


  

 

     

      

      

         

     

            

      



 

  

 

 



    

  







    

  



   

   



   

 

   

     

          

 

      

          

 

   

    



 

   

  

     

   

      



  

 

    

  

  



    

  

        

       

          

      

  

    



 

  

 

 

 

  

  

   

  

           

     

 



ンメンブレンフィルター（ Gene Screen, DUPONT製）にブロッ．ティ

ングした。 UVcross linker （フナコシ製）でフィルター上に RNA

を国定化した後、ホルムアミドを含んだハイブリダイゼーション液

中42℃で、 32pで放射標識した DNAプローブ（表 3）とハイブリダ

イズさせ、 1x SSC ( 0.15M NaCl, 0.015M sodium citrate pH7.0) 

0.1% SDS 50℃で洗浄した。洗液にカウントがなくなるまで十分に

洗い、 X線フィルムによるオートラジオグラフィー、あるいは、

FUJIX BAS1500Macイメージアナライザー（富士フィルム製）によ

る解析を行った。

制限酵素消化したDNAを1%アガロースゲルを用いて電気泳動し、

0.4M NaOH溶液を用いてキャピラリー法により、ナイロンメンブ

レン（ Hi-BondN+ Amersham製）にブロッティングした。ホルムア

ミドを含んだハイブリダイゼーシ沼ン液中 42℃で、 32p で放射標識

した DNAプローブ（表 3）を用いてハイブリダイズさせ、 2x SSC 

50℃で洗浄した。洗液にカウントがなくなるまで十分に洗い、 X線

フィルムによるオートラジオグラフィ一、あるいは、 FUJIX

BAS1500M丘C イメージアナライザー（富士フィルム製）による解析

を行った。

結胞核の単離

細胞核の単離は、以前に報告されている方法（Jacobson-Aet al., 
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1974）を一部改変して行った。 E.coli Bir懸濁液で培養した細胞を

NaK2緩衝液で洗い、ニトロセルロースフィルター（ Millipore製）

上で粘態細胞を発生ざた。発生の各段階において、約 1x 108偲の

細胞を集め、溶菌液（ 50m悶 HEPESpH 7.5, lOmM MgClz, 10% (w/v) 

sucrosε，lmM spermidine, lmM DTT, 2-mM KCl, 0.2mM PMSF) 950μ1 

に懸濁した。これに 20%(v /v) NP-40 50μ1を加えて撹持し、氷上に

数分間放置した。顕微鏡により細胞が溶け核が存在することを確認

した後、 3,000x g, 5分間違心した。沈殿を核保存液（40mM Tris-

HCl pH 8.0, 4mM MgCl2, 0.5mM spermidine, lmM EDTA, lmM DTT, 

50% (v /v) glycerol) 100μ1に懸濁した。適当量に分注し、液体

中で実験に使用するまで保存した。

in vitroにおける転写は、以前に報告されている方法

(McKεown-M and Firtel-RA, 1981）を一部改変して行った。反応液

( 50mM Tris-HCl pH 7 .9, 12.5mM MgClz, 6.25%(v /v) glycerol, 313mM 

NaCl, 125mM DTT, 131 units RNase inhibitor, 0.25mM ATP, CTP, GTP 

mix, 3.7MBョ［α－32P]UTP () 111 TBョImmol)) 80μ1に核溶液20μ1を加

えることにより反応を開始した。 25℃で 30分保温した後、飽和フ

ェノール 50μ1，クロロホルム 50μ1を加え撹持することによって反

応を停止した。微量高速遠心機で遠心後、水相を SephadexG-50ス

ピンカラムにかけ、精製した。
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得られた 32p標識産物は、 dutA,actin6, tRNAvai, rRNA(l 7S, 26Sの全

領域と 5.8Sの一部の領域を持つ）の塩基配列を持つ DNA断片をブ

ロッティングしたナイロンフィルターに対して、ホルムアミドを含

む緩衝液中、 42度でハイブリダイズさせた。 2x SSC, 0.1% SDS溶

液、 50℃で十分に洗い、 FUJIXBA 100イメージアナライザー（

フィルム製）による解析を行った。

run-onアッセイに用いた核の量は、試料に含まれる DNAの量を

定量することにより推定した。定量は、 Cesarone…CFらの方法

( Cesarone-CF et al., 1979）を用いて行った。核保存液 lμlに1% ト

リトンX…10010μ1, 4mM EDTA 10μ1を加え核を溶解した上で、 1x 

SSC 646μ1, 1.5μM Bisbenzimide H 33258 ( CALBIOCHEM製） 333μ1を

加え、暗所室温に 10分間放置した。 360nm励起光に対する 450nm

蛍光を測定し、既知の濃度の DNAにより作成した検量線と比較す

ることによって DNA量を決定した。

PCRには、 PfuDNAポリメラーゼ（ STRATAGENE製）または、

rTaq DNAポリメラーゼ（TOYOBO製）を用いた。 50mMKCl, 

lOmM Tris-HCl pH 9.0, 0.1% トリトンX-100,200μ叫 dNTPmix, 

2.5mM MgCl2 , 200nMプライマー， DNAポリメラーゼ，鋳型 DNA
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5ng ( NC-4ゲノム DNA）で全量25同にして 94℃ 1分、 50℃ 2分、

72℃ 3分のサイクルを 30田繰り返した。最後に 72℃ 10分で、反

応を完了させた（Saiki-RK, 1988）。 1-5μ1をアガロース電気泳動す

ることによって増揺を確認し次の操作に用いた。必要があれば全

を電気泳動し、目的断片を回収することにより精製した。

使用したプライマーを図 2にまとめた。泣から s7は、 dutA上流

の塩基配列（図 4）を元に作成した。上流を欠失したプラスミド構

築のために使用する Eco問、 PvuII制限酵素部位を導入した。

dutAの上流域は、インパース PCRの手法を用いてクローニング

した（Triglia-T et al., 1988）。まず、細胞性粘菌のゲノム DNAを制

限酵素 MboIで切断した。 dutAの周辺では、転写領域内にー箇所

在する BglII切断部位と上流約 900bの所にある MboI切断部位が

切断された（図 2）。セルフライゲーションを行わせた後、プライ

マ一日と I（図 2）を用いて PCRを行ったむ増幅断片をクローニン

グし、末端の塩基配列から、既知領域の上流に隣接する配列のクロー

ンであることを各室言忍した。
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塩基配列の決定は、すでに確立された方法にしたがって行った

( Sanger-F et al., 1977）。 BcaBESTsequencing kit (TaKaRa製）を使

用した RI用いる方法、または、 Dyeterminater cycle sequencing kit 

(PERKIN ELMER製）を使用した蛍光を用いる方法により行った。

蛍光を用いる方法を使用したときには、 ABIsequencer 373Aを使用

した。

図 3 に従って作成した。出発物質となる Hd~－gal#l は、 SP60 由

の転写調節領域と翻訳開始点の支配下に~－gal 遺伝子を持つプラ

スミドである。 BglIIによる切断後、平滑化を行い、さらに、 Spe

iで切断し、脱リン酸化したものをベクターとした。このベクター

は、プロモーター領域と転写開始点は欠失しているが、翻訳開始点

はもっているベクターであり、理論的には、プロモーターと転写開

始点を挿入することによって、挿入プロモーター活性に由来する

~－gal 活性が見られる筈のものである。 dutA 遺伝子の上流と転写開

始点をもった DNA断片は以下の方法により、作成した。インパー

スPCRにより dutA遺伝子の上流約 900bpを増幅し、一旦T－ベクター

( Promega製）にクローン化した。 T－ベクター上にある ApaI部位

を切断後、平滑化を行い、さらに、 T－ベクター上にある SpεI部位

を切断した。ゲル電気泳動により挿入断片を精製し、先程のベクタ－
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に挿入し、目的とするプラスミドを得た。

日－gal活性の測定

~－ガラクトシダーゼ活性は、 Steers Jr-Eらの方法により測定した

( Morio-T et al., 1994）。細胞を集めリン酸緩衝液により洗浄した

のち、 TMS( 50mM Tris-HCl pH 7.5, lOOmM NaCl, lOmM MgClz ）に

懸濁し、凍結融解により細胞を破壊した。活性測定液（ 9mM o-

nitrophenyl－~－D-galactopyranose, 10%(v /v) 2-mercaptoethanol ) 80μ1 

に上記の細胞破壊液20μ1加えることで反応を開始した。 25℃ 10分

保温し 200同の 0.5班 KzC03を添加し、反応を止めた o 420nmの吸光

を測定することにより活性を澱定した。

~－gal 染色

Dingerman-Tらの方法（ Dingermann-T et al., 1989）により、。－

gal染色を行った。試料（移動体）を関定するため、 0.5%グルター

ルアルデヒドを含んだZ緩衝液（ 60mM Na2HP04, 40mM NaH2P04, 

lOmM KCl, 2mM MgS04 pH 6.9 ）中に 10分間置いた後、 Z緩簡液で

2胆洗浄した。染色液（ 5mM K3[Fc(CN)G] K4[Fe(CN）よ lmMX-Galを

んだZ緩衝液）中 30℃で染色し、 30分から 12時間後に実体顕微

鏡により染色を観察した。
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dutAの上流領域の欠失プラスミドの作成

dutAの上流領域の欠失プラスミドは、図 4に従って作成した o

dutA全転写領域を含む EcoRI 2.9kbp断片を pUC118にクローン化

した pUCEE118から、欠失クローンを取り dutA全転写領域と 3’非

転写領域約 120bpを持ったクローンを選び（ p~25）、 Pvu IIにより

挿入断片を切り出した。 pUCBsr~Bam を Sma I切断及び脱リン酸化

したベクターに挿入した（ p~25Bsr）。一方で、 dutA の上流域をプ

ライマー sl～s7と日を用いた PCRによって増幅した。 PCR産物を

Eco RI 切断したものを p~25Bsr の Eco RI部位に挿入した。上流側プ

ライマーには PvuII 部位があらかじめ組み込まれており p~25Bsr 内

のFvuII部位との位置関係により PvuII切断物の断片の長さから、

挿入断片の向きを確認することが出来る。この方法によって挿入断

片の向きを確認し、もとのゲノム DNAと閉じ向きに入ったものを

p企25(sl）～ p~25(s7）として選んだ。
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3叢．機能解析の試み

3 - 1 背景

前述したように、 dutA遺伝子はもともと粘菌の初期発生過程で

異的に発現する遺伝子のーっとして差次スクリーニングによって

離された。栄養増殖期には転写産物は全く存在せず、飢餓による

発生開始数時間後から蓄積が始まる（Yoshida-H et al., 1991) 

dutA遺伝子は、核に 1コピー存在し、転写産物は約 J.3kbの大きさ

を持つ。 DNAの一次構造解析からこの遺伝子は、 AT含量がきわめ

て高い（ 87% AT）上に、 A あるいはT の連続する領域が多数存在

し、二次構造をとりやすくなっていること、また、どの読み枠をと

っても終止コドンが頻出するため長い ORF ( QP巴nr_eading framε； 

み枠）が取れないことが明らかとなり、この遺伝子はタンパク

に翻訳される可能性はきわめて低いと判断された（ dutAと言う名

称は、 development-specificuntranslatbleと言う意味で命名された。）。

細胞分画を行うと dutARNAは、主に細胞質に存在するがポリソー

ムは形成していないことが見い出され、上の様な可能性と良く合致

している（Yoshida-H et al., 1994）。また、実験操作中に遺伝子の

組み替えなどが起こった結果このような特異な配列が現われたとい

う可能性は、独立に単離した数個のクローンが同じ塩基配列を与え

ることから奇定されている。さらに、 RNAvベルにおける大規模

21-



なエディティングを受けたあとで翻訳される可能性も、エディティ

ングの中間体が全く見い出されていないことや、この遺伝子が核に

コードされていることなどから、きわめて小さいと考えられる

(Yoshid丘一日 et al., 1994) 

以上のように、 dutARNAはタンパク質に翻訳されることなく機

能していると考えられるが、粘菌の発生においてこの RNAがどの

ような機能・役割を果たしているかはきわめて興味のある問題であ

る。すでに相同組み換えによって dutA遺伝子を破壊すること

( Yoshida-H et al., 1994）や、アンチセンス RNAの細胞内過剰発現

( Yoshida-H, 1994）にも成功しているが、いずれの株においても通

常の実験室内の発生条件下では野生株との形態的な差異は見い出さ

れていない。本研究では、 dutARNAの機能を解明すべくさらに詳

細な解析を行った。

3 - 2 験結果

3 - 2 - 1 dutA遺伝子破壊株の非通常条件下における発生。

伝子破壊株において、形態学的に何ら異常が見い出されないこ

とは多くの生物で報告されていることであり、細胞性粘菌において

も数多くのこのような事例の報告がある（ Hildebrandt-M et al., 

1991, Doring-V et al., 1991 Johnson-RL et al., 1993, Vasu-SKεt al., 

1993）。その理由の一つは、類似の作用を持つ他の遺伝子の働きに
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よって破壊遺伝子の機能が相補されることによることが考えられる

が、他の理由として通常の実験室条件では穏和な条件のため遺伝

の破壊効果が十分に観察できない可能性が考えられる。従って、よ

り自然環境に近い厳しい条件のもとでは、破壊された効果が顕著に

発揮される可能性もある。そこで実験方法に述べたように、細胞密

塩濃度、温度を変える等の種々の条件で発生させ、発生の開始

時期、細胞の集合範囲、移動体のサイズ、カルミネーションの時期、

体の形態などについて繰り返し野生株との比較を行ったが、

ての点について雨株の間に有意かつ安定的な差異は見られなかった。

3 - 2 - 2 dutA破壊株における発 初期遺伝子の発現。

以上のように dutA破壊株において発 中の形態学的な異常は観

されなかったが、 dutARNAが発生初期に蓄積し始める事実から、

dutAの破壊株が他の発生初期遺伝子の発現量に影響を与える可能

も考えられる。そこで、発生初期に急激な発現の変化が見られる

gp80 （星lyco:Q_rotεin80；細胞接着に関与する表層タンパク質）、 earl

( cAMP receptor 1）、 discl（粘菌のレクチンの一種）、の各遺伝

の発現を dutA破壊株と非破壊株で比較し、遺伝子破壊の効果があ

るかどうかを調べた。両株を大腸菌とともに生育させた後、大腸菌

を除去することによって発生を開始し、発生開始後6時間および

12時間に RNAの調製を行い Northern解析を行った。しかしながら、

国 5に示したように、これらの遺伝子の発現における時間的変化、

及び発現量において両株間に有意でかつ再現性のある差異は見られ
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なかった。

3 - 3 考察

dutAの機能を解明するため、 dutA遺伝子の破壊株及び非破壊株

を用いて種々の条件下で形態におけるわずかな差を見い出すための

験を繰り返し行った。また、 dutAの破壊が他の初期遺伝子の発

現にわずかなりとも影響を与えるのではないかとの期待のもとに

な実験を執劫に行った。しかしながら、両株の間に有意で再現性

のある差異はついに見い出すことが出来なかった。さらに HMl株

との間でマクロシストを形成する能力においても差が見られない

（田中可昌：私信〉。これらの原因としては、まず dutA遺伝子が

リダンダントである可能性が考えられる。しかしながら、粘欝のゲ

ノム DNAのSouthern解析において通常のハイブリダイゼーション

の条件からストワンジェンシーを少し変えただけでは dutAは

のバンドしか与えず、ストリンジェンシーを弱くすると一挙に多数

のスミアバンドが現われる。このことから、 dutA遺伝子はゲノム

中にーコピーしか存在しないものと考えられる。このように、

dutAは一次構造上類似の遺伝子が存在するとは考え難いが、二次

構造上、あるいは三次構造上類似の構造をとる RNAの存在する可

能性は依然として残されている。 RNAは四種類しかない塩基の組

み合わせからだけで出来ているため、一次構造上全く異なる構造を
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持っていても二次あるいは三次構造上は類似の構造をとる可能性が、

タンパク質の場合よりもはるかに高いと考えられるからである。実

際、分裂酵母の meiRNA欠損株を相補する RNAがArabidopsis

thalianaのcDNAライブラリーからとられたが、 meiRNAとは一次構

造上全く桔向性が見られなかった（渡部嘉典：私信）
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転写謂簡の解析

4 - 1 背景

cAMPは、細胞性粘菌の発生過程を通して細胞の内外で重要な役

割をはたしている。発生初期に絡胞外に放出された cAMPは、走化

性物質として細胞の集合に関与する（Konijn-TM et al, 1967）ばか

りでなく、発生初期の遺伝子の発現にも影響を与える。現在までに

調べられた発生初期に誘導、抑制を受ける遺伝子はほとんどすべて

がnMレベルのパルス cAMPまたは μMレベルの高濃度の cAMPによ

って影響を受けることが明らかになっている（Firtel-RA, 1995) 

earl、gp80、などの遺伝子は、液体振遊中で発生させ、パルス

cAMPを与えると発現が増加し（ Mann-SKO and Firtel-RA, 1991, 

Ma-PCC and Siu-CH 1990）、反対に disclなどは、パルス cAMPを

えると発現が抑えられる（Schull日 s-Cand Schaap-P, 1995) 

dutA遺伝子の発現は発生の初期に起こるが、高濃度の cAMPを

加えても発現に影響を与えないことが明らかになっている

( Yoshid丘一H et al., 1991）。しかし、積撞的に cAMPのパルスを外

部から与えた場合、どのような発現応答をするかについては未だ明

らかではない。一般に cAMPを非パルス的に与えた場合顕著な応答

が見られない場合でも、パルスで与えると大きく影響を受けること

はすでにいくつかの例で示されている（Ma-PCCand Siu-CH, 1990) 
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発生初期過程における細胞外の cAMPからの刺激は、まず細胞表

面の cAMP受容体（主に CARl）によって受け取られ、 G臼 2 ( G タ

ンパク質 αサブユニット）、 Gf3 ( G タンパク質 Sサブユニット）

CRAC ( ~ytosolic r_egulator of 9:_denylyl ~yclase；細胞質に存在するア

デニリルシクラーゼの調節因子）、 ERK2( extracεllular signal 

responsive kin註se2；：外部刺激に応答して活性化されるフロテインキ

ナーゼ）を介してACA( g_denylate 豆yclase,§:_ggregation specific；集合

期特異的アデニリルシクラーゼ）を活性化することによって cAMP

の信号を伝達している（ Firtel－静RA,1995) （図 14）。最近、 cAMP

経路上にあるいくつかのタンパク質の破壊株が取られてお

り、これらの破壊株は cAMP信号のリレーが出来ないので全て集合

することが出来ない。しかしながら、破壊された遺伝子ごとにわず

かずつであるが形質が異なっている。たとえば、最初に細胞外の

cA旺Pの信号を受け取る CARIを欠失した株では、発生初期を液体

振遊中、高濃度 cAMP存在下で行い、その後フィルター上において

やると正常な子実体を形成する（Soede-RDM et al., 1994）。一方、

ACA欠損株では、同様に処理しでも小さな子実体にしかならず大

部分の綿胞は単細胞に戻ってしまう（ Pitt-GSet al., 1993）。 Gf3タ

ンパク質は、刺激を受けた CARから遊離し、 CRACと相互作用する

ことによってACAを活性化している。薬剤による ACAの阻害では、

剤の高！J次的な作用による効果が否定できなかったが、これらの援

数の変異株を用いて各遺伝子発現を調べることによってACA活性

の影響を直接的に調べることが出来るようになった。
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また、 pkac株は、集合出来ない株であり、遺伝子発現に関しで

も初期発生期に誘導される遺伝子はほとんど誘導されず、飢餓状態

におかれでもほとんど発生は進まない。しかし、液体振塗中におい

てcAMPのパルスを与えることによって、この株でもいくらか遺伝

子発現は回復させることが出来ることが確認されている（ Mann-

SKO and Firtel-RA, 1991) 

序論でも述べたように、遺伝子発現の調節は種々のレベルで起き

ている。 Rl'¥TAの合成それ自体の制御は言うまでもなく、合成され

たRNAの分解制御、さらにはプロセシングや種々の修飾、 トラン

スロケーションのレベルにおける制御などの多くの可能性が考えら

れる。 mRNAの場合は、さらにタンパク合成に関わるさまざまなレ

ベルにおける制御が付加される。 dutAのRNAほ翻訳されないと考

えられるので、発生開始後に誘導される dutARNAの蓄積が、合成

の促進によるものかまたは分解の抑制によるのかが当面の問題とな

る。もし dutAの発現制御が他の多くの遺伝子の場合と同様、核の

転写活性における制御であるならば、以後は核における転写を中心

に研究を進めればよい。またもし RNAの分解の制御によるもので

あれば、さまざまな条件における分解の原因を明らかにする必要が

ある。よって本研究では、単離核を用いる run-on解析を行い、

dutAの発現制御がそのいずれによるものかを明らかにした。

，ム典的”な 3種類の RNA--rRNA, mRNA, tRNA－－は真核

物ではそれぞれRNAポリメラーゼ III及びIIIによって転写され
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ることが知られておりそれぞれの転写は異なった因子によって調節

を受けるのみならず、転写を調節するシス領域も異なっている。従

って RNAポリメラーゼに関する情報は発現制御を明らかにする上

できわめて な知見であるが、 dutAは上のいずれにも属さない

’新種”の RNAであるため、いかなる RNAポリメラーゼによって

転写されるのかが明らかではなかった。 3種類の RNAポリメラー

ゼは、単離核を用いる invitro転写系において αーアマニチンに対

する感受性の違いによって区別することが出来る。本研究ではこの

性質を利用し、 dutAの転写に関わる RNAボワメラーゼの種類を

明らかにした。

さらに、上の実験で得た情報に基づき転写の制御に関わるシス領

域を決定するため、種々の長さの予想、シス制御領域をもっプラスミ

ドを dutA破壊株に導入し、 dutAの発現を検討した。その結果、こ

の遺伝子の発現制御領域に関して新しい知見を得ることが出来た。

4-2  結果

4-2-1 転写レベルにおける dutA遺伝子の発現調節

dutAの転写産物は、栄養増殖期には全く存在せず、発生開始後

積してくることは以前より明らかになっている。この発生期特異

的な蓄積が、転写の活性化によるものか、または、それ以外の原因

によるものかを明らかにするために、発生過程において経時的に核
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を単離し、 run-on解析を行うことによって転写活性の変化を調べ

た。図 6(B）に示したように、 actin遺伝子、 tRNA遺伝子、 rRNA

伝子の転写活性は、発生開始後急速に減少したが、 dutAの転

活性は、 dutAの蓄積量（図 6(A））の変化にほぼ一致して上昇、減

少していることから、 dutAの蓄積量の変化は、主に転写活性の変

化によると結論した。

4 - 2 - 2 dutAの発現に及ぼす cAMPシグナルの影響

・ cAMPパルスの効果

細胞外の高濃度の cAMPやカフェインが dutAの発現に影響を

えないことは、以前より明らかになっている（Yoshida-H et alけ

1991）。今回、人為的に cAMPのパルスを細胞外から与えるとどの

ような影響があるかを調べた（図 7(A））。粘菌締胞に、発生開始

3時間後から cAMPをパルスで与え、 dutAおよびgp80遺伝子の発

現を Northern解析によって調べた。コントローんとして用いた

gp80遺伝子は、 cAMPのパルスで誘導される遺伝子であるが、 5

時間後に cAMPパルスによって発現が大きく誘導されていたのに対

して、 dutA遺伝子の発現については、全く影響が見られなかった。

このことにより、高濃度の cAMPだけでなくパルスで細胞外から与

えた cAMPも、 dutAの発現に対して何ら促進または抑制効果を持

たないことが示された。
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cAMPの

発現。

伝達系に欠陥を持つ種々の変異株における dutAの

述の様に、細胞外の高濃度の cAMPや人為的に与えられたパル

スの cAMPの結果から、細胞外のどのような cAMPからの刺激も

dutA発現に無関係であることが示された。そこで、さらに細胞外

のcAMPからの信号を受ける側に変異を持ついくつかの変異株を用

いて、 dutAの発現を調べた。細胞外の cAMPの信号は、 cAMPレセ

プターを通して細胞内に情報として伝えられるが、 dutAの発現が

誘導される発生初期に cAMPレセプターとして存在するのは、主に

cARlである。しかし、もう少しあとのチップ形成期、移動体期に

が最大となる CAR3もこの時期から少量存在している（ SaxeIII 

et al., 1991）。図 8に示すように、 earl遺伝子は、 earl一株では、

短いフラグメントが発現しているが、これは相同組み換えの結果

じたものであり、 CARIタンパク質は、発現していないと考えられ

る。 gp80遺伝子は、発生初期特異的な遺伝子で、 cAMPによって

誘導されるが、 earl－株でもほぼ野生株と同様の発現が見られた。

これは、 CAR3の存在によって earlーが相補された事によると考えら

れる。事実、 earl-I car3－株で同様に発生期において発現を調べる

とgp80遺伝子の発現は劇的に減少していた。これは、細胞外の

cAMPの信号を受け取れなくなったためと考えられるが、これらの

earl－及び、 earl-I car3一変異株においても dutA遺伝子の発現は、

野生株と殆ど同じであった。また、 E陪（2タンパク質は、細胞内で

アデニリルシクラーゼを活性化するのに必須の因子であるが、これ
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を欠くと gp80は、殆ど発現されなくなり、 earlの発現量が減少し

た。一方、結胞外の cAMPによって発現が抑制される遺伝子である

dis clは、 erk2－株で発現量が増加した。この様に初期遺伝子に影

を与えている erk2変異株においても dutAの発現量は、野生株と殆

ど同じであった。さらに、細胞内で cAMPの合成に関わる aca遺伝

を欠失した（ aca－） 株では、 earl一Icars－株や erk2一株とほぼ同様

にgp80、 earlの発現は抑えられているが、 disclの発現は逆に野

株より増加していた。この aca一変異株においても dutAの発現は、

殆ど影響を受けなかった。 Gβ タンパク質は、細胞内には恒常的に

存在しているが、発生初期には細胞外の cAMPによって CAR( 1 or 

3) が刺激を受けた後、 CRACと相互作用し、 ACAの活性化に働い

ていると考えられている（ Lilly-PJ and Devreotes-PN, 1995）。 Gβ

タンパク質を欠いた細胞では、 gp80の発現は誘導できなかったが、

dutAは野生株と向程度に発現が誘導された。 Gβ 一株では、 earlの

発現量が減少することが報告されているため（Wu-L et al., 1995) 

その効果を排除するため今回の実験では、 Gβ 一Icar 1canst ( Gβ一株に、

常に発現するプロモーター（atin15）に連結した earlを導入した株）

株を使用した。以上のように、一次信号である細胞外の cAMPから

の情報伝達経路の中でACAを活性化する経路の様々な変異株にお

いて、 dutAの発現は影

は、 cAMP からの信号伝

を受けなかったことから、 dutAの発現に

は必要ないことが示されたむ
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・ pka C…株における dutA遺伝子の発現

つぎに、 pkac一株において同様の実験を行った。この株では、

dutA遺伝子だけではなく、調べた限り全ての発生初期に誘導され

る遺伝子が発現しなかった（図 8）。その理由のーっとして、発

が進まなかったために発生初期に誘導される遺伝子が発現しなかっ

た可能性が考えられる。そこで、 pkac－株に発生開始 3時間後か

らパルスで cAMPを与え、ある程度発生を進ませることで、 dutA

の発現に PKA活性が必要かどうかを調べた。パルスで cAMPを与え

ることでgp80の発現は、 10時間後に誘導されたが、 dutAの発現

にパルスの影響は全く見られなかった（国 7(B））。このことから、

dutAの発現には、 PKA活性が必要であることが示唆された。

・ 8Br-cAMPのdutA発現に対する影響

上述のように、 dutA遺伝子の発現に PKA活性が必要なことが示

されたが、 aca一株においても dutA遺伝子は、野生株と同様に発現

することから、 PKAの活性化に cAMPが関与しているかどうか、疑

問が持たれた。そこで、野生株に 8Br-cAMPを与えることによって

人工的に細胞内の cAMP濃度を上昇させ、 dutA遺伝子の発現にど

の様な影響があるかを調べた。発生初期においても 8Br-嶋e伊

らかの形で細抱内でf動くことはEndl一Iらの実験によつて明らかにな

つている（ Endl-Iθt al., 1996) o 野生株NC一4を大腸菌懸濁液によ

り培養し、餌を除去することで発生を開始した。発生開始 1.5時間

後に cAMP（最終濃度 O.lmM）または、 8Br開－－
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を添加、それからさらに 2時間後、 4.5時間後の試料から全RNAを

それぞれ調製し、 Northern解析を行った。国 9に示すように、

8Br-cAMPの添加による dutAの発現時期及び発現量に変化はなく、

細胞内の cAMP濃度の上昇による dutAの転写の活性化は見られな

かった。また、発生開始 1.5時間の細胞が細胞内の cAMPに反応で

きるほど成熟していない可能性もあったので、薬剤jを与える時間を

2.5時間目、 4.5待問目、及び5時間自にずらし、サンプリングの

時間もそれぞれずらしてみたが、 8Br噂白－縛白

は見られなかつた（デ、一夕を示さず） 0 これらのことから、 PKA

の活性化は、 cAMP以外の因子によって行われている可能性が示唆

された。

4 - 2 -3 dutA遺伝子を転写するポリメラーゼ

？新種” RNAである dutA遺伝子が、真核生物に存在する 3種類

のRNAポリメラーゼのうちどの RNAポリメラーゼによって転写さ

れているかを調べた。発生開始 12時間後の細胞で転写活性が最大

となることが図 6より明らかになったので、その時期の細胞から

核を単離し、 33μg/μlの αーアマニチンを加え、 run-on解析を行っ

た。図 10に示すように、この薬剤濃度において、 RNAポリメラー

ゼ 1による rRNA合成は全く阻害されず、また RNAポリメラーゼ

IIIによる tRNA合成は、部分的に阻害された。この結果は、粘麗の

核を用いて以前に行われたYagura-Tらの結果（Yagura-T et al., 

1976）と良く一致する。一方 dutA遺伝子は、 actin遺伝子とともに
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完全に阻害された。このことから、この薬剤濃度で αーアマニチン

は、 RNAボリメラーゼ IIを完全に阻害し、 dutA遺伝子は、 mRNA

の転写に関わるポリメラーゼ IIによって転写されることが明らか

になった。

4 - 2 - 4 dutA漬伝子の上流の塩基配列

dutAの転写には RNAポリメラーゼ IIが関与することが示され

たことから、その発現調節領域は 5＇上流に存在すると考えられる

が、 dutA遺伝子の上流は、通常の遺伝子歩行よるクローニングが

困難であったため、 dutA遺伝子の転写領域中のある配列に対する

プライマ一日と iを用いて、インパース PCR法によりクローニング

した。隣接領域の塩基配列より、クローニングしたものが dutA遺

伝子の上流域であることを確認した後、全塩基配列を決定した（図

1 1 ）。転写開始点より 200塩基ほど上流に CAA1）ビートが存在

するが、この領域のリピート数の決定は、 PCR産物から直接塩基

配列を決定することにより行った。 CAAリピートは、コーディン

グ領域、プロモーター領域の区別なく粘菌のゲノムに広く存在して

いる（ 4 - 3参照）

4-2-5 上流シス転写活性化領域の解析

dutA遺伝子の上流シス領域を解析するため図 3に従って、 dutA

の転写開始点を含み、 SP60の翻訳開始点を利用して lacZタンパク

を発現するようにしたプラスミドを構築した。このプラスミドを

-35-



Ax2株に形質転換し、 lacZの活性測定を行ったが有意な活性は見い

出すことが出来なかった。さらに、細胞を回定後、 X-galを用いて

染色を行ったがlacZに基づく染色は見られなかった。本研究におい

てコントローんとして並行して行ったHd十gal#l( sp60プロモーター

に f3－カラクトシダーゼ遺伝子を接続したプラスミド）による形質

転換は、得られた株が予期した通り、予定胞子領域のみでの染色を

え、形質転換操作自体は JI頃調に行われたことを示している。別の

構築手 JI［震にしたがって作成したプラスミドにおいても活性は検出で

きなかったので、 l31Jの方法を用いて dutAの転写活性を測定するこ

とにした。

転写開始点を＋ 1として、－780から dutA転写領域全長を含み、

下流非転写領域 119塩基を持つプラスミドを作成し、 dutA遺伝子

破壊株に導入したところ、野生株の dutA遺伝子と同様の発現が見

られたので、この領域内に dutAの転写調節に必要なシス・エレメ

ントは、全て含まれていると考えられた。次に、上流域を j綴次欠失

したプラスミドを作成し（図 4）、同様に dutA遺伝子破壊株に

入し、発現を調べたところ、最も短い pil25(s7）株においても野生株

と同様の発生期特異的な発現が見られた（図 12 ）。なお、図 12 

に示した実験ではs2のところで活性がイ尽くなっているように見え

るが、独立に行った別の実験から他の長さのものと有意な差はない

と考えられる。これらの結果から、 dutAの発生期特異的な転写に

は、－64より上流の領域は必要ないことが結論された。
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4-3  考察

－発生に伴う転写活性の変化

単離核を用いるお vitroの転写系による解析の結果、種々の新し

い事実が見い出された。 dutARNAの蓄積パターンは、単離核にお

ける転写活性の変化のパターンとほぼ一致することから、 dutAの

発現制御は大部分において転写の調節によって行われていると考え

られる。このことは、発生開始後何らかの情報が核に作用し、

dutAの転写活性を誘導することを意味する。この情報が cA斑Pを

介したものでないことは他の実験結果から明らかとなった。

た、 actinのmRNAの蓄積量は、粘菌の発生開始後すぐは上昇し、

その後減少する（Romans-P, 1985）が、転写活性は増殖期で最大で

あり発生開始後は減少し続けることが報告されている（ DeSilver-

DA et al., 1991）。今回の実験結果は DeSilver-DAらの報告と一致す

るものである。 tDNA、rDNAの発生過程における転写活性の変化は

今までに報告がなく、今回初めて調べられた。 rDNAの転写活性は、

増殖期が最大で発生開始後数時間の問に急激に減少したが、発生の

後期においては、比較的高いままに維持されていた口これに対し、

tDNAの転写活性は同じく増殖期において最大であるが、発生開始

後緩やかに減少し、約 10時間ほどで数%にまで減少することが明

らかになった。
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・ dutAの誘導に関わる因子

細胞性粘薗の発生初期には、 CARIや 3が細胞表面に存在し、細

胞外の cAMP刺激に対する細胞の反応を仲介している。刺激を受け

たcAMPレセフターから Gα2、GSを経て、 ERK2、CRACに情報が

伝わり、アデニリルシクラーゼが活性化される。 dutAの発現には、

少なくともこの cAMPレセフターから始まる経路は関係していない

ことが示された。発生の初期に発現が大きく変化する遺伝子は、今

まで調べられた限りすべて cAMP刺激に対して何らかの反応を示し

ており、 dutAはこの種の遺伝子としては綿抱外 cAMPに反応しな

い初めての例である。では、どの様な細胞外の信号に反応してこの

伝子の発現が誘導されるのであろうか。吉田ら（Yoshida-H et 

al., 1991）は、細胞密度がきわめて低い状態では飢餓によっても

dutAの発現が起こらないこと、しかし高密度培養によって得られ

た上清をこれに加えると発現が誘導されることを見い出している。

このことから、 dutA発現誘導は、細胞外に放出される何らかの可

溶性の因子によると考えられる。増殖期に培養液中に放出され、細

胞の密度をモニターしている因子である PSF(prεstarvation factor ) 

( Rathi－企 etal., 1991) 、あるいは、飢餓蔑後に細胞外に放出され

る80kDaの因子である CMF( coditioned mediurn factor ) (Gornεr-

RH et al., 1991）が候補として考えられる。 PSFは増殖期に連続的

に細胞より放出されある濃度に達すると disclなどの遺伝子の発現

を誘導する。さらに飢餓状態になった場合、放出される CMF濃度

によって細胞は密度を感知し、発生を始めるか否かの判断をすると
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考えられている。いずれも発生のきわめて初期の段階でいくつかの

遺伝子に働き、少しだけ誘導を起こす。しかし次の段階では、発生

する cAMPのパルスによってさらに大きな誘導（または抑制）が引

き起こされる（問ann-SKOand Firtel-RA, 1989）。従って、 PSF、

CMFやそれ以外の未知の園子のみの効果が見られるのはきわめて

期間に限られているが、 dutAの場合は、 cAMPの影響を受けるこ

となく外部の因子の作用を調べることが可能となるので、これらの

作用機構を解析する上で、きわめて好都合な遺伝子であると言えよ

v

つ

・ dutAの発現における PKAの関

PKAは、調節サブユニット（R）と触媒サブユニット（C）からなるオ

リゴマー酵素（細抱性粘菌では RCのヘテロダイマー（ de

Gunzberg-J et al., 1984）、動物細胞では、 RzC2）である。 R に

cAMPが結合すると C から離れ、活性が発現する事が明らかになっ

ている。細胞性粘菌において、 pkac－株や PKAR0・E株（R過剰発現

株）は、プレート上で発生させたとき集合できなくなる（Simon-

MN et al., 1989）。また、 pkac－株では、 gp80、 earlなどの発生初

期に発現する遺伝子の発現も見られない（図 8）。これらのことか

ら、細胞の集合や初期遺伝子の発現に PKAの活性が必要であると

考えられている。一方、 crac- ( Synag7 ）株は、 ACAを活性化でき

ないため cAMPパルスを生成できず、それが原因で集合出来ないこ

とが明らかになっている。この株は野生株と混ぜて発生させ、野生
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株からの cAMPパルスを与えてやると野生株とともに集合し、その

後の発生も正常に進む。このことは、細胞の集合や分化には外から

える cAlvIPの刺激だけあれば十分であり、細胞内の cAlぜPは必要

ないことを示している。今回の実験の結果、 dutAの発現はcAMP

のない δca－株の中でも野生株と同様に起こるが（図 8）、 pkac－株

では、細胞外に cAMPパルスを与えても起こらない事（図 7(B））が

明らかとなった。このことは、 dutAの発現に、細胞内の cAMPは

必要ではないが、 PKAの活性は必要であることを示している。最

近になって、 cAMPの関与なしに PKAの活性化が起こる可能性が他

の例でも指摘され始めている（Wu-L et al., 1995, Schaap et al., 

1995）。 aca－株において cAMPのないところでどのように PKA活性

が発現するかについては、いくつかの可能性が考えられる。

1 ) R とC の発現パターンが異なり、 C の方がわずかに早い時期か

ら発現しているので、発生のごく初期には現在知られている R の影

を受けずに活性を発現できる可能性（Leichtling-BH, 1984）。ま

た、 D.discoideumのC のN 末端側には他の生物の C には見られな

い特徴的な配列（ N、Q、及びT ストレッチ）が存在し（ Mann-SKO

and Firtel-RA, 1991）、そこを還して従来知られている R とは別の R

の調節を受けている可能性もある。実際、この N 末領域のみを過

剰発現させた株においても C全体を過剰発現させた株と向様に野

株よりも発生が早く進むことが観察されている（A日Jard-Cet alけ

1992) 
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2) PKAの活性が以下の 2種類のパターン（ Mann-SKO and・ Firtel-

RA, 1993）で調節されている可能性。

RCごR十C

RC+[2 cAMP］ご R・ cAMP2十C

平衡化による活性化

cAMPによる活性化

般に、 R にcAMPが結合して、 RCから Rが外れることによって

活性が発現すると考えられているが、他にも何らかの環境変化によ

って、平衡がずれ、 Rが外れて活性を発現する事が考えられる。

際、 RCの結合はそれほど強いものではなく、少しの変化で外れる

ことが示唆されている（ Majerfeld…IH et al., 1984）。生体内の日＋や

Ca2十の変化によって平衡がずれる可能性も考えられる。

3 ）発生初期の遺伝子発現には、わずかの cAMPによる活性化で十

分であると言う可能性。 aca－株においてもきわめて低レベルのアデ

ニワルシクラーゼ活性が存在することが示されている（ Pitt-GSet 

al., 1992）。低レベルの活性を説明するために現在までに知られて

いないアデニリルシクラーゼ、 ACXの存在も仮定されている

( Endl-I et al., 1996) 

以上のいずれによって duはが aca－株において発現しているかは不

明であるが、もともと粘菌の PKAは活性の高い発生後期の細胞か

ら精製され cAMP依存性が調べられたので、発生初期においても向
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じR を介した調節を受けているかどうかは不明である。従って、発

生初期における PKACの性質を調べることは今後の課題である。

細胞性粘菌において、 PKAによってリン酸化されるタンパク質

の実体は発生初期においても、後期においても現在のところ明らか

にされていない。発生初期の終わり頃（マウンド期）に、転写のシ

ス・エレメントである G-boxに結合する転写因子、 GBF( G-box 

Q_inding factor; G-box結合因子）が合成される。 GBFは、リン酸化

によって活性化され、初めて DNAへの結合が可能となる。これに

よってほとんどの発生後期の現象が誘導されることが示されている

( Firtel-RA, 1995）。その過程に PKAが関与していることが明らか

にされているが、 GBFの配列中に PKAによってリン酸化される部

位は見当たらないことから、 PKAが直接 GBFのつン酸化に関与し

ているのではないと考えられ、 PKAの直接の基質は依然として不

明のままである。発生初期における日仏の基質も明らかにされて

いない。 PKAの基質を向定することは、発生過程における PKAの

役割を解明する上で今後の重要なテーマであると考えられる。

図 14のモデルは、本研究の結果と現在までに報告されている結

を元にしたものである。 dutAの発現は cAMPレセフターを介し

た情報伝達経路からは独立であり、現在のところ明らかにされてい

ない PSFまたは CMFのレセフターを介して PKAが活性化され何ら

かのタンパク紫のリン酸化を通して発現を誘導しているのかもしれ
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ない。また、 ERK2は、 cAMPを介したACAの活性化に必須の国子

であるが、 cAMPの刺激によって ERK2自身を活性化する経路につ

いては粘欝では分かっていない。動物細胞では、 RASやCa2＋が関

していることが明らかになっている。

・ dutA遺伝子の上流域について

今回の研究により、 dutAはcAMPに無関係に、しかし PKAには

依存的に発現することが明らかになった。その誘導は細胞から分泌

される物質一一おそらくはPSFかCMF－ーによって起こると考えられる。

粘菌の発生初期に発現する遺伝子 disclは、 cAMPには感受性である

がいくつかの点で発現の様式に類似点を持つ（図 13、Vauti-Fet 

al., 1990）。 disclァのシス・エレメントとして次のようなことが明

らかになっている。－136から転写開始点までは、 dAXEと呼ばれ、

合成培地中での発現と葉酸による抑制に働いており、－208から－

129間の領域（ dNE）は、細胞外の cA班Pによる抑制に働いている

ことが明らかになっている。さらに、－335から－284の領域は dIE

と呼ばれ、合成培地中での発現、葉酸による抑制に働いていること

が示されている（Vaぽi-Fet al., 1990, Blusch-J et al., 1992）。 dutA

の発現は、 cAMPの信号に独立であることから dNEは関係無いと思

われる。 dutAが葉酸によって抑制を受けるか否かや、 PSFによっ

て誘導されるか否かに関しては未だ明らかにはなっていないが、合

成培地中において細胞密度が高くなると発現する現象は disclと似

ている。合成培地中での disclの発現には少なくとも dAXEまたは、
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dIEがあれば良いことが示されている（Vauti-Fet al. 1990）。 dIE

領域にはTTGxTTG( TTG-box）があり、この配列は他のいくつかの

遺伝子にも共通に見られる（Poole-SJand Firtel-RA, 1984, Wu-L and 

Franke-J, 1990）ことから、遺伝子発現の誘導に対する重要性が指

描されている（Vauti-Fet al., 1990）。 dutA遺伝子の 5’上流域－107

にはTTGTTGが存在するが、 4塩基自の xが存在せず、他の遺イ云

においてはxが存在することから、この配列はγfG-boxとは考えに

くい。また、 TTG-boxとは桔補的な CCAxCCAもTTG-boxと同様な

機能をもっていると考えられているが、 dutA遺伝子の 5’上流領域

には存在しなかった。…63から転写開始点までに関しては、今のと

ころ上記のようなコンセンサス配列は見い出されていない。 dutA

の転写活性化領域は、－63から＋1441の間に存在することが本研究

により明らかになった。－63から転写開始点までを disclのdAXEと

比較すると、共通することはA－ストレッチが存在することである

が、これは粘菌の遺伝子上流域に一般的に見られる配列であり特徴

的なこととは言えない。以上のように disclI とdutAの上流の塩

配列の間に現在のところコンセンサス配列は見つけられていない。

しかしながら、このことは共通のトランス・エレメントの存在を否

定するものではない。

cAMPに反応して転写を活性化するシス・エレメントが粘菌のい

くつかの遺伝子で知られている。 CP2や CPl遺伝子で見つかってい

るGT－リッチエレメント（GGGGTGGGγf)( Datta-S and Firtel-RA, 

1988 ）、 rasDのCA－リピート（AACACAC)( Esch-RK et al., 1992）、
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csAのTGGTGTG( Desbarats-L et al. 1992）、 L－フコシダーゼの

DCRE (Qictyostelium ~AMP r_esponsive ~lεment) 

(AACATGAγfGGγfAGATAGAIT) ( May-T et al., 1991）、砲子コート

タンパク質の上流に共通して見られる CAE(CACAC(X)5or6CACAC) 

( Haberstroh-L et al 1991）、または、 c－リッチ（ACACCCA)( Tasaka-

旺 d al., 1992）などがそれである。また、これらそれぞれの遺伝

で重要であると分かった領域には（GGT(GTC)(TA)G(ATG)(TG））と言う

コンセンサス配列（Faix-J et al., 1992）が見られる（ rasD、CAE、

またはc－リッチは逆鎖になっている）。 cAMPに非感受性の dutA

の上流域にこの配列を探して見たが、予想通りこれらの配列と相同

と考えられる配列は見つからなかった。

dutA遺伝子の 5＇上流域で特徴的な配列として、－ 275から－213ま

での（ CAA）の 21自の繰返しがある。 CAA繰返し配列は、粘菌の

ゲノム中に広く存在する配列である（Kimmel-AR乱ndFirtel-RA, 

1979）。その役割については明らかにされていないが、転写される

のは CAA側が多いこと（ Kimmel-ARand Firtel…RA, 1985）、発生初

期に CAAを持った RNAが増加すること（Shaw-DRet al., 1989）な

どから、特に発生期において何らかの役割を持っているのではない

かとも考えられている。また、 mRNAの5＇側の非翻訳領域や

(Widdowson-DCC et al. 1989）、 5＇非転写領域に繰返し配列を持

つもの（ Kimmel-ARand Firtel-RA 1985）が報告されている。 dutA

伝子では、 5＇非転写領域に繰返し配列が存在し、 dutA自身が発

-45 



生期特異的に調節されることから、この配列が何らかの役割をして

いる可能性も考えられる。しかしながら、今回の上流領域を順次欠

失させた遺伝子を dutA遺伝子破壊株に導入した実験においては、

転写活性は、実験した中で一番短い上流断片を持つ dutAにおいて

も発生期特異的な発現が維持されていた。したがって、 dutAの

流に存在する CAA繰返し配列が転写活性に対してどのように働い

ているかはこの実験からは不明である。

他の生物においても例えば、 Drosophilamelanogasterの立

( Regulski-M et al., 1985）や opa (Wharton-KA, et al., 1985）と呼

ばれる発生期特異的な遺伝子に CAAリピートが見い出されている。

本研究において、－60から＋1441までの領域があれば、発生過程

における特異的な転写制御が正常に起こることを示した。 RNAポ

リメラーゼIIによる転写のシス領域はほとんど大部分の場合、転写

開始点の上流にあると報告されているが、動物細胞においては転

領域内に存在する例もいくつかの報告がある（ Okazaki-K, 1985) 

現在までに明らかにされている限りでは、これらはイントロンに存

在する。 dutAの場合はイントロンが存在しないので（Yoshida-H 

et al., 1994）、もしイントロン以外の転写領域内にシス・エレメン

トがあるとすれば、これが初めての例といえよう。

dutAの上流を lacZにつないだフラスミドを導入した株で、 lacZ

の発現が見られなかった。このプラスミドは、 dutAの上流全域と

転写領域 100塩基を残してその下流に lacZをつないだものである。
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もし、 dutAのシス領域が、十101から＋1441にあれば、 lacZが発現

しないのは当然と考えられる。いずれにしても dutAの転写制御領

域が転写開始点の上流約 60塩基だけで十分なのか、または転写領

域内に するのかは是非明かにすべき問題である。

－翻訳されない RNAの分類の試み

表 1に示したように、近年翻訳されない町¥JAの存在が相次いで

報告されている。それらには一次構造上の類似はほとんど見い出さ

れない。機能が解明されていないものも多いが、しいて分類すれば

群の snRNAやribozyme、RNaseP RNAの様に、 RNAの組み替え

や切断に関係するものを一つにまとめることが出来ょう。また、

EB4のアンチセンス RNAやlin4、colEl系における RNAIのように

アンチセンス RNAとして働くものもまとめることが出来る。これ

らとは別に、細胞内における RNAの局在する場所によって分類す

ることも可能であろう。たとえば、 snRNA,xist, meiRNAなどが核

に局在するのに対し、 H19,scRNA, dutAなどは主として細胞質に存

在する。

一方、転写に関わる RNAポリメラーゼの種類に基づいて分類す

るのも一つの方法と考えられる。今回の実験により dutAは、 RNA

ポリメラーゼ IIによって転写されることが明らかとなった。従来

までに知られているこの種の知見を表 4にまとめた。 dutAの機能

は未だ明らかにされていないが、細胞質に局在するがりボソームと

は結合していないこと、 RNAポリメラーゼ IIによって転写される
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こと、サイズが類似していること、などの点において Hl9RNAに

最も近いと考えることが出来る。ただし両者の間に一次構造上のホ

モロジーは見い出せず、機能との関連を見い出すのは今後の課題で

ある。
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第 5章．まとめ

3章では、 dutA遺伝子の役割を明らかにする第一歩として、遺

伝子破壊株の 1）様々な非日常条件下における発生を試み、また、

2 ）発生初期における遺伝子発現を調べた。両試みにおいて野性株

との違いは見られず、現在のところ dutAの細胞内での役割につい

ては依然として明らかではない。

役割を解明する一つの手だてとして考えられることは、 dutAに

結合するタンパク質を見つけるという事である。 vRNAの様にタン

パク質と複合体を形成することがはっきりしているにもかかわらず

未だ役割が全く明らかにされていないものもあるが（ Kedersha-NL, 

1990）、 snRNA、RNaseP RNA、SRPRNA ( 7S RNA）、 meiRNAなど

の様にタンパク質と複合体を形成して機能を発揮することが分かっ

ているものが数多く見い出されている。 dutAに関しでも結合する

タンパク質を見つけることによって機能に迫ることが出来る可能性

が大いに考えられる。

4章では、転写調節機構について 1）信号伝達経路に関する変異

株を用いて、また、 2）上流の部分欠失変異株を用いて dutA遺伝

の発現を調べた。 1）の変異株を用いた実験からは、 dutA遺伝

の発現には、細胞外の cAMPからの信号伝達経路は関係していな

いこと、 PKA活性が必要なことが明らかになった。さらに、この
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PKA活性は、 cAMPに依る活性化ではなく別の機構によることも示

唆され、 2）の上流の部分欠失変異株を用いた実験からは、上流約

60塩基を持つ最も短くした導入株においても最長の上流を持つ株

と向様の強さの発現が見られ、かつ野生株と同様の発生期特異的な

発現が起こったことから、この遺伝子が、応¥TAポリメラーゼロに

よって転写されることとあわせて考えると、この 60塩基にシス・

エレメントが存在することが示唆された。今回作成した上流の部分

欠失変異株について合成培地中における dutAの発現を調べること

で、合成培地中の dutAの発現に関するシス・エレメントを決める

ことが出来、 disclの合成培地中で発現エレメントとの詳細な比較

が可能となる。

今後、構造的にきわめて特異的な dutA遺伝子の役割を結合タン

パク質を見つけるなどの手法を用いて発見することは、生物学的に

大いに意味のあることと考えられる。また、この遺伝子は発現調節

においても発生のこの時期におけるほかの遺伝子と大きく異なった

調節を受けており、その発現調節機構を解明することは、粘菌の初

期発生過程を研究する上で重要なこととなるであろう。
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表 1.寵訳されないRNA

名前 文献

SRP RNA (ls) Walter目 Pand Blobel四 G(1982) Nature 299 691-8 

vRNA iくedersha・由民し et al. (1990) J. Cell Bi.ol. 110 895四 901
iくedersha-NLand Rome-LH (1986) J. 仁ellBi.ol. 103 6ヲヲー709

ri.bozyme wαri.ng－設Set al. (1983) J Mol.Bi.ol. 167 595-605 

RNaseP員NA Guerri.er-Takada-C et al. (1984) Cell 3821938-24 

snoR詩A Jαrmolowski.叩 Aet al. (1990) EMBO J. 9 4503-4509 

RNA I Eguchi-Y and Tomizawa-J ( 1991) J Mol. Biol. 220 831-842 

EB4 ani.sense Hi.ldebrαndt-M and Nellen-W (19ヲ2)Cell 69 1ヲ7-204

li.n4 R持A Lee-RC et al. (1993) Cell 75 843-854 

telomerase RNA Shipperト DEet al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci.. USA 91 405-409 

H19 Hao-Y et al. (1ヲ93)Nature 365 764-767 

Brαnnan-CI etαl. (1990) Mol. Cell. Bi.ol. 10 28-36 

Xi.st RNA Brockdorff四 Netαl. (1992) Cell 71 515-526 

Brown-CJ e七al. (1992）仁ell71 527叩 542

mei.RNA Watαnabe-Y and Yamamoto-M (19ヲ4)Cell 78 487-98 

仁R20 寺本践彦（19ヲ5）学栓論文

10Sa員NA Subbarao-MNαnd Api. ri.orト D(1989) Mol. Gen. Genet. 217 499-504 

enod40 仁respi.-MDet al. (1994) EMBO J. 13 509ヨー5112

scRNA Mαrαiα－RJ et al. (1994) Nucleic Aci.ds Res. 22 3045-3252 

sn良持A Howard一五F(1978) Bi.ochemi.stry 17 3228-3236 

Lerner-MR et al. (1980) Nature 283 220-224 

75-K武NA,82 RNA Shumyatsky-GP et al. (1990) Nucleic Aci.ds Res. 18 6347-51 
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表 2. 本研究で使用した株。

Strain Relevant disrupted gene Isogenic Developmental Reference 
genotype parent phenotype 

Ax2 axθ1A, axθβ NC-4 wild type Watts-DJ and Ashworth－］礼 1970

Ax3 axθ'Ii, axθβ NC-4 wild type Loomis, 1971 

Wi 11 iams et al. , 197 4 

earl car 1: : PYR5-6 cAMP receptor 1 D行1 agg- Insall-RH et al. , 1994 

earl /cai-3 car: : PYR5-6 cAMP receptor 1 D託l agg- Soede-RD討 etal., 1994 

car 3: : PYR5-6 and 3 

aca aca: : PYR5-6 Aggregation stage DHl agg- Pitt-GS et al., 1992 

adenylyl cyclase 

pka c pka c: :THYl Protein kinase A J百10 agg- 話ann-SKOand Firtel-RA, 1991 

catalytic subunit 

一erk2 θrk2: :THYl ER瓦2 JHlO agg- Segall-JE 1995 

LW14 gβ：：PYR5-6 G protein JH10(LW6二G[3 -) agg- 話ilne-JLS 1995 

(Gβつfarfn司 aCARl位説 メTsubunit 

IV3 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 

IV34 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 

IV36 dutA: :G418 dutA Ax2 wild Yoshida-H, 1994 

IV44 Ax2 wild Yoshida-H, 1994 

a earlをactinl5promoterの支配下に盤いたプラスミドを多コピー導入したもの。
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表 3. 本研究で用いられたプロープ。

dutA 

cAMP rεceptor 1 

csA 

discoidin 1γ 

門
i
1
4
7
1
A

1

8

芯

釦

P
－
E

C

g

d

 

Yoshida-H et al. 1991 

Klein-PSεt al. 1988 

Noεgel-A et al. 1986 

Crowley ・－TEet al. 1985 

k
u
 

no 



表 4. 各々の polymeγaseによって転写される RNA。

polymerase 

poll 

polll 

pol Ill 

transcribed RNA 

rRNA、5.8SrRNA

mRNA、snRNA(Ul,U2, U4, U5）、 H19，、 dutA

t宍NA、5SrRNA、snRNA(U6,7S-K RNA, 82 RNA）、 scRNA,RNase P RNA 
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s2 5' -TAGAGβAA.TT (:AGCT GATTT GGAGT AAG-3' 

EcoRI Pvu/I 
づ母 犬 ＊ 安安ヲ毎づ骨

s 3 5 I -AATAA GAATT CAGCT GTGGT ATAAT AAA-3 I 

EcoR/ Pvu/I 
づ毎＊づ毎 安 ヲ毎

s4 51-TTAAC GAATT CAGCT GGATT TGATT TCT-3' 

EcoRI Pvu/I 
*** * * ~除＊

s 5 5 1 -AA.ACT ,GAATT <;AGCT GGCTA GTTTC TTT四 31

EcoRI Pvull 
* * せを

s6 5 1 -AA.AAA GAATT CAGCT GACTG TATTA ACT-3 1 
一一一叩叩吋J

EcoRI Pvu/I 
ヅ守安 安ヲ々 ヲ身

s 7 5 I -ATTAA ,GAATT CAGCT GATTG AACGT TTC-3 I 

EcoRI Pvu/I 

日 31-AACCGATACC GGGTT TACCT-5' 

I 51-CCAAA GTAGA ATGGA AATCC-3' 

図 2. 本研究で使用した PCRプライマーの（ A）ゲ、ノム上における

位置及び、向きと、 ( B ）塩基配列。塩基配列の上にある＊は、制

限酵素部位導入のために粘霞ゲノムの配列から改変した塩基を表わ

す。
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図 3. dutA 上流域を Hd~－gal#l 中の lacZ プロモータ一部位に挿入し

たプラスミドの構築。用いたベクターには、形質導入のマーカー遺

伝子として G418耐性遺伝子（ nε0）を持っている。図中の記号はそ

れぞれ次の制限酵素の切断部位を表わす。 E;Eco RI, B; Bgl II, M; 

Mbo I, A; Apa I, S; Spe I, H; Hind III。構築されたフラスミドは、 Ax2

株に導入され、以後の実験に用いられた。
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図 4. dutA全長と、 JI慎次欠失させた上流域を持つプラスミドの構

築手 Jll襲。使用したベクターは、形質導入のマーカー遺伝子として

blasticidin S耐性遺伝子（ bsr ）を持っている。 E 、 Pは、それぞれ制

限酵素 EcoRI、 PvuIIの切断部位を表わす。構築されたプラスミド

は、 dutA遺伝子破壊株に導入され、以後の実験に用いられた。



（ 

ι 

Strain 

hours. of dev. 

gp80 

earl 

discI 

破壊株 非破壊株

IV-3 IV-34 IV-36 IV-44 

0 6 12 0 6 12 0 6 12 0 6 12 

" 
． 

図 5. dutA遺伝子破壊株における初期発生期特異的な遺伝子の

発現。大腸菌懸濁液により培養した細胞を液体振塗中で発生させ、

図中にある時間に調製した RNAをNorthern解析した。 IV-3,IV-

34, IV-36は、 dutA遺伝子破壊株を、 IV-44は、ベクターは導入

されたが dutA遺伝子は破壊されていない株である。
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図 6. 粘菌細胞を フィル ター上で 発 生 させた時 の（ A） 上段 ：

dutA RNAの蓄積 量の 時間変化 （Northern解析 ） 。 下 段 ：それぞ

れの 時間 にお ける 形態 。 ( B ) dutA actin, tRNA，及び rRNA の転

写 活 性の時間変 化 （run-on解析 ） 。 それぞ れ最 大活性 を 100% と

して百分率 で表わした 。
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図 7. 野生株Ax3とpkac一株におけるパルス cAMPの効果。大腸

菌懸濁液により培養し、大腸菌を除くことによって 、 液体振塗中

で発生させた。発生開始 3時間後から 6分ごとに最終濃度 25nM

となるように外部から c必 ifPのパルスを与えた。図中の時間ごと

に調製した全 RNAを用いて Northern解析を行った。プローブと

して、それぞれ 32p 標識した dutA,gp80遺伝子を用いた。
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図 8. さまざまな遺伝子破壊株における初期発生期特異的な遺

伝子の発現。図 5と同様の方法を用い 、 それぞれの株より RNA

を調製し 、 Northern解析を行った 。 プロープとして 、 それぞれ

:izp 標識した dutA,gp80, earl, discl遺伝子を用いた 。
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NC-4細胞をの効果。cAMP 発生過程における 8Br-cAMP、図 9. 
( 

餌を 除い た時 を 0時間として液体振大腸菌懸濁液により培養し、

cAMP 発生開始 1.5時間後に 8Br-cAMPlOmM、渥中で発生させた 。

を抽出し、3.5及び 6時間後に全 RNAになるように加え 、O.lmM 

の全32p 標識した dutAプローブとして、Northern解析を行った。

長を用いた。
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図 10 . 各 RNAポリメラーゼに対する αーアマニチンによる阻

効果。液体援滋中で 12時間発生させた細胞から核を抽出し、 33,l1 

g/mlの αーアマニチンを加えたときと加えないときの転写活性の比

をとった。薬剤を加えないときの実際の測定値は、 actin duι4, tRNA, 

及び rRNAのJll震にそれぞれ 1.8,3.3, 2.2，及び 29(arbitrary units）であっ

た。



GA TCGTC TGTTA ATAAT -901 

TCCAT TTTTA TTTAA TATTT GTACA TATAA AATAT GTTAA AAAAC ATCCA -851 

TTTTG ATATT TTTAA TTTAA TTTAA TTTTT TTTTT TTTAA AAGAG TAAAT -801 

AAAAT TATTT TTTTT TTGTT GGAAT TCAAA GAATC ATCTG AAAAA TAAAA -751 
Eco RI 

AATAC AAAGA TATTT AACTA GAAAT GATGC CAGTC AAGGA TAATG AATAA …701 

GCGAG TGCAG CTAGG CCGCT AATCC AGTGA GGAAA TAGAG AACGT CAGCT -651 

CATTT GGAGT AAGGA GGCAA TAAAA AAAAA TAGAA AAAAA AAAAG AAAAT -601 

AGTAT TAAAA AATTG ATAAA AAAAA AAATA TACAA AAAAA AAATA AAAAT -551 

TATTA ATAAT ATTAT TAATG TGGTA TAATA AATAA AAATA CAATA AATTA …501 

TTTCA ATTTT TTTAA ATACC AATGG AAAAA AAAAA AAATA AAAAA AATTT -451 

ATTTT TATTT TTAAC TTCTT CATCT AGATT TGATT TCTAT TTTTA ACTTC …401 

CCCAT CTTGA ATTTA TTAGC TCTGA AAAAA AAAAA AAAAA AAACT ACATG -351 

CACCA CGCTA GTTTC TTTCA AAAAA ATAAA ATAAA TATAA AAATA AATAA -301 

TAAGA TTAAT AACAA CAACA ACAAC AACAA CAACA ACAAC AACAA CAACA -251 

ACAAC AACAA CAACA ACAAC AACAA ATTTA TTAAT TTAAT TTATT ATTTT -201 

TTCTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT TTTTA ATAAA AAGAT ACACC -151 

TCAAA AACAT TTCAG TTGAC TGTAT TAACT TTGTT GTGAT ATTAT TTTCA …101 

TATTT TTTTA TCATA AATGA AATTA TTAAG AAACT CACTG ATTGA ACGTT …51 

TCTAG ATTTT AAAAT AATAT AAAAA AATGA ATTCA AATAA TTAGT TCTTA -1 
Eco RI 

図 1 1 . dutA遺伝子の上流の塩基配列。転写開始点の 5＇艇の塩

を－1とした。 CAA繰り返しを斜体字で表わした。また、 EcoRI部位

を図中に記入した。
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図 12 . dutA上流の Jr!異次欠失変異導入株における dutAの発現。

northern解析の結果を Basl500Macを用いて定量した。それぞれの株

にお いて、栄養増殖期：覇、発生開始 6時間百：麗、同 12時間目：

の dutARNAの蓄積量を表わす。



-433 TAT品ATIMMGACl品ACAl品AAATIAAA汀ATAAMAA儲品ATAT行TAITMAT 
よ（・335)

-373 AA行ATTA品行A開始ATAAMT臥 AA弘品品品品 AAM行GAπGI11111111 
よ（－284)

-313 Tllllll iπTIITTGITM Aα加 MAGT醐糊πT111111111 ITITGITITC 
↓（之08)

-253 Tnl醐 GTITGAGAπAT行T品航行G制 AITTCACITGCα悶 ATMTIππ 

-193 T II I I I I I I iπππ甘甘品掛πAGT刊行掛AMTC品ATCTITGC品品ATM
よ十129)

-133 A行T品ACMTGAπACπT TITGTCMπTAC品品品AA行品以ATAAπ＇AAA ITTA 

-13 A行πIMII品MTCA打AMTT弘品MIT品品行TCATACAAAπA 刊行π？品A

認 T品T糊 A行 TATM駒 CTCTA1鈷GTC脚 ITTTCA脇町品邸側T酬 T

108蝕砧品砧AATCACT鎚ATATACA,ACfXlT TGATATATCA, CMTGGCATC Gl掛飴AcA 

図 13 . disclア上流域の seque口ce。Vauti一白白－－

編 して示した。転写関始点を（ +l ）として左端の塩基の番号を示し

た o また、それぞれの elementの境界の塩基番号を括弧内に示した。

dIE ( discoidin induction element ）を下線で、 dNCE( discoidin negative 

cAMP element ）を斜体字で、また dAXE( disciodin Axenic element）を

＞＞＞＞＞で示した。翻訳開始点の ATGを口で囲んだ。
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図 14 . 発生初期に誘導される遺伝子の発現調節モデル。




