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ーはじめに－

植物は光、温度、病原体、植物ホルモンなどから受ける刺激をシグナルとして感

知し、これらに応答して遺伝子発現を制御する機構を備えている。植物は一般に動

物と異なり、発芽し生長をはじめたのちは移動できない。従って植物は種の保存の

ために固有の遺伝子発現制御メカニズムを獲得した可能性も考えられる。植物の遺

伝子の多くが転写の段階で発現制御されることから、転写制御因子の性状を解析す

ることは学術的に、また応用技術的に重要な意義がある。特に光は植物の生存にと

って最も重要な環境因子であるため、光応答性の転写制御機構を明らかにする試み

が当初から行われてきた。ひとつは遺伝学的なアプローチで、光環境への応答変異

株のスクリーニングと原因遺伝子の単離が試みられた。その結果Phytochrome、

Cryptochromeなどの光受容体を起点とし、CGMP及びCa2＋をセカンドメッセンジャ

ーとする光シグナル伝達経路、およびこれに関与する因子群の存在が明らかになっ

た（ChamovitzandDeng，1996；Choryetal．，1996；MustilliandBowler，1997）［図1］。し

かし近年まで植物の光合成関連遺伝子の発現制御に直接関与する転写制御因子の突

然変異体は単離されていなかったため、光応答性遺伝子のプロモーター解析による

光応答性の転写に関わるシス因子の同定、続いてそのシス因子へ結合する転写制御

の単離・同定が試みられた。

核にコードされる代表的な光合成関連遺伝子であるRβぴ（鵬uわ5eけbf甲ム0印加e

C∂rわスカa5eわズ膵錯a5e5m∂JJsubu血）やCAβ（c以or甲山川∂ルわ血血gf）rOre血）は光に応

答して顕著に発現量が増大すること、mRNAの蓄積量が高く、解析が容易であった

ことなどから、早くからプロモーター解析がおこなわれた（Bedbrook et al．，1980；

Gilmartinetal・，1990）。エンドウRBCS－3Aプロモーター配列とCAT（chloramphenicol

acety1transfbrase）との融合遺伝子を導入した形質転換タバコの解析、或いはSlヌク

レアーゼプロテクション法による解析から、BoxII配列（GTl－box）、及びこれと相同

性を有する複数の配列がRβC5の光応答性の転写に必要なことが見出された

（Kuhlemeieretal．，1987，1988；LamandChua，1990）。続いてGTl－boxを4つ連結した

4量体を、植物において恒常的なプロモーター活性を示すC射けV（C飢止杭bwer汀】。血c

vfm5）35Sプロモーターの転写開始点上流－90を含む領域の上流に接続した結果、明

瞭な光応答性を獲得した（LamandChua，1990）［図2a］。以上の一連のloss－Of－functi。n

実験、gain－Of－function実験の結果から、GTl－boxは光応答性の遺伝子発現に必要なLRE

（1ight－reSpOnSiveelement）であると結論づけられた。他方、オオムギPHm遺伝子

のプロモーター領域に、GTl－boxが同定されたのと同様のloss－Offunction実験から

GTl－boxと類似する塩基配列を有する光応答性シス因子、GT2－box、GT3－boxが見出
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された（Deheshetal．，1990）［図2b］。GT2－box、GT3－boxは暗条件下でのP打YA遺伝

子発現抑制に関与する。この点で、尺月C5の明条件下での発現上昇に関与するGTトb。X

と機能的に異なる光応答性シス因子であると位置づけられている。以上のGTトbx、

GT2－box、GT3－boxのコア配列はわずか1、2塩基異なるだけであり、これらはまと

めてGTボックスと総称される。GTボックスは高等植物において多重遺伝子族を構

成するRβC5やCAβ遺伝子のプロモーター領域に共通して見出されることから、GT

ボックスを介した転写制御は光応答性の遺伝子発現に広く保存されていると考えら

れた。

これと平行して、以上に示したGTボックスへの結合活性が核抽出液を用いて解

析された。GTl－boxに対するDNA結合活性（GT－1活性）は初め、エンドウ核抽出

液から見出された（Greenetal．，1987）。続いてGTl－boxへ塩基置換導入した結果、

GTトboxのコア配列が5’－GGTTAA－3，であることも明らかになった（Green et al．，

1988）。その後エンドウRβC5－jA以外の他の光応答性遺伝子のプロモーター領域を

用いたゲルシフトアッセイにおいてもGT－1活性と類似したDNA結合活性が見出さ

れた（Stockhausetal．，1987；SchindlerandCashmore，1990）。

GT－1をコードするcDNAはGTl－boxをプローブにしたサウスウエスタンスクリー

ニングにより単離され、シロイヌナズナ相同遺伝子も同定された（Perisic andLam，

1992；Gilmartinetal・，1992；Hiratsukaetal．，1994）。GT－1mRNAの発現は光応答性を示

さないため、GT－1は光に対する初期応答性の転写への関与が示唆された（Gilmartinet

al・，1992）。組み換えタンパク質を用いたゲルシフトアッセイによりGT－1は種々のGT

ボックスヘ配列特異的に結合することが示され、GT－1活性を有することが確認され、

また分子解剖実験からDNA結合部位が決定された（Hiratsukaetal．，1994）。さらにDNA

結合部位中の3つのα－ヘリックス構造をプロリン置換の導入により順次破壊した

GT－1タンパク質によるゲルシフトアッセイにより、N末端から数えて2番目、及び

3番目のα－ヘリックスがDNA結合に不可欠であることが示された（Hiratsukaet。1．，

1994）。T血elixと称されるこの構造は植物以外の他の種の転写制御因子には見出さ

れないことから、植物固有のDNA結合ドメイン構造であることが示唆された。また

GT－1は転写活性化能を持つことも示された（LeGourrierecetal．，1999）。以上に加え

てGT－1はC末端領域を介してホモ多量体を形成しうること、DNA結合部位を含む

N末端側の約半分の領域がGT－1の核局在に十分なことが明らかになった（Hirats。kaet

al・，1994）。しかしGT－1にはタンパク質問相互作用に関連する、あるいは核移行に関

与する既知のモチーフは見出されなかった。

以上のGT－1に関する知見とは別に、GT－1と類似したDNA結合タンパク買である

GT－2に関しても多くの報告がある。GT－2はオオムギmYA70ロモーターに見出さ
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れた光応答性シス因子、GT2－boxおよびGT3－boxへ結合する活性で、GT－2をコード

するcDNAがまずイネから、次いでシロイヌナズナから単離された（Dehesh et al．，

1990；Kuhnet al．，1993）。GT－2のmRNA発現には異なる光質（赤色光／近赤外光）に

対する明瞭な光応答性はないが、暗条件で培養した芽生えに白色光を照射した場合

に光応答性を示す。GT－2はTrihelixを二つ有する点で、GT－1とは構造的に異なる［図

3］。GT－2のN末端側とC末端側のTrihelixではGTボックスへの結合特異性が若干

異なり、N末端側のDNA結合部位はGT3－box、C末端側のものはGT2－boxへの結合

活性が最も強い（Dehesh et al．，1992）。またGT－2はアグロバクテリウムのVirD2に

見出された、典型的な二分節型のNLS（Nuclearlocalizationsignal）を有する（Dehesh

et al．，1995）。さらにGT－2はPHYAプロモーターの転写を活性化するため、GT－2は

転写活性化因子であることが示唆された（Nietal．，1996）。

GT－1とGT－2は互いに構造的に類似したDNA結合タンパク質ではある。GTボッ

クス結合タンパク質は、Trihelix構造を一つ有するGT－1タイプと、二つ有するGT－2

タイプの大きく2つのサブファミリーを構成すると考えられてきた（Hiratsukaet al．，

1994；Nagano，2000）。またGTボックス結合タンパク質はタバコやシロイヌナズナ、

イネなどから単離されており、単子葉植物、双子菓植物に広く保存された転写制御

因子であると予想された。しかしながら、GT－1とGT－2とでDNA結合特異性が異な

る（GT－1はGTl－boxへ最も強く結合し、GT－2はGT2－box、GT3－boxへ強く結合す

る）こと、GT－2の結合配列GT2－box、GT3－boxは暗誘導性、GT－1の結合配列GTトbox

は明誘導性を示す点で機能的に異なるシス因子であることから、転写制御因子GT－1

とGT－2との機能的な関連性は低いと考えられた（Naganoetal．，2001）。

その他GT－1、GT－2以外に報告されたGTボックス結合タンパク質としてGTLl、

GTL2、DFlがある（Smalleetal．，1998；Naganoetal．，2001）。GTLlはGT－2と相同性

が高いこと、長角果でのmRNAの蓄積量が多いことなどが報告されているが、DNA

結合特異性や転写活性化能などタンパク質レベルの解析は報告がない。DFlはエン

ドウpTa2プロモーターの暗誘導性のシス配列、DEl（5，－TACAGT－3，）へ結合するト

ランス因子で、GT－2に類似したアミノ酸配列を有する。しかしDFlに関してはDNA

結合特異性以外に報告がない。

転写制御因子が転写活性化能を発揮するためにはDNAとの結合が重要な条件とな

る。GT－1についても、その活性調節メカニズムの解明が試みられた。GT－1はmRNA

発現に光応答性がないため（Gilmartinetal．，1992）、GT－1の転写活性化能は自身の転

写後に調節されると予想された。一方トマトp力γわdro∫刀e機能欠損株au托∂の細胞に

Ca2＋イオン及びCalmodulin（CaM）を注入したマイクロインジェクション実験から、

CABプロモーターやGTl－boxへ到る光シグナル伝達経路へのCaコ＋イオン及びCaM
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の関与が予想された（Bowleretal．，1994；Wuetal．，1996）。さらにCaM依存的なキナ

ーゼ、CaMKIIの予想リン酸化配列K爪－X－X－SrrがGT－1には複数箇所存在し、その

うちT133をCaMKIIによってリン酸化されるとGT－1のDNA結合活性が上昇する

ことが示された（Marechalet al．，1999）。従ってGT－1のDNA結合活性がCa2＋／CaM

依存的なリン酸化によって調節されると考えられた。リン酸化修飾とは別に、他の

タンパク質との相互作用によりGT－1のDNA結合活性が調節される可能性について

も検討された。GT－1のDNA結合活性は基本転写因子群のコンポーネントの1つで

転写活性化に関与するTFIIAと協調的にDNAへ結合する（LeGoumierecetal．，1999）。

しかし酵母two－hybridシステムあるいはjnvitTOでの結合実験は行われていないため、

GT－1とTFIIAの相互作用についてはあくまで間接的に示唆されたに過ぎない。一方

GT－2はAT－rich配列結合因子HMG－I／Yと相互作用し、DNA結合活性が上昇するこ

とが示された（Martinez－GarciaandQuail，1999）。

以上に述べたとおり、GT－1は光応答性の転写制御に関与する転写制御因子である

ことが示唆される。しかしGT－1は道道伝学の手法で単離されたこと、変異体が未だ

に報告されていないことから、血vjvoでの機能について直接的な証明はない。一方、

シロイヌナズナゲノムにはGT－2タイプのGT－1類似遺伝子が少なくとも4遺伝子

（GT－2、GTLl、GTL2、GT－3a）存在する。これらの因子の発現には器官特異性が見

出されることから、GT－2タイプのGTボックス結合タンパク質は器官特異的な転写

制御機構に関与する可能性が示唆される。ところがGT－1タイプのGTボックス結合

タンパク質はGT－1以外に報告されていない。そこで本研究はGTボックス結合タン

パク質群による転写調節機構の理解に向けて、第1章ではGT－1と相同性を有する新

規遺伝子GT－4並びにGT－5のクローニング、DNA結合特異性、転写活性化能、核局

在性について調査し、転写制御因子としての特徴付けをおこなった。続いて、リン

酸化とDNA結合活性との関連を調査し、GT－5のDNA結合活性がリン酸化修飾によ

り負に制御されることを明らかにした。第2章においては免疫沈降法を利用して、

これまで試みられていなかった血vjvo結合配列の同定をおこなった。またこれとは

別に、末同定だったGT－1の核移行に必要な領域のを決定した。
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図1光シグナル伝達経路のモデル

植物は外界からの光シグナルを感知し、これに応答するためのシグナル伝達機構を

備えている。光シグナル伝達経路の末端には、光応答性遺伝子のプロモーター中に

見出されるLRE（光応答性シス因子）と、LREへ結合する転写制御因子が存在する。

このモデルでは光シグナリングに関与する転写制御因子を代表して、GT－1としたo

GT＿1は直接、或いは未知の因子（X、Y）を介して基本転写因子群をTATAボック

スへ誘導・結合させ、転写活性を上昇させると考えられている○
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（a）

（b）

LIGHT DARK

－90

■【盟巳iヨ■　　・・・・・・

虹」虹山脚　4ズぬYJJニご缶野－のノ　＋

－‥l－‥‥l．．－■m 〃∫玩ば／J肌卿一期　＋

功＝誠一7∴呵一期　＋　　　　＋

匝二月βCSb餅‡l［画斤βCSbdlm　園飴朋V紛1

（bmandChua1990）

COre SequenCe

巧言：轟X TG
GT2・bx GG

GT3－box CG

図2　boxⅢ配列は光応答性シス因子である

ATG

AAC

CCG

（a）エンドウRβ（3－3Aプロモーター断片の光応答性について調べた結果をまとめ

た。エンドウ足βC5－jAプロモーターー166～－50の領域は、構成的な発現を示す

CbMV35S－46に光応答性を付与した（Kuhlemeieretal．，1988）。エンドウRBC5－3Aプ

ロモーターー166～司6の領域に見出される　bxⅢ配列を4つ連結した4量体を

Wワ55－46へ接続したコンストラクトは光応答性は示さなかったが、Cムルm5∫＿卯

へ接続したコンストラクトは光応答性を獲得した（Lam。。dα叫19卯）。C。〃昭55＿

夕仇あるいはC如けV355一卯の上流へ弘一14量体を接続したコンストラクトは光応答性

を示さない。従ってbox山配列は光応答性の転写制御に必要なシス因子であることが

示された。（b）代表的なGTボックスのコア配列を示した。GTl－box、GT2－box、GT3－box

のコア配列は互いに1～2塩基異なる。
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図3　既知のシロイヌナズナGTボックス結合タンパク質群

cDNAのクローニングが報告された、シロイヌナズナGTボックス結合タンパク質群

を示す。GTボックス結合タンパク質はTrihelixと称される、helix－helix－turn－helix型

のDNA結合部位を持つ。Trihelixの数により大きく2つのサブファミリー、GT－1タ

イプとGT－2タイプとに分類され、GT－1はTrihelixをひとつ、GT－2、GTLlはふたつ

有する（Kuhnetal．，1993；Hiratsukaetal．，1994；Smalleetal．，1998）。GTL2はGTLlと

全く同一のアミノ酸配列を示すが、染色体上の別の座位に位置する（Smalle et al．，

1998）。GT－1とGT－2とはTrihelixにおいてアミノ酸レベルで約40％の相同性を示す

一方、GT－2タイプ間でのTrihelixにおける相同性は比較的高く、70％以上である。GT－1

及びGT－2に関してはDNA結合活性や転写活性化能、核移行活性について報告され

ているが、GTLl、GTL2については、mRNA発現が確認されているものの、DNA結

合活性などのタンパク質レベルの性状解析はされていない。
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1∴新規G‡Tボックス結合タンパク質の草野と行IV行rの解析
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序論

転写制御は数多くのタンパク質が複合体を形成しておこなわれる。これらのタン

パク質のうち、転写制御因子の多くは大きく3つの特徴（DNA結合活性、核局在活

性、転写活性制御能）を示す。従ってこれらの特徴は、あるタンパク質が転写制御

因子であるための必要条件とも考えられる。植物固有のDNA結合モチーフ、Trihelix

を有するGTボックス結合タンパク質群はGT－1がTrihelix構造を1つ、GT－2、GTLl、

GTL2が2つを有することから大きく2つのサブファミリーに分類されてきた

（Hiratsukaetal．，1994；Nagano，2000）［図3］。GTボックス結合タンパク質群の特徴付

けをおこなう上で、類似遺伝子の探索と解析は欠かせない。そこで本研究ではシロ

イヌナズナ新規GTボックス結合タンパク質をクローニングし、それらの遺伝子産

物が転写制御因子としての特性を有するかをDNA結合特異性、転写活性化能及び核

局在活性を指標に調査した。

一方、GT－1自身のmRNA発現に光応答性、器官特異性が認められないことからGT＿1

のDNA結合活性が転写後に調節される可能性が示唆されていた（Gilmartin et al．，

1992）。また、GT－1結合配列であるGTl．boxへ到る光シグナル伝達経路へCa2及び

CaMが関与すること（Neuhausetal．，1993；Bowleretal．，1994；Wuetal．，1996）、GT－1

にCaMKII（CaM KinaseII）の予想標的配列K侭－X－X－S／Tが複数見出されること、

CaMKII予想リン酸化部位へのアミノ酸置換を導入したGT－1変異体のDNA結合活

性が上昇することなど（Marechalet al．，1999）から、Ca2／CaM依存的キナーゼによ

るGT－1のDNA結合活性制御機構の存在が示唆された。そこで新規GT－1類似タン

パク質についても　Ca2／CaM依存的キナーゼによりリン酸化される可能性について検

討し、さらにリン酸化修飾とDNA結合活性制御との関連を調べ、GT－1との比較を

試みた。
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材料と方法

1＿試襲

実験にあたり使用した制限酵素、DNAリガーゼなどのDNA修飾酵素は（株）宝

酒造、（株）東洋紡績から購入した。Ⅹ線フイルムは（株）富士フイルムのRX－Uを

使用した。生化学試薬は（株）ナカライテスク及び（株）和光純薬から購入した。

使用したキット

QIAGENplasmidkit（QIAGEN社）

SMARTRACEcDNAAmpli貞cationkit（Clontech社）

RNAPCRkit（AMV）Ver．2．0（宝酒造）

AlkPhosDirect（AmershamPharmaciaBiotech社）

DNABluntingkit（宝酒造）

DNALigationkitVer．2（宝酒造）

RiboprobejnYjtTDtranSCriptionkit（Promega社）

TNTRabbitReticulocyteLysate（Promega社）

ABIPRISMDyePrimerkit（PerkinElmer社）

ABIPRISMDyeTerminatorkit（PerkinElmer社）

DualLuciftraseReporterAssaySystem（Promega社）

RandomPrimerDNALabelingkit（宝酒造）

LAPCRjnYjtlt）Mutagenesiskit（宝酒造）

AlkPhosDirect（AmershamPharmaciaBiotech社）

2．培地・緩衝液

LB培地：1％BactoTripton，0・5％YeastExtract，1％NaCl必要に応じて20mg／1

tetracycline、50mgn ampicillinを加えた。また寒天培地の作成には、15gnのAgarを

加えた。

F培地（11itreあたり）：1×MSsalts（4・3g），1000×ビタミンストック溶液［100mg

inositol（stocklOOmg／ml），1．Omgthiamine（stockl．Omg／ml），0．5mgnicotinicacid（stock

O・5mg／ml），0・5mgpyridoxine（stockO・5mg／ml），0・5gMES，PH5．7withlNKOH，8gAgar］

Agarは必要に応じて15g加えて1．5％寒天培地を作成した。
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＜CTAB法＞

シロイメナズナ植物体からのゲノムDNAの精製にはCTAB法を採用した。

2％CTABsolution：100mMTris－HCl（pK8．0），20mMEDTA（pH8．0），1．4MNaCl，

2％CTAB

l％CTABsolution：50mMTris－HCl（pK8．0），10mMEDTA（pH8．0），1％CTAB

＜ボイル法＞

STET‥8％sucrose，50mMTris－HCl（pH8．0），50mMEDTA（pH8．0），5％Triton

X－100

＜組換えタンパク質の発現・精製＞

超音波破砕用緩衝液：50mMNa－Phosphate（pH8．0），300mMNaCl

洗浄用緩衝液：50rnMNa－Phosphate，300mMNaCl，10％glycerol，PH6．0

溶出用緩衝液：50mMNa－Phosphate，300mMNaCl，0．2MImidazol，10％glycerol，

pH6．0

＜リン酸化解析＞

CaMKII用緩衝液：25mMHEPES－KOH（pH7．5），5mMMg（CH3COO），，0．1mM

EGTA，0．05mMDTT，1．5mMCaC12

CKII用緩衝液：50mMTris－HCl（pH8．0），10mMMgC12，20mMKCl

1×SDSサンプルバッファー‥125mMTris－HCl（pH6．8），360mM P－merCaPtOethanol，

1・5％SDS，7・5％glycerol，0・5％bromophenolblue

＜パーティクルボンバードメント＞

500FLg／mldiameter：1・6FJmgOldparticle，50％glycerol

＜ゲルシフトアツセイ＞

NEB：透析緩衝液：20mMHEPES－KOH（pH7．8），100mMKCl，0．2mMEDTA，0．5mM

DTT，0・2mMPMSF，10％glycerol

－14－
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＜その他＞

そのほか、各キソトに涼付されたバッファーを使用した。

3．菌扶

サブクローニング用の宿主として大腸菌XLl－Blue株（Stratagene社）とDH5α株

（東洋紡績）を適宜使用した。組換えタンパク質発現用の宿主としては、BL21（DE3）

pLysSを用いた。

4．ベクタープラスミド

プラスミドはサブクローニング用に主にpBluescript（Stratagene社）を、PCR産物

のTAクローニング用にはpT7Blue（Novagen社）を使用した。大腸菌における組換

えタンパク質の発現ベクターにはpET15bおよびpET30b（Novagen社）を用いた。Dual

Luciftrase ReporterAssayに用いたコンストラクトは基本的にpUC19由来のpBI221－

1uc＋（Matsuo et al．，2001）を基に構築した。プラスミドの精製には必要に応じて

QIAGEN plasmid kit（QIAGEN社）とボイル法に拠った。ボイル法ではLB培地3ml

で終夜培養した大腸菌を1．5mlチューブに集菌し、180FllのSTET中に懸濁した。そ

こへ20FLlの5mg／mllysozymeを加え、45秒間煮沸したのち、15分間15000rpmにて

遠心した。上澄に200FLlの2－PrOPanOlを加え、イソプロパノール沈澱をおこなった。

5＿　植物材軋

シロイヌナズナ（A柑わid叩5js血J加a）はCoJuJ血a株を使用した。植物は特に記載

しない限り長日条件（16hrlight／8hrdark）、230cにて培養した。

6＿　オりゴヌクレオチド

オリゴヌクレオチドは全て（株）サワデイー・テクノロジーに合成依頼した。精

製はOPC精製を指定した。オリゴヌクレオチドの塩基配列は、本章において適宜記

載した。

7＿　塩基配列決宕

L
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塩基配列の決定は、ABIPRISMDyePrimerkit、ABIPRISMDyeTerminatorkit（共に

PerkinElmer社）を適宜便周し、サイクルシークエンサーABI373（AppliedBioIndustries

社）にておこなった。ゲル版は48cmを使用し、シヤークコームは24レーンのもの

と36レーンのものを適宜使用した。ゲルの作製にあたってはLongRanger（FMCBio

Products社）を用い、ゲルの終濃度は5．25％LongRanger、8．3MUrea、1×TBEとし

た。電気泳動は2800V、40mA、42Wで17時間おこなった。

8．5，RACE及び3，RACE法

PCR反応は全て、GeneAmpPCRSystems9600及び、GeneAmpPCRSystems2400（共

にPerkinElmer社）を使用した。シロイメナズナ花芽より精製した仝RNAを鋳型に、

SMARTRACEcDNAAmplincationkit（Clontech社）を用いてGT－4並びにGT－5の全

長cDNAを取得した。実験手順は全て添付されたプロトコルに従った。用いた遺伝

子特異的プライマーを以下に示す。全長GT－4cDNAの取得には、60976Cl．1及び

60976Cl．2、全長GT－5cDNAの取得には26625Cl．1及び26625Cl．2をプライマーとし

て用いた。以下に、プライマーの配列を示す。

60976Cl．1，5’－GGAATCAACTTTAGCAGATGG－3’

60976Cl．2，5一－CGTCTTGTGCCCATGTCTCTGC－3’

26625Cl．1，51－GGAATCAACTTTAGCAGATGG－3’

26625Cl．2，5’－CGTCTTGTGCCCATGTCTCTGC－3’

シロイヌナズナ花、花芽、葉、茎、根各器官からRneasyPlant（QIAGEN社）を用

いて仝RNAを抽出したのち、DNaseIにて混入したゲノミックDNAを分解処理し

た。続いて01igodTAdapterPrimerをプライマーとして仝RNAを逆転写し、1ststrand

cDNAを合成した。これを鋳型として遺伝子特異的プライマーを用いてPCRをおこ

なった。遺伝子特異的プライマーを以下に示す。PCR反応条件は、熱変性94℃30秒、

アニール57℃30秒、伸長反応72℃30秒を1サイクルとして25サイクルとした。Eトl

α及びCABlに関しては20サイクルとした。PCR反応産物は1．5％アガロースゲル

にて電気泳動した。続いて増幅したDNA断片をHybond－N＋（Amersham Pharmacia

Biotech社）へ転写し、AlkPhosDirect（AmershamPharmaciaBiotech社）によりサザ

ンプロット解析をおこなった。プローブは各々の遺伝子のcDNA断片を鋳型にして、

RT－PCRで各々の遺伝子に対して用いたオリゴヌクレオチドを使用した。PCR増幅

－1（i－
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したハイプリダイゼーションの条件などは添付の説明書に拠った。

GTボックス結合タンパク質の光応答性発現の解析では、暗黒化で3日間培養した

シロイメナズナ芽生えに白色光を照射し、0、1、3、6、12時間後に、経時的にサン

プリングし、これらを出発材料とした。また、2週間培養したシロイメナズナを暗条

件に移し、12時間あるいは24時間後に葉を採取し、出発材料とした。用いた遺伝子

特異的プライマーを以下に示す。

GT－1dN685’－GGTCTAGAGACCATGGGAGAAAGCAGTGGAGAAGAT－31

JMOO15’－AGACGCCTTTCAAGGTTTAAGG－3’

60976Nl．15’－CCTCGGAGAAAGCAGTG－3’

GT－4RT15l－AAGACCATCATGATCAAGCTCC－3－

60976Nl．15’－CCTCGGAGAAAGCAGTG－3I

GT－4RT15’－AAGACCATCATGATCAAGCTCC－3’

26625Nl．15■－AAGACCATCATGATCAAGCTCC－3▼

GT－5RT15’－AAGACCATCATGATCAAGCTCC－3’

F－EFla5’－TCGAGACCACCAAGTACTACTGC－3’

R－EFla5’－ATCATACCAGTCTCAACACGTCC－31

10∴組換えタンパク管の発頚・精製

本章のゲルシフトアッセイに用いた組換えタンパク質は一部を除き、GT－1、GT4

についてはウサギ網状赤血球由来の抽出液中で、GT－5　については大腸菌で発現させ

た。図17及び18で示したリン酸化実験の場合はGT－1、GT－4、GT－5の全ての組換

えタンパク質を大腸菌で発現させた（後述する）。GT－4cDNAのORFをプライマー、

GT－4Nl、GT－4Clを用いてPCRにより増幅し、得られた増幅断片の5，末端を制限酵

素∧koIにて処理した。用いたプライマーの配列を以下に示す。

GT－4P15’－CAGCCATGTTTGTTTCCGATAACAACAATCCTT－3r

GT－4P25一－CAGCGCTCGAGTCAAACTCTCTCAGACATGTCC－31

増幅断片の平滑末端化処理をおこなったのち、3，末端を制限酵素スカ0Ⅰにて処理し

た0これらのcDNA断片を、制限酵素SmaIおよびXhoIにて処理したpBluescriptIIKS

へ挿入し、PBSIIKSGT－4を作製した。GT－1組換えタンパク質の発硯にはpBSIIKSGT－1

を用いた（Hiratsukaetal，1994）。以上のプラスミドを鋳型として、Riboprobeinvittt）

－17－
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transcription kit（Promega社）により添付のプロトコルに従ってmRNAを合成した。

続いてFlexiRabbitReticulocyteLysateSystem（Promega社）により、添付のプロトコ

ルに従って、［35s］Met存在下、組換えタンパク質を合成した。組換えタンパク質の発

現の確認は、サンプルをSDS－PAGEにて展開し、ゲルを乾燥させた後、X線フイル

ムを感光させておこなった。

GT－5組換えタンパク質の発現・精製はQIAexpressSystem（QIAGEN社）に従い、

以下に記す方法にておこなった。GT－5のORFをプライマーGT－5Nl、GT－5Clを用

いてPCRにより増幅し、得られた増幅断片の5，末端、3，末端を制限酵素八toIなら

びに刃】0Ⅰにて処理した。これらを制限酵素＜koIならびにスカ0Ⅰにて処理した発現ベ

クターPET30b（Novagen社）のマルチクローニングサイトへ挿入し、組換えタンパ

ク質発現用コンストラクト　pET30bGT－5　を作製した。PET30bGT－5を用いて大腸菌

BL21（DE3）pLysSを形質転換し、単一コロニーを選抜後、50Flg／mikanamycinを含

む3mlLB培地にて37℃において終夜培養した。1mlの終夜培養液を50mLB培地へ

加え、37℃において一時間培養した後、1mMIPTGにより組換えタンパク質の発現

誘導をおこなった。本培養液のOD600が約0．5となった時点で培養を修了し、菌体

回収ののち超音波破砕用緩衝液に再懸濁し、超音波破砕をおこなった。破砕後遠心

分離をおこなって上澄を回収し、超音波破砕用緩衝液にて平衡化したNi2＋－NTA担体

（qIAGEN社）を充填したカラムに供した。洗浄用緩衝液による洗浄後、溶出用緩

衝液によりGT－5組換えタンパク質を溶出し、ゲルシフトアッセイに供した。

GT－5Nl，5’－GATACCATGGATGGACATCAGCATCATCA－3’

GT－5Cl，5’－GTGCTCGAGGGAACCATCTCTAGTAAG－3’

リン酸化実験で用いた組換えタンパク質は全て大腸菌BL21（DE3）pLysSにおい

て発現させた。GT－1組換えタンパク質はpET15bGT－1（Marechaletal．，1999）を用い

て大腸菌において発現させた。GT－4組換えタンパク質の大腸菌での発現用コンスト

ラクト、pET30bGT－4並びにpET30bdNGT－4は以下に示す手順で作製した。GT－4の

ORFをプライマーGT－4Pl、GT－4P2を用いてPCRにより増幅し、得られた増幅断片

の5，末端、3，末端を制限酵素NcoIならびに刃IOIにて処理した。これらを制限酵素

NcoIならびに刃】0Ⅰにて処理した発現ベクターPET30bのマルチクローニングサイト

ヘ挿入し、pET30bGTAを作製した。ところが全長のGT－5組換えタンパク質の発現

誘導が困難であったため、PET30b、及びGTAcDNA中にそれぞれ一カ所ずつ制限酵

素部位を有する制限酵素月g几Ⅰにて処理し、同一プラスミド内で自己ライゲーション

してN末端側24残基を欠失させたコンストラクト、PET30bdNGT－4を作製し、これ
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を組換えタンパク質の発現誘導に供した。PET30bGT－4を用いて大腸菌での発現誘導

を試みたが、組換えタンパク質の発現誘導が困難であった。以上の組換えタンパク

質の精製は精製はQIAexpressSystem（QIAGEN社）に拠った。

11．ゲルシフトアッセイ

DNAプローブの標識は以下の手順にておこなった。GTl－boxを4つ連結したオリ

ゴヌクレオチドの5，末端、3，末端を制限酵素月血dⅢ及びⅩプ】0Ⅰにて処理し、反応溶

液50〃1中で1UKlenowfragment、0・5FLM［α－32p］dCTP、20FIMdATP、20FLMdTTP、

20FLMdCTP存在下で37℃において45分間反応させた。反応後、SephadexG－50spin

column（AmershamPharmaciaBiotech社）にて分離・精製し、余剰の［α－32p］dCTP、

その佃の基質を除去した。標識効率はチエレンコフ光を測定し、おおよそ5000O

cpm／ngDNA以上であることを確認した。

ゲルシフトアッセイは、以下の条件にておこなった。NEB　を緩衝液とする反応溶

液中に最終濃度が100ng／FLldI－dC、1mMDTT、20FLg／mlantipain，lFLg／mlleupeptin

となるよう各々の試薬を混ぜ、2．5illのGT－1及びGT－4組換えタンパク質を合成し

たウサギ網状赤血球由来の抽出液を混合し、最後に［α－32p］dCTPで標識したDNAプ

ローブ0．2ngを加えて反応液の総容量を12／バとした。GT－5の場合は、大腸菌にて

作製・精製した組換えタンパク質0．5〃gを反応液に加えた。また、これに適宜コン

ペティターDNAとして、［α－32p］dCTPで標識したDNAプローブを加える前に、各

図に示した量の末標識のDNA断片を加えた。室温にて30分間静置したのち、1×TE、

1％アガロースゲル中で、ペリスタポンプで緩衝液を循環させながら走電圧100Vに

て電気泳動した。ゲルを乾燥させたのち、Ⅹ線フイルムを感光させた。

12＿RlectTOl】OTati【｝n

BY－2細胞の培養、プロトプラスト化及びエレクトロボレーションはkosugiらの方

法に拠った（Kosugiet al．，1990）。エレクトロボレーションにはGene Pulsar

Electroporator（Bio－Rad社）を用いた。エフェクタープラスミド0．8Flg、レポ一夕ープ

ラスミド10／ノg、内部標準プラスミドl′“gを同時にBY－2プロトプラストに導入し

た。導入するプラスミドの合計量はpBI221（Clontech社）を適宜加えて調整した。

プロトプラストを26℃にて17時間培養したのちルシフェラーゼ活性を測定した。

13＿DualLucifeTaSe接

L
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DualLuciferase法はDualLuciftraseReporterAssaySystem（Promega社）を用い、実

験手順は添付のプロトコルに従った。ルシフェラーゼの発光の検出にはルミノメー

ター（modelLB9501；Berthold社）を用いた。

14．リン酸イヒ反応

GT－1、GT－4、GT－5組換えタンパク質のリン酸化反応は以下に記す実験手順にてお

こなった。CKIIによるリン酸化反応は、CKII用緩衝液に各々の組換えタンパク質1

FLg、1mMATP、0・5FICi［γ－32p］ATPを加え、反応液の総体積20FLlの条件で、室

温にて30分静置した。CaMKIIによるリン酸化反応もほぼ同様に、CaMKII用緩衝液

に各々の組換えタンパク質1Flg、1mMATP、0．5FLCi［γ－32p］ATPを加え、反応液の

総体積20〃1の条件で、室温にて30分静置した。リン酸化反応後、氷冷した20〃1
の

20％trichloroaceticacidを加えてリン酸化反応を停止させ、30分間表情に静置したの

ち遠心分離により得られた沈澱を－20℃に冷やしたacetoneにて2回洗浄した。この

沈澱を20〃1の1×SDSサンプルバッファーに溶解し、このうち7〃1を12．5％アク

リルアミドゲルにて展開した。電気泳動終了後、ゲルを乾燥させ、Ⅹ線フイルムを

感光させた。

リン酸化反応に引き続きゲルシフトアッセイをおこなう場合には、リン酸化反応

液中に0．5FLCi［γ－32p］ATPを加えず、未標識の1mMATPのみを加えた。ゲルシフ

トアッセイは、NEBを緩衝液とする反応溶液中に最終濃度が100ng／FlldI－dC、1mM

DTT、20FLg／mlantipain，1／∠g／mlleupeptinとなるよう各々の試薬を混ぜ、GT－1、GT－4、

GT－5組換えタンパク質100ngを含むリン酸化反応後の溶液2〃1を混合し、最後に［α

－32p］dCTPで標識したDNAプローブ0・2ngを加えて反応液の総容量を12FLlとした。

また、これに適宜コンペティターDNAとして、［α－32p］dCTPで標識したDNAプロ

ーブを加える前に、各図に示した量の未標識のDNA断片を加えた。室温にて30分

間静置したのち、1×TE、1％アガロースゲル中で、ペリスタポンプで緩衝液を循環

させながら定電圧100Vにて電気泳動した。ゲルを乾燥させたのち、Ⅹ線フイルムを

感光させた。

㌢との偏合口ンパ　計緊淵雇ペ　ローの牒乾彗

GT－4及びGT－5祖換えタンパク質発現用コンストラクト、PET30bGT－4並びに
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pET30bGT－5を制限酵素NcoIにて処理し、平滑末端化したのち制限酵素刃10I処理

した。1％アガロースゲル電気泳動にてベクター断片と分離し、electroelutionにてGT－4、

GT－5それぞれのcDNA断片を回収した。これとは別にGFP融合タンパク質作成用

ベクターpGFP（GA）5IIを制限酵素NaeIにて処理した後制限酵素SalI処理した。1％

アガローズゲル電気泳動ののち、electro elutionによりベクター断片を回収した。続

いてGT－4、GT－5cDNA断片を上記ベクター断片へサブクローニングした。

1占＿　遺伝子銘による遺伝子導入

GT－1の細胞内局在を調べるため、ModelPDS－1000／He Biolistic Particle Delivery

System（Bio－Rad社）を用いてタマネギ表皮細胞へそれぞれの実験で伺いるプラスミ

ドを導入した。十分に懸濁した金粒子25FLlをとり、1・5FJg／mlのDNA溶液を4FLl

加えた。次に2・5MCaC1225FLlを混合し、0．1MspermidinelOFLlを加えて激しく懸

濁した。1分間静置したのち、軽く遠心して上澄を除き、70％EtOHによる洗浄、続

いて100％EtOHによる洗浄をおこなった。これを30FLlの100％EtOHに溶解し、6

FLlをdiskに滴下した。15分間風乾したのち、遺伝子銃へdiskをセットした。この

とき用いた金粒子は直径1．6〃m、ヘリウムガスの気圧は1100psiに設定した。タマ

ネギの表皮細胞に融合タンパク質を導入する場合、タマネギの鱗片を適当な大きさ

に切り、蒸留水で湿らせたキムワイプを敷いたプレートに内側を上に向けて置いた。

導入するプラスミドDNAは全てQIAGENplasmidkit（QIAGEN社）により精製した。

17＿GFP螢光の観察

タマネギ表皮細胞へ遺伝子銃を用いて各種プラスミドを導入したタマネギ表皮細

胞をはぎ取り、スライドガラス上でDAPI染色をおこなった。蛍光顕微鏡はオリン

パスBH－2を使用し、475nmの励起光を照射してGFP融合タンパク質の蛍光を観察

した。写真撮影には（株）富士フイルムのカラーネガフィルム（SuperG400）を用

いた。接眼レンズは10倍、対物レンズは主に10倍を使用し、露光時間は適宜調節

した。タマネギ表皮細胞におけるGFP融合タンパク質の細胞内局在は、遺伝子導入

後6時間後に観察した。
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結果

シロイヌナズナからのGT－1類似遺伝子の単郵

GT－1のTrihelix領域と高い相同性を示すシロイヌナズナゲノミックDNA配列、

B60976及びB26625　を見出したため、この領域の全長cDNA配列を3▼RACE及び

5－RACE法により取得することを試みた。鋳型には10　日間試験管において培養した

シロイヌナズナ植物体から抽出した仝RNAをDNaseI処理し、01igo－dTプライマー

を使用してAMV由来の逆転写酵素により逆転写したcDNAを用いた。

B60976、B26625各々の5一末端側、3一末端側領域を含むcDNA断片の増幅を試みた

結果各々のcDNA断片を取得し、B60976由来のcDNAをGT－4、B26625由来のcDNA

をGT－5と命名した［図4a、b］。以上の実験により単離した2つのcDNAにおいて予

想される翻訳開始コドン上流の5－－m領域には同一フレーム上に終始コドンが出現

するため、両cDNAはほぼ全長であると判断された。報告されている他のGTボッ

クス結合タンパク質との、N末端側領域における予想アミノ酸配列の比較からも、

GT－4、GT－5cDNAは共に全長であると予想された。

GT＿4及びGT＿5のアミノ酸一次軒罰l

GTAcDNA、及びGT－5cDNAはそれぞれ1404bp、1174bpで、予想されるORFは

GT－4は372アミノ酸、GT－5は289アミノ酸をコードしていた［図4a、b］。これらの

アミノ酸配列はAtGT－1と高い相同性を有し、特にGT－4はTrihelix領域においてア

ミノ酸レベルで約80％の相同性を示した。一方GT－5はTrihelix領域においてAtGT－

1、GT－2の双方と約40％の相同性を有することから、GT－5はGT－1タイプ、あるい

はGT－2タイプのいずれにも属さない、新規なサブファミリーを構成すると考えられ

た。GT－4及びGT－5にはTrihelix領域以外にもプロリン、グルタミンに富む領域、

酸性アミノ酸に富む領域などがGT－1との間で保存されていた【図5a、b、C］。

一方で、GT－5のC末端領域はタンパク質問相互作用に関与する機能ドメインであ

るcoiled－COil構造をとることがアミノ酸の2次構造を予測するプログラム、COILS

（http：〟www．ch．embnet．org／software／COILS＿form．html）により予想された。COiled－COil

構造を有するGTボックス結合タンパク質は報告例がなく、GT－5が最初の例である。

GT－1、GT－4及びGT－5のC末端領域におけるHelicalWheelPrqiectionによる構造比

較でも、GT－5のみが親水性アミノ酸と疎水性アミノ酸との分布が顕著に別れていた

［図6］。これは疎水性アミノ酸に富む領域を介してタンパク質問相互作用に関与する、
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典型的なcoiled－COil構造のアミノ酸の分布である（Burkhardetal．，2001）。

GT－1と類似したGT－2には典型的な二分節型のNLSが見出されており、GTLl、GTL2

など他のGT－2タイプにおいてもその配列は保存されている。しかしGT－4及びGT－5

には二分節型のNLSをはじめ、既知のNl．Sと相同性を示す配列は見出されなかった

【図5a】。

GT＿4及びGT＿5のDNA結合特畳件

GT－1及びGT－2はDNA結合活性を有し、それぞれGTl－box、GT2－boxへ配列特異

的に結合する。そこで本研究により単離した新規GT－1類似遺伝子産物、GT－4及び

GT－5　に関してもこれらの組換えタンパク質を用い、GTl－box　をプローブとしてゲル

シフトアツセイをおこなった。GT－5については発現ベクターpET30b及び宿主大腸

菌BL21（DE3）pLysSを用いた組換えタンパク質発現系を利用して組換えタンパク

質の発現誘導をおこない、ゲルシフトアッセイに供した。他方GT－4は発現ベクター

pET30b及び宿主大腸菌BL21（DE3）pLysSを用いた組換えタンパク質発現系により

発現誘導を試みた。しかし全長の組換えタンパク質は発現させることが困難だった

ため、ウサギ網状赤血球抽出液による血vj血潮訳系による組換えタンパク質を供し

た［図7a】。

GTl－boxをプローブにして、GT－4、GT－5各々の組換えタンパク質のGTl－boxへの

結合特異性を調べた結果、GT－4はGTl－boxプローブへ結合すること、またこの結合

はGTl－box　自身をコンペティターとして加えることにより阻害されることが明らか

になった。さらにGTl－boxのコア配列の2塩基に置換を導入したGTlm－boxをコン

ペティターは、GTl－box－1ユT－4タンパク質複合体の形成を阻害しなかった［図7b］。

GT－5　について同様の実験をおこなったところ、GT－5組換えタンパク質も　GTトbox

への結合活性を示した。GTl－boxプローブとGT－5タンパク質の複合体はGTl－box自

身をコンペティターとして用いた場合に消失し、GTlm－boxをコンペティターとして

用いた場合にはシフトバンドのシグナル強度は変化しなかった【図7c】。以上の結果

から、GT－4、GT－5は共にGTl－boxへ塩基配列特異的に結合することが示された。

続いてGT－4、GT－5の種々のGTボックスへのDNA結合特異性を調べるため、

GTl－box　をプローブとし、mm　70ロモーターなどに見出され、GTl－box　と類似し

たコア配列を持つGT2－box及びGT3－boxをコンペティタ一に用いた競合実験をおこ

なった［図8、9、10］。その結果、各種GTボックスへの結合特異性は、GT－1はGTl－

box＞GT2－box＞GT3－box、GTA　は　GTトbox＞GT2－box＞GT3－box、GT－5　は　GTト

box＞GT3－box＞GT2－boxとなった【表1］。従ってGT－4、GT－5はGT－1と同じくGTl－box

への結合活性が最も強く、他のGTボックスへの結合活性が比較的低いことが見出
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された。以上の結果から、GT－4、GT－5は構造的にGT－1と相同性を有するだけでな

く、各種GTボックスへの結合特異性もおおよそ類似することが明らかになった。

より詳細にGT－4及びGT－5のDNA結合特異性をGT－1と比較するためGTl－box

に2塩基ずつ塩基置換を導入した一連のGTl－box変異体であるAlO3、AlO4、GTlmTbox、

AlO6、AlO7、AlO8をプローブに用いて競合実験をおこなった［図11a、b、C、d］。そ

の結果、GT－1、GTA、及びGT－5の間ではDNA結合に要求される配列に顕著な差は

見出されず、GTlm－boxをプローブに用いた場合にシフトバンドのシグナル強度が最

も低かった。またAlO6、AlO7をプローブに用いた場合も　GTlm－boxに次いでシフ

トバンドのシグナル強度が低かった。従ってGT－4、GT－5のGTトboxに対する結合

配列要求性はGT－1と類似すると考えられた。

GT＿4燕びGT＿5の転写清件化能

各種GTボックスの下流にCaルーV35S最小プロモーターおよびルシフェラーゼを接

続したプラスミドをレポ一夕ー、全長C如けV35Sプロモーター下流に各種GTボック

ス結合タンパク質を接続したプラスミドをエフェクターとして用い、これらをタバ

コ培養細胞BY－2へエレクトロボレーションにより導入してルシフェラーゼ活性を指

標にGT－1、GT－4、GT－5の転写活性化能を比較を試みた。遺伝子導入効率のサンプ

ル間の差異を補正するため、内部標準には全長C加Mn巧5Sプロモーター下流にウミシ

イタケルシフェラーゼを配したプラスミドを用意した。

35S最小プロモーターのみをルシフェラーゼ上流に接続した場合、GT－1タンパク

質を共発現させてもレポ一夕一括性に顕著な変動はなかった。この35S最小プロモ

ーターの結果と比較して、GT－1タンパク質を共発現させた結果、約2倍の転写活性

化が観察された【図12］。さらに、GTl－boxのみをcompetitorとして同時に導入し、同

COmPetitorによるjn vjYOにおける競合阻害の効果を調べた結果、COmpetitorのない場

合に比べてルシフェラーゼ活性が抑制され、GT－1タンパク質をエフェクターとして

導入しない場合と同程度の活性を示した［図12】。

次にGTl－boxレポ一夕一に対して各種GTボックス結合タンパク質をエフェクタ

ーとして、エフェクタ一間の転写活性化能の比較をおこなった。GT司をエフェクタ

ーとした場合は、GT－1をエフェクタ一に用いた場合と同程度の転写活性化が誘導さ

れた。一方、GT－5エフェクターを用いた場合は明瞭な転写活性化は観察されなかっ

た［図13］。

GT＿4及びGT＿5のrnRNA発頚様式
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シロイヌナズナ花、花芽、菓、茎、根、長角呆、各器官から精製した仝RNAを鋳

型に用いて低サイクルの半定量的RT－PCR、およびサザンプロット解析をおこない、

GT－1、GT－4及びGT－5のmRNAの発現器官特異性を調査した［図14a］。本研究で示

すRT－PCRは前後3サイクルでサンプル間のシグナル強度の相村的な差に変動がな

いことを確認した。その結果、GTAmRNAは調査した全ての器官において発現が確

認され、顕著な組織特異性は認められなかった。一方GT－1mRNAの発現は長角果に

おいて、GT－5mRNAの発現は花芽で、それぞれ低かった。これまではGT－1mRNA

の花、長角果における発現は調査されておらず、器官特異性は見出されていなかっ

た。以上の結果からGT－1、GT－4、GT－5のmRNA発現の器官特異性が異なることが

明らかになった。

GT－1は光応答性シス配列へ結合する転写制御因子である。GT－1の発現は顕著な

光応答性を示さない。そこでGT－4及びGT－5に関しても、これらが光シグナルに対

する初発の応答に関与する可能性について調べた。具体的には3日間暗条件で培養

したシロイヌナズナ芽生えに対して白色光を照射し、3、6、12時間後における各種

GTボックス結合タンパク質の経時的な遺伝子発現量の変動をRT－PCRにより調査し

た。実験をより定量的におこなうため、低サイクルのPCRののち、アガロースゲル

電気泳動により分離した増幅断片をメンプレンへプロットし、各々の遺伝子に対応

するcDNAをプローブに用いてサザンプロット解析をおこなった［図14b］。PCRは前

後3サイクルでサンプル間のシグナル強度の相対的な差に変動がないことを確認し

た。その結果、GT－5の発現はGT－1と同様に顕著な光応答性を示さなかった。他方

GT－4mRNAの発現は光応答性を示し、白色光を照射した後3時間経過した時点から

mRNAの蓄積が確認され、白色光照射後6時間から12時間で蓄積量が飽和した。

GT－4mRNAの発現が芽生えにおいて光応答性を示すことから、GTAmRNAの発現

が概日リズムに制御される可能性についておおまかに調査した。具体的には播種後2

週間培養したシロイヌナズナを12時間暗処理し、葉におけるGT－4mRNAの発現量

をRT－PCRによりGT－1及びGT－5と比較した［図14c］。その結果GT－4mRNAの発現

量には顕著な変化は観察されなかった。GT－1またはGT－5　についても同様に、光条

件の変化に伴う発現量の変動は見出されなかった。

GT－4及びGT－5とGFPとの融合タンパク質の細粒内局在

GT－4、GT－5の細胞内における局在を調べるため、GFP（GreenFluorescentProtein）

と全長のGT－4、GT－5　との融合タンパク質を遺伝子銃を用いてタマネギの表皮細胞

へ導入し、一過的に発現させた。遺伝子導入してから　6時間ののちに蛍光顕微鏡に

よりGFP蛍光を観察した結果、GFP蛍光は明瞭に核に局在し、細胞質においてはGFP
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蛍光はほとんど観察されなかった［図15］。一方、GFPのみを導入した場合には、GFP

蛍光は核のみならず細胞全体から観察された。このことからGT－4及びGT－5タンパ

ク質は核に局在することが示唆された。

GTボックス結合タンパク管のりン酸化

本研究で単離した新規GTボックス結合タンパク質GT－4及びGT－5にはGT＿1と

同様にCaMKIIの予想リン酸化部位が複数箇所見出される［図16］。GT－4のCaMKII

による予想リン酸化部位をGT－1と比較すると、それらの位置、配列はおおよそ保存

されている。一方、GT－5のCaMKIIによる予想リン酸化部位はGT－1における位置

とは一致せず、CaMKIIによる予想リン酸化部位の数はGT－1が6筒所、GT－5は4箇

所であった。

そこでまず始めにGT－4、GT－5がリン酸化修飾を受ける可能性について検討した。

リン酸化反応の対照にはGT－1組換えタンパク質を用いた。具体的には大腸菌におい

て発現させたGT－1、GT－4、GT－5それぞれの組換えタンパク質と、CaMKIIの標品タ

ンパク質とを［γ－32p］ATP存在下で混合し、SDS－PAGEにより展開した。その結果、

CaMKIIはGT－1に加えてGT－5の組換えタンパク質をリン酸化することを見出した［図

17b］。このリン酸化はCaMKII阻害剤であるKN－93により阻害されたため、GT＿5は

CaMKIIによって特異的にリン酸化されたと判断された。一方、GT－4　については

CaMKIIによる明瞭なリン酸化は検出されなかった。

一方、GT－1、GT－4、GT－5にはCKII（CaseinkinaseII）による予想リン酸化部位も

複数存在する［図16］。CKIIの予想リン酸化部位の共通配列はS／T－Ⅹ－Ⅹ－E／Dであり、

CaMKIIとは異なる。CKIIによるリン酸化は、概日リズムとの関連が指摘されるCCAl

（circadianclock－aSSOCiatedl）のDNA結合活性を上昇させること（Suganoetal．，1998）、

またGBFl（G－boxbindingfactorl）のDNA結合活性を可逆的に制御しうる（Klimczak

etal．，1995）。GT－1はCKIIによりリン酸化されるため（Marechaletal．，1999）、GT－4、

GT－5についてもCKIIによるリン酸化修飾を受ける可能性について調べた。その結

果CKIIはGT－4、GT－5いずれもリン酸化しうることが明らかになった［図17a］。

リン酸化とDN－A結合ブ舌件

続いてCaMKIIによるリン酸化修飾とDNA結合活性との関連を調べるため、リン

酸化処理した組換えタンパク質を用いてゲルシフトアッセイをおこなった。CKIIに

よるリン酸化はGT－1のDNA結合活性に顕著な影響を与えないため（Marechaletal．，

1999）、対照としてCKIIによってリン酸化処理したタンパク質を用いてゲルシフト
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アッセイをおこなった。その結果、GT－4はCaMKIIによるリン酸化処理によりDNA

結合活性が上昇すること、このDNA結合活性の変化はCaMKII特異的な阻害剤、

KN－93の涼加により阻害されることが示された［図18a］。また、CKIIによるリン酸化

はGT－4のDNA結合活性に顕著な変化を与えなかった「図18b】。一方、GT－5は予想

に反してCaMKII、CKIIいずれのキナーゼによるリン酸化を受けてもDNA結合活性

が低下した。リン酸化修飾によるGT－5のDNA結合活性の低下は、CaMKII、CKII

それぞれに対する阻害剤により抑制された。
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考察

一打阻びGTjは新堀順　　一　匡‖鮎Lタンパ　R　やの。

GT－4、GT－5はGTボックス結合タンパク質問で保存されたDNA結合部位、Trihelix

構造を1つ有する。GT－4はGT－1に対してDNA結合領域において81％、全長同士

でも約70％の相同性を示すことから、これまでに報告されたGTボックス結合タン

パク質のなかでGT－1と最も高い相同性を有することが明らかになった。分子系統樹

から、GT－4はGT－1と共にGT－1サブタイプを構成することも判明した。一方GT－5

はDNA結合領域におけるGT－1との相同性が51％と比較的低いこと、またGT－2な

ど他のGTボックス結合タンパク質との相同性も同様に低いことから、GT－1タイプ、

GT－2　タイプには分類されない、新規なサブファミリーを構成することが明らかにな

った［図5b、C］。

GT－1のC末端側にはホモ多量体化に関与する領域が同定されているが、この領域

に既知のタンパク質問相互作用に関わる構造は見出されない（Hiratsukaetal．，1994）。

GT－4はGT－1と全長にわたって高い相同性を示し、C末端側においてもアミノ酸レ

ベルで約80％の相同性を有するため、GT－4もGT－1と同様にこの領域を介してホモ

多量体化する可能性もある。一方、GT－5のC末端側は顕著なcoiled－COil構造をとる

ことが予測される［図6］。従ってGT－5はこのcoiled－COil構造を介してホモ多量体、

あるいは他のタンパク質と相互作用することが示唆される。

GT－4、GT－5は、他のGTボックス結合タンパク質と類似したプロリン、グルタミ

ンに富む領域を有する。このプロリン、グルタミンに富む領域は様々な転写制御因

子において転写活性化との関連が示唆されており、おそらく　GTボックス結合タン

パク質を介した転写活性化に関連する他のタンパク質との相互作用に関与すると考

えられる。

－ト浸びGTjほ　　＿［］。へ閂　□　待目日日　こ。。合口

ゲルシフトアッセイの結果から、GT－4、r GT－5は共にGTl－boxへの配列特異的な結

合能を有することが明らかになった。GTトboxは長月C5あるいはCA月などの光応答

性発現に必要な光応答性シス因子である。GTl－box　と類似し、PHmプロモーター

などに存在するGT2－box及びGT3－boxへの結合様式を競合実験により比較した結果、

GT－4、GT－5共にGTl－boxへの結合活性と比較してGT2－boxあるいはGT3－boxへの

結合は弱いことが明らかになった。本研究で明らかになったGT－4、GT．5のDNA結
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合特異性はGT－1のものと類似していた。このことから、GT－4及びGT－5はGT－1と

類似したDNA結合特異性を有することが明らかになった。

GT－4－GTl－box複合体、及びGT－5－GTl－box複合体によるシフトバンドは複数得ら

れた。GT－4及びGT－5組み換えタンパク質がSDS－PAGEにおいて単一のバンドを与

えることから、複数のシフトバンドがこれらの分解産物に由来するものとは考えに

くい。これはむしろGT－4、GT－5がホモ多量体を形成してDNAと結合する可能性、

あるいはGTl－boxを4つ連結した人工的なDNAプローブへ結合するGT－4、GT－5タ

ンパク質の数が単一でない可能性が考えられる。翻って、おそらくタンパク質の大

きさと関連すると思われるが、GT－1とGT－4、GT－5　とは多量体を構成してDNAへ

結合する場合に要求するシス配列間の距離が異なる可能性も考えられる。また、GT－

4組み換えタンパク質を用いた競合実験において、コンペティタ一による競合阻害の

度合いは泳動度の遅いシフトバンドのほうが泳動度の早いシフトバンドと比較して

低かった。このことからGT－4のホモ多量体とDNAとの複合体は単量体GT－4とDNA

との複合体よりも安定である可能性が高いと予想される。これはホモ多量体化によ

りDNA結合活性が上昇するGT－1に関する知見とも一致する（Hiratsukaetal．，1994）。

r

l

l

■

】

】

巨

】

GTボックス結合タンパク質はシロイヌナズナ、タバコ、イネなどから単離されて

おり、なかでもシロイヌナズナからGT－4、GT－5を含めて最も多い7つの遺伝子（GT－1、

GT－2、GT－3a、GT－4、GT－5、GTLl、GTL2）が同定されている。ところがこれらの

うち、DNA結合特異性に関する報告はGT－1とGT－2のみであった（Hiratsuka et al．，

1994；Deheshetal．，1992）。イネGT－2はDNA結合部位であるTrihelixを2つ有し、そ

れらが最も強く結合するDNA配列はN末端側のTrihelixはGT3－box、C末端側のも

のはGT2－boxである。本研究でクローニングしたGT－4、GT－5のDNA結合特異性は、

GT2－boxへ最も強く結合するイネGT－2のものとは異なる。GT－4及びGT－5はGT－1

と同一の結合配列特異性を有するため、GT－1、GT－4、GT－5の転写制御機栴における

役割分担に興味が持たれる。

GT－1と構造的に同じサブファミリーに属するGT－4がDNA結合特異性において

GT－1と類似することは想像されたが、新規なサブファミリーを構成するGT－5のDNA

結合特異性はGT－1タイプとも、GT－2　タイプとも異なることが予想された。しかし

本研究で得られた結果から、GT－5　もGT－1、GT－4と酷似したDNA結合特異性を有

することが明らかになった。このことから、DNA結合特異性について現在未同定な

GT－3a、GTLl、GTL2などについてもアミノ酸配列の相同性のみでDNA結合特異性

を予想することは困難であり、詳細にそれらのDNA結合特異性を解析する必要があ

ると考えられる。
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－4並びにGT＿5の転写括件什能

転写制御はシス配列とトランス因子の結合を介してON／OFFが決定される。シス

配列の多くは上流から欠失させた一連のプロモーター断片とレポ一夕ーとの融合遺

伝子を用いてレポ一夕一括性を指標に同定されたため、転写に正に働く、あるいは

負に働くことが明らかになっている。GT－4、GT－5はGT－1と同様に、光応答性の転

写に正に働くシス配列GTl－boxへ結合する。GT－1、GT－4、GT－5による転写制御メ

カニズムを明らかにするためには、これらのタンパク質が転写促進能、あるいは転

写抑制能のいずれを有するかを調査する必要がある。そこでGT－4及びGT－5につい

て転写活性化能を調べ、既に転写促進能を有することが示されている（LeGourrierecet

al．，1999）GT－1との比較をおこなった。

まずGTl－box下流にCムMV最小プロモーターを接続したレポ一夕一に対してGT－

1エフェクターを同時に導入した。その結果GT－1エフェクターの存在下ではレポ一

夕一括性が約2倍になった。この転写活性化は、GTトbox断片のみをさらに導入し

た場合に抑制された。このことから、GT－1がGTトboxを介した転写活性化に寄与す

ることが確認された。

続いてGT－4、GT－5をエフェクタ一に用い、エフェクタ一間の転写活性化能の比

較を試みた。GT－4エフェクターを用いた場合、レポ一夕ーのみの場合に比べて約2

倍の転写活性化が誘導された。この転写活性化はGT－1と比較して若干低いものの有

為な転写活性化と判断された。一方、GT－5エフェクターを用いた場合には明瞭なレ

ポ一夕一括性の変動は観察されなかった。従って、GT－4はGT－1と同様に転写活性

化能を有するが、GT－5は顕著な転写活性化能を示さないことが明らかになった。GT－5

に関しては、単独では転写活性化能を持たない可能性、さらにGT－1やGT－4と同一

のシス配列へ結合することによって競合的に転写を抑制する可能性も示唆される。

同一遺伝子ファミリーに属する転写制御因子に転写活性化能を有する因子と転写

抑制活性を有する因子とが存在する例として、エチレン応答性の転写制御に関与す

るERFファミリーが挙げられる（Fujimotoetal．，2000；Ohtaetal．，2001）。GTボック

ス結合タンパク質やERFのように、転写活性化に関与する因子と転写抑制化に関与

する因子と持つ転写制御因子ファミリーの存在は、一群の転写制御因子による転写

調節機構を考える上で興味深い。

∃

≦

i

堅

を

∃

…

⊥

GTボックス結合タンパク皆の発現特異件

GT－1、GT－4、GT－5の発現器官特異性の調査結果から、GT－4mRNAは花、花芽、

葉、茎、根、長角果、調査した全ての器官において蓄積が確認された。一方、GT－1mRNA
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の蓄積量が長角果で低いことが明らかになった。GT－4はシロイメナズナ仝ゲノム中

でGT－1と最も相同性が高い遺伝子産物であり［図35］、DNA結合特異性もGT－1と類

似するため、長角果ではGT－1の機能をGT－4が補完することも予想される。また

GT－5mRNAの蓄積量は花芽において低いことも判明した。従って花芽ではGT－1或

いはGT－4が優先的にGTl－boxへ結合することも想定される。GT－1とは異なるGTl－

box結合活性がタバコの根から精製した核抽出液中に見出されること（Villain et al．，

1996）と併せて、GTボックス結合タンパク質群による器官特異的な調節機構の存在

を示唆すると考えられる。

光応答性発現を示すGTボックス結合タンパク質はこれまで報告がない。しかし

本研究において単離したGT－4のmRNA発現量はシロイヌナズナ芽生えにおいて白

色光に応答して増大することが明らかになった。GT－4mRNA蓄積量の光に応答した

経時変化は、標的遺伝子の1つと予想されるCA別のものと類似する。従ってGT－4

は暗黒下で培養したシロイヌナズナ芽生えにおける　CA別の転写誘導に直接関与す

る可能性は低く、CA別の発現量を最大値まで引き上げる役割を担う、あるいはGT－

4は2次的な段階の光応答性転写制御に関与する可能性が考えられる。GT－1の自身

の発現は光条件によって影響を受けず恒常的に発現する。そのためGT－1とGT－4は

構造的に類似した転写制御因子であるものの、発生初期の光シグナル伝達経路にお

いてGT－1はGT－4に比べて上流に位置することも示唆された。

一方、播種後2週間経過したシロイヌナズナを12あるいは24時間暗処理し、葉

における各々のGTボックス結合タンパク質の発現を調査した結果、GT－1、GT－4、

GT－5のmRNAの蓄積量は暗処理によって顕著な影響を受けないことが明らかにな

った［図14c】。このことからGT－4の発現様式は細胞の分化の進行と関連して調節さ

れる可能性も考えられる。以上の結果から、成熟した光合成装置を有する器官にお

いてはGTボックス結合タンパク質は光条件によらず恒常的に発現することが示唆

された。

GT＿4、GT＿5は核后存件を元す

GT－4、GT－5が転写制御因子として機能するためには、核局在性を有することが必

要条件の1つである。GT－4及びGT－5とGFPとの融合タンパク質はタマネギ表皮細

胞において核局在性を示した。従ってGT－4、GT－5　は共に核タンパク質であること

が示唆された。

GT－4、GT－5が核タンパク質であるならば、核移行シグナル（NLS）を有すること

が予想される。ところがGT－4、GT－5には既知のNLSは見出されない。GT－1類似タ

ンパク質、GT－2には典型的な二分節型のNLSが同定されているため、GTボックス
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結合タンパク質は異なるサブファミリー間でそれぞれに特徴的なNLSを持つことが

予想される。GT－1タイプ、またGT－3aタイプのGTボックス結合タンパク質の核移

行活性を規定するアミノ酸配列を同定し、NLSの構造、あるいは核移行活性をGT－2

タイプと比較することが必要であろう。

GT＿4、GT＿5はりン酸化される

この10年ほどの間に数多くのキナーゼ遺伝子が植物から単離された。その中には

動物などで既に報告されているMAP kinase、reCePtOr kinase、CDCK（celldivision

controlling kinase）と類似する機能・構造を有するセリン／スレオニンキナーゼが多く

含まれていた。一方で植物固有のCDPK（calcium－dependentproteinkinase）やCCaMK

（chimericCa2＋／calmodulin－dependentkinase）などのCa2＋依存的キナーゼも見出された

（Mohretal．，1987；Baeuerleetal．，1989；Raychaudhurietal．，1989；MeshiandIwabuchi，

1995；Patiletal．，1995；Liuetal，1998）。一方で、転写制御因子のDNA結合活性がリン

酸化により制御される例が多く報告されている（Takaseetal．，1991；Cicerietal．，1997；

Droge－Laseretal．，1997；Suganoetal．，1998）。GT－1のDNA結合活性とリン酸化修飾と

の関連では、CaMKIIによるリン酸化修飾を受けてDNA結合活性が上昇することが

明らかになっている（Marechaletal．，1999）。そこで本研究では新規GT－1類似タンパ

ク質、GT－4、GT－5についてCaMKIIによるリン酸化修飾の可能性について検討した。

CaMKII及びCKII標品によるGT－4、GT－5組換えタンパク質のリン酸化実験から、

GTAはCKIIによりリン酸化されることが明らかになった。GT－4はアミノ酸配列の

相同性がGT－1と高いことからGT－1と同様にCaMKIIによりリン酸化されると予想

されたが、CaMKIIキナーゼ標品によるGTAのリン酸化は検出限界以下であった。

GT－1、GT－5の場合と同様にGT－4のリン酸化を試みた際にも自己リン酸化能を有す

るCaMKIIの自己リン酸化によるシグナルが観察されるため、GT－4のリン酸化が検

出されなかった原因がキナーゼの失活や分解は考えにくい。従ってGT－4はCaMKII

にはリン酸化されない可能性がある。一方、GT－5はCaMKIIによってリン酸化され

た。GT－5はGT－1と同じくGTl－boxへ結合する【図10］。従ってGT－5もGT－1と同様

に、Ca2＋／CaM依存的なシグナル伝達経路の支配下にある可能性が示唆された。

本実験を開始する段階では高等植物においてCaM依存的キナーゼが同定されてい

なかったため、入手が可能なラット脳由来のCaMKIIalphasubunitを用いてGT－4、GT－5

組換えタンパク質のリン酸化実験をおこなった。最近シロイヌナズナからCaM遺伝

子が同定され（Lu et al．，2001）、ラットCaMKIIとシロイヌナズナCaMKIIとは全長
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同士ではアミノ酸レベルで約30％の相同性しかないものの、キナーゼ部位では約

50％の相同性を示す。また活性中心は完全に保存されている。ラット　CaMKIIとシ

ロイヌナズナCaMKIIの基質特異性が異なる可能性もあるが、シロイヌナズナCaMKII

について予想アミノ酸配列しか報告されていないため、基質特異性の比較は現段階

では困難である。今後はシロイヌナズナ由来のCaMKIIを用いてGT－1、GT－4、GT－5

をリン酸化する可能性について詳細に検討する必要がある。

リン酸化條飾によるDNA結合ゴ幣件の制御

GT－1はCaMKII及びCKIIのいずれによってもリン酸化されるが、DNA結合活性

はCaMKIIによるリン酸化を受けた場合のみ顕著に上昇する。GT－1のDNA結合活

性の変動に最も影響を与えるCaMKII予想リン酸化部位、T133はDNA結合部位で

あるTrihelix構造のほぼ中央に位置する（Marechaletal．，1999）。このGT－1T133は周

辺の配列を含めてGT－4においても高度に保存されている。このことからGT－4リン

酸化によるDNA結合活性制御機構はGT－1と類似すると予想された。しかしCaMKII

によるリン酸化実験の結果、GT－4のリン酸化を検出できなかった。またGT－4の

CaMKIIによるリン酸化に伴うDNA結合活性の変動も観察されなかった。従ってGT－4

の場合、DNA結合活性とリン酸化との関連性は低いと考えられる。

他方、GT－5はCaMKII、CKIIいずれのキナーゼ標品によってもリン酸化され、ま

たDNA結合活性が著しく低下した。従ってGT－5はGT－1やGT－4とは反村に、リン

酸化修飾を受けてDNA結合活性が低下することが示唆された。GT－1とGT－5との1）

ン酸化部位の保存性が低いこと、またCaMKII及びCKIIのどちらのキナーゼによる

リン酸化がGT－5のDNA結合活性に影響を与えるかが不明瞭であることから、今後

はGT－5のDNA結合活性制御に関連するリン酸化部位を決定する必要がある。

このように同じ遺伝子ファミリーに属する転写制御因子のなかにDNA結合活性が

リン酸化により上昇する因子と低下する因子が存在する、つまり相反する制御を受

ける因子が存在する例は殆ど報告されていない。転写制御因子の転写活性化能は、

自身のDNA結合活性と不可分の関係にあると予想される。GT－5のDNA結合活性が

CaMKIIにより主に制御される場合、Ca2＋／CaM　を介したシグナル伝達経路が活性化

されるとGT－1はDNA結合活性が上昇して転写を誘導すること、逆にGT－5は高リ

ン酸化状態ではDNA結合活性が低く、積極的には転写量の調節に関与しないと予想

された。これとは反村に、リン酸化レベルが低い場合にはGT－1のDNA結合能は低

く、プロモーターから遊離している一方、GT－5　のDNA結合活性は上昇し、プロモ

ーターへ結合すると予想される。またGT－5には顕著な転写活性化能は見出されない
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ことから、GT－5はGT－1による転写活性化を阻害する可能性が示唆された【図19］。

一方、GT－5のDNA結合活性が主にCKIIにより制御されると仮定するならば、GT－

5はリン酸化により必ずしもGT－1と相反する制御を受けるとは限らない。

本章の実験結果から、新規に同定したGT－1類似タンパク質、GT－4はGT－1とほぼ

同一のDNA結合特異性を有し、核局在性を示し、GT－1と同程度の転写活性化能を

有することが明らかになった。これらGT－4タンパク質の性状はGT－4が転写制御因

子として機能しうることを示すものである。GT－4　とGT－1はタンパク質の性状の多

くの部分が同じであることから、互いに機能的に重複する転写制御因子であると考

えられる。しかしGT－4の発現器官特異性や芽生えでの発現光応答性がGT－1と異な

ることから、GT－1、GT－4がそれぞれ特異的に関与する転写反応が存在する可能性も

ある。一方、GT－5はGT－1とほぼ同一のDNA結合特異性を有し、核局存性を示すも

のの、顕著な転写活性化能を持たない。しかしGT－5はGT－1とは反対に、リン酸化

修飾を受けると　DNA結合活性が低下することが明らかになったため、GT－1あるい

はGT－4による転写活性化を競合的に阻害することで結果的に転写を抑制しうる因子

であることが示唆された。

GTボックス結合タンパク質群による転写制御メカニズムの解明には、GT－5のDNA

結合活性を制御するリン酸化部位を同定する、またtwo－hybridスクリーニングなど

によってGTボックス結合タンパク質とリン酸化するキナーゼや、転写制御メカニ

ズムに関与する他の因子の単離・同定することが有効であろう。
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図4　GT－4及びGT－5のcDNA配列

エ00

‘

2蓑0

ユ9

ヨ0（l

T2

4む0

エ○占

50e

エコ9

50G

ユ7：≧

70D

2ウG

80（）

ユ39

，C【1

272

亡0ロ

コ96

ユGO

3ユ9

200

3了2

30G

1ヰOC

140】

10

ユ

29

4

IU

7

ヰ0

11

50

14

‘0

⊥7

70

21

80

21

9℡

ヱ7

タ4

28

110

5’－UTR、3’－UTRを含む、GT－4（a）及びGT－5（b）のcDNA配列を示す。GT－4cDNA

は1404bp、GT－5cDNAは1174bpで、それぞれ372アミノ酸残基、及び289アミノ酸

残基をコードすると予想された。下線部は転写活性化との関連が示唆される、プロ

リン、グルタミンに富む領域を、白抜き部分はDNA結合部位であるTrihelix領域を

表す。GT－5の灰色部分はcoiled－COil領域を示す。

－35－

≧

妄

≡≡

皇

L

t

≒

］

t

i

■；

l

i

垂

、

l

J



（a）

（b）

（c）

GT－5

モアpe

G7し1

りT咤

CT．2
けPe

仁

i－∴

封kl主xl
■■　■■■　■　■■■　■　■■■　■■■■　■■■■■　■■　■■■■■　■＿＿■二＿∴∵＿■＿■＿■∴∵二二∵＿■二

硝石Ⅴ苫m臥エ8王RG軍拡和平mTRRⅣEも

Heiix三

種㍑制約貌虹ふ拇湛翫弧御節刊恨甘椚瀬別品椚

叩五℡又8もエ叩DGmS丈S嘲王

恥餅五官R鷲ムェき珊ⅣもmSXSⅣ民芸ム明言

Helix3

SPEQCR⊂貯椚FXG∈冨

SAEQCXS澗好もyでRme芝

SPTHCTD肌EEFEKÅⅩ

SpS封m和もⅩ玉髄

AtG【－2両ゆ即釦触虹録離癖地坪如Ⅶ淵m凝劇凍嘩和郎叫嘩涙椚服悶臨鉦阿紬n叩曙叩蓬鑑

AtG‾－2C鱒町野叩郎笹咋鱒鱒鱒細明四隅耶鱒坤鱒劉箪鱒鱒脚昭Ⅷ削減廻臨圃鱒鱒甲鱒平準鉦

OsGT－2日抑R苫田狐三文エRS淵∬腎RDAで購別iⅦ苫Vmm8即嘲

OsG【一式VpE℡苫Ⅴが串加坤鹿坤嘘咄繹相聞闇御船疎如庖鱒細評m朗壇退部鱒㊥鱒眩汀惑鉱

DFIN　耶種苫丁王乱uニ広三R≡芸者mFRDASVXGぎムWp冨Ⅴさ珊mRⅣ卸m彊面田

DFIC　坪Pm三文m朝ⅩYQ官NGp錯p甜g苫ェ翫蜘貫首錯ほ墨ⅩY嘲

AIG叩＿1C細則皿睦症瑚頓藤池蹄耶ⅦⅣ膵纏㍑融髄時短抑㊨町Ⅳ即確証砂旺腫鱒潤鱒唱函

AtG‾－1N閑甘R芸古m喪ごR5卸さTFRDÅでも幻浮脚唱RR三言遥mRS或脚QR嘲

A！G十、2！ヾ卿R鷲苫℡m繁エRS珊p古℡アRDÅTⅦ員pもW＄RM以；Y貫R8脚EFV¢拇圃

COnSenSuS V ET L工　R　抑　F X　乙打E V　　も　　GT R5　　⊂R RW N R R
V L　　　　ムE T y　　　　　エ　　封　　SF I‡　　　T F E

。撒糎mふ｝幣責十／ノ一石＼十竿ご‡8一票
榔㍉牒I■持幸∃

かド

Cr・三

甲笹廟隋■や

‡

‥、＿＿＿　＿∴＿－　‾二一

／′

、l：　　一

双

翻

l11ド■，1．

‡

C什コ「▼▼l‾闇＿二」

雉JGT3。G15

Glこ1GT4

けPe
AtGlこl

GTLl

AIGl‡之

口u

GTJltype
斗ゝ

：rエ

ロEコ■

書　汀融加地血涙血血

昌代、II“ト州1mt、日量

■　nhぐt－、ml－i】t

田1J／qnchn脚n

GT」2
けpe

図5　GT－4、GT－5と既知のGTボックス結合タンパク質の比較

（a）Trihelix領域におけるGT－4、GT－5と既知のGTボックス結合タンパク質とのア

ライメントを示す。共通配列を下に記した。（b、C）シロイヌナズナGTボックス結

合タンパク質の構造比較及び分子系統樹を示す。GT－4及びGT－5は共にTrihelix　を

1つだけ有し、GT－4はGT－1タイプ、GT－5は新規なサブファミリーを構成する。GT－2

に見出されたNLS（黒で囲んだ部分）はGT－2タイプ間でのみ保存されている。（c）

GT－4はGT－1タイプ、GT－5は新規なサブファミリーを構成することがわかる。上図

に示したアミノ酸配列：AtGT－1（Hiratsukaetal．，1994）、AtGT－2（Kuhnetal．，1993）、

OsGT－2（Deheshetal．，1990）、DFl（Naganoetal．，2001）、AtGTLl、AtGTL2（Smalleet

al．，1999）、GT－3a（Luetal．，2001）。
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GT－1、GT－4及びGT－5のC末端側の約50残基の領域の高次構造をHelicalwheel

prqjectionにより検討した結果、GT－5・は親水性アミノ酸が片側に偏って分布しており、

coiled－COil構造を有することが明らかになった（破線で囲んだ部分）。一方、GT－1や

GT－4においては類似したアミノ酸分布はみられない。
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図7　GT－4及びGT－5はGTl－boxへ結合する

組換えタンパク質を用いてGT－4及びGT－5のDNA結合特異性を調べた。DNAプロ

ーブにはGTl－box4量体を用いた○（a）ウサギ網状赤血球抽出液を用いたinYittD翻

訳系により【35s］－Met存在下でGT－1及びGT4組換えタンパク質を発現させた。

10％SDS－PAGEにて展開し、組換えタンパク質の発現を確認した（矢印）。（b）GT－1、

GT4組換えタンパク質を用いたゲルシフトアツセイ。前述の血Ⅴ血潮訳系により

発現させたGT－4組換えタンパク質はGT－1と同様に配列特異的にGTl－boxへ結合し

た。（c）大腸菌において発現させたGT－5組換えタンパク質を利用して同様のゲルシ

フトアツセイをおこなった○その結果GT－5もGTl－boxへの配列特異的な結合活性

を示した。本研究では、プローブDNAは0・2ng、コンペティターDNAは1ngある

いは10ng、1％アガロースゲル、Ⅷ緩衝液の条件でゲルシフトアツセイをおこなっ

た。（Bl，GT－1－PrObeDNAcomplex；B2，B3，GT－4－prObeDNAcomplex；B4，B5，GT－5－

probeDNAcomplex；F，Freeprobe）
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斗≠　　　　　　秘

図各　種々のGTボックスに対するGT－1軋換えタンパク質の結合様式

DNAプローブにGTl－box4量体を用い、未標識のGTl－box、GT2－box、GT3－boxを

コンペティターとしてプローブの5倍量、50倍量加えて、これらGTボックスに村

するGT－1組換えタンパク質の結合特異性を調べた。GT－1タンパク質は大腸菌にお

いて発現させ、精製した。GTl－box自身をコンペティタ一に用いた場合にシフトバ

ンドのシグナル強度が最も低減した（1ane3、4と1ane7、8及び1ane11、12との比較）。

（B，GT－1－PrObeDNAcomplex；F，Freeprobe）
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図9　種々のOTボックスに対するGT－4軋換えタンパク質の結合様式

DNAプロ「ブにGTl＿b。X4遺体を用い、未標識のGTl－box、GT2－box、GT3－boxを

コンペティターとしてプローブの5倍量、50倍量加えて、これらGTボックスに村

するGT＿4組換えタンパク質の結合特異性を調べた。GT－4タンパク質はinv血け翻訳

系により発現させた。GTトbox自身をコンペティタ一に用いた場合にシフトバンド

のシグナル強度が最も低減した（1ane3、4と1ane7、8及び1anell、12との比較）。（Bl，

B2，GT－4－prObeDNAcomplex；F，Freeprobe）
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図10檻々のOTボックスに対するGT－5軋換えタンパク質の結合様式

DNAプローブにGTl－box4量体を用い、未標識のGTl－box、GT2－box、GT3－boxを

コンペティターとしてプローブの5倍量、50倍量加えて、これらGTボックスに対

するGT－5組換えタンパク質の結合特異性を調べたoGT－5タンパク質は大腸菌にお

いて発現させ、精製した。GTl－box自身をコンペティタ一に用いた場合にシフトバ

ンドのシグナル強度が最も低減した（血e3、4と血e7、8及び血ell、12との比較）o

Bl，B2，GT－5－PrObeDNAcomplex；F，Freeprobe）

＿41－

J



苫
0　1

邑

（a）

1……5書≡彗…
1　2　ユ　4　S　¢　7　　8

∴二誓こン川■　●

（b）

葛‥彗…畠書≡彗…邑

1　2　3　4　5　6　7　8

Bl－　●●■　●　昌ミニ

F　■－

（亡）

．．＿，．，．＿．　　．■　■　　■1

皇・・≡…離彗…
1　2　　8　4　　5　　6　　丁　　8

B4■－

B5■■－

F　■■一

F　■－

（d）
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＿＿＿＿＿＿＿■＿■∴．■■‾‾

巫GTGGTTAATATG

G瑠珪GGTTAATATG

GTG咽TTAATATG
GTGTGG匝AATATG
GTGTGGT11盃TATG

GTGTGGTTA確逗TG

図11GT－4、GT－5の結合コア配列はGT－1と同一である

GTl・box

AlO3

AlO4

GTlm－box

AlO6

AlO7

（a、b、C）GT－4、GT－5の結合配列要求性をGT－1と比較した。（d）GT－1タンパク

質の結合コア配列はGGTTAAである（下線部）。コア配列の最初のGGに塩基置換

を導入したGTlm－boxプローブが、GT－1タンパク質との結合が最も弱いoGT－4、GT－5

についてもGT－1と同様の結合配列要求性を示したため、GT－4、GT－5のGTl－boxへ

の結合におけるコア配列はGT－1と同一であることが示唆された。GT－1、GT－5組換

えタンパク質は大腸菌において、GT－4組換えタンパク質は血再加翻訳系により発

現させた。（Bl，GT－1－PrObeDNAcomplex；B2，B3，GT－4－prObeDNAcomplex；B4，B5，

GT－5－prObeDNAcomplex；F，Freeprobe）
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ProfiIesofDNA－bindingaffinity

GT4　　GTl・box＞GT2－box＞GT3－box

G羊5　　GTl－box＞GT3－box＞GT2－box

GTI GTl－box＞GT2・box　＞GT3・box

GT12　　GT2－box＞GT3－box　＞GTl－box

表1各種GTボックスヘの結合特異性の比較

図8～図10の結果をまとめた。GT－4、GT－5のGTl－box、GT2－box、GT3－boxへの結

合特異性の順序は共にGT－1とほぼ同一であった。GT－4、GT－5いずれもGTl－boxへ

の結合特異性が最も高い点で、GT－2のDNA結合特異性とは異なる。GT－5はアミノ

酸配列上、GT－1タイプ、GT－2　タイプいずれにも含まれない、新規なサブタイプに

属するが、GT－5のDNA結合特異性はGT－1と類似する。
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図12　GT－1の転写活性化能
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35S竜T・1

目匡∃　　　GT・1　－

Com舵titor

：垣申遍喜

BY－2プロトプラストに各種エフェクタープラスミド、レポ一夕ープラスミドをエレ

クトロボレーションにより導入し、一過的に発現させた。エフェクタープラスミド

の転写活性化能をレポ一夕ーであるルシフェラーゼの発光により測定した。内部標

準には、CaMV35Sプロモーター下流にウミシイタケ由来のルシフェラーゼを連結し

たものを用いた。コンペティターとしてGTl－box4量体断片をモル数換算でレポ一

夕ープラスミドの50倍量加えた場合のレポ一夕一括性の変動を調べた。
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図13　GT－4及びGT－5の転写活性化能

Ef一班tOr

服沌T・1

巨B∃　　　GT・1

35S・GTRl

巨別■　GT・4

35ゝGTR2

巨Bヨ■　GT・5

BY＿2プロトプラストにエフェクターとしてaMV35Sプロモーター下流にGT－4ま

たはGT－5　を接続したプラスミドを、またレポ一夕ーとしてGTl－box4量体下流に

CbMV35S最小プロモーター及び1uciferaseを接続したプラスミドをエレクトロボレ

ーションにより導入し、一過的に発現させた。実験は3回おこない、標準偏差を算

出した。
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図14　GT－4及びGT－5mRNAの発現特異性

（c）

G■ト4

G■ト1　－－■－■■

CABl　－■

EF・1a　＿＿．＿．・■■－

012　24（hrs．）

GT＿4及びGT－5mRNAの発現特異性をPCRサザンプロット解析により調べたo EF－1a

をコントロールに用いた。（a）GT－4mRNAの蓄積は花、花芽、葉、茎、根、長角果、

調べた全ての器官において確認された。一方、GT－1の長角果における発現、及びGT－5

の花芽における発現は低かった。（b）暗黒化で3日間培養したシロイヌナズナ芽生

えに白色光を照射し、GT－1、GT－4、GT－5の光応答性についてPCRサザンプロット

解析により調べた。その結果、GT－4の発現は光応答性を示すことが明らかになったo

GT＿1、GT＿5は光条件に左右されず、構成的に発現していた。（c）播種後2週間培養

したシロイヌナズナを12あるいは24時間暗条件下におき、葉におけるGT－4mRNA

の発現量をRT－PCRによりGT－1と比較した。
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図15　0T－4、GT－5とOFPとの融合タンパク質は核に局在する

タマネギの表皮細胞にGT－4及びGT－5とGFPとの融合タンパク質を遺伝子銃により

導入・発現させ、遺伝子導入後6時間においてGFP蛍光の細胞内局在を蛍光顕微鏡

により観察した。GFPのみを発現させた場合、GFP蛍光は核並びに細胞質にGFP蛍

光が認められる。白線は200／∠m。
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図16　GT－1、GT－4及びGT－5の予想リン酸化部位

GT－4、GT－5にはGT－1と同様にCKIIの予想リン酸化配列（Srr－X－X－E／D）、及びCaMKII

の予想リン酸化配列（K侭－X－X－S／T）が複数見出される。GT－4はGT－1との相同性が

GT－54に比べて高く、リン酸化部位もおおよそ保存されている。GT－1においてDNA

結合活性に最も影響を与えるリン酸化部位であるT133はGT－4にも保存されている。

一方、GT－5の予想リン酸化部位の位置や配列はGT－1やGT－4とは異なる。
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図17　GT－4及びGT－5はリン酸化される

沖〉主顕さ、庚′“．御′、＼、

G羊4　　　　G羊5
‾　■　　　　　　　■■■■■■■■

一　ナ　ナ

－　1　＋

蝉事蝉や攣蝉㌣や攣事

浅　瀬、嬢

■　＋　十

－　－　＋

GT－1、GT－4、GT－5各々の組換えタンパク質とCKIIあるいはCaMKIIをγ－32pATP

存在下で混合、SDS－PAGEにて展開しGT－1、GT－4、GT－5組換えタンパク質へのATP

の取り込みを検出した。GT－1、GT－5はCKII、CaMKIIいずれによってもリン酸化さ

れうる。GT－4はCKIIによりリン酸化されたが、CaMKIIによるリン酸化は検出され

なかった。リン酸化されたタンパク質のシグナルを＊で、自己リン酸化したCaMKII

を矢印で示す。（c）各々の組換えタンパク質が等量存在することをウエスタンプロ

ット解析により確認した。ここでは全ての組換えタンパク質を大腸菌において発現

させ、精製した。
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図18　CaMKIIによる1）ン酸化はGT－5のDNA結合活性を低下させる

GT＿1のDNA結合活性はCaMKIIによるリン酸化を受けて活性化されるが（a）、CKII

によるリン酸化の影響は受けない（b）oGT－4は、CaMKIIによるリン酸化処理の結

果、DNA結合活性にほとんど変化がなかった（a）。またCKIrによるリン酸化を受

けてもDNA結合活性に顕著な変動は見出されなかった（b）。GT－5はGT－1とは逆に、

caMKII、CKIIいずれによるリン酸化を受けてもDNA結合活性が低下した。ここで

は全ての組換えタンパク質を大腸菌において発現させ、精製した。
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図19　GT－1、GT－4及びGT－5による転写制御モデル

本研究により単離・解析したGT－4、GT－5に関する結果とGT－1に関する知見を総合

して、GT－1、GT－4、GT－5による光応答性遺伝子の転写制御メカニズムをモデルに示

した。GT－1、GT－4、GT－5のDNA結合特異性は互いに類似している。GT－5のDNA

結合活性を主にCaMKIIが制御すると仮定した場合、GT－1およびGT，5が低いリン

酸化状態にあると、GT－5がGTl－boxへ結合するoGT－5は顕著な転写活性化能を有

さか－ため、転写活性は低い状態にある。光シグナル伝達経路が活性化され、CaMK

のキナーゼ活性が上昇するとGT－1、GT－5はリン酸化修飾を受け、GT－1のDNA結

合活性は上昇し、GTq5のDNA結合活性は逆に低下する。その結果、GT－5がGTl－box

から解離し、替わりにGT－1が結合し、プロモーターの転写活性が上昇する。GTA

に関しては血，ル0での挙動について不明な点が多く、点線で示した0
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2．fn vfv（）におけるGTボックス結合タンパク管の件状解析
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第1節　GT－1の細胞内局在を規定するアミノ酸配列の同定

序論

GT－1、GT－4、GT－5とGFPとの融合タンパク質が核局在性を示すため、GT－1、GT－4、

GT－5　は核タンパク質であることが予想される。核局在に必要とされる　NLSの構造

をGTボックスタンパク質群のアミノ酸配列中から探索すると、GT－2には典型的な

二分節型のNLSが同定されており、他のGT－2タイプのGTボックス結合タンパク

質にも高度に類似した配列が存在する。ところがGT－1タイプのGT－1、GT－4には既

知のNLS　と相同性を示すアミノ酸配列は見出されず、核移行に必要な領域は末同定

である（Hiratsukaetal．，1994；Deheshetal．，1995）。そこでGT－1を材料に、GT－1タイ

プの核局在に必要な領域の同定を試みた。
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材料と方法

試薬、培地・バッファー、菌株、オリゴヌクレオチド、塩基配列決定、遺伝子銃

による遺伝子導入、GFP蛍光の観察は第1章に準ずる。

1▲　植物材軋

タマネギは市販のものを用いた。

2＿　プラスミド構築

GT－1の欠失変異体及びアラニン置換体の作製はPCRによりおこなった。GT－1の

N末端側から順次欠失させた変異体の作製のために用いたプライマーを以下に示す。

JMOO15’－AGACGCCTTTCAAGGTTTAAGG－3’

GT－1dN685’－GGTCTAGAGACCATGGGAGAAAGCAGTGGAGAAGAT－3，

GT－1dNlO25’－CCTCTAGAGACCATGGATGGTTATTCAATACATCC－3’

GT－1dN1295’－GGTCTAGAGACCATGGATCGATCTCCGACTATGTG－3’

GT－1dN1535’－GGTCTAGAGACCATGGATAGAGGAAATGGATCGG－3’

GT－1欠失変異体の作製にあたって合成依頼したオリゴヌクレオチドは、翻訳開始

の効率を上げるため、Kozak配列（5，－RCCACC－3，）を開始コドンのすぐ上流に配し

た。GT－1欠失変異体のC末端側にレポ一夕一道伝子としてGFP（S65T）を融合し

た。コンストラクションの成否の評価は制限酵素処理及びシークエンシングに拠っ

た。

GT－1の塩基性アミノ酸へのアラニン置換の導入には、LAPCRjnYjtLT）Mutagenesis

kit（宝酒造）を使用した。GT－1に4つ存在する、塩基性アミノ酸に富む領域中央部

分のアルギニンをアラニンに置換するべく設計したオリゴヌクレオチドと　35S－LA、

35S－mutOlとNOS－LAにより1st PCRをおこなった。次にこれら2つのPCR産物を

それぞれ煮沸し1時間かけて緩やかに　37℃まで冷却しアニールさせることで

heteroduplexを形成させた。35S－LAとNOS－LAをプライマーとして伸長反応をおこ

ない、制限酵素処理によって目的の変異を導入したクローンを選抜した。用いたプ

ライマーを以下に示す。
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NOS－LA5’－GATCTAGTAACATAGATGACACCGCGCGCG，3’

35S－LA5’－GGTCCCCAGATTAGCCTTTTCAATTTCAGAAAG－3’

35S－mutO15’－GAGAACACGGGGGACTCTACAGGATCTCGAG－3’

GTlml－15，－CATGTCTCCGCTCGTGCCTTTGGTGCTTTAAC－3’

GTlm2－15’－CAAACCCTTTTTCTGCCATCTTAGACGAAATC－3’

GT－1の核移行に必要な、塩基性アミノ酸に富む領域を　PCR　により増幅し、GFP

と接続した。具体的には下に示したオリゴヌクレオチドを混合し、煮沸により熱変

性させたのち、2時間かけて室温へ移行させてアニールさせた。制限酵素スカ0Ⅰ及び

びPstIにより消化したのち、制限酵素刃10I及び鳥tIにて消化したpGFP（GA）5IIへサ

ブクローニングした。

BCIL－N5’－GGCTGCAGTCGACGGAAGATGAGAGAAAAAGGGTTTGATCG＿3’

BCIL－C5’－GGCTCGAGCTCATCGATCAAACCCTTTTTCTCTCATCTTCC－3’
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結果

GT＿1欠生変異体とGFPとの融合タンパク管の細胞内后存

GT－1の核局在活性にN末端から215アミノ酸残基の領域が十分であることはGUS

（P－glucuronidase）をレポ一夕一に用いた実験で示されていた（Hiratsukaetal．，1994）。

しかしGT－1には既知のNl．Sと相同性を有する配列は見出されなかった。そこでGT－1

の核局在に必要な領域を同定するため、以下の実験をおこなった。GT－1のN末端側

から215アミノ酸残基の断片を順次N末端から欠失させた変異体のC末端側にGFP

（GreenFluorescentProtein）を接続した融合タンパク質をタマネギ表皮細胞において

一過的に発現させ、細胞内局在を調べた【図20、21］。GFP蛍光の観察は、融合タン

パク質導入後6時間経過した時点でおこなった場合に各コンストラクト間の細胞内

局在の差が最も観察しやすかった。融合タンパク質の細胞内局在は、GFPの蛍光を

与える全細胞数に対する百分率（n＝100）によって評価した。

本研究ではレポ一夕ーとしてGFPを採用したため、まずGT－1のN末端側1－215

残基の領域（GT－1（1－215））が核局在に十分であることをGFPを用いて追試した。そ

の結果GFPのみのコンストラクト（GFP）においては核及び細胞質を含む細胞全体

からGFP蛍光が観察されたのに村して、GT－1のN末端から215アミノ酸残基の領

域とGFPとの融合タンパク質（GT－1（ト215）：：GFP）は核に局在した（72％）［図20、

21］。従ってGT－1（1－215）がGT－1の核局在に十分であることが再確認された。また、

GT－1（1－215）のN末端から62及び102アミノ酸残基を欠いたGT－1欠失変異体とGFP

の融合タンパク質（dN68GT－1：：GFP、dNlO2GT－1：：GFP）も概ね核に局在した（それ

ぞれ79％、63％）。しかしN末端から129及び153アミノ酸残基を欠失したGT－1

欠失変異体とGFP　との融合タンパク質（dN129GT－1：：GFP、dN153GT－1：：GFP）は、

形質転換した殆どの細胞においてGFP蛍光が細胞全体から観察された（それぞれ3％、

1％）［図21］。以上の結果から、GT－1の核局在に必要な領域はGT－1のN末端から

102－129アミノ酸残基の範囲に存在することが明らかになった。この領域にはGT－1

に存在する、塩基性アミノ酸に富む領域（Basic Cluster：BC）のうちの1つ、N末端

から数えて2番目のBC（BCl）［図22a］が含まれていた。一般にNLSはリジン、ア

ルギニンなど塩基性アミノ酸に富むアミノ酸配列とされる（Yamamoto and Deng

1999）。従って本研究で見出された、BClを含む配列はGT－1のNLSとして機能する

ことが予想された。
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GT＿1アラニン置換変畳体とGFPとの融合タンパク管の細胞内屈葬

次にBC中の塩基性アミノ酸を電荷的に中性なアラニンに置換してNLSとしての

機能を欠失させ、GT－1の核局在活性におけるBClの必要性を調査した。具体的には

BClのアルギニン（Arg－124）をアラニンに置換したGFP：：BClmGT－1、及び村照と

してBC2［図22a］中のアルギニン（Arg－81）をアラニンに置換したGFP：：BC2mGT－1

を作成し、これらの融合タンパク質のタマネギ表皮細胞における細胞内局在を観察

した。その結果GFP：：BClmGT－1を導入した場合、概j扇田胞全体から観察された［図22b］。

一方GFP：：BC2mGT－1ではGT－1（1－215）：：GFP由来のGFP蛍光と顕著な差は見出され

ず、共に核に局在していた。従ってA甘124がGT－1の核移行に必須であることが明

らかになった。

BClとGFpとの融今夕ンバク質の細粒内局存

続いてBClのみをGFPに接続したコンストラクトGFP：：BClを作成し、融合タン

パク質をタマネギ表皮細胞において一過的に発現させ、GFPへ核移行活性を付与す

るかについて調べた。遺伝子導入方法などは全てGT－1欠失変異体とGFPとの融合

タンパク質の細胞内局在を調査した実験と同条件でおこなった。その結果、GFP：：BCl

を導入した細胞由来のGFP蛍光は20％（n＝300）の細胞において核局在性を示した。

一方GFPのみの場合には、GFP蛍光は2％（n＝300）の細胞においてのみ核に局在

していた。従ってBClはGFPに対して10倍の核移行活性を付与することが示され

た［図23］。

以上の実験から、BClはGT－1の核局在に必要かつ十分なアミノ酸配列であること

が明らかになった。BClのアミノ酸配列はKMREKGFDである。この8アミノ酸残

基のうち3番目のアルギニン（Arg－124）はGT－1の核移行に必須である。BClは既

知のNLSとは相同性を示さないため、新規な構造のNLSであると考えられた。
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考察

核タンパク質の核一細胞質間輸送の特異性は主に核タンパク質が有するNLSと、

それを認識し結合するimportinαにより決定される（Heroldetal・，1998）。NLSはタ

ンパク質の核局在に必須な塩基性アミノ酸に富むクラスター構造をとり、

AgTObacteTiumVirD2において初めて見出された（Howardetal・，1992）。当初報告され

たNLSの構造はVirD2に見出された二分節型が殆どであったが、次第にNLSの構

造が非常に多岐にわたることが明らかになった。現在ではNLSは、SV40T－ag（Simian

virus401argeT－antigen）に見られる単分節型、VirD2にみられる二分節型、MATaに

見出された塩基性アミノ酸及び疎水性アミノ酸に富む型の3つに分類される（Hallet

al．，1984；Kalderonetal・，1984；Howardetal・，1992；Tinlandetal・，1992；Raikhel1992；

YamamotoandDeng1999）［図25］oNLSを持つタンパク質はimportinαに認識され

て結合し、続いてimportinβと共にPTC（poretargetingcomplex）を形成し核へと輸

送される（Gorlichetal．，1995）○高等植物のimportinαはシロイヌナズナから4種類

（Hicksetal．，1996；BallasandCitovsky，1997；Smithetal・，1997；Nemethetal・，1998）、イ

ネからは3種類（Iwasakietal．，1998；Shqjietal．，1998；Jianetal・，2001）報告された。

ィネのimportin aの場合、各型のNLSに対する結合特異性や発現の組織特異性、光

応答性が異なることから、impo血αがタンパク質の核輸送制御を担う可能性が示

唆された（Shqjietal．，1998；Jiangetal・，2001）。

本章での一連の実験結果から、GT－1のTrihelix構造ほぼ中央部分に位置するBCl

（KMREKGFD）がGT－1の核局在に必要かつ十分であることが明らかになった。こ

の配列はOpaque2、TGA－1a、Rなど植物の他の転写制御因子が有するNLS（vanderKrol

andChua，1991；Varagonaetal・1992；Shiehetal・，1993）と相同性を示さず、新規なNLS

であると結論づけられた［図24a］。この新規なNl・SはGT－4及びGT－5においても高

度に保存されており、GTAにおいては同一の配列が、GT－5においては75％の類似

性（6残基／8残基）を有する配列が見出される［図24b］。GT－4、GT－5はGT－2に見出

された二分節型のNLS（Deheshetal・，1995）を持たないため、GTA、GT－5の核局在

にもこの新規なNLSが関連することが示唆された。このようなサブタイプ間のNLS

構造の相違は、核移行様式・シグナル応答性の相違を示唆すると考えられる。

最近データベース上に登録されたGT－3aはGT－5Trihelix領域で78％の相同性を示

す。しかし発現組織特異性やDNA結合特異性などが末報告であるため性状の詳細は
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不明である。興味深いことに、GT－3aにはGT－1、GT－4、GT－5間で保存されたNLS

は見出されない。そのかわりにGT－3aは本研究により人工的にアラニン置換を導入

した、核移行活性のないGT－1のNLSと同一の配列を有する。従ってGT－3aは核局

在性を示さない可能性も考えられる。

－一一方、核タンパク質の核移行にリン酸化が関与する可能性が指摘されている。SV40

T－agの核移行活性にはNLS近傍のアミノ酸残基のリン酸化が必須である。SV40T－ag

はNLSに隣接した部位をcdk／cdc2によりリン酸化されると核移行を阻害され、NIJS

近傍の別の部位をCKII（Casein KinaseII）によりリン酸化されると核移行が促進さ

れる（JansandHubner，1996）。動物の核タンパク質の核移行関連因子は植物において

も機能することから、核移行活性制御機構は広い生物種間で保存されていることが

推察される。本節においてGT－1のTrihelix領域に見出した新規なNLSには、GT－1

のDNA結合活性に最も影響を及ぼすリン酸化部位（Marechalet al．，1999）が隣接し

て存在する［図24b］。GT－4にもこの領域の予想リン酸化部位、並びにNLSの位置関

係は保存されている。従ってGT－1及びGT－4の核移行活性もSV40T－agと類似した

機構を介して制御される可能性も示唆される。

核タンパク質は必ずしも常に核に局在するとは限らない。核タンパク質の核内で

の機能発現を調節する手段の1つとして、核一細胞質間輸送メカニズムの存在が酵

母、晴乳動物、植物など様々な生物種で明らかになってきた（SmithandRaikhel，1999；

VasuandForbes，2001）。このシステムは新規なタンパク質合成を必要としないため、

環境変化への迅速な応答を可能にすると考えられている。植物の転写関連タンパク

質で、暗条件下でも明条件と同様の芽生えの表現形を示す変異体c叩Jの原因遺伝子

産物COPlは光条件の変化に伴って細胞内局在が制御され、暗条件では核に、明条

件では細胞質に局在する（vonAmimandDeng，1994）。COPlのNLSに関しては、典

型的な二分節型のNLSを有すること［図24a、25］、COPlのNLSへの結合特異性の

高いimportin　α分子種の同定などが報告されている（Jiangetal．，2001）。従ってCOPl

と同じく二分節型のNLSを有するGT－2タイプのGTボックス結合タンパク質につ

いても光条件によってその細胞内局在が制御される可能性も考えられる。GTボック

ス結合タンパク質の転写制御メカニズムと核移行活性制御との関連については、GT－

1に見出されたNLSに特異的に結合するimportin　αの同定や、細胞内局在が環境の

変化に伴って制御される可能性についてより詳細な解析が必要である。
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囲20　0T－1のN末端側領域には核局在活性がある

田

回ヨ［i】

囚甜

GT－1のN末端から215アミノ酸残基の領域はGT－1の核移行に十分であることがGUS

との融合タンパク質で確認されている（Hir納止aet al”199弟。本研究ではレポ一夕

ー遺伝子として生細胞で観察可能なGFPを採用したため、GT－1のN末端215アミ

ノ酸残基の領域へ融合させるタンパク質をGFPに置き換えてタマネギの表皮細胞に

おいて一過的に発現させ、追試をおこなった。白線は200〃m。
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図21GT－1の核局在にはTrihelix内の27残基が必要である

GT－1（1－215）のN末端側から順次欠失させた変異体とGFPとの融合タンパク質のタマ

ネギ表皮細胞における細胞内局在を調べ、GT－1の核局在活性に必要な領域の同定を

試みた。N末端から129アミノ酸残基まで欠失させた変異体では90％の細胞でGFP

蛍光が細胞全体から観察された（n＝100）。
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図22　GT－1のR124はOT－1の核局在に必要である

（a）GT－1に見出される、2つの塩基性アミノ酸に富む領域をそれぞれbasiccl。Ste，1及

び2（BCl、BC2）と名付けた。塩基性アミノ酸には下線を付した。（b）BCl及びBC2

の塩基性アミノ酸にアラニン置換を導入したGT－1変異体とGFPとの融合タンパク

質のタマネギ表皮細胞における細胞内局在を調べた。白線は200〃m。
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図23　ⅩMREKOFDなる配列はGT－1の核局在に十分である

BC2を含む領域（KMREKGFD）のみをGFPへ接続し、融合タンパク質がタマネギ

表皮細胞において核局在活性を獲得するか調べたoGFP蛍光の細胞内局在は約300

個の細胞について観察した0導入したそれぞれのコンストラクトについて、代表的

な写真を示した。白線は200〃m。
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図24　GTボックス結合タンパク質のNLS構造の比軟

GT－2に見出されたNLSと、本研究により明らかになったGTTlのNLSのアミノ酸

配列を、NLS周辺のTrihellX領域の配列と併せて比較した。GT－2タイプのタンパク

質はDNA結合部位を二つ有するため、それらのうちN末端側のTrihelixにはタンパ

ク質名の最後にNを、C末端側のTrihelixにはタンパク質名の最後にCを付した。GT－1

のPnSを青で囲み、GT－2のNLSを赤で囲んだ。GT－2のPnSと類似した配列は他

のGT＿2タイプにも保存されている。一方、GT－1のMはGT－1タイプ、GT－3aタ

イプの2つのサブファミリーにまたがって存在することが示唆される。GT－1タイプ

のNuに隣接するCaMKⅢ予想リン酸化部位を＊で示した。上図に示したアミノ酸

配列：AtGT－1（Hiratsukaetal．，1994）、AtGT－2（Kuhnetal．，1993）、OsGTr2（Deheshet

al．，1990）、DFl（NaganOetal．，2001）、AtGTLl（Smaueetal．，1999）、AtGTL2（Smalleet

alJ999）、GT－3a（Luetal．，2001）。

－64－



NLStype protein NLSsequence

GTl刊LS GTll l㌫RERGF諾9

TNLS R　　　　41品sERKRRE諾8

R－NLS R　　　5謂ISEALRRAIG品0

Opaque2　2㌫RRESNRESARRSRY還8

02－NLS GT2

145　　　　　　　　　　　　　　　　　　162

RXCREKFENVHKYYRRTX

536　　　　　　　　　　　　　　　　　　553

RRCREKWEN工NKYFXRVR

294　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　314

COPI RKKR＝HAQFNDIJQECYLQRRR

図25　植物の他の転写関連因子のNLSとの比較

既知のNLSの構造はSV－40T－agに代表される単分節型（T－NLS）（Shiehetal．，1993）、

maizeRproteinに代表される塩基性アミノ酸及び疎水性アミノ酸に富む型（R－NLS）

（Shiehetal．，1993）、maizeOpaque2に代表される二分節型（02－NLS）（Varagonaetal・

1992）の大きく三つのタイプに分類される（YamamotoandDeng1999）。GT－2（Dehesh

etal．，1995）、およびCOPl（vonAmimandDeng，1994）に見出されたNLSは共に02－NLS

と高い相同性を示す。本研究によりGT－1に見出されたGTl－NLSは、これらのNLS

と比較して塩基性アミノ酸の分布がT－NLS　と類似するものの、アミノ酸配列は異な

る。塩基性アミノ酸を太字で、R－NLS中の疎水性アミノ酸は下線を引いて示した。
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第2節　血γル0におけるGTボックス結合タンパク質の結合配列

序論

転写制御メカニズムに関する研究はシス配列の同定、転写制御因子のクローニン

グと分子解剖、血v由りでの転写活性測定や変異体、形質転換体を用いた解析などが

おこなわれてきた。しかしGTボックス結合タンパク質のように、転写制御因子が

複数種のシス配列に結合する場合（Hiratsukaetal．，1994；Naganoetal．，2001）、また他

のシス配列との距離や配置が重要な場合があり（Puenteetal．，1996；Chattopadhyayetal．，

1998）、血vJvoの結合配列をシス配列側からのアプローチにのみ依存して同定するこ

とは困難である。近年になって、ChIPrrIP（皿romatinimmunoprecipitation＾ranscription

factorimmunoprecipitationassay）法が特に酵母において盛んにおこなわれ、jnYjvoで

の転写制御の動態をトランス因子側から解析できるようになってきた。

TIP法はChIP法から派生した実験手法である。当初ChIP法は、染色体構造遺伝

子がセントロメアなど染色体の特定の領域に結合することを示すために用いられた

（Saitoh etal．，1997）。ChIP法の実験手順は生体内のDNA一転写制御因子複合体の固

定、特異抗体を用いた免疫沈降、（定量的）pcRによる検出から成る。TIP法により、

血vJvoにおいて転写制御因子が染色体のどこへ（位置情報）どのタイミングで（時

間情報）結合するかを検出できる。従ってTIP法を用いることで転写制御因子のDNA

結合プロファイルの時間あるいはシグナル依存的な変動を解析することが可能であ

る。理論的には新規な結合配列の同定が可能であること、また直接DNAと結合しな

い因子の解析にも利用できることから、jnvjvofootprintingに比べて汎用性も高い。

TIP法による転写制御因子のjnvjvoでのDNA結合様式の解析は酵母において進ん

でおり、以下に代表的な報告例を挙げる。HMl∝iの転写抑制樵構：テロメア近傍に

コードされ、酵母の性決定に関与する　〃MRa、ム仇4Lαの転写は抑制されている。こ

の転写抑制がSⅡ13を含む複合体とテロメア領域との直接の結合を介すること、また

SIR3の発現量と　SIR3の結合する範囲に相関があることが示された（Hecht et al．，

1996）。細胞闇期とHO遺伝子発預：出芽酵母HO遺伝子はMATa／α遺伝子座に二重

鎖切断を施すエンドヌクレアーゼをコードし酵母の性決定に重要であると共に、酵

母の転写制御メカニズム研究の代表的な材料である。〃0遺伝子プロモーターへ配列

特異的に結合する転写制御関連因子が複数明らかになっており、これらが細胞同期

依存的にプロモーターヘリクルートされる順序が見出された（Cosma et al．，1999）。
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また、HOプロモーター領域においてヒストンのアセテル化がGl期に起こることも

報告されている（Krebsetal．，1999）。基本転写閃子群の2つの転写モード：酵母にお

いてTBPとTAFsの存在比がTAF依存的プロモーターとTAF非依存的プロモータ

ーとで異なることを見出した（Lietal．，2000；Kurasetal．，2000）。さらに、熱ショック

を与えると　TBPの転写モードが変化し、TAFsrrBP比率が大きくなる傾向にあるこ

とも明らかになった。

本章ではまずGT－4、GT－5　に対する特異抗体を作製し、抗体の認識特異性を確認

した。続いてこれらの抗体を用いてシロイヌナズナCA別、CA月2両道伝子のプロモ

ーター領域へのGT－1、GTA、GT－5の結合様式をTIP法により解析した。また、TIP

法により得られたゲノミックDNA断片を、アガロースビーズに固定した組換えGT－

1タンパク質を用いて精製し、プラスミドライブラリ化してランダムに選抜した36

クローンについて塩基配列決定をおこなった。その結果、GT－1結合配列をプロモー

ターに有する新規遺伝子、G£尺jを同定した。
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材料と方法

試薬、培地、菌株、植物材料、塩基配列決定、RT－PCRの実験方法は特に記載し

ない限り第1章に準ずる。

賎招計招

＜核タンパク質租抽出＞

緩衝液A：10mMHEPES－KOH（pH7．8），10mMNaCl，10mMMgC12，5mMEDTA，

1mMDTT，0．2mMPMSF，250mMsucrose，0．5％TritonX－100

低塩濃度緩衝液：20mMHEPES－KOH（pH7．8），20mMKCl，1・5mMMgC12，0・5mM

DTT，0．2mMEDTA，0．2mMPMSF，25％glycerol

高塩濃度緩衝液：20mMHEPES－KOH（pH7．8），1．6MKCl，1．5mMMgC12，0・5mM

DTT，0．2mMEDTA，0．2mMPMSF，25％glycerol

透析緩衝液：20mMHEPES－KOH（pH7．8），100mMKCl，0・2mMEDTA，0・5mMDTT，

0．2mMPMSF，10％glycerol

＜TIP法＞

固定液：2％paraformaldehyde，10mMsodiumphosphate，100mMNaCl

MObuffbr：10mMsodiumphosphate，100mMNaCl

HS・BSA：1MTris－HCl（pH7．6），5MNaCl，10％NP－40，200mMPMSF，3mg／m1

1mg／mlBSA

FA－1ysis緩衝液：50mMHEPES－KOH（pH7・5），140mMNaCl，1mMEDTA，1％Triton

X－100，0．1％sodiumdeoxycholate，1mMPMSF，20FLg／mlantipain，1FJg／m11eupeptin

FA－1ysis・NaCl緩衝液‥50mMHEPES－KOH（pH7・5），140mMNaCl，500mMEDTA，

1％TritonX－100，0．1％sodiumdeoxycholate，1mMPMSF，20Flg／mlantipain・1／1g／ml

leupeptln
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洗浄液：10mM Tris－HCl（pH8．0），0．25M LiCl，0．5％NP－40，0．5％sodium

deoxychorate，1mMEDTA

溶出用緩衝液：1％SDS，50mMNaHCO3

＜最適結合配列の同定＞

NEB：透析緩衝液：20mMHEPES－KOH（pH7．8），100mMKCl，0．2mMEDTA，0．5mM

DTT，0．2mMPMSF，10％glycerol

その他Ni2＋－NTA　アガロース担体の平衡化、洗浄、溶出に用いた緩衝液は全て

QIAexpressSystem（QIAGEN社）に従った。

2＿抗血時の作製

抗GT－4抗血清、抗GT－5抗血清作製のための抗原タンパク質の精製はQIAexpress

System（QIAGEN社）に従い、第1章に準じた操作をおこなった。組換えタンパク

質の精製に用いた緩衝液には全てプロテアーゼ阻害剤の混合タブレット、Complete

MiniEDTA－free（Roche社）を1粒／25ml加えた。pET30bdNGT－4及びpET30bGT－5

を用いて大腸菌BL21（DE3）pLysSを形質転換し、単一コロニーを選抜後、50Flg／ml

kanamycinを含む3mlLB培地にて37℃において終夜培養した。1mlの終夜培養液を

50mLB培地へ加え、37℃において一時間培養した後、1mMIPTGにより組換えタン

パク質の発現誘導をおこなった。本培養液のOD600が約0．5となった時点で培養を

修了し、菌体回収ののち超音波破砕用緩衝液に再懸濁し、超音波破砕をおこなった。

破砕後遠心分離をおこなって上澄を回収し、超音波破砕用緩衝液にて平衡化した

Ni2＋－NTA担体（QIAGEN社）を充填したカラムに供した。洗浄液Aによる洗浄後、

0．3Mimidazolを含む溶出緩衝液により組換えGT－4タンパク質、及び組換えGT－5タ

ンパク質を溶出した。10％SDS－PAGEによりタンパク質を展開し、CBB染色及びS－tag

ウエスタンプロット解析により組換えタンパク質の発現・精製を確認した。この後

スケールを10倍にして同様の実験操作をおこない、抗血清の作製のための抗原タン

パク質溶液とした。マウス抗血清の作製は（株）宝酒造に依頼した。

3＿　核タンパク管の親抽出

核タンパク質の粗抽出は、以下に記す手順にておこなった。シロイメナズナ緑葉
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500mgを液体窒素存在下、乳鉢にて破砕し、粉末を5ml緩衝液Aに溶解した。Miracloth

（Calbiochem社）により濾過し、Miraclothを通過した沈澱を2rn1績衝液Aにて洗浄

した。この沈澱を50〃1低塩濃度緩衝液に溶解したのち、50〃1高塩濃度緩衝液を加

え、4℃において30分間撹拝した。遠心分離ののち、得られた上澄を4℃において500ml

透析緩衝液に村してSlide－A－Lyzer（Pierce社）を用いて2時間透析した。続いて遠心

分離をおこない、上澄を－80℃にて保存し、核粗抽出液とした。

4．TIP津

TIP法は1．植物組織の固定、2．核租抽出液の精製、3．免疫沈降、4．PCRの4つのス

テップからなる。ここでは植物組織の固定、及び免疫沈降以降の実験操作について

記す。まず3週間長日条件で培養したシロイヌナズナを暗条件あるいは明条件下に12

時間おき、緑葉10gを採取した。これを300mlの固定液へ浸し、脱気したのち4℃

にて緩やかに2時間撹拝した。金属網にて植物組織をすくい、500mlのMO bufftrに

移して緩やかに撹拝し、パラホルムアルデヒドを洗浄した。この洗浄は3　回線り返

した。固定した組織から抽出した核画分を超音波処理し、ゲノミックDNAを切断し

た。免疫沈降には抗GT－1抗血清、抗GT－4抗血清、抗GT－5抗血清、及び免疫前の

マウス抗血清を用いた。続いて核画分20FllにHSBSA200Fll、Protein A－Sepharose担

体を10〃1加え、4℃にて終夜撹拝した。これとは別に、各々の抗血清5〃1にHS・

BSA200FLl、Protein A－SePharoselOFll加え、4℃にて2時間撹拝し、担体へ抗体を吸

着させた。担体による吸収を終えた核画分を遠心分離し、得られた上澄を抗体を吸

着させた担体に加え、4℃にて4時間撹拝し、抗原抗体反応をおこなった。回収した

担体をFA－1ysis緩衝液、FA－1ysis・NaCl緩衝液、洗浄液、1×TEにて順次担体を洗

浄した。溶出用緩衝液により担体からのゲノミックDNA一夕ンバク質複合体の溶出を

おこない、10Fll／mlproteinase KによりゲノミックDNAと架橋されたタンパク質を

分解した。続いて熱処理を65℃にて6時間おこない、脱架橋した後、フェノール抽

出、エタノール沈澱をおこない、20FllのTE緩衝液に溶かした。このゲノミックDNA

溶液1〃1を鋳型に、CA別、CA月2プロモーターを増幅するオリゴヌクレオチドをプ

ライマーとしたPCRをおこなった。DNAポリメラーゼにはEx Taq（宝酒造）を用

いた。PCRの反応条件は、熱変性94℃30秒、アニール55℃30秒、伸長反応72℃30

秒を1サイクルとしてEtBr染色では検出限界以下である25サイクルとした。1×TAE、

1．5％アガロースゲルにてPCR反応を終えたサンプルを展開し、Hybond－N＋（Amersham

PharmaciaBiotech社）へ転写後、AlkPhosDirectSystem（AmershamPharmaCiaBiotech

社）にてサザンプロット解析をおこなった。用いたオリゴヌクレオチドを以下に示

す。
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CABlpro＿015’－CATGACTCGTGATTATGGAGCTG－3’

CABlpro＿025一－GTTCTTATGTTTTATCTCTAGCCAAG－3’

CABlpro＿035’－CCATTAACCACGTAAGCAAAC－3’

CABIpro＿045■－TAAGGTTGAGTAGTGCAGCAC－3’

CABIpro＿055一－CTCGCACTTCGCAGATTCG－3’

CABIpro＿065’－CATAAGAACAAAGTAGATAAAAC－3－

CAB2pro＿015’－GCGAATAAATAAGmGTTCAAAAGG－31

CAB2pro＿025’－AGTAAAACGTCAAAGTTTTAA－3’

CAB2pro＿035’－AGTGGCTCATAACTTGTGGTC－3’

CAB2pro＿045’－ATTAAAACTGGTTCGATAGTGTTGG－3’

CAB2pro＿055’－GAATACTTCAACGGTTACACTTAC－3’

CAB2pro＿065．－AATAATCTCATGAATTATGTGATATCAC－3’

5＿T†p法により得たDNA断片のライブラリイh

超音波処理したゲノミックDNA断片の末端は様々な形状をとると予想されるため、

TIP法により得たゲノミックDNA溶液10FLlをT4DNA polymeraseにより平滑末端

化処理した。続いてEcoRI－NotI－BamHIAdapter（株）宝酒造をライゲーションし、

SephadexG－50spincolumn（AmershamPharmaciaBiotech社）により過剰のアダプタ

ーを除去した。続いてEcoRI処理、及び脱リン酸化処理したpBluescriptへサブクロ

ーニングした。ライブラリの挿入配列の平均鎖長は約300bpであった。

6＿　ドットプロット解析

GT－1、GTA及びGT－5に対する抗血清を用いたTIP法により濃縮した、12時間暗

条件においたシロイメナズナ緑葉由来のゲノミックDNAのプラスミドライブラリ、

及び12時間明条件においたシロイヌナズナ緑葉由来のゲノミックDNAのプラスミ

ドライブラリ、合計6種類のライブラリのインサート配列を制限酵素処理により切

り出し、1FlgをHybond－N＋へ滴下した。プローブにはシロイヌナズナCABlプロモ

ーターの開始コドン上流704bp、及びCAB2プロモーターの開始コドン上流733bp

をそれぞれ用い、AlkPhosDirectSystem（AmershamPharmaciaBiotech社）にてサザ

ンプロット解析をおこなった。シグナル強度の定量はMac BAS V2．52（株）富士フ

イルムにておこなった。
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詩通辞合計列の同定

明条件下に12時間おいたシロイメナズナ緑葉から抗GT－1抗血清を用いて精製し

たゲノミックDNA断片をpBluescriptへサブクローニングしたプラスミドライブラリ

0．1ngを鋳型にしてM13Reverseprimer及びM13－20primerを用いてPCRを行い、挿

入配列の増幅をおこなった。PCRの反応条件は94℃30sec、55℃30sec、72℃30sec

を1サイクルとし、25サイクルおこなった。PCR反応にはExTaq（株）宝酒造を川

いた。得られた増幅断片をSephadexG－50spincolumn（AmershamPharmaciaBiotech

社）にて精製し、プライマーを除去した。

大腸菌BL21（DE3）pLysSにて産製したGT－1組換えタンパク質（第1章を参照）

1FLgをNi2＋－NTAAgaroseに固定し、NEB緩衝液（第1章参照）中で5FLgのpolydI－

dC存在下、PCRにより増幅したゲノミックDNA断片50ngを混合し、500／Jlとした。

室温にて30分間緩やかに撹拝したのち、1mlNEBにて4回洗浄し、溶出用緩衝液（第

1章参照）にてGT－1組換えタンパク質とDNA断片との複合体を溶出した。続いて

フェノール抽出、エタノール沈澱をおこない、TElO〃1に溶解した。このうち2〃1

を鋳型にして94℃30sec、55℃30sec、72℃30secを1サイクルとして10サイクル

のPCRをおこなった。以上の実験を4回線り返して得られたゲノミックDNA断片

をpT7Blue（Novagen社）へサブクローニングし、36クローンに関して塩基配列決

定をおこなった。

日　　　レ÷　　　　、、

プローブにはシロイヌナズナGE尺jプロモーターの開始コドン、及びそこから上

流に位置するGTl－boxコア配列を含む141bpの領域を用いた。オリゴヌクレオチド

GER3proO3及びGER3proO2を用いてこの領域をPCR増幅した後に制限酵素Hindm、

NcoIにて処理し、、1UKlenowfragrnent、【α－32p］dCTP、1mMdATP、1mMdTTP、1mM

dCTP存在下で37℃において45分間反応させた。反応後、1％アガロースゲルにて

分離・精製し、余剰な［α－32p］dCTP、その他の基質を除去した。その他の実験条件な

どは第l章に準じた。

GER3proO2，5，－GTCCATGGTTCTTTAGAATGTT－3’

GER3proO3，5，－GGCAAGCTTCCTCTAGATTGCTTCAAG－3’

9＿RT－PCR
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GER3のmRNA発現の器官特異性を確認するため、RT－PCRをおこなった。鋳

は第1章に準じて用意した。PCR反応は94℃30sec、57℃30sec、72℃30secを1

サイクルとし、25サイクルおこなった○用いたオリゴヌクレオチドは以下に示す。

その他の実験条件は第1章に準じた。

GER3－1，5，－CAATGGCCTTGGCGTATCTG－3’

GER3－2，5，－ACAATGAAACTAAGAGAAGC－3’
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結果

抗GT＿4抗体、及び杭GT＿5抗体の認識特畳件

TIP法をおこなうために、まずGT－1、GTA、GT－5に対する特異抗体を作製し、抗

体の認識特異性を調査した。抗GT－1抗体はpET15bGT－1を用いてHiratsukaらによ

って作製された。本研究で作製した抗GT－4抗体はいずれのロットも認識特異性が低

くGT－1組換えタンパク質を交叉認識した。そこで大腸菌タンパク質に対する抗体を

吸着させたセファロース（フナコシ：ImmobilizedE．coliLysate）、及びメンプレンヘ

プロットしたGT－4祖換えタンパク質によるアフィニティー精製をおこない、GT－1

組換えタンパク質を交叉認識しない抗GT－4抗体を得た［図26】。

一方、GT－5の5ロットの抗体の認識特異性について調べたところ、＃2、＃4、＃5の

3つのロットはGT－5組み換えタンパク質を特異的に認識したが、他の2ロットはGT－5

組み換えタンパク質に対する力価が低く、WeSternblot解析では認識特異性の確認が

困難であった（データ未発表）。本研究では＃3に村して、ImmobilizedE．coliLysate（株）

フナコシによりアフィニティー精製したものを用いた。この抗GT－5抗体は、GT－1

及びGT－4組換えタンパク質を交叉認識しなかった［図26】。

TIP法の特畳件の評価　rl）

TIP法は主にItoらの報告に拠ったが（Itoetal．，1997）、固走法、あるいは免疫沈降

画分の洗浄はそれぞれSolomon　ら、Strahl－BoIsinger　らに拠った（Solomon and

Varshavsky，1985；Strahl－BoIsingeretal．，1997）。実験手順を図27に示す。本研究でお

こなうTIP法は植物における前例に乏しいため、まずTIP法の検出感度、認識特異

性について評価をおこなった。長日条件で3週間培養したシロイヌナズナを暗所あ

るいは明所で12時間培養し、それぞれの光条件の菓をTIP法の材料とした。GT－1、

GT－4、GT－5に対する抗血清を用いた免疫沈降によって得られたゲノミックDNAに

対して、血v血0においてGT－1が配列特異的に結合するシロイメナズナCA月2プロ

モーター（Hiratsukaetal．，1994）断片をプローブに用いてドットプロット解析をおこ

ない、TIP法による濃縮過程の調査を試みた【図28a］。比較のため、CA月2と多重遺

伝子族を形成する　CA別のプロモーターについても調べた。コントロールにはTIP

法を経ずに精製したゲノミックDNAを用いた。その結果、明条件、暗条件いずれに

おいてもTIP法により得られたゲノミックDNA由来のシグナルの平均強度（

プローブでは533、CAβ2プローブでは1160）はコントロールのシグナルの平均強
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度（83）に比べて約10倍となっており、CA別、CAβ2遺伝子プロモーター断片が

選択的に濃縮されたことを確認した［図28b］。さらに、CA別プロモーターにおいて

GT＿1並びにGT－4に対する抗血清を用いた免疫沈降画分由来のシグナル強度は、明

条件と暗条件で比較すると明条件のほうが約2倍強かった。一方抗GT－5抗血清を用

いた免疫沈降画分由来のシグナル強度は暗条件において明条件と比較して約9倍高

かった。他方、CAβ2プロモーターでは抗GT－1抗血清を用いた免疫沈降画分由来の

シグナル強度は明条件では暗条件の約4倍高いこと、一方で抗GT－4抗血清及び抗

GT■5抗血清を用いた免疫沈降画分由来のシグナル強度は暗条件では明条件に比べて

それぞれ約3倍、約11倍高いことが明らかになった。

日動創隊罫件の評亜

続いてGT－1、GT－4、GT－5のCABl、CAB2プロモーターへのjn vivo結合プロフ

ァイルをさらに詳細に解析するため、各々のプロモーターを3つの領域（TATAボ

ックスから最も遠い領域をregionl、最も近い領域をregion3とした）に分類し［図30a］、

TIP法により濃縮したゲノミックDNA断片を鋳型とするPCR－サザンプロット解析

をおこなった。長日条件で2週間培養したのち12時間暗黒下あるいは白色光下にお

いたシロイヌナズナ緑葉をパラホルムアルデヒドにより固定した。それぞれのサン

プルから精製した核阻抽出液に対してGT－1、GT－4、GT－5各々に対する抗血清を用

いて免疫沈降し、得られた沈降画分より精製したゲノミックDNAを鋳型として、

cABl、及びCAB2プロモーターを特異的に増幅するプライマーによりPCR－Southern

解析をおこなった［図29、30】。その結果CAβ2プロモーターの各領域を増幅する

pcR＿S。。thern解析では、抗GT－1抗血清を用いた免疫沈降画分には白色光下では

region3のみが、暗黒下ではregionlのみが検出された。抗GT－4抗血清を用いた免疫

沈降画分からは白色光下、暗黒下いずれの場合においても増幅された領域は無かっ

た。また、抗GT－5抗血清を用いた免疫沈降画分からは、白色光下、暗黒下いずれの

場合も、regionl、2、3全ての領域が増幅された。一方CAB17Oロモーターの場合、

抗GT－1抗血清を用いた免疫沈降画分には白色光下ではregion2、region3、暗黒下で

はregion2の断片のみが検出された。抗GT－4抗血清を用いた免疫沈降画分には白色

光下ではregionl、region2の断片が検出されたが、暗黒下ではいずれの領域も増幅

されなかった。また、抗GT－5抗血清を用いた免疫沈降画分からは、白色光下ではregion

3のみが、暗黒下ではregionl及びregion3の断片が増幅された。以上の実験結果か

ら、GT＿1、GT－4、GT－5はぞれぞれ特異的な結合プロファイルを示すことが明らかに

なった。
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ボックス紋全　ンパ　　　　　●　●　　A　　　百金

次にGT－1のCA別、CAβ2以外の加vfvoでの結合配列を探索するため、2週間長

日条件で培養したのち12時間暗化処理もしくは12時間白色光を照射したシロイ

ヌナズナ緑葉を用いてTIP法によりゲノミックDNA断片を濃縮した。得られたゲノ

ミックDNA断片を平滑末端化し、EcoRI－NotI－BamHIアダプターをライゲーション

した。これを、EcoRI処理後、末端を脱リン酸化したpBluescriptへサブクローニン

グした。、作製したプラスミドライブラリからランダムに選択した100クローンのイ

ンサートの塩基配列を決定し、シロイメナズナゲノム配列データベースに対して検

索をおこなった。その結果、既知のシロイヌナズナゲノム配列と相同性を示す断片

は含まれておらず、未知の配列、あるいは繰り返し配列であった（データ未発表）。

未知配列は超音波破砕、平滑末端化ののちライゲーションをおこなったためにでき

た人工配列である可能性も考えられた。従ってこの段階のライブラリの精製度は、

無作為にクローンを選抜して塩基配列を決定するには不十分であることが明らかに

なった。

そこで血v高Ⅵ結合配列をさらに精製するために、GT－1組換えタンパク質と混合し

て結合DNA配列を含むDNA断片を選択的に結合させ、溶出するサイク）L／を繰り返

す操作をおこなった。具体的にはベクタープライマーを用いたPCRにより増幅した

挿入配列をNi2＋－NTAアガロースへ結合させたGT－1組換えタンパク質と混合し、組

換えタンパク質と結合する断片を溶出した。これを1サイクルとして4サイクルお

こない、組換えタンパク質と結合するDNA断片を選択的に濃縮した。こののちTA

ベクターPT7Blue（Novagen社）へサブクローニングし、無作為に選択した36クロ

ーンの塩基配列決定をおこなった。その結果、36クローンのうち17クローンがG且尺j

（gem流山丑epro把血j）遺伝子のプロモーター配列、1クローンがDETJ（de－e血aredJ）

遺伝子断片であった。残りの18クローンはシロイヌナズナゲノム配列と有為な相同

性を示さなかった。DETJ遺伝子断片には既知のGTボックス様配列は見出されない

こと、第2エクソン領域であったことから、本研究では血vjvo結合配列の候補から

は除外した。本研究で得られたG£R3プロモーター断片に存在するGTボックスは、

転写開始点上流一55～－60の領域のGTl－boxコア配列（5，－GGTTAA－3’）のみであった。

このGTl＿b。Xコア配列は隣接する塩基配列もGTl－boxと相同性が高いため、GT－1の

血vJvo結合配列である可能性が高いと判断された【図31】。

R［［椚巾lの召ほ那障展牒

シロイヌナズナGER3遺伝子の発現特異性については既にStaigerらにより詳しく
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報告されている（Staigeretal．，1999）。GER3プロモーターとGUSの融合遺伝子の発

現解析から、G且Rjは概目性の発現を示すことが明らかになっている。長日条件で培

養したシロイメナズナでは、GER3は“夕方”（zeitgebertime［zt］12－Zt16）にmRNA

発現のピークを示し、この発現周期性は恒常的な明条件に植物体を移しても保たれ

る（Staigeretal．，1999）。

本研究のシロイヌナズナ栽培条件でのGER3mRNAの発現様式を確認するため、

低サイクルのRT－PCRにより調査した。その結果GER3mRNAは葉、茎、根、長角

果で発現することが明らかになった［図32］。

R　　ロロ　ーロー卿［　R目い，　レ÷　　　　、、

続いてGTl－boxを含む長さ約130bpのGER3プロモーター断片をプローブに、GT－1、

GT－4、GT－5各々の組換えタンパク質を用いてゲルシフトアツセイをおこない、GER3

プロモーター断片へのGT－1の結合を血v上納）において確認することを試みた。コン

ペティタ一にはGTl－box、GT2－box、GT3－box、GTlm－boxを使用した。その結果、GT－1

はG丘尺3プロモーター断片へ結合すること、この結合はGTl－boxをはじめとする各

種GTボックスコンペティタ一により阻害されること、一方GTlm－boxコンペティタ

一によっては阻害されないことが明らかになった［図33】。従ってGT－1はGER3プロ

モーターへ配列特異的に結合することが示唆された。プローブに用いた領域にGT

ボックスは一つしか見出されない（転写開始点上流－60～－55）ため、GT－1はここへ

結合すると予想された。
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考察

H坂はわ＝流用＃合凱り川畑り裾　　こ酢軌で虐J

TIP法の検出特異性は抗体の認識特異性に大きく依存する。酵母の場合は、遺伝

子破壊、遺伝子挿入が比較的容易であるため、目的遺伝子がコードするタンパク質

に村する特異抗体を作製せずともMYCあるいはFLAGなど、抗体が市販されてい

る外来遺伝子を利用することができる。しかし植物など、遺伝子破壊、遺伝子挿入

が困難な材料を用いる場合には、特異抗体を作製する必要があり、作製した特異抗

体が類似する他のタンパク質を交叉認識しないことが必要となる。本研究ではまず

GT＿1、GT－4、GT－5に村する抗血清が互いの組換えタンパク質を交叉認識しないこと

を確認した［図26】。

TIP法を用いることによってGT－1、GT－4、GT－5のinYiYO結合配列が約10倍濃縮

されることが明らかになった。この濃縮の度合いは、異なる光条件下でのGT－1、GT－4、

GT＿5のCA別、CAβ2プロモーターヘの結合プロファイルを少なくともドットプロ

ット解析で検出可能なレベルであった。さらに暗条件と比較して明条件下での結合

がCABlプロモーターの場合GT－1、GT－4は約2倍、GT－5は逆に1／9倍であったこ

と、またCAB2プロモーターの場合GT－1は約3倍、GT－4、GT－5はそれぞれ1／5倍、

1／11倍であったことから、GT－1、GT－4、GT－5は光条件の変動に伴い、DNAへの結

合プロファイルが変化することが明らかになった。CA別、CA月2いずれのプロモー

ターにおいても明条件下でGT－1は結合が促進され、逆にGT－5は抑制される。明条

件下で光シグナル伝達経路が活性化された場合にGT－1とGT－5が類似した機構を介

してリン酸化されるならば、以上の結果は明条件下でGT－1がリン酸化され、DNA

結合活性が上昇すること（Marechaletal．，1999）、及びGT－5のDNA結合活性がリン

酸化に伴って低下すること［図18a］と考え併せても矛盾がない。このことからGT－1、

GT＿5のCA別、CAβ2プロモーターへの結合活性が相反する制御を受けることが血

vfv。においても示唆された。一方、GT－4はCA別プロモーターへの結合活性は暗条

件下と比べて明条件下では約2倍上昇していたが、CAβ2プロモーターに対する結

合活性は約30％に低下していた。従ってGT－4の血vivoにおけるCA別、CAβ2プ

ロモーターへの結合活性が互いに異なる機構により制御される可能性が考えられる。

A月　　　　　　ロ　ー　ーへ　●　●　　吉ム　ロ　　　　レ
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GT＿1はCA別、CAB2プロモーターのCGF－1／GT－1結合配列を含むregion3へ明条

件下でのみ結合する。CGF－1／GT－1結合配列はシロイヌナズナCAB2がPhytochrome

及び生物時計依存的に発現するために必要十分なシス配列である（Anderson et al．，

1994）。このシス配列への核抽出液中のDNA結合活性CGF－1のDNA結合特異性は

GT－1と極めて類似することから、CAB2の転写制御へのGT－1の関与が予想された

（TeakleandKay．，1995）。CGF－1／GT－1結合部位へ変異導入したCAB2プロモーター

支配下のルシフェラーゼ活性の赤色光のパルス照射後の変動はpムγApムγβ二重変異

体のものと極めて類似しており、発現量の低下や周期性の異常だけでなくパルス照

射後の最初のピーク（acuteresponse）が顕著に低下していた（Andersonetal・，1997）。

従ってCGF－1／GT－1結合配列が時計機構への光シグナル入力系に関与することが示唆

された。一一方、CABIプロモーターにもCGF－1／GT－1結合配列と高い相同性を示す配

列が見出されるため［図30b］、CA別においてもCAβ2と類似した発現制御メカニズ

ムが存在する可能性がある。

核抽出液中のGT－1活性にはGT－1以外の他のGT－1類似タンパク質が含まれてい

る可能性がある。従って前述したCAB2：：1ucの発現解析、あるいはGT－1組換えタン

パク質を用いたゲルシフトアツセイのみでGT－1がCAβ2プロモーターへ結合すると

は確定できなかった。本研究で採用したTIP法により、血Ⅴル0においてGT－1タンパ

ク質がCnBl、CAβ2プロモーターのCGF－1／GT－1結合配列を含む領域に明条件下で

のみ結合することが初めて示された。

またGT－4はCABlプロモーターのregionl及び2へ、明条件下でのみ結合する。

GT－4は転写活性化能を有するため［図13］、CA別の光依存的な転写促進に貢献して

いる可能性が高い。しかしGT－4はGT－1とは異なり、CABlプロモーターのregion3

へ結合せず、またCAB2プロモーターにはregionl、region2、region3いずれの領域

への結合も検出されなかった。in YjvoにおいてGT－1とGT－4のDNA結合プロファ

イルが異なることは、GT－1、GT－4のDNA結合活性が他のタンパク質との相互作用

ヤクロマテン構造の変換などによって異なる制御を受ける可能性を示唆する。この

結果は抗GT－4抗体を用いた免疫沈降画分でCA別プロモーター断片が濃縮されたド

ットプロット解析の結果と矛盾するが、抗GT－4抗体による免疫沈降画分には抗GT－

1抗体による免疫沈降画分と比較して繰り返し配列が多く含まれる可能性も考えられ

る。

一方GT－5は、CABIプロモーターのregionl、CAB2プロモーターのregionl、2

において明条件での結合が暗条件での結合と比較して低い。これはGT－5が転写抑制

因子であるとの予想［図19］と矛盾しない。他方、GT－5は明条件、暗条件のいずれに

おいてもCA別、CAβ2プロモーターのregion3へ結合する圃29、30］。これは転写

活性化能を有するGT－1と顕著な転写活性化能を示さないGT－5が明条件下で共に
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region3へ結合することを意味する。シロイヌナズナ緑葉において細胞種特異的な

CA別、CAβ2プロモーターの転写制御機構が存在する可能性も考えられるため、今

後は葉肉細胞プロトプラストなど特定の細胞種を実験材料に用いる必要があろう。

＿　の傾軒惹　●n　［町合配□

最近になって植物においてもTIP法による血vfvo結合様式の解析例が報告された

が（Johnsonetal．，2001；Zhangetal．，2001）。しかし本研究のように、1nYjtlt）でも示唆

されていなかった新規血vjvo結合配列を決定した例は殆どない。GER3は大きなフ

ァミリーを構成するgermin－1ikeprotein（GLPs）のひとつで、細胞外マトリックスに

オリゴマーとして蓄積しプロテアーゼや界面活性剤への耐性を有するmaize germin

と相同性を有する。geminは遺伝子名が示す通り当初は発芽時期の種子における発

現・機能が注目された。しかし過酸化水素を産生するoxalateoxidase活性を示すこと

から、カビヤウイルスへのストレス応答との関連も示唆される（Membreetal．，2000）。

一方、GLPについてはタンパク質の機能に関する知見に乏しく、詳細は不明である。

シロイヌナズナではGLPは少なくとも12遺伝子が同定された（Carteretal．，1998）。

GER3タンパク質は細胞壁あるいは細胞外マトリックスに蓄積するが、OXalateoxidase

活性は見出されない（Membreetal．，1997）。しかしGER3（geLmin－1ikepTOtejn3）の

発現は概日リズムを刻み、夕方に発現のピークを示すことから（Staigeretal．，1999）、

GE尺jの発現が光条件依存的であることは確かである。GE尺3プロモーターのより詳

細な解析をおこない、GT－1の結合とGE尺j遺伝子発現との関連を明らかにする必要

がある。

本研究ではGE尺j遺伝子プロモーター断片が最も多く単離されたが、これは生体

内のGT－1のDNA結合プロファイルを反映しているとは考えにくい。光合成関連遺

伝子のプロモーター断片などが得られなかった原因として、本研究におけるGT－1組

換えタンパク質のGERjプロモーター断片に対する結合特異性が他のプロモーター

断片と比較して非常に高かった可能性が考えられる。GER3プロモーターはGTl－box

コア配列と同一の塩基配列を有している。このコア配列は6塩基対（GGTTAA）で

あるため、約4kbに1カ所の確立でゲノム配列中に見出される計算になる。しかし血

vル。では他のシス配列との間隔や配置が転写活性に重要であり、たとえ同一の塩基

配列を有するシス配列であっても転写制御因子の結合アフィニティーが異なる可能

性があること（Puenteetal．，1996；Chattopadhyayetal．，1998）、GT－1がTFIIA及びTBP

と協調的にDNAへ結合すること（LeGourrierecetal．，1999）から、invivoにおける

GT＿1のDNA結合活性は他の転写制御因子との相互作用によっても制御される可能
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性がある。従ってGT－1の血vfvo結合配列は血5班coで予想される数よりも低いと考

えられる。

光応答性遺伝子のプロモーター中に見出されたシス因子へ結合する因子として単

離されてきた経緯上、GTボックス結合タンパク質の標的遺伝子の候補として取り上

げられた遺伝子の殆どがRβぴ、CA臥P〃mに代表される光シグナル伝達関連遺

伝子であった。しかし高等植物のプロモーター解析が様々な遺伝子においておこな

われたこと、またシロイヌナズナゲノムプロジェクトが進展したことにより、近年

では膨大な数のシス配列が塩基配列の相同性を基準に同定されている。その結果、GT

ボックス椋の配列が光応答性遺伝子のみならず、様々な遺伝子のプロモーター領域

に見出されてきた（Zhou，1999）［図34］。

病原応答性のタバコ用－Ja（pa〟】呼e肥j5一代ね把dJa）のプロモーター中に存在する

GTボックス様配列へGT－1が配列特異的に結合することが報告されている（Buchelet

al．，1996）。花粉特異的なトマト⊥A乃2毎ean加r加】aわ52）の組織特異性を決定す

るシス因子、52／56b。Xの塩基配列はGTボックスと高い相同性を示し、GT－1様の結

合活性が検出された（Eyaletal．，1995）。ニチニチソウのTIA（terpenoidindolealkaloid）

の合成に必須な一連の酵素群、mC（り卿坤血mdecarboズγJase）、5TR（血cro5fd加

synthase）、のプロモーター領域にGT－1結合配列が見出され、GT－1の結合が確認さ

れた（Ouwerkerketal．，1999；Pasqualietal．，1999）。

以上の知見から、GTボックス結合タンパク質群は単に光応答性遺伝子の転写を制

御しているだけでなく、機能的に多岐にわたる遺伝子の発現調節に関与することが

予想される。しかしこのことは逆に光や病原、ホルモンなどに応答したシグナル伝

達経路が互いに複雑に交叉している結果である可能性も考えられる。GTボックスの

コア配列が，edundancyに富むことも、様々な遺伝子のプロモーター内に見出される

理由の1つと考えられる。GTl－box、GT2－box、GT3－box間でもそれぞれのコア配列

は若干異なるため、GTボックスが一つの遺伝子のプロモーター内に存在する確立は

比較的高いと予想される。さらに晴乳動物の下垂体の分化に関連する転写制御因子

pit＿1の結合配列における2塩基のスペーサー配列の有無が細胞種特異的な遺伝子発

現制御に重要であるとされる（Scullyetal．，2000）。従って塩基配列上の類似性のみか

らシス因子の機能を推定することは困難であることが予想される。前述した、GT－1

結合配列が見出された様々な遺伝子プロモーターに関しても、玩vfvoでの結合プロ

ファイルをTIP法により調査する必要があろう。
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これまでの考察から、所謂ゲノムプロジェクトが終了し仝ゲノム配列の検索が可

能となったシロイメナズナにおいても、GTボックスを介した転写制御メカニズムの

解明を、類似するDNA配列のデータベース上での探索、またプロモーター解析など

シス因子側からのテプローチにのみ依存して進めることは極めて困難であると推察

される。TIP法は、免疫沈降画分から精製したゲノミックDNAをライブラリー化し

て塩基配列決定をおこなう、あるいはDNAマクロアレイを併用することにより、ト

ランス因子側から網羅的に血vfvoでの結合配列を同定することが可能である。従っ

てTIP法は今後、多くの転写制御因子の機能解析における有力なアプローチの1つ

となろう。
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囲2‘OT－1、OT－4及びOT－5に対する抗血清の認識特異性

大腸菌において発現させたGT－1、GTL4及びGT－5組換えタンパク質に対する抗GT－

1、GT＿4、GT－5抗血清の認識特異性を調べた。GT－1、GT－4、GT－5各々の組換えタ

ンパク質を10％SDS－PAGEにて展開し、Hybond－PVDF（AmershamPharmaCiaBiotech

社）へ転写した。GT－1、GT4、GT－5に対する抗血清を用いたウエスタンプロット解

析の結果を図に示す。＊は非特異的シグナルを示す。
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TIP法による如扇柑結合配列の精製

シロイヌナズナ辞まのパラホルムアルデヒドによる固定

↓

核タンパク質の租綿製

‡

超音波破砕によるゲノムDNAの断片化

ふ

抗血清を用いた免疫沈降

五

Proteina＄eKによるタンパク賞分解

‡

DNAとタンパク貨の脱架橋

蓬

ゲノムDNA断片の精製

／

細面押素吉舎配列の濃褐

リンカーの付与

‡

pBtue＄¢riptへのサブクローニング

志

PCRによるインサートの増幅

註

担体に固定した
組換えGTlタンパク質との混合

i

溶出画分からのDNAの精製

図27　TIP法の実験手順

ヽ

TtP法の評価

特異的プライマーを用いた
ね扉抹∴疏醸疫才百薬幸せ一断片む増偏

あるいは

ドットプロット

滋

サザン解析

TIP法の実験手順を大まかに示した。植物体をパラホルムアルデヒドで固定し、ゲノ

ミックDNAとタンパク質を架橋し、超音波破砕してゲノミックDNAを断片化した

後にGT－1、GT－4、GT－5に対する抗血清を用いて免疫沈降する。このときGT－1、GT－4、

GT＿5それぞれのタンパク質と共に、結合したゲノミックDNA断片も共沈する。こ

れを精製し、以降の実験に用いた。
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図28　TIP法によるCA別、CA月2プロモーター断片の濃縮過程
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TIP法によるGT－1、GT－4、GT－5のinvjvo結合配列の濃縮過程を調べるため、CABl、

CA月2プロモーター断片をプローブに用いてドットプロット解析をおこなった。（a）

長日条件で3週間培養したシロイヌナズナの緑葉を12時間暗条件においたものを

dark（D）、明条件においたものをIight（L）とし、これらを出発材料に用いて、GT－

1、GT－4、GT－5に対する抗血清によるTIP法をおこなった。得られたゲノミックDNA

断片をメンプレンへ滴下し、ドットプロット解析に供した。（b）定量したシグナル

強度をグラフに示した。実験は3匝1繰り返し、標準偏差を算出した。
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図29　CA別、CA月2プロモーターへの血γi叩結合プロファイル（1）

GT＿1、GT＿4、GT－5それぞれに対する抗血清を用いたTIP法により得たゲノミックDNA

断片を鋳型にして、約700bpのCAβ上CAβ2プロモーターのregion卜3（最も転写

開始点に遠い領域をregionl、最も近い領域をreglOn3とした）の各領域を増幅する

オリゴヌクレオチドをプライマーに用いたPCRをおこなった。ネガティブコントロ

ールとして免疫前の血清を用いた。また、免疫沈降前の画分をPCR反応のコントロ

ールとした。
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図30　CA月り、CAβ2プロモーターヘの血山川結合プロファイル（2）

（a）図29で示した、CABl、CAB2プロモーターヘのGT－1、GT－4及びGT－5の1nYIYO

結合プロファイルを模式図にした。それぞれのプロモーターのregionl～3の各領域

への結合プロファイルが光条件と正の相関にある場合（明条件で結合し、暗条件で

解離する）を“＋”で、逆の相関にある場合を“ノ’で表した。また、明条件、暗

条件のどちらでも結合を検出した場合を“△”で表した。いずれの光条件でも結合

が検出されなかった場合は記号は記入していない。（b）cA別プロモーターに見出

されるCGFl－／GT－1様配列。CABlでは転写開始点が決定されていないため、開始コ

ドンからの距離を記した。CAB2CGF－1／GT－1配列への核タンパク質の結合に必要な

GATA配列（TeakleandKay．，1995）を太字で示した。
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ÅTmGÅ⊂Aで　GÅAmCÅm CTCTCTでG乱丁　え姐GGTGÅCで　TCCTÅÅごTTで
TÅÅ丸丸CTGT丸　mゑÅAGTÅA G丸GAG乱丸CTÅ　℡ででC亡友CTGÅ　ÅGGATTGÅAA

GGAでA姐ÅCで　CでÅÅÅAm G丸久TQ⊂AÅごÅ　GGGでGÅmÅG　でTででÅCACでT
CCTÅでTTTGA GATTTT⊂Å．ÅA CTTÅCGTTGT CCCACTÅÅTC　ÅAÅÅTGTGÅA

GTぷCCAGTA GÅATÅAAÅCT TTmAÅGCA TT℡TmCÅT　く：mATTGAAÅ

CÅC⊂GGTCÅT m員mTG凰　MえÅTでCGT　ÅÅ嵐姐且TGTA G姐TÅAm
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図31新たに同定したGT－1の血γル0結合プロモーター、G月R3

GT－1の血vfvo結合プロモーターを同定するため、明条件の緑葉を出発材料にして、

抗GT－1抗血清を用いたTIP法により濃縮したゲノミックDNA断片をさらに精製し

た。具体的にはNi2＋－NTAアガロースへ吸着させたGT－1組換えタンパク質と混合、

洗浄し、溶出、PCR増幅するサイクルを4サイクル繰り返した。得られたゲノミッ

クDNAをプラスミドベクターPT7Blueへ挿入し、無作為に抽出した36クローンに

ついて塩基配列決定をおこなった。塩基配列決定したクローンのうち47％（17／36）

がGER3プロモーター断片であった。本研究で得たゲノミソクDNA断片を実線で示

した。この領域に存在するGTボックスはGTl－boxコア配列（転写開始点上流－60、－

55）のみであった。破線はゲルシフトアツセイのプローブに用いた領域を指す。
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図32　G£R3の発現解析

GER3の器官特異性をRT－PCRにより調べた。GER3は26サイクル、EF－1αは22サ

イクルのPCR反応をおこない、1．2％アガロースゲルにて電気泳動した。EtBr染色し

たアガロースゲルの写真の階調を反転した。
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（b）
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－　　　　　■－　　　　　－

図33　G月R3プロモーター断片をプローブにしたゲルシフトアツセイ

〉5r50

GER3遺伝子プロモーター断片をプローブに用いたゲルシフトアッセイをおこなった。

コンペティターDNAとして未標識のGTl－boxおよびGTlm－boxをプローブの50倍

量加えて、GER3プロモーター断片に村するGT－1組換えタンパク質の結合活性を調

べた。（b）コンペティターDNAとして末標識のGTl－box、GT2－box、GT3－boxをプ

ローブの5倍量、及び50倍量加えてG且尺jプロモーター断片に対するGT－1組換え

タンパク質の結合特異性を調べた。GTトboxをコンペティタ一に用いた場合にシフ

トバンドのシグナル強度が最も低減した（1ane4）。GT－1組換えタンパク質は血Yitlt）

翻訳系により発現させた。GER3プローブ0．2ng、コンペティターDNAlOng、1％ア

ガロースゲル、TE緩衝液の条件でゲルシフトアツセイをおこなった。Bはシフトバ

ンド、Fは過剰のプローブDNAを示す。
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図34　0T－1、OT－4及びGT－5による転写制御モデル

図22で示したモデルに加えて、GT－1が結合するプロモーターを有する代表的な遺

伝子を記した。赤字は本研究により血石γ0での結合を検出したプロモーターを指す0

それ以外の遺伝子は組換えタンパク質あるいは核抽出液を用いたゲルシフトアツセ

ィにより結合が確認されている。GT－1は光合成関連遺伝子（CAB、RBCS）（Gilmartin

etal．，1992；Hiratsukaetal．，1994；TeakleandKay；1995）に限らず、病原・防御関連遺

伝子（PR－Ja、Ttlc、STR）（Bucheletal．，1996；Ouwerkerketal・，1999b；Pasqualietalリ

1999）、あるいは花粉特異的遺伝子（⊥A乃2）（Eyaletal・，1995）など、様々な遺伝子

のプロモーターに結合する。GT－4、GT－5のDNA結合特異性はGT－1と類似するた

め、これらも上述した遺伝子の転写制御に関与する可能性がある。GT－4に関しては

血v加でのリン酸化を確認できていないため、点線で示した。
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ーまとめと展望一

本研究は、GTボックス結合タンパク質群の光応答性の転写制御機構における役割

を明らかにすることを目的とした。

まずGTボックス結合タンパク質群の全体像を知るために、GT－1類似遺伝子のii‘享・

離を試みた。第1章では新規なGT－1類似因子、GT－4、GT－5をコードするcDNAを

単離し、GT－4及びGT－5がGT－1と同様にTrihelix構造を有し、類似したDNA結合

特異性を持ち、核に局在することを明らかにした。以上の結果からGT－4はGT－1に

類した転写活性化因子である可能性が示唆された。一方GT－5は顕著な転写活性化能

を示さないこと、リン酸化を受けてGT－1のDNA結合活性が上昇するのとは逆に、

GT－5は低下することから、GT－1やGT－4による転写活性化を抑制する可能性が示唆

された。続いて第2章では、GT－1のTrihelix構造ほぼ中央部分にKMREKなる、塩

基性アミノ酸に富む領域がGT－1の核局在に必要十分であることを明らかにした。こ

の配列はGT－2のNLSをはじめ既知のNLSとは相同性を示さない新規なNl．Sであ

り、GT－4及びGT－5においても高度に保存されていた。従ってGT－1、GT－4、GT－5

の核局在にはこの新規なNLSが関連することを見出した。第3章ではGT－1、GT－4、

GT＿5のCAβ遺伝子プロモーターへの血vfvo結合プロファイルの解析、並びに新規

血viv。結合配列の同定をおこなった。その結果GT－1の新規血vjvo結合配列として

GER3プロモーターを見出した。シロイヌナズナgermin－1ike proteinの機能には不明

な点が多いが、本研究によりGT－1が発芽や過酸化水素発生系に関与することが初め

て示唆された。

GTボックス結合タンパク質を介した転写制御メカニズムには未だに不明な点が多

い。まず、GTボックス結合タンパク質が単独で基本転写制御因子群をプロモーター

上へ誘導するのか、あるいは他のタンパク質を介するのかについて現段階では詳細

な報告がない。従って酵母two－hybridスクリーニングなどによる相互作用因子の探

索が必要と考えられる。

一方、Trihelix構造に類したDNA結合ドメインの構造解析はこれまで報告がない。

従ってTrihelixとDNAとの結合様式を理解する上で、Trihelix構造の結晶構造解析

も不可欠であろう。GT－1組換えタンパク質は分解しやすいことが結晶構造解析のお

こなわれていない理由の1つであった。新規GT－1類似タンパク質のうちには結晶構

造解析が可能なものもあろう。

シロイヌナズナゲノムプロジェクトの完了に伴って、シロイメナズナ仝ゲノム中

にGT－1類似遺伝子が16遺伝子存在することが明らかになった［同35］。検索結果に

ょっては28遺伝子とする報告もある（Riechmann et al．，2000）。GTボックス結合タ
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ンバク質群を構成する遺伝子数は、傷害応答性の転写制御に関連するWRKY群（72

遺伝子）やエチレン関連の転写制御因子AP2／ERF群（124遺伝子）、bZIPファミリ

ー（81遺伝子）、Mybファミリー（190遺伝子）、bHLHファミリー（139遺伝子）な

ど植物の他の転写制御因子と比較して少ない（Riechmannetal・，2000）。従って分子進

化学的にもGTボックス結合タンパク質の性状に興味が持たれる。

GTボックスのコア配列は比較的redundancyに富むため、ゲノム中に数多く存在す

ると予想される。従って本研究で見出したGE尺j以外にも末同定な結合配列が存在

する可能性がある。今後はTIP法とゲノムアレイを組み合わせた新規結合配列のス

クリーニングなどが有効であろう。従来のシス配列からのアプローチのみでは困難

だった血vfv。結合配列のゲノムレベルでの解析が可能なため、GTボックス結合タ

ンパク質による転写制御メカニズムがより明らかになると考えられる。
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図35　シロイヌナズナゲノムに見出されるGT－1類似遺伝子

シロイヌナズナゲノムDNA配列のデータベースに対してGT－1と相同性を示す遺伝

子を探索した。本研究でクローニングしたGT－4、GT－5並びに主に対照として用い

たGT＿1を赤字で示す。シロイヌナズナゲノムにはGT－1類似遺伝子はGT－1を含め

て16遺伝子存在する。GT－1、GT－2、GT－3a、GT－4、GT－5、GTLl、GTL2以外はGen

Bankのaccessionnumberを記した。
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