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論 文 内 容 の 要 旨

転写制御システムに関与する調節因子が数多く発見されているが,転写因子の作用機構を理解するには,

それらの標的分子であるRNAポリメラーゼ自体の性質を解明することが不可欠と考えられる｡真核生物

のRNAポリメラーゼⅡはmRNAを合成する酵素であり,一般に10数種類のサブユニットと推定される

成分から構成されている｡ しかし,それらサブユニットの分担機能については全 く不明である｡ そこで著

者は,分裂酵母RNAポリメラーゼⅡのサブユニット5(Rpb5)に着日し,その構造および機能の解明

を目的として研究した｡まず,Rpb5の遺伝子を単離しその塩基配列を決定 した｡つぎに,大腸菌で大量

発現 し精製 した Rpb5タンパ クを用いて,RNA ポ リメラーゼ [個々のサ ブユニ ッ トに対 して

Farwestern解析 をおこない,Rpb5と相互作用するサブユニットを兄い出 した｡さらに,出芽酵母

two-hybridスクリーニング法により,Rpb5と相互作用する分裂酵母タンパクを探索しいくつかの候補を

兄い出した｡

Ⅰ.RNAポリメラーゼⅡサブユニット5遺伝子 (rpb5)の単離と構造解析

分裂酵母 rpb5遺伝子を単離するために,すでに遺伝子が単離されていた出芽酵母 RPB5(ScRPB5)

とヒトhRPB25のアミノ酸配列を比較し,両者の保存領域をプライマー部位として,分裂酵母 mRNA由

来 cDNAを鋳型としたPCRによりrpb5遺伝子を含むDNA断片を合成 した｡これをプローブに用いて,

rpb5遺伝子の全長を単離し,その塩基配列を決定した｡rpb5遺伝子より予想されるRpb5タンパクのア

ミノ酸配列は210アミノ酸残基からなり,ScRPB5や hRPB25とそれぞれアミノ酸配列上 55%,43%の

同一性を有し,特にカルボキシ末端側の約 3分の 1の領域が高 く保存されていた｡この単離した分裂酵母

rpb5遺伝子産物が,RNAポリメラーゼIIの構成サブユニットであることは, 1)単離 した遺伝子がコ

ードするポリペプチ ドを大腸菌で大量発現させたのち精製し,それを用いて調製したポリクローナル抗体

がRNAポリメラーゼⅠの27kDaのサブユニットに反応すること,2)その27kDaのサブユニットの部
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分アミノ酸配列が,rpb5遺伝子より予想されるRpb5タンパクのアミノ酸配列の一部と一致することに

より確認された｡

].Rpb5と相互作用するサブユニットの探索

つ ぎに,Rpb5が RNAポ リメラーゼ Ⅰのなかでどのサブユニ ットと接触 して多サブユニ ット酵素

RNAポリメラーゼが形成されているのかを明らかにする目的で,Rpb5タンパクをプローブにした

Farwestern解析をおこなった｡その結果,Rpb5はサブユニットRpbl,Rpb2,Rpb3と強 く結合し,ま

たRpb5およびサブユニットRpb8あるいはRpbllと弱 く結合することが判明した｡Rpb3タンパクをプ

ローブに用いた同様の実験では,Rpb3はサブユニットRpbl,Rpb2,Rpb5と強 く結合 した｡Rpb3と

Rpb5の相互作用を確認するために,グルタチオンセファロースビーズに固定化 したRpb3またはRpb5

タンパクを用いて,それらに結合するサブユニットの検出を試みた｡その結果,ウサギ網状赤血球抽出液

中で invitro翻訳により合成された 35S 標識 Rpb3あるいはRpb5タンパクは,それぞれRpb5および

Rpb3ビーズに結合回収され,Rpb3とRpb5の相互作用が確認された｡また,大腸菌で発現 し精製した

Rpblお よび Rpb2の部分ポ リペプチ ドに対 して,Rpb3または Rpb5タンパ クをプローブに した

Far-western解析をおこない,Rpb3が Rpblの中央部分とRpb2のC一末端部分に,Rpb5が Rpblの中

央およびC-末端部分 とRpb2の N-末端部分に強 く結合 し,RpblおよびRpb2ポリペプチ ド分子上の

Rpb3あるいはRpb5に対する結合領域が示唆された｡

Ⅲ.Rpb5と相互作用するタンパクの探索

分裂酵母内でRpb5と相互作用するタンパクを探索するために,出芽酵母two-hybridスクリーニング

法により約200万の分裂酵母cDNAライブラリーをスクリーニングした｡得られた陽性クローンのうち4

クローンが RNAポリメラーゼ Ⅰの最大サブユニットRpalのC末端領域をコー ドしていた｡そこで,

RNAポリメラーゼ[の最大サブユニ ットRpblの相同領域について同様に出芽酵母two-hybrid法によ

り調べたところ,Rpb5との相互作用が検出された｡これらの結果により,核内RNAポリメラーゼⅠ,

[,Ⅲ間で共通のサブユニットRpb5と,各 RNAポリメラーゼの最大サブユニットC末端領域 との相互

作用が,サブユニット集合に寄与していることが示唆された｡出芽酵母 two-hybridスクリーニングで得

られた陽性クローンのなかに,新規な蛋白質をコードするクローンを得た｡その予想される1957残基よ

りなるアミノ酸配列はほぼ全長にわたってcoiled-coil構造モチーフを有することから,いわゆる核骨格

成分タンパクとしてRNAポリメラーゼと相互作用している可能性が示唆された｡

以上,著者は分裂酵母RNAポリメラーゼⅠサブユニット5(Rpb5)の遺伝子を単離し,その塩基配

列を決定することによりタンパクの仝一次構造を決定した｡また,大腸菌大量発現系によりRpb5タンパ

クを得ることに成功 し,それを用いて Rpb5と相互作用するサブユニ ットを明らかにした｡さらに,

Rpb5と相互作用するいくつかの分裂酵母タンパクを出芽酵母two-hybrid法で同定 した｡これらの知見

により,真核生物 RNAポリメラーゼのRpb5を中心としたサブユニット間相互作用ネットワークおよび
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Rpb5に相互作用する転写因子のネットワークを解明する突破口が得 られた｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

転写制御システムに関与する調節因子が数多 く発見されているが,転写因子の作用機構を理解するには,

それらの標的分子であるRNAポリメラーゼ自体の性質の解明が必要である｡ 真核生物のRNAポリメラ

ーゼⅡはmRNAを合成する酵素であり,一般に10数種類のサブユニ ットと推定される成分から構成され

ているが,サブユニットの分担機能については明らかにされていない｡著者は,分裂酵母 RNAポリメラ

ーゼⅡのサブユニット5(Rpb5)に着目し,その構造および機能の解析を目的として,Rpb5の遺伝子を

単離 し塩基配列を決定 した後,Rpb5タンパクと相互作用するRNAポリメラーゼ]サブユニットをみつ

け,さらに分裂酵母内でRpb5と相互作用するタンパクの候補を兄いだした｡単離 した分裂酵母 rpb5遺

伝子 より予想 されるRpb5タンパクのアミノ酸配列は210アミノ酸残基からなり,出芽酵母 RPB5やヒト

hRPB25とアミノ酸配列上55%,43%の同一性を有 して,特にカルボキシ末端側の約 3分の 1の領域が高

く保存 されていた｡次に,本遺伝子産物 Rpb5がRNAポリメラーゼ]のなかでどのサブユニットと接触

して多サブユニット酵素 RNAポリメラーゼが形成されているのかを明らかにする目的で,Rpb5タンパ

クをプローブにしたFar-western解析を行 った結果,Rpb5が Rpbl,Rpb2,Rpb3と強 く結合 し,また

Rpb8あるいはRpbllと弱 く結合することが判明した｡また,Rpb5以外のサブユニット間における相互

作用についても明らかにすることができた｡さらに,分裂酵母内で Rpb5と相互作用するタンパクを検索

するために,出芽酵母 two-hybridスクリーニング法により約200万の分裂酵母 cDNA ライブラリーをス

クリーニングした結果,得 られた陽性クローンの内4クローンが RNAポリメラーゼ Ⅰの最大サブユニッ

トRpalの C末端領域をコー ドしていた｡そこで,RNAポリメラーゼ]の最大サブユニ ットRpblの相

同領域について同様に出芽酵母two-hybrid法により調べたところ,Rpblとの相互作用が検出された｡

本結果より,核内RNAポリメラーゼ Ⅰ,Ⅰ,Ⅲ間で共通のサブユニットRpb5と,各 RNAポリメラー

ゼの最大サブユニットC末端領域との相互作用が,サブユニット集合に寄与 していることが示唆された｡

以上,著者は分裂酵母 RNAポリメラーゼ Ⅱサブユニット5の遺伝子を単離 し,そのタンパクの仝一次

構造を塩基配列より決定すると共に,これと相互作用するサブユニットを明らかにし,さらに分裂酵母内

で相互作用するタンパクについても出芽酵母two-hybrid法で同定 した｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

更に,平成 9年 3月 3日論文内容とそれに関連 した口頭試問を行った結果合格 と認めた｡
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