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序 文

1973年 、初めて大腸菌を用いた遺伝子組み換えが行われて以来、遺伝子組み換 え技術 は急速

に発展 し、高等生物由来の有用物質を微生物を用いて効率良 く生産することが可能になった。遺伝

子組み換え技術により生産 される生理活性物質は、とりわけ医療分野において大きな進歩をもたら

し、微生物 を用いた医薬品の生産(Deryncke`an980、G㏄ddeleεan981)は 予想以上の大きな市

場 となっている。遺伝子組み換え技術は大腸菌 を申心 として発展 したが、大腸菌宿主では生理活性

のあるタンパク質が産生されない場合や残留不純物の問題等 も指摘 されてお り、現在では枯草菌や

酵母など他の微生物 を用いた物質生産も日常的に行われるようになった(HitzemaRe亡aH981、

Romanose`飢1992)。 このような遺伝子組み換 え技術の発展は応用面だけでな く、生命現象を生体

高分子の構造や機能に基づいて解明する事をめざした分子生物学にも当然の事ながら大 きな影響を

与えた。その結果、今 まで独 自な発展をとげて きた分類学、形態学、生理学、発生学、微生物学な

どの学問 も、 「細胞機能の解明」 という点で分子生物学に結びつき、複雑な生命現象に対 して分子

レベルでの研究を可能なものとした。

分子生物学で得られた多 くの知見は再びバイオテクノロジーへ大 きな可能性 をもたらし、応用

面では有用物質の生産にとどまらず、遺伝子組み換え農作物の開発や、ヒトに対する遺伝子治療な

ど大きく広が り見 せつつある。 しか し、遺伝子組み換え技術の実用化は機構解明よりも先行 してお

り、安全性、地球環境、生態系への影響については検討 され尽 くしているとは言い難い。一つの遺

伝子操作が目的遺伝子以外の転写に思わぬ影響を与えることも考えられる。従って、遺伝子組み換

え技術 を安全に応用するためには、より詳細な遺伝子情報の解明が早急な課題 となっている。

遺伝子情報の解明が最終的に目標とするところは、細胞内の様々な転写や複製などの生命現象

のネットワークを理解することによって、細胞機能を例えばコンピューター上で完全 に再構成する

ことであろう。その第一歩 として、ヒ ト、イネなどいくつかの生物では染色体の全塩基配列を決定

するゲノムプロジェクトが行われている。これに加えてNMR(CQoke&Cambell1988)、X線 構造解析

(Branden&Tooze1991)な どによるタンパク質の3次 構造や、 より高次な ドメイン構造の解析技術 も

向上 してお り、盛んに構造決定が行われている。ゲノムの塩基配列から全蛋白質の2次 構造が推定

され、3次 構造の情報が蓄積されれば、高次構造の推定 も可能になるであろう。 しか し、個々の遺

伝子について、あらゆる組み合わせの相互作用を調べることは現時点では不可能であ り、細胞 をい

くつかの機能集団に分類 して解析する必要がある。そこで細胞内で多 く見 られる様々な機能的複合

体例えば、プロテオソームやスプライシオソームなどの構成因子 を同定 し互いのネットワークを解

析することが重要 となってきた。
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このような複合体 レベルでの細胞機能を解析する一つの手法として、個々の遺伝子産物の直接

的な働 きや、各因子間の相互作用 を 「生化学的なアプローチ」によって加磁roで 明らかにしてい く

試みも盛んに行われてお り、すでに多 くの知見が得られている。 しか し、細胞内の因子が非常に多

く存在すること、あまり複雑 な機構 は 加y鉱roでは再構成できない とい う欠点 もあ り、これを克服す

る手法として、抗体やPCR法 などを用いて、生 きた細胞内で、タンパクータンパ ク、タンパクー

DNAの 結合活性や物質の局在性を調べるなどの技術 も開発 されてきた。これに対 して、ある生体機

能の解析にあた り、動的なネットワークそのものにも注意を払いつつ、その中で働 く構成因子の機

能を明 らかにしていく 「遺伝学的なアプローチ」 も重要 な役割を果たしている。 「生化学的なアプ

ローチ」 と 「遺伝学的なアプローチ」のそれぞれの長所 を生か して総合的に解析を行うことが生命

現象 を解明するにあたって、これから重要 になって くると考えられる。

本研究で実験対象とした出芽酵母(Saccharαηycescerevfsfae)は古 くか ら発酵食品の製造に用いら

れてお り、その安全性 も高いため、早 くか ら宿主 ・ベクター系が開発 され、高等生物由来の有用物

質の宿主としても盛んに利用されて きた。酵母は、高等真核生物の細胞機能を理解する上で、もっ

とも優れたモデル生物の一つであると考えられているが、その理由は主に以下の5点 である。1)単

細胞生物でありなが ら、真核細胞の基本構造 と機能を備 えている。2)遺 伝学的な解析を行うのに適

した性質を有 している。すなわち、有性的生活環 を通 して、一倍体から、雑種二倍体を形成 し、減

数分裂によって子嚢胞子の分離により四分子分析 を行 うことがで きる。3)変 異株の取得が容易であ

り、交雑分離を通 して正統的なメンデル遺伝学の研究が可能である。4)培 養が容易な事から菌体 を

大量に取得する事が出来、生化学的な実験の材料 としても優れている。5)既 にゲノムの全塩基配列

も決定され、全遺伝子はお よそ6000と 推定されている。以上の有利な点 を生かして、近年では、全

ての遺伝子を対象 として、遺伝子破壊や、生育環境変化などによって生 じる転写量の変化をゲノム

レベルで解析するといった、新 しい 「アプローチ」 による研究も始まっている。

真核生物の染色体はヌクレオソームを最小単位とした高次クロマチン構造をとっているが

(vanHdde1988)、 このクロマチン構造は転写、複製、修復など様々な生命現象に深 く関わっている

ことが明らかとなってきた。転写が活性化 している遺伝子が位置する領域は活性クロマチンと呼ば

れるゆるんだ構造をとり、反対 に不活性クロマチンと呼ばれる凝縮 した領域では転写が抑制 されて

いることが知 られている(Wue亡an979)。 酵母においても、染色体の高次クロマチン構造 と転写、

細胞周期、組み換え、修復、複製などの生命現象の関係についての知見も得 られてきた。 しか し、

クロマチン構造を構成する因子やその制御因子、あるいは足場 となるDNA上 配列 などの知見は、 き

わめて少ない。クロマチン構造が転写に影響することが知られている。クロマチンによる転写の抑

制効果は、転写活性化因子によって活性化される転写(UASに よる転写)に 比べてUASに 依存 しない
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転写(基 礎転写)に 顕著に現れる。本研究では、基礎転写が活性化する変異株や、これを抑制する

DNA配 列 を分離することによって、クロマチン構成因子や、その足場 となるDNA配 列の分離できる

と考え実験を行った。

第1章 では、真核生物遺伝子の転写制御機構 とクロマチン構造に関 して、すでに確立 された知

見 をまとめた。第2章 では、広範囲の遺伝子の転写抑制に作用するタンパク質をコー ドする遺伝子

の同定及びその機能解析を目的として、転写活性化因子Gcn4が ない状態で、ヒスチジン合成系班ε5

遺伝子が構成性 となるbe1変 異株 を分離 した。そのうちの一つの相補群は、SIN4遺 伝子に変異が起

こったものであることが分かった。sfη4変異株では、接合型変換に必要なHO遺 伝子やGAL1遺 伝子

など、多 くの遺伝子の転写が活性化 される二とが知 られていた。本章においては、TATAboxを 含む

down-promoterに 依存的な基礎転写がsfn4変 異株で活性化 してお り、転写が活性化 されない遺伝子の

上流には基礎転写 を抑制する配列があることを示 した。第3章 では、減数分裂、胞子形成の誘導に

必須である1ME1遺 伝子の転写が、Rme1抑 制、Sin4-Rgr1抑 制に加えて、新 しくTup1-Ss皿6抑制を受

けていることをまず明らかにした。次に、転写の活性化能や抑制能 を検定するシステムを構築 し、

1ME1プ ロモーターにおけるTup1・Ssn6抑 制の作用領域 を限定 した。さらに、Rme1抑 制、Tup-Ssn6抑

制と、Sin4-Rgr1抑 制との遺伝的相互作用の検定及び、ヌクレオソーム、環状 プラスミドの超 らせん

密度の検定から、Sin4タ ンパクはヌクレオソーム構造ではな く、より高次なクロマチン構造に関与

して、基礎転写の抑制に作用する因子であるとのモデルを示 した。第4章 では、sfn4変 異によって

もたらされた基礎転写の活性化を抑圧するABE1-1変 異の分離を行った。そしてABE1遺 伝子が

GAL1ヱ 遺伝子と同一であることを明 らかにした。AB別 ・1変異は、sfn4変 異によって活性化 した基

礎転写を減少させるが、転写活性化因子Pho4に よる転写の活性化には影響 を与えなかった。さらに

は、Abe1タ ンパクは511V4+野 生型株においても、基礎転写の活性化に働いている事を示 した。

Abe1(・=Ga111)は 、血vfなoの 転写系で基礎転写に対 して活性化能を持つことが報告されているが、

本研究では、Abe1(=Gal11)がfmゴyoで も基礎転写の活性化因子として働いてお り、野生型株では

S童n4タンパクによってその作用が抑 えられているとのモデルを提示 した。総合考察では、基礎転写

の活性化機構に関するモデルを提案 し、ゲノムレベルでのクロマチン構造解析へのs加4変 異株の利

用や得 られた知見の物質生産や、医療への応用の可能性 を考察 した。
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第1章 真核 生物 にお ける転写制御機構 とクロマチ ン構造

第1項 真核生物遺伝子 にお ける転写 の制 御機構

真核生物遺伝子の転写制御機構 について は、fnvfvo、fnvf`roの 両面か ら多 くの解析が行 われて

きた結果 、多 くの因子が分離、精製 され、 その大部分 について は遺伝子 も同定 され ている。 また、

それ らの タンパ ク質か らfnvfなoに お いて転写系 を再構成す る事 に よって、因子 間の相互作用や結合

の順序 が詳 しく解析 されて きた。

そ うした研究 に よれば、転写 には、 プロモー ター領 域 に存 在するTATAboxに 結合す るTBP

(TATAbindingprotein)、RNAの 合成 を担 うRNAポ リメラーゼII及 び基本転写 因子(TFIIs)が 必須で

あ る。転 写開始複合体 の形成 はTBPが プロモー ターのTATA領 域 に結合す る事 によって始 ま り、

TFIIB、TFIIF及 びRNAポ リメラーゼII(RNApoHI)が 会合 して、MinimalPreinitiationComplexを 形成

す る。

RNApolII

TBP

B

纏

転 写 の 開 始(lnitiation)

TATAbox

CompleteInitiatiollComplex

、

MinimalInitiationComplex

ク リ ア ラ ンス 、
'

伸長

Fig。1転 写開始複合体 の構築 と転写活性化 モデル

基本転写因子はアルファベ ットで示 した。太線はプロモーターDNAを 表す。
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MinimalPreinitiationComplexの 形成 に よって転写 は開始 されるが、RNApolIIが 移動 出来 ないため

に、 ご く短 い転写産物(mRNA)し か合 成 されない。 ここまでの段 階が転 写のinitiationと 呼ばれる段 階

である。次 にTFIIE、TFIIHの 作用 に よってRNApolIIが 転写 開始複合体か ら解放 され、移動 が可能

とな り長 いmRNAの 合 成が始 まる。この反応 はク リアランス(clearance)と 呼ばれている。TFIIH複 合体

には リン酸化活性、ATP依 存 的なヘ リカーゼ活性が ある ことか ら、 ク リア ランス には、RNApolII

のC'末 端の リン酸化、あ るい はDNA二 本鎖 に正方 向の超 らせ ん コイル を導入す るな どが重 要な役割

を果 た している と考 え られている。 クリアランス されたRNApolIIがDNAを 鋳型 とし次 々 とRNAを

つないで行 く過程 は伸長 反応(elongati6n)と 呼 ばれ、転写終結 点まで継続す るか否 かの制御 も転 写制

御機構 の一つ と考 えられている(Fig.1;Zawd&Reinberg1993;Burat。wski1994;Struhl1995;

Farrelle亡aZ1996)。

TATAboxを 含むdown-promoterに のみ依存 して起 こる転写 は基礎転写 と呼 ばれてい る。 しか し、

up-promoter領 域 にある転写活性化領域(UAS)に 転写活性化 因子が結合す るこ とに よって転写は より

活性化 される。転写 活性化 因子の働 きに関 して は、1)転 写抑制 因子の 除去、2)基 本転写 因子 やRNA

polllな どの安定供給(initiationの 活性化)だ けで はな く、近年、3)ク リアランスの活性化 や、4)伸 長

反応 の安定化 、な どの段 階で活性化 に作 用す る可能性 も示唆 されてレ1る(Blaue亡an996)。 こう し

た転写 の活性化機構 のモデ ルと してあ げた中で最 も多 くの知見が得 られてい るものは、転写活性化

因子 が直接 あるいはTAFs(TBPassocitedfactors)や ポロ酵素複合体 を仲介 因子 としてRNApolIIと 相

互作用 する とのモデルである。このモ デルに従 えば、転写活性化 因子 によってTFIIsやRNApolIIが

TATAboxへ 安定 に供給 され、転写開始複合体の会合が促進 される(Xiaoe古an995)。 実際 に、Gal4

やVP16な ど、多 くの転 写活性化 因子 は基本転 写因子 と結合 する事 が明 らかに されてお り、Swi-Snf、

Sin4-Rgr1な ど転写 の活性化 に働 く因子 の多 くがRNApolIIホ ロ酵素 の中に含 まれるこ とも示唆 され

てい る(Petersone亡an994;Wilsone亡a孟1996;Lie亡aU995)。

一方
、転写の抑制 は、 開始、 ク リアラ ンス、伸 長の三つのステ ップのいずれかが妨害 されるこ

とに よって起 こる。基本転 写 因子 の転写開始領域への接近や、RNApolIIの 機能 な どを物理的 に阻

害 した り、転写活性化 因子 の働 きを阻害す る ことによって、転写 は抑制状 態 に保た れる。転写活性

化 因子の 中には転写抑制 を解 除す る働 きを持 つ転 写活 性化 因子 もあ り、転写の活性化 と抑制 は表裏

一体 となってい る。 プロモ ーター上のURS領 域 に結合 して直接、転写の活性化 を阻害す る リプ レッ

サ ータンパ クの存在 は多 く知 られている。 これに加 え、近年で は、ヌ ク レオソーム、あるいは染色

体の凝縮 な どの高次 クロマ チ ン構造 に よって、基本転 写 因子あ るい は転写活 性化 因子 の標 的部位へ

の接近 、結合が物理 的に阻害 される結果 、転 写が抑 制 されてい る事が 明 らか になった例 も報告 され

て きた(Fig.2;Laurenson&Rine1992;Wdffee亡an997)。
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A

・膿 寵

ヌ ク レオチ ド

二本鎖DNA

ζ舶

曝ガ
ノ

㌦ノ

/
ア ロ メ ア 餐

チン

＼

セントロメア

B

ヌ ク レ オ ソ ー ム

転写活性化

④禰 ■曝
UASTATA

*

R:NApolllホ ロ 酵 素

/
筆NAρ φ11'

リプレッサータンノ罪6
㊥

鐸一1
URS TATA

TATA

高次 クロマチ ン構造

Fig.2真 核 生 物 の ク ロ マ チ ン構 造 の 階 層 性 と転 写 制 御

真核生物染色体 はヌク レオソームを最小単位 として高次の クロマチ ン構造 を とっている。

A)染 色体高次構造の階層性 を模式的 に描 いた。B)遺 伝子 の転写 は、転写 開始複合

体 、転写の活性化 因子 あるい は抑制因子、ヌク レオソーム、染色体 の核 内での動態 など、

階層性 を持 ったクロマチ ンの抑制 を受 ける と考 え られている。
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第2項 ク ロマチ ン構 造 と転写制御へ の関与

本稿 では、染色体DNAが 構成す るクロマチ ン構造 に関 して現在得 られてい る知見 を示 し、続い

てクロマチン構造が遺伝子 の転写制御 に与 える影響 について述べ る。

近年 クロマチ ン構造の基本単位 となるヌク レオソームに関す る知見 が多 く得 られて きた。真核

生物 は4種 の ヒス トンタンパ クを持 っているが 、これ らは種 間で高 く保存 されている。 ヒス トンタ

ンパ ク、H2A、H3B、H3、H4の 各二個 ずつが集合 して八量体 は コア ヒス トンと呼ばれる。 これ に対

して らせ ん構造 をとったDNAが1.75回 巻 き付 いてヌク レオソーム と呼ばれ る構 造 をとる(F壌3)。

DNAの ヌ クレオソーム コア との接 触部分 は146-bpで あるが、高等生物 では リンカー ヒス トン(ヒ ス

トンH1)に よって接触部分 は160-bpと なる。この様 なヌク レオソーム構造 を とったDNAは 染色体

DNAの80%以 上 を占め(Noll1974)、 ヌク レオ ソーム と結 合 してい ない部分 はリンカーDNAと 呼 ば

れてい る。

A B

Fig.3.DNAの 三 次構 造 とヌ ク レオ ソ ー ム

コアヒス トン(ヒ ス トンタ ンパ ク、H2A 、H3B、H3、H4の 各 二個 よ りな る八量体)に

対 して、 らせ ん構造 を とった二本鎖DNAが1.75回 巻 き付 いてヌク レオ ソーム と呼ばれ

る構造 を とる。 ヒス トンタンパ クの塩基性 ア ミノ末端側 ドメイ ンは コア よ り外 に飛 び出

してお り、正 に荷電 した リジ ン残基 はDNAと 結合 し安定化す る。 しか し、 リジ ン残 基

が アセチル化 され ると電荷 を失い不安定 となる。A:X線 構造解析 の結果 を コンピュー

ターグ ラフィックに よって再現 した もの(Lugere亡an997よ り改 変)。B:ヒ ス トンァ

ミノ酸 末端 とDNAの 相 互作用 を模 式的 に描 いた も。右 はアセチ ル化 した状態 を、左 は

脱 アセチル化 した状 態 を表 してい る。
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ク ロマチ ン抽 出液に対 してMfcrococcalnuclease(MNase)処 理 を行 った場合、 ヒス トンと接 した部分 で

はDNA切 断の感受性が低 く、 リンカーDNA部 分、 リンカー ヒス トン部分、 ヌク レオソーム コアの順

番 に消化 される。 また、凝縮 した クロマ チン構造 を とった領域 では、 いず れのDNAに つ いて も

MNaseの 感 受性 が低 下す る。 この性質 を利用 して、特定DNA領 域の ヌク レオソーム構造の看無や
、

ヌ ク レオソームのポジ シ ョニ ング及 びその強度、 クロマチ ン凝縮の度合い などを検定す ることがで

きる。

ヌク レオソーム構造が転写 の制御 に関わる と考 え られ る理 由の一つは、DNAと ヒス トンが結合

している とい う点 である。DNA結 合 タンパ クの多 くは、ヌク レオ ソーム構 造 をとったDNAに は結 合

出来 ない し、結合が可能 な因子 にお いて も、DNAが らせ ん構造 をとっているため結合部位 がヌク レ

オソームの外側 にあ る場合 しか認識で きない。 しか し、染色体DNAに お いては、大部分 のヌク レオ

ソームが遷移的であ るため(M㏄rsse皿ane亡aL1992) 、 タンパ クが結合可能 な状態が 、ある一定 の

確 率で現れ る。 これ に対 してヌク レオ ソームが一定の位置 を保つ機構 も報告 され ている。特定 の領

域 において、ヌク レオ ソームが決 まった位 置 に固定 されてい る状 態 は、ポジ シ ョニ ング してい る と

呼ばれる。ヌク レオ ソームのポジシ ョニ ングは、主にDNA結 合 タンパクの結合 を阻害す るとい う抑

制 の機 能を担 うが 、反対 に この機構がDNA結 合 タンパ クの標 的部位 を、結合 しやすい立体構 造 に保

ち転写 を活性化す る例 も報告 されてい る(Trusse`飢1995)。 ヒス トンのア ミノ酸配列及 び変異株 の

解析 か らN一末端 にある リジン残基が大 きな役割 をになっている と予想 されていたが 、実 際に近年 、

X線 構 造解析 の結果、正 の電荷 を もったリジン残基が負の電荷 を もったDNAの リン酸基 と結合す る

事 によって ヒス トンとDNAの 結合 が安定 な状態 となる ことが明 らか となった(Fig .3:LugereεaZ

1997)。 この リジ ン残基 は、アセチル化酵 素に よってアセチル化 され ると電荷 を失 いDNAと の結合

が弱 まる。大部分 の ピス トンはアセチル化 された状 態 と脱 アセチル化 された状 態 を遷移 的 に繰 り返

している(BauereεaU994)。 しか し、 出芽酵母のテ ロメアサ イレンシ ング に必要 なSir3
、Sir4タ ン

パ ク(BrauhsteineεaZ1993) 、あ るい は α2タ ンパ クや(Mukaie亡aZ1991)、Mig1タ ンパ ク(Tre圭te1&

Carlson1995)を 介 してDNAに 結合 し転写 を抑制す るTup1タ ンパ クな どは(Edmondsone亡aZ1996)
、

アセチ ル化 されてい ない ヒス トンと選択的 に結合す るこ とも知 られて きた。反対 にヒス トンが アセ

チル化 され る事 によ り不安定 にな り、転写が活性化 され る可能性 も示 されてお り、実際 出芽酵母の

Gcn5な ど、転写活性化 因子の幾 つか はヒス トンアセチル化 能 を持 つ ことが報告 されてい る(Grante亡

aZ1997)。 ヌク レオソームが最小単位 となって染色体 は よ り高次の凝 縮 したク ロマチ ン構 造 をとる

と考 え られている。特 に高度 に凝縮 したヘ テDク ロマチ ンと呼ばれる領域 がテ ロメア近傍

(Gottschling1992)、 シ ョウジ ョウバ 土のホメオテイ ック遺伝子座(Moehrle&Paro1994;ElginSC

1996)、 ほ乳類の メスの一方のX染 色体(Jeppesen&Turner1993)な ど酵母か ら、高等生物 まで広 く

存在 してい る。ヘテ ロクロマチ ン領域で は、広範 囲に及ぶ転写 の抑制、S期 にお ける複製 の遅 れ、

メチル化 酵素や切 断酵 素の接 近効率の低下 などが見 られ る。ヘ テロクロマチ ン形成 に働 くタンパ ク

の多 くはヘテ ロク ロマチ ン以外 の領域 で も作用 してい ることも多 くヘテ ロクロマチ ン以外 の領域で

も転 写に影響 を与えている可 能性 が示 唆 されてい る。染色体 高次構造 の形成維持 には多 くの 因子 が

関与 している と考 え られてお り、染色体DNAを 環状 につな ぎとめた り、DNAと 核膜 や足場構 造 との
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結合 をにな う因子 も多 く存在す る と予想 されるが 、それ らの タンパ ク、及び タンパ クが作用 す る染

色体領域 につい ての知見 は少 ない。

加vf亡roの 転写系で は高い基礎転写が見 られるの に対 して、酵母細胞 内では基礎転写 はほ とん ど

見 られ ない、 この事実 よ り染色体全体が クロマチ ンを介 した転写の抑制 を受 けている可能性 が示唆

され る(Wollfe1997)。 この可能性 を支持す る知見の一つ として、 ヒス トンタンパ クの変異 に よって

基礎転 写が上昇す る(Clark・Adamse亡an988;Han&Grunstein1988;Fig .4)こ とがあげ られる。 し

か し、 この時 ヒス トン遺伝子 の変異はヌク レオ ソームの消失 を導 き高次の クロマチ ン構 造、超 らせ

ん構造 な どに大 きな変化が生 じてお り、 ヒス トンタンパ クの変異 によって起 こる基礎転 写の活性化

が、ヌク レオソームのポジシ ョニングの崩壊 に よるのか、 よ り高次 のク ロマチ ン構 造が変化 す るこ

とに よって生 じるのかは未解決 の問題 として残 っている。 また、クロマチ ンを介 した抑 制 を受け る

出芽酵母 のテロメア近傍や 、接合型決定 遺伝子座(HML,㎜)近 傍の基礎 転写 は、UASに よる転写

に比べ て、 よ り感 度高 く抑制 されるこ とが知 られてい る(Hurberteεan993)。 従 って基礎転写 の変

化 を指標 として、 クロマチ ン構造の構成 因子及 び構造変化 を もた らす 因子及 びDNA上 のクロマチ ン

構造の足場配列 などを分離 同定で きる可能性が ある。本研 究 では、高次 クロマチンを介 して基礎転

写の抑 制 を行 う因子 、あ るい はシス配列 を分離 同定す るため、転写活性化 因子が働か ない条件下 や

抑 制条件下で基礎転 写が活性化 す る変異株 や活性化 した基礎 転写 を抑制す る配列の分離 を行 うこ と

によって、ク ロマチ ン構造 に密接 な関係 のあ る基礎転 写の制御機構 につい ての知見 を得 るこ とを 目

的 として、実 験 を行 った。

⑨:㊥:㊤胴 ■塵

轟 →

ヌク レオソーム構造の崩壊

ロニ ニ=…≡≡…自_一_.自 難』■■ 嘩

クロマチン凝縮の緩和

基礎転写の活性化

一 一圃 囮囮 司■■■■陰

TATA

陛一一四画 ■■■■畷:

TATA

Fig.4ヒ ス トンの消失 と基礎 転写の活性化

ヒス トンタンパクが消失するとヌクレオソームのポジショニング、高次クロマチン構造

の崩壊、超らせん密度の減少 などに大 きな構造変化を生 じ、基礎転写が活性化 される。
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第2章 基 礎 転 写 はbe12/sfη4変 異 に よ っ てUASに よる転 写 と は

異 な る機構 で 活 性 化 され る

第1節 緒言

遣伝 子の転 写は、down-pro田oterに 依存 した 「基礎転 写」 と、up-promoterに 存在す る 「転写活

性化配列(UAS)に よる転写」 に分 け られる。後者 につ いては、UASに 結合す る転写活性化 因子や、

転写活性化機構 、あるいはこれ を抑 制する リプレッサーな ど多 くの知見が得 られて きた。 しか し、

基礎転写 の制御 に関 しては、その知見 が少 ない。第1章 で述べ た ように、出芽酵母 にお ける基礎 転

写 はヌク レオソームやさ らに高次 のク ロマチ ン構 造 によって抑 制 されてい るこ とが示唆 されている

(Wolffe1997)。 そ こで、ヌク レオ ソー ムや クロマチ ン構造 と密接 な関連のあ る基礎 転写の抑制 に働

く因子 の同定 を 目的 として、 ヒスチジ ン合 成系 班55遺 伝 子 プロモ ーター領域 をPHO5(抑 制性酸性 ボ

ス ファターゼ をコー ドす る遺伝子)遺伝 子構造部の上流 に連結 した 班55p-PEO5レ ポーターを用 いて、

転写活性化 因子Gcn4の ない状 態で も高発現 す るbe1伽sal堅pression垣vel)変 異株 を多 数分離 した。こ

れ らの変異 はすべ て劣性 で、相補性 試験 によってbeヱ2、be13、be14、be154つ の相補群 に分 け られ

た。その後、GenomicDNAlibrary"CENBANKA"を 用いた形質転換 に よって、BEL2遺 伝子 をク

ローニ ング し塩基配列 を決定 した ところ、∫1:N4/丁駕3遺 伝 子 と同一であ ることが分か った(Jiang&

StiIlman1992;Cheneね ゑ1993)(第3節 の第1項 よりあ とはSηV4の み を遺伝子名 として使用す る)。

また、BEL5遺 伝子 について も同様 に、遺伝子 をクローニ ング し、部分的 に塩基配列 を決定 した とこ

ろ、RGR1遺 伝子 と同一遺伝子 であった(Sakaiθ 亡an990)(第3節 の第1項 よ りあ とはRGR1の み

を遺伝子 名 として使用 す る)。SIN4とRG1～ ヱ遺伝 子 は遺伝 学的、生化学 的に相互作用 のあるこ とが示

されてお り σiange亡aZ1995)、 それ らの遺伝子産物 は、 ともにRNApolIIホ ロ酵素 に含 まれるこ と

が報告 されてい る(Lie亡an995)。 一方、be13変 異株 は2つ の変異 を持つ こ とが分か り、これ を

be13be17二 重変異株 と改 名 した。

本 章では、be12/sfn4変 異株 に着 目して、 まず種 々の遺伝子の プロモ ーター領域 をPHO5の 上流

に連結 した レポー ター を作成 し、その発現 を調べ ることに よって、sfη4変 異 に よって転写が活性化

され るプロモー ター(sfη4-activatedpromoter)と 活性化 されない プロモー ター(sfn4Ro鷺 ・activated

promoter)に 分類 した。さ らにこれ らの プロモー ターについて、up-promoter領 域の除去 、キメ ラプロ

モー ターの作成 、UASに よる転写 に対す るsjη4変 異の影響 などを調べ ることに より、基礎転写 の抑

制機構 を明 らかにす る事 を試 みた。
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第2節 実験材料及び実験方法

供 試 菌 株 、 プ ラ ス ミ ドDNA及 び オ リ ゴ ヌ ク1/オ チ ド

実 験 に 用 い たScerevfsfae菌 株 をTable1に 示 した 。 プ ラ ス ミ ドの 構 築 と そ のDNA調 製 の た め の 大 腸

菌 はTG1及 びMV1184(Sambrooke亡an989)を 用 い た 。 酵 母 低 コ ピ ー ベ ク タ ー と してYCp50
、 染 色

体 組 み 込 み ベ ク タ ー と し て 、YIp5を 用 い た(Parente亡an985)。 種 々 の レ ポ ー タ ー に 用 い た 各 遺 伝

子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 はPCR法 に よ っ て 増 幅 し た 。 こ の 時 上 流 、 下 流 の プ ラ イ マ ー に はHf丑dllI、 ま た

はBa加HI制 限 酵 素 認 識 部 位 を付 加 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 合 成 し た(Table2
、3)。 増 幅 し た

DNA断 片 は 研 ηdlII、BamHIで 切 断 後 、pSH39(Fig .4、Mukaie亡aZ1991)の 研ndlll-BamHI部 位 に挿 入

し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 作 成 した(Table2)。TATAboxを 破 壊 したPHO5TATA →TGcAプ ロ モ ー タ ー

は 以 下 の 手 順 で 作 成 した 。TGCAに 置 換 し た 配 列 を含 むOLI345 、OLI346を 合 成 し(Table3)、

pPHO5(Ari皿ae亡an983)を 鋳 型DNAと し て ・OH141(Tab1e3)とOLI345、 及 びOH142(Table

3)とOLI346の そ れ ぞ れ を プ ラ イ マ ー と して 一 次PCRを 行 っ た 。 得 ら れ たPCR産 物 を 回 収 し
、 精 製

後 、 こ れ ら 断 片 を 等 モ ル 量 と 、 プ ラ イ マ ー と し てOLI141とOLI142を 加 え 二 次PCRを 行 っ た
。 得 ら れ

た 断 片 はHfndIIIとBa搬HIで 切 断 後 、pUC119のHfndlII・BamHI部 位 に 挿 入 した
。 こ の プ ラ ス ミ ドはPCR

反 応 に よ っ て 、TATAbox以 外 の 所 に 変 異 が 導 入 さ れ て い な い こ と を塩 基 配 列 の 決 定 に よ り確 認 し
、

P1306と した 。P1319は ・P1306か ら切 り出 した0.5-kbpの 研 ηdlII-BamHI断 片 をpSH39(Mukaie亡 滋

1991)のHfndllIBa加HI部 位 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 構 築 し た
。 ノ ザ ン解 析 の プ ロ ー ブ と して は 、

p512か ら 調 製 し たPHO5遺 伝 子 を含 む0.5-kbpBsオEII・EcoRV断 片 、pSH135(Nishikawae亡aZ1987)か

ら調 製 し た 班 ∫5遺 伝 子 を 含 む1。0-kbpBcm・ 研ndllI断 片 、 内 部 標 準 と して と し て 用 い たACTヱ 遺 伝 子 は

pYA301(Gallwitz&Sures1980)か ら調 製 し た1.0-kbpHfηdI-X:hol断 片 を用 い た 。 使 用 し た 主 な プ ラ

ス ミ ド はFig.4に 示 し た 。
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HfndlllBa血HI

Ps直

Amp「

Sa∬

PHO5

Ba皿HI/B願1

Ori

SmaI

EboRIH加dIII

ScaIBamHI

PS鉦Sa11

PHO5

Ori

謡3;弍
(7.Okbp)

σRA3

.融こ

S孤aI

s加1

留
k

Sa11

s加1

σRA3

Sa11

BamHI

△UAS-PHO84pEcoRI

ScaHlndllIβa血HI

PstlSa11

PHO5

研・Aボ ＼ ミ

P891

ARS1(10・Okbp》

XhoI

BamHI/BgflI

CEN・ σR7拶

=認"s加1

Sa11

SmaI

Fig.4実 験 に使 用 した主 な プ ラス ミ ドの 構 造

σRA3、PHO5、CEN4、.AR∫1はScerevfsfaeの 遺伝子DNAを 示 している。

△UAS-PHO84pはP∫1084プ ロモー ターか らUASを 全て含むup-promoter領 域 を除去 し

た。従 ってdown-promoterだ けを持 っている。矢印 はORF及 びプロモ ーターの位 置 と方

向 を、細 い線 はベ クタープラス ミ ド(pBR322)の 部分 を、Amp・ とOriは 大腸菌 のア ン

ピシリン耐性 遺伝子 及 び複製開始配列 を示 してい る。
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Table1使 用 した酵母 菌株

菌株名 接合型 遺伝子型1)

SH2128a

SH2222a

SH2231a

SH2233a

SH2301

SH2410

SH2904

α

α

α

SH2907a

SH2911α

SH2921

SH2923

SH2934

a

a

a

SH2935a

SH2937a

SH2938 α

SH2995a

SH3026α

SH3071a

SH3093α

SH3099α

SH3100a

SH3115a

SH3116 α

gcη4一 ヱ03加s1-29亡 ηplura3-52pho3-1pho5・ ヱ αra3-52::1αra3-52、 ㎜4-1acZ1

αra3-52::11∬5p-PHO5十 乙π～A31

gon4一 ヱ03hfsヱ ー29亡 ηっヱura3・52pho3一 ヱpho5-1αra3・52::1ひ1ra3・52㎜4-1acZ]

ロra3-52::[盗5p-PHO5十 乙α～A31sf丑4-206

gcn4一 ヱ03hfs1-29ε η:)1ロra3-52pho3-1pho5一 ヱ αra3・52::{αra3-52盗4-1acZl

ロra3-52::IH135p。PHO5十 乙π～IA31be13・2be17・ .Z

gcn4一 ヱ031!fsヱ ー29亡 η)1ロra3-52p1】03-1pho5-1αra3-52::【 αra3-52H五S4-1acZl

ロra3-52::IE1∫5p・PHO5十 し贋ノ13】

goη4・103hfsヱ ー291eα2・3,1ヱ2ロra3-52pho3一 ヱpho5-1αra3-52::[召ra3-52、 ㎜4・1acZ}

わe14-1

8c114-103hfsヱ ー291eロ2・3,ヱ ヱ2ロra3-52pho3・ ヱpho5一 ヱ ロra3・52::【 ロra3-52㎜4-1acZ!

sfn4-206

gcη4一 ヱ03hfs1-291eロ2-3,ヱ ヱ2的)ヱ αra352pho3一 ヱpho5一 ヱ

ロra3・52::[αra3-52H134-1ac21ロra3-52::【 盗5b-Plj「05十 し理～A31be15一 .Z(lgr1)

gc114一 ヱ03hfsヱ ー29亡 ηっヱ αra3・52pho3-1pho5一 ヱ αra3-52::1αra3。52、 鵬4-1acZl

gcn4一 ヱ03hfs1-291eπ2・3,ヱ ユ2亡 ηっヱ ロra3・52pho3-1pho5-1

αra3-52::1αra3・52盗4・1acZ14gア ヱ・20 .Z

gcη4一 ヱ03hjsヱ ー29々pヱ ロra3-52pho3一 ヱpho5一 ヱ αra3・52::1αra3-52硲4-1ac2勾sfn4-206

gcn4曹103hfs1-29亡 ηP1ロra3・52pho3・ ヱPぬ05・ ヱ ロra3752::【 ロra3・52梛4・1ac21be14・ ヱ

gc114-103hfs1-29亡lpヱ ロra3・52pho3・1pho5一 ヱ 田ra3-52::1りra3-52硲4-1ac21

ロra3-52::IP石 「05-i一 こ1R]431

gcη4・103hfs1-29亡 η)1ロra3・52pho3・1pho5一 ヱ αra3・52::lura3・52、 ㎜4-1acZ}

αra3・52::iPHO5十 し届～A31sfη4・206

gcn4-103hfs1。29孟 ηワヱ ロra3-52pho3一 ヱpho5一.Z【1ra3。52::【 ロra3-52脇4・1acZ1

ロra3-52::[PIIO5十 し雇～ノ13}be14一.Z

gcη4-103hfs1・291eu2-3,ヱ12的 っヱ αra3・52pho3一 ヱpho5一 ヱ

ロra3-52::1ロra3-521脚4-1acZlロra3・52::IPHO5十 ひR]431be15・ ヱ

gcη4-103hfsヱ ・29`1pヱ ロm3・52pho3一 ヱpho5一 ヱura3-52::1αra3-521侭4・1acZl

ロra3・52::1㎜5p-PHO5十 切 ～IA3】sjη4::T2～Pヱ

gcη4一 ヱ03hfsヱ ー29亡 η)1αra3・52pho3一 ヱpho5一 ヱ αra3-52::iura3-52㎜4-1acZ}sf114::TRPヱ

gcn4一 ヱ03hfs1-291eα2-3,ヱ ヱ2ロra3。52pho3・1pho5一 ヱ

ロra3-52::1ロra3・52、 鵬4・1acZ】 αra3-52::[PHO5十 し碇A31

gcn4一 ヱ03hfsヱ ー29亡 ηpヱ αra3-52pho3-1pho5-1ロra3・52::【P1∫05十 しπ～A3】

gcη4-103hfs1-291eπ2-3,1ヱ2pho3・1pho5・ ヱ αra3-52::【 πra3-52㎜4・1ac乏 コ

ロra3・52::IPHO5十 しα～.A3】sfη4・206

gcη4・103hfs1-29亡 ηplpho3一 ヱpho5・ ヱura3-52::1ロra3-52㎜4-1acZ】

ぴra3-52::IPHO5十 しπ～A31sfπ4-206

gcπ4一 ヱ031!fsヱ ー291eロ2-3,ヱ ヱ2ロra3-52pho3・ ヱpho5一 ユ

召rヨ3-52::1αra3・52H醇4・1acZ}αra3-52::lPHO5十 し雇～A3ipho4::LEσ2

gcη4一 ヱ03hfs1-291eロ2pho3一 ヱpho5一.Zαra3-52::1ロra3・52H五S4-1ac21

αra3-52::IPHO5十 σRA3】pho4::LEひ2sfη4-206

!)遺 伝 子 記 号 は'Moetimerら(1989)の 記 述 に 従 っ た 。 す べ て の 菌 株 はho遺 伝 子 型 を持 つ ヘ テ ロ タ リ ッ

ク 株 で あ る 。 本 研 究 で はbe12-6をsf皿4・206、be15-1を ㎎rヱ ・20ヱと改 名 し た 。
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Table2 増幅 した種 々の プロモ ーター領域 と用 いたプライマ ー及 び鋳型DNA

Genes PlasmidForwardReverse

primerprimeramplified

Region1)Template Referrence

MFα ヱ

Pκoヱ

PHO84

MATα ヱ

AAR2

sひ 必

STE6

PHO5

GALヱ

Hl醇5

MATaヱ

MET25

MAL6ヱ

∫UC2

MET3

0LEl

cyc1

㎜ ヱ

ムPHO54)

pHK1042)

P569

p602

p603

p605

p606

p700

p714

p716

p786

p817

p886

p1037

p1039

p1071

p1093

p1107

p1111

P790

△PHO844)p857

△cyCヱ4)p1108

△PκC-Z4)p1252

△ ㎜ ヱ4>p1117

OLI139

0LI75

0LI95

0LI102

0LI108

0LI112

0LI141

0LI149

0LI124

0LI105

0LI258

0LI327

0LI328

0LI357

0LI362

0LI360

0LI331

0LI184

0LI97

0LI360

0LI364

0LI395

OLI140・566～ 一1K73)

OLI92-886～ 一1p539

0LI105-1093～ ・16p305

OLIIO7

0LI109

0LI113

0LI142

0H151

0LI123

0LI220

0LI259

0LI326

0LI329

0LI358

0LI363

0LI361

0LI157

0LI142

0LI92

0LI361

0LI140

0LI157

一513～ 一1p510

-506～ 一1p431

-469～+1K73)

一542～ 一20p512

-820～ 一19K73)

一619～ 一1p135

-874～ 一1p306

-675～ ・19pYG418R

-883～ 一1×2180-1A3)

一762～ 一1×2180-1A3)

一820～ 一21p963

-345～ 一1S288C3)

一996～ 一7p263

-2135～ ・32S288C3)

一379～ ・20p512

-257～ 一1p602

-996～ 一7p10265)

一152～ 一1p569

・376～ 一32p1111

Kobayashie亡a五1990

Levine亡a1.1990

Bun-yae亡aZ1991

Astelle亡aZ1981

Nakazawae亡a孟1991

Jiang&Still皿an1992

Mcgrath&Varshavsky1989

Arimae亡aZ1983

Johnston&Davis1984

Nishiwakie亡a孟1987

Astelle亡aZ1981

K:erjaneオa孟1986

Levinee亡a孟1992

Sarokin&Carlson1984

Chereste亡a正1987

Stukeye亡a正1990

McNeil&Smith1986

Covitz&Mitchell1993

Arimae亡a1.1983

Bun-yae亡aZ1991

McNeil&Smith1986

Levine亡a五1990

Covitz&Mitchell1993

1)増 幅 し た 領 域 はORFの 開 始 コ ド ンATGのAを+1と して 示 す
。

2)MFα ヱp・PHO5レ ポ ー タ ー は プ ロ モ ー タ ー と一 部 のORFを 含 む 断 片 をMFα ヱ 遺 伝 子 か

ら切 り 出 して 融 合 した 物(Kobayashie亡an990)。

3)染 色 体DNAは 、Scerevfsfae株 のK7、S288、CX2180-1Aか ら 回 収 し た 。

4)up-promote町 を取 り 除 い たpromoterを 持 つ レ ポ ー タ ー を示 す
。

5)p1026はpLG669(Guarente&Ptashne1981)か ら 、UAS1を 含 むXhol断 片 を 除 去 す

る 事 に よ っ て 作 成 し た 。
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Table3 PCR反 応に用いたプライマーの塩基配列 と対応する遺伝子の領域

プ ライマー 配列 領域1)

OH75

0LI92

0H95

0LI97

0LI102

0LI105

0LI107

0LI108

0LHO9

0LI112

0LI113

0LI123

0LI124

0H139

0LI140

0LI141

0LI142

0LI149

0LI151

0LI157

0LI184

0LI220

0H258

0LI259

0LI326

0H327

0LI328

0H329

0LI331

0LI357

0LI358

0LI360

0LI361

0H362

0LI363

0LI364

0LI395

0LI72

0H88

0LI89

0LI90

0 .LI91

0LI96

0LI97

0LI359

0LI345

0LI346

5'・CTCAAGCTTAAAGTGTCACGTGATAAAAA-3'

5'一CTCGGATCCTTGGATTGT八TTCGTGGAGT-3'

5'一CTCGGATCCTATTAAGTTATTATATATGG-3'

5'一CTCAAGCTTCGTATTACTCATTAATTAAC-3'

5'一CTCGGATCCTGCAGGCTTCCGATATTTTA-3'

5'一CTCAAGCTTATATGTATTTTGTTAACTCT-3'

5'・CTCAAGCTTAAATGAAAATACTACCAATT・3'

5'一CTCAAGCTTTACCTATATCTACTTGAAAA-3'

5'一CTCGGATCCACTAATATTTACCAACAGAA-3'

5'一CTCAAGCTTGGATCGTGGGTTCAATTCCC・3'

5'一CTCGGATCCGACGTAGCTTGTTCTTTGTT-3'

5'・CTCGGATCCAGTGTAATTTTAATATATAC-3'

5'一CTCAAGCTTTAGCTGGCAATTCTTG-3'

5'一CTCAAGCTTGCATGCCGGTCACGCTGAAGA-3'

5'一CTCGGATCCGACTGTAAACTGCTCCCTGTA-3'

5'一CTCAAGCTTGATCCGAAAGTTGCATTCAA-3,

5'一CTCGGATCCTTGCTCTATTTGTTGTTGTT-3'

5'一CTCAAGCTTGAATTCGACAGGTTATCAGC-3'

5'一CTCGGATCCCGTTAAAGTATAGAGGTAT-3'

5'一CTCGGATCCTTCTTTTCTTCTTTTTTTCC-3'

5'一CTCAAGCTTTATCAAATTGGTCACCTTAC-3'

5'一CTCGGATCCGTTGTCCTTCTTGATTTTCT-3'

5'・CTCAAGCTTATCCTTGCGTTTCAGCTTCC・3'

5'一CTCGGATCCAGAATTGTATCTATGTATCT-3'

5'・CTCGGATCCAGTTAACTTAATAGTCTTGG-3'

5'一CTCAAGCTTTTATGTAATTTAGTTACGCT-3'

5'一CTCAAGCTTGGAGGTTTCCCAATGAACAA-3'

5'一CTCGGATCCAGCTTTTTGTTTTGCTTGTT-3'

5,一CTCAAGCTTAATTTGATTAATGTATTCC・3'

5'一CTCAAGCTTCGTCGGCGCGAGCCTGGGAG-3'

5'一CTCGGATCCTTGTTATTATTATACTTTC-3'

5,一CTCAAGCTTAGGCACCAGCGTCACGATTTT-3'

5,一CTCGGATCCTTTAGTGTGTGTATTTGTGTT-3,

5'一CGAAGCTTACACTCAACAAACCTTAT-3'

5'・CGGGATCCTTTGTTGTAATGTTTTAG-3'

5'一CTCAAGCTTGAGGTATTCAGCGTCGATCC-3

5'一CTCAAGCTTCCTTGCCTGTTCTTTACCTTG-3'

5'一CTCAGATCTAAATCTATTTCAGCAATATAG-3'

5'一CTCAAGCTTCAGTATTACGCACGTTGGTG-3'

5'一CTCAAGCTTTTAATAGTTCCACGTGGACG-3'

5'一CTCAAGCTTTTATTTCCAGCACGTGGGGC-3'

5'一CTCAAGCTTCTAGATTAAAAACGTGCGTA-3'

5'一CTCAAGCTTGGGCGGAAATTAGCGACGGC-3'

5'一CTCAAGCTTCGTATTACTCATTAATTAAC-3'

5'・CTCAAGCTTCGAGCCACAATAGTAAGTGG-3'

5'一TGTCGAAATGAAACGTAGCTAAGCGCTGATGTTT・3,5>

5'一AAACATCAGCGCTTAGCTACGTTTCATTTCGACA-3'5)

一886～

一1

-16

-257

-1

・1093

-513～

一506

-1

-469

十1

d～

一619

-566～

一1

-542

-20

-820

-19

-32

-379

-1～

・675～

一19

-1

-883

-785

-23

-2135

-840

-21

-996～

・7

-345

一ユ

ー152

-376

十2116

-597

-446

-424

-272

-407～

一257～

一135

・867

-20

-35

-238

・20

～ 一1074

一494

・487

-20

-450

-19

-20

-596

-545

-21

-522

-40

-810

・39

-51

-359

-20

-656

-38

-19

-865

・766

-42

～ 一2116

一821

・40

-977

-27

328

-19

-133

-354

へ
～・十20953ノ

一5784)

一4274)

一4054)

一2534)
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1)オ リ ゴの 合 成 領 域 はORFの 開始 コ ドンATGのAを+1と して 示 す
。

2)下 線 部 で示 した 領 域 は 研噴dlHあ る い はBamHI認 識 配 列 を示 して い る
。

3)PHO5遺 伝 子 の 開始 コ ドンを+1と した位 置

4)Pσ084遺 伝 子 の 開始 コ ドン を+1と した位 置

5)P∬05遺 伝 子 のTATAboxに 変 異 を導 入す る た めTATA部 .分をTGCAに 置 換 した もの
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使用培地 と培養方法

酵 母 の 完 全 培 地 に はYPDA培 地[水14あ た り、 グ ル コ ー ス(和 光 純 薬)20g、 ポ リペ プ トン

(日 本 製 薬)20g、yeastextract(Difco)10g、 ア デ ニ ン(和 光 純 薬)0.4g】 を用 い た 。 低 リ ン酸 完 全 培 地

(YPDA-Pi培 地)はyeastextract109、bactopepton(Difco)209を 加 え た 後 、25%ア ン モ ニ ア水(和

光 純 薬)11m4、1MMgSO4水 溶 液10m4で リ ン酸 マ グ ネ シ ウ ム ーア ン モ ニ ア 複 合 体 を 沈 澱 させ た 後 、

こ れ を ろ 過 を し て 除 き濃 塩 酸 でpH5 .8に 調 製 後 グ ル コ ー ス20g、 ア デ ニ ン0.4gを 加 え 、 全 量14に

調 製 した 。 酵 母 最 少 培 地(SD)は 水16あ た り、 グ ル コ ー ス20g、yeastnitrogenbasew/oamino

acid(Difco)6.7gを 含 み 、 必 要 に 応 じて 、L一 トリ プ トフ ァ ン 、L・ ヒ ス チ ジ ン 、L一 ス レ オ ニ ン 、L一 ア

ル ギ ニ ン 塩 酸 塩 、L一 メ チ オ ニ ン 、 ウ ラ シ ル(最 終 濃 度 各20mg/の 、L一 チ ロ シ ン 、L一 ロ イ シ ン 、

L一 イ ソ ロ イ シ ン 、L一 リ ジ ン 塩 酸 塩(各30mg/の 、L一 バ リ ン(150mg〃)、L・ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン

(601ng〃)、 ス レ・オ ニ ン(200mg〃)及 び ア デ ニ ン(400mg/の(す べ て 和 光 純 薬)を 加 え た 。 高 リ ン

酸 最:少 培 地 は 水14あ た り、 グ ル コ ー ス20g、 ア ス パ ラ ギ ン(和 光 純 薬)2g、 高 リ ン 酸 混 合 【KH2PO

46g〃 、MgSO47H202g〃 、CaCl2・2H201.32g〃1250m4、 低 リ ン酸 最 少 培 地 は 水14あ た

り、 グ ル コ ー ス20g、 ア ス パ ラ ギ ン(和 光 純 薬)2g、 低 リ ン酸 混 合 液(SC)は 高 リ ン酸 混 合 液5m4

加 え 、 低 リ ン 酸 混 合 液IKCI6g〃 、MgSO4・7H202g〃 、CaCl2・2H201.32g/の250m4を 加 え 、

い ず れ の 培 地 もKI(0 .4mg)、B、Mn、Cu、Mo(0.04mg)、Fe(0.21皿g)、Zn(0.28mg)、 ビ タ ミ ン 溶 液1ピ

リ ドキ シ ン 、 ニ コ チ ン酸 、 チ ア ミ ン 、 パ ン トテ ン酸(各20mg〃 〉、 イ ノ シ トー ル(10g/の 、 ビ オ チ

ン(2g/の11血 謄 含 み 、 必 要 に 応 じ て 上 記 濃 度 の ア ミ ノ酸 お よ び 核 酸 残 基 を 加 え た 。 前 胞 子 形 成 培

地(Pre-Spo培 地)は 水16あ た り、 グ ル コ ー ス50g、yeastextract10g、nutrientbroth(Difco)30gを 加

え 調 製 した 。胞 子 形 成 培 地(Spo培 地)は 水16あ た り、 グ ル コ ー ス1g、yeastextract1.25g、 酢 酸 カ リ

ウ ム(和 光 純 薬)10gを 加 え 調 製 した 。 ま た 四 分 子 分 析 用 フ ィ ル ム 培 地 は 上 記 のYPDA培 地 に14あ

た り寒 天23gを 加 え 調 製 した 。

大 腸 菌 の 完 全 培 地 と し て は 、 改 変Luria-Bertani培 地 【LB培 地;脱 イ オ ン水16あ た りBacto-

trypton(Difco)10g、yeastextract5g、 塩 化 ナ トリ ウ ム(和 光 純 薬)5gを 加 えlNの 水 酸 化 ナ トリ ウ

ム(和 光 純 薬)水 溶 液 でpH7.0に 調 製 し た 。1を 用 い た 。 大 腸 菌 の 最 少 培 地 と し て は 、Mgl脱 イ オ ン水

16に 対 して 、Na2HPO4・12H206g、KH2PO43g、NaClO .5g、NH4Cllg(以 上 和 光 純 薬)を

含 む 溶 液 を 滅 菌 後 、 別 に 滅 菌 し た 、20%(W/V)グ ル コ ー ス10m4、1MMgSO4・7H202mゑ 、0.1M

CaCl2・2H202m4を 加 え 、 必 要 に 応 じ て ビ タ ミ ンB1を1mg相 当 量 、 カ ザ ミ ノ 酸(Casaminoacid

w/ovitamine;Difco)5gあ る い は 上 記 濃 度 の ア ミ ノ 酸 を加 え た 。 】を用 い た 。 β 一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ 活

性 検 出 培 地(X-ga1)に は 上 記 の 完 全 培 地14を 冷 却 後 、N、N一 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド(和 光 純 製)に 溶
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解 した5一 プロモー4一クロロ・3一イ ン ドリルーβ・D・ガ ラク トピラノシ ド(和 光純製)を40μg/m4に なる

ように加 え、100mMイ ソプロ ピルーβ一チ オガラク トピラノシ ド(IPTG;和 光純薬)溶 液 を0
.1血8加 え

調 製 した。 また、薬剤 による大腸菌用選択培 地には通常 ア ンピシ リンナ トリウム(明 治製菓)を75・

150mg/認 の濃度 となる ように加 えた。

平板培地 を調製す る ときには、断 らない限 り16に つ き20gの 寒天 を加 えた。滅 菌は全 て

1kg/cm2・121℃ 、15分 間の条件 でオー トク レープを用いて行 った。培養 は静置 もし くは、振 とう

法 を用い通常培養温度 は酵母 は30℃ 、大腸菌 は37℃ とした。

遺伝学的及び分子遺伝学的方法

大 腸 菌 の 形 質 転 換

Morrisonの 方法(1977)に 従 った。形質転換 す る大腸 菌 を10m4のLB培 地 で
、一晩37℃ で振 とう'

培養 した前培養 液 を14のLB培 地 に植 菌す る。吸光度(OD660)が0 .5-0.6に なるまで37℃ で培養 した。

0℃ 、8,000rpm、10分 間の遠心分離(遠 心器;KUBOTAKR-200A又 はKR一一20000T 、 ローター;

KUBOTARA-6)に より集菌 し、O.1M塩 化 マ グネ シウム(和 光純薬)水 溶液250田4で 洗浄 した
。再 び

集菌 し、0.1M塩 化 カルシウム水 溶液250田 ¢に懸 濁 した。集菌後、42.5血40.1M塩 化 カルシ ウム水 溶

液 と7・5田4グ リセロールの混合液50血 ¢に懸 濁 し、 アセ トンードライア イスで急速凍結 させ ・80℃ で保

存 した。 この コンピテ ン トセ ルを氷 中で 除々に融解 させ 、エ ッペ ン ドル フチ ュー ブに100μ6移 し
、

これにDNA溶 液(0.1～1μg)を 加 え、氷 中で30分 間放置 した。42℃ 、2分 間加熱 した後 、1血 ¢のLB

培地 を加 え、37℃ で1時 間静置 した後 、適当量 を選択培地 に塗布 し。37℃ で、6時 間～2日 間保温

した。

酵 母 の 形 質転 換

Itoら の方法(1983)を 改変 して行 なった。10m4の 液体完 全培 地で30℃ で一晩振 と う培養 した培

地液 の0.2m4を10m¢ の液体 完全培 地 に植菌 し、30℃ で5時 間振 とうした。培 養液 を遠心管 に移 し、

2,000rpm、5分 間の遠心分離 に より集菌 し、2m¢ のTE緩 衝液 【10mMト リスー塩酸(pH7
.6)(和 光

純薬)、0。1mMエ チ レンジア ミン四酢酸ニ ナ トリウム(εDTA;pH8 .0)(和 光純薬)1に 懸 濁 した。再 び

集菌 し、2m4のLA溶 液10.1》 酢酸 リチ ウム(和 光純薬)を 含 むTE緩 衝液(pH7 .6)1に 懸 濁 し、30℃ で

1時 間振 とうした。集 菌後 、0.9m¢ のLAG溶 液115%グ リセロール(グ リセ リン、和 光純薬)を 含 む

LA溶 液1に 懸濁 、し、0.3m4ず つ エ ッペ ン ドル フチ ュー ブに移 した。それぞ れ10～20μ6の プラス ミ

ドDNA溶 液 を加 え、更 に0.7m4のPEG水 溶液150%ポ リエチ レングリコール4000(和 光純薬)1を 加 え
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混合 し、30℃ 、1時 間保温 した。12,000rp1n、30秒 間の遠心分 離 によ り集菌 し、:適当量 を選択培 地

に塗布 し30℃ で2～5日 間保温 した。

生化学的方法

エ タ ノ ー ル に よる核 酸 の沈 降(エ タ ノ ー ル沈 澱)

核酸 を含む溶液 に、1/10(V/V)量 の3M酢 酸 ナ トリウム(pH5.5)(和 光純 薬)溶 液 を加 え、 さ

らに、その溶液の2倍(V/V>量 の99%エ タノール を加 えて混合 し、一80℃で10分 間放 置 した。 これ

を遠心分離(エ ッベ ン ドルフチューブの場合 は、微量遠心機で12,000rpm10分 閥、Corex遠 心管の場

合 は、冷却遠 心機 で10,000rpm、10分 間)し 、上澄 み液 を取 り除 き沈澱 を核酸 として回収 した。70%

エ タノー ルで塩 を除去 し遠心分離で上澄み液 を捨 てた後 、減圧乾 固に よりエ タノール を除去 した。

フ ェ ノ ー ル抽 出

DNAを 含 む溶 液に、TE緩 衝 液[10mMト リスー塩酸(pH8。O)、1mMEDTA(pH8,0)1に 飽和 さ

せた フェノール を等 量(V/V)加 えて よく混 合 した。 これ を遠心分離(エ ッペ ン ドル フチ ューブの場 合

は、微量遠心機 で12,000rpm、10分 間、C。rex遠 心管 の場合 は、冷却遠心機で遠心110,000rpm、10

分問Dし 、上層 をビヘ ッ トマ ンで注意深 く回収 し、エ タノール沈澱 を行 った。場合 に応 じて、 フェ

ノー ルの代わ りにTE緩 衝液 に飽和 させ た フェノー・ル ・クロロホルム(和 光純 薬)・ イソア ミルアル

コー7レ(和 光純 薬)〈25:24:1)混 合液 を用いて、 同様 な抽 出処理 を行 った。

PEG沈 澱 に よるDNAの 精 製

DNA溶 液 と等量 のPEG溶 液11.6MNaCl、13%(w/v)ポ リエチ レングリコール(PEG8,000、 和 光純

薬)1を 加 え氷中で30分 間以上放 置 した。遠心分 離(12,000rpm、5分 間)に よ り沈澱 を回収 しPEG溶

液 を完全 に除いた。沈澱 を適当量 のTE緩 衝液 に溶か しフェノール抽 出後 、エ タノール沈澱 を行 い、

減圧乾 固後適 当量 のTE緩 衝 液 に溶解 し試料 と した。

大 腸 菌 か らの プ ラス ミ ドDNAの 大 量 調 製

大腸 菌か らの プラス ミドDNAの 大 量調製 は、塩 化セ シウム嗅 化エ チジウム平衡密度勾 配遠心分

離i法(CIQwell&Heh難ski1969)を 以 下の ように改 変 して行 った。調製 す るプラス ミ ドを保持す る大

腸 菌形 質転換体 を選択培 地上 で一晩生育 させた。 この形質転換体 を5認 選択液体培地 に植 菌 し、

37℃ で2時 間振 とう培養iしたあ と150m4のM9培 地 にすべ て植菌 した。37℃ で振 とう培養 し吸光度
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(OD666)が0.8に 達 した時にエ タノール に溶か したクロラムフェニ コール(和 光純 薬)を 最終 濃度

100mg/m4と なる ように加 え、 さ らに16～20時 間振 とう培養 を続 けた。4℃ 、6,500rpm、5分 問遠

心分離(遠 心機;KUBOTAKR-200A、 又はKR-20000T、 ロー ター:RA-6)に より集菌 した菌体

を25%(W/V)ス クロース(和 光純 薬)を 含 む50mMト リス ー填 酸緩衝 液(pH8 ,0)加 えて懸濁 し、そ こ

か ら3田4を ス クリュ ーキャ ップ付 き超遠心管 に移 し氷 中においた。同 じ緩衝 液で調製 した10mg/酩

の リゾチ ーム(Sigma)水 溶液0.3血4を 加 え、氷中で10分 聞反応後、0 .5MEDTA溶 液(pH8.0)を0.3田4

加 えて・ゆっ くり混ぜ氷 中で5分 間放置 し反応 を停止 させ た。この溶液 に、2%ト リ トンX-100(ポ

リオキシエチ レン(10)オ クチルフェニルエーテル、和 光純薬)を 含 む50mMト リスー塩酸(pH8 。0)

62.5mMEDTA1溶 液 を2.25血4加 え、 ゆるやか に撹 はん して溶菌 した。溶菌液 を0℃ 、27,000rpm、

2時 間の遠心分離(遠 心機;日 立55P-7、 ロー ター;日 立RP882)に より、上澄液 を得 た。 この上澄

液4.0田4に 対 して塩化 セシ ウム(和 光純 薬)4.Og、 臭化エチ ジウム(和 光純薬)水 溶液(5mg/mの を

0・45m4加 え・超遠心分離用遠 心管(BECK:MANCentrlfugeTubes(13×51皿m)に 移 し、25℃ 、

90,000rpm、2時 聞の平衡密 度遠 心分 離(遠 心機;BECKMAN、XL-90、 ロー ター;NVT90)を 行

なった。分離後 、遠 心管 を紫外 線で照射 し、蛍光 を発す る プラス ミ ドDNAの バ ン ドを注射器(テ ルモ

シ リンジ)に より抜 き取 り、5%(W/W)ジ メチルジク ロロシ ランー四塩化炭素溶 液でシ リコン化 した

Corex遠 心管 に移 した。 これに2倍 量 の無菌水 を加 え、 さらにその2倍 量:の99%エ タノール を加 え一

20℃ で2時 間冷却 した。12,000rpm、10分 間遠心分離 に よって得 られた沈澱 に70%エ タノール を

5m4加 えよ く懸濁 し、12,000rp孤 、10分 間遠心分離 に よって得 られた沈澱 は減圧乾 固に よりエ タ

ノール を除去 した。 このDNAは0 .4m4のTE緩 衝液 または、無菌水 に溶か し、エ ッペ ン ドルフチュー

ブに移 し、 フェノー ル抽 出、エ タノール沈殿後4℃ で保存 した。

大 腸 菌 プ ラス ミ ドDNAの 迅 速 調 製

大腸菌 プラス ミ ドの迅速 な回収 はアル カリ変成法(Birnboim&Doly1979)を を以下の ように改

変 して行 なった。適 当な抗生物 質 を含 む平板培 地上で生育 した大腸菌形質転換体 を白金 耳で米粒 大

にか き取 り、エ ッペ ン ドル フチ ューブ中の溶液1【50mMグ ル コース、25mMト リス ー塩 酸(pH8.0)、

10mMEDTA(pH8.0)1100μ 召に懸濁 し、15分 問氷冷 した。溶液II【0。2N水 酸化 ナ トリウム、1%

SDSI200μ4を 加 え緩 やか に拡販後 、溶液III[3M酢 酸 ナ トリウム(pH5 .0月150μ6を 加 え、10秒

問ヴォルテ ックスで混合 し、氷 中で15分 間放置 した。12,000rpm、10分 間の遠心分離後 、上澄液 を

新 しいエ ・ペ ン ドル フチ ユー7に 移 した・フェノール抽 出・エ タノール沈殿 後、TE雛 液(,H8 .・)

または無菌水 に懸濁 してDNA試 料 とした。

酵母細胞 か らの染色体DNAの 回収
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Herefordら(1979)の 方 法 を以下の ように改変 して酵母細胞か ら染色体DNAの 回収 を行 った。

10m6の 培 養液で定常期 まで培養 した菌体 を集菌 し、5m4の 滅菌水 で洗 浄後 、0.5m¢ の0.2MTris(pH

未調製〉に懸濁 した。 これ をエ ッペ ン ドルフチ ューブに移 し、25μ6の β一メルカ プ トエ タノール(

和光純 薬)を 加 え25℃ で30分 間保温 した。集菌後上澄 み を捨 て、0.5血8の 溶液 【0.125mg/田 ¢

Zymolyase100T(生 化学工学),1.OMソ ル ビ トール、40mMリ ン酸緩衝 液(pH6.8)1に 懸濁 し30℃ で1

時間放 置 し、集菌後5μ4の プロナーゼE(ア クチ ナーゼ;科 研工業;1mg/田 ¢)を加 え、ただち に

溶菌緩衝液 【0.2MNaC1、0.1MEDTA、5%(w/v>SDS、50皿Mト リス ー塩酸(pH8.5)1を 加 えた後、

60℃ で30分 間放 置 レ溶菌 した。 フェノール抽 出を2回 後エ タノール沈殿 を行 い減圧乾 固 した。 これ

を300μ6のTE緩 衝 液(pH8,0)に 懸濁 し、3μ6のRNaseA(1mg/鵡 を加 え、37℃ に30分 間放 置

し、 さらに3μ 召の プロナーゼEを 加 え、37℃3◎ 分 間放置 した。フェノール抽 出、エ タノール沈澱

を行 った。減圧 乾固 したのち100μ6のTE緩 衝液 に懸濁 しDNA溶 液 とした。

平板 上 にお け る酸性 ホ ス フ ァ タ ーゼ(rAPase)活 性 染 色

Toh-e&Oshlmaの 方法(1974)に 従 った。0.1M酢 酸緩衝 液(pH4.0)【 酢酸 ナ トリウム(和 光純 薬)、

酢 酸(和 光純薬)150皿6に 対 して、 α一ナフチル リン酸(S量gma)50mgを 加 えた後 、FastbluesaltB

(Merck)500mgを 加 えよ くか き混ぜ る。あ らか じめ脱 イオ ン水50m4にBactσAgar(Difco)1gを 加 熱

して溶か し、固 ま らない程度 に冷や した ところに、先の溶液 を素早 く混ぜ 、固形培 地上 の コロニ ー

に上層 した。rAPase活 性の高い もの はジアゾカップリング反応 によ りコロニ ーが赤 く着色す る。

液 体 培 地 に お け るrAPase活 性 測 定

Toh・eら の 方 法(1973)に 従 っ た 。 酵 母 培 養 液 を1認 採 取 し 、12,000rpm、30秒 間 の 遠 心 分 離 に

よ り集 菌 後 、 無 菌 水 で1度 洗 浄 し、 こ れ を1認 の 無 菌 水 に 懸 濁 し酵 素 液 と し た 。1M酢 酸 緩 衝 液

(pH4,0)0,05蹴6、 無 菌 水0.55血6、3.2mg/m¢ のp一 ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン酸 ナ ト リ ウ ム 液0。2凱 ¢、 酵 素 液

0.2詑 、 を 混 合 し、35℃ で10分 間 反 応 さ せ た 。1◎%(V/V)ト リ ク ロ ロ酢 酸 を1血6加 え 反 応 を 停 止 さ

せ 、 さ ら に 飽 和 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液(20g/70血6)を2認 加 え 混 合 し呈 色 させ た 。 遠 心 分 離

(12,0◎Orp磁 、5分 間)後 、 上 澄 液 の 吸 光 度A420を 測 定 し た 。p一 ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル の 分 子 吸 光 係 数 を

ε=1.6×104(A420/M/c孤)と す る と 、A420=ε ×c(c:p一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル 濃 度(MDと な る 。 最

終 反 応 系4m¢ 中 の ρ ニ トロ フ ェ ノ ー ル 濃 度cは 、c=△A420/ε で あ る か ら 、4m4の 反 応 系 で 生 成

物(p一 ニ トロ フ ェ ノ ー ル)は 、c×10-3×4・=(△A420/ε)×10-3×4(田ol)で あ る 。1分 間

あ た りで は 、(△A420/ε)×10-3×4/t(mol/min)と な る 。1分 間 に1μmo1のp・ ニ ト ロ フ ェ

ノ ー ル を 生 成 す る 酵 素 量 を1unitと 定 義 す る と 、 酵 素 液0.2認 に 含 ま れ る 酵 素 量 は 、(△A420/ε)×
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10-3×4/t(mol/min)=(△A420/ε)×10『3×4×106/t(unlt>で あ る
。 こ れ を 、OD

666の 培 養 液 当 た りに 換 算 す る と、(ムA420/ε)×103×4/t/(0.2×10-3)=(△A420/ε)

×2x107/OD660/t(unit/田6/OD660)こ こ で 、 ε、tを 代 入 し 、 計 算 式 と し てU/6/

OD660詔 △A420×125/OD660

の 近 似 式 を 用 い た 。

酵 母 細 胞 か らの 全RNA試 料 の 調 製

酵母細胞 か らのRNA試 料の調製 はJensenら(1983)の 方法 を以下 の ように一部 改変 して行 った。

前培養 液 を10m4の 適 当な培 地に0.2田8租 菌 し、培養 液の吸光度(OD660)が0 .9に 達す るまで30℃ で

振 とう培 養 した。h¢ の無菌水 で洗浄 し、0.3血6の 酵母破砕 用緩衝液[0 ,2Mト リス ー塩酸(pH7,5>、

0.5MNaC1、10mMEDTA、1%SDSIに 懸濁 した。この懸濁液 を0 .6gの ガラス ビーズ(フ ジス トン

No・006;φ0・25～0.3皿m、 富士理科工業)を 入れたエ ッペ ン ドル フチューブに移 し、0.3田4の フェ

ノール ・クロロホルム ・イソア ミルアル コール溶液 を加 え、2分30秒 間ヴ オルテ ックス撹拝 に より

細胞 を破砕 した。12ρ00rp皿 、5分 間の遠心後、上澄 液 を新 しいエ ッペ ン ドルフチューブに移 し、

再度 フェノール抽 出を行 った。 フェノール抽 出後 、上澄 液の1/10量 め3M酢 酸 ナ トリウム溶液 と、

その2倍 量の0.05%(V/V)ピ ロ炭酸 ジエチル(DEPC)(Slgma)含 む99%エ タノールを加 え、 よく混合

した後、・20℃で2時 間放 置 した。12,000rpm、15分 間の遠心分離後 、沈澱 を0 .05%DEPCを 含 む

70%エ タノールで リンス し、 さ らに12,000rpm、15分 間の遠心分離後、減圧 乾固 した。0.5田4の

DEPC水 に懸 濁 し、1m4の0 。05%DEPCを 含 む99%エ タノール を加 え、一20℃で保存 した。必要な と

きに、50μ4の3M酢 酸 ナ トリウム溶液 を加 え、エ タノール沈澱 、 リンス、減圧乾 固後 、適 当な量

のDEPCを 含 む無菌水 に懸濁 して酵母全RNA試 料 とした。

酵 素 反応

制限酵 素は宝 酒造株式会社 、東洋紡績株式会社 、NewEnglandBiolabs ,Incま たはニ ッポ ンジー

ン株 式会社 か ら購 入 した。その酵素の至適塩濃度 を持 つ付属 の緩衝 液中で最適温度で反応 を行 った
。

DNAの 連結 は・1μ9のDNAに 対 してライゲーシ ョン緩衝液 【661nMト リスー塩酸(pH7 .6)、1mM

ATP・1珊Mspermidine(Sigma)・0 ・01MMgC12、15mMDTT(dithiothrelto孟)、0 .2mg/m8BSA(bovine

serumalbumin、Slg盟a)11/10含 む反応 液に、10unitのT4DNAリ ガーゼ(宝 酒造)を 加 え、16℃ で15

分 間反応 を行 った。制 限酵素切 断に よって生 じた5'末 端 の突 出 を平滑化 する場合 は、突出末端 を持

つ1μgのDNAに 君 し て 、 反 応 液150mMト リ ス7塩 酸(pH7
.5)、10mMMgCl2 、0。1mMdNTP(dATP、

d㏄P、dGTP、dTTP混 合 溶 液)}申 で 、Klenowfragment1μ4を 混 合 し て25℃ で1時 間 保 温 した
。
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DNAの5'末 端 リン酸基の切断反応 はアルカリファス ファターゼ(CIP)を 用 いた。制 限酵素処理後

回収 したDNA断 片1μgを 含 む反応緩衝液 【50mMト リス ー塩酸(pH9.0)、1田MMgCl2}に 対 して、

CalfintestineAlkalinePhosphatase(CIP)(宝 酒造)1μ εを加 え、37℃1時 間保温 した。合成DNAの

5'末 端の リン酸化 はポリヌク レオキナーゼ(宝 酒造)を 用いた。合成DNA10p皿01に 対 して付属 の

×10bufferを 加 え全量9μ6と した(必 要 に応 じてATPを 加 えた)。 これにポ リヌ クレオキ ナーゼ を

加 え37℃ で1時 間反応 した。いず れの反応 も75～90℃ で適 当時間保温後 、 フェノール抽出及 びエ タ

ノール沈澱 を行 い反応 を停止 した。

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 はTanaka(SambroQke亡an989}の 方 法 に 従 い 、0.8～1.2%ア ガ ロ ー

ス(AgaroseLO3(宝 酒 造))ゲ ル を使 用 し、 泳 動 用 緩 衝 液(40mMト リス ー 塩 酸(pH7.4)、20mM酢 酸

ナ ト リ ウ ム 、10mMEDTA)を 用 い 、 泳 動 槽 は横 型 電 気 泳 動 槽 、 サ ブ マ リ ン 型 電 気 泳 動 槽 、 小 型

(Mupid)電 気 泳 動 槽 を そ れ ぞ れ 目 的 に 癒 じ て 使 用 した 。 試 料 は 通 常 、DNA溶 液 に1/10容 量 の 泳 動 用

染 色 液 【60%(W/V)ス ク ロ ー ス 、10mMEDTAO,25%(W/V)プ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー(BPB)】 を 加 え

て 調 製 し た 。 泳 動 は 定 電 圧100Vで40分 間 か ら1時 間 行 っ た 。 泳 動 後 、 ゲ ル をEtBr水 溶 液(5μg/田 ¢)

で30分 問 染 色 し、 トラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー(UtraVioletC62)でDNAバ ン ド を観 察 し た 。 写 真 は イ

メ ー ジ フ ォ ト(ATTO)に よ っ て 撮 影 した 。 ま た 、DNA断 片 の 分 子 量 の 推 定 に は λcl857S2フ ァ ー ジ

DNA(宝 酒 造)の 別 丑dlll分 解 物(23。1-kbp、9。4-kbp、6.6-kbp、4.4-kbp、2.3-kbp、2.0-kbp、0.6-kbp、

0.1-kbp)を 標 準 と して 使 用 した 。

ホ ル マ リ ン変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気 泳 動

酵母RNA試 料 の電気泳動 には1.5%GTGagarose(宝 酒造)ホ ルマ リン変性 ゲル を用 いた

(Sa曲rooke`an989)。100認 のホルマ リン変性 アガロースゲル を調製す る場合 、1.5gの アガ ロース

を74雌8のDEPC水 に加 えて融解後、10血6の10×MOPS緩 衝 液 【0.2M3一(Nmorpholino)一propanesulfon

icadd(MOPS、 和 光純薬)、50阻M酢 酸ナ トリウム、10皿MEDTA、0。02%DEPCを 含み、NaOHで

pH7.0に 調製1と16露 のホルムアルデ ヒ ド(和 光純薬)を 加 えて、サブマ リン型電気 泳動 ゲル板 に流

し込 んだ。電気 泳動 は、ホルマ リン変性アガ ロース電気 泳動用緩衝 液[1×MOPS、6%ホ ルムアル

デヒ ド、0.02%DEPqを 用 い、定電圧50Vで 行 った。電気 泳動用試料 は、RNA溶 液4.5μ6に 対 して、

2μ2の10×MOPS、3.5μ6の ホルムアルデヒ ド、10μ6の ホルムア ミ ド(和 光純薬)、400μg/皿6

の濃度 のエ チジウム ・ブロマイ ドを1μ2加 えて調 製 し、65℃ 、15分 間の加 熱後氷 中で急冷 し、

2μ 召のBJ溶 液 を加 えて電気泳 動 に用 いた。
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ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動

Maniatisら の方 法(SalnbrookαaZ1989)従 った。適 当量の30%(W/V)ア ク リルア ミ ド混合1ア

ク リルア ミ ド(和 光純 薬)29g、N,N'一 メチ レンービス アクリルア ミ ド(和 光純薬)1gl 、10田4の10×

TBE緩 衝液116に つ きTris108g、 ほう酸55g(和 光純 薬)、0.5MEDTA(pH8.0)40m幻 、10%過 硫

酸 アンモニウム(ペ ルオキソニ硫酸 ア ンモニ ウム、和 光純薬)水 溶液50μ6に 脱 イオ ン水 を加 え

100贋4に 調製 し、15～20μ6のTEMED(NNN ,N'一テ トラメチ ルエ チ レンジア ミン、和光純薬)を 加

えゲル を重合 させた。定電圧、20V、30～60分 くらい前 泳動 を行 ない試料 を泳動 した。0 .1～1μg

のDNA溶 液 に6× 色素液 を加 えス ロ ッ トにのせ、100～200Vの 定電圧 で泳動 を行 った。

尿 素 変 性 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気 泳 動

ポ リアク リルア ミ ド溶液は、ア クリル ア ミ ド及 びN ,N'一メチ レンービスアク リルア ミ ドを19:1の

'比率 で重
:量%に 併せ て混合 し、尿 素25.2g、10×TBE6血6に 脱 イオン水 を加 え60血6に 調製 した。減

圧乾燥後過硫酸 アンモニ ウム30mg、TEMED15～20μ εを加 え重合 させ た。予備泳動 を定電圧

1,000Vで1時 間 行 った後 、サ ンプル コー ムの部分の尿素 をよ く取 り除 き、 ゲル と緩衝液 の界面 を き

れ に した後、試料 に色素(XC:ン シアノール)を 加 え2～3μ4サ ンプル コームとガラス板の 間に

注入 し電気 泳動 は1,500～2,000Vの 定電圧 で行 った。

電気 泳 動 ゲ ルか らのDNA断 片 の 回 収

300塩 基 より大 きい場合 は プレップAジ ーンDNA精 製 キ ッ ト(Bio-Rad)を 用 い、使用説 明書 にあ

る実験方法 を改変 して行 った。SeakelnGTGア ガロース ゲル を用 いてゲル電気 泳動 を行 い
、EtBrで

染色 した後 、そのゲル を トランスイル ミネ イター上で観察 しなが ら、 目的 とす るDNA断 片 を含 むゲ

ルを切 り取 った。切 り出 したゲ ルの重量:の3倍 量 のPrep-A-Genebindlngbufferを 加 え
、50～55℃ の湯

浴で ゲルを融解 させた。 これにPrep-A・GenematrixをDNA1μgに 対 し5μ4加 え、室温 で5～10分

間放置 した。 この後 、遠心分離 し、上澄み を除 き、沈澱 に加 えたPrep-A-Genematrixの50倍 量の

Prep-A-Ge皿ebindingbufferを 加 えて洗浄後、 同量 のPrep-A-Genewashbufferで3回 洗浄 した
。洗浄液

を完全 に除いた後、TE(pH8.0)を10μ6の 滅菌水 に懸濁 し37～55℃ で保温 した。 これ を遠心分離後

し上澄 み を別 のエ ッペ ン ドル フチ ュー ブに移 した。DNAの 回収率 を上 げるため沈殿 にさらに10μ ε

の滅菌水 を加 え再度 溶 出 した。双方の溶液 をあわせDNA溶 液 とした 。

300塩 基 よりも小 さい断片 の場合 にはア クリルア ミ ドゲル電気泳動 を用 いた(た だ し一本鎖 の場

合 は尿素変性 ポリアクリルァ ミ ドゲル)。 アク リルア ミドゲルか ら必要 なバ ン ドを切 り出 し、エ ッペ

ン ドル フチ ューブ などに入れ細か く砕いた。 これに溶 出緩衝液 【500mM酢 酸 ア ンモニ ウム(和 光純薬

)、10mMMgCl3、1mMEDTA、0.1%SDSlを 等 量(体 積 比)加 え、37℃ で数時聞か ら一晩保温後上清

をと り、 フェノール抽 出の後エ タノール沈澱 し、減圧乾燥 後滅菌水 に懸 濁 しDNA溶 液 と した。
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32Pを 用 い た ブ ロ ー ブDNAの 標 識

ハ イブ リダイゼ ーシ ョン実験 におけるプローブDNAの32Pに よるマルチ プライム方 による標 識

には32P・ α一dCTP(>3000Ci;ICN)を 用い、RandomPrimerDNAラ ベ リングキ ッ ト(宝 酒造)の 使用

説明書 に従 い行 った。 プローブ に用 い るDNA溶 液(10籍g～1μg)にra磁omprimer2μ6を 加 え、無

菌水 で14μ6に 調製 した。 これを94℃5分 間加熱 し変性後氷 中で急冷 し5分 間放 置 した。次 に10倍

濃縮X10buffer2.5μ4、dNTP混 一合液2.5μ6、{α ・32PldCTP5μ4、K}enowfragment1μ6を

加 え37℃ で15～30分 反応 した。取 り込 まれなか った 【α一32PIdCTPを 除 くためNICKTMcolumns

(Pharmasia)を 用 いて標識 したDNAを 精製 した。 カラム申の緩衝 液 を流 出 ロか ら除 き、TE緩 衝 液3認

で カラムを洗浄後、標識 したDNAプ ローブ を加 え、400μ4ず つTE緩 衝 液(pH8.0)を 加 え ることに

よって分画 した。 ガイガーカウンターに よって2本 目の画分 に放射 能活性 の ピークがあ ることを確

認 した後、ハ イブリダイゼ ーシ ョンの標識 プローブ として用 いた。 また、短い断片 あ るいは一本鎖

オ リゴの標識 には32P一 γ一ATP(>3◎00Ci;ICN)を 用 いDNA断 片 の5'末 端 の リン酸化法 を用いて標

識 した。精製 にはNAP-50colu皿 丑s(Phar凪 諭a)を 用 い リン酸緩衝液(pH8.0)に よって精製 した。

ナ イ ロ ン ブ イル タ ーへ のDNA及 びRNAの 転 移

So琶thernの 方法(Sambrooke置an989)に 従 った。DNAを 泳動 したアガ ロースゲル を定規 と共 に

写真 に撮 り、分子量マ ーカーの移動距離 を記録 した。ゲル を0.25Nの 塩酸 に浸 し、色 素の色 が変

わ ってか らさ らに10分 間浸 した。脱 イオ ン水で洗浄後 、ゲル変性用 溶液(1.5MNaCl、0.5MNaOH)

に30分 問浸 した。脱 イオ ン水 で洗 浄後 、中和用溶液11MTrls(pH7.4)、1.5MNaC1】 に浸 した。 中和

溶液 を除 き、脱イオ ン水 で洗浄後、以下 に示 す プロ ッテ ィング装置 を組み立てた。20×SSC溶 液(3

MNaC1、03Mク エ ン酸 ナ トリウム)を 入 れた トレイにス ポンジを置い て、3MM濾 紙 を張 軌 その

上 にゲルを載せた。ゲル と同 じ大 きさに切 った ナイロンフィル ター(BiodyneA,Pan)を ゲル上 に気

泡が入 らない ように載せ、 さらにナイ ロンフィル ター・より2～3mmず つ小 さ く切 った3MM濾 紙 を

3枚 載せた。その上 にペ ーパー タオル(Kl畑 をゲル と接 しない ように約15cm2高 に積 み、約1kgの

重 しを載せ毛細 管現象 に よって トランス ファー した 。一晩 のプロテ ィングの後 ナイロ ンフィル ター

をゲルか ら取 り、3×SSC溶 液で軽 くす すい、だ後、80℃ で2時 問焼 き付 け る、 もしくはUVク ロス

リンカー(ト ミー精工;XL-1500>に お いて、1200x100μJ/cm2の 紫外線 を照 射する ことによって

DNA及 びRNAを 固定 した 。ホルマ リン変性 アガロース ゲル中のRNAの 転移 はアル カリ変性 及び中和

処理 を省 いた。また、場合 によって はVacuumBlotter(Blo-RADMedel785)を 用 いて1.5時 間の吸引 を

行 うことに よって フィル ターに トランス ファー した。
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ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

サ ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 は100℃ で5分 間 処 理 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶

液Il6×SSC、5×De曲ardtlO.1%Ficoll(Phar班aclaFlco11400)、0 .1%polyvinylpyrolidone(和 光 純 薬)

0.1%BSA、0.5%SDS、50μg/田6CalfThymusDNA(Sigma)1を フ ィ ル タ ー100cm2あ た り4田 彦加 え

て65℃ で1時 間 放 置 し プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。32Pで ラ ベ ル し た プ ロ ー ブDMを95

℃ で5分 間 保 温 後 急 冷 し 、1磁 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン1液 に 加 え た 。 プ ラ ス テ ィ ッ ク の 袋 に

フ ィ ル タ ー を入 れ 、 上 記 水 溶 液 を加 え て 、 シ ー ル し、65℃ で 一 晩 保 温 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー を洗 浄

液A(2×SSC・0.1%SDS)の 入 っ た 桶 で 室 温 で3回 洗 浄 した 。 さ ら に洗 浄 液B(0 .1×SSC、0.1%

SDS>の 入 っ た 桶 で55℃ で 洗 浄 し た 。 ペ ー パ ー タ オ ル で 水 滴 を 除 き、 プ ラ ス テ ィ ッ ク 袋 に 入 れ て シ ー

ル しX線 フ ィ ル ム に 感 光 させ た 。 ノ ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン溶

液1の 代 わ りに ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン溶 液H【5×De曲ardt's、5×SSC、50n1Mリ ン酸 ナ ト リ ウ ム

(pH6,51、 α1%SDS、50μg加4CalfThymusDNA、50%ホ ル ム ア ミ ド1の 入 っ た 桶 に 入 れ 、42℃ で2

時 間 以 上 保 温 した 。 洗 浄 、 感 光 は サ ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 同 様 に行 っ た 。

ECLを 用 い た サ ザ ン ・ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

DNAを2～25ng/μ 乏の 濃 度 とな る よ う に水 ま た はTEに 希 釈 し、5分 間 沸 騰 し た 湯 に つ け 、1氷

中 で 急 冷 後 、Nucleotidemix10μ4、Pri班ers5μ6、Enzyme(K董e勲ow4U/μ6)1μ6、H20を 加

え 総 量 を50μ6と し た 。37℃ で1時 間(長 く と も4時 間)、 ま た は 室 温 で 」 晩 放 置 し、EDTAを 最 終

濃 度2伽Mと な る よ う に 加 え 反 応 を停 止 し 、 プ ロ ー ブ と し た 。 メ ン ブ レ ン100c瓢2に 対 しハ イ ブ リ

バ ッ フ ァ ー 【5×SSC、0 .5%(w/v)b玉ock孟ngagent、0.1%(w/v)SDS、5%(w/v)dextrallsulphate、100

μ9/銘CalfThymuslを 加 え た 後 、60℃ で 保 温 し た ハ イ ブ リ液 を25血 ¢加 え60℃ で 少 な く と も30分 間

緩 や か に 撹 絆 した 。 プ ロ ー ブ を 必 要 量 エ ツペ ン ドル フ チ ユ ー ブ に と り プ ロ ー ブ を 沸 騰 した お 湯 に5

分 間 つ け 、 氷 中 で 急 冷 した 後 プ レハ イ バ ッ フ ァ ー に 加 え 、60℃ で 緩 や か に撹 拝 して 、 一 晩 放 置 した 。

60℃ で 保 温 し て お い た 洗 浄 液1【1×SSC、0.1%SDS1を メ ン ブ レ ン100cm2に 対 し200～500露 加 え

60℃ で 緩 や か に 撹 搾 後 最 低15分 間 洗 浄 し、 洗 浄 液2[0.5×SSC、0 .1%SDSI同 量 加 え 、60℃ で 緩 や か

に 撹 拝 後 最 低15分 間 洗 浄 した 。antibodywashbuffer(2血8〆cm2)で メ ン ブ レ ン を室 温 で 手 早 く リ ン ス

し・Bl㏄kingagentO・5%(w/v)加 え たantibodywashbufferに メ ン ブ レ ン を 入 れ(0 .5田〃c田2)室 温 で60

分 間放 置 した 。antibodywashbuffer(2膿 〃cm2)で メ ン ブ レ ン を室 温 で 手 早 く リ ン ス し、BSAO .5%

(w/v)を 加 え たantibodywashbuffer(0.25田 〃c!n2)にa就1-fluoresceln・HRPを1/1000量 加 え た 。 この

溶 液 に 、 メ ン ブ レ ン を 入 れ 、 室 温 で1時 聞 振 と う し、Twee轟 一200 .1%(v/v)を カロえ たantibodywash

bufferで5分 間 、2回 洗 浄 し た 後 、10分 間 、2回 の 洗 浄 を行 っ た 。 サ ラ ン ラ ッ プ の 上 ゲ ル 接 着 面 を

上 に して 置 い た メ ン ブ レ ン に直 接 ・det㏄tion溶 液1と2を 等 量 加 え た 混 合 液(◎ .125m〃cm2)を 加 え 、

室 温 で1分 閲 保 温 後 ハ イ ブ リ パ ッ ク 等 に 入 れ 、 す ば や く感 光 さ せ た 。
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DNA塩 基 配 列 の 決 定

Sangerら の 方 法(Sa珊brooke亡an989)を 改 変 した シ ー ク エ ン ス キ ッ とT7Pharmaciaseque嚢cingkit

(Phar田acia)試 薬 を 使 用 し 、 そ の 説 明 書 に 従 っ た 。 テ ン プ レ ー トDNAはPEG沈 殿 、 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、

エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ っ て 精 製 した もの を 使 用 し た 。1～2μgの テ ン プ レ ー ト を32μ6に 懸 濁 し
、

1.5虚 の エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に 入 れ 、2MNaOHを8μ6加 え10分 間 放 置 し1本 鎖DNAと し た 。

3厳 酢 酸 ナ トリ ウ ム(pH4.8)7μ4と 、 水4μ6を 加 え 、120μ6の99%エ タ ノ ー ル で エ タ ノ ー ル

沈 澱 し た 。 こ れ を 減 圧 乾 固 後10μ2の 水 に 懸 濁 し、 プ ラ イ マ ー を2μ 召加 え(5～10pmo1)ア ニ リ ン

グ バ ッ フ ァ ー を2μ4加 え た 。65℃ で5分 間 保 温 後 、 す ば や く37℃ に 移 し、10分 間 保 温 し た 。 ア

ニ リ ン グ し た サ ン プ ル に3μ6のLabelHngMix 、1μ 引 α一32pldCTP、 希 釈 したT7Polymerase

2μ6を 加 え 、 室 温 で5分 間 保 温 して ラ ベ ル した 。 こ れ を あ らか じめ"ReadShortN～500bp)、 あ る

い は πReadLong"(50～1000-bp)専 用 のA一 樋x、T一 戯x、G-mix、C一 面xを2 ,5μ6ず つ 入 れ 分 注 し た400

μ6エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ に4.5μ6つ つ 加 え37℃ で5分 間 反 応 した 後 。5μ4のStopSolutio丑

を 入 れ 反 応 を 停 止 し た 。95℃ で5分 問 保 温 後 急 冷 し2μ6つ つ 尿 素 変 性 ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳

動 に よ り解 析 し た 。

PCRに よ るDNA断 片 の 増 幅

0.5μ2の エ ッペ ン ドル フ チ ュ ー ブ にReactionb雛ffer(×10)10μ4、dNTPsmlx16μ6、 鋳 型

DNA1μg、 プ ラ イ マ ーDNA(5pM)各1μ4、TthDNApolymerase(TOYOBO:4unit/μ の0 .5μ6

を加 え 混 合 し・ 無 菌 水 で100μ に 調 製 した 。 緩 や か に 撹 拝 した 後 、mineraloil(Sigma)20～30μ8

で 試 料 を覆 い 、ProgramTempContr◎lSyste斑PC-700(ASTEC)に セ ッ トし 、94℃5分 の 反 応 後 、94℃

1分 、55℃2分 、72℃3分 の サ イ ク ル を25～30回 繰 り返 し た 。 反 応 溶 液 の 水 層 を 回 収 し、 フ ェ ノ ー

ル 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 、70%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 、 減 圧 乾 固 後 、DNAを25μ6の 水 に 溶 か し 試 料 と

した 。

第3節 結果

第1項be1変 異株 におけ る遺伝子非特異 的な転 写の活性化

りra3座 に 挿 入 し たHIS5p-PHO5レ ポ ー タ ー が 、 転 写 活 性 化 因 子Gcn4が 働 か な い 状 態 で も高 発 現

す るbe1睡sal鉢pression垣vel)変 異 株 を 分 離 し た 。 解 析 の 結 果 、'be12(=sjn4)変 異 株 、be13be17二 重
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変異株be14変 異株・be15(=㎎rヱ)変 異株 の4種 に分 け られるこ とが わかった(Harashimae亡a孟1995) 。

得 られたわe1変異株 につい て、SC培 地 におけ るHτε5p-PHO5レ ポ ーター由来の酸性 ホス フ ァターゼ

(rAPase)活 性 を測定 した ところ、いず れの株で も発i現の上昇が確認 された(Table4)。 これ らの変異

によって、その他の遺伝 子 も活性化 されるか否 かを検定す るため、5-FOA培 地で生育可能 な株 を選

択す ることに よって レポ ーター遺伝子 を取 り除 いた。 この株 にPHO5遺 伝子 を導入 してその発現 を

調べ た。PHO5遺 伝 子は培 地中 に含 まれる リン酸濃度 に よって制御 されてお り、高 リン酸条件下(リ

ン酸 濃度が700μM以 上)で 転 写が抑 制 され、低 リン酸条件下 では転写活性化 因子Pho4に よって活性

化 される(Bostiane亡an983)。 形 質転換体 のrAPase活 性 を調べ た ところ、be14変 異株以外 の株 は、

高 リン酸条件下 においてPHO5遺 伝子 の高い発現が見 られた(Table4)。

Table4be1変 異 株 に お け る 班35p・PHO5レ ポ ー タ ー 及 びPHO5レ ポ ー タ ー の 発 現

rAPaseactMty(mU/田 〃OD660)

Belgenotype 鵬5P-PHO5 PHO5'

SC
一Pi 十Pi

BEL+

be12-6(sfη4-206)

be13-2be17一 ヱ

be14一 ヱ

be15一 ヱ ㎏rヱ ー20ヱ)

1.8±1.1

9.8±2.8

11.9±2.6

4.8±1.◎

17.4±2.3

1.3±0.224.3±5.2

22.2±4.142.5±4.4

33.5±2.443.3±3.5

2.8±0.622.6±4.2

46.=L±5。050.5±6.1

菌 体 はsc、YPDA(十Pi)、YPDA-Pi(一Pi)の そ れ ぞ れ の 培:地 で30℃ で 前 培 養 し

た 。 こ れ を10搬6の 本 培 養 液 に0.2血4穂 菌 し、OD660=1と な る ま で 振 と う 培 養 した 。

rAPase活 性 値 は(mU/m〃OD660)で 表 し、 測 定 は 少 な く と も5回 以 上 行 い 標 準 偏 差 を

と っ た 。 班 ∫5p-P1∫05を レ ポ ー タ ー 持 つ 株:BEL+・be12-6、be13-2be17一 ヱ、be14・ ヱ、

be15ヱ 変 異 株 は 、 そ れ ぞ れ 、SH2128、SH2222、SH2231、SH2233 、SH2904株 。

5-FOAで レ ポ ー タ ー を 落 と した 後 、PHO5遺 伝 子 レ ポ ー タ ー を 導 入 し た 株 は そ れ ぞ れ
、

SH384g、SH2935、SH315g、SH2937、SH2938株 と名 付 け た 。
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次 に、be1変 異株 において上昇 す るHI∫5p-PHO5レ ポーター及 びPHO5レ ポ ーターの発現が、転

写段階であるか否 かを調べ た。Table4でrAPase活 性 を測定 した菌株 を、YPDA培 地及 びYPDA-Pi

培地で培養 し、対数増殖期 の細胞 よ りRNAを 回収 した。 これ らのRNAに 対 してACT1遺 伝子のmRNA

量 を内部指標 と して ノザ ン解析 を行 った。PHO5遺 伝 子 をプローブ とした場合 のmRNA量 を調べた結

果、HE5p-PHO5遺 伝 子、PHO5遣 伝 子 と もに転写 レベ ルで発現上昇が見 られた(Fig.5;Fig.6)。

しか し、染色 体の本 来の遺伝子座(ネ イテ ィブ座〉の班∫5遺 伝 子の転写 を調べた ところ、いず れの

be1変 異株 において も転 写産物の顕 著 な上昇が見 られなか った(Fig.5)。 以上の結果 より、be1変 異

による発現の上昇は、転写 レベ ルで起 こってお り、 その効果 は染色体の位置依存 的(後 述)で あるこ

とが示 された。 また、be12,be13be1Zbe15変 異 は、班∫5遺 伝子だ けで な くPHO5遺 伝子 について も

転写上昇 を もた らす ことか ら、その他の遺伝 子の発現 も活性化す る可能性が示唆 された。
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F童g.5be1変 異 株 に お け る ロra3座 に 挿 入 し たH∬5p-PHO5の 転 写

SH2128(BEL+;lane1)、SH2222(be126/sjn4-206;1ane2>、SH2231(be13-2be17一 ヱ;

1ane3)、SH2233(わe14ヱ;lane4)、SH2879(be15-1/rgr1・20ヱ;lane5>を 用 い て 、

YPDA完 全 培 地 で30℃12時 間 培 養 し、RNAを 精 製 し た 。 皿RNAサ ン プ ル は1レ ー ン に つ

き 、10μg流 し た 。 プ ロ ー ブ と し て は 以 下 の も の を 使 用 し た:p512か ら 調 製 したPHO5

遺 伝 子 を 含 む0.5-kbpBs亡EII・EcoRV断 片 、pSH135(Nish三kawae亡aZ1987>か ら調 製 した

研 ∫5遺 伝 子 を 含 む1.0-kbpBc五1-Hf迎dlll断 片 、 内 部 標 準 と し て と し て 用 い たACTヱ 遺 伝 子

はpYA301(Gallwitz&Sures1980)か ら調 製 し た1.0-kbp研 ηd}X加1断 片 を 用 い た 。
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F重g.6be1変 異 株 に お け る りra3座 に 挿 入 し たPHO5遺 伝 子 の 転 写

SH3849(B、E:五+;lane1、2)、SH2935(be12-6/sf丑4-206;lane3、4)、SH3159(be13-2be17一 ヱ;

lane5、6>、SH2937(be14一 ヱ;lane7、8)、SH2938(be15一 ヱ/rgrヱ ・20ヱ;lane9、10)カ 、ら

RMを 回 収 し た 。YPDA完 全 培 地(+Pi>、YPDA-Pi(一Pi)培 地 を 用 い て 培 養 した 。 培 養 条 件

及 び 実 験 法 はFig5に 従 っ た 。

第2項s加4-activatedpro皿oterのup-pro皿oterに はsfn4変 異 に よ る 転 写 の 活 性 化 に 作 用 す

るUASは 存 在 し な い 。

sfη4変異 に よって多 くの遺伝子の発現が上昇す る ことが知 られてい るが、活 性化 される遺伝子(sjn4

&ctivatedgene)と 活性化 されない遺伝子(sfη4non・activatedgene)が 存在す る σiang&StiHman1992;

Chene亡an993>。 すで に明 らか にされた転写制御機構 の研 究か ら、 この ような二種類 の遺伝 子群の

存在 を説明す る二つの可能性が あげ られる。ひ とつは、

1)sjη4-activatedgeneの 上流制御領域 には、sf忽 変異株 で働 くUASが 存在す る可能性で ある。

もう一つは、

II)sfη4non・activatedgeneの 上流制御領域 に、s加4変 異に依存 的な転写 の活性化 を抑制す るURS

哩pstream匙pressing墨tes)が 存 在す るとの可能性であ る。

この2つ の可能性 を区別す るた め、 まず種 々の遺伝子 プロモー ター領域 をPHO5の 上流 に連結 した

レポー ター を作 成 し、∫W4+株 及 びs加4変 異株 における発現量 を調べ た。種 々の遺伝 子の プロモ ー

ター領域 をPC皐 法 によって増幅す るための上流及 び下流 の プライマー には、それぞれ1伽dIII、Ba皿HI

制 限酵素 認識部位 を付加 してオ リゴヌ ク レオチ ドを合成 した(Table2、3)。PCR増 幅DNA断 片 を制
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限 酵 素Ef殺dlll、BamHIで 切 断 後 、pSH39(Fig.1;Mukaie亡an991)の 研 ηdllI-BamHI部 位 に 挿 入 し、

レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を作 成 し た(Flg。4;Table2)。 作 成 した レポ ー タ ー は ε副 ま た は1Vcolで 切 断 し て 線

状 化 し 、SH2907(ε11V4+)株 、 及 びSH2921(sf双4-206)株 に 導 入 し た 。Ura+と な っ た 形 質 転 換 体 よ

り、 プ ラ ス ミ ドが りra3座 に1コ ピ ー 挿 入 さ れ た 株 を選 択 し、rAPase活 性 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、

材Fd、 ∬%、PHO5「 、1欝5、MεT25r、MAL61、 εひC2、OLβ1、C}℃ ヱ及 び1ME1プ ロ モ ー タ ー で は 、

s加4変 異 株 に お い て 、 野 生 型 株(∫1N4+)よ り も 高 い 活 性 が 見 ら れ(sfn4activatedpromoter)、 そ の 他

の プ ロ モ ー タ ー の 場 合 に はsfη4変 異 株 に お い て も 顕 著 な 発 現 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た(sfη4non-

activatedpromoter)(Table5)。

こ れ ら のsf翌4・actlvatedpromoterのup-promoter領 域 に 共 通 なUASが 存 在 す る か 否 か を 調 べ る た め 、

遺 伝 子 解 析 ソ フ トGENETYX-MACVer8.0を 用 い て 相 同 性 を 調 べ た 結 果 、 そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー に 共

通 に 保 存 さ れ た 配 列 は 見 つ か ら な か っ た 。 ま た 、 こ れ らの プ ロ モ ー タ ー に はDNA立 体 構 造 に 関 与 す

る 事 が 知 ら れ て い る ポ リA構 造 な ど の 共 通 した 特 徴 も 見 い 出 せ な か っ た 。 しか し仮 に 、 こ う し た 解

析 で は 検 出 で きな か っ たUASが 、sfp4-activatedpromoterに 存 在 す る とす れ ば 、 こ れ らの プ ロ モ ー タ ー

か らup-promoter領 域 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 転 写 が 活 性 化 さ れ な くな る と考 え た 。 そ こ で 、PHO5、

C}℃1、1MEヱ に つ い てup-promoter領 域 を 除 去 し た レ ポ ー タ ー を作 成 した 。 そ れ ら の レ ポ ー タ ー で

SH2907(SIN4+)株 、SH2921(sfη4-206)株 を形 質 転 換 し、 ロra3座 に プ ラ ス ミ ドが1コ ピ ー 挿 入 さ

れ た 株 を選 択 し た 。rAPase活 性 を調 べ た 結 果 、 い ず れ の レ ポ ー タ ー に つ い て も 、 野 生 型 株(SW4+)

に 比 べ て 、sfp4変 異 株 の 方 で 高 い 活 性 が 見 られ た(Table5)。 こ れ らの 結 果 は 、sfη4-activated

pr◎阻oterのup-promoter}こ はUASが 存 在 し な い こ と を 示 唆 して い る 。

s加4・activatedpromoterに 特 定 のUASが 存 在 し な い と考 え られ る 事 か ら、sfη4変 異 株 で は 、

down-promoterに 依 存 した 基 礎 転 写 が 活 性 化 さ れ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。down-promoterに お け

る 重 要 な 要 素 の 一 つ はTATAboxで あ る の で 、sj認 変 異 に よ っ て 活 性 化 さ れ る転 写 がTATAboxに 依

存 し て い る か 否 か を検 定 し た 。TATA配 列 をTGCAに 置 換 し た レ ポ ー タ ー(PHO5TATA→TGcAp-

PHO5;p1319)を 作 成 し 、 ま ず 、 εW4株(SH2907)、sfn4変 異 株(SH2921)の ロra3遺 伝 子 座 に 導 入

して 、rAPase活 性 を測 定 した 。 そ の 結 果 、sf丑4変 異.株 で も野 生 型 株 と 同 様 、 高 リ ン 酸 条 件 下 、 低 リ

ン酸 条 件 下 の い ず れ の 条 件 下 で も 発 現 は 見 られ な か っ た(Table5)。 こ の こ と よ り、sf雇 変 異 に よ る1

転 写 の 活 性 化 に はTATAboxが 必 要 で あ る こ とが 分 か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら、s加4変 異 株 で はdown-

prOmOterに 依 存 的 な 基 礎 転 写 が 活 性 化 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
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Table5∫1N4+及 びsfη4変 異株 にお ける種 々の遺伝子 の発現

rAPaseactlvity(mU/m〃OD660)

レ ポ ー タ ー ∫刀v4+ sfη4

ル伊 α1P-PHO5

PκCヱP-Pj騒05

P∬084p-P∬05r

ル伍 丁 α ヱP・PHO5

AAR2P-P、 邸05

ε脚4P・PHO5

∫TE6P・PHO5

PlfO5p-P1∫05

GALヱP一 」P、HO5

月135P-P1∫05

ル猛TaヱP-1)、 研05

ル伍 丁25P-P、HO5「

ル正AL6.Zp-PHO5

Sひ02P-Pj騒05

ル伍 丁3P-P1了05

0LE.Zp一 、P1∫05

C}℃ ヱP-P、UO5

脇 ヱP-P1705

△ 」P1予05P-1)1至05

△C}℃1P-PHO5

△ 、㎜ ヱP-P乃ro5

△ 」PκCヱp一」P1∫05r

△P∬084p-P1/05

PHO5TATA→TGCAP

・PHO5

4.6±L5

3.4±1.6

2.8±1.7

6.6±1.7

3.6±2.8

3.5±0.7

6.0±4.7

2。3±1.6

1.9±2.4

5.9±1.9

2.2±0.8

2.5±0.5

2.3±1.2

12.5±1.7

0.6±0、9

4.1±3。6

8.8±4.8

0.5±0.1

1.8±0.8

2。9±0。7

3.0±0.9

2.1±0.7

2.1±0.8

0.8±1.0

30.6±7.0

4.0±1.3

2.8±1。6

5.8±2.2

3.1±2.7

2.0±1.7

10.7±2.7

11.3±3.9

3.1±0.5

12.4±5.3

2.7±2.3

28.0±2.5

6.4±5,6

18.5±4.6

2.8±1.3

37.0±6.0

16.6±5.2

6.5±3.1

15.6±2.2

19.7±3.0

44.5±4.8

11.2±1.7

15.9±3.9

1.6±0.3

SH2907(訂N4+)株 、SH2921(sfn4-206)株 のHra3遺 伝子座 に導入 した種 々

のPHO5レ ポーター遺伝子 の発現 をrAPase活 性の測定 によって定量化 し

た。培 地はYPDA培 地 を用 い、培養 条件及 び測定法 はTable4に 従 った。
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第3項sfη4noractivatedpro皿oterのup-pro恥oterに はsjη4変 異 に よ っ て 活 性 化 さ れ た

転 写 を 抑 制 す る 領 域 が 存 在 す る

次 に 、sf丑4non-activatedgeneのup-pronloterに 、 基 礎 転 写 を抑 制 す る 配 列(URS)が 存 在 す る可 能 性

を 検 討 した 。sf藤 変 異 に よ っ て 活 性 化 さ れ な いPHO84及 びPKC1遺 伝 子 に つ い てup-pr。 丑10ter領域 を

除 去 した レポ ー タ ー 遺 伝 子 を作 成 し 、SH2907(ε1N4+)株 、SH2921(sfn4-206)株 に 導 入 し た 。Ura+

と な っ た 形 質 転 換 体 よ り プ ラ ス ミ ドが αra3座 に1コ ピ ー 挿 入 さ れ た 株 を選 択 し、rAPase活 性 を 調 べ

た 。 そ の 結 果up-promoterを 持 つ レ ポ ー タ ー で は 発 現 の 上 昇 が 見 ら れ な か っ た の に対 し 、up-promoter

を 除 去 した レ ポ ー タ ー で は 、sfn4変 異 株 に お い て 顕 著 な 発 現 の 上 昇 が 見 ら れ た(Table5)。 こ の 結 果

はup-promoter領:域 にURSが 存 在 し て い る 事 を示 し て い る 。PHO5遺 伝 子 と 同様 、PHO84遺 伝 子 の プ

ロ モ ー タ ー(p602)に はA～Eの5つ のPho4タ ン パ ク 結 合 配 列 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る(Flg .7;

Ogawae亡an995a)。PHO84遺 伝 子 のup・pro∬1◎terがsfE4変 異 に よ る 基 礎 転 写 の 活 性 化 を抑 制 す る と

す れ ば 、 プ ロ モ ー タ ー の 上 流 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 転 写 が 上 昇 す る と考 え た 。 そ こ でPCR法 を

用 い てPHO84遺 伝 子 の 上 流 を段 階 的 に 削 除 し た プDモ ー タ ー を 持 つ レ ポ ー タ ー を作 成 した(Fi審7、

Tab正e4)c

　ス　ヨ 　　　
ABCDE、/曲seac傭`皿U!皿"OI'9e'

囮 ボ ー 圃 圃一 申 回 囮th一 副 圃一 剛 画 一8∬N4+姻
→ 占 の.一 レTATA(1一

一ウ ーレ →レ ぐ一 十Pi _Pi十Pi-Pi

,6・2一 ㎜ 、・.・5・.・・.726.6
0LI75(一887)

一 一 回"一a、0.157.63.542,2
P894 ゆ

むロきおしら　の

P895一 一 團 、・.・68.・ ・5.・45.・ゆ
むロ　　しるる　コ

P8960回 一 國 一 醒 駆 、0ユ4・.335.247.9
ゆ

むロ　 エロらヱの

。897、F聾 血 司 一 一 噂 一 一 、・.・ ・5,5・4.9・5.3
　ロ　さト　 　

,898[}画 噂 陣 ㎜ ・・.・ ・4.4・9.525・ ・
OLI91`一272)

■一 一 一 」 」 一l

p857→ レ ロ國(0ユ5.336.139.80LI97`一257)

Fig.7PHO84プ ロモ ー タ ー改 変 に よる 、sfη4変 異 に よる活 性 化 の誘 導

PHO84プ ロモー ターの上流 を段 階的 に除去 した レポー ター遺伝子 を作 成 し、S脚4株

(SH2907>、sf爵 変 異株(SH2921>に 導入 した。染色体 上のロra3座 に1コ ピー挿入 され

ているこ とを確認 し、 プロモ ーター活性 をrAPase活 性 として定量化 した。培 地 はYPDA

培 地及びYPDA-Pi培 地 を用 い、培養条件及 び測定法 はTab}e4に 従 った。□ はPhQ4結

合配列(UASpH(溜A～UASpH(溜E)、 ■ はTATAboxを 示 している。矢印 はプライマー と

して用 いたオ リゴヌ クレオチ ド(Table3)の 位 置 と方向 を示 してい る。
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上流の プライマーには、Fig.7示 したオ リゴヌ ク レオチ ドをそれぞ れ用い た(Table3)。 下流 プ ライ

マー としては、すべ てOLI72(PHO5遺 伝子:+2095～+2116;Table3)を 用い、p602を 鋳型DNAと

してPCR反 応 を行 った。増幅 したDNAはHfndlHとBg∬1で 二重切 断 し、Ylp5の1伽dlII-BamHI部 位 に挿

入 し た(p894～p989)。 これ らのプ ラス ミ ドでSH2907(∬N4+)株 、SH2921(sfn4-206)株 を形質

転換後 、Ura+と なった形質転換体 よ り、 プラス ミ ドを1コ ピー持つ株 を選 んで、rAPase活 性 を調べ

た。その結果、野生型株 にお いては高 リン酸条件 下で、いず れの レポ ーターについ て も発現が全 く

見 られず、低 リン酸条件下 でのPho4に 依存 した発現 もup-pro皿oterの 除去 が進 む につ れ低下 した。こ

れ に対 し、sfn4変 異株 で は、高 リン酸条件下 にお いて上流領域 を除去 してい くにつれて、反対 に発

現が上 昇 した(Fig.7)。 この結果 はPHO84遺 伝子 のプロモー ター領域 が、sjη4変 異 による転写上昇

に対 して抑 制作用 を持 ってい る可能性 を示 している。この可 能性 をさ らに検討す るため に、OLI75-

OLI359を プライマー と してP1∫084遺 伝子のTATAb。x上 流のup・promoter(一877～ 一135)領 域 をPCR

法に よって増 幅 し、 これ をs加4変 異 によって転写が活性化 される △びA∫一PHO5p・P王105(p790)レ

ポーターの上流∫加dlll部 位 に挿入 した(p1143)。 この レポー ター をsfn4変 異株(SH2921)に 導入 した

ところ、p602(PHO84)同 様 に転写 の活性化 は見 られなか った。up-promoter(一877～ 一135)領 域 を挿

入す る事 に よって △m∫ 一PHO5p-PHO5及 び△σAS-PHO84p-PHO5レ ポー ターの高 い発現 が打 ち消 さ

れるこ とは、PHO84遺 伝子のup-promoter領 域がsfη4変 異 に よって活性化 された基礎転写 を抑制 す る

活性 を持つ こ とを示 している。 また、挿入 方向 を逆向 きに して挿入 した レポーター(p1144)に つい

て も同様 に、sfn4変 異 に よる活性化 は見 られなか った(Fig .8)。

Plasmid Reportergenes rAPaseactivity(皿U/m韮 ノOD660)

p714

P790

p602

p857

p1143

p1144

　ヨリげり一
ム　ム　ぞ　りぼサー一
ムロん　ぞヨリヨるり一

　　りお　コム　ム　ア 　りぼロー一

11.3±3。9

15.6±2.2

2.5±1.6

15.9±3.9

2.2±2.4

0.6±0.6

Fig.8PHO84遺 伝 子up-pro皿oterに よ るsfn4変 異 の 抑 圧 効 果

OLI75つLI359を 用 い てPCR法 で 増 幅 し たPHO84遺 伝 子 のup-promoter領 域(一877～ 一

135)を 、 プ ラ ス ミ ドp790(△ σAS-PHO5p-PHO5)のHfndlll認 識 部 位 に 挿 入 した 。 形 質 転

換 体 に お け る レ ポ ー タ ー の 発 現 を 示 した 。 培 地 はYPDA培 地 及 びYPDA-Pi培 地 を用 い 、

培 養 条 件 及 び測 定 法 はTable4に 従 っ た 。
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以上の結果 をま とめ ると、sfη4変 異 による転写の活性 化 には特定のUASは 作 用 してお らず、む しろ

sfη4non-activatedprolnoterのup-promoter領 域 に、転写 を抑制す る配列が存在 す る可能性が示 された。

またPHO84遺 伝子 については、そのup-promoter領 域が 、sfη4変 異 に よる基礎転写 の活性化 を抑制

す る活 性 を持 つ ことが分 か った。

第4項s加4変 異 に よる基礎 転写の活性化 を妨 げる領域 は染色 体上 に散在 している

前項 の結 果 よ り、sfn4non-activatedgene(例 えばPHO84)のup-promoter領 域 には、sfη4変 異 に よ

る基礎転写の活性化 を抑制す る配列が存在す る事が示唆 された。 この ような配列 がUAS、URSと 同様 、

up・promoterに 特異 的に分布す るか否か を検討 す るため、任 意のDNAをTATAbox上 流 に挿入 し、

sjη4変 異 に よる基礎転写 を抑制す る断片 の取得 を試みた。協 会7号 酵母の染色体DNAを1伽dIII-

EωRIで 切断 し、ア ガロースゲル電気 泳動 に より0.6-kbp前 後 の大 きさの断片 を回収 した。 これを上

流転写活性化領域 を取 り除いたPHO84プ ロモー ターとPHO5と の融合遺伝子 を持つ セ ン トロメア型

(YCp50型)プ ラス ミ ドp891(Fig.4)のH∫ ηdIII-EcoRI部 位 に挿入 した。得 られた8個 のプ ラス ミ ドを

P945～P952と 名付 けた。 これ らの プラス ミ ドを∬N4株(SH2907)、sfη4変 異株(SH2921)に ぴRA3

遺伝子 を選択マ ーカー として導入 し、rAPase活 性 を測定 した。その結果、 いず れの レポー ター も野

生型株 では発現が見 られなかったが、sjn4変 異株 では、5つ の レポー ターで △σA∫一一PHO5p-PHO5

(p891)レ ポーター と同様 に高い発現が見 られた。 これに対 して、p948、p949、p950の3つ の レ

ポーターではsjn4変 異株 で も発現が見 られな くなった(Table6)。p949、p950に 関 して挿入断片の

塩基配列 を決定 した ところ、班∫4遺 伝子(ORFの 一部:+710～+1310の601-bp)及 びSPTヱ5遺 伝

子(ORFの 一部 と3'未 翻訳領域:+674～+1203の530-bp)の 一部であ り、 プロモ ーター領域 に由

来 した もので はなか った。以上の結果 より、sfn4変 異 に よる基礎転 写の活 性化 を抑制す る配列 は、

染色体上 にか な り高い頻度 で存在 してお り。それはプ ロモー ター に由来す る配列 だけで はな く、

ORFな ど染色体上 のあ らゆる領域 に散在 している可 能性 が示 された。
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Tab}e6挿 入断片 によるsfn4変 異の抑圧効果

rAPaseactivity(mU/m〃OD660)

Plasmid ε工N4+ sfη4

P891

P945

P946

P947

P948

P949

P950

P951

P952

1.8±1,0

1.0±1.0

1.4±1.2

1.5±1.1

1.0±0.6

2.0±1.5

1.8±1.1

1.1±1.0

2.5±1.2

10.8±3.0

5.4±2.2

7.7±2.6

8.3±8.0

1.0±0.7

0.8±0.5

1。9±0.7

11.2±2.6

8.3±2.6

p891上 の △UAS-PHO84p-PlfO5レ ポー ター 及 び△UAS-PHO84p-PlfO5レ ポ ーター上流

に任意のDNA断 片 を挿入 した レポーターを持 つプ ラス ミ ド(p945～p952)をSH2907

(ε卿4+)株 、SH2921(sfη4-206)株 のロra3遺 伝子座 に導入 し、 レポー ター発現量:を

rAPase活 性の測定 によって定量化 した 。培地 は高 リン酸最少培地 を用い、培養条件及 び

測 定法はTable4に 従 った。

第5項 基礎転写は転写活性化因子による活性化経路 とは独立 した制御を受ける

野生型株 にお けるPHO5遺 伝子 の転 写は、低 リン酸条件下(脱 抑 制条件)に おい て転写活性化 因

子Pho4タ ンパ クに よって活性化 さる。高 リン酸条 件下 では負 の制御 因子Pho80 、Pho85タ ンパ クに

よってPho4タ ンパ クが不活化 され、転 写が抑 え られ る(Ogawae砲n995b) 。 これ に対 してs加4変 異

株 では、抑 制条件下であ る高 リン酸条件下 で も高い基礎転 写が見 られ る。 また低 リン酸条件下で は、

野生型株 よ りさらに高い発 現が見 られ るが、pho4破 壊株 では培:地の リン酸濃 度にかかわ らず一定で

あった(Table7)。 また、P1105プ ロモー ターのup-pro皿oterを 除去 した △UAS-PHO5p-P1∫05『 レポ ー

ターにつ いて も同様 の結果 が得 られた(Table7)。 これ らの結果 は、基礎転写が リン酸条件 に よって

活性化 されないこ とを示 している。従 って、sfπ4変 異株 におい て低 リン酸条件下で野生型株 より

rAPase活 性が増加す るのは、sfη4変 異 に よる基礎転 写の上 昇 と転 写活性化 因子 に よる転写の上昇が

加 算的であ るため と考 え られ る。そ こで、Pho4に よって活性化 され る発現量 を、低 リン酸条件下 で

の発現 か ら、基礎転写量(高 リン酸条件 下での発現量)を 引いた値(ActPh
。)と仮 定 して計算す る と、

ε1N4+で はActぞh。4=25.4に 対 して、sf丑4変 異株 ではActph。4=30 .1と 、ほぼ同程度の値 であ った

(Table7)Q
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Table7

rAPaseactivity(mU/m4/OD660>

遺伝子型 レ ポ ー タ ー 十Pi 一Pi
ActPh。4

∫1N4+PHO4

∫1N4+pho4JZEび2

∫刀V4十PHO4

sfη4PHO4

sf貧4pho4∫=LEσ2

sfη4PHO4

PHO5

PHO5

△UAS-PHO5p-PHO5

PHO5

PHO5

△UAS-PHO5p-PHO5

1.8±0.3

1.2±0ユ

1.1±1.4

24。4±5.2

29.3±4,6

23.5=ヒ2.5

27.2±5.2

1,3±0.3

5.2±1.2

54.5±5.5

22.3±2.8

25.3±3.2

25.4

4.1

30.1

1。9

PHO5(p512)、 △UAS-PHO5(p790)レ ポー ター をSH2301(∫1N4+PHO4)株 、SH2410

(sfn4-206PIIO4)株 、SH3115(∫1N4+pho4託EU2>株 、SH3316(s加4-206pho4'』LEσ2)

株のHra3座 に導入 し、そ の発現量 を測 定 した。培 地 はYPDA(+Pi)、YPDA-Pi(一

Pi)を 用い、培養条件 及び測定法 はTable2に 従 った。 また、Actph。4は 、低 リン酸培

地での値か ら高 リン酸培地 での値 を引いた もので、転写活性化 因子Pho4に 依存的 に活

性化 された発現量 と考 えている。 △UAS-PHO51/ポ ー ターの時低 リン酸条件で わずか

に活性が上昇す るの はPho4が 転写活性化す る遺伝子の なか に弱 くrAPase活 性 を示す遺

伝子が存在す るため と考 え られる。

これ らの結果 より、転写活性化 因子 に依存 的な転 写の活 性化 はsfn4変 異株 で も野生型株 と変 わ らな

い可能性が示唆 された。この可能性 について さらに詳細 な知見 を得 るため、回分培 養 に よる実験 を

行 った。

P1∫05遺 伝子 を持つSH3489株 、SH2935株 について、ち00m4坂 ロフラス コを用いた 回分培養 を

行 った。100m4のYPDA及 びYPDA-Pi培 地で培養 し、1時 間お きに培 養液の菌体濃度及 びlm4あ

た りのrAPase活 性 を測定 した(Fi暮9・A、B)。 これ らのデータを もとに して、横軸 をOD660と した

ときのrAPase活 性 を図示 し、単位菌体あた りのrAPase活 性(最 小 自乗 法 によって求めた直線 の傾 き)

を求 めた(Fig,9・A、C)。 その結果、Table7で 示 した ように、sfη4変 異株 におい て も野生型株 と

同様 に基礎転写 は培地条件 にかかわ らず 一定であ った。従 って、転写活性化 因子Pho4に よって もた

らされる発現量 は、低 リン酸 条件下 で得 られた傾 きと高 リン酸条件下で得 られ た傾 きの差 として表

す こ とが可 能 と考 え られる。 この数値 を計算 した ところPho4に よって もた らされる発現量:は、sfn4

変 異株(10.4>に おいて も、野生 型株(9.7)と ほぼ 同程度であ った(Fig.9-B、D)。
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Fig.9∬N4+、sfn4株 にお け るPHO51/ポ ー ター の 発 現

S躍4+、sfη4株 において、 高 リン酸及 び低 リン酸条件 にお けるrAPase活 性 を経 時的に

測定 した。1時 間問隔で、培 養液の菌体濃度(OD660)及 び培養 液1認 あた りのrAPase

活性(lnU/m4)を 測定 し、グ ラフ上 に示 した(甜N4+(B)、sfn4(D))。 得 られた測定結

果 をOD660に 対す るrAPase活 性 として示 した(C、D)。 この時の傾 き(mU/OD660/皿4)

を最小 自乗法 に よって求 めた。ε1N4+に おいて は、高 リン酸条件下で は3 .7(mU/m4

/OD660)、 低 リン酸条件下 では13.4で あ った ことか ら、Pho4に よって活性化 された

rAPase量 は9.7(=13.4-3.7)(mU/OD660/m4)と 計算 した。sfη4変 異株 では高 リン酸条件

下で16.5(mU/m〃OD660)、 低 リン酸条件下 では26.9で あ った こ とか ら、Pho4に よって

活性化 されたrAPase量 を10.4(=26.9・16.5)(mU/OD660/m4)と 計算 した。記号 は::細

胞 濃度(OD660)(○,●),rAPase活 性(mU/醐(△,▲)、 単位菌体 あた りのrAPase活 性

(皿U/醐!◇ ・◆)を 示す 。また白抜 きは高 リン酸条件 にお ける培養 を、黒抜 きは低 リン

酸条件下での培養結果 を示 してい る。また、測 定法はTable2に 従 った 。
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また単位 菌体 あた りの比生産速度 ρ(吸 光度(OD660=1の 培 養液1田4あ た りの菌体が1時 間 に産生

す るrAPase活 性)を 計算 した結果、野生型株 の ρ値 は低 リン酸条件下で は7.1mU/OD660/m8で あった

のに対 し、sfn4変 異株 では高 リン酸条 件下 で、6.7mU/OD660/m6、 低 リン酸条件下 では、14.1mU

/OD660/血4で あった。先程 と同様 にPho4依 存 的 と考 え られ る比生産速度 ρph。4を、低 リン酸条件下

で得 られた ρと高 リン酸条件下 で得 られた ρの差 と して表す とす れば、sfη4変 異株の場合 ρPh。4=

7.4mU/OD660/m4で あ り、野生型株 の値 とほぼ同程度であ った。以上の結果か ら、sfη4変 異 に よって、

Pho4依 存 的な レポー ター遺伝子 の転写 の活性化 は変化 しない ことが示唆 された。 また、Pho4タ ンパ

クの負 の制御 因子 であるPHO80遺 伝子 を破壊 す ると、高 リン酸条件下 におい て も、低 リン酸条件下

と同様 にPho4が 活性化 されるが、 この時 にも∬N4株 とsfn4変 異株 とで、Pho4依 存 的なrAPase活 性

及 び非生 産速度 に変化 は見 られ なか った(デ ーターは示 していない)。

次 に、sfn4non-activatedgeneで あるPHO84p-PHO5に つい て も同様の実験 を行 った。PHO84p-

PHO5遺 伝子 はPHO5遺 伝子 と同様 、Pho4に よって活性化 され る事が知 られてい る。PHO84のup-

promoterに は基礎転 写 を抑制 す る領域 があ り、これを除去す る と、sfn4変 異 に よって基礎転写が活

性化 される。従 って、 もしup-promoterに よる基礎 転写の抑制がPho4に よる転 写の活性化 に際 して解

除 されるのであれば、低 リン酸 条件 下では、Pho4に よる転写の活性化だ けで はな く、sfη4変 異 に

よってPHO84p-PHO5遺 伝子 の基礎転 写 も活性化 され る と考 え られ る。 この事 を検討す るだめSIN4+

野生型株(SH2907)及 びsfη4変 異株(SH2921)に 導入 したPHO84p-PHO5遺 伝子 の発現 を、PHO5

遺伝子 の場合 と同様 に回分培養 を行 って比較 した 。菌体濃度及 び培養液1m4あ た りのrAPase活 性 を

測定 し、横軸 をOD660と してグ ラフに した(Fig.10)、 その結果、低 リン酸条件下 でのPHO84p-

PHO5遺 伝子 の発現 は、sfη4変 異 によって増加 しなか った。 この結果 は、PHO84プ ロモーターが

示す基礎転写 に対す る抑制 は、Pho4タ ンパ クの作 用 に よっては解除 され ない事 を示 している。

以上 の結果 より、sfn4変 異に よる転 写の活性 化 は、遺伝子の基礎 転写 に限定 されてお り、転写

活性化 因子Pho4依 存 的な遺伝子 の発現 は増加 しない こと、 またPho4に よっては解 除されない抑制機

構が、基礎転写 の抑制 に機能 してい ることが示 された。
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Fig.10SIN4+、sfη4株 にお け るPHO84p-PHO5レ ポ ー ター の 発 現

SIN4+、sfn4株 において、高 リセ酸及 び低 リン酸条件 にお けるrAPase活 性 を経 時的に

測定 した。培養液 を1時 間間隔でサ ンプ リング し、菌体濃:度(OD660>と 培養液1m4あ

た りのrAPase活 性(mU/mの を、OD660に 対す る傾 きとして示 した(A、B)。 白抜 きは高

リン酸条件 にお けるrAPase活 性 を、黒抜 きは低 リン酸条件下 におけ るrAPase活 性 を示 し

た。また、測定法 はTable2に 従 った。

第4節 考察

sfn4変 異 に よ っ て 、 多 く の 遺 伝 子 の 転 写 が 活 性 化 さ れ る が(F童g.5、Fig.6)、 全 て の 遺 伝 子

が 活 性 化 さ れ る わ け で は な く、 転 写 が 活 性 化 さ れ るsjη4-activatedpromotersと 転 写 が 活 性 化 さ れ な い

sfn4non-activatedpromotersが 存 在 す る(Table5)。 転 写 が 活 性 化 さ れ るsfn4-activatedpromotersの 配

列 に 共 通 配 列 は 見 い だ せ ず 、 そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー のup-pr。moter領 域 を 除 去 して も な お 転 写 が 活 性

化 さ れ る こ とか ら 、sfη4・activatedpromoterはSi鷺4タ ンパ ク が な い と き に だ け 働 くUASに よ っ て 転 写

が 活 性 化 さ れ て い る の で は な い こ と が 分 か っ た(Table5)。 反 対 に 、sjη4non-activatedpromoterは

そ のup-promoterを 除 去 す る こ と に よ っ て 、sfη4-activatedpromoterに 転 換 さ れ る(Table5)。 ま た 、

PHO84遺 伝 子 のup・promoter領 域 に は 基 礎 転 写 を抑 制 す る 配 列 が 存 在 す る 事 を 示 し た(Table6、Fig.

7)。 こ れ ら の 結 果 よ り 、sfη4変 異 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 転 写 はdown-promoterの み に 依 存 した 基 礎

転 写 で あ り 、 夕 な く と も ロra3座 に お い て は 、、sf刀4activatedpromoterで あ る かsjη4non-activated

promoterで あ る か に か か わ らず 、up-promoter領 域 を 除 去 す れ ば 、 ど の よ う な 遺 伝 子 で もsfn4変 異 に

41



よってほぼ同程度 に活性化 され る可能性が示 された 。

s加4non-activatedpromoterの ひとつであるPHO84遺 伝 子のup-promoterをsf刀4-activated

pro皿otersの 上流 に挿入す れば、sfn4変 異 に よって活性化 された基礎転写が抑制 された。基礎転写 を

抑 制す るこの ような配列は、染色体DNAか ら無作為 にクローン化 した8個 の 断片 中3個 とい う高 い

頻度 で取得可能 であった(Table6)。 その うちの二 つの断片(p949andp950)の 塩基配列 を調べ た と

ころ、2つ とも遺伝子 のプ ロモー ター部分 で はない領域 を含 んでいた。従 って、sfn4変 異 に よる基

礎転写の活性化 を抑 える配列 はup-promoterに 局在 してい るのではない と言 える。

αra3座 に導入 した レポー ターは、高い頻度で(18プ ロモー ター中の10個:56%)sfη4変 異 に よっ

て、 その転写が活性化 されるこ とが分か った(Tabie5)。 対照 的に、 当研究室 で第VI番 染色体上 の

約50個 の遺伝子 につ いて調べ た結果 では、sf演 変異 によって、わず か5%の 遺伝子 しか基礎転写が

活性化 されない事が示 唆 されている(当 研究室 、未発表デ ータ)。Hra3座 にあ ると き、sf層 変異 に

よって活性化 される班∫5、PHO5、1MEヱ 遺伝子 で も染色体 の本来の位置(ネ イテ ィブ座)で は、その

転写が活性化 されない(Fi忌5、 後述)事 か ら、sfn4変 異に よって活性化 され る基礎転 写 は染 色体上

の位置 による影響 を強 く受 けている事が示唆 される。

UASに よる転写 や基礎転写が起 こる ときには、TFIIsとRNApolIIが 転写 開始複合体 を形成す る

ため にTATAboxが 必要 である。 しか し、GAL80やadeno-associatedvirusP5遺 伝子 な ど、幾つかの

遺伝子 では、転写 の活性化 にTATAboxを 必要 と しない(Sakuraie亡an994;Usheva&Shenk1994)。

TATAboxを 必要 と.しない転写 では、TBPと は異 な るDNA結 合 タンパ クに よって転 写複合体 が形成す

る と考 え られてい る。PHO5(TATA→TGcT)p-PHO5レ ポーターがsfη4変 異 に よって活性化 されない事

実 は、sfη4変 異に よる基礎転 写の活性化 が、UASに よる転写の活性化 が起 こる時 に形成 され る転 写

開始複合体 と同 じ転写 開始複合体 に よって起 こっている可 能性 を示 してい る。 しか し、TATAboxを

必要 としない転写 に対 してsfn4変 異が活性 化 に働 くか否か につい ては今後 の解析が必要 である。

既述 の ように、PHO5遺 伝子 の基礎 転写 は、∫1N4+野 生型株、s加4変 異株 ともに、低 リン酸 条

件下 で も活性化 されず 一定 であ る(Tabel7)。 低 リン酸 条件下で はPho4タ ンパ クの作用 に よって転

写が活性化 されるが、 そのPho4依 存 的な転 写の活性化 はsfη4変 異 に よって も増強 されないこ とが分

か った(Fig,9)。 また、sfn4変 異 に よる活性化 を抑 制す るPHO84遺 伝子 のup-promoterに 依存 的な抑

制 は、Pho4に よって転写 が活性化 され る時 にも解除 され ない こ とが示唆 された(Fig.10)。 以上 の結

果 は、UASに よる転写 と基礎転写 とが異 なる機構 で活性化 されているこ とを示唆 してい る。
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第5節 要約

ヒスチ ジン合成系1πS5遺 伝子 プロモー ター領域 をPHO5(rAPaseを コー ドす る遺伝 子)レ ポー

ターの上流 に連結 した レポーター遺伝子が 、転写活性化 因子GCN4の 無い状 態で も高発現す るbe1

伽sa1鐸pressionkvel)変 異株 を多 数分離iした。 この うちの ひとつ をクローン化 した ところ、その変

異 によって多 くの遺伝 子の転 写が活性化 されるこ とが知 られている∫1N4遺 伝 子であ った。種 々の遺

伝子 のプ ロモー ター領域 をPHO5の 上流 に連結 した レポー ター を作成 し、その発現 を調べ ることに

よって、sfn4変 異に よって転 写が活 性化 されるプロモー ター(sfπ4-activatedpromoter)と 活性化 され

ないプロモー ター(sf丑4non-activatedpromoter)に 分類 した。 これ らの プロモー ターについて、up-

promoter領 域 の除去、 キメラプロモ ーターの作 成、UASに よる転 写 に対 するsfn4変 異 の影響 な どを

調べ た結果 、i)sfη4-activatedpromoterに はsfη4変 異株 で特 異的 に作用 す るUASは 存在 しない、ii)

sfη4non-activatedpromoterのup-promoter領 域 には基礎 転写 を抑制す る配列が存在する、iii)UASに

よる転 写 はsfη4変 異 によって活性化 されない ことがわかった。
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第3章Tup1-Ssn6抑 制 、Rme1抑 制 、Sin4-Rgr1抑 制 の

抑 制 機 構 の 比 較 と相 互 作 用

第1節 緒 言

高等真核生物の多 くは細胞増殖 の過程 で細胞 形態 が変化 して、特殊 な機能 を持つ器官 に分化す

る。正常 な成体 になるためには、分化 に関す るシグナル、遺伝 子の発現、及 びタンパ ク レベ ルで の

活性化 な どが厳密 に制御 されなければな らない。一般 に分化 にかかわ る遺伝子 は転写抑制 と活性化

がか らみ合 った複雑 な機構 で制御 されてい る事 が多 く、 シ ョウジ ョウバエ な ど多 くの生物種 で古 く

か ら転写制御機構 の解析対象 として用 い られて きた。

出芽酵母 の胞子 形成は一種 の分化 と考 え られる。 出芽酵母 は通常 ホモ タリックな二倍体 であ り、

雑種 二倍体 を形成す る事は まれであ る。従 って減数分裂 ・胞子形成の意義 は遺伝 的な組 み換 え を起

こすため とい う よりむ しろ、緊急避難的 な意味合 いが強 い。栄養源が枯渇 した ときに胞子 の状態 へ

移行 す る事 によって、一種 の休眠状態 に入 るこ とがで きる。減 数分裂 か ら胞子 形成 を開始 す る際 に

誘導の鍵 となる遺伝子の ひ とつが㎜ ヱ遺伝子 である。1MEヱ 遺伝子 の転 写は、接 合型 情報、培地の

炭素源、窒素源 な どの栄養源 に よる制御 を受 け、減数分 裂過程 の進行 にと もない一度増加 した転写

量が減少す る といった複雑 な制御 を受 けてい る。1ME1遺 伝 子の転写制御機構 と しては、3種 の

(lme4、Mck1、Rim1)転 写活性化経路が知 られ てお り、接 合型、培 地の栄 養源のいず れか一方 、ある

いは両方 の信号 に より制御 されている。転写抑制 に関 してはRme1タ ンパ ク を介 した接合型 に よる転

写抑制経 路が知 られてい る。 しか し、抑制及 び活性化の複雑 な制御がか らみ合 って機 能 しているた

め、 これ らの制 御因子及 びその機構 につい ての知見 は少 ない。

本研 究で は、㎜1p-PHO5レ ポーターを用 いて、1MEヱ 遺伝子 の転写抑制 が欠損 とな った変異株

の分離 を行 った ところ、新 しく甜pヱ及 びss丑6変 異株が分離 された。1MEヱ 遺伝子 は、Sin4抑 制(第2

章。第3項)、 及 びRme1抑 制 を受 けるこ とが知 られ ている(Covitze亡a且991)。 またTup1-Ssn6抑 制 は

ヌ ク レオソーム構 造 を介 して(Gantere亡an993)、 またRme1は 高次 のクロマチ ン構造 を介 して転写抑

制 に作用 してい る(Shimizue亡an997)こ とが示 唆 されている。そ こで転写抑制機構が比較 的解明 さ

れているTup1-Ssn6抑 制やRme1抑 制 とSin4抑 制の遺伝学 的な機能比較 を行 うことに よって、sfn4変

異 に よる基礎転 写の活性化機構 について有用 な知見が得 られると考 えた。

第2節 実験材 料及 び実験 方法

本章で用いた実験材料及び実験方法の うち、第2章 において記述 した以外のものについて記述する。
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供 試 菌株 、 プ ラス ミ ドDNA及 び オ リ ゴヌ ク レ オ チ ド

実 験 に 用 い た ∫cerevfsjae菌 株 をTable8に 示 した 。 酵 母 マ ル チ コ ピ ー ベ ク タ ー と してYEp13(Parent

e砲n985)を 用 い た 。 ∫cerevfsfaeのDNAラ イ ブ ラ リ ーYCp50"CENBANK"Aは 、 酵 母 菌 株S288C

の 系 列 で あ るGRF88株 の 染 色 体DNAをSaα3Aで 部 分 消 化 し て 得 ら れ た 断 片 をYCp50のBa加HI部 位

に 挿 入 し て 作 成 し た もの で あ る(Rosee亡an987)。 こ れ をATCCIAmericanTypeCultureCollection

(Rockville,Md.,UAS)1よ り購 入 した 。 セ ン トロ メ ア 型 プ ラ ス ミ ドYCp-SSIV6はpLN113・3(Schultz&

Carlson1987)か ら切 り出 し た ∬N6を 含 むXFbal-1鴨el断 片 をpRS315(Sikorski&Hieter1989)のXbaI

部 位 に 挿 入 し て 作 成 し た 。 セ ン ト ロ メ ア 型 プ ラ ス ミ ド はDNAラ イ ブ ラ リ ー よ り切 り 出 した ∬M4を

含 ん だEcoRI・ ∫aπ断 片 をpRS314(Sikorski&Hieter1989)の εa∬一EωRI部 位 に 挿 入 し て 作 成 した 。

URS∬E2UASsTE2一 △UAS-PHO84P・PHO5レ ポ ー タ ー を持 つP962は 、pUC118に ク ロ ー ン 化 し た 。

Table8実 験 に 用 い た 主 なSceハevfsfae

菌株名 接合型 遺伝子型

KA31

NN203

NN267

SH682

SH683

SH3700

SH3870

=NN204

SH3947

SH3948

SH3992

SH4038

SH4231

a/αMATa/ル 正ATαade2/ade2hfs3/hfs31eロ2/7eロ2亡lp1/亡 ηplura3/αra3

a

a

a

α

α

α

a

a

a

n

n

ル正ATa孟 苅pヱ ロra31eα2-3,1.Z21ys2-80ヱade2pho3一 ヱpho5-1

ロra3::【脇 ヱp-PHO5十 α ～A311乏)cyヱ::こ茄IA31

MATa亡 ロPヱーヱ0ヱ む〕P1αra31eu2-3,1.Z21ys2-801hfs3△ade2pho3・ ヱ

pho5一.Zleα2::【1MEヱp-PHO5+LEσ21

取s2亡 ηP3ロra1ロra2phσ3-1pho51

1ys2亡 η)3ロraヱ ロra2pho3一 ヱpho5一 ヱ

MATα 亡ηp1ロra31eα2-3,ヱ ヱ21ys2-80ヱhfs3△pho3一 ヱpho5ヱ

MATα むpヱ αra31eロ2-3,ヱ 、Z21ys2・80ヱhjs3△pho3-1pho5一 ヱ

ura3::1㎜ ヱp・P1∫05十 し石RA311bcyヱ::乙 石RA31

ハ∠ATa甜pヱ ・101孟 η)1ロra3・521eロ2-3,1121ys2-80.Zhfs3ade2pho3一 .Zpho5一 ヱ

ル猛Ta甜pヱ ーヱ0ヱ 朗pヱ αra3・521e召2-3,1ヱ21ys2-80ヱhfs3△ade2

pho3・ ヱpho5一 ヱ1eロ2::1㎜1p・P、 ぼ05+LEσ21

HM:α ル飢Th、 畷Rasfr3::LEσ2亡 璃ρヱ::LEσ2甜pヱhfs4-580hfs5αra3-52

1e召2・3,1ヱ21ys2-80ヱpho3。1pho5ヱ

MATαssη6i:σRA3hfs4・5391eα2・3,ヱ ヱ21ys2・80ヱ

αra3-52亡rplpho3・1pho5一 ヱ

MATα ヶ ρ1ロra31eロ2・3,ヱ ヱ21ys2-80.Zhfs3△pho3一 ヱpho5一 ヱ ム 加pヱ::hfsG1)

ara3::【1MEIP-P・HO5r+切 ～A31と1eα2::【1MEヱP-P」 肌)5+LEσ21は1MEIP・PHO5レ ポ ー タ ー を αra3

座 又 は1eロ2座 に そ れ ぞ れp1065、pNN119を 使 っ て 導 入 し た 。

1)SH3700株 のTσPヱ 遺 伝 子 を △ ゆ ヱ::hfsG-URA3-hfsGで 破 壊 し た の ち
、5・FOA培 地 で びRA3

DNAが 除 去 さ れ てUra一 と な っ た 株 。 破 壊 は サ ザ ン法 で 確 認 し た 。
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Table9プ ロモー ター領域 を増幅す るためにPCR反 応 に使用 したオ リゴヌク レオチ ド

プ ライマー 配列 領域

OLI91

0LI92

0LI97

0LI156

0LI388

0LI389

0LI396

0LI397

0LI425

0LI426

5'一CTCAAGCTTCTAGATTAAAAACGTGCGTA-3"

5'一CTCGGATCCTTGGATTGTATTCGTGGAGT-3'

5'一CTCAAGCTTCGTATTACTCATTAATTAAC-3'

5'一CTCAAGCTTTAGATACAACATCAAGGAAG-3'

5'一CTCGGATCCGTAAGCATGTGATGGTACCT-3'

5'一CTCGGATCCGTAAGCATGTGATGGTACCT-3'

5'一CTCGGATCCGGTGTTGGAGTAATTTGATTA-3'

5'一CTCGGATCCGGCCAAAAAATAGTTCAAATT-3'

5'一CTCGGATCCATGTCACCGTGTTATGGACAA-3'

5'一CTCGTCGAGAAACTTTTTCCTCTTAGGTGAT-3'

一272～ 一253a)

一1～ 一20a)

一257～ 一238a)

一1085～ 一1065b)

一1216～ 一1197b)

一354～ 一374b

-2146～ 一2126b>

一1743～ 一1763b)

十1～ 一ト23c》

+1177～ 十1198c)

a)PHO84遺 伝 子の 開始 コ ドンATGのAを+1と して示す 。

b)1MEヱ 遺伝 子の開始 コ ドンATGのAを+1と して示す 。

・>RMEヱ 遺伝 子 の開始 コ ドンATGのAを+1と して示す 。

下線 部で示 した領域 はHfπdlII、Ba盟HIあ るい はXhoI認 識配列 を示 している。

使 用 培 地 と 培 養 方 法

前 胞 子 形 成 培 地(Pre-Spo培 地)は 水16あ た り、 グ ル コ ー ス50g、yeastextract10g、nutrient

broth(Dlfco)30gを 加 え 調 製 し た 。胞 子 形 成 培 地(Spo培 地)は 水14あ た り 、 グ ル コ ー ス1g、yeast

extract1.25g、 酢 酸 カ リ ウ ム(和 光 純 薬)10gを 加 え 調 製 し た 』 ま た 四 分 子 分 析 用 フ ィ ル ム 培 地 は 上 記

のYPDA培 地 に16に 寒 天23gを 加 え 調 製 し た 。

遺伝学的及び分子遣伝学的方法

酵 母 の 変 異 処 理

酵母細胞 の変異剤 にはethylmethanesulfonate(EMS,Sigma)。3.0μ6の 液体完全培地で酵母の供試

試験:を一 晩培養 した。前培養液 を3,000rpmで5分 間遠心分離(KUBOTA,KR-200A)し て集菌 した

菌体 を3.0μ6の リン酸緩衝 液 【0.2MNa2PO4(pH8.0)】 に懸濁 して、3.0μ4の リン酸緩衝 液(pH8 .0)

を加 え よ く懸濁 する。懸 濁液2.0μ6ず つ1～2個 の殺 菌 した100μ6マ イヤーフラス コに分注 し、

それぞれに7.5m4の リン酸緩衝液、0.5m4の40%グ ル コース水溶 液 を添加 した。EMSを0.3血4(最 終濃

度3%)加 え30℃ で45分 間(90分 間)ゆ っ くり振 とうした。集 菌後2.Om4の 無菌水で4～5回 洗浄 を

行 ない、最後 に2.0皿6の 無 菌水 に懸濁 し冷蔵庫 に保存 した。1σ2～103倍 希釈 し、選択培地 に塗布 し
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た。

接合 による酵母雑種二倍体 の造成

Scerevfsfaeのa型 細胞 とα型細胞 を以下の ように接合させ、雑種二倍体を作成 した(Rosee亡aZ

1987)。 交雑す るa型 細胞 とα細胞をそれぞれ平板培地上で直線状 に一晩生育 させておき、新 しい

完全培地に直線が互いに90度 で交差するようにレプリカし接合 させた。30℃ で12時 間以上保温後、

アミノ酸要求性検定培地などの選択培地にレプリカし、30℃ で一晩保後 した。この選択培地上の交

点で雑種二倍体を形成 した ものが生育する。交点以外の部分が生育 しないことを対照として確かめ

た。

酵母 の接合型 の判定

Scerevfsfaeの 接合型 を以下のようにして判定 した。供試菌株が5株 までの ときは、雑種二倍体

の造成 と同様にa型 試験株(SH682)、 α型試験株(SH682)を 完全培地上で平行線状に生育させてお

き、供試菌株 とレプリカにより新しい完全培地上でそれぞれ十字形に接合 させた。供試菌株の数が

6株 以上のときは、それぞれ完全培地一面に生育させてお き、レプリカにより供試菌株 と新 しい完全

培地上で接合させた。30℃ で約12時 間保温後アミノ酸などの選択培地にレプリカし30℃ で12時 間～

2日 保温 した。a株 試験株 とだけ接合 した菌株をα型、α型試験株 とだけ接合 した株 をa型 と判定

した。どちらとも接合 しなかった株を非接合型 と判定 した。

胞 子 分 離操 作

前胞子形成培地で一晩生育 させ た二倍体 を胞 子形成培 地 に移 し、25℃ で1日 保温 した。30℃ に

移 し、胞子 を形成す るまで保温 した。または、J-SPO培 地 に二倍体 を移 し、胞子 を形成す るまで30℃

で保温 した。エ タノールに浸 した2枚 のホールオ ブジェ ク トグラス をガスバ ーナーの炎で滅菌 した

後、す りあわせ た。 ホールオブジェク トグラス の くぼみの中に、適 当な濃度 のZymolyase100T溶 液

を5～10μ6を 加 え、そ こに子嚢 を懸 濁 した。5～30分 閥、室温で放置後 、滅菌 した大型 カバ ーグ

ラスに載せ た フィルム培 地(12×25皿 皿)の 端へ塗布 し、これ を湿 室へ装着 した。顕微解剖機 で分 解

し、2mm間 隔 に並べ、 フ ィルム培地 をYPDA培 地上 に移 し、30℃ で3日 間保温 した。

生化学的方法

テ ロ メ ア長 の測 定

酵母 の染色 体DNAをX加1部 位 で切 断後サザ ン解析 を行 った。Xhol消 化 に より染色体末端のY'

領域 を含んだ約1.3-kbpの 断片が検出 され る。ハイプ リダイゼーシ ョンにはfluorescein-11-dUTp(Fl-

dUTP)で ラベ ル したOLI434(5'一TGTGTGGTGTGTGGGTGTGTGTGGGTGTGTGGGTGTGTGGG-3';
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Lustige亡an990)1を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。

ク ロ マ チ ン サ ン プ ル の 調 製

共 試 酵 母 を100μ6の 選 択 培 地 に 植 菌 し、 吸 光 度(OD600)=0.6～1.5と な る ま で 培 養 し前 培 養

液 と し た 。 こ れ を16(26坂 ロ フ ラ ス コ)に 植 菌 し1晩 培 養 した 。 集 菌 後100m4の 水 で 洗 浄 し、 再

び 集 菌 後 、 あ らか じ め30℃ で 保 温 して お い た 溶 液1【2.8mMEDTA、0.7Mβ 一メ ル カ プ トエ タ ー ル1を

お よ そ 菌 体 の2倍 量 加 え 、30℃ で30分 間 振 と う し て 集 菌 し た 。1Mソ ル ビ トー ル 溶 液20μ 召で 懸 濁

後 集 菌 し た 。 菌 体1gに つ き5m4の 溶 液2【5mMβ ・メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル 、1Mソ ル ビ トー ル1を 加

え 懸 濁 し、10～25μgのZymolyasePowder(Zymolyase100T100,000U/g)を 加 え 、30℃ で 保 温 し 、

ス フ ェ ロ プ ラ ス ト化 した 。 あ ら か じめ 氷 中 で 冷 や して 置 い た1Mソ ル ビ トー ル を50m4で 緩 や か に 洗

浄 後 集 菌 し 、Ficol溶 液 【18%Ficoll、20mMKH2PO4、1mMMgC12、0.25mMEDTA、0.25mMEGTA、

KOHでpH6.8に 調 製 し た もの に 、PMSFを1mMに な る よ う に加 え た 】を1gに つ き 、7m4加 え て 懸 濁

後douncerhomogenizerでdouncerを1～5回 行 っ た 。 集 菌(RA-3、15,000rpm、4℃)後 、 同 量 の

BufferAl20mMTris(pH8.0)、150mMNaC1、5mMKC1、1mMEDTA、 こ れ にPMSFを1mMに な る

よ う に 加 え た 】を ゆ っ く り加 え 懸 濁 し 、 こ れ を ク ロ マ チ ン サ ン プ ル と し た 。

MNaseに よ る 消 化

ク ロ マ チ ン 溶 液2m彦 に対 して0.1MCaC12100血4を 加 え て37℃ で5分 間 保 温 後 、Mlヒrococcal

nuclease(MNase;Boehringer15,000U-1powder)を0～150U加 え て37℃ で5分 間 保 温 後 、 反 応 停 止

液[8%SDS、0.1MEDTA、0.05mMProteinaseKIを250μ6加 え 反 応 を 停 止 した 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 、

フ ェ ノ ー ル ・ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 に よ り タ ン パ ク を 除 去 し、RNaseに よ っ てRNAを 分 解 し た 。 再 度 フ ェ

ノ ー ル ・ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を行 い そ の 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 を行 っ た 。 こ のDNA溶 液 に 対 し て 適 当 な

制 限 酵 素 処 理 を行 い 、 泳 動 後 サ ザ ン解 析 を行 っ た 。

環 状 プ ラス ミ ド超 らせ ん密 度 の検 出

クロマチ ンサ ンプル調 製法 によって調製 した染色 体DNAを フェノール抽 出、 フェノール ・クロロ

ホルム抽 出、エ タノール沈澱 によって精製 した。電気 泳動用 のTBE緩 衝液 にはあ らか じめ、またア

ガ ロースゲルには融解後、25μg/μ6のChloroquine(Sigma)を 適量加 えた。30～40Vの 低電圧 で

30～50時 間泳動 し。サザ ン解析 を行 った。
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第3節 結 果

第1項IMElp-PHO5レ ポ ー タ ーの 発 現 が 上 昇 す る 変 異株 の 分 離

1ME1遺 伝 子の抑制 に関与す る遺伝子 を同定す る事 を 目的 として
、αra3座 に挿 入 した1MEヱp・

PHO5レ ポー ターが高い発現 を示 す変異株 の分離 を試み た。 ここで は第2章 で用 いたp1111(Table

2)よ りも長い上流領域(翻 訳 開始点 よ り、約3.5-kbpま での領域)を 持つ1M璽 ヱp-PHO5レ ポー ター

(p1065)を 使用 した。R皿e1抑 制がかか った状態 の一倍体 α細胞(NN204=SH3870:MAT、p如5・1

αra3::11MElp-PHO5+㎝A3Dを 親株 として用 いた。 この株 の コロニーは栄養源の抑 制が十分 にかか る

YPDA平 櫨 地で は脇 ・遺伝子 が発現 しないため・・APase活 性染色 に よって染色 されない(,APa
se一)。

NN204株 に対 してethylmethaEesulfonate(EMS)に よって変異処理 を行 い、.YPDA培 地 に塗布 した後、

30℃ で3～4日 培養 した。約50 ,000コ ロニ ーに対 してrAPase活 性染色 を行 い、赤 く染色 された

(rAPase+)コ ロニ ーを分離 した。取得 した変異株 はNN232,PR1,PR2 ,PR3,PR4,PR5,PR8,

PR16,PR18、PR19、PR20、PR21、PR22 、PR23、PR24と 命 名 した(Table10)。 第

2章 で述べ た様 に、ロra3座 に挿入 した1MEヱp・PHO5レ ポ ーターはsjη4変 異 に よって転 写 レベルで活

性化 されるこ とが知 られている(Table5)。 また、RGRヱ 遺伝 子 と∬V4遺 伝子 につ いては
、両者 の

相互作用が遺伝学的 に も生化学的 に も示 されている σiange亡aZ1995)。 そ こで、取得 した変異株が、

sfn4変 異株 あ るいはτgrヱ変異株であ る可能性 を考 え、全 ての変 異株 にε脚4遺 伝子 を持 つYCp・ ε1N4

及 びRGRヱ 遺伝子 を持つpRS314(SlkorsklandHieter1989)を 導入 した。その結果、PR1、PR2、

PR19株 の持つ変異 はYCp・∬邸4で ・PR・6 ・PR22、PR23、PR24株 の持 つ変異 はpRS3、4を

導入す る事 に よって相補 された 。これ らがsfπ4変 異株 、 また は㎎rヱ変異株 で あることは
、既存の変

異搾 との相補性試験 に よって確 認 した(datanotshown)。 残 りの8株 の うち3株(PR8
、PR20、

PR21)は 接 合不能表現型 を示 した(Ste⇒ 。接合 能が見 られた(Ste+)変 異株(NN232
、PR3、

PR4、PR5、
、PR18)に つい て相補性試験 を行 った ところ、2つ の相補群 に別 れるこ とが分 かっ

た。そ こで、それ らの相補群 を、 それぞれNα ヱ(垂gat圭veΩo且trolof』ME1)とNα4と 名舟 けた

(Table10)。
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Table10接 合型及 び栄養条件 に よって抑制 されているIMElp-PHO5が 発現す る

変異株の分類

相補群 変異株数 変異株の数菌株名

即 ヱ(=ncfヱ) 4

ssp6(=ηcf4)4

sfη4

㎎:rヱ

3

4

NN232(加pヱ ・ヱ0ヱ;weakα),PR8(加pヱ ーヱ02;Ste)

PR20(加pヱ ーヱ03;Ste),PR21(蝕pヱ ー104;Ste)

PR3(ssη6一 ヱ01),PR4(ssη6-102),PR5(ssη6一 ヱ03),

PR18(ssn6一 ヱ04;weakα)

PR1(sfn4一 ヱ01),PR2(sfn4一 ヱ02),PR19(sfη4一.ZO3)

PR16(㎎rヱ ー10ヱ),PR22(㎎rヱ ーヱ02),

PR23(㎎rヱ ・ヱ03),PR24(㎎:r1一 ヱ04)

1)Steは 非接 合型の表現型 を表す

2)Nα ヱがTσPヱ 遺伝子 と同一 であるこ とか ら、ncf1一ヱは加pHOヱ と改 名 し、

同様 にηcf4はssη6と 改名 した。

第2項NC1ヱ 及 びNC14遺 伝 子 の 同定

次 にNα ヱ遺伝子 のクローニ ング を行 った。ncj1変 異株 で あるNN267(M好ancfヱ ーnra3

{1MElp-PHO5+L肌12Dに 対 しScerevfsfae遺 伝子 ライブ ラリーYCp50"CENBANK"A.を 導入 し、

Ura一 高 リン酸最少培 地に塗布 し、30℃ で3～4日 間保温 した。約10,000個 のUra+形 質転換体の コロ

ニーか ら、rAPase活 性染色 に よってrAPase一 表現型 を示 した3株 を選択 した。そ れぞれの株か ら調

製 したDNAで 大腸 菌 をア ンピシリン耐性 に形質転換 した。 これ らの大腸菌か ら回収 した プラス ミ ド

を酵 母 に再 形質転換 した ところ、Ura+形 質転換体 はすべ てrAPase}の 表現型 を示 した。 これ らの3

つの プラス ミ ドについて制限酵素解析 、及 び部分塩基配列 の決定 を行 った ところ、全 てのプラス ミ

ドがTびP1遺 伝 子 を含 む約7-kbpの 共通 の断片 を持 ってい ることが分 かった(datanotshown)。 亡αpヱ

変異株で は、a1一 α2抑 制、 α2抑 制、 グル コース抑制 な どの制御下 にある多 くの遺伝子 の転写 が上

昇す る事が知 られている(Mukaie亡a且991;SchultzandCarlson1987)。 そ こで、 これ らの変異株 が

吻 ユ変異株で あることを確 認す るため、SH3948(ncf1-111MEヱp-PHO5けLEσ2;rAPase+)株 にTσPヱ

遺伝子の最小相補領域 を含む プラス ミ ドpYMC5(YCp-TσPヱ,Mukaieねn991)を 導入 した ことろ、

rAPase+表 現型が相補 された。 さらに、㈱ ヱ変異 に よって1MEヱp-PHO5遺 伝子 の発現 が活性化 され

るこ とを確 認す るため、加pヱ破壊株 であるSH3992(△ 加pヱ ムsfr3)株 、 及びSH4231(△ 加p1)株 に

1MEヱp・PHO5レ ポー ター(p1065)を 導入 した ところ、形質転換体 はYPDA培 地でrAPase+表i現 型 を示

した。以上の結 果か ら、NC∫ヱ遺伝子 はTUpヱ 遺伝子 と同一一である と結論 した。Stピ 表現型 を示 した
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PR8、PR20、PR21株 は、TひP1遺 伝子 を導:入す ることに よって、rAPase-Ste+と な った。 こ

の こ とか ら、PR8、PR20、PR21も 、加pヱ変異株 であ るこ とが分か った(Table10) 。

Tup1タ ンパ クはSs且6タ ンパ クと複合体 を形成 して転写抑制 に作用す る事が示 されてい る(Keleher

eごan992)。 そ こで、ncf4相 補群 に属す る変異株がssη6変 異株 である可能性 を検 討す るため
、∫∫1V6

遺伝 子 を含 むYCp一 ∬N6をPR3、PR4、PR5、PR18株 に導入 した。その結果 、いずれの変異株

の形 質転換体 もrAPase一 表現 型 とな った。 またssn6破 壊変異株 であるSH4038(ssna:ひRA3pho5)に

㎜ ヱp-PHPO5レ ポーターを導入 した場合 に も、形質転換体 はYPDA培 地でrAPase+表 現型 を示 した
。

以上 の結果 より、Nα4遺 伝子 はS∫N6遺 伝子 と同一であ ると結 論 した。

第3項 ∬MEヱ 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る`ロpヱ 、ssη6、sj丑4、rgrヱ 異 の 影 響

加Pヱ・ssη6・sfη4賦gr1の4つ の 相 補 群 か ら ・ そ れ ぞ れPR8伽Pヱ ーヱ02)
、PR18(ssη6一 ヱ04)、

PR2(sfn4102)、PR22(㎎rヱ ー102)を 選 び 、 ㎜1p-PHO5レ ポ ー タ ー か ら のrAPase活 性 を 測 定 し

た 。 そ の 結 果 、 野 生 型 株(NN203)で は 、 ほ と ん ど発 現 が 見 ら れ な い の に対 し
、 ゆ1、ssη6、sfn4、

1grヱ 変 異 株 で は 、 い ず れ も 高 い 活 性 が 見 ら れ た(Table11)
。 加p1変 異 株(17.2unit)とssn6変 異 株

(15.Ounit)が 、 ほ ぼ 同 程 度 のrAPase活 性 を 示 し、s1η4変 異 株(9.Ounit)と τgr1変 異 株(10 .3unit)が ほ

ぼ 同 程 度 の 活 性 値 を 示 した こ と は 、Tup1タ ンパ ク とSsn6タ ン パ ク
、 及 びSin4タ ンパ ク とRgr1タ ンパ

ク が そ れ ぞ れ 複 合 体 を 形 成 し て い る と の 知 見 と 一 致 して い る 。

Table11吻 ムss辺6、sfn4、 避gd変 異 株 に お け る ㎜ ヱp-PHFO5レ ポ ー タ ー の 発 現

Genotype1) rAPaseactivity(mU/m〃OD660)2)

加P1-102

ssn6一 ヱ04

sfn4・ ヱ02

㎎r1-102

Wildtype

17.2±2.7

15.0±2.1

9.0±1.6

10.3±3.3

2.9±1.6

1)甜Pヱ ・ssn6・sf且4Jgr1各 変 異 株 と し て はPR8(加P1-102)
、PR18(ssn6・ ヱ04)、PR2

(sfη4-102)、PR22(㎎rHOヱ)株 を 使 用 し た 。

2)菌 体 はYPDA培 地 で$0℃ で 前 培 養 した
。 こ れ を10m4の 本 培 養 液 に0 .2m4種 菌 しOD660が1

と な る ま で 振 と う培 養 し た 。rAPase活 性 値 は(mU/m〃OD660)で 表 し測 定 は 少 な く と も5回

以 上 行 い 標 準 偏 差 を と っ た 。
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次に、これらの変異株で染色体上の本来の遺伝子座(ネ イティブ座)に ある㎜ ヱ遺伝子が活性

化されているか否かを調べるために、それぞれの菌株をYPDA液 体培地で培養 した後、調製 した全

RNAを 用 いてノザ ン解析 を行 った(Fig11)。 その結果、野生型株及 びsfn4変 異株、避gr1変 異株で は、

1MEヱ 遺伝子の転 写 は見 られなか ったが、加pヱ変異株 、ssπ6変 異株 で は高い転写が見 られた。sfn4

変異株 、㎎rヱ変異株 では、ネイテ ィブ座 の㎜ ヱが活 性化 され ない ことか ら、sfη4及 びζgrヱ変異 に

よる転 写の活性化 は レポー ター遺伝 子の染 色体上での位 置 に影響 され る事が示唆 された(後 述)。 ま

た、㎜ ヱ遺伝子 の抑制 因子 の一つであるRMEヱ 遺伝子 の転 写 をノザ ン解析 に よって調べ た ところ、

いず れの株 で もRMEヱ の転写産物 が確認 された。 しか し、 この時、加p1変 異株 、ssη6変 異株 では転

写 が低下 してお り、このために1MEヱ 遺伝子 の転写 が上昇 している可能性 も考 え られた。そ こで亡αpヱ

変異株、ssn6変 異株 にGAPp-RMEヱ を持つYEpベ ク ター(p1369)を 導入 し、Rme1タ ンパク を過剰発

現 させた 時に1MEIp-PHO5の 発現が低下す るか否か を検討 した。 しか し、 この場合 に もrAPase活 性

は低下 しなかった(datanotsh。wn)。 これ らの結果 より、亡叩ヱ、ssπ6変 異株 ではR皿e1タ ンパ クの機能

が失われているか、あるいはTup1-Ssn6抑 制系がRme1抑 制 よりも上 位で働 く可 能性が示唆 された。

1ME1》 鵡 ∴憲響轍

RME1】 レ

ACT1》

1 2

戴
鐵

・'躍

轟

3

翼

欝
懸

4

謬

藤 ㌔

5

鎌
.
灘
鳳

Fig.11染 色 体 上 の ネ イ テ ィ ブ ∬MEヱ 及 びRMEヱ 遺 伝 子 の 転 写

PR2(sfn4一 ヱ02;lane1)、PR22(㎎rヱ ーヱ01;lane2)、PR18(ssη6一 ヱ04;1ane3) 、

PR8@p1・ ヱ02;lane4)、NN203(WT;Iane5)株 をYPDA完 全 培 地 で30℃12時 間

培 養 し 左 後 、 全RNAを 調 製 し た 。RNAサ ン プ ル は1レ ー ン に つ き 、10μg流 し た 。

プ ロ ー ブ と し て は1MEヱ 遺 伝 子 はYEpK26 .7(Kassire亡an988)か ら調 製 し た0.6-

kbpHfηdlII-EcoRI断 片 を 、RMEヱ 遺 伝 子 と し て はpMA246(NeigebornandMitchell

1992)か ら調 製 した0.8-kbpEcoRI断 片 を 、ACTヱ 遺 伝 子 はpYA301(Gallwitz&

Sures1980)か ら調 製 し た1.0-kbpHfηdI-XhoI断 片 を 用 い た 。
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また これ らの菌株 につ いて、 い くつか の表現 型 を調 べた ところ、

テロメア長が減少 して いる事 を見 いだ した(Fig .12)。

sfη4、 ㎎r1、 亡αpヱ 変 異 株 で 、

12345

》篇撫 譲麟繊

Fig.12テ ロ メ ア 長 の 測 定

SH3870(WT;lane1)、PR2(s加4-102:1ane2)、PR22

(㎎rヱ ーヱ01;1ane3)、PR8(亡 αpヱー102;lane4)、PR18

(ssn6一 ヱ04;lane5)株 をYPDA完 全 培 地 で30℃12時 間 培 養

し た 後 、 染 色 体DNAを 回 収 し た 。 回 収 したDNAをXhoI

で 切 断 後 、1.2%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 サ ザ

ン 解 析 を 行 っ た 。 プ ロ ー プ と して はC1-3Aテ ロ メ ア 配 列

を 認 識 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(OLI434:5'一TGTGTGGT

GTGTGGGTGTGTGTGGGTGTGTGGGTGTGTGGG-3':

Lustige亡an990)を32P一 γATPを 用 い て5'一 末 端 を標

識 し て 用 い た 。 矢 印 はC1-3Aテ ロ メ ア の 繰 り返 し配 列 を

含 む テ ロ メ ア の 長 さ を 示 し て い る

第4項 亡叩 ヱ変異株 で働 くIME1プ ロモー ターの転写活性化領域 の限定

Tup1-Ssn6複 合体 は、種 々のDNA結 合 タンパ クを介 して多 くの標的遺伝子 に接近 し、転写 を抑 制

す ると報告 されてい る。 また、Tup1-Ssn6複 合体 はアセチル化 されていない ヒス トン と結合 しヌ ク レ

オ ソームのポジシ ョニ ングを強 固にす る作用 を持つ こ とが知 られてい る(Edmondsone亡a!1996)
。

㎜ ヱ遺 伝子 の転 写が加pムssn6変 異株 で活性化 され る事が分か ったので、本項 では、 甜p1変 異株 で

UASと して働 くIMEヱ プロモー ターの領域 を限定 し、さ らにそ の領域がTup1-Ssn6複 合体 に依存 した

抑制能 を持つか否 かを調べ た。p1065プ ラス ミ ドは、その一部 に胞子形成が異常 な協 会7号 酵母 の

遺伝子 を持 ってい るためプロモー ター解析 には適 さない。そ こで、標準 酵母 として よく用い られて

い るS288C株 由来の染色体DNAか らなる㎜ ヱp-PHO5レ ポー ター をPCR法 に よって新 たに作成 した

(Fig.13、Table3、Table9)。 す なわ ちRme1抑 制 に必要 な配列(RRC,一2135～ 一1743)を 含 む

p1111(一2135～ 一20)、RRC領 域 を除去 したp1112(一1369～ ・20)、及 びp1113(一1085～ 一20)を作 成 し

た。Sheferら の報告(1995)に よると、・1369～ 一915、 一915～ 一621の 領域 に胞 子形成培 地で誘導 のか

か るUASu及 びUASdが 存在す る ことが示 唆 されてい る。そ こで、p1111、p1112、p1113遺 伝子 か ら

UASdが 含 まれ る領域 を除去 したプ ラス ミ ド、p1114、p1115 、p1116及 びup-pr。moter領 域 をすべ て

除去 したp1117も 作成 した。これ らの株 を、野生 型株(TUPヱ+)と 亡Hpヱ変異株 に導入 し
、YPDA培 地

にお けるrAPase活 性 を調べた。その結果、野生型株 では、 いず れの レポーターについ て も発現 は見
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られなか ったが 、加pヱ変異株で は、up-promoterを 除いたp1117以 外 のすべ ての レポーターで高い発

現が見 られた(Fig.14)。 この結果 は予想通 り㎜ ヱ遺伝子 の上流 領域(一1085～ 一378)に 加pヱ変

異株 で活性化 される領域 が存在す る事 を示 している。

一3 一2 一1一 0(kbp)

Xh HGGXbHRRC

IME1
OLI396闘 → 〉

、 ぐ 一〇LI397〈
■一〇L1157

0L1331→ レOLO156一 ■引)OL1395■ ■勇b

OLI388一 ■弓夢レ ぐ 一 〇LI389

Fig.131MB1遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー と 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 位 置

㎜ ヱ遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 制 限 酵 素 地 図 。RRCはRme1抑 制 に 必 要 な 領 域

(旦me1塵pressiongasett正e>。G、P、H、Xb、Xhは 、 そ れ ぞ れBg皿 、Ps亡1、

HfndlH、Xbal、XhoIに よ る 切 断 部 位 を 示 し て い る 。

Xh

、
RRC▽r『 ノXbr

・APaseacti・ity(mU/ml/OD
、6。)

PHO5

TσP1 亡叩1

p1065 一32

■ ■ ■ ■ ■■ ■■■ ■ 圏圏 ■■■■ ■■E==二2.9±1.6

一2146

■ 圏 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 闘 ■ ■ 匝== ,0・8±0・5

17.2±2.7

p1111

p1112

p1113

p1114

p1115

p1116

p1117

　 ユヨ　　一 匝
　 　 　ら一

一915-621

■

一
一一

　 ヨフ　畷

1.5±0、3

0.9±0.8

1.7±0.2

1.2±0.4

0.6士0.1

3.0±0.9

12,5±1,6

15ユ ±1.6

11-7±1,9

13.0±4.2

19.1±2.9

29.6±3.0

N.T.

Fig.14種 々 の∬ME1プ ロモ ー タ ーの 甜pヱ 変 異 株 で の 発 現

種 々の1MEヱ プロモ ーターを持つ レポ ーターp1111～p1117を 作 成 した。 これ らの プラス ミ ドで野生

型株(TσPヱ+)と 甜pヱ変異株 を形質転換 しrAPase活 性 を測定 した。培養 にはYPDA培 地 を用い、培養

条件及 び測定法はTable11に 従 った。 その他 の記号 はFig.13に 従 った。

次 に、1MEヱ プロモ ーターを3つ の領域、A(一1215to・915)、B(一914to-621)、C(一620to

-354)に 分 け、 それ らの領域が 、加p1変 異株 において活性化 能 を示す か否 か を調べ た。 レポー ター
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次 に、1M別 プロモー ターを3つ の領域、A(一1215to-915)、B(一914to-621) 、C(一620to

-354)に 分 け、それ らの領域 が、加pヱ変異株 におい て活性化能 を示すか否か を調べ た。 レポー ター

としては △UAS・PHO84p-PHO5を 使 った(pAAV;Activationassayvector;p857;Fig .4)。 △UAS-

PHO84p-PHO5レ ポーターはUASを 持たず、野生 型株 及 び加p1変 異株 におい て発現 を示 さない
。 し

か し、 レポ ーターの上流領域 にUASを 持つ領域 を挿入す れば、抑制 を受 けない場合 には高い発現が

見 られ る。そ こで、 △UAS-PHO84p-PHO5遺 伝子上流域 に領域A 、B、Cを 挿入 した プラス ミ ド

pAAV・A、pAAV・B、pAAV-Cを 作成 し、TσPヱ+株 及 び甜pヱ変異株 に導入 して、YPDA培 地 にお ける

rAPase活 性 を測定 した。その結果 、いず れの レポー ター もTσP1+株 では発現 が見 られなか ったが
、

亡αpヱ変異株 では、領域A、Bを 挿入 した レポー ターで活性化が見 られた(Fig .15)。 この結果 よ り、

領域A及 び領域Bの そ れぞれに亡αp1変 異株 でのみ活性化 され る転写活性化領域が存在す る事が示唆

され、 これを甜PヱーUASA及 び 加pヱーUASBと 名付 けた。

一2135

1MEIpro皿oter

ABC
一 ・2・邑

,、5-62・.35、 一32PEO5

rAPaseactivity(mUlml!OD660}

TσP1 加P1

pAAV

pAAV-A

一1368

△UAS・PEO84p

TATA

2.1±0.9 5.0±2,4

2.5±1.215.3±4.0

pAAV-B 、1.1±0.814.5±3.0

pAAV-C
.1.2±0.6 6.9±0.8

Fig.15亡up1変 異 依存 的 な転 写 活 性 化 領 域 の 限 定

㎜ ヱプ ロモ ーター由来の領域A、B、CをpAAVベ ク ター上の △UAS-PHO84p-PHO5の 上 流

に挿入 したpAAV-A、pAAV-B、pAAV-Cを 野生型株(TひPヱ+)と 亡ロp1変 異株 に導入 した
。培

養 にはYPDA培 地 を用い、培 養条件及 び測定法 はTable11に 従 った。■はTATAboxを 示 して

い る。その他の記号 はFig .13に 従 った。
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甜pヱーUASA、 加pヱーUASBに は転写活性化 因子が作用す る と考 え られるが、転写 の抑 制に関 しては、

Tup1-Ssn6抑 制が直接IMEヱ プロモーター上 に作用 している可能性 、 もしくは転写活性化 因子 の転写

を抑制す る事 に より間接的 に㎜ ヱ遺伝子の転写抑制 に作用 している可 能性が考 え られる。 これ らの

可能性 を検討す るため、領域A、Bが 転写抑制活性 を持 つか否 か、また、抑制活性 を持 つ場合 には

それがTup1-Ssn6複 合体 に依存 す るか否 か を調べ た。抑制活性の検定 レポーターとしてはUASp∬084

Ep-PHO84p-PHO5を 使 った(pRAV;Reppressionassayvector;p898;Fig.7)。UASpHo84Ep-PHO84p-

PHO5レ ポー ターはPHO84プ ロモ ーター上の一つのUASで あ るEを 持 ってお り、培 地中の リン酸濃

度が低い ときに転写活性化 因子Pho4に よって転写が活性化 される。 この レポー ターの上流領域 に

URSを 持 つ領域 を挿入 すれば、低 リン酸 条件 において も発現 が見 られな くなる。PHO84遺 伝 子の転

写はTup1-Ssn6の 制御 を受 けない ことを確 認後 、UASpHo84Ep-PHO84p-PHO5上 流 に領域A、B、C

を挿入 し、pRAV-A、pRAVB、pRAV-Cを 作成 した。次 に、pRAV-A、pRAV-B、pRAV-C及 びpRAVを

TσPヱ+株 及 び加p1変 異株 に導入 し、YPDA(high-Pi)培 地及 びYPDA-Pi(low-Pi)培 地 にお ける発

現 を調 べた。その結果 、野生型株 ではpRAV-A、pRAV-Bレ ポー ターの低 リン酸条件下 にお ける発現

が低 く抑 え られた。 これ に対 して、 加p1変 異株 では、いず れの レポー ター もYPDA培 地、YPDA-P

i培地 と もに高い発現 を示 したが、その発現量 は同 じではな く、YPDA-Pi培 地において、 よ り高い

発現が認め られた(Fig.16)。 この事 は、低 リ ン酸条件下 におけるPho4依 存 的な転 写活性化 が領域A、

Bに よって抑 制 され、 この抑制が 加pヱ変異株 では解 除 される ことを示 している。以上 の結 果か ら領

域A及 び領域Bに は、Tup1-Ssn6複 合 体が作用 す るURSが 存在 しているこ とが示唆 された。領域Cに

は転写抑制が認 め られ なか った(Fig.17)。 そこで領域A、 領域Bに 存在 が示 唆 された転 写抑 制領 域

をTσPヱ ーURSA、TσPヱ ・URSBと 名付 けた 。領域A、 領域BはPHO84遺 伝子 のUAS-Eに 加 えUAS-Dを

持つ レポ ーター(p896;Fig.7)を 用 いた時 にも十分 な抑 制能 を示 した(datanotshown)。 また、領域

A、B、Cを 逆向 きにpRAVに 挿入 した ところ、領域A、Bは 正方向の場合 と同様 にTup1依 存的 な

抑制能 を示 した。一方、正方 向に挿入 した時転写抑制活性 を示 さなか った領;域Cは 逆向 きに挿入 し

た場合 には抑制 を示 した。 しか し、 この抑制 は加pヱ変異株 で も見 られた ことか ら、Tup1と は独 立 し

た抑制 と考 え られた。
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一2135

IMEIpromote『

ABC

_1216-621P王 晒05
-354『32-9ユ5

1…1

一1368

一 」'一 ・墨

rAPaseactivity(皿u/皿1/OD66δ

TσP1 甜P1

PEO84PPEO5Rep・Derep・

E

Rep. Derep.

pRAV[順 三三三二 〇.7士0.31g.5±0.8

pRAV-A圏 團咄=====i二2・1士0.46。0士0.8

pRAV-B-0.8±0.172±2,0

pRAV・C【 蝋=…=コ ニ3.5士L232.7±6.7

-

pRAV・RRC

5.1±1.425.4=ヒ2.1

11.7±2.929.6±4.0

20.7士2.642.9土7.0

5.8±1.124.1=ヒ5.3

Fig.16TσP1依 存 的 な転 写 抑 制領 域 の 限定

ZMEヱ プロモー ター由来の領域A、B、C及 びRRC領 域 ををpRAVベ ク ター上 の

UASpH(B4p・PHO84p・PHO5の 上 流に挿入 したpRAV-A、pRAV-B、pRAV・Cを 野生型株

(Tu:Pヱ+)と 亡ロpヱ変 異株 に導入 した。:培養 にはYPDA培 地お よびYPDA-Piを 用 い、培養 条

件及 び測定法 はTable11に 従 った。記号□ はPho4結 合配列UASpH(B4Eを 示 している。そ

の他 の記号 はFig.13、Fig .15に 従 った。

第5項1MEヱ 遺伝子 の転写制御系 とTup1-Ss駐6抑 制系の遺伝的相互作 用

以上述べて きた よ うに1MEヱ 遺伝子 は正 、及 び負 の多様 な制御 を受けてい る。本項で は、転写活

性化経路(Ri皿1、Mck1、Ime4経 路)及 び栄養飢餓信号、及 びRme1抑 制 とTup1-Ssn6抑 制系の 関連 を遺

伝 学的 に調べ た。 まず、 α型 を示 すTσP1+抹(SH3870)及 び加pヱ変異株(SH3871) 、接 合型抑 制が

解 除 されるためにa/α 型細胞 とな ったsfr3破 壊株(SH3842)、sjr3加pヱ ニ重変異株(SH3992)を

YPDAc(YPDA培 地に0.5%の 酢酸 カリウム を加 えた もの)に よって培 養後 、胞子形 成培 地 に移 し、

0時 間、3時 間、6時 間後 の1ME1遺 伝子 の転 写 を調べた。その結果、SH3870(TU:P1+)、SH3842

(TσP1+sfr3)株 で は ともに、胞子形成培地 に移 して6時 間後 に転写が見 られた。これに対 して、

SH3871伽pヱ パSH3842(TびPヱ+sfr3)変 異株 ではYPDAc培 地で も㎜1の 転写が見 られたが、胞
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子形成培地 に移 す と時間が経過す るにつれて転写が活性化 さた(Fi忌17)。Tup1-Ssn6抑 制が解除 され

た状態で も転写の誘導がかか ることか ら、少 な くとも栄養源信号 を受 けて1MEヱ 遺伝子の転写 を活性

化す る転写活性化経路 がTup1-Ssn6抑 制 とは独 立 に存在 している事が示唆 される。 また、a/α 型の

接合型 を示すsfr3破 壊株 で は、 α型で あるSH3870株 と同様 に栄養飢餓 による誘導が見 られた。 この

結果 は、 α型 あるい はa型 細胞 で働 くとされてい るRme1抑 制が胞子形成培地 では機能 しない との

考 え(清 水博士 、私信)と 一致 してい る(Fig.17)。 また、 この時、SH4056(TσPヱ+∫1N4+)株 及 びそ

の亡叩ヱ遺伝子破 壊株(SH4057)に おい て も同様の結果が得 られ、sfn4変 異 を加 えて も(sfn4TσP1+

株;SH4058、sfn4亡 叩ヱ株;SH4059)変 化が見 られなか った(datanotshown)。

hour

∬M君1》

ACT1》

TUP1+S∬R3+ε 叩1S∬R3+TσP1+。f.3t叩1。f.3

036036036036

嘉 蜘 購 』1'一:噸韓 鰹勢　

癖熱・章導 勢 奪 拳 辮 欝噸撫 撫

Fig.17染 色 体 上 ネ イ テ ィブ1MEヱ の転 写 誘 導 と加pヱ 変 異株 に よ る加 算 効 果

丁σPヱ+株(SH3870)、 亡upヱ変 異株(SH3871)、TσPヱ+sfr3破 壊株(SH3842)、 ωpl

sfr3二 重変異株(SH3992>を 用 いて、1ME1遺 伝子 の胞子形成培 地における転写 の

誘導 を調べ た。YPDAc(YPDA+0.5%酢 酸 カリウム)で12時 間培養後 、胞子形成培

地 に移 した。0時 間、3時 間、6時 間培養 した後 、RNAを 回収 し、 ノザ ン解析 を

行 った。プローブ及 び実験方 法はFig11に 従 った。

1MEヱ 遺伝子 の転 写活性化経路 と して3つ の経路が知 られてい るが、亡叩ヱやss刀6変 異株 では、

そのいずれかが胞子 形成培 地 において活 性化 されてい る可能性があ る。それぞれの経路の転写活性

化 に関与する因子 であ るMOK1、1ME4、RIM1遺 伝 子 については、その単独 破壊株 、二重変異株 、三

重変異株 となるに従 って胞 子形成能が低下す る事が知 られている(Su&Mitchell1993)。 また、同時

に これ らの遺伝子 のマルチ コピーベ クター による高発現 に よって加Eヱ 遺伝 子の転写の活性化や胞子

形成率が向上す る との報告 もある(Sue亡an993,Negeborne亡an991>。 もし、Tup1-Ssn6抑 制が こ
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れ らの転 写活性化経路 の働 きによって解 除 され るので あれば、野生型株 で、これ らの遺伝子 を高発

現す る事 に よって転写 の活性化 がみ られ ると考 えた。

そこで・RIMヱ ・MCKム1ME4遺 伝子 を含むマルチ コピー プラス ミ ドYEp-RIMヱ(P1261) 、YEp-

Mα(ヱ(p1262)、YEp一 ヱME4(p1263)を 野生型株 に導 入 し、その効 果 を調べた。 レポーター として

p1111(1MEヱ の全長 を持 った1MElp-PHO5)及 び、pAAV-A(領 域A)、pAAV-B(領 域B)を 持つ野生

型株 に対 してYEp-RIMヱ 、YEp・MCKヱ 、YEp-1ME4を 導入 した。その結果 、YEp・RIMヱ 、YEp-Mα ζ1、

YEp一ヱ初E4の いずれ を導入 して も、全 ての株 にお いて活性化 は見 られ姦かった。従 って、 これ らの

転写活性化経路 はTup1-Ssn6抑 制系 を解除す る経路で はない と考 え られ る。 また、 この結果 は蜘 ヱ変

異 に よって、上記 の転写活性化経路 の一つが活性化 され るので はない との仮説 を裏付 ける結 果であ

る。

次 に、 亡αpヱ変異株 にお けるRlne1抑 制の効果 について調べた。 吻 ヱ変異株 ではRme1が 働 くRRC領

域があ る場合 に も転 写が活 性化 され ること、 また、R・ne1タ ンパ クは単独 では転写抑制 能が ないこ と

か ら(Covitz&MitcheH1993)、Rme1抑 制 はTup1-Ssn6複 合体 を介 して行 われてい る可 能性が ある
。そ

こで、Rme1抑 制 に必要 なRRC配 列(Rme1タ ンパ クの結合 配列 を含 む、 ・2146～ 一1769の 領域)をPCR

法に より増幅 し、塩基置換の ない こ とを確認後、UAS珊084-Ep-PHO84p-PHO5レ ポー ターの上流 に

挿入 した(P1207;pRAV-RRC)。 このP-RAV・RRCレ ポーターを野生型株 に導入 した ところ、低 リン酸

培地 にお ける発現が抑制 された。Rme1タ ンパ クは単独 では転写抑制 能を示 さず 、未同定の タンパ ク

と相互作用 して転 写 を抑制 しているこ とが示唆 されている(Covitz&Mitchell1993) 。 も しRme1タ ン

パ クによる抑 制がTup1・Ssn6複 合体 を介 して もた らされ ているのであ れば
、RRCに よる転写抑制効果

は甜p1変 異株 では見 られない と考 え られる。そ こで、pRAV-RRCレ ポ ーター を加pヱ変異株 に導入 し
、

rAPase活 性染色 を行 った ところ、野生型株 と同様 に抑制能が見 られた。 この結果 は、1MEヱ 遺伝 子の

転写抑制 にRme1抑 制 とTup1-Ssn6抑 制が互 いに独立 して働 いてい ることを示 してい る。

第6項sfn4変 異 に よ る∬ME1遺 伝 子 の活 性 化 とTup1-Ssn6抑 制 及 びRme1抑 制 の効 果

第2章 において、sfn4変 異株 で は1ME1遺 伝子 の基礎転 写が活性化 され る事 を示 した。一方 、

㎜ ヱ遺伝子 は、Tup1-Ssn6抑 制 やRme1抑 制 を受 けているの で、 この事実 はsfη4変異 に よって活性化

された基礎 転写が、RRC領 域 、TσPヱ ーURSA、 及 びTσP1・URSBに よっては抑 制 され ない可能性 を示 し
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ている。pRAV上 のUASpH(沼4-Ep-PHO5レ ポー ターは、sfn4変 異株 におい て、高 リン酸培地で も高い

発現 を示 し、低 リン酸 条件では、 さ らに高い発現 を示す。 これは、sfn4変 異 に よって活性化 される

基礎 転写 と、低 リン酸 条件下でPho4に よって活性化 され る転写 とが加算 的 となったため と考 え られ

る。次 にpRAV-RRC、pRAV・A、pRAV・BをSIN4+株 及 びsfn4変 異株 に導入 し発現 を調べ た ところ、

低 リン酸条件下 にお ける転写の活性化(Pho4に よる活性化)が 抑制 された(Table13)。 対 照的にsfn4

変異株 では、高 リン酸条件下で、領域A、 領域Bを 挿入 した レポー ターでは発現 が認め られたが、

RRCを 挿入 した レポー ターは活性化 されなか った。 これに対 して低 リン酸条件下では全ての レポー

ターで発現が認め られた(Table13)。pRAV-RRCレ ポーターにお いてPho4に よる活性化 がsf丑4変 異

株 で見 られた ことは、Rme1抑 制がPhQ4の 機能 を押 さえ るため にはSin4タ ンパ クが必要 であるこ とを

示 してい る。 この結果は、RRC-CyCヱp一 ∫acZ遺伝子 の転写活 性化 因子Haplに 対す る抑制がsfη4変異

に よって解除 され る との知見(Covitze亡aH994;Shlmizue亡an997)と 一致 してい る。これに対 して、

RRCを 挿入 したpRAV・RCC(RCGUASpH(B4・Ep-PHO5)レ ポー ターでは高 リン酸条件下 で発現 が見 られ

ない ことか ら、RCC配 列 はsfn4変 異 によって活性化 される基礎転写 を抑制す るこ とが分 かった。 こ

の結果 より、Rme1タ ンパ クはSln4タ ンパ クの無い状 態で も、基礎 転写に対 す る抑 制能 を持 つ ことが

示 された。

Table13sfη4に よって活性化 され た基礎 転写 に対す るRRC、 領域A、 領域Bの 抑 制

rAPaseactivity(mU/m〃OD660)

プラス ミ ド ∫1N4+野 生型株 sη4変 異株

十P 一Pi 十P 一Pi

pRAV

pRAV-RCC

pRAV-A

pRAV-B

3.1±1.312.3±2.1

0.9±0.84.5±1.4

2.1±2.66.0±0.8

,0.7±0ユ7.2±2.0

20.5±4.927.8±2。5

2.5±1.813.7±2.5

9.8±6.012.2±6.5

10.5±4.612.0±5.5

SH3700(∬N4+)株 、SH2921(sfη4-206)株 の ロra3遺 伝 子 座 に 導 入 し た 種 々 の レ ポ ー

タ ー 遺 伝 子 のrAPase活 性 の 測 定 し た 。 培 地 はYPDA(+Pi)、 及 びYPDA-Pi(一Pi)

を 用 い た 。 培 養 条 件 及 び 実 験 方 法 はTable11と 同 じ 。pRAV-RRCはp1207、pRAV-Aは

p1122、pRAV-Bはp1228
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一方
、1MEヱp-PHO5遺 伝 子がsfη4変 異 によって活性化 され ることか ら、Tup1-Ssn6抑 制がsfη4

変異 によって不 安定化 されてい る可能性があ る。1MElp-PHO5遺 伝子 と同様 に、pRAV-A及 び

pRAV-Bレ ポーター もsfn4変 異 によって活性化 された。 しか し、pRAV-A及 びpRAV-Bレ ポーター とも

に高 リン酸条件下 と低 リン酸条件下 のいず れにお いて も、ほぼ同程度 のrAPase活 性 しか見 られな

か った。sfn4変 異 におけ る基礎 転写は高 リン酸条件下、低 リ ン酸条件下 ともに一定 であ る(第2章

Table7)こ とか ら、 この結 果は、Pho4に よる活性化が抑制 されているため と考 え られる。以上 の結

果 は、Tup1・Ssn6複 合体 に よって、sfη4依存 的な基礎転 写の活 性化 は抑 制 されないが、UAS依 存 的な

転 写は抑 制 される事 を示 唆 している。 この可能性 を検討す るため、 プロモーターのシス配列及 び作

用 因子 について解析 が進 んでい る∫TE2遺 伝子 の転写制御領域 を用 いてsfn4変 異 に よる活性化 と

Tup1-Ssn6抑 制 との 関連 について調べた。∫TE2遺 伝 子 は接 合型がa型 の時 には、P配 列 に結合す る

Mcm1タ ンパ ク とフェロモ ン応答領域(PRE>に 結合す るSte12タ ンパ クに よって転写が活性化 される。

しか し、 α型の細胞 ではMcm1タ ンパ クの両側 に α2タ ンパ クが結合 して、これにTup1-Ssn6複 合体

が結合 し、隣接す る上流及 び下流 のヌク レオ ソーム を強固 にポ ジシ ョニ ングさせ、転写抑制 を引 き

起 こす と考 え られてい る(Gantere亡an993)(Fig.18)。

a型

Mcm1

Ste12

一 ＼ 「一→

TATAbox

α型 ⑳Tup1-Ssn6

complex

ヌ ク レ オ ソ ー ム

Fig.18α2タ ンパ ク に よる転 写 抑 制 とTup1/Ssn6複 合 体

α2の 抑制 を受 ける遺伝子 は接合型 がa型 の細胞 において はP配 列 に結合す る

Mcm1タ ンパ ク とフェロモ ン応 答領域(PRE)に 結合す るSte12タ ンパ クに よって

転写が活 性化 され る・ しか し、 α型の時 にはMcm1タ ンパ クに加 えて α2タ ン

パ クが結合 して転 写 を抑 制す る。 この とき転写抑 制 にはTup1-Ssn6複 合体が機能

してい る。 また α2タ ンパ ク結合領域 の上 流及 び下流 にはヌ クレオソームが強 固

にポジ シ ョニ ング してお り、その結 果転 写 に必要 なタンパ クの接 近や結合が妨

げ られ ると考 えられている(Gantere亡an993)。
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∬E2遺 伝 子 上 流(ATG上 流;一232～ ・141の 領 域)由 来 の142-bpEcoRI-HfndllI断 片 をp891(Fig.4)

のEcoRI-Hfndlll部 位 に 挿 入 し、URS∬E2UAS∬E2・ △UAS・PHO84p・PHO5レ ポ ー タ ー を 持 つp962を 作

成 し た 。 ほ ぼ 同 一 遺 伝 背 景 を も つ α型 株 、SH4056(ε1N4+TσP1+)、SH4057(sfη4TσPヱ+)に つ い

て 、pYMS8(Mukaieねn991)か ら切 り出 し た 加pヱ::五Eσ2DNAを 含 む11fndIII断 片 を用 い て 形 質 転 換

を 行 い 蜘 ヱ遺 伝 子 株 を 破 壊 し た 。 サ ザ ン解 析 に よ っ て 加pヱ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た こ と を確 認 し、 そ れ

ぞ れSH4058(∫1N4+亡 αPユ)、SH4059(sfn4加P1)と 命 名 し た 。SH4058(sfn4伽 ヱ)及 びSH4059(sfη4

加pヱ)は 非 接 合 型 を 示 す 事 か ら 、 こ れ ら の 菌 株 に お い て は 加pヱ 変 異 に よ り α2抑 制 が 解 除 さ れ て い る

と考 え ら れ た 。 そ こ で こ れ らの 株 にp862及 びp891を 挿 入 し、 そ の 発 現 を 調 べ た 。 こ の と き、 対 照 と

し て 用 い た △UAS-PHO84p・PHO5レ ポ ー タ ー(p891)は 、SH4056(∫1N4+TU:P1+)及 びSH4058

(SIN4+亡 αpヱ)で は 発 現 が 見 ら れ な い が 、sfn4変 異 株 を 持 つSH4056(sjn4TひPヱ+)及 びSH4059(sfn4

加pヱ)株 で は ほ ぼ 同 程 度 の 高 い 発 現 を 示 した(Table14)。 こ れ に 対 して 、URSsTE2UASsTE2一 △UAS-

PHO84P-PHO51/ポ ー タ ー(P962)はSH4056(SIN4+TUPヱ+)で は 発 現 が 見 ら れ な い が 、SH4058

(SIN4+⑳ ヱ)株 で は 高 い 発 現 を 示 し た(Table14)。 こ の 結 果 は 、 α2に よ る抑 制 が 加pヱ破 壊 株 で は 解

除 さ れ た た め 、 転 写 活 性 化 因 子Ste12に よ っ て 、 こ の レ ポ ー タ ー の 転 写 が 活 性 化 さ れ た 事 を示 し て い

る 。

Table14Tup1-Ssn6抑 制は、sfn4変 異株 において基礎転写 を抑制で きないが、UASに

よる転写 は抑制 で きない

rAPaseactivity(mU/m〃OD660)

Genotype

△UAS-PHO84p URS∫lrE2-UASsTE2・ △UAS-PHO84p

SIN4+TひPヱ+

sfη4TσP1+

SIN4+△ 加P11)

sjn4△ 亡ロP11)

1.6±1.0

17.8±2.7

5.2±2.4

15.3±1.6

1.6±1.1

11.0±3.2

105.2±7.0

113.4±4.7

△UAS-PHO84p-PHO5及 びURSsTE2-UASsTE2△UAS-PHO84p-PHO5レ ポ ー タ ー の ε1N4+

TσPヱ+株(SH5056)、sjn4Tθ:P1+株(SH4057)、SIN4+△ ゆ ヱ株(SH4058)、sfη4△

伽 ヱ株(SH4059)

1)△ 亡ロp1は 亡ぴpヱ::五Eσ2破 壊 ア レ ル の 挿 入 に よ っ て 破 壊 さ れ たTσPヱ 遺 伝 子 を示 す 。 △UAS-

PHO84pはPHO84遺 伝 子 のup・promoterを 除 去 したdown-promoter部 分(一257～ 一1、

ORFの 開 始 コ ド ン のAを+1と す る)、 ま た 、URSSTE2・UASsTE2・ △UAS-PHO84p-PHO5

(p962)は ∫TE2遺 伝子 のURS及 びUASを 含 む91-bpの 簿域(一231～ ・141;ORFの 開始 コ

ドンのAを+1と す る)を △UAS-P11084p-PHO5遺 伝子 の上流 に挿入 した レポー ター を

示 す。
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これに対 し、∬E2遺 伝子のURSやUASを 含むURSsTE2UASsTE2一 △UAS-PHO84p ・PHO5レ ポー

ターの発現 は、SH4057(sfη4TσPヱ+)株 で も検 出で きるが、 この株 にさ らに⑳ ヱ変異 を導入す る こ

とによって一層高い発現が見 られ ようになった。訂N4+野 生型株 の場 合
、加pヱ遺伝 子の破壊 に よっ

て活性値 に103.6unit(1 .6か ら105.2に)の 上昇が見 られるが、sfn4変 異株 ではそ の上昇が102 .4unit

(11.0か ら113.4に)で あった(Table14)。 加pヱ変異 を導入 した 時に増加 した発現量 は、転 写活性化 因

子Ste12に よって活性化 され る発現量 と考 え る事 がで きる。従 って、この結果 より、Tup1-S、 、6抑制

はsfn4変 異株 で も野生型株 と同 じように、Ste12に 対 して正常 な抑制能 を発揮す るこ とが示 された。

この時、sfη4変 異 によって転 写が活性化 され る事 実は、Tup1-Ssn6抑 制が基礎 転写 を抑制 で きない事

を示唆 している。そ こで、 この可能性 を検 討す るた め、∫TE2上 流 由来の142-bpEboRI・ 研ηdIII断

片 をUASpH(沼4-Ep・PHO84p-PHO5の 上流 に挿入 したURS∬E2UASsTE2-UAS盟(沼4Ep-PEO84p -PHO5

(p1146)レ ポ ーターを作成 し、SH4056(∫1N4+TσPヱ+)、SH4057(sfn4TσP1+)株 に導入 した。そ

の結果、SH4056で は低 リン酸条件下 にお いて も発現 の活性化 は見 られなか った
。 これ に対 して、

SH4057(sf盤4TσP1+)株 では培 地条件 にかか わ らず 、高いrAPase活 性が見 られた。 しか し、低 リン

酸条件下 で も、Pho4タ ンパ クの働 きによる発現量の増加 は見 られなかった。以上 の結 果 よ り、

Tup1-Ssn6複 合体 は、sfη4変異株 で も転写活性化 因子 による転写 は抑制 で きるが
、sfη4変異 に よって

活性化 した基礎 転写 を抑制す る事 は出来 ない と結論 した。

第7項sfη4変 異 に よる位 置依存 的転写活 性化

ロra3座 や1eロ2座 に挿入 した班∫5p-PHO5及 び1MEヱp-PIIO5レ ポ ーター はsfη4変異 に よ
って活性化

される(Table4、Table10)。 しか し、班35や1MEヱ の本 来の遺伝子座(ネ イテ ィブ座)で の転写 は

活性化 されない(Fi審4、Fig.7)。 従 って、ネ イティブ座 には班35p-PHO5及 び1MEヱp -PHO5レ ポ ー

ターで用 いた領域 よりも上流 に、sfη4変 異株 での基礎 転写 の活性化 を妨 げる配列 が存在 してい る可

能性があ る。 しか し、1MEヱp-PIIO5(p1065)レ ポー ターは3-kbp以 上 の上流 配列 を持 ってお り
、 また

down-promoterの 直前 に配置す る と基礎転写 に対 す る抑制能 を示すRRC配 列 も2 -kbp上 流か らでは抑

制能 を示 さない ことか ら(Table13)、sfη4変 異の位置依存 的な効 果は染色体 の位置 によるクロマチ

ン高次構造 の差 に よる との可 能性 が示 唆 され る。そ こで、本項 では、sfη4変 異株 におけ る異な る染

色体 の位置でのPHO5遺 伝子の発現 の違 い を調べ 、染色 体の位置 に よるsfη4変 異 の効果 の差 につい

て知見 を得 ることを試みた。
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まず、ネイテ ィブpho5-1座 に対 してPHO5遺 伝子 を挿入 また は置換 に よって組み込 んだ株 を作

成す るため に以下の操作 を行 った。PHO5遺 伝 子(p512;Fig.4)を 珈alで 切 断す る事 に よって線状

化 した後、SH2907(∫IN4+p加5ヱ)株 、及びSH2921(sfn4pho5一 ヱ)株のpho5一 ヱ座 に挿入 した 。得 ら

れた形質転 換体 はSH3160(∬N4+pho5-1::【PHO5+σRA3】)株 、SH3164(sfn4p加5一 ヱ::IPHO5+膿A3D

株 と名付 けた。いずれの株 も染色 体上 で上流 にネイテ ィブPHO5座 の配列 を持つpho5-1遺 伝子がYlp

型 プ ラス ミ ドとともに挿入 されUra+と なってい る。 これを5-FOAを 含 む培 地に塗布 し生育 したク

ロー ンを選 択 した ところ、全ての クローンでUra　 を示 した こ とか ら、組換 えに よって、挿入 プ ラス

ミ ドが欠落 した もの と考 えた。 これ らの株の うち低 リン酸条件下でrAPase+表 現型 を示す株 を取得

し、SH3889(∫1N4PHO5)株 、SH3677(sfn4PHO5)株 と命名 した。 この時、SH2907株 及 びSH2921

株 に存在 したpho5-1変 異ア レルが野生型のPHO5遺 伝子 に置換 したこ とを(Fig19)サ ザ ン解析 に

よって確 認 した。次 にmネ イテ ィブPHO5座 の上流配列が 、ロra3座 にお いて も、sfn4変 異 に よる基

礎転 写の活 性化 を抑 制出来 るか否か を調べ るた め以下 の操作 を行 った。SH3160(∫1N4+pho5一

ヱ::[PHO5+σRA3】)か ら調製 した染色体DNAを 研ηdlII認識部位 で切 断 した後、 リガーゼ を作用 させた

反応 液 を用いて大腸 菌 を形質転換 した。 アンピシ リン耐性 となった大腸菌 か らプ ラス ミ ドを回収 し

制限酵素解析 を行 った。 この プラス ミ ドにはネイテ ィブPHO5遺 伝子上流の5.5-kbpの 断片が クロー

ン化 されてい ることが分か った。PHO5遺 伝子の プロモ ーター領 域 と一部のORFを 含 む5.5-kbpの

Hfηdlll-Saπ断片、及 び2.8-kbpEooRI一 εaH断 片 をp512のHfndIII-Sa∬ 部位及 びEcoRI-S誼 部位 に挿入 し、

それぞ れ、P841、P842と 名付 けた。野生型株(SH2907)、 及 びsf丑4変異株(SH2921)に 対 して、

p841は ∫maIで 切 断 して線状化 した後ura3座 に、p842はBgmで 切断 して線状化 した後pho5一 ヱ座 に

挿入 した。

PHO5遺 伝子 をロra3座 及 びpho5一 ヱ座 に挿入及 び置換 した株 につい てrAPase活 性 を測定 した結

果、訂N4+野 生型株で は、 いず れ も高 リン酸条件下 で発現 が見 られず、低 リン酸条件下で は同程度

の活性化が見 られた(Table14)。 対照 的にsfη4変 異株 では、ロra3座 に挿入 した場 合、 プロモ ーター

が0.5-kbpの 場合 も(p512)、5.5-kbpの 場 合 も(p841)、 同程度 に高 リン酸条件下 での基礎 転写が活性

化 された。pho5一ヱ変異遺伝子が 、野生型 のPHO5に 置 き換 わ った ものではsfn4変 異 に よる基礎 転写

の活性化 は見 られなか った(Table14)。 ネイテ ィブPHO5遺 伝 子が野生型であ るSH1877株 につ いて

sfη4遺伝子 の破壊 を行 った:場合 に も、高 リン酸 条件 下での基礎転 写の活性化 は見 られ なか った(data

notshown)。 この結果か ら、PHO5遺 伝子座 では、sfη4変 異 による基礎 転写の活性化が抑制 されてお

り、その抑制活性 を持つ領域 は少な くとも転 写開始 点の上流5.5-kbp及 び下流約5・kbpの 領域 には存

在 しない事が分か った。 この時、p512及 びp842をpho5・ ヱ座 に挿入 した:場合 にsfn4変 異 に よる部分

的な活性化 が見 られたこ とか ら、遺伝子 の挿入 に より第II番染色体の挿入部位近傍 にクロマチ ン構造
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変化が担 こった可能性 も考 え られる。以上 の結果 より、ネイテ ィブp加5一ヱ座 の上流 あ るいは下流 の

5-kbpよ りさらに離 れた領域 にsf麟 変異 の効果 を打 ち消 すサイ レンサー配列 が存在 す るか、あ るい

は、染色体の クロマ チン構造が りra3座 とpho5座 では異 な ってお り、ネイテ ィブPHO5座 ではsfn4変

異に よる転写 の活性化が起 こ らない ようなクロマチ ン構造 をとってい る可 能性 が示 唆 された。

PHO5置 換 ・愚耀 騰§轍 灘 籔霧霧雛鰻 ρμ05

P842pho5-1座 下流 灘灘 翻 四 醗 羅羅一{璽 ト ー翻四 躍 羅醗

・512・h・5冒1座上流 羅 羅 劉 囮 墨梱 一一糠 翅 囲醗 醗 懸

p841αra3座 挿 入

P512ロra3座 挿 入

Fig。19P1105遺 伝 子 の 染 色 体 へ の 組 み 込 み と置換

p512を 即alで 切 断 して線状化 し、pho5一ユ遺伝子下 流 に挿入 した。P512を 挿入 した株

か ら5FOA耐 性株 を取得 する ことに よ り、pho5ヱ 変異遺伝 子が野生型PHO5遺 伝 子 に

置換 した株 を得 た。p842はBg丑1で 切断 して線状化 し、pho5一 ヱ遺伝 子上流 に挿入 した 。

p512及 びp842は それぞれ∫加1、∫皿alで 切 断 して線状化 し、 ロra3座 に挿入 した。黒及

び灰色のboxは 第II番 染色体 を、斜線及 び白のboxは 第V番 染色体 由来のDNAを 示 してい

る。白の線 はpBR322由 来のDNAを 示 す。

Table14PHO5座 及び σRA3座 におけ るPH「05遺 伝 子の発現

一一
rAPase活 性 値(皿U/m〃OD660)

プラスミド及び

挿入(置 換)位 置

∫刀V4野生 型株a sfη4変異株b

十Pi 一Pi 十Pi Pi

PHO5置 換

p512ep加5・ ヱ座 上 流

p842fpho5-1座 下 流

p512Cura3座 挿 入

p841dロra3座 挿 入

0.3±0.3

0.4±0.6

0.5±0.5

0.6±0,6

0.4±0.4

21.4±9.1

14.7±3.7

16.2±3.7

19.5±2.9

163=ヒ2.6

α4±0.412.9±3.0

7.5±1.021.5±2.6

3.6±0.713.7±3.4

14.9±3.842.4±1.3

129±2.424.0±6.9

aSH2907、bSH2921を 宿 主 として用 いた

c∫加Id∫ 孤aIe恥aIfBg∬ 認識部位で直鎖化 して形質転換 に よって導入 した。
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第8項 プラス ミ ドの高次構 造 に及 ぼすs盈4変 異の効果

前項におい てs加4変 異 による基礎 転写の活性化が染色体上の位置 によって異 なるこ とを示 した。

そ して、 これが染色体 の高次構 造が異 なる為 に生 じた可能性 を示唆 した。 しか し、染色体 その もの

を対象 として高次構 造 を解析 す る事 は困難であ る。そ こで、本 項では解析 が容易 であ り、染色体 の

高次構 造 を反 映 している と考 え られ る環状 プラス ミ ドを用 いて、 この仮 説の検証 を行 った。具体 的

にはクロ ロキ ンを含 む電気泳動 に よって、sfn4変 異株 と野生型株 とで環状 プ ラス ミ ド(YCp50)の 超 ら

せ ん密度 の比較 を行 った。 その結果 、s加4変 異株 では移動度 の小 さいバ ン ドの分布が増加 している

こ とか ら、超 らせ ん密度が減少 しているこ とが分 かった(Fig .20)。 このこ とは、sfn4変 異 に よって

プラス ミ ドのパ ッケー ジングが緩 んでい ることを示 してお り、sfη4変異 に よって染色体高次構造が

緩 む為 に転写が上昇 す るとの考 えを支持 してい る。
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Fig.20環 状 プ ラス ミ ドのパ ッケ ージ ン グ と超 らせ ん密 度 の 検 出

野生型株(SH2907)、sjη4変 異株(SH2921)にYCp50プ ラス ミ ドを形質転換 に より導入 した。

形質転換体 をUra一 培 地で培養 し、回収 したDNAを クロロキンを含 む1%ア ガロース ゲル(ク

ロロキンを、 ゲル に2 .5μg/m4、TBE緩 衝液 には0.8μg/m4の 濃度 となる ように加 えた)で

40V、30時 間泳動 した。環状 プラス ミ ドは細胞内 にお いて小 さ くパ ッケ ージングされた構造

を取 ってお り、ヌ クレオ ソーム などタンパ クを除去 す ると負の超 らせ ん構造 を取 ることが知

られてい る。 この:場合 、超 らせん密 度 はパ ッケ ージ ングの度合い に対応 してお り、 コンパ ク

トにパ ッケージ ング されている程 、超 らせん密度が高い と考 えられてい る。超 らせん密度は

ク ロロキ ンを含 む電気泳動 に よって検 出で き、超 らせ ん密 度が小 さいほ ど移動 度が遅 くな り、

超 らせん密度 が一つ異 なるご とに一つのバ ン ドが現 れ る。真ん中にサザ ン解析 の結果 を示 し、

右 にはそのバ ン ドの強 さと移動度 の関係 を図示 した。左 に示 した環状 プ ラス ミ ドは移動 度か

ら予想 される凝縮状態 を模式 的に表 した。
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次 に、sfn4変 異 においてヌク レオ ソーム構 造が変化す るか否 か につい て知 るため、p504(YCp型

PHO5ベ ク ター)を持つSH2823株(∬N4)とSH2825株(sfη4>を 高 リン酸条件下 にお いて培養後
、 クロ

マチン抽 出液 を調製 し、MNaseに よる消化 を行 った。1%ア ガロース ゲル電気泳動後、サザ ン解析

を行 った結果、sfη4変異株 にお いて も野生型株 と同様 の消化パ ター ンが見 られた。 また、転 写開始

点 よ り約1.1-kbp上 流のPs亡1認 識部位 で切 断 した場合 には、ヌク レオ ソームの強度 を示 す超感 受性 部

位 も検 出 された(Fig.21)。 これ よ り、sfη4変異 に よってPHO5プ ロモ ーター領域 でのヌク レオ ソーム

のポジシ ョニ ング、及 びその強度 には大 きな変化 は起 こ らない と考 え られ た。 また、転写 開始点 よ

り約0.4-kbp上 流 のHfndIII認 識部位 で切 断 した:場合 にも消化パ ター ンに大 きな差が見 られなか ったが
、

160-bp前 後 の大 きさのバ ン ドがsfη4変異株 では多 く見 られた。 この結 果はPHO5近 傍 はMNaseに よ

る消化 において感 受性 が高い事 を示 してお りMacateeら の報告(1997)と 一致 している。以上 の結 果

よ り、s加4変 異株 では染色体 の高次構 造が ゆるんでい ることが示 唆 された 。
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Fig.21sf丑4変 異 株 に お け るPHO5遺 伝 子 上 流 の ヌ ク レ・オ ソ ー ム 構 造 の 決 定

SH2823(∫1N4;lane1 ,2,3,7,8,9)、SH2825株(sfn4;lane4,5,6,10,12 ,13)をUra一 高 リ ン酸 最

:少培 地 でOD660=1～1.5ま で 培 養 し た 。 抽 出 し た ク ロ マ チ ン 溶 液2m4に 対 し てMNaseを

加 え た(15U;lan…4・7・10・45U;1…2、5、8、11 、75U;lan,3、6、9、12).こ の

MNaseで 消 化 したDNA溶 液 をPs亡1(PHO5遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 よ り約1
.1-kbp上 流)あ る い は

HfndlII(PHO5遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 よ り約0 .4-kbp上 流)で 切 断 し、 サ ザ ン 解 析 を 行 っ た 。 プ
ロ ー ブ と して は 、pBR322上 の 配 列 を用 い

、1～6に 関 し て は ∫oaI-Ps亡1237-bp断 片 を 、7～12

に 関 して は1伽dlII・BamHI346-bp断 片 を用 い た 。
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第4節 考察

本研 究 におい て、1MEヱ 遺伝子の抑制系 と して、既 に報告 されていたSin4-Rgr1抑 制、Rme1抑 制

に加 え、Tup1-Ssn6抑 制 を見い だ した(Table10、Table11、Fig.11)。 この とき、MCKムRIMム

㎜ といった転写活性化経路 を構 成 してい る遺伝子 がTup1-Ssn6抑 制 をうけてお り、加p1変 異株 で

は脱抑制 されるためにIME1遺 伝子 の転 写が活性化 される との可 能性 が考 えられ る。 しか し、p1111、

pAAV・A(一1215～ 一915)、pAAV-B(一914～ ・621)を 導入 したTUPヱ+株 に対 してMCK1、RIMム

㎜4を マルチ コピーベク ターで導入 し腸 合 に もrAPase瀧 の上昇 は見 られなか った。 この こと

か ら、亡αpヱ変異株 で はMα(1、RIMヱ 、IME4に よる転写活性化経路 が活性化 されるために1ME1の 発

現が増加す るので はない と考 え られる。

エME1プ ロモ ーターには、複数 の転写抑 制領域 が存在 してい ることがわか ったので、転写活性化

因子Pho4に よって活性化 されるUASpH(冶4-Ep-PH'05レ ポ ーターを用いて、1MEヱ プロモ ーター各領域

の転写抑制能 を検定 した。その結果 、RRC領 域(pRAV・RRC)、 領域A〈pRAV-A)、 領域B(pRAV-B)、

逆 方向 に挿入 した領域C(pRAv-C')に 転写抑制能が見 られた(Fig.16)。 この抑制 能 を加p1変 異株 で

調べた ところpRAV-A、pRAV・Bの 抑制 能は見 られな くなることか ら、 これ らの領域 に、Tup1・Ssn6抑

制が作 用す るURS(TσP1-URSA、TσPヱ ーURSB)の 存在 が示唆 された 。 しか し、Tup1・Ssn6複 合体 は

直接DNAに 結合す る事が出来ず、抑 制 を行 うため には α2(Kelehere亡an992)や 、Mig1(Treiteland

Carlson1995)な どのDNA結 合 タンパ クの仲介 を必要 とす るこ とが知 られている。 このこ とか ら、領

域A、Bに 結合 してTup1-Ssn6複 合体とと もに転写抑制 に作用す るタンパクが存在する と考 え られ る。

この ようなDNA結 合 タンパ クの同定、及 びURS領 域の 限定 は今後重要な課題 であ る。一方、pRAV-

RRC及 び領域Cを 逆方向に挿入 したpRAV・C'レ ポ ーター はゆ1変 異株 で も抑 制能 を示 す事か ら、

Tup1・ssn6抑 制 とは独 立 に作用す る転写抑制機構 を担 っている ことが分か った(Fig.22)。

また、1MEユ プロモー ターの一部 を削除 した レポリ ターや、 △UASp-PHO5レ ポ ーター(pAAV;

p857)を 用 いてUAS領 域 の限定 を行 った ところ、野生型株 に導入 した ときにYPDA培 地で活性 を持 つ

レポー ターは得 られなか った。 しか し、pAAV-A(領 域Aを 持つ)、pAAV・C(領 域Bを 持つ)レ ポー

ターは 加pヱ変異株 でのみ高い発 現 を示 した ことか ら、領域A、 領域Bに は、加pヱ変異株 でのみ作用

す るUAS@pヱ ・UASA、`αpヱーUASB)の 存在 が示唆 された。1MEヱ プ ロモー ター にはすで に、胞子形成

培地で転写活性化 能 をもつUASd、 及 びUAS、 の存在が示唆 され ている(Shefereεan995)。 これ らの

UASは それぞれ、HfndlII-Bg∬1(一1368to-915)、 及 びBglII-Bgm(一914to-621)領 域 に存在 するこ とが

示 されてい る(Fig13)。 この事 実 は吻1・UASAとTσPヱ 刀RSAと が 同一 であ り・加pヱ・UASBとTσPヱ ・

URSBが 同一であ る可能性 を示唆 してい る。
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Fig.22∫ME1遺 伝 子 の転 写 制御 信 号 と転 写 制 御 の モ デ ル

α2Mcm1複 合体 を介 した∬E6遺 伝子 の抑 制系 、a1・ α2を 介 したHO遺 伝 子の抑 制な ど、Tup1-

Ssn6抑 制の多 くは、URSに 近接 して転写活性化 因子 が結合す るUASが 存在 している。Tup1-Ssn6に 隣

接す るヌク レオソームが非常 に強 くポジ シ ョニ ングされ ることか ら、UASの 近傍 にURSが 存在す る場

合 に より厳 しい抑制能 を発揮 出来 る と考 え られる(Gantere亡angg3、Ed皿ondsone亡aZlgg6)。IMEヱ

プ ロモー ターの場合 も同様 に領域Aに は、加p1-UASAとTσPヱ ーURSAの 両方が、領域Bに は、加p1-

UASBとTσPヱ ーURSBの 両方が存在 してい る可能性が示 された。 しか し、転写活性化 因子 が無 い状 態

で も、加pヱ変異株 では、Mig1やMcm1自 体 が転 写活性化 能 を持つこ とが知 られている(Tzamarias&

Struhl1995)。 従 って、加pヱ・UASAとTUPヱ ーURSAあ るいは、加pユーUASBとTUPヱ ーURSBは 、同一領域 か

も しれ ない。 .
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Tup1-Ssn6抑 制の脱抑制 は、DNA結 合 タンパ ク を介 してTup1-Ssn6複 合体が標 的遺伝子 に接近す

る過程 で制御 されている ことが多 い。例 えば、 α2抑 制系 遺伝 子 に結合す る α2や 、a1一 α2抑 制系

遺伝子 に結合 するa1一 α2複 合体 な どは脱抑制条件 では転写 されない。 これに対 して、UASに 結合 し

た転写 活性化 因子 によって抑 制が解除 され る事例 は見つか ってい ない。一倍体の 亡ロpヱ変異株 にお け

る1ME1遺 伝子 の転 写は、YPDA培 地 にお ける培養で も高い レベ ルを示す に もか かわ らず(Fig.11)、

MCKヱ 、RIMヱ 、IME4を マルチ コピーベ クターで導入 して も野生型株で は発現が見 られない ことか ら、

1MEヱ プロモー ターの場合 に も、DNA結 合 タンパ クが制御 の鍵 を握 っているのか もしれない。 しか し、

加pヱ変異株 にお ける㎜ ヱ遺伝 子の転写 は、胞子形成培地 で培養す る ことに よって、 さらに活性化

され、野生型株 よりも高い転写量 を示 した(Fig.17)。 この事実 は、少 な くとも、転 写活性化 因子 あ

るいは、 その活性化 に関与す る遺伝子が培 地条件 によって活性化 されてい る事 を示 してい る。

pRAV-A、pRAV-B及 びURS∬E2UAS∫TE2一 △UAS-PHO84p-PHO5レ ポ ーター(p862)は 、s加4変

異 に よって活性化 されるが、UASに よる転写 は、依然 として抑制 されている事 を示 した(Table13、

Table14)。 この事 実は、sfn4変 異株 で も、Tup1-Ssn6複 合体 はUASに よる転写 は抑制出来 るに もか

かわ らず 、基礎転 写 に対 して は抑 制能 を示 さない こ とを示唆 している。 α2抑 制 にお いては、s加4変

異株 において も、ヌ クレオ ソームが野生型株 と同様 にポジシ ョニ ング している事 が示 されてい る

(Macateee亡an997)。 本実験 におい て も、PHO5遺 伝子 のヌク レオソーム構 造にはsfn4変 異株 と野

生型株の 間で大 きな差 は見 られなか った(Fig.21)。 これ らの結 果は、sfn4変 異 によってヌ クレオ

ソーム構造 は変化 しない、sfη4変 異 に よる転写 の活性化 は上流 にヌ クレオ ソー ムが強固 にポ ジシ ョ

ニングす る ことに よっては抑制 されない とのモデル を可 能 と してい る。

反対 にRme1抑 制 はRCC-CγCIp-1acZに 対 す る転写活性化 因子Hap1の 接近 を阻害す る事 に よっ

て発揮 されるこ とが示 唆 されてい る(Shimizueね 貝997)。 しか し、その時 にSin4タ ンパ ク を必 要 と

する ことか ら、Rme1はSin4タ ンパ クを介 してクロマチ ン構 造 を密 にす る可 能性 が示 唆 されていた。

しか し、sfn4変 異 によって活性化 された基礎転写 は、Sin4タ ンパ クの ない状態でRme1に よって抑 制

された ことか ら(Table14)、R皿e1抑 制 とSin4抑 制 は独立 にクロマチ ン構 造 に影響 を与 える機能 を持

つ と考 えれる。Sin4タ ンパ クが クロマチ ン構 造 を密 にす ることによって転写抑制 を行 ってい るとの

モ デルは、sfη4変 異 に よって環状 プラス ミ ドの負 の超 らせ ん密 度が減少 す ること(Fig.20、Jiange亡

a1.1995)や 、MNaseに 対す る感受性が増す(Fig.21、Macateee亡an997)な どの知見 と矛盾 しない。

Tupl-Ssn6抑 制 とRme1抑 制が、UASに よる転写 に対 す る抑制 と、sfn4変 異 に よって漕1生化 され

た基礎 転写 に対 す る抑 制 について異な る効果 を示す こ とか ら、 これ ら二つ の転写活性化 は、異なる

機構 に よる可能性が示唆 された。
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第5節 要約

減数分裂 、胞子形成 の誘導 に必須 であ る1MEヱ 遺伝 子の転写 は、接合型情報、培 地中の炭素源

及 び窒素源 な ど、複数 のシグナルに よる抑制 を受 け る。 これ ら複数の抑制条件下で も、 なお高 い発

現 を示す変異株 を多数分離 した ところ、 そのなか にsfn4、 樫 ヱ変異株 、㈱ ヱ及 びss、6変 異株が含 ま

れていた。Tup1とSsn6タ ンパ ク も、Sin4、Rgr1と 同様 、多 くの遺伝子 の転写抑制 に複合体 として作

用 するグ ローバ ル リプ レッサー と して知 られてい るが、㎜ ヱ遺伝子 の転写抑制 に関与する との知 見

は本研究 が初 めてである。㎜ ヱプ ロモー ター上 に、Tup1-Ssn6複 合体 に依存的 なURS(亙pstream

&epressing墨tes)が 存在 す る可 能性 を検 討す るため、1MEヱ プロモ ーターをい くつかの領域 に分 け、

それ らの領域の転写抑制活性 を調べ た。その結 果、領域A(ATG上 流 一914～ 一621)、お よび領域B

(ATG上 流 一1215～ 一915)の2つ の領域 に、Tup1-Ssn6抑 制系 に依存的 なURSが 存在す ることが分か っ

た。

1ME1遺 伝子 の転写制御 には、Tup1-Ssn6抑 制 よりもさ らに上流か ら作用す るRme1抑 制 も知 られ

ている。Tup1-Ssn6抑 制やRme1抑 制 を受 けてい る1MEヱ 遺伝 子の基礎 転写がsfη4変 異株 に よって活性

化 される事実 は、逆 にsfη4変 異 に よって活性化 された基礎転 写がRme1抑 制 や、Tup1-Ssn6抑 制 に

よって は抑制 され ないこ とを示 している とも解釈 で きる。そ こで、sf丑4変 異株 において、Rme1抑 制

に必要な領域 、あるいはTup1-Ssn6抑 制 に必要 な領域A 、領域B(前 述)に よって、基礎 転写やUASに

よる転写が抑制 されるか否か を調べた。 その結果、i)Rme1抑 制 とTup1-Ssn6抑 制 は独 立 に作 用す る、

ii)Rme1タ ンパ クは単独 で基礎転写 を抑制す るが、UASに よる転写活性化 の抑制 にはSin4タ ンパ ク も

必要で ある、iii)Tup1-ssn6抑 制系 はUAsに よる転 写の活性化 を抑制す るが、sfη4変 異 に よる基礎転

写の上昇 は抑制で きないこ とが分 かった。 これ らの結 果 よ り、sfn4変 異株 にお いて見 られる基礎転

写の活性化 は、UASに よる転 写の活性化機構 とは異なる抑 制 を受けている ことが示 唆 された
。Rme1

タンパクはク ロマチ ン構造 を密 にす る事 により、 またTup1-Ssn6複 合体 はヌク レオソームを強 固にポ

ジシ ョニ ングする事 によって転 写 を抑 制す る との機構が示唆 されている。そ こで、s加4変 異がヌ ク

レオソーム構造 に変化 を引 き起 こ してい るか否か検討 した ところ、sfn4変 異株 において も野生 型株

と同様 なヌク レオソームのポジシ ョニ ングが見 られた。次 に、 クロマチン構造が凝縮程度 を示 す環

状 プラス ミ ドの超 らせ ん密度 を解析 した ところ、sfη4変 異株 で は、負の超 らせ ん密度が減少 してい

た。 これ らの結 果 よ り、Sin4タ ンパクはヌク レオ ソーム構造で はな く
、 より高次 なクロマチ ン構造

に関与 して基礎転 写の抑 制 に作 用す る因子で あるこ とが示 唆 された。
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第4章sfn4変 異株 の抑 圧 変 異 株 、abe、 の 分 離 と解 析

第1節 緒言

第2章 で はsfn4変 異 によって、down・promoterに 依存 した基礎転写 が活性化 され、その活性化 は転

写活性化 因子Pho4と は異なる機構 に よる ことを示 した。そ して、第3章 では、sfn4変 異 によって活

性化 された基礎転写 とUASに よって活性化 される転写 とは異 なる機構 で抑制 されるこ とを示 した。

基礎転写 とUASに よる転写 は ともにTATAboxを 必要 としてお り、 これ らが異なる制御 を受 ける事

実は非 常 に興 味深 い。 これ らの制御が独 立 して いる事 は、sfη4変 異株 にお ける基礎転写 の活性化 因

子が存 在 し、それがUASに 結合す る転写活性化 因子 とは異な る制御 を受 けてい る可能性 を示唆 して

いる。 そこで、本章で は、sfn4変 異 に よって活性化 された基礎転 写が抑圧 され る変異株 を分離す る

事 に よって、基礎転写 の活性化 に作用す る因子 を同定 し、その機構 解明 を試みた。

第2節 実験材料及び実験方法

本章で用いた実験材料及び実験方法のうち、第2章 において記述 した以外のものについて記述する。

供 試 菌 株 、 及 び プ ラ ス ミ ドDNA

実 験 に 用 い たScerevfsfae菌 株 をTable15に 示 し た 。Scerevfsjaeの マ ル チ コ ピ ー サ プ レ ッ サ ー の 取 得

に はYEp13型 マ ル チ コ ピ ーDNAラ イ ブ ラ リ ー(Qadotae亡an992)を 用 い た 。 プ ラ ス ミ ドP1414は

p7-1を1五ndlllで 切 断 し 、4.5-kbp別ndIII断 片 を取 り 除 い た 後 、 自 己 閉 環 した もの 、p1415Ba加HIで

切 断 し、2.9-kbpBamHI断 片 を 取 り除 い た 後 自 己 閉 環 した もの で あ る 。 ∫IW1遺 伝 子 の イ ン テ グ レ ー

シ ョ ン マ ッ ピ ン グ に 使 用 し た プ ラ ス ミ ドp1606は 、 ∫WIヱ 遺 伝 子 の3'末 端 の 半 分 を含 む4-kbp

Bgm一 ∫加1断 片 をp7-1か ら切 り 出 し、 五Eσ2を 遺 伝 子 符 号 と し て 持 つYlp33(Parente亡aゑ1985)の

BamHI一 ∫aH部 位(た だ し、 ∫aH部 位 は 平 滑 末 端 化 した)に 挿 入 す る こ と に よ り構 築 した 。
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Table15Strainsof51cerevfslaeused
、

菌株 接合型 遺伝子型

SH3093α

SH3099α

SH3100a

SH3200a

SH3240a

SH3245a

SH3315a

SH3352α

SH3390a

SH3391α

SH48631)a

gc114-103hfsヱ ー29診 η)1ara3-52pho3一 ヱpho5一 ヱura3・52::1αra3-52H正 ∫4-1ac2】

ロra3-52::IPHO5十URA31

gcη4'ヱ03hfsヱ 曹291eロ2-3,ヱ ヱ2pho3・ ユpho5・1ロra3-52::lura3・5211Z54㍉bcZI

ロra3-52::[PHO5十 ㎝IA31sf丑4・206

gcη4・ ヱ03hfsヱ ー29亡 ηっヱpho3一 ヱpho5-1ロra3-52::1ロra3-52H颪34磁acZl

gcn4・103hfsヱ ー291eロ2ロra3・52pho3一 ヱpho5一 ヱ αra3-52::1αra3-52H五 ∫4一」bcZIsf114・206

ABE1一 ヱ

gcη4・ ヱ03hfsヱ ー29功D1αra3-52pho3・ ヱpho5・ ヱ πra3-52::【 ロra3・52Hτ ∫4-1ac21sfn4::T1～Pヱ

gcη4-103ゐfs1-291eα2-3,1ヱ2亡 ηフ1ロra3-52pho3-1pho5一 ヱ

召ra3-52::1αra3-52、 磁 ∫4-1ac21Hra3-52::IP、HO5十 σRA3】sfη4::T1～Pヱ ノ1BEヱ ー1

gc114一 ヱ03hfsヱ ー29亡 η)ヱpho3一 ヱpho5-1ロra3-52::lHra3-52H五34・1acZ】sfn4-206ABEヱ ー1

gcn4一 ヱ03hfs1-29亡 ηD1召ra3-52pho3一 ヱpho5一 ヱ ロra3-52::【 ロra3・52班54-1acZ】

hfsヱ ー29::【P石ro5p-PHO5十 班3 .ZIsfη4::TR、Pl

gcη4-103ゐfs1・291eα2的 ⊃ヱpho3-1pho5・ ヱ αra3-52::lura3・52、 田34訊ac幻

αra3・52::IP、HO5十 こ届～A3】ABEヱ ーヱ

gcη4一 ヱ03ゐfsヱ ー29診 ηpヱpho3-1pho5一 ヱ αra3-52::【 ロra3-52H五34曲c21ABE1一 ヱ

召ra3-52::IPHO5十 σ1～L431ノ 聖BE1-1

召ra3亡 ηplleu2hfsヱadeヱga1ヱ ヱ'∫LEσ2

1慶 応大、西沢博士 より分与

第3節 結果

第1項sjn4変 異の抑圧 変異株 の分 離

野生型株 において、PHO5遺 伝子の発現は高リン酸条件下では抑圧 され、低 リン酸条件下におい

ては脱抑制される。しか し、sfn4変異株では、培地の条件にかかわらず基礎転写が活性化 される
。

このとき、sfn4変 異による転写の活1生化は、低 リン酸条件下で起こる転写活性化因子Pho4に よる転

写の活性化 と加算的な効果を示す。基礎転写の活性化に関与する因子を取得することを目的として
、

曲4変 異によって活性化 されたPHO5遺 伝子の基礎転写が抑圧される変異株の分離を行った。

SH3100株(sfη4-206)に 対 して、EMS突 然変異処理を行い、YPDA培 地に塗布 し、30℃ で3～4日 保温

した。生育 した約5万 コロニーに対 してrAPase活 性染色を行い 発現の低下 した97株 を取得 した
。

これらの変異株のなかで、PHO5遺 伝子に変異が起 こりpho5一 となったものを除 くために低リン

酸条件下でrAPase+表 現型 を示 し、SH2410株(ε 刀V4+pho5)と の雑種二倍体が高リン酸条件下で発現

す る 株 を 選 択 し た 。 得 ら れ た 抑 圧 変 異 株(SH3131、SH3355、SH3356)をabe(聾tivatorof1担sal

鐸pression)変 異 株 と名 付 け た 。
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これ らのabe変 異株 について、sfη4変異株 であ るSH3099(M4Tαsfn4-206pho5【PHO5+びRA3】)

と雑種 二倍 体 を作 成 し、優性劣性試験 を行 った。その結果、SH3355及 びSH3356株 はSH3099株 と

の二倍体 が高 リン酸条件下でrAPase+表 現型 を示 した ことか ら、SH3355及 びSH3356の 持つ変異 は

劣性 変異であ ることが分 か った。 これに対 し、SH3131株 とSH3099株 との二倍体 は高 リン酸条件下

でrAPase活 性染色 によ りピンク(rAPase±)の 表現型 を示す こ とか らSH3131株 が持つ変異 は優性変異

である と判 断 した。 これ らの雑種 二倍 体 を用いて四分子解析 を行 った結果、SH3131株 とSH3099株

の二倍体 か ら得 られた25子 嚢 の全 てにつ いて、高 リン酸条件下 でrAPase表 現型が2+:2一 の分離 を

示 した。SH3356の 場合 も同様 に12子 嚢 の全 てについて高 リン酸条件下 でrAPase表 現 型が2+:2一

に分 離 した。従 って、 これ らの結果 よ りSH3131株 、SH3356株 はそれぞれ核性 の単 一変異 を持つ こ

とが分 か った。 これ に対 し、SH3355株 は、SH3099株 との二倍体 か ら得 られた12子 嚢 について高 リ

ン酸 条件下 でrAPase表 現型 は2:8:2の 割合 で2+:0±:2　 、1+:2±:1一 、0+:4±

0}と なる分離が見 られた。 この結果 はSH3355株 が少 な くとも二重変異 を持 つ ことを示 してい る。

それぞれの株が持つ変異 をABEH変 異(SH3131)、abe2一 ヱaわe3-1二 重 変異(SH3355)、abe4-1変 異

(SAH3356)と 名付 けた。

次 に、 これ らの抑圧変異が∫IN4遺 伝子 の復帰突然変異 、あるいはs1η4-206変 異 に特 異的な もの

であ る可能性 を、 これ らの抑圧変異株 とSH3240株(△sfn4::TRPヱABE+[PHO5+URA3Dの 問で雑種

二倍体 を作成 し、四分子解析 を行 うこ とに よって検討 した。その結果 、SH3131あ るいはSH3356株

とSH3240株 の二倍体か ら得 られた子嚢 は、高 リン酸条件下 にお けるrAPase活 性がすべ て2:2の 分

離iを示 した。 この時rAPase一 を示 した胞子 の約半数 はTrp+の 表現型(△sfn4::TRPヱ を持つ と考 え ら

れる)を 示 した事か ら、ABE1一 ヱ、abe4一ヱ変 異はいずれ もε1N4遺伝 子 に起 こった変異で はな く、 また、

sfn4-206変 異 に対す るア レル特異 的な抑圧 変異ではない ことがわかった。SH3355株 は二重変異 を

持つ ためにSH3240株 との雑種 二倍 体は四分子分析 において2:2の 分離 は示 さなか ったが 、い くつ

かのTrp+rAPase一 を示す胞子 クロー ンが分離 された。Trp+rAPase一 を示す株 はsfη4::TRPヱabe2一 ヱ

abe3・ヱを持 つ と考 え られる ことか ら、abe3-2aわe3・ ヱニ重変異 もsfn4-206に 対す るア レル特異 的な

抑圧変 異ではない ことが示 唆 された。

野生型株 であるSH3849株(∫11V4ABE+)、SH3100株(sfn4・206ABE+)、sfη4-206抑 圧変異株 で

あ るSH3131(sj刀4-206AB£1-1)株 、SH3355(sfη4-206abe2-1abe3一 ヱ)株、SH3356(aわe4一 ヱ)株 につ

いて、rAPase活 性 を測定 した(Table16)。 その結 果、すべ ての抑圧 変異株 において、高 リン酸 条件

下、低 リン酸 条件下 と もに野生型株 と同程度の活性が見 られた。sfη4変異株 においてはPHO5遺 伝子

が転写 レベ ルで活性 化 され ることが分か ってい るので 、次 に抑圧変異株 に よる発現量 の減少 が転写

段階で あるか を調べた。
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Table16sfn4抑 圧変異株 にお けるPHO5遺 伝子 の発現

rAPaseactivity(mU/m〃OD660)

Strain Genotype

一Pi 十Pi

SH3849

SH3100

SH3131

SH3355

SH3356

SIN4十ABE十

sfn4ABE+

sfn4ABEヱ ・ヱ

sfn4abe2一 ヱabe3-1

sfη4abe4-1

0.8±0。3

16.6±1.6

1.9±1.3

2.4±1.6

3.5±2.0

9.7±1.9

26.8±5.7

7.4±2.0

8.4±2。9

10.0±2.1

そ れ ぞ れ の 株 をYPDA(+Pi)、YPDA-Pi(一Pi)培 地 で30℃ で 前 培 養 し 、 こ れ を

10m4の 本 培 養 液 に0.2m4植 菌 後 、OD660=1と な る ま で 振 と う培 養 し た 。 ロra3・52座 に

挿 入 し たPHO5レ ポ ー タ ー か ら のrAPase活 性 を 測 定 した 。rAPase活 性 値 は(mU/m4

/OD660)で 表 し・ 測 定 は 少 な く と も5回 以 上 行 っ て 標 準 偏 差 を と っ た 。SH3849(∫1N4+

ABE+)及 びSH3100(sfη4-206ABE+)、SH3100株 か ら分 離 した 変 異 株SH3131(sfn4-

206ABEヱ ー一Z>、SH3355(s加4-206aわe2一 ヱabe3・1)、SH3356(s加4-206abe4一 ヱ)。
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Fig.23sfn4抑 圧 変 異 株 に お け る σRA3座 に 挿 入 し たPHO5遺 伝 子 の 転 写

SH2934(∫1N4+ABE+;lan・1 ,2)、SH3100(・f・4・206ABE+;1an・3,4)、SH3131(、f。4-

206ABEヱ ーヱ;lane5,6)、SH3355(sf114・206abe2-1abe3一 ヱ・1;lane7
,8)、SH3356(sfn4-

206abe4一 ヱ;1ane9,10)を 、YPDA完 全 培 地(+Pi;lane1
,3,5,7,9)、 あ る い はYPDA-P

i(一Pi;lane2,4,6,8,
.10)で30℃12時 間 培 養 し、RNAを 調 製 し た 。mRNAサ ン プ ル は1

レ ー ン に つ き 、10μg流 し た 。 プ ロ ー ブ と し て は 以 下 の も の を 使 用 し た:PHO5に は

p512か ら 調 製 し た0.5-kbpBstEIIEcoRV断 片 、 内 部 標 準 と し て 用 い たACTヱ 遺 伝 子 は

pYA301.(Gallwitz&Sures1980)か ら調 製 した1.0・kbpHfndIII-Xhol断 片 を用 い た 。
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ノザ ン解析 の結果 、高 リン酸条件下 で培養 したSH3131(sfn4-206ABEヱ ーヱ)株では、PHO5遺 伝子 の

転写 産物 は全 く見 られなかった(Fig.22)。 従 って、ABEヱ ・1変異 によるsfn4変 異の抑圧 は転写段 階で

起 こっている と考 え られる。 これ に対 し、abe2abe3・1二 重変異株 、abe4・1変 異株 で は高 リン酸条件

下 において も転写 産物 が見 られた。abe2abe3一 ヱニ重変異株 で はsfη4単 傘 変異株 に比べ て転写量 の減

少 が見 られたが、いず れ もrAPase活 性 の低 下程 ではなか った。 この ことか らabe2abe3一 ヱニ重変異株 、

abe4-1変 異株 で は活性低下の大部分が転写以後の段階 で起 こっている ことが示 唆 された。

第2項ABE1-1変 異 はPho4に よ る転 写 の活 性 化 に は 影響 を与 え ない 。

既 に述べ た ように、野生型株 にお けるPHO5遺 伝子の発現 は培地 中の リン酸濃度 に依存 してお り、

リン酸 濃度が低い ときに転 写活性化 因子Pho4に よって転写が活性化 される。SH3131(sfη4ABEヱ ー1)

株 にお けるPHO5遺 伝子 は、野生型株 とほぼ同様の リン酸制御 を受 けた(Table16;Fig23)。sfn4

変異株 ではPho4遺 伝子 がない状態で も転写 が活性化 される ことか ら、sfn4ABE1-1株 にお ける転写

の活性化 に もPho4が 必 要でない可能性 がある。そ こで、sf想ABEHpho4」'LEび2株 にお けるPHO5

遺伝子 の発現 を調べ るために、SH3138株(sfη4-206ABE1一 ヱP耳04+)と 、SH3116株(sfp4ABE+△

pho4)の 雑種二倍体 を作成 し、胞子形 成後 、四分子 解析 を行 った 。その結果、8子 嚢 のすべ てにおい

て高 リン酸条件下 にお けるrAPase活 性 は2+:2一 分離 を示 した。 この時、rAPase+表 現型 を示 す株

はsfn4ABEヱ+を 、 またrAPase一 となる株 はsfη4ABEHの 遺伝子型 を持 つ と考 え られ る。 この8子

嚢 について、低 リン酸 条件 下 におけ るrAPase活 性 は1:4:3の 割合 で2+:2}、3+:1一 、4

+:0一 の分離 を示 した。Leu+を 示す株 はpho4破 壊株(pho4:二LEU2)で ある と考 え られる ことか ら、

高 リン酸条件下でLeu+rAPase一 の表現型 を示す株 はsfn4ABEHpho4'」LEσ2の 遺伝子型 を持つ と考

え られる。これ らの株 の低 リン酸条件下 にお ける表現型 を調べた ところ、rAPase一 の表現型 であっ

た。 この結果 よ り、sfn4ABEH株 にお けるPHO5遺 伝子の発現 に転写活性化 因子Pho4タ ンパ クが

必要であ ることが分か った。

四分子解析 を行 った子嚢の うち、 四分子が 高 リン酸条件 下、及び低 リン酸条件下でこそれぞ

れ(rAPase一,rAPase一,Leu+)、(rAPase一,rAPase+,Le「)、(rAPase+,rAPase+,Leu+)、(rAPase+,

rAPase++,Le一)を 示す もの を選択 した。 これ らの四分 子 はそれぞ れ(sfη4ABEヱ ーヱpho4::L£U2)、

(sfη4ABEHP1104+)、(sfn4ABEヱ+pho4::LEU2)、(sfn4ABE1+PHO4+)の 遺伝 子型 を持 つ と考

え られる。各胞子 クローンのrAPase活 性 を測定 した結果、sfn4ABEヱ 株 では、pho4::LEU2変 異 が加

わ る と、低 リン酸条件下 にお ける加算 的な発現上昇が見 られな くなったが、sfn4ABEヱ ー1変異株 に
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おいてiまpho4::乙Eσ2変 異が加 わ る と∫1N4+株 と同様 に低 リン酸 条件下 での発 現 も見 られ な くなった

(Table17)。sfη4ABEHPHO4+株 及 びsfn4ABEHpho4::LEひ2遺 伝子型 を持つ株 のrAPase活 性 は

∬N4+株 の場 合 と同程度であ った。 また これ らの株 につ いてノザ ン解析 を行 った結果、s加4ABE1一 ヱ

pho4託Eび2株 ではPHO5遺 伝子 の転写産物が見 られなかった(Fig.24)。

Table17sjη4ABE1一 ヱ変異株 とpho4破 壊 変異 に よるPHO5遺 伝子 の発現へ の影響

rAPaseactivity(mU/m4/OD660)

菌株 予想 される遺伝子型 十Pi 一Pi

SH3116

SH3138

SH33452)

SH33462)

SH33472)

SH33482)

sf114

sf114

sfη4

sfη4

sjη4

sfn4

ABEヱ+pho4

/1BEヱ ・1PHO4+

ABE1+PHO4十

ABEヱ+pho4

ABEヱ ー1Pl臼FO4+

ABE1一 ヱpho4

29.3±4.6

1.3±0.8

21.1±2.1

23.0±=2,5

2.0±1.9

1.8±1.6

22,3±2.8

12.2±3.7

42.3±5.4

22.1±3.0

12。4±3.5

3.0±2.9

1)培 養条件及 び実験法 はTabel4-2に 従 った。

2)SH3138とSH3116を 親株 と して もつ 同一子嚢由来の胞 子。

常轟簾
123456789101112

Fig.24sfn4ABE1-1変 異 株 に お け るpho4破 壊 変 異 の 効 果

SH3070(SIN4+ABE+PHO4;lane1,2)、SH3115(S刀V4+ABE+pho4;lane3,4)、

SH3345(sfn4ABE1+PHO4+;lane5,6)、SH3346(sf114ABEヱ+pho4;lane7,8)、

SH3347(s加4ABE1-1P正104+;lane9,10)、SH3348(sfη4206ABEヱ ー.Zpho4;lane11,

12)を 。 培 地 はYPDA完 全 培 地(+Pi)及 びYPDA-Pi(一Pi)で 培 養 しRNAを 調 製 し た 。

培 養 条 件 及 び 実 験 法 はFig.23に 従 っ た 。
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第3項Abe1タ ンパ クは多 くの遺伝子 の発現 に関与す る

s1η4変異 はPHO5遺 伝子 の発現上昇 の他 、Hτ∫5p-P1105レ ポー ター、HO遺 伝子 な どの転写量増加 を

もた ら'し、コロニー表層 の粗面化 、液体培養 における細胞 凝集性 、テ ロメ ア長の減少、37℃ での:増

殖遅延 な どの表現型 を引 き起 こす 。そこで これ らの表現型 が、ABEヱ ・ヱ変異 に よって抑圧 されるか否

か を調べた 。その結果、sfn4変 異株 の コロニー表層の粗 面化 及 び液体培 養 にお ける細胞 凝集性表現

型が抑圧 されるこ とが分か った。 しか し、37℃ での増殖 はsfη4単独 変異株 よりも顕著 に悪 くな り

(Fig.25-A)、 テロメア長 はsfη4単狸変異株 よりもさ らに短 くなった(Fig.25-B:lane2、1ane3)。 こ

れ らの結果 は、Abe1タ ンパ クが コロニ ー表層、液体培養 にお ける細胞凝集性、 テロメア長、37℃

での増殖 な どに関与す る遺伝子 に作用 している可 能性 を示 唆 してい る。

次 に、ABEH単 独変異株 の表現型 を見 るために、SH3245(△sjη4::TRPヱABEH亡rpヱpho5

【PHO5+URA31)株 とSH3093(ε1N4+ABEヱ+亡rpヱphO5【PHO5+σRA3】)株 との雑種二倍体 を作成 し、

四分子解析 を行 った。高 リン酸 条件下 においてrAPase活 性染色 の結果が0+:4一 、1+:3}、2

+:2}の 分離 を示す子嚢がそ れぞれ5、7、7子 嚢得 られた。Trp+rAPase+の 表現型 を示す胞子

は△sfη4::TRPヱABE1+の 遺伝子型 である と考 え られるので、2Trp+rAPase+:2Trp-rAPase一

の分離 を示 した株 か らTrp-rAPase一 を示す胞子 ク ロー ンを選択 し、SH3390と 名付 けた。SH3390が

εW4+ABEH型 であるこ とは、SH3352(△sfn4::TRPヱABE1+)と の雑種 二倍体 がTrp+rAPase皿

の表現型 を示す胞 子 を分 離す るこ とによって確 認 した。SH3390株 のrAPase活 性 を測定 した ところ、

高 リン酸条件で1.3unit、 低 リン酸条件で19.5unitと ほぼ、野生型株(SH3093)株 と同程度 の発現

量 だった。 この こ とは、ABEH変 異 が転 写活性化 因子Pho4に よる転写の活性化 には影響 を与 えな

いこ とを示 している。

sfn4変 異株 で活性化 される基礎転 写がABE1一 ヱ変異 によって減少す る ことか ら、Abe1タ ンパ クは

基礎転写の活性化 に働 く因子で ある可能性が ある。 もし、Abe1タ ンパ クが基礎転写 を活性化す る因

子 である とす れば、∫W4珠 において も基礎転 写の活性化 に働いてい る可能性が ある。 しか しABE1+

野生型株及 びABEヱ ーヱ変異株 においては高 リン酸 条件下 にお けるPHO5の 発現量 は少 な く比較 は困難

である。そ こで、検 出感度 をあげて比較 を行 う為 に、 回分培養 に よってrAPaseの 経 時変化 を比較 し

た。P1∫05遺 伝子 を持つSH3849(∫W4+ABEヱ+)・SH3131(sfn4-206ABEH)株 、SH3390(SW4+

ABEH)株 につい てYPDA培 地 を用 いて500m4坂 ロ フラス コによる回分培養 を行い、経時的 に菌体

濃 度及び培養液1m4あ た りのrAPase活 性 を測定 した(Fig.25-C)。 そ の結果 、SH3849(∫1N4+ABE1+

)株 に比べ て、SH3131(sfη4206ABEH)株 、SH3390(εIN4+ABEヱ ー1)株で は顕著 に低 い発現量 し
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Fig.25s加4A朋1一 ヱ 株 及 び ∬N4+ABE1-1株 の 表 現 型

A)増 殖:用 い た 菌 株 は ∫1N4+ABEヱ+(SH3849)、sfη4ABEヱ+(SH3100) 、sfη4ABEヱ ー

ヱ(SH3131)、 ∬醒+ABEH(SH3390)。 そ れ ぞ れ の 菌 体 は 白 金 耳 でYPDA培 地 に 塗 布 し

た あ と 、30℃ 及 び37℃ で3日 あ る い は5日 で 保 温 し た 。B>テ ロ メ ア 長:A)で 用

い た 菌 株 に つ い て テ ロ メ ア 長 を比 較 した 。YPDA完 全 培 地 で30℃12時 間 培 養 し た 後
、

'染 色 体DNAを 回 収 し た
。 回 収 し たDNAを 勘olで 切 断 後 、1.2%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳

動 を行 い 、 サ ザ ン解 析 を行 っ た 。 プ ロ ー プ と し て はCr3Aテ ロ メ ア 配 列 を認 識 す る オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド(OLI434:5'一TGTGTGGTGTGTGGGTGTGTGTGGGTGTGTGGGTGT

GTGGG・3':LustigeねHg90)をflμorescein-11-dUTP(Fl-dUTP)に よ っ て5'末 端 を 標

識 し て 用 い た 。 矢 印 はCr3Aテ ロ メ ア の 繰 り返 し配 列 を 含 む テ ロ メ ア の 長 さ を 示 し て

い る 。Lane1:∫1N4+ABEヱ+(SH3849) ,Lane2二sfη4-206ABE1+(SH3100),Lane3:sfn4・

206ABE1'1(SH3131)andLane4:∫1N4+ABEヱ ー1(SH3390)。C)PHO5遺 伝 子 の 基 礎

転 写:500m4坂 ロ フ ラ ス コ を用 い た 高 リ ン酸 培 地(YPDA)で の 回 分 培 養 に よ っ て 、

PHO5遺 伝 子 のrAPase活 性 を 経 時 的 に 測 定 した 。rAPase測 定 法 はTabel4-2に 従 っ た
。

各 菌 株 に つ い て 培 養 液1m4あ た り のrAPase活 性 を示 した 。 ▲:SH3849(∫11V4+ABEヱ+

)、 ■:SH3131(sfη4ABE1一 ヱ)、●:SH3390(∫ 刀V4+ABEヱ ー1)。
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か見 られなか った。この結果 は、Fig22に 示 した ノザ ン解析 の時 に高 リン酸培 地でsH3131(sfn4-

206ABEH)株 の転写が全 く見 られず、長時間感光 して も転写産物が現 れなか った(datanotshow且)

結果 とも一致す る。 この結果 は、Abe1タ ンパ クがSIN4+株 で も基礎 転写の活性化 に働い ているこ と

を示 してい る。SH3390(εIN4+ABEH)株 について、細胞 表層、細胞凝集性、37℃ での増殖 、テ

ロメア長な どについて調 べた ところ、野生型株 に比べ細胞表層 は滑面化 し、沈 降速度 が顕著 に遅 く

なった。 また、37℃ におけ る増殖 も遅 くな り(Fig.25・A)、 テロメア長 も短 くな った(Fi冬25-B)。

これ らの結果 より、Abe1タ ンパ クがsfn4変 異株 だけではな く、SIN4+株 において も多 くの遺伝子 の

基礎 転写の活性化 に機能 してい る可能性が示唆 された。

第4項ABE1-1変 異 の マ ル チ コ ピ ーサ プ レ ッサ ー∫Ψγ∬1遺 伝 子

既述 の ように、sf丑4変異株 において見 られ る基礎 転写の活性化 はABEヱ ・ヱに よって低 く抑 え ら

れ る。そ こで、ABEヱ 遺伝子 の機能 を知 るた め、ABEヱ ーヱ変異 のマルチ コg一 サプ レッサ藁の取得 を

試 みた。高 リン酸条件下でrAPase一 を示すSH3200(sfn4-206AB班 ・Heu2【PHIO5+URA3】)株 に対 し

てYEp13を 基本 と したScerevfsfae染 色体DNAラ イブ ラリー(Qadotae亡an992)を 導 入 し、LEσ2+

となった約30,000株 か らrAPase+表 現型 を示す20株 を選択 した。 これ らの酵母か ら調製 されたDNA

に より大腸菌 を形質転換 し、それぞれの形質転換体 よ りプラス ミ ドを調製 した。 これ らのプラス ミ

ドには、PHO5遺 伝子 を含 んだ ものが存在 す ることが予想 されたので、制 限酵素処理及 びPCR

(ORFを 含 む断片 を増幅可能 な プライマーOLI71-OLI72;Table3を 使用 した)を 行 った、その結 果、

16個 の プラス ミ ドはPHO5遺 伝 子 を含む ことが分か った。残 るプラス ミ ドをp4-3、p7・1、p7・3、

p7-5と 名付 けた。 これ らの プラス ミ ドをSH3200株 に再導入 した ところ、p7・5に よる形質転換体 は

rAPase活 性 によ りほ とん ど染 色されなか ったが、p4・3、p7-1、p7-3に 関 しては高いrAPase活 性が観

察 された。次 にp4-3、p7-1、p7-3をPHO5レ ポー ター を持 たないSH2301(SIN4+ABE1+pho5)株

に導入 した ところ、p4-3に よる形 質転換体 にのみ高い活性 が見 られた。従 って、p4-3は ホス ファ

ターゼ その もの をコー ドした遺伝子 を含 むな ど、AB班 変 異の抑 圧 プラス ミ ドではない と判 断 した。

次 にp7・1、p7・3を ∬N4+ABEヱ+[PHO5+URA3】(SH3071)株 に導入 した ところ、形質転換体 は

rAPase活 性 を示 さなか ったこ とか ら、これ らのプラス ミ ドはABEヱ ーヱ変異 に特 異的な抑圧遺伝子 であ

ると結論 した。そ こで、p7・1、p7-3の 両方 について、ベ クター と挿入DNAの 連結部分及 び内部の一

部の塩基 配列 を決定 しGenomeNETWWWserver(http://www.geno皿e.adjp/)BLASTprogram

(Altschule亡an990)を 用いて酵母 ゲノムの全塩基配列 と比 較 した ところ、いずれの挿入断片 も∫鰐1
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遺伝子 を含 んでいるこ とが分 か った(Fig.26)。

この断片 に よる抑圧が∫Wτヱ遺伝子 に よって起 こってい るか否か を決定す るため、p7-1を1刃 ηdllI

あ るい はBamHIに よって切 断 し、その断片 を自己閉環 す ることによ り、5冊 ヱ遺伝子 の上流及 び下

流 の一 部 を削 除 したP1414及 びP1415を 作成 した(Fig.26)。p1414及 びP1415をSH3200株 に導入 し

た ところ、発現 の上昇 が見 られ なか った事か ら、∫四 ヱ遺伝子 のマルチ コピー によってABEヱ ーヱ変異

の抑圧 が起 こっている事 が分 か った(Fig .26)。 次 に、ABEヱ ーヱ変異 が5w1ヱ 遺伝 子 に起 こった変異で

ある可能性 を検討す るため、イ ンテグ レーシ ョンマ ッピングを行 った。 五Eσ2遺 伝子 を持 つYIp33

(parente亡an985)に ∫冊 ヱ遺伝子 の一部 を挿入 したp1606をHfndlIIで 切 断 して線状化後、SH3099

(sfη4・206ABE1+1eπ2)株 の染色 体 に挿入 し、Leu+と な った形質転換体 を選択 した。得 られた形質
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Fig.26プ ラス ミ ドp7-1に ク ロ ー ン化 さ れ たDNAの 制 限 酵 素 地 図 とABE1-1

変 異 に対 す る抑 圧 領 域 の 限 定

破線 、及び□は∫cerevfsjae第XVI番 染色体 由来のDNAを 示 してい る。矢印 は塩基配列

か ら150以 上 のア ミノ酸 を持 つ ことが想定 され るORF(左 か らCTFヱ9 、YPLO17c、

∫W1ヱ、E∫T2遺 伝子)の 位置 と方 向を示 している。黒 の線 はYEp13(Parente亡aZ

1985)部 分 を示 す。 プラス ミ ドp1414とp1415は 、p7-1か ら4 .5・kbpHfηdllI領 域あ る

いは・2・9-kbpBamHI領 域 を削除 した もの。 インテ グ レーシ ョンマ ッピングに使用 した

プラス ミ ドp1606は 、∫昭 ヱ遺伝子3'末 端の半分 を含 む4-kbpBgm一 ∫加1断 片 を、

五EU2を 遺伝子符号 として持つYIp33(Parente亡an985)のBamHI・3a丑 部位(た だ し
、

∫aπ部位 は平滑末端化 した)に 挿入 した。記号+、 一はABEユ ・ヱ変異 を抑圧 出来 るか否

か を表す 。B、G、H、StはBa加HI、 βgm、 研ηdIII、5加1認 識部位。
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転 換 体(sfn4-206ABEヱ+1eロ2SWI1::ILEσ2】)とSH3138(sfη4-206ABEHleロ2)と の 雑 種 二 倍 体 を作

成 し、 胞 子 形 成 後 四 分 子 解 析 を行 っ た 。 も しABEヱ ーヱ変 異 が ∫冊 ヱ 遺 伝 子 に 起 こ っ た 変 異 で あ れ ば 、

ABEHと ∫τWヱ+LEび2は 対 立 遺 伝 子 座 に あ る た め 、Leu+と な る株 は す べ てrAPase+と な り、 す べ

て の 子 嚢 は2rAPase+Leu+:2rAPAse-Leu一 の 分 離 を示 す(Parentalditype;PD)と 予 想 さ れ る 。 一

方 、ABEヱ ー1変 異 が ∫W1ヱ 遺 伝 子 に 起 こ っ た 変 異 で な い:場 合 に はrAPase+及 びLeu+の 表 現 型 に は 連

鎖 が 見 ら れ ず 、PD以 外 に も、1rAPase+Leu+:1rAPase+Leu一:1rAPase一Leu+:1rAPase-

Le一(Tetratype;T)あ る い は2rAPase+Leザ:2rAPase-Leu+(Non-parentalditype;NPD)の 分 離 を

示 す 子 嚢 が 得 ら れ る こ と が 予 想 さ れ る 。 実 際 に21個 の 子 嚢 に つ い て 四 分 子 解 析 を行 っ た 結 果 、PD:

T:NPDの 分 離 が2:17:2の 比 率 で 得 られ た こ とか ら 、ABE1と ∫㎜ ヱ は 同 一 遺 伝 子 で は な い こ

と が 分 か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら、 ∫珊 ヱ遺 伝 子 はABEヱ ーヱ変 異 の マ ル チ コ ピ ー サ プ レ ッ サ ー で あ る と

結 論 し た 。

第5項ABEヱ ーヱ変 異 はGALヱ ヱ遺伝 子 に起 こ っ た変 異 で あ る。

ScerevfsfaeのGAL11遺 伝子 は、GALヱ 遺伝子の転写の活性化 に必要 な因子 として同定 された

(Suzukie亡aZ1988)。1081個 の ア ミノ酸か らなるGal11タ ンパ クは、多 くの遺伝子 の転写活性化 にお

け る仲介 因子 として働 く可能性が示唆 されてい た。近年、Sin4-Rgr1複 合体 を介 してRNApolllホ ロ

酵 素 に含 まれてい ることが明 らか になった こ とに より、転写活性化 因子 とホ ロ酵素 を橋 渡 しす る働

きがあ る と考 え られ る ようになった(Lie亡an995)。Sin4-Rgr1複 合体 と複合体 を形成す る可能性が

示 された こ とか ら、ga1H変 異株 で も、sfn4変 異株 と同様 にPHO5遺 伝 子の基礎 転写が活性化 され る

ので はないか と考 えた。そこで、この可能性 を検討す るため、既 知のga1H破 壊株で あるSH4863(

=IB282;ga11ヱ::LEσ2亡rpnra3PHO5PHO3)とSH3240株(sfη4::TRPヱ1eロ2亡rpnra3-52p加5ヱ

pho3-1【PHO5+膿A3Dの 交雑 を行 い、胞 子形成後、四分子解析 を行 った。減数分裂分離株 の中で

Trp1+Leu+Ura+を 示す胞子 を選択 し、SH4978株 と した。 このSH4978株 はrAPsse± 表現型 を示 し

たが、 これはPHO3遺 伝子 の発現 によるもの と考 え られ た。そ こで、SH4978とSH3700(51N4+

GALH+亡rpヱ1eロ2ロra3pho5-1pho3-1)を 交雑 し、胞子 形成後四分子解析 を行 った結果、Trp1+

Leu+Ura+表 現型(sfη4二:TRPヱga1ヱヱ::LEσ21PHO5+URA3】)を 示す胞子 は、1:1の 割合でrAPase一

表現型(pho3一 ヱ)あるい はrAPsse土 表現型(PHO3+)を 示 した。 この事 は、sjη4ga1H二 重変異株で は、

PHO5遺 伝子の発現が見 られないこ とを示 している。そ こで、sfη4ga1H二 重変異株 と予想 され
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Trp1+Leu+Ura+rAPase一 株(SH5084)とga1ヱ1単 独 変異株 と予想 され るTrp1-Leu+Ura+rAPase一

株 を取得 し、SH5084株 及 びSH5085株 と名付 けた。 これ らの株 をSH3240(sfη4::TRPヱ)と 交雑 し、

四分 子解析 を行 った結果、高 リン酸条件でのrAPase活 性が前者で は2:2分 離 し、後者で は0+:

4r1+:3一 、2+:2一 に分離 した。 この結果 はSH5084及 びSH5085が それぞれsfη4::TRPl

ga1ヱヱ::LEσ2の 二重 変異 を持 ち、それぞれの遺伝 子型 を持つ株 ではP1刀5遺 伝子 が高 リン酸条件下で

発現 しないこ とを示 してい る。 この ことか ら、sfn4変 異株 にお けるPHO5遺 伝子 の基礎転 写の活 性化

はga11ヱ 変異 に よって抑圧 される ことが分 か った。 またSH5084(sjη4::TRPヱga1ヱ1::LEσ2)とSH3240

(sfn4:ITRPヱ)の 雑種 二倍体 に対 してrAPase活 性染色 を行 った ところ、ga111::LEσ2に よって もた らさ

れた表現型 は相補 されず、高 リン酸条件下 におい てrAPase± 表現型 を示 した。ga1ヱヱ::LEσ2蒙伝子 は、

その機能 を失 ってい ると考 え られるに もかか わ らず 、ga1ヱヱ::LEσ2変 異が優 性の表現型 を示 した こ と

は、 この優性 表現型 が、単 に変異 タンパ クによる野生型 タンパ クの阻害効 果に よるものではない こ

とを示唆 している。

以上述べ て きた様 に、sfη4ga1H二 重 変異株 が示す表現型 はsjn4ABE1一 ヱ変異株が示す表現型 に

類 似 してい る。 これに加 えて、1)ga1ヱ ヱ変異株 で もテロメア長の減少が見 られ る(Suzukie亡angg4)
、

2)fn嘘roの 実験 で は、仲介 因子 としての機能 は見 られず、転 写活 性化 因子 に依存 しない基礎 転写が

増加 する事 が示 されている(Sakuraieねn994)、 といった表現型 か ら、ABEH変 異 はGALヱ ヱ遺伝

子 に起 こった変異である可能性が示 唆 された。そ こで、 この事 を確 かめ るためSH3131(sfn4ABE1・1

亡rphra3-52pho5一 ヱp加3一ヱIPHO5+URA3D株 にGAL11遺 伝子 を持つYCp型(TRPヱ マー カーを持つ)

プラス ミドpMF761(Nishizawaeね 五1990)を 導入 した。その結果 、rAPase活 性染色 に よって高 リン

酸条件下 でABE1一 ヱ変異が相補 され、高い活性 を示 した。以上の結果 よりABE1遺 伝子 はGAL1ヱ

と同一遺伝 子で あると結論 した。

第4節 考察

本 章で は、基礎 転写がUASに よる転写 とは異 なる機構 に よって制御 されている との知見に基づ

き、基礎転 写 を活性化す る因子の 同定 を 目指 して実験 を行 った。PHO5遺 伝子 を用 いて分離 したsfη4

変異 の抑圧変異株 は、いずれ も野生型株 と同程 度のrAPase活 性 を示 した(Table16)が 、その中で

ABE1一 ヱ変異株 のみが基礎転 写 レベルの低下 を示す こ とを見 いだ した(Fig .23)。 しか し、sfn4ABEヱ ーヱ

ニ重変異株 に押 ては・P・・4による轄 亨舌潤 ヒ能 には影響 槻 られなか った(T・bl・ ・7
、・・g・4)。

さ らに、ABEヱ ーヱε1N4+株 を取得 し、その表現型 をABEヱ+∫ 卿4+野 生型株 と比較 した ところ
、基礎
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転写は減少す るが(Fig.25-C)、Pho4に よる転写活性化能(低 リン酸条件下 でのrAPase活 性)に は変

化が なか った。 これ らの結 果は、Abe1タ ンパ クがPHO5遺 伝子 の基礎転写 を活性化す る機 能 をもっ

てい るこ とを示 している。ABBヱ ーヱ単独変異株 では、野生型株 よりも液体培養 におけ る細胞 の沈 降速

度が遅 くな り、 コロニー表層 も滑面化 した。 さらにはテ ロメア リピー トは短 くな り(Fig.24・B)、37

℃での増殖遅延 も見 られた(Fig.24-c)。ABE1一 ヱ∫1N4+株 が示 した これ らの表現型 をABE1+sfn4株 と

比べ てみる と、PHO5遺 伝子 の転写 、細胞凝集性 、 コロニ ー表層の粗 面化の表現型 は、ABEヱ+

SW4+野 生型株 と反対 の表現型 、テ ロメア長及 び37℃ での増殖 は同 じ表現型 である。そ こで、 もう

一度sf丑4ABEヱ ・ヱニ重変 異株 の表現型 に注 目した ところ、PHO5遺 伝子 の転写 、細胞凝集性 、 コロ

ニー表 層の粗 面化 の表現型 について は、ABE1一 ヱ単独変異 と差が見 られなかった。 この結果 は、

ABEヱ ーヱ変異が遺伝 学的 にはs加4変 異 よりも上位 の変異 であるこ とを示 してい る。また、テ ロメア

長の減少及 び37℃ での増殖 に関 しては、二重変異株 で単独変異株 に比べ て加算 的 な効 果が見 られた。

増殖 とテ ロメア長の表現型 について加算 的な表現型 を示 した事 は、Abe1タ ンパ ク とSin4タ ンパ クが

異 なる機構で別 々に因子 に作用 してい るため に起 こってい るのか、Abe1タ ンパ クとSin4タ ンパ クが

協調 して働 いているのかは、現在 の ところ判断で きない。

Abe1と 同一遺伝子 である と分 かったGal11は ガラク トース合成系遺伝子GALヱ 遺伝子 の脱抑制

が 弱 まる変異 として分 離 され、転写活性化 因子Gal4の コアクチベ ーターである と考 え られて きた

(Suzukie亡an988)。 しか し、近年、fηvf亡roの転写系 で転写活性化 因子 のない状態 で見 られ る基礎 転

写 に対 して、Gal11タ ンパ クを加 える と活性化 能 を示す ことが報 告 されてい る(Sakuraie亡aZ1994)

ことか ら、Gal11に は基礎 転写 を活性化す る機能が あるこ とが示 唆 されていた。 本研 究 におい て、

Abe1(=Gal11)タ ンパ クはfηvjvoで も基礎転写 の活性化 因子 と して働いてい ることが示 された 。

本研究で は、Abe1(=Gal11)タ ンパク とSln4タ ンパク とが遺伝 学的相互作 用 を持つ こ とを示 したが、

我 々の研 究室 における予備実験 では、物理 的な相互作用 を示唆す る結果 も得 られている。これ らの

こ とを考 え会 わせ る と、野生型株 にお いて、Abe1タ ンパ クの基礎転写 に対す る活性化 能は、その大

部分 がSin4タ ンパ クに よって抑 え られている との モデルがたて られる。

第2章 で述 べた様 に、sfn4変 異株 で は、1)環状 プラス ミ ドの負 の超 らせ ん密 度が減少す る、ii)

MNaseのDNAへ の接近効率が増加 し消化 を受 けやす くなる、ili)Rme1抑 制 に よって結合配列 に結合 出

来なか ったHaplタ ンパ クが結合可能 となる、iv)sjη4変 異に よる転 写の活性 化 は標 的遺伝 子の染色

体上 の位置 に依存 している、 な どのクロマチ ン構造 をが緩和 してい る事 を示 唆す る知見が得 られ て

いる。従 って、 この ようなクロマチ ン構造の変化がAbe1タ ンパ クに よって もた らされている可能性

がある。

sfn4ABEH二 重変異株 で減少 した基礎転写 は、Swi-Snf複 合体 の構 成因子 のひ とつである∫㎜1
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遺伝子 の高発現 によって部分 的 に抑圧 された。Swi-Snf複 合体 には、i)環 状 プ ラス ミ ドの負 の超 らせ

ん密度 を減少 させる、ii)DNA結 合 タンパ クのDNAへ の接近結合効率 を増加 させ る、iii)転 写活性化

因子 に よるヌク レオソーム構 造の破壊 を促 進す るな どの機能が知 られている。ABE1-1変 異のマルチ

コピーサ プ レッサ ー として∫Wヱ が分離 されたこ とか ら、Abe1タ ンパク にもSwi-Snf複 合体 とよ く似

た働 きがあ ると考 え られ る。 この こ とは、Abe1タ ンパ クが基礎転写 の活性化 に必要 なク ロマチ ンの

構 造変化 をもた らす 因子 である可 能性 が示 唆 している。Swi-Snf複 合体 の構成 因子 と相 同性 の高い も

の として、RSC(単modelthe鎮uctureofφrolnatin)複 合体が知 られてい るが、Abe1は この複合体 の構

成 因子 の一つか もしれない。

第5節 要約

基礎転写がUASに 依存 的な転 写の活性化 とは独 立 した機構で制御 され てい るこ とか ら
、sfn4変

異 の抑圧変異 を分離す る事 によって、基礎 転写の活性化 に作用す る因子 が同定で きると考 えた。分

離 した3つ の変異株 の うち、ABEヱ ・ヱ変異は、sf盈4変 異 に よって活性化 した基礎転写 を減少 させ る

が、転写活性化 因子Pho4に よる転 写の活性 化 には影響 を与 えないこ とを見 いだ した。 また、ABEヱ

遺伝 子 は、fη碗roの 転写系で基礎転写 に対 して活性化 機能 を持つ こ とが報告 されているGALヱ1遺

伝子 と同一であ ることが分か った。sfη4ABEヱ ー1二重 変異株 あ るい はAB£ ヱーヱ単独 変異株 では
、 ε1N4+

.ABEヱ+野 生 型株 に比べて基礎転 写が減少す る事か ら、Abe1(=Gal11)タ ンパ クはfnvfvoで も基礎

転写 の活性化 因子 として働 いてお り、野生型株 で はSin4タ ンパ ク によってその作用が抑 え られ てい

る と考 え られる。また、sjη4ABEH二 重 変異株 で減少 した基礎転写 は、Swi・Snf複 合体の構 成 因子

の ひとつで ある∫WIヱ 遺伝子 の高発現 に よって部分 的に抑圧 された。Swi-Snf複 合体 には、i)環 状 プ

ラス ミ ドの負 の超 らせ ん密度 を減少 させ る、ii)DNA結 合 タンパ クのDNAへ の接近結合効率 を増加 さ

せる、iii)転写活性化 因子 によるヌ ク レオソーム構造 の破壊 を促 進す るなどの機能が知 られている
。

これ らの事実 より、Abe1タ ンパ クは基礎 転写の活性化 に必要 なクロマ チンの構造変化 を もた らす 因

子 である可 能性が示 唆 された。
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総合考察

本研究 では、出芽酵母 における転 写調節機構 の解明 と分子育種 への応用 を 目的 として、基礎転

写 の制御機構 につい て解析 を行 った。第1章 で述べた よ うに、RNAポ リメラーゼ1王(RNAp。111>に 依

存 した転写 には多 くの因子 が必 要であ り、その制御 も複雑であ る。全 ての遺伝子の転写 において基

本転写 因子 は必須 であ ると考 えられて きたが、近年、fηvf亡roでの再構成実験か らプロモー ター配列

や環状 プラス ミ ドの超 らせ ん密度の違い などによって は、TFIIE、TFHF、TFIIHな どの一部の基本

転写 因予 は必要 でない との知見が得 られている(Parvin&Sharp1993、Holstegee亡aZ1996、

Holstegee亡a五1996)。 こう した事か ら、fnvfvoで も、 これ らの基本転写 因子 が転写 に必須 でない遺

伝子 も存在 す る可能性 も考 え られ る。

第2章 では、sfη4変 異 によって、down-promoterに 依存 した基礎転 写が活性化 されるが、転写活

性化 因子Pho4に よる転写 の活性化 は影響 されず 、互 いの転写 は加算 的であ ることを明 らか に した。

第3章 では、基礎 転写 とUASに よる転写 は異 なる機構 によって抑制 され てい る事 を示 した。す

なわ ち、UASに よる転写 はTup1-Ssn6抑 制 に よって抑制 されるが、sfn4変 異 による基礎転写 の活性化

は抑制 され ない こと、Rme1抑 制 は野生 型株 では両方の転写 を抑制す るが、sfη4変 異株で は基礎転写

しか抑制 で きないこ と、sfp4変 異 に よって活性化 された基礎転写 を抑制す る配列 の多 くは、UASに

よる転写 には効果 を示 さない こ とを明 らか に した 。以上 の結果 より基礎転写 はUASに よる転写 とは

異 なる機構 で活性化 されてい ることが示 唆 された。転写の活性化機構 には、転写抑制 因子 の除去 、

転写 のイニシエ ーシ ョン、ク リア ランス、伸 長反応の促 進 な ど様 々な段階が あ り、それぞれ には異

なる制御 機構 が働 いてい ると考 えられ る。各段階 を特異 的に活性化す る転写活性化 因子 も存在 して

お り、複数 の異 なる段階 に作 用する転写 活性化 因子が結合す るUASをup-promoterに 持たせ れば、加

算 的な転 写活性化 が見 られ ることが知 られてい る(Blaueね!1996)。sfη4変 異 による基礎 転写の活

性化 にはTATAboxが 必要 であ ることか ら、イニ シエー ターによる転 写の ように、一般転写機構 と

独 立 に起 こる転 写では な く、基本 的 にはUASに よる転写活性化 と同 じ転写 プロセスの 中で はあるが

転写活性化 因子 に よる転写の活性化 とは異 なる段 階がsfη4変 異 によって活性化 されてい る可能性が

あ る(Asoe亡a!1994、Blaue亡aZ1960)。

sfη4変 異株が示す着 目すべ き表現型 として、環状 プラス ミドの負の超 らせ ん密度が減少す るこ

とが あげ られる。凝縮 したクロマチ ン構 造 をとるほ ど、負の超 らせ ん密度が高 くな り、 タンパ クの

接 近や結 合効率 も低下す る事 が知 られてい る。 また、転写の活性化 に関与す るい くつ かの因子 、例

えばSwi-Snf複 合体、RSC複 合体、TFIIH複 合体 な どは、DNAに 正の超 らせ んを加 える機能、すなわ
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ちATP依 存 的なヘ リカーゼ活性 を持つ こ とが知 られている。これ らの知見 は、負 の超 らせ ん密度の

減少が 、転写 を活性化状態 にす る機構 と して働 い てい るこ とを示唆 している。 この ような超 らせ ん

密度の減少は、 ヒス トンの消失(Clark-Adamse亡an988;Han&Grunstein1988)や ヌ ク レオソーム

の除去 に よって引 き起 こされる現象 として見 つか った。 しか し、ヌ ク レオソーム構造の変化 を伴 わ

ない場合で も、 ヒス トンの脱 アセ チル化 や(Wmiame亡a且994)、 リンカー ヒス トンの消失(Hayese亡

a且996)、 トポイソメ ラーゼやヘ リカーゼの作 用 などによって(Gassere亡an986) 、超 らせ ん密度 の

減少 が見 られ ること も報 告 されてい る。超 らせ ん密度 の減少 が もた らされ る原 因 は分か らないが、

s加4変 異の結果 として生 じた クロマチ ン構造の緩和が基礎転写 の活性化 を可 能に してい る もの と考

え られる。 また、負の超 らせん密度が減少 した ような状態 では、Swi-Snf複 合体、RSC複 合体 、TFIIH

な どの機能 は必要 でな くなるのか も知 れ ない。

近年 もっと も受 け入 れ られ てい る転写活性化の モデルは、UASに 結 合 した転 写活性化 因子が基

本転 写 因子 あ るい はRNApolIIそ の もの をプロモーター領域 に引 き寄せ るこ とに よって、転 写開始複

合体 の形成 を促進す るとのモデルであ る(Zawel&Reinberg1993;Buratowski1994;Struhl1995)。 こ

の時、転写活性化 因子 と基本転写複合体 との仲介の機能 を果たす もの と して、TBP-associatedfactors

(TAFs)や メデ ィエ イターあ るいはコアクチベー ター と呼ばれ る数多 くの因子 の存在 が指摘 されてい

る。 これ らの因子 は、細胞抽 出液 か らRNApolIIと 同 じ画分 に精製 された り、抗 体で共沈降 した り

す るこ とか ら、直接 あるい は間接的 にRNApolIIと 結合 して存在す るRNApolIIポ ロ酵素複合体の構

成 因子 と考 え られている。SRB、Swi・Snf複 合体 、Gal11な どがその代表 的な ものである(Gerberwt

al.1995;Wilsone亡aZlg96;Farrelle亡an996)。 本研究 で取 り上 げたSin4-Rgr1複 合体 もRNApolII

ポ ロ酵素 に含 まれ るこ とが近年 明 らか にな った(Lie亡an995)。

以前 か らSin4-Rgr1複 合体 は、OT∫ ヱ、班∫4、M4Tα2な どの遺伝 子の転写活性化 に コアクチ

ベー ター と して機能す ることが示 唆 されてい た(Jiange亡an995) 。Sin4-Rgr1が 持 つ正 の機能 が、転

写活性化 因子 との仲介 因子 と して、標 的遺伝子 に転写 開始 複合体 を供給す ることで ある とす れば、

転写抑制 因子 として働 く場合 に、Tupl-Ssn6複 合体の ようにプロモー ター領域 に結合 して転写 を抑制

す る とは考 えに くい。この考 えは第2章 で示 した ようにSin4-Rgr1抑 制が作用す る遺伝子の プロモ ー

ターに結合配列が ない との知 見 と一 致 している。Sin4タ ンパクの転 写抑 制機能 を説明す る一つのモ

デ ル として、sfη4変 異 で転写が活性化 される遺伝子 には、Sin4-Rgr1と は違 う転写抑制系が共通 に働

いてお り、その転写抑 制 因子の転写の活性化 に、Sin4-Rgrlが コアクチベー ターと して働い てい る と

い うモデ ルであ る。 しか し、 このモデルは、第2章 で示 した ようにsfη4non・activatedpromoterが 、

up-promoterを 除去す ることに よって、sfη4-activatedpromoterに 変わるこ とか ら否定 された
。

そ こで、本研 究で は、新た に、基礎 転写 を活性化 する 因子の存在 を仮定 し、 この因子 を
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Sin4-Rgr1複 合体 が阻害す る とのモデル を考 えた。 このモデルに従 って、基礎転写 の活性化 因子 を

sfn4変 異の抑圧 変異株 として分 離 しようと試みた。分離 したABEヱ ・1変異株で は、期待 通 り、UASに

よる転 写の活性化 は影響 されず 、基礎転写 が低下 していた ことか ら、Abe1タ ンパ クが基礎転写 の活

性化 に働 く因子 であ ると考 えた。

一方、Gal11も コアクチベー ター と して働 くとされて きたが、近年、 い くつ かの矛 盾点が指摘 さ

れてい る。一番大 きな ものは、Gal11が 野生型株 ではRNApolIIホ ロ酵 素の中に含 まれてい るが、

sfn4変 異株 では含 まれてい ない ことが示 された点 である(Lie亡aZ1995)。Gal11タ ンパ クがRNApol

IIポ ロ酵素 の構成 因子 として、転写活性化 因子 と基本転 写因子複合体 を仲介 してい るとの考 えに従

えば、sfη4変 異株 や㎎rヱ変異株 で はGal11の コアクチベー ター としての機 能は失われ るはずであ る。

それ に もかかわ らずGAL1遺 伝子の発現が上昇す る変異株 として得 られた亡sf3変異株 は∫1N4遺 伝 子

に起 きた変異であ った し、第2章 で用 いた、GALヱp-P1∫05の 脱抑制 条件下 におけ る発現は、sfη4変

異株 と野生型株 とで変化 がなか った(datanotshown)。 また、別の実験 では、Gal11の 優 性変異 ア レ

ルの一つGal11-PとGal4タ ンパ クのDNA結 合 ドメ イン(Gal4BD;Gal4タ ンパ クか ら転写活 性化能 を

持 つ領域 を除去 しDNA結 合 ドメインだけを もった もの)を 同時に入れ ると転 写活性化 能がみ られるこ

とが報告 されてい る(Parrelle亡aZ1996)。 これ らの結果 は、少 な くと もGal4に よる転写 の活性化 に

際 し、Gal11がRNApolIIポ ロ酵素の一員 として仲 介 を行 うとのモデ ルで は説明で きない ように思 わ

れ る。 これ まで述べて きたい くつかの矛盾点 は、Abe1タ ンパ クが、Gal11タ ンパ ク と同一で あるこ

とに より説 明可能 となった。す なわち、Gal11(=Abe1)タ ンパ クが持つ基礎 転写の活性化能 は、sfn4

変異 に よって顕著 に現れ るこ とか ら、Gal11タ ンパ クは、RNAp。lIIポ ロ酵素 と離 れた状態で基礎転

写の活性化 に働い ているこ とが示唆 される。 また、ABE1-1変 異 によって、Pho4の 転写活性化能 は

影響 されないこ とか ら、G.ALヱ プロモー ター におい て も、Ga14の 転 写活性 化能 には影響 を与 えてい

ない可能性 がある。 また、Gal4BDはSwi-Snf複 合体 と協調 してクロマチ ンを緩和 す る機 能が示 唆 され

てい る(Owen-Hughese亡an996)。 従 って、 これ らの事 実 よ りGal11-PはSin4に よる阻害 を受 けない

優性変異 である可 能性 な ど、い くつかの興 味深い可能性が示唆 されるが、今後 の課題 である。

Gal11の 機能 と して、TFIIEと 物理的 に相互作用す る との興 味ある事実 が報告 されている

(Sakuraie亡 証.1996)。TFIIEに はTFIIHと の相互作用が知 られてい ることか ら、Gal11がsfη4変 異株

で転写活性化 に作用 している時には、Ga111-TFIIE-TFIIHの 三者 複合体 が形成 されてい る可能性 があ

る。TFIIHは 転写の ク リアランス に関与 しているこ とが示 されているので、予測 で きる一つの可能性

はsfη4変異 によって活性化 され る転写のス テ ップは、 ク リアラ ンスの段階 である とい うものであ る。

このモデル に従 えば、TATAboxに 転 写開始複合体 が形成 され、 イニシエーシ ョンが起 こって も、
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RNApolIIの 伸長への移行が起こらない遺伝子が、sfn4変 異によってクリアランスの段階が活性化さ

れ、転写が完了すると考えることもできる。また、sfη4non-activatedpromoterや 染色体上で活性化

されない遺伝子では、転写がもっと前の段階、すなわちイニシエーションの段階で阻害されている

のか も知れない。

本研究は出芽酵母(Scerevfsfお を用いた基礎転写の制御機構 についてのものである。酵母にお

ける宿主 ・ベクター系は古 くか ら有用物質生産に用いられてお り、高い生産性 を得 るために強いプ

ロモーターの選定、培養条件の改良、ベクターの多コピー化、分泌系の改良などが行われてきた。

本研究で得 られた知見、すなわち転写活性化因子 とは独立 して転写を活性化する機構は、発現ベク

ターを用いた宿主 ・ベクター系による物質生産の収率向上に役立てることが可能か もしれない
。例

えば、P1∫05を モデル遺伝子 として、rAPaseの 生産性を調べた結果、sfη4変異株では抑制(高 リン

酸)条 件下で も、野生型株の脱抑制(低 リン酸)条 件下 と同程度の生産性 を示 した。連続培養や半

回分培養 を行 う時に脱抑制のためリン酸の ように生育に影響 を与える因子 を低濃度に維持すると

いった困難を回避する方法として利用出来るか もしれない。また、脱抑制条件下でも野生型株の約

2倍 の生産性を示 したことから、sfn4変 異は総生産収率を高めるための宿主改変法 としても導入が

期待で きる。

既 に述べたように、ε1N4や 、RGRヱ 遺伝子に変異が起こる、あるいはGal11タ ンパクに活性化

型の変異が起 こった りした場合には広範囲の遺伝子の基礎転写が活性化 される。動物細胞 において、

遺伝子の発現が細胞のガン化 を引き起 こす事が知 られている。∫刀》4やRGRヱ あるいはGA五 ヱヱ遺伝子

の哺乳類での相同遺伝子は見つかっていないが、出芽酵母におけるGa111に よる基礎転写の活性化機

構、及びSin4に よる基礎転写の抑制機構を解明することは、ガン遺伝子などによる細胞増殖の制御

を考える上で も何 らかの知見を与えるかもしれない。
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