
学位申請論文

大坪 憲弘



主論 文

コム ギ ・ピス トンH3遺 伝子 の細胞周期S期 特異 的転写

を規定 する シス調節 エ レメン トの研究

京都大学理学 部植物学 教室

大坪 憲弘



要 旨

コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子(THO12)の 細 胞 周 期S期 特 異 的 発 現 に関 与

す る プ ロ モ ー タ ー 中 の シス 配 列 の 同 定 を 目的 と して 、H3プ ロモ ー タ ーの 下 流

に β一 グル ク ロニ ダ ー ゼ(GUS>遺 伝 子 コー ド領域 を繋 い だ キ メ ラ遺 伝 子 及 び

その 変 異 遺 伝 子 を作 製 し、 エ レ ク トロ ポ レー シ ョ ン法 に よ りイ ネ培 養 細 胞 へ 導

入 す る こ とに よ り形 質 転 換 培 養 細 胞 を得 た 。 この 形 質 転 換 細 胞 をア フ ィ デ ィ コ

リ ン で 処 理 す る こ と に よ り 細 胞 周 期 を部 分 的 に 同 調 化 し 、 薬 剤 除 去 後 の

H31GUSmRNA量 の 変 動 をS1ヌ ク レア ー ゼ ・プ ロ テ ク シ ョン法 で解 析 した 。

ま ず 、 プ ロ モ ー タ ー領 域 を1711、-908、-185か らそ れ ぞ れ+57ま で(転

写 開 始 点 を+1と す る)持 つ3種 類 のH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 を用 い て 、 イ ネ

培 養 細 胞 内 に お け る遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 に どの よ うな変 化 が見 られ る か

を調 べ た 。 そ の結 果 、上 流 域 の 配 列 が短 くな る に つ れ細 胞 周 期 全 体 を通 して の

発 現 量 の低 下 が見 られ る もの の 、-185よ りも上 流 のH3配 列 の 欠 失 はS期 に

お け る細 胞 周 期 特 異 的 なmRNA量 の 変 動 パ タ ー ンに は影 響 しな か っ た。 この

こ とか ら、H3遺 伝 子 の185か ら+57ま での プ ロモ ー タ ー領 域 に遺 伝 子 発 現

のS期 特 異 性 に 関与 す る シス配 列 が 少 な く と も一 つ存 在 す る こ とが明 らか と

な っ た。 この 領 域 に は こ れ ま で に 、植 物 ピ ス トン遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー に共 通

して 見 られ るヘ キ サ マ ー 配 列(ACGTCA)、 オ クタ マ ー 配列(CGCGGATC)、

及 び ノナ マ ー 配 列(CATCCAACG)の3つ がH3遺 伝 子 の転 写 調 節 に関 わ る

シ ス 配 列 と して同 定 され てお り、 これ らが 遺伝 子 発 現 のS期 特 異性 に関 与 し

て い る可 能 性 が 示 唆 され た。

次 に 、上 記 の 可 能 性 を検 証 す る こ と を 目的 と して 、H3プ ロモ ー タ ー領 域 を

1716か ら+52ま で持 つH3!GUSキ メ ラ遺伝 子(-1716H3!GUS)を 基 本 に

一185ま で の プ ロモ ー タ ー領 域 に様 々 な 欠失 、 置 換 を導 入 したキ メ ラ遺 伝 子 を

作 製 し、 こ れ ら変 異 遺 伝 子 を持 つ 形 質 転 換 細 胞 を用 い て遺 伝 子 発 現 のS期 特

異 性 を規 定 す る シス 配 列 の 同定 を試 み た。 その結 果 、ヘ キ サ マ ー 配 列 に2つ の



塩 基 置 換 を導 入 した変 異 遺 伝 子 と、 ヘ キ サ マ ー配 列 及 び オ ク タ マ ー配 列 の一 部

を含 む22bpを 欠 失 させ た変 異 遺 伝 子 を持 つ細 胞 に お い て 、ア フ ィデ ィ コ リ

ン除 去 後 のS期 に お け るmRNA量 の変 動 パ タ ー ンに は 、 は っ き り と した ピー

ク が現 れ な く な る とい う影 響 が み られ た が 、S期 特 異 性 は完 全 に は失 わ れ なか

っ た。 一 方 、 オ ク タマ ー 配 列 あ るい は ノ ナ マ ー配 列 を含 む領 域 の み に変 異 を導

入 した遺 伝 子 や 、 これ ら シ ス 配列 以 外 の プ ロ モ ー ター領 域 に変 異 を導 入 した遺

伝 子 に つ い て は 、S期 特 異 性 へ の 影 響 は み られ なか っ た。 こ れ らの結 果 か ら、

ヘ キ サ マ ー配 列 がS期 特 異性 に 関 与 して い る こ と が明 らか とな った が 、-186

の 上 流 配 列 中 に も同 様 の機 能 を持 つ 配 列 が存 在 し、 こ れ らが185ま で の領 域

に導 入 した変 異 の 影 響 を打 ち消 す方 向 に働 く可 能 性 も示 唆 され た。

上 記 の 結 果 を踏 ま えた 上 で 、ヘ キ サ マ ー 配 列 及 び オ クタ マ ー配 列 が 遺伝 子 発

現 のS期 特 異 性 に 関 与 して い る か ど うか を さ らに詳 し く調 べ る た め に 、上 流

域 を 一184ま で持 つH3/GUSキ メ ラ遺 伝 子(-184H3/GUS)の ヘ キサ マ ー配

列 及 び オ ク タ マ ー 配 列 に 塩 基 置 換 を導 入 した変 異 遺 伝 子 に つ い て 、同 様 の 解 析

を行 っ た 。 そ の結 果 、ヘ キ サ マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー 配 列 の い ず れ に変 異 を導

入 した場 合 に も 、遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 が完 全 に 失 わ れ た。

以 上 の結 果 か ら、

1)ピ ス トンH3遺 伝 子 の 細 胞 周 期S期 特 異 的 な発 現 に は 、 プ ロモ ー ター領

域 の184か ら+52ま での 領 域 が あ れ ば十 分 で あ る 、

2)ヘ キ サ マ ー配 列 及 び オ ク タ マ ー配 列 はH3遺 伝 子 のS期 特 異 的 な転 写 調

節 に深 く関 与 して い る 、

3)-185の 上 流 域 に もS期 特 異 性 を規 定 す る シ ス配 列 が存 在 す る 、

の3つ の 点 が明 らか と な っ た 。
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1.序 論

ピ ス トン は 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム構 造 の 形 成 に必 要 な塩 基性 の タ ンパ ク質 で 、大

部 分 の 真 核 生 物 で は 、H1、H2A、H2B、H3、H4の5分 子 種 か ら構 成 され て い

る(総 説HentschelandBirnstiel,1980;Kedes ,1979;Maxonθ'記,1983;

Osley,1991,RobbinsandBorun,1967参 照)。 高 等 真 核 生 物 で は 、細 胞 当

た りのDNA含 量 が多 く、細 胞 周 期 のS期 に 新 た に合 成 され るDNAを すべ て

パ ッケ ー ジ ン グ す る た め に多 量 の ピス トン蛋 白が 要 求 さ れ 、 その 需 要 を満 た す

た め に 多 数 の ピス トン遺伝 子 が存 在 す る 。 その 数 は鳥 類 や 哺 乳 類 で10～20

コ ピー 、 ウ ニや イ モ リで は600～800コ ピ ーに 達 す る(Kedes ,1979;

Stephensonθ'a',,1981)。 下 等 真 核 生 物 の場 合 、例 え ば酵 母 で は4分 子 種

の ピス トン 、H2A、H2B、H3、H4の 遺 伝 子 が それ ぞ れ2コ ピー ずつ しか存 在

しな い(Smith,1983)。5分 子 種 の ピス トン遺伝 子 の 配 置 や構 造 は 、生 物 に

よ っ て 、 ま た種 に よ っ て 大 き く異 なる 。 無 脊 椎 動 物 で は5分 子 種 の ピス トンが

タ ンデ ム に 繰 り返 して存 在 す る(Kedes,1979)の に対 し、脊 椎 動 物 や下 等 真

核 生 物 で は一 部 に ク ラ ス タ ー をな す もの が あ る が 、 その ほ とん どは不 規 則 に分

散 す る 形 で 存 在 す る(Maxonθ'aA,1983)。5分 子 種 の ピス トンの ア ミ ノ酸

配 列 は進 化 上 良 く保 存 さ れ て い る の で 、 蛋 白 コ ー ド領 域 の 塩 基 配 列 も、 コ ドン

の 縮 重 は あ る もの の極 め て良 く保 存 され て い る。

高 等 真 核 生 物 の ピス トンは 、通 常3つ の 大 き な グ ル ー プ に 分 け られ る。1つ

は複 製 依 存 型(replication-dependent)ピ ス トン と呼 ば れ る もの で 、 これ を

コ ー ドす る遺 伝 子 の転 写 お よ び翻 訳 は通 常 細 胞 周 期 のS期 に お い てDNA合 成

と共 役 して起 こ る(SchOmperli,1986)。 ヌ ク レオ ソー ム構 造 の 形 成 に関 与 す

る コア ヒス トンH2A、H2B、H3、H4及 び リ ンカ ー ヒス トンのH1の 大 部 分

は この 種 類 に 属 す る 。2つ 目 は複 製 非 依 存 型 で 、細 胞 周期 に 関 係 な く一 定 に発

現 され る。 マ ウ スのH3.3(Hraba-ReneveyandKress,1989)な どが これ

に相 当 す る 。 この タ イ プ の ピス トン は 、 分 化 の 完 了 した 非 分 裂 細 胞 に お い て す
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で に ク ロ マ チ ン構 造 を形 成 して い る 複 製 依 存 型 の ピス トン と置 き換 わ る こ とか

ら 、置 換 型 と も呼 ば れ る。3つ 目が 組織 特 異 型 で 、鳥 類 や 魚 類 の 赤 血 球 細 胞 に

見 られ るH5(リ ン カ ー ヒス トンの 一 種)な どが これ に 相 当 す る(Affolteref

a',,1987)。 複 製 依 存 型 ピス トン と 、他 の2者 の 間 に は 、遺 伝 子 編 成 や 発 現

の 様 式 に 大 き な隔 た りが あ る こ とが わ か っ て い る 。例 え ば 、複 製 依 存 型 ピス ト

ン遺 伝 子 が フ ァ ミ リー を形 成 し、 ゲ ノ ム あ た り複 数 の遺 伝 子 コ ピ ー を持 つ の に

対 し、複 製 非 依 存 型 及 び組 織 特 異 型 ピス トンの遺 伝 子 は1コ ピ ーの み で あ る こ

とが 多 い 。

動 物 の 複 製依 存 型 ピス トン遺伝 子 に は 、 一般 的 な ク ラ スll遺 伝 子(RNAポ

リ メ ラ ー ゼllに よ って 転 写 さ れ る遺 伝 子)と は 異 な る2つ の 大 き な特 徴 が あ

る。1つ は イ ン トロ ンの 欠 除 、 も う1つ は3暫 下 流域 に 見 られ る特 殊 な構 造 で

あ る。 一 般 に ほ とん どの ク ラ スll遺 伝 子 が ポ リ(A)付 加 シ グナ ル(AATAAA)

を持 ち、 転 写 され るmRNAの3¶ 端 が ポ リア デ ニル 化 され て い るの に対 し、複

製 依 存 型 ピ ス トンのmRNAに は ポ リ(A)鎖 が 付 加 され な い。 その 代 わ りに6

塩 基 の ス テ ム と4塩 基 の ル ー プ か らな る ス テ ム ・ル ー プ構 造 とそ の下 流 の プ リ

ン塩 基 に 富 む配 列 を持 っ て お り、 これ らがmRNA前 駆 体 の3'端 形 成 に必 須 で

あ る こ と が示 され て い る(Birnstielef飢,1985)。 これ とは対 照 的 に 、複 製

非 依 存 型 や 組 織 特 異 型 ピス トン遺伝 子 は イ ン トロ ン を持 ち、mRNAに もポ リ

(A)鎖 が付 加 さ れ る点 な ど は一般 的 な ク ラ ス 目遺 伝 子 と共通 して い る。

ピ ス トン生 合 成 の 細 胞 周期 との 共 役 は最 初 にRobbinsとBorunに よ って

示 され(RobbinsandBorun,1967)、 そ の後 の解 析 で このS期 特 異 的 な ピ

ス トン蛋 白 の増 減 はmRNA量 の 変 動 が 直接 反 映 され て い る こ とが明 らか とな

っ た(WuandBonn飢1981)。 個 々 の ク ラス の ピ ス トン遺 伝 子 が多 数 単 離 さ

れ 、 共 役 の 分 子 機 構 を探 る 手段 が確 立 され る こ とに よ っ て 、 ピス トンmRNA

量 の細 胞 周 期 特 異 的 な変 動 を制 御 す る仕 組 み が 徐 々 に解 明 され つ つ あ る 。

動 物 に お い て ピ ス トン遺 伝 子 の 大 部 分 を 占 め る複 製 依 存 型 ピス トン遺 伝 子 で
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は 、 先 に も述 べ た よ う に 細 胞 周 期 の 進 行 に と も な うmRNA量 の 変 動 がDNA

合 成 と 強 く 共 役 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の タ イ プ に 属 す る ピ ス トン 遺

伝 子 の 転 写 は 、 一 般 に 細 胞 周 期 がGoま た はG1期 か らS期 へ と移 行 す る に と

も な い3～5倍 に 増 加 し.こ れ に 転 写 後 調 節 が 加 わ っ てS期 を通 して の

mRNA量 の 増 加 は15～30倍 に も 及 ぶ 。 そ してS期 の 終 わ りに 選 択 的 な 分 解

が 起 こ り 、 基 底 レベ ル に 戻 る 。 現 在 で は こ の よ う に 細 胞 周 期 特 異 的 なmRNA

量 の 変 動 は 、 転 写 レベ ル で の 調 節 と 転 写 後 調 節 の 大 き く 分 け て2つ の 段 階 に よ

っ て 制 御 さ れ て い る と考 え ら れ て お り 、 転 写 後 調 節 は さ ら にmRNA前 駆 体 の

プ ロ セ ッ シ ン グ 効 率 、 細 胞 質 へ の 輸 送 、 安 定 性 の 制 御 の3つ の ス テ ッ プ に 細 分

化 さ れ る(Heintz,1991;MarzluffandPandey.1988;OldandWoodland ,

1984;Osley,1991;SchOmperli ,1988;Steine'a'.,1992)。

動 物 ピ ス トン遺 伝 子 に お け るS期 特 異 的 な 転 写 量 の 増 加 は 、 サ ブ タ イ プ特

異 的 な 配 列(Subtype-SpecificConsensusSequence=SSCS)と 、 こ れ

に 結 合 す る 転 写 因 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 事 が'ηvルoあ る い は'η γ1froの

系 を 用 い て 示 さ れ て い る(Heintz,総 説1991,0sley,総 説1991参 照)。 例

え ば 、chicken及 びmammalのH1プ ロ モ ー タ ー に は2種 類 の サ ブ タ イ プ 特

異 的 配 列ACbox(AAGICAAACACAAA)とH1-specifichomologybox

(GCACCAATCACAICGCG-CGCIG)が 存 在 し 、 核 タ ン パ ク 質HITF1

(H1-SF!ACboxfactor)とHITF2が そ れ ぞ れ に 配 列 特 異 的 に 結 合 す る こ

と に よ っ て 遺 伝 子 発 現 のS其 月特 異 性 を 規 定 す る こ と が 報 告 さ れ て い る

(DaltOnandWells,1988;LaBeUaθ ～a'。,1989,Gallinariθfa',,1989)。

ま た 、humanのH2B-specificpromoterelementで あ るCC!TTNATT-

TGCATAC中 のcoreoctamermotif(ATTTGCAT)に はOTF-1(Octl1NFIII)

と呼 ば れ る 核 タ ン パ ク 質 が 結 合 し、G1期 か らS期 へ の 移 行 に と も な う 転 写 の

誘 導 に 働 い て い る(Fletchere'a'.,1987;LaBellaefa'.,1988)。 こ の ほ か

に もhumanのH4-specificpromoterelementに 結 合 す るH4TF2な ど が 同 定

さ れ て い る が(Daileyθ ～a'.,1988)、S期 特 異 的 な 転 写 の 誘 導 に 働 く と い う
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直接 の 証 拠 は得 られ て い な い 。 こ れ らの 核 蛋 白質 因 子 は い ず れ も細 胞 周 期 を通

して存 在 量 が 一 定 で あ る ら しい こ とか ら(一 部 に 異 説 が あ る) 、 リン酸 化 な ど

の 蛋 白 自身 の 翻 訳 後 修 飾 に よ ってS期 特 異 的 にDNA結 合 能 や活 性 化 能
、 あ る

い は他 の 転 写 因 子 との 相 互 作 用 を増 大 させ 、 その結 果 ピ ス トン遺伝 子 のS期

特 異 的 な 転 写 を誘 導 す る の で は な い か と す る 説 が 現 在 の と こ ろ有 力 で あ る

(Heintz,1991;Osley,1991)。 こ れ ら とは対 照 的 に 、動 物 ピス トンH2A及

びH3遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー領 域 に は これ ま でサ ブ タイ プ特 異 的 な配列 は見 出

さ れ て い ない 。

下 等 真 核 生 物 に お け る 興 味 深 い 例 と し て 挙 げ ら れ る の は 酵 母(S

cerev's'ae)のH2A-H2Bintercistronicregionに 存 在 す る2種 類 の 配列 で 、

一 方 に は 正 の 制 御 因子 が
、他 方 に は抑 制 因子 が結 合 す る こ とか ら、細 胞 周期 に

依 存 した 正 負 両 方 向 へ の制 御 機 構 が共 存 す る ら しい と考 え られ て い る(Osley

θ'a'.,1986)

以 上 に例 を挙 げ た よ うに 、 ピ ス トン遺 伝 子 の 細 胞 周 期 特 異 的発 現 に関 す る こ

れ ま での 報 告 は動 物 及 び酵 母 の もの が ほ とん どで あ っ た。 遺 伝 子 発 現 のS期

特 異 性 に 関 す る研 究 が 、 細 胞 周 期 の 同 調 化 とい う操 作 を必 要 とす る た め 、 その

系 が確 立 され た動 物 や酵 母 の培 養 細 胞 を 中 心 に 行 わ れ て き た とい うの が その お

も な理 由 で あ る。 しか し、岩 渕 らの 研 究 グル ー プ にお い て最 初 に コ ム ギ ヒス ト

ンH3、H4の 遺 伝 子 が ク ロ ー ン化 され るに 至 っ て 、高 等 植 物 に於 い て もcDNA

及 びgenomiccloneが コ ム ギ(Tabataθ'a'.,1984;Tabataandlwabuchi,

1984;Tabatae～a'.,1983;Yangθfa'.,1991)、 トウモ ロ コ シ(Chaubetθf

飢,1986;GigotθfaA,1987)、 イ ネ(Wuθf飢,1989b)、 ア ラ ビ ドプ シ ス

(Chabouteθfa'.,1987;GanttandLenvik,1991)、 ア ル フ ァル フ ァ(Wu

θ'a'.,1988)、 パ セ リ(Wuefa'.,unpublished)な ど か ら単 離 され て い るb

こ の よ うに1次 構 造 上 の 特 徴 な ど に関 す る情 報 が蓄 積 され るに つ れ 、 その 転 写

調 節 機 構 や 転 写 後 調 節 の あ り方 が 、動 物 の もの と必 ず し も一 致 しな い と い うこ

4



と が明 らか と な っ た 。例 え ば 、植 物 ピス トン遺 伝 子 に は動 物 ピ ス トン遺 伝 子3'

下 流 域 に 共 通 した特 徴 で あ る ス テ ム ・ル ー プ構 造 が 存 在 せ ず(Tabataand

lwabuchi,1986)、 そのmRNAは ポ リア デ ニル 化 さ れ て い る(Chabouteef

a',,1988;Chaubetθfa',,1988;Mikamiandlwabuchi,1993;Wuθ'a'.,

1989a)。 また 、植 物 ピス トン遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー領 域 に は、動 物 に見 られ

る サ ブ タ イ プ特 異 的 な配 列 と相 同 な もの は見 出 さ れ て い ない 。 一 方 、植 物 ピス

トン遺 伝 子 の 発 現 に か か わ る特 有 の シ ス 配 列 や転 写 調 節 に関 わ る核 蛋 白 質 因 子

が こ れ ま で に複 数 同定 さ れ てお り、 これ らが転 写 の活 性 化 に働 く例 も示 され て

い る(Mikamiandlwabuchi,総 説1993参 照)。 この う ちの い くつ か は植 物

ピ ス トン 遺 伝 子 の 分 裂 組 織 特 異 性 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ て い る が

(Atanassovae'aA,1992;Kaprosθ'a'.,1993;Lepetitθfaハ1992)、 遺

伝 子 発 現 のS期 特 異 性 を制 御 す る とい う直接 的 な証 拠 は ま だ得 られ てい なか

った 。 同 調 系 を用 い た植 物 ピス トン遺伝 子 の 解 析 で は 、 わ ず か に三 上 らが タバ

コの 培 養 細 胞BY-2株 の 分裂 同 調 系 を用 い て 内在 のH3及 びH4mRNA量 の 変

動 がDNA合 成 と共 役 して い る こ と を見 出 だ す に と ど ま って い た(Mikamiand

lwabuchi,1993)。 この よ うに動 物 ピス トン遺 伝 子 の発 現 制 御 機 構 が ピス トン

遺伝 子 全 般 に 適 合 しな くな っ た以 上 、 ピス トン遺 伝 子 のS期 特 異 的制 御 機 構

の 解 明 に は植 物 ピス トン を含 め た総 合 的 な解 析 や考 察 が 必 要 不 可 欠 とな って い

る。

コ ム ギH3遺 伝 子 の1つ で あ るTHO12(Tabataθ'飢,1984)は 、種 々の

植 物 遺 伝 子 の 中 で も特 に その 解 析 が 進 ん で お り、5'側 か らの 欠損 変 異 や塩 基 置

換 を導 入 した変 異 遺伝 子 の発 現 量 の 解 析 か ら、転 写 開 始 点 上 流185bpま で の

間 に 、 少 な く と も3つ の正 に働 くシ ス配 列 、 ヘ キサ マ ー配 列(ACGTCA)、

オ ク タマ ー配 列(AATCCGCG=植 物 ピス トンの 共 通 配 列CGCGGATCと は

逆 向 き で1bp異 な る)、 そ して ノ ナ マ ー 配 列(CATCCAACG)が 存 在 す る

こ とが 示 され て い る(Nakayamaθf飢,1989;Nakayamae～a∬.,1992)(図

1)。 ま た 、 こ れ らの 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る 核 蛋 白 質 と して ヘ キサ マ ー配 列
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に はHBP-1a及 びHBP-1b(Mikamiθ'a' ,,1987;Mikamiθfa',,1989)、 オ

ク タ マ ー 配 列 に はOBRF(Minamiefa1.,unpublished)、 ノナ マ ー配 列 に は

HBP-2(Kawataefa1.,1988)が 同 定 され て い る。 この他 に もヘ キサ マ ー 配

列 及 び オ ク タ マ ー 配 列 を含 む領 域 に1本 鎖 特 異 的 に結 合 す る核 蛋 白質ssDBP-

1,ssDBP-2や(Takaseθfa∬.,1991a)、 ノナ マ ー を含 む38bpの 配 列 に結

合 す る蛋 白 因子WZF1(Sakamotoefa'.,1993)も 同 定 さ れて い る。 これ ら

の シ ス配 列 及 びDNA結 合 蛋 白の い ず れ か が遺 伝 子 発現 の 細 胞 周 期 特異 性 を も

た らす可 能 性 は早 くか ら指 摘 され て い た 。

本 研 究 で は 、 このH3遺 伝 子 のS期 特 異 的 な発 現 を制 御 す る シ ス領 域 の 同

定 を試 み た。 本 論 文 の 前 半 で は イ ネ培 養 細 胞 の 形 質 転 換 お よび こ れ ら細 胞 を用

い た 同調 培 養 系 の確 立 と検 証 を中心 に 、後 半 で はH3プ ロモ ー タ ー領域 に様 々

な塩 基 の 欠 失 、置 換 を導 入 した変 異 遺 伝 子 の 解 析 の 結 果 、特 定 の シ ス配 列 がS

期 特 異 性 を規 定 す る エ レ メ ン トと して 同 定 さ れ た こ とに つ い て述 べ る。 ま た、

シス 配 列 と トラ ン ス因 子 との 関 わ り合 い や 、分 裂 組織 特 異 的 発 現 に関 す る これ

ま で の 知 見 との 比 較 、 さ らに はS期 特 異 的 な遺 伝 子 発 現 の 制 御 の 機 構 な どに

つ い て も考 察 す る。

6



ll.材 料 と 方 法

H3/G{ノSキ メ ラ遺 伝 子 及 び そ の 変 異 遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ドの 作 製

本 研 究 で 用 い たH31GUSキ メ ラ 遺 伝 子 は い ず れ も岩 渕 らの 研 究 グ ル ー プ に

よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ た コ ム ギ ・ピ ス トンH3遺 伝 子(THO12)の プ ロ モ ー タ

ー 領 域 に εsc力erlc力'aco〃 由 来 の β 一 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ(GUS)遺 伝 子 蛋 白

コ ー ド領 域 を 結 合 して 作 製 し た 。 遺 伝 子 の3'下 流 域 に は ノ パ リ ン 合 成 酵 素

(NOS)遺 伝 子 の 転 写 終 結 配 列 を含 む 約270bpの 断 片 を結 合 し た 。

p185H31GUS(Nakayamaθ'a'.,1992)は 、-185か ら+57ま で のH3プ

ロ モ ー タ ー 領 域 を持 つH3/GUSキ メ ラ 遺 伝 子(-185H31GUS)をpUC19ベ

ク タ ー のHindlll1EcoRlサ イ トに 導 入 した プ ラ ス ミ ドで あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド

を 基 本 と し てH3プ ロ モ ー タ ー の 上 流 域 を そ れ ぞ れ 一1711、-908ま で持 つ

p1711H3/GUS及 びp908H31GUSを 作 製 し た 。p1711H3/GUSで はH3フ.

ロ モ ー タ ー の 一185上 流 配 列 のSao1!H'ηd川 断 片 を 、p908H31GUSで は

ハvall1月'ηdlll断 片 を そ れ ぞ れ5'端 にH'ηd川 リ ン カ ー を結 合 し て

p185H31GUSのH'ηdlllサ イ トに 導 入 し た 。 こ の よ う に し て 、 プ ロ モ ー タ ー

上 流 域 の 長 さ の 異 な る3種 類 のH31GUSキ メ ラ 遺 伝 子 を得 た 。

H3プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 内 部 欠 失 、塩 基 置 換 変 異 を導 入 し、 そ の 影 響 を解 析

す る た め の 基 本 と な るH3/GUSキ メ ラ 遺 伝 子(-1716H31GUS)をpUC118

ベ ク タ ー のH'ηdlll!EcoR1サ イ トに 導 入 し た プ ラ ス ミ ドpNHGN1716は 以 下

の 手 順 で 作 製 した 。 ま ず 、p185H3/GUSのH'ηdlll1EooRI断 片 をpUC118ベ

ク タ ー のH'ηdlll!EooR1サ イ トに ク ロ ー ン 化 し、pUC118-185H3!GUSを 得

た 。 こ の プ ラ ス ミ ドを も と に 、site-directedmutagenesis法(Kunkel,1985)

と 図2Aに 示 した4種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 塩 基 置 換 を 導 入 し てH3プ ロ モ

ー タ ー 領 域 に ハCC1(-128～-123) 、Xbal(-92～-87)、 ～od(-59～-52)の3

種 の 制 限 酵 素 サ イ トを 、 ま たGUS遺 伝 子 蛋 白 コ ー ド領 域 との 結 合 サ イ トと な
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る8amH1サ イ ト(+52～+57)を 作 製 し た 。 ダ イ デ オ キ シ法 で 配 列 を確 認 し た

後 、H'ηd川1BamHl断 片 を制 限 酵 素 で 切 断 し回 収 し た 。 こ の 断 片 はH3プ ロ モ

ー タ ー の 一185か ら+52の 配 列 に 相 当 す る部 分 と な る
。 次 に 、pBl221

(Jefferson,1987)に 由 来 す るNOS遺 伝 子 転 写 終 結 配 列 を含 むSacl1EcoRl

断 片 とH3プ ロ モ ー タ ー1716か ら 一185ま で のSad/H1ηd川 断 片 をEcoRl

リ ン カ ー を介 し て 結 合 し た 後 、 図2BのHKS★ ア ダ プ タ ー と と も にPUC118

ベ ク タ ー の 月'ηdlIlサ イ トへ 導 入 した 。 ア ダ プ タ ー 内 のH1ηd川 サ イ ト及 び 両

断 片 接 合 部 のEcoRlサ イ トを制 限 酵 素 及 びKlenowfragmentで の 処 理 に よ っ

て 失 活 さ せ た 後 、 残 っ た マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト中 のH加d川 サ イ トと

EcoRlサ イ トに 先 の 一185か ら+52のH3プ ロ モ ー タ ー 断 片(H'ηd川18amHl)

と 、pB1221か ら新 た に 切 り 出 し た θamHl/EcoRl断 片(GUSコ ー ド領 域 と

NOS転 写 終 結 領 域)を 導 入 し た 。 こ の 方 法 で 作 製 し た プ ラ ス ミ ドの う ち 、H3

プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 変 異 を 導 入 し て い な い もの をpNHGN1716wt、 塩 基 置 換

に よ っ て プ ロ モ ー タ ー 領 域 に3種 の 新 た な 制 限 酵 素 サ イ トを作 り 出 した も の を

pNHGN1716modと 呼 ぶ 。pNHGN1716wtは 、 遺 伝 子 の 上 流 側 に もNOS転

写 終 結 領 域 を持 つ 点 と 、H3プ ロ モ ー タ ー とGUSコ ー ド領 域 と の 結 合 部 位 に 制

限 酵 素 サ イ ト(BamHDを 持 つ 点 がp1711H31GUSと は 異 な る 。 プ ロ モ ー タ

ー 領 域 に 変 異 を導 入 し た 遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ドはpNHGN1716modを 基 本

に 作 製 し た 。

H3プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 一 部 を 内 部 欠 失 さ せ たH31GUSキ メ ラ 遺 伝 子 を持

つ プ ラ ス ミ ドpNHGN1716△HS(-181!-158)、pNHGN1716△SA(-161/

126)、pNHGN1716△AX(-125/-91)、pNHGN1716△XN(-881-57)、

pNHGN1716△HN(-181/-57)は 、pNHGN1716modのH3プ ロ モ ー タ ー 領

域 の5つ の 制 限 酵 素 サ イ ト、H'ηd川 、Sacll、Acc1、XOa1、 ～o～1の う ち2つ

の サ イ ト間 の 配 列 を 制 限 酵 素 処 理 に よ っ て 切 り 出 し た 後 、Klenowfragmentで

処 理 し 、T4DNAligaseを 用 い て 再 結 合 す る 事 に よ り 作 製 し た 。 ま た 、 ヘ キ サ

マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー 配 列 に 変 異 を 導 入 し たpNHGN1716Hex.M、
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pNHGN17160ct.M、pNHGN1716Hex.M-Oct.MはH'ηd川/Sacllサ イ ト問

の 配 列 を 図2Cに 示 し た変 異 配 列 を持 つ 合 成DNAで 置 き 換 え る こ と に よ り 作 製

し た 。

H3プ ロ モ ー タ ー の185上 流 配 列 を 欠 くH3/GUS遺 伝 子 と 、 そ のH3プ ロ

モ ー タ ー 領 域 に 変 異 を 導 入 し たH31GUSキ メ ラ 遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ド

pNHGN184wt、pNHGN184mod、pNHGN184Hex.M、pNHGN1840ct.M、

pNHGN184Hex,M-Oct.Mは 、pNHGN1716系 プ ラ ス ミ ドの そ れ ぞ れ に 対 応

す る も の か らSacl1H1ηdll1間 の 配 列(-1716～-185)を 制 限 酵 素 処 理 に よ っ て

切 断 、 除 去 した 後 、 末 端 をKlenowflagmentで 処 理 し 、T4DNAIigaseを 用

い て 再 結 合 す る こ と に よ り作 製 し た 。

な お 、 以 下 の 本 文 中 及 び 図 中 に お い て はPNHGN系 プ ラ ス ミ ドの 持 つ そ れ

ぞ れ のH31GUS遺 伝 子 を 「1716wt」 、 「184Hex.M1の よ う に 簡 略 化 して

表 記 す る 。

イ ネ 培 養 細 胞 の 形 質 転 換

対 数 増 殖 期 の イ ネ 培 養 細 胞(Oc,Babaefa'.,1986)を 経 塚 らの 方 法 に よ

り プ ロ トプ ラ ス ト化 し(Kyozukaθfa'.,1987)、 形 質 転 換 に 用 い た 。 エ レ ク

トロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 上 記 のH31GUSキ メ ラ 遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ド と

ハ イ グ ロ マ イ シ ン耐 性(Hm「)遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ド(pSHI943,Bilangef

al,,1991)を 同 時 に 導 入 し 、Hm「 の 形 質 を持 つ カ ル ス を経 塚 らの 方 法 に従 い 選

抜 した(Kyozukaefaハ1990;Shimamotoθfa'.,1989)。 さ ら にGUS活

性 を も つ 細 胞 をhistochemicalassay法(Jefferson,1987)で 選 抜 し 、 解 析

に 用 い た 。
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形 質 転 換 培 養 細 胞 内 のG(ノS活 性 の 測 定

5-bromo-4・chloro-3-indoly1一 β一D-glucuronide(X-gluc)を 基 質 と す る

histochemicalassay法 に よ る 形 質 転 換 培 養 細 胞 のGUS活 性 の 検 出 と
、4-

methylumbelliferil一 β一D-glucuronide(MUG)を 基 質 と す るfluorometric

assay法 に よ るGUS活 性 の 測 定 は 、Jeffersonら の 方 法 に 従 っ た

(JefferSon,1987)Q

イ ネ 培 養 細 胞 か ら の ゲ ノ ムD～Aの 抽 出

Southern法 及 び[3H】 チ ミ ジ ン に よ る パ ル ス ラ ベ ル 法 で の 解 析 に 用 い た ゲ ノ

ムDNAの 抽 出 に はMettlerら の 方 法(Mettler ,1987)を 改 良 して 用 い た 。 湿

重 量400mg程 度 の 細 胞 に 破 砕 バ ッ フ ァ ー(50mMTris-HclpH8.0,50mM

NaCI,3mMMgCl2,0.25MSucrose)を 加 え 、 氷 冷 し な が らテ フ ロ ン ホ モ ジ

ナ イ ザ ー で 破 砕 す る 。EDTA20mMとSodiumN-LauroylSarcosinate1%

を 加 え 室 温 で30分 置 い た 後 、 フ ェ ノ ー ル 処 理2回 、 エ ー テ ル 処 理3回 を行 い 、

エ タ ノ ー ル 沈 殿 す る 。 回 収 したDNAはCsClを 用 い た 密 度 勾 配 遠 心

(436,000xg,6時 間)に よ り精 製 し た 。

導 λ 遺 伝 子 のSOひ 酌 θrη法 に よ る解 析

上 記 の 方 法 に よ っ て 、 遺 伝 子 導 入 を 行 っ て い な い 培 養 細 胞 及 び 形 質 転 換 細 胞

か ら抽 出 した ゲ ノ ムDNAO.45μgを 月'ηd川 ま た はEcoRlで そ れ ぞ れ 切 断 し、

1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 展 開 した 。 ゲ ル に 展 開 し たDNA断 片 は0.4M

NaOHとVacuGeneVacuumBlottingSystem(PharmaciaLKB)を 用 い て

ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン(HybondN+,Amersham)上 に プ ロ ッ テ ィ ン グ し、32P

標 識 したp185H31GUSのH'ηdlll1εcoRl断 片 と 常 法(Maniatisθfa'.,1982)
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に従 い ハ イ ブ リ ダ イ ズ させ た。 形 質 転 換 細 胞 に導 入 され た ト13/GUSキ メ ラ遺

伝 子 の コ ピー 数 は 同時 に 泳動 した コ ピー 数 マ ー カ ー との 比 較 に よ り決 定 した。

シ グ ナ ル の 強 さの 測 定 に はAMBISRadioanalyticImagingSystem(AMBiS

Systems)を 用 い た。

細 胞 の培 養 及 び細 胞 周 期 の 同 調 化

形 質 転 換 培 養 細 胞 の 液 体 培 養 は2,4-D(2mg/1)、myo-inositol(100mg/1)、

thiamine-HC1(0.4mg!1)、 及 び3%(wlv>sucroseを 含 む100mlのMS

培 地 を用 い て 、26。C暗 所 で振 蛋 培 養(100往 復 ノ分)す る こ とに よ って 行 った 。

1週 間 毎 に 、細 胞 塊 の小 さ い もの を選 抜 しなが ら3mlず つ継 代 し、最 低3ヵ

月 間継 代 を続 け た もの を実 験 に用 い た 。

細 胞 周 期 の 同調 化 は以 下 の 手 川頁で 行 な っ た。継 代 後6日 目の培 養細 胞15ml

(packedcellvolume)を ア フ ィデ ィ コ リン10四 ノmlを 含 む300mlのMS

培 地 に 移 し、上 記 と同 様 の 条 件 で培 養 す る。24時 間 培 養 した後 、500m1の ア

フ ィデ ィコ リ ン を含 ま な い新 しいMS培 地 入 りの メデ ィ ウ ム瓶 に細 胞 を取 り、

撹 拝 子 を用 い て撹 拝 しな が ら10分 間 洗 浄 す る。 洗 浄 操 作 を2回 繰 り返 した後 、

MS培 地700mlに 細 胞 を分散 して300m1コ ルベ ン7本 に分 取 し、通 常 の 継

代 と同 じ条 件 で 振 撮 培 養 す る.薬 剤 除 去 直 後 か ら1時 間 毎 に細 胞 を取 り、300

mgを[3H】 チ ミジ ンで の パ ル ス ラベ ル に用 い 、残 りの細 胞 をRNA抽 出 用 の サ

ンプ ル と して液 体 窒 素 で凍 結 し、-80℃ で保 存 す る 。

'3H1チ ミ ジン パ ル ス ラベ ル 法 に よ るD～A合 成 の 検 出

薬 剤 除 去 後 の 各 時 間 に お い て集 め た細 胞 の う ち湿 重 量300mg程 度 を2ml

のMS培 地 に 再 懸 濁 した 後 、[3H]チ ミジ ン20μCiを 加 え る。 ペ リス タ ポ ンプ

とパ ス ツ ー ル ピペ ッ トを用 い て無 菌 的 に 、 か つ穏 や か に 送 気 す る こ とに よ り撹
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搾 しな が ら26℃ で20分 間 標 識 し、速 や か に培 地 を除 去 して液 体 窒 素 で凍 結

す る 。 この 細 胞 か らSouthern法 に用 い る場 合 と同 様 の 手 順 でゲ ノ ムDNAを

抽 出 し、10μgをWattmannDE81フ ィル ター に載 せ 、液 体 シ ン チ レー シ ョ ン

カ ウ ン ター に よ る放 射 活 性 の 測 定 に用 い た。

月～Aの 抽 出 とS7法 に よ るm月 ～Aの 解 析

全RNAの 抽 出 とS1法 に よ る解 析 は 中 山 らの方 法 に従 っ た(Nakayamaθ ～

飢,1989)。 高 比 活 性1本 鎖DNAプ ロ ー ブ は 、M13系 ファ ー ジ を基 本 とす

る3種 類 の1本 鎖 鋳 型DNA(mpHG ,mpHG2,mpHm)を も とに プ ロー ブ全

体 を 均 一 に ラ ベ ル す る 方 法 で 合 成 し た 。-1711H3/GUS、-908H3!GUS、

-185H3!GUS遺 伝 子 か ら転 写 さ れ るmRNAを 検 出 す る プ ロ ー ブの 鋳 型 とな る

mpHGは 、p185H31GUSのH'ηdlll1EooRl断 片 をM13mp19の マ ル チ ク ロ

ー ニ ン グ サ イ トに 導 入 した後
、1本 鎖DNAを 調 製 して得 た。mpHG2は

pNHGN系 プ ラ ス ミ ドのH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 か ら転 写 され るmRNAを 検 出

す る ため の 鋳 型 で 、pNHGN1716wtの 月1ηd川/EooRI断 片 を用 い てmpHG

と同様 の方 法 で作 製 した。 ま た 、Hm「mRNAを 検 出 す る プ ロ ー ブの 鋳 型 と な

るmPHmは 、Hm「 遺 伝 子 の 蛋 白 コー ド領 域 に 由来 す るBamHl1月'ηdlll断 片 を

M13mp18の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ トに導 入 して 得 た。H31GUSmRNAに

対 す る プ ロ ー ブの 合 成 反 応 に は2種 類 の合 成 オ リゴヌ ク レオ チ ドプ ラ イマ ー を

用 い た 。 プ ライ マ ーA(5'-CGCGCTGATACCAGACG-3う はGUSコ ー ド

領 域 中 の+118か ら+134(H3プ ロ モ ー ター の転 写 開 始点 を+1と す る)に 相

当 し、 プ ラ イ マ ーB(5'-GGCCACAGGCCGTCGAG-31)は+273か ら

+289に 相 当 す る(図3参 照)。 プ ラ イ マ ーAは 転 写 開 始点 確 認 の ため の シー

ク エ ン ス反 応 に用 い た。Hm「 遺 伝 子 か ら転 写 され るmRNAに 対 す る プ ロ ー ブ

の 合 成 に はM4プ ライ マ ー(TAKARA)を 用 い た。H31GUSキ メ ラ遺伝 子及 び

Hmr遺 伝 子 か ら転 写 さ れ るmRNAは 、 泳 動 後 乾 燥 させ た ポ リア ク リル ァ ミ ドゲ
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ル 上 の シ グ ナ ル に 相 当 す る 放 射 活 性 をAMBISRadioanalyticlmaging

Systemに よ っ て 直 接 測 定 し、 定 量 し た 。

～o肋 θm法 に よ るmR～Aの 解 析

1レ ー ン 当 た り10μgの 全RNAを2.1Mホ ル ム ア ル デ ヒ ドー1%ア ガ ロ ー

ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 展 開 し 、50mMNaOHを トラ ン ス フ ァ ー 溶 液 と して ナ イ ロ

ン メ ン ブ レ ン(HybondN+、Amersham)に プ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。RNAプ ロ

ッ トは32Pで 標 識 し たDNAプ ロ ー ブ と 常 法(Maniatisθ ～a',,1982)に 従 い

ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 プ ロ ー ブ の 作 製 に はH3遺 伝 子(THO12)の 蛋 白 コ ー

ド領 域 に 由 来 す る301bpのEcoT141断 片 を用 い た 。 メ ン ブ レ ン上 のH3

mRNAに 相 当 す る シ グ ナ ル の 放 射 活 性 はAMBISRadioanalyticImaging

Systemに よ っ て 直 接 測 定 し 、 定 量 し た 。
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lll.結 果

lll-1.H3!GUSキ メ ラ遺 伝 子 を持 つ 形 質 転 換 細 胞 株 の 確 立

本 研 究 で は は じめ に 、 コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 の細 胞 周 其月特 異 的 発 現 を

解 析 す る た め の培 養 細 胞 株 及 び解 析 系 の 確 立 と検 証 を行 っ た。 解 析 の 基 盤 と し

て イ ネOc細 胞 の 形 質 転 換 系 を用 い た理 由 に は、1)エ レク トロポ レー シ ョン

に よ る 遺 伝 子 導 入 の 系 が確 立 され て お り、 形 質転 換 効 率 が 高 い こ と と 、2)コ

ム ギ と同 じ単 子 葉 植 物 由 来 で あ る た め 、 双子 葉植 物 で あ る タバ コの 系 に 比 べ 、

よ り忠 実 な機 能 解 析 が 期 待 で きる こ と な どが挙 げ られ る。

イ ネ 細 胞 中 で のH3プ ロ モ ー タ ー活 性 お よび発 現 の細 胞 周 期 特 異性 に つ い て

解 析 を進 め る た め に 、 ま ず コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子(THO12)プ ロモ ー タ

ー領 域 とGUS遺 伝 子 の 蛋 白 コ ー ド領 域 をつ ない だ3種 類 の キ メラ遺 伝 子(図

3A;-1711H3/GUS,-908H31GUS,-185H31GUS)を 持 つ プ ラス ミ ドをそ れ ぞ

れpSHI943プ ラ ス ミ ドと とも に エ レ ク トロポ レー シ ョ ン法 に よ って イ ネOc

培 養 細 胞 に 導 入 した 。pSH1943は 、 カ リ フラ ワー モ ザ イ ク ウ ィル ス(CaMV)

35Sプ ロモ ー タ ー に ハ イ グ ロマ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 蛋 白 コ ー ド領 域 をつ ない だ キ

メ ラ遺 伝 子 を持 つ プ ラ ス ミ ドで 、選 抜 マ ー カ ー と して の 機 能 と、細 胞 周 期 に依

存 しな い転 写 の 対 照 と して の機 能 を合 わせ 持 って い る もの で あ る 。Hm「 の 形 質

を 持 っ た 形 質 転 換 細 胞 コ ロ ニ ー を 選 抜 し 、 培 養 を 続 け た 後 、 さ ら に

histochemicalassay法(Jefferson,1987)に よ りGUS活 性 を持 つ コ ロ ニ

ー を選 抜 して以 下 のfluorometricassay法 に よ り検 定 した。

表1に 示 され て い る よ うに 、単 一 細 胞 由 来 の カ ル スのGUS活 性 は50～

13,600pmol4MU(4-methyl-umbelliferone)1minlmgproteinと な った 。 こ

の よ うに 、形 質 転 換 細 胞 株 ご とにGUS活 性 の ば らつ きが見 られ る もの の 、H3

プ ロ モ ー タ ーの 上 流 域 が 短 くな る に伴 いGUS活 性 が減 少 す る傾 向 が 見 られ た 。

例 え ば 一1711H3/GUSキ メ ラ遺 伝 子 に比 べ 、-908H3/GUSキ メ ラ遺 伝 子 で は
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112、-185H3!GUSキ メ ラ遺 伝 子 で は1/14で あ っ た。 この こ とはH3プ ロモ

ー タ ー の 一186の 上 流 に は プ ロモ ー ター活 性 を増 幅 させ る シ ス配列(エ ンハ ン

サ ー)が 存 在 す る こ と を示 して い る 。

以 降 の 実 験 に お い て は そ れ ぞ れ の遺 伝 子 に つ い て2種 類 の形 質転 換 細 胞株 を

用 い た。1711-9、908-20、185-33は 平 均 的 なGUS活 性 を持 つ細 胞 株 、

1711-12、908-21、185-35は 同種 の形 質転 換細 胞 の 中 で も比 較 的 強 いGUS

活 性 を持 つ細 胞株 で あ る 。Southern法 に よ る解 析 か ら、 こ れ らの 形 質転 換 細

胞 はゲ ノム(2n)当 た り1コ ピー か ら3コ ピ ーのH3!GUSキ メ ラ遺伝 子 を持

つ こ とが わ か っ た(図4)。 コ ピ ー数 が 必 ず しもGUS活 性 の 強 さ を反 映 しな

い の は 、導 入 さ れ るゲ ノム上 の位 置 に よ っ てpositioneffectな どの 影 響 を受

け る た め と考 え られ る 。 ま た レー ン3か ら7に か け て見 られ る い くつ かの 弱

い シ グ ナ ル は島 本 の 報 告(Shimamoto,1991)に あ る よ うに 、導 入 に際 して プ

ラ ス ミ ドが 断 片 化 して ゲ ノム に 組 み 込 ま れ た もの に由 来 して い る。 こ れ は遺伝

子 を直 接 導 入 す る方 法 で 得 た形 質 転 換 植 物 な どで は しば しば見 られ る現 象 で あ

り 、実 際 に は イ ン タ ク トな状 態 で染 色 体 に組 み込 ま れ た 遺 伝 子 の み が発 現 して

い る もの と考 え られ る 。 これ ら6種 の 形 質 転 換 細 胞 株 は 液 体 培 養 の 状 態 で継 代

し、H3プ ロモ ー タ ー の機 能 解 析 に用 い た。

ll1-2.イ ネ形 質 転 換 細 胞 中 でのH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 の 転 写

形 質 転 換 細 胞 中 でH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 が正 確 に転 写 され て い る か ど うか

を調 べ る た め に 、 ま ずSlnucleaseprotection法(以 下S1法 と略 記)に よ

っ てH3/GUSキ メ ラ遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 を決 定 した(図5)。 そ れ ぞ れ の形 質

転 換 細 胞 に お い て 、 わ ず か に+6のA残 基 か らの転 写 が見 られ る もの の 、多 羽

田 らが 報 告 して い る よ うにH3遺 伝 子(THO12)本 来 の転 写 開 始 点(+1のA

残 基)か らの 強 い 転 写 が確 認 され た(Tabataθfa'.,1984)。 この こ と は、 こ

の キ メ ラ遺 伝 子 に お け るH3プ ロ モ ー タ ー か らの転 写 が そ の 下 流 に 結 合 した
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GUSコ ー ド領 域 に 影 響 され ない こ と を示 して い る。1711-9細 胞 株 に お い て 、

GUS活 性 が比 較 的 高 い に も関 わ らず(表1、5967pmo14MUlminlmgprotem)

弱 い シ グ ナ ル しか観 察 され ない の は(図3、 レー ン5)、 液 体 培 養 に お け る細

胞 の 状 態 が 不 安 定 で生 理 的 な活 性 が 低 下 して い た た め と考 え られ る。

川 一3.形 質 転 換 細 胞 に お け るH3/GUSキ メラ遺 伝 子 の細 胞 周期 特 異 的 な

発 現

イ ネゲ ノ ム 中 に導 入 さ れ たH3/GUSキ メラ 遺伝 子 が 細 胞 周 期 特 異 的 に発 現

す る か ど うか をア フ ィデ ィコ リ ン処 理 に よ る同調 培 養 系 を用 い て調 べ た 。 ア フ

ィデ ィ コ リ ンはDNAポ リメ ラ ー ゼ αの 特 異 的 な阻 害 剤 で 、DNA合 成 を可

逆 的 に 阻 害 し(lkegamiθfaA,1978)、 こ れに よ っ て細 胞 周 期 の 進 行 を ブ ロ

ッ クす る こ とが で き る(Pedrali-Noyθfa'.,1980;SalaθfaA,1982)。 長 田

ら は この 薬 剤 が 細 胞 分 裂 を高 率 で 同調 し得 る こ と を タ バ コの 培 養 細 胞(BY-2)

を用 い て確 認 して い る(Nagataθ'記,1982)。 ま た 、三 上 らは この 同 調 系 を

用 い て タ バ コ のH3及 びH4遺 伝 子 が 細 胞 周 期 特 異 的 に 発 現 す る こ とを示 した

(MikamiandIwabuchi,1993)。 本 研 究 で は 、 この 同 調 系 に お け る薬 剤 処 理

の方 法 を改 善 して 、 イ ネ培 養 細 胞 で の部 分 的 同 調 化 に成 功 した。

継 代 後6日 目 の イ ネ培 養 細 胞 は増 殖 が ほ ぼ定 常 状 態 に達 して お り 、細 胞 周 期

はG1期(も し くはGo期)に お い て停 止 して い る と考 え られ る。 この 細 胞 を

ア フ ィ デ ィ コ リン10四!mlを 含 む新鮮 なMS培 地 に移 して24時 間 培 養 す る

こ と に よ り、 細 胞 周 期 がG1期 とS期 の 境 界 ま で進 行 した細 胞 を蓄 積 させ た。

薬 剤 の 除 去 は通 常 、 メ ッ シ ュ上 に集 め た 細 胞 に新 鮮 な培 地 を通 して洗 う とい う

方 法 で行 うが 、本 研 究 に お い て は集 め た 細 胞 を培 地 入 り の メデ ィウ ム瓶 中 で撹

搾 しな が ら薬 剤 を強 制 的 に除 去 す る とい う方 法 を採 っ た。Oc細 胞 の場 合 、 こ

の 方 法 を用 い る こ とに よ って 同調 率 が 最 大5割 程 度 向 上 し、薬 剤 除去 後 の細 胞

分 裂 指 数(M.1.=mitoticindex)は17時 間 目 で30に 達 した(デ ー タ省 略)。
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この 値 は タバ コ培 養 細 胞(BY-2)を 用 い た 場 合 の値 、M.1.=約40に 比 べ て

や や そ の 効 率 が落 ちて は い る が 、液 体 培 地 中 の 細 胞塊 あ た りの 細 胞 数 が タバ コ

の 場 合10数 個 程 度 で あ るの に対 し、 イ ネ が100個 以 上 で あ る こ とか ら薬 剤 の

浸 透 ・除 去 効 率 を考 え る とこ れ以 上 の 同 調 率 は期 待 で き な い か も しれ な い.た

だ し、 以 下 の 実 験 で示 す よ うに 、 この 値 はmRNAレ ベ ル で のS其 月特 異 的 な変

動 を検 出 す る に は十 分 な もの で あ る と判 断 した。

以 上 の 同 調 系 を用 い て 、薬 剤 除 去 後 のH31GUSキ メラ遺 伝 子 発 現 のS期 特

異 的 な変 動 をGUS活 性 を指 標 に捉 え る こ と を試 み た(表2)。 薬 剤 除 去 後 の

液 体 培 養 細 胞 中 のGUS活 性 は 、 同 じ細 胞 株 を寒 天 培 地 で培 養 した場 合 に比 べ

て高 くな っ て い る(表1と2を 比 較 参 照)。 これ は 、導 入 され たGUS遺 伝

子 が 、 活 発 に分 裂 してい る細 胞 で よ り強 く発 現 して い る こ と を示 唆 して い る。

しか し、 薬 剤 除 去 後(S期)のGUS活 性 は4時 間 目 までの 間 に最 大1.7倍

程 度 の上 昇 が 見 られ る もの の(表2)、 明 確 な活 性 ピー ク は見 ら れ な か っ た。

こ れ はGUS蛋 白 自体 が 非 常 に安 定 で あ る こ とに起 因 して い る もの と考 え られ

る(Jeffersone'a',,1986)。 この よ うな結 果 を考 え た場 合 、 この 実験 目的 の

た め に はGUS活 性 の 変 動 を調 べ る こ とは適 当 で は な く、 よ り直接 的 な方 法 と

してmRNA量 の 変 動 を解 析 す る こ とが必 須 で あ る と結 論 した 。

形 質 転 換 培 養 細 胞 内 に お け る薬 剤 除 去 後 のH31GUSmRNA量 の 変 動 はS1

法 に よ って 測 定 した 。 この方 法 を用 い た理 由 と して は 、1)Northern法 に比 べ

て検 出能 力 及 び 定 量 性 に優 れ る こ と 、2)単 一 の 遺 伝 子 か らのmRNAの み を確

実 に検 出 で き る こ と、の2点 が 挙 げ られ る。 図6A及 び6Bは1711-12細 胞 株

に お け るH3!GUSmRNA量 の変 動 をS1法 に よ り解 析 した結 果 を示 して い る。

mRNA量 は ア フ ィデ ィコ リ ン除去 後1時 間 で約10倍 とな り(図6A、H31GUS

レー ン2及 び 図6B、1時 間 目)、3時 間 目 ま での 間 に急 速 に減 少 す る が(図

6A、H31GUSレ ー ン4及 び 図6B、3時 間 目)、 内部 対 照 と して測 定 したHm「

mRNAは1時 間 目 に培 地 交 換 の 影 響 と思 わ れ る わ ず か な上 昇 が見 られ る もの

の(図6A、controlレ ー ン2及 び 図6B、1時 間 目)、 その 後 は ほ ぼ 一 定 の値 を
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示 した 。 この よ うな 形 質 転 換 細 胞 内 に お け るH31GUSmRNAの 解 析 か ら、 コ

ム ギH3遺 伝 子 の 発 現 も動 物 や酵 母 に於 い て報 告 され て い る よ うに 、mRNAレ

ベ ル でのS期 特 異 的 な制 御 を受 けて い る と結 論 され た。

遺伝 子 発 現 のS期 特 異 的 な変 動 の 指 標 の1つ と して 、 イ ネ 内在 のH3

mRNA量 の変 動 をNorthern法 で測 定 した(図6C)。 そ の結 果 、 イ ネH3

mRNA量 の 変 動 は 、 ピー クが2時 間 目 に あ る こ と と6時 間 目 まで の 間 に緩 や

か に滅 少 す る こ との2点 を除 け ばH3/GUSmRNA量 の変 動 と基 本 的 に は類 似

の パ タ ー ン を示 した。 こ こ に見 られ た違 い は1つ に は検 出 法 の違 い に その 原 因

が あ る もの と考 え られ る。 す な わ ち、S1法 が単 一 のH3!GUSキ メ ラ遺伝 子 の

発 現 を検 出 して い るの に対 し、Northern法 で は内 在 の全 てのH3遺 伝 子 の 発

現 を同 時 に検 出 して い る ため 、 ピ ー クの 出方 や増 加/減 少 の 速 度 に差 が 現 れ た

もの と思 わ れ る(考 察 参 照)。

lll-4.H31GUS遺 伝 子 の 発 現 とDNA合 成 の共 役

遺 伝 子 の 発 現 が 細 胞 周 期 と同 調 して い る こ と を 確 か め る た め 、 導 入 した

H3!GUSキ メ ラ遺 伝 子 の 発 現 とDNA合 成 との 関係 を調 べ た(図7)。 薬 剤

除 去 後 のDNA合 成 量 の 変 動 は[3Hlチ ミジ ン を用 い たパ ル ス ラベ ル 法 に よ って

検 出 した 。13Hlチ ミジ ンの 取 込 み は薬剤 除 去 後1時 間 で最 大 とな り、2時 間 目

に は基 底 レベ ル ま で戻 った(図7A及 び7B、0～2時 間)。H31GUSmRNA

量 の 変 動 も こ れ とよ く似 たパ タ ー ン を示 して い る 。Northern法 の結 果(図6C)

も併 せ て考 え る と、形 質 転 換 細 胞 中 で のH3!GUSキ メラ遺 伝 子 の発 現 はDNA

合 成 と共 役 した形 で進 行 す る と結 論 され る。

この よ うに 、 ア フ ィデ ィ コ リ ン を用 い た 同 調 系 とS1法 に よ るmRNA量 変

動 の 解 析 を組 み合 わ せ る こ とに よ り、遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 的 な変 動 パ タ ー

ン を検 定 で き る こ とが わ か った 。以 下 で は この 系 を用 い たH3!GUSキ メラ遺

伝 子 の発 現 解 析 を通 して 、S期 特 異性 を規 定 す る シ ス調 節 配 列 の 同 定 を行 っ た。
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川 一5.プ ロ モ ー タ ー上 流 域 の 欠失 変 異 遺 伝 子 の 解 析

遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 にH3プ ロ モ ー タ ーの 配 列 が どの 程 度 上 流 ま で必

要 な の か を調 べ る 目的 で 、H3プ ロモ ー タ ーの5'上 流 域 に つ い て長 さの 異 な る

3種 類 のH31GUSキ メ ラ遺 伝 子(-1711H31GUS、-908H31GUS、

-185H31GUS)を 作 製 し
、 こ れ ら遺 伝 子 の 形 質 転 換 細 胞 中 に お け る発 現 パ タ ー

ン をmRNA量 の 変 動 を指 標 に 比 較 した。 図8は そ れ ぞ れの 遺 伝 子 に つ い て2

種 類 ず つ の 形 質 転 換 細 胞株 を用 い て行 っ た 、 同調 培 養 系 及 びS1法 で の解 析 結

果 を示 して い る。 薬 剤 除 去 後 のmRNA量 の変 動 は全 て の細 胞株 に お い て ほぼ

同 様 のS期 特 異 的 な パ タ ー ン を示 した(図8)。 この結 果 は 、H3プ ロモ ー タ
ド

ーの 一185か ら+57ま での 領 域 にH3遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 を規定 す る配

列 が少 な く とも1つ 存 在 す る こ と を強 く示 唆 して い る 。1711-9細 胞株 に お い

てmRNA量 の 増 加 率 が低 く、減 少 速 度 も緩 や か なの は、細 胞 自体 の増 殖 活 性

が低 下 して い た こ とが主 た る原 因 と思 わ れ る 。 この こ と は、表2で 示 したGUS

活 性 に も反 映 され て い た こ とか ら明 らか で あ る.

川 一6.-1716H31GUSキ メ ラ遺 伝 子 を用 い たH3プ ロモ ー タ ーの機 能 解 析

上 記 の 実 験 に お い て 、 コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 の 一185か ら+57ま で

の プ ロ モ ー タ ー領 域 に は 遺 伝 子 発 現 の細 胞 周 期 特 異性 を 規 定 す る シ ス配 列 が存

在 す る こ と が示 され た。 本 論 文 の 冒頭 で述 べ た とお り、H3プ ロ モ ー タ ーの

一185ま で の 領 域 に はヘ キサ マ ー 、 オ ク タマ ー 、 ノナ マ ーの3つ の シス配 列 と、

こ れ らに 結 合 す る核 蛋 白 質 因子 が す で に 同 定 され てお り 、 こ れ らの シス 配 列 お

よび トラ ン ス因 子 が遺 伝 子 発 現 の § 期 特 異 性 に関 与 して い る可 能 性 が考 え ら

れ て い た(図1参 照)。 この 可 能 性 に つ い て調 べ る た め に 、-185ま での プ ロ

モ ー タ ー 領 域 に 様 々 な欠 失 、塩 基 置 換 を 導 入 した変 異 遺 伝 子 を作 製 し、 導 入 し

た変 異 が遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 に どの よ うな影 響 を与 える か を調 べ た。
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これ らの 解 析 に お い て は、変 異 遺 伝 子 の 作 製 や変 異 導 入 後 の 配 列 の検 証 を容

易 に す る 目的 で新 た なH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 を作 製 した(図9)。1716wt

(-1716H31GUS遺 伝 子)で は 、 キ メラ遺 伝 子 の 転写 産 物 の 解 析 を容易 に す る

ため に 、転 写活 性 の 高 い 一1716か ら+52ま で のH3プ ロ モ ー タ ー領 域 を用

い た。 ま た 、 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 で は 、 ベ ク タ ー内 の 他 の 遺伝 子 プ ロモ ー タ ーか

らの 転 写 がH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 の発 現 に 影 響 す る可 能性 を排 除 す る 目的 で 、

キ メ ラ遺 伝 子 の 上 流 に もNOS転 写 終結 配 列 を導 入 した。1716modは 、上 記

1716wtの 一185ま でのH3プ ロモ ー タ ー領 域 に こ れ ま で に見 出 され て い る シ

ス 配 列 以 外 の領 域 に合 計5bpの 塩 基 置 換 を導 入 して ハccl、Xわal及 び ～o'1

の3つ の 制 限酵 素 サ イ トを新 たに 作 製 した変 異 遺 伝 子 で あ る 。 この 遺 伝 子 を も

と に 、制 限酵 素 サ イ ト間 の 配 列 を欠 失 さ せ た遺 伝 子 や 、 変 異 を含 む合 成 オ リ ゴ

ヌ ク レオ チ ド(図2C>で 置 き換 え た変 異 遺 伝 子 を作 製 した 。 こ れ ら変 異 遺 伝

子 を既 述 した方 法 で イ ネ 培 養 細 胞 へ導 入 し、得 られ た形 質転 換 細 胞 を用 い てS

期 に お け るmRNA量 の 変 動 を解 析 した 。 なお この解 析 で は、 実験 区 ご との デ

ー タ の 信 頼 性 を高 め る た め 、 ア フ ィ デ ィ コ リ ン 除 去 後 の各 時 間 点 に お け る

H3!GUSmRNA量 をHm「mRNA量 で補 正 した値 に つ い て 、 細 胞 周 期 との 関係

を調 べ た。

図10Bに 見 られ る よ うに 、 これ ま でに 見 出 さ れ て い る シ ス配 列 以 外 のH3

プ ロモ ー タ ー領 域 に5bpの 塩 基 置 換 を導 入 した1716mod(mod10-5細 胞

株)に 於 い て も、 先 の 実 験(図8)で 見 た正 常 なH31GUSキ メラ遺 伝 子 の 場 合

と同様 、S期 に お け る急 激 なH3!GUSmRNA量 の 増 加 と滅 少 が見 られ た。 す

な わ ち 、1時 間 目 で お よ そ5倍 に 増 加 し、 その 後1110程 度 まで減 少 した 。 こ

れ は 、導 入 した変 異 がH3プ ロモ ー タ ー活 性 の細 胞 周 期 特 異 性 に影 響 を与 えな

い こ と を示 して い る 。 こ れ に 対 し、ヘ キ サ マ ー配 列 とオ ク タマ ー配 列 の 一 部 を

含 む22bpを 欠 失 させ た1716△HS(△HS27-1細 胞 株)や 、ヘ キサ マ ー配

列 に2bpの 塩 基 置 換 を導 入 した1716Hex.M(Hex.M7-6細 胞 株)で は 、

mRNA量 の変 動 は小 さい上 に 、薬 剤 除 去 直後 のmRNA量 の 急 激 な増 加 は見 ら
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れ ず 、 は っ き り と した ピ ー ク も現 れ な か っ た。 す な わ ち 、 ヘ キ サ マ ー配 列 とそ

れ を含 む狭 い領 域 に変 異 が起 こ っ た場 合 にの み 、H3プ ロ モ ー タ ーのS期 特 異

性 が影 響 を受 け る事 が明 らか と な っ た。 一 方 、 オ ク タ マ ー配 列 に変 異 を 導 入 し

た17160ctM(Oct.M19-2細 胞株)で は 、明 確 なS期 特 異 性 の 変 動 パ タ ー

ン を示 した 。 この よ うに 、 ヘ キサ マ ー配 列 に変 異 を導 入 した場 合 に細 胞 分 裂 に

伴 うmRNA量 の 変 動 パ ター ンに 影 響 が見 られ た こ とは 、ヘ キサ マ ー配 列 がS

期 特 異 的 発 現 を規 定 す る シス 配列 で あ る こ と を強 く示 唆 した。

つ ぎ に 、 ノナ マ ー配 列 及 び その 下 流 域 の 欠 失 変 異 、 さ らに 、3つ の シ ス配 列

全 て を含 む領 域 を欠 失 させ た変 異 遺伝 子 につ い て調 べ た。 こ こで の1716mod

か らのS期 特 異 的 発 現 に つ い て は先 の 実 験 とは別 の 細 胞 株 で あ るmod10-2

を用 い た 。上 述 の 場 合 と同様 、1716modか ら転 写 され るmRNA量 の 変 動 は細

胞 周 期 に依 存 した パ タ ー ン を示 した(図11B)。 さ らに ノナ マ ー配 列 を含 む33

bpを 欠失 させ た1716△AX(△AX4-4細 胞 株)、 ノ ナ マ ー配 列 とTATAbox

の 間 の30bpを 欠 失 させ た1716△XN(△XN14-9細 胞 株)に 於 い て も、遺 伝

子 発 現 の 細 胞 周 期 特 異 性 に は正 常 遺 伝 子 の そ れ とは大 き な違 い は な か っ た。 つ

ま り 、 ノナ マ ー配 列 を含 むTATAbox上 流 の 一125～-58の 配 列 は 、H3プ ロ モ

ー タ ー活 性 の 細 胞 周 期 特 異 性 を規 定 す る 上 で必 ず しも必 要 で な い こ とが 示 唆 さ

れ た。 ま た 、非 常 に興 味 深 い こ と は1716△HN(△HN6-5細 胞 株)に お け る

mRNA量 の変 動 で 、 この場 合 に はヘ キサ マ ー 、 オ ク タ マ ー.ノ ナ マ ーの3つ

の シ ス配 列 を全 て含 む123bpを 欠 失 して い る に もか か わ らず その 発 現 パ タ ー

ン は明 瞭 なS期 特 異 性 を示 した 。 この 結 果 は以 下 の2つ の 可 能 性 を示 唆 す る

もの で あ る。1つ は 、S期 特 異 性 を規 定 す る シ ス領 域 が 一57か ら+52ま での

配 列 中 に 存 在 す る可 能 性 で あ り、 も う1つ は 一186の 上 流 配 列 中 に も特 異 性 を

規 定 す る 配 列 が存 在 す る 可 能 性 で あ る。 しか し、前 者 の 場 合 は ヘ キ サ マ ー配 列

に 変 異 を導 入 した1716Hex.M及 び1716△HSで その 発 現 のS期 特 異 性 が損

な わ れ た こ と と矛 盾 す る 。 従 って 、 この 特 異 性 を規 定 す る シ ス領 域 は ヘ キ サ マ

ー 配 列 付 近 に あ る が 、1716△HNの よ うに 広 範 囲 に わ た る配 列 を欠失 させ た場
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合 に は その 働 き を補 い う る領 域 が 一186上 流 に 存 在 す る と考 え られ る(考 察 参

照)。

上 記 の 実 験 に 見 られ た薬 剤 除 去 後 の特 異 的 なmRNA量 の 変 動 がDNA合 成

と共 役 した もの で あ る こ と 、及 び ヘ キ サ マ ー 配 列 付 近 に 変 異 を導 入 した 場 合 に

見 られ た影 響 が同 調 の 不完 全 さに よ る もの で は ない こ と をDNA合 成 量 の 変 動

を同 時 に 見 る こ とに よ っ て確 認 した(図12)。 図12に お い て示 され て い る よ

う に 、mod10-5、 △HS27-1、Hex.M7-6の い ず れの 細 胞 株 に於 い て も[3H]一

チ ミ ジ ン の 取 り込 み は薬 剤 除 去 後1時 間 で 急 激 に立 ち上 が り、 そ の後 減 少 す る

と い う パ タ ー ン を示 した 。 こ の こ と は 、変 異 遺 伝 子 を も つ形 質転 換 細 胞 で の

DNA合 成 は正 常 で あ る こ と を示 してお り、従 っ て ヘ キ サ マ ー配 列 付近 に 導 入

した 変 異 に よ り遺伝 子 発 現 のS期 特 異性 が損 な わ れ る こ とが明 白 と な った 。

川一7-184H31GUSキ メ ラ遺伝 子 を用 い たH3プ ロ モ ー タ ー の機 能 解 析

こ れ ま で の 実 験 結 果 か ら 、H3プ ロ モ ー タ ーの ヘ キ サ マ ー付 近 の 配列 がH3

遺 伝 子 のS期 特 異 性 を規 定 してい る こ とが示 され る と と もに 、186よ り上 流

に も こ の特 異 性 に関 与 す る領 域 が存 在 して い る可 能 性 も示 され た。 つ ま りH3

遺 伝 子 のS期 特 異 的 発 現 に は複 数 の シ ス領 域 が 関与 して い る ら しい と考 え ら

れ た。 これ ら複 数 の 領 域 そ れ ぞ れ がS期 に お い て機 能 して い る と考 え た場 合 、

個 々 の シ ス 配 列 へ の 変 異 導 入 に よ る影 響 が明 瞭 に現 れ な い こ とが 予 想 さ れ る。

この こ と か ら、 解 析 の対 象 と な る領 域 を限 定 す る必 要 が あ る と考 え られ た。 こ

こで は 、-185の 下 流 域 に存 在 す るS期 特 異 性 を規定 す る シ ス配 列 を よ り明確

に す る 目的 で 、-184H31GUSキ メ ラ遺 伝 子 を用 い て これ ま で と同 様 の 解 析 を

行 な っ た 。

この 実 験 に 用 い た184wt及 び そ の変 異 遺 伝 子 の構 造 は図13に 示 した。

184wtは1716wtの185よ り も上 流 域 のSac1-H'ηd川 断 片 を持 た な い遺 伝

子 で あ る。 こ の 実 験 で は 、1716H3/GUS遺 伝 子 の解 析 に お い てS期 特 異 性
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に 関 与 し て い る こ とが示 され たヘ キ サ マ ー 配 列 の他 に 、 ヘ キ サ マ ー とオ ク タマ

ー の 一 部 を欠 失 した1716△HSでS期 特 異 性 に影 響 が見 られ た こ と を考 慮 し

て 、 オ ク タ マ ー 配 列 を変 異 導 入 の 対 象 と した 。184wt及 び その 変 異 遺 伝 子 は そ

れ ぞ れ常 法 に従 っ て イ ネ培 養 細 胞 へ 導 入 した。得 ら れ た形 質 転 換 細 胞 を用 い て 、

こ れ ら導 入遺 伝 子 か ら転 写 され るmRNA量 がS期 に お い て どの よ うに 変 動 す

る か 、 ま た 、-185上 流 配 列 の 有 無 に よ ってH3プ ロモ ー タ ー領 域 に 導 入 した

変 異 の 与 え る影 響 に違 い が 見 られ る か を調 べ た 。

ま ず 、H3プ ロ モ ー ター領 域 に変 異 を持 た ない184wtと 、 シ ス配 列 以 外 の

領 域 に5bpの 塩 基 置 換 を導 入 した184modに つ い て 、 形 質 転 換 細 胞 内 での 発

現 を そ れ ぞ れ2種 類 の細 胞株 を用 い て比 較 した(図14B)。 い ず れの 場 合 に於

い て も 、薬 剤 除 去 後1時 間 でmRNA量 が最 大 と な り、3時 間 目 ま での 間 に 急

激 に減 少 す る とい うS期 特 異 性 を示 す パ タ ー ンが得 られ た。 この 変 動 がDNA

合 成 と共 役 して い る こ と は、 同 時 に行 っ た[3田 チ ミ ジ ンの取 り込 み 実 験 に お い

て 確 認 した 。 ま た 、184wtと184modを 比 較 す る 限 り、薬 剤 除 去 後 のmRNA

量 の 変 動 パ タ ー ン に は違 い が 見 ら れ な か った(図14B)。 こ の こ と は 、 シ ス配

列 以 外 の 領 域 に 変 異 を導 入 して もH3プ ロ モ ー ター活 性 のS期 特 異性 は失 わ

れ て い な い こ と を示 して お り、 ま た184wtも 上 流 域 を1.7kbpま で持 つ キ メ

ラ遺 伝 子 と同様 の 発 現 制 御 を受 け る もの と考 え られ る 。

つ ぎに 、 ヘ キ サ マ ー配 列 あ るい は オ ク タ マ ー 配列 に変 異 を導 入 し た遺伝 子 に

つ い て 調 べ た 。 図15Bに 見 られ る よ うに 、 い ず れ の変 異 遺伝 子 を持 つ 形 質 転 換

細 胞 株 に於 い て も、DNA合 成 はS期 特 異 的 な変 動 を示 して い る に も か か わ ら

ず 、184wtや184modで 見 られ たmRNA量 の特 異 的 な変 動 が 見 られ なか っ た。

-1716H3!GUS遺 伝 子 の 解 析 で得 られ た結 果 と比 較 した場 合 、-185の 上 流 配

列 の 有 無 よ る発 現 パ ター ン違 い は特 に1840ct.Mに お い て 明瞭 で あ っ た が(図

15B、1840ct.M7、1840ct,M34及 び図10B、Oct.M19・2参 照)、

184Hex.Mに 於 い て も、 上 流 域 の 配 列 を持 つ 場 合 に比 べ て よ りは っ き り と した

S期 特 異 性 の喪 失 が観 察 され た(図15B、184Hex.M1,184Hex.M42及 び図
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10B、Hex.M7-6参 照)。 以 上 の 結 果 か ら、 ヘ キサ マ ー配 列 及 び オ ク タマ ー配

列 が遺 伝 子 発 現 の細 胞 周 期 特 異 性 を規 定 す る シ ス配 列 で あ る こ と 、及 び185

上 流 配 列 に もこ の 特 異 性 に関 与 す る領 域 が存 在 す る こ とが明 らか とな っ た。

さ らに 、 ヘ キ サ マ ー配 列 、 オ ク タマ ー配 列 の そ れ ぞ れの 配 列 に同 時 に 変 異 を

導 入 した場 合 の 影 響 に つ い て も調 べ た(図16B)。 この 変 異 遺 伝 子 を持 つ2つ

の 形 質 転 換 細 胞 株 で も、 一方 の 配 列 に変 異 を導 入 した場 合 と同 様 、mRNA量 の

変 動 はDNA合 成 と平 行 せ ずH3プ ロ モ ー タ ー活 性 の細 胞 周 期 特 異 性 は失 わ れ

る結 果 と な っ た 。 この 結 果 は図10Bで 示 した 実験 に お け る1716△HS(ヘ キ サ

マ ー 配 列 と オ ク タマ ー配 列 の一 部 を欠 失)の 実 験 結 果 を支 持 す る もの で あ っ た。

ま た 、この 場 合 も 上 流 域 の配 列 を持 た ない 時 に変 異 の 効 果 が よ り強 く現 れ た(図

16B、184Hex.M-Oct.M12、184Hex.M-Oct.M17及 び図10B、 △HS27-1

参 照)。
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lV.考 察

lV-1.植 物 ピス トン遺 伝 子 の 細 胞 周期S期 特 異 的発 現 に 必 要 な シ ス配列

本 研 究 は 、 コム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 の細 胞 周 期S期 特 異 的 発 現 を規 定

す る シ ス 配列 の 同 定 を 目的 と して 、様 々 な変 異 を導 入 したH3プ ロモ ー タ ー領

域 をGUSコ ー ド領 域 に結 合 した キ メ ラ遺 伝 子 を用 い て イ ネ培 養 細 胞 発 現 系 で

解 析 した もの で あ る。 本 研 究 の 成 果 は 、1)H3プ ロ モ ー タ ー のS期 特 異 的 機

能 に は 一184か ら+52ま で の領 域 が あ れ ば十 分 で あ る(図14B) 、2)こ の 領

域 に存 在 す る ヘ キサ マ ー配 列 及 び オ ク タマ ー配 列 の2つ の シ ス配 列 がS期 特

異 性 に 関 与 して い る(図15B及 び16B)、3)H3プ ロモ ー タ ーの 一185上 流

域 に も、 上 記2つ の シ ス配 列 の 働 き を補 い う る配列 が存 在 す る(図10及 び

15B)、 の3点 に要 約 で き る。

本 研 究 に於 い て ピス トン遺伝 子 のS期 特 異 的発 現 に 関与 す る シス配 列 と し

て 同 定 さ れ たヘ キ サ マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー配 列 は 、 こ れ まで に単 離 さ れ た多

くの植 物 ピス トン遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー領 域 に見 出 され て い る(Mikamiand

lwabuchi,1993;Nakayamaandlwabuchi,1993)。 特 に 、 オ クタ マ ー配 列

は ク ロ ー ン化 され た全 て の 植 物 ピス トン 遺伝 子 の プ ロ モ ー タ ー領 域 に見 出 され

て お り、S期 特 異 性 に 関 与 す る シス 配列 で あ る可 能性 が 早 くか ら指 摘 され てい

た 。 こ の ヘ キサ マ ー と オ ク タ マ ーの2つ の 配 列 は しば しば対 を な す1つ の 連

続 した配 列 と して植 物 ピ ス トン遺 伝 子 プ ロモ ー ター に保 存 され てい る こ とが 三

上 らに よ って報 告 され て い る(Mikamiandlwabuchi,1993)。 この 配 列 は タ

イ プ1・ エ レ メ ン トと呼 ばれ 、 コ ム ギ 、 トウモ ロ コ シ、 ア ル フ ァル フ ァ 、 パセ

リのH2B、H3、H4遺 伝 子 に 見 出 され て い る(表3)。 タ イ プ1・ エ レメ ン ト

は こ れ ま で に ピス トン遺 伝 子 以 外 の 植 物 遺 伝 子 で は 見 つ か って い ない こ とか ら、

この18bPの 配 列 が1つ の ユ ニ ッ トと して コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 のS

25



期 特 異 的 発 現 を規 定 して い る可 能性 が指 摘 され て い た 。 本 研 究 の結 果 は 、 ヘ キ

サ マ ー 配 列 、 オ ク タ マ ー配 列 の い ず れ もが 遺 伝 子 のS期 特 異 的発 現 に必 要 で

あ る こ と を示 して お り、 上 記 の可 能 性 を 強 く支 持 す る もの で あ る。 一 方 、植 物

ピス トン 遺 伝 子 の 中 に は そ の プ ロモ ー タ ー中 に ヘ キサ マ ー配 列 を持 た な い もの

も存 在 す る こ とか ら、遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 的 な調 節 に は オ クタ マ ー配 列 を

介 した少 な く と も2種 類 の 方 法 が あ る と考 え られ る。 冒 頭 で述 べ た よ うに 、動

物 ピ ス トン遺 伝 子 で は プ ロ モ ー ター 中 に サ ブ タ イ プ特 異 的 な配 列 が 存 在 し、遺

伝 子 発 現 の 細 胞 周 期 特 異 性 が そ れ ぞ れの 配 列 に 結 合 す る 異 な る核 蛋 白質(転 写

制 御 因 子)に よ っ て もた ら され る こ とが 知 られ て い る。 この よ うな例 か ら も、

植 物 ピス トン遺 伝 子 のS期 特 異 的発 現 を調 節 す る複 数 の 制 御 機 構 が存 在 す る

可 能 性 が考 え られ る で あ ろ う。

ヘ キサ マ ー 配 列 は植 物 ピス トン遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー領 域 以 外 に も 、発 生 段

階 あ る い は組 織 に 特 異 的 な発 現 や 、 ホ ル モ ン及 び ス トレ ス に よ る誘 導 に 関 わ る

様 々 な植 物 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 中 に存 在 してい る(MikamiandIwabuchi,総

説1993参 照)。 ま た 、 オ クタ マ ー 配 列 はい くつ かのDNA複 製 に依 存 しな い

タ イ プの 植 物 ピス トン遺 伝 子 に も見 出 さ れ てい る(Chaubetθ'a'.,1992;

Huhefa'.,unpublished)。 この こ とか ら、 こ れ らの 配 列 が遺 伝 子 発 現 のS

期 特 異 性 とは関 係 の な い 別 の 機 能 に も関 わ っ てい る可 能 性 が 指 摘 され て い る。

この よ う な例 と して はhumanのH2B遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー に存 在 す る サ ブ タ イ

プ特 異 的 な配 列 が挙 げ られ る。 こ のH2Bプ ロ モ ー タ ー 中 のCC!TTNAT-

TTGCATACの 共 通 配 列 内 に は 、 コア と な る オ ク タ マ ー配 列(ATTTGCAT;

本 研 究 で 言 うオ ク タ マ ー配 列 とは異 な る)が 存 在 し、 こ れ がS期 特 異 的遺 伝

子 発 現 に 関 与 して い る こ とが 知 られ て い る。 この 配 列 はU1及 びU2snRNA

遺 伝 子 や 、SV40エ ンハ ンサ ー 、immunoglobulin遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー/エ

ンハ ン サ ー な ど 、 そ の発 現 が 細 胞 周 期 に 依 存 しな い遺 伝 子 の上 流 域 に も 見 つ か

って い る(総 説Osley,1991参 照)。 この よ うな知 見 か らも 、 あ る特 定 の シ

ス 配 列 が 異 な る複 数 の 制 御 機 構 に関 与 す る こ とは十 分 予 想 され る。
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ノ ナ マ ー 配 列 に関 して は 、 こ れ を含 む30bpを 欠 失 させ た変 異 遺伝 子 △AX

が 正 常 なS期 特 異 性 の発 現 パ タ ー ン を示 した こ と か ら(図11) 、H3遺 伝 子 の

細 胞 周 期 に 依 存 した 発 現 に は 直 接 的 に は 関 与 し な い こ と を示 し た 。 ま た 、

Lepetitら は トウ モ ロ コ シのH4(C7)プ ロモ ー ター 中 に存 在 す る ノナ マ ー配

列 が 、DNAの 複 製 に依 存 しな い発 現 に 関与 して い る こ と を タ バ コ葉 肉細 胞 プ

ロ トプ ラ ス トの トラ ン ジ ェ ン トア ッセ イ系 を用 い て示 して お り(Lepetite～aあ ,

1993)、 この こ とか らも 、 ノナ マ ー配 列 がS期 特 異 性 に 関与 しない シス配 列

で あ る こ と が示 唆 され る。 しか し一 方 で は 、 トウモ ロ コ シH3(C4)、H4

(C7)遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー領 域 を用 い た'ηvlvofootprinting実 験 か ら、 こ

れ らプ ロ モ ー タ ー 中 の ノ ナ マ ー配 列 を含 む領 域 に細 胞 分 裂 特 異 的 に核 タ ンパ ク

質 が結 合 す る こ とがBrignonら に よ って示 され て お り(Brignonand

Chaubet,1993)、 例 え ば この よ うな核 タ ンパ ク質 が 、遺 伝 子 発 現 のS期 特

異 性 に付 加 的 な働 き を持 つ 可 能 性 な どに つ い て は興 味 が持 たれ る。

H3プ ロ モ ー タ ー に 内 部 欠 失 変 異 を導 入 したH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 の解 析

に お い て 、 ヘ キ サ マ ー 、 オ ク タ マ ー 、 ノ ナ マ ー の 全 て の 配 列 を 欠 い た

1716△HNがS期 特 異 的 な発 現 パ タ ー ン を示 した こ とか ら、上 記 シス 配 列 の他

に185上 流 のH3配 列 中 に も遺 伝 子 発 現 のS期 特 異 性 に 関 わ る配列 の存 在 が

推 定 され た が(図11)、 この こ とは185上 流 配 列 の有 無 に よ って 、 ヘ キ サ マ

ー 配 列 、 オ ク タ マ ー配 列 に 導 入 した変 異 の 与 え る影 響 に 顕 著 な差 が見 られ た こ

と か ら も明 らか で あ る 。表4は 一1716H3!GUS遺 伝 子 と184H3!GUS遺 伝 子

のS期 特 異 的 発 現 に対 して プ ロ モ ー タ ー変 異 が及 ぼ す影 響 を比 較 した もの で

あ るが 、 プ ロモ ー タ ー上 流 域 を 一184ま で しか持 た な い 一184H31GUS遺 伝 子

で は 、ヘ キ サ マ ー配 列 、 オ ク タマ ー配 列 の い ず れ に変 異 を導 入 した場 合 も発 現

のS期 特 異 性 が 失 わ れ た の に 対 し、上 流 域 を 一1716ま で持 つ 一1716H31GUS

遺 伝 子 で は ヘ キ サ マ ー配 列 に変 異 を導 入 した場 合 に 弱 い影 響 が 見 られ る もの の 、

依 然 と してS期 特 異 的 な発 現 パ タ ー ン を示 した 。 また 、 ヘ キサ マ ー とオ ク タ

マ ーの 両 配 列 に変 異 を導 入 した遺 伝 子 と して1716△HSと184Hex.M-Oct.M
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比 較 した 場 合 に も、上 流 域 の 有 無 に よ って発 現 のS期 特 異 性 に差 が見 られ た。

こ れ らの 結 果 は 、-185上 流 域 に もS期 特 異性 を規 定 す る シ ス配 列 が 存 在 し、

実 際 のH3遺 伝 子 の 発 現 制 御 に於 い て も機 能 して い る可 能 性 を示 唆 す る もの で

あ ろ う。 こ れ に基 づ い て 一185上 流 域 の 配 列 を検 索 した と こ ろ 、転 写 開 始 点 上

流350bpま で の 間 に 、ヘ キ サ マ ー や オ ク タマ ーの 類 似 配 列 が3箇 所 見 出 され

た(図17)。 この うち特 に下 流 側 の2つ(-289～-268と 一269～-246)は 、

ヘ キサ マ ー を中 心 と した 配 列 が よ く保 存 され て い た。 こ れ らの 類 似 配 列 はヘ キ

サ マ ー配 列 及 び オ ク タ マ ー 配列 と同 様 な 機 能 を持 っ た シ ス配 列 で あ ろ う と考 え

て い る 。-1716H3/GUSの 変 異 遺 伝 子 を用 い た実 験 に お い て 、 ヘ キ サ マ ー配 列

に2bpの 塩 基 置 換 を導 入 した遺 伝 子(1716Hex.M)及 び ヘ キ サ マ ー配 列 を含

む22bpを 欠 失 させ た 遺伝 子(1716△HS)で そ の発 現 のS期 特 異 性 が損 な

わ れ た に も関 わ らず(図10)、 こ れ を含 む123bPを 欠 失 させ た 変 異 遺伝 子

(1716△HN)で は この 特 異 性 に影 響 が見 られ なか っ た(図11)。 この 一 見 矛

盾 した結 果 を解 釈 す る ため に 、図18に 示 したモ デ ル を考 えて い る。

この モ デ ル で は 、 ヘ キサ マ ー配 列 及 び オ ク タマ ー配 列 とTATAボ ック ス を含

む転 写 開 始 点 付 近(コ ア ・プ ロ モ ー ター 領 域)と の 距 離 に 着 目 してい る 。 ヘ キ

サ マ ー 、 オ ク タ マ ー の 両 配 列 が遺 伝 子 発 現 のS期 特 異性 を規 定 す る シ ス配 列

で あ り、 コ ア ・プ ロモ ー タ ー との距 離 が こ れ ら配 列 の 機 能 に 重 要 で あ る と考 え

た場 合 、1716Hex.Mや1716△HSの よ うに 上 流域 の 配 列 の 位 置 が大 き く変 化

しな い よ うな変 異 を持 つ 遺 伝 子 の場 合 は 、ヘ キサ マ ー 、 オ ク タ マ ー類 似 配 列 と

コ ァ ・プ ロ モ ー ター との 距 離 が大 き く、S期 特 異 的 発 現 を もた らす に は不 十 分

で あ る 。 こ れ に対 して 、123bpを 欠 失 した1716△HNで は これ ら類 似 配 列 が

ち ょ う ど 本 来 の ヘ キサ マ ー 、 オ ク タマ ー 配 列 の 位 置 へ移 動 す る た め 、遺 伝 子 の

発 現 に 強 いS期 特 異 性 が見 られ た と考 え る。 実 際 の 遺 伝 子 発 現 制 御 に お い て

は 、TATAボ ッ クス を中 心 と した基 本 転 写 因 子 複 合 体 と、 ヘ キサ マ ー配 列 、 オ

ク タ マ ー 配 列 に結 合 す る 転 写 因子 あ る い は そ の複 合 体 との 間 の 相 互 作 用 に対 し

て 、 図18に 示 した よ うな距 離 的要 因 が 影 響 す る と予想 され る。
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以 上 に述 べ た よ うに 、 コム ギ ・ピ ス トンH3遺 伝 子 のS期 特 異 的 発 現 は 、

ヘ キ サ マ ー配 列 、 オ ク タ マ ー 配 列 、 及 び 上 流 域 に存 在 す る両 者 の 類 似 配 列 に よ

っ て 調 節 され て い る こ とが 強 く示 唆 さ れ る.著 者 らは こ れ ま でに 、1716mod

を も とに 上 流 域 の ヘ キ サ マ ー 、 オ ク タマ ー類 似 配 列 を含 む広 い領 域 に変 異 を導

入 した新 た なH31GUS遺 伝 子 の作 製 を行 っ て お り、 す で に これ らの遺 伝 子 を

導 入 した形 質 転 換 細 胞 株 を得 て い る。 こ れ ら を用 い た解 析 に よ っ て 、-186よ

り も上 流 に存 在 す るヘ キ サ マ ー 、 オ ク タマ ー類 似 配 列 の 機 能 とH3遺 伝 子 本 来

の 転 写 制 御 の 仕 組 み を さ らに明 らか に す る こ とが で き る で あ ろ う。

Vト2.ヘ キ サ マ ー配 列 及 び オ クタ マ ー 配 列 を介 した転 写 制 御 機 構

遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 は一 般 に 、遺 伝 子 上 の シ ス配 列 に種 々の 転 写 調 節 因 子 が

特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と が 知 ら れ て い る

(Sassone-CorsiandBorrelli,1986)。 転 写 調節 因子 が シ ス配 列 を介 して転

写 を活 性 化 す る メ カ ニ ズ ム と して は 、1)転 写 調節 因 子 自体 の 存 在 量 の 増 加 、2)

結 合 す る転 写 調 節 因 子 あ るい は そ れ らの複 合 体 の構 成 変 化 、3)転 写 調 節 因 子

の 翻 訳 後 修 飾 に よ るDNA結 合 能 、他 の 因子 との相 互 作 用 、 転 写 活性 化 能 の 増

大 、 な どが考 え られ る 。 前項 で述 べ たhumanのH2B遺 伝 子 に 見 られ るサ ブ

タ イ プ特 異 的 な配 列 に結 合 す る因 子 と してOTF-1(Oct1/NFIIDが 同 定 され

て い るが 、 これ に 対 す る特 異 抗 体 を用 い た 解 析 や 、[32円 オ ル トリン酸 で の パ ル

ス ラ ベ ル/免 疫 沈 降 な どの 実験 か ら、S期 特 異 的 な転 写 の 活 性 化 はOTF-1の

合 成 速 度 や 存 在 量 、 あ る い はDNA結 合 能 に は依 存 せ ず 、蛋 白 の リン酸 化 に よ

る 転 写 因 子 そ れ 自身 の 活 性 化 能 の 増 大 に よ る もの で あ る こ と が 示 され て い る

(Heintz,1991)。

コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー中 の ヘ キ サ マ ー配 列 に 特異 的 に結

合 す る核 蛋 白質 と して 、HBP-1a及 びHBP-1bの2種 類 が最 初 に 同 定 され

(Mikamiθ'a'.,1987;Mikamiθ'a',,1989)、 サ ウ ス ウ ェス タ ン ・ス ク リー
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ニ ン グ 法 に よ っ て こ れ ら を コ ー ドす るcDNAク ロ ー ン が 得 ら れ た
。 い ず れ も

bZIPと 呼 ば れ る 塩 基 性 ア ミ ノ酸 に 富 む 領 域 と ロ イ シ ン ・ジ ッ パ ー 構 造 を持 つ

転 写 因 子 の 特 徴 を 持 っ て お り(Tabatae'a'.,1989;1991)、 コ ム ギH3遺 伝

子 の 転 写 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ て い る(Nakayamae'記 ,unpublished;lto

ef飢unpublished)。 ま た 、 上 記 のHBP-1a、1bと は 異 な るbZIP型 蛋 白

因 子 を コ ー ドす るcDNAも 複 数 得 られ て い る 。 こ れ らの 蛋 白 因 子 は そ の 結 合 特

異 性 と 構 造 的 特 徴 か らHBP-1aとHBP-1bの2つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 形 成 し

て い る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ に 属 す る 蛋 白 因 子 が サ ブ フ ァ ミ リ ー 内 で

ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 し う る こ と も 確 認 さ れ て い る(Mikamiθ'a' .,submitted)。

最 近 の 研 究 に お い て は 、HBP-1a及 びHBP-1bの 認 識 配 列 は そ れ ぞ れ

CCACGT、ACGTCAと 、 タ イ プ1・ エ レ メ ン ト上 で オ ー バ ー ラ ッ プ し な が ら

も微 妙 に 異 な っ て い る ら しい こ と も 明 ら か に な っ て お り 、 前 者 をHex-a、 後 者

をHex-bと 呼 ん で 区 別 して い る(Mikamiandlwabuchi,1993)、

HBP-1a及 びHBP-1bがH3遺 伝 子 のS期 特 異 的 な 転 写 調 節 に 関 与 して い

る 可 能 性 を示 す 実 験 結 果 が こ れ ま で に い く つ か 得 ら れ て い る 。 ま ず 、 コ ム ギ 発

芽 時 の 細 胞 周 期 の 自 然 同 調 系 に お け るmRNA量 変 動 パ タ ー ン の 解 析 か ら、

HBP-1a、HBP-1b遺 伝 子 の 発 現 はH3遺 伝 子 の 発 現 と 平 行 し て お り 、DNA

合 成 と も 共 役 し た 発 現 制 御 を 受 け て い る こ と な ど が 明 ら か と な っ て い る

(Minamiefa'.,1993)。 次 に 、HBP-1a及 びHBP-1bの 構 造 解 析 か ら 、 こ

の 因 子 内 に リ ン 酸 化 さ れ う る 部 位 が い くつ か 見 出 さ れ て お り(Takaseand

lwabuchi,1993)、 精 製 し たHBP-1bが ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 に よ

っ てDNA結 合 能 を失 う こ と や(Takasee'飢,1991b)、 ア ラ ビ ドプ シ ス の

カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼllがHBP・1a及 びHBP・1bを'ηv'rfoで リ ン酸 化 で き る こ

と が 示 さ れ て い る ほ か(Meshiθ'a'.,Takaseθ'a',,unpublished)、HBP-

1bに は 真 核 生 物 の 細 胞 周 期 制 御 に 関 わ るcdc2キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン酸 化 さ

れ る領 域 が 見 出 さ れ て お り 、 こ の 領 域 がGoldfishのcdc2キ ナ ー ゼ で リ ン酸

化 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ て い る(Takaseefa正,unpublished)。 こ れ ら
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の こ と は 、細 胞 周 期 に依 存 した こ れ ら蛋 白 因子 の リ ン酸 化/脱 リ ン酸 化 に よ っ

てDNA結 合 能 や 蛋 白 自身 の機 能 が 変 化 して い る可 能 性 を示 唆 して い る 。 さ ら

に最 近 、 コ ム ギ 培 養 細 胞 の 核 抽 出物 中 の ヘ キ サ マ ー配 列 に特 異 的 に結 合 す る複

数 の 核 蛋 白 質 の 相 対 的 な 量 比 が 細 胞 周 期 を通 し て 変 化 す る こ と が 示 さ れ た

(Minamie'a乙,unpublished)。 同 様 にBrignonら は トウモ ロ コ シH3(C4)

及 びH4(C7)遺 伝 子 の'ηv'γofootprintingの 結 果 か ら、 この 遺 伝 子 の プ ロ

モ ー タ ー 中 に 存 在 す るヘ キ サ マ ー 配 列(及 び オ クタ マ ー 配 列)に 蛋 白 が 結 合 す

る こ とや 、 結 合 の パ タ ー ンが細 胞 の 増 殖 活 性 に よ って異 な る こ と を示 して お り

(BrignonandChaubet,1993)、 ヘ キ サ マ ー 配列 とそ こに結 合 す る蛋 白 因子

がS期 特 異 的 な遺 伝 子 発 現 に 関 わ っ て い る可 能 性 を示 す もの と言 え るだ ろ う 。

上 記 の 結 果 を総 合 して ヘ キ サ マ ー 配 列 を介 したHBP-1a及 びHBP-1bに よ る

S期 特 異 的 転 写 調 節 機 構 を考 え た場 合 、 こ れ ら因子 の量 的変 化 及 び構 造変 化 、

さ らに は 蛋 白 複 合 体 の 構 成 の 変 化 の い ず れ もが転 写 調 節 の重 要 な要 因 と な って

い る こ と が 想像 さ れ る。 オ ク タマ ー配 列 に関 して も ご く最 近 、 配列 特 異 的 に結

合 す る核 蛋 白質(OBRF)が 同 定 さ れ た ほ か 、上 に述 べ た よ うなS期 にDNA

結 合 能 の 増 加 す る因 子 の存 在 も確 認 され て お り(Minamie'a'.,unpublished)、

タ イ プ1・ エ レメ ン ト全 体 で は非 常 に複 雑 な調 節 機 構 が働 い て い る もの と予想

され る(図19A参 照)。

上 記 の 事 柄 を総 合 して考 え られ る 、 タ イ プ1・ エ レメ ン トを介 したS期 特 異

的 転 写 活 性 化 の モ デ ル を図19Bに 示 した。S期 に お け る転 写 活 性 化 は 、 ここ

に結 合 す る蛋 白 因 子 そ れ ぞ れ の存 在 量 や 、構 造 の 変 化(リ ン酸 化 等)、 あ る い

はHBP-1a、-1bフ ァ ミ リー 内 で の ヘ テ ロ ダ イ マ ー の組 み合 わ せ の変 化 な どに

よ って 、 最 終 的 に 形 成 さ れ る蛋 白複 合 体 の 構 成 と機 能 がS期 特 異 的 に変 化 す

る こ とに よ っ て 引 き起 こ され る と考 え る。
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lV-3.H3プ ロ モ ー タ ー に お け る2元 的 な発 現 制 御 の 可 能 性

S期 特 異 的 に発 現 す る ピス トン遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー領 域 とGUS遺 伝 子 蛋

白 コ ー ド領 域 との キ メ ラ 遺 伝 子 を導 入 し た トラ ンス ジ ェ ニ ック植 物 に お い て 、

プ ロ モ ー タ ー活 性 と細 胞 分裂 との 関 係 を調 べ た例 が い く つ か報 告 され て い る。

こ れ らの 報 告 の 中 で興 味 深 い の は 、植 物 体 の分 裂 組 織 の 他 に 、 一部 の非 分 裂 組

織 で も導 入 した遺 伝 子 の 発 現 が観 察 され て い る こ とで あ る 。例 え ば、 ア ラ ビ ド

プ シス のH4(A748)プ ロモ ー タ ー は 、 タバ コ及 び ア ラ ビ ドプ シ スの い ず れの

植 物 体 に 於 い て も 分 裂 組 織 と非 分 列 組 織 の 両 方 で 活 性 を示 し て い る ほ か

(Atanassovaθ'aA,1992;Lepetitθ'飢,1992)、 同様 の 結 果 は ア ル フ ァ

ル フ ァのH3(ALH3-1.1)プ ロモ ー タ ー及 び コ ム ギのH3(THO12)プ ロ モ ー

タ ー で も得 られ てい る(Kaprosef飢,1993;Teradaθ'a'.,1993)。 これ ら

の 実 験 結 果 は ピ ス トン ・プ ロモ ー タ ーの あ る領 域 が複 製 依 存 型 と非 依 存 型 の両

方 の 発 現 を制 御 で き る こ と を示 唆 す る もの で あ る 。本 研 究 の 実験 結 果 に 於 い て

も、S期 特 異 性 を失 った 変 異 遺 伝 子 の 発 現 がmRNAの レベ ル で も検 出 され た

こ とか ら(図15及 び16参 照)、 遺 伝 子 の発 現 の 強 さ を調節 す る仕 組 み と細 胞

周 期 特 異 性 を調 節 す る仕 組 み が そ れ ぞ れ 独 立 して お り、 細 胞 周 期 に依 存 した発

現 と依 存 しな い発 現 の 両 方 を担 う こ とが で き る と も考 え られ る。 この こ とは 、

5'欠 失 変 異 遺 伝 子 の 解 析 に お い て 、 上 流域 の 配 列 が短 くな る に伴 い発 現 量 の 絶

対 値 が減 少 す る に も関 わ らず 、発 現 のS期 特 異 性 は影 響 され ない こ とか らも

支 持 さ れ る(表1及 び 図8参 照)。

現 時 点 で は 、S期 特 異 的発 現 の 解 析 結 果 と分 裂 組 織 特 異 的発 現 の そ れ とは必

ず しも一 致 してい な い 。寺 田 らは 、本 研 究 で用 い た コム ギH3プ ロ モ ー タ ーの

ヘ キサ マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー配 列 へ様 々 な塩 基 置 換 を導 入 して作 製 した一185

H31GUSキ メ ラ遺 伝 子 の 分 裂 組 織 で の発 現 に 対 す る影 響 を調 べ て い る(Terada

θf飢,submitted)。 その 結 果 、 オ ク タマ ー配 列 単 独 か あ る い はヘ キサ マ ー配

列 とオ ク タ マ ー 配 列 の 両 者 に 同時 に変 異 を 導 入 した 場 合 に根 端 分 裂 組 織 で の
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GUS活 性 の減 少 が見 られ 、ヘ キ サ マ ー配 列 に の み 変 異 を導 入 した場 合 に は影

響 が見 ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 イ ネ ・プ ロ トプ ラ ス トの トラ ン ジ ェ ン ト発

現 系 で の解 析 結 果 や 、 形 質 転 換 培 養 細 胞 のGUS活 性 比 較 の結 果 な ど と も一 致

す る が(Teradaθfa'.,1993)、 本 研 究 に お け る 一184H31GUS遺 伝 子 の解 析

で 、ヘ キ サ マ ー配 列 に変 異 を導 入 した場 合 にS期 特 異 的 発 現 が見 られ な くな

る とい う 実 験 結 果 とは異 な って い る。 こ れ らの 結 果 に対 す る矛 盾 の な い 説 明 と

して 、 次 の よ うな こ とが 考 え られ る。 す な わ ち 、形 質 転 換 細 胞 の 分 裂 同 調 系 に

お け る解 析 が純 粋 にS期 特 異 的 な遺伝 子 発 現 の 変 化 を検 出 して い るの に対 し、

トラ ンス ジ ェニ ッ ク植 物 体 及 び トラ ン ジ ェ ン ト発 現 系 に お け る実 験 結 果 はH3

プ ロ モ ー タ ーが 持 っ て い る細 胞 周期 特異 的 発 現 と非 特 異 的 発 現 の2元 的 機 能 を

同 時 に検 出 して い た と解 釈 す れ ば説 明 で き る で あ ろ う。 実 際 、GUSは 安 定 な

酵 素 で あ る こ と か ら、基 底 レベ ル で の発 現 の 蓄 積 がmRNA量 の 変 動 で見 られ

た よ うなS期 に お け る変 化 を覆 い 隠 して しま う可 能 性 が考 え られ る。 本研 究

に於 い て も、薬 剤 除 去 後 のS期 特 異 的 な遺 伝 子 発 現 をGUS活 性 の 増 大 とい

う形 で は確 認 で き な か っ た こ とか らこの可 能 性 は支 持 され る と考 えて い る。

以 上 の 事 柄 を 考 え る と、 トラ ンス ジ ェニ ッ ク植 物 の 分裂 組 織 に お け る遺伝 子

発 現 パ タ ー ンの解 析 を も とに細 胞 周 期 特 異 性 を論 ず る こ とは難 しい もの と考 え

られ る。 こ の点 、本 研 究 で得 られ た結 果 は信 頼 に耐 え得 る もの と言 える で あ ろ

う。

IV-4.H3遺 伝 子 のS期 特 異 的 発 現 を調 節 す る他 の シス 配列 に つ い て

細 胞 内 で の ピス トンmRNA量 を調 節 す る要 素 と して は 、転 写 量 、 プ ロセ ッ

シ ン グ効 率 、 安 定 性 、及 び細 胞 質 へ の 輸 送 の4つ が考 え られ る(Heintz,1991;

MarzluffandPandey,1988;Osley,1991,SchOmperli,1986)。 遺 伝 子 上 の

シ ス 配 列 が関 わ る制 御 機 構 と して転 写 調 節 が最 も重 要 で あ る こ とは疑 う余 地 が

な く、 本 研 究 に於 い てS期 特 異 的発 現 制 御 に 関 わ る配 列 と して 同定 した ヘ キ
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サ マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー 配列 も 、直 接 の 証 拠 は得 られ て い ない もの の 、 転 写

量 を細 胞 周 期 特 異 的 に調 節 す る働 き を も つ もの と考 え ら れ る 。 そ の 根 拠 と して

は以 下 の よ うな こ と が挙 げ られ る。 例 え ば 、本 研 究 で用 い た 一184H31GUSキ

メ ラ 遺伝 子 か ら転 写 され るmRNAは ピス トン遺伝 子 に 由 来 す る配 列 を52b

しか 持 た な い 。 この 領 域 が仮 にmRNAの 転 写 後 調 節 に 関 わ っ て い た と して も、

ヘ キ サ マ ー配 列 及 び オ ク タマ ー 配 列 に変 異 を導 入 した場 合 にmRNA量 のS期

特 異 的 変 動 が見 られ な く な る こ とを説 明 で きな い か らで あ る。 従 っ て 、 本研 究

の 一 連 の 結 果 は コム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子 の発 現 制御 の うち 、転 写 調節 の段

階 の み を反 映 した もの と考 え るの が妥 当 で あ ろ う。 実 際 のH3遺 伝 子 の発 現 制

御 に は さ らに 、 ポ リア デ ニ ル 化 を含 め たmRNAの31端 形 成 や 、mRNAの 安定

化 に 関 与 す る シ ス領 域 の 存 在 が 予 想 され る 。本 研 究 で の 解 析 に 用 い た遺 伝 子 は

H3プ ロ モ ー ター とGUSと の キ メ ラ遺 伝 子 で あ り、今 回得 られ た一連 の結 果

か らH3遺 伝 子 の 転 写 後 調 節 に つ い て考 察 す る こ と は難 しい が 、植 物 ピス トン

遺 伝 子 に 於 い て も3'下 流 域 の 配 列 がmRNA量 の調 節 に 関 わ っ てい る可 能性 は

十 分 考 え られ る。 この 点 に 関 して す で に 我 々 は 、植 物 ピ ス トン遺伝 子 に 特有 の

あ る 共 通 配 列 がmRNAの3'端 形 成 に関 与 して い る こ と を明 らかに してい る

(後 述)。

動 物 ピ ス トン遺 伝 子3'下 流 域 に は ス テ ム ・ル ー プ と これ に続 くプ リン残 基

に富 ん だ配 列 か らな る特 有 の 構 造 が 存 在 し、mRNAの31端 形 成 に 関 与 してい

る(Birnstielθ'a勾1985;Gickθ'aハ1987)。 この ス テ ム ・ル ー プ構 造 は3'

端 形 成 だ け で は な く、mRNAの 代 謝 と細 胞 質 へ の輸 送 に も関 与 して い る。 例 え

ば 、細 胞 周 期 がS期 か らG2期 に 移 行 した り、DNA合 成 が 阻 害 され る と、 ピ

ス トンmRNAの 急 激 な分 解 が起 こ る が(GravesandMarzluff,1984;Morris

e'a乙,1991;Sittmanθ'飢,1983)、 この 特 異 的分 解 に は ス テ ム ・ル ー プ構

造 が必 須 で あ る こ とが 知 られ て い る(Levineθfa'.,1987;Pandeyand

Marzluff,1987)。 ま た 、 ス テ ム ・ル ー プ構 造 を欠 い て い る時 は転 写 され た

mRNAが 核 内 で蓄 積 す る こ と も示 され てい る(Sunθf∂'.,1992)。 この よ う
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に 、 動 物 ピ ス トン 遺 伝 子 の3'下 流 域 に あ っ て 転 写 さ れ る こ の 特 異 な 配 列 は 細

胞 周 期 に お け るmRNA量 の 調 節 に 関 わ っ て い る 。 こ れ に 対 し て 、 植 物 ピ ス ト

ンmRNAの31端 は ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ て お り(Chabouteθ'a' .,1988;

Chaubetαal.,1988;Mikamiandlwabuchi ,1993;Wuθfa'.,1988;Wuθ'

aA,1989a)、 上 記 の よ う な ス テ ム ・ル ー プ 構 造 は 存 在 しな い(Gigot,総 説

1988参 照)。 ピ ス トンmRNAの ポ リア デ ニ ル 化 は 、 こ の 他 に も細 胞 周 期 に 依

存 し な い も の や(OldandWoodland,総 説1984参 照)、 酵 母(Fahrneref

a'.,1980)、 テ トラ ヒ メ ナ(Bannonefa'.,1983)な ど の 下 等 真 核 生 物 に お

い て 報 告 さ れ て い る 。 転 写 後 調 節 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 制 御 に 関 して は 、 動 物 ピ

ス トン 遺 伝 子 転 写 産 物 に 見 られ る31プ ロ セ ッ シ ン グ機 構 が 発 生 初 期 の 急 速 な

細 胞 分 裂 に 対 応 す る た め に 進 化 上 獲 得 さ れ た 機 能 で あ り 、 こ れ 以 外 の カ テ ゴ リ

ー に 属 す る 生 物 種 に 於 い て は 転 写 後 調 節 に よ るS期 特 異 的 なmRNA量 の 制 御

は 存 在 しな い だ ろ う と す る 立 場 も あ る(Osley,1991)。 し か し 、 植 物 ピ ス ト

ン 遺 伝 子 の3'下 流 域 の 配 列 の 比 較 か ら 、 一 般 的 な ポ リ(A)シ グ ナ ル で あ る

AATAAA配 列 が 存 在 し な い こ とや(Joshi,1987)、3「 端 形 成 や ポ リア デ ニ ル

化 に 関 与 す る と思 わ れ る 植 物 ピ ス トン遺 伝 子 に 特 有 の 共 通 配 列 が 見 出 さ れ て い

る こ と か ら も(MikamiandIwabuchi,1993;Nakayamaθfa'.,1989)、 植 物

ピ ス トン 遺 伝 子 独 自 の 転 写 後 調 節 機 構 が 存 在 す る 可 能 性 は 否 定 で き な い 。 例 え

ばChaubetら は 、 トウ モ ロ コ シH3及 びH4mRNAの ポ リ(A)サ イ トか ら

25ヌ ク レ オ チ ド上 流 に 相 当 す る 遺 伝 子 上 の 配 列 に 、AIGATG(G)AAATGか

ら な る 共 通 配 列 が 存 在 す る こ と を示 した(Chaubetθfa'.,1988;Phillipsθf

aあ,1986)。 こ の 配 列 は ア ラ ビ ドプ シ ス(Chabouteθ'a'。,1988)、 ア ル フ

ァ ル フ ァ(Wuθ'a',,1988;Wuθ'a'.,1989a)、 イ ネ(Wuθ ～a'.,1989b)、

コ ム ギ(Mikamiandlwabuchi,1993)、 に も 見 出 さ れ て い る 。 さ らに 著 者 ら

は 、 コ ム ギ のH3(THO12)遺 伝 子 に 存 在 す る こ の 配 列 に 変 異 を 導 入 し た 場 合

にmRNAの 正 常 な3'端 形 成 が 阻 害 さ れ る こ と を形 質 転 換 ヒ マ ワ リ を 用 い た'η

γルoの 系 で 明 ら か に し て お り 、 植 物 ピ ス トンmRNAに 特 有 の 転 写 後 調 節 機
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構 が存 在 す る可 能 性 を示 した(Ohtsuboandlwabuchi ,参 考 論 文3,

submltted)。

上 記 の よ う な転 写 後 調 節 に も関 わ る問 題 の1つ と して 、本 研 究 に お け る

H3/GUSキ メ ラ遺伝 子 と内在 の イ ネH3遺 伝 子 のS期 に お け る発 現 パ タ ー ン

の 違 い が挙 げ られ る。 図6の 実 験 に於 い て 、導 入 したH3/GUSキ メ ラ遺伝 子

と内 在 の イ ネH3遺 伝 子 で は薬 剤 除 去 後 のmRNA量 の変 動 に 違 い が見 られ た

が 、 こ れ に つ い て は2つ の理 由 が 考 え られ る 。1つ はmRNAの 検 出 に用 い た

実 験 系 と プ ロ ー ブの 性 質 の 違 い 、 も う1つ は先 に述 べ た 転 写 後 調 節 の 違 い で あ

る 。Northern法 で用 い た プ ロ ー ブ はH3遺 伝 子 の蛋 白 コ ー ド領域 の 配 列 で あ

り 、従 っ て検 出 され た転 写 産 物 は イ ネ 内在 の全 て のH3遺 伝 子 の 転 写 産 物 の 和

で あ る。 これ に 対 し、形 質転 換 細 胞 に お け るH3!GUSキ メ ラ遺伝 子 の 発 現検

定 はGUSコ ー ド領 域 の 配列 を含 ん だ プ ロ ー ブ を用 い てS1法 で 行 っ た た め 、

導 入 したH31GUSキ メラ遺 伝 子 の 転 写 産 物 の み を特 異 的 に調 べ る こ とが で き

る 。Raghavenら は い くつ か のH3遺 伝 子 が細 胞 周 期 に依 存 しない発 現 をす る

こ と を明 らか に して お り(Raghavan,1989;RaghavanandOlmedilla,

1989)、 ま た 、Kaprosら は2つ の タ イ プ の ア ル フ ァル フ ァH3遺 伝 子 が 細

胞 周 期 依 存 性 に 関 し て 異 な る 発 現 パ タ ー ン を 示 す こ と を 報 告 し て い る

(Kaprosefa'.,1992)。 これ らの こ とか ら考 えて も、蛋 白 コ ー ド領 域 に 由来

す る特 異 性 の 低 い プ ロ ー ブ を用 い たNorthern法 に お い て はい くつ か の 異 な る

制 御 を受 け る ピス トン遺 伝 子 の転 写 産 物 を同 時 に検 出 して い る もの と考 え られ

る 。 一 方 、 先 に 述 べ たA!GATG(G)AAATG配 列 の有 無 に よ っ てmRNAの

安 定 性 が異 な り 、 そ の結 果 、薬 剤 除 去 後 のmRNA量 の変 動 パ タ ー ンに差 が生

じ る こ とが考 え られ る 。H31GUSキ メ ラ遺 伝 子 で は 、 この 配 列 はGUSの コ ー

ド領 域 及 び3'下 流 域 で 置 き換 え られ て い る た め 、H3遺 伝 子 本 来 の もの とは異

な っ た制 御 を受 け て い る可 能性 が示 唆 さ れ る。

以 上 の 事 柄 を総 合 的 に見 る と、H3プ ロ モ ー タ ー領 域 以 外 の シ ス配 列 に も ヒ

ス トン遺 伝 子 のS期 特 異 的発 現 に関 わ る もの が存 在 す る と考 え られ 、制 御 機
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構 の 全 体 像 を知 る意 味 で も 、今 後 こ れ ら31領 域 の 配 列 を含 め た総 合 的 な解 析

が 必 要 と され る で あ ろ う。著 者 らは す で に 、PNHGN1716遺 伝 子 を も とに 、

GUSコ ー ド領 域 とNOS転 写 終 結 配 列 の 間 にH3遺 伝 子 の3冒 領 域 の 配列 を導

入 した キ メ ラ遺 伝 子 を作 製 し.こ れ らの 遺 伝 子 を導 入 した形 質転 換 培 養 細 胞 を

得 て い る 。mRNAの 蓄 積 量 やS期 での 変 動 の パ ター ンに どの よ う な変 化 が み

られ る か を解 析 す る こ と に よ っ て 、植 物 ピス トン遺 伝 子 の 発 現 に お ける 転 写 後

調 節 の 重 要性 を さ らに 明 らか に す る こ とが で きる で あ ろ う。

1V-5.植 物 に お け るS期 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の調 節 機 構 の 多様 性

植 物 に於 い て は ピス トン以 外 に も い くつ か のS期 特 異 的 な発 現 をす る遺伝

子 が見 出 さ れ て い る 。例 え ば伊 藤 らは 、 ニ チ ニ チ ソ ウ(Oa'力ara耐 加sroseσs)

の 培 養 細 胞 に於 い てG1/S期 に発 現 す る遺 伝 子 と して2種 類 のcDNAク ロー

ン(cyoO2、07)を 報 告 してい る(ltoefaA,1991)。 リ ン酸 飢 餓 に よる 同調

系(Aminoθ'a',,1983)とNorthern法 に よ るG1期 か らS期 に か けて の

mRNA量 変 動 パ タ ー ンの解 析 か ら、cycO7がS期 開 始時 期 に の み 特異 的 に発

現 す るの に対 し、cyoO2は 増 殖停 止 状 態(Go)とS期 開始 時期 の両 方 で発 現

し、G1期 通 過 時 に は消 失 す る こ とを報 告 して い る。 ま た 、 イ ネ 及 び ニ チ ニ チ

ソ ウに 於 い て は 、DNAポ リ メ ラ ーゼ δ の 補 助 因子 と して知 られ るPCNAの

cDNAが 単 離 され て い る。 さ らに この 遺伝 子 がS期 特 異 的 に転 写 され る こ と

(Kodamaθ'a'.,1991)や 、 分裂 組 織 特 異 的 に発 現 す る こ とが示 され て い る

が 、 ア フ ィデ ィ コ リン添 加 に よ ってDNA合 成 を阻 害 して もそ の発 現 は影 響 を

受 け ない こ とが報 告 さ れ て い る(Kosugiθ'飢,1991)。 この よ うにGl1S期

に 発 現 す る遺 伝 子 で あ っ て も、 その 制 御 機 構 は異 な っ て い る可 能 性 が あ る。今

後 、植 物 に お け る細 胞 周 期 の 進 行 、 制 御 に 関 わ る遺 伝 子 が多 数 単 離 され 、解 析

が 進 展 す る こ とに よ って その 全 体 像 が 明 らか に され る こ とで あ ろ う。
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表1.形 質 転 換 イ ネ 培 養 細 胞 の β一 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ(GUS)

活 性 の 比 較

GUSactivitya,b

(pmol4MUlminlmgprotein)Transformed

cellline-1711H31GUS-908H31GUS-185H31GUS

1711-1101
-2106

-3535

-4638

-5688

-6755

-71433

-83583

-gc5967

-107026

-117905

-12c10352

-1313631

908-1471
-15140

-16250

-17400

-181883

-1g2783

-20c3200

-21c7817

185-2248
-2360

-2470

-2582

-26103

-27115

-28131

-29133

-30202

-31255

-32383

-33c447

-34945

-35c1118

Average40542068292

a
GUSの 酵 素 活性 の測 定 に は寒 天培 地 上 で培 養 した200mgの カ

ル ス を用 い た。測 定 はJe行ersonら(1987)の 方 法 に従 った。
bH31GUS遺 伝 子 を持 た な い細 胞 のGUS活 性 は10以 下 であ る

。
c
こ れ らの細 胞 を以下 の機 能 解 析 の 実験 に用 い た。



表2.形 質転 換 培 養 細 胞 に お ける同 調解 除 後 のGUS活 性 の変 化

GUSactivitya・b

(pmo14MUlminlmgprotein)

Timeafter1711-91711-12908-21

release(h)Exp .1Exp.2Exp.1Exp.1Exp.2

051337267185832070016300

149837767212331883319150

252177883254332348323433

367179467271832026728416

462179250301502303325716

569839533296831956727467

668339583253002426726333

7606710267275002203326267

1灘 灘 麟 艦 旛 器S活1生 は1。以下である.



表3.植 物 ピ ス ト ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 見 ら れ る タ イ プ1エ レ メ ン ト

GenePlantCloneSequenceReference

H2BWheatTH153CCACGTCAgCGATCCGtGYangandlwabuchi(unpublished}

H3WhgatTHO12CCACGTCACCaATCCGCGTabataefa此(1984)

AifalfaALH3-1・1CCACGTCAtCGATCCGCGWuefa義(1988)

ParsleyPcH3-7CCACGTCACCGATCCGCGWuefa' ,(unpublished)

PcH3-16CCACGTCACCGATCCGCGWuandHarlbrock(unpublished》

PcH3-20CCACGTCAtCGATCCGCGWuθ'aあ(unpublished)

H4WheatTHOllCCACGTCACCGATCCGCGTabatae'a'.(1983)

THO81CCACGTCACCGATCCGCGFulimotoandlwabuchi(unpublished)

CornC7CCACGTCAgCGATCCGCGphi師pPsefa此(1986)

C13CCACGTCAgCGATCCGCGGigotθ'a' .(1987)

ConsensussequenceCCACGTCANCGATCCGCG

ヘ キ サ マ ー 配 列 及 び オ ク タ マ ー 配 列(一 般 に 提 唱 さ れ て い る も の とは逆 向 き)は 下 線 で示 した



表4.プ ロモーター領域の変異が細胞周期特異的 な遺伝子発現 に与 える影響

の ま とめ

細胞周期特異的発現

上流域 を持つ場 合 上流域 を持 たない場合

プロモー ター領域(-1716H31GUS)(-184H31GUS)

wt(wild)+++a+++

mod++++++

△HS+n・t・

△HN+++n・t・

Hex.M+-

Oct.M+++-

Hex.M-Oct。Mn・t・-

a -1711H3!GUS(旧 コ ン ス トラ ク ト)を 用 い た 場 合 の 結 果

n.t.:nottested



H3promoterregion

HexamerOctamerNonamerTATA

-185E+1

＼ ＼
-ccIACGTCAIcc1AATCCGCGIGc…cGICATCCAACGiGc・ ・

鱗顯 鯉
HBP-1b

図1コ ム ギ ・ピス トンH3遺 伝 子(THO12)プ ロモ ー ター領 域 に存 在 す る シス 配列 と

こ れ らに結 合 す る蛋 白 因子

H3プ ロモ ーター-185か ら+1付 近 の構造 の模式 図,,TATAはTATA-box、+1は 転写開始 点、矢

印 は転写の方 向 を示 ず,ヘ キサマー、オ クタマー 、 ノナ マーの それぞ れの塩基配列 は図中央 に

示 した。 コムギ核抽 出物 を用 いたゲル シフ ト法 などか ら、これ ら配列及び その付近 に特異的 に

結 合す る蛋 白因子 が同定 されている。HBP-1a及 びHBP-1bは ホモダイマー(あ るい はサブフ

ァミ リー間の ヘテ ロダイマー)を 形成 してヘキサ マー配列 に結合す る。



A

Aσ σエpri皿er51-CTCGACC亟TCCATCCG.31

Xb∂ エpr㎞er5・-CATGCC嚇CCCTCCCGA.3,

N・tエprimer5・-ACCC㎜C趣TCTC.3・

B翻 工pr㎞er51-CCTCCGGC鯉CG曲TT㏄.31

B

HKS★Adaptor5曾 一AAGCTTGGTACCAGCT-3冒

3一TTCGAACCATGG-5'

C
H工 ηd工II-5aσII5'-AGCTTTCGGCCACGTCACCAATCCGC-3'

fragmen七3'-AAGCCGGTGCAGTGGTTAGG-5'

Hex・M51-A難 器譲 騰 こ:鈴羅 丁3'

Oct・M5'-A難 欝 Σ:雲:麗羅 豆茸丁3'

Hex・N-Oct・M5一A難::講 灘 懸:73'

図2、H31GUSキ メラ遺 伝子 及 び そ の変 異 遺 伝 子 の 作 製 に用 い た合 成DNAの 配 列

2本 鎖の もの に関 しては、 それぞれの鎖 を合成 し、アニー リングさせて用 い た.

A=site-directedmutagenesis法 に用 いた合成 プライマー.こ れ ら4つ の プライマー をテンプ

レー トに同時 にハイブ リダ イズ させ、4つ(プ ロモー ター領域 に3つ 、H3とGUSの 結 合部位

に相 当す る領 域 に1つ)の 制限酵素 サイ トを作 製 した,、置換 した塩基 を トーンで.制 限酵素 サ

イ トに相当す る部分 を下線 で示 した,,

B=pNHGN1716(-1716H31GUS遺 伝子)の 作製 に用 いた合成 アダプターの配列。H1ηdlllサイ

トと κρη1サイ トを持 つ,,

C:H3遺 伝 子のH'ηdlll1Saoli断 片 に相当 す る合成DNA,,こ のDNA断 片で当該領域 を置 き換 え

るこ とに より、ヘ キサマー配列 あるいはオ クタマー配列 に変異 を導入 した1



A
-1711+57ATG

・1711H3GUSNOS

H31GUSpromotercodingterm.

-908

。908

H31GUS

-185

-185

H31GUS

Hdlll

B

・一・-H3→ ←GUS"…'

-185
+1+57…一一一亡一

mRNA

primerA

〈 一一一 一 一 一 一 一 一 画probeA

トー一一一一一一一一「一一一一一→proteded134b

〈≒ 一一一 一 一 一 一 一一一 一 一【==コprobeB

トー一一一一一一一一一一一7-一一一一一一一一一→proteded289b

図3.H31GUSキ メ ラ遺 伝 子 の 構 造 とS1法 で の解 析 に用 い た プ ロ ー ブ

A:イ ネ培養細胞 の形 質転換 に用 いた 一1711H31GUS遺 伝子 及びその5。欠失変異遺伝子 の模式

図 。数字 はH3遺 伝子 の転写開始点(+1)か らの距 離 を示 す。点線 はpUC119ベ クターの配列。

ATG;GUSの 翻訳 開始 コ ドン。Hd111;H'ηdlllの 制限酵素サイ ト。

B:S1法 での解 析に用 いた一本鎖DNAプ ローブ.H3プ ロモ ーターとGUSコ ー ド領域の結合

部位 付近 の構 造、転写産物 、プ ロー ブ.及 び検 出されるDNA断 片 を模式的 に示 した。数字 は

H3遺 伝子 の転写開始点(+1)か らの距離 を示す。 プライマーAを 用 いて合成 されるプローブ

A(-180か ら+134ま で)は 、転写開始点決定(図5)に のみ用 いた。プローブB(-180か ら

+289ま で)は 他の すべてのS1法 による実験 に用 いた。
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図4.形 質 転 換 イ ネ培 養 細 胞 ゲ ノムDNAのSouthern法 に よ る解 析

遺伝子 導入 を行 ってい ないOc細 胞(レ ー ン1)及 び形質転換細胞(レ ーン2-7)か ら得 たゲノ

ムDNAをH1ηdlll1EcoRlで 切断 し、泳動 した。 レー ン8-13は コピー数の コン トロールで、

p185H31GUSをH'ηdlll1EooRlで 切 断 したもの をイネゲ ノムの2nあ たり1-10コ ピーに相当す

る量泳動 した。H3/GUS遺 伝子 の存 在 を示 す2.4kbの 断片 に相当す るバ ン ドは矢印で示 した,,

導入 されたH31GUS遺 伝子 の コピー数 はオー トラジオグラムの下 に示 した。
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図5.形 質 転 換 培 養 細 胞 か ら抽 出 した全RNAのS1法 に よ る解 析

ダイデオ キシ法 による シー クエ ンス反応(レ ー ン1-4)と 転写開始点決定 のためのS1法(レ

ー ン5-10)に 用 いたプ ロー ブの合成 には図3の プライマーAを 用 いた。それぞれ反応後、8%

ポ リア ク リルア ミ ドゲルで展開 した。H3遺 伝子の転写 開始点 に相 当するA残 基 は+1(大 きな

矢印)で 、 わず かに転写 のお こる+6のA残 基 は小 さな矢 印で示 した。
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図6.イ ネ培 養細胞 同調系 を用 いたH31GUSキ メラ遺伝子 及び内在H3遺 伝子 の発現 パ

ター ンの解析(図 の説明 は次頁 参照)



図6.イ ネ培 養 細 胞 同 調 系 を用 い たH31GUSキ メ ラ遺 伝 子 及 び 内 在H3遺 伝 子 の 発 現 パ

タ ー ンの 解 析

ア フ ィデ ィコ リン除去後0-7時 間の細胞(1711-12細 胞株)よ りそれぞれ全RNAを 抽出 し、

それぞ れの解析 に用 い た。

A=S1法 によるH31GUS及 びHm「(コ ン トロール)mRNAの 解析。均一 にラベル したプロー

ブB(図3参 照)及 びHm「 プロー ブを用 い た。薬剤除去後1時 間 ご とのmRNA量 の変動 を見

ている(0-7時 間;レ ー ン1-8)。mRNA量 の指標 となるS1処 理後 のプ ロー ブ断片に相 当する

バ ン ドは大 きな矢印 で示 した。小 さな矢印 はプローブの全長 に相 当す るバ ン ドで、 プロー ブを

過剰量 投入 しているために しば しば見 られる(上;Hm「 プ ロー ブ.下;H3/GUSプ ロー ブ)。

牌)allで切断 したpBR322DNAを 末端 ラベル した もの をサイズ マー カーと して同時 に泳動 して

い る(レ ー ンM)。

B:パ ネルAの 結 果 をグラフで表 した もの。 それ ぞれの シグナ ルに相当す る放射活性 は、乾燥

したアク リルア ミ ドゲルか らAMBISRadioanalyticlmagingSystemに よって直接読 み取 り定量

した。

C=No曲ern法 によるイネ内在H3遺 伝子の発現 の解析 。パネルAのS1法 に用 いた もの と同

じRNA10μgを1%ア ガ ロー ス(ホ ル ムアルデ ヒ ド)ゲ ルで展 開 した。
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図7イ ネ 培 養 細 胞 に お け るH31GUS遺 伝 子 の 発 現 とDNA合 成 の 共 役

ア フ ィデ ィ コ リン除 去 後 のmRNA量 の 変 動(●)はS1法 で 、DNA合 成 量 の 変 動(□)は 【3H]

チ ミ ジ ン を用 い た パ ル ス ラ ベ ル 法 で解 析 した。 細 胞 株1711-12と908-20を 用 い た。1711-12

を 用 い た解 析 で は 、薬 剤 除 去 後0,0.5,1,t5,2,3,4,5時 間 でサ ン プ リン グ した。 同 様 に908-

20を 用 い た解 析 で は0-7時 間 で1時 間 ご と にサ ン プ リン グ して い る。 手lll頁の 詳 細 に つ い て は本

文 参 照 。
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図8.S1法 に よ る 一1711H31GUS遺 伝 子 及 び そ の51欠 失 変 異 遺 伝 子 の薬 剤 除 去 後 の 発

現 パ ター ンの 解 析

ア フィデ ィコ リン除去後のmRNA量 の変動 をS1法 によ り解析 した。サ ンプ リングは薬剤除去

後0-7時 間 で1時 間 ご とに行 った。 それぞれの遺伝子 につい て2種 類(●,□)、 計6種 類 の

細胞 株(1711-9,-12;908-20,-21;185-33,-35)を 用 いた,,mRNA量 は最大値 を100と し

て プロ ッ トしてあ る。細胞 周期 の同調化 、RNAの 調 製、S1法 による定量 ・解析 の手順 につい

ては本文参照 。
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図9.H3プ ロ モ ー ター の 機 能 解 析 に用 い た 一1716H31GUS遺 伝 子 及 び その 変 異 遺伝 子

の構 造

一1716H31GUS遺 伝子(pNHGN1716)の 模式 図及び これ をもとに構築 した変異 遺伝子 のプ ロ

モー ター領域 の構造。図中 の数字 は転写開始点(+1)か らの距離 を示す。NOS遺 伝子 の転写

終結 配列 を含 む断片(NOSterm.)はH31GUS遺 伝子 の上 流、下 流 それぞ れに導入 した。3つ

の シス配列(Hexamer,Octam鉱Nonamer)及 びTATAボ ックス(TATA)の 位置 を示 した。+1

か らの矢印 は転写 の方向 を表 す。1716modで はsite-directedmutagenesis法 を用いて合計5

bpの 塩 基置換 を導入す るこ とに より、 プロモーター領域 に3つ の新 たな制限酵素サ イ ト(Acol,

Xbal,～ofl)を 作 り出 してある。(●)は 塩 基置換 の導 入 された位置 を示 す。 これ らのサ イ トを

用 いて欠失 、置換 な どの変異 を導 入 した(詳 細 は本文 参照)。1716Hex.M、17160ct.Mに つ

い てはヘキサ マー配列 及び オクタマー配列 を含 む領域 の塩基 配列 を示 した。1716△SAに つ い

て は形質転 換細胞 が得 られ なかった。
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図10.S1法 に よ る 一1716H31GUS遺 伝 子 及 び そ の 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ン の 解 析(1)(図 の 説 明 は 次 頁 参 照)



図10.S1法 に よ る 一1716H31GUS遺 伝 子 及 び そ の変 異 遺 伝 子 の薬 剤 除 去 後 の発 現 パ タ

ー ンの 解 析(1)

1716mod及 び ヘ キサマ ー配列周辺 に変異 を導入 した3種 類のH31GUSキ メラ遺伝子

(1716△HS,1716Hex.M,17160ct.M)に ついて 、ア フィデ ィコ リン除去 後のmRNA量 の変動

をS1法 を用 いて解析 した。細胞株mod10-5、 △HS27-1、Hex.M7-6、Oct.M19-2を それぞ

れ用 いた。

A:4種 類 のH31GUS遺 伝子(1716mod,1716△HS,1716Hex.M,17160ctM)の プロモー タ

ー領域 の模 式図。Hex,、Oct.、Nona.、TATAは それぞれヘキサマー配列 、オクタマー配列 、 ノ

ナ マー配列 とTATAボ ックス を示 す。数字 は転写 開始点(+1)か らの距離 、矢 印は転写 の方向 、

(●)は 塩基置換 を導入 した位置 を表 す。H'ηd111、Sacllは 欠失 変異 の導入に用 いた制限酵素 サ

イ トを表 す。

B:S1法 による解 析。薬剤除去後0-7時 間 で1時 間 ごとにサ ンプ リング し、H31GUSmRNA量

及び コン トロールのHm「mRNA量 の変動 をS1法 により解析 した。 グラフで はH31GUSmRNA

量の変動 をHm【mRNA量 の変動 で補正 し、0時 間の値 を1と した相対値 でプロ ッ トしてあ る。

細胞周期 の同調化 、RNAの 調 製、S1法 による定量 ・解析の手順 については本文参照。



A

Hex.Oct.Nona.TATA

1716m・d牲 一 価 …………… ・ 一 一 刊GUS=

1716△AX-一 一一clx巴 一{-H===

1716△XN-一{-al南t鞠 一一一[二

1716△HN-一 」茸dm南t亀 一 一[=二 二

B
66△AX44

15

嚢

ド
0123456701234567

Timeafterre[easefromtheaphidicoiinexposure(hr)

control← →』1L轟 ←喝欄口←●←』嚢ゆ ヒ●■●●■9●●o酬圏●国圃●1■圃9

H31GUS;」 一 一 『 鯉 婦 卿 一 … 一 轄

6△XN14-96△HN6-5
<

護955
∈5
の044
⊃E

霧$33工〉
焉22

概1
0123456701234567

Timeafterreleasefromtheaphidicolinexposure(hr)

control-● じ●-4-一 一●一一・.一 一嗣■●髄・口刷口■一飼隣の一

H31GUS一 鱒 鱒 一 一一 … ■ ●髄コ●顧一一 一

図11S1法 に よ る 一1716H31GUS遺 伝 子 及 び そ の 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ン の 解 析(2)(図 の 説 明 は 次 頁 参 照)



図11S1法 に よ る 一1716H31GUS遺 伝 子 及 び そ の 変異 遺 伝子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ンの 解 析(2)

1716mod及 び欠失変 異 を導 入 した3種 類 のH3!GUSキ メラ遺伝子(1716△AX,1716△XN ,

1716△HN)に ついて 、アフ ィデ ィコ リン除去後のmRNA量 の変動 をS1法 を用 いて解析 した。

細胞株mod10-2、 △AX4-4、 △XN14-9、 △HN6-5を それぞれ用 いた。

A=4種 類 のH31GUSキ メラ遺伝子(1716mod,1716△AX,1716△XN,1716△HN)の プロモー

ター領域 の模 式図。Hex.、Oct.、Nona.、TATAは それぞれヘキサマー配列 、オ クタマー配列、

ノナマー配列 とTATAボ ックス を示す 、,数字 は転写 開始点(+1)か らの距離 、矢 印は転写の方

向 、(●)は 塩基置換 を導入 した位置 を表 す。H1ηdlil、Aool、Xbal、1V酬 はいずれも欠失変異

の導 入 に用 いた制限 酵素サ イ トを表 す。

B=S1法 による解析 。薬 剤除去後0-7時 間 で1時 間 ごとにサ ンプ リング し、H31GUSmRNA量

及び コン トロールのHm「mRNA量 の変動 をS1法 に より解析 した,,グ ラフで はH3/GUSmRNA

量の変動 をHm「mRNA量 の変動 で補正 し、0時 間の値 を1と した相対値 でプロッ トしてあ る。

細胞周期 の同調化 、RNAの 調製 、S1法 に よる定量 ・解析の手順につ いて は本文参照。
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図12.薬 剤 除 去 後 のH31GUSキ メラ 遺 伝 子 の 発 現 とDNA合 成 量 の 変動 パ ター ンの比

較

図10の 実験 にお ける薬剤除去後のmRNA量 の変動(●)を 、[3H]チ ミジンを用 いたパルス ラ

ベ ル法 で解析 したDNA合 成量の変動(△)と 比 較 した。H31GUSmRNA量 の変動 はコン トロ

ールのHm「mRNA量 の変 動で補正 し、O時 間 の値 を1と した相対値 でプロ ッ トしてある(図

10説 明参 照)。DNA合 成量 はDNA1μg、1分 間 当た りの カウン トを実測値 でプロ ッ トした。

パル スラベ ル法の詳細 については本文参照。
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図13.-184H31GUS遺 伝 子 及 び そ の変 異 遺 伝子 の 構 造

一184H3/GUS遺 伝子(pNHGN184)の 模式 図及び これをもとに構築 した変異遺伝子 のプロモー

ター領域 の構造。図 中の数字 は転写開始点(+1)か らの距離 を示す。NOS遺 伝子 の転写終結

配列 を含 む断片(NOSterm.)はH31GUSキ メラ遺伝子の上流 、下流 それぞれに導入 した。3

つの シス配列(Hexamer,OctamerNonamer)及 びτATAボ ックス(TATA)の 位置 を示 した。

+1か らの矢 印は転写の方向 を表 す。変異 を導 入 した位 置及び配列 は 一1716H31GUS遺 伝子 と同

様。184Hex.M-Oct.Mで はヘキサマー配列 及びオ クタマ ー配列に同時に塩基置換 を導入 してい

る。(●)は 塩基置換 の導 入 された位 置 を示す。ヘ キサ マー配列及び オクタマー配列 を含 む領

域 の塩基 配列 を示 した。
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図14.S1法 に よ る 一184H31GUS遺 伝 子 及 び そ の 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ンの 解 析(1)(図 の 説 明 は 次頁 参 照)



図14.S1法 に よ る 一184H31GUS遺 伝 子 及 び その 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ンの 解 析(1)

184wt及 び184modの2種 類 のH31GUSキ メラ遺伝子 について、アフ ィディコ リン除去後の

mRNA量 の変動 をS1法 を用 いて解析 した。細胞株184wt17及 び20、184mod22及 び26を

それぞれ用 いた。

A:2種 類 のH31GUSキ メラ遺伝子(184wt,184mod)の プロモ ーター領域の模式図。Hex.、

Oct、Nona.、TATAは それぞ れヘ キサマー配列 、オ クタマー配列 、 ノナマー配列 とTATAボ ッ

クス を示 す。数字 は転写開始点(+1)か らの距離 、矢 印は転 写の方 向、(●)は 塩基置換 を導

入 した位置 を表 す。

B=S1法 に よる解析。薬剤除 去後 〇-7時 間 で1時 間 ご とにサ ンプ リング し、H31GUSmRNA量

及 び コン トロールのHm'mRNA量 の変動 をS1法 によ り解析 した。H31GUSmRNA量 の変動

(●)はHm「mRNA量 の変動 で補正後 、0時 間 の値 を1と した相対値 でプ ロッ トしてある。 ま

た、rH】 チ ミジンを用 いたパ ルスラベル法 で解 析 したDNA合 成量の変 動(△)を 同時に示 した。

DNA合 成 量 はDNA1μg、1分 間当た りの放射活性 を実測値で プロッ トした。細胞周期の同調

化 、RNAの 調製 、S1法 に よる定量 ・解析 、パルスラベル法の詳細 については本文参照。
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図15.S1法 に よ る 一184H3/GUS遺 伝 子 及 び その 変 異 遺 伝 子 の薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ンの 解 析(2)(図 の説 明 は次頁 参 照)



図15.S1法 に よ る 一184H31GUS遺 伝 子 及 び その 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ンの 解 析(2)

184Hex.M及 び1840ct.Mの2種 類のH31GUSキ メラ遺伝子 について、アフィデ ィコ リン除去

後 のmRNA量 の変動 をS1法 を用 いて解析 した。細 胞株184Hex.M1及 び42、1840ct.M7及

び34を それぞれ用 いた。

A:2種 類 のH31GUSキ メラ遺伝子(184Hex.M,1840ct.M)の プロモー ター領域 の模式図。

Hex.、Oct.、Nona.、TATAは それぞれヘキサマ ー配列 、オクタマー配列、 ノナマー配列 と

TATAボ ックス を示す。数字 は転写 開始点(+1)か らの距離 、矢印 は転写の方 向、(●)は 塩

基置換 を導入 した位置 を表 す。1716modに 由来 する5bpの 変異 のほかに、184Hex.Mで は2

bpの 、1840ctMで は5bpの 変異 が導入 されている。

B:S1法 による解析 。薬剤 除去後0-7時 問 で1時 間 ごとにサ ンプ リング し、H31GUSmRNA量

及び コン トロールのHm「mRNA量 の変動 をS1法 に より解析 した。H31GUSmRNA量 の変動

(●)はHm「mRNA量 の変動 で補正後 、0時 間の値 を1と した相対値 でプ ロッ トしてある。ま

た、[3H】チ ミジンを用 いたパ ルスラベル法 で解析 したDNA合 成量の変動(△)を 同時に示 した。

DNA合 成 量 はDNA1μg、1分 間 当た りの放射活性 を実測値 でプロ ッ トした。細胞周期の同調

化 、RNAの 調 製 、S1法 による定量 ・解 析、 パルス ラベル法の詳細 につ いては本文参照。
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図16.S1法 に よ る 一184H31GUS遺 伝 子 及 び そ の 変 異 遺 伝 子 の 薬 剤 除 去 後 の 発 現 パ タ

ー ン の 解 析(3)(図 の 説 明 は 次 頁 参 照)



図16.S1法 に よ る 一184H3/GUS遺 伝 子 及 び その 変 異 遺 伝 子 の薬 剤 除去 後 の発 現 パ タ

ー ンの 解 析(3)

ヘ キサマー配列 及び オクタマー配列に同時 に変異 を導 入 したH31GUSキ メラ遺伝子184Hex .M-

OctMに ついて 、ア フ ィデ ィコ リン除去後 のmRNA量 の変動 をS1法 を用 いて解析 した。細胞

株184Hex.M-OctM12及 び17を それぞれ用 いた。

A:184Hex.M-Oct.Mの プロモーター領域 の模式 図。Hex.、Oct.、Nona、 、TATAは それぞれヘ

キサマー配列 、オ クタマ ー配列 、ノナ マー配列 とTATAボ ックスを示す、,数字 は転写 開始点

(+1)か らの距離 、矢印 は転写の方 向、(●)は 塩基 置換 を導入 した位 置 を表 す,,1716mod

に由来す る5bpの 変異の ほかに、ヘ キサマ ー配列 には2bp、 オクタマー配列に は5bpの 変異

が導入 されてい る。

B:S1法 によ る解析。薬剤 除去後0-7時 間 で1時 間 ご とにサンプ リング し、H31GUSmRNA量

及 びコ ン トロールのHm「mRNA量 の変動 をS1法 によ り解析 した。H31GUSmRNA量 の変動

(●)はHm「mRNA量 の変 動で補正後 、0時 間 の値 を1と した相対値 でプロ ッ トしてある。 ま

た、[3H]チ ミジ ンを用 いたパル スラベル法 で解析 したDNA合 成 量の変動(△)を 同時 に示 した。

DNA合 成量 はDNA1μg、1分 間当 た りの放射活性 を実測値 でプ ロッ トした。細胞周期の同調

化 、RNAの 調製 、S1法 に よる定量 ・解析 、パルスラベル法の詳細 については本文参照。
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図17H3プ ロ モ ー タ ー上 流 域 に 見 られ るヘ キ サ マ ー/オ ク タマ ー類 似 配 列

転写 開始点上流350bpま でのH3プ ロモー ター領域の模 式図及びヘキサマー配列 、オクタマー

配列 と上流域 に見 いだ された類 似配列 とのホモ ロジー比較。Hex.、Oct。 、Nona.、TATAは それ

ぞれヘ キサ マー配列 、オ クタマー配列、 ノナ マー配列 とTATAボ ックス を示 す。数字 は転写開

始点(+1)か らの距離 、矢 印 は転写の方 向 を示す。上流域の類似配列の うち、ヘキサマー配列、

オ クタマー配列 と一致 する残基 は大文字 で.異 なる残基 は小文字で示 した。H3プ ロモーター

のオ クタマー配列(AATCCGCG)は 、植物 ピス トン全体で見 たオクタマーの共通配列(逆 向

　

き=GAT㏄GCG)と は1bp異 なる。
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図17H3プ ロ モ ー タ ー上 流域 に見 られ るヘ キ サ マ ー/オ ク タ マ ー類 似 配 列

転写開始点上流350bpま でのH3プ ロモーター領域 の模式図及 びヘ キサマー配列、 オクタマー

配列 と上流域 に見 い だされた類似配列 とのホモロジー比較 。Hex.、Oct.、Nona.、TATAは それ

ぞ れヘ キサマー配列、 オクタマー配列 、 ノナマー配列 とTATAボ ックスを示 す。数字 は転写開

始点(+1)か らの距 離 、矢印 は転写 の方 向 を示 す。上流域の類似配列の うち、ヘ キサマー配列 、

オクタマー配列 と一致す る残基 は大文字 で、異 なる残基 は小文字 で示 した。H3プ ロモ ーター

の オクタマー配列(AATOCGCG)は 、植物 ピス トン全体 で見 たオ クタマーの共通配列(逆 向

き・=GAT㏄GCG)と は1bp異 なる。
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図18.ヘ キサ マ ー/オ ク タマ ー類 似 配 列 の 関 与 す るS期 特異 的 な転写 調節 の モ デ ル

1716mod及 び3種 類 の変異遺 伝子(1716Hex.M,1716△HS,1716△HN;図10及 び11参 照)

において 、導入 した変異 が遺 伝子 発現(転 写)に 与 える効果 を転写開始点上流350bpま での

H3プ ロモ ーター領域 の模 式図 と ともに示 した。Hex.、Oct.、Nona.、TATAは それぞれヘキサ

マ ー配列 、オ クタマー配列 、ノナ マー配列 とTATAボ ックスを示 す。数字 は転写開始点(+1)

か らの距離 、+1の 矢 印 は転写の方向 を示 す。太 い両方向 の矢印 はヘ キサマー配列 、オクタマ

ー配列 とコア ・プ ロモー ター とのS期 特異的 な相互作用 を表 す。 実際 にはTATA-boxを 中心 と

した基本転写 因子 の複合体 と、ヘ キサマー配列 及びオ クタマー配列 に結合 する転写因子(の 複

合 体)の 相互作 用 などに対 して図 のよ うな距 離的要 因が影 響する と予想 される。1716Hex.M

及び1716△HSで は上流域の ヘキサマー/オ クタマー類似配列 と転写 開始点 との距離 が大 きい

た め、上流域 のヘ キサマー/オ クタマー類 似配列の効果が現れに くい(点 線 で示 した)の に対

し、1716△HNで は123bpに 及ぶ欠失 のた め、これ ら類似配列 がコア ・プロモー ターに近づ き・

S期 特異 的な転 写 が回復 する と考 え られ る。
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図19.タ イ プ1・ エ レ メ ン トを介 したH3遺 伝 子 のS期 特異 的 な 転 写 調 節 の モ デ ル

(図 の説 明 は 次 頁 参 照)



図19.タ イ プ1・ エ レメ ン トを介 したH3遺 伝 子 のS期 特 異 的 な転 写 調 節 の モデ ル

A:ヘ キサマー配 列及び オ クタマー配列 を含 むタイプ1・ エ レメン ト(表3参 照)と 、 ここに

結 合す る蛋 白因子 。最近新 たに見 いだ され たS期 特異 的 な結合活性 を示す核蛋 白質 も含 めて示

した,,こ れ らに よって遺伝子発現 のS期 特異性 が規定 されるもの と考 え られる 、He×-a1-b、

Oct.、Nona.、TATAは それぞれHex-aモ チーフ及びHex-bモ チーフ(ヘ キサ マー配列)、 オ

クタマー配列 、ノナ マー配 列 とTATAボ ックスを示 す,、数字 は転写開始点(+1)か らの距 離、

+1の 矢印 は転写の方 向 を示す,,

B:S期 特異的 な転写活 性化のモデル,,S期 におけるH31GUSmRNA量 の急激 な増加 は主 にタ

イプ1・ エ レメ ン トを介 した転写の活性化 による もの と考 えられる 、このS期 特異的 な活性化

は、ここに結 合す る核蛋 白因子 それぞれの存在量 の変動 や、構造 の変化(リ ン酸化等)な どを

含 めた最終的 な複 合体構成の変化 によって引 き起 こされる もの と考 えている.、
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