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論文内容の要旨

真核生物の RNA ポリメラーゼ II CPol II) は、遺伝子発現の初発段階に mRNA 合成の核として働き、 5 種類の基

本転写因子 CTFIIB、 TFIID、 TFIIE、 TFIIF、 TFIIH) とともに遺伝子プロモーター上において転写開始複合体を形

成して、正確な転写を開始する。基本転写因子 TFIIH は、 Pol II による転写開始と伸長への移行という 2 つの段階で

機能することが知られている o TFIIH は 9 つのサブユニットからなるタンパク質複合体であり、そのうち大きい 2 つ

のサブユニット XPB と XPD が、紫外線などによる DNA の損傷を修復するヌクレオチド除去修復に直接関与するこ

とが見い出され、一方 Cdk 7 、サイクリンH CCycH) 、 MAT 1 の 3 つのサプユニットは、細胞周期の制御に関わる

Cdk をリン酸化する CAK CCdk-activating kinase) 活性を有することがわかっている。転写や DNA 修復や細胞周

期といった事象には、 TFIIH の有する DNA へリカーゼ活性、 DNA 依存性 ATPase 活性、セリンやスレオニンをリ

ン酸化するキナーゼ活性という 3 種の酵素活性が利用されており、 TFIIH は、これらの生体内事象を協調的に制御す

る重要な因子として認識されてきたo しかしながら、 TFIIH が関わるこの協調的制御機構の詳細はほとんど解明され

ていない。本研究は、 TFIIH と Cdk 7/CycH と CAK という 3 種のキナーゼ複合体の分離精製をおこない、転写や

細胞周期に関わる因子を基質としたリン酸化の特異性を決定し、さらにリン酸化活性と転写活性が協調した反応機構

の解明を目的とした。

【方法ならびに成績】

(1) TFIIH と CAK による細胞周期を制御する Cdk への基質特異性

CAK はその名のとおり Cdc 2 、 Cdk 2 、 Cdk 4 といった細胞周期を制御する Cdk をリン酸化し活性化する機能

を有している o 本研究では G 1 サイクリンと共役する Cdk 2 と Cdk 4 を基質とし、 Cdk 7/CycH、 CAK、 TFIIH

によるリン酸化の特異性について検討した。各基質のリン酸化は SDS-PAGE 後、オートラジオグラフィーにより

検出した。その結果、 CAK と TFIIH は Cdk 2 と GST-Cdk 4 をリン酸化することができたが、 Cdk 7/CycH は、

Cdk 2 に対しては弱く、 GST-Cdk 4 に対しては全くリン酸化することができなかったo さらに、 TFIIH は CAK の

キナーゼ活性よりも GST-Cdk 4 を強くリン酸化し、一方で CAK は TFIIH に比べ、 Cdk 2 を強くリン酸化するこ

とが認められた。基本転写因子 TFIIE は、 TFIIH のキナーゼ活性を促進する因子として知られているが、 GST-Cdk

4 のリン酸化にはほとんど効果がなかった。一方、 Cdk 2 のリン酸化は、 TFIIE により 2 倍程度促進されることが
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確認できた。 CAK のみならず TFIIH の形でも Cdk 2 や Cdk 4 をリン酸化できることは、基本転写因子 TFIIH が直

接的に細胞周期を制御している可能性を示唆している。

(2) TFIIH と CAK による Pol II のC末端ドメインのリン酸化

ヒトの Pol II の最大サブユニット RPB 1 のC末端には、 7 個のアミノ酸 CYSPTSPS) が52回に及ぶ繰り返し領域

CTD CC-terminal domain) が存在し、この領域は真核細胞の生存に必須であり、 TFIIH によりリン酸化されること

が知られている o 本研究では、 CTD と GST を融合した GST← CTD ポリペプチド、および HeLa 細胞から精製した

野生型 Pol IIを基質としてリン酸化の特異性を検討したo CAK と TFIIH は GST-CTD、 Pol II を良い基質とし、共

にリン酸化することができた。さらに、 TFIIE を加えた場合、 GST-CTD のリン酸化には効果がなかったが、 Pol II 

へのリン酸化活性を強く促進していた。

(3) TFIIH と CAK による転写開始複合体中での Pol II のリン酸化と転写活性の相関

転写開始複合体中での Pol II のリン酸化を検討するために、アデノウイルス主要後期プロモーターを持つ G 一 less

カセットを鋳型 DNA とする in vitro 転写再構成系を用いたo この系で Pol II は、 TFIIH のキナーゼによりリン酸化

され、その活性は、 TFIIE により強く促進されていたo 一方、 Cdk 7/CycH と CAK は、転写開始複合体中での

Pol II をリン酸化できないことを認めたo さらに、転写活性を検討したところ、直鎖状の鋳型 DNA を用いたときに、

TFIIH 依存的な転写が TFIIE 存在下でおこなわれ、 Cdk 7/CycH と CAK では転写活性が認められなかった。しか

しながら、 DNA へリカーゼがなくても 2 本鎖 DNA が開裂することで知られているスーパーコイル状の鋳型 DNA

を用いると、 TFIIH が存在しなくても転写がおこなわれることが認められた。これは、転写と Pol II のリン酸化との

強い関連性を支持するものであるo

(4) TFIIH による P~l II のリン酸化部位の同定

TFIIH は CTD ペプチドの 7 アミノ酸のうち、 5 番目のセリンをリン酸化するという報告があるが、精製 Pol II を

用いた解析はおこなわれていない。そこで、 CTD のリン酸化された 2 番目と 5 番目のセリンをそれぞれ認識する抗

リン酸化 CTD 抗体を用いて、 TFIIH による Pol II のリン酸化部位をウエスタンプロッティングにより検出したo そ

の結果 CAK が 2 番目のセリンをリン酸化したのに対し、 TFIIH は 2 番目のセリンだけでなく 5 番目のセリンをリン

酸化することが確認できた。さらに 5 番目のセリンのリン酸化活性は、活性化転写開始複合体中で TFIIE により強

く促進され、このリン酸化が PolII の転写反応に対応していることが認められた。最近 CTD の 5 番目のセリンがリ

ン酸化されているときにのみ、転写産物のプロセシングに働く因子群が、この Pol II の CTD に結合して機能するこ

とが報告された。 CTD は数ある RNA ポリメラーゼの中でも Pol II にのみ存在する重要な制御領域である。今回私

が得た結果は、 TFIIE と TFIIH が協調的に作用することが、転写に続く過程においても重要であることを示唆して

いる。

【総括】

本研究は、基本転写因子 TFIIH と CAK が、細胞周期を制御する Cdk と、転写に働く Pol II の最大サブユニット

に対してリン酸化の特異性が異なることを示した。さらに、転写開始複合体中では、 TFIIE により制御された TFIIH

が、 Pol II の最大サブユニットを強くリン酸化し、このリン酸化が転写活性に対応していたことから、 TFIIH 依存的

な転写には、 TFIIH の 9 個のすべてのサブユニットが必要であることを認めた。また、 Pol II の最大サブユニットの

C末端領域にある繰り返し配列は、 2 番目のセリンだけでなく、 TFIIE により促進される 5 番目のセリンのリン酸化

が TFIIH によりなされ、この部位のリン酸化が転写に必要であることを明らかにしたD これらの結果は、転写と細

胞周期を繋ぐルートを解明するための指針となり、 TFIIH の活性制御がその鍵となることを示唆した。

論文審査の結果の要旨

基本転写因子 TFIIH は転写と DNA 修復に働く、 9 つのサブユニットから構成されるタンパク質複合体で、サブユ

ニットの中の XPB および XPD はへリカーゼ活性をもち、その変異は色素性乾皮性 CXP) やコケイン症候群などの

遺伝病の原因となることが知られているo 本研究は、 TFIIH とその構成成分である CAK CCdk-activating kinase) 
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が、細胞周期を制御する Cdk と、転写に働く RNA ポリメラーゼII に対してリン酸化の特異性が異なることを体系的

に解析したものである。その結果、 TFIIH は Cdk 4 を、また CAK は Cdk 2 をより強くリン酸化すること、転写開

始複合体中では、基本転写因子 TFIIE により制御された TFIIH のみが、 RNA ポリメラーゼIIの最大サブユニットを

強くリン酸化するという事実を明らかにした。

これまで、 RNA ポリメラーゼIIの活性化に必要なリン酸化部位の同定は、人工的に作成されたポリペプチドを基

質に用いたものが多かった。しかしながら、本研究では、細胞内から精製した RNA ポリメラーゼIIを基質とし、さ

らに 9 つのサプユニットからなる精製 TFIIH を酵素として用いた結果、 TFIIH が RNA ポリメラーゼII の最大サフーユ

ニットのC末端領域にある 7 つのアミノ酸からなる繰り返し配列中の 2 番目と 5 番目のセリンをリン酸化し、この部

位のリン酸化が転写に必要であることをはじめて明らかにした点で高く評価できるo

以上のように、本研究は遺伝子の発現に関わる転写機構全般に関する理解に貢献するとともに、転写と細胞周期と

いう 2 つの生体内事象を繋ぐルートを解明するためにも重要な知見を示したことから、学位の授与に値すると考えら

れる。
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