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    学位論文題名

  Promter Analysis of the Membrane Protein gp 64

  and gp 64-Like Genesln the Cellular Slime Molds

（細胞性粘菌の膜夕ンパク質gp64とその類似遺伝子のプロモーター解析）

学位論文内容の要旨

  細胞性粘菌は単細胞でバクテリアを摂食して増殖する増殖期と餌が枯渇す
ると10万までの細胞が集合し多細胞体を形成した後、形態形成する時期を併
せ持つ生物である。この特徴から細胞性粘菌は、単細胞から多細胞へと進化し
た最も原始的な生物である可能性が高く、多細胞体構築の基礎的原理を解明す
るモデル生物として注目されている。細胞性粘菌Poら俗pぬG叭め膨umpa皿dLm】
の膜夕ンパク質gp64は、発生後期になると時期特異的に消失し、その転写レ
ベルの発現解析はこの膜夕ンパク質の機能の解析にとって重要である。本研究
はgp64遺伝子とDjcガ〇s絶ロumの類似遺伝子のプロモーター領域の発現の
解析を試みたものである。
  gp64は、システインを多く含むGPIアンカー型の糖夕ンバク質である。
このm耐乢Aは増殖期に活発に発現して、発生開始とともに発現が急激に減少
して、発生後期に再び増加が見られた。この遺伝子の発現制御機構を解析する
前提としてgp64のプロモーター領域をinversePCRを用いて増幅し、その
塩基配列を決定した。さらにプライマーエクステンション法を用いて、翻訳開
始点の65bp上流に転写開始点があることを見出した。これらの解析により、
転写開始点よりq7から－37にTATAboxが、また－1から十5の位置にイニ
シエーター（imtiator）があると想定された。
    gp64プロモーターにぬcZレポーター遺伝子を結合したコンストラクトを
作成して、このコンストラクトをP（巧′spカ〇nめ庖umに導入して、gp64のプ
ロモーターの発現解析を行っ．た。ー222から十78の領域からなるプロモーター
を用いた場合、大腸菌を餌として増殖させた方が液体培地（A′memum）で増
殖させた細胞よルプロモーター活性が約4倍高かった。さらに、A・－mediumと
大腸菌を混合した培地では、A－mediumのみで培養したものとほぼ同じ程度
の活性になった。これよりA―mediumはgp64プロモーター活性を抑制する
働きがあると考えられた。
    この餌依存的発現に関わる領域を同定するために、gp64プロモーターの5’
端からのディレーションコンストラクトを作成して、発現実験を行った。－187
からー177領域（上流領域と命名）のディレーションにより、大腸菌依存的活
性が減少した。さらに―110から―62領域（下流領域と命名）のディレーショ
ンにより、プロモーター活性はさらに滅少した。これにより上流領域に大腸菌
依存的な活性化能を持つ領域が含まれていて、下流領域には別の活性化領域が
含まれていることが明らかになった。



    上流領域く-187～ー177)の近傍にはrrrGTI丶GTG繰り返し配列、GATITF
バリンド口ーム配列が存在した。この領域近傍の転写制御を明らかにするため
に、rrrarrGtr、G繰り返し配列を含むA2配列(-216～－190)、GATITI'パ
リンドローム配列を含むAl配列く-190～－156)のそれぞれを、TATA boxを
含む最少gp64プロモーター（―50---十78)に結合したコンストラクトを作成
した。それらのコンストラクトをP06岱pぬond面LUnに導入して、得られた形
質転換体のプロモーター活性を測定した。その結果、AlとA2配列はそれぞ
れ、最少プ口モーターを約2倍活性化した。さらに、両方の配列を最少プロモ
ーターに結合したコンス卜ラクトの形質転換体は最少プロモーターの約9倍の
活性を示した。これらのことから、A1配列とA2配列のいずれにも活性化エ
レメントが存在して、両者は相乗的な活性化を引き起こすことが明らかになっ
た。
  さらに、A1は、上流領域（－187～―177）を含むと共に下流領域（－110～―
62）にも存在する共通配列GA丁nTn1、Aを持っている。共通配列の転写調
節における意義を明らかにするためにA1配列のディレーション実験を試みた。
その結果、共通配列を含む―184から―169の領域にAlの活性化エレメントが
含まれていた。さらにポイントミュテェーションから、共通配列のG塩基が活
性化に必要であることが明らかになった。またA1の結合夕ンパク質をゲルシ
フトによって検出した。
  次に、解析ツールの開発が進んでいる例cえy〇sあ曲mを用いてgp64類似
遺伝子の解析を進めた。細胞性粘菌cDNAデータベースを検索して、40個の
システインを含みGPI想定付加部位を持つ、gp64様遺伝子を見い出した。こ
の遺伝子は、全体としてgp64遺伝子と26，4％の類似性を持つていた。gp64様
遺伝子の発現は、増殖期／発生初期（O～6時間目）と発生後期（15～24時間
目 ） に 強 く 、 gp64の 発 現 パ タ ー ン と 比 較 的 よ く 似 て い た 。
    さらに、gp64様遺伝子のプロモーター活性を測定した。このために、プロ
モーター（翻訳開始点より―536～十10）領域を幽（Zレポーターと結合したコ
ンストラクトを、D‘を駟s絶ロum細胞に形質転換した。発生初期（6時間目）
と発生後期（21～24時間日）に活性が高く、gp64様遺伝子のm尉岨の発
現パターンと似ていた。また、移動体（12時間目）でのX－g甜染色は、予定
柄presta瓜領域のsuいre餌onであるPstO領域と思われる先端部に帯状の
強い染色があり、その後、発生終期のカルミネイション期（18～21時間目）
には下部の胞子領域に染色が現れるようになった。このことは、加sjmハイプ
リダイゼイション法でm耐岨の局在を解析したときにも確認された。すなわ
ち、移動体期における先端部の予定柄領域での発現が、発生の進んだ’メキシコ
帽’期では後端部の胞子領域にも発現する結果とほぽ一致していた。この様な
発現パターンの切替えは、この遺伝子の組織特異的機能発現と密接な関係があ
ると考えられる。
  最後に、細胞性粘菌Pb6′Sph（）nめ晒脚のgp64プロモーター領域の2つ
のエレメントの存在を明らかにして、増殖期にA－memumによってgp64の
発現は抑制されること、又Djc加s絶晒umのgp64様遺伝子では、発生過程
における組織特異的発現を解析して、移動体からカルミネイション期において
発現部位の切替えがあることを明らかにした。
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    学位論文題名

  Promter Analysis of the IVIembrane Protein gp 64

  and gp 64-Like Genesln the Cellular Slime R/Iolds

（細胞性粘菌の膜夕ンパク質gp64とその類似遺伝子のプロモーター解析）

  細胞性粘菌Po弧ph〇nめ面um讎t肛耐umの膜夕ンパク質gp64のrnRNAは、
増殖期に極めて活発に発現し、発生開始とともに発現が急激に減少する、し
かし発生後期には再び少し増加している。このmRNAの発現パターンと異な
り、gp64夕ンパク質は発生直後から安定に存在し続けるが、発生後期になる
とタンパク質は徐々に分解を開始し、枝分かれの開始に一致して完全にgp64
が消失する。
  この遺伝子の発現制御機構を解析する為に、まずgp64のプロモーター領
域をinversePCRを用いて増幅し、その塩基配列を決定した。次に、プラィ
マー・エクステンション法を用しゝて、翻訳開始点の65bp上流に転写開始点
があることを決定した。これらの解析により、転写開始点より―47から－37に
TATAboxが、また－1から十5の位置にイニシエーター（mitiator）がある
と想定された。
  次に、gp64プロモーターの発現の特徴を解析した。この300塩基からな
るプロモーターをぬ彪レポーター遺伝子に結合したコンストラクトを細胞に
導入して、gp64のプロモーターの発現解析を行った。発現の特徴のーっは、
液体培地で増殖させた細胞より、大腸菌を餌として増殖させた細胞でgp64遺
伝子のプロモーター活性が約4倍高くなった。そこで、液体培地と大腸菌を
混合して培養した細胞では、液体培地のみで培養した細胞とほぽ同じ活性を
示し、明らかに活性が低下した。これより液体培地によって培養した細胞で
は、結果としてgp64プロモーター活性が抑えられることが分かった。
    この大腸菌依存的発現に関わる領域を特定するために、gp64プロモータ
ーの5’端からのディレーションコンストラクトのシリーズを作成して、発現
実験を行った。上流領域のディレーションにより、大腸菌依存的活性が減少
した。さらに、下流領域のディレーションにより、プロモーター活性はさら
に減少した。
  上流領域の大腸菌依存的活性化領域内にはTrI丶GTGI℃繰り返し配列、



GATTITパリンド口ーム配列が存在した。これらの特徴のある領域の転写制
御への関わりを明らかにするために、rrrGrrGTG繰り返し配列を含むA2
配列（ー216～－190)、GATTTTパリンドローム配列を含むAl配列（―190--
－156)のそれぞれを、′I、ATAboxを含む最少gp64プロモーターに結合した
コンストラクトを作成した。これらのコンストラクトを単独に細胞に導入し
て、得られた形質転換体のプ口モーター活性を測定した。その結果、A1とA2
配列はそれぞれ、最少プロモーターを約2倍活性化した。次に、両方の配列
をつなぎ、活性能を測定したところ、最少プロモーターの約9倍の活性を示
した。これらの結果から、A1配列とA2配列のそれぞれに活性化エレメント
が存在して、両者は相乗的な活性化を引き起こすことが明らかになった。
  Alは、上流領域の3’側21塩基を含みその中に、下流領域にも存在する共
通配列Gバr1TITn、Aを持っている。この共通配列の転写調節における意義
を明らかにするためにA1配列のディレーション実験を試みた。その結果、共
通配列を含む―184から－169の領域にA1の活性化エレメントが含まれてい
た。さらに、共通配列内に1個あるG塩基をTに置換すると活性は消失し、
G塩基は活性化に必須であるこが明らかになった。また、ゲルシフトアッセ
イ 法 に よ り A1配 列 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。
  次に、解析ツールの開発が進んでいるDfc紗Ds脚umを用いてgp64類
似遺伝子を解析して、gp64夕ンパク質機能を理解する手がかりを得る解析を
行った。細胞性粘菌cDNAデータベースを検索することで、40個のシステ
インを含み、糖脂質アンカーの想定付加部位を持つ、gp64様遺伝子を見い
出した。この遺伝子は、全体としてgp64遺伝子とアミノ酸で26％の一致が
見られた。
  解析結果のーつは、gp64様遺伝子の組織特異的発現についてである。約
600塩基からなるプ口モーター領域をぬ〔Zレポーターに結合してコンストラ
クトを作成し、これを細胞に導入して組織上の発現部位を調べた。まず、移
動体の予定柄領域のsubー龍餌onである予定柄O領域と名付けられる先端部
に帯状に強く染色された、その後、発生終期のカルミネイション期では胞子
領域に染色が現れるようになった。以上のようにgp64様遺伝子産物は、移動
体期には予定柄細胞領域に発現し、その後発生終期になると予定胞子領域に
発現部位が変換している。同様な発現をする遺伝子としてprotemkinaseA
がある。この事はgp64様遺伝子は予定柄または予定胞子の予定細胞分化のシ
グナル伝達に関与するというよりも、両細胞分化におよぷより基本的な制御
機構に関わる事を示唆している。
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるもの
と認める。


