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学位論文内容の要旨

種 々 の 生 命 現 象 は 、 現 譲 を担 う機 能 タン パク 質 の合 成量 及 び活 性の 調 節の 結果 で ある と考

え る こ と が 出 来 る 。 この こ とは 、遺 伝 子発 現の メ カニ ズム を 理解 する こ とが 、種 々 の生 命現

象 を解 明 する アコ ． ロー チの ひ とつ とな る こと を意 味 する 。遺 伝 子の 発現 制 御は 、＠ DNA量と

構 造 変 化 レ ベ ル 、 ＠ 転 写 レ ベ ル 、 ◎ 転 写 後 レ ベ ル、 ＠ 翻訳 レベ ル 、◎ 翻訳 後 レベ ル、 の 5つ

の 段 階 に 分 け る こ と が で き る。 特 に＠ の転 写 レベ ルで の 制御 は遺 伝 子発 現調 節 の主 要な 段 階

で あ り 、 転 写 開 始 位 置 付 近の 基本 シ スエ レメ ン トが 転写 開 始点 を規 定 し、 転写 開 始位 置か ら

離 れ た 位 置 に あ る 調 節 シ スエ レ メン トが 転 写活 性量 の 増減 に関 わ るこ とが 明 らか にさ れ てい

る 。 そ し て 各 々 の シ ス エレ メ 冫ト には 基 本転 写因 子 群と 遺伝 子 特異 的転 写 調節 因子 群 が結 合

し、 ONA― タン パ ク質 、及 び タン バク 質 一タ ンパ ゥ 質相 互作 用 によ って 遺 伝子 の転 写 調節 がな

さ れ て い る 。 現 在 、 遺伝 子 の発 現制 御 研究 にお い ては 、調 節 シス エレ メ ント とそ れ に作 用す

る 転 写 因 子 群 の 同 定、 そ れら の機 能 解析 、そ し て各 因子 間 の相 互作 用 等を 明ら か にす るこ と

が 重 要 な 研 究 課 題 とな っ てき てい る 。本 論文 は 、植 物に お ける 転写 制 御機 構を 解 明す るこ と

を 目 的 と し て 、 コ ム ギヒ ス トン 遺伝 子 を材 料と し 、そ の調 節 シス エレ メ ント に結 合 する タン

バゥ 質 因子 群に っ いて 解析 し 、そ の結 果 をま とめたもので ある。

私 が 所 属 す る 研 究 グ ル ー プ では 、こ れ まで にコ ム ギヒ スト ン H3遺 伝子 （ 以下 H3遺 伝 子と 略

す ） を中 心に 、 その 発現 制 御機 構の 解 明を 行っ て きて いる 。 その   5’ 上流 域 には 、調 節 シス

エ レ メ ン ト と し て へ キ サ マ ー (ACGTCA)、 オ クタ マ ー(CGCGGATC)、 ノナ マ ー(CATCCAACG)モ チ
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ー フ が同 定 さ れ て いる 。 こ れ ら の モチ ー フ は 他 の植 物 ヒ ス ト 冫H3およ びH4遺伝 子の5'上流域

に も 見い だ さ れ 、 植物 ヒ ス ト 冫 遺 伝子 の 転 写 調 節に お い て 重 要な役 割を担 ってい ると 推定さ

れ て い る 。 また H3及 び H4遺 伝 子 の へキ サ マ ー モ チー フ に 結 合 する DNA結 合タ ン バ ク 質 因子 HB

P-laとHBP-lb、 ノ ナ マ ーモ チ ー フ に 結 合す る因子 HBP-2がコム ギ胚芽 の核抽 出物 中に存 在する

こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に HBP-lbは 、 カ リ フ ラ ワ ー ． モ ザ イ ゥ ・ ウ イ ル ス 35S RNA遺

伝 子フIロモ ーター および アグロ バク テリウ ム．  Tiフ．うスミド上のノパリン合成酵素遺伝子プ

ロ モ ータ ー に 存 在 する へ キ サ マー モチー フにも 特異的 に結 合する ことが わかっ ている 。

以 上 の 知見 を 背 景 に 、私 は へ キ サ マー モ チ ー フ を 介し た H3遺伝 子 の転 写制御 構構を 理解 す

る た め 、 HBP-la及 び HBP-lb両 因子 の 分 離 ・ 精 製法 を 確 立 し 、部 分精製 した 両因子 の諸性 質を

調 べ た 。 コ ムギ 胚 芽 粗 核 抽 出物 を 出 発材 料にし たホス ホセル ロー ス、ブ テルセ ファロ ース 、

配 列 特 異 的 DNAア フ ィ ニテ ィ ー ク ロ マト グ ラ フ ィ ーを 行 う こ と に より 、 両因 子を分 離しHBP-

laに つい て は 1,100倍 、 HBP-lbに 対 し て は1，800倍以上 に精 製した 。この 最終部 分精 製標品 を

用 い て 、 以下 の 解 析 を 行っ た 。 メ チ ル化 干 渉 法 に よ りH3遺 伝 子に 対 する両 因子の 結合 部位を

調 べ た と こ ろ、 両 因 子 に お いて 若 干 の 差 こそ あ れ 、 共 にへ キ サ マ ーモチ ーフと その周 辺に あ

る グ アニ 冫 残 基 に 結合 し て お り 、 両因子 の結 合部位 が重複 してい るこ とが確 認され た。次 に、

ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 両 因 子の DNA結合 活 性 に つ いて 調 べ た 。 DNAと 両 因 子の 複

合 体 が解 離 す る 程 度 は両 因 子 と も 似て い る こ と から 、 両 因 子 のDNA結 合 安定 性 は 似 て いる と

考 え ら れ た 。し か し 、 HBP-lbが結 合 活 性 を 失 う高 塩 濃 度 下 でHBP-laは ま だ DNA結 合 活 性を 示

し た 。 こ のこ と は 、 HBP-laのへ キ サ マ ー モチ ー フ に 対 する 親 和性 はHBP-lbのそれ よりも 高い

こ と を示 唆 す る も ので あ っ た 。 動 物等 の 転 写 制 御因 子 の 活 性 には 、 リ冫酸 化・脱 リン 酸化が

関 与 し て い る こ と が 報 告 き れ て い るの で 、 フ ォ スフ ァ タ ー ゼ 処 理し た HBP-la及 ぴ HBP-lbに

つ い て そ の DNA結 合 活 性 能 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 HBP-lbに つ い て の み DNA結合 活 性 の 低 下

が み ら れ た 。こ の こ と よ り 、少 な く と も HBP-lbの DNA結合 制 御 に は りン 酸 化 ・ 脱 リ ン酸 化 が

関 与 し て いる 可 能 性 が 示唆 さ れ た 。 また 、 サ ウ ス ウ ェス タ ン 法 、 プ口 テ ア ー ゼ 耐性 DNA結 合

コ ア の 解 析 結果 か ら 、 両 因 子は 異 な る タ ンパ ク 質 因 子 群に 属 す る こと とサブ タイ71が 存在 す

る こ と が 示唆 さ れ た 。 従っ て 、 上 記 の結 果 、 H3遺伝 子 の 転 写 は、 少 な く と もHBP-laと HBP-

lbの 2つ のタ ン パ ク 質 因子 の へ キ サ マー モ チ ー フ ヘの 結 合 に よ っ て制 御 さ れ て いる こ と が 考

え られ る 。 現 在 、私 た ち の 研 究グ ル ー プ で は両 因 子 を コ ー ドす る cDNA群が 単離さ れ、そ れら

が bZIP型 の 転 写 因子 に 属 し 、 各々 異 な る タ 冫 バク 質 因 子 で ある こ と や 、サブ ファミ リーを 形
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成し て い る こ とが 明 ら か と なっ て お り 、 ぎら に り ン 酸 化 酵素 の 認 識 部位 になり うる部 位が 複

数見 い だ さ れ るこ と が 示 さ れて い る 。 これ らはい ずれも 上述の 考察を 支持 するも のであ る。

こ れ ら 両 因 子 の機 能およ び役 割分担 にっい ては、 今後の 研究 課題で ある。

植 物 ヒ スト ン H3と H4遺 伝 子 で は、 し ぱ し ぱ オク タ マ ー モ チー フ が へ キ サ マー モ チ ー フの 2

塩 基 下 流 に見 い だ き れ る 。そ し て 、 両 モチ ー フ の 位 置関 係 は よ く 保存さ れてい る。 このこ と

は、 ヘ キ サ マ ーモ チ ー フ と HBP-laや HBP-lbに よ る 転写 制 御 を 理 解し てい く上で 、オク タマー

モチ ー フ （ あ るい は へ キ サ マー と オ ク タ マー 両 モ チ ー フ を含 む 領 域） に相互 作用す る因子 を

同定 し 、 そ の 転写 制 御 へ の 関与 を 調 べ る こと の 必 要 性 を 示す も の で ある。 そこ でヽコ ムギ胚

芽 粗 核 抽 出物 か ら 、 両 モ チー フ を 含 む 領域 に 結 合 す る因 子 を ゲ ル シフ ト法 で検索 した。 その

結 果 、 単 饋 DNA特 異 的 か つ 鎖 特 異的 結 合 活 性 を示 す タ ン バ ク貿 因 子 が 2種類 同 定 ぎ れ た 。両

モチ ー フ を 含 むlower鎮 特 異 的 に 結合 す る 因 子 をssDBP-l  (si ngle-strand  DNA壘indi ng

旦 r。 tein(s)゙ 1）、 uppe「鐘 特異 的に結 合する 因子を ssDBP-2と命名 した。 両単 鎖DNA結合因 子

の 結 合 特 異性 を 調 べ る た めに 、 コ ム ギ H3及 び H4遺 伝 子 、 イ ネの フ ィ ト クロー ムA3遺 伝子（ 以

下PhyA3遺 伝 子 と 略 す） の シ ス 領 域に あ る オ ゥ タマ ー モ チ ー フ を含 む 領 域 の 合成 オ リ ゴヌ ク

レ オ チ ド を 用 い て 、 ゲ ル シ フ トア ッ セ イ と メチ ル 化 干 渉 法を 行 っ た (3遺 伝 子 と も オク タ マ

ー モチ ー フ と し てlower鎖 に CGCGGATN配列 、 upper鎖 に NATCCGCG配 列 が あ る） 。 その 結果、

ssDBP-lは 3つ の 遺 伝 子 の lower鎖 上 の CGCGGATNGG配 列 に 結 合 す る こ と 、 そ し て ssDBP-2は

H3及 び H4遺 伝 子 の upper鎖 に は 結 合 す る が 、 PhyA3遺 伝 子 の upper鎖 には 結 合 し な いこ と が

示さ れ た 。 こ のこ と は 、 ssD B-P -2の結 合に はオヶ タマー モチー フ中 の配列 だけで は不十 分で

あ る こ と を示 す も の で ある 。 一 方 、 PhyA3遺 伝子 の upper鎖 の オ ゥタ マー モチー フ中 に結合 部

位 が同 定 さ れ る 因子 が 新 た に 見 いだ さ れ た （  ssDBP-3と 命 名） 。 動 物や 動物ウ イル スの系 で

は 配 列 特 異 的 な単 鎖 DNA結 合 因 子 が 転写 制 御 に 関 わ るこ と を示 唆する 報告 がなさ れてお り、

ま た Crick(1971)は 二 本 鎖 DNA内 に で き る 単鎮 DNA部分 が 転 写 調 節 部位 と し て 適 して い る と

い う モ デ ル を 提唱 し て い る こと か ら 、 今 後こ れ ら 単 鎖 DNA結 合 因 子が 転 写 制 御 に関 与 し てい

る 可能 性 を 検 証 して い く こ と が重 要 で あ る と 思わ れ る 。 ま た、 ssDBP-l、ssDBP-2の結 合部位

がHBP-la及びHBP-lbの結合部位と一部重複することから、これらの因子群の相互関係も明ら

かにする必要があろう。
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学  位   論  文   題  名

Studies  of  transcriptional  regula tion  in  pla nts  －  Analysis of DNA-binding

    proteins that interact with cis-reg10nS  Of  Wheat  hiStone  名eneS―

    （ 植 物に お け る転 写 翻御 機 構 に閏 す る研 究 ― コム ギ ヒ ストン遺 伝

    子 の シ ス 調 節 領 域 に相 互 作用 す る DNA結 合 タン パ ク 質の 解 析 ―）

  遺伝子の転写の効率や特異性は、転写開始点の上流に存在する特定の配列、即ちシ

ス配列と、それに結合する特異的な蛋白買、  トランス因子との相互作用に依存してい

る。コムギのH4、H3ヒ‘ストン遺伝子の上流域に強、ヘキサマ一、オクタマー、丿

ナマーという3穏頬のシス配列があり、ヘキサマーに結合する穣蛋白貫、HBP -la’

HBP． lbの存在もゲルシフト法などの結乗から示されている。申請者斌、両棲蛋白

質を分析可能な量だけ抽出、精襲し、その性質を斑べた。さらに、オクタマ一配列に

結合する核蛋白貫も新たに発見した。得られた知見の主なるものを以下に列記する。

＠コムギ胚桟抽出物をりン亀セルロース、ブチルセフアローズ、 DNAアフイニテ―ク

  ロマトグラフイーにかけ、HBP -laとHBP-lbを1100倍と1800倍に精謹した。

＠ゲルシフト法とSouthwestern法によりHBP-laは40kDaと47kDaの2穏のサブタ

  イプよ りなり、 HBP -lbには3租のサ ブタイプ が存在す ることを示した。

＠メチル化鰭合阻害実験により、ヘキサマーとその近辺領域内におけるHBP -laや
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  HBP -lbとの結合に関与するグァニン(G)残基を決めた。調査領域内の7G残

  基のうち2残基で強若干相違があったが、他の残基で強両因子間で相違が無く、両

  蛋白の結合領域が概ね重複していて、転写制御に両者が関与することが示唆された。

＠H3ヘキサマーのプロープとHBP両蛋白との結合カは、反応液のKCI濃度の影f、

  プロテアーゼによる結合能消失の度合からHBPーlaの方が強いと結諭された。

◎蛋白貫をホスファターゼで処理することで、HBP -lbとDNAプローブとの結

  合に斌リン酸化が関与し、他方、HBP -laの結合には無関係であることを示した。

＠ヘキサマ一配列内のCpG配列のメチル化誼モの結合性と無関係であった。

＠HBP -lbはコムギヒストンH3，H4の遺伝子のヘキサマー配列のほかにCaHV

  35SRNA遺伝子や、TiプラスミドのNOS，Ocs，IIAS遺伝子のヘキサマーにも結合

  するが、HBP -la強ヒストン遺伝子のヘキサマーにしか結合せず、特異性が高い。

＠イネの培養細胞の核抽出物中にも、コムギのHBP -laとの相同性を持ったへキサ

  マ一配列結合蛋白質が存在した。

◎コムギ胚の核抽出物にコムギヒストンH4遺伝子のオクタマ一配列を含むプロー

  ブの単蛍状分子と結合する蛋白貫が存在した。そしてコード蝋に結合するssDB

  P -1と、非コード顛に結合するssDBP-2が同定された。

◎ssDBP-1は、コムギH3，H4遺伝子、及びイネのフィトクローム遺伝子Phy3

  のオクタマーを含むコード蛍の単鎮DNAと結合した。ssDBP-2はコムギH3、

  H4遺伝子のオクタマーを含む非コード蛍としか結合しない。そこでssDBP-2

  の単蝋DNAとの結合に強オクタマー配列以外の領域も必要なことが示唆された。

◎メチル化結合阻害実験で、単蝋オクタマ一配列プロープとssDBP-1．ssDBP

  -2との結合に関与するG残基も決定された。

◎イネPhy3遺伝子のオクタマー配列の単鎮プローブを用いることで、ssDBP-2と

  は別租の非コード鑞オクタマー配列結合性のssDBP-3の存在も明らかにした。

転写の開始に瞭し、プロモーター領域における二重鎮DNAの単蝋DNAえの部分的

解1が起こるとする分子機構が諭じられており、その観点からも単蝋DNA結合性ト

ランス因子の解析は重要な意味を持つ。モれらも奮めた上菖己の新知見は、遺伝子発現

の分子機構を理解するうえで極めて重要であり、内外から高く評価されている。審査

員一同は申請者が博士（理学）の学位を受けるに充分なる資格を有するものと餌めた。
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