、

Ymプレートに播き25℃で培養した時に白色細胞を生じるものを劣性、生じな

いものを優性とした。

2－2－6．合成致死性株の温度感受性の検定

合成致死性株はpTM17に野生型のTAF145を持つので、これらの株の表現型

は合成致死性変異遺伝子によるものである可能性が高い。そこで、合成致死性

株の25，35℃での生育をYPDプレート上で調べ、変異遺伝子が温度感受性を示

20



すかどうかを検討した。

2－2－7．合成致死性原因遺伝子のスクリーニング

温度感受性を示す合成致死性株を野生株であるCH1305と接合して四分子解

析後に得られる株のうち、TAf145は野生型で温度感受性を示す株は、合成致死

性遺伝子に変異をもつ株の可能性が高い。実際、A22，C40，D7株をCH1305と接

合し、一株につき16胞子以上を四分子解析したところ、合成致死が単一の遺伝

子変異でおこり、温度感受性と合成致死性変異遺伝子がリンクしている時に考

えられる生存酵母数と温度感受性酵母数の比率（datanotshown）を満たした。そ

こで、これらの株の合成致死性遺伝子変異のみをもつ株を単離し、その温度感

受性を指標にしたスクリーニングを行った。合成致死性を指標としたスクリー

ニングも可能であるが、その場合は、TAND欠失型taf145遺伝子の表現型を相補

して合成致死性を回復する遺伝子（例えばTBPは、TAND欠失型taf145の温度

感受性を回復する）も単離される恐れがあるので温度感受性を指標としたスク

リーニングを行うことにした。また、TAF145は正常で合成致死性遺伝子のみに

変異を持つ株の取得は、後の解析にも役立つ。

合成致死性株とCH1305株を接合後、5－FOAプレート上で生育する酵母

（pTM17を既に失っている酵母）を四分子解析した。分離した一倍体株が5－FOA

プレート上で生育するかどうかを再度確認後、温度感受性をYPDプレートを用

いて16，25，30，33，35℃で調べた。また、ゲノム上のTAF145の遺伝子型を調べ

るためにコロニーPCRを行った。培地上に生育した酵母を楊子で掻き取り、5叫1

のYeastcolonyPCRbufftr（1．2Mソルビトール、100mMリン酸ナトリウムバッ

ファー（リン酸2水素ナトリウム＋リン酸水素2ナトリウム）pH7．4、2．5mghnl

ザイモリアーゼ）に懸濁し、30℃、5分インキエペートした。この溶液0．5トLlを鋳

型として、TK17（300ng），T870（300ng）プライマー（配列を表2－2－23に示した（材

料と方法の末尾に記載））、10xbufferforrTaq2pl、25mM塩化マグネシウム

1．2い．l、2mMdNTPsl．6pl、rTaqpolymeraseO．2pl（いずれもTOYOBO）を加え滅菌

蒸留水で全量を2叫1になるようにPCR反応液を調製して以下のサイクル

（standard）でPCRを行った。

95

95

50

72

℃

1

℃

℃

℃

5min

30sec

30sec

l．5min

⊥
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30cycle

J

PCR産物は6％アクリルアミドゲル、または、2％アガロースゲルにより電気

泳動を行い検出されるバンドの大きさにより野生型（359bp）か△TAND（167bp）
かを判断した。

野生型TAF145遺伝子を持つにも関わらず、35℃で温度感受性を示す株は以下

のスクリーニング操作に供した0この株に、Yqp（P366；YCp50のURAマーカー

をLEUマーカーに置換したベクター）又はYFp叩p13；LEUマーカー）のゲノ

ムライブラリーを形質転換後、SDプレートに播き、25℃（形質転換効率の測定

のため）と35℃で培養した。35℃の培養で出現したコロニーは、再びSDプレ

ートに画線して35℃で培養し、温度感受性の回復を再確認した。その後、プラ

スミドを回収（2－2－9項）して、スクリーニングに供した元株に再形質転換し、

再び温度感受性の回復をテストした0そして、温度感受性の回復が確認できた

プラスミドに含まれる酵母のゲノム両端の塩基配列をⅧ150，TK151，Ⅷ662プ

ライマー（表2－2－23）を用いて決定した。その後、得られたゲノム両端の配列を

吼－BLAST2search（h”p：”genome－WWW2・Stanfbrd・edukgi－bin／SGDhph－blast2sgd）に

かけ、染色体断片を同定した。

それぞれの株の温度感受性を回復した染色体断片は合成致死性株に形質転換

し、合成致死性を回復するかどうかをテストした。

2－2－8・合成致死性を回復する遺伝子の限局

合成致死性を回復した染色体断片をさらにいくつかの領域に分けてサブクロ

ーニングし、スクリーニング元株に形質転換して、合成致死性を回復する遺伝

子領域を限局した。形質転換体をYmプレートに播き、25℃、7－10日間培養し

て白い細胞が現れたコロニーは合成致死性を回復していると判断した。

2－2－9・酵母からのプラスミド回収（AdamSetal・，1997b）

3m憎養液をエツペンドルフチエづに2回に分けて、15000叩、4℃、10秒

で集菌し、500pl滅菌蒸留水で1回洗った。菌体を20pIYeastcolonyPCRbufftr

（1・2Mソルビトル、100mMリン酸ナトリウムバッファー（リン酸2水素ナト

リウム＋リン酸水素2ナトリウム）pH7・4、2・5mg仙ザイモリアーゼ）にピペ

ッティングにより懸濁し、37℃、20分間インキエペー卜した後、10叫Ye鮎t

disruptionbufftr（2％TritonX－100、1％SDS、100mM塩化ナトリウム、10mM
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Tris－HCl（PH8．0）、1mMEDTA）を加えた。ピペッティングにより溶液を均一にし

て、グラスビーズ12叫1とフェノール／クロロホルム12叫1を加え室温で2分間

ボルテックスした。15000叩m、室温、5分間遠心して上清を回収し、エタノール

沈殿後、10直の滅菌蒸留水に懸濁した（2－2－10項のPCRには鋳型としてこの溶

液を用いた）。この溶液のうち5け1を大腸菌DH5α50－10叫1に形質転換して、大

腸菌を培養し、常法によりプラスミドを回収した。

2－2－10．合成致死性変異遺伝子の変異部位の同定

各酵母株のゲノムからPCRにより、目的の遺伝子領域を増幅し、そのPCR産

物の塩基配列解析を行った。ゲノム鋳型の取得には2－2－9項の方法を用いた。そ

の1LLlをPCRの鋳型とし、プライマー（TBPの増幅のためにはTK127，TK128

をTAF61増幅のためにはTK678，TK679を使用した。配列は表2－2－23に示した）

250ng、10xExTaqbufftrlOpl、2mMdNTPslOpl、ExTaqpolymeraseO．5pl（いずれも

TAKARA）を加え滅菌蒸留水で全量を100p＝こなるようにPCR反応液を調製し

て以下のサイクルでPCRを行った（プログラム16S）。

95℃　2m山

上

95℃　1mh

50℃　1min

72℃　4min

35cycles

J

72℃　7min

PCR産物をアガロース電気泳動して、増幅したDNAバンドを切り出し、抽出、

精製した。エタノール沈殿後、2叫1の蒸留水に懸濁し、その叫1を1％アガロー

スゲル電気泳動してバンドの渡さから濃度を測定した後、その100－200ngをシー

ケンス反応に供した。TBPのシーケンスのためにはTK222，TK223，TK224，

TK225を、TAF61のシーケンスのためにはTK680，TK681，TK682，TK683，TK684，

TK685，TK687，TK741を用いた。配列は表2－2－23に示した。

2－2－11．既知のtbp変異体とATANDの合成効果の確認

YAK303，YAK307にpRS314（TRPl）一変異型tbp（PTM8，M1228，M1581，M496，

M1861，M1862，M1863，M1864，M1865，M1866，M1867，M1868，M2008；詳しくは
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表2－2－24参照）を形質転換し、最終的にpRS315（LEU2）－taf145△TAⅦ，

PURA3－TBP，PRS314（TRPl）一変異型tbpのプラスミドをもつ形質転換体（図2－2－

11－1A）と、pRS315（LEU2）－TAF145，PURA3－TBP，pRS314（TRPl）一変異型tbpのプ

ラスミドをもつ形質転換体（図2－2－11－1B）を作製した○その後、これらの株を

Ymプレート、30℃で生育させた後、5一和Aプレートにレプリカして30℃で培

養した。後者の株（図2－2－1ト1B）はコントロールであり、5－FOAで生育する

（puRA3－TBPを失うことができる）と考えられる○前者の株（図2－2－11－1A）

が5－FOA上に生育できなければ合成致死性を示していると考えた。

A

B

taf145　　　　　tbp

Leu ura Trp

TAF145△　　　TBP　　　変異型tbp

taf145　　　　　tbp

Leu ura Trp

TAF145　　　　TBP　　　変異型tbp

図2－2－11－1・既知の変異型tbpと△TAND（△N）の合成効果を確認するための酵母
株
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2－2－12．既知のtaf61変異体とATANDの合成効果の確認

YAK985，YAK986，YAK987，YAKlO19，YAKl156，YAKl157にpRS315（LEU2）－

taf145△TAND（PTM26）又はpRS315（LEU2）－TAF145（M3217）を形質転換して（図

2－2－12－1A，B）に示すような株を作成した。その後、これらの株をYPDプレー

ト、25℃で生育させた後、5－FOAプレートにレプリカして30℃で培養した。後

者の株（図2－2－12－1B）はコントロールであり、5－FOAで生育する（puRA3－

TAF145を失うことができる）と考えられる。前者の株（図2－2－12－1A）が5－FOA

上に生育できなければ合成致死性を示していると考えた。

A

B

taf145 taf61

Leu Ura Trp

taf145△N TAF145　　　′、異型taf61

taf145　　　　　　taf61

Leu Ura Trp

TAF145　　　　TAF145　　　変異型taf61

図2－2－12－1．既知の変異型taf61とATAND（AN）の合成効果を確認するための酵

母株

2－2－13．酵母細胞からの細胞抽出液の調製

それぞれの酵母株をYPD培地50mlに植菌して25℃で培養した。OD600nm＝0．6

付近で、培養温度を37℃にシフトして、0，2時間後に約3．8xlO7cellsを回収した。

得られた菌体に200plのCrackingbufftr，COmplete（8M尿素、5％SDS、40mM

Tris－HCl（pH6．8）、0．1mMEm、0．4mg／mlブロモフェノールブルー、1叫．1／mi2－

メルカプトエタノール、5mMPMSF、3．5トLghllbestatin、20mMbenzamidine、4pghnl

pepstatin、5pghnlleupeptin、250nghnlantipain）を加え、超音波処理（出力5％、7

秒、7回、1回につき水中で1分のインターバルをとる）を行った。その後95℃、

3分間の熱処理をし、10％又は8％SDS－PAGEを行った。
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2－2－14．ウエスタンブロツティング

SemidryTransftr装置にtransfbrbu恥r（0・1MTris、0．192Mグリシン）により湿

らせた3枚のWhatman3MMを置き、その上にニトロセルロースメンプレン、試

料を流したSDS－PAGEゲル、tranSftrbu恥rで湿らした3枚のWhatman3MMを

順々に重ねた。15V、30分間トランスファーした後、ニトロセルロースメンプレ

ンを5％スキムミルクを含むTBSbufftr（25mMTris－HCIpH7．5、100nM塩化ナト

リウム）で1時間ブロッキングして、TBSbufftrで洗浄し、一次抗体

（TBP，TAF61，TAF145，TAF47，TAF17はウサギポリクローナル抗体、ADA2（yC－

20），ADA3（yN－19）（SantaCruZBiotechnology）はヤギポリクローナル抗体、HAはマ

ウスモノクローナル抗体）を1／1000の割合で加えたTBSbufftr中で、1時間、

室温で振とうした。次にメンプレンをTBSbufftrで洗浄し、二次抗体（AntiR。bbit

IgG（H＋L）AlkalinePhosphatase－COnjugatedAfhiPureGoat（JacksonImmun。

Research）、anti－gOatIgG－APSC－2022alkalinephosphataseconj（SantaCruZ

Biotechnology）、又はAnti－MouseIgG（HandL）（AP－1inked）Antibody（BioLabs））を

1／5000の割合で加えたTBSbufftr中で、1時間、室温で振とうした。TBSb。fft，

で洗浄後、165Llg／miBCIP、330LLg／miNBTを含むAPbufftr（100mMTris－HCI

PH9・5、100mM塩化ナトリウム、5mM塩化マグネシウム）で、ニトロセルロー

スメンプレンを発色させた。

2－2－15．組み換え蛋白質の調製

ヘキサヒスチジン（6－His）と融合した野生型TBP（M1578）や変異型TBP（M1229，

M16，M494，M1871，M1872，M1873，M2004，M1874，M1875，M1876，M1877，

M2005）は大腸菌（BL21）を用いて発現した。M9培地中で16℃，6時間、0．4mM

IPTGで発現誘導した後、集菌した大腸菌を1Lの培養液につき10mlの0．5Bufft，

（25mMHepes（PH7・6）、0・1mMEDTA（PH8．0）、12．5mM塩化マグネシウム、10％

（v／v）グリセロール、0・5M塩化カリウム、0．1％NP40、1mMDTT）に懸濁してソ

ニケーション（5sec，5回、1回につき1分間水中でインターバルを取る）した。ソ

ニケーション後の菌液を遠心して得た上清を、ゲルシフトアッセイのために

Ni2’－nitrilotriaceticacidresin（Qiagen）で精製した。精製したTBP変異体及び、精製

前の細胞抽出液の上清に含まれるTBP変異体をSDS－PAGE、CBB染色により定

量し、ゲルシフトアッセイ及びGST－pulldownに用いた。

GSTと融合したTAF145TAND領域（6－96a．a．）又はVP16転写活性化領域

（457－490a・a・）は大腸菌（DH5α）を用いて発現した。LB培地中で37℃，2時間、

IPTGで発現誘導し、集菌した大腸菌を1Lの培養液につき10mlO）0．2Bufftr

（25mMHepes（pH7・6）、0・1mMEDTA（PH8．0）、12．5mM塩化マグネシウム、10％
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（V／v）グリセロール、0．2M塩化カリウム、0．1％NP40、1mMDTr）に懸濁した。

ソニケーション後の菌液を遠心して得られる上清をSDS－PAGE、CBB染色する

ことによりGST融合蛋白質を定量し、GST－Pulldownassayに用いた。

ヘキサヒスチジン（6－His）と融合したTFIIACrOAl，TOA2）は、それぞれのサブ

ユニットを別々に大腸菌（BL21）で発現させた後、集菌した大腸菌を1Lの培養

液につき10mie）6Mグアニジン塩酸を含む0．1Bufftr（25mMHepes（PH7．6）、

0．1mMEDTA（PH8．0）、12．5mM塩化マグネシウム、10％（V／v）グリセロール、0．1M

塩化カリウム、0．1％NP40、1mMDTr）に懸濁してソニケーションした。ソニケ

ーション後の菌液を遠心して得られる上清を、Ni2＋－nitrilotriaceticacidresin

（Qiagen）で精製した。精製したTOAl，¶）A2をSDS－PAGE、CBB染色により定量

し、1：1で混合後、透析によりグアニジン塩酸を抜いて再生し、再びSDS－PAGE、

CBB染色により定量してゲルシフトアツセイに用いた。

2－2－16．GST－pu11downassay

30pmoIGST－TANDと野生型TBPまたは変異型TBPを30pmol、0．2Bufftrで計

100plにし、氷上で30分静置した。GlutathioneSepharose4B（amershamPharmacia

biotech）を10pl加え、4℃、30分ローテートした。6000rpm、3分、4℃で遠心し、

上清を捨て、0．2Bu脆rlOO恒でビーズを洗浄した。ビーズを3回洗浄した後、

2xサンプルバッファー（100mMTris－HClpH6．8、4％SDS、12％βメルカプトエタ

ノール、20％グリセロール、1％BPBを適量）を20叫1加え95℃、3分間の熱処

理後、20い．1のサンプルを用いて10％SDS－PAGEを行った後、TBP抗体を用い

てウエスタンブロソティングを行った。GST－VP16もG＄T－TAⅦと同様の手順

でGST－Pulldownassayを行ったが、結合及び洗浄バッファーに0．1Bufftrと0．2

Bu鮎rの両方を使用した。

2－2－17．共発現GST十pulldownassay（Gangloffetal．，2000，Fribourgetal．，2001）

アンピシリン耐性プラスミド上にコードされたGST－TAF61とクロラムフェニ

コール耐性プラスミド上にコードされ、L肛オペレーダーやT7プロモーターに

より制御されているAml又はTAF48を大腸菌（BL21）に共発現させ、その大腸

菌細胞抽出液を用いてGST－Pulldownを行った。ADAl及びTAF48は単独で発現

させた場合、発現蛋白質を確認することができないが、TAF61と共発現するこ

とで可溶画分に安定に存在するようになる。

ADAl［259－359a．a．】（M3784：Davidson博士より供与、Gangloffetal．，2000）又は、

TAF48［全長］（M3869）をBL21に形質転換して、コンビテントセルを作成後、さ

らにGST－TAF61を形質転換してクロラムフェニコール及びアンピシリン耐性の
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形質転換体を選んだoGST－TAF61はGST一野生型TAF61［39ト539a．a．］（M3405）、

GST壌異型TAF61［39l－539a・a・］（M3924，M3925，M3926，M3927）、又はGST一野生

型TAF61［414－490a・a・］（M3854）、GST一変異型TAF61［414－490a．a．］（M3855，M3856，

M3857，M3858）を用いた。セレクションのための抗生物質は、アンピシリン

20叫釘mLクロラムフェニコール35鵬／血の濃度で用いた。形質転換体を1仇nl

のLB培地に植菌し、30℃でOD600nm＝0・45まで培養後、1mMIPTG存在下で、

25℃，4時間、発現誘導を行った。大腸菌を集菌後、一度50叫の1ysis－WaShバ

ッファー（25mMTris－HCIpH6・0，0・4M塩化ナトリウム）で洗浄し、10miの培養

液に対し250plの1ysis－WaShバッファーを加えて懸濁後、ソニケーション（5sec，

5回、1回につき1分間水中でインターバルを取る）を行った。遠心後の上清に

50plのGlutathioneSepharose4B（amershampharmaciabiotech）を加え、4℃、30分ロ

ーテートした。500plの1ysis－WaShバッファーで4回ビーズを洗浄後、2xサンプ

ルバッファー100plに懸濁し、20plをSDS－PAGE、CBB染色に供した。

2－2－18・β－galactosidaseassay（Ausubeletal．，1994）

各酵母株に、β－ガラクトシダーゼ遺伝子の上流にGALl．10プロモーターを

もつプラスミド（B20）と、GAuのDM結合ドメインを含む各種アクティベー

ターをもつプラスミド（M1569，M524，M1440，M1570，M468，M967）、又はGAu

のDNA結合ドメインと融合した野生型TBP（M1572）及び各種変異型tbp

（M1573，M1878，M1879，M1881，M1882，M1883，M1884，M1885，M1886，M1887，

M2006，M2007）や、野生型TAF61（M385）及び変異型taf61（M1247，M3320，M3321，

M3860，M3861）をコードするプラスミド、又はコントロールベクター（M471）

を形質転換した株を3miのSD培地に植菌し（1試料につき形質転換体N＝3で

実施）、OD600nm＝0・6－1・0になるまで2－3日間、室温で培養した。この培養液

1miを4miのWD培地に植菌し、OD600nm＝0．5－1．0になるまで約9時間培養し

た後（OD600mを記録した）、1．5mlの培養液をエツペンチューブに移して

15000rpm、30秒、室温で遠心し、上清を除いた。1．5mlのZbufftr（50mMリン

酸水素2ナトリウム7水和物、40mMリン酸水素2ナトリウム1水和物、1仙M

塩化カリウム、1mM硫酸マグネシウム7水和物、P＝7・0）で菌体を洗浄し、3叫1

のZbufftrに懸濁した。そのうち100plをエツペンチューブに分注し、残りのサ

ンプルとともに液体窒素でサンプルを凍結させた010叫1に分注したサンプルを

37℃で溶解して0・7mlのZbufftr＋0．27％βメルカプトエタノール、0．16mlの

ONPG溶液（4mghnlZbufftr）を加え、溶液が黄色くなるまで室温でインキエペ

ー卜した後、0・4mlの1M炭酸ナトリウムを加えて反応を停止した。この時、反

応を停止するまでの時間を記録した015000叩m、10分間、室温で遠心して細胞
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破砕物を沈殿させ、上清の吸光度を420nmで測定し、以下の式に従って、Miller

unit（1分間に1pモルのONPGをひニトロフェノールとDガラクトースに加水

分解する酵素量を1unitとする）を算出した。

β－galactosidase活性（Millerunit）＝1000xOD420nm／反応時間（分）

xO．1x5xOD600nm

2－2－19．Electrophoreticmobilityshiftassay（Kokuboetal．，1993a，Kokuboetal．，1998）

adenovirusm年iorlatepromoter（－119～＋61）100ng，T4PolynucleotideKinasa

（TOYOBO），XIProtrudingEndKinaseBuffbr及び［Y－32p］dATPを含む20pl反応液を

37℃、30分反応後、SephadexG50カラムを用いてフリーの［Y－32p］dATPを取り

除き、32pラづルされたDNAプローブを得た。DNAとTBPを結合させる反応液

は、プローブを5xlO3dpm，2．4pg／midGdC（Pharmacia），35mMHepes－KOH（PH8．0），

7．5mM塩化マグネシウム，6％（VOl／vol）グリセロール，60niM塩化カリウム，

6mMDTT，60pMEDTA，2pg／PIBSA，20ngTBPを含み、合計25plにメスアップし

た。30℃，30分の反応後、反応液をTGMg（25mMTris，192mMグリシン，2mM塩

化マグネシウム）バッファーと5％（VOl／vol）グリセロールを含む4％ポリアクリ

ルアミドゲル（59：1）にアプライし、TGMgバッファーを用いて電気泳動する

ことで、複合体を分離した。TFIIA－TBP－DNA複合体形成能の解析のためには反

応液に上記の反応液に含まれる20ngTBPの代わりに10ngTBPと12ngTFIIAが

加えられた。30℃，30分の反応後、反応液を0．5xTBE（89mMTris，89mMホウ酸，

2mMEDTA（PH8．0））バッファーと5％（VOl／vol）グリセロールを含む4％ポリアク

リルアミドゲル（59：1）にアプライし、0．5xTBEバッファー中で電気泳動して複

合体を分離した。電気泳動には、16cmx16cm四方、2rTm厚のゲル板（ATrO）で

作成したゲルを用いた。20分間のプレラン後、反応液をアプライし、120V，1hr

泳動後、80℃で1hrゲルドライを行い、Ⅹ線フイルムにト2日間感光した。

2－2－20．酵母仝RNAの調製（IyerandStruhl，1996）

酵母株を100mlYPD培地中でOD600nm＝0．4まで25℃で培養後、二等分し、

25℃、37℃でそれぞれ2時間培養した。集菌後、酵母株をDDWで一回洗浄して、

400ulのIysisbufftr（10mMTris－HCl（pH7．5），10mMEDTA，0．5％SDS）に懸濁し、

40叫1のフェノール（pH4）を加えて、3分間ボルテックスした。次に、途中で3－

4回ボルテックスを行いながら、65℃，1hrインキエペートした。10分間水冷後、

4℃で遠心して得られた上澄みを再度フェノール（pH4）／クロロホルムで抽出し
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た。室温で遠心後に得られた上澄みに40叫1のイソプロピルアルコール・を加え、

室温で5分間放置後に4℃で遠心した○得られた沈殿を70％エタノールでリンス

し、乾燥後にDEPC処理DDWを400pl加え、懸濁した。その後、RNasefreeDNase

を1U加え、37℃，1hr処理後、フェノール（PH4）／クロロホルム抽出後の遠心操

作で得られた上澄みを0・3M酢酸ナトリウムと2倍量のエタノールでエタノー

ル沈殿した。沈殿を70％エタノールでリンスして乾燥後、DEPC処理DDW50pl

に懸濁した。懸濁液を1′500希釈してからOD260mを測定することにより帥A
濃度をチェックし●た。

2－2－21．ノザンハイプリダイゼーション

20帽の酵母仝RNA，50％（血′vol）ホルムアミド（高純度核酸用），17．5％（VOV

VOl）ホルムアルデヒド，1xMOPSバッファーを計1叫lにメスアップし、混合後、

55℃で15分間処理した0氷中で急冷後、叫1ゲルローディングバッファー（50％

グリセロール、1mMEDTA（pH8・0），0・25％ブロモフェノールブルー（BPB）、0．25％

キシレンシアノール（ⅩC））を加え、RNAサンプルとした。

5％ホルムルデヒド、1xMOPSバッファー（20mMMOPS，5mM酢酸ナトリウム，

1mMEDTA）及び0・05pgEtBrを含む1％変性アガロースゲルに、調製したRNA

サンプルをアプライし、5％（vol′vol）ホルムアルデヒドを含む1xMOPSバッファ

ー中で100Ⅴ、1時間泳動した。

泳動後の変性アガロースゲルをmwで5分、4回洗浄後、10xSSC（1．5MNaCl，

0・15Mクエン酸3ナトリウム2水和物）を用いて泳動されたRNAをGeneScreen

Plusメンプレン（NENResearchProducts）にqNでトランスファーした。メンプ

レンは、トランスファー前にDDWで10秒、10xSSCで15分間処理してから使

用した。トランスファー後のメンプレンは、2xSSCで数回リンス後、FUNA＿

UV－LmⅨERFS－1500（フナコシ）のautomaticmodeによりUVクロスリンクを行
った。

クロスリンクを行ったメンプレンを用いて、HybridizationSolution（5xSSC，50％

ホルムアミド，5xDenl1ardt‘ssolution，0・5％SDS，0・2mg／miサケ精子DNA）中で

42℃、2hrのプレハイプリダイゼーションを行った○その後、95℃、5分間処理

後急冷することで、一本鎖に変性した32pラベル済みのプローブを同バッファー

6mi中に3xlO5cpm／rnlの濃度で添加し、42℃、qNでハイプリダイゼーションを

行った。

プローブの32pラベルは以下のように行った。酵母ゲノムを鋳型として適当な

プライマー（表2－2－23）を用いてPCRにより増幅した約300bpのDMプローブ

100ngを95℃，3分間処理後、水中で急冷し、OLB（Oligolabelingbufftr；0．1mM
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dATPdTTPdGTP，0．18％（V／v）β－メルカプトエタノール、250mMTris－HCl（PH8．0），

25mM塩化マグネシウム、200mMHepes（pH6．6），OD2605．4unit／mipd（N）6ラン

ダムオリゴプライマー）10pl，0．1％BSA2い′1，［α－32p］dCTP2．5いノ1，KlenowIUに加

え、DDWで計50LLlに調製した。この溶液を37℃で30分反応後、SephadexG50

カラムを用いてフリーの［α－32p］dCTPを取り除き、32pラベルされたINAプロー

ブを得た。適宜TEで希釈してチエレンコフ光でラベル濃度を測定し、ハイプリ

ダイゼーションに供した。

ハイプリダイゼーション後のメンプレンは、65℃の0．1％SDS，1xSSC中で15

分間、3回洗浄し、Ⅹ線フイルムに感光した。感光が終了したメンプレンは、

0．1xSSC，1％SDS中で10分間ボイルし、プローブを外して、また別のプローブ

をリハイプリした。同じメンプレンを使用したリハイプリ実験は多くても3回

までにとどめた。

2－2－22．免疫沈降（Baietal．，1997）

実験目的に適した温度で培養した酵母株（温度シフトを必要とする場合は、

OD600nm＝0．6付近で、培養温度を25℃から37℃にシフトして、0，2時間後に菌

体を回収した）の湿菌体約50叫1が1セット分（沈降に用いる抗体と、PI（免

疫前血清）抗体による免疫沈降実験を1セットとする）になるように酵母を培

養した。各酵母株の菌数を揃える（1セット、約4xlO9cells）ために回収する培養

液量は適宜変える必要があるが、集菌時のOD600nm＝0．7－0．8の範囲において、

SD培地での培養時には、1セット分で約120mlの培養液が、また、YPD培地で

は約50mlの培養液が必要である。1セット分の菌体にBA200バッファー（20mM

Hepes－KOHpH7．6，2mMEDTA，2mMEGTA，0．25％NP－40，200mM酢酸カリウム，

1mMDTT，350ng／mlbestatin，2mMbenzamidine，400ng／mipepstatinA，500ng／mi

1eupeptin，25ng／miantipain，1mMPMSF）を80叫′1加え懸濁後、1．5mlチューブに2

等分し、約15叫．1の冷えたガラスビーズを加えボルテックスにより菌体を破砕し

た（60秒、8回、1回につき2分間水中でインターバルを取る）。15000叩m，5分、

4℃の遠心後、上清を新しいチューブに移し、300直のBA200バッファーでビー

ズを一回洗浄した。遠心後、上清を以前に回収した破砕液の上清に加え、穏や

かに混合し2等分した。それぞれのチューブに、沈降に用いる抗体2匹1又は、

PI抗体2plを加え、4℃、90分間ローテートした。その後、ProteinAsepharoseTM

4FastFlow（AmershamPharmaciaBiotech）12い．1を加え、4℃、30分間ローテートし

た。3000叩m，3分、4℃の遠心後、上清を除き、ビーズを500叶1のBA200バッフ

ァーで5回洗浄した。10LLlの2xサンプルバッファーに懸濁し、SDS－PAGE、ウ

エスタンブロッイテングに供した。
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表2－2－23．2項で用いたオリゴヌクレオチドリスト

number sequence

TK21　　　5●・CACACAGAATTCATGGCCGATGAGGAACGT・31

TK22　　　5r・CACACAGGATCCTTACATmTCTAAATTCACT・3・

TK127　　　5．－GAAATAAAACGACTACTAGTTAG－3・

TK128　　　5■－’rTGGGATCCAAGTTCACCTTCCT－31

TK215　　　5．－ACACGAACCGACAATGTCTTGTATmGAAGTC－31
TK222　　　5．－CTAGTCCAACATAAACAG・3・

TK223　　　5．－CATCATGCGTATTAGAGA－3I

TK224　　　5’－CTACTGGCCAGCmGAG＿3・

TK225　　　5l－TAATTGAGAAAATGGAACJI

TK688　　　5．－TGTTTTGTAGTGITGAAACAATACCTGATGT－3l

TK16　　5．－1TTGGATAATTCTTGCAGCTGTTCTACTGGCCAGCTTT－mUtageneSisfortbp・K138T，Y139A

PCRpパmerforM1572〟1573〃1878，M訂9〟188tM188乙

M1883．M18軋M1885，M1886，M1887，M20恍，M2∞7

PCRpnmerforM1572・M1573・M1878．M1879，M1881．M1884，

M1885，M18鮎．M1881M2006，M2007

genomePCRC40，D7

genomePCRC40，D7

mutagenesisfα他P－N159D

Seq・PrimerC40，D7tbp（Sl18L，P65S）

Seq・PrimerC40，D7tbp（Sl18L，P65S）

Seq・PrimerC40．D7tbp（Sl18L．P65S）

Seq・PrmerC40，D7tbp（Sl18L．P65S）

TK1247

TK1248

TK1267

TK1268

TK1269

TK1270

TK1326

TK1327

TK1416

TK1417

TK1524

5l－TTGGTAAATTTCTTCATGTTGCTTTGCACCAGT・3・

5’－TTCACTTAGCACAGGGGCTATAGCTTCAAAAGC・3・

5r－CCATCACATmTCTATCTTCACTTAGCACAGG－3・
5’－TCACATTTTTCTAAATGGACTTAGCACAGGGTA・31

5■・TTGTATTTTGAAGTCTATGAATTTAGCAGCAAA・31

5l・TGTGAATTTAGCAGCATGCCCGATmTTGGAT－3t
5’－CACACAGGATCCTTACATTTTTCTATCTTCACT・3・

5’－CACACAGGATCCTTACATTTTTCTAAATGGACT－3・

5’－ACACGAACCGACAATAAGTTGTATTITGAAGTC・31

5’－AACGTCACACGAACCGGCAATATTTTGTATm．3・

5l・AACAACCATmCCCTAAGGCAAAAATTAAAGC・3・

TK150　　　5I－CTACTTGGAGCCACTATC・3・

TK151　　　5l・CCGCACCTGTGGCGCCGG－3・

TK662　　　5r・ATATAGGCGCCAGCAACC－3・

TK184　　　5●－CACACAGAATTC TCCCATAATAGCCCAGAG－3・

TK185　　　5．－CACACAGGATCCTTATTCTGTTGTCTCAAAAAT－3・

TK187　　　5．－CACACAGGATCCTTACCCCCCAAAGTCGTCAAT・3・

TK189　　　5．－CACACAGAATTC GGAATGACCCACGACCCC・3・

TK202　　　5．－CACACACTGCAGTTAGGCACCTTCATCCCCGCC・3・

TK208　　　5l－CACACAGAATTCATGmGAGTATGAAAAC－31
TK209　　　5．－CACACAGGATCCTTAGGATTCAATTGCCITATC－3・

TK212　　　5■－CACACAGAATTCGACCAAACTGCGTATAAT－3・

TK213　　　5．－CACACAGGATCCTTAGGTATCITCATCATCGAA－31

TK937　　　5l・CACGG＾TCCGTGATCITTTCAAGAATAAT－31

TK938　　　5L－CACCTGCAGITACAAGATTTGATAGTGCTC・3・

T844　　　5．・CACACAGGATCCGTACCAACTTGGCCAACGAAGAT－3・

TK678　　　5．－AAGTGATTATCTGAATAATGAAAG－31

TK679　　　5．－GAATGAmGCAGCGGTGGTAAAA－3・
TK680　　　5．－GCATTCGAATCATAACCGAA－3▼

TK681　　　5●－CAGACAAGAAACAACAGTAAC・3・

TK682　　　5●－GCATTCGAATCATAACCGAA－3・

TK683　　　5l－CAATAACTGGAGGTTCTGCT・3・

TK684　　　5．－GTATGACGGACTTGGAAATT－31

TK685　　　5．・TATTTCAGTAGAATTAGAAC－3・

TK687　　　5l－TGTGAACTATAACTTTAGGA・3・

TK741　　　51CCTCATCAATTCCGACAG・3・

TK765　　　5●－CTTCACTAACTCTCTTGATTTACGCTTTGACAT・3・

TK772　　　5．－CACGGATCCTTATTTTTTTGTATTCAAGCT－3・
TKlO88

TKlO96

TK1955

TK1976

TK1978

TK1979

TK1980

5■・CACACAGAATTCATGTCTTCCAATCCAGAA－3・

5’・AGGAATCCTAATATTTTAAITTCTCTCCAAATG・3・

5’－CACACAGGATCCTTAATTTCTCTCCAAATGTAA－3・

5．・CACACAGAATTCATGAATGCCAGTGCTTTG＿31

5l－CACACACTGCAGACAAGTAATGCA＿31

5l－CACACAGGATCCTGTCGTATTTTATACACA・3・

5’・CACACAGGATCCATGAATGCCAGTGCTTTG＿3l

TK19B1　　5l－CACACAGCGGCCGCTCTAGAACTA－3l
TK2042

TK2043

TK2062

TK2063

TK2064

mO65
TK2658

TK2659

m708
TK2709

TK2900

5l・CACACAAAGCTTATGTCGAATTGAACAAAG＿31

5’－CACACAGGATCCCATCATTAGACGTAAGCA＿3・

5l－CACACAGGATCCTCGAAAGCTAAGGTAACC－3・

5’・ACACACGAATTCTTAmTTTTGTATTCAA＿3・

5■－CACACAGGATCCATGAATGCCAGTGCTTTG＿3・

5．・ACACACGAATTCTTAATTTCTCTCCAAATGTA＾－3・

5■・GTCGGCAAGATCCAATGCTAAT－TCCTCAACATC・3・

5l・mTCTGTGTTTTGCCGCTCTACAAGAAAAAGC－3・
5■－ACACACCATATGGCAAATTCGCCGA．M＿3・

5’・CACACAGGATCCTTAATCTCTGATCTTGGCATA－3・

5l－CACACAGGATCCGTTATGTCAAAGCGTAAA＿3l

TK2901　　5一－ACACACGAATTCTTAAATCCTAATATTCCAAIT・3・

TK17　　　5．・GTGCTTTTAAGAGAATAA－31

TK893　　　5l－GCCGAAGTCAAGACGGCGCAG－3L

TK1499　　　5l・CGTCAAGACTGTCAAGGAGGG－31

TK1915　　　5．－CCGGCATCTACTATTGAG．3・

T870　　　　5．－GTTCTCGTTTACATCATCATA－3l

muねgenesis

mutagenesis

muは9eneSis

mutagenesis

nutagenesis

mutagenesjs

mutagenesis

fortbp－P65S

fortbp－R220H

fortb㌣Y231A

fortb㌢F237D

fortbp∈236P

fortbpT1531

b＝b巨F148H

PCRprimerfcwMIB83

PCRprimerforM1882

mutagenesisfortbp－N159L

mutagenes短fortb㌣V161A

mutagenesisfortbp－Sl18L

Seq・Pr血erforfragmentJntOYCp，YEpvectors

Seq・PrimerfoqfragmentintoYCp，YEpvectors

Seq・PrherforfragrTlentintoYCp，YEpvectors

PCRp血鳩rforM1570

PCRprimerforM1570

PCRprirTWrforM524

PCRprimerforM524

PCRprirTler

PCRpr］mer

PCRprimer

PCRprimer

PCRprimer

PCRprimer

PCRprirner

PCRprimer

brM468

b「M967

b「M967

†orM1569

わrM1569

brM1440

†0rM1440

brM468

genomePCRA22

genomePCRA22

Seq・Pr血erA22taf61（L420S）

Seq・PrimerA22taf61（L420S）

Seq・PrimerA22taf61（L420S）

Seq・PnmerA22taf61（L420S）

Seq・PrimerA22taf61（L420S）

Seq・PrmerA22taf61（L420S）

Seq・PnmerA22taf61（L420S）

Seq・PrlmerA22taf61（L420S）

mutagenesisfortaf61・L420S

PCRp抽m旧rfαM385，M1247．M3321

PCRprirTlerforM385，M1247，M3320

mutagenesisfortaf61・W486stop
PCRprjmerIα

PCRprimerfor

PCRprimerfor

PCRprjmerfor

PCRpr血相rfor

PCRp“merbr

PCRprimerfor

PCRpHmerfor

PCRprimerfor

PCRprjmerfor

PCRprirTLerfor

PCRpHmerfⅣ

M3320

M3321

M3349

M3349

M3350

M3350

M3402

M3402

M3403，M3406，M3404

M3403．M3406，M3405

M3405

M3404，帖856

muta9eneS薩ねrta俺1－L446A

mutagenes蔭b「ta†61－L464A

PCRprjrnerforM3869

PCRprimerforM3869

PCRphmerforM3854．M3855．3856．3857．3858

PCRprimeTlorM3854，M3855．3857，3858

PCRphmerfordetectionofTAF145gem3dlSruPtkm（mF145promoterseq．）

PCRp血鳩rfordetectK）nOfTAF145gerwdisruption（hisGseq．）

PCRp再merlordetectkmofTAF61genedisruption（PTEFpromoterseq．）

PCRpnmerbrdetectionofTAF61genedisrupnon（mF61promoterseq．）

PCRphmerfordetect加of△taf145gene（TAF145NtermLnaJseq．）
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⊥r▼

number

TK245

TK246

TKlO43

TKlO44

TK1879

TK1880

TK1881

TK1882

TK1889

TK1890

TK1895

TK1896

TK2111

TK2112

TK2113

TK2114

TK2115

TK2116

TK2117

TK2118

TK2119

TK2121

TK2125

TK2126

TK2294

TK2295

TK2296

TK2297

TK2298

TK2299

TK2431

TK2432

SeqUenCe

5．－GGTTTTCCGTACTCTCATCAC・31

5■・ATGGATTGA’rTCCGGATTCAA－31

5．－ATGAGTTCCGTCAATAAA－3’

5．－GCAACAGTGGTTTGCAGA・3．

5●・ATGAACAACACTTCCATA・3．

5．・ATATGCTCTTCTGAGCTC－31

5一・ATGGTTTTG CCGATTCTA－31

5．－ACGCTCCTTTGGTACATT－31

5l－ATGAAGATAAAAATTGAC－3■

5’・ACCCTCACTGTTTATTGC－3’

5’・ATGAGGAAGCTAAATCCA・3■

5’－TATGATITCCTTGATAGT・3－

5l・ATGAGCTTACCCGATGGA－3I

5■－AATGTCCTCGATGTGGCC－3．

5’－ATGTCAGGAAAAGCTCAT・31

5’・ATCGTCACCTCTAATGGC－31

5．・ATGTCTCAAGGTACTTTA・31

5l・TTGCCATCTGATGATTTG－3■

5l－ATGTCTGTG CCCAAAAAA・3I

5’－AACGTCAAAGAAATAAGA・31

5’－ATGCTAmGGTATTAAA－31

5’－ATGTTTAAATCTGTTGTT－3．

5．－ATGTCATTTCACCAACAG－31

5l－TGGGGAATCTGACATCTT・3’

5l・ATGGTTACTCAAITCAAA－3’

5●－TTAAGCATTAGCAGCAAT－31

5．・ATGGCGAAAAGCAAATCC－3］

5’・TTCTTCGTCGTCGTCGTC－3．

5l・ATGCTAGCCGAAAAAACC・3■

5l－CTCACCAACGATTGGATA・3－

5’－CCAATCTTTGAGCCTCAT－3－

5’－CGTAATCATCGTTCAAGA・3l

PUrPOSe

northern

northe「n

northern

northern

northe「n

northe「n

northern

northern

northe「n

northe「n

northern

no「thern

no「thern

nonhern

northe「n

no－1hern

northern

no「【hern

no「thern

northern

northern

northern

northern

northern

no「【hern

no「thern

northern

northern

northern

no「thern

northern

norlhern
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C［1

CTTI

PHO84

PHO84

YJRO78W

YJRO78W

HIS4

H】S4

YJRO79W

YJRO79W

YDR539W

YDR539W

GNAI

GNAI

HTA3

HTA3

CAMI

CAMI

PMT4

PMT4

YPL019C

PHO5

YDL124W

YDL124W

TRXI

TRXI

WTM2

mM2
YHBI

YHBI

YPし019C

PH05

賢

．J



表2－2－24．2項で用いたプラスミドリスト

Name

PYNll

Mll

M3217

PTM26

PTM17

PTM8

M1228

M1581

M496

M1861

M1862

M1863

M1864

M1865

M1866

M1867

M1868

M2008

M1578

M1229

M16

M494

M1871

M1872

M1873

MZOO4

M1874

M1875

M1876

M1877

M2005

M471

M1572

M1573

M1878

M1879

M1881

M188Z

M1883

M1884

M1885

M1886

M1887

M2006

MZOO7

TBP／URA3markedpJasmid

TAF145／pRS314

TAF145／pRS315

taf145deJtaTAND／pRS315

taf145deJtaTAND－ADE3／pRS316

TBP／pRS314

tbp（P65S）／pRS314

tbp（K138T，Y139A）／pRS314

tbp（N159D）／pRS314

tbp（R220H）／pRS314

tbp（YZ31A）／pRS314

tbp（F148日）／pRS314

tbp（T1531）／pRS314

tbp（E236P）／pRS314

tbp（F237D）／pRS314

tbp（N159L）／pRS314

tbp（V161A）／pRS314

tbp（S118L）／pRS314

TBP／pET？ampresjstance

TBP／pET28a

tbp（P65S）／pET28a

tbp（K138T，Y139A）／pET28a

tbp（N159D）／pETZ8a

tbp（R220H）／pET28a

tbp（Y231A）／pET28a

tbp（T153J）／pET28a

tbp（F148H）／pET28a

tbp（E236P）／pET28a

tbp（F237D）／pET28a

tbp（N159L）／pET28a

tbp（V161A）／pET28a

tbp（Sl18L）／pET28a

備考（作成法など）

mutagenesisbyTK688（vspTM8）

mutagenesisbyTK16（vspTM8）

mutagenesisbyTK215（vspTM8）

mutagenesisbyTK1247（vspTM8）

mutagenesisbyTK1248（vspTM8）

mutagenesisbyTK1270（vspTM8）

mutagenesisbyTK1269（vspTM8）

mutagenesisbyTK1268（vspTM8）

mutagenesisbyTKIZ67（vspTM8）

mutagenesisbyTK1416（vspTM8）

mutagenesisbyTK1417（vspTM8）

mutagenesisbyTK1524（vspTM8）

PCR（Ndel－BamHIcut）

mutagenesisbyTK688（vsM1578）

mutagenesjsbyTK16（VSM1578）

mutagenesisbyTK215（vsM1578）

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

mutagenesis

byTK1247（vsM1578）

byTK1248（vsM1578）

byTK1269（vsM1578）

byTK1270（vsM1578）

byTK1268（vsM1578）

byTK1267（vsM1578）

byTK1416（vsM1578）

byTK1417（vsM1578）

byTK1524（vsM1578）

PGAD424のGAL4DNAbindingdomainをpGBT9のGAL4activationdomainと交換した。

（ADHIpromoterとterminatorにより制御されている）
TBP／M471

tbp（P65S）／M471

tbp（K138T，Y139A）／M471

tbp（N159D）／M471

tbp（T1531）／M471

tbp（E236P）／M471

tbp（F237D）／M471

tbp（R220H）／M471

tbp（Y231A）／M471

tbp（N159L）／M471

tbp（V161A）／M471

tbp（F148日）／M471

tbp（Sl18L）／M471

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoR［－BamHIcut

PCRpTM8vs（TKZl，TK22）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK2l，TK22）EcoRl－BamHJcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK21，TK1327）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK2l，TK1326）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK2l，TK22）EcoRl－BamHJcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRトBamHIcut

PCRpTM8vs（TK2l，TK22）EcoRI－BamHIcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRトBamHJcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRl－BamHIcut

PCRpTM8vs（TK21，TK22）EcoRI－BamHIcut
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Name

M1569

M5Z4

M1440

M1570

M468

M967

M1579

PTM138

MIZ40

M1241

M1523

M3350

M3852

M3853

M385

M1247

M3320

M3321

M3860

M3861

M3405

M3924

M3925

M3926

M3927

M3854

M3855

M3856

M3857

M3858

M3402

M3784

M3869

GAL4（842－874）／M471

VP16（457－490）／M471

ADRl（642－704）TADIV／M471

EBNA2（426－462）／M471

yTANDl（10－42）／M471

GCN4（107－144）／M471

taf145deJtaTANDHAx4C未／pRS315

TAF61／pRS315

TAF61／pRS314

taf61（L420S）／pRS314

taf61（W486stop）／pRS314

taf61（391－539）／pRS314

taf61（L446A）／pRS314

taf61（L464A）／pRS314

TAF61（WiId）／M471

taf61（L420S）／M471

taf61（W486stop）／M471

taf61（391－539）／M471

taf61（L446A）／M471

taf61（L464A）／M471

TAF6139l－539（Wild）／pGEX2T

taf6139l－539（L420S）／pGEX2T

taf6139l－485／pGEX2T

taf6139l－539（L446A）／pGEXZT

taf6139l－539（L464A）／pGEXZT

TAF61414－490（Wild）／pGEX2T

taf61414－490（L420S）／pGEXZT

taf61414－485／pGEX2T

taf61414－490（L446A）／pGEX2T

taf61414－490（L464A）／pGEX2T

TAF48／pRS425

PTEFpromoter＋HisG？vector

ADAl（259－359）／pACYC184

TAF48／pACYC184

備考（作成法など）

PCR（TKZ12，TKZ13）

PCR（TK189，TK187）

PCR（TK937，TK938）

PCR（TK184，TK185）

PCR（T844，TK20Z）

PCR（TK208，TK209）

TAF61を含むゲノム断片をPstl－Pstlでサブクローニング

PTM138をPstl－Bg‖でサブクローニング

mutagenesisbyTK765（vsMIZ40）

mutagenesisbyTK1096（VSM1240）

M3349（TAF61promoter700bp／pRS314）を作成

（ゲノムをTK1978，TK1979でPCR後、PstトBamHIcut）し、

BamHl－NotlcutしたものとゲノムをTK1980，1981でPCR後、

BamHトNotIcutしたものを1igation

mutagenesisbyTK2658（VSMIZ40）

mutagenesisbyTK2659（vsM1240）

PCRpTM138vs（TKlO88，TK772）EcoRl－BamHIcut

PCRM124lvs（TK1088，TK772）EcoRl－BamHIcut

PCRpTM138vs（TK1088，TK1955）EcoRl－BamHIcut

PCRpTM138（TK1976，TK772）EcoRトBamHIcut

PCR M3852vs（TK1088，TK772）EcoRl－BamHLcut

PCRM3853vs（TK1088，TK772）EcoRl－BamHIcut

PCRpTM138vs（TK2064，TK2063）BamHトEcoRIcut

PCRM124lvs（TK2064，2063）BamHトEcoRIcut

PCRM1523vs（TK2064，2065）BamHl－EcoRJcut

PCRM3852vs（TK2064，2063）BamHl－EcoRIcut

PCRM3853vs（TKZO64，ZO63）BamHl－EcoRIcut

PCRM1240vs（TK2900，TK2901）BamHl－EcoRIcut

PCRM124lvs（TKZ900，TK2901）BamHトEcoR［cut

PCRM1523vs（TK2900，TK2065）BamHトEcoRJcut

PCRM3852vs（TK2900，TK2901）BamHトEcoRJcut

PCRM3853vs（TK2900，TK2901）BamHトEcoRJcut

PCRゲノムDNAvs（TK2042，TK2043）Hind”l－BamH［cut

TAF61KO（YAK983）に使用したvector

GangloffetaJ．，ZOOO

PCRM3402vs（TKZ708，TK2709）NdeトBamHJcut
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2－3．結果

2－3－1・合成致死性株のスクリーニングと原因遺伝子の同定

2－3－1－1．合成致死性株のスクリーニング

合成致死性株のスクリーニングを行い、最終的に得られた14株について優劣

検定と温度感受性テストの結果を表2－3－1－1－1に示す。

表2－3－ト1－1．TAND欠失型bf145の合成致死性変異株の性質

株　　優性・劣性　温度感受性（ts）　　生育

Al　　　劣性

A6　　　　優性

A22　　　劣性

A38　　　　劣性

B9　　　　劣性

B16　　　　劣性

C2　　　　劣性

C40　　　　劣性

C60　　　　劣性

C72　　　劣性

D7　　　　劣性

D16　　　　劣性

E4　　　　劣性

ElO　　　劣性

ts

nOne

ts

ts

ts

ts

ts

ts

nOne

ts

ts

ts

ts

Slowgrowth

nomal

no「mal

nomaI

SJowgrowth

SJowgrowth

nomal

no「mal

normal

Slowgrowth

normal

no「mal

SJowgrowth

normal

今回解析した株を芳雄ノ≡ン牲で示した。

2－3－ト2・合成致死性原因遺伝子のスクリーニングとその限局および変異部位の
決定

合成致死性株は野生型のTAF145プラスミドを持つので、これらの株の表現型

は合成致死性変異遺伝子によるものである可能性が高い。温度感受性を示す合

成致死性株を野生株であるCH1305と接合して四分子解析後に得られる株のう

ち、TAF145は野生型で温度感受性を示す株は、合成致死性遺伝子に変異をもつ
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株の可能性がある。A22，C40，D7株をCH1305と接合し、四分子解析した結果、

両株とも単一の遺伝子変異で合成致死を示し、温度感受性と合成致死性変異遺

伝子がリンクしていることが考えられた（2－2－7項参照）。そこで、A22，C40，D7

株を野生株と掛け合わせることにより、合成致死性を示す変異遺伝子を

△TANDtaf145遺伝子から分離し、変異遺伝子の表現型（ここでは温度感受性）

を相補する遺伝子を探索する方法を用いた（2－2－7項参照）。このスクリーニン

グに用いた株は、もとの合成致死性株と接合後の四分子解析で得られる生存酵

母数（生存酵母数：致死酵母数＝2：2）により、単一遺伝子に変異が導入された

ことで、ATANDtaf145遺伝子と合成致死を示していることを再確認している

（datanotshown）。

それぞれの株にYCpゲノムライブラリーを形質転換し、温度感受性の回復を

指標にしたスクリーニングにより得られた染色体断片を図2－3－ト2－1に示した。

これらの染色体断片は、それぞれ由来する株の合成致死性も回復した。次に、

これらの染色体断片をさらにいくつかの領域に分けてサブクローニングし、合

成致死性株に形質転換して温度感受性、合成致死性を回復する遺伝子を限局し

た。その結果、A22株ではTAF61遺伝子に、C40，D7株ではSPT15（TBP）遺伝子

に限局された。さらに、その変異部位を見いだすために、それぞれの株から遺

伝子断片をPCR増幅し、塩基配列解析を行ったところ、A22株のTAF61でIA20S

CTrA→TCA）、C40株のTBPでSl18L（TCA→TTA）、D7株のTBPでP65S（CCA

→TCA）が見いだされた。我々は、これらの変異をnsl（ArrAgD旦ynthetic旦ethal）変

異と名付け、taf61［L420S］をns12－1、tbp［Sl18L］をnsll－1、tbp【P65S］をnsll－2と

呼ぶことにした。TBPはTFIID複合体のコンポーネントの一つであり、TAF61

はTFIID，SAGA複合体の両者に含まれるTAFである（図1－2）。野生株の掛け

合わせにより作出した、nSll－1（tbp［Sl18L］）又はnsll－2（tbp［P65S］）のみ（TAF145

は野生型）を持つ株及び、nS12－1変異（taf61［L420S］）のみ（TAF145は野生型）

を持つ株の制限温度での生育を、それぞれ図2－3－1－2－2、図2－3－1－2－3に示した。

また、スクリーニングで用いた株とは異なる系統株（22．4株）を用いて、

ATANDとnsll－1，nSll－2，nS12－1が合成効果を示すかどうかを調べた（図2－3－2－3－

2，図2－3－3－4－1）。図2－3－2－3－2A，図2－3－3－4－1Aに示すような株を作成し、5FOA

培地上でATANDとnsll－1，nSll－2，nS12－1を両方持つ株が生育出来るかどうかを

指標にしてアツセイを行った（2－3－2－3，2－3－3－4項参照）。その結果、ATANDと

刀5〃－J，月5Jノー2，刀5β－Jの両方を含む株は5FOA培地上で生育せず、このスクリーニ

ングで得られた変異が、ATANDと合成効果を示すことが確かめられた。
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PEX7　　　　　　　　　▼L420S（TTA→TCA）

A221V　＝l巨A申　MKC7＝TAF61H sw・5

c．。vしJBP5　　　　S慧（TCA－1TA）
FTRl

UBP5

TBP UBP3

P65S（CCA→TCA）

D7　V　＝＝＝＝…＝＝＝＝国l＝　＝
FTRI TBP uBP3

□HypotheticalORF

図2－3－ト2－1．合成致死性を回復する遺伝子

スクリーニングにより得られた合成致死性を回復する染色体断片を示した。制限酵素

処理により合成致死性を回復する領域を限局し、－で示した。赤の遺伝子が合成致死

性を回復する遺伝子であると考え、塩基配列解析により変異部位（▼）を同定した。
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2－3－2．変異型tbpの解析

2－3－2－1．nsll－2（tbp【P65S］）変異のアクティベーターに対する応答性

2－3－1－2項で取得されたnsll－1（tbp【Sl18L］），nSlト2（tbp［P65S］）は、既に報告の

あるtbp変異であった。TBPは、RNAポリメラーゼI，II，IIIの転写系で共通に機

能する分子であるが（田村、2000）、Sl18LはRNAポリメラーゼIIのアクティ

ベーション能が欠失している変異としてq．eeandStruhl，1995）、またP65Sは

RNAポリメラーゼIIIの転写能が損なわれる変異（Schultzetal．，1992）として報

告されていた。我々は、TANDが転写活性化能に関与していると考えているので、

△TANDと合成致死を示す変異分子としてアクティベーション能を欠いたtbp変

異が取得できたことは、歓迎すべき結果であった。そこで、P65S変異でもアク

ティベーション能が欠損している可能性を考え、tbp［P65S］変異株（スクリーニ

ングに用いたCH1305株由来、野生株と3回バッククロス済み：YAK287株）に

おけるアクティベーターへの応答能を細胞内でβ－galactosidase遺伝子をレポ一

夕一に選んで調べた。コントロールとして野生株（CH1305株）を用い、アクテ

ィベーターとしてVP16，TAml（アクティベーター能をもつことが明らかにな

っている。比較的酸性アミノ酸を多く含む。（Kotanietal．，2000）），GCN4，TADIV

（ADRl蛋白質のドメインの一つで、アクティベーション能を持つ。比較的酸性

アミノ酸を多く含む。（Komamitskyetal．，1998）），EBNA2，GAL4を用いた。形

質転換体をN＝3で行った結果を図2－3－2－トlに示す。今回用いたどのアクティベ

ーターにおいても、その活性化能は減少していた。

activator

nOne

GAL4

■w‖d

［コP65S

EBNA2［ニコ

TADlV

GCN4

－TANDl

VP16

［ニコ

□

ヽ、

［二二］

0　　500　10001500　2000　2500　3000　3500

β－galactosidaseactivity

（MiIlerunits）

図2－3－2－1－l．tbp［P65S］のアクティベーターに対する応答能

β一galactosidaseアツセイ実測値を示す　　　　－1：標準偏差

41



2－3－2－2・nSll－1（tbp［Sl18L］），nSll－2（tbp［P65S］）変異の生化学的な特性

次に、nSll変異のTBPとしての生化学的性質を調べた。まず、EMSA

（electrophoreticmobilityshiftassay）により、TATAボックスへの結合能と、TTqIAへ

の結合能を調べた（図2－3－2－2－1）0その結果、両者ともmA結合能は保持してい

たが（図2－3－2－2－1A；2，4レーン）、Sl18Lは野生型の約50％のみの結合能を示

した（図2－3－2－2－1A；4レーン）○また、両変異ともTFmとの結合能が失われ

ていた（図2－3－2－2－1B；4，6レーン）。

A

EMSA（＋Mg2＋）

－－TBP p65S wild sl18L

1　　　2　　　3　　　　4

■■

B

EMSA（－Mg2＋）

Wik］　Sl18L P65S

「　　■　1　■　　　・t i‾　　　・l

TFl仏　－　＋　－　＋　－　＋

ま轡　　　－
、、嘉品濃ぷ　、ガ、　　　　J′、．

図2－3－2－2－1・tbp［Sl18L］，tbp［P65S］のDNA－TBP（A）及びDNA－TBP－TFHA仲）複

合体形成能の検討

矢印はシフトバンドを示す。

BではDNA－TBPのみの複合体が形成不可能な実験系を使用した。

次に、TAF145のTAND領域との結合能を検討するために、GST－TjNDを用いて、

プルダウン実験を行った（図2－3－2－2－2A）oTBP抗体により、GST－TANDと結合し

たⅧPを検出している。P65Sでは野生型と比較してほとんど結合能に変化はみ

られなかったが、Sl18Lは大きく結合能が低下していた（図2－3－2－2－2B；2，4レー
ン）。

A

圧空）¶－ TAND　㊥

B

WiJd P65S wild Sl18L

払舶．　心心、、、、′．　‰組㌧情

1　　2　　　　　3　　　4

図2－3－2－2－2・tbp［Sl18L］，tbp［P65S］とTANDの相互作用の検討

Aに実験系の模式図を示し、Bに結果を示した。
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さらに、酸性アクティベーターであるW16と両変異の結合を検討した（図2－

3－2－2－3）。TBP抗体により、GST－VP16と結合したTBPを検出している。その結

果、両変異とも、野生型TBPが結合できない高い塩濃度の条件下でも結合可能

であることが分かった（図2－3－2－2－3；2，4レーン）。これは、両変異は野生型よりも

VP16と強固に結合していることを示していると考えられる。

㊥－－vp16G町

B

Wild P65S wild Sl18L

鋪静　　　　禅事肖一瞥

1　　2　　　　　3　　　4

図2－3－2－2－3．tbp【Sl18L］，tbp［P65S］とVP16の相互作用の検討

Aに実験系の模式図を示し、Bに結果を示した。

3二三ご］KC・

2－3－2－3．△TANDと様々なtbp変異の合成効果の検討

前項までに、スクリーニングにより得られた二つのtbp変異は、両者ともアク

ティベーターに対する応答能が低下しており、mA結合能は保持していたが、

DNA－TBP－Tm複合体形成能を欠き、GST－VP16アクティベーションドメイン

との結合が、野生型TBPと比較しでより強固になっていることが明らかになっ

た。これらのことから、ある一定の生化学的性質を持ち、RNAポリメラーゼⅢ

系の転写活性化能が欠落しているtbp変異はTAND欠失変異と合成致死性を示

す可能性が示唆された。これまでに見い出された転写活性化能を欠損するtbp変

異には、大きくわけて3グループが存在する。一つは、DNA結合領域に変異を

生じたものであり、N159D，N159L，V161A（Amdtetal．，1995，LeeandStruhl，1995）

などが知られている。二つ目はTm結合能が欠損している変異で、

K138T〝139A，F237D（StargellandStruhl，1995，1996）などが見い出されている。

最後は、DNA結合能にもTiqA結合能にも影響を与えない変異であり、F148H，

T153I，E236P（Starge11andStruhl，1996）などが存在する。そこで、これら既知の転

写活性化能を欠損するtbp変異がTAND欠失変異と合成効果を示すかどうかを

調べようと考えた。本研究で使用したtbp変異を図2－3－2－3－1に示す。

スクリーニングで用いた株とは異なる系統株（22．4株）の染色体上のTBP，

TAF145を欠失し、それぞれの遺伝子を野生型TBP－URA3，野生型TAF145また

はTAND欠失型taf145－LEU2プラスミドで相補した株を作出した（YAK303，

YAK307）。これらの株にRNAポリメラーゼII系またはRNAポリメラーゼIII

系の転写に影響を及ぼす変異型tbp－TRPlプラスミドを導入して5－FOAを含むプ

レート上での生育を観察することにより、TAND欠失型taf145との合成効果を検
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討した（図2－3－2－3－2A）。その結果、Sl18L，P65Sを含む転写活性化能欠損が知ら

れているtbp変異のうち、K138T／Y139A，N159D，N159L，V161A，E236P，F237D

は野生型TAF145を持つ株では生育するが（図2－3－2－3－2B；1レーン）、TAND

欠失型扉145を持つ株では生育せず（図2－3－2－3－2B；2レーン）、強い合成効果

を示した。残りの転写活性化能欠損変異F148H，T153Ⅰでは、TAND欠失型taf145

でまばらにコロニーを形成し（図2－3－2－3－2B；2レーン）、前者のぬp変異より

も致死性は若干弱いようであったが、合成効果は認められた。一方で、RNAポ

リメラーゼⅢ系の転写には影響するがRNAポリメラーゼⅢ系の基本転写には

影響の無い変異であるR220H，Y231A（CormackandStruhl，1993）では、TAND欠

失型t正145との合成効果は全く認められなかった（図2－3－2－3－2B；2レーン）。

PO川
（activation）

PO＝ll

P65S

K138T，Y139A

■　・・　　　　・－

Lた‘：た・：ニし∴■ご

ミ∴　Sl18L

N150D

N159L

と∴ V161A

F237D

F148H

T153l

E236P

R220日

Y231A

＋

＋

十

十

？

＋

＋

十

＋

十

十

図2－3－2－3－1．本研究で用いたt匝変異

本研究で見いだされた結果を赤で示した。これらのすべてのtbp変異は温度感受性を示す0
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2－3－2－4・tbp変異株のアクティベーターに対する応答能

本研究のために作成した22・4株由来のtbp変異株（YAK493［K138T〝139A］，

YAK495［N159D］，YAK582［F148H］，YjK584rr153I］，YAK586［E236P］，YAK588

肝237D］，YAK633［N159L］，YAK636［V161A］，YAK938［Sl18L］）においても、既知

であるアクティベーション能の低下が見られるかどうか、また、YA鮎93［P65S】

株において、2－3－2－1項と同様にアクティベーション能の欠損が見られるかどう

かを調べるために、代表的な酸性アクティベーターであるVP16，GAL4，GCN4

に対する応答能を、22・4株由来のtbp変異株を用いて、2－3－2－1項と同様に調べ

た0その結果、P65Sも、アクティベーション能が欠損していると報告されてい

る既知tbp変異株に関しても、酸性アクティベーターに村する応答能の低下が観

察された（図2－3－2－4－1）。しかし、RNAポリメラーゼⅢ系の転写に影響を与え

る変異として見いだされたR220H（YAK620），Y231A（YAK622）変異株は、野生
株と同等の活性を示した。
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2－3－2－5・△TANDと合成効果を示すtbp変異の生化学的な特性

ATANDと合成効果を示すtbp変異の生化学的性質を知るために、2－3－2－2項

と同様に、DNA，TFIIA，TAND，VP16への結合能を調べた。まず、DNA，TFⅡA

結合能をEMSAにより調べたところ、アクティベーション欠損tbp変異に関して、

既知の結果を再現することができた。すなわち、N159D，V161A，N159LはDNA

結合能（図2－3－2－5－1A；7，14，15レーン）を、K138T／Y139A，F237DはTFHA結合

能（図2－3－2－5－1B；2，8レーン）に異常が見受けられた。K138T／Y139Aは反応

液にBSAが入っていかナれば単独でmAに結合するが（図2－3－2－5－1A；9レー

ン）、BSAが入っていると結合しない（図2－3－2－5－1A；6レーン）。残りのF148H，

T153Ⅰ，E236PはDNA，TFⅡAの結合ともに野生型と同レベルであった（図2－3－2＿

5－1A；17，16，13レーン、図2－3－2－5－1B；13，12，9レーン））。RNAポリメラーゼ

III系の欠損を持つR220H，Y231AはDNA，TFmの結合ともに異常はなかった

（図2－3－2－5－1A；3，4レーン、図2－3－2－5－1B；5，6レーン）。

以上の結果より、2－3－2－3項で△TANDと強い合成効果を示したP65S，Sl18L，

K138γY139A，N159D，N159L，V161A，F237DはTFⅡAとの結合能が減少してい

ることがわかる。DM結合能に関しては、合成致死性との相関性は見られなか
った。

A EMSA（＋Mg2＋）

鯨爾来琉覇賦観相が
＿ユニ三L呈皇＿iii＿＿ii◆
12　3　4　5　6　7　8　91011121314151617

BEMS坤M㌔適摘酔
態　　　　　　　酬　沖洲　漸

脇胤勝　運鮎起上頑i」

■ト

1　2　3　4　5　6　ア　8　910111213

図2－3－2－5－l・tbp変異体のDNA－TBP（A）及びDNA－TBP－Tm（B）コンプレック

ス形成能の検討

矢印はシフトバンドを示す。Aの反応液は8，9レーン以外、BSAを含んでいる。BではDNA＿TBP
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のみの複合体が形成不可能な実験系を使用した。

次に、tbp変異体とTANDの結合（図2－3－2－5－2）を調べた。F148H，F237D，R220H，

Y231Aで結合能力が大きく低下していた（図2－3－2－5－2；12，4，7，6レーン）が、

図2－3－2－3－2で示したように、R220H，Y231AはATAND存在下でも生育可能なの

で、この性質は△TANDとの合成致死に、直接的には関係がない可能性がある。

ぎ

ぶ哲♂♂♂英賦攣ふ♂♂
kむへ・、■・、　、ヽ、

1　2　3　　4　　5　6　　7　8　9　10　11

図2－3－2－5－2．tbp変異体とTANDの相互作用の検討

図2－3－2－2－2と同様に行った。

廃舶酵嶺券
‥∴、・、

12　13

tbp変異体とW16の相互作用の検討結果を図2－3－2－5－3に示した。その結果、

△TANDと強い合成効果を示したN159D，N159L，V161A，E236P，F237D（図2－3－

2－5－3；9，2，1，5，4レーン）はVP16との結合が強固になっていることが示された。

これは、図2－3－2－2－3で示したP65S，Sl18Lと同様の結果である。弱い合成効果

を示すF148F，T153Ⅰは、野生型と同等の結合力を示した（図2－3－2－5－3；12，8レ

ーン）。これらのことは、ATAmと強い合成効果を示すtbp変異体はVP16と

安定に結合する傾向にあることを示している。

ぎ
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図2－3－2－5－3．tbp変異体とW16の相互作用の検討

図2－3－2－2－3と同様に行った。
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2－3－2－6・GAL4DNA結合ドメインと融合した変異型tbpの転写活性化能の検討
（リクルートメントアツセイ）

前項までに、ATANDと合成致死を示すtbp変異体はアクティベーション能が

低下していることが示された。そこで、これらのtbp変異体は、アクティベーシ

ョンが起こる過程のどの段階に影響を与えているのかを検討する目的で、以下

の実験を行った0酵母細胞内で、GAL4DM結合ドメインと融合した変異型tbp

が、GAu結合サイトを持つプロモーターにより制御されているβ－galactosidase

レポ一夕ーを活性化できるかどうかを調べた0このシステムで、野生型ⅧPが

レポ一夕ーの転写を活性化し得ることは以前から示されている（仇此再∝諷d

Struhl，1995，KlagesandStrubin，1995，Xiaoetal・，1995，DorrisandStruhl，2000）。こ

のシステムでは、本来アクティベーターの役目と考えられているmID（Or／and

SAGA）をプロモーター上に呼び込むという過程（Pre－reCruitment）を、TBPと

GAIADNA結合ドメインを融合して、プロモーター上に強制的にリクルートす

ることで補っている0そのため、プロモーター上にリクルートされた後（Posト

recmitment）のステップでtbp変異体が及ぼす影響を、レポ一夕一括性測定により

検討していることになる（StargellandStruhl，1996）（図2－3－2－6－1）。アクティベ

ーション能に欠損のあるtbp変異体は、me－reCruitmentまたはPost－reCruitmentの

一方または両者の過程に欠陥があると考えられるため、このアッセイ法により、

本研究で用いたアクティベーション能欠損tbp変異の性質を調べた。

その結果、P65S，Sl18L，K138T／Y139A，N159D，V161A，E236P，F237Dといった

ATANDと強い合成効果を示したアクティベーション能欠損tbp変異では活性の

低下が観察された。アクティベーション能を欠損したtbp変異ではあるが、

ATANDと弱い合成効果を示したF148H，T153Ⅰ、及び、アクティベーション能に

欠損が見られなかったR220＝，Y231Aでは活性の低下はほとんど見られなかっ

た（図2－3－2－6－2）。このことから強い合成効果を示したtbp変異体には、プロモ

ーターにリクルートされた後の転写活性化過程に欠陥があることが考えられる。
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図2－3－2－6－2・GAL4DNA結合ドメインと融合した変異型tbpの転写活性化能

野生株を100とした時の各変異株の活性の比較

」‥標準偏差

2－3－2－7・TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TBP蛋白質を含むTFIID複合体の
安定性

TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TBP蛋白質がTFIID複合体を形成し得

るかどうかを検討した。野生型TAF145，HAタグ付きTAND欠失型taf145及び

各種変異型tbp（P65S，Sl18L，K138T／Y139A，N159D，N159L，V161A，E236P，

F237D；強い合成効果を示す変異体）を持つ酵母株（図2－3－2－7－1A）を作成し、

25℃で培養した酵母株の抽出液を用いてTBP抗体で免疫沈降を行い、HA抗体

（TAND欠失型TAF145蛋白質を検出）、TAF145抗体、TAF61抗体、TBP抗体

により、沈降した複合体を検出した。TBPで標準化した時には、全ての酵母株

のTFIIDにTAF145とTAF61蛋白質が等量含まれているように見える。ATAND

蛋白質もほとんどの株で野生株と等量含まれているように見えたが、N159D株

のATAND蛋白質は明らかに減少していた（図2－3－2－7－1；レーン8）。このこと

より、TBP［N159D】は、TAND欠失型TAF145蛋白質を含むTFIID複合体を形成

できないと思われる（図2－3－2－7－1）。
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2－3－3・変異型払朽1の解析

2－3－3－1・nS12（ta朽＝L420S】）変異のアクティベーターに対する応答性

2－3－2項により、△TANDと合成致死を示すtbp変異は、RNAポリメラーゼII

系のアクティベーション能が欠損していることが判明した。そこで、nS12（ね捌

脚20S］）変異においても、アクティベーション能が低下している可能性がある

と考え、2－3－2－1項と同様に、払朽＝u20S】株（スクリーニングに用いたCH1305

株由来、野生株と3回バッククロス済み‥YAⅢ78株）のアクティベーション能

をVP16，TANDlを用い、β－galactosidaseをレポ一夕ーとして測定した。その結

果、は胤M20S】株はW16、T卿Dlでそれぞれ野生株の32％、叫％の活性を示

し（図2－3－3－1－1）、このね酎変異はアクティベーション能が欠損していること
が明らかとなった。

3000

之、
■S

苛〇
再■≡

選書
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くJ

．空
再

甲
亡ユ．

2000

1000

■w掴

丁　□L420S

∵

［
nOne VP16　TANDl

図2－3－2－1－1・ta酎M20S］のアクティベーターに村する応答能

β－gal血Si血eアッセイ実測値を示す0形質転換体を帖3で行った。」：標準偏差

2－3－3－2．既知のtaf61変異

TAF61はTFIID，SAGA複合体に共通に含まれる分子であり、C末端部分にヒ

ストンH2B様のヒストンフォールドを保持している。ヒト、ドロソフィラの酵

母TAF61ホモログは、酵母TAF61のC末端のみを持つ構造をしている
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（Moqtaderietal．，1996）。このC末端部分は他の種のホモログ及び、ヒストンH2B

と相同性を有する（Hofhannetal．，1996）。酵母ではこのC末端（375－539a．a．）が

あれば生存に十分であることが示されており、TAF61のN末端を欠いた酵母は

温度感受性も示さない（Moqtaderietal．，1996）。今回のスクリーニングで得られ

た払朽1【u20S］は第一ヒストンフォールドの部分に変異が導入されていた。taf61

変異については、TBPほど多くはないが、既にいくつか報告がある。一つは第

三ヒストンフォールドの直後（時には第三ヒストンフォールド中に含まれる記

載もされている）に位置するW486がストップコドンに変化した変異（Michelet

al．，1998，Reeseetal．，2000）で、この変異を持つ酵母株は温度感受性を示し、い

くつかの遺伝子の転写においてアクティベーション能が低下していることが示

されている。さらに試験管内の実験で、TAF48　との相互作用が弱くなる変異と

してu46A，u49Aが、またTAF48との結合力は大きく失われないが、TAF17，

TAF60，TAF61，TAF48からなる八量体形成能が損なわれるu64Aが、第ニヒス

トンフォールド中の変異として知られている（Sellecketal．，2001）。そして、常

温で生育速度が落ちる酵母株としてTAF61遺伝子の中央部分にインサーション

が入った株が見いだされ、その細胞内では1－278乱a．のポリペプチドとそれより

発現量が若干落ちている　391－539a．a．のポリペプチドがウエスタンにより検出さ

れた。常温での生育速度が低下する表現型は391－539a．aを過剰発現させること

で回復する。さらに前述したように、TAF61のN末端は生育するためには必要

ないことが示されているので、この表現型は39ト539a．aの発現量が落ちている

ためと考えられている。またこの株では、いくつかの遺伝子の転写活性化能が

落ちていることが示されている（Natarqjanetal．，1998）。本研究では、L420S変

異と平行してIA46A，IA64A，W486Stop，391－539a．a．の解析を行い、ATANDと合

成効果を生じるは托1変異の性質を調べた。
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2－3－3－3．払托1変異株の温度感受性の確認

本実験で用いた　taf61変異株（YAKlOlO［野生型】，YAKlOll［u20S］，

YAKlO12［W486stop］，YAKlO21［391－539a．a．］，YAKl154PA46A］，YAKl155uA64A］）

の温度感受性を調べた。このバックグラウンドの株では、u20S株は37℃で、

W486stop株は36℃で温度感受性を示した。また、391－539a．a．株，L446A株，L464A

株は温度感受性を示さなかった（図2－3－3－3－1）。391－539a．a．は非制限温度でも野

生型とかわらない生育速度を示した。このことは、W61の391－539乱乱領域が

あれば、酵母は十分に生育可能であることを示しており、YAKlO21［391－539a．a．］

株では既報（Natar往ianetal．，1998）の変異殊と異なり、391－539a．a．の発現量は減

少していないと考えられる。
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2－3－3－4．ATANDとtaf61変異の合成効果の検討

スクリーニングで用いた株とは異なる系統株（22．4株）の染色体上のTAF61，

TAF145を欠失し、それぞれの遺伝子を変異型taf61－TRPl，野生型TAF145－URA3

プラスミドで相補した株を作出した（YAK985，YAK986，YAK987，YAKlO19，

YAKl156，YAKl157）。これらの殊にLEU2一野生型TAF145（M3217）または

LEU2－TAND欠失型TAF145－LEUプラスミド（PTM26）を導入して5－FOAを含む

プレート上での生育を2－3－2－3項と同様に観察することにより、変異型ぬ作目　と

TAND欠失型taf145との合成効果を検討した（図2－3－3－4－1A）。その結果、ヒス

トンフォールド領域に変異の入ったL420S，L446A，L464A，W486stopはTAND欠

失型bf145と合成効果を示した（図2－3－3－4－1B；レーン2）。しかし、u46A，

L464Aでは生育期間を延長すると、ATANDを持つ株で、うっすらと菌体が生育

した（datanotshown）。391－539a．a．では野生型と同様に合成効果は見られなかっ

た（図2－3t3－4－1B；レーン2）。

59



l∫〉

寸
▼■一

L」

く
ト

⊂】　　　（乃
」　　　　　⊂）

テ、－J、

lコ

く

⊂L

（⊃

∽

く．D

O〇
寸

き

⊂
q

＿ll⊃

註　∈
ト　　　▼－

（工）

（ロ

ト

き

【
L」

くく

ト・

盲
の　　　Ln

ま＝三
＝）　u＿

く【

トー

⊂l

Z
■く

ト
Nll＜
＝）ll」
LU O
」

盲
∽
勺■

q

箪
く♪

寸
寸
」

p
⊂〉

M

d
O
u＿

の

脳日田∈屈N
1■■l十‡
固目同

国
く
寸
く○

勺■
■l

き

∝〉llLn

こ二l＝
⊃　　u＿

・く
ト

、●」

の
M
l∫）

I

▼■■‾

の
M

．聖
J白

．空
＞
】＝

空
ェl
（q

＞

託
蟹
G・

畔
庶
事
－

e

昧
樹

巴
亡弓

⊥＿l

〔〕

Z
＜く
ト
＜コ

寸

ヰ
？
「1

二

Å」

ト手

中、
雌

鳥！

南

雲宣

≒ミ

く＝

三

貴吏
云」
当：■与

く＝ヤ

主義
ヨ圭
一＝，、、

‾R

壷巨万

某れ
－　　　　　　、

王漣
．．」弐

三雲
弐く＝
・　∴

空事三
くコ　′

ニ融

雪芸
、

ぷ・等
」　舟

瑚へ

窒誓
≡三‘‘サて

＝1‘・

れ芯
．扁

ご、・

雲呑
吾；

、‥；‡、、ご

琵這2
・一一二

＜：仁白　■く



2－3－3－5．払拓1変異殊のアクティベーターに対する応答能

2－3－3－1項で、ATANDと合成致死を示す分子のスクリーニングで取得された

ね托1【u20S］はRNAポリメラーゼH系のアクティベーション能が低下している

ことが判明し、W486stopもアクティベーション能が欠損していることが知られ

ている。また、2－3－2項でATANDと合成致死を示す変異型tbpはアクティベー

ション能が低下していることが明らかになっている。そこで、前項でATANDと

合成致死を示した仏拓1変異にアクティベーション能の低下が見られる可能性を

考え、本研究で用いたta托1変異株のアクティベーション能を2－3－2－4項と同様

に測定した。アクティベーターとしては、VP16，TANDl，GCN4，GAL4，EBNA2，

TjurVを用いた。L420Sでは2－3－3－1項と同様に、VP16，TAND1でレポ一夕ーで

あるβ－galactosidase活性の低下が見られた。それ以外にも、GCN4，GAL4でも活

性が減少していた。W486stopでは、VP16，TANDl，GCN4でアクティベーション

の低下が見られた。一方で、LA46A，IA64Aでは、IA20S，W486stopとは異なり

EBNA2で活性の低下が見られ、LA64AではTWでも若干減少した。この違い

は、変異が導入されているヒストンフォールド領域の相違や、VP16，TANDl，

GcN4，GAIAとEBNA2，TADIVのアクティベーターとしての働き方の違いを反

映しているのかもしれない。

また、LA46A，IA64AではIA20S，W486stopに比較し、転写活性化能が保たれ

ている傾向にあった。しかし、u46A，L464AではATANDとの合成効果が若干

弱いように見受けられたので（2－3－3－4項）、△TANDとの合成効果と転写活性化

能の低下は関連している可能性がある。そして、ATANDと合成効果を示さない

391－539a．a．は野生型と同レベルの活性を示したことから、taf61変異のATAND

との合成効果と、アクティベーション能の低下は相関していることが示唆され

る。
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2－3－3－6．GAL4DNA結合ドメインと融合した変異型taf61の転写活性化能の検討

（リクルートメントアツセイ）

次にこれらの変異型ta托1が、アクティベーションが起こる過程のPosト

recmitment段階に影響を与えているかどうかを検討する目的で、2－3－2－6項と同様

にリクルートメントアッセイを行った。その結果、レポ一夕ーである　β－

galactosidase活性の低下は見られなかった。このことより、ATANDと合成効果

を示す変異型taf61は変異型tbpとは異なり、Post－reCruitmentの過程に異常はな

いように見受けられる。

と、

苫
O
d

q）
∽
（8

：⊇
∽

2

指
扇
t⊃）

＆
q〉

．≧

玉
q）

江：

％

160

140

120

100

80

60

40

20

♂♂庵㌔●
図2－3－3－6－1．GAL4DNA結合ドメインと融合した変異型taf61の転写活性化能

野生株を100とした時の各変異株の活性の比較

」：標準偏差

2－3－3－7．変異型TAF61蛋白質とADAl蛋白質又はTAF48蛋白質の相互作用

序で述べたように、ヒストンフォールドモチーフを持つTAF61と　ADAl

（SAGAのコンポーネント）及びTAF61とTAF48CrFIIDのコンポーネント）は相

互作用することが分かっている。そこで、本研究で用いた払朽1変異体について

AInl又はTAF48との結合能を検討した。大腸菌にGST－TAF61とADAl（ヒス

トンフォールド部分の259－359a．a．［全長488a．a．］）又はTAF48（全長388a．a．）を

共発現させ、GST－Pulldownを行った。juAlの259－359a．a．部分やTAF48の全
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長は、単独では大腸菌内で発現しにくく、TAF61と結合することで安定に存在

するので、共発現させる方法を採用した0また、試験管内の系で、Amlはヒス

トンフォールド部分のみで、TAF61と最も効率よく結合することが分かってい

る（Gangloffetal・，2000）ので、259－359a・a・部分のみを用いた。GST－TAF61もヒ

ストンフォールド部分に限定しており、A鮎1とのプルダウンの際には、最も

ADAlと効率よく結合する領域として限局された414－490aa・を用いた（Gangloff

etal・，2000）oTAF48とのプルダウンに用いたGST－TAF61は、既報（HisThNy－

TAF61（337－539a・a・）、Senecketal・，2001）に基づき、且つ、TAF48と分子量が同

じサイズにならない領域である39ト鯛乱乱を用いた。GST－T∬61（414－490乱乱）

とTAF48を発現させた場合にはGST－TAF61が野生型でも、TAF48とは結合し
ない（datanotshown）。

その結果、L420S，W486stop，L446A，u64Aの全ての変異型taf61とAmlの結

合能が低下していた（図2－3－3－7－1A；2，3，4，5，6レーン）。I」帽4Aは他の変異型

よりも若干Amlとの結合能力が残っているようではある（図2－3－3－7－1A；6レ

ーン）。TAF48との相互作用においては既に知られていたように（Seuecketal．，

2001）、L中略Aではその結合能は低下し（図2－3t3－7－1B；5レーン）、L4糾Aにおい

ては野生型と比較して、若干結合能力が減少していた（図2－3－3－7－1B；6レーン）。

u20S，W86stopでも結合能は低下していたが（図2－3－3－7－1B；3，4レーン）、

u20Sでは若干バンドが確認できた○以上から、これらの払睨変異のヒストン

フォールドモチーフ領域の変異は、この領域に機能的にダメージを与えており、

SAGA及びTFIID複合体に何らかの影響を及ぼしていると考えられる。

そして、ここで用いたtaf61変異体は全て△TANDとの合成効果とアクティベ

ーションの低下が見られているので（2－3－3－5項）、ヒストンフォールド領域のダ

メージと△TANDとの合成効果、アクティベーション能の低下には相関性がある
と思われる。

A 十ADAl

K。aM　㌔威厳㌔
32．5＿　穎毎藻

25一種蹟※※※雷ヤ普

16．5－

6．5－　㌍鷺

濾

一ADAl

表腰録
‘；㌔」－1ララニーTAF61（414－490

■GST or4鈷）

■ADAl（器9－359）

1　2　3　4　5　6　7　　8　91011121314
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B
＋TAF48 ーTAF48

K馳M㌔郎鮎M議樽鮎
47・5‾　触　班癖
32．5●　　　　　　－－

25－

■TAF48（ト388）

■■■、■■l■1GST－TAF61P91－539）

抑　　■GSTTAF61P91－485）

轡　　　　　■GST
1　　2　3　　4　　5　6　　7　　　8　91011121314

図2－3－3－7－1．変異型TAF61蛋白質とAInl蛋白質又はTAF48蛋白質の相互作用

A．ADAl（259－359a．a）と指し示した長さのGST－TAF61を共発現し、GST－pulldownを行った。

B．TAF48（全長388a．a．）と指し示した長さのGST－TAF61を共発現し、GST－pulldown％行った。

2－3－3－8．TAF48の過剰発現によるtaf61変異珠の温度感受性の回復

以前に、TAF48が、taf61【W486stop］変異株の温度感受性を回復するマルチコ

ピーサブレッサーとして取得されている（Reese etal．，2000，Reeseand Green，

2001）ので、u20Sでも温度感受性が回復するかどうかを確認した。その結果、

u20Sは37℃での温度感受性を回復した（図2－3－3－8－1）。しかし、このバックグ

ラウンドの株では37℃，36℃でW486stopの温度感受性は回復しなかった（図2－

3－3－8－1，datanotshown）。このことは、W486stopの方が、L420SよりもTAF48と

相互作用することが困難になっていることを示していると考えられ、前項の

TAF48とTAF61のGSTプルダウンの結果において、L420Sでは若干バンドが確

認できたが、W486stopではバンドを確認することが出来なかったことに一致す

る。尚、TAF48のシングルコピープラスミドは、L420S，W486stopの両変異体の

温度感受性を回復しなかった（datanotshown）。
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2－3－3－9．TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TAF61蛋白質を含むTFHD複合体

の安定性と、変異型TAF61蛋白質を含むSAGA複合体の安定性

TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TAF61蛋白質がTF旺D複合体を形成し

得るかどうかを検討した。野生型TAF145，HAタグ付きTAND欠失型taf145

（M1579）及び各種変異型taf61（L420S，W486stop，391－539a．a．，L446A，IA64A）を

持つ酵母株（図2－3－3づ－1A）を作成し、25℃で培養した酵母株の抽出液を用い

てTBP抗体で免疫沈降を行い、HA抗体（TAND欠失型TAF145蛋白質を検出）、

TAF145抗体、TAF61抗体、TBP抗体により、沈降したTFⅡD複合体を検出した。

TAF61抗体は1－360a．a．を抗原として作成したので、391－539a．a．株のTAF61のバ

ンドは検出できない。その結果、391－539a．a．株のTAF61を除く（図2－3－3－9－1B7

レーン）全ての変異株で、等量の蛋白質を確認することができた。これは、本

研究で用いた変異型taf61は、TAND欠失型taf145を含むTFTID複合体を形成で

きることを示していると思われる（図2－3－3－9－1B）。

また、同じ株を25℃で培養した抽出液を用いて（391－539a．a．株を除く）、TAF61

抗体で免疫沈降を行い、AM抗体、TAF61抗体、TAF17抗体により沈降した

SAGA複合体を検出した。その結果、全ての株で全ての蛋白質を等量検出するこ

とができ、非制限温度では変異型taf61を含むSAGAは安定に存在することが示

唆された。

免疫沈降後、W486stop変異株をTAF61抗体で検出すると、539a．a．の全長の

TAF61が検出される分子量に薄いバンドが観察された（図2－3－3－9B；Cレーン5，

図2－3－3－10－1；レーン5，11）。本研究に使用している株（YAKlO12）に導入して

いるW486stop変異はTGGAAT→TAAAATであるが、温度感受性スクリーニン

グにより取得されてきた既報のW486stopはTGGAAT→TAGAAT（Reeseetal．，

2000）、及びTGGAAのGGが欠損してrrMに変化したものである（Micheletal．，

1998）。このバンドは、既報の免疫沈降では検出されていないことや、YAKlO12

（taf61－W486stop；taf61シングルノックアウト株）株の抽出液をウエスタンした

時には検出されていないことから、mAATは転写ミスが起こりやすい配列で

あり、低頻度で（正常型か、変異型かは判らないが）全長TAF61が生成されて

いることが予測される。しかし、YAKlO12は温度感受性を示し、転写活性化能

も低下するなど既報と同様の性質が見られているので、特に問題としなかった。

また、TAF61抗体で免疫沈降を行った場合は、TAF61の分解物と思われるバン

ドが検出される場合があった。この分解物はTBP抗体を用いた免疫沈降では検

出されない。これは、TBP抗体により免疫沈降したTFIIDには全長のTAF61の

みが含まれていることを示していると考えられる。
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図2－3－3－9－1．TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TAF61蛋白質を含むTFIID複

合体の安定性と、変異型TAF61蛋白質を含むSAGA複合体の安定性

A．本実験に用いた酵母株

YAKlOlO（Wildtype），YAKlOll（taf61－L420S），YAKlO12（taf6l－W486stop），YAKlO21（taf61【39ト

539］），YAKl154（taf6l－L446A），YAKl155（taf61－L464A）にM1579（pRS315－△TANDtaf145－HA）を形質

車云換し、25℃で培養した。

B．TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TAF61蛋白質を含むTFIID複合体の安定性

TBP抗体及びPIbIe－immune）抗体を用いて、野生株及びTAF61変異株の細胞破砕液を免疫沈

降し、HA，TAF145，TAF61，TAF47，TBP抗体でウエスタンブロソティングを行った。
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図2－3－3－9－1．TAND欠失型TAF145蛋白質と変異型TAF61蛋白質を含むTFIID複

合体の安定性と、変異型TAF61蛋白質を含むSAGA複合体の安定性

C．変異型TAF61蛋白質を含むSAGA複合体の安定性

TAF61抗体及びPI（Pre－immune）抗体を用いて、野生株及びTAF61変異株の細胞破砕液を免疫

沈降し、ADA3，TAF6l，TAF17抗体でウエスタンブロソティングを行った。

矢印はTAF61全長を、アスタリスクは分解物を示す。

2－3－3－10．変異型taf61を含むTFIID及びSAGA複合体の制限温度における安定

性

前項の実験により、非制限温度である25℃では変異型は路1を含むTF【m及び

SAGA複合体は安定に存在していると考えられたので、温度感受性を示すtaf61

変異株（L420S，W486stop）の制限温度（37℃）でのTFIID，SAGA複合体の構造面

の安定性を調べよ　う　と考えた。YAKlOlO（Wild），YAKlOll（L420S），

YAKlO12（W486stop）株を25℃から37℃にシフトして2時間培養した細胞抽出液

を用いてTAF61抗体で免疫沈降を行い、TAF145抗体、TAF61抗体、TBP抗体、

ADA3抗体、ADju抗体により、沈降したTFIID及びSAGA複合体を検出した。

その結果、TFIIDのコンポーネント（TAF145，TBP）については37℃のW486stop

で若干の減少がみられたが（図2－3－3－10－1；11レーン）、SAGAのコンポーネン

ト（AM，AM）については全ての株で、野生型と比較して特に異常は見られ

なかった。
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図2－3－3－10－1・変異型taf61を含むTF仕D及びSAGA複合体の制限温度における
安定性

YAKlOlO（Ⅶ1dtype），YAKlOll（taf61－L420S），YAKlO12（taL61－W486stop）の温度シフト前後の培

養液から細胞抽出液を作成し、TAF61抗体及びPI（Pre－immune）抗体を用いて免疫沈降を行った。

その後、TF皿特異的なコンポーネントであるTAF145，TBP抗体、SAGA特異的なコンポーネン

トであるADA2，ADA3抗体、TFIID，SAGAの共通のコンポーネントであるTAF61抗体を用いて

ウエスタンブロッティングを行った。矢印はTAF61全長を、アスタリスクは分解物を示す。

2－3－3－11・非制限温度における転写に払朽1変異体が与える影響

出芽酵母においては、温度感受性の変異体を用いて一時的にTFHD，SAGAな

どのコンポーネントを消失させた時に転写量に影響を受けている遺伝子が、

DNAマイクロアレイ法により調べられておりG．eeetal．，2000）、転写にTFIIDや

SAGAが必要である遺伝子がある程度推測されている。TFIID特異的に含まれて

いるTAF145又はTAF150を一過的に消失させたときの発現にプラスマイナスニ

倍以上の差が見られるが、SAGA特異的に含まれるSPT3，GCN5又はSPT20を
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消失させた時には差がみられない遺伝子はTFIIDに依存的であると分類されて

いる。また、その逆にSAGA特異的に含まれるSPT3，GCN5又はSPT20を消失

させた時にはプラスマイナスニ倍以上の差が見られるが、TFIⅢ特異的に含まれ

ているTAF145又はTAF150を消失させたときには差異がみられない遺伝子は、

SAGAに依存的であると分類されている。

そこで、この情報を利用して、主に温度感受性を示すtat引変異株について、

転写がTFIID又はSAGAに依存しているとされている遺伝子の非制限温度

（25℃）及び制限温度（37℃）下の転写量をノザンハイプリダイゼーション法に

より調べ、これらのtaf61変異がTFⅡD及びSAGAの機能に影響を与えているか

どうかを検討しようと考えた。

制限温度においてW486stopは、調べたTFIIDに依存している遺伝子全てで転

写量が減少していた（図2－3－3－1ト1；レーン7）。これは、前項で明らかになった

ようにTFIID複合体が不安定化していることと相関性がある。前項で調べた範

囲では、L420Sを含むTFID複合体は安定なように見えたが、懲J遺伝子の発

現量は大幅に減少しており、G八レ＝でも発現量の若干の低下が見られた（図2－

3－3－11－1；レーン6）。W486stop，u20S両変異株は調べた限りではSAGA複合体

の安定性は保たれているように見えたが、SAGAに転写が依存している遺伝子の

転写量を制限温度において調べたところ、P〃t鳩4，汎OJ夕C遺伝子の発現量が

W486stop変異株では大幅に（図2－3－3－11－1；レーン15）、L420S変異株では若干

減少していた（図2－3－3－11－1；レーン14）。しかし、j平明y昆βJ遺伝子の発現量

についてはW486stop変異株では野生株と変わらないか、又は若干増加している

ように見受けられ（図2－3－3－11－1；レーン15）、L420S変異株では、野生型と比較

して増加していた（図2－3－3－11－1；レーン14）。間y〃別においては温度感受

性を示さなかった391－539a．a．でも野生型と比較して発現量の増加が見られた。

これらのことより、L420S，W486stop変異はTFIID，SAGAの両複合体の機能に影

響を与えていることが考えられる。

taf61［W486stop］は、上記のようなINAマイクロアレイ法により一過的に

TAF61を消失させるための温度感受性変異として使用され、そのデータが公開

されている。今回テストしたCMを除く遺伝子についても、taf61［W486stop］

株のINAマイクロアレイ法のデータが存在した。今回のW486stop株のノザン

ブロソティングの結果とマイクロアレイ法のデータと比較すると、今回テスト

したほとんど全ての遺伝子で両者の結果の傾向はほぼ一致しているように見え

た（図2－3－3－11－1のレジェンド参照）。例外はヱ打05とⅥ孔J24Ⅳで、mAマ

イクロアレイ法ではそれぞれ＋1．4，＋1．7という結果が得られていたが、今回のノ

ザンブロソティングでは差異は検出されなかった。
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2－3－3－12・ATAND及び、それと合成致死を示すtaf61変異及びtbp変異の制限温度

での転写量の比較

制限温度下のATAND株で転写に影響がでる遺伝子（Tukihashi，unPubhshed

da切について、払指1変異株での転写量が変化しているかどうかを検討した。同

時に、スクリーニングで得られたATANDと合成致死を示すtbp変異株での転写

量も調べた。その結果、taf61［u20S］，taf61［W486stop］変異株においては、制限温

度下のATAND株で発現量の低下するⅢ078叫mS4，Y7R539W遺伝子で発現

量が低下する傾向が見られ、ATAND株で発現量の増加するCm遺伝子では、

発現量が増加した（図2－3－3－12－1；10，11レーン）。一方、tbp［P65S］，tbp【Sl18L］変

異株でもATAND株で発現量の低下するy駅0花町yⅨ刃タⅣ遺伝子の発現量は

減少する傾向にあったが、月∬4遺伝子については、tbp変異株で発現量の増加が

見られた。ATAND株で発現量の増加するCm遺伝子についても、tbp変異株

では発現量が減少していた（図2－3－3－12－1；17，18レーン）。これらのことより、tbp

変異とtaf61変異は異なる分子機構によりATANDと合成致死を示していること

が考えられる。
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2－3－3－13．非制限温度におけるTFIID＆びSAGA複合体コンポーネントの安定性

前項で用いた酵母株の非制限温度におけるTFIID及びSAGA複合体コンポー

ネントの安定性を検討するために、それぞれの酵母株抽出液中のTAF145，TAF61，

TBP，AM蛋白質量をウエスタンブロツティングにより調べた。制限温度

（37℃）のtaf61［W486stop】で、T円IDのコンポーネントのTAF145，TAF61，TBPが

減少しており（図2－3－3－13－1；レーン11）、これは2－3－3－10項（図2－3－3－10－1；レ

ーン11）の免疫沈降の結果と一致する。また、tbp【P65S］変異株でもTFIIDのコ

ンポーネントが若干減少しているように見える（図2－3－3－10－1；レーン17）。しか

し、それ以外の変異株ではTFIIDのコンポーネントの減少は見られず、SAGA

複合体のコンポーネントであるAMは全ての変異体で安定に存在していた。
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2－4．考察

2－4－1．TAND欠失型taf145と合成致死を示す変異型tbp

コロニーセクタリングアツセイを用いたスクリーニングにより、TAND欠失型

taf145と合成致死を示す変異として、tbp［Sl18L］及びtbp【P65S］を取得することが

できた。これらのtbp変異は既知変異であり、Sl18Lはアクティベーターに対す

る応答能が低下する変異として、P65SはRNAポリメラーゼⅠⅠⅠの転写に欠損が

生ずる変異として知られていた。我々はTANDが転写活性化能に関与している

と考えているため、P65S変異もアクティベーション能が低下している可能性を

考え調べたところ、やはりアクティベーターに村する応答能の低下が認められ

た。そこで、他の既知のアクティベーション能に欠損を持つtbp変異も、ATAND

と合成致死を示す可能性を考えて検討するとともに、それらの変異が持つ特性

を調べた。本研究で検討した変異型tbpの特性を表2－4－1－1にまとめた。

既知のアクティベーション能低下tbp変異は、TATAボックス又はTFⅡA結合

能が低下するもの、また、それに当てはまらないものに分類されていたので、

そのなかからいくつかの変異を選んで解析した。すると、アクティベーション

能の低下が見られるtbp変異では程度の違いはあるものの、全てATANDと合成

効果を示した。これらのアクティベーション能を欠いた変異型tbpのT肌ボッ

クス、TANDへの結合に一貫性は見られなかった。しかし、強い合成効果を示し

たtbp変異は、TFIIAとの結合能が低下する傾向を示し、野生型と比較して酸性

アクティベーターであるVP16と強く結合する傾向が見られた。

転写を活性化するには基本転写因子群がコアプロモーター上に安定に存在す

る必要性が考えられる。以前から知られているT肌ボックスやTFIIAと結合

できないTBPを含むTFIIDは、コアプロモーターに結合する能力が低下してい

ると考えられるので（TFIIAはTFIIDのコアプロモーターへの結合を促進するこ

とが知られている）、アクティベーション能が低下することは考え易い。VP16

と強く結合しすぎることがなぜ転写活性化能の低下を招くのかを考察する場合

は、図2－1－1に示した2段階ハンドオフモデルを念頭に置くと説明が容易になる。

すなわち、VP16がTBPに安定に結合することは、このモデルにおいて、TBP

の凹側に接触したVP16が外れにくく、TBPがコアプロモーター上に結合できな

い状態を作り出していると考えられる。

VP16がTBPに強固に結合する現象が2段階ハンドオフモデルに影響を及ぼし

ているのならば、これらの変異型tbpは少なくともPre－reCruitment過程にダメー

ジを受けていると考えることができる。TAmボックスやmAと結合しないと

いう性質も、同様にPre－reCruitment過程に影響を及ぼしていることが想像できる。

本研究ではさらに、変異型tbpのPost－reCruitment過程に欠陥が生じているかどう

かを調べた。その結果、ATANDと著しい合成効果を示した変異型tbpでは例外

なく、Post－reCruitment過程に異常があることが示された占　これらのことから、
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ATANDと著しい合成効果を示した変異型tbpでは、Pre，Post－reCruitmentの両過

程に欠陥があるのかもしれない。また、2段階ハンドオフモデルによると、TAND

はPre－reCruitment過程で機能していると考えられるので、△TANDとこれらの変

異型tbpをもつ酵母株では、tbp変異が元から持つPre，Post－reCruitmentの両過程

の欠損に加え、TANDのPre－reCruitment過程のダメージが加わり強い合成効果を

示している可能性が考えられる。

これらのtbp変異体がどのようにしてPost－reCruitment過程に影響を及ぼしてい

るのかについては、今の段階では説明は難しい。DNA，TFIIA，アクティベータ

ー結合能がPost－reCruitment過程に影響を及ぼしている可能性も十分に残ってい

る○　しかしtbp変異体がどんな生化学的な性質を持つにせよ、最終的にP。St＿

recruitment過程に欠陥が生じるようなtbp変異であれば、ATANDと重篤な合成
効果を示すようである。

序論で述べたように、合成致死性の利用は、重複する機能を持つ分子を同定

するのに有効な方法とされている。TANDと合成致死を示す分子として転写活性

化能が低下するtbp変異が取得されたことは、TANDが転写活性化に関与してい

ることを意味していると考えられる。

ATANDとこれら変異型tbpは調べた限りにおいて、ほとんどのものがTFIID

複合体を形成可能に見えた。しかし、野生株と比較して、tbp－Sl18L，tbp－P65S変

異株の転写量に変化が見られたことから、変異型TBP蛋白質を含むT和Dは機

能的にダメージを受けている可能性が考えられる。
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2－4－2．TAND欠失型taf145と合成致死を示す変異型taf61

スクリーニングの結果取得された新規のtaf61変異であるL420Sは、4つのα－

ヘリックスから成るヒストン2B様のヒストンフォールド領域のうち、最もN端

側に位置する第1ヒストン領域内の変異であった。TAFsが持つヒストンフォー

ルド様領域は、まだ証明されてはいないが、TF【m内でヒストンオクタマーのよ

うに8量体を形成して、TFIDをmに結合させるために必要と考えられてい

る。この変異ではヒストンフォールドの機能が損なわれている可能性が考えら

れ、tbp変異と同様にアクティベーターに対する応答能が低下していることが判

明したので、ATANDと合成効果を示すこと、ヒストンフォールド領域内の変異、

アクティベーション能低下の間に相関性がある可能性が考えられた。そこで、

既知のヒストンフォールド内のtaf61変異とL420S変異の解析を行い、ATAND

と合成致死を示すtaf61変異の性質を調べることにした。その結果、ヒストンフ

ォールドに変異が入ったtaf61は全てATANDと合成効果を示し、種類に差が見

られるものの、アクティベーターに村する応答能が低下していることが明らか

になった。Aml又はTAF48との結合能を調べることで、ヒストンフォールド

内に入ったこれらの変異がTAF61に機能的ダメージを与えていることが分かり、

ヒストンフォールド領域の機能低下と転写活性化能の低下、ATANDと合成効果

を示すことの間に相関性があることが示唆された。もし、ヒストンフォールド

モチーフを持つTAFsにより形成される複合体が、本当にmAに結合するなら

ば、その機能の低下は、プロモーター上にTFmを安定化できないことを意味

し、転写活性化能低下にも繋がると考えられる。

また、ATANDと合成効果を示す分子として、転写活性化能が低下するtaf61

変異が見いだされたことは、前項で述べたのと同様の理由で、TANDが転写活性

化に関与していることを支持している。TAF61はTFIIDの他にSAGA複合体に

も含まれており、SAGAのヌクレオソームをアセテル化する活性や、SAGAが仲

介するヌクレオソームDMからの転写活性化に関与することが示されている

（Grantetal．，1998）。そこで、ATANDと合成効果を示すtaf61変異がTFIID，SAGA

のどちらの複合体に影響を与えているのかを調べた。taf61変異とAml又は

TAF48との結合能は全て低下していたので、これらtaf61変異体はTFIID，SAGA

複合体の両者に影響を与えているように見える。また、温度感受性taf61変異

（L420S，W486stop）については、両変異を含むTFIID又はSAGA複合体の安定性

や、TFIID又はSAGAに転写が依存している遺伝子についてその発現量を、制限

温度下で調べた。W486stopのTFIIDの安定性は減少していたが、W486stopの

SAGA、及びL420SのTFIID，SAGAは、調べた限り安定して存在しているよう

に見えた。しかし、L420S，W486stop両変異ともにTFIID，SAGAの転写機能に影

響を及ぼしていた。

T和DやSAGA内でTAF61が期待されている機能の一つは、前述したように、

他のTAFsとヒストンオクタマ一様複合体を形成し、mAに結合することであ
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るが、それに加えて別の働きをしている可能性も考えられる。例えば、最近2

段階ハンドオフモデルにおいて、TFIIAがTANDを外す際に、TAF48（hTAF135）

が関与している可能性がヒトの系で示唆された（Guermahetal．，2001）。TAF48

はTAF61と相互作用するので、ハンドオフモデルにおける転写活性化の機構に

TAF61が関与している可能性も十分に考えられる。SAGAにおいても、TAF61

を欠いたSAGA複合体では、Spt8と共にTBPに結合してSAGAとTBPの相互

作用に関わっているSpt3が減っているという観察があり（Grantetal．，1998）、ヒ

ストンオクタマーの崩壊のみが転写活性化能低下という現象を引き起こしてい

るのではない可能性もある。今後は試験管内の実験系を用いて、TAF61とハン

ドオフモデルの関係や、TAF61とSAGA（SPt3，Spt8）との関係を検討していく必

要があると思われる。

2－4－3．ATANDtaf145と合成致死を示す変異型tbpと変異型taf61の差異

今回得られたTAND欠失型taf145と合成致死を示す変異型tbpや変異型taf61

は両変異共に、転写活性化能を欠失していたが、tbp変異の場合はPost－reCmitment

の過程にダメージがある（前述したように、Pre－reCmitment過程にもダメージを

受けている可能性もある）ことが推測された。一方で、払朽1変異ではPosト

recmitment過程には欠損はなかったので、恐らくPre－reCmitment過程にダメージ

を受けていることが考えられる。TBP，TAF61は両者ともにTFIIDの構成成分で

あり、TAF61はSAGAにも含まれていることが知られている。そして、TF皿

は転写活性化の全過程に関わっていると考えられているが、現在のところSAGA

はPre－reCmitmentに関わるという考え方が一般的である。前述したようにTAND

はPre－reCruitment過程で機能していると思われるので、ATANDとtbp変異の両者

を持つ株では、PreとPosトrecruitmentの両過程のTFIIDのダメージにより重篤な

合成効果を示している可能性が考えられるが、ATANDとtaf61変異の両者を持

つ株ではSAGA又は（及び）TFTIDに依存するPre－reCruitment過程に二重のダメ

ージを受けることで合成致死を引き起こしているのかも知れない。また、TAND

機能に発現が依存する遺伝子群の転写に及ぼす影響を調べたところ、両変異体

間において違いが認められた。これらのことから、tbp，払托1両変異体の示す合

成致死性は、それぞれ異なる分子機序によるものと考えられる。

2－4－4．まとめ

TAND欠失型taf145と合成致死を示す遺伝子変異として、転写活性化能が低下

したtbp，taf61変異が取得されたことは、酵母細胞内でTANDが転写活性化に関

与していることを示している。今回は直接的なハンドオフモデルの証明や、転

写活性化における重複経路の解明には至らなかったが、本研究のtbp，taf61変異

体が今後の解析に役立つと思われる。また、△TANDとの合成致死性株は、まだ

11株残されているので、その遺伝子の単離と解析も待たれるところである。
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パフンウニを用いた初期発生時の転写機構の研究
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3－1．序論

受精は多くの生物の生命の始まりであるが、たいていの場合、受精直後の卵

では、転写は不活性な状態にあり、転写の再開には生物種により異なる、ある

回数の細胞分裂を経る必要がある。例えば、マウスでは1サイクル後の2細胞

期、線虫では7サイクル後の90－125細胞期こジェノバスでは約4000細胞に達す

る12サイクルの細胞分裂後に転写の再開が観察される（Andeol，1994）。転写が

再開されるまでは卵細胞が蓄えていた母性mRNAが使用されており、この時期

は、受精後の胚が自らmRNAの生産を始める時期ということもできる。この切

り替えがどのような仕組みで起こるのかは、まだ良く理解されていないが、可

能性の一つとして、クロマチンの構造変化が指摘されている。ジェノバスにお

いて転写再開前には、大量のヒストンが転写複合体をプロモーター上に近づけ

るのを妨げていることが示唆されている（蝕01eauetal．，1994）。また、マウスで

は、最初の複製が起こり、クロマチン構造が緩んだ2細胞から転写が開始され

ることが示されている（DavisandSchultz，1997，Forlanietal．，1998）。そして、非

ヒストンクロマチン蛋白質であるHMG－1は複製過程のクロマチンリモデリン

グを促進することで、転写再開に貢献するようである＠eaLわeanetal．，2000）。ヒ

ストンのアセテル化によるクロマチン構造の変化も接合核からの転写に影響を

与えている。ヒストン脱アセチル化の抑制によるヒストンアセテル化の促進は、

マウス胚において、転写の開始を早める（Aokietal．，1997，Adenotetal．，1997）。

また、さらにダイナミックな核構造の変化も見られており、ジェノバスの接合

子からの転写開始時直後に活性化する遺伝子では、その前後で、クロモソーム

領域の核マトリックス結合部位が、転写が促進されやすいように変化するとい

う現象も観察されているⅣassetzkyetal．，2000）。

クロマチンや核構造の変化に加え、基本転写因子の増加も、転写の再開に関

与しているようである。ジェノバスヤマウスでは、転写再開時期に向けてTBP

の蛋白質量が増加する（Worradetal．，1994，Veenstraetal．，1999）。また、RNAポ

リメラーゼHのリン酸化状態が活性化の方向に変化し、転写再開時には超リン

酸化状態Ⅲ0型と軽度リン酸化状態のⅡa型の中間のリン酸化状態（ⅠIe，Ⅱm型）

をとることが知られている＠ellieretal．，1997，Veenstraetal．，1999，PalanCadeet

al．，2001）。

また、初期発生時には存在しない、コアクティベーターが出現することによ

り、転写が活性化するのではないかという指摘もある。ジェノバスの転写活性

化前の初期胚にTBP，GAL4－VP16をインジェクションすると、VP16はレポ一夕

一道伝子のプロモーターに結合しているにも関わらず、レポ一夕ーの転写は活

性化しない（Pri01eauetal．，1995）。さらに、上流配列をもつヒストンH2プロモー

ターは、転写活性化前のジェノバス胚抽出液中で、TBPを加えれば基本レベル

の転写を行うことはできるが、上流配列による活性化は見られない。しかし、
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HeLa細胞の抽出液を加えることにより、転写活性の回復が見られるのである

Neenstraetal．，1999）。また、ヒトのコファククーのRNAをインジェクションす

ることにより早い時期に転写の活性化が見られる（Veenstraetal．，1999）。これらの

ことより、発生初期の転写の不括化はクロマチンなどによる抑制的な効果より

も、コアクティベータなどの転写を促進する因子が欠けているために起こるの

かもしれない。

マウス胚においてもコアクティベーター活性は転写再開の時期に当たる2－4

細胞で現れる（M往iumderetal．，1997，Lawingeretal．，1999）。しかし、不思議なこ

とに、2－8細胞とES細胞といった分化していない細胞ではTATAボックスは転

写活性化に必要とされか－のだが、13日目のマウス由来のPMEF（Primarymouse

embryonic頁broblasts）細胞やHeLa細胞と、いった分化した細胞では転写活性化に

TATAボックスが必要になるという現象が見られている（Mqjumderand

Depamphilis，1994）。

このようにTAmボックスに依存した転写機構の変化についての知見はまだ

あまりない。しかし、接合核からの転写の開始時には、多くの場合TAm－1ess

プロモーターにより制御されている、ハウスキーピング遺伝子が大量に転写さ

れるといわれている。実験的にもTATA－less及びTATA配列を含むプロモーター

の両者により制御されているマウスのelF－1A遺伝子は、発生初期にTATA－less

プロモーターからの転写が効率良く起こることが示されているPavisand

Schultz，2000）。また、ドロソフィラのAdh遺伝子もTATA－1ess及びTATA配列を

含むプロモーターの両者により制御されており、TATA－1essプロモーターからの

転写産物はT肌配列を含むプロモーターの転写産物よりも早い発生時期に検

出されている（HeberleinandTjian，1988，HansenandTjian，1995）。

我々は、酵母を用いてTFIIDサブユニットTAF145の解析から転写制御の研究

を進めている。序で述べたように、TAFsの発見当初はTAFsは転写活性化に必

須の分子と考えられていた。しかし、前述したように、以前から酵母の試験管

内転写系で、SRB複合体（メデイエーター）があればTAFsがなくてもTBPの

みで転写調節を行うことができることが報告されており（Kimetal．，1994）、最近

になって、ヒトでも同様の報告がされている（Fonde11etal．，1999）。また、ヒト

においては、TBP，PC4（positivecofactor），TTqA及びTFIIHによるTAFs非依存

的であり、メデイエーターも存在しない試験管内転写系で転写調節が可能であ

るという報告も存在する（Wuetal．，1998）。このTBPとコファクターの転写活性

化系の場合には、RNAポリメラーゼHのエントリーが反応の律速段階になるが、

TBPとTAFsを含むTFmによる系ではTF皿のプロモーター認識が律速段階に

るという、両者の転写活性化メカニズムの違いが報告されている（Wuand

Chiang，2001）。

そして、TFIIDを除いたHeLa細胞の抽出液にTBPを戻すとTAF非依存的な

転写調節が可能である（Oelgeschlageretal．，1998）という報告や、転写活性化能を
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有する複合体として、TBPとhTAF250を持たないが一部のTAFsをTTqIDと共

有しているTFTCが発見されている（Wieczoreketal．，1998）。このように、現在

では転写活性化の経路には複数あること、いいかえれば、TFIm様複合体が複数

存在することが考えられる。

最近では生体内でも、組織特異的、時期特異的な複数の異なる形の複合体の

存在が次々に示唆されてきている。ChIPアッセイにより、酵母のプロモーター

にリクルートされるTFIIDはTAFsを含むものとTBP単独またはTFIID以外の

TBP複合体の二種類が存在することが示された（Lietal．，2000，Kuras et al．，

2000）。また、hTAF130とよく似た構造を持つhTAFlO5は主にB細胞ラインで特

異的に発現し、NfT（Bのコアクティベーターとして機能している（Dksteinetal．，

1996b）。個体レベルにおいては、マウスmTAFlO5が子宮と精巣で高発現してお

り、子宮の発生に必須であることが示されている（Freimanetal．，2001）。ショウ

ジョウバエではヒトhTAF30のホモログとして、胚発生の間に異なる発現様式を

示すdTAF16，dTAF24の二種類が見い出され（Georgievaet al．，2000）、また

dTAF80のホモログとして、dTAF80とは発現様式の異なるcatmonball（精巣特異

的に発現）が見つかっている（Huleretal．，2001）。そして、TBPと相同性のある

TLF（TBP－1ikeねctors）も後生動物において広く存在している（Berk，2000）。さらに、

最近の最も興味深い報告は、未分化細胞において、TBP，Tmγとプロセッシン

グされる前のTFIIAα，βで構成されるTAC複合体が見い出されたことである。

この複合体は転写活性を持ち、分化細胞には存在しない（MitsiouandStunnenberg，

2000）。

このような最近の知見を考えても、初期発生時に、特別な基本転写因子群が

働いている可能性は十分に考えられる。本研究では、個体形成の最初の段階に

観察されている、T肌配列の有無による遺伝子発現制御についての機構を分子

レベルで理解することを最終目的とし、蛋白質複合体精製を念頭に置いて、発

生段階のよく揃った胚を大量に調製できる利点を持つウニを材料として研究を

進めた。また、ウニはパーティクルガンを用いて一度に大量の受精卵に遺伝子

を導入することができ、導入された遺伝子は数回の分裂で染色体に取り込まれ

て非常に安定に存在する（Akasakaetal．，1995）ので、定量性の高いレポ一夕一道

伝子活性測定が可能になる。ここでは、発生において重要な役割を果たす、0は

遺伝子をモデルとして実験を進めた。ウニの0Ⅸ遺伝子は互いに異なるプロモー

ターにより支配される2種類の蛋白質（初期型HpOtxEと後期型HpOtxL）をコー

ドする。HpOtxEはTATA－lessプロモーター、HpOtxLはコンセンサスなTAmボ

ックスを含むプロモーターにより制御されており（Kiyamaetal．，1998）、それぞ

れの発現は未貯化胞胚期、貯化胞胚期に始まる（Sakamotoetal．，1997）。これらの

プロモーターの発現時期特異性におけるT肌ボックスの寄与を調べるために、

T肌ボックスを欠失または導入したプロモーターコンストラクトを作成して

ウニ胚への遺伝子導入実験を行った。その結果を以下に述べる。

85

l



3－2．材料と方法

3－2－1．ウニ胚の培養

成体の雌のウニの体腔内に0．55M塩化カリウムを注入し、16℃のインキエペ

一夕ー内で、海水を満たした三角フラスコに産卵させた。産卵終了後、静置し

て卵を沈め、人工海水を2回交換した○成体の雄の体腔内に0．55M塩化カリウ

ムを注入して精子を取得した。精子を人工海水で1／200程度に希釈し、静置した

卵200直に村し、希釈精子を100けl加え、受精させた。受精卵に遺伝子を導入し

た場合は、直径6cmのペトリデイシュを用いて受精卵濃度1・3％（200直の卵を

15mlの抗生物質（50mg仙ストレプトマイシン硫酸塩、10仙釘血ペニシリンG

カリウム）を含んだ人工海水に懸濁）、16℃で静置培養した。異なるステージ

の胚抽出液を得る場合には受精卵濃度1％（1mlの受精卵を100血の抗生物質を

含んだ人工海水に懸濁）、16℃で穏やかに撹拝しながら培養した。

3－2－2．受精卵導入用のコンストラクトの作成

HpOt戒プロモーター（A6r＋292）はパフンウニの精子ゲノムINAを鋳型に

してTX714，Ⅷ715でPCRを行うことにより得た。このPCR断片を

PBluescriptKSII（＋）のEcoRVカットベクターから作出したTベクターに組み込ん

だ田pOtxE6）。HpOtxE6からHpOtxEプロモーター（461～＋292）断片をさらに、

ホタルルシフェラーゼ遺伝子をコードするpGL3－basicvect。，のSacI＿Xh。Iサイ

トに挿入した（M1249）。M1249に村するTX867，TKlO94を用いたSite－SPeCinc

mutagenesisによりpGL3－basicvector上にHpOはEプロモーター（－190～＋180）を

持つM1521を作成した○このプロモーターの－28－－23のTATTCAをTjrrAAAに

変えるためにM1521に村し、TKl150でSite－SpeCincmutagenesisを行い、M1598

を作成した0さらに、－28－－23のTATTCAをTATCCAに変えるためにM1521に

村し、TK1149でSite－SpeCincmutagenesisを行い、M1599を作成した。そして、

HpOtxEプロモーターの－66～－61に位置するEボックス（CACGTG）をHindIIIサイ

ト（AAGCTT）に変えるために、M1521，M1598に対しTK1812を用いてSite＿

SpeCincmutagenesisを行い、M3139，M3142を作成した。

HpOはLプロモーター（－293－＋282）はパフンウニの精子ゲノムmAを鋳型に

してTK712，TK713でPCRを行うことにより得た。このPCR断片を

pBluescriptKSII（＋）の駄oRVカットベクターから作出したTベクターに組み込ん

だ田pOtxL14）。HpOtxL14からHpOtxLプロモーター（－293～＋282）断片をさらに、

pGL3－basicvectorのKpnI－SmaIサイトに挿入した（M1248）。このプロモーター

の－26～－21のTATAAAを削除するためにM1248に対し、TK804でSite－SPeCinc

mutagenesisを行い、Ml字93を作成した。そして、HpOkLプロモーターの＿220－＿

215に位置するEボックス（CACGTG）をHindIIIサイト（AAGCTT）に変化させ

るために、M1248，M1293に対しTK1815を用いてSite－SpeCincmutagenesisを行い、
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M3145，M3148を作成した。

HpArsプロモーターのためには広島大学の赤坂研究室より供与して頂いた

PAL（AXh）（Morokumaetal．，1997）のXhoI－HindIII（HpArsプロモータート25T＋38］）

フラグメントを使用した。このフラグメントをpGL3－basicvectorのXhoI－HindIII

サイトに挿入したものを　M1533　とした。M1533　に対する　TK2227　を用いた

Site－SPeCincmutagenesisにより　pGL3－basicvector上にHpArsプロモーター（－

168～＋38）を持つM3571を作成した。このプロモーターの－32～－27のTATAAA

を削除するために、M3571に村してTKllO7によりSite－SpeCincmutagenesisを行

い、M3572を作成した。

尚、3項の実験のために作成したコンストラクションは表3－2－12に、使用した

オリゴヌクレオチド配列は表3－2－11に記載した（3－2．材料と方法の末尾に記

載）。

3－2－3．パーティクルガンによるmのウニ胚への導入

ホタルルシフェラーゼ遺伝子と融合されているサンプルmは、ルシフェラ

ーゼ遺伝子活性を標準化するために、CMVプロモーターにより制御されている

ウミシイタケ（Reni11a）ルシフェラーゼ遺伝子（CMV－RLuc）とともにウニ受精

卵に導入された。サンプルINA及びCMV－Rlucは、それぞれ異なる制限酵素で

直線上にした。どちらの融合遺伝子も、それぞれ同じ制限酵素で切断されたウ

シ胸腺DNA（SIGMA）をキャリアーとして加えておくと、ウニ胚中でタンデムに

つながり、相同組み換えによりゲノム中に取り込まれやすくなる。本実験では、

サンプルINAをBamHIで、CMV－RlucをEcoRIで切断し、DDWで500ng411に

調製した。キャリアーmAはサンプルDNA用にSau3AIで、CMV－Rluc用とし

てEcoRIで切断したDNAを500ng／Plに調製した。

エタノールで洗浄した5mgの金粒子に、調製済みのサンプルmA2恒、サン

プルm用のキャリアーDNA（Sau3AIで切断）18pl、調製済みのCMV－Rluc2pl、

CMV－Rluc用のキャリアーDNA（EcoRIで切断）18plを加え、ボルテックス後、さ

らに24plのPEG溶液（20％PEG6000、2．5M塩化ナトリウム）を加え、ボルテッ

クスした。氷上で20分間静置した後、スピンダウンして上清を除き、5叫1のエ

タノールを加えて、ボルテックスした。サンプルはウニ胚への導入まで4℃で保

存した。

パーティクルガンはG正一IIIDERA（TANAKAcoLTD）を用い、説明書に沿って

取り扱った。1ショットで、サンプル溶液叫lを2xlO5個の受精卵に導入し、1

サンプルを異なる受精卵群に3回導入した。DMを導入した受精卵は、3－2－1項

に記載したように16℃で培養した。

3－2－4．ルシフェラーゼアツセイ

サンプルを導入し16℃で培養中のウニ胚を、時間ごとに一つのペトリデイツ
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シュから約2xlO4個の胚を回収した。1サンプルにつき3ディッシュのウニ胚が

あるので、1サンプルにつき合計6xlO4個の胚を回収し、ルシフェラーゼアツセ

イに供するまで－80℃で保存した。ルシフェラーゼアツセイは　Dual＿Luciftrase

reporterassaysystem（Pmmega）及び、TD－2O／20Lminometer（TumerDesigns）を用い、

プロトコールに従って行った。

3－2－5．RT－PCR

サンプルを導入し、16℃で培養中のウニ胚を、時間ごとに一つのベトリディ

ッシュから約6．7xlO3個の胚を回収した。1サンプルにつき3ディッシュのウニ

胚があるので、1サンプルにつき合計約2xlO4の胚を回収し、余計な海水を取り

除いた後に、1mlのIsogen（和光純薬）を加え、RT－PCRに供するまで－80℃で保

存した。Isogenのプロトコールに沿って、ウニ胚の全RNAを抽出した後、0．1pg／

山DnaseIで37℃、18時間処理した。フェノール／クロロホルム抽出、エタノー

ル沈殿後の仝RNAを10pIDEPC処理したDDWに懸濁した。鋳型として全RNA

O・3pg、プライマーとしてTK1682，TK1686を用いて、OneStepRNAPCR Kit

（AMV）（TaKaRa）によりHpOtxEプロモーターの転写開始点近傍から、ホタルルシ

フェラーゼORFの途中までのフラグメントをRT－PCR増幅した（約800bp）。

コントロールとして、エビキチンの3‘－UTR領域をTK1591，TK1592により増幅

した（約190bp）。RT－PCRの条件を以下に示す。

50℃　30min

J

94℃　2mh

J

94℃　30s∝

57℃　30s∝

72℃1．5min

28cycles（HpOtxE増幅時）、又は20cycles（ubiquitin増幅時）

PCR産物を1．8％アガロースゲルで泳動し、エチヂウムブロマイドで染色後、

FMBIOIIMulti，Viewimageanalyzer（TaKaRa）で検出した。

3－2－6．HpTBPcDNAの取得

HpTBPをスクリーニングするための100％マッチプローブを得るために、他の

種類のウニTBPの高く保存された配列からプライマー（TK753，TK755）を設計

し、HpTBPの原腸胚cDNAライブラリー（Ishiietal．，1999）を鋳型として、PCR

反応を行った（プログラムstandard。2－2－7項参照）。約345bpのPCR産物を
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PBluescriptKSII（＋）（Stratagene）の駄oRVサイトにサブクローニングし、シーケン

スした。その結果より、この断片がHpTBPのTBPの一部である可能性が非常に

高いことが予想された。そこで、この345bpの断片をプローブとして、原腸胚

cDNAライブラリーからcDNA全長をスクリーニングすることとした。

原腸胚cDNAライブラリー（入gtll）の宿主大腸菌にはLE392を用い、ファージ

はSMバッファー（50mMTris－HCl（PH7．5），100mM塩化ナトリウム、川mM硫酸

マグネシウム、0．01％ゼラチン）で適宜希釈して使用した。プラークの生じた

アガロースゲルプレートをGeneScreenPlusメンプレン（NENResearChProducts）

にトランスファーした後、変性液（0．2M水酸化ナトリウム、1．5M塩化ナトリ

ウム）に5分間、中和液（0．4MTris－HCl（PH7．6）、2xSSC）に5分間、2xSSCに5

分間浸した。次に、水気を取ったメンプレンをVacumeovenADP－2（YamatO）を用

いて、80℃、2時間で乾燥した。

HpTBPプローブの32pラベルは、2－2－21項と同様にして行った。プローブとメ

ンプレンのハイプリダイゼーションには、30％ホルムアミド、5％SDS，5xSSC

を用いた。37℃でCyNのハイプリダイゼーションを行った後、1％SDS，2xSSC

で42℃、20分間の洗浄を3回行った。

9xlO5個のプラークをスクリーニングして、50個のポジティブクローンを得た

（一次スクリーニング）。そのうち8クローンを二次スクリーニングし、さら

に5クローンについて三次スクリーニングを行った。三次スクリーニング後の

ファージを増幅、精製後、駄oRI処理した断片をpBluescriptKSII（＋）（Stratagene）

にサブクローニングした。その後、ベクターのユニバーサルプライマーと、TK848，

TK849，TK852，TK853，TK870，TK871，TK872，TK873を用いて、HpTBPのcDNA

塩基配列を決定した。

3－2－7．組み換えHpTBPの調製

HpTBPのcDNA配列を鋳型として、TK850，TK851によりNdeI－BamHIサイト

を含むHpTBP断片を作成し、PET28a発現ベクター（Novagen）にサブクローニ

ングした（M1541）。M1541を大腸菌（BL21）に形質転換し、M9培地中で16℃，

6時間、0．4mMIPTGで発現誘導した後、集菌した大腸菌を1Lの培養液につき

10miの0．5Bufftrに懸濁してソニケーション（5sec，5回、1回につき1分間水中

でインターバルを取る）した。ソニケーション後の菌液を遠心して得た上清を、

ゲルシフトアッセイのためにNi2＋－nitrilotriaceticacidresin（qagen）で精製した。精

製したHpTBP及び、精製前の細胞抽出液の上清に含まれるHpTBPをSDS－PAGE、

CBB染色により定量し、ゲルシフトアツセイ及びGST－Pu11downに用いた。

3－2－8・GST－Pulldownassay

2－2－16項と同様の操作を行った。ビーズ洗浄後、2xサンプルバッファーを2叫1

加え、95℃、3分間の熱処理後、10％SDS－PAGE，CBB染色を行った。
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3－2－9・ElectrophoreticmobilityshiRassay

2－2－19項と同様に行った。酵母TBP同様に、mA－TBP結合のアッセイには

HpTBPを20ng，DNA－TBP一酵母TFIIA結合のアッセイには10ngを用いた。

3－2－10・ウニ抽出液のウエスタンブロツティング（E血血ⅦⅦetal．，1998）

1xlO4個のウニ胚を受精後0，8，11，14，25，35，45，63，70時間に培養液から回収

し、4℃、10秒で遠心後、余分な海水を除いて、胚を肋加とMg加フリーの人工海

水（500mM塩化ナトリウム、9rnM塩化カリウム、30mM硫酸ナトリウム、2mM

炭酸水素ナトリウムpH8．0）とSTEバッファー（150mM塩化ナトリウム、10mM

Ths－HCIpH7・4，1mME恥1mMEGTA）でそれぞれ一回づっ洗浄した。洗浄し

た胚は、500plのSDSlysisバッファー（0・5％SDS，50mM甘is－HCIpH7．4，2mM

PMSF，0・7pg／mibestatin，4mMbenzamidine，80pg／mipePStatinA，1Llg／mi1eupeptin，

0・0叫釘血h血p血n）に懸濁し、95℃、10分間処理した後、ウエスタンブロツティ

ングに供するまで－80℃で保存した。20plのサンプルを12．5％ゲルでSDS－PAGE

した後、ウエスタンブロツティングを行った。検出抗体は、組み換えHpTBP蛋

白質をNew2kalandWhiterabbitにインジェクションして作成したポリクローナ

ルHpTBP抗体と、SantaCruZBiotechnology社のヒトUSFポリクローナル抗体

（USF－1（C20）：SC－229）を用いた。
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表3－2－11．3項で用いたオリゴヌクレオチドリスト

number sequence

TK712　　5l－GAGCTCGCTGAGAAGGGAAA－3．

TK713　　5’－ATGTTCTTATCAATAGATAT・31

TK714　　5l－AACGT汀AATGGTGTCGGCA・3．
TK715　　5’－CCACCCGCTCCAGCTTCATG－31

TK753　　5’・GAmGCAGCTGTGATCATG－3．

TK755　　5’－ACCTTTCCTGAAACAAAGAT－3I

TK804　5t－GCCCGAAGCTCTCAGCGCATACCACCGCCTGAC－3．

TK848　　5．－AGAATATTGTTTCAACTG－3■

TK849　　5一－CTAGTGTAATACTACTAC－3－

TK850　　5’－CACCATATGGACAATCAGGATGGA－3．

TK851　5一－CACGGATCCCTAGGAAGTC〒〒〒〒TGAAGGA－3．

TK852　　5l－TCT汀GTGTCAGGAAAGG－3．
TK853　　5l－AATAAAAACACATCCCCC－3－

TK867　　5．1TTGGCGTCTTCCATGmACAAGITACAA－3－
TK870　　5’－AAGCGCTTTTCTCTCGTC－3－

TK871　5’－ACAACTACTGCATTCTAG－3．

TK872　　5l－AACAAACATGCCATGTGC－3，

TK873　　5’－AGCTGTGGTTCTTGGCTC－3I

TKlO94　5’－1TTCTTCTCGCATTCCTGAGCTCGGTACCTATCGATA－3．

TKllO7

TKl149

TKl150

TK1591

TK1592

TK1682

TK1686

TK1812

5’－CAGAAGGmAATGTGTCAAC千手il＝〒〒〒〒CTCG－3．

5l－CGGAGTACCCTTCCGTGGATAGACCTmACAA－3．
5■－CGGAGTACCCTTCCGTTTATAGACClmACAA－3I

5’－GAGCTGCGATGTAmGCCAGATG－31

5■－1TTGATGGAATAACAAATAACTGATTGCIT－3．

5’－AACAGCGITATCAGCTGGAC－3I

5l－GCAGAGCGACACCmAG－3■

5l－GCTAATCGAATGAAAAGCTTATGAGTCCAITCA－3l

TK1815　5’－CACAGTGmGGTAAGCTTACTCATATCTGCCA－31

TK2227　5．－GTCTATACCCTTTGTTCCCGGGCTAGCACGCG－3l
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HpO叫－293－＋282】
HpOはLト293－＋282】

HpOtxE【46ト＋292】

HpOtxE卜46ト＋292】

HpTBPprobe

HpTBPprobe

mutagenesisforM1293

Seq．forHpTBP

Seq．forHpTBP

PCRprimerforM1541

PCRprimerforM1541

Seq．forHpTBP

Seq．forHpTBP

mutagenesisforM1521

Seq．forHpTBP

Seq．forHpTBP

Seq・forHpTBP

Seq．forHpTBP

mutagenesisforM1521

mutagenesisforM3572

mutagenesisforM1599

mutagenesisfor

RT－PCRprirner

RT－PCRprimer

RT・PCRprimer

RT－PCRprimer

mutagenesisfor

mutagenesisfor

mutagenesisfor

M1598

forubiquitin3●UTR

forubiquitjn3’UTR

forpHpOtxE－LucORF

forpHpOtxE－LucORF

M3139，M3142

M3145，M3148

M3571



表3－2－12．3項で用いたプラスミドリスト

Name

HpOtxE6

日pOtxL14

M1249

M1521

M1598

M1599

M3139

M3142

MIZ48

M1293

M3145

M3148

M1533

M3571

M3572

M1541

日pOtxE［－461～＋Z92］／pBluescriptKSII（＋）

HpOtxLトZ93～＋282］／pBJuescriptKSJJ（＋）

HpOtxE［－46l～＋292］／pGL3－basicvector

HpOtxEト190←＋180］／pGL3－basjcvector

HpOtxEト190～＋180］［－28～－23TATAAA］

／pGL3－basicvector

HpOtxE［－190～＋180］トZ8～－23TATCCA］

／pGL3－basicvector

HpOtxEト190～＋180】

［－66～－61（CACGTG→AAGCTT）／pGL3－basicvector

HpOtxE［－190～＋180］［－Z8～－Z3TATAAA］

ト66～－61（CACGTG→AAGCTT）／pGL3－basicvector

HpOtxL［－Z93～＋282］／pGL3－basicvector

HpOtxL［－293～＋282］［deJtaTATAAA（－26～－Zl）］

／pGL3－basicvector

HpOtxLト293～＋28Z］

ト2ZO～－215（CACGTG→AAGCTT）］／pGL3－basicvector

HpOtxL［－Z93～＋282］［dertaTATAAA（－26～－21）］

ト220～－215（CACGTG→AAGCIT）］／pGL3－basicvector

Ars［－252～＋38］／pGL3－basjcvector

Ars［－168～＋38］／pGL3－basicvector

Ars［－168～＋38］［deItaTATAAA（－32～－27）］

／pGL3－basicvector

HpTBP／pET28a
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備考（作成法など）

PCRSpermDNAvs（TK714，TK715）／EcoRVcutvector

PCRSpermDNAvs（TK71Z，TK713）／EcoRVcutvect。r

HpOtxE6SacJ－Xholfragment／pGL3－basicvector

mutagenesisbyTK867andTK1094（vsMIZ49）

mutagenesisbyTKl150（vsM1521）

mutagenesisbyTK1149（vsM1521）

mutagenesisbyTK1812（vsM15Zl）

rTlutageneSisbyTK1812（vsM1598）

HpOtxL14Kpnl－Smalfragment／pGL3－basicvector

mutagenesisbyTK804（vsM1248）

mutagenesisbyTK1815（vsM1248）

mutagenesisbyTK1815（vsM1293）

AL（AXh）XhoJ－Hind川fragment／pGL3－basicvector

mutagenesisbyTKZ2Z7（vsM1533）

mutagenesisbyTKllO7（vsM3571）

PCRHpTBPcDNAvs（TK850，TK851）NdeJ，BamHJcut
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3－3．結果

3－3－1．0は遺伝子の構造と機能

HpOtx（Orthodenticle－relatedprorein）は、ショウジョウバエやマウスで頭部形成に

関わっていると考えられている0Ⅸ遺伝子のパフンウニホモログである。Hpαx

遺伝子からは、転写開始点とスプライシングパターンを変化させることにより

二種類の蛋白質（初期型HpOtxE、後期型HpOtxL）がつくられ、（図3－3－ト1）

HpOtxEはTATA－1essプロモーター、HpOtxLはTATA配列を含むプロモーター

により制御されている（Kiyamaetal．，1998）。両蛋白質はC末端側にホメオドメ

インや転写活性化領域を共通に持つが、転写調節領域（他の因子と相互作用し

てC末端の活性化領域に作用することにより、標的遺伝子特異的な転写調節を

行っていると考えている）であるN末端側は、互いに異なる（赤坂，2000、Kiyama

etal．，2000）。初期型OtxEのmRNAは末受精卵から母性mRNAが存在し、卵割

期には植物半球全体に存在するが、接合核からの発現は未貯化胞胚期に始まり、

予定内胚葉に発現が限定され、内胚葉に分化した細胞では発現が消失する。一

方、後期型HpOt止は貯化胞胚期期に発現が始まり、発生の進行にともない、三

胚葉にわたってさまざまに発現パターンを変化させる（Sakamotoetal．，1997，

Mitsunaga－nakatsuboetal．，1998）。

HpOtxLは外胚葉特異的に発現するHpArs（アリルスルファターゼ）遺伝子

（AkasakaandShimada，2001）を標的にしているが、それ自身では十分な転写活性化

能を示さず、CAAT結合蛋白質と協調して転写を活性化する（Kiyamaetal．，2000）。

HpOtxEはHpOtxLとはN末端が一部異なるだけであるにも関わらず、HpArsを

活性化することはできない。HpOtxEが制御する遺伝子としては、Endo16，SpeC2a

が明らかになっており、前者の発現を抑制し、後者の発現をを活性化すること

が分かっている（木山ら，1999）。

以上のことは、0はが様々な形態形成の段階に働らき、HpOtxE，HpOtxLが異

なる遺伝子を標的にしていることを示している。本研究では、初期の形態形成

の段階に多岐にわたり必要とされていると考えられるO抜道伝子を主なモデル

として、その発現時期にT肌ボックスが影響を与えるかどうかを検討した。
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3－3－2．HpOtxL，HpOtxE，HpArsの発現時期におけるT〟rAボックスの影響

HpOtxL遺伝子のプロモーター領域が持つ転写活性については、広島大学の赤

坂研究室で以前に検討されており、ホタルルシフェラーゼをレポ一夕ーとして

有するpGL2にHpOtxL［－28T＋326］をつないで、その活性を測定した場合、全く

活性が見られないことが分かっていた（未発表データ）。このことは、この領

域にはエンハンサーがほとんど存在しないことを意味している。本研究で用い

たレポ一夕ープラスミドはpGL2よりも感度が高いとされるpGL3である。－

293～＋282をpGL3のルシフェラーゼ遺伝子の上流につないでpGL2と同様に転

写活性を測定してみたところ、検出可能である十分な活性が得られたので、

HpOtxLプロモーターについては、－293～＋282領域を用いて検討を進めることと

した。

HpOはLプロモータート293～＋282］をpGL3のルシフェラーゼ遺伝子上流に繋ぎ、

TATAボックス配列を除いたコンストラクトを受精卵に導入し、TATAボックス

がある場合に比較して、その発現時期に変化があるかどうかを検討した。する

と、mAボックスを除いた時には、発現時期が早くなった（図3－3－2－1）。同

じ実験を数回繰り返し、再現性が見られることは確認している。

次に、HpOtxLと同じ時期に発現が始まり、コンセンサスなTAmボックスを

持つHpArsプロモーターを用いて、同様にT肌ボックス除去時の影響をみよ

うと考えた。以前のHpArsプロモーター解析（Morokumaetal．，1997）を参考にし、

pGL3ベクターに繋いだときに検出可能な活性が得られるプロモーター領域を

使用して、HpOtxLと同様の実験を行った。すると、HpOtxLの場合とは逆に、

T肌ボックスを除いた時には発現が遅れる、または活性が低下するという現象

が見られた（図3－3－2－1）。

そして、TATAボックスをもたないHpOtxEプロモーターにTAmボックスを

挿入した時、発現時期に影響が出るかどうかを検討した。HpOtxEプロモータ

ーについても転写活性領域の検討がされており、－191よりも上流の配列を含む

場合、発現がHpOtxLと同じ時期に始まることが判明し、この領域にはHpOtxL

のエンハンサーが存在する可能性が示唆されていた（未発表データ）。そこで、

－190以降の配列を用いることとし、実際に－190‾＋180をpGL3につないでそのル

シフェラーゼ活性を測定したところ、検出に十分な活性を得ることができた。

しかしその活性上昇スピードが非常に早く、発現の立ち上がり部分の差を検出

することは難しいように見えたので（datanotshown）、より感度の高い検出が可

能なRT－PCRを用いてレポ一夕ーのmRNAを検出することにした。

HpOtxEプロモーターの－28～－23に位置するTATTCAをTjmに変化させた

コンストラクトと、TATCCAに変化させたコンストラクトを作成し、受精卵に

導入してその発現時期をRT－PCRにより検討した。TATT℃AをTATCCAに換え

た場合には発現時期に変化はなかったのだが、コンセンサスなTAmボックス

配列であるTATAAAに換えた時には発現の遅れが見られた（図3－3－2－2；4，8，12
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レーン）。この実験も数回繰り返しており、再現性を確認している。

以上をまとめると、HpOtxL，HpOtxEプロモーターについては、TATAボック

スを持つ時には持たない時に比べ、発現時期が遅れるという現象が見られたが、

HpArsプロモーターではそのような現象は確認出来なかった。
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図3－3－2－1・HpOtxL，HpArsプロモーターにより制御されたルシフェラーゼ遺伝子
の酵素活性の経時変化

黒四角はコンセンサスTATA配列を持つプロモーターを、黒丸はTATAボックスを持たないプ

ロモーターを示す。

TATTCA（WiId）　TATAAA TATCCA

M O　8111317　8111317　8111317　hr

otxE＿Juc巨∵幣崇、、謀く
・：・・　■、

欄餌

ubiquitin

1　2　3　4　5　6　7　8　91011121314

★

図3－3－2－2・HpMプロモーターにより制御されたルシフェラーゼ遺伝子の

mRNAの経時的な定量

一つ星印はHpO鵬プロモーターとルシフェラーゼのORF間を増幅したバンド（800bp）を示

す。二つの星印はコントロールとしてエビキチンの3‘－m領域を増幅したバンド（190bp）を示

す。時間は受精後の時間を示している。1レーンはサイズマーカーを流している。
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3－3－3・HpOtxL，HpOtxEのTATAボックスに依存した発現時期の変化にEボック

スが及ぼす影響

前項で、HpOtxL，HpOtxEではTmボックスに依存した発現時期の変化が見

られたが、Arsでは観察できなかった。この原因がTATAボックス上流の配列の

違いにある可能性を考え、各プロモーター配列が持つエレメントの比較を行っ

た。その結果、HpArsプロモーターには存在しないのだが、HpOtxL，HpOtxEプ

ロモーターで共通に存在するエレメントとしてCACGTG配列が見いだされた

（図3－3－1－1）。この配列はEボックスと呼ばれ＠axevanisandVinson，1993）、

b－HLH（basichelix－loop－helix）／1eucine－Zipperモチーフを持つ転写因子が結合する

とされている。このファミリーにはUSF，Myc，Mad，Max，Mxil，TFEB，TFE3，AP4

（Ferre－D‘Amareetal・，1994）などがある。そこで、HpOtxL，HpOtxEのTmボッ

クスに依存した発現時期の変化にEボックスが影響を及ぼすかどうかを検討す

ることにした。

それぞれのプロモーターからEボックスを除いたコンストラクトを作成して

受精卵に導入し、前項と同様に、経時的なルシフェラーゼの活性測定（HpOtxL）

又はRT－PCRによるルシフェラーゼmRNAの検出田POtxE）を行った。その結

果、HPOtxLではEボックスを除去すると、TATAボックスを抜いても発現は早

まらず、かえって遅くなる又は活性が低下するといった、HpArsと同様の傾向を

示した（図3－3－3－1；A）。Eボックスがある場合は図3－3－2－1と同様にT肌ボッ

クスを抜いた場合は発現が早くなっている。

一方、HpOtxEでは、Eボックスがある場合にTmボックスを作出した時、

図3－3－2－2で見られていた発現の遅れが（図3－3－3－1B；3－6レーン、7－10レーン）、

Eボックスを除いて、TAmボックスを作出した時には見られなくなった（図

3－3－3－1B；13－16レーン、17－20レーン）。

以上の結果は、HpOtxL，HpOtxEのTATAボックスに依存した発現時期の変化

にEボックスが何らかの影響を与えていることを示している。言い換えれば、E

ボックスに結合する蛋白質とTmボックス結合するTBPを含むTFTIDなどの

基本転写因子が相互作用することで、HpOtx遺伝子の発現時期に影響を及ぼして

いることが推測できる。
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図3－3－3－1・HpOtxL，HpOtxEのTATAボックスに依存した発現時期の変化にEボ
ックスが及ぼす影響

A・OtxLプロモーターにより制御されているルシフェラーゼ活性の経時変化

黒はEボックスを含むプロモーターを、白はEボックスを除いたプロモーターを示す。また。

四角はコンセンサスTATA配列を持つプロモーターを、丸はTATAボックスを持たないプロモー

ターを示す。

B・OtxEプロモーターにより制御されたルシフェラーゼ遺伝子のmRNAの経時的な定量

時間は受精後の時間を示している。1，11レーンはサイズマーカーを流している。
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3－3－4．パフンウニTBPの単離とその性質の解析

HpOtxプロモーターの発現時期にT肌ボックスが与える影響を調べるにあ

たり、HpTBP抗体が必要になることが予想されたので、まず、HpTBPのcDNA

クローニングを試みた。既に二種類のウニのTBP配列が報告されていた

（Edelmannetal．，1998）ので、その配列を元にして、プライマーを設計し、パフン

ウニの原腸胚cDNAライブラリーを鋳型にPCRを行い、HpTBP断片を得た。そ

して、その断片を用いてcDNAライブラリーをスクリーニングし、2137bpの

cDNAを取得した。CDNA配列はGeneBankにAccessionNumberABO74420として

登録されている。HpTBPのORFは250a．a．で分子量は27KDaと推定された（図

3－3－4－1）。こここで得られたHpTBPのcDMは105bpの短い5‘uTRを持ち、

1302bpの非常に長い3，uTRを含んでいた（datanotshown）。既に取得されている

StTtmgLyocen加血SPuLPutatuSTBP（SpTBP）と、Lytechit7uSVatiqgatusTBP（LyTBP）

の3’uTRの配列と比較すると、ストップコドンから160bpは非常に良く保存さ

れていた（datanotshown）。三種類のウニのTBPと酵母のTBPのアミノ酸配列を

比較したところ、C末端の保存領域ではLvで98％、Spで99％と非常に高い相

同性を示し、酵母でも82％の相同性を示した。N末端側の領域はLvで73％、Sp

で82％の相同性を示したが、酵母では6．7％であった（図3－3－4－1；B）。

次に、この新規のTBPを検証するために、TBPとしての性質を調べることに

した。大腸菌でリコンビナントTBPを作成し、TATAボックスと結合するかど

うかをEMSAで検討したところ、酵母のTBPと同様にTATAボックスに結合し

た（図3－3－4－2A；1レーン）。そして、酵母のTAND（yTAND）との結合をGST

プルダウンにより調べたところ（図3－3－4－3A）、酵母TBPと同様に強くyTAND

と結合した（図3－3－4－3B　レーン2）。さらに、EMSAにより、酵母TFIIAと共

にDNAに結合可能かどうかを調べたところ、非常に弱くではあるが、結合する

ことができるように見えた（図3－3－4－2B；2レーン）。

これらの結果は、このcDNAがHpTBPであることを示している。
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・■

図3－3－4－2．HpTBPのm結合能の検討

A．DNA－TBP複合体の形成能を検討した。

B．TBP－TFIIA－DNA複合体の形成能を検討した。DNA－TBPのみの複合体は形成不可能な実験系

である。

矢印はシフトバンドを示す。

（牽）、 yTAND㊥

図3－3－4－3．HpTBPとyTANDの相互作用

Aには実験系の模式図を示し、Bには結果を示した。
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3－3－5・初期発生時におけるHpTBP蛋白質とUSF蛋白質の発現

3－3－2，3－3－3項で明らかになったHpOtxL，HpOtxEのTATAボックスに依存し

た発現時期の変化に、内在性のⅧP蛋白質量が関わっていることが考えられた

ので、初期発生時の胚あたりのHpTBP蛋白質を経時的に検出した。検出にはウ

サギを用いて作成したHpTBPポリクローナル抗体を用いた。その結果、胚あた

りのHpTBP蛋白質は発現時期を通し、ほぼ等量発現していた（図3－3－5－1上段）。

これは以前に行われたSt7mgb，OCentWuspuLPutatuSTBP（SpTBP）の蛋白量の検出

結果と一致する（Edelmannetal・，1998）o SpTBPの検出には酵母のTBPポリクロ

ーナル抗体を精製して用いており、胞胚期以降にバンドが二本検出されている。

今回のHpTBP抗体を用いた結果では、そのようなバンドは検出されなかった。

SpTBPは初期発生時にリン酸化などの翻訳後修飾を受けていると考えられる。

HpTBP蛋白質量に違いが見られなかったので、次に、Eボックスに結合する

因子の蛋白質量について調べることにしたoEボックスに結合する蛋白質は前述

したように複数存在するのだが、今回はUSF（upstreamstimulatoryfactor）の蛋白

量を検出した0ウニのUSFはSpeC（Kozlowskietal・，1991）やU6（Lietal．，1994）

プロモーターに結合することが示されている。また、ヒトのUSFは、TFⅡDの

TAF55と結合する（ChiangandRoeder，1995）という知見や、TFⅡDがプロモータ

ーに結合して転写を活性化する過程を促進するという報告があるⅣorbmmd

al・，1990，Kokuboetal・，1993b）。ヒトのUSFlポリクローナル抗体を用いて、初期

発生時の胚あたりの蛋白質量を経時的に調べたところ、39KDa付近とそれより

も若干小さい位置に二本のバンドが検出された。分子量の大きなバンドは受精

直後から存在するが、発生が進むに連れてだんだんと減少し、それと入れ替わ

るように分子量の小さなバンドが胞胚期ごろに現れ、徐々に増加していくよう

に見えた（図3－3－5－1下段）。ヒトUSFl抗体を用いているため、この二本のバ

ンドがHpUSFであるかどうかは定かではないが、種類の異なるウニである

り厩血拙頑C加の抽出液を5加咽けoce血弼U叩叩日蝕gのUSF抗体で検出した

ときにも今回と同じ位置に二本のバンドが現れている（Georgeetal．，1996）。今

後、これらのバンドが本当に＝pUSFであるかどうかや、mボックスに依存

した発現時期の変化に関係しているかどうかを確かめる必要がある。
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図3－3－5－1．初期発生におけるHpTBPとUSF蛋白質の発現量

一つの星印はHpTBPのバンドを示す。二つの星印はヒトUSF抗体で検出したときの泳動度の

低いバンドを、三つの星印は泳動度の高いバンドを示す。
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3－4．考察

TATAボックスを含むプロモーターとTATA－1essプロモーターの両者により制

御されているHp伽xプロモーターをモデルとして、Tmボックスが発現時期に

与える影響を調べたところ、プロモーター上にEボックスがある状態では、Tm

ボックスが存在するときには発現が遅れ、ないときには発現が早まるという現

象が観察された。初期発生期間を通して胚あたりのTBPの量は一定であったが、

今回調べた初期発生期間中に、細胞数は約1000倍近くにも増えるので、細胞あ

たりのTBP量は発生が進むにつれて、非常に減少していることになる（別elmann

etal．，1998）。プロモーター配列にTAmボックスが存在すれば、少ないTBPを

効率よく使用することができるので、HpArsなどの比較的遅い時期に発現するプ

ロモーターにコンセンサスなTAmボックスが存在するのかもしれない。

HpOはプロモーターのようにT肌ボックスを含むプロモーターと含まない

プロモーターの両者で制御されている遺伝子は、他にもいくつか見いだされて

いる。酵母のHIS3遺伝子は近位のコンセンサスT肌ボックスを持つプロモー

ター（TR；転写開始位置は＋13）と、TAmボックスを含まないプロモーター（Tc；

転写開始位置は＋1）の両者により制御されているqyerandStruhl，1995）。構成

的発現時には両プロモーターから転写が開始されるが、アクティベーターであ

るGCN4により転写が活性化される場合には、両者とも近位のプロモーターで

あるにも関わらず、ほとんどがTkから転写される（Struhl，1986，Ponticelliand

Struhl，1990）。このことは、GCN4が両者のコアプロモーターの違いを見分けて

いることを意味する。また、序論で述べたドロソフィラのAdh（alcohol

dehydrogenase）遺伝子も、遠位にTAmボックスを持たないプロモーターを、近

位にコンセンサスなTAmボックスを含むプロモーターを持つ。Tmボックス

をもたないプロモーターから生み出される転写産物は、初期から中期の胚発生

中や、成虫で検出されるが、コンセンサスT肌ボックスをもつプロモーター

からの転写は前中期から後期の胚発生にかけて急激に増加していく（Heberlein

andTjian，1988）。ただ、このAdhプロモーターの場合は、TATAボックスの有

無よりも、イニシエーター配列の違いが重要な働きをしているようである

（Hansenandl〕ian，1995）。序で述べたようにTAF250－TAF150はイニシエーターを

認識するので、TFmがイニシエーターの配列を見分けているのかも知れない。

以上の酵母、ドロソフィラの例は、同じ遺伝子の転写のためのコアプロモータ

ーにも違いがあり、その違いが、ある程度アクティベーターに対する転写活性

化の応答性を変化させている可能性を示唆している。いいかえれば、発現する

時期や組織特異性を決定するためにコアプロモーターが関わっている可能性が

ある。

今回のウニを用いた実験では、HpOtxLプロモーターのEボックス存在下で、

T肌ボックスを除去すると発現が早まったが、Eボックスがない状態では発現
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が早まることはなかった。一方、HpOtxEプロモーターでは、Eボックス存在下

でTÅTAボックスを挿入した場合に見られていた発現の遅れが、Eボックスを除

くと観察されず、T肌ボックスがない場合と同じ時期に発現した。これを言い

換えると、Eボックスがある完全なプロモーターではOtxL，OtxEともにT肌

ボックス存在下では発現が遅くなり、T仙ボックスがないときには発現が早く

なる。そして、Eボックスがないときにはmボックスがあろうがなかろうが、

0はLプロモーターでは、もともとの発現時期である比較的遅い時期に、Mプ

ロモーターではもともとの発現時期である早い時期に発現する、ということに

なろうかと思う。序論で述べたようなT円Dの多様性や上述したコアプロモー

ターの特異性を踏まえて、本研究で観察された結果を図3－4－1Aにモデルとして

まとめた。まず、発生の遅い時期に存在するTFIDと、発生の早い時期に存在

するTFIⅢを想定する。そして、TATAボックス以外のコアプロモーター配列に

依存して、発生の遅い時期に存在するTFⅡDは0はLプロモーターにもともと結

合しやすい性質を持ち、発生の早い時期に存在するTFIDはMプロモーター

に結合しやすい性質を持つとする。繰り返しになるが、TF【IDの中のTAF150や

TAF250はイニシエーターを認識し、dTAF60－dTAF40がDPE配列を認識するの

で、TFIDが、コアプロ卓一夕ー全体を識別するように働いていると考えること

は不自然ではない。Eボックスがないときには、これらのTF【mはコアプロモー

ター配列の影響を強く受け、もともと結合するはずであったTF皿がそれぞれ

のプロモーターに結合する。Eボックスが存在しない時、T仙ボックスを持た

ないOtxLプロモーターからの最大転写活性はTAmボックスを持つときよりも

減少する（図3－3－3－1A，datanotshown）。しかし、Eボックスが存在しない時の

Mプロモーターからの最大転写活性はTAmボックスの有無に関わらず変化

しない（図3－3－3－1B，datanotshown）。このことから、Mのコアプロモータ

ーが好むTFIIDは転写活性化の際にTATAボックスの有無を問題にせず、OtxL

のコアプロモーターを好むTFIIDはTATAボックスの存在下の方が、転写活性

化を行うのに都合がいいという基本的な性質を持つのかもしれない。しかし、E

ボックス存在下では、Eボックス結合蛋白質との相互作用によりmIDの構造変

化が起き、早い時期に発現するTFIIDはTATAボックスがない配列を好み、遅

い時期に発現するTFIIDはTATAボックスがある配列に好んで結合するように

なる。

今回はEボックス結合蛋白質として、USFの発現量を検討した。まだ、今回

検出した蛋白質がHpUSFかどうかは明らかではない上、USFがT肌ボックス

依存的な発現の変化に関わっているかどうかも不明のままであるが、もし、こ

の発現時期が異なる二つの蛋白質が今回観察された現象に関わっているならば、

早く発現するUSFが早く発現するTFIIDに作用し、遅れて発現するUSFが遅れ

て発現するTFⅡDに作用するのかもしれない。

もちろん今の段階では別の仮説を組み立てることも可能である（図3－4－1B）。
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上記のモデルではTFIIDを早い時期に発現するTFIIDと遅い時期に発現する

TFmの二種類想定しているが、もし、Eボックス結合蛋白質に早い時期に発現

するもの、遅い時期に発現するものが存在するならば、TF皿が同時期に発現す

る一種類の複合体でも、今回見られた現象は、二種類の発現時期の異なるEボ

ックス結合蛋白質と結合することにより、TF皿が異なる構造変化を起こし、そ

の差異により生じると考えることもできる。すなわち、同じTFmでもその立

体構造変化の違いにより、TFITDのコアプロモーター選択能がTATAボックスに

依存して変化するのである。この場合、Eボックスが存在しないときに、TATA

ボックスの有無に関係なくOtxLは遅い時期に、Mは早い時期に発現するとい

う現象は、未知のエンハシサー配列やコアプロモーター配列が組合わさること

で起こっているのかもしれない。

今回観察されたTAmボックス依存的に発現時期が変化するという現象がど

こまで一般的なのかは今のところわからないが、今後、プロモーターの数を増

して解析を進めることで、徐々に明らかになってくると思われる。そして初期

発生において転写機構が変化するのであれば、その機構を明らかにし、それに

関わる因子を同定することが我々の最終目的であるが、その第一歩としては、

HpOはプロモーター上のTAmボックスとEボックスの相互作用機序を明らか

にすることが望ましいと思われる。
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図3－4－1．本研究結果を解釈するためのモデル図

Aは二種類のTFIIDを、Bは一種類のTFIIDを想定したときの本研究結果を解釈するためのモ

デル図である。青い線はOtxLプロモーター、赤い線はOtxEプロモーターを示す。青いTFIID，EBP

は遅い時期に現れるTFlID，EBPを、ピンクのTFIID，EBPは早い時期に現れるTFIID，EBPを示

す。EBPはEボックス結合蛋白質を表している。Late，Earlyは発現時期を大別して示している。

詳しくは本文を参照。
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