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要旨

ゾウリムシは単細胞の原生動物であり、大量の細胞間で容易に生理状態を同調させる

ことができ、遺伝子機能解析の研究に優れた材料である。本論文では自家生殖を行い遺

伝学的解析に優れたヒメゾウリムシ (Paramecium tetraurelia) からユビキチン結合酵素

(E2) 遺伝子のクローニングを行い、その機能を推定するための解析を行った。

ゾウリムシにおけるロドプシン様遺伝子の探索を目的として、ヒメゾウリムシのゲノ

ムDNA を鋳型にPCR を行ったところ、たまたまその推定されるアミノ酸配列がE2 の活性

部位モチーフを含むDNA 断片を得た。このDNA 断片をプロープとしてヒメゾウリムシ

のcDNA ライブラリーをスクリーニングし、 E2 遺伝子を得、これをUbcPl と命名した。

塩基配列から推定されるポリペプチド (UbcPlp) は425 個のアミノ酸残基 (48kDa) か

らなっていた。 UbcPlp はE2 の基本的な構造であるUBC ドメインに加え、そのC末端とN

末端両方向に伸長部を持っていた。 E2 ファミリーの分子系統樹を作製したところ、

UbcPlp は新奇のサ7' ファミリーを形成することが示唆された。

一連のゲノムサザンプロット解析の結果から、ヒメゾウリムシゲノム上にはUbcPl 以

外のUbcPl 様遺伝子は存在しない事が示唆された。また他の3つのゾウリムシ種にも

UbcPl ホモローグが存在し、 N 末端伸長部の配列も保存されていることが示唆された。

この結果から、 UbcPlp のN末端伸長部はUbcPlp によって仲介されるユピキチンシステ

ムに必須の役割を果たしていると推測される。

さらにノーザンプロット解析から、ゾウリムシにヒートショッ夕、浸透圧ショックを

加えるとUbcPl の発現量は増加することがわかった。従ってUbcPl はストレス応答機能

に関与すると考えられる。また異なるカルチャーステージによっても発現量は変化し、

定常期でよく発現されていることが判明した。このような発現の挙動から、 UbcPl は出

芽酵母におけるUBC4β タイプのE2 と同様の機能を担い、ゾウリムシ細胞内のタンパク

質分解系で一定の役割を果たしていることが推測される。
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第1章 序論

ユピキチンはその名が示すとおり酵母からヒトまで高度に保存された普遍的な蛋白

質である。ユビキチンはユビキチン活性化酵素 (E1) 、ユビキチン結合酵素 (E2) 、ユ

ビキチンリガーゼ (E めから構成された酵素群(ユビキチンシステム〉により標的蛋白

質にイソペプチド結合する。これをユピキチン化(ubiquitination) という (1 ・3) 0 この

イソペプチド結合は標的蛋白質のリジン残基のr アミノ基にユビキチンのC末端グリシ

ン残基が共有結合する反応である。ユピキチンは、 E1 とATP により C末端のグリシン残

基が活性化され、 E1 の特定のシステイン残基にチオエステル結合する。次に、この活性

化されたユビキチンはE2 の特定のシステイン残基に転移し、やはりチオエステル結合す

る。最終標的蛋白質へのユビキチン結合は、 E2 から直接起こる場合とE3 が介在して起こ

る場合とがある (1 ・3) 。ユビキチン化の最もよく知られている機能は、分解シグナル

(signal for degradation) の形成である o 蛋白質に共有結合したユビキチンのC末端とユ

ビキチン分子内の48 番目のリジン残基間でイソペプチド結合を繰り返しマルチユピキチ

ン鎖が形成されると、これが付加された蛋白質はプロテアソームとよばれる多成分蛋白

質分解酵素複合体により分解される(1・ 3) (図 1) 0 ユビキチン化による蛋白質分解

を通して制御されている細胞の諸機能は、転写、 DNA 修復と複製、細胞周期、ストレス

応答、様々な原がん遺伝子産物の分解による増殖制御、蛋白質の細胞内輸送、免疫始動

のための抗原蛋白質の限定分解、アポトーシスなど、きわめて多技にわたっている。ま

たユビキチン化は、上述の分解シグナル以外の機能として、リン酸化等の修飾と同様に

蛋白質の機能を調節しているとLづ報告もある (4) 0 E1 は細胞内では一種類の酵素と

して存在するが、 E2 はファミリーを形成している(表 1) 0 E3 は一次構造が決定されて

いるものは少ないが、様々な種類の分子種が存在すると推定されている (5) 。このE2 、

E3 の分子多様性が、ユビキチンの関わる生理機能の多様性、つまりはユビキチンを最終

的に受容する蛋白質の多様性と特異性の基盤になっていると考えられている。

出芽酵母では現在まで少なくとも 10 種類のE2 蛋白質の一次構造が決定されている

2 



9 UBIQUITIN 

PROTEASOME 

図1 ユビキチン/プロテアソーム依存性蛋白質分解システム
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遺伝子

UBCl 

機能および調節

UBC4 と UBC5 との同時欠失で致死，胞子形成と出芽後に必要.細胞周

期の G 。期で作用

UBC2(RAD6J DN A 修復に関与，突然変異の誘導に関与.胞子形成に必要，レトロトラ

ンスポジションの抑制.N 末端別経路に関係. DNA 障害試薬で誘導

UBC3(CDC3 .J J 必須遺伝子. G./S の進行に関与. DNA 視製に関与，紡錘体の分離に関

与. CDC4 および CRC53 と相互作用

UBC4 異常蛋由貿と短寿命蛋由貿の分解に関与，熱ショック，アミノ政アナロ

グ，カドミウム処理などのストレス負荷応答に必須，胞子形成に必要，

Ub-P- ヵ・ラクトシダーゼゃれIATα2 の分解に関与，熱ショックやカドミ

ウム処理などで誘導.sI! c61 の分泌変異をマlレチコピーで抑圧，両遺伝子

ともイントロンを含む

UBC6 小胞体脱の内在住蛋白質. sec61 の分泌変異をマルチコピーで抑圧，

MATa2 の分解に関与

UBC7 MATa2 の分解に関与，カドミウム抵抗性に寄与，カドミウム・処理で誘導

UBC8 本遺伝子の欠失で茨現形質の異常なし，イントロンを合む

UBC9 必須遺伝子. G 2/M の進行に関与，イントロンを含む

U'BCI0(PA S2 J ぺJレオキシソームの生成に関与

Ubc4p と Ubc5p はホモロジーが高<.両者は物理的に会合して出能している可能性が高い

ので，その決現形質は区別せず記i陪した。股近 U lJ Cll と QR1S という 2血の析しい E2 と推定

されるill 伝子が，ホモロジー検出から見いだされているが，それらの肢flg については不明であ

る。したがって，酵母の UlJ C 泊伝子昨はさらにm加していくと思われる。

表1 出芽酵母のE2 (UBC) 遺伝子群とその機能 (6) より引用

4 



(1 ，6) 。例えばUBC4 とUBC5 遺伝子はストレス関連機能と短寿命蛋白質の分解に関わっ

ている(1) 0 UBC3 (CDC34 と記されることもある)は細胞周期の Gl 期からS期への進

行に関与している (1) 。全てのE2 蛋白質は共通して約150 アミノ酸からなる保存性の高

いコア領域 (UBC ドメイン〉をもっ。ユビキチンのC末端とチオエステル結合するため

の活性部位のシステイン残基はこのUBC ドメインに存在する(1)。

ゾウリムシは単細胞の原生動物でありながら、一細胞中に多細胞生物の体細胞に相当

する大核と生殖細胞に相当する小核という 2つの機能的に分化した核をもちあわせてい

る (7) 。このように高等生物とのアナロジーを持つことから、ゾウリムシは生命現象

の普遍的な機構を解明する上での優れたモデル生物となりうると言える。例えば、ゾウ

リムシは有性生殖を同調して誘導させることにより、多数の細胞間で容易に減数分裂、

核分化及び核退化を同調させる事ができるという素材としての特色がある。核の退化と

いう現象は高等生物の細胞のアポトーシスの原形とも考えられ (8) 、このような繊毛

虫特有の現象の制御機構を解明していくことは広く生物全般の理解に貢献すると考えら

れる。

ヒメゾウリムシ (P. tetraurelia) は自家生殖を行い遺伝学的な解析に優れている。筆者

はヒメゾウリムシのロドプシン様遺伝子のクローニングを試み、得られた遺伝子を解析

したところ、たまたまその中の一つがE2 遺伝子であることを見いだした。これが機縁と

なりこのE2 遺伝子の研究を行うこととなった。このE2 遺伝子産物はこれまでに報告のな

い新奇なものであった。本研究ではこの遺伝子の特徴づけと機能の解析を行った。

本論文の構成は以下の通りである。第2章ではゾウリムシのE2 遺伝子のクローニング

の過程とその塩基配列及び推定されるアミノ酸配列の解析について述べる。筆者はこの

遺伝子をUbcP1 と名付けた。配列解析の結果、 UbcP1 産物はE2 で-共通したドメインに加

えC末端伸長部とN 末端伸長部を持ち、クラスIV のE2 であることが判明した。今回の研

究ではじめてクラス lVE2 の一次構造が明らかにされた。作製した分子系統樹からUbcP1

は構造的にはE2 の新奇のサプファミリーに属することが示唆された。第3章ではサザン

プロットの手法を用いたUbcP1 の解析について述べる。まずUbcP1 が単離されたゾウリ

5 



ムシであるヒメゾウリムシのゲノムを解析した。その結果UbcPl の配列から予想された

制限地図があらためて裏付けられた。さらにこのゾウリムシのゲノム上にはUbcPl 以外

にUbcPl 様遺伝子は存在しないことが示唆された。次にヒメゾウリムシ以外の 3 種のゾ

ウリムシのゲノムを解析したところ、これらのどのゾウリムシにもUbcPl ホモローグは

存在し、 UbcPl のN 末端伸長部も保存されていることを示唆する結果を得た。従って

UbcPl のN 末端伸長部はUbcPl が機能する上で必須の役割を担っていることが推測され

る。第4章ではノーザンプロット手法でのUbcPl の機能解析について述べる。 UbcPl はヒー

トショック、浸透圧ショック負荷時に発現量が増加した。従ってUbcPl はストレス応答

機能に関与すると考えられる。またカルチャーステージでも発現量は変化し、定常期で

よく発現されていることがわかった。このような発現の挙動から、 UbcPl はUBC4β タイ

プのE2 と同様の機能を担い、細胞内のタンパク質分解系で一定の役割をはたしているこ

とが推測される。第5章は本論文の総括と今後の研究の展望を考察する。

6 



第 2 章 ヒメゾウリムシのE2 遺伝子のクローニング

本章ではまずE2 遺伝子のクローニング過程の詳細について述べる。

2- 1. 材料と方法

2-1 ・1.株

P. tetraurelia (ヒメゾウリムシ) stock 51s を実験に用いた。

2 ・1-2. 培養

水400rnl に対して稲藁を1. 6グラム加え、オートクレーブ滅菌した。これにバクテリア

KJebsieJJa pneumoniae を植え、 1 日後のものにゾウリムシを植えついだ。培養は25
0
Cで‘行っ

fこ。

2・1・3. ゲノムDNA の単離

月井の方法〈私信)で単離した。

細胞〈約400 rnl cu1ture 分)を低速遠心で集め、蒸留水で洗浄した。パックにした細胞

〈約50μ1) に1rnl の溶解液(1 %a 白 ticacid ，1% Nonidet P-40 ， 0.25Msu ロose) を加えピペッ

ティングで懸濁した。このサンプルを190 gで5 分遠心して大核を沈殿させた。沈殿物

は0.5 rnl の別の溶解液(1 % sodium dodecy1 sulfate (SDS) ， O.lM NaC1 ， O.lM Tris (p H 9.0)) に

懸濁した後、等量のフェノール:クロロホルム (1:1 )で抽出した。水層を回収し、これ

に2倍量の2・propano1 を加えたのち遠心しDNA を沈殿させた。沈殿物は70% ethano1 で1回

洗ったのち乾燥させ適量のTE (10 mM Tris (p H 7.5) ， 1mM EDTA) に懸濁した。

2・1・4. cDNA のクローニングとシークエンス

(a) PCR (p o1ymerase chain reaction) 

7 



既知のロドプシンの保存されている領域をもとに3つの縮重オリゴヌクレオチド、

5' 州 NG) 百 T(NG)(G !I) C( NI) AT(G !I) (G 庁)c( N 乃GATπT-3' (primer A) 、5'-AT

(Nf) TC(N T) AT(N 乃G ATAGATA-3' (p rimerB) 、5' 羽 G A: πAT(G/A) AA( T/ C)(NI) G C 

σiA)G ・3' (p rimer C)を合成し、ヒメゾウリムシのゲノム DNA を鋳型としてPCR

(p olymerase chain reaction) を行った。反応液100μl あたりゲノムDNA1μg 、プライ

マー各200 pmol 、各々のdNTP 各20nmol 、Am pliTaq DNA ポリメラーゼ (Takara) 2.5 

U 、PCR 用bufferσ'akara) を加えた。温度サイクルは、 94 0C1 分を1回、次に94
0
C1 分，

32 ・42
0
C1 分， 72

0
C2 分のサイクルを35 回とした。アニーリング温度42

0
C とした場合、

489bp のDNA 断片が増幅された。このDNA 断片を精製してPCR-II プラスミドベクター

(In vitrogen) にクローニングした。

(b) cDNA ライブラリーの作製

ヒメゾウリムシから、 RNA extraction kit (Ph 訂maci のを用いてトータル，RNA を抽出した。

ポリ (AyRNA はmRN A puruication kit (Pharmacia) を用いてトータノレRNA から単離した。次

にオリゴ (dT) プライマーを用い、逆転写反応で・cDNA を合成し、アダプターを付加し

た。この過程はTimesaver cDNA synth 凶 is kit (Pharmacia) を用いて行ったロえ -gtlO cDNA 

ライブラリーは A -DNA in vitro packaging module とcDNA rapid cloning module A -g t1 0 (ア

マシャム)を用いて構築した。

(c) cDNA ライブラリーのスクリーニング

一次スクリーニングでは、組み換え体ファージを大腸菌N M5 14 (アマシャム)上に

10 ，000 plaque forming units /1 50 mm ぺトリディッシュとなるようにプレーティングした。

プラークはナイロンメンブレン (Hybond N¥ アマシャム)に転写した。 489bp のDNA

断片をNick translation kit (Tak 訂 a) を用いて放射性ラベルし、これをプロープとしてcDNA

ライブラリーをスクリーニングした。 cDNA はM13mp18 ファージベクターまたはPUC19

プラスミドベクターにサブクローニングした。

(d) 塩基配列の決定

塩基配列はApplied Biosystems 373A automated DNA sequencer を用いて決定した。
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2・1・5. 塩基配列、アミノ酸配列の解析

核酸またはアミノ酸配列のホモロジーサーチ、そして蛋白質モチーフサーチはそれぞ

れGenBank 、SWISS-PR Gf， PROSlTE データベースに対して、東京大学医科学研究所ヒ

トゲノム解析センターのFASTA 、MOTIF ネットワークサービスを利用して行った。

アミノ酸配列の多重アライメントはGCG Wisconsin Sequen 白An alysis Package のpileup プ

ログラムで作製した。

分子系統樹は、最大節約法のものは国立遺伝学研究所のODEN プログラムで、非加重

結合法のものはGCG のgrowtree プログラムで作製した。
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2-2. 結果

2・2・1. ヒメゾウリムシのE2 遺伝子のクローニングの過程

(a) ヒメゾウリムシのユビキチン結合酵素遺伝子の部分的な配列の同定

既知のロドプシンの膜貫通ヘリックス領域のアミノ酸配列を基にして、縮重オリゴヌ

クレオチドプライマーを複数個作製した。ヒメゾウリムシ (P. tetraurelia) のゲノムDNA

を鋳型にして、プライマ-A， Bの組み合わせで;PCR を行ったところ、複数のDNA 断片が

増幅され、これらをベクターDNA にサブクローニングした。この中で;489bp のDNA 断片

の塩基配列を決定したところ、このDNA 断片は 1つのopen reading frame (ORF) をもち、

その推定されるアミノ酸配列はE2の活性部位コンセンサスモチーフ (2 ・2・2 (b) 参照〉

を含んでいた。

(b) ユビキチン結合酵素をコード、するcDNA のクローニング

ヒメゾウリムシのユビキチン結合酵素遺伝子のcDNA をクローニンク守するために、ヒ

メゾウリムシからmRNA を調製しcDNA ライブラリーを作製した。 489bp のDNA 断片をプ

ロープとしてcDNA ライブラリーの 1 7万プラークをスクリーニングし、陽性クローン

を 2つ〈クローンA 、クローンB) 得た。両クローン共同じE2 遺伝子を含んでいたが、

クローンAのE2 遺伝子は一部欠失していた。そこでクローンB (1. 7kbp cDNA) の全塩基

配列を決定し、この遺伝子をUbcP1 (ubiquitin ・conjugating en 勾me from Paramecium ;ナン

ノくーは同定された順番に相当)と名付けた(1. 7kbp cDNA と489bp のDNA 断片との関係を

図3A に示す; 489bp 断片は図3A の484bp 断片とほとんど一致する領域である)。塩基配列

はEMBUGenBa nk/D DBJ データベースにアクセッションナンノぐーD50499 で登録した。

2・2・2. UbcP1 の塩基配列及び推定されるアミノ酸配列の解析

(a) 塩基配列の特徴

UbcP1 の塩基配列と推定されるアミノ酸配列を図2に示した。 349 番目のATG コドン

を翻訳開始コドンとした。1. 7kbp cDNA はORF を一つ含み、そのコードする蛋白質は425

アミノ酸からなる。 UbcP1 産物の推定の分子量は48kDa である。この遺伝子の20 個のグ

10 



GTAAAA CA.r..AAA TTAATTATTGA'τ ロλτCCTTAAAAACAGATAAAτ 'G ACTT AAAAAA."A. TAA 60 
ATA'ττT A.."A. G. "A.A CT 了TITT.GAGAAτC -G .;λTTAATATI ちAτ ロAGMτTAAGTTTI ロCTITAA 120 
GA'τ "G AAG 入AGGATITA'τττ 寸'AAAτ て;;..λAGτ て7， AAACAAττ 'GG T.AA ττ寸'ACτ ロAAAACAAAT 180 
GATATAGTAAAGGTAGτ ロTAATAGG Aj主 TAAAAATAAAATATAGTAAATCAGTAATAATAA 240 
CAACAAATAGTAGCTTAAGAAGAATA 必でλAGAATAATTATAGTAAGA'τ ℃τ'C AATCAAAAT 300 
AA T'G Aτ 'C Cτ ロTAGAAGCTATAGTTGτ ℃・TTATTI ロATATTTCAGGATCAATGGGCGGAAτ ロ 360

M G G 1 1  4 

TA'ττ せTAAAGAAGAGGAACTATCTAG 入主TTGGAGCτ ロτ'C AAτ ロCGTTITTCτ ℃τて;C CTIT 420 
Y F K E E E L S R I G A V N A F F S A F 24 

GCCGATAAAACATTGGC TTTI'G AATTTAAτ 'CA CATAGTAAAACTTGTAτ 'GG TITGAATCC 480 
A D K T L A F E F N H I V K L V W F E S 44 

TITATAACAGATAAATGTGACTTCACTl え孔CGATTTIAATAATTTCATAAAATTAGTCGAT 540 
F 工 T D K C D F T N D F N N F I K L V D 64 

GA T'GCA τCCCCAAGAGGτ 'GG AACTAAλTGTTAτ 'G Aτ 'G CAATAGCCTAT ロCAATI ロAATAG 600 
D A S P R G G T K C Y D A I A Y A 工 E Q 84 

TI'G AAAGAAATCAAGAAAAAATAτCC 入えATATTATCTTAAGAATAATTGCATTAACτ ロAT 660 
L K E I K K K Y P 11 I I L R I I A L T D 104 

GGAGACGATAATTAAτ'CAAAAGAAAATCCTTAAAGTITAGTTAATAGAATATITG~"A.T 720 
G D D N Q S K E N P Q S L V N R I F E N 124 

TAAAτ 寸'ATAATAGATTCCTTI ロTI ロTλえATAAτ 'G AτTGτ 'G TTGGTITAAAAACTTTGACT 780 
Q 工工工 D S F V V N N D C V G L K T L T 144 

CAτ ロCAACAAAτ ロGTAGA'τ ロCTATI ロτ'C CTTAAACτττ 'GGC TG 瓜AGGCA'τ 。τ℃ττ寸'AT 了r 840 
H A T N G R C Y C P Q T L A E G M S L F 164 

GAAATAGAAAGCATATTAAGTATAAGCCATAGAGAACAAAAAGAGTAτ 'C CAAAAGAAT 曹TG 900 
E I E S I L S 工 S H R E Q K E Y P K E L 184 

CAAGATTI 、'AAATTCATTGAAAGATAAACCTTTTGATACτ 'G AT ちGAATGAAAGTI ロTATCA 960 
Q D L N S L K D K P F D T D G M K V V S 204 

Aτ 'GG ATGτ 'C TAAAAAATI ちCAGTTATGAAAAAAGAAGAAATTTIAAAGAAAATA'τCACAA 1020 
M D V Q K I A V M K K E E I L K K I S Q 224 

ATCGAAAGCGCCCCTTAAAATTCTAGCTCAACCτ 'C TTAGAGτ 'G TAAATAACACAGCAAGA 1080 
工 E S A P Q N S S S T S Q S Y N N T A R 244 

A TrTr AAAAGAACTCCAAGA'τ ロTTACAGCATAGGGτ ロATAAATTGAATTTTAAAτ 'G TTAT 1140 
I L  K E L 0 D V T A 0 G D K L N F K C Y 264 

CCCACτ ロcτ 'G Aτ ロATA'τ 'C AAAACAτ ロGλAGA'τ 'C TTATTATA'τ ちGTCCTAAAGGCACAGTT 1200 
P T A D D I K T W K I L L Y G P K G T V 284 

TA'τ 'G AAGGτ ロGAτTATACATTTIAAGTTA'τ ロττττ'C ACτTAAAAτTAτ 'C CTTTCAGACCT 1260 
Y E G G L Y I L S Y V F T 0 N Y P F R P 304 

CCAAAAGτ ロTAGTTCAτ 'C ACTAAAτTATA'τCAτ 'C CTAATGτCAGTAGAGGCGGAτ 'C ACTT 1320 
P K V 0 F I T K L Y H P N V S R G G S L 324 

C TI'GG AT ちTTTIAAATACTTCA T'GG AGτCCτ 'IT ACτ 'C ACAACTACAAAAGTACTTGAT 1380 
C ) L  D V L N T S W S P L L T T T K V L D 344 
) 

GCAGτττ 'C AGτ 'G Aτ 'GC ττTAAAAτ 'C CAAλτ 'GC τ'G A'τ 'G Aτ 'GCTTT'GG ATTGCAATATAGCA 1440 
A V S V M L 0 N P N A D D A L D C N I A  364 

GCAATTTATAAGCAτ 'G AGCCAGAATTGTITAAATAAAATGCCTTAAAAG ゐGAAATTAGAG 1500 
A I  _~ K H E P E L F K 0 N A L K E K L E 384 

GCτ ロcττ ℃τ'C CAτ 'CA GAGGACAAτ 'C TATT んGCτ ロATAτ 'C TTAGGAGCτ ロTTGATATTAAT 1560 
A A S E S E D N L L A D I L G A V D I N 404 

TCGTAAGAGTATCTAGATACAAAGAAAGAATTATAAACCτ 'GG TTGGAATATTAAAAAτ 'C A 1620 
S Q E Y L D T K K E L Q T W L E Y Q K S 424 

AATI ロAAGATATATATATATITGτ 'CA TTAGAAATAATTAAATITAAAAAAAAAAAA 1676 
N * 425 

図2 UbcPl の塩基配列と導かれたアミノ酸配列

アステリスクは stop codon を示す。アンダーライン部分はUBC ドメインに相当す

る。二重アンダーライン部分は活性部位コンセンサスパターンに相当する。シス

テイン残基(推定上の活性部位)を O で示す。
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ルタミンコドンのうち16 個はTAA とTAG にコードされていた。 UbcP1 のんT含量は、コー

ド領域で69.6% 、3' 非コード領域で89.5% でゾウリムシ遺伝子の特徴と一致した。 3' 非コー

ド領域中の6文字の配列、 ATTAAA (1 656 ・1661) はポリ A 付加シグナルであると考えら

れる。

(b) UbcP1 の推定されるアミノ酸配列の解析

UbcP1p (推定される UbcP1 産物)は、 E2 の活性部位コンセンサスモチーフ

(FYWLS)-H -(PC) ・(NH) ・(L IV)・ X3 ，4・G-X-(LI V) -C-(LI V) -X-(L IV) (PROSI 司データベース、

アクセッションナンバーPS00183) を含んでいた。コンセンサス領域中の、 325 番目のシ

ステイン残基はユビキチンの受けわたしに必須の活性部位アミノ酸である o

図3A 、B は既知のE2 とUbcP1p を比較したものである。これまでにE2 酵素は構造的に 4

つのクラスに分類されている (2 ・3・2及び図3A 参照) 0 UbcP1p はUBC ドメインに加えC

末端伸長部とN 末端伸長部を持つ (C 末端伸長部は37 アミノ酸、 N 末端伸長部は238 アミ

ノ酸からなる〉。従ってクラス IV に属する。 UbcP1p のUBC ドメインの配列でアミノ酸

配列データベースを検索した結果、既知のE2 のなかでもあまり高い相向性を示すものは

無かった。 Yeast のUBC4/5 産物(この 2 つはほとんど相同であり、機能的にも等しい (9)

ことから慣習的に区別せずに記載される)と、その高等生物のホモローク守であるショウ

ジョウパエUbcD1 (10) 、線虫 ubc ・2 (11) 、ヒト UbcH5 (12) 、シロイヌナズナ

At UBC8 (13) 遺伝子産物、すなわちUBC4β サブファミリーと最も高い相向性(約

40-44%) を示した(図 4) 。

ホモロジー検索の結果、 UbcP1p の伸長部と有意な相向性を示す既知の配列はデータベー

ス中に見つからなかった。また、伸長部において保存された配列モチーフは見つからな

かった。

図5はUbcP1p のハイドロノ守シープロットである。シロイヌナズナ UBC1 (14) 、

YeastUBC4 (9) のものとでの比較で示した。 UbcP1p のUBC ドメインでのパターンは2つ

のE2 とほぼ一致した。
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100bp 
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484bp fragment 

Xbal 

8gl11 
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domain 

8gl11 

Xbal 

!く Da

P. tetraurelia 

UbcP1 
48 Class IV 

Drosophila 

UbcD2 
25 

Murine 

UbcM2 
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UBC1 

Yeast 

C 

C 

Class 111 

23 

Class 11 

20 
UBC2 (RAD6) 

Yeast 

UBC4 C 

4 
16 Class I 

図3A E2 蛋白質の構造の模式図(1 8)

6つの異なったE2 のアミノ酸配列を長方形で示した。蛋白質の大きさをkDa で・示

した。中央の、 E2 蛋白質で保存された領域(U BC ドメイン〉を白い長方形で示す。

活性部位のシステイン残基の位置をCで示す。 UbcPlp とクラスIIIE2 のN 末端伸長

部を網かけの長方形で示す。 UbcPlp とクラスIIE2 のC末端伸長部をストライプの

長方形で示す。 UbcPl の塩基配列は長方形をつらぬく直線で示す。主な制限酵素

サイトの位置を矢印で示す。ハイブリダイゼイションプローブとして用いた2つ

のDNA 断片の領域 (3 ・1・5参照〉を図の上方部に直線で・示した。
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Yeast UBC4 MSSSKRIAKELSDLE-RDPPTSCSAGPVGDDLYHWQASI 
Arabidopsis AtUBC8 MASKR 1 LKELKDLQ-KDPPTSCSAGPVAEDMFHWQAT 1 
C: elegans ubc-2 MALKRIQKELQDLG-RDPPAQCSAGPVGDDLFHWQATI 
Murine UbcM2 .STSAKRIQKELAEIT-LDPPPNCSAGPKGDNIYEWRSTI 
Human UbcH2 . SPGKRRMDTDVVKLIESKHEVTILGG 一一-LNEFVVKF
Yeast UBC2 . TPARRRLMRDFKRMK -EDAPPGVSASPLPDNVMVWNAM 1 

JJrosophila bendless. SSLPRR 1 1 KETQRLM-QEPVPGINA1 PDENNARYFHVIV 
P.tetraurelia UbcPl . VNNTAR ILKELQDVTAQGDKLNFKCYPTADDIKTWKILL 

求
MGPADSPYAGGVFFLSIHFPTDYPFKPPKISFTTKIYHPNIN-ANGNICLDILKDQ 
MGPAESPYSGGVFLVTIHFPPDYPFKPPKVAFRTKVFHPN IN-SNGSICLD ILKEQ 
MGPPESPYQGGVFFLTIHFPTDYPFKPPKVAFTTRIYHPNIN-SNGSICLDILRSQ 
LGPPGSVYEGGVFFLDITFSSDYPFKPPKVTFRTRIYHCNIN-SQGVICLDILKDN 
YGPQGTPYEGGVWKVRVDLPDKYPFKSPSIGFMNKIFHPN IDEASGTVCLDVINQT 
IGPADTPYEDGTFRLLLEFDEEYPNKPPHVKFLSEMFHPNVY-ANGEICLDILQNR 
TGPNDSPFEGGVFKLELFLPEDYPMSAPKVRF ITKIYHPN ID-RLGRICLDVLKDK 
YGPKGTVYEGGLYILSYVFTQNYPFRPPKVQFITKLYHPNVS-RGGSLCLDVLNTS 

WSPALTLSKVLLS-ICSLLTDANPDDPLVPEIAHIYKTDRPKYEATA-REWTKKYAV 
WSPALTISKVLLS- 1 CSLLTDP NPDDPLVPEI AHMYKTDRAKYEATA-RNWTQKYAM. 
WSPALTISKVLLS- ICSLLCDPNPDDPLVPEI ARIYKTDRERYNQLA-REWTQKYAM 
WSPALTISKVLLS-ICSLLTDCNPADPLVGSIATQYLTNRAEHDRIA-RQWTKRYAT 
WTALYDLTN1 FESFLPQLLAYPNP1 DPLNGDAAAMYLHRPEEYKQK1 -KEYIQKYAT. 
WTPTYDVASILTS-IQSLFNDPNPASPANVEAATLFKDHKSQYVKRV-KETVEKSWE. 
WSPALQIRTILLS-IQALLSAPNPDDPLANDVAELWKVNEAEAIRNA-REWTQKYAV. 
W SPLLTTTKVLDA -VSVMLQNP N ADDALDCN 1 A A 1 YKHEPELFKQNALKEKLEAASP . 

図3 B E2 の配列アライメント

UBC ドメインのみで比較した。太字の残基は8つの蛋白質全てで共通しているも

のである o UBC ドメイン中の活性部位のシステイン残基をアステリスクで示した。

破線はギャップを示す。ドットはアミノ酸配列がっつeいていくことを示す。
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43.6% iden 七i七y in 133 aa overlap 

P.tetraurelia Ub cPl 

c. cJe gans ubc-2 

250 260 270 280 290 300 
VNNTAR 工LKELQDVTAQGDKLNFKCYPTADD 工KTWK 工LLYGPKGTVYEGGLYILSYVFTQ

X.. :. 
MALKR 工QKELQDL-GREPPAQCSAGPVGDDLFHWQAT 工MGPPESPYQGGVFFLT 工HFPT

10 20 30 40 50 

310 320 330 340 350 360 
NYPFRPPKVQF 工TKLYHPNVSRGGSLCLDVLNTSWSPLLTTTKVLDAVSVMLQNPNADDA
・. . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . 
DYPFKPPKVAFTTR 工YHPN 工NSNGS 工CLD 工LRSQWSPALT 工SKVLLS 工CSLLCDPNPDDP

60 70 80 t 90 100 山

370 380 390 
LDCN 工AA 工YKHEPELFKQNALKEKLEAASP

• . X 
LVPE 工AR 工YKTDRERYNQLAREWTQKYAM

120 130 140 

図4 UbcPlp とUBC4/5 タイフt2 とのアライメント

一致する残基をコロンで、性質の似た残基を点で示す。図で・はUbcPlp と線虫

( C. elegans) ubc ・2 産物との比較で示した。活性部位のシステイン残基を矢印で示

した。各々のアミノ酸配列の残基番号も示した。 FASTA プログラムで作製した。
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pho 

Yeast UBC4 

phi 

pho 

AIabidopsis UBCl 

phi 

pho 

P.tetraurelia UbcPl 

phi 

図5 3種のE2 のノ、ィドロノfシープロット

横軸はアミノ酸残基。 N 末端は左側である。横軸から上に離れるに従って疎水性

が強く、横軸から下に離れるに従って親水性が強い。活性部位の位置(矢印で示

した)の位置をそろえて表示した。
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UbcP1p のUBC ドメインの配列を加えて、 E2 ファミリーの分子系統樹を作製したく図6、

図7) 0 分子系統樹上ではサブファミリーのメンバーは密接に関連した位置に集まった。

UbcP1p は最大節約法、非加重結合法どちらで作製した分子系統樹においてもどの集団

にも属さない、孤立した場所に位置した。
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図6 E2 ファミリーの分子系統樹
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UBC ドメインのみで比較した。最大節約法で作成した。
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S.pombe hus5 

Yeast UBC9 

Human HHR6A 
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Yeast UBC2 

S.pombe rhp6 + 

Human UbcH2 

Yeast UBC8 
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図7 E2 ファミリーの分子系統樹
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UBC ドメインのみで比較した。非加重結合 (UPGMA) 法で作成した。
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2・3. まとめと議論

2-3 ・1. Ub cP1 は訟をコードする

アミノ酸配列の解析にあたってはUbcP1 の塩基配列の349 番目のATG コドンを翻訳開始

コドンとした。 cDNA の5' 末端からこのATG コドンの聞に、ほかにインフレームのATG

コドンは存在しなかったからである。コードする蛋白質は425 アミノ酸からなり、推定

の分子量は48k Daである。この遺伝子の 20 個のグルタミンコドンのうち16 個はTAA と

TAG にコードされていた。繊毛虫類ではゾウリムシを含む幾つかの種において、 TAA と

TAG が終止コドンとして使われるのではなくてグルタミンをコードすることは既に報告

されている (7) 。ゾウリムシの遺伝子はA とTの含量が高く、特に非コード領域のんT

率が高いことが報告されている(1 5) 0 UbcP1 のんT含量はゾウリムシ遺伝子の特徴と

一致した。

UbcP1p (UbcP1 産物)の配列は E2 の様々な特徴を持っている。 UbcP1p の約130 アミノ

酸は、既知のE2 のUBC ドメインと最高で約44% の相向性を示す(図 4) 0 さらにUbcP1p

はE2 の活性部位コンセンサスモチーフ (PROSlTE データベース)と活性部位のシステイ

ン残基を含んでいた。このシステイン残基は全てのE2 で保存されている(1) 0 UbcP1p 

の301 ・305 番目の残基にはP-x-x-P-P のモチーフが存在する。このモチーフ中の最初のプ

ロリン残基は全てのE2 問で保存されており、 Yeas tU BC2 (RAD6と記されることもある)、

UBC3 (CDC34) ではこの残基をセリン残基に置換することで温度感受性のミュータン

トになることが示されている(1 6) 。おそらく UbcP1p においてもこのプロリン残基は

E2 酵素としての熱安定性に寄与するものであると考えられる。

図5~こUbcP1pのハイドロパシープロットを、シロイヌナズナUBC1、 YeastUBC4のもの

とでの比較で示した。シロイヌナズ、ナUBC1 はYeastUBC2 (RAD6)のホモローグである。

従ってYeastUBC4 と異なる細胞機能を担っているものである(表 1参照) 0 どちらのE2

もUBC ドメインのみから成っている。全てのE2 のUBC ドメインの配列は互いに相向性

があり〈最低でもほぼ25%) 、UBC ドメインは類似の三次構造をとることが推測されて
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いる。図5から、 3つのUBC ドメインのハイドロパシープロットパターンはほぼ一致した。

従って、疎水性度の解析からもUbcP1p はE2酵素で・あることが強く示唆された。 UbcP1p

が実際にE2 としての酵素、活性を持っているかどうかは今後実験的に調べる必要がある。

2-3 ・2. UbcP1 産物はクラスrv ，こ属する

既知のE2 とUbcP1 産物の比較を図3A 、Bに示した。これまでにE2 酵素は構造的に 4 つ

のクラスに分類されている(1， 17) 。クラスIのE2 は約16 ・18kDa の小さな蛋白質で、

UBC ドメインのみから成っている。クラスII のE2 はUBC ドメインに加えC末端に様々な

長さの伸長部を持つ。いくつかの例では伸長部は極性の残基を多く含んでおり(1 8) 、

基質特異性の決定に重要な役割を果たしている。たとえばYeast UBC2 (RAD6)はほと

んどが酸性アミノ酸残基からなる23 残基の伸長部を持ち、この領域は基質となる塩基性

蛋白質のヒストンのユピキチン化に必須である(1 9) 。最近、 N 末端に異なった長さの

伸長部をもっE2 のサブファミリーが同定された(クラス III) (20 ，21) 。これらの酵素

のN 末端伸長部は極性の残基を多く含んでいる。また、伸長部にセリン、スレオニン残

基のクラスターを多く含んでおり、この部位はリン酸化部位ではないかと推察されてい

る。マウスのUbcM1 蛋白質はN 末端とC末端両方向に伸長部を持っている(クラス IV)

(1， 17) 0 UbcM1 蛋白質は短いC末端伸長部と長いN 末端伸長部を持つ。 N 末端伸長部に

は膜貫通領域があると報告されている。この蛋白質は小胞体における蛋白質分解に関与

すると推察されている(1) 0 

UbcP1p はUBC ドメインに加え37 アミノ酸からなるC末端伸長部と238 アミノ酸からな

るN 末端伸長部を持つ。従ってクラスIV に属する。 UbcM1 の配列は現在まで示されてお

らず、 UbcP1 はUbcM1 と相向性があるかは不明である。しかしUbcP1 の推察される機能

(4-3 参照)から、 UbcM1 と近縁で-ある可能性は低い。

2-3 ・3. UbcP1 はE2 の新しいサブファミリーに属する

UbcP1p のUBC ドメインの配列でアミノ酸配列データベースを検索した結果、 Yeast の
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UBC4/5 産物と、その高等生物のホモローグ遺伝子産物と最も高い相向性を示した。

UBC4β ホモローグはY 回 stUBC4/5 蛋白質と約80% の相向性を示す。しかしUbcPlp のUBC

ドメインはこの進化的に保存されているUBC4/5 サプファミリーに対して約40 ・44% の相

向性しか示さなかった。またUBC4β は全てクラスIに属するが、 UbcPlp はクラスIV であ

るo 以上のことより、 UbcPl はUBC4β と別個のサブファミリーに属するものであると考

えられる。そこで、 UbcPlp のUBC ドメインの配列を加えて、 E2 ファミリーの分子系統

樹を作製してみた〈図6、図7) 。

分子系統樹上では、出芽酵母以外の生物種から分離され出芽酵母のホモローグと考え

られているE2 は互いに密接に関連した位置に集まった。図6、図7ではこのE2 のクラスター

を出芽酵母E2 のサブファミリーとして示した〈クラスIII 、bendless を除く。これらは出

芽酵母においてそのホモロークーは見つかっていない) 0 UbcPlp は最大節約法、非加重

結合法どちらで作製した分子系統樹においてもどの集団にも属さない、孤立した場所に

位置した。従って、 UbcPl は構造的には新規のサブファミリーを形成するものであると

考えられる。ただし、機能的にはUBC4β のサブファミリーに共通するものをもっと考

えられる (4-3 参照〉。

ホモロジー検索の結果、 UbcPlp の伸長部と有意な相向性を示す既知の百@IJ' まデータベー

ス中に見つからなかった。また、伸長部において保存された配列モチーフは見つからな

かった。特徴的な配列としてUbcPlp のN 末端伸長部の232 から238 番目の残基にかけての

セリン、スレオニン残基のクラスターがあげられる。ひとつの可能性としてこの領域は

リン酸化部位であるのかもしれない。もしそうで-あれば UbcPlp とEl 、E3 、あるいは基

質蛋白質との相互作用、あるいはUbcPlp の酵素活性などがリン酸化によって制御され

るのかもしれない。クラスII のE2 のC末端伸長部は基質特異性を定める(1 9，22 ，23) 、あ

るいは膜貫通領域を含み細胞内局在性を媒介するもの (24) として知られている。ハイ

ドロパシープロット解析で・はUbcPlp の伸長部に際だって強い疎水性クラスターは見ら

れず(図 5参照)、この部分に膜貫通領域がある可能性は低い。また機能的な面からも

UbcPlp が膜蛋白質で・ある可能性は低い (4 ・3参照) 0 UbcPlp の伸長部の役割については
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現在のところ不明である。
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第3章ゲ ノムDNA のサザンプロット解析

本章ではサザンプロット解析によってゲノム上で-の UbcP1 の特徴づけを行った結果に

ついて述べる。

3- 1. 材料と方法

3・1・1.株

P. tetraurelia (ヒメゾウリムシ) stock 51s 、P.muJ ，位l1 icronu cJ eatum (マルチミクロヌクレ

アツム) stock CH 、P. αuda 印'm (カウダーツム) stock G3 、P. αJk 白si (コーキンスイ〉

stock S恥B を実験に用いた。また出芽酵母(Saccharomyces α'T evisiae) はstrain S288C を用

L 、7こo

3・1・2. 培養

2・1・2を参照。

3・1・3. ゲノムDNA の単離

2・1・3を参照。出芽酵母のゲノムDNA の単離は文献 (24a) に従って行った。

3・1・4. サザンプロット解析

様々なゲノムDNA を様々な制限酵素で完全に切断し、 0.7% アガロースゲ、jレで-電気泳動

した。 DNA 断片はノ〈キュームプロッティングでナイロンメンブレン (Hybond N+) に転

写した。 ECL direct nucleic acid labeling and detection systems (アマシャム)を用いて 3種類

のDNA 断片 (3 ・1-5 参照〉をラベルしプロープに使用した。 ECL システムではハイブリ

ダイゼイションの厳密度 (s 訂ingency) をハイブリダイゼイションbuffer の塩濃度、そし

て一次洗浄buffer の尿素とSSC (1 50 m M  r、~aCl ， 15mM sodium citrate) 濃度を変えることに
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よってコントロールできる。アマシャムの使用説明書が推奨する標準的な条件 (high

stringency) 、および厳しい条件 (e 油 emely high stringency) 、緩い条件(l ow stringency) 

の3通りで実験を行った。

3・1・5. ハイブリダイゼイションプロープ

UbcPl cDNA サフeクローンを鋳型として、次の2種類のDNA 断片をPCR で増幅しプロー

ブとして用いた。 484bpDNA 断片(U bcPl のUBC ドメインをほぼカバーする領域、図3A)

は2つのオリゴヌクレオチド、 5'-TATGAAAAAAGAAGAAATITTAAAG ・3' と5'-CAATT CI'

GG Cf CATGC ・3' を用いて増幅した。 594bpDNA 断片 (UbcPl のN末端伸長部の一部に相

当する領域、図3A) は5' -CTATCTAGAATTGGAGCTGTC ・3' と5'- 廿 AGACATCCATTGAT

ACAAC ・3' を用いて増幅した。また出芽酵母のゲノムDNA を鋳型とし、オリゴヌクレオ

チド5' -GATCCACCTACTTCATGTTCAGCC-3' と5'-TTATACAGCGTATTTCTTTGTCCA-3'

を用いて約O.4 kbp のDNA 断片〈出芽酵母国C4 遺伝子のコード領域の一部)を増幅した。
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3・2. 結果

3・2・1. ヒメゾウリムシゲノムを用いたサザ、ンフ*ロット解析

(a) UbcPl をプローブとした解析

484bpDNA 断片 (UbcPl のUBC ドメインをほぼカバーする領域、図3A) をプロープと

して、ヒメゾウリムシのゲノムを用いサザ、ンブロットを行った。

厳しい条件でのハイプリダイゼイションの結果は、 EωRI の場合を除いて、 UbcPl の配

列に存在した制限サイトの有無と一致していた(図的。緩い条件でのハイブリダイゼ

イションの結果は、厳しい条件の場合とバンドのパターンに変化は無かった(データは

示さなしサ。

(b) 出芽酵母UBC4 のDNA 断片をプロープとしたサザンプロット解析

出芽酵母UBC4 遺伝子の一部分の約O.4 kbpDNA 断片をプロープとして、ヒメゾウリム

シのゲノムサザンプロットを行った。緩い条件でハイブリダイゼイションを行ったとこ

ろバンドが出現した(図 9) 0 これらのバンドはUbcPl のDNA 断片をプローブe とした場

合に出現するバンドとは異なったものであった(図的。

3・2・2. ヒメゾウリムシ以外のゾウリムシゲノムを用いたサザ、ンフーロット解析

マルチミクロヌクレアツムのゲノムを用いて484bpDNA 断片をプローブとしてサザン

フe ロットを行った。緩い条件でーハイブリダイゼイションを行ったところ、バンドが出現

した〈図的 o 594bpDNA 断片 (UbcPl のN 末端伸長部の一部に相当、図3A) をプローブ

として同じ条件で・ハイブリダイゼイションを行ったところ484bpDNA 断片をプロープと

した場合と同じバンドが出現した(データは示さなしリ。

また、カウダーツム、コーキンスイのゲノムを用いて、 594bpDNA 断片をプローブと

し標準的な条件で‘ハイプリダイゼイションを行ったところ、各々のゾウリムシでバンド

が検出された(図 10) 。
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図8 ヒメゾウリムシとマルチミクロヌクレアツムゲノムDNAを用いたサザンブロッ

ト解析

ヒメゾウリムシから調製されたゲノムDNA約10μgはEωRI、HindIII、XbaI、

BglIIによって切断された。マルチミクロヌクレアツムから調製されたゲノム

DNA約5μgはEωRI、HindIII、B細 HIによって切断された。マーカーのサイズ

(kbで示す〉を左側に示した。 UbcP1のDNA断片 (484bp)をプローブとした。
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図9 出芽酵母UBC4のDNA断片をプローブとしたサザンブロット解析

ヒメゾウリムシから調製されたゲノムDNA約5μgは政刀 RIとHindIIIによって切断

された。左図はUbcPlのDNA断片 (484bp)をプローブとしたもの。右図はUBC4

のDNA断片をプローブとしたものである。
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図10 カウダーツムとコーキンスイゲノムDNAを用いたサザンプロット解析

各々のゾウリムシから調製されたゲノムDNA約5μgはEc{)RIと HindIIIによって

切断された。 UbcP1のDNA断片 (594bp)をプローブとした。
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3・3. まとめと議論

3・3・1. ヒメゾウリムシのゲノム上で・のUbcPl の特徴づけ

UbcPl のUBC ドメインをほぼカバーする領域 (484bp DNA 断片〉をプローブとして、

ヒメゾウリムシのゲノムサザ、ンフ事ロットを行った。

厳しい条件でのハイブリダイゼイションの結果は、 EωRI の場合を除いて、 UbcPl の配

列から予想される制限地図〈図3A) と一致していた(図的。 UbcPl の塩基配列には

EcoRI サイトは無かった。しかしE∞RI の場合 2つのバンドが出現した。ゲノムのUbcPl

上にはEcoRI サイトを持つ短いイントロンは存在しないことがゲノムDNA 由来の増幅

PCR 断片 (489bp DNA 断片、 2-2 ・1(a) 参照)の配列決定によって確認されている。した

がって考えられるひとつの説明は、有性生殖後小核から大核が分化する際に、 UbcPl あ

るいはUbcPl と隣接する領域が異なったことおりのプロセシング (processing) を受ける

という可能性である。このようなゲノムDNA の択一的なプロセシング (altemative DNA 

processing) は既にゾウリムシにおいて報告されている (25) 。

緩い条件でのハイプリダイゼイションの結果は、厳しい条件の場合とバンドのパター

ンに変化は無かった(データは示さなしリ。従ってゾウリムシのゲノム上には UbcPl 以

外にこのプローブ'とハイブリダイズ、する UbcPl 様遺伝子は存在しないことが示唆された。

3・3・2. ゾウリムシにはUBC4/5 タイプのE2 は存在するか

出芽酵母UBC4 遺伝子の一部分の約O.4 kbpDNA 断片をプローブとして、ヒメゾウリム

シのゲノムサザンプロットを行った。 UbcPlp のUBC ドメインの配列はアミノ酸配列デー

タベースを検索した結果、既知のE2 のなかでUBC4/5 タイプのE2 と最も高い相向性を示

した (2 ・2・2 (b) 参照) 0 もしゾウリムシゲノム上にUbcPl 以外に、より UBC4β と高い相

向性を示すE2 の配列が存在するならば、 UBC4DNA 断片はそのE2 の配列とハイブリダイ

ズするはずである。従ってその場合、 UbcPl のDNA 断片をプローブとした場合に出現す

るバンドとは異なった位置にバンドが出現するはずである。緩い条件でハイブリダイゼ

イションを行ったところ、バンドが出現した(図 9) 。これらのバンドはUbcPl のDNA
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断片をプロープとした場合に出現するバンドとは異なったものであった〈図的ロ従っ

てヒメゾウリムシにはUbcP1 とは別個にUBC4β タイプのE2 も存在する可能性がある。

3・3・3. UbcP1 のN末端伸長部は、ノ、ウリムシ問で保存されているか

マjレチミクロヌクレアツムのゲノムを用いて484bpDNA 断片 (UbcP1 のUBC ドメイン

をほぼカバーする領域、図3A) をプロープとしてサザンブロットを行った。緩い条件で

ハイブリダイゼイションを行ったところバンドが出現した(図 8)0 594bpDNA 断片

(UbcP1 のN 末端伸長部の一部に相当、図3A) をプローブとして同条件で・ハイブリダイ

ゼイションを行ったところ484bpDNA 断片をプロープとした場合と同じバンドが出現し

た(データは示さな Lリ。この結果は、出現したバンドはマルチミクロヌクレアツムに

おけるUbcP1 に相当するものであり、 UbcP1 のN 末端伸長部はこのゾウリムシでも保存

されていることを示している。

また、カウダーツム、コーキンスイのゲノムを用いて594bpDNA 断片をプローブとし

標準的な条件でハイブリダイゼイションを行ったところ、各々のゾウリムシでバンドが

検出された〈図10) 。従ってこの 2 種のゾウリムシにおてもN 末端伸長部は保存されて

いることが示唆された。調べた範囲のゾウリムシではN 末端伸長部は保存されていると

いう結果から、おそらくこの領域は少なくともゾウリムシ内では種を越えて保存されて

いることが予想される。そしてその保守性から、 UbcP1 の長 L、N 末端伸長部はUbcP1 が

媒介するユピキチンシステムが機能する上で必須の役割を担っていることが推測される D
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第4章 ノーザンプロット解析によるUbcP1 の機能の推定

本章ではノーザンプロット解析によって、異なったカルチャーステージおよび様々な

ストレス下で・のUbcP1 の発現量の変化を調べた結果について述べる。

4・1. 材料と方法

4・1・1.株

P.tetraurelia (ヒメゾウリムシ) stock 51s を実験に用いた。

4・1・2. 培養

後述の4・1・4 (a) のヒメゾウリムシはレタスジュース培地 (26) で培養した。その他

の培養は藁浸出液培地 (2 ・1・2参照〉で-行った。全ての培養は 25
0
Cで-行った。

4・1・3. ノーザンプロット解析

RNA を7.5% グリセローjレ， 2.5mMsodium phosphate (pH.7.0) ， 1% SDS ， 0.05% ブロモ

フェノールブルー， 0.05% キシレンシアノール中で 65 0Cで 5分間加熱し、次に急冷した。

これを1% のアガロースゲルで電気泳動した。 RNA の転写膜 (Hybond N¥ アマシャム〉

への転写はバキュームプロット法で行った。プロープ DNA の放射性ラベルはNick

仕組slation kit (T; 北訂a) を用いて行った。転写膜をハイプリダイゼーション buffer (5 x 

SSC ， 1 %SDS ， 1 x De nhardt 液 (26a) )中で 67 0Cで一晩処理し、プレハイブリダイゼーショ

ンを行った。次にハイブリダイゼーション buffer を交換し、 RI でラベルしたプロープ溶

液を加え、再び67 0Cで一晩処理した。ハイブリダイゼーション後、転写膜を 67
0
Cの2x

SSC ， 0.1 %SDS で67 0Cで 30 分、次に67 0Cの 1 x SSC ， 0.1 %SDS で67 0Cで 30 分洗浄した。そ

の後余分な水分をとり、オートラジオグラフに使用した。
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4・1-4. ノーザンプロット解析に用いた陀ぜA サンプル

RNA の抽出は全てRNA extraction kit (Pharmacia) を用いて行った。細胞以外の成分を

除くために、抽出の前に1回、ドリルの液(ゾウリムシ培養用の希薄塩類溶液 (26) ) 

または蒸留水で手早くゾウリムシ細胞を洗浄した。

(a) カルチャーステージの違いによるサンプル

定常期のサンプルは、増殖曲線上の、細胞密度が飽和した時点から約2日経過した細

胞から調製した。対数増殖期のサンプルは、用いた株の増殖特性にもとづいて、定常期

に入った直後のヒメゾウリムシのカルチャーに過剰量の培養液(体積で 3倍)を加え 18

時間経過した細胞から調製した。

(b) ヒートショックサンプル

あらかじめ25 "C下においたヒメゾウリムシのカルチャーの半分量を低速遠心で集め、

濃縮し再び同じ培養液に懸濁した。これを35 "Cのウォーターパスに浸けた。この細胞懸

濁液が35 "Cに達してから 30 分後、遠心で細胞を集めRNA を抽出した。また残りの半分量

のカルチャーからも細胞を集めRNA を抽出し、ヒートショックのかかっていないコント

ロールとした。

(c) 浸透圧ショックサンプル

ヒメゾウリムシのカルチャーを低速遠心で集め、ドリルの液で 1回洗浄した。その後

細胞を同じbuffer' こ懸濁した。これを2等分し、一方は 1% になるようにグルコースを加

えて浸透圧を上昇させ2時間放置した。この細胞を浸透圧ショックを受けた細胞とし

悶吋A を拍出した。また残りの一方はコントロール用として、同じ細胞密度にしてドリル

の液中で2時間放置し悶A を抽出した。

4・1・5. ハイブリダイゼイションプロープ

UbcP1 cDNA サフ。クローンを鋳型にして、オリゴヌクレオチド 5' -ATATITCAGGATCC 

ATGGGC ・3' と5' -ATITAATTGGATCCAATGACAAAT-3' をプライマーとして用い、約1. 3k

~DNA断片 (UbcP1のコード領域に相当する)をPCRで-増幅しプローブとして使用した。
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また P. αuda 加m のリボソーマjレプロテイン Lll の約O.7kb cDNA (アクセッションナン

ノ〈ーD38227 ，GenBan kA MB I)D DBJ データベース)もプロープとして使用した。これは

山口大学理学部の堀博士から頂いたものである。
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4・2. 結果

4・2・1. ノーザンプロット解析

UbcPl のコード領域(図 3A) 部分のDNA 断片をプローブ9 とし、種々のRNA サンプルを

用いてノーザンプロット解析を行った。

(a) ヒートショックによる変動

ヒートショック負荷により UbcPl の発現量の増加が見られた(図 11) 0 

(b) 浸透圧ショックによる変動

浸透圧ショック負荷により (a) とほぼ同じ増加を示した(データは示さなしゅ。

(c) カルチャーステージの違いによる変動

対数増殖期と定常期のRNA サンプルで-比較を行った。定常期では対数増殖期に対して

UbcPl の発現量の増加が見られた(図 11) 0 
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図11 ノーザンプロット解析

各々のレーンあたりヒメゾウリムシから調製されたトータルRNAI0μgを泳動し

た。左図はヒートショックによる変動、右図はカルチャーステージの違いによ

る変動を示す。 2種のプローブを用い2つのバンドを同時に検出した。 UbcPlの

位置と、コントロールとしてのリボソーマルプロテインLl1の位置を示す。
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4・3. まとめと議論

UbcP1 の機能を推測するためにノーザンブロット解析を行った。その結果、 UbcP1 は

ヒートショッ夕、浸透圧ショック負荷時に発現量が増加することが判明した。また発現

量はカルチャーステージによっても変化し、定常期でよく発現されていることがわかっ

fこ。

これまでE2 の機能の解析はおもに出芽酵母において行われてきた。出芽酵母において

は現在まで少なくとも 10 種類のE2 蛋白質の一次構造が決定されている(表 1) 。このな

かで細胞内の不要蛋白質の除去機構として、最も中心的な役割を担っているのはUBC1 ，

UBC4 、UBC5 の3つのE2 であり、これらは細胞の増殖、生存に必須の役割をはたしてい

る (9 ，27) 。これらの遺伝子を遺伝子破壊によって欠失させると細胞内の寿命の短い蛋

白質や異常蛋白質の分解が抑制される。これらのE2 は機能的に重複しており、 3つのE2

は協調して、お互いに代償的に働いていることが示唆されている。これは、これらの遺

伝子を単独で遺伝子破壊しても細胞の生存にはなんら影響がないが、 3つを同時に破壊

すると初めて致死に至ることにもとづいている。 UBC1( まノーザンブロット解析から、

定常期の細胞でよく発現されていることが示されている。ヒートショックでは誘導され

ない。また胞子の発芽に必須であることも知られている。 UBC4 と5はほとんど相同であ

り(アミノ酸配列で 92% 相同)この 2つは遺伝子重複によって生じたと考えられている

(28) 0 ノーザンブロット解析から、どちらもヒートショックで誘導される、また

UBC4 は対数増殖期で、 UBC5 は定常期でよく発現されていることが示されている D また

遺伝子破壊による欠失実験から、ヒートショック下では 2つのE2 の機能は生存に必須で

あることが示されている。 UBC1 はクラスII のE2 であり UBC4β はクラスIであり、構造的

には異なっている(図 3A) 。またUBC1 とUBC4β ではUBC ドメインでの相向性もそれほ

ど高くなしこれは分子系統樹上にも反映されている(図 6、図7) 0 従って、 UBC1 と

UBC4/5 は構造的には異なるサブファミリーに属するが、機能的には重複しているので

同じサブファミリーとして分類される場合もある。
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筆者のノーザンプロット解析の結果、 UbcPl はUBC4/5 タイプ、特にUBC5 と類似の発

現パターンを示すことがわかった。従ってUbcPl は出芽酵母UBC4β タイプのE2 と同様の

機能を持ち、細胞内の不要蛋白質の除去機構として最要な役割を担っていると考えられ

る0 ・そして、ストレス負荷時には、ストレスで生じた異常蛋白質の除去に寄与している

と考えられる o UBC4/5 サプファミリーは、高等生物種において細胞周期進行の制御の

根幹の役割をはたすM 期促進因子の構成要素であるサイクリンB の分解、がん抑制遺伝

子産物のp53 の分解、転写因子であるNF-κB のプロセシング、 NF-κB インヒピターのI

κB αの分解等様々な生命現象に関わる因子の分解への関与が報告されている (3 ，4) 0 

UbcPl も幅広い生命現象に関与している可能性がある。

38 



第5章総括と今後の研究の展望

本研究ではヒメゾウリムシからユビキチン結合酵素 (E2) 遺伝子のクローニングを行

い、この遺伝子の特徴づけと機能解析を行った。第2章ではまずヒメゾウリムシのE2 遺.

伝子のクローニングの過程とその塩基配列及び推定されるアミノ酸配列の解析について

述べた。筆者はこの遺伝子をUbcPl と名付けた。配列解析の結果、 UbcPl 産物はE2 で-共

通したドメイン (UBC ドメイン)に加え C末端伸長部と N末端伸長部を持っていた。さ

らにUbcPlp のUBC ドメインの配列を加えE2 ファミリーの分子系統樹を作製したところ、

UbcPlp はE2 の新奇のサフ*ファミリーに属することが示唆された。第 3章ではサザンブロッ

トの手法を用いたUbcPl の解析について述べた。まずUbcPl が単離されたゾウリムシで

あるヒメゾウリムシのゲノムを解析した。その結果UbcPl の配列から予想された制限地

図があらためて裏付けられた。さらにヒメゾウリムシのゲノム上にはUbcPl 以外に

UbcPl 様遺伝子は存在しないことが示唆された。次にヒメゾウリムシ以外の 3 種のゾウ

リムシのゲノムを解析したところ、これらのどのゾウリムシ種にもUbcPl ホモローグは

存在し、 UbcPl のN 末端伸長部も保存されていることを示唆する結果を得た。従って

UbcPl のN 末端伸長部はUbcPl が機能する上で必須の役割を担っていることが推測され

る。第4章ではノーザ、ンフーロット手法で・のUbcPl の機能解析について述べた。 UbcPl はヒー

トショッ夕、浸透圧ショック負荷時に発現量が増加した。従ってUbcPl はストレス応答

機能に関与すると考えられる。またカルチャーステージでも発現量は変化し、定常期で

よく発現されていることがわかった。このような発現の挙動から、 UbcPl はUBC4β タイ

プのE2 と同様の機能を担い、細胞内のタンパク質分解系で一定の役割をはたしているこ

とが推測される。

配列の鮪斤から(第主主〉ここに見い出された UbcPl はユピキチン結合酵素 (E2) をコー

ドすることが明らかとなった。しかし現在のところUbcPl の発現産物が実際にE2 として

働きうるかは実験的に確認されてはいないので、今後UbcPlp のE2 酵素活性を in vitro で

証明する必要があろう o 2-3 ・1で述べたように、ゾウリムシにおいて一般の生物で終止コ
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ドン(ナンセンスコドン〉として使われている TAA 、TAG がグルタミンのコドンとして

使われている。そのために大腸菌の系で蛋白質発現ができない。従って、'部位特異的突

然変異でUbcPl のTAA 、TAG をグルタミンのコドンに変換し、その上で大腸菌に導入し

て蛋白質を発現させるか、もしくはTん主、 TAG にグjレタミンを高頻度で挿入する新しい

蛋白質発現系を構築し、その系でUbcPl を発現させる必要がある o このような試みも現

在進行中である。

最近ショウジョウパエ、マウス、ヒトからクローニンクーされた新しいサブファミリー

のE2 (クラス III のE2 、図3A 、図6、図7) はUBC4β と機能的に関連があることが示され

ている (20) 。これは、これらの遺伝子を出芽酵母のUBC4 、UBC5 ダブル欠失株に導入

すると、その出芽酵母の表現型が一部野生型へと相補されたことによる o UbcPl は前述

の解析から〈第4章) UBC4/5 と関連する機能を担うものであることが示唆された。クラ

ス111 のE2 で用いられたような実験手法を用いて、 UbcPl も出芽酵母細胞内でUBC4 、5に

代わるものとして機能しうるかどうかを研究することは今後の課題の一つである。また、

ゾウリムシにおいて遺伝子破壊の系が確立されれば、ゾウリムシのUbcPl 破壊株の表現

型を様々な角度から調べることによってUbcPl 機能の詳細がさらに明らかになることが

期待される o

出芽酵母のゲノムプロジェクトは最近完了し、その全塩基配列はスタンフォード大学

の Saccharomyces Genome Database (SGD) に公開されている。このデータベースを検索し

た結果UbcPl のホモローグは見つからなかった占しかし今後高等生物種におけるE2 の解

析が進むにつれてUbcPl のホモローグは見つかるかもしれない。そうすればUbcPl ホモ

ローグの機能解析から、 UbcPl のさらに詳細な機能が明らかになることが期待できる o

前述のクラス111 のE2 のホモローグも出芽酵母には存在しないことが示唆されている (20) 0 

今回ノーザンプロット解析により(第 4章)、 UbcPl の異なるカルチャーステージでの

発現量を比較したところ定常期に増加することが示された。解析に用いたヒメゾウリム

シにおいては、成熟期細胞はカルチャーステージの定常期に入ると自家生殖を行う。こ

の過程では、減数分裂、核融合、新大核の分化、旧大核の退化〈大核崩壊)等の核変化
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がおこっている。大核崩壊では核の構成成分の分解が必要であり、この過程で特異的に

蛋白質分解系が誘導されたり、もしくは活性化されたりすることが推測される。定常期

で・のUbcP1 の発現量の増加の原因をさらに詳細に調べると、その成分として大核崩壊に

伴う UbcPl の発現誘導が含まれているかもしれない。ゾウリムシにおける大核崩壊は高

等生物のアポトーシスの原形とも考えられ、またアポトーシスとユビキチンシステムと

の関わりは既に報告されている (29) 。アポトーシスの機構の解明の視点からもゾウリ

ムシのユビキチンシステムの研究は意義深いものと言えるだろう o
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